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Streszczenie

Wstep

Choroba Wilsona (WD) jest rzadko wystepujaca chorobg genetyczna, o dziedziczeniu
autosomalnym recesywnym, ktorej wiodace objawy wynikaja z nieprawidtowego metabolizmu
miedzi. Gléwnymi narzadami dotknigtymi zmianami chorobowymi sg watroba i mozg. Jackson
toxic milk mouse (txJ) to szczep myszy, u ktoérych zaobserwowano mutacje w genie Atp7b,

homologicznym do ludzkiego genu ATP7B, ktérego mutacje sg przyczyng WD u ludzi.

Cel

Badanie mialo na celu opis zmian biochemicznych w wybranych strukturach
(prazkowie, watroba, serce, dwunastnica, oko) u myszy txJ. Ponadto przeanalizowano réznice

przebiegu choroby w zaleznos$ci od ptci zwierzat.

Metody

TxJ i myszy kontrolne zostaty usmiercone w wieku 2, 4, 8 i 14 miesigcy. Do okreslenia
stezenia pierwiastkoOw w narzadach uzyto spektroskopii fluorescencji rentgenowskiej metoda
catkowitego odbicia. Sktad biochemiczny tkanek zmierzono za pomocg spektroskopii
w podczerwieni z transformacjg Fouriera. Dodatkowo przeprowadzono hybrydowe
multimodalne mikroobrazowanie mézgu. Zbadano stezenie ceruloplazminy, neurofilamentow,

albuminy, bilirubiny, transaminaz i fosfatazy alkalicznej w surowicy.

Wyniki

Istotnie podwyzszone st¢zenia Cu zaobserwowano w watrobie, prazkowiu, oku, sercu
1 dwunastnicy myszy txJ. Wysokiemu stezeniu miedzi towarzyszyty zmiany ste¢zenia wapnia
zwlaszcza w watrobie 1 sercu, a w mniejszym stopniu takze w pozostatych narzadach.
W prazkowiu najstarszych myszy txJ zaobserwowano nizszg zawarto$¢ lipidow 1 wyzszy
udziat thuszczoOw nasyconych w ogdlnym sktadzie biochemicznym. Struktura drugorzedowa
biatek prazkowia byta zaburzona u txJ. W watrobie myszy txJ zaobserwowano wyzsze
stezenia thuszczoOw nasyconych i utlenionych. W sktadzie biochemicznym watroby txJ
dominowaty istotne zaburzenia wynikajace z nieprawidlowego fatdowania biatek
hepatocytow wtornie do zaburzenia w ich strukturze drugorzedowej. Stezenie
neurofilamentéw bylo wyzsze w surowicy 4-miesigcznych txJ, wspdtwystepowato

z uchwytnymi zmianami sktadu biochemicznego watroby i wyprzedzalo wystapienie
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zaburzen sktadu pierwiastkowego i biochemicznego prazkowia. Rozmieszczenie Cu i Zn

w mozgach txJ i myszy kontrolnych bylo do$¢ rownomierne, bez przewagi w zadne;j
strukturze anatomicznej, ale wylacznie w prazkowiu 1 wzgorzu txJ zaobserwowano znaczace
zmiany w strukturze drugorzedowej biatek. Przebieg choroby zaobserwowany u samic txJ
roznit si¢ od tego obserwowanego u samcow w zakresie watrobowego stezenia miedzi,
wapnia i cynku oraz stezenia miedzi i zelaza w prazkowiu. Zaobserwowano takze nizsze
osoczowe st¢zenia ceruloplazminy u samic. Najwyrazniejsze roznice pomi¢dzy manifestacja

choroby u samcéw 1 samic obserwowano w 4 miesigcu zycia.

Whioski

U myszy txJ z powodu mutacji w genie Atp7b dochodzi do zmiany sktadu
pierwiastkowego i biochemicznego watroby i mézgu. Wraz z rozwojem choroby zmianie ulega
takze sktad pierwiastkowy serca, dwunastnicy i1 oka. Uszkodzenie watroby zwigzane
z gromadzeniem miedzi wspotistnieje z podwyzszeniem stezenia neurofilamentéw
w surowicy. W przebiegu choroby txJ zaobserwowano liczne podobienstwa do obrazu
klinicznego 1 wynikow pacjentéw chorych na WD. Wystepowanie najwyrazniejszych rdznic
pomiedzy piciami txJ w 4 miesigcu zycia sugeruje ich mozliwy zwigzek z modyfikujacym

wpltywem hormonoéw piciowych.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Biochemical characterization of the mouse model of Wilson's disease.

Introduction

Wilson's disease (WD) is a rare autosomal recessive genetic disorder characterized by
impaired copper metabolism. The primary organs affected by the disease are the liver and the
brain. The Jackson toxic milk mouse (txJ) is a mouse strain with a mutation in the Atp7b gene,

homologous to the human ATP7B gene, mutations of which are responsible for WD.

Aim
The aim of the study was to describe the biochemical changes in selected structures
(striatum, liver, heart, duodenum, eye) in txJ mice. Additionally, the study analyzed sex-related

differences in the course of the disease in mice.

Methods

TxJ and control mice were sacrificed at 2, 4, 8, and 14 months of age. Total reflection
X-ray fluorescence spectroscopy was used to determine elemental concentrations in organs.
The biochemical composition of tissues was measured using Fourier-transform infrared
spectroscopy. Additionally, hybrid multimodal microimaging of the brain was performed.
Serum concentration of ceruloplasmin, neurofilaments, albumin, bilirubin, transaminases, and

alkaline phosphatase were also assessed.

Results

Significantly elevated copper concentration was observed in the liver, striatum, eye,
heart, and duodenum of txJ mice. Copper concentration disturbances were accompanied by
changes in calcium content, especially in the liver and heart, and to a lesser extent in other
organs. In the striatum of the oldest txJ mice, a lower lipid content and a higher proportion of
saturated fats in the overall biochemical composition were observed. The secondary structure
of striatal proteins was disrupted in txJ mice. In the liver, higher levels of saturated and oxidized
fats were found. The biochemical composition of the txJ liver was dominated by significant
disturbances resulting from improper folding of hepatocyte proteins due to secondary structure

abnormalities. Neurofilament levels were elevated in the serum of 4-month-old txJ mice and
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coincided with detectable biochemical changes in the liver, preceding the onset of elemental
and biochemical disturbances in the striatum. The distribution of Cu and Zn in the brains of
both groups was relatively uniform, with no dominance in any anatomical structure, but
significant changes in the secondary structure of proteins were observed only in the striatum
and thalamus of txJ mice. The disease course in female txJ mice differed primarily in hepatic
concentrations of copper, calcium, and zinc, as well as copper and iron levels in the striatum.
Lower plasma ceruloplasmin levels were also observed in females. The most pronounced sex-

related differences in disease manifestation were observed at 4 months of age.

Conclusions

In txJ mice, the Atp7b gene mutation leads to changes in the elemental and biochemical
composition of the liver and brain. As the disease progresses, the elemental composition of the
heart, duodenum, and eye also changes. Liver damage associated with copper accumulation
coincided with elevated serum neurofilament concentration. The course of the disease in txJ
mice shows many similarities to the clinical picture and findings in human WD patients. The
most pronounced sex-related differences at 4 months of age of txJ suggest a possible modifying

influence of sex hormones.
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Wstep

Miedz jest mikroelementem skapo reprezentowanym w skorupie ziemskiej, w ilo$ci
zaledwie 50 cze$ci na milion (ppm) [1]. Metal ten z powodu tatwosci oddawania elektronu,
przy zmianie stopnia utlenienia, jest szeroko wykorzystywany jako kofaktor wielu istotnych
enzymOw bioragcych udziat w procesach fotosyntezy i oddychania komoérkowego przez
organizmy zywe. Calkowita ilo$¢ miedzi w organizmie dorostego czlowieka waha si¢ miedzy
100 mg a 150 mg. Dzienne zapotrzebowanie na ten pierwiastek to 1,3 mg dla kobiet i 1,6 mg
dla mezczyzn [2, 3]. Miedz dostarczona wraz z pokarmem jest wchianiana przez enterocyty
gldwnie w dwunastnicy i proksymalnym odcinku jelita czczego. Wraz z krwig wrotna trafia do
watroby, gdzie w zalezno$ci od zapotrzebowania organizmu kierowana jest do rdéznych
narzagdow lub — w przypadku jej nadmiaru — jest sekwestrowana przez aparat Golgiego
hepatocytu 1 wydalana wraz z zo6lcig do $wiatla dwunastnicy. Opisano dwa najczgstsze
genetycznie uwarunkowane defekty metabolizmu miedzi, ktore prowadza do dwdch skrajnych,
letalnych chordb: choroby Menkesa, zwigzanej z upo$ledzeniem jelitowego wchtaniania
miedzi, skutkujacego jej niedoborem, oraz choroby Wilsona (Wilson's disease — WD),
powigzanej z defektem wydalania miedzi 1 w efekcie przetadowaniem organizmu miedzig.
Pierwszy opis WD, czyli zwyrodnienia watrobowego-soczewkowego, zostal opublikowany
w 1912 r. przez Samuela Aleksandra Kinniera Wilsona w czasopis$mie ,,Brain”. Bylo to
szczegotowe studium 12 przypadkéw choroby zatytulowane ,,Postgpujace zwyrodnienie
soczewkowate: rodzinna choroba nerwowa zwigzana z marskoscia watroby” [4].
Najprawdopodobniej nie jest to jednak pierwsza wzmianka o tym schorzeniu. Na podstawie
analizy pojedynczych opisow historycznych z XVII i XIX w. przedstawionych przez
Morgagniego i Freicha, opisujacych pacjentow prezentujacych objawy uszkodzenia watroby
1 zaburzenia neurologiczne, nalezy uznac, ze byty to pierwsze opisy pacjentow chorych na WD.
W swojej pracy Wilson przedstawil 4 wilasne opisy leczonych przez niego pacjentow,
6 pojedynczych  opisow  opublikowanych ~ wcze$niej  przez  innych  lekarzy
1 dwie nieopublikowane wcze$niej obserwacje. Doktor Wilson opisat wspotwystepowanie
uszkodzenia os$rodkowego uktadu nerwowego (oun) z marskoscia watroby. Dominowac
w opinii autora mial przebieg hepatologicznie bezobjawowy, a marskos¢ ujawnia¢ miala si¢
dopiero w badaniu autopsyjnym. Nalezy odnotowa¢ jednak fakt, ze dwoje sposrod jego
pacjentéw przed wystgpieniem objawdw neurologicznych rozwinglo przejsciowa zottaczke,
ajeden chory umarl w przebiegu krwawienia z zylakow przetyku, bedacych nastepstwem

zaawansowanej 1 zdekompensowanej choroby watroby. Jeden z leczonych przez dr Wilsona
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pacjentow w okresie poprzedzajacym wystgpienie uszkodzenia neurologicznego rozwingt ostry
zespot psychotyczny. Wilson opisywal chorobe jako wystgpujaca rodzinnie, a jej przyczyne
upatrywal w blizej niezidentyfikowanej toksynie. Rozprawa Wilsona z cala pewnoscia
stworzyla fundament dla pracy pokolen naukowcdw starajacych si¢ wyjasni¢ dostrzezony przez
niego fenomen. Na cze$¢ lekarza chorob¢ nazwano jego imieniem. Do$¢ szybko za sprawg
badan Halla z 1921 r. dotyczacych spodziewanego modelu dziedziczenia zwyrodnienia
watrobowo-soczewkowego uznano, ze dziedziczenie choroby jest zgodne zzasadami
Mendlowskimi w modelu autosomalnym recesywnym [5].

WD jest przewlekla 1 postepujaca chorobg uwarunkowang genetycznie, w ktorej na
skutek nieprawidlowej funkcji biatka ATP7B dochodzi do gromadzenia si¢ miedzi w watrobie
1 innych narzadach. Szczegdtowy opis budowy i funkcji biatka ATP7B jako ATP-azy typu P
pojawil si¢ w literaturze w 1993 r. za sprawg trzech jednoczasowo opublikowanych,
niezaleznych opisoéw [6-8]. Gen ATP7B kodujacy to biatko zlokalizowany jest na ramieniu
dlugim 13 chromosomu ludzkiego w lokalizacji 13q14.3. Skitada si¢ on z 21 eksonow
kodujacych biatko zbudowane z 1465 aminokwasow. Biatko ATP7B zawiera w swojej budowie
4 podstawowe domeny: domen¢ wigzaca miedz (CXXC) — zdolng do zwigzania 6 jonow
miedzi; domen¢ ATP-azy (P) — zdolng do hydrolizy wigzan wysokoenergetycznych ATP
i dostarczania energii dla transportu miedzi przez blony komorkowe, o budowie
konserwatywnej, charakterystycznej dla wszystkich ATP-az typu P; domeng fosforylacji (A) —
zdolng do tymczasowej fosforylacji biatka zmieniajacej jego struktur¢ oraz domeng
defosforylacji (N) — odpowiedzialng za usuni¢cie grupy fosforanowej i powrot konformacji
biatka do stanu pierwotnego, co umozliwia dalszy aktywny transport jonow. Ponadto
w budowie biatka wyréznia si¢ 8 domen transbtonowych, kotwiczacych je w blonie
komorkowej oraz domeng regulatorowa, kontrolujgca pozycje i lokalizacje biatka w komorce,
umozliwiajgc mu petnienie funkcji adekwatnych do aktualnego zapotrzebowania komorki.
Podstawowg funkcjg ATP7B jest transport jonéw Cu' przez btony komorkowe. W przypadku
hepatocytow ATP7B transportuje miedZz do pegcherzykdéw cytoplazmatycznych, ktore biorg
udziat w wydalaniu nadmiaru wchtonigtej w jelitach miedzi do $wiatta kanalikow zotciowych.
Ponadto ATP7B transportuje miedz do apo-ceruloplazminy, co pozwala na uwalnianie

kompletnej czasteczki biatka holo-celuroplazminy z watroby do krwi.
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Kliniczna manifestacja choroby Wilsona

Dominujace objawy choroby podzielono na 3 kategorie: watrobowe, neurologiczne
1 psychiatryczne. Wraz z rosngcym do$wiadczeniem w leczeniu choroby Wilsona
zidentyfikowano nowe objawy, wynikajace z zaj¢cia innych narzadow, tj. objawy. nerkowe,

sercowe, hematologiczne, okulistyczne i stawowe.

Manifestacje watrobowe

W obrazie klinicznym WD najczgstsza manifestacja, dominujaca u okoto 50-60%
pacjentow, jest rdznego stopnia uszkodzenie watroby. Jawna klinicznie dysfunkcja watroby
uczesci chorych wyprzedza wystgpienie objawow neurologicznych nawet o 10 lat.
U pacjentéw chorych na WD opisano szerokie spektrum objawow watrobowych. Poczawszy
od niemej klinicznie, utrzymujacej si¢ przez lata podwyzszonej aktywnosci enzymoéw
watrobowych, poprzez sttuszczenie, wtdknienie, az do piorunujacej martwicy, przebiegajacej
z pelnoobjawowa, zagrazajaca zyciu ostrg niewydolnoscia narzadu, wymagajaca
przeszczepienia watroby. Zwykle pierwsze objawy choroby wystepuja pomiedzy 5. a 40.
rokiem zycia. Dostepne sa jednak opisy zarowno przeszczepienia watroby u 5-letniego dziecka
z powodu ostrej niewydolno$ci watroby, jak i rozpoznanie WD u chorej w 72. roku zycia [9,
10]. Jak dotad nie odkryto jednoznacznej korelacji genotypu z fenotypem u chorych na WD
pozwalajacej przewidzie¢ kierunek rozwoju choroby u poszczegdlnych pacjentow. Najbardziej
prawdopodobng hipoteza dotyczaca podloza uszkodzenia watroby wydaje si¢ uszkodzenie
struktur komoérkowych wynikajace z aktywnosci oksydoredukcyjnej miedzi. W pierwszej
kolejnosci obserwuje si¢ zmiany w obrgbie mitochondriow — organelli komoérkowych
najbardziej podatnych na stres oksydacyjny. Stres oksydacyjny doprowadza do istotnych zmian
w metabolizmie cholesterolu 1 lipidow. Koreluje to w sposdb wyrazny z poczatkowymi
zmianami obserwowanymi w mikroskopii $wietlnej w postaci odktadania si¢ kropel thuszczu w
obrebie hepatocytow. Obraz stluszczenia watroby obecny jest w okoto 15% bioptatow watroby
pobranych od chorych na WD [11]. W populacji pediatrycznej czestos¢ wystgpowania
stluszczenia w biopsji watroby siega 50%, a wedlug niektorych opracowan nawet 80% [12].
Niewyjasnionego pochodzenia sttuszczenie watroby, u mtodych o0sob, bez wspotwystepowania
innych cech zespotu metabolicznego bywa ukryta, wczesng manifestacjag choroby Wilsona
1 zawsze wymaga szczegotowego réznicowania z tg jednostkg chorobowa. Do 10% pacjentow
chorujacych na WD nie ma opisywanych nieprawidlowosci w badaniu histopatologicznym

bioptatu watroby lub sg one minimalne [11]. Zapalenie i widknienie indukowane zaleznym od
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miedzi uszkodzeniem hepatocytu wydaja sie postepowac rownolegle z indukcjg apoptozy na
drodze aktywacji kaskady zaleznej od kaspazy, uwolnienia kompleksu cytochromu c
1w konsekwencji nacieku komorek zapalnych. Postgpujace widknienie wynika przede
wszystkim z zaburzenia rownowagi pomi¢dzy odktadaniem macierzy pozakomorkowej a jej
degradacja, zalezng od funkcji komoérek gwiazdzistych (Ito) zlokalizowanych w przestrzeniach
okotozatokowych Dissego. Pod wplywem uwalnianych z uszkodzonych hepatocytéw ciatek
apoptotycznych, transformujacego czynnika wzrostu § oraz mediatorow zapalnych komorki Ito
przechodzg transformacj¢ w miofibroblasty, zdolne do odktadania znacznych ilosci kolagenu.
Wydaje si¢, ze aktywacja komorek Ito i nastgpcze widknienie sg naturalng odpowiedzig
obronng majaca ograniczy¢ progresje uszkodzenia watroby. Jest to mechanizm nieswoisty,
obserwowany rowniez w uszkodzeniu watroby przez wirusy, alkohol i inne czynniki.
W przypadku nieleczonej WD wraz z nasileniem zaburzen gospodarki miedzig dochodzi do
niezbilansowanej przetrwalej aktywacji komoérek gwiazdzistych, co ostatecznie doprowadza,
na drodze dalszego odktadania kolagenu, do catkowitej przebudowy marskiej ze wszystkimi jej
konsekwencjami. Wynikajacy z nadmiaru istoty pozakomodrkowej wzrost oporu naczyn
zatokowych watroby doprowadza do rozwoju nadcisnienia wrotnego (>13 mmHg), z wtérnym
poszerzeniem naczyn zylnych tozyska trzewnego. Krew plyngca w kierunku uktadu zyly
gléwnej dolnej napotyka opdr w migzszu watroby i zaczyna ptynaé naczyniami o mniejszym
oporze. Poszerza si¢ przez to $wiatto naczyn obocznych z nasileniem przeptywu przez zyly
zotadkowe kroétkie 1 zyte zotadkowa lewa, taczace uktad wrotny z uktadem zyty nieparzyste;.
Krew przeplywajaca tg droga przez sploty podsluzéwkowe przetyku powoduje ich znaczne
poszerzenie, doprowadzajac do powstania zylakow przetyku, zagrazajacych wystapieniem
groznych dla zycia krwawien do $wiatta przewodu pokarmowego. W 10 letniej obserwacji 35%
chorych na WD rozwingto powiklania nadci$nienia wrotnego, w tym 30% — splenomegalig,
15% — wodobrzusze, 13% — encefalopatie¢ watrobowa, a 10% — zylaki przetyku. 2% sposrdd
obserwowanych pacjentéw przebylo epizod ostrego krwotoku zylakowego [13]. Drugim co do
czgstosci potgczeniem wrotno-systemowym otwierajacym si¢ w  przypadku istotnego
nadci$nienia sg sploty zylne odbytnicy, odbierajace krew z uktadu zyty krezkowej dolne;.
Wobec nadmiernego naptywu sploty te poszerzaja si¢ 1w efekcie dochodzi do powstania
zylakow odbytnicy. Rzadko obserwowanym obecnie objawem schytkowej choroby watroby
i zaawansowanego nadci$nienia wrotnego jest poszerzenie zytl okotopepkowych
1 $roédbrzusznych, tworzace na skorze wokol pepka obraz glowy meduzy. Wzrost liczby
potaczen zylnych omijajacych krazenie wrotne zmniejsza ci$nienie w uktadzie zyty wrotnej,

sprzyja jednak uposledzeniu detoksyfikacji krwi, prowadzacej wszelkie metabolity mikrobioty
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jelitowej 1 toksyczne produkty przemian azotowych z jelit. W szczegolnosci amoniak,
neutralizowany w prawidlowych warunkach w cyklu mocznikowym zachodzacym w watrobie,
po dostaniu si¢ do krazenia systemowego wywiera toksyczny wpltyw na funkcje uktadu
nerwowego, doprowadzajac do encefalopatii watrobowej (HE) dotykajacej w skali roku od 2%
do nawet 40% chorych z marsko$cig watroby [14]. Trudno$cig u pacjentow chorych na WD
czgsto bywa odroznienie wczesnych objawow HE od manifestacji neurologicznych
spowodowanych gromadzeniem miedzi w strukturach oun. Poza tym, rozpoznajac HE, zawsze
nalezy mie¢ na uwadze mozliwos¢ wspotistnienia objawOw neuropsychiatrycznych czy
wtornych do np. stosunkowo czesto obserwowanej hiponatremii [15, 16]. Zastd] krwi
w zylnych naczyniach trzewnych powoduje wspomniang wcze$niej splenomegali¢, a wraz z nig
zwigkszenie powierzchni uktadu siateczkowo-sroédbtonkowego, ktory sprzyja nadmiernemu
niszczeniu elementow morfotycznych krwi. Taki hipersplenizm nierzadko doprowadza do
pancytopenii. WD jest przyczyna 6—12% hospitalizacji z powodu ostrej niewydolno$ci watroby
pacjentéw <40 r.z. W populacji pacjentéw pediatrycznych odsetek ten jest nizszy i wynosi
~3% [17]. Szczegdlnym przypadkiem wartym wspomnienia jest wystepujace stosunkowo
rzadko piorunujgce zapalenie watroby z martwicg migzszu i1 ostrg niewydolno$cig narzadu.

Piorunujacy postep choroby zaobserwowano czesciej u kobiet [18].

Manifestacje neurologiczne

Wilson w swoim artykule wskazal jako gltéwng zmian¢ chorobowa uszkodzenie
(,,;ozmigkczenie”) w obrebie jadra soczewkowatego prowadzace do powstawania jam.
Najwyrazniejszy obraz degeneracji dotyczyt skorupy, przy czym gatka blada i jadro ogoniaste
zazwyczaj byly rdwniez zajete, ale nie w takim stopniu jak skorupa [4]. W trzech przypadkach,
z dwunastu opisanych przez Wilsona, oun w ogole nie byl zajety. Wilsonowi neurologia
zawdzigcza pierwszy opis budowy i funkcji uktadu pozapiramidowego. Juz w 1914 r., zgodnie
z Bostroem, triada obejmujgca mtodziencza wieloptatowa marsko$¢ watroby, zaburzenia chodu
oraz zmiany martwicze w uktadzie pozapiramidowym byta uznawana za podstawe¢ odrgbnego
schorzenia, nazwanego zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym (hepatolenticular
degeneration) [19]. W 1920 r. Spielmeyer wykazat jednoznaczne zwigzki mig¢dzy obiema
chorobami 1 jako pierwszy polaczyt je jako WD. Objawy neurologiczne choroby Wilsona sg
zrdéznicowane. Najcze$ciej wystepuje dyzartria, ktorej stopien nasilenia jest zalezny od stopnia
1 czasu trwania choroby. U wigkszos$ci pacjentow obserwuje si¢ rézne rodzaje drzenia, w tym
spoczynkowe, zamiarowe oraz pozycyjne, a takze charakterystyczne drzenie konczyn gornych

pod postacia ,,bicia skrzydtami” [20]. Okoto 40% pacjentoéw z objawami neurologicznymi
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doswiadcza dystonii, ktora moze by¢ ogniskowa, wieloogniskowa, segmentowa Ilub
uogoblniona. W zaawansowanej dystonii czesto dochodzi do tworzenia si¢ przykurczy. U okoto
25% pacjentow wystepuja objawy mozdzkowe oraz rozne ruchy mimowolne [21]. Pozostate
objawy neurologiczne u chorych na WD majg miejsce zdecydowanie rzadziej, zalicza si¢ do
nich zespoty bélowe glowy, neuropatie, dysfunkcje uktadu wegetatywnego 1 padaczki o réznym
stopniu nasilenia. U niemal wszystkich pacjentow prezentujacych objawy neurologiczne
zauwazalne s3 wspolistniejagce zaburzenia poznawcze, behawioralne czy nawet
psychotyczne [22]. W zwigzku z tym nierzadko mozna spotka¢ w literaturze opisy informujace
o manifestacji neuropsychiatrycznej.

U zdecydowanej wigkszo$ci pacjentow manifestujacych posta¢ z dominacja objawow
neurologicznych zwykle mozna wykaza¢ kliniczne i biochemiczne cechy uszkodzenia watroby.
Utlatwia to postawienie rozpoznania choroby Wilsona u chorych leczonych bez efektu z powodu

zespotu parkinsonowskiego ze wspotistniejagcym uszkodzeniem watroby.

Manifestacje psychiatryczne

U ~10% pacjentow (do nawet 25% wedlug niektorych opracowan) zaburzenia
psychiatryczne sa pierwszymi objawami, ktore moga by¢ dominujaca manifestacjg choroby
przez wiele lat. Najczgsciej pojawiaja si¢ zaburzenia osobowosci (45%), depresja (27%)
1 hiperseksualno$¢ (14%) [22]. W opisach przypadkow, z racji kazuistycznej natury takich prac,
dominujg opisy spektakularnych objawoéw psychotycznych i cigzkich epizodéw depresyjnych
jako pierwszych objawow psychiatrycznych choroby. Wsrdd zaburzen psychicznych u oséb
z wczesnie] rozpoznawang WD wymienia si¢ przede wszystkim depresj¢, zmiany osobowosci,
niedostosowanie zachowan, zaburzenia poznawcze, nadmierng drazliwo$¢ oraz psychozy.
Wiele badan wskazuje rowniez na zalezno$¢ miedzy nasileniem objawdéw psychiatrycznych
a pogorszeniem stanu neurologicznego [22]. Warto jednak dodaé, ze czysto psychiatryczna
manifestacja, bez innych towarzyszacych objawdw, jest spotykana bardzo rzadko, przede

wszystkim u miodych dorostych na wezesnych etapach choroby.

Manifestacje nefrologiczne

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan wysuni¢to teze, ze uszkodzenie
komorek nablonkowych kanalika blizszego nefronu spotkane u chorych na WD spowodowane
jest najprawdopodobniej toksycznym wptywem komplekséw metalotioneina-Cu, uwolnionych
w duzych ilosciach w przebiegu nasilonego uszkodzenia hepatocytow w zaawansowanych

stadiach choroby [23]. Pacjenci mogg wtedy prezentowac objawy zespotu Fanconiego, takie
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jak ogolne ostabienie, wielomocz, bol 1 znieksztatcenia kosci, a niekiedy takze patologiczne
ztamania [24]. Wystepuje takze zmniejszenie napig¢cia migsni, az do wiotkich porazen przy
duzym niedoborze potasu. Wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia tzw. wymiennej
(exchangable) miedzi odpowiedzialny jest za uszkodzenie komorek nabtonka sze$ciennego
cewki blizszej 1 wtoknienia nerki wywolanego aktywacja oksydazy lizylowej, sprzyjajacej
tworzeniu si¢ krzyzowych wigzan migedzy kolagenem i elastyng [24]. Wtornie do uposledzenia
procesu resorpcji zwrotnej dochodzi do niespecyficznej aminoacydurii, biatkomoczu
drobnoczasteczkowego czy glukozurii. Zaburzenie resorpcji wodoroweglanow skutkuje
rozwojem kwasicy cewkowej typu Il 1 podwyzszeniem pH moczu chorych na WD w kierunku
zasadowym (do warto$ci 6,6-8). W materiale biopsyjnym nerek pacjentéw chorych na WD
udokumentowano zaburzenia ultrastruktury mitochondriéw oraz obecno$¢ licznych ciatek
o duzej gestosci elektronowej w subapikalnych obszarach cytoplazmy komorek nabtonkowych
kanalika blizszego, sugerujace obecnos¢ metaloprotein [23]. Wigkszos¢ autoréw podkresla
korzystny wplyw leczenia chelatujacego, pozwalajacy zwykle w ciggu kilku miesigcy istotnie
ograniczy¢ aminoacyduri¢, bialkomocz i znormalizowaé st¢zenie kwasu moczowego [23].
Opisywano réwniez w literaturze zalezne od miedzi uszkodzenie komorek kanalika dystalnego,
bedace przyczyna rozwoju kwasicy cewkowej typu I na drodze niewydolnosci sekrecyjnej
jonéw H' [24]. Obie tubulopatie wspolnie przyczyniajg si¢ do rozwoju u chorych na WD
zespotu utraty potasu, bedacego niekiedy przyczyna zagrazajacej zyciu cigzkiej hipokaliemii.
W tym przypadku réwniez opisywano w literaturze stopniowg poprawe po wiaczeniu leczenia
chelatujgcego. Kwasice nerkowe obu typodw przyczyniaja si¢ do nasilenia procesOw
demineralizacji kosci. Jest to spowodowane wzmozong utratg z moczem wapnia i fosforanow,
ktore precypitujac w $wietle kanalikow nerkowych sprzyjaja rozwojowi kamicy nerkowe;.
Kwasica metaboliczna sprzyja rowniez nasileniu reabsorpcji cytrynianow, ktore sg naturalnymi
inhibitorami precypitacji w obrebie kanalikow nefronu. Problem 2z niedostatecznym
zakwaszaniem moczu predysponuje do utrzymywania si¢ podwyzszonego pH, co dodatkowo
nasila precypitacj¢ fosforanu wapnia. W konteks$cie wystepowania kamicy nerkowej nie ma
w dotychczasowej literaturze przekonujacych dowodow informujacych o normalizacji kalciurii
1 zmniejszeniu precypitacji pod wptywem leczenia chelatujacego [24]. Waznym zagadnieniem
dotykajacym chorych w zaawansowanym stadium choroby jest zespdt watrobowo-nerkowy.
Spadek diurezy, do anurii wlacznie, spowodowany wazodylatacja trzewna wraz z postepujacym
uszkodzeniem migzszu nerki jest czynnikiem zdecydowanie pogarszajagcym rokowanie
wszystkich pacjentéw z marskoscig watroby [25]. Klebuszki naczyniowe zazwyczaj nie sg

zajete w przebiegu WD. Nalezy jednak wspomnie¢ o dzialaniach niepozadanych leczenia D-
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penicylaming. Od lat 60. XX w. wiadomo, ze nawet do 20% pacjentow w pierwszym roku
leczenia moze rozwing¢ biatkomocz, doprowadzajacy u 30% sposrod nich do rozwoju zespotu
nerczycowego. Nadmierna urata biatka wraz z moczem przyczynia si¢ do powstania obrzgkow
1 ostrego uszkodzenia nerek. U podtoza lezy nefropatia btoniasta spowodowana odktadaniem
si¢ kompleksoOw immunologicznych w blonie podstawnej kiebuszkow nerkowych. Rola
penicylaminy w tym procesie pozostaje jednak niejasna. Czasteczka leku jest zbyt mata, a jej
charakter nie jest immunogenny, co potwierdzily odpowiednie badania, w ktorych
udowodniono, ze penicylamina nie byla skladowa odkladajacych sie kompleksow
immunologicznych [23]. Obecnie najbardziej prawdopodobna jest hipoteza, w mysl ktorej
penicylamina jest haptenem wywolujacym odpowiedZ immunologiczng przeciwko innym
antygenom [26]. Objawy zespotu nerczycowego wycofuja si¢ powoli, nawet do 2 lat po
odstawieniu leku. Opisywane sg rowniez przypadki gwattownie postepujacego zapalenia nerek

po ponownym wigczeniu leczenia penicylaming [23].

Manifestacje kardiologiczne

Wsrod objawdéw kardiologicznych opisywano zwigkszong czestos¢ wystepowania
migotania przedsionkdw 1 niewydolno$ci serca w populacji pacjentow chorujagcych na
WD [27]. Zwraca si¢ uwage na opisywang predyspozycje do wczesniejszego rozwoju
miazdzycy te¢tnic 1 zaburzen przemian weglowodanéw. Zmiany w  zapisie
elektrokardiograficznym dotycza przede wszystkim poszerzenia zespotu QRS i tachykardii
zatokowe] oraz bradykardii zatokowej [28]. Opisywano rowniez przypadki uszkodzenia
odpowiedzi autonomicznej serca bedacej przyczyng ortostatycznych spadkow ci§nienia oraz
spowolnienia reakcji na probe Valsalvy. Dysautonomia wystepowata istotnie czesciej
w populacji chorych z manifestacja neurologiczng [29]. Opisywano jednak pojedyncze
przypadki ciezkiej zastoinowej niewydolnosci serca opornej na farmakoterapi¢ 1 wystapienie
groznych dla zycia epizodéw migotania komor, rowniez u pacjenta 1 rok po przeszczepieniu

watroby [30].

Manifestacje okulistyczne

Historycznie ciekawy jest fakt publikacji opisu jednego z kluczowych objawdw choroby
wyprzedajacy o okoto 10 lat pierwotng publikacje Wilsona. Charakterystyczny brazowo-zloty
pierScien wystgpujacy dookota rabka tgczowki na linii Schwalbego opisany zostal przez
niemieckich okulistow Kaysera i1 Fleischera juz w 1902 roku [31]. Powstanie pierScienia jest

efektem odktadania si¢ miedzi do§¢ rownomiernie w obrebie catej rogowki. Jednak wytragcanie
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si¢ barwnika w btonie Descemeta spowodowane jest powstawaniem kompleksoéw miedziowo-
siarkowych. Pier$cien wystepuje u niemal 90% pacjentdw z manifestacja neurologiczna, 65%
pacjentdow z manifestacja watrobowa 1 jedynie u okolo 20% pacjentdow w stadium
przedobjawowym [32]. Pomimo skrupulatnej analizy objawdéw u swoich pacjentéw opis
pierscienia nie pojawil si¢ w pierwotnym studium Wilsona. Przez kolejne 10 lat po jego
publikacji, do 1922 r., autor negowal wystgpowanie pier§cienia u pacjentow chorujacych na
opisywang przez niego chorobg¢. Jednak pojawiajace si¢ liczne doniesienia nie pozostawialy
watpliwosci odnos$nie do bezposredniego zwigzku z WD. Przez dziesigciolecia pierscien
uznawany byt za objaw patognomoniczny dla WD. Cho¢ od lat 70. XX wieku wiadomo, ze tzw.
pseudopierscien Keisera 1 Fleischera wystepuje rowniez w przewleklych chorobach
cholestatycznych watroby, zwlaszcza u pacjentéw ze st¢zeniem bilirubiny powyzej 5 mg/dL,
nadal obecnos$¢ pierscienia jest jednym z podstawowych kryteriow diagnostycznych choroby
Wilsona, uwzglednionym w skali Lipskiej (tabela 1). Powstawanie pierscienia przebiega
w sposob niejednorodny i jest zalezne miedzy innymi od stopnia nasilenia i czasu trwania
zaburzen gospodarki miedziowej. Poczatkowo formuje si¢ on jedynie na godzinie 12 rogdéwki
ocenianej jako tarcza zegara. Nastgpnie zajmuje dolne partie linii Schwalbego, by ostatecznie
zamkna¢ okrag, dopetniajac go obustronnie w okolicach godzin 3 1 9. To zjawisko thtumaczone
jest jako nastgpstwo kierunkoéw przeptywu cieczy wodnistej] w przedniej komorze oka [33].
W wiekszosci przypadkéw wystepowanie pierScienia obserwuje si¢ obustronnie, chociaz
zdecydowanie rzadziej, ale odnotowano w literaturze przypadki jednostronnego zajecia
rogowki [32]. U wigkszosci pacjentow po okoto 4-5 latach skutecznego leczenia moze on
zanika¢, w kolejnosci odwrotnej do procesu formowania, stanowigc dowdd skuteczno$ci
farmakoterapii. Nawrdt pierscienia Kaysera—Fleischera zwykle sugeruje nieprzestrzeganie
zalecen dotyczacych leczenia. Z tego powodu rekomendowane sa regularne kontrole
okulistyczne u chorych na WD. Rozpoznanie pierScienia wymaga przede wszystkim
umiej¢tnego badania przeprowadzonego przez doswiadczonego lekarza z uzyciem lampy
szczelinowej. Jednakze najnowsze analizy sugeruja czulo$¢ badania w lampie szczelinowej na
poziomie ponizej 50% [33]. Gonioskopia z wykorzystaniem trdjlustra Goldmanna ufatwia
wizualizacj¢ btony Descemeta 1 w polaczeniu z badaniem w lampie szczelinowej poprawia
czuto$¢ tej metody diagnostycznej [34]. Coraz wigcej publikacji poswigconych jest diagnostyce
pierScienia z uzyciem optycznej koherentnej tomografii (AS-OCT), pozwalajacej na
doktadniejsza ocene przedniego odcinka oka [35]. Jej dodatkowymi zaletami jest mozliwos$¢
wykonania badania przez osoby z mniejszym doswiadczeniem, poniewaz metode

charakteryzuje znacznie bardziej stroma krzywa uczenia. Ponadto badanie jest tatwiejsze do
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wykonania u pacjentow trudno wspoétpracujacych, chociazby z powodu typowych dla postaci
neurologicznej WD drzen czy ruchoéw mimowolnych. AS-OCT wymaga jedynie kilku sekund
stabilnej pozycji — w przeciwienstwie do badania w lampie szczelinowej, gdzie chory musi
scisle wspotpracowac 1 pozosta¢ w bezruchu przez minimum kilka minut [35, 36].

Zajecie soczewki oka to kolejny objaw nadmiaru miedzi w WD. Czgsto$¢ wystepowania
za¢my stonecznikowej wsrod pacjentdw jest zréznicowana i w zaleznos$ci od zrddla osigga
warto$ci od 2% do 20%. Objaw ten po raz pierwszy opisali Siemerling i Oloff w 1922 r. jako
»Zmetnienia przypominajace uktadem promienie stonca” [32]. Autorzy pracy juz wtedy
opisywali wyrazne podobienstwa miedzy za¢mg obserwowang u pacjentow z WD a ta
wywotang przez wewnatrzgatkowe cialo obce zawierajace miedz. Zaéma stonecznikowa
wykrywana jest u nieco ponad 1% nowo rozpoznanych, nieleczonych wczesniej pacjentow.
Polega ona na odktadaniu si¢ ztogdw miedzi w torebce soczewki, ale nie w jej korze czy jadrze.
Ztogi przyjmuja posta¢ centralnego dysku z odchodzacymi szprychowymi promieniami,
przypominajacymi platki kwiatu. Badania ztogéw wykazaty ich najwigksze gromadzenie
w wewnetrznej 1/3 przedniej powierzchni torebki soczewki [32]. W sktad zlogow wchodza
gtownie miedz i siarka. Siarka jest waznym sktadnikiem bialek wigzacych miedz, takich jak
metalotioneiny, co wyjasnia jej wtdrnie wysokie stezenia w soczewce. Zaéma stonecznikowa
zwykle nie wplywa na sprawno$¢ widzenia. Za¢ma stonecznikowa nie jest dostrzegalna gotym
okiem ani przy uzyciu oftalmoskopu. W celu wykrycia zaémy wymagana jest ocena
z wykorzystaniem lampy szczelinowej. Podobnie jak pierscien za¢ma stonecznikowa

zazwyczaj ulega regresji wtornie do leczenia WD.

Manifestacje hematologiczne

Anemia hemolityczna z ujemnym testem Coombsa jest jednym z objawéw WD
dotykajagcym w toku trwania choroby 10-15% pacjentow [37]. Zottaczka hemolityczna moze
u niewielkiego odsetka pacjentow wyprzedaé wystgpienie objawdéw  watrobowych
1 neurologicznych. Okres przezycia czerwonych krwinek u chorych na WD jest skrocony [32].
Najwigcej przypadkow przetomu hemolitycznego opisywano w gwaltownie postgpujacej ostrej
niewydolnos$ci watroby na tle nasilonego stresu oksydacyjnego spowodowanego uwolnieniem
duzych ilosci miedzi podczas martwicy hepatocytow [38]. Wydaje si¢, ze do hemolizy dochodzi
takze na drodze bezposredniego miedziozaleznego uszkodzenia btony komoérkowej erytrocytu.
Niedokrwisto$¢ hemolityczna jako objaw jest jednak na tyle istotna, Ze zostata uj¢ta jako jedno
z kryteriow diagnostycznych skali Lipskiej (tabela 1) [39]. Sama choroba Wilsona nie dotyka

bezposrednio komorek macierzystych szpiku i nie wplywa negatywnie na proces hematopoezy.
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Zmniejszone stezenie ktoérejkolwiek z linii krwiotworczych w przebiegu choroby Wilsona,
oprécz wyze] wymienionej anemii hemolitycznej, obserwuje si¢ jako efekt wtorny
hipersplenizmu lub niepozadane dziatanie zastosowanych lekéw [26]. W przypadku
stosowanego leczenia u czesci chorych moze rozwing¢ si¢ zespot ostrego niedoboru miedzi,
ktorego jedna ze sktadowych jest zaburzenie hematopoezy, objawiajace si¢ przede wszystkim
w formie leukopenii wspotistniejacej niekiedy z trombocytopenia [20]. Wtornie do dysfunkcji
syntetycznej watroby obserwuje si¢ u chorych na WD globalne obnizenie krzepliwosci krwi,
zwigzane z niedoborem czynnikow krzepniecia (I, V, VII, IX, X, XI), odzwierciedlane przez

wydtuzenie czasu protrombinowego 1 wzrost wskaznika INR.

Manifestacje kostno-stawowe

Dominujacymi schorzeniami dotykajacymi uktad szkieletowy w przebiegu WD sa
osteopenia, osteoporoza i artropatie. Obnizony obrot kostny, bedacy nastepstwem zmniejszone;j
aktywnosci osteoblastow w przewleklej chorobie watroby, razem z nadmierng utrata wapnia
1 fosforan6w na drodze nerkowej przyczyniaja do wtornych zaburzen mineralizacji ko$éca [40].
W populacji pacjentow chorujacych na WD czg$ciej niz w populacji ogoélnej obserwuje si¢
skolioze [40]. Akumulacja miedzi i tworzenie si¢ depozytow w obrebie struktur budujgcych
stawy przyczyniaja si¢ do naptywu komorek stanu zapalnego, zmian unaczynienia stawu
1 stopniowo postepujacej destrukcji. Stawami najczesciej zajetymi w przebiegu WD sg stawy
kolanowe inadgarstkowe. Zapalenie stawow jest opisywane rowniez jako jedno z dziatan
niepozadanych leczenia D-penicylaming [41]. Nie opisywano jednak negatywnego wptywu na

stawy w populacji leczonej solami cynku [40].
Diagnostyka

W diagnostyce choroby Wilsona wykorzystywanych jest kilka podstawowych, obecnie
fatwo dostepnych badan. Najpowszechniej wykonywanym badaniem jest pomiar st¢zenia
ceruloplazminy w surowicy krwi. Z powodu nieprawidtowej funkcji ATP7B u chorych na WD
holo-ceruloplazmina jest uwalniana z watroby w mniejszych ilosciach, co przektada si¢ na jej
obnizone stezenie we krwi. Oznaczenie stezenia miedzi w surowicy krwi rowniez jest badaniem
wykorzystywanym w procesie diagnostycznym. Podstawowe metody diagnostyczne pozwalaja
na ocen¢ catkowitego st¢zenia miedzi, ktore u chorych na WD jest obnizone. Kolejny test to
ocena frakcji miedzi wymienialnej (CuEXC) [42]. Oznaczenie polega na wykorzystaniu
kompleksowania albuminy i aminokwasow obecnych w surowicy po 1 h inkubacji z kwasem

etylenodiaminotetraoctowym (EDTA) i nastepczej ultrafiltracji przez btong potprzepuszczalng
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zatrzymujacg m.in. albuming, ceruloplazming 1 transkuprening. Gtownymi zaletami tego testu
sa niepodatnos$¢ na wahania zwigzane ze st¢zeniem ceruloplazminy i mozliwo$¢ doktadne;j
oceny przecigzenia organizmu miedzig. St¢zenie miedzi wymienialnej mozna przedstawié
w postaci ilorazu frakcji wymienialnej w stosunku do catkowitej miedzi w surowicy, czyli
wzglednego stezenia miedzi wymienialnej (relative exchangeable copper, REC). Parametr ten
osigga czutos¢ i swoistos¢ w wykrywaniu WD bliskg 100% [43]. Czula metoda do wykrywania
choroby 1 monitorowania leczenia jest oznaczenie st¢zenia miedzi w dobowej zbidrce moczu,
ktore u chorych na WD jest podwyzszone. Przyczyng wyzszego niz prawidlowe stezenia miedzi
w moczu jest fakt przenikania miedzi niezwigzanej z ceruloplazming przez filtr kigbuszkowy.
U 0s6b zdrowych miedz wbudowana do ceruloplazminy nie przenika do moczu.

Kolejne badanie diagnostyczne to test z miedzig radioaktywng. Polega ono na podaniu
dozylnym izotopu miedzi Cu-64 lub Cu-67, ktory u osoéb zdrowych jest niemal catkowicie
wbudowywany w watrobie do ceruloplazminy i wspdlnie z nig zostaje uwolniony do krwi
obwodowej. U chorych na WD z powodu dysfunkcji ATP7B izotop miedzi trafia do watroby,
gdzie nie moze zosta¢ wykorzystany i jego stezenie we krwi obwodowej spada. Pomiarow
radioaktywnos$ci probek krwi dokonuje si¢ po 2 h, 24 h 1 48 h od momentu dozylnego podania
izotopu. Niskie warto$ci promieniowania stwierdzone po 24 h i 48 h charakterystyczne sg dla
chorych na WD. Metoda charakteryzuje si¢ wysoka czuto$cig i swoistoscig. Ograniczenie jej
wykorzystywania wynika z probleméw z dostgpnoscia, jest jednak waznym, minimalnie
inwazyjnym badaniem, wykonywanym w przypadku watpliwosci diagnostycznych [44].
Sposrod badan radiologicznych najwiecej informacji w trakcie diagnostyki wstepnej wnosi
obrazowanie mozgu metoda rezonansu magnetycznego (MRI). W przypadku uszkodzenia oun
wyniki MRI w WD moga by¢ bardzo zrdznicowane. W obrazach T2 zaleznych wiele obszarow
mozgu moze wykazywac¢ zmiany sygnatu. Najczegsciej obserwowang nieprawidlowosciag jest
nadmierna intensywno$¢ sygnatu w obrebie jader soczewkowatych. Dodatkowe obszary,
w ktorych czesto wystepuja nieprawidtowosci sygnalu T2, obejmuja jadra ogoniaste, gatki
blade, boczne cz¢s$ci wzgdrza oraz glebokie jadra sSrodmozgowia.

W potkulach mozgowych u okoto 25% pacjentdow mozna zaobserwowac symetrycznag,
wieloogniskowa leukoencefalopatie. Opisano rowniez kilka objawow radiologicznych,
z ktérych zaden nie jest patognomoniczny dla WD: objaw gltowy pandy wielkiej, wynikajacy
z otaczajacego jadro czerwienne 1 istot¢ czarng wysokiego sygnalu T2 pochodzacego
z nakrywki $rédmozgowia, objaw glowy pandy malej, wynikajacy z zaangazowania nakrywki
mostu. Niekiedy obserwuje si¢ oba te objawy naktadajace si¢ na siebie. Objaw rozszczepionego

wzgorza zauwazalny jest wtedy, gdy miedzy grupami jader przysrodkowych i bocznych
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wystepuje wzmozona intensywno$¢ sygnatu. Objaw wiru jako koncentryczny uklad
wzmozonego sygnatu, wynikajacy z uszkodzenia jader soczewkowatych. W obrazach T1
nieprawidlowosci sygnatu sg zmienne i wydaja sie korelowaé ze stopniem zajecia i dysfunkcja
watroby [20].

Jak wspomniano powyzej, wazne miejsce w diagnostyce maja badania okulistyczne.
Konieczne s3 jednak czujno$¢ i odpowiednie doswiadczenie diagnozujacego okulisty,
zwazywszy na fakt, ze pierscien Kaysera i Fleischera moze nie wystgpowaé nawet u 50%
pacjentow prezentujacych cechy uszkodzenia watroby. W watpliwych klinicznie przypadkach
poddaje si¢ analizie material pochodzacy z biopsji gruboigtowej watroby. Bioptat pozyskany w
ten sposob poddaje si¢ badaniu spektrometrii masowej na zawarto$¢ miedzi w suchej tkance.
Podwyzszone st¢zenie miedzi przemawia za rozpoznaniem WD. W rutynowej diagnostyce
wykonuje si¢ szereg barwien histopatologicznych, przy czym najistotniejsze z perspektywy
rozpoznania WD wydaje si¢ barwienie z wykorzystaniem rodaniny. Pozwala ono na
wybarwienie miedzi na kolor pomaranczowo-brunatny. Barwienia, np. hematoksyling i eozyna
(H-E) Iub z wykorzystaniem trichromu Massona, pozwalaja na ocen¢ sttuszczenia, nacieku
komérek zapalnych zaawansowania wloknienia. Zadne barwienia nie sa jednak specyficzne dla
WD.

Podsumowujac, rozpoznanie WD powinno by¢ brane pod uwage w przypadku
réznicowania kazdej choroby przebiegajacej z uszkodzeniem watroby do momentu uzyskania
wynikoéw pozwalajacych je wykluczy¢.

Narzedziem diagnostycznym pozwalajagcym na skonsolidowanie wynikéw badan
diagnostycznych 1 przetozenie na oceng prawdopodobienstwa wystgpowania WD jest skala
Lipska. Zostata ona zaproponowana pierwotnie w 2001 r. na mi¢dzynarodowej konferencji
dotyczacej] WD 1 choroby Menkesa, opublikowana przez Petera Ferenciego 1 zespot

ekspertow [39]. Badania wchodzace w sktad skali Lipskiej zaprezentowano w tabeli 1.
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Tabela 1. Skala Lipska

Cecha Wynik Punktacja
Pierscien Kaysera—Fleischera opecny 2
nieobecny 0
. . cigzkie 2
Objawy neurologiczne lub tagod )
nieprawidlowosci w MRI a'go ne
nieobecne 0
Stezenie ceruloplazmin 0.1l 2
ez plazminy w 0,1-0,2 g/l |
0soczu .
prawidtowe 0
>2x gbornej granicy normy (ggn) 2
Wydalanie miedzi w dobowej 1—2><‘ggn !
zbiérce moczu prawidiowe . 0
prawidtowe i wzrastajace < 5% ggn po
penicylaminie 2
Niedokrwisto$¢ hemolityczna obecna 1
(Coombs ujemna) nicobecna 0
>5x ggn (>4 umol/g / >250 mg/kg) 2
Stezenie miedzi w watrobie zw1@1‘<szone (0,84 pmol/g / 50-250 mg/kg) 1
prawidlowe -1
dodatnie barwienie z rodaning 1
na obu chromosomach 4
Obecnos¢ swoistej mutacji na jednym chromosomie 1
brak 0
. diagnoza bardzo prawdopodobna 4
Interpretacja (sumaryczny ) -
: diagnoza mozliwa 3
wynik)
diagnoza mato prawdopodobna <2

Zrédto: Opracowanie wiasne na podstawie [45].

Leczenie

Pierwszym lekiem wprowadzonym do terapii choroby Wilsona byla D-penicylamina.
Jest to pochodna penicyliny posiadajagca wilasciwosci chelatujace. Tworzy ona trwale,
rozpuszczalne w wodzie zwigzki kompleksowe z jonami metali cigzkich: miedzi, otowiu, rteci,
kadmu, talu, cynku, niklu, ztota i1 zelaza. Zostala zatwierdzona do uzytku medycznego przez
amerykanska Agencje Zywnoéci i Lekow (FDA) w 1970 r., choé¢ opis jej pierwszego
zastosowania przez Johna Walshe’a opublikowany zostat juz w 1956 roku [46]. Jest dobrze
wchtaniana z przewodu pokarmowego 1 osigga we krwi stezenie maksymalne po uplywie
2 godzin od podania doustnego. Dziata poprzez tworzenie migdzy grupami tiolowymi a miedzig

stabilnych kompleksow, ktore sa wydalane z moczem, redukujac wten sposdb zawarto$é
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miedzi w organizmie. Zmniejsza takze ilo§¢ miedzi wchianianej z przewodu pokarmowego. Jej
metabolizm jest dwufazowy, a penetracja dobra niemal do wszystkich tkanek. Ograniczona
penetracja dotyczy oun z powodu stabego przenikania bariery krew—modzg oraz tkanki kostne;j
1 thuszczowej. Penicylamina jest wydalana z katem i z moczem. Dziatania niepozadane sg
stosunkowo czeste, a prawdopodobienstwo ich wystgpienia jest najwieksze w 1. roku leczenia.
Penicylamina moze powodowac leukopenig, agranulocytoze i anemi¢ aplastyczng. Istotne jest
réwniez ryzyko wystapienia kigbuszkowego zapalenia nerek. Najczgstsze sg jednak dziatania
niepozadane manifestujace si¢ na skorze i btonach §luzowych w formie wysypki, rumienia
1 zapalenia jamy ustnej. Wystepuja one 25-50% pacjentow, sposrod ktorych okoto 10%
zaprzestaje leczenia penicylaming [26]. Z przyczyn oczywistych nie ma wysokiej jako$ci
danych dotyczacych zastosowania penicylaminy w cigzy. W literaturze podkresla si¢ znaczenie
dobrego wyrdéwnania metabolicznego i1 jonowego WD przed planowanym zajsciem w cigze.
Z uwagi na dane sugerujace duze niebezpieczenstwo rozwoju ostrej niewydolnosci watroby po
gwalttownym odstawieniu penicylaminy autorzy rekomendacji sugeruja zmniejszenie dawki
leku w 1. trymestrze i jesli to mozliwe, kontynuacje leczenia przez caty okres cigzy [20].

Trientyna (trietylenotetramina) jest kolejnym chelatorem wykorzystywanym w leczeniu
WD, zwtaszcza u chorych, ktérzy nie tolerujg penicylaminy. Jest ona lekiem selektywnym dla
jonow dwuwartosciowych (wigze si¢ rowniez z jonami zelaza i cynku). Oprocz zwigkszania
nerkowego wydalania miedzi ogranicza réwniez o okoto 80% jej wchianianie ze $wiatta
przewodu pokarmowego. Charakteryzuje si¢ lepszym profilem bezpieczenstwa, a dzialania
niepozadane wynikajag przede wszystkim z rozwijajacego si¢ wtornie niedoboru zelaza.
U pacjentoéw obserwowano niedokrwisto$§¢ mikrocytarna, syderoblastyczng i trombocytopenig.
Dostepne dane sugeruja wzgledne bezpieczenstwo stosowania trientyny w cigzy, jednak
brakuje szczegdtowych danych na ten temat. Nie zaobserwowano niedoboréw miedzi, zelaza
czy cynku u dzieci urodzonych przez matki stosujace w cigzy trientyne. Podobnie jak powyzej
wytyczne dopuszczaja wykorzystanie tego leku w cigzy w sytuacji, w ktorej korzysci
wynikajace z leczenia matki przewyzszaja potencjalne ryzyko dla ptodu [17].

Najczesciej stosowanym lekiem w Polsce sg sole cynku, ktérych mechanizm dziatania
opiera si¢ na zwigkszeniu syntezy metalotionein w enterocytach. Powinowactwo tych biatek do
jondéw miedzi jest na tyle duze, ze wigzg one zdecydowang wigkszo$¢ miedzi wchtanianej ze
Swiatta przewodu pokarmowego i zabezpieczaja przed jej przenikaniem do krwi zylnej. Wraz
z naturalnym zluszczaniem komorek nablonkowych jelita miedz zwigzana przez
metalotioneiny w enterocytach jest wydalana wraz z kalem. Indukcja syntezy metalotionein

zachodzi z op6znieniem trwajacym okoto 3 tygodni od wiaczenia leku. Dzigki wytworzeniu
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ujemnego bilansu miedziowego sole cynku sprzyjaja stopniowej redukcji depozytow miedzi.
Najczesciej zgtaszanym dziataniem niepozadanym siarczanu cynku sg objawy dyspeptyczne,
ktoére moga wynika¢ z tworzenia si¢ nadzerek i owrzodzen w zotadku [12]. Rzadziej obserwuje
si¢ tagodne podwyzszenie aktywnos$ci enzymow trzustkowych, zwykle bez klinicznych
objawéw zapalenia trzustki. Ze wzgledu na rozwijajacy si¢ czasem Ww nastepstwie
dlugotrwatego leczenia niedobdr miedzi niekiedy obserwuje si¢ wtdérng niedokrwistos¢ czy
neuropati¢ obwodowa ruchowo-czuciowa. W leczeniu solami cynku pacjentek w ciazy nie jest
wymagana redukcja dawki w 1. trymestrze, jak jest to zalecane przypadku chelatoréw. Jednak
z uwagi na przenikanie do mleka kobiecego wszystkich 3 opisanych powyzej lekow, obecnie
uwaza si¢, ze dzieci matek chorych na WD nie powinny by¢ karmione piersia, w celu uniknigcia
zaburzen gospodarki miedzi, zelaza czy cynku u noworodkow i niemowlat [21].

Trwaja badania nad terapig genowa dla choroby Wilsona, ktéra wydaje si¢ obiecujaca
metoda leczenia. Produkt UX701 do zapewnienia stabilnej ekspresji ATP7B wykorzystuje
wektor AAV9 z rodziny adenowiruséw. W badaniach klinicznych 1. fazy wykazano
dlugoterminowa popraw¢ metabolizmu miedzi u Jackson toxic milk mouse [47].

Waznym zaleceniem w postepowaniu z pacjentami chorymi na WD jest rowniez
stosowanie odpowiedniej diety z ograniczeniem produktow bogatych w miedz. Chorzy powinni
unikac jedzenia watrobki 1 innych podrobdw oraz ograniczy¢ spozywanie czekolady, orzechow,
owocOw morza i grzyboéw. Wazne jest rdéwniez stosowanie naczyh i przyborow kuchennych

niezawierajacych miedzi, mogacej przenika¢ do gotowanego jedzenia.

Zwierzece modele choroby Wilsona

Zainteresowanie badaczy chorobg Wilsona zaowocowato odkryciem wstepowania
zaburzen wydalania miedzi u zwierzat. W toku dalszych badan udato si¢ opisa¢ podtoze tych
zaburzen 1 wyodregbni¢ poszczegodlne grupy zwierzat chorujacych wskutek mutacji genow

homologicznych do ludzkiego ATP7B.
Gryzonie

Modele szczurze

Long-Evans cinnamon (LEC)
LEC to szczep wsobny szczurow Long-Evans opisany w 1985 r. Peine
sekwencjonowanie szczurzego genu Afp7b wykonano i opisano w 1994 r. U LEC Awp7b

charakteryzuje si¢ czgsciowa delecja, co najmniej 900 par zasad z regionu kodujacego
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zlokalizowanego na koncu 3' oraz co najmniej 400 par zasad z niepodlegajacego translacji
regionu dalszego. Szczury LEC oprdcz mutacji w genie Atp7b posiadaja rowniez zmutowany
gen N-acetylotransferazy serotoniny (Nat) zaangazowanej w proces powstawania melatoniny,
ktorej brak skutkuje wystepowaniem jasnej (cynamonowej) siersci. Naturalny przebieg
choroby u szczurow LEC charakteryzuje si¢ rozwojem ostrego zapalenia watroby w wieku
okoto 4 miesiecy, podostra i ostrg martwicg hepatocytow, z co najmniej 30—40%. Smiertelnos$cia
zwierzat. Nieleczone szczury prezentuja postepujace uszkodzenie watroby, osiggajac
aktywno$¢  enzymoOw  watrobowych  aminotransferazy  asparaginianowej  (AST)
1 aminotransferazy alaninowej (ALT) przekraczajacg 500 U/L, a stezenie bilirubiny, bedace
wyktadnikiem niewydolno$ci narzadu, osigga wartosci ponad 30 mg/dL. Szczury, ktore
przezyja okres zapalenia watroby, rozwijaja widknienie watroby i w wieku ~1 roku prezentuja
catkowita przebudowe¢ marska z pojawiajacymi si¢ ogniskami raka watrobowokomoérkowego
1 raka drog zotciowych. [48] U szczurow LEC udokumentowano nieprawidiowe gromadzenie
miedzi w watrobie, z towarzyszacym niskim stezeniem miedzi w surowicy krwi obwodowej
i niskim stezeniem ceruloplazminy. Stezenie miedzi w watrobie osigga ponad 1000 mg/kg
suchej masy do 8. tygodnia zycia [49]. Pierwotne zaburzenie metabolizmu miedzi
wspotwystepuje z nagromadzeniem zelaza w watrobie, ktore najpewniej przyczynia si¢ do

rozwoju i postepu uszkodzenia watroby [50].

Patologia watroby

W wieku 6 tygodni w badaniu mikroskopowym watroby LEC wykazano zmiany
w wielkosci jader komodrkowych 1 obrzek hepatocytow oraz zwigkszong liczbe figur
mitotycznych. Apoptoza, zwigkszona liczba komoérek Browicza—Kupftera, nacieki leukocytow
wielojadrzastych oraz komorki olbrzymie wystgpowaly rzadziej, ale opisywane byly rowniez
we wcezesnych stadiach aktywnej choroby, przed pojawieniem si¢ zo6ltaczki. Przy nasilonej
zottaczce 1 wysokich stezeniach bilirubiny obserwowano ponadto zwyrodnienie pierzaste
cytoplazmy hepatocytow i proliferacje przewodzikow zotciowych zwigzane z cholestazg oraz
martwic¢ hepatocytow 1 erytrofagocytoze. Wykazano, ze progresja choroby watroby
1 gromadzenie si¢ miedzi w watrobie u szczuréw LEC sg zwigzane z podwyzszeniem stezenia
mRNA gendéw kodujacych biatka zwigzane z cytochromem P-450, stresem oksydacyjnym,
uszkodzeniami kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNA) 1 apoptozg [51]. W zaawansowanych
stadiach choroby opisano cholangiofibroze, ktorej nasilenie byto skorelowane z wiekiem
zwierzat [52]. Progresja uszkodzenia watroby byla zwigzana z mechanizmami stresu

oksydacyjnego, w tym ze wzrostem aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD),
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nieprawidlowo obnizonym stosunkiem form glutationu (GSH/GSSG) oraz wyraznie
podwyzszonym st¢zeniem substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym, be¢dacym
markerem utlenienia lipidéw [53]. Zmiany w obrebie mitochondriéw watroby sa typowa cecha
patologii w przebiegu choroby u szczurow LEC, co upodabnia je do pacjentow z chorobg
Wilsona. Sternlieb 1 wspotautorzy opisali w 1995 r. obrazy spod mikroskopu elektronowego
pochodzace z probek watrob szczurow LEC, charakteryzujace si¢ wyraznym pleomorfizmem
mitochondridw, zmianami w gestosci macierzy oraz nieprawidtowa morfologia grzebieni
mitochondrialnych, w tym ich wydluzeniem, poszerzeniem, uktadaniem si¢ w stosy lub
catkowitym zanikiem. Zmiany zaobserwowane w mitochondriach szczurow LEC wykazuja
podobienstwo z tymi wystepujacymi u pacjentow chorych na WD [54]. Zmiana ultrastruktury
mitochondrialnej jest jedng z pierwszych mozliwych do zaobserwowania patologii
pojawiajacych w zwigzku z nieprawidlowym gromadzeniem miedzi. Po6zniejsze analizy
proteomu potwierdzily zwiekszony poziom ekspresji biatek macierzy mitochondrialnej [55].
Mitochondria sg pierwszym celem toksyczno$ci miedzi, ktora prowadzac do powstawania
wigzan krzyzowych, sprzyja rozrywaniu bton mitochondrialnych i ostatecznie doprowadza do
obumierania hepatocytow. [56] Postep destrukcji migzszu watroby jest zwigzany z powaznymi
zmianami w metabolizmie lipidéw. Levy 1 wspdtautorzy w 2007 r. wykazali, ze 12-tygodniowe
szczury LEC mialy podwyzszone stezenie trojglicerydow, wolnego cholesterolu i jego
estrow [57]. Podwyzszona zawartos¢ lipidow w watrobie byta wedlug autorow
najprawdopodobniej spowodowana zmniejszeniem wydalania thuszczow z watroby. Szczury
LEC byly réwniez badane jako model raka watrobowokomorkowego. Proces
hepatokarcynogenezy u LEC wynika najprawdopodobniej z zaburzen apoptozy, gromadzenia
si¢ uszkodzen nici DNA spowodowanych peknigciem oraz wysokim poziomem proliferacji
komorek [58]. Stezenia transkryptéw metylotransferaz DNA, enzyméw typowo zwigzanych
z rakiem watroby, byly podwyzszone w tkankach pochodzacych z guzkowo przebudowane;j

watroby szczurow LEC [57].

Patologia mdzgu

Patologia mézgu i1 objawy neurologiczne u szczurow LEC byly badane mniej
intensywnie niz patologia watroby. Miedz gromadzi si¢ we wszystkich obszarach moézgu
szczurdw LEC, osiagajac szczyt okoto 24. tygodnia zycia i znaczaco przewyzszajac wartosci
obserwowane u osobnikow kontrolnych. W tym samym okresie zaobserwowano pojawiajace
si¢ peknigcia nici DNA w jadrach komoérkowych neurondw i komorek glejowych [59].

Wykazano istotne zaburzenia st¢zenia mRNA gendéw zwigzanych z rozwojem neuronow,
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stresem oksydacyjnym, apoptoza i stanem zapalnym. W szczeg6élnosci wykazano zmiany
w ekspresji czynnika zespotu dehydrogenazy bursztynianowej 2 (Sdhaf2) oraz podjednostki B7
oksydoreduktazy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (Ndufb7), ktore sa kluczowe
w szlaku oksydacyjnej fosforylacji mitochondrialnej [60]. Istotny wzrost aktywnosci
dysmutazy manganowej w istocie czarnej i1 prazkowiu szczurow LEC w poroOwnaniu ze
szczurami kontrolnymi odzwierciedlal wzmozony stres oksydacyjny toczacy si¢ w jadrach
podstawnych [61]. Zaobserwowano zmiany strukturalne neuronéw monoaminergicznych pod
postacig zmniejszone;j gestosci widkien immunoreaktywnych tyrozynazy
1 5-hydroksytryptaminy u szczuréw w wieku od 4 tygodni do 20 tygodni. W testach
behawioralnych szczury LEC wykazywaly istotnie wigksza aktywno$¢ lokomotoryczna,
spowolniong habituacj¢ na powtarzalny bodziec przestrachu oraz zmniejszone hamowanie
przedimpulsowe w porownaniu ze szczurami kontrolnymi [62].

Podsumowujac, szczury LEC stanowig model szybkiego gromadzenia miedzi
w watrobie, z wysoka $miertelnoscia w wieku 4. miesiecy z powodu cigzkiego zapalenia
watroby oraz rozwojem raka watrobowokomodrkowego w pozniejszym okresie zycia. Szczury
LEC s3 odpowiednim modelem do badan interwencyjnych ze wzgledu na szybki postep cigzkiej

choroby watroby.

Szczury PINA/ATP7B (-) (LPP)

W celu wyeliminowania wplywu mutacji Nat na fenotyp szczuréw LEC dokonano
kojarzenia ze szczurami Piebald-Virol-Glaxo posiadajagcymi dziki wariant kodujacy Nat.
W efekcie prac powstat szczep szczurow LPP o klasycznym (dzikim) odcieniu siersci,

posiadajacych zmutowany gen Atp7b 1 prawidlowy Nat [63].

Patologia watroby

Szczury LPP kumuluja nadmiar miedzi w watrobie i prezentuja pierwsze objawy
choroby watroby w wieku okoto 90 dni. Nieleczone umieraja w ciagu kolejnych 30 dni
z powodu cigzkiej ostrej niewydolnosci watroby. Z racji szybkiej progresji wykorzystywane sg
od 2005 r. w badaniach oceniajacych potencjalne leki wptywajace na gospodarke miedzig

w ostrej niewydolnos$ci watroby [64].

Patologia mdzgu

Dotychczas nie ukazaty si¢ prace oceniajace zaburzenia neurologicznie u szczuréw LPP.
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Modele mysie

Toxic milk mouse (txR)

Pierwszy mysi model choroby Wilsona zostal odkryty przez Raucha w 1983 r. Nazwa
szczepu —toxic milk Rauch (txR) pochodzi od nazwiska badacza oraz wynika z wczesnych
obserwacji oseskdéw, umierajacych pod wptywem karmienia mlekiem matek, jak si¢ pierwotnie
wydawato ,toksycznym”. Mysie noworodki, zwtlaszcza pici zenskiej, charakteryzujg sie¢
stabym wzrostem, hipopigmentacja siersci, drzeniem i umieraja w ciggu kilku, rzadziej
kilkunastu dni po urodzeniu z powodu ostrego niedoboru miedzi, ktory dodatkowo pogtebia sie
po porodzie z powodu znacznie obnizonej zawartosci miedzi w mleku matki. Myszy mozna
uratowa¢ dzigki karmieniu zastepczemu przez normalne samice lub poprzez doustne czy
dozylne uzupelnianie miedzi [65]. Za brak miedzi w mleku odpowiada nieprawidtowa
lokalizacja uszkodzonego bialka Atp7b w gruczole mlekowym myszy txR, co prowadzi do
znacznie obnizonego wydzielania miedzi z mlekiem [66]. W przeciwienstwie do tego modelu
w ludzkim mleku matek z chorobg Wilsona opisano prawidtowe stezenie miedzi, a niedobor
miedzi z okresu ptodowego nie jest istotnym problemem klinicznym u noworodkéw matek
chorych na WD [67]. W 1995 r., dwa lata po odkryciu ludzkiego genu ATP7B, Rauch i Wells
doniesli o mutacji wystepujacej u txR w chromosomie 8. Ostatecznie wykazano, ze mutacja ta
dotyczy homologu ludzkiego ATP7B [68]. Theophilos w 1996 r. wyizolowat 1 wykonat peine
sekwencjonowanie cDNA kodujacego mysi homolog Atp7b [69]. U myszy txR wystepuje
spontaniczna mutacja Met1386Val (A4066G, ekson 20), podobna do jednej z wielu (ponad
1200) wystepujacej u ludzi. Skutkiem mutacji jest zamiana jednego aminokwasu w Osmej
domenie transbtonowej biatka. Dalsze badania dotyczace transportu miedzi przy uzyciu modeli
in vitro dostarczyly dowodow, ze zamiana Met1386Val powodowata nieprawidtowe
kotwiczenie biatka w btonach komoérkowych oraz utrate aktywno$ci enzymu zwigzanego
z transportem miedzi [70]. Porownywalne wyniki pokazano dla wielu ludzkich wariantow

ATP7B, zarowno in vitro, jak 1 in vivo [71, 72].

Patologia watroby

Na wczesnym etapie zycia myszy txR dochodzi do gromadzenia duzej ilo$ci miedzi
w watrobie, co prowadzi do jej uszkodzenia. W wieku 6 miesigcy watroby wykazuja cechy
histopatologiczne zwltdknienia i przebudowy guzkowej, z hiperplazja drog zoélciowych
1 towarzyszacg infiltracja komorek zapalnych. Juz w pierwotnym opisie modelu Rauch zawart
informacje na temat obnizonej aktywnosci ceruloplazminy we krwi. Wytlumaczeniem tego

zjawiska jest uposledzone wiaczanie jondw miedzi do apo-ceruloplazminy za posrednictwem
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dysfunkcyjnego biatka Atp7b, co w efekcie skutkuje obnizonym stezeniem holo-
ceruloplazminy we krwi obwodowej myszy [73]. Ekspresja mRNA ceruloplazminy
pozostawala na prawidtowym poziomie. Dalsze badania nad analiza zawartosci pierwiastkow
sladowych oraz zajg¢cia innych narzadéw wskazaty na patologiczne gromadzenie miedzi
w watrobie, nerkach, $ledzionie, mig$niach, moézgu i1 czerwonych krwinkach. Waznym
mechanizmem obronnym przeciwko podwyzszonej koncentracji miedzi w watrobie, nerkach
1 $ledzionie jest zaobserwowana u txR zwigkszona produkcja metalotionein, biatek, ktoére maja

za zadanie wigzac i1 sekwestrowac¢ Cu, podobnie jak ma to miejsce u ludzi.

Patologia mézgu

Wazne jest, ze poza drzeniem u noworodkOw myszy, ktore mozna przypisac
niedoborowi miedzi, nie zaobserwowano oczywistych objawdw neurologicznych u myszy txR.
W kilku badaniach opisano podwyzszone stezenie miedzi w moédzgach myszy txR [74, 75].
Mutanty miaty znaczaco wigkszg zawartos¢ miedzi w korze moézgowej, jadrze ogoniastym,
wzgorzu, podwzgorzu oraz rdzeniu przedluzonym w poréwnaniu z myszami kontrolnymi. Co
wigcej, myszy txR miaty znaczaco wyzsze poziomy metalotionein we wszystkich badanych
obszarach mézgu, co sugeruje istnienie mechanizmu ochronnego oun przed toksycznoscia
miedzi i moze czesciowo wyjasnia¢ brak objawow neurologicznych. Model myszy txR zostat
wykorzystany z sukcesem w badaniu przedklinicznym tetrathiomolibdenianu, potencjalnego

nowego leku chelatujacego miedz [76].

Jackson toxic milk mouse

Niemal dekade po pierwszych opisach txR opisano kolejny model chorych myszy,
u ktorych wykryto spontaniczng mutacje punktowa w pozycji 2135 w eksonie 8, prowadzaca
do zamiany Gly712Asp w drugim regionie transblonowym Atp7b [77]. Szczep txJ
zaobserwowany zostat w The Jackson Laboratory, dostarczajagcym zwierzg¢ta migdzy innymi do
badan naukowych. Nazwa zostala zaczerpni¢ta z powodu oczywistej analogii w stosunku do
txR dotyczacej konieczno$ci zapewnienia oseskom mleka zdrowych mamek. Oseski txJ
urodzone przez homozygotyczng matke txJ z uwagi na dysfunkcj¢ Atp7b zlokalizowanego
w matczynej cz¢$ci tozyska z powodu glebokiego niedoboru miedzi rodzg si¢ mniejsze, stabsze
i pokrywaja si¢ srebrng sierScig. Pozostawione przy matce i karmione mlekiem ubogim
w miedz, z powodu dysfunkcji Atp7b w gruczole mlekowym matki, rozwijajg zespot

neurologiczny ostrego niedoboru miedzi przebiegajacy z zaburzeniem koordynacji ruchow
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konczyn, drzeniami 1 prezeniem konczyn tylnych. Po uptywie 7 dni dochodzi do zgonu myszy,

jesli nie beda karmione mlekiem zdrowych matek.

Patologia watroby

Naturalny przebieg choroby watroby u txJ charakteryzuje si¢ powolnym postepem
zmian histologicznych watroby prowadzacych do marskosci. Obraz mikroskopowy do 3.—4.
miesigca wlasciwie jest prawidlowy [78, 79]. Obecnos$¢ powigkszonych jader hepatocytow,
okoto dwa razy wigkszych niz u myszy kontrolnych, jest jedng z pierwszych nieprawidtowosci
obserwowang w 4. miesigcu zycia. Podobny obraz zmian jadrowych zauwazalny jest u LEC,
jednak szczury rozwijaja patologie juz w 6. tygodniu zycia. Poczawszy od 5. miesigca u txJ
pojawia si¢ wyrazny naciek migzszu watroby przez komorki immunokompetentne
i zaobserwowaé mozna poczatki stluszczenia drobnokropelkowego. Proces powolnego
wloknienia i przebudowy guzkowej postgpuje od 6.—7. miesigca i ostatecznie prowadzi do
marskosci w wieku 12 miesiecy [80].

Zawarto$¢ miedzi w watrobie wzrasta 40—50-krotnie powyzej normalnego poziomu po
2 miesigcach Zycia i pozostaje podwyzszona przez pierwszy rok zycia. Zmiany w morfologii,
ultrastrukturze i funkcji mitochondriow sa typowymi pierwszymi objawami dla wszystkich
gryzoni, zwigzanymi z gromadzeniem miedzi. W watrobach plodow txJ wykazano
zmniejszenie ekspresji czynnika transkrypcyjnego wigzacego elementy regulacyjne steroli 1
(Srebfl), kluczowego w lipogenezie, oraz palmitoilotransferazy karnitynowej 1A (CptlA4)
1 aktywowanego receptora proliferatora peroksysomow alfa (Ppara), waznych w oksydacji
kwasow thuszczowych, jak rowniez genow zwigzanych z metabolizmem metioniny, w tym
hydrolazy S-adenozylohomocysteiny (SAH) [79]. Poczawszy od 3. miesigca zycia w obrazach
mikroskopii elektronowej widoczne sg torbielowate poszerzenia grzebieni mitochondrialnych.
Biochemicznie w 5. miesigcu zycia opisywano zwigkszong aktywno$¢ mitochondrialnej
syntazy cytrynianowej i zmniejszong aktywnos¢ kompleksu IV w tancuchu oddechowym [78].
Opisywano réwniez zaburzenie metabolizmu metioniny powstate na tle gromadzenia miedzi,
prowadzace do regulacyjnego obnizenia aktywnos$ci dwukierunkowego enzymu hydrolazy
SAH, ktory jest odpowiedzialny za metabolizm SAH do homocysteiny lub odwrotnie,
w zaleznos$ci od dostepnosci substratu. Podwyzszenie stezenia SAH, bedace efektem tych
zmian, jest zwigzane z hamowaniem metylacji DNA, co potwierdza zaobserwowang globalng

hipometylacj¢ DNA w watrobie txJ [81].
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Patologia mézgu

W wieku 12 miesigcy w moézgach txJ wykazano zwigkszone stezenie miedzi
w prazkowiu, hipokampie, moézdzku i1 korze moézgowej [80, 82]. Zmiany zapalne opisano
glownie w prazkowiu, co charakteryzowato si¢ podwyzszonym poziomem markerow aktywacji
astrocytow 1 mikrogleju. Jednocze$nie zaobserwowano podwyzszony poziom transkrypcji
genow zwigzanych ze stanem zapalnym, w tym interleukiny-1 beta (IL-18), interleukiny 4 (IL-
4), czynnika martwicy nowotworéw (TNF) i syntazy tlenku azotu 2 (Nos2). W testach
behawioralnych txJ wykazywaty lagodne nieprawidtowosci, w tym preferencje uzywania
przedniej tapy oraz wolniejsze osigganie maksymalnej wydajnosci w tescie wydolnosci
lokomotorycznej z uzyciem Rotarod. Dodatkowo txJ prezentowaly istotne zaburzenia pamieci
przestrzennej w tescie labiryntu wodnego Morrisa [80]. Ekspresja enzymow specyficznych dla
neurondw dopaminergicznych, noradrenergicznych 1 serotoninergicznych nie wykazata
istotnych roéznic, w stosunku do grupy kontrolnej. Na modelu txJ przeprowadzono takze wazne
badanie opisujgce wplyw podstawowego leku chelatujacego — penicylaminy — na metabolizm
miedzi w mozgu. Podawanie penicylaminy przez okres do 14 dni bylo zwigzane ze
zwigkszeniem st¢zenia wolnej miedzi i zmniejszeniem st¢zenia miedzi zwigzanej z biatkami.
Wzrost poziomu markerdéw stresu oksydacyjnego, w tym zmniejszony stosunek GSH/GSSG
oraz zwigkszone stezenie malonylodialdehydu, obserwowano w korze moézgowej 1 jadrach
podstawnych [83]. Moze to stanowi¢ wyjasnienie nasilenia objawow neurologicznych krétko
po rozpoczgciu leczenia penicylaming w duzej dawce, czyli tzw. wczesnego pogorszenia
neurologicznego u pacjentow chorych na WD. Mysz txJ stanowi warto§ciowy model choroby
Wilsona, charakteryzujacy si¢ powolnym postepem uszkodzen watroby w ciggu 1. roku po
urodzeniu oraz zmianami metabolicznymi w watrobie i — co istotniejsze — w mdzgu. Opisywane
odchylenia w testach behawioralnych sugeruja mozliwo$¢ wykorzystania modelu w badaniach

nad manifestacjg neurologiczng WD.

Myszy Atp7b '~ (knockout)

W 1999 r. metodami inzynierii genetycznej uzyskano mysz Atp7b~" na podiozu
hybrydowego szczepu C57BIx129S6/SvEv poprzez wprowadzenie licznych kodonéw STOP
do eksonu 2 genu Atp7b. Proces ten spowodowal powstanie skroconego mRNA, co
doprowadzito do catkowitego zahamowania powstawania biatka Atp7b 1 utraty jego funkcji
enzymatycznej. Myszy Atp7b " rodza sie z malg iloscia miedzi w watrobie, ktora wzrasta 27-
krotnie juz w 1. miesigcu zycia, w pordwnaniu do wartosci obserwowanych u zdrowych

kontroli i 50-krotnie w 2. miesigcu. Wraz z dalszym uptywem czasu nie obserwuje si¢
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zwiekszenia zawarto$ci miedzi w watrobie [84]. Wysokie stezenie miedzi wystepuje rowniez
w nerkach, mozgu, gruczole mlekowym i fozysku tych zwierzat. W przeciwienstwie do miedzi
w watrobie ilo§¢ miedzi w mozgu wzrasta przez cate zycie myszy. Podobnie jak u txJ zawartos¢
miedzi w mleku samic mutantow jest niska. Gdy program hodowlany obejmuje
heterozygotyczne samice Atp7b"" i homozygotyczne samce, mtode Atp7h "~ nie wykazuja
oczywistych nieprawidlowosci neurologicznych, pomimo zmian biochemicznych w mozgu
[Lutsenko Svetlana, 2020 r., dane nieopublikowane]. Jesli zadne z rodzicéw nie posiada Atp7b,
potomstwo moze mie¢ objawy neurologiczne, takie jak drzenie i ataksja. Gdy takie miode si¢
rodza, objawy ujawniajg si¢ wczesnie, a wickszo§¢ myszy umiera w ciggu 3 tygodni od
urodzenia, chyba ze sg zastepczo karmione przez zdrowe mamki. Myszy Atp7b~’ wykazuja
uposledzone wydalanie miedzi z zoélcig, defekty wlaczenia miedzi do ceruloplazminy

1 zwigkszone wydalanie miedzi z moczem [85, 86].

Patologia watroby

Patologia watroby u myszy Atp7b ' rozwija sie z wprost proporcjonalnie do wieku.
Analizujgc dane z badan na myszach A¢p7b~, zaproponowano podziat choroby watroby,
w zaleznos$ci od wieku, na 3 podstawowe fazy.

Stadium 1 (do 8. tygodnia) charakteryzuje si¢ tagodna patologia watroby,
z pleomorfizmem jader i mitochondriéw, widocznym w mikroskopie swietlnym. W surowicy
krwi obwodowej aktywnos$¢ transaminaz i st¢zenie bilirubiny catkowitej sa podwyzszone.
Zaobserwowa¢ mozna gromadzace si¢ niewielkie ztogi miedzi, w jadrach komoérkowych
1 cytoplazmie hepatocytow. Uwaza si¢, ze brak wyraznego stresu oksydacyjnego na tym etapie
jest wynikiem sekwestracji miedzi poprzez metalotioneiny, ktorych ekspresja jest istotnie
podwyzszona [87]. Podwyzszona zawarto$¢ miedzi powoduje znaczne zmiany w profilach
mRNA, wptywajac na skladowe mechanizmow splicingu i transportu mRNA oraz zaburzajac
aktywnos$¢ receptorow jadrowych [88-90]. Pochodne gendéw zwigzanych z mechanizmem
cyklu komorkowego 1 naprawag DNA sg wyraznie podwyzszone, podczas gdy metabolizm
lipidow jest obnizony [91].

W stadium II (migdzy 13. a 20. tygodniem) obserwuje si¢ w migzszu watroby nasilajace
si¢ rozlegle zapalenie 1 martwice. Uwage zwraca takze dalsze powigkszenie jader
komoérkowych 1 proliferacja przewodzikow zotciowych. Pojawiaja si¢ wyrazne
wewnatrzkomorkowe ztogi miedzi. Geny kodujace biatka cytoszkieletu i zwigzane z adhezja
komorek sa pobudzone [87]. W tym okresie zaburzony jest rowniez status homeostazy zelaza

umyszy Atp7b~"" [85].
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Stadium III (po 28 tygodniach) charakteryzuje si¢ regeneracja migzszu watroby oraz
intensywng proliferacja przewodow zblciowych, co stanowi podloze rozwoju raka
(cholangiocarcinoma). Obserwuje si¢ zwigkszong transkrypcje gendw zaangazowanych
w odpowiedz zapalng oraz wloknienie [90]. Zmiany makroskopowe w watrobie myszy
Atp7b~~ widoczne sa po siedmiu miesigcach, kiedy to watroba przyjmuje nieregularny ksztatt
za sprawg pojawiajacych si¢ guzkow regeneracyjnych. Zauwazalne sa biochemiczne oznaki
stresu oksydacyjnego, w tym zmiany iloSci GSH oraz zwigkszony stosunek GSSG do
GSH [92]. Zmiany strukturalne w mitochondriach obejmuja kondensacje 1 zwigkszong gestos¢
macierzy, utrate struktury grzebieni mitochondrialnych. W kolejnym etapie mozna
zaobserwowacé postepujaca utrate macierzy mitochondrialnej i tworzenie si¢ wodniczek.
Pojawiaja sie takze gigantyczne mitochondria o zwigkszonej liczbie grzebieni [93]. Dochodzi
do krytycznych zaburzen funkcji tancucha oddechowego, ze zwigkszong aktywnos$cia
kompleksu I i zmniejszong aktywnoscig kompleksow II i III. Coraz wigcej badan wskazuje na
role zaburzenia metabolizmu lipidow w patogenezie WD. Zmiany w metabolizmie lipidow
i stezeniu lipoprotein byly po raz pierwszy udokumentowane u szczurow LEC, jednak
wickszo$¢ badan w tym zakresie przeprowadzono na myszach Afp7b~". Supresja gendow
zwigzanych z metabolizmem lipidéw i cholesterolu dostrzegalna jest na wszystkich etapach

_/_

choroby w watrobach myszy Atp7b~ [87, 91]. Jednoczes$nie obserwuje si¢ zmniejszone

stezenia lipoprotein o bardzo niskiej gestosci (VLDL) oraz cholesterolu w watrobie.

Patologia mézgu

Zwickszona zawarto§¢ miedzi w mozgach myszy Atp7b”~ zostala opisana
w pierwotnym badaniu charakteryzujagcym ten model [84]. W pdzniejszych badaniach opisano
dwukrotnie wyzsza w pordwnaniu z myszami kontrolnymi zawarto$¢ miedzi w mézgach 11-
miesiecznych myszy [94]. Gromadzenie miedzi bylo podobne we wszystkich badanych
obszarach mozgowych, a roznice w obrazie zaburzen mikroskopowych autorzy wyttumaczyli
zmienng wrazliwoscig regionalng poszczegolnych struktur mézgowych na miedz. Z drugiej
strony st¢zenie miedzi bylo obnizone w obszarach okotokomorowych, co wytlumaczono
aktywnym transportem miedzi do plynu mézgowo-rdzeniowego poprzez inne niz Atp7b biatka.
W innym badaniu nie wykazano istotnych réznic w st¢zeniu miedzi w badanych strukturach
oun (jadra podstawne, kora mozgowa, mozdzek 1 caly mézg) [95]. W powyzszym badaniu
opisano ponadto istotne nieprawidlowosci w morfologii organelli komdrkowych neuronéw

jader podstawnych (gtownie mitochondriéw i cytoszkieletu aksondéw). Autorzy wyjasnili
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uszkodzenie neuronow niezidentyfikowanymi czynnikami patogenetycznymi, ktére

najprawdopodobniej wzmacniajg toksyczne dziatanie miedzi w mézgu Atp7b "

Inne ssaki

Modele psie

U kilku ras psow opisano dziedziczng sktonno$¢ do zaburzen w homeostazie miedzi
prowadzacg do jej nadmiernego gromadzenia w narzadach. Przedstawiono takie przypadki
wsrod dalmatynczykoéw, west highland white terierow, dobermandw, bedlington terierdw oraz
labradoréw retrieverow [96]. Choroba u bedlington terieréw byta najdtuzej postrzegana jako
model WD u psow, jednak ostatecznie odkrycie mutacji odpowiedzialnej za to schorzenie
doprowadzito do identyfikacji nowego biatka zwigzanego z homeostazg miedzi —- COMMD-1,
co jednoznacznie wykluczyto rolg Atp7b w patogenezie zaburzen u psoéw rasy bedlington

terier. [97].

Labrador retriever

W 2016 r. przeprowadzono badanie catego genomu labradorow retrieverow
prezentujacych zaburzenia metabolizmu miedzi. Odkryto, ze za objawy choroby
odpowiedzialna jest mutacja C-koncowego odcinka A#p7b, skutkujaca zamiang argininy na
glutaming. Zadecydowato to o wigczeniu pséw do dalszych badan pozwalajacych na poznanie
charakterystyki kolejnego modelu zwierzgcego WD [98].

W badaniach z wykorzystaniem hodowli komérkowej wykazano, ze zmutowane biatko,
podobnie jak u ludzi, traci funkcj¢ wydalania miedzi do zolci. Schorzenie to w populacji

labradoréw czesciej wystepuje u samic [99].

Patologia watroby

Wystgpienie jawnego klinicznie zapalenia watroby z takimi objawami jak utrata masy
ciata, zottaczka i wodobrzusze obserwuje si¢ w 7. roku zycia. Dotkniete chorobg psy po
wystgpieniu objawow wykazuja szybka progresje w ciagu kilku dni lub tygodni, co przy braku
leczenia doprowadza do $mierci. Zwierzeta dobrze reaguja na standardowe leczenie
penicylaming. W badaniu histopatologicznym wykazano depozyty miedzi w srodkowej strefie
zrazika watrobowego oraz w obrebie lizosomow. Wszystkie te zmiany nasilone w czasie
odpowiadaty za postepujace zwldknienie migzszu watroby [100]. Pomimo znacznych
podobienstw do choroby u ludzi obraz mikroskopowy jest inny. Autorzy zwracajg uwage na

brak cialek Mallory’ego i stosunkowo mate nasilenie sttuszczenia migzszu watroby [98].
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Patologia mézgu
Nie zaobserwowano dotad objawdéw neurologicznych u labradoréw retrieverow,

a pierscienie Keisera—Fleischera nie byly obecne [98].

Inne kre¢gowce

Danio pregowany Atp7b '~ (Danio Rerio)

W zwigzku ze swoja wrodzong wrazliwo$cig na miedz Danio pregowany byt obiektem
wielu badan opisujagcych wewnatrzkomérkowe szlaki metabolizmu miedzi u organizmow
wielokomérkowych. Wykazano, ze u zdrowych zarodkow gen Atp7b ulega ekspresji zar6wno
w watrobie, jak 1 w mozgu [101]. Osobniki z mutacjg Atp7b opisano pierwszy raz w 2020 r.
Dezaktywacj¢ Atp7b przeprowadzono za pomocg kompleksu rybonukleoproteinowego
Cas9/gRNA, a miejsce docelowe gRNA (GAGACGGTTAAGGGTTCC) wybrano w eksonie
2 [102]. Stworzono 2 linie ryb. Pierwsza zawierala delecje punktowa (1 pary zasad) skutkujaca
przesuni¢ciem ramki odczytu w kodonie 238, co wprowadzito przedwczesny stop w kodonie
258. Druga linia zawierata dtuzsza delecj¢ (4 par zasad) doprowadzajac do przesuni¢cia ramki
odczytu w kodonie 238, co wprowadzito przedwczesny stop w kodonie 257. Stezenie Cu byto
nizsze u 5-dniowych zarodkow, 45-dniowych larw 1 4-miesigcznych dorostych osobnikow

Atp7b™"", stezenie cynku i zelaza bylo porownywalne ze stezeniem w zarodkach dzikich [103].

Patologia watroby
Wykazano sttuszczenie miazszu watroby u 45-dniowych larw A¢p7b ", a sttuszczenie

1 poczatki widknienia watroby udokumentowano u 4-miesigcznych mutantéw [103].

Patologia mdzgu

Opisano wptyw mutacji Atp7b na gromadzenie si¢ Cu i zaburzenie rozwoju siatkowki
larw ryb Atp7b~~ [104]. Opisano rowniez zaburzenia motoryczne i behawioralne u mutantow.
Ryby chore wykonywaly mniej ruchéw, przez co poruszaly si¢ wolniej niz zdrowe, ponadto
ptywatly w stosunkowo ograniczonym obszarze zbiornika i na krotsze odlegtosci niz osobniki

zdrowe [103].
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Cel pracy

1. Analiza zmian biochemicznych u myszy txJ.

2. Analiza wptywu plci na przebieg choroby u myszy txJ.
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Material i metody

W badaniu wykorzystano myszy szczepu C3HeB/Feldtp7b™?/] (The Jackson
Laboratory, Maine, USA), grup¢ kontrolng utworzono z myszy szczepu C3HeB/Fel
(The Jackson Laboratory, Maine, USA). O planowanym projekcie poinformowano i uzyskano
zgode 1 Lokalnej Komisji Etycznej do spraw do$wiadczen na zwierzgtach w Warszawie.
ZamoOwiono po 5 par myszy do kazdej z grup, przy uzyciu ktorych rozpoczeto hodowle
w Zwierzetarni Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Hodowle prowadzono w zgodzie
z Dyrektywa Europejska 63/2010 oraz ustawg o ochronie zwierzat wykorzystywanych do
celow naukowych lub edukacyjnych z 2015 r. Zwierzeta utrzymywane byly w liczbie
maksymalnie 6 sztuk jednej plci na jedng standardowa klatke plastikowa. Dostep do
standardowej paszy i wody pitnej byl nieograniczony. Warunki temperatury i wilgotnosci
powietrza $cisle monitorowano. Oswietlenie sztuczne funkcjonowato w trybie standardowym
w cyklu 12-godzinnym.

Z powodu niedoboru miedzi w mleku matek txJ, oseski txJ w 1. dobie po urodzeniu
byly odstawiane do zastgpczych matek karmigcych — myszy szczepu BALB/cByJ,
pochodzacych ze Zwierzetarni Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, 1 w ten sposob
karmione mlekiem o normalnej zawarto$ci miedzi. Jako metode przeciwdziatania stresowi po
utracie potomstwa ws$rod matek txJ oraz w celu weryfikacji prawidlowego dziedziczenia
zmutowanych alleli w hodowli pozostawiano jednego oseska txJ przy matce txJ. Oseski
karmione naturalnie przez matki txJ zdychaty miedzy 4. a 7. dniem po urodzeniu z powodu
niedoboru miedzi. Wszystkie mioty wiaczone do badania zostaty uprzednio zweryfikowane
przy uzyciu wyzej wymienionej metody.

Ostatecznie do badania wiaczono 61 txJ oraz 81 myszy kontrolnych podzielonych na

4 grupy wiekowe, przy zatozeniu stosunku pici 1 : 1. Rozktad grup zaprezentowano w tabeli 2.

Tabela 2. Rozklad wiekowy 1 ptci myszy wiaczonych do projektu

txJ n==61 Kontrole n = 81
Wiek w miesigcach
samce samice samce samice
2 9 9 9 8
4 9 9 9
8 8 9 9 9
14 3 5 14 14
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Liczebnos¢ 1 podziat grup wiekowych zostaty dobrane na podstawie spodziewanych
wynikow projektu i dotychczasowych do$wiadczen zespolu z wykorzystaniem tego modelu
mysiego. Pierwotnym zatozeniem projektu bylo utworzenie grupy najstarszej w wieku
18 miesiecy sktadajacej sie¢ z 9 osobnikéw w kazdej podgrupie. Jednak z uwagi na wysoka
smiertelnos¢ txJ podjeto ostateczng decyzje o wiaczeniu do projektu 8 osobnikow txJ w wieku
14 miesigcy.

Myszy po osiagni¢ciu odpowiedniego wieku usmiercono poprzez dyslokacje kregoéw
szyjnych. Pobierano krew, mozg, watrobg, serce, gatke oczng lewa, dwunastnice do dalszych
oznaczen. Probke krwi po uformowaniu skrzepu odwirowywano z predkoscig 1000 obrotow na
minute przez 10 minut. Supernatant pobierano do probéwek Eppendorf PCR Clean o objetosci

1,5 mL. Tkanki i narzady mrozono w temperaturze —80°C.
Sklad pierwiastkowy

Pomiar stezenia pierwiastkow przeprowadzono metoda catkowitego odbicia
promieniowania rentgenowskiego (total reflection X-ray fluorescence — TXRF). Technika ta
pozwala na wykorzystanie fluorescencji rentgenowskiej do ilosciowej analizy probek ciektych
za posrednictwem zjawiska catkowitego wewnetrznego odbicia 1 zostala zaproponowana
w 1971 r. przez japonski zespot naukowcodw kierowany przez Yonede [105].

W wykorzystanej w projekcie metodzie TXRF promieniowanie wzbudzajace pada na
probke pod katem mniejszym niz krytyczny (0,1°). Przed dotarciem do probki promieniowanie
jest odpowiednio modyfikowane przez uktady optyczne, co sprawia, ze po catkowitym odbiciu
wiekszos$¢ docierajacego do detektora promieniowania sktada si¢ jedynie z promieniowania
charakterystycznego. Taki sposob pracy znacznie redukuje poziom szumu tta, co z kolei istotnie
obniza granice wykrywalno$ci, zwlaszcza pierwiastkow $ladowych. TXRF oferuje nowe
mozliwosci analityczne, do ktorych nalezy zaliczy¢ znacznie nizsze niz w innych metodach
granice wykrywalnos$ci, mozliwos¢ bezposredniego pomiaru probek ciektych oraz mozliwos¢
pomiaru probek o niewielkiej masie. W przemysle elektronicznym metoda TXRF juz ponad
dekadg¢ temu stata si¢ standardem w procesie kontroli jakosci.

TXRF wykorzystano do pomiaréw majacych okresli¢ zawarto$¢ i stezenie pierwiastkow
(S, Cl, K, Ca, Cr, Fe, Mn, Ni, Cu, Zn, Ga, Se, Br, Rb, Sr) w prazkowiu, watrobie, sercu,
dwunastnicy 1 gatce ocznej. Do badania wytypowano te tkanki i narzady, ktore w sposéb istotny

dotkniete sa w przebiegu WD [32].
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Z uwagi na ograniczenia finansowe zdecydowano zbadaé prazkowie 1 watrobe
we wszystkich 4 grupach wiekowych, za§ dwunastnicg, serce i gatke oczng poddano pomiarom
umyszy 2- i 8-miesi¢cznych. Prazkowia wypreparowano z mdézgu natychmiast po rozmrozeniu.
Przygotowano odpowiednich rozmiaréw probki z watroby, serca, dwunastnicy oraz gatki
ocznej. Probki umieszczono w naczyniach odpornych na dziatanie kwasu (Anton Parr, Austria),
a nastepnie dodano kwas azotowy (V) (jakosci supra-pure) (0,5-0,6 mL) oraz perhydrol (50
uL). Naczynia zostaly szczelnie zamknigte i umieszczone w piecu na 8 godzin w temperaturze
200°C. Po wytrawieniu dodano do probek wewnetrzny standard w postaci 10 puL roztworu Ga
(1000 mg/L) (Merck, Niemcy) w celu umozliwienia dalszej analizy iloSciowej. Ostateczne
stezenie Ga wahato si¢ od 40 mg/L do 95 mg/L, w zalezno$ci od wagi probki. Pomiarow
dokonano na szkietkach Menzel Glaser SuperFrost (Thermo Scientific, USA) w trzech
powtorzeniach na spektrometrze TXRF, Nanohunter II (Rigaku, Japonia). Uzyto lampy
rentgenowskiej molibdenowej przy energii 55 kV 1 pradzie 12 mA, z czasem pojedynczego

pomiaru wynoszacym 1000 sekund.
Sklad biochemiczny

Do okreslenia skladu biochemicznego pobranych probek zastosowano metode
Fourierowskiej spektroskopii w podczerwieni (FTIR). Metoda ta wykorzystuje zjawisko
pochtaniania promieniowania podczerwonego przez czasteczki. Promieniowanie pochtaniane
jest przy okreslonych czestotliwosciach, ktore odpowiadajg energiom drgan wigzan
chemicznych w czasteczce. Kiedy energia drgan wigzan chemicznych i energia promieniowania
podczerwonego sa sobie rowne, wigzanie pochtania t¢ energie. Rd6zne wigzania w czasteczce
pochtaniajg r6zne dtugosci fal promieniowania podczerwonego, co tworzy charakterystyczne
dla danej czasteczki widmo absorpcji.

Przygotowano tacznie 285 probek przekrojow czotowych moézgu 1 watroby o grubosci
10 pm. Uzywano kriostatu CM1860UV (Leica, Niemcy), wymiennych ostrzy o niskim profilu
DB80LX (Leica, Niemcy) oraz kleju kriogenicznego OCT (Leica, Niemcy). Przekroje
wykonywano w temperaturze —20°C. Przekroje umieszczono na okragltych szkietkach z fluorku
wapnia CaF; o §rednicy 25 mm 1 grubosci 2 mm (Crystan, Wielka Brytania). Probki suszono
liofilizacyjnie w temperaturze —80°C oraz metoda proézniowg. Pomiary wykonano w trybie
transmisyjnym, uzywajac spektrometru Nicolet 8700 (Thermo Scientific) w zakresie

1

spektralnym 4000-1000 cm™', z rozdzielczo$cig spektralng 4 cm™', oraz odpowiednio
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128 132 skanami na spektrum tta i tkanki. Do apodyzacji interferogramow zastosowano
funkcj¢ Happ—Genzel.

Przetwarzanie danych FTIR przeprowadzono przy uzyciu autorskiego kodu
w programie Python 2.7, wykorzystujac pakiety numpy, pandas oraz matplotlib. Rozwigzania
te oparte byly na prostym obliczaniu pola powierzchni pod szczytami lub ich wysokosci

z podstawowg korekcja liniowa bazowa. Pasmo w zakresie 1600 cm™' do 1700 cm™!

— parametr
Amid I max. — jest kluczowe w analizie struktury biatek. Informuje gtownie o drganiach
rozciggajacych grupy karbonylowej (C=0) w szkielecie peptydowym bialek. Jest ono bardzo
czule na zmiany w strukturze wtérnej bialek, takich jak a-helisy, B-kartki. Zmiany w strukturze
wtornej moga wptywaé na ksztalt 1 polozenie pasma Amid I, co pozwala na analize
konformacyjna biatek. Opisujac problem w najwickszym skrocie, mozna postuzy¢ sie
uproszczeniem, ze im bardziej szczyt pasma Amid I oddalony jest od wartoéci 1655 cm ™!, tym
wieksze zachodzg aberracje w strukturze drugorzedowej biatek wchodzacych w sktad tkanki.

!, informuje

Amid I, czyli catka z pasma Amid I, ktore znajduje si¢ w zakresie 1600—1700 cm™
o ilosci biatka w badanej probce. Im wigksza catka, tym wigksza zawartos¢ biatka. Pozwala
ona na potilo§ciowg oceng zaburzen stezenia biatek w badanej tkance. Pasmo w okolicach 1730
cm ! w spektroskopii FTIR jest rowniez charakterystyczne dla drgan rozciagajacych grupy
karbonylowej (C=0). Jest ono jednak bardziej typowe dla estrow, aldehydow i kwasow
karboksylowych. Pasmo to jest czgsto obserwowane w przypadku estrow, gdzie drgania
rozciagajace wystepuja w zakresie 1735-1750 cm™'. W przypadku aldehydow pasmo to moze
pojawiaé sie w zakresie 1720—1740 cm ™!, a w przypadku kwaséw karboksylowych — w zakresie
1700-1730 cm™!. Analiza tego pasma moze dostarczyé informacji o obecnosci i typie grup
karbonylowych w badanej probce, co jest przydatne w identyfikacji i charakterystyce zwigzkow
organicznych. Pasma w okolicach 2920 cm™' i 2990 cm™' w spektroskopii FTIR sa
charakterystyczne dla drgan rozciggajacych wigzanh C—H, jak i catych grup metylowych (CH3)
1 metylenowych (CH:) w zwiagzkach organicznych. Analiza tego pasma jest przydatna
w identyfikacji i charakterystyce biochemicznej alkanoéw, lipidéw i polimerow. Pasmo to moze
by¢ wykorzystywane do szczegdtowej biomedycznej charakterystyki thuszczow 1 olejow.
Pasmo w okolicach 3020 cm ™' w spektroskopii FTIR jest zwiazane z drganiami rozciagajacymi
wigzan C—H w grupach alkenowych (C=H) oraz aromatycznych (C—H) w zwigzkach
organicznych. W przypadku zwigzkéw aromatycznych rozchodzace si¢ drgania widoczne sa
w zakresie 3000-3100 cm!. Pozwala to na identyfikacje obecnosci pierscieni aromatycznych
w sktadzie biomolekut. Analiza zawartos$ci fosforanow organicznych w spektroskopii FTIR

przy pasmie 1000-1100 cm™! polega na identyfikacji i ilosciowym okresleniu obecnoéci grup
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fosforanowych w probce. Pasmo to jest charakterystyczne dla drgan rozciagajacych wigzan
P=0 oraz drgan asymetrycznych wigzan P—-O—C w fosforanach organicznych.

W celu ulatwienia interpretacji wynikow zdefiniowano charakterystyczne wskazniki
umozliwiajgce potilosciowa analize. Wskazniki te obejmowaty stosunek lipidow do bialek.
Stosunek struktur drugorzedowych biatek o/, ktory informowat o zmianie budowy wtoérne;,
w kontekscie zaburzenia ich konformacji: B-arkuszy do o-helis. Wskaznik nienasycenia
lipidow odzwierciedlat zmiany struktury lipidow w tkankach i byl obliczany jako stosunek
zintegrowanego pola powierzchni wigzan CH olefinowych w nienasyconych tancuchach
lipidowych do zintegrowanego pola powierzchni asymetrycznego rozciggania —CHj
charakterystycznego dla bocznych tancuchéw lipidowych.

,Fingerprint” w pomiarach odnosi si¢ do specyficznego obszaru widma podczerwieni
(zwykle 1500400 cm™!), ktory zawiera unikalne pasma absorpcyjne charakterystyczne dla
poszczegbdlnych molekul. Ten obszar obejmuje zltozone wibracje, ktore odpowiadajg za
unikalny wzorzec spektralny dla analizowanego materiatu. Region ,,odcisku palca” jest czgsto
wykorzystywany do identyfikacji i réznicowania zwigzkoéw chemicznych, poniewaz rozne
substancje maja unikalne wzorce absorpcji w tym obszarze, wynikajace z ich struktury
molekularnej. Poréwnanie widm ,,odcisku palca” probki nieznanej z widmami referencyjnymi
umozliwia identyfikacj¢ skladu chemicznego 1 obecnych grup funkcyjnych.
W przeprowadzonej analizie, ze wzgledu na zlozonos$¢ probek, ,,odcisk palca” przedstawia

catkowita zawarto$¢ molekularng w prébcee.
Mikroobrazowanie FTIR i u-XRF

Wykonano mapowanie przekrojow czotowych oun u 2- i 14-miesiecznych osobnikéw
w celu porownania map rozktadu istotnych pierwiastkow (microXRF) z mapami sktadu
chemicznego (FTIR). Wszystkie probki mézgu do podwojnego obrazowania FTIR 1 mikroXRF
pocigto na skrawki o grubosci 20 um w temperaturze —20°C przy uzyciu kriostatu CM1860UV
(Leica, Niemcy), ostrzy niskoprofilowych DB80OLX (Leica, Niemcy) oraz kleju do
przymrazania preparatow OCT Tissue Freezing Medium (Leica, Niemcy). Nastepnie przekroje
czotowe mo6zgow umieszczono na filmie Ultralene (SPEX SamplePrep, USA) o grubosci 4 um,
zawieszonym na uchwycie z pleksiglasu o $rednicy 36 mm. Probki suszono liofilizacyjnie
w temperaturze —80°C.

Mapowanie FTIR przekrojow moézgu przeprowadzono w trybie transmisyjnym,

uzywajac spektrometru Nicolet 8700 (Thermo Scientific, USA) potaczonego z mikroskopem
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IR Continupm (Thermo Scientific, USA) w zakresie spektralnym 3900-850 cm !,
z rozdzielczoécig spektralng 8 cm™!, za pomoca pojedynczego otworu nozowego (20 pm X
20 um). Widma absorpcji FTIR zbierano przy uzyciu detektora rteciowo-kadmowo-
tellurkowego (MCT) chtodzonego cieklym azotem. Przetwarzanie danych mikroobrazowania
FTIR bylo takie samo jak w badaniach FTIR, co umozliwito okreslenie poziomow
molekularnych parametrow lipidow 1 bialek w kolejnych punktach pomiarowych na probkach,
a nastgpnie rekonstrukcje dwuwymiarowych (2D) map rozktadu parametrow molekularnych.
Graficzng wizualizacj¢ obrazow 2D wykonano w programie Surfer v. 27 (Golden Software,
USA).

Pomiary p-XRF wykonano za pomoca spektrometru M4 Tornado Plus (Bruker,
Szwajcaria) z uzyciem lampy rentgenowskiej z anoda rodowa, dziatajacej z moca 30 W (50 kV,
600 pA). Promieniowanie rentgenowskie skupiano do plamki o $rednicy 20 pm za pomocg
soczewki polikapilarnej. Wzbudzone promieniowanie charakterystyczne pierwiastkow
wykrywano przy uzyciu dwoch krzemowych detektoréw dryfowych (SDD) o aktywnej
powierzchni 60 mm? i rozdzielczo$ci energetycznej ponizej 145 eV (dla linii Mn-Ka). Pomiary
przeprowadzano w prozni pod cisnieniem 2 mbar. Przekroje mdézgu skanowano z rozmiarem
piksela 20 x 20 um 1 czasem ekspozycji 125 ms. IloSciowe obliczenia oparto na danych
z wytypowanych regionéw zainteresowania (ROI) netto uzyskanych dla kazdego piksela,

eksportowanych z oprogramowania urzadzenia.
Badania biochemiczne krwi

Aktywnos¢ ceruloplazminy

Stezenie ceruloplazminy w surowicy kazdego zwierzecia okreslono przy uzyciu
zmodyfikowanej metody opisanej przez Schosinsky’ego [106]. Do 50 ul surowicy dodawano
4 ml buforu octanowego. Roztwoér ogrzewano do 37°C w tazni wodnej. Do probek dodawano
500 ul 0,05% wodnego roztworu chlorowodorku p-fenyloalaniny. Nast¢pnie roztwor
inkubowano przez 1 h w temperaturze 37°C w tazni wodnej. Po inkubacji dodawano do
probowek 500 pl azydku sodu. Probki analizowano w jednorazowych kuwetach (Biochrom,
Wielka Brytania) z uzyciem kolorymetru WPA CO7500 (Biochrom, Wielka Brytania) przy
dhugosci fali A = 530 nm. Za wynik koncowy uznano $rednig arytmetyczng z dwukrotnego

pomiaru.
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Testy funkcji watroby

Oznaczenie ilo$ciowe aktywnos$ci AST oraz ALT w surowicy mysiej zostato wykonane
przy uzyciu testu ASTLP zgodnie z zaleceniami producenta na analizatorze cobas 8000CC
(Roche, Szwajcaria) w 3 powtdrzeniach.

Aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej (ALP) oznaczono w sposéb zgodny z zaleceniami
producenta metoda kolorymetryczng w analizatorze cobas ¢ 701/702 (Roche Diagnostics, USA)
w 3 powtdrzeniach, z ktorych wyciagnieto srednig arytmetyczna. Wykorzystano test opierajacy
si¢ na metodzie referencyjnej wedlug wytycznych Miedzynarodowej Federacji Chemii
Klinicznej i Medycyny Laboratoryjnej (The International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine — IFCC) [107].

Oznaczenie stezenia bilirubiny catkowitej zostalo wykonane zgodnie z zaleceniami
producenta na analizatorze cobas 8000CC (Roche, Szwajcaria). Do pomiaru wykorzystano test
BILT-3, stuzacy do ilosciowego oznaczenia st¢zenia bilirubiny calkowitej w surowicy.
Za ostateczny wynik uznano $rednig arytmetyczng z 3 pomiarow.

Pomiar ilo$ciowy stezenia albuminy w surowicy krwi mysiej zostat przeprowadzony
zgodnie z zaleceniami producenta na analizatorze cobas 8000CC (Roche, Szwajcaria)
z wykorzystaniem testu ALBT2, opartego na metodzie immunoturbidymetrycznej. Za

ostateczny wynik uznano $rednig arytmetyczng z 3 pomiarow.

Stezenie neurofilamentow (INf-L)

Oznaczenie stezenia Nf-L w surowicy mysiej zostalo przeprowadzone przy uzyciu
kolorymetrycznego testu ELISA Mouse NF-L ELISA Kit (Novus Biologicals, USA)
nr katalogowy NBP2-80299. Odczytéw dokonano za pomocg spektrofotometru Multiskan FC
(Thermo Fischer Scientific, USA) przy dtugosci fali A = 450 nm. Stezenie Nf-L obliczono na
podstawie krzywej wzorcowej wykonywanej oddzielnie dla kazdej ptytki ELISA. Za wynik

ostateczny przyjeto $rednig arytmetyczng z 2 powtdrzen.

Analiza statystyczna

Doboér wielko$ci grup opracowany zostal na podstawie analizy wynikéw
dotychczasowych publikacji, poprzednich projektow przeprowadzanych przez promotora
z wykorzystaniem modelu txJ oraz spodziewanych wynikéw doswiadczenia. Obliczenia
statystyczne wykonano przy uzyciu programu Statistica w wersji 13.3 (StatSoft, Polska).

Weryfikacje rozktadu normalnego danych przeprowadzono z uzyciem testu Shapiro—Wilka.

50



Ze wzgledu na matg liczebno$¢ kazdej grupy zwierzat (~9 osobnikdw) ostatecznie
zdecydowano si¢ na uzycie testu U Manna-Whitneya do wszystkich obliczen w tym projekcie.

Réznice istotng okre§lono standardowo — p < 0,05.
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Wyniki
Prazkowie — sklad pierwiastkowy

W prazkowiu 2-miesigcznych txJ stezenie wapnia bylo istotnie wyzsze niz u myszy
z grupy kontrolnej, odpowiednio 134,89mg/kg i 65,0 mg/kg; p < 0,01. U 8-miesiecznych txJ
zaobserwowano nizsze stezenia wapnia, przy czym wartosci pozostawaly wyzsze niz w grupie
kontrolnej, odpowiednio 105,0 mg/kg i 88,62 mg/kg; p < 0,05. U myszy 14-miesi¢cznych
stezenie wapnia byto poréwnywalne w obu grupach (wykres 1). Mediana st¢zenia wapnia u 8-
miesigczynych samic kontrolnych przewyzszala obserwowang w populacji samic txJ. R6znica
jednak nie byta statystycznie istotna (tabela 4). U samcow stezenie wapnia byto istotnie wyzsze
w populacji txJ 2- 1 8-miesigcznych (tabela 5). Stezenie wapnia w pragzkowiu samcodw 1 samic

txJ bylo podobne (tabela 6).

Prazkowie
%k %
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= Kontrola
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2 14
Wiek [miesiace]

Wykres 1. Stezenie wapnia w prazkowiu (mediana, IQR);
(*)p<0,05](**) p < 0,01 | (***) p <0,001

Stezenie chromu w prazkowiu myszy 2-, 4-, 1 8-miesigcznych byto podobne w grupie
txJ 1 kontrolnej. Trend zmiany st¢zenia u starszych txJ byt spadkowy (wykres 2). W pomiarze
wykonanym u myszy 14-miesi¢cznych stezenie chromu byto wyraznie wyzsze w populacji txJ
(tabele 3 1 5). Stezenie chromu réznito si¢ istotnie w prazkowiu najmtodszych samic:
w populacji txJ 4-krotnie przewyzszalo wartosci obserwowane w grupie kontrolnej,
odpowiednio: 2,08 mg/kg; 0,56 mg/kg; p = 0,03 (tabela 4). Pte¢ txJ nie byta czynnikiem

roznicujgcym stezenie chromu w prazkowiu (tabela 6).
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Wykres 2. Stgzenie chromu w pragzkowiu (mediana, IQR);
(*)p <0,05](**) p < 0,01 | (***) p<0,001

Stezenie manganu byto wyzsze w prazkowiu txJ niz w grupie kontrolnej, réznice istotne
statystycznie odnotowano u myszy 2- i 8§-miesiecznych (tabela 3). Roznice pomigdzy grupami
zmniejszyty si¢ w starszych grupach wiekowych (wykres 3). Zarowno u samic, jak i u samcow
roznice byty najsilniej wyrazone u myszy najmtodszych (tabele 4 1 5), a w samej populacji txJ
nie odnotowano roznic w zakresie st¢zenia manganu w prazkowiu pomiedzy samcami a

samicami (tabela 6).

PrqszWIe
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Wykres 3. St¢zenie manganu w prazkowiu (mediana, IQR);
(*)p<0,05](**)p < 0,01 | (***) p<0,001

W grupie myszy kontrolnych stezenie zelaza bylo coraz wyzsze w kazdej grupie
wiekowej. U 2-miesiecznych txJ stezenie zelaza w prazkowiu przewyzszalo wartosci
obserwowane w grupie kontrolnej. U 4-miesigcznych txJ bylo mniejsze w poréwnaniu do 2-

miesi¢cznych txJ. U myszy 8- i 14-miesigcznych wyniki byly poréwnywalne migdzy grupami
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(wykres 4). W przypadku populacji samic u txJ zauwazono istotnie nizsze st¢zenie zelaza w
prazkowiu w porownaniu z samicami kontrolnymi jedynie w przypadku myszy 4-miesigcznych
(tabela 4). Nie opisano istotnych réznic zaleznych od pici myszy wewnatrz populacji txJ (tabela
0).

Prazkowie
70

) . |

Fe [mg/kg]

0
Wiek [miesiace]
Wykres 4. Stgzenie zelaza w prazkowiu (mediana, IQR);
(*)p <0,05[(**) p < 0,01 [ (***) p < 0,001

Stezenie niklu bylo wyzsze jedynie w grupie 2-miesiecznych txJ. W zadnej grupie
wiekowe] nie wystapity réznice istotne statystycznie (wykres 5). Proba rzetelnej analizy

stezenia niklu okazata si¢ trudna i obarczona duzym bledem, co zostalo omoéwione szczegdtowo
w dyskus;ji.

Prazkowie
4 Kontrola
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Ni [mg/kg]|

Wiek [miesigce]
WyKkres 5. Stezenie niklu w prazkowiu (mediana, IQR);
(*)p <0,05](**) p < 0,01 | (***) p<0,001

Stezenie miedzi w grupie txJ bylo coraz wyzsze u myszy 2-, 4- i 8-miesig¢cznych. Istotng

roznic¢ zaobserwowano u 8-miesi¢cznych txJ, u ktorych ste¢zenie miedzi w prazkowiu byto

54



wyzsze w porownaniu do grupy kontrolnej (wykres 6). Réznica ta byta rowniez zauwazalna
u obu pici z osobna (tabele 4 1 5). U myszy 14-miesigcznych st¢zenie miedzi w prazkowiu txJ
byto nizsze niz u 8-miesi¢cznych txJ, a réznica wzgledem grupy kontrolnej nie byta istotne

statystycznie. Nie odnotowano réznic pomiedzy samicami i samcami txJ (tabela 6).
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Prazkowie
*%k
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14
Wiek [miesigce]

Wykres 6. St¢zenie miedzi w pragzkowiu (mediana, IQR);
(*)p <0,05](**) p < 0,01 | (***) p<0,001

Stezenie cynku w prazkowiu u 2-miesiecznych txJ bylo istotnie wyzsze niz w grupie
kontrolnej, odpowiednio 15,2 mg/kgi 12,96 mg/kg; p=0,01 (wykres 7). W pomiarach u myszy
4-, 8-1 14-miesigcznych stezenie utrzymywato si¢ na poroOwnywalnym poziomie w obu
grupach. Zaobserwowano podobny trend poczatkowego wzrostu z plateau miedzy 4. a 8.
miesigcem, aby w pomiarze u osobnikdw najstarszych osiggna¢ w obu grupach wartosci nizsze
niz u myszy 8-miesi¢gcznych (tabela 3). W populacji 2-miesi¢cznych samic w przeciwienstwie
do samcow nie zaobserwowano opisywanej powyzej roznicy (tabele 4 1 5). Warto$ci stezenia
cynku w prazkowiach samic i samcow txJ byly poréwnywalne we wszystkich grupach

wiekowych (tabela 6)
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Wykres 7. Stgzenie cynku w prazkowiu (mediana, IQR);
(*)p<0,05|(**) p <0,01 | (***) p<0,001
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Tabela 3. St¢zenie pierwiastkow w prazkowiu w mg/kg

Wiek (miesiace) 2 4 8 14
kontrola txJ kontrola txJ kontrola txJ kontrola txJ
Pierwiastek p p p p
mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR
Ca 65 42,25 13489 67,75 0,00 98,56 53,81 117,44 57,31 0,68 88,62 50,86 105 68,49 0,04 125,99 46,52 129,54 84,99 0,99
Cr 0,86 1,25 1,12 2,24 0,14 0,9 0,86 0,77 L1 049 0,77 1,1 0,55 0,39 0,07 0,51 0,96 1,73 097 0,00
Mn 0,32 0,12 0,53 0,19 0,00 0,35 0,17 0,42 0,15 0,12 0,3 0,18 0,45 0,18 0,03 0,3 0,16 0,37 04 0,29
Fe 21,89 12,49 30,76 20,3 0,13 335 14,23 27,03 13,05 0,04 36,76 9,7 37,74 19,24 0,9 40,28 17,5 40,33 16,37 0,87
Ni 1,35 1,51 2,37 2,28 0,06 1,82 1,53 1,83 1,58 045 1,99 1,68 1,8 1,88 0,79 2,32 2,02 2,37 5,05 0,79
Cu 4,57 1,43 4,76 2,59 0,78 7,61 3,34 7,19 4,11 0,75 7,42 2,71 11,63 4,22 0,00 11,31 4,65 9,44 6,14 043
Zn 12,96 3 15,2 4,19 0,01 15,76 3,38 16,35 58 0,99 14,7 53 15,76 4,89 0,06 14,67 2,33 13,48 4,81 0,35
Ga* 0,17 0,05 0,2 0,05 0,02 0,22 0,08 0,2 0,09 0,13 0,22 0,07 0,24 0,09 0,26 0,23 0,1 0,2 0,06 0,15
Tabela 4. St¢zenie pierwiastkoéw w prazkowiu u samic w mg/kg (kontrola F — samice grupy kontrolnej, txJ F — samice txJ)
Wiek (miesigce) 2 4 8 14
Pierwiastek kontrola F txJ F kontrola F txJ F kontrola F txJ F kontrola F txJ F P
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR

Ca 82,88 102,19 110,52 97,66 0,20 86,40 43,95 120,80 53,85 0,14 111,79 42,88 101,62 75,17 0,96 115,47 55,16 118,53 772,09 0,89
Cr 0,56 0,51 2,08 2,50 0,03 1,15 1,03 0,62 0,53 0,08 0,47 0,25 0,41 027 047 0,52 1,05 1,07 1,03 0,28
Mn 0,35 0,16 0,54 0,19 0,03 0,40 0,26 0,42 021 0,53 0,35 0,17 0,41 0,14 027 0,31 0,13 0,40 0,29 0,28
Fe 18,92 4,71 31,82 13,65 0,10 34,82 13,31 21,70 10,97 0,04 3530 10,82 29,71 10,98 0,81 40,70 12,66 38,36 14,12 042
Ni 0,79 1,90 2,33 1,93 0,17 1,70 1,17 1,51 0,87 0,50 2,74 2,93 1,31 1,41 023 1,95 0,99 2,58 892 0,79
Cu 5,03 1,73 4,79 2,31 0,61 7,21 3,26 6,79 221 0,89 8,57 2,60 10,36 2,63 0,02 9,82 3,57 8,99 7,57 0,89
Zn 13,58 1,72 13,28 4,67 0,70 14,61 3,75 17,37 3,58 047 15,00 6,45 15,76 3,72 0,19 14,74 1,87 12,83 10,29 0,59
Ga* 0,17 0,04 0,20 0,05 0,12 0,21 0,15 0,19 0,07 0,60 0,22 0,07 0,26 0,06 0,39 0,26 0,07 0,19 0,12 042
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Tabela 5. St¢zenie pierwiastkow w prazkowiu u samcoOw w mg/kg (kontrola M — samce grupy kontrolnej, txJ M — samce txJ)

Wiek (miesigce) 2 4 8 14
Pierwiastek kontrola M txJ M kontrola M txJ M kontrola M txJM kontrola M txJM .
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 55,34 24,97 176,78 73,96 0,02 121,85 64,71 109,23 72,55 0,60 73,38 29,74 122,85 83,58 0,01 134,68 111,20 140,54 100,60 0,58
Cr 1,38 1,08 0,85 1,86 0,69 0,64 0,51 1,11 2,01 0,60 1,57 0,55 0,69 0,32 0,05 0,51 0,35 1,75 1,76 0,01
Mn 0,29 0,06 0,48 0,17 0,01 0,34 0,14 0,43 0,06 0,11 0,28 0,14 0,49 0,48 0,09 0,28 0,13 0,31 0,68 0,61
Fe 27,18 11,30 2387 27,56 0,95 28,71 14,64 28,33 11,54 0,60 41,38 12,33 4324 3641 0,71 37,20 17,89 42,30 28,03 0,94
Ni 1,75 1,02 3,03 3,83 0,33 1,82 3,99 2,06 1,11 0,86 1,83 0,63 2,45 6,05 027 2,64 3,03 2,17 5,05 1,00
Cu 4,05 0,95 4,40 381 045 7,61 3,29 8,14 321 086 7,20 1,72 13,15 11,23 0,00 12,68 6,01 9,90 6,78 0,30
Zn 11,52 3,78 15,39 3,70 0,02 16,01 2,07 15,05 5,80 043 14,06 4,72 16,81 6,67 023 14,50 3,80 14,13 515 034
Ga* 0,15 0,05 0,18 0,06 0,09 0,23 0,06 0,20 0,07 0,09 0,20 0,08 0,21 0,07 0,79 0,21 0,05 0,20 0,10 0,43
Tabela 6. Stgzenie pierwiastkow w prazkowiu txJ w mg/kg w zaleznos$ci od pici (txJ F — samice txJ, txJ M — samce txJ)
Wiek (miesigce) 2 4 8 14
Pierwiastek txJ F txJ M P txJ F txJ M P txJ F txJ M P txJ F txJ M P
mediana IQR mediana IQR mediana  IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 110,52 97,66 176,78 73,96 0,37 120,80 53,85 109,23 72,55 0,79 101,62 75,17 122,85 83,58 0,47 118,53 772,09 140,54 100,60 0,47
Cr 2,08 2,50 0,85 1,86 0,44 0,62 0,53 1,11 2,01 0,16 0,41 0,27 0,69 0,32 0,19 1,07 1,03 1,75 1,76 0,19
Mn 0,54 0,19 0,48 0,17 0,70 0,42 0,21 0,43 0,06 0,86 0,41 0,14 0,49 0,48 041 0,40 0,29 0,31 0,68 0,41
Fe 31,82 13,65 23,87 27,56 0,70 21,70 10,97 28,33 11,54 0,29 29,71 10,98 4324 36,41 027 38,36 14,12 42,30 28,03 0,27
Ni 2,33 1,93 3,03 3,83 0,94 1,51 0,87 2,06 1,11 0,08 1,31 1,41 2,45 6,05 0,19 2,58 8,92 2,17 5,05 0,19
Cu 4,79 2,31 4,40 3,81 1,00 6,79 2,21 8,14 321 043 10,36 2,63 13,15 11,23 0,31 8,99 7,57 9,90 6,78 0,31
Zn 13,28 4,67 15,39 3,70 0,20 17,37 3,58 15,05 5,80 0,72 15,76 3,72 16,81 6,67 0,74 12,83 10,29 14,13 5,15 0,74
Ga* 0,20 0,05 0,18 0,06 0,22 0,19 0,07 0,20 0,07 0,54 0,26 0,06 0,21 0,07 0,14 0,19 0,12 0,20 0,10 0,14
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Na mapie 1 przedstawiono lokalizacje miedzi w przekroju czolowym mozgu na
poziomie prazkowia myszy 2- i 8-miesi¢cznych. Uwage zwraca wyraznie intensywniejszy
sygnat na obu mapach wykonanych u txJ. Rozktad miedzi wydaje si¢ jednorodny w obrgbie
catych przekrojow. Analogicznie na mapie 2 zobrazowano rozklad dla cynku. W przypadku
tego pierwiastka stopien intensywnosci sygnatu jest poréwnywalny pomigdzy grupami
z dyskretnym wzmozeniem w populacji 2-miesi¢gcznych txJ. Rowniez w przypadku cynku

dystrybucja wydaje si¢ homogenna na catym przekroju.

txJ Kontrola

zm - I
: - I - I

Mapa 1. Rozklad przestrzenny miedzi w oun na przekroju czolowym (txJ — grupa Jackson toxic

milk mouse)
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txJ Kontrola

2m

14m

Mapa 2. Rozktad przestrzenny cynku w oun na przekroju czotlowym (txJ — grupa Jackson toxic

milk mouse)

Prazkowie — sklad biochemiczny

W analizie zawarto$ci biatka na podstawie pomiaréw Amid I mozna zauwazyc¢, ze we
wszystkich grupach wiekowych zawartos¢ biatek w prazkowiu txJ byta nizsza niz u myszy
kontrolnych. Istotne réznice zaobserwowano w pomiarze pragzkowia myszy 2-miesi¢cznych.
Poziom biatek u 14-miesigcznych txJ ulegl niemal wyrdwnaniu do warto$ci zaobserwowane
u kontroli. Jesli za$ chodzi o aberracje struktury drugorzedowej, istotng statystycznie roznice
zaobserwowano w pomiarze Amid I max. i1 stosunku struktur f do o u 14-miesigcznych txJ.
Roéwniez wzgledna zawartos¢ biatka w stosunku do ogoélnej zawartosci czasteczek w probee
prazkowia réznila si¢ u myszy 8- i 14-miesigcznych. W przypadku txJ proporcja obnizyla si¢
7 0,21 u 8-miesigcznych do 0,14 u 14-miesi¢gcznych, za§ u myszy kontrolnych byto odwrotnie
— wzrosta odpowiednio z 0,16 do 0,18, przy czym p wynosito 0,06 (tabela 7). Zaobserwowano
zmian¢ wzglednej zawartosci thuszczéw w stosunku do wszystkich biomolekut badanej probki
prazkowia. W pomiarach wykonanych u myszy 2-,4-,1 8-miesi¢gcznych poziom byt
poréwnywalny migdzy grupami. W obu grupach zaobserwowano wzrost proporcjonalnego
udziatu thuszczéw. W przypadku 14-miesiecznych txJ wzgledny poziom thuszczoéw obnizyt sie,
osiggajac istotnie nizszg warto$¢ w stosunku do grupy kontrolnej. Zaobserwowano istotnie
wyzszy poziom nasycenia tancuchéw lipidowych u 14-miesigcznych txJ (tabela 7). U 4-

miesi¢gcznych samic txJ w analizie struktury drugorzgdowej bialek stwierdzono istotnie nizszy
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stosunek form B do a, w poréwnaniu do samic kontrolnych. Wzgledna zawarto$¢ biatka
w prazkowiu 8-miesigcznych samic txJ byla wyzsza w poroéwnaniu do samic kontrolnych.
Nasycenie ttuszczoéw w prazkowiu 8-miesigcznych samic txJ byto nizsze niz w populacji samic
kontrolnych (tabela 8). W prazkowiu 4-1 8-miesiecznych samcoOw txJ poziom Amid I max.
istotnie réznit si¢ od samcoOw kontrolnych. W pomiarach struktury drugorzedowej 4-1 8-
miesigcznych samcoéw txJ zaobserwowano istotnie nizszy stosunek form B do o biatek
w poréwnaniu do samcoéw kontrolnych. W prazkowiu 8-miesiecznych samcow txJ istotnie
wyzszy niz u samcoéw kontrolnych byt tez wzgledny poziom biatka. Podobnie jak w przypadku
samic poziom nasyconych thuszczow w prazkowiu 4- 1 8-miesi¢cnych samcow txJ byt istotnie
nizszy (tabela 9). Nie odnotowano znaczacych r6znic w sktadzie biochemicznym prazkowia
pomiedzy samcami a samicami txJ (tabela 10). Na mapie 3 zobrazowano rozmieszczenie
aberracji struktury 2-rzedowej bialek w przekroju czolowym moézgu. Zaobserwowano
odchylenie obrazu w rzucie prazkowia i1 wzgdrza txJ, gdzie wiodczne byly zaburzenia

faldowania bialek z przewagg struktury .

txJ Kontrola

2m

-2000
3000,
-4000.

14m
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5000 4000 3000 2000 -1000 1000 2000 3000 2000 o

Mapa 3. Rozktad przestrzenny aberracji struktury drugorzedowej biatek przedstawiony jako

stosunek form /o w oun na przekroju czotowym (txJ — grupa Jackson toxic milk mouse)
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Tabela 7. Sktad biochemiczny pragzkowia

Wiek (miesiace) 2 4 8 14
kontrola txJ kontrola txJ kontrola txJ kontrola txJ
Parametr P p p P
mediana IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana IQR mediana IQR  mediana IQR mediana IQR  mediana IQR
Amid I 1,68 1,97 0,78 1,49 0,04 1,39 1,51 089 1,55 0,84 1,75 1,08 1,23 1,46 095 1,15 1,98 1,11 1,56 0,85
Amid I max. 1652,21 5,30 1652,21 7,71 0,26 165221 289 165294 1,93 0,68 165221 241 1654,14 241 0,15 165390 241 1650,29 4,34 0,02
Pasmo 1730 025 0,36 0,25 0,56 0,69 0,18 0,19 0,17 024 0,89 022 0,16 021 0,13 092 0,19 0,17 0,14 0,06 0,21
Pasmo 2920 0,14 0,18 0,07 0,16 0,10 0,20 0,16 0,12 0,23 0,96 0,25 0,16 0,20 0,15 0,89 021 0,24 0,14 0,13 0,54
Pasmo 2990 0,04 0,04 0,03 0,03 0,14 0,04 0,03 0,02 0,04 0,99 0,05 0,03 0,03 0,04 097 0,04 0,05 0,03 0,03 0,96
Pasmo 3020 0,01 0,01 0,00 0,00 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,74 0,01 0,00 0,00 0,01 095 0,01 0,01 0,00 0,00 0,38
Fingerprint 12,17 9,16 9,66 11,02 0,24 7,59 10,14 5,58 599 0,99 9,87 17,74 5,68 9,99 0,65 7,00 9,89 747 895 0,33
Fosforany 0,34 0,62 0,33 045 042 0,38 0,46 0,47 0,55 0,67 0,52 0,24 0,44 0,64 0,68 047 0,54 024 035 0,30
Biatka wzglednie 0,11 0,09 0,06 0,13 022 0,20 0,06 0,20 0,07 091 0,16 0,05 0,21 0,10 0,00 0,18 0,08 0,14 0,04 0,06
a helisa 0,05 0,05 0,03 0,03 0,17 0,04 0,04 0,03 0,05 0,86 0,06 0,03 0,04 0,04 0284 0,04 0,05 0,04 0,04 0,85
8 harmonijka 0,05 0,03 0,04 0,03 0,17 0,03 0,04 0,03 0,03 0,94 0,04 0,03 0,03 0,03 0,51 0,03 0,04 0,03 0,03 0,23
B harmonijka / a helisa 097 0,24 1,05 0,46 0,66 0,71 0,16 0,68 034 0,80 0,75 0,21 0,67 0,11 0,02 0,68 0,14 096 0,13 0,00
Thuszcze / biatka 0,85 0,31 0,94 0,59 0,83 0,89 0,10 0,85 0,16 0,19 0,87 0,14 0,86 0,19 0,65 0,97 0,26 093 025 047
Thuszcze wzglednie 0,09 0,04 0,08 0,09 0,76 0,17 0,06 0,17 0,08 0,76 0,16 0,09 0,20 0,07 0,07 0,18 0,08 0,13 0,04 0,02
Thuszcze utlenione 0,16 0,29 0,17 0,54 094 0,12 0,15 0,18 0,09 0,08 0,19 0,14 0,16 0,14 0,73 0,13 0,09 0,13 0,10 0,99
Thuszcze nienasycone 0,03 0,02 0,03 0,05 0,51 0,02 0,01 0,02 0,02 047 0,02 0,01 0,02 0,01 0,73 0,03 0,01 0,02 0,01 0,68
Thuszcze nasycone 0,24 0,08 0,24 025 0,75 0,18 0,06 0,19 0,05 094 0,19 0,05 0,18 0,02 0,06 0,18 0,02 0,24 0,03 0,00
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Tabela 8. Sktad biochemiczny prazkowia u samic (kontrola F — samice grupy kontrolnej, txJ F — samice txJ)

Wiek (miesiace) 2 4 8 14
kontrola F txJ F kontrola F txJ F kontrola F txJ F kontrola F txJ F
Parametr P p p p
mediana IQR  mediana  IQR mediana IQR  mediana IQR mediana IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR
Amid I 0,73 1,50 0,79 1,09 0,67 1,17 1,31 1,98 1,55 0,16 1,16 1,27 1,05 1,46 0,96 1,11 2,45 2,44 1,74 0,68
Amid I max. 1649,08 6,27  1652,21 18,32 0,77 165221 2,41 1654,14 0,96 0,09 1654,14 241 165414 241 0,73  1649,08 18,32 165221 0,48 0,22
Pasmo 1730 0,29 0,15 0,22 0,30 0,67 0,17 0,08 023 0,19 0,19 0,27 0,08 0,21 0,06 0,14 0,13 0,27 0,07 0,07 0,61
Pasmo 2920 0,11 0,18 0,07 0,15 044 0,11 0,12 0,30 021 0,09 0,20 0,15 0,19 0,15 0,67 0,00 0,09 0,06 0,08 0,88
Pasmo 2990 0,02 0,03 0,03 0,02 0,80 0,03 0,03 0,05 0,04 0,16 0,03 0,03 0,03 0,04 0,96 0,01 0,05 0,04 0,03 0,54
Pasmo 3020 0,00 0,01 0,00 0,00 0,93 0,00 0,00 0,01 0,00 0,06 0,01 0,00 0,00 0,01 0,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Fingerprint 10,06 4,56 7,42 8,84 044 7,26 537 894 586 043 6,04 6,39 442 10,40 0,74 10,40 10,17 1521 12,16 0,68
Fosforany 0,38 0,60 0,32 0,30 0,67 0,26 037 0,56 0,17 0,01 0,56 0,29 0,44 0,65 0,60 0,44 0,88 0,76 0,37 0,68
Biatka wzglednie 0,07 0,08 0,09 0,11 0,67 0,18 0,06 021 0,02 0,09 0,18 0,06 0,25 0,12 0,03 0,15 0,09 0,14 0,03 0,75
a helisa 0,03 0,03 0,03 0,02 0,93 0,04 0,04 0,06 0,04 025 0,04 0,03 0,04 0,04 0,96 0,04 0,06 0,07 0,04 0,49
8 harmonijka 0,03 0,02 0,03 0,02 0,80 0,03 0,03 0,04 0,03 0,60 0,03 0,03 0,02 0,03 0,96 0,04 0,05 0,06 0,03 0,55
B harmonijka / a helisa 1,09 0,27 1,11 0,50 0,80 0,81 0,17 0,66 0,03 0,01 0,65 0,10 0,67 0,12 0,96 1,07 0,29 1,03 0,04 0,55
Thuszcze / biatka 1,01 0,33 1,00 0,63 0,93 0,90 0,08 0,87 0,08 0,72 0,96 0,23 0,86 0,09 0,14 0,27 0,32 0,23 0,22 0,89
Thuszcze wzglednie 0,08 0,06 0,08 0,09 0,67 0,15 0,07 0,19 0,03 0,33 0,20 0,05 0,22 0,13 0,74 0,03 0,07 0,03 0,03 0,96
Thuszcze utlenione 0,33 0,52 0,15 0,23 0,30 0,11 0,15 0,19 0,12 0,06 021 0,15 0,16 0,08 0,53 0,04 0,17 0,13 2,37 0,21
Thuszcze nienasycone 0,02 0,02 0,03 0,05 0,27 0,02 0,01 0,02 0,01 033 0,03 0,00 0,02 0,01 0,31 0,03 0,05 0,02 0,01 0,89
Thuszcze nasycone 0,22 0,03 0,24 024 0,93 022 0,05 0,18 0,01 0,02 0,17 0,02 0,18 0,02 0,67 0,14 0,42 0,48 0,55 0,54
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Tabela 9. Sktad biochemiczny prazkowia u samcow (kontrola M — samce grupy kontrolnej, txJ M — samce txJ)

Wiek (miesiace) 2 4 8 14
kontrola M txJM kontrola M txJM kontrola M txJ M kontrola M txJM
Parametr p p p p
mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana IQR mediana IQR  mediana IQR mediana  IQR  mediana  IQR
Amid I 1,97 2,07 0,61 1,64 0,07 1,62 1,80 0,71 0,51 0,48 2,08 1,06 1,57 1,45 0,74 2,18 2,64 1,56 2,52 0,97
Amid I max. 1652,21 3,62 165221 723 0,35 1654,62 2,89 165221 530 0,05 1651,73 048 1654,14 241 0,02 1651,73 579 165197 11,81 0,90
Pasmo 1730 0,21 0,51 0,30 0,73 0,32 0,19 0,21 0,06 0,07 0,16 0,13 0,11 022 0,19 0,19 0,09 0,27 0,10 0,10 048
Pasmo 2920 0,17 0,17 0,05 0,17 0,34 0,22 0,23 0,07 0,08 0,25 025 0,17 023 0,19 0,60 0,03 0,27 0,00 0,09 0,37
Pasmo 2990 0,04 0,05 0,03 0,05 0,27 0,04 0,04 0,02 0,01 043 0,05 0,03 0,05 0,04 0,96 0,03 0,07 0,02 0,05 0,68
Pasmo 3020 0,01 0,01 0,00 0,01 0,23 0,01 0,01 0,00 0,00 031 0,00 0,00 0,01 0,01 0,53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,77
Fingerprint 12,77 22,22 13,16 1437 0,32 792 10,17 4,11 2,53 0,54 11,73 6,25 11,01 9,75 0,60 13,87 13,19 12,69 17,30 0,90
Fosforany 0,34 1,13 0,47 0,68 0,79 0,49 0,53 0,04 028 0,1 0,52 031 0,56 0,59 0,36 0,68 1,13 0,50 0,86 0,59
Biatka wzglednie 0,14 0,07 0,05 0,13 0,27 0,20 0,02 0,16 0,05 0,11 0,16 0,03 0,20 0,04 0,03 0,14 0,05 0,15 0,04 0,97
a helisa 0,06 0,06 0,04 0,05 0,23 0,04 0,05 0,02 0,02 0,54 0,06 0,02 0,05 0,04 0,81 0,07 0,07 0,04 0,06 0,97
B harmonijka 0,05 0,05 0,04 0,04 0,32 0,03 0,04 0,02 0,01 0,66 0,05 0,02 0,03 0,03 0,27 0,07 0,07 0,05 0,06 0,97
B harmonijka / a helisa 091 0,14 0,95 0,41 0,96 0,68 0,06 0,99 033 0,02 0,86 0,05 0,68 0,08 0,00 1,02 0,17 1,00 0,17 0,54
Thuszcze / biatka 0,76 0,25 0,94 1,23 0,77 0,88 0,08 0,76 0,16 0,11 0,87 0,05 090 023 041 0,22 0,51 0,08 0,24 0,51
Thuszcze wzglgdnie 0,09 0,04 0,10 0,09 0,71 0,17 0,00 0,12 0,07 0,13 0,12 0,03 0,17 0,04 0,01 0,03 0,09 0,01 0,04 0,58
Thuszcze utlenione 0,16 0,11 0,56 0,86 0,37 0,13 0,10 0,16 0,07 048 0,12 0,12 0,15 0,15 031 0,12 0,26 0,03 0,13 042
Thuszcze nienasycone 0,03 0,01 0,03 0,05 091 0,03 0,01 0,02 0,02 0,76 0,02 0,01 0,02 0,01 0,89 0,02 0,04 0,04 0,04 0,30
Thuszcze nasycone 0,27 0,07 0,24 0,24 091 0,18 0,00 0,23 0,08 0,02 0,23 0,08 0,18 0,02 0,00 0,18 0,31 0,06 0,58 0,76
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Tabela 10. Sktad biochemiczny prazkowia txJ w zalezno$ci od pitci (txJ F — samice txJ, txJ M — samce txJ)

Wiek (miesiace) 2 4 8 14
txJ F xJM txJ F txJM txJ F txJM txJ F txJ M
Parametr p P P p
mediana  IQR  mediana IQR mediana IQR  mediana IQR mediana IQR  mediana IQR mediana IQR  mediana IQR
Amid I 0,79 1,09 0,61 1,64 0,87 1,98 1,55 0,71 0,51 0,16 1,05 1,46 2,08 1,06 081 2,44 1,74 1,56 2,52 083
Amid I max. 1652,21 18,32 165221 723 047 1654,14 0,96 165221 530 0,01 1654,14 2,41 1651,73 048 0,77 165221 0,48 1651,97 11,81 0,44
Pasmo 1730 0,22 0,30 0,30 0,73 0,32 0,23 0,19 0,06 0,07 0,01 0,21 0,06 0,13 0,11 0,96 0,07 0,07 0,10 0,10 094
Pasmo 2920 0,07 0,15 0,05 0,17 0,96 0,30 0,21 0,07 0,08 0,03 0,19 0,15 0,25 0,17 0,74 0,06 0,08 0,00 0,09 0,69
Pasmo 2990 0,03 0,02 0,03 0,05 0,56 0,05 0,04 0,02 0,01 0,13 0,03 0,04 0,05 0,03 0,67 0,04 0,03 0,02 0,05 094
Pasmo 3020 0,00 0,00 0,00 0,01 0,96 0,01 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00 0,01 0,00 0,00 0,74 0,00 0,00 0,00 0,00 0,58
Fingerprint 7,42 8,84 13,16 14,37 0,67 8,94 586 4,11 2,53 0,19 4,42 10,40 11,73 6,25 0,40 15,21 12,16 12,69 17,30 0,83
Fosforany 0,32 0,30 0,47 0,68 0,23 0,56 0,17 0,04 028 0,01 0,44 0,65 0,52 031 0,53 0,76 0,37 0,50 0,86 094
Biatka wzglednie 0,09 0,11 0,05 0,13 0,37 0,21 0,02 0,16 0,05 0,13 0,25 0,12 0,16 0,03 0,11 0,14 0,03 0,15 0,04 0,83
a helisa 0,03 0,02 0,04 0,05 0,32 0,06 0,04 0,02 0,02 0,13 0,04 0,04 0,06 0,02 0,96 0,07 0,04 0,04 0,06 094
B harmonijka 0,03 0,02 0,04 0,04 0,49 0,04 0,03 0,02 0,01 048 0,02 0,03 0,05 0,02 0,96 0,06 0,03 0,05 0,06 094
B harmonijka / a helisa 1,11 0,50 0,95 0,41 0,43 0,66 0,03 0,99 033 0,02 0,67 0,12 0,86 0,05 0,89 1,03 0,04 1,00 0,17 094
Thuszcze / biatka 1,00 0,63 0,94 1,23 0,68 0,87 0,08 0,76 0,16 0,13 0,86 0,09 0,87 0,05 0,36 0,23 0,22 0,08 024 041
Thuszcze wzglgdnie 0,08 0,09 0,10 0,09 0,79 0,19 0,03 0,12 0,07 0,19 0,22 0,13 0,12 0,03 0,24 0,03 0,03 0,01 0,04 0,62
Thuszcze utlenione 0,15 0,23 0,56 0,86 0,16 0,19 0,12 0,16 0,07 0,38 0,16 0,08 0,12 0,12 0,89 0,13 2,37 0,03 0,13 0,14
Thuszcze nienasycone 0,03 0,05 0,03 0,05 1,00 0,02 0,01 0,02 0,02 093 0,02 0,01 0,02 0,01 0,74 0,02 0,01 0,04 0,04 0,27
Thuszcze nasycone 0,24 0,24 0,24 0,24 0,82 0,18 0,01 0,23 0,08 0,00 0,18 0,02 0,23 0,08 0,74 0,48 0,55 0,06 0,58 0,82
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Stezenie neurofilamentow

Stezenie neurofilamentow bylo wyzsze w populacji txJ we wszystkich grupach
wiekowych. Istotng réznice zaobserwowano u myszy 4. 1 14. miesigcznych (tabela 31). Nie

zaobserwowano roznic migdzy ptciami w obrebie populacji txJ (tabela 34).

Watroba — sklad pierwiastkowy

Stezenie wapnia w watrobie 2-miesigcznych txJ w byto nizsze niz w grupie kontrolne;j.
W populacji txJ zaobserwowano wzrastajace wartosci stezenia w pomiarach kolejno u 4- 1 8-
miesi¢cznych myszy, osiggajace warto§¢ maksymalng u myszy 8-miesigcznych. U 14-
miesi¢gcznych txJ warto$¢ byla poréwnywalna ze zbadang u 8-miesigcznych mutantow.
Stezenia u 4-, 8-,1 14-miesigcznych txJ byty istotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej (wykres 8).
W populacji kontrolnej stezenie wapnia w watrobie utrzymywato si¢ na podobnym poziomie
u myszy 2-, 4-, 8-, 1 14-miesigcznych (tabela 11). Stezenie wapnia zbadane w watrobie u 14-
miesi¢gcznych samic txJ bylo istotnie wyzsze niz w populacji samcow txJ. W pozostatych
grupach wiekowych nie odnotowano istotnych réznic pomigdzy plciami w obregbie populacji

txJ (tabela 14).
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Wykres 8. Stezenie wapnia w watrobie (mediana, IQR);
(*)p <0,05](**) p < 0,01 | (***) p<0,001

Stezenie chromu w populacji 2- i 14-miesigcznych txJ bylo wyzsze niz w grupie
kontrolnej (wykres 9). Istotng statystycznie roznice zaobserwowano pomig¢dzy grupami tylko
wsréd myszy 2-miesigcznych w populacji ogolnej i w wyodrebnionej populacji samic

(tabele 111 12). W grupie sktadajacej si¢ z 14-miesigcznych txJ zaobserwowano istotng réznice
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pomigdzy stezeniem chromu w watrobie u samic i samcow, przy czym stezenie chromu u samic

byto ponad dwukrotnie wyzsze (tabela 14).
Watroba
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Wykres 9. Stezenie chromu w watrobie (mediana, IQR);
(*)p<0,05](**) p < 0,01 | (***) p<0,001

W watrobie 2-miesi¢cznych txJ st¢zenie zelaza bylo istotnie wyzsze niz w grupie
kontrolnej 1 w przypadku myszy 4- i 8-miesiecznych miato tendencje spadkowg. Odwrotna
sytuacja wystapita w przypadku myszy kontrolnych, u ktorych stezenie zelaza wzrastato
w czasie, osiggajac maksimum w populacji 8-miesiecznych kontroli. U 14-miesi¢cznych myszy
stezenie zelaza w watrobie bylo niemal identyczne w obu grupach (wykres 10). W analizie
przeprowadzonej w populacji samic istotne rdéznice odnotowano rowniez w watrobach u 4-
miesiecznych txJ gdzie stezenie zelaza byto znaczaco nizsze niz w populacji samic kontrolnych
(tabela 12). U 4-miesiecznych samcoéw txJ stezenie zelaza w watrobie bylo istotnie wyzsze
w porownaniu z populacjg samcow kontrolnych (tabela 13). Przy czym byto ono wyzsze od
tego odnotowanego u 2-miesi¢czych samcow txJ. U 2-miesigcznych txJ zaobserwowano

istotnie wyzsze st¢zenie zelaza w watrobie samic w porownaniu z samcami (tabela 14).
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Wykres 10. Stezenie zelaza w watrobie (mediana, IQR);
(*)p <0,05](**) p < 0,01 | (***) p<0,001

Stezenie miedzi w watrobie bylo istotnie wyzsze u txJ we wszystkich pomiarach
w porOwnaniu z grupg kontrolng (tabela 11). Zaobserwowano trend spadkowy. Analiza
przeprowadzona po wyodrebnieniu kazdej z plci nie wykazala odstgpstw od sytuacji
zaobserwowanej dla ogétu (tabele 12 i 13). W przypadku poréwnania samic i samcow txJ
zaobserwowano istotne réznice u myszy 2- i 4-miesigcznych. Stezenie miedzi bylo istotnie
wyzsze w watrobie w przypadku samic txJ. W pomiarach u 8- 1 14-miesiecznych txJ stezenie

miedzi byto porownywalne u obu pfci (tabela 14).

Watroba

Lk k% kkk

Kontrola
i mTxJ)
8

14

400

s
0 = i -
2 4

Wykres 11. Stgzenie miedzi w watrobie (mediana, IQR);
(*)p <0,05](**) p < 0,01 | (***) p<0,001

Cu [mg/kg]

Wiek [miesigce]

Stezenie cynku byto istotnie wyzsze w watrobie u 2-, 4-, i 14-miesi¢cznych txJ
wzgledem grupy kontrolnej (wykres 12). Wartosci obserwowane u myszy kontrolnych

utrzymywaty si¢ na poroOwnywalnym poziomie w pomiarach u 2-, 4-, 8- 1 14-miesigcznych
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osobnikow (tabela 11). Stezenie cynku w watrobie 2- 1 4-miesi¢cznych samic txJ byto istotnie
wyzsze niz w populacji samic kontrolnych. Podobnie ksztaltowaty si¢ wyniki otrzymane
w pomiarach wykonanych u samcéw txJ w poréwnaniu samcéw do kontrolnych. Stezenie

cynku w watrobie 2-miesigcznych samic txJ bylo istotnie wyzsze niz u samcow txlJ.

Watroba

*

%k
50 Kontrola
l i -

Wiek [m1es1qce]

Zn [mg/kg]

Wykres 12. Stezenie cynku w watrobie (mediana, IQR);
(*)p <0,05](**) p < 0,01 | (***) p<0,001

Watroba — sklad organiczny

Zawartos$¢ biatka w watrobie 4-, 8- 1 14-miesi¢cznych myszy nie roznita si¢ pomiedzy
grupami. Zaobserwowano zaburzenie struktury drugorzedowej biatek we wszystkich grupach
wiekowych. Odchylenie pasma Amid I max. od warto$ci 1655 cm ™! w populacji txJ odpowiada
nieprawidlowosci w budowie i faldowaniu biatek. Wyniki wskazuja na istotng rdznice
jako$ciowa w zmianie stosunku struktur f/a. W pasmie 1730 cm ! rowniez zauwazalne byty
roznice we wszystkich grupach wiekowych.

U dwumiesigcznych txJ zawarto§¢ estrow przewyzszala t¢ obserwowang u myszy
kontrolnych. W kolejnych pomiarach warto$ci obserwowane w populacji txJ byly istotnie
nizsze.

Stwierdzono istotnie wyzszy poziom utlenionych lipidow w grupie 4-, 8-
1 14-miesigcznych txJ przy zachowanej na porownywalnym poziomie u obu grup bezwzgledne;j
zawartosci thuszczoOw w watrobie. Pomimo wyraznych zmian charakterystyki wzgledny
stosunek struktur biatkowych do lipidowych pozostawal na porownywalnym poziomie w obu
grupach (tabela 15).

Nasycenie tluszczow w watrobie txJ byto istotnie wyzsze we wszystkich dokonanych
pomiarach (tabela 15). Analogiczna sytuacja wyst¢gpowata u kazdej z ptci z osobna (tabele 16 i

17).
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Nie zaobserwowano roznic w sktadzie molekularnym watroby w zadnym punkcie

czasowym pomiedzy ptciami w obrgbie populacji txJ (tabela 18).
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Tabela 11. Stezenie pierwiastkow w watrobie w mg/kg

Wiek (miesiace) 2 4 8 14
kontrola txJ kontrola txJ kontrola txJ kontrola txJ
Pierwiastek p p p p
mediana IQR  mediana  IQR mediana IQR mediana  IQR mediana IQR mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR

Ca 44,61 31,67 28,83 20,49 0,23 56,21 38,86 7997 43,71 0,02 54,50 41,52 94,18 87,42 0,04 51,15 29,83 84,87 115,14 0,00

Cr 0,74 0,28 0,97 0,36 0,05 0,76 0,35 0,77 0,20 0,73 1,03 0,34 0,98 0,40 0,55 0,95 0,56 1,22 1,50 0,31

Fe 14522 65,02 186,81 99,20 0,05 158,88 96,47 171,57 3793 0,85 217,56 85,18 160,43 95,08 0,08 189,63 114,12 192,34 152,86 0,19

Cu 5,89 292 25432 94,53 0,00 4,95 1,56 240,96 55,03 0,00 5,43 1,20 132,40 88,58 0,00 4,86 1,54 104,57 76,30 0,00

Zn 30,92 5,94 72,23 20,06 0,00 29,77 4,60 59,99 596 0,00 33,17 6,75 33,72 1584 0,23 27,77 7,38 33,22 13,72 0,04

Ga* 248,18 75,33 128,20 16,81 0,00 257,70 144,05 235,67 36,32 042 25580 135,00 220,32 49,98 0,02 25560 100,70 264,60 168,30 0,84
Tabela 12. Stezenie pierwiastkow w watrobie u samic w mg/kg (kontrola F — samice grupy kontrolnej, txJ F — samice txJ)
Wiek (miesiace) 2 4 8 14

kontrola F txJ F kontrola F txJ F kontrola F txJ F kontrola F txJ F
Pierwiastek P p P p
mediana  IQR mediana  IQR mediana IQR mediana  IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR

Ca 42,10 34,68 28,52 22,36 0,75 42,32 53,38 67,01 43,71 0,11 78,84 77,31 84,61 51,28 0,79 56,95 38,65 199,87 100,12 0,01

Cr 0,73 0,18 0,97 0,14 0,00 0,95 0,44 0,77 0,20 0,19 1,07 0,25 1,09 0,63 0,79 1,10 0,98 2,35 0,74 0,11

Fe 178,24 26,80 22344 5236 0,01 232,54 53,19 171,33 61,10 0,04 267,25 89,81 231,58 121,07 0,19 24428 147,66 340,00 262,06 0,21

Cu 5,90 2,36 290,17 23,06 0,00 5,13 1,85 263,31 54,63 0,00 5,28 1,38 10593 112,22 0,00 4,86 1,11 109,92 28,17 0,00

Zn 33,05 3,95 79,57 8,66 0,00 27,84 5,75 60,97 7,78 0,00 27,14 4,86 32,22 18,17 0,13 24,67 7,61 32,00 17,27 0,26

Ga* 26596 100,94 128,20 18,88 0,00 193,83 182,45 22220 28,54 0,74 249,25 138,67 220,32 33,39 0,64 255,60 141,90 405,60 222,40 0,31
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Tabela 13. Stezenie pierwiastkow w watrobie u samcow w mg/kg(kontrola M — samce grupy kontrolnej, txJ M — samce txJ)

Wiek (miesiace) 2 4 8 14
kontrola M tx] M kontrola M tx] M kontrola M txJM kontrola M txJM
Pierwiastek p p p p
mediana IQR  mediana IQR mediana IQR  mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR  mediana IQR
Ca 48,45 28,66 29,14 10,84 0,33 59,67 21,60 80,22 28,76 0,09 49,89 22,79 122,48 118,18 0,03 4436 2222 68,34 29,07 0,01
Cr 0,83 0,46 0,85 0,69 0,89 0,62 0,29 0,77 0,10 0,05 0,84 0,39 0,90 0,31 0,96 0,88 0,34 1,10 0,63 0,46
Fe 108,61 39,37 131,17 77,88 0,79 136,07 28,98 171,81 22,74 0,01 173,29 23,10 142,56 39,58 0,14 146,00 78,14 171,25 74,16 0,18
Cu 5,52 2,72 195,64 30,61 0,01 4,84 1,30 212,36 35,34 0,00 5,43 1,47 139,31 57,43 0,00 5,12 1,88 98,35 111,70 0,00
Zn 29,15 4,69 59,76 11,81 0,01 32,24 9,14 57,33 7,41 0,00 33,60 5,52 35,38 13,39 0,74 28,63 5,68 34,38 18,31 0,15
Ga* 230,40 59,25 128,20 14,13 0,00 266,95 68,28 249,37 37,40 0,31 268,10 127,10 225,22 80,24 0,05 246,45 83,22 240,15 127,60 0,56
Tabela 14. Stezenie pierwiastkow w watrobie txJ w zaleznos$ci od pici w mg/kg (txJ F — samice txJ, txJ M — samce txJ)
Wiek (miesigce) 2 4 8 14
Pierwiastek txJ F txJ M P txJ F txJ M P txJ F txJ M b txJ F txJ M b
mediana  IQR  mediana IQR mediana  IQR  mediana  IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR

Ca 28,52 22,36 29,14 10,84 0,79 67,01 43,71 80,22 28,76 0,79 84,61 51,28 122,48 118,18 0,56 199,87 100,12 68,34 29,07 0,01

Cr 0,97 0,14 0,85 0,69 0,51 0,77 0,20 0,77 0,10 0,93 1,09 0,63 0,90 0,31 0,23 2,35 0,74 1,10 0,63 0,03

Fe 22344 5236 131,17 77,88 0,01 171,33 61,10 171,81 22,74 0,60 231,58 121,07 142,56 39,58 0,13 340,00 262,06 171,25 74,16 0,16

Cu 290,17 23,06 195,64 30,61 0,00 26331 5463 212,36 3534 0,01 10593 112,22 139,31 57,43 0,71 109,92 28,17 98,35 111,70 0,94

Zn 79,57 8,66 59,76 11,81 0,01 60,97 7,78 57,33 7,41 0,05 32,22 18,17 35,38 13,39 0,87 32,00 17,27 34,38 18,31 0,61

Ga* 128,20 18,88 128,20 14,13 0,72 22220 28,54 24937 37,40 0,03 220,32 33,39 22522 80,24 0,53 405,60 222,40 240,15 127,60 0,07
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Tabela 15. Sktad biochemiczny watroby

Wiek (miesiace) 2 4 8 14
kontrola txJ kontrola txJ kontrola txJ kontrola txJ
Parametr P p P P
mediana  IQR  mediana  IQR mediana IQR mediana  IQR mediana IQR mediana  IQR mediana  IQR  mediana IQR
Amid I 1,82 1,67 1,28 1,24 0,56 1,08 1,77 1,84 1,83 0,05 1,90 2,72 2,51 1,67 0,09 1,45 239 1,71 2,59 0,62
Amid I max. 1653,43 17,84 1640,40 22,18 0,01 1652,34 28,44 164997 4,82 0,01 1653,87 18,80 1649,21 0,48 0,04 1651,73 17,84 164821 5,79 0,04
Pasmo 1730 0,19 0,10 0,34 0,16 0,01 027 025 0,11 0,08 0,00 0,21 0,23 0,11 0,10 0,02 022 0,27 0,08 0,09 0,04
Pasmo 2920 0,00 0,07 0,00 0,00 0,31 0,00 0,06 0,00 0,07 0,79 0,00 0,12 0,04 0,13 0,40 0,00 0,13 0,00 0,08 0,65
Pasmo 2990 0,02 0,03 0,02 0,02 0,96 0,01 0,03 0,02 0,03 0,19 0,02 0,06 0,03 0,03 0,60 0,01 0,05 0,03 0,04 0,78
Pasmo 3020 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20
Fingerprint 13,37 12,98 1298 7,13 0,68 8,12 14,11 14,37 8,05 0,02 13,55 17,81 16,88 7,95 0,70 12,24 11,65 1521 13,79 0,72
Fosforany 045 0,61 0,58 0,58 0,89 0,51 0,77 0,70 0,59 0,21 0,75 1,27 0,65 0,27 0,51 0,59 0,82 0,54 0,75 0,98
a helisa 0,05 0,04 0,05 0,03 0,93 0,03 0,04 0,05 0,05 0,06 0,06 0,09 0,07 0,04 043 0,04 0,06 0,05 0,06 0,56
B harmonijka 0,05 0,04 0,05 0,02 0,75 0,03 0,04 0,05 0,04 0,12 0,06 0,08 0,06 0,03 0,70 0,04 0,05 0,05 0,05 0,56
f harmonijka / a helisa 1,08 0,18 1,07 0,18 0,83 1,03 0,30 0,95 0,16 0,00 1,02 0,27 0,93 0,07 0,00 1,02 027 0,99 0,12 0,01
Biatka wzglednie 0,13 0,06 0,09 0,05 0,05 0,14 0,08 0,14 0,04 0,56 0,13 0,06 0,15 0,02 0,32 0,15 0,06 0,15 0,04 0,88
Thuszcze / biatka 0,10 0,32 0,00 0,14 0,24 0,37 0,59 0,09 0,26 0,03 0,28 045 0,22 0,21 0,55 0,23 041 0,15 024 0,47
Thuszcze 0,03 0,02 0,06 0,07 0,06 0,09 0,07 0,10 0,08 0,09 0,29 0,59 0,47 0,88 0,22 0,19 1,43 0,13 0,89 0,87
Thuszeze wzglgdnie 0,00 0,04 0,00 0,02 0,40 0,03 0,07 0,01 0,04 0,27 0,05 0,07 0,03 0,03 0,46 0,03 0,08 0,02 0,04 0,61
Thuszcze utlenione 0,03 0,23 0,11 0,13 0,04 0,05 0,14 0,16 0,15 0,03 0,06 0,02 0,17 0,11 0,04 0,09 0,19 0,19 0,14 0,03
Thuszcze nienasycone 0,03 0,04 0,07 0,10 0,17 0,03 0,01 0,03 0,05 0,90 0,03 0,03 0,03 0,06 0,78 0,03 0,05 0,04 0,03 0,50
Thuszcze nasycone 0,09 0,07 0,34 0,26 0,01 0,11 0,05 0,21 0,08 0,00 0,11 0,13 0,27 0,10 0,00 0,18 0,07 0,32 0,09 0,00
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Tabela 16. Sktad biochemiczny watroby u samic (kontrola F — samice grupy kontrolnej, txJ F — samice txJ)

Wiek (miesiace) 2 4 8 14
kontrola F txJ F kontrola F txJ F kontrola F txJ F kontrola F txJ F
Parametr p P P p
mediana IQR  mediana IQR mediana  IQR mediana IQR mediana IQR  mediana IQR mediana  IQR  mediana IQR
Amid I 1,54 2,22 1,27 091 081 1,44 2,07 235 1,70 0,13 2,64 2,34 2,50 1,33 0,96 1,11 2,45 2,44 1,74 0,68
Amid I max. 1653,92 1,76  1646,43 2,01 0,01 165343 13,14 1648,73 530 0,05 1653,36 3,30 165021 2,41 0,01 1654,08 1832 164821 0,48 0,02
Pasmo 1730 0,23 0,07 027 0,16 031 0,19 0,23 0,11 0,05 0,01 0,35 0,20 0,09 0,06 0,01 0,13 0,09 0,07 0,07 0,61
Pasmo 2920 0,00 0,04 0,00 0,00 0,75 0,02 0,06 0,02 0,09 093 0,12 0,18 0,09 0,12 0,75 0,00 0,09 0,06 0,08 0,88
Pasmo 2990 0,03 0,05 0,02 0,01 0,59 0,02 0,03 0,04 0,02 021 0,05 0,05 0,04 0,03 035 0,01 0,05 0,04 0,03 0,54
Pasmo 3020 0,00 0,00 0,00 0,00 0,93 0,00 0,00 0,00 0,00 0,64 0,00 0,01 0,00 0,00 0,39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Fingerprint 15,55 16,99 12,15 6,97 0,53 10,03 14,62 1591 9,68 0,08 21,30 14,84 16,57 7,62 0,29 10,40 10,17 1521 12,16 0,68
Fosforany 0,25 0,61 0,41 0,57 0,70 0,56 0,76 0,75 047 0,19 1,04 0,77 0,66 034 0,16 0,44 0,88 0,76 0,37 0,68
Biatka wzglednie 0,09 0,07 0,09 0,07 0,74 0,17 0,07 0,13 0,03 0,11 0,15 0,06 0,15 0,01 0,66 0,15 0,09 0,14 0,03 0,75
a helisa 0,05 0,06 0,04 0,02 0,74 0,04 0,04 0,06 0,03 0,08 0,08 0,07 0,07 0,03 0,60 0,04 0,06 0,07 0,04 0,49
8 harmonijka 0,06 0,06 0,04 0,01 047 0,04 0,04 0,06 0,03 0,19 0,08 0,06 0,07 0,03 033 0,04 0,05 0,06 0,03 0,55
8 harmonijka / a helisa 1,12 0,30 1,10 0,33 081 1,03 0,30 0,98 0,09 0,04 1,00 0,04 093 0,03 0,02 1,07 0,29 1,03 0,04 0,55
Thuszcze / biatka 0,12 0,27 0,00 0,07 022 0,32 0,44 0,16 0,20 0,23 0,41 0,36 0,30 0,23 025 0,27 0,32 0,23 022 0,89
Thuszcze wzglgdnie 0,01 0,02 0,00 0,01 042 0,04 0,08 0,02 0,03 048 0,06 0,05 0,04 0,04 0,13 0,03 0,07 0,03 0,03 0,96
Thuszcze utlenione 0,11 0,52 0,00 0,51 0,63 0,09 0,24 0,18 0,06 0,72 0,17 0,16 0,16 0,15 0,59 0,04 0,17 0,13 2,37 0,21
Thuszcze nienasycone 0,06 0,09 0,08 0,11 0,63 0,03 0,01 0,04 0,05 0,66 0,03 0,02 0,01 0,03 0,29 0,03 0,05 0,02 0,01 0,89
Thuszcze nasycone 0,01 0,06 0,29 0,15 0,02 0,12 0,0,07 0,11 0,09 0,03 0,09 0,04 032 0,11 0,00 0,14 0,02 0,48 0,15 0,00
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Tabela 17. Sktad biochemiczny watroby u samcéw (kontrola M — samce grupy kontrolnej, txJ M — samce txJ)

Wiek (miesiace) 2 4 8 14
kontrola M txJM kontrola M txJM kontrola M txJ M kontrola M txJM
Parametr P p P P
mediana IQR  mediana IQR mediana IQR  mediana IQR mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR
Amid I 1,82 1,56 1,32 1,07 0,79 0,72 1,59 1,17 1,20 0,25 0,73 1,73 2,66 1,60 0,02 2,18 2,64 1,56 2,52 0,97
Amid I max. 165491 3,79 1646,38 6,32 0,00 165491 2,89 1649,14 1,93 0,01 1653,89 3,86 1649,97 0,48 0,03 1653,73 5,79  1650,97 1,81 0,01
Pasmo 1730 0,13 0,10 0,40 0,12 0,01 0,30 0,29 0,09 0,08 0,04 0,17 0,08 0,13 0,09 0,05 0,23 0,07 0,11 0,04 0,01
Pasmo 2920 0,00 0,07 0,00 0,00 0,37 0,00 0,04 0,00 0,05 092 0,00 0,03 0,04 0,11 0,08 0,03 0,27 0,00 0,09 0,37
Pasmo 2990 0,01 0,03 0,02 0,01 0,72 0,01 0,03 0,01 0,03 0,53 0,01 0,03 0,03 0,04 0,07 0,03 0,07 0,02 0,05 0,68
Pasmo 3020 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 043 0,00 0,00 0,00 0,01 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,77
Fingerprint 7,69 8,75 1581 6,11 0,19 6,21 744 1091 592 0,16 13,25 14,24 16,93 11,47 0,13 13,87 13,19 12,69 17,30 0,90
Fosforany 0,60 0,97 0,70 0,30 0,66 0,47 0,60 0,67 0,57 0,72 0,55 1,00 0,64 0,41 0,64 0,68 1,13 0,50 0,86 0,59
Biatka wzglednie 0,15 0,04 0,10 0,04 0,00 0,13 0,05 0,14 0,04 0,54 0,13 0,05 0,14 0,02 0,37 0,14 0,05 0,15 0,04 097
a helisa 0,05 0,04 0,05 0,03 0,72 0,03 0,04 0,04 0,04 0,33 0,03 0,06 0,08 0,04 0,07 0,07 0,07 0,04 0,06 097
B harmonijka 0,05 0,04 0,06 0,02 0,86 0,03 0,04 0,04 0,03 048 0,04 0,04 0,06 0,04 0,08 0,07 0,07 0,05 0,06 097
B harmonijka / a helisa 1,02 0,19 1,07 0,11 1,00 1,02 0,28 091 0,14 0,03 1,24 0,38 0,89 0,09 0,00 1,02 0,17 1,00 0,17 0,54
Thuszcze / biatka 0,00 0,32 0,07 0,14 0,71 0,39 0,86 0,00 0,24 0,07 0,03 0,41 0,19 0,19 0,63 0,22 0,51 0,08 0,24 0,51
Thuszeze wzglgdnie 0,00 0,05 0,01 0,02 0,71 0,02 0,06 0,00 0,04 0,40 0,00 0,06 0,03 0,03 0,49 0,03 0,09 0,01 0,04 0,58
Thuszcze utlenione 0,00 0,15 0,36 0,53 0,19 0,00 0,47 0,00 0,25 0,73 0,00 0,31 0,20 024 0,15 0,12 0,26 0,03 0,13 042
Thuszcze nienasycone 0,03 0,01 0,06 0,08 0,19 0,03 0,01 0,02 0,04 048 0,03 0,03 0,06 0,03 0,16 0,02 0,04 0,04 0,04 0,30
Thuszcze nasycone 0,06 0,03 0,36 0,11 0,0,01 0,08 0,04 0,21 0,04 0,03 0,12 0,06 0,25 0,10 0,00 0,18 0,07 0,32 0,08 0,00
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Tabela 18. Sktad biochemiczny watroby txJ w zalezno$ci od pici (txJ F — samice txJ, txJ M — samce txJ)

Wiek (miesiace) 2 4 8 14
txJ F txJM txJ F txJM txJ F txJM txJ F txJM
Parametr P P p p
mediana IQR  mediana IQR mediana IQR  mediana IQR mediana IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR
Amid 1 1,27 091 1,32 1,07 048 2,35 1,70 1,17 1,20 0,22 2,50 1,33 2,66 1,60 0,67 2,44 1,74 1,56 2,52 0,83
Amid I max. 1646,43 2,01 164638 6,32 0,79 1648,73 530 1649,14 1,93 0,33 1650,21 2,41 1649,97 0,48 0,72 164821 0,48 165097 1,81 0,44
Pasmo 1730 0,27 0,16 0,40 0,12 048 0,11 0,05 0,09 0,08 093 0,09 0,06 0,13 0,09 0,31 0,07 0,07 0,11 0,04 0,94
Pasmo 2920 0,00 0,00 0,00 0,00 0,95 0,02 0,09 0,00 0,05 0,44 0,09 0,12 0,04 0,11 0,96 0,06 0,08 0,00 0,09 0,69
Pasmo 2990 0,02 0,01 0,02 0,01 0,54 0,04 0,02 0,01 0,03 0,25 0,04 0,03 0,03 0,04 0,81 0,04 0,03 0,02 0,05 0,94
Pasmo 3020 0,00 0,00 0,00 0,00 0,37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,00 0,00 0,00 0,01 0,24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,58
Fingerprint 12,15 6,97 15,81 6,11 0,38 15,91 9,68 10,91 592 0,29 16,57 7,62 16,93 11,47 041 15,21 12,16 12,69 17,30 0,83
Fosforany 0,41 0,57 0,70 0,30 0,54 0,75 047 0,67 0,57 0,79 0,66 0,34 0,64 0,41 0,81 0,76 0,37 0,50 0,86 0,94
Biatka wzglednie 0,09 0,07 0,10 0,04 048 0,13 0,03 0,14 0,04 0,79 0,15 0,01 0,14 0,02 0,31 0,14 0,03 0,15 0,04 0,83
a helisa 0,04 0,02 0,05 0,03 0,29 0,06 0,03 0,04 0,04 0,33 0,07 0,03 0,08 0,04 0,47 0,07 0,04 0,04 0,06 0,94
B harmonijka 0,04 0,01 0,06 0,02 033 0,06 0,03 0,04 0,03 025 0,07 0,03 0,06 0,04 0,89 0,06 0,03 0,05 0,06 0,94
B harmonijka / a helisa 1,10 0,33 1,07 0,11 0,38 0,98 0,09 091 0,14 0,19 0,93 0,03 0,89 0,09 0,31 1,03 0,04 1,00 0,17 0,94
Thuszcze / biatka 0,00 0,07 0,07 0,14 0,56 0,16 0,20 0,00 0,24 0,32 0,30 0,23 0,19 0,19 0,81 0,23 0,22 0,08 0,24 041
Thuszcze wzglednie 0,00 0,01 0,01 0,02 0,50 0,02 0,03 0,00 0,04 041 0,04 0,04 0,03 0,03 0,66 0,03 0,03 0,01 0,04 0,62
Thuszcze utlenione 0,00 0,51 036 053 044 0,18 0,06 0,00 0,25 0,59 0,16 0,15 0,20 0,24 0,31 0,13 2,37 0,03 0,13 0,14
Thuszcze nienasycone 0,08 0,11 0,06 0,08 043 0,04 0,05 0,02 0,04 0,60 0,01 0,03 0,06 0,03 0,11 0,02 0,01 0,04 0,04 0,27
Thuszcze nasycone 0,29 0,15 0,36 0,11 0,23 0,11 0,09 0,21 0,04 041 0,32 0,11 0,25 0,10 0,19 0,48 0,15 0,32 0,08 0,82

76



Badania czynnoSciowe watroby

Stezenie ceruloplazminy byto istotnie nizsze w populacji txJ we wszystkich grupach
wiekowych niezaleznie od pici (tabela 31). Trend ten zaobserwowano takze u kazdej z pflci
z osobna (tabele 32 i 33). Odnotowano istotnie nizsze st¢zenie ceruloplazminy u samcow txJ
W poréwnaniu z samicami grupy badanej, odpowiednio 0,12 g/I; 0,21 g/1; p = 0,02 (tabela 34).

Aktywno$¢ AST byla trudna do jednoznacznej oceny z powodu hemolizy
w konsekwencji zastosowania metody uzyskiwania probek krwi (tabela 31). Aktywnos$¢ ALT
byta wyzsza w populacji txJ niz w populacji kontrolnej we wszystkich grupach wiekowych,
przy czym istotng réznic¢ zaobserwowano u myszy 4-, 8- i 14-miesi¢cznych (tabela 31).
Istotnie wyzsza aktywnos$¢ ALT stwierdzono u 8-miesigcznych samcow txJ w pordOwnaniu
z odpowiednimi samicami txJ (tabela 34).

Stezenie bilirubiny bylo wyzsze w populacji 2-, 4- i1 8-miesi¢cznych txJ wzgledem grupy
kontrolnej. Stezenie zaobserwowane u 8-miesiecznych txJ istotnie przewyzszalo st¢zenie
w populacji kontrolnej. U 14-miesiecznych myszy nie odnotowano réznicy miedzy grupami
(tabela 31). Stezenie bilirubiny byto istotnie wyzsze u 8-miesi¢cznych samcow txJ niz u samic
txJ (tabela 34).

Stezenie albuminy u 2-miesi¢cznych myszy byto porownywalne w obu grupach. Nizsze
wartosci zaobserwowano u 4-, 8- i 14-miesi¢cznych txJ, przy czym istotng réznice wykazano
jedynie w grupie myszy 14-miesigcznych (tabela 31). Stezenie albuminy bylo istotnie nizsze
u samic txJ w pordwnaniu z samicami kontrolnymi we wszystkich pomiarach (tabela 32).
W przypadku samcéw stezenie bylo nizsze u 8-1 14-miesiecznych txJ, a rodznicg istotng
statystycznie zaobserwowano pomiedzy grupami najstarszych myszy (tabela 33). Nie
stwierdzono réznic w stezeniu albuminy pomi¢dzy samcami a samicami txJ (tabela 34).

Aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej byta wyzsza w populacji txJ niz w grupie kontrolnej
u wszystkich zwierzat. Istotng réznic¢ odnotowano u myszy w wieku 2-, 4- 1 8- miesigcy (tabela
31). Taki sam trend zaobserwowano w przypadku kazdej z pici z osobna (tabele 32 1 33). U 8

miesi¢cznych txJ aktywno$¢ ALP byla istotnie wyzsza u samic niz u samcow (tabela 34).

Serce — sklad pierwiastkowy

Stezenie wapnia w sercu txJ bylo istotnie wyzsze niz w populacji kontrolnej 1 wykazato

przeciwnie niz w przypadku kontroli trend wzrostowy (wykres 13). U samic txJ
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zaobserwowano wyzsze stezenia wapnia niz u samcow txJ, ale réznice pomiedzy tymi

warto$ciami nie sg istotne statystycznie (tabela 22).

Serce
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Wiek [miesigce]
Wykres 13. Stezenie wapnia w sercu (mediana, IQR);

(*)p <0,05[(**) p < 0,01 [ (***) p < 0,001

Stezenie chromu w sercu bylo istotnie nizsze w grupie 2-miesi¢cznych txJ
w porownaniu do grupy kontrolnej. U myszy 8 miesigcznych st¢zenie chromu w obu grupach

bylo porownywalne (wykres 14). Nie odnotowano réznic pomi¢dzy samcami a samicami txJ

(tabela 22).
0s Serce
“V %
E;
? 04 Kontrola
5 mTxJ
0,0

Wiek [miesigce]
Wykres 14. Stezenie chromu w sercu (mediana, IQR);

(*)p <0,05[(**) p < 0,01 [ (***) p < 0,001

Stezenie manganu w sercu udalo si¢ zmierzy¢ przed awarig aparatury tylko w populacji
2-miesigcznych samcow (tabele 19 1 20). Nie byto mozliwosci dokonania pdzniejszych
pomiaréw ze wzgledu na konieczno$¢ jednoczasowego przygotowania i1 rozmrozenia
wszystkich probek serc. Rozmrozony, niewykorzystany z powodu awarii material poddano

utylizacji. Dane pozostaja niepelne i uniemozliwiaja szczegdlowa analize. Na podstawie
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dostgpnych pomiaréw zaobserwowano, ze ste¢zenie manganu w sercu 2-miesi¢cznych samcow

txJ byto wyzsze niz w grupie kontrolnej, jednak roéznica nie byla istotna statystycznie (tabela

21).

Stezenie zelaza w sercu 2-miesi¢cznych txJ bylo nizsze niz u myszy z grupy kontrolne;.
W pomiarze u myszy 8-miesigcznych zaobserwowano warto$§ci wyzsze niz u myszy
kontrolnych (wykres 15). Nie zaobserwowano jednak réznic istotnych statystycznie (tabela 19).
Nie stwierdzono roéznic w stezeniu zelaza w sercu pomigdzy samcami a samicami txJ (tabela
22).

Serce
240

Kontrola
120
mTxJ
2 8

Wiek [miesigce]

Fe [mg/kg]

Wykres 15. Stezenie zelaza w sercu (mediana, IQR);

(*) p <0,05[(**) p < 0,01 [ (***) p < 0,001

Stezenie niklu w obu populacjach malato wraz ze starzeniem si¢ zwierzat (wykres 16).

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic (tabela 19 1 22).
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Wiek [miesiace]
Wykres 16. Stezenie niklu w sercu (mediana, IQR);
(*)p<0,05](**) p < 0,01 | (***) p<0,001
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Stezenie miedzi w sercu 8-miesigcznych txJ istotnie przewyzszato to zaobserwowane w
populacji kontrolnej (wykres 17). U myszy 2- miesigcznych nie odnotowano istotnych réznic
pomigdzy grupami (tabela 19). Podobny obraz przedstawia si¢ przy analizie w obrebie kazdej

z pici (tabele 20 1 21). Porownanie samcow z samicami txJ nie ujawnito roznic (tabela 22).
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Wiek [miesigce]
Wykres 17. Stezenie miedzi w sercu (mediana, IQR);

(*)p <0,05[(**) p < 0,01 [ (***) p < 0,001

Stezenie cynku w sercu w obu grupach wiekowych byto wyzsze w grupie txJ niz w
grupie kontrolnej (wykres 18). U zwierzat 8-miesi¢gcznych rdznica byta istotna statystycznie
(tabela 19). Roéznica stezen silniej wyrazona byla w populacji samcow (tabela 21). Nie
odnotowano réznic w stezeniu cynku sercu w obrgbie grupy txJ (tabela 22).

9 Serce

Kontrola

mTxJ

Zn [mg/kg]

Wiek [miesigce]
Wykres 18. Stezenie cynku w sercu (mediana, IQR);
(*)p <0,05|(**)p < 0,01 | (***) p<0,001
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Tabela 19. Stezenie pierwiastkow w sercu w mg/kg

Wiek (miesigce) 2 8
kontrola txJ kontrola txJ
Pierwiastek P p
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 79,59 61,76 165,96 184,91 0,03 58,31 25,22 281,29 255,64 0,00
Cr 0,52 0,23 0,33 0,14 0,02 0,37 0,19 0,43 0,25 0,67
Mn 0,00 0,14 0,03 0,30 0,35 0,00 0,03 0,00 0,00 0,61
Fe 144,30 44,70 118,26 57,89 0,15 146,99 30,48 165,55 62,87 0,63
Ni 0,45 0,05 0,56 0,15 0,03 0,38 0,42 0,47 0,21 0,50
Cu 4,93 0,91 4,95 0,94 0,79 4,74 0,59 7,31 1,05 0,00
Zn 15,63 1,11 16,03 2,51 0,80 14,47 1,29 15,06 4,63 0,03
Ga* 164,60 41,30 194,00 22,40 0,00 138,00 43,60 150,90 37,90 0,16
Tabela 20. Stezenie pierwiastkoéw w sercu samic w mg/kg (kontrola F — samice grupy kontrolnej, txJ F — samice txJ)
Wiek (miesiace) 2 8
kontrola F txJ F kontrola F txJ F
Pierwiastek p
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 72,75 54,70 259,96 182,67 0,04 71,15 20,41 312,48 154,71 0,00
Cr 0,54 0,10 0,33 0,14 0,02 0,41 0,16 0,37 0,15 0,35
Mn 0,00 0,00 0,00 0,07 0,21 0,00 0,04 0,00 0,00 0,49
Fe 143,05 13,11 128,26 27,24 0,26 143,05 18,11 160,54 62,87 1,00
Ni 0,46 0,02 0,53 0,11 0,04 0,70 0,30 0,51 0,17 0,17
Cu 5,22 0,47 4,75 0,40 0,11 4,86 0,25 7,56 1,33 0,06
Zn 15,86 0,88 16,03 1,13 0,77 14,71 0,51 14,91 4,57 0,79
Ga* 180,35 11,80 194,00 30,90 0,11 160,80 49,60 150,90 33,90 0,66
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Tabela 21. Stezenie pierwiastkow w sercu samcoOw w mg/kg (kontrola M — samce grupy kontrolnej, txJ M — samce txJ)

Wiek (miesiace) 2 8
kontrola M txJM kontrola M txJM
Pierwiastek p P
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 105,59 117,26 148,95 270,61 0,39 47,90 14,48 196,86 250,87 0,02
Cr 0,49 0,68 0,30 0,25 0,18 0,31 0,11 0,45 0,31 0,10
Mn 0,03 0,46 0,21 0,31 0,90 0,00 0,02 0,00 0,00 0,95
Fe 153,48 79,44 92,10 65,49 0,33 154,44 33,38 165,75 73,11 0,49
Ni 0,42 0,65 0,63 0,14 0,35 0,26 0,15 0,45 0,28 0,02
Cu 4,47 1,27 5,21 1,38 0,18 4,41 1,32 7,81 3,33 0,00
Zn 15,37 2,97 16,72 4,08 0,52 13,57 4,07 15,71 2,90 0,01
Ga* 137,10 39,10 193,85 18,10 0,00 107,45 48,10 148,90 37,70 0,01

Tabela 22. Stezenie pierwiastkow w sercu txJ w zaleznos$ci od ptci w mg/kg (txJ F — samice txJ, txJ] M — samce txJ)

Wiek (miesiace) 2 8
txJ F txJM txJ F txJ M
Pierwiastek p P
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 259,96 182,67 148,95 270,61 0,67 312,48 154,71 196,86 250,87 0,16
Cr 0,33 0,14 0,30 0,25 0,92 0,37 0,15 0,45 0,31 0,29
Mn 0,00 0,07 0,21 0,31 0,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,95
Fe 128,26 27,24 92,10 65,49 0,53 160,54 62,87 165,75 73,11 0,67
Ni 0,53 0,11 0,63 0,14 0,21 0,51 0,17 0,45 0,28 0,85
Cu 4,75 0,40 5,21 1,38 0,27 7,18 1,33 7,81 3,48 0,11
Zn 16,03 1,13 16,72 4,08 0,96 14,91 4,57 15,71 2,90 0,60

Ga* 194,00 30,90 193,85 18,10 0,67 150,90 33,90 148,90 37,70 0,85



Dwunastnica — sklad pierwiastkowy

Stezenie wapnia w dwunastnicy bylo istotnie wyzsze u 2-miesi¢ecznych txJ
w porownaniu do grupy kontrolnej. U 8-miesiecznych stgzenie wapnia réwniez bylo wyzsze
w grupie txJ, ale réznica nie byla istotna statystycznie (wykres 19). Stezenie wapnia
w dwunastnicach grupy kontrolnej byto porownywalne w obu grupach wiekowych (tabela 23).
Réznica w stezeniu wapnia byta istotnie zaznaczona w populacji samcow, u ktérych w grupie
txJ odnotowano warto$¢ znamiennie wyzsza (tabela25). W obrebie populacji txJ nie

zaobserwowano roznic (tabela 26).
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Wiek [miesigce]
Wykres 19. Stezenie wapnia w dwunastnicy (mediana, IQR);
(*)p<0,05](**) p < 0,01 | (***) p<0,001

U 2-miesiecznych txJ odnotowano istotnie nizsze ste¢zenie chromu w dwunastnicy
wzgledem kontroli (tabela 23). Stezenie chromu w dwunastnicy 8-miesiecznych txJ bylo
wyzsze niz w grupie kontrolnej (wykres 20). Odwrotny trend (spadkowy) zaobserwowano
w populacji kontrolnej. Analogiczny obraz uzyskano po wyodrgbnieniu danych dla kazdej ptci
z osobna (tabele 24 1 25). U myszy 8-miesigcznych zaobserwowane st¢zenia chromu byly do
siebie zblizone we wszystkich wyodrebnionych podgrupach. Nie odnotowano réznic w stezeniu

chromu w dwunastnicy wzgledem plci w populacji txJ (tabela 26).
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Wykres 20. Stezenie chromu w dwunastnicy (mediana, IQR);

(*)p <0,05[(**) p < 0,01 [ (***) p < 0,001

Stezenie manganu w dwunastnicy 2-miesi¢cznych txJ byto istotnie wyzsze wzglgdem
grupy kontrolnej (tabela 23). Stezenie u 8-miesigcznych txJ bylto nizsze i osiggneto poziom
poréwnywalny z grupa kontrolng, w ktorej zaobserwowano stabilny poziom manganu w obu
grupach wiekowych (wykres 21). Istotnie wyzsze st¢zenie manganu w dwunastnicy
odnotowano u 2-miesi¢cznych samcoéw txJ w poroéwnaniu z samcami kontrolnymi (tabela 25),

przy braku r6znic wewnatrz populacji txJ (tabela 26).
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Wykres 21. Stezenie manganu w dwunastnicy (mediana, IQR);

(*)p <0,05[(**) p < 0,01 [ (***) p < 0,001

Stezenia zelaza w dwunastnicy osiggngto w obu grupach porownywalne wartosci
zarbwno u myszy 2- jak 1 8-miesiecznych (wykres 22), przy czym wartoSci wyzsze
zaobserwowano u osobnikow starszych (tabela 23). Analogicznie przedstawiala si¢ sytuacja
w obrgbie kazdej z plci analizowanej z osobna (tabele 24 i 25). W populacji txJ roznice migdzy

plciami nie byly zauwazalne (tabela 26).
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WyKkres 22. Stezenie zelaza w dwunastnicy (mediana, IQR);

(*)p <0,05[(**) p < 0,01 [ (***) p < 0,001

Stezenie niklu w dwunastnicy txJ bylo na pordwnywalnym poziomie w obu grupach
wiekowych (wykres 23). W grupie 8-miesi¢cznych kontroli stezenie niklu osiggneto istotnie
nizsza wartos¢ w stosunku do txJ (tabela 23). Nie odnotowano réznic w st¢zeniu niklu

w dwunastnicy wzgledem ptci w obrebie grupy txJ (tabela 26).
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Wykres 23. Stezenie niklu w dwunastnicy (mediana, IQR);

(*)p<0,05](**)p < 0,01 | (***) p<0,001

Stezenie miedzi byto istotnie wyzsze w populacji txJ w obu grupach wiekowych
(wykres 24) 1 — inaczej niz w grupie kontrolnej — osiggneto wyzszg warto§¢ w pomiarze u myszy
8-miesigcznych (tabela 23). Nie zaobserwowano rdznic w stezeniu miedzi u samcOw ani
u samic (tabele 24 i 25). St¢zenie miedzi w dwunastnicy u samcéw 1 samic txJ byto podobne

(tabela 26).
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Wykres 24. Stezenie miedzi w dwunastnicy (mediana, IQR);
(*)p <0,05](**) p < 0,01 | (***) p<0,001

Stezenie cynku w dwunastnicy 2-miesigcznych txJ bylo wyzsze niz u kontroli.
W pomiarze u myszy 8-miesi¢cznych zaobserwowano odwrotng sytuacje (wykres 25). Roznice
te nie byly istotne statystycznie. W przypadku populacji kontrolnej w obu grupach wiekowych
stezenie miato poroOwnywalne wartosci (tabela 23). Trendy te odpowiadaja zmianom
zaobserwowanym w analizie dla kazdej z pitci z osobna (tabele 24 i 25.). Stezenie cynku
w dwunastnicy 2-miesigcznych samic txJ byto istotnie wyzsze niz u samcéw txJ. Nie

wystepowaty rdéznice wewnatrz grupy 8-miesi¢cznych txJ (tabela 26).
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WyKkres 25. Stezenie cynku w dwunastnicy (mediana, IQR);
(*)p<0,05](**) p < 0,01 | (***) p<0,001
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Tabela 23. Stezenie pierwiastkéw w dwunastnicy w mg/kg

Wiek (miesiace) 2 8
kontrola txJ kontrola txJ
Pierwiastek p P
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 189,36 150,71 373,89 114,40 0,00 201,51 162,29 266,71 159,93 0,12
Cr 0,55 0,12 0,25 0,14 0,00 0,34 0,19 0,38 0,27 0,56
Mn 1,23 1,44 2,44 0,75 0,01 1,36 0,63 1,25 1,13 0,33
Fe 69,02 32,17 67,84 29,86 0,55 82,95 19,93 83,43 15,99 0,81
Ni 0,67 0,46 0,69 0,34 0,79 0,42 0,12 0,72 0,29 0,01
Cu 1,93 0,31 2,59 0,93 0,02 1,84 0,34 3,50 0,73 0,00
Zn 23,85 2,31 25,56 3,17 0,14 24,06 2,59 22,24 3,08 0,11
Ga* 173,35 47,70 207,00 72,30 0,08 134,50 26,30 170,35 83,75 0,00

Tabela 24. Stezenie pierwiastkow w dwunastnicy u samic w mg/kg (kontrola F — samice grupy kontrolnej, txJ F — samice txJ)

Wiek (miesigce) 2 8
kontrola F txJ F kontrola F txJ F
Pierwiastek p P
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 256,69 80,76 389,03 110,70 0,07 246,70 197,69 283,23 348,93 0,43
Cr 0,57 1,16 0,24 0,05 0,01 0,42 0,17 0,41 0,31 0,79
Mn 2,37 0,49 2,48 0,72 0,60 1,77 0,84 1,31 1,45 0,37
Fe 60,99 42,21 71,59 14,46 1,00 79,22 20,37 90,56 30,22 0,19
Ni 0,70 0,44 0,71 0,56 0,92 0,39 0,18 0,62 0,42 0,08
Cu 1,90 0,27 2,62 1,15 0,11 1,92 0,36 3,54 0,26 0,00
Zn 24,31 2,50 26,47 1,88 0,07 25,10 2,26 22,55 2,66 0,07
Ga* 180,00 35,80 191,00 56,10 0,29 121,65 28,70 180,50 83,75 0,01
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Tabela 25. Stezenie pierwiastkow w dwunastnicy u samcow w mg/kg (kontrola M — samce grupy kontrolnej, txJ M — samce txJ)

Wiek (miesiace) 2 8
kontrola M txJM kontrola M txI]M
Pierwiastek p P
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 105,98 83,98 346,39 118,10 0,00 172,73 61,42 266,41 161,35 0,23
Cr 0,53 0,12 0,29 0,19 0,00 0,28 0,09 0,36 0,28 0,81
Mn 0,99 0,42 2,25 0,77 0,00 1,30 0,56 1,25 0,52 0,74
Fe 71,69 36,17 56,46 42,80 0,61 83,72 23,80 82,64 11,32 0,36
Ni 0,55 0,36 0,67 0,17 0,44 0,42 0,09 0,73 0,18 0,05
Cu 2,00 0,81 2,59 0,65 0,10 1,73 0,26 3,41 1,69 0,01
Zn 23,61 4,93 24,54 4,69 1,00 23,33 4,58 22,12 3,48 0,74
Ga* 166,70 79,60 226,50 79,20 0,25 136,00 13,60 158,95 64,10 0,11

Tabela 26. Stezenie pierwiastkow w dwunastnicy txJ w zaleznosci od ptci w mg/kg (txJ F — samice txJ, txJ M — samce txJ)

Wiek (miesigce) 2 8
Picrwiastek txJ F xJ M b txJ F xJ M b
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 389,03 110,70 346,39 118,10 0,75 283,23 348,93 266,41 161,35 0,27
Cr 0,24 0,05 0,29 0,19 0,83 0,41 0,31 0,36 0,28 0,56
Mn 2,48 0,72 2,25 0,77 1,00 1,31 1,45 1,25 0,52 0,96
Fe 71,59 14,46 56,46 42,80 0,46 90,56 30,22 82,64 11,32 0,23
Ni 0,71 0,56 0,67 0,17 1,00 0,62 0,42 0,73 0,18 0,56
Cu 2,62 1,15 2,59 0,65 0,67 3,54 0,26 341 1,69 0,64
Zn 26,47 1,88 24,54 4,69 0,01 22,55 2,66 22,12 3,48 0,79

Ga* 191,00 56,10 226,50 79,20 0,83 180,50 83,75 158,95 64,10 0,79



Oko — sklad pierwiastkowy

W obu grupach wiekowych st¢zenie wapnia w galce ocznej byto wyzsze w populacji
txJ wzgledem kontroli, przy czym roznica odnotowana u myszy 2-miesi¢cznych byta istotna
statystycznie (wykres 26). W obu grupach myszy 8-miesi¢cznych stezenie wapnia bylo nizsze
od tego zmierzonego u myszy 2-miesi¢cznych (tabela 27). W populacji txJ nie zaobserwowano
roznic pomiedzy samcami a samicami (tabela 30).
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WyKkres 26. Stezenie wapnia w oku (mediana, IQR);

(*)p <0,05[(**) p < 0,01 [ (***) p < 0,001

Stezenie chromu w gatce ocznej byto porownywalne w obu grupach niezaleznie od ptci
(tabele 28 1 29). Uwage zwraca odmienny trend (wykres 27) — w grupie 8-miesi¢cznych txJ
odnotowano nizsze st¢zenie niz w grupie mtodszej, natomiast w grupie kontrolnej stezenie
chromu w oku myszy 8-miesi¢cznych byto wyzsze niz u 2-miesi¢cznych kontroli (tabela 27).

Nie odnotowano réznic w stezeniu chromu w oku wewnatrz populacji txJ (tabela 30).
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&9



Stezenie manganu w oku w obu grupach wiekowych bylo istotnie wyzsze w populacji
txJ (tabela 27). Przy czym warto$¢ zmierzona w oku 8-miesiecznych txJ w byla nizsza niz
u najmtodszych mutantoéw. W populacji kontrolnej st¢zenie utrzymato si¢ na porownywalnym
poziomie (wykres 28). Trend opisanych powyzej zmian wyrazniej zaznaczyt si¢ w populacji
samic (tabela 28). Nie odnotowano istotnych réznic w ste¢zeniu manganu w gatce ocznej

w obrebie populacji txJ (tabela 30).
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Wykres 28. Stezenie manganu w oku (mediana, IQR);
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Stezenie zelaza w oku w obu grupach bylo na poréwnywalnym poziomie (wykres 29)
1 pozostato stabilne w zakresie warto$ci w pomiarach u myszy 2- i 8-miesi¢cznych (tabela 27).
Nie stwierdzono jednoznacznych trendéw ani wyraznych réznic pomi¢dzy ptciami w obrebie
populacji txJ (tabela 30).
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Stezenie niklu w galce ocznej 2-miesiecznych txJ bylo wyzsze niz w populacji
kontrolnej (tabela 27). U 8-miesiecznych txJ bylo nizsze od tego zaobserwowanego
umiodszych myszy z grupy badanej. W obrgbie populacji kontrolnej stezenie bylo
poréwnywalne w obu grupach wiekowych (wykres 30). Wyrazniejsze roznice zaobserwowano
w przypadku populacji samic (tabela 28). Stwierdzono wyzsze stg¢zenie niklu w galtce ocznej 8-

miesiecznych samic txJ w stosunku do samcéw txJ (tabela 30).
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Zaobserwowano cechy odktadania si¢ zwiekszonych ilo$ci miedzi w gatce ocznej, przy
czym stezenie miedzi byto istotnie wyzsze w populacji 8-miesi¢cznych txJ wzgledem populacji
kontrolnej (tabela 27). W obu grupach stgzenie miedzi u myszy 8-miesi¢cznych bylo wyzsze
niz u myszy miodszych (wykres 31). Akumulacja miedzi w galce ocznej byta wyrazniej
zaznaczona w populacji samic txJ w porOwnaniu z grupg kontrolng (tabela 28), 1 samcami txJ

(tabela 30).
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Stezenie cynku w gatce ocznej w obu grupach wiekowych bylo wyzsze w populacji txJ
(wykres 32), osiggajac rdznice istotng statystycznie w pomiarze u myszy 8-miesi¢cznych
(tabela 27). Nie stwierdzono wystepowania réznic po wyodrebnieniu pici (tabele 28 1 29) ani w

obrebie populacji txJ (tabela 30).
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Tabela 27. Stezenie pierwiastkow w oku w mg/kg

Wiek (miesiace) 2 8
kontrola txJ kontrola txJ
Pierwiastek P P
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 163,13 96,16 209,73 539,81 0,04 113,83 101,55 169,78 351,99 0,07
Cr 0,30 0,47 0,39 0,15 0,45 0,42 0,73 0,31 0,53 0,60
Mn 0,11 0,06 0,18 0,09 0,03 0,10 0,08 0,14 0,11 0,01
Fe 12,58 3,72 11,87 6,86 0,81 12,75 8,53 13,13 7,51 0,76
Ni 1,15 0,32 1,34 0,48 0,16 1,12 0,68 1,15 0,66 0,51
Cu 0,47 0,24 0,36 1,43 0,39 0,70 0,32 0,97 0,54 0,01
Zn 433 0,95 4,70 1,01 0,20 4,23 1,09 5,08 0,76 0,01
Ga* 43575 54,50 438,35 24,30 0,61 357,00 49,07 354,60 19,50 0,62
Tabela 28. Stezenie pierwiastkow w oku u samic w mg/kg (kontrola F — samice grupy kontrolnej, txJ F — samice txJ)
Wiek (miesiace) 2 8
kontrola F txJ F kontrola F txJ F
Pierwiastek p p
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 149,38 83,38 219,15 255,86 0,07 112,11 122,29 275,79 1386,91 0,09
Cr 0,24 0,17 0,38 0,12 0,10 0,36 0,45 0,32 1,91 0,36
Mn 0,12 0,06 0,21 0,06 0,01 0,10 0,08 0,16 0,08 0,02
Fe 12,16 3,25 10,66 5,52 0,95 11,70 9,90 18,25 8,98 0,41
Ni 1,20 0,23 1,33 0,18 0,13 1,09 0,72 1,41 0,86 0,05
Cu 0,47 0,21 0,37 0,82 0,49 0,79 0,27 1,28 0,53 0,01
Zn 4,33 0,78 5,00 1,26 0,18 4,20 0,99 5,14 3,80 0,02
Ga* 439,70 65,35 435,00 23,70 0,95 352,10 50,10 354,60 17,10 0,23
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Tabela 29. Stezenie pierwiastkow w oku u samcow w mg/kg (kontrola M — samce grupy kontrolnej, txJ M — samce txJ)

Wiek (miesiace) 2 8
kontrola M txJM kontrola M txJM
Pierwiastek P P
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 176,61 340,08 200,31 823,75 0,27 115,55 76,14 134,55 263,81 0,52
Cr 0,57 1,08 0,41 0,41 0,60 0,45 0,72 0,26 0,22 0,07
Mn 0,11 0,49 0,14 0,09 0,31 0,10 0,08 0,11 0,22 0,22
Fe 13,34 4,04 16,35 7,80 0,74 13,44 6,58 12,77 2,16 0,45
Ni 1,14 0,40 1,36 0,76 0,47 1,30 0,65 0,92 0,25 0,22
Cu 0,43 0,31 0,35 2,04 0,60 0,63 0,36 0,85 0,14 0,33
Zn 4,60 0,95 4,38 0,67 0,67 431 1,22 5,03 0,46 0,33
Ga* 435,75 41,20 442,20 24,90 0,60 366,30 51,93 350,65 29,75 0,60

Tabela 30. Stezenie pierwiastkow w oku txJ w zaleznosci od ptci w mg/kg (txJ F — samice txJ, txJ M — samce txJ)

Wiek (miesiace) 2 8
txJ F txJM txJ F txJM
Pierwiastek P P
mediana IQR mediana IQR mediana IQR mediana IQR
Ca 219,15 255,86 200,31 823,75 0,92 275,79 1386,91 134,55 263,81 0,32
Cr 0,38 0,12 0,41 0,41 0,75 0,32 1,91 0,26 0,22 0,20
Mn 0,21 0,06 0,14 0,09 0,40 0,16 0,08 0,11 0,22 0,28
Fe 10,66 5,52 16,35 7,80 0,24 18,25 8,98 12,77 2,16 0,54
Ni 1,33 0,18 1,36 0,76 1,00 1,41 0,86 0,92 0,25 0,01
Cu 0,37 0,82 0,35 2,04 1,00 1,28 0,53 0,85 0,14 0,03
Zn 5,00 1,26 438 0,67 0,46 5,14 3,80 5,03 0,46 0,32

Ga* 435,00 23,70 442,20 24,90 0,92 354,60 17,10 350,65 29,75 0,54



Tabela 31. Wyniki pomiaréw biochemicznych w surowicy

Wiek (miesiace) 2 4 8 14
kontrola txJ kontrola txJ kontrola txJ kontrola txJ
Parametr P P p p
mediana  IQR  mediana  IQR mediana IQR  mediana  IQR mediana IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR
Ceruloplazmina [g/1] 0,32 0,05 0,09 0,05 0,00 0,36 0,07 0,14 0,04 0,00 0,33 0,05 0,19 0,08 0,00 0,43 0,35 0,15 0,09 0,00
Nf-L [ng/ml] 0,24 0,13 0,27 0,15 0,27 0,18 0,12 0,23 0,06 0,01 0,24 0,13 0,29 0,13 0,27 0,18 0,15 0,28 0,16 0,04
AST [U/] 595,00 464,00 718,00 413,50 0,77 960,00 430,00 757,50 971,50 0,40 738,00 537,50 1070,00 520,00 0,02 48550 240,00 698,00 369,00 0,14
ALT [U/] 70,00 38,00 77,50 59,50 0,59 104,00 67,00 186,50 107,50 0,01 100,00 62,00 420,00 330,00 0,00 74,00 69,00 119,00 62,00 0,05
Bilirubina [mg/dl] 0,10 0,10 0,15 1,90 0,48 0,10 0,30 2,20 2,55 0,06 0,10 0,00 0,20 0,60 0,01 2,00 1,10 1,55 2,00 0,24
Albumina [g/d]] 2,95 1,80 3,01 1,04 0,90 3,00 1,51 2,57 1,46 0,21 3,00 1,15 2,20 1,00 0,07 3,33 0,34 3,03 0,77 0,03
ALP [U/] 179,50 40,00 218,50 63,50 0,01 100,00 20,00 187,00 42,50 0,00 104,50 36,50 253,00 42,00 0,00 120,00 139,00 186,50 85,50 0,41
Tabela 32. Wyniki pomiaréw biochemicznych w surowicy samic (kontrola F — samice grupy kontrolnej, txJ F — samice txJ)
Wiek (miesiace) 2 4 8 14
Parametr kontrola F txJ F kontrola F txJ F kontrola F txJ F kontrola F txJ F .
mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR

Ceruloplazmina [g/1] 0,31 0,05 0,11 0,04 0,00 0,34 0,05 0,15 0,06 0,00 0,32 0,02 0,20 0,06 0,00 0,32 0,09 0,12 0,04 0,00
Nf-L [ng/ml] 0,27 0,06 0,30 0,13 0,60 0,19 0,17 0,23 0,31 0,16 0,28 0,07 0,30 0,27 0,68 0,22 0,10 0,32 0,23 0,21
AST [U/] 565,00 165,00 718,00 486,50 0,27 970,00 620,00 820,00 985,00 0,61 830,00 396,50 1176,00 680,00 0,13 552,00 337,50 590,50 389,00 0,93
ALT [U/] 70,00 26,00 79,50 34,00 034 120,00 241,00 164,00 83,00 0,52 103,00 22,50 347,00 198,00 0,00 97,00 87,00 113,00 65,50 0,61
Bilirubina [mg/dl] 0,10 100,90 2,00 2,15 1,00 0,10 2,70 2,60 0,90 0,11 0,10 0,00 0,10 0,26 0,70 2,05 0,95 1,65 0,45 0,50
Albumina [g/d]] 4,00 0,10 3,54 0,70 0,02 3,51 0,74 2,51 1,10 0,00 3,50 0,65 2,95 0,95 0,05 3,24 0,24 2,98 0,61 0,02
ALP [U/] 211,00 40,00 221,50 42,00 0,34 110,00 16,00 190,00 57,00 0,00 119,00 40,00 275,50 42,50 0,00 157,50 142,00 170,00 165,00 0,93
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Tabela 33. Wyniki pomiaréw biochemicznych w surowicy samcéw (kontrola M — samce grupy kontrolnej, txJ M — samce txJ)

Wiek (miesigce) 2 4 8 14
kontrola M txJ M kontrola M txJ M kontrola M txJ M kontrola M txJ M
Parametr P
mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR
Ceruloplazmina [g/1] 0,32 0,05 0,08 0,05 0,00 0,37 0,05 0,13 0,02 0,00 0,34 0,07 0,18 0,08 0,00 0,62 0,37 0,21 0,15 0,00
Nf-L [ng/ml] 0,17 0,14 0,27 0,13 0,27 0,17 0,08 0,25 0,06 0,01 0,17 0,14 0,27 0,11 0,16 0,14 0,15 0,28 0,11 0,17
AST [U/L] 800,00 760,00 722,50 454,00 0,85 895,00 366,50 730,00 958,00 0,47 61500 567,00 1053,00 292,00 0,09 450,00 182,00 733,00 374,50 0,06
ALT [U/L] 70,00 84,00 65,00 78,50 0,85 100,00 35,50 250,00 65,00 0,00 60,00 46,50 630,00 310,00 0,00 69,50 22,00 119,50 281,00 0,02
Bilirubina [mg/dl] 0,10 0,10 0,10 0,10 0,86 0,10 0,20 0,10 2,30 0,59 0,10 0,00 0,63 1,90 0,00 1,70 2,40 0,20 2,20 0,55
Albumina [g/dl] 2,40 0,90 2,65 0,81 0,44 2,10 1,15 2,80 2,01 0,92 2,40 1,40 2,15 0,40 0,35 341 0,35 3,05 0,83 0,04
ALP [U/] 160,00 20,00 195,00 64,00 0,01 96,00 10,00 172,00 30,00 0,01 82,50 21,00 238,00 45,00 0,00 103,50 40,00 186,50 79,50 0,07
Tabela 34. Wyniki pomiarow biochemicznych w surowicy txJ w zaleznosci od pftci (txJ F — samice txJ, txJ M — samce txJ)
Wiek (miesiace) 2 4 8 14
txJ F txJ M txJ F txJ M txJ F txJ M txJ F txJ M
Parametr p p
mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR mediana  IQR  mediana  IQR

Ceruloplazmina [g/1] 0,11 0,04 0,08 0,05 0,38 0,15 0,06 0,13 0,02 0,18 0,20 0,06 0,18 0,08 0,66 0,12 0,04 0,21 0,15 0,02
Nf-L [ng/ml] 0,30 0,13 0,27 0,13 045 0,23 0,31 0,25 0,06 0,96 0,30 0,27 0,27 0,11 0,56 0,32 0,23 0,28 0,11 0,66
AST [U/] 718,00 486,50 722,50 454,00 0,96 820,00 985,00 730,00 958,00 0,92 1176,00 680,00 1053,00 292,00 0,86 590,50 389,00 733,00 374,50 0,27
ALT [UN] 79,50 34,00 65,00 78,50 0,79 164,00 83,00 250,00 65,00 0,11 347,00 198,00 630,00 310,00 0,03 113,00 65,50 119,50 281,00 0,67
Bilirubina [mg/dl] 2,00 2,15 0,10 0,10 0,22 2,60 0,90 0,10 2,30 0,03 0,10 0,26 0,63 1,90 0,03 1,65 0,45 0,20 2,20 0,44
Albumina [g/dl] 3,54 0,70 2,65 0,81 0,05 2,51 1,10 2,80 2,01 1,00 2,95 0,95 2,15 0,40 0,06 2,98 0,61 3,41 0,83 0,71
ALP [U/] 221,50 42,00 195,00 64,00 034 190,00 57,00 172,00 30,00 1,00 275,50 42,50 238,00 45,00 0,04 170,00 165,00 186,50 79,50 0,93
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Dyskusja

Przedstawione wyniki wskazuja u txJ na postepujace, wraz ze starzeniem si¢ zwierzat,
uszkodzenie narzadow na skutek gromadzenia miedzi. Wyniki pomiaréw st¢zenia miedzi
w watrobach txJ sg podobne z wczesniejszymi publikacjami na ten temat [65, 77, 82, 85].
W badaniach Roberts 1 wsp., stezenie miedzi w watrobie zmierzone u 1-miesi¢cznych txJ
osiggneto poziom 30-krotnie przewyzszajacy wartosci prawidtowe obserwowane u myszy
kontrolnych [78]. U trzymiesigcznych txJ wykazano stezenie miedzi 60-krotnie przewyzszajace
warto$ci prawidlowe [78]. Wyniki przeprowadzonych przez autora oznaczen plasujg si¢
pomigdzy tymi wartosciami. W niniejszym projekcie u zwierzat 2-miesiecznych stezenie
miedzi w watrobie txJ byto 40-krotnie wyzsze niz w watrobach myszy kontrolnych. Sg to
wyniki podobne z powyzej cytowanymi pomimo wykorzystania w badaniach innej metodologii
pomiarowej (spektrometria absorpcyjna i TXRF). Nieco inne warto$ci obserwowano u txR.
Rauch 1 wsp. opisali u myszy 7-tygodniowych st¢zenie miedzi w watrobie 10-krotnie
przewyzszajace stezenie zaobserwowane u myszy kontrolnych [65]. Wydaje sie, ze opisywana
réznica w nasileniu gromadzenia miedzi w watrobie ma bezposredni zwigzek z odmienng
mutacjg u txJ 1 txR i w efekcie z innym wptywem na aktywno$¢ Atp7b i metabolizm miedzi.
Wykazano doswiadczalnie, ze r6zne mutacje ATP7B maja odmienny wplyw na transport
1 magazynowanie miedzi, co moze prowadzi¢ do odmiennosci w nasileniu kumulacji miedzi
w watrobie u chorujacych na te sama chorobe [108]. U ludzi pomiar st¢zenia miedzi w watrobie
wykonywany jest z biopsji gruboigltowej. Wartosci powyzej 250 mg/kg, czyli pigciokrotnie
wyzsze niz referencyjne, przy charakterystycznym przebiegu klinicznym pozwalaja na niemal
pewne potwierdzenie choroby. Relatywne (txJ/myszy kontrolne) ste¢zenia miedzi w watrobie,
jakie stwierdzono u dwu i czteromiesiecznych txJ byly znacznie wyzsze niz wartosci
obserwowane u pacjentow chorych na WD.

Zaobserwowano nizsze stezenia miedzi w watrobie starszych zwierzat txJ
w porownaniu do mtodszych. W badaniach Roberts i wsp. st¢zenia miedzi w watrobie
u starszych txJ w wieku okoto 12 miesigcy takze byly mniejsze niz w pomiarach wykonanych
u zwierzat mtodszych [78]. Roéwniez w badaniach przeprowadzonych na innym modelu, czyli
myszy Atp7b~’" , zaobserwowano nizsze warto$ci stezenia miedzi w watrobie w pomiarach
wykonywanych w drugim poéiroczu zycia [20, 84]. Trend nizszych warto$ci stezenia miedzi
w watrobie starszych txJ moze wynika¢ z kilku czynnikéw. Postgp choroby moze powodowac

stopniowg utrate zdolno$ci watroby do gromadzenia miedzi wskutek narastajacych uszkodzen
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oraz wyczerpania mechanizmoéw kompensacyjnych [79]. Dodatkowo naturalny proces
starzenia u myszy moze prowadzi¢ do istotnych zmian w wydalaniu miedzi. U chorych na WD
mozna zaobserwowac pewne analogie do wynikow otrzymanych u txJ. Dostepne sa prace
opisujace nizsze niz wyjsciowo stezenie miedzi w watrobie u pacjentoéw z kliniczng progresja
choroby [109]. Przedstawiano réwniez wyniki badan, w ktorych w biopsji watroby uzyskano
prawidlowe wartosci stgzenia miedzi pomimo udowodnionego pdzniej cigzkiego
przetadowania tego narzadu miedzig [110]. Jest to problem na tyle istotny, ze w niektorych
populacjach, np. u dzieci, wykonywane pomiary okazywaty si¢ klinicznie bezuzyteczne [111].
Wytlumaczeniem nizszego st¢zenia miedzi u myszy starych moze by¢ zatem nieréwnomierne
rozmieszczenie miedzi w watrobie w zaawansowanych stadiach choroby. W takiej sytuacji
wyniki pomiaréw sg zwykle zanizone. Roberts i wsp. wykazali, ze w skrajnych przypadkach
moga wystepowaé nawet 500-krotne rdéznice w stezeniu miedzi w réznych regionach
watroby [41]. W badaniach Hachmollera 1 wsp. nie zaobserwowano powtarzalnego schematu
rozmieszczenia miedzi w obrebie zrazika watrobowego co dodatkowo faworyzuje teori¢
losowego rozmieszczenia miedzi w watrobie [112].

W niniejszej pracy po raz pierwszy przedstawiono profil watrobowego stezenia wapnia
u txJ. Wyniki pomiarow dokonanych u myszy 4-miesiecznych i starszych byly wyzsze niz
w przypadku myszy kontrolnych. Wytlumaczeniem tych wynikow moze by¢ poglebiajace si¢
stluszczenie miazszu watroby u txJ. W przebiegu stluszczenia watroby udokumentowano
zaburzenia przezbtonowego transportu wapnia w obrgbie btony komorkowej, jak i retikulum
endoplazmatycznego hepatocytéw [113]. Skutkuje to wystepowaniem zaburzen sygnalizacji
wewnatrz- 1 miedzykomorkowej, co doprowadza do akumulacji wapnia i nasila tempo
sttuszczenia komoérek watroby. Autorzy badan analizowali réwniez wptyw réznych typow
uszkodzen watroby na metabolizm wapnia [114]. Wspdlng cecha taczaca rézne etiologie
uszkodzenia watroby byto zaburzenie st¢zenia wapnia w mitochondriach hepatocytow, co
wigzalo si¢ z nastgpstwami dysfunkcji przeplywu energii 1 zarzadzania jej dystrybucja. Od
wysokoS$ci stezenia wapnia zalezaly takze dalsze losy komorek, po przekroczeniu warto$ci
progowych wewnetrzne szlaki sygnalowe promowaty apoptoze lub martwice [114].

W watrobach txJ zaobserwowano takze trend do gromadzenia chromu. W grupie 14-
miesi¢cznych txJ zaobserwowano istotne réznice pomiedzy stezeniem chromu w watrobie
usamic i samcow, przy czym stezenie chromu u samic bylo ponad dwukrotnie wyzsze
(tabela 14). Mato wiadomo o narzagdowo specyficznym metabolizmie chromu w przebiegu WD.
Autor rozprawy odnalazt tylko jedng pracg na temat roli chromu w eksperymentalnym

uszkodzeniu watroby po ekspozycji na metale cigzkie [115].
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Profil stezenia zelaza w watrobach txJ jest podobny z opisem opublikowanym wcze$niej
przez Allen i wsp. W cytowanym badaniu, istotne roznice zauwazalne byly jedynie w
przypadku myszy najmlodszych. Warto$ci stezenia zelaza w watrobach myszy 4-, 7- i >12-
miesi¢gcznych nie roznity si¢ istotnie od populacji kontrolnej [116]. W przypadku szczurow
LEC udowodniono wyzsze stezenie zelaza w watrobie u chorych gryzoni [50]. Opisano
korzystny wplyw flebotomii zmniejszajacej przeladowanie watroby zelazem u LEC [117].
W przypadku ludzi wydaje sie, ze WD sprzyja zaburzeniom metabolizmu zelaza pod postacia
akumulacji Fe w watrobie [118]. Opisano rowniez korelacje zaostrzenia przebiegu klinicznego
choroby u chorych na WD ze wspotistniejagcymi zaburzeniami gospodarki zelaza [119].
Stosowane leczenie przeciwmiedziowe poprawia parametry gospodarki zelazowej, ale nie
normalizuje metabolizmu zelaza w WD [120]. W badaniach autora w populacji samic txJ
watrobowe stezenie zelaza bylo wyzsze niz w populacji samcow. U samcoéOw rdznice
w porownaniu z populacjg kontrolng zaczynaty by¢ zauwazalne u myszy 4-miesigcznych.
Warto odnotowac, ze stgzenie zelaza w watrobie samic txJ niezaleznie od wieku utrzymywato
si¢ w wyzszych zakresach — 170-300 mg/kg. Wartos$ci stezenia zelaza u samcow txJ byty
w nizszym zakresie, okoto 130—170 mg/kg. R6znice mogg by¢ pochodng szczytu aktywnosci
rozrodczej samic, kiedy obserwowane sg istotne zmiany stezenia zelaza rowniez w innych
narzadach [121].

Niewiele obecnie wiadomo na temat watrobowego stezenia manganu w WD.
Pojedyncze opisy sugerujg niezaburzong gospodarke tym pierwiastkiem w watrobie [122].
Majac na uwadze opisywane w literaturze zaburzenia metabolizmu manganu skutkujace
rozwojem marskosci watroby wraz ze wspotwystepowaniem zaburzen jego stezenia w oun,
podczas projektowania tego badania zaplanowano ocen¢ st¢zenia tego pierwiastka
w watrobie [123]. Z powodu awarii detektora nie byto mozliwosci technicznych wykonania
pomiaréw. Ten aspekt badan pozostaje jako wart uwzglednienia w przysztych projektach.

Wyniki stezenia cynku w watrobie txJ sa odmienne od tych zaprezentowanych przez
Allen 1 wsp. [116]. Cytowani autorzy opisali porownywalne st¢zenia cynku u txJ i grupy
kontrolnej. Zaobserwowali oni nieznacznie wyzsze st¢zenie u starszych myszy. W wynikach
autora wyrazne roznice, z dwukrotnie wyzszym stezeniem cynku w watrobie txJ, zauwazalne
byly juz u myszy 2-miesi¢cznych, a u zwierzat starszych stgzenie cynku u txJ, zwlaszcza
u zwierzat 8-miesi¢cznych bylo nizsze niz u mtodszych. Podobnie do wynikéw Allen natomiast
odnotowano istotnie wyzsze stezenie cynku w watrobie 14-miesigcznych txJ. Réwniez
w badaniach myszy Atp7b~/~ opisywano zaburzenia metabolizmu cynku. Oceniano jednak

stosunek Cu/Zn a nie stezenie pojedynczych pierwiastkow [124]. Meacham i1 wsp. wskazali na
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koniecznos$¢ interpretacji wynikdw w polaczeniu z analizg stezenia metalotionein, ktére jak
sugeruja ich wyniki, sa $ciSle zwigzane ze zmianami stosunku Cu/Zn w watrobie. U ludzi
stezenie cynku badane w watrobie i mdézgu nie réznito si¢ w tkankach pozyskanych post
mortem od chorych na WD w poréwnaniu z osobami zdrowymi [122].

Proba rzetelnej analizy stezenia niklu w tkankach jest trudna i obarczona duzym btedem
z uwagi na wykorzystanie przy preparatyce skalpeli i peset ze stali chirurgicznej,
zanieczyszczajacych niklem probki. Problem ten jest znany i byl opisywany w konteks$cie
badania bioptatow watroby uzyskiwanych metodg biopsji gruboiglowej przy zastosowaniu igiet
ze stali chirurgicznej [125]. W przypadku potrzeby szczegoétowej analizy st¢zenia niklu
w tkankach pochodzenia biologicznego wykorzystywane byly narzedzia z innego materiatu, na
przyktad ceramiczne [126]. Wydaje si¢, ze zaobserwowane wahania st¢zenia niklu wynikaja
bardziej z zafalszowania wyniku anizeli z wptywu miedzi na st¢zenie niklu u txJ.

W niniejszej pracy przedstawiono pierwszy opis wynikow badan na temat wptywu
choroby Wilsona na zmian¢ struktury drugorzedowej biatek w watrobie. Najwigksze
odchylenia pozycji widma amidu I od fizjologicznej liczby falowej (1655 cm™!) odnotowano
w pomiarach u 4- i 8-miesigcznych txJ. Ta rdznica, wraz z obserwowanymi zmianami
w proporcjach struktury drugorzedowej biatek (B-harmonijka/a-helisa), wydaje si¢ potwierdzaé
wczesniejsze ustalenia dotyczace uszkodzenia watroby w chorobie Wilsona. W badaniu
z wykorzystaniem linii komoérek watroby ATP7B Knock-Out HepG2/C3a zaobserwowano
wptyw dysfunkcji ATP7B na nieprawidlowy proces faldowania biatek hepatocytow [127].
U txJ okres migdzy 4. a 8. miesigcem zycia wydaje si¢ wigza¢ z dynamiczng progresja
zwloknienia watroby. Hipoteza dotyczaca zalezno$ci pomig¢dzy zaburzeniami metabolizmu
miedzi, a nieprawidtowoscig faldowania bialek zostala potwierdzona w innych chorobach
watroby [128].

Jednym z poczatkowych etapdw zajecia watroby w przebiegu choroby Wilsona jest akumulacja
lipidow wewnatrz hepatocytow lub w macierzy zewnatrzkomorkowej watroby [129]. Wzrost
stezenia thuszczow nasyconych w hepatocytach byt obserwowany rowniez w innych chorobach
watroby. [130] Zaprezentowane wyniki wskazujagce na istotnie wyzszy poziom widm
nasyconych lipidow w watrobie 2-, 4-, 8- 1 14-miesi¢cznych txJ sg podobne do wynikow
badania nad sttuszczeniem watroby przeprowadzonego na populacji myszy Atp7b~~ [131].
Autorzy podkreslili w konkluzji, Ze istnieje zauwazalne histologiczne podobienstwo
w przebiegu sttluszczenia watroby u Afp7b~/~ do niealkoholowej sttuszczeniowej choroby
watroby, pomimo przeciwnego kierunku zmian stezenia miedzi. Obraz przedstawionych przez

autora zmian jak i tych opisanych u myszy Atp7b ™'~ jest podobny do opisu zaburzen lipidowych
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obserwowanych w WD. Mazi 1 wsp. zasugerowali, ze u podtoza stluszczenia watroby w WD
leza przede wszystkim zaburzenia funkcji mitochondriéw oraz nieprawidtowe zarzadzanie
energia w hepatocytach [132]. U txJ profil nasyconych lipidow odzwierciedla postep
stluszczenia migzszu watroby w przebiegu choroby. Zaobserwowany na kazdym etapie choroby
istotnie wyzszy poziom utlenienia lipidow pojawia si¢ najpewniej jako efekt stresu
oksydacyjnego. W badaniach nad nasileniem oksydacyjnej degradacji lipidow u txJ i Atp7b~""
stwierdzony zostatl podobny do opisanego powyzej trend nieprawidtowosci w metabolizmie
wielonienasyconych kwasow tluszczowych [133]. Obserwacje te s3 podobne do
zaproponowanej przez Sokola hipotezy, w mysl ktorej nadmiar miedzi wywotuje uszkodzenia
peroksydacyjne poprzez produkcje wolnych rodnikéw tlenowych i w konsekwencji
doprowadza do oksydacyjnego uszkodzenia watroby [134]. Zwickszona peroksydacj¢ lipidow
oraz akumulacje¢ miedzi opisal on w mitochondriach i w mniejszym stopniu w mikrosomach
watrob wyszczepionych od pacjentow chorych na WD leczonych przeszczepieniem watroby.
Produkty peroksydacji lipidow moga réwniez odgrywac role w chemotaksji komoérek stanu
zapalnego 1 w zaburzeniach syntezy kolagenu, co nasila progresj¢ wldknienia [135].
Zaobserwowane u txJ nizsze st¢zenie ceruloplazminy jest podobne do wynikow innych
badaczy [129]. Niskie stezenie ceruloplazminy opisano w dostgpnych modelach zwierzgcych
WD (LEC, txR, Atp7b~") [65, 85, 136]. Opisano ponadto zalezne od plci réznice w stezeniu
ceruloplazminy u ludzi. Stgzenie ceruloplazminy jest czesto wyzsze uzdrowych kobiet
w porOwnaniu ze zdrowymi me¢zczyznami, zwlaszcza u kobiet stosujacych doustng
antykoncepcje hormonalng [137]. Roznica ta zazwyczaj nie jest znaczgca, ale moze byc¢
bardziej wyrazna w WD. Obserwowano nizsze st¢zenia ceruloplazminy w surowicy u kobiet
chorych na WD, szczeg6lnie w postaci bezobjawowej, co jest podobne do przedstawionych
wynikoéw u txJ [138]. Wyniki pomiaréw AST byty poréwnywalne pomiedzy grupami pomimo
jawne] choroby watroby u txJ. Prawdopodobnie jest to efekt zastosowanej metody
pos$miertnego pobrania krwi i wynikajacego z hemolizy falszywego podwyzszenia aktywnosci
AST. Bardziej miarodajny wydaje si¢ pomiar aktywnosci ALT, jako enzymu skapo
reprezentowanego w obrebie erytrocytow 1 mniej podatnego na wahania wynikajace
z hemolizy. Obraz uszkodzenia watroby w poczatkowych pomiarach jest tylko czgsciowo
podobny do badania przeprowadzonego na myszach Atp7b /. Aktywnos¢ ALT u 6- i 20-
tygodniowych myszy 10-krotnie przewyzszala norm¢. Tego zjawiska nie zaobserwowano
w prezentowanych wynikach. U 14-miesigcznych txJ zaobserwowano nizsza aktywno$¢ ALT
W porOwnaniu z pomiarem u myszy 8-miesiecznych. Ta obserwacja jest podobna do opisu

Atp7b™", w ktérym regeneracyjnej przebudowie guzkowej migzszu watroby towarzyszyly
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normalizacja surowiczej aktywnosci ALT 1 obnizenie ste¢zenia miedzi w watrobie [85]. W miare
postepu widknienia watroby i rozwijajacej si¢ marskosci pula prawidlowo funkcjonujacych
hepatocytow zmniejsza si¢, co odpowiada za nizsze poziomy aktywnosci ALT obserwowane
w zaawansowanych stadiach WD [139].

W niniejszej pracy po raz pierwszy przedstawiono wyniki surowiczego stezenia
albuminy u txJ. Zaj¢ciu watroby w przebiegu WD zazwyczaj towarzysza zaburzenia syntezy
biatek watrobowych. U pacjentow obserwuje si¢ obnizone osoczowe st¢zenie albuminy
1 czynnikéw odpowiedzialnych za proces prawidlowego krzepnigcia krwi. Réwniez u myszy
Atp7b™"" stezenie albuminy bylo nizsze w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych [140].

Zawarto$¢ miedzi w prazkowiach dwumiesiecznych txJ byla nizsza niz w grupie
kontrolnej. Wskutek braku prawidtowego Atp7b u txJ zaburzeniu ulega doptodowy transport
miedzi przez tozysko [65]. Najprawdopodobniej stezenie Cu w oun oseskow txJ w momencie
urodzenia jest skrajnie niskie. Wydaje si¢, ze wyroOwnanie tych niedoboréw wymaga czasu,
a pomiar dokonany u 2-miesi¢cznych txJ odzwierciedla chwilowe osiggnigcie stanu zblizonego
do fizjologicznego. Wyniki pracy Washington-Hughes nad modelem myszy Atp7h
dokumentujg przejSciowy spadek stezenia miedzi w mozgach miodych myszy. Autorzy
thumacza to sekwestracjag Cu w nabtonku splotu naczynidéwkowego lub w $cianach naczyn
wlosowatych [141]. Zaobserwowane u 14-miesiecznych txJ nizsze stezenie miedzi
w prazkowiu w poréwnaniu z warto$ciami u myszy 8-miesi¢cznych moze by¢ wynikiem kilku
procesOw zwigzanych z patofizjologia WD 1 ogélnymi mechanizmami akumulacji metali
w organizmie. W zaawansowanych etapach WD moze dochodzi¢ do uposledzenia
mechanizméw kompensacyjnych i postepujacych uszkodzen neuronalnych w prazkowiu. Moga
one prowadzi¢ do dysfunkcji lub nawet martwicy neuronéw i komorek gleju odpowiedzialnych
za magazynowanie 1 sekwestracj¢ miedzi [142]. W efekcie prowadzi to do zauwazalnego
zmniejszenia stezenia miedzi, poniewaz uszkodzone komorki nie sg w stanie jej juz skutecznie
zatrzymywac [143]. Wplyw zwigkszonej aktywno$ci mechanizmow antyoksydacyjnych takich
jak: SOD, peroksydaza glutationowa czy katalaza na ograniczenie stresu oksydacyjnego moze
poprawia¢ czasowo metabolizm komoérkowy 1 ogranicza¢ akumulacje toksycznych metali,
takich jak miedz [144]. Mechanizm ten dodatkowo wspierany poprzez nadekspresje Atp7a
1 proces indukowanej autofagii pozwalal w warunkach eksperymentalnych realnie zmniejszy¢
stezenie miedzi w oun [145, 146]. Stezenie miedzi w prazkowiu rdznito si¢ nieznacznie
pomiedzy populacjami samcoéw i samic txJ. Nizsze warto$ci obserwowane u samic 4-, 8- 1 14-
miesi¢cznych moga mie¢ zwigzek z wptywem ochronnym estrogendw [147]. U kobiet w wieku

reprodukcyjnym chorych na chorobe Wilsona obrazy MRI prazkowia r6znig si¢ od wynikow
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uzyskanych u chorych me¢zczyzn, a réznice te zanikaja wraz ze wzrostem wieku 1 sg
skorelowane z wygasnigciem aktywnosci hormonalnej Zenskich gonad [148]. Przyczyna
gromadzenia si¢ zelaza w oun w chorobie Wilsona jest w duzej mierze niejasna. Wiadomo, ze
enzymy zalezne od miedzi odgrywaja istotng role w metabolizmie zelaza. Ceruloplazmina,
ktora ulega ekspresji rowniez w moézgu jest ferroksydaza, a utrata jej funkcji prowadzi do
akumulacji zelaza w moézgu chorych na WD [149]. Ceruloplazmina moze utlenia¢ zelazo
dwuwartosciowe (>*) do Zelaza trojwartosciowego (°*), co predysponuje do dalszego wigzania
zelaza z transferyng. W badaniach przeprowadzonych u szczurow LEC w wieku 30. 1 55.
tygodni (czyli okoto 7.1 12. miesiecy) wykazano w prazkowiu podwyzszone stezenie zarOwno
Fe?" (wykorzystano pomiar absorbancji kompleksu Fe?* z ferrozyng), jak i Fe* [61].
Przeprowadzone dotychczas badania na myszach nie daty tak jednoznacznych rezultatow jak
w przypadku szczuréw. Zhou 1 wsp. wykorzystujac MRI oraz spektroskopi¢ absorpcji
atomowej wykazali wyzsze stezenia zelaza w homogenatach jadra soczewkowatego, wzgorza
1 moézdzku u txR. Nie zaobserwowano jednak roznic w probkach pochodzacych z kory
moézgowej ani pnia mozgu [150]. Allen nie zaobserwowata istotnych réznic w stezeniu zelaza
w mozgu txJ 1 myszy kontrolnych [116]. Z uwagi na niejednorodno$¢ struktury prazkowia,
sktadajacego si¢ z jadra ogoniastego i skorupy, mozliwe jest nierbwnomierne rozmieszczenie
w nich metali. Prawdopodobne wydaje si¢, ze uzyskane przez autora wyniki reprezentuja
niejako warto$¢ $rednia, a unikalne réznice mogg istnie¢ w wewnetrznych strukturach jader
podkorowych. Roznice zaobserwowano jedynie w przypadku 4-miesi¢cznych samic txJ,
u ktorych stezenie zelaza w prazkowiu bylo nizsze niz w grupie kontrolnej. Udowodniono
wigksza sktonno$¢ do gromadzenia radioaktywnych atoméw zelaza w obrebie jader
podkorowych mézgu (skorupa, gatka blada, jadro ogoniaste, wzgdrze) u pacjentow chorych na
WD w badaniu PET [151]. Jest to kolejna przestanka o wplywie mutacji A7P7B na zmiang
homeostazy zelaza w jadrach podkorowych moézgu. Trwaja badania skupiajgce si¢ na ocenie
charakterystyki i roli manganu w chorobach neurodegeneracyjnych. Wydaje si¢, ze glownymi
biatkami odpowiedzialnymi za transport manganu sa wspotdzielone z jonami Zelaza receptor
transferryny 1 transporter jonéw dwuwartosciowych 1 (DMTI1). Poglad ten bywa tez
kwestionowany 1 nie wszyscy badacze zgadzaja si¢ z ta hipoteza [152, 153]. Poréwnujac
stezenie manganu 1 zelaza w prazkowiach txJ, mozna zauwazy¢ trend, w ktorym u zwierzat 14-
miesigcznych wzrostowi stezenia zelaza, towarzyszy obnizenie st¢Zzenia manganu wraz z
wiekiem. Te wyniki wydajg si¢ potwierdza¢ hipotez¢ dotyczaca wzajemnego zwigzku

pomiedzy stezeniami zelaza i manganu.
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Wyrazne zaburzenia zaobserwowano w strukturze biochemicznej prazkowia txlJ.
Stezenie bialek w prazkowiu 2-miesigcznych txJ byto nizsze niz w grupie myszy kontrolnych.
Najwigksze aberracje strukturalne i zaburzenia fatldowania bialek zaobserwowano w prazkowiu
14-miesi¢cznych txJ. W niniejszej pracy przedstawiono pierwszy opis degradacji biatek oun
w populacji txJ. Po raz pierwszy zaprezentowano réwniez wyniki hybrydowego mapowania
sktadu pierwiastkowego i organicznego oun txJ. Stosunkowo jednorodnej dystrybucji miedzi
1 cynku w przekroju oun myszy towarzyszyly wspomniane powyzej zaburzenia struktury biatek
mozgu, najsilniej wyrazone przestrzennie wokoét prazkowia 1 wzgorza (Mapa 3).

Odzwierciedleniem uszkodzenia oun u myszy txJ sg nie tylko wyniki badan
biochemicznych dyskutowanych powyzej, ale rOwniez stezenie neurofilamentow. Stezenie Nf-
L w surowicy 4-miesi¢cznych txJ byto znamiennie wyzsze niz w grupie kontrolnej. Istotnie
wyzsze niz u kontroli stezenie miedzi w prazkowiu txJ zaobserwowano dopiero u zwierzat 8-
miesi¢gcznych. Wzrost surowiczego stezenia neurofilamentow wyprzedzat w czasie uchwytne
w badaniach podwyzszone stezenie miedzi 1 zmiany biochemiczne zaobserwowane
w prazkowiu txJ. Wydaje si¢, ze zmiany stezenia neurofilamentow wspotwystepowaty w czasie
razem z pojawieniem si¢ pierwszych uchwytnych zmian biochemicznych w watrobie.
Neurofilamenty to biatka strukturalne wchodzace w sktad cytoszkieletu neuronow. Stezenie Nf-
L jest znaczaco podwyzszone w réznych chorobach neurologicznych, przebiegajacych
z neurodegeneracja [154]. Wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy dotyczace surowiczego
stezenia neurofilamentow w populacji txJ sg podobne do wynikow zaprezentowanych
w badaniu Zhou 1 wsp., ktorzy wykazali u txJ obnizong zawarto$¢ biatka neurofilamentow (68
kDa) w istocie biatej i szarej mozgu myszy 6- i l4-miesigcznych [150]. Podobienstwo
zauwazy¢ mozna réwniez do wynikéw badan Shribmana opisujacych pomiary stezenia Nf-L
w przebiegu WD [155].

U chorych na WD wykazano gromadzenie miedzi w sercu co jest obserwacja podobng
do zaprezentowanych wyzej wynikow [156]. Udokumentowano wystepujace wtornie cechy
niewydolnosci serca: koncentryczny przerost mig$nia sercowego i uposledzenie relaksacji
lewej komory [27]. Opisywano takze dyskretne zmiany w zapisie elektrokardiograficznym
u chorych na WD, zwlaszcza wigksza czestos¢ wystepowania. migotania przedsionkoéw [29].
Te obserwacje potwierdzajg niekorzystny wptyw zaburzen metabolizmu miedzi na serce [157].
W pordéwnaniu ze zdrowymi osobami pacjenci z WD mieli zmniejszone globalne odksztalcenie
okrezne migsnia lewej komory (LV-GCS). Wykazano rowniez nieprawidtowosci pod postacig
miejscowego, a niekiedy rozlanego wtoknienia migs$nia sercowego [28]. Pacjenci z postacig

neurologiczng prezentowali bardziej zaawansowane cechy przebudowy strukturalnej i wigksze
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upo$ledzenie funkcji hemodynamiczne; w pordéwnaniu z pacjentami bez objawow
neurologicznych [158]. W niniejszej pracy po raz pierwszy opisano wplyw mutacji Atp7b na
stezenie wapnia w migs$niu sercowym txJ. Nie opublikowano prac opisujacych stezenie wapnia
w sercu pacjentow z WD. Istniejg jednak opisy kardiomiopatii w przebiegu WD, a zaburzenia
stezenia wapnia sg istotng sktadowa patomechanizmu rozwoju kardiomiopatii [159].

Dwunastnica i proksymalna cze$¢ jelita czczego to gtéwne miejsca wchtaniania miedzi.
Transporter miedzi 1 (CTR1), zlokalizowany gltéwnie na blonie szczytowe] enterocytow,
odpowiada za import Cu* ze Swiatta jelita [160]. Poniewaz CTR1 nie jest zdolny do transportu
miedzi w formie dwuwarto$ciowej, zaproponowano kilka alternatywnych szlakow wchianiania
miedzi, w tym wspomniany wczesniej transporter DMT1, endocytozg, wymiang anionowg oraz
transport aminokwasow zalezny od sodu [161, 162]. Najlepiej zbadanym biatkiem
zaangazowanym w eksport miedzi z enterocytow do krazenia wrotnego jest ATP7A, ktore
znajduje si¢ gtownie na btonie podstawno-bocznej, komorek nabtonkowych jelita [163]. Rola
ATP7B w jelicie pozostaje niejasna, ale wydaje si¢, ze biatko to odpowiada za sekwestracje¢
miedzi wewnatrzkomoérkowe] w pegcherzykach endocytarnych oraz jej ponowne uwalnianie
z enterocytu do $wiatla jelita [164, 165]. Wysokie stezenie miedzi w $cianie dwunastnicy txJ
moze by¢ skutkiem dysfunkcji ATP7B w zakresie apikalnego eksportu miedzi. Alternatywnym
wytlumaczeniem jest udziat metalotionein, wigzacych nadmiar miedzi [2, 166].

Zaobserwowane wyzsze stezenie miedzi w oczach txJ, zmierzone za pomocg TXREF, jest
nowoodkrytym podobienstwem modelu txJ do objawéw choroby Wilsona u ludzi.
U jednomiesiecznych myszy Atp7b /" nie wykazano akumulacji miedzi w gatkach ocznych
mutantow. [84] Warto wspomnie¢ o zaobserwowanej roznicy pomig¢dzy stezeniem miedzi
w galce ocznej samic i samcow txJ. Wyzsze st¢zenie zaobserwowano u samic 8-miesi¢cznych.
Wyniki te sg podobne do opisu zmian zaobserwowanych w MRI u pacjentek chorych na
WD [112]. Zmiany st¢zenia manganu w galce ocznej sa podobne z trendem opisanym dla
prazkowia i dwunastnicy. Opublikowano badania sugerujace zwigzek wystgpowania retinopatii
z chorobg Wilsona wtérnie do zaburzen metabolizmu zelaza i manganu [167].

Podczas gdy ilo§¢ miedzi w watrobie 1 dwunastnicy byla wigksza juz
u dwumiesi¢cznych txJ, w porownaniu do kontroli, zwarto§¢ miedzi w mozgu, sercu czy oku
u txJ byla istotnie wyzsza dopiero u zwierzat oSmiomiesi¢cznych. Wydaje si¢, ze taki obraz
moze by¢ zwigzany z naturalnym przebiegiem choroby. Dwunastnica jest narzadem
odpowiedzialnymi za dostarczanie miedzi do organizmu poprzez jej wchianianie z pokarmu.
Nastepnie miedz droga krazenia wrotnego jest transportowana do watroby, gdzie wskutek

dysfunkcji Atp7b nie moze zosta¢ wiasciwie wykorzystana ani wydalona i gromadzi si¢
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w nadmiarze. Badania obrazowe przeprowadzone u ludzi z wykorzystaniem podanego
doustnie, izotopu miedzi Cu-64 wykazaly jego akumulacje w watrobie, ale nie w osoczu czy
w mdzgu, co rowniez moze wyjasniac zaistniate opdznienie w akumulacji miedzi w prazkowiu
txJ [141]. Osoczowe st¢zenie neurofilamentow byto podwyzszone u myszy 4-miesi¢cznych co
koreluje czasowo z zaobserwowanymi zmianami biochemicznymi w watrobie. Mozliwe jest,
ze czas pomig¢dzy 4 a 8 miesigcem zycia txJ jest krytycznym momentem, w ktorym wyczerpuja
si¢ watrobowe mechanizmy spichrzeniowe i1 zaczyna ujawniaé si¢ toksyczny wpltyw
nagromadzonej miedzi. Pierwotnie zakladano, ze po przekroczeniu zdolnosci
kompensacyjnych miedz zaczyna ,przecicka¢” do krazenia systemowego i gromadzi si¢
w innych niz watroba narzadach [168]. Moze to thumaczy¢ zaobserwowane w tym projekcie
1 wspomniane powyzej opdznienia. Prace Lutsenko i wsp. zwracaja réwniez uwage na
zmienione w WD mechanizmy transportu miedzi i wynikajacg z tego zréznicowang ekspozycje
narzadow na jej uszkadzajacy wptyw [169]. Przyczynia si¢ to do wystepowania nieliniowych
zalezno$ci pomiedzy stezeniami miedzi a wiekiem i utrudnia szczegdtowe wnioskowanie
uniemozliwiajagc na obecnym etapie wiedzy pelne zrozumienie mechanizméw regulujacych

metabolizm miedzi.
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Whioski

1. U myszy txJ na skutek mutacji w genie Atp7b dochodzi do zmiany sktadu pierwiastkow,
biatek 1 thuszczéw w watrobie i mdézgu. Zaburzeniu ulega watrobowy proces fatdowania
biatek. Nastepuje wzrost stezenia nasyconych kwasoéw tluszczowych 1 nasilenie
degradacji lipidow w watrobie. W mozgu dochodzi do stopniowego, jednorodnego
gromadzenia si¢ miedzi 1 postepujacego zaburzenia fatdowania biatek i zmian sktadu -
form o 1 B, ktore najsilniej obserwowalne s3 w prazkowiu i wzgorzu. W sercu,
dwunastnicy 1 oku w miar¢ postepu choroby dochodzi do zmiany profilu
pierwiastkowego.

2. W modelu txJ przebieg choroby byl inny u samic i u samcéw. Stezenie metali (Ca, Cr,
Fe, Cu, Zn) w watrobie samcow 2-, 4- i 14-miesigcznych txJ byto istotnie nizsze niz
u samic txJ. U samcow 8-miesigcznych aktywnos¢ ALT 1 fosfatazy alkalicznej oraz
stezenie bilirubiny wskazywaly na cigzszy przebieg choroby. Zaburzenie struktury
drugorzedowej biatek w prazkowiu 4-miesigcznych samcoéw txJ byto bardziej nasilone
niz u samic, podobnie zawarto$¢ thuszczéw nasyconych w prazkowiu samcoéw byla
wieksza.

3. Oznaczenie osoczowego st¢zenia neurofilamentdw moze by¢ obiecujagcym markerem
neurodegeneracji u myszy.

4.  Zmiany zaobserwowane u txJ sg podobne do objawdéw i wynikéw badan ludzi chorych

na WD.
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Szanowny Panie.

W odpowiedzi na pismo z dnia 11.06.2025 r. dotyczace prosby o wydanie zaswiadczenia Komisji
Etycznej w sprawie wniosku nr 475/2017 obeymujacego badania mysiego modelu choroby Wilsona,
I Lokalna Komisja Etyczna ds. Doswiadczen na Zwierzetach (ILKE) w Warszawie informuje. ze
zgodnie z art. 2 ust. 6 ustawy z dmia 15 styczma 2015 1. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do
celow naukowych lub edukacyjnych (zwanej dalej .Ustawa ) nie jest procedura usmuercenie
zwierzecia wylacznie po to. aby wykorzystac jego narzady lub tkanki do celéw okreslonych w art. 3
Ustawy.

Majac powyzsze na wzgledzie, w ocenie I LKE w Warszawie badanie, ktore zostalo przez Pana

opisane, nie wymaga zgody LKE w rozumieniu Ustawy.
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