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Wprowadzenie do recenzji

Chociaz choroba Wilsona (ChW) jest schorzeniem rzadkim, to niespecyficzne objawy
wielonarzadowe przyczyniaja si¢ do opdznienia lub braku prawidlowego rozpoznania, a nieleczona
prowadzi do smierci pacjenta. ChW jest dziedziczong autosomalnie recesywnie chorobg, w ktorej na
skutek mutacji genu ATP7B dochodzi do zaburzenia wydalania miedzi do zélci. Konsekwencjg tego
jest nadmierne gromadzenie si¢ pierwiastka w watrobie, a nast¢pnie innych narzadach. Akumulacja
miedzi w watrobie prowadzi do jej post¢pujacego uszkodzenia, wiéknienia i rozwoju marskosci
watroby. Wraz z postepem choroby dochodzi do odklania si¢ miedzi mozgu, oku, sercu, nerkach
powodujac zaburzenia wieloukladowe, m.in. manifestacje neurologiczne lub psychiatryczne. ChW
moze prowadzi¢ do wystapienia ostrej niewydolnosci watroby wymagajacej pilnego przeszczepienia
narzadu. Swiadomosé wystepowania choroby oraz zastosowanie dostepnych metod diagnostycznych
pozwala na ustalenie rozpoznania zanim rozwing si¢ zagrazajace zyciu powiklania ze strony watroby
i objawy neurologiczne. Terapia, ktéra sklada si¢ z fazy indukcyjnej i podtrzymujacej, ma na celu
eliminacj¢ objawdéw i niewydolnosci narzadowej oraz poprawe jakosci zycia.

Zainteresowanie badaczy ChW zaowocowata opracowaniem licznych modeli zwierzecych z
mutacjami gendéw homologicznych do ludzkiego genu ATP7B. Na szczegdlng uwage zastuguje
szczep myszy Jackson toxic milk (txJ), u ktérych przebieg naturalny choroby nasladuje ChW u ludzi.
Opracowany model pozwala na wnikliwg analiz¢ patomechanizméw prowadzacych do rozwoju i
progresji schorzenia na poziomie nauk podstawowych. Uzyskane w ten sposéb dane moga pomoéc
opracowaniu skuteczniejszych metod diagnostyki i leczenia. W obliczu powyzszych informacji
rozprawa doktorska lekarza Krzysztofa Hadriana dotyczy tematu niezmiernie istotnego nie tylko pod
wzgledem badania naukowego, ale rowniez w wymiarze codziennej praktyki kliniczne;j.

Oméwienie rozprawy
Przedstawiona do oceny dysertacja sporzadzona jest w sposdb poprawny, typowy dla rozpraw
doktorskich. Praca liczy lacznie 117 stron, zawiera 34 tabele, 32 wykresy i 3 ryciny ilustrujace



uzyskane wyniki.

Problem badawczy zostal przedstawiony na 26 stronach podzielonych na 4 rozdziaty. W
pierwszym z nich zatytutowanym ,,Kliniczna manifestacja ChW” Doktorant z widoczng znajomoscia
tematu opisal zagadnienia zwigzane z patogeneza choroby, z uwzglednieniem zaburzonej funkcji
biatka ATP7B oraz przedstawit przebieg kliniczny choroby. Niezwykle szczegétowo
scharakteryzowano spektrum objawéw watrobowych, neurologicznych, psychiatrycznych,
nefrologicznych oraz manifestacji kardiologicznych, okulistycznych 1 hematologicznych
wystepujacych w ChW. W kolejnym rozdziale oméwiono dostepne metody diagnostyczne z analizg
ich zalet oraz ograniczen poszczegdlnych metod. Przedstawiono skalg Lipska begdaca narzedziem
diagnostycznym pozwalajagcym na skonsolidowanie wynikéw badan i ocene prawdopodobienistwa
wystepowania ChW. W rozdziale dotyczacym terapii Doktorant szczegélowo opisat dostgpne formy
leczenia choroby, ich skuteczno$é, dziatania niepozadane oraz mozliwos¢ stosowania u pacjentek w
cigzy. Bardzo interesujacym elementem tej czesci dysertacji jest fragment dotyczacy préb
zastosowania terapii genowej w ChW oraz podkreslenie koniecznosci restrykeji dietetycznych z
zastosowaniem pokarméw ubogich w miedz. W czgsei dotyczacej modeli zwierzgcych Chw
omoéwiono dostepne modele szczurze, mysie i innych kregowcow posiadajace mutacje gendéw
homologicznych do ludzkiego ATP7B. Scharakteryzowano nieprawidlowosci dotyczace watroby i
mozgu u myszy szczepu Jackson toxic milk (txJ), ktdre byly wykorzystane w rozprawie doktorskiej.
Podsumowujac, Wstep dysertacji zostal przygotowany bardzo dobrze i stanowi wlasciwe
wprowadzenie do planowanych badan.

Celem projektu badawczego, ktérego efektem jest rozprawa doktorska, byla analiza zmian
biochemicznych oraz ocena wptywu plei na przebieg choroby u myszy txJ.

W badaniu wykorzystano 61 myszy szczepu txJ natomiast, grupg kontrolng utworzono z 81
myszy szczepu C3HeB/Fel podzielonych na 4 grupy wickowe, przy zalozeniu stosunku plei 1 : 1.
Liczebno$¢ i podzial grup wiekowych zostaly dobrane na podstawie spodziewanych wynikéw
projektu i dotychczasowych doswiadczen zespolu z wykorzystaniem tego modelu mysiego. Po
osiggnieciu zamierzonego punktu kontrolnego pobierano krew, mozg, watrobe, serce, gatk¢ oczna
lews, dwunastnice do dalszych oznaczen. Pomiar st¢zenia pierwiastkow przeprowadzono metoda
catkowitego odbicia promieniowania rentgenowskiego, natomiast sktad biochemiczny mézgu i
watroby  oceniono metoda Fourierowskie) spektroskopii w  podczerwieni, mierzacej
charakterystyczne dla danej czasteczki widmo absorpcji. Przeprowadzono ponadto mapowanie
przekrojéw czotowych OUN u 2- i 14-miesigcznych myszy w celu poréwnania map rozkladu
istotnych pierwiastkéw z mapami skladu chemicznego. Sposéb wykonania pomiarow i interpretacja
uzyskanych wynikéw zostaly bardzo dokladnie przedstawione przez Doktoranta. Badania
biochemiczne krwi obejmowaly oceng aktywnosci ceruloplazminy, AST, ALT, ALP, stgzenia
bilirubiny, albuminy, neurofilamentéw. Na przeprowadzenie projektu uzyskano zgodg I Lokalnej
Komisji Etycznej do spraw do$wiadczen na zwierzgtach w Warszawie. Metodyka przeprowadzonych
badan nie budzi zastrzezen recenzenta.

Uzyskane wyniki zostaly przedstawione niezwykle szczegélowo w postaci opisowej oraz
licznych rycin, tabel, jak rowniez map rozkladu przestrzennego pierwiastkéw i biatek w OUN.
Swiadczy to o niezwyklej starannosci Doktoranta w opracowaniu danych, jak réwniez jego
dojrzatosci naukowej przy ich interpretacji. U myszy txJ w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych
wykazano m.in. podwyzszone stgzenia Cu we wszystkich badanych narzadach, czemu towarzyszyty
zmiany stezenia wapnia. Podczas gdy ilos¢ miedzi w watrobie i dwunastnicy byla wigksza juz u
dwumiesiecznych myszy txJ, w poréwnaniu do kontroli, zwartos¢ miedzi w mozgu, sercu czy oku
u txJ byla istotnie wyzsza dopiero u zwierzat o$miomiesigcznych. Jak stusznie zauwaza Doktorant
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taki obraz moze by¢ zwigzany z naturalnym przebiegiem choroby. Stwierdzono ponadto zmiany
stgzenia lipidow i zaburzenia struktury drugorzgdowej biatek w prazkowiu i watrobie u tych zwierzat.
Podwyzszone st¢zenie neurofilamentéw w surowicy 4-miesigcznych txJ, wspélwystepowalo z
uchwytnymi zmianami sktadu biochemicznego watroby i wyprzedzalo wystapienie zaburzen sktadu
pierwiastkowego 1 biochemicznego prazkowia. Przebieg choroby u samic txJ roznit sie od tego
obserwowanego u samcéw w zakresie watrobowego stezenia miedzi, wapnia i cynku, stezenia miedzi
i zelaza w prazkowiu oraz nizszego osoczowego stgzenia ceruloplazminy u samic. Korzystajge z
przywileju recenzenta pozwol¢ sobie na jedng uwage. W mojej opinii bardzom przydatnym
uzupelnieniem wynikéw byloby uwzglednienie badania patomorfologicznego watroby myszy txJ i
kontrolnych w poszczegdlnych punktach czasowych. Pozwolitoby to na potwierdzenie postepujgcego
uszkodzenia narzadu wraz z narastajgcymi zaburzeniami sktadu biochemicznego i pierwiastkéw u
myszy txJ. Przedstawiona uwaga nie wplywa na warto$¢ uzyskanych danych. Opracowane wyniki
wskazujg na umiejgtnosci Doktoranta odnosnie prawidtowego przeprowadzenia samodzielnego
zadania badawczego i wlasciwego zrealizowania tego projektu

Wielowatkowa dyskusja $wiadczy o ogromnej wiedzy Autora w badanym temacie. Doktorant
nie tylko podsumowuje uzyskane przez siebie wyniki, ale dokonuje tez ich interpretacji i poréwnania
do dostgpnych obserwacji zardwno u ludzi jak i w modelach zwierzgeych, tlumaczac jednoczesnie
ewentualne odmiennosci w otrzymanych danych. Przykladem jest analiza potencjalnych przyczyn
zZmniejszenia stgzenia miedzi w watrobie u starszych myszy txJ. Doktorant podkresla nowatorskie
wyniki uzyskane w badaniu, do ktérych zaliczyl: przedstawienie po raz pierwszy profilu stezenia
wapnia w watrobie i sercu, wptywu ChW na zmiang struktury drugorzedowej bialek w watrobie,
ocena surowiczego stezenia albuminy, wykazanie degradacji biatek OUN w populacji myszy txJ.

Zwienczeniem pracy sg wnioski, ktore stanowia podsumowanie najwazniejszych wynikéw
wraz z ich interpretacja. Co istotne, zawarte wnioski odpowiadaja na postawione cele badawcze, choé¢
W mojej opinii sg za bardzo rozbudowane, zawierajac we wniosku pierwszym i drugim powtérzenie
wynikow, Wybor literatury cytowanej w rozprawie jest bardzo dobry i $wiadczy o doskonalej
znajomos$ci piSmiennictwa w wybranym przez Autora temacie, jak réwniez o jego trafnym
wykorzystaniu.

Podsumowujgc, z uwagi na przedstawione powyzej zalety oraz niezwykle istotng tematyke
pozwalajacg na dalsze badania w zakresie diagnostyki i terapii ChW, przedstawiong do oceny
rozprawe doktorska lekarza Krzysztofa Hadriana oceniam bardzo wysoko. Dysertacja jest
niewatpliwym przykladem oryginalnego opracowania problemu klinicznego, $wiadczacego o
wysokiej wiedzy naukowej Doktoranta.

Stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie istotnego problemu naukowego i spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). W zwiazku z
powyzszym mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie lekarza Krzysztofa Hadriana do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med. Jarostaw Daniluk







