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Tytut : Charakterystyka biochemiczna mysiego modelu choroby Wilsona

Promotor: Prof dr. Hab. Med. Adam Przybytkowski

Choroba Wilsona jest schorzeniem uwarunkowanym genetycznie, dziedziczonym w sposéb
autosomalno recesywny, prowadzacym do zaburzenia metabolizmu miedzi. W wyniku mutacji w
genie atepazy 7B (ATP7B) dochodzi do uposledzenia metabolizmu miedzi w watrobie. Niedobor
enzymu ATP7B prowadzi do uposledzonego wydalania miedzi z watroby, nadmiernego odkfadania sig
jej w tym narzadzie, jej uszkodzenia oraz przedostawania sie do krwioobiegu miedzi niezwigzanej z
ceruloplazming. Wolna miedz przedostaje sie do krwiobiegu, odktada sie wielu narzadach, ale
najwieksze jej gromadzenie obserwuje sie w rogéwce i mézgu. Nadmiar miedzi prowadzi do catej
kaskady zmian biochemicznych w tkankach. Tak wiec gtéwnymi klinicznymi objawami choroba jest
uszkodzenie watroby, pierécien Kaysera-Fleischera w rogéwce i objawy neurologiczne, ale zmiany
obserwowane s3 w wielu innych narzgdach. Od lat 60. ubieglego stulecia dostgpne jest leczenie tej
choroby albo lekami chelatujgcymi { d-penicylaming, trienting) lub solami cynku. Obnizajq one
stezenie miedzi w tkankach. Wczesna diagnostyka choroby i systematyczne leczenie w wigkszosci
przypadkow przynosi dobry efekt kliniczny. Jak zwykle w medycynie rzadka jest doskonatosc, tak wigc
glebsze poznanie zaburzen metabolicznych choroby, ich dynamiki i nasilenia w réznych narzagdach
moze przyczynic sie to jeszcze korzystniejszych efektow.

Temu stuzg jak we wielu chorobach modele zwierzece. Podjecie wiec badan dotyczacych zaburzen
metabolicznych i obrazy klinicznego ch.Wilosna w modelu zwierzgcym choroby jest jak najbardziej
sfuszne.

Rozprawa doktorska liczy 116 stron, w uktadzie klasycznym. Wstep 26 stron, wykaz uzywanych
skrotéw ma 2 strony, a liczba tabel wynosi 34, , wykreséw 32, sg tez 3. ,mapy” mézgow.
Pismiennictwo 169 pozyciji.

Gtéwne wyniki pracy zostaty tez opublikowane z nazwiskiem doktoranta na pierwszym miejscu w
pracy w jezyku angielskim ,Effect of primary copper metabolizm disturbances on elemental, protein,
and lipids compostion of the organs in Jackson toxic milk mouse” w czasopismie Biometals,2025,



38,103-121. Ta praca, pomogta mi w wyjasnieniu niektérych kwestii nie podanych w maszynopisie
doktoratu. Recenzuje dotyczy jednak tylko pracy doktorskie].

We wstepie doktadnie omdwiona jest rola ATPazy w patogenezie choroby, glowne objawy kliniczne
choroby (nazywanie nie wiem czy prawidtowo manifestacjami klinicznymi), diagnostyka choroby i
leczenie. Szczegotowo omowione sg modele dodwiadczalne choroby u zwierzat (myszy, szczury, psy ),
wywolane mutacjami w genach homologicznych do ATPazy 7B u ludzi. Najdoktadniej jest oméwiony
model, ktdry byt badany w obecnej pracy tj. TxJ.

Cel pracy sformutowany jest bardzo lakonicznie w dwdch punktach:
1. Analiza zmian biochemicznych u myszy txJ
2. Analiza wplywu pici na przebieg choroby u myszy txd.

Nie ma tradycyjnie podawanych w doktoratach celdw szczegdfowych i uzasadnienia celowosci
badan.

Rozdziat materiat i metody.

Hodowla myszy tx) ikontrolnych prowadzona byta w Zwierzetarni Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Opis hodowli jest wystarczajgcy.

Do badar wigczono 61 myszy txd oraz 81 kontrolnych, podzielonych na 4 grupy wiekowe 2,4,8i14
tygodni, przy zalozeniu stosunku ptci 1:1. Doktadnie opisana jest procedura hodowli.

Autor pisze, ze w separowane tkanki byly zamrazane. Czy cate narzqdy np. serce, dwunastnica, gotka
oczna?, czy jakis fragment?. Kiedy i kto separowal prgikowe przed czy po zamroieniu?.

Sktad pierwiastkowy byt badany metoda TXFR (total reflexion X-ray fluorescennce - pomiaru
catkowitego odbicia promieniowania rentgenowskiego), ktora jest uznang metoda do pomiaru
pierwiastkéw (gtownie metali) w skrawkach tkanek trawionych kwasem.

Sktad biochemiczny tkanek badany byt metoda FTIR- Furnierowskiej spektroskopii w podczerwieni,
Badano zmiany w skladzie bialek i lipidow w tkankach.

Mikro obrazowanie FTIR i u-XRF stuzyto do badania rozktadu przestrzennego badanych elementow
metali i innych sktadnikéw biochemicznych.

Z pracy doktorskiej nie mozZna sie dowiedzieé gdzie i przez kogo byly wykonane te oznaczenia. Z
publikacji pracy moéna sie domyslec, 2e w AGH, w Zakiadzie Fizyki i Biofizyki w Krakowie przez
Magdalene. Szczerbowskq-Boruchowsky i Andrzeja. Surowke.

Przeprowadzono tez nieco prostsze badania z krwi badanych zwierzat jak: oznaczenie stezenia
ceruloplazminy, testy funkcji watroby (AST, ALT, ALP, hilirubiny, stezenie albuminy) i
neurofilamentéw. Tu tez nie wiadomo w doktoracie gdzie wykonywano badania. Dopiero 2 publikacji
wiadomo, ze w Zaktadzie Diagnostyki Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Warszawie — przez
Olge Ciepla. W publikacji stezenie ceruloplazminy jest w tU/L, a w doktoracie g/L.

W doktoracie na str.49 o oznaczeniu ceruloplazminy mamy podrozdziat: Aktywno$¢ ceruloplazminy,
ktéry zaczyna sie od stowa Stezenie ceruloplazminy okreslano...Czy wiec badano stezenie czy



aktywnoic? 53 dwie metody oznaczania ceruloplazminy: pomiar stezenia biatka i aktywnosé
oksydacyjng ceruloplazminy. W obecnej pracy i w laboratorium WUM stosujg metode enzymatyczng,
z ktorej moina obliczy¢ i stezenie w g/L i w 1U/L. Raczej powinno by Stezenie ceruloplazminy w
surowicy oceniano na podstawie aktywnosci enzymatycznej enzymatycznej. Metoda ta jest
uznawana jako lepszg niz pomiar ilosciowy bialka.

Wyniki opublikowane sg na 45 stronach, zawieraja 34 tabele i 32 wykresy. 53 nieslychanie trudne do
przesledzenia. Na pewno doktorant dokonat duzej pracy aby je podsumowac, ustawiaé w tabeie i
wykresy i przeprowadzic ich statystke.

Zdecydowanie brakuje podsumowania wynikéw.

W najwigkszym skrécie: podwyiszone stezenie miedzi obserwowano najwyrazniej w watrobie,
prazkowi, dwunastnicy, oku, sercu we wszystkich grupach wiekowych. Spoéréd wielu badanych
innych pierwiastkow (15-tu) najwigkszy wzrost dotyczyt wapnia. Zaréwno w watrobie jak i w
praikowiu obserwowano zaburzenia metabolizmu tluszczy i struktury biatek. Obserwowano tez
roznice w przebiegu kiiniczaym choroby pomiedzy samicami i samcami.

Obserwowane zmiany omdwione s dokladnie w odniesieni literatury i zmian obserwowanych u
ludzi. Autor nie wypowiada sie, ktore z tych zmian bedq celem obserwacji, przy testowaniu nowych
podejsc terapeutycznych w ch.W.

Whioski s3 adekwatne do wykonanych badar.

Rozprawa doktorska lek.med. Krzysztofa Hadriana przedstawia oryginalne badania. Kandydat wykazat
080Ing wiedze teoretyczng oraz umiejetnosc samodzielnego przeprowadzenia analizy | interpretac;ji
wynikdw uzyskanych przez zespél {ly) wynikéw. Przedstawione w niniejszef recenzji uwagi wynikajg
raczej z niedopatrzer redakcyjnych. Moje uwagi wymagajace odpowiedzi oznaczone 59 w recenzji
kursywq.

Praca spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zawartym w ustawie z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce{ DZ.U. 2018, poz. 1668). Stawiam wniosek do Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o przyjecie niniejszej
rozprawy i dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i publicznej obrony.
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