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pt. ,Charakterystyka biochemiczna mysiego modelu choroby Wilsona”

1. Informacje ogéline

Rozprawa doktorska lekarza Krzysztofa Hadriana, napisana pod kierunkiem prof. dr.
hab. Adama Przybytkowskiego, zostata wykonana w Klinice Gastroenterologii i Chordb
Wewngtrznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w ramach projektu
badawczego ,Ocena neurodegeneracji o$rodkowego uktadu nerwowego toxic milk
mouse — modelu zwierzgcego choroby Wilsona” (nr 1WZ/1/M/MB/N/20).

Tematyka rozprawy wpisuje sig w obszar badan o szczeg6lnym znaczeniu klinicznym i
naukowym, obejmujacych zaburzenia metabolizmu metali cieikich, mechanizmy
neurotoksyczno$ci oraz molekularne podstawy choréb rzadkich. Choroba Wilsona jest
klasycznym przyktadem wrodzonej choroby metabolicznej, w ktorej defekt genu ATP78
prowadzi do patologicznej akumulacji miedzi w watrobie i o$rodkowym uktadzie
nerwowym. Pomimo wieloletnich badar, wiele aspektéw jej patogenezy pozostaje nie w
petni wyjasnionych - awiaszcza dotyczacych wezesnych etapéw  uszkodzer:
biochemicznych i neurodegeneracyjnych.

W tym kontekscie wybér tematu rozprawy nalezy uzna¢ za bardzo trafny i aktualny.
Badania oparte na modelach zwierzecych, takich jak myszy Jackson toxic milk, umoiliwiajg
identyfikacie mechanizméw molekularnych niemozliwych do bezposredniego zbadania u
pacjentow. Dlatego te: doceniam wybrany przez Doktoranta obszar badan oraz
eksperymentalny model pozwalajacy na zrozumienie i pogtebienie wiedzy w zakresie
patogenezy choroby Wilsona.



2. Ocena struktury rozprawy

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska ma klasyczny, przejrzysty ukfad
typowy dla monografii — od przegladu literatury, opisu materiatu, metod badawczych,
przedstawienia wynikéw po dyskusje i wnioski. Doktorant konsekwentnie prowadzi
narracje badawcza, wykazujac logiczne przejécie od problemu kiinicznego do
eksperymentu i interpretacji wynikéw.

Czeéc teoretyczna (s. 16—42) zostata opracowana bardzo starannie, z szerokim
przegladem literatury klinicznej oraz zwierzgcych modeli choroby Wilsona. Doktorant
szczegbtowo opisuje zmiany obserwowane w poszczegdinych organach, giéwnie w
watrobie i mézgu, omawia role miedzi w metabolizmie komérkowym oraz
patofizjologiczne skutki jej akumulacji.

Cele badawcze zostaly sformutowane jasno i obejmuja analize zmian biochemicznych
i pierwiastkowych w wybranych narzadach myszy Jackson toxic mifk oraz ocene wptywu
ptci i wieku na te zmiany. Ze wzgledu na strukture pracy wydaje sie zasadne, aby
Doktorant oprécz celéow badawczych przedstawit réwniez hipoteze badawcza, ktérej
brakuje w rozprawie doktorskie;j.

Rozdziat metodologiczny {s. 44~51) éwiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu
warsztatowym Doktoranta. Szczegdtowo zostaty opisane warunki hodowli myszy txJ oraz
2wierzat kontrolnych {uizyto myszy C3HeB/Fel). W Tabeli 2 przedstawiono doktadng
liczbe zwierzat w zaleinoéci od wieku i pici w badanych grupach. Zastosowane techniki —
metoda catkowitego odbicia promieniowania rentgenowskiego (Total Reflection X-ray
Fluorescence) i Fournierowska spektroskopia w podczerwieni (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) — s3 nowoczesne i adekwatne do celéw pracy. Dodatkowo Doktorant
zastosowat mapowanie przekrojéw czotowych mézgu, co pozwolito mu na poréwnanie
map rozktadu pierwiastkow z mapami sktadu chemicznego oraz badania biochemiczne
krwi obejmujace aktywnos¢ ceruloplazminy, aktywnos$¢ enzyméw watrobowych, stezenie
bilirubiny, albuminy i neurofilamentéw lekkich. Rozdziat metodologiczny koriczy opis
przeprowadzonej analizy statystycznej. W tej czeéci pracy zabrakowato mi informacji o
liczbie powtdrzerh pomiarowych i analizie mocy statystycznej.

Chciatabym podkreéli¢, ze z metodologicznego punktu widzenia moje zastrzezenia tej
czedci rozprawy dotycza niewielkich brakéw formalnych, ktére nie podwaziaja
wiarygodnosci uzyskanych wynikow, lecz powinny by¢ uzupetnione przed ewentualng
publikacja monograficzna.

3. Analiza l interpretacja wynikéw
Uzyskane wyniki zostaly starannie opracowane i zaprezentowane w sposdb
przejrzysty, logiczny oraz spdjny z celami pracy. Zastosowane techniki badawcze pozwolity

na doktadne okreslenie zawartosci miedzi, cynku, zelaza, wapnia, chromu, niklu, manganu
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w ocenianych organach. Doktorant wykazat istotny wzrost stezenia miedzi w watrobie (u
2. miesigcznych myszy tx) stezenie miedzi byto 40-krotnie wyisze nii w grupie kontroinej),
z jednoczesnym wzrostem akumulacji innych pierwiastkéw, takich jak wapn, chrom,
zelazo i cynk ze zmiennym trendem zaleznym od wieku. W mézgu obserwowano mniejsza,
lecz statystycznie istotng akumulacje miedzi i innych pierwiastkéw w réinych okresach
Zycia myszy, co potwierdza zaburzenia homeostazy metali. W sercu, nerkach,
dwunastnicy i oku zmiany byly mniej nasilone, jednak wykazywaty podobny kierunek.

Analiza widm FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) dostarczyta
interesujgcych danych o zmianach w strukturze biatek i lipiddw. W prébkach
watrobowych i moézgowych stwierdzono  obnizenie intensywnoséci  pasm
charakterystycznych dla struktury a-helikalnej przy rownoczesnym wzroscie pasm B, co
wskazuje na postepujacy denaturacje biatek. W widmach lipidowych obserwowano
przesunigcia, sugerujjce zwiekszone steienie nasyconych kwaséw ttuszczowych i
nasilenie degradacji tiuszczéw, zwtaszcza w watrobie.

Na uwage zastuguje analiza réznic ptciowych. Doktorant wykazat, ze samce myszy txJ
cechowaly si¢ wyiszym stgieniem metali w watrobie, a takie bardziej nasilonymi
Zmianami w strukturze biatek i ttuszczéw i wyiszym steieniem bilirubiny, wyisza
aktywnoscia alkalicznej fosfatazy i ALT, wskazujac na tagodniejszy przebieg zaburzen u
samic, co moze mie¢ zwigzek z ochronnym dziataniem estrogendw. Zréznicowanie to jest
zgodne z doniesieniami literaturowymi dotyczacymi seks-dymorfizmu w przebiegu
choroby Wilsona.

Cennym i oryginalnym elementem pracy bylo oznaczenie neurofilamentéw lekkich
(Nf-L) w surowicy krwi. W grupie tx/ ich poziom byt istotnie statystycznie wyiszy w
poréwnaniu do kontroli, co moze wskazywa¢ na postepujace uszkodzenie neuronéw.

Doktorant przedstawit wyniki w postaci licznych wykreséw i tabel. Dane s3
Zinterpretowane poprawnie i w oparciu o literature. Wskazane bytoby pod kazda tabely i
wykresem podal zastosowang technike badawczy. Uwaiam rdwniez, ze wyniki
koncentracji pierwiastkéw przedstawione w tabelach powinny znale#¢ sie w aneksie, gdyi
znaczna ich czgé¢ przedstawiona jest rowniez w postaci wykreséw, ewentualnie moina
byloby zrezygnowaé z wykreséw (chociaz wizualnie wykresy bardziej przemawiajg do
czytelnika).

Podsumowujac, uzyskane wyniki w spos6b przekonujagcy dokumentujg ztozone
konsekwencje zaburzeri metabolizmu miedzi w organizmie i potwierdzaja, Zze model
Jackson toxic milk jest wiarygodnym odzwierciedleniem patofizjologii choroby Wilsona.

4. Dyskusja | wnioski

Dyskusja w rozprawie doktorskiej lekarza Krzysztofa Hadriana stanowi mocny punkt
pracy i $wiadczy o bardzo dobrej orientacji Autora w tematyce choroby Wilsona oraz



szerzej — w probiematyce zaburzeri metabolizmu metali i ich nastepstw w ukfadzie
nerwowym. Doktorant umiejetnie powigzat uzyskane wyniki 2z doniesieniami
literaturowymi, zachowujac logiczng strukture i naukowy umiar w interpretacji.

W pierwszej czesci dyskusji Doktorant odnosi sie do obserwowanego u zwierzat
eksperymentalnych wzrostu zawartoéci miedzi w watrobie i mézgu, podkreélajgc, ze
Zjawisko to jest zgodne z klasycznym obrazem patofizjologicznym choroby Wilsona.
Wskazuje przy tym na rolg dysfunkcji biatka ATP78B i konsekwencje uposledzonego
transportu jonéw Cu w sieci endoplazmatycznej hepatocytéw. Cenne jest réwniez
zwrécenie uwagi na wtérne zaburzenia metabolizmu cynku i zelaza, co rzadko bywa
eksponowane w publikacjach o tej tematyce.

Na uwage zastuguje wnikliwa interpretacja wynikéw dotyczacych réznic piciowych.
Doktorant pokazuje, ze samce myszy tx/ wykazujq wieksza podatnoéé na zaburzenia
metaboliczne i oksydacyjne niz samice, co ttumaczy potencjalnym dziataniem ochronnym
estrogendw.

Konstrukcja dyskusji jest poprawna, logiczna i prowadzi czytelnika przez kolejne
wnioski wynikajace z danych. Uwazam, ie w niektérych fragmentach moina bytoby
rozbudowa¢ poréwnanie wynikéw 2 modelu t do innych modeli zwierzecych choroby
Wilsona (np. Atp7b-/- czy LEC rat), co pomogioby lepiej umiejscowit uzyskane dane w
szerszym kontekscie badart przedklinicznych.

Warto réwnie: zauwazy¢, ze Doktorant utrzymuje dyskusje w duchu obiektywnej
naukowej argumentacji — unika nadmiernych spekulacji i ostroznie formutuje
uogéinienia. Sposdb, w jaki interpretuje wtasne obserwacje w odniesieniu do stresu
oksydacyjnego, zaburzeri mitochondrialnych i neurotoksycznoéci miedzi, $wiadczy o
dojrzatosci badawczej i dobrej znajomosci mechanizméw komérkowych.

Z punktu widzenia kompozycji rozprawy, zasadnym byloby rozwazenie dodania
krotkiego podsumowania wynikéw przed czescig ,Wnioski”, ktére syntetyzowatoby
najwazniejsze dane i ufatwiato przejécie od konkretéw eksperymentalnych do bardziej
ogolnych konkluzji, ktére w obecnej formie uwazam za zbyt szczegétowe (szczegélnie
wniosek 2, w ktérym zawarto réwniez opis wynikéw).

Korzystajqc z przywileju recenzenta chciatabym zapytaé Doktorantka:

* Czy zmiany obserwowane w strukturze biatek moga mie¢ charakter odwracalny po
zastosowaniu terapii chelatujgcej, czy sq raczej markerem trwatych uszkodzer
komérkowych?

e Czy wyniki uzyskane w modelu tx) mogq stanowit punkt wyjécia do badan
klinicznych nad biomarkerami w chorobie Wilsona? Jakie dalsze kierunki badan
Doktorant uwaza za najbardziej obiecujgce?



5. Uwagi redakcyjne

Rozprawa napisana jest poprawnym jezykiem naukowym. Zwraca jednak uwage brak
ujednoliconego stylu cytacji {mieszane formaty, podanie tylko pierwszego autora).
Cytacja nr 140 opisana jest jako ,invalid citation”. Przy publikacji nalezatoby zwrdcic
uwage na redakcjg pismiennictwa. Te drobne uchybienia nie wplywaja na wartoé¢
merytoryczng rozprawy doktorskiej.

6. Podsumowanie

Rozprawa doktorska lekarza Krzysztofa Hadriana wnosi istotny i wielowymiarowy
wkiad poznawczy w zrozumienie patomechanizmu choroby Wilsona. Doktorant w sposoh
konsekwentny i oryginalny wykorzystat mysi model Jackson toxic milk do badania zmian
w akumulacji miedzi i innych pierwiastkéw w kluczowych narzadach ~ watrobie, mozgu,
sercu, dwunastnicy i oku. Zastosowanie metod TXRF i FTIR nalezy uzna¢ za nowatorskie i
wzorcowe — potaczenie obu technik pozwolito na jednoczesna ocene skiadu
pierwiastkowego i zmian strukturalnych biatek i lipidéw, co znaczaco poszerza
perspektywe dotychczasowych analiz i wnosi cenny wkiad w zrozumienie patogenezy
choroby Wilsona oraz w rozw6j nowych strategii badawczych i terapeutycznych.

Podsumowujac, rozprawa doktorka lekarza Krzysztofa Hadriana pt.
»Charakterystyka biochemiczna mysiego modelu choroby Wilsona” stanowi oryginalne,
interdyscyplinarne | wartoéciowe opracowanie naukowe i w petni spetnia wymagania
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyliszym i
nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668). Przedktadam zatem Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie lekarza Krzysztofa
Hadriana do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie biorac pod uwage wysoka wartoéé naukowa rozprawy doktorskiej,
znaczacy wkiad poznawczy w badania nad patogeneza choroby Wilsona,
interdyscyplinarny charakter badari oraz potwierdzenie wysokiej jakoéci uzyskanych
wynikéw poprzez ich opublikowanie w postaci dwéch oryginalnych artykutow w
renomowanych czasopismach naukowych o tacznym wspétczynniku Impact Factor 129,z
Doktorantem jako pierwszym autorem (Hadrian i wsp., Effect of primary copper
metabolism disturbance on biochemical and molecular processes in the brain of toxic milk
mice, Biomedicine & Pharmacotherapy, 2023 — IF 7.6; Hadrian i wsp., 2024, Toxic milk
mouse — a valid model of Wilson’s disease for studying sex differences and
neurodegenerative processes, Toxicology Reports — IF 5.3) wnosze O przyznanie
wyréinienia rozprawie doktorskiej.
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