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Recenzja rozprawy doktorskiej lekarza Krzysztofa Hadriana
pt. ,Charakterystyka biochemiczna mysiego modelu choroby Wilsona”

1. Informacje ogdine

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

Tematyka rozprawy wpisuje sig w obszar badari o szczegélnym znaczeniu klinicznym i
naukowym, obejmujacych zaburzenia metabolizmu metali cieikich, mechanizmy
neurotoksycznoéci oraz molekularne podstawy choréb rzadkich. Choroba Wilsona jest
klasycznym przykfadem wrodzonej choroby metabolicznej, w ktérej defekt genu ATP78
prowadzi do patologicznej akumulacji miedzi w watrobie i oérodkowym ukfadzie
nerwowym. Pomimo wieloletnich badan, wiele aspektow jej patogenezy pozostaje nie w
peini wyjasnionych - zwilaszcza dotyczacych wezesnych  etapéw  uszkodzen
biochemicznych i neurodegeneracyjnych.

W tym kontekscie wybdr tematu rozprawy nalezy uznaé za bardzo trafny i aktualny.
Badania oparte na modelach zwierzecych, takich jak myszy Jackson toxic milk, umoiliwiaja
identyfikacje mechanizméw molekularnych niemozliwych do bezposredniego zbadania u
pacjentow. Dlatego tei doceniam wybrany przez Doktoranta obszar badan oraz
eksperymentainy model pozwalajacy na zrozumienie i poglebienie wiedzy w zakresie
patogenezy choroby Wilsona.



2. Ocena struktury rozprawy

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

Czeét teoretyczna (s. 16—42) zostata opracowana bardzo starannie, z szerokim
przegladem literatury klinicznej oraz zwierzecych modeli choroby Wilsona. Doktorant
szczegblowo opisuje zmiany obserwowane w poszczegbinych organach, giownie w
watrobie i mbézgu, omawia role miedzi w metabolizmie komérkowym oraz
patofizjologiczne skutki jej akumulacji.

Cele badawcze zostaty sformutowane jasno i obejmujg analize zmian biochemicznych
i pierwiastkowych w wybranych narzgdach myszy Jackson toxic milk oraz ocene wplywu
ptci | wieku na te zmiany. Ze wzgledu na strukture pracy wydaje sie zasadne, aby
Doktorant oprécz celéw badawczych przedstawil réwniei hipoteze badawczy, ktérej
brakuje w rozprawie doktorskiej.

Rozdziat metodologiczny (s. 44-51) éwiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu
warsztatowym Doktoranta. Szczegélowo zostaly opisane warunki hodowli myszy td oraz
zwierzat kontrolnych (uiyto myszy C3HeB/Fel). W Tabeli 2 przedstawiono doktadng
liczbe zwierzat w zaleznosci 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 | adekwatne do celéw pracy. Dodatkowo Doktorant
zastosowal mapowanie przekrojéw czolowych mézgu, co porwalito mu na poréwnanie
map rozktadu pierwiastkow z mapami sktadu chemicznego oraz badania biochemiczne
krwi obejmujqce aktywnos¢ ceruloplazminy, aktywnosé enzyméw watrobowych, stedenie
bilirubiny, albuminy i neurofilamentéw lekkich. Rozdziat metodologiczny koriczy opis
przeprowadzonej analizy statystycznej. W tej czesci pracy zabrakowato mi informacdji o
liczbie powtdrzers pomiarowych i analizie mocy statystycznej.

Chciatabym podkreslic, 2e z metodologicznego punktu widzenia moje zastrzeienia tej
czeéci rozprawy dotyczy niewielkich brakéw formalnych, ktére nie podwaiajg
wiarygodnosci uzyskanych wynikéw, lecz powinny by¢ uzupeinione przed ewentualng
publikacjg monograficzng.

3. Analiza | interpretacja wynikéw

Uzyskane wyniki zostaly starannie opracowane | zaprezentowane w sposdb
przejrzysty, logiczny oraz spéjny z celami pracy. Zastosowane techniki badawcze pozwolity
na dokladne okreélenie zawartoéci miedzi, cynku, 2elaza, wapnia, chromu, niklu, manganu
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w ocenianych organach. Doktorant wykazat istotny wzrost stezenia miedzi w watrobie {u
2. miesigcznych myszy tx) steienie miedzi bylo 40-krotnie wyisze nit w grupie kontrolnej),
z jednoczesnym wzrostem akumulacji innych pierwiastkow, takich jak wapn, chrom,
telazo i cynk ze zmiennym trendem zaleinym od wieku, W mozgu obserwowano mniejsza,
lecz statystycznie istotng akumulacje miedzi i innych pierwiastkéw w réinych okresach
tycia myszy, co potwierdza zaburzenia homeostazy metali., W sercu, nerkach,
dwunastnicy | oku zmiany byly mniej nasilone, jednak wykazywatly podobny kierunek.

Analiza widm FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) dostarczyta
interesujacych danych o 2mianach w strukturze biatek i lipidéw. W pribkach
watrobowych | mézgowych stwierdzono  obnitenie  intensywnoéci  pasm
charakterystycznych dla struktury a-helikalnej przy réwnoczesnym wzroscie pasm P, co
wskazuje na postepujacy denaturacje biatek. W widmach lipidowych obserwowano
przesunigcia, sugerujyce 2wigkszone stetenie nasyconych kwaséw tluszczowych i
nasilenie degradacji thuszczéw, zwlaszcza w watrobie.

Na uwage zastuguje analiza roznic piciowych. Doktorant wykazat, te samce myszy txJ
cechowaly sig wyiszym steieniem metali w watrobie, a takie bardziej nasilonymi
Zmianami w strukturze biatek i thuszczé6w i wyiszym steieniem bilirubiny, wyiszq
aktywnodciq alkalicznej fosfatazy i ALT, wskazujac na fagodniejszy przebieg zaburzed u
samic, co moie mie¢ zwigzek z ochronnym dziataniem estrogenéw. Zréinicowanie to jest
2godne 2 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 t ich poziom byl istotnie statystycznie wyiszy w
poréwnaniu do kontroli, co moze wskazywat na postepujace uszkodzenie neuronéw.

Doktorant przedstawit wyniki w postaci licznych wykreséw i tabel. Dane sa
Zinterpretowane poprawnie i w oparciu o literature. Wskazane byloby pod kazda tabelg i
wykresem podal zastosowang technike badawcza. Uwaiam rowniei, ie wyniki
koncentracji pierwiastkéw przedstawione w tabelach powinny znales¢ sie w aneksie, gdyi
znaczna ich czgsc przedstawiona jest réwniei w postaci wykreséw, ewentualnie moina
byloby zrezygnowac¢ z wykreséw (chociaz wizualnie wykresy bardziej przemawiajq do
czytelnika).

Podsumowujac, uzyskane wyniki w sposéb przekonujacy dokumentujg zoione

konsekwencje zaburzefi metabolizmu miedzi w organizmie i potwierdzaja, e model
Jockson 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
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szerzej — w problematyce zaburzerh metabolizmu metali i ich nastepstw w ukiadzie
nerwowym. Doktorant umiejetnie powigzat wuzyskane wyniki z doniesieniami
literaturowymi, zachowujac logiczng strukture i naukowy umiar w interpretacji.

W pierwszej czgsci dyskusji Doktorant odnosi sie do obserwowanego u zwierzat
eksperymentalnych wzrostu zawartoéci miedzi w watrobie | mézgu, podkreslajac, e
Zjawisko to jest zgodne z klasycznym obrazem patofizjologicznym choroby Wilsona.
Wskazuje przy tym na role dysfunkcji biatka ATP7B i konsekwencje upoiledzonego
transportu jondw Cu w sieci endoplazmatycznej hepatocytéw. Cenne jest réwniez
mwrécenie uwagi na wtérne zaburzenia metabolizmu cynku i felaza, co rzadko bywa
eksponowane w publikacjach o tej tematyce.

Na uwage zastuguje wnikliwa interpretacja wynikéw dotyczacych réinic ptciowych.
Doktorant pokazuje, ze samce myszy t wykazujy wigksza podatnoéé na zaburzenia
metaboliczne i oksydacyjne niz samice, co ttumaczy potencjalnym dziataniem ochronnym
estrogendw.

Konstrukcja dyskusji jest poprawna, logiczna i prowadzi czyteinika przez kolejne
whnioski wynikajace z danych. Uwaiam, ie w niektérych fragmentach mozna byloby
rozbudowat poréwnanie wynikéw z modelu t/ do innych modeli zwierzecych choroby
Wilsona (np. Atp7b-/- czy LEC rot), co pomogloby lepiej umiejscowit uzyskane dane w
szerszym kontekscie badan przedklinicznych,

Warto réwniei zauwaiy(, ie Doktorant utrzymuje dyskusje w duchu obiektywnej
naukowej argumentacji ~ unika nadmiernych spekulacji | ostroznie formutuje
uogélnienia. Sposéb, w jaki interpretuje wlasne obserwacje w odniesieniu do stresu
oksydacyjnego, zaburzeri mitochondrialnych i neurotoksycznodci miedzi, $wiadczy o
dojrzatoéci badawczej | dobrej znajomosci mechanizméw komérkowych.

Z punktu widzenia kompozycji rozprawy, zasadnym bytoby rozwaienie dodania
krotkiego podsumowania wynikéw przed czeécig ,Wnioski”, ktére syntetyzowatoby
najwainiejsze dane i utatwiato przejicie od konkretdw eksperymentalnych do bardziej
ogdlnych konkluzji, ktére w obecnej formie uwaiam za zbyt szczegdtowe (szczegélnie
wniosek 2, w ktorym zawarto réwniez opis wynikéw).

Korzystajgc z przywileju recenzenta chciatabym zapytaé Doktorantka:

¢ Czyzmiany obserwowane w strukturze biatek moga mie¢ charakter odwracalny po
zastosowaniu terapii chelatujacej, czy sq raczej markerem trwalych uszkodzer
komérkowych?

* Czy wyniki uzyskane w modelu tJ mogq stanowié punkt wyjscia do badar
klinicznych nad biomarkerami w choroble Wilsona? Jakie dalsze kierunki badan
Doktorant uwaia za najbardziej oblecujace?



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 zwrécié
uwage na redakcje piémiennictwa. Te drobne uchybienia nie wplywaja na wartoéé
merytoryczng rozprawy doktorskiej.

6. Podsumowanle

Rozprawa doktorska lekarza Krzysztofa Hadriana wnosi istotny | wielowymiarowy
wkiad poznawczy w zrozumienie patomechanizmu choroby Wilsona. Doktorant w spasdb
konsekwentny i oryginalny wykorzystat mysi model Jackson toxic milk do badania zmian
w akumulacji miedzi i innych pierwiastkéw w kluczowych narzadach - watroble, mézgu,
sercu, dwunastnicy i oku. Zastosowanie metod TXRF | FTIR nalezy uznaé za nowatorskie i
wzorcowe - pofaczenie obu technik pozwolifo na jednoczesna ocene skladu
pierwiastkowego | zmian strukturalnych biatek | lipidéw, co znaczaco poszerza
perspektywe dotychczasowych analiz | wnosi cenny wkiad w zrozumienie patogenezy
choroby Wilsona oraz w rozwéj nowych strategii badawczych i terapeutycznych.

Podsumowujac, rozprawa doktorka lekarza Krzysitofa Hadriana pt.
»Charakterystyka biochemiczna mysiego modelu choroby Wilsona” stanowi oryginalne,
interdyscyplinarne | wartoéciowe opracowanie naukowe | w peini speinia wymagania
okreflone w art. 187 Ustawy 2 dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym |
nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668). Przedkladam zatem Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie lekarza Krzysztofa
Hadriana do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczednie biorac pod uwage wysoky wartoé¢ naukowq rozprawy doktorskiej,
mnaczacy wkiad poznawczy w badania nad patogeneza choroby Wilsona,
interdyscyplinarny charakter badaf oraz potwierdzenie wysokiej jakosci uzyskanych
wynikéw poprzez ich opublikowanie w postaci dwéch oryginalnych artykutéw w
renomowanych czasopismach naukowych o {acznym wspéiczynniku Impact Factor 12.9, 2
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 doktorskle).



