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Ocena rozprawy doktorskiej lek. Magdaleny Naorniakowskiej ,,Choroba
Wilsona w polskiej populacji dzieci - obraz kliniczny, histopatologiczny,
diagnostyka roznicowa i podloze genetyczne”.

Rozprawa doktorska lek. Magdaleny Naorniakowskiej dotyczy Kklinicznie istotnego
problemu jakim jest choroba Wilsona (WD). Choroba Wilsona jest chorobg uwarunkowang
genetycznie, dziedziczong w sposob autosomalnie recesywny, wystepujaca z czestoscig 1:30000,
spowodowang zaburzeniem metabolizmu miedzi. Mutacja btonowego biatka ATP (kodowanego
przez gen ATP7B - chromosom 13) wiazacego miedz prowadzi do uposledzenia jej wydzielania z
hepatocytow do zotci i zaburzenia wigzania z ceruloplazming. W nastepstwie czego ma miejsce
odktadanie si¢ miedzi w r6znych tkankach i narzadach - przede wszystkim w watrobie i
osrodkowym uktadzie nerwowym, rzadziej w obrebie nerek, uktadu krazenia i/lub uktadu kostno-
stawowego. W populacji pediatrycznej zdecydowanie dominuje posta¢ watrobowa, ktorej
najczestszg manifestacja jest bezobjawowe podwyzszenie aktywnos$ci aminotransferaz w surowicy
krwi. Wczesne postawienie prawidlowego rozpoznania oraz wiaczenie odpowiedniego leczenia
umozliwia poprawg stanu pacjenta, ustgpienie dolegliwosci, poprawe wynikow badan
laboratoryjnych i zapobieganie odlegtym nastgpstwom (np. marsko$ci watroby).

Z powyzszych wzgledow uwazam, ze podjecie przez lek. Magdaleng Naorniakowska badan
majacych na celu analize obrazu klinicznego, histopatologicznego, podtoza genetycznego oraz
diagnostyki roznicowej choroby Wilsona w polskiej populacji pediatrycznej, jest jak najbardziej

uzasadnione i stanowi dojrzatg analize tego zagadnienia.

Przedstawiona mi do oceny praca cechuje si¢ uktadem typowym dla rozpraw doktorskich.
Obejmuje 94 strony maszynopisu, zawiera 5 rycin, 5 wykresow, 22 tabele oraz 84 pozycje
pismiennictwa. Rozprawa posiada rowniez obszerne strukturalnie streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, spis tabel, wykresow, rycin oraz informacje na temat publikacji cz¢$ci wynikéw badan
w czasopismach naukowych oraz prezentacji na konferencjach.

Warto$ciowym elementem jest objasnienie zastosowanych w pracy skrotow, co utatwia czytajacemu
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na biezagco identyfikowanie stosowanej w rozprawie terminologii. Moze warto bytoby ujednolici¢
ich zapis- czgs¢ jest w jezyku polskim, czgé¢ z jezyku angielskim.

We Wstepie liczacym 11 stron Doktorantka w sposob przekonujacy uzasadnia wybor
tematu swojej rozprawy. Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka reprezentuje osrodek (Klinika
Gastroenterologii, Hepatologii, Zaburzen Odzywiania i Pediatrii Instytut ,,Pomnik-Centrum
Zdrowia Dziecka”) zajmujacy si¢ kompleksowa opieka nad pacjentami pediatrycznymi z choroba
Wilsona z catej Polski. W zwigzku z tym uzyskane w niniejszej pracy wyniki i poczynione
obserwacje mozna ekstrapolowa¢ na catg polska populacje pediatryczng z rozpoznang chorobg
Wilsona. We Wstepie Doktorantka szczegdtowo, w oparciu o0 aktualne §wiatowe pismiennictwo
omawia epidemiologig, podtoze genetyczne, etiopatogeneze, manifestacje kliniczng z
uwzglednieniem wieku chorych, diagnostyke (kryteria rozpoznania choroby Wilsona) - ze
szczegblnym zwroceniem uwagi na zmiany w badaniu histopatologicznym watroby oraz mozliwe
opcje terapeutyczne. Chciatabym podkresli¢, iz rozdziat Wstep moze stanowi¢ samodzielna,
wyczerpujacg monografie na temat choroby Wilsona, szczegolnie w aspekcie populacji
pediatrycznej. Tekst tego rozdziatu jest napisany przejrzyscie i $wiadczy o duzej praktycznej
wiedzy medycznej i dobrym przygotowaniu teoretycznym Doktorantki.

W tym miejscu zwracam uwagg na drobne btedy w nazewnictwie: w wielu miejscach (nie tylko we
Wstepie) Doktorantka uzywa terminu ,,poziom miedzi w moczu” prawidtowo ,,wydalanie miedzi w
dobowej zbidrce moczu”.

W zwigzku z tym, ze jednym z elementéw rozprawy jest analiza kilku przypadkow klinicznych, w
ktorych wystapity problemy w diagnostyce roznicowej zapalenia watroby (autoimmunizacyjne
zapalenie watroby czy choroba Wilsona), Doktorantka omowita syntetycznie zagadnienia zwigzane
z autoimmunizacyjnym zapaleniem watroby.

Przedstawione we Wstepie dane konsekwentnie i logicznie prowadza do sformutowania hipotez
badawczych oraz celow pracy, majacych za zadanie zweryfikowanie zaproponowanych hipotez

badawczych.

Zaproponowane hipotezy badawcze:
e Obraz kliniczny choroby Wilsona w polskiej populacji dzieci jest zroznicowany, jednak ze
zdecydowana przewaga postaci watrobowej o fagodnym przebiegu i bardzo rzadkim

wystepowaniem objawoéw neurologicznych.

o Obraz histopatologiczny bioptatow watroby dzieci z WD nie wykazuje specyficznych zmian,
charakteryzuje si¢ duza roznorodnoscia. Wioknienie watroby jest zwigzane z parametrami

uszkodzenia watroby i wyliczanymi parametrami wioknienia (FIB-4 i APRI).



o W polskiej populacji dzieci z WD dominuje mutacja H1069Q, a pozostate mutacje wystepuja
sporadycznie. Istnieje zwigzek pomiedzy rodzajem mutacji a obrazem klinicznym choroby,

nasileniem zmian histopatologicznych watroby i parametrami gospodarki miedzia.

e Istnieje ryzyko pomytek diagnostycznych, ktore skutkuja nierozpoznaniem choroby Wilsona,
szczegolnie w przypadku postaci watrobowej przebiegajacej z izolowanym wzrostem aktywnosci
transaminaz.

Cele pracy:

e Opis zroznicowanego obrazu klinicznego choroby Wilsona w polskiej populacji dzieci;

e Ocena zmian histopatologicznych oraz ich zwiazku z obrazem klinicznym i parametrami
laboratoryjnymi uszkodzenia watroby, jak rowniez z nieinwazyjnymi markerami wiéknienia

watroby;

e Ocena czestosci poszczegolnych mutacji genu ATP7B oraz rodzaju mutacji i ich korelacja z obrazem

klinicznym oraz zmianami w obrazie histopatologicznym;

e Ocena trudnosci diagnostyki réznicowej WD i AlH na przyktadzie serii przypadkoéw, u ktorych

zmieniono wstepne rozpoznania AlH.

W rozprawie zostata umieszczona informacja o pozytywnej opinii Komisji Bioetycznej przy IPCZD
wyrazajacej zgode na przeprowadzenie badan.

W rozdziale Metodologia Doktorantka szczegdtowo przedstawia sposob gromadzenia
danych, zakres przeprowadzonej analizy (badanie podmiotowe, przedmiotowe, badania dodatkowe:
parametry laboratoryjne, molekularne, histopatologiczne bioptatu watroby z oceng zawartos$ci
miedzi w bioptacie watroby).

Badanie opierato si¢ na retrospektywnej analizie dokumentacji medycznej pacjentéw z rozpoznang
chorobg Wilsona hospitalizowanych w Klinice Gastroenterologii, Hepatologii, Zaburzen
Odzywiania i Pediatrii Instytut ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” lub bedacych pod opieka
Poradni Chordb i Transplantacji Watroby IPCZD w latach 1996-2021 — a wigc obejmuje bardzo
szeroki zakres czasowy — 25 lat. W ocenie pracy nalezy bra¢ pod uwagg zmieniajaca si¢
dynamicznie (w okresie obserwacji) dostepnos¢ do wysokospecjalistycznych badan (np. badan
molekularnych). W rozdziale Metodologia brak jest informacji w jakim laboratorium byty
wykonane badania molekularne. Doktorantka szczegotowo przedstawita panel analizowanych
parametrow, metodologi¢ ich 0znaczania. Wsréd gromadzonych danych z badania podmiotowego

zwrocono uwage na ,,wywiad rodzinny w kierunku choroby Wilsona”. W mojej ocenie wywiad



nalezy uzupehic¢ o informacje dotyczace wspotwystepowania przewlektych chorob watroby w
rodzinie, bowiem w wielu przypadkach przewlektych schorzen watroby nie jest/nie byta
prowadzona petna diagnostyka w kierunku choroby Wilsona. A w zwigzku z tym, ze analiza
retrospektywna obejmuje przedziat czasowy az 25 lat, nicktore badania specjalistyczne (np.
genetyczne) dzieki, ktérym aktualnie potwierdzamy diagnoze WD nie byly wowczas dostepne.
Wsrod parametrow laboratoryjnych brakuje mi uwzglednienia badan oceniajacych cholestaze:
aktywno$¢ GGTP oraz stgzenie kwasdéw zotciowych w surowicy krwi.

Ogromng wartoscig pracy jest fakt niezaleznej oceny przez 2 histopatologdéw preparatow
histopatologicznych bioptatow watroby.

W mojej opinii wsrod analizowanych wynikow badan brakuje takze oceny obrazowej watroby np.
powszechnie dostgpnego badania ultrasonograficznego (badanie elastograficzne watroby nie byto

dostepne w analizowanym przedziale czasowym).

Wyniki swoich badan i analiz Doktorantka przedstawita w sposob opisowy oraz w formie
rycin, wykresoéw oraz tabel. Do analizy retrospektywnej wiaczono 187 pacjentéw z choroba
Wilsona bedacych pod opieka Kliniki Gastroenterologii, Hepatologii, Zaburzen Odzywiania i
Pediatrii IPCZD w latach 1996-2021. W badanej grupie pacjentow pierwsze objawy wystapity
$rednio w wieku 10,11+4,2 lat (2-17,5), natomiast Sredni wiek ustalenia diagnozy wynosit
11,454+4,15 lat (2-20,5). Jedynie u kilkunastu -13 (6,95%) badanych rozpoznanie ustalono przed
ukonczeniem 5 roku zycia. W zdecydowanej wigkszosci (ponad 97%) badanych wystepowata
posta¢ watrobowa (w tym izolowana hiperaminotransferazemia u 52,9% badanych), u
pojedynczych chorych obserwowano zarowno objawy hepatologiczne jak i neurologiczne.
Natomiast ze wzgledu na diagnostyke rodzenstwa pacjentow z WD u 5 dzieci rozpoznanie ustalono
przed wystapieniem jakichkolwiek objawow chorobowych. Najczestsza manifestacja watrobowa
choroby byta podwyzszona aktywnos¢ aminotransferaz (>80%), niewydolnos¢ watroby byta
stwierdzano u 15,5% chorych. Z tej grupy u 15 dzieci wykonano przeszczepienie tego narzadu,
troje dzieci wymagato retransplantacji, troje pacjentow zmarto. W tabeli nr 5 przedstawiajacej
pacjentow, U ktorych wykonano przeszczepienie watroby brak jest informacji na temat wieku
chorych w chwili transplantacji. Jest to tym bardziej interesujace, ze w przypadku chorob
metabolicznych wraz z dtuzszym okresem trwania choroby, objawy sg bardziej nasilone.
Interesujaca jest historia medyczna pacjenta Nr 137, z niskg punktacjg w skali King ’s Wilson index
(4pkt), u ktorego wykonano 3-krotng transplantacje watroby i pacjent niestety zmart. Proszg o
krotkie mowienie przypadku w/w pacjenta.

Czy brak wynikow badan genetycznych u 2-pacjentoéw, ktorzy poddani byli transplantacji watroby

wynika z faktu, ze badanie ma charakter retrospektywny i oznaczen nie wykonywano?
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W teks$cie brak cytowania niektorych tabel, rycin, wykresow.

Z przedstawionych danych wynika, ze wsrdd zaburzen neurologiczno-psychiatrycznych w badanej
grupie dzieci najczesciej (3,2%) stwierdzano incydenty napadowe (drzenia/padaczka) — prosze 0
interpretacje w/w objawow, czy pacjenci ci wymagali stosowania leczenia p/padaczkowego.
Charakterystyczny pierscien KF stwierdzono w badaniu okulistycznym u 8 pacjentéw - 3 z nich
demonstrowato objawy neurologiczne. Prosz¢ o podanie w jakim wieku byli pacjenci.

W dalszej cz¢sci rozdziatu Wyniki Doktorantka w tabelach i na wykresach przestawia wyniki
parametrOw laboratoryjnych, oceny histopatologicznej bioptatow watroby, zawarto$ci miedzi w
tkance watrobowej —moze warto byloby to bardziej szczegétowo omoéwié w teksScie rozprawy,
poniewaz sa one bardzo interesujace. Poziom ceruloplazminy w surowicy krwi byt obnizony u 90%
pacjentow (warto$¢ ponizej 0,2 g/l), w czeSci laboratoriow zakres normy wynosi >0,16. Czy
warto$ci nie powinny by¢ ujednolicone ? Wydalanie miedzi w dobowej zbidrce moczu byto
zwigkszone (>100ug/24h) jedynie 54,6%. Czy u wszystkich pacjentow ze zwigkszonym
wydaleniem miedzi stwierdzono obnizone st¢zenie ceruloplazminy? Jezeli poziom ceruloplazminy i
wydalanie miedzi z moczem zalezy od wieku pacjenta i zarazem najtrudniejsza diagnostycznie
grupg chorych sg najmtodsze dzieci czy nie powinno si¢ rutynowo w tej grupie pacjentow zlecac
oznaczanie poziomu ceruloplazminy, wydalania Cu w DZM oraz oznaczania Cu w bioptacie
watroby?

Bardzo ciekawsg jest korelacja pomigdzy poziomem ceruloplazminy, wydalaniem miedzi w DZM i
stezeniem miedzi W bioptacie watroby a nasileniem sttuszczenia wielkokropelkowego. Z kolei tylko
wydalanie miedzi w DZM korelowato ze stopniem nasilenia zapalenia wrotnego, widknienia oraz
cholestazy. Nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy poziomem ceruloplazminy oraz zawartoscig Cu
w bioptacie watroby a tymi parametrami. Jak mozna by to wytlumaczy¢?

Brakuje mi norm FIB4 oraz APRI oraz u ilu pacjentow wartosci tych parametrow byty
nieprawidlowe. Trudno stwierdzi¢, Ze istnieje zalezno$¢ pomigdzy wynikami FIB4 oraz APRI a
aktywnos$cig ASpAT, gdyz parametr ten jest niezbedny do ich obliczenia. Czy czulo$¢ FIB4
(58,33%) i APRI (60.42%) w wykrywaniu wtoknienia mozna uzna¢ za zadawalajgcg- przy ich
podwyzszeniu wykrywane sa raczej zmiany bardzo zaawansowane.

Badanie genetyczne zostato wykonane u 180 pacjentéw. Najczgstszg mutacjg okazala si¢
H1069Q, ktora zostata stwierdzona z czgstoscig alleli 67,56% (71 przypadkéw uktad
homozygotyczny, u 69 heterozygotyczny). Co ciekawe wykazano zalezno$¢ pomigdzy rodzajem
mutacji a stgzeniem ceruloplazminy (w ciezkich mutacjach $rednie st¢zenie ceruloplazmiany
wynosito $rednio-0.04g/l). Natomiast nie wykazano korelacji pomigdzy rodzajem mutacji a

zmianami w badaniu histopatologicznym bioptatu watroby.



Nalezy podkresli¢, ze u kazdego pacjenta z rozpoznang chorobg Wilsona nalezy
wykluczy¢ autoimmunizacyjne zapalenie watroby, a u kazdego pacjenta z autoimmunizacyjnym
zapaleniem watroby trzeba wykluczy¢ chorobe Wilsona. Dodatkowo przedstawione 3 opisy
przypadkow podkreslajg warto$¢ rozprawy doktorskiej oraz zwracajg uwage na trudnosci
diagnostyczno-terapeutyczne w tej grupie chorych.

W dalszej czgsci rozprawy (Dyskusja) Autorka szczegotowo analizuje wyniki wiasnych
badan, porownuje je z danymi uzyskanymi przez innych badaczy. Podkreslam, ze niniejsza praca
prezentuje jedng z najwiekszych opublikowanych kohort pediatrycznych pacjentéw z chorobg
Wilsona z jednego osrodka dostepnych w literaturze $wiatowej, jak rOwniez zwigzek pomig¢dzy
parametrami obrazu histopatologicznego, wynikami badania molekularnego z obrazem klinicznym,
badaniami laboratoryjnymi oceniajacymi funkcje oraz uszkodzeniem watroby. Wartosé pracy
podkresla, ze wycinki watroby zostaly poddane ocenie przez dwoch niezaleznych histopatologdw,
dzigki czemu wyniki zostaty dobrze wystandaryzowane.

Pi$miennictwo przedstawione w rozprawie zawiera 84 pozycje, w wigkszoSci
anglojezyczne, zoStato ono witasciwie dobrane, dominujg prace z ostatnich lat. W kilku pozycjach
brakuje zapisu zakresu stron.

Staranna analiza wynikow przeprowadzonych badan poddanych analizie statystycznej oraz
danych dostepnych z pis$miennictwa pozwolita na sformutowanie wnioskow, pozwalajacych na
zweryfikowanie hipotezy badawczej oraz bedacych odpowiedzig na postawione cele badawcze.
Czgs¢ wnioskow jest wynikami badan.

Whioski:

1. Obraz kliniczny choroby Wilsona w polskiej populacji dzieci jest zréznicowany, a dominujaca u

dzieci jest manifestacja watrobowa.

2. Obraz histopatologiczny biopsji watroby w chorobie Wilsona wykazuje duza réznorodnosc¢. Nie

ma zmian patognomonicznych, jednak stosunkowo czgsto wystepuje sthuszczenie.

3. Nieinwazyjne wskazniki wtoknienia takie jak APRI i FIB-4 moga by¢ uzyteczne w

monitorowaniu wtoknienia u dzieci z chorobg Wilsona.

4. Najczestszym patogennym wariantem molekularnym genu ATP7B polskiej populacji dzieci z

choroba Wilsona jest H1069Q.

5. Brak zwigzku pomig¢dzy obrazem histopatologicznym oraz wynikiem badania genetycznego

potwierdza niewielki wplyw genotypu na fenotyp.

6. Postawienie diagnozy jest stosunkowo proste, jesli obecne sa gtdwne cechy kliniczne i

laboratoryjne, jednak w szczegdlnych przypadkach ustalenie diagnozy moze by¢ duzym
wyzwaniem dla klinicystow, szczegdlnie u mtodszych pacjentéw i na wczesnych etapach

choroby.



7. U wielu pacjentow poszczegolne parametry byly prawidtowe (Nie opisano pierscienia KF,
wydalanie miedzi z moczem czy poziom ceruloplazminy byly w granicach normy), co podkresla
znaczenie wykorzystania petnej skali Ferenciego oraz warto$¢ testow genetycznych w

rozpoznaniu choroby Wilsona w populacji pediatryczne;j.

Poza drobnymi btedami edytorskim praca jest napisana starannie i przejrzyscie, a
prezentowane tabele, ryciny i schematy sa czytelne. Poprawki sa wymagane w uktadzie graficznym
(np. przesuniecia na stronie 7, 31 oraz 37). Autorka nie ustrzegta si¢ btedow literowych i
stylistycznych (strona 78,84)

Wydaje sig, ze powyzsza praca moze by¢ pomocna w codziennej pracy klinicznej, ale tez
moze by¢ zrodtem inspiracji do przysztych badan naukowych. Na pewno interesujace byloby
kontynuowanie badan obejmujacych populacje osob dorostych, z uwzglednieniem korelacji
genotyp-fenotyp w tej grupie pacjentow.

Cenna jest zawarta w tej czgsci pracy informacja o ograniczeniach badania jakim jest
retrospektywny charakter pracy, w zwigzku z tym brak niektorych parametrow np. brak oceny
parametrow cholestazy (aktywno$¢ GGTP, stezenie kwasow zotciowych). Jednak pomimo pewnych
obiektywnych ograniczen otrzymane wyniki dostarczaja niezwykle warto§ciowych, praktycznych
informacji/wskazowek na temat postepowania diagnostyczno-terapeutycznego w tej grupie
chorych.

Dodatkowo nalezy podkresli¢, ze wyniki powyzszej pracy byty cze¢$ciowo przedstawione na
zjazdach i konferencjach krajowych i migdzynarodowych. Warto jest przedstawi¢ autorow
doniesien. Czes¢ wynikow byta opublikowana- warto przedstawi¢ punktacje IF oraz MNiSW
publikacji.

Poczynione uwagi, nie wpltywaja na kompleksowa, jednoznacznie pozytywna oceng pracy
zardwno pod wzgledem merytorycznym, jak 1 edytorskim.

Nalezy podkresli¢, ze problematyka przeprowadzonych przez Autorke badan dostarczyta
waznych i cennych z punktu widzenia praktycznego danych na temat choroby Wilsona w populacji

pediatrycznej.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek.
Magdaleny Naorniakowskiej pt.: Choroba Wilsona w polskiej populacji dzieci - obraz
kliniczny, histopatologiczny, diagnostyka roznicowa i podloze genetyczne”, spetnia wymagania
stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora nauk medycznych okreslonym w art. 13 Ustawy
z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (6 Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018
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r. W sprawie szczegdlowego trybu i warunkow przeprowadzenia czynnosci w przewodzie

doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz postgpowaniu o nadanie tytutu profesora.

W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka w
Warszawie o dopuszczenie lek. Magdaleny Naorniakowskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego i ze wzgledu na duzg warto$¢ przeprowadzonych badan nie tylko naukowa, rowniez

praktyczng, wnioskuje o wyrdznienie pracy.
Sabina NI

dr hab.n.med. Sabina Wigcek



