Review article / Artykut pogladowy

Farmakoterapia w Psychiatrii i Neurologii 2022, 38 (2), 119-139
© 2022 Institute of Psychiatry and Neurology. All rights reserved.
DOI: https://doi.org/10.5114/fpn.2022.123246

Biomarkers of the central nervous system injury

in Wilson’s disease

Biomarkery uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego w chorobie Wilsona

Agnieszka Antos!, Tomasz Litwin!, Adam Przybytkowski? Jan Bembenek!, Marta
Skowroniska!, Iwona Kurkowska-Jastrzebska!, Eukasz Smoliniski!, Anna Cztonkowska!

1 2nd Department of Neurology, Institute of Psychiatry and Neurology, Warsaw, Poland;
II Klinika Neurologii, Instytut Psychiatrii i Neurologii, Warszawa
2 Department of Gastroenterology and Internal Medicine, Medical University of Warsaw, Poland;

Klinika Gastroenterologii i Choréb Wewnetrznych, Uniwersyteckie Centrum Kliniczne, Warszawski

Uniwersytet Medyczny, Warszawa

ABSTRACT

Objectives. Wilson’s disease (WD) is a genetically inherit-
ed disease associated with disorder of copper metabolism
and its pathological deposition in many organs (mainly in
the liver and brain) and their secondary damage. Clinical
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symptoms of WD are mainly symptoms of liver damage
(from a mild increase in the activity of liver enzymes
to liver failure) and the central nervous system (CNS)
(mainly a wide spectrum of involuntary movements). The
article aims to review currently proposed biomarkers of
CNS damage in WD: 1) clinical; 2) structural (neuroimag-
ing) and 3) molecular, including a proposal of their future
role (prognostic, diagnostic or monitoring of response
to treatment).

Literature review. WD is one of the few metabolic dis-
eases that can be treated if treatment is started early
and is properly administered. Treatment of WD is based
on drugs causing a negative copper balance in the body
(drugs that chelate copper or zinc salts). Early diagnosis of
the disease, early initiation of anti-copper therapy, regu-
lar monitoring of copper metabolism, evaluation of liver
function and damage of central nervous system are essen-
tial for the good prognosis. We conducted a targeted liter-
ature review of articles in English available in PubMed,
searching for “Wilson’s disease”, “biomarkers”, “neuro-
filaments”. Below we present summary of collected data.
Conclusions. Despite treatment, 10% of patients with
WD experience early neurological deterioration, 50% of
patients with neurological symptoms show no improve-
ment. New therapies of treatment for WD, possibilities of
faster diagnosis and better monitoring of the treatment
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are being sought. Identification and validation of WD
biomarkers are necessary.

STRESZCZENIE

Cel. Choroba Wilsona (chW) to choroba uwarunkowana
genetycznie zwigzana z zaburzeniami metabolizmu mie-
dzi, powodujaca jej patologiczne odkladanie sie w wie-
lu narzadach (gtéwnie w watrobie i mézgu) oraz ich
wtérne uszkodzenia. Objawy kliniczne chW to gltéwnie
objawy uszkodzenia watroby (od tagodnego wzrostu
aktywnosci enzyméw watrobowych po niewydolno$é
watroby) oraz o§rodkowego uktadu nerwowego (gléwnie
szerokie spektrum ruchéw mimowolnych). Celem pracy
jest przeglad aktualnie proponowanych biomarkeréw
uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego w prze-
biegu chW: (1) klinicznych; (2) strukturalnych (neuro-
obrazowych) oraz (3) molekularnych, a takze zapropo-
nowanie okre§lenia ich przysztej roli (prognostyczne;j,
diagnostycznej czy zwiazanej z monitorowaniem reakeji
na leczenie).

Przeglad pismiennictwa. ChW nalezy do nielicznych
choréb metabolicznych poddajacych sie leczeniu - pod

| Objective

This paper aims to review the currently proposed bio-
markers of the central nervous system damage in the
course of WD: (1) clinical, (2) structural (neuroimaging)
and (3) molecular, and to propose the definition of their
future role (prognostic, diagnostic or related to monitor-
ing of the res ponse to treatment).

Introduction

Wilson’s disease (WD) is a congenital disease associat-
ed with abnormalities of copper metabolism, with its
pathological deposition in tissues and secondary damage
to many organs (mainly liver and brain) (Ferenci et al.,
2003; EASL, 2012).

The symptoms of WD mainly involve the liver (ranging
from mild increase in the activity of liver enzymes to liver
failure) and the central nervous system (CNS) - main-
ly involuntary movements and psychiatric symptoms
(EASL, 2012).

Treatment of WD is based on the use of drugs that in-
duce a negative balance of copper metabolism (Medici et
al., 2005; Schilsky, 2014; Cztonkowska and Litwin, 2017).
Proper pharmacological treatment of WD has a beneficial
effect in the majority of patients (improvement in the
liver function, reduction in severity/subsidence of neu-
rological symptoms) (EASL, 2012). It is assumed that 85%

warunkiem, ze leczenie zostanie rozpoczete na weze-
snym etapie choroby i jest prawidlowo prowadzone. Le-
czenie chW opiera sie na lekach powodujacych ujemny
bilans miedzi w organizmie (leki chelatujace miedz lub
sole cynku). Zasadnicze znaczenie dla rokowania ma
wczesne rozpoznanie choroby, wczesne rozpoczecie le-
czenia przeciwmiedziowego, a péZniej regularna kontrola
metabolizmu miedzi, ocena wydolnosci watroby oraz
uszkodzenia o§rodkowego uktadu nerwowego. Przepro-
wadzilismy celowany przeglad literatury - artykutéw
dostepnych w bazie PubMed w jezyku angielskim - w po-
szukiwaniu haset: ,choroba Wilsona”, ,biomarkery”,
yneurofilamenty”. Ponizej przedstawiamy podsumowa-
nie zgromadzonych informacji.

Wnioski. Pomimo leczenia u 10% pacjentéw z chW
dochodzi do wezesnych pogorszen neurologicznych,
u 50% pacjentéw z objawami neurologicznymi objawy
sie utrzymuja. Poszukuje sie nowych terapii, mozliwosci
szybszego diagnozowania oraz skuteczniejszego monito-
rowania procesu leczenia choroby. Niezbedne dla badan
nad chW i jej leczeniem jest okreslenie i zwalidowanie
biomarkeréw choroby.

of patients with WD have a good prognosis if they take
anti-copper drugs correctly; therefore, WD is one of the
few neurodegenerative diseases that can be successfully
treated with pharmacotherapy (Cztonkowska et al., 2005;
Bruha et al., 2011; Beinhardt et al., 2014; Schilsky, 2014).
Clinical follow-up of WD treatment is mainly based on
the assessment of copper metabolism, liver test results,
neurological and possibly psychiatric assessment (Weiss
and Stremmel, 2014; Litwin et al., 2017). Reliable and suf-
ficiently sensitive markers of liver and CNS damage in
the course of WD are being sought, which could improve
the diagnostic process and treatment of WD (EASL, 2012).
According to the World Health Organisation, biomark-
ers are any substances, structures or processes, measur-
able in an organism or its products, that allow to study
of changes related to physiological status, diagnosis,
prognosis of the occurrence, detection or treatment of
the disease, and that can also be a measure of the effec-
tiveness of treatment (Strimbu and Tavel, 2010).
Biomarkers can be divided into a number of subdivi-
sions. The work below employs two of those divisions. The
first, related primarily to the characteristics of biomark-
ers, divides them into so-called clinical biomarkers (clin-
ical assessment scales), imaging biomarkers (i.e. neu-
roimaging, mainly magnetic resonance imaging [MRI])
and laboratory biomarkers (e.g. assessments of copper
fractions, proteins in serum and cerebrospinal fluid, the
so-called fluid biomarkers). The second division pertains
to the use of biomarkers and distinguishes the following:
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diagnostic biomarkers (assessing disease progression),
prognostic biomarkers (mainly applicable in cancer),
and monitoring the clinical response to interventions
(treatment or new drug) (Strimbu and Tavel, 2010).

There are known biomarkers of liver damage. These
include laboratory tests (liver function tests), liver failure
scoring systems (e.g. Model of End Stage of Liver Disease
[MELD]), and structural damage tests (imaging exami-
nation, elastography) (EASL, 2012). They allow patients
with liver disease to be monitored for the treatment ef-
ficacy and safety, as well as to recognise early treatment
failures qualifying these patients for liver transplantation
or other type of anti-copper drug (EASL, 2012; Cztonko-
wska et al., 2018a).

The objective, comparable assessment of the neurolog-
ical status of patients with WD, as well as finding specif-
ic, objective and reliable quantitative biomarkers of CNS
damage in the course of WD, have so far proved to be much
more difficult (EASL, 2012; Litwin et al., 2015; Litwin et al.,
2019). This issue is particularly relevant as neurological
deterioration and the persistence of neurological symp-
toms despite treatment remain a challenge in WD and
an unresolved therapeutic problem (Litwin et al., 2015;
Litwin et al., 2017; Weiss et al., 2017; Antos et al., 2021).

In this article, the authors present the currently pro-
posed biomarkers of CNS damage in WD, i.e. (1) clinical
(clinical scales for neurological assessment); (2) imaging
- neuroradiological; (3) the so-called laboratory biomark-
ers (proteins determined in neurodegenerative diseases
that pretend to be biomarkers of CNS damage in WD, and
various methods for measuring copper metabolism in the
body) (Czlonkowska et al., 2018a; Antos et al., 2020a).

Literature review

We conducted a targeted literature review of articles
available in the PubMed database, in the English langu-
age. We searched for the following keywords: “Wilson's
disease”, “biomarkers”, and “neurofilaments”. Below is
a summary of the data collected.

1. Clinical biomarkers - scales for neurological
assessment in patients with WD

Initially, to assess neurological status, mainly descriptive
data were used (type of syndrome was identified) (Ferenci
etal., 2003; Medici et al., 2005; Cztonkowska et al., 2018b),
and zero-one scales (improvement - no improvement)
or slightly more complex scales (scored 0-3 points: no
symptoms, minor, moderate, severe, or worsening) were
used to assess the treatment efficacy. A clinical scale for
assessing neurological and functional deficits, the Unified
Wilson's Disease Rating Scale (UWDRS) (Cztonkowska et
al., 2007), was introduced in 2007 and the Global Assess-
ment Scale for WD (GAS for WD) - in 2009 (Aggarval etal.,

2009). Several scales for visual subjective assessment of
brain MRI have also been proposed, unfortunately, none
of these has previously been a quantitative scale verified
by correlations with clinical assessment scales (Prayer et
al., 1990; King et al., 1996; Kozié et al., 2003; Sinha et al.,
2007; da Costa et al., 2009; Litwin et al., 2013).

UWDRS (Unified Wilson’s Disease Rating Scale)

In 2007, a team of neurologists and hepatologists from
Poland, France, Germany, and the UK developed and val-
idated the first scale for the clinical assessment of CNS
damage in WD (Cztonkowska et al., 2007). This scale con-
sists of 3 parts. Part I addresses consciousness (scored
0-3 points); part II addresses activities of daily living
(ADLSs) and consists of subsections 2-11 scored from O to
4 points, depending on the severity of the deficits (max-
imum of 40 points); part I1I is a detailed neurological
examination (maximum of 143 points). Each of the parts
is assessed separately and, as shown in further works,
its consistency and reliability are very good (Cztonko-
wska et al., 2018b). Part II correlates positively with part
I1I (disability with the severity of neurological deficits;
r=0.84; p< 0.001). In addition to being used in numer-
ous research studies, the scale has also been included
in clinical trials of new drugs for the treatment of WD
(WTX101-201, ALXN1840, CHELATE) (Weiss et al., 2017;
Litwin et al., 2019; Antos et al., 2021), and is currently
the primary tool for clinical assessment of CNS damage
in WD (Smolinski et al., 2019; Dusek et al., 2020; Red-
zia-Ogrodnik et al., 2022; Ziemssen et al., 2022a).

GAS for WD (Global Assessment Scale for WD)

This is a clinical scale for assessing patients with WD
developed by a team of neurologists, gastroenterolo-
gists and radiologists from India (Aggarval et al., 2009).
It has been registered for use in WD by the Movement
Disorders Society (MDS) and is available in full on www.
movementdisorders.org among the clinical scales for as-
sessing movement disorders, as MDS Clinical Outcome
Assessments. This scale consists of two parts. Part one
- Global Disability - where general disability is assessed
in 4 subsections (for which 0 to 5 points are awarded
depending on severity). The sub-items relate to the se-
verity of liver disease (LO-L5), cognitive and behavioural
impairment (CO-C5), motor impairment (MO-M5), and
osseomuscular impairment (00-05). Each subsection
represents a separate domain (damage to a different sys-
tem indicated by a letter), the subsections do not add up.
Part two consists of 14 subsections that include neurolog-
ical examination, data on cognitive impairment, mood,
psychosis, presence of a Kayser-Fleischer ring (scored
from 0-4 points), as well as rarer neurological symptoms
(emotional lability, epileptic seizures, myoclonus, stereo-
typy, tics, pyramidal signs, eye movement abnormalities),
for which 1 point is scored for presence and 0 points for
absence. Scores are added up, with a maximum score
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of 56 in the most severe cases. Researchers in Mumbai
validated this scale by studying 30 patients with WD,
but it has not entered wider use in either research or the
pharmaceutical industry (Aggarval et al., 2009).

In 2017, Volpert and colleagues compared both scales,
the UWDRS and the GAS for WD (Volpert et al., 2017),
and found concordance (positive correlations) between
the neurological parts of both scales, i.e. part three of
the UWDRS and part two of the GAS for WD (r = 0.8;
p < 0.001). Correlations of GAS for WD with the MELD
liver function score were significantly weaker (r = 0.28;
p < 0.05) and were statistically insignificant (p = 0.37)
between GAS for WD and the Child-Pugh scale.

2. Biomarkers of central nervous system damage -
neuroradiological

Neuroimaging - brain MRI

Since its introduction, brain MRI in patients with WD has
had important applications both for diagnosis (the cha-
racteristic neuroradiological image is part of the criteria
for the diagnosis of WD - the so-called Ferenci score) and
for monitoring patient treatment (EASL, 2012; Dusek et
al., 2020). Symmetrical lesions located in the subcortical
nuclei (also in the pons and mesencephalon), usually hy-
perintense in T2-dependent sequences (less often with
mixed echogenicity), are characteristic of WD (Litwin et
al., 2013). They occur in virtually 100% of patients with
neurological symptoms of WD, in 42-70% of patients with
hepatic-only symptoms and in up to 20% of clinically
asymptomatic patients. The most spectacular neuroradio-
logical manifestations characteristic of WD, the so-called
face of the giant panda sign in the mesencephalon and
the miniature panda in the pons, occur in only a dozen
percent of patients with WD (Prayer et al., 1990; Kozié et
al., 2003; Sudemeyer et al., 2006; Sinha et al., 2007; da
Costa et al., 2009; Litwin et al., 2013) and may also occur
in other rare conditions (e.g. Leigh syndrome) (Litwin et
al., 2013). In the majority of patients with WD, usually in
the later stage of the disease, the most common lesions
are generalised cerebral atrophy (Prayer et al., 1990; King
etal., 1996; Kozié et al., 2003; Litwin et al., 2013).

Various clinical-radiological correlations have been
observed between the location lesions in the brain MRI and
clinical symptoms (e.g. dystonia - lesions in the putamen;
depression and anxiety - lesions in the globus pallidus;
parkinsonism - lesions in the mesencephalon; excessive
irritability - lesions in the brainstem) (Prayer et al., 1990;
Kingetal., 1996; Kozié et al., 2003; Siiddemeyer et al., 2006;
Sinhaetal., 2007; da Costa et al., 2009; Litwin et al., 2013;
Litwin et al., 2018; Shribman et al., 2022). The treatment
effects observed on MRI as resolution of some of the brain
lesions along with improvement in the patient’s clinical
condition (resolution of neurological symptoms) have
been noted (Prayer et al., 1990; Kozié et al., 2003; Siidemey-
er et al., 2006; Sinha et al., 2007; da Costa et al., 2009).

The first attempt at a quantitative assessment of brain
MRI lesions in patients with WD was the introduction
of the concept of the so-called brain MRI lesion load,
i.e. the number of lesions (abnormal signs) shown on
brain MRI in locations characteristic of WD; 1 point was
scored for one lesion. As the number of lesions (occupied
structures) visualised on brain MRI can correspond to
the severity of neurological symptoms in the course of
WD, positive correlations were found between brain MRI
lesion load and the severity of neurological status, as
well as neuropsychiatric inventory (NPI) (Kalita et al.,
2021). However, due to physicians’ superficial approach
to radiological changes in the course of WD (different
MRI sequences were scored the same) and due to discre-
pancies due to the different clinical significance asso-
ciated with the observed changes in different brain MRI
sequences (T1, T2 or T* gradient-echo sequences), this
scale has not been more widely adopted for use. A scale
was sought that would take into account both quanti-
tative CNS damage and different brain MRI sequences,
as proposed by Dusek and his team (Dusek et al., 2020).

Semi-quantitative scale for MRI-based assessment of CNS
damage in WD

In 2020, a semi-quantitative scale was proposed to assess
CNS damage using brain MRI (Dusek et al., 2020) (Table 1).
The scale is three-stage, covering acute toxicity, chronic
damage and cerebral atrophy. Acute toxicity is assessed
from O to 2 points and it reflects hyperintense lesions in
T2-dependent and FLAIR sequences in the putamen, cau-
date nucleus, thalamus, mesencephalon, pons and other
structures. Chronic damage is assessed from 0 to 1 point
and it reflects hypointense lesions in T2-dependent, T*
gradient-echo sequences and susceptibility-weighted ima-
ging (SWI) in the globus pallidus, putamen, caudate nuclei,
thalamus, and dentate nuclei. Cerebral atrophy is scored
from O to 2 points, in T1 dependent sequence, i.e. cortical,
subcortical, mesencephalon, and cerebellar atrophy.

Acute toxicity is thought to be responsible for early
CNS damage, oedema, demyelination - potentially re-
versible changes. Chronic damage includes potentially
irreversible changes, necrosis, iron deposition (asaresult
of neurodegeneration processes of macrophage influx,
among other things), as well as CNS atrophy.

In a scale-validation study, Dusek et al. assessed MRI
scans of 39 patients with WD and found concordance
both between studies of radiologists, with patient data
blinded, and between MRI scans assessed (Dusek et al.,
2020). There was also a positive correlation between
scores on the semi-quantitative scale to assess CNS da-
mage in WD based on MRI - chronic damage and total
score - and part II of the UWDRS, as well as part III of
the UWDRS (p < 0.01). Furthermore, after 24 months of
follow-up, acute toxicity shown by brain MRI correlated
positively with parts IT and III of the UWDRS (p < 0.01).
Improvements in treatment effect were seen in both the
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UWDRS and MRI scales. These observations were con-
firmed by a study on a much larger number of patients
(n =100) conducted in 2022 by Redzia-Ogrodnik with
a team (Redzia-Ogrodnik et al., 2022).

Table 1. Semi-quantitative scale for assessing brain damage in Wil-
son’s disease using MRI (Dusek et al., 2020)

Normal sign/ Moderately Severe

no change severe lesions lesions

on MRI on MRI on MRI
Acute toxicity, hyperintense lesions in T2/FLAIR sequences
Putamen 0 1 2
Caudate nucleus 0 1 2
Thalamus 0 1 2
Mesencephalon 0 1 2
Pons 0 1 2
Other areas 0 1 2

Chronic damage, hypointense lesions in T2/T*/ SWI sequences
Globus pallidus 0 1
Putamen 0

Caudate nucleus 0

Thalamus 0

Dentate nucleus 0

Atrophy with evaluation in T1-dependent sequences

Cortical 0 1 2
Central 0 1 2
Mesencephalon 0 1 2
Cerebellum 0 1 2

FLAIR - fluid-attenuation inversion recovery, SWI - susceptibility-
weighted imaging

Quantitative (volumetric) MRI-based assessment of brain
atrophy in WD

Even the earliest neuroimaging studies - computed
tomography (CT) and MRI of the brain - showed CNS
atrophy in patients with WD, involving the cerebral
cortex, cerebellum, and dilation of the ventricles (King
et al., 1996). When analysing the frequency of brain le-
sions in WD shown on MRI, it was observed that CNS
atrophy is the most common lesion occurring in the co-
urse of WD. Most papers on neuroimaging have so far
described CNS atrophy subjectively (zero-one, absence
vs. presence) based on the neuroradiologist’s assess-
ment (Prayer et al., 1990; King et al., 1996; Kozi¢ et al.,
2003; da Costa et al., 2009; Litwin et al., 2013). Following
the widespread introduction of computer software (e.g.
SIENAX, FreeSurfer), CT and MRI of the brain began to
be used to objectively assess the extent, location, and
significance of CNS atrophy in both neurodegenerative
diseases (spinocerebellar ataxia, Parkinson’s disease)
and inflammatory diseases (multiple sclerosis) (Smolin-
ski et al., 2019; Shribman et al., 2022). One of the earliest
papers on the volumetric assessment of CNS atrophy in
WD was authored by Smolifiski (Smolinski et al., 2019).
The authors demonstrated quantitative atrophy of total
brain volume, grey and white matter in patients with
WD, and determined its significance - negative correla-
tions between CNS atrophy and severity of neurological
syndrome (Picture 2: A, Band C).

Picture 1. MRI image of patients with WD and proposed assessment of the severity of CNS damage on brain MRI according to the semi-qu-
antitative scale of MRl in WD; A and B - FLAIR sequence images: A: hyperintense lesions located in the putamen (arrow), thalamus (arrowhead)
and B: in the brainstem, intensified lesions indicative of acute toxicity, scored 2 points for each of the structures mentioned; C - T2* sequence
images - hypointense lesions in the putamen (arrow) and the globus pallidus (arrowhead); lesions indicative of chronic damage, scored 1 point
for each of the structures listed; D and E - T1 sequence images: D: moderate cortical atrophy and E: moderate cerebellum atrophy — scored 1

point for each of the structures listed
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Picture 2. MRI of the brain in patients with WD showing that the
progression of the severity of neurological deficits on the UDWRS scale
is associated with progressive brain atrophy; A: 26-year-old patient with
symptoms of liver damage without neurological symptoms (0 points
on UWDRS), (SIENAX brain volume and atrophy analysis programme);
B: image after 1 year and the onset of neurological symptoms (46
points on UWDRS) after treatment and neurological deterioration;
C: MRI of the brain of the same patient in T1-dependent sequences
before the onset of neurological symptoms and 1 year after the onset
of the dystonic form of the disease (despite anti-copper treatment)
(more than double enlargement of the width of the third ventricle)

Subsequent, more recent work is based on a fully
automated technique for measuring the volume of CNS
structures using the so-called voxel-based morphometry
(VBM) (Smolinski et al., 2019; Shribman et al., 2021b;
Shribman et al., 2022). Grey matter atrophy in the ba-
sal nuclei, thalamus, brainstem, cerebellum, anterior
telencephalon, and orbitofrontal cortex has been found
in patients with WD. Atrophy of the grey matter of the
caudate nuclei, putamen, nucleus ambiguus, left part of
the orbitofrontal cortex, and operculum cortex was gre-
ater in patients with neurological symptoms compared
with patients who only had symptoms of liver damage
(Shribman et al., 2022). These changes correlated nega-
tively with the clinical neurological assessment scale for
WD (UWDRS).

Given the progressive process of neurodegeneration
in the course of WD (in the absence of treatment or ina-
dequate treatment), the possibility of automatic, objec-
tive measurements of the volume of brain structures,
and the compatibility of CNS volumetric results with
the UWDRS clinical scale for neurological assessment of
WD (UWDRS), it seems that these tests will be a routine

addition to the monitoring of patients with WD in the
near future (Smolinski et al., 2019; Shribman et al., 2021b;
Shribman et al., 2022).

Magnetic resonance spectroscopy (MRS) of the brain

Brain MRI spectroscopy (magnetic resonance spectrosco-
py, MRS) is a method that allows the metabolism of the
examined tissues to be analysed and is complementary
to the structural examination of the CNS (Alanen et al.,
1999; Tarnacka et al., 2008). In the past, methods based
on phosphorus nuclei (P-MRS) and the proton (hydrogen)
method (IHMRS) have been used. Currently, research on
WD mainly uses the method of so-called single voxel hy-
drogen spectroscopy (SV-IHMRS) - a cube (voxel, usually
between 1 and 3 cm in size) located in the area of brain
tissue under examination is superimposed on a classic
MRI image of the brain (Alanen et al., 1999; Tarnacka
et at., 2008). The result of the examination is a spec-
trum - chemical spectra with bands showing us both the
qualitative and quantitative content of the metabolites
contained in the brain tissue. The most commonly studied
CNS metabolites are N-acetylaspartate (NAA) - a neu-
ronal marker, myo-inositol (mI) - a product of myelin
breakdown, a glial cell marker, glutamninate (Glu) and
glutamine (Gln) - astrocyte markers, lactate (Lac) - pro-
ducts of anaerobic glycolysis (absent in healthy tissue),
choline (Cho) - precursor of acetylcholine and phospha-
tidylcholine, marker of cell membrane damage, and cre-
atine (Cr) - marker of cellular energy processes (Alanen
etal., 1999; Tarnacka et al., 2008).

Several studies have been conducted on the impor-
tance of MRS in WD. Among other things, it has been
shown that the NAA/Cho and NAA/Cr ratios are reduced
in the striatum during the course of WD, which is a mar-
ker of neuronal loss and disruption of energy processes.
Anincrease in the mI/Cr and Gln/Cr ratio was observed
as an expression of astrocyte activation (protective and
detoxifying functions of the CNS). In the course of anti-
-copper treatment, there is an increase in NAA/Cho and
ml/Cr ratios (normalisation of neuronal metabolism,
energy processes, cell membrane stability). The authors
suggested that, in particular, the NAA/Cr ratio could be
used as an early indicator of neuronal damage in WD,
indicating the onset of CNS involvement in the course
of WD (even in clinically asymptomatic individuals),
(Tarnacka et al., 2008).

Unfortunately, as mentioned earlier, in order to per-
form SV-1HMRS examination, it is necessary to identify
the so-called voxel, an abnormal tissue (not always pre-
sent in a size that allows analysis), and the examination
also requires an appropriate (deviating from routine)
protocol for performing MRI and radiological analysis.
For this reason, the use of MRS to date has been limited
to research and will not be proposed as a biomarker for
wider use in WD in the near future (Alanen et al., 1999;
Tarnacka et al., 2008; Antos et al., 2020a).
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3. Molecular biomarkers - laboratory
Neurofilaments

Neurofilaments (Nf) are a major component of the neuro-
nal cytoskeleton (Khalil et al., 2018). Depending on their
molecular weight, they are divided into light chains (NfL),
medium chains (NfM) and heavy chains (NfH). They have
been considered for more than 20 years as a marker of
neurodegeneration, neuroaxonal damage in neurodege-
nerative diseases, including Parkinson’s disease, Hunting-
ton’s disease, multiple system atrophy, Alzheimer’s dise-
ase, multiple sclerosis, inflammatory diseases (infectious
and autoimmune encephalitis) and many others (Lu et al.,
2015; Disanto et al., 2017; Barro et al., 2018).

Higher NfL concentrations in cerebrospinal fluid and
serum correlate positively with the severity of the above
diseases, as assessed by relevant clinical scales, brain MRI
(“fresh” demyelinating lesions, severity of atrophy, etc.)
(Khalil et al., 2018).

An increase in NfL concentrations is also observed
with age (approximately 3.3% per year), which is proba-
bly related to the physiologically progressive brain and
neuronal atrophy that is associated with age (Khalil et
al., 2018). Higher NfL concentrations are also observed
in men (oestrogens are thought to have a neuroprotective
effect in neurodegenerative diseases).

In individual papers reporting severe cases of soma-
tically ill patients (e.g. SARS-CoV-2 infection), a high
baseline NfL level was shown to be a risk factor for de-
ath in these patients. The inclusion of NfL as a marker
of treatment efficacy in various neurodegenerative and
inflammatory diseases is currently under consideration
(De Lorenzo et al., 2021).

NfL can be identified in serum (sNfL) and cerebro-
spinal fluid (CSF), and based on comparative analyses
of both results, the conclusions from both methods with
regard to the role of NfL as a marker of neurodegenera-
tion are comparable (Khalil et al., 2018).

Very promising results showing positive correlations
between CNS damage and NfL concentrations in many
inflammatory and neurodegenerative diseases have led to
NfL being facetiously referred to as a biomarker of CNS
damage, “analogue of C-reactive protein in neurologic
diseases” (Lambertsen et al., 2020; Gaetani, 2022).

In WD, all publications to date on NfL have been based
on patient serum results. The first paper on sNfL was
presented by Shribman et al. They analysed 40 patients
with WD (23 with neurological symptoms and 17 with he-
patic symptoms) and 38 in control group (Shribman etal.,
2021a). The researchers found that sNfL levels in patients
with neurological symptoms of WD were significantly
higher than in patients with liver damage symptoms only
(8.7 ng/mL vs 7.0 ng/mL; p < 0.01), as well as compared
to control group (8.7 ng/mL vs 7.6 ng/mL; p < 0.01). No
differences were observed between the control group
and patients with WD without neurological symptoms

(7.6 ng/mL vs 7.0 ng/mL; ns). The researchers analysed
patients with neurological symptoms for disease activi-
ty. Patients whose hepatic symptoms were followed by
neurological symptoms and those whose neurological
status worsened during treatment were defined as active
WD, and the remainder as stable. Patients with the active
(progressive) neurological form of WD were shown to
have higher sNfL levels than those in the stable group
(22.2 ng/mL vs 7.7 ng/mL; p < 0.01). In addition, the hi-
ghest sNfL concentrations occurred in patients whose
neurological condition had worsened (38.5 ng/mL). The
concentration of sNfL also correlated positively with
part III of the UWDRS (8 = 0.1; p < 0.01). The researchers
suggested in their conclusions that sNfL may in future
become a biomarker of CNS damage in the course of WD
- for both treatment optimisation and clinical research,
however, recommending further research to confirm
their observations.

Ziemssen and his team analysed the cases of 61 pa-
tients consecutively admitted to the Second Department
of Neurology at the Institute of Psychiatry and Neurology
in Warsaw between 2012 and 2017 who were diagnosed
with WD (Ziemssen et al., 2022a). All patients underwent
brain MRI (1.5 T scanner) with semi-quantitative dama-
ge assessment (acute toxicity, chronic damage and total
CNS damage score), neurological examination [UWDRS],
disease phenotype assessment (hepatic, neurological,
presymptomatic form) and copper metabolism examina-
tion. In the results, patients with WD with neurological
symptoms were found to have significantly higher sNfL
levels than patients with hepatic and presymptomatic
forms (38.7 + 73.4 vs 13.3 + 9.2 pg/mL; p < 0.01). Patients
with tremor (a lighter and better-prognosis neurological
form of WD) tended to have lower sNfL concentrations
(16.2 + 5.3 pg/ML) than patients with more severe neu-
rological forms with parkinsonism (44.9 + 46.6 pg/mL)
and dystonia (78.7 + 142.9 pg/mL; p = 0.065, tremor vs
other neurological forms). In patients with neurological
symptoms (n = 36), SNFL levels correlated positively with
part IT of the UWDRS (r = 0.37; p < 0.05) and part III of
the UWDRS (r = 0.38; p < 0.05). The sNfL concentration
in the entire group of 61 patients positively correlated
with the semi-quantitative brain MRI assessment scale
in patients with WD, with acute toxicity (r = 0.48; p <
0.01), chronic damage (r = 0.49; p < 0.01) and total score
(r = 0.54; p < 0.01). The researchers did not find an as-
sociation between copper metabolism scores and sNfL
(Ziemssen et al., 2022a). In an additional analysis, they
also showed that a higher baseline sNfL level, prior to
the inclusion of anti-copper treatment, is a risk factor
for early neurological deterioration (33.2  23.5 vs 27.6 +
62.7 pg/mL; p< 0.01) (Ziemssen et al., 2022b).

Ziemssen and his team, based on their own findings
and the work of Shribman et al. (2021a), showed that
sNfLs are a valuable quantitative biomarker of CNS da-
mage in WD, complementing the UWDRS neurological
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and clinical examination and semi-quantitative brain
MRI assessment in WD.

Another paper that confirmed the importance of sNfL
in WD is a study by Yang et al. They examined 75 patients
with WD (54 with neurological symptoms and 21 with
hepatic symptoms) and 27 healthy subjects for serum
sNfl levels (Yang et al., 2022). They confirmed previous
observations (Shribman et al., 2021a; Ziemsenn et al.,
2022a, Ziemsenn et al., 2022b) that patients with WD and
neurological symptoms have higher sNfL levels compared
to patients with WD with hepatic-only symptoms (8.1
pg/mLvs 3.1 pg/mL; p < 0.01). The concentration of sNfL
also correlated positively with the severity of neurologi-
cal symptoms on the UWDRS scale (r = 0.291; p < 0.05).
In addition, the researchers analysed volumetric brain
atrophy using the FreeSurfer programme (grey matter,
nucleus accumbens, bilateral lentiform nuclei and puta-
men volumes) and found negative correlations between
the volumes of these structures and sNfL concentrations.

Summarising the above studies, it can be concluded
that sNfLs are a very good biomarker indicating CNS
damage in the course of WD. This is supported by correla-
tions with both the neurological symptom severity rating
scales (UWDRS), the semi-quantitative brain MRI scale
and assessments of atrophy of brain structures associa-
ted with WD (Shribman et al., 2021a; Yang et al., 2022;
Ziemssen et al., 2022a; Ziemssen et al., 2022b).

Glial fibrillary acidic protein

Glial fibrillary acidic protein (GFAP) is the main protein
belonging to intermediate filaments, forming part of the
cytoskeleton of mature astrocytes, the most specific mar-
ker of cells of astrocytic origin (Lekomtseva et al., 2019;
Lin et al., 2021). Outside the CNS, GFAP is found primarily
in hepatic stellate cells (the main storehouse of vitamin
Ainthe body [80%]; upon hepatocyte damage, they trans-
form into cells with a myofibroblast phenotype and play
a major role in liver fibrosis), in Schwann cells, enteric
glial cells, salivary gland tumours, metastatic renal cell
carcinoma, epiglottal cartilage, pituitary cells, papillary
meningiomas and immature oligodendrocytes. In terms
of function, this protein is important for the stability,
mobility and shape of astrocytes (Lin et al., 2021).

In the case of CNS-damaging agents (toxic agents,
among others), there is proliferation and hypertrophy
of astrocytes and an increase in GFAP synthesis. For this
reason, this protein is considered a biomarker of CNS
damage in certain diseases. Among other things, an asso-
ciation between an increase in cerebrospinal fluid GFAP
concentrations and the degree of disability in multiple
sclerosis has been described.

Shribman and his team were the first to analyse the
serum concentrations of GFAP in patients with WD and
in control group (Shribman et al., 2021a). The researchers
found no statistically significant differences. In patients
with neurological symptoms, the average concentration

was 84 ng/mL, in patients with hepatic symptoms - 80 ng/
mL and in the control group - 84 ng/mL. Independently of
Shribman, Lin et al. performed an analysis of serum GFAP
concentrations in patients with WD on a much larger gro-
up of 94 patients (74 with neurological symptoms and 20
with hepatic symptoms only) and 25 healthy subjects (Lin
et al., 2021). The authors showed that serum GFAP levels
in WD patients with neurological symptoms were higher
(143.87 pg/mL) than in patients with hepatic symptoms
(107.5 pg/mL) and healthy individuals (86.85 pg/mL) (p <
0.01) (Lin et al., 2021). The researchers proposed a GFAP
concentration of 128.8 pg/mL (sensitivity 80% and spe-
cificity 63.5%) as a point of differentiation between WD
patients with neurological symptoms and those without
neurological symptoms. There was no correlation between
serum GFAP levels and the severity of neurological symp-
toms on the UWDRS scale or changes in brain MRI.

Conflicting results from published studies and the
lack of correlation of GFAP with clinical signs (UWDRS
and brain MRI) suggest that GFAP levels are of limited
value as a biomarker in WD, and that its presence in the
blood may be indicative of both liver damage (fibrosis)
and astrocyte damage (CNS) in the course of WD (Lin et
al., 2021; Shribman et al., 2021a).

Tau protein

Microtubule-associated protein tau (MAPT) is found
almost exclusively in neurons. It is associated with mi-
crotubules and determines the distance between them.
It is responsible for their binding to neurofilaments and
for their stabilisation (Gao et al., 2018; Goedert, 2018; Le-
komtseva et al., 2019). The tau protein is a sialic acid-free
transferrin. The affinity of the tau protein for microtubu-
les depends on its degree of phosphorylation. Excessive
phosphorylation of the tau protein causes filamentous
degeneration, the amount of which correlates with the
severity of Alzheimer’s disease symptoms. Corticostero-
ids directly increase tau protein phosphorylation. It is
furthermore important that factors that increase corti-
costeroid synthesis, such as stress, toxins, inflammation,
also indirectly increase tau protein phosphorylation (Go-
edert, 2018). Previous studies have shown that elevated
tau protein levels in cerebrospinal fluid and blood serum
are observed not only in neurodegenerative diseases,
but also in patients after brain injury, with acute ischa-
emic stroke, viral encephalitis, and with severe epileptic
seizures (Josephs, 2017; Gao et al., 2018). These reports
have led to tau protein currently being also considered as
amarker of neuroaxonal damage in many CNS diseases.

To date, two studies have been conducted on the
potential role of tau protein in WD. In the first study,
Lekomtseva et al. studied 47 patients with WD (all with
neurological symptoms, with 28 patients having no cli-
nical signs of liver damage) and 30 patients in control
group (Lekomtseva et al., 2019). Serum tau protein levels
were higher in patients with WD than in control group
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(221.7 pg/mL vs 71.1 pg/mL; p < 0.0001). Patients with
only neurological symptoms tended to have higher serum
tau protein values compared to patients with neurolo-
gical symptoms and clinical signs of liver damage (231.3
pg/mL vs 207.6 pg/mL; p > 0.05).

A second study, by Shribman et al., did not confirm
these reports. No statistically significant differences in
serum tau protein levels were observed in patients with
WD with neurological symptoms compared to control
group or patients with WD with hepatic-only symptoms
(Shribman et al., 2021a).

Ubiquitin C-terminal hydrolase L1

Ubiquitin C-terminal hydrolase L1 (UCH-L1) is an enzyme
that hydrolyses small C-terminal adducts of ubiquitin to
produce the ubiquitin monomer. Ubiquitin is a protein
involved in the tagging (ubiquitination) of proteins to
undergo non-lysosomal proteolysis. UCH-LI expression
is specific to neurons, cells of the neuroendocrine system
(including their tumours), and the testes and ovaries.
Mutations within the UCH-L1 gene are associated with
neurodegenerative diseases (Parkinson’s disease, Al-
zheimer’s disease) through interactions with the proteins
- alpha-synuclein and parkin (Bost et al., 2016; Josephs,
2017; Shribman et al., 2021a).

In WD, there has been one study to date with UCH-L1
(Shribman et al., 2021a). In their search for biomarkers
of CNS damage, the researchers measured sNfL, GFAP,
tau protein and UCH-L1. They showed that serum UCH-
-L1levels were higher in patients with WD, compared to
control group, but found no differences between patients
with neurological and hepatic symptoms (Shribman et
al., 2021a). To date, this was the only study to assess the
role of UCH-L1 as a biomarker in WD, so further research
is needed to verify the above observations.

Biomarkers of copper metabolism

Biomarkers of copper metabolism make it possible to
diagnose WD regardless of clinical presentation and to
monitor the metabolic efficacy of treatment.

One of the more intensively evaluated copper markers
in research is non-ceruloplasmin-bound serum copper
(NCC), the non-ceruloplasmin (Cp) fraction of copper
that is toxic, and the so-called free copper. This fraction
is usually elevated in WD. It is calculated indirectly by
multiplying the Cp value (expressed in mg/dL) times 3.14
and then subtracting this value from the serum copper
concentration (expressed in pg/dL). Under physiologi-
cal conditions, the serum NCC value is 5-15 pg/dL. NCC
concentrations >15 ug/dL are observed in patients with
WD. As recommended by the EASL, NCC can be used to
either monitor a patient’s correct intake of a WD drug
(normal NCC concentration) or detect an overdose (<5
pg/dL). The problem with the use of NCC is the indirect
method of calculation, which, especially when using im-
munological analysis of serum Cp concentration, results

in non-diagnostic results - negative in up to a dozen
per cent of cases (EASL, 2012). Direct methods for NCC
analysis are currently being sought (Weiss et al., 2017
Antos et al., 2021). There is promising work from France,
among others, where the direct determination of the free
copper fraction, exchangeable copper (CuEXC), and its
derivative, relative exchangeable copper (REC), has been
described. These studies require further international va-
lidation. It is worth remembering that these are not direct
markers of CNS damage in WD; they will potentially have
applications in the diagnosis and monitoring of copper
metabolic status during WD treatment (EASL, 2012).

Daily urinary copper excretion is another important
biomarker of copper metabolism, used both in the dia-
gnosis and monitoring of WD treatment (EASL, 2012). It
is still the best and most sensitive single biomarker used
in the diagnosis of WD. It is usually >100ug/24 h (stan-
dard: 0-50 ug/24 h) in WD patients, (EASL, 2012). Ho-
wever, in monitoring treatment, after an initial increase
in daily urinary copper excretion of up to >1000 pg/24
h, in correctly treated patients with chelating drugs, it
should be around 200-500 pg/24 h (with correct patient
compliance). When using zinc salts in chronic treatment
(>1 year), daily urinary copper excretion should be <75
ug/24 h. This is currently the most widely used and most
important biomarker of copper metabolism for monito-
ring the treatment of WD (EASL, 2012).

| Conclusions

To summarise the current options for the neurological
assessment of WD - according to current EASL recom-
mendations, every patient with WD should have a regular
neurological examination, at least twice a year (recom-
mendation GRADE II-2, B,1). Due to the wide variety of
neurological symptoms, the differences in their severity,
and the daily fluctuation of symptoms, it is sometimes
difficult to even describe the symptoms and their severity
(EASL, 2012). Therefore, the patient should be assessed
objectively, following the same examination pattern, on
a specific neurological assessment scale. As no single sca-
le has been adopted worldwide (GAS for WD operates in
India; UWDRS in Europe), it is important to use compa-
rable tools to assess the neurological symptoms of WD
(EASL, 2012). Based on an analysis of the literature on
WD, additional tests, biomarkers (clinical, neuroradio-
logical and biochemical), as well as clinical studies from
recent years (WTXIOl—ZOl, ALXN1840, CHELATE and
others), it can be concluded that the most commonly used
scale is the UWDRS (Weiss et al., 2017; Antos et al., 2020b;
Antos et al., 2021; Shribman et al., 2021a).

In terms of neuroradiological assessment, an inte-
resting proposal from 2020 is semi-quantitative MRI
assessment in WD. It assesses potentially reversible chan-
ges (acute toxicity) and irreversible changes (chronic
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damage and atrophy) separately (Dusek et al., 2020). The
wider use of this scale, as well as the UWDRS, is suppor-
ted by the documentation of positive correlations be-
tween the UWDRS and the MRI scale (Dusek et al., 2020;
Redzia-Ogrodnik et al., 2022).

A second interesting option for radiological exami-
nations, due to automatic measurements (free from the
subjectivity of the radiologist’s judgement), is the mor-
phometry study of CNS volumetry in WD (Smoliriski et
al., 2019; Poujois et al., 2020; Shribman et al., 2022). Their
results and statistically significant correlations with the
UWDRS underline the importance of these observations.

A complementary marker to the clinical (UWDRS)
and neuroradiological (semi-quantitative and volumetric
CNS assessments) scales is the serum NfL concentration,

which correlates with both the severity of neurologi-
cal symptoms and deficits and changes on brain MR, as
demonstrated by three independent studies (Shribman
et al., 2021a; Yang et al., 2022; Ziemssen et al., 2022a,
Ziemssen et al., 2022b).

To summarise the subject of biomarkers of CNS da-
mage in WD, it is likely that in the coming years, both in
academic research and in the pharmaceutical industry,
the three methods described above, i.e. clinical, radiolo-
gical (perhaps more objective with the use of artificial
intelligence), and biochemical assessment of CNS damage
in WD, will be essential tools for improving neurological
treatment in patients with WD (Antos et al., 2020; Poujois
etal., 2020; Kalita et al., 2021; Shribman et al., 2021b). Table
2 summarises the markers discussed in this text. |

Table 2. Biomarkers of central nervous system damage in Wilson’s disease and their potential use
Type of Type of examination Clinical relevance
biomarker
Clinical UWDRS scale Scale for the assessment of the severity of disability in activities of daily living (part Il) and
biomarkers neurological deficits (part Ill); currently recommended by international societies for the assessment
of neurological status of patients with WD in routine care and in clinical trials.
GAS for WD scale A scale for the assessment of the severity of WD; it assesses global disability, severity of liver
disease, cognitive impairment, motor and osseomuscular impairment — used mainly in India
(where it was developed), registered as the Movement Disorders Society scale.
Neuroradio-  Magnetic resonance  Changes typical of WD on brain MRI are included in the diagnostic algorithm for CVD (the so-called
logical (neu- imaging (MRI) of the  Ferenci score); significant mainly as a diagnostic biomarker.
roimaging) brain
biomarkers Semi-quantitative Scale for assessing CNS damage with brain MRI consists of 2 parts (acute toxicity — potentially
scale for the reversible changes - and chronic CNS damage - irreversible changes); quantifies the severity of
assessment of brain  CNS damage on brain MRI; correlates well with the severity of neurological status on UWDRS (parts
MRIin WD Il 'and 1ll) and level of neurofilament light chains in serum.
Volumetric evaluation Currently, assessment of atrophy is performed in computer programmes, e.g. SIENAX, FreeSurfer;
of brain atrophy in brain atrophy correlates with severity of neurological syndrome in UWDRS, copper metabolism — in
WD the future, assessment of CNS atrophy may be an endpoint of drug trials in WD.
Magnetic resonance  Mainly research use to date — metabolic changes in the subcortical nuclei have been observed
spectroscopy (MRS) even in asymptomatic patients with WD.
of the brain
Molecular Neurofilament light A biomarker of neurodegeneration in neurodegenerative diseases.
biomarkers -  chains (NfL) In WD, serum sNfL levels have been shown to correlate positively with the severity of neurological
laboratory deficits (UWDRS) and CNS damage on MRI (semi-quantitative scale); higher serum levels at the

Glial fibrillary acidic
protein (GFAP)

the course of WD).
Tau protein
Ubiquitin C-terminal

Biomarkers of copper
metabolism:

1. Free copper NCC
2. Daily urinary
copper excretion

pg/dL.

zinc salts: <75 pg/24 h.

start of WD treatment may be a risk factor for neurological deterioration after initiating treatment.
The most promising biomarker for treatment monitoring in WD complementing clinical scales,
copper metabolism and brain MRI.

Biomarker of cells of astrocytic origin; in WD, higher serum levels of GFAP have been observed in
patients with neurological symptoms compared to control group and patients with hepatic-only
symptoms; needs further investigation as a marker for monitoring treatment (CNS involvement in

No relevance has been demonstrated in WD.

Higher serum levels of UCH-L1 have been observed in patients with WD compared to control
hydrolase L1 (UCH-L1) group (1 study); use requires further research.

1. NCC - diagnostic biomarker (elevated serum values >15 pg/dL indicate WD) and treatment
monitoring biomarker — during anti-copper treatment, values indicating correct treatment: 5-15

2. Daily urinary copper excretion — diagnostic biomarker, >50 pg/24 h in urine indicates WD (part
of the WD diagnostic algorithm - Ferenti index) and biomarker for treatment monitoring: on
chelating drugs urinary copper excretion with correct chronic treatment is 200-500 ug/24 h, on

WD - Wilson’s disease; UWDRS - Unified Wilson Disease Rating Scale; GAS for WD - Global Assessment Scale for Wilson's Disease; MRI - magnetic
resonance imaging; NCC - non-ceruloplasmin-bound copper; sNfL — serum neurofilament light chain level
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[ Cel

Celem pracy jest przeglad aktualnie proponowanych bio-
markeréw uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego
w przebiegu chW: (1) klinicznych, (2) strukturalnych
(neuroobrazowych) oraz (3) molekularnych, a takze za-
proponowanie okreélenia ich przysztej roli (prognostycz-
nej, diagnostycznej czy zwigzanej z monitorowaniem
reakcji na leczenie).

| wstep

Choroba Wilsona (chW) to choroba wrodzona zwigzana
z zaburzeniami metabolizmu miedzi, z jej patologicznym
odkladaniem sie w wielu narzadach (gtéwnie watrobie
i mézgu) i ich wtérnym uszkadzaniem (Ferenci, et al.,
2003; EASL, 2012).

Objawy chW dotycza gtéwnie watroby (od tagodnego
wzrostu aktywnosci enzyméw watrobowych po niewy-
dolnoéé watroby) oraz o$rodkowego uktadu nerwowego
(OUN) -najczesciej ruchy mimowolne oraz objawy psy-
chiatryczne (EASL, 2012).

Leczenie chW opiera sie na stosowaniu lekéw powodu-
jacych powstanie ujemnego bilansu gospodarki miedzia
(Medici et al., 2005; Schilsky 2014; Cztonkowska i Li-
twin, 2017). Prawidtowe leczenie farmakologiczne chW
u wiekszosci pacjentéw przynosi korzystny efekt (popra-
wa funkcji watroby, zmniejszenie nasilenia/ ustgpienie
objawéw neurologicznych), (EASL, 2012). Przyjmuje sie,
ze w wypadku 85% pacjentéw z chW rokowania sg dobre,
jesli prawidlowo przyjmuja oni leki przeciwmiedziowe,
dlatego chW nalezy do nielicznych chordéb neurodege-
neracyjnych, ktére moga by¢ skutecznie leczone farma-
kologicznie (Cztonkowska et al., 2005; Bruha et al., 2011;
Beinhardt et al., 2014; Schilsky, 2014).

Kontrola kliniczna leczenia chW opiera sie gléwnie
na ocenie metabolizmu miedzi, wynikach préb wa-
trobowych oraz ocenie neurologicznej i ewentualnie
psychiatrycznej (Weiss i Stremmel, 2014; Litwin et al.,
2017). Trwaja poszukiwania wiarygodnych i odpowied-
nio czutych markeréw uszkodzenia watroby oraz OUN
w przebiegu chW, ktére to markery moglyby poprawié
diagnostyke oraz leczenie chW (EASL, 2012).

Biomarkery, wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia,
to dowolne substancje, struktury lub procesy, mozliwe
do zmierzenia w organizmie lub jego produktach, ktére
pozwalaja na badanie zmian zwigzanych ze stanem fizjo-
logicznym, diagnozowaniem, prognozowaniem wyste-
powania, wykrywania lub leczenia choréb, i ktére moga
byé réwniez miernikiem skutecznosci leczenia (Strimbu
i Tavel, 2010).

Istnieje wiele podziatéw biomarkeréw. W ponizszej
pracy zastosowano dwa podzialy. Pierwszy, zwigzany
gtéwnie z charakterystyka biomarkerdéw, dzieli je na tzw.
kliniczne (skale oceny klinicznej), obrazowe (imaging

biomarkers - czyli neuroobrazowanie, gtéwnie rezonans
magnetyczny [magnetic resonance imaging, MRI]) oraz
laboratoryjne (np. oceny frakcji miedzi, biatek w su-
rowicy i plynie mézgowo-rdzeniowym, tzw. biomark-
ery oceniane w ptynach ustrojowych - fluid biomarkers).
Drugi podzial zwiagzany jest z zastosowaniem biomark-
eréw i wyréznia nastepujace: diagnostyczne (ocenia-
jace zaawansowanie choroby), prognostyczne (majace
zastosowanie gléwnie w chorobach nowotworowych)
oraz monitorujgce odpowiedz kliniczna na interwencje
(leczenie lub nowy lek), (Strimbu i Tavel, 2010).

Biomarkery uszkodzenia watroby sa znane. Na-
leza do nich: testy laboratoryjne (préby czynnoéciowe
watroby), skale niewydolnoéci watroby (np. Model of
End Stage of Liver Disease [MELD]), testy uszkodzenia
strukturalnego (badania obrazowe, elastografia), (EASL,
2012). Pozwalaja one monitorowaé pacjentéw z choroba
watroby pod katem skutecznosci i bezpieczenistwa lec-
zenia, jak réwniez rozpoznawac odpowiednio wezeénie
niepowodzenia leczenia kwalifikujace tych pacjentéw do
przeszczepu watroby lub innego rodzaju leku przeciw-
miedziowego (EASL, 2012; Czlonkowska et al., 2018a).

Znacznie wieksze trudnoéci sprawia, jak dotychczas,
obiektywna, poréwnywalna ocena stanu neurologiczne-
go pacjentéw z chW, a takze znalezienie specyficznych,
obiektywnych i wiarygodnych biomarkeréw ilosciowych
uszkodzenia OUN w przebiegu chW (EASL, 2012; Litwin
etal., 2015; Litwin et al., 2019). Problem ten jest szczegél-
nie istotny, gdyz nadal wyzwaniem w chW i nierozwigza-
nym problemem terapeutycznym pozostajg pogorszenia
neurologiczne oraz utrzymywanie sie objawéw neurolog-
icznych pomimo leczenia (Litwin et al., 2015; Litwin et
al., 2017; Weiss et al., 2017; Antos et al., 2021).

W artykule autorzy przedstawili aktualnie pro-
ponowane biomarkery uszkodzenia OUN w chW, tj.: (1)
kliniczne (skale kliniczne oceny neurologicznej); (2) obra-
zowe - neuroradiologiczne; (3) tzw. laboratoryjne (bial-
ka oznaczane w chorobach neurodegeneracyjnych, ktére
pretenduja do roli biomarkeréw uszkodzenia OUN w chW,
oraz rézne metody pomiaru metabolizmu miedzi w organ-
izmie), (Cztonkowska et al., 2018a; Antos et al., 2020a).

Przeglad pi$miennictwa

Przeprowadziliémy celowany przeglad literatury - arty-
kutéw dostepnych w bazie PubMed w jezyku angielskim.
Szukali$my haset: ,,choroba Wilsona”, ,biomarkery” oraz
yneurofilamenty”. Ponizej przedstawiamy podsumowa-
nie zgromadzonych danych.

1. Biomarkery kliniczne - skale oceny neurologicznej
u pacjentéw z chW

Poczatkowo do oceny stanu neurologicznego uzywano
gléwnie danych opisowych (okreslano rodzaj zespotu),
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(Ferenci et al., 2003; Medici et al., 2005; Cztonkowska
et al., 2018b), a do oceny skutecznoéci leczenia stoso-
wano skale zero-jedynkowe (poprawa - brak poprawy)
lub skale nieco bardziej rozbudowane (punktowane 0-3
pkt: brak objawéw, niewielkie, $rednie, ciezkie, ewentu-
alnie pogorszenie). W 2007 roku wprowadzono do uzycia
skale kliniczng oceny deficytéw neurologicznych oraz
funkcjonalnych Unified Wilson’s Disease Rating Scale
(UWDRS) (Cztonkowska et al., 2007), a w 2009 roku Glo-
bal Assessment Scale for WD (GAS for WD) (Aggarval et
al., 2009). Zaproponowano réwniez wiele skal wizualnej
subiektywnej oceny MRI mézgu, niestety zadna z nich
nie byta wczesniej skalg ilosciows weryfikowang kore-
lacjami ze skalami oceny klinicznej (Prayer et al., 1990;
King et al., 1996; Kozi¢ et al., 2003; Sinha et al., 2007; da
Costa et al., 2009; Litwin et al., 2013).

UWDRS (Unified Wilson’s Disease Rating Scale)

W 2007 roku zespé6t neurologéw oraz hepatologéw
z Polski, Francji, Niemiec i Wielkiej Brytanii opracowat
izwalidowat pierwszg skale oceny klinicznej uszkodzenia
OUN w chW (Czlonkowska et al., 2007). Skala ta sktada
sie z 3 czedci: cze$é I dotyczy $wiadomosci (ocena 0-3
pkt), czeéé Il dotyczy aktywnosci dnia codziennego (ang.
activities of daily living, ADL) i sklada sie z podpunktéw
2-11 ocenianych od 0 do 4 pkt, w zaleznosci od ciezko-
$ci deficytéw (maksymalnie 40 pkt), czeéé III stanowi
szczegbtowe badanie neurologiczne (maksymalnie 143
pkt). Kazda z czeci ocenia sie osobno i, jak wykazano
w kolejnych pracach, jej zgodno$¢ i wiarygodnosé jest
bardzo dobra (Czlonkowska et al., 2018b). Czeéé Il kore-
luje pozytywnie z czescia I1I (niesprawno$é z ciezkodcia
deficytéw neurologicznych; r = 0,84; p < 0,001). Poza tym,
ze skala ta zostata wykorzystana w licznych badaniach
naukowych, zostata takze wigczona do badan klinicz-
nych nad nowymi lekami w terapii chW (WTX101-201,
ALXN1840, CHELATE), (Weiss et al., 2017; Litwin et al.,
2019; Antos et al., 2021), i aktualnie jest podstawowym
narzedziem oceny klinicznej uszkodzenia OUN w chW
(Smoliriski et al., 2019; Dusek et al., 2020; Redzia-Ogrod-
nik et al., 2022; Ziemssen et al., 2022a).

GAS for WD (Global Assessment Scale for WD)

Jest to skala kliniczna do oceny pacjentéw z chW opraco-
wana przez zesp6! neurologéw, gastroenterologdéw oraz
radiologéw z Indii (Aggarval et al., 2009). Zarejestrowana
zostala do stosowania w chW przez Movement Disorders
Society (MDS) i dostepna jest w catosci na stronie move-
mentdisorders.org, poéréd skal klinicznych stuzacych do
oceny zaburzen ruchowych, jako MDS Clinical Outcome
Assessments. Skala ta sktada sie z dwdch czesci. Czesé
pierwsza - Global Disability - ogélna niesprawno$¢ oce-
niana w 4 podpunktach (za ktére przyznawane jest od O
do 5 pkt w zaleznoéci od ciezkosci). Podpunkty dotycza:
ciezkosci choroby watroby (LO-L5), zaburzen poznaw-
czych i zachowania (CO-C5), zaburzeri motorycznych

(M0-MS5) i kostno-stawowych (00-05). Kazdy podpunkt
przedstawia osobng domene (uszkodzenia innego uktadu
oznaczonego litera), podpunktéw sie nie sumuje. Cze$é
druga sktada si¢ z 14 podpunktéw, ktére obejmuja: ba-
danie neurologiczne, dane dotyczace zaburzen poznaw-
czych, nastroju, psychoz, obecno$é pierécienia Kaysera-
-Fleischera (punktowanych od 0-4 pkt), a takze rzadsze
objawy neurologiczne (labilno$é emocjonalna, napady
padaczkowe, mioklonie, stereotypie, tiki, objawy pirami-
dowe, zaburzenia ruchomosci gatek ocznych), za ktére
przydzielane sg 1 pkt za obecno$¢ i 0 pkt za brak. Wyniki
sumuje sie, z maksymalng liczba 56 punktéw w najciez-
szych przypadkach. Badacze z Mumbaju zwalidowali te
skale, badajac 30 pacjentéw z chW, jednak nie weszta
ona do szerszego uzycia ani w badaniach naukowych, ani
w przemysle farmaceutycznym (Aggarval et al., 2009).

W 2017 roku Volpert ze wspélpracownikami poréw-
nali obie skale, UWDRS oraz GAS for WD (Volpert et
al., 2017), i stwierdzili zgodno$¢ (pozytywne korelacje)
pomiedzy neurologicznymi cze$ciami obu skal: czescia
trzecia UWDRS i czeécia druga GAS for WD (r=0,8; p <
0,001). Korelacje GAS for WD z oceng wydolnosci wa-
troby w skali MELD byly znacznie stabsze (r = 0,28; p
< 0,05), a miedzy GAS for WD a skala Child-Pugh byty
nieistotne statystycznie (p = 0,37).

2. Biomarkery uszkodzenia osrodkowego uktadu
nerwowedo - neuroradiologiczne

Neuroobrazowanie - MRl mézgu

Od kiedy je wprowadzono, badanie MRI mézgu u pacjen-
téw z chW ma istotne zastosowanie zaréwno diagno-
styczne (charakterystyczny obraz neuroradiologiczny
stanowi element kryteriéw rozpoznania chW, tzw. Ferenci
score), jak i dla monitorowania leczenia pacjentéw (EASL,
2012; Dusek, et al., 2020). Charakterystyczne dla chW s
symetryczne zmiany zlokalizowane w jadrach podkoro-
wych (réwniez w moécie i srédmézgowiu), najczesciej
hiperintensywne w sekwencjach T2 zaleznych (rzadziej
o mieszanej echogenicznoéci), (Litwin et al., 2013). Wy-
stepuja one u praktycznie 100% pacjentéw z objawami
neurologicznymi chW, u 42-70% pacjentéw z objawami
wylacznie watrobowymi i nawet u 20% pacjentéw asymp-
tomatycznych klinicznie. Spektakularne dla chW objawy
neuroradiologiczne, tzw. duzej pandy w §rédmézgowiu
i matej pandy w moscie wystepuja tylko u kilkunastu
procent pacjentéw z chW (Prayer et al., 1990; Kozié et al.,
2003; Stidemeyer et al., 2006; Sinha et al., 2007; da Costa
etal., 2009; Litwin et al., 2013) i mogg réwniez wystepo-
waé w innych rzadkich schorzeniach (np. zespét Leigh),
(Litwin et al., 2013). U wiekszosci pacjentéw z chW, zwy-
kle w pézniejszej fazie choroby, najczestszymi zmianami
s3 uogélnione zaniki mézgowia (Prayer et al.,1990; King
et al., 1996; Kozi¢ et al., 2003; Litwin et al., 2013).
Obserwowano rézne korelacje kliniczno-radiologicz-
ne pomiedzy lokalizacjg zmian w MRI mdzgu a objawami
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klinicznymi (np. dystonia - zmiany w skorupach; de-
presja i lek - zmiany w gatkach bladych; parkinsonizm
- zmiany w §rédmoézgowiu; nadmierna irytacja - zmiany
w pniu mézgu), (Prayer et al., 1990; King et al., 1996; Kozié
etal., 2003; Stidemeyer et al., 2006; Sinha et al., 2007; da
Costa et al., 2009; Litwin et al., 2013; Litwin et al., 2018;
Shribman et al., 2022). Zwrécono uwage na efekty lecze-
nia zauwazalne w MRI jako ustepowanie cze$ci zmian
w mézgu wraz z poprawg stanu klinicznego pacjenta
(ustepowanie objawéw neurologicznych), (Prayer et al.,
1990; Kozi¢ et al., 2003; Stidemeyer et al., 2006; Sinha et
al., 2007; da Costa et al., 2009).

Pierwsza préba w zakresie ilo$ciowej oceny zmian
w MRI mézgu u pacjentéw z chW bylo wprowadzenie po-
jecia tzw. brain MRI lesion load, czyli liczby zmian (niepra-
widlowych sygnatéw) wykazanych w MRI mézgu w cha-
rakterystycznych dla chW lokalizacjach; 1 pkt przyzna-
wano za jedng zmiane. W zwiazku z tym, ze liczba zmian
(zajetych struktur) uwidocznionych w MRI mézgu moze
w przebiegu chW odpowiadaé ciezkosci objawéw neuro-
logicznych, stwierdzano dodatnie korelacje pomiedzy
brain MRI lesion load a ciezkoscia stanu neurologicznego,
a takze objawéw psychiatrycznych (ang. neuropsychiatric
inventory, NPI), (Kalita et al., 2021). Jednak ze wzgledu na
powierzchowne podejscie lekarzy do zmian radiologicz-
nych w przebiegu chW (rézne sekwencje badania MRI
byly punktowane tak samo) oraz ze wzgledu na rozbiez-
nosci wynikajace z réznego znaczenia klinicznego, jakie
wigzano z obserwowanymi zmianami w réznych sekwen-
cjach MRI mézgu (T1, T2 czy sekwencje gradientowe T¥),
skala ta nie zostala szerzej przyjeta do uzytku. Poszukiwa-
no takiej skali, ktéra uwzgledniataby zaréwno ilo$ciowe
uszkodzenia OUN, jak i rézne sekwencje MRI mézgu, jak
to zaproponowat Dusek z zespotem (Dusek et al., 2020).

Skala pétilosciowa do oceny uszkodzern OUN w chW
w oparciu o MRI

W 2020 roku zaproponowano pétilosciows skale pozwa-
lajacg oceni¢ uszkodzenia OUN za pomocg badania MRI
mézgu (Dusek et al., 2020), (tabela 1). Skala jest trzystop-
niowa, obejmuje: ostra toksyczno$¢, przewlekte uszko-
dzenie oraz zaniki mézgowia. Ostra toksycznos¢ ocenia
sie od 0 do 2 pkt, wystepuja: zmiany hiperintensywne
w sekwencjach T2 zaleznych i FLAIR w skorupach, jadrach
ogoniastych, wzgbrzu, srédmézgowiu, moscie oraz innych
strukturach. Przewlekle uszkodzenie ocenia sie od 0 do 1
pkt, wystepuja: zmiany hipointensywne w sekwencjach
T2 zaleznych, gradientowych T* oraz SWI (susceptibility-
-weighted imaging) w gatkach bladych, skorupach, jadrach
ogoniastych, wzgdrzach i jadrach zebatych. Zaniki moé-
zgowia ocenia sie od 0 do 2 pkt, w sekwencji T1 zaleznej:
zaniki korowe, podkorowe, §rédmézgowia oraz mézdzku.

Ostra toksyczno$¢ ma odpowiadac za wezesne uszko-
dzenia OUN, obrzek, demielinizacje - zmiany poten-
cjalnie odwracalne. Przewlekle uszkodzenie to zmiany
potencjalnie nieodwracalne, martwica, odktadanie sie

zelaza (jako wynik miedzy innymi proceséw neuodege-
neracji naptywu makrofagéw), jak i zaniki OUN.

Tabela 1. Skala pétilosciowa do oceny uszkodzen mézgu w chorobie
Wilsona z wykorzystaniem MRI (Dusek et al., 2020)

Normalny Srednio Ciezkie
sygnat/ brak  nasilone zmiany
zmianw MRl zmiany w MRI w MRI
Ostra toksycznos¢, zmiany hiperintensywne w sekwencjach T2/FLAIR
Skorupa 0 1 2
Jadro ogoniaste 0 1 2
Wzgorze 0 1 2
Srodmézgowie 0 1 2
Most 0 1 2
Inne obszary 0 1 2

Przewlekte uszkodzenie, zmiany hipointensywne w sekwencjach
T2/T%/ SWI

Gatka blada 0 1
Skorupa 0 1
Jadro ogoniaste 0 1
Wzgodrze 0 1
Jadro zebate 0 1
Zaniki z oceng w sekwencjach T1 zaleznych

Korowe 0 1 2
Centralne 0 1 2
Srodmézgowia 0 1 2
Mézdzku 0 1 2

FLAIR - fluid-attenuation inversion recovery, SWI - susceptibility-
weighted imaging

W badaniu walidujacym skale Dusek ze wspétpra-
cownikami ocenili badania MRI 39 pacjentéw z chW
i stwierdzili zgodno$¢ zaréwno pomiedzy badaniami
radiologéw, zaslepionymi co do danych pacjentéw, jak
i pomiedzy ocenianymi badaniami MRI (Dusek et al.,
2020). Stwierdzono takze dodatnig korelacje pomiedzy
wynikami uzyskanymi w skali pétilosciowej do oceny
uszkodzert OUN w chW w oparciu o MRI - przewlekle
uszkodzenie oraz catkowity wynik - a czescia II skali
UWDRS, a takze czeécig Il UWDRS (p < 0,01). Réwniez
po 24 miesigcach obserwacji ostra toksycznoéé uwidocz-
niona w MRI mézgu korelowata dodatnio z ITi III cze$cia
UWDRS (p < 0,01). Poprawa w efekcie leczenia widoczna
byta zaréwno w skali UWDRS, jak i skali MRI. Obserwacje
te potwierdzito badanie na znacznie wiekszej liczbie pa-
cjentéw (n =100) przeprowadzone w 2022 roku przez Re-
dzie-Ogrodnik z zespotem (Redzia-Ogrodnik et al., 2022).

llosciowa (wolumetryczna) ocena zaniku mézgu w chW
w oparciu o MRI

Juz w pierwszych badaniach neuroobrazowych - tomo-
grafii komputerowej (ang. computed tomography, CT) oraz
MRI mézgu - u pacjentéw z chW wykazywano zaniki
OUN, ktére dotyczyty kory mézgu, mézdzku oraz posze-
rzenia uktadu komorowego (King et al., 1996). W trakcie
analizy czestosci zmian w mézgu w chW uwidocznionych
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Zdjecie 1. Zdjecia MRI pacjentéw z chW oraz propozycje oceny ciezkosci uszkodzenia OUN w MRI mézgu wg skali pétilosciowej MRl w chW;
A i B - obrazy w sekwencji FLAIR: A: zmiany hiperintensywne zlokalizowane w skorupach (strzatka), wzgoérzach (grot) oraz B: w pniu mézgu —
nasilone zmiany swiadczace o ostrej toksycznosci, ocenione na 2 punkty za kazda z wymienionych struktur; C - Obrazy w sekwencji T2*: hipoin-
tensywne zmiany w skorupach (strzatka) oraz gatkach bladych (grot) — zmiany $wiadczace o przewlektym uszkodzeniu, ocenione na 1 punkt za
kazda z wymienionych struktur; D i E - Obrazy w sekwencji T1: D: umiarkowane zaniki korowe oraz E: umiarkowane zaniki mézdzku - ocenione

na 1 punkt za kazdg z wymienionych struktur

z pomoca MRI wykazano, ze zaniki OUN to najczestsze
zmiany wystepujace w przebiegu chW. W wiekszosci
prac na temat neuroobrazowania opisywano dotychczas
zaniki w obrebie OUN subiektywnie (zero-jedynkowo,
brak vs obecno$¢) na podstawie oceny neuroradiologa
(Prayer et al., 1990; King et al., 1996; Kozié et.al., 2003; da
Costa et al., 2009; Litwin et al., 2013). Po wprowadzeniu
do powszechnego uzytku programéw komputerowych
(m.in. SIENAX, FreeSurfer) CT i MRI mézgu zaczely
stuzy¢ obiektywnej ocenie stopnia, lokalizacji, a takze
znaczenia zanikéw w obrebie OUN zaréwno w chorobach
neurodegeneracyjnych (ataksjach rdzeniowo-mézdzko-
wych, chorobie Parkinsona), jak i chorobach zapalnych
(stwardnienie rozsiane), (Smolifiski et al., 2019; Shrib-
man et al., 2022). Jedna z pierwszych prac dotyczacych
oceny wolumetrycznej zanikéw OUN w chW byt artykut
Smolinskiego (Smoliriski et al., 2019). Autorzy wykazali
ilosciowe zaniki catkowitej objetosci mézgu, istoty szarej
i biatej u pacjentéw z chW, a takze okreslili ich znaczenie
- ujemne korelacje pomiedzy zanikami w obrebie OUN
a cigzko$cia zespotu neurologicznego (zdj. 2: A, BiC).
Kolejne, nowsze, prace oparte byly na catkowicie
automatycznej technice pomiaru objetosci struktur
OUN z uzyciem tzw. badait morfometrycznych opar-
tych na ocenie vokseli (ang. voxel based morphometry,
VBM), (Smolifiski et al., 2019; Shribman et al., 2021b;
Shribman et al., 2022). U pacjentéw z chW stwierdza-
no zaniki istoty szarej w jadrach podstawy, wzgérzach,
pniu mézgu, mézdzku, przedniej czesci kresomébzgo-
wia i korze okolooczodotowej. Atrofia istoty szarej jader

UWDRS = 46

Zdjecie 2. Badanie MRI mdzgu u pacjentéw z chW obrazujace,
ze postep ciezkosci deficytéw neurologicznych w skali UDWRS
zwigzany jest z postepujacym zanikiem mdzgu; A: 26-letni pacjent
z objawami uszkodzenia watroby bez objawdw neurologicznych (0
pkt UWDRS), (program analizy objetosci mézgu i zanikéw SIENAX);
B: obraz po 1 roku i wystapieniu objawéw neurologicznych (46 pkt
UWDRS) po wiaczeniu leczenia i pogorszeniu neurologicznym; C:
MRI mézgu tego samego pacjenta w sekwencjach T1 zaleznych
przed wystapieniem objawdw neurologicznych oraz 1 rok po wysta-
pieniu dystonicznej postaci choroby (pomimo leczenia przeciwmie-
dziowego), (ponad dwukrotne powiekszenie szerokosci lll komory)
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ogoniastych, skorup, jadra dwuznacznego, lewej okolicy
kory okotooczodotowej oraz kory wieczka byta wieksza
u pacjentéw z objawami neurologicznymi w poréwnaniu
z pacjentami, ktérzy mieli wylgcznie objawy uszkodze-
nia watroby (Shribman et al., 2022). Zmiany te korelowa-
ty negatywnie ze skala klinicznej oceny neurologicznej
chW (UWDRS).

Wziagwszy pod uwage postepujacy proces neurode-
generacji w przebiegu chW (przy braku leczenia lub le-
czeniu nieprawidlowym), mozliwo$é¢ automatycznych,
obiektywnych pomiaréw objetosci struktur mézgowia,
zgodno$¢ wynikéw wolumetrycznych OUN ze skala kli-
niczna oceny neurologicznej chW (UWDRS), wydaje sie,
ze badania te beda stanowily w niedalekiej przysztosci
rutynowe uzupelnienie monitorowania pacjentéw z chW
(Smoliniski et al., 2019; Shribman et al., 2021b; Shribman
etal., 2022).

Spektroskopia rezonansu magnetycznego (MRS) mézgu

Spektroskopia MRI mézgu (ang. magnetic resonance spec-
troscopy, MRS) jest metoda pozwalajaca na analize me-
tabolizmu badanych tkanek i stanowi ona uzupetnienie
badar strukturalnych OUN (Alanen et al., 1999; Tarnacka
etal., 2008). W przeszlosci stosowano metody oparte na
jadrach fosforu (P-MRS) oraz metode protonowsa (wo-
dorowa) (IHMRS). Aktualnie w badaniach dotyczacych
chW uzywa sie gtéwnie metody tzw. spektroskopii wo-
dorowej pojedynczego woksela (SV-IHMRS) - na kla-
syczny obraz MRI mézgu naktada sie szescian (woksel,
najczeéciej wielkosci od 1 do 3 cm) zlokalizowany w ba-
danym przez nas obszarze tkanki mézgowej (Alanen et
al., 1999; Tarnacka et at., 2008). Wynikiem badania jest
widmo - spektra chemiczne z pasmami pokazujacymi
nam zawarto$¢ zaréwno jakosciows, jak i iloéciowg me-
tabolitéw zawartych w tkance mdzgu. Najczesciej bada-
nymi metabolitami OUN s3 N-acetyloasparginian (NAA)
- marker neuronéw, mioinoztyol (mI) produkt rozpadu
mieliny, marker komérek glejowych, glutamninan (Glu)
i glutamina (Gln) - markery astrocytéw, mleczany (Lac)
- produkty glikolizy beztlenowej (nieobecne w zdrowej
tkance), cholina (Cho - prekursor acetylocholiny oraz
fosfatydylocholiny, marker uszkodzenia bton komérko-
wych, kreatyna (Cr - marker proceséw energetycznych
komérek (Alanen et al., 1999; Tarnacka et al., 2008).
Przeprowadzono kilka badan dotyczacych znaczenia
MRS w chW. Wykazano miedzy innymi, Ze w przebiegu
chW w prazkowiu dochodzi do obnizenia stosunku NAA/
Cho oraz NAA/Cr, co jest wyznacznikiem ubytku neuro-
néw oraz zaburzenia proceséw energetycznych. Obser-
wowano wzrost stosunku mlI/Cr oraz Gln/Cr, jako wyraz
aktywacji astrocytéw (funkcje ochronne i detoksykacyjne
OUN). W przebiegu leczenia przeciwmiedziowego do-
chodzi do wzrostu warto$ci wskaznikéw NAA/Cho oraz
mI/Cr (normalizacja metabolizmu neuronéw, proceséw
energetycznych, stabilno$ci blon komérkowych). Auto-
rzy sugerowali, Ze zwlaszcza wskaznik NAA/Cr moze by¢

uzywany jako wczesny wskaZznik uszkodzenia neuronéw
w chW, wskazujacy na poczatek zajecia OUN w przebie-
gu chW (nawet u os6b asymptomatycznych klinicznie),
(Tarnacka et al., 2008).

Niestety, jak wspomniano wczeéniej, aby wykonaé
badania SV-IHMRS konieczne jest oznaczenie tzw. wo-
ksela, nieprawidtowej tkanki (nie zawsze wystepujacej
w wielkoéci pozwalajacej na analize), a badanie réwniez
wymaga odpowiedniego (odbiegajacego od rutynowego)
protokotu wykonania MRI oraz analizy radiologicznej.
Z tego powodu dotychczasowe zastosowanie MRS ogra-
niczato sie do badanii naukowych i w najblizszym czasie
nie zostanie zaproponowane jako biomarker do szerszego
zastosowania w chW (Alanen et al., 1999; Tarnacka et al.,
2008; Antos et al., 2020a).

3. Biomarkery molekularne - laboratoryjne
Neurofilamenty

Neurofilamenty (Nf) sa gtéwna sktadows cytoszkieletu
neuronéw (Khalil et al., 2018). W zaleznoéci od masy mo-
lekularnej dzielg sie na taficuchy lekkie (NfL), poérednie
(NfM) oraz ciezkie (NfH). Od ponad 20 lat uznaje sie je za
marker neurodegeneracji, uszkodzenia neuroaksonalne-
go w chorobach neurozwyrodnieniowych, miedzy inny-
mi w chorobie Parkinsona, chorobie Huntingtona, zaniku
wielouktadowym, chorobie Alzheimera, stwardnieniu
rozsianym, chorobach zapalnych (zapalenia mézgu in-
fekcyjne i autoimmunologiczne) i wielu innych (Lu et al.,
2015; Disanto et al., 2017; Barro et al., 2018).

Wigksze stezenie NfL w plynie mézgowo-rdzenio-
wym oraz surowicy koreluje pozytywnie z ciezkoScia
powyzszych choréb, oceniang w odpowiednich skalach
klinicznych, badaniami MRI mézgu (,$wieze” zmiany de-
mielinizacyjne, nasilenie zaniku etc.) (Khalil et al., 2018).

Wzrost stezenia NfL obserwuje sie réwniez z wiekiem
(ok. 3,3% na rok), co zwigzane jest prawdopodobnie z fi-
zjologicznie postepujacym zanikiem mézgowia oraz neu-
ronéw, ktére zwigzane jest z wiekiem (Khalil et al., 2018).
Wyzsze stezenia NfL obserwuje sie réwniez u mezczyzn
(przypuszcza sig, ze z estrogeny maja neuroprotekcyjny
wptyw w chrobach neurozwyrodnieniowych).

W pojedynczych pracach, w ktérych opisano ciezkie
przypadki oséb chorujacych somatycznie (np. infekcja
SARS-CoV-2), wykazano, ze wysoki wyjsciowy poziom
NfL jest czynnikiem ryzyka zgonu u tych chorych. Ak-
tualnie rozpatruje sie wlaczenie NfL jako markera sku-
tecznosci leczenia w réznych chorobach neurodegenera-
cyjnych i zapalanych (De Lorenzo et al., 2021).

NfL mozna oznaczaé w surowicy (sNfL) oraz w plynie
moézgowo-rdzeniowym, przy czym na podstawie badan
poréwnawczych obu wynikéw mozna stwierdzié, ze wnio-
ski z obu metod w odniesieniu do roli NfL jako markera
neurodegeneracji s3 poréwnywalne (Khalil et al., 2018).

Bardzo obiecujgce wyniki wskazujace na pozytywne
korelacje pomiedzy uszkodzeniem OUN a stezeniem NfL
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w wielu chorobach zapalnych oraz neurodegeneracyj-
nych spowodowaly, ze NfL zartobliwie nazywa sie bio-
markerem uszkodzenia OUN, ,analogiem biatka ostrej
fazy (CRP, z ang. c-reactive protein) w chorobach neu-
rologicznych” (Lambertsen et al., 2020; Gaetani, 2022).
W chW wszystkie dotychczasowe publikacje doty-
czace NfL opracowano na podstawie wynikéw surowicy
pacjentéw. Pierwszg prace dotyczaca sNfL przedstawit
Shribman ze wspétpracownikami. Analizowali oni 40
pacjentéw z chW (23 z objawami neurologicznymi i 17
z objawami watrobowymi) oraz 38 0séb z grupy kon-
trolnej (Shribman et al., 2021a). Badacze stwierdzili, ze
poziom sNfL u pacjentéw z objawami neurologicznymi
chW jest istotnie wyzszy niz u pacjentéw wylacznie z ob-
jawami uszkodzenia watroby (8,7 ng/mL vs 7.0 ng/mL; p
< 0,01), jak i w poréwnaniu z grupa kontrolng (8,7 ng/
mL vs 7,6 ng/mL; p < 0,01). Nie zaobserwowano réznic
miedzy grupa kontrolna a pacjentami z chW bez objawéw
neurologicznych (7,6 ng/mL vs 7,0 ng/mL; ns). Badacze
przeanalizowali pacjentéw z objawami neurologicznymi
pod katem aktywnosci choroby. Pacjenci, u ktérych po
objawach watrobowych wystapily objawy neurologicz-
ne, oraz ci, ktérych stan neurologiczny pogorszyt sie
w trakcie leczenia, zdefiniowani zostali jako aktywna
chW, pozostali jako stabilna. Wykazano, ze u pacjentéw
z aktywna (postepujaca) postacia neurologiczng chw
stezenie sNfL jest wyzsze niz w grupie stabilnej (22,2 ng/
mLvs 7,7 ng/mL; p < 0,01). Dodatkowo najwyzsze stezenia
sNfL wystapily u pacjentéw, ktérych stan neurologiczny
pogorszyt sie (38,5 ng/mL). Stezenie sNfL korelowato
réwniez dodatnio z czescig Il UWDRS (8 = 0,1; p < 0,01).
Badacze zasugerowali we wnioskach, ze sNfL w przyszto-
$ci stanie sie by¢ moze biomarkerem uszkodzenia OUN
w przebiegu ChW - stuzacym zaréwno optymalizacji
leczenia, jak i badaniom klinicznym. zalecajac jednak
dalsze badania celem potwierdzenia ich obserwacji.
Ziemssen z zespotem przeanalizowatl przypadki 61
pacjentéw przyjmowanych kolejno do II Kliniki Neu-
rologicznej Instytutu Psychiatrii i Neurologii w War-
szawie w latach 2012-2017, u ktérych zdiagnozowano
chW (Ziemssen et al., 2022a). U wszystkich pacjentéw
wykonano MRI mézgu (aparat 1,5 T) z oceng uszkodze-
nia w skali pétiloéciowej (ostra toksycznosé, przewlekle
uszkodzenie oraz catkowity wynik uszkodzenia OUN, ba-
danie neurologiczne [UWDRS], ocene fenotypu choroby
(postaé watrobowa, neurologiczna, presymptomatyczna)
oraz badanie metabolizmu miedzi. W wynikach stwier-
dzono, ze pacjenci z chW z objawami neurologicznymi
majg znacznie wyzsze stezenie sNfL niz pacjenci z posta-
cig watrobows i presymptomatyczng (38,7 + 73,4 vs 13,3
+9,2 pg/mL; p < 0,01). Pacjenci z drzeniem (lzejsza i le-
piej rokujaca postaé neurologiczna chW) mieli tendencje
do nizszych stezen sNfL (16,2 + 5,3 pg/Ml) niz pacjenci
z ciezszymi neurologicznymi postaciami z parkinsoni-
zmem (44,9 + 46,6 pg/mL) i dystonig (78,7 + 142,9 pg/
mL; p = 0,065, drzenie vs inne postacie neurologiczne).

U pacjentéw z objawami neurologicznymi (n = 36) ste-
zenie sNFL dodatnio korelowalo z czeécig II UWDRS
(r=0,37; p < 0,05) oraz czescig Il UWDRS (r = 0,38; p <
0,05). Stezenie sNfL w calej grupie 61 pacjentéw dodat-
nio korelowato z pétilosciowa skalg oceny MRI mézgu
u pacjentéw z chW, z ostra toksycznoécig (r = 0,48; p <
0,01), przewleklym uszkodzeniem (r = 0,49; p < 0,01)
i wynikiem catkowitym (r = 0,54; p < 0,01). Badacze nie
znalezli zwigzku pomiedzy wynikami metabolizmu mie-
dzi a sNfL (Ziemssen et al., 2022a). W dodatkowej analizie
wykazali réwniez, ze wyzszy wyjsciowy poziom sNfL,
przed wlaczeniem leczenia przeciwmiedziowego, jest
czynnikiem ryzyka wczesnego pogorszenia neurologicz-
nego (33,2+23,5 vs 27,6 + 62,7 pg/mL; p<0,01) (Ziemssen
etal., 2022b).

Ziemssen z zespotem, opierajac sie na wynikach badan
wiasnych oraz na pracy Shribmana et al. (2021a), wyka-
zal, ze sNfL sg warto$ciowym ilo§ciowym biomarkerem
uszkodzenia OUN w chW, uzupelniajacym badanie neu-
rologiczne i kliniczne w skali UWDRS oraz pétilosciowa
ocene MRI mézgu w chW.

Kolejng praca, ktéra potwierdzita znaczenie sNfL
w chW, jest badanie, ktére przeprowadzili Yang i wsp.
Zbadali oni 75 pacjentéw z chW (54 z objawami neuro-
logicznymi i 21 z watrobowymi) oraz 27 zdrowych oséb
pod katem stezenia sNfl w surowicy (Yang et al., 2022).
Potwierdzili oni wczeéniejsze obserwacje (Shribman et
al., 2021a; Ziemsenn et al. 2022a, Ziemsenn et al., 2022b),
wedle ktérych u pacjentéw z chW i objawami neurolo-
gicznymi stezenie sNfL jest wyzsze w poréwnaniu z pa-
cjentami z chW z objawami wytacznie watrobowymi (8,1
pg/mLvs 3,1 pg/mL; p < 0,01). Stezenie sNfL korelowato
réwniez dodatnio z ciezko$cig objawéw neurologicz-
nych w skali UWDRS (r = 0,291; p < 0,05). Dodatkowo
badacze analizowali objeto$ciowe zaniki mézgu za po-
moca programu FreeSurfer (istote szarg, jadro pétlezace,
obustronnie objetosci jader soczewkowatych i skorup)
i stwierdzili ujemne korelacje pomiedzy objetoscig tych
struktur a stezeniami sNfL.

Podsumowujac powyzsze badania, mozna stwierdzi¢,
sNfL sg bardzo dobrym biomarkerem wskazujacym na
uszkodzenie OUN w przebiegu chW. Potwierdzajg to
korelacje zaréwno ze skalami oceny ciezkosci objawéw
neurologicznych chW (UWDRS), pétilosciowa skala MRI
moézgu, jak i ocenami zaniku struktur mézgu zwigzanych
z chW (Shribman et al., 2021a; Yang et al., 2022; Ziemssen
etal., 2022a, Ziemssen et al., 2022b).

Kwasne biatko wtékienkowe

Kwasne biatko wiékienkowe (ang. glial fibrillary acidic
protein, GFAP) to gléwne biatko nalezace do filamentéw
posrednich, tworzace cze$é cytoszkieletu dojrzatych
astrocytéw, najbardziej swoisty znacznik komérek po-
chodzenia astrocytarnego (Lekomtseva et al., 2019; Lin et
al., 2021). Poza OUN GFAP wystepuje przede wszystkim
w komérkach gwiazdzistych watroby (gtéwny magazyn
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witaminy A w organizmie [80%]; przy uszkodzeniu
hepatocytéw przeksztalcajg sie w komérki o fenotypie
miofibroblastéw i odgrywaja gléwna role we widéknie-
niu watroby), w komérkach Schwanna, gleju jelitowym,
nowotworach $linianek, przerzutowych nowotworach
nerek, chrzastce nagtosni, komérkach przysadki, opo-
niakach brodawkowatych i niedojrzatych oligodendro-
cytach. Jesli chodzi o funkcje - biatko to jest wazne dla
stabilnoéci, ruchomosci oraz ksztattu astrocytéw (Lin
etal., 2021).

W przypadku czynnikéw uszkadzajacych OUN (mie-
dzy innymi toksycznych) dochodzi do proliferacji i hi-
pertrofii astrocytéw oraz wzrostu syntezy GFAP. Z tego
powodu biatko to jest traktowane jako biomarker uszko-
dzenia OUN w niektérych chorobach. Opisywano mie-
dzy innymi zwigzek pomiedzy wzrostem stezenia GFAP
w plynie mézgowo-rdzeniowym a stopniem niepetno-
sprawnosci w stwardnieniu rozsianym.

Shribman z zespolem jako pierwsi przeprowadzit
analize stezeft GFAP w surowicy pacjentéw z chW oraz
w grupie kontrolnej (Shribman et al., 2021a). Badacze
nie znaleZli istotnych statystycznie réznic. U pacjentéw
z objawami neurologicznymi $rednie stezenie wynosito
84 ng/mL, u pacjentéw z objawami watrobowymi 80 ng/
mlL, aw grupie kontrolnej 84 ng/mL. Niezaleznie od Shri-
bmana, Lin i wsp. przeprowadzili analize stezeri GFAP
w surowicy pacjentéw z chW na znacznie wiekszej grupie
chorych - u 94 pacjentéw (74 z objawami neurologiczny-
mi oraz 20 wylacznie z objawami watrobowymi) oraz
u 25 0s6b zdrowych (Lin et al., 2021). Autorzy wykazali,
ze stezenia GFAP w surowicy u pacjentéw z chW z ob-
jawami neurologicznymi byly wyzsze (143,87 pg/mL)
niz u pacjentéw z objawami watrobowymi (107,5 pg/mL)
oraz zdrowych (86,85 pg/mL), (p < 0,01) (Lin et al., 2021).
Badacze zaproponowali stezenie GFAP 128,8 pg/mL (czu-
to$é 80% i specyficznoéé 63,5%) jako punkt réznicujacy
pacjentéw z chW z objawami neurologicznymi od pa-
cjentéw bez objawéw neurologicznych. Nie wykazano
korelacji pomiedzy stezeniem GFAP w surowicy oraz
ciezkoscia objawdéw neurologicznych w skali UWDRS
ani zmianami w MRI mézgu.

Sprzeczne wyniki opublikowanych badan oraz brak
korelacji GFAP z objawami klinicznymi (UWDRS oraz
MRI mézgu) wskazuja na to, ze stezenie GFAP ma ogra-
niczong warto$¢ jako biomarker w chW, a jego obecno$é
we krwi moze $wiadczy¢ zaréwno o uszkodzeniu watro-
by (wtéknieniu), jak i uszkodzeniu astrocytéw (OUN)
w przebiegu chW (Lin et al., 2021; Shribman et al., 2021a).

Biatko tau

Biatko tau (ang. microtubule associated protein tau, MAPT)
wystepujace prawie wylgcznie w neuronach. Jest zwia-
zane z mikrotubulami, warunkuje odlegto$é miedzy
nimi, odpowiada za ich wiazanie z neurofilamentami
oraz za ich stabilizacje (Gao et al., 2018; Goedert, 2018;
Lekomtseva et al., 2019). Biatko tau jest pozbawiona

kwasu sjalowego transferyna. Powinowactwo biatka
tau do mikrotubul zalezy od stopnia jego fosforylacji.
Nadmierna fosforylacja biatka tau powoduje zwyrod-
nienie wiékienkowe, ktérego ilos¢ koreluje z nasileniem
objawéw choroby Alzheimera. Kortykosteroidy zwiek-
szajg fosforylacje biatka tau bezpos$rednio. Wazne jest
ponadto, ze czynniki wplywajace na wzrost syntezy
kortykosteroidéw, takie jak stres, toksyny, zapalenie,
réwniez w sposéb posredni nasilajg fosforylacje bial-
ka tau (Goedert, 2018). W dotychczasowych badaniach
wykazano, ze podwyzszone stezenie biatka tau w ptynie
moézgowo-rdzeniowym oraz w surowicy krwi obserwuje
sie nie tylko w choroba neurozwyrodnieniowych, ale
takze u pacjentéw po urazach mézgu, z ostrym udarem
niedokrwiennym mézgu, wirusowych zapaleniach méz-
gu, z ciezkimi napadami padaczkowymi (Josephs, 2017;
Gao et al., 2018). Doniesienia te spowodowaly, ze biatko
tau aktualnie uwaza sie réwniez za marker uszkodzenia
neuroaksonalnego w wielu chorobach OUN.

Dotychczas przeprowadzono dwa badania dotyczace
potencjalnej roli biatka tau w chW. W pierwszym badaniu
Lekomtseva i wspétpracownicy przebadali 47 pacjentéw
z chW (wszyscy z objawami neurologicznymi, przy czym
28 pacjentéw nie miato klinicznych objawéw uszkodzenia
watroby) oraz 30 0séb z grupy kontrolnej (Lekomtseva et
al.,2019). U pacjentéw z chW stezenia biatka tau w suro-
wicy byly wyzsze niz w grupie kontrolnej (221,7 pg/mLvs
71,1 pg/mL; p < 0,0001). Pacjenci z objawami wylacznie
neurologicznymi mieli tendencje do wyzszych wartosci
biatka tau w surowicy w poréwnaniu z pacjentami z ob-
jawami neurologicznymi i klinicznymi objawami uszko-
dzenia watroby (231,3 pg/mL vs 207,6 pg/mL; p > 0,05).

Drugie badanie, przeprowadzone przez Shribmana
i wspétpracowikéw, nie potwierdzito tych doniesien. Nie
zaobserwowano zadnych istotnych statystycznie réznic
w stezeniach biatka tau w surowicy u pacjentéw z chw
z objawami neurologicznymi w poréwnaniu z grupa kon-
trolna, czy z grupa pacjentéw z chW z objawami wylacz-
nie watrobowymi (Shribman et al., 2021a).

Hydrolaza C-koricowa ubikwityny L1

Hydrolaza C-koricowa ubikwityny L1 (ang. ubiquitin
C-terminal hydrolases, UCH-L1) jest enzymem hydroli-
zujagcym mate addukty C-koricowe ubikwityny celem
wytworzenia monomeru ubikwityny. Ubikwityna jest
to biatko biorace udzial w oznaczaniu (ubikwitynizacji)
biatek, ktére maja ulec nielizosomalnej proteolizie. Eks-
presja UCH-L1 jest specyficzna dla neuronéw, komérek
uktadu neuroendokrynnego (w tym ich guzéw) oraz ja-
derijajnikéw. Mutacje w obrebie genu UCH-LI zwigzane
sa z chorobami neurodegeneracyjnymi (choroba Parkin-
sona, chorobg Alzheimera) poprzez interakcje z biatkami
- alfa synukleing i parking (Bost et al., 2016; Josephs, 2017;
Shribman et al., 2021a).

W chW dotychczas przeprowadzono jedno ba-
danie z UCH-LI1 (Shribman et al., 2021a) Poszukujac
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biomarkeréw uszkodzenia OUN, badacze oznaczali sNfL,
GFABP, biatko tau oraz UCH-L1. Wykazali, ze u pacjentéw
z chW, w poréwnaniu z grupg kontrolna, poziom UCH-L1
w surowicy krwi byt wyzszy, nie stwierdzili natomiast
réznic pomiedzy pacjentami z objawami neurologiczny-
mi oraz watrobowymi (Shribman et al., 2021a). Byto to
jak dotychczas jedyne badanie w ktérym oceniano role
UCH-L1jako biomarkera w chW, dlatego dalsze badania
sg konieczne do weryfikacji powyzszych obserwacji.

Biomarkery metabolizmu miedzi

Biomarkery metabolizmu miedzi pozwalaja rozpoznaé
chW niezaleznie od postaci klinicznej oraz monitorowaé
skuteczno$¢ metaboliczng leczenia.

Jednym z intensywniej ocenianych w badaniach
markeréw miedzi jest non-ceruloplasmin bound copper
(NCC), czyli frakcja miedzi niezwigzana z ceruloplazming
(Cp), toksyczna, tzw. wolna mied#. Frakcja ta w chW jest
zwykle podwyzszona. Wylicza sie jg posrednio, mnozac
wartoéé Cp (wyrazonej w mg/dL) razy 3,14, a nastep-
nie odejmujac te warto$¢ od stezenia miedzi w surowi-
cy (wyrazonej w pg/dL). W warunkach fizjologicznych
warto$¢ NCC w surowicy wynosi 5-15 pg//dL. U chorych
na chW obserwuje sie¢ stezenia NCC >15 pg/dL. Zgodnie
z zaleceniami EASL, NCC mozna stosowaé do monitoro-
wania prawidtowego przyjmowania leku w chW przez
pacjenta (prawidlowe stezenie NCC) albo wykrywania
jego przedawkowania (<5 pg//dL). Problemem ze stoso-
waniem NCC jest posredni sposéb obliczania, co szcze-
gblnie w przypadku stosowania immunologicznej analizy
stezenia Cp w surowicy daje wyniki niediagnostyczne
- ujemne nawet w kilkunastu procentach przypadkéw
(EASL, 2012). Aktualnie poszukuje sie bezpoérednich
metod analizy NCC (Weiss et al., 2017; Antos et al., 2021).
Obiecujace sa prace miedzy innymi z Francji, gdzie opi-
sano oznaczanie bezposrednie frakcji wolnej miedzi -
miedzi wymienialnej (ang. exchangeable copper, CuEXC)
ijej pochodnej - relatywnie wymienialnej miedzi (ang.
relative exchangeable copper, REC). Badania te wymagaja
dalszej miedzynarodowej walidacji. Warto pamietaé, ze
nie sa to bezposrednie markery uszkodzenia OUN w chW;
potencjalnie beda mialy zastosowanie w diagnozie i mo-
nitorowaniu stanu metabolizmu miedzi w trakcie lecze-
nia chw (EASL, 2012).

Kolejnym istotnym biomarkerem metabolizmu mie-
dzi, stosowanym zaréwno w diagnostyce, jak i w moni-
torowaniu leczenia chW, jest dobowe wydalanie miedzi
w moczu (EASL, 2012). W diagnostyce chW jest to ciagle
najlepszy i najczulszy pojedynczy biomarker stosowany
w diagnostyce chW. U oséb chorych na chW wynosi zwy-
kle >100pg/24 godz. (norma 0-50 pg/24 godz.), (EASL,
2012). Natomiast w monitorowaniu leczenia, po poczat-
kowym wzroécie dobowego wydalania miedzi w moczu
nawet >1000 pg/24 godz., u prawidtowo leczonych pa-
cjentéw lekami chelatujacymi, powinno wynosié¢ okoto
200-500 ug/24 godz. (przy prawidlowym stosowaniu sie

pacjentéw do zaleceni lekarza). W przypadku stosowa-
nia soli cynku w leczeniu przewlektym (>1 rok) dobowe
wydalanie miedzi w moczu powinno wynosié <75 ug/24
godz. Jest to aktualnie najczesciej stosowany i najwaz-
niejszy biomarker metabolizmu miedzi stuzacy moni-
torowaniu leczenia chW (EASL, 2012).

I Whioski

Podsumowujac aktualne mozliwosci oceny neurologicz-
nej chW - zgodnie z aktualnymi zaleceniami EASL kazdy
pacjent z chW powinien by¢ regularnie badany neurolo-
gicznie, co najmniej dwa razy w roku (sita zaleces GRADE
II-2, B,1). Ze wzgledu na duza réznorodnoéé objawéw
neurologicznych, réznice w ich ciezkosci, a takze dzien-
ne fluktuacje objawéw dochodzi do tego, ze trudno jest
czasami nawet opisowo okresli¢ objawy oraz ich ciez-
kosé (EASL, 2012). Dlatego powinno sie oceniaé pacjenta
obiektywnie, wedlug tego samego schematu badania,
w okres$lonej skali oceny neurologicznej. Ze wzgledu na
to, ze nie przyjeto na catym $wiecie jednej skali (GAS for
WD funkcjonuje w Indiach; UWDRS w Europie), wazne
jest, zeby uzywaé poréwnywalnych narzedzi do oceny
objawéw neurologicznych chW (EASL, 2012). Na pod-
stawie analizy piSmiennictwa dotyczacego chW, badan
dodatkowych, biomarkeréw (klinicznych, neuroradiolo-
gicznych i biochemicznych), jak réwniez badan klinicz-
nych z ostatnich lat (WTXlOl-ZOl, ALXN1840, CHELATE
iinnych) mozna stwierdzié, ze najczesciej uzywang skala
jest UWDRS (Weiss et al., 2017; Antos et al., 2020b; Antos
et al., 2021; Shribman et al., 2021a).

W zakresie oceny neuroradiologicznej ciekawsg propo-
zycja od 2020 roku jest pétilosciowa ocena MRI w chW.
Ocenia sie w niej osobno potencjalnie odwracalne zmiany
(ostra toksyczno$¢) i zmiany nieodwracalne (przewlekte
uszkodzenie i atrofia) (Dusek et al., 2020). Za szerszym
uzyciem tej skali, a takze UWDRS przemawia udokumen-
towanie pozytywnych korelacji pomiedzy UWDRS i skalg
MRI (Dusek et al., 2020; Redzia-Ogrodnik et al., 2022).

Druga interesujacg opcja badan radiologicznych, ze
wzgledu na automatyczne pomiary (wolne od subiek-
tywno$ci oceny radiologa), sa badania morfometryczne
wolumetrii OUN w chW (Smolinski et al., 2019; Poujois et
al., 2020; Shribman et al., 2022). Ich wyniki oraz istotne
statystycznie korelacje z UWDRS podkres$lajg znaczenie
tych obserwacji.

Markerem uzupetniajacym skale kliniczng (UWDRS)
oraz neuroradiologiczng (pétilosciowa oraz wolumetrycz-
ne oceny OUN) jest stezenie NfL w surowicy krwi, ktére
koreluje zaréwno z ciezko$cia objawéw i deficytéw neuro-
logicznych, jak i zmianami w MRI mézgu, co udowodnity
trzy niezalezne badania (Shribman et al., 2021a; Yang et
al., 2022; Ziemssen et al., 2022a, Ziemssen et al., 2022b).

Podsumowujgc temat biomarkeréw uszkodzenia
OUN w chW, mozna stwierdzié, ze prawdopodobnie
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w najblizszych latach, zaré6wno w badaniach akademic-  podstawowymi narzedziami stuzacymi poprawie lecze-
kich, jak i przemyséle farmaceutycznym opisane powyzej  nia neurologicznego u pacjentéw z chW (Antos et al.,
trzy metody: ocena kliniczna, radiologiczna (byé moze  2020; Poujois et al., 2020; Kalita et al., 2021; Shribman et
bardziej zobiektywizowana z uzyciem sztucznej inteli-  al., 2021b). W tabeli 2 zbiorczo przedstawiono oméwione
gencji) i biochemiczna uszkodzenia OUN w chW, beda ~ w tekécie markery. |

Tabela 2. Biomarkery uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego w chorobie Wilsona oraz ich potencjalne zastosowanie

Rodzaj Rodzaj badania
biomarkeru

Biomarkery  Skala UWDRS
kliniczne

Skala GAS for WD

Biomarkery Rezonans magnetycz-
neuroradiolo- ny mézgu (MRI)
giczne (neu-  skala pétilosciowa
roobrazowe)  ceny MRI mézgu

w chW

Ocena
wolumetryczna
zaniku mézgu w chW
Spektroskopia
rezonansu
magnetycznego
(MRS) mézgu
Biomarkery  tancuchy lekkie
molekularne - neurofilamentéw
laboratoryjne (NfL)

Kwasne biatko
widkienkowe (GFAP)

Biatko tau

Hydrolaza C-korcowa
ubikiwityny L1
(UCH-L1)

Biomarkery
metabolizmu miedzi:
1. tzw. wolna miedz
NCC

2. dobowe wydalanie
miedzi w moczu

Znaczenie kliniczne

Skala do oceny zaawansowania niesprawnosci w czynnosciach dnia codziennego (czes¢ Il)

oraz deficytéw neurologicznych (czes¢ Ill); aktualnie rekomendowana przez towarzystwa
miedzynarodowe do oceny stanu neurologicznego pacjentéw z chW w rutynowej opiece oraz

w badaniach klinicznych

Skala do oceny zaawansowania chW; ocenia sie za jej pomoca: globalng niesprawnos¢, ciezkos¢
choroby watroby, zaburzenia poznawcze, zaburzenia motoryczne oraz kostno-stawowe — uzywana
gtéwnie w Indiach (tam powstata), zarejestrowana jako skala Movement Disorders Society

Zmiany typowe dla chW w MRI médzgu sg wiaczone w algorytm diagnostyczny chW (tzw. Ferenci
score); znaczenie gtéwnie jako biomarker diagnostyczny

Skala do oceny uszkodzenia OUN z pomoca MRl mézgu sktada sie z 2 czesci (ostra toksycznosé

- zmiany potencjalnie odwracalne - i przewlektego uszkodzenia OUN - zmiany nieodwracalne);
przedstawia w sposéb ilosciowy ciezkos¢ uszkodzenia OUN w MRI mézgu; dobrze koreluje

z ciezkoscia stanu neurologicznego w UWDRS (czescia Il i 1ll) oraz poziomem faricuchéw lekkich
neurofilamentéw w surowicy krwi

Aktualnie ocena zaniku jest przeprowadzana w programach komputerowych np. SIENAX,
FreeSurfer; zaniki mézgu koreluja z ciezkoscia zespotu neurologicznego w UWDRS, metabolizmem
miedzi — w przysztosci ocena zaniku OUN moze by¢ punktem korncowym badan lekowych w chW
Dotychczas gtéwnie naukowe zastosowanie — zmiany metabolizmu w jadrach podkorowych
obserwowano nawet u bezobjawowych pacjentéw z chW

Biomarker neurodegeneracji w chorobach neurozwyrodnieniowych.

W chW wykazano, ze poziom sNfL w surowicy koreluje dodatnio z ciezkoscia deficytow
neurologicznych (UWDRS) oraz uszkodzenia OUN w MRI (skala potilosciowa); wyzszy poziom
W surowicy przy rozpoczeciu leczenia chW moze by¢ czynnikiem ryzyka pogorszenia
neurologicznego po wigczeniu leczenia.

Najbardziej obiecujgcy biomarker monitorowania leczenia w chW uzupetniajacy skale kliniczne,
metabolizm miedzi i MRl mézgu.

Biomarker komoérek pochodzenia astrocytarnego; w chW wykazano wyzsze poziomy GFAP
w surowicy u pacjentéw z objawami neurologicznymi w poréwnaniu z grupa kontrolna oraz
z pacjentami z objawami wytacznie watrobowymi — wymaga dalszych badan jako marker
monitorowania leczenia (zajecie OUN w przebiegu chW)

Nie wykazano znaczenia w chW

Wykazano wyzsze poziomy UCH-L1 w surowicy krwi u pacjentéw z chW w poréwnaniu z grupa
kontrolng (1 badanie); zastosowanie wymaga dalszych badan

1. NCC - biomarker diagnostyczny (podwyzszone wartosci w surowicy >15 pg/dL wskazuja na
chW) oraz biomarker monitorowania leczenia — w trakcie leczenia przeciwmiedziowego wartosci
wskazujace na prawidtowe leczenie 5-15 pg/dL

2. Dobowe wydalanie miedzi w moczu - biomarker diagnostyczny >50 ug/24 godz. w moczu
wskazuje na chW (czes¢ algorytmu diagnostycznego chW - indeks Ferenciego) oraz biomarker
monitorowania leczenia: na lekach chelatujacych wydalanie miedzi w moczu przy prawidtowym
leczeniu przewlektym 200-500 pg/24 godz., na solach cynku <75 ug/24 godz.

chW - choroba Wilsona; UWDRS - Unified Wilson Disease Rating Scale; GAS for WD - Global Assessment Scale for Wilson’s Disease; MRI - magnetic
resonance imaging; NCC — non-ceruloplasmin bound copper; sNfL — serum neurofilament light chain level
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