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rozprawy doktorskiej lek.med. Kamila Janowskiego
,Nieinwazyjne markery stluszczenia, wléknienia i zapalenia watroby u dzieci

z autoimmunizacyjnymi chorobami watroby”

W ostatnich latach odnotowuje si¢ wzrost liczby choréb watroby w populacji
dzieciecej a diagnoza autoimmunizacyjnego zapalenia watroby (AIH) stawiana jest w ok.
10% przypadkéw u dzieci hospitalizowanych z powodu patologii watroby. Rozpoznanie
autoimmunizacyjnych choréb watroby opiera si¢ na ocenie obrazu klinicznego, badaniach
biochemicznych, serologicznych oraz charakterystycznym obrazie histopatologicznym
watroby, a w przypadku autoimmunizacyjnego stwardniajacego zapalenia drég zoétciowych
(ASC) dodatkowo na obrazowaniu drog zétciowych.

Biopsja watroby stanowi ztoty standard w diagnostyce choréb watroby, takze u dzieci.
Jest konieczna do potwierdzenia rozpoznania AIH lub ASC oraz oceny skutecznosci leczenia
i monitorowania przebiegu choroby. W populacji pediatrycznej wykonanie biopsji czgsto
wigze sie z koniecznoscig wykonania znieczulenia ogolnego
Powyzsze wzgledy sa przyczyng poszukiwania nowych nieinwazyjnych metod
diagnostycznych, zardwno obrazowych jak i w postaci markeréw surowiczych, przydatnych
w ocenie stopnia uszkodzenia watroby celem ograniczenia wykonywania inwazyjnej biopsji
watroby.

Podjecie przez Doktoranta tematyki analizy wybranych surowiczych markeréw:
cytokeratyny-18 (CK18), kwasu hialuronowego (HA), czynnika roznicowania wzrostu-15
(GDF15), lamininy (LN) biatka C3 (pro-C3), FIB-4, APRI, ALT, AST, w ocenie stluszczenia,
zapalenia i wilOknienia watroby, zbadanie przydatnosci obrazowania  metodg
wieloparametrycznego rezonansu magnetycznego (mpMRI) i cholangiopankreatografii
rezonansu magnetycznego z iloSciowa oceng drog zolciowych (MRCP+) w diagnostyce

i monitorowaniu postepu choroby oraz metody MRCP+ w réznicowaniu ASC i AIH u dzieci



7z autoimmunizacyjnymi chorobami watroby w poréwnaniu do biopsji watroby uwazam za
bardzo trafne i zasadne, zwlaszcza w kontek$cie niewielkiej liczby oryginalnych prac
klinicznych dotyczacych tej tematyki. Nalezy takze podkreslié, ze osrodek, w ktérym
przeprowadzono badania jest wiodgcym w Polsce w kontekscie diagnostyki i leczenia choréb
watroby u dzieci, w tym takze o podlozu autoimmunizacyjnym, a czes¢ badania dotyczacy
analizy techniki mpMRI przeprowadzona byla w ramach migdzynarodowego
wieloosrodkowego obserwacyjnego badania klinicznego.
Przedstawiona mi do recenzji praca jest probg odpowiedzi na pytania:
1) czy surowicze markery: laminina, CK18, GDF15, HA, pro-C3, APRI i FIB-4 mogg by¢
przydatne wocenie uszkodzenia watroby w poréwnaniu do biopsji watroby
i standardowych parametréw funkcji watroby u dzieci z autoimmunizacyjnymi chorobami
watroby?
2) czy metoda mpMRI jest pomocna w diagnostyce autoimmunizacyjnych choréb watroby
u dzieci oraz czy jest przydatna w ocenie uszkodzenia watroby i odpowiedzi na leczenie
w odniesieniu do biopsji watroby u dzieci z autoimmunizacyjnymi chorobami watroby?
3) czy metoda MRCP+ jest przydatna w diagnostyce i monitorowaniu postgpu choroby oraz

roznicowaniu AITH i ASC u dzieci?

Praca obejmuje 106 stron maszynopisu w uktadzie typowym dla tego typu prac.

W przedstawionym na 16 stronach wprowadzeniu, w pierwszej jego czgsci Doktorant
przedstawia klasyfikacje autoimmunizacyjnych choréb watroby u dzieci oraz definicje
i kryteria rozpoznania poszczegdlnych jednostek chorobowych. Szeroko opisuje kryteria
diagnostyczne AIH i ASC uwzgledniajgc ich kolejne modyfikacje z uwzglednieniem
rekomendacji Miedzynarodowego Komitetu Ekspertéw Autoimmunizacyjnego Zapalenia
Watroby. Nastepnie omawia epidemiologi¢ i przebieg kliniczny AIH i ASC oraz odrgbnosci
kliniczne tych schorzen u dzieci. W kolejnym podrozdziale koncentruje si¢ na cechach
histopatologicznych AIH wskazujac na jego typowe cechy w postaci przekraczania blaszki
granicznej przez nacieki zapalne, rozet hepatocytarnych i emperipolesis.

Przedstawia aktualne zasady leczenia w autoimmunizacyjnych chorobach watroby
oraz kwalifikacji do transplantacji watroby.

W dalszej czesci wprowadzenia Doktorant obszernie omawia role przezskornej biopsji
w diagnostyce choréb watroby. Wskazuje, ze biopsja watroby jest konieczna do
potwierdzenia rozpoznania ATH lub ASC oraz oceny skutecznosci leczenia i monitorowania
przebiegu choroby. Szczegblowo przedstawia najwazniejsze przeciwskazania do wykonania

biopsji watroby jak tez ryzyko wystgpienia okreslonych powikian. Wskazuje, ze u dzieci poza
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ryzykiem wynikajacym z inwazyjno$ci zabiegu, nalezy wzig¢ pod uwage ryzyko zwigzane z
przeprowadzeniem znieczulenia ogdlnego oraz uwzgledni¢ tzw. blad prébkowania.

Nastepnie opisuje role wybranych surowiczych markerow: HA, CK18, GDF'15, pro-
C3 oraz wskaznika FIB-4 i APRI w monitorowaniu stopnia wtoknienia oraz LN i HA
w wykrywaniu uszkodzen watroby.

Doktorant wskazuje tez na mozliwosci oceny watroby w nieinwazyjnych badaniach
obrazowych. Przedstawia obrazowanie metodg wieloparametrycznego rezonansu
magnetycznego (mpMRI), ktére wykazalo przydatno$¢ w klinicznej ocenie chordéb watroby
u dorostych. Wskazuje réowniez, ze iloSciowa ocena drog zolciowych metoda rezonansu
magnetycznego (MRCP+) umozliwia ocen¢ monitorowania autoimmunizacyjnych chor6b
watroby w populacji pediatryczne;.

Calo$¢ stanowi znakomite wprowadzenie w temat badawczy, swiadczac o szerokiej wiedzy
Doktoranta w zakresie omawianej problematyki.

Zalozenia i cel pracy zostaly sformulowane prawidlowo, metody i narzedzia badawcze
dobrano trafnie.

Rekrutacje pacjentéw przeprowadzono wsrdd dzieci w wieku 6-18 lat, pozostajacych pod
opieka Kliniki Gastroenterologii, Hepatologii, Zaburzen Odzywiania i Pediatrii IPCZD.

Badanie przeprowadzono w kilku etapach w grupach o réznej liczebno$ci. Analize
danych podzielono na 3 etapy zaleznie od ocenianych biomarkerow:

1) analiza dotyczgca nowych nieinwazyjnych markeréw surowiczych, FIB-4 i APRI
(badanie nr 1),

2) analiza dotyczaca techniki mpMRI (badanie nr 2),

3) analiza dotyczaca techniki MRCP+ (badanie nr 3).

Do badania nr 1 zrekrutowano 108 dzieci (44 dziewczynki i 42 chtopcéw w wieku 6-
18 lat) z chorobg watroby (57 dzieci z AIH, 14 z ASC, 6 z choroba Wilsona, 2 zZNAFLD 17 z
inng choroba watroby) oraz 22 dobranych wiekowo zdrowych dzieci, ktére utworzyty grupe
kontrolng, Grupe badang stanowity dzieci z autoimmunizacyjnymi chorobami watroby AIH
(n=57) i ASC (n=14).

W grupie badanej wykonano podstawowe badania biochemiczne, biopsj¢ watroby
z analizg histopatologiczng, ocen¢ markeréw surowiczych: GDF15, CK18, pro-C3, HA, LN,
oraz wyliczanych: FIB-4, APRL

Do oceny stezenia CK18, HA, GDF15, pro-C3 i LN zastosowano zestawy ELISA.

FIB-4 i APRI wyliczono zgodnie z obowigzujgcymi wzorami.



Do badania nr 2 wlgczono 81 uczestnikow, w tym do grupy badanej 60 dzieci z AIH w wieku
13.443.7 lat oraz 21 zdrowych dzieci w wieku 11+3.7 lat jako grupe kontrolng

W grupie badanej wykonywano biopsje watroby w ramach rutynowego postgpowania
diagnostycznego lub monitorowania choroby oraz badanie mpMRI w ramach
wielooérodkowego prospektywnego obserwacyjnego badania klinicznego pt. “Assessing Kids
for Liver Inflammation and Fibrosis Using Non-invasive MRI (Kids4LIFe)”.

Badanie MR wykonano w Zakladzie Diagnostyki Obrazowej IPCZD z uzyciem
rezonansu magnetycznego 1,5T Siemens Avanto™ (Siemens Healthineers, Niemcy) zgodnie
z protokotem LiverMultiScan (Perspectum, Oxford, UK).

Przebieg badania doktadnie odzwierciedla zamieszczona prezentacja graficzna protokotu.

Do badania nr 3 wlaczono 66 uczestnikow: 52 z AIH i 14 z ASC, u ktérych
analizowano nastepujace dane:
e parametry biochemiczne: aktywno$¢ ALT (JU/L), AST (IU/L), GGTP (IU/L), stezenie

bilirubiny catkowitej (mg/dL), IgG (g/L) i y-globulin (%),

e dane demograficzne: ple¢, wiek (lata),BMI (kg/m?),
e czas od rozpoznania do momentu wykonania MRCP+ (czas trwania choroby w latach).
e oceng histopatologiczng bioptatu watroby.
Badania MRCP wykonano w IPCZD 2z uzyciem skanera 1,5T Avanto™  (Siemens
Healthineers, Niemcy). Wykorzystano oprogramowanie do przetwarzania kofncowego
MRCP+ ™ (Perspectum Ltd., Wielka Brytania).
Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programéw SAS 9.4 Statistical
Software (SAS Institute, Cary, North Carolina), R v.3.5.3 (R Core Team, Wieden, Austria)
oraz Statistica v.13.3 (StatSoft Polska, Krakow) przyjmujac za istotne statystycznie wyniki na

poziomie istotnosci p<0,05.

Wyniki badan przedstawiono na 32 stronach maszynopisu, postugujac si¢ 14 tabelami
i 13 rycinami. Prezentacja graficzna okazata si¢ niezbedna dla przejrzystego przedstawienia
uzyskanych wynikéw. Analiza wynikéw przeprowadzonych badan wykazata, ze stgzenia
GDF15, CK18, pro-C3, HA, LN byly istotnie statystycznie wyzsze w grupie dzieci z AIH
i ASC w poréwnaniu do grupy kontrolnej (odpowiednio: 594 vs. 138 ng/mL; 35 vs. 11
ng/mL; 30 vs. 9 ng/mL; 113 vs. 47ng/mL; 439 vs. 78 ng/mL; p<0.001 dla wszystkich
parametréw)  (tab.6) Analiza korelacji ~markeréw surowiczych z  parametrami
histopatologicznymi wykazala w grupie chorych z AIH i ASC pojedynczg korelacje stezenia
GDF15 ze stopniem zapalenia wg Battsa i Ludwiga (R=0.29, p=0.019). Nie znaleziono
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istotnych statystycznie korelacji stezenia CK18, HA, pro-C3 i LN ze stopniem wit6knienia,
zapalenia, ani stluszczenia. Aktywno$¢ ALT i AST korelowata istotnie z widknieniem wg
[shaka (odpowiednio R=0.38 p=0.001, R=0.42 p=0.0003); ze stopniem G i S wg Battsa-
Ludwiga (odpowiednio R=0.59 p<0.0001, R=0.26 p=0.03 i R=0.35 p=0.004, R=0.26 p=0.03);
zapaleniem zrazikowym (R=0.38 p=0.001, R=0.34 p=0.0005) oraz zapaleniem wrotnym
(R=0.38 p=0.001, R=0.33 p=0.005).

Wykazano istotne korelacje FIB-4 z widknieniem wg Ishaka (R=0.39 p=0.0009), oraz
stopniem G i S wg Battsa i Ludwiga (odpowiednio: R=0.26 p=0.03, R=0,25 p=0.04) oraz
a nalogiczne korelacje dla APRI (odpowiednio: R=0.48 p<0.0001; R=0.41 p=0.0005; R=0.28
p=0.02) (tab.7).

Zaden z ocenianych parametrow surowiczych i wyliczanych nie korelowal ze
stluszczeniem w podgrupie z AIH i ASC.

Analiza ROC dla ocenianych markeréw w grupie chorych z ATH i ASC wykazala, ze¢ GDF15
cechowalo si¢ najwiekszym polem pod krzywa ROC (AUC=0.65, p=0.03) w predykeji
wloknienia st. 2-4 wg Battsa-Ludwiga, LN byla markerem o najwyzszym AUC=0.63
(p=0.03) w predykcji zapalenia wrotnego st. 2-3, a dla GDF15 i HA wyznaczono najwigksze
pole pod krzywa w predykeji zapalenia zrazikowego duzego stopnia (dla obu markerow
AUC= 0.65, odpowiednio: p=0.03 i 0.02 (tab. 8).

Analiza ROC dla aktywnosci ALT, AST oraz parametrow wyliczanych (APRI i FIB-4)
wykazata najwieksza warto§¢ AUC w predykcji widknienia o duzym nasileniu (>4 wg Ishaka)
dla APRI (AUC=0.7), w predykcji nasilonego zapalenia zrazikowego AUC dla ALT wynosito
0.77, dla AST 0.8, dla APRI 0.78, a dla FIB-4 0.75 (tab. 9).

W badaniu nr 2 oceniano przydatno$¢ mpMRI w ocenie uszkodzenia watroby. Stwierdzono
istotne statystycznie zaleznosci pomiedzy ¢T1 a parametrami histologicznymi. Wykazano
dodatnie korelacje migdzy c¢T1 a: widknieniem (R=0.38, P=0.001); zapaleniem wrotnym
i zrazikowym (odpowiednio R=0.35, P=0.008 i R=0.32, P=0.016) oraz martwica (R=0.43,
P=0.002) u pacjentéw z grupy badanej obserwowano wyzsze wartosci ¢T1 i IQR (mediana
¢T1 876 ms, mediana IQR 115 ms) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (mediana ¢T1 714 ms,
mediana IQR 93 ms; ryc. 14).

Oceniajgc cT1 jako parametr monitorowania dynamiki zapalenia i wildknienia watroby
w trakcie leczenia wykazano, ze podczas oceny w ramach follow-up u 9 z 29 pagjentow
(31%) wystapily podwyzszone wartosci ¢T1 w poréwnaniu zaréwno z grupa kontrolng
(P<0.0001), jak ipozostatymi pacjentami z grupy AIH (p<0.0001), co korespondowato

7 potwierdzona histopatologicznie wyzsza aktywnoécig zapalna i stopniem wioknienia.



W badaniu nr 3 oceniajgcym przydatnos¢ MRCP+ w ocenie uszkodzenia watroby wykazano
w analizie AUROC, ze 11 z 19 parametréw ilosciowych uzyskanych w MRCP + dobrze
réznicowato chorych z AIH i ASC (AUC>0.7). Parametrami o najwyzszej zdolnosci do
rdéznicowania byly:

e liczba przewodow ze zwezeniami/rozszerzeniami (AUC: 0.81, 95% CI 0.65-0.96),

e liczba przewodow z poszerzeniami (AUC: 0.79, 95% CI 0.64 —0.94),

e calkowita liczba przewodow (AUC: 0.79, 95% CI 0.63-0.95),

e liczba przewodow ze zwezeniami (AUC: 0.78, 95% CI 0.61-0.95) (tab. 17).

Dyskusja obejmujgca 8 stron maszynopisu zawiera prawidtowa interpretacje wynikow
badan wlasnych na tle trafnie dobranego, gltéwnie anglojgzycznego pisSmiennictwa liczacego
148 pozycji. Doktorant szeroko uzasadnia wybor badanych markeréw oraz metod
obrazowych a nastepnie rzeczowo i profesjonalnie komentuje wyniki badan wlasnych
w kontekécie danych =z piSmiennictwa. Nalezy w tym miejscu zaznaczyé¢, ze
w przeprowadzonym badaniu po raz pierwszy podjeto probe oceny markeréw surowiczych
(CK18, GDF15, pro-C3, HA, LN) oraz parametréw wyliczanych (APRI i FIB-4) u dzieci
z autoimmunizacyjnymi chorobami watroby.

Analiza AUROC wskazala na potencjalng przydatno$¢ pojedynczych markeréw
w ocenie uszkodzenia watroby i predykcji wtdknienia, zapalenia wrotnego i zrazikowego
>2st. u chorych z AIH i ASC. Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze ALT
i AST oraz APRI i FIB-4 wydajg si¢ by¢ parametrami czulszymi w wykrywaniu duzych
zmian histopatologicznych (widknienia i zapalenia zrazikowego) u dzieci z AIH i ASC
w poréownaniu do pozostalych ocenianych nowych markeré6w surowiczych. Mimo
potwierdzonych zaleznoscei poszczegdlnych serologicznych markeréw ze stopniem nasilenia
zmian histologicznych, ich przydatnos¢ mierzona czuloscig iswoistoscia wydaje sie
ograniczona w praktyce kliniczne;.

Doktorant bardzo dojrzale wskazuje na ograniczenie badania jakim byla mala
liczebno$¢ grupy badanej, zwlaszcza podgrupy z ASC. Zwraca uwage, ze analiz¢ wykonano
dla jednego punktu czasowego, a poznanie potencjalnej dynamiki stezenia badanych
markerow w odllieéieniu do dynamiki zmian histopatologicznych mogloby zwiekszy¢
przydatno$¢ kliniczng ocenianych markerow u chorych z AIH i ASC.

Badanie nr 2 bylo pierwszym oceniajgcym metod¢ mpMRI u dzieci i wykazalo
mozliwo$é wykorzystania tej techniki w nieinwazyjnej ocenie podstawowej aktywnosci
autoimmunizacyjnej choroby watroby u dzieci. Wyniki wskazaly na zwigzek miedzy cT1

a wybranymi cechami histologicznymi choroby (zapalenie wrotne i zrazikowe). Wykazano,
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ze c¢T1 mozna wykorzysta¢ jako dodatkowy biomarker do oceny aktywnoéci choroby
i uszkodzenia watroby przydatny w monitorowaniu leczenia. Badanie zidentyfikowato
mpMRI jako potencjalne narzedzie do nieinwazyjnego monitorowania AIH i uzasadnia
przyszte prospektywne badania kliniczne w celu pelnego zbadania uzytecznosci tej metody
w praktyce klinicznej. Réwnoczasowa ocena niejednorodnego charakteru zmian w watrobie
za pomocg c¢T1 IQR pozwolita na calkowite zréznicowanie zdrowej kohorty od chorych
w grupie badanej. Podkredla to uzyteczno$¢ mpMRI w dostarczaniu dodatkowych danych
wspomagajacych diagnostyke i monitorowanie AITH.

Doktorant zwraca uwagg, ze chociaz opisane powyzej wyniki sg obiecujace, istniejg
pewne ograniczenia przeprowadzonych analiz i wnioskowania. Ocene kontrolna wykonano
u niewielkiej liczby pacjentéw, a $redni czas obserwacji wynosil $rednio 16,2 miesigca,
dlatego w celu dalszej walidacji wynikow konieczne sg wieloo$rodkowe badania kontrolne
przeprowadzone na grupie badanej o wigkszej liczebnosci.

Badanie nr 3 pokazato, ze, metoda ilo$ciowego obrazowania drog zotciowych MRCP+
dostarcza licznych danych iloSciowych, ktére mozna wykorzystaé do oceny drzewa
zOlciowego oraz ktére moga skutecznie uwydatni¢ roznice miedzy pacjentami z ASC
apacjentami z AIH. Laczac dane ilosciowe MRCP+, ktére precyzujg wzgledne nasilenie
zardwno zwezen, jak i poszerzen (charakterystycznych dla SC) z calkowitg liczbg poszerzen
w drogach zolciowych, osiagnigto korzystny model réznicujgcy chorych z ASC i ATH. Dalsze
rozwijanie metody MRCP+ moze stanowi¢ istotne wsparcie technik radiologicznych
w diagnostyce i monitorowaniu autoimmunizacyjnych choréb watroby u dzieci.

Whioski sformutowane w trzech punktach odpowiadajg celom pracy i przeprowadzonym
analizom.

Z obowigzku recenzenta pozwolg sobie zwrdci¢ uwage, iz praca zawiera pewne
drobne uchybienia np.:

e uzywanie terminu ALT, AST zamiast stezenie/aktywno$é ALT/AST

e uzywanie terminu adolescenci zamiast nastolatki/nastolatkowie

e zdublowana tre$é¢ w tab 3 wersy 415 str 42

Nasuwa si¢ takze pytanie o mozliwo$¢ wykorzystania elastografii watroby, w kontekscie
ewentualnego wykorzystania zamiast biopsji watroby, co nie bylo oczywiscie przedmiotem
badan w tej pracy.

Powyzsze uwagi majg wylgcznie znaczenie porzadkowe i w zaden sposéb nie
umniejszajg wartosci pracy, ktorg uwazam za doskonate, oryginalne, pionierskie opracowanic
dotyczace analizy wybranych markeréw surowiczych, wyliczanych oraz metod mpMRI

i MRCP+ w ocenie uszkodzenia watroby i monitorowania postepu choroby u dzieci
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z autoimmunizacyjnymi chorobami watroby, ktére potwierdza wysoka umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktoranta.

Reasumujgc, praca spetnia warunki rozprawy doktorskie] zgodnie z art.13 ustawy
z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki oraz par.6. Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia
19 stycznia 2018r., stad mam zaszezyt przedlozyé Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu
»Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie wniosek o dopuszczenie lek.Kamila
Janowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu ,,Pomnik-Centrum
Zdrowia Dziecka” w Warszawie z wnioskiem o wyréznienie rozprawy doktorskiej lek.med.

Kamila Janowskiego.
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