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Zalacznik nr 2
do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego z dnia 25.03.2019 r.
1. Dane osobowe:
Imieg i nazwisko: Joanna Maria Lotowska
Miejsce pracy: Zaktad Patomorfologii Lekarskiej
Katedra Biostruktury
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
ul. Waszyngtona 13
15-269 Bialystok
Dane kontaktowe: Zaktad Patomorfologii Lekarskiej
Katedra Biostruktury
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
ul. Waszyngtona 13
15-269 Biatystok
Tel.: 0048-85-7485945
Fax.: 0048-85-7485990
Tel. kom.: 516 273 337
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytulu rozprawy doktorskiej:
e 062007 Akademia Medyczna w Biatymstoku, Wydziat Lekarski z Oddziatem
Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jgzyku Angielskim, dyplom lekarza

e 06.2012 Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku, Wydziat Lekarski z Oddzialem

Stomatologii 1 Oddzialem Nauczania w Jezyku Angielskim, uzyskanie stopnia doktora

nauk medycznych na podstawie rozprawy doktorskiej: ,, Komorki gwiazdziste wgtroby u

dzieci z przewleklym zapaleniem wqtroby typu B> (rozprawa  wyrdzniona przez
recenzentow)

Promotor: Prof. dr hab. n. med. Dariusz M. Lebensztejn (Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku)

Recenzenci w przewodzie doktorskim:
Prof. dr hab. n. med. Andrzej Gabriel (Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach)

Prof. dr hab. n. med. Bogustaw Musiatowicz (Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku)

e 09.2012 Cytologia Exfoliatywna Dla Patomorfologdéw - dyplom ukonczenia kurs
e 04.2015 Centrum Egzaminéw Medycznych, £6dZ, dyplom specjalisty w dziedzinie

patomorfologii

3. a. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:



e 2007-2008 — Lekarz stazysta w Uniwersyteckim Szpitalu Klinicznym w Biatymstoku 1
wolontariusz w Zaktadzie Patomorfologii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku

e 12.2008-03.2009 — Lekarz rezydent w Zakladzie Patomorfologii SPSK Nr 1 im. prof. T.
Sokotowskiego Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie

e 2009-2014 — Lekarz rezydent w Zaktadzie Patomorfologii Ogodlnej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku

e od 2015 - do chwili obecnej — Asystent naukowo-dydaktyczny w Zaktadzie
Patomorfologii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

e od 2016 r. - Akademicki Osrodek Diagnostyki Patomorfologicznej i Genetyczno-

Molekularnej w Biatymstoku, specjalista patomorfolog

3. b. Podsumowanie dorobku naukowego:

Liczba wszystkich publikacji: 26
Liczba publikacji wchodzacych w sktad habilitacji: 5
Streszczenia konferencyjne: 50

Udziat w projektach badawczych:
a) Kierownik projektow MNiSW: 2
b) Wykonawca: 7, w tym 1 projekt miedzywydzialowy i 2 migdzyuczelniane

Sumaryczny IF opublikowanych artykutéw (JCR): 25,839
Sumaryczna punktacja KBN/MNiSW opublikowanych prac: 393
Liczba cytowan wg bazy Web of Science Core Collection: 93
Liczba cytowan wg bazy Web of Science All Databases: 100

Indeks Hirscha wg bazy Web of Science: 6

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U.2016 poz. 882 ze zm. W Dz. U. z 2016 poz. 1311.):

a. Tytul osiagniecia naukowego



Osiagni¢ciem naukowym bedgcym podstawg do wnioskowania o uzyskanie stopnia naukowego

doktora habilitowanego jest cykl publikacji powigzanych tematycznie pod tytutem:

»Badania ultrastrukturalne wybranych populacji komorek watroby w niektorych
przewleklych chorobach zapalnych watroby u dzieci i w doswiadczalnym modelu

wloknienia”

Opracowanie wydzielonego zagadnienia jest indywidualnym wkladem do hepatologii wieku
rozwojowego na temat udzialu wybranych populacji komoérek watroby ocenianych na poziomie
ultrastruktury w morfogenezie niektorych przewleklych zapalen watroby u dzieci a takze w
procesie wioknienia narzadu w doswiadczalnym modelu widknienia zotciowego. Potwierdza
potrzebe szerszego stosowania badan mikroskopowo-elektronowych w diagnostyce ocenianych
przewlektych patologii watroby u pacjentéw wieku rozwojowego a takze w badaniach nad

eksperymentalng fibrogeneza.

b. Autorzy, tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzent wydawniczy:

1. Lotowska JM, Sobaniec-Lotowska ME, Lebensztejn DM. The role of Kupffer cells in the
morphogenesis of nonalcoholic steatohepatitis - ultrastructural findings. The first report in
pediatric patients. Scandinavian Journal of Gastroenterology 2013, 48(3), 352-357.

Impact Factor: 2,329; punktacja MNiSW: 25

Mo wkiad w powstanie tej publikacji polegal na: stworzeniu koncepcji pracy, gromadzeniu
materialu badawczego, jego analizie ultrastrukturalnej, archiwizacji baz danych, interpretacji
uzyskanych wynikéw, zbieraniu i1 przegladzie piSmiennictwa, przygotowaniu wnioskow
badawczych i tekstu manuskryptu, redakcji manuskryptu. M¢j udziat procentowy szacuje na
90%.

2. Lotowska JM, Sobaniec-Lotowska ME, Bockowska SB, Lebensztejn DM. Pediatric non-
alcoholic steatohepatitis: The first report on the ultrastructure of hepatocyte mitochondria. World
Journal of Gastroenterology 2014, 20(15), 4335-4340.

Impact Factor: 2,369; punktacja MNiSW: 25

Mo¢j wktad w powstanie tej publikacji polegat na: stworzeniu koncepcji artykutlu, gromadzeniu

materialu badawczego oraz jego ocenie ultrastrukturalnej, analizie i interpretacji uzyskanych



wynikéw, przygotowaniu wnioskow badawczych i tekstu manuskryptu, redakcji manuskryptu, a

takze zapewnieniu integralno$ci calego badania. M9j udziat procentowy szacuje na 85%.

3. Lotowska JM, Sobaniec-Lotowska ME, Daniluk U, Lebensztejn DM. Glassy droplet
inclusions within the cytoplasm of Kupffer cells: A novel ultrastructural feature for the diagnosis
of pediatric autoimmune hepatitis. Digestive and Liver Disease, 2017, 49(8), 929-933.

Impact Factor: 3,287; punktacja MNiSW: 25

Moj wklad w powstanie tej publikacji polegal na: stworzeniu koncepcji pracy, gromadzeniu
materialu badawczego oraz jego ocenie ultrastrukturalnej, archiwizacji baz danych, analizie i
interpretacji uzyskanych wynikow, zbieraniu i przegladzie piSmiennictwa, przygotowaniu
wnioskow badawczych 1 tekstu manuskryptu, redakcji manuskryptu, a takze zapewnieniu

spdjnosci catego badania. Moj udziat procentowy szacuje na 85%.

4. Lotowska JM, Sobaniec-Lotowska ME, Lebensztejn DM, Daniluk U, Sobaniec P, Sendrowski
K, Daniluk J, Reszec J, Debek W. Ultrastructural characteristics of rat hepatic oval cells and their
intercellular contacts in the model of biliary fibrosis. New insights into experimental liver
fibrogenesis. Gastroenterology Research and Practice, 2017 (in press; Article ID 2721547,
11pp) (2017:2721547 doi: 10.1155/2017/2721547).

Impact Factor: 1,859; punktacja MNiSW: 20

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegal na: stworzeniu koncepcji artykutu, gromadzeniu
materialu badawczego oraz jego ocenie ultrastrukturalnej, interpretacji uzyskanych wynikow,
przygotowaniu wnioskow badawczych i1 tekstu manuskryptu, redakcji manuskryptu, a takze
zapewnieniu spdjnosci catego badania i czgsciowym pozyskaniu funduszy na badania. M6j udziat

procentowy szacuj¢ na 60%.

5. Lotowska JM, Sobaniec-Lotowska ME, Sobaniec P, Lebensztejn DM. Liver sinusoidal
endothelial cells in morphogenesis of pediatric autoimmune hepatitis. Ultrastructural
characteristics - a novel report. Polish Journal of Pathology, 2018, 69(4), 327-334.

Impact Factor: 0,865; punktacja MNiSW: 15

Moj wklad w powstanie tej publikacji polegal na : stworzeniu koncepcji pracy, gromadzeniu
materialu badawczego oraz jego ocenie ultrastrukturalnej, analizie i interpretacji uzyskanych
wynikow, zbieraniu 1 przegladzie piSmiennictwa, przygotowaniu wnioskow badawczych 1 tekstu
manuskryptu, redakcji manuskryptu, zapewnieniu integralnosci catego badania, czgSciowym

pozyskaniu funduszy na badania. M6j udziat procentowy szacuj¢ na 85%.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lotowska%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28473302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sobaniec-Lotowska%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28473302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Daniluk%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28473302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lebensztejn%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28473302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=lotowska+Jm%2C+AIH%2C+glassy+droplets%2C+2017

L.aczna wartos¢ bibliometryczna wybranych publikacji stanowiacych osiagniecie
naukowe:

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF) wg bazy Journal of Citation Reports (JCR)
— 10,709 punktéw

Punktacja KBN/MNiSW — 110 punktow

¢. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem

ich ewentualnego wykorzystania:

Opis osiagniecia naukowego:

Podstawe rozprawy habilitacyjnej tworzy cykl pigciu oryginalnych, pionierskich
publikacji stanowigcych uzupetnienie obecnego stanu wiedzy na temat obrazu ultrastrukturalnego
wybranych populacji komérek watroby ocenianych w materiale oligobiopsyjnym pobranym od
dzieci z niealkoholowym stluszczeniowym zapaleniem watroby (ang. nonalcoholic
steatohepatitis — NASH) i autoimmunizacyjnym zapaleniem watroby (ang. autoimmune hepatitis
— AlH) (lacznie 4 prace) a takze w modelu dos§wiadczalnym wtornego witoknienia zétciowego
(ang. biliary duct ligation model — model BDL) (1 praca). Jedno opracowanie po$wigcone byto
ultrastrukturze hepatocytéow w NASH; w pozostatych pracach morfologiczno-klinicznych
koncentrowatam si¢ na komorkach wchodzacych w sktad tzw. nieparenchymalnych komorek
watroby (ang. nonparenchymal hepatic cells — NPCs) (tj. komoérkach Browicza-
Kupffera/makrofagach — B.-KCs/MPs, komorkach gwiazdzistych watroby — ang. hepatic
stellate cells - HSCs i komorkach $rédblonka naczyn zatokowych watroby — ang. liver
sinusoidal endothelial cells - LESCs) i ich roli w morfogenezie w/w chorob. Natomiast praca
doswiadczalna nad procesem fibrogenezy 1 rozwoju widknienia watroby dotyczyla ultrastruktury
populacji komorek macierzystych/owalnych watroby (HPCs/oval cells) jak rowniez NPCs.

W prezentowanych publikacjach przedstawilam nowe, nie opisywane dotychczas w
hepatopatologii, wyktadniki morfologiczne oceniane na poziomie mikroskopii elektronowej
transmisyjnej, patognomoniczne dla badanego przewleklego, wspotistniejagcego z procesem
fibrogenezy, schorzenia watroby. Powyzsze prace stanowig kontynuacje moich wcze$niejszych
badan nad rola populacji NPCs i HPCs w morfogenezie wtoknienia watroby u dzieci z

przewlektymi zapaleniami tego narzadu.



Przedstawione, jako osiggnigcie naukowe, w postepowaniu habilitacyjnym publikacje sa
wynikiem badan przeprowadzonych w trakcie realizacji projektow badawczych z zakresu
hepatopatologii w ramach prac statutowych finansowanych przez Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego 1 przeprowadzonych w Zakladzie Patomorfologii Lekarskiej UMB.
Autor habilitacyjnego cyklu publikacji byl gléwnym wykonawca tych projektow badawczych i

kierownikiem dwéch projektow.

Wprowadzenie:

Od wielu lat badania morfologiczno-kliniczne i do$wiadczalne nad przewleklymi
zapaleniami watroby (pzw), glownie ze wzgledu na powazne konsekwencje tych patologii o
charakterze progresywnego wioknienia/marskosci narzadu, sg przedmiotem zainteresowan wielu
osrodkow badawczych na catym §wiecie.

Wiodacym celem naukowym prezentowanego cyklu publikacji byto poglgbienie wiedzy
na temat roli niektorych populacji komoérek watroby w morfogenezie wybranych pzw u dzieci, tj.
NASH i AIH (hepatocytéw w przypadku NASH i NPCs w przypadku NASH i1 AIH) a takze w
procesie fibrogenezy analizowanym w modelu doswiadczalnym wtdrnego wtdknienia zoétciowego
typu BDL. Oprdcz aspektéw poznawczych wyniki uzyskanych badan moga mie¢ zastosowanie w
praktyce klinicznej, bowiem prawidtowa diagnoza histopatologiczno-kliniczna pzw poszerzona o
ocen¢ na poziomie mikroskopii elektronowej transmisyjnej (TEM) i wdrozenie efektywnych
terapii znacznie ograniczaja skutki choroby, zwtaszcza progresj¢ wtoknienia narzadu.

Nalezy podkresli¢, ze literatura hepatologiczna dotyczaca diagnostyki ultrastrukturalnej
pzw, w tym NASH i AIH, jest do$¢ ograniczona 1 gldwnie odnosi si¢ do chorych dorostych.

W dostepnych bazach bibliograficznych brak jest podobnych opracowan dotyczacych pacjentow

pediatrycznych, co zachecito mnie do zajecia si¢ ta tematyka.

Sposréd roznych etiologii pzw na plan pierwszy wysuwaja si¢: zakazenia wirusami
hepatotropowymi (HBV, HCV, HDV), przewlekly alkoholizm, niektére choroby metaboliczne
watroby (np.: choroba Wilsona, niedobor alfa 1- antytrypsyny/antyproteazy), niealkoholowe
sttuszczeniowe zapalnie watroby — NASH i choroby autoimmunizacyjne (syn. choroby
autoimmunologiczne) (np. autoimmunizacyjne zapalenie watroby - AIH), a takze przewlekle
stosowanie lekow (np.: izoniazyd, alfa-metylodopa, metotreksat). Czynniki uszkadzajgce tkanki,
takie jak: infekcje wirusowe, trucizny, uraz mechaniczny mogg powodowac stan zapalny, ktorego
naturalnym zej$ciem jest widknienie — niezbedny element procesu gojenia si¢ uszkodzonych

tkanek i narzadéw. Jednak w przypadku watroby przewlekle zapalenie tego narzadu stanowi
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gléwng przyczyne postepujacego widknienia, do marskosci i niewydolnos$ci wiacznie. Marsko$¢
watroby jest jedng z wazniejszych przyczyn kalectwa, pierwotnych nowotworéw ztosliwych
watroby i przedwczesnych zej$¢ $miertelnych (jedna z dziesieciu najczestszych przyczyn zgonu),
generujac duze koszty spoleczne.

Morfologiczne wyktadniki postepujacego uszkodzenia watroby w przebiegu pzw to:
utrzymujgca si¢ martwica okotowrotna i martwica mostkujgca z towarzyszagcym odktadaniem si¢
tkanki tacznej widknistej. Proces intensywnej fibroplazji kolagenowej stanowi charakterystyczna
ceche niszczenia narzadu. Postepujaca utrata hepatocytéw i progresywne widknienie prowadza
do marskosci, ktorej najistotniejszym morfologicznym wyrazem jest intensywne wioknienie

przgstowe z obecnoscig guzkow regeneracyjnych.

Cztery piate zdrowej watroby czlowieka wypelniaja komoérki a jedng pigta stanowia
przestrzenie okotozatokowe, tj przestrzenie Dissego. Komorki watroby obejmuja komorki
nablonkowe, w sktad ktorych wchodzg komorki parenchymalne (migzszowe), tj. hepatocyty —
podstawowy sktadnik komérkowy budujacy narzad (okoto 70% wszystkich komodrek narzadu) 1
cholangiocyty (komoérki wyscietajace wewnatrzwatrobowe drogi zoélciowe - okoto 3% calej
populacji komoérek watrobowych). Pozostate ok. 27% stanowig nie nabtonkowe komorki
watroby, tzw. nieparenchymalne (ang. hepatic nonparenchymal cells — NPCs), wérod ktorych
wyréoznia si¢: komorki srodblonka (okoto 40% NPCs), komorki gwiazdziste (ang. hepatic
stellate cells - HSCs - okoto 20% NPCs), komorki Browicza-Kupffera (B.-KCs) (okoto 20%
NPCs) 1 niejednorodng populacje limfocytow wewnatrzwatrobowych (okoto 20% NPCs).
Najwigkszy odsetek w obrgbie komorek limfocytarnych wewnatrzwatrobowych stanowia
komorki NK-T (ang. Natural Killer — T), NK (ang. Natural Killer) oraz komorki TCR a  (ang.
T-cell receptor o ) (Mehal, Azzaroli 2001) (1).

Od niedawna w centrum zainteresowan licznych o$rodkoéw hepatologicznych na calym
Swiecie jest szczegOlna populacja komodrkowa, obecna w pelni dojrzalej watrobie, okres§lana
komorkami rezerwowymi (ang. hepatic reserve cells), multipotencjalnymi komérkami
macierzystymi/owalnymi watroby; komorkami pierwotnymi watroby lub komérkami pnia (ang.
hepatic progenitor/oval cells — HPCs/oval cells; hepatic stem cells). Stanowig one od 1 - 3 %
wszystkich komoérek watroby 1 zlokalizowane s3 gltownie w przestrzeniach wrotnych i

okotowrotnych zrazikow watrobowych (Guettier 2005;Yovchev 2008; He, Feng 2011) (2, 3, 4).

Badania zawarte w publikacjach stanowiacych osiagni¢cie naukowe zostaly

podzielone na 3 czesci:



a/ Pierwszy etap obejmowatl analize ultrastrukturalng populacji hepatocytow i komorek

B.-Kupffera/MPs u dzieci z NASH

b/ Drugi etap dotyczyt oceny ultrastrukturalnej populacji komorek B.-Kupffera/MPs i
komorek §rodblonka naczyn zatokowych watroby (LESCs) u dzieci z AIH

c/ Trzeci etap obejmowal badania ultrastrukturalne populacji  komorek
macierzystych/owalnych watroby (HPCs/oval cells) 1 otaczajacych je komorek
gwiazdzistych watroby (HSCs) w  modelu doswiadczalnym wtérnego widknienia

zotciowego

Wszystkie  diagnozowane dzieci hospitalizowane byly w Klinice Pediatrii,
Gastroenterologii, Hepatologii, Zywienia i Alergologii UMB (Kierownik Kliniki Pan Profesor dr
hab. Maciej Kaczmarski; obecnie Pan Profesor dr hab. Dariusz Lebensztejn). W przypadkach
podejrzenia NASH lub AlH, przed zakwalifikowaniem do leczenia, materiat tkankowy pobierany
byl droga przezskornej oligobiopsji watroby. Natomiast material doswiadczalny pozyskiwano z
wycinkéw watroby od mtodych szczurow, u ktérych operacyjne podwigzywano przewodd
z6kciowy wspolny (model widknienia typu - BDL).

U wszystkich diagnozowanych pacjentdéw badania ultrastrukturalne byly poprzedzone
rutynowg oceng histopatologiczng, poszerzong o wybrane barwienia histochemiczne, wykonang
w Zakltadzie Patomorfologii Lekarskiej UMB przez specjaliste patomorfologa, cztonka Krajowej
Grupy Eksperckiej ds. Schorzen Watroby dziatajacej w ramach Polskiego Towarzystwa
Patologow.

Na powyzsze badania uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej UMB i Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Biatymstoku.

Metodyka badan ultrastrukturalnych przy uzyciu mikroskopu elektronowego
transmisyjnego (TEM) zawarta we wszystkich 5 publikacjach stanowigcych osiagniecie
naukowe, zarowno w przypadku diagnozowanych pacjentow z NASH i AIH a takze badan
doswiadczalnych z uzyciem modelu BDL, byta wspdlna. Materiat tkankowy (bloczki tkankowe o
objetosci Imm? ) uzyskany od pacjentéow droga biopsji watroby lub pobrany od zwierzat
doswiadczalnych 1 przeznaczony do badan ultrastrukturalnych, zostat utrwalony w mieszaninie
ptynu zawierajgcego roztwor 2 % paraformaldehydu i 2.5 % aldehydu glutarowego, w 0.1 M
buforze kakodylowym, o pH 7.4. 1 dotrwalony w roztworze czterotlenku osmu. Nastepnie w

sposob rutynowy doprowadzony do zatopienia w Eponie 812 i1 skrawany na ultramikrotomie



(Reichert Ultracuts). Uzyskane skrawki poétcienkie (grubosci 0.5-1,5 um) barwiono roztworem
1% blekitu metylenowego 1 ogladano w mikroskopie $wietlnym. Z wybranych skrawkow
polcienkich zostaty sporzadzane skrawki ultracienkie, ktore podwojnie kontrastowano wodnym
roztworem octanu uranylu i cytrynianem otowiu. Material ogladano i fotografowano w
mikroskopie elektronowym transmisyjnym Opton EM 900, wyposazonym w kamer¢ TRS (CCD
camera for TEM 2k inside).

Omowienie glownych wynikow badan uzyskanych w kazdym z trzech etapow pracy

naukowej:

1. Ocena ultrastrukturalna populacji hepatocytow i komérek B.-Kupffera/MPs
u dzieci z NASH (publikacjanr 2i nr 1)

Niealkoholowa choroba stluszczeniowa watroby - NAFLD (ang. nonalcoholoc fatty liver
disease), a zwlaszcza jej zaawansowana forma, okre$lana niealkoholowym stluszczeniowym
zapaleniem watroby — NASH (ang. nonalcoholic steatohepatitis) stanowi obecnie duzy problem
zdrowotny, gtéwnie dotyczacy spoteczenstw krajow wysokorozwinigtych (USA, Japonia,
Wiochy). W ostatniej dekadzie obserwuje si¢ rowniez i w naszym kraju wyrazne zwickszenie
liczby pacjentoéw otylych, zaréwno dorostych jak i1 dzieci, potencjalnie narazonych na te
patologi¢. Niektore zrodta podaja, ze NAFLD wystgpuje nawet u 1/5 pacjentow, u ktérych
nalezna masa ciala zostala przekroczona o 40 %. Choroba ta obejmuje duzy zakres
nieprawidlowos$ci watroby — od prostego sttuszczenia hepatocytow po zmiany silnie wyrazone, o
charakterze NASH. Uwaza sie, ze do jej rozpoznania niezbedne jest badanie biopsyjne watroby
(Brunt et al. 2009 (5).

Chociaz NAFLD stanowi czgsta patologie tego narzadu, jednakze jak dotychczas, jej
morfogeneza, a zwtaszcza NASH, jest wyjatkowo stabo poznana. Ostatnia dekada miata by¢ pod
tym wzgledem przelomowa, ale niestety, nowe badania odkrywcze nad wiarygodnymi,

morfologicznymi wyktadnikami charakterystycznymi dla tej choroby sa bardzo skape.

A/ Analiza ultastrukturalna hepatocytow u dzieci z NASH (publikacja nr 2)

Podje¢te przeze mnie badania mikroskopowo-elektronowe hepatocytow w NASH u dzieci
ujawnity nowa, morfologiczng cech¢ charakterystyczng dla tej patologii u pacjentow wieku

rozwojowego. Inspiracjg do badan byty doniesienia biochemiczne wskazujace, ze w przebiegu
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NASH dochodzi na poziomie hepatocyta do zwigkszenia produkcji kwasow ttuszczowych, co
wywotuje zaburzenia roéwnowagi oksydo-redukcyjnej 1 stres oksydacyjny oraz powazng
dysfuncje¢ mitochondriow (Basarangulu et al. 2013) (6). Do podjecia tych badan zachecity mnie
takze wczesniejsze obserwacje submikroskopowe nad mitochondriami komoérek migzszowych
watroby w NASH u pacjentéw dorostych prowadzone przez badaczy amerykanskich (Caldwell et
al. 2009) (7).

Badania ultrastrukturalne przeprowadzitam na materiale retrospektywnym obejmujgcym
histopatologicznie zdiagnozowane przypadki NASH u dzieci, u ktorych wczesniej wykluczono:
choroby infekcyjne (zakazenia: HBV, HCV, CMV, Toxoplasma gondii), schorzenia na podtozu
autoimmunizacyjnym, wybrane choroby metaboliczne watroby, toksyczne dziatania lekow i
chorobe trzewna.

Dokonana ocena ujawnila w 9 na 10 przypadkéw badanej patologii, w obrebie
hepatocytow, niejednokrotnie w poblizu materiatu lipidowego, interesujace, powtarzajace si¢
nieprawidlowosci mitochondrialne. Na plan pierwszy wysuwat si¢ polimorfizm tych organelli,
Z obecnoscig nierdwnomiernie rozmieszczonych w cytoplazmie komoérki megamitochondriow
(MMC), wykazujacych znaczne ubytki grzebieni i wyrazne zwigkszenie gestosci elektronowe;j
macierzy. Cecha charakterystyczng obrazu ultrastrukturalnego MMC, byto wystepowanie na
terenie ciemnej macierzy wewnatrzmitochondrialnych linijnych, o $rednicy 10 nm, wtretow
krystalicznych (ang. intramitochondrial linear crystalline inclusions). Struktury te miaty obraz
rownolegle utozonych peczkéw deformujacych ksztatt organelli. Srednica linijnych inkluzji
wynosita 10 nm a odleglos¢ pomigdzy nimi 20 nm. Niekiedy towarzyszyly im powigekszone 1 w
zwickszonej liczbie geste ziarnistosci wewnatrzmitochondrialne. Dodatkowo, oprocz
nieprawidlowosci nitochondrialnych, obserwowalam na terenie cytoplazmy hepatocytow rdznie
wyrazone zmiany, glownie proliferacje¢ pecherzykowa gladkiej sieci $rodplazmatycznej i
nadmierne gromadzenie glikogenu w poblizu jadra komdrkowego.

Okotonaczyniowa przestrzen Dissego dos$¢ czesto zawierala pobudzone przejSciowe
komorki gwiazdziste watroby (T-HSCs), ktorym towarzyszyt proces fibrogenezy - najpierw
zwiekszone gromadzenie si¢ bezpostaciowego materiatu elektronowo gestego a nastepnie

peczkéw dojrzatych wiokien kolagenowych.

Podsumowanie wynikow badan:

1. Jest to pierwsza w literaturze wyczerpujgca praca analizujagca morfologie

poszczego6lnych elementow strukturalnych hepatocyta u dzieci z NASH.
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2. Najbardziej nasilone 1 powtarzajagce si¢ zmiany mikroskowo-elektronowe
charakterystyczne dla tej patologii wyrazaty si¢ obecnoscia megamitochondriow
chaotycznie rozrzuconych na terenie cytoplazmy hepatocytow. MMC zawieraty
charakterystyczne linijne wtrety (ang. linear crystalline inclusions) jawigce si¢ w
postaci rownolegle utozonych struktur; wykazywaly rowniez wyrazne ubytki

grzebieni, po ich calkowity brak.

3. Zmiany submikroskopowe obserwowane w obrebie hepatocytow, zwlaszcza
nieprawidlowosci mitochondrialne, moga odgrywa¢ kluczowa role¢ w morfogenezie
NASH u pacjentow pediatrycznych. Mozliwe, Ze pojawiajace si¢ na terenie hepatocyta
MMC zawierajace linijne inkluzje, sa morfologicznym wykladnikiem procesu
adaptacyjnego komorki na stres oksydacyjny w przebiegu choroby.

4. Mikroskopia elektronowa transmisyjna stanowi bardzo uzyteczne, efektywne
narzgdzie badawcze w diagnostyce ultrastrukturalnej biopsji watroby u dzieci z
NASH, ktére powinno by¢ stosowane przynajmniej w trudnych diagnostycznie
przypadkach tej patologii. Tego typu badania moga mie¢ nie tylko implikacje

diagnostyczne ale i terapeutyczne.

B/ Ocena ultastrukturalna komorek B.-Kupffera/MPs u dzieci z NASH (publikacja nr 1)

W ostatniej dekadzie, zwlaszcza w latach 2005 — 2010, pojawily si¢ w literaturze
hepatopatologicznej, gléwnie z osrodkow japonskich, interesujgce doniesienia przedstawiajgce
kolejne hipotezy, ktoére rowniez wydaja si¢ byC istotne w morfogenezie NASH. Autorzy
koncentrowali si¢ na domniemanej roli komorek B.-Kupffera/MPs (KCs/MPs) naczyn
zatokowych watroby w generowaniu stresu oksydacyjnego w przebiegu choroby w warunkach
doswiadczalnych i u pacjentow dorostych z NASH (Otogawa et al. 2007; Kawada et al. 2007) (8,
9). Majac powyzsze na uwadze zasadniczym celem mojej pracy byta ocena morfologiczna
komorek nieparenchymalnych watroby, ze szczegdlnym uwzglednieniem ultrastruktury komorek
(KCs/MPs), w materiale biopsyjnym watroby od dzieci z wczesniej morfologicznie
zdiagnozowanym NASH. Jest to tym bardziej interesujace, ze brak jest w literaturze podobnych

opracowan u pacjentéw pediatrycznych. PoszerzyliSmy takze nasze obserwacje o analizg

12



immunoreaktywnosci KCs/MPs, co moglo korespondowa¢ ze stopniem nasilenia pobudzenia
tych komoérek w przebiegu schorzenia.

Badania dotyczyty tych samych pacjentow pediatrycznych, u ktorych w przebiegu NASH
oceniatam ultrastrukture hepatocytow (publikacja nr 2).

Przeprowadzona ocena KCs/MPs na poziomie mikroskopii elektronowej a takze
rownolegle wykonane barwienia IHC w kierunku biatka CD68 wykazaty na terenie zrazika
watrobowego u dzieci z NASH wyrazne zwigkszenie liczby tej populacji komoérkowej oraz jej
nadmierng aktywnos$¢. Obserwowatam znacznie pobudzone i powigkszone KCs, ktore wypelniaty
duza czes¢ $wiatla naczyn zatokowych, prowadzac do ich zamknigcia, co stanowilo ceche
charakterystyczng obserwowanych zmian mikroskopowych, Pobudzeniu KCs/MPs towarzyszyto
wyrazne obrzmienie wysciotki $rddblonkowej wyscietajacej naczynia zatokowe watroby.
Wyrézniajaca, czesto obserwowang cecha wskazujaca na nadmierne pobudzenie KCs/MPs byto
zjawisko erytrofagocytozy manifestujace si¢ wystgpowaniem w obrebie cytoplazmy obfitujacej
w pleomorficzne lizosomy, luzno lezacych i roznej wielkosci pochtonietych — fragmentow
erytrocytow. Zwracaty rdwniez uwage towarzyszace zmiany mitochondrialne (od obrzmienia,
po znaczne zwyrodnienie wyrazajace si¢ duza utratg grzebieni, z pojawianiem si¢ struktur
mielinowych) i nadmiernie rozbudowana strefa aparatu Golgiego. Niejednokrotnie do nadmiernie
pobudzonych KCs/MPs bezposrednio przylegaly inne nieparenchymalne komorki watroby
(NPCs) — tj. przejsciowe komorki gwiazdziste watroby (T-HSCs), jak réwniez komorki
macierzyste/owalne watroby (HPCs/oval cells). Spotykane tam T-HSCs charakteryzowaly sie¢
wydtuzonym ksztattem 1 zmniejszong zawartoscig na terenie cytoplazmy materiatu lipidowego.
Posiadaty wyraznie poszerzone kanaly sieci $rodplazmatycznej ziarnistej i zwigkszonag ilos¢
elementow cytoszkieletu. Natomiast komorki  populacji HPCs/oval cells gtéwnie wykazywaty
charakter nisko zréznicowanych komorek macierzystych lub roéznicowaty si¢ w kierunku linii
hepatocelularnej, tj. do tzw. posrednich, przypominajagcych hepatocyty, form komoérkowych
(ang. intermediate hepatocyte-like cells). Badaniom ultrastrukturalnym poszczegdlnych typow
komoérek macierzystych watroby w NASH u dzieci, zwlaszcza postaci rdznicujacej si¢ w
kierunku hepatocyta, poswigcona byta nasza publikacja, ktora ukazata si¢ drukiem przed
ztozeniem pracy doktorskiej (Sobaniec-£orowska et al. 2011) (10).

Czesto w poblizu pobudzonych KCs/MPs obserwowalam cechy fibrogenezy. Widkna
kolagenowe niejednokrotnie oplataty zarowno KCs/MPs, jak 1 T-HSCs 1 HPCs/oval cells, bedac
z nimi, zwtaszcza z T-HSCs, w bezposrednim kontakcie.

Uzyskane wyniki badan ultrastrukturalnych populacji KCs/MPs koresponduja  z

obserwacjami prezentowanymi przez innych autoréw w réznych modelach do$wiadczalnych
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NASH i u pacjentéw dorostych z tg patologig (Otogawa et al. 2007; Farrell et al. 2008; Kiki et
al. 2008) (8, 11, 12). Przypuszczam, ze obtadowane erytrocytami KCs/MPs, podobnie jak w
modelu doswiadczalnym z NASH (Otagawa et al. (2007) (9), moga prowadzi¢ do odktadania na
terenie watroby zelaza pochodzacego z hemoglobiny, co promuje stres oksydacyjny, stan zapalny
1 wioknienie narzadu.

Praca na temat analizy ultrastrukturalnej populacji KCs/MPs u dzieci z NASH
zakonczona jest nastepujacymi wnioskami:

1. Przeprowadzone badania ultrastrukturalne, pierwsze w literaturze hepatologicznej,
wyraznie wskazuja, ze populacja KCs/MPs watroby, zwtaszcza wykazujacych cechy
erytrofagocytozy, moze by¢ wyraznie wlgczona w morfogeneze i rozwoj NASH u
dzieci.

2. Nalezy przypuszczaé, ze nadmiernie pobudzone i kumulujace zelazo pochodzace z
hemoglobiny KCs/PMs moga odgrywaé istotng role ~w uruchomieniu stresu
oksydacyjnego w przebiegu choroby.

3. Ponadto interesujace, jednakze wymagajace dalszych poglebionych badan, jest wzajemne
oddziatywanie pomie¢dzy nadmiernie pobudzonymi KCs/PMs a przylegajacymi
przejsciowymi komorkami gwiazdzistymi (T-HSCs) i komorkami
macierzystymi/owalnymi watroby (HPCs/oval cells) oraz towarzyszacy tej interakcji
proces fibrogenezy u dzieci z ASH.

Uzyskanie odpowiedzi na temat udzialu komoérek B.-KCs/MPs w morfogenezie NASH u

dzieci wazne jest nie tylko ze wzgledow poznawczych ale takze z uwagi na ewentualne

poszerzenie badan w kierunku poszukiwania terapii antyoksydacyjnych.

2. Ocena ultrastrukturalna populacji komoérek B.-Kupffera/MPs 1 komorek

srodblonka naczvn zatokowych watroby (LESCs) u dzieci z AIH (publikacja nr 3 i

nrb5)

Dalszym etapem mojej pracy sa badania morfologiczno-kliniczne, gtéwnie przy uzyciu

TEM nad morfogeneza i1 rozwojem autoimmunizacyjnego zapalenia watroby (AIH),
przewlektej, o stabo poznanej etiopatogenezie, chorobie autodestrukcyjnej watroby, wystepujacej
zarowno u dorostych jak i1 u dzieci, wykazujacej, zwlaszcza w ostatnim dziesigcioleciu wyrazng
tendencje wzrostowa zachorowania. Patologia ta niejednokrotnie wspotistnieje, zwlaszcza u
pacjentow pediatrycznych, z intensywnym wiloknieniem/marskoscia watroby (de Boer et al.
2015; Radhakrishnan et al. 2010; Soares et al. 2016) (13, 14, 15). Cechuje ja wysoka aktywnos¢
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aminotransferaz w surowicy krwi, wzrost stezenia immunoglobuliny G (IgG) w surowicy krwi i
obecnos¢ krazacych autoprzeciwcial. Zdecydowanie czg$ciej wystepuje u pacjentow pici zenskiej
i charakteryzuje si¢ dobra odpowiedzig na leczenie immunosupresyjne. Choroba ma rézny
przebieg kliniczny, od tagodnego po bardzo powazny, konczacy si¢ niewydolno$cig narzadu i
zejsciem $miertelnym, przewaznie z powodu masywnej martwicy hepatocytéw lub marskosci
(de Boer et al. 2015; Gossard, Lindor 2012; Mieli-Vergani et al. 2018) (13, 16, 17).

Obraz histopatologiczny AIH jest stosunkowo mato specyficzny. Na plan pierwszy
wysuwa si¢ zapalenie watroby o charakterze “interface” i zrazikowego, od $rednio wyrazonego
po stopnia duzego, z odczynem martwiczo-zapalnym obfitujacym w komorki plazmocytarne i
limfocyty w przestrzeniach bramnych, z pojawianiem si¢ hepatocytow tworzacych rozetki. Stan
zapalny w tej patologii §cisle zwigzany jest Z procesem fibrogenezy i progresja wtoknienia. W
miejscu tym nalezy dodaé, ze wg Scistych arbitralnych zalecen 1AHG, tj. Miedzynarodowej
Grupy do badan nad Chorobg Autoimmunologiczng Watroby (The International Autoimmune
Hepatic Group) ocena mikroskopowa biopsji watroby, jako integralna czes¢ rozpoznania,
stanowi, przed wdrozeniem terapii immunosupresyjnej, konieczny warunek koncowej diagnozy

AIH (Mieli-Vergani et al. 2018) (17).

A/ Analiza ultrastrukturalna populacji komérek B.-Kupffera/MPs w AlH u dzieci

(publikacja nr 3)

W naszym Os$rodku opracowatam metod¢ wczesnej diagnostyki ultrastrukturalnej AIH
u pacjentdw pediatrycznych i wprowadzitam t¢ metode do praktyki badan morfologicznych nad
wspomniang patologia.

Obserwacje nad AIH dotyczyty 14 nie leczonych dzieci (3 chtopcow i 11 dziewczynek w
wieku 5-17 lat), u ktorych w badaniach laboratoryjnych stwierdzono wysoka aktywno$¢
aminotransferaz w surowicy krwi — alaninowej i asparaginianowej oraz powazne zaburzenia
immunologiczne i serologiczne — podwyzszone stezenie IgG, obecno$¢ autoprzeciwcial p-
jadrowych (ANA) 1/lub przeciwcial skierowanych przeciwko migsniom gladkim (SMA) 1 LKM.
Przed wykonaniem biopsji watroby u wszystkich dzieci wykluczono choroby zakazne watroby
(zakazenie HBV, HCV, CMV, Toxoplasma gondii), niektore zaburzenia metaboliczne (choroba
Wilsona, mukowiscydoza, niedobdr alfa-1 antytrypsyny/antyproteazy) i chorobg trzewna.

W badaniach mikroskopowo-elektronowych, w przeszto 70% przypadkow, z uprzednio
histopatologiczno-klinicznie rozpoznanym AIH (u 9/14 pacjentéw), stwierdzilam na terenie

cytoplazmy znacznie pobudzonych KCs/MPs obecnos¢ bardzo charakterystycznych, dotychczas
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nie opisywanych, zmian o obrazie szklistych wtretow kropelkowych (ang. glassy droplet
inclusions — GDI). Inkluzje te obserwowatam w obrebie KCs/MPs zatok watrobowych a takze w
makrofagach potozonych poza lokalizacja zatokowa. Byly okragle, bardzo dobrze odgraniczone
od otoczenia, wypetnione homogenng treScia o S$redniej gestosci elektronowej 1 zawieraty
wyrazne, przewaznie centralnie polozone, przezierne pole. Czesto w poblizu GDI spotykatam
znacznie uszkodzone mitochondria cechujace si¢ duzym obrzmieniem i wybitng utratg grzebieni
mitochondrialnych.

Powyzsze nieprawidlowosci dotyczace populacji B.-KCs/MPs wspotistniaty u tych
samych pacjentow z wyraznym uszkodzeniem wysciélki sSrodblonkowej zatok (publikacja nr
5) a takze =z pojawieniem si¢ na terenie zrazika watrobowego populacji komérek
plazmatycznych zawierajacych cialka Russela. Niezwykle interesujace jest, ze obraz
mikroskopowo-elektronowy analizowanych GDI byt identyczny z ultrastrukturg ciatek Russela
jednoczes$nie wystepujacych na terenie cytoplazmy komorek plazmatycznych (wyktadnik
morfologiczny zwyrodnienia kropelkowo-szklistego komorki), co moze wskazywa¢ na udziat
populacji komorek plazmatycznej w ich powstawaniu.

Mam podstawy przypuszczac, ze analizowane charakterystyczne wtrety srodplazmatyczne
zawieraja depozyty immunoglobulin G, co koreluje z wynikami badan laboratoryjnych. Otéz u
wszystkich pacjentow pediatrycznych z AIH, u ktorych przy uzyciu TEM wykrytam na terenie
cytoplazmy KCs/MPs obecno$¢ szklistych kropelkowych inkluzji (9/14 pacjentow — 71,4%),
aktywnos$¢ surowiczej IgG byl co najmniej 2 x powyzej normy laboratoryjnej. Natomiast u dzieci
z AIH, u ktorych nie znalaztam takich struktur stezenie IgG nie przekraczalo 1.5 x gbrnej
granicy normy.

Warto takze odnotowacé, ze w poblizu pobudzonych KCs/MPs dos$¢ czgsto obserwowatam
cechy fibrogenezy i rozwoju wtoknienia, co manifestowato si¢ obecnoscig w okotonaczyniowej
przestrzeni Dissego wigzek wtokien kolagenowych..

Podsumowujac wyniki badan wyciagnieto nast¢pujace wnioski:

1. Wykrycie na poziomie ultrastruktury, dotychczas nie opisywanych w
autoimmunizacyjnych chorobach watroby, charakterystycznych S$rédplazmatycznych
szklistych wtretow w KCs/MPs, identycznych z ciatlkami Russel’a komorek
palzmatycznych, stanowi nowa, uzyteczng, patognomoniczng ceche w diagnostyce
ultrastrukturalnej ATH u dzieci. Moze takze by¢ pomocne w diagnostyce roznicowej AIH

z innymi przewleklymi chorobami zapalnymi watroby.
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2. Uzyskane wyniki sg punktem odniesienia i stanowig interesujgcy materiat porownawczy
dla podobnych badan submikroskopowych nad ta patologig prowadzonych przez inne
Osrodki.

W miejscu tym pragne dodaé, ze omawiana praca zawiera bardzo demonstratywny i ciekawy
zestaw elektronogramow obrazujacy ultrastrukture GDI. Powyzsze wyniki zostaly ogloszone
drukiem w wiodgcym czasopismie gastroenterologicznym i hepatologicznym Digestive and Liver

Disease.

B/ Ocena ultrastrukturalna komoérek srodblonka naczyn zatokowych watroby (LESCs) u

dzieci z AIH (publikacja nr 5)

W kolejnej pracy na temat morfogenezy i rozwoju AlH u dzieci zwrécitam szczegodlng
uwage na obraz ultrastrukturalny komorek $rodbtonka naczyn zatokowych watroby (ang. liver

sinusoidal endothelial cells - LSECS) i ich role w progresji schorzenia.

Obserwacje przeprowadzitam na wigkszej, tj. dodatkowo o 3 kolejne zachorowania,

grupie chorych z AIH (tacznie 17 dzieci, w tym 14 dziewczynek).

W obecnych badaniach, rowniez po raz pierwszy w literaturze, opisatam réznie wyrazone
zmiany submikroskopowe w LSECs, od obrzmienia poprzez tzw. ciagly typ $srodblonka (ang.
continuous type of endothelium) po obumieranie wysciotki $rodbtonkowej, co wskazuje na
istotny udzial tych komorek, facznie z uszkodzeniem innych NPCs, w powstawaniu i rozwoju
AIH u dzieci. Czesto uszkodzenie komoérek srodbtonka zatok wspotistniato z wyzej opisanymi,
charakterystycznymi zmianami mikroskopowo-elektronowymi w obrgbie KCs/MP (publikacja
nr 3) a takze z procesem fibrogenezy i1 rozwojem witdknienia w okotonaczyniowych
przestrzeniach Dissego. Procesowi fibrogenezy towarzyszylo pojawianie si¢ opisywanych
powyzej subpopulacji pobudzonych, o wiasciwosciach fibrokompetentnych, przejsciowych
komorek gwiazdzistych watroby (ang. transitional form of hepatic stellate cells — T-HSCs),
odpowiedzialnych za synteze bialek macierzy pozakomoérkowej i petligcych kluczowa role w
powstawaniu wiokien kolagenowych. Do komorek tych przylegata zageszczona substancja
drobnowtokienkowa, mogac odpowiada¢ substancji prekolagenowej a takze peczki dojrzatych

wlokien kolagenowych.

Warto odnotowac¢, ze chociaz w potowie analizowanych przypadkéw AIH obserwowatam
zjawisko przeksztalcania si¢ prawidlowej, tj. niecigglej - posiadajacej charakterystyczne
fenestracje - wysciotki $rodbtonkowej zatok watrobowych w  ciagly, tj. pozbawiony
mikrootwordw typ Srodblonka, to nie stwierdzitam w tak zmienionych sinusoidach, pod warstwa
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wysciotki - srodbtonkowej, tworzenia prawdziwej blony podstawnej. Tak wigc nie
zaobserwowatam zjawiska kapilaryzacji zatok watrobowych charakterystycznego dla
rozwijajacej si¢ marskosci watroby, co sugeruje, ze przypadki badanej patologii byly

diagnozowane na stosunkowo wczesnym etapie rozwoju choroby
Na podstawie przeprowadzonych badan wyciagnieto nastepujace wnioski:

1. Powazne zmiany w LSECs (tzw. ciagly typ Srodblonka a takze jego obumieranie)
wspotistniejagce z uszkodzeniem innych NPCs wskazujg, ze populacja komorek
srodbtonka w sposob istotny wilaczone jest w morfogeneze AIH u pacjentow
pediatrycznych.

2. Mozna sadzié, ze nie wytworzenie prawdziwej blony podstawnej, nawet jesli LSECs byty
znacznie uszkodzone, wskazuje na zachowane jeszcze wlasciwosci regeneracyjne tych
komorek i mozliwo$¢ cofnigcia si¢ zaistnialych zmian (restitutio ad integrum). To
sugeruje realng mozliwo$¢ odtworzenia prawidlowej wysciotki §rodbtonkowej, co moze
mie¢ istotne znaczenie dla efektywnej terapii AIH u dzieci i powinno skutkowaé

normalizacja ultrastruktury LSECs.

3. Analiza mikroskopowo-elektronowa populaciji komorek

macierzystych/owalnych watroby (HPCs/oval cells) i otaczajacych je komorek

owiazdzistych watroby (HSCs) w modelu doswiadczalnym wloknienia

z6lciowego - model BDL) ( publikacja nr 4)

Od lat podkresla sie, ze proces fibrogenezy i rozwoju widknienia/marskosci watroby jest
niezwykle zlozony 1 pomimo intensywnych badan doswiadczalnych 1 klinicznych, jak dotychczas
nie zostal wystarczajaco poznany. Proces ten charakteryzuje si¢ nadmiernym gromadzeniem
biatkowych sktadnikow macierzy pozakomoérkowej (ang. extracellular matrix - ECM), co jest
wynikiem zaburzen dynamicznej rOwnowagi pomiedzy synteza (fibrogeneza) a ich degradacja
(fibroliza). W przebiegu widknienia deponowane sa nadmierne ilosci sktadnikow ECM w
okotonaczyniowych przestrzeniach Dissego, ktdre inicjuja rozwdj fibrogenezy i stanowia
najwczesniejszg morfologiczng postac tej patologii (Friedman 2008; Schuppan 2015) ( 18, 19).

Stopien skomplikowania zjawiska wioknienia/marsko$ci watroby nie pozwala na
zastgpienie modelu zwierzecego metodami alternatywnymi. W literaturze hepatologicznej
eksponuje si¢ dwie klasyczne metody eksperymentalnej fibrogenezy — model operacyjny,
wywotany zamknigciem poprzez ligaturowanie przewodu zotciowego wspolnego (ang. Bile Duct
Ligation Model - BDL model) i model farmakologiczny wywotany przewleklym stosowaniem

selektywnej hepatotoksyny.
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Przyjmuje si¢, ze najwiekszy udziat w procesie fibrogenezy majg aktywne metabolicznie
tzw. przejsciowe, okreslane fibrokompetentnymi, komérki gwiazdziste watroby (ang.
transitional HSCs - T-HSCs) i komorki o fenotypie miofibroblastow wchodzace w sktad tzw.
nieparenchymalnych komorek watroby (NPCs) (Friedman 2008) (18). Bioragc pod uwagg rolg,
jaka HSCs odgrywaja w procesie fibrogenezy, nazwane zostaly ,mistrzem produkcji
wiloknienia”. Ostatnio jednak donosi si¢, ze oprocz przejsciowych HSCs, bardzo istotne,
przynajmniej rownorzgdne z HSCs, a wg niektorych nawet wigksze znaczenie w morfogenezie
fibroplazji kolagenowej watroby odgrywa populacja nisko zréznicowanych, multipotencjalnych
komérek macierzystych watroby (ang. hepatic progenitor /oval cells - HPCs/oval cells), a
zwlaszcza subpopulacja komorek o charakterze pobudzonych cholangiocytéw (ang. activated
cholangiocytes) (Schuppan 2015; Clouston st al. 2005) (19, 20). Jak wspomnialam we
Wprowadzeniu populacja niskozréznicowanych multipotencjalnych HPCs/oval cells stanowi
znikomy odsetek wszystkich komoérek narzadu (okoto 1-3%). Ze wzgledu na ich ksztalt
nazywane sa komorkami owalnymi watroby. HPCs/oval cells wykazujg szereg cech wspolnych,
zarowno strukturalnych, jak i funkcjonalnych, z hepatoblastami okresu zarodkowego i
ptodowego. Obecnie przyjmuje si¢, ze s to komorki o wlasciwosciach bipotencjalnych i traktuje
jako komorki prekursorowe dla hepatocytow lub cholangiocytow. Komorek tych, ze wzgledu na
bardzo mate rozmiary, nie mozna wykry¢ w rutynowych badaniach histologicznych. Najbardziej
wiarygodna identyfikacja jest na poziomie mikroskopii elektronowej transmisyjnej; w duzo
mniejszym stopniu przy uzyciu badan IHC (Guettier 2005; Yovchev et al. 2008; He, Feng 2011)
(2, 3 4). Przyjmuje si¢, ze namnazanie komoérek owalnych, ich stopniowa wedréwke w narzadzie
i roznicowanie w kierunku hepatocytow lub cholangiocytow ,.kontroluja” pobudzone komorki
nieparenchymalne, zwlaszcza przejsciowe komorki gwiazdziste (T-HSCs), substancja
migedzykomorkowa i szereg czynnikoéw wzrostowych.

Majac powyzsze na uwadze oraz ze wzglgdu na nieliczne prace z zakresu identyfikacji
morfologicznej poszczegodlnych subpopulacji komoérek owalnych watroby, celem trzeciego
etapu moich badan byta charakterystyka ultrastrukturalna HPCs/oval cells, zwtaszcza przedziatu
komorkowego o charakterze pobudzonych cholangiocytow, w procesie fibrogenezy i1 rozwoju
wioknienia watroby w warunkach eksperymentalnej cholestazy. Przeanalizowalam rowniez, na
poziomie mikroskopii elektronowej transmisyjnej, obraz interakcji komoérkowych
zachodzacych pomiedzy komoérkami owalnymi a obecnymi w ich bliskim  sgsiedztwie
pobudzonymi HSCs i KCs/MPs.

Ten typ wioknienia narzadu uzyskano u mtodych szczurow poprzez operacyjne

podwiazanie przewodu zoétciowego wspolnego (model widknienia typu BDL). Jest to model
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fibroplazji kolagenowej watroby w petni skuteczny, powtarzalny i akceptowany w literaturze
hepatologicznej. W Polsce po raz pierwszy zastosowany zostat w naszym Os$rodku.

Badania przeprowadzono na 6 tygodniowych szczurach rasy Wistar Crl (Han), u ktorych
stosujac przez 1, 6 1 8 tygodni, w znieczuleniu ogélnym, operacyjne podwigzanie przewodu
zolciowego wspdlnego (po 10 zwierzat w kazdej grupie badanej) wywotywano wtérne
wioknienie zolciowe o charakterze postepujacej reakcji fibroduktularnej. Grupe
porownawcza stanowily zwierzeta poddane procedurom anestezjologicznym. Metodyka badan
przy uzyciu TEM opisana we Wprowadzeniu.

W procesie fibrogenezy i rozwoju intensywnego wioknienia zotciowego u miodych
szczuréw stwierdzitam wyrazng  proliferacje populacji HPCs/oval cells, wsrod ktorych
wyrdznitam cztery glowne typy komérek owalnych: komorki typu O (ang. “type 0 cells”);
komorki typu I - tj. niezroznicowane HPCs (ang. “type I cells”, syn. undifferentiated HPCs) a
takze komorki réznicujace si¢ w kierunku cholangiocytow i hepatocytow - tj. komérki typu 11
(ang. “type II cells”, syn. the bile duct-like cells) i typu Il (ang. “type Il cells®, syn. the
heptocyte-like cells). Najczesciej spotykatam typ II komorek, tj. HPCs roznicujace si¢ w
kierunku nabtonka drog zotciowych.

W pracy dokonatam dokladnej charakterystyki ultrastrukturalnej poszczegélnych
typow populacji HPCs/oval cells, poczawszy od typu 0 do typu III wiacznie. Wg mnie bardzo
interesujaca subpopulacjg analizowanych komorek owalnych byly komorki typu I (syn.
undifferentiated HPCs), odpowiadajagce komorkom podstawnym (basal cells”), o obrazie
bardzo prymitywnych komorek. Potozone byly gtdéwnie wewnatrz proliferujacych przewodzikow
z6lciowych, chociaz obserwowalam je takze na terenie przegrod widknistych 1 na obrzezu
guzkow regeneracyjnych. Charakteryzowaty si¢ bardzo matymi rozmiarami (od 3,0 do 5,0 um),
owalnym lub okraglym ksztaltem, duzym, owalnym, elektronowo gestym jadrem komorkowym,
skapa 1loScig cytoplazmy, co wyrazalo si¢ wysokim stosunkiem jadra komorkowego do
cytoplazmy (a high nucleus/cytoplasm ratio), Zawieraly minimalnie zréznicowanymi struktury
srodkomoérkowe. Ich blona komorkowa tworzyla $ciste potaczenia (lub tzw. desmosomalno-
podobne polaczenia) z otaczajagcymi komdrkami.

Fundamentalnym, dotychczas nie wyjasnionym wystarczajgco problemem pozostaje
odpowiedz na pytanie o obecnos¢, lub jej brak, w poblizu HPCs w przebiegu wtdknienia narzadu
innych populacji komoérek watroby, zwlaszcza NPCs. Ot6z we wszystkich grupach badanych w
procesie fibrogenezy i rozwoju widknienia czesto obserwowatam w bliskiej obecno$ci HPCs
pojawianie si¢ subpopulacji przejSciowych komorek gwiazdzistych (T-HSCs) i pobudzonych

komérek B.- Kupffera/makrofagéw. Znajdowatam je w tkance tacznej kolagenowej oplatajace;j

20



nowopowstale przewodziki zotciowe a takze na terenie przegréd widknistych i w ogniskach
zwloknien, gdzie niejednokrotnie przylegaty do komorek owalnych.

Zastosowanie TEM pozwolilo doktadnie przesledzi¢ obraz ultrastrukturalny
bezposredniego przylegania komérkowego (direct cell-cell contact) za posrednictwem $cistych
potaczen komoérkowych (intercellular thight junctions or desmosome-like junctions) pomiedzy
poszczegolnymi typami HPCs a sgsiadujgcymi komorkami NPCs, zwlaszcza subpopulacjg T-
HSCs i pobudzonymi komorkami B.- Kupffera/makrofagami.

Subpopulacja przejsciowych, fibrokompetentnych T-HSC charakteryzowala sie, w
poréwnaniu do tzw. spoczynkowych HSCs (ang quiescent hepatic stellate cells - Q-HSCs)
zdecydowanie wydluzonym ksztattem, duzg utrata, do prawie catkowitej, cytoplazmatycznego
materialu lipidowego; zawierala rozbudowane 1 wybitnie poszerzone kanaly sieci
srédplazmatycznej ziarnistej i pobudzong strefe aparatu Golgiego. W miejscu tym warto dodac,
ze populacja komoérek gwiazdzistych watroby, ze wzgledu na ich obraz morfologiczny, biologi¢ i
rozliczne funkcje, jakie petnig na terenie narzadu, od lat okreslane sa w literaturze jako jedne z
najbardziej fascynujacych a jednoczes$nie enigmatycznych komorek organizmu (Friedman
2008) (18), czego odzwierciedleniem sg liczne nazwy synonimowe odnoszace si¢ do tej populacji
komorkowe;.

Pragng zwroci¢ uwage na zamieszczone w pracy unikalne elektronogramy, ktore m.
innymi przedstawiaja wybitnie rzadko demonstrowany w literaturze, fenomen penetracji blony
podstawnej nowo powstatych, proliferujagcych przewodzikow zotciowych (proliferating bile
ductules) przez wypustki przejSciowych komorek gwiazdzistych (T-HSCs) 1 tworzenie
bezposredniego kontaktu (direct cell-cell contact) z komérka macierzysta o charakterze ductular
epithelial cell, tj. roznicujaca si¢ w kierunku nabtonka przewodzikow zotciowych. Wedtug mnie
zjawisko to moze dowodzi¢ réwnorzednego udzialu obu populacji komoérek watroby, tj.
HPCs/oval cells i HSCs w morfogenezie i rozwoju wtdérnego widknienia zolciowego. Mozliwe,
ze dochodzi do tego poprzez wysyltane ze strony komorek owalnych na drodze direct cell-cell
contact do przylegajacych komorek gwiazdzistych specyficzne sygnaly, co promuje proces
fibrogenezy. Potwierdzenie powyzszej hipotezy wymaga jednak dalszych badan.

Przeprowadzone badania ultrastrukturalne populacji HPCs/oval cells w

doswiadczalnym zdlciowym wldknieniu watroby pozwalaja stwierdzic:

1. W przebiegu intensywnego wioknienia zotciowego typu BDL dochodzi do
wyraznej proliferacji HPCs/oval cells, co wskazuje na istotny udzial tej populacji

komorkowej w procesie fibrogenezy. Wyrozniono 4 gléwne typy komorek
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owalnych: komorki typu 0; komorki typu I - tj. odpowiadajgce tzw. ,,basal cells”
(ang. undifferentiated HPCs) oraz komorki rdznicujace sie w kierunku linii
nabtonka drog zolciowych i hepatocytow - tj. komorki typu Il (ang. the bile
duct-like cells) i typu I11 (ang. the heptocyte-like cells). Najcz¢sciej obserwowano

HPCs/oval cells roznicujace si¢ w kierunku cholangiocytow.

Wykazano silng dodatnig korelacje¢ pomig¢dzy intensywnos$ciag widknienia watroby
a proliferacjag badanych HPCs/oval cells, co w stosunku do rozrastajacych si¢
przewodzikow  zblciowych, wyrazato si¢ tzw. postepujaca reakcja
fibroduktularng (ang. progressive fibroductular reaction). HPCs/oval cells,
zwlaszcza subpopulacja typu II (ang. the bile duct-like cells) a takze poprzedzajgca
je, bardzo prymitywna linia komorkowa o charakterze komorek typu I, moga
odgrywa¢ kluczowa role w morfogenezie reakcji fibroduktularnej towarzyszacej

intensywnemu witdknieniu narzadu.

. W przebiegu doswiadczalnej fibrogenezy i rozwoju widknienia watroby nalezy
podkresli¢ istotne znaczenie wzajemnych interakcji komorkowych, zwlaszcza
bezposredniego oddziatywania zachodzgcego na drodze direct cell-cell contact
pomiedzy populacjag HPCs/oval cells a T-HSCs i pobudzonymi KCs/MPs.

Przedstawiony w obecnej pracy, wybitnie rzadko demonstrowany w literaturze
$wiatowej, fenomen penetracji blony podstawnej proliferujacych przewodzikoéw
zOtciowych przez wypustki przejsciowych komorek gwiazdzistych (T-HSCs) i
tworzenie bezposredniego kontaktu (direct cell-cell contact) z komorka
macierzysta o charakterze ductular epithelial cell, moze wskazywa¢ na
réwnorzedny, bardzo wazny, udziat obu populacji komorek watroby, tj HPCs i1

HSCs w morfogenezie widknienia zétciowego.

. Badania submikroskopowe nad wudzialem populacji HPCs/oval cells w
morfogenezie eksperymentalnego wioknienia zotciowego typu BDL maja nie
tylko warto$¢ poznawcza; moga réwniez przyczyni¢ sie do poszukiwania i
opracowania nowych efektywnych terapii antyfibrotycznych u pacjentow z

przewlektymi chorobami watroby.
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Pragne doda¢, ze od niedawna badania doswiadczalne nad progresywnym witoknieniem
watroby typu BDL poszerzytam o tzw. farmakologiczny model widknienia (w Polsce dotychczas
nie stosowany) wywotany dlugotrwatlym podawaniem mlodym szczurom i. p. selektywnej
hepatotoksyny - tioacetamidu (ang. Thioacetamide model of fibrosi; TAA model). Nalezy
podkresli¢, ze analogiczny do modelu TAA panlobularny wzor widknienia stwierdza si¢ w
wigkszosci  choréb przewleklych watroby u ludzi (wyniki badan morfologicznych
prezentowatam na Falk Symposium 211, XXV International Bile Acid Meeting: Bile Acids in
Health and Diseases. Dublin — Ireland; July 6-7, 2018).

Podsumowanie osiagniecia naukowego

Przedstawione, jako osiagni¢cie naukowe, publikacje uzupetniaja wiedz¢ na temat roli
badanych populacji komoérek watroby w morfogenezie NASH i AIH u dzieci oraz sekwencji
zjawisk submikroskopowych zachodzacych w komorce w przebiegu tych schorzen, wnoszac
wazne aspekty praktyczne. Pragne podkresli¢, ze przeprowadzona analiza na poziomie
mikroskopii elektronowej transmisyjnej (TEM) materialu oligobiopsyjnego watroby ujawnita

duzy potencjal diagnostyczny ocenianych populacji komorkowych.

W przypadku NASH i AIH, wykonane badania ultrastrukturalne, pierwsze w
hepatopatologii u pacjentow pediatrycznych, pozwolity w zdecydowanej wigkszosci przypadkow
wykry¢ w obrebie ocenianych populacji komorkowych (populacji hepatocytow 1 KCs/MP w
NASH oraz populacji KCs/MP i komorek §rodblonka zatok watrobowych — LSECs - w AlH)
cechy patognomoniczne dla obu tych chorob. | tak, u dzieci z NASH stwierdzitam w
cytoplazmie  hepatocytéw  obecnos¢  megamitochondriow (MMC) zawierajacych
charakterystyczne, powtarzajace sig, rOwnolegle utozone linijne wtrety (ang. intramitochondrial
linear crystalline inclusions) a takze obserwowatam proliferacje populacji KCs/MPs,
wykazujacych nadmierne pobudzenie i zjawisko znacznie wyrazonej erytrofagocytozy.
Powigkszone, zwierajace fragmenty pochlonigtych erytrocytow komorki B.-Kupffera czesto
zamykaty §wiatlo naczyn zatokowych watroby. Z kolei w przypadku AIH, zastosowanie TEM
umozliwito wykrycie na terenie cytoplazmy populacji KCs/MPs charakterystycznych,
patognomonicznych dla tej choroby, Srodplazmatycznych ,,szklistych wtretow” (ang. glassy
droplet inclusions), identycznych z ciatkami Russel’a pojawiajacymi si¢ na terenie komorek
plazmatycznych. Zmianom w KCs/MPs towarzyszylo przeksztatlcanie LSECs w tzw. ciagly
typ Srédblonka zatok watrobowych ale bez wytworzenia prawdziwej blony podstawne;.
Zastosowanie TEM pozwolito rowniez doktadnie przesledzi¢ proces fibrogenezy towarzyszacy

tym patologiom.
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Natomiast w pracy doswiadczalnej nad wléknieniem zotciowym watroby badania
submikoskopowe bardzo dobrze identyfikowaly poszczegdlne subpopulacje komorek
macierzystych/owalnych watroby (HPCs/oval cells) wskazujac na ich wazng, wg mnie
rownorzedna, rolg z tzw. przejsciowymi komoérkami gwiazdzistymi — T-HSCs, w procesie
fibrogenezy 1 rozwoju widknienia. Dotyczylo to zwlaszcza komodrek roznicujacych sie w

kierunku cholangiocytow.

Uzyskane wyniki badan ultrastrukturalnych potwierdzaja potrzebe, zwlaszcza w
trudnych diagnostycznie przypadkach NASH i AIH, szerszego stosowania mikroskopu
elektronowego transmisyjnego jako cennego narz¢dzia badawczego, celem poglebienia
morfologicznych  kryteriow rozpoznania badanej patologii. Wyniki moich badan
ultrastrukturalnych mogg mieé¢ takze wazne zastosowanie W poszukiwaniu i opracowaniu
nowych efektywnych strategii leczniczych pzw u dzieci, z uwzglgdnieniem terapii

antyfibrotycznych.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

W latach 2001-2007 studiowatam na Wydziale Lekarskim Akademii Medyczne] w
Bialymstoku. Przez okres studiow otrzymywatam stypendium za wysokie osiggniecia w nauce.
W 2007/2008 roku odbylam roczny staz podyplomowy w Specjalistycznym Panstwowym
Szpitalu Klinicznym w UM w Biatymstoku oraz zdatam Lekarski Egzamin Panstwowy.

W 2004 r. odbylam 2 tygodniowa studencka praktyke zagraniczng w Klinice
Gastroenterologii i Hepatologii Uniwersytetu w Bochum, Niemcy (BG-Kliniken Bergmannsheil,
Universitatsklinik, Bochum; Kierownik Kliniki: Professor Dr. med. Wolf Schmiegel). W czasie
studiéow nalezatam do dwoch studenckich kot naukowych. Od 2002r. do 2007r., t. j. przez 5 lat,
aktywnie dziatalam w Studenckim Kole Naukowym przy Zaktadzie Patomorfologii Lekarskiej
AMB (Kierownikiem Zaktadu byt Pan Profesor dr hab. Stanistaw Sulkowski). W latach 2006 -
2007 uczestniczytam w pracach Studenckiego Kota Naukowego przy Klinice Neurologii i
Rehabilitacji Dzieciecej AMB (Kierownikiem Kliniki byl Pan Profesor dr hab. Wojciech
Sobaniec). Wspotpraca z neuropediatrami trwa do chwili obecnej, co zaowocowato cyklem prac
w Folia Neuropathologica, a takze poszerzona zostala o badania z zakresu neurofizjologii
prowadzone z interdyscyplinarnym zespotem badaczy z Instytutu Neurofizjologii ,,Neuromaster”
w Bialymstoku.

Realizowana tematyka badawcza gtéwnie dotyczy hepatopatologii wieku rozwojowego i
hepatologii  doswiadczalnej a takze neuropatologii  doswiadczalnej nad Ilekami
przeciwpadaczkowymi i problemami diagnostyki neurofizjologicznej u dzieci.

Na podkreslenie zastuguje moj wieloletni $cisty kontakt naukowy z Fundacja Falka, tj.
Falk Foundation e. V. (Leinenweberstr.5; 79108 Freiburg/Germany), ktora jest jednym z
gléwnych migdzynarodowych organizatorow spotkan naukowych poswieconych tematyce
hepatologicznej i gastroenterologicznej. Uczestniczytam w licznych sympozjach i konferencjach
mie¢dzynarodowych a takze w warsztatach naukowych organizowanych przez t¢ Fundacje¢
prezentujagc prace na temat  ultrastruktury zmian patologicznych watroby 1 z zakresu
gastroenterologii. Np. w dn. 12-18.10.2004r. bralam czynny udzial w mie¢dzynarodowym
szkoleniu naukowym we Freiburgu, Niemcy, Gastroenterology Week Freiburg. W sesji
poswieconej autoimmunizacyjnemu zapaleniu watroby ustnie prezentowatam wyniki swoich
badan, podobnie jak w ramach warsztatow naukowych dotyczacych przewlektych choréb
watroby podczas tzw. Falk Workshop Translation Research in Chronic Liver Diseases,
Heidelberg, Niemcy 29-30.01.2009 r., Falk Symposium 186, Challenges of Liver Cirrhosis and
Tumors, Mainz, Niemcy 05-06.10.2012r., czy Falk Symposium 211, XXV International Bile Acid

Meeting, Dublin, Irlandia 06-07.06.2018r. Natomiast jednymi z wazniejszych krajowych spotkan
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poswieconych patologii watroby, w ktorych w ostatnich latach uczestniczytam, byto szkolenie
naukowo-diagnostyczne w ramach Konferencji Konsultacyjnej zorganizowanej przez Krajowa
Grupe Ekspercka ds. Schorzen Watroby, Katedra Patomorfologii, UJ, Krakéow, 30.08-
01.09.2012r. a takze sesja hepatologiczna w czasie XX Jubileuszowego Zjazdu PTP, Warszawa
02-04.06.2016r.

W 2012 roku obronitam rozprawe¢ doktorska pt. ,, Komorki gwiazdziste wagtroby u dzieci z
przewleklym zapaleniem wqtroby typu B,” Wyrdzniong na wniosek recenzentow. W 2015 roku
uzyskatam tytul specjalisty w dziedzinie patomorfologii i zostalam zatrudniona jako starszy
asystent w Pracowni Histopatologicznej i Cytologicznej] Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego
im. J. Sniadeckiego w Biatymstoku a takze w Akademickim Os$rodku Diagnostyki
Patomorfologicznej i Genetyczno-Molekularnej w Biatymstoku. Moja dziatalno$¢ naukowo-
badawcza byla i jest nadal SciSle zwigzana ze specjalizacjg, w ramach ktorej prowadze
diagnostyke histopatologiczng, poszerzong o elementy histochemii, immunohistochemii i
mikroskopii elektronowej transmisyjnej. Diagnozuje materiat biopsyjny, w tym $rodoperacyjny i
cytologiczny, ktory wykorzystywany jest do badan naukowych. W czasie swojej pracy naukowo-
badawczej bytam kierownikiem dwoch i wspotwykonawca siedmiu projektow 0 naukowym i
wdrozeniowym charakterze w ramach dziatalno$ci statutowej Uczelni, z ktorych wiekszosé

zwigzana byta z oceng ultrastrukturalng watroby w wybranych patologiach tego narzadu.
A. Glowna tematyka prac badawczych:

Od poczatku pracy naukowej moje zainteresowania naukowe skupialy sie¢ na
hepatopatologii wieku rozwojowego, gtownie na badaniach morfologicznych komorek
bezposrednio  zwigzanych z fibrogenezg 1 rozwojem wioOknienia watroby 1 komorek
wspotuczestniczacych w tej patologii - komodrek gwiazdzistych watroby (HSCs) 1 komorek
macierzystych watroby (HPCs) w materiale oligobiopsyjnym pochodzacym od dzieci z pzw
typu B i NASH (wspotpraca z Panem Profesorem dr hab. Dariuszem Lebensztejnem). WyniKki
badan, po raz pierwszy prezentowane w literaturze hepatologicznej, uwzgledniajg sekwencje
zmian morfologicznych w przebiegu fibroplazji kolagenowe;j.

Innym bardzo waznym kierunkiem moich zainteresowan a takze prowadzonych badan byta
neuropatologia doswiadczalna i obserwacje kliniczne z zakresu neurologii dzieciecej
dotyczace wybranych zaburzen oun u dzieci, zwlaszcza autyzmu. Tematyka neurologiczna
stanowi kontynuacj¢ dziatalnosci w Studenckim Kole Naukowym przy Klinice Neurologii

Dziecigcej UMB.
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Pozostaty dorobek naukowy mozna podzieli¢ na nastepujace tematy badawcze:

al  Z zakresu hepatopatologii wieku rozwojowego, opublikowane przed zlozeniem
pracy doktorskiej, dotyczace oceny ultrastrukturalnej poszczegolnych typéw populacji
nisko zréznicowanych, multipotencjalnych komérek macierzystych watroby (HPCs/oval
cells), zwlaszcza komorek posrednich roznicujacych si¢ w kierunku linii hepatocelularne;j
(ang. intermediate hepatocyte — like cells - IHCs) i towarzyszacych im pobudzonych NPCs u
dzieci z pzw typu B i w przebiegu NASH.

Wyniki uzyskanych badan submikroskopowych wskazuja na istotny udzial populacji
komorek macierzystych watroby w morfogenezie i progresji badanego schorzenia (pzw typu B i
NASH) a takze w procesie widknienia narzadu. Godny podkreslenia jest fakt, iz w przebiegu pzw
typu B komorki réznicujace si¢ w kierunku hepatocytow, tj. IHCs wykazywaly wyrazne zmiany
zwyrodnieniowe, glownie mitochondrialne 1 dotyczace kanatow sieci $rédplazmatycznej
ziarnistej, czemu towarzyszylo znaczne nasilenie procesu witoknienia. Wyniki nowatorskich
badan ultrastrukturalnych dotyczace zwyrodnieniowych IHCs i ich udzialu w procesie
fibrogenezy opisatam w Eur J Gastroenterol Hepatol (2010).

Do wyzej omoéwionej tematycznej grupy publikacji naleza:

1. Sobaniec-Lotowska ME, Zotowska JM. Ultrastructure of oval cells in children with
chronic hepatitis B, with special emphasis on the stage of liver fibrosis. The first pediatric
study. World J Gastroenterol 2007; 13, 2918-22. KBN/MNISW - 20

2. Lotowska JM, Sobaniec-Lotowska ME, Lebensztejn DM. Electron microscopic
alterations in intermediate hepatocyte-like cells in children with chronic hepatitis B. The
first report in pediatric patients. Eur J Gastroenterol Hepatol 2010, 22, 741-747.

IF -1,598; KBN/MNiSW - 20

3. Sobaniec-Lotowska ME, Lebensztejn DM, Lotowska JM, Kanczuga-Koda L, Sulkowski
S: Ultrastructure of liver progenitor/oval cells in children with nonalcoholic
steatohepatitis. Adv in Med Sciences 2011, 56, 172-179.

IF - 0,952; KBN/MNIiSW - 15

b/ Badania immunohistochemiczne (IHC) i mikroskopowo-elektronowe nad populacja
komérek gwiazdzistych watroby u dzieci z pzw typu B, przeprowadzone na obszernym
retrospektywnym materiale oligobiopsyjnym watroby (70 pacjentéw) zgromadzonym w
Zakladzie Patomorfologii Lekarskiej UMB.

Przeprowadzone przeze mnie badania immunohistochemiczne (IHC) z zastosowaniem
biomarkera wléknienia (bialka alfa-SMA), stanowigce kontynuacje pracy doktorskiej,

wyraznie identyfikowaty populacje immunoreaktywnych komérek gwiazdzistych watroby
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(HSCs) w powigzaniu z ze stopniem zaawansowania wléknienia narzadu (staging - S).
Wykazatam $cistg korelacje pomigdzy liczbg i obrazem IHC badanych komorek a nasileniem
procesu fibroplazji kolagenowej, co moze by¢ waznym czynnikiem prognostycznym w rozwoju i
narastaniu zasiegu widknienia w przebiegu tej choroby. Im wigkszy byt stopien zaawansowania
wioknienia narzadu (S) tym wigkszg liczbe immunoreaktywnych HSCs obserwowatam na terenie
zrazika watrobowego. Wydaje si¢ wazne, ze najmniejszg $rednig liczbe immunoreaktywnych
HSCs odnotowatam w strefie okotowrotnej zrazika, co moze wskazywac, ze obszar ten jest
najmniej czynny metabolicznie w procesie wldknienia u dzieci z pzw typu B.

Natomiast obszerne studium na temat analizy populacji komorek gwiazdzistych watroby
na poziomie mikroskopii elektronowej transmisyjnej dotyczylo poszczegdlnych form
morfologicznych HSCs, w szczegdlnosci formy aktywnej, tj. przejsciowej -T-HSCs a takze
analizy  interakcji komoérkowych pomiedzy HSCs a przylegajacymi  innymi
nieparenchymalnymi komoérkami watroby w procesie fibrogenezy narzadu u dzieci z pzw typu B.
U pacjentow z intensywnym witoknieniem watroby (S-2 i S-3) obserwowatam prawie catkowite
zastgpienie spoczynkowych HSCs (Q-HSCs) komoérkami o charakterze T-HSCs, Wérod T-HSCs
wyrdznitam 2 typy komorek, w tym po raz pierwszy opisanie przeze mnie w literaturze komorki
o charakterze ,,zainicjowania” pobudzenia, okreslone jako ang. exhibiting initiation of activation
(Ti-HSCs), ktérym niejednokrotnie towarzyszyly pobudzone komoérki B.-Kupffera. Drugim
typem T-HSCs byly komorki wykazujace cechy ,,utrwalonego” pobudzenia ang. exhibiting
features of perpetuation activation (Tp-HSCs). W pracy zwrocitam uwage na kluczowa role
subpopulacji Ti-HSCs w zapoczatkowaniu procesu fibrogenezy. Przeprowadzone przeze mnie
badania pozwolity ustali¢, ze T-HSCs stanowity bardzo istotne ogniwo laczace pomiedzy Q-
HSCs a tzw. miofibroblastycznymi HSCs (Mf-HSCs). Podkreslitam wyjatkowe cechy
morfologiczne HSCs obserwowane w procesie widknienia, ktore wskazujg na ang. an example of
high fibroblastic cell plasticity. Lepsze poznanie biologii NPCs, zwlaszcza  komorek
gwiazdzistych watroby i komoérek B.-Kupffera, stanowi kolejny krok w kierunku poszukiwania
efektywnych terapii procesu fibrogenezy w pzw typu B.

W ramach tematyki hepatologicznej miesci si¢ takze praca morfologiczno-kliniczna na
temat hepatotoksycznego wpltywu montelukastu (CystLTRA) stosowanego u pacjenta
pediatrycznego w terapii astmy o podlozu alergicznym.

Do powyzszych publikacji naleza:

1. Lotowska JM, Lebensztejn DM. Immunoreactive hepatic stellate cells in chronic hepatitis

B in children. The first report in pediatric patients. Pol J Pathol, 2015, 66, 224-230.
IF-1,240; KBN/MNiSW - 15
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2. Lotowska JM, Sobaniec-Lotowska ME, Lebensztejn DM. Ultrastructural characteristics
of the respective forms of hepatic stellate cells in chronic hepatitis B as an example of
high fibroblastic cell plasticity. The first assessment in children. Advance in Medical
Sciences, 2018, 63, 127-133. IF—2,064; KBN/MNIiSW - 15

3. Lebensztejn DM, Borus-Chociej A, Klusek M, Lotowska J, Sobaniec-Lotowska M,
Kaczmarski M: Hepatotoxicity caused by montelukast in a paediatric patient. Przeglgd
Gastroenterologiczny 2014, 9, 121-123. KBN/MNISW — 15

¢/ Nowatorskie badania z zakresu neuropatologii doswiadczalnej nad wplywem niektérych
lekow przeciwpadaczkowych (ang. antiepileptic drugs — AEDSs) na obraz mikroskopowo-

elektronowy wybranych elementow strukturalnych o$rodkowego ukladu nerwowego - oun.

Pierwsza praca dotyczyta dlugotrwatego wptywu walproinianu sodu - VPA -
podstawowego, o szerokim spektrum dzialania leku przeciwpadaczkowego i
antypsychotycznego - (Vupral, f. Polfa podawany szczurom codziennie, dozotgdkowo, w dawce
200 mg/kg m.c. przez 1, 3, 6, 9 i 12 miesi¢cy) na obraz populacji komoérek astrogleju i
nerwonéw jadra ogoniastego moézdzku w wypracowanym przez nasz Os$rodek (Klinika
Neurologii Dziecigcej UMB) modelu czystych zmian polekowych o charakterze tzw.
doswiadczalnej encefalopatii walproinianowej. W ostatnich fazach doswiadczenia obserwowano
neurotoksyczny wptyw przewleklego stosowania VPA na obraz ultrastrukturalny astrogleju
protoplazmatycznego i komoérek nerwowych a takze neuropilu i elementéw bariery krew-mozg
jadra ogoniastego.

Nastepnie w swoich badaniach neuropatologicnych nad lekami przeciwpadaczkowymi
skoncentrowalam si¢ na ocenie mikroskopowo-elektronowej neuroprotekcyjnego wpltywu
topiramatu (TPM) - szeroko wachlarzowego antyepileptyku nowszej generacji (ang. newer-
generation antiepileptic drug) - na wybrane elementy strukturalne oun w modelu drgawek
goraczkowych (ang. febrile seizures) - FS. Badania te, z zespolem neuropediatréw,
przeprowadziliSmy na wlasnym, oryginalnym modelu doswiadczalnym FS, ktory jest
poréwnywalny do drgawek goraczkowych u pacjentow pediatrycznych. Warto doda¢, ze tak jak
obserwacje kliniczne 1 neurofarmakologiczne nad topiramatem s3 liczne, tak badania
neuropatologiczne, zwlaszcza przy uzyciu TEM naleza do rzadkosci. Jak wynika z danych z
piSmiennictwa badania ultrastrukturalne nad tym antyepilepykiem zostaly podjety po raz
pierwszy przez nasz Osrodek.

Obserwacje przy uzyciu TEM koncentrowaly si¢ na ocenie zmian zwyrodnieniowych
wywotanych stresem hipertermicznym u mlodych szczurow i potencjalnych wiasciwosciach
ochronnych TPM w drgawkach goraczkowych (Topamax, f. Jaansen — Cilag, podawany w dawce
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80 mg/kg m. c. sondg dozotagdkowo) w stosunku do niektérych elementéw strukturalnych oun
(bariery krew-moézg; astrogleju; komoérek nerwowych) w wybranych obszarach oun, tj. sektorach
CAl i CA3 kory zakrgtu hipokampa i korze nowej ptata skroniowego. Na podstawie
przeprowadzonych badan ultrastrukturalnych stwierdzitam, ze lek stosowany ,,profilaktycznie”,
tj. przed wywotaniem drgawek gorgczkowych wykazywal wyrazne dzialanie protekcyjne w
stosunku do elementow bariery Krew-moézg, zwlaszcza komorek srodbtonka naczyn. Korzystny
wpltyw TPM ("beneficial” effect) dotyczyl przeszto potowy naczyn wlosowatych mikrokrazenia
w obrebie sektorow CAl i CA3 kory amonalne;j.

Takze neuroprotekcyjny, cho¢ stabiej wyrazony, wpltyw antyepileptyku obserwowatam w
stosunku do populacji astrogleju protoplazmatycznego kory amonalnej i kory nowej plata
skroniowego i neuronéw piramidowych sektorow CAl i CA3 kory zakretu hipokampa.
Natomiast TPM podawany po wywotaniu FS nie powodowat dziatania neuroprotekcyjnego w
stosunku do analizowanych elementéw mikroskopowych oun.

Powyzsze badania neuropatologiczne nad ocenianymi AEDs byly realizowane pod
kierownictwem Pana Profesora dr hab. Wojciecha Sobanca. Uzyskane wyniki stanowi¢ moga
interesujagcy materiat porownawczy dla podobnych obserwacji ultrastrukturalnych nad
antyepileptykami prowadzonych przez inne Osrodki neuropatologiczne a takze zachgci¢ do
poszukiwan nowych strategii klinicznych w prewencji drgawek gorgczkowych u dzieci,
zwlaszcza drgawek nawracajacych i przedtuzajacych sig.

Doswiadczenia uzyskane w dziedzinie neuropatologii zostaly podsumowane w cyklu prac w
Folia Neuropathologica:

1. Sobaniec-Lotowska ME, Zotowska JM. Ultrastructural study of cerebellar dentate
nucleus  astrocytes in  chronic  experimental model  with  valproate.
Folia Neuropathol 2005; 43, 166-171. IF - 0,346; KBN/MNIiSW - 10

2. Lotowska JM, Sobaniec-Lotowska ME, Sendrowski K, Sobaniec W, Artemowicz B.
Ultrastructure of the blood-brain barrier of the gyrus hippocampal cortex in an
experimental model of febrile seizures and with the use of a new generation antiepileptic
drug — topiramate. Folia Neuropathol 2008; 46, 57-68. IF —1,095; KBN/MNiSW - 20

3. Lotowska JM, Sobaniec-Lotowska ME, Sobaniec W: Ultrastructural features of
astrocytes in the cortex of the hippocampal gyrus and in the neocortex of the temporal
lobe in an experimental model of febrile seizures and with the use of topiramate. Folia
Neuropathol 2009; 47, 268-277. IF - 1,143; KBN/MNIiSW - 20

4. Sobaniec-Lotowska ME, Zotowska JM: The neuroprotective effect of topiramate on
the ultrastructure of pyramidal neurons of the hippocampal CA1 and CAS3 sectors in an
experimental model of febrile seizures in rats. Folia Neuropathol. 2011, 49, 230-6.

IF - 1,234; KBN/MNISW - 20
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d/ Badania z zakresu neurologii dzieci¢cej koncentrujace si¢ na wykorzystaniu diagnostyki
neurofizjologicznej (EEG, QEEG, EMG) w wybranych zaburzeniach neurologicznych u
dzieci, m.in. caloSciowych zaburzeniach rozwoju, w ich rozpoznawaniu i terapii.

Przeprowadzone badania neurofizjologiczne dotyczyly pacjentdw pediatrycznych z
autyzmem, bélami gtowy i padaczkg. Dokonano rowniez analizy rozwoju jezykowego u dzieci z
zaburzeniami ze spektrum autyzmu i ich diagnozy. Oceniono skuteczno$¢ multidyscyplinarnej
terapii w oparciu o zastosowane leczenie logopedyczne, metod¢/terapie biofeedback (metoda
biologicznego sprzezenia zwrotnego) i inne oddziatywanie fizjoterapeutyczne. Diagnostyka i
terapia realizowane byly przez interdyscyplinarny zespo6l (neuropediatra, elektrofizjolog,
psycholog, logopeda, patomorfolog, fizjoterapeuta) z Kliniki Neurologii Dziecigcej UMB i
Instytutu Neurofizjologii ,, Neuromaster” w Biatymstoku pod kierunkiem Pana Profesora dr hab.
Wojciecha Sobanca.

Do powyzszych publikacji naleza:

1. Sobaniec P, Szukiel B, Batruch E, Kruk U, Zotowska J . Impact of multidisciplinary

therapy on the functioning of children with autism. Results of the “Supporting the

development of children with autism” project using the ATEC form. Neurologia
Drziecigca. 2017, 26, 31-37. KBN/MNiSW - 11

2. Szukiel B, Sobaniec P, Batruch E, Kruk U, Lotowska J. Assessment of speech and
communication disorders in preschool-aged children with autism. Neurologia Dziecigca
2018, 27(54), 15 pp. KBN/MNiSW - 11

3. Szukiel B, Bogusz I, Stoma M, Lotwska JM. Logopedyczne metody i formy terapii
dzieci z cato$ciowymi zaburzeniami rozwojowymi. Tytut cato$ci: Promocja, edukacja
zdrowotna oraz profilaktyka w naukach medycznych. Tom I. Pod red: Barbary Jankowiak,
Beaty Kowalewskiej, Elzbiety Krajewskiej-Kutak, Uniwersytet Medyczny w
Biatymstoku, 2018, 72-85. KBN/MNSIW - 4

4. Szukiel B, Kulmacz A, Stoma M, Sobaniec P, Lotowska JM. Terapia logopedyczna
dziecka w wieku przedszkolnym z opdznionym rozwojem mowy. Tom I. Pod red:
Barbary Jankowiak, Beaty Kowalewskiej, Elzbiety Krajewskiej-Kutak, Uniwersytet
Medyczny w Biatymstoku, 2018,164-177 KBN/MNSIW - 4

5. Sobaniec P, Lotowska JM, Czerpak K. Szukiel B, Zochowska-Sobaniec M, Nowak K.
The effect of EMG-biofeedback in the treatment of tension-type headache: A pilot study.
Polish Journal of Appied Science 2018, 4(2), 67-73 (w druku).

e/ Badania skupiajace si¢ na wybranych zagadnieniach z zakresu patologii przewodu

pokarmowego - trzy opracowania - w tym dwa dotyczace tkanek miekkich jamy ustne;j.
Szczegolnie interesujace byly badania naukowe prowadzone w ramach wspolpracy
wieloosrodkowej ogélnopolskiej z Katedra 1 Zakladem Propedeutyki i Fizykodiagnostyki
Stomatologicznej Pomorskiego UM w Szczecinie, kierowanym przez Panig Profesor dr hab.
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Krystyne Opalko. Zaowocowaty praca immunohistochemiczng, z wykorzystaniem biomarkera
srodbtonka naczyn CD31, na temat procesu angiogenezy tkanek miekkich jamy ustnej u
pacjentow stomatologicznych ze $rodkostnymi tytanowymi implantami typu Alpha-Bio
poddanych ekstremalnie niskim czgstotliwo$ciom pola magnetycznego.

Druga praca dotyczy analizy histopatologicznej obszernej grupy 114 przypadkéw zmian
rozrostowych btony Sluzowej jamy ustnej, wezesniej okreslanych nadzig$lakami, ze szczegdlnym
uwzglednieniem procesu metaplazji kostnej, zgromadzonych w materiale biopsyjnym Zaktadu
Patomorfologii Lekarskiej UMB.

W cyklu tym miesci si¢ tez opracowanie na temat czulych, nieinwazyjnych markerow zapalenia,
wykrywanych w kale i w surowicy Krwi u dzieci z nieswoistg chorobg zapalg jelit, szczeg6lnie
uzytecznych w diagnostyce choroby Crohna.

Do powyzszych publikacji naleza:

1. Sobaniec-Lotowska ME, Sidorska M, £otowska JM, Opalko K, Butatowicz I, Dojs
A, Lotowski WJ: Immunoreactivity of CD31 Protein in Endothelial Cells of
Microcirculation in the Oral Soft Tissues in Patients with Intra-Osseous Titanium
Implants Subjected to Extremely Low Frequency Magnetic Fields. The First Report in
Prosthetic Patients. Pol J Environmental Studies. 2011, 20(3), 763-769.
IF - 0,508; KBN/MNIiSW - 15

2. Denisewicz K B, Lotowska JM, Maltyszko M, Sobaniec-Lotowska ME. Analiza
histopatologiczna 114 przypadkéw nadzig§lakow w materiale biopsyjnym ze

szczegdlnym uwzglednieniem procesu metaplazji kostnej. Czas Stomatol 2007; 60(5),
306-311. KBN/MNiSW - 9

3. Daniluk U, Daniluk J, Krasnodebska M, Lotowska JM, Sobaniec-Lotowska ME,
Lebensztejn DM. The combination of fecal calprotectin with ESR, CRP and albumin
discriminates more accurately children with Crohn's disease. Adv in Med Sciences,
2019, 64(1), 9-14. IF - 2,064; KBN/MNIiSW - 15

f/ Badania nad czynnikami prognostycznymi u pacjentow z rakiem jelita grubego i rakiem
piersi.

Pozostaly dorobek naukowy dotyczy tematyki onkologicznej, w ramach ktorej
prowadziliSmy ocene¢ biatek zwigzanych z niedotlenieniem komorek nowotworowych (HIF-
lalpha, EPO i EPOR a takze IGF-1, VEGF) w progresji raka jelita grubego oraz bialek
zwigzanych z procesem apoptozy w odniesieniu do profilaktyki receptorowego raka piersi.

Do powyzszych publikacji naleza:

1. Sulkowski S, Wincewicz A, Zalewski B, Famulski W, Lotowska JM, Koda M,

Sobaniec-Lotowska ME, Mysliwiec M, Baltaziak M, Pawlak K, Sulkowska M: Hypoxia

related growth factors and P53 in preoperative sera of colorectal cancer patients -

evaluation of prognostic significance of these agents. Clinical Chemistry and
LaboratoryMedicine (CCLM), 2009, 47(3), 1439-1445. IF - 1,886; KBN/MNIiSW - 27
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2. Baltaziak M, Wincewicz A, Kanczuga-Koda L, Lotowska JM, Koda M, Sulkowska U,
Baltaziak M, Podbielski M, Sobaniec-Lotowska ME, Sulkowski S. The relationships
between hypoxia-dependent markers: HIF-1lalpha, EPO and EPOR in colorectal cancer.
Folia Histochem Cytobiol, 2013, 51(4), 320-325. IF - 1.000; KBN/MNIiSW - 15

3. Kanczuga-Koda L, Koda M, Tomaszewski J, Jarzabek K, Lotowska J, Baltaziak M,
Sulkowska U, Sobaniec-Lotowska M, Sulkowski S. ERo and Erfl expression in
correlation with Ki-67, Bcl-2 and Bak in primary tumors and lymph node metastases of
breast cancer: The effect of pre-operative chemotherapy. Oncology Letters, 2010, 1, 1067-
1071. KBN/MNiSW - 2

B. Dane bibliometryczne:

Podsumowujac jestem autorem tacznie 76 publikacji naukowych (w tym 26
pelnotekstowych prac naukowych i 50 streszczen zjazdowych). 24 publikacje to oryginalne
petnotekstowe prace tworcze (w tym 5 prac stanowi rozprawe habilitacyjng), 2 publikacje to

petnotekstowe, oryginalne prace naukowe zamieszczone jako rozdziaty w monografiach.

Pozostate 50 publikacji to streszczenia zjazdowe. Wyniki badan byly opublikowane w
materiatach z konferencji/sympozjow naukowych w formie 15 streszczen ze zjazdow krajowych i

35 streszczen ze zjazdow migdzynarodowych.

Sumaryczny Impact Factor oryginalnych opublikowanych prac twoérczych wynosi

25,839 punktéw, w tym osiggniecie naukowe wynosi 10,709 punktow.

Laczna warto$¢ punktacji MNiSW wynosi 393 punktow, w tym oryginalnych pelnotekstowych
opublikowanych prac tworczych wynosi 385 punkty i pelnotekstowych prac tworczych
opublikowanych jako rozdzialy w monografiach 8 punktow. Osiaggniecie naukowe wynosi 110

punktow wg punktacji MNiSW.
Liczba cytowan moich publikacji zgodnie z Web of Science Core Collection (WoS) wynosi 93.

Liczba cytowan moich publikacji zgodnie z Web of Science All Databases Collection (WoS)
wynosi 100. Index Hirscha wg bazy Web of Science wynosi 6.
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