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RECENZJA PRACY NA STOPIEN DOKTORA NAUK MEDYCZNYCH
magister Renaty Grzywa-Czuba

pt. ,Profil ekspresji insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), receptora
IGF-1(IGF-1R) oraz wybranych receptoréw naturalnego uktadu odpornosci
(NOD1, NOD2, NLRP3, IPAF) w leukocytach i osoczu krwi obwodowej u dzieci z
nadcisnieniem tetniczym pierwotnym (NTP).”

wykonanej pod kierunkiem
prof. dr hab.n. med. Jacka Michatkiewicza
oraz
dr n. biol. Joanny Trojanek
w Zaktadzie Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej
Instytutu ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka”

Pierwotne nadcisnienie tetnicze jedng z gtéwnych choréb ukladu sercowo-
naczyniowego, ze wzgledu na rozpowszechnienie i znaczenie dla zdrowia populacji jest
uwazane za kluczowg chorobe cywilizacyjng. Magister Renata Grzywa-Czuba podjeta wazki
poznawczo i klinicznie temat roli przewlektego stanu zapalnego w patomechanizmie
pierwotnego nadciénienia tetniczego (NTP), a takie proceséw wplywajacych na ryzyko
istotnych powiktar narzadowych, przede wszystkim w zakresie migsnia sercowego i naczyn
tetniczych. Doktorantka skupita sie na ocenie regulacyjnej funkji insulinopodobnego czynnika
wzrostu-1 (IGF-1), jego receptora (IGF-1R) oraz NOD-podobnych receptoréw (NLRs) postulujac
ich wiodaca role w etiopatogenezie NTP u dzieci. Autorka stusznie wskazata na potencjalnie
mniejszy wptyw czynnikdw srodowiskowych w populacji pediatrycznej niz u dorostych.

Doktorantka zaplanowata wykonanie przekrojowych analiz poréwnawczych w oparciu o
badania wykonane na poziome gendw, biatek oraz komérek.

Praca doktorska ma uktad klasyczny, sktada sie¢ ze 109 stron tekstu wraz z
pismiennictwem. We Wstepie Doktorantka przedstawita stan aktualnej wiedzy na temat
epidemiologii, czynnikéw ryzyka i obrazu klinicznego, pierwotnego i wtdérnego nadcisnienia

tetniczego u dzieci. Przytoczyta réwniez przestanki wskazujagce na udziat przewlekiej

|



odpowiedzi zapalnej w patomechanizmie NTP. Doktorantka skupita sie przede wszystkim na
podmiocie planowanych badan, a wiec biatku IGF-1 i jego receptorze, oraz receptorach NOD-
podobnych, szczegétowo omawiajac aktualny stan wiedzy na temat biologii tych biatek, ich
fizjologicznych funkcji regulatorowych oraz postulowanej roli w NTP. Przedstawita dane
wynikajgce zaréwno z badan in vitro, prac doswiadczalnych na modelach zwierzecych, jakiu
ludzi. Ta cze$¢ Wstepu potwierdza dobra znajomos¢ omawianych zagadnieri, dostepnej
literatury, Autorka wielokrotnie celnie wskazuje niedostatki w istniejgcej wiedzy. W moim
odczuciu zabrakio jednak klarownej analizy danych dla populacji pediatrycznej, lub tez
wskazania ich braku w konkretnych zakresach tematycznych.

Pozostata czes¢ Wstepu prezentujgca udziat uktadu immunologicznego w patogenezie
NTP wydaje sie nadmiernie uproszczona, wrecz ogdlnikowa. Nalezy réwniez wytkngé szereg
razgcych btedéw w stosowane] terminologii (,nadcisnienie krwi”, ,obnizone nadcisnienie
tetnicze krwi”), a takze liczne niezgrabnosci stylistyczne, ktére nie powinny mie¢ miejsca w
pracy naukowej.

Autorka sformutowata pieé¢ Celow gtownych pracy, w szczegélnosci zaplanowata
okreslenie :

1. profilu ekspresji gendw: insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), jego receptora
(IGF-1R) oraz wybranych receptoréw naturalnego uktadu odpornosci (NOD1, NOD2,
NRLP3 i IPAF) w leukocytach krwi obwodowej na poziomie mRNA;

2. stezenia IGF-1 w osoczu

3. ekspresji receptora CD221 (IGF-1R) w subpopulacjach leukocytéw krwi obwddowej;

4. dystrybucji regulatorowych limfocytéw T i B we krwi obwodowe;j

oraz szczegdtowe cele badawcze, w tym ustalenie

® czy u dzieci z NTP zachodza zmiany w zakresie stezenia IGF-1 w osoczu oraz ekspresji
IGF-1 i jego receptora (IGF-1R) na poziomie mRNA w leukocytach krwi obwodowej,

e czy ewentualne zmiany profilu ekspresji IGF-1, IGF-1R w leukocytach majg zwigzek z
poziomem ekspresji receptoréw: NOD1, NOD2, NLRP3 oraz IPAF w tych komérkach,

e czy profil ekspresji badanych receptoréw koreluje z poziomem ekspresji cytokin
prozapalnych (IL-1B, IL-6, IL-18) i przeciwzapalnych (TGF-B) indukowanych w
leukocytach,

e czy profil ekspresji badanych receptoréw, insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-

1) oraz badanych parametrow zapalnych, tj. cytokin istotnie koreluje z dystrybucja
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limfocytéw T- i B-regulatorowych we krwi obwodowej, z ekspresja receptora IGF-1

(CD221) na leukocytach oraz parametrami klinicznymi w NTP,

* ktdre sposréd badanych czynnikéw maja wptyw na parametry kliniczne, szczegdlnie
sercowo-naczyniowe w NTP

Doktorantka podjgta réwniez wyzwanie jakim byta préba oceny znaczenia tych
czynnikéw w kontekscie parametréw biochemicznych i klinicznych w grupie dzieci z NTP oraz
grupie kontrolnej dzieci z normotensja.

W rozdziale Materiat i metody Autorka oméwita metodologie pracy badawcze;j.

Przedstawiono strategie rekrutacji uczestnikow we wspotpracy z Klinikg Nefrologii,
Transplantacji Nerek i Nadci$nienia Tetniczego IP-CZD oraz przyjete kryteria wykluczenia z
badania, w opisie nie uwzglgdniono natomiast kryteriéw wigczenia. Niewatpliwie byty one
elementem protokotu badawczego, praca zostata bowiem zaakceptowana przez Komisje
Bioetyczng IP-CZD (nr zgody 44/KBE/2016).

Rozdziat zawiera szczegdtowe oméwienie metodologii, zwtaszcza czesci analitycznej, w
tym technik molekularnych (real-time PCR) wykorzystanych do oceny ekspresji mRNA gendw
NOD1, NOD2, NLRP3, IPAF, RIPK2, ASC, IGF-1, IGF-1R, TGF-8, IL-6, IL-18, IL-18, kaspazy 1 oraz
G3PDH, a takze immunologicznych, w tym metody ELISA zastosowanej dla oceny stezenia
biatka IGF-1 oraz metode cytometrii przeptywowej, ktéra Autorka postuzyta sie do oceny
obwodowej dystrybucji Tregs oraz Bregs oraz ekspresji IGFR-1R w leukocytach krwi
obwodowej.

Analiza statystyczna zostata wykonana z zastosowaniem prawidtowo dobranych
metod.

Autorka uzyskata interesujace z poznawczego punktu widzenia wyniki, ktére w sposdb
logiczny i wyczerpujacy przedstawita w 8 tabelach i na 8 wykresach.

Do badania wtaczono grupe 39 pacjentéw z NTP (29 chtopcéw, 10 dziewczat) i 35 oséb
zdrowych (19 chiopcéw, 16 dziewczat). Analiza danych antropometrycznych oraz klinicznych
wykazata istotne statystycznie réznice pomigdzy grupami, przede wszystkim w zakresie BMI
ora parametréw charakteryzujacych czynnosciowo miesien sercowy serce (wskaznik masy
lewej komory) i duze naczynia tetnicze, aortg oraz tetnice szyjne (w tym strukture ich sciany
oraz predkosc fali tetna).

Analizy statusu molekularnego w zakresie zaplanowanych badari wykazaty istotnie

znamiennie statystycznie nizsza ekspresje genu receptora IGF-1R (p=0,0.0017), ale nie genu
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kodujacego biatko IGF-1 (p=0,92), a w zakresie genéw receptoréw naturalnego uktadu
odpornosci istotnie obnizona ekspresje NOD1, NOD2, NLRP3, IPAF, RIPK2 oraz TGF-8, a takze
istotnie wyzsza ekspresjg /L-16. Autorka nie zaobserwowata réznic w zakresie ekspresiji genéw
IL-18, IL-6, oraz kaspazy 1.

Analiza stezenia produktu biatkowego genu IGF-1 réwniez nie wykazatfa réznic, w obu
badanych grupach stezenia pozostaty w granicach referencyjnych. Ze wzgledu na niska
liczebno$¢ badanych grup nie wykonano analizy podgrup.

Ocena immunofenotypu populacji komérkowych we krwi obwodowe] potwierdzita
obecnos¢ istotnych réinic pomiedzy grupg dzieci z NTP i grupg kontrolng w zakresie nizszego
odsetka limfocytéw IGF-1* (CD221*) (p=0,02) oraz monocytéw IGF-1* (p=0,0003), jak réwniez
gestosci tego receptora na monocytach (p=0,022), ale nie limfocytach (p=0,15). Neutrofile nie
wykazywaty istotnych réznic w ekspresji receptora dla IGF-1.

W ostatnie] czgéci pracy Doktorantka zgodnie z zatozonymi celami wykonata analize
korelacji w zakresie ekspresji genu IGF-1 z parametrami klinicznymi. Wykazata ujemna
zaleznos¢ wobec skurczowego ci$nienia tetniczego, predkoéci fali tetna (PWV) oraz grubosci
kompleksu bfona wewnetrzna - btona srodkowa tetnic szyjnych wspdlnych (IMTR), silng
dodatnig zaleznos¢ z ekspresjg gendw kodujacych mediatory odpowiedzi zapalnej, w
szczegolnosci z ekspresjg RIPK2 na szlaku sygnalizacyjnym receptoréw NOD1 i NOD2 oraz z /.-
6, a takze z odsetkiem GARP+ oraz LAP+ limfocytéw Treg oraz z odsetkiem monocytéw
CD221+ i gestoscia receptora CD221 (MFI) na limfocytach krwi obwodowej. W zakresie
korelacji ekspresji genu IGF-1R, wykazata ujemny zwigzek z wartosciami skurczoweg6 cisnienia
tgtniczego i predkoscia fali tetna, silnie dodatnig zaleznos¢ z ekspresja gendw kodujgcych
receptory NOD1, NOD?2, kinaze RIPK2 oraz IL-6 i TGF-B. Ponadto zaobserwowata szereginnych
zaleznosci, z ktérych za najistotniejsze z punktu widzenia poznawczego nalezy uznac ujemna
korelacje ekspresji genu NOD1 z PWV oraz genu NOD2 z ciénieniem tetniczym skurczowym
krwi, a takze odsetka limfocytéw Treg LAP+ z wartoscig IMTR oraz odsetka Treg GARP+ ze
wzgledna gruboscig Sciany lewej komory serca.

Prace podsumowuje Dyskusja w ktérej Doktorantka zmierzyta sie ze skapa lub bardzo
skapg wiedzg literaturowa w zakresie badanych zagadnien NTP u dzieci. Konieczne byty
odniesienia do danych pochodzacych od dorostych, a nawet do badar doswiadczalnych na
modelu mysim. Dyskusje oparto na dobrze dobranym pi$miennictwie liczacym 158 publikacji.

Jedynie 31 z nich pochodzi z lat 2018-2022.



W tej czesci pracy Doktorantka analizowata wyniki wtasne w kontekscie wynikow
innych autorow, a w szczeg6lnosci umiejetnie podkreslita warto$é poznawczg swojej pracy.
Przemysélana struktura sprzyjata szczegétowemu odniesieniu sie do najwazniejszych wynikow,
zaréwno w kontekscie mechanizmoéw ksztattujacych odpowiedz immunologiczng, jak réwniez
ich potencjalnej roli biologicznej i klinicznej. Mgr Grzywa -Czuba odniosta sie réwniez
krytycznie do stabych stron swojego projektu i pracy, stusznie wskazujgc na utrudnione
wnioskowanie spowodowane niska liczebnoscia i niska reprezentatywnoscig (wiek, wzrost)
badanej grupy, podkreslita rowniez brak dopasowania obu grup pod wzgledem parametréw
antropomorficznych, wieku, ekspozycji srodowiskowej, choréb wspétistniejacych i
ewentualnego wptywu farmakoterapii. Petna ocena roli czynnikéw ryzyka jest utrudniona,
gdyz jak wspomniano w rozdziale Metody nie opisano kryteriéw wtaczenia do badania.

Pomimo czytelnej struktury Dyskusji, rozdziat ten w wielu fragmentach sprawia nieco
chaotyczne wrazenie. Autorka nie ustrzegta sie tez od kilku istotnych btedéw. W Dyskusiji
wielokrotnie nieprawidtowo uzywa pojec ,czynnik prognostyczny”, ,,czynnik protekcyjny” czy
tez ,czynnik predykcyjny”. Powotuje sie zwtaszcza na znamiennie statystycznie wyniki
przeprowadzonej analizy regresji, tymczasem wykazanie znamiennej korelacji nie daje
podstaw do wysnuwania wspomnianych twierdzen i definiowania statusy, czy tez wartosci
biomarkera. Przyktadem jest postulowana przez Doktorantke, predykcyjna warto$¢” stezenia
IGF-1 wzgledem zmian parametrow cisnienia tetniczego. Biomarker predykcyjny, jak
wiadomo, okresla prawdopodobieristwo pozytywnej odpowiedzi na specyficzny typ terapii.
Tego typu analiz Doktorantka nie prowadzita, réwniez protokét realizowanych badar ﬁie zostat
zaplanowany pod katem ewentualnego klinicznego wartoéciowania biomarkeréw na
diagnostyczne, prognostyczne i predykcyjne (brak grup badawczej i walidacyjnej; niska
liczebnos¢ analizowanych grup; nie zaplanowano oceny efektywnoéci terapii, czy tez wptywu
na rokowanie).

W oparciu o przedstawione wyniki Doktorantka sformutowat 7 wnioskéw. Cze$é z nich
odnosi sie do Ce_léw pracy bezposrednio (#2, #4, #5) i odpowiada wprost na postawione
pytania/hipotezy badawcze. Pozostate zawierajg postulaty, bad? tez daleko posuniete
stwierdzenia, ktére tylko czesciowo mozna uzasadni¢ w oparciu o przedstawione wyniki. W
szczegolnosci nalezatoby z wigksza ostroznoscig formutowaé konkluzje wskazujace na
odmienny charakter stanu zapalnego w NTP u dzieci i dorostych — ze wzgledu na wymienione

przez Doktorantke ograniczenia, niska reprezentatywnos$é i liczebno$é grupy badane;j.
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Podobnie punkt #6 nie ma, i stusznie, charakteru stwierdzenia popartego danymi, jest bardziej
sugestia/propozycjg dalszego kierunku badan.

Reasumujac, praca doktorska magister Renaty Grzywa-Czuba podejmuje istotny
problem poznawczy, zagadnienia badawcze maja charakter nowatorski. Doktorantka
prawidiowo sformutowata cele, jak rowniez trafnie dobrafa narzedzia badawcze. Wyniki
przedstawita w klarowny sposob. Praca zawiera rowniez stabsze strony wymienione powyzej w
treéci recenzji, zwtaszcza w zakresie przeprowadzonej dyskusji wynikéw i wnioskowania.
Istotnym niedociagnieciem jest brak opisu kryteriow wtaczenia pacjentéw/ochotnikéw do
badania. Mam rowniez zastrzezenia jezykowe i stylistyczne do tekstu pracy, co konstatujg z
prawdziwg przykroscia.

Finalnie moja ocena przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej jest jednak
pozytywna, uwazam, ze spetnia ona wymogi stawiane rozprawie na stopien doktora nauk
medycznych.

Whnosze do Wysokiej Rady Instytutu ,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” o

dopuszczenie kandydatki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Warszawa 10. listopada 2022 r.
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