Warszawa 20.09.2022

Prof. dr hab. med. Urszula Demkow
Zaklad Diagnostyki Laboratoryjne;j i Immunologii Klinicznej Wieku Rozwojowego

Warszawski Uniwersytet Medyczny

Recenzja pracy doktorskiej

Mgr 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).”

Praca doktorska dotyczy bardzo aktualnych i waznych zjawisk — nadci$nienia
tetniczego, zaburzen metabolicznych u dzieci oraz zaleznosci pomigdzy fenotypem
klinicznym a uktadem odpornosciowym.

Nadci$nienie tetnicze oraz zaburzenia metaboliczne sq istotnym problemem
wspdlczesnej cywilizacji. Badania ostatnich lat zwracajg rowniez uwage na powigzanie
pomiedzy ukladem sercowo-naczyniowym a ukladem odpornosciowym. Jednym z istotnych
czynnikéw biorgcych udzial w patogenezie nadciénienia uwaza si¢ IGF-1, ktéry moduluje
srodblonkowa synteze tlenku azotu, kluczowego wazodylatatora. Szeroki zakres dziatania
IGF-1 jest zwigzany z powszechnym wystepowaniem receptora tego czynnika w roznych
komoérkach i narzadach organizmu. Patogeneza nadcisnienia i jego powiklania sg
powszechnie znane, szczegdlne zainteresowanie natomiast budzi rola IGF-1 w patogenezie
zaburzeni uktadu krazenia. W pismiennictwie podkresla si¢ réwniez udziat receptoréw NOD-
podobnych (NRLs), odpowiadajgcych na czynniki hormonalne i metaboliczne biorace udziat
W patogenezie nadci$nienia tgtniczego. Wybrany temat pracy doktorskiej ma zatem istotne

implikacje merytoryczne i praktyczne.

Przedstawiona praca ma typowy uklad rozpraw na stopien doktora nauk medycznych.
Starannie przygotowany maszynopis pracy liczy 109 stron, jest podzielony na 12 rozdzialow,
opatrzony jest 8 czytelnymi rycinami, oraz 13 tabelami i zawiera zestawienie 158 pozycji

pi$miennictwa.



Cele pracy sa jasne i dobrze uzasadnione. Celem przedlozonej rozprawy doktorskiej
byla analiza powiazaf pomiedzy profilem ekspresji IGF-1, NODI, NOD2, NRLP3 i IPAF w
leukocytach krwi obwodowej, stezenia IGF-1 w osoczu i moczu, ekspresji receptora IGF-1R
w subpopulacjach komérek krwi obwodowej, dystrybucji limfocytow TREG i BREG oraz
ocena zaburzen parametréw biochemicznych i objawéw klinicznych u dzieci z samoistnym

nadcisnieniem tgtniczym w poréwnaniu grupy dzieci normotensyjnych.

We wstepie Doktorantka przedstawila informacje o patogenezie nadciénienia
tetniczego w  populacji pediatrycznej. Waznym zjawiskiem epidemiologicznym, ktére
Doktorantka podkresla, jest wzrost zapadalnosci na choroby SErcowo-naczyniowe powigzane
z zaburzeniami metabolicznymi i otyloscia w populacji dzieci. Alarmujgcym zjawiskiem jest
wazrost odsetka dzieci z NT do okolo 10%. Autorka wspomina réwniez o genezie wtérnych
przyczyn nadcisnienia i o koniecznosci ich wezesnego rozpoznania i odpowiedniego leczenia,
ze wzgledu na odlegte powiklania takie jak przerost lewej komory serca, uszkodzenie Sciany
tetnic. Kolejno Doktorantka przedstawia charakterystyke IGF-1 i jego receptora, udzial
ukfadu odpornosciowego w patogenezie nadci$nienia pierwotnego, w tym czynniki
prozapalne.  Doktorantka  scharakteryzowata tez krotko  wrodzonag  odpowiedz
immunologiczng, w tym komoérki odpowiedzi niespecyficznej i ich receptory ze szczegblnym
uwzglednieniem receptorow rozpoznajgcych wzorce: TLR, NLRs, NOD-like i inne
powiazane z przewleklym procesem zapalnym w $cianach naczyn krwiono$nych. Odpowiedni
podrozdzial poswigcono takze odpowiedzi swoistej i roli limfocytow regulatorowych w

blokowaniu odpowiedzi zapalnej. Wstgp dobrze uzasadniat geneze pracy doktorskie;.

Badania przeprowadzono w grupie 39 dzieci z pierwotnym nadci$nieniem tetniczym w
wieku 10-18 lat. Grupe kontrolng stanowito 35 dzieci bez nadcis$nienia, w odpowiednim
wieku. Kryteria wlgczenia i wylgczenia z badania zostaly jasno przedstawione. U osdb
wiaczonych do badania wykonywano pomiar cisnienia oraz ocene masy LK metodg
echokardiografii, mierzono grubos¢ blony srodkowej tetnic szyjnych oraz przeprowadzono
analiz¢ fali tetna i obliczono elastycznogé tetnic. Do analizy wiaczono takze parametry

antropometryczne, pomiar glukozy i insuliny oraz profil lipidowy.

W rozdziale ,materialy i metody™ wyczerpujgco opisane zostaly techniki
laboratoryjne stosowane w pracy, metoda real-time PCR, metody immunoenzymatyczne i

cytometryczne.



Na podstawie eksperymentéw badawczych Doktorantka stwierdzita, ze u dzieci z
nadcisnieniem w poréwnaniu do grupy kontrolnej ekspresja genu NODIJ, NOD2, RIPK,
NLRP3, IGF-IR, IPAF, TGFbeta jest obnizona a [L]-betq podwyzszona. Stezenie IGF-1 w
osoczu i w leukocytach oraz ekspresja IGF-1 nie réznila pomigdzy poréwnywanymi grupami.
U dzieci z NT obserwowano natomiast spadek odsetka limfocytéw i monocytéw z ekspresjg
receptora dla IGF-1R. Na zalgczonym wykresie stupkowym brakuje odpowiednich
znamiennosei statystycznych. U dzieci chorych na NT obserwowano réwniez wzrost odsetka
komérek TREG z ekspresjag GARP i spadek z ekspresja LAP oraz wzrost LAP dodatnich
limfocytéw TREG pamieci immunologicznej. Skorelowano réwniez poziom ekspresji IGF-1
z parametrami klinicznymi oraz ekspresjg genéw dla czynnikéw prozapalnych. Znamienna
ujemna korelacje zaobserwowano pomigdzy PWV, cidnieniem skurczowym oraz gruboscig
blony wewnetrznej tt szyjnych a ekspresjg genu IGF-1. Potwierdzono takze wystepowanie
dodatniej korelacji pomiedzy ekspresja genu dla /GF-] i ekspresja genéw dla badanych
parametrow prozapalnych u dzieci z NT. Nie przedstawiono informacji czy podobna korelacja
istnieje w przypadku dzieci normotensyjnych. Ekspresia /GF-1 korelowala z odsetkiem
TREG GARP+. Doktorantka odnotowala réwniez istnienie ujemne korelacje pomiegdzy
ekspresja NOD! i RIPK2 z PWV oraz NOD2 ze skurczowym cisnieniem tetniczym. Odsetek
TREG i BREG istotnie korelowat z ekspresjg IGF-1 IL-1beta oraz z odsetkiem limfocytow,
monocytéw i neutrofili w ekspresjg receptora dla IGF-1.W tabeli 12 prezentujgcej powyzej
opisane wyniki brakuje informacji o znamiennosci statystycznej. Na podstawie
wieloczynnikowej analizy regresji wskazano czynniki predykcyjne uszkodzenia uktadu
sercowo-naczyniowego. Wykazano zaleznosci pomiedzy stezeniem IGF-1 a ci$nieniem
skurczowym 1 rozkurczowym w aorcie, masg LK a niektérymi receptorami NLR, wzgledna
gruboscig sciany LK ze stezeniem cytokin prozapalnych oraz grubosci btony wewnetrznej

tetnic szyjnych a ekspresja genu dla NLRP3.

Rozdziat ,,dyskusja” czyli omdwienie wynikéw wlasnych na tle pi$miennictwa jest
bardzo zwigzly, stanowigc w duzym zakresie podsumowanie wynikéw. Czgs¢ rozdziatu to
posumowanie otrzymanych wynikéw badad. Autorka podejmuje probe analizy wynikéw
dotyczacych ekspresji i stezenia IGF-1 sugerujgc, zgodnie wynikami innych autoréw, ze IGF-
1 moze petni¢ role ochronng przed rozwojem NT. Otrzymane wyniki nie potwierdzajg jednak
tego zalozenia, co wymagatoby szerszego przedyskutowania. Brak zmian stezenia IGF-1 w
populacji pediatrycznej z nadci$nieniem autorka tlumaczy mechanizmami kompensacyjnymi
powigzanymi z réznymi czynnikami wplywajacymi na stezenie IGF-1. Jest jednak niejasne

dlaczego sugerowane mechanizmy przestajg funkcjonowaé w wieku dorostym. Otrzymane



zaleznosci pomigdzy stezeniem IGF-1 a markerami uszkodzenia uktadu krazenia, zgodne z
wynikami innych autoréw potwierdzajg teze o ochronnym dziataniu IGF-1. Autorka wskazuje
takze na istnienie pozytywnej korelacji pomigdzy ekspresja leukocytarnego IGF-1 a ekspresja
gendw NODI, NOD2, TGFbeta, IL-6 oraz RIPK2. Nie jest jasne dlaczego Doktorantka
sugeruje, ze wzrost IGF-1 jest odpowiedzia na wzmozona aktywnosé czynnikow
prozapalnych. Nie jest to potwierdzone eksperymentalnie ani w doniesieniach innych
autoréw. Nie przedyskutowano réwniez braku zaleznosci pomigdzy ekspresja receptora dla
IGF-1 a stgzeniem IGF-1 w osoczu. Zaleznosci pomigdzy NODI i NOD2 a markerami
zapalenia sg réwniez niewyjasnione. Oczywiscie wynika to z braku odpowiednich wynikéw
badan na réznych grupach pacjentéw oraz na zwierzgtach i in vitro, na ktérych mozna by bylo
oprze¢ dyskusje. NOD1 i NOD2 korelowaly odwrotnie z markerami uszkodzenia uktadu
krazenia. Podobne wyniki otrzymali inni autorzy na modelu zwierzgcym. W pracy wykazano,
ze ekspresja genéw receptoréw IPAF i NLRP3 jest obnizona u dzieci z NT. Znaczenie tego
zjawiska nie jest jasne, cho¢ jest wigzane przez Doktorantke ze zjawiskiem zapalenia w
Scianie naczyn oraz uszkodzeniami $rodblonka naczyniowego. Autorka sugeruje réwniez, ze
udzial w regulacji ci$nienia tetniczego odgrywaja limfocyty TREG 2z markerem
powierzchniowym GARP. Mechanizm tego zjawiska jest nieznany i nie zostat

zaproponowany.

Prace konczy podsumowanie oraz wnioski. Stusznym wnioskiem jest stwierdzenie, Zze
istniejg réznice w patogenezie pierwotnego NT u dzieci a rozwojem tego zaburzenia u
dorostych. Wniosek nr 2 dotyczacy udziahi odpowiedzi immunologicznej wrodzonej w
patogenezie nadcisnienia jest w polowie stuszny. Druga czes¢ wniosku, w ktorym
Doktorantka sugeruje, ze zaburzenia w zakresie odpowiedzi wrodzonej nie sg przyczyna
zaburzenia a skutkiem (prébg kompensacji) nie jest odpowiednio uzasadniony. Pozostale

wnioski sg ostroznie sformutowane i nie budzg zastrzezen.

W podsumowaniu recenzji chciatabym podkreslié znaczenie przedstawianych w pracy
zagadnie.. Choroby sercowo-naczyniowe i ich konsekwencje sg plaga wspoblczesnej
cywilizacji. Coraz bardziej alarmujace statystyki pokazuja na narastanie problemu juz od
najwezesniejszych lat Zycia. Wartodciowe jest réwniez pokazanie, ze NT pierwotne dotyka
takze dzieci i do tej grupy nalezy kierowa¢ dzialania diagnostyczne, i terapeutyczne, by¢

moze rowniez zalezne od zmian w ukladzie odpornosciowym.

W posumowaniu oceny pracy mgr Renaty Grzywa-Czuba pragne podkresli¢, iz praca

stanowi oryginalny dorobek naukowy doktorantki. Jest dowodem jego pracowitosci i



umiej¢tnosci realizowania badan naukowych. Przedstawiona do oceny praca doktorska
niewatpliwie zachgca do stawiania dalszych pytan dotyczgcych opisywanego zagadnienia a

wyniki pracy warte sg szerokiego rozpowszechnienia w srodowisku lekarskim

Stwierdzam, ze praca mgr Renaty Grzywa-Czuba pt: “Profil ekspresji
insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), receptora IGF-1 (IGF-1R) oraz wybranych
receptorow naturalnego uktadu odpornosci (NOD1, NOD2, NLRP3, IPAF) w leukocytach i
osoczu krwi obwodowej u dzieci z nadci$nieniem tetniczym pierwotnym (NTP)” odpowiada

kryteriom stawianym rozprawom na stopieni doktora nauk medycznych.
Przedstawiam zatem Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu ,,Pomnik-Centrum Zdrowia

Dziecka” wniosek o dopuszczenie mgr Renaty Grzywa-Czuba do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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