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PROFIL EKSPRESJI INSULINOPODOBNEGO CZYNNIKA WZROSTU-1 (IGF-1),
RECEPTORA IGF-1 (IGF-1R) ORAZ WYBRANYCH RECEPTOROW
NATURALNEGO UKEADU ODPORNOSCI (NOD1, NOD2, NLRP3, IPAF) W
LEUKOCYTACH | 0SOCZU KRWI OBWODOWEJ U DZIECI Z NADCISNIENIEM
TETNICZYM PIERWOTNYM (NTP)

1. Streszczenie

1.1. Wprowadzenie

Nadcis$nienie tetnicze pierwotne (NTP) jest ztozonym etiologicznie zespotem chorobowym.
Charakteryzuje si¢ obecnoscig przewlektego systemowego zapalenia o niewielkim nasileniu.
Zaburzenia immunologiczne towarzyszace temu schorzeniu, dotycza uktadu odpornosci
naturalnej (aktywacja monocytow, makrofagow, obecno$¢ szerokiego spektrum odpowiedzi
biatek ostrej fazy, etc) oraz uktadu odpornosci adaptacyjnej (zaburzenia fenotypu i funkcji
limfocytow T). Wiekszos¢ badan, dotyczaca roli zaburzen immunologicznych w etiologii
NTP, wykonano na modelach zwierzgcych. Nieliczne doniesienia dotycza badan wykonanych
u ludzi. Wigkszos¢ z nich dotyczy osob dorostych, z czgsto obcigzonym wywiadem (palenie
tytoniu, uzywki, nawyki zywieniowe, przebyte choroby, etc), co utrudnia interpretacje
uzyskanych wynikow. Badania immunologiczne w grupie dzieci i mtodziezy z NTP
minimalizuja efekty uboczne zwigzane z trybem zycia, co pozwala na bardziej wiarygodne
powigzanie wynikéw badan immunologicznych z profilem klinicznym NTP juz we
wczesnych etapach tego zespotu. Nadcisnienie tetnicze pierwotne stanowi gldowng postac
nadci$nienia tetniczego u dzieci w wieku szkolnym. Jednak czgsto zostaje zdiagnozowane
dopiero u nastolatkéw. Na regulacje cis$nienia tetniczego krwi wpltywa wiele czynnikow
zardwno ze strony uktadu endokrynnego, nerwowego oraz immunologicznego, jak rowniez
czynniki genetyczne i srodowiskowe (teoria mozaikowa Page’a). Bardzo wazne jest
zrozumienie tych zaleznos$ci dla poznania patomechanizmu rozwoju NTP, ktore jest glowna
przyczyna powiktan sercowo-naczyniowych oraz udarow.

Insulinopodobny czynnik wzrostu, jego receptor oraz NOD-podobne receptory moga
odgrywac istotne znaczenie w patologii pierwotnego nadcisnienia tetniczego w populacji
pediatrycznej. Ocena interakcji pomiedzy tymi parametrami stanowi cel tych badan nad
immunologig nadcis$nienia tetniczego.

IGF-1 jest hormonem, ktory reguluje wzrost, roznicowanie i metabolizm komorkowy.
Gtownym zrédtem IGF-1 jest watroba a wydzielany jest pod wptywem ludzkiego hormonu
wzrostu (hGH). Lokalnie produkowany jest w IGF-1 w réznych tkankach, w tym w
komorkach mieéni gltadkich naczyn i komorkach srodbtonka. Odgrywa wazng role w
fizjologii uktadu sercowo-naczyniowego. Bierze udziat w regulacji przeptywu i ci$nienia krwi
poprzez stymulacje aktywnos$ci endotelialnej syntazy tlenku azotu (eNOS) 1 produkeji tlenku
azotu (NO) w komorkach srodbtonka. Czynnik IGF-1 ma rowniez szerokie dziatania
immunomodulacyjne. Poziom IGF-1 ujemnie koreluje z wiekiem. Brak jest danych
dotyczacych wplywu leukocytarnego IGF-1 na parametry kliniczne NTP u dzieci. Peptydowe



czynniki wzrostu wplywaja na reorganizacj¢ naczyn krwionos$nych. Fakt ten moze mie¢
ogromne znaczenie W ocenie uszkodzenia naczyn i okresleniu kierunku rozwoju powiktan
sercowo-naczyniowych. To samo dotyczy ekspresji transbtonowego receptora dla czynnika
insulinopodobnego wzrostu (IGF-1R). Wazodylatacja naczyn zalezy od opornosci receptora
na dziatanie IGF-1. Polimorfizmy receptora dla IGF-1 okreslaja podatnos¢ genetyczng na
rozwo6j nadcisnienia tetniczego.

Podkresla si¢ réwniez kluczowa rolg receptoréw wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej w
patogenezie chordb sercowo-naczyniowych, ostatnio Nod-podobnych (NLRs). NLRs nalezg
do cytozolowych receptorow odpornosci naturalnej. Rozpoznajg one zewnetrzne bodzce —
pochodzace od patogendéw (PAMPs — ang. pathogen-associated molecular patterns,
molekularne wzorce zwigzane z patogenem) oraz komorek gospodarza w wyniku dziatania
stresu oraz uszkodzenia komorkowego (DAMPs — ang. damage-associated molecular
patterns, molekularne wzorce zwigzane z uszkodzeniem). Niewielki wzrost czynnikow
prohipertensyjnych, t.j. angiotensyna Il (Ang I1), homocysteina, oksydowane lipoproteiny o
matej gestosci (oxLDL, ang. oxidized low density lipoprotein), aldosteron oraz krysztaty
wapnia aktywuja system wrodzonej odpornosci, ktory wyzwala lub poglebia nadcisnienie.
Znaczenie w patogenezie chorob metabolicznych, w tym w nadcisnienia t¢tniczego najlepiej
poznano dla NLRP3. Aktywacja NOD1, NOD2 oraz IPAF (NLRC4) mogg mie¢ takze wptyw
na zmian¢ rOwnowagi immunologicznej oraz parametrow sercowo-naczyniowych w
nadci$nieniu t¢tniczym pierwotnym.

1.2. Cell/e pracy

Glownym celem badan bylo okreslenie: a) profilu ekspresji gendw: insulinopodobnego
czynnika wzrostu-1 (IGF-1), jego receptora (IGF-1R) oraz wybranych receptorow
naturalnego uktadu odpornosci (NOD1, NOD2, NRLP3 i IPAF) w leukocytach krwi
obwodowej na poziomie mRNA; b) stezenia IGF-1 w osoczu dzieci z NTP; ¢) ekspresji
receptora CD221 (IGF-1R) w subpopulacjach leukocytow krwi obwodowej; d) dystrybucji
regulatorowych limfocytow T 1 B we krwi obwodowej. Oceniono zwigzek tych czynnikow z
parametrami biochemicznymi i klinicznymi.

1.3. Materialy i metody

Do badania zrekrutowano 74-osobowg populacje, ktorg odpowiednio podzielono na 2 grupy
uwzgledniajac odpowiednie kryteria:

a) grupa badana: 39 pacjentow pediatrycznych (29 chtopcéw 1 10 dziewczat) z Kliniki
Nefrologii, Transplantacji Nerek i Nadci$nienia T¢tniczego IPCZD w Warszawie z
rozpoznanym nadci$nieniem t¢tniczym pierwotnym (NTP)

b) grupa kontrolna: 35 dzieci normotensyjnych (19 chtopcow i 16 dziewczat)

U kazdej osoby wykonano badania obejmujace: oceng uszkodzenia narzagdowego (wskaznik
masy lewej komory serca (LVMi), grubos¢ kompleksu btona wewnetrzna — btona srodkowa
tetnic szyjnych wspolnych (cIMT), przekroj $ciany tetnic szyjnych wspdlnych (WCSA),
elastycznos¢ duzych tetnic (PWV, PWA) - standardowymi technikami (USG, metoda
oscylometryczna - szybkos¢ fali t¢tna, analiza fali tetna).

W zakresie badan laboratoryjnych wykonywane zostaly:



a) oznaczenia parametrOw biochemicznych (glukoza, insulina, profil lipidowy) — z surowicy
krwi

b) badania molekularne metoda ilosciowg PCR w czasie rzeczywistym — oznaczono ekspresj¢
genow: IGF-1, receptora dla IGF-1 (IGF-1R), receptoréw NOD-podobnych (NOD1, NOD2,
NLPRP3, IPAF), kinazy RIPK2, ASC, kaspazy-1 oraz cytokin zapalnych: TGF-p, IL-6, I1L-18,
IL-1p - z krwi pelnej

¢) badania immunologiczne:

- 0znaczenie ekspresji receptora IGF-1 oraz okreslenie dystrybucji subpopulacji limfocytow
T-reg i B-reg (cytometria przeptywowa) — z krwi pelnej

- oznaczenie stezenia IGF-1 (test ELISA) w osoczu krwi

1.4. WynikKi

Wyniki badan analizowano przy pomocy programu statystycznego Statistica TIBCO Statistica
wersja 13.3 (StatSoft Polska Sp. z 0.0., TIBCO Software Inc.). Zastosowano
nieparametryczne testy: test Manna-Whitney’a oraz korelacje rang Spearmana. Dodatkowo
wykonano analizg regresji wielorakiej. Statystycznie istotne rdznice byly wykazywane przy
p<0,05.

Otrzymano istotng statystycznie obnizong ekspresj¢ genow: NOD1 (p=0,0002), NOD2
(p=0,00004), RIPK2 (p=0,0161), NLRP3 (p=0,0007), IGF-1R (p=0,0017), IPAF (p=0,0054),
TGF-$ (p=0,0022) oraz podwyzszong IL-14 (p=0,025) u dzieci z nadci$nieniem tetniczym
pierwotnym w stosunku do grupy kontrolne;j.

Nie wykazano statystycznie istotnych roznic zarowno w ekspresji genu IGF-1 w leukocytach
1 stezeniu IGF-1 w osoczu pomiedzy badanymi grupami.

Ponadto otrzymano obnizony odsetek limfocytow (p=0,02) i monocytow z ekspresja
receptora dla IGF-1 (p=0,0003) oraz limfocytow T regulatorowych z ekspresjg LAP (T-reg
LAP+) u dzieci z NTP. Natomiast uzyskano znacznie podwyzszony odsetek limfocytow T-
regulatorowych z ekspresja GARP (T-reg GARP+) w tej grupie.

W badaniach otrzymano liczne zaleznosci, z ktorych najwazniejsze statystycznie istotne to:
a) poziom ekspresji genu IGF-1 korelowat ujemnie z parametrami klinicznymi: PWV (r= -
0,49), wartoscig skurczowego cis$nienia tetniczego (-0,44), cIMT (-0,43)

b) poziom ekspresji genu IGF-1 korelowat dodatnio z ekspresja genéw wybranych
parametrow odpowiedzi immunologicznej (NOD1, NOD2, RIPK2, IL-6, TGF-$) oraz
odsetkiem limfocytow T-regulatorowych z ekspresjg GARP (r=0,42) i LAP (r=0,43)

c) poziom ekspresji genu receptora IGF-1 korelowat ujemnie z PWV (r= - 0,42), wartoscia
skurczowego cisnienia tetniczego (-0,41)

d) poziom ekspresji genu receptora IGF-1 korelowal dodatnio szczegolnie z ekspresja genow:
NOD1 (r=0,95), NOD2 (r=0,90), kinazq RIPK?2 (r=0,91) oraz cytokin IL-6 (r=0,76), TGF-4
(r=0,79)

e) poziom ekspresji genu NOD1 korelowat ujemnie z PWV (= - 0,45), a NOD2 z ci$nieniem
tetniczym skurczowym krwi (r= - 0,46) f) odsetek populacji limfocytow mT-regulatorowych
LAP+ korelowat ujemnie z warto$cig IMTR (r= - 0,55), natomiast limfocyty T-reg GARP+ z
RWT (r=-0,47)



1.5. Wnioski

Na podstawie powyzszych wynikow i istniejacych publikacji mozna stwierdzi¢, ze stan
immunologiczny i metaboliczny w populacji pediatrycznej z pierwotnym nadci$nieniem
tetniczym jest odmienny w poréwnaniu do dorostych.

U mtodziezy z nadci$nieniem tgtniczym obserwuje si¢ spadek ekspresji genéw parametréw
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej (NOD1, NOD2, RIPK2, NLRP3, IPAF, TGF-f) w
leukocytach, co moze $wiadczy¢ o dzialaniu r6znych mechanizméw kompensujacych
patologiczny wzrost cisnienia t¢tniczego krwi.

Natomiast nie obserwuje si¢ roznic w st¢zeniu hormonu czynnika insulinopodobnego
wzrostu-1 w osoczu oraz ekspresji genu IGF-1 w leukocytach. Pomimo tego wyniki korelacji
pokazuja, ze poziom ekspresji genow receptoréw NOD1 i NOD2 moze mie¢ wptyw na
poziom ekspresji genu IGF-1.

W regulacji nadcis$nienia tetniczego u badanych nastolatkow z NTP istotne znaczenie maja
limfocyty T-regulatorowe z ekspresja GARP (wigkszy odsetek w grupie z NTP).



