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Przeszczepienie komoérek krwiotworczych (hematopoietic cell transplantation - HCT) jest jedna
z kluczowych metod radykalnego leczenia nowotworéw ztosliwych i niektorych chorob
nienowotworowych. Odlegte powiktania HCT mogg niekorzystnie wptywaé na stan zdrowia
skutecznie wyleczonych pacjentdw, co ma szczegodlne znaczenie u dzieci z uwagi na
wykonywanie procedury w wieku rozwojowym i przewidywane dlugoletnie przezycie po
leczeniu. HCT stanowi potwierdzony czynnik ryzyka rozwoju otytosci, nadci$nienia tetniczego
i zespotu metabolicznego, jako czgstych odlegtych powiktan terapii. Dzieci i mtodziez leczeni
z powodu nowotworéw zto§liwych stanowia istotng grupe ryzyka rozwoju tych poznych
powiktan terapii. Brakuje wiarygodnych biomarkeréw prognostycznych pozwalajacych na
identyfikacj¢ w populacji dzieci otrzymujacych leczenie przeciwnowotworowe, w tym HCT,
pacjentow obcigzonych zwigkszonym ryzykiem odlegtych powiktan, w tym nadci$nienia
tetniczego, otytosci i zespotu metabolicznego. Takie wskazniki pozwolityby na wprowadzenie
intensywniejszych badan przesiewowych i profilaktyki u osob z grup zwigkszonego ryzyka i

na potencjalng poprawe wykrywalnosci i wynikow leczenia odlegtych powiktan terapii.

Cel badan

Celem badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej byta ocena wybranych
parametrow klinicznych, biochemicznych 1 genetycznych u dzieci przed i1 po leczeniu HCT z
uwzglednieniem ich mozliwego potencjalnego wykorzystania jako biomarkeréw po6znych

powiktan leczenia ta3 metoda. Cykl badan obejmuje 3 publikacje.

Metodyka i wyniki badan

1. Artykut oryginalny: Strojny W, Drozdz D, Fijorek K, Korostynski M, Piechota M, Balwierz
W, Pietrzyk JA, Kwinta P, Siedlar M, Skoczen S; Looking for new diagnostic tools and
biomarkers of hypertension in obese pediatric patients: Blood Pressure Monitoring 2017,
22:122-130. Celem pracy bylto ustalenie optymalnej metodologii badania roéznic ekspresji

gendw zwigzanych z nadci$nieniem tetniczym U dzieci na podstawie poréwnania grup
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pacjentow z otyloscig i bez otylo$ci, pomiaru cisnienia t¢tniczego z wykorzystaniem
calodobowego pomiaru ci$nienia tgtniczego (ambulatory blood pressure monitoring — ABPM)
jako narzgdzia diagnostycznego u dzieci, a takze oceny czgsto$ci wystgpowania zespolu
metabolicznego w badanej populacji dzieci. Badaniem objeto 49 dzieci z otytoscig prostg i 25
dzieci zdrowych stanowigcych grupe kontrolng. Pomiary cisnienia tetniczego wykonywano
metoda klasyczng oraz metoda ABPM. Stosujac metod¢ mikromacierzy oceniano poziom
transkryptu 12 gendéw zwigzanych z nadci$nieniem t¢tniczym i 45 wariantow genetycznych
zwigzanych z nadci$nieniem tetniczym. Stwierdzono brak istotnych réznic w ekspresji genow
zwigzanych z nadci$nieniem tetniczym w porownywanych grupach pacjentow. Dokonano
oceny ABPM jako metody diagnostycznej w badaniu-nadcisnienia t¢tniczego u dzieci. We
wnioskach stwierdzono, ze ABPM jest uzyteczng i wiarygodng metoda badania ci$nienia
tetniczego w populacji pediatrycznej, ktora pozwolila na wykrycie nieprawidlowych wartosci
ci$nienia tetniczego u ok. 50% dzieci z otylo$cia, a ponadto stosujac powyzsza metodologie
wykryto cechy zespotu metabolicznego U prawie 1/3 dzieci z tej grupy. Stwierdzono tez, ze
cho¢ uzyskane wyniki byly negatywne, analize¢ mikromacierzy mozna wykorzystaé w
badaniach u dzieci w kierunku oceny cech genetycznych zwigzanych z nadci$nieniem
tetniczym.

2. Artykut oryginalny: Strojny W, Kwiecinska K, Fijorek K, Korostynski M, Piechota M,
Balwierz W, Skoczen S; Comparison of blood pressure values and expression of genes
associated with hypertension in children before and after hematopoietic cell transplantation:
Scientific Reports 2021: 11; 9303) Celem pracy byta ocena cis$nienia tetniczego i ekspresji
gendw zwigzanych z nadci$nieniem t¢tniczym u dzieci przed i po HCT w poréwnaniu z dzie¢mi
z otyloscig prosta (grupg cechujaca si¢ znaczng czestoscig wystepowania zespotu
metabolicznego, co potwierdzono takze w pierwszym doniesieniu) i dzie¢mi zdrowymi jako
potencjalnych markeréw nadcis$nienia t¢tniczego u dzieci leczonych HCT. Badaniem objeto 44
dzieci z chorobami nowotworowymi i nienowotworowymi leczonych HCT (grupa przed HCT),
27 dzieci z tej grupy pozostajacych w obserwacji po 6 miesigcach po HCT (grupa po HCT), 49
dzieci z otyloscia prosta bez chordb wspdtistniejacych (grupa kontrolna pacjentow otytych) i
26 dzieci zdrowych (grupa kontrolna dzieci zdrowych). Cisnienie tgtnicze badano metoda
klasyczna i za pomoca ABPM zgodnie z metodologia opisang w pierwszej publikacji. Ponadto
stosujac  metod¢ analizy mikromacierzy porownano ekspresje genow zwigzanych z
nadci$nieniem tgtniczym w grupach przed HCT i po HCT oraz w grupie pacjentéw z otyloscia.
W badaniu ci$nienia t¢tniczego zarowno metoda klasyczng jak i metoda ABPM nie stwierdzono

istotnych statystycznie réznic pomigdzy wartosciami ci$nienia skurczowego i rozkurczowego
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pomig¢dzy grupami dzieci przed HCT i po HCT. Stwierdzono, ze w tych grupach wartosci
ci$nienia skurczowego i rozkurczowego byly istotnie nizsze, niz W grupie pacjentow otytych i
nie roznily si¢ istotnie od grupy dzieci zdrowych. Wazng obserwacja byto stwierdzenie istotnej
nadekspresji niektorych genéw zwigzanych z nadcisnieniem t¢tniczym w grupach leczonych
HCT, zaréwno przed jak i po procedurze, w poréwnaniu z grupg pacjentéw otytych. W grupie
dzieci przed HCT stwierdzono istotnie nizsza ekspresje genow AGTR2, BLK, FLJ32810 i
TMEM133 oraz istotnie wyzsza ekspresje genow MOV10 i WNK1 w poréwnaniu z grupg
kontrolng dzieci z otyloscig. W grupie dzieci po HCT stwierdzono istotnie nizsza ekspresje
genow AGTR2, FLJ32810, NR3C2 i TMEM133 oraz istotnie wyzsza ekspresj¢ genéw BAT2D1,
MOV10, PIK3CG i WNK1 w poréownaniu z grupg kontrolng dzieci z otyloscig. W przypadku
genow MOV10 i WNK 1 nadekspresj¢ wzgledem grupy kontrolnej dzieci z otyloscig
stwierdzono zaréwno w grupie dzieci przed HCT jak i po HCT. We wnioskach stwierdzono, ze
w krotkoterminowej obserwacji wartosci ci$nienia t¢tniczego oceniane metoda klasyczng i za
pomoca ABPM nie wykazywaty istotnych réznic u dzieci przed HCT i po HCT niezaleznie od
stosowania u nich lekow potencjalnie powodujacych nadcisnienie tetnicze. Sugeruje to, ze
warto$ci ci$nienia tetniczego w krdotkoterminowej ocenie po HCT moga nie by¢ uzytecznym
markerem nadcis$nienia t¢tniczego jako odlegltego powiktania tej metody leczenia. Niemniej
jednak stwierdzono, ze nadekspresja niektorych genéw zwigzanych z nadci$nieniem tetniczym
moglaby sugerowac ich potencjalne wykorzystanie jako wskaznikow ryzyka nadcis$nienia
tetniczego u pacjentow leczonych HCT w dlugoterminowej obserwacji, co moze stanowic¢
uzasadnienie dla dalszych badah w tym kierunku.

3. Artykut oryginalny: Strojny W, Czogata W, Tomasik P, Bik-Multanowski M, Wojcik M,
Miklusiak K, Miklusiak K, Hatubiec P, Skoczen S. Concentrations of insulin-like growth
factors and insulin-like growth factor-binding proteins and respective gene expressions in
children before and after hematopoietic stem cell transplantation: Nutrients 2021, 13, 4333.
Celem pracy byta ocena st¢zen insulinopodobnych czynnikow wzrostu 1 1 2 (IGF-1 i IGF-2)
oraz ich biatek wigzacych (IGFBP 1-7) i ekspresji kodujacych je genéw u dzieci przed HCT |
po HCT oraz u dzieci zdrowych jako potencjalnych wskaznikow odlegtych powiktan HCT o
charakterze metabolicznym. Badaniem obj¢to 19 pacjentow leczonych HCT z powodu chorob
nowotworowych lub nienowotworowych i grupe kontrolng 21 dzieci zdrowych. Oceniano
parametry antropometryczne, stezenia IGF-1 i IGF-2, IGFBP 1-7, a takze stezenia szeregu
parametréw metabolicznych (glukozy, insuliny, leptyny, rozpuszczalnego receptora leptyny,
adiponektyny, apeliny, cholecystokininy, , GLP-1, ghreliny, rezystyny, FGF-21, wisfatyny).
Przeprowadzono tez oceng ekspresji genéow kodujacych IGF i IGFBP w grupie leczonej HCT
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przed i po przeszczepieniu. Stwierdzono istotne Korelacje pomig¢dzy st¢zeniem IGF-1 i
szeregiem parametrow antropometrycznych. Nie stwierdzono istotnych korelacji pomiedzy
stezeniem |IGF-2 1 parametrami antropometrycznymi. Nie stwierdzono istotnych korelacji
pomigdzy stezeniami IGF-1 i IGF-2. Nie stwierdzono istotnych rdéznic pomiedzy stezeniami
IGF-1i IGF-2 przed i po przeszczepieniu, ale st¢zenia obu czynnikoéw byly istotnie mniejsze w
podgrupie przed i po HCT w poréwnaniu z grupa kontrolng dzieci zdrowych. Stwierdzono tez,
ze u wigkszosci pacjentow leczonych HCT zarowno przed jak i po procedurze stezenia IGF-1
pozostawaty w uznanych w piSmiennictwie granicach normy, natomiast stezenia IGF-2
pozostawaly ponizej wartosci prawidtowych cytowanych w pismiennictwie. Stwierdzono
szereg istotnych korelacji pomiedzy stezeniem IGFBP-1 i niektorymi parametrami
antropometrycznymi, natomiast w odniesieniu do IGFBP2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5
IGFBP-6 i IGFBP-7 nie stwierdzono istotnych korelacji z parametrami antropometrycznymi i
biochemicznymi w analizie zbiorczej, chociaz korelacje takie stwierdzano w analizie podgrup
przed i po procedurze. U wigkszosci pacjentdw leczonych HCT stgzenia IGFBP-3 pozostawaty
ponizej wartosci referencyjnych publikowanych pismiennictwie, dla pozostatych IGFBP takich
warto$ci brak. W poréwnaniu dzieci przed HCT i po HCT nie stwierdzono istotnych réznic w
zakresie ekspresji genéw kodujacych IGF-1, IGF-2 i IGFBP-1-7 przed i po procedurze. We
wnioskach stwierdzono, ze stg¢zenia IGF-1, IGF-2 i IGFBP-1-7 nie wykazywaly istotnych
réznic u dzieci przed HCT i po HCT, a ponadto nie stwierdzono istotnych réznic w zakresie
ekspresji kodujacych je genéw w powyzszych podgrupach dzieci, chociaz stwierdzono szereg
istotnych korelacji pomigdzy stg¢zeniami IGF 1 IGFBP a szeregiem parametrow
antropometrycznych i biochemicznych, co pozostaje w zgodzie z ich prawdopodobng rolg w
regulacji metabolizmu opisywana dotychczas w pismiennictwie. Niemniej jednak, na
podstawie uzyskanych wynikow, ktére nalezy ocenia¢ z ostroznoscia, z uwagi na niewielka
liczebnos¢ proby 1 krotki czas obserwacji, nie mozna aktualnie wnioskowa¢ o uzytecznosci
oznaczen stezen IGF 1 IGFBP oraz ekspresji kodujacych je genéw jako wskaznikéw odleglych

powiktan metabolicznych u dzieci leczonych HCT.

Whnioski

1. Opracowano metodologi¢ oceny parametrow klinicznych (ci$nienie tetnicze, parametry
antropometryczne), biochemicznych i genetycznych (badanie metoda mikromacierzy), ktora
planowano zastosowaé w cyklu badan. W szczegdlnosci opisano zastosowanie techniki analizy

mikromacierzy w ocenie genéw zwigzanych z nadcisnieniem tetniczym jako potencjalnego
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biomarkera rozwoju nadci$nienia tetniczego u dzieci z otytoscig, co w chwili publikacji bylo
wedlug wiedzy autorow pierwszym takim doniesieniem w piSmiennictwie. Ponadto uzyskano
potwierdzenie efektywnosci i wykonalno$ci pomiarow metodag ABPM w tej grupie pacjentow
co uzasadniato jej zastosowanie w dalszych badaniach.

2. Stosujac opracowang metodologie dokonano porownawczej oceny wartosci cis$nienia
tetniczego u dzieci leczonych HCT przed i po procedurze. W badaniu metodg klasyczng i
ABPM nie stwierdzono istotnych réznic w zakresie parametréw cisnienia t¢tniczego przed
HCT i w krotkoterminowej obserwacji po HCT, co sugeruje, ze wykorzystanie wWczesnej oceny
tych parametrow jako wskaznikoOw rozwoju nadci$nienia t¢tniczego W przysztosci wydaje si¢
niezasadne. Niemniej jednak, w analizie metoda mikromacierzy stwierdzono nadekspresje¢
kilku gendéw zwigzanych z nadci$nieniem t¢tniczym u pacjentow leczonych HCT, zarowno
przed, jak 1 po procedurze. Ta obserwacja, ktora wedtug wiedzy autordw stanowi pierwsze takie
doniesienie w pismiennictwie, moze stanowi¢ podstawe¢ do dalszych badan nad
wykorzystaniem analizy genow zwigzanych z nadci$nieniem te¢tniczym metodg mikromacierzy
w charakterze wskaznikow rozwoju nadcisnienia t¢tniczego jako odleglego powiktania HCT.
3. Stosujac opracowang metodologie badan dokonano poréwnawczej oceny stezen
insulinopodobnych czynnikow wzrostu (IGF-1, IGF-2) i ich biatek wigzacych (IGFBP-1 do -
7), oraz analizy kodujacych je gendw metodg mikromacierzy. Nie stwierdzono istotnych réznic
stezen IGF i IGFBP w grupie leczonej HCT przed i po procedurze. Podobnie w analizie metoda
mikromacierzy nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy ekspresja genow kodujacych
insulinopodobne czynniki wzrostowe i ich biatka wiazace przed i po HCT. Powyzsze
obserwacje wskazuja na mate prawdopodobienstwo wykorzystania stezen IGF 1 IGFBP oraz
ekspresji kodujacych je gendéw jako potencjalnych wskaznikow odlegtych powiktan HCT u
dzieci, chociaz wyniki te nalezy traktowac z ostroznoscig z uwagi na mala liczebno$¢ proby i
krotki okres obserwacji.

4. Podsumowujac, wyniki cyklu badan sugerujg, ze w obszarze objetym powyzszymi
doniesieniami najbardziej obiecujacym kierunkiem przysztych badan pod katem wskaznikow
odlegltych powiktan HCT u dzieci wydaje si¢ analiza metoda mikromacierzy genow

zwigzanych z nadci$nieniem tgtniczym.
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Summary

Hematopoietic cell transplantation (HCT) is one of the key methods of radical treatment of
selected malignancies and non-neoplastic diseases. Late effects of HCT may adversely affect
the health of successfully treated patients. This is particularly important in children who
undergo the treatment in the period of growth and have long life expectancy after successful
therapy. HCT is a well-established risk factor of obesity, hypertension and metabolic syndrome
as frequent late effects of this treatment modality. Children and adolescents treated for
malignancies are an important risk group for these late effects of therapy. Currently there are
no reliable biomarkers allowing for identification of patients at increased risk of late effects of
treatment, such as obesity, hypertension and metabolic syndrome, in a population of children
receiving antineoplastic treatment, including HCT. Such biomarkers could be used to institute
more intensive screening and preventive measures in higher-risk patients and therefore to

potentially improve detection and outcomes of late effects of cancer treatment.

Aims of the research

The aim of the doctoral thesis was assessment of selected clinical, biochemical and genetic
parameters in children before and after HCT with respect to their potential use as biomarkers

of late effects of this treatment modality. The research cycle included three publications.

Methods and results

1. Original paper: Strojny W, Drozdz D, Fijorek K, Korostynski M, Piechota M, Balwierz W,
Pietrzyk JA, Kwinta P, Siedlar M, Skoczen S; Looking for new diagnostic tools and biomarkers
of hypertension in obese pediatric patients: Blood Pressure Monitoring 2017, 22:122—-130. The
aim of the study was to establish an optimal methodology of assessment of differences in the
expressions of genes associated with hypertension in children on the basis of comparison of
groups of patients with and without obesity, measurements of blood pressure using ambulatory
blood pressure monitoring (ABPM) as a diagnostic method in children, as well as assessment
of prevalence of metabolic syndrome in the study population using these methods. The study
included 49 children with simple obesity and 25 healthy children as a control group. Office
measurements and ABPM were used to measure blood pressures. Microarray analysis was used

to measure transcript levels of 12 genes related to hypertension and 45 gene variants related to
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hypertensions. ABPM was evaluated as a diagnostic method of hypertension in children. No
significant differences in the expressions of the genes related to hypertension were found in the
study groups. The authors concluded that ABPM is a useful method of measurement of blood
pressure in pediatric population and that it allowed for identification of abnormal blood pressure
values in approximately 50% children with obesity, while features of metabolic syndrome were
found in almost one-third of children in this group. It was also concluded that despite the
negative results of the current comparison microarray analysis can be used in children to assess
genetic features associated with hypertension.

2. Original paper: Strojny W, Kwiecinska K, Fijorek K, Korostynski M, Piechota M, Balwierz
W, Skoczen S; Comparison of blood pressure values and expression of genes associated with
hypertension in children before and after hematopoietic cell transplantation: Scientific Reports
2021: 11; 9303. The aim of the study was to compare blood pressure values and expressions of
genes related to hypertension in children before and after HCT and with children with simple
obesity (a group of high prevalence of metabolic syndrome as it was confirmed in the first
paper) and healthy children, as potential markers of hypertension in children treated with HCT.
The study included 44 children with malignancies and non-malignant diseases treated with HCT
(pre-HCT group), 27 children from this group who remained in follow up 6 months after HCT
(post-HCT group), 49 children with simple obesity and no comorbidities (obesity control group)
and 26 healthy children (healthy control group). Blood pressure was measured using classical
office method and ABPM according to the methodology presented in the first paper. Moreover,
microarray analysis was used to compare expressions of genes related to hypertension in the
pre-HCT, post-HCT and obesity control groups. Office and ABPM measurements of blood
pressures revealed no statistically significant differences of systolic and diastolic blood
pressures in children before and after HCT. In these groups systolic and diastolic blood pressure
values were significantly lower than in obese controls while no significant differences were
found compared with the healthy controls. An important observation were significant
overexpressions of individual genes related to hypertension in patients treated with HCT, both
before and after the procedure, compared with patients with obesity. In children before HCT
significantly lower expressions of AGTR2, BLK, FLJ32810 and TMEM133 genes and
significantly higher expressions of MOV10 and WNK1 were found compared with control
children with obesity. In children after HCT significantly lower expressions of AGTR2,
FLJ32810, NR3C2 and TMEM133 genes and significantly higher expressions of BAT2D1,
MOV10, PIK3CG and WNK1 genes were found compared with control children with obesity.

In the case of MOV10 and WNK 1 genes the overexpressions compared with obesity control
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group were found both before and after HCT. The authors concluded that in short-term follow
up blood pressure values measured using both the classical office method and ABPM revealed
no statistically significant differences in children before and after HCT despite the use of
potentially hypertensive drugs in these patients. This suggests that blood pressure values in a
short-term observation after HCT may not be a useful marker of hypertension as a late effect of
this treatment modality. However, it was concluded that overexpressions of certain genes
related to hypertension may suggest their potential use as biomarkers of long-term risk of
hypertension in patients treated with HCT and therefore may support further research in this
area.

3. Original paper: Strojny W, Czogata W, Tomasik P, Bik-Multanowski M, Wojcik M,
Miklusiak K, Miklusiak K, Hatubiec P, Skoczen S. Concentrations of insulin-like growth
factors and insulin-like growth factor-binding proteins and respective gene expressions in
children before and after hematopoietic stem cell transplantation: Nutrients 2021, 13, 4333. The
aim of the study was to compare concentrations of insulin-like growth factors 1 and 2 (IGF-1
and IGF-2), insulin-like growth factor binding proteins 1-7 (IGFBP 1-7) and expressions of
their genes in children before and after HCT and healthy controls as potential biomarkers of
metabolic late effects of HCT. The study included 19 patients treated with HCT for neoplastic
or non-neoplastic diseases and a control group of 21 healthy children. The assessments included
anthropometric parameters, concentrations of IGF-1, IGF-2, IGFBP 1-7, as well as several
metabolic parameters (glucose, insulin, leptin, soluble leptin receptor, adiponectin, apelin,
cholecystokinin, GLP-1, ghrelin, resistin, FGF-21, visfatin). Expressions of genes encoding
IGFs and IGFBPs were compared in patients before and after HCT. Significant correlations
were found between IGF-1 levels and several anthropometric parameters, while no such
significant correlations were found for IGF-2 levels. No significant correlations between
concentrations of IGF-1 and IGF-2 before and after HCT were found, but the levels of both
IGFs were significantly lower in both groups of children treated with HCT compared with
healthy controls. It was also found that in a majority of patients treated with HCT, both before
and after the procedure, the concentrations of IGF-1 were within normal range published in the
literature, and concentrations of IGF-2 were below the published normal values. Several
significant correlations were found between concentrations of IGFBP-1 and some of the
anthropometric parameters, while in the case of IGFBP2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5,
IGFBP-6 and IGFBP-7 no significant correlations with anthropometric and biochemical
parameters were found in a pooled analysis, although some correlations were found in

subgroups before and after HCT. In the majority of patients treated with HCT concentrations
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of IGFBP-3 were below the reference values published in the literature; for the remaining
IGFBPs no such values were published to date. In children treated with HCT no significant
differences were found in the expressions of genes encoding IGF-1, IGF-2 and IGFBP-1-7
before and after the procedure. The authors concluded that concentrations of IGF-1, IGF-2 and
IGFBP-1-7 revealed no significant differences in children before and after HCT and no
differences in the expressions of their genes were found. However, numerous significant
correlations between concentrations of IGFs and IGFBPs and several anthropometric and
biochemical parameters were found, which is consistent with their possible role in metabolic
regulation suggested in the literature. Nevertheless, based on the results of this study, which
should be taken with much caution due to a small sample and short follow-up, no conclusions
can be made on the usefulness of measurements of concentrations of IGFs or IGFBPs and
expressions of their genes as possible biomarkers of late metabolic effects in children treated
with HCT.

Conclusions

1. Methodology was established for the assessments of clinical (blood pressure,
anthropometry), biochemical and genetic (microarray analysis) parameters planned for the
research cycle. In particular, the use of microarray analysis of the expressions of genes related
to hypertension as a potential biomarker of hypertension in children with obesity was assessed,
which, to the knowledge of authors, was the first such report in the literature at the time of
publication. Moreover, feasibility and usefulness of blood pressure measurements using ABPM
was confirmed in this group of patients which provided rationale for its use in the subsequent
research.

2. Using the methodology developed in the first study comparisons of blood pressure values in
children before and after HCT were performed. Using both classical office measurements and
ABPM no significant differences of blood pressure values were found before HCT and in short-
term follow-up after the procedure therefore suggesting that the use of early measurements of
these parameters as biomarkers of the development of hypertension as a late effect seems
unjustified. Nevertheless, in the microarray analysis overexpressions of several genes related
to hypertension were found in patients treated with HCT, both before and after the procedure.
This observation, which to the knowledge of the authors was the first such report in the literature

at the time of publication, may form a basis for further research on the use of microarray
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analysis of genes related to hypertension as possible biomarkers of hypertension as a late effect
of HCT.

3. Using the above methodology comparisons of concentrations of insulin-like growth factors
(IGF-1, IGF-2), insulin-like growth factor binding proteins (IGFBP-1 to -7) and microarray
analysis of expressions of their genes were performed. No significant differences of levels of
IGFs or IGFBPs were found in children treated with HCT both before and after the procedure.
Moreover, in the microarray analysis no significant differences were found in the expressions
of genes encoding IGFs or IGFBPs before and after HCT. These observations suggest low
likelihood of using concentrations of IGFs or IGFBPs and expressions of their genes as potential
biomarkers of late metabolic effects of HCT in children, although the results must be taken with
much caution due to the small sample size and short follow-up.

4. In conclusion, the results suggest that in the scope of the performed research the most
promising direction of future studies aimed at identification of biomarkers of late effects of

HCT in children appears to be the microarray analysis of genes related to hypertension.
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