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Rozdzial 2.

Wykaz zastosowanych skrotow

CAKUT - (ang. congenital anomalies of the kidneys and urinary tract)
wrodzone wady nerek 1 uktadu moczowego

FEMg — (ang. fractional excretion of magnesium) frakcyjne wydalanie
magnezu

FEUA — (ang. fractional excretion of uric acid) frakcyjne wydalanie
kwasu moczowego

HNF1B — (ang. hepatocyte nuclear factor 1B gene) gen HNF1B

HNF1p — (ang. hepatocyte nuclear factor 15) hepatocytowy czynnik
jadrowy 1P

HNF1B-MODY - cukrzyca MODY na podtozu mutacji genu HNF1B

IG — (ang. information gain) — zysk informacyjny

MODYS5 - (ang. Maturity Onset Diabetes of the Young type 5) cukrzyca
MODY typ 5

OAT 1 — (ang. organic acid transporter type 1) transporter anionow
organicznych 1

OAT 3 - (ang. organic acid transporter type 3) transporter anionow
organicznych 3

PTH — stgzenie parathormonu w surowicy Krwi

sMg — (ang. serum magnesium) stezenie magnezu w surowicy krwi

SUA — (ang. serum uric acid) stgzenie kwasu moczowego w surowicy

krwi



Rozdzial 3.

Streszczenie

Mutacje w genie HNF1B sg jedng z najczgstszych przyczyn
genetycznych wrodzonych wad nerek i uktadu moczowego (CAKUT).
Produktem tego genu jest czynnik transkrypcyjny HNF1pB, ktory jest
niezbedny w procesie organogenezy, m.in. nerek. Jego ekspresje
wykazano roéwniez w zawigzkach  trzustki, watroby i narzadow
ptciowych, stad pacjenci, poza szerokim fenotypem nerkowym,
prezentuja réwniez szereg nieprawidlowosci pozanerkowych, wsrod
ktorych do najczestszych naleza: cukrzyca MODY typu 5
(HNF1B-MODY), wady i zaburzenia egzokrynnej funkcji trzustki,
zaburzenia watrobowe, wady narzadow plciowych, zaburzenia
neurologiczno-psychiatryczne, dna moczanowa/hiperurykemia oraz
hipomagnezemia.

Majac na wzgledzie réznorodny obraz kliniczny nefropatii
HNF1B i zwigzane z tym trudno$ci diagnostyczne, podjeto wiele prob
stworzenia narzedzia klinicznego majgcego wspomoéc  klinicystow
w selekcji pacjentow, u ktéorych nalezy wykona¢ potwierdzajace
rozpoznanie badania molekularne. Do aktualnie stosowanych narzedzi
diagnostycznych naleza kryteria zaproponowane przez Faguer’a i wsp.
oraz Raaijmakers 1 wsp. W obu przypadkach bazujg one na fenotypie
nerkowym, wywiadzie rodzinnym oraz obecno$ci/braku zaburzen
pozanerkowych. Niestety, w/w kryteria zostaly opracowane na mieszanej
populacji osob dorostych i dzieci przy zastosowaniu norm dla dorostych,
przy okreslaniu definicji takich zaburzen jak hipomagnezemia

1 hiperurykemia. Biorgc pod uwage zalezng od wieku zmienno$¢



parametrow biochemicznych oraz dynamiczny charakter choroby,
w ocenie w/w zaburzen u dzieci z podejrzeniem mutacji HNF1B nalezy
zwrécié szczegbdlng uwage na zastosowanie aktualnych, odpowiednich
dla wieku 1 niekiedy takze dla ptci, norm laboratoryjnych. Prawidlowe
zdefiniowanie tych zaburzen, jak rowniez okre$lenie czestosSci ich
wystepowania, jest niezbedne do optymalnego wykorzystania
jakichkolwiek narzedzi diagnostycznych z ich wuzyciem. Przeglad
literatury co do czgsto$ci wystepowania zaburzenh magnezu czy kwasu
moczowego u pacjentow z mutacjami HNF1B wskazuje, ze w obu
przypadkach wystepuje wsrod autorow swego rodzaju dowolnosé
w zastosowaniu warto$ci referencyjnych. Czynnikiem dodatkowo
utrudniajgcym  analize¢ czestoSci  wystgpowania  hipomagnezemii
1 hiperurykemii jest retrospektywny charakter wielu badan, jak i rézne
stadium zaawansowania przewleklej choroby nerek w badanych grupach
chorych czy tez brak grupy kontrolnej. Wszystkie wyzej wymienione
aspekty moga finalnie sprawiaé, ze faktyczna czesto$¢ tych zaburzen
zostala niedoszacowana lub przeszacowana.

Analiza danych przedstawiona w tym cyklu publikacji (prace 1
i 3) zostala przeprowadzona w grupie pacjentow pediatrycznych
z nefropatia HNF1B z nieznacznie/umiarkowanie uposledzong czynnoscia
nerek (stadium I-111 przewlektej choroby nerek), z uwzglgdnieniem
najnowszych pediatrycznych norm laboratoryjnych dla magnezu i kwasu
moczowego W surowicy. Pozwolilo to w wiarygodny sposob ocenié
czesto$¢ wystepowania hipomagnezemii i hiperurykemii w grupie dzieci
z CAKUT na podtozu defektu genu HNF1B.

Opublikowano  wiele prac  udowadniajacych  powigzanie

hiperurykemii i mutacji HNF1B. Jednakze do tej pory nie przedstawiono



mocnych dowodéw dla tej zaleznosci. Zgodnie z naszg wiedzg, po raz
pierwszy udowodnili$my zwigzek przyczynowy pomiedzy hiperurykemia
i mutacja HNF1B, wykazujac 3-krotnie czgstsze wystepowanie tego
zaburzenia u dzieci z mutacjg genu HNF1B w porownaniu z grupg dzieci
z CAKUT bez mutacji w tym genie (praca 3).

Ponadto w pracy 3 ocenie poddano przydatnos¢ kliniczng
hipomagnezemii i hiperurykemii jako predyktorow nefropatii HNF1B.
Dzieki zastosowaniu zaawansowanych analiz statystycznych na grupie
108 pacjentow z CAKUT (z, jak i bez mutacji HNF1B) dowiedlismy, ze
hipomagnezemia jest bardziej wartosciowym markerem predykcyjnym
mutacji HNF1B niz hiperurykemia. Dodanie tego drugiego parametru do
analizowanego modelu predykcyjnego nie zwigkszyta jego doktadnosci,
czulosci 1 swoistosci.  Niespodziewanie =~ wysoki  potencjal
w przewidywaniu obecnosci mutacji HNF1B wykazuje roéwniez
nadczynno$¢ przytarczyc zdefiniowane jako podwyzszone st¢zenie
parathormonu we krwi. Przykladem klinicznym  przydatnosci
hipomagnezemii jako predyktora mutacji HNF1B jest prezentowana seria
4 przypadkoéw pacjentow z HNF1B-MODY5 (praca 2).

Podsumowujac, dane przedstawione w ramach cyklu publikacji
wypelniaja wiele luk w dotychczasowej wiedzy na temat choroby
zwigzane] z mutacja genu HNF1B, a uzyskane wnioski powinny by¢
pomocne w codziennej praktyce klinicznej. W przedstawionych pracach
zostaty okreslone czgstosci najistotniejszych zaburzen biochemicznych
(hipomagnezemii i hiperurykemii) u dzieci oraz ich przydatnos¢
w diagnostyce nefropatii HNF1B. Uzyskane wyniki stanowig podstawe
do dalszych badan nad opracowaniem kryteriow selekcji dzieci z CAKUT

do diagnostyki w kierunku mutacji HNF1B. Dodatkowo, identyfikacja



nadczynno$ci przytarczyc jako silnego predyktora mutacji HNF1B

wskazuje nowy kierunek badan.



Rozdzial 4.

Streszczenie w jezyku angielskim

Disorders of magnesium and uric acid homeostasis in children with
congenital anomalies of the kidneys and urinary tract with

underlying HNF1B mutations

Abstract

Mutations in the hepatocyte nuclear factor-lbeta (HNF1B) gene
are the most common genetic causes of congenital anomalies of the
kidneys and urinary tract (CAKUT). The end-product of this gene is the
transcriptional factor, HNF1p, that is essential in kidney development.
However, its expression has been confirmed in many organs (e.g.
pancreas, liver, and genitals). Hence, as well as variable renal pathology,
patients can also present with other clinical features e.g. maturity-onset
diabetes of the young (MODY) type 5, pancreatic structural anomalies
and exocrine insufficiency, genital tract anomalies, neurological and
psychiatric disorders, gout/hyperuricemia, and hypomagnesemia.

Taking the variable phenotypes of HNF1B disease into account
and possible diagnostic dilemmas, many attempts have been made to
create a clinical tool that would facilitate patient selection for molecular
testing. Examples of such are the HNF1B score developed by Faguer and
colleagues and clinical criteria suggested by Raaijmakers et al. In both
cases, it is based on renal phenotype, family history, and
presence/absence of extrarenal manifestations. Unfortunately, the
abovementioned criteria were developed on a mixed population of adults
and children, where hypomagnesemia and hyperuricemia definitions were

based on reference values designed for adults. None of these can be



accepted for children. Taking into consideration age dependencies of
various biochemical parameters and the dynamic nature of the disease,
attention must be paid to the utilization of age- and, in some cases,
gender-appropriate reference values. Correct definitions of these disorders
as well as defining their actual prevalence are vital for optimal usage of
any diagnostic tool that is based on them. A search of the literature with
respect to serum magnesium (sMg) and uric acid abnormalities in HNF1B
disease revealed that there is a wide arbitrariness with respect to reference
values applied. The retrospective nature of the majority of studies,
variable chronic kidney (CKD) disease distribution among the study
groups, as well as lack of a control group, are additional factors impeding
precise assessment of hypomagnesemia and hyperuricemia prevalence in
these patients. All the abovementioned aspects may cause the actual
prevalence of these disorders to be under- or overestimated.

The data analysis in this cycle of publications (paper no. 1 and no.
3) was performed in a group of pediatric patients with HNF1B
nephropathy with mild to moderate kidney failure (CKD stage I-111) and
with the use of the newest, pediatric, age- and gender-specific reference
values for sMg and uric acid. It made the credible assessment of
hypomagnesemia and hyperuricemia possible in children with CAKUT
and underlying HNF1B mutations.

Many studies have demonstrated an association between
hyperuricemia and HNF1B mutations. However, to date, no causal
relationship has been established. To the best of our knowledge, our study
is the first to identify a causal link, by demonstrating hyperuricemia being
three times more frequent in children with HNF1B mutations when
compared with CAKUT children without defects in this gene (paper no.
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3). Furthermore, in paper no. 3 the clinical utility of hypomagnesemia and
hyperuricemia as predictors of HNF1B mutation was assessed. Thanks to
advanced statistical analyses in a cohort of 108 CAKUT patients (with
and without HNF1B mutations) we showed that hypomagnesemia is
a more valuable predictive marker of HNF1B mutations than
hyperuricemia. Adding the latter to our tested model does not increase its
accuracy, sensitivity, or specificity. Unexpectedly, hyperparathyroidism
defined as elevated serum parathormone (PTH) level was found to have
a high potential in predicting the presence of HNF1B mutation. An
example of hypomagnesemia utility as a predictor of HNF1B disease in
the clinical setting was demonstrated in our case series of four patients
with MODY type 5 (paper no. 2).

In summary, the findings presented in this cycle of publications
fill many gaps in the current knowledge on HNF1B disease and hopefully
should be helpful in everyday clinical practice. In presented studies, the
prevalence of the most important biochemical disorders
(hypomagnesemia and hyperuricemia), as well as their utility in the
diagnosis of HNF1B nephropathy, was defined. Our data is a good basis
for future research on selection criteria for HNF1B testing in children
with CAKUT. Additionally, the identification of hyperparathyroidism as
a strong predictor of HNF1B mutation indicates a new direction of

studies.
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Rozdzial 5.

Wprowadzenie

Hepatocytowy czynnik jadrowy 1B (HNFIB) jest czynnikiem
transkrypcyjnym kodowany przez gen HNF1B, zlokalizowany na
chromosomie 17. Z uwagi na jego wielonarzadowa ekspresje jest on
zwigzany z organogenezg m.in. uktadu moczowego, narzadow pitciowych,
trzustki, zotadka, jelit, watroby, drog zotciowych, przytarczyc i ptuc
[1-3]. Mutacje w genie HNF1B dziedziczg si¢ w sposob autosomalny
dominujacy, ale nalezy pamigtaé, ze w okoto 50% przypadkéw powstaja
one de novo [4, 5]. Defekty genu HNF1B stanowia najczestsza
genetyczng przyczyne wad nerek 1 uktadu moczowego (CAKUT).
Mutacje HNF1B sg odpowiedzialne za 10-30% przypadkow w badanych
grupach chorych [6-8].

Ferre 1 wsp. w szczegotowy sposob podsumowuje udziat czynnika
HNF1B na kazdym etapie nefrogenezy [9]. Stad pacjenci bedacy
nosicielami mutacji w genie HNF1B prezentuja szeroki wachlarz
fenotypow nerkowych, wsrdd ktorych wymieni¢ nalezy stwierdzane juz
w okresie prenatalnym hiperechogenne nerki z zatarciem zrdéznicowania
korowo-rdzeniowego, torbiele nerek, dysplazje nerek, w tym dysplazje
wielotorbielowata nerki, hipoplazj¢ nerek, agenezje nerki czy nerke
podkowiastg. Ponadto, z uwagi na wptyw czynnika HNF1f na ekspresje
genow kodujacych cewkowe transportery jonowe w nefronie, chorzy
pacjenci moga prezentowaé takie zaburzenia biochemiczne, jak

hipomagnezemia z hipermagnezuria, hipokalciuria czy hipokaliemia.
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Oprocz CAKUT u chorych obserwuje si¢ szerokie spektrum

zaburzen pozanerkowych, przedstawionych na rycinie 1 [10-24].
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Rycina 1. Fenotyp kliniczny pacjentow z mutacja genu HNF1B.

Majac na wzgledzie zrdéznicowany obraz kliniczny mutacji
HNF1B, podejmowane sg proby stworzenia narzedzia diagnostycznego
majacego wspomoéce klinicystow w  selekcji  pacjentow do badan
molekularnych w kierunku mutacji HNF1B. Przyktadem tego jest tzw.
HNF1B score zaproponowany przez Faguera i wsp. [19] jak i kryteria
sugerowane przez Raaijmakers i wsp. [20]. W obu przypadkach bazuja
one na ocenie fenotypu nerkowego, wywiadu rodzinnego w kierunku wad
uktadu moczowego i/lub cukrzycy oraz obecno$ci/braku zaburzen
pozanerkowych, w tym nieprawidtowosci biochemicznych. Niestety,

zaden z nich nie zostat powszechnie zaakceptowany i uznany za ,,ztoty
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standard” diagnostyczny, szczegdlnie u dzieci, gtdwnie z uwagi na brak
walidacji jego przydatnosci w tej grupie chorych. Lim i wsp. [24]
udowadniajg, ze stosowanie u dzieci proponowanego w HNFI1B score
punktu odciecia na poziomie > 8 pkt. moze blednie wskazywaé na
nieobecnos¢ mutacji HNF1B. Moze to wynika¢ z dynamicznego fenotypu
choroby i pdzniejszego rozwoju niektdrych cech fenotypowych (np. dny
moczanowej czy zaburzen elektrolitowych). W opinii autorow HNF1B
score wymaga zrewidowania lub obnizenia punktu odcigcia w populacji
pediatrycznej.

Zwiazek pomigdzy mutacjag w genie HNF1B i hipomagnezemia
zyskal na uwadze od czasu opublikowania wynikéw badan przez Adalat
i wsp. [16]. Autorzy stwierdzili, Ze niskie stezenie magnezu w surowicy
(sMg) czesciej obserwowane jest wsrod pacjentow z CAKUT na podtozu
mutacji HNF1B w przeciwienstwie do tych, u ktérych t¢ mutacje
wykluczono. Odkryto, ze gen HNF1B reguluje transkrypcje genu FXYD2,
kodujgcego  podjednostke y  Na*-K*-ATP-azy biorgcej udziat
w cewkowym transporcie jonow Mg?* i Ca?* w cewce dystalnej nefronu.
Mutacja w genie HNF1B wptywa na jej funkcje, skutkujac zwigkszong
nerkowa utrata magnezu i zmniejszong wapnia. W badaniach, w ktorych
analizowano stezenie sMg, czestos¢ wystgpowania hipomagnezemii
znaczgco si¢ roznita (tabela 1). Wartym podkreslenia jest fakt, ze dla
definicji hipomagnezemii, autorzy tych prac stosowali rézne warto$ci

odciecia stezenia sMg (tj. 0,6-0,75 mmol/l) [17].
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Tabela 1. Czestos¢ hipomagnezemii u chorych z nefropatia HNF1B —

dane literaturowe.

Hipomagnezemia Wartosci
referencyjne
HNF1B+ (%0) HNF1B- (%) dla
hipomagneze
dorosli | dzieci | doro§li | dzieci mii
Adalat i wsp. 8/18
[16] ) (44) - | 1/48(2) | <0,65 mmol/l
Faguer i wsp. 9/12
[18] (74) 1/3 (33) <0,75 mmol/l
Faguer i wsp. 3/17 4/135 | 10/246
[19] aze) |M0Q | "o | Tgqy | <07 mmol
Raaijmakers
i wsp. [20] 417 (58) | 1/13(8) |  10/185 (5.4) <0,6 mmol/l
Madariaga 9/17 ' ’
i wsp. [21] - (53) 3/35 (8,6) nieokreslone
Nagano i wsp. 11/13 2/18
[22] (85) (11) <0,7 mmol/l
Okorn i wsp. 12/50
[23] i (24) <0,65 mmol/I
Limiwsp. [24] | 0:30) | /8 <0,7 mmol/l
P (37,5) ’
Kolbuc i ) 26/40 ) 3/63 zalezne od
oRerE (65) (4,8) wieku [25]

Hiperurykemia jest charakterystycznym objawem nefropatii
HNF1B. Bingham i wsp. w 2003 r. jako pierwsi stwierdzili zaburzenia
kwasu moczowego wsrdod osob z rodzinng nefropatig hiperurykemiczng

na podtozu mutacji HNF1B [15]. Od tego czasu podwyzszone st¢zenie
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kwasu moczowego w surowicy (sUA) bylo wielokrotnie opisywane
u nosicieli tej mutacji — tabela 2. Jednakze poréwnanie czestosci
hiperurykemii u pacjentow z CAKUT, z i bez mutacji w genie HNF1B,
wykazato brak roznic pomiedzy dwoma grupami, co moze stanowic
o braku zwigzku hiperurykemii z defektem genu HNF1B [20, 21]. Istnieje
wiele hipotez mogacych tlumaczyé mechanizm, w przebiegu ktérego
dochodzi do hiperurykemii u dotknigtych mutacjg chorych. Ich wspdlnym
mianownikiem jest fakt potencjalnic obnizonej ekspresji uromoduliny
i/lub transporterow kwasu moczowego (OAT 1 i 3) odpowiadajacych za
jego sekrecje w nerkach [26]. Nie mozna zapomnie¢, ze wysokie stezenie
sUA moze by¢ réwniez spowodowane obnizong filtracja nerkowsg
w przewlektej chorobie nerek (PChN). Heidet 1 wsp. sugeruja, ze
stwierdzenie hiperurykemii i/lub obnizonego frakcyjnego wydalania
kwasu moczowego (FEUA) u pacjenta z CAKUT, powinno by¢
dodatkowym  argumentem za  przeprowadzeniem  diagnostyki

molekularnej [12].
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Tabela 2. Hiperurykemia u pacjentow z nefropatiag HNF1B — dane

literaturowe.
Hiperurikemia
HNF1B+ (%) | HNFIB- (%) Wartosci
referencyjne dla
dzieci | dorosli | dzieci | dorosli hiperurikemii
Ulinski 7123 - - nieokreslone
i wsp. [4] (30)
Decramer 11/18 i i nicokredlone
I wsp. [27] (61)
Adalat 10/14 ] 7115 ] Jalesne od wicku
i wsp. [16] (71) (47)
Heidet : .
i wsp. [12] 12/75 (16) - nieokreslone
>5,7 mg/dl u
Raaijmakers dziewczat, >7 mg/dl u
i wsp. [20] 4/20 (20) 41/185 (22,2) chlopcow, bez
wzgledu na wiek
Madariaga 6/17 12/36 . ,
i wsp. [21] 27) 0/4 (0) (33) - nieokreslone
Okorn 19/52 ) i Jalesne od wiek
iwsp.[23] | (37) cAne of wieku
Nagano 2/18 4/13 i SUA >7 mg/dl, bez
I wsp. [22] (11) (31) wzgledu na wiek i pte¢
Lim i wsp. 8/11 3/3 i SUA >7 mg/dl, bez
[24] (73) (100) wzgledu na wiek i pte¢
Kotbuc 17/40 ) 10/65 ) zalezne od wieku i ptci
I wsp. (42,5) (15,4) [25]
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Cukrzyca MODY typu 5 (MODYY5) jest jedng z manifestacji
defektu genu HNF1B (HNF1B-MODY). Mutacja tego genu zostata po raz
pierwszy opisana w 1997 r. w japonskiej rodzinie z cukrzyca [28].
Kolejne opisy przypadkéw wykazywaty wspotwystepowanie cukrzycy
z torbielami nerek, stad poczatkowo chorobe na podlozu mutacji tego
genu okreslano jako (z ang.) renal cysts and diabetes syndrome.

Aktualnie HNF1B-MODY stanowi 5-10% wszystkich typow
MODY [29]. MODY5 rozwija si¢ w okresic mlodzienczym lub
wczesnym  wieku dorostym. Poza niedoborem insuliny zwigzanym
z zaburzeniami trzustki, pacjenci prezentuja pewien stopien watrobowej
insulinoopornosci [30].

Podsumowujac, CAKUT jest najczgstszym fenotypem choroby
zwigzanej z mutacja genu HNF1B. Celem wczesnego postawienia
rozpoznania Kklinicznego, dzieci z CAKUT wymagaja holistycznego
podejscia w procesie diagnostycznym. Stwierdzenie obecno$ci zaburzen
pozanerkowych moze by¢ pomocne w selekcji chorych do badan
molekularnych, ktore sa niezb¢dne do ostatecznego rozpoznania
nefropatii HNF1B. Odpowiednio wcze$nie postawiona diagnoza pozwala
na spersonalizowane postepowanie oraz mozliwos¢ poradnictwa

genetycznego.
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Rozdzial 6.
Cel pracy

Gltownym celem niniejszej pracy jest ocena czgstosci
wystepowania zaburzen homeostazy magnezu 1 kwasu moczowego
u dzieci z mutacjg genu HNF1B w oparciu 0 najnowsze pediatryczne
warto$ci referencyjne dla sMg i sUA, uwzgledniajace wiek, jak i roznice

wynikajace z plci dziecka (w przypadku norm dla sUA) [25, 31].

Celami dodatkowymi byly:
1. Ocena zwigzku przyczynowego pomigdzy hiperurykemia
i mutacjg genu HNF1B.
2. Ocena przydatnosci klinicznej hipomagnezemii i hiperurykemii

jako predyktorow nefropatii HNF1B.
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Rozdzial 7.
Praca 1: Hypomagnesemia is underestimated in children with
HNF1B mutations.

Praca przedstawia retrospektywng, jednoosrodkows analizg¢
danych klinicznych 14 pacjentéw z potwierdzong mutacja w genie
HNF1B. Gtowny nacisk potozono na oceng¢ zaburzenia homeostazy
magnezu. Na potrzeb¢ wewnetrznej grupy kontrolnej, w celu
zdefiniowania lokalnych, odpowiednich do wieku i pitci wartosci
referencyjnych sMg, uzyto dane 110 dzieci, u ktérych nie stwierdzono
zadnych patologii, ze szczegdlnym uwzglednieniem tych, ktére mogty
mie¢ wplyw na sMg. Jako punkt odcigcia dla hipomagnezemii
zastosowano wartos¢ 2,5 centyla stezenia sMg w grupie kontrolnej. Przy
uzyciu wewngtrznych norm dla sMg, wykazano, ze czgstos¢
wystepowania hipomagnezemii u dzieci z mutacja HNF1B wzrosta
z 21,4% do 85,7% w momencie rozpoznania molekularnego oraz z 23%
do 79,7% w chwili ostatniej obserwacji. Przedstawione wyniki
jednoznacznie  wskazuja, ze zastosowanie adekwatnych norm
referencyjnych zamiast konserwatywnej wartosci, obowigzujacej
w laboratorium szpitalnym (tj. sMg < 0,7 mmol/l), znaczaco wplywa na
czesto$¢ rozpoznania hipomagnezemii w grupie dzieci z mutacjag HNF1B.
Wysoka czgstos¢ wystepowania tego zaburzenia w naszej grupie,
wzgledem dotychczas publikowanych przez innych autoréw, swiadczy
o niedoszacowaniu w populacji dziecigcej tego charakterystycznego dla
nefropatii HNF1B parametru, co ostatecznie moze wplynac¢ na opdznione

jej rozpoznanie.
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Nalezy podkresli¢, ze wartosci referencyjne dla sMg
prezentowane w naszej pracy nie powinny by¢ traktowane jako ogdlnie
stosowane normy, gdyz stuzyly jedynie do wewnetrznej kontroli.
Przyktadem takich norm sg natomiast wspomniane w artykule warto$ci
referencyjne sugerowane przez Ridefelta i wsp. [31] czy Colantonio
I wsp. [32], ktére sg zblizone do wartoSci uzyskanych w naszej grupie
kontrolnej. W obu badaniach sugerowane warto$ci odcigcia dla
hipomagnezemii sg wyzsze niz te bedace dotychczas w uzyciu przez
wiekszos$¢ autorow, jak i1 stosowane przez wigkszos¢ laboratoriow.

Istnieje jednakze obawa, ze stosowanie wyzszych wartosci
odcigcia dla hipomagnezemii moze zredukowac jej czuto$¢ i swoistosé
jako markera HNF1B. Faktycznie, w naszym badaniu w grupie < 10 r.z.,
nie wida¢ istotnych réznic stezenia sMg u pacjentow z mutacja HNF1B
wzgledem grupy kontrolnej, co moze $wiadczy¢ o tym, ze wartos¢
predykcyjna sMg moze by¢ nizsza we wczesnym dziecinstwie. W tej
grupie pacjentdéw wydaje si¢ wigc by¢ zasadna jednoczesna ocena sMg
i frakcyjnego wydalania Mg (FEMg) w celu potwierdzenia nerkowej
przyczyny utraty magnezu. W tym zakresie, podobnie jak inni autorzy
[33], proponujemy stosowanie wartosci 5% dla FEMg jako gornej granicy
normy. Przyjmujac takie zalozenie w naszym badaniu, czgsto$¢
hipermagnezurii w grupie kontrolnej spadtaby z 14,5% (przy
zastosowanym punkcie odciecia FEMg > 4%) do 4,5%, podczas gdy
w grupie z mutacjg genu HNF1B nie zmienitaby si¢ istotnie.

Poczynione obserwacje moga mie¢ zastosowanie rowniez
w diagnostyce innych schorzen, takich jak rodzinna hipomagnezemia
1 hiperkalciuria z nefrokalcynoza czy zesp6t Gitelmana, w ktorych

nerkowa hipomagnezemia jest objawem wiodacym.
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Paper no.l: Hypomagnesemia is underestimated in children with
HNF1B mutations.

In this paper, retrospective, single-center clinical characteristics
analysis of 14 patients positive for HNF1B mutations is presented.
Assessment of sMg homeostasis was the main aim of this study. For the
purpose of creating the control group, in order to define, local, age- and
gender-appropriate reference values of sMg data of 110 children were
used. All subjects were clear of any pathology with particular attention to
those that could affect sMg. Calculated 2.5th percentiles of sMg in the
control group served as hypomagnesemia cutoff. With the use of internal
reference values, it was revealed that hypomagnesemia prevalence in
children harbouring HNF1B mutations rose from 21.4% to 85.7% at the
time of molecular diagnosis and from 23% to 79.7% at the time of last
follow up. These results clearly indicate that the application of
appropriate reference values instead of conservative values from local
laboratories (i.e. sMg < 0.7 mmol/l) substantially changes the prevalence
of hypomagnesemia in children with HNF1B mutations. Its high rate of
occurrence in our group, when compared with results from studies
published up to date by other authors, indicates an underestimation of this
HNF1B nephropathy hallmark in children. In the end, it may cause
a delay in making a diagnosis.

It should be kept in mind that SMg norms presented in this paper
should not be considered as reference values and serve only as the internal
control group. An example of such is mentioned in the paper, pediatric
age-appropriate reference values proposed by Ridefelt et al. [31] as well

as Colantonio [32]. In fact, suggested by these authors, hypomagnesemia
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cut-offs were comparable to our values from the control group and higher
than those used in most laboratories and by most authors.

One may raise the concern, increasing the higher cut-off value of
sMg would not reduce hypomagnesemia sensitivity and specificity as
a marker of HNF1B disease. Indeed, in our study, there is an overlap in
sMg concentrations between patients and controls below the age of 10
years which indicates that a prediction value of hypomagnesemia may be
lower in early childhood. In this group of patients, it can be assumed that
a paired assessment of sMg and fractional excretion of magnesium
(FEMQ) is justified to confirm the renal leak of magnesium. In this
respect, we propose using a threshold of 5% as the upper limit of normal
FEMg, which in fact, it is favored by other authors [33]. Making this
assumption in our study, the incidence of hypermagnesuria in the control
group would decrease from 14.5% (with FEMg > 4% cut-off applied) to
4.5%, whereas in patients positive for HNF1B mutations (mut+) it would
not change significantly.

Our findings and observations could be of use in diagnostics of
other diseases such as familial hypomagnesemia and hypercalciuria with
nephrocalcinosis or Gitelman syndrome, where renal hypomagnesemia is

the key cardinal sign.
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Rozdzial 8.

Praca 2: Four Cases of Maturity Onset Diabetes of the Young
(MODY) Type 5 Associated with Mutations in the Hepatocyte
Nuclear Factor 1 Beta (HNF1B) Gene Presenting in a 13-Year-Old
Boy and in Adult Men Aged 33, 34, and 35 Years in Poland.

Prezentowana seria przypadkéw dotyczy 4  pacjentow
pochodzacych z jednego osrodka z HNF1B-MODY w wieku 13, 33, 34
1 35 lat. U 3 pacjentow rozpoznanie zostalo postawiono pozno,
w 4 dekadzie zycia, a u najstarszego z nich dodatkowo stwierdzono
obecno$¢ przeciwcial przeciwko antygenom wysp trzustkowych, co jest
niezmiernie rzadkie w tej grupie cukrzyc [34].

Celem tego artykulu bylo zwroceniem uwagi klinicystow na
szereg objawow charakterystycznych dla pacjentéw z MODYS, w tym
podkreslenie przydatno$ci klinicznej hipomagnezemii w procesie
diagnostycznym. W  przypadku dwoch pacjentdow  rozpoznanie
molekularne  zostalo  postawione z  opdznieniem,  pomimo
wspotwystgpowania torbieli nerek i cukrzycy. Oboje pacjenci nie zostali
ocenionieni pod wzgledem potencjalnych objawow nefropatii HNF1B (w
tym zaburzen magnezu). Ostatecznie rozpoznanie zostalo postawione
wstecznie, po potwierdzeniu nefropatii HNF1B u innego cztonka rodziny.
Podczas ostatniej wizyty kontrolnej w obu przypadkach potwierdzono
obecno$¢ hipomagnezemii i/lub hipermagnezurii. Pozostala dwojka
pacjentdw rowniez prezentowata zaburzenia homeostazy magnezu.

Ta seria przypadkow potwierdza, ze ocena sMg jak i jego
nerkowej utraty za pomocg FEMg moze by¢ bardzo pomocne

w diagnostyce roznicowej w kierunku HNF1B-MODY wsrod pacjentow
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ze wspolistniejaca cukrzyca 1 CAKUT. Ponownie podkreslono potrzebe
stosowania odpowiednich norm referencyjnych, zaréwno dla sMg i dla

FEMg.

Paper no. 2: Four Cases of Maturity-Onset Diabetes of the Young
(MODY) Type 5 Associated with Mutations in the Hepatocyte
Nuclear Factor-1Beta (HNF1B) Gene Presenting in a 13-Year-Old
Boy and in Adult Men Aged 33, 34, and 35 Years in Poland.

The aim of this article was to attract clinicians’ attention to the
wide spectrum of characteristic symptoms of patients with MODY5 and
to underline hypomagnesemia’s clinical utility in the HNF1B diagnostic
process.

In two patients, molecular diagnosis of HNF1B mutations was
confirmed with a delay despite the coincidence of renal cysts and
diabetes. Unfortunately, those subjects were not thoroughly screened for
potential features of HNF1B nephropathy (including magnesium
homeostasis). Finally, the diagnosis was made reversely, after
confirmation of HNF1B mutations in other members of the patients’
family. At the time of last follow up both subjects presented with
hypomagnesemia and/or hypermagnesuria. Magnesium homeostasis
disorders were also observed in the remaining two cases.

This case report series confirms that the assessment of sMg and
renal Mg wasting (FEMg) could be very helpful in the differential
diagnosis of HNF1B-MODY among patients with diabetes and CAKUT.
Again, the need of applying appropriate reference values for sMg and

FEMg was stressed.
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Rozdzial 9.
Praca 3: Hyperuricemia Is an Early and Relatively Common Feature
in Children with HNF1B Nephropathy but Its Utility as a Predictor

of the Disease Is Limited.

W  tym  wieloosrodkowym,  retrospektywnym  badaniu
przenalizowano dane kliniczne 108 dzieci obserwowanych w kierunku
nefropatii HNF1B, ktorych dane zgromadzono w Polskim Rejestrze
Uwarunkowanych Genetycznie Tubolopatii (POLtube). W$rod nich
rozpoznanie mutacji genu HNF1B postawiono u 43 pacjentow (mut+).
U pozostatych chorych (n = 65) wykluczono zmiany w obrebie tego genu
(mut-). Grupa ta postuzyta jako grupa kontrolna. Tak powstate dwie
grupy pacjentéw porownano pod wzgledem szeregu parametréw
antropometrycznych i biochemicznych. Ponownie w analizie zastosowano
najnowsze pediatryczne wartosci referencyjne w odniesieniu do sMg
i SUA [25]. Grupg badang charakteryzowata nieznacznie/umiarkowanie
uposledzona czynno$¢ nerek (stadium I-111 PChN).

Zgodnie z nasza wiedzg jest to pierwsze badanie, w ktorym
szczegblowe] ocenie poddano czestos¢ wystepowania zaburzenia kwasu
moczowego, analizujac w catej grupie, jak i w arbitralnie ustalonych
dwoch przedziatach wiekowych. WykazaliSmy, Zze podwyzszony sUA
3-krotnie czeSciej wystepuje u pacjentow mut+ w pordwnaniu z grupg
mut-. Ta roznica byla bardziej widoczna w mlodszej grupie wickowej
(< 10 r.z.). W ten sposob po raz pierwszy potwierdziliSmy obecnos¢
zwigzku przyczynowego pomiedzy wysokim stezeniem sUA a defektem

genu HNF1B oraz wykazaliSmy wczesne wystepowanie tego zaburzenia.

26



Ponadto, poréwnujac obie grupy (mut+ vs mut-), nie stwierdzono
réwniez roznic w zakresie FEUA, co praktycznie eliminuje ten wskaznik
jako parametr dyskryminujacy pacjentoéw z mutacja HNF1B. Obserwacja
ta jest sprzeczna z wczesniejszymi doniesieniami na temat przydatnosci
FEUA w diagnostyce chorych z defektem tego genu.

W drugim etapie oceniono przydatnos$¢ kliniczng hiperurykemii
w przewidywaniu obecno$ci mutacji HNF1B u dzieci z CAKUT.
Niestety, analiza przy uzyciu metody regresji logistycznej wykazata niska
warto$¢ IG (ang. information gain, zysk informacyjny) dla hiperurykemii
(0,34) jako predyktora choroby, w przeciwienstwie do hipomagnezemii
i nadczynnosci przytarczyc [zdefiniowanej jako podwyzszone stezenie
parathormonu (PTH)]. Doktadno$¢ modelu sktadajacego si¢ z tych dwoch
zmiennych wyniosta 84,6%. Dodanie hiperurikemii do tego modelu nie
poprawito jego wartosci predykcyjnej. Moze to wynika¢ z silnego
zwigzku sUA z funkcja nerek, surowiczym stezeniem PTH i FEUA.
Analiza regresji wielozmiennowe] wykazata, Zze te parametry sa silnymi
determinantami sUA (R? = 0,85). Wysoka warto$¢ IG dla nadczynnosci
przytarczyc (0,99) w Kkontekscie przewidywania obecno$¢ mutacji
w genie HNF1B jest bardzo interesujgca i wskazuje kolejny aspekt, ktory
wymaga dalszych obserwacji 1 badan.

Mimo zZe praca dotyczyla =zaburzen kwasu moczowego,
wykorzystano fakt zebrania duzej grupy chorych 1 obie grupy pacjentow
porownano rowniez pod wzgledem zaburzen gospodarki magnezu.
Zgodnie z oczekiwaniami, $rednie sMg byto wyzsze (sMg 0,72 vs 0,86
mmol/l, p < 0,001), a hipomagnezemia czgstsza (65% vs 4,8%,

p < 0,001) u pacjentow z mutacja HNF1B. Potwierdzeniem nerkowej

przyczyny utraty magnezu jako przyczyny hipomagnezemii u pacjentow
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z nefropatia HNF1B jest znamienna réznica w zakresie FEMg, ktorego
srednia warto$¢ byla wyzsza u nosicieli mutacji HNF1B (6,89% vs
3,97%, p < 0,001). Wysoka wartos¢ IG dla hipomagnezmii w modelu
regresji logistycznej (0,63) potwierdza jej przydatno$¢ kliniczng
w przewidywaniu mutacji HNF1B.

Podsumowujac, w pracy wykazano, ze mimo relatywnie czgstego
wystepowania hiperurykemii, zaburzenie to jest slabym predyktorem
nefropatii HNF1B i w przeciwienstwie do hipomagnezemii
1 nadczynnoS$ci przytarczyc, nie powinno stanowi¢ istotnego kryterium
podczas selekcji pacjentdéw do badan molekularnych w kierunku mutacji

HNF1B.

Paper no. 3: Hyperuricemia is an Early and Relatively Common
Feature in Children with HNF1B Nephropathy but its Utility as a
Predictor of the Disease is Limited.

In this multi-center, retrospective study clinical characteristics of
108 children suspected of HNF1B nephropathy, whose data were
collected in the Polish Registry of Inherited Tubulopathies (POLtube)
were analyzed. Among them, 43 patients were mut+. The remaining
patients (n = 65) were negative for HNF1B mutations (mut-) and served
as controls. Both groups were compared with respect to a number of
anthropometrical and biochemical parameters. Again, the most recent
pediatric reference values for sMg and serum uric acid (SUA) were
applied [25].

To the best of our knowledge, this is the first study where the

frequency of uric acid disorders was a subject of a detailed evaluation,
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both in the entire cohort and in arbitrary two age subpartitions. We
demonstrated that high serum urate is three times more frequent in mut+
children than in mut-. This difference was more explicit in the group of
children < 10 years of age. Thus, for the first time, we confirmed the
causal link between high sUA and HNF1B defect truly exists and we
provided evidence of an early occurrence of this entity.

Furthermore, no differences were found when both groups (mut+
vs mut-) were compared with respect to fractional excretion of urate
(FEUA), which basically eliminates it as a discriminatory marker of
patients with HNF1B defect. It stays in contrast with earlier reports on
FEUA utility in HNF1B disease diagnostics.

In the second phase of the study, the clinical utility of
hyperuricemia in predicting HNF1B mutations in children with CAKUT
was assessed. Unfortunately, logistic regression analysis showed a low
information gain (IG) value for hyperuricemia (0.34) as a predictor of the
disease contrary to IG of hypomagnesemia and hyperparathyroidism
[defined as high serum PTH]. The accuracy of the model consisting of
those two variables was 84.6%. Adding hyperuricemia to this model did
not improve its predictive value. It could be due to the strong relation
between sUA and renal function, serum PTH concentration, and FEUA.
Multivariate regression analysis showed that those parameters are strong
determinants of SUA (R> = 0.85). The high IG value of
hyperparathyroidism (0.99) is very interesting in terms of HNF1B
mutation prediction and shows another aspect that requires further
observation and studies.

Despite the fact that this paper was focused on sUA disorders, the
advantage of large cohort availability was taken and both groups of
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patients were compared with respect to magnesium homeostasis
disorders. As expected, mean sMg was higher (sMg 0.72 vs 0.86 mmol/I,
p < 0,001) and hypomagnesemia more frequent (65% vs 4.8%, p < 0.001)
in patients with HNF1B mutations. A substantial difference in FEMg and
its higher mean values in HNF1B mutation carriers (6.89% vs 3.97%,
p < 0.001) confirms the underlying renal leak of magnesium as a cause of
hypomagnesemia in patients with HNF1B nephropathy. The high IG
value of hypomagnesemia in logistic regression models (0.63) confirms
its clinical utility in day-to-day practice.

In conclusion, in this paper, we showed that hyperuricemia,
despite relatively high occurrence, is not a strong predictor of HNF1B
nephropathy. In contrast to hypomagnesemia and hyperparathyroidism, it
should not be a highly valued criterium in selecting patients for HNF1B

molecular testing.
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Rozdzial 10.
Whnioski

Prace stanowigce cykl publikacji dostarczajg odpowiedzi na wiele
pytan klinicznych dotyczacych zaburzen homeostazy magnezu 1 kwasu
moczowego u dzieci z CAKUT na podtozu mutacji genu HNF1B. Ponizej

przedstawiono gldwne wnioski wynikajace z cyklu prezentowanych prac:

1/ Hipomagnezemia i hiperurykemia u dzieci z nefropatia HNF1B sa
niedoszacowane, co wydaje si¢ mie¢ czg¢$ciowo zwigzek ze stosowanymi
przez autoréw wickszosci prac niewlasciwych wartosci referencyjnych
dlasMg i sUA.

2/ Hipomagnezemia jest najczgstszym zaburzeniem biochemicznym
u dzieci z CAKUT na podlozu mutacja HNF1B i jest jej silnym
predyktorem.

3/ Hiperurykemia jest wczesnie wystepujacym oraz relatywnie czestym
zaburzeniem wystepujacym u dzieci z nefropatia HNF1B i przyczynowo
zwigzanym z mutacja tego genu. Jednakze jej przydatno$¢ kliniczna
w przewidywaniu mutacji genu HNF1B jest ograniczona.

4/ Czynnos¢ nerek, FEUA oraz stezenie PTH majg najwigkszy wplyw na
SsUA u dzieci z CAKUT.

5/ Ocena FEUA nie ma zadnej wartosci w selekcji dzieci z CAKUT do
diagnostyki molekularnej w kierunku mutacji HNF1B. Dalszych badan
wymaga okreslenie przydatnosci oceny PTH w prognozowaniu nefropatii

na podtozu mutacji tego genu.
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Conclusions

These papers forming a series of publications deliver answers to
many clinical questions regarding magnesium and uric acid homeostasis
disorders in children with CAKUT and underlying HNF1B mutations.
The main conclusions drawn are listed below:

1) Hypomagnesemia and hyperuricemia in children with HNF1B
nephropathy are underestimated which partially could be due to
inappropriate reference values applied for sMg and sUA.

2.) Hypomagnesemia is the most frequent biochemical disorder in
children with HNF1B-related CAKUT and it is the strongest predictor.

3.) Hyperuricemia is an early occurring and relatively frequent disorder in
children with HNF1B nephropathy, causally linked with HNF1B
mutations. However, its clinical utility in terms of HNF1B mutations
prediction is limited.

4.) Renal function, FEUA, and PTH are the strongest determinants of
sUA in children with CAKUT.

5.) FEUA assessment has no value in selecting children with CAKUT that
should be offered HNF1B molecular testing. The utility of PTH in
predicting HNF1B mutations requires further investigation.
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Rozdzial 11.
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