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Recenzja rozprawy doktorskiej

Lek. Marcina Kolbuca pt. ,,Zaburzenia homeostazy magnezu i kwasu moczowego u

dzieci z wadami nerek i ukladu moczowego na podiozu mutacji genu HNFIB”

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi uchwata Rady Naukowej Instytutu
Centrum Zdrowia Matki Polki z dnia 24.11.2021 r.

Wstep

Hepatocytowy czynnik jadrowy 1B (HNFIB) to czynnik transkrypeyjny regulujacy
ekspresje¢ wielu genow zwiazanych z organogenezg uktadu moczowego, narzadoéw plciowych,
ale takze narzadow trzewnych, pluc i przytarczyc. Uwaza sie, ze mutacje genu HNFIB
stanowig najczestszg monogenowa przyczyne wad ukladu moczowego. Warto przy tym
podkresli¢ szerokie spektrum manifestacji ze strony uktadu moczowego takich jak zmiany
torbielowate w nerkach, wady drég moczowych, dysplazje nerek lub nerke podkowiasts.
Wadom ukladu moczowego towarzyszy¢ moga zréznicowane objawy ze strony innych
uktadow: zaburzenia neurologiczne, wady watroby i drég zélciowych lub trzustki w tym
cukrzyca MODYS5. Unikalng cecha manifestacji nerkowych u chorych z mutacjami HNFIB
jest sklonnos¢ do hiperurykemii i hipomagnezemii, przy czym $wiatowa literatura nie
definiuje w sposo6b pewny i jednoznaczny ani kryteridw, ani czestosci wystepowania tych
zaburzen. Wiarygodne wytypowanie, ktorzy pacjenci z wadami ukladu moczowego, moga
by¢ nosicielami mutacji genu HANF/B ma ogromne znaczenie kliniczne, poniewaz chorzy ci
wymagaja badan diagnostycznych innych ukladéw oraz wielospecjalistycznej opieki. Nalezy
tu podkresli¢, ze pacjenci z mutacja HNFIB cechuja si¢ zwiekszonym ryzykiem rozwoju dny
moczanowej, cukrzycy typu MODY i cukrzycy po przeszczepieniu nerki.

Doktorant podjal si¢ niezwykle waznego zagadnienia dokladnej oceny homeostazy
kwasu moczowego i magnezu u tych chorych. Podjat si¢ takze proby odpowiedzi na pytanie,

czy oceniajac te proste parametry biochemiczne mozemy wytypowaé w grupie pacjentow z



wadami uktadu moczowego chorych, u ktorych nalezy wykona¢ badania w kierunku mutacji

genu HNF1B.

Ocena formalna

Przedstawiona do oceny rozprawa obejmuje: 37-stronnicowe opracowanie w jezyku
polskim dotyczace oceny czestosci zaburzen homeostazy magnezu i kwasu moczowego u
dzieci z mutacjg genu HNFIB, ktorego uzupeienie stanowig 34 pozycje pismiennictwa i
oswiadczenie wspotautordw prac oraz 3 wydrukowane w czasopismach anglojezycznych
prace: 2 prace oryginalne: ,,Hypomagnesemia is underestimated in children with HNF1B
mutations” autorow Marcin Kolbue, Lennart LeBmeier, Dorota Salamon-Stowinska, Ilona
Malecka, Krzysztof Pawlaczyk, Jarostaw Walkowiak, Jacek Wysocki, Bodo B Beck i Marcin
Zaniew opublikowana w Pediatric Nephrology 2020; 35(10): 1877-1886 (IF 3,714, 140 pkt
MEIiN) i ,.Hyperuricemia is an early and relatively common feature in children with HNF1B
nephropathy but its utility as a predictor of the disease is limited” autoréw: Marcin Kotbuc,
Beata Bienia$, Sandra Habbig, Mateusz F. Kotek, Maria Szczepanska, Katarzyna Kilis-
Pstrusinska, Anna Wasilewska, Piotr Adamczyk, Rafal Motyka, Marcin Tkaczyk,
Przemystaw Sikora, Bodo B. Beck 1 Marcin Zaniew opublikowana w czasopismie Journal of
Clinical Medicine 2021; 10(24): 3265 (IF 4,242, 140 pkt MEiN) oraz opis 4 przypadkéw
~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” autor6w: Rafal Motyka,
Marcin Kotbuc, Wojciech Wierzchotowski, Bodo B. Beck, Iwona Ewa Towpik, Marcin
Zaniew opublikowany w American Journal of Case Reports 2021; 22: €928994 (IF 0,736, 70
pkt MEIN). Laczny Impact Factor przedstawionych prac wynosi 8,692, punktacja MEIN —
350 pkt.

Zatagczone do pracy doktorskiej o$wiadczenia wspolautorow publikacji w sposob
jednoznaczny 1 niebudzacy watpliwosci wskazuja na samodzielng prace Doktoranta w

zakresie powstania rozprawy.

Ocena szczegélowa

Wstep zawiera wyczerpujace informacje dotyczace patofizjologii 1 manifestacji
klinicznych mutacji genu HNFIB ze szczegélnym uwzglednieniem manifestacji nerkowych.
W kolejnych czeéciach wstepu Doktorant podkre§la potrzebe opracowania narzedzia

diagnostycznego majacego wspomoc lekarzy klinicystow w wytypowaniu chorych, u ktérych

2



nalezy wykona¢ badania genetyczne w kierunku mutacji HNFIB. Na uwage zastluguje
niezwykle jasno przedstawione podsumowanie aktualnej wiedzy na temat patofizjologii tych
zaburzen oraz szczegélowa analiza dotychczasowych danych epidemiologicznych
wystepowania hipomagnezemii i hiperurykemii u chorych mutacja HNFIB. Analiza ta
uzupelniona jest o 2 tabele. Doktorant niezwykle trafnie zauwaza, ze dotychczasowe
opracowania dotyczyly matych grup pacjentéw i stosowano rozne kryteria biochemiczne.
Calo$é wstepu pokazuje gleboka wiedze teoretyczng Doktoranta na temat podejmowanego
zagadnienia.

Cele pracy zostaly jasno i precyzyjnie sformutowane. O wnikliwosci i dojrzalym
warsztacie naukowym Doktoranta $wiadezy znakomicie sformutowany pierwszy cel: ocena
czestosci wystepowania zaburzen homeostazy magnezu i kwasu moczowego u dzieci z
mutacjg genu HNFIB w oparciu o najnowsze pediatryczne wartosci referencyjne dla st¢zenia
magnezu 1 kwasu moczowego w surowicy. Dzigki zastosowaniu takich kryteriow
wiarygodno$¢ otrzymanych wynikow jest znaczaco wyzsza. Kolejne cele to: ocena zwigzku
przyczynowego pomiedzy hiperurykemia i mutacjg genu HNFIB oraz ocena przydatnosci
klinicznej hipomagnezemii 1 hiperurykemii jako predyktorow nefropatii HNF1B.

Kolejny rozdziat stanowi podsumowanie wynikéw uzyskanych przez Doktoranta

opublikowanych w 2 pracach oryginalnych 1 opisie 4 przypadkow.

Praca 1: Hypomagnesemia is underestimated in children with HNF1B mutations.

W pracy przedstawiono retrospektywna analize 14 pacjentdw z potwierdzona mutacja
w genie HNFIB. Celem byla ocena czgstosci wystepowania hipomagnezemii w tej grupie
pacjentow. Na szczegoélng pochwale zastuguje opracowanie przez Doktoranta, dla potrzeb
pracy, lokalnych norm stezenia magnezu w surowicy w oparciu o wyniki uzyskane u 110
zdrowych dzieci. Uwzgledniajac lokalne normy czgstos¢ hipomagnezemii u dzieci z mutacja
HNF1B wzrosta z ok. 20% do ok. 80%. Kolejna niezwykle istotng obserwacja jest
przydatno$¢ zastosowania frakcjonowanego wydalania magnezu (FeMg%) do oceny
gospodarki magnezowej w tej grupie chorych. Praca jest napisana doskonalym jezykiem
angielskim, ma znakomity wstep, bardzo jasno przedstawione metody oraz wyniki. Doktorant
dyskutuje swoje wyniki z dostepna w Swiatowe] literaturze wiedza. Dobor pismiennictwa
oceniam jako wzorco;wy. W pracy Doktorant wykazal si¢ gleboka wiedza na temat
homeostazy magnezu nie tylko w omawianej patologii, ale 1 innych chorobach nerek takich
jak genetycznie uwarunkowane tubulopatie. Zarzutem wobec pracy moze by¢ mata liczba

przebadanych dzieci oraz zrekrutowanie grupy kontrolnej sposrod pacjentow poradni
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nefrologicznej, ale Doktorant zauwaza te ograniczenia i umiej¢tnie omawia je w dyskusji.
Potwierdzeniem wartodci uzyskanych wynikéw jest publikacja pracy w najbardziej

prestizowym czasopismie dedykowanym chorobom nerek u dzieci — Pediatric Nephrology.

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

Praca stanowi wnikliwy opis 4 przypadkéw chorych z cukrzycg MODY i mutacjg
HNFIB. Na podstawie 4 przypadkéw Doktorant przedstawit praktyczne aspekty diagnostyki
klinicznej, biochemicznej i molekularne] w tej grupie chorych. Na szczegdlng uwage
zastuguje dokladna analiza gospodarki magnezowej u pacjentéw i podkreslenie wagl oceny
tej gospodarki (w tym frakcjonowanego wydalania magnezu) u chorych z wspolistniejaca
cukrzyca 1 wadami uktadu moczowego. Praca ma ogromng wartos$¢ praktyczng i stanowi
cenne zrodlo wiedzy dla lekarzy klinicystow zaréwno nefrologéw, diabetologdéw jak i
endokrynologéw zajmujacych si¢ dzie¢mi i dorostymi. Praca zostata napisana w sposéb jasny,
zwigzly 1 zrozumialy. Wnikliwie przeanalizowano kazdy przypadek a uzyskane wnioski
zostaly nalezycie uzasadnione. Na szczegélna uwage zastuguje dyskusja, w ktorej
szczegblowo omoéwiono patofizjologie 1 klinike probleméw nefrologicznych i
diabetologicznych u chorych z mutacjami HNFIB. Praca zostala opublikowana w
prestizowym czasopisSmie amerykanskim dedykowanym opisom przypadkéw — American

Journal of Case Reports.

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 pracy poddano analizie dane 108 pacjentdw obserwowanych w kierunku mutacji
HNFIB. W grupie tej bylo 43 pacjentow z potwierdzong mutacjg i 65 pacjentow z
wykluczonym defektem genetycznym. Obie grupy poréwnano pod katem licznych
parametréw klinicznych 1 biochemicznych w tym stezenia kwasu moczowego i magnezu w
surowicy i moczu. W pracy Doktorant wykazal, ze podwyzszenie stezenia kwasu moczowego
w surowicy wystepuje 3-krotnie cze¢sciej u chorych z mutacjg HNFIB w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, co podkresla zasadnos¢ oceny stezenia kwasu moczowego u chorych z wadami
ukladu moczowego. O niezwyklej wartosci i nowatorstwie pracy Doktoranta stanowig jednak
dodatkowe wnioski. Po pierwsze Doktorant wykazal, ze pomimo wyzszego stezenia kwasu

mocZOWego W surowicy grupy nie réznia sie frakcjonowanym wydalaniem kwasu
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moczowego. Po drugie anaﬁza wieloczynnikowa uzyskanych wynikow pozwolita na
wykazanie, ze najsilniejszymi predyktorami wystgpowania mutacji HNFIB jest
hipomagnezemia i podwyzszone stezenie parathormonu, a dodanie hiperurykemii do modelu
nie poprawia jego wartoéci predykcyjnej. Uzyskane wyniki pozwolity na sformutowanie
nowatorskiego a zarazem niezwykle praktycznego wniosku, ze hiperurykemia, pomimo ze
czesta, nie moze by¢ uznana za marker nefropatii HNF1B w przeciwiefistwie do
hipomagnezemii i nadczynnosci przytarczyc. Praca jest napisana doskonalym jezykiem, wstep
$wietnie podsumowuje dotychczasowg wiedz¢ na temat hiperurykemii w tej grupie chorych,
dobér i wielko§¢ grupy badanej zastuguje na wielka pochwale, a metody w tym metody
statystyczne zostaly dobrane odpowiednio. Wyniki przedstawione s w sposOb jasny i
klarowny. W dyskusji Doktorant omawia swoje wyniki i $wietnie analizuje je w oparciu o
dostepng literature. O wartoéci pracy stanowi fakt jej publikacji w wysoko punktowanym
czasopi$mie a takze zakwalifikowanie jej do prezentacji w formie ustnej na 53. Konferencji

Naukowej Europejskiego Towarzystwa Nefrologii Dzieciecej w Amsterdamie w roku 2021.

W podsumowaniu przedstawionych 3 prac nalezy stwierdzi¢, ze Doktorant zastosowat
odpowiednie metody badawcze do zrealizowania zalozonego celu. Na podkreslenie zastuguje
dobor grupy badawcze] i opracowanie wiasnych lokalnych norm stgzenia magnezu w
surowicy. Wykorzystane metody statystyczne zostaly doktadnie opisane i sa odpowiednie do
analizy materiatu. Nalezy podkresli¢c sprawne postugiwanie si¢ przez Doktoranta analizg
wieloczynnikowa w pracy nr 3.

Wszystkie wyniki zostaly przedstawione w jasny 1 klarowny sposob. Tabele i ryciny w
pracach sa czytelne, nie powtarzaja informacji z tekstu, stanowig natomiast cenne
uzupekienie wynikow.

Dyskusja we wszystkich trzech publikacjach poprowadzona jest w sposéb wzorowy.
Doktorant w prawidlowy sposéb odnosi swoje wyniki do wynikow innych autoréw. Tam,
gdzie wykazano istotne réznice, stawia trafne hipotezy wyjasniajace rozbieznosci. Na uwage
zashuguje jasne i rzetelne przedstawienie ograniczen wykonanych badan w dyskusjach obu
prac oryginalnych. Dokladne oméwienie ograniczen pokazuje szeroka wiedze Doktoranta i po
raz kolejny wskazuje na Jego dojrzato$¢ naukowa.

W przedstawionej pracy doktorskiej Doktorant zacytowal 34 pozycje piSmiennictwa.
Dodatkowo w publikacjach stanowigcych podstawe pracy doktorskiej zacytowano
odpowiednio: 27, 23 i 35 pozycji pi$miennictwa. Doboér piSmiennictwa oceniam jako

wzorowy, zdecydowana wiekszo$¢ zacytowanych pozycji byla publikowana w ostatnich 10
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latach. Doktorant zacytowat wszystkie najwazniejsze pozycje pismiennictwa z omawianego

zagadnienia zaréwno z zakresu badan podstawowych jak i analiz klinicznych.

Whioski

Zwieficzeniem pracy jest 5 wnioskow logicznie wyptywajacych z przeprowadzonej w
3 publikacjach analizy:
1. Hipomagnezemia i hiperurykemia u dzieci z nefropatia HNF'B s niedoszacowane, co
wydaje sie mie¢ czesciowo zwiazek ze stosowanymi przez autorow wiekszosci prac
niewlasciwych wartoéci referencyjnych dla stgzenia magnezu i1 kwasu moczowego w
SUrowicy
2. Hipomagnezemia jest najczestszym zaburzeniem biochemicznym u dzieci z CAKUT
na podtozu mutacji HNFIB i jest jej silnym predyktorem
3. Hiperurykemia jest wcze$nie wystgpujgcym oraz relatywnie czgstym zaburzeniem
wystepujacym u dzieci z nefropatia HNFIB i przyczynowo zwigzanym z mutacjg tego genu.
Jednakze jej przydatnosé kliniczna w przewidywaniu mutacji genu HNF1B jest ograniczona.
4, Czynno$¢ nerek, frakcjonowane wydalanie kwasu moczowego oraz stgzenie PTH
maja najwickszy wplyw na stezenie kwasu moczowego u dzieci z CAKUT.
5 Ocena frakcjonowanego wydalania kwasu moczowego nie ma zadnej wartosci w
selekcji dzieci z CAKUT do diagnostyki molekularnej w kierunku mutacji ZNFI1B. Dalszych

badan wymaga okreslenie przydatnosci oceny PTH w prognozowaniu nefropatii na podtozu

mutacji tego genu.

Wartos¢é praktyczna pracy

Uzyskane wyniki 1 sformulowane na ich podstawie wnioski stanowia niezwykig
wartos¢ praktyczng. Wady wrodzone nerek i ukladu moczowego okreslane akronimem
CAKUT (congenital anomalies of kidney and urinary tract) stanowia najczgstsze, obok wad
ukladu krazenia, wrodzone nieprawidtowosci wykrywane u dzieci. U wigkszosci pacjentow z
CAKUT nie udaje si¢ zidentyfikowa¢ podloza genetycznego, nie ma tez koniecznosci
przeprowadzania badan genetycznych, poniewaz nie zmienia to postegpowania z chorym.
Inaczej jest w przypadku nosicieli mutacji HNFIB — wykrycie takiej mutacji nakazuje
przeprowadzenie badan diagnostycznych w kierunku nieprawidtowosei innych ukladow w
tym ukladu rozrodczego oraz objecie chorego opieka wielospecjalistyczna. Stad opracowanie
algorytmu, ktorzy pacjenci z CAKUT powinni by¢ poddani badaniu genetycznemu, ma

niezwykle znaczenie praktyczne. Opracowany i opublikowany przez Faguera 1 wsp. w roku
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2014 tzw. HNFIB score” nic uwzglednia specyfiki pediatrycznej, stad nie jest dobrym
narzedziem szczegdlnie u najmiodszych pacjentow. W oparciu o swoje wyniki Doktorant
proponuje ocene gospodarki magnezowej (st¢zenie magnezu w surowicy i frakcjonowane
wydalanie magnezu) jako tanie i powszechnie dostepne narzedzie pozwalajace wytypowac
kandydatéw do badania genetycznego. Jest to wiclka warto$¢ pracy Doktoranta, ktoéra
powinna zmienié praktyke kliniczng a by¢ moze takze rekomendacje towarzystw naukowych

dotyczace postepowania z dzie¢mi z CAKUT.

Podsumowanie

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa spetnia wymogi
stawiane pracom doktorskim w my$l ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym (Dz. U. 2018 poz. 1668). Praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Postawienie celéw, zaplanowanie badan, wykonanie pracy, z ktdrej wyciggnigto
istotne wnioski, §wiadcza o doskonatym opanowaniu warsztatu badawczego przez Doktoranta
oraz jednoznacznie demonstruja umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;
przez Doktoranta. Doktorant wykazal si¢ przy tym ogromng wiedza teoretyczng w dziedzinie
nefrologii dzieciecej a w szczeg6lnosci w zakresie fizjologii i patofizjologii cewki nerkowe;.
Szczegblna uwage zwracaja szczegblowa analiza gospodarki magnezowej w tej grupie
chorych oraz wytypowanie kryteriow biochemicznych, ktére moglyby postuzy¢ do
wyselekcjonowania pacjentéw, u ktorych nalezy wykona¢ badania molekularne. Praca
Doktoranta stanowi niezwykle udany przyklad przetozenia badan naukowych na praktyke
kliniczna.

Majgc na uwadze powyzsze przedkladam Wysokiej Radzie wniosek o dopuszczenie
lek. Marcina Kolbuca do dalszych etapow przewodu doktorskiego a ze wzgledu na szczegolne

walory pracy i jej nowatorski i pionierski a zarazem niezwykle praktyczny charakter wnosz¢ o

jej wyrdznienie.

dr hab n. med. Piotr Skrzypczyk

B

Katedra i Klinika Pediatrii i Nefrologii
Warszawski Uniwersytet Medyczny



