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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Marka Wojcika

Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej Pana mgr Marka Wojcika
jest: ,,Analiza zaleznosci genotyp fenotyp biochemiczny na podstawie parametrow
gospodarki wapniowo fosforanowej, metabolitow witaminy D, markerow obrotu
kostnego oraz skiadu ciata u pacjentow z podejrzeniem nadwrazliwosci na witamine D”

Promotor pracy: dr hab. n. med. Pawet Pludowski, prof. IPCZD
Zaktad Biochemii, Radioimmunologii i Medycyny Doswiadczalne]
Instytutu ,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka™ w \Warszawie

1) Ocena merytoryczna
a) trafno$¢ podjetej tematyki i jej oryginalnosc.

Witamina D od wielu lat wigzana jest z prawidtowy funkcjonowanie naszego ciafa,
ze szczegdlnym uwzglednieniem uktadu kostnoszkieletowego. Dobrze poznana jest rola
witaminy D w regulacji poziomu wapnia | fosforanow, ktore to majg kluczowe znaczenie dla
whasciwego dziatania tkanki kostnej, migsniowej, nerwowej, nabtonkowej, czy tez aktywnosci
uktadu immunologicznego. Pomimo udowodnionego zwiazku niedoboru witaminy D
z wystepowaniem oraz nasileniem sie objawow wielu chordb, takich jak krzywica czy
osteoporoza, jej zastosowanie w profilaktyce, czy tez w terapii, byio do niedawna w duzej
mierze ograniczone. Gtowny powodem byito potencjalne zagrozenie hiperkalcemia,
spowodowang podwyzszonym poziomem witamin D. Coraz wiecej jednak wiadomo
o mechanizmach wywotujgcych zalezng od witaminy D hiperkalcemi¢ i co istotne, wydaje sie,
ze kluczowa role odgrywajg w jej rozwoju inne czynniki, niz suplementacja witaming D.
Stopniowo tez zmienia si¢ wSrod lekarzy podejscie do witaminy D, na co wptywajg zapewne
zmiany w rekomendacjach oraz coraz jej wiekszej dostgpnosci na rynku. Tak, wiec rozprawa
doktorska mgr Marka Wojcika aqotyczaca znacznie witaminy D i jej metabolitow
u pacjentow z podejrzeniem nadwrazliwosci na te witamin, $wietnie wpisuje si¢ w nurt
najnowszych badan i przyczyni sig¢ zapewne do lepszego zrozumienia jej plejotropowego
charakteru.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Marka Wojcika zostata
orzygotowana w formie monografii, w tak zwanym ‘starym trybie” (Zgodnie z rozporzgdzeniem
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MNiSW z dnia 19 stycznia 2018 r; bedgcym nowelizacjg art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki).

Manuskrypt zawiera: 98 stron, w tym: 4 ryciny i 20 tabel. Zgodnie z informacjami podanym
przez autora (strony 79-80) wyniki przedstawione w ramach rozprawy zostaty juz czesciowo
opublikowane:

« Janiec A Halat-Wolska P, Obrycki t, Ciara E, Wojcik M et al. (2020) Long-term
outcome of the survivors of infantile hiperkalcemia with CYP24A1 and SLC34A1

mutations. Nephrol Dial Transplant;1-9: 10.1093
e Kowalska E. Rola R, Wojcik M, taszcz N et al (2021) Analysis of vitamin

D3metabolites in survivors of infantile idiopathic hyperkalcemia caused by CYP24A1
nutation or SLC34A1 mutation. J Steroid Biochem Mol Biol.; w druku.

Nalezy odnotowac, ze sg to wieloautorskie prace badawcze, w ktorych mgr Marek Waojcik byt
odpowiednio pigtym i trzecim autorem, a jego wktad w te badania nie zostat doktadnie

okreslony. Natomiast tematyk tych prac pokrywa sie z prezentowanymi wynikami w rozprawie
doktorskiej. Warto, réwniez dodac, ze prezentowane w pracy doktorskiej wynik uzyskano

w trakcie realizacji projektu badawczego UMO 2013/1 1/B//INZ4/03832.

b) ocena uzyskanych rezultatow

Gtownym celem prezentowanej rozprawy jest wieloparametrowa ocena stanu zdrowia
dzieci hospitalizowanych na oddziale lub przyjetych w poradni Instytutu ,Pomnik-Centrum
Z7drowia Dziecka” w Warszawie (IPCZD), u ktérych w okresie niemowlecym stwierdzono
hiperkalcemie (Ca>2,69 mmol/l) o nieznanej przyczynie, lub bedgcych pod opiekg poradni
IPCZD w latach 80-tych oraz 90-tych XX wieku z powodu wystapienia hiperkalcemi
idiopatyczne].

Rozprawa doktorska Pana mgr Marka Wojcika oparta jest o badania przeprowadzone
na grupie 67 0sOb Z udokumentowanymi epizodami hiperkalcemi idiopatyczne]
w dziecinstwie, ktorg porownano do dobrze dobranej grupy kontrolnej (n=83). Warto
podkreslic, ze skompletowanie tak licznej grupy badawczej, byto mozliwe dzigki witgczeniu
pacjentow IPCZD z okresu obejmujgcym ponad trzydziesci lat. O ile takie podej$cie umozliwito
zebranie tak licznej grupy badawczej, to z drugiej nalezy zatozy¢, ze na efekt pomiarow mOogt

mie¢ wptyw wiek badanego, czas od ostatniego epizodu hiperkalcemil, zastosowana terapia,
czy dziatania profilaktyczna. U wszystkicn uczestnikow badan wykonano szereg oznaczen

biochemicznych, pomiaréw densytometrycznych oraz badan genetycznych, majgcych na celu
ocene parametréow gospodarki wapniowo-fosforowej, markerow obrotu kostnego, metabolizmu

witaminy D, czy tez analizy antropometrycznej. Badania te miaty na celu stwierdzenie,
czy wystepowanie idiopatyczne) hiperkalcemii zwigzane jest z nadwrazliwo$cig na witamine D.

Wsrod najistotniejszych wnioskow wynikajgcych z przedstawionych badan, nalezy
wymienic:

1 Potwierdzono. ze u pacjentow z mutacjg CYP24A1 stosunek 25(0H)D3/24,25(0H)2D3
jest wiekszy niz w przypadku 0sOb bez mutaciji; natomiast sama stezenie 24 25(0OH)2D3
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jest nizsze u pacjentow Zz mutacja w porownaniu do 0sOb zdrowych, pacjentow
z hiperkalcemig bez stwierdzone| mutacji, oraz osob z mutacjg w genie SLC34A1.
Wynik ten wskazuje na zastosowanie tego parametru w diagnostyce hiperkalcemil
zwigzanie z mutacjg w genie CYP24A1.

- Osoby, z epizodem hiperkalcemii w wywiadzie, majg podwyzszone poziom witaminy D
(stezenie 25(0OH)D w surowicy oraz 1,25(0H)2D3), co jest szczegolnie widoczne
W grupie 0sob z mutacja w genie CYP24A1. Wynik ten sugeruje istnienie dodatkowych
czynnikbw wptywajacych na podwyzszenie stezenia 25(0OH)D w tej grupie pacjentow,
co wymaga za pewne dalszych badan.

~ Osoby, z epizodem hiperkalcemii w wywiadzie wykazywat wtasciwy poziomu wapnia
W surowicy, pomimo zaobserwowane| orzetrwatej hiperkalciurii. Efekt ten byt niezalezny
od obecnos$ci mutacji w genie CYP24A1.

. Przeprowadzone badania potwierdzity zahamowanie wydziatania PTH u pacjentow
z mutacja CYP24A1. Z drugiej strony zaobserwowano podwyzszone stezenia cystatyny
C. oraz zmiany profilu stezenia mocznika | kreatyniny, co moze miec znaczenie
kliniczne.

~ Przebycie w dziecinstwie epizodu hiperkalcemii nie wptywato na wartosci parametrow
antropomorficznych, z wyjatkiem masy tkanki ttuszczowej. Ciekawy jestem jak autor
interpretuje te obserwacje.

U os6b z zaburzeniami gospodarki wapniowo-fosforanowe]  obserwowano
zwiekszonego catkowity obrot kostny (zardbwno markeréw kosciotworzenia, jak resorpc]l
KOSCI).

Nalezy podkresli¢, ze praca jest bardzo obszerna i zawiera imponujacg ilo$¢ oznaczen
biochemicznych, a wyniki omowione sg w sposob systematyczny i rzetelny. Wydaje mi sie,
7e w tabelach przedstawiajgcych wyniki mogtyby sig znalezé wartosci referencyjne (sg one
opisane w Materiatach i metodach badawczych). Mam réwniez pytania dotyczgce grupy
badawczej. Czy brano pod uwage porg roku, kiedy przeprowadzono pomiary poziomu
metabolitéw witamin D? Czy brano pod uwage suplementacje | diete?

¢) poprawnoscé formalno-jezykowa, Stylistyczna i interpunkcyjna.

Rozprawa napisana jest poprawnie, chociaz zawiera sporo niescistosci, ktore byC moze

nie majg znaczenia merytorycznego dla samej pracy, ale wymagajg wyjasnienia | poprawy,
oto kilka przyktadow:
« Strona 5. Prof. A Windaus nie do konca dostat nagrody Nobla za witamine D,

w dziedzinie chemii w 1928 r. Nagrode przyznano bardziej ogolnie za prace nad
sterolami i ich zwiazkiem z witaminami. Natomiast warto bytoby w tym miejscu

wspomnieé, ze to Prof. Windaus opracowat | opatentowat metoda syntezy witaminy D,
co stato sie przetomem, jesli chodzi © orodukcje suplementow z witaming D.

Strona 5/6. Obie formy witaminy D (D2 i Ds3), nie mogg mie¢ takiego samego wzoru
sumarycznego C2sH43OH (raczej powinno by¢ C28H440), bo witamina D2 ma dodatkowg
grupe hydroksylowg i wigzanie podwojne, zresztg jest to opisane w nastgpnym zdaniu.
A wiec witamina D2 C2sH440, a D3 C27H440.

e Strona 6. Witamina D2 wystepuje u grzybow i glonow, ktore generalnie wedtug

najnowszej systematyki stanowig oddzielne krolestwa, natomiast rosliny produkuja
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raczej D3, chociaz tylko niektére i w matych ilosciach. Warto doda¢, ze lumisterol | jego
pochodne wykazujg aktywnos¢ biologiczng (Cell Biochem Biophys. 2020 Jun;78(2):160-
180).

e Strona 6. Lumisterol oraz tachysterol sg naturalnymi izomerami witamin D,
ktére generalnie powstajg podobnie jak witamin D w wyniku przerwania tancuch B
| to powstajg w podobnych ilosciach. Podwyzszona temperatura sprzyja izomeryzacjl
do witamin D. Natomiast nadmierna ekspozycja na UVB powoduje dalsze przemiany,
co prowadzi do powstawanie np. superasteroli.

e Strona 8. Cyp27A1 nie jest glownym enzymem bedgcym 25-hydroksylazg witamin D,
warto o tym pamietaé. Enzymem tym jest CYP2R1.

e Strona 9. Heterodimer VDR-RXR oddziatuje za posrednictwem 1,25(0OH)2D  ze
specyficznymi sekwencjami DNA." Miejsce wigzania witaminy D znajduje si¢ w iInne|
domenie VDR, niz miejsce wigzania do DNA.

» Strona 19. Glikortykosteroiddéw raczej glikokortykosteroidow

e Strona 23. ,Stezenie nastepujgcych parametrow’ raczej warto$ci parametréw lub
stezenie markerow.

e Strona 25. Warto bytoby stosowac¢ jedng nomenklaturg dotyczaca badania DXA, racze|
jest to technika densytometria dwuwigzkowa lub podwojnej wiazki promieniowania Rtg
— DEXA, oczywiscie sg to dwie wigzki o rozne] energil.

e Strona 34 i dalej ,nie odbiegaty znaczaco od wartoscl oczekiwanych w fizjologii.” Moze
lepiej wartosci fizjologicznych, a chyba najlepie) byto napisa¢ wartos¢ w granicach
normy lub wartosci referencyjnych.

e Strona 34. .nie roznity sie istotnie od wartosci zero” — o Jakg wartos¢ chodzi? Czy o
wartosé referencyjng czy o ,077

« Strona 53 i inne strony. Warto bytoby stosowac t¢ samg nomenkiature raz jest ilorazu
25(0H)D3 /24,25(0H)2D3, raz mowa jest o stosunku, a w tabeli 16 jest wspotczynnik R.

e Strona 60 — markera koéci otworzenia” czy chodzito 0 marker kosciotworzenia?

» Strona 85 - kidney function and function,” — powtorzenie.

Chciatbym podkreslic, ze niewielki btedy, ktore wymienitem, nie wptywaja
na ogolng ocene pracy i sg zrozumiate w orzypadku tak obszernego opracowania (blisko
100 stron).

2) Ocena metodologiczna
a) dobor literatury, umiejetnosci, wykorzystania zrodet

Praca mgr Marka Wéjcika zawiera 108 dobrze dobranych odnos$nikow literaturowych.
Niestety, prace z ostatnich 5 lat, stanowg tylko niewielkg cze$é cytowanej literatury. Natomiast
autor umiejetnie wykorzystuje literature ttumaczac skomplikowane interakcje oraz zaburzanie
gospodarki wapniowo-fosforanowe] lezgce u podstaw idiopatycznej hiperkalcemi.



b) poprawno$c¢ formutowania problemow i hipotez (zatozen badawczych).

Podjeta tematyka badawcza jest niezmiernie istota nie tylko z klinicznego punktu
widzenia, ale tez w wymiarze spotecznym. Od wielu Iat, bowiem toczy sie debata na temat
suplementacji witaming D w kontekscie dawkowania | potencjalnej toksycznosc. Przez ponad
50 lat, stosowanie witaminy D byto w duzej mierze ograniczone z uwagi na potencjalne efekty
uboczne, w tym wystgpienie hiperkalcemil, hiperkalciurii, czy kamicy nerkowej. W potaczeniu
z powszechnymi obawami przed ekspozycja na Swiatto stoneczne, brak odpowiednig]
suplementacji wywotat globalng pandemie deficytu witaminy D. Badania ostatnich lat, w tym
zaprezentowane w recenzowanej rozprawie, W pewnym sensie .odczarowuja” witamine D,
wskazujac, ze przyczyng rozwoju nadwrazliwosci na witamine D i wystepowanie idiopatyczne)
hiperkalcemii, nie jest jej nadmierna suplementacja, tylko moze mie¢ podtoze genetyczne.

¢) trafno$¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosc ich zastosowania.

Bardzo ciekawym i poniekgd wymuszonym przez dostepnoéé pacjentdéw, wydaje sig
orzeprowadzenie badan na dwoch grupach pacjentow: dzieci, u ktérych w trakcie diagnostyki
w IPCZD stwierdzono idiopatyczng hiperkalcemig, oraz mtodych dorostych, ktorzy w
dziecinstwie byli hospitalizowani wtasnie z tego powodu. Takie podejscie badawcze umozliwito
zarOwno ocene stanu pacjentow w trakcie epizodu hiperkalcemii, jak i odlegtych efektow,
liczonych w latach po hospitalizacji. Warte podkreslenia jest rowniez kompleksowosc badan,
a wiec potacznie analizy profili biochemicznych, oceng masy kostnej i sktadu ciata z badaniami
genetycznymi.

Rozdziat Materialy i metody badawcze zawiera opis poszczegolnych oznaczen

badanych markerow. Niestety, opis ten jest bardzo ogolny | w duzej mierze ogranicza sig
do wyjaénienia zasady dziatania danego testu, a nie konkretnego sposobu wykonania
oznaczen, ktéry umozliwitby ich powtérzenie. Nie do konca jest rowniez jasne, ktore

oznaczania wykonywat doktorant, a ktére laboratorium IPCZD lub inne podmioty. Najprostszg
i coraz czesciej stosowang metodg jest podawanie konkretnych nazw zestawow wraz

7z numerami katalogowymi oraz producentem, a nastepnie odniesienie metodyki do instrukcji
dotaczonej przez producenta.

Na zakonczenie chciatbym podkreslié, ze bardzo wysoko oceniam warsztat
badawczy zaprezentowany w pracy Pana mgr Marka Wojcika. Bardzo wiele prac niestety
ogranicza sie do wykonania kilku najprostszych oznaczen, a tylko taka kompleksowa analiza

oraz potaczenie analizy parametrow biochemicznych z badaniami genetycznymi pozwala na
wyciggniecie wtasciwych wnioskow.

d) poprawno$é uktadu pracy i struktury podziatu tresci.

Praca ma klasyczny ukiad, zawiera szczegotowy spis tresci, bardzo obszerny wstep
systematycznie wprowadzajgcy czytelnika w tematyke witaminy D. Wstep rozpoczyna sig od
rysu historycznego, a pdzniej omawia wszystkie istotne zagadnienia zwigzane z witaming D
(synteze, metabolizm, zrodta i deficyt). Szczegblnie istotne z punktu widzenia rozprawy S
rozwazania dotyczace przyczyn niedoboru oraz nadwrazliwosci na witamine D. Nastepnie,
praca zawiera do$¢ rozbudowany cel pracy, oraz wypunktowane trzy cele czastkowe. Kolejny

rozdziat opisuje materiaty i metody badawcze. W tym, miejscu warto zwroci¢ uwage na bardzo
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istotny dodatek (Rozdziat 3.4 Kryteria oceny parametréw biochemicznych), ktory jest
niezbedny do prawidtowej interpretac) wynikow. Jak juz wspominatem powyzej, szkoda,
7e wartosci referencyjne dla poszczegoélnych parametrow nie zostaly powtérzone w tabelach
z wynikami. Nastepnie umieszczone zostaty rezultaty, dyskusja oraz spis literatury. Dodatkowo
manuskrypt zawiera omowienie dwoch publikacil, ktore podobnie jak prezentowana do oceny
rozprawa doktorska, powstaty w ramach projektu badawczego (UMO 2013/11/B/INZ4/03832).
Manuskrypt uzupetniony jest o spis rycin | tabel. ale nie zawiera spisu skrotow, ktory za pewne
by sie przydat.

Praca jest przejrzysta, a ryciny i tabele sg czytelne. Dyskusja jest bardzo dojrzata,
a autor konsekwentnie w oparciu o dane literaturowe przedstawia wnikliwg analize uzyskanych
wynikow. Pracy zawiera bardzo cenny rozdziat Wnioski, ktéry w oémiu punktach podsumowuje
najwazniejsze osiggniecia przedstawione w pracy. Streszczenie jest stosunkowo dtugie |
ogranicza sie do omowienia wynikow, brakuje troszeczke podsumowania. Bardzo
zastanawiajacy sg wyniki dotyczgce osob z grupy badanej (z epizodem hiperkalcemii
w wywiadzie), ale bez mutacji CYP24A1 lub SLC34A1. Osoby te majg podwyzszony poziom
25(0H)D3 oraz 1,25(0OH)2Ds przy obnizonym poziomie 24 25(0OH)2D. Czy autor moze
zaproponowac jakas interpretacje tych wynikéw | co moze by¢ w te] gruple przyczyng
hiperkalcemii?

Chciatbym podkresli¢, ze wszystkie uwagi, pytania i sugestie zawarte w przedstawione)
recenzji, w zadnej mierze nie umniejszajq dokonan mgr Marka Wojcika oraz wysokie]
wartosci poznawczej prezentowanych wynikow, a raczej stanowig zachete do dalszej pracy
nad warsztatem badawczym oraz umiejetnosécig prezentacj wynikow.

3) wnioski koricowe (konkluzja).

Podsumowujac, monografia mgr Marka Wojcika oparta jest o bardzo dobrze
dobrang grupe badawcza, zestaw testow biochemiczny, pomiary skitadu ciata, oraz
badan genetycznych. Wyniki zostaty dobrze opisane i zilustrowane, a dyskusja w
bardzo konsekwentnie i wnikliwie omawia rezultaty badan w odniesieniu do dostepne]
literatury. Praca stanowi oryginale rozwiazanie problemu naukowego, a kandydat
wykazal sie zaréowno wiedzg jak | umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia pracy
badawczej. Uwazam, wiec ze przedstawiana do recenzji rozprawa doktorska spetnia
wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim, dlatego tez pozwalam sobie
przedstawi¢c Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka”,
wniosek o dopuszczenie magiStra Marka Wojcika do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Gdansk, dnia 08.11.2021 Prof. dr hab. Michat Zmijewski




