Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich we Wroclawiu

UNIWERSYTET MEDYCZNY

IM. PIASTOW SLASKICH WE WROCLAWIU

ROZPRAWA DOKTORSKA

lek. Mateusz Biela

Poszukiwanie nowych przyczyn choréb
neurodegeneracyjnych u noworodkow i dzieci za pomoca

technik sekwencjonowania nast¢pnej generacji

promotor: prof. dr hab. n. med. Robert Smigiel

Wroclaw 2022



Niniejsza praca powstala w ramach projektu naukowego pt.: “Searching for new causes of
severe progressing neurometabolic diseases in newborns and infants hospitalized in intensive
care units by application of rapid whole exome sequencing” finansowanego ze $rodkow
Ministerstwva Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w Programie ‘“Regionalna Inicjatywa

Doskonato$ci” na podstawie umowy nr 016/RID/2018/19.



SERDECZNIE DZIEKUJE
PANU PROF. DR HAB. N. MED. ROBERTOWI SMIGLOWI
ZA CALA OKAZANA ZYCZLIWOSC I CIERPLIWOSC, NIEUSTANNA MOTYWACIJE
DO PRACY NAUKOWEJ, A PRZEDE WSZYSTKIM ZA PRZYJECIE POD SKRZYDLA,
NIE TYLKO NAUKOWE

DZIEKUJE
PANU PROF. DR HAB. N. MED. RAFALOWI PLOSKIEMU
ORAZ
PANI DR N. MED. MALGORZACIE RYDZANICZ
ZA NIEOCENIONA WSPOLPRACE NAUKOWA, BEZ KTOREJ NINIEJSZA PRACA
BY NIE POWSTALA ORAZ ZA WSZYSTKIE CENNE WSKAZOWKI

DZIEKUJE
PANI DR RENACIE SIERZANT
ZA CALA OKAZANA POMOC PRZY REALIZACIJI PROJEKTU,
DZIEKI KTOREMU MOZLIWE BYLO WYKONANIE BADAN

NAJSERDECZNIEJSZE PODZIEKOWANIA SKEADAM
MOJEJ ZONIE HANI
ZA CALE OKAZANE WSPARCIE, WYROZUMIALOSC I OBECNOSC
ORAZ MOIM SYNOM ADASIOWI | ANTOSIOWI,
KTORZY WNOSZA CODZIENNIE RADOSC W ZYCIE



SPIS TRESCI

Wykaz publikacji stanowigcych rozprawe doktorska
Streszczenie
Summary
Wprowadzenie
Cele i zalozenia pracy
Metody
6.1. Analiza WES
6.1.1 Przygotowanie i sekwencjonowanie bibliotek catoeksomowych
6.1.2 Analiza danych i priorytetyzacja wariantow
6.1.3 Badania rodzinne
Publikacje Cyklu Doktorskiego
7.1.  Publikacja 1
7.2.  Publikacja 2
7.3.  Publikacja 3

8. Dyskusja

8.1.  Zidentyfikowane warianty w badaniu WES

8.2.  Pacjenci z wrodzong wada metabolizmu

8.3.  Smiertelno$é

8.4.  Wplyw wyniku molekularnego na dalsze postgpowanie

8.5.  Opracowanie algorytmu diagnostycznego

9. WnhioskKi
10. Bibliografia
11. Zataczniki

11.1. Dorobek naukowy doktoranta

11.2. Oswiadczenia o wspotautorstwie

12
16
17
18
18
18
19
20
20
36
47
55
55
58
59
59
61
63
71
73
73
77



1. WYKAZ PUBLIKACJI STANOWIACYCH ROZPRAWE DOKTORSKA

Niniejszy cykl obejmuje trzy prace (w tym dwie pierwszoautorskie i jedng
drugoautorskg z rownym wkladem jak pierwszy autor) o tgcznym IF: 10,520 i punktacji
MNiISW: 310.

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive
care unit. Robert Smigiel *, Mateusz Biela *, Krzysztof Szmyd, Michal Bloch, Elzbieta
Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak, Piotr Gasperowicz, Joanna Kosinska, Matgorzata
Rydzanicz, Piotr Stawinski, Anna Biernacka, Marzena Zielinska, Waldemar Gotebiowski,
Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Glowska, Wojciech Walas, Barbara Krolak-
Olejnik, Pawel Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sgsiadek, Rafal Ploski.
J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

IF: 4,241
Pkt MNiSW: 140,00

2. Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing
encephalopathy with cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review.
Mateusz Biela*, Malgorzata Rydzanicz*, Krystyna Szymanska, Karolina Pieniawska-
Smiech, Aleksandra Lewandowicz-Uszynska, Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, Matgorzata
Kuzior-Plawiak, Pawet Szyld, Aleksandra Jakubiak, Leszek Szenborn, Rafat Ploski, Robert
Smigiel. Mol.Genet.Genomic Med. 2021 Vol9 no.9 artel772 [9 s], DOI:
10.1002/mgg3.1772

IF: 2,183
Pkt MNiSW: 70

3. Further delineation of developmental delay with gastrointestinal, cardiovascular,
genitourinary, and skeletal abnormalities caused by ZNF699 gene mutation. Mateusz Biela,
Matgorzata Rydzanicz, Agnieszka Jankowska, Agnieszka Szlagatys-Sidorkiewicz, Anna
Rozensztrauch, Rafat Ploski, Robert Smigiel. Genes 2022 Vol.13 no.2 art.168 [6 s.], ryc.,
bibliogr. 7poz., summ. DOI: 10.3390/genes13020168.

IF: 4,096
Pkt MNiSW: 100

*rowny wklad w prace



2. STRESZCZENIE

Wstep: Rozprawa doktorska sklada si¢ z cyklu trzech publikacji, w ktorych
przedstawiono wyniki badan sekwencjonowania caloeksomowego (whole-exome sequencing,
WES) w trybie pilnym, przeprowadzonych u pacjentow pediatrycznych z podejrzeniem
ciezkiej 1 postepujacej choroby neurodegeneracyjne;.

Choroby neurodegeneracyjne to grupa wrodzonych lub nabytych choréb ukladu
nerwowego, w ktorych obserwuje si¢ postepujace uszkodzenie komorek nerwowych.
Stanowig one powazne wyzwanie zarowno kliniczne 1 naukowe, jak réwniez spoleczne
1 ekonomiczne, zwlaszcza w grupie pacjentow pediatrycznych. Do  chorob
neurodegeneracyjnych nalezg rowniez choroby neurometaboliczne (zaliczane do wrodzonych
wad metabolizmu). Pomimo rozwoju technik badawczych, nadal u ponad 50% pacjentow
z postepujacymi objawami neurologicznymi nieznana jest ich etiologia. Przypuszcza sig, ze
glowng role w patomechanizmie tych niezidentyfikowanych czynnikow peinig czynniki
genetyczne. Okolo 1600 fenotypow chordb czlowieka opisanych w bazie OMIM ma
nieokreslong etiologie molekularng. Okoto 1500 znanych genéw cztowieka ma nieznang
funkcje i ich dysfunkcja nie jest skojarzona z zadng chorobg czlowicka. Czgsto choroby
neurodegeneracyjne maja naglty poczatek i1 postepujg gwaltownie prowadzac nierzadko do
zgonu we wczesnym okresie niemowlgcym bez wzgledu na zastosowane leczenie. Pomimo
postepu medycyny znaczgca wigkszo$¢ chorob neurodegeneracyjnych pozostaje bez
mozliwosci leczenia. Wraz z postgpem medycyny pojawiajg si¢ innowacyjne opcje
terapeutyczne, jednak zawsze najlepsze efekty leczenia uzyskuje si¢ przy jego zastosowaniu
jeszcze w okresie przedobjawowym lub skapoobjawowym, co wymaga wczesnej
diagnostyki.

Cele: Glownymi celami pracy doktorskiej byty: 1) Identyfikacja nowych czynnikow
genetycznych w etiologii gwalttownie postepujacych chordb neurodegeneracyjnych przy
wykorzystaniu technologii badan genomowych uwzgledniajacych badanie sekwencjonowania
caloeksomowego (WES) w trybie pilnym (rapid-WES) oraz ewentualnie badanie
mikromacierzy CGH (aCGH) u pacjentow z wspotistniejacymi wrodzonymi wadami
rozwojowymi; 2) Proba okre$lenia zwigzku migdzy wariantem pojedynczego nukleotydu
a wynikiem Kklinicznym (korelacja genotyp-fenotyp); 3) Opracowanie algorytmu
diagnostycznego u noworodkow 1 niemowlat z cigzkimi i szybko postepujacymi
zaburzeniami neurodegeneracyjnymi w Oddziatach Intensywnej Terapii z zastosowaniem

badania rapid-WES.



Material i metody: Aby zrealizowaé zatozone cele w pracy doktorskiej pozyskano
grant naukowy dla doktorantow (finansowany ze srodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego w Programie “Regionalna Inicjatywa Doskonalo$ci” na podstawie umowy nr
016/RID/2018/19), ktérego kierownikiem byl promotor niniejszej rozprawy doktorskiej —
prof. dr hab. n. med. Robert Smigiel.

Do badania zakwalifikowano 57 pacjentow z wybranych miast Polski (Wroclaw,
Opole, Gdansk, Warszawa, Bydgoszcz). U pacjentow tych wystapito nagte pogorszenie stanu
neurologicznego 0 postgpujacym przebiegu bez ustalonej przyczyny, i u ktorych
podejrzewano chorobe uwarunkowang genetycznie oraz, ktorzy przebywali na oddziatach
intensywnej terapii dla noworodkéw lub dzieci. Kwalifikowano pacjentow wg. kryteriow
wlaczenia 1 wylaczenia przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskie;.
U zakwalifikowanych pacjentdw 1 ich rodzicow zostala pobrana krew na EDTA, ktora byta
transportowana do Zaktadu Genetyki Medycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego,
gdzie po izolacji DNA byto wykonywane badanie WES.

Wyniki: W badanej populacji chlopcy stanowili 45,6% (26/57), srednia wieku w
momencie wigczenia do badania wynosita 6,5 miesigca, @ mediana wieku wynosita 80 dni.
Najmlodszy pacjent byt zakwalifikowany w pierwszej dobie zycia, za$ najstarszy proband w
wieku 3 lat 1 7 miesigcy. Wskaznik $miertelnosci ww. grupie pacjentow wynosit 45,6%
(26/57). Sredni czas oczekiwania na wynik rapid-WES wynosit 14 dni (bez weryfikacji
wariantow u rodzicow).

Sposrod ww. 57 pacjentow, u 41 (71,9%) postawiono diagnozg¢ po wykonaniu badania
WES. U pozostatych dzieci nie znaleziono wariantow patogennych badz potencjalnie
patogennych w eksomie, co z duzym prawdopodobienstwem wykluczylo podloze
monogenowe choroby. Zidentyfikowano mutacje w 35 genach. U pigciu pacjentow wykazano
mutacje w genie SCO2 oraz u dwoch pacjentow mutacje w genie MTFMT. 32 z 35
zidentyfikowanych wariantow zostalo juz wczedniej opisanych w literaturze jako warianty
patogenne lub prawdopodobnie patogenne. U trojki dzieci zidentyfikowano warianty
w genach, ktorych funkcje byly wcze$niej znane, ale nie powigzano ich dotychczas z zadng
chorobg u cztowieka: DCAF5, NARS1 i NFASC.

Szes¢ gendw zashuguje na szczegdlng uwage :

1) wariant ¢.2267G>A w genie ATP1A3 powigzanym z chorobag o nowym fenotypie
niedostatecznie poznanym

2) wariant w genie ZNF699 bedacy przyczyng nowej choroby, opisanej po raz pierwszy
w 2021 r.



3) homozygotyczny wariant w genie NFASC, jest pierwszym opisanym przyktadem defektu
genetycznego glejowych izoform NFASC u ludzi, czyli nowa cigzka choroba obwodowego
I centralnego uktadu nerwowego
4) wariant w genie DCAF1, ktory ma zerowg czesto$¢ wystepowania we bazach danych
5) warianty w genie NARS1, ktore maja zerowg czesto$¢ wystepowania we bazach danych
6) dwa warianty w genie TRMT10C - uszkodzenie produktu tego genu zaburza proces
fosforylacji oksydacyjnej, dotychczas opisano w literaturze jedynie 3 pacjentow z ta mutacja.
Whnioski: Rapid-WES jest skutecznym i skracajagcym czas diagnostyki badaniem
u noworodkow 1 dzieci przebywajacych na oddziatach intensywnych terapii, u ktorych
wystepuja niejednorodne 1 cigzkie objawy choroby neurodegeneracyjnej. W tej specyficzne;]
grupie pacjentéw, w ktorej brak diagnozy wptywa niekorzystnie na rokowanie, w ktorej liczy
si¢ czas, a mozliwos$ci diagnostyczne sg czesto ograniczone ze wzgledu na wiek 1 cigzki stan
pacjenta, nalezy rozwazy¢ badanie rapid-WES jako badanie z wyboru. Szerokoprzepustowe
badanie WES jest rowniez narzedziem naukowym do identyfikowania nowych przyczyn

molekularnych chorob neurodegeneracyjnych u cztowieka.

Stowa Kkluczowe: choroby neurodegeneracyjne, wrodzone wady metabolizmu,
sekwencjonowanie nast¢gpnej generacji, sekwencjonowanie catego eksomu, oddziat

intensywnej terapii noworodkoéw, oddziat intensywnej terapii dzieci, diagnoza



3. SUMMARY

Introduction: The doctoral dissertation consists of a series of three publications
presenting the results of whole-exome sequencing (WES) studies conducted in pediatric
patients suspected of having a severe and progressing neurodegenerative disease.

Neurodegenerative disorders are a group of congenital or acquired diseases of the
nervous system in which there is progressive damage of the nerve cells. They constitute
a serious clinical, scientific as well as social and economic challenge, especially in the group
of pediatric patients. Neurodegenerative diseases also include neurometabolic diseases
(classified as congenital defects of metabolism). Despite the development of research
techniques, etiology is still unknown in more than 50% of patients with progressive
neurological symptoms. It is assumed that genetic factors play a major role in the
pathomechanism of these unidentified disorders. About 1600 phenotypes described in OMIM
database still have an unknown molecular basis. Moreover, over 1500 of human genes have
unknown function and have not been associated with any human disease. Quite frequently,
neurodegenerative diseases have a sudden onset and progress rapidly, often leading to death
in early infancy, regardless of the provided treatment. Despite the progress of medicine, the
vast majority of neurodegenerative diseases remain incurable. With the advancement of
medicine, innovative therapeutic options appear, but the best treatment results are always
obtained when it is used in the presymptomatic or oligosymptomatic period, which requires
early diagnosis.

Aims: The main objectives of the doctoral dissertation have been: 1) Identification of
new genetic causes in the etiology of severe and rapidly progressing neurodegenerative
conditions using contemporary high-throughput technologies including whole exome
sequencing — WES in its rapid mode (rapid-WES). Array comparative genomic hybridization
(aCGH) was additionally performed for patients with coexisting congenital malformations; 2)
Attempt at determining the relationship between a single gene variant and the clinical
outcome (genotype-phenotype correlation); 3) Development of a diagnostic algorithm in
newborns and infants with severe and rapidly progressing neurodegenerative disorders in the
Intensive Care Units with the application of rapid-WES;

Materials and methods: In order to achieve the assumed goals in the Doctoral
Thesis, a research grant was obtained for doctoral students (financed from the funds granted

by the Ministry of Science and Higher Education in the Regional Initiative of Excellence



program for the years 2019-2022, project number 016/R1D/2018/19), the supervisor of which
was the promoter of this doctoral dissertation - prof. Robert Smigiel, MD.

Fifty-seven patients from different parts of Poland (Wroclaw, Opole, Gdansk,
Warsaw, Bydgoszcz) were enrolled in to the study. These were patients who experienced an
acute and progressive deterioration of health for no apparent reason and/or where hospitalized
in Newborn or Pediatric Intensive Care Units. Patients were qualified according to the
inclusion and exclusion criteria presented in this Doctoral Thesis. The qualified patients and
their parents had blood collected for EDTA, which was sent to the Department of Medical
Genetics (Medical University of Warsaw), where rapid-WES was performed and interpreted.

Results: In the studied population, males constituted 45,6% (26/57), the mean age at
study entry was 6.5 months, and the median age was 80 days. The youngest patient was
qualified in the first day of life, and the oldest proband was enrolled at the age of 3 years and
7 months. The mortality rate was 45,6 (26/57). The average time for the rapid-WES result
was 14 days.

Among the fifty-seven patients in total 41 (71.9%) received a diagnosis after
performing rapid-WES. In the remaining children, pathogenic variants were not found in the
exome, which most likely excludes the genetic basis of the disease in these children.
Mutations in 35 genes were identified, five patients had mutations in the SCO2 gene and two
in the MTFMT gene. 32 out of 35 mutations have already been previously described as
pathogenic or possibly pathogenic. Mutations in genes whose functions were previously
known but not associated with any disease were identified in three children: DCAFD5,
NARSZ1and NFASC.

Six mutations deserve special attention:

1) ¢.2267G>A in the ATP1A3 gene causing a disease with a new phenotype, still poorly
described;

2) mutation in the ZNF699 gene which causes a new described (April 2021) disease

3) the homozygous variant in the NFASC gene is the first described example of a genetic
defect of the NFASC glial isoforms in humans, a new severe disease of the peripheral and
central nervous system.

4) a variant in the DCAF1 gene with a zero frequency of occurrence in databases

5) two variants in the NARS1 gene, which have a zero frequency of occurrence in databases

6) two variants in the TRMT10C gene, damage of the gene product disrupts the process of

oxidative phosphorylation, so far described in only 3 patients in the international literature
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Conclusions: Rapid-WES is an effective and time-saving diagnostic tool for infants
and children in ICUs who present heterogeneous and severe symptoms. In this specific group
of patients, where there is no time to lose and the diagnostic options are often limited because
of the patient’s age and severe condition, rapid-WES should be considered even as a first-tier
test. The wide-throughput WES study is also a scientific tool to identify new molecular

causes of neurodegenerative diseases in humans.
Key words: neurodegenerative diseases, inborn errors of metabolism, next generation

sequencing, whole exome sequencing, neonatal intensive care unit, pediatric intensive care

unit, diagnosis
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4. WPROWADZENIE

Niemal wszystkie choroby uwarunkowane genetycznie naleza do chordb rzadkich,
ktére definiuje si¢ jako choroby wystepujace z czgsto$cia mniejsza niz 1 na 2000
mieszkancoéw (inaczej 5 na 10,000) [1]. Czestos¢ wystepowania niektérych choréob wynosi
1:50 tysigcy lub rzadziej — wtedy nazywamy je chorobami ultrarzadkimi [2]. Zdefiniowano
blisko 8 tys. chorob rzadkich, i wcigz ta lista si¢ wydluza (www.orpha.net) — co tydzien
opisuje si¢ nowe choroby rzadkie bedace przyczyng zaburzen rozwojowych u ludzi [3].
Choroby rzadkie majg roznorodne objawy, postepujacy przebieg i czgsto niepomySlne
rokowanie. Choroby te obejmuja zespoly wad rozwojowych, niepelnosprawnos¢
intelektualng, choroby neurologiczne, metaboliczne, onkologiczne, kardiologiczne,
nefrologiczne, endokrynologiczne, immunologiczne, gastrologiczne, hematologiczne,
reumatologiczne, okulistyczne, laryngologiczne, dermatologiczne, psychiatryczne, choroby
kosci 1 stawdw zarowno u dzieci jak 1 u dorostych.

Choroby rzadkie u dzieci w 65% maja cigzki przebieg prowadzac do zgonu
w pierwszym roku zycia w 35% przypadkow. Choroby rzadkie ujawniaja si¢ u dzieci przed
2 rokiem zycia w 70%, polowa z nich daje juz objawy juz przy urodzeniu lub okresie
wczesnodziecigcym, natomiast w  50% towarzyszy 1im opdzZnienie W Tozwoju
psychoruchowym 1 intelektualnym, znacznie uposledzajac jako$¢ zycia pacjenta 1 jego
rodziny [4].

Choroby neurodegeneracyjne to grupa wrodzonych lub nabytych choréb ukiladu
nerwowego objawiajagcych si¢ postepujacym uszkodzeniem komorek nerwowych [5].
Stanowig one powazne wyzwanie zarowno kliniczne i1 naukowe, jak réwniez spoleczne
1 ekonomiczne, zwlaszcza w grupie pacjentdow pediatrycznych. Do  chordb
neurodegeneracyjnych nalezg rowniez choroby neurometaboliczne (zaliczane do wrodzonych
wad metabolizmu).

Wrodzone wady metabolizmu (WWM) naleza do chordob genetycznie
uwarunkowanych, w ktorych wrodzony deficyt enzymu prowadzi do zaburzenia
W konkretnym szlaku metabolicznym. Sa wazng przyczyng proceséw neurodegeneracyjnych,
a w ujeciu epidemiologicznym stanowig do 60% postepujacego pogorszenia stanu
neurologicznego [6]. Opisano ponad tysiagc WWM, wszystkie naleza do choréb rzadkich.
Diagnostyka wielu z nich jest skomplikowana i oparta na badaniach specjalistycznych
dostepnych tylko w referencyjnych laboratoriach. Czg¢sto jej podstawe stanowig nowoczesne

badania molekularne jak NGS (ang. next-generation sequencing). Wiekszos¢ WWM
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dziedziczona jest w sposob autosomalnie recesywny, jednakze opisuje si¢ takze inne
mechanizmy dziedziczenia — sprzgzony z chromosomem X, autosomalnie dominujacy czy
mitochondrialny.

Defekt metaboliczny w WWM najczesciej dotyczy wszystkich komorek i tkanek w
organizmie (objawy wielonarzadowe), jednakze gtdwna manifestacja choroby zwigzana jest z
narzagdem lub narzadami, dla ktérych wilasciwa funkcja danego szlaku metabolicznego jest
szczegOlnie istotna. Przykladem moze by¢ manifestacja neurologiczna zwigzana
z dzialajacym toksycznie na OUN nadmiarem substratu, ktory nie jest zmetabolizowany (np.
fenyloalanina i jej metabolity w nieleczonej fenyloketonurii), albo brakiem produktu reakcji
z dysfunkcja enzymu (np. biotyny w nieleczonym deficycie biotynidazy).

Pomimo rozwoju technik badawczych nadal u ponad 50% pacjentow z postgpujacymi
objawami neurologicznymi nieznana jest etiologia objawow. Przypuszcza sie¢, ze gldwng role
w patomechanizmie tych niezidentyfikowanych czynnikow peinig czynniki genetyczne.
Okoto 1600 fenotypéw choréb cziowieka opisanych w bazie OMIM ma nieokreslong
etiologie molekularng [7,8]. Okoto 1500 znanych genéw cztowieka ma nieznang funkcje i ich
dysfunkcja nie jest skojarzona =z zadng chorobg czlowieka. Czesto choroby
neurodegeneracyjne maja naglty poczatek 1 gwaltownie postepuja prowadzac nierzadko do
zgonu we wczesnym okresie niemowlgcym bez wzgledu na zastosowane leczenie. Pomimo
postepu medycyny znaczgca wigkszo$¢ chorob genetycznych pozostaje bez mozliwosci
leczenia. Wraz z postepem medycyny pojawiajg si¢ innowacyjne opcje terapeutyczne (jak w
ceroidolipofuscynozie 2 — CLN2), jednak zawsze najlepsze efekty leczenia uzyskuje sie przy
jego zastosowaniu jeszcze w okresie przedobjawowym lub skgpoobjawowym, co wymaga
wczesnej diagnostyki. Poszukujac przyczyny zaburzen neurorozwojowych, szczegdlnie
0 postepujacym przebiegu, lekarzowi zalezy przede wszystkim za zidentyfikowaniu choroby
z mozliwoscig zastosowania celowanej lub wspomagajace;j terapii.

Nicodtgcznym problemem zwigzanym z chorobami genetycznymi, w tym
z chorobami neurodegeneracyjnymi jest tzw. ,,odyseja diagnostyczna”. Ze wzgledu na
wysoka heterogenno$¢ 1 zmienno$¢ fenotypowa tych chordb, diagnostyka pacjentow jest
czgsto wieloletnia, kosztowna i1 wigzg si¢ czgsto z licznymi 1 inwazyjnymi procedurami.
U czes$ci pacjentow poczatek choroby bywa nagly z piorunujacym przebiegiem. Pacjenci sa
hospitalizowani najcze$ciej na oddziatach intensywnej terapii noworodkoéw lub dzieci, gdzie
pomimo stosowanego leczenia ich stan wciaz si¢ pogarsza — w takich sytuacja niezbgdna jest
szybka 1 szeroka diagnostyka genetyczna, ktora obejmuje roéwniez prawie wszystkie

wrodzone wady metabolizmu.

13



Ludzki genom zostal ostatecznie poznany w 2003 r., za$§ koszt Jego
zsekwencjonowania wynosit 2,7 miliarda USD [9]. Przez kolejne lata koszt
sekwencjonowania catego genomu byt nieprawdopodobnie wysoki (w 2006 r. wynosit on 20-
25 milionéw USD), co uniemozliwialo jego wykorzystanie w praktyce klinicznej. Jednak od
2008 roku, kiedy to sekwencjonowanie nast¢pnej generacji zostalo powszechnie stosowane w
nauce koszty badan zaczely sig¢ istotnie obniza¢ [10].

NGS jest wysokoprzepustowa metoda sekwencjonowania pozwalajagca na
sekwencjonowanie milionow czastek DNA jednoczesnie. Zrewolucjonizowalo ono badania
nad genomem czlowieka oraz przyczynilo si¢ do ogromnego post¢pu w dziedzinie genetyki
medycznej. Trzy najbardziej rozpowszechnione opcje wykorzystania techniki NGS to
sekwencjonowanie panelowe (panel genow dedykowany danemu problemowi klinicznemu
np.: kardiomiopatia, czy padaczka lub grupie schorzen np.: RAS-0-patie, genodermatozy),
sekwencjonowanie calego genomu (WGS, ang. whole-genome sequencing) lub jego czesci
kodujgcej — czyli sekwencjonowanie catego eksomu (WES, ang. whole-exome sequencing).

WES jest badaniem ukierunkowanym na poznanie czesci kodujacej ludzkiego
genomu, zwanej eksomem, ktory stanowi ok. 1-3% calosci. W genomie ludzkim znajduje si¢
ok. 22 000 genow, ktore sktadaja si¢ fgcznie ze 180 000 eksondéw [11,12]. Wiekszos¢
wariantow  genetycznych odpowiedzialnych za choroby o podlozu genetycznym
zlokalizowanych jest w eksonach lub w ich bliskim sgsiedztwie (okoto 85%).

Niniejszy cykl, stanowiacy prace doktorska, zawiera publikacje, ktorych gldéwnym
celem badawczym byta identyfikacja zmian genetycznych u dzieci z podejrzeniem choroby
neurodegeneracyjnej o ciezkim przebiegu. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem
sekwencjonowania caloeksomowego w trybie pilnym. Wszystkie prace powstaly w ramach
projektu naukowego dla doktorantow, kierowanego przez promotora niniejszej pracy — prof.
dr hab. Roberta Smigla — ,,Searching for new causes of severe progressing neurometabolic
diseases in newborns and infants hospitalized in intensive care units by application of rapid
whole exome sequencing” - finansowanego z projektu : ,Uniwersytet Medyczny we
Wroclawiu jako Regionalny O$rodek Doskonalosci w dziedzinie nauk medycznych i nauk
o zdrowiu” w ramach Dzialania Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego pn.
"Regionalna Inicjatywa Dziatania". (016/RID/2018/19).

Uzyskano dwie pozytywne opinie (jedna przy wszczeciu Przewodu Doktorskiego,
druga dla ww. Projektu) Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu
na przeprowadzenie badan (Nr KB-430/2018 oraz Nr KB — 370/2020).

Poza aspektem medycznym i spotecznym, jakie niesie ze sobg rozpoznanie chordb
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neurodegeneracyjnych u noworodkéw i niemowlat, poszukiwanie przyczyn tych chorob,
ktorych przebieg kliniczny jest cigzki i postgpujacy oraz niejednokrotnie $miertelny, ma
roOwniez znaczenie naukowe dla wlasciwego zrozumienia etiologii i mechanizméw
patofizjologicznych chordb neurodegeneracyjnych, jak réwniez znaczenie poznawcze
w aspekcie odkrywania nowych i redefiniowania znanych choréb u czlowieka.

W niniejszej pracy doktorskiej podjeto dang tematyke badawcza w celu wyjasnienia
nieznanych dotychczas przyczyn i mechanizmow ostrych i gwaltownie postepujacych chordb
neurodegeneracyjnych. Pozwoli to na lepsze zrozumienie biologii czlowieka. Wykonane
badania wraz z ich metodologia (uzycie badania rapid-WES jako badania pierwszego wyboru
w okreslonych sytuacjach klinicznych) byly pierwszym tego typu badaniami
przeprowadzonymi w Polsce, a jego wyniki majg zardwno znaczenie poznawcze jak

i praktyczne.
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5. CELE I ZALOZENIA PRACY DOKTORSKIEJ

Gléwnymi celami badan w ramach pracy doktorskiej byty:
1. Identyfikacja nowych czynnikow genetycznych w etiologii gwattownie postepujacych
choréb neurodegeneracyjnych przy wykorzystaniu technologii badan genomowych
uwzgledniajacych badanie sekwencjonowania catoeksomowego (WES) w trybie pilnym

(rapid-WES).

2. Proba okres$lenia zwigzku migdzy wariantem pojedynczego nukleotydu a wynikiem

klinicznym (korelacja genotyp-fenotyp).
3. Opracowanie algorytmu diagnostycznego u noworodkow i1 niemowlat z cigzkimi 1 szybko

postepujacymi zaburzeniami neurodegeneracyjnymi w Oddzialach Intensywnej Terapii

Noworodkow i Dzieci z zastosowaniem badania rapid-WES;
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6. METODY

Aby zrealizowaé zalozone cele w pracy doktorskiej uzyskano grant naukowy dla
doktorantéw. Realizacja projektu przebiegala w czterech etapach (etapy I-III przebiegaty

jednoczasowo, dla kazdego probanda indywidualnie):

| — rekrutacja pacjentow do badania.
W tym celu nawigzano kontakt z oddzialami intensywnej terapii noworodkow 1 dzieci
w wybranych miastach w Polsce oraz z lekarzami specjalistami z zakresu genetyki klinicznej,
chorob metabolicznych 1 neurologii, ktorzy konsultowali pacjentow ww. oddziatach

i wysuwali podejrzenie choroby o podiozu genetycznym; zglaszanych kandydatow do

badania kwalifikowano wg. ustalonych kryteriow wlaczenie 1 wylaczenia (tabela 1.)

Tabela 1 Kryteria wlaczenia i wylaczenia do badania.

Kryteria wlaczenia (wszystkie | Kryteria wylaczenia (przynajmniej jedno z
wymienione) wymienionych)

Noworodek lub niemowle w cigzkim stanie | obecnos¢ objawodéw sugerujacych konkretne,
0golnym, z ostrymi objawami | znane zespoly genetyczne mozliwe do

neurologicznymi o naglym poczatku, ktérych
przyczyna jest nieznana; uwzgledniane sa
roOwniez nastgpujace sytuacje kliniczne:
choroby metaboliczne o nieznanym podtozu;
cigzka niewydolno$¢ wielonarzadowa o
nieustalonej etiologii,  zwlaszcza w
przypadku braku odpowiedzi na standardowe
leczenie; ciezkie wady wrodzone, ktore nie
mozna powigza¢ z zadnym znanym
zespotem; inne niewyjasnione i nagle stany
ostre.

zdiagnozowania standardowymi metodami
diagnostycznymi (np. zespot Smitha-Lemli-
Opitza lub wrodzona wada metaboliczna
zdiagnozowana w badaniu przesiewowym
noworodkow — tandem MS)

wywiad przed- i okotoporodowego wskazuje
na chorobe o podlozu innym niz genetyczna
i/lub jest to potwierdzone wynikami
laboratoryjnymi / badaniami obrazowymi

Swiadoma i pisemna zgoda obu rodzicow na
pobranie krwi i badania genetyczne u dziecka
i ich samych.

brak zgody jednego z rodzicOw probanda na
pobranie krwi 1 wykonanie badan
genetycznych

Il — wykonywanie badania do

mikromacierzy

(aCGH) (tylko u pacjentow

z wspolistniejagcymi wrodzonymi wadami rozwojowymi),

1l — wykonanie badanie rapid-WES w pozostalej grupie pacjentow oraz u pacjentow,

u ktorych badanie aCGH nie wykazato przyczyny choroby,
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IV - podsumowanie i analiza wynikow, okreslenie korelacji genotypowo-fenotypowych,

opracowanie algorytmu diagnostycznego.

Materialem do badan bylo DNA wyizolowane z limfocytow z krwi zylnej pobranej do
probéwek z EDTA od pacjentdw jak i obojga rodzicow.

Badania WES wykonano w Zakladzie Genetyki Medycznej Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego (kierownik prof. dr hab. n. med. Rafat Ploski).

6.1 Analiza WES

6.1.1 Przygotowanie i sekwencjonowanie bibliotek caloeksomowych

Sekwencjonowanie catego eksomu wykonano na probkach DNA probandow
izolowanych z krwi obwodowej za pomocg standardowych metod. Biblioteki konstruowano z
wykorzystaniem zestawu SureSelect QXT Library Preparation Kit w polaczeniu z sondami
do wzbogacanie sekwencji eksomowej SureSelect Human All Exon v5 lub v7 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) zgodnie z instrukcjami producenta. Przed
sekwencjonowaniem kazda bibliotek¢ oceniano pod wzgledem dystrybucji dlugosci
fragmentéw (2100 Bioanalyzer, High Sensitivity DNA Kit, Agilent) oraz st¢zenia (Qubit
dsDNA High Sensitivity Assay Kit, ThermoFisher Scietific, Eugene, OR, USA).

Biblioteki sekwencjonowano w procedurze sparowanych koncéw (2 x 100 pz) na
platformie genomowej HiSeq 1500 (lllumina, San Diego, CA, USA) w trybie Rapid Run
z wykorzystaniem zestawu HiSeq Rapid SBS Kit v2 (Illumina). Biblioteki sekencjonowano
do osiagnigcia $redniego pokryci > 80x, GE10 > 95%, GE20 > 90% ($rednio 25 mln par
odczytow na probke).

6.1.2 Analiza danych i priorytetyzacja wariantéw

Surowe dane analizowano za pomoca oprogramowania bcl2fastq (I1lumina) w celu
wygenerowania odczytow w formacie fastq. Po etapie kontroli jakos$ci, w tym przycinanie
adapterow 1 usunigcie odczytow niskiej jakosci, odczyty mapowano do genomu
referencyjnego hg38 z uzyciem oprogramowania Burrows-Wheeler Alignment Tool
(http://bio-bwa.sourceforge.net/). Zmapowane odczyty poddano rekalibracji, lokalnemu
uliniowieniu insercji 1 delecji oraz oznaczeniu duplikatow z wykorzystaniem
oprogramowania Picard (http://broadinstitute.github.io/picard/) i Genome Analysis Toolkit

(https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us), a nastepnie identyfikowano warianty typu SNV
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oraz INDEL. Zidentyfikowane warianty scharakteryzowane informacja (i) funkcjonalng
(m.in. potencjalny wpltyw na bialko czy splicing), (ii) o czgstosci w populacji (w tym
w oparciu o ogolnodostepne bazy danych jak gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/),
EXaC (http://exac.broadinstitute.org), ESP6500 (http://evs.gs.washington.edu/EVS ), 1000
Genomes (https://www.internationalgenome.org/) a takze wewnetrzng bazg danych Zaktadu
Genetyki Medycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (> 10 000 polskich
egzomoOw)), (ii1) o znanym powigzaniu z fenotypem w oparciu o bazy danych ClinVar
(https://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) i HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/) oraz (iv)
0 patogennosci w oparciu o analiz¢ in silico z wykorzystanym algorytmoéw dostepnych w
bazie danych VarSome (https://varsome.com), w tym: BayesDel addAF, BayesDel noAF,
EIGEN, EIGEN PC, FATHMM-MKL, FATHMM-XF, LRT, M-CAP, MutPred,
MutationTaster, PROVEAN, PrimateAl, SIFT,DEOGEN2, FATHMM, LIST-S2, MVP,
Mutation assessor, SIFT4G oraz w oparciu o klasyfikacje patogennosci wg American College
of Medical Genetics and Genomics [13].

Warianty, ktore spelity zalozone kryteria jakosciowe filtrowano dalej w celu
pozostawienie do dalszej analizy tych, ktorych czestos¢ nie przekraczata 1% we wszystkich
uzytych do analizy bazach danych. Nastepnie szukano zmian biallelicznych (homozygoty,
heterozygoty ztozone) dla choréb dziedziczonych w sposob autosomalny recesywny, oraz
zmian monoallelicznych dla choréb o autosomalnym dominujagcym modelu dziedziczenia.
Wszystkie przefiltrowane warianty zostaty recznie sprawdzone z wykorzystaniem narzedzia

Integrative Genomics Viewer (https://software.broadinstitute.org/software/igv/).

6.1.3 Badania rodzinne

Warianty rozwazane jako potencjalnie sprawcze poddawano badaniu rodzinnemu w
celu analizy segregacji zidentyfikowanej zmiany/zmian z fenotypem pacjenta. Badania
rodzinne prowadzone w oparciu o glebokie sekwencjonowanie amplikonow. Biblioteki
amplikonowe konstruowano z wykorzystaniem zestawu Nextera XT (lllumina)

1 sekwencjonowano do $redniego pokrycia > 500x jak opisano powyzej dla WES.
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7. PUBLIKACJE CYKLU DOKTORSKIEGO
Rozprawa doktorska oparta jest o spojny tematycznie cykl trzech publikacji.
7.1 Publikacja 1

Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care
unit. Robert Smigiel *, Mateusz Biela *, Krzysztof Szmyd, Michat Bloch, Elzbieta Szmida,
Pawet Skiba, Anna Walczak, Piotr Gasperowicz, Joanna Kosinska, Malgorzata Rydzanicz,
Piotr Stawinski, Anna Biernacka, Marzena Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka
Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Glowska, Wojciech Walas, Barbara Krolak-Olejnik, Pawet
Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sgsiadek, Rafat Ploski. J.Clin.Med. 2020
Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

W pierwszej pracy cyklu doktorskiego przedstawiono wyniki badania, ktorego celem
byto wykazanie skutecznosci diagnostycznej rapid-WES wsérod pacjentow hospitalizowanych
na oddzialach intensywnej terapii dla noworodkéw lub dzieci. Kryteria wiaczenia do badania
przedstawiono w podrozdziale Metody. Do analizy zakwalifikowano tacznie 18 dzieci (11
chlopcow 1 7 dziewczynek), w wieku migdzy 3. dobg zycia a 16 miesigcem zycia (m.z.).
O$miu pacjentow bylo noworodkami w wieku ponizej 4 tygodni; czterech pacjentow bylo
w grupie wiekowej 2—6 m.z.; w kolejnej grupie 7—12 m.z. bylo pigciu pacjentdéw i tylko jeden
pacjent byt wieku powyzej pierwszego roku zycia. Dokladna charakterystyka pacjentow
zostata przedstawiona w publikacji.

Dla dziewieciu pacjentow (50%) badanie WES bylo pierwszym badaniem
diagnostycznym w kierunku chorob genetycznych, pozostatych dziewigciu pacjentow miato
wczesnie] wykonang diagnostyke (zaréwno prenatalng jak i pourodzeniowg) w kierunku
choréb genetycznych (kariotyp, badanie do mikromacierzy, badania pojedynczego genu lub
badanie metoda NGS z zastosowaniem panelu gendw). Czternastu pacjentéw (77,7%)
z badanej populacji zmarto w przebiegu choroby podstawowej, z czego wyniki dla siedmiu z
nich uzyskano po$miertnie.

Diagnoze molekularng udato si¢ postawi¢c u 13 z 18 pacjentow, co odpowiada
wskaznikowi diagnostycznemu na poziomie 72,2%. Wszystkie warianty zostaty
potwierdzone poprzez sekwencjonowanie Sangera. W populacji dzieci, u ktorych rapid-WES
byt pierwszym badaniem w kierunku chordb genetycznych wskaznik diagnostyczny wynosit
88,9% (8/9).

U o$miu pacjentow zdiagnozowano choroby z kregu wrodzonych wad metabolizmu,

z czego wigkszo$¢ stanowity choroby mitochondrialne (7/8). Rozpoznane wrodzone wady
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metabolizmu obejmowaly nast¢pujace choroby: zespot Leigha (OMIM:604377) u trzech
pacjentow, zespol Alpersa (OMIM:203700), niedobdér karboksylazy pirogronianowej
(OMIM:216150), zespot Andersona (OMIM:232500) i1 zlozony niedobdr fosforylacji
oksydacyjnej 6 (OMIM:616974), jeden pacjent miat dwa heterozygotyczne warianty w genie
TRMT10C (ztozony niedobor fosforylacji oksydacyjnej 30, OMIM:616974). U pozostatych
dzieci (5 pacjentéw) rozpoznano: zespot Schaafa i Yang (OMIM:615547), zespot okreslany
jako hipotonia niemowleca z opdznieniem rozwoju i cechami dysmorfii 1 (hypotonia
infantile with psychomotor retardation and characteristic facies 1 syndrome, IHPRFL,
OMIM:611549), wrodzona dysfunkcja surfaktantu 3 (surfactant metabolism dysfunction
pulmonary 3, SMPD3, OMIM:610921), miopatia nemalinowa (OMIM:161800), i defekt
neurofascyny (OMIM:618356).

U dwojki dzieci zidentyfikowano mutacje w genach, ktorych funkcje byly wczesniej
znane, ale nie powigzano ich dotychczas z zadng chorobg cztowieka: DCAF5 i NARSL.

Dla pacjenta w cigzkim stanie, ktorego etiologia objawOw jest nieznana postawienie
diagnozy molekularnej moze mie¢ fundamentalne znaczenie kliniczne, ktore wplywa na
dalsze postgpowanie. W sytuacjach, kiedy po zidentyfikowaniu choroby genetycznej,
mozliwe jest leczenie celowane choroby, unika si¢ nieskutecznych, empirycznych lub
szkodliwych terapii. Ponadto wiedza o etiologii i przebiegu naturalnym choroby jest istotna
dla chordéb o niepomyslnym. letalnym rokowaniu. Po rozmowach z rodzing pacjenta, nalezy
rozwazy¢ podjecie interdyscyplinarnej decyzji odnosnie zakonczenia daremnej terapii
i podpisania protokolu o nierestytuowaniu dziecka (protokét do-not-resuscitate, DNR).
Finalnie, po weryfikacji wariantow w rodzinie, mozna zapewni¢ rodzinie poradnictwo
genetyczne 1 dostarczy¢ danych rodzicom co do decyzji o dalszych wyborach
reprodukcyjnych i zastosowania diagnostyki prenatalne;.

Posrod 15 dzieci, u 13 postawiono jednoznaczng diagnoz¢ molekularng
korespondujgca z fenotypem klinicznym, za§ u 2 pacjentéw zidentyfikowano warianty
mogace odpowiada¢ za objawy. Wszystkie te rodziny otrzymaty konsultacj¢ genetyczng.
W 80% (12/15) nosicielami patogennych wariantéw byli zdrowi rodzice (dziedziczenie AR)
lub zdrowa matka (dziedziczenie sprz¢zone z picia, XL), u pozostalych mutacje powstaty
de novo (dziedziczenie AD), co ma znaczenie w poradnictwie rodzinnym. Dla pigciu
pacjentow po otrzymaniu wyniku zdecydowano o podpisaniu protokotu DNR. Trzech
pacjentow wypisano ze szpitala pod opieke hospicjum domowego. Trzem pacjentom
wdrozono wielospecjalistyczna opieke 1 terapie, wliczajac w to przeszczep pluc, ktory

doprowadzil do znacznej poprawy Kklinicznej 1 jakosci jego zycia pacjenta (SMPD3,
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OMIM:610921). Siedmiu pacjentow zmarto w przebiegu choroby przed otrzymaniem wyniku
WES.

Praca wykazala, ze rapid-WES jest efektywnym i istotnie przy$pieszajacym
diagnostyke narzgdziem molekularnym u noworodkéw i dzieci przebywajacych na
oddzialach intensywnej terapii, ktore maja cigzkie i zré6znicowane objawy wskazujace na
chorobe neurodegeneracyjng. Co prawda nie opracowano danych ekonomicznych, ale mozna
przypuszczaé, ze szybkie postawienie diagnozy u tych dzieci wraz z dalszymi
konsekwencjami klinicznymi miaty wplyw na obnizenie kosztoéw hospitalizacji ww.

pacjentow.
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Abstract: Genetic disorders are the leading cause of infant morbidity and mortality. Due to the
large number of genetic diseases, molecular and phenotype heterogeneity and often severe course,
these diseases remain undiagnosed. In infants with a suspected acute monogenic disease, rapid
whole-exome sequencing (R-WES) can be successfully performed. R-WES (singletons) was performed
in 18 unrelated infants with a severe and/or progressing disease with the suspicion of genetic origin
hospitalized in an Intensive Care Unit (ICU). Blood samples were also collected from the parents.
The results from the R-WES were available after 5-14 days. A conclusive genetic diagnosis was
obtained in 13 children, corresponding to an overall diagnostic yield of 72.2%. For nine patients,
R-WES was used as a first-tier test. Eight patients were diagnosed with inborn errors of metabolism,
mainly mitochondrial diseases. In two patients, the disease was possibly caused by variants in genes
which so far have not been associated with human disease (NARST and DCAF5). R-WES proved to be
an effective diagnostic tool for critically ill infants in ICUs suspected of having a genetic disorder.

J. Clin. Med. 2020, 9, 2220; d0i:10.3390/jcm9072220 www.mdpi.com/journal/jcm
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It also should be considered as a first-tier test after precise clinical description. The quickly obtained
diagnosis impacts patient’s medical management, and families can receive genetic counseling.

Keywords: WES; pediatric intensive care unit; genetic disorders; NGS; novel diseases; first-tier tests;
mitochondrial disorders

1. Introduction

Genetic conditions (single-gene disorders and copy number variants) are the leading cause of infant
morbidity and mortality [1]. Many of these conditions are very rare (1:50,000 to 1:20,000 live births),
but because of the high number of individual entities (approx. 8000 currently recognized syndromes
according to OMIM https://www.omim.org/ or Orphanet https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php),
the total number of affected individuals is large [2,3]. The impact of accurate and early genetic diagnosis
is invaluable for the later clinical management of the patient and the family. Firstly, if any treatment is
available, it could be implemented, allowing at the same time the avoidance of other ineffective or
potentially harmful therapies. Secondly, long-term strategies (surgeries, rehabilitation etc.) could be
scheduled to prevent complications of the disease. Thirdly, in cases with critically adverse prognosis,
the diagnosis may be useful in discussing end-of-life decisions with the family. Finally, the knowledge
of the molecular cause of the patient’s condition greatly facilitates further genetic counselling for
the family [4].

Some of the genetic syndromes associated with severe symptoms in the neonatal period and
infancy are readily diagnosed using targeted tests when symptoms are characteristic of a specific
disorder. However, the targeted approach is difficult for many congenital conditions that are genetically
heterogeneous or have no defined cause. Moreover, the main challenges are due to the critical illness and
the early age of onset what means that some patients may not have fully grown into their phenotypes to
make a clear clinical diagnosis. Moreover, many traditional diagnostic methods, even if effective, are
too slow to provide useful information in severely ill patients at the Intensive Care Unit (ICU).

Over the past few years, Next Generation Sequencing (NGS), with its two main
applications—whole exome sequencing (WES) and whole genome sequencing (WGS)—has started to
be widely used for genetic analyses in ICUs for newborns and infants, especially when applied in the
rapid mode. In critically ill infants, rapid-NGS can provide the results within 48-72 h and, when the
clinical examination and interview are precisely collected, the diagnostic rates can reach >50% [5-12].

Here, we present our experience in the use of rapid-WES as a diagnostic tool applied as a
first-choice examination in critically ill children at the ICU.

2. Materials and Methods

2.1. Patients Recruitment

All the parents signed a written informed consent form for the genotyping and consented to the
publishing of all the data generated. The study received the approval of the Bioethics Committee of
Wroclaw Medical University (code: KB-430/2018; date of approval: 23 July 2018) and was conducted in
research settings.

Data were analyzed from children—patients of ICUs in the city of Wroclaw (Poland) who were
consulted by geneticists in the years 2015-2019. A decision to perform rapid-WES (R-WES) was made
for 18 unrelated infants during their ICU stay (10 patients from newborn ICUs and 8 from pediatric
ICUs) with a severe and/or progressive disease, a suspicion of genetic origin, and who have met the
inclusion criteria presented in Table 1.

After performing R-WES, out of these children, 13 (72.2%) obtained a molecular diagnosis
explaining their clinical condition. R-WES was the first genetic testing for nine patients. For the
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other nine patients, R-WES was performed after previous (pre- and postnatal) genetic tests, such as
karyotyping, array comparative genomic hybridization (CGH), or target molecular tests for a single
gene or a panel of genes using classical Sanger sequencing or the NGS technique.

Table 1. Inclusion and exclusion criteria in the presented study.

Inclusion Criteria (All the Following)

Exclusion Criteria (Any of the Following)

A critically ill newborn or infant in the ICU with
severe unexplained neurological signs that started
suddenly, but the following conditions also will be
considered: metabolic failure of unknown origin;
severe multi-organ disease of unknown pathogenesis,

Presence of symptoms suggesting a concrete, known
genetic syndrome possible to diagnose using standard
diagnostic methods (for example, Smith-Lemli-Opitz
syndrome or congenital metabolic defect diagnosed
in a newborn screening test performed in Poland

especially in case of poor responsiveness to standard _(MS/MS, 25 inborn errors of metabolism).

treatment; severe congenital malformations that are
not consistent with any known syndrome; other
unexplained or unclear acute conditions.

Based on pre- and perinatal history, a non-genetic
etiology can explain the disease, and/or is confirmed
with laboratory results/imaging techniques.

Consent form obtained from both parents for blood
sampling and genetic research tests of the child
and themselves.

Lack of consent form of one of the proband’s parents
for blood sampling and genetic research test.

2.2. Genetic Analysis

Venous blood samples were collected from 18 children and from their parents and siblings
(if present). Genomic DNA was extracted using a standard protocol.

R-WES was defined as a process completed within 5-14 days of the sample collection and included
transport to the laboratory, DNA isolation, sequencing, and the first analysis of the WES results.
WES was performed on the proband DNA using SureSelect Human All Exon v5 (16 patients) or v7
(two patients) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
The libraries were paired-end sequenced (2 X 100 bp) on the HiSeq 1500 (Illumina, San Diego, CA,
USA) in Rapid Run mode and analyzed as previously described [13].

The variants considered as disease causing were validated in proband and studied in all the
available family members by direct Sanger sequencing using the BigDye Terminator v3.1 Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) on the ABI 3500X1 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), or by
amplicon deep sequencing (ADS) performed using the Nextera XT Kit (Illumina) and sequenced on
the HiSeq 1500 (Illumina).

2.3. WES Data Analysis

The quality control of the raw fastq reads was performed, followed by adapter trimming and the
removal of low quality reads using Trimmomatic [14]. Burrows-Wheeler Alignment tool (BWA) was
used to map the reads on hg38, followed by sorting and duplication removal using samblaster [15,16].
Variant identification was performed using multiple algorithms: HaplotypeCaller from GATK,
Freebayes, DeepVariant, and MuTect2 [17-20]. Structural variants were identified using Lumpy [21].
Copy number variation (CNV) identification was performed using CNVKit [22]. The identified variants
were annotated using the Ensembl VEP as well as multiple databases, including dbSNP, dbNSFP,
GnomAD, ClinVar, and HGMD [23-28]. Moreover, an inhouse database of Polish WES (N > 2000) was
used to identify the sequencing artifacts as well as the variants common in the Polish population.

All the variants were filtered to include those with a frequency of <0.01 and a predicted effect
on the protein sequence (unless they were already annotated as pathogenic in ClinVar or HGMD).
The filtered variants were manually inspected and evaluated against the patient’s phenotype and the
ACMBG pathogenicity criteria, as implemented in Varsome [29,30]. There were no incidental findings
eligible for reporting [31]. A supplementary table with the variants pathogenicity criteria is available
in the supplementary files (Table S1).
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3. Results

3.1. Clinical Characteristics of Patients

The clinical characteristics of the children who went through the R-WES are summarized in
Table 2. Among the patients, there were 11 males and 7 females, aged between 3 days and 16 months
at the moment when R-WES was performed. Eight patients were newborns less than one month old;
four patients were in the age group 2-6 months old; in the next group of 7-12 months old, there were
five patients and only one patient older than one year.

Fourteen out 18 patients (77.7%) died—for seven patients, the WES results came postmortem.

In eight cases, the pregnancy was affected by polyhydramnios (3/8), weak fetal movements (2/8), fetal
hydrops (2/8), and intracranial cysts (1/8). The prenatal period in the other presented cases was normal.

3.2. Genetic Findings in WES

The R-WES was performed among 18 patients suspected of having a genetic disease who were in
a severe condition. The preliminary WES results were available after 5-14 days.

A conclusive molecular diagnosis was made in 13 out of 18 proband children identified by WES,
corresponding to an overall diagnostic yield of 72.2%. All the variants were confirmed by direct
Sanger sequencing or ADS. The identified genes and sequence variants are presented in Table 2.
Eight patients were diagnosed with inborn errors of metabolism (IEM), especially mitochondrial
diseases (seven patients) and among them were three patients with SCO2 gene variants. The following
disorders from the IEM group were diagnosed: Leigh syndrome (OMIM:604377) in three patients, Alpers
syndrome (OMIM:203700), pyruvate carboxylase deficiency (OMIM:216150), Anderson syndrome
(OMIM:232500), and combined oxidative phosphorylation deficiency 6 (OMIM:616974), as well as one
patient with a suspicion of a mitochondrial disease who had two heterozygous variants in TRMT10C
(combined oxidative phosphorylation deficiency 30, OMIM:616974). In addition, the following diseases
(five cases) have been diagnosed: Schaaf-Yang syndrome (OMIM:615547), hypotonia infantile with
psychomotor retardation and characteristic facies 1 syndrome (IHPRF1, OMIM:611549), surfactant
metabolism dysfunction pulmonary 3 (SMPD3, OMIM:610921), nemaline myopathy (OMIM:161800),
and neurofascin defect (OMIM:618356).

In two patients, we found possibly causative variants in genes with a known function, but without
previous associations with human disease: DCAF5 and NARSI.

3.2.1. DCAF5 Variant

Considering the phenotype and the characteristics of all the variants, as a disease-causing mutation,
a heterozygous stop-gain variant in DCAF5 (hg38: g.14:069055385-G>C; NM_003861.3:¢.1301C>G;
p-(Ser434Ter) was prioritized. The identified variant has 0 frequency in all tested databases (gnomAD,
EXaC, ESP6500, 1000 genomes, as well as an in-house database of >2000 Polish exomes). The variant
may cause a loss of function, as it is predicted to significantly truncate the protein (it occurs at aminoacid
position 434 out of 943). The DCAF5 gene has a high pLI score (1), with an o/e (loss-of-function
observed/expected) score = 0 and an LOEUF (loss-of-function observed/expected upper bound fraction)
score = (.08, which indicates intolerance to monoallelic loss of function [26]. Intriguingly, in the
gnomAD database, which includes >140,000 samples, there are no loss-of-function variants reported
for DCAF5. However, as the premature stop codon is located in the 9th, i.e., the last exon of the
gene, the truncated DCAF5 protein may yet be expressed, perhaps exerting a dominant negative
effect. A family study performed by ADS confirmed the presence of the ¢.1301C>G variant in the
patient sample and excluded its presence in the patient’s parents, which suggests a de novo mutation.
(Figure la). The parenthood in the family was confirmed using a panel of dedicated forensic short
tandem repeat (STR) markers.
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Figure 1. Family study results. (a) Heterozygous stop-gained mutation ¢.1301C>G in DCAF5 was
confirmed in patient (A) and excluded in the patient’s parents (B—mother, C—father) (family on the
left). (b) Homozygous missensse mutation ¢.1040T>C in NARSI (A— patient). Parents proved to be
carriers (B—mother, C—father), and the siblings are wild-type homozygotes (D—brother, E—sister)
(family on the right). Circle represents female, square indicates male, filled symbol indicates affected
individual, proband is marked with a black arrow; wt—wild-type.

3.2.2. NARS]1 Variant

In the second patient, we prioritized the homozygous missensse mutation in the NARS1
gene (hg38: g.chr18-57606713-A>G; NM_004539.3:c.1040T>C; p.Phe347Ser). This variant was
absent in the databases mentioned above and has high and consistent pathogenicity prediction
scores (nine pathogenic predictions from DEOGEN2, EIGEN, FATHMM-MKL, M-CAP, MVP,
MutationAssessor, MutationTaster, REVEL, and SIFT vs. one benign prediction from PrimateAl) [32].
The NARSI gene is likely to be associated with a recessive disease, as indicated by the pRec = 0.9969
(probability of being intolerant to homozygous loss of function variants) [33]. A family study performed
by ADS confirmed the presence of the ¢.1040T>C variant in the patient sample and revealed the
carrier status for both the healthy parents. ADS was also applied to the patient’s healthy siblings
(brother and sister) and excluded the presence of the variant in both of them (both shown to be
wild-type homozygous, Figure 1b).
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3.2.3. NFASC Variant

The homozygous variant NM_015090.3:p.(Arg831%)/c.2491C>T in NFASC was described in detail
in our previous paper [34].

In three patients, the molecular diagnosis remains unknown. For those patients, we are planning
to reanalyze the WES data or extend the genetic tests (arrayCGH, WGS).

4. Discussion

A significant number of genetic diseases start are revealed in the first year of life. For the patient
and his family, the “diagnostic odyssey” usually begins with the first symptoms of the suspected genetic
disease. A diagnosis with serial gene sequencing or with non-genetic testing may be time-consuming
and aggravating for the patient, and it frequently brings no result in terms of finding the reason for the
disease during the ICU stay.

Our clinical sample is limited in size, but what enhances our work is the diagnostic utility and
high mortality rate [35-37]. The diagnostic yield in our results (72.2%) is higher than that previously
reported by studies using NGS [9,12,35-40]. The difference in diagnostic yield may result from a
statistical fluctuation due to the relatively low number of patients. However, the main reason may
be the severity of clinical condition in our cohort, exemplified, among others, by the high death rate
of 77.7%. Notably, while in the Meng et al. study, the patients had more diverse disease in terms of
severity, in the group of most seriously ill infants, the diagnostic yield was significantly higher than in
the other groups [40].

We have also shown that R-WES is successful as a first-tier test for patients suspected of having a
genetic disorder with a progressing course—88.9% (8/9) of examined infants for whom R-WES was the
first-tier test received a molecular diagnosis.

In this study, the cohort of IEM was found in eight patients and, consistent with the literature,
it was mainly caused by mitochondrial disorders (7/8) [41,42].

Many clinical conditions such as IEM or neurodegenerative diseases are still unexplained, and the
molecular background remains unknown. This could be, in particular, the case for the most severe
conditions, in which a lethal ending makes the diagnosis difficult. In keeping with this, in our study
we have found possibly causative variants in three genes so far not associated with human diseases:
NARS1, DCAF5, and NFASC.

A homozygous NFASC variant rs755160624 predicted to cause the selective loss of the glial-specific
Nfasc155 isoform was found in a child with a severe and progressive neurological disease. The variant,
clinical phenotype, and related immunofluorescence study confirming the absence of the Nfasc155
isoform in the patient have been published separately as a description of a novel Mendelian
disease [34]. Recently, our report has been confirmed by a description of a series of patients with the
NFASC disorder [43].

Another candidate for novel gene-disease association is the NARSI gene, in which we have
found a homozygous ultrarare missense mutation that is likely pathogenic. NARST encodes arginine
aminoacyl-tRNA synthetase, which is critical for the process of translation. The NARS protein belongs
to a family of aminoacyl-tRNA synthetases whose many members (but not NARS) have been associated
with severe and progressive diseases affecting the nervous system and inherited in an autosomal
recessive mode [44,45]. Given the general consistency of our proband’s symptoms with those caused
by defects of other aminoacyl-tRNA synthetases, it is possible that our patient is the first case of
human disease caused by the NARSI variant. The proband also had a sibling who died earlier
with similar symptoms, but he could not have been tested due to the lack of good quality DNA
obtained from the paraffin tissue blocks stored during the postmortem examination. Thus, although
we found an interesting candidate gene, further research is needed to confirm the clinical meaning of
the NARS] defect.

The least-known gene whose variant we propose to be causative of the disease in one of our
probands is the DCAF5 gene, in which we found a de novo variant causing a premature stop codon.
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In the literature, there are only three patients described with deletions in 14q24.1q24.3, which includes
also the DCAF5 gene [46]. Patients with the mentioned deletion presented mild intellectual disability,
congenital heart defects, brachydactyly, and additional abnormalities, but none of them had a severe
and progressive condition [46]. Our patient had a serious, severe, and lethal disorder with the following
symptoms: respiratory insufficiency; no muscle tension; and weak reflexes, including the sucking
reflex; residual spontaneous motoric (weak movement of upper and lower limbs); no eye contact;
symmetric extensor dominance; areflexia; the absence of motor and oral automatism; as well as chest
deformation. Since the stop codon created by the mutation in our patient occurred in the last exon of
the gene, we speculate that the severe phenotype may be caused by both the DCAF5 haploinsufficiency
(due to the truncation of >50% of the protein) and a dominant negative effect possibly exerted by the
truncated protein (which is likely expressed, given that the stop codon is located in the last exon and
thus should not undergo NMD (Nonsense-Mediated Decay)). DDB1-and-CUL4 associated factor 5
is the product of the brain-expressed DCAF5 gene, which functions as a component of the ubiquitin
ligase complex DDB1-CUL4 [47,48]. A major part of this complex is CUL4B, whose mutations cause
X-linked intellectual disability [49]. We propose that the dysfunction of its binding partner DCAF5
caused by the de novo mutation in our patient might have similar consequences for developmental
function. However, clearly further research is needed to explore the pathogenicity of the DCAF5 defect.

In this study, we have not analyzed the economic issue, but it is highly possible that, thanks to
R-WES used as a first- or second-tier test in our patients, we have avoided time and money-consuming
procedures and also significantly shortened the time of hospitalization for patients who could be
discharged to be kept under the care of a home-hospice (4/18, 22.2%).

Impact of WES on Clinical Management

For patients with severe conditions, a molecular characterization may have fundamental practical
implications. Finding a disease-causing mutation responsible for patients’ clinical condition is an
important aspect for the patient’s family. In cases when specific treatment is available, we can provide
it and ward off in the same time ineffective, empirical, or detrimental therapies. Moreover, knowledge
about the etiology and the natural history of the disease could also be useful in cases with an unfavorable
prognosis in order to discuss with the family the most appropriate end-of-life decisions. Finally, after
examining parents, a full genetic consultation could be offered to the family and help the parents with
further reproductive choices.

As mentioned earlier, in 13 out of 18 of our patients a molecular diagnosis was achieved, and
in 2 patients there were found variants which could be a possible cause of their symptoms. For all
of their families, a genetic consultation was prepared—in 80% of cases (12/15), the carrier state was
found in both healthy parents or a healthy mother; for the others (3/15), the pathogenic variants were
de novo. For five patients, after receiving the WES results, “Do Not Resuscitate” protocols were signed
based on the clinical conditions of the patients; another three were covered by hospice palliative care.
Three patients had multidisciplinary care offered, including lung transplantation in patient number 7.
Seven patients died before the WES results were available.

In nine cases, R-WES was the first-choice tool, with a diagnostic yield of 88.9%. In other cases,
WES was preceded by karyotyping (two prenatal and one postnatal), aCGH (one prenatal and
three postnatal), and target molecular tests for chosen mutations in a single gene or in a panel of
genes (four cases).

5. Conclusions

Rapid-WES is an effective and time-saving diagnostic tool for infants and children in ICUs who
present heterogeneous and severe symptoms. In this specific group of patients, where there is no time
to lose and the diagnostic options are often limited because of the patient’s age and severe condition,
rapid-WES should be considered even as a first-tier test.
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Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encephalopathy
with cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review. Mateusz Biela,
Matgorzata Rydzanicz, Krystyna Szymanska, Karolina Pieniawska-Smiech, Aleksandra
Lewandowicz-Uszynska, Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, Malgorzata Kuzior-Plawiak,
Pawel Szyld, Aleksandra Jakubiak, Leszek Szenborn, Rafal Ploski, Robert Smigiel.
Mol.Genet.Genomic Med. 2021 Vol.9 no.9 art.e1772 [9 s.], DOI: 10.1002/mgg3.1772

W kolejnej pracy cyklu doktorskiego przedstawiono korelacje genotypowo-
fenotypow3a u pacjentéw z mutacjg w pozycji 756 genu ATP1A3. W artykule opisano dwdch
pacjentow z wariantem c¢.2267G>A (p. Arg756His) w ATP1A3 oraz wykonano przeglad
literatury.

Roéznorodne warianty w genie ATP1A3 s3 odpowiedzialne za dobrze poznane
1 opisane fenotypy: naprzemienna hemiplegia dziecigcia (ang. alternating hemiplegia of
childhood, AHC, OMIM:614820), parkinsonizm o naglym poczatku (ang. rapid-onset
dystonia parkinsonism, RDP, OMIM:128235), zespot CAPOS (ang. cerebellar ataxia,
areflexia, pes cavus, optic atrophy, sensorineural hearing Loss, CAPOS, OMIM:601338),
1 ostra wczesnoniemowleca encefalopatia padaczkowa (ang. severe early infantile epileptic
encephalopathy, EIEE).

Poza wymienionymi fenotypami, w literaturze pojawia si¢ coraz wiecej doniesien
o naktadaniu si¢ niektorych fenotypoéw, opisywanych jako ,atypowa AHC” lub ,atypowy
RDP”. W ostatnim czasie ro$nie liczba dowodéw wskazujacych na korelacje genotypowo-
fenotypowg dla wariantow w pozycji 756 w genie ATP1A3 i zaproponowano stworzenie
nowej jednostki chorobowej — na chwil¢ obecng sg dwa akronimy — FIPWE (ang. fever-
induced paroxysmal weakness and encephalopathy) oraz RECE (ang. relapsing
encephalopathy with cerrebellar ataxia).

W pracy opisano dwodjke niespokrewnionych dzieci (chlopca i1 dziewczynkg),
u ktorych wystepowaly powtarzajace si¢ ostre objawy neurologiczne (uogoélniona hipotonia,
dyzartria, ataksja, oczoplas, utrata przytomnosci) wspotwystepujace przy wysokiej
temperaturze cialta. W obu przypadkach przy pierwszym epizodzie ostrych objawow
podejrzewano zakazenie osrodkowego uktadu nerwowego i leczono empirycznie zgodnie
z aktualng wiedzg (antybiotyki i.v., acyklowir i.v. i deksametazonem). Po ostrej fazie choroby
u obojga pacjentow obserwowano dlugotrwate objawy neurologiczne jak obnizenie napigcia
miegs$niowego, ataksja, zanik odruchéw glebokich. Po ponownym wystgpieniu objawow

neurologicznych u naszych pacjentow w przebiegu infekcji z towarzyszaca goraczka
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wysuni¢to podejrzenie choroby neurodegeneracyjnej i wykonano u obu badanie WES,
znajdujac ten sam patogenny wariant w genie ATP1A3. Dokladniejszy opis kliniczny
pacjentow jest przedstawiony w ponizszym artykule.

W drugiej czgsci pracy przeanalizowano i podsumowano symptomatologie pacjentow
dostepnych w literaturze naukowej z mutacja w pozycji 756 genu ATP1A3 (lacznie 35
pacjentow z uwzglednieniem ww.). W literaturze opisano 3 rodzaje mutacji zmiany sensu
u tych pacjentow: najczestsza p.Arg756His (34 przypadki), p.Arg756Cys (20 przypadkow)
I najrzadsza p.Arg756Leu (3 przypadki) — nie wszystkich pacjentéw wiaczono do analizy ze
wzgledu na skape dane kliniczne (Appednix A w artykule). W analizie fenotypow
uwzgledniono rodzaj mutacji (korelacja genotypowo-fenotypowa) — tabela 1. artykutu.
W dyskusji omoéwiono zauwazone rdéznice w przebiegu choroby, zaleznie od wyniku
substytucji, cho¢ cato§ciowo wszystkie warianty warunkowaty bardzo podobny fenotyp.

Whioskiem kofncowym pracy bylo umocnienie wczesniejszych doniesienh naukowych
o nowym fenotypie zwigzanym z mutacja w genie ATP1A3, sugerujac réwnoczesnie, ze
akronim RECA w naszej opinii jest bardziej korespondujacy z obserwowanym fenotypem,
gdyz uwzglednia on zar6wno objawy ostrej fazy (ostre objawy dekompensacji neurologicznej

przy goraczce) jak i objawy dlugotrwate.
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Abstract

Background: Variants in ATPIA3 cause well-known phenotypes—alternating hemi-
plegia of childhood (AHC), rapid-onset dystonia-parkinsonism (RDP), cerebellar
ataxia, areflexia, pes cavus, optic atrophy, sensorineural hearing loss (CAPOS), and
severe early infantile epileptic encephalopathy. Recently, there has been growing evi-
dence for genotype—phenotype correlations in the ATP/A3 variants, and a separate
phenotype associated with variants in residue 756—two acronyms are proposed for
the moment—FIPWE (fever-induced paroxysmal weakness and encephalopathy) and
RECA (relapsing encephalopathy with cerebellar ataxia).

Materials and Methods: Herein, we are describing two new pediatric cases with
a p.Arg756His change in the ATPIA3 gene. Both patients have had more than one
episode of a neurological decompensation triggered by fever with severe hypotonia
and followed by ataxia. Thirty-three cases from literature were analyzed to define
and strengthen the genotype-phenotype correlation of variants located in residue 756
(p-Arg756His, p.Arg756Cys, p.Arg756Leu).

Conclusions: Patients with a ATPIA3 variant in residue 756 are characterized by
recurrent paroxysmal episodes of neurological decompensations triggered by fever,
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1 | INTRODUCTION

The alpha-3-subunit of the Na*/K*-ATPase pump which
is responsible for the transport of three molecules of Na*
out and two molecules of K* into the cell is encoded by
ATPIA3 (OMIM: *182350). The localization of ATP1a3
is restricted to neurons, especially to GABAergic neurons
in all nuclei of the basal ganglia (striatum, globus palli-
dus, subthalamic nucleus, and substantia nigra), which is a
key circuitry in the fine movement control (Bgttger et al.,
2011).

Heterozygous variants in the ATPIA3 gene cause
well-known phenotypes: alternating hemiplegia of child-
hood (AHC, OMIM: #614820), rapid-onset dystonia-
parkinsonism (RDP, OMIM: #128235), cerebellar ataxia,
areflexia, pes cavus, optic atrophy, sensorineural hearing
loss (CAPOS, OMIM: #601338), and severe early infan-
tile epileptic encephalopathy (Paciorkowski et al., 2015;
Sweney et al., 2015).

Aside from the phenotypes mentioned above, in litera-
ture there has appeared evidence for overlap phenotypes,
reported as “atypical AHS” or “atypical RDP”. Recently,
there has been growing evidence for genotype—phenotype
correlations between ATPIA3 variants in residue 756 and a
separate phenotype(s)—two acronyms are proposed for the
moment—FIPWE (fever-induced paroxysmal weakness and
encephalopathy) and RECA (relapsing encephalopathy with
cerebellar ataxia) (Dard et al., 2015; Sabouraud et al., 2019;
Yano et al., 2017).

In this paper, we are reporting two unrelated individuals
with de novo ¢.2267G>A (p. Arg756His) change in ATPIA3
and we are summarizing cases available in literature with
ATPIA3 variants in residue 756.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Ethical compliance

This study was approved by Wroclaw Medical University
Ethics Committee. The parents gave written informed
consent for sampling, genetic testing, and clinical
examination.

choreiform movements.

with severe hypotonia, ataxia, dysarthria, symptoms from the orofacial area (dyspha-
gia, drooling) as well as with altered consciousness. Recovery is slow and usually
not full with the persistent symptoms of cerebellar ataxia, dysarthria, dystonic and

ATPIA3, cerebellar ataxia, hypotonia, relapsing encephalopathy, whole-exome sequencing

2.2 | Patient1

The proband is a 3-year and 6-month-old boy, the only child
of healthy non-consanguineous parents. He was born at
40 weeks of gestation, weighing 3360 g. From birth, mild hy-
potonia was observed, gross motor development was slightly
delayed. At 19 months of age after 2 weeks of a viral infec-
tion with subtly elevated body's temperature (38°C), the acute
neurological symptoms developed such as lethargy, dimin-
ished contact, and severe hypotonia. During hospitalization,
brain MRI and cerebrospinal fluid analysis were performed
showing no abnormalities. The patient maintained recum-
bent position, hyperaphia, generalized hypotonia,and lack of
visual contact were observed, as well as convergent strabis-
mus, nuchal rigidity, constricted pupils with weak response
to brightness. Viral encephalitis was suspected. In the course
of hospitalization, oseltamivir was initiated due to a positive
test for AHIN1. After recovery generalized hypotonia, mild
axial ataxia, and joint hypermobility were observed without
other neurological abnormalities. The child presented very
good cognitive development.

Seven months from the first episode, at 2 years 2 months of
age he had experienced a second acute neurological decom-
pensation after 1 day of a febrile infection (38.7°C)—severe
hypotonia with areflexia, dysarthria, ataxia, involuntary
movements of facial muscles in the lower part of the face,
and convergent strabismus. |[He was admitted to a neurologi-
cal department. Changes of consciousness were not detected.
CT of the brain did not reveal abnormalities, and cerebrospi-
nal fluid analysis was normal. MRI demonstrated maxillary
sinusitis only. Electromyography did not reveal explanation
of depressed deep tendon reflexes. Metabolic investigations
were normal (plasma ammonia, plasma and CSF lactate and
pyruvate). Inflammatory neuropathy was originally sus-
pected, but intravenous immunoglobulin therapy was not
beneficial. After the acute episode the child was not able to
sit unassisted and walk. Generalized hypotonia with weak
head stabilization, generalized ataxia, scanning speech, and
periodic esotropia were observed. After 3 months of rehabil-
itation, the boy started to walk again.

At the last follow-up at age of 3 years, alternating con-
vergent strabismus, general ataxia (distinct axial ataxia), and
hypotonia were observed. Deep tendon reflexes, in upper
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extremities were significantly weak, in lower absent, plantar
reflex both side present. Ophthalmological and audiological
examination were normal. Mental development was compat-
ible with age.

2.3 | Patient 2

A 4-year-old girl, the second child of healthy non-
consanguineous parents was born at term by normal delivery
with good condition and weight 3030 g. Psychomotor de-
velopment was normal. At 15 months of age during a viral
pneumonia (39°C), the acute neurological symptoms devel-
oped with lethargy, loss of consciousness, stereotypic move-
ments of mouth, and hypotonia. The child was admitted to
a neurology ward with suspicion of meningitis. Brain MRI
and CSF analysis as well as metabolic screening tests were
normal. The child was treated with antibiotics, acyclovir and
dexamethasone.

After the episode the girl did not fully recover. There were
two more similar episodes at the of age 19 months and of
3 years with lethargy, hypotonia, dysphagia, and dysarthria.
Both were caused by a febrile infection (viral bronchitis and
urinary tract infection) with high fever (to 40°C). Brain MRI
each time was normal.

At the age of 4 years hypotonia, ataxia, with unstable gait,
and dysarthria were observed. Deep tendon reflexes in upper
extremities were significantly weak, in lower absent, plantar
reflex both side present. Cognitive development was normal.

2.4 | Molecular study

Whole exome sequencing (WES) was performed in both
probands using Nextera Flex for Enrichment sample prepa-
ration kit (Illumina) for Patient 1, and Human Core Exome
Kit (Twist Bioscience) for Patient 2. Enriched libraries
were paired-end sequenced (2 X 100 bp) on HiSeq 1500
(Illumina), and analyzed as previously described (Smigiel
et al., 2020). In brief, variants passing a default quality were
further filtered to include only those with <1% minor allele
frequency in all tested databases (including gnomAD, Bravo,
and in-house database of >4000 Polish exomes), and to ex-
clude deep intronic variants and synonymous variants. The
final list of variants were screened against known pathogenic
mutations listed in ClinVar an dHGMD databases, and then
searched for biallelic mutations consistent with autosomal
recessive inheritance and monoallelic variants potentially
causative of an autosomal dominant. All prioritized variants
were manually inspected with Integrative Genomics Viewer.

Family study was performed by amplicon deep sequenc-
ing (ADS) using Nextera XT Kit (Illumina) for Patient 1 and
by direct Sanger sequencing for Patient 2.

Molecul i ic Medici 3 of9
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In both probands, known pathogenic heterozygous variant
in the ATPIA3 gene was detected (hg38, chr19:2.41970539-
C>T, NM_152296.5:c.2267G>A, NP_001243143.1:p.
Arg769His). The p.Arg756His was absent in probands’
parents and Patient 2 older sister suggesting de novo event
(Figure 1).

2.5 | Methods of data collection
from literature

PubMed was used for literature search, first were used key-
words “ATP1A3 AND Fever OR Encephalopathy,” followed
by the single term “ATP1A3,” to identify all cases of patients
with a ATPIA3 mutation in residue 756 (mandatory inclu-
sion criterion). A publication year filter was applied: 2012-
2021, because the mutation was discovered for the first time
in 2012 (Brashear et al., 2012). If the abstracts mentioned
patients with encephalopathy, atypical RDP/AHC, fever as
a trigger or mentioned about ATP/A3 mutations in p.Arg756
the full texts were analyzed. Only cases with a full descrip-
tion of symptoms in English were included in the genotype-
phenotype analysis (Figure A1l).

3 | DISCUSSION
To date, 57 cases with changes at residue 756 in the
ATPIA3 gene have been reported, including 34 cases with
c.2267G>A (p.Arg756His), 20 cases with ¢.2266C>T
(p.Arg756Cys), and 3 cases with ¢.2267G>T (p.Arg756Leu)
(Brashear et al., 2012; Dard et al., 2015; Fornarino et al.,
2014; de Gusmao et al., 2016; Hully et al., 2017; Jaffer
et al., 2017; Kanemasa et al., 2016; Nakamura et al., 2018;
Sabouraud et al., 2019; Schirinzi et al., 2018; Sival et al.,
2018; Sousa et al., 2017; Stagnaro et al., 2018; Tan et al.,
2014; Yano et al., 2017). Some cases were described as inter-
mediate or atypical phenotypes (Brashear et al., 2012; Hully
etal., 2017). RECA and FIPWE were suggested as acronyms
of the phenotype associated with variants at p.Arg756 (Dard
et al., 2015; Sabouraud et al., 2019; Yano et al., 2017). Based
on the study of our cases and the 33 cases discussed in lit-
erature (inclusion and exclusion criteria shown in appendi-
ces 1), we have described and defined the phenotype which
is distinct from the AHC, RDP, and CAPOS phenotypes
(Table 1) (Brashear et al., 2012; Dard et al., 2015; Fornarino
etal., 2014; de Gusmao et al., 2016; Hully et al., 2017; Jaffer
et al., 2017; Kanemasa et al., 2016; Nakamura et al., 2018;
Sabouraud et al., 2019; Schirinzi et al., 2018; Sival et al.,
2018; Sousa et al., 2017; Stagnaro et al., 2018; Sweney et al.,
2015; Tan et al., 2014; Yano et al., 2017).

In presented patient 1 and nine cases described in litera-
ture psychomotor delay of varying intensity and neurological
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abnormalities were present before the first decompensation
(Nakamura et al., 2018; Sabouraud et al., 2019; Sival et al.,
2018; Sousa et al., 2017; Stagnaro et al., 2018). The data may
be inaccurate as some of the patients are adults and the as-
sessment of their infant development is subjective.

In the analyzed group, fever was the main triggering factor
of these paroxysmal episodes. One patient after two episodes
of fever-triggered paroxysmal episodes as an infant has now
(as a teenager) rare paroxysmal episodes, mostly triggered by
tiredness (Stagnaro et al., 2018).

The age range of the first acute episodes was between
8 months and 10 years (3 cases)—the upper range is almost
two times higher than previously noted by Sabouraud et al.
(de Gusmao et al., 2016; Sabouraud et al., 2019; Sousa et al.,
2017; Tan et al., 2014). In 19 of cases, the first episode oc-
curred before age of 2 years. The median number of episodes
was two.

The course of these episodes was comparable and in-
cluded severe hypotonia (30/35), ataxia (28/35), dysarthria
(26/35), dystonic movements (21/35), dysphagia, and drool-
ing (18/35). Altered consciousness was present in 22 cases.
Choreiform movements and oculomotor symptoms were
present approximately in % of the patients. The recovery was
slow in most cases and the patients presented the following

long-term conditions: ataxia (28/35), dysarthria (19/35), hy-
potonia, and dystonic movements were present in more than
50%. Dysphagia has subsided in most cases. After the acute
period choreiform movements occur in 15 patients which is
a new finding.

In Table 1 we have summarized the clinical features of
the 33 reported cases and our two cases with variants at res-
idue 756 to compare the genotype-phenotype correlations.
The paroxysmal episodes of patients with p. Arg756His and
p. Arg756Cys had a significant difference in the number of
cases with altered consciousness (47.4% vs. 76.9%), other
symptoms are similar in prevalence (hypotonia, ataxia, dys-
tonia, choreiform, and oculomotor symptoms). Cognitive
delay symptoms after acute episodes have higher frequency
in cases with p.Arg756Cys. It should be emphasized that in
this group the number of patients with psychomotor delay
prior to onset is lower than in patients with p.Arg756His. We
suggest that this change can predispose to a worse prognosis
in development.

Two patients with p.Arg756Cys (sisters) had mild atro-
phies, one of the vermis, and the other of the cerebellar. In the
p.Arg756His group, one patient had cerebellar atrophy and
one patient had hypoplasia of the anterior commissure and
corpus callosum. There are only two patients (twins) with the
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p.Arg756Leu change what we found unrepresentative and for
this reason we did not analyzed them separately, their symp-
toms are shown in Table 1.

Analyzing the information about the patients’ parents in
literature (not included in Table 1, see exclusion criteria, ap-
pendices 1) and the symptoms of patients described by Yano
et al. the long-term course of the symptoms are mostly stable
without further severe progression (Sabouraud et al., 2019;
Yano et al., 2017). The main symptoms reported were cere-
bellar signs, ataxia, and dysarthria. Jaffer et al. and Dard et al.
reported cases of patients with progressing symptoms (Dard
et al., 2015; Jaffer et al., 2017). None of the mentioned pa-
tients presented symptoms typical of CAPOS such as hearing
loss, optic atrophy, or pes cavus.

Dard et.al proposed the term of relapsing encephalopathy
with cerebellar ataxia pointing out that the symptoms (sever
hypotonia, mutism, dysarthria, nystagmus, and swallowing
problems) are likely to have a cerebellar involvement. In lit-
erature, there is lack of information about the types of dysar-
thria in patients with ATP1A3 variants. Our patients presented
scanning speech, generalized hypotonia and ataxia—typical
of cerebellar dysfunction. Abnormal movements may be
due to the involvement of the basal ganglia and brain stem.
Hyporeflexia and hypotonia can be caused by impairment of
motoneuron activity.

In our opinion, the term RECA is more corresponding
to the general phenotype presented by cases with a ATPIA3
change at residue 756—it includes the paroxysmal episodes
symptoms (recurrent encephalopathy) as well as the long-
term conditions (cerebellar ataxia).

4 | CONCLUSIONS

ATPIA3 variantsinresidue 756 (p.Arg756His, p.Arg756Cys,
p-Arg756Leu) cause a separate phenotypic entity character-
ized by recurrent paroxysmal episodes of neurological de-
compensations triggered by fever, with severe hypotonia,
ataxia, dysarthria, symptoms from the orofacial area (dys-
phagia, drooling) as well as with altered consciousness.
Recovery is slow and usually not full with the persistent
symptoms of cerebellar ataxia, dysarthria, dystonic, and
choreiform movements. The neurological sequels worsen
after every decompression episode. Oculomotor symptoms
may be present but are not so frequent as the symptoms
mentioned above. There are no specific laboratory and neu-
roimaging findings—further brain MRI follow-ups should
be considered in these patients, as cerebellar atrophy may be
a late finding. No preventive treatment is available to avoid
the paroxysmal episodes and exacerbation of the neurologi-
cal outcome. After childhood, the disease usually does not
progress.
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Further delineation of developmental delay with gastrointestinal, cardiovascular,
genitourinary, and skeletal abnormalities caused by ZNF699 gene mutation. Mateusz Biela,
Malgorzata Rydzanicz, Agnieszka Jankowska, Agnieszka Szlagatys-Sidorkiewicz, Anna
Rozensztrauch, Rafal Ploski, Robert Smigiel. Genes 2022 Vol.13 no.2 art.168 [6 s.], ryc.,
bibliogr. 7 poz., summ. DOI: 10.3390/genes13020168

W ostatniej publikacji cyklu doktorskiego przedstawiono pacjenta z mutacjg w genie
ZNF699, odpowiedzialnym za chorobe opisywang akronimem DEGCAGS syndrome (ang.
Developmental Delay with Gastrointestinal, Cardiovascular, Genitourinary, and Skeletal
Abnormalities) (OMIM: 619488).

Ponizsza publikacja jest druga praca opisujaca korelacje genotypowo-fenotypowsa
pacjentow z mutacjg w genie ZNF699 i pierwsza publikacja, w ktorej uzyto ww. akronimu
i przeanalizowano dokladnie symptomatologi¢ zespotu. Opisany proband jest czternastym
pacjentem na S$wiecie ze stwierdzonym wariantem patogennym w genie ZNF699.
Wczesdniejsze badania podejmowaty tematyke korelacji zmian w genie ZNF699
a uzaleznieniem od alkoholu u ludzi.

Dziewczynke zglosili do badania w ramach grantu rapid-WES, lekarze
z Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku, gdzie byta hospitalizowana od
urodzenia z powodu ciezkiego stanu ogoélnego po urodzeniu. Pacjentka byla operowana
W 5. dobie zycia z powodu atrezji jelita czczego, obserwowano u niej uogo6lniong hipotonig,
niewydolno$¢ oddechowa w przebiegu infekcji, znaczne opdznienie psychoruchowe,
dodatkowo u dziewczynki stwierdzono liczne cechy dymorficzne. Dziewczynke
zakwalifikowano do badania WES zgodnie z kryteriami przyjetymi w projekcie naukowym.
W badaniu rapid-WES zidentyfikowano pod koniec kwietnia 2021 r. dwa warianty nonsens
w genie ZNF699 w ukladzie heterozygoty zlozonej o dziedziczeniu autosomalnym
recesywnym. W tym samym miesigcu byla opublikowana pierwsza praca przedstawiajaca 13
pacjentow z mutacja w genie ZNF699, gdzie opisywane objawy odpowiadaty objawom
prezentowanym u opisywanej pacjentki. Wszystkie opisane w literaturze warianty patogenne
zostaty zidentyfikowane w ukladzie homozygotycznym. Doktadny opis kliniczny i analiza
pacjentéw zostaly opisane w ponizszej pracy.

W pracy wykazano, Zze mutacje powodujace przedwczesng terminacj¢ w genie
ZNF699 s3 odpowiedzialne za nowy, zmienny fenotyp z charakterystycznymi

dysmorficznymi rysami twarzy i istotnymi wadami strukturalnymi, zwlaszcza z ukladu
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pokarmowego, sercowo-naczyniowego i kostnego, a mniej specyficznymi z uktadu

moczowo-plciowego, ktoremu towarzyszy globalne opdznienie rozwoju.
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Abstract: Until 2021, the ZNF699 gene was not associated with any human genetic disease. There
were only two studies exploring the associations between variants in ZNF699 and alcohol dependence.
In 2021 Bertoli-Avella et al. reported 13 patients with a ZNF699 gene mutation. All patients presented
global developmental delay and with systemic manifestations. A new phenotype was proposed and
called DEGCAGS syndrome (OMIM 619488) (developmental delay with gastrointestinal, cardiovascu-
lar, genitourinary, and skeletal abnormalities). The DEGCAGS syndrome is inherited in the autosomal
recessive mode. Here, we report a new case (14th up to date) of a patient with ZNF699 gene mutation,
whose symptoms and dysmorphic features were similar to those presented by Bertoli-Avella et al.
In addition, we have analyzed the frequency of occurrence of particular symptoms in the patients
described so far.

Keywords: ZNF699 gene; DEGCAGS syndrome; neurodevelopmental disorder

1. Introduction

The ZNF699 gene (* 609571) is annotated in the National Center for Biotechnol-
ogy Information (NCBI: http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/gquery/gquery.fcgi, accessed on
1 December 2021) as the human hang ortholog. It encodes a large nuclear zinc finger
protein, suggesting a role in nucleic acid binding. There were two studies exploring the
associations between variants in ZNF699 and alcohol dependence [1,2].

Bertoli-Avella et al. in 2021 reported 13 patients with pathogenic homozygous variants
in the ZNF699 gene, improving a genotype-phenotype correlation in autosomal recessive
mode of inheritance [3]. The phenotype is named DEGCAGS syndrome (OMIM 619488)
and stands for Developmental Delay with Gastrointestinal, Cardiovascular, Genitourinary,
and Skeletal Abnormalities [4].

In this paper, we present another patient with a mutation in the ZNF699 gene, the 14th
reported case, whose symptoms correspond to patients previously described by Bertoli-
Avella et al.

2. Clinical Report

The patient is a one-year-old female, born from second pregnancy at 35 weeks gestation
via cesarean section due to premature labor from healthy and unrelated parents. The first
pregnancy was complicated by intrauterine fetal death at 40 weeks gestation, the pathomor-
phological section did not establish the cause of death, possibly an intrauterine infection.

Genes 2022, 13, 168. https://doi.org/10.3390/ genes13020168
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The birth weight was 1890 g (5 ¢), Apgar score was 7/7/8 points in the 1, 5 and 10 min
of life. The pregnancy was complicated with polyhydroamniosis, single umbilical artery,
and fetal ileus diagnosed prenatally. Aortic coarctation and shortened fetal long bones
were suspected. In the 23rd week of pregnancy, amniocentesis was performed, and the
fetal karyotype was normal (46, XX).

Shortly after birth, the patient required respiratory resuscitation, facial CPAP, and on
the first day of life, was transferred to Newborn Intensive Care Unit (NICU) due to the
severe general condition.

The infant was noticed to have dysmorphic features such as: a Saddle nose, low-set
ears, retrognathia with micrognathia, suspicion of bilateral atresia of the external auditory
canals, doubling of the right thumb, tendency to pinch five, overlapping second, fourth
and fifth fingers on the middle finger, buffalo hump, livedo reticularis of the skin, and a
sacral dimple (Figure 1).

Figure 1. Dysmorphic features of the reported patient.

In echocardiography, the aortic arch and isthmus were described as correct, no con-
genital heart defects were found.

The patient had a laparotomy with a massive short bowel resection (due to a multi-
level obstruction of the jejunum-intestinal atresia) with one anastomosis on day 5 of life.

The patient underwent two more laparotomies due to digestive tract passage disorders,
during which abdominal adhesions were removed and the anastomosis was resected due
to its narrowing. Due to feeding intolerance, total parental nutrition was required all the
time, the patient received trophic nutrition through a naso-intestinal tube.

Her first genetic consultation was at the age of 5.5 months. At that time, her growth
parameters were below the third percentile for age and gender, weight was 4 kg, length
60 cm, and head circumference 38 cm. Dysmorphic features were noticed, as mentioned
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above. Developmentally, the girl had a global motor delay, central hypotonia with normal
deep tendon reflexes.

Due to the suspicion of atresia of the external auditory canals, the child had an ear-
nose-throat evaluation which confirmed left side atresia of the left canal, the right was one
Wwas very narrow.

Computer tomography of the brain showed widening of the ventricular system and
enlarged post-cerebral fluid space as in atrophy. In the ultrasonography of the brain,
higher echogenicity of periventricular white matter was found. In the ultrasonography
of the abdomen, adrenal hyperplasia was described. Additionally, an atypical course of
large vessels in the epigastric region, the aorta ran in sections on the right side, crossed
by the inferior vena cava on the left side, in the lower sections, the course of the vessels
was typical.

Due to severe infections (SARS-CoV-2 and three bacterial sepsis), the girl was hos-
pitalized in the ICU. During one of the ICU stays, a tracheostomy was developed due to
respiratory failure.

The following changes were found in the laboratory tests: Anemia, moderately el-
evated creatinine levels, constantly elevated ferritin levels (1100-1400 ng/mL, norm to
327 ng/mL), neuron-specific enolase was increased to 22.6 ng/mL (norm to 16.4 ng/mL).
Other laboratory investigations were unremarkable (except for the moments when the
child was in the ICU treated for infections): Newborn screening, liver function, ammonia,
serum lactic acid, amino acid profile (GC/MS), CK, lipid panel. Her chromosomal kary-
otype was normal female 46, XX (amniocentesis), and array-CGH did not reveal any copy
number changes.

3. Genetic Studies
Whole Exome Sequencing (WES)

The DNA of the proband and her parents was isolated from peripheral blood lym-
phocytes, all according to standard protocols. For the proband, WES was performed using
Human Core Exome Kit (Twist Bioscience, South San Francisco, CA, USA), according to
manufacturer’s instruction. Enriched library was paired and end sequenced (2 x 100 bp)
on a NovaSeq 6000 platform (Illumina, San Diego, CA, USA). Bioinformatic analysis of raw
WES data and variants prioritization were performed as previously described [5]. Reads
were aligned to the hg38 reference genome sequence and visualized using the Integrative
Genomics Viewer [6].

After the first tier of analysis, two nonsense variants in compound heterozygote
state in ZNF699 gene (NM_198535.3) were prioritized for further investigation: (hg 38,
chr19:2.009296869-G>A; ¢.535C>T/p.GIn179Ter) and (hg38, chr19:g.009296077-G>A;
¢.1327C>T/p.Arg443Ter). According to gnomAD dataset (v.3.1.2) [7] the population fre-
quency of p.GIn179Ter variant was zero, while for p.Arg443Ter was 0.00006515 (with
no homozygotes reported). Both variants have zero frequency in in-house datasets of
>11,000 WES of Polish individuals. Identified ZNF699 p.GIn179Ter and p.Arg443Ter vari-
ants cause a premature occurrence of a stop codon and are responsible for shortened protein
(the full length protein is 643 residues). Selected variants were further validated in the
proband and studied in her parents by amplicon deep sequencing performed using the
Nextera XT Kit (Illumina) and sequenced on a HiSeq 1500 (Illumina). Testing of the parents
showed that the variant p.GIn179Ter was inherited from the mother, while p.Arg443Ter was
inherited from the father (Figure 2), which is consistent with in trans variants transmission
in the autosomal recessive mode of inheritance.
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Figure 2. Family study results. Integrative Genomic Viewer screenshots are presented.

The parents signed a written informed consent form for the genotyping and con-
sented to the publishing of all the data generated. The study received the approval of the
Bioethics Committee of Wroclaw Medical University (code: KB-430/2018; date of approval:
23 July 2018).

4. Discussion

The ZNF699 gene (Chr. 19p13.2) is annotated in the NCBI as the human hang ortholog
discovered by Scholz et al. in 2005 in Drosophila melanogaster and is required for normal
development of ethanol tolerance. It encodes a large nuclear zinc finger protein, suggesting
a role in nucleic acid binding, but still little is known about the function of this gene.

Until 2021, ZNF699 was not associated with any human disease. Bertoli-Avella et al.
(2021) reported 13 patients from 12 unrelated consanguineous families of Arab descent
with homozygous loss-of-function (LoF) variants in the ZNF699 gene. In those cases, five
different homozygous frameshift variants due to deletions or insertions were identified.
All of them were predicted to result in premature termination.

In our patient, we observe a configuration of a compound heterozygous due to sub-
stitutions in both alleles. Both variants in the ZNF699 gene cause premature termination
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(p-Arg443Ter and p.GIn179Ter), which largely indicates their pathogenicity. These nonsense
variants were not reported earlier in the literature.

All patients, including our case, presented a malformation syndrome with severe
neurodevelopmental delay and the following main symptoms: Dysmorphic facial fea-
tures, aberrations of the gastrointestinal, cardiovascular, genitourinary and skeletal system.
In OMIM, the phenotype is called DEGCAGS syndrome (* 619488) and stands for De-
velopmental Delay with Gastrointestinal, Cardiovascular, Genitourinary, and Skeletal
Abnormalities.

We analyzed and summarized the symptoms of the disease in 14 patients. Less
than half of the pregnancies (6/14) were complicated by at least one of the following:
Intrauterine growth retardation (5/14), polyhydramnios (5/14), single umbilical artery
(2/14), and premature birth (5/14). After birth, some patients needed respiratory support
(CPAP, intubation). All patients had dysmorphic features, which included: An abnormal
facial shape (9/14), microcephaly (6/14), long eyelashes (4/14), abnormal eyebrows (thick
or unibrow, 4/14), nose abnormalities (prominent nasal bridge, upturned nose, short
nose, 5/14) and other which included: Retrognathia, micrognathia, hypertelorism, smooth
philtrum, macrotia, low set ears, low hairline, microphthalmia, ptosis, hypopigmentation
of lashes and hair.

Gastrointestinal abnormalities were significant in this group of patients. Intestinal
atresia was observed in nine patients and was a reason for multiply operations. There were
also feeding difficulties (4/14), and patients required nasogastric tube feeding.

Skeletal anomalies included syndactyly (7/14), polydactyly (2/14), brachydactyly,
absent thumbs, talipes equinovarus, and genu valgum.

In the analyzed group, the cardiovascular abnormalities seemed to be a smaller prob-
lem than gastrointestinal abnormalities and they concerned: Atrial septal defect (2/14),
pulmonic stenosis (2/14) and individual cases of persistent left superior vena cava, ventric-
ular septal defect, dysplastic pulmonary valve, patent formanem ovale, and patent ductus
arteriosus. According to the available data, none of the patients required an intervention
due to these features.

Renal hypoplasia (3/14), cryptorchidism (3/14), chronic kidney disease (2/14), and
ambiguous (2/14), hypospadias (1/14), and chordee (1/14) were the observed symptoms
from the genitourinary system.

In addition to the symptoms that are included in the acronym, we noticed the repe-
tition of some symptoms. Eight patients had a failure to thrive, which may be primary
or secondary to symptoms from the gastrointestinal or cardiovascular systems. Muscu-
lar hypotonia was present in seven patients. Five patients had recurrent infections, of
those, two had confirmed immunodeficiency. Sensorineural hearing impairment was ob-
served in four patients. In the respiratory tract, abnormalities concerned laryngomalacia,
tracheomalacia, and bronchomalacia.

In the laboratory findings, the most frequently reported deviation was in the complete
blood count (8/14), two patients had pancytopenia, and six patients had anemia.

Analyzing the patients with a mutation(s) in the ZNF699 gene, it is difficult to list
specific symptoms that are characteristic and repetitive. Dysmorphic features (coarse facial,
thick eyebrows, nose abnormalities, syndactyly), intestinal atresia that requires operation
in the first days of life, and congenital heart defects (in general) seem to be the specific
major symptoms that could be helpful to suspect the DEGCAGS syndrome in the early
period of life.

5. Conclusions

Mutations causing premature termination in the ZNF699 gene are responsible for new
variable phenotype with characteristic dysmorphic facial features and significant structural
defects, especially from the gastrointestinal, cardiovascular, and skeletal systems, and less
specific from the genitourinary systems, accompanied by global developmental delay and
failure to thrive.
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8. DYSKUSJA

Do projektu badawczego zakwalifikowano Iacznie 57 pacjentow hospitalizowanych
na oddzialach intensywnej terapii noworodkéw i dzieci w wybranych miastach Polski
(Wroctaw, Opole, Gdansk, Warszawa, Bydgoszcz).

W badanej grupie chlopcy stanowili 45,6% (26/57), $rednia wieku w momencie
wlaczenia do badania wynosila 6,5 miesigca, mediana wieku wynosita 80 dni. Najmlodszy
pacjent byt zakwalifikowany w pierwszej dobie zycia, za$ najstarszy proband miat 3 lata i 7
miesigcy. Sredni czas oczekiwania na wynik rapid-WES wynosit 14 dni (bez weryfikacji

wariantow u rodzicow).

8.1. Zidentyfikowane warianty w badaniu WES

Sposrod 57 pacjentow, w sumie 41 (71,9%) otrzymalo diagnoze po wykonaniu
badania WES. U pozostatych dzieci nie znaleziono wariantow patogennych lub potencjalnie
patogennych w badaniu WES, co z duzym prawdopodobienstwem wyklucza podloze
monogenowe choroby u tych dzieci. Wysoki wskaznik diagnostyczny w badanej grupie,
wynika z zastosowanych, wymagajacych kryteriow wigczenia do badania. W pracach Meng
1 wsp., van Diemem 1 wsp., Gao 1 wsp. 1 Retter 1 wsp., w ktorych oceniano wyniki WES
w grupie pacjentow pediatrycznych na oddzialach intensywnej terapii, wykazano, ze
skuteczno$¢ diagnostyczna WES wahata si¢ miedzy 30-60% [14-18].

Zidentyfikowano mutacje w 35 réznych genach. U pigciu pacjentow zidentyfikowano
mutacje w genie SCO2 oraz u dwoch mutacje w genie MTFMT. Za pomocg badania WES
zidentyfikowano aberracje chromosomowe (delecje) u dwoch pacjentow, ktore potwierdzono
badaniem aCGH.

Uwzgledniajac wzor dziedziczenia, 27/41 (65,5%) zdiagnozowanych mutacji bylo
dziedziczonych w mechanizmie autosomalnym recesywnym, w tym 15 bylo zlozonymi
heterozygotami, 12 homozygotami. Jedna mutacja zostala zidentyfikowana w genie
sprzgzonym z plcia. U dziewigciu pacjentdow wystgpowaly warianty dziedziczone
autosomalnie dominujgco, z czego u osmiu byly to mutacje de novo, u ojca jednej pacjentki
stwierdzono obecno$¢ wariantu c.793G>A w genie KCNQ2 w ukladzie niskoprocentowe;j
mozaiki. U jednej pacjentki zidentyfikowano dwa warianty de novo w genie DSP w uktadzie
heterozygotycznym, ktorych dziedziczenie moze by¢ zar6wno autosomalne dominujace jak
I recesywne.

Doktadny wykaz znalezionych wariantow zostal przedstawiony w tabeli 2.
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Poza wariantami przedstawionymi w cyklu publikacyjnym: artykut 2. (ATP1A3)
i artykut 3. (ZNF699) na szczeg6lng uwage zashuguja geny opisane w publikacji 1.: NARSL,
DCAF5, NFASC i TRMT10C

NARS1

Wariant ¢.1040T>C; p.(Phe347Ser) w genie NARS1 zostat zidentyfikowany u chtopca
(pacjent nr 42), hospitalizowanego na OITD z powodu niewydolnosci krazeniowo-
oddechowej w przebiegu piorunujacej encefalopatii martwiczej (obraz w rezonansie
magnetycznym), ktora pojawita si¢ nagle w 11 miesigcu zycia. Chlopiec urodzony byt
z CIILPHI w 32Hbd, w stanie ogdlnym dobrym, rehabilitowany z powodu wcze$niactwa, w
wyniku rehabilitacji obserwowano postepy w rozwoju. Wywiad rodzinny chlopca byt
obcigzony nagla $miercig starszej siostry, u ktérej w 12 m.z. wystgpito piorunujace
pogorszenie stanu ogbélnego bez znanej przyczyny. Podjeto proby wyizolowania DNA
z bloczkéw parafinowych zachowanych po sekcji zwlok siostry pacjenta, ktore byly
nieskuteczne.

Geny z grupy ARS, w tym rowniez NARS1 s3 genami cytozolowymi lub
mitochondrialnymi o dziedziczeniu autosomalnym recesywnym, kodujagcymi syntetazy
aminoacyl-tRNA. Aminoacyl-tRNA sg biatkami zapewniajgcymi proces translacji informacji
genetycznej na funkcjonalne biatko. Zaburzenie funkcji tych biatek prowadzi do ostrych
1 postepujacych choréb ukladu nerwowego. Niektore uszkodzone geny ARS majg charakter
letalny. Najprawdopodobniej proband byt pierwszym na $wiecie, u ktorego przyzyciowo
zidentyfikowano mutacje w genie NARS1. W chwili otrzymania wyniku WES (kwiecien
2018 r.) wariant miat zerowa czesto$¢ wystepowania we wszystkich bazach danych
(gnomAD,EXaC, ESP6500, 1000 genomes, takze w wewngtrznej bazie danych ponad 2000
polskich egzomoéw). W 2020 roku pojawita si¢ pierwsza publikacja opisujaca 32 pacjentéw
z 21 rodzin, z objawami choroby neurodegeneracyjnej [19]. Osoby dotkniete chorobg
prezentowaty objawy zarowno z osrodkowego, jak i obwodowego ukfadu nerwowego, w tym
globalne opdznienie rozwoju psychoruchowego, matoglowie, ataksje, neuropatie i drgawki.
W pracy Manole i wsp. nie opisano wariantu zidentyfikowanego u prezentowanego pacjenta.
Wykazano natomiast Kkorelacje genotypowo-fenotypowe dla wariantow wystepujacych

w genie NARS1 oraz zmienng ekspresje¢ tych samych objawow, od fagodnych do cigzkich.
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DCAF5

Sposrod wszystkich zidentyfikowanych genow, gen DCAF5 jest najmniej znanym
genem, ktorego zidentyfikowany wariant (c.1301C > G; p.Ser434Ter) u jednego z pacjentow
(pacjent nr 54) wiaczonych do grantu, zostat okreslony jako wariant potencjalnie patogenny
1 uznany za przyczyn¢ zaburzen wystepujacych u pacjenta. Wariant ma charakter de novo
I powoduje przedwczesny kodon stop. Jednak kodon stop znajduje si¢ w dziewigtym,
tj. ostatnim eksonie genu i skrocone biatko DCAF5 moze zachowaé ekspresje. Czgstose
wystepowania wskazanego wariantu w bazach danych jest zerowa.

W piS$miennictwie opisano tylko trzech pacjentow z delecjami w 14q24.1924.3,
w obrgbie ktorych znajduje sie¢ rowniez gen DCAF5. Pacjenci ze wspomniang delecja
prezentowali lekkg niepetnosprawnos¢ intelektualng, wrodzone wady serca, brachydaktylig,
ale u zadnego z nich nie wystepowata ciezka i postepujaca choroba neurologiczna co istotnie
roznito si¢ od przebiegu choroby pacjenta przedstawionego w pierwszej z cyklu publikaciji.

Podjeto dalsze badania nad patogeneza genu DCAF5.

NFASC

Neurofascyny sg rodzing biatek kodowanych przez alternatywne transkrypty NFASC,
ktore wspoOtpracuja w budowaniu wezta Ranviera w ostonkach mielinowych nerwow.
U myszy wystepuja trzy izoformy Neurofascyny: Nfasc186 i Nfasc140 - zlokalizowane
w blonie aksonalnej w wezle Ranviera oraz Nfascl55 - glejowy skladnik polgczenia
aksonalno-glejowego. Nfasc186 i Nfascl55 sg glownymi izoformami odpowiednio
w dojrzatych weztach 1 otoczeniu wezta. Utrata izoformy glejowej Nfascl55 u myszy
powoduje ci¢zkie zaburzenia koordynacji ruchowej i $mier¢ w 16-17 dni po urodzeniu.

U noworodka z oddziatu intensywnej terapii obserwowano od pierwszych dni zycia
ciezka wrodzong hipotoni¢ z nastepowymi przykurczami palcéw u rak i ndg oraz brak reakcji
na dotyk lub bol (pacjent nr 43). W procesie diagnostycznym wykluczono SMA. Pacjenta
zakwalifikowano do badania WES, w ktoérym zidentyfikowano wariant patogenny w genie
NFASC. Wariant tworzy przedwczesny kodon stop w trzech z czterech ludzkich transkryptow
NFASC. Zasugerowano, ze zmienione biatko Nfasc155 kodowane przez uszkodzony gen
przerywa  polaczenie ~w  wezle Ranviera, co  potwierdzono w  badaniu
immunofluorescencyjnym na komoérkach wyhodowanych ze skory pacjenta i komoérkach
kontrolnych. Powyzszy przypadek kliniczny dotyczacy noworodka z oddziatu intensywnej
opieki jest pierwszym opisanym przyktadem defektu genetycznego glejowych izoform

NFASC u ludzi, czyli nowa ciezka choroba obwodowego i centralnego uktadu nerwowego.
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Cigzko$¢ stanu klinicznego noworodka koreluje ze znaczeniem Neurofascyn w tworzeniu

okotoweztowych potaczen aksonalnych i struktury i funkcji wezta Ranviera [20]

TRMT10C

Gen TRMTI10C jest genem jadrowym dziedziczonym autosomalnie recesywnie
i kodujacym podjednostke rybonukleazy rozszczepiajacej mitochondrialne tRNA. Wedlug
opisow W literaturze przedmiotu nieprawidtowy produkt genu TRMT10C prowadzi do
uszkodzenia kompleksow tancucha oddechowego 111V, ktérego prawidlowe funkcjonowanie
jest niezbedne w procesie fosforylacji oksydacyjnej (tworzenie energii ATP
w mitochondriach) [21,22].

Wiodace problemy kliniczne kolejnego pacjenta, u ktorego wykonano rapid-WES
(pacjent nr 41) to: nagle zalamanie si¢ stanu ogdlnego bez okreslonego powodu (przy
prawidlowym i eutroficznym porodzie), z silng kwasicg metaboliczng, z kompensacja
oddechowa poprzez hiperwentylacje, masywna hipermleczanemia, podwyzszony poziom
alaniny. Biorgc pod uwage calo$¢ obrazu klinicznego postawiono podejrzenie wrodzonej
choroby mitochondrialnej. W wykonanym w trybie cito badaniu WES (wynik otrzymano po
5. dniach) wykazano obecno$¢ dwoch heterozygotycznych mutacji w uktadzie trans w genie
TRMT10C. Jedna zidentyfikowana mutacja skutkuje substytucjg, druga przesunieciem ramki
odczytu. Mutacje w genie TRMT10C zostaly opisane w literaturze w 2016 roku u dwoch
pacjentow z nowo opisanym zespotem mitochondrialnym, trzeciego pacjenta opisano w 2021
r. Stan Kliniczny pacjentow z mutacjg w genie TRMT10C w okresie noworodkowym
przedstawionych w literaturze jest zbiezny z objawami klinicznymi wyst¢pujagcymi u pacjenta
nr. 41 wlaczonego do grantu (nagle, cigzkie zatamanie si¢ stanu zdrowia z niewydolnoS$cia
oddechowa =z hipermleczanemia). Dodatkowo u niektorych pacjentow wystepowat

niedostuch. Opisani pacjenci z mutacjg w genie TRMT10C zmarli do Smz.

8.2 Pacjenci z wrodzona wada metabolizmu

Wrodzone wady metabolizmu (WWM) to uwarunkowane genetycznie zaburzenia
szlakow metabolicznych, wskutek ktérych dochodzi nadmiernego gromadzenia si¢
substratow, ktorych dzialanie jest toksyczne, albo nie powstaje produkt niezbgdny do
prawidlowego funkcjonowania organizmu. Chociaz poszczegblne WWM pojawiaja si¢
sporadycznie, lacznie stanowia duza grupe schorzen (>1000 jednostek chorobowych).
Czesto$¢ wystepowania WWM wsrod zywo urodzonych waha sie miedzy 1/1500 a 1/2500
[23-25].
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Nagle, silne i postgpujace objawy wystepujace u noworodka lub niemowlecia zawsze
wymagaja uwzglednienia WWM, rownolegle z innymi czestymi przyczynami naglego
pogorszenia stanu zdrowia dziecka (jak posocznica), w szczeg6lnosci jesli przebieg cigzy
i porodu nie byly powiklane, a wséréd objawow pojawia si¢ uszkodzenie watroby,
encefalopatia Iub kardiomiopatia. W procesie diagnostycznym takiego dziecka najwazniejsze
jest, aby nie przeoczy¢ choroby uleczalnej — ,,do not miss a treatable disorder” [26].

Analizujac objawy chorobowe pacjentdw przedstawionych w tabeli 2., u duzej czg¢sci
postawiono podejrzenie choroby metabolicznej o cigzkim przebiegu. W grupie dzieci,
u ktérych wykonano badanie rapid-WES, az u 48,8 % (20/41) rozpoznano chorobe z kregu
wrodzonych wad metabolizmu. Rozpoznane WWM wraz z podlozem molekularnym
przedstawiono w tabeli 2.

Na szczego6lng uwage zashuguje jedno schorzenie z kregu WWM — zespot Leigha,
rzadka choroba mitochondrialna zwigzana =z zaburzeniem wytwarzania ATP
w mitochondriach, o heterogennym podiozu genetycznym (obecnie znanych jest ponad 70
genow przypisanych do fenotypu zespolu Leigha). Czestos¢ wystepowania wsrod zywo
urodzonych dzieci jest szacowana na ok. 1:36 000. W badanej grupie pacjentow zespot
Leigha rozpoznano u 12,3% dzieci (7/57) — u pigciu zidentyfikowano warianty patogenne

w genie SCO2 oraz u dwoch w genie MTFMT.

8.3. Smiertelnos¢

Wskaznik $miertelno$ci ww. grupie pacjentow wynosit 45,6% (26/57). Tak wysoki
wskaznik $miertelnosci wynika z kryteriow wiaczenia do badania, gdzie wyjSciowo stan
pacjentéw z dysfunkcja wielu narzadow byl okreslany jako cigzki. W grupie dzieci, ktore
zmarly, u 76,9% (20/26) rozpoznano chorobe genetyczng, w tym rozpoznane wrodzone
defekty metabolizmu stanowily 53,8% (14/26). W grupie dzieci z WWM wskaznik
Smiertelnosci wynosit 70% (14/20). Z przedstawionych danych nalezy wnioskowaé, ze
czynnikiem ryzyka niepomyslnego rokowania u dzieci w stanie ci¢zkim jest choroba

genetyczna, zwlaszcza z krggu wrodzonych wad metabolizmu.

8.4 Wplyw wyniku molekularnego na dalsze postepowanie

Celem szybkiej i1 szerokiej diagnostyki u pacjentow w stanie cigzkim jest wlaczenie
odpowiedniego dziatania terapeutycznego. Wlasciwe rozpoznanie ma bardzo istotny wplyw
na dalsze postgpowanie. Gdy istnieja mozliwosci celowanej terapii, unika si¢ tym samym

innych, czgsto nieskutecznych lub nawet szkodliwych form leczenia. Znajac histori¢
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naturalng choroby mozliwe jest dlugofalowe przeciwdziatanie jej skutkom. W sytuacji
ciezkich i postgpujacych objawdéw wielonarzadowych oraz rozpoznaniu choroby genetycznej
o nickorzystnym rokowaniu, nalezy przedyskutowa¢ wsrod specjalistow prowadzacych oraz
konsultujacych pacjenta decyzje o nieeskalowaniu procesu leczniczego. Bardzo istotnym
elementem wlasciwego rozpoznania jest rowniez porada genetyczna dla calej rodziny, ktora
umozliwia rodzinie podjecie najbardziej optymalnych decyzji prokreacyjnych

U czterech pacjentow po uzyskaniu wyniku wdrozono leczenie, ktore znacznie
poprawilo ich funkcjonowanie:

1) u dziecka z encefalopatia padaczkowa wczesnodziecigcg t. 7 uwarunkowang mutacja
w genie KCNQ2 wiaczono do leczenia konkretny lek przeciwpadaczkowy (okskarbazepina),
ktory spowodowat catkowite ustgpienie drgawek (decyzje podjeto na podstawie doswiadczen
klinicznych 1 naukowych w leczeniu padaczki u pacjentéw z mutacja w genie KCNQ2
osrodka hiszpanskiego);

2) u dziecka z mutacja w genie ATP1A oraz rozpoznaniem RECA, zastosowano szerokg
profilaktyke przeciwgoraczkowa —szybkie reagowanie na wzrost temperatury ciala, jak
1 intensywng rehabilitacje uzyskujac stopniowg poprawe stanu neurologicznego. Znajomos¢
podltoza molekularnego pozwoli rowniez w przysztosci uniknigcia inwazyjnych procedur,
takich jak punkcja ledzwiowa, w razie pojawienia si¢ kolejnych rzutow choroby przy
goraczce;

3) pacjent z wrodzong dysfunkcja surfaktantu (SMDP3) przeszedt przeszczep ptuc uzyskujac
znaczng poprawe stanu klinicznego;

4) u pacjenta z mutacja w genie CYP11B2 wigczono do leczenia sterydoterapie
fludokortyzonem réwniez uzyskujac stopniowe wycofanie si¢ objawow choroby.

Dla szesnastu pacjentow (28,1%, 16/57) po otrzymywaniu wyniku WES opracowano
wielospecjalistyczng opieke, majaca na celu zapobieganie powiklaniom lub zwolnienie
postepu choroby.

Decyzj¢ o leczeniu paliatywnym (zardéwno w warunkach w szpitalnych jak 1 pod
opieka hospicjum domowego) 1 podpisaniu protokoldw o zaniechaniu resuscytacji
krazeniowo-oddechowej podjeto wzgledem czternastu pacjentow (24,6%), u ktoérych
rokowanie bylo niepomysine ze wzgledu na histori¢ naturalng choroby.

Siedmiu pacjentow (12,3%) zmarto przed otrzymaniem wyniku WES.
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8.5 Opracowanie algorytmu diagnostycznego

Majac na uwadze stowa profesora Saudubray’a ,,nie przeoczmy choroby uleczalnej”,
tylko intensywna, szybka i szerokoprzepustowa diagnostyka sprawi, ze zwigkszamy szansg
na postawienie rozpoznania i wdrozenia adekwatnego postepowania u dzieci z niejasng,
ciezka i szybko postepujaca choroba.

Jednym w efektow koncowych projektu bylo opracowanie algorytmu
diagnostycznego dla lekarzy pracujacych na oddziatach noworodkowych i niemowlgcych,
u ktorych podejrzewa si¢ chorobe neurodegeneracyjng. Zaklada on szeroka
1 wieloptaszczyznowg diagnostyke uwzgledniajaca choroby o podiozu genetycznym.

Kazdy noworodek, niemowle lub dziecko z objawami neurologicznymi o nieznanym
pochodzeniu, z niewydolno$cig wielonarzadows, z zaburzeniami metabolicznymi lub z
wadami wrodzonymi powinno by¢ skonsultowane przez specjaliste pediatrii metaboliczne;j
1 specjalist¢ genetyki klinicznej. Po wykluczeniu przyczyn niegenetycznych oraz znanych
1 okreslonych choréb genetycznych nalezy rozwazy¢ przeprowadzenie diagnostyki za
pomocag WES w trybie pilnym, natomiast u dzieci z objawami dysmorfii lub wrodzonych
malformacji badanie rapid-WES mozna poprzedzi¢ badaniem do mikromacierzy (aCGH).
Najnowsze technologie NGS pozwalaja rownoczesnie oceni¢ mutacje pojedynczych gendéw
(SNP) jak i rearanzacji\e chromosomowe (CNV). Proponowany algorytm przedstawiono na
rys.l. Nalezy zaznaczy¢, ze wraz z postgpem medycyny algorytm powinien by¢

uaktualniany.
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Rysunek 1 Algorytm diagnostyczny dla dzieci z cigzkimi objawami choroby

neurodegeneracyjnej

Noworodek, niemowle lub dziecko z ciezkimi objawami

neurologicznymi o nieznanym pochodzeniu, ktére rozpoczety sie

nagle i/lub z:
-wady metaboliczne o nieznanym pochodzeniu
-niewydolnos¢ wielonarzgdowa o nieznanej etiologii

-ciezkie wady wrodzone, ktére nie mozna powigzac z zadnym

znanym zespotem;

Podejrzenie choroby o
podtozu niegenetycznym
lub znanej choroby
genetycznej

A\ 4

Konsultacja genetycznai/lub konsultacje specjalisty

Badanie niegenetyczne lub
celowane badania genetyczne
(pojedynczego genu/panel

choréb metabolicznych

}

Obecnosé¢ wrodzonych
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dysmorficznych

gendw) ! 1
| NIE TAK
! ! 1 Wykonac¢ aCGH

Diagnoza

Brak diagnozy

Wykonac¢ rapid-WES

1

Prawidtowy wynik Identyfikacja mutacji
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9. WNIOSKI

Rapid-WES jest skutecznym i skracajgcym czas diagnostyki badaniem u noworodkow
i dzieci przebywajacych na oddzialach intensywnej terapii, u ktorych wystepuja
niejednorodne i ciezkie objawy choroby neurodegeneracyjnej. W tej specyficznej grupie
pacjentow, w ktorej brak diagnozy wplywa niekorzystnie na rokowanie, w ktorej szczegdlnie
wazny jest czas, a mozliwosci diagnostyczne sg czesto ograniczone ze wzgledu na wiek
i ciezki stan pacjenta, nalezy rozwazy¢ badanie rapid-WES jako badanie z wyboru.

Szerokoprzepustowe badanie WES jest rowniez narzedziem naukowym do
identyfikowania nowych przyczyn molekularnych chordb neurodegeneracyjnych

u cztowieka.
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Tabela 2 Charakterystyka kliniczna, wyniki badan WES, postgpowanie i rokowanie u pacjentow wigczonych do badania; K-kobieta, M-me¢zczyzna, d.z. —
doba zycia, m.z. — miesigc zycia, AR — dziedziczenie autosomalne recesywne, AD — dziedziczenie autosomalne dominujace, XLR — dziedziczenie

sprzezone z chromosomem X

Wiek w . "
momencie Zidentyfikowany Rozpoznanie Postepowanie po
Lp. Pleé¢ Objawy wykonania dngeigéz?élgeclrfig Wariant(y) w genie Numer OMIM wyniku WES Zgon
rapid-WES
- leczenie objawowe, lek
o . Encefalopatia padaczkowa '
ciezkie drgawki od okresu . KCNQ2 / AD L p/padaczkowy- )
1 K noworodkowego 8d.z (mozaika u ojca) €.793G>A/ p.(Ala265Thr) weczesnodziecigca t.7 okskarbazepina,
OMIM613720 R,
ustgpienie objawow
W okresie noworodkowym: cechy Zespot pecherz moczowy
niedroznos$ci przewodu ACTG2/ AD. de olbrzymi-niedorozwdj jelita leczenie objawowe,
2 K pokarmowego, duzy pecherz 30d.z. hovo ' c.188G>A/ p.(Arg63GlIn) grubego-spowolnienie opieka -
moczowy, brak mikcji, niewydolnos¢ perystaltyki jelit-wodonercze, wielospecjalistyczna
oddechowo-krazeniowa MMIHS5, OMIM619431
prawidlowy rozwoj do 13 mz, nagly
3 K cigzki stan neurologiczny, w MR 14 m.z. Wynik prawidtowy - - reanaliza WES TAK
encefalopatia martwicza
Cechy schizencefalii, pachygyrii i
polimikrogyrii, rozsiane skupiska . . . ) ) postepowanie objawowe,
4 K hiperechogenne w watrobie, 6dz Wynik prawidiowy dalsza diagnostyka
hipotonia, napady padaczkowe
cigzkie objawy chorobowe od
narodzin, wady rozwojowe - opieka
5 M raglienn ch’i udowyeh. cieska 30d.z. DYNC2H1/ AR C.7594C>T / p.(Arg2532Trp) dysplazja klatki piersiowej res irator(])ter ia ' TAK
plennycl 1 udowych, c1g €.2026delC / p.(GIn676LysfsTer17) OMIM613091 P pia,
niewydolno$¢ oddechowa, planowano zabieg
narastajace torakochirurgiczny
obrzeki o charakterze twardzinowym
Nawracajaca encefalopatia z .
- .. AP . profilaktyka,
napady encefalopatii i ataksji w ataksja mozdzkowsa relapsing . .
6 M przebiegu goraczki, z brakiem 21.i4m. ATP1A3/ AD, de ¢.2267G>A p.(Arg756His) encephalopathy with zapobicganic gorgezce,
. . novo . unikanie infekcji,
powrotu do peni zdrowia cerebellar ataxia (RECA) rehabilitacia
BEZ NR OMIM ]
Od 4 godziny zycia nagte zaburzenia . . . ) ) postepowanie objawowe,
! K oddychania, drgawki 7d.z Wynik prawidlowy dalsza diagnostyka
niewydolno$¢ oddechowa, opdzniony Cigzkie zaburzenie rozwoju i
rozwdj psychoruchowy, hipotonia, . widzenia z wadami . -
8 M oczoplas, w MR opéinienic 9,5m.z. HK1/ AD, de novo €.1370C>T / p.(Thr457Met) mézgowia NEDVIBA opieka hospicyjna, DNR TAK
maleinizacji OMIM618547
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Cigzkie zaburzenia rozwoju,
padaczka wczesnoniemowlgca
regres, zmiany postepujace

1,5r.z.

ADSL / AR

heterozygota ztozona
€.340T>C/ p.(Tyrl114His),
€.859A>G / p.(11e287Val)

Deficyt liazy
anenylobursztynianu
zaburzenia metabolizmu
puryn
OMIM103050

leczenie objawowe,
opieka
wielospecjalistyczna

10

globalne op6znienie rozwoju
psychoruchowego, postepujace
pogorszenie stanu ogoélnego,
niewydolnos$¢ oddechowa, cigzkie
objawy neurologiczne, w MR
mozgowia hypertensyjne zmiany w
galce bladej

8§ m.z.

SCO2/AR

homozygota
c.418G>A/ p.(Glu140Lys)

Zespot Leigha OMIMB04377

opieka hospicyjna, DNR

TAK

11

zaburzenia rozwoju
psychoruchowego, niedowidzenie,
podwyzszone stezenie kwasu
mlekowego, w MR mézgowia
zmiany istoty biatej

5,5m.z.

PIGT / AR

homozygota
€.1582G>A/ p.(Val528Met)

Zaburzenie biosyntezy kotwic
glikanow
fosfatydyloinozytolu,
MCAHS3, OMIM615398

leczenie objawowe,
opieka
wielospecjalistyczna

12

niewydolno$¢ oddechowa, brak
nap¢du oddechowego, hipoplazja
moézdzku, objawy dysmorficzne,
postepujace pogorszenie stanu
neurologicznego

3,5m.z

Wynik prawidtowy

postepowanie objawowe,
dalsza diagnostyka

TAK

13

znacznie obnizone napigcie
mig¢$niowe, ospatos¢, zaburzony
odruch ssania

43 d.z.

NEB/ AR

heterozygota ztozona
€.36+1G>A, p?
€.25234C>T / p.(Arg8413Ter)

Wrodzona miopatia
nemalinowa
OMIM256030

leczenie objawowe,
opieka
wielospecjalistyczna

14

od 6mz obserwuje si¢ postgpujace
zaburzenia
neurologiczne, znaczne opoznienie
rozwoju, wiotko$¢, staby kontakt
spoteczny,
hepatosplenomegalia, niedozywienie,
zaburzenie funkcji nerek.

11 m.z.

GLB1/AR

heterozygota ztozona
¢.75+2dupT / p.?
€.346C>T / p.(Argl16Trp)

Gangliozydoza typ |
OMIM230500

opieka hospicyjna, DNR

TAK

15

postepujace zaburzenia
neurologiczne

20 m.z.

Wynik prawidlowy

postgpowanie objawowe,
dalsza diagnostyka

16

drgawki od 1 dnia zycia

19 d.z.

Wynik prawidlowy

postgpowanie objawowe,
dalsza diagnostyka

17

niewydolno$¢ oddechowa (respirator
domowy), padaczka, spastyczno$¢,

3,5r.z.

Wynik prawidtowy

postgpowanie objawowe,
dalsza diagnostyka
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hipotonia, spastyczno$¢ konczyn,
cigzkie objawy neurologiczne,
bezdechy, znacznie opdzniony

heterozygota ztozona

Niedobor mitochondrialnej
krotkotancuchowej hydratazy

leczenie paliatywne,

18 rozwoj psychoruchowy, 30dz. ECHSL/AR i%7767/é>>9|'; pgi:ggggc;%) 1 Enoilo-CoA; ECHS1D DNR TAK
niewydolnos¢ krazeniowo- ' P- OMIM616277
oddechowa,
z cigzka
niewydolnoscig oddechowa, PDA, . . . ) ) postepowanie objawowe,
19 nadci$nieniem ptucnym bez 29dz. Wynik prawidtowy dalsza diagnostyka TAK
okreslonej przyczyny.
. . . . . . postepowanie objawowe,
20 postepujaca kardmiopatia 5,5 m.z. Wynik prawidtowy dalsza diagnostyka TAK
zaburzenia odzywiania -
gastrostomia, wielolekooporna heterozygota ztozona Niedobor kofaktora
21 padaczka, matoglowie, dysmorfia 7d.z. MOCS1 /AR c.377G>A/ p.(Gly126Asp) molibdenu A opieka hospicyjna, DNR ~ TAK
twarzy, hipotonia, spastyczne c.459del / p.(Thr154ProfsTer61) OMIM252150
konczyny, zaburzenia oddychania
postgpujace objawy neurologiczne, heterozygota ztozona Z.e Si?)u‘:‘fiig'?gﬁ:sr
22 dystonie, hipotonia, zaburzenia 2d.z. MTEMT/ AR c.161G>A/ p(Gly54Asp) njw?tochongdrialnegot 27) opieka hospicyjna, DNR TAK
oddychania €.994C>T / p.(Arg332Ter) OMIM618248
Zaburzenia rozwoju, mikrosomia, homozygota Zespol Leigha
23 brak mowy, ,hrlpotronlg, braK chodu, Sm.z. SCO2/AR C418G>A / p.(Glu140Lys) OMIM604377 opieka hospicyjna, DNR -
wiotko$¢ skory i stawow
od 3 d.z. hipoglikemia, apatia, ostepowanic obiawowe
24 bezdechy, krwawienia do CUN, 21d.z. Wynik prawidtowy - - p dzlljsza dia nojs tvka ?
niewydolno$¢ oddechowa gnosty!
Od 1. doby zycia noworodek
apatyczny, niech¢tny do ssania,
napigcie mi¢gsniowe zmienne,
napadowa hipoglikemia z leczenie objawowe
25 _ nastepowymi drgawkanmi, z 1d.z. del20p12.3p11.22 - Zespodt mikrodelecyjny opieka -
hiperinsulinizmem noworodkowym, wielospecialistyczna
zaburzeniem oddychania, pecialisty
zaburzeniem karmienia, z
krwawieniami $rédmozgowymi,
dysmorfia, arthrogrypoza
wczesniactwo hipotrofia matogtowie opieka
26 nieprawidtowy ksztatt czaszki, 7 ma. DDX11 /AR homozygota Warsaw Breakage Syndrome, wielospecjalistyczna, )

mikropenis gtebokie opdznienie
rozwoju psychoruchowego , drgawki

€.1672C>T / p.(Arg558Ter)

WABS, OMIM613398

leczenie objawowe,
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Stan po udarze niedokrwiennym,

makrocefalia, obecne cechy

GFAP / AD, de

Choroba Alexandra

opieka
wielospecjalistyczna,

27 dysmorfii twarzy — wydatne czolo. 23 m.z. novo c.715C>T / p.(Arg239Cys) OMIM203450 rehablllt_aqa,_ W}qczeme
do badania klinicznego w
Stopy — poduszeczkowate.
USA
cigzka kwasica mleczanowa, z
post@pujal(.:ym zaburzemrem rozwoju ustgpienie objawow pod
neurologicznego od konca I dobry . . . .
L ; . 10d.z. Wynik prawidtowy - - koniec okresu
zycia przy prawidlowym porodzie), z noworodkoweao
drgawkami. USG p/ciemieniowe — Y
zab. architektoniki mozgowia
op6zniony rozwdj psychoruchowy, homozvdota opieka
niewydolno$¢ oddechowa, obnizone 18 m.z. SCO2/ AR Y9 zesp6t Leigha OMIM604377 wielospecjalistyczna,

napigcie mig$niowe, drzenia

c.418G>A/ p.(Glu140Lys)

leczenie objawowe,

choroba Hirschsprunga, znaczne

POLR2A/ AD, de

Zespot dysmorficzno-
Neurorozwojowy zwigzany z
zaburzeniem rozwoju

opieka

30 opdznienie psychoruchowe, 21i3m. €.3752A>G / p.(Asn1251Ser) . - wielospecjalistyczna,
- - novo psychoruchowego, hipotonig i ; -
hipotonia PP . leczenie objawowe,
opoznieniem rozwoju mowy,
NEDHIB OMIM618603
Choroba nerwowo-migsniowa z zwielokrotniong liczba powtdrzen CTG (ponad Dystrofia miotoniczna typ | Wielosp%g}zll(iityczna
31 n}il;p()tzr;lli‘lgsclirogggzﬁgq ! 6dz DMPK /de novo 50) w genie DMPK wrodzony OMIM160900 leczenie objawowe,
Wy 4 e psychologiczna, ,
nawracajace infekcje, sepsy, zmiany heterozygota ztozona opieka
32 skorne, niedozywienie, niewydolno$é 3m.z. DSP/ ?g/’OAR’ de €.2462A>G / p.(Lys821Arg) %e&c:::grfsag;zla wielospecjalistyczna,
oddechowo-krazeniowa €.1789T>C / p.(Ser597Pro) leczenie objawowe,
od 1. doby zycia niewydolno$¢
oddechowa, spastyczno$¢ konczyn, odeirzenie chorob leczenie objawowe,
33 wiotko$¢ osiowa, w MRI mézgowia: 1,5 m.z W opracowaniu W opracowaniu P mitjochondrialne' y wspomaganie oddychania
zaburzenia mielinizacji, pik ! okresowo
mleczandéw
znacznym zaburzenie rozwoju, wytypowano
brakiem odruchy ssania, zab. . CHD1+ w WES, . -
34 2,5 m.z. W opracowaniu - leczenie objawowe

odzywiania, hipotonia, VSD i

ASD, kraniosynsotoza.

trwa weryfikacja
wyniku
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hipotrofia, zaburzenia karmienia,

Wrodzony
hipoaldosteronizm,

sterydoterapia -

35 . oﬁ;;z?;k%ﬁﬁ;grgge::;r;gzlliCzna 2,5m.z. CYP11B2/ AR ¢.554C>T / p.(Thr185lle) spowodowany niedoborem fludrokortyzon -
P ' CMO | OMIM203400
od 6 mz padaczka, opdzniony rozwoj leczenie padaczki -
psychoruchowy, obnizone napigcie . heterozygota ztozona Niedobér syntetazy IE}motrygI.naJ opieka
36 ciata, matogtowie, w MRI mézgowia 11 m.z. ASNS / AR c.146G>A/ p.Arg49GIn asparaginowei OMIM615574 wielospecjalistyczna, -
hipoplazja ciata modzelowatego, c.601del / p.(Met201TrpfsTer28) parag ! przeciwdzianie
megacysterna magna. przykurczom.
. ustapienie miokloniii po
. . . - delecja - -
liczne mioklonie (obejmujace gtowe, 10012.2p12.1 = leczeniu sterydami i
gatki oczne, konczyny gorne i dolne, . pre.ep.s.t = immunoglobulinami
37 . 3 o 22 m.z. 4,47 Mpz - - o -
tutéw). przy ptaczu mioklonie si¢ . sugeruje si¢ tto
S . (pochodzenia - -
nasilaja, ataksja autoimmunologiczne
matczynego) i
zaburzen.
nagte pogorszenia si¢ stanu
neurologicznego po urodzeniu w 3dz.
- nagle obnizenie . . . ) ) postgpowanie objawowe, B
38 napigcia mig¢$niowego, zaburzenie 7dz Wynik prawidiowy dalsza diagnostyka
termoregulacji, niewydolnos¢
oddechowa
Opdznienie rozwoju z
niewvdolno&é oddechowa zespotem nieprawidlowosci
wielo ovgi}:)mowa niedroznodé "eli @ heterozygota ztozona zotadkowo-jelitowych, opieka
39 P 03¢ 5,5 m.z. ZNF699 / AR €.535C>T / p.(GIn179Ter) sercowo-naczyniowych, wielospecjalistyczna, -
czczego, cechy dysmorficzne, 22 / 3 . . | ie obi
zaburzenia odzywiania €.1327C>T / p.(Arg443Ter) moczowo-piciowych i eczenie objawowe,
’ kostnych; DEGCAGS
syndrome OMIM619488
Hipotionia, zatrzymanie i
pogorszenie rozwoju, zmiany . homozygota T . .
40 demielinizacyjne w mézgowiu jak w 3m.z. MTFMT /AR C.994C>T / p.(Arg332%) zespot Leigha OMIM604377 opieka paliatywna, DNR ~ TAK

ADEM
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Nagte cigzkie zab. rozwoju, ,

heterozygota ztozona

Zaburzenia fosforylacji

41 niewydolnos¢ oddechowa, kwasica 9d.z TRMT10C / AR c.728T>C/ p.(11e243Thr) - opieka paliatywna, DNR ~ TAK
mleczanowa, hipokapnia, hipotonia €.393_339%4insA / p.(Tyr132llefsTerl5) oksydacyjnej OMIM 615423
Zaburzenia neurorozwojowe
C . . z mikrocefalig, zaburzeniami
Cigzkie zaburzenia rozwoju, jezyka i nieprawidtowosciami
niewydolno$¢ oddechowa, . homozygota . . -
42 - . 11 m.z. NARS / AR chodu; opieka hospicyjna, DNR  TAK
encefalopa(t)laélzje’ragname stanu €.1040T>C / p.(Phe347Ser) NEDMILG - nowa choroba,
gomeg opisana rok po identyfikacji
wariantu, OMIM619091
Cigzki stan, niewydolnosé Zaburzenia neurorozwojowe leczenie paliatywne w
oddechowa, reaktywnos¢, . homozygota z zaburzeniami ruchu .
43 nieprawidlowe napiecie migsniowe, 3dz. NFASC/AR €.2491C>T / p.(Arg831%) srodkowego i obwodowego; warunkaDc}'llgddzla}u, TAK
pojawiajace si¢ przykurcze NEDCPMD OMIM618356
Hipotonia, cigzkie zaburzenia h tos Hipotonia niemowlgca z | ie obi
rozwoju, psychoruchowego eterozygota ztozona opdznieniem rozwoju i ECZENIE ODjaWOWe,
44 ! 5 8§ m.z NALCN/ AR €.2203C>T / p.(Arg735%*) - » opieka -
dysmorfia twarzy, zaburzenia c1626+5G>T / 0?2 cechami dysmorfii 1 wielospecialistyczna
odzywienia : P OMIM611549 pecjanisty
nagta i ci¢zka niewydolnos¢ heterozygota ziozona
45 oddechowa, niewydolnosé 1,5 mz. SCO2/AR °'16—17'“SAGCATg‘é:A}GCQZGTGACTCA/ zespot Leigha OMIM604377 299" prff.d otrzymaniem 5k
wielonarzagdowa P(Arg66infsters2) lagnozy
> c.418G>A/ p.(Glul40Lys)
Zaburzenia ssania i karmienia,
46 Koficzyny, ciezka kwasica 8§ m.z. SCO2 /AR C418G>A / p.(Glu140Lys) zesp6t Leigha OMIM604377 warunkag:kjgddzmlu, TAK
metaboliczna, niewydolno$¢
oddechowa
niewydolno$¢ oddechowa, cigzkie
zaburzenia rozwoju, regres homozvaota
47 psychoruchowy, zaburzenia 10 m.z. POLG1 /AR Y9 zespot Alpersa OMIM203700  opieka hospicyjna, DNR TAK
AR . o €.2862C>G / p.(l1e954Met)
odzywienia, hipotonia, nadci$nienie
tetnicze
urodzona w stanie cigzkim, heterozygota zlozona
48 arthrogrypoza - przykurcze w duzych 21 dz. GBE1/ AR C.69142T>C / p.? Glikogenoza typ 1V zgon przed otrzymaniem TAK

i matych stawach, twardzina skory,
cigzka niewydolnos¢ oddechowa

€.1975G>A/ p.(Gly659Arg)

OMIM232500

diagnozy
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lekooporna padaczka, niewydolno$¢
oddechowa, w MRI moézgowia -

hemizygota

Ztozony niedobor fosforylacji

hospicjum domowe,

49 o . : 3m.z AIFM1/ XLR oksydacyjnej 6 domowa wentylacja TAK
zanik mézgu, zmiany w jadrach ' €.1350G>C / p.(Arg450Ser) OMIM300816 mechaniczna, DNR
podstawy, nasilajace si¢ matogtowie
.. . - Wrodzona dysfunkcja
50 cm;zka.mewyrdoln(.)sc oddechpwa 0 16 m.2. ABCA3 / AR homozygota surfaktantu, SMDP3 przeszczep ph_lc z dobrym )
nieokres$lonej przyczynie c.604G>A/ p.(Gly202Arg) OMIM610921 skutkiem
przykurcze - cechy arthrogrypozy,
dysmorfia twarzy, przewlekla X . opieka
51 niewydolno$¢ oddechowa, hipotonia 40 d.z. MAGEL2 / AD, de €.2894G>A/ p.(Trp965*) zespot Schaafa i Yang wielospecjalistyczna - -
J . L novo OMIM 615547 B
osiowa, zaburzenia karmienia - leczenie rh-GH
gastrostomia
niewydolno$¢ oddechowa, atonia
catego ciata, przykurcze, zaniki
migéniowe, skora twardzinowa, . homozygota Miopatia nemalinowa 3 zgon przed otrzymaniem
52 nadmierne owlosienie ciata, ztamanie ldz ACTAL/AR c.443G>T / p.(Gly148Val) OMIM161800 diagnozy TAK
kosci udowej w wyniku
najprawdopodobniej przykurczow
. Brak konkretnego -
53 obrzegk twardz_mowy, wady 7da SCN1A/AD , de C.5324T>G / p.(Leul775Arg) rozpoznania, wariant zgon przgd otrzymaniem TAK
rozwojowe, novo patogenny diagnozy
niewydolno$¢ oddechowa, opieka hospicyjna
54 hlpogllkeml_a, hlpot_on_la _.W'Ot.k'e’ 3m.z. DCAFS/AD, de €.1301C>G / p.(Ser434Ter) podejrzenie nowej choroby domowa wentylacja, TAK
deformacja klatki piersiowej, novo DNR
zaburzenia karmienia
cigzka hiperamonemia, cigzka . . . ) ) zgon przed otrzymaniem
55 niewydolno$¢ oddechowa 7dz. Wynik prawidiowy diagnozy TAK
obrzegk uogolniony, wysieki do
wszystkich przestrzeni trzecich, 200n przed otrzvmaniem
56 ciezka niewydolnos¢ oddechowa, 30d.z. Wynik prawidtowy - - gonp i Y TAK
. o iagnozy
napady drgawkowe, niewydolno$¢
nerek
makrocefalia, liczne i olbrzymie
torbiele mozgu, niewydolnosé ztozona heterozygota ] .
57 oddechowa, drgawki, wysokie 1dz PC/AR ¢.1090C>T / p.(GIn364%) Deficyt karboksylazy zgon przed otrzymaniem 5

stezenie mleczanow, kwasica
metaboliczna, zaburzenia odzywiania

€.1222G>C / p.(Asp408His)
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11. ZALACZNIKI

11.1 Dorobek naukowy doktoranta
Wykaz publikacji

Mateusz Biela

1. Publikacje w czasopismach naukowych
1.1 Publikacje w czasopi$mie naukowym posiadajacym Impact Factor

Lp

Opis bibliograficzny

IF

PK

1:

New evidence for association of recessive IARS gene mutations with hepatopathy,
hypotonia, intellectual disability and growth retardation [letter to the editor]. [AUT.]
R[OBERT] SMIGIEL, M[ATEUSZ] BIELA, A. BIERNACKA, A[GNIESZKA]
STEMBALSKA, M[ARIA] SASIADEK, J. KOSINSKA, M. RYDZANICZ, R. PLOSKI.
Clin.Genet. 2017 Vol.92 no.6 s.671-673, tab., bibliogr. 5 poz. DOI: 10.1111/cge.13080

3,512

30,00

Novel de novo mutation affecting two adjacent aminoacids in the EED gene in a patient
with Weaver syndrome. [AUT.] ROBERT SMIGIEL, ANNA BIERNACKA, MATEUSZ
BIELA, VICTOR MURCIA-PIENKOWSKI, ELZBIETA SZMIDA, PIOTR
GASPEROWICZ, JOANNA KOSINSKA, GRAZYNA KOSTRZEWA, AGNIESZKA
ANNA KOPPOLU, ANNA WALCZAK, DOMINIK WAWRZUTA, MALGORZATA
RYDZANICZ, MALGORZATA SASIADEK, RAFAL PLOSKI. J. Hum.Genet. 2018
Vol.63 no.4 5.517-520. DOI: 10.1038/s10038-017-0391-x

3,545

20,00

HPV vaccine acceptance and hesitancy - lessons learned during 8 years of regional HPV
prophylaxis program in Wroclaw, Poland. [AUT.] KAMILA M. LUDWIKOWSKA,
[AUT. KORESP.] MATEUSZ BIELA, [AUT.] LESZEK SZENBORN. Eur.J.Cancer
Prev. 2020 Vol.29 no.4 s.346-349, ryc., bibliogr. 10 poz., summ. DOIL:
10.1097/CEJ.0000000000000556

2,497

70,00

Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care
unit. [AUT.] ROBERT SMIGIEL, [AUT. KORESP.] MATEUSZ BIELA, [AUT.]
KRZYSZTOF SZMYD, MICHAL BLOCH, ELZBIETA SZMIDA, PAWEL SKIBA,
ANNA WALCZAK, PIOTR GASPEROWICZ, JOANNA KOSINSKA, MALGORZATA
RYDZANICZ, PIOTR STAWINSKI, ANNA BIERNACKA, MARZENA ZIELINSKA,
WALDEMAR GOLEBIOWSKI, AGNIESZKA JALOWSKA, GRAZYNA OHIA,
BOZENA GLOWSKA, WOJCIECH WALAS, BARBARA KROLAK-OLEJNIK,
PAWEL KRAJEWSKI, JOLANTA SYKUT-CEGIELSKA, MARIA M. SASIADEK,
RAFAL PLOSKI. J.Clin. Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], ryc., tab., bibliogr. 49
poz., summ. DOI: 10.3390/jcm9072220

4,241

140,00

Single median maxillary central incisor syndrome and variant in SMO gene associated with
SHH pathway. [AUT.] TOMASZ ZATONSKI, KATARZYNA PAZDRO-ZASTAWNY,
MONIKA MORAWSKA-KOCHMAN, MATEUSZ BIELA, ANNA KOLTOWSKA,
MALGORZATA RYDZANICZ, ANNA ROZENSZTRAUCH, JOANNA KOSINSKA,
KAROLINA DOROBISZ, RAFAL PLOSKI, ROBERT SMIGIEL.

Int.J. Pediatr. Otorhinolaryngol. 2020 Vol.134 art.110038 [5 s.], ryc., tab., bibliogr. 34 poz.,
summ. DOI: 10.1016/j.ijporl.2020.110038

1,675

70,00

Case report: Further delineation of neurological symptoms in young children caused by
compound heterozygous mutation in the PIEZO2 gene. [AUT. KORESP.] MAGDALENA
KLANIEWSKA, [AUT.] MARIA JEDRZEJOWSKA, MALGORZATA RYDZANICZ,
JUSTYNA PAPROCKA, MATEUSZ BIELA, EWELINA WOLANSKA, AGNIESZKA
POLLAK, EMILIA DEBEK, MARIA SASIADEK, RAFAL PLOSKI, MONIKA GOS,
ROBERT SMIGIEL. Front.Genet. 2021 Vol.12 art.620752 [6 s.], ryc., bibliogr. 17 poz.,
summ. DOI: 10.3389/fgene.2021.620752

4,599*

100,00

Distinct characteristics of multisystem inflammatory syndrome in children in Poland.
[AUT.] KAMILA MARIA LUDWIKOWSKA, MAGDALENA OKARSKA-
NAPIERALA, NATALIA DUDEK, PAWEL TRACEWSKI, JACEK KUSA,
KRZYSZTOF PIOTR PIWONSKI, ANETA AFELT, DOMINIK CYSEWSKI,
MATEUSZ BIELA, BOZENA WERNER, TERESA JACKOWSKA, CATHERINE
SUSKI-GRABOWSKI, MIRON BARTOSZ KURSA, ERNEST KUCHAR, LESZEK
SZENBORN. Sci.Rep. 2021 Vol.11 art.23562 [13 s.], ryc., tab., bibliogr. 39 poz., summ.
DOI: 10.1038/541598-021-02669-2

4,380*

140,00
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Prenatal versus postnatal diagnosis of Meckel-Gruber and Joubert syndrome in patients 4,096*
with TMEM67 mutations. [AUT. KORESP.] AGNIESZKA STEMBALSKA, [AUT.]
MALGORZATA RYDZANICZ, AGNIESZKA POLLAK, GRAZYNA KOSTRZEWA,
PIOTR STAWINSKI, MATEUSZ BIELA, RAFAL PLOSKI, [AUT. KORESP.]
ROBERT SMIGIEL. Genes 2021 Vol.12 no.7 art.1078 [7 s.], ryc., tab., bibliogr. 28 poz.,
summ. DOI: 10.3390/genes12071078

100,00

Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing 2,183*
encephalopathy with cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review.
[AUT. KORESP.]| MATEUSZ BIELA, [AUT.] MALGORZATA RYDZANICZ,
KRYSTYNA SZYMANSKA, KAROLINA PIENIAWSKA-SMIECH, ALEKSANDRA
LEWANDOWICZ-USZYNSKA, JOANNA CHRUSZCZ, LUCYNA BENBEN,
MALGORZATA KUZIOR-PLAWIAK, PAWEL SZYLD, ALEKSANDRA JAKUBIAK,
LESZEK SZENBORN, RAFAL PLOSKI, ROBERT SMIGIEL. Mol.Genet.Genomic Med.
2021 Vol.9 no.9 art.e1772 [9 s.], ryc., tab., bibliogr., summ. DOI: 10.1002/mgg3.1772

70,00

10.
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genitourinary, and skeletal abnormalities caused by ZNF699 gene mutation. [AUT.
KORESP.] MATEUSZ BIELA, MALGORZATA RYDZANICZ, [AUT.] AGNIESZKA
JANKOWSKA, AGNIESZKA SZLAGATYS-SIDORKIEWICZ, ANNA
ROZENSZTRAUCH, RAFAL PLOSKI, ROBERT SMIGIEL. Genes 2022 Vol.13 no.2
art.168 [6 s.], ryc., bibliogr. 7 poz., summ. DOI: 10.3390/genes13020168

100,00

34,824

840,00

*IF 2020

1.2 Publikacja w czasopismie naukowym nieposiadajacym IF

Lp

Opis bibliograficzny

PK

1.

Charakterystyka wypadkow lawinowych i przeglad sprzgtu lawinowego (Characteristics of
avalanche accidents and a overview of avalanche equipment). [AUT.] MATEUSZ BIELA,
MICHAL OLEKSY, MONIKA OLEKSY, ALEKSANDRA MICHALAK, JAKUB
KRZESZOWIAK. Med.Sr. 2015 T.18 nr 4 5.63-68, ryc., tab., bibliogr. 19 poz., streszcz., summ.

8,00

Dolegliwosci zdrowotne u rowerzystéw w miescie - badanie pilotazowe (Health problems of cyclists
in the city - pilot study). [AUT.] REMIGIUSZ CHROSTEK, JACEK WINIARSKI, KAROLINA
STOLARCZYK, URSZULA OSTROMECKA, ARKADIUSZ DRAPIEWSKI, NATALIA
PILUCH, MATEUSZ BIELA, EWA POPOWICZ, KRYSTYNA PAWLAS. Med.Sr. 2017 T.20 nr
45.28-33, ryc., tab., bibliogr. 11 poz., streszcz., summ. DOI: 10.19243/2017404

8,00

Srodowisko gorskie jako miejsce aktywnego wypoczynku i zwiazane z tym niebezpieczenstwa z
uwzglednieniem wypadkow w Tatrach Polskich (Mountain environment as a place of active
recreation and related dangers including accidents in the Polish Tatras Mountains). [AUT.]
MATEUSZ BIELA, REMIGIUSZ CHROSTEK, AGNIESZKA PLUTA, JACEK WINIARSK]I,
URSZULA OSTROMECKA, KAMIL BAR, ALEKSANDRA JAREMKOW, KRYSTYNA
PAWLAS. Med.Sr. 2018 T.21 nr 3 5.43-49, ryc., tab., bibliogr. 22 poz., streszcz., summ. DOI:
10.19243/2018306

8,00

Wplyw stosowania magnezji bialej na stan zdrowia uzytkownikéw zamknigtych obiektow
wspinaczkowych (The effect of using magnesia alba on the health of indoor climbing facilities
users). [AUT.] JACEK WINIARSKI, MATEUSZ BIELA, REMIGIUSZ CHROSTEK, EWA
POPOWICZ, URSZULA OSTROMECKA, KRYSTYNA PAWLAS. Med.Sr. 2018 T.21 nr 1 5.50-
54, tab., bibliogr. 24 poz., streszcz., summ. DOI: 10.19243/2018107

8,00

Polimorfizmy genu MTHEFR a szczepienia ochronne - analiza problemu. [AUT.] MATEUSZ
BIELA, AGNIESZKA MATKOWSKA-KOCJAN, ROBERT SMIGIEL. Med. Prakt.Szczepienia
2019 nr 1(29) s.13-16, bibliogr. 9 poz, Publikacja w czasopismie spoza listy MNiSW. Toz w:
Med.Prakt.Pediatria 2019 nr 3 5.17-20.

5,00

CLOVES syndrome caused by mosaic mutation in the PIK3CA gene identified in fibroblasts. [AUT.
KORESP.] MAGDALENA KLANIEWSKA, [AUT.] MALGORZATA RYDZANICZ, JOANNA
KOSINSKA, MATEUSZ BIELA, ANNA WALCZAK, ELZBIETA SZMIDA, ANNA
ROZENSZTRAUCH, RAFAL PLOSKI, ROBERT SMIGIEL. Pediatr.Pol. 2021 Vol.96 no.2 s.148-
152, ryc., bibliogr. 16 poz., summ. DOI: 10.5114/polp.2021.107401

100,00

137,00
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2. Monografie naukowe i skrypty
2.1 Autorstwo monografii naukowej —
2.2 Autorstwo rozdziatu w monografii naukowej —

2.2.1 Autorstwo rozdzialu w monografii pokonferencyjnej —

2.3 Redakcja naukowa monografii naukowej —

3 Inne —

4. Streszczenia zjazdowe

Lp

Opis bibliograficzny

1.

Early and late clinical outcomes of patients with heavily calcified coronary artery lesions treated with
coronary artery bypass grafting. [AUT.] M[ICHAL] KOSOWSKI, W[OJCIECH] ZIMOCH, P[IOTR]
KUBLER, A. KUC, BIRUNON] TOMASIEWICZ, J. KULCZYCKI, M[ATEUSZ] BIELA, J. SKIBA,
K[RZYSZTOF] RECZUCH. Post.Kardiol.Interw. 2016 Vol.12 no.2 s.195-196 poz.15, 5th Coronary
Rotablation Meeting, Wroctaw 2016; 1st Scientific Meeting of EUROTACLUB. Abstracts.

Wyniki obserwacji wewnatrzszpitalnej i dlugoterminowej u pacjentow z silnie uwapnionymi zmianami w
tetnicach wiencowych poddawanych przgstowaniu aortalno-wieficowemu (Early and late clinical outcomes of
patients with heavily calcified coronary artery lesions treated with coronary artery bypass grafting). [AUT.]
MICHAL KOSOWSKI, WOJCIECH ZIMOCH, PIOTR KUBLER, ALICJA KUC, BRUNON
TOMASIEWICZ, JAN KULCZYCKI, MATEUSZ BIELA, JACEK SKIBA, KRZYSZTOF RECZUCH.
Kardiol. Pol. 2016 T.74 supl.4 5.286-287, XX Migdzynarodowy Kongres Polskiego Towarzystwa
Kardiologicznego. Poznan, 15-17 wrzesnia 2016 r. Streszczenia.

Czy polska spotecznos¢ internetowa umie udzieli¢ pierwszej pomocy dziecku? Analiza stanu wiedzy = Is the
Polish online community able to provide first aid to children? Study of knowledge (Is the Polish online
community able to provide first aid to children? Study of knowledge). [AUT.] MATEUSZ BIELA,
BARTLOMIEJ KUSZCZAK, AGNIESZKA KUBLIK, ALEKSANDRA JAREMKOW, LILIANNA
STYKA. Pol.J Emerg.Med. 2017 T.10 nr 20 5.56, 26 Zimowa Konferencja Medycyny Ratunkowe;j i
Intensywnej Terapii. Karpacz, 1-4 marca 2017 r. Wybrane streszczenia.

Kontrowersje w ocenie bezpieczenstwa zdrowotnego preparatéw zawierajacych chrom. [AUT.]
ALEKSANDRA JAREMKOW, ANNA KAWALEC, MATEUSZ BIELA. W: VI Ogoélnopolska
Konferencja "Srodowisko i zdrowie na Dolnym Slasku i w Polsce". Myslibérz, 12-14.V. 2017. Ksigzka
streszczen, s.24-25.

Odmrozenia - analiza wiedzy ludzi ze srodowiska uprawiajacego sporty zimowe i alpinizm w $wietle nowego
konsensusu Polskiego Towarzystwa Medycyny i Ratownictwa Gérskiego. [AUT.] NINA KRAKOWSKA,
MATEUSZ BIELA, FILIP WINKOWSKI, ADAM DOMANASIEWICZ, ALEKSANDRA JAREMKOW.
W: VI Ogélnopolska Konferencja "Srodowisko i zdrowie na Dolnym Slasku i w Polsce". Mysliborz, 12-14.V.
2017. Ksiazka streszczen, s.10.

Odmrozenia - analiza wiedzy studentow kierunkéw medycznych w $wietle nowego konsensu Polskiego
Towarzystwa Medycyny i Ratownictwa Gorskiego = Medical universities students knowledge in frostbites in
the light of the new consensus of the Polish Society of Mountain Medicine and Rescue (PTMiRG) (Medical
universities students knowledge in frostbites in the light of the new consensus of the Polish Society of
Mountain Medicine and Rescue (PTMiRG)). [AUT.] MATEUSZ BIELA, FILIP WINKOWSKI, NINA
KRAKOWSKA, ADAM DOMANASIEWICZ, LILIANNA STYKA. Pol.J. Emerg.Med. 2017 T.10 nr 20
s.38, 26 Zimowa Konferencja Medycyny Ratunkowej i Intensywnej Terapii. Karpacz, 1-4 marca 2017 r.
Wybrane streszczenia.

Ocena zaleznosci stanu nawilzenia skory rak personelu medycznego, w odniesieniu do uzywanego srodka
dezynfekcji. [AUT.] MATEUSZ BIELA, BARTLOMIEJ KUSZCZAK, AGNIESZKA PLUTA,
DOMINIKA PUPKA, PIOTR LAGOSZ, JACEK WINIARSKI, EWA POPOWICZ, JAKUB UBYSZ. W:
VII Ogélnopolska Konferencja "Srodowisko i zdrowie na Dolnym Slasku i w Polsce". Myslibérz, 11-13 maja
2018 r. Ksigzka streszczen, s.14.

Sekwencjonowanie catloeksomowe w trybie RAPID u noworodkéw i niemowlat z ciezkimi objawami
neurologicznymi hospitalizowanych w oddziatach intensywnej opieki medycznej. [AUT.] ROBERT
SMIGIEL, MATEUSZ BIELA, KRZYSZTOF SZMYD, MICHAL BLOCH, ELZBIETA SZMIDA, ANNA
WALCZAK, GRAZYNA KOSTRZEWA, JOANNA KOSINSKA MALGORZATA RYDZANICZ, PIOTR
STAWINSKI, ANNA BIERNACKA, MARZENA ZIELINSKA, WALDEMAR GOLEBIOWSKI,
AGNIESZKA JALOWSKA, BARBARA KROLAK-OLEJNIK, MARIA M. SASIADEK, JOLANTA
SYKUT-CEGIELSKA, RAFAL PLOSKI. W: IX Zjazd Polskiego Towarzystwa Genetyki Czlowieka.
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Bydgoszcz, 13-15 wrzesnia 2018 r. [USB-Drive], Prezentacje ustne zgloszonych prac: Postepy w diagnostyce
zespotdw wad wrodzonych s.[1-2].

Sekwencjonowanie catoeksomowe (WES) w praktyce genetyka klinicznego - podsumowanie wynikéw badan
u 109 pacjentéw. [AUT.] ANNA DORACZYNSKA-KOWALIK, MATEUSZ BIELA, MICHAL BLOCH,
ELZBIETA SZMIDA, ANNA WALCZAK, GRAZYNA KOSTRZEWA, JOANNA KOSINSKA,
MALGORZATA RYDZANICZ, PIOTR STAWINSKI, ANNA BIERNACKA, KATARZYNA
WERTHEIM-TYSSAROWSKA, SYLWIA RZONCA, KATARZYNA NIEPOKOJ, TOMASZ GAMBIN,
MARIA MALGORZATA SASIADEK, MONIKA GOS, RAFAL PLOSKI, ROBERT SMIGIEL. W: IX
Zjazd Polskiego Towarzystwa Genetyki Czlowieka. Bydgoszcz, 13-15 wrzesnia 2018 r. [USB-Drive], poz.5.8
[Prezentacje plakatowe zgloszonych prac: Nowoczesna diagnostyka genetyczna niepefnosprawno].

10.

Zaburzenia biosyntezy kotwic glikozylofosfatydyloinozytolu - historia trzech przypadkow. [AUT.] BLAZEJ
MISIAK, ANNA BIERNACKA, MATEUSZ BIELA, ELZBIETA SZMIDA, PIOTR GASPEROWICZ,
JOANNA KOSINSKA, GRAZYNA KOSTRZEWA, AGNIESZKA JACOSZEK, ANNA WALCZAK,
MALGORZATA RYDZANICZ, MARIA M. SASIADEK, RAFAL PLOSKI, ROBERT SMIGIEL. W: IX
Zjazd Polskiego Towarzystwa Genetyki Cztowieka. Bydgoszcz, 13-15 wrzesnia 2018 r. [USB-Drive],
poz.7.11 [Prezentacje plakatowe zgloszonych prac: Postepy w diagnostyce zespotéw wad wrodzonych].

11.

A complicated WES diagnosis: hereditary spherocytosis due to autosomal recessively inherited mutation in
EPB42 associated with mosaic genome-wide paternal uniparental isodisomy. [AUT.] A. WALCZAK, A.
BIERNACKA, P. GASPEROWICZ, A. KOPPOLU, J. KOSINSKA, G. KOSTRZEWA, V. MURCIA-
PIENKOWSKI, M. RYDZANICZ, M[ATEUSZ] BIELA, J[OANNA] KOZLOWSKA, M[ARIA]
SASIADEK, R[OBERT] SMIGIEL, R. PLOSKI. Eur.J. Hum.Genet. 2019 Vol.27 suppl.1 5.488-489
poz.P13.24D, 51st Conference of the European-Society-of-Human-Genetics (ESHG) in conjunction with the
European Meeting on Psychosocial Aspects of Genetics (EMPAG). Milan, Italy, June 16-19, 2018. DOL:
10.1038/541431-019-0404-7

12,

Rapid whole-exome sequencing (WES) in the critically ill infants hospitalized in the intensive care units.
[AUT.] M[ATEUSZ] BIELA, K. SZMYD, M[ICHAL] BLOCH, E[LZBIETA] SZMIDA, A. WALCZAK,
G. KOSTRZEWA, J. KOSINSKA, M. RYDZANICZ, P. STAWINSKI, A. BIERNACKA, M[ARIA] M.
SASIADEK, R. PLOSKI, R[OBERT] SMIGIEL. Eur.J. Hum.Genet. 2019 Vol.27 suppl.1 5.178 poz.P06.27C,
51st Conference of the European-Society-of-Human-Genetics (ESHG) in conjunction with the European
Meeting on Psychosocial Aspects of Genetics (EMPAG). Milan, Italy, June 16-19, 2018. DOI:
10.1038/s41431-019-0404-7

Whole exome sequencing in Polish patients as an experience of one Genetic Out-patients Clinic. [AUT.]
R[OBERT] SMIGIEL, A[INNA] DORACZYNSKA-KOWALIK, M[ATEUSZ| BIELA, M[ICHAL]
BLOCH, E[LZBIETA] SZMIDA, A. WALCZAK, G. KOSTRZEWA, J. KOSINSKA, M. RYDZANICZ, P.
STAWINSKI, A. BIERNACKA, M[ARIA] SASIADEK, M. GOS, R. PLOSKI. Eur.J. Hum.Genet. 2019
Vol.27 suppl.1 5.387-388 poz.P11.097A, 51st Conference of the European-Society-of-Human-Genetics
(ESHG) in conjunction with the European Meeting on Psychosocial Aspects of Genetics (EMPAG). Milan,
Italy, June 16-19, 2018. DOI: 10.1038/s41431-019-0404-7

Impact factor: 34,824 (liczba prac: 10)
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11.2 Oswiadczenia o wspolautorstwie

Lek. Mateusz Biela Wroctaw, 0_(’ / Q/ AO-R"
Zaktad Pielegniarstwa Rodzinnego i Pediatrycznego

Katedra Pielegniarstwa i Potoznictwa

Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosifiska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawinski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sgsiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

2. Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encephalopathy with
cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review. Mateusz Biela, Matgorzata
Rydzanicz, Krystyna Szymariska, Karolina Pieniawska-Smiech, Aleksandra Lewandowicz-Uszynska,
Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, Matgorzata Kuzior-Ptawiak, Pawet Szyld, Aleksandra Jakubiak, Leszek
Szenborn, Rafat Ptoski, Robert Smigiel. Mol.Genet.Genomic Med. 2021 Vol.9 no.9 art.e1772 [9 s.], DOl
10.1002/mgg3.1772

3. Further delineation of developmental delay with gastrointestinal, cardiovascular, genitourinary, and
skeletal abnormalities caused by ZNF699 gene mutation. Mateusz Biela, Matgorzata Rydzanicz,
Agnieszka Jankowska, Agnieszka Szlagatys-Sidorkiewicz, Anna Rozensztrauch, Rafat Ptoski, Robert
Smigiel. Genes 2022 Vol.13 no.2 art.168 [6 s.], ryc., bibliogr. 7 poz., summ. DOI:
10.3390/genes13020168

moj udziat polegat na: projektowaniu badan, wnioskodawca grantu, uzyskiwaniu finansowania badan, analizie
danych, przygotowanie bazy danych, rekrutacji pacjentéw, przegladzie piSmiennictwa, przygotowaniu
manuskryptéw, koordynowaniu pracy innych autoréw, nadzorowaniu proceséw recenzji i nanoszeniu

wymaganych przez recenzentéw poprawek.

Podpis

/’/deuaz 2}76@/



prof. dr hab. Robert $migiel Wroctaw, 17 / 02 / 2022

Zaktad Pielegniarstwa Rodzinnego i Pediatrycznego
Katedra Pielegniarstwa i Potoznictwa
Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1

Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosiriska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encephalopathy with
cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review. Mateusz Biela, Matgorzata
Rydzanicz, Krystyna Szymariska, Karolina Pieniawska-Smiech, Aleksandra Lewandowicz-Uszyniska,
Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, Matgorzata Kuzior-Ptawiak, Pawet Szyld, Aleksandra Jakubiak, Leszek
Szenborn, Rafat Ploski, Robert Smigiel. Mol.Genet.Genomic Med. 2021 Vol.9 no.9 art.e1772 [95s.], DOI:

10.1002/mgg3.1772

Further delineation of developmental delay with gastrointestinal, cardiovascular, genitourinary, and
skeletal abnormalities caused by ZNF699 gene mutation. Mateusz Biela, Matgorzata Rydzanicz,
Agnieszka Jankowska, Agnieszka Szlagatys-Sidorkiewicz, Anna Rozensztrauch, Rafat Ptoski, Robert
Smigiel. Genes 2022 Vol.13 no.2 art.168 [6 5.], ryc., bibliogr. 7 poz., summ. DOI:
10.3390/genes13020168

mdj udziat polegat na: projektowaniu badan, pomoc przy uzyskiwaniu grantu — kierownik grantu, uzyskiwaniu

finansowania badan, analizie danych, przygotowaniu manuskryptéw, krytycznych poprawkach do treéci

manuskryptow.

Podpis

e



prof. dr hab. Rafat Ptoski Warszawa,ﬂ / 0_2/ _Z__OZ Z
Zaktad Genetyki Medycznej

Uniwersytet Medyczny w Warszawie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1

Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Bioch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosiriska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawinski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krolak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sgsiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 5.], DOI: 10.3390/jcm9072220

Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encephalopathy with
cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review. Mateusz Biela, Matgorzata
Rydzanicz, Krystyna Szymariska, Karolina Pieniawska-Smiech, Aleksandra Lewandowicz-Uszyriska,
Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, Matgorzata Kuzior-Plawiak, Pawet Szyld, Aleksandra Jakubiak, Leszek
Szenborn, Rafat Ptoski, Robert Smigiel. Mol.Genet.Genomic Med. 2021 Vol.9 no.9 art.e1772 [95s.], DOL:
10.1002/mgg3.1772

Further delineation of developmental delay with gastrointestinal, cardiovascular, genitourinary, and
skeletal abnormalities caused by ZNF699 gene mutation. Mateusz Biela, Matgorzata Rydzanicz,
Agnieszka Jankowska, Agnieszka Szlagatys-Sidorkiewicz, Anna Rozensztrauch, Rafat Ptoski, prert
Smigiel. Genes 2022 Vol.13 no.2 art.168 [65.], ryc., bibliogr. 7 poz., summ. DOI:
10.3390/genes13020168

moj udziat polegat na: planowaniu przebiegu prac laboratoryjnych, interpretacji wynikéw sekwencjonowania

catego eksomu, przygotowaniu manuskryptdw, krytycznych poprawkach do tresci  manuskr ptow.

7

P%




dr n. med. Matgorzata Rydzanicz Warszawa, ﬂ / _Qé / éo Q
Zaktad Genetyki Medycznej

Uniwersytet Medyczny w Warszawie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Bfoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosifiska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiniski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Glowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm2072220

2. Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encephalopathy with
cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review. Mateusz Biela, Matgorzata
Rydzanicz, Krystyna Szymariska, Karolina Pieniawska-Smiech, Aleksandra Lewandowicz-Uszyriska,
Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, Matgorzata Kuzior-Ptawiak, Pawet Szyld, Aleksandra Jakubiak, Leszek
Szenborn, Rafat Pfoski, Robert Smigiel. Mol.Genet.Genomic Med. 2021 VoI.Q no.9 art.e1772 [9s.], DOI:
10.1002/mgg3.1772

3. Further delineation of developmental delay with gastrointestinal, cardiovascular, genitourinary, and
skeletal abnormalities caused by ZNF699 gene mutation. Mateusz Biela, Malgorzata Rydzanicz,
Agnieszka Jankowska, Agnieszka Szlagatys-Sidorkiewicz, Anna Rozensztrauch, Rafat Ptoski, Robert
Smigiel. Genes 2022 Vol.13 no.2 art.168 [6 s.], ryc., bibliogr. 7 poz., summ. DOI:
10.3390/genes13020168

moj udziat polegat na: przeprowadzeniu badan laboratoryjnych, interpretacji wynikéw sekwencjonowania

catego eksomu, przygotowaniu manuskryptéw, krytycznych poprawkach do treéci manuskryptow.

Podpis

//réa///?




dr n. biol. Joanna Kosiniska

Warszawa, ﬁ/o_l/ 2_03-2 v

Zaktad Genetyki Medycznej
Uniwersytet Medyczny w Warszawie

OSWIADCZENIE WSPOtAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosiriska, Malgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena
Zieliiska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

moj udziat polegat na: przeprowadzeniu badari laboratoryjnych — wykonanie i interpretacja wynikow

sekwencjonowania catego eksomu, analiza bioinformatyczna wynikow;

Podpis
I
!, &ji'_", in § /‘\
l'v‘,"' /{
lek. Grazyna Ohia Wroctaw, 0_/1 / Q?/ L02Lv.
0Oddziat Neonatologiczny z Pododdziatem Patologii Noworodka
WSS we Wroctawiu

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1.

Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Bloch, Elibieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosiriska, Malgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Glowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vo!.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

méj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych klinicznych pacjentéw.

Podpis

Jro—



prof. dr hab. n. med. Barbara Krélak-Olejnik s 12 —_——

Wroctaw, /2" | U2 1 4072 2
Katedra i Klinika Neonatologii 21 021
Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosiriska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena
Zielirnska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

moj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych klinicznych pacjentéw, krytycznych poprawkach do treéci
manuskryptow.

Wroclaw, i£ / QZ_ / _Z_U_ZZ( .

lek. Bozena Gtowska
XVII Oddziat Anestezjologii i Intensywnej Terapii Noworodkéw i Dzieci

WSS im. Gromkowskiego we Wroctawiu

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA
Oéwiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
$migiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Bloch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosiriska, Malgorzata Rydzanicz, Piotr Stawinski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm3072220

méj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych klinicznych pacjentow.
Podpis

0. Clowbs—



Dr hab. n. med. Jolanta Sykut-Cegielska Warszawa, _15/02/2022
Klinika Wrodzonych Wad Metabolizmu i Pediatrii
Instytut Matki i Dziecka

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosifiska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawinski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krdlak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

moj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych klinicznych pacjentéw, krytycznych poprawkach do tresci

manuskryptow.

Podpis

Elektronicznie

J O I anta podpisany przez

Jolanta Sykut-
Skat- Cegielska
. Data: 2022.02.15
Ceg Iel S ka 12:18:56 +01'00'

dr hab. n. med. Marzena Zieliriska Wrodaw,li/%/ 2022
Katedra i Klinika Anestezjologii i Intensywnej Terapii
Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

OSWIADCZENIE WSPOtAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosifiska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

mdj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych klinicznych pacjentow.
Podpis

o



dr n. med. Krzysztof Szmyd Wroclaw, ___/___/
Hospicjum dla Dzieci Dolnego $laska ,Formuta Dobra”

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA
Odwiadczam, ze w pracy:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Bloch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosifiska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Golebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Glowska, Wojciech Walas,
Barbara Krolak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sgsiadek, Rafat Ploski.
J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

moj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych klinicznych pacjentéw.

UVVLDr n. med. Krzysztof Szmyd
Specjalista pediatra

Specjalista medycy ny paliatywnej

8471897

lek. Michat Btoch Wroctaw, 14 / 02 / 2022r
Hospicjum dla Dzieci Dolnego Slaska ,Formuta Dobra”

OSWIADCZENIE WSPOtAUTORA
Oswiadczam, ze w pracy:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosifska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawinski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sgsiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

moj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych klinicznych pacjentéw.

Podpis
G

Podpisano elektronicznie MBl*%%
2022-02-14
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9. 7
mgr Anna Biernacka Wa rszawaﬁiﬁg / @/I Lol
Zaktad Genetyki Medycznej

Uniwersytet Medyczny w Warszawie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Bloch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosifiska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena
Zieliiska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

méj udziat polegat na: przeprowadzeniu badari laboratoryjnych — wykonanie i interpretacja wynikéw

sekwencjonowania catego eksomu, analiza bioinformatyczna wynikéw;
Podpis

-7
XA e

lek. Agnieszka Jalowska Wrodaw,ﬂ /Q_Z / i‘o e

Katedra i Klinika Neonatologii
Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Os$wiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert

Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elibieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawinski, Anna Biernacka, Marzena

Piotr Gasperowicz, Joanna Kosiriska,
a Gtowska, Wojciech

Zieliriska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozen
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat

Ploski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOL: 10.3390/jcm9072220

méj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych klinicznych pacjentéw.
Podpis

| Q&,@MC&,



/SA,oz/ e

prof. dr hab. Pawet Krajewski Warszawa,
Zaktad Medycyny Sadowej
Warszawski Uniwersytet Medyczny

OSWIADCZENIE WSPOYAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosiriska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena
Zielifiska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Glowska, Wojciech
Walas, Barbara Krolak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sgsiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

méj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych klinicznych pacjentéw.

mgr Pawet Skiba Wroctaw, ﬁ / QZ / LZ
Katedra i Zakiad Genetyki
Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

OSWIADCZENIE WSPOtAUTORA

Oswiadczam, ze w pracy:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosirfiska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena
Zieliriska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

méj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych kiinicznych pacjentéw, analizie pismiennictwa.

Podpis

2 20N



mgr Piotr Gasperowicz Warszawa, ___/___ [/
Zaktad Genetyki Medycznej
Uniwersytet Medyczny w Warszawie

OSWIADCZENIE WSPOrAUTORA
Os$wiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosiriska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawinski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

méj udziat polegat na: przeprowadzeniu badari laboratoryjnych — wykonanie i interpretacja wynikéw
sekwencjonowania catego eksomu, analiza bioinformatyczna wynikow;

Podpis

7«

/7
LT
dr Piotr Stawiriski Warszawa, | | /_-/ i% 2
Zaktad Genetyki Medycznej
Uniwersytet Medyczny w Warszawie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosinska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gofebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Glowska, Wojciech
Walas, Barbara Krolak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.8 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

moj udziat polegat na: przeprowadzeniu badar laboratoryjnych — wykonanie i interpretacja wynikow
sekwer)cjonowania catego eksomu, analiza bioinformatyczna wynikéw;

Podpis



dr n. med. Waldemar Gotebiowski Wroctaw 14 /02 / 2022

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosifiska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Graiyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

méj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych klinicznych pacjentéw.

dr n. med. Wojciech Walas Opole, 16 /02 /2022.
Klinika Anestezjologii i Intensywnej Terapii

Uniwersytet Opolski

Wydziat Lekarski

Collegium Medicum

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA
Oswiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosiriska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krolak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

moj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych klinicznych pacjentéw.
Podpis
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1. Sasiadek ctaw, ] /UL /_&UY
Prof. dr hab. n. med. Maria M. S siadek Wro kg’
Katedra i Zaktad Genetyki

Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

OS$WIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oéwiadczam, ze w pracach:

: TR . it. Robert
1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Ro

Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, pawet Skiba, Anna Walczak,

i i inski i zena
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosinska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawinski, Anna Biernacka, Mar

Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech

’ . . . '
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafa
Ptoski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220[13 s.], DOL: 10.3390/jcm9072220

jentd tresci
moj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych klinicznych pacjentow, krytycznych poprawkach do

manuskryptow.
Podpis
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mgr inz. Elzbieta Szmida

Wroctaw, 1_/ 7 / 2022
Katedra i Zaktad Genetyki

Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracy:

1

Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert

Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Btoch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak, Piotr

Gasperowicz, Joanna Kosiriska, Matgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena

Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, Grazyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech Walas,

Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat Ptoski.
J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

mdj udziat polegat na: zbieraniu i analizie danych klinicznych pacjentéw.

Podpis
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Dr n. med. Aleksandra Lewandowicz-Uszyriska

11l Katedra i Kliniki pediatrii, A
immunologii i Reumatologii Wieku Rozwojowego.
Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

O0SWIADCZENIE WSPOtAUTORA

Oéwiadczam, ze w pracach:

i halopathy with
1. Variants of ATPIA3in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encep o]

i i iela, Matgorzata
cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review. Mateusz Biela, g

awska-Smiech, Aleksandra Lewandowicz-Uszynska,

Rydzanicz, Krystyna Szymanska, Karolina Pieni

ruszcz Luc rzat uzior i SZ J i ’
na Cll S ucy a Benben Mafgo ata K io -PfaWIak, PaWe{ yld, A'eksandl a akub ak Leszek
Joa ’ ’

i 9 art.el772 [9s.], DOk
szenborn, Rafat Ptoski, Robert $migiel. Mol.Genet.Genomic Med. 2021 Vol.9 no.9 a

10.1002/mgg3.1772
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) 2 2 N
dr hab. n. med. Krystyna Szymaiiska Warszawa./(\_ / _/_(: S Z'
Zaklad Neuropatologii Do$wiadczalnej i Klinicznej
Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej

im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encephalopathy with
cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review. Mateusz Biela, Malgorzata
Rydzanicz, Krystyna Szymanska, Karolina Pieniawska-Smiech, Aleksandra Lewandowicz-Uszyniska,
Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, Matgorzata Kuzior-Pltawiak, Pawel Szyld, Aleksandra Jakubiak,

Leszek Szenborn, Rafat Ploski, Robert Smigiel. Mol. Genet. Genomic Med. 2021 Vol.9 no.9 art.e1772 [9
s.], DOI: 10.1002/mgg3.1772

moj udziat polegat na: zbieraniu danych literaturowych, opisie neurologicznym pacjenta, , krytycznych poprawkach do

tresci manuskryptow. 1 . ()}\
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lek. Joanna Chruszcz

Katedra i Klinika Pediatrii i Chordb Infekcyjnych

Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

Wroctaw, ﬁ 9% Roez

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encephalopathy with

cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review. Mateusz Biela, Matgorzata

Rydzanicz, Krystyna Szymanska, Karolina Pieniawska-Smiech, Aleksandra Lewandowicz-Uszyriska,

Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, Matgorzata Kuzior-Ptawiak, Pawet Szyld, Aleksandra Jakubiak, Leszek

Szenborn, Rafat Ptoski, Robert Smigiel. Mol.Genet.Genomic Med. 2021 Vol.9 no.9 art.e1772 [9 5.], DOI:

10.1002/mgg3.1772

madj udziat polegat na: zbieraniu danych literaturowych, zbieraniu danych klinicznych o pacjencie.

lek. Matgorzata Kuzior-Ptawiak
XV Oddziat Pediatryczny — Pododdziat Neurologii
WSS im. Gromkowskiego

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

Podpis
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1. Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encephalopathy with

cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review. Mateusz Biela, Malgorzata

Rydzanicz, Krystyna Szymanska, Karolina Pieniawska-Smiech, Aleksandra Lewandowicz-Uszyriska,

Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, Matgorzata Kuzior-Pfawiak, Pawet Szyld, Aleksandra Jakubiak, Leszek

Szenborn, Rafat Ploski, Robert Smigiel. Mol.Genet.Genomic Med. 2021 Vol.9 no.9 art.e1772 [95s.], DOI:

10.1002/mgg3.1772

méj udziat polegat na: zbieraniu danych klinicznych o pacjencie.

Podpis
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Dr med. Pawet Szyld Kalisz, 22 / [0, _?_2
Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie
Panstwowy Instytut Badawczy

OSWIADCZENIE WSPOtAUTORA

Os$wiadczam, ze w pracach:

1. Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encephalopathy with
cerebellar ataxia (RECA) - report and literature review. Mateusz Biela, Matgorzata
Rydzanicz, Krystyna Szymariska, iawska-$miech, Aleksandra Lewandowicz-Uszyriska,
Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, wiaigurzaia Kuzior-Ptawiak, Pawet Szyld, Aleksandra Jakubiak, Leszek
Szenborn, Rafat Ptoski, Robert Smigiel. Mol.Genet.Genomic Med. 2021 Vol.9 no.9 art.e1772 [9s.], DOI:
10.1002/mgg3.1772

mdj udziat polegat na: opracowaniu danych klinicznych przypadku nr 2 w artykule.




lek. Karolina Pieniawska-Smiech Wroclaw, 4& / _0_4. / _ZPZZ—
Katedra i Zaklad Immunologii Klinicznej
Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encephalopathy with
cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review. Mateusz Biela, Malgorzata
Rydzanicz, Krystyna Szymanska, Karolina Pieniawska-Smiech, Aleksandra Lewandowicz-Uszyniska,
Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, Malgorzata Kuzior-Plawiak, Pawel Szyld, Aleksandra Jakubiak, Leszek
Szenborn, Rafat Ploski, Robert Smigiel. Mol.Genet.Genomic Med. 2021 Vol.9 no.9 art.e1772 [9s.], DOI:
10.1002/mgg3.1772

moj udzial polegat na: zbieraniu danych literaturowych, zbieraniu danych klinicznych o pacjencie, tworzeniu
manuskryptu.

Podpis
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XV Oddziat Pediatryczny — Pododdziat Neurologii
WSS im. Gromkowskiego

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encephalopathy with
cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review. Mateusz Biela, Matgorzata
Rydzanicz, Krystyna Szymariska, Karolina Pieniawska-Smiech, Aleksandra Lewandowicz-Uszyriska,
Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, Matgorzata Kuzior-Ptawiak, Pawet Szyld, Aleksandra Jakubiak, Leszek

Szenborn, Rafat Ploski, Robert Smigiel. Mol.Genet.Genomic Med. 2021 Vol.9 no.9 art.e1772 [85s.], DOI:
10.1002/mgg3.1772

maj udziat polegat na: zbieraniu danych klinicznych o pacjencie.

N
Podpis
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Prof. dr hab. n. med. Leszek Szenborn Wroctaw, /L f ~9]
Katedra i Klinika Pediatrii i Chordb Infekcyjnych

Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

OSWIADCZENIE WSPOtAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encephalopathy with
cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review. Mateusz Biela, Matgorzata
Rydzanicz, Krystyna Szymanska, Karolina Pieniawska-Smiech, Aleksandra Lewandowicz-Uszyriska,
Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, Matgorzata Kuzior-Ptawiak, Pawet Szyld, Aleksandra Jakubiak,
Leszek Szenborn, Rafat Ptoski, Robert Smigiel. Mol.Genet.Genomic Med. 2021 Vol.9 no.9 art.e1772
[9s.], DOI: 10.1002/mgg3.1772

méj udziat polegat na: zbieraniu danych klinicznych o pacjencie, krytycznych poprawkach do tresci

manuskryptu.

Podpis
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Dr n. med. i J Gdansk, 16.02.2022
Katedra i Klinika Pediatrii, Gastroenterologii, Alergologii i Zywienia Dzieci
Gdariski Uniwersytet Medyczny

OSWIADCZENIE WSPOtAUTORA
Oswiadczam, ze w pracach:

1. Further delineation of developmental delay with gastrointestinal, cardiovascular, genitourinary, and
skeletal abnormalities caused by ZNF699 gene mutation. Mateusz Biela, Matgorzata Rydzanicz,
Agnieszka Jankowska, Agnieszka Szlagatys-Sidorkiewicz, Anna Rozensztrauch, Rafat Ptoski, Robert
Smigiel. Genes 2022 Vol.13 no.2 art.168 [6 s.], ryc., bibliogr. 7 poz., summ. DOI:
10.3390/genes13020168

méj udziat polegat na: opracowaniu danych klinicznych pacjenta, krytycznych poprawkach do tresci

manuskryptow.

Podpis
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Dr hab. n. med. Agnieszka Szlagatys-Sidorkiewicz Gdansk, __ /_ / ¥
Katedra i Klinika Pediatrii, Gastroenterologii, Alergologii i Zywienia Dzieci
Gdanski Uniwersytet Medyczny

OSWIADCZENIE WSPOtAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Further delineation of developmental delay with gastrointestinal, cardiovascular, genitourinary, and
skeletal abnormalities caused by ZNF699 gene mutation. Mateusz Biela, Matgorzata Rydzanicz,
Agnieszka Jankowska, Agnieszka Szlagatys-Sidorkiewicz, Anna Rozensztrauch, Rafat Ptoski, Robert

Smigiel. Genes 2022 Vol.13 no.2 art.168 [6 s.], ryc., bibliogr. 7 poz., summ. DOI:
10.3390/genes13020168

méj udziat polegat na: opracowaniu danych klinicznych pacjenta, krytycznych poprawkach do tresci
manuskryptow.

Podpis
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mgr Anna Walczak Warszawa, i / & / jn'] )/
MEr Anna Walczak

Zaklad Genetyki Medycznej
Uniwersytet Medyczny w Warszawie

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric intensive care unit. Robert
Smigiel, Mateusz Biela, Krzysztof Szmyd, Michat Bloch, Elzbieta Szmida, Pawet Skiba, Anna Walczak,
Piotr Gasperowicz, Joanna Kosiriska, Malgorzata Rydzanicz, Piotr Stawiriski, Anna Biernacka, Marzena
Zielinska, Waldemar Gotebiowski, Agnieszka Jalowska, 'Graiyna Ohia, Bozena Gtowska, Wojciech
Walas, Barbara Krélak-Olejnik, Pawet Krajewski, Jolanta Sykut-Cegielska, Maria M. Sasiadek, Rafat
Ploski. J.Clin.Med. 2020 Vol.9 no.7 art.2220 [13 s.], DOI: 10.3390/jcm9072220

moj udziat polegat na: przeprowadzeniu badan laboratoryjnych — wykonanie i interpretacja wynikéw
sekwencjonowania catego eksomu, analiza bioinformatyczna wynikéw;

Podpis
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lek. Aleksandra Jakubiak Wroctaw, 01/ _03/_2022

OSWIADCZENIE WSPOtAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate phenotype of relapsing encephalopathy with
cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and literature review. Mateusz Biela, Matgorzata
Rydzanicz, Krystyna Szymanska, Karolina Pieniawska-Smiech, Aleksandra Lewandowicz-Uszyriska,
Joanna Chruszcz, Lucyna Benben, Matgorzata Kuzior-Ptawiak, Pawet Szyld, Aleksandra Jakubiak, Leszek
Szenborn, Rafat Ploski, Robert Smigiel. Mol.Genet.Genomic Med. 2021 Vol.9 no.9 art.e1772 [9 s.], DOI:
10.1002/mgg3.1772

moj udziat polegat na: zbieraniu danych literaturowych, analizie i opracowaniu danych w literaturze.

Podpis
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Dr Anna Rozensztrauch Wroctaw, AK / Q.A/ 71&'

Zaktad Pielegniarstwa Rodzinnego i Pediatrycznego o
Katedra Pielegniarstwa i Potoznictwa
Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

OSWIADCZENIE WSPOtAUTORA

Oswiadczam, ze w pracach:

1. Further delineation of developmental delay with gastrointestinal, cardiovascular, genitourinary, and
skeletal abnormalities caused by ZNF699 gene mutation. Mateusz Biela, Matgorzata Rydzanicz,
Agnieszka Jankowska, Agnieszka Szlagatys-Sidorkiewicz, Anna Rozensztrauch, Rafat Ptoski, Robert
Smigiel. Genes 2022 Vol.13 no.2 art.168 [6 5., ryc., bibliogr. 7 poz., summ. DOI:
10.3390/genes13020168

moj udziat polegat na: zbieraniu i opracowaniu danych literaturowych.
Podpis
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