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Rozprawa doktorska pana lek. Mateusza Bieli jest wynikiem badan nad molekularnym
podlozem choréb neurodegeneracyjnych u dzieci. Autor podjat si¢ analizy tego zagadnienia z uwagi
na brak dostatecznej wiedzy zar6wno o patomechanizmach tych schorzer i ich heteregennym podtozu
molekularnym, a takze ze wzglgdu na ztozono$¢ aspektéw klinicznych i diagnostycznych chordb
neurorozwojowych, w tym neurodegeneracyjnych.

Znajomo$¢ przyczyny zaburzeni rozwojowych u ludzi pozwala okresli¢é rokowanie,
zaplanowa¢ dalsze postgpowanie diagnostyczne, terapeutyczne i rehabilitacyjne, umozliwia takze
zastosowanie odpowiedniej profilaktyki choréb wspdlistniejgeych. Sg to aspekty szczegdlnie wazne
w odniesieniu do populacji pediatrycznej, w ktérej wczesna, odpowiednio dobrana do
indywidualnych potrzeb matego pacjenta interwencja diagnostyczno-terapeutyczna moze znaczaco
zmieni¢ zycie chorego dziecka. Wlasciwe rozpoznanie ma takze istotne znaczenie dla poradnictwa
rodzinnego. Poznawanie przyczyn zaburzen rozwojowych u ludzi ma takze wymiar naukowy —
pozwala lepiej pozna¢ patogenez¢ chorob i potencjalnie stwarza mozliwosé leczenia czy
zapobiegania schorzeniom w przysztosci. Wiele z tych czesto mato znanych jednostek chorobowych,
dotyczy pacjentéw ze ztozong i skomplikowang historig i okreslane jest mianem choréb rzadkich.
Choroba rzadka, zwana inaczej chorobg sierocg (orphan disorder), oznacza jednostke chorobowa,
ktora wystepuje w populacji z czgstodcia mniejsza, niz 1 na 2000 oséb. Czesé z tych chordb nalezy
wreez do schorzen ultrarzadkich wystepujacych rzadziej, niz 1 na 50 000 urodzeti, niektére bywaja

opisane zaledwie w pojedynczych rodzinach na §wiecie. Zdefiniowano blisko 8 tys. chordb rzadkich
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i lista ta jest stale poszerzana. Jest wigcej niz pewne, iz kazdy lekarz, bez wzgledu na realizowana
specjalizacj¢, spotka na swojej drodze zawodowej pacjenta, czesto dziecko, dotknigte jedna z chordb
rzadkich. W populacji pediatrycznej przebieg chordb rzadkich jest czesto ciezki. W polowie
przypadkow pierwsze objawy mozna wykaza¢ juz w okresie prenatalnym lub wczesnodzieciecym,
70% chor6b rzadkich ujawnia si¢ przed 2 rokiem zycia. W pierwszym roku zycia s3 one przyczyna
zgonow az 35% dzieci.

Do grupy chordb rzadkich nalezg choroby neurodegeneracyijne, czyli grupa wrodzonych lub
nabytych schorzen ukladu nerwowego objawiajgcych sie postepujacym uszkodzeniem komorek
nerwowych. Przykladem choréb neurodegeneracyjnych sg, zaliczane do wrodzonych wad
metabolizmu, choroby neurometaboliczne, ktére moga odpowiadaé za postepujace, czesto
gwaltownie, pogorszenie stanu neurologicznego dzieci.

Pomimo intensywnego rozwoju zaawansowanych technik badawczych, u ponad 50%
pacjentéw z postepujacymi objawami neurologicznymi etiologia objaw6éw jest nadal nieznana.
Przypuszcza sig, ze gtéwng role w patomechanizmie tych schorzen petnig nie do konca jeszcze
poznane czynniki genetyczne. Chociaz w odniesieniu do wigkszo$é choréb uwarunkowanych
genetycznie nadal nie ma mozliwosci skutecznego leczenia, wraz z podstepem medycyny pojawiaja
si¢ nowe metody terapeutyczne, ktérych skuteczno$é jest tym wigksza, im szybciej (optymalnie
jeszceze w okresie przedobjawowym) zostang one wprowadzone. Stad nie do przecenienia sa wszelkie
wysitki zmierzajgce do wprowadzenia nowoczesnych metod wezesnej identyfikacji pacjentow, w
tym chorych dzieci, a w szczeg6lnosci noworodkow, u ktérych przebieg tych choréb moze byé bardzo
dynamiczny, wrecz ,,piorunujacy”. Mozliwos¢ szybkiej, precyzyjnej i ostatecznej diagnozy choréb
rzadkich skraca takze czgsto wieloletnig ,,0dysej¢ diagnostyczng”, ktéra jest udzialem chorego
dziecka i calej jego rodziny.

W tym aspekcie wybor problematyki naukowej podjetej przez Doktoranta jest niezwykle
trafny. Doktorant podjat si¢ wprowadzenia metody NGS, czyli sekwencjonowania nowej generacii
do wezesnej identyfikacji zmian genetycznych u dzieci, w tym noworodkéw i niemowlat z
podejrzeniem choroby neurodegeneracyjnej o cigzkim przebiegu. Badanie NGS jest
wysokoprzepustowa metoda sekwencjonowania pozwalajgca na sekwencjonowanie milionow
czastek DNA jednoczesnie. Zrewolucjonizowalo ono badania nad genomem czlowieka oraz
przyczynito si¢ do ogromnego postepu w dziedzinie genetyki medycznej. Metoda ta ma kilka opcji,
wybrang przez Doktoranta byto sekwencjonowanie catego eksomu (czesci kodujacej genomu), czyli
badanie metodg WES (ang. whole-exome sequencing). Byt to z wielu wzgledéw optymalny wybor
metody badawczej, poniewaz wigkszo$¢ (okoto 85%) wariantéw genetycznych odpowiedzialnych

za choroby o podlozu genetycznym zlokalizowanych jest w eksonach lub w ich bliskim sgsiedztwie.



Dorobek naukowy doktoranta:

Doktorant, mtody lekarz i naukowiec, juz na tak wezesnym etapie swojego rozwoju imponuje
znaczacym dorobkiem naukowym.

Jak wynika z analizy publikacyjnej z Zalacznika 11.1, dorobek naukowy Doktoranta
obejmowat publikacje i doniesienia zjazdowe z réznych dziedzin medycyny, przede wszystkim z
szeroko pojetej genetyki czlowieka, chor6b zakaznych dzieci i medycyny sportu, w tym medycyny
gorskiej. Zgodnie z informacjami z w/w zalacznika, na dzien zgloszenia rozprawy doktorskiej
Doktorant byl autorem i wspétautorem 10 publikacji z IF, w tym 2 prac z pierwszym autorstwem o
tgcznej wartosci 840 pkt MNiSW, a takze 6 publikacji bez IF o wartosci 137 pkt MNiSW, w tym 3
prac z pierwszym autorstwem oraz 13 doniesieni zjazdowych. Sumaryczny IF Doktoranta wynosil
34,824, co stanowilo tgcznie 977,0 pkt. MNiSW. Sumaryczny IF 3 publikacji sktadajacych si¢ na
rozprawg doktorskg wynosi 10,520. Z pogtebionej, aktualnej analizy dorobku Doktoranta z bazy
PubMed oraz bazy Biblioteki Gtéwnej Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu wynika, ze
doktorant opublikowat kolejng pace z IF z pierwszym autorstwem oraz 2 publikacje bez IF, co daje
sumaryczny IF 38,921 i 1077 pkt. MNiSW, h-indeks 3 wg. bazy Scopus. Nie czesto jest okazja
recenzowania rozprawy doktorskiej, w ktérej dorobek naukowy autora wynosi ponad 30 pkt. IF, a
wrecz zbliza si¢ do 40, z ponad 1000 punktéw MNiSW. Wedlug mojej oceny prezentowany dorobek

Doktoranta jest imponujacy i bardzo dobrze rokuje co do dalszej kariery naukows autora dysertacji.

Ocena pracy doktorskiej:
Ocena pracy doktorskiej obejmowala oceng¢ merytoryczng i metodologiczna oraz

podsumowanie i wnioski koficowe.

Projekt badawczy 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”, bedgcy podstawsg ocenianej rozprawy doktorskiej, byt projektem naukowym dla
doktorantéw realizowanym ze $rodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w Programie
“Regionalna Inicjatywa Doskonato$ci” i prowadzonym pod kierownictwem promotora — prof. dr hab.
n, med. Roberta Smigla.

Jak wspomniano wczesniej, rozprawa doktorska pana Mateusza Bieli zostata skonstruowana na
podstawie trzech publikacji ze znaczacym sumarycznym IF 10,520 pkt.

Przedstawiona do recenzji praca obejmuje 97 strony z podzialem na wykaz publikacji
stanowigcych rozprawe doktorskg, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, oméwienie cyklu
publikacji wraz z wprowadzeniem, metodologig, dyskusja i wnioskami, kopie publikacji,

pismiennictwo, dorobek naukowy Doktoranta i o$wiadczenia wspotautoréw publikacii.



Omoéwienie cyklu publikacji Doktoranta bgdacych podstawa dysertacji zaczyna sie bardzo
merytorycznym, ciekawie napisanym wprowadzeniem. Ta cze$¢ pracy stanowi skrétowe, ale rzetelne
oméwienie zagadnien zwigzanych z patogenezg, przebiegiem klinicznym i trudnos$ciami
diagnostycznymi chorob rzadkich, w szczegdlnosci choréb neurodegeneracyjnych. Zostala
opracowana w oparciu o szeroka i aktualng literatur¢ i pozwala czytelnikowi na zapoznanie si¢ z
problemami, na ktérych Doktorant skupia si¢ w swojej pracy badawczej. Przedstawiona wnikliwa
analiza aktualnej literatury nie pozostawia watpliwosci, ze decyzja Doktoranta o kierunku
prowadzonych badar jest w petni uzasadniona zakresem obecnej wiedzy, zaréwno z naukowego, jak
i klinicznego punktu widzenia.

Cele i zalozenia rozprawy doktorskiej pana lek. Mateusza Bieli zostaty sformutowane szeroko
i ambitnie, co potwierdza dojrzatos¢ naukowa Doktoranta. Gtéwnym zatozeniem Doktoranta byla
identyfikacja zmian genetycznych skutkujacych wadami neurorozwojowymi u czlowieka, w tym w
szczegolnoscei:

1. identyfikacja nowych czynnikéw genetycznych w etiologii gwaltownie postepujacych choréb
neurodegeneracyjnych przy wykorzystaniu technologii badan genomowych uwzgledniajacych
badanie rapid-WES:

2. proba okreslenia zwiazku migdzy wariantem pojedynczego nukleotydu a wynikiem klinicznym
(korelacja genotyp-fenotyp);

3. opracowanie algorytmu diagnostycznego u noworodkéw i niemowlat z ciezkimi i szybko
postepujgcymi  zaburzeniami neurodegeneracyjnymi w Oddzialach Intensywnej Terapii
Noworodkow i Dzieci z zastosowaniem badania rapid-WES;

W czesci pt Metody Doktorant szczegbtowo przedstawil kryteria wlgczenia i wylaczenia do
badania oraz zasady kwalifikacji do badania mikromacierzy i badania rapid-WES. Autor dysertaciji
wyczerpujgco przedstawil metodyke badania WES z uwzglednieniem badan rodzinnych wariantow
rozwazanych, jako potencjalnie sprawcze.

Do badania WES zakwalifikowano 57 pacjentéw z wybranych miast Polski, ktérzy przebywali
na oddziatach intensywne;j terapii dla noworodkéw lub dzieci, u ktérych wystapito nagte pogorszenie
stanu neurologicznego o postgpujacym przebiegu bez ustalonej przyczyny i u ktérych podejrzewano
chorob¢ uwarunkowana genetycznie. Od zakwalifikowanych pacjentéw i ich rodzicow pobierano
krew na EDTA. Badania WES przeprowadzano w Zakladzie Genetyki Medycznej Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego. Najmiodszy zakwalifikowany pacjent byl 1-dniowym noworodkiem,
najstarszy miat 3 lata i 7 miesigcy. Byla to grupa ekstremalnie chorych dzieci, ze wskaznikiem
$miertelnosci 45,6% (26/57). Sredni czas oczekiwania na wynik rapid-WES byt imponujaco krotki i

wynosit 14 dni (bez weryfikacji wariantow u rodzicow).



Sposréd ww. 57 pacjentow, u 41 (71,9%) po wykonaniu badania WES postawiono ostateczna
diagnoze. U pozostalych dzieci nie znaleziono wariantéw patogennych badz potencjalnie
patogennych w eksomie, co z duzym prawdopodobiefistwem wykluczyto podloze monogenowe
choroby. Zidentyfikowano mutacje w 35 genach. 32 z 35 zidentyfikowanych wariantéw zostato juz
wezesnie]j opisanych w literaturze, jako warianty patogenne lub prawdopodobnie patogenne. U tréjki
dzieci zidentyfikowano warianty w genach, ktérych funkcje byty wezeéniej znane, ale nie powiazano
ich dotychczas z zadna choroba u cztowieka. Byly to geny DCAF5, NARSI i NFASC.

Zasadnicza czgs¢ pracy doktorskiej jest analizg trzech publikacii.

W pierwszej z nich, pt. Rapid whole-exome sequencing as a diagnostic tool in a neonatal/pediatric
intensive care unit opublikowanej w Journal of Clinical Medicine (2020, IF 4,241) przedstawiono
wyniki badania WES u 18 dzieci z oddziatéw intensywne;j terapii dla noworodkéw i dzieci. Diagnoze
molekularng udato si¢ postawi¢ u 13 z 18 pacjentow, co odpowiada wskaznikowi diagnostycznemu
na poziomie 72,2%. Czg$¢ dzieci kwalifikowana byta do badania WES juz po wezesniejszych, nie-
skutecznych diagnostycznie procedurach badawczych. U tych, dla ktérych analiza WES wykony-
wana byta jako pierwsze badanie w kierunku choréb genetycznych, wskaznik diagnostyczny byt bar-
dzo wysoki i wynosit 88,9%. Warto zauwazy¢, ze u ponad polowy chorych przyczyna cigzkiego stanu
dzieci byly wrodzone wady metabolizmu, w tym choroby mitochondrialne (zespdt Leigha), co jest
bardzo wazng informacja dla lekarzy, w tym specjalistow pediatrii metabolicznej, konsultujacych
krytycznie chore dzieci z oddzialéw intensywnej terapii. U dwéjki dzieci zidentyfikowano mutacje
w genach, ktérych funkcje byty wezesniej znane, ale nie powigzano ich dotychczas z zadng choroba
cztowieka: DCAF5 i NARSI1. W podsumowaniu wynikéw tej pracy Doktorant stusznie zauwazyl, ze
dla pacjenta w cigzkim stanie, ktérego etiologia objaw6w jest nieznana, postawienie diagnozy mole-
kularnej moze mie¢ fundamentalne znaczenie kliniczne i wptywa¢ na dalsze postepowanie. Praca
wykazata, ze rapid-WES jest efektywnym i istotnie przyspieszajacym diagnostyke narzedziem mole-
kularnym u noworodkéw i dzieci przebywajacych na oddziatach intensywnej terapii, ktére maja ciez-
kie i zréznicowane objawy wskazujace na chorobe neurodegeneracyjna.

W drugiej z cyklu doktorskiego publikacji pt. Variants of ATP1A3 in residue 756 cause a separate
phenotype of relapsing encephalopathy with cerebellar ataxia (RECA) - report of two cases and lit-
erature review (Molecular Genetics & Genomic Medicine 2021, IF 2,183) przedstawiono korelacje
genotypowo-fenotypowsa chorych z mutacjg w pozycji 756 genu ATP143. W artykule opisano dwojke
dzieci z wariantem ¢.2267G>A (p. Arg756His) w ATP1A3 oraz dokonano przegladu literatury pod-
kreslajac ztozono$¢ symptomatologii klinicznej pacjentéw z mutacjami w omawianym genie. Analiza
danych literaturowych i dokladna ocena kliniczna chorych whasnych pozwolily dodatkowo ustalié
uzytecznos¢ akronimu RECA w opisie zaréwno objaw6w ostrych dekompensacji neurologicznej, jak

1 dlugotrwatych nastepstw tej ultra rzadkiej choroby.
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Trzecia publikacja w prezentowanym cyklu, to artykut pt.: Further delineation of developmental de-
lay with gastrointestinal, cardiovascular, genitourinary, and skeletal abnormalities caused by
ZNF699 gene mutation (Genes 2022, IF 4,096). W pracy przedstawiono pacjenta z mutacja w genie
ZNF699, odpowiedzialnym za chorobe opisywang akronimem DEGCAGS syndrome (ang. Deve-
lopmental Delay with Gastrointestinal, Cardiovascular, Genitourinary, and Skeletal Abnormalities).
Dokonujgc tego opisu, Doktorant po raz kolejny konfrontuje si¢ z problematykg choréb ultrarzadkich.
Publikacja jest bowiem dopiero drugg pracg opisujaca korelacje genotypowo-fenotypows pacjentow
z mutacjg w genie ZNF699 i pierwsza na §wiecie publikacja, w ktorej uzyto ww. akronimu, a takze
przeanalizowano dokladnie symptomatologi¢ zespotu. Opisany proband jest czternastym opisanym
pacjentem ze stwierdzonym wariantem patogennym w genie ZNF699.

W Dyskusji Doktorant w sposéb bardzo dojrzaly odnosi si¢ do uzyskanych wynikéw badan. W tej
czgsci pracy znajdujg sig tez bardzo ciekawe z klinicznego punktu widzenia opisy pacjentéw z muta-
cjami w genach NARS!, DCAF5, NFASC i TRMTI0C. Pacjent z mutacja w genie NARSI w chwili
rozpoznania byt prawdopodobnie pierwszym na $§wiecie przypadkiem z mutacja w tym genie rozpo-
znanym przyzyciowo. W wigkszosdci, zaburzenia w aktywnosci syntetaz aminoacyl-RNA kodowa-
nych przez geny z grupy ARS, w tym takze NARS1, prowadzg do ostrych i postepujacych choréb
ukfadu nerwowego, najczesciej o letalnym przebiegu. Podobnie ciekawie przedstawiajg sie opisy pa-
cjentéw z mutacjami w pozostatych z w/w genéw. Doktorant podkreslit takze znaczny, bo wynoszacy
az 12,3%, udzial w grupie wszystkich diagnoz molekularnych rozpoznan zespohu Leigha, czyli ciez-
kiej wrodzonej wady metabolizmu z grupy cytopatii mitochondrialnych. Zwrécit tym samym po-
nownie uwage na mozliwo$¢ metabolicznego podloza ciezkich stanéw wsréd dzieci hospitalizowa-
nych w oddziatach intensywnej terapii. Forma przedstawienia historii choréb zdiagnozowanych pa-
cjentéw, préba wytlumaczenia patogenezy obserwowanych objawéw w polaczeniu z wyjatkowa
umiejetnoscig czerpania wiedzy z najnowszego pismiennictwa, wspétudziat w opracowaniu dtugo-
terminowych strategii postgpowania, wszystko to $wiadczy o imponujagcym doswiadczeniu klinicz-
nym i genetycznym Doktoranta. Dyskusja konczy si¢ opracowaniem niezwykle waznego z praktycz-
nego punktu widzenia algorytmu diagnostycznego dla lekarzy pracujgcych na oddzialach noworod-
kowych i niemowlgcych, u ktérych podejrzewa si¢ chorobe neurodegeneracyjng. Zaklada on szeroka
i wieloptaszczyznowsa diagnostyke uwzgledniajgcg choroby o podtozu genetycznym.

Na podstawie przeprowadzonych badar i dociekan naukowych Doktorant udowodnil, ze rapid-WES
jest skutecznym i skracajacym czas diagnostyki badaniem u noworodkéw i dzieci przebywajacych w
oddziatach intensywne;j terapii, u ktorych wystepuja niejednorodne i ciezkie objawy choroby neuro-
degeneracyjnej. Praca Doktoranta udowadnia, ze szybkie ustalenie ostatecznej diagnozy, w tym z

zastosowaniem najnowoczesniejszych metod diagnostyki molekularnej, pozwala na wprowadzenie



optymalnego, indywidualnego postgpowania, udzielenie porady genetycznej oraz objecie chorego

dziecka i jego rodziny wielokierunkowg opiekg.

Nalezy zwré6ci¢ uwage na bardzo nowoczesne ujecie przez Doktoranta trudnego tematu diagnostyki
chordb rzadkich i ultrarzadkich w grupie dzieci z objawami ostrych i postepujgcych schorzen neuro-
degeneracyjnych. Pan lek. Michat Biela wykazat si¢ duzg dojrzaloscia naukowsy i szerokg wiedzg z
zakresu pediatrii, w tym pediatrii metabolicznej, neurologii dzieciecej, genetyki molekularnej i gene-
tycznej diagnostyki laboratoryjnej oraz biochemii. Jest osoba o duzych zdoInosciach organizacyjnych
- zorganizowal efektywng wspolprace wielu osrodkéw klinicznych. Charakteryzuje sie takze duza
umiejg¢tnoscig pisania wartosciowych, waznych z poznawczego i klinicznego punktu widzenia prac
naukowych, a zebrany materiat z pewnoscia bedzie Zrodlem niejednej jeszcze publikacji. Co najwaz-
niejsze, doskonata dysertacja Doktoranta ma ogromne znaczenie praktyczne, juz przyczynita sie do
ustalenia ostatecznych rozpoznan ciezkich schorzen neurorozowojowych u wielu dzieci, u czgéci z
nich mozliwa byta zmiana postgpowania diagnostyczno-terapeutycznego. Bylo to szczegdlnie wazne
w odniesieniu do pacjentow, u ktérych dokonano korzystnej modyfikacja przebiegu choroby. W
przysziosci praca ta bedzie na pewno waznym Zrédlem praktycznych informacji dla lekarzy wielu
specjalnosci zajmujacych sie chorymi dzieémi.

W podsumowaniu pragne podkresli¢, ze praca doktorska lek. Mateusza Bieli stanowi
rzeczywisty wklad w rozwoj wiedzy w zakresie poruszanych zagadnien. Rozprawa zostala réwniez
bardzo starannie przygotowana pod wzglgdem redakcyjnym, napisana bardzo poprawng polszczyzna.
Znalaziam jedynie kilka bledow interpunkcyjnych, stylistycznych czy ogolnie redakcyjnych, co
oczywiscie nie umniejsza wartosci naukowej tej pracy.

W mojej ocenie rozprawa doktorska lek. Mateusza Bieli spelnia wymogi, stawiane tego
typu rozprawom okreslone w art.13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595
z p6zn. zm.). W zwigzku z tym zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu im. Piastéw Slgskich o dopuszczenie lek. Mateusza Bieli do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego
we Wroclawiu im. Piastéw Slqskich 0 wyroznienie nagroda dysertacji doktorskiej lek.

Mateusza Bieli.
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