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Recenzja pracy doktorskiej

Lek. med. Lidii Suchon

»Ocena znaczenia klinicznego, wykrywanego w badaniach przesiewowych
noworodkow w  populacji polskiej, deficytu biotynidazy wraz z prébg

okreslenia korelacji genotyp-fenotyp”

Deficyt biotynidazy to jedna z choréb nalezacych do rosngcej grupy bardzo
rzadkich, wrodzonych btedéw metabolizmu, ktére stwarzaja spore problemy
diagnostyczne, ale coraz czeéciej moga by¢ leczone z dobrym skutkiem. W ko nsekwencji
badania dotyczace patogenezy, optymalizacji diagnostyki i nowych metod leczenia tych
choréb sg wazne z punktu widzenia poznawczego i klinicznego, zwlaszcza w dobie
medycyny personalizowane;j.

Niedobor aktywnosci biotynidazy dziedziczony jest w sposob autosomalny
recesywny i wystepuje w przypadku obecnosci dwoch mutacji genu BTD. Osoby, ktore
zostaly ~ zdiagnozowane odpowiednio wczesnie (np. w ramach przesiewu
noworodkowego) i rozpoczety leczenie zanim pojawity sie nich objawy, rozwijajg sie
zazwyczaj prawidtowo. Powazne problemy kliniczne dotycza natomiast chorych, u
ktorych objawy pojawity sie (czesto w formie nawracajacej) przed wdrozeniem leczenia
biotyna. U nieleczonych matych dzieci z glebokim niedoborem aktywnosci biotynidazy
moga wystapic cigzkie nieprawidtowosci neurologiczne, w tym drgawki, hipotonia
migsniowa, ataksja, utrata stuchu i problemy ze wzrokiem. W konsekwencji u pacjentow
tych czesto wystepuje op6Znienie rozwoju. Typowe s3 réwniez objawy skorne, takie jak
np. tysienie, ucigzliwe wysypki i kandydoza. Pacjenci z cze$ciowym niedoborem
biotynidazy majg zazwyczaj lzejsze objawy. Starsze dzieci i miodziez z gtebokim

niedoborem biotynidazy czesto wykazuja niedowlad spastyczny i obnizong ostros$c



wzroku. Gdy u pacjenta wystapig problemy ze wzrokiem, utrata stuchu i opoznienie
rozwoju, s one zwykle nieodwracalne, nawet przy terapii biotyna.

Przekazana mi do recenzji rozprawa na stopien doktora nauk medycznych zostata
zrealizowana w Klinice Chorob Metabolicznych i Pediatrii Instytutu Matki i Dziecka w
Warszawie pod kierunkiem dr hab. n. med. Jolanty Sykut-Cegielskiej, prof. IMiD.

W badaniach bedgcych podstawa dysertacji Doktorantka zebrata dane Kliniczne i
laboratoryjne uzyskane w ramach procedury diagnostycznej u pacjentéw z podejrzeniem
niedoboru biotynidazy, diagnozowanych w osrodkach pediatrii metabolicznej w Polsce.
Omawiana rozprawa doktorska jest odzwierciedleniem wiodacej roli Instytutu Matki i
Dziecka jako o$rodka diagnostyki i leczenia dzieci z wrodzonymi btedami metabolizmu i
osobistej roli Promotora pracy jako autorytetu pediatrii metabolicznej w naszym Kraju.

Doktorantka podjeta sig ustalenia korelacji genotyp-fenotyp u polskich pacjentéw
z badang choroba. Korelacja genotyp-fenotyp w deficicie biotynidazy to zagadnienie nie
do konica poznane. Wiadomo, ze delecje, insercje lub warianty typu nonsense, w
przypadku obecnosci w obu allelach odpowiedzialnego za chorobe genu BTD, zwykle
skutkujg catkowitym brakiem aktywnosci enzymatycznej biotynidazy. Z kolei warianty
zmiany sensu moga, ale nie musza, skutkowac catkowita utrata aktywnosci tego enzymu.
W kazdej populacji zdarzaj si¢ jednak mutacje dla niej specyficzne, w tym tzw. mutacje
prywatne, wystepujgce w jednej rodzinie, co ogranicza przydatno$¢ danych dostepnych
W piSmiennictwie i wymusza prowadzenie badan w konkretnej populacji. W tym
kontekscie przedstawiona mi do recenzji praca posiada istotne walory naukowe, po raz
pierwszy w Polsce zajmujac sie powyzszym zagadnieniem. Dodatkowe efekty pracy -
przeprowadzenie charakterystyki klinicznej polskiej populacji dzieci z niedoborem
biotynidazy oraz opracowanie algorytmu postepowania w przypadku uzyskania
nieprawidtowego wyniku badania przesiewowego - maja natomiast wartoéé praktyczna,
porzadkujac dane dotyczace polskiej populacji chorych.

Recenzowana rozprawa doktorska ma charakter monografii o klasycznej budowie
i objetosci. Praca obejmuje 111 stron, zostala bardzo starannie przygotowana pod
wzgledem edytorskim i wydana w formie ksigzkowej. Posiada typowy uktad stosowany
w rozprawach doktorskich z podziatem na: wstep, cele pracy, materiat i metody, wyniki i
dyskusje, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz pismiennictwo. Dodatkowo
zawiera rekomendacje Autorki dotyczace postepowania diagnostycznego przy

podejrzeniu deficytu biotynidazy.



W pierwszym podrozdziale wstepu Autorka w sposab wyczerpujacy przedstawila
fizjologiczna role biotyny i biotynidazy oraz molekularng patogeneze niedoboru
aktywnosdci tego enzymu. Mam do tej czesci dwie drobne uwagi - nie do konca jasne jest
Czy na stronie 9 w zamieszczonym opisie genu BTD chodzi o miejsca inicjacji transkrypcji
czy translacji oraz jaki typ mutacji odpowiada stowu ,biallelic” uzytemu na stronie 10 w
opisie wariantéw powodujgcych gteboki deficyt biotynidazy.

W kolejnym podrozdziale wstepu szczegdtowo opisano kliniczne postaci deficytu
biotynidazy. Nastepnie przedstawiono aktualnie stosowany algorytm diagnostyczny.
Pozwole sobie tutaj na pewien komentarz - oczywiscie przedstawiony algorytm jest
prawidtowy, jednak aktualnie coraz czeSciej zamiast stosowadé klasyczne
sekwencjonowanie, aby po kolei poszukiwaé wybranych mutacji w kolejnych
fragmentach genu, od razu ,odczytuje” sie caty gen metoda sekwencjonowania nastepnej
generacji (NGS). Takie podejscie wynika oczywiécie ze zwiekszajacej si¢ dostepnosci, a
zwiaszcza spadku kosztéw powyzsze] diagnostyki.

Osobng  kwestig jest przydatno$é sekwencjonowania calego genomu w
diagnostyce niedoboru biotynidazy. Problemem jest tutaj brak uniwersalnych
algorytméw oceny znaczenia zidentyfikowanych, ,gteboko intronowych” wariantow
genowych. Takie warianty mozna znalez¢ bardzo czesto a nasza wiedza niestety nie
pozwala jeszcze na zautomatyzowanie oceny ich znaczenia. W efekcie w przypadku
sekwencjonowania catego genomu poruszamy sie ciggle na pograniczu diagnostyki i
badan podstawowych.

W kolejnej czesci wstepu Autorka przedstawita czestosé wystepowania deficytu
biotynidazy na $wiecie, pozycjonujac w tym kontekscie Polske. Zwracaja uwage spore
rozbieznosci pomigdzy poszczegélnymi krajami Europy i sasiadujacymi ze soba
populacjami. W tym kontekscie badania podjete przez Doktorantke w populacji polskiej
wydajg sie szczegdlnie istotne.,

Ostatni podrozdziat pierwszej czesci pracy dotyczy leczenia deficytu biotynidazy.
Zawiera przydatne informacje praktyczne, przedstawione w przejrzysty sposob.

Podsumowujgc - ,Wstep” jest kompletnym opisem aktualnego stanu wiedzy w
zakresie deficytu biotynidazy, zawierajacym duzo informacji praktycznych, potencjalnie
przydatnym pediatrom i neonatologom, ktorzy najczesciej maja do czynienia z

wrodzonymi btedami metabolizmu.



«Cele pracy” zostaly sformutowane w sposéb jasny, konkretny i odpowiadaja
potencjatowi danych klinicznych i laboratoryjnych, ktére Autorka zdecydowata sie
przeanalizowad,

W odniesieniu do treéci rozdziatu ,Materiat i metody” na uwage zastuguje kontrast
pomiedzy  liczebnoscig analizowanej  populacji  (ponad milion  noworodkéw
przebadanych w Polsce w okresie 2016-2020 przy pomocy testu przesiewowego) a
ostateczng wielkoScig grupy, w ktérej podejrzewano deficyt biotynidazy i w ktorej
przeprowadzono diagnostyke weryfikujgca rozpoznanie - 22 dzieci. Kontrast pomiedzy
oboma liczbami uzmystawia skale trudnosci i érodkéw, ktére nalezy zaangazowal w
przypadku diagnostyki wrodzonych bledéw metabolizmu aby zapewni¢ wczesne
wykrycie danej choroby i zachowaé mozliwoéci udzielenia efektywnej pomocy medycznej
pacjentom.

Jak juz wspomniano, material do badan byt zbierany przez okoto 5 lat. Dane
kliniczne dotyczyty pacjentéw z poradni w catej Polsce a dane laboratoryjne uzyskano
przy wspotpracy Zaktadu Badan Przesiewowych Instytutu Matki i Dziecka oraz Centrum
Medycznego Medgen w Warszawie. Praca ma charakter retrospektywnej analizy danych.

Pewnego komentarza wymaga moim zdaniem wspomniany w opisie metodyki
opcja wykonywania badan molekularnych u rodzicéw badanych dzieci - nosicieli
choroby. Taka praktyka jest popularna, jednak nie zawsze potrzebna z uwagi na jasny
sposdb dziedziczenia deficytu biotynidazy.

W pierwszej czgSci rozdziatu ,Wyniki" podano charakterystyke badanej grupy
dzieci. Zastanawiajgcy jest fakt wystepowania niedoboru biotynidazy gltownie na
wschodzie i potudniu Polski, podczas gdy w analizowanym okresie nie odnotowano
zadnych przypadkéw tej choroby w Polsce péinocno-zachodniej. Poniewaz jednak
badania przesiewowe noworodkéw wykonywane sg w Instytucie Matki i Dziecka dla
terenu catej Polski (z pewnymi wyjatkami w odniesieniu do wojewddztwa
zachodniopomorskiego), by¢ moze odpowiedzialna za taka sytuacje jest bardzo niska
czesto$¢ deficitu biotynidazy i regionalne fluktuacje czestosci tej choroby. Kolejnym
interesujacym faktem, by¢ moze wymagajacym weryfikacji, jest znaczny odsetek
wezesniakow z jednego regionu Polski w badanej grupie - az troje dzieci, u ktérych
ostatecznie nie potwierdzono deficytu biotynidazy urodzito sie w wojewddztwie

lubelskim.



Wyniki badan biochemicznych stosowanych w procesie diagnostycznym deficytu
biotynidazy zostaly przedstawione w kompleksowy sposéb. Warto podkresli¢
odnotowang przez Doktorantke matg przydatnosé diagnostyczng badania profilu
acylokarnityn metoda tandemowej spektrometrii mas. Bardzo dokladnie opisane zostaty
wyniki badan molekularnych, Jako metode diagnostyczng zastosowano klasyczne
sekwencjonowanie genu BTD. Nalezy zauwazy¢, ze u jednego z chorych dzieci nie
zidentyfikowano drugiej mutacji odpowiedzialnej za wystgpienie choroby. Nasuwa sie
pytanie czy nie warto by rozwazy¢ dodatkowego badania (np. technikag MLPA), w celu
wykluczenia obecnosci ewentualnej delecji, zbyt duzej, aby mogta zosta¢ wykryta poprzez
sekwencjonowanie metoda Sangera. Analogiczna sytuacjia moze dotyczy¢ ktéregos z
siedmiu kolejnych pacjentéw, u ktoérych za druga mutacje genu BTD przyjeto
zidentyfikowany wariant p.Asp444His. Co prawda wczesniejsze badania (w tym prace
prowadzone przez Promotora omawiane] dysertacji) potwierdzily przyczynows role
zmiany aminokwasu w pozycji 444 w wystepowaniu czgSciowego niedoboru biotynidazy,
jednak obecnosé tego wariantu skutkuje jedynie niewielkim obnizeniem aktywnosci
enzymu i moze nie thumaczy¢ nasilenia objawéw chorobowych u wszystkich sposérod
wspomnianych siedmiu pacjentow.

W dalszej cze$ci rozdziatu ,Wyniki” przedstawiono bardzo ciekawe dane kliniczne
dotyczace pacjentéw z glebokim i czgSciowym deficytem biotynidazy. Wszystkie
przedstawione w tej czesci pracy opisy kliniczne podnoszg warto$¢ dysertacji, jednak
szczegolnie interesujace z praktycznego punktu widzenia wydaja mi sie dane dotyczace
dzieci, u ktérych ostatecznie wykluczono deficyt biotynidazy, niemniej wczesniej
stwierdzano nieprawidtowosci w badaniu GC/MS moczu. Nieprawidtowoéci w badaniu
GC/MS czgsto pojawiaja sie jako przygodne znalezisko u mitodych niemowlat
hospitalizowanych na oddziatach pediatrycznych, stwarzajac trudnosci diagnostyczne
neonatologom i pediatrom opiekujgcym sie najmtodszymi pacjentami. Doktadne
opracowanie tego zagadnienia wykracza oczywiscie poza ramy przedstawionej
dysertacji, jednak by¢ moze mogtoby by¢ tematem kolejnych prac Doktorantki.

W prawidlowo poprowadzonej dyskusji Autorka odniosia uzyskane wyniki do
danych z pi$miennictwa. Podkreélita trudnoséci diagnostyczne pojawiajace sie przy
zastosowaniu  jakoSciowych metod biochemicznych, zwlaszcza w  okresie
noworodkowym i u wezedniakéw, oraz matg przydatnosé analizy profilu acylokarnityn i

profilu kwaséw organicznych w moczu w procesie weryfikacji wynikéw testow



przesiewowych. Ciekawie i w doktadny sposéb przeanalizowata spektrum wykrytych w
polskiej populacji wariantéw genowych i korelacje genotyp-fenotyp u badanych
pacjentow. Sporo uwagi Doktorantka pos$wigcita sprawiajgcemu pewne trudnoéci
interpretacyjne, wspomnianemu juz wczesniej wariantowi p.Asp444His genu BTD.

Dosy¢ nieoczekiwanie, w przedstawionej dysertacji rozdziat ,Dyskusja” zawiera
rowniez spora ilo§¢ danych oryginalnych, przedstawionych w tabeli 8 i na rycinie 4.
Wydaje sie, ze w wigkszosci mozna by je umiescié w rozdziale ,Wyniki”, chociaz trzeba
przyznac, ze zestawienie w tabeli 8 danych dotyczacych analizowanych pacjentéw z
danymi z piSmiennictwa utatwia §ledzenie dyskusiji.

Nalezy zgodzi¢ sie z waznymi uwagami Doktorantki dotyczacymi komfortu
emocjonalnego rodzicéw dzieci, u ktérych wysunieto podejrzenie deficytu biotynidazy i
ostatecznie, po diugotrwatej diagnostyce, deficyt wykluczono. Podobny problem byt
podnoszony w trakcie wprowadzania w Polsce badafi przesiewowych w kierunku
mukowiscydozy. Nalezy zgodzi¢ si¢ z Autorka, Ze pewnym rozwiazaniem byloby tu
wprowadzenie do rutynowego stosowania, w charakterze ,second tier test” molekularne;j
analizy genu BTD w oparciu o material pozostaty na bibule przesiewowej po wyKkonaniu
testow biochemicznych.

Whioski, bedace podsumowaniem pracy sg sformulowane ostroznie i zawierajg
przydatne wskazéwki kliniczne, istotne zwtaszcza w diagnostyce i leczeniu niemowlat.
Rozdziat zawierajacy zalecenia dotyczace postepowania w przypadku uzyskania
nieprawidtowego wyniku badania przesiewowego stanowi rozwiniecie rozdziatu
+Wnioski”, a jego zamieszczenie w pracy wydaje sie celowe ze wzgledu na
wartos$¢ praktyczng.

Pismiennictwo w przedstawionej dysertacji obejmuje 155 pozycji gléwnie z
czasopism anglojezycznych, jest aktualne i adekwatnie cytowane.

Na uwage zastuguje dbato$¢ Doktorantki o merytoryczna spéjnosé i $cistosé
prezentowanych danych - po wykryciu drobnej pomytki w nazwie jednej ze
wspéipracujgcych poradni metabolicznych Autorka przygotowata errate, skutecznie
korygujac nieprawidtowa informacje i podnoszac wartoéé¢ swojej pracy.

Na koniec chciatbym podkresli¢ potencjalng wartoéé dydaktyczna przedstawionej
dysertacji, ktérej gléwne tresci w moim odczuciu powinny zosta¢ opublikowane w

szeroko dostepnym polskim czasopis$mie z dziedziny pediatrii i w ten sposob przyczynié



sie do uporzadkowania wiedzy lekarzy zainteresowanych diagnostykg i leczeniem
wrodzonych bledéw metabolizmu,

Podsumowujac, nie mam wigkszych uwag do przedstawionej mi rozprawy
doktorskiej. Dostepne dane zostaty kompleksowo przeanalizowane a caltogé napisana z
dbatoscia o szczegotowe przedstawienie problemu i dobre udokumentowanie
uzyskanych wynikéw. Autorka wykazata si¢ szerokg i transdyscyplinarng wiedzg w
dziedzinie wrodzonych btedéw metabolizmu. Przedstawiona praca pokazuje réwniez
ewidentng potrzebe dziatai wieloosrodkowych, stanowigcych jedyny sposob
wypracowania rekomendacji diagnostycznych i leczniczych u pacjentow z chorobami
rzadkimi,

Przedstawiong mi do recenzji dysertacje oceniam wysoko. Spetia ona w moim
odczuciu wymogi stawiane rozprawom doktorskim 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. 2017 poz. 1789) i kwalifikuje lek. med. Lidie Suchon do nadania
stopnia doktora nauk medycznych. Zwracam sie zatem do Rady Naukowej Instytutu Matki
i Dziecka w Warszawie o dopuszczenie lek. med. Lidii Suchofi do dalszych etapow

przewodu doktorskiego i publicznej obrony dysertacji.
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