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I1.

Wykaz prac z cyklu publikacji

Ponizszy cykl publikacji obejmuje trzy prace oryginalne opublikowane w recenzowanych
czasopismach. Badania zostaly pozytywnie zaopiniowane przez Komisj¢ Bioetyczna przy
Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki (11.09.2018, nr opinii 74/2018).

1. Nykel A, Kaszkowiak M, Fendler W, Gach A. Chip-Based Digital PCR Approach Provides
A Sensitive and Cost-Effective Single-Day Screening Tool for Common Fetal
Aneuploidies—A Proof of Concept Study. Int J Mol Sci. 2019; 20(21):5486;
doi:10.3390/ijms20215486 (IF 4.556, MNiSW 140).

Indywidualny wklad: stworzenie koncepcji i projektu badania, wykonywanie eksperymentu, analiza
i interpretacja wynikéw, analiza statystycznej, zapewnienie integralnosci catego badania, napisanie finalnej

wersji manuskryptu. Moj proporcjonalny udzial w realizacji pracy — 70%.

2. Nykel A, Wozniak R, Gach A. Clinical Validation of Novel Chip-Based Digital PCR
Platform for Fetal Aneuploidies Screening. Diagnostics. 2021; 11(7):1131;
doi.org/10.3390/diagnostics11071131 (IF 3.706, MNiSW 70).

Indywidualny wklad: stworzenie koncepcji i projektu badania, wykonywanie eksperymentu, analiza
i interpretacja wynikéw, analiza statystycznej, zapewnienie integralnosci catego badania, napisanie finalnej

wersji manuskryptu. Moj proporcjonalny udzial w realizacji pracy — 70%.

3. Nykel A, Wozniak R, Gach A. The Influence of Maternal Cell Contamination on Fetal
Aneuploidy Detection Using Chip-Based Digital PCR Testing. Diagnostics. 2021;
11(9):1607; doi.org/10.3390/diagnostics11091607 (IF 3.706, MNiSW 70).

Indywidualny wklad: stworzenie koncepcji i projektu badania, wykonywanie eksperymentu, analiza
i interpretacja wynikéw, analiza statystycznej, zapewnienie integralnosci catego badania, napisanie finalnej

wersji manuskryptu. Moj proporcjonalny udzial w realizacji pracy — 70%.

Laczny Impact Factor cyklu publikacji: 11.968
Laczna punktacja MNiSW cyklu publikacji: 280

Wstep

Szacuje si¢, ze u okoto 3 — 5% wszystkich rozpoznanych klinicznie ciaz wystepuja wady
wrodzone spowodowane nieprawidtowos$ciami chromosomowymi [1]. Najczgsciej
wystepujacymi liczbowymi autosomalnymi nieprawidlowos$ciami sg trisomia chromosomu 21
pary (zespot Downa), trisomia chromosomu 18 pary (zespdt Edwardsa) oraz trisomia
chromosomu 13 pary (zespot Patau) [1]. Wady wrodzone moga by¢ rowniez spowodowane
nieprawidtowos$ciami chromosomoéw plei (sex chromosomal aneuploidies, SCA), czyli
nieprawidtowa liczbg chromosoméw X oraz Y. Aneuploidie chromosomoéw 13, 18, 21, X oraz
Y odpowiadaja za okolo 80% istotnych klinicznie nieprawidlowos$ci chromosomowych
diagnozowanych w okresie prenatalnym [2]. Podstawowym celem standardowej opieki
prenatalnej jest identyfikacja kobiet z podwyzszonym ryzykiem wystgpowania aneuploidii
u plodu za pomoca markeréw biochemicznych i ultrasonograficznych w 1 i II trymestrze cigzy
(3, 4].



III.

Iv.

Ztotym standardem w inwazyjnej diagnostyce prenatalnej jest metoda cytogenetyki
klasycznej. Jednak wiaze si¢ ona z dlugim oczekiwaniem na wynik, duzym nakladem pracy
1 wysokimi kosztami. W praktyce klinicznej sa rowniez dostgpne szybkie testy molekularne do
oceny najczestszych aneuploidii, jednak wykazuja pewne ograniczenia. Obecnie najbardziej
popularng szybka metoda jest real-time PCR [2, 5].

Bardziej nowoczesnym podejsciem, umozliwiajacym bezwzglgedna ocene ilosciowa
kwasow nukleinowych z wysoka czutoscig i specyficznos$cia, jest technologia digital PCR
(dPCR). Metoda jest oparta na partycji czasteczek DNA na dziesiatki tysiecy doltkow
reakcyjnych. Koncepcja digital PCR zostala po raz pierwszy opisana w latach’90 [6]. Od tego
czasu, technologia digital PCR jest uzywana do ilo§ciowego oznaczania DNA w szerokim
zakresie w testach genetycznych. Podstawa technologii digital PCR jest podziat czasteczki na
partycje, reakcja amplifikacji jednocze$nie w tysiacach dotkow reakcyjnych oraz statystyka
Poissona. Analiza danych jest oparta na oznaczeniu bezwzglednej liczby kopii sekwencji DNA
w jednostce kopie/uL reakcji, obliczonej na podstawie liczby pozytywnych i negatywnych
sygnatow [7].

W poréwnaniu do powszechnie uzywanej metody real-time PCR, digital PCR
umozliwia bezwzgledna oceng liczby kopii z duza precyzja, czuloscia i specyficznoscia bez
odniesienia do krzywej standardowe;j [8, 9]. Ponadto, analiza oparta na dPCR jest niezalezna od
wystgpowania alleli w populacji, co znacznie zwigksza uniwersalny charakter testu
molekularnego.

Digital PCR jest relatywnie nowa technologia. Doktadno$¢, czuto$¢ i1 specyficznosé
sprawiaja, ze cyfrowa metoda jest coraz czg¢$ciej wykorzystywana zaré6wno do celow
naukowych, jak i diagnostyki medycznej. Opracowanie nowej molekularnej metody analizy
z wykorzystaniem nowoczesnej technologii moze poszerzy¢ dostgpna ofert¢ diagnostyczna,
tym samym wplywajac na polepszenie opieki nad pacjentem.

Cel pracy

1. Opracowanie i walidacja nowej metody z wykorzystaniem nowoczesnej technologii digital
PCR do szybkiej analizy najczestszych aneuploidii u ptodu.

2. Okreslenie uzyteczno$ci klinicznej nowego narzedzia diagnostycznego digital PCR do
detekcji aneuploidii na podstawie czutosci i specyficznosci.

3. Zdefiniowanie doktadnosci metody digital PCR do detekcji aneuploidii u ptodu

w przypadku wystepowania kontaminacji komérkami matczynymi.

Omoéwienie publikacji skladajacych si¢ na cykl publikacyjny

Publikacja nr 1. Nykel A, Kaszkowiak M, Fendler W, Gach A. Chip-Based Digital PCR
Approach Provides A Sensitive and Cost-Effective Single-Day Screening Tool for Common
Fetal Aneuploidies—A Proof of Concept Study. Int J Mol Sci. 2019; 20(21):5486




Cykl publikacji otwiera praca dokumentujaca wyniki opracowania i walidacji nowej
metody digital PCR do szybkiej identyfikacji najczgstszych aneuploidii u ptodu. Jest to pierwsza
opublikowana praca prezentujagca wykorzystanie nowoczesnej technologii QuantStudio 3D
Digital PCR w diagnostyce prenatalne;j.

Celem badania bylo opracowanie 1 optymalizacja nowego narze¢dzia diagnostycznego
do szybkiej oceny najcze¢stszych aneuploidii u ptodu.

Grupe badana stanowily 133 kobiety w ciazy z podwyzszonym ryzykiem wystapienia
aneuploidii u plodu, objete diagnostyke inwazyjna w Poradni Genetycznej Instytutu Centrum
Zdrowia Matki Polki. W kazdym przypadku badanie przeprowadzono metoda cytogenetyki
klasycznej oraz z wykorzystaniem digital PCR. Materialem do badania bylo genomowe DNA
izolowane z ptynu owodniowego lub komorek trofoblastu.

Wyniki
1. Opracowanie protokotu badania z wykorzystaniem technologii digital PCR

Opracowano i zwalidowano nowa metod¢ do jednoznacznego rozroznienia probek
euploidalnych i aneuploidalnych w trzech reakcjach duplex z wykorzystaniem sond TagMan
komplementarnych do sekwencji na chromosomach 13, 18, 21, X oraz Y. Opracowana metoda
umozliwia precyzyjna kwantyfikacj¢ pojedynczej czasteczki bez odniesienia do krzywej
standardowej. Protokot opiera si¢ na sze$ciu etapach: ekstrakcji DNA, umieszczeniu mieszaniny
reakcyjnej PCR na chipie, amplifikacji PCR w termocyklerze, detekcji sygnatu fluorescencji
oraz analizy danych za pomocg oprogramowania Cloud Software. Dla kazdego chromosomu
obliczono liczbe¢ kopii poprzez dzielenie liczby kopii analizowanego chromosomu przez liczbe
kopii chromosomu referencyjnego. Protokét badania jest atwy w wykonaniu, wyniki mozna
otrzyma¢ w ciggu 4 godzin, a analiza danych nie wymaga zaawansowanych obliczen i nie
generuje dodatkowych probleméw interpretacyjnych. Ponadto, koszty aparatu sa dwa razy
nizsze niz innych dostgpnych platform, co umozliwia latwa i relatywnie taniag implementacje
metody w laboratoriach o matej lub $redniej przepustowosci.
2. Walidacja metody na probkach klinicznych

Wyniki uzyskane z 133 probek wskazuja, ze technologia oparta na metodzie digital PCR
umozliwia istotne statystycznie rozrdéznienie pomigdzy probkami auploidalnymi
i euploidalnymi. Wyniki zostaty uzyskane z kazdej probki, niezaleznie od jakos$ci i stgzenia
DNA. Ponadto, analiza krzywej ROC wykazala potencjalna uzyteczno$¢ testu jako dobrego
testu przesiewowego. Wyniki z badania wstgpnego sugeruja réwniez, ze uzyskanie wyniku
wlasciwie klasyfikujacego probki jako prawidlowe lub nieprawidlowe jest mozliwe nawet
w przypadkach niskiego poziomu mozaikowatosci. Wszystkie uzyskane wyniki zostaly

potwierdzone metoda cytogenetyki klasycznej.

Whioski
1. Digital PCR zapewnia statystycznie istotne rozréznienie migdzy probkami euploidalnymi
i aneuploidalnymi, zapewniajac krétki protokdt badania, niskie koszty, duza precyzje oceny

liczby kopii oraz tatwa implementacj¢ w praktyce klinicznej.



2. Digital PCR jest doktadna metoda do szybkiej identyfikacji najczestszych aneuploidii

u plodu, nawet w przypadkach niskiego poziomu mozaikowatos$ci.

Publikacja nr 2. Nykel A, Wozniak R, Gach A. Clinical Validation of Novel Chip-Based
Digital PCR Platform for Fetal Aneuploidies Screening. Diagnostics. 2021; 11(7):1131

Implementacja nowej metody w praktyce klinicznej wymaga okres$lenia klinicznej
uzyteczno$ci i identyfikacji kluczowych czynnikéw wplywajacych na wyniki.

Celem pracy bylo sprawdzenie skutecznos$ci i uzytecznosci diagnostycznej nowej
metody analizy aneuploidii u ptodu.

Badanie przeprowadzono w Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki u 505 kobiet
w cigzy z podwyzszonym ryzykiem wystgpowania aneuploidii u ptodu, poddajacych
si¢ inwazyjnej diagnostyce prenatalnej na podstawie nieprawidlowych wynikow
biochemicznych i/lub wynikéw badania USG. Materialem do badania byly ptyn owodniowy
oraz komorki trofoblastu, pobierane podczas rutynowej procedury diagnostycznej. Badanie
przeprowadzono na 382 (75,6%) probkach ptynu owodniowego oraz 123 (24,4%) probkach
komoérek trofoblastu. Z analizy wykluczono probki, dla ktérych nie uzyskano wynikéw

kariotypu oraz probki zanieczyszczone komorkami matki.

Wyniki

Jest to pierwsze badanie dokumentujace skuteczno$¢ kliniczng metody digital PCR
w badaniu na duzg skalg. Kilkuletnie do$wiadczenie kliniczne w ocenie aneuploidii
z wykorzystaniem metody digital PCR potwierdza przydatnos¢ tego rozwiazania w szybkiej
diagnostyce prenatalnej.

Wyniki wskazuja, ze czuto$¢ i specyficznos¢ wykrywania aneuploidii chromosoméw
21, 18 i 13 pary wyniosty 100% (95% CI, 99.26-100%). Wyniki uzyskano dla kazdej
analizowanej probki, co potwierdza czuto$¢ badania niezaleznie od jako$ci DNA. Najczgstsza
chromosomowg nieprawidlowoscig byta trisomia chromosomu 21 pary identyfikowana w 52%
nieprawidlowych wynikéw. Trisomie chromosmu 18 i 13 pary stwierdzono odpowiednio
w 24% 1 11,2% wszystkich nieprawidtowych wynikéw. Uzyskane wyniki byly zgodne
z czgsto$cia trisomii raportowana w populacyjnych bazach danych. W tym badaniu ryzyko
autosomalnych aneuploidii wzrastalo wraz z wiekiem matki. Jest to zjawisko dobrze
udokumentowane i opisywane w wielu publikacjach. Czgsto$¢ aneuploidii byla wyzsza
w probkach z komoérek trofoblastu niz w probkach ptynu owodniowego, najprawdopodobniej
ze wzgledu na korelacje aneuploidii z nieprawidtowymi wynikami USG, co bylo podstawa do
wykonania inwazyjnego badania w pierwszym trymestrze cigzy.

W poréwnaniu z Publikacja nr 1, dotyczaca opracowania i walidacji metody, obecne
badanie koncentruje si¢ na optymalizacji i ocenie skutecznos$ci klinicznej. Wyniki badan oraz
kilkuletnia praktyka kliniczna potwierdzaja przydatnos¢ wykorzystania digital PCR

w diagnostyce prenatalne;.



Whioski

1. Metoda digital PCR jest niezawodng i czula metoda identyfikacji nieprawidtowosci
chromosomowych u plodu oraz jest latwa w implementacji w rutynowej praktyce klinicznej.

2. Czutos¢ i specyficzno$¢ amplifikacji, prosty protokot oraz mozliwos¢ istotnej statystycznie
precyzyjnej oceny liczby kopii chromosoméw powoduja, ze rozwigzanie oparte na digital

PCR jest niezawodnym, optacalnym szybkim testem przesiewowym.

Publikacja nr 3. Nykel A, Wozniak R, Gach A. The Influence of Maternal Cell
Contamination on Fetal Aneuploidy Detection Using Chip-Based Digital PCR Testing.
Diagnostics. 2021; 11(9):1607

W przypadku amniopunkcji oraz biopsji trofoblastu istnieje ryzyko kontaminacji probki
materiatem pochodzenia matczynego. Wystgpowanie komorek matczynych w probece zwigksza
ryzyko wystgpowania bledu przedanalitycznego, co moze skutkowaé bledna interpretacja
uzyskanych wynikéw. Okreslenie wplywu kontaminacji na wyniki jest szczegélnie wazne
w przypadku metod molekularnych opartych na reakcji amplifikacji, w ktorych nawet mata ilo$é
komorek pochodzenia matczynego moze wptywac na wynik.

Wstepne wyniki opublikowane w Publikacji nr 1 wskazuja, ze nowa metoda digital
PCR umozliwia detekcje aneuploidii nawet w przypadku niskiego poziomu mozaikowatosci
dajac podstawe do zalozenia, ze wysoki poziom kontaminacji nie powinien wptywaé na
wykrywanie aneuploidii u plodu.

Celem badania bylo okreslenie doktadnosci nowej metody digital PCR do detekcji
aneuploidii u ptodu w obecnosci kontaminacji oraz okreslenie doktadnego progu, dla ktérego
mimo zanieczyszczenia, mozna otrzymac wiarygodne wyniki.

Badanie bylo podzielone na dwa etapy. Pierwszym etapem byto przeprowadzenie
seryjnych rozcienczen prawidlowych probek zenskich z nieprawidlowymi meskimi, symulujac
kontaminacj¢ na r6znym poziomie, celem okres§lenia wptywu kontaminacji na wyniki uzyskane
metoda digital PCR. Nastepnie zweryfikowano ustalone progi w praktyce klinicznej
z wykorzystaniem probek prenatalnych zarchiwizowanych w naszym laboratorium. Grupg
badang stanowity kobiety w cigzy ze zwickszonym ryzykiem wystapienia aneuploidii u ptodu,
podobnie jak w poprzednich publikacjach. Probki z zidentyfikowana kontaminacja begdace

przedmiotem badania byty wykluczone z analizy w Publikacji nr 2.

Wyniki

Wyniki wskazuja, ze nowa metoda digital PCR umozliwia detekcje aneuploidii u ptodu
w obecnosci kontaminacji materialem matczynym na wysokim poziomie (90%, 85%, 92%
odpowiednio dla trisomii 21, 18 i monosomii X). Ponadto, opracowana metoda wykrywa sygnat
sekwencji z chromosomu Y nawet w 5%, umozliwiajac wykrycie materialu ptodowego
w obecnosci ponad 95% kontaminacji. Digital PCR jest znakomitym narzedziem
diagnostycznym jako badanie wstepne do identyfikacji najczgstszych aneuploidii u ptodu.

W praktyce klinicznej zidentyfikowano 10 przypadkéw z kontaminacja na ré6znym
poziomie (60 — 93%), 8 zostalo zakwalifikowanych jako prawidtowe i 2 jako trisomia



chromosomu 21 pary. Dodatkowo, zidentyfikowano 4 przypadki z mozaikowatoscia
(1 przypadek z trisomig chromosomu 21, 3 przypadki z monosomia chromosomu X
i 1 przypadek w ukladzie mozaikowym XO0/XY). Wszystkie uzyskane wyniki sa zgodne
z wynikami uzyskanymi metoda cytogenetyki klasycznej. Ponadto, poprzez poréwnanie liczby
kopii chromosomoéw X z Y oraz X z chromosomem autosomalnym, metoda umozliwiata
rozroznienie probek z kontaminacja od probek z mozaikowato$ciag. Wyniki potwierdzaja, ze
opracowany algorytm moze by¢ wystarczajacy do oceny ryzyka kontaminacji i nie wymaga

dodatkowych testow, co znacznie redukuje koszty i usprawnia procedury diagnostyczne.

Whioski

1. Digital PCR jest doktadng metoda do detekcji aneuploidii u ptodu nawet w przypadku
kontaminacji materialem matczynym na wysokim poziomie.

2. Opracowany algorytm eliminuje konieczno$¢ przeprowadzania dodatkowych testow w celu
identyfikacji kontaminacji, co znacznie redukuje koszty 1 usprawnia procedury

diagnostyczne.

Znaczenie praktyczne i naukowe badan

Ze wzgledu na brak dostgpnych gotowych testow opartych o technologi¢ digital PCR
opracowanie, zwalidowanie oraz wykorzystanie w praktyce klinicznej nowej metody do
szybkiej analizy aneuploidii u plodu stanowi istotny wktad zaréwno w rozwoj nauki, jak
i poprawe opieki prenatalnej. Opublikowane wyniki badan sa pierwszym na S$wiecie
doniesieniem z wykorzystania platformy QuantStudio 3D Digital PCR do detekcji aneuploidii.
Wprowadzenie nowego rozwigzania do szybkiej analizy nieprawidtowos$ci chromosomowych
u plodu ma innowacyjny charakter, wykorzystujac zar6wno wiedz¢ z zakresu genetyki, metod
biologii molekularnej, statystyki oraz bioinformatycznej analizy danych. Nowatorskie
wykorzystanie nowoczesnej technologii digital PCR oraz wyniki uzyskane podczas kilkuletniej
praktyki klinicznej moga stanowi¢ istotny wktad w poszerzanie wiedzy z zakresu molekularnej
i cyfrowej metody PCR.

Wyniki badania stwarzaja realna szans¢ implementacji szybkiej diagnostyki prenatalne;
dajacej mozliwo$¢ otrzymania wyniku w kilka godzin w wielu laboratoriach o matej lub $rednie;j
przepustowosci. Opracowana metoda jest wdrozona w Zaktadzie Genetyki Instytutu Centrum
Zdrowia Matki Polki i wykorzystania od kilku lat jako badanie wstepne, umozliwiajace
uzyskanie wyniku w zakresie najczgstszych aneuploidii w ciagu kilku godzin od pobrania
materiatu. Badanie stanowi znakomite uzupelnienie diagnostyki metoda cytogenetyki
klasycznej, w przypadku ktorej czas oczekiwania na wynik ze wzgledu na niezbedna hodowle
komoérek wynosi do 21 dni. Podej$cie opierajace si¢ na polaczeniu szybkiego testu z klasycznym
badaniem cytogenetycznym znacznie zmniejsza stres i skraca niepokoj kobiet w ciazy zwiazany
z oczekiwaniem na pelny wynik badania. W niektorych przypadkach moze réwniez wskazywac
kierunek terapii w okresie prenatalnym. Ponadto, opracowana metoda umozliwia analizg liczby
kopii w kazdym przypadku, niezaleznie od jako$ci probki DNA, co jest szczegdlnie istotne
w przypadku materiatu prenatalnego. Wyniki badania potwierdzaja uzyteczno$¢ kliniczna
metody digital PCR w detekcji aneuploidii z duza dokladno$cia oraz tatwa implementacja



VI

w praktyce klinicznej. Wprowadzenie nowej, szybkiej metody nie tylko poszerza wiedzg

z wykorzystania nowoczesnej technologii, lecz takze pozwala na doskonalenie procedur

diagnostycznych przyczyniajac si¢ tym samym do poprawy opieki prenatalne;.
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