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Recenzja
rozprawy doktorskiej pani mgr Anny Nykel
pt. "Wykorzystanie technologii digital PCR do detekcji aneuploidii u plodéw -

Zgodnie 7 uchwatg Rady Naukowej ICZMP 7 dnia 27.10.2021 I, 0 powolaniu mnie na
recenzenta rozprawy, mam Zaszczyt przedstawié ponizsza opinie.

Podstawa Tozprawy Doktorantki stanowi cykl trzech recenzowany ch, oryginalnych,
anglojezycznych publikacji, o facznym wspotezynniku IF 11.968 j punktacji MNiSW 280. We

Zmiany struktury wiekowej kobiet rodzacych, Zwigzanej z koniecznos’ciq uzyskania

stabilizacji zawodowej i finansowe;j, wzgledami socjoekonomlcznymi, jak tez i postepem w leczeniu

wzrostu ryzyka Zwigzanego z wiekiem, az 70% dzieci zespolem Downa rodzg kobiety przed
ukonczeniem 35 Iat, Dlatego tez, w wielu krajach wskazanie do inwazyjnych badan prenatalnych
wynikajace z wieky zostalo  zastapione oceng indywidualnego ryzyka nieprawidtowoscj

chromosomowych, obliczanego na podstawie wieku matki, czasu trwania ciazy, a takze kombinacji

Choroby o podtozu chromosomalnym sa nieuleczalne, w wiekszosci przypadkow
wspdlistniejg z niepe{nosprawnos'ciq intelektualng i wysoka Smiertelnoscia, a wykrycie ich pozwala
UNIWERSYTET MIKOLAJA KOPERNIKA W TORUNIU Wydziat Lekarski, Collegium Medicum w Bydgoszczy

ul. Jagiellonska 13-15, 85-067 Bydgoszcz, Poiska, tel. +48 52 585 33 96, fax +48 52 585 33 95, e-mail: dzieklek@cm.umk.gl
www.cm.umk.pl




UNIWERSYTET Katedra Genetyki Klinicznej
MIKOEAJA KOPERNIKA ; ..
W TORUNIU ul. Curie Skfodowskiej 9, 85-094 Bydgoszcz

. ' e-mail: kizgenet@cm.umk.pl, tel./fax 52 585 35 48
Wydzl.af Lekarski tel. +48 52 585 35 47, 52 585 35 77
Collegium Medicum w Bydgoszczy

na bezpieczne prowadzenie cigzy i przewidywanie mozliwych powiklan podczas jej trwania,
przygotowaniu rodzicéw na posiadanie dziecka chorego, wdrozeniu postepowania hospicyjnego lub
po urodzeniu, objeciu dziecka specj alistyczng opieka medyczna.

Klasyczne metody cytogenetyczne polegajace na badaniu kariotypu konstytucyjnego,
rutynowo wykonywane z amniocytéw lub kosmkow trofoblastu, sa metodami zmudnymi i
kosztownymi, polegajacymi na dtugoterminowej hodowli komorkowej, co nie daje mozliwosci
uzyskania w krétkim czasie wyniku. Dostgpne molekularne testy wykorzystywane do szybkiej
diagnostyki najczestszych aneuploidii, maja pewne ograniczenia. Dlatego tez, zagadnieniom
opracowania i wdrozenia innowacyjnego narzgdzia diagnostycznego - digital PCR, do szybkiej

diagnostyki aneuploidii poswiccita Pani mgr Anna Nykel swojg rozprawe doktorska.

Praca zostala przedstawiona w sposéb bardzo konkretny i przejrzysty, na ktéry sktada si¢:
wykaz opublikowanych prac (trzy publikacje), krétki wstep, cele, omowienie kolejnych reprintéw,
podsumowanie uzyskanych wynikow, ostateczne wnioski, spis piSmiennictwa oraz streszczenia w
jezyku polskim i angielskim.

We wstgpie Doktorantka wprowadza czytelnika w zagadnienie czgstosci wystepowania
aneuploidii u ptodu oraz zapoznaje z metodami rutynowo stosowanymi do ich wykrycia. Podkresla,
ze dlugi czas oczekiwania na wynik, wymagajacy zatozenia hodowli komérkowej, po wykonane;j
procedurze inwazyjnej, wzbudza niepokéj i ogromny stres, u kobiety ci¢zarnej.

Nastgpnie, przedstawia podjeta koncepcje zastosowania metody digital PCR, podkreslajac jej zalety,
ktérymi s3: bezwzgledna ocena ilosciowa kwasow nukleinowych oraz wysoka czulo$é i
specyficznos¢, w poréwnaniu do powszechnie stosowanej metody real-time PCR.

Doktorantka wyznaczyta sobie cel gtéwny, ktérym bylo wprowadzenie innowacyjnej metody
do szybkiej diagnostyki aneuploidii u plodéw. Ponadto, realizujac ten projekt réwniez cele
szczegdlowe, takie jak: okreslenie uzytecznosci klinicznej nowego narzedzia diagnostycznego digital
PCR do detekcji aneuploidii, na podstawie czulosci i specyticznosci oraz dokladnosci metody, w
przypadku wystgpowania kontaminacji komorkami matczynymi.

Podj¢ta przez Doktorantke tematyka jest bardzo aktualna i poza wymiarem badawczym
posiada istotny aspekt praktyczny w opiece nad kobietg cigzarng oraz ekonomiczny, co szczegOlnie

powinno zosta¢ docenione przez Dyrekcje szpitala.
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Calos¢ spdjnie i logicznie uzasadnia Wwyznaczone przez doktorantke cele.

Materiatem do badan wybranym przez Doktorantke byl ptyn owodniowy lub komorki
trofoblastu, pobrane od 638 kobiet w cigzy, u ktérych wystepowato podwyzszone ryzyko
wystepowania aneuploidii u ptodu, na podstawie nieprawidtowych wynikow biochemicznych i/lub
badania USG, u ktérych wykonano inwazyjna diagnostyke prenatalng oraz rutynowg hodowle
komoérkows i badanie kariotypu plodu.

Praca pt. "Chip-Based Digital PCR Approach Provides a Sensitive and Cost - Effective Single
- Day Screening Tool for Common Fetal Aneuploidies - A Proof od Concept Study", opublikowana w
International Journal of Molecular Science, jest pierwszym doniesieniem dotyczacym wykorzystania
nowoczesnej technologii digital PCR w diagnostyce prenatalnej. Gléwnym celem byto opracowanie i
optymalizacja nowego narzedzia diagnostycznego do szybkiej oceny najczestszych aneuploidii u
ptodu.

Kolejna praca pt. "Clinical Validation of Novel Chip - Based Digital PCR Platform for Fetal
Aneuploidies  Screening", opublikowana w Diagnostics, jest kontynuacja wczesniej
przeprowadzonych badan, w ktérej Doktorantka skupifa si¢ na dokonaniu analizy popartej dobrze
opracowanymi metodami statystycznymi, ktore wykazaly istotnie roznice miedzy prébkami
euploidalnymi i aneuploidalnymi, krétki protokét badania i niskie koszty. Poza tym, Doktorantka
wykazala, ze metoda digital PCR jest dokladng i czulg metodg w wykrywaniu mozaikowatosci. W
moim przekonaniu, publikacja ta jest najbardziej istotna z praktycznego i klinicznego punktu
widzenia.

Trzecia oryginalna praca pt."The Influence of Maternal Cell Contamination on Fetal
Aneuploidy Detection Using Chip - Based Digital PCR Testing", opublikowana w Diagnostics,
porusza zagadnienie kontaminacji probki materialem pochodzenia matczynego, co zwigksza ryzyko
bledu przedanalitycznego i moze skutkowaé bledng interpretacja wynikéw, zwlaszeza w przypadku
wykorzystania metod molekularnych. Doktorantka we wstepnych wynikach wykazata, ze
zastosowanie nowej metody digital PCR, umozliwia identyfikacje aneuploidii, nawet przy wysokim
poziomie kontaminacji.

Zastosowane przez Doktorantke metody badar - analizy genetyczne oraz statystyczna analiza
danych sa bardzo dobrze dobrane i nie budzg zastrzezen. Wyniki zostaty przedstawione w sposéb
przejrzysty, dajgcy pelny obraz przedstawionych bada.
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Kolejng czescig dysertaci jest podsumowanie wszystkich zamieszczonych publikacji, w
ktérym autorka thimaczy podjeta tematyke prac.

Opracowana metoda zostala wdrozona w Zakladzie Genetyki Instytucie Centrum Zdrowia
Matki Polki w Fodzi i jest wykorzystywana jako badanie wstepne, umozliwiajace uzyskanie wyniku
W ciagu kilku godzin od pobrania materiatu, co jest niezmiernie wazne dla matki, jak i dla lekarza,
ktéry musi podjaé dalsze decyzje dotyczace procesu diagnostyczno - leczniczego.

Zastosowanie platformy QuantStudio Digital PCR do detekji aneuploidii u ptodu ma
charakter innowacyijny, wykorzystujacy wiedze z zakresu genetyki, metod biologii molekularne;j,
statystyki oraz bioinformatczne; analizy danych. Opublikowane wyniki badan sg pierwszym
doniesieniem na $wiecie, dotyczacym wdrozenia tej metody do wstepnej diagnostyki aneuploidii.
Wyniki potwierdzaja duza uzytecznosé kliniczng oraz doktadnogé metody w identyfikacji aneuploidii
rowniez przy kontaminacji materiatem matczynym, co redukuje koszty i usprawnia proces
diagnostyczny.

Wnhioski koficowe w sposéb wyczerpujacy odpowiadajg na wytyczone cele pracy.

Koncowe rozdzialy dysertacji, to dobrze i w sposob skompensowany przedstawienie
streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz spis pismiennictwa (9 pozycji), ktére ze wzgledu na

brak wczesniejszych doniesien dotyczacych zastosowania tej metody nie jest liczne.

Kilka drobnych uwag do Doktorantki.
Proponuj¢ nie uzywaé okreslenia "trisomia pary".
Poza tym, jako klinicysta nie mogg zgodzi¢ si¢ ze stwierdzeniem, ze "ziotym standardem" w
diagnostyce prenatalnej jest metoda cytogenetyki klasycznej, poniewaz poréwnawcza hybrydyzacja
genomowa do mikromacierzy catogenomowej (ArrayCGH), pozwala na rozpoznanie przyczyny
wynikajacej z niezrdwnowazenia genetycznego 5 razy czesciej, niz metoda cytogenetyki klasyczne;j.
Jest to wprawdzie metoda bardzo kosztowna, wymagajaca specjalistycznego sprzetu i
skomplikowanej analizy bioinformatycznej, niezbednej do interpretacji uzyskanego wyniku, przez to
jest niedostepna dla wickszosci mniejszych laboratoriow wykonujacych badania. Poza tym, w
dalszym ciagu nie jest to metoda refundowana przez NFZ, na potrzeby diagnostyczne plodu, co
znacznie ogranicza mozliwosci jej stosowania.
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Metoda cytogenetyki klasycznej pozwala na wykrycie aneuploidii, ktéra zdarza si¢ najczesciej i jest
najstarsza, i do kofica niezastgpiong technika stosowang w inwazyjnej diagnostyce prenatalne;.

W petni doceniam (z nutg zazdrosci) wieloletnie doswiadczenie Zaktadu Genetyki ICZMP w
wykonywaniu i doskonaleniu metod prenatalnych badan inwazyjnych, a takze istotny wktad
koncepcyjny Promotora kierujacego rozprawa wspierajgcego Doktorantke w opracowaniu i
wdrozeniu nowatorskiego narzedzia diagnostycznego, jakim jest digital PCR do szybkiej diagnostyki
aneuploidii ptodu. Proponuje wykorzystanie tej metody réwniez do diagnostyki trofoblasty po
poronieniu. Poszerzyloby to oferte laboratorium oraz dato mozliwosé diagnostyki poroniefi wiekszej
puli kobiet.

Podsumowujgc, przedstawiona mi do oceny praca doktorska pt. "Wykorzystanie technologii
digital PCR do detekcji aneuploidii u ptodéw - opracowanie i implementacja nowego narzedzia
diagnostycznego", spelnia ustawowe Wwymagania stawiane rozprawom na stopien doktora nauk
medycznych. W moim przekonaniu praca jest nowatorska i posiada duzag wartos¢ w aspekcie
klinicznym i praktycznym.

Na tej podstawie zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej ICZMP, o dopuszczenie pani mgr
Anny Nykel do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu na jej

innowacyjny charakter wnioskuje o wyrdznienie rozprawy. L
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