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Recenzja pracy doktorskiej

Mgr Anny Nykel pt. ,Wykorzystanie technologii digital PCR do detekcji aneuploidii u ptodu —
opracowanie i implementacja nowego narzedzia diagnostycznego”.

Promotor: dr hab. n. med. Agnieszka Gach

Aneuploidie chromosoméw 13, 18, 21 oraz X i Y odpowiadajg za blisko 80%
nieprawidtowosci chromosomowych identyfikowanych w okresie prenatalnym. Dlatego tez,
wykluczenie lub potwierdzenie obecnosci aneuploidii tych chromosoméw jest najczestszym
wskazaniem do diagnostyki inwazyjnej. Obecnie stosuje sie kilka metod diagnostycznych do
szybkiej detekcji najczestszych aneuploidii, jednak jak kazda z metod laboratoryjnych, majg
one pewne, charakterystyczne dla kazdej techniki ograniczenia.

Celem pracy mgr A. Nykel byto opracowanie nowej metody — digital PCR - do szybkiej
detekcji aneuploidii u ptodu, okreslenie jej uzytecznosci jako narzedzia diagnostycznego oraz
oceny doktadnosci tej techniki w przypadku kontaminacji materiatu komérkami matczynymi.
W poréwnaniu do szeroko stosowanej metody real-time PCR, digital PCR umozliwia
bezwzgledna ocene liczby kopii fragmentow DNA.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana na podstawie trzech wieloautorskich prac
opublikowanych w latach 2019-2021 w czasopismach o wysokim tacznym stopniu
oddziatywania (IF = 11,968) oraz wysokiej tacznej punktacji MNiSW (280). We wszystkich
publikacjach mgr A. Nykel jest pierwszym autorem.



W pierwszej pracy z cyklu zataczonych publikacji: “Chip-Based Digital PCR Approach
Provides A Sensitive and Cost-Effective Single-Day Screening Tool for Common Eetal
Aneuploidies-A Proof of Concept Study.” Int J Mol Sci. (2019) opisane zostaty wyniki
opracowania oraz walidacji metody digital PCR do szybkiej detekcji najczestszych aneuploidii.
Grupe badang stanowity 133 ciezarne skierowane na diagnostyke inwazyjng z powodu
podwyzszonego ryzyka wystapienia aneuploidii u ptodu. Materiat do badan stanowito DNA
wyizolowane z ptynu owodniowego lub komérek trofoblastu. Praca ta ma charakter
wdrozeniowy i dokumentuje przydatnoéé zastosowanej metody do zatozonego celu. W celu
okreslenia najnizszego stopnia mozaikowosci, mozliwego do wykrycia stosowang metoda,
wykonano rozcieficzenia materiatu odpowiadajgce odpowiednio 5%, 10%, 30%, 50% i 70%
mozaikowosci. Eksperyment ten wykazat, ze metoda skuteczna jest do identyfikacji trisomii

chromosomu 21 i 18 pary na poziomie nie nizszym niz 20% i dla chromosomu 13 pary na
poziomie okoto 30%.

Druga publikacja z cyklu: “Clinical Validation of Novel Chip-Based Digital PCR Platform
for Fetal Aneuploidies Screening.” Diagnostics (Basel) (2021) prezentuje skutecznoé¢
kliniczna zastosowanej techniki digital PCR na wigkszej grupie badanej. Badanie
przeprowadzono na 382 prébkach DNA wyizolowanych z ptynu owodniowego oraz 123
prébkach DNA wyizolowanych z komérek trofoblastu. Wyniki opisane w pracy wskazuja, ze
dla badanej grupy 505 cigzarnych, czuto$¢ i specyficznoéé identyfikacji aneuploidii dla
chromosoméw 13, 21 i 18 pary wynosity 100%.

Trzecia z cyklu publikacja: ‘The Influence of Maternal Cell Contamination on Fetal
Aneuploidy Detection Using Chip-Based Digital PCR Testing.” Diagnostics (Basel) (2001) ma
charakter bardziej eksperymentalny. Celem badania byto okreslenie doktadnosci
zastosowanej metody w przypadku kontaminacji materiatu ptodowego komédrkami
matczynymi. W pierwszym etapie badania ponownie przeprowadzono serie rozcienczen,
symulujac kontaminacje na réinym poziomie procentowym. Wyniki opisane w pracy
wskazuja, ze metoda digital PCR umozliwia detekcje aneuploidii u ptodu nawet podczas
wysokiej kontaminacji materiatem matczynym. Dane te sugerujg, ze opracowany algorytm
moze by¢ wystarczajacy do oceny ryzyka kontaminacji i nie wymaga dodatkowych testéw co
znacznie usprawnia procedure diagnostyczna i obniz jej koszty.

Przedstawienie rozprawy doktorskiej w formie opublikowanych wynikéw badan, w
recenzowanych czasopismach naukowych, utatwia ale jednoczeénie utrudnia przedstawienie
wtasnej oceny. Recenzja moze mie¢ bowiem jedynie charakter odniesienia sie do
opublikowanych rezultatéw, a nie jak w przypadku klasycznej rozprawy doktorskiej gdzie
ocenie podlega cato$¢ rozprawy, ze wszystkimi jej elementami od merytorycznych po
edytorskie. W rozprawie obok zataczonych publikacji znajduje sie¢ co prawda krotki wstep,
cele pracy, jak tez dodatkowo kazdej publikacji towarzyszy stosowne streszczenie. Niemniej
przyjeta, ale oczywiscie zgodna z obowigzujgcymi przepisami forma rozprawy doktorskiej,
utrudnia indywidualng ocene zaréwno osiagnietych wynikéw jak i osobistego wktadu
doktorantki w przygotowanie rozprawy, pomimo, e z zatagczonych oswiadczen
wspofautoréw kazda z prac zostata wykonana przez mgr A. Nykel w 70%.



Praca ma charakter czysto wdrozeniowy i zabrakto mi w niej pewnej ,,naukowosci”.
Jako praktyk, zajmujacy sie diagnostyka prenatalng, chciataby aby mgr A. Nykel bardziej
przekonata mnie, ze powinnismy w naszym laboratorium stosowaé te metode zamiast
obecnie uzywanych. Przydatne byloby zobaczenie chociazby bezposredniego porédwnania
techniki dPCR do innych metod stosowanych do szybkiej detekcji aneuploidii. W jednej z prac
(publikacja nr 3), jest co prawda odpowiednia tabela, prezentujgca pordwnanie stosowanych
metod, lecz s3 to jedynie dane literaturowe, ktére nie odzwierciedlajg wynikéw uzyskanych
w innej pracy doktorantki (np. % wykrytej mozaikowoéci w tabelce jest podany 5-15%,
podczas gdy w publikacji nr 1 procent ten oceniony zostat na poziomie 20-30%). Wyniki byty
jedynie poréwnywane z metoda klasycznej oceny kariotypu, ktéra oczywiscie nie jest metoda
szybkiej diagnostyki aneuploidii, dodatkowo poprzez dtugotrwaty hodowle nie jest przydatna
do okreslenia poziomu mozaicyzmu. Na podstawie przedstawionych danych, wydaje sieg, ze
jednak metoda FISH (ktéra wykrywa mozaiki na poziomie 6%) powinna by¢ jednak metodg z
wyboru, tym bardziej ze metoda ta moze by¢ réwniez wykonana w ciagu kilku godzin (nie
wymaga catonocnej hybrydyzacji). Kwestie te niewatpliwie pozostaja do dyskus;ji i szkoda, ze
doktorantka sie do nich nie odniosta.

Pierwsze doniesienia na temat wykorzystania techniki digital PCR zostaty
opublikowane w latach 90tych. Od tego czasu znajdywano coraz szersze zastosowania tej
metody. W odniesieniu do diagnostyki prenatalnej, Fan i wspotautorzy (2007 i 2009 rok) jako
pierwsi opisali przydatno$¢ tej metody w szybkiej detekcji aneuploidii. Dodatkowo Geng i
wspotautorzy (2017) (dostepny jedynie abstrakt w jezyku angielskim) wykazali przydatnos¢
metody dPCR do identyfikacji aneuploidii w przypadku kontaminacji materiatu komérkami
matczynymi. Obecnie technika ta wykorzystywana jest gtéwnie do detekcji aneuploidii w
prenatalnych badaniach nieinwazyjnych.

Innowacyjne w pracy mgr A. Nykel byto zastosowanie platformy QuantStudio 3D
Digital PCR, a nie samej metody digital PCR. Zatuje, ze platforma ta, oraz jej innowacyjnos¢,
nie zostatly szerzej omdéwione w pracy.

Wymienione powyzej uwagi nie umniejszajg jednak w istotnym stopniu recenzowanej
dysertacji. Rozprawa napisana jest zgodnie z obowiazujagcymi zasadami a doktorantka
niewatpliwie wtozyta duzo pracy w zebranie materiatu i wykonanie badar. Badany problem i
otrzymane wyniki maja duze znaczenie praktyczne w rutynowej diagnostyce prenatalnej.

Na podstawie powyzszej recenzji wnosze do Rady Naukowej Instytutu Centrum
Zdrowia Matki Polki o dopuszczenie mgr Anny Nykel do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Dodatkowo, pomimo kilku krytycznych uwag, ale biorgc pod uwage wysoki wskaznik
IF opublikowanych prac, wnioskuje réwniez do Wysokiej Rady o przyznanie wyréznienia.
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