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pt. Modyfikacja metod izolacji DNA i szacowanie wspofczynnika degradacji
chromosomu Y jako potencjalne sposoby zwiekszenia szansy uzyskania wynikow

badarn genetycznych ze zdegradowanego materiatu kostnego

Kazda tkanka ludzkiego organizmu zawiera materiat genetyczny w postaci DNA, ktory
potencjalnie moze postuzy¢ do identyfikacji osobniczej. Wydajno$¢ i jakos¢ otrzymanych
preparatéw, a stad powodzenie analizy, zalezg od rodzaju i stanu badanego materiatu. Po
Smierci organizmu nastepuje jego rozktad pod wptywem czynnikéw endo- i egzogennych,
czemu towarzyszy takze degradacja, czyli fragmentowanie czgsteczki DNA. Niekorzystnie
zaznacza sie dziatanie czynnikow ekstremalnych jak wysoka temperatura, promieniowanie
UV, czynniki utleniajgce, czy zanieczyszczenia biologicznie i chemiczne, ale takZze zespotu
typowych warunkéw otoczenia odziatywujgcych w sposéb diugotrwaty, jak np. gleba torfowa
czy $rodowisko wodne.

Materiat kostny okazuje sie szczegdlnie przydatny w identyfikacji genetycznej z uwagi na
relatywnie dobrg konserwacje zawartego w nim DNA. Kompletne szkielety badz ich
fragmenty moga przedmiotem badan przedstawicieli co najmniej kilku dyscyplin nauki.
Obecnie mozliwa jest nie tylko identyfikacja osobnicza, czy ustalanie pochodzenia
etnicznego lub bio-geograficznego szczatkéw lub artefaktéw pochodzenia ludzkiego. Nowe
techniki molekularne umozliwiajg takze predykcje wieku biologicznego i przyzyciowych cech
osoby, ujawnienie przebytych choréb, infekcji, czy obcigzenia schorzeniami dziedzicznymi.
Informacja genetyczna zawarta w materiale kostnym stanowi zatem cenne uzupetnienie

danych antropologicznych, archeologicznych i paleontologicznych.

Magister Andrzej Doniec przedtozyt oceniang prace Uniwersytetowi Jagiellonskiemu w

Krakowie, jako rozprawe na stopien doktora nauk biologicznych.



a. Trafnosc podjetej problematyki badawcezej i jef oryginalnosc:

W przypadku zwtok rozczionkowanych lub bedacych w znacznym stanie rozkiadu,
gdy ocena daktyloskopijna lub odontologiczna nie jest mozliwa, pozostaje jedynie ustalenie
tozsamoéci na podstawie badan genetycznych. Zastosowanie zaawansowanych i
precyzyjnych metod, opartych np. na badaniach DNA z materiatu kostnego, zwieksza szanse
identyfikacji ofiar katastrof masowych, ale takze umozliwia rozwigzanie niewyjasnionych
dotgd spraw kryminalnych. Istnieje wiele modyfikacji technik ekstrakcji DNA
wykorzystywanych w genetyce sadowej, zwykle na podstawie dostepnych na rynku w
postaci gotowych zestawow. W Swietle ciggtego rozwoju naukowego i technologicznego
mozna zatozy¢, ze stosowane wczeéniej, jaki i wielce przydatne obecnie, metody ekstrakcji
beda w niedalekiej przysztosci uzupetnione bardziej skutecznymi, dzieki czemu wzrosng
potencjalne mozliwosci badania materiatlu kostnego. Tendencje taka mozna wyraznie
wysnuc takze z dysertacji Doktoranta. Z racji tego, przechodzgc do wlasciwej merytorycznej i
formalnej oceny rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze dobdr tematu przez Autora byt trafny i
godny zainteresowania z punktu widzenia identyfikacji genetycznej cztowieka, kryminalistyki,

jak i archeologii molekularne;j.
b. Poprawno$c formutowania problemoéw i hipotez (zatoZenia badawcze):

Doktorant prawidtowo sformutowat gtéwny problem badawczy, polegajacy na
weryfikacji mozliwosci podniesienia szansy identyfikacji szczatkow kostnych poprzez analize
pokrewieristwa oraz modyfikacje procesu ekstrakcji DNA i szacowania indekséw degradaciji
DNA. Hipoteza i zatozenia badawcze zostaty sformutowane poprawnie, sa precyzyjne i
jednoznaczne oraz cechuje je istotnos¢ poznawcza. Pozwalajg okreslic zadania badawcze
prowadzace do rozwigzania postawionego problemu, wyrazajac obszar, przedmiot i zakres

studiow literaturowych oraz badan empirycznych.
c. Dobdr literatury, umiejetnosci wykorzystania zrodef:

W liczacym piec stron wprowadzeniu do tresci rozprawy Doktorant przedstawit zarys
problematyki identyfikacji szczatkéw ludzkich w kontek$cie wytycznych Interpolu oraz
podkreslit znaczenie stosowania wystandaryzowanych metod badawczych w postepowaniu z
DNA dowodowym pochodzgcym ze zroznicowanych probek biologicznych. Zwrécit ponadto
uwage na zagadnienia dotyczace specyfiki DNA otrzymywanego z kosci pozyskanych ze
srodowiska wodnego. Ta cze$¢ rozprawy oparta jest na przegladzie doniesien z

piSmiennictwa | stanowi wprowadzenie czytelnika w zagadnienia, ktére zostaly



przedstawione w CELU i zadaniach badawczych liczagcym sze$é punktéw. PISMIENNICTWO
zawiera 31 pozycji oraz 47 pozycji w zatgczonych publikacjach w przewazajace] wickszosci
opublikowanych po 2000 roku. Przypuszczam, ze dobér literatury wynikat z intencji Autora
skupienia sig precyzyjnie na problematyce rozprawy, stgd merytorycznie w wiekszo$ci jest
prawidtowy i pozwala na realizacje zatozen badawczych. Jak sam stwierdzit, porownanie z
danymi literaturowymi jest utrudnione z powodu braku opublikowanych prac zwigzanych z
tematem dysertacji. Nalezy uznaé, ze zakres cytowanego piémiennictwa obejmowat
wigkszos¢ aspektdw zwigzanych z tematykg rozprawy doktorskiej, a Autor wykazat sie jego

znajomoscia i dobrg prezentacja.
d. Trafnosc¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosci ich zastosowania:

MATERIALY | METODYKA badan zostaty opisane w rozdziale zajmujgcym pie¢ stron
rozprawy oraz w scalonych z nig Publikacjach 1 i 2. W celu rozwigzania zadania
badawczego Doktorant przeprowadzit szereg badan obejmujacych: walidacje metody
pomiaru stezenia i jakosci DNA z uzyciem aparatu RotorGene Q i zestawu dedykowanych
odczynnikéw, w celu sprawdzenia jej wydajnosci w badaniu materiatu kostnego, oraz ocene
wptywu pH buforu lizujgcego na ilos§¢ DNA izolowanego z kosci przebywajgcych w wodzie
stodkiej. W Publikacji 1 opisano sposéb rozwigzania problemu domniemanego ojcostwa
poprzez rozbudowang analize genetyczng w sytuacji wystepowania mutacji genetycznej
obejmujgcej znaczng cze$é chromosomu 2, zas w Publikacji 2 przetestowano hipotezy
Zwigzane z szacowaniem wspétczynnika degradacji DNA z kosci o réznych okresach
rozktadu w réznych warunkach $rodowiskowych. Opis zastosowanych metod badawczych
nie budzi watpliwosci. W celu weryfikacji skutecznosci testowanych rozwigzan Doktorant
postuzyt sie metodami laboratoryjnymi gwarantujgcymi wysoka jakos¢ wynikéw, co swiadczy
o dobrym przygotowaniu do zadan badawczych i rozwojowych. Oceniajgc faze badawczg

pracy nalezy uznac, ze Doktorant wtozyt wiele wysitku w realizacje zatozonego celu.
e. Ocena uzyskanych wynikow i ich znaczenie dla nauki i praktyki:

Konieczno$¢ identyfikacji zwitok i szczgtkow N.N. dyktowana jest przez wzgledy
prawne, spoteczne i kulturowe oraz ma istotne znaczenie dla prowadzonych postepowarn.
Recenzowana praca ma charakter eksperymentalny i wdrozeniowy, dostarcza cennych
wskazéwek w kontekscie uzyskania informacji ze szczatkéw kostnych. Autor stusznie
podkresla znaczenie standaryzacji metod badawczych na poziomie laboratorium, co
przeprowadzit samodzielnie rozszerzajac zakres walidacji producenta jednostki badawczej

przeznaczonej do oceny ilosci i jakosci DNA dowodzac, ze zastosowane podejscie spetnia



odpowiednie rygory metodyczne. Publikacja nr 1 stanowi wazny etap w poznaniu wptywu
rzadkiego przypadku zaburzonego dziedziczenia chromosomu 2 na interpretacje wynikdéw
analizy pokrewienstwa. Wyniki niezwykle szerokiego zakresu badan genetycznych pozwolity
na jednoznaczne wyjasnienie pozornie niemendlowskiego dziedziczenia tego chromosomu i
sugerujg zachowanie ostroznosci w sytuacjach mozliwych falszywych wykluczen
pokrewienstwa.

Interesujgcym spostrzezeniem przedstawionym w Publikacji 2 jest to, ze wyniki pomiaru
indeksu degradaciji tej samej prébki DNA zmieniajg sie zaleznie od zastosowanego zestawu
pomiarowego oraz ze indeksy degradacji DNA autosomalnego i DNA chromosomu Y mogg
sie rozni¢. Publikacja ta ma wiec istotne znaczenie w wyjasnieniu kinetyki mechanizmu
degradacji DNA oraz dostarcza wskazowek metodycznych w postepowaniu z probkami
dowodowymi.

Kontynuacjg powyzszego zadania badawczego byta préba optymalizacji procedury ekstrakcji
DNA z materiatu kostnego przebywajgcego w warunkach naturalnych srodowiska wodnego.
Doktorant wykazat empirycznie wyzszg skuteczno$¢ tradycyjnej metody fenolowej, ktérg
zmodyfikowat poprzez zmiane pH buforu lizujgcego. Uzyskane wyniki dostarczajg cennych

wskazowek dla postepowania z tzw. materiatem trudnym lub dostepnym w niewielkiej iloéci.
f.  Poprawnos¢ formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna:

Manuskrypt napisany jest w sposdb poprawny. Nie ma on tradycyjnego podziatu na
rozdziaty: wstep, metodyka, Wyniki, dyskusja i jest wzbogacony o dwa wysoko punktowane
artykuty oryginalne, w ktérych Doktorant jest pierwszym autorem. W samej tresci
manuskryptu Autor nie ustrzegt sie nielicznych btedéw np. ‘drugiego chromosomu’ zamiast
‘chromosomu 2’ na str. 10, ‘matrycowy DNA’ zamiast ‘matryca DNA’ na str. 14 i 15. Brak jest
takze podania nazwy producenta aparatu RotorGene Q i zestawu /nvestigator Quantiplex
Pro RGQ w opisie celu i metod badawczych. Zbedne sg rozwiniecia skrétéw na str. 121 13,
gdyz zostaty one wyjasnione w wykazie skrotow na str. 10. Niedociggniecia te nie wptywajg

na ocene rozprawy.



Whiosek koncowy:

Lektura dysertacji pozwala na wysuniecie wniosku, ze Doktorant posiada obszerng
wiedze praktyczna i teoretyczng w obszarze zagadnien poruszanych w dysertacji. W ocenie
merytoryczne] stwierdzam, ze problem zawarty w przediozonej do oceny rozprawie
doktorskiej zostat jednoznacznie sprecyzowany i uzasadniony. Zatozenia pracy w relacji do
stanu wiedzy byty poprawne, za$ aktualno$¢ i znaczenie tych badan, zaréwno poznawcze

jak i praktyczne, w petni odpowiadajg aktualnym problemom wspoétczesnej genetyki sadowe;.

Z satysfakcja stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Andrzeja Donca pt.
~Modyfikacja metod izolacji DNA i szacowanie wspotczynnika degradacji chromosomu Y jako
potencjalne sposoby zwiekszenia szansy uzyskania wynikéw badar genetycznych ze
zdegradowanego materiatu kostnego” jest napisana w sposéb dojrzaty i $wiadczy o
znajomosci tematu, umiejetnym wyborze metodyki badawczej oraz stanowi samodzielne
rozwigzanie problemu naukowego przez Autora. Uwazam takze, ze rozprawa jest cenna i
powinna by¢ uznana za wyrozniajgca sie, gdyz nie tylko zaproponowane w niej rozwigzania
sg innowacyjne w kontekScie dostarczenia wskazéwek dotyczgacych postepowania z

dowodowym materiatem kostnym, a takze inspirujg do dalszych studiow.

Reasumujac, recenzowana rozprawa doktorska speilnia warunki 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. z 2003 r. Nr 65, poz. 595,
z pézn. zm.). Mam zatem zaszczyt przedstawi¢ Radzie Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie wniosek o dopuszczenie mgr Andrzeja

Donca do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Biatystok, 05.01.2023 prof. dr hab. n. med. Witold Pepinski
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