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Ocena merytoryczna

Analiza polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych DNA oparta na reakcji taiicuchowej
polimerazy i fluorescencyjnej detekeji produktéw PCR stanowi obecnie podstawe badan
genetycznych stosowanych w genetycznej identyfikacji czlowieka dla celéw medyczno-
sadowych. Warunkiem skutecznego korzystania z tej technologii w konkretnym przypadku
jest szczegdlowa wiedza nt. populacyjnego rozktadu alleli wykorzystywanych uktadow, co
czyni wybor tematu pracy doktorskiej trafnym, szczegdlnie z praktycznego punktu widzenia.

Praca koncentruje sie na analizie polimorfizmu minisatelitarnych markerow jadrowego DNA
wchodzacych w sktad multipleksowego zestawu Investigator HDplex. Analizowana grupa
populacyjna z regionu t6dzkiego centralnej Polski (n= 520 oséb) byta wystarczajaco liczna w
aspekeie obowigzujgcych wymogoéw w zakresie analiz sadowych, co powalato na
zrealizowanie przedsiewzietych celéw badawczych. Cele sa jasno 1 wlasciwie sformutowane.
Na podkresélenie zastuguje wieloaspektowosé badan pozwalajaca nie tylko na
przeprowadzenie gruntownej oceny przydatnosei badanych markeréw w sensu stricto
badaniach genetyczno-sadowych, ale réwniez w aspekcie oceny powiazan filogenetycznych i
posrednio pochodzenia biogeograficznego. Wigkszo$¢ analizowanych markeréw nie wchodzi
do zestawow CODIS i ESS, wykorzystywanych powszechnie do konstrukeji
kryminalistycznych baz profili DNA. Dlatego tez liczba danych o tych markerach jest bardzo
ograniczona, przy braku jak dotad w Polsce badan obejmujacych caly zestaw 12 markeréw
Investigator HDplex.

Przedlozona mi do recenzji praca stanowi pierwszg tego typu kompleksowg baze danych dla
Polski przy spetnieniu obowiazujacych wymogoéw w zakresie genetycznej analizy populacji.
Ponadto analiza blisko 140 spraw dochodzenia ojcostwa w zestawieniu z analogiczng analizg
dla innych multiplekséw pozwolila na ocene kiuczowych parametréw, takich jak: wskazniki
mutacyjnos$ci, wsobnosci, czy tez nierdbwnowagi sprzezen, wezesniej nie badanych w tym
zakresie uktadow STR w Polsce.

Praca stanowi tez jedyna jak dotad opublikowang baze danych dla catego zestawu 12
markeréow w Europie srodkowo-wschodniej. Z uwagi na wykazang endogenno$¢ badane;
populacji polskiej, a takze z uwagi na liczacg 1060 alleli wysoka liczebno$¢ badanej préby
populacyjnej, moze by¢ ona rowniez traktowana jako reprezentatywna dla populacji Stowian
kaukaskich, a tym samym wykorzystana do obliczen czestosci profilu DNA w aspekcie
miedzynarodowym. Oryginalne, dotad nie prezentowane podejscie stanowig opracowane na
podstawie czestosci alleli STR zestawienia migdzypopulacyjne pozwalajace na ujawnienie
charakterystycznych rozktadow dla kazdego z badanych markeréw, przy jednoczesnych
znacznych roéznicach widocznych pomiedzy populacjami najdalej oddalonymi terytorialnie.

Autor pracy wykazat sie¢ szerokg wiedzg w podejmowaniu istotnych aspektéw zwigzanych z
tematem pracy. Wstep omawiajacy znaczenie badanych markeréw w genetyce sadowej oraz
w zakresie profilowania genetycznego w kryminalistyce wraz z obowigzujacymi standardami,
zakresami analiz, jak i aspektami prawnymi w Polsce i na $wiecie jest doskonalym
kompendium wiedzy w tym temacie i dobrze nawigzuje do przeprowadzonych badan i
realizacji wytyczonych celoéw badawczych. Wykaz skrotéw zestawiony na koricu pracy,
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wykorzystywanych we wstepie, jak i w calym opracowaniu, wraz z anglojezycznymi
nazwami jest pomocny w odbiorze pracy. Zalozenia badawcze stawiajgce sobie za cel
kompleksowe badanie multipleksu Investigator HDplex zostaly poprawnie sformutowane.
Whpisujg sie one dobrze w trwajacy proces statego doskonalenia i poszerzania zakreséw badan
DNA, stwarzajacych mozliwosci rozstrzygania najtrudniejszych spraw z zakresu zaréwno
identyfikacji osob, jak i analiz pokrewienstwa.

Wryniki badan stanowigce najobszerniejszg czg$é pracy zostaly zaprezentowane na 35
stronach. W sposob czytelny i przejrzysty z podzialem na cztery gtdéwne rozdzialy z
podrozdziatami, dokumentuja przeprowadzone badania $cisle wg przedtozonych na stronie 16
Celéw pracy.

We wilasciwy sposdb, szczegdtowo zestawiajg one zakresy przeprowadzanych analiz.

Na podkreslenie zastugujg starannie wykonane ryciny w liczbie 35, oparte w wigkszosci na
wynikach badan zestawionych w poprzedzajacych je tabelach. Z uwagi na bardzo duzg ilos¢
rycin i tabel bardzo pomocny jest ich spis na stronie 99, co stanowi dobrg praktyke w tego
typu opracowaniach.

W rozdziale Omowienie i dyskusja ztozonym z 18 stron autor jasno i precyzyjnie omawia
wyniki kolejnych badan z potozeniem nacisku na ich najwazniejsze aspekty, a nastgpnie
odnosi je do rezultatéw badan innych autoréw. Dyskusja przeprowadzona jest rzeczowo,
sprawnie oraz ciekawie i wskazuje na bardzo szeroki zakres wiedzy w przedmiocie tematu
pracy. Ma on odzwierciedlenie w adekwatnym do omawianych kwestii cytowaniu literatury i
Zrédet internetowych, w wigkszosci anglojezycznych, co stanowi duzy walor pracy.

Zgodnie ze zwiezlym podsumowaniem rezultatow przeprowadzonych badan przedstawionym
w sekcji ,,Wnioski” i ,,Streszczenie” praca wykazata duzy potencjat badanego multipleksu.
Kompleksowa, wicloaspektowa analiza badanego zestawu 12 markerow, wykonana w oparciu
o uzyskane rozktady cech, obliczone wskazniki i parametry biostatystyczne, dokumentuje
wysokg przydatnosé zestawu Investigator HDplex w Polsce w badaniach z zakresu genetyki
sagdowej. Dodatkowo shusznie podkreslono przydatno$¢ zestawu rowniez w analizie
chimeryzmu po przeszczepie allogenicznym szpiku.

Istotny aspekt pracy stanowi analiza z wyznaczeniem dystanséw genetycznych dzielacych
populacje Polski od innych populacji Europy i §wiata wraz z analizg filogenetycznych
powigzan miedzy populacjami. Uzyskane wyniki §wiadczg o tym, ze markery
mikrosatelitarne systemu Investigator HDplex moga stanowi¢ potencjalnie wsparcie dla
ancestralnych markeréw typu SNP w ustalaniu przyblizonego pokrewienstwa 1 przynaleznosci
do okreslonej grupy populacyjne;.
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Ocena metodologiczna

Material do badan stanowit 530 préb DNA pobieranych od 0sob z regionu tédzkiego w Polsce
Centralnej w latach 2012- 2016 uczestniczacych w dochodzeniu ojcostwa na podstawie
pisemnej zgody badanych oraz zgody odpowiedniej Komisji Bioetyki. Zagwarantowalo to
przeprowadzenie badan zgodnie z obowigzujacymi zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej w
oparciu o poddanie ocenie duzej bazy populacyjnej zawierajacej 1060 alleli oraz 137 spraw
ojcostwa, w tym zaréwno spraw z potwierdzeniem, jak i wykluczeniem. Zebrany materiat
badawczy stanowil wystarczajgcy punkt wyjscia do realizacji postawionych celéw, w tym
gtéwnie opracowania pierwszej w Polsce kompleksowej bazy rozkladow alleli w zakresie 12
marker6w zestawu Investigator HDplex oraz przeprowadzenie oceny szeregu istotnych
parametrow, decydujgcych o przydatnosci do analiz. Waznym aspektem badan bylo ponadto
zestawienie parametréw przydatnosci uzyskanych na podstawie rozktadéw cech oraz
analogicznych parametroéw uzyskanych w praktyce badan ojcostwa. Interesujacy aspekt
stanowila réwniez poréwnawcza analiza oparta na genetycznej ocenie stopnia pokrewiernstwa
genetycznego pomiedzy badana populacjg Polski, a innymi populacjami Europy oraz $wiata
bazujaca na liczbie wspolnych przodkow.

Zastosowane procedury badan opieraly si¢ na dobrze zdefiniowanych metodach i technikach
badawczych stosowanych we wspolczesnej genetyce sadowej opisanych jasno i zwiezle w 9-
stronicowym rozdziale ,,Materiat i metodyka”, podrozdziale ,,Metodyka badan”.
Najobszerniejsza cze$¢ w obrebie rozdziatu ,,Materiat i metodyka” stanowi ,,Analiza
statystyczna”, ktora uzyskata range osobnego podrozdziatu obejmujgcego 7 stron. Jest to
uzasadnione realizacja zaplanowanych ,,Celow” pracy, opartych gléwnie o precyzyjnie
obliczenia biostatystyczne. Metody obliczen zostaly starannie opisane, tacznie z wzorami i
odnosnikami literaturowymi. Przeprowadzona analiza statystyczna stanowila istotny element
trudnosci pracy. Zostala zrealizowana w oparciu o niezwykle szeroki zestaw narzedzi, w tym
kilka programéw komputerowych, jak STATISTICA, Power Marker, GDA czy TreeView. Na
podkreslenie zastuguje szczegodlna skala trudnosei i czasochtonnosci zwigzana z
wykorzystaniem metody analizy opartej o skalowanie wielowymiarowe (MDS).

Wykorzystane w pracy Pismiennictwo, na ktdre sktadaja si¢ w sumie 152 pozycje obejmuje
publikacje z czasopism w glownej mierze z listy filadelfijskiej, gtéwnie z ostatnich kilku lat,
w tym nierzadko ostatniego roku, specjalistyczne, gtéwnie anglojezyczne wydania ksigzkowe
z zakresu genetyki sagdowej, jak rowniez liczne odnosniki do Zrddet internetowych. Czgs¢ z
nich stanowig bazy danych populacyjnych, ktére postuzyty do opracowania materiatu
poréwnawczego do badan. Szeroki zakres pi$miennictwa wskazuje na rozlegla wiedze i duzy
wklad pracy przy penetrowaniu przez autora dostepnych zrédel zwigzanych z realizacja
tematu pracy. Opis bibliograficzny jest dobrze wystandaryzowany i nie budzi zastrzezen.

Pewien niedosyt u recenzenta wywotuje brak komentarza nt. takich technicznych aspektow
analizy jak wypadanie alleli/uktadéw, poziomy artefaktow typu ,.stutter”, stopien
zrownowazenia wysokosci pikéw u heterozygot, a takze pomi¢dzy uktadami o kroétkich i
dhugich allelach. W zakresie wynikdéw pracy pewng staboscia jest brak nowych obserwacji
i/lub hipotez dotyczacych analizy filogenetycznej czy biogeograficznej badanych populacji.
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Ocena formalna

Praca pod wzgledem struktury formalnej jest starannie dopracowana. Uktad rozprawy i
struktura jej podziahu jest prawidtowa z wyodrgbnieniem: wstgpu, celéw pracy, materialow i
metodyki, wynikéw, omowienia i dyskusji, wniosk6w, streszczenia, oraz pismiennictwa
Liczy ona 102 strony i zawiera tabele w liczbie 22 oraz ryciny w liczbie 35, ktére majg bardzo
dopracowana forme i bogatg szate graficzng. Sg one bardzo starannie, w sposob nie budzacy
zastrzezen wkomponowane w tekst pracy. Na koficu pracy umieszczony jest rownie starannie
opracowany ,,Wykaz skrétéw” i ,,Spis tabel i rycin”, znacznie ulatwiajgcy nawigacje po
obszernej czesci, na ktorg sktada si¢ graficzny sposéb prezentowania wynikow.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedmiot przeprowadzonych badar,
dobér metodyki, prezentacja wynikéw, charakter dyskusji oraz uzyskane
wnioski w pelni odpowiadajg kryteriom stawianym pracom doktorskim. Wobec
powyzszego stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska
spetnia warunki okre$lne w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595; z pdzn. zm.) i wnioskuje do Wysokiej Rady
Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie lek.

Rafata Wojtkiewicza do dalszych etapdw przewodu doktorskiego

Warszawa, 22.02.2017 Prof. ab. Rafal Ploski
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