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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Wojciecha Luczaka

pt. ,,Opracowanie zestawu polimorficznych markeréw STR do genotypowania ludzi
oraz jego wdrozenie do analiz pokrewienstwa w dalszych relacjach rodzinnych”

Trafnos¢ podjetej problematyki badawczej i jej oryginalnos¢é

Dynamiczny rozwoju genetyki molekularnej umozliwil znaczace poszerzenie mozliwosci
wykorzystania genetyki sadowej. W zwigzku z powyzszym do dyspozycji laboratoriéow jest
kilkadziesigt markeréw typu STR zlokalizowanych zaré6wno na chromosomach
autosomalnych jak i chromosomach pici. Panel ten wuzupelniaja badania DNA
mitochondrialnego. Zaleta markeréw typu STR jest zaréwno sposéb dziedziczenia zgodnie
z prawami Mendla, wysoka polimorficznos¢, duza liczba tych sekwencji w genomie jak
rowniez wysoka czestos¢ mutacji. Dzigki temu badania genetyczne staly si¢ waznym
narzgdziem w procesie wykrywczym sprawcOéw przestepstw, w sprawach o ustalenie
pokrewienstwa czy identyfikacji ofiar katastrof masowych. Nalezy réwniez pokresli¢ wazng
role genetycznych baz danych, ktére sa powszechnie wykorzystywane przez organy $cigania
i wymiaru sprawiedliwosci. W praktyce laboratoria wykonujace badania z obszaru genetyki
sadowej maja do dyspozycji szereg komercyjnych zestawéw odczynnikéw produkowanych
przez firmy na calym $wiecie. Zestawy te charakteryzuja si¢ r6zng liczbg i doborem STR.
W zwiazku z powyzszym niezbedne bylo ustalenie takiej liczby loci STR, ktére pozwolg na
mi¢dzynarodowe poréwnania profili DNA. W Europie wypracowano tzw. Europejski Zestaw
Standardowy (ESS) a USA standardowy zestaw loci CODIS.

Warto zauwazy¢, ze w genetyce sadowej caly czas dominuje analiza polimorficznych
markerow typu STR. Takie podejscie wynika z faktu, ze implementacja do praktyki

laboratoryjnej nowych technologii opartych na sekwencjonowaniu nowej generacji napotyka

w pierwszej kolejnosci na bariery finansowe.




W tym kontekscie wybdr tematu rozprawy doktorskiej nalezy uzna¢ za trafny i merytorycznie
uzasadniony. Szczegélnie, ze praktycznym efektem pracy bedzie implementacja nowego

zestawu odczynnikéw do praktyki laboratoryjnej nazwanego przez Doktoranta Kinfinder.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Przedtozona do oceny praca zawiera 6 rozdziatow.
W rozdziale pierwszym Doktorant przedstawil charakterystyke mikrosatelitanych loci
genomu czlowieka wskazujac obszary zastosowania STR nie tylko w genetyce sgdowej ale
réwniez w badaniach populacyjnych w hodowli roslin zwierzat czy w ochronie zagrozonych
gatunkéw objetych konwencja waszyngtonska. W kolejnej czesci wstgpu Doktorant
skoncentrowal si¢ na zastosowaniu analizy loci STR w badaniach biologicznego
pokrewienstwa zwracajac uwage na trudnosci w badaniach w dalszych relacji rodzinnych.
Ostatni czg¢s¢ wstepu dotyczy mozliwosci wykorzystania alternatywnych metod analizy DNA
np. sekwencjonowaniu nowej generacji czy analizy pojedynczych nukleotydéw (SNP)
z wykorzystaniem mikromacierzy. Doktorant podkreslil, ze alternatywne metody majg
wysoka wartos¢ informatywna ale ze wzgledu na koszty nie sa powszechnie stosowane.
W rozdziale drugim, Doktorant sformutowat cel pracy i cele czgstkowe:
Celem niniejszego doktoratu wdrozeniowego bylo opracowanie nowej metody do badania
biologicznego pokrewienstwa w dalszych relacjach rodzinnych. Ta nowa metoda o nazwie
Kinfinder miata zosta¢ wdrozona w Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed,
w oparciu o reakcj¢ multipleks-PCR oraz elektroforez¢ kapilarng. Takie podejscie
pozwoliloby na stosowanie metody bez koniecznosci ponoszenia dodatkowych naktadéw
inwestycyjnych w nowg aparaturg, przestrzen laboratoryjng oraz w szkolenia pracownikow.
Cel pracy zostal uzupetniony o nastepujace cele czastkowe:

- zidentyfikowanie w genomie czlowieka najbardziej polimorficznych loci STR,

- przeprowadzenie badan przesiewowych w celu oszacowania heterozygotycznosci

wytypowanych loci STR oraz rozpigtosci ich alleli w populacji polskie;j,
- zaprojektowanie dwoch reakcji multipleks-PCR  umozliwiajacych réwnoczesng
amplifikacj¢ 2 x 25 loci STR w jednym procesie analitycznym,
- opracowanie drabiny alleliczne;j,
- opracowanie odczynnika do kalibracji spektralnej analizatora genetycznego,

- ewaluacj¢ metody Kinfinder przez jej poréwnanie z wiodgcym zestawem

komercyjnym,




- wdrozenie metody do rutynowej pracy Laboratorium Diagnostyki Molekularnej
GenMed w badaniach pokrewienstwa w réznych relacjach rodzinnych.

W rozdziale trzecim zostal scharakteryzowany material i metody. Do badan wykorzystano
w sumie 200 izolatbw DNA pobranych od zanonimizowanych klientéw Laboratorium
Diagnostyki Molekularnej GenMed oraz 3 pracownikéw tego laboratorium. Probki DNA
izolowano z wymazow z jamy ustnej. Dawcy wyrazili pisemng zgod¢ na wykorzystanie ich
materialu genetycznego do badan naukowych. W tej czesci rozprawy Doktorat szczegétowo
opisal kolejne etapy dziatan poczynajac od identyfikacji nowych polimorficznych loci STR
zaréwno z dostgpnych baz danych jak danych literaturowych. Do projektowania starteréw
wykorzystano programy i narzedzia bioinformatyczne: Primer 3, primerBlast oraz Blast,
Kolejne etapy obejmowaly przygotowanie puli matrycowego DNA testowanie polimorfizmu
loci STR metodg PCR a nastepnie amplifikacje w dwéch multipleksowych reakcjach PCR.
Amplifikacja obejmowata 50 loci STR. Elektroforez¢ produktéw multipleksowej reakcji PCR
przeprowadzono przy uzyciu 16-kapilarnego sekwenatorem 3130x1 Genetic Analyser
(Applied Biosystems). Dodatkowo wykonano sekwencjonowanie nowo opracowanych loci
STR co mialo pozwoli¢ na weryfikacj¢ poprawnosci amplifikacji, Do sekwencjonowania
wybrano amplikony od 0s6b homozygotycznych. Koncowymi etapami procesu badawczego
byto szacowanie heterozygotycznosci loci STR, analiza statystyczna ukierunkowana na
analiz¢ wynikow badan pokrewienstwa oraz przyjecie schematu nazewnictwa nowo
scharakteryzowanych loci STR.
Rozdziat czwarty zatytutowany Wyniki zawiera dziewi¢¢ podrozdziatow. Tres¢ rozdziatu jest
ilustrowana 14 tabelami i 26 rycinami. W podrozdziale pierwszym Doktorant zaprezentowat
list¢ wybranych STR spetniajacych zatozone kryteria. Tabela nr 2 zawiera ogétem 183 STR
z podaniem najwazniejszych informacji charakteryzujacych poszczegdlne loci. Kolejny
podrozdzial dotyczyl testowania zaprojektowanych starteréw do amplifikacji loci STR
z wykorzystaniem metody M-13 -tailing. Analiza wynikéw badan spowodowata zmniejszenie
liczby STR do 172. Trzeci etap to szacowanie heterozygotycznosci wybranych loci STR
w populacji Polski. Uzyskane czgstosci poréwnywano z wynikami badan znajdujacych sig
w pracy Ossowski i in. (2017). Na podstawie uzyskanych wynikéw badan Doktorant wybrat
50 STR, ktére zostaly ostatecznie zakwalifikowane do przygotowania nowego zestawu
Kinfinder. W kolejnym podrozdziale przedstawiono wyniki dwoch multipleksowych reakcji
PCR z wykorzystaniem 50 loci STR. Kluczowa kwestig bylo takie zaprojektowanie reakcji

multipleks PCR aby pomigdzy amplikonami poszczegdlnych loci (znakowanych tym samym

barwnikiem fluorescencyjnym w jednej reakcji PCR) istnialy przerwy wielkosci 10-20pz.




Takie zaprojektowanie zestawu pozwala na zidentyfikowanie rzadkich niezidentyfikowanych
alleli. Wartym podkreslenia jest pomyst wiaczenia do obu zestawéw po jednym loci
z systemu CODIS co ma umozliwi¢ dodatkowa kontrole procesu badawczego. Nastepnym
etapem byta analiza czutosci metody Kinfinder. Z uzyskanych badan wynika, ze peten profil
DNA w reakcjach PCR uzyskano dla izolatéow zawierajacych 0,125 ng DNA. Nastepnie
Doktorat zaprezentowal na 5 rycinach drabiny alleliczne wybranych loci STR na ktérych
znajdujg si¢ amplikony od 13 do 21 alleli. W celu weryfikacji poprawnosci reakcji PCR
wihasciwych loci STR przeprowadzono sekwencjonowanie metodg Sangera. Wyniki
sekwencjonowania przedstawiono na pigciu elektroforegramach. Przedostatni podrozdzial
omawia wyniki analizy informatywnosci metody Kinfinder w odniesieniu do pokrewienstwa
dla r6éznych relacji rodzinnych. Symulacje trzech stopni pokrewiefstwa. Biologiczne
pokrewienstwo analizowano poprzez obliczenie ilorazu wiarygodno$ci LR. W ostatnim
dziewiagtym zaprezentowano trzy przyktady zastosowania zestawu w praktyce laboratoryjne;.

Rozdzial piaty obejmuje dyskusj¢. Rozdzial ten sktada si¢ z siedmiu podrozdzialéw.
W pierwszej kolejnosci Doktorant opisat kryteria wyboru loci STR do badan pokrewienstwa
wskazujgc na cztery, jego zdaniem, kluczowe parametry wyboru potencjalnych loci STR do
tworzonego zestawu. Wybor obejmowat loci STR o dhlugosci motywu tandemowo
powtérzonego od 3 do 5 par zasad, o maksymalnej heterozygotycznosci wybranych loci.
Kolejnym kryterium bylo wykluczenie z tworzonego zestawu sekwencji zawierajgcych mono
1 dinukleotydowych w sekwencjach flankujacych oraz sekwencji wielokrotnie powtérzonych
w genomie w sekwencjach flankujacych locus STR. Ostatnim kryterium wyboru locus byta
mozliwie mata rozpigtos¢ dlugosci sekwencji pomigdzy najkrétszym a najdhuzszym allelem
danego locus. W kolejnym podrozdziale oméwiono wyniki badan przesiewowych wybranych
loci STR koncentrujac si¢ na weryfikacji heterozygotycznosci wyselekcjonowanych loci STR.
Podrozdziat trzeci odnosit si¢ do metodyki tworzenia zestawu Kinfinder umozliwiajgcego
przeprowadzenie dwdéch reakcji multipleks PCR z jednoczesna analiza 25 loci STR w kazdej
reakcji. Czwarty podrozdziat nosi tytut ,,Sekwencje opracowywanych loci STR” i odnosit sie
do nazewnictwa dla wszystkich analizowanych alleli. Podrozdzial pigty charakteryzowat
czestosci wystgpowania alleli 50 STR w populacji polskiej. Badania potwierdzily wysoka
heterozygotycznos¢ badanych loci. Podrozdzial szésty prezentuje wyniki symulacji badan
pokrewienstwa z wykorzystaniem zestawu Kinfinder poréwnujagc wyniki z zestawem
GlobalFiler™ PCR Amplification Kit firmy Thermo Fisher Scientific. Ostatni podrozdziat

opisuje wdrozenie metody Kinfinder do rutynowej pracy laboratoryjne;j.




Rozdzial sz6sty zawiera wnioski, ktdre zostaly przedstawione w dziesigciu punktach:

Baza danych projektu 1000 Genomes zawiera istotne informacje odnosnie do
polimorficznych loci STR, jednakze dane sa niepelne. Baza zawiera peine informacje na
temat krotkich loci STR, dlugie sekwencje sa nieobecne lub dane sg tym silniej
znieksztatcone im locus zawiera dluzsze allele.

Baza WebSTR (https://webstr.ucsd.edu/) jest doskonalym narzedziem do
wyszukiwania potencjalnie polimorficznych sekwencji STR w genomie ludzkim.

Genom cztowieka zawiera duza liczbe polimorficznych loci STR, jednak elementy ich
sekwencji flankujacych, takie jak obecnos¢: sekwencji wielokrotnie powtérzonych
w genomie, sprz¢zonych sekwencji zawierajacych powtérzenia mono- i dinukleotydowe oraz
sekwencji wykazujgcych wysoki polimorfizm w populacji utrudniajacy zaprojektowanie
starterow moze utrudnia¢ lub nawet uniemozliwia¢ wykorzystanie tych loci w badaniach
pokrewienstwa.

Opracowana w tej rozprawie doktorskiej, nowatorska metoda badan przesiewowych
umozliwia szybka selekcje polimorficznych loci STR zawierajacych powtérzenia tri- tetra-
i pentanukleotydowe. Ze wzgledu na uniwersalne wtasciwosci sekwencji STR, metoda ta
moze by¢ wykorzystana do testowania polimorfizmu loci STR u innych organizméw
w trakcie opracowywania analogicznych metod badania pokrewiefistwa zwierzat
hodowlanych, identyfikacji odmian roslin i in.

Opracowanie reakcji multipleks PCR jest trudnym wyzwaniem rosngcym wraz z
liczba produktéw generowanych w reakcji, jednak stworzenie reakcji do jednoczesnej analizy
25 loci STR jest mozliwe.

Srednia heterozygotycznos¢ nowo scharakteryzowanych loci STR wykorzystywanych
w metodzie Kinfinder w populacji polskiej wynosi 88,07% i jest znaczaco wyzsza niz
heterozygotycznos¢ loci CODIS wynoszaca 78,95%.

Sekwencjonowanie alleli STR sugeruje, ze przynajmniej cze$¢ z nich oprécz
polimorfizmu dhugosci sekwencji wykazuje takze polimorfizm sekwencji nukleotydowe;.

Nowo opracowana metoda analizy pokrewienstwa Kinfinder wykorzystujgca analize
50 wysoce polimorficznych loci STR cechuje si¢ bardzo wysoka informatywnoscia
w badaniach pokrewienstwa.

Metoda Kinfinder wykorzystuje analiz¢ autosomalnych loci STR, a przez to nie ma

ograniczen zwigzanych z analizg chromosoméw plci, wobec czego mozna ja wykorzystaé

w badaniach pokrewienstwa w dowolnej relacji rodzinne;.




Wdrozenie metody Kinfinder w laboratoriach genetycznych jest bezproblemowe, gdyz

metoda wykorzystuje powszechnie stosowana w laboratoriach genetyczno-sgdowych

technologi¢ reakcji PCR w multipleksie w potaczeniu z elektroforeza kapilarna.

Z obowiazku Recenzenta wynika konieczno$¢ oméwienia spostrzezen dotyczacych rozprawy:

Doceniajgc zaangazowanie Doktorantka w przygotowaniu niniejszej dysertacji chciatbym

zwroci¢ uwage na kilka kwestii.

1.

We wstepie Doktorant obszernie charakteryzuje sekwencje mikrosatelitarne natomiast
brakuje szerszego odniesienia do komercyjnych zestawéw STR rutynowo
stosowanych w praktyce laboratoryjnej. Moim zdaniem krytyczna analiza ich
mozliwosci identyfikacyjnych dobitniej wskazywataby na celowos$¢ opracowania
nowego zestawu odczynnikéw szczegélnie w badaniach pokrewienstwa w dalszych
relacjach rodzinnych.

Na stronie 18 znajduje si¢ informacja, ze w badaniach wykorzystano 200 izolatow
DNA. Jak rozumiem osoby od ktérych pobrano materiat byty niespokrewnione. Brak
jest informacji z jakiego regionu dawcy pochodzg. Co jest istotne np. w odniesieniu do

badan populacyjnych.

. Standardowym dziatlaniem w implementacji nowego zestawu odczynnikéw do

praktyki laboratoryjnej jest przeprowadzenie walidacji. Jest to dziatanie standardowo
poprzedzajgce wdrozenie odczynnikéw do praktyki laboratoryjnej. Warto podkreslié,
ze takie organizacje jak Society for Forensic Genetics (ISFG), The European Network
of Forensic Science Institutes (ENFSI) oraz Scientific Working Group for DNA
Analysis Methods (SWGDAM) opracowaty rekomendacje w jaki sposéb walidacje
nalezy przeprowadzi¢, Na przyktad w dokumencie Recommended Minimum Criteria
for the Validation of Various Aspects of the DNA profiling Process (ENFSI) znajduja
si¢ zalecenia do walidacji nowych zestawéw multipleksowych. W zwigzku
z powyzszym analiza czulosci dwoéch zaprojektowanych multiplekséw PCR jest
dalece niewystarczajgca.

Kolejng kwestia wymagajaca poruszenia jest analiza statystyczna prezentowana
w dyzertacji. Biorgc pod uwage, ze nowy zestaw ma by¢ wykorzystany do badan
pokrewiefistwa warto byloby oprécz parametru heterozygotycznosci obliczy¢ np.
wskaznik informacji o polimorfizmie (PIC), teoretyczng szanse wykluczenia (MEC)
oraz sity dyskryminacji (PD), prawdopodobienistwa przypadkowej zgodnosci (MP)
oraz typowy indeks ojcostwa (TPI).




5. W wynikach badan znajdujg si¢ opisy spraw w ktérych wykorzystano zestaw
Kinfinder, ktére moim zdaniem, mozna bylo zastapi¢ bardziej przekonujacymi
przyktadami. Na przyktad sprawa nr 1 zostala wyjasniona za pomocg SNP i indeli,
a w trzecim przykladzie uzycie YSTR mogto wptyna¢ na uzyskanie wyniku
rozstrzygajacego.

6. W wynikach na stronie 78 znajduje si¢ odniesienie do czgstosci mutacji z publikacji
AABB z roku 2004 co warto byloby zastapi¢ aktualnymi danymi.

7. W rozdziale pt. Dyskusja jest zbyt duzo tresci, ktére odnosza si¢ do informacji juz
wczesniej zasygnalizowanych w pracy, lacznie z prezentacja wynik6w na rycinach.
Przykladem moze by¢ podrozdziat Kryteria wyboru loci STR do badan
pokrewienstwa, ktory odnosi si¢ do tresci prezentowanych w rozdziale trzecim
Material i metody. Podobnie jest z innym podrozdziatami, ktére w niewielkim
zakresie odnosza si¢ do danych literaturowych réwniez krajowych. Brak jest, na
przykiad, konkretnych informacji dotyczacych wdrozenia metody Kinfinder do
rutynowej praktyki laboratoryjne;j.

8. We wnioskach trzy pierwsze punkty nie odnosza si¢ do celéw pracy. Brak jest
odniesienia do jednego ze szczegétowych celéw pracy jakim miata by¢ ,,ewaluacja
metody Kinfinder przez poréwnanie z wiodagcym zestawem komercyjnym”. Tak na
marginesie trudno zgodzi¢ si¢ z okresleniem wiodacy zestaw bez sprecyzowania jakim

cechami ten zestaw wyrdznia si¢ od innych dostepnych na rynku.

Ocena formalna rozprawy:

Rozprawa ma charakter monotematycznej monografii liczacej tacznie 107 stron. W pracy
znajduje si¢ 16 tabel i 33 ryciny, ktére ulatwiaja merytoryczng interpretacje warstwy
tekstowej. Praca zostala napisana poprawnym jezykiem polskim w formie wydruku
komputerowego. Praca posiada wlasciwy uktad rozdziatéw, typowy dla rozpraw na stopien
doktora nauk medycznych. Tres¢ wniosk6w koncowych jest adekwatna do zalozen i celu
rozprawy oraz znajduje petne uzasadnienie w uzyskanych wynikach badan. Uktad redakcyjny
pracy obejmuje: wstep, cele pracy, material i metody prezentacje wynikéw badan, oméwienie
wynikow badan, i dyskusje, wnioski oraz streszczenie. Prace dopelnia bibliografia.
Konstrukcja oraz sposéb przedstawienia wynikéw badan nie budzi zastrzezen. Bibliografia

zawiera ogétem 88 pozycje w jezyku polskim i angielskim, ktére sg prawidlowo cytowane w

tresci pracy. D




Z obowigzku Recenzenta wynika koniecznos¢ drobnych mankamentow rozprawy:

1. W pracy brak jest wykazu tabel, rycin i stron internetowych z ktérych Doktorant
korzystat w swojej pracy. Réwniez spis tresci znalazl si¢ na stronie 8 dysertacji
poprzedzony streszczeniem w jezyku polskim i angielskim co moim zdaniem nie jest
dobrym rozwigzaniem.

2. Ryciny nie zawieraja informacji o autorze jak réwniez niektére z nich sg mato czytelne
np. od 6 do 16.

3. Na str.95 zostali wymienieni partnerzy firmy GenMed z gdzie przy nazwach znajduje

si¢ (link) zamiast adresu strony.

Wnhiosek koncowy

Lektura dysertacji pozwala na wsunigcie wniosku, ze Doktorant posiada obszerng wiedze
praktyczng i teoretyczng w obszarze zagadnien poruszanych w dysertacji. W ocenie
merytorycznej stwierdzam, ze problem zawarty w przediozonej mi do oceny rozprawy
doktorskiej zostal jednoznacznie sprecyzowany i uzasadniony. Zatozenia pracy w relacji do
stanu wiedzy sg poprawne, za$ aktualno$¢ i znaczenie tych badan zaréwno poznawcza
i praktyczna w petni odpowiadaja problemom wspétczesnej genetyki sgdowe;.

Przedstawiona do oceny rozprawa speinia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (j.t. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571).

W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej dyscypliny nauki biologiczne

o dopuszczenie Pana mgr Wojciecha Luczaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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pt. ,,Opracowanie zestawu polimorficznych markeréw STR do genotypowania ludzi
oraz jego wdrozenie do analiz pokrewienstwa w dalszych relacjach rodzinnych”

Trafnos$¢ podjetej problematyki badawczej i jej oryginalnosé

Dynamiczny rozwoju genetyki molekularnej umozliwil znaczace poszerzenie mozliwosci
wykorzystania genetyki sadowej. W zwiazku z powyzszym do dyspozycji laboratoriow jest
kilkadziesigt markeréw typu STR zlokalizowanych zar6wno na chromosomach
autosomalnych jak i chromosomach pici. Panel ten uzupelniaja badania DNA
mitochondrialnego. Zaleta markeréw typu STR jest zaréwno sposéb dziedziczenia zgodnie
z prawami Mendla, wysoka polimorficzno$¢, duza liczba tych sekwencji w genomie jak
rowniez wysoka czestos¢ mutacji. Dzigki temu badania genetyczne staly si¢ waznym
narzgdziem w procesie wykrywczym sprawcOw przestepstw, w sprawach o ustalenie
pokrewienstwa czy identyfikacji ofiar katastrof masowych. Nalezy réwniez pokresli¢ wazng
role genetycznych baz danych, ktére sa powszechnie wykorzystywane przez organy $cigania
1 wymiaru sprawiedliwosci. W praktyce laboratoria wykonujace badania z obszaru genetyki
sagdowej majg do dyspozycji szereg komercyjnych zestawéw odczynnikéw produkowanych
przez firmy na calym $wiecie. Zestawy te charakteryzuja si¢ r6zng liczbg i doborem STR.
W zwigzku z powyzszym niezbedne byto ustalenie takiej liczby loci STR, ktére pozwola na
mig¢dzynarodowe poréwnania profili DNA. W Europie wypracowano tzw. Europejski Zestaw
Standardowy (ESS) a USA standardowy zestaw loci CODIS.

Warto zauwazy¢, ze w genetyce sadowej caly czas dominuje analiza polimorficznych
markeréw typu STR. Takie podejscie wynika z faktu, ze implementacja do praktyki

laboratoryjnej nowych technologii opartych na sekwencjonowaniu nowej generacji napotyka

w pierwszej kolejnosci na bariery finansowe.




W tym kontekscie wybdr tematu rozprawy doktorskiej nalezy uzna¢ za trafny i merytorycznie
uzasadniony. Szczeg6lnie, ze praktycznym efektem pracy bedzie implementacja nowego

zestawu odczynnikéw do praktyki laboratoryjnej nazwanego przez Doktoranta Kinfinder.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Przedlozona do oceny praca zawiera 6 rozdziatow.
W rozdziale pierwszym Doktorant przedstawil charakterystyke mikrosatelitanych loci
genomu cztowieka wskazujac obszary zastosowania STR nie tylko w genetyce sadowej ale
réwniez w badaniach populacyjnych w hodowli roslin zwierzat czy w ochronie zagrozonych
gatunkow objetych konwencja waszyngtoniska. W kolejnej czg$ci wstgpu Doktorant
skoncentrowal si¢ na zastosowaniu analizy loci STR w badaniach biologicznego
pokrewienstwa zwracajac uwage na trudnosci w badaniach w dalszych relacji rodzinnych.
Ostatni czg¢s¢ wstgpu dotyczy mozliwosci wykorzystania alternatywnych metod analizy DNA
np. sekwencjonowaniu nowej generacji czy analizy pojedynczych nukleotydéw (SNP)
z wykorzystaniem mikromacierzy. Doktorant podkreslit, ze alternatywne metody majg
wysokg wartos¢ informatywna ale ze wzgledu na koszty nie sg powszechnie stosowane.
W rozdziale drugim, Doktorant sformutowat cel pracy i cele czastkowe:
Celem niniejszego doktoratu wdrozeniowego bylo opracowanie nowej metody do badania
biologicznego pokrewienstwa w dalszych relacjach rodzinnych. Ta nowa metoda o nazwie
Kinfinder miata zosta¢ wdrozona w Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed,
w oparciu o reakcj¢ multipleks-PCR oraz elektroforez¢ kapilarng. Takie podejscie
pozwolitoby na stosowanie metody bez koniecznosci ponoszenia dodatkowych naktadéw
inwestycyjnych w nowa aparaturg, przestrzen laboratoryjng oraz w szkolenia pracownikéw.
Cel pracy zostat uzupelniony o nastepujace cele czastkowe:

- zidentyfikowanie w genomie czlowieka najbardziej polimorficznych loci STR,

- przeprowadzenie badan przesiewowych w celu oszacowania heterozygotycznosci

wytypowanych loci STR oraz rozpigtosci ich alleli w populacji polskiej,
- zaprojektowanie dwo6ch reakcji  multipleks-PCR  umozliwiajacych réwnoczesna
amplifikacj¢ 2 x 25 loci STR w jednym procesie analitycznym,

- opracowanie drabiny allelicznej,

- opracowanie odczynnika do kalibracji spektralnej analizatora genetycznego,

- ewaluacj¢ metody Kinfinder przez jej poréwnanie z wiodgcym zestawem

komercyjnym,




- wdrozenie metody do rutynowej pracy Laboratorium Diagnostyki Molekularne;j
GenMed w badaniach pokrewienstwa w réznych relacjach rodzinnych.

W rozdziale trzecim zostal scharakteryzowany material i metody. Do badan wykorzystano
w sumie 200 izolatow DNA pobranych od zanonimizowanych klientéw Laboratorium
Diagnostyki Molekularnej GenMed oraz 3 pracownikéw tego laboratorium. Probki DNA
izolowano z wymazoéw z jamy ustnej. Dawcy wyrazili pisemng zgode na wykorzystanie ich
materiatu genetycznego do badan naukowych. W tej czgsci rozprawy Doktorat szczegétowo
opisal kolejne etapy dziatan poczynajac od identyfikacji nowych polimorficznych loci STR
zaréwno z dostepnych baz danych jak danych literaturowych. Do projektowania starteréw
wykorzystano programy i narzedzia bioinformatyczne: Primer 3, primerBlast oraz Blast,
Kolejne etapy obejmowaty przygotowanie puli matrycowego DNA testowanie polimorfizmu
loci STR metodg PCR a nastgpnie amplifikacj¢ w dwoéch multipleksowych reakcjach PCR.
Amplifikacja obejmowata 50 loci STR. Elektroforez¢ produktéw multipleksowej reakcji PCR
przeprowadzono przy uzyciu 16-kapilarnego sekwenatorem 3130xl Genetic Analyser
(Applied Biosystems). Dodatkowo wykonano sekwencjonowanie nowo opracowanych loci
STR co miato pozwoli¢ na weryfikacje poprawnosci amplifikacji, Do sekwencjonowania
wybrano amplikony od 0s6b homozygotycznych. Koncowymi etapami procesu badawczego
bylo szacowanie heterozygotycznosci loci STR, analiza statystyczna ukierunkowana na
analiz¢ wynikéw badan pokrewiefistwa oraz przyjecie schematu nazewnictwa nowo
scharakteryzowanych loci STR.
Rozdziat czwarty zatytulowany Wyniki zawiera dziewig¢ podrozdziatéw. Tres¢ rozdziatu jest
ilustrowana 14 tabelami i 26 rycinami. W podrozdziale pierwszym Doktorant zaprezentowat
list¢ wybranych STR spetniajacych zatozone kryteria. Tabela nr 2 zawiera ogétem 183 STR
z podaniem najwazniejszych informacji charakteryzujacych poszczegélne loci. Kolejny
podrozdzial dotyczyt testowania zaprojektowanych starteréw do amplifikacji loci STR
z wykorzystaniem metody M-13 -tailing. Analiza wynikéw badan spowodowala zmniejszenie
liczby STR do 172. Trzeci etap to szacowanie heterozygotyczno$ci wybranych loci STR
w populacji Polski. Uzyskane czestosci poréwnywano z wynikami badaf znajdujacych sig
w pracy Ossowski i in. (2017). Na podstawie uzyskanych wynikéw badafi Doktorant wybrat
50 STR, ktére zostaly ostatecznie zakwalifikowane do przygotowania nowego zestawu
Kinfinder. W kolejnym podrozdziale przedstawiono wyniki dwéch multipleksowych reakcji
PCR z wykorzystaniem 50 loci STR. Kluczowa kwestig byto takie zaprojektowanie reakcji

multipleks PCR aby pomigdzy amplikonami poszczeg6lnych loci (znakowanych tym samym

barwnikiem fluorescencyjnym w jednej reakcji PCR) istniaty przerwy wielkosci 10-20pz.




Takie zaprojektowanie zestawu pozwala na zidentyfikowanie rzadkich niezidentyfikowanych
alleli. Wartym podkreslenia jest pomyst wiaczenia do obu zestawéw po jednym loci
z systemu CODIS co ma umozliwi¢ dodatkowa kontrole procesu badawczego. Nastepnym
etapem byta analiza czutosci metody Kinfinder. Z uzyskanych badan wynika, ze peten profil
DNA w reakcjach PCR uzyskano dla izolatéw zawierajacych 0,125 ng DNA. Nastepnie
Doktorat zaprezentowal na 5 rycinach drabiny alleliczne wybranych loci STR na ktérych
znajdujg si¢ amplikony od 13 do 21 alleli. W celu weryfikacji poprawnosci reakcji PCR
wihasciwych loci STR przeprowadzono sekwencjonowanie metodg Sangera. Wyniki
sekwencjonowania przedstawiono na pigciu elektroforegramach. Przedostatni podrozdziat
omawia wyniki analizy informatywnosci metody Kinfinder w odniesieniu do pokrewienstwa
dla réznych relacji rodzinnych. Symulacje trzech stopni pokrewienstwa. Biologiczne
pokrewienstwo analizowano poprzez obliczenie ilorazu wiarygodnosci LR. W ostatnim
dziewiatym zaprezentowano trzy przyktady zastosowania zestawu w praktyce laboratoryjne;.

Rozdzial piaty obejmuje dyskusje. Rozdziat ten sktada si¢ z siedmiu podrozdziatéw.
W pierwszej kolejnosci Doktorant opisat kryteria wyboru loci STR do badan pokrewienstwa
wskazujac na cztery, jego zdaniem, kluczowe parametry wyboru potencjalnych loci STR do
tworzonego zestawu. Wybor obejmowal loci STR o dlugosci motywu tandemowo
powtérzonego od 3 do 5 par zasad, o maksymalnej heterozygotycznosci wybranych loci.
Kolejnym kryterium byto wykluczenie z tworzonego zestawu sekwencji zawierajacych mono
i dinukleotydowych w sekwencjach flankujacych oraz sekwencji wielokrotnie powtérzonych
w genomie w sekwencjach flankujacych locus STR. Ostatnim kryterium wyboru locus byta
mozliwie mata rozpigtos¢ dhugosci sekwencji pomig¢dzy najkrétszym a najdtuzszym allelem
danego locus. W kolejnym podrozdziale oméwiono wyniki badan przesiewowych wybranych
loci STR koncentrujac si¢ na weryfikacji heterozygotycznosci wyselekcjonowanych loci STR.
Podrozdziat trzeci odnosit si¢ do metodyki tworzenia zestawu Kinfinder umozliwiajacego
przeprowadzenie dwoch reakcji multipleks PCR z jednoczesna analiza 25 loci STR w kazde;j
reakcji. Czwarty podrozdziat nosi tytut ,,Sekwencje opracowywanych loci STR” i odnosit sig
do nazewnictwa dla wszystkich analizowanych alleli. Podrozdzial piaty charakteryzowat
czgstosci wystgpowania alleli 50 STR w populacji polskiej. Badania potwierdzity wysoka
heterozygotyczno$¢ badanych loci. Podrozdziat szésty prezentuje wyniki symulacji badan
pokrewiefistwa z wykorzystaniem zestawu Kinfinder poréwnujagc wyniki z zestawem

GlobalFiler™ PCR Amplification Kit firmy Thermo Fisher Scientific. Ostatni podrozdziat

opisuje wdrozenie metody Kinfinder do rutynowej pracy laboratoryjne;j.




Rozdzial sz6sty zawiera wnioski, ktore zostaly przedstawione w dziesieciu punktach:

Baza danych projektu 1000 Genomes zawiera istotne informacje odnosnie do
polimorficznych loci STR, jednakze dane sa niepelne. Baza zawiera peilne informacje na
temat krotkich loci STR, dlugie sekwencje sa nieobecne lub dane sg tym silniej
znieksztalcone im locus zawiera dluzsze allele.

Baza WebSTR (https://webstr.ucsd.edu/) jest doskonalym narzedziem do
wyszukiwania potencjalnie polimorficznych sekwencji STR w genomie ludzkim.

Genom czlowieka zawiera duzg liczbe polimorficznych loci STR, jednak elementy ich
sekwencji flankujacych, takie jak obecnos¢: sekwencji wielokrotnie powtérzonych
w genomie, sprzezonych sekwencji zawierajacych powtérzenia mono- i dinukleotydowe oraz
sekwencji wykazujacych wysoki polimorfizm w populacji utrudniajgcy zaprojektowanie
starterow moze utrudnia¢ lub nawet uniemozliwia¢ wykorzystanie tych loci w badaniach
pokrewienstwa.

Opracowana w tej rozprawie doktorskiej, nowatorska metoda badan przesiewowych
umozliwia szybka selekcje polimorficznych loci STR zawierajacych powtérzenia tri- tetra-
i pentanukleotydowe. Ze wzgledu na uniwersalne wtasciwosci sekwencji STR, metoda ta
moze by¢ wykorzystana do testowania polimorfizmu loci STR u innych organizméw
w trakcie opracowywania analogicznych metod badania pokrewiefistwa zwierzat
hodowlanych, identyfikacji odmian roslin i in.

Opracowanie reakcji multipleks PCR jest trudnym wyzwaniem rosngcym wraz z
liczbg produktéw generowanych w reakcji, jednak stworzenie reakcji do jednoczesnej analizy
25 loci STR jest mozliwe.

Srednia heterozygotycznos¢ nowo scharakteryzowanych loci STR wykorzystywanych
w metodzie Kinfinder w populacji polskiej wynosi 88,07% i jest znaczaco wyzsza niz
heterozygotycznos¢ loci CODIS wynoszaca 78,95%.

Sekwencjonowanie alleli STR sugeruje, ze przynajmniej cze$¢ z nich oprécz
polimorfizmu dtugosci sekwencji wykazuje takze polimorfizm sekwencji nukleotydowe;.

Nowo opracowana metoda analizy pokrewienstwa Kinfinder wykorzystujaca analize
50 wysoce polimorficznych loci STR cechuje si¢ bardzo wysoka informatywnoscia
w badaniach pokrewienstwa.

Metoda Kinfinder wykorzystuje analiz¢ autosomalnych loci STR, a przez to nie ma
ograniczen zwigzanych z analiza chromosoméw pici, wobec czego mozna ja wykorzystaé

w badaniach pokrewienstwa w dowolnej relacji rodzinne;.




Wdrozenie metody Kinfinder w laboratoriach genetycznych jest bezproblemowe, gdyz

metoda wykorzystuje powszechnie stosowang w laboratoriach genetyczno-sgdowych

technologi¢ reakcji PCR w multipleksie w potaczeniu z elektroforeza kapilarna.

Z obowiazku Recenzenta wynika konieczno$¢ oméwienia spostrzezen dotyczacych rozprawy:

Doceniajgc zaangazowanie Doktorantka w przygotowaniu niniejszej dysertacji chciatbym

zwroci¢ uwage na kilka kwestii.

1.

We wstepie Doktorant obszernie charakteryzuje sekwencje mikrosatelitarne natomiast
brakuje szerszego odniesienia do komercyjnych zestawéw STR rutynowo
stosowanych w praktyce laboratoryjnej. Moim zdaniem krytyczna analiza ich
mozliwosci identyfikacyjnych dobitniej wskazywataby na celowos$¢ opracowania
nowego zestawu odczynnikéw szczegélnie w badaniach pokrewienstwa w dalszych
relacjach rodzinnych.

Na stronie 18 znajduje si¢ informacja, ze w badaniach wykorzystano 200 izolatow
DNA. Jak rozumiem osoby od ktérych pobrano materiat byly niespokrewnione. Brak
jest informacji z jakiego regionu dawcy pochodzg. Co jest istotne np. w odniesieniu do
badan populacyjnych.

Standardowym dzialaniem w implementacji nowego zestawu odczynnikéw do
praktyki laboratoryjnej jest przeprowadzenie walidacji. Jest to dziatanie standardowo
poprzedzajace wdrozenie odczynnikéw do praktyki laboratoryjnej. Warto podkreslic,
ze takie organizacje jak Society for Forensic Genetics (ISFG), The European Network
of Forensic Science Institutes (ENFSI) oraz Scientific Working Group for DNA
Analysis Methods (SWGDAM) opracowaly rekomendacje w jaki sposéb walidacje
nalezy przeprowadzi¢, Na przyktad w dokumencie Recommended Minimum Criteria
for the Validation of Various Aspects of the DNA profiling Process (ENFSI) znajduja
si¢ zalecenia do walidacji nowych zestawéw multipleksowych. W zwigzku
z powyzszym analiza czutosci dwoéch zaprojektowanych multiplekséw PCR jest
dalece niewystarczajaca.

Kolejna kwestia wymagajaca poruszenia jest analiza statystyczna prezentowana
w dyzertacji. Bioragc pod uwage, ze nowy zestaw ma by¢ wykorzystany do badan
pokrewienstwa warto bytoby oprécz parametru heterozygotycznosci obliczy¢ np.
wskaznik informacji o polimorfizmie (PIC), teoretyczna szans¢ wykluczenia (MEC)
oraz sily dyskryminacji (PD), prawdopodobienstwa przypadkowej zgodnosci (MP)

oraz typowy indeks ojcostwa (TPI).




5. W wynikach badan znajduja si¢ opisy spraw w ktérych wykorzystano zestaw
Kinfinder, ktére moim zdaniem, mozna bylo zastapi¢ bardziej przekonujacymi
przyktadami. Na przyktad sprawa nr 1 zostatla wyjasniona za pomocg SNP i indeli,
a w trzecim przykladzie uzycie YSTR moglo wplyna¢ na uzyskanie wyniku
rozstrzygajacego.

6. W wynikach na stronie 78 znajduje si¢ odniesienie do czestosci mutacji z publikacji
AABB z roku 2004 co warto byloby zastapi¢ aktualnymi danymi.

7. W rozdziale pt. Dyskusja jest zbyt duzo tresci, ktére odnosza si¢ do informacji juz
wczesniej zasygnalizowanych w pracy, lacznie z prezentacjag wynikéw na rycinach.
Przyktadem moze by¢ podrozdziat Kryteria wyboru loci STR do badan
pokrewiefistwa, ktéry odnosi si¢ do tresci prezentowanych w rozdziale trzecim
Material i metody. Podobnie jest z innym podrozdziatami, ktére w niewielkim
zakresie odnoszg sie¢ do danych literaturowych réwniez krajowych. Brak jest, na
przyktad, konkretnych informacji dotyczacych wdrozenia metody Kinfinder do
rutynowe;j praktyki laboratoryjne;.

8. We wnioskach trzy pierwsze punkty nie odnosza si¢ do celéw pracy. Brak jest
odniesienia do jednego ze szczegétowych celow pracy jakim miata by¢ ,.ewaluacja
metody Kinfinder przez poréwnanie z wiodacym zestawem komercyjnym”. Tak na
marginesie trudno zgodzi¢ si¢ z okresleniem wiodacy zestaw bez sprecyzowania jakim

cechami ten zestaw wyrdznia si¢ od innych dostgpnych na rynku.

Ocena formalna rozprawy:

Rozprawa ma charakter monotematycznej monografii liczacej tacznie 107 stron. W pracy
znajduje si¢ 16 tabel i 33 ryciny, ktére ulatwiaja merytoryczng interpretacj¢ warstwy
tekstowej. Praca zostala napisana poprawnym jezykiem polskim w formie wydruku
komputerowego. Praca posiada wlasciwy uktad rozdziatéw, typowy dla rozpraw na stopien
doktora nauk medycznych. Tres¢ wnioskéw koncowych jest adekwatna do zalozen i celu
rozprawy oraz znajduje petne uzasadnienie w uzyskanych wynikach badan. Uktad redakcyjny
pracy obejmuje: wstep, cele pracy, materiat i metody prezentacj¢ wynikéw badan, oméwienie
wynikéw badan, i dyskusjg, wnioski oraz streszczenie. Prace dopelnia bibliografia.
Konstrukcja oraz sposéb przedstawienia wynikéw badan nie budzi zastrzezen. Bibliografia
zawiera ogétem 88 pozycje w jezyku polskim i angielskim, ktére sa prawidtowo cytowane w

tresci pracy. D




Z obowigzku Recenzenta wynika koniecznos¢ drobnych mankamentéw rozprawy:

1. W pracy brak jest wykazu tabel, rycin i stron internetowych z ktérych Doktorant
korzystal w swojej pracy. Réwniez spis tresci znalazt si¢ na stronie 8 dysertacji
poprzedzony streszczeniem w jezyku polskim 1 angielskim co moim zdaniem nie jest
dobrym rozwigzaniem.

2. Ryciny nie zawieraja informacji o autorze jak réwniez niektore z nich sa mato czytelne
np. od 6 do 16.

3. Na str.95 zostali wymienieni partnerzy firmy GenMed z gdzie przy nazwach znajduje

sie (link) zamiast adresu strony.

Whiosek koncowy

Lektura dysertacji pozwala na wsunigcie wniosku, ze Doktorant posiada obszerng wiedze
praktyczng i teoretyczng w obszarze zagadnien poruszanych w dysertacji. W ocenie
merytorycznej stwierdzam, ze problem zawarty w przedlozonej mi do oceny rozprawy
doktorskiej zostatl jednoznacznie sprecyzowany i uzasadniony. Zatozenia pracy w relacji do
stanu wiedzy sg poprawne, za$ aktualno$¢ i znaczenie tych badan zaréwno poznawcza
i praktyczna w petni odpowiadaja problemom wspétczesnej genetyki sadowe;.

Przedstawiona do oceny rozprawa speinia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (j.t. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571).

W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej dyscypliny nauki biologiczne

o dopuszczenie Pana mgr Wojciecha Luczaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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