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Zaktad Genomiki i Genetyki Sadowe;j
Katedra Medycyny Sadowe;j
Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

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”

Cel i ogé6lna charakterystyka pracy

Rozprawa doktorska mgr Wojciecha Luczaka zostala przygotowana w Laboratorium
Technik Biologii Molekularnej Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu, pod kierunkiem Pani prof. UAM dr hab. Mirostawy Dabert, oraz Pani dr hab.
Katarzyny Swierczynskiej, opiekuna pomocniczego z ramienia Laboratorium Diagnostyki
Molekularnej GenMed sp.j. Celem pracy bylo opracowanie nowej metody, opartej na analizie
polimorfizmu dtugosci sekwencji mikrosatelitarnych (ang. STR, short tandem repeats), do
badania biologicznego pokrewienistwa w dalszych relacjach rodzinnych. Przeprowadzone badanie
obejmowato selekcje wysoce informatywnych markerow z wykorzystaniem dostgpnych baz
danych, oszacowanie heterozygotycznosci loci w populacji polskiej, optymalizacj¢ metody
multipleks-PCR do genotypowania w zakresie wybranych /oci oraz walidacj¢ metody poprzez jej
zastosowanie w rzeczywistych badaniach biologicznego pokrewienstwa. Uzyskane przez Autora
wyniki badan eksperymentalnych wskazuja na bardzo wysoka przydatnosé¢ opracowanej metody
w trudnych i ztozonych przypadkach analizy pokrewienstwa dla celéw sagdowych.

Praca badawcza zostala sfinansowana ze $rodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego i $rodkéw przedsigbiorstwa Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed sp.j.
Autor nie odnosi uzyskanych wynikow badan do okreslonych artykutéw naukowych. Czy
planowana jest publikacja wynikéw w przysztosci lub czy brak publikacji wynikéw zwiazany jest
z planowang komercjalizacja?

Rozprawe doktorska stanowi dobrze przygotowane opracowanie, zredagowane na 107
stronach maszynopisu. Praca obejmuje Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Cel pracy,
Materialy i metody, Wyniki, Dyskusje, Wnioski i Bibliografi¢. Praca doktorska ma charakter
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wdrozeniowy, a efekty prac zostaly zaimplementowane w Laboratorium Diagnostyki
Molekularnej GenMed sp.j.

Merytoryczna ocena pracy

Wspotczesna genetyka sadowa wypracowala skuteczne metody identyfikacji cztowieka,
ktore w duzej mierze oparte sa na analizie sekwencji mikrosatelitarnych, czyli tzw. markeréw
STR, charakteryzujacych si¢ wysokim tempem mutacji, wysoka zmiennoscia mig¢dzyosobnicza
i prostota analizy laboratoryjnej. Metody stosowane w genetyce sadowej sg jednak stale
udoskonalane i wypracowywane sa nowe narzedzia, ktére moga by¢ wykorzystywane, zwlaszcza
w trudnych i zlozonych sprawach jak analiza dalszego pokrewienstwa czy profilowanie |
genetyczne w sprawach kryminalnych bez materiatu poréwnawczego. Dla mozliwosci rozwoju |
nowych metod i udoskonalania tych istniejacych kluczowe znaczenie ma opracowywanie i dostep
do duzych baz danych, ogromny postep technologii sekwencjonowania i ogdlny wzrost wiedzy
na temat zmiennos$ci genetycznej czlowieka.

Wyzwaniem wspdiczesnej genetyki sadowej wciaz pozostaje analiza dalekich
pokrewienstw i skomplikowanych przypadkéw ustalania ojcostwa, w przypadku ktérych
powszechnie wykorzystywane zestawy markeréw STR moga nie zapewnia¢ odpowiednio
wysokiej mocy statystycznej. Przyczyna obserwowanych niezgodnosci w sprawach ojcostwa
badz niskich warto$ci ilorazu wiarygodnosci (LR) obserwowanych na etapie oceny wartosci
dowodowej, w przypadkach analizy dalekiego pokrewienstwa, jest wysokie tempo mutacji
markeréw STR. Mozliwym rozwigzaniem jest rozszerzenie zestawu analizowanych markerow.
Autor rozprawy doktorskiej w swojej pracy podjat wyzwanie poszukiwania optymalnego zestawu
markeréw STR, ktérego analiza znalazlaby zastosowanie w opisanych powyzej przypadkach.
Nowoczesnym kierunkiem badan w genetyce sadowej jest obecnie zastosowanie w analizach
dalekiego pokrewienstwa markeréw typu SNP (polimorfizm pojedynczego nukleotydu). Markery
SNP wykazuja nizsze tempo mutacji i tym samym charakteryzuja si¢ wyzszg stabilnoscig niz
markery STR. Ze wzgledu jednak na nizszg sit¢ roznicujacg markeréw SNP, zastosowanie
badania dalekiego pokrewienstwa wymaga analizy bardzo duzej ich liczby (czg¢sto powyzej pdt
miliona) i specjalistycznej aparatury, co wiaze si¢ rowniez z podniesieniem kosztéw badania.
Cho¢ celem pracy doktoranta bylo opracowanie metody, ktéra nie wymagataby zwigkszenia
kosztéw analizy wzgledem standardowej analizy markerow STR, w pracy brakuje szerszej
dyskusji na temat najnowszych rozwigzan w tym temacie.

Czg$¢ merytoryczng pracy otwiera abstrakt przygotowany w jezyku polskim i angielskim,
ktéry w sposéb przejrzysty przedstawia cele pracy. Nalezy jednak zauwazyé, ze warto byloby
potozy¢ wigkszy nacisk w abstrakcie na opis wynikdéw i wnioskow ptynacych z pracy i statystyk
opisujacych poziom przydatnosci opracowanego narz¢dzia po implementacji. W abstrakcie
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doktorant nie uniknat réwniez sformutowan niezrgcznych jak ,,stworzenie drabiny allelicznej”,
tudziez ,,stworzenie odczynnika do kalibracji”, oraz sformutowan nieprecyzyjnych, jak ,Projekt
obejmowat (...) analiz¢ bioinformatyczna genomu ludzkiego™.

We wstepie Pan mgr Wojciech Luczak zawarl podstawowe informacje i przeglad
literatury, ktére w sposob umiejetny i przejrzysty wprowadzaja czytelnika w podjeta tematyke
badawczg. Doktorant przedstawit podstawowe wiasciwosci markeréw STR, historie opracowania
ich nomenklatury, mechanizm powstawania i oméwit przydatno$¢ ich analizy dla réznych
obszaréw nauk biologicznych. Szczegétowo omoéwit zastosowanie i ograniczenia analizy
sekwencji mikrosatelitarnych w badaniach biologicznego pokrewienistwa. Wséréd przyczyn
trudnosci zwigzanych z uzyskaniem jednoznacznego wyniku analizy pokrewienstwa, zwlaszcza
w dalszych relacjach rodzinnych, nalezatoby mocniej podkresli¢ wysokie tempo mutacji
markeréw STR, awymieniajac kryteria doboru optymalnych markeréw istotne byloby
odniesienie si¢ do danych literaturowych. Nalezy podkresli¢, ze wstep zostat przygotowany z
wysoka dbatoscia o zastosowang terminologig, a ponadto zostat wzbogacony o ryciny utatwiajace
zrozumienie poruszanych zagadnien.

W rozdziale "Materiaty i Metody" doktorant zawart szczegélowy opis zastosowanych
metod i warsztatu badawczego, obejmujacego metode izolacji DNA, projektowanie starterow,
prace z bazami danych, reakcj¢ multipleks PCR, sekwencjonowanie DNA technologia Sangera,
poszczegolne etapy optymalizacji i walidacji wymienionych metod oraz analizy statystyczne.
Metody, jak inast¢pujace po nich wyniki, przedstawione sa w sposéb umozliwiajacy
zrozumienie zastosowanego ciagu przyczynowo-skutkowego. Na podkreslenie zastuguje
zastosowanie nowatorskiej metody do szacowania heterozygotycznoscei loci na podstawie analizy
puli probek DNA, i choé¢ poczatkowo jej zastosowanie moze budzié watpliwosci co do
wystarczajacej dokladnosci metody, walidacja metody na znanych markerach potwierdzita jej
wysoka skutecznos¢, dostarczajac narzedzia, ktére zapewnia wysoka oszczednos¢ czasu
i Srodkéw, i moze zosta¢ zastosowane w przysztosci w innych badaniach podobnego rodzaju.
Drobne uwagi to brak informacji na temat rodzaju tkanki wykorzystanej do izolacji DNA, brak
szczegbtowych informacji w jaki sposob przygotowane zostaty prébki do analizy czutosci reakcji
multipleks-PCR (czy poprzez seryjne rozcieficzenia?) oraz czy analizy prowadzone byly w
powtorzeniach, i dotyczy to réwniez analiz przeprowadzonych dla szacowania
heterozygotycznosci loci STR.

Kolejny rozdziat przedstawia uzyskane wyniki badan. Pan mgr Wojciech Luczak
w pierwszej kolejnosci zastosowat najnowsza wiedz¢ i bazy danych STRCatalog i WebSTR do
poszukiwania wysoce polimorficznych loci STR. W konsekwencji badacz wybrat 183 markery
spefniajace pozadane kryteria, w tym kryterium mozliwie najwyzszej heterozygotycznosci.
Przydatna bylaby informacja, ile z tych markeréw, to markery standardowo stosowane
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w znanych zestawach komercyjnych? Czy doktorant korzystat z bazy NIST/STRBase
(https://strbase.nist.gov/), ktéra stanowi uznane kompendium wiedzy na temat markerow STR?
Zastanawia mnie bowiem, na ile konieczne byto poszukiwanie nowych markeréw, a na ile mozna
byto skorzysta¢ z zestawu znanych markeréw. W Tabeli nr 2 brakuje numeru chromosomu
odpowiadajacego poszczegdlnym markerom STR, i nie doszukatam si¢ w pracy informacji na
temat analizy LD (ang. linkage disequilibrium) wytypowanych markerow. Zalezne dziedziczenie
markeré6w moze bowiem prowadzi¢ do nieuprawnionego stosowania reguly mnozenia w
obliczeniach ilorazu wiarygodnosci.

W rozdziale 4.1 znajduje si¢ odniesienie do zlej tabeli, a Tabela nr 2 powinna zawieraé
informacje, ktére pozwolityby rozrézni¢ te markery, ktére zostaty wybrane na podstawie analizy
baz danych od markeréw wyselekcjonowanych innymi metodami. W nastgpnej kolejnosci
doktorant zaprojektowatl startery do reakcji PCR niezb¢dne do przeprowadzenia badan
przesiewowych wyselekcjonowanych loci. Zastanawiam si¢, czy przynajmniej dla czesci
z analizowanych /oci nie mozna byto wykorzysta¢ sekwencji starteréw dostepnych w literaturze,
co mogloby zaoszczedzi¢ czas pracy doktoranta. W kolejnym kroku badacz przeprowadzit
szacowanie heterozygotycznosci wybranych Jloci w populacji polskiej poprzez zastosowanie
autorskiej metody analizy polaczonych prébek pochodzacych od 50 oséb, ich genotypowania i
nastgpnie oceny heterozygotycznosci na podstawie stosunku powierzchni poszczegdlnych pikow.
Analizujac Ryec. 4, ktéra prezentuje wyniki elektroforezy na etapie badan przesiewowych loci,
zastanawia fakt, czy mozliwy byl precyzyjny pomiar pola powierzchni pod pikiem dla niektérych
pikéw, dla ktérych uzyskano zbyt mocny sygnat.

Badania przesiewowe umozliwity autorowi selekcje 50 najbardziej polimorficznych loci
w populacji polskiej (ze $rednia heterozygotycznoscia na poziomie 0,88), ktdre postuzyly do
opracowania ostatecznej metody Kinfinder. W nastgpnym kroku doktorant z sukcesem opracowat
i zoptymalizowal dwie reakcje PCR typu multipleks do kompleksowej analizy wszystkich
wybranych 50 loci. Co istotne, w opracowaniu wynikdw brakuje wykazu ostatecznych sekwencji
starteréw dla dwéch reakeji PCR typu multipleks, gdyz czes¢ z nich ulegta modyfikacji po etapie
badan przesiewowych, uniemozliwiajac odtworzenie tego etapu badan. Analizujac czuto$é
metody Kinfinder, autor uzyskat pozytywne wyniki tj. peten profil genetyczny przy najmniejsze;j
testowanej ilosci wejsciowej tj. 0.125 ng ludzkiego DNA, co potwierdzitlo wysoka czutos$é
opracowanej metody. Jednakze w celu precyzyjnej oceny czutosci metody, i oceny powstawania
artefaktéw w postaci pojawiania si¢ alleli typu drop-out i drop-in, badacz powinien zastosowaé

szerszy zakres seryjnych rozcienczen, a sama analiza powinna zosta¢ przeprowadzona dla
wigkszej liczby prébek badanych. Dodatkowo, z punktu widzenia planowanej komercjalizacji
opracowanej metody najwazniejszym ograniczeniem przedstawionych wynikow badan wydaje
si¢ by¢ brak przeprowadzonej walidacji zgodnie z powszechnie stosowanymi zasadami
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SWGDAM (Scientific Working Group on DNA Analysis Methods; https:/www.swgdam.org/).
Korzystna bylaby réwniez walidacja na aparatach nowszych niz ABI3130XL, serii 3500.

Giéwng wartos¢ merytoryczng ocenianej pracy stanowi wykazanie uzytecznosci
opracowanej metody w badaniach pokrewiefistwa. Analiza informatywnosci metody Kinfinder
symulowanych wynikéw badan wykazata znaczacy wzrost mediany wartoéci LR dla analizy
biologicznego pokrewiefistwa pierwszego i drugiego stopnia, i nieznaczne usprawnienie
wynikow analiz dla relacji trzeciego stopnia. Nowo opracowana metoda Kinfinder zostata
wdrozona do rutynowej pracy Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed i zgodnie z
informacjami przedstawionymi przez doktoranta do dnia 30.09.2024 r. zostata wykorzystana
w ok. 30 badaniach biologicznego pokrewienstwa, w tym gléwnie w badaniach relacji drugiego
stopnia, za kazdym razem pozwalajac na uzyskanie rozstrzygajacego wyniku analiz. Nasuwa si¢
pytanie, czy metoda moze zosta¢ zastosowana, gdyby osoba badang byfa osoba spoza populacji
polskiej? Czy badacz brat pod uwage zebranie szerszych danych populacyjnych?

Pan mgr Wojciech Luczak opisuje trzy wybrane, bardziej skomplikowane i nietypowe
przyktady spraw. W opisie sprawy nr 1 (Rozdziat 4.9.1) wskazane bytoby poszerzenie informacji
w jakim stopniu markery wyselekcjonowane przez doktoranta przyczynity sie do pozytywnego
rozwiazania sprawy wzgledem innych markeréw oraz korzystna bylaby rowniez prezentacja
wynikéw w formie graficznej badz tabelarycznej. W opisie sprawy nr 2 (Rozdziat 4.9.2) brakuje
informacji na temat wartoéci LR w relacji pokrewienstwa trzeciego stopnia przy zatozeniu, ze
wykorzystano jedynie markery ze standardowo stosowanego zestawu markeréw STR, ponownie,
zeby w spos6b rzetelny oceni¢ w jaki sposdb zastosowanie zestawu Kinfinder przyczynito sie do
postawienia hipotezy o wystapieniu przypadku rodzefstwa przyrodniego i tym samym
ostatecznie doprowadzito do rozwigzania tej konkretnej sprawy.

Rozdzial "Dyskusja" zostal podzielony na podrozdziaty, w ktérych dyskutowane s3
wyniki poszczegélnych etapéw badan doktoranta i zakonczony zostal wnioskami ptynacymi z
pracy. Pan mgr Luczak umiejetnie dyskutuje zatozone kryteria wyboru markeréw, wyniki analiz
wybranych  marker6w ~w  badaniach  przesiewowych i przeprowadzone badania
heterozygotycznosci wybranych loci STR. Doktorant podkresla praktyczne zastosowanie nowo
opracowanej metody, jej wykorzystanie w badaniach swiadczonych zaréwno na rzecz klientéw
indywidualnych, jak i w sprawach sadowych. Jak wskazuje doktorant badania z wykorzystaniem
tej metody s oferowane przez podmioty zewngtrzne, w tym przez spétke Diagnostyka S.A. i
Zdrowegeny.pl. sp. z 0.0.

Poprawnos$¢ redakceyjna rozprawy
Uktad pracy jest poprawny i przemyslany, a praca przygotowana z wysoka dbatoécia o estetyke.
Zauwazy¢ mozna nieliczne bledy stylistyczne czy gramatyczne. Przyktadowo niekonsekwentnie
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pisana jest nazwa metody (KinFinder vs. Kinfinder), niekonsekwentnie stosowany jest cudzystow
(,,1000 Genomes” vs 1000 Genomes) i zaobserwowa¢ mozna niska jakos¢ niektérych figur (np.
Fig. 4). Zauwazy¢ mozna roéwniez niekonsekwencje stosowania pojeé typu rozpigtosé i zwarto$é
alleli, a definicja rozpietosci pojawia si¢ dopiero w rozdziale Dyskusja. Opisane uwagi nie sa
jednak powazne i nie zmniejszaja wartosci merytorycznej pracy.

Ocena koncowa

Przedstawiona do oceny praca jest dzietem oryginalnym i ma charakter dysertacji
o klasycznej formie monografii. Praca jest dobrze przemyslana i ma precyzyjnie sformutowane
cele, ktére zostaly przez doktoranta osiagnig¢te poprzez zastosowanie precyzyjnie dobranej
metodologii i strategii dzialania. Warto$¢ merytoryczng pracy oceniam wysoko, ktérg dodatkowo
podnosza praktyczne znaczenie opracowanej metody i wdrozenie do laboratorium. Doktorant
wykazat si¢ w swojej pracy szerokim warsztatem badawczym, a realizacja wyznaczonych celow
$wiadczy o naukowej dojrzatosci i wskazuje na przygotowanie do samodzielnego prowadzenia
pracy badawczej.

Os$wiadczam, ze rozprawa doktorska mgr Wojciecha Luczaka spetnia warunki okreslone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018r.
Poz. 1668 z pézn. zm.). W zwiazku z powyzszym wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr Wojciecha
Luczaka do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Z wyrazami szacunku,

Z()K/?fé{/zl %é/)/é&(;

dr hab. Ewelina Po$piech, prof. PUM




