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Rozprawa doktorska Pani mgr. Dominiki Pluty przygotowana zostata kierunkiem prof. dr hab. Tadeusza
Dobosza w Zakladzie Technik Molekularnych na Uniwersytecie Medycznym im. Piastow Slaskich we
Wroctawiu. Praca opisuje proces i wnioski dotyczace rozwoju nowej, nieinwazyjnej metody izolacji DNA z
kosci.

I. Ocena merytoryczna:

Problematyka badawcza podjeta w rozprawie jest trafna i wpisuje si¢ w najnowsze trendy biologii molekularne;.
Obecnie, w skali globalnej, obserwowany jest wzrost zainteresowania badaczy réznych dziedzin analiza DNA
pochodzacego z materiatdw muzealnych, archeologicznych czy paleontologicznych. Ma to odzwierciedlenie w
licznych publikacjach ukazujacych si¢ w najlepszych $wiatowych czasopismach, takich jak Nature czy Science,
kazdego tygodnia. Zapotrzebowanie na ,,nicinwazyjne” metody pobierania probek do izolacji DNA bedzie
prawdopodobnie rostlo wraz z rozwojem innych technik molekularnych (np. prace nad zwigkszeniem
wydajnosci buforéw ekstrakcyjnych). Dlatego tez problematyka podjeta przez Kandydatke wydaje si¢ byc
istotna.

Zaproponowana metoda izolacji DNA z ko$ci nie byla wczes$niej wykorzystywana przez innych
badaczy. Polega ona na przepompowywaniu buforu trawigcego przez kos¢ z wykorzystaniem kilku, w
niektorych sytuacjach jedynie dwoch, odwiertéw o matej srednicy. W pracy zasugerowano rowniez, ze pewne
modyfikacje rozwijanej metody moga zosta¢ wykorzystane do izolacji DNA z plam krwi pozostawionych na
fragmentach tkanin czy papieru. Otwiera to potencjalnie dostgp do catego spektrum nowych materiatow —
szczegoblnie tych o duzej wartosci historyczne;j.

b) Ocena uzyskanych rezultatow i ich znaczenie dla nauki i praktvki

O ile oryginalno$¢ proponowanej metody moze zosta¢ tatwo wykazana na podstawie przegladu literatury, o tyle
ocena uzyskanych rezultatow i ich znaczenia dla nauki jest skomplikowana. Najwiekszym tego inhibitorem jest
brak danych dotyczacych przebadanego przez Kandydatke materialu. W sekcji ,,Material i metody” podano co
prawda liczbg przeanalizowanych kosci, ale brak jest informacji na temat okolicznosci w jakich zostaty one
pozyskane przez prokuratur¢. Nie wiadomo przyktadowo ile czasu mingto od $mierci osob, ktorych kosci byty
analizowane. Zgodnie z Tabela 3 ogoélny sukces rozwijanej metody byt dos¢ niski i wynidst okoto 28%
(otrzymano 15 profili genetycznych na 54 przeprowadzone proby). W zaleznosci od specyfiki analizowanego
materiatu (np. okolicznosci $mierci) taki wskaznik sukcesu mozna uznac jako zadowalajacy lub nie. Autorka
pracy twierdzi, ze rozwijana metoda ma potencjalne zastosowanie w muzealnictwie. Jednak nie zostato
sprecyzowane czy jakiekolwiek proby muzealne (np. kilkudziesigcioletnie) zostaty przebadane.

Kolejnym czynnikiem utrudniajagcym ocen¢ wynikoéw jest sposob ich przedstawienia. Cala sekcje
wynikéw tworzy jedynie 12 zdan. Ponadto czg$¢ z nich, doktadnie dwa, stanowia opis zastosowanych metod,
np. ,.Za kazdym razem w otrzymanych eluatach sprawdzano zawartos¢ ludzkiego DNA stosujgc Quantifiler™
Human DNA Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific)”. Pozostale zdania gtownie kieruja do zataczonych
tabel i rycin, np. ,Srednie otrzymane stezenia przedstawia ponizsza tabela”, za$ te cechuja si¢ bardzo



lakonicznymi opisami na podstawie, ktorych cigzko jest wyciagnaé¢ jakiekolwiek wnioski, np. ,,7abela 2.
Srednie uzyskane stezenia”. W przytoczonym przypadku nie jest wiadomo jak obliczono wartosci $rednie. Czy
dla wariantu opisanego jako ,.pompa strzykawkowa z zastosowaniem zZywicy i silikonu” wzi¢to pod uwage
wszystkie 21 wykonanych prob? Czy jedynie trzy, dla ktorych uzyskano profile genetyczne? Ponadto w
omawianej tabeli, mimo opisu, do ilustracji wydajnosci metody destrukcyjnej wykorzystano przedziat
zmiennosci a nie wartos¢ Srednig. W tym miejscu warto zwroci¢ uwagg, ze brak poréwnan bezposrednich
warto$ci uzyskanych stezen DNA dla poszczegdlnych kosci w aspekcie metoda destrukcyjna-niedestrukcyjna
jest uchybieniem. Istota przeprowadzanego eksperymentu bylo przeciez poréwnanie wynikow uzyskanych
oboma tymi typami analiz. Takie przedstawienie sprawy uniemozliwia ocen¢ wydajnosci metody w kontekscie
otrzymywanych stgzen, co jest jednym z istotniejszych czynnikéw wptywajacych na dobor pozniejszej metody
sekwencjonowania.

Warto réwniez zwroci¢ uwage, ze najbardziej wartosciowa pod wzgledem merytorycznym Tabela 3 nie
zostata zacytowana w teks$cie rozprawy i zagadkowo pojawia si¢ w podsekcji wynikow o enigmatycznym tytule
Lllosciowe przedstawienie wynikow”. Najwigkszym mankamentem tej tabeli wydaje si¢ by¢ brak sprecyzowania
co oznacza stwierdzenie ,,otrzymanie profilu”. Doktadnie kiedy Kandydatka uznata profil za otrzymany? Czy w
tej kategorii miesci si¢ np. profil przedstawiony dla kosci ,,Kr. 51-14” w Tabeli 5, dla ktoérego otrzymano
informacje o dwoch z 17 analizowanych markerow? Ponadto, naprzemienne uzycie terminow ,,dwa tunele” i
,,dwa kanaly” w nagléwku tabeli trzeciej utrudnia odbiorcy interpretacj¢ przedstawionych wynikow.

Wspomniana juz lakonicznos$¢ tytutéw tabel i rycin w kontek$cie braku opisu wynikéw nakazuje
odbiorcy ostrozno$¢ w interpretowaniu dokonan Kandydatki. Dla przyktadu, Tabela 4 prawdopodobnie
prezentujaca profile genetyczne wybranych probek (brak specyfikacji) opatrzona jest nastgpujacym opisem:
wlabela 4. Kolumny ze zlozem krzemionkowym zestaw QIAquick PCR Purification Kit Qiagen”. Taki zapis nie
precyzuje doktadnie, o ktory wariant eksperymentu chodzi. Czy omawiana jest tutaj wersja z zastosowaniem
silikonu 1 zywicy? Czy bez? A moze obie jednoczesnie? Ponadto, w sekcji ,,Analiza genetyczna” wprowadzone
zostaly kody przebadanych kosci, ktore nigdzie indziej nie znajduja odniesienia. Brak wykazu
przeanalizowanych fragmentow kostnych i ich kodow znacznie ogranicza mozliwo$¢ falsyfikacji danych
przedstawianych w rozprawie.

Ostatecznym czynnikiem utrudniajacym oceng uzyskanych rezultatow oraz ich znaczenia dla nauki jest
wybiodrczo$¢ z jakg przedstawione zostaly wyniki. Dla przyktadu prezentowane w sekcji ,,Analiza genetyczna”
tabele 4-6 oraz Ryc. 9-12 opatrzone s3 nastepujacym komentarzem: ,,Ponizsze tabele i przykladowe

elektoferogramy prezentujq uzyskane wyniki”’. Na jakiej podstawie dokonano wyboru prezentowanych
elektoferogramow?

Pod wzgledem formalno-jgzykowym rozprawa napisana jest poprawnie. Najwigkszym mankamentem pracy w
tym aspekcie jest naduzywanie przez Kandydatke kolokwializméw. Dla przyktadu: ,,Stezenie DNA najlepsze
bylo przy probach z silikonem”, lub ,,Najlepsze wyniki uzyskano wymywajgc DNA w czasie od 8 do 10 godzin™.
W obu tych przypadkach stowo ,,najlepsze” powinno zostaé zastapione bardziej adekwatnym wyrazem.

Pewne wyrazenia zawarte w rozprawie wydaja si¢ by¢ tendencje. Jak na przyklad nastepujace
twierdzenie zawarte we wnioskach: ,,Metoda obiegu buforu trawigcego z zastosowaniem pompy perystaltycznej
data najgorsze efekty”. Z Tabeli 3 wywnioskowa¢ mozemy, ze wspomniana przez Kandydatk¢ metoda nie data
zadnych mierzalnych rezultatow. W tym samym kontekscie niezreczne wydaje si¢ stwierdzenie: ,,... odrzucono
powszechnie stosowanq do izolacji z kosci metode ze szkodliwym dla zdrowia roztworem fenol-chloroform i
zastgpiono jq zestawami ze zlozem krzemionkowym i kulkami magnetycznymi”. W pracy nie przedstawiono
argumentow za odrzuceniem tej metody. Kandydatka co prawda nie uzyskata profili genetycznych metoda
fenolowo-chloroformowa dla trzech przebadanych przez siebie prob, jednak wydaje si¢ to byc
niewystarczajacym powodem do odrzucenia tej metody w calosci. W celu jednoznacznego zdyskredytowania
danego protokotu ten sam izolat/izolaty winien by¢ procedowany réznymi sposobami i jedynie w przypadku
powtarzajacych si¢ niepowodzen w obrebie jednej metody mozna by wyciagna¢ odpowiednie wnioski.
Ewentualnie mozna by dokona¢ tego poprzez analiz¢ literatury i korelacje niskiej wydajnosci metody
»fenolowej” dla prob o niskich stezeniach DNA. Jednakze, w pracy Kandydatka nie przedstawita stezen dla



poszczegodlnych izolatow. W tym miejscu nalezy zaznaczyé¢, ze metoda ,.fenolowa” jest z powodzeniem
stosowana w badaniach antycznego DNA (np. do izolacji DNA bakterii z probek datowanych na ok. 2000 lat
wstecz; Barbieri et al. 2020; https://doi.org/10.1038/s41598-020-66917-7)

Pewne sentencje zawarte w rozprawie wydaja si¢ niezrozumiate. Dla przyktadu: ,,Rudolf Singer
podczas jednego z wykladow zaproponowal zainteresowanym otrzymanie probek DNA”. Zdanie to wydaje si¢
by¢ nie opatrzone wystarczajacym kontekstem. Podobnie jak nast¢pujace stwierdzenie: ,,[Mitochondrialne
DNA] Przekazywane jest tylko w linii Zenskiej, w zwiqzku z czym jest spore prawdopodobienstwo dowodzenia
istnienia Mitochondrialnej Ewy — kobiety, od ktorej pochodzg wspoiczesni ludzie (poza Afrykg)". Co oznacza
,»spore prawdopodobienstwo dowodzenia istnienia Mitochondrialnej Ewy”? Kolejne zdanie ma charakter
antropocentryczny: ,,Wprawdzie analizy dotyczyly zwierzecia, a mianowicie Zebry kwaggi, to jednak byl to
ogromny krok do dalszego rozwoju i doskonalenia technik genetycznych”. Cztowiek rowniez jest zwierzgciem,
za$ badania gatunkéw innych niz Homo sapiens cz¢sto znacznie wyprzedzaja swoimi osiggnigciami prace
antropologiczne. Dla przyktadu, najstarsze potwierdzone antyczne DNA, datowane na ok. milion lat wstecz,
zostato wyizolowane z cios6w mamuta (van de Valk et al. 2021: https://doi.org/10.1038/s41586-021-03224-9).

Inne mniejsze niescistosci formalno-jezykowe dotyczyly braku zdefiniowania skrotow ,,SNP” i
,,miniSTR” przy pierwszym ich uzyciu; wykorzystaniu terminu ,,hemi-niedestrucyjne" zamiast np. czgsciowo
destrukcyjne; oraz niepoprawnej odmiany wyrazu ,,rodzina” w nastepujacym zdaniu: ,,Juz w roku 2009 ukazata
sie praca dotyczgca ekstracji DNA z 3 rodziny owadow”. Tu wkradla si¢ rowniez literowka w wyrazie
ekstrakcja”.

I1. Ocena metodologiczna:

a) Dobor literatury, umiejetnosci, wykorzystania zrodet

Biorac pod uwage dynamiczny rozwoj biologii molekularnej uznaé¢ nalezy, ze cytowana w rozprawie literatura
jest relatywnie stara. Na 88 przytoczonych zrddet tylko 13 to pozycje opublikowane po 2010 roku, natomiast
tylko dwie z nich ukazaly si¢ po 2015 roku. Wiele z przytaczanych prac ma charakter lokalny — opracowania w
jezyku polskim nie bedace oryginalnymi pracami badawczymi a jedynie synteza prac zagranicznych. Brak jest
cytacji odno$nie najwigkszych odkry¢ dotyczacych badan kosci ostatnich lat, np. praca opisujaca sekwencje
antycznego DNA uzyskane z cioséw mamucich datowanych na okoto milion lat wstecz (van de Valk et al. 2021:
https://doi.org/10.1038/s41586-021-03224-9), oraz maszynopis przedstawiajacy czes¢ skalista kosci skroniowej
jako kos$¢ o najwigkszym stezeniu endogennego DNA (Gamba et al. 2014: https://doi:10.1038/ncomms6257). W
kontekscie pierwszej z przytoczonych powyzej prac, nastgpujace stwierdzenie zawarte w rozprawie wydaje si¢
anachroniczne i ukazuje poziom rozwoju jaki dokonal si¢ w biologii molekularnej w ciggu ostatnich 12 lat:

»Natomiast w 2010 roku dzigki pracy zbiorowej wielu autoréw udato si¢ opublikowaé badania dotyczgce
udanego sekwencjonowania, DNA wyizolowanego z wlosow zachowanych w wiecznej zmarzlinie i liczqcych
4000 lat”.

Biorgc pod uwage merytoryczny aspekt pracy niedopatrzeniem wydaje si¢ by¢ pominigcie w dyskusji
niedawno opublikowanej pracy, ktorej autorzy testowali konkurencyjny do rozwijanego przez Kandydatke
nieinwazyjny Sposob izolacji DNA z zgbow (Harney et al. 2021:
https://www.genome.org/cgi/doi/10.1101/gr.267534.120). Zgodnie z przedstawionym w publikacji opisem
protokot ten umozliwia pdzniejsze radiodatowanie analizowanej probki, co bylo pokrotce dyskutowane przez
Kandydatke w jej rozprawie.

Oceniajac  umiejetno$§¢ wykorzystania zrodet przez Kandydatke nalezy zauwazy¢, ze pewne
stosunkowo duze cze$ci pracy zawierajg wicle stwierdzen nie popartych cytacjami. Jest to szczegblnie widoczne
w sekeji ,,Metody izolacji DNA”, gdzie autorka opisuje wybrane metody izolacji DNA bez odwolywania si¢ do
jakichkolwiek zrodel. Z tego wzgledu nie jest jasne czy metody ,,kulek magnetycznych” i ,,fenol-chloroform”
stanowig oryginalne osiggni¢cie Kandydatki, czy tez zostaly rozwiniete przez innych badaczy. Podobng sytuacje
zaobserwowaé mozna w dyskusji gdzie, na przyktad, nastgpujace zdanie nie zostalo wsparte cytacjami: ,,Biorgc
pod uwage koniecznos¢ zastosowania roznorakich roztworow aby oczysci¢ probke badang przez analizq, a
nastepnie wprowadzania kolejnych, agresywnych buforow do wymycia DNA, coraz powszechniej poddaje sie w
waqtpliwos¢ niedestrukcyjnos¢ dotychczas opublikowanych metod”.
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Naduzyciem dotyczacym niepoprawnego wykorzystania zrodel jest sposob w jaki Kandydatka odniosta
si¢ do istniejacych juz prac opisujacych alternatywne protokoty niedestrukcyjnego izolowania DNA. W
,Dyskusji” rozprawy znalez¢é mozemy nastgpujace stwierdzenie: ,,Najbardziej bliskie zalozeniom niniejszej
pracy sq badania nad zebami czy kosciami opisane we wstepie (#7757’ Cobb, Rohland, Hervella, Gomes i in) i
traktujgce, a czasami nawet wrecz nazywajgce wprowadzone metody jako niedestrukcyjne. Jednak, moim
zdaniem, sq one mimo wszystko niszczqce, a w najlepszym razie hemi-niedestrucyjne. Konkludujagc Kandydatka
zwrdcita uwage na istotny wplyw omawianych metod na badane obiekty: ,Jvglgd kosci czy tez zebow
zamieszczonych _w_omawianych _pracach _znaczgco rozni_sie_od _wyglgdu przed procedurami”. Jedna z
opisywanych tu prac jest publikacja autorstwa Rohland et al. (2004), ktora to Kandydatka przedstawita we
wstepie nastepujaco: ,,Kolejne badania nieinwazyjne rowniez dotyczyly zebow tym razem zwierzecych i zostaty
opublikowane w 2004 roku przez Rohlanda i wspdlautorow”. Protokot polegal na wymywaniu DNA z

powierzchni probek, dzieki plukaniu ich w roztworze trawigcym. Plonierzy zapewniajq (co rowniez zostato

wvkazane na fotografiach zataczonych w publikacji), ze nie dochodzito do zadnych zmian morfologicznvch na
badanym materiale nawet przy pieciu ekstrakcjach. Wykazano jedynie, ze z¢by ulegly znacznemu oczyszczeniu”.
Przegladajac pracg Rohland et al. (2004) nalezy zgodzi¢ si¢ z twierdzeniem, ze wyglad zewngtrzny
przebadanych probek nie roznit si¢ znaczaco przed i po ekstrakcji DNA. Ukazuje to pewng stronniczos¢
Kandydatki przy prezentowaniu swoich wynikow i wykorzystywaniu zrodet.

Warto rowniez zwroci¢é uwage na przytaczanie przez Kandydatke faktéw zupelnie niezwigzanych z
analizowanym przez siebie tematem. Widoczne jest to szczegdlnie we wstepie, w ktorym przedstawiona zostata
doktadna historia odkrycia struktury DNA. Jakkolwiek, czg¢s¢ ta moze ukazywac¢ akademicki kunszt Kandydatki
1 ogblna znajomos¢ podstaw genetyki, tak cigzko zrozumie¢ stosowno$¢ prezentowania w pracy szesciu form
dwuniciowego DNA. Informacje te nie znajduja zastosowania w dalszych czgsciach pracy.

Tym niemniej, biorac pod uwage caloksztalt pracy nalezy stwierdzi¢, ze wykorzystane przez
Kandydatke zrodta ukazuja jej ogodlna znajomos¢ analizowanego zagadnienia i sg wystarczajace do

sformutowania i dyskusji aspektow merytorycznych prezentowanych w rozprawie.

b) Poprawnos¢ formutowania problemow i hipotez (zatozenia badawcze)

Z kontekstu pracy jasno wywnioskowaé¢ mozna problemy badawcze podjete przez Kandydatke. Natomiast ich
sformalizowany zapis wprowadza niescistosci, ktore wymagaja dalszych uzupelien. Cel pracy zostal
sformutowany nast¢pujaco: ,,Celem pracy bylo opracowanie i sprawdzenie metody, ktora dostarcza
pelnowartosciowy DNA, ale nie pozostawia widocznych sladow preparacji na badanym materiale oraz
udowodnienie, ze jest mozliwe uzyskanie takiego samego profilu genetycznego, o porownywalnej jakosci, jaki
uprzednio otrzymano stosujgc standardowq, niszczqcq procedure”. Do oceny czy postawione w rozprawie
zatozenia zostaly zrealizowane niezbedne jest zdefiniowanie pojecia ,pefnowartosciowy DNA”. Czy jest to
okreslone stezenie DNA w izolacie? Czy jest to izolat, ktory po zsekwencjonowaniu dostarczy danych odnosnie
badanych profili genetycznych? Jesli w przysztosci badane beda inne loci, czy bedzie to miato znaczenie dla
powtornej oceny ,,warto§ciowosci” ekstraktu?

Druga cze$¢ przytoczonego powyzej celu zdaje si¢ klarowac pewne z tych niescisltosci. Jednoczesnie
ukazujac, ze zar6wno merytorycznie jak i stylistycznie postawione zatozenie jest zbyt skomplikowane. Ponadto,
z punktu widzenia filozofii nauki zawarcie w celach pracy checi udowodnienia z gory zatozonego stwierdzenia
wydaje si¢ by¢ niepoprawne. Celem pracy naukowej jest testowanie hipotez, a nie bezposrednia cheé ich
udowodnienia. Merytorycznie druga czes¢ celu postawionego przez Kandydatke nie precyzuje jak petne profile
winny by¢ otrzymane i ile profili niezbgdnych jest aby zrealizowac cel. Czy w przypadku otrzymania jednego
petnego profilu na 54 wykonane proby mozna by uzna¢ ze zatozenia rozprawy zostaty zrealizowane?

Pewng nicjasno$¢ do rozprawy wprowadza réwniez jej tytul, ktory precyzuje ze rozwijana metoda
dotyczy ,,materiatu biologicznego”. W tym miejscu nalezy zapyta¢ czy mozliwa jest izolacja DNA z materiatow
niebiologicznych? Przedstawiona do oceny praca w catosci koncentruje si¢ na izolacji DNA z kosci.
Zarysowana w aneksie modyfikacja proponowanej metody, przeznaczona do ekstrakcji DNA z tkanin i papieru,
byta jedynie pobieznie testowana przez promotora Kandydatki. Ze wzgledu na brak materiatlow poréwnawczych
(tj. wynikow uzyskanych metoda destrukcyjna) oraz inne wyszczegolnione przez Kandydatke przyczyny



opisywana modyfikacja nie znalazta si¢ w glownym ciele rozprawy. W tym kontek$cie nalezy uzna¢, ze tytut
pracy powinien odzwierciedla¢ ten stan rzeczy.

¢) Trafnos¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosci ich zastosowania

Ten aspekt pracy jest trudny do jednoznacznej oceny. Z jednej strony glowne zalozenie zaplanowanych
eksperymentdw jest poprawne metodycznie, tj. pordwnywanie wynikow otrzymanych metoda destrukcyjng i
niedestrukcyjna dla poszczegodlnych probek. Z drugiej strony, informacje zawarte w sekcji ,,Materiat i metody”
sa niepelne i pozostawiaja odbiorce w strefie domystu.

Nie podano technicznego ani medycznego opisu przebadanych kosci (np. masa, wymiary, typ kosci).
Ponadto z opisu wynika, Ze przeanalizowano 43 kosci (strona 21). Jednakze sumaryczna liczba
przeanalizowanych prob zgodnie z tabela trzecig wynosi 54. Kolejnym mankamentem jest brak szczegétowych
informacji odnos$nie przeprowadzonych reakcji PCR (np. profile termocyklera, startery, st¢zenia izolatow i
odczynnikow). Najwazniejsza informacjag w tym kontekscie byloby sprecyzowane jakie objgtosci otrzymanych
ekstraktow wykorzystano w procesie amplifikacji. Jest to szczegolnie istotne w przypadku analizy kosci z
relikwiarza Alojzego Ligudy. Niewykorzystany ekstrakt, o ile istnieje, mogtby zosta¢ uzyty do przygotowania
bibliotek, ktore nastepnie moglyby zosta¢ zsekwencjonowane z wykorzystaniem wysokoprzepustowych metod.
W wielu przypadkach takie rozwigzanie moze dostarczy¢ danych odnos$nie relatywnie krétkich sekwencji (>24
par zasad) co jest niemozliwe z wykorzystaniem sekwencjonowania ,,Sangerowskiego” (Gansauge i Meyer
2013; https://doi.org/10.1038/nprot.2013.038).

Odnosz¢ wrazenie, ze Kandydatka nie oddzielita od siebie fazy rozwijania swojej metody od fazy jej
testowania. Narracja zawarta w sekcji ,,Material i metody” obrazuje glownie to jak nowa technika byta
projektowana. Nie jest jasne czy pierwsze nie do konca udane podejécia zostaly zaliczone do calkowitej liczby
wykonanych prob (Tabela 3). W tym kontekscie dziwi nadreprezentacja prob opisanych jako ,,Silikon i zywica -
pompa”. W tym wariancie eksperymentu wykonano 21 powtdrzen, zas w innych jedynie trzy lub szesc.

Zastanawiajgce jest rowniez dlaczego Kandydatka zdecydowala si¢ na pordwnywanie ze sobg az
czterech roznych typow protokotow izolacji DNA, tj. zestawy QIAquick PCR i QIAamp DNA, metoda
fenol-chloroform, oraz kit z wykorzystaniem kulek magnetycznych. Takie podej$cie komplikuje eksperyment
wprowadzajac dodatkowy poziom zmiennych. Utrudnia to wyciaganie wnioskoOw na temat skutecznos$ci
odwiertow. Ponadto, testowane metody izolacji sa powszechnie wykorzystywane w badaniach antycznego
DNA. Z tego wzgledu ich ,,weryfikacja” na podstawie kilku powtorzen (3-6) wydaje si¢ by¢ nie na miejscu.
Kandydatka sama wybidrczo marginalizuje wyniki tej czg¢$ci eksperymentu nie aplikujac ich do swojej praktyki.
Zgodnie z Tabelg 3 zastosowanie zestawu QIAquick PCR zawsze skutkowato niska wydajnoscia otrzymywania
profili genetycznych, tj. wariant ,,Silikon i Zywica - pompa’: 14% sukcesu; ,,bez silikonu i zywicy - pompa”: 0%
sukcesu. Znacznie wydajniejsze wydaje si¢ za zastosowanie kitu QIAamp (100% sukcesu). Jednakze, kosci z
relikwiarza Alojzego Ligudy zostaly przeanalizowane z wykorzystaniem kitu QIAquick PCR, nie za§ QIAamp.

W pracy brak jest szczegdtowych informacji odnos$nie wykorzystywanych kontroli. Jak doktadnie
wygladaly kontrole pozytywnie i negatywne? Na jakich etapach byly one wprowadzane? Czy kontrole
negatywng z etapu izolacji DNA przeprowadzano przez caly proces analizy genetycznej? Jak sprawdzano
stopien kontaminacji probek egzogennym DNA? Nie wiadomo rowniez jak doktadnie oceniono wplyw
wykorzystanej zywicy na proces PCR.

Z wnioskow zawartych w rozprawie wynikaja kolejne niescistosci. W tej, niemalze terminalnej, cze¢$ci
pracy odbiorca dowiaduje si¢ ze ,,w niektorych przypadkach otrzymano profile, ktore nie odpowiadatly wynikom
z metody destrukcyjnej, byly mieszaning profili”. Nie wiadomo dokladnie jakiej liczby uzyskanych profili
dotyczy to zjawisko oraz czy te nie do konca tozsame profile zostaly zaklasyfikowane jako ,,otrzymane” w
Tabeli 3? Ponadto, w dyskusji Kandydatka zawarta nastepujacy wniosek: ,,Opracowana procedurami ma
nastepujqce zalety: ... -przy metodzie dotyczgcej zebow umozliwia badanie plytki nazebnej po zastosowaniu
metody ...". Pomijajac stylistyke tego zdania, pozostaje pytanie jak Kandydatka ustalita poprawnos¢ tego
stwierdzenia gdy analizie nie poddane zostaly zadne zgby?
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d) Poprawnos¢ uktadu pracy i struktu odziatu tresci

Uktad ocenianej rozprawy jest tradycyjny. Maszynopis zawiera streszczenie, wstep z wyszczegdlnionymi
celami, material i metody oraz wyniki podzielone na podsekcje, dyskusje, wnioski, wykaz literatury oraz
dodatkowe eclementy takie jak aneks czy spis ilustracji. W skali ogoélnej praca utozona jest prawidlowo.
Jednakze w szczegotach znalez¢ mozna pewne uchybienia, ktore opisano ponize;.

Glownym zarzutem do ocenionej pracy jest lakoniczne przedstawienie sekcji wynikdéw, na ktore
sktadaja si¢ wklejone, czesto bez komentarza, tabele i ryciny. Jak juz wspomniatem wyniki opisuje jedynie 12
zdan, co jest z pewnoscia niewystarczajace do klarownego przedstawienia wszystkich osiagnig¢ Kandydatki.
Ponadto w dyskusji pracy nie zaprezentowano odniesien do poszczegélnych rycin i tabel przedstawionych w
wynikach, co utrudnia weryfikacje¢ hipotez omawianych w tej sekcji.

Oprocz wspomnianych juz powyzej uchybien sekcji ,,Materiat i metody” wydaje mi si¢ ze rozdziat ten
powinien zawiera¢ schemat ilustrujacy wszystkie warianty przeprowadzonego eksperymentu. Utatwiloby to
odbiorcy nawigacje — szczegdlnie osobom jedynie przegladajagcym rozprawe. Ponadto, sama klarowno$¢ sekcji
powinna zosta¢ zwigkszona poprzez eliminacje¢ licznie wystepujacych tu powtdrzen. Dla przyktadu, zdania
wAnalize genetyczng wykonywano stosujgc elektroforeze kapilarng na aparacie ABI PRISM® 3107 oraz
wZawartos¢ ludzkiego DNA sprawdzano stosujgc QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit (Thermo
Fisher Scientific)” powtorzone zostaly w rozprawie dziewie¢ razy.

Oceniajac streszczenie nalezy zauwazyC, ze duza jego cze$¢ stanowi niepotrzebny i relatywnie
szczegdlowy opis procedury izolacji DNA i poézniejszego amplifikowanego wybranych fragmentow metoda
PCR. Jest to zastanawiajace ze wzgledu na brak jakichkolwiek informacji dotyczacych prowadzonych
wariantow opisywanego w rozprawie eksperymentu. Ponadto, na 4244 znaki stanowiace streszczenie jedynie
nastepujace 63 wykorzystano do opisu wynikow i wnioskow: ,,Wyniki i wnioski zawarto w prezentowanej
rozprawie doktorskiej”. Dlatego tez nalezy stwierdzi¢, ze streszcznie nie reprezentuje osiagni¢¢ i metodyki
zawartej w rozprawie. Ponadto, w streszczeniu zawarto odniesienia do cytacji (dwie pozycje) co jest zabiegiem
niestandardowym i niepotrzebnym.

Omawiajac uktad pracy nalezy wspomnieé, ze podpisy do zawartych w rozprawie rycin i tabel sa
lakoniczne i niejednoznaczne. Na przyktad, ,,Rycina 2. Wstawienie igiel”. Opisy te powinny by¢ kompletne i
zawiera¢ wszelkie informacje niezbgdne do ich interpretacji. Dla przyktadu, podpis ryciny 13 - ,Kos¢ po
metodzie niedestrukcyjnej. Obok zdjety silikonowy kokon” — nie precyzuje wariantu eksperymentu jaki zostat
uzyty to izolacji DNA oraz poprzez brak kodu zobrazowanej ko$ci nie wiadomo czy izolacja zakonczona zostata
sukcesem.

Whiosek koncowy

Pomimo uwag wyszczegolnionych powyzej uzna¢ nalezy, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego jakim bylo zaprojektowanie minimalnie inwazyjnej
metody izolacji DNA z kos$ci. Z tresci pracy wywnioskowaé¢ mozna, ze Kandydatka posiada ogdlng wiedze
teoretyczng i umiejetnosci praktyczne z zakresu reprezentowanej przez siebie dyscypliny, co umozliwia jej
samodzielne prowadzenie prac badawczych.

Konkludujac, rozprawa doktorska spelnia 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. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm).

Warszawa, 14.02.2022 Dy/hab. Margin Jap Kamijsski




