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pracy doktorskiej mgr Dominiki Pluta

pt. Nowa metoda izolacji DNA z materiatu biologicznego

Kazda tkanka ludzkiego organizmu zawiera materiat genetyczny w postaci DNA, ktéry
potencjalnie moze postuzy¢ do identyfikacji osobniczej. Wydajnos¢ i jakos¢ otrzymanych
preparatow, a stgd powodzenie analizy, réznig sie jednak w zaleznosci od rodzaju i stanu
badanego materiatu. Po $mierci organizmu nastepuje jego rozktad pod wptywem czynnikow
endo- i egzogennych, czemu towarzyszy takze degradacja, czyli fragmentowanie czgsteczki
DNA. Niekorzystnie zaznacza sie réwniez dziatanie warunkéw srodowiskowych, czesto
ekstremalnych, jak wysoka temperatura, promieniowanie UV, czynniki utleniajace, czy
zanieczyszczenia biologicznie i chemiczne.

Szczagtki biologiczne mogg przedmiotem badan przedstawicieli co najmniej Kkilku
dyscyplin nauki, w tym od niedawna biologéw molekularnych, stad powstanie okreslenia dla
tego kierunku - archeologia molekularna. Obecnie mozliwa jest nie tylko identyfikacja
osobnicza, czy ustalanie pochodzenia etnicznego lub bio-geograficznego szczgtkéw lub
artefaktéow pochodzenia ludzkiego. Nowe techniki molekularne umozliwiajg takze predykcje
wieku biologicznego i przyzyciowych cech osoby, ujawnienie przebytych choréb, infekcji, czy
obcigzenia schorzeniami dziedzicznymi. Informacja zawarta w starym DNA stanowi zatem
cenne uzupetnienie danych antropologicznych, archeologicznych i paleontologicznych.

W wiekszosci prébek archiwalnych zawartos¢ DNA jest bardzo mata. Najczesciej
wybieranym materiatem dla analizy DNA szczatkéw ludzkich pozostajg zatem kosci i zgby,
jako najtrwalsze i najtrudniej poddajgce sie rozktadowi. Szczegdlnie istotna staje sie w tgj
sytuacji eliminacja substancji obcych, ktére moglyby utrudniaé dalsze etapy prowadzonych
badan. Nalezg do nich réznego rodzaju zanieczyszczenia, ale takze DNA innych os6b
naniesiony w czasie do momentu podjecia identyfikacji genetycznej, szczegdlnie na etapach

poszukiwania, wydobywania i zabezpieczania materiatu kopalnego.

Magister Dominika Pluta przediozyla oceniang prace Uniwersytetowi Medycznemu we

Wroctawiu jako rozprawe na stopien doktora nauk medycznych.



1) Ocena merytoryczna:

a. TrafnoSc podjetej problematyki badawczej i jej oryginalno$¢:

Istnieje wiele modyfikacji technik ekstrakcji DNA wykorzystywanych szczegdlnie w genetyce
sgdowej, zwykle na podstawie dostepnych na rynku w postaci gotowych zestawow.
Ogromna wiekszosé, jezeli nie wszystkie, stosowanych dotgd metody ekstrakgji
historycznego DNA z eksponatow muzealnych wigze sie z ich uszkodzeniem. Jest
oczywiste, ze przy stosowaniu takich metod cenne obiekty nie sg chetnie lub wecale
udostepniane do badan. W $wietle ciggtego rozwoju naukowego i technologicznego mozna
zatozy€, ze stosowane wczesniej, jaki i wielce przydatne obecnie, metody ekstrakcji bedg w
niedalekiej przysztosci uzupetnione bardziej skutecznymi. Dzieki temu wzrosng potencjalne
mozliwosci badania historycznego DNA. Tendencje takg mozna wyraznie wysnu¢ takze z
dysertacji Doktorantki. Z racji tego, przechodzac do witasciwej merytorycznej i formalnej
oceny rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze dobér tematu przez Autorke byt trafny i godny
zainteresowania z punktu widzenia identyfikacji genetycznej cztowieka i archeologii

molekularnej.

b. Ocena uzyskanych wynikow i ich znaczenie dla nauki i praktyki:

Zespoty zajmujgce sie historycznym DNA pochodzenia ludzkiego majg czesto charakter
interdyscyplinarny taczac specjalistow 2z biologii molekularnej, biologii ewolucyjnej,
antropologii, archeologii, paleontologii czy genetyki sgdowej. Doktorantka ekstrakcje DNA z
materiatu kostnego przeprowadzita samodzielnie opracowang, innowacyjng metodag
nieniszczaca, co ma niewatpliwe znaczenie w kontekscie uzyskania informacji ukrytych w
obiektach cennych z uwagi na walory historyczne, religijne, czy emocjonalne. Autorka
stusznie podkresla, ze zastosowana metoda spetnienia odpowiednie rygory metodyczne w
sposdb zasadniczy omijajgc problem kontaminacji powierzchni obiektu, gdyz materiat

genetyczny jest wyptukiwany od wewnatrz kosci.

c. Poprawnosc formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna:

Manuskrypt napisany jest w spos6b poprawny. Autorka nie ustrzegta sie nielicznych btedow
literowych np. ‘kwas dezoksyrybonukleinowy’ zamiast ‘kwas deoksyrybonukleinowy’ na str. 8,
ktére nie wptywajg na wysoka ocene rozprawy, jednak powinny zostaé usuniete przed jej
ewentualnym przygotowaniem do publikacji. Jako ze weryfikacja ilosciowa i jakosciowa

uzyskanych izolatdw DNA prowadzone byly z uzyciem tych samych metod i odczynnikdw



(Quantifiler, NGM Select) dla kazdego z testowanych systemow ekstrakcji, sugeruje
jednorazowe zaznaczenie tych czynnosci w opisie metod, zamiast powtarzania w kolejnych
podrozdziatach. W tytutach tabel 3 i 7 oraz niektérych podrozdziatow wyraz ‘wyniki’ jest
niepotrzebny, jako ze wiadomo o ich zawartosci z tytutu rozdziatu ‘WYNIKI'. Zwracam
rowniez uwage na ujednolicenie stosowania odmiany przez rodzaje skrétu DNA sugerujgc
pozostawienie formy ten DNA (rodzaj meski), nie to DNA (rodzaj nijaki), jako ze kilka razy

pojawiajg sie one na przemian.

2) Ocena metodologiczna:

a. Dobor literatury, umiejetnosci wykorzystania Zrodef:

We WSTEPIE rozprawy, liczgcym dziewie¢ stron, Doktorantka szczegodtowo opisata
zagadnienia zwigzane z historig odkrycia DNA, jego klasyfikacjg i budowg, zawartoscig w
tkankach, degradacjg i problemem kontaminacji materiatu badawczego. Opréocz tego
dokonata przeglgdu rutynowych technik izolacji DNA zwracajgc uwage na metody klasyczne,
niszczgce oraz nowe, nieniszczgce. Ta cze$¢ rozprawy oparta jest na przegladzie doniesien
z piSmiennictwa i stanowi wprowadzenie czytelnika w zagadnienia, ktére zostaty
przedstawione w CELACH pracy. W DYSKUSJl Doktorantka przedstawita wiasne
spostrzezenia | uwagi do przeprowadzonych eksperymentéw, pozbawione jednak
konfrontacji i polemiki z wynikami i poglagdami innych badaczy. Jak sama stwierdzita,
poréwnanie z danymi literaturowymi nie jest mozliwe z powodu braku opublikowanych prac
opisujacych zagadnienia poruszone w jej dysertacji. W efekcie PISMIENNICTWIO liczy
skromne 88 pozyciji, wsréd ktdrych najnowsze, pojedyncze cytowanie pochodzi z 2018 roku,
dwa kolejne chronologicznie z 2016 roku. Przypuszczam, ze dobor literatury wynikat z
intencji Autorki skupienia sie wytgcznie na problematyce rozprawy, stad merytorycznie w
wiekszosci jest prawidtowy i pozwala na realizacje zatozen badawczych. Jednak w moim
przekonaniu szerzej powinna by¢ uwzgledniona i referowana najnowsza literatura z zakresu
metodologii postepowania z DNA historycznym. W sumie jednak zakres cytowanego
piSmiennictwa obejmowat wickszos¢ aspektow zwigzanych z tematyka rozprawy doktorskiej,
a Autorka wykazata sie jego znajomoscig i dobrg prezentacjg. Sugeruje przy okazji
ujednolicenie formy spisu pismiennictwa w zakresie czasopism: rok wydania, numer

rocznika, ewentualnie numer zeszytu, strona poczgtkowa — strona korcowa.



b. Poprawnosc formufowania problemow i hipotez (zatoZenia badawcze):

Doktorantka prawidtowo sformutowata gtowny problem badawczy, polegajgcy na
opracowaniu i sprawdzeniu metody dostarczajgcej prébek DNA do analizy identyfikacyjnej,
nie pozostawiajgcej przy tym widocznych sladéw preparacji na badanym materiale oraz
udowodnieniu, ze jest mozliwe uzyskanie takiego samego profilu genetycznego, o
porébwnywalnej jakosci, jaki uprzednio otrzymano stosujgc standardowsg, niszczacg
procedure. Hipoteza i zatozenia badawcze zostaty sformutowane poprawnie, sg precyzyjne i
jednoznaczne oraz cechuje je istotnosé poznawcza. Pozwalajg okresli¢ zadania badawcze
prowadzgce do rozwigzania postawionego problemu, wyrazajgc obszar, przedmiot i zakres
studiow literaturowych oraz badan empirycznych. Uwazam, ze niekompletna jest
przytoczona na stronie 13 rozprawy teza, iz wyzsza trwatos¢, a stgd efektywnos¢ badania
mitochondrialnego DNA pomimo uptywu czasu, wynika z jego budowy. Wielu badaczy
ttumaczy bowiem ten fakt wystepowaniem w komaérce licznych kopii mtDNA w poréownaniu z

DNA jgdrowym.

c. Trafno$c doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosci ich zastosowania:

MATERIALY | METODYKA badan zostaty opisane szczegdtowo w rozdziale zajmujgcym 12
stron rozprawy. W celu rozwigzania zadania badawczego Doktorantka opracowata i
zweryfikowata prototyp laboratoryjnego systemu do nieniszczacej ekstrakcji DNA z materiatu
kostnego, dodatkowo eliminujgcy wptyw kontaminacji. Czynnosci laboratoryjne zostaty
opisane szczegoétowo i dodatkowo zilustrowane za pomoca fotografii. Opis zastosowanych
metod badawczych nie budzi watpliwosci. Wszystkie procedury byly prowadzone na
specjalnie  przygotowanych i wyposazonych stanowiskach badawczych w celu
zabezpieczenia przed kontaminacja probek, co jest kluczowe w badaniu znikomych ilosci
zdegradowanego DNA. Kazdy z ponizej opisanych eksperymentéw byt prowadzony od
trzech do 21 razy, aby zapewni¢ powtarzalno$¢ wynikow. Autorka opisata i udokumentowata
wprowadzenie licznych modyfikacji i usprawnien w trakcie opracowywania metody. W celu
weryfikacji skutecznosci testowanych rozwigzan Doktorantka postuzyta sie sprawdzonymi
metodami analizy ilosciowe] oraz jakosciowej, gwarantujgcymi wysokg jakos¢ wynikow.
Podejscie takie swiadczy o dobrym przygotowaniu do zadan badawczych i rozwojowych.
Oceniajgc faze badawczg pracy nalezy uznaé, ze Doktorantka witozyta wiele wysitku w

realizacje zatozonego celu.



d. Poprawnos$c¢ ukfadu rozprawy i struktury podziatu tresci:

Przedstawiona do oceny rozprawa nie jest obszerna, gdyz liczy tgcznie 74 strony, na ktérych
znalazty sie 23 ryciny (gtownie w postaci fotografii dokumentujgcych wykonywane
eksperymenty) i osiem tabel. Tres¢ konczy sie siedmioma wnioskami odpowiadajgcymi
postawionym CELOM. Rozprawa jest napisana w sposob interesujgcy i zrozumiaty i
formalnie posiada wtasciwy ukfad rozdziatéw, typowy dla rozpraw na stopien doktora nauk
medycznych. Proporcje migdzy teoretyczng i praktyczng warstwg pracy uwazam za
wywazone, jednakze o ile kwestie metodologiczne i techniczne zostaty opisane i
zilustrowane szczegoétowo, to zastrzezenie moje budzi nazbyt minimalistyczny sposob
przedstawienia wynikébw badan, polegajacy na zamieszczeniu tabel i obrazow
elektroforetycznych, przy braku choéby lakonicznego omoéwienia i analizy. Takie zaniechanie
pozostawia czytajgcemu prace li tylko wtasng interpretacje. Czytelne tabele i ryciny majg za
zadanie utatwienie merytorycznej interpretaciji warstwy tekstowej i dodatkowo dokumentujg
przygotowanie do dziatalnosci naukowej. Nalezy tutaj wspomnieé, ze podstawg pozytywnej
oceny pracy jest wykazanie przez doktoranta umiejetnosci wykorzystania w praktyce
zdobyte] wiedzy, opanowania warsztatu badawczego, wykorzystywania narzedzi

badawczych i wyciggania wnioskow.

W Aneksie do rozprawy znalazly sie opisy prob identyfikacji genetycznej domniemanych
szczgtkéw kostnych zakonnika Alojzego Ligudy, zaplamien prawdopodobnie pochodzacych
od Tadeusza KosSciuszki, ujawnionych na fragmencie tkaniny (tzw. 'Reczniku’) z Muzeum
Miejskiego w Poznaniu oraz zaplamiern prawdopodobnie pochodzgcych od Maksymiliana
Kolbe, ujawnionych na pasiaku obozowym z Muzeum w Niepokalanowie. Na podstawie
przedstawionych wynikdw wydaje sie jednak, ze niepowodzenie identyfikacji jest bardziej
skutkiem niskiej jakosci DNA, wyrazonej uzyskaniem szczatkowych profili STR, a nie braku

odpowiednich materiatéw poréwnawczych, na co wskazuje Autorka.

e. Whiosek kornicowy, konkluzja:

Lektura powyzszych rozdziatow pozwala na wysuniecie wniosku, ze Doktorantka posiada
obszerng wiedze praktyczng i teoretyczng w obszarze zagadnien poruszanych w dysertacji.
W ocenie merytorycznej stwierdzam, ze problem zawarty w przedtozonej do oceny rozprawie
doktorskiej zostat jednoznacznie sprecyzowany i uzasadniony. Zatozenia pracy w relacji do
stanu wiedzy byty poprawne, zas aktualnos¢ i znaczenie tych badan, zarowno poznawcze

jak i praktyczne, w petni odpowiadajg aktualnym problemom wspdfczesnej genetyki sadowej.



Z satysfakcjg stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Dominiki Pluta pt. Nowa metoda
izolacji DNA z materiatu biologicznego jest napisana w sposéb dojrzaty i $wiadczy o
znajomosci tematu, umiejetnym wyborze metodyki badawczej oraz stanowi samodzielne
rozwigzanie przez Autorke problemu naukowego. Uwazam takze, ze rozprawa jest cenna i
powinna byC uznana za wyrdzniajgca sie, gdyz nie tylko zaproponowane w niej rozwigzania
sg innowacyjne w kontekscie wdrozenie nowych, niedestrukcyjnych mozliwosci ekstrakcji
DNA z cennych lub unikalnych materiatéw biologicznych, ale takze inspirujg do dalszych

studiow.

Reasumujac, recenzowana rozprawa doktorska speinia 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 pézn.
zm.). Mam zatem zaszczyt przedstawi¢ Senatowi Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu wniosek o dopuszczenie mgr Dominiki Pluta do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

prof. dr hab. n. med. Witold Pepirski
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