OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Michata Boronia zatytutowanej

Ocena przydatnosci polimorfizmu sekwencji flankujgcych markerow
mikrosatelitarnych w identyfikacji genetycznej czlowieka.

Mgr Michat Boron przedtozyt oceniang pracg Uniwersytetowi Medycznemu w Biatymstoku
jako rozprawe na stopien doktora nauk medycznych.

Odkrycie polimorfizméw DNA i nowoczesne technologie ich oznaczania wywarly olbrzymi
wplyw na rozwoj wielu dyscyplin biologii. Badania polimorfizmu DNA typu STR i SNP sg
obecnie podstawa profilowania genetycznego osob, co pozwala migdzy innymi na ustalanie
pokrewienstwa, pochodzenia jak réwniez indywidualizacje materiatu biologicznego. Unikalnosé
profili DNA zalezy w najwickszym stopniu od ilosci oznaczanych markeréw 1 ich
heterozygotycznosci ale niezwykle wazna jest technologia badania, ktora pozwala na uzyskanie
niepodwazalnych wynikéw fenotypowania lub genotypowania. Technika elektroforezy kapilarne;j
pozwala na zroznicowanie dhugosci alleli STR z doktadnoscig do nukleotydu, ale nie pozwala na
wykrywanie wariantow w sekwencjach powtarzalnych, jak rowniez polimorfizmu wynikajacego z
mutacji w regionach flankujacych.

Podjgcie przez Doktoranta badan zmiennosci genetycznej regionow flankujacych 27
uktadow STR uzywanych w genetyce sadowej w oparciu o dane sekwencji wygenerowanych w
technologii NGS nalezy uznaé za bardzo celowe.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska jest przedstawiona na 98 stronach, zawiera 22
tabele, 10 wykresow oraz 6 rycin. Na poczatku pracy jest podany Spis tresci a nast¢pnie
Streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Wyodrebnione zostaly nastepujace rozdziaty: Wstep,
Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski,Wykaz rycin, tabel i wykresow, Bibliografia.
Pismiennictwo obejmuje 106 pozycji literatury z renomowanych czasopism przedmiotu,
prawidlowo dobranych do tematyki rozprawy.

Rozprawa ma bardzo zbita forme edytorska (do 31 wierszy na stronie), co utrudnia lekture.
Czg$c¢ tabel jest lamana i wydrukowana na nastgpnej stronie, a nawet, jak w przypadku tabeli XXII,
bez zachowania cigglosci. Te same markery zmieniajg pozycje w kolejnych tabelach, co bardzo
utrudnia ich analizowanie. Polszczyzna doktoranta pozostawia wiele do zyczenia. Zob. np. zdania
zaczynajace sie od: ,Stad wzieta sie..” (str. 4), ,lnaczej sprawa ma si¢” (str. 8), ,,Aby
podsumowac..” (str. 52), ,,Jak widac¢” (str. 56). Autor wprowadza swoje ttumaczenia angielskich
termindw specjalistycznych, ktére majg inne odpowiedniki w jezyku polskim. Np. ,przyczep
primerow,, zamiast ,hybrydyzacja starterow”, ,allel zerowy” zamiast ,allel niemy” (str. 8).
Przedstawiajac technologie NGS, poszczegolne etapy 1 narzedzia informatyczne do analizy
sekwencji flankujacych Doktorant podaje czasem terminy w wersji angielskiej, czasem dolacza
swoje tlumaczenie na jezyk polski, a czasem wyjasnienie mozna znalez¢ jedynie czytajgc tekst
pracy. Rozprawie brakuje zestawienia uzywanych skrotow i ttumaczen, ktére utatwitoby czytanie
pracy. Zob. zwlaszcza ryc. 3, ktora jest bardzo przydatna do zrozumienia technologii NGS, ale
trudna w percepcji bez szczegdtowe] wiedzy o tej metodzie sekwencjonowania.

Wstep pracy podzielony jest na 4 podrozdzialy: Metody genetycznej identyfikacji czlowieka,
Zastosowanie technologii NGS w Kryminalistyce, Zmiennos¢ genetyczna regionow flankujgcych
markeréw STR i Cel pracy. Informacje zawarte we Wsigpie wyczerpujaco przedstawiajg



wspolczesng wiedzg na w/w tematy i w klarowny sposob uzasadniajg cel podjetych badan oraz ich
aktualnosé.

Materiat do badan regionéw flankujacych stanowig wyniki sekwencjonowania 308

niespokrewnionych os6b z populacji Polski uzyskane technologiag NGS (Illumina) przy uzyciu
zestawu ForenSeq TM DNA Signature Prep Kit w ramach projektu NEXT(DOB-BIO/17/01/2015).
Jakoze nie jestem w stanie sprawdzi¢ czy w/w projekt uwzgledniat badanie regionow flankujacych,
zaktadam, ze wyniki sekwencjonowania zostaly udostgpnione Doktorantowi za zgoda autorow
projektu.
W podrozdziale 2.5 Analiza danych autor przedstawia krok po kroku, w jaki sposob ustalit
sekwencje referencyjne badanych 27 markeréow STR, ktore przedstawit w tabeli VI, nastepnie
przygotowat do pracy z programem FDStools i tak uzyskane pliki Multi-FASTA przeanalizowat
uzywajgc program BioEdit Sequence Alignment Editor.

Wyniki badan przedstawione s3 w trzech podrozdziatach: 3.1 Mefoda prezentacji wynikoéw,
3.2 Zaobserwowane polimorfizmy sekwencji i 3.3 Parametry biostatystyczne.

Zaproponowana przez Doktoranta nomenklatura izoalleli uwzgledniajgca zmiany w
sekwencjach powtarzalnych jak i flankujacych jest logiczna i prosta. Wprowadzenie takiej
nomenklatury w prezentowanej dysertacji pozwala na przejrzyste prezentowanie wynikow.
Powodzenie takiego nazewnictwa jest jednak uwarunkowane od powszechnej akceptacji oraz
centralnego katalogowania wariantéw allelicznych.

Zaobserwowany polimorfizm sekwencji flankujgcych zostal przedstawiony za pomoca
dwoch wykresow (ad 1 i 2), jednej ryciny (ad 6) oraz pigciu tabel (ad VII, VIII, IX, X, XI),
natomiast parametry biostatystyczne zestawione zostaty w czterech tabelach (ad XII, XIII, XIV i
XV). Wyniki badan sa wszechstronnie opisane i zrozumiale zaprezentowane na rycinach 1 w
tabelach. Przed zlozeniem pracy do druku nalezy skorygowac drobne niescistosci. Np. Tabela VIII
zgodnie z opisem ma przedstawiaé 40 nowych alleli, podczas gdy zawiera dane dla 39 alleli (str.
27). W tabeli X brakuje danych dla markera vWA w pozycji RF. Najwiecej informacji zawartych
jest w tabeli VII, ktéra jest dobrze zredagowana. Moim zdaniem kolejnos¢ markeréw w dalszych
tabelach powinna by¢ taka sama.

Parametry  biostatystyczne: MP  (pawdopodobiefistwo identycznosci), PD (sila
dyskryminacji), PIC (wspétezynnik informacji o polimorfizmie) i Ht (heterozygotyczno$é) zostaty
prawidtowo dobrane. Wyniki obliczen zestawione w czterech tabelach pozwalaja na ocene
przydatnosci badanego polimorfizmu sekwencji flankujacych przy ustalaniu profili genetycznych.

W podrozdziale 3.1 Doktorant odsyla czytajacego do tabeli XXII, ktéra przedstawia
sekwencje zaobserwowanych alleli a takze ich czestosci, dla alleli oznaczonych CE i RR.
Dolgczenie tej tabeli wymaga wyjasnienia, poniewaz zamieszczone dane czestoscei alleli obliczone
sa na podstawie badan populacji wielokrotnie wigkszej niz badana grupa 308 osob. Czestosci te sa
niezbgdne do obliczen paramentréw biostatystycznych w tej pracy, stanowig podstawe do analiz i
dyskusji, a nawet wnioskéw, nalezy zatem podaé ich pochodzenie.

Dyskusja przeprowadzona przez Doktoranta na 14 stronach pracy wsparta 8 wykresan_li
oraz 6 tabelami jest, moim zdaniem, najlepszg czescia dysertacji. Autor wszechstronne omawia
parametry biostatystyczne oceniajgce warto$¢ polimorfizmu regionéw flankujacych (RF) ana.hzum(j‘
zaleznosci migdzy iloscig alleli danego markera, ich czestoscia z uwzglednieniem dhugosci alleli
(CE) oraz sekwencji repetytywnych (RR).

Dywagacja Doktoranta dotyczaca heterozygotycznoéci dwu allicznego markera jeslt bledna,
poniewaz w takim ukladzie Ht nie przekracza wartosci 0.5, a najwyzsza warto$é osiaga przy

czgstosei 0,5 dla obu alleli (str. 47).



Interesujgce sg natomiast porownania uzyskanych wynikéw z danymi opublikowanymi dla
nych populacji w zakresie czestosci SNP w regionach flankujgcych, sredniej heterozygotycznosci,
wartosci MP, PD oraz PIC. W poréwnaniu zostaly uwzglednione réwniez te czestosci alleli SNP,
ktorych znane sa rs i znajdujg sie w bazie dbSNP.

Na wyréznienie zastuguje proba obiektywnej oceny parametréw statystycznych
oceniajgcych warto$¢ polimorfizmu regionéw flankujacych, sformutowanie alternatywnych hipotez
1 szacowanie ich wiarygodnosci.

Wyciagnigle przez autora wnioski wynikaja z przeprowadzonych w pracy badan i obliczen
biostatystyczych.

Reasumujac nalezy uznaé przediozong do oceny prace za warto$ciowg, poniewaz wykazano
W niej, ze:
- zastosowana technologia NGS jest bardzo uzyteczna do oznaczania polimorfizmu sekwencyjnego
w 27 markerach STR rutynowo stosowanych przy profilowaniu DNA u ludzi,
- analiza sekwencji flankujacych pozwolita na wyodrebnienie 11 markeréw STR wykazujacych
zmiennos¢ genetyczng, a w 9 z nich obliczono czestosci alleliczne,
- zaproponowane przez Doktoranta nazewnictwo wariantow allelicznych jest logiczne i
uzasadnione,
- wykryte delecje w regionach flankujacych markeréw D13S317, PentaD, D9S1122 zmieniajg
fenotypowanie STR,
-czgstosci alleli uzyskane dla badanej grupy mieszkancéw Polski nie wykazuja znaczacych rdéznic w
poréwnaniu do innych biatych populacji Europy ,
-wspolczynniki biostatystyczne warto$ciujace polimorfizm DNA dla celéw profilowania cztowieka
(HLMP,PD oraz PIC) potwierdzajg uzyteczno$é SNP regionéw flankujacych nastepujacych
markeréw STR: D13S317, D5S818, D20S482, D7S820 i D2S441.
Warto dodatkowo zaznaczy¢, ze wykonanie badan polimorfizmu sekwencji flankujacych odbywa
si¢ na bazie wynikow uzyskanych w trakcie sekwencjonowania technologia NGS autosomalnych

markerow STR.

Wigkszos¢ moich uwag dotyczy sposobu edytowania rozprawy. Jedynie te uwagi, ktore
dotycza meritum pracy, domagaja sie¢ odpowiedzi doktoranta w trakcie obrony.

Przedlozong do oceny rozprawe doktorskg mgr Michata Boronia p. t.”Ocena przydaznos’cz:
polimorfizmu sekwencji flankujgcych markeréw mikrosatelitarnych w identyfikacji genetycznej

czfowieka” oceniam pozytywnie.

Zwracam si¢ zatem do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie
Mgr Michala Boronia do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

dr hab. n. med. Piotr Koziot



