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rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Katarzyny Bonar
pt.: ,,Nieniszczace izolacje kopalnego DNA”, wykonanej w Zaktadzie Technik
Molekularnych Katedry Medycyny Sadowej Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu,
pod kierunkiem prof. dr hab. Tadeusza Dobosza.

Kopainy DNA zostat wyizolowany po raz pierwszy w roku 1984, w rok po
stworzeniu metody PCR przez Kary’go Mullisa, ktéry za opracowanie tej techniki w
roku 1993 otrzymat Nagrode Nobla. Metoda PCR zrewolucjonizowata nauki
biologiczne oraz zapoczatkowata rozwéj paleobiologii molekularnej opartej o analize
DNA. Juz pod koniec lat 80. XX wieku badania kopalnego DNA nabraly tempa.
Gtéwng trudnoscig byto uzyskiwanie jedynie krétkich, zdegradowanych fragmentéw
DNA, uszkodzonych przez rézne i zmienne w czasie warunki, w ktérych przebywaty
szczgtki zwierzece badZz ludzkie. Oprécz kopainego DNA pozyskiwanego
bezposrednio ze stanowisk archeologicznych, starozytne DNA jest dostepne do
badar takze pod postacig r6znych form eksponatéw zebranych w wielu kolekcjach
muzealnych. Niestety, wykorzystywane bywa rzadko, giéwnie z obawy przed
uszkodzeniem cennych zbioréw.

Autorka w zatozeniach i celach swej dysertacji doktorskiej wyszta naprzeciw
opisywanym przestankom zwigzanym z ryzykiem uszkodzenia cennych obiektéw
badZ przedmiotéw badan. Postanowita opracowaé metody ekstrakcji DNA, ktére nie
beda powodowaly niszczenia starych tkanek lub podioza, a ponadto zaplanowata
stworzenie zestawu eliminujgcego mozliwo$¢ kontaminacii, optymalizacje warunkéw i
czasu izolacji, a takze sprawdzenie stabilnosci starego DNA.



Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zawiera 66 stron tekstu, 132
pozycje pi$miennictwa, 6 tabel i 14 rysunkéw ( w tym fotografii). Ponadto, w aneksie
zamieszczonym na koficu pracy zamieszczono 8 tabel w formie fotografii opisu
dokumentéw oraz wynikéw izolacji badanych eksponatéw oraz 2 duze ryciny
ilustrujace wyniki analizy polimorfizméw STR obecnych w badanych probach.

Tytut pracy ,,Nieniszczgce izolacje kopalnego DNA” nie jest zbyt fortunny,
bowiem sugeruje, Zze celem pracy byto opisanie istniejacych juz nieniszczgcych
izolacji kopalnego DNA. W istocie, gltéwnym celem pracy jak ujeta to Autorka na
stronie 25, bylo opracowanie nowej metody izolacji starego DNA. Kolejna zawarta
w tytule znaczaca nieécistoé¢, dotyczy kategorii badanego DNA. W ocenianej pracy
doktorskiej nie izolowano DNA z materiatu kopalnego, bowiem za materiat kopalny
sama Autorka rozprawy na stronie 7 uznaje: ,,materiat pochodzgcy od organizmow
juz wymartych, znanych tylko z zapisu paleontologicznego”. Wedlug tych kryteriéw
zaden z badanych w pracy obiektéw nie jest , kopalnym”. Tak wiec, rozprawa
powinna mieé np. tytut: ,,Nowe metody izolacji starego DNA, oszczgdzajgce (lub
chronigce) cenne obiekty badar” lub ,,Nowe, niedestrukcyjne metody izolacji starego
DNA”.

Wstep rozprawy jest interesujacy, cho¢ w stosunku do catosci pracy zbyt
diugi, zaburzajacy proporcje wewnetrzne pracy. Przeglad piémiennictwa stopniowo
wprowadza czytelnika w analizowane zagadnienia, ktorymi sg. problemy z
nomenklaturg réznych kategorii starego DNA, trudno$ci z izolacjg starego DNA
spowodowane jego uszkodzeniami i zanieczyszczeniami, istniejace metody
pozyskiwania starego DNA metodami klasycznymi oraz nieliczne opisane dotychczas
,,nieniszczace” metody izolacji starego DNA. Autorka w rozdziale 1. Kategorie
starego DNA - proponuje nowg nomenklature stosujgca kategoryzacje starego DNA.
Jednakze w nastepnych rozdzialach nie zastosowata si¢ ani razu do wiasnej
propozycji. Staboécig tego rozdzialu sg obiecujgce lecz nie kontynuowane
interpretacje wynikéw cytowanych pozycji piSmiennictwa. Na przyktad, na str. 7,
akapit 12 od gory: , Interpretacja wynikéw badania takiego DNA jest znacznie
trudniejsza”. Tu i w innych miejscach Autorka zaniechata opisu interesujacych dla
kazdego badacza trudnoséci, a szkoda, gdyz praca doktorska jest idealnym polem do
tego typu dociekan, przede wszystkim z powodu wykazania  umiejetnoSci
interpretowania niejasnych wynikéw. Takie préby, w dogodnych dla Autora



warunkach braku ograniczen co do objetosci rozprawy, bylyby jak najbardziej na
miejscu. Ponadto, czytelnik w tekécie wstepu napotyka niepotrzebne i nieklarowne
uproszczenia. Na przyktad na str. 8, cyt.:,, Materiat genetyczny zachowuje sie
rowniez przypadkowo”. Nie przystaje ono do pobzniejszego tekstu, bowiem
zachowanie ,,przypadkowe” (losowe) nie odnosi si¢ do omawianego konkretnego
»przypadku”.

Ogolnie, rozdziat , Wstep” napisany zostat raczej jezykiem popularno-
naukowym, unikajacym glebszego analizowania wynikéw cytowanych autorow.

Zalozenia i cele pracy napisane zostaty poprawnie, choé jak wspomniano wyzej
nie sg w peini adekwatne do tytutu pracy.

Rozdziat ,,Materiat i metody” liczy 14 stron. Materiat badawczy stanowily 3
kategorie obiektow: pierwsze, to stare ksig2ki i dokumenty (w sumie 7 obiektéw
liczgcych od kilkudziesieciu do ponad 100 lat), na ktérych istniaty plamy krwi
pochodzace od ludzi, lecz o nieustalonym czasie ich powstania, a takze pobrane i
utrwalone na papierze $wieze plamy krwi, ktére stanowity ,,kontrolg” umozliwiajgca
w obu przypadkach testowanie skutecznoéci opracowanej nowej metody. Drugg
kategorig badanych 7 obiektéw, stanowity mokre preparaty anatomiczne z kolekdji
wlasnej Muzeum Katedry Medycyny Sadowej Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu, ktére pozyskiwano do badarn przy okazji rekonserwacji. Trzecim rodzajem
badanych obiektéw byly suche tkanki, jak np. zeby oraz tkanki miekkie czlowieka ale
zmumifikowane. Te ostatnie (w sumie 10 obiektow), pochodzity z réznych epok — od
neoclitu do | potowy XX wieku. W tym przypadku, izolacjg¢ DNA ze zmumifikowanych
tkanek Autorka przeprowadzita wg opracowanej wiasnej metody, natomiast izolacje
DNA z zebow — wg juz opisanej metody oszczedzajgcej badany preparat, jednak z
witasnymi modyfikacjami dotyczacymi zmian w stezeniu stosowanych odczynnikéw.
W podrozdziale po$wieconym zastosowanym metodom, Autorka opisata aparat do
izolacji starego DNA z plam krwi, ktory zostal skonstruowany we wspotpracy z
Wydziatowym Zaktadem Mikrosysteméw i Fotoniki Politechniki Wroctawskiej.
Konstrukcja aparatu byta projektem inzynierskim inz. Jana Pawla Macioszczyka.
Autorka nie pisze, czy aparat ten byt skonstruowany specjalnie dla potrzeb
opisywanych badar i czy byt juz w innych badaniach testowany.

Wszystkie zastosowane procedury (staranne przygotowanie stanowiska w
celu uniknigcia kontaminacji) oraz wykorzystane metody badawcze, byly kluczowe
dla osiggnigcia pozytywnych wynikéw izolacji starego DNA, ktéry nastepnie miat



zostaé zwizualizowany i zarchiwizowany. W celu zwigkszenia prawdopodobienstwa
udanej izolacji DNA ze starych preparatéw, Autorka na wielu etapach badan
dokonywata réznych modyfikacji i usprawniefi. Nastgpnie testowata skutecznosé
zastosowanych, nieniszczacych technik izolacji starego DNA z wykorzystaniem
analizy ilo$ciowej oraz jakosciowe).

Gtéwne wyniki dotyczace realizacji celu pracy w postaci izolacji starego DNA
z badanych obiektéw - zestawiono w tabeli 5. Na 7 badanych plam Kkrwi
pochodzacych ze starych papierowych dokumentow, ktérych wiek szacowano na
kilkadziesiat lat, wyniki pozytywne uzyskano w 5 przypadkach, co stanowi 70%
sukcesu. Negatywne 2 wyniki uzyskano z preparatéw majgcych staly, bezposredni
kontakt ze rodowiskiem zewnetrznym. Wyniki izolacji DNA ze $wiezej plamy krwi
pozwolity na uzyskanie czystego profilu DNA.

W przypadku préby izolacji DNA z sgczkéw z osadem pochodzacym z 7 starych
preparatéw anatomicznych z poczgtku XX wieku, sukcesem zakonczyta sie izolacja z
4 obiektéw, co stanowito 57% udanych izolacji. To najslabsze wyniki sposréd
badanych réznych kategorii obiektéw. Przyczyn niepowodzenia Autorka upatruje w
érodowisku w jakim byly przechowywane preparaty (formalina oraz stycznos$¢ z
elementami metalowymi).

Trzecia kategoria obiektow — izolacja DNA ze zmumifikowanych tkanek migkkich
oraz z zebéw zakorczyta sie pelnym sukcesem — ze wszystkich obiektéw udato si¢
uzyskaé izolat.

Wazne uwagi dotyczgce wartosci uzyskanych wynikéw dotyczg stezenia
starego DNA, ktére byto niskie (ponizej 100 ng/mikrol), ale jednak wystarczajgce do
dalszych analiz i zastosowania analizy jako$ciowej w postaci identyfikacji STR. Z
kolei, zastosowanie skutecznej metody ekstrakcji DNA z plam krwi na papierze,
pozwolito na zachowanie podioza papierowego w stanie fizyko-chemicznym
niezmienionym. W  przypadku 3 mokrych  preparatow anatomicznych
konserwowanych plynem alkoholowo-formalinowym nie udato si¢ uzyskagé izolatéw
DNA z powodu silnego zakwaszenia w $rodowisku wodnym przez kwas mrowkowy,
co doprowadzito do catkowitej degradacji DNA. Tu Autorka popetnita btad w ocenie
liczby wtasnych nieudanych préb, bowiem pisze (str.45, drugi akapit pod ryc.12)
cyt.:,, Z wiekszoéci preparatéw konserwowanych plynem alkoholowo-formalinowym
nie mozna byto wyizolowaé DNA....”, podczas gdy wyniki zawarte w tab.5 wskazuja,
iz nie uzyskano izolatu z mniejszo$ci, czyli z 3 na 7 badanych obiektow.



Na korcu Autorka podkresla, iz w przypadku peinego sukcesu w postaci
wyizolowania DNA ze zmumifikowanych tkanek i zebdw, mialy znaczenie -
opracowanie wtasnej nieniszczacej metody izolacji DNA ze szczgtkdw biologicznych
oraz modyfikacja nieniszczacej metody opracowanej przez Pilecka (2009).
Podsumowujac ,,Wyniki”, Autorka podkresiita, iz bardzo waznym elementem catosci
eksperymentu byta niska trwalo$¢ wyizolowanego DNA, ktérego stezenie w
badanych obiektach sprawdzita w oddzielnym eksperymencie. W przypadku plam
krwi na papierze oraz mokrych preparatow anatomicznych po 96h od izolacji
stezenie DNA wynosito 0. Jedynie w przypadku zgbéw po 96 h, stezenie DNA
wynosito 25% warto$ci wyjéciowej. Zatem, potencjalnie najlepszym materiatem do
izolacji DNA okazata si¢ tkanka zgbowa.

W , Dyskusji’ Autorka rozprawy podkredla, iz uzyskane wiasne wyniki
eksperymentu sg pionierskie, a zastosowane metody umozliwiajg minimalizacie
kosztéw, aparatury oraz czasu, a takze spetniajg wszelkie warunki przydatnosci do
standardowych analiz stosowanych w paleobiologii molekularnej. Opisywane Zalety
pracy nie zostaty jednak wtasciwie przedyskutowane na tle wynikéw badan innych
autoréw i przez to, bez wymaganej w dyskusji starannej ich weryfikacji, razg swa
deklaratywnoscia.

W ocenie recenzenta w ,,Dyskusji” zabrakio pogtebionych analiz wynikow
z cytowanych bardzo wielu prac innych autoréw. Autorka jednym tchem cytuje
prace licznych autoréw jakby wytgcznie w celu dotozenia ich do spisu publikacji, nie
dyskutujac w ogdle ich wynikéw, a jedynie informujgc, iz zajmowali sig¢ okreslonym
tematem (np. str. 49, w kilku akapitach, czy str.50). Cytuje sie wyniki innych autorow
nie tylko w celu odnotowania, iz ktoé badat jakie§ zagadnienie, lecz przede
wszystkim w celu przeanalizowania wszelkich nasuwajacych sie watpliwoéci co do
uzyskanych wynikéw. Dyskusja ukazuje dojrzato$é badacza oraz weryfikuje
faktyczng jego wiedze umozliwiajgca uprawianie wybranego pola naukowego. W tej
dziedzinie Autorka bardzo powierzchownie potraktowata ,,Dyskusje” i na tym polu ma
jeszcze sporo do zrobienia.
Zawarte w powyzszej ocenie pracy doktorskiej uwagi i zalecenia nie
umniejszajg jednak znaczenia oraz wartosci rozprawy, stanowig jedynie zyczliwe
wskazéwki do dalszego doskonalenia warsztatu naukowego Autorki.



Reasumujac, sadze Ze opracowanie nowych metod izolacji DNA z wybranych
réznych starych obiektéw, uzyskanie pozytywnych wynikéw izolacji ze zdecydowanej
wiekszoéci Zrédet trudnych do tego rodzaju badari, dowodzi osiggnigcia sukcesu
naukowego i tym samym przesgdza o realizacji zatozonych celow badan.
Zastosowane w badaniach nowe podejécie do zagadnienia analizy starego DNA,
umozliwia badanie w przysziosci réznych wartociowych historycznie i naukowo
obiektéw biologicznych bez obawy o ich trwate uszkodzenie. Tak wiec, uzyskane
wyniki maja walory zaréwno poznawcze jak i aplikacyjne.

Konkludujgc, stwierdzam 2e przedstawiona mi do oceny dysertacja spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim i na tej podstawie wnoszg O
dopuszczenie mgr Matgorzaty Katarzyny Bonar do dalszych etapdéw przewodu

doktorskiego.
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