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Jednym z czestych zadan w praktyce genetyka sadowego jest identyfikacja zwiok
i szczatkdw osob o nieustalonej toisamodci. Proces ten jest szcregblinie utrudniony w
przypadkach, kiedy badania dotyczg archiwalnego materiatu kostnego sprzed wielu lat,
dla ktérego materiat pordwnawczy pochodzi niekiedy od bardzo odieghych
wspMczednie Zyjacych krewnych., Najwiekszym wyzwaniem jest wowczas okreflenie
profilu genetycznego z materiatu genetycznego o niskiej llodci | jakosci, wykazujgcego
cechy silnej degradacji, jak réwniez uzyskanie wartoici dowodu z badaf DNA
odpowiednio wysokiej dla wydania opinii identyfikacyjnej przy dalekim stopniu
spokrewnienia badanych domniemanych czlonkéw rodziny w  stosunku do
poszukiwane] osoby. Z taka sytuacjg genetycy sgdowi maja czesto do czynienia w
przypadkach identyfilkac)i ofiar wojen i totalitaryzmdw, ktorych szczatki nierzadko
ujawniane s3 w formie pochéwkéw masowych. Optymalizacja metod identyfikacji
genetyczne] zwlok | szezatkdw ludzkich ze szezegdinym uwzglednieniem dalszego
pokrewlefistwa, charakterystycznych dla badan  identyfikacyjnych  materiatu
archiwalnego, stala sie tematem przediozone| do oceny rozprawy doktorskie),

Rozprawa doktorska mgr. ind. Krzysetofa Zaka stanowl klasyczng dysertacje w
formie maszynopisu. Liczy 167 stron | 194 pozycje w spisie cytowanego pismiennictwa,
w tym liczne prace z ostatnich lat, ktére uwzgledniajg aktuainy stan wiedzy i najnowsze
asiggniecia w dziedzinie nauki, ktdrej dotycza badania zrealizowane przez doktoranta.
Pod wezgledem struktury praca odpowiada ogdlnie przyjetym normom dla
eksperymentalnych prac dyplomowych, zawiera spis treéci, rycin i tabel, streszczenie w
jevyku polskim i angielskim, wstep, zalotenia | cel pracy, materiaty i metody, wyniki,
dyskusje, wnloski oraz wspomnlany wczesnie] spis literatury.



We wstgpie doktorant przestawil wyczerpujgco kontekst historyczny wislkiego
terroru w Zwigzku Radzieckim, w szczegdlnoSel na terenie wehodzgcej w sldad Gruzji
Adzarli, w Kktdrej odkryto jamg grobowy datowang na okres wielkiego terroru,
tawierajaca szczgthi 28 meiczyzn, poddanych w  niniejszej pracy identyfikacji
genetycznej.  Nastgpnie  scharakteryzowat metody 1§  markery pgenetyczne
wykorzystywane w identyfikacji osobnicze] z podzialem uwzgledniajgcym rodzaj
polimorfizmu  [STR, SNP) i lokalizacje (autosomy, chromosomy plci, genom
mitochondrialnym]. W dalszej czedcl prredstawit mozliwodci wykorzystania analizy
polimorfizmu DNA w badaniu pochodzenia biogeograficznego. Na koniec omodwit
trudnoici w identyfikacjl genetycznej materialu archiwalnego, zwigzane m.in. z
degradacjg DNA, ograniczong dostgpnoscia materialu pordwnawczego od najblizszych
krewnych czy wyborem penetycznej bazy populacyjne| pod katem oceny wartodci
dowodu z badan DNA na pokrewiefistwo miedzy poréwnywanymi osobami. W rozdziale
tym autor w sposdéb wyczerpujacy nakreslif aktualny stan wiedzy w temacie
identyfikac) genetyczne] zwiok i szczqtkdw ludzkich © nafwietlit potrzebe podjecia
badan zawartych w tytule pracy.

Zasadniczym celem rozprawy doktorskicj mer. ind. Krzysztofa Zaka bylo
opracowanie | optymalizacja procedury identyfikacji genetycznej zwlok i szozgthkdw
056b o nieustalonej tozsamosci w oparciu o materiat archiwalny sprzed wieludziesieciu
lat o znacznym stopniu degradacji DNA i material poréwnawczy dostepny czesto
wylacznie od dalszych krewnych oséb poszukiwanych. Poza celem gléwnym autor
okreslit szereg celéw szezegdtowych. Objety ane opracowanie schematu decyzyjnego w
identyfikacji archiwalnego materialu kostnego, ocene przydatnosci pod tym katem
réinych zestawdw markerdw genetycznych i réinych programéw statystycznych,
weryfikacjg mozliwodci zastosowania symulacji pokrewienistw w interpretacii wynikow
w ztoionych strukturach genealogicznych, a takie opracowanie rekamendacji
dotyczacych optymalnego wyboru metod i narzedzi dla potrzeb  identyfikacii
genetyczne| materiatdw archiwalnych.

Do realizacji zatolonych celdow autor wykorzystat materiat kostny pochodzacy od
28 mezczyzn z grobu masowego z okresu wielkiego terroru, odkrytego w 2021 r. na
terenie Adzarii w Gruzji, oraz materiat pordwnawcey pobrany od 58 oséb nalezacych do
20 rodzin, wytypowanych na podstawie danych pozagenetycznych jako krewni
ekshumowanych ofiar. W rozdziale ,Material i metody” doktorant gruntownie opisat
wykorzystany w badaniach warsztat badawczy, obejmujacy izolacje DNA z materiaty
kostnego i referencyjnego, pomiar steienia i stopnia degradacji DNA z ugyciem qPCR,
badanie polimorfizmu STR (amplifikacja, elektroforeza) | SNP (konstruowanie bibliotek,
masowe sekwencjonowanie réwnolegle), ocene wartosci dowodu z badan DNA w
oparciu o iloraz wiarygodnosci LR z uwzglednieniem sprzgien genetycznych miedzy
badanymi markerami, symulacj¢ alternatywnych struktur pokrewiefistwa oraz
predykeje haplogrup chromosomu Y w oparciu o polimorfizm STR. Nalezy podkreslic, ze
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duzg czqéé badan doktorant zrealizowat w ramach wspélpracy naukowej = Zakladem
Genomiki | Genetyki Sadowej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szezecinie i
Laboratorium Diagnostyki Molekularnej GenMed w Poznaniu.

Na kolejnych stronach dysertacji autor bardzo szczegdtowo opisat wynikl
przeprowad zonych analiz statystycznych dla kazdej z 20 badanych rodzin, ktdre objely
obliczenia LR dla réinych zestawdw markerdw bez uwzgledniania i z uwzglednieniem
sprzezen migdzy markerami przy viyciu dwdch réznych programéw komputerowych
oraz symulacje rozktadu LR dla réznyech zestawdw markerdw i symulacie réznych
alternatywnych struktur pokrewiefstwa miedzy badanymi cztonkami rodzin osob
zaginionych. Co ciekawe, w dwdch rodzinach doktorant wykazat jako bardziej
prawdopodobny inny rodzaj pokrewiefistwa miedzy badanymi krewnymi niz zatozony
na podstawie posiadanych danych o relacjach redzinnych. Skionilo to autora do
wystosowania proshy o weryfikacje zaloten genealogicznych przez strone gruzinska,
ktéra poinformowata o trudnodci w jednoznacznym okre$leniu relacii rodzinnej w
przypadku jednego 2 krewnych w pierwszej rodzinle oraz skorygowata relacje rodzinng
migdzy dwoma krewnymi w drogiej rodzinie.

Na podstawie przeprowadzonych analiz doktorat wykazal, 2e w przypadku 7
ofiar mozliwa byla identyfikacja na podstawie badania zestawow pierwszego rzutu
(GlobalFiler dla polimorfizmu STR autosomdw i Yfiler Plus dla polimorfizmu STR
chromosomu Y), w przypadku kolejnych 7 ofiar do identyfikacji konieczne okazato sie
rozszerzenie badania o dodathkowe markery STR autosoméw 2 zestawu KinFinder, a
tozsamodc ostatnich 3 ofiar zostata potwierdzona doplero po wiaczeniu do analizy
pelimorfizmu SNP z zestawu Precision 1D Identity. W przypadku 3 rodzin autor nie
znalazt dopasowania dla #adnego z badanych szkieletéw, co okazato sie zgodne z
danymi pozagenetycznymi, jako te rodziny te poszukiwaly ofiar spoza listy egzekucyine]
28 mezczyzn, preypisane do badanego grobu.

Dodatkowo na podstawie analizy polimorfizmu $TR chromosomu Y autor
przeprowadzit predykcje przynaleznosci haplogrupowej 28 metczyzn, ktérych szkielety
ujawniono w badanej jamie grobowej. Na podstawie zblitonych czestodci dwéch
najczestszych haplogrup w badanej prébee populacyinej | u mekczyzn zamieszhkujacych
sasiedni region Megrelii potwierdzit wstepng hipoteze o gruzifiskim pochodzeniu oséb
pochowanych w badane) magile,

W kolejnym etapie avtor pordwnal przydamosdd rdznych zestawow markerow
genetycznych pod katem identyfikacji archiwalnego materiatu kostnego. Wykazal, ie
najwickszy potencjat w tym zakresie posiada zestaw GlobalFiler, ktéry charakteryzowat
sig wysoka skutecznodciq w uzyskiwaniu pelnych profili genetycznych nawet w
przypadku silnie zdegradowanego DNA oraz relatywnie wysokimi wartodciami LR dla
dalekich pokrewienstw. Mimo %e zestaw KinFinder byl w stanie generowaé najwyzszy



wartodd dowodu z badan DNA na pokrewienstwo, jego privdatnoidc okazata sie
ograniczona 2z uwagl na wrailiwoéé na nisky ilogé i jakosé materlatu generycznego,
objawiajgcg sie utraty informacji genetyceznej dla dbuzszych fragmentdw DMNA |
riawiskiem wypadania alleli. T kolei zestaw Precision 1D [dentity doskonale radzit sobie
z profilowaniem zdegradowanego DNA, jednak z uwagi na niskg zmiennosé genetyczng
markerdw SNP uzyskiwane przy uzyciu tego zestawu wartosci LR miaty dosé
ograniczong wartost dowodowa.

Na podstawie uzyskanych wynikow autor zaproponowat schemat decyzyjny
doboru zestawow markerdw genetvcenych w identyfikacii archiwalnego materiatu
lnstnego w oparciu o material pordwnawezy pochodzgey od dalszych krewnyeh, w
lebdrym jako zestawy pierwszego rrutu uzywane sa zestawy GlobalFiler i Yfiler Plus,
natomiast zestawy KinFinder i Precision 1D ldentity s3 sukcesywnie dotgczane do
analizy na podstawie ilorazu wiarygodnodel at do ueyskania wartodc wiystarceajaee] do
wirdania opinii identyfikacyjnej.

W dyskusji doktorant w spos&b wyczerpujgcy cdnidst uzyskane w toku pracy
wynlki do danych literaturowych na temat wplywu stopnia degradacji materiatu
kostnego na uzyskiwane profile, skutecznosdci réznego rodzaju markerdw genetycznych
w identyfikacji zwlok i1 szczatldw ludzlkich oraz doboru bazy populacyinej na analize
statystyczng i wartosé dowodows wynikdw, Jako najbardziej skuteczne podejscie w
identyfikacji archiwalnego materiale kostnego w niniejsze] pracy wskazat integracje
danych dla markerdw STR autosomow i chromosomu Y oraz markerdw SNP, Miegwylkle
cennym uzupelnieniem procesu identyfikacji okazata sie symulacja alternatywnych
struktur genealogicenych, ktdra wmoiliwita zidentyfikowanie blednych deklarac
pokrewlefstwa w dostarczonych przez rodziny informacjach o pokrewiefstwie.
Opracowany przez doktoranta schemat decyzyjny moZze w przysztosci postluzyc jako
standard postepowania w tego typu projektach, skuteczny zaréwno pod wzpledem
analitycznym, jak i ekonomicznym. Wyniki zaprezentowane przez mgr. in2. Krzysztofa
Zaka potwierdzaja skuteczno$é zastosowane] strategii identyfikacyjnej [ podkredlajq
znaczenie skoordynowanych dzialan w zakresie pozyskiwania i werylikacli materiatu
pOrdwnawczego.

Jako recenzent zobowigzany jestem zwrdcié uwagg na  kilka bheddw
merytorycznych i niedociggnied w oceniane] dysertacji.

1. MNa stronie 28 autor tlumaczy, ze glowng funkcja markerdw Y-5TR jest
umodliwienie rozrdinienia osib wywodzacych sie z tej samej linii meskiej,
podczas gdy mozliwoicl tych markerdw w tym zakresie sg ograniczone do
sytuacji, kiedy metczyzna posiada chromaosom Y inny nig pozostali krewni w lini
meskiej na skutek mutacji. Gléwnym celem analizy polimorfizmu STR



chromosomu ¥ w genetyce sgdowej jest réznicowanie medcayzn wywodzacych
sie z réznych linii meskich.

2. Na stronie 33 autor wyjainia, f#e promieniowanie ultrafioletowe moie
powodowal uszkodzenia wigzad |krzyviowych w DNA, podezas  pdy
promieniowanie to nie uszkadza tych wigzan, tylko generuje ich tworzenie.

3. Na stronie 46 autor podaje wzdr na prawdopodobienstwo pokrewieristwa,
obliczane na podstawie wartosci ilorazu wiarygodnodcl. W rzeczywistosci jest to
uproszczony wzér na prawdopodobiefistwo pokrewiefistwa o posteriori
(uwzgledniajgcego wyniki badad DNA) przy zalozeniu prawdopodobiefstwa o
priori [przed wykonaniem badan DNA) na poziomie 50%. W genetyce sgdowej
prawidlowe jest przyjmowanie prawdopodobiefistwa a priori na tym poziomie
tylko w sprawach cywilnych dochodzenia spornego ojcostwa, kiedy przyjmuje sie
pozycle stron pozywajacej i porwanej za rdwnowaine. W wiekszodci spraw
identyfikacyjnych dotyczgcych ewlolk i szczathdw osib o nieustalonej tozsamoéci
przyjecie prawdopodobienstwa a priord na poziomie 50% nie jest uzasadnione. W
rzeczywistofel moze byé ono znacznie wyisze niz 50% (gdy dane
pozagenetyezne silnie przemawiajg za typowang todsamodcig) lub znacznie
nizsze (np. w sytuacji, gdy identyfikacja dotyczy 28 szkieletdw ludzkich z tego
samego stanowiska i zaden nie wostal jeszoze zidentyfikowany].

4. BliskosC genetyczng chromosoméw Y szhieletdw ujawnionych w  grobie
masowym w Adzarii w stosunku do mieszkarcow s3siedniej Megrelii autor
wywhioskowat wylacznie na pedstawie zaobserwowanla zblizonych czestosdc
dwidch najczestszych haplogrup. Naukowiec takie wnioski powinien wyciggat nie
na podstawie podobienstwa, tylko na podstawie oceny statystyczne] rdinic w
rozidadzie czestosci haplogrup chromosomu Y w obu grupach, np. w cparciu o
analize warlancji molekularnej AMOVA,

5. Bardzo wartofciowym uzupelnieniem wynikdw przedstawionych w tabeli 24
bytoby ich odzwierciedlenie na wykresach zaleinoéci liczby oznaczonych
markerow od stezenia | wskainika degradacji DNA.

Wspomniane braki i uwagi nie umniejszajg wartoéci pracy naukowej mgr. inz.
Krzysztofa Zaka. Oceniana rozprawa stanowi oryginalne i nowatorskie rozwigzanie
problemu naukowego o duiej wartoici praktycznej, speiniajgc warunki okreglone w
artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce
(Dz.l). = 2018 r. poz. 1668 z pdin. 2m.) i uzasadniajac nadanie mgr. inz. Krzysztofowi
Zakowi stopnia naukowego doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie
nauki medyczne. Na szcregdine uznanie zastuguje fakt, Ze wyniki zaprezentowane w
rozprawie doltorskiej mgr. inz. Krzysztofa Zaka zostaty 10 dni temu opublikowane w



formie oryginalnege artykulu w czasopismie  Forensic Science lnternational: Genetics”,
ktére jest jednym 2z najlepszych na $wiecie czasopism pofwieconych zagadnieniom
medyczno-sadowym. W zwigzku z powyiszym wnioskuje o dopuszczenie mgr. inZ.
Krzysztofa Zaka do dalszych etapbw przewodu doktorskiego. |ednoczesnie, biorge pod
uwage wartoéé naukows i praktycang przediozonej rozprawy, wnoszg do Rady
Dyscypling Nauk Medyeznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o jej
wyrdinienie.
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