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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Joanny Chamier-Cieminskiej pt.
»Zastosowanie profilowania mRNA do identyfikacji ludzkich ptynéw

biologicznych w genetyce sgdowej”

Wykrywanie i identyfikacja ptynéw biologicznych pochodzenia ludzkiego za
pomocg tkankowo-specyficznych markerbw mRNA wydaje sie by¢ jednym
z najbardziej aktualnych i najintensywniej rozwijajgcych sie kierunkdw we
wspolfczesne] genetyce sadowej. Naturalne zapotrzebowanie na badania tego
rodzaju wynikato zbraku klasycznych, swoistych metod wykrywania ptynéw
biologicznych innych niz krew i nasienie, co byto istotnym ograniczeniem warsztatu
genetyki sadowej w zakresie badan sladéw biologicznych. Okreslenie tkankowej
przynaleznosci $ladu moze mie¢ tymczasem kluczowe znaczenie dla odtwarzania
przebiegu zdarzen bedacych przedmiotem zainteresowania wymiaru sprawiedliwosci
i organdw $cigania. Dlatego tez miedzynarodowe $rodowisko genetykéw sgdowych w
ostatnich latach stara sie wypracowaé¢ i wprowadzié w praktyce rézne metody
okre$lania przynaleznosci tkankowej $ladéw biologicznych oparte na profilowaniu
mRNA, co wydaje sie réwnie wazne, jak state rozwijanie warsztatu poréwnawczych i
predykcyjnych badan DNA. O aktualnosci tego zagadnienia $wiadczy m.in. fakt, ze
Europejska Grupa ds. Profilowania DNA (EDNAP) skupiajgca rézne osrodki genetyki
sgdowe] regularnie organizuje i publikuje wyniki miedzylaboratoryjnych
eksperymentéw w tej dziedzinie (np. Haas i wsp., Forensic Sci Int 2015, 16: 139-
147). Praca doktorska mgr Joanny Chamier-Cieminskiej, opisujagca m.in. nowe,
oparte na detekcji mMRNA podejscia do identyfikacji wydzieliny z drég rodnych i krwi
miesigczkowej oraz do rozroézniania pomiedzy krwig miesigczkowg i obwodows,

idealnie wpisuje sie w tg problematyke.

Na rozprawe doktorskg sktadajg sie trzy, spdjne tematycznie publikacje
umieszczone w czasopismach recenzowanych o zasiegu miedzynarodowym, w tym
dwie prace oryginalne z czasopisma Forensic Science International: Genetics z listy
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JCR (IF za rok 2013 = 3,202) oraz artykut przegladowy z periodyku Z Zagadnieri
Nauk Sadowych. Publikacje sg poprzedzone streszczeniem w jezyku polskim i
angielskim, stanowigcym zwiezte, acz tresciwe wprowadzenie do problematyki cyklu i
omoéwienie najwazniejszych wynikéw. Doktorantka jest pierwszym autorem kazdej z
prac, a jej decydujgcy udziat w ich powstaniu nie budzi watpliwosci w Swietle
zamieszczonych oSwiadczen wspétautoréw. Do grona wspétautoréw nalezg jedynie
promotorzy w przewodzie doktorskim (prof. Ryszard Pawtowski oraz prof. Krzysztof
P. Bielawski) oraz dodatkowo jedna osoba (dr Agnieszka Maciejewska) wykonujgca
czynnosci pomochnicze i nadzorcze w zbieraniu materiatu badawczego, laboratoryjnej
brganizacji eksperymentéw i edycji ma'n'u.skryptéw. Warto podkresli¢, ze Forensic
Science Intemational: Genetics jest obecnie czotowym czasopismem naukowym z
zakresu genetyki sgdowej, plasujgcym sie wedtug bazy Web of Science w pierwszym
kwartylu czasopism z kategorii ,Medicine, Legal’. Z kolei Z Zagadnien Nauk
Sgdowych jest w chwili obecnej najwyzej punktowanym przez MNiSW czasopismem
poswieconym szeroko rozumianym naukom sadowym, chetnie czytanym przez
szerokie grono odbiorcéw, od lekarzy i genetykow, po prawnikéw i kryminologow. Nie
ulega watpliwosci, ze prace mgr Joanny Chamier-Cieminskiej byly recenzowane
przez specjalistdw z zakresu genetyki sadowej i w ten sposéb dorobek sktadajacy
sie na jej rozprawe doktorskg zostat juz raz pozytywnie zweryfikowany. Na
podkre$lenie zastuguje fakt, ze praca dotyczaca identyfikacji wydzieliny z drog
rodnych i krwi miesigczkowej za pomocg profilowania RNA (publikacja nr 2),
zamieszczona w Forensic Science Intemational: Genetics w roku 2013 doczekata sig
szeSciu cytowan (wedtug bazy Web of Science), mimo waskiej i specjalistycznej
problematyki. Dodatkowo, jak podkreslita doktorantka w streszczeniu rozprawy,
procedura opracowana w ramach publikacji nr 2 zostata réwniez przedstawiona w
postaci rozdziatu w ksiazce Forensic DNA Typing Protocols (Ed.: W. Goodwin,
Springer, w druku), wartosciowe] serii zawierajgcej szczegétowe protokoty
laboratoryjne.

Motywem przewodnim wszystkich trzech prac sktadajacych sie na rozprawe
kandydatki do stopnia naukowego jest poszukiwanie, optymalizacja oraz ocena
przydatnosci metod identyfikacji ludzkich plynéw biologicznych opartych na
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wykrywaniu specyficznych czasteczek mRNA. Praca przegladowa (nr 1) stanowi
kompetentne wprowadzenie do tej problematyki. Autorka podkresla w niej praktyczne
znaczenie profilowania RNA w identyfikacji réznych ptynéw biologicznych dla celéw
sgdowych oraz krytycznie omawia wszystkie dostepne w roku 2011 markery RNA,
ich ‘specyficznos¢, stabilno$¢, czutos¢, a takze laboratoryjne metody ich badania.
Praca ta jest w moim przekonaniu $wiadectwem bardzo dobrego, teoretycznego
przygotowania doktorantki do podjecia wlasnych badan w tej dziedzinie. Z kolei prace
eksperymentalne (nr 2 i 3) dowodza z jednej strony doskonatego opanowania przez
doktorantke laboratoryjnego warsztatu biologii molekularnej, z drugiej za$ dojrzatosci
naukowej i bardzo dobrego wyczucia aktuéllnych potrzeb genetyki sadowej. Prace
wymagaty zgromadzenia réznorodnego materiatu biologicznego, m.in. w postaci
probek wydzieliny z drég rodnych i krwi miesigczkowej kobiet w réznych stadiach
cyklu, nasienia, sliny, potu, krwi obwodowej czy plam zdeponowanych na réznych
podtozach. Techniki badawcze obejmowaty m.in. izolacie RNA, odwrotng
transkrypcje, optymalizacje oraz przeprowadzenie multipleksowej amplifikacji cDNA
oraz detekcje produkitéw poprzez elektroforeze kapilarng. Kluczowym zagadnieniem
badawczym w obu pracach byta oczywiscie wiasciwa selekcja markerow. O ile w
wigkszosci opisanych do tej pory testow mRNA do wykrywania ptynéw biologicznych
starano sie wykorzystywaé markery pozwalajgce na identyfikacje jak najwiekszej
liczby réznych ptyndéw biologicznych, o tyle doktorantka poszta inng droga, probujac
zmaksymalizowaé liczbe markeréw specyficznych dla danego ptynu biologicznego w
ramach jednego testu. Zatozenie takie jest jak najbardziej uzasadnione - pozwala na
dopasowanie testu do specyfiki badanych sSladéw biologicznych i w rezultacie
umozliwia uzyskanie mozliwe najscislejszej informacji na temat rodzaju sladu. | tak w
ramach publikacji nr 2 mgr Chamier-Cieminiska skonstruowata heksapleksowg
reakcje wykorzystujgcg transkrypty ludzkich genéw beta-defensyny 1 (HBD1),
mucyny 4 (MUC4), metaloproteinazy 11 (MMP11), bakteryjne markery ISR 16S-23S
rRNA Lactobacillus crispatus i Lactobacillus gasseri /johnsonii oraz gen ludzkiego
metabolizmu podstawowego dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PDH).
Zaprojektowany test zostat wszechstronnie zweryfikowany w analizach réznych
sladéw biologicznych, w tym m.in. w mieszaninach wydzieliny z drég rodnych, krwi i

nasienia. Ocenie poddano wystepowanie i ekspresje markerow u réznych kobiet w
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roznych okresach cyklu menstruacyjnego; przeprowadzono réwniez analize
wrazliwosci reakcji PCR na inhibicje. W konkluzji pracy autorka stwierdzita, ze
opracowany przez nig test pozwala na wykrywanie wydzieliny z drég rodnych w
sladach biologicznych z wysokg wiarygodnoscig i specyficznoscig; co ciekawe, mimo
z definicji nizszej stabilnosci RNA niz DNA, test pozwala na identyfikacje materiatu
zenskiego w plamach liczacych od dwoch do osiemnastu lat, w zaleznosci od
warunkow przechowywania. Z kolei w ramach publikacji nr 3 doktorantka
zaproponowata reakcjg heksapleksowa, wykorzystujaca, oprécz wspomnianych
powyzej transkryptéw ludzkich genéw HBD1, MUC4, MMP11 i G6PDH, réwniez
markefy metaloproteinazy 7 (MMP7), syntazy kwasu delta-aminolewulinowego 2
(ALAS2) i podjednostki alfa hemoglobiny (HBA). Test okazat sie byé wiarygodng
metodg potwierdzajacg obecno$¢ krwi miesigczkowej w plamach  krwi
przechowywanych do 1-2 lat w temperaturze pokojowej. Praca jest doskonatg
odpowiedzig na zapotrzebowanie genetykéw sgadowych na wiarygodng metode
odrézniania krwi miesigczkowej od obwodowej. Najlepszg ilustracjg przydatnosci
tego rodzaju reakgji jest opisany w publikacji nr 3 ciekawy przypadek badania $ladéw
biologicznych na bieliznie i spodniach ofiary napasci seksualnej. Opracowany przez
doktorantke test pozwolit na ujawnienie krwi obwodowej ofiary na spodniach oraz
mieszaniny wydzieliny z drég rodnych i krwi obwodowej ofiary na bieliznie.
Aplikacyjna warto$¢ wynikéw badar przedstawionych w pracach eksperymentalnych
sktadajgcych sie na rozprawe zastuguje na szczegdlne podkreslenie — w istocie
prace te zawierajg doskonale zaprojektowane, wszechstronnie zwalidowane i
zweryfikowane w praktyce protokoty, przydatne dla $rodowiska genetykéw sgdowych

w kraju i zagranica.

Podsumowujac powyzZsze rozwazania z pelnym przekonaniem stwierdzam,
ze cykl publikacji przedstawionych w ramach rozprawy mgr Joanny Chamier-
Cieminskiej spetnia ustawowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim, tj.
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jest $wiadectwem
odpowiedniej wiedzy teoretycznej kandydatki i $wiadczy o jej umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Dlatego tez wnosze do Rady
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdarnskiego i



ul. Marii Sktodowskiej-Curie 9

ZAKEAD GENETYKI 85-094 BYDGOSZCZ
MOLEKULARNEJ | SADOWEJ

Uniwersytet Mikofaja Kopemika tel. 052. 585:35.52; fax: 052. 585.35.53
Collegium Medicum — Katedra Medycyny Sadowej e-mail: kizmedsad@cm.umlb.pl

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Joanny Chamier-
Cieminskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie,
podkreslajac trafno$é zalozenn badawczych, doskonale opanowanie warsztatu
laboratoryjnego, niewatpliwe znaczenie praktyczne wynikéw badan oraz
~'wysokie wskazniki bibliometryczne przedstawionych publikacji, wnosze o
wyroznienie rozprawy doktorskie;j.
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