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Krakéw, 3 marca 2015 r.
Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Joanny Chamier-Cieminskiej

pt. ,.Zastosowanie profilowania mRNA do identyfikacji ludzkich ptynéw biologicznych

w genetyce sagdowej.”

Genetyka.sqdowa Jest szybko rozwijajaca sie dyscyplinag naukows, ktéra w ostatnich latach
znacznie  poszerzyla panel mozliwo$ci wykrywezych i dowodowych, ktére oferuje
wymiarowi sprawiedliwoéci. Do jej rozwoju przyczynia sie¢ postep w naukach
podstawowych, zwlaszcza w genetyce i biologii molekularnej. Podstawowym obszarem
badawczym genetyki sadowej jest identyfikacja cztowieka, w czym szczegblnie przydatne
sa polimorficzne markery DNA. Najlepsze mozliwosci w zakresie indywidualizacji oferuja
sekwencje mikrosatelitarne zlokalizowane na chromosomach autosomalnych, ale
wspdlczesni biegli sadowi chetnie korzystaja réwniez z mikrosatelitarnego DNA
chromosomﬁ Y, a takze polimorfizmu mitochoﬁcfrialnego DNA. Coraz czestsze s3
doniesienia o przydatnosci informacji zawartej w DNA na temat cech fenotypowych, ktéra
pozwala na ustalenie cech wygladu sprawcy przestgpstwa i przez to jego szybszej
identyfikacji. Identyfikacja osobnicza nie jest jedynym zagadnieniem, ktérym zajmuje sie
genetyka sagdowa. Ustalenie osoby, ktéra jest Zrodtem DNA ujaWnionego na miejscu
zdarzenia kryminalnego czy tez np. na odziezy ofiary lub podejrzanego, nie zawsze jest
wystarczajgce do udowodnienia winy. waajszczé w przypadku przestepstw na tle
seksualnym, ale rowniez w sprawach o innym éharakter-ze, ideﬁtyﬁkacja Zrodta DNA, w
sensie konkretnej tkanki, ptynu ustrojowego czy wydzieliny, moze mieé istotne znaczenie
W procesie dowodowym. Wydaje sig, ze identyfikacja konkretnego zrédla, z ktorego
pozyskano DNA wykorzystany w procesie identyfikacji nabrala szczegélnego znaczenia
obecnie, kiedy czulo§é metod identyfikacyjnych pozwala na wykonanie badania na
podstawie analizy kilku zaledwie komérek ludzkich. Odnalezienie na odziezy ofiary kilku
komoérek naskorka pochodzacych od domniemanego sprawcy bedzie miato inne znaczenie,
niz odnalezienie $§ladowych iloci nasienia. Potrzeba zapewnienia wysokiej czuloéci

badania znacznie ogranicza zastosowanie tzw. klasycznych metod identyfikacji ludzkiego
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materiatu biologicznego, ktére i tak nie zawsze sa wystarczajgce do wyciggniecia
wiarygodnych wnioskéw ze wzgledu na swoja niska specyficznoseé. Mankamenty te
mozna, jak si¢ wydaje, zredukowaé opracowujgc nowe metody identyfikacji polegajace na
zastosowaniu markeréw molekularnych, w tym mRNA, miRNA, czy tez metylacji DNA.
Tematyke¢ badawcza podjeta przez Panig mgr Joanne Chamier-Ciemifiska nalezy zatem
uznac za bardzo przydatng i uzyteczna dla wspélezesnej genetyki sadowej, a metody ktore

zdecydowata si¢ wykorzysta¢ w badaniach za jak najbardziej trafne.

Przedstawioné do oceny fozprawa doktorska ma forme spéjnego tematycznie zbioru
artykuléw opublikowanych w czasopismach naukowych. Konstrukcja rozprawy jest
standardowa dla tej formy publikacji. Po streszozeniach w jezyku polskim i angielskim,
przedstawiono o$wiadczenia autoréw o wkladzie pracy w powstanie publikacji
wchodzaeych w sktad rozprawy doktorskiej, a nastgpnie zamieszczono trzy artykuly
‘opublikowane w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym sktadajace si¢ na rozprawe
doktorlskq. ‘

Streszczenie W' jezyku polskim, to nieco ponad 5 stron tekstu, w ktérym mozna
wyodrebni¢ wstep, cel pracy doktorskiej, najwazniejsze osiagniecia pracy doktorskiej oraz
informacje na temat wiqczonych do rozprawy artykuléw wraz z ich oméwieniem oraz
podsumowanie. Wstep w jasny i prosty sposéb wprowadza w tematyke badawcza oraz
przedstawia argumenty na rzecz zasadnosci podjecia tematu. Jest zwiezly, lecz zawiera
wystarczajace informacje by w pelni przekonaé zaréwno do istotnodci problemu jak
1 wiasciwego wyboru metod analizy. Cel pracy jest klarowny, choé mozna odnieé
wrazenie, ze bardzo ogélny, gdyz nie specyfikuje konkretnych tkanek i piynow
ustrOJowych kt6re majg by¢ przedmiotem badaf. Informacja ta pojawia sie jednak zaraz
przy omowieniu najwazniejszych osiagnie¢ pracy doktorskiej. Formuhijac cel pracy
zwrocono uwage na praktyczny wymiar prowadzonych badan i zapowiedziano prace nad
wdrozeniem metody w laboratorium genetyczno-sadowym. Ze streszczenia dowiadujemy
sig, ze doktorantka opracowala dwa testy genetyézne, pierwszy do identyfikacji
wydzieliny z drég rodnych i krwi miesiaczkowej, drugi do réznicowania krwi obwodowej
i miesigezkowej. Testy polegaja na badaniu ludzkich i bakteryjnych markeréw mRNA
(w sumie przetestowano 9 loci). Badania przeprowadzono korzystajac z materiatu
pobranego dla potrzeb pracy oraz $ladéw biologicznych dostgpnych w Zakladzie
Medycyny Sadowej GUMed. Na rozprawe doktorska skiadaja sie trzy artykuly, z ktérych

najwezeéniejszy o charakterze przegladowym zostal opublikowany w 2011 roku
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W czasopiSmie Z Zagadnieti Nauk Sgdowych, a dwa pozostate, to oryginalne prace
opublikowane w latach 2013 i 2014 w czasopi§mie Forensic Science International:
Genetics. Krotkie oméwienie artykuléw w streszezeniu jest uzytecznym i zasadniczo
wystarczajacym wprowadzeniem w zagadnienia brzédstawione w tych publikacjach.
Mozna si¢ z niego dowiedzie¢ o zatozeniach poszczegblnych publikacji, materiatach
i metodach wykorzystanych w przypadku artykutéw raportujacych prace eksperymentalne
i o wynikach badan. Streszczenie zawiera informacje o aktywnym propagowaniu wiedzy
nt. opracowanych metod i ich wykorzystaniu w praktyce kryminalistycznej. W niektérych
przypadkach nie udato si¢ unikna¢ niejednoznacznodci, jak np. przy oméwieniu artykulu
z 2013 roku doktorantka informuje o pieciu markerach do identyfikacji wydzieliny z drég
rodnych i krwi menstruacyjnej i dopiero po zapoznaniu si¢ z ta publikacja jasne staje sie,
Ze test jest testem heksapleksowym, gdyz pozostaly szésty marker nalezy do genow
metabolizinu podstawowego, jest locus referencyjnym i dlatego nie zostal w tym miejscu
uwzgledniony przez Autorke. Tego typu drobne niescistosci sg trudne do unikniecia przy
przygotowywaniu skrétéw oraz streszezefi, W podsumowaniu doktorantka podkreslita, ze
opracowane metody pozwalaja na wiarygodna identyfikacje pltynéw biologicznych, co
znalazlo odzwierciedlenie w ich praktycznym zastosowaniu. Zgadzam si¢ w pelni ze
stwierdzeniem mgr Chamier-Ciemifiskiej, ze opracowaniel nowych metod wplywa na
jako$¢ ekspertyz i zwieksza mozliwosci badawcze, co jest wazne dla wymiaru
sprawiedliwosci i organéw §cigania. Nie jest jasne dla recenzenta dlaczego doktorantka
uwaza, ze opracowanie nowych metod jest szczegélnie uzyteczne w przypadku
przestepstw na tle seksualnym. Nowe metody moga byé jednakowo uzyteczne w sprawach
przestgpstw na tle seksualnym, jak i w sprawach o innym charakterze, np. w sprawach
zabdjstw. Streszczenie w jezyku angielskim ma taka samg konstrukcje i zawiera te same
informacje, ktére oméwiono dla streszczenia w Jjezyku polskim. Jest napisane w sposéb

klarowny, a angielszczyzna wydaje sie byé poprawna.

Praca doktorantki stanowi samodzielng i wyodregbniong cz¢$¢ pracy zbiorowej. Dlatego,
zgodnie z wymogami Ustawy, wykazano indywidualny wklad kandydata przy
opracowywaniu - koncepcji, wykonywaniu czesci eksperymentalnej, opracowaniu
i interpretacji wynikéw przedstawionej pracy. Z informacji zamieszczonej na stronach 16-
18 rozprawy doktorskiej wynika, ze w przypadku wszystkich trzech publikacji wklad
pracy doktorantki byt zasadniczy i polegal m.in. na przegladzie literatury, napisaniu
manuskryptéw, kontaktach z recenzentami i poprawie manuskryptéw zgodnie z ich
uwagami. W przypadku prac eksperymentalnych takze na zaplanowaniu i wykonaniu
doswiadczen. W przypadku artykutu z 2014 doktorantka dodatkowo jest autorka pomystu
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badan i aplikacji, ktéra pozwolita na zdobycie funduszy na ich przeprowadzenie. Nie ma
zatem watpliwosci co do tego, ze wymogi Ustawy z 18 marca 2011 r. zostaly w tym

wzgledzie spetnione.

mgr Joanna Chamier-Cieminska jest pierwszym autorem i jednoczeénie autorem do
korespondencji artykutu przegladowego z 2011 roku opublikowanego w czasopi§mie
polskim o zasiggu migdzynarodowym Z Zagadnier Nauk Sqdowych. W publikacji pod
tytulem: ,,mRNA profiling in identification of biological fluids in forensic genetics”
przedstawiono sluszne argumenty przemawiajace za pilng potrzeba opracowania
i wdrozenia metod umozliwiajacych identyfikacje ludzkich ptynéw ustrojowych metodami
biologii molekularnej wskazujac na mRNA, jako najbardziej obiecujacy marker
pozwalajacy na przeprowadzenie takich badan. W pracy przedstawiono metodologie
analizy mRNA znajdujaca zastosowanie w kontekscie kryminalistycznym omawiajac
metody izolacji RNA, odwrotnej transkrypcji, pomiaru stezenia DNA oraz genotypowania
wyselékcjonowanyc_:h markeréw identyfikacyjnych. Przedstawiono znane wéwczas
markery mRNA oraz metody ich detekcji poruszajac problem ich specyficznoéci, czutosci
i uzytecznosci dla celéw sadowych. Oméwiono réwniez problem loci referencyjnych.
W podsumowaniu wsréd innych mozliwych metod badawczych zabraklo metody analizy
metylacji DNA, ktéra moze by¢ réwniez specyficzna tkankowo, a tym samym dostarczaé
informacji na temat Zrédta DNA. Artykut jest bardzo uzyteczny ze wzgledu na duza ilo§é
praktycznych informacji. Drobne niezgrabnosci jezykowe, jak sugerowany na str. 205
wunlimited RNA recovery” przy zastosowaniu izolacji RNA metoda organiczna, czy
prawdopodobne problemy z ttumaczeniem tekstu (na str. 207 — ,,MUC4 was characterized
by higher stability”, a na str. 213 — ,MUC4 mial mniejsza stabilno$é”; na str. 207 —

~micromatrices” zamiast microarrays), nie umniejszaja duzej wartosci publikacji.

mgr Joanna Chamier-Ciemifiska jest pierwszym autorem artykutu oryginalnego pt.
»MRNA profiling for vaginal fluid and menstrual blood identification” opublikowanego
w migdzynarodowym czasopiSmie Forensic Science International: Genetics. Nie jest
zadaniem recenzenta dodatkowa recenzja samej publikacji, ktéra przeszla przez geste sito
oceny jednego z najlepszych czasopism publikujacych materialy z dziedziny genetyki
sadowej. Analizujac artykul w aspekcie samej rozprawy doktorskiej nalezy stwierdzié, ze
raportuje on w interesujacy spos6b wyniki wazne z punktu widzenia nauk sadowych.
Uklad artykutu jest standardowy, poza krétkim wstepem, ktéry jest dobrym

wprowadzeniem w zagadnienie, znajduje si¢ w nim sekcja materiatéw i metod oraz sekcja
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wynikéw polgczonych z dyskusja oraz uwagi koficowe. Artykut zawiera dane
uzupelniajgce w formie elektronicznej, ktore zostaly dotaczone do rozprawy doktorskiej.
W podstawowym artykule znajduje si¢ 5 tabel i 2 rysunki, zawarto w nim 22 pozycje
literatury, W danych uzupeiniajacych znajduje si¢ dodatkowo 5 tabel i 1 rysunek. Cato$é
w rzete'lny. sposob przedstawia wyniki eksperymentéw, ktére pozwolity na ocene
przydatnosci do identyfikacji wydzieliny z pochwy i krwi menstruacyjnej dla 5 marker6w
specyficznych i 2 loci metabolizmu podstawowego. Zbadano specyficznos$¢ markeréw
wykazujac m.in., ze locus MMP11 nie jest specyficzny wylacznie dla krwi miesiaczkowej,
cho¢ jest silnym indykatorem jej obecnosci. Zauwazono jednak, ze réznicowanie krwi
miesigczkowej i wydzieliny z pochwy wydaje sie¢ byé nieprzydatne w badaniach
kryminalistycznych. Z dwéch testowanych loci referencyjnych wybrano G6PDH, gdyz dla
RPS15 nie uzyskano pozytywnego wyniku w przypadku potu oraz krwi obwodowej. Dla
recenzenta mato przekonujgce jest argumentowanie, ze moglo to wynikaé ze zbyt dhugiego
amplikonu, zwlaszcza w kontekscie az 12 negatywnych préb dla krwi obwodowej.
Szkoda, ze nie przetestowano dodatkowych starteréw dla tego markera. Testy
dodatkowych starteréw generujacych krétsze amplikony bytyby réwniez interesujace dla
MMPI11 i HBDi, w kontekscie degradacji mRNA w starych $ladach biologicznych.
Waznym elementem tej publikacji jest opracowanie i walidacja multipleksu
wykorzystujacego 6 markeréw, ludzkich (czterech) i bakteryjnych (dwéch), do
identyfikacji wydzieliny z pochwy. Wykazano, ze opracowany test genetyczny ma
odpowiednig czuto$¢ (150-300 pg RNA), jest odporny na inhibicje, gdy inhibitory obecne
sq na etapie izolacji RNA (jest to stan odpowiadajacy rzeczywistoéci kryminalistycznej)
i wzglednie stabilny (zwazywszy, ze przedmiotem badai jest RNA, a nie DNA)
w przypadku §ladéw biologicznych. W pracy przedstawiono szereg interesujacych
obserwacji, np. zwigzku obecnosci markeréw bakteryjnych ze zdrowiem kobiety,
obecnosci produktu dla MMP11 w pierwszych dniach cyklu kobiety, czy dhugosci
amplikonéw badanych loci bakteryjnych. Stanowia one cickawy element dyskusji
i polemiczny glos w literaturze przedmiotu, moga tez by¢ przedmiotem przyszlych badan.
'Na-'uznanié zashuguje fakt, ze autorka wiasciwie zadbala o ‘propagowanie wiasnych
osiggnie¢ badawczych i test genetyczny quqcy'przedmiotemr fej pracy opisano w ksiazee

z cyklu: ,,Forensic DNA Typing Protocols” wydawanej przez wydawnictwo Springer.

mgr Joanna Chamier-Cieminska jest pierwszym autorem artykulu oryginalnego pt.
»mRNA heptaplex protocol for distinguishing between menstrual and peripheral blood”
opublikowanego réwniez w czasopi$mie Forensic Science International: Genetics.

Artykut ma standardowa konstrukcje. Wstep bardzo dobrze wprowadza w tematyke
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badawcza wyjasniajac w jakich okolicznosciach test genetyczny umozliwiajacy
réznicowanie krwi menstruacyjnej i obwodowej moze znalezé zastosowanie. Mimo, ze
stwierdzono, iz w praktyce wykorzystanie metod identyfikacji tkanek, czy wydzielin
ludzkich jest rzadkie i przedstawiono inne dostgpne metody identyfikacji krwi
miesigezkowej, w tym metody polegajace na zastosowaniu analizy mRNA, praca robi krok
naprzéd w kierunku jakosci badania. Cel pracy, zgodnie z ktérym, postawiono sobie
zadanie odpowiedzi na pojedyncze pytanie (krew obwodowa czy menstruacyjna) osiggajac
Jednak wysoka wiarygodno$é wyniku, bardzo dobtze wpisuje si¢ w ogélng koncepcje tej
pracy doktorskiej. W artykule znajduje sie 6 tabel i 2 rysunki, zacytowano 30 pozycji
literatury. W sekcji materiatow i metod mozna znalesé kompletna procedure pozwalajaca
na przeprowadzenie badai za pomocy opracowanego heptapleksowego testu
genetycznego, ktory uzupelniono o szezegblowa metode interpretacji uzyskanych
wynikéw. Taki system do analizy jest bez Wwatpienia duzym osiagnieciem badawczym.
Test zawiera az 4 markery krwi menstruacyjnej/wydzieliny z pochwy, w tym dwie
metaloproteinazy, ktére $3 najlepszymi markerami pozwalajacymi na identyfikacje krwi
miesigczkowej (potwierdzono to réwniez w obecnych badaniach). Pozostate trzy loci, to
dwa markery krwi obwodowej i jeden gen referencyjny, ktérym jak w poprzedniej pracy
jest G6PDH. Potwierdzono brak specyficznodci markeréw HBD1 i MUC4, dla ktérych
uzyskano stabo pozytywny wynik w przypadku analizy §liny oraz obu metaloproteinaz,
ktére réwniez daly wynik stabo pozytywny w przypadku wydzieliny z pochwy. Uzyskana
ogblng czulo$é testu multipleksowego nalezy wuznaé za wysoka i wystarczajaca
w kontekscie stosowanych obecnie metod identyfikacji 6sobniczej stosowanych
W genetyce sagdowej. Poszczegblne markery wykazywaly rézna czuloéé. Taki wynik jest
czgsciowo spodziewany po analizie rysunku nr 1, w ktérym zauwazalny jest znaczacy brak
zbalansowania sygnatu dla kolejnych loci (réznica od ok. 400 do 2000 RFU). Czy rbznice
te byly powtarzalne dla réznych prc’)bek? Najbardziej wrazliwe na niskie stezenia RNA
okazaly si¢ jednak loci MUC4 i G6PDH. Ten drugi wynik jest nieco zaskakujacy
w kontekscie wynikéw uzyskanych w poprzedniej publikacji, w ktérej korzystano z tych
samych starterow PCR. Czy nizsza czutosé uzyskana w kolejnych eksperymentach wynika
z specyfiki obecnej reakcji multipleksowej? Dobre wyniki pokazal eksperyment z analiza
mieszanin materié}u biologicznego. Ograniczenia metody pod tym wzgledem, ktére
rzetelnie wykazano, nic mozna uznaé za niespodziewane, gdyz zwigzane sa
z ograniczeniami samej metody PCR. Przeprowadzone eksperymenty walidacyjne
Opracowanego testu genetycznego, w tym analiza starych §ladéw biologicznych, pozwolily
na jego zastosowanie w praktyce opiniodawczej. Przedstawiony przepadek kryminalny
dobrze ilustruje mozliwoéci praktycznego wykorzystania opracowanej metody i jest

ciekawym elementem publikacji.
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Przedstawiona rozprawa doktorska bez watpienia stanowi oryginalne rozwiazanie
problemu identy'ﬁkacji wydzieliny z pochwy, oraz réznicowania krwi obwodowej

i menstruacyjnej za pomoca nowoczesnych metod biologii molekularnej. Pani mgr

Chamier-Ciemifiska wykazata si¢ duza ogélng wiedza teoretyczng w temacie identyfikacji

plynéw ustrojowych czlowieka metodami biologii molekularnej, a praca przegladowa,
ktérej jest pierwszym autorem, jest interesujacym doniesieniem na ten temat.
Z przedstawionych prac eksperymentalnych wynika, ze doktorantka posiada umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a jej indywidualny wktad w powstanie
publikacji jest zasadniczy. Jak wynika z przeszukania bazy danych Scopus (28.02.2015r.)
doktorantka Jest wspbtautorem w sumie 7 prac, ktére zacytowano 23 razy i obliczony dla
niej indeks H = 3. Ten wynik nalezy uznaé za bardzo dobry w kontekscie dyscypliny jaka
jest genetyka sadowa. Warto przy tym zauwazy¢, ze az 8 z wspomnianych cytacji uzyskat
artykut z 2013 roku wchodzacy w sktad doktoratu.

Reasumujac, stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska mgr Joanny Chamier-
Ciemifiskiej spelnia warunki okre§lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki po
zmianach wprowadzonych w Ustawie z dnia 18 marca 2011 r. Wobec powyzszego
zwracam sig z prosbg do Wysokiej Rady Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr

.foanny Chamier-Cieminskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

W uznaniu tego, ze opracowane metddy zostaly wdrozone i sa wykorzystywane
w praktyce, a doktorantka zadbala réwniez o jak najszersze propagowanie osiggnieé
przygotowujgc dodatkowsa anglojezyczna publikacie ksigzkows opracowanego protokotu

badawczego, proponuje wyr6znié recenzowang pracg doktorska.
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