Warszawa., dn. 15.06.2022 r.

Prof. dr hab. med. Pawel Krajewski
z Zaktadu Medycyny Sadowej WUM
ul. W.Oczki 1. 02-007 Warszawa

RECENZJA

rozprawy doktorskiej lek. Macieja Janicy

Wplyw warunkéw srodowiska zewnegtrznego na ujawnianie i identyfikacje sladow krwi

Sporzadzona zgodnie z uchwalg Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku z
dnia 28.04.2022 1.

Slady krwi, od poczatku istnienia wspolczesnej kryminalistyki. stanowia jeden z
najwazniejszych dowoddw, na ktorych opiera si¢ rekonstrukcja zdarzen zwigzanych z
przestgpstwami przeciwko zyciu i zdrowiu. W zwiazku z postgpem nauk biologicznych
wielokierunkowa analiza sladow krwawych jest obecnie dziedzing kryminalistyki. ktorej celem
Jest nie tylko podjecie proby genetycznej identyfikacji osoby bedacej zrodlem krwawienia, ale
rowniez rekonstrukcja przebiegu zdarzenia i weryfikacja osobowych Zrodet dowodowych w
oparciu o umiejscowienie, ksztatt, wielkos¢ §ladow krwawych i co nie mniej istotne, ujawnienie
sladow krwawych. ktore byly poddane po zdarzeniu probom usuniecia.

W tej ostatniej sytuacji z reguly plamy wykrywane sg przy uzyciu alternatywnych zrodet
swiatla o okreslonej dhugosci fali lub przy zastosowaniu chemiluminescencji, najczesciej przy
zastosowaniu luminolu. Nowszym odczynnikiem o podobnym zastosowaniu. pozbawionym
podstawowej wady luminolu tj. nietrwalosci przygotowanego roztworu, jest odczynnik

Bluestar Forensic.

Doktorant sformulowal nastepujace cele badawcze:
1. Ocena mozliwosci wykorzystania Zrodla swiatla alternatywnego (ALS) w celu
odr6znienia sladow krwi od §ladéw pozorowanych
2. Ustalenie poziomu czufosci metody wizualizacji plam krwi przy uzyciu zrodla

alternatywnego swiatla ALS oraz Bluestar Forensic



Ocena mozliwosci wizualizacji plam krwi poddanych zréznicowanym warunkom

(0%

srodowiska zewnetrznego
4. Ocena mozliwosci identyfikacji genetycznej $ladow krwi ludzkiej ujawnionych za

pomocg swiatla alternatywnego (ALS) oraz preparatu Bluestar Forensic.

Przedstawiona praca ma uklad klasyczny, liczy w sumie 121 stron, sklada sie z
dwunastu rozdzialow obejmujacych : wstep, cel pracy i zalozenia badawcze, materiat i metody,
wyniki, dyskusje, wnioski. Zakonczenie pracy stanowig rozdzialty zawierajace streszczenie w
jgzyku polskim i angielskim, bibliografie, spisy rycin i tabel oraz wykaz skrotow
wykorzystanych w pracy.

Szeroki wstep, liczacy 40 stron, podzielony na 21 podrozdzialow w sposob przejrzysty
wprowadza czytelnika w problematyke analizy sladow krwawych.

Poczawszy od fizjologii krwi jako tkanki, przez taktyke badania sladow krwawych na
migjscu zdarzenia, mechanizm powstawania plam krwawych z uwzglednieniem warunkow do
przedstawienia wspolczesnych metod wykrywania i badan identyfikacyjnych s$ladow
krwawych.

Celem pracy jest udzielenie odpowiedzi na pytania postawione powyzej (na marginesie
nie rozumiem, dlaczego numeracja celow pracy zaczyna sie od numeru 3).

Material badawczy pracy stanowi material biologiczny w postaci 42 probek krwi oraz
krew pobrana od 0sob zmartych oraz materiat pozorowany w postaci soku pomidorowego oraz
czerwonej farby — nie podano jej rodzaju.

W pierwszej czgsci badania krew zostala naniesiona na rézne podtoza — skorodowany
metal, drewno, tkaning bawelniang, kolorowe liscie brzozy, ziemie ogrodowa oraz fragment
kosci zwierzgcej, na te same materialy zostal naniesiony materiat pozorowany . Po wyschnieciu
plamy byly badane przy uzyciu zrodta $wiatla alternatywnego z zastosowaniem stosownych
filtrow. W nastgpnym etapie plamy krwi nalozone na te same materialy zacierano przy pomocy
czyszczenia powierzchniowego, pary wodnej, hodowli grzybow saprofitycznych a nastepnie
wizualizowane przy uzyciu alternatywnego zrodla $wiatla oraz odczynnika Bluestar Forensic a
nastgpnie powtarzano w odstepach 7 dniowych przez 56 dni. Wyniki tego etapu poréwnywano
z przygotowanymi rozcienczeniami krwi w wodzie destylowanej nakladanej na podioza o
roznych wilasciwosciach fizykochemicznych.

Kolejnym etapem badania byla ocena mozliwoéci oznaczenia profili DNA, przy

uzyciu zestawu AmpFLSTR NGM Amplification Kit, z probek plam, ktore zostaly ujawnione



przy uzyciu alternatywnego zrodla swiatla oraz preparatu Bluestar Forensic przed i po
zacieraniu.

Wyniki pracy wykazaly brak mozliwosci wizualizacji przy uzyciu alternatywnego
zrodla swiatta (ALS) w odniesieniu do plam krwawych naniesionych na skorodowany metal.
ziemi¢ ogrodowa i liscie oraz ograniczenie mozliwosci uwidocznienia plam na kosci
zwierzgeej, natomiast pozorowane plamy krwawe byly widoczne na wszystkich badanych
podlozach. W zwigzku z powyzszym mozliwo$é wizualizacji plam po zacieraniu badano
jedynie na podtozach kontrastowych tj. drewnie i tkaninie bawelnianej. na ktérych po uzyciu
ALS udawalo si¢ uwidoczni¢ plamy po szeregu cyklach z uzyciem mydta i pary wodnej. W
kazdym przypadku zacierania plam, uzycie chemiluminescencji przy zastosowaniu odczynnika
Bluestar Forensic wykazalo obecnos¢ reakcji. Kolejny etap badania polegal na badaniu
rozcienczenia krwi, w ktorych wykrywalne byly jej plamy, najlepsza wykrywalnos¢ uzyskano
na powierzchni bialej szkliwionej plytki w przypadku uzycia preparatu Bluestar Forensic
1:100000, jednak w przypadku podtozy chtonnych reakcja barwna chemiluminescencji byla
widoczna do rozcienczenia 1:1000, za$ uzycie ALS w tych warunkach pozwolito na wykrycie
plam przy rozcienczeniu do 1:600. Ostatnim etapem pracy byta ocena mozliwosci identyfikacji
genetycznej plam krwi poddanym kolejnym rozcienczeniom, ujawnianych przy pomocy ALS
i odczynnika Bluestar. Przy uzyciu zestawu AmpFLSTR NGM 100% oznaczalno$é¢ loci
zestawu uzyskano dla rozcieficzen krwi do 1:5000, w przypadku plam zacieranych pehne
profile ta metoda uzyskano dla ilosci DNA przekraczajacych 0,1 ng.

Uzyskane wyniki zostaly poddane na 12 stronach dyskusji w oparciu o aktualne
pismiennictwo, w ktorej Doktorant skoncentrowal si¢ przede wszystkim na czynnikach
zewnetrznych utrudniajacych uzyskanie pelnego profilu DNA. Ostatni akapit dyskusji
dotyczy wplywu warunkéw $rodowiskowych na mozliwos¢ wykrycia krétkolancuchowych

fragmentéw RNA, co nie ma zwigzku z prowadzonymi badaniami.

W oparciu o uzyskane wyniki oraz ich dyskusje doktorant sformutowat cztery wnioski

stanowigce odpowiedzi na zagadnienia zawarte w celach pracy.

1. Uzycie zrédia Swiatta alternatywnego ALS ulatwia ujawnianie plam krwi
oraz dyskryminacj¢ plam pozorowanych przy zastosowaniu odpowiedniej kombinacji
dlugosci fali Swiatta oraz filtra odcinajacego. ALS nie pozwala na zréznicowanie $ladu krwi

Jjako pochodzgcego od osoby zywej, czy zmarlej.
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2. Uzycie zrodla swiatla alternatywnego ALS umozliwia wizualizacje plam krwi
poddanych zacieraniu na réznych podlozach kontrastowych, przy zastosowaniu odpowiedniej
wizualizacje plam zatartych i silnie rozcieniczonych. Cechy strukturalne podioza. na ktérym
wystepuja slady wptywajg na ich wyglad w swietle dziennym oraz w $wietle alternatywnym.
Wplywaja rowniez na intensywnos¢ fluorescencji i absorbcji fali $wietlnej. co ma decydujace
znaczenie w procesie ich ujawnienia i identyfikacji

3. Zrédlo $wiatla alternatywnego ALS moze by¢ wykorzystane jako szybka i czuta
metoda do wstepnego rozpoznania oraz wytypowania do dalszych badan identyfikacyjnych,
nawet stabo widocznych sladéw krwi pochodzenia ludzkiego poddanych zacieraniu. Preparat
Bluestar Forensic jest skuteczniejszy w wizualizacji plam krwi rozcienczonych (nawet do
1:100000 )

4. Czynniki zewngtrzne dzialajace na podloze i plame krwi. w istotny sposob
ograniczajg mozliwosci wizualizacji i identyfikacji genetycznej. Trudnosci te dotycza
najwezesniej alleli D2S1338, D16S639, D18S51, FGA, D12S391 ukfadu NGM PCR
Amplification Kit. Nie zaobserwowano stalej kolejnosei ,,wypadania™ alleli.

Ujawnienie zatartych i rozcieficzonych $ladow krwi umozliwia petng identyfikacje
genetyczng materiatu w przypadku poziomu stezen powyzej 0,1 ng i rozcienczenia materiatu
1:20000.

W tym miejscu musz¢ zwréci¢ uwage, ze stosowane przez Doktoranta w pkt 4

wnioskow okreslenie ..stezenie powyzej 0,1 ng” (podobnie jak w pozostalej czesci pracy)

odnosi si¢ do masy, za$ stezenie winno by¢ wyrazone w innych jednostkach np. ng/pl.

Dysertacja uzupelniona jest adekwatnic dobranym do tematu badan, aktualnym
pismiennictwem liczacym 124 pozycje. w wigkszosci anglojezycznym, nalezy jednak zwrocié
uwage, ze pozycje pismiennictwa oznaczone 23 i 25 pokrywajg si¢ ze soba.

Praca jest przejrzysta i czytelna, starannie przygotowana pod wzgledem graficznym i
jezykowym, jednak doktorant nie ustrzegt dos¢ licznych bledéw edytorskich, ktore wymagajg
poprawy.

Podsumowujac stwierdzam, ze z puntu widzenia medyka sadowego. praca jest ciekawa, jej cele
zostaly sformulowane prawidtowo, zastosowano prawidlowsa i adekwatng do materialu

metodyke badawczg.



Podsumowujac uwazam. ze praca lek. Macieja Janicy ..Wplyw warunkéw srodowiska
zewngtrznego na ujawnianie i identyfikacje sladow krwi™ stanowi rozwiazanie problemu
naukowego oraz spelnia kryteria stawiane dysertacjom naukowym na stopien doktora nauk
medycznych w zakresie medycyny. okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 13 marca 2003 o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2003 nr 65, poz. 595 z pdzn. zm).

W zwigzku z tym mam zaszczyt przedstawi¢ Senatowi Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku wniosek o dopuszczenie lek. Macieja Janicy do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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