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Zaklad Patomorfologii i Weterynarii Sadowej

Katedra Patologii

Wydziat Medycyny Weterynaryjnej

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu

Recenzja
rozprawy doktorskie] mgr inz. Matgorzaty Greli

pt. ,, Wykorzystanie technik biologii molekularnej i nowoczesnych metod obrazowania

radiologicznego na potrzeby opiniowania sagdowo-weterynaryjnego”

(- The use of molecular biology techniques and modern radiological imaging methods for

forensic veterinary assessment™)

W wykonaniu uchwaty Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie z dnia 24 czerwca 2021 r., przedkladam recenzje rozprawy doktorskiej mgr inz.
Malgorzaty Greli pt. ,,Wykorzystanie technik biologii molekularnej i nowoczesnych metod
obrazowania  radiologicznego na  potrzeby  opiniowania sgdowo-weterynaryjnego”,
przygotowanej pod kierunkiem naukowym prof. dr hab, Magdaleny Gryzinskiej oraz dr. hab.

Piotra Listosa, prof. uczelni.

Weterynaria sgdowa jest stosowang nauka medyczno-weterynaryjna oparta w duzej
mierze o patomorfologie i nauki kliniczne. Lekarze weterynarii sa powolywani przez policje,
prokuraturg i/lub sady powszechne do wydawania opinii. Coraz wieksza réznorodnosé czynow
tamigcych przepisy wynikajace m.in. z ustawy o ochronie zwierzat zmusza bieglych lekarzy

weterynarii do  stosowania roznych, coraz nowoczesniejszych, nierzadko wysoce
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specjalistycznych technik badawczych. W wielu przypadkach stosowane zazwyczaj badanie
sekcyjne poparte badaniem histopatologicznym i np. toksykologicznym nie jest wystarczajace do
odpowiedzi na pytania zawarte w Postanowieniu o dopuszczeniu dowodu z opinii bieglego,
kierowane przez ww. jednostki. Z kolei wzrost przestgpczosci, nierzadko skrajne, obarczone
duzym okrucienstwem, zachowania ludzi wzgledem zwierzat, czy tez np. préby oszustw
wynikajgce z duzej wartosci zwierzat hodowlanych lub produktéw pochodzenia zwierzecego
obligujg organy $cigania do uzyskania od bieglych sadowych lekarzy weterynarii rzetelnych,
niepodwazalnych argumentéw i koficowych, jednoznacznych wnioskow ekspertyz sadowo-

weterynaryjnych.

Problematyka podjgta przez Doktorantke jest tematem istotnym, zaréwno
z teoretycznego, jak i praktycznego punktu widzenia. Na doniosto$é omawianego zagadnienia
oraz zasadno$¢ zainteresowania si¢ problemem wskazuje wpasowanie podjetej problematyki
badawczej w ramy szeroko rozumianej diagnostyki posmiertnej oraz identyfikacji zwlok
zwierzgcych, do ktérych to czynnodei coraz czedciej sa powolywani lekarze weterynarii przez

odpowiednie stuzby i organy administracji.

Oceniang pracg doktorska stanowi liczacy 95 stron maszynopis, skladajacy sie ze
streszezenia w jezyku polskim i angielskim, wstgpu, celu pracy oraz wiekszych czesci
zatytwtlowanych: materiat i metody, wyniki, podsumowanie i wnioski, pismiennictwo.
Pismiennictwo dotaczone do opracowania zawiera 43 pozycie z lat 1997 oraz 2004-2021.
Pozycje cytowane w opracowaniu sg wybranymi z liczniejszej grupy artykuléw cytowanych w
sktadowych omawianego opracowania. Na koficu manuskryptu zataczono publikacje wchodzace
w skiad rozprawy doktorskiej oraz dwa zalgczniki: O$wiadczenia Wspétautoréw publikaciji

naukowych wchodzacych w sktad pracy doktorskiej oraz Wykaz dorobku naukowego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska sklada sie z cyklu 4 publikacji, ktére
ukazaly si¢ w 3 czasopismach anglojezycznych i jednym czasopi$mie polskim, publikujacym
takze w jezyku angielskim. Czasopisma te znajdujg si¢ na liscie JCR i posiadajg tzw. czynnik

wplywu (impact factor, IF), ktory tacznie wynosit 3,446,
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Prace te ukazaly si¢ w latach 2018 (1 praca) i 2021 (3 prace):

~ .Imaging techniques as a method of sectional examination in forensic veterinary medicines >

ukazata si¢ w czasopiémie Medycyna Weterynaryjna w 2018 roku (74:751-758),

~ ,Post-mortem analysis of gunshot wounds to the head and thorax in dogs by computed
tomography, radiography and forensic necropsy” opublikowano w czasopismie Medicine,
Sciences and the Law, w 2021 roku (61:105-113),

— ,Development of an STR panel for individual identification and determination of the degree
of relationship between American mink (Neovision Vision)” opublikowano

w Australian Journal of Forensic Sciences w roku 2021 (53: 128-137),

- ,Effectiveness of various methods of DNA isolation from bones and teeth of animals
exposed to high temperature” ukazata si¢ w Journal of Forensic and Legal Medicine
w2021 r, (78:102131).

Jak wspomniano wyzej faczny IF ww. prac stanowigcych cykl wynosi 3,446, za$ punktacja wg
listy MNiSW 225. We wszystkich pracach z cyklu Doktorantka jest pierwszym autorem, a w
dwoch takze autorem korespondencyjnym. Wklad pracy wiasnej w powstanie powyzszego cyklu
okresla Doktorantka na poziomie 65 %, co stanowi dobra, $wiadczaca o Jej istotnym wkiadzie
wartos¢. W odpowiednich o$wiadczeniach Wspdlautorzy potwierdzili swéj i Doktorantki wkiad

w powstanie ww. publikacji.

W ww. powigzanych tematycznie publikacjach Doktorantka starala sic wykazaé
uzytecznos¢ nowoczesnych technik obrazowania radiologicznego dla potrzeb opiniowania
sadowo-weterynaryjnego na przykladzie posmiertnej diagnostyki ran postrzatowych oraz
opracowa¢ procedury identyfikacji genetycznej zwierzat w aspekcie opiniowania sadowo-
weterynaryjnego, w tym zaprojektowa¢ panel markeréw mikrosatelitarnych do identyfikacji
osobniczej i ustalenia pokrewiefistwa norek amerykanskich oraz opracowaé metody
umozliwiajgce identyfikacje gatunkowa psa na podstawie szczatkéw kostnych poddanych

dziataniu wysokiej temperatury.
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Materiat badawczy do analiz radiologicznych obejmowat zwloki 13 pséw domowych,
mieszancéw, ktdre z racji zmian starczych, wskazan lekarskich oraz woli wiascicieli poddano
eutanazji. Badania wykonano ostrzeliwujac zwloki psow, tj. ich glowy oraz klatki piersiowe
z réznych odleglosci i przy uzyciu réznego rodzaju amunicji. Nastepnie zwhoki psow poddano
badaniom radiograficznym i tomograficznym, a po nich wykonano sekcyjne badanie sadowo-

weterynaryjne.

Diagnostyka RTG i TK powstalych obrazen glowy pozwolita na otrzymanie obrazéw
i danych, na podstawie ktérych opracowano tréjwymiarowe modele pozwalajace precyzyjnie
okresli¢ przestrzenng lokalizacje ciat obcych i tor pocisku. Szezegdlnie istotna wg Doktorantki
byla diagnostyka wieloodlamowych zlaman kosci czaszki na podstawie otrzymanych
rekonstrukeji 3-D oraz mozliwo$é zobrazowania obrazen postrzatowych w wyniku dziatania
pociskéw Srutowych. Badania sekeyjne w przypadkach analizy obrazen postrzalowych glowy
pozwolity okresli¢ charakter i zakres uszkodzen tkanek migkkich i kogci w zaleznosci od rodzaju

pocisku i odleglosci z jakiej oddano strzaly.

W zakresie obrazen postrzatowych klatki piersiowej diagnostyka RTG i TK pozwolily na
dokladne zobrazowanie powstalych uszkodzefi tkanki kostnej, umozliwily identyfikacje
1 lokalizacje metalicznych ciat obcych — pociskéw lub ich fragmentow, co utatwilo, jak pisze
Doktorantka, zebranie ,dowodéw rzeczowych” oraz stanowilo cemne wskazowki do
zaplanowania i wykonania obdukcji sgdowo-weterynaryjnej. Badanie sekcyjne uwidocznito
roznice w rozleglosci uszkodzen kosci (zeber) i tkanek migkkich w zaleznosci od rodzaju,

kalibru i typu uzytej amunicji oraz odleglosci z jakiej oddano strzaty.

Zdaniem Doktorantki analiza przy uzyciu tomografu komputerowego byta w obu przypadkach,
tj. oceny uszkodzen ran postrzalowych glowy oraz oceny uszkodzer ran postrzalowych klatki
piersiowej, dokladniejsza i bardziej uzyteczna anizeli klasyczne radiogramy, co wydaje si¢ byé

zrozumiate chociazby ze wzgledu na jakoéé obrazowania.

Wyniki tych analiz zostaly opublikowane w jednym z wymienionych wyzej artykutdw w

czasopismie Medicine, Sciences and the Law.
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Przed opisaniem ww. wynikéw Doktoranta opublikowata w Medycynie Weterynaryjnej
(2018) obszemy artykut przegladowy szeroko opisujgcy techniki obrazowania wykorzystywane
w weterynarii sagdowej: klasyczng radiologie, tomografi¢ komputerowa, rezonans magnetyczny,
fotogrametrie ze skanowaniem powierzchni ciata oraz nowatorski projekt pod nazwg Virtopsy®.

W omawianym artykule szeroko opisano zalety i ograniczenia ww. metod i technik badawczych.

Drugim aspektem badawczym podjetym przez Doktorantke byly badania molekularne
dotyczace identyfikacji osobniczej norek amerykanskich oraz identyfikacja gatunkowa
spalonych szczgtkéw zwierzgcych (psich). Do wykonania pierwszego z wymienionych oznaczen
pobrano tkanki od norek hodowlanych i wolnozyjacych, po 40 sztuk z kazdej populacji, a
badania te wykonano na podstawie zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na
Zwierzgtach w Lublinie. Badania wykonano po izolacji DNA z wykorzystaniem metod PCR, a
nastgpnie po odpowiedniej analizie przy uzyciu programéw Cervus 3.0.3 oraz Powerstats. W
wyniku przeprowadzonych badan genetycznych opracowano panel mikrosatelitarny ztozony z 13
polimorficznych loci STR, ki6ry moze stanowié przydatne narzgdzie w praktyce sadowo
weterynaryjnej, w sprawach cywilnych i/lub karnych z zakresu identyfikacji zwierzat zywych,

martwych czy tez produktéw przemystu futrzarskiego.

Natomiast do badar identyfikacji spalonych szczatkéw zwierzecych materiat pozyskano
w trakcie nekropsji zwlok pséw (14 osobnikéw, mieszancéw o masie ok 30 kg) stanowiacych
material naukowo-dydaktyczny Zakladu Patomorfologii i Weterynarii Sadowej Wydzialu
Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Ze zwlok psdw pobrano
fragmenty kosci udowych oraz zdrowe zgby - kly, ktére spalano w réznym czasie (5, 10, 15, 30,
45 i 60 minut) w temperaturze 400°C, a nastepnie po odwapnieniu otrzymanego materiahu
izolowano DNA przy uzyciu trzech réznych testow komercyjnych oraz metods organiczna
(fenolowo-chloroformowa). Wykazano, ze wszystkie techniki za wyjatkiem metody organicznej
pozwalaly na skuteczng ekstrakcje materiatu genetycznego z kosci i zgbdw spalanych w czasie
od 5 do 15 minut. Metoda organiczna byla skuteczna tylko dla materiatu spalanego w czasie 5 i
10 minut. Bez wzgledu na zastosowang metod¢ wykazano mozliwosé wickszego pozyskania
DNA z koéci niz z zebéw, a mitochondrialny DNA dominowat w wyizolowanym materiale
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genetycznym. Na podstawie wykonanych oznaczen i poréwnan stwierdzono, ze wykonanie
identyfikacji gatunkowej szczatkéw psa, tj. kosci 1 zgbdw spalanych w temp 400 °C przez 5, 10,
15 minut jest mozliwa przy przeprowadzaniu izolacji DNA zestawem QIAmp® DNA

Investigator Kit.

Wyniki opisanych wyzej badan molekularnych dotyczacych mozliwosei identyfikacji
osobniczej norek amerykanskich oraz identyfikacji gatunkowej spalonych szczatkow
zwierzgcych (psich) opublikowano w dwoéch kolejnych pracach z ocenianego cyklu,
w czasopismach Australian Journal of Forensic Sciences oraz w Journal of Forensic and Legal

Medicine.

Na podstawie przeprowadzonych badan 1 oznaczen Doktorantka, Pani mgr inz.
Malgorzata Grela, sformulowata osiem logicznych i wynikajacych z otrzymanych wynikéw
wnioskow. Poprzedzita je trafnymi sformutowaniami, cyt. ,,Nowoczesne metody obrazowania
radiologicznego (np. tomografia komputerowa) mimo wysokiej wartosci diagnostycznej
i dowodowej, wcigZz stanowig novum w obszarze pos$miertnej diagnostyki sadowo-
weterynaryjnej (...). Istotng role w ujawnieniu prawdy materialne] przez bieglego lekarza
weterynarii odgrywaja takze techniki biologii molekularnej, zwlaszcza te zwigzane z analizg

materiatu genetycznego™.

Uwagi jakie mam do Doktorantki dotycza gtéwnie otrzymanej rozprawy doktorskiej jak o

catosci, a nie opublikowanych artykulow, sg nastepujace:

— na stronie 20 opracowania Doktorantka pisze o kiach w jezyku polskim w liczbie mnogiej,

zas$ tacinskie thumaczenie odnosi si¢ do liczby pojedynczej;

- na stronach 18, 22 i 24 w rozdziatach Material i metody oraz Wyniki jest inna kolejnosé
zdarzen w odniesieniu do badan sekcyjnych i radiologicznych. Wg opisu w ustgpie Materiat i
metody najpierw wykonano badania radiologiczne, a dopiero po nich sekcyine, zas wg
Wynikéw pierwsza byla sekcja sadowo-weterynaryjna, a po niej po$miertne badania
obrazowe (RTG i TK). Ta druga kolejnos¢ wydaje sie¢ nielogiczna i jest niespéjna z

pierwszym z wyciagnietych wnioskow;
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— z osmiu wnioskéw, ostatni, ktéry brzmi cyt. ,Kluczowe znaczenie dla uzyskania
wiarygodnych wynikéw identyfikacji genetycznej spalonych szczatkéw kostnych ma
odpowiednie przygotowanie probek oraz zastosowanie wlasciwej metody izolacji” nie odnosi
si¢ jedynie do przeprowadzonego doswiadczenia, jest zbyt ogdlny i w mojej ocenie zbedny.
W przypadku jakiegokolwiek oznaczenia laboratoryjnego cyt.: ,,odpowiednie przygotowanie
probek oraz zastosowanie whasciwej metody izolacji” jest zasada sine qua nom do

otrzymania wiarygodnych, uczciwych wynikow.

Powyzsze uwagi w zadnym stopniu nie umniejszaja wartosci naukowej pracy, kiora
oceniam wysoko. Stanowi ona wartosciowy dorobek naukowy, a jej sktadowe beda liczacy sie
pozycja w piSmiennictwie dotyczacym mozliwosci identyfikacyjnych zwierzat w aspekcie
opiniowania sgdowo-weterynaryjnego. Opracowanie napisane jest starannie, czyta si¢ je z

przyjemnoscig i ciekawoscig.

Reasumujge, stwierdzam, ze Przedstawiona do recenzji praca doktorska w postaci cyklu
czterech artykuléw naukowych jest spdjnym, w zakresie bardzo szeroko rozumianej tematyki
weterynaryjno-sadowej, materiatem naukowym. Opublikowane w czasopismach z listy JCR
prace byly recenzowane przez co najmniej dwoch niezaleznych recenzentéw wybranych przez
wydawcOw, co w znacznej mierze ogranicza dalsza dyskusje, bowiem jest dowodem na
usuniecie ewentualnych usterek i niedoskonalosci przed ich publikacja. Istotna warto$cig
przedstawionej pracy jest to, Ze mimo teoretycznie réznych analiz (sekcyjne i radiologiczne oraz
genetyczne), opisane na okreslonym gatunku zwierzat schematy badan moga by¢ zastosowane u

innych gatunk6w, co jest wazne w aspekcie opiniowania sgdowo-weterynaryjnego.

Uwazam, ze przediozona mi rozprawa stanowi oryginalne rozwiazanie przez Doktorantke
mgr inz. Matgorzate Grelg zagadnienia naukowego, wykazujac Jej ogdlng wiedze teoretyczng
oraz umiejgtnoé¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Praca odpowiada wymaganiom
okreslonym w art. 13. ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., Nr 65 poz. 595 z pdzn.
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zm.) w zw. Z art. 179 ust 3 ustawy z dnia 3 lipca 2018r. Przepisy wprowadzajace ustawe —

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 30 sierpnia 20018r. poz. 1669).

Na tej podstawie wnioskuje o dopuszczenie mgr inz. Malgorzaty Greli do dalszych
etapow przewodu doktorskiego oraz wyréznienie przedmiotowej rozprawy doktorskiej z racji jej

wysokiej jakosci i wartosci merytorycznej.

Z powazaniem



