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1. Imi¢ i nazwisko:

Magdalena Maria Spolnicka

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podanicm nazwy, micjsca i roku ich

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskicj

2016 — dyplom specjalisty w dziedzinic laboratoryjnej genetyki sgdowej:

2014 - $wiadectwo ukoniczenia kursu specjalistycznego dla kadry kierowniczej
Policji Sredniego szczebla zarzadzania, z zakresu zarzgdzania zasobami ludzkimi;
2006 - dyplom. doktor nauk medycznych, Uniwersytet Medyczny w Lodzi. Zakiad
i Katedra Medycyny Sadowej. praca finansowana przez KBN ze srodkéw na nauke
jako projekt badawczy — grant promotorski nr 2 P05A03129, wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. n. med. Jarostawa Berenta,

Tytul rozprawy: Polimorfizm STR niekodujgcego regionu genu ludzkiego hormonu
wzrostu (HumGH@) i jego wykorzystanie w identyfikacji osobniczej:

2003 - swiadectwo ukonczenia studiéw podyplomowych, Uniwersytet Jagiellonski
Wydzial Biotechnologii, Studia Podyplomowe, Biologia Molekularna;

2002 - swiadectwo posiadania uprawnien do wydawania opinii w imieniu
policyjnych laboratoriéw kryminalistycznych ze specjalnosci genetyka sadowa;
2001 - swiadectwo ukonczenia studium oficerskiego o profilu ckspertow
kryminalistyki, Wyzsza Szkola Policji w Szczytnie:

1998 — dyplom, mgr analityki medycznej, Akademia Medyczna im. L. Rydygiera

w Bydgoszczy, Wydzial Farmaceutyczny, kierunek: analityka medyczna.

3. Informacje o dotychezasowym zatrudnicniu w jednostkach naukowych

2011 - 2014 starszy specjalista badawczo -- techniczny Zakladu Biologii
Centralnego Laboratorium Kryminalistycznego Policji Instytutu Badawczego:

2014 - 2015 Zastgpca Kierownika Zakladu Biologii Centralnego Laboratorium
Kryminalistycznego Policji Instytutu Badawezego;

2015 - 2016 gléwny specjalista badawczo - techniczny Zakladu Biologii
Centralnego Laboratorium Kryminalistycznego Policji Instytutu Badawczego:

2016 - obecnie Kierownik Zakladu Biologii Centralnego Laboratorium

Kryminalistycznego Policji Instytutu Badawczego.
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4. Wskazanic osiggniccia wynikajycego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 mareca
2003 r. o stopniach naukewych i tytule naukowym oraz o stopniach i zakresie

sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

a) Tytul osiggni¢cia naukowego:

»Badanie uzyteczno$ci i walidacja markeréw wchodzacych w sklad modelu do
epigenetycznego przewidywania wieku”

Osiggnigcie  zostalo udokumentowane cyklem 4 oryginalnych publikowanych
w recenzowanych czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports
(ICR), ktérych sumaryczny IF wynosi 18,119, a tgczna liczba punktéw MNiSW to 145.

Wymienione prace powstaty po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych.

b) Autorzy, tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa:

* Spélnicka M., Zbie¢-Piekarska R., Jaskula E., Basak G., Jacewicz R., Pieta A.,
Makowska Z., Jedrzejczyk M., Wierzbowska A., Pluta A., Robak T., Berent J.,
Branicki W., Jedrzejczak W., Lange A., Ploski R., Donor age and
Clorfl32/MIR29B2C determine age-related methylation signature of blood after
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, 2016, Clin Epigenctics, 6 (8): 93

e Spolnicka M., Pospiech E., Peplonska B., Zbicé-Piekarska R., Makowska Z., Pi¢ta
A., Karlowska-Pik J., Ziemkiewicz B., Wezyk M., Gasperowicz P., Bednarczuk T.,
Barcikowska M., Zekanowski C., Ploski R., Branicki W., DNA methylation in
ELOVL2 and Clorfl32 correctly predicted chronological age of individuals from
three disease groups, 2018, Int J Legal Med., 132(1): 1-11

e Spélnicka M., Zbie¢-Piekarska R., Karp M., Machnicki M.M., Wtasiuk P.,
Makowska Z., Pieta A., Gambin T., Gasperowicz P., Branicki W., Giannopoulos K.,
Stoklosa T., Ploski R., DNA methylation signature in blood does not predict calendar
age in patients with chronic lymphocytic leukemia but may alert to the presence of
disease, 2018, Forensic Sci Int Genet. 34, 15-17

» Spélnicka M., Pospiech E., Adamczyk J. G., Freire-Aradas A., Peploniska B., Zbieé-
Piekarska R., Makowska Z., Pieta A., Lareu M. V., Phillips Ch., Ploski R.,
Zekanowski C., Branicki W.,: Modified aging of elite athletes revealed by analysis

of epigenetic age markers, 2018, Aging-US, hitps://doi.org/10.18632/aging.101385
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3. Omowicnie celu naukowego wiw prac, osiggnietych wynikow wraz z waioskami
naukowymi oraz oméwienic ich ewentualnego wykorzystania
Wstep
Stownik jezyka polskiego definiuje wick chronologiczny (zwanym rowniez
kalendarzowym Jub metrykalnym), jako dlugo$é zycia czlowieka od urodzenia do
danej chwili. Natomiast wiek jako cecha osobnicza jest oceng jednostki lub grupy
w stosunku do standardu, jaki wyznaczajg normy rozwojowe, bedace wartoscig srednig
cechy dla danej grupy wiekowej. Juz te dwie definicje pokazujg réznice pomiedzy
wiekiem chronologicznym, a wiekiem jako cecha osobnicza. na ktorg mogg mieé
wplyw nie tylko czynniki genetyczne, ale takze choroby lub styl zycia danej jednostki.
Od lat 80. ubieglego wieku uznano, ze wiarygodne biomarkery starzenia bedy
potrzebne do osiagnigcia takich celdw jak zrozumienie, spowolnienic. zatrzymanie,
a nawet odwrdcenie lego procesu.
Zamiast stosowa¢ wiek chronologiczny, ktéry jest niedoskonala, zaslgpczy miarg
procesu starzenia sig, Baker i Sprott zaproponowali identyfikacje biomarkeréw.
ktore moga dokiadnie i szybko przewidywa¢ funkcjonalnoséé osoby i ocenié, jak si¢
ona zmienia wraz z wiekiem - czyli zidentyfikowaé markery wieku biclogicznego
[Baker G. i1 Sprott R., 1988]. Osoby w tym samym wieku chronologicznym moga
wykazywa¢ bardzo rozne podatnosci na choroby zwigzane ze starzeniem sie i $miercig,
co prawdopodobnie odzwierciedla roznice w czynnikach lezacych u podstaw
biologicznych procesow starzenia [Levine M. E. i wsp., 2018].
Préby znalezienia biomarkeréw proceséw starzenia stanowia niczwykle wazny
kierunek wielu badan prowadzonych na $wiccic. Pomyslne ich zidentyfikowanie
wymagalo znacznych przeloméw technicznych. Pierwsze z nich obejmowaly
ukoriczenie projektu zsekwencjonowania ludzkiego genomu. postepéw w rozwoju
technologii mikromacierzy i rozwaju narzedzi biostatycznych [Laird. P. W. i WSp.
2010, Horvath S, Raj K., 2018]. Bardzo wazng zmiang w kulturze naukowej bylo
otwarcie dostgpu do danych., ktory doprowadzil do mozliwosci ich laczenia
t analizowania duzych zbioréw w ogélnodostepnych repozytoriach, takich jak Gene
Expression Omnibus (GEQ) [Edgar R. i wsp., 2002] i The Cancer Genome Atlas
{TCGA) [The Cancer Genome Atlas Research Netwok i wsp. 2013].
Obecnie ocena poziomu metylacji DNA (DNAmet) wybranych markeréw uwazana jest

za najbardziej obiecujgce zrédlo informacji na temat przewidywanego wieku.
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Wykazano, ze markery metylacji DNA przewyzszaja inne typy potencjalnych
czynnikéw predykcyjnych wieku, w tym skracanie telomerdw, zalezne od wieku
rearanzacje receptorow limfocytéw T (sjTREC) i stezenie mRNA [Zubakov D. i wsp.
2016, Jones MJ i wsp., 2015].

Metylacja DNA jest podstawowym procesem biochemicznym zachodzgcym
w genomie podczas rozwoju. Polega na kowalencyjnym dolaczeniu grupy metylowej
(-CH3) do atomu wegla w pozycji piatej cytozyny [Xu i wsp., 2004]. Wraz ze
starzeniem zachodzg zmiany we wzorcach metylacji DNA. Miejsce ciggdw CpG, ktore
zostaly nazwane wyspami CpG, s3 glownie hipermetylowane wraz z wiekiem,
natomiast CpG hipometylowane, zwykle znajduja si¢ poza nimi [Bekaert i wsp., 2015].
Udowodniono takze, ze uludzi w starzejacych si¢ w komorkach, lokalnie wystepuje
obfita metylacja cytozyn w wyspach CpG, kidre znajdujg si¢ w promotorach waznych
genéw [Lokk i wsp., 2014]. Obserwuje si¢ u nich stopniowg utrate zdolnosci ekspres;ji
niektérych genéw w wyniku hipermetylacji wysp CpG. Do tych genéw nalezg miedzy
innymi te, ktére koduja: biatka blokujace namnazanie komérek, biatka p53 blokujace
wzrost nowotworéw, czynniki transkrypcyjne zwigzane z mitochondriami, dysmutazy
ponadtlenkowe i lipooksygenazy [Sawicki i wsp., 2015].

Duza ilo$¢ loci metylacji DNA w genomie ludzkim, ktére sg liniowo skorelowane
z wiekiem i mogg uzupelniaé sie wzajemnie umozliwia bardzo dokladne oszacowanie
wicku okreslanego réwniez jako wiek epigenetyczny lub wiek metylacyjny/DNA
[Bocklandt S. iwsp., 2011, Hannum G. i wsp., 2012]. Wiek DNA jest nie tylko
odzwierciedleniem wieku chronologicznego, ale takze osobniczego. okredlancgo
rowniez jako biologiczny. Mechanizmy molekularne wplywajace na biomarkery
DNAmet, ktore mogg zmienia¢ predykcje wieku muszg by¢ dokiadnie poznane. co
przyczyni si¢ do pelnego wykorzystania ich potencjalu. Obecnie jedng z gtéwnych
kwestii do rozstrzygnigcia w epigenetyce i predykcji wieku jest 1o, czy obserwowane
zmiany sg wynikiem akumulacji ekspozycji i zdarzen, czy tez istnigje program bazowy
[Horvath S. i Raj K. i wsp. 2018, Marioni RE i wsp. 2015].

Zauwazono, ze Srodowisko i indywidualny styl zycia mogg wplyngé na genom
i powodowa¢ jego zmiany, ktore moga ujawnié si¢ na réznych etapach zycia danej
osoby, a nawet w pozZniejszych pokoleniach. Przeprowadzone ostatnio badania
potwierdzajg hipoteze, ze metylowane DNA dziala jako Igcznik miedzy ustalonym

genomem, a dynamicznym Srodowiskiem. Zmiany w modelach metylacji DNA
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nast¢pujg w odpowiedzi na stres srodowiskowy we wezesnym rozwoju lub pbzniej
jako mechanizm dlugookresowej adaptacji genomu. co umozliwia ekspresje roznych
fenotypéw [Vidaki, 2015]. Kilka badan dotyczacych blizniakow Jjednojajowych
wykazalo zwigzek pomigdzy $rodowiskiem. starzeniem sie, a dlugotrwalymi
epigenetycznymi zmianami w fenotypie [Fraga i wsp., 2005; Wong 1 wsp., 2005].
Blizniaki jednojajowe sg idealnym modelem do badania epigenetyki. poniewaz majg
takie same podstawy penetyczne, a w chwili oddzielania oba zarodki maja prawie
identyczne wzory metylacji. Wykazano rowniez, ze blizniaki w miodym wicku
wykazuja podobne ilosci metylacji DNA, podczas gdy w wieku starszym r0zZnig si¢
znacznie nie tylko w ilodci. ale takze w modelach metylacji DNA [Fraga i wsp.. 2005;
Bocklandt i wsp., 2011].

Dryl" epigenetyczny zdefiniowano jako zbiér zmian epigenetycznych nabytych wraz
z wiekiem, ktére moga byé zwigzane ze $rodowiskiem. w kiérym czlowiek si¢ starzeje.
Migjsca dryfu epigenetycznego sg unikalne dla osobnika i dlatego przyczyniaja si¢ do
zwigkszenia rozbieznosci migdzy epigenami ludzkimi w czasie. Z drugiej strony zegar
epigenetyczny reprezentuje odmienne zjawisko biologiczne. W 2013 . Horvath i inni
opublikowali artykuly identytikujgce miejsca metylacji DNA w genomie, ktére byty
tak niczawodnie zwigzane z wiekiem. ze mozna je bylo wykorzystaé do przewidywania
wicku powigzanego z procesami zwigzanymi z cyklem zyciowym [Horvath S.. 201 3]
Publikacja ta doprowadzila do wniosku, ze zegar epigenetyczny zasadniczo
odzwierciedla proces programowego starzenia si¢. Wystepuje on obok rosngcej
zmiennosci spowodowanej dryftem epigenetycznym w micjscach w genomie, kiore
niezawodnie "tykajy" wraz z wiekiem. Chociaz niekiére miejsca z zegara moga byé
powszechne w tkankach, kazda z nich moze w rzeczywistoéci mie¢ wlasny zestaw
"idealnych” migjsc zegarowych. Wykazano réwniez, ze DNAmet w réznych micjscach
CpG moze podlegaé odmiennym regulacjom [Bacalini MG i wsp. 2017). Zatem
sledzenie poszezegdlnych markerdw epigenetycznych moze zapewni¢ lepszy wglad
w procesy molekularne lezace u podstaw starzenia si¢ poprzez ujawnianie aklywnogcei
komorkowej i potencjalnych interakeji. w ktdrych biorg udzial kluczowe geny.

Ostatnic prace sugeruja, ze przyspieszone starzenie epigenctyczne, wynikajace z
roznicy pomiedzy wiekiem chronologicznym a biologicznym, jest zwigzane ze
zmniejszeniem  og6lnego stanu zdrowia lub stanu chorobowego i zwiekszong

smiertelnoscia [Marioni R. E. i wsp. 2015, Levine M. E. i wsp. 2018]. Epigenctyka

6
Zalyeznik nr 2 do wniosku o postgpowanic habilitacyjne



starzenia si¢ jest obiecujacym krokiem w kierunku $ledzenia lub poprawy zdrowia
starzejacej si¢ populacji. Dlatego tez dobor whasciwych biomarkeréw wieku bedzie
kluczowy dla zrozumienia proceséw starzenia organizméw poprzez zapewnienie
mierzalnego wyniku, ktory w przeciwiensiwie do przypadkéw s$mierci lub choroby nie
wymaga bardzo dlugich obserwacji. Warto zauwazyé, ze czynniki takie jak tyton,
alkohol, czynniki rakotworcze, stres lub choroby zakazne, a nawet dieta lub aktywnosé
fizyczna mogg wptywaé na metylacje DNA [Hannum G. i wsp., 2012, Mathers J. C. i
wsp., 2010]. Zbadanie, w jaki spos6b szacowany wiek epigenetyczny rézni si¢ w
grupie 0s6b w tym samym wieku chronologicznym, moze poméc w okresleniu
wplywu poszczegdlnych czynnikéw endogennych lub egzogennych na starzenie si¢

biologiczne.

W ostatnich latach réwniez na etapie prowadzonych postepowan karnych dostrzezono
potencjal w badaniach genetycznych nad wickiem cztowieka.

Stosowane powszechnie profilowanie DNA umozliwia jedynie identyfikacje osoby
poprzez  bezposrednic poréwnanie z profilem oznaczonym z materiatu
porownawczego, badz tez posrednie przy wykorzystaniu profili genetycznych oséb
spokrewnionych. Brak hipotezy na temat sprawcy przesigpstwa na etapic
prowadzonego dochodzenia ogranicza obecnie znaczaco przydatnosé analizy $ladow
biologicznych pozostawionych przez niego na migjscu zdarzenia. W przypadkach,
w ktorych nie ma wytypowanego podejrzanego, oznaczony profil DNA zostaje
wprowadzony do bazy danych DNA w celu uzyskania potencjalnego dopasowania
z profilami wczesniej w niej zgromadzonymi. Gdy nie dojdzie do dopasowania profilu
DNA oznaczonego ze $ladu ze zgromadzonymi w bazie badania genetyczne stajg sig
bezuzyteczne. Mozna zatem zdefiniowa¢ oczekiwania organéw $cigania prowadzgcych
postgpowania — istnieje potrzeba wspomozenia procesu wykrywezego w informacje
genetyczne, ktore pozwolg doprowadzi¢ do przestepcy, jedynie na podstawie
zostawionego przez niego na miejscu zdarzenia $ladu, czyli udzielenia odpowiedzi na

pytania jak ta osoba wyglada, ile ma lat, jaki styl zycia prowadzi.

Dlatego tez wyodrebnienic dodatkowych informacji dotyczacych pochodzenia
biogeograficznego lub wygladu fizycznego sprawcy, czy wieku mogyg okazaé si¢

bardzo uzyteczne w $ledztwach policyjnych. Informacja o wieku osoby moze
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uzupelnia¢ dane umozliwiajgc lepszy opis nieznanej osoby, co mogloby wspomagaé
wykonanie portretu pamigciowego podejrzanego, czy tez zawezenia liczby
potencjalnych podejrzanych [Kayser M. i wsp. 2009, Kayser M. i wsp. 2011].
Do chwili obecnej dobrze zbadanymi markami cech zewnetrznych (Externally Visible
Characteristics EVCs) sy markery polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP)
zwigzane z pigmentacig, np. zmiany w zabarwieniu tgczowki, wlosow i skory [Sulem
P. 1 wsp. 2007, Walsh S. i wsp. 2011, Walsh S. i wsp. 2014]. Jednak takic markery
pigmentacji mogg by¢ nieuzyteczne, w niektorych populacjach z niewielkg
zmiennoscig tej cechy, takich jak Azjaci i Afroamerykanie, natomiast wiek mozna
wykorzysta¢ niezaleznie od przynaleznosci etnicznej do przewidywania wygladu osoby
[Lee H.Y. i wsp. 2016]. Trudno tez zbagatelizowaé fakt, ze starzenie si¢ ma wyrazny
wplyw na niekidre cechy takie jak kolor wlosow, zmarszezki skory, czy lysienie
mg¢skie.

Postgp epigenetyki doprowadzit do identyfikacji wielu markeréw CpG, wykazujgcych
zalezne od wieku zmiany metylacji DNA w réznych typach tkanek i komérek. W kilku
badaniach zgloszono modele predykcyjne wieku. ktére mozna zastosowaé w szerokim
spektrum tkanek, a takze w oparciu o wykorzystanie krwi lub §liny ze znaczng
dokiadnoscig przewidywania (<5 lat) [Bocklandt S. i wsp. 2011: Hannum G. i wsp.
2012; Horvath 8. 2013; Weidner C. 1. i wsp. 2014]. Dlatego tcz w swojej pracy
naukowej zajgtam si¢ badaniem metylacji DNA, ktéra umozliwila selekcje loci
wykazujacych znaczng korelacje statusu metylacji z wiekiem biologicznym z krwi
ludzkicj [Zbie¢-Piekarska i wsp., 2015 a, b]. W badaniach w latach 2013 -2016 bylam
wykonaweg  projektu  w ramach, ktérego przy zastosowaniu technologii
pirosekwencjonowania przeanalizowaliSmy 41 miejsc CpG na zebranej probie
pochodzacej z krwi od 420 mezezyzn i kobiet w wieku od 2 do 75 lat. Uzywajac
danych otrzymanych z 300 probek zbudowalismy model oparly na pieciu CpG
wykazujagcych najwyzsza korelacjg, zlokalizowanych w  genach: ELOVL2,
Clorf132/MIR29B2C, TRIM59, KLF14 i FHL2. Metod¢ opracowano po
przeprowadzeniu analizy danych in silico oraz replikacji wynikéw uzyskanych przez
Hannum i wsp. To ograniczenie pozwolilo na uproszczenic analizy bez obnizenia
dokfadnosci predykcji, poniewaz zbudowany model pozwala na predykcic wieku z
bledem szacowania na poziomie 4.5 roku z krwi. Sredni bezwzgledny blad dla puli

testowej 120 probek wynosit 3,9 roku. Liczba poprawnych ustalen wieku, biorac pod
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uwage blad rzgdu + 5 lat, przekroczyla 85% w grupie ludzi mlodych (w wieku od 2 do
19 lat), natomiast w grupie wiekowej 60-75 lat, liczba poprawnych ustalen wieku
stanowila 50%. Precyzja szacunkéw zalezala od przedzialu wiekowego i u osob
starszych znaczaco malala. Opracowany model szacowania wieku jest dostepny online
w formie kalkulatora na stronie internetowej: http://www.agecalculator.ies.krakow.pl
[Zbie¢- Piekarska i wsp., 2015b].

Nasz model opieral si¢ na pomiarach poziomu metylacji markeréw zlokalizowanych
w 5 genach (wyspy CpG). Geny te sg lepiej lub gorzej poznane, koduja biatka biorace
udzial w podstawowych procesach biologicznych. 1tak: ELOVL2 koduje enzym
elongaza 2 kwasoéw tluszczowych bioracy udzial w syntezie dlugolancuchowych
wielonienasyconych kwaséw tluszczowych (PUFA). Jest to bialko transblonowe,
ktorego ekspresja na wysokim poziomie zachodzi w watrobie [Zbie¢-Piekarska i wsp.,
2015 a.]. Garagnani i wsp. (2012) wysnuli hipoteze, ze regulacja ekspresji ELOVL?2
przez metylacj¢ moze by¢ zwigzana z procesem starzenia, poniewaz wiadomo, ze
PUFA s zaangazowane w wazne procesy biologiczne. takie jak stan zapalny lub
wytwarzania energii. Stwierdzono rowniez, ze PUFA odgrywajg rol¢ w odpowiedzi na
fotostarzenie ludzkiej skory.

FHL2 to gen ktory koduje wielofunkcyjne biatko adaptacyjne biorgce udzial
w regulacji transkrypcji genow, transdukcji sygnatu oraz proliferacji i réznicowaniu
komorek [Kadrmas J. L. i wsp. 2004]. Ponadto biatko to wchodzi w sklad kompleksu
odgrywajgcego wazng role w wytwarzaniu amyloidu beta, ktorego kumulacja wigze sic
z poczatkami choroby Alzheimera [McCarthy 2005, Tanahashi H i wsp. 2000].
Natomiast KLF14 poprzez stymulacj¢ cytokin moze by¢ zaangazowany w indukcje
stanéw zapalnych, jak rowniez odgrywaé rolg w tworzeniu zmian miazdzycowych.
Stwierdzono, ze rodzina KLF uczestniczy w modulacji transkrypcyjnej gendéw
neuronalnych, np. receptora D2 dopaminy [Seo S. i wsp. 2012]. Wykazano, ze utrata
KLFi4 u myszy powoduje amplifikacj¢ centrosomu i powstawanie nowotworu,
i zasugerowano, ze redukcja KLFI/4 moze zwigksza¢ ryzyko raka sutka i raka
okreznicy [Fan G i wsp. 2015].

TRIRMS59 to gen kodujacy biatko ligaze ubikwityny, ktére jest indukowane przez
interferon typu I 1 typu II, kluczowe dla wielu aspektow opornosci na patogeny.
TRIMS9 moze by¢ zaangazowany w proces neurodegeneracji na przyklad przez udzial

w akumulacji {ancucha wiokien nerwowych, podobnie jak 7R/M2 [Balastik M. i wsp.,
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2008]. Ten gen jest zaangazowany w procesy nowotworzenia i zostal zasugerowany
Jako marker wielotorowy wykrywajacy wczesng tumorogenez¢ |Khatamianfar V
i wsp., 2012 |. Kilka danych sugerowalo pro-apoptotyczng wspoélprace p53 i TRIAMS59. a
aktywacja sygnalizacji p53 jest powszechnie znana, prowadzac do $mierci neurondw
postmitotycznych u pacjentéw z chorobs Alzheimera. Fizyczna interakcja TRIMS59
1p53 pod wplywem regulacji TRIM59 powoduje ubikwitynacj¢ i degradacje p53
[Zhou Z. i wsp., 2014].

Piagty marker w naszym modelu jest potozony w genie Clorf132/MIR29B2(; 1jego rola
biologiczna jest nic do kofica poznana. Zaobserwowano hypometylacje markera z
wiekiem. Ostatnio wykazano. ze koduje on dhugi niekodujacy RNA (IncRNA). ktéry na
swoim koficu 3 'zawiera mikroRNA MIR2982¢’ [Kurinna S. i wsp.., 2014]. U myszy
rodzina miR29 (miR29abl i miR29b2c) jest zaangazowana w samoodnawiajgcy
zdolno$¢ krwiotwérczych komorek macierzystych, jak rowniez w okreslaniu wielkosci
narzadu i ciata [Kauffiman L. i wsp., 2015].

Bioragc pod uwage rol¢ biologiczng jaka odgrywaja geny. w obszarze ktorych sg
polozone markery wchodzace w sktad modelu oraz potencjalny wplyw czynnikéw
srodowiskowych na te pozycje CpG, ich wykorzystanie do analizy predykeyjnej DNA
w badaniach kryminalistycznych zalezy w duzej mierze od ich dokladnego zbadania.
Diatego tez zalozyliémy, ze dalsze badania powinny wyjasnic. czy poszczegdlne
markery metylacji DNA, ktore weszly w skiad naszego modelu, sa dobrze dobrane,
jako ezynniki predykcyjne wieku u oséb cierpigcych na okreslone choroby lub poddane
dzialaniu innych czynnikow zewnetrznym takich jak rabiegi medyczne, czy

ckstremalny wysilek fizyczny.

Cel naukowy

W swoim cyklu badawczym zajelam si¢ testowaniem stanu metylacji DNA
i mozliwosciami predykeyjnymi pieciu markeréw (ELOVL2 C7. Clorf132/MIR29B2C
Cl, TRIM59 C7. KLF14 C1 i FHL2 C2) w réznych grupach, Celem tego badania bylo
okreslanie ograniczen prognozowania wieku chronologicznego za pomoca
zbudowancgo przez nas modelu [Zbied-Piekarska i wsp.. 2015b] w rutynowych
analizach kryminalistycznych. Przestanka jaka sig kierowalam bylo zalozenie. ze nawet
najbardziej odpowiedni zestaw kryminalistycznych markerow do przewidywania

wieku powinien zostaé zwalidowany w sposéb umozliwiajacy udzielenie odpowiedzi
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na pytane, jakie zaleznosci pojawiaja si¢ pomigdzy predykcja wieku za pomoca
opracowanego modelu (markeréw w nim zawartych), a wplywem czynnikow

srodowiskowych.

Oméwienie poszczegélnych grup badanych - motywacja do badania, wyniki

i wnioski

Osoby po allogenicznym krwiotwérezym przeszezepie komérck macicrzystych

(Spoélnicka M., Zbieé-Piekarska R., Jaskula E., Basak G., Jacewicz R., Picta A.,
Makowska Z., Jedrzejczyk M., Wierzbowska A., Pluta A., Robak T., Berent J.,
Branicki W., Jedrzejczak W., Lange A., Ploski R.. Donor age and
Clorf132/MIR29B2C determine age-related methylation signature of blood afler

allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, Clin Epigenetics, 2016, 6 (8): 93)

Motywacja do badania

Na modelach zwierzgcych wykazano, ze osoby w podeszlym wicku narazone na
dzialanie mlodego $rodowiska systemowego, na przyklad poprzez chirurgiczne
polaczenie ukladu krazenia u miodego i starego zwierzecia wykazujg zmniejszone
oznaki starzenia biologicznego w ukifadzie sercowo-naczyniowym, szkieletowym
1 zoladkowo-jelitowe, a takze osrodkowym ukladzie nerwowym [Conboy I. M. i wsp.
2005, Bouchard J. i wsp., 2015]. Parabioza jest systemem $cisle eksperymentalnym, ale
ma pewne podobiefistwa ze stanem klinicznym podezas allogenicznego przeszczepu,
w tym przeszczepu krwiotwérczych komorek macierzystych krwi obwodowej (HSCT)
[Castellano J. M. i wsp., 2015]. Bardziej zasadniczym pytaniem, jakie postawilismy
bylo czy mierzac metylacje DNA z krwi biorcy po przeszczepie sprawdzamy faktyczny
stan metylacji markeréw biorczy, czy tez dawcy. Dlatego tez postanowilismy ocenié
wplyw HSCT na 5 markeréw CpG z naszego modelu w szczegolnosci zbada¢ wplyw
wieku dawcy na biorce, a takze oceni¢. jakie roznice wystepuja w metylacji po

przeszczepie w poszezegdlnych markerach.
Material badawczy

Przebadalismy probki krwi obwodowej od 16 par dawcéw i biorcow. Jedenastu

pacjentéw bylo chorych na ostrg bialaczk¢ mieloblastyczng, dwie z powodu chorob

Zalgcznik nr 2 do wniosku o post¢powanic habilitacyjne



mieloproliferacyjnych, jedna z ostra bialaczka limfoblastyczng komoérek T, jedna
z przewlekla biataczkg mieloblastyczng i jedna z napadowa nocng hemoglobinuria,
Czternascie par byl tej samej plei. dwoéch mezezyzn otrzymalo przeszczep od kobiet.
Probki od daweéw zostaly pobrane dla celéw typowania HLA w ciggu 6 miesiecy
przed alloHSCT. Probki od biorcéw po alloHSC'T pobrano po medianie wynoszacej 91
dni (zakres 27-360). Mediana wieku biorcow wynosita 45 lat (zakres 18-59), natomiast

mediana wieku dawcow komérek macierzystych wynosila 28 lat (zakres 20-63).

Wyniki

Stwierdzono, ze u biorcow przewidywany wiek nic korelowal 7 ich wiekiem
chronologicznym, ale byt skorelowany z wiekiem chronologicznym i przewidywanym
odpowiedniego dawcy. Pomimo bardzo silnej korelacji miedzy przewidywanym
wiekiem biorcy, a przewidywanym wiekiem dawcy zauwazylismy, ze we wszystkich
przypadkach z wyjatkiem jednego przewidziany wiek metylacyjny oznaczony z krwi
biorcow po HSCT byl nizszy niz wiek przewidziany na podstawic wieku
metylacyjnego u dawcow. Réznica ta byla stosunkowo niewielka (Srednia 3.7 roku),
ale byla wysoce statystycznie istotna inie zalezala od plci, wieku biorey. dlugodci
okresu od HSCT, a pobieraniem krwi w grupie biorcéw, ani tez od roznicy w wieku
chronologicznym miedzy dawcami, a biorcami. Dalsze badania prowadzilis$my aby
sprawdzi¢, czy stala réznica miedzy przewidywanym  wiekiem biorcy,
a przewidywanym wiekiem dawcy byla spowodowana spdjnymi efektami wszystkich
predyktoréw CpG, czy tez kierunek zmian metylacji DNA byl ré6zny w poszczegdlnych
markerach. StwierdziliSmy, ze pozornie nizszy przewidywany wiek u biorcow
wporéwnaniu do przewidywanego wieku dawcéw po HSCT wynikal tvlko
z sclektywnej hipermetylacji CpG w locus Clorfl32/MIR29B2C’ CI ($rednia réznica
8.2%. SD = 6.9%), a wielko$¢ wzrostu metylacji tego markera u biorcow vs. dawcow
korelowala z wiekiem chronologicznym dawcow. Co ciekawe. wiclkodé hipermetylacji
Clorfl132/MIR29B2C’ u biorcow byla bezposrednio pozytywnie skorelowana z wiekiem
dawcow  (-im  starszy  dawca. lym  wyzsza metylacja).  Poniewaz
w Clorf132/MIR29B2C metylacja zmniejsza sie wraz z wickiem chronologicznym.
zwigkszona metylacja moze sugerowaé, ze w tym konkretnym CpG HSCT indukuje
"odmiodzenie”, kidre staje si¢ silniejsze wraz z rosngecym wiekiem dawey. Jednakze,

poniewaz HSCT od starszych dawcow jest mniej skuteczny niz od mlodszych dawcow
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[Kroger N. i wsp., 2013], jest malo prawdopodobne, ze obserwujemy prawdziwe

odmilodzenie z pozytywnymi konsekwencjami klinicznymi.

Whioski

Po HSCT wiek dawcy jest glowng determinantg charakterystyczng dla oznaczenia
wieku na podstawie metylacji we krwi biorcy. Nowatorskim odkryciem jest unikatowa
dynamika metylacji Clorf132 kodujacy MIR29B2C, ktéry moze byé zaangazowany
w samo odnawianie si¢ hematopoetycznych komoérek macierzystych. Nasze wyniki
sugerujg, ze locus Clorf132/MIR29B2C moze byé wazny dla funkcji przeszczepu po
HSCT, a zatem powinien by¢ dalej badany jako marker prognostyczny. Natomiast ta
potencjalne interesujgca rola z biologicznego punktu widzenia w pewnych
okoliczno$ciach w badaniach sadowych moze zmniejszy¢ praktyczng przydatnosé tego

locus dla przewidywania wieku.

Osoby z wezesng (EOAD) i poing (LOAD) postacig choroby Alzhcimera oraz

z chorobyg Gravesa Basedowa (GD)

Spélnicka M., Pospiech E., Peploniska B., Zbieé-Piekarska R., Makowska Z.. Pieta A.,
Karlowska-Pik J., Ziemkiewicz B., Wezyk M., Gasperowicz P., Bednarczuk T.,
Barcikowska M., Zekanowski C., Ploski R., Branicki W., DNA methylation in
ELOVL2 and Clorfl132 correctly predicted chronological age of individuals from three
disease groups, Int J Legal Med., 2018, 132(1): 1-11

Motywacja do badania:

Choroba Alzheimera (dlzheimer disease — AD) to najpowszechniej wystepujacy typ
otgpienia, ktore postgpuje na przestrzeni lat, powodujac powazne deficyty funkcji
poznawczych. Na Alzheimera chorujg najczgéciej osoby starsze, ktéry ukonczyly 65
rok zycia, dlatego tak czgsto wigzana jest z mniejszg sprawnoscig umystows z powodu
wieku. Proces choroby powoduje uszkodzenia w korze mézgowej, co w konsekwenc;ji
prowadzi do klopotéw z mowa, pamigcig czy mysleniem. Osoby cierpigee na to
schorzenie charakteryzujg si¢ duzg utratg neuronéw spowodowang nadprodukcijg p-
amyloidu i hiperfosforylowanego biatka tau zwigzanym z mikrotubulami,
zgromadzonymi odpowiednio w starczych blaszkach i splatkach neurofibrylarnych.
Plytki starcze z minimalng korowa patologia tau i brak towarzyszacej historii
uposledzenia poznawczego sg réwniez cechami patologicznego starzenia [Moore B. D
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i wsp.. 2012]. Istnicjag dwa giowne typy 4AD: EQAD (carly-onset Alzheimer discase)
I LOAD (late-onset Alzheimer disease). EOAD (stanowi 1-5% wszystkich przypadkow
AD, a w 40% jest zwigzany z mutacjami w genach PSEN], PSEN2 i APP). Badana
grupa  pacjentow  EOAD  zostala  dobrze  scharakteryzowana  genetycznic
[Zekanowski C. i wsp.. 2003, 2005, Bialopiotrowicz E. i wsp.. 2011]. Genetyka LOAD
jest nadal slabo poznana, ale znaczace postepy dokonaly analizy GWAS, ktdre
zidentyfikowaly 25 genow zwigzanych z tym typem AD [Cuyvers E. i wsp.. 2016].

Natomiast choroba Graves Basedova (Graves disease - GD) 1o schorzenie
autoimmunologiczne o podiozu genetycznym, ktére wplywa na tarczyce prowadzac do
Jej nadczynnosei. Stgzenie sjTREC u pacjentow z chorobg Gravesa-Basedowa jest
zglaszanc jako wyzsze w stosunku do 0séb zdrowych, u kiérych maleje ilosé siTREC
z wiekiem, co ma zwiazek z zanikiem grasicy [Strawa K. i wsp., 2014]. W 2011 roku
w dziedzinie medycyny sgdowej opublikowano wyniki badan nad testem DNA
opartym na kwantyfikacji DNA sjTREC. Test opicral si¢ na logarytmicznym spadku
obwodowej liczby sjTREC wraz ze wzrostem wieku cziowieka w procesie trwajgcym

cate zycie [Ou X. 1 wsp., 2011].

Dlatego tez rozpatrujgc powyzsze grupy naszg gldwng motywacja do ich badania bylo
to, ze wszystkie trzy choroby moga potencjalnie  wigzaé sie =z
przyspieszonym/opoznionym starzeniem 1 wplywa¢ na parametry dokladnosci
przewidywania wicku, a zatem idealnie pasuja do naszego celu oceny potencjalnego
rozregulowania metylacji DNA markerow stosowanych do prognozowania wicku

chronologicznego.

Material badawczy

Material do badan stanowita krew obwodowa pobrana od 31 pacjentéw E(AD, 68
pacjentéw LOAD i 91 pacjentow z GD. Ze wzgledu na opisane rdznice w korelacji
wieku DNA i dokladnosci przewidywania wicku miedzy mlodszymi i starszymi
osobami [np. Zbie¢-Pickarska R. i wsp. 2015b; Freire-Aradas A. [ wsp., 2016].
pacjentow podzielono na kategorie wickowe i obliczenia przeprowadzono dla kazdej
grupy wickowej osobno. Pacjenci £0QA4D podzielono na mtodsza grupe LOAD (wiek
31-44 lat) 1 starszg grupe EOAD (wiek 45-68 lat). Pacjenci z GD =zostali
zakwalifikowani do miodszej grupy GD (wiek 12-30 lat) i starszej grupy GD (56-76),
natomiast wszyscy pacjenci z LOAD stanowili tylko jedng kategori¢ wickowy (wick

14
Zalyeznik nr 2 do wniosku o postgpowanie habilitacyjne



65-75 lat). Kontrole stanowilo 120 o0s6b zdrowych, dopasowanych oddzielnie dla
poszczegblnych grup pacjentow EOAD, LOAD i GD, stosujac kryteria sredniego wieku

i rozkladu wieku miedzy poréwnywanymi grupami.

Wyniki

W naszych badaniach stwierdzilimy, ze pacjenci z EOAD wykazywali przyspieszong
hipermetylacj¢ markera TRIM59 C7. a efekt byl najbardziej znaczacy w mitodszej
grupie £OAD (P = 0,004). Analiza predykcyjna przy uzyciu markera TRIMS9 C7
pokazata zmniejszong doktadnos¢ przewidywania wieku u pacjentow z EOAD, a efekt
byl najbardziej znaczacy w miodszej grupie EQAD (MAE = 122 obliczony dla
pacjentow i MAE = 5,7 dla dobranej pod wzgledem wieku grupy kontrolngj).
Okreslenie wieku za pomocg markera TRIM39 C7 u pacjentéw milodszych z grupy
EOAD wykazalo, z¢ maja znacznie zwiekszony wiek, srednio o 9 lat w stosunku do
grupy kontrolnej w podobnym wieku.

Natomiast zwigkszona metylcja w mlodszej grupie EQ4D w markerze KLFI4 C]
wykazala zwigkszony wiek o 10 lat, gdy poréwnalismy bezposrednio przewidywany
wiek pacjentéw z kontrolami, chociaz nie zaobserwowano odchylen dokladnogci
przewidywania wyrazonych przez MAE dla tych pacjentéw. Odchylenic marginalne
w MAE zaobserwowalismy dla starszej grupy EQAD (P — 0,035), a réznica byla
niewielka, gdy poréwnano przewidywany wiek (P = 0,093).

Zmieniony wzér metylacji DNA zaobieraliSmy rowniez w grupie pacjentow z GD.
Podobnie jak u pacjentéw z EOAD, hipermetylacje byta przyspieszona dla TRIMS9 C7
w milodszej grupie GD. Analiza predykcyjna przeprowadzona przy uzyciu markera
TRIM59 C7 wykazala istotnie zmniejszong dokladno$é przewidywania wieku
umiodszych oséb z GD (MAE = 8,6) w poréownaniu do zdrowych oséb z grupy
kontrolnej (MAE = 4,9). Miodsi pacjenci z GD wedtug przewidywan byli o 6 lat starsi
niz osoby z grupy kontrolnej. Natomiast w markerze FHL2 (2, zaobserwowano
istotniec obnizong metylacje dla milodszej grupy GD, ze znaczgeg roznicg
zaobserwowang pomigdzy MAE z miodszej grupy GD (MAE = 3.8), a kontrolami
(MAE = 8). Dla pacjentoéw z tej grupy wiek przewidywany wynosil mniej o 4,9 lata niz
kontroli. Niejednoznaczny wynik uzyskano dla markera KLFI4 (1. Chociaz
obserwowana byta istotnie zmniejszona dokladnos¢ przewidywania wicku mierzona za

pomocg MAE w milodszej grupic GD w poréwnaniu do grupy kontrolnej, nie
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zaobserwowalismy znaczgcej roznicy w poziomie metylacji DNA i nic odnotowali$my
znaczgcych réznic w srednim przewidywanym wieku. Niezmieniony poziom metylacji
DNA 1 predykeji wicku stwierdziliSmy dla dwéch pozostalych markeréw, ELOVL2 C'7
1 ClorfI32/MIR29B2C" CI w trzech grupach choréb we wszystkich kategoriach
wiekowych,

W kolejnym kroku opracowali$my wieloczynnikowy model predykceyjny obejmujacy
pi¢¢ zwigzanych z wiekiem markeréw CpG. Zbudowany metoda sztucznych sicci
neuronowych (ANN) wieloczynnikowy model w przypadku predykeji wieku
wszystkich pacjentow EOAD, prognozowal ze znacznie zmniejszong doktadnoscig
(MAE = 7,1) w stosunku do zdrowej grupie kontrolnej (MAE = 3.8). Gdy analizowano
oddzielnie rozne kategorie wickowe, efekt ten obserwowano tylko w miodszej grupie
EOAD. Liczba poprawnych przewidywan réwniez zmnigjszyla si¢ w calej grupie
EOAD (38,7%) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (70.2%) i ponownie efekt byt
widoczny zwlaszeza u mlodszej grupy EQAD. Srednio pacjenci w calej grupie EOAD
sg starsi 0 1.7 roku w stosunku do ich wieku kalendarzowego. ale 0 6.4 roku analizujgc
tylko grupe mlodszg EOAD. Gdy na podstawie predykeji wieku dokanano poréwnania
mi¢dzy pacjentami mtodszymi z grupy EQAD. a osobami zdrowymi prognoza wicku
byla znacznie wyzsza (5,8 lat) w stosunku do grupy kontrolnej. Nie stwicrdzili$my
odchylen w AMdE i $rednim przewidywanvm wicku w pozostalych grupach, tj.

u pacjentow z LOAD i GD. gdy zastosowano wieloczynnikowy model predykeji NN,

Whioski

Uzyskane wyniki wykazaly, 2e wybrane zwigzane z wickiem miejsca CpG majg
niezmieniong zdolnosé przewidywania wieku w grupic pacjentow z poZng postacig 4D.
Nieprawidiows hipermetylacje i zmniejszona dokladnosé predykeji  stwierdzono
natomiast w przypadku markerow TRIMS9 C7 i KLFI4 C1 w grupie wezesnej postaci
AD. co sugeruje przyspieszone starzenie si¢ tych pacjentow. U pacjentow z GI
zaobserwowano zmieniony profil metylacji DNA i zmodyfikowany dokladnosé
przewidywania wieku dla TRIMS9 (7 | FHL2C? z obserwowang  zaburzong
hipermetylacjg dla pierwszego i hipometylacjg dla drugiego. Nasza praca podkresla
wysokg uzytecznos$é¢ markeréw ELOVL2 i ClorfI32/MIR29B2C do przewidywania
wieku chronologicznego w kryminalistyce poprzez pokazywanie niezmicnionej

dokfadnosci prognozowania u 0sob dotknietyeh trzema chorobami.
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Ogolna dokladnos¢ stworzonego wielowymiarowego modelu ANN zostala istotnie
zmniejszona u pacjentdw z EOAD, co zmierzono za pomocg MAE i liczby
pozytywnych przewidywan. Sredni przewidywany wiek pacjentéw byl WYZSZY Niz
rzeczywisty ich wiek chronologiczny i wyzszy niz $redni wiek dobranych pod
wzgledem wieku zdrowych 0s6b z grupy kontrolnej. W pozostatych grupach pacjentow
z LOAD 1GD wiek przewidywano z dokladnoscia podobng do obserwowanej

w dobranych pod wzgledem wieku zdrowych kontrolach.
Osoby z przewlekly bialaczkyg limfocytowsy (chronic lymphocytic leukemia — CLL)

Spélnicka M., Zbie¢-Piekarska R., Karp M., Machnicki M.M., Wiasiuk P.,
Makowska Z., Pigta A., Gambin T., Gasperowicz P., Branicki W.. Giannopoulos K.,
Stoklosa T., Ploski R., DNA methylation signature in blood does not predict calendar
age in patients with chronic lymphocytic leukemia but may alert to the presence of

disease, Forensic Sci Int Genet. 2018,34, 15-17

Motywacja do badania: Przewlekia biataczka limfocytowa to choroba nowotworowa
krwi, ktéra atakuje osoby starsze (powyzej 65 r.z.), ze zmiennym przebiegiem
klinicznym, od lagodnej i czgsto bezobjawowej choroby do agresywnej biataczki
opornej na leczenie. Jej istotg jest niekontrolowane namnazanie i gromadzenie si¢
zmienionych nowotworowo limfocytéw, ktére wraz z postgpem choroby "wypierajg"
zdrowe krwinki i dokonuja dalszej ekspansji. CLL jest najczgstszym typem zlosliwosci
hematologicznej dorostych na poétkuli zachodniej i stanowi 11% przypadkow raka
krwi. Szacowana zachorowalnosé¢ w Europie i Ameryce Polnocnej wynosi 4.5 na
100 000 osob [https://seer.cancer.gov/statfacts/html/clyl.html]. To przeklada si¢ na
prawie 19.000 nowych przypadkéw w USA i prawie 2000 w Polsce rocznie
[http://onkologia.org.pl/raporty/ accessed 04.10.2017]. Niedawno wprowadzone terapie
poprawiaja ogolny czas przezycia, co sprawia, ze czesto$¢ wystepowania CLL moze
znacznie wzrosngé w najblizszej przyszlosci. Poniewaz nie sg znane wyniki predykeji
wieku na podstawie analizy metylacji w obecnosci CLL dlatego tez w kolejnej pracy
postanowilismy przebadaé krew tej grupy chorych wykorzystujagc nasz model

[Zbieé-Piekarsk i wsp., 2015b].
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Material badawczy

Przebadalismy 39 pacjentow z CLL w tym 19 mezczyzn i 20 kobiet. Srednia wieku
pacjentéw wynosita 64.7 lat (SD = 10,8), natomiast kontroli 63.3 lata (SD = 8.6).
Grupa kontrolna obejmowala 92 zdrowe osoby dopasowane do pacjentow pod
wzgledem wieku 1 plei. Ponadto wykorzystalismy poszerzona grupe kontrolng
niesparowang z pacjentami pod wzgledem plci lub wieku (n = 420) wybrani
z wezesniej badanej kohorty [Zbiec-Pickarska R i wsp., 2013a).

Wryniki

Wsrod kontroli $redni wiek przewidywany na podstawie metylacji DNA wynosil 60,9
lat (SD = 7,8), j. 2,4 roku mniej niz sredni wiek chronologiczny (63.31 lat) i réznica ta
miescila si¢ w granicy istotnoéci statystycznej. Odwrotnie, wéréd pacjentéw éredni
wiek przewidywany z metylacji wynosit 75,5 lat (SD = 13,5). co stanowilo 10,7 lat
wigeej niz $redni wick chronologiczny w tej grupie (64,7 lat). 79.5% (31/39)
przypadkow CLL przewidywato wick wyzszy niz wiek chronologiczny, ktéry istotnie
r6znit si¢ od kontroli (29.6%, 27/91). Wéréd kontroli byla silna korelacja miegdzy
wickiem kalendarzowym, a wickiem przewidywanym z metylacji, natomiast wéréd
pacjentow ta korelacja byla stabsza i miala marginalne znaczenic statystyczne.
W markerach ELOVL2, TRIMS9 i FHL2 CpG u chorych wykazywaly hipermetylacje
wzgledem kontroli. Co ciekawe, nie bylo tak w przypadku KLFI4 (I
1Clorf132/MIR29B2C C1. W przypadku CpG w KLFI4 obscrwowano wyrazny
spadek metylacji (czgsto do pozioméw niewykrywalnych), podczas gdy dla
ClorfI32/MIR29B2. C1 wystgpowaly podzbiory wykazujgce zaréwno hiper-

i hypometylacj¢, odpowiednio w poréwnaniu z kontrolami.

Wartoscei metylacji u 0s6b z CLL w porownaniu z kontrolami sugerujg. ze dane
dotyczgce metylacji mozna wykorzystaé do identyfikacji biataczki u badanych osob.
Aby to przetestowaé, stworzylismy model Klasyfikacji zdolny do roznicowania os6b
zdrowych 1 chorych. Jako grupe uczacy w modelu wykorzystano danc metylacji
okreslone dla 32 miejsc CpG zlokalizowanych w genach ELOVL2, FHL2, TRIMS9,
KLFI4 1 ClorfI32/MIR29B2C" dla chorych i zdrowych kontroli. Przeprowadzilismy
ocen¢ modelu za pomoca niezaleznego, wigkszego zestawu danych dotyczacych
metylacji zebranych dodatkowo od 420 zdrowych oséb. Dla kazdej probki

przewidywali$my prawdopodobiensiwo choroby za pomocy modelu klasyfikaci
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wyszkolonego na oryginalnym zbiorze danych pacjentéw i kontroli. Dla wszystkich
z wyjagtkiem 6 przypadkéw CLL prawdopodobienstwo wystgpienia choroby bylo
wyzsze niz najwyzsza warto$¢ uzyskana dla badanej grupy kontrolnej (n = 420).
Czulo$¢ testu zdefiniowana jako frakcja pacjentow, u ktérych prawdopodobienstwo
CLL bylo wyzsze niz najwyzsza warto$¢ uzyskana w grupie kontrolnej i wynosita
0,875. Co wazne, wiek kalendarzowy dawcy, ktéry zwykle nie jest dostepny w badaniu

niezidentyfikowanych plam krwi, nie jest potrzebny do prognozy.

Przeanalizowalismy réwniez udzial poszczegdinych CpG w przewidywaniu obecnosei
CLL. Dokonano obliczenia dla wszystkich CpG czuloéci prognozowania CLL.
Najwyzsze warto$ci uzyskano dla ELOVL2 C2, ELOVL2 C35, TRIM39 C6
i TRIMS9 C8, podczas gdy ELOVL2 C6, FHL2 C2, FHL2 C4, KLFI14 Cl-C4
i Clorf32/MIR29B2C CI-C3 miaty wartosci rowne 0. Zauwazylismy, ze z picciu CpG
zastosowanych do przewidywania wieku w naszym testowanym modelu tylko TRIM59
C7 miat znaczng czulo$¢ do przewidywania CLL ~ 0.6 podezas gdy FHL2 C2, KLF14
C11 Clofr32/MIR29B2C C1 byly nieinformatywne,

W 26 przypadkach chorych prawdopodobienstwo wystgpienia testu CLL bylo wysokie
(>0,99), co umozliwialo postawienie prawdopodobnej diagnozy (wsréd kontroli
najwyzsze obserwowane wartosci wynosily ~ 0,5). Natomiast stwierdzono, ze istnieja
przypadki CLL, ktére maja niskie (blisko 0) prawdopodobienstwo choroby i sg
nieodrdznialne od kontroli, dlatego niskie wartosci P naszej prognozy CLL powinny
by¢ traktowane raczej jako rezultat nierozstrzygajacy, niz wykluczenie choroby. Takic
dzialanie lestu jest podobne do obserwowanego dla metod zaprojektowanych do
przewidywania innych cech fenotypu, na przykiad kolor wlosow / oczu i moze by¢
doktadne w niektérych przypadkach, podczas gdy w innych przypadkach informacie

pochodzace z genetyki nie sg rozsirzygajace.

Opublikowalismy kalkulator, ktéry wykorzystuje opisany powyzej model klasyfikacji
do obliczenia prawdopodobienstwa wystgpienia bialaczki dla danej probki przy uzyciu
zestawu poziomow metylacji dostarczonych przez uzytkownika
(https://zsibio.ii.pw.edu.pl/shiny/sample -apps / methyl_leuk /). Jako dane wejsciowe,

kalkulator wymaga wprowadzenia pozioméw metylacji DNA dla 32 miejsc CpG
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w formacie i kolejnoéci opisanej na stronie internetowej.

Whioski

Nasze wyniki pozwalaja wnioskowa¢, ze CLL ma silny i zlozony wplyw na zalezny od
wicku profil metylacji DNA oznaczony z ludzkiej krwi, co wyklucza jej uzycie do
wiarygodnego prognozowania wieku chronologicznego u 0s6b dotknietych tg chorobg.
Co wazne, w znacznej liczbie przypadkéw CLL badacz moze zostac ostrzezony
0 obecnosci choroby, pod warunkiem, ze surowe dane metylacyjne beda odpowiednio

przeanalizowane.

Osoby uprawiajyce sport wyezynowo (zawodowi sportowcey)

(Spolnicka M., Pospiech E., Adamczyk J. G.. Freire-Aradas A.. Peploniska B., Zbieé-
Pickarska R., Makowska Z. Pigta A., Lareu M. V. Phillips Ch., Ploski R.,
Zekanowski C., Branicki W.,: Modified aging of elite athletes revealed by analysis of

epigenetic age markers, Aging-US, 2018, https://doi.org/10.1 8632/aging.101385)

Motywacja do badania: Powszechnie przyjmuje si¢. ze osoby. ktérych styl zycia
zwigzany jest z umiarkowang aktywnoscig fizyczng. charakteryzujy si¢ lepszym
nastrojem i pamiecig, nizszym poziomem chorob sercowo-naczyniowych
i wolniejszym tempem starzenia [Lee 1. M. i wsp. 2000; Gajewski A.K i Poznanska A,
2008]. W rzeczywistoéci wigkszo$¢ badan wykazala dluzsza oczekiwang dlugos¢ zycia
i mniejsze ryzyko zgonu wsréd zawodowych sportowcoéw w poréwnaniu z ogdlna
populacjg i te wyniki dotycza szczegblnic grupy sportowcédw wytrzymalosciowych,
[Teramoto M. i wsp. 2010; Garatachea N. i wsp. 2014; Lemez S 1 wsp. 2015]. W pracy
sledzilismy reakcjg na intensywne ¢wiczenia fizyczne poszezegdlnych skorclowanych
z wiekiem markeréw metylacji DNA oraz ocenialiSmy ich potencjalny wplyw na
procesy starzenia. Zatozyliémy, ze badanie moze przyczynié sic do odréznienia
markeréw z migjsc bardziej podatnych na czynniki srodowiskowe zwigzane z zyciem
sportowcow o najwyzszym rezimie treningowym, od tych o regularnym wzorcu zmian

metylacjnych.

Material badawczy

W pracy zbadalismy probki krwi obwodowej grupy 174 sportowcow wyczynowych
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zdefiniowanych, jako osoby milode, zdrowe, prowadzace regularny tryb Zycia,
narazone na cigzki trening fizyczny. Grupe kontrolng stanowila krew 128 oséb
zdrowych z ogélnej populacji, dopasowanych pod wzgledem wicku i plci. Grupa
sportowcow sitowych skladata sie z 57 mezezyzn (60,6%) i 37 kobiet (39,4%), a
$rednia wieku wynosila 23 lata. Grupa sportowcow wytrzymalodciowych liczyla 55

mezczyzn (67,1%) i 27 kobiet (32,9%) w srednim wieku 25,2 lat.

Wyniki

Badania wykazaly znaczaco zmienione wzorce metylacji DNA w calej grupie
sportowcow w stosunku do grupy kontrolnej w markerach TRIMS59 C7 i KLFI14 Cl,
niezaleznie od rodzaju treningu sportowcow (wytrzymatosciowy czy silowy). Chociaz
wyniki byly istotne statystycznie zaréwno dla grupy sportowcow wytrzymalo$ciowych,
jak i silowych, bardziej znaczace réznice odnotowano w TRIMS9 C7 dla sportowcow
sitowych. W KLFI14 Cl zaobserwowano hipermetylacje dla sportowcow  silowych
i wytrzymato$ciowych o podobnych poziomach istotnodci. Analizy przeprowadzone
oddzielnie dla kobiet i mezczyzn potwierdzily, ze markery TRIMS59 C7 i KLFI4 Cl s3
znaczgco hipermetylowane u sportowcéw obu plei.

Opracowany metods sztucznych sieci neuronowych (ANN) model z wykorzystaniem
5 wybranych miejsc CpG przewidywat wiek dla calej grupy zawodowych sporiowcow
z mniejszg dokladnosciy MAE=3,3 w poréwnaniu z grupa kontrolng MAE=24,
Ten spadek dokladnosci przewidywania wieku byl wigkszy dla sportowcow sitowych
1wynosit MAE=3,7. Nastgpnie z réznicy pomiedzy wiekiem chronologicznym
i metylacyjnym obliczylismy przyspieszenie starzenia oraz oszacowaliSmy je pod
katem intensywnego wysitku fizycznego. Analiza ta wykazala, ze rodzaj wysitku
zawodowych sportowcow istotnic wigze sie z przyspieszeniem starzenia 1 jest istotny
dla obu grup co wigze si¢ ze wzrostem poziomu metylacji w markerach TRIMSY C7
i KLFI4. Cl Poziom istotnosci zwigkszyt sie, gdy jako predyktora wieku uzyto tylko
markera TRIM59 C7, natomiast pozostat podobny dla KLFI4 Cl w obu grupach
sportowcow wyltrzymalosciowych i sifowych. Stwierdzilismy, ze rodzaj wysitku
fizycznego zawodcwych sportowcow jest istotnie zwigzany z przyspieszeniem
starzenia, co wskazuje na wicksze przyspieszenie starzenia sporlowcow uprawiajacych
sporty sifowe w poréwnaniu do sportéw uprawiajacych sporty wylrzymatosciowe.
Predykcja wieku wskazala na srednie réznice miedzy grupami badanymi, a kontrolami:
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dla CpG Clw KLJF']4 wszyscy sportowey byli starsi o 5.5 lat, wytrzymalosciowi 0 5.9
lat, natomiast sitowi o 5.1 lat. Dla CpG C7 w TRIM59 sportowcey byli starsi 4.5 lat,

sifowi 0 5.6 lat. a wytrzymalosciowi o 3.3 lata.

Whioski

Nasze wyniki badan wskazujg, Ze rézne predyktory wieku mogg wykazywac
wykrywalne réznice we wrazliwosci na intensywny wysitek fizyczny. W badaniu
wykazano przyspieszong hipermetylacje markerow TRIMS59 i KLFI4 u zawodowych
sportowcow. Roznica ta wskazuje wyzszy wiek epigenetyczny sportowcow. co jest
sprzeczne z danymi, epidemiologicznymi ukazujacymi dluzszy ich czas zycia. Jednak
oba geny, w obrebie ktorych sg polozone TRIMS9 C7 i KLFI+ Cl biora udzial
w dziataniach przeciwnowotworowych i przeciwzapalnych, co z kolei moze wplywaé
na lepsze prognozy na zycie. Uzyskane wyniki moga ujawni¢ zlozony wplyw
intensywnego treningu fizycznego na proces starzenia. Wynikajaca z tego zmniejszona
ekspresja tych genéw moze potencjalnie uruchomié sicci sygnalizacyjne, ktére
przyczyniajg si¢ do zaobserwowanego nizszego ryzyka dla zawodowych sportowcow

w zakresie rozwoju choréb sercowo-naczyniowych i raka.

Praktyczne wykorzystanie badan osiagni¢cia naukowego w kryminalistyce

W kryminalistyce wazne jest prognozowanie wieku kalendarzowego. Posiadajac
informacje dotyczacg wieku sprawcy organy $cigania mogg dokonywaé przeszukiwan
baz informatycznych, typujac z powodzeniem grupe docelowg. Ponadto rozwazajgc
test DNA w kontekscie okreslenia wieku biologicznego osoby, nalezy przypuszczaé, ze
pozwoliloby to na prognozowanie przyblizonego wygladu fizycznego sprawcy
przestgpsiwa pomagajagc w stworzeniu bardziej wiarygodnego, nicobarczonego
czynnikiem ludzkim, jego portretu pamigciowego.

Zroznicowanie markerow metylacji DNA na markery wieku chronologicznego
1 biologicznego moze mie¢ bardzo istotne znaczenie. Ocene markeréw wieku mozna
osiggnac¢ poprzez badanie ich reakcji na rézne choroby i czynniki $rodowiskowe, ktore
mogg zmieni¢ metylacjc DNA wplywajgcg niekorzystnie na  dokladnosé
przewidywania wicku kalendarzowego. Z drugiej strony, dokladne poznanie zjawisk
wywierajacych wplyw na metylacjc DNA. moze bardziej ukierunkowaé badania na

poznanie wewngtrznego dryfu epigenetycznego osoby, a co zatem bedzie mieé¢ wplyw
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na zidentyfikowanie markeréw, ktére bedg prognozowaé choroby., styl zycia, czy tez

Smiertelnosé.

Markeréw epigenetycznie regulowanych w chorobach nalezy unika¢ w modelach
predykcyjnych opracowanych do oszacowania wieku chronologicznego. Stworzony
przez nas model ANN 5-CpG nie byl w stanie przewidzie¢ dokladnie wieku
w przypadku pacjentéw z EOAD. Poniewaz EOAD jest bardzo rzadkim stanem, ktory
dotyka jedynie 1-5% pacjentow z 4D, odkrycie to ma niewielki wplyw na predykcje
wieku dla celow sadowych. Rowniez w przypadku zawodowych sportowcéw
szacowanie wieku przy uzyciu naszego modelu bylo mniej dokladne w poréwnaniu ze
zdrowymi kontrolami. Jednak nasze badania sugerujg, ze kazdy predyktor wieku
metylacji DNA moze mie¢ wyjatkowa wrazliwo$¢ na rozne czynniki zewnetrzne. Po
HSCT wiek dawcy jest glowng determinantg charakterystyczng dla oznaczenia wieku
na podstawie metylacji we krwi biorcy. Uzywajac zaproponowanego przez nas modelu
predykcyjnego wykazaliSmy znaczaco statystycznie nizszy przewidywany wiek
pacjentdéw po hematopoetycznym przeszczepie komérek macierzystych (HSCT)
w stosunku do dawcéw. Wynik ten byt niezgodny z raportem Weidner i wsp. [2015],
a szczegOlowa analiza naszych wynikow wykazala, ze zaobserwowana rozbieznosé jest
spowodowana réznymi zestawami predyktorow zastosowanych w obu badaniach.
Efekt zaobserwowany w naszym badaniu byl wynikiem hipermetylacji pojedynczego
locus Clorfl32/MIR29B2C, podczas gdy pozostale Jloci zawarte w modelu nie
wykazaly tego wzorca. Oznacza to, ze w niektorych przypadkach, takich jak HSCT,
Clorf132/MIR29B2C moze nie by¢ dobrym prognostykiem wieku kalendarzowego.
Jednak w dalszych badaniach stwierdzilismy, ze Clorfi132/MIR29B2C i ELOVL? sa
stabilnymi markerami wicku w trzech grupach pacjentow EOAD, LOAD i GD. Warto
zauwazy¢, ze HSCT to bardzo rzadkie leczenie medyczue (~ 50 000 ogéInoswiatowych
HSCT w 2006 r.) w zwigzku z czym raczej trzeba mie¢ $wiadomo$é znaczenia profili
metylacyjnych DNA po tym zabiegu niz eliminowa¢ marker z modeli, co jest zgodne z
praktykowanym podej$ciem w rutynowo wykorzystywanych badaniach za pomoca
markeréw identyfikacyjnych STR. Nieprawidlowsg hipermetylacje i zmniejszong
dokfadnos¢ predykeji stwierdzono w przypadku markerow TRIM59 i KLFI14 w grupie

wezesne] postaci 4D, aupacjentdow z GD zaobserwowano zmieniony profil
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metylacji DNA 1 zmodyfikowang dokladnos¢ przewidywania wicku w markerach
TRIMS9 i FHL2, co moze ograniczaé¢ uzytecznosé tych markeréw biorge pod uwage
powszechnos¢ (7D (do 2% populacji europejskiej).

Natomiast silne oddzialywanie (L. i HSCT na metylacje zwigzang z wiekiem
kontrastuje zefektami powyzej opisanych przypadkéw, ktore wplywajg na
przewidywania wieku kalendarzowego w bardziej subtelny i selektywny sposéb.
Okazalo si¢. ze w obecnosei C'LL i HSCT (i najprawdopodobnicj przeszczepu szpiku
kostnego) wiek nie moze by¢ rzetelnie przewidywany na podstawie analizy metylacji
CpG proponowanej zdrowym ludziom. Efekt CLL i HSCT jest bardzo silny i prognozy
wieku chronologicznego sg wysoce niewiarygodne.

W przypadku CLL zaproponowali$my rozwiazanie, kiére moze by¢ bardzo interesujgce
z punku widzenia genetyki sgdowej. Mianowicie obscrwowang cechg profilu metylacji
CLL jest 1o, ze w pewnym stopniu mozna ja wykryé otrzymujge alarmujgcego dane co
do mozliwosci jej wystgpienia, a tym samym pomoc w uniknigciu falszywych
wnioskéw. Stwierdzilismy, ze w > 85% przypadkéw CLL informacja uzyskana
z profilu metylacji za pomocg zaproponowanego przez nas podcjscia moze sugerowaé
diagnoze CLL. Co wazne, wiek chronologiczny dawey, ktory zwykle nie jest dostepny
do testowania niezidentyfikowanych plam krwi, nie jest potrzebny do takicj prognozy.
Nalezy zauwazyé, ze optymalne wykorzystanie opracowancgo rozwigzania wymaga
okreslenia wszystkich 32 CpG. Podczas gdy brak danych dla niewielkiej liczby
pojedynczych CpG jest ogoélnie dobrze tolerowany, przewidywania s malo
wiarygodne, jesli stosowane jest tylko 5 CpG z badanego przez nas modelu. Wynika to
z faktu, ze CpG najcenniejsze dla prognozowania wickowego s3 wzglednic mato
przydatne do wykrywania CLL.

Nasze dalsze badania przeprowadzone na grupie sportowcOw wyczynowych
potwierdzily fakt, ze na profil metylacji w testowanych przez nas markerach
do predykeji wieku ma rowniez wplyw styl zycia, kiorym byt w tym przypadku
regularny, intensywny wysilek fizyczny. W badaniu wykazano przyspieszony
hipermetylacje markeréw TRIMS59i KLFi4 u zawodowych sporlowcOw. natomiast nie
zaobserwowano zmian w markerach ELOVL2, Clorf132/MIR29B2C’ i FFHI2.
Przeprowadzone przez nas analizy mogg pomoc w wyborze najbardziej optymalnego
zestawu markeréw do przewidywania wieku chronologicznego w kryminalistyce

1 polwierdzajg wysokq uzytccznosé markera ELOIL2. Poprzez jego niezaburzong
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metylacje w réznych grupach chorych staje si¢ doskonalym predyktorem wicku

chronologicznego. Réwniez Clorfl32/MIR29B2C powinien by¢ rozpatrywany, jako

marker predykcyjny wieku chronologicznego w badaniach kryminalistycznych, po
uwzglednieniu rzadkich ograniczen opisanych powyze;j.
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Oméwienic pozostalych osiggni¢é naukowe-hadawezych

Sledzac postepy w genetyce sgdowej na przestrzeni trzydziestu lat John Butler
wyr6znil jej cztery fazy rozwoju: poszukiwawcza, stabilizacji i standaryzacji, wzrostu
oraz najmiodszg wyrafinowana [Butler J, 2015, The future of forensic DNA analysis,
Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 5; 370(1674): 20140252].

Moja praca zawodowa jest od dwoch dekad zwigzana z kryminalistyka w Polsce
iprzez ten czas staralam si¢ zrozumie¢ wyzwania ioczekiwania jakim musiala

sprosta¢ genetyka w naukach sgdowych.

Badania genetyczne po raz pierwszy zostaly wykorzystane w praktyce sledezcj
w Wielkiej Brytanii w 1986 roku. natomiast w Polsce pierwsza opinia z genctyki
sgdowej zostata wydana w maju 1989 r. Na przestrzeni lat w polskiej genetyce sadowej
pojawito si¢ w stosunku do krajow zachodnioeuropejskich okolo 8 letnie opoznienie
technologiczne. Wejscie Polski do UE spowodowato, ze w 2004 r. kryminalistyczne
laboratoria policyjne uzyskaly dotacj¢ unijng na zakup aparatury badawczej, wtym
automatycznych analizatorow DNA opartych o technologie elektroforezy kapilarnej
(CE). Technologia ta umozliwita czule, zautomatyzowane i wysokoprzepustowe
badania. Poprzez takie przygotowanie laboratoriow badania genetyczne w naszym
kraju staty si¢ powszechne w prowadzonych postepowaniach policyjnych. Jednak
opéznienie w podgzaniu za nowosciami wynikajace z uwarunkowan historycznych
spowodowalo, ze miatam swdj udzial we wszystkich zdefiniowanych przez Johna
Butlera fazach rozwoju genetyki sadowej. Ponizej przedstawitam podsumowanie
mojego udzialu naukowego w poszczegolnych fazach rozwoju genetyki sgdowei
w Polsce.

Faza poszukiwawcza

Pierwsza deckada mojej dzialalnosci naukowej w kryminalistycznej analizie DNA
rozpoczgta si¢ na poczagtku obecnego wieku poszukiwaniem optymalnych markeréw
identyfikacyjnych. Informacje genetyczne z Human Genome Project dostarczyly
informacji o markerach genetycznych STR. jako idealnych do wykorzystania w testach

sagdowych. Badanie DNA za pomocg dost¢pnych zestawdw pozwalalo na osiggniccie
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bardzo duzej, zazwyczaj satysfakcjonujgcej, sily dyskryminacji w rutynowej
identyfikacji osobniczej. Jednak w niektdrych przypadkach konieczne bylo
rozszerzenie badan o dodatkowe wysokopolimorficzne markery STR.

Dlatego tez w pierwszych pracach badawczych poszukiwatam i wdrazalam nowe
markery STR, niesprzg¢zone z rutynowo uzywanymi. Utworzylam systemy
fluorescencyjnej analizy dla nowowylonionych markeréw STR HumGH@
i HUMHUU oraz sprawdzitam ich wiarygodno$é i opracowatam statystyczne
parametry przydatnosci w badaniach kryminalistycznych.

(Spolnicka M., Konarzewska M., Soltyszewski 1, Beremt J. Polimorfizm STR
nickodujqcego regionu genu ludzkiego hormonu wzrostu (HUMGHCSA) i jego
wykorzysianie w identyfikacji osobniczej  doniesienie wsigpne. Archivum Medycyny
Sadowej, 2006, 56, 95-98:

Spélnicka M. Jagicllo A, Soliyszewski I, Jacewicz R, Plécienniczak A, Bereni J.
Sequence analysis of a new short landem repeat locus DI782266F located In the
Human Growth Hormone gene cluster HumGH@, Journal of Forensic Science, 2008,
53 (3): 683-686;

Spdlnicka M., Polimorfizm STR nickodujgcego regionu genu ludzkiego hormonu
wzrostu (HUMGH@) i jego wykorzystanie w  identyfikacji  osobniczej, Wyd.
Centralnego Laboratorium Kryminalistycznego KGP, Warszawa 2009;

Konarzewska M., Pepinski W., Jagieilo A., Spdlnicka M., Soliyszewski I,
Plocienniczak A., Berent J, Population data and sequence analysis of a new
mocrosatellite locus HumHUU (D16S3433), Forensic Science International: Genetics,
2010, 4 (5): 143-144;

Konarzewska M., Spolnicka M. Soltyszewski I, Berent J, Polimorfizm locus
HUMHUU w populacji polskiej - doniesienie wstgpne, Archiwum Medycyny Sadowej,
2006, 56, 99-102;

Projekt  badewcezy grani  promolorski wnr 2 P05A03129: Polimorfizm STR
nickodujgcego regionu genu ludzkiego hormonu wzrostu (HumGH@) i jego

wykorzystanie w identyfikacji osobniczej)

Faza stabilizacji i standaryzacji
W tej fazie typowanic DNA za pomoca markeréw STR objelo zastosowanie

barwnikéw fluorescencyjnych do znakowania produktéow PCR i elektroforeze
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kapilarng (CE) w celu szybkiego rozdzielenia i detekeji produktéw PCR znakowanych
barwnikiem. Startery do kilku markeréw STR zostaly polgczone w jedng reakcje
multipleksowa, co pozwolilo na efekiywniejsze genotypowanie 1 wykorzystanie
mniejszej ilosci DNA, niz w przypadku badania kazdego markera oddzielnie.
Interpretacja  statystyczna wynikow DNA oparla si¢ na solidnych podstawach
naukowych, z ktorych znaczna cze$é pochodzila z dziatan akademickich. W sytuacji,
gdy badana jest odpowiednia liczba markeréw genetycznych statystycznie osiggalna
staje si¢ probabilistyczna "indywidualizacja" profilu DNA. W zwigzku z tym sita
dowodu moze by¢ wyrazona w kategoriach liczbowych, ktore mogg byé silnie
dyskryminujace (1 na bilion lub rzadziej). Jednak w celu przeprowadzenia powyzszych
obliczerr konieczne byly i sa kolejne badania dostarczajgce danych do oceny
zmiennosci genetycznej populacji. Dlatego tez bralam udzial w pracach, w ramach,
ktorych przebadalam 870 i 2000 oséb z populacji Polski w zakresie autosomalnych
markeréw STR z komercyjnego zestawu odpowiednio GenePrint PowerPlex 16 fimy
Promega 1 SGM-plus firmy Applera.

(Soltyszewski I, Spélnicka M, Kartasinska E. Konarzewska M, Pepinski W, Janica J.,
Genetic variation of STR loci D3S1358, THO!. D21S11, DI18S51, Penta E. D5S818.
D138317, D78820, D168539, CSFIPO, Penta D, vWA, D8S117Y. TPOX and FGA by
GenelPrint PowerPlex 16 in a Polish population, w: Forensic Science International,
2000, 159: 241-243;

Projekt celowym nr 148/27/CT00/99 finansowany przez Komitet Badan Navkovwyeh
i Ministerstwo  Nauki i Szkolnictwa  Wyzszego:  Badania kryminalistyczne
z wykorzystaniem  dziesigeiv niekodujycveh  ukladéw  STR ohejmujgeyeh
reprezentatyzwng czes¢ populacyi polskiej).

Réwniez bralam udziat w badaniach dotyczacych wplywu alleli wystepujacych z nisky
czgstoscig  (ponizej 0,01) na silg dyskryminacji calego profilu oznaczonego
multipleksowym zestawem STR.

(Soityszewski L, Spélnicka M.. Konarzewska M., Berent J., Effect of rare on DNA
profile frequency in SGM Plus studies. Problems of Forensic Science, 2006, LXVIII,
362-367)

Waznym aspektem mojej pracy byla standaryzacja postepowania w interpretacji
wynikéw  badain  genetycznych. ktéra powinna uwzgledniaé  jednolite reguly

obowigzujgce podezas analizy profili DNA. Narzedziami stuzgeymi do tego sa

30
Zatgeznik nr 2 do wniosku o postgpowanic habilitacyjne



wytyczne i normy formulowane przez srodowiska naukowe opisujace mozliwie
doktadnie istotne czymniki wplywajace na wyniki badan genctycznych. Dlatego tez
skupialam si¢ na propagowaniu wykonywania badan genetycznych zgodnie
z zapewnieniem odpowiednie] jakosci, wykorzystaniem najnowszych rozwigzan oraz
osiggni¢¢ nauki. W branzowym czasopisémie kryminalistyczny opisalam nowe
mozliwosci badaft DNA o znacznym stopniu zdegradowania poprzez wykorzystania
markeréw miniSTR, jako alternatywy do rutynowych analiz genetycznych.

(Spdinicka M., Drabik J. Markery miniSTR jako nowa technologia badania dla celéw
biologicznych w kryminalistyce, Problemy kryminalistyki, 2007, 238, 56 — 62)

Ponadto opracowatam w jezyku polskim jednolite zasady obowigzujace podczas
analizy oraz oceny statystycznej profilu DNA. Przedstawilam najczgéeiej pojawiajagce
si¢ zjawiska genetyczne z jakimi maja do czynienia biegli podczas kryminalistycznej
analizy profili STR.

(Dgbrowska J., Makowska Z., Spdlnicka M., Szablowska-Gnap E., Najczestsze
zjawiska wystgpujgce podczas analizy profili DNA w multipleksowych systemach STR,
Problemy kryminalistyki, 2013, 279 (1),46 — 53)

Kolejny artykul, ktéry opublikowalam zostaly przygotowany zmysla o bieglych
z zakresu genetyki sadowej, jako narzedzie pomocne w analizowaniu wynikow, ze
szczegblnym uwzglednieniem mieszanin DNA oraz opracowywaniu na ich podstawie
wnioskow, ktore sg p6zniej wykorzystywane przez organy procesowe,

(Dgbrowska .J., Makowska Z., Spélnicka M., Szablowska-Gnup E. Teorefyczne
podsiawy analizy mieszaniny DNA w nndtipleksowych systemach STR, Problemy
kryminalistyki, 2013, 280 (2), 16 - 27)

Biorgc pod uwage moc dowodows, jaka daje profilowanie DNA, niezmiernie waznym
staje si¢ utrzymywanie wysokich standardow badai i stosowanie sprawdzonych zasad
postgpowania. W celu zapewnienia wysokiej jakosci wynikow badan laboratoria
kryminalistyczne muszg przeprowadzaé walidacj¢ wewnetrzna stosowanych metod
1 sprzgtu. Proces ten przyblizytam w kolejnej pracy pogladowe;.

(Spdlnicka M., Zbieé-Piekarska R., Proces walidacji w kryminalistyeznych badaniach

profilowania DNA, Problemy kryminalistyki, 2008, 262 (4), 5 13)

Faza wzrostu

Amerykaniska baza danych DNA faze wzrostu rozpoczeta od okolo dwéch milionow
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profili DNA pod koniec 2004 r. Dziesie¢ lat pdzniej baza ta miala zgromadzonych
okoto 12 milionéw profili (14 milionéw profili ogélem). Podobne wzorce wzrostu
pojawily si¢ w innych krajowych bazach danych DNA na calym $wiecie. W Polsce
baza danych DNA rozpoczela swojg dziatalnos¢ w 2007 roku i obecnie ma
zgromadzonych okolo 100 000 profili. Ponadto polska baza danych jest operacyjna
z 19 krajami Unii Europejskiej, z ktérymi wymienia dane genetyczne. W swojej pracy
wspoltworzytam polskg bazg DNA i budowatam wsrdd policjantow $wiadomosé jej
potencjalu oraz mozliwosci wykrywczych. Prowadzilam szkolenia dotyczgce
funkcjonowanie i mozliwosci wykrywezych baz danych DNA skierowane do
naczelnikow  nadzorujgcych prace  dochodzeniowo-§ledecza w  komendach
wojewodzkich/stolecznej  Policji, naczelnikow laboratoriéw kryminalistycznych
komend wojewddzkich i KSP oraz funkcjonariuszy Agencji Bezpieczenstwa
Wewnetrznego, Strazy Granicznej i zohnierzy Zandarmerii Wojskowe;. Zrealizowany
przeze mnie plan marketingowy popularyzujacy baze danych DNA spowodowal
rejestracj¢ ponad 90% wszystkich NN $ladéw oznaczanych w toku wykonywanych
opinii.

Przy wigkszych rozmiarach bazy i wymianie miedzynarodowej, pojawila si¢ potrzeba
rozszerzenia zestawow glownych loci, ktére zostaly zaproponowane przez Unig
Europejskg. Doprowadzito to do wyprodukowania nowych zestawow autosomalnych
STR, jak réwniez gromadzenia w bazic markerow Y-STR. Dlatego tez nastepng swoja
aktywno$¢ naukows skierowalam na badania populacyjne dotyczace 17 markerow
STR zlokalizowanych na chromosomie Y. Badania tc dodatkowo stanowily element
walidacji rozwojowej zestawu AmpFISTR Yfiler PCR. W ramach te) pracy
przebadanych zostalo 255 niespokrewnionych mezczyzn mieszkajgeych w Polsce
Centralnej.

(Sollyszewski I, Pepinski W, Spolnicka M, Kartasiniska E. Konarzewska M. Junica J.
-chromosomal haplotypes for the AmpFISTR Yfiler PCR Amplification Kit in a
population sample from central Poland, w: Forensic Science International, 2007, 168
61-67);

Kolejne badania dotyczyty 27 markerow YSTR z zestawu Yfiler® Plus firmy Applied
Biosystems. Zestaw ten to nowy dodatek do zestawéw dostepnych na rynku. System
umozliwia amplifikacje 27 loci Y-STR, obejmujacych standardowy zestaw tak

zwanych markerdw "minimal haplofyps" (zdefiniowanych w bazie danych YIRD). jak
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rowniez dodatkowych markeréw, w tym tych charakteryzujacych sie szybkim tempem
mutacji.

(Spdinicka M., Dgbrowska J., Szublowska-Gnap E., Paleczka A., Jabloviska M., Zhicc-
Piekarska R., Pigta A., Borot M., Konarzewska M., Kostrzewa G., Ploski R., Rogalla
U, Woziniak M., Grzybowski T., Intra- and inter-population analysis of haplotype
diversity in Yfiler® Plus system using a wide sei of representative data from Polish
population, Forensic Science International: Genetics, 2017, 28: 22 — 25;

Projekt z badan wlasnych CLKP: Baza haplotypéw chromosomu Y oznaczonych dla

populacji polskiej w zakresie 27 loci)

Faza wyrafinowana

Analizujgc miejsce, w ktérym obecnie znajduje si¢ genetyka sadowa w Polsce
zaobserwowaé mozna, ze w badaniach wdrozeniowych i rozwojowych musieliémy
»20ni¢” kraje UE, Zeby siltg rozpedu w 2013 roku stwierdzié swojg obecnosé w fazie
wyrafinowanej. Rozpatrujac ta faz¢ nalezy mysle¢ o przyszloé¢ badan
w kryminalistyce. Dokladne przewidywanie przysziosci zawsze stanowi wyzwanie ze
wzgledu na nieprzewidziane innowacje. Jednakze, badajac przesztos¢ i rozumiejac
obecne wyzwania, czesto mozna rozsadnie prognozowaé na przyszio$é. Takie
planowanie pozwala dziatajacym w niej osobom wiedzie¢ dokad zmierzaja i pracowaé
nad poprawg przyszlosci poprzez ukierunkowanie dziatan naukowych. Ta motywacja
spowodowala, ze w swoich badaniach zajclam sie predykciy wieku, cech
fenotypowych oraz biogeograficznych.

W 2013 roku zaczelam badania naukowe w projekcie finansowany przez NCBR na
rzecz obronnosci i bezpieczenstwa pafistwa: ,Kryminalistyczny test DNA do
okreslania wieku czlowieka™. Szacowanie wieku w $ledztwach kryminalistycznych
moze uzupelnia¢ przewidywanie widocznych cech zewnetrznych, umozliwiajgc w ten
sposob lepszy opis nieznanej osoby. W ludzkim genomie zidentyfikowano wiele
miejsc CpG, ktére wykazujg liniowg korelacje pomiedzy wiekiem, a stopniem
metylacji DNA, co zapewnia wybor kandydatow do prognozowania wieku.
W pierwszych badaniach dotyczacych wieku zoptymalizowali§my test oparty na
konwersji wodorosiarczanem sodu i pirosekwencjonowaniu 7 miejsc CpG
zlokalizowanych w genie ELOVL2. Uzyskane wyniki pokazaly, ze locus ELOVL2

stanowi bardzo dobre zrédlo infermacji o wicku chronologicznym czlowieka
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w oparciu 0 analize krwi, w tym plam krwi z szacunkowym bledem standardowym
+/- 7 lat.

Kolejne badania wynikaly z postgpéw. jakie si¢ dokonaly w analizie ludzkiego
metylomu i umozliwily selekcj¢ wielu potencjalnych loci wykazujgcych liniowa
korelacjg z wiekiem chronologicznym. Prakiyczne zastosowanie w kryminalistyce
markerow DNAmet zalezy od pomyslnego sprawdzenia tych potencjalnych
predyktoréw wieku. W badaniu przeanalizowali$my osiem loci kandydujacych za
pomocg wygodnej i niezawodnej technologii pirosekwencjonowania. Badanie
potwierdzilo korelacj¢ wszystkich badanych markeréw z wiekiem czlowieka. Pigé
najbardziej istotnie skorelowanych miejsc CpG zostalo wybranych do zbudowania
modelu predykejnego. To ograniczenie pozwolilo na uproszezenie analizy technicznej
bez znaczacego obnizenia dokladnosci prognozy (szacunkowy blad standardowy
wynosit 4.5 roku).

(Zbieé-Piekarska R.. Spélnicka M., Kupiec T., Makowska Z.. Spas A.. Purys-Proszek
A., Kuchurczyk K., Ploski R., Branicki W., Examination of DNA methylation status of
the ELOVL2 marker may be useful for human age prediction in forensic science,
Forensic Science International: Genetics, 2015, 14: 161-7;

Zbieé-Pickarska R.. Spélnicka M., Kupiec T.. Parys-Proszek A., Makowska 7.,
Paleczka A., Kucharczyk K., Ploski R., Branicki W., Development of a Jorensically
useful age prediction method based on DNA methylation analysis, Forensic Science
International: Genetics, 2013, 17: 173-179;

Projekt nr O ROB 0002 03 001 - finansowany przez Narodowe Centrum Buadari i
Rozwoju w ramach konkursu nr 3/2012 na wykonanie projekiéw w zakresie badar
naukowych lub prac rozwojowych na rzecz obronnosci i bezpicczerstwa pansiwa:
Kryminalistyczny test DNA do okreslania wicku cziowieka ™)

Nasze do$wiadczenia zyskane w trakcie badain nad metylacja DNA pozwolily na
sporzgdzenie listu do redakcji czasopisma Bioinformatics, w ktorym radzilismy
ostrozne stosowanic proponowanej metodologii. mozliwosei stosowania modeli
binarnych do analizy DNA, zaproponowancj w artykule Cheng i Zhu (2014).
Nie zgodzilismy si¢ z nicktorymi dokonanymi w artykule uogdlnieniami.

(Prochenka A., Pokarowski P., Gasperowicz P., Kosinska J.. Stawinski P., Zbieé-
Pickarska R., Spolnicka M.. Branicki W., Ploski R.. A cautionary note on using hinary

calls for analysis of DNA methylation, Bioinformatics. 2015, 31¢9): 1519-20)

ke
Zatgeznik nr 2 do wniosku o post¢powanic hubilitacy jne



Bez watpienia predykcja wieku czlowieka jest bardzo pomocna w okresleniu
genetycznego rysopisu przestepcy. Udzial w kolejnym projekcie stal si¢ $cislg
kontynuacjg badan nad wiekiem czlowieka. Od 2016 roku kieruje projektem, ktéry
ma na celu opracowanie kompletnego systemu predykcyjnego pozwalajgcego na
jednoczesna analize kilkudziesigciu wariantdw DNA 1 predykcje poprzez
zastosowanie modeli matematycznych wybranych cech fizycznych, tj. koloru oczu,
wlosow i skory, sklonnosci do wezesnego tysienia, stopnia skrecenia wlosow oraz
pochodzenia biogeograficznego. Ponadto postanowilismy wlaczyé sie do badan nad
markerami pochodzenia biogeograficznego, ktore od kilku lat sa intensywnie
prowadzone w osrodkach zachodnio-europejskich i amerykanskich. Do tej pory
w badaniach tego. rodzaju zmierzano niemalze wylgcznie do opracowywania
globalnych zestawéw markeréw pozwalajagcych na okreslanie  pochodzenia
z rozdzielczoscig migdzykontynentalna. W projekcie szczegdlng uwage poswigcamy
selekcji markeréw genetycznych, ktére mogg okazaé¢ sie przydatne dla okreglania
pochodzenia w obrebie Europy Srodkowej i Wschodniej, z uwzglednieniem populacji
Polski.
W 2018 roku zostala opublikowana praca, w ktérej prezentujemy wyniki badan nad
ksztaltem wlosow glowy, jako cechy charakterystycznej ludzkiego wygladu
wykazujgcej znaczny stopien zmiennosci na mapie $wiata. Poniewaz blad
przewidywania pigmentacji w niektérych przypadkach moze wynikaé z ciemnienia
koloru wloséw zwigzanych z wiekiem, jak réwniez wplywu plci na kolor oczu kolejne
nasze badania mialy na celu zbadanie tych mniej poznanych zjawisk w grupie
miodych osobnikdow.
(Pospiech E., Lee HY, Kuklu-Bartoszek M, Kariowska-Pik J, Wozniak A, Boron M,
Zubanska M, BronikowskaA, Hong SR, Lee JH, Lee SD, Spélnicka M, Branicki W,
Variation in RPTN gene may facilitate siraight hair formation in Europeans and East
Asians, Jowrnal of Dermatological Science, 2018, 20: S0923-1811(18)30246-9).
Kukla-Barioszek M., Pospiech E., Spéinicka M., Karlowska-Pik J., Strapagiel D., Sitek
A., Investigating the impact of age-depended hair colour darkening during childhood
on DNA-based hair colour prediction with the HlyisPlex system, Forensic Science
International: Genetics, 2018, 6, 36: 26-33;
Projekt nr DOB-BIO7/17/01/2015 - finansowany przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju w zakresie badan naukowych lub prac rozwojowych na rzecz ohronnosci
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i bezpieczenstwa  paistwa: NEXT - Genelyczny portrel  sprawey oraz ofiary
przesiepstwa — opracowanie systemu do okreslania wyglqdu czlowicka i pochodzenia
hiogeograficznego poprzez analize DNA z wykorzystaniem sekwencjonowania
nasigpnej generacji (NGS)

W 2018 roku rozpoczetam realizacje projektu w ramach programu EU Horyzont 2020
Forensics techniques on broadened use of DNA. .Visible Attributes through
Genomics: Broadened Forensic Use of DNA for Constructing Composite Sketches
from Traces — VISAGE"™, ktore to badania pozwolg na pelng wymiane do$wiadczen
naukowych oraz wiedzy zdobytej przez 13 krajow europejskich w obszarze predykcji

cech fenotypowych, biogeograficznych i wieku.

Z praktyki kryminalistycznej

W trakcie swojej dotychczasowej pracy staralam sie dzieli¢ wiedza i doswiadczeniem
z innymi osobami zajmujacymi si¢ genetyky sadows. Organizowalam konferencje
i seminaria naukowe, prowadzitam zajecia i warsztaty w ramach wewnatrzpolicyjnego
doskonalenia zawodowego biegtych i policjantéw z pionu techniki kryminalistycznej
i dochodzeniowo-sledczego.  Oméwienie  istotnych  z  praktyki  zagadnien
przedstawialam w wystapieniach na konferencjach i w artykutach. Opublikowalam
swoje do$wiadczenia w: badaniu réznych s$laddw biologicznych. ocenic ciatka
szklistego jako potencjalnego materialu badawczego do kryminalistycznej
identyfikacji DNA czlowieka po $mierci. izolacji DNA 7z materiatu kostnego oraz
identyfikacji NN zwlok, ktére zdobylam w trakcie udzialu w miedzynarodowej akcji
1dentyfikacji ofiar kataklizmu tsunami w Tajlandii w 2004 r. Swoimi umiejetnosciami
zawodowymi miatam mozliwo$¢ podzieli¢c si¢ w trakcie realizacji projekiu
migdzynarodowego dotyczacego zapobieganie i zwalczanie przestepczosci (ISEC):
poprawa wspolpracy laboratoriow sadowych w zakresie medycyny sadowej
1 wymiany informacji w krajach V4.

Bratam rowniez udzial w innowacyjnym projekcie spolecznym. ktérego glownym
celem bylo wyjasnienie archiwalnych spraw: z jednej strony doprowadzenie do
identyfikacji osob dlugotrwale zaginionych, a z drugicj zmarlych pochowanych jako
NN.

(Janica J.. Vitreous humor as a potential source for posimortem human identification,

Folia Histochemica et Cytobiologia, 2007, 43, No.2, s.135- 136 ;
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Debska M., Spolnicka M., Zbieé-Piekarska R., Badania jgdrowego DNA w materiale
kostnym — opis wybranych przypadkow, Problemy kryminalistyki, 2013, 279 (1), 23-
29;

Spdlnicka M, Soltyszewski I, Procedura identyfikacji ofiar Tsunami w Tajlandii, w:
Postepy Wspdiczesnej Kryminalistyki pod red. E. Gruzy, T. Tomaszewskiego i M.,
Goca 2006, tom 10, 5.313-316;

Soltyszewski 1., Spolnicka M., Badanie sladow biologicznych w: Medyczno-sqdowa
problematyka wypadkow drogowych, pod red. J. Berenta. Wyd Politechnika
Krakowska i Instytut Ekspertyz Sgdowych, Krakéw 2003, 5.43-54, §.55-63;

Projekt nr 1S-2/29/NCBR/2015- finansowany przez Narodowe Centrum Badan i
Rozwoju w ramach konkursu Il Innowacje Spoleczne, GeNN identyfikacjia
niezidentyfikowanych zwlok;

Projekt HOME/201 2/ISEC/FP/C1/4000003837, Prevention of and Fight against
Crime (ISEC): Improvement of DNA forensic laboratory cooperation and information

exchange in V4 countries)

Inne badania

Réwniez jestem wspolautorkg prac spoza obszaru kryminalistyki, ktore powstaly
w wyniku wspélpracy zinnymi osrodkami, jako spin-off’ badan prowadzonych
w moich gléwnych kierunkach badawczych.

(Strawa K., Markowska A., Miskiewicz P., Kus A., Ambroziak U., Szymarnski K., Zbicc
R., Spolnicka M., Krajewski P., Bednarczuk T., Ploski R., Increased concentration of
T-cell receptor rearrangement excision circles (TREC) in peripheral blood in Graves'
disease, Clinical Endocrinology (Oxf)., 2014, 81 (5) 769-74

Wezyk M., Spdlnicka M., PosSpiech E., Peplonska B., Zbiec-Piekarska R., Hkowski J.,
Styczynska M., Barczak A., Zboch M., Filipek-Gliszczynska A., Skrzypczak M,
Ginalski K., Kabza M., Makalowska I, Barcikowska-Kotowicz M., Branicki W. and
Zekanowski C., Hypermethylation of TRIM39 and KLFI4 influences cell death
signaling in familial Alzheimer’s disease, Oxidative Medicine and Cellular Longevity,

February 2018, Article Number: 6918797).

Podsumowanie:

Dwadziescia lat badan, 26 publikacji, jedna monografia, jedno wspolautorstwo
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rozdzialu w monografii oraz ponad 50 prezentacji na konferencjach, udzial
i kierowanie projektami oraz wspdlpraca w konsorcjach naukowych stanowi mdj
wkiad w rozwdj genetyki sgdowej.

Impact Factor publikacji nie wchodzgeych w skiad osiggniecia naukowego: 46,461
Impact Factor jako pierwszy autor i/lub autor do korespondencji: 24,844

Calkowita liczba punktéw wg Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: 589
Liczba punktow wg Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego wchodzacych
w sklad osiggnigcia naukowego: 145

Liczba punktow wg Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nie wchodzacych
w skiad osiggniecia naukowego: 444

Doniesienia zjazdowe zagraniczne: 33

Doniesienia zjazdowe krajowe: 20

Lacznie 121 cytowan, indeks Hirscha wynosi 4 (Zrodlo: ISI Web of Science Core
Collection)

Lacznie 142 cytowan, indeks Hirscha wynosi 5 (Zrodlo: Scopus)
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