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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Tomasz Kuldo
,Biostatystyczna analiza mieszanin DNA pochodzacego od dwéch oséb

z wykorzystaniem autorskiego programu komputerowego”

Decyzja Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi  zostala mi
powierzona ocena pracy doktorskiej mgr inz. Tomasz Kuldo ,Biostatystyczna analiza
mieszanin DNA pochodzacego od dwéch osob z wykorzystaniem autorskiego programu
komputerowego” przygotowanej pod opieka prof. dr hab. Jarostawa Berenta z Katedry i
Zaktadu Medycyny Sadowej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi .

Analiza $laddw, ktére zawierajg DNA pochodzace od wigcej niz jednej osoby stanowi
jedno z najtrudniejszych wyzwan bieglego z zakresu genetyki sadowej. Takie badania oprocz
specjalistycznej wiedzy i wyrafinowanego warsztatu badawczego wymagajg szczeg6lnej
ostroznoéci przy formulowaniu wnioskéw. Rola biegltego jest prawidlowe oszacowanie
warto$ci dowodu z badan, przedstawienie wyniku w sposéb logiczny i prosty, ale przede
wszystkim zgodny ze §wiatowymi standardami.

Zgodnie ze stanowiskiem ISFG wlasciwa metoda oceny wartosci dowodu z badan DNA
jest metoda probabilistyczna oparta na ilorazie wiarygodnosci, ktéra pozwala oszacowac site

dowodowa uzyskanego wyniku oraz oceni¢ stosunek szans migdzy konkurencyjnymi
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hipotezami, dotyczacymi pochodzenia profilu lub mieszaniny DNA. Stad tez dokladne
poznanie i zrozumienie zasad dzialania oraz ograniczen narzedzi wykorzystywanych do
statystycznej interpretacji wynikéw badan sladéw biologicznych w kryminalistyce jest
kluczowym etapem poprzedzajacym formutowanie wnioskéw ptynacych z tych analiz.

Dlatego tez podjecie badan dotyczacych biostatystycznej analizy mieszanin DNA
pochodzacego od dwéch o0séb z wykorzystaniem autorskiego programu komputerowego
uwazam za bardzo cenne.

Przedstawiona mi do oceny dysertacja liczy 75 stron i sktada si¢ z 10 rozdzialow w
typowym ukladzie. W tekscie pracy umieszczono 22 rycin i 39 tabel. S one starannie
opracowane i szczegblowe. W opisie tabel i rycin zastosowano odpowiednie tytuly, a takze
objasnienia znakéw i symboli. Tabele i ryciny stanowig istotne wzbogacenie tresci pracy. W
koncowej czgsci pracy umieszczono spis pi$miennictwa liczacy 40 pozycje oraz streszczenia
w jezyku polskim i angielskim

We wstepie Autor opisat metody analizy DNA, identyfikacje mieszanin DNA, w tym
etapy ich interpretacji, podal matematyczne podstawy do obliczenia proporcji mieszaniny Mx
i stosunku mieszaniny Mr dla mieszaniny od dwdch oséb, czy tez mozliwe genotypy
skladnikéw mieszaniny DNA od dwdch oséb. Przedstawit takze klasyfikacje mieszanin
zgodnie z wytycznymi Niemieckiej Komisji ds. Sladow.

Na potrzeby autorskiego programu komputerowego BIO-Q-MIX Doktorant
zaadoptowal podzial na typy mieszanin ABC klasyfikujac je wedtug wzoréw w oparciu o
proporcj¢ Mx i stosunek Mr mieszaniny DNA, a takze przedstawit wzory do obliczenia ilorazu
wiarygodnosci LR dla przyjetych hipotez.

Cel pracy przedstawiono syntetycznie jako wprowadzenie metody jednoczesnej
analizy jakosciowej i iloSciowej wyniku badania mieszaniny DNA pochodzacej od dwéch oséb
z wykorzystaniem autorskiego programu komputerowego BIO-Q-MIX oraz przeanalizowanie
wplywu analizy ilosciowej na warto$¢ dowodows opinii.

Materialem do badaf byly probki w postaci wymazéw z nablonka $luzéwki jamy
ustnej pobrane bezinwazyjnie od czterech 0s6b, z ktérych wykonano 57 mieszanin w réznych
kombinacjach i proporcjach, a nastgpnie oznaczono profile DNA przy uzyciu zestawu
odczynnikow AmpFISTR® NGM™ firmy Applied Biosystems

Na wykorzystanie materialu badawczego i wynikéw do przeprowadzenia badan

uzyskano zgode Komisji Bioetyki Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.



Doktorant w rozdziale metody szczegdtowo opisat metode przygotowania mieszanin
przedstawiajgc kombinacje i proporcje mieszanin DNA ujete tabelarycznie, metodg izolacji
DNA, oceng ilosci DNA w oparciu o reakcj¢ PCR w czasie rzeczywistym (Real Time PCR)
oraz amplifikacj¢ fragmentéw DNA przy uzyciu zestaw AmpFISTR® NGM™™ | Detekcja
produktéw reakcji PCR  zostala przeprowadzona przy uzyciu elektroforezy kapilarnej przy
uzyciu sekwenatora Genetic Analyser 3500 firmy Applied Biosystems.

Analiz¢ wynikéw badari przeprowadzono przy uzyciu programu GeneMapper® ID-X
Software v1.6. w ktérym automatycznie przypisano allele do danego locus. Elektroforegramy
z wynikami bada’ DNA zapisano w formacie PDF. Dane zawierajace oznaczone numer probki,
loci STR, oznaczone allele i ich warto§é RFU eksportowano w formacie TXT.

Kolejnym etapem bylo opisanie zasady dzialania autorskiego programu
komputerowego BIO-Q-MIX bedacego czescia systemu eksperckiego BIO-Q SQL. W tej
czgsei Doktorant szczegélowo przekazal wszystkie etapy obshugi programu, w tym
wprowadzenie danych dotyczgcych materiatéw i prébek, zaimportowanie danych z pliku TXT
zawierajacych oznaczone numery i)rébek, loci STR, oznaczone allele i ich warto$¢ RFU z
nastgpowg akceptacja alleli. Za wazny element tego programu uwazam fakt, ze kazdy przyjety
do analizy allel jest wysSwietlany w formie graficznej piku na osi X, zawierajacej dane
populacyjne (loci, allel, czgstos¢ allela), ktore zostaty zaimportowane ze strony internetowej

https:/strider.online. ~Dzigki temu w programie BIO-Q-MIX sprawdzana jest zgodno$é

wprowadzonego allela z wewngtrzng baza populacyjna zawierajacg loci, allel i czesto§é
wystgpowania w danej populacji i tylko takie allele sa poddawane dalszej analizie

Program BIO-Q-MIX przeprowadza analize mieszaniny DNA od dwdch oséb w
oparciu o balans heterozygotyczny (Hb), proporcje/stosunek mieszaniny Mx/Mr, typ
mieszaniny, iloraz wiarygodnosci dla wybranego ilo$ciowo wigkszego i mniejszego sktadnika
mieszaniny. Jednak ostatecznie to biegty dokonuje wyboru ktéra mozliwa kombinacje
przyjmuje do dalszej interpretacji. Natomiast raport koricowy analizy mieszaniny DNA moze
zawiera¢ tylko wybrane kombinacje genotypéw lub wszystkie dostepne genotypy ilosciowo
wigkszego i mniejszego skladnika mieszaniny, co Doktorant szczegélowo opisal w tej czesci
obficie ilustrujgc to odpowiednimi rycinami i tabelami.

Najistotniejszy z praktycznego punktu widzenia rozdzial dotyczagcy Wynikéw zostat
opracowany bardzo starannie w tabelach od 10-39. W 29 tabelach przedstawiono obszere
wyniki analizy kazdej z badanych mieszanin DNA w autorskim programie komputerowym

BIO-Q-MIX w zestawieniu z wynikami uzyskanymi w L Rmix Studio wersja 2.1.5.



Sposo6b prezentacji wynikow jest przejrzysty i stanowi warto$ciows i obszerng cze$é
pracy. Kryteria podziatu, sg adekwatne do zatozonych celow.

Doktorant w oparciu o program komputerowy dokonat weryfikacji zgodnosci
wprowadzonych alleli z baza populacyjng wraz z przypisaniem do allela jego czestosci
wystepowania w populacji, zaproponowal kombinacje wszystkich mozliwych genotypow osdb
w mieszaninie DNA, sprawdzit balans heterozygotycznego wyznaczonych genotypéw, w
przypadku wystapienia efektu stochastycznego wprowadzil genotyp aF, w celu
wyeliminowania ,.falszywej” homozygoty, wyznaczyl proporcje/stosunek Mx/Mr oraz typ
mieszaniny wraz z informacja o ewentualnym przekroczeniu dopuszczalnego zakresu, wskazal
mozliwe bledy interpretacyjne takie jak blad balansu heterozygotycznego Hb oraz bledy
proporcji/stosunku Mx/Mr, obliczyl iloraz wiarygodnoscei dla potwierdzonych przez eksperta
genotypow ilosciowo wigkszego 1 mniejszego skladnika mieszaniny, w tym czastkowego dla
kazdego loci.

Analiza wynikéw programu wykazata zjawisko wypadania alleli (drop-out), czy tez
wypadania alleli powyzej progu limitu detekcji (LOD) oznaczonego na poziomie 150 RFU,
najczescie] w przypadku loci THO1 9.3 i 10. Jednoczesnie analiza wynikéw przy uzyciu
programu BlO-Q-MIX wykazala brak zachowania proporcji/stosunku Mr/Mx mieszanin DNA
w 89 przypadkach na 912 wszystkich przeprowadzonych analiz oraz réznych klasyfikacji w
obrgbie mieszaniny - najczgsciej w przypadku mieszanin typu C zawierajacych ilosciowo
znacznie mniejszy skladnik i z widocznym efektem stochastycznym, kolejnym zjawiskiem
zidentyfikowanym automatycznie przez BIO-Q-MIX byt blad balansu heterozygot Hb co ma
istotny wptyw na ocen¢ wartosci wyniku dowodu z badaii DNA.

Dyskusja i opis uzyskanych wynikow stanowi istotng czgé¢ pracy dowodzacy
dojrzatosci naukowej Doktoranta. Kolejno$é prezentacji wynikow jest jasna, logiczna i stanowi
odpowiedz na zalozenia pracy, a uzyskane wyniki sg podstawa do wyciagnigcia stosownych
wnioskow.

W tym miejscu nalezy wskazaé, Zze analiza przeprowadzona za pomocg modeli
probabilistycznych jest naukowo akceptowanym i logicznie uzasadnionym sposobem
prezentacji wnioskéw z badan genetycznych. Natomiast analiza matematyczna po
sformutowaniu hipotez jest bardzo ztozona i mozna jg wykona¢ za pomocg skomplikowanego
oprogramowania.

Na podkre§lenie zastuguje fakt, iz Doktorant przeprowadzit badania w dziedzinie
majacej dotagd niewielkg liczbe opracowan dostgpnych w literaturze. Przeprowadzona przez

Doktoranta w dysertacji dyskusja wykazata, iz posiada umiejetnos$¢ krytycznej i wywazonej
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oceny uzyskanych wynikow oraz formutowania wnioskéw koficowych, zwlaszcza w sytuacji
braku mozliwosci skonfrontowania ich z licznymi danymi z pi$miennictwa. Rozprawa stanowi
logiczng calo$é¢, swiadczy o dobrym przygotowaniu Autora do prowadzenia badan naukowych.

Whrioski w liczbie 3 znajdujg dobre uzasadnienie w przeprowadzonych badaniach,
odpowiadaja postawionym celom pracy. Za szczegdlnie warto$ciowy uwazam wniosek, ze
pominigcie analizy ilosciowej moze prowadzi¢ do bledéw w opiniowaniu, skutkujgcych
niezasadnym zawyzeniem warto$ci dowodowej opinii.

Natomiast wartoscia dodang jest generacja raportéw, ktére mogg by¢ bezposrednio
wykorzystane do opiniowania dla potrzeb organéw $cigania i jednostek wymiaru
sprawiedliwo$ci. PiSmiennictwo jest wlasciwie dobrane i obejmuje zaréwno pozycje nowe
jak 1 historyczne. Potwierdza dobra znajomo$¢ literatury tematu poruszanego w rozprawie.
Zostato umiejetnie wykorzystane w calym tekscie.

Rozprawa doktorska zostata napisana poprawng polszczyzng, z dobrym zrozumieniem
zakresu poruszanych probleméw. Wybdr tematu pracy doktorskiej uwazam za trafny i
uzasadniony. Temat pracy nawigzuje do niekwestionowanych osiggnie¢ Katedry i Zaktadu
Medycyny Sadowej w Lodzi. Rozprawa zostala przygotowana starannie z dbatoscig o

szczegOly graficzne i estetyczne.

W ocenie merytorycznej stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska
dotyczy waznego problemu naukowego 1 stanowi jego oryginalne rozwigzanie, dowodzi
posiadania wiedzy teoretycznej w dyscyplinie nauki medyczne oraz umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, spelniajagc w pelni formalne i merytoryczne
warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003
roku (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
i tytule w zakresie sztuki Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595 z p6zniejszymi zmianami).

Mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Nauk Medycznych Uniwersytetu

Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie mgr inz. Tomasz Kuldo do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.




