Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Lukasza Sledzinskiego pt. ,,Mechanizm zmian
czestosci alleli CCR5432, CCR2-641, SDF 1-3’A w polskiej i litewskiej puli genowej w ujeciu

historycznym”.

Funkcjonowanie uktadu immunologicznego zalezy od skoordynowanej odpowiedzi
wrodzonej (nieswoistej) oraz nabytej (swoistej). Celem pracy realizowanej przez Doktoranta
byla analiza profilu zmian czgstosci alleli zwiazanych z wrodzona odpowiedzia
immunologiczng w 16 populacjach historycznych. Drugim celem byla ocena zjawisk
demograficznych oraz mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie alleli zwigzanych
z odpowiedzig wrodzong. Doktorant analizowat trzy miejsca polimorficzne w genach CCR5,
CCR2-641 i SDF1 zwiazanych z wrodzong odpowiedzig immunologiczng, ktéra bierze udziat
w zwalczaniu r6znych infekcji oraz odgrywa nieposrednia rolg w chorobach
autoimmunologicznych i nowotworach. Do wykonania badaf Doktorant mial imponujacy
materiat badawczy tj. materiat kostny 681 os6b z 39 stanowisk archeologicznych
zlokalizowanych na obszarze wspolczesnej Polski i Litwy, datowanych w przedziale pomigdzy
XL w.pn.e. i XIX w.n.e. Doktorant wykorzystat do genotypowania alleli metod¢ Sangera,
a uzyskanie wyniki analizowano w oparciu o sklad haplogrup mtDNA (identyfikowane na
podstawie sekwencji HVRI). Dodatkowo zastosowana analiza biostatystyczna pozwolita na
sugestie mechanizméw odpowiedzialnych za skiad alleli. Badania przeprowadzono co wazne
podkreslenia zgodnie z procedurami zwiazanymi z analizg kopalnego DNA tj. wszystkie prace
odbywaty si¢ w clean room’ie. Dla wykluczenia zanieczyszczen haplogrupy kopalnego DNA

poréwnywano z haplogrupami oséb bioracych udziat w pracach z kopalnym DNA.

Przedstawiona do oceny praca doktorska liczy 167 stron, oraz jedna strona
o$wiadczenia. Ma budowe typowa dla tego typu prac. Tekst uzupetniajg oraz wzbogacajg 17
tabel i 25 rycin. Pi$miennictwo liczy 345 pozycji!

WYKAZ SKROTOW
W objasnieniu skrotu:

NGS — sekwencjonowanie nowej generacji, inaczej: HTS — pojawia si¢ kolejny skrét HTS,
pewnie oznacza on high throughput sequencing. Skrot HTS — nie powinien zostaé bez

wyjasnienia



WSTEP

Wstep rozpoczyna bardzo dobry i zwigzly opis probleméw w badaniach
archeologicznych dotyczacych dziejow cziowieka oraz jak od kilku lat wykorzystuje si¢
nowoczesne metody biologii molekularnej w rekonstrukcji archeologicznej dziejéw oraz relacji
czlowieka z innymi cztonkami spolecznosci jak réwniez warunkow panuj acych w srodowisku
na podstawie analizowanych sekwencji DNA. Doktorant zwigzle wyjasnia wplyw patogenéw
na sklad alleliczny genéw, ktérych produkty biatkowe uczestnicza w obronie organizmu przed
infekcjg. Nastepnie wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z kopalnym DNA,
a zwlaszcza z procesami degradacji DNA wywolanymi przez takie czynniki jak: wysoka
wilgotnosé i temperatura otoczenia oraz dostgp do tlenu i obecnos¢ bakterii. Potem omawia
pierwsze proby analizy kopalnego DNA oraz przelom zwigzany z zastosowaniem PCR oraz
wytypowaniem materialu kostnego oraz zgbow jako zachowujacych najlepszg jakos¢ DNA.
Kolejnym przelomem bylo zastosowanie dla analizy kopalnego DNA metody NGS, ktéra
umozliwila poznanie calych genoméw oraz dokladniejsza rekonstrukcje losdw powstawania
gatunku ludzkiego. Nastepnie opisuje warunki przechowywania preparatéw archeologicznych
po wydobyciu ze stanowiska jako jedne z kluczowych dla pézniejszych analiz. W nastgpnych
stronach omawia degradacje DNA zachodzacg post mortem oraz modyfikacje zasad w DNA co
wprowadza bledy w odczycie sekwencji kopalnego DNA. W rezultacie procesow
degradacyjnych wielkos¢ kopalnego DNA jest zwykle dlugosci 100-200pz. Potem Doktorant
szczeg6lowo opisuje metody chemicznego i mechanicznego czyszczenia materialéw przed
ekstrakcja, plynnie przechodzac do namnazania DNA, metody sekwencjonowania Sangera,
koriczac omawia przewage NGS. Doktorant wyczerpujgco omawia réwniez problem
zanieczyszczen egzogennym DNA oraz sposoby zapobiegania.

W kolejnym podrozdziale szczegélowo opisuje genetyke chordb zakaznych. Zajmuje
sie $cislg relacjg oraz wptywem patogenéw na ksztalt puli genowej czlowieka. Wspomina
o Rewolucji neolitycznej (udomowienie zwierzat), ktéra zwigkszyla kontakty ludzi ze
zwierzetami a to z kolei spowodowalo rozwdj nowych patogenéw czlowieka. Wplyw
patogenéw spowodowal przewage w populacjach alleli chronigcych przed zakazeniem oraz
zmniejszong cz¢stosé alleli zwiekszajacych podatnosé na infekcjg. Doktorant wskazuje réwniez
na problem trudnoéci w okresleniu relacji ewolucyjnych miedzy gospodarzem a patogenem
z powodu wielogenowego modelu dziedziczenia podatnosci lub opornosci na zakazenie.
Zaznacza rowniez wplyw wymiany puli genowych mig¢dzy réznymi osobnikami rodzaju Homo

(neandertalczykami czy denisowianami). Doktorant wspomina réwniez, ze obok samych



patogendw, na podatno$é na infekcje maja wptyw czynniki srodowiskowe (stres, dieta, warunki
zycia, warunki klimatyczne) oraz czynniki epigenetyczne gospodarza (wzoér metylacji,
ekspresja miRNA). Doktorant réwniez opisuje wazne zjawisko ewolucji patogenéw, ktéra
réwniez wymusza ewolucje ukladu immunologicznego czlowieka. Opisuje zjawisko mimikry
genetycznej np. wirusa grypy A pochodzacego od ptakow, ktory w przesztosei pokonal barierg
gatunkowg poprzez zmiany w swoim materiale genetycznym. Wspomina o pandemiach
wywolanych przez dzume oraz hiszpanska grype majacych silny wplyw na sklad alleliczny.
Doktorant opisuje rowniez wazne zjawisko, gdy odpornos¢ na infekcje moze prowadzi¢ do
rozwoju choréb autoimmunologicznych i stanéw zapalnych wywotanych nieadekwatna
odpowiedzig uktadu immunologicznego, tzw. ,.koszt opornosci”. Stan ten prawdopodobnie jest
utrzymywany przez dobor stabilizujacy.

Nastepnie Doktorant przechodzi do opisu miejsc polimorficznych zwigzanych
z wrodzong odpowiedza immunologiczng (CCRS5 i CCR2 — ktére koduja dwa receptory
chemokin o tej samej nazwie — oraz SDF 1 — kodujacy chemoking CXCL12) analizowanych
w ramach pracy doktorskiej. Wymienione receptory oraz chemokina biorg udzial w pierwszej
linii obrony przeciwko patogenom oraz biorg udzial w aktywacji mechanizméw swoistych,
modulacji proceséw zapalnych, patomechanizmie choréb autoimmunologicznych oraz
nowotwordw. I tak np. allele CCR5A32, CCR2-64I oraz SDF 1-3’A najczesciej omawiane sg
wspolnie jako mutacje chronigce przed infekcjg HI'V lub spowalniajace progresje AIDS, z kolei
CCR2-641 wykazuje wlasciwosci ochronne wzglgdem HPV, a CCR5A32 oraz SDF 1-3’A
zwigkszaja ryzyko infekcji nim. Doktorant wskazuje, ze nie jest mozliwe aby Wirus HIV ze
wzgledu na krotki okres czasu jaki oddzialuje na populacje ludzka wywarl realny wplyw na
pule genowa cztowieka. Natomiast HPV towarzyszy Homo sapiens od poczatku jego istnienia,
ze wzgledu na powstanie w wyniku kontaktéw seksualnych czlowieka rozumnego
z neandertalczykiem czy denisowianinem. Nast¢pnie Doktorant szczegétowo opisuje budowe,
ekspresje i funkcje CCR5A32, CCR2-64I oraz SDF.

W kolejnym podrozdziale Doktorant wyczerpujaco opisuje procesy ewolucyjne,
omawia zjawisko dryfu genetycznego oraz wplyw doboru naturalnego oraz kojarzenia
krewniaczego, przeplywu gendw, wielkosci populacji oraz pomiar doboru naturalnego
w populacji. Omawia zjawisko mutacji oraz tempo ich powstawania oraz wplywu jaki ma na
ksztaltowanie puli genowej populacji. Doktorant dodatkowo opisuje znaczenie badania
kopalnego DNA dla analizy doboru naturalnego na sklad alleli w genomie cztowieka (np.
potwierdzenie istnienia silnego doboru pozytywnego wplywajacego na geny kodujace zdolnosé¢

czlowieka do trawienia laktozy obecnej w mleku oraz odpowiedzialne za pigmentacje wloséw



i skéry. Doktorant krytycznie omawia potencjat symulacji komputerowych w odwzorowaniu

sity i kierunku dziatania doboru naturalnego.

Generalnie wstep to réwniez kopalnia wiedzy dobrych praktyk laboratoryjnych, majgcych
zastosowanie nie tylko w laboratoriach zajmujacych si¢ analiza kopalnego DNA. Sugeruje
przygotowanie na ww. temat pracy przeglagdowe;.

Sumarycznie rzecz ujmujac Wstep jest napisany dobrze i przejrzyscie oraz logicznie
wprowadza czytelnika w zagadnienie i §wiadczy o monstrualnym wyczerpaniu tematu przez
Doktoranta oraz o jego gruntownej i szerokiej wiedzy. Jednakze jego objetos¢ sumaryczna

moglaby by¢ o 30% mniejsza.

CEL PRACY

Cel pracy doktorskiej jest bardzo jasno przedstawiony w pierwszym akapicie. Pozostaje
jeszcze pytanie czy dwa kolejne akapity sa opisem celéw czy raczej metodyki wykonania badan

i powinny zostaé¢ przeniesione do metod lub streszczenia.
MATERIAL 1 METODY

Material badawczy zostal poprawnie opisany i opatrzony dwoma mapami oraz tabelg
lokalizacji stanowisk archeologicznych. Nastgpnie Doktorant szczegélowo opisuje metodyka
postepowania z materiatem, izolacji DNA, wykonania namnazania regionéw badanych oraz
sekwencjonowania Sangerowskiego do okreslenia genotypéw. Doktorant dodatkowo
wykorzystal metode RFLP dla ustalenia przynaleznosci do haplogrupy mtDNA H lub U.
W dalszej czesci metodologicznej opisuje wdrozone roéznego rodzaju (a opisane we wstepie)
procedury oraz zasady pracy z materialem kopalnym zmniejszajgce ryzyko zanieczyszczenia
materialem genetycznym pochodzacym od ludzi zajmujacych si¢ jego wydobyciem,
opracowaniem oraz badaniami genetycznymi bedacymi przedmiotem niniejszej pracy
doktorskiej. Swiadczy to o poprawnie zaplanowanej i przeprowadzonej pracy laboratoryjnej
oraz obrazuje bardzo duzy wysitek Doktoranta wlozony w wykonanie niniejszej pracy.

Metodologi¢ wienczy bardzo szczegdtowy opis analizy statystyczne;.



WYNIKI

Wyniki badan przedstawiono w sposéb jasny i klarowny. Tekst jest bardzo bogato
uzupetniony licznymi tabelami i wykresami. Odzwierciedla to systematyczny i bardzo duzy

wysitek wlozony przez Doktoranta w przedstawienie wynikow.

Poczatek rozdziatu po$wiecony jest jakosci uzyskanego DNA, jak i odsetkowi
uzyskanych wynikéw. O jakosci i trudnosci pracy z materiatem kopalnym $wiadczy uzyskanie
wynikow w 50% wszystkich analizowanych miejsc polimorficznych. Co jest logiczne
wydajnosé¢ izolacji DNA oraz uzyskania wynikéw byla lepsza w probkach pochodzacych
z najmtodszych populacji kopalnych. Przeprowadzone eksperymenty kontrolne $wiadcza
o bardzo niskim odsetku zanieczyszczen (1,91% probek) materiatem genetycznym
pochodzagcym od badaczy. Swiadczy to o wysokim standardzie prowadzonych badan
poczawszy od archeologdéw prowadzacych wykopaliska a skoficzywszy na Doktorancie

wykonujgcym procedury badawcze.

Analiza HVRI mtDNA wykazala brak cigglosci pomiedzy analizowanymi populacjami
z regionow Polski 1 Litwy, np. w populacji Litwy wspolczesnej brak ciaglosci genetycznej
zostal wykryty w dwéch grupach: Litwa neolit oraz Litwa XII-XVI. W dalszej czgsci Doktorant
prezentuje czestosci alleli oraz genotypow w badanych populacjach kopalnych oraz
wspolczesnych dla obu krajéw. Obliczono réwniez dla kazdej populacji kopalnej wskazniki
oceniajgce czy populacja znajduje sie w réwnowadze Hardy’ego-Weinberga. Oceniono
réwniez stopnien homozygotycznosci analizoWanych alleli. Doktorant przeprowadzit réwniez
testy symulacyjne (ST) i test Waples’a (WT) w celu wykrycia w badanych populaéjach dryfu
genetycznego. Po wykonaniu ST 1 WT dla Ne=10 000, istotnos¢ statystyczng wykazaty dwie
populacje, ktére w tescie Fishera znajdowaly si¢ na jej granicy — Litwa VIII-XI (P=0.0617) dla
CCRS5A32 oraz Siedlce (P=0.0814) dla CCR2-641. Otrzymane przed Doktoranta wyniki
sugerujg, ze zmiany czestosci allelu CCR5A32 pomiedzy populacjg kopalng a wspotczesng nie
wynikajg z dzialania doboru pozytywnego, ale mogg $wiadczy¢ o dryfie genetycznym.
Natomiast w przypadku zmian czgstosci allelu CCR2-6411 SDF 1-3’ A wyniki symulacji podaja
wspotczynniki doboru, ktére moga byé potwierdzeniem istnienia doboru negatywnego

(oczyszczajacego).



DYSKUSJA

Dyskurs naukowy jest prowadzony poprawnie. Doktorant sprawnie i plynnie dyskutuje
swoje wyniki z cytowanym pismiennictwem. Swiadczy to o jej dobrej znajomosci
dyskutowanego tematu co potwierdza mnogo$¢ cytowanego piSmiennictwa. Doktorant
umiejetnie lgczy wiedze na temat funkcjonowania ukladu immunologicznego, zwlaszcza
odpowiedzi nieswoistej z analizami populacyjnymi oraz genetycznymi materiatu kopalnego.
Cala praca wymaga wielodyscyplinarnego podejscia z gruntowna wiedza biologii
molekularnej. Doktorant sprawnie opisuje wplyw patogendw jako najsilniejszy czynnik doboru
naturalnego, majgcy najwigkszy wplyw na populacje ludzka w przesziosci. Obecnie mozna
bada¢ to zjawisko najbardziej kompleksowo poprzez analizg czgstosci alleli gendw zwigzanych
z dzialaniem odpowiedzi wrodzonej w kopalnym DNA oraz poréwnaniem do obecnych
czestosci.

Doktorant na podstawie przeprowadzonych badah wyciaga wniosek, iz populacje
historyczne na terenach Polski i Litwy, w wigkszosci przypadkéw, byly matymi, izolowanymi
grupami, z ograniczonym przeptywem genéw, co sprzyjato wsobnosci. Doktorant réwniez
rysuje wnioski, ze sposréd trzech omawianych miejsc polimorficznych, CCR5A32 wydaje sig
by¢ allelem, na ktéry nie wptywa dobér naturalny. Dodatkowo wskazuje, ze zmiany czgstosci
CCR5A32 w réznych populacjach i w roéznych okresach historycznych wydaja si¢ by¢
bezkierunkowe, a wigc prawdopodobnie wywoltane dryfem genetycznym. Natomiast czestosci
alleli w dwoch pozostalych polimofizmach: CCR2-641 oraz SDF 1-3’A wydajg si¢ by¢
spowodowane doborem naturalnym.

W nastepnej czesei dyskusji Doktorant zabiera nas w arcyciekawg podrdz historyczng
zwigzang z potencjalnym wplywem réznych patogendw na czestosé CCR5A32 w populacjach
ludzkich gléwnie zamieszkujacych antyczng Europg. Ostatecznie nie ma jednoznacznego
dowodu na wplyw patogendéw w przesziosci na czgstos¢ CCR5A32, w zwiazku z tym Doktorant
umiejetnie interpretuje ten fakt jako popierajacy jego wlasny wniosek na korzys¢ dryfu
genetycznego.

Nastepnie Doktorant dyskutuje czesto$¢ alleli dotyczaca dwoch pozostalych miejse
polimorficznych CCR2-641 i SDF 1-3’A. Zwraca uwag¢ na wzglednie malg liczbg
opublikowanych prac w tej materii. Ostatecznie Doktorant wnioskuje na podstawie
otrzymanych wynikéw symulacji oraz dostepnej literatury, ze na czestos¢ alleli CCR2-641
i SDF 1-3°A miat wplyw dobdr negatywny. W nastgpnej czg¢sci Doktorant plynnie, a zarazem
szczegblowo omawia stymulujaca role polimorfizméw CCR5A32, CCR2-641 i SDF 1-3’A



w procesie zakazenia wirusem brodawczaka ludzkiego oraz rozwoju raka. Koficzy konkluzja,
iz HPV mogt byé¢ czynnikiem doboru (przede wszystkim w przypadku CCR2-641 oraz SDF 1-
3°A).

Krytycznie si¢ odnosi do metody symulacji w kontekscie swoich wynikéw. Na
zakonczenie Doktorant stusznie wskazuje, ze przedstawiona praca prezentuje jako jedyna do
tej pory przyczyny zmian w czestoscei trzech alleli CCR5A32, CCR2-641i SDF 1-3°A, ktére do
tej pory gléwnie byly dyskutowane w kontekscie epidemii HIV/AIDS. Wnioskuje réwniez o
HPYV jako potencjalnym czynniku doboru wplywajacym na CCR5A32, CCR2-641i SDF 1-3°A.
W zwigzku z powyZszym mozna uzna¢ temat jak i calg prace za nowatorskg. Na koniec stusznie
zauwaza, ze uzyskanie wyniki sg przyczynkiem do dalszych badan dla wyjasnienia znaczenia
badanych polimorfizméw dla proceséw koewolucji miedzy patogenami a ukladem
immunologicznym. Jednym z tematéw przysziych badan moglaby by¢ wplyw wystgpowania

polimorfizméw na czestosé infekeji HPV oraz przebiegu tej infekcji.

WNIOSKI

Whioski w spos6b wyczerpujacy odpowiadajg na zatozone cele i $wiadcza o dobrej
konstrukcji calej pracy. Prace uzupelnia poprawnie skonstruowane i zwiezle streszczenie
w jezyku polskim i angielskim. Dotaczono réwniez informacje o finansowaniu prac
badawczych. Prace wieficzy alfabetycznie uporzadkowane 345 pozycji piSmiennictwa oraz

Zalgcznik w postaci licznych tabel oraz wykresow.

Resumujgc nalezy podkresli¢, ze calo$é badan zostata bardzo dobrze zaplanowana
i profesjonalnie przeprowadzona. Swiadczy to o dobrej organizacji pracy oraz dobrym
“warsztacie naukowym* Doktoranta. Dla realizacji zamierzonych celéw doktorant musiat
zastosowaé wszelkie procedury zmniejszajace ryzyko zanieczyszczenia materialu kopalnego
materialem genetycznym badaczy oraz wykorzystat techniki biologii molekularnej. Wyniki
zostaly przedstawione za pomocg licznych ilustracji, tabel 1 wykresow.

W mojej ocenie rozprawa doktorska Pani mgr Lukasza Sledzinskiego spekia
wymogi stawiane tego typu rozprawom i zwracam si¢ do Rady Naukowej Wydzialu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczeniec Pana mgr Lukasza
Sledziiiskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 219 ustawie z 20 lipca

2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. z 2021r., poz.478).



Za powstaly pracg stoi ogrom wykonanej pracy, techniki biologii molekularnej
oraz rzetelnosé pracy, dojrzaly sposéb prezentacji i wysoki poziom merytoryczny, duza
warto$¢ poznmawcza wynikow proponuj¢ rozwazenie przez Rad¢ Naukowsa meozliwosci

wyréznienia pracy.



