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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgra tukasza Jana Sledziniskiego, pt:

»Mechanizm zmian czestosci alieli CCR5A32, CCR2-641, SDF 1-3’A w polskiej i litewskiej puli genowe;j
w ujeciu historycznym.”

Rozprawa doktorska Pana mgra tukasza Sledzinskiego zostata wykonana na Wydziale
Lekarskim Uniwersytetu Medycznego w todzi pod opieka promotorska Pana prof. dra hab. Macieja
Borowca. Recenzowana rozprawa liczagca 167 stron jest napisana w jezyku polskim i ma typowa dla
tego typu prac strukture. Tekst uzupetniajg liczne ryciny i tabele, uzupetnione na korfcu pracy w
materiaty dodatkowe. Na uwage zastuguje fakt, iz Doktorant w przedstawionym do oceny opracowaniu

dotaczyt pismiennictwo liczgce blisko 350 pozycji.

Gtownym celem pracy byto okreslenie mozliwego mechanizmu ewolucyjnego, kidry mégt miec
wplyw na obserwowang czestosci wystepowania trzech polimorfizméw w genach zwigzanych z
wrodzong odpowiedzia immunologiczng, tj. CCR5, CCR2 i SDF w historycznych populacjach

zamieszkujacych dzisiejsze tereny Polski i Litwy.

Zebrany i przebadany materiat kostny jest niezwykle cenny. Doktorant wykorzystat do badan

liczng kolekcje, ztozong z 681 prob, reprezentujgcych 39 stanowisk archeologicznych datowanych od




okresu neolitu do nowozytnosci. Badania z uzyciem kopalnego DNA sg duzym wyzwaniem i wymagajg
szczegOlnych warunkéw pracy, celem ograniczenia do minimum ryzyka kontaminacji egzogennym DNA
(operatora lub innych oséb powigzanych z opracowaniem materiatéw kostnych (np. archeolodzy,

antropolodzy)).

Doktorant we wstepie nakreslit gtéwng o$ rozwazan przedstawionych w pracy, tj. koewolucja
cztowiek-patogen jako przyczyna doboru naturalnego versus dryf genetyczny, z uwzglednieniem
zjawisk demograficznych, na potrzeby ktérej zaprojektowat badania genetyczne i zaplanowat

wykorzystanie odpowiednich narzedzi analitycznych.

W kolejnych trzech rozdziatach, ktére réwniez nalezy traktowac jako wstep, doktorant szeroko
opisat wyzwania i ograniczenia jakie stojg przed analiza kopalnego DNA. Wyczerpujaco przedstawit
opisane w literaturze dane z zakresu genetyki cztowieka w kontekicie choréb zakainych z
uwzglednieniem wspomnianej wczesniej koewolucji gospodarz-patogen oraz danych dotyczacych
znaczenia zmiennosci wytypowanych do badania gendéw. W ostatnim rozdziale teoretycznym opisano

gtédwne mechanizmy zwigzane z procesami ewolucyjnymi.

Na podkreslenie zastuguje wnikliwe przeanalizowanie przez Doktoranta literatury odnosnie
wyzwan, problemoéw i ograniczen jakie stojg przed badaczami kopalnego DNA. Jako zZe, tematyka ta
jest mi bliska z racji zawodowych zainteresowan - gorgco namawiam do opracowania tego rozdziatu w
formie pracy poglagdowej, ktéra moze by¢ niezwykle przydatna innym adeptom rozpoczynajacym prace
z tak trudnym materiatem. Drobnym korektom nalezatby jednak poddac niektdre treséci zawarte w tej
sekcji:

1. W drugim akapicie na str. 16, dotyczacym hydrolitycznej degradacji DNA wkradt sie biad

edytorski — zamiast mozliwosci przetrwania DNA w wiecznej zmarzlinie przez 800 lat, zgodnie
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z przytoczong literaturg mozna domniemywaé, iz w takich warunkach DNA przetrwa przez
kilkaset tysiecy lat.

W trzecim akapicie na str. 17 Doktorant sugeruje, Zze wyizolowane kopalne DNA charakteryzuje
sie typowa dtugoscig fragmentéw pomiedzy 100 a 200 par zasad (pz), co nie jest prawda.
Oczywiscie fragmenty takiej dtugosci s mozliwe do wyizolowania, co zresztg jest podstawa tej
pracy, natomiast autorzy cytowanej pracy wyraznie wskazujy, ze dominujg fragmenty o
dtugosci mniejszej niz 100 pz (Bouwmann and Rihli 2016).

W trzecim akapicie na str. 20 Doktorant sugeruje, Ze w przypadku analiz kopainego DNA
niezbedne jest powtarzanie badan dla tej samej préby minimum dwa razy. Zgadzam sie, ze w
przypadku stosowania metod PCR i sekwencjonowania bezposredniego jest to wskazane.
Natomiast w przypadku stosowania metod NGS, typu shotgun sequencing, lub
sekwencjonowania bibliotek otrzymywanych metoda wzbogacania, kontaminacje moina
estymowaé w oparciu o jednokrotne przeprowadzenie analizy uzyskanych danych (np. w

oparciu o analize mtDNA, chromosomu Y — jesli dotyczy).

Z jednej strony wszystkie rozdziaty wprowadzajgce w tematyke prezentowanej pracy, zostaty

bardzo wnikliwie opracowane przez Doktoranta, co wyraznie wskazuje na pieczotowitos¢ i

merytoryczne przygotowanie, z drugiej jednak jestem przekonany, ze ta sekcja mogtaby by¢

wyraZnie krétsza. To czego brakuje we wstepie, to precyzyjnego odniesienia si¢ do charakterystyki

stanowisk, z ktérego pochodzg materiaty kostne, z uwzglednieniem, danych dotyczacych

datowania posredniego lub bezposredniego wykorzystanych materiatdw kostnych, aby odnies¢ sie

do historycznych danych dotyczacych rdznych epidemii, ktére nekaty éredniowieczne populacje

europejskie analizowanego regionu.
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W rozdziale dotyczagcym celéw pracy, Doktorant jasno wskazuje, iz jednym z nich bylo
okreslenie zmiennoéci trzech wytypowanych do badan polimorfizméw w populacjach
historycznych. Drugi cel opisany jest mniej przejrzyscie, gdzie ukryto go niejako w opisie metod
majacych oceni¢ mechanizmy ewolucyjne, na podstawie danych na temat zmiennosci ocenianych
wariantdw. Ostatni cel natomiast jest zdecydowanie bardzo istotnym etapem weryfikacji i
akceptacji pozyskanych danych i powinien by¢ szczegotowo opisany w rozdziale materiaty i

metody.

W tym konteks$cie Doktorant przedstawia dane, wskazujace, ze kazda osoba mogaca mie¢
styczno$¢ z materiatem kostnym zostata przebadana genetycznie (zmiennosé¢ regionu HVRI
mitochondrialnego DNA) co wskazuje na dojrzato$¢ naukowq Doktoranta, ktéry zadbat o to by
wyniki uwzglednione w gtéwnej analizie nie byly obarczone btedem. Opis sposobu wykrywania
probek potencjalnie zanieczyszczonych egzogennym DNA wydaje sig, ze nie jest jednak catkowicie
wyczerpany. Oceniony wzorzec haplotypu i haplogrupy mtDNA jest w wielu przypadkach
identyczny dla badaczy i badanych prébek — co oczywiscie nie jest sytuacja zaskakujgca, zaktadajac,
ze typowa haplogrupa mtDNA dla Europejczykéw jest H (Tabela 17, np. archeolog 5 i np. probka
1271 - Tabela 15.). Jak rozumiem wiasnie takie prdbki, ktére byly powigzane z badaczem zostaty
usuniete. By¢ moze rozszerzenie informacji dla poszczegélinych badaczy, z uwzglednieniem trzech
badanych polimorfizmdw, pozwolitoby zachowaé niektére z usunigtych wynikéw. Do rozwazenia
jest rowniez dodatkowa ocena wynikéw sekwencjonowania bezposdredniego, i ewentualne
wystepowanie silnych sygnatéw wskazujgcych na wystepowanie heterozygot w analizowanym
mtDNA. Uwzgledniajgc jednak fakt, Zze pozostajac przy tak przyjetej metodyce, , utracono” jedynie
niecate 2% pozyskanych wynikéw {Tabela 6), tak rygorystyczne podejscie doktoranta nie wplynefo

istotnie na utrate cennych danych w analizie.
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W rozdziale dotyczgcym opisu stosowanych materiatéw i metod Doktorant bardzo przejrzyscie
i wyczerpujgco opisat wykorzystane metody analityczne, z uwzglednieniem rezimu typowego dla
laboratoriéw badajacych kopalne DNA, poczawszy od opracowania materiatu kostnego i izolacji
DNA poprzez przeprowadzone analizy genetyczne. Jest to potwierdzenie zdobytej i
zaprezentowanej przez Doktoranta we wstepie wiedzy eksperckiej w tym zakresie. Opis metod
analizy danych jest bardzo rozbudowany i ponownie wskazuje na prace wtozong przez Doktoranta
w przygotowanie rozprawy. Jedng z uwag do tego rozdziatu jaka moge podniesc jest wyrazny brak

informaciji, z jakich osrodkéw wspétpracujacych pozyskano materiat badawczy.

Wyniki prac badawczych Doktoranta zostaty oméwione w rozdziale siGdmym, w sposéb
przejrzysty, zaréwno w formie opisowej, graficznej jak i tabelarycznej. Doktorant wykazat sie
umiejetnoscia krytycznej i wywazonej oceny uzyskanych wynikéw. Uzyskana wydajnoéé izolowania
kopalnego DNA i oceny wariantéw mtDNA i badanych polimorfizméw jest typowa dla tak
zachowanego materiatu genetycznego. Analiza Fsy dla wariantéw wykrywanych w analizowanym
fragmencie HVRI potwierdzajg autentyczno$¢ uzyskanych wynikdw. Wyrazna odmiennosé
osobnikdw neolitycznych od pozostatych jest juz poparta wieloma opublikowanymi pracami z tego
zakresu. Interesujagcym wynikiem jest wysoka wartos¢ Fsr dla osobnikdw ze stanowiska Katdus w
poréwnaniu do stanowisk Rogowo, Linowo, Ostrowite, Cedynia, gdzie z wyjatkiem stanowiska
Linowo, mamy do czynienia z podobnym datowaniem probek. By¢é moze zaobserwowana
odrebnosc tej populacji na podstawie prezentowanych danych, wymagataby pogtebienia analiz, w
kontekscie zréznicowania genetycznego badanych populacji, co zresztg Doktorant sugeruje w

podsumowaniu swojej pracy.



W dalszej czesci rozdziatu Doktorant prezentuje wyniki analiz mechanizmdéw ewolucyjnych, z
uwzglednieniem ograniczern wynikajgcych z liczebnosci oséb z poszczegélnych stanowisk
archeologicznych i dostepnosci wynikéw analiz miejsc polimorficznych. W nawigzaniu do
wykonanych testéw symulacyjnych (ST) i testu Waples’a (WT) w odniesieniu do réznych wartosci
N. Doktorant interpretuje wyniki posrednie analiz poszukujgc wtasciwe] odpowiedzi, na pytanie
czy obserwowana zmienno$é jest efektem wylgcznie dryfu genetycznego czy tez dobory
naturalnego. Ostatecznie sugerowanym jest, ze zmiany czestosci wariantu CCR5A32 miedzy
populacjg historyczng a wspodtczesng mogg wynikac z dryfu genetycznego, za$ w przypadku CCR2-

6411 SDF 1-3’A raczej wynikiem doboru negatywnego.

W dyskusji Doktorant ponownie udowadnia swoje przygotowanie merytoryczne, umiejetnie
prowadzac czytelnika przez tematy zwigzane z funkcjonowanie uktadu immunologicznego, w
kontekscie analiz genetycznych populacji historycznych z uwzglednieniem mechanizmow
ewolucyjnych. Bazujgc na dostepnych w literaturze informacjach, iz badane lokalne spotecznosci
nie byly duze, Autor wyjasnia iz oceniana zmienno$¢ genu CCR5 jest efektem dziatania dryfu.
Nastepnie przedstawiang teze szeroko dyskutuje w odniesieniu do danych literaturowych, ktére w
zaleznosci od kontekstu sugeruja odmienne mechanizmy ewolucyjne, wplywajgce na
obserwowang czestosé wariantéw. Brak spdjnosci w cytowanych wynikach prac badawczych Autor
interpretuje jako wspierajgce swojg teze, wskazujac na dostepne prace, ktére rowniez optuja za
procesami stochastycznymi w odniesieniu do czestosci wystepowania CCR5432 w badanych

populacjach historycznych.

Uwzgledniajgc wyniki symulacji dla pozostatych dwdch wariantdw oraz nieliczne dostepne

dane literaturowe w tym kontekscie Doktorant sugeruje, Ze obserwowana czesto$¢ wariantow
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gendw CCR2 i SDF jest najprawdopodobniej efektem dziatania doboru negatywnego. Autor
podkresla oryginalnoé¢ przeprowadzonych analiz, gdzie jednoczesnie ocenia zmiennos$¢ w trzech
dobranych genach w analizach populacji historycznych. Umiejetnie prowadzona narracja prowadzi
czytelnika do ostatecznej sugestii jakoby wirus brodawczaka ludzkiego (HPV) mdgt by¢ czynnikiem
doboru, zwtaszcza w odniesieniu do CCR2-64/ i SDF 1-3’A. Na koniec dyskusji Doktorant z
ostroznoscig podchodzi do prezentowanych wynikéw analiz symulacyjnych, wskazujac, ze
kompozycja wybranych miejsc polimorficznych jest oryginalna, a dane literaturowe gtéwnie
odnoszg sie do zwigzku analizowanych wariantow z infekcja wirusem HIV. Ostatecznie Doktorant
wskazuje, ze uzyskane wyniki mogg by¢ wstepem do badan zakrojonych na szerszg skale, aby dalej
zgtebiad intrygujacy temat koewolucji miedzy patogenami a uktadem immunologicznym cztowieka

na przestrzeni dziejow.

Przedstawione na koniec pracy wnioski klarownie podsumowujg uzyskane wyniki i wysnute

tezy.
Uwagi do pracy:

Praca napisana jest czytelnie i trudno w niej doszukac sie bteddw natury edycyjnej, ktore

zaburzatyby odbidr przez czytelnika. Ponizej wymieniono zauwazone usterki:

1. Doktorant stosuje w prezentacji danych liczbowych separator dziesietny z uzyciem znaku
kropki, a nie przecinka.

2. W stosowanych skrétach i w wykazie skrotéw, czesto przedstawiane jest jedynie polskie
ttumaczenie, bez wyjasnienia pochodzenia miedzynarodowego skrdtu, np. NGS, HTS, FIV.

3. 0Od opisy rysunku pigtego w pracy wkrad! sie btagd w numeracji prezentowanych rycin,

konsekwentnie do konca pracy.
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4. W odniesieniu do populacji historycznych, analizowanych pod katem genetycznym
Doktorant uzywa okreslenia populacji kopalnych. Wydaje sig, ze ten termin stosowany jest
raczej w dociekaniach paleontologicznych. Sugeruje uzywanie okreélenia np. populacje

historyczne/antyczne.

Cato$¢ prezentowanej rozprawy wskazuje na ogrom wykonanej pracy laboratoryjnej oraz z
zakresu analizy danych. Rozbudowane rozdziaty wstepne i ciekawie prowadzona dyskusja wraz z
ogromng liczbg cytowanych prac badawczych pokazujg merytoryczne przygotowanie doktoranta

do przysztej samodzielnej pracy naukowej.

Wobec powyzszego, w mojej ocenie, rozprawa doktorska magistra tukasza Sledziriskiego
spetnia warunki okreslone w art. 219 ustawy z 20. lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i
nauce (tj. Dz.U. z 2021 r., poz.478) i tym samym zwracam sig¢ do Rady Naukowej Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie Pana mgra tukasza §Iedziﬁskiego

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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