UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU
Wydzial Biologii

U.‘.l\r\_EKSY'l'E'l' SZCZECINSKI UNIMERSYTET SZCRECINSKI
. Franciszka Tarczy 01
dr hab., prof. UAM Mirostawa Dabert PUNKT KANCELARYJNY NR 5
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu 1 U UL 20210 p

RPU/6912/2024

L. Uniwersytetu P riskiego 6, 61-614 P i
u iwersytetu Poznanskiego 6, 6 ozna Data:2024-04-10

Tel. 61 829 5738; E-mail: mirkad@amu.adu.p!

WPLYNELO
| E

Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Barbary Wasowicz
pt. ,,Polimorfizm regionu kontrolnego mitochondrialnego DNA
mieszkancow wojewddztwa zachodniopomorskiego w kontekscie
powojennej historii regionu”

Podstawg formalng recenzji jest pismo Przewodniczgcej Rady Naukowej Instytutu Biologii
Uniwersytetu Szczecirfiskiego z dnia 2 lutego 2024 r. Praca zostata wykonana w Katedrze Genetyki
i Genomiki Instytutu Biologii na Uniwersytecie Szczeciriskim. Promotorem rozprawy jest
Pani dr hab. Marianna Soroka, prof. US.

Ocena formalna

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska jest monografig w formie manuskryptu o tgcznie liczbie
148 stron, z czego gtowne rozdziaty (Wstep, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski) zajmuja
113 stron, a pozostate strony zawierajg spis materiatéw Zroédtowych (Literatura) i informacje
dodatkowe na temat pochodzenia materiatu badawczego (Aneks 1) i haplogrup mitochondrialnego
DNA (mtDNA) zidentyfikowanych u mieszkancéw wojewddztwa zachodniopomorskiego (Aneks 2).
Ponadto monografia zawiera streszczenia w j. polskim i angielskim oraz wykaz stéw kluczowych.
Jest to standardowy uktad tresci dla prac eksperymentalnych. Podziat tre$ci miedzy rozdziatami
jest prawidtowy. Na przeprowadzenie badania Doktorantka uzyskata zgode Komisji Bioetycznej
przy Okregowe;j Izbie Lekarskiej w Szczecinie (nr 14/KB/VI/2017).

Praca jest starannie wyedytowana, poza kilkoma drobnymi btgdami: wprowadzone skroty powinny
by¢ dalej konsekwentnie stosowane, np. ni¢ lekka (L) i ciezka (H), mtDNA; zapis liczb ponizej
dziesigciu powinien by¢ ujednoticony (stowa albo cyfry); méwimy o 100% identycznosci zamiast
»podobieristwa”, a adresy baz danych powinny znaleZ¢ sie w miejscu, gdzie po raz pierwszy dana
baza jest wymieniana. Ogélnie, praca jest napisana poprawnym jezykiem naukowym, z jednym
wyjatkiem, jakim jest sposdb przedstawiania wynikéw czestos$ci wystepowania haplogrup,
przypominajgcy raczej relacje sportowa (,zajeta ostatnie miejsce”, ,zajmuje dopiero 5 miejsce”
itp.). Drobna uwaga dotyczy tez tytutu rozdziatu 2.3 Analiza sekwencyjna, ktéry powinien brzmie¢
»Analiza sekwencji”. Metody sa opisane doktadnie, czasami zbyt szczegétowo, poniewaz
przytoczone informacje mozna znalez¢ w dokumentacji zastosowanych programow oraz
w podregcznikach. W nattoku tych informacji Autorka pomingta opis metodyki zastosowanej

ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6. Collegium Biologicum. 61-614 Poznan
tel. +48 61 829 55 53, +48 61 829 55 52
biologia@amu.edu.pl

www.biologia.amu.edu.pl 7


u.edu.pl
mailto:biologia@amu.eciu.pl
http://www.biologia.amu.edu.pl

do analiz sieci haplotypow (Network). Mam tez uwage formalna dotyczaca wynikéw
zaprezentowanych w Tabeli 7, ktora w mojej opinii tabelg nie jest, poniewaz poza pierwsza,
pozostate kolumny nie maja tytutdw; lepszg formag zaprezentowania wyniku bytby wykres stupkowy
z legendag dotyczgca koloréw zastosowanych dla poszczegdlnych haplogrup. Mam tez uwage
dotyczacg okreslenia przyjetego dla zmian w mtDNA wyrdzniajgcych poszczegolne haplogrupy.
Ten rodzaj substytucji w mtDNA jest polimorfizmem (zwykle) pojedynczych nukleotyddw (SNP),
ktéry utrzymuje sie w populacji ze stosunkowo wysokg czestoscig. Okreslenie ,mutacja” w tym
przypadku jest btedne i powinno by¢ zarezerwowane dla zmian, ktére wystepujg w populacji z niska
czestoscig ze wzgledu na dziatanie doboru.

Ostatnia uwaga formalna dotyczy braku informacji na temat zdeponowania uzyskanych sekwencji
w ogoélnodostepnej bazie danych. Autorka podaje ,zdeponowanie uzyskanych w niniejsze;
dysertacji sekwencji w bazie EMPOP” jako jeden z celdw rozprawy doktorskiej, tymczasem w pracy
nie ma informaciji, czy te sekwencje zostaty opublikowane.

Podsumowujgc, moja ogdlna ocena formalna rozprawy doktorskiej Pani mgr Wgsowicz jest
pozytywna, z zastrzezeniem, 2e informacje dotyczgce opublikowania sekwencji zostanag
przedstawione w trakcie obrony rozprawy doktorskiej.

Ocena merytoryczna

Tematyka rozprawy doktorskiej Pani mgr Barbary Wgsowicz dotyczy zréZznicowania genetycznego
ludno$ci wspétczes$nie zamieszkujgcej wojewddztwo zachodniopomorskie na podstawie analizy
sekwencji mtDNA. Cele i zatoZenia pracy sg napisane dos¢ skromnie, brakuje celow czgstkowych,
ktérych wyznaczenie utatwitoby zredagowanie pracy od metodyki, poprzez prezentacije rezultatow,
dyskusje i wnioski. Gtédwnym celem pracy bylo oszacowanie poziomu zmiennosci mtDNA
mieszkancow wojewoddztwa zachodniopomorskiego, co miato pozwoli¢ na wnioskowanie
o wptywie powojennej migracji ludnos$ci na obserwowang zmienno$gé, a kolejnym zdeponowanie
uzyskanych w niniejszej dysertacji sekwencji w bazie EDNAP Mitochondrial DNA Population
Database (EMPOP; https://empop.online/), co miato zwiekszy¢ poziom poznania polskiej, a tym
samym europejskiej populacji. Baza EMPOP, mimo ze nie aktualizowana od korica 2019 roku (dane
ze strony https://empop.online/updates, dostep 2.04.2024), nadal jest wykorzystywana w celach
badawczych i sgdowych, dlatego uznaje, ze tak postawiony cel pracy rowniez miat uzasadnienie
naukowe.

Baza EMPOP gromadzi dane gtéwnie z najbardziej zmiennego fragmentu mtDNA, tj. rejonu
kontrolnego. Autorka oparta swoje badania o ten sam marker DNA, co pozwolito Jej wykorzystaé
opublikowane dane do analiz porownawczych. Badania zostaty przeprowadzone na grupie 300
0s0b, starannie wyselekcjonowanych, aby uzyskac statystyczng reprezentacje badanej populacji,
w tym subpopulacje miejskie i wiejskie. To ostatnie ujawnia kolejny cel pracy, niewymieniony
wczesniej przez Autorke, a mianowicie zbadanie struktury populacji.

Doktorantka przeprowadzita analizy poréwnawcze dla danych sekwencyjnych z catego regionu
kontrolnego, wykorzystujac 16 populacji z 14 krajéw; o ile wyodrebnienie populacji Zydow
aszkenazyjskich z Wegier i rodzimych Wegrdow jest uzasadnione, to niejasne jest rozdzielenie
Niemcow na populacje z Monachium i z Ulm, skoro oba miasta znajdujg sig¢ dosc¢ blisko siebie
w potudniowej czesci kraju. Osobna analiza dotyczyta zmiennosci ograniczonej do rejondw
hiperzmiennych HVSI i HVSII, obejmujgca oprécz badanej zachodniopomorskiej, réwniez szes¢
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poputacji z Polski i dziesigc z zagranicy. Rozumiem sens wykonywania analizy dla catego regionu
kontrolnego, poniewaz poza HVSI i HVSII réwniez wystepujg miejsca polimorficzne. Zastanawiam
sie jednak, dlaczego w przypadku analizy dotyczacej wytacznie HVSI i HVSIlI Doktorantka nie
skorzystata z catego zbioru danych, ograniczajgc dane sekwencyjne 16 populacji europejskich
do rejonéw HVSI i HVSII. Umozliwitoby to rozszerzenie danych poréwnawczych o reprezentacje
populacji z zachodu i potudnia Europy.

Ogo6tem, Autorka uzyskata petne sekwencje rejonu kontrolnego (ok. 1100 pz) dla wszystkich
wytypowanych do badania osob, z czego dla 270 osdb byty to kontigi ztozone z sekwencji obu nici
DNA. W badanej populacji zidentyfikowata 206 miejsc polimorficznych, w tym 193 tranzycje,
23 transwersje i 10 polimorfizméw typu insercja/delecja. Wyniki te wskazuja, ze uzyskane przez
Autorke dane sg wiarygodne i mogty by¢ podstawa do przeprowadzenia analiz statystycznych.
W przebadanej grupie, bazujgc na danych z catego regionu kontrolnego, Autorka zidentyfikowata
20 makrohaplogrup mtDNA, w tym wykryta 51 dodatkowych miejsc polimorficznych poza HVSI
i HVSIl. Zmiennos¢ mtDNA u oséb w wojewddztwie zachodniopomorskim odpowiadata
zmiennosci znajdowanej w intensywnie probkowanych populacjach zamieszkujgcych cate kraje
(np. Hotandig, Rumunie), co potwierdzito hipoteze Autorki o wptywie przesiedleri po Il wojnie
Swiatowej na zwigkszenie réznorodnosci genetycznej populacji wspotczesnie zamieszkujacej
badane tereny. Poréwnanie subpopulacji miejskiej i wiejskiej nie wykazato rdznic, co jest
oczekiwanym wynikiem biorgc pod uwage krotki czas obejmujgcy tylko dwa-trzy pokolenia
i intensywng migracje do miast, ktéra miata miejsce w tym rejonie w latach 60. i 70. XX wieku.
Dodatkowym wynikiem badan, raczej niedostrzezonym przez Autorke, jest nowa subhaplogrupa J,
ktorg ujawnita analiza sieci haplotypdw na ryc. 11; wprawdzie jej haplotypy sg zaznaczone tym
samym kolorem co J1c, ale sg wyraZnie oddzielone od pozostatych przez haplotypy J1b. Czes¢
rezultatéw Doktorantka poswieca obliczeniom wspoétczynnika w celu wykazania wptywu liczby
przebadanych préb na liczbe wykrytych haplogrup. Mnie ta metoda nie przekonuje; zamiast tego
nalezato sprawdzi¢, czy dane majg rozktad normalny i przeprowadzi¢ test niezaleznosci chi
kwadrat, ale pozostawiam to do dyskusji w trakcie obrony.

Swoje wyniki Doktorantka dyskutuje gtownie z najbardziej reprezentatywnym badaniem mtDNA
populacji Polski, ktére byto oparte na innej metodzie identyfikacji haplogrup. Dlatego chciatabym
w trakcie obrony zapytac¢ Autorke, jak metodyka zastosowana w publikacji p. dr Jarczak et al. (2019)
mogta wptyngé na rozbieznos¢ wynikéw dotyczacych czesto$ci wystepowania haplogrup w
populacji zachodniopomorskiej (np. ryc. 21, tab. 31). Przy okazji wspomne, Ze autorzy publikacji
nadal aktywnie dziatajg w nauce, wigc Doktorantka mogta podja¢ probe wyjasnienia
podnoszonych w dyskusji watpliwosci dotyczgcych probkowania. Dalsza czes$¢ dyskusji jest
poswigcona bazie danych EMPOP. Autorka zauwaza, ze baza od dos$¢ dawna nie jest
aktualizowana i doszukuje sig przyczyn jej ,,zastoju” m.in. w $cisle sprecyzowanych wymaganiach
dotyczgcych pozyskiwania i analizowania haplotypéw w oparciu o rejony HVSI i HVSII. W mojej
opinii, wynika to raczej z wzrastajacej dostepnosci taniego iwydajnego sekwencjonowania
kompletnych genomdéw mitochondrialnych, ktére wnosza znaczgco wigcej informacji niz same
rejony hiperzmienne. Przede wszystkim, kompletne genomy umozliwiajg okresti¢ faktyczny
haplotyp mtDNA. Dane z rejonu kontrolnego w rzeczywistosci pozwalajg oznaczy¢é podgrupe
(subklad), na potrzeby niniejszej rozprawy nazywana haplotypem, ale rozumianym jako wariant
sekwencji okreflonego fragmentu mtDNA. Tymczasem, poza tym fragmentem tez wystepuja
polimorfizmy, ktore ostatecznie sktadaja sie na haplotyp mtDNA. Jeszcze trudnie] jest mi sie zgodzié
z argumentami Doktorantki na temat potencjatu i ograniczet badan mtDNA w genetyce
populacyjnej czlowieka (rozdz. 4.6). Stwierdzenie, ze wiekszos$¢ publicznie dostepnych danych
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dotyczgcych kompletnych genomow mitochondrialnych i identyfikacji nowych haplogrup pochodzi
ze irédet komercyjnych nie jest poparte zadnym zrédiem. Tymczasem we wstepie wymienia bazy
GenBank i MITOMAP (https://www.mitomap.org/MITOMAP), gdzie jest dostepnych ponad 60 tys.
kompletnych genoméw mitochondrialnych. Chyba, ze Autorka miata na mysli nie sekwencje, ale
narzedzia do analizy danych catlogenomowych, jak to opracowane dla firmy Qiagen przez Shen-
Gunther et al. (2023).

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest monografia, ktérej wyniki do tej pory nie byty
publikowane. Naturatnym jest, Zze w takich przypadkach uwag krytycznych jest duzo wigcej niz
w pracach, ktdre juz przeszty przez ocene kilku recenzentéw i edytoréw czasopism. Zaczynajac od
tych najwazniejszych: w analizie danych brakuje wtasciwych metod statystycznych
do wyznaczenia wspotczynnikdw réznorodnosci w populacjach (alfa) i pomiedzy poputacjami
(beta), co datoby wglad w faktyczng ich réznorodnosé (liczbe réznych typéw danych w zbiorze
danych). Réwniez ograniczenie analiz poréwnawczych do pieciu najczestszych haplogrup powinno
by¢ lepiej uzasadnione, poniewaz mogto wptynaé na rozdzielczo$é uzyskanych wynikéw. Wstep
nalezatoby ograniczy¢ do omawiania wytgcznie mtDNA cztowieka, poniewaz pewne stwierdzenia
dotyczace ogblnie zwierzat czy wszystkich krélestw, sg niesciste: np. typowy zakres dtugosci
mtDNA u zwierzat wnosi 15-20 tys. pz (Boore 1999), a sekwencjonowanie genomdw ujawnito, ze s3
od niego znaczace wyjatki, co wiecej mtDNA nie zawsze jest dziedziczony wytgcznie matczynie,
zwtaszcza dotyczy to roslin. Omowienie dotyczace struktury populacji pradziejowych powinno byé
uzupetnione o nowsze prace, szczegolnie dotyczgce terendéw Polski. W badaniu kryminalistycznym
slad mtDNA moze by¢ zastosowany w celu wykluczenia bad? zawezenia grupy, ale nie jest
dowodem rozstrzygajgcym (potwierdzenie). Trudno tez sie zgodzi¢ ze stwierdzeniem, ze niektére z
polimorfizmoéw regionu kontrolnego mtDNA mogg wptywac na dtugowiecznos$é czy predyspozycje
do choréb. Owszem, wykazano, ze pewne haplogrupy, np. T, J, K, moga by¢ powigzane z niektérymi
procesami chorobowymi, ale ze wzgledu na to, Ze niosg ze sobg pewne warianty aminokwasowe
(Ruiz-Pesini et al. 2004). Podobnie, to nie polimorfizmy regionu kontrolnego majg wartosé
funkcjonalng, tytko mutacje somatyczne w tym rejonie, na ktore dziata dobér (Samuels et al. 2013).
Mam tez watpliwos$¢ dotyczaca interpretaciji danych ze spiséw powszechnych: zadeklarowanie
narodowosci niemieckiej czy ukrainskiej i uzywanego jezyka w spisie z 2021 roku niekoniecznie
wynika z ciggtosci proceséw po |l wojnie $wiatowej, bo réwnie dobrze moze dotyczy¢ nowych
zdarzen migracyjnych. Przy okazji drobna uwaga: przesiedlenie ludnos$ci niemieckiej z ich
wschodnich terytoriow nie byto decyzjg wtadz hitlerowskich, tytko niemieckich, bo tereny te byty
éwczes$nie administrowane przez panstwo niemieckie. Szkoda, ze w tabeli 2 nie uwzgledniono
>170 kompletnych genoméw mitochondrialnych uzyskanych z danych kopalnych (aDNA) dla
populacji pradziejowych, z ktérych cze$é zamieszkiwata wspotczesne tereny Polski. Niektore
zdania powinny byé inaczej sformutowane, np. "posréd wszystkich 17 populacji polskich
i europejskich, obejmujgcych 4028 probki/osoby zidentyfikowano 1987 haplotypdéw (49,3%)" -
czego dotyczy wartos¢ 49,3%7? Domyslam sig, ze 49,3% zgenotypowanych 0s6b miato unikalny
haplotyp mtDNA, ale ze zdania wprost to nie wynika. Ryciny 22-24 przedstawiajg zaleznosci
pomiedzy liczebnos$cig reprezentacji/prébkowania populacji a badanymi parametrami (liczba
zidentyfikowanych haplotypow/ miejsc polimorficznych/ warto$é zréznicowania haplotypowego).
Nie widze uzasadnienia, zeby znajdowaty sie w Dyskusji, zamiast w Wynikach; inna sprawa, ze w
trakcie przygotowywania publikacji radzitabym zrezygnowac z tych rezultatéw, bo niewiele wnoszg
do wiedzy, zwtaszcza, ze nie sg wsparte statystycznie. Zaktadam, ze wyniki pracy zostang
opublikowane, poniewaz sg wartos$ciowe i zastuguja na to, dlatego czes¢ z tych uwag Doktorantka
moze uwzgledni¢ przygotowujac manuskrypty.
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Whniosek koricowy

Powyzsze uwagi sg wstepem do dyskusji podczas obrony i nie wptywaja na mojg ogolng pozytywna
oceng przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej. Podjeta tematyka ma warto$¢ naukowas, a
Doktorantka wykazata sie umiejetno$cig planowania i realizacji badan naukowych i dyskutowania
uzyskanych wynikow.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.
13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.2017 poz. 1789 ze zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Biologii Uniwersytetu Szczeciriskiego o dopuszczenie Pani mgr Barbary Wasowicz
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

L;MMW

Poznad, 4 kwietnia 2024 r.
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do analiz sieci haplotypow (Network). Mam tez uwage formalng dotyczaca wynikdw
zaprezentowanych w Tabeli 7, ktdra w mojej opinii tabela nie jest, poniewaz poza pierwsza,
pozostate kolumny nie majg tytutow; lepszg forma zaprezentowania wyniku bytby wykres stupkowy
z legenda dotyczgcg kolordw zastosowanych dla poszczegoélnych haplogrup. Mam tez uwage
dotyczgca okreslenia przyjetego dla zmian w mtDNA wyrdzniajgcych poszczegdlne haplogrupy.
Ten rodzaj substytucji w mtDNA jest polimorfizmem (zwykle) pojedynczych nukleotyddw (SNP),
ktéry utrzymuje sie w populacji ze stosunkowo wysokg czestoscig. Okreslenie ,mutacja” w tym
przypadku jest btedne i powinno by¢ zarezerwowane dla zmian, ktdre wystepujg w populacji z niska
czestoscig ze wzgledu na dziatanie doboru.

Ostatnia uwaga formalna dotyczy braku informacji na temat zdeponowania uzyskanych sekwencji
w ogolnodostepnej bazie danych. Autorka podaje ,zdeponowanie uzyskanych w niniejszej
dysertacji sekwencji w bazie EMPOP” jako jeden z cel6éw rozprawy doktorskiej, tymczasem w pracy
nie ma informacji, czy te sekwencje zostaty opublikowane.

Podsumowujgc, moja ogolna ocena formalna rozprawy doktorskiej Pani mgr Wasowicz jest
pozytywna, z zastrzezeniem, e informacje dotyczgce opublikowania sekwencji zostang
przedstawione w trakcie obrony rozprawy doktorskiej.

Ocena merytoryczna

Tematyka rozprawy doktorskiej Pani mgr Barbary Wasowicz dotyczy zréznicowania genetycznego
ludnosci wspétczesnie zamieszkujacej wojewddztwo zachodniopomorskie na podstawie analizy
sekwencji mtDNA. Cele i zatozenia pracy sg napisane dos¢ skromnie, brakuje celow czgstkowych,
ktorych wyznaczenie utatwitoby zredagowanie pracy od metodyki, poprzez prezentacje rezultatéw,
dyskusje i wnioski. Gtéwnym celem pracy byto oszacowanie poziomu zmiennos$ci mtDNA
mieszkancow wojewoddztwa zachodniopomorskiego, co miato pozwoli¢ na wnioskowanie
o wptywie powojennej migracji ludnosci na obserwowang zmiennos$¢, a kolejnym zdeponowanie
uzyskanych w niniejszej dysertacji sekwencji w bazie EDNAP Mitochondrial DNA Population
Database (EMPOP; https://empop.online/), co miato zwiekszyé poziom poznania polskiej, a tym
samym europejskiej populacji. Baza EMPOP, mimo Ze nie aktualizowana od konca 2019 roku (dane
ze strony https://empop.online/updates, dostep 2.04.2024), nadal jest wykorzystywana w celach
badawczych i sadowych, dlatego uznaje, ze tak postawiony cel pracy rowniez miat uzasadnienie
naukowe.

Baza EMPOP gromadzi dane gtdownie z najbardziej zmiennego fragmentu mtDNA, tj. rejonu
kontrolnego. Autorka oparta swoje badania o ten sam marker DNA, co pozwolito Jej wykorzystaé
opublikowane dane do analiz porownawczych. Badania zostaty przeprowadzone na grupie 300
0s06b, starannie wyselekcjonowanych, aby uzyska¢ statystyczng reprezentacje badanej populac;ji,
w tym subpopulacje miejskie i wiejskie. To ostatnie ujawnia kolejny cel pracy, niewymieniony
wczesniej przez Autorke, a mianowicie zbadanie struktury populaciji.

Doktorantka przeprowadzita analizy poréwnawcze dla danych sekwencyjnych z catego regionu
kontrolnego, wykorzystujac 16 populacji z 14 krajow; o ile wyodrebnienie populacji Zydow
aszkenazyjskich z Wegier i rodzimych Wegrdw jest uzasadnione, to niejasne jest rozdzielenie
Niemcow na populacje z Monachium i z Ulm, skoro oba miasta znajdujg sig dos¢ blisko siebie
w potudniowej czesci kraju. Osobna analiza dotyczyta zmiennosci ograniczonej do rejondw
hiperzmiennych HVSI i HVSII, obejmujaca oprécz badanej zachodniopomorskiej, réwniez szesc
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populacji z Polski i dziesie¢ z zagranicy. Rozumiem sens wykonywania analizy dla catego regionu
kontrolnego, poniewaz poza HVSI i HVSII rowniez wystepuja miejsca polimorficzne. Zastanawiam
sie jednak, dlaczego w przypadku analizy dotyczgcej wytacznie HVSI i HVSII Doktorantka nie
skorzystata z catego zbioru danych, ograniczajac dane sekwencyjne 16 populacji europejskich
do rejonéw HVSI i HVSII. Umozliwitoby to rozszerzenie danych poréwnawczych o reprezentacje
populacji z zachodu i potudnia Europy.

Ogotem, Autorka uzyskata petne sekwencje rejonu kontrolnego (ok. 1100 pz) dla wszystkich
wytypowanych do badania 0sob, z czego dla 270 0s6b byty to kontigi ztozone z sekwencji obu nici
DNA. W badanej populacji zidentyfikowata 206 miejsc polimorficznych, w tym 193 tranzycje,
23 transwersje i 10 polimorfizméw typu insercja/delecja. Wyniki te wskazujg, ze uzyskane przez
Autorke dane sg wiarygodne i mogty by¢ podstawg do przeprowadzenia analiz statystycznych.
W przebadanej grupie, bazujac na danych z catego regionu kontrolnego, Autorka zidentyfikowata
20 makrohaplogrup mtDNA, w tym wykryta 51 dodatkowych miejsc polimorficznych poza HVSI
i HVSIl. Zmiennos¢ mtDNA u osob w wojewddztwie zachodniopomorskim odpowiadata
zmiennos$ci znajdowanej w intensywnie probkowanych populacjach zamieszkujacych cate kraje
(np. Holandig, Rumunig), co potwierdzito hipoteze Autorki o wptywie przesiedlen po Il wojnie
Swiatowej na zwiekszenie réznorodnosci genetycznej populacji wspétczesnie zamieszkujgcej
badane tereny. Poréwnanie subpopulacji miejskiej i wiejskiej nie wykazato réznic, co jest
oczekiwanym wynikiem biorgc pod uwage krotki czas obejmujgcy tylko dwa-trzy pokolenia
i intensywna migracje do miast, ktéra miata miejsce w tym rejonie w latach 60. i 70. XX wieku.
Dodatkowym wynikiem badan, raczej niedostrzezonym przez Autorke, jest nowa subhaplogrupa J,
ktorg ujawnita analiza sieci haplotypow na ryc. 11; wprawdzie jej haplotypy sg zaznaczone tym
samym kolorem co J1c, ale sg wyraznie oddzielone od pozostatych przez haplotypy J1b. Czes¢
rezultatow Doktorantka poswieca obliczeniom wspétczynnika w celu wykazania wptywu liczby
przebadanych prob na liczbe wykrytych haplogrup. Mnie ta metoda nie przekonuje; zamiast tego
nalezato sprawdzi¢, czy dane majg rozktad normalny i przeprowadzié¢ test niezaleznosci chi
kwadrat, ale pozostawiam to do dyskus;ji w trakcie obrony.

Swoje wyniki Doktorantka dyskutuje gtownie z najbardziej reprezentatywnym badaniem mtDNA
populacji Polski, ktére byto oparte na innej metodzie identyfikacji haplogrup. Dlatego chciatabym
wtrakcie obrony zapytac Autorke, jak metodyka zastosowana w publikacji p. drJarczak et al. (2019)
mogta wptyna¢ na rozbieznos¢ wynikow dotyczacych czestosci wystepowania haplogrup w
populacji zachodniopomorskiej (np. ryc. 21, tab. 31). Przy okazji wspomne, Ze autorzy publikacji
nadal aktywnie dziataja w nauce, wiec Doktorantka mogta podjaé prébe wyjasnienia
podnoszonych w dyskusji watpliwosci dotyczacych probkowania. Dalsza czes¢ dyskusji jest
poswiecona bazie danych EMPOP. Autorka zauwaza, ze baza od do$¢ dawna nie jest
aktualizowana i doszukuje sie przyczyn jej ,zastoju” m.in. w $cisle sprecyzowanych wymaganiach
dotyczacych pozyskiwania i analizowania haplotypow w oparciu o rejony HVSI i HVSIl. W mojej
opinii, wynika to raczej z wzrastajgcej dostepnosci taniego i wydajnego sekwencjonowania
kompletnych genomdéw mitochondrialnych, ktore wnoszg znaczgco wiecej informacji niz same
rejony hiperzmienne. Przede wszystkim, kompletne genomy umozliwiajg okreslic faktyczny
haplotyp mtDNA. Dane z rejonu kontrolnego w rzeczywisto$ci pozwalajg oznaczy¢ podgrupe
(subklad), na potrzeby niniejszej rozprawy nazywana haplotypem, ale rozumianym jako wariant
sekwencji okreslonego fragmentu mtDNA. Tymczasem, poza tym fragmentem tez wystepujg
polimorfizmy, ktére ostatecznie skladajg sie na haplotyp mtDNA. Jeszcze trudniej jest mi sie zgodzi¢
z argumentami Doktorantki na temat potencjatu i ograniczen badarn mtDNA w genetyce
populacyjnej czlowieka (rozdz. 4.6). Stwierdzenie, ze wiekszo$¢ publicznie dostepnych danych
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dotyczacych kompletnych genomdw mitochondrialnych i identyfikacji nowych haplogrup pochodzi
ze zrédet komercyjnych nie jest poparte zadnym zrédtem. Tymczasem we wstepie wymienia bazy
GenBank i MITOMAP (https://www.mitomap.org/MITOMAP), gdzie jest dostepnych ponad 60 tys.
kompletnych genomoéw mitochondrialnych. Chyba, ze Autorka miata na mysli nie sekwencje, ale
narzedzia do analizy danych catogenomowych, jak to opracowane dla firmy Qiagen przez Shen-
Gunther et al. (2023).

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest monografia, ktdrej wyniki do tej pory nie byty
publikowane. Naturalnym jest, ze w takich przypadkach uwag krytycznych jest duzo wiecej niz
w pracach, ktére juz przeszty przez ocene kilku recenzentow i edytoréw czasopism. Zaczynajgc od
tych najwazniejszych: w analizie danych brakuje wtasciwych metod statystycznych
do wyznaczenia wspétczynnikow réznorodnosci w populacjach (alfa) i pomiedzy populacjami
(beta), co datoby wglad w faktyczna ich réznorodnosc (liczbe réznych typdw danych w zbiorze
danych). Réwniez ograniczenie analiz poréwnawczych do pieciu najczestszych haplogrup powinno
by¢ lepiej uzasadnione, poniewaz mogto wptyngc na rozdzielczo$¢ uzyskanych wynikow. Wstep
nalezatoby ograniczyé do omawiania wytacznie mtDNA cztowieka, poniewaz pewne stwierdzenia
dotyczace ogodlnie zwierzat czy wszystkich krolestw, sg niesciste: np. typowy zakres dtugosci
mtDNA u zwierzat wnosi 15-20 tys. pz (Boore 1999), a sekwencjonowanie genomow ujawnito, ze s
od niego znaczace wyjatki, co wiecej mtDNA nie zawsze jest dziedziczony wytacznie matczynie,
zwtaszcza dotyczy to roslin. Omdwienie dotyczace struktury populacji pradziejowych powinno by¢
uzupetnione o nowsze prace, szczegélnie dotyczgce terenow Polski. W badaniu kryminalistycznym
$lad mtDNA moze byé zastosowany w celu wykluczenia badZ zawezenia grupy, ale nie jest
dowodem rozstrzygajgcym (potwierdzenie). Trudno tez sie zgodzi¢ ze stwierdzeniem, ze niektére z
polimorfizmoéw regionu kontrolnego mtDNA moga wptywac na dtugowiecznos¢ czy predyspozycje
do chordb. Owszem, wykazano, ze pewne haplogrupy, np. T, J, K, moga by¢ powigzane z niektorymi
procesami chorobowymi, ale ze wzgledu na to, 2e niosg ze sobg pewne warianty aminokwasowe
(Ruiz-Pesini et al. 2004). Podobnie, to nie polimorfizmy regionu kontrolnego majg wartos¢
funkcjonalna, tylko mutacje somatyczne w tym rejonie, na ktore dziata dobér (Samuels et al. 2013).
Mam tez watpliwo$é dotyczacy interpretacji danych ze spiséw powszechnych: zadeklarowanie
narodowosci niemieckiej czy ukrainskiej i uzywanego jezyka w spisie z 2021 roku niekoniecznie
wynika z ciggtosci procesow po |l wojnie $wiatowej, bo réwnie dobrze moze dotyczy¢ nowych
zdarzernn migracyjnych. Przy okazji drobna uwaga: przesiedlenie ludnosci niemieckiej z ich
wschodnich terytoriéw nie byto decyzjg wtadz hitlerowskich, tylko niemieckich, bo tereny te byty
éwczesnie administrowane przez panstwo niemieckie. Szkoda, ze w tabeli 2 nie uwzgledniono
>170 kompletnych genoméw mitochondrialnych uzyskanych z danych kopalnych (aDNA) dla
populacji pradziejowych, z ktérych czes¢ zamieszkiwata wspétczesne tereny Polski. Niektore
zdania powinny by¢ inaczej sformutowane, np. "posréd wszystkich 17 populacji polskich
i europejskich, obejmujgcych 4028 probki/osoby zidentyfikowano 1987 haplotypow (49,3%)" -
czego dotyczy warto$é 49,3%7? Domys$lam sie, ze 49,3% zgenotypowanych osob miato unikalny
haplotyp mtDNA, ale ze zdania wprost to nie wynika. Ryciny 22-24 przedstawiajg zaleznosci
pomiedzy liczebnoscig reprezentacji/prébkowania populacji a badanymi parametrami (liczba
zidentyfikowanych haplotypéw/ miejsc polimorficznych/ wartos¢ zréznicowania haplotypowego).
Nie widze uzasadnienia, zeby znajdowaty si¢ w Dyskusji, zamiast w Wynikach; inna sprawa, ze w
trakcie przygotowywania publikacji radzitabym zrezygnowac z tych rezultatow, bo niewiele wnoszg
do wiedzy, zwtaszcza, ze nie sg wsparte statystycznie. Zaktadam, Zze wyniki pracy zostang
opublikowane, poniewaz sg warto$ciowe i zastuguja na to, dlatego czesc z tych uwag Doktorantka
moze uwzgledni¢ przygotowujac manuskrypty.
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Whiosek koricowy

Powyzsze uwagi sg wstepem do dyskusji podczas obrony i nie wptywajg na mojg ogélng pozytywna
oceng przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej. Podjeta tematyka ma wartos¢ naukows, a
Doktorantka wykazata sie umiejetnoscig planowania i realizacji badan naukowych i dyskutowania
uzyskanych wynikow.

Stwierdzam, Zze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.
13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.2017 poz. 1789 ze zm.) i wnioskuje do Rady Naukowe;j
Instytutu Biologii Uniwersytetu Szczecinskiego o dopuszczenie Pani mgr Barbary Wasowicz
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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