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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgra Jakuba Wozniaka

pt.: ,Identyfikacja markerow genetycznych i epigenetycznych zwigzanych z
wystepowaniem przepukliny pepkowej §win”

wykonanej pod kierunkiem naukowym promotora prof. dr hab. Joanny Nowackiej-
Woszuk w Katedrze Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzgt Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu

Podstawa prawna i ocena formalna

Oceng rozprawy wykonano na prosbe Prof. dr hab. Malgorzaty Szumacher czt. koresp.
PAN, Dziekan Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, zgodnie z wymogami okreslonymi w art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz. U. z 2020 r. poz.
85 z pozn. zm.), na podstawie rozprawy doktorskiej, o§wiadczen wspoétautorow publikacji oraz
informacji z danymi o Kandydacie.

Podstawowe dane o Kandydacie

Mgr Jakub Wozniak uzyskat tytut zawodowy magistra w dniu 4 grudnia 2017 roku na
Uniwersytecie Medycznym w Lodzi. Kandydat nie ubiegal sie wczesniej o nadanie stopnia
doktora.

Po ukonczeniu studiow mgr Wozniak rozwijal swojg dziatalnosé¢ zawodowa i naukowa
w kilku jednostkach. W latach 2018-2019 byl zatrudniony na stanowisku Miodszego
Specjalisty Kontroli Jakosci w firmie Takeda Pharmaceutical Co. Ltd. W 2019 r. pracowat jako
Mtlodszy Asystent Medyczny w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
w Kaliszu. Od 2025 1. petni funkcje bioinformatyka we wiasnej firmie Initium BioDarta, a takze
wspotpracuje z Instytutem Genetyki Czlowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.,

Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska mgra Jakuba Wozniaka zostala przygotowana jako polskojezyczna
praca pisemna opracowana na podstawie dwoch opublikowanych oryginalnych prac
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naukowych, trzeciej - ztozonej do redakcji czasopisma naukowego oraz nieopublikowanych
wynikéw badan spojnych z wynikami z prac. Opublikowane artykuly stanowia zataczniki do
przedlozonej rozprawy doktorskiej:

1. Wozniak, J., Loba, W., Iskrzak, P., Pszczola, M., Wojtczak, J., Switonski, M., & Nowacka-
Woszuk, J. (2023). A confirmed association between DNA variants in CAPN9, OSM, and
ITGAM candidate genes and the risk of umbilical hernia in pigs. Animal Genetics, 54(3),
307-314. https://doi.org/10.1111/age.13307 (Punkty MNiSW=140, S5-letni Impact
Factor=2,6)

2. Wozniak, J., Loba, W., Wysocka, A., Dzimira, S., Przadka, P., Switonski, M., & Nowacka-
Woszuk, J. (2023). Altered transcript levels of MMP13 and VIT genes in the muscle and
connective tissue of pigs with umbilical hernia. Genes, 14(10), 1903.
https://doi.org/10.3390/genes14101903 (Punkty MNiSW=100, 5-letni Impact Factor=3,3)

3. Praca zlozona do BMC Genomics w 2025 r.. Wozniak, J., Szabelska-Beresewicz, A.,
Zyprych-Walczak, J., Niemyjski, R., Dudek, K., Stachowiak, M., & Nowacka-Woszuk J.
Genetic and epigenetic markers in the METTL21C gene associated with umbilical hernia
in pigs.

4. Niepublikowane wyniki badan dotyczace zwigzku zaobserwowanych wariantow DNA
w genach MYO19, MYH2, MYHS, ZNF646 i ZNF713 z wystgpowaniem przepukliny
pepkowej swin.

Prace naukowe stanowiace podstawe rozprawy doktorskiej powstaty w ramach projektu
badawczego OPUS nr 2019/33/B/NZ9/00654 (Kierownik: prof. dr hab. Joanna Nowacka —

Woszuk) finansowanego ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki, co wskazuje na wysoki
poziom naukowy i nowatorski charakter realizowanych badan.

Jak wynika z o$wiadczenia Doktoranta, jego udzial w publikacjach byl wiodgcy
i obejmowal: udzial w analizach laboratoryjnych, analizach statystycznych, interpretacji
wynikow, przygotowaniu manuskryptow i wspétredagowaniu oraz odpowiedzi na recenzje
i wynosil 55 1 60% odpowiednio dla pierwszej i drugiej publikacji. Oswiadczenia wspotautorow
réwniez potwierdzajg wysoki wkiad pracy Doktoranta w publikacje.

Tytut rozprawy doktorskiej, bedacej podstawa postepowania o nadanie stopnia doktora,
pozostaje spdjny z szerokim zakresem badan przedstawionych w pracy doktorskiej i stosownie
odzwierciedla jej tres¢ merytoryczna.

Rozprawa ma uktad typowy dla eksperymentalnych rozpraw doktorskich i sktada sie
z szesciu gldwnych rozdzialow (wprowadzenie, hipotezy i cele badan, material i metody
badawcze, wyniki, dyskusja oraz podsumowanie dyskusji i wnioski). W pracy zawarto rowniez
wykaz cytowanego pisSmiennictwa zrodtowego (100 pozycji), streszczenie w jgzyku polskim
i angielskim, wykaz skrotow oraz spis 21 tabel i 12 rycin. Rozprawa zostala starannie
zredagowana, a na podkreslenie zastuguje fakt przedstawienia skomplikowanych zagadnien
w umiejetny sposob. Dysertacja zostala napisana z zachowaniem logicznej 1 wlasciwej
sekwencji opisu, azawarte w niej informacje sa przedstawione w sposdb przejrzysty
i uporzadkowany, uwzgledniajac zaréwno wyniki opublikowane w artykulach, jak i rezultaty
badan dotychczas nieopublikowanych.



Rozprawe otwiera rozdzial pt. ,,Wprowadzenie”, w ktérym Doktorant umiejetnie
przedstawil problematyke badawcza, Scisle powiazang z postawionymi hipotezami oraz celami
pracy. Rozdziat zostat prawidtowo podzielony na podrozdziaty, w ktorych mgr Jakub Wozniak,
postugujac si¢ trafnie dobranymi i merytorycznie powigzanymi z tematykg rozprawy
publikacjami naukowymi, przedstawit aktualny stan wiedzy w obszarze objetym badaniami.
W sposob syntetyczny i klarowny scharakteryzowat problem badawczy, jego znaczenie oraz
przyczyny rozwoju przepukliny pepkowe;.

Rzetelna znajomos¢ problematyki badawczej oraz trafny dobor pozycji pismiennictwa
umozliwity Doktorantowi prawidtowo sformutowa¢ hipotezy badawcze i wytyczy¢ jasno
sprecyzowane i wlasciwie sformutowane cele badan w kazdym z czterech eksperymentow.
Ogblnym celem badan byla identyfikacja i charakterystyka czynnikéw genetycznych
i epigenetycznych wplywajacych na ryzyko wystgpowania przepukliny pgpkowej swin oraz
okreslenie, w jaki sposob rdznice w obrebie tkanki miesniowej i facznej wplywaja na podatnosé
na te wade rozwojows. Cele szczegdlowe obejmowaly: werytikacje zwigzku migdzy wezesniej
zidentyfikowanymi wariantami DNA w wybranych genach, a wystgpowaniem przepukliny
pepkowej §win, analize réznic w poziomie transkryptéw wybranych genéw pomigdzy swiniami
z przepukling pepkowg a zdrowymi osobnikami, analiz¢ wplywu stopnia metylacji DNA
w regionach regulatorowych wybranych gendéw na poziomy ich transkryptow, okreslenie
poziomu transkryptow wybranych genow w tkance migsniowej $win z przepukling
pachwinows, identyfikacje genow roznicujacych si¢ pod wzgledem poziomu ekspresji w tkance
miesniowej z okolicy pepka u $win z przepukling pgpkowa oraz u zdrowych osobnikow, analize
poziomu metylacji DNA w regionach regulatorowych genéw potencjalnie zaangazowanych
w rozwoj przepukliny pepkowej i oceng ich wplywu na regulacje ekspresji tych genow,
identyfikacje polimorfizméw w regionach regulatorowych genéw, ktore moga mie¢ zwigzek
zroznicami w ich ekspresji, weryfikacje zwigzku migdzy wczesniej zidentyfikowanymi
wariantami DNA w wybranych genach a wystgpowaniem przepukliny pgpkowej u swin
reprezentujacych populacje mieszancow o zrdéznicowanym udziale ras.

Cele badawcze niniejszej dysertacji zostaly sformulowane w sposéb szeroki
i wielopoziomowy, co pozwolito zaréwno na pelng weryfikacj¢ hipotez oraz uzyskanie
wynikow o nowatorskim znaczeniu. Ich realizacja wymagala od mgra Jakuba Wozniaka
zaawansowanej wiedzy 1 umiejetnosci praktycznych w zakresie biologii molekularnej,
bioinformatyki oraz statystyki.

W rozdziale pt. ,,Materialy i metody” Doktorant w kazdym z czterech eksperymentéw
przedstawil material i sposéb przeprowadzenia badan, na podstawie ktorych przygotowat
rozprawe. Podlegaly one juz recenzji w przypadku dwoch opublikowanych artykutéw podczas
procesu publikacyjnego. W mojej opinii zaréwno informacje zawarte w pracach, ktore zostaty
opublikowane, jak tez dotychczas nieopublikowane, sa prawidtowe pod wzgledem ukladu
doswiadczenia, materiatu i metod.

W poszczegolnych eksperymentach zastosowano zrdznicowang liczebnosé swin, przy
czym w kazdym przypadku material badawczy byl odpowiednio liczny, aby zapewni¢
wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw. Wsréd zastosowanych metod znalazly si¢ m.in.:
sekwencjonowanie Sangera, i ddPCR (analiza wystgpowania CNV), RNA-seq, qPCR (analiza



poziomu RNA), pirosekwencjonowanie (analiza poziomu metylacji DNA) oraz Western blot
(analiza poziomu bialka). Wykorzystane szerokie spektrum metod badawczych zostato
wiasciwie dobrane iprawidlowo zastosowane, co $wiadezy o duzej wiedzy, rzetelnosci
naukowej oraz wysokiej jakosci uzyskanych wynikow.

W niniejszej dysertacji zastosowano wieloaspektowe, kompleksowe ujgcie zagadnienia
przepukliny pepkowej. Analiza prowadzona w tak szerokim ujgciu pozwala na bardziej
precyzyjne okreslenie zaleznosci miedzy poszezegdlnymi czynnikami oraz umozliwia
sformutowanie wnioskéw o szerszym zakresie merytorycznym. Tym samym przyje¢te metody
istotnie podniosty warto$é naukowsg i poznawczg oraz oryginalnosé przeprowadzonych analiz.

W rozdziale pt. ,,Wyniki” Doktorant przedstawil w uporzadkowany sposob uzyskane
rezultaty z czterech kolejnych etapéw badan, ktore w pelni odpowiedziaty na zatozone cele
pracy. Zaleta rozprawy jest ,graficzne podsumowanie wynikéw” poszczegdlnych
eksperymentdw, ktére w czytelny i schematyczny sposéb eksponuje najwazniejsze rezultaty,
co znaczgco wspomaga ich odbidr i analize.

Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Doktorant, zgodnie z zalozeniami, przeanalizowal asocjacje markerow genetycznych
i epigenetycznych zwigzanych z ryzykiem wystgpowania przepukliny pepkowej Swin.
Przeprowadzone badania miaty charakter kompleksowy i obejmowaly wykorzystanie
nowoczesnych metod biologii molekularne;j i bioinformatyki prawidtowo dobranych do zatozen
pracy, co zagwarantowato rzetelnosé otrzymanych wynikow.

W pierwszym eksperymencie (artykul — Animal Genetics 2023) potwierdzono zwigzek
wariantow genetycznych w trzech genach (CAPNY, OSM i ITGAM) z ryzykiem wystepowania
przepukliny pepkowej, wskazujac przy tym na rol¢ haplotypéw w modulacji tego ryzyka.
Haplotypy CAGGA (gen OSM) i AT (gen ITGAM) zostaly zidentyfikowane jako potencjalne
markery zmniejszajace podatnosé na wystapienie wady, co moze mie¢ znaczenie praktyczne w
opracowaniu narzedzi wspomagajacych selekcje w hodowli $win i ograniczajacych
wystepowanie wady.

W przypadku genu NUGGC nie potwierdzono istotnych réznic w liczbie kopii,
co sugeruje mozliwo$é odmiennej genezy przepukliny w zaleznosci od rasy lub populacji.
Uzyskane wyniki podkre$lajg ztozony charakter badania oraz znaczenie interakeji haplotypow
i plci w dalszych analizach molekularnych.

Wazna i nowatorskie wyniki przedstawiono w drugim eksperymencie (artykul — Genes
2023), w ktérym wykazano réznice w poziomach transkryptow dwoch gendéw (MMP13 1 VIT)
dla zwierzat z przepukling pepkowa, zalezne od rodzaju tkanki (laczna, migsniowa), a takze
roznice w metylacji DNA (gen MMP13). Stwierdzono, ze obnizona ekspresja genu MMP13
w tkance lacznej moze sprzyjaé rozwojowi przepukliny pepkowej, natomiast podwyzszona
w tkance miesniowej prawdopodobnie odzwierciedla procesy naprawcze. W przypadku genu
VIT zwigkszona ckspresja w tkance miesniowej rowniez wskazata na udzial mechanizmow
regeneracyjnych, co r6zni si¢ od wezesniejszych doniesien opartych na analizie mieszaniny
tkanek. Praca ta po raz pierwszy ukazata istotno$¢ zréznicowania ekspresji genéw w zaleznosci
od rodzaju tkanki pobranej z miejsca wystapienia przepukliny.



W trzecim eksperymencie (artykul w recenzji — BMC Genomics 2025) wykazano
roznice w ekspresji genéw, poziomach metylacji oraz obecnoéci polimorfizmow migdzy grupg
$win z przepukling pepkowa a grupag kontrolna. Kompleksowe analizy pozwolily na
identyfikacje czterech genéw o podwyzszonej (SIMI, PITX1, HOXA7, METTL21C) i czterech
— o obnizonej ekspresji (PVALB, ALXI, EYA2, TBXI), wskazujac na znaczenie regulacji
epigenetycznej, szczegolnie dla trzech genow (I'BX1, METTL21C i HOXA7).

Na uwage zastuguje wykrycie polimorfizmu rs330073569 w genie METTL2IC,
mogacego wplywaé na wigzanie czynnikow transkrypcyjnych. Sa to pionierskie wyniki
wskazujace nieopisany wczesniej gen kandydujacy o znaczeniu regulacyjnym w ekspresji
i metylacji DNA. Wyniki potwierdzaja role interakcji genetyczno-epigenetycznych w rozwoju
przepukliny pepkowe;j i stanowig podstawe do dalszych badan nad markerami ryzyka.

W eksperymencie dodatkowym (dane nieopublikowane) potwierdzono zwigzek
wariantu w genie MYOI9 z ryzykiem wystepowania przepukliny, jednak istotnos¢ statystyczng
uzyskano wylacznie dla jednego panelu, a pozostale analizowane SNP nie wykazaty zwigzku
z wada, co wskazuje na zlozony, wielogenowy charakter przepukliny.

Uzyskane wieloplaszczyznowe wyniki znaczaco poszerzajg wiedzg z zakresu
molekularnych mechanizméw etiologii przepukliny pepkowej. Czesciowo weryfikujg one
istniejace juz doniesienia, czesciowo stanowia pionierskie rezultaty, jak wskazano powyzej.

Doktorant w rozprawie doktorskiej skromnie odnosi si¢ do mozliwosci wykorzystania
uzyskanych wynikéw w badaniach innych gatunkow zwierzat i czlowieka. Czy jest
to przysztosciowa perspektywa? Czy Doktorant planuje dalsze analizy na innych rasach swin
i innych gatunkach zwierzat celem weryfikacji otrzymanych wynikow? Proszg o rozwinigcie.

Interesujace byloby réwniez odniesienie sie do mozliwosci potraktowania uzyskanych
wynikéw badan bardziej uniwersalnie, nie tylko jako pomocnych i mozliwych do
wykorzystania w przysztosci w ewentualnej pracy hodowlanej $win, ale jako podstaw¢ do
wyjasnienia proceséw biologicznych zwiazanych z tkanka tgczng i migsniowg? Prosz¢ o opini¢.

Rozdzial pt. ,,Dyskusja” zostal opracowany w oparciu o bogate pismiennictwo, gtownie
anglojezyczne, opublikowane w renomowanych czasopismach migdzynarodowych, scisle
powigzane z uzyskanymi wynikami. Swiadezy to o bardzo dobrym przygotowaniu
merytorycznym mgra Jakuba Wozniaka, jego orientacji w problematyce badawczej oraz
dojrzatosci naukowej w interpretacji i dyskusji rezultatow.

Rozprawe konczy rozdziat pt. ,JPodsumowanie dyskusji i wnioski”, w ktorym
przedstawiono podsumowania i wnioski dla kazdego z czterech eksperymentow oraz wnioski
ogblne rozprawy doktorskiej. Sg one merytorycznie poprawne, spéjne z tytulem rozprawy,
interpretuja uzyskane wyniki i s3 odpowiedzig na zatozone cele pracy. Tres¢ rozdziatu
$wiadezy o umiejetnosci Doktoranta do doglebnej analizy wynikow uzyskanych w pracy.

Moja ogélna ocena wartosci pracy jest wysoka. Rozprawa stanowi oryginalne
rozwiazanie problemu naukowego. Uzasadniajac podkresli¢ nalezy nowatorstwo badan, ich
wieloplaszezyznowosé i fakt, ze praca wnosi nowe wartosci poznawcze, ktore poszerzyly
wiedze z zakresu dyscypliny zootechnika i rybactwo. Mgr Jakub Wozniak wykazat si¢ bardzo
dobra znajomoscig przeprowadzenia praco- i czasochtonnego eksperymentu badawczego oraz
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umiejetnoscia analizy uzyskanych wynikéw i formulowania konkluzji. Rozprawa doktorska
prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Doktoranta w dyscyplinie zootechnika i rybactwo oraz
potwierdza umiejetnosé samodzielnego prowadzenia przez niego pracy naukowej.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgra Jakuba WoZniaka
pt.: ,Jldentyfikacja markeréw genetycznych i epigenetycznych zwigzanych z wystgpowaniem
przepukliny pepkowej $win” spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art.
187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 . Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz.
1. z 2020 1. poz 85 z pdzn. zm.), natomiast Doktorant wykazal wszelkie umiejgtnoscei
niezbedne dla otrzymania stopnia doktora nauk, a niniejsza rozprawa moze stanowi¢ podstawe
do nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie zootechnika i rybactwo.
Whnosze zatem do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Wydzialu
Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
wniosek o dopuszczenie mgra Jakuba Wozniaka do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Whiosek dodatkowy

Biorgec pod uwage znakomity poziom badan opisanych w rozprawie, bardzo duze
znaczenie wynikéw uzyskanych przez Doktoranta dla zrozumienia genetycznego
uwarunkowania przepukliny pepkowej $win, aktualno$¢ problematyki badawczej, zastosowane
wspolezesne metody badawcze i kompleksowos¢ opracowania, pozwalam sobie zlozy¢
whniosek o wyroznienie rozprawy doktorskiej Pana mgra Jakuba Wozniaka stosowng nagroda.
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