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Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji dysertacja obejmuje cykl publikacji spéjnych tematycznie i metodologicznie,
poswieconych identyfikacji markeroéw genetycznych i epigenetycznych zwigzanych z wystgpowaniem
przepukliny pepkowej u $win (UH). W skiad cyklu wchodza dwie opublikowane prace: w ,,Animal
Genetics” (2023) — potwierdzajaca zwigzek wariantow w genach CAPN9, OSM i ITGAM z ryzykiem
przepukliny pepkowej ( — oraz w ,,Genes” (2023) — dotyczaca zroznicowania poziomow transkryptéw
MMP13 i VIT w tkance migsniowej i tacznej pierscienia pgpkowego; trzeci manuskrypt (2025) ztozono
do .BMC Genomics” i dotyczy on kandydata METTL2IC w ujeciu multi-omicznym
(DNA/RNA/metylacja). Dysertacja zawiera wilasciwie skonstruowany wstep, wyszczegolnione cele
ogolne i szczegdlowe, opis materiatu i metod, wyniki, poglebiona dyskusje oraz wnioski — co jest zgodne
Zz wymogami stawianymi rozprawom w dyscyplinie zootechnika i rybactwo.

Ocena merytoryczna

1) Tematyka badani i ich znaczenie

Przepuklina pgpkowa nalezy do czestych wad rozwojowych u trzody chlewnej, powodujac problemy
hodowlane w tym w szczegolnosci zaburzenie dobrostanu zwierzat, wystgpowanie tej wady przektada sie
na tez na wymierne straty ekonomiczne. Etiologia przepukliny pgpkowej ma charakter wieloczynnikowy
obejmujac komponent genetyczny jak czynniki srodowiskowe. W zwiazku z elementem genetycznej
determinacji, diagnostyka molekularna moze by¢ kluczowa dla opracowanie efektywnych strategii
ograniczania cze¢stosci tej wady. Postgp w genomice $win (GWAS), transkryptomice i epigenetyce w
ostatnich latach dostarczyt nowych dowodow wskazujacych na udziatu réznych regionéw genomu $wini

w wystepowaniu tej wady, w tym chromosomu 14 u swini (SSC14) oraz szeregu gendéw zwigzanych z



macierzg zewnatrzkomorkowg (ECM), metabolizmem kolagenu, adhezjg komérkowa i odpowiedzia
zapalng. Dysertacja wpisuje si¢ w aktualny nurt badan, jednoczes$nie poszerzajac zakres analiz, integrujac
dane asocjacyjne wariantow genow, profilowanie transkryptow oraz analize metylacji DNA w obszarach
potencjalnych gendéw kandydujacych. Takie wihasnie szerokie podejscie zwigksza szanse identyfikacji
markerow i biomarkeréw uzytecznych w hodowli.

2) Oryginalnosé tematyki i wartos¢ poznawcza

Oryginalnos¢ przedstawionej do oceny dysertacji polega w gtdownej mierze na zintegrowaniu réznych
podejs¢ analitycznych takich jak: 1) analiza asocjacji wariantow polimorficznych DNA w genach
kandydujacych z literatury 2) ocena roznic w ekspresji genow w precyzyjnie zdefiniowanych tkankach
pierécienia pepkowego, oraz 3) weryfikacja zmian epigenetycznych w wybranych genach, jako
potencjalnych kluczowych elementéw regulacyjnych. Takie wielopoziomowe ujecie rzadko bywato
stosowane w badaniach przepukliny pgpkowej przez co stanowi istotny walor poznawczy niniejszej
dysertacji.

3) Zdefiniowanie celéw/hipotez badawczych

Cele rozprawy doktorskiej zostaty sformulowane w sposob jasny i dobrze umotywowany merytorycznie.
Obejmowaty one: analize strukturalnych i funkcjonalnych elementéw genomu $wini, w tym oceng
polimorfizmu markeréw genetycznych (SNP/CNV), badanie réznic ekspresji genow w tkankach
pierécienia pepkowego, analize metylacji DNA w wybranych genach kandydujacych oraz kompleksowa
integracje uzyskanych wynikow w celu wskazania markeréw potencjalnie uzytecznych w selekcji swin.
Tak zdefiniowane cele byly w pelni adekwatne do weryfikacji postawionej hipotezy badawczej,
zaktadajacej poligenowy charakter przepukliny pgpkowej, modulowany przez mechanizmy
epigenetyczne. Realizacja tego zalozenia zostala oparta na zastosowaniu nowoczesnych metod i technik
molekularnych, odpowiednich do skali i zlozonosci problemu.

4) Zakres i metody badan

Autor zastosowat szeroki wachlarz nowoczesnych metod biologii molekularnej, starannie dobranych do
zalozonych celéw badawczych, co zapewnito komplementarnos¢ i1 wysoka wiarygodnos¢ uzyskanych
danych. Wykorzystano m.in. sekwencjonowanie Sangera i RNA-seq, QPCR oraz ddPCR do analizy CNV,
pirosekwencjonowanie do oceny metylacji DNA, a takze Western blot w celu weryfikacji zmian na
poziomie bialek. Uzupelnieniem byly zaawansowane analizy bioinformatyczne réznic w ekspresji genow,

obejmujace m.in. identyfikacje i interpretacj¢ wzbogaconych szlakéw biologicznych. Niewatpliwym



atutem pracy jest starannie zaplanowany dobor materialu biologicznego, ktory ograniczyt
heterogenicznos¢ préb i znaczaco zwigkszyl rzetelnos¢ uzyskanych wynikow.

Synteza wynikow prezentowanych w dysertacji

W Pracy nr 1 (Animal Genetics, 2023) autor potwierdzil asocjacje wariantéw w obrebie genow CAPNY,
OSM i ITGAM z ryzykiem wystepowania przepukliny pepkowej, weryfikujac wyniki uzyskane w
badaniach GWAS dla $win rasy Landrace (region SSC14 ~50 Mb). Walidacja tych sygnaléw na
niezaleznym materiale hodowlanym stanowi istotng wartosé, wzmacniajac wiarygodnos¢ wezesniejszych
doniesien i podkreslajac znaczenie wspomnianych genéw jako kandydatéw w patogenezie badanej wady
rOZWOjOwe;j.

W Pracy nr 2 (Genes, 2023) wykazano zréznicowanie poziomow transkryptéw gendéw MMP13 i VIT w
zaleznosci od rodzaju tkanki, a takze swoiste roznice w metylacji DNA (MMP13). Wyniki te wpisujg si¢
w dotychczasowe obserwacje oparte na analizach RNA-seq, wskazujace na kluczowa rolg proceséow
zwigzanych z organizacjg macierzy zewnatrzkomodrkowej, metabolizmem kolagenu, adhezjg komorkowa
i odpowiedzig immunologiczna w powstawaniu przepukliny pgpkowe;.

W Pracy nr 3 (BMC Genomics, 2025 — w recenzji) przedstawiono wielopoziomowa analize, faczaca
informacje o wariantach w regionach regulatorowych, metylacji DNA i ekspresji genow. Uzyskane
wyniki wskazuja na udzial mechanizmoéw regulacyjnych wplywajacych zaréwno na odpowiedz tkanki
migé$niowej, jak i przebudowe macierzy zewnatrzkomoérkowej. Kompleksowe ujgcie obejmujace poziomy
metylacji DNA, i ekspresj¢ mRNA nalezy uzna¢ za istotny krok w kierunku wyjasnienia molekularnych
podstaw przepukliny pepkowej u $win.

Konfrontacja wynikow z dysertacji z aktualnym stanem wiedzy

Otrzymane wyniki w istotny sposob poszerzaja wiedzg o molekularnych mechanizmach lezacych u
podstaw przepukliny pepkowej u $win, potwierdzajac jej ztozona, poligeniczna etiologie, zalezng rowniez
od specyfiki puli genowej populacji, co pozostaje w zgodzie z dotychczasowymi doniesieniami
literaturowymi. Autor wykazal asocjacje wariantow polimorficznych w genach CAPN9, OSM i ITGAM.
Warto podkresli¢, ze niektore haplotypy OSM i ITGAM obnizaty ryzyko wystapienia wady, podczas gdy
w przypadku CAPN9Y istotng role odgrywala interakcja z picig zwierzat. Analizy transkryptomiczne
wykazaty zrdéznicowanie ekspresji zalezne od rodzaju tkanki i pozwolity wskaza¢ szereg genow
potencjalnie zaangazowanych w rozwoj przepukliny, m.in. MMP13, VIT, SIMI1, METTL2IC, PITXI i
HOXA?7. Szczegblnie cenne okazaly sie badania epigenetyczne, ktore ujawnity zmiany w metylacji DNA

w genach kluczowych dla procesow rozwojowych i przebudowy macierzy pozakomérkowej. Obnizona



metylacja stwierdzona w METTL21C, HOXA7 i PITX! korelowala z ich nadekspresja, natomiast w
przypadku TBX1 i MMP13 wykazano wyzszy poziom metylacji, odpowiadajacy obnizonej aktywnosci
transkrypcyjnej. Autor skupil si¢ przy tym na analizie regiondw promotorowych, ktére odgrywaja
fundamentalna role w inicjacji transkrypcji. Takie podejscie nalezy uzna¢ za trafne i uzasadnione, cho¢
jednoczesdnie zawezajace pelny obraz regulacji epigenetycznej, zwlaszcza ze coraz wigcej badan wskazuje
na rolg rowniez elementéw enhanserowych i metylacji w regionach kodujacych genéw. Na szczegolne
podkreslenie zastuguje gen METTL2IC., w ktérym réwnoczesnie wykazano nadekspresjg, zmiany w
metylacji oraz wariant regulatorowy w rejonie promotora, co czyni go kandydatem o wysokim znaczeniu
w patogenezie wady. Brak istotnych zmian liczby kopii genéw oraz brak réznic na poziomie biatek
sugerujg natomiast, ze kluczowa role moga odgrywac warianty regulatorowe i mechanizmy kontroli
ekspresji. Wyniki te majg duzg wartos¢ poznawcza, a rGwnoczesnie podkreslaja potrzebe dalszych badan
walidacyjnych w réznych populacjach $win, wskazujagc na mozliwos¢ praktycznego wykorzystania
markeréw genetycznych i epigenetycznych w programach hodowlanych.

Mocne strony i ograniczenia przedstawionej rozprawy

Autor w przekonujacy sposob udokumentowal, ze zmiany w obrebie gendéw zwigzanych z
funkcjonowaniem tkanki lgcznej i miegsniowe) (m.in. MMPI3, VIT, ACAN, COL6A45, CAPN?Y,
METTL21C) odgrywaja istotng role w patogenezie przepukliny pepkowej u $win. Wyniki te stanowig
cenny wkiad w lepsze zrozumienie molekularnych podstaw tej wady rozwojowej. Warto jednak
zauwazy¢, ze cho¢ autor wskazuje na procesy ogolne, takie jak remodelowanie macierzy
zewnatrzkomorkowej, metabolizm kolagenu czy réznicowanie tkanki migsniowej, to ich znaczenie dla
szerszych zagadnien biologii tkanki tacznej i mie$niowej zostalo zarysowane jedynie w tle, a nie
potraktowane jako poglebiony watek interpretacyjny. Rozwiniecie tego aspektu — poprzez podkreslenie,
ze badania nad przepukling moga stanowi¢ model dla zrozumienia uniwersalnych mechanizméw rozwoju
i patologii tkanki lgcznej oraz migsniowej — mogloby dodatkowo wzmocni¢ uniwersalny wymiar
rozprawy i podnies¢ jej wartos¢ poznawcza.

Do najwazniejszych mocnych stron pracy nalezy zaliczy¢ weryfikacje znanych asocjacji w
niezaleznych grupach zwierzat, co znaczaco podnosi wiarygodnos¢ uzyskanych wynikow, a takze
szczegOtowa analize ekspresji gendw w precyzyjnie rozdzielonych tkankach pierscienia pgpkowego,
pozwalajacg uchwycic roznice zalezne od rodzaju tkanki. Istotnym walorem jest rowniez uwzglednienie
aspektow regulacji epigenetycznej, w tym wskazanie METTL2IC jako potencjalnego kluczowego

regulatora, oraz zastosowanie nowoczesnych i adekwatnych narzedzi bioinformatycznych. Nalezy jednak



podkresli¢, ze pewne ograniczenia pracy sa typowe dla badan genetyczno-epigenetycznych u Swif.
Obejmuja one przede wszystkim ograniczona liczebnos¢ préb oraz brak w petni zintegrowanego modelu
1aczacego dane dotyczace genotypu, metylacji DNA i transkryptomu u tych samych osobnikéw. Z tego
wzgledu konieczne wydaje si¢ przeprowadzenie dalszych badan walidacyjnych w réznych rasach i
stadach, aby w pelni potwierdzi¢ uniwersalnos¢ wskazanych markeréw. W tym kontekscie zasadne jest
postawienie Autorowi pytan dotyczacych mozliwych kierunkow uzupelnienia i rozwinigcia badan, i

prosba o ustosunkowanie si¢ do przedstawionych kwestii:

1. Czy Autor przeprowadzit badZ planuje dalsze analizy obejmujace integracj¢ uzyskanych danych
w modelach obrazujgcych zaleznosci pomiedzy genotypem, metylacja DNA. ekspresja genow i
fenotypem?

2. Jak Autor ocenia mozliwosci realizacji dodatkowych testow funkcjonalnych, takich jak
weryfikacja wariantéw promotorowych w testach reporterowych lub zastosowanie systemu
CRISPR-Cas9 w komdrkach migsniowych, byoceni¢ bezposredni wptyw wariantéw gendw na
poziom ich ekspresji?

3. Czy Autor zaklada dalsza walidacj¢ wynikéw w innych rasach $win oraz w zréznicowanych
warunkach §rodowiskowych, dla potwierdzenia ich uniwersalnosci?

4. Czy juz na podstawie obecnych wynikéw mozliwe jest opracowanie indeksu ryzyka genetycznego
wystepowania tej wady rozwojowej u swin ?

5. Jak Autor ocenia potencjalng przydatnos¢ takiego narzedzia w selekcji hodowlanej, takze w
odniesieniu do innych gatunkow?

Sugestie dotyczace dalszych badan nie umniejszaja wartosci merytorycznej rozprawy, ktéra wyr6znia

sie na tle innych prac doktorskich zakresem badan i poziomem analiz. Na szczegdlne wyroznienie

zastuguja nastepujace aspekty:

1. Nowatorskie podejscie metodologiczne — autor zastosowal zintegrowane podejscie multi-
omiczne, obejmujgce analizy genetyczne (SNP, CNV), transkryptomiczne (RNA-seq),
epigenetyczne (metylacja DNA) oraz walidacje na poziomie biatkowym (Western blot). Tego
rodzaju kompleksowos¢ i komplementarnos¢ metod badawczych nie jest czesto spotykana w
dysertacjach doktorskich.

2. Oryginalny wklad poznawczy — wyniki przedstawione w pracy nie tylko potwierdzity wczesniej

sugerowane asocjacje, ale tez wskazaly nowy gen kandydujacy o szczegdlnym znaczeniu



regulacyjnym — METTL21C. Wykazanie jego roli w regulacji ekspresji w tym metylacji DNA
stanowi wazny krok w zrozumieniu molekularnych mechanizméw sterujacych rozwojem i
procesami funkcjonalnymi tkanek ich znaczenie w rozwoju opisywanej wady rozwojowej.
3. Zastosowanie w praktyce hodowlanej — przedstawione w rozprawie wyniki maja potencjat
aplikacyjny, do opracowania narzg¢dzi wspomagajacych selekcje hodowlana, cellem ograniczenia
wystepowania przepukliny pepkowej i poprawy dobrostanu zwierzat.
4. Walor modelowy dla innych gatunkéw i medycyny czlowieka — cho¢ autor w ograniczonym
stopniu osadzil wyniki w szerszym kontekscie biologicznym. Wskazal jednak, ze uzyskane dane
moga by¢ istotne nie tylko w hodowli $win, lecz takze jako modelowe w badaniach nad wadami
tkanki tacznej i migsniowej u innych gatunkow zwierzat jak i ludzi.
5. Staranno$¢ i spojnos¢ opracowania — praca jest dobrze udokumentowana, logicznie
skonstruowana i obejmuje bogaty materiat badawczy. Dyskusja opiera si¢ na aktualnym stanie
wiedzy i rzetelnie odnosi si¢ do literatury swiatowe;.
Konkluzja: Rozprawa charakteryzuje si¢ wysokim poziomem merytorycznym, nowatorskim ujeciem
tematu oraz wyraznym potencjatem aplikacyjnym i translacyjnym. Spelnia wszystkie standardowe
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, a jednoczesnie wykracza poza ich typowy zakres dzigki
kompleksowosci badan i nowatorskim wnioskom.
Podsumowanie i wniosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr Jakuba Wozniaka spetnia wymagania okreslone w art. 187 ust. 1-4
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r., poz. 742 z pdzn.
zm.). Praca jest oryginalna, metodologicznie poprawna i wnosi istotny wklad do zrozumienia
opisywanego w pracy zagadnienia, ponadto otrzymane wyniki majg wyrazny potencjal aplikacyjny
zarowno w hodowli zwierzat, jak i w kontekscie badan modelowych.

Wnoszg o dopuszczenie mgr Jakuba WozZniaka do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.
Jednoczesnie, majac na uwadze nowatorski charakter pracy, szerokie ujecie problematyki oraz ztozonos¢

przeprowadzonych analiz, wnosze¢ o wyrdznienie niniejszej rozprawy.

razami szacunku,

Prof. dr hab. Mariusz Pierzchata



