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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Natatii Ryczek przygotowana zostala na

podstawie decyzji Rady wydzialu Rolnictwa i Bioin2ynierii uniwersytetu przyrodniczego w
Pomaniu (pismo RND-16 /4000/2020 z dnia 07 kwietnia 2020 r. - podpisane przez

Przewodnicz4cego Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i ogrpdnictwo prof. dr hab.

Andrzeja Blecharczyka).

Ocena doboru problematyki badawczej i tematu rozprawy

Praca doktorska Pani mgr inz. Natalii Ryczek dotyczy problematyki modyfikacji

genomu swini na potrzeby ksenotransplantacji. choroby przewlekle narz4d6w (np.: serca,

w4troby, pluc) mog4 w schylkowej postaci prowadzid do calkowitej ich niewydolnodci.

wymusza to potrzebg zwigkszenia wykonywania przeszczep6w. Niestety obserw'je sig

kolosalne dysproporcje pomigdzy poda24 na narz4dy a pop).tem na nie. sytuacja stawia przed

nami koniecznosi poszukiwania dr6g altematywnych. Jedn4 z nich jest wspomniana

ksenotransplantacja, kt6ra dotyczy zabieg6w polegaj4cych na transplantacji, implantacji lub

infuzji biorcy (czlowiekowi) kom6rek, tkanek lub organ6w odzwierzgcych. wdr6d kilku
podawanych w literaturze modeli zwierzgcych, najkorzystniejszym wydaje sig byi model

Swini. organy te go zwierugciawykazuj4 wiele podobieristw do organ6w czlowieka zar6wno na



poziomie fizjologii jak i anatomii. Nie bez znaczenia s4 r6wniez zalety hodowlane w postaci
wzglgdnie licmego miotu i stosunkowo kr6tkiego okresu dojrzewania. Jednak odlegtod6
migdzygatunkowa mimo, Ze zmniejsza ryzyko zaka?ei wirusowych, jest przyazyn4
wystgpowania r62nic immunologicznych. Z uwagi na to, powodzenie ksenotransprantacji
uwarunkowane jest pokonaniem i/lub zniwelowaniem czynnik6w i mechanizm6w
odpowiedzialnych za patogenezg odrzucenia ksenograftu. Do proces6w odrzucenia
przeszczep6w zalicza sig. odrzucenie nadostre, ostre odrzucenie naczyniowe, ostre odrzucenie
kom6rkowe oraz odrzucenie przewlekle. poza odpowiedzi4 immunorogiczn4, do czynnik6w
powodui4cym odrzucenie ksenoprzeszczepu, zaricza sig r6wnie2 dysreguracjg ukladu
kzepnigcia. wprowadzenie odpowiednich modyfikacji w genomie swini staje sig jednE ze

skutecznych metod w przeciwdzialaniu odrzuceniu ksenoprzeszczep6w. Na przestrzeni

ostatnich trzydziestu lat mo2emy obserwowai intensywny rozw6j technik inzynierii
genetycznej, kt6re z powodzeniem wykorzystuje sig w badaniach nad ksenotransplantacjami.

Do technik tych zalicza sig mikroiniekcjg, transfer i4dra kom6rki somatycznei, rekombinacra
homologiczna, wykorzystanie odpowiednich ntkleaz orazsystem CRISpR/Cas9.

uwazam zatem, ze tematyka przedstawiona w pracy doktorskiej jest niezwykre trafna
i istotna a podjgcie pr6by rozwi4zania problematyki modyfikacji genomu dwini na potrzeby

ksenotransplantacji z zastosowaniem konstrukcji genetycznych przygotowanych w technologii
cRISPR/cas9 koresponduje z aktualnymi wyzwaniami realizowanymi przez wiod4ce osrodki
naukowe.

Ocena ukladu pracy

Rozprawa doktorska mgr in2. Natalii Ryczek ma uklad typowy dla tego typu prac,

sklada sig z 164 stron wydruku komputerowego i obejmuje 9 rczdziar6w: wprowadzenie

literaturowe, hipotezy, cel pracy, materialy, metody, wyniki, dyskusja, wnioski, literatura (241

aktualnych pozycji). Doktorantka zamiescila wykaz osi4gnigi naukowych uzyskanych w
trakcie realizacji pracy doktorskiej, w sklad kt6rego uwzglgdnila publikacje (cztery pozycje, w
tym jedna z pierwszym autorstwem); rozdziaty w monografiach naukowych (osiem p ozycji, w
tym 6 z pierwszym autorstwem), udzial w grantach badawczych (dwie pozycje), staZ naukowy
(Katedra Biotechnologii zwietz4t Hodowlanych, Uniwersytet Techniczny w Monachium,

05.02.2018-02.03.2018), szkolenia (tzy pozycje), informacjg o doniesieniach zjazdowych (15

konferencji o zasiggu migdzynarodowym, 45 o zasiggu og6lnopolskim). praca zwiera r6wniez

spis rycin (46 pozycji), spis tabel (26 pozycji), wykaz sk6t6w, streszczenie w jgzyku polskim



i angielskim. Recenzowana praca zostala zredagowana poprawnie, a sporadyczne usterki
jgzykowe (liter6wki), nie wlywaj4 na jej oceng, zatem je pomijam.

Na uwagg zasluguje fakt, ze Doktorantka brala udziar w dw6ch grantach naukowych

MEDPIG i ONKOKAN w ramach prestizowych konkurs6w Narodowego centrum Badan

i Rozwoju - INNOMED. Dodatkowo, Jej udzial w stazu naukowym i szkoleniach wynikal z
kooperacji w ramach Europejskiego Programu wsp6lpracy w Dziedzinie Badari Naukowo-

Technicznych (ang. European cooperation in science and rechnologt - cosr) i programu

wyrniany najnowszych osi4gnig6 w dziedzinie duzych modeli zwierzgcych (ang. sharmg

Advances on Large Animal Models - SALAAM).

Ocena merytoryczna

wstgp literaturowy w pierwszej czgsci zawiera zagadnienia wsp6lczesnej

transplantologii ze szczeg6lnym uwzglgdnieniem ksenotransplantacji w ukladzie swinia -

czlowiek. Doktorantka bardzo skrupulatnie przedstawila patogenezg odrzucenia

ksenoprzeszczepu u czlowieka, j ednoczesnie opisui4c zawarte w danych literaturowych metody

modyfikacji genomu swini, zapobiegai4ce poszczeg6lnym reakcjom. opisano przyczyny

przeciwdzialajqce im tj. modyfikacje dotyczqce nadostrego odrzucenie przeszczepu, osrrego

odrzucenia wewn4trznaczyniowego, ostrego odrzucenia kom6rkowego, odrzucenia

przewleklego i zabvzen funkcji ukladu kzepnigcia. we wspomnianej czgsci wstgpu

literaturowego znalazly sig cytowania najnowszej literatury przedmiotu. Na szczeg6lne

uwzglgdnienie zasluguje fakt, ze autorka na potwierdzenie efektywnosci modyfikacji genomu

Swini (ekspresja genu cD55 czlowieka u Swini z jednoczesn4 inaktywaci4 genu uzBpl swini)

w pr6bie eliminacj i ostrego odrzucenia wewn4trznaczyniowego podala cytowanie, kt6rego byla

wsp6lautorem (Nowak-Terpilowska et a1.,2020, production of uLBpl-Ko pigs with human

CD55 expression using cRISPR technologt. Joumal of Applied Animal Research 4g(1): 93-

l0l' IF: 1,092). Autorka opisala r6wnie2 kr6tko ryzyko infekcji patogenami wirusowymi

pochodz4cymi od swini, tzw. ksenozoonoz oraz osi4gnigcia w badaniach przedklinicznych

dotycz4cych ksenotransplantacji. w drugiej czpfci wstgpu literaturowego, Doktorantka zawarla

opis rozwoju metod inZynierii genetycznej w aspekcie systemu cRISpR/cas9, jego gl6wnych

zastosowari ale i r6wnie2 potencjalnych ograniczeri systemu. wstgp stanowi bogate

wprowadzenie do podejmowanej w dysertacji tematyki.

w dalszej czgsci Doktorantka sformulowala 6 trafnych hipotez badawczych

dotycz4cych oceny konstrukcji genetycznych trzech generacji systemu cRISpR/cas9 i
klarownie okreslila cel gl6wny oraz cele szczeg6lowe. Autorka w gl6wnym nurcie skupila sig



na wprowadzeniu modyfikacji za pomoc? systemu cRISpR/cas9 obejmui4cych precyzyjn4

integacig genr cD47 czlowieka w obrgbie rocus Rosa26 iwini oraz inaktywacjg gen6w

GGTAI' CMAH, p4GalNT2, vwF i ASGR| swini. Aby tego dokonai zapranowala

konsekwentne wykonanie nastgpui4cych dzialah: otrzwanie konstrukcji genetycznych

zawierai4cych w)'typowane po analizie bioinformatycznei (platforma internetowa Benchling)
gRNA w trzech generacjach systemu CRISpRlCasg; ocena wydajnodci otrzyml"wania

modyfikacj i za pomoc4 konstrukcji genetycznych w trzech generacjach systemu cRISpR/cas9
w por6wnaniu do wydajnosci modyfikacji po nukleofekcj i; wytypowanie na podstawie

otrzymanych wynik6w najlepszych gRNA, kt6re w pol4czeniu z casg w wydajny spos6b

umo2liwiaiq wprowadzenie modyfikacji w obrgbie wybranych gen6w; wykonanie

charakterystyki wybranych gRNA dla potrzeb analizy miejsc hydrolizy nukleazy casg
powstaj4cych poza locus docelowym dla k6tkiego oligonukleotydu.

w rozdziale Materialy, Doktorantka opisuje material biologiczny pochodz4cy od swiri:

bioptaty uszu i nerki. Bioptaty uszu byly pobrane od swiri urodzonych w wyniku mikoiniekcji
i wykorzystane jako 2r6dlo DNA do potwierdzenia modyfikacji. Natomiast z nerki
pozyskiwano fibroblasty przeznaczone do nukleofekcji. Nasuwa sig p).tanie dlaczego do

wyprowadzenia linii kom6rkowej fibroblast6w wybrano wladnie nerkg? Id4c dalej, dlaczego z

malZowiny usznej pobierano bioptat, natomiast nerkg pobierano cal4? w dalszej czgdci

rozdzialu Materialy, Autorka wymienia szczep bakteryjny (kt6ry r6wnie2 stanowi material

biologiczny, lecz zostal ujgty w osobnym podrozdziale 4.2 zmniast w podrozdziale 4.l Material

biologiczny), stosowane wektory, wazniejsze odczynniki, zestawy i enzymy wykorzystywane

do analiz, sekwencje oligonukleotyd6w oraz wa2niejs za aparat\ra. w kolejnym dziale opisano

szeroko (18 stron) metodykg, dziel}c go na podrozdzialy, kt6re daj4 klarowne rozeznanie

czytai4cemu: analiza bioinform atycztr4 przygotowanie konstrukcji genetycznych w systemie

cRISPR/cas9, o czyszczanie produkt6w reakcji en zymatycznych, ocena ilosciowa ijakosciowa

kwas6w nukleinowych, sekwencjonowanie, otrzymanie modyfikowanych genetycznie

kom6rek in vitro, izolacja kwas6w nukleinowych, reakcja larlcuchowa polimerazy, analiza

modyfikacji na podstawie wynik6w sekwencjonowania, transkrypcja in vito, mikroiniekcje.

Zapis Autorki, w podrozdziale 5.6.2 prowadzenie hodowli kom6rkowych, o ocenie ilodci
kom6rek w naczyniach hodowlanych za pomoc4 mikroskopu odwr6 conego Axiovert 200,btrdzi

moi4 w4pliwosi. obserwacja mikroskopowa kom6rek w naczyniu hodowlanym sluzy ocenie
jakosciowej a nie ilosciowej. Byloby to mozliwe, gdyby utrwalony obraz kom6rek

kwantyfikowai na pomocq odpowiedniego oprogramowania komputerowego, po



wczesniejszym barwieniu kom6rek. Mozna u2y6 sformulowania Autorki r6wniez w przypadku,

gdybySmy liczyli za pomoc4 mikroskopu odwr6conego Axiovert 200 kom6rki umieszczone w
komorze np.: Btrkera. w podrozdziale 5.6.3.1 Nukloefekcja, warto by bylo unikn4i sentencji:

,,Aparat wl4czono i wybrano program T-007." a wpisad raszej zaarie,kt6re pigknie wybrzmialo
dopiero w podrozdziale 6.3.3. Transfekcja za pomoc4 nukleofekcji: ,,Transfekcig prowadzono

za pomoc4 programu T-007 dedykowanego dla transfekcji keratynoclt6w noworodkowych

czlowieka, umo2liwiaiqcego wysok4 2ywotnos6 kom6rek w trakcie tego procesu',. o solidnie

opanowanym przez Doktorantkg warsztacie osoby pracuj4cej w bardzo wymagaj4cych i
sterylnych warunkach hodowli in vitro i;wiadczy fakt, ze pani Natalia z wielk4 dbalosciq

dobierala nie tylko programy nukleofekcji, ale r6wniez i fakt, 2E do odklejania kom6rek

rosn4cych w spos6b adherentny stosowala delikatny acz skuteczny enzym akutazg, a nie
powszechnie i czgsto bez refleksji stosowan4 trypsynQ.

Istnieje wiele technik przeprowadzania transfekcji kom6rek zwierzgcych. Jedne z nich

charakteryzuj4 sig dodi duz4 Smiertelnosci4 kom6rek i stosunkowo wysok4 efektywnosci4, inne

- odwrotnie, ni2sz4 efektywnosciq ale wykorzystujq naturalne wlasciwodci blon kom6rkowych.

z twagi na dyskusyjny charakter tego zagadnienia, proszg o uzasadnienie wyboru techniki

transfekcji kom6rek (nukleofekcja) podczas publicznej obrony. Dodatkowo, prosz9 o

udzielenie odpowiedzi na pytanie, co Pani sqdzi o metodach hansfekcii z zastosowaniem

nanocz4tek?

Rozdzial opisui4cy wyniki zasluguje na wyr6znienie. Doktorantka ju2 w pierwszych

akapitach trafnie uzasadnia wyb6r gen6w, kt6rych modyfikacjg zaplanowala. wybrano trzy

geny GGTA|, cMAH oraz B4GalNT2 lwini kodui4ce elymy, kt6re bior4 udzial w syntezie

antygen6w powierzchniowych w kom6rkach (epitopu Gal, kwasu Neu5Gc w glikoproteinach

blony kom6rkowej oraz antygenu Sd(a)). wyl4czenie tych trzech gen6w swini jest

odpowiedzialne za ograniczenie wystEpienie odrzucenia nadostrego ksenograft6w. Drug4

grupg stanowily dwa geny: pierwszy (vIlF) koduiqcy czynnik von willebranda, drugi (lsGR1)

kodujacy podjednostkg pierwsz4 receptora asialoglikoproteinowego swini. wybrano r6wnie2

locus Rosa26 ltwini jako odpowiednie miej sce do wprowadzania transgen6w, w tym przypadku

wybrano gen cD47 czlowieka,kt6rego produkt przeciwdziala odpowiedzi immunol ogicznej ze

strony makrofag6w. opis wynik6w jest obszemy ale niezwykle klarowny, przedstawiony w

konsekwentny spos6b, czg66 z nich jest umieszczona w postaci rycin (43 pozycje) i tabel (6

pozycji) co ulatwia ich analizg. Spos6b prowadzenia analiz swiadczy o rzetelnodci naukowej

badacza. Autorka zalo2yla nie tylko wyb6r odpowiednich loci, gRNA, otrzymanie konstrukcji

genetycmych systemu cRISPR/cas9 pierwszej generacji, mikroiniekcjg (bez uzyskania



organizm6w modyfikowanych) ale takze wyb6r dodatkowych gRNA (zwigkszai4cych

prawdopodobieristwo sukcesu przyszlych modyfikacji in vivo), otrzymanie dodatkowych
konstrukcji genetycznych systemu cRISpR/cas9 drugiej i trzeciej generacji i modyfikowanie
genomu Swini iz vitro r6wnie2metod4 nukleofekcji. Ponadto, Doktorantka dokonala wnikliwej
analizy miejsc docelowych modyfikacji i miejsc poza rocus docelowym, co znacznie
podwyzsza wartosd pracy. cerure informacje dla nas wszystkich mozna zaczerpn4a z
por6wnania analizy bioinform atycznej i analizy laboratoryinej przy wybone najlepszych

gRNA, co mo2e mie6 decydui4cy wplyw na powodzenie badari w p rzyszro!;ci. Tak4 starannodd

planowania badan i interpretacji ich wynik6w zdobyrva sig dzigki opiece naukowej

doSwiadczonych w pracy eksperymentalnej promotor6w.

Za najwahiejsze wyniki rozprawy doktorskiej uznajg:

1. otrzymanie konstrukcji genetycznych systemu cRISpR/cas9 trzech generacj i
2. Mikroiniekcja i modyfikacja genomu dwini rz yirro.

3. Analiza modyfikowanych genetycznie kom6rek swini z uwzglgdnieniem miejsc

docelowych i poza locus docelowym.

4. Por6wnanie analiz bioinformatycznych i analiz laborato ryinych z zakresu wyboru

gRNA i miejsc modyfikacji poza /oczs docelowym.

w dyskusj i pani mgr inz. Natalia Ryczek umiejgtnie konfrontuje wyniki swojej pracy z

wynikami publikowanymi w aktualnej literaturze mglojgzycznej. Spos6b jej przedstawienia

Swiadczy o duzej majomosci zagadnienia. Rozprawg doktorsk4 kohczy 9 poprawnie

skonstruowanych wniosk6w, kt6re korespondujQ z zalo2eniami pracy. Rozdzial

przedstawiaj4cy literaturg tkazuje 241 pozycji. streszczenia w jgzyku polskim i angielskim s4

poprawne, chod zalecalabym ich skr6cenie.

Wniosek kofcowy

w podsumowaniu, praca doktorska pani mgr in2. Natalii Ryczek zostala poprawnie

napisana i zredagowana, zgodnie z wymaganiami stawiaaymi tego typu opracowaniom a sama

praca ma charakter aplikacyjny. wiedza Doktorantki w opisywanej tematyce jest rozlegla i
ugnrntowana, o czym dwiadczy spos6b i jakosi podawanych przez Niq informacji. warsztat

badawczy zasluguje na szczeg6lne uznanie. pragng zaznaczyi, i2 wskazane w recenzji

uchybienia maj4 charakter sugestii i przyczynku do przemydleri podczas prezentowania

wynik6w w przyszloSci. Pracg oceniam pozltywnie.



Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pani mgr inz. Natalii Ryczek pt.:

,'Modyfikacje genomu swini na potrzeby ksenotransplantacji z zastosowaniem konstrukcji
genetycznych przygotowaaych w technologii cRISpR/cas9" spelnia wszystkie wymagania

okre5lone w art. 13 ust. I ustawy z dna 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 22003 r.,poz. 595, zp6Ln.
zm). zuracam sig zatem do Rady Dyscypliny Rolnictwo i ogrodnictwo Uniwersytetu

Przyrodniczego w Poznaniu, o dopuszczenie pani mgr inz. Natalii Ryczek do dalszych etap6w
przewodu doktorskiego.

Mai4c na uwadze wysok4 oceng rozprawy, wsp6rautorstwo w czterech publikacjach w
czasopismach naukowych or.v nowq dla nauki wiedz4 o du2ym potencjale utylitamym,

zwracam sig do Rady Dyscypliny z wnioskiem o wyr62nienie rozprawy doktorskiej.
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