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Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Natalii Ryczek przygotowana zostala na
podstawie decyzji Rady Wydziatu Rolnictwa i Bioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu  (pismo RND-16/4000/2020 z dnia 07 kwietnia 2020 r. — podpisane przez
Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo 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 przewlekte narzadéw (np.: serca,
watroby, ptuc) moga w schylkowej postaci prowadzi¢ do catkowitej ich niewydolnosci.
Wymusza to potrzebe zwigkszenia wykonywania przeszczepow. Niestety obserwuje sie
kolosalne dysproporcje pomigdzy podaza na narzady a popytem na nie. Sytuacja stawia przed
nami konieczno$¢ poszukiwania drog alternatywnych. Jedna z nich jest wspomniana
ksenotransplantacja, ktora dotyczy zabiegéw polegajacych na transplantacji, implantacji lub
infuzji biorcy (czlowiekowi) komorek, tkanek lub organéw odzwierzecych. Wérdd kilku
podawanych w literaturze modeli zwierzecych, najkorzystniejszym wydaje sie by¢ model

swini. Organy tego zwierzgcia wykazujg wiele podobienstw do organow czlowieka zaréwno na
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poziomie fizjologii jak i anatomii. Nie bez znaczenia sa rowniez zalety hodowlane w postaci
wzglednie licznego miotu i stosunkowo krotkiego okresu dojrzewania. Jednak odleglos¢
miedzygatunkowa mimo, ze zmniejsza ryzyko zakazefi wirusowych, jest przyczyng
wystgpowania réznic immunologicznych. Z uwagi na to, powodzenie ksenotransplantacji
uwarunkowane jest pokonaniem i/lub zniwelowaniem czynnikéw 1 mechanizmow
odpowiedzialnych za patogeneze odrzucenia ksenograftu. Do proceséw odrzucenia
przeszczepow zalicza sig: odrzucenie nadostre, ostre odrzucenie naczyniowe, ostre odrzucenie
komorkowe oraz odrzucenie przewlekle. Poza odpowiedzig immunologiczna, do czynnikow
powodujacym odrzucenie ksenoprzeszczepu zalicza si¢ réwniez dysregulacje ukladu
krzepnigcia. Wprowadzenie odpowiednich modyfikacji w genomie §wini staje sie jedng ze
skutecznych metod w przeciwdzialaniu odrzuceniu ksenoprzeszczepoéw. Na przestrzeni
ostatnich trzydziestu lat mozemy obserwowaé intensywny rozwdj technik inzynierii
genetycznej, ktére z powodzeniem wykorzystuje sie w badaniach nad ksenotransplantacjami.
Do technik tych zalicza si¢ mikroiniekcje, transfer Jadra komorki somatycznej, rekombinacja
homologiczna, wykorzystanie odpowiednich nukleaz oraz system CRISPR/Cas9.

Uwazam zatem, ze tematyka przedstawiona w pracy doktorskiej jest niezwykle trafna
1 istotna a podjecie proby rozwiazania problematyki modyfikacji genomu $wini na potrzeby
ksenotransplantacji z zastosowaniem konstrukeji genetycznych przygotowanych w technologii
CRISPR/Cas9 koresponduje z aktualnymi wyzwaniami realizowanymi przez wiodace osrodki

naukowe.

Ocena ukladu pracy

Rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Ryczek ma ukiad typowy dla tego typu prac,
sktada si¢ z 164 stron wydruku komputerowego i obejmuje 9 rozdzialéw: wprowadzenie
literaturowe, hipotezy, cel pracy, materiaty, metody, wyniki, dyskusja, wnioski, literatura (241
aktualnych pozycji). Doktorantka zamiescita wykaz osiggnig¢ naukowych uzyskanych w
trakcie realizacji pracy doktorskiej, w sktad ktérego uwzglednila publikacje (cztery pozycje, w
tym jedna z pierwszym autorstwem); rozdziaty w monografiach naukowych (osiem pozycji, w
tym 6 z pierwszym autorstwem), udzial w grantach badawczych (dwie pozycje), staz naukowy
(Katedra Biotechnologii Zwierzat Hodowlanych, Uniwersytet Techniczny w Monachium,
05.02.2018-02.03.2018), szkolenia (trzy pozycje), informacjg o doniesieniach zjazdowych (15
konferencji o zasiggu migdzynarodowym, 45 o zasiegu ogolnopolskim). Praca zwiera réwniez

spis rycin (46 pozycji), spis tabel (26 pozycji), wykaz skrétow, streszezenie w jezyku polskim



i angielskim. Recenzowana praca zostata zredagowana poprawnie, a sporadyczne usterki
jezykowe (literowki), nie wplywaja na jej ocene, zatem je pomijam.

Na uwagg zashuguje fakt, ze Doktorantka brata udziat w dwoch grantach naukowych
MEDPIG i ONKOKAN w ramach prestizowych konkurséw Narodowego Centrum Badan
i Rozwoju — INNOMED. Dodatkowo, Jej udzial w stazu naukowym i szkoleniach wynikat z
kooperacji w ramach Europejskiego Programu Wspélpracy w Dziedzinie Badan Naukowo-
Technicznych (ang. European Cooperation in Science and Technology — COST) i programu
Wymiany najnowszych osiagnie¢ w dziedzinie duzych modeli zwierzecych (ang. Sharing
Advances on Large Animal Models — SALAAM).

Ocena merytoryczna

Wstep literaturowy w pierwszej czesci zawiera zagadnienia wspolczesnej
transplantologii ze szczegdlnym uwzglednieniem ksenotransplantacji w uktadzie $winia -
czlowiek. Doktorantka bardzo skrupulatnie przedstawita patogeneze odrzucenia
ksenoprzeszczepu u czlowieka, jednoczesnie opisujac zawarte w danych literaturowych metody
modyfikacji genomu $wini, zapobiegajace poszczegdlnym reakcjom. Opisano przyczyny
przeciwdziatajace im tj. modyfikacje dotyczace nadostrego odrzucenie przeszczepu, ostrego
odrzucenia wewngtrznaczyniowego, ostrego odrzucenia komorkowego, odrzucenia
przewleklego i zaburzen funkcji ukladu krzepnigcia. We wspomnianej czesci wstepu
literaturowego znalazly si¢ cytowania najnowszej literatury przedmiotu. Na szczegdlne
uwzglednienie zastuguje fakt, Ze autorka na potwierdzenie efektywnosci modyfikacji genomu
Swini (ekspresja genu CD55 czlowieka u $wini z jednoczesna inaktywacja genu ULBPI $wini)
W probie eliminacji ostrego odrzucenia wewnatrznaczyniowego podata cytowanie, ktérego byta
wspotautorem (Nowak-Terpitowska et al., 2020, Production of ULBP1-KO pigs with human
CD55 expression using CRISPR technology. Journal of Applied Animal Research 48(1): 93-
101, IF: 1,092). Autorka opisata rowniez krétko ryzyko infekcji patogenami wirusowymi
pochodzacymi od $wini, tzw. ksenozoonoz oraz osiggniecia w badaniach przedklinicznych
dotyczacych ksenotransplantacji. W drugiej czesci wstepu literaturowego, Doktorantka zawarla
opis rozwoju metod inzynierii genetycznej w aspekcie systemu CRISPR/Cas9, jego gléwnych
zastosowan ale i réwniez potencjalnych ograniczen systemu. Wstep stanowi bogate
wprowadzenie do podejmowanej w dysertacji tematyki.

W dalszej czg$ci Doktorantka sformutowata 6 trafnych hipotez badawczych
dotyczacych oceny konstrukcji genetycznych trzech generacji systemu CRISPR/Cas9 i

klarownie okreslita cel gtowny oraz cele szczegétowe. Autorka w gléwnym nurcie skupila sie
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na wprowadzeniu modyfikacji za pomocg systemu CRISPR/Cas9 obejmujacych precyzyjng
integracj¢ genu CD47 cztowieka w obrebie locus Rosa26 $wini oraz inaktywacje genow
GGTAI, CMAH, pB4GaINT2, vWF i ASGRI $wini. Aby tego dokona¢ zaplanowala
konsekwentne wykonanie nastgpujacych dziatan: otrzymanie konstrukcji  genetycznych
zawierajgcych wytypowane po analizie bioinformatycznej (platforma internetowa Benchling)
gRNA w trzech generacjach systemu CRISPR/Cas9; ocena wydajnosci otrzymywania
modyfikacji za pomoca konstrukcji genetycznych w trzech generacjach systemu CRISPR/Cas9
w poréwnaniu do wydajnosci modyfikacji po nukleofekcji; wytypowanie na podstawie
otrzymanych wynikéw najlepszych gRNA, ktére w polaczeniu z Cas9 w wydajny sposob
umozliwiaja wprowadzenie modyfikacji w obrgbie wybranych gendw; wykonanie
charakterystyki wybranych gRNA dla potrzeb analizy miejsc hydrolizy nukleazy Cas9
powstajacych poza locus docelowym dla krétkiego oligonukleotydu.

W rozdziale Materiaty, Doktorantka opisuje materiat biologiczny pochodzacy od $win:
bioptaty uszu i nerki. Bioptaty uszu byty pobrane od $wifi urodzonych w wyniku mikroiniekcji
i wykorzystane jako zrédto DNA do potwierdzenia modyfikacji. Natomiast z nerki
pozyskiwano fibroblasty przeznaczone do nukleofekcji. Nasuwa si¢ pytanie dlaczego do
wyprowadzenia linii komérkowej fibroblastéw wybrano wiaénie nerke? Idac dalej, dlaczego z
malzowiny usznej pobierano bioptat, natomiast nerke pobierano cala? W dalszej czesei
rozdziatu Materialy, Autorka wymienia szczep bakteryjny (ktory rowniez stanowi materiat
biologiczny, lecz zostat ujety w osobnym podrozdziale 4.2 zamiast w podrozdziale 4.1 Materiat
biologiczny), stosowane wektory, wazniejsze odczynniki, zestawy 1 enzymy wykorzystywane
do analiz, sekwencje oligonukleotydéw oraz wazniejsza aparatura. W kolejnym dziale opisano
szeroko (18 stron) metodyke, dzielac go na podrozdzialy, ktére daja klarowne rozeznanie
czytajgcemu: analiza bioinformatyczna, przygotowanie konstrukcji genetycznych w systemie
CRISPR/Cas9, oczyszczanie produktéw reakeji enzymatycznych, ocena ilosciowa i jakosciowa
kwaséw nukleinowych, sekwencjonowanie, otrzymanie modyfikowanych genetycznie
komorek in vitro, izolacja kwaséw nukleinowych, reakcja laficuchowa polimerazy, analiza
modyfikacji na podstawie wynikéw sekwencjonowania, transkrypcja in vitro, mikroiniekcje.
Zapis Autorki, w podrozdziale 5.6.2 Prowadzenie hodowli komorkowych, o ocenie ilosci
komérek w naczyniach hodowlanych za pomoca mikroskopu odwroconego Axiovert 200, budzi
moja watpliwos¢. Obserwacja mikroskopowa komérek w naczyniu hodowlanym shuzy ocenie
Jakosciowej a nie ilosciowej. Byloby to mozliwe, gdyby utrwalony obraz komérek

kwantyfikowa¢ na pomocg odpowiedniego oprogramowania komputerowego, po



wezesniejszym barwieniu komoérek. Mozna uzyé sformutowania Autorki réwnies w przypadku,
gdybysmy liczyli za pomocg mikroskopu odwroconego Axiovert 200 komérki umieszezone w
komorze np.: Biirkera. W podrozdziale 5.6.3.1 Nukloefekeja, warto by byfo uniknaé sentencji:
~Aparat wigezono i wybrano program T-007.” a wpisac raczej zdanie, kt6re pigknie wybrzmiato
dopiero w podrozdziale 6.3.3. Transfekcja za pomocg nukleofekcji: ,, Transfekcje prowadzono
za pomocg programu T-007 dedykowanego dla transfekcji keratynocytow noworodkowych
cztowieka, umozliwiajgcego wysoka zywotnosé komoérek w trakcie tego procesu”. O solidnie
opanowanym przez Doktorantke warsztacie osoby pracujacej w bardzo wymagajacych i
sterylnych warunkach hodowli in vitro $wiadczy fakt, ze Pani Natalia z wielka dbatoscia
dobierala nie tylko programy nukleofekcji, ale rowniez i fakt, ze do odklejania komorek
rosngcych w sposéb adherentny stosowata delikatny acz skuteczny enzym akutaze, a nie
powszechnie i czgsto bez refleksji stosowang trypsyne.

Istnieje wiele technik przeprowadzania transfekcji komérek zwierzecych. Jedne z nich
charakteryzujg si¢ dos¢ duzg $miertelno$cia komorek i stosunkowo wysoka efektywnoscia, inne
—odwrotnie, nizszg efektywnoscia ale wykorzystuja naturalne whasciwosci bon komoérkowych.
Z uwagi na dyskusyjny charakter tego zagadnienia, prosze o uzasadnienie wyboru techniki
transfekcji komorek (nukleofekcja) podczas publiczne; obrony. Dodatkowo, prosze o
udzielenie odpowiedzi na pytanie, co Pani sadzi o metodach transfekcji z zastosowaniem
nanoczatek?

Rozdzial opisujacy wyniki zashiguje na wyréznienie. Doktorantka juz w pierwszych
akapitach trafnie uzasadnia wybor gendw, ktérych modyfikacje zaplanowata. Wybrano trzy
geny GGTAI, CMAH oraz f4GalNT2 $wini kodujgce enzymy, ktore biorg udziat w syntezie
antygenow powierzchniowych w komorkach (epitopu Gal, kwasu Neu5Ge w glikoproteinach
blony komérkowej oraz antygenu Sd(a)). Wylgczenie tych trzech genéw Swini jest
odpowiedzialne za ograniczenie wystgpienie odrzucenia nadostrego ksenograftow. Druga
grupg stanowity dwa geny: pierwszy (viWF) kodujacy czynnik von Willebranda, drugi (4SGR/)
kodujacy podjednostke pierwsza receptora asialoglikoproteinowego $wini. Wybrano réwniez
locus Rosa26 $wini jako odpowiednie miejsce do wprowadzania transgenéw, w tym przypadku
wybrano gen CD47 cztowieka, ktérego produkt przeciwdziata odpowiedzi immunologicznej ze
strony makrofagéw. Opis wynikow jest obszerny ale niezwykle klarowny, przedstawiony w
konsekwentny sposob, cz¢s¢ z nich jest umieszczona w postaci rycin (43 pozycje) i tabel (6
pozycji) co ulatwia ich analizg. Sposob prowadzenia analiz $wiadezy o rzetelnosci naukowe;j
badacza. Autorka zalozyta nie tylko wybér odpowiednich loci, gRNA, otrzymanie konstrukcji

genetycznych systemu CRISPR/Cas9 pierwszej generacji, mikroiniekcje (bez uzyskania
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organizméw modyfikowanych) ale takze wybor dodatkowych gRNA (zwigkszajacych
prawdopodobienstwo sukcesu przysztych modyfikacji in vivo), otrzymanie dodatkowych
konstrukeji genetycznych systemu CRISPR/Cas9 drugiej i trzeciej generacji i modyfikowanie
genomu $wini in vitro réwniez metoda nukleofekcji. Ponadto, Doktorantka dokonata wnikliwej
analizy miejsc docelowych modyfikacji i miejsc poza locus docelowym, co znacznie
podwyzsza warto$¢ pracy. Cenne informacje dla nas wszystkich mozna zaczerpnaé z
poréwnania analizy bioinformatycznej i analizy laboratoryjnej przy wyborze najlepszych
gRNA, co moze mie¢ decydujacy wptyw na powodzenie badan w przysztosdci. Takg starannos¢
planowania badan i interpretacji ich wynikéw zdobywa si¢ dzigki opiece naukowej
doswiadczonych w pracy eksperymentalnej promotoréw.

Za najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej uznaje:

1. Otrzymanie konstrukeji genetycznych systemu CRISPR/Cas9 trzech generacji.

2. Mikroiniekcja i modyfikacja genomu $wini in vitro.

3. Analiza modyfikowanych genetycznie komérek $wini z uwzglednieniem miejsc

docelowych i poza locus docelowym.
4. Pordwnanie analiz bioinformatycznych i analiz laboratoryjnych z zakresu wyboru

gRNA i miejsc modyfikacji poza locus docelowym.

W dyskusji pani mgr inz. Natalia Ryczek umiejetnie konfrontuje wyniki swojej pracy z
wynikami publikowanymi w aktualnej literaturze anglojezycznej. Sposob jej przedstawienia
Swiadczy o duzej znajomosci zagadnienia. Rozprawe doktorska konczy 9 poprawnie
skonstruowanych ~ wnioskéw, ktore koresponduja z zalozeniami pracy. Rozdzial
przedstawiajacy literature ukazuje 241 pozycji. Streszczenia w jezyku polskim i angielskim sg

poprawne, cho¢ zalecatabym ich skrdcenie.

Whiosek koncowy

W podsumowaniu, praca doktorska pani mgr inz. Natalii Ryczek zostala poprawnie
napisana i zredagowana, zgodnie z wymaganiami stawianymi tego typu opracowaniom a sama
praca ma charakter aplikacyjny. Wiedza Doktorantki w opisywanej tematyce jest rozlegta i
ugruntowana, o czym swiadczy sposob i jako$¢ podawanych przez Nig informacji. Warsztat
badawczy zastuguje na szczegélne uznanie. Pragne zaznaczy€, iz wskazane w recenzji
uchybienia majg charakter sugestii i przyczynku do przemyslen podczas prezentowania

wynik6w w przysziosci. Prace oceniam pozytywnie.



Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pani mgr inz. Natalii Ryczek pt.:
»Modyfikacje genomu $wini na potrzeby ksenotransplantacji z zastosowaniem konstrukcji
genetycznych przygotowanych w technologii CRISPR/Cas9" spetnia wszystkie wymagania
okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 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, z pozn.
zm). Zwracam si¢ zatem do Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, o dopuszczenie pani mgr inz. Natalii Ryczek do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Majac na uwadze wysoka ocene rozprawy, wspélautorstwo w czterech publikacjach w
czasopismach naukowych oraz nowa dla nauki wiedzg o duzym potencjale utylitarnym,

zwracam sig¢ do Rady Dyscypliny z wnioskiem o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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