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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr inz. Natalii Ryczek
pt.: ., Modyfikacje genomu $wini na potrzeby ksenotransplantacji z zastosowaniem
konstrukcji genetycznych przygotowanych w technologii CRISPR/Cas9”

Techniki inzynierii genetycznej s ogromnym osiggnigciem naukowym ostatnich lat.
Obecnie laboratoria na calym $wiecie korzystaja juz z bardzo precyzyjnych technik
edytowania genéw. Takie mozliwosci daje technika CRISPR/Cas9. Zastosowanie systemu
CRISPR/Cas9 wptynelo na ponowny wzrost zainteresowania ksenotransplantacjami, bowiem
metoda ta umozliwia precyzyjna modyfikacj¢ genomu zwierzecia. Badania przeprowadzone
w ramach ocenianej pracy doktorskiej wpisuja si¢ w problematyk¢ zwiazang z
wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9 do otrzymywania multimodyfikacji genomu Swini na
cele ksenotransplantacyjne. Niestety metoda CRISPR poza konkretng zmiang, ktorg moze
wprowadzi¢. wprowadza takze liczne losowe zmiany w DNA, ktorych skutkow znaczenia nie
zawsze jesteSmy w stanie przewidzieé. Ten aspekt metody rowniez jest podjgty w niniejszej
rozprawie.

W ocenianej pracy Doktorantka podjeta si¢ bardzo ambitnego wyzwania jakim jest
modyfikacja genomu $wini na potrzeby ksenotransplantacji z zastosowaniem konstrukcji
genetycznych przygotowanych w technologii CRISPR/Cas9.

Ocena pracy

Wstep jest opracowaniem liczacym 27 stron i zawiera przejrzyscie skonstruowany
blok informacji podzielony na 7 watkéw. Autorka rozpoczyna od naszkicowania problemow
wspdtczesnej transplantologii, poprzez opis ksenotransplantacji i patogenezy odrzucenia
ksenoprzeszczepu z wyjasnieniem 5 etapéw odpowiedzi immunologicznej na przeszczep to
jest: nadostrego odrzucenia przeszczepu, ostrego odrzucenia wewngtrznaczyniowego i
komérkowego, odrzucenia przewlekfego i zaburzenia funkcji uktadu krzepnigeia. Nastgpnie
podejmuje istotny z punktu ksenotransplantacji temat ryzyka infekcji patogenami
wirusowymi pochodzacymi od $wini. Rozdzial podsumowuje opis osiagni¢¢ w badaniach
przedklinicznych dotyczacych ksenotransplantacji oraz opis rozwoju inzynierii genetycznej w
badaniach nad ksenotransplantacjami. Szczegdlng uwage poswiecono  systemowi
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CRISPR/Cas z opisem dzialania poszczegdlnych sktadowych systemu, mechanizmu naprawy
dwuniciowych peknigé DNA oraz zastosowan i ograniczen systemu. Wyrazam uznanie za
przystepny przekaz zwlaszcza nietatwej tematyki edycji genomu. Wynika to z pewnoscia z
duzego juz doswiadczenia publikacyjnego Pani mgr inz. Ryczek. Doktorantka jest pierwszym
autorem 6 rozdzialbw w monografiach naukowych i wspotautorem dwoch monografii
naukowych oraz czterech prac oryginalnych w czasopismach o IF powyzej 1. Prace te sg
$cisle zwigzane z tematyka doktoratu. Uwazam za godne podkreslenia aktywne dziatanie
Doktorantki w zakresie rozpowszechniania wiedzy naukowej.

W rozdziale Hipotezy Doktorantka formutuje 6 hipotez badawczych w ramach celu
ogblnego jakim jest ocena konstrukcji genetycznych trzech generacji systemu CRISPR/Cas9.

Z kolei w rozdziale Cel pracy jako gléwny cel badan podano wprowadzenie modyfikacji
za pomoca systemu CRISPR/Cas9 obejmujacych precyzyjna integracje genu CD47 czlowieka w
obrebie locus Rosa26 $wini oraz inaktywacje gendw GGTAI, CMAH, B4GalNT2, vWF 1 ASGRI
$wini. W ramach celu gléwnego wytypowano kilka celow szczegdtowych adekwatnych do
kolejnych etapéw doswiadczenia rozumianego jako realizowanie celu gléwnego. Zauwazam tutaj
pewien brak konsekwencji w sformutowaniu celu pracy w odniesieniu do wczesnie)
przedstawionych hipotez. Podane cele szczegétowe bylyby czytelniejsze gdyby zostaty jasno
rozdzielone jako np. cel CZESCI 1. do$wiadczen, ktorych celem byto sprawdzenie hipotezy i
tu numery hipotez. Celem CZESCI 2. doswiadczen byto zweryfikowanie hipotezy, zgodnie z
ktora ... itd.

W zwiazku z przedstawionymi hipotezami mam pewien niedosyt dotyczacy informacji
podanych we wstepie. Brak w nim opisu dotyczacego konstrukeji genetycznych czy plazmidéw
pierwszej, drugiej oraz trzeciej generacji systemu CRISPR/Cas9. Czym réznig si¢ od siebie
wymienione klasy? Pozadane informacje znalaztam dopiero w rozdziatach Wyniki i Dyskusja.

We wstepie zabraklo tez opisu stosowanych obecnie analiz bioinformatycznych.
Pierwsza informacja na ten temat jest podana dopiero na str. 134 dyskusji .Istnieje wiele
roznych narzedzi internetowych, ktére umozliwiaja projektowanie gRNA. Czynnikiem
limitujacym s3 dostepne bazy danych zwiazane z genomami réznych organizméw. Tak wige
wyboru odpowiedniego narzedzia do predykcji miejsc docelowych hydrolizy DNA przez
Cas9 dokonuje si¢ w oparciu o wybrany model badawczy (Cui i in., 2018; Doench 1 in.,
2016)”. Czytelnik nie ma wiedzy na temat stosowanego narzedzia TIDE i platformy
Benchling- czy sa to powszechnie uzywane narzedzia czy stosunkowo ‘$wieze’ czy moze
nowo powstate, ktére wymagaja przetestowania- wykazania wiarygodnego przewidywania
efektu edycji.

Rozdzial Materialy liczacy 7 stron, opisuje uzyty materiat biologiczny, szczepy
bakteryjne, wektory, wazniejsze odczynniki, zestawy, enzymy, standardy wielkosci,
oligonukleotydy wykorzystywane w pracy i wazniejsza aparatur¢. Nie mam uwag do te]
czesci pracy.

Stosowane metody poprawnie opisano na 17 stronach. Rozdzial ten zawiera opis
analiz  bioinformatycznych w tym wybdr krotkich  oligonukleotydow  (gRNA),
zaprojektowanie starterow do reakcji PCR i konstrukcji donorowej zawierajacej gen CD47
czlowieka. Ponadto przygotowanie konstrukcji genetycznych w systemie CRISPR/Cas9 czyli
hybrydyzacje oligonukleotydow, reakcje Golden Gate, hydrolizg¢ plazmidowego DNA,
ligacje, przygotowanie kompetentnych komorek bakterii Escherichia coli, transformacje
bakterii i selekcje transformantéw. Kolejne opisane metody to oczyszczenie produktow

2



reakcji enzymatycznych i ocena ilosciowa i jakosciowa kwasow nukleinowych obejmujaca
analize elektroforetyczna i spektrofotometryczng. Sekwencjonowanie zlecono w Pracowni
Sekwencjonowania Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Opis otrzymania modyfikowanych genetycznie komdrek in vifro zawiera izolacje
pierwotnych komorek nerkowych $wini 1 prowadzenie ich hodowli in vitro oraz
wprowadzanie modyfikacji do pierwotnych komoérek nerkowych metodami nukleofekeji i
selekcji antybiotykowej, ale tylko dla komdrek po nukleofekeji plazmidami pSpCas9(BB)-2A-
Puro (PX459) V2.0. lzolacja kwasdéw nukleinowych obejmowata izolacje plazmidowego
DNA, DNA z pierwotnych fibroblastow nerkowych swini oraz ekstrakcje DNA z bioptatu
ucha $wini. Nastepne metody to kolonijna reakcja fancuchowa polimerazy (PCR) i analiza
wprowadzonych modyfikacji genetycznych oraz analiza modyfikacji na podstawie wynikow
sekwencjonowania. Kolejna opisana metoda to transkrypcja in vitro. Brakuje informacji kto
jest autorem sktadu podanych mieszanin tj.: mieszaniny do hydrolizy plazmidowego DNA
czy mieszaniny reakcyjnej wykorzystanej do transkrypcji in vitro. Generalnie uwaga ta odnosi
sie do wszystkich opisow mieszanin reakcyjnych podanych w rozdziale Metody- nie
wiadomo ktory protokdt jest zaczerpnigty od producenta, ktory z publikacji a ktory jest
oryginalnym pomystem Doktorantki. Opis mikroiniekcji jest bardzo ogéIny i prawdopodobnie
wynika z faktu, ze procedura ta nie byta wykonywana przez Doktorantkg, o czym Autorka
informuje.

Opis w rozdziatach Material i Metody jest wzbogacony tabelami i jedna rycina.
Wszystkie tabele i rycina sa czytelne i ulatwiaja zrozumienie technicznego wykonania
doswiadczen. Jestem pod wrazeniem bogatego warsztatu metodycznego z jakiego korzysta
Doktorantka. Posiada umieje¢tnosci z zakresu biologii molekularnej znacznie wyzsze niz
przecietne. Sposob opisu wykonanych badan jest zwigzty i klarowny a jednoczesnie podane
sa wszystkie informacje do samodzielnego powtdrzenia eksperymentu przez odbiorcg.
Podkresli¢ tutaj trzeba ogromnag prace jaka wihozyta Doktorantka w wykonanie czesci
eksperymentalnej doktoratu. Drobne uwagi jakie przedstawitam nie wplywaja na moja
wysoka oceng tych czgsci (rozdziatdow Material i Metody) doktoratu.

WYNIKI, DYSKUSJA i WNIOSKI

Doktorantka podjeta si¢ bardzo ambitnego zadania uzyskania $wini transgenicznej ze
zmodyfikowanymi kilkoma genami. Wylaczenie gendw GGTAI, CMAH oraz B4GalNT2 swini
mialo na celu eliminacj¢ nadostrego odrzucenia ksenograftow. Przeciwdzialanie zaburzeniom
dziatania ukladu krzepnigcia mialo zosta¢ osiagnig¢te poprzez wylaczenie genu vWF Swini w
przypadku przeszczepiania pluc oraz wylaczenia genu ASGRI $wini, w odniesieniu do
przeszczepow watroby. Aby wyeliminowa¢ odpowiedz immunologiczng zwigzang z
makrofagami zoptymalizowano wprowadzanie genu CD47 cztowieka do locus Rosa26 swini.

W przedstawionych badaniach nie udalo si¢ otrzymaé zwierzat genetycznie
modyfikowanych za pomoca konstrukcji genetycznych systemu CRISPR/Cas9 pierwsze]
generacji mimo, ze Zespot jako jedyny w Polsce ma duze pozytywne doswiadczenia z zakresu
pozyskiwania transgenicznych $win. Wedhig Autorki niepowodzenie otrzymania $win
modyfikowanych genetycznie prawdopodobnie wynikato z uzycia czasteczek gRNA, ktore po
polaczeniu z Cas9 prowadzity mato wydajnie do hydrolizy DNA w miejscu docelowym w
genomie. Ponadto, stosunek molarny wprowadzanych plazmidéw, w tym kodujgcego
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nukleaze Cas9 do kodujacego gRNA wynoszacy 1:1 nie daje efektywnych wynikéw
otrzymywania modyfikacji. Zmiana stosunku molarnego Cas9 do gRNA na 3:1 znaczaco
zwigkszyta te wydajnos¢ w badaniach Seki i Rutz, (2018). Inni autorzy najwigksza wydajnos¢
w uzyskiwaniu modyfikacji otrzymali po zastosowaniu stosunku wagowego nukleazy Cas9
do gRNA 1:1, co stanowi w przeliczeniu stosunek molarny tych elementéw odpowiednio 1:5
(Kouranova i in., 2016). Zatem problem ustalenia odpowiednich ilosci plazmidéw kodujacych
Cas9 i gRNA jest kluczowym w przypadku dostarczania systemu CRISPR/Cas9 pierwszej
generacji do zygot zwierzat za pomoca mikroiniekcji. Dlatego tak istotne jest precyzyjne
dobranie stosunku ilosciowego plazmidow kodujacych gRNA oraz nukleaze Cas9.

Jak podaje Autorka wykorzystanie systemu CRISPR/Cas9 drugiej generacji eliminuje
problem stosunku ilosciowego dostarczanych do komérek lub zygot nukleazy Cas9 oraz
gRNA. W drugiej generacji oba te elementy znajduja si¢ w strukturze jednego plazmidu.
Zgodnie z badaniami Zhang i Yu, (2008) na drodze do uzyskania zwierzat transgenicznych,
mieszanina czterech Kkonstrukcji genetycznych opartych na plazmidzie MLM3636
(zawierajacych gRNA: gGGTAI1 FI/R1, gCMAH FI1/R1, gf4GaIlNT2 F1/R1, gvWF F1/R1)
oraz plazmidzie kodujacym nukleazg Cas9 moze by¢ cytotoksyczna dla zygot swini po
zabiegu mikroiniekcji. Wyniki Autorki przecza temu doniesieniu gdyz w wyniku
zastosowanej procedury uzyskano urodzenie si¢ 30 osobnikéw potencjalnie transgenicznych
co sugeruje, ze problem wynika raczej ze stosunku molarnego elementow systemu
CRISPR/Cas9 wykorzystanych w mieszaninie do mikroiniekcji.

Uzyskanie $win transgenicznych poprzez mikroiniekcje celem otrzymania integracji
genu CD47 cztowieka doprowadzitly do urodzenia 21 osobnikéw, niestety zadne z tych
zwierzat nie posiadalo pozadanej zmiany. Wedlug Autorki niepowodzenie moze wynikac z
niskiej czestotliwosci naprawy dwuniciowego peknigcia DNA na zasadzie rekombinacji
homologicznej w obecnosci  konstrukcji  donorowej (HDR) w  poréwnaniu do
niechomologicznego faczenia koncow DNA (NHEJ). Moze tez by¢ rezultatem opisanego
powyzej problemu odpowiedniego stosunku molarnego elementéw systemu CRISPR/Cas9 w
mieszaninie do mikroiniekcji.

Przedstawione w niniejszej rozprawie badania wykazaly tez istotne znaczenie
weryfikacji wytypowanych bioinformatycznie gRNA w kontekscie wydajnosci otrzymywania
modyfikacji za ich posrednictwem. Aby dokona¢ poréwnania wydajnosci poszczegdlnych
gRNA w uzyskaniu modyfikacji w komdrkach hodowanych in vitro wykorzystano system
CRISPR/Cas9 trzeciej generacji. Uzyskane wyniki bezdyskusyjnie wykazaly, ze weryfikacja
danych otrzymanych bioinformatycznie jest niezbedna. Z badanych 6 réznych gRNA az 4
gRNA cechowala znaczaco odmienna wydajno$¢ ogolna modyfikacji w komérkach
hodowanych in vitro. Zatem w kontekscie otrzymywania jednoczesnych multimodyfikacji
genomu $wini na cele ksenotransplantacyjne taka ocena poszczegdlnych gRNA jest kluczowa
i konieczna. Konsekwencja jej bedzie wyzsza efektywnos¢, a w rezultacie redukcja liczby
zwierzat potrzebnych do zmodyfikowanych osobnikow co jest istotne z etycznego punktu
widzenia i stanowi cel badaczy zajmujgcych sie badaniami z zakresu ksenotransplantacji.
Badania wykonane w ramach niniejszej pracy wpisuja si¢ w ten nurt, dlatego wartos¢
otrzymanych wynikoéw oceniam bardzo wysoko.

W kulturach komérkowych in vitro potwierdzono obecnos¢ jedenastu z dwudziestu
jeden (czy dwunastu w dwudziestu dwdch- tabele 25 i 26?) wytypowanych bioinformatycznie
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miejsc hydrolizy DNA poza celem, w ktoérych posrednicza gRNA z wybranych jako najlepsze
konstrukcji genetycznych systemu CRISPR/Cas9. Dla przykladu: wyniki analizy
przeprowadzonej dla konstrukcji genetycznej z gvWF F2/R2 ujawnity obecnos$¢ dwoch miejsc
hydrolizy DNA przez nukleazg Cas9 poza locus docelowym. Jedno locus, w ktorym powstaja
niepozagdane mutacje zostalo okreslone na podstawie analizy bioinformatycznej jako
powstajace z najwigkszym prawdopodobienstwem. Jest to miejsce znajdujace si¢ poza
sekwencjami kodujacymi w genomie $wini, a powstajace zmiany nie byly istotne
statystycznie. Drugie miejsce, w ktorym potwierdzono powstawanie mutacji niepozadanych
znajduje si¢ w obrebie genu COMT $wini. Gen COMT koduje katecholo-O-metylotransferaze
$wini (COMT, ang. catechol-O-methyltransferase). Z kolei dla gASGR1 F3/R3 potaczonego
z nukleaza Cas9 ustalono jedno miejsce hydrolizy DNA powstajace poza locus docelowym w
obrebie genu Clorf210 $wini. Dlatego Autorka wnioskuje, ze po otrzymaniu s$win
modyfikowanych genetycznie nalezy sprawdzi¢ wszystkie loci w genomie $wini, w ktorych
potwierdzono obecno$¢ mutacji niepozadanych powstajacych po zastosowaniu konstrukeji
genetycznych systemu CRISPR/Cas9. Powyzsze badania udowodnity przydatno$¢ narzedzia
internetowego TIDE do sprawdzania miejsc hydrolizy DNA przez nukleaze Cas9
powstajacych poza celem.

Cytujac Doktorantke ,,Do otrzymywania pozadanych modyfikacji genomu $wini mozna
wykorzysta¢ modyfikowane genetycznie pierwotne fibroblasty nerkowe swini w procedurze
SCNT lub zweryfikowane konstrukcje genetyczne, ktore za pomoca mikroiniekcji dostarczy sig
do zygot”. Brakuje mi tu szerszego komentarza Autorki. Nasuwa si¢ wniosek, ze brak uzysku
zwierzat transgenicznych przy wykorzystaniu mikroiniekcji jest dowodem na to, ze droga
optymalizacji efektywnej wydajnosci tej metody jest wcigz otwarta. Tak si¢ dzieje przynajmnigj
dla konstrukcji systemu pierwszego. Odnosnie wykorzystania drugiego systemu Autorka
stwierdzita w jednym z wnioskow, ze ,Konstrukcje genetyczne systemu CRISPR/Cas9 drugiej
generacji zawierajagce badane gRNA wykazaly wyzsza wydajno$¢ otrzymywania modyfikacji dla
wszystkich badanych wariantow w poréwnaniu z catkowita wydajnoscia odpowiadajgcych im
konstrukcji systemu pierwszej generacji” oraz ze .Wykorzystanie do mikroiniekcji
wytypowanych jako najlepsze konstrukcji genetycznych systemu CRISPR/Cas9 drugiej generacji
skierowanych na locus Rosa26, gen GGTAI, CMAH, B4GaINT2, vWF oraz ASGRI s$wini
powinno zwigkszy¢ wydajno$¢ otrzymywania osobnikow modyfikowanych genetycznie” jednak
efektywnosci tej nie znamy. Przyznaje, ze mam pewien niedosyt w kwestii rozwazan Autorki na
temat efektywnosci metody, zarowno w odniesieniu do jej wynikéw wiasnych jak i efektywnosci
uzyskiwanej przez innych autorow. W mediach bombarduje si¢ nas informacjami o
rewelacyjnym narzedziu do edycji genéw jakim jest technologia CRISPR/Cas9 a tymczasem
realia wskazuja na istnienie wielu probleméw i wynikajacych z ich rozwiazywania nowych
pytan. Interesujaca jest w tej sytuacji ocena Doktorantki w kwestiach 1) faktycznej
efektywnoéci metody w odniesieniu do produkcji zwierzgcia transgenicznego u Ktorego
stwierdzamy knock-out bagdz insercje genu; 2) procentowych szans produkcji nowego biatka:
3) szans utrzymania wprowadzonych zmian w nastgpnych pokoleniach; 4) najlepszej obecnie
metody (mikroiniekcja czy SCNT) uzyskiwania zwierzat transgenicznych z uwzglednieniem
wybranej generacji konstrukcji genetycznych systemu CRISPR/Cas9, sposobu transfekcji,
polecanej linii komérkowej oraz liczby modyfikowanych genéw jednoczesnie.

Odniose si¢ teraz do szczegdtow prezentacji wynikow, ktore przedstawiono na ogétem
58 stronach. Opatrzone sg 42 rycinami i szescioma tabelami. Jakos¢ graficzna, kolorystyka,
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opis pod rycinami i wykresami, sposob naniesienia danych statystycznych nie budza zadnych
zastrzezen. Ryciny przedstawiajace wyniki analizy PCR np. wykrywanie konstrukcji
genetycznych systemu CRISPR/Cas9 pierwszej generacji z gRNA wybranymi w pierwszym
etapie badan w transformowanych koloniach bakteryjnych metoda kolonijnej PCR czy wyniki
analizy produktow transkrypcji in vitro po otrzymaniu konstrukcji genetycznych w formie
RNA czy przyktadowe wyniki oceny jakosciowej ekstraktéw DNA uzyskanych z bioptatow
uszu $win potencjalnie modyfikowanych genetycznie po mikroiniekcji czy detekcje
modyfikacji w obrebie locus Rosa26 i integracji genu CD47 czlowieka za pomocg PCR sg
znakomitej jakosci. Moje uznanie budzi doskonata dokumentacja analizy jakoSciowej
badanych konstrukcji genetycznych systemu CRISPR/Cas9 trzech generacji oraz
dokumentacja wykrywania konstrukcji genetycznych systemu CRISPR/Cas9 pierwszej,
drugiej i trzeciej generacji z gRNA wybranymi w drugim etapie badan w transformowanych
koloniach bakteryjnych metoda kolonijnej PCR. Doktorantka posiada umiejetnosc
wyprowadzania i hodowania pierwotnej linii fibroblastéw nerkowych $wini, czego dowodem
jest poprawna morfologia komorek w hodowli in vitro pokazana na jednej z rycin. Bardzo
dobrej jakoéci sg zdjecia ilustrujace wydajnos¢ nukleofekeji prowadzonej na pierwotnych
fibroblastach nerkowych $wini, szczegolnie potaczenie widoku w Swietle widzialnym z
widokiem uzyskanym z zastosowaniem lampy do detekcji fluorescencji. Znakomita jest
dokumentacja analizy miejsc docelowych modyfikacji dla badanych konstrukcji
genetycznych metoda rozdzialu elektroforetycznego produktéw PCR  oraz analizy
potencjalnych miejsc powstawania mutacji niepozadanych za pomocg rozdziatu
elektroforetycznego produktow PCR. Kilkanascie rycin prezentuje profile insercyjno-
delecyjne oraz prawdopodobienstwo insercji poszczegdlnych nukleotydéw uzyskanych w
programie TIDE dla analizowanych konstrukcji genetycznych z badanymi szescioma gRNA
w trzech wariantach F1/R1, F2/R2, F3/R3 oraz kilka rycin prezentuje profile insercyjno-
delecyjne otrzymane dla potencjalnych miejsc powstawania niepozadanych mutacji po
zastosowaniu konstrukcji genetycznej zawierajacej gRNA wybranych jako najlepsze do
wprowadzenia zmian w sekwencji badanych loci genomu swini czyli gRosa26 FI/RI,
gGGTAI F1/R1, gCMAH F3/R3, gf4GaINT2 F3/R3, gvWF F2/R2 i gASGR1 F3/R3. Wyniki
prezentowane w tabelach sg Zrodlem bardzo interesujacych danych i wlasnie taki sposob
prezentacji gwarantuje ich poprawny i klarowny odbidr. Jedynie tabela 22 ze spisem
wykonanych mikroiniekcji z dostarczanymi  konstrukcjami  genetycznymi  systemu
CRISPR/Cas9 pierwszej generacji pozostawia niedosyt w kwestii zawartych w nich danych.
Brakuje przedstawienia takich danych jak liczba powt6rzen mikroiniekcji do przedjadrza i do
cytoplazmy. Informacja ta jest interesujaca gdyz zgodnie z danymi literaturowymi
mikroiniekcje do cytoplazmy sa efektywniejsze i cickawa jestem czy Doktorantka potwierdza
te obserwacje. Poza tym wazna bylaby informacja ilu $winiom wykonano transplantacje
zarodkow 1 w jakiej liczbie. lle zygot pobrano od superowulowanych dawczyn
poszczegblnych ras: Landrace, Duroc, Hampshire i PBZ990? lle wybranych zygot przeniesiono
do jajowodéw biorczyn podczas zabiegu chirurgicznego? Rozumiem, Ze tego typu danymi
dysponuje prof. Jacek Jura jednak w przypadku przygotowania pracy do druku podejrzewam,
ze informacje te mogg by¢ wymagane.

W tym miejscu cheiatabym pochwalié¢ Doktorantke za szybkie reagowanie na nowosci
naukowe. W niniejszych badaniach podj¢to probg dostarczenia systemu CRISPR/Cas9 do
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zygot swini w formie RNA celem zwiekszenia wydajnosci otrzymywania zwierzat
modyfikowanych genetycznie. Za pomoca transkrypcji in vitro otrzymano mRNA dla Cas9
oraz sgRNA z gASGR1 F1/R1. Doniesienia wykazujace stusznos¢ tego podejscia pojawily si¢
juz w trakcie wykonywania pracy doktorskiej (Cebrian-Serrano i in., 2017; Chu i in., 2016:
Redel i in., 2018).

Reasumujgc poza drobng uwaga powyzej, nie mam zastrzezen odnoszacych si¢ do
merytorycznej strony uzyskanych wynikow, ktére oceniam bardzo wysoko.

Dyskusja przeprowadzona jest w prawidtowy sposéb. Wskazuje na duza znajomos¢
tematyki przez Doktorantke jak i na bardzo dobra znajomos¢ literatury Swiatowej. W tym
rozdziale cytowane prace opublikowano w wigkszosci w ostatnich pigciu latach co jest tez
dowodem na aktualno$¢ prowadzonych przez Doktorantk¢ badan. Rozdzial Dyskusja zawarty
na 14 stronach koncentruje si¢ na osiggnigtych wynikach i ich interpretacji na tle prac innych
Autorow. Pismiennictwo bardzo bogate, obejmuje 241 pozycji literatury. Mysli formutowane
sg jasno a wywody przeprowadzono logicznie. Dojrzatos¢ Doktorantki w realizacji dysertacji
wynika z pewnoscig z faktu, ze jest czlonkiem znakomitego zespolu badawczego
kierowanego przez prof. Ryszarda Stomskiego posiadajgcego najwyzsze kompetencje w
tematyce modyfikacji genomu duzych zwierzat gospodarskich. Dyskusja konczy si¢
sformutowaniem dziewigciu wnioskow znajdujacych petne odzwierciedlenie w uzyskanych
wynikach.

Reasumujac uwazam, ze Autorka wykonala wyjatkowo ambitna prace, starannie
zrealizowang 1 bardzo wartosciowa. Odnosi si¢ to zarowno do samego zakresu
przeprowadzonych badan, ktérych wykonanie wymagato opanowania wielu trudnych i
réznorodnych metod, jak tez uzyskanych wynikow, ktére oceniam jako niezwykle
wartosciowe dla poznania probleméw zwiazanych z wprowadzeniem modyfikacji genomu za
pomoca systemu CRISPR/Cas9.

Upowaznia mnie to stwierdzenia, iz przedstawiona mi do oceny dysertacja spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Wnosz¢ zatem o dopuszczenie Pani mgr inz.
Natalii Ryczek do nastepnych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto ze wzgledu na aktualno$¢ i wysoka range podjetej problematyki, opanowanie
i zastosowanie nowoczesnych metod badawczych a przede wszystkim uzyskanie
wartoéciowych wynikow, proponuje wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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