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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr inZ. Natalii Ryczek

pt.: ,, Modyfikacje genomu Swini na potrzeby ksenotransplantacji z zastosowaniem

konstrukcji genetycznych p.zygotowanych w technologii CRISPR"/Cas9"

Techniki inZynierii genetycznej sQ ogromnym osiqgnigciem naukowym ostatnich lat.

Obecnie laboratoria na calym Swiecie korzystaj4 iuz z bardzo precyzyjnych technik

edytowania gen6w. Takie mo2liwo5ci daje technika CRISPR/Cas9. Zastosowanie systemu

CRISPRJCasg wptynglo na ponowny wzrost zainteresowania ksenotransplantacjami, bowiem

metoda ta umo2liwia precyzylnq modyfikacjg genomu zwierzEcia. Badania przeprowadzone

w ramach ocenianej pracy doktorskiej wpisuj4 sig w problem^tykQ zwi1zanq z
wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9 do otrzymywania multimodyfikacji genomu dwini na

cele ksenotransplantacyjne. Niestety metoda CRISPR poza konkreln4 zmianq. kt6rq mo2e

rvprowadzii. wprowadza takZe liczne losowe zmiany w DNA, kt6rych skutk6lv znaczenia nie

zawsze jeste6my rv stanie przewidzie6. Ten aspekt metody r6wnieZ jest pod-igty w ninie.iszej

rozprawie.

W ocenianej pracy Doktorantka podjgla sig bardzo ambitnego wyzwania jakim jest

modyfikacja genomu Swini na potrzeby ksenotransplantacj i z zastosowaniem konstrukcji

genetycznych przygotowanych w technologii CRISPR/Cas9.

Ocena pracy

Wstgp jest opracowaniem licz4cym 27 stron i zawiera przejrzyScie skonstruowany

blok informacji podzielony na 7 w4tk6w. Autorka rozpoczyna od naszkicowania problem6w

wsp6lczesnej transplantologii, poprzez opis ksenotransplantacj i i patogenezy odrzucenia

ksenoprzeszczepu z wyjaSnieniem 5 etap6w odpowiedzi immunologicznej na przeszczep to

jest: nadostrego odrzucenia ptzeszczepu, ostrego odrzucenia wewn4trznaczyniowego i

kom6rkowego, odrzucenia przewleklego i zaburzenia funkcji ukladu krzepnigcia. Nastgpnie

podejmuje istotny z punktu ksenotransplantacj i lemat ryzyka infekcji patogenami

wirusowymi pochodz4cymi od Swini. Rozdzial podsumowuje opis osi4gnigi w badaniach

przedklinicznych dotyczqcych ksenotransplantacji oraz opis rozwoju in2ynierii genetycznej w

badaniach nad ksenotransplantacjam i. Szczeg6ln4 uwagq podwiecono systemowi
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CRfSPR/Cas z opisem dzialania poszczeg6lnych skladowych systemu, mechanizmu naprawy

dwuniciowych pEknigi DNA oraz zastosowaf i ogranicze6 systemu. Wyra2am uznanie za

przystgpny przekaz zwlaszcza nielatwej tematyki edycji genomu. Wynika to z pewnoSciq z

du2ego juL dodwiadczenia publikacyjnego Pani mgr in2. Ryczek. Doktorantka jest pierwszym

autorem 6 rozdzial6w w monografiach naukowych i wsp6lautorem dw6ch monografii

naukowych oraz czterech prac oryginalnych w czasopismach o IF powy2ej l. Prace te s4

Sci5le zwi4zane z tematyk4 doktoratu. Uwazam za godne podke5lenia aktywne dzialanie

Doktorantki w zakresie rozpowszechniania wiedzy naukowej.

W rozdziale Hipotezy Doktorantka formuluje 6 hipotez badawczych w ramach celu

o96lnego jakim jest ocena konstrukcji genetycznych trzech generacji systemu CRISPR/Casg.

Z kolei w rozdziale Cel pracy jako gl6wny cel badari podano wprowadzenie modyfikacji

za pomoc4 systemu CRISPR/Cas9 obejmuj4cych precyzyjn4 integracjQ genu CD47 czlowieka w

obrgbie /ocas Rosa26 6wini oraz inaktywacjg gen6w GGTA I , CI4'4H, plGalNT2, vllF i ASGRI

6wini. W ramach celu gl6wnego wltypowano kilka cel6w szczeg6{owych adekwatnych do

kolejnych etap6w doSwiadczenia rozumianego jako realizowanie celu gl6wnego. Zauwazam fitaj
pewien brak konsekwencji w sformulowaniu celu pracy w odniesieniu do wczeSniej

przedstawionych hipotez. Podane cele szczeg6lowe bylyby czytelniejsze gdyby zostaly jasno

rozdzielone jako np. cel CZQSCI I . do5wiadczei, kt6rych celem bylo sprawdzenie hipotezy i

tu numery hipotez. Celem CZESCI 2. doSwiadczeri bylo zweryfikowanie hipotezy, zgodnie z

kt6r4... itd.
W zwi4zku z przedstawionymi hipotezami mam pewien niedosl't dotycz4cy informacjr

podanych we wstgpie. Brak w nim opisu dotycz4cego konstrukcji genetycznych czy plazmid6u

pierwszej, drugiej oraz trzeciej generacji systemu CRISPR"/Cas9. Czym r62ni4 sig od siebie

wymienione klasy? PoZqdane informacje znalazlam dopiero w rozdzialach Wyniki i Dyskusja.

We x'stgpie zabraklo tez opisu stosowanych obecnie analiz bioinformatycznych.

Pierwsza informacja na ten temat jest podana dopiero na str. 134 dyskusji .'lstnieje wiele

r62nych narzgdzi internetowych, kt6re umoZliwiaj4 projektowanie gRNA. Czynnikiem

limituj4cym s4 dostgpne bazy danych zwiqz ne z genomami r62nych organizm6w. Tak wigc

wyboru odpowiedniego narzgdzia do predykcji miejsc docelowych hydrolizy DNA przez

Casg dokonuje sig w oparciu o wybrany model badawczy (Cui i in., 2018; Doench i in.,

2016)". Czl4elnik nie ma wiedzy na temat stosowane go narzgdzia TIDE i platformy

Benchling- czy s4 to powszechnie uzfvane narzQdzia czy stosunkowo 'liwieZe' czy mo2e

nowo powstale, kt6re wymagaj4 przetestowania- wykazania wiarygodnego przewidlwania

efektu edycji.
Rozdzial Materialy licz4cy 7 stron, opisuje u21ty material biologiczny. szczepy

bakteryjne, wektory, waZniejsze odczynniki, zestawy, enzymy, standardy wielkodci,

oligonukleotydy wykorzystywane w pracy i waZniejsz4 aparaturQ. Nie mam uwag do tej

czgdci pracy.

Stosowane metody poprawnie opisano na l7 stronach. Rozdzial ten zawiera opis

analiz bioinformatycznych w tym wyb6r kr6tkich oligonukleotyd6w (gRNA)'

zaprojektowanie starter6w do reakcji PCR i konstrukcji donorowej zautieraj4cej gen CD17

czlowieka. Ponadto przygotowanie konstrukcji genetycznych w systemie CRISPR/Cas9 czyl

hybrydyzacje oligonukleotyd6w, reakcje Golden Gate, hydrolizg plazmidowego DNA,

ligacjg, przygotowanie kompetentnych kom6rek bakterii Escherichia coli, transformacje

bakterii i selekcje transformant6w. Kolejne opisane metody to oczyszczenie produkt6w



reakcji enzymatycznych i ocena ilo(ciowa i jako6ciowa kwas6w nukleinowych obejmuj4ca

analizg elektroforetyczn4 i spektrofotometryczn4. Sekwencjonowanie zlecono w Pracownr

Sekwencjonowania Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Opis otrzymania modyfikowanych genetycznie kom6rek in vitro zawiera izolacje

pierwotnych kom6rek nerkowych 6wini i prowadzenie ich hodowli fu vitro oraz

wprowadzanie modyfikac.ji do pierwotnych kom6rek nerkowych metodami nukleofekcji r

selekcji anrybiotykowej, ale tylko dla kom6rek po nukleofekc.li plazmidami pSpCas9(BB)-2A-

Puro (PX459) V2.0. lzolacja kwas6w nukleinowych obejmowala izolacjg plazmidowego

DNA, DNA z pierwotnych fibroblast6w nerkowych Swini oraz ekstrakcje DNA z bioptatu

ucha Swini. Nastgpne metody to kolonijna reakcja lahcuchowa polimerazy (PCR) i analiza

wprowadzonych modyfikacji genetycznych oraz analiza modyfikacji na podstawie wynik6w

sekwencjonowania. Kolejna opisana metoda to transkrypcja in vitro. Brakuje informacji kto
jest autorem skladu podanych mieszanin tj.: mieszaniny do hydrolizy plazmidowego DNA

czy mieszaniny reakcyjnej wykorzystanej do transkrypcji invilro. Generalnie uwaga taodnosi

sig do wszystkich opis6w mieszanin reakcyjnych podanych w rozdziale Metody- nie

wiadomo kt6ry protok6l jest zaczerpnigty od producenta, kt6ry z publikacji a kt6ry jest

oryginalnym pomyslem Doktorantki. Opis m ikroiniekcj ijest bardzo o96lny i prawdopodobnie

wynika z faktu, ze procedura ta nie byla wykonywana przez Doktorantkg, o czym Autorka

informuje.
Opis w rozdzialach Material i Metody jest wzbogacony tabelami i jedn4 rycin4,

Wszystkie tabele i rycina sq czytelne i ulatwiaj4 zrozumienie technicznego wykonania

doiwiadczefi. Jestem pod wraZeniem bogatego warsztatu metodycznego z jakiego korzysta

Doktorantka. Posiada umiejgtno6ci z zakresu biologii molekulamej znacznie wyZsze ni2

przecigtne. Spos6b opisu wykonanych badari jest zwigzly i klarowny a jednoczednie podane

s4 wszystkie informacje do samodzielnego powt6rzenia eksperymentu przez odbiorca.

Podkreili6 tutaj trzeba ogromn4 pracg jak4 wlo2yla Doktorantka w wykonanie czg:ici

eksperymentalnej doktoratu. Drobne uwagi jakie przedstawilam nie wplywaj4 na moj4

wysok4 oceng tych czg6ci (rozdzial6w Material i Metody) doktoratu.

WYNIKI, DYSKUSJA i WNIOSKI

Doktorantka podjgla sig bardzo ambitnego zadania uzyskania Swini transgenicznej ze

zmodyfikowanymi kilkoma genami. Wyl4czenie gen6w GGTA|, CMAH oraz plGalNT2 6wini

mialo na celu eliminacjg nadostrego odrzucenia ksenograft6w. Przeciwdzialanie zaburzeniom

dziaLania ukladu krzepnigcia mialo zostai osiqgnigte poprzez wyl1czenie genu vllF 6wini w
przypadku przeszczepiania ptuc oraz wyl4czenia genu ASGRI Swini, w odniesieniu do

przeszczep6w wqtroby. Aby wyeliminowai odpowiedZ immunologiczn4 zwi1zan4 z

makrofagami zoptymalizowano wprowadzanie genu CD47 czlowieka do locus Rrlsa26 !;wini.

W przedstawionych badaniach nie udalo sig otrzyma6 zwierz4t gene$cznie

modyfikowanych za pomoc? konstrukcji genetycznych systemu CRISPR/Cas9 pierwszej

generacji mimo, 2e Zesp6l .iako jedyny w Polsce ma duze pozltywne doiwiadczenia z zakresu

pozyskiwania transgenicznych dwiii. Wedlug Autorki niepowodzenie otrzymania Swin

modyfikowanych genefcznie prawdopodobnie wynikalo z u?ycia cz4steczek gRNA, kt6re po

pol4czeniu z Cas9 prowadzily malo wydajnie do hydrolizy DNA w miejscu docelowym v
genomie. Ponadto, stosunek molarny wprowadzanych plazmid6w, w tym kodujqcego



nukleazg Cas9 do koduj4cego gRNA wynosz4cy l:l nie daje efektywnych wynik6w
otrzymywania modyfikacji. Zmiana stosunku molarnego Cas9 do gRNA na 3:l znaczqco

zwigkszyla tg wydajno$6 w badaniach Seki i Rutz, (2018). Inni autorzy najwigkszq wydajno6i

w uzyskiwaniu modyfikacji otrzymali po zastosowaniu stosunku wagowego nukleazy Cas9

do gRNA I :l . co stanowi w przeliczeniu stosunek molarny tych element6w odpowiednio I :5

(Kouranova i in., 2016). Zatem problem ustalenia odpowiednich ilo6ci plazmid6w kodujqcych

Cas9 i gRNA jest kluczowym w przypadku dostarczania systemu CRISPR/Cas9 pierwszej

generacji do zygot zwierz4t za pomoce mikroiniekcji. Dlatego tak istotne jest precyzyjne

dobranie stosunku ilodciowego plazmid6w koduj4cych gRNA oraz nukleazg Cas9.

Jak podaje Autorka wykorzystanie systemu CRISPR/Cas9 drugiej generacji eliminuje
problem stosunku ilodciowego dostarczanych do kom6rek lub zygot nukleazy Cas9 oraz

gRNA. W drugiej generacji oba te elementy znajduj4 siQ w strukturze jednego plazmidu.

Zgodnie z badaniami Zhang i Yu, (2008) na drodze do uzyskania zwierz4t transgenicznych,

mieszanina czterech konstrukcj i genetycznych opartych na plazmidzie MLM3636

(zawieraj4cych gRNA: gGGTAI Fl/Rl, gCMAH Fl/Rl, gp4GalNT2 Fl/Rl, gvWF Fl/Rl)
oraz plazmidzie koduj4cym nukleazg Cas9 moZe byi cytotoksyczna dla zygot Swini po

zabiegu mikroiniekcji. Wyniki Autorki przeczq temu doniesieniu gdy2 w wyniku

zastosowanej procedury uzyskano urodzenie sig 30 osobnik6w potencjalnie transgenicznych

co sugeruje, Ze problem wynika raczej ze stosunku molarnego element6w systemu

CRISPR/Cas9 wykorzystanych w mieszaninie do mikroiniekcji.

Uzyskanie Swiri transgenicznych poprzez mikroiniekcje celem otrzymania integracji

genu CD47 czlowieka doprowadzily do urodzenia 2l osobnik6w, niestety zadne z tych

zwierzqt nie posiadalo po24danej zmiany. Wedlug Autorki niepowodzenie mo2e wynikad z

niskiej czgstotliwo6ci naprawy dwuniciowego pgknigcia DNA na zasadzie rekombinacji

homologicznej w obecno6ci konstrukcji donorowej (HDR) w por6wnaniu do

niehomologiczne go l4czenia koric6w DNA (NHEJ). Moze tez byi rezultatem opisanego

powyZej problemu odpowiedniego stosunku molarnego element6w systemu CRISPR/Cas9 w

mieszaninie do mikroiniekcji.
Przedstawione w niniejszej rozprawie badania wykazaly tez istotne znaczenie

weryfikacji wltypowanych bioinformatycznie gRNA w kontekicie wydajno6ci otrzym)'viania

modyfikacji za ich poSrednictwem. Aby dokonad por6wnania wydajnoSci poszczeg6lnych

gRNA w uzyskaniu modyfikacji w kom6rkach hodowanych in vitro wykorzystano system

CRISPR/Cas9 trzeciej generacji. Uzyskane wyniki bezdyskusyjnie wykazaly, 2e weryfikacja

danych otrzymanych bioinformatycznie jest niezbgdna. Z badanych 6 r62nych gRNA az 4

gRNA cechowala znacz4co odmienna wydajnodd og6lna modyfikacji w kom6rkach

hodowanych in vitro, Zatem w kontekdcie otrzymywania jednoczesnych multimodyfikacji

genomu Swini na cele ksenotransplantacyjne taka ocena poszczeg6lnych gRNA jest kluczowa

i konieczna. Konsekwencj4 jej bgdzie wy2sza efekty"wno6d, a w rezultacie redukcja liczby

zwierzqt potrzebnych do zmodyfikowanych osobnik6w co jest istotne z etycznego punktL

widzenia i stanowi cel badaczy zajmuj4cych sig badaniami z zakresu ksenotransplantacj i

Badania wykonane w ramach niniejszej pracy wpisujq sig w ten nurt, dlatego warto66

otrzymanych wynik6w oceniam bardzo wysoko.

W kulturach kom6rkowych in vitro polwierdzono obecno6i jedenastu z dwudziestu

jeden (czy dwunastu w dwudziestu dw6ch- tabele 25 i 26?) wytypowanych bioinformatycznie



miejsc hydrolizy DNA poza celem, w kt6rych po3redniczq gRNA z wybranych jako najlepsze

konstrukcji genetycznych systemu CRISPR/Cas9. Dla przykladu: wyniki analizy

przeprowadzonej dla konstrukcji genetycznej z gvWF F2/R2 ujawnily obecno5i dw6ch miejsc

hydrolizy DNA przez nukleazg Cas9 poza locus docelowym. Jedno locus, w kt6rym powstajq

niepo24dane mutacje zostalo okedlone na podstawie analizy bioinformatycznej jako

powstajece z najwigkszym prawdopodobieristwem. Jest to miejsce znajduj4ce sig poza

sekwencjami koduj4cymi w genomie Swini, a powstaj4ce zmiany nie byly istotne

statystycznie. Drugie miejsce, w kt6rym potwierdzono powstawanie mutacji niepo2qdanych

znajduje siE w obrgbie genu COMT Swini. Gen COMT koduje katecholo-O-metylotransferazg

Swini (COMT, ang. catechol-O-methyltransferase). Z kolei dla gASGRI F3/R3 pol4czonego

z nukleazq Cas9 ustalono jedno miejsce hydrolizy DNA powstajqce poza locus docelowym w

obrgbie genu ClorDl0 Swini. Dlatego Autorka wnioskuje, 2e po otrzymaniu 5wi6

modyfikowanych genetycznie nale2y sprawdzi6 wszystkie /oci w genomie Swini, w kt6rych

potwierdzono obecnoSd mutacji niepo24danych powstaj4cych po zastosowaniu konstrukcji

genetycznych systemu CRISPR/Cas9. Powy2sze badania udowodnily przydatno6i narzgdzia

intemetowego TIDE do sprawdzania miejsc hydrolizy DNA przez nukleazg Cas9

powstajqcych poza celem.
Cytuj4c Doktorantkg ,,Do otrzymywania poZ4danych modyfikacji genomu Swini mo2na

wykorzysta6 modyfikowane genetycznie pierwotne fibroblasty nerkowe Swini w procedurze

SCNT lub zweryfikowane konstrukcje genetyczne, kt6re za pomoc4 mikroiniekcji dostarczy sig

do zygot". Brakuje mi tu szerszego komentarza Autorki. Nasuwa sig wniosek, 2e brak uzysku

zwierzqt transgenicmych pny wykorzystaniu mikroiniekcji jest dowodem na to, ze droga

optymalizacji efektywnej wydajno5ci tej metody jest wciqz otwarta. Tak sig dzieje przynajmniej

dla konstrukcji systemu pierwszego. Odno6nie wykorzystania drugiego systemu Autorka

stwierdzila w jednym z wniosk6w, 2e ,,Konstrukcje genetyczne systemu CRISPR./Cas9 drugiej

generacji zawieraj4ce badane gRNA wykazaly wy2sz4 wydajno66 otrzym)'wania modyfikacji dla

wszystkich badanych wariant6w w por6wnaniu z calkowitq wydajnosci4 odpowiadajqcych im

konstrukcji systemu pierwszej generacji" or^z Le .,Wykorzystanie do mikroiniekcji

wyypowanych jako najlepsze konstrukcji genetycznych systemu CRISPPJCas9 drugiej generacji

skierowanych na locus Rosa26, gen GGTAI, CMAH, 91GalNT2, vl{F oraz l^9GR1 SwinL

powinno zwigkszy6 wydajno56 otrrymywania osobnik6w modyfikowanych genetycznie" jednak

efektywno{ci tej nie znamy. Przymajg,2e mam pewien niedosyt w kwestii rozwahri Autorki na

temat efektywnoSci metody, zar6wno w odniesieniu dojej *ynik6w wlasnych jak i efektl'wno5ci

uzyskiwanej przez innych autor6w. W mediach bombarduje sig nas informacjami o

rewelacyjnym narzgdziu do edycji gen6w jakim jest technologia CRISPR/Cas9 a tymczasem

realia wskazuj4 na istnienie wielu problem6w i wynikaj4cych z ich rozwiazywania nowych

plta6. Interesuj4ca jest w tej sytuacji ocena Doktorantki w kwestiach l) faktycznej

efektywno5ci metody w odniesieniu do produkcj i zwierzgcia transgenicznego u kt6rego

stwierdzamy knock-out bqd2 insercje genu;2) procentowych szans produkcji nowego bialka;

3) szans utrzymania wprowadzonych zmian w nastgpnych pokoleniach;4) najlepszej obecnie

metody (mikroiniekcja czy SCNT) uzyskiwania zwierz4t transgenicznych z uwzglgdnieniem

wybranej generacji konstrukcji genetycznych systemu CRISPR/Cas9, sposobu transfekcji,

pofecanej finii kom6rkowej oraz liczby modyfikowanych gen6w jednoczednie.

Odniosg sig teraz do szczeg6l6w prezentacji wynik6w, kt6re przedstawiono na og6lem

58 stronach. Opatrzone sq 42 rycinami i sze6cioma tabelami. JakoSi graficzna, kolorystyka,



opis pod rycinami i wykresami, spos6b naniesienia danych statystycznych nie budz4 Zadnych

zastrzeZen. Ryciny przedstawiaj4ce wyniki analizy PCR np. wykrywanie konstrukcji

genetycznych systemu CRISPR/Cas9 pierwszej generacji z gRNA wybranymi w pierwszym

etapie badari w transformowanych koloniach bakteryjnych metodq kolonijnej PCR czy wynik

analizy produkt6w transkrypcji in vitro po otrzymaniu konstrukcji genetycznych w formie

RNA czy przykladowe wyniki oceny jakodciowej ekstrakt6w DNA uzyskanych z bioptat6w

uszu Swif potencjalnie modyfikowanych genetycznie po mikroiniekcji czy detekcje

modyfikacji w obrgbie locus Rosa26 i integracji genu CD47 czlowieka za pomoc4 PCR s4

znakomitej jakodci. Moje uznanie budzi doskonala dokumentacja analizy jako6ciowel

badanych konstrukcj i genetycznych systemu CRISPR/Cas9 trzech generacji oraz

dokumentacja wykrywania konstrukcji genetycznych systemu CRISPR/Cas9 pierwszej,

drugiej itrzeciej generacji z gRNA wybranymi w drugim etapie badaf w transformowanych

koloniach bakteryjnych metod4 kolonijnej PCR. Doktorantka posiada umiejgtno5i

wyprowadzania i hodowania pierwotnej linii fibroblast6w nerkowych Swini, czego dowodem

jest poprawna morfologia kom6rek w hodowli in vitro pokazana na jednej z rycin. Bardzo

dobrej jakoSci s4 zdjgcia ilustruj4ce wydajno66 nukleofekcji prowadzonej na pierwotnych

fibroblastach nerkowych 6wini. szczeg6lnie pol4czenie widoku w Swietle widzialnym z
widokiem uzyskanym z zastosowaniem lampy do detekcji fluorescencji. Znakomita jest

dokumentacja analizy miejsc docelowych modyfikacji dla badanych konstrukcji

genetycznych metod4 rozdzialu elektroforetycznego produkt6w PCR oraz analizl
potencjalnych miejsc powstawania mutacji niepoZ4danych za pomoc4 rozdziaht

elektroforetycznego produkt6w PCR. KilkanaScie rycin prezentuje profile insercyjno-

delecyjne oraz prawdopodobiefstwo insercji poszczeg6lnych nukleotyd6w uzyskanych w
programie TIDE dla analizowanych konstrukcji genetycznych z badanymi sze5cioma gRNA

w trzech wariantach Fl/Rl, F2lR2, F3/R3 oraz kilka rycin prezentuje profile insercyjno-

delecyjne otrzymane dla potencjalnych miejsc powstawania niepo24danych mutacji po

zastosowaniu konstrukcji genetycznej zawieraj4cej gRNA wybranych jako najlepsze do

wprowadzenia zmian w sekwencji badanych /ocl genomu Swini czyli gRosa26 Fl/Rl.
gGGTAI Fl/Rl, gCMAH F3/R3, gB4GalNT2 F3iR3. gvWF F2lR2 igASCRl F3lR3. Wyniki

prezentowane w tabelach s4 2r6dlem bardzo interesujqcych danych i wlainie taki spos6b

prezentacj i gwarantuje ich poprawny i klarowny odbi6r. Jedynie tabela 22 ze spisem

wykonanych mikoiniekcji z dostarczanymi konstrukcjami genetycznymi systemu

CRISPR/Cas9 pierwszej generacji pozostawia niedosy w kwestii zawartych w nich danych'

Brakuje przedstawienia takich danych jak liczba poM6rzei mikroiniekcji do przedj4drza i do

cltoplazmy. Informacja ta jest interesuj4ca gdfit zgodnie z danymi literaturowymi

mikroiniekcje do cltoplazmy sq efektywniejsze iciekawajestem czy Doktorantka potwierdza

tg obserwacjg. Poza tym wu2na byNaby informacja ilu Swiniom wykonano transplantacje

zarodk6w i w jakiej liczbie. Ile zygot pobrano od superowulowanych dawczyn

poszczeg6lnych ras: Landrace, Duroc, Hampshire i PBZ990? Ile wybranych zygot przeniesiono

do jajowod6w biorczyri podczas zabiegu chirurgicznego? Rozumiem, 2e tego typu danymi

dysponuje prof. Jacek Jura jednak w przypadku przygotowania pracy do druku podejrzewan',

Ze informac.je te mogq byi wymagane.

W tym miejscu chcialabym pochwalii Doktorantkg za szybkie reagowanie na noworici

naukowe. W niniejszych badaniach podjgto pr6bQ dostarczenia systemu CRISPR/Cas9 do



zygot 6wini w formie RNA celem zwigkszenia wydajnoSci otrzymyu'ania zwierz4l

modyfikowanych genetycznie. Za pomoc4 transkrypcji in vitro olrzymano mRNA dla Cas9

oraz sgRNA z gASGRI F l/R l. Doniesienia wykazujqce slusznoii tego podej5cia pojawily sig

juz w trakcie wykonywania pracy doktorskiej (Cebrian-Serrano i in.,20171' Chu i in., 2016.

Redel i in.,2018).
Reasumuj4c poza drobn4 uwag4 powyZej, nie mam zastwezeh odnosz4cych sig do

mer).torycznej strony uzyskanych wynik6w, kt6re oceniam bardzo wysoko.

Dyskusja przeprowadzona jest w prawidlowy spos6b. Wskazuje na du24 znajomodi

tematyki przez Doktorantkg jak i na bardzo dobrq znajomo56 literatury Swiatowej. W tym

rozdziale cltowane prace opublikowano w wigkszo6ci w ostatnich pigciu latach co jest tez

dowodem na aktualno6i prowadzonych przez Doktorantkg badari. Rozdzial Dyskusja zawarly

na l4 stronach koncentruje sig na osi4gnigtych wynikach i ich interpretacji na tle prac innych

Autor6w. Piimiennictwo bardzo bogate. obejmuje 241 pozycji literatury. MySli formulowane

s4jasno a wyrvody przeprowadzono logicznie. Dojrzato6i Doktorantki w realizacji dysertacj r

wynika z pewnodci4 z faktu, 2e jest czlonkiem znakomitego zespolu badawczego

kierowanego przez prof. Ryszarda Slomskiego posiadaj4cego najwy2sze kompetencje w

tematyce modyfikacji genomu duZych zwierzqt gospodarskich. Dyskusja koriczy siE

sformulowaniem dziewigciu wniosk6w znajduj4cych pelne odzwierciedlenie w uzyskanych

wynikach.
Reasumuj4c uwazam, ze Autorka wykonala wyj4tkowo ambitn4 pracg, starannie

zrealizowan4 i bardzo warto6ciowq. Odnosi sig to zar6wno do samego zakresu

przeprowadzonych badari. kt6rych wykonanie wymagalo opanowania wielu trudnych i

r62norodnych metod, jak teZ uzyskanych wynik6w, kt6re oceniam jako niezwykle

warto6ciowe dla poznania problem6w zwiqzanych z wprowadzeniem modyfikacji genomu za

pomocq systemu CRISPR/Cas9.

UpowaZnia mnie to stwierdzenia, iZ przedstawiona mi do oceny dysertacja spelnia

wymagania stawiane rozpmwom doktorskim. Wnoszg zatem o dopuszczenie Pani mgr inZ.

Natalii Ryczek do nastgpnych etap6w przewodu doktorskiego

Ponadto ze wzglgdu na aktualno6i i wysok4 rangg podjgtej problematyki, opanowanie

i zastosowanie nowoczesnych metod badawczych a przede wszystkim uzyskanie

wartoSciowych wynik6w, proponujg wyr62nienie rozprawy doktorskiej.
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