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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Natalii Dziggiel pt..
,,Opracowanie metody transfekcji zygot krélika z zastosowaniem nanoczastek”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Jacka Jury, profesora Instytutu, Instytutu Zootechniki -

Panstwowego Instytutu Badawczego w Balicach.

Przedstawiona do oceny Dysertacja wpisuje si¢ w nurt badan nad transgeneza, majaca
juz szerokie zastosowanie w medycynie, biotechnologii, ale rowniez 1 w rolnictwie. Od
kilkudziesicciu lat prowadzone sg do$wiadczenia majace celu opracowanie skutecznych
technik transfekcji. Sposrod wielu z nich najwigksze znaczenie ma: rekombinacja
homologiczna przy uzyciu matrycy DNA lub tez rekombinaza miejscowo-specyficzna, ZFN i
TALENS oraz przelomowa technika CRISPR-Cas9. Najczgsciej osobniki transgeniczne
uzyskuje si¢ dzieki mikroiniekcji, ktora umozliwia bezposrednie wprowadzenie transgenu do
gospodarza lub klonowaniu z wykorzystaniem transgenicznych linii komorkowych. Nalezy
jednak podkresli¢, ze efektywno$¢ tych metod jest nadal niska.

W tym aspekcie, Pani mgr inz. Natalii Dziggiel skupifa si¢ na ,,opracowaniu metody
transfekcji zygot krolika z zastosowaniem nanoczgstek”. Nanoczasteczki postrzegane sa, jako
alternatywa do stosowanych od wielu dekad wirusowych wektoréw egzogennego DNA, co
pozwala miedzy innymi na tworzenia transgenicznych linii komoérkowych oraz zwierzat.
Dlatego podjccie przez Pania mgr inz. Natali¢ Dziegiel ninicjszych badan bylo ze wszech
miar uzasadnione.

Dysertacja Pani mgr inz. Natalii Dzi¢giel obejmuje 94 strony maszynopisu, w tym: Spis
skrotéw uzytych w pracy, Wstep, Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja,
Whioski oraz Streszczenie w jezyku polskim i angielskim,. Praca zawiera 9 tabel, 7

fotografii, 5 wykresow i 5 schematow. Literatura obejmuje 162 pozycje. }4%({\
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Dysertacja rozpoczyna si¢ obszernym WYKAZEM SKROTOW, ktory jest bardzo
pomocny podczas czytania niniejszej Rozprawy. W rozdziale WSTEP, Doktorantka
wprowadza w zagadnienie, a nastgpnie w sposéb przejrzysty omawia metody tworzenia
zwierzat transgenicznych. Pracg wzbogaca ocena aplikacyjna poszczegélnych metod.
Spoérdéd wielu zagadnien poruszanych w tym rozdziale na szczegdlne uznanie zastuguje
podrozdzial dotyczacy nanoczasteczek, jako nosnikow transgenow.

W rozdziale CELE PRACY, ktéry moim zdaniem powinien by¢ zatytulowany Zalozenia
i cel pracy, Doktorantka uzasadnita celowos¢ podjgcia badan oraz sformutowala nadrzedny
cel, ktorym bylo: opracowanie skutecznej metody transfekcji zygot krélika z zastosowaniem
kompleksu utworzonego przez nanoczastki i DNA, oraz zbadanie wplywu wysokiego
ci$nienia hydrostatycznego, zastosowanego jako czynnik wspomagajacy rozwdj zygot
poddanych transfekcji kompleksem nanoczastki/DNA — prekondycjonowanie zygot.

W rozdziale MATERIALY I METODY, Doktorantka umiescita informacj¢ o zgodzie
Lokalnej Komisji Etycznej - Uchwata I Komisji Etycznej w Krakowie nr 77/2017 na
przeprowadzenie niniejszych badan. Materiat do badan stanowily zygoty uzyskane od krolic
rasy nowozelandzkiej biatej. Samice pochodzity z hodowli Instytutu Zootechniki PIB nr 010
w rejestrze hodowcow na podstawie Art. 2 ust. 1 pkt. 9 ustawy z dnia 15 stycznia 2015 r. o
ochronie zwierzat wykorzystywanych do celdw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz.
266).

W swoich badaniach Pani mgr inz. Natalia Dziegiel wykorzystujac metod¢ mikroiniekcji
wprowadzata kompleks nanoczasteczka/plazmidowe DNA Pmax FP-Red-N do przestrzeni
okolozoltkowej zygot krdlika. Dodatkowo dla zwigkszenia efektywnosci, zygoty przed
transfekcja byty prekondycjonowane do rozwoju poprzez zastosowanie wysokiego cisnienia
hydrostatycznego. Doktorantka przeprowadzita oceng zarodkéw w aspekcie ich rozwoju i
ekspresji wprowadzonego transgenu oraz ekspresji kluczowych dla rozwoju zarodkéw genow
(OCT4, BCL2 oraz CASP7).

Doktorantka w sposdb bardzo przejrzysty i logiczny przedstawila sposdb realizacji tych
skomplikowanych, bo wieloetapowych badan, ktére obejmowaty:

1. wyznaczenice stosunku nanoczastek do uzytego plazmidowego DNA Pmax FP-Red-N,

2. ustalenie optymalnego stosunku ilosciowego 10nm sferycznych nanoczgstek ztota z
powierzchniowa modyfikacja PEI,

3. oceng efektywnosé transfekcji zygot krélika po zastosowaniu kompleksu nanoczastki/DNA

oraz plazmidu Pmax FP-red-N, A ﬂ /w\



4. zastosowanie wysokiego ci$nienia hydrostatycznego (HHP) jako czynnika
prekondycjonujacego zygoty krélika do rozwoju,

5. zastosowanic wysokiego cisnienia hydrostatycznego (HHP) o wartosciach 20 i 40MPa jako
czynnika prekondycjonujacego zygoty kroélika przed transfekcja kompleksem
nanoczastki/DNA,

6. wptyw transfekcji kompleksem nanoczastki/DNA oraz HHP na ekspresj¢ genéw OCT4,
BCL2 oraz CASP7 w blastocystach krolika.

Na uznanie zastuguje zamieszczenie przez Doktorantke schematéw poszczegolnych
doswiadczen, ktéore umozliwily  zrozumienia tego  skomplikowanego  ukiadu
eksperymentalnego.

W rozdziale WYNIKI Doktorantka konsekwentnie analizuje uzyskane rezultaty wedhug
schematu przedstawionego w MATERIALACH 1 METODACH. Wyniki zostaly
zaprezentowane w formie schematow, tabel, wykresow oraz fotografii.

W niniejszym rozdziale pewne zastrzezenia budzg nieprecyzyjne opisy fotografii, migdzy
innymi:

1. Fotografie 1-4 sg podpisane jako zarodki transgeniczne, a w rzeczywisto$ci tylko dwie

z nich prezentuj¢ zarodki pod mikroskopem fluorescencyjnym.

2. Na fotografii 1 1 2 pokazane sa dwa zarodki, z tym, ze tylko jeden wykazuje

fluorescencje, co powinno by¢ zaznaczone.

3. Na fotografii 7, tylko jeden zarodek wykazuje ekspresjg, 1 to tylko w kilku

blastomerach, co $wiadczyltoby, ze jest on mozaika.

W rozdziale DYSKUSJA, Doktorantka szczegoétowo ustosunkowata si¢ do uzyskanych
wynikow w $wietle danych literaturowych. W sposéb bardzo klarowny zostaty
przedyskutowane wszystkie aspekty zwigzane z wiasciwosciami i mozliwosciami
wykorzystania nanoczasteczek, rowniez w kontekscie ich modyfikacji powierzchniowych.
Doktorantka w sposob interesujacy przeprowadzita dyskusje odnosnie toksycznosci
nanoczasteczek. Jak wskazuje Doktorantka modyfikacja nanoczasteczki zlota poprzez
zwiazanic z PEI dawaly trwalszy efekt ekspresji w zarodkach. Kolejnym zagadnieniem tej
rozbudowanej Dysertacji byto prekondycjonowanic zygot do mikroiniekcji. O ile
Doktorantka obserwowata pozytywny wptyw prekondycjonowania zygot przed hodowla na
ich dalszy rozwoj, o tyle byt on negatywny po mikroiniekcji. Interesujacy czgscig Dyskusji
byto oméwienie w kontekscie danych literaturowych, rozwoju zarodkowego po mikroiniekcji
oraz ekspresji w nich kluczowych genéw, migdzy innymi zwigzanych z pluripotencjg

komorek oraz rozwojem zarodkowym (Oct4) a takze z apoptoza (BCL2 oraz CASP7),
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W rozdziale WNIOSKI, Doktorantka na podstawie uzyskanych wynikéw wyprowadzita 8
wnioskow:

1. Przy stezeniu 50ng/pl nie odnotowano toksycznego wptywu nanoczastek zfota o $rednicy
10nm z modyfikacja powierzchniowa PEI (polietylenoimina) na rozw¢j zarodkow krolika
do stadium blastocysty.

2. Stgzenie 100ng/pl dziata toksycznie na zygoty krolika.

3. Na podstawie przeprowadzonych testow retardacji stwierdzono, ze optymalne wigzanie
pomig¢dzy nanoczastkami ztota z modyfikacjag PEI a DNA (plazmid DNA, Lonza) zachodzi
w stosunku 2: 1, tj. 50ng/pl nanoczastek: 25ng/ul DNA.

4. Efektywno$¢ transfekcji zygot krdlika z zastosowaniem kompleksu nanoczastki/DNA
(50ng/il:25ng/ul — 2:1) mierzona odsetkiem blastocyst wykazujagcych ekspresj¢ genu
reporterowego (Pmax FP-Red-N) wyniosta 18,7%. Caltkowity odsetek blastocyst
uzyskanych z zygot po transfekcji kompleksem nanoczastki/DNA byl na podobnym
poziomie, co odsetek blastocyst uzyskanych w grupie kontrolnej (zarodki
niemanipulowane) — 44,51 versus 40,75%.

5. Zastosowanie wysokiego cis$nienia hydrostatycznego (HHP) przed hodowla in vitro
niemanipulowanych zygot krolika skutkowato uzyskaniem wigkszego odsetka zarodkow w
stadium blastocysty. W grupie poddanej dziataniu HHP o wartosci 20MPa stadium
blastocysty osiggneto 65,4% zarodkow, natomiast w grupie poddaney) HHP o wartosci
40MPa 72,9% zarodkéw. Stadium blastocysty w grupie kontrolnej (zygoty niepoddane
dziataniu HHP i niemanipulowane) osiagne¢to 40,75% zarodkow

6. Zastosowanie HHP o wartosciach 20 i 40MPa przed transfekcja zygot krdlika kompleksem
nanoczastki/DNA (50ng/pl: 25ng/ul — 2: 1) wptywa negatywnie na rozwdj zarodkow w
hodowli in vitro oraz na efektywnoéci transfekcji. Efektywnos¢ transfekcji mierzona
odsetkiem blastocyst z ekspresja genu reporterowego RFP, po zastosowaniu HHP o
wartosci 20MPa przed transfekcja z zastosowaniem nanoczastek wyniosta 13,47 %,
natomiast w grupie poddanej przed transfekcja dziataniu HHP o wartosci 40MPa - 13,67
%. W grupie poddanej wylacznie transfekcji z wykorzystaniem nanoczgstek warto$¢ ta
byla wyzsza 1 wyniosta 18,7 %.

7. Zastosowanie wysokiego cisnienia hydrostatycznego o wartosciach 20 1 40MPa przed
hodowla in vitro niemanipulowanych zygot krolika, spowodowalo istotnie wyzsza
ekspresj¢ genu OCT4 zwigzanego z rozwojem zarodkowym, a takze genow BCL2 oraz
CASP7 biorgcych udzial w regulacji proceséw apoptotycznych. Nie stwierdzono
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statystycznie istotnego wplywu HHP na ekspresje¢ genu OCT4.



8. W grupie zygot transfekowanych kompleksem nanoczastkiDNA nie wykazano
statystycznie istotnego wplywu zastosowanego postgpowania na ekspresje badanych
gendw.

Z wymienionych przez Doktorantke wnioskow, wniosek 1 i 2 powinny zostaé¢ polaczone.
Whiosek 8 budzi pewne zastrzezenie, wynikajace ze zbyt daleko idacego uogolnienia. Moim
zdaniem wniosek ten powinien brzmie¢: Zastosowanie do transfekcji zygot krolika
kompleksu 10nm sferycznych nanoczastek zlota z powierzchniowa modyfikacja
polietylenoiminy (AuPEI) oraz DNA (plazmid Pmax FP Red-N, Lonza) w stosunku
ilosciowym 2: 1 (stezenia 50ng/ul: 25ng/ul) pozwala na uzyskanie prawidtowo rozwijajacych
si¢ zarodkow wykazujacych jednoczesnie ekspresj¢ RFP na poziomie 18,7% oraz prawidiowa
ekspresje kluczowych dla rozwoju zarodkowego genéw (OCT4, BCL2, CASP7).

W Dysertacji Pani mgr inz. Natalii Dziegiel dostrzeglam pewne niefortunne
sformulowania, ktére opisalam powyzej. Pragne jednak podkresli¢, ze w zadnym stopniu nie
obnizaja one mojej wysokiej oceny niniejszej Rozprawy Doktorskiej.

Na szczegblne uznanie zastuguje odwaga Doktorantki, ktéra podjeta si¢ bardzo
ryzykownych badan, a do tego czasochtonnych i pracochtonnych, wymagajacych ogromnej
wiedzy z zakresu biologii molekularnej, embriologii i rozrodu. Na uznanie zastuguje rowniez
nowoczesna 1 zaawansowana metodyka badan, a takze niezwykle klarowny i logiczny uktad
cato$ci pracy oraz poprowadzenie Dyskusji.

W kontekscie badan Doktorantki nasungly mi si¢ 3 pytania, na ktére mam nadzieje
uzyska¢ odpowiedz podczas Obrony, a mianowicie: 1) Jakiej wielkosci transgeny moga byé
wprowadzane przy uzyciu mikroiniekcji do zygoty z wykorzystaniem nanoczasteczek?; 2) W
aspekcie tworzenia zarodkéw mozaikowych, w jaki sposéb kontrolowany byt moment
replikacji DNA w zygotach kréliczych?; 3) Jaka moze by¢ przewaga stosowania
zmodyfikowanych nanoczasteczek, jako wektorow nad technologiag CRISPR-Cas9.

Podsumowujac, badania przedstawione przez Pania mgr inz. Natali¢ Dziegiel w

Rozprawie Doktorskiej pt.: Opracowanie metody transfekcji zygot krolika z

zastosowaniem nanoczastek, pozwolily na osiagnigcie wartosciowych wynikow,

wpisujacych si¢ w Swiatowe osiagnigcia z zakresu transgenezy. Bioragc pod uwage
dociekliwo$¢ naukowa oraz walory poznawcze niniejszej Dysertacji uwazam, ze odpowiada
ona catkowicie wymogom stawianym rozprawom doktorskim, zgodnie z art.13 ustawy z dnia

14 marca 2003 roku: o stopniach 1 tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki

(Dz. U, nr 65, z 2003r., poz. 595, z p6z.zm) oraz przepisom wprowadzajagcym ustawe —

Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U. z 2018 r. poz.1669 z p6z.zm.).
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Przedkladam, zatem Radzie Naukowej Instytutu Zootechniki — Panstwowego Instytutu
Badawczego wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Natalii Dziegiel do dalszych etapow
przewodu doktorskiego, w celu nadania stopnia doktora w dyscyplinie zootechnika i

rybactwo.
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