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Recenzja rozprawy doktorskie;
mgr inz. Natalii Dziegiel

w zwiazku z postepowaniem o nadanie Jej stopnia doktora
w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie zootechnika

Ponizsza recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Natalii Dziegiel zostata przygotowana
na podstawie decyzji Rady Naukowej Instytutu Zootechniki — Panstwowego Instytutu
Badawczego, ktéra na posiedzeniu w dniu 5 listopada 2020 r. powotata mojg osobg na
recenzenta wyzej wymienionej dysertacji.

Oceniana rozprawa doktorska wykonana pod opieka naukow3 prof. IZ dr hab. Jacka Jury, jest
obszernym opracowaniem wynikéw prac prowadzonych przez doktorantke w celu
opracowania metody transfekcji zygot krolika z wykorzystaniem funkcjonalizowanych
nanoczastek ztota, ktéra moze by¢ zastosowana do transformowania komorek zwierzecych.
Niezaleznie od tego, iz problematyka tak zwanych manipulacji genetycznych wzbudza wiele
kontrowersji, oraz ze praca naukowo-badawcza w tej dziedzinie staje sie coraz trudniejsza ze
wzgledu na tworzone na catym $wiecie akty prawne ograniczajgce prawa badacza, nie ulega
watpliwosci, ze rozwoju technologii transformowania organizméw nie da sie powstrzymac.
Nie wszystkie kierunki wykorzystania owocéw rozwoju biologii i genetyki molekularnej
wydaja sie uzasadnione. Nie wdajac sie w rozwazania z zakresu etyki (rozumiane]
antropocentrycznie), recenzent uwaza, ze Kryteria oceny ludzkiej dziatalnosci w zakresie
inzynierii genetycznej muszg uwzglednia¢ pojmowane bona fide prawa przyrody. Dziatalnos¢
cztowieka nie powinna na przyktad wptywac negatywnie na zréznicowanie genetyczne w
obrebie biosfery, a nawet w obrebie zasobéw genowych gatunkéw zwierzat hodowlanych |
roélin uprawnych. Jakkolwiek problem jest wazny i bardzo frapujacy, nie jest celem niniejszej
recenzji prowadzenie dyskusji na ten temat. SzczgSliwie, oceniana praca doktorska nie
zmusza recenzenta do rozpatrywania tego dyskusyjnego aspektu inzynierii genetycznej.
Mozna bowiem uznaé, ze projekt badawczy, na podstawie ktérego powstata niniejsza praca
mieéci sie w nurcie postepu technologicznego, ktéremu po wnikliwej analizie merytorycznej
nie powinno sie stawia¢ wyzej wymienionych zarzutow.

Ocena merytoryczna pracy

W rozdziale pod tytutem ,Cel pracy” doktorantka postawita sobie precyzyjnie | jasno
sformutowany gtéwny cel badawczy - opracowanie metody transfekcji zygot krolika z



wykorzystaniem nanoczgstek ztota z modyfikacja powierzchniowa z polietylenoiminy. W
opinii recenzenta brakuje w tym miejscu celéw szczegdtowych, ktérych osiggnigcie
wynikatoby wprost z zaplanowanych w pracy sze$ciu nastepujacych po sobie doswiadczen.
Pojawiajg sie natomiast w tej czesci dysertacj elementy charakterystyczne dla streszczenia
lub dyskusji. Analiza wynikow przedstawionych w ocenionej pracy pozwala na stwierdzenie,
7e zatozony cel gtéwny pracy zostat osiggnigty. Dla osiggniecia zatozonego celu Kandydatka
zastosowata metody wiasciwe i adekwatne. Godna pochwaty jest systematycznosC i
starannoé¢ metodyczna umozliwiajgca autorce pracy w petni udokumentowac kolejne etapy
realizowanych procedur. Poszczegélne czeéci pracy zawierajg to, Czego powinno sie od
rozprawy doktorskiej oczekiwa¢. Wprowadzenie literaturowe jest obszerne, jasno i W
uporzadkowany sposéb wprowadza czytelnika w problematyke nastgpujacej po nim czesci
doéwiadczalnej. W jego obrebie uwagi krytyczne mozna mie¢ w zasadzie tylko do kilku jego
fragmentow. Na stronie 7 autorka napisata Transfekcja metodg mikroiniekcji DNA prowadzi
do losowej integracji transgenu, co przektada sige na duze prawdopodobiernstwo uzyskania
mozaik...”. O ile mozaicyzm moze by¢ rzeczywiscie zwigzany z mikroiniekcjg, to jednak jego
przyczyna nie jest losowa integracja transgenu, a fakt iz do integracji moze dochodzi¢ na
ré6znych etapach rozwoju zarodka, a sama losowa integracja transgenu niekoniecznie musi
by¢ zwigzana z zastosowang metoda. Wprowadzenie bowiem metodg mikroiniekcii
konstrukcji genowej przygotowanej w technologiach wykorzystujacych nukleazy miejscowo-
specyficzne umozliwia uzyskiwanie precyzyjnych modyfikacji. W opinii recenzenta systemy
warunkowej lub indukowanej ekspresji genow Cre-LoxP oraz Flp-FRT wbrew temu co autorka
pisze na stronie 10 nie powinny by¢ zaliczane do metod celowania genowego. Zanim bowiem
docelowy gen zostanie usuniety z genomu modyfikowanego organizmu, mechanizm
rekombinacji homologicznej musi zosta¢ wykorzystany do wprowadzenia kopii genu
oflankowanej sekwencjami LoxP lub FRT. Dopiero w kolejnym pokoleniu mozliwe jest
usuniecie genu, co jest efektem dziatania rekombinazy Cre lub Flp. Na stronie 12 autorka
napisata ,,W przypadku zastosowania systemu CRISPR/Cas9 do uzyskiwania transgenicznych
zarodkéw, stosuje sie iniekcje do przedjadrzy zygoty”. Zdanie jest prawdziwe pod
warunkiem, ze do iniekcji stosuje sie DNA. Warto jednak zwréci¢ w tym miejscu uwagg, ze W
przypadku materiatu genetycznego w formacie RNA, najczesciej stosujemy jego iniekcjg do
cytoplazmy. W opinii recenzenta rozdziat pod tytutem , Wstep” zyskatby na atrakcyjnosci,
gdyby autorka wzbogacita go o schematy ilustrujgce omawiane mechanizmy modyfikacji
genetycznej i tabele podsumowujace zalety i wady opisywanych metod transgenezy.

Stosowane metody i zastosowane materiaty opisane sa dos¢ dokfadnie | czytelnie. To samo
mozna powiedzie¢ o rozdziale opisujgcym uzyskane wyniki. Do tej czesci pracy recenzent ma
jednak kilka uwag. W doswiadczeniu 3 autorka do oceny efektywnosci transfekcji zygot
krélika zastosowata kompleksy Au-PEI/DNA w stosunku ilosciowym 2:1. O ile sam stosunek
iloéciowy wydaje sie by¢ witasciwy, o tyle stezenie nanoczastek Au-PEl — 50 ng/pul,
sastosowane w doswiadczeniu 3 moze juz budzi¢ pewne zastrzezenia. Autorka dokonafa
zapewne wyboru sugerujac si¢ wynikami doswiadczenia 1, majacego na celu okreslenie
wptywu wodnego roztworu nanoczastek Au-PElI na rozwoj zarodkéw. Intuicja podpowiada,
;e wraz ze wzrostem stezenia nanoczastek Au-PEl, powinien spada¢ odsetek uzyskanych
blastocyst i jednoczesnie rosng¢ odsetek zarodkow degenerujgcych. Tymczasem dla stgzenia
nanoczastek 50 ng/pul, uzyskane wyniki znacznie odbiegajg od oczekiwan. Nasuwa sie zatem
pytanie czy nie nalezatoby w tym przypadku doswiadczenia 1 powtdrzyC? Recenzent nie ma
wiekszych zastrzezern do doswiadczenia 2, chociaz w jego ocenie do okreslenia
najkorzystniejszego stosunku nanoczgstek Au-PEl do DNA warto by byto zastosowac zel



poliakrylamidowy o wyiszej rozdzielczosci. Doéwiadczenie 4 potwierdzito zasadnosc
stosowania wysokiego cisnienia hydrostatycznego jako czynnika prekondycjonujgcego zygoty
krolika do rozwoju w hodowli in vitro. Brakuje natomiast informacji czy zygoty poddane
zostaty iniekcji kompleksem Au-PEl. W opisie doéwiadczenia 4 na stronie 37 autorka pisze, ze
zygoty poddane byty jedynie dziataniu wysokiego cisnienia hydrostatycznego ale na
schemacie doéwiadczenia 4 na stronie 39 pojawia sig¢ informacja, o zastosowaniu iniekcji
kompleksem Au-PEI/DNA. W rozdziale opisujacym wyniki autorka juz o iniekcji nie
wspomina. Odnosnie doswiadczenia 5 zastrzezenia budzi natomiast opis wynikéw. Odsetek
zarodkéw w réznych stadiach rozwojowych autorka przedstawita jednoczesnie na wykresie 5
i w tabeli 6. Ale w obu przypadkach wyniki réznia sig od siebie. Przyktadowo na wykresie 5
odsetek zarodkéw degenerujacych w grupie VIl wynosi 60 % a w tabeli 6 juz 70 %.

Co do dyskusji, recenzent ma jedng uwagg. W rozdziale tym autorka omawia kilka
probleméw (cho¢ s3 one potaczone ze sobg, co oczywiste, wspdlng ideg przewodnig). Otoz
dyskusja stataby sie bardziej atrakcyjna, a na pewno nieco tatwiejsza w lekturze, gdyby
autorka podzielita ja przy pomocy prostego zabiegu zastosowania $rédtytutdow. W ten sposob
mozna by systematycznie przedyskutowac poszczegolne aspekty podsumowywanej pracy —
jak zreszta autorka uczynita, jednak w sposob bardziej wyrazisty — tatwiejszy dla czytelnika.

Reasumuijac, rozprawe doktorska mgr Natalii Dziggiel nalezy pod wzgledem merytorycznym
oceni¢ wysoko, za$ zgtoszone powyzej zastrzezenia nie wskazuja na btedy merytoryczne, lecz
tylko na pewne niedoskonatosci w opisie uzyskanych wynikéw. Badania opisane w ramach
dysertacji zmierzaja do uzyskania bardziej efektywnej metody wprowadzania DNA do
komérek, co moze byé wykorzystane zaréwno w transgenezie zwierzat jak 1 w
zastosowaniach biomedycznych. Oprécz wartosci poznawczej, W znacznej czesci
charakteryzuja sie wysoka wartoscig pod wzgledem aplikacyjnym.

Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest opracowaniem obejmujgcym tacznie 94
strony tekstu. Praca jest ilustrowana dwiema rycinami (obie oznaczone jako rycina 1),
zawiera ponadto 9 tabel, 8 fotografii (w tym dwie opisane jako fotografia 1), 5 wykresow i 5
schematdw opisujacych przebieg wykonanych w pracy dos$wiadczen. Spis cytowane]
literatury przedmiotu obejmuje 165 dobrze dobranych pozycji. Recenzent nie zgtasza
zastrzezen do uktadu pracy. Rozprawa zawiera wszystkie elementy, jakie powinny znalez¢ sie
w opracowaniu tego typu.

Do obowigzkéw recenzenta nalezy réwniez zwrdcenie uwagi na dosc liczne drobne btedy i
niedociagniecia, ktérych doktorantka nie zdotata sig ustrzec. Nalezato by wskazaC na te
spoérdd nich, ktére powinny by¢ poprawione w czasie przygotowywania pracy, lub jej czesti
do druku w czasopiémie naukowym, co jak mozna domniemywac nastgpi wkrotce.

e Przy zapisywaniu wartosci nalezy zostawic odstep migedzy wartoscig liczbowg a
oznaczeniem jednostki miary;

e W tabeli 4 udziat procentowy blastocyst wynosi 40 %, a nie 0,4 %;

e Na schematach opisujacych przebieg doswiadczenia odnosnie warunkow hodowli in
vitro powinno by¢ 5 % CO2 a nie 5 % O,



Sformutowania ,kwas DNA” i ,reakcja PCR” gdzie ,A" i ,R” oznaczajq odpowiednio
kwas i reakcje sg przyktadami pleonazméw, ktorych powinnismy unikac;

Na rycinie 1, strona 32 autorka pisze ,,... kontrola negatywna, gdzie jako matrycy
uzyto wody.” Woda nie moze byC matryca w PCR, matrycg moze by¢ DNA lub cDNA;

Na wykresach 12, w opisach autorka wymienia stezenia Au-PEl, w tym stgzenie 10
ng/ul, ktérego nie stosowata w doswiadczeniu;

W tabeli 4, na fotografiach 1-4 oraz kilku innych miejscach rozprawy autorka pisze o
zarodkach transgenicznych. Nalezatoby w tych miejscach pisac jedynie o zarodkach z
ekspresja genu kodujacego biatko fluorescencyjne, gdyz integracja transgenu nie
zostata potwierdzona, nie mozemy zatem uznac zarodkow za transgeniczne;

W tabeli 5 suma udziatéw procentowych zarodkéw w poszczegolnych stadiach
rozwojowych powinna wynosi¢ 100 %, tymczasem dla Grupy VIl wynosi 116,61 % a
dla grupy K—102,99 %.

Podsumowujac ocene formalng pracy nalezy stwierdzi¢, ze liczba zauwazonych usterek
istotnie wptywajacych na tg oceng jest niewielka.

Podsumowanie

Zaréwno treséé, jak i forma rozprawy doktorskiej mgr inz. Natalii Dziegiel Swiadczg o tym, ze
doktorantka dobrze opanowata warsztat badawczy i posiada duzy zasOb wiedzy. Opisana
praca W jasny i wyrazisty sposob opisuje wktad pracy naukowej mgr inz. Natalii Dziggiel w
projekt badawczy o istotnym znaczeniu naukowym i aplikacyjnym. Zdaniem recenzenta,
praca spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze o
dopuszczenie mgr inz. Natalii Dziegiel do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Poznan, 5 lipca 2021 r. Prof.
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