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Streszczenie

Rosn4ca dlugo6d rycia ludzi doprowadzila do wzrostu liczby pacjent6w

z chorobami przewlektymi i niewydolno5ci4 narz4d6w. Przeszczep organ6w jest

skutecznym podej6ciem w leczeniu schylkowej niewydolnofci narz?d6w. Jednak brak

r6wnowagi migdzy podaz4 narzqdfw, a popytem na organy czlowieka stanowi powazny

problem we wsp6lczesnej transplantologii. W zwi4zku z po\ryZszym poszukiwane s4

alternatywy, kt6re umo2liwityby zmniejszenie, b4d2 zlikwidowanie tego problemu.

Jednym z rozwiqzah jest zastosowanie ksenotransplantacj i. Ksenotransplantacjq

naz''wamy ka2dy zabieg, kt6ry polega na transplantacji, implantacji lub infuzji biorcy

(w tym wypadku czlowiekowi) - kom6rek, tkanek lub organ6w odzwierzgcych.

Ponadto pod to pojgcie podlegaj4 talcze terapie wykorzystuj4ce ptyny ustrojowe, tkanki,

narz4dy lub kom6rki czlowieka, kt6re mialy kontakt ex vivo z orgut^a;mi, tkankami lub

kom6rkami zwierzgcymi. Swinia domowa jest obecnie uwazana za najbardziej

odpowiedni gatunek do pozyskiwania narz4d6w dla czlowieka. Powody wyboru Swini

jako zwierzgcia donorowego obejmuj4 wzglQdnie liczny miot i kr6tki okes

dojrzewania, rozmiar i podobieristwo fizjologicme jej nalz4dow do organ6w czlowieka

oraz niskie ryzyko przeniesienia ksenozoonoz. Istniej4 jednak rozbie2no6ci migdzy

Swini4 a czlowiekiem, kt6re prowadz4 do powstania barier immunologicznych

uniemo2liwiaj4cych bezpodrednie wykonanie ksenoprzeszczepu. R62nice te prowadzq

do odrzucenia ksenoprzeszczepu. Wprowadzenie odpowiednich modyfikacj i do genomu

Swini celem przeciwdzialania odrzuceniu ksenoprzeszczep6w jest kluczowe

w badaniach dotycz4cych ksenotransplantacj i. Zastosowanie systemu CRISPR/Cas9

nale24cego do metod wykorzystuj4cych ukierunkowane nukleazy w inzynierii

genetycznej do modyfikacji genom6w stanowi ogromny postgp w dziedznie

transgenezy zwierz4t.

Gl6wnym celem badari wykonywanych w niniejszej pracy doktorskiej jest

wprowadzenie precyzyjnych modyfikacji za pomoce systemu CRISPR/Cas9 w obrgbie

locus Rosa26 Swini oraz gen6w GGTAI, CMAH, B4GalNT2, vWF i ISGRI iwini.

Przeprowadzono oceng wydajno6ci otrzymywania modyfikacji za pomoce konstrukcji

genetycznych systemu CRISPR/Cas9 trzech generacji zawieraj4cych gRNA wybrane po

analizie bioinformatycmej w platformie Benchling. WydajnoSci otrzymywania

modyfikacji wytypowane bioinformatycmie por6wnano z wynikami uzyskanymi za
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pomoc4 transfekcj i przeprowadzonej na pierwotnych fibroblastach nerkowych Swini

hodowanych in vitro. N kolejnym etapie wybrano najlepsze gRNA, kt6re w pol4czeniu

z Cas9 wydajnie wprowadzaj4 modyfikacje w obrgbie wybranych gen6w.

Przeprowadzono takZe charakterystykg wybranych gRNA celem weryfikacji obecno5ci

miejsc hydrolizy DNA przez nukleazg Cas9 powstaj4cych poza /ocas docelowym dla

kr6tkiego oligonukleotydu.

Wyniki niniejszych badan lw1"karary wpfw generacji systemu CRISPFJCas9 na

wydajno66 uzyskiwanych modyfikacji za ich po3rednictwem. We wsrystkich badanych

konstrukcjach dla kaidego gRNA uzyskan o wyzsz4 wydajno66 otrzymywania

modyfikacji za podrednictwem systemu CRISPR/Cas9 drugiej generacji w por6wnaniu

do pierwszej generacji. Przedstawione w niniejszej rozprawie badania pokazuj4

znaczenie weryfikacji wytypowanych bioinformatycmie gRNA w kontek5cie

wydajnodci otrzymywania modyfrkacji za ich podrednictwem. Przeprowadzono tak2e

analizg powstawania mutacji niepo24danych po zastosowaniu systemu CRISPPJCas9.

W kulturach kom6rkowych in vitro potvtierdzono obecno56 jedenastu z dwudziestu

jeden wytypowanych bioinformatycznie miejsc hydrolizy DNA poza celem, w kt6rych

po6rednicz4 gRNA z wybranych jako najlepsze konstrukcji genetycznych systemu

CRISPPJCas9.

Wytlpowane gRNA, kt6re w pol4czeniu z nukleazq Cas9 umo2liwiaj4 wydajne

wprowadzanie zmian w obrgbie badanych gen6w mog4 posluzyi do otrzymywania

modyfikowanych genetycznie Swiri na cele ksenotransplantacyjne.
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