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Modyfikacje genomu swini na potrzeby ksenotransplantacji z zastosowaniem
konstrukcji genetycznych przygotowanych w technologii CRISPR/Cas9

Streszczenie

Rosngca dlugos¢ zycia ludzi doprowadzita do wzrostu liczby pacjentow

! z chorobami przewleklymi i niewydolnoscia narzadow. Przeszczep organéw jest
skutecznym podejsciem w leczeniu schytkowej niewydolno$ci narzagdéw. Jednak brak
rownowagi mi¢dzy podaza narzadéw, a popytem na organy czlowieka stanowi powazny
problem we wspolczesnej transplantologii. W zwigzku z powyzszym poszukiwane s3
alternatywy, ktore umozliwilyby zmniejszenie, badZz zlikwidowanie tego problemu.
Jednym z rozwigzan jest zastosowanie ksenotransplantacji. Ksenotransplantacja
nazywamy kazdy zabieg, ktory polega na transplantacji, implantacji lub infuzji biorcy
(w tym wypadku czlowiekowi) — komérek, tkanek lub organéw odzwierzecych.
Ponadto pod to poj¢cie podlegaja takze terapie wykorzystujgce plyny ustrojowe, tkanki,
narzady lub komérki cztowieka, ktore miaty kontakt ex vivo z organami, tkankami lub
komoérkami zwierzecymi. Swinia domowa jest obecnie uwazana za najbardzie]
odpowiedni gatunek do pozyskiwania narzadow dla cztowieka. Powody wyboru $wini
jako zwierzgcia donorowego obejmuja wzglednie liczny miot i krotki okres
dojrzewania, rozmiar i podobienstwo fizjologiczne jej narzadow do organéw czlowieka
oraz niskie ryzyko przeniesienia ksenozoonoz. Istniejg jednak rozbiezno$ci miedzy
swinia a czlowiekiem, ktore prowadza do powstania barier immunologicznych
uniemozliwiajacych bezposrednie wykonanie ksenoprzeszczepu. Roznice te prowadzg
do odrzucenia ksenoprzeszczepu. Wprowadzenie odpowiednich modyfikacji do genomu
swini celem przeciwdzialania odrzuceniu ksenoprzeszczepéw jest kluczowe
w badaniach dotyczacych ksenotransplantacji. Zastosowanie systemu CRISPR/Cas9
nalezacego do metod wykorzystujagcych ukierunkowane nukleazy w inzynierii
genetycznej do modyfikacji genomoéw stanowi ogromny postgp w dziedzinie
transgenezy zwierzat.

Gléwnym celem badan wykonywanych w niniejszej pracy doktorskiej jest
| wprowadzenie precyzyjnych modyfikacji za pomoca systemu CRISPR/Cas9 w obrebie
locus Rosa26 swini oraz genow GGTAI, CMAH, p4GalNT2, vWF i ASGRI $wini.
Przeprowadzono ocen¢ wydajnosci otrzymywania modyfikacji za pomoca konstrukcji
genetycznych systemu CRISPR/Cas9 trzech generacji zawierajacych gRNA wybrane po
analizie bioinformatycznej w platformie Benchling. Wydajnosci otrzymywania

modyfikacji wytypowane bioinformatycznie poréwnano z wynikami uzyskanymi za
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pomoca transfekcji przeprowadzonej na pierwotnych fibroblastach nerkowych $wini
hodowanych in vitro. W kolejnym etapie wybrano najlepsze gRNA, ktore w polaczeniu
z Cas9 wydajnie wprowadzaja modyfikacje w obrgbie wybranych genow.
Przeprowadzono takze charakterystyke wybranych gRNA celem weryfikacji obecnosci
miejsc hydrolizy DNA przez nukleaze Cas9 powstajacych poza locus docelowym dla
krotkiego oligonukleotydu.

Wyniki niniejszych badan wykazaty wplyw generacji systemu CRISPR/Cas9 na
wydajnos¢ uzyskiwanych modyfikacji za ich posrednictwem. We wszystkich badanych
konstrukcjach dla kazdego gRNA uzyskano wyzsza wydajnos¢ otrzymywania
modyfikacji za posrednictwem systemu CRISPR/Cas9 drugiej generacji w poréwnaniu
do pierwszej generacji. Przedstawione w niniejszej rozprawie badania pokazuja
znaczenie weryfikacji wytypowanych bioinformatycznie gRNA w kontekscie
wydajnosci otrzymywania modyfikacji za ich posrednictwem. Przeprowadzono takze
analiz¢ powstawania mutacji niepozadanych po zastosowaniu systemu CRISPR/Cas9.
W kulturach komorkowych in vitro potwierdzono obecnos$¢ jedenastu z dwudziestu
jeden wytypowanych bioinformatycznie miejsc hydrolizy DNA poza celem, w ktorych
posrednicza gRNA z wybranych jako najlepsze konstrukcji genetycznych systemu
CRISPR/Cas9.

Wytypowane gRNA, ktére w polaczeniu z nukleaza Cas9 umozliwiaja wydajne
wprowadzanie zmian w obr¢bie badanych genéw moga postuzy¢ do otrzymywania

modyfikowanych genetycznie $win na cele ksenotransplantacyjne.
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