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W ponizszej pracy opisano techniki mapowania genow warunkujgcych prawidtowq sper-
matogeneze u ssakow. Przedstawiono dwie najczesciej stosowane metody polegajqce na
nokaucie genowym oraz analizie sekwencji mikrosatelitarnych w wybranych szczepach
wsobnych myszy. Lokalizacja sekwencji wplywajgcych na proces gametogenezy mogtaby
stac sig niezwykle pomocnym narzedziem w utrzymaniu niezaburzonego rozrodu zwierzqt
hodowlanych. Stosunkowo dobrze poznany jest juz wplyw genow na plodnosé u myszy
i ludzi. Coraz czesciej badaniami obejmuje si¢ takze zwierzeta hodowlane.

Waznym aspektem badan zajmujacych sie rozrodem ludzi i zwierzat jest poznanie
sekwencji genowych warunkujacych niezaburzong spermatogeneze. Ich zlokalizo-
wanie na chromosomie Y (Krzanowska, 1969), jak i na autosomach (Huhtaniemi,
2006) mogtoby pomoc zarowno w uniknigciu ekonomicznych strat w produkcji zwie-
rzat hodowlanych zwigzanych z problemami w rozrodzie, jak i w wyborze prawidlo-
wego leczenia u ludzi. Szerokie zastosowanie znalazly tutaj szczepy wsobne myszy
z nokautami genowymi, ktére umozliwiajg okreslenie wptywu deficytu danego biatka
Ww organizmie, a zarazem ustalenie jego biologicznej funkcji. Istotne stalo si¢ réwniez
odkrycie i wykorzystanie markeréw genetycznych klasy II, czyli sekwencji mikro-
satelitarnych, do procesu mapowania genéw czy analizy hetero- lub homozygotycz-
no$ci. W pracy poruszono problem nieptodnosci zwigzanej z czynnikiem samczym
1 przedstawiono proby wyjasnienia jej genetycznej etiologii.

Mysz laboratoryjna
Mate wymagania hodowlane, szybki rozwdj osobniczy, duza liczba mtodych
w miocie oraz wysoki procent podobienstwa genomu z ludzkim uczynity mysz jednym
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z najpopularniejszych zwierzat wykorzystywanych w laboratoriach na catym $wiecie.
Mysz wykorzystywana jest w badaniach od XIX wieku, a jej wktad w odkrycia na-
ukowe jest nieoceniony. Stworzenie zwierzecych modeli choréb cztowieka umoz-
liwito ich szybsze analizowanie, sprawniejsze poznawanie przyczyn oraz wdra-
zanie nowych metod terapeutycznych. Na przestrzeni lat wyselekcjonowano wiele
roéznorodnych szczepéw myszy laboratoryjnych, ktore shuza jako materiat do badan
specjalistycznych. Obecnie ich najwigksza baza znajduje si¢ w Jackson Laboratory
(www jax.org) majacego swoje oddziaty w USA i Kanadzie.

Szczepy wsobne

Standardowo, szczepy wsobne uzyskuje si¢ poprzez kojarzenie siostry z bratem
przez kolejnych 20 pokolen. Procent homozygotycznych gendow okresla wspotczynnik
inbredu, ktory w ostatnim pokoleniu szacuje si¢ na 98,6% (Brylinska i Kwiatkowska,
1996). Zadanie to jest utrudnione przez fakt, iz wraz ze wzrostem homozygotycznosci
kolejnych pokolen dochodzi do tzw. depresji inbredowej, w wyniku ktérej u zwierzat
obserwuje si¢ obnizenie plodno$ci, Zywotnosci oraz odpornosci. Ze wzgledu na geny
koloru sier§ci myszy ze szczepow: 129/Sv i C57BL sg zwykle wykorzystywane do
uzyskania osobnikdw z nokautem okreslonych genow.

Szczep 129/Sv o genotypie AABBCC (aguti) zostal uzyskany w Jackson La-
boratory na poczatku XX wieku. Posiada on kolor siersci aguti w przeciwienstwie
do innych szczepow 129 pozyskanych w innych laboratoriach, ktore sg kremowe
(www.animalab.pl). Szczepy 129 swoje szerokie zastosowanie zawdzigczaja duzej
liczbie bezmielinowych aksonow motoneuronéow ledzwiowych oraz czestemu wyste-
powaniu potworniaka jadra (www.animalab.pl). Z kolei szczep C57BL o genotypie
aaBBCC (czarny) charakteryzuja wysoka ptodnos¢, znaczna zywotnos$¢ oraz mata po-
datno$¢ na nowotwory. Tworzenie szczepow wsobnych myszy z nokautem genowym
daje nadzieje, ze w przysztosci uda si¢ pozna¢ sekwencje warunkujace niezaburzong
spermatogeneze.

Technika nokautu

Tworzenie modeli zwierzgcych chorob cztowieka opiera si¢ na dwoch gtdéwnych
metodach: transgenezie i nokaucie genowym. Otworzyly one przed naukowcami sze-
reg nowych mozliwosci badan chordb genetycznych. Transgeneza polega na wpro-
wadzeniu do komorek licznych kopii genu, czesto innego gatunku, za pomoca mi-
kroinjekcji lub wektoréw (np. wirusowych). Tak uzyskane osobniki zyskujg ekspresje
wprowadzonych genéw i produkuja obcogatunkowe biatka. Technika nokautu polega
na zniszczeniu cigglo§ci wybranego genu, w wyniku czego mozna przesledzi¢ (na
poziomie komorki, tkanki czy catego organizmu) zmiany fenotypowe towarzyszace
brakowi danego biatka. Z mysiej blastocysty pochodzacej ze skojarzenia osobnikow
o kolorze agouti (genotyp AA) nalezy pobra¢ pluripotencjalne komdrki macierzyste.
Do komorek tych, np. poprzez proces elektroporacji, wprowadza si¢ konstrukt zbu-
dowany z dwoch podstawowych czesci (rys. 1): genu oporno$ci na antybiotyk, taki
jak np. neomycyna (neo) oraz genu kodujacego kinaze tymidynowa (tk) z wirusa
opryszczki (Herpes simplex). Gen opornosci na antybiotyk otoczony jest sekwencja-
mi homologicznymi do tych, ktére wystepuja w genie, ktdry chcemy inaktywowac.
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Gen kodujacy kinazg tymidynowa wbuduje si¢ do genomu myszy jedynie w wyniku
przypadkowego, nieprawidtowego wlaczenia konstruktu w obrebie DNA i spowoduje
aktywacje toksycznego gancyklowiru (Gorska i Kowalski, 1997).

Nokautowany gen

Target gene :
|
[ |
sekwencje homologiczne sekwencje homologiczne
homologous sequences homologous sequences
Konstrukt

Construct
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neo — gen opornosci na neomycyng / neomycin resistance gene
tk — gen kodujacy kinaz¢ tymidynowa wirusa opryszczki / thymidine kinase gene

Rys. 1. Schemat budowy konstruktu wykorzystywanego do przeprowadzenia techniki nokautu
Fig. 1. The scheme of the construct used for knockout technique

W kolejnym kroku komorki poddaje si¢ podwdjnej selekcji: pozytywnej 1 nega-
tywnej. Poczatkowo komorki traktuje si¢ antybiotykiem — neomycyna, w wyniku
czego ging te komorki, ktére w ogole nie wbudowaty konstruktu. Nastepnie dziata
sie gancyklowirem, powodujac eliminacje wszystkich tych komorek, ktére wbudowa-
ty caty konstrukt w dowolnym, niepozagdanym miejscu genomu. Pozostang komorki
z nokautem genu, ktory mial zosta¢ inaktywowany. Tak przygotowane komorki
wprowadza si¢ poprzez mikroiniekcj¢ do blastocyst uzyskanych ze skojarzenia myszy
czarnych, ktore nast¢pnie implantuje si¢ w macicy matki zastepczej.

W pokoleniu pierwszym otrzymane zostang tzw. osobniki chimerowe (laciate).
Samce chimerowe kojarzy si¢ z samicg o kolorze czarnym, a w pokoleniu F2 z cze-
stosciag 25% pojawiaja si¢ osobniki ze znokautowanym allelem danego genu (Gorska
1 Kowalski, 1997). Postuza one nastgpnie do kojarzen typu siostra x brat, w wyniku
ktérych otrzyma si¢ pokolenie homozygotyczne z nokautem genowym.

U tak uzyskanych zwierzat na podstawie zmian w fenotypie mozna okresli¢ funk-
cj¢ biatek kodowanych przez nokautowane geny. Jesli osobniki z nokautem dane-
go genu s3 zywotne, mozna pozwoli¢ sobie na utrzymywanie tej hodowli w postaci
homozygotycznej (szczep wsobny, w ktérym wszystkie osobniki posiadaja nokaut
genu). Moze si¢ jednak okazac, ze nokaut ten u réznych szczepoéw wsobnych daje
rozne efekty fenotypowe. Produkty innych gendw moga bowiem maskowac niedobo-
ry zwigzane z wylaczeniem konkretnego genu, co powoduje trudnosci w identyfikacji
jego roli. Efekt ten zwany jest homeostaza rozwojowa. Przykladem moga tu by¢ geny
Trp53 czy Tex18, ktorych nokaut nie zawsze powoduje zaburzenia w fenotypie (Paul
1 in., 2007; Jaroszynski i in., 2007). Bardzo czesto na skutek nokautu genu osobniki
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majg mocno zaburzone parametry rozrodu — wtedy hodowle takg utrzymuje si¢ na
heterozygotycznym tle genetycznym, umozliwiajgcym zachowanie plodnosci i utrzy-
manie szczepu z nokautem genowym w hodowli. Z tego tez powodu istnieje potrzeba
okresowego badania stopnia heterozygotycznos$ci posiadanych szczepdw, np. poprzez
analize sekwencji mikrosatelitarnych.

Sekwencje mikrosatelitarne

Wiadomo, iz geny odpowiedzialne za spermatogeneze leza zar6wno na chromoso-
mie Y (Krzanowska, 1969), jak i na autosomach (np. geny kodujace hormony piciowe
oraz ich receptory) (Huhtaniemi, 2006). Jednak bardziej szczegdlowa wiedza na ten
temat w dalszym ciggu nie jest dostatecznie znana i wymaga kolejnych analiz 1 ba-
dan. Kolejna z technik umozliwiajaca zlokalizowanie genow kontrolujacych jakosé¢
nasienia opiera si¢ na badaniu sekwencji mikrosatelitarnych w szczepach wsobnych
rekombinacyjnych (RI; ang. recombinant inbred). Ludzki genom sktada si¢ z ponad
20 000 gendéw. Sekwencje kodujace stanowia zaledwie okoto 3%, natomiast sekwen-
cje zwiazane z genami, takie jak introny, promotory czy pseudogeny —27%. Pozosta-
e 70% to sekwencje unikatowe (ok. 55%) oraz sekwencje repetytywne (powtarzalne)
(15%). Wsrod sekwencji powtarzalnych mozna wyrdzni¢ dwie grupy. Do pierwszej
zalicza sig¢ kilka rodzin rozproszonych sekwencji jadrowych, wsrdd nich najbardziej
znane sg dlugie (LINEs; ang. long interspersed nuclear element) oraz krotkie (SINEs;
ang. short interspersed nuclear elements) rozproszone sekwencje (Bennett, 2000).
Elementy te w czasie procesu transpozycji wystepuja w postaci RNA. Transpozycja
jest procesem zachodzacym w obecnosci ruchome;j jednostki genetycznej (transpozo-
nu lub retrotranspozonu w przypadku czasteczek SINEs i1 LINEs), ktora posiada zdol-
no$¢ przemieszczania do innego miejsca w genomie (Gadzalski i Sakowicz, 2008).

LINEs to sekwencje o dtugosci okoto 5000-6400 pz (par zasad), natomiast SINEs
posiadaja okoto 100400 pz i stanowia wigcej niz 5% calkowitego DNA. Najbar-
dziej znang krotka rozproszong sekwencja jadrowa u naczelnych jest sekwencja Alu.
Podczas gdy elementy LINEs posiadaja zdolno$¢ do autonomicznej transpozycji,
czasteczki SINEs zmuszone sg wykorzystywaé do tego procesu enzymy kodowane
przez inne retrotranspozony (np. LINEs) (Gadzalski i Sakowicz, 2008). Druga grupe
sekwencji powtarzalnych tworza tandemowe sekwencje repetytywne, ktore ze wzgle-
du na dhugos¢ jednostki podstawowej oraz czestotliwos$é jej wystepowania zostaty
podzielone na trzy podgrupy: satelity, minisatelity oraz mikrosatelity. DNA satelitar-
ny stat si¢ niezwykle wazny w badaniach nad mapowaniem genomu, kryminalistyce,
a takze w badaniach zwigzanych z okres$laniem pokrewienstwa. Tak szerokie za-
stosowanie wynika z jednej, bardzo istotnej cechy — duzego polimorfizmu dlugosci
w danych loci. Szczegodlnie wazne okazaty si¢ tu mikrosatelity. Jednostka powtarzal-
na sekwencji satelitarnych zbudowana jest z od pigciu do kilku tysigcy par zasad,
a catkowita wielko$¢ wynosi od 100 kilo par zasad do kilku mega par zasad (Bennett,
2000). W Iudzkim genomie satelity nie ulegaja transkrypcji i zlokalizowane sg w ob-
rebie heterochromatyny, a szczeg6lnie w heterochromatynie centromerowej. Obecnie
nie ma zadnych dowodow, ktore dowodzityby, iz te repetytywne sekwencje spetniajg
znaczacg funkcje we wspomnianych regionach. Ze wzgledow na duze rozmiary cza-
steczek satelity nie sg wykorzystywane w praktyce.
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W przeciwienstwie do sekwencji satelitarnych, minisatelity znalazly zastosowanie
w badaniach naukowych. Dzieli si¢ je na dwie podgrupy: minisatelity telomerowe
oraz hiperprzemienne (VNTRs). Pierwsza grupa to powtdrzenia tandemowe glownie
» 1T TAGGG” dodawane do odcinkdéw telomerowych chromosoméw dzieki specjalne-
mu enzymowi — telomerazie. Minisatelity spetniajg tutaj bardzo istotng funkcje, chro-
nigc koncowe odcinki chromosoméw przed uszkodzeniem. Odgrywajg takze wazna
role w procesie parowania si¢ chromosoméw oraz podczas podziatu komoérkowego.
Minisatelity hiperprzemienne budujg jednostki rdzeniowe o dlugosci 6-50 nukleo-
tydow powtarzane od dwoch do kilkuset razy w pojedynczym locus. Ich wysoce
polimorficzna natura (obecna m.in. dzigki nierbwnemu crossing-over pomiedzy tan-
demowymi powtdrzeniami) sprawita, iz zostaty one uzyte do indentyfikacji indywi-
dualnej wykorzystywanej w badaniach pokrewienstwa, poradnictwie genetycznym,
transplantologii oraz w sprawach sadowych (DNA fingerprinting) (Jeffreys, 2005).
Dzi$ sg jednak zastepowane przez sekwencje mikrosatelitarne. W przeciwienstwie
do satelit majacych tendencje do skupiania si¢ w obrebie chromatyny centromerowej,
VNTRs wystepuja zwykle w regionach telomerowych. Mimo zZe nie ma dowoddéw
sugerujacych, ze ich lokalizacja jest zwigzana z petlieniem jakichkolwiek funkcji,
minisatelity s uwazane za gorgce miejsca rekombinacji homologiczne;.

Mikrosatelity sg obecnie najwazniejszg i najszerzej wykorzystywang grupg spo-
srod DNA satelitarnego. Szacuje sig¢, iz stanowig one 3% ludzkiego genomu (Lygo
11in., 1994). Sktadajg si¢ z mono-, di-, tri-, tetra-, penta- lub heksanukleotydowych
sekwencji powtdrzonych od 2 do 100 razy. W przypadkach patologicznych liczba
ta moze siggac setek, a nawet tysigcy (Bal, 1998). STR (ang. short tandem repeat)
zwykle wystgpuja w regionach euchromatyny, jednak cz¢$¢ sekwencji jest zlokalizo-
wanych w centromerach i telomerach. Wystepuja w postaci powtdrzen jednakowych
sekwencji lub przedzielone kilku nukleotydowymi wstawkami. Wigkszo§¢ mikrosa-
telit umiejscowionych jest w obrebie intronow, wyjatek stanowig powtdrzenia tri-
1 heksanukleotydowe, ktore sa charakterystyczne gtownie dla eksondéw, przez co ist-
nieje przypuszczenie, iz petnig one nie do konca poznang jeszcze funkcje. Stawia to w
nowym $§wietle hipotezg sugerujaca przynaleznos$¢ wigkszosci sekwencji STR do tzw.
»smieciowego DNA”. Dzicki duzemu polimorfizmowi sekwencje mikrosatelitarne
mogg by¢ wykorzystywane jako markery réznicujace osobniki. Jest to mozliwe dzigki
sktonnosciom STR do ulegania mutacjom, w wyniku ktorych otrzymujemy rézne for-
my mikrosatelit w danym locus w populacji. Mutacje, ktorym najczesciej podlegaja
sekwencje STR, polegaja na addycji lub delecji podstawowej jednostki repetytywnej —
ma si¢ wtedy do czynienia z tzw. polimorfizmem dlugo$ci. Nieco rzadziej w wyni-
ku mutacji moze doj$¢ do powstania niepetnego elementu rdzeniowego Iub mutacji
punktowej (Moller iin., 1994). W przypadku zwigkszenia lub zmniejszenia sekwencji
mikrosatelitarnej o 1 powtorzenie mowimy o tzw. SSM (ang. stepwise mutation mo-
del), gdy dochodzi do zwigkszenia wigkszej ilo$ci powtdrzen — two-phase model.

Kroétkie powtdrzenia tandemowe zawdzigczajg swoja roznorodno$é dwdm proce-
som: duzej podatno$ci na bledy w czasie procesu replikacji oraz nierbwnomiernemu
crossing-over. W trakcie pierwszego procesu czesto dochodzi do nieprawidtowego
dziatania polimerazy, w wyniku ktorego zostaje dobudowany lub odciety motyw. Jest
to tzw. ,,$lizganie si¢ polimerazy” (ang. polymerase slippage). Enzym opuszcza lub
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dobudowuje pojedyncza jednostke rdzeniows, zaleznie od tego, czy do pomytki do-
szto na nici matrycowej, czy potomnej. Wykazano, iz sekwencje trojnukleotydowe
rzadziej ulegaja tego typu btgdom niz np. sekwencje dwunukleotydowe. W czasie
mejozy moze zadziata¢ drugi czynnik wplywajacy na zmiany w danym locus mi-
krosatelitarnym — nierownomierny crossing-over. W wyniku biednego sparowania
chromosoméw homologicznych w obrebie powtarzalnych sekwencji tandemowych,
a nastgpnie wymiany fragmentow chromatyd, moze doj$¢ do wymiany odcinkéw
o r6znej dtugosci, co w efekcie doprowadzi do powstania 2 réznych alleli (Sottyszew-
ski i in., 2006).

Sekwencje mikrosatelitarne, ze wzgledu na prosty schemat dziedziczenia, wyso-
ki polimorfizm i szerokie wystgpowanie w obrebie euchromatyny, wyparty analize
innych typow satelitarnego DNA w badaniach pokrewienstwa, kryminalistyce etc.
1 okazatly si¢ idealnymi markerami réznicujacymi osobniki. Gtowng metoda pozwa-
lajaca analizowa¢ odcinki STR jest tancuchowa reakcja polimerazy — PCR (ang. po-
lymerase chain reaction). Po namnozeniu odpowiedniej sekwencji mikrosatelitarnej
rozdziela si¢ elektroforetycznie otrzymane produkty w zelu, uzyskujac informacje
o dtugos$ci mikrosatelity wystepujacej u danego osobnika w analizowanym locus.

Zastosowanie sekwencji mikrosatelitarnych w mapowaniu genéw kontrolu-
jacych jakos¢ nasienia

Proces mapowania gendéw rozpoczyna si¢ od opracowania markeréw genetycz-
nych (np. mikrosatelitow) roznigcych si¢ iloscig jednostek repetytywnych (dlugoscia)
w dwoch homozygotycznych szczepach wsobnych, z ktorych chce si¢ otrzymac
szczepy rekombinacyjne. Nalezy tez poddac analizie odpowiednie cechy tych szcze-
poéw wsobnych, np.:

— liczbe martwych lub zywych plemnikéw,

— obecnosc¢ lub brak kropli cytoplazmatycznej (§wiadczaca o stopniu dojrzatosci),

— ruchliwosc¢,

— odsetek morfologicznie nieprawidtowych plemnikow,

— integralno$¢ btony cytoplazmatycznej witki plemnika.

Najlepiej, jesli ma si¢ do czynienia z dwoma szczepami roznigcymi si¢ parame-
trami, ktorych geny chcemy mapowac (np. szczep z duzym oraz szczep z matym pro-
centem amorficznych gtowek). Zwierzeta krzyzuje sie i metodami hodowlanymi uzy-
skuje si¢ tzw. szczepy wsobne rekombinacyjne. Nastepnie u otrzymanego potomstwa
porownuje sie¢ wzor rozktadu cechy (SDP; ang. strain distribution pattern) z wzorem
rozktadu mikrosatelit réznicujacych dwa szczepy wsobne wyjsciowe. W ten sposob,
np. przy pomocy programu MapManager QTX, ustala si¢ obszar chromosomu, w ob-
rebie ktorego znajduje si¢ gen odpowiedzialny za dang ceche. Badania te maja na celu
wskazanie roli r6znego rodzaju bialek w spermatogenezie i jednoczesnie pokazanie,
jak duzy wptyw na jako$¢ plemnikéw ma tlo genetyczne, czyli geny zlokalizowane
na autosomach.

Dzigki zastosowaniu szczepoéw wsobnych myszy z nokautami genowymi potwier-
dzono obecno$¢ wielu gendw zaangazowanych w proces gametogenezy. Naleza do
nich m.in. geny: Tnp2 (ang. transition protein 2; Adham, 2001), Acr (ang. proacrosin;
Nayernia, 2002), Creb3l4 (Adham i in., 2005) czy Trp53 (Yin i in. 1998; Paul i in.,
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2007). W przypadku inaktywacji genu dla enzymu proakrozyny dochodzito do znacz-
nego opodznienia penetracji otoczki przejrzystej w wyniku niesprawnego przebiegu
reakcji akrosomowej. Plemniki takie w warunkach in vitro nie miaty szans na zaptod-
nienie, konkurujac z prawidlowymi gametami. O 20% mniej plemnikéw w nasieniu
zaobserwowano u myszy z wylaczonym genem Creb3[4, podczas gdy pozostale pa-
rametry pozostawaty w normie. Znaczny wzrost odsetka gamet o amorficznej glowce
wystepowal u myszy 129/Sv z unieczynnionym genem 7Tnp2. Za wady morfologii
odpowiadat nieprawidtowo zbudowany akrosom uniemozliwiajacy zaptodnienie. Na-
sienie tak zmodyfikowanych myszy wykazywato rowniez zmniejszong liczbe plem-
nikow w ejakulacie oraz uposledzong ruchliwos$¢. Stopien nasilenia tego zjawiska
byt jednak zalezny od tta genetycznego i w niektorych szczepach nie powodowat
zadnych zaburzen. Przykladem genu, ktéry przejawia podobna zalezno$¢, jest gen
p33. Jego inaktywacja w niektorych szczepach nie wptywa znaczgco na pogorszenie
parametrow ptodnosci podczas gdy u samcow 129/Sv powoduje catkowita nieptod-
no$¢ (Rotter, 1993).

Dane literaturowe podaja, ze m.in. na chromosomach 3, 6, 11 i 12 zlokalizowane
sg geny kontrolujace spermiogeneze u myszy (L’Hote i in., 2007). Za pomocg szcze-
pow wsobnych wyjsciowych KE oraz CBA/Kw potwierdzono obecno$¢ 3 regionow
chromosomowych biorgcych udziat w spermatogenezie, znajdujacych si¢ na autoso-
malnych: 6, 11 oraz 18 (Gotas 1 in., 2008). Region q15.6 chromosomu 6 zwigzany
jest z pojawieniem si¢ amorficznych gltéwek plemnikéw. Zlokalizowano w nim m.in.
2 geny: Hipk2 oraz Casp2, ktorych produkty kontrolujg proliferacj¢ oraz apoptoze ko-
morek odbiegajacych od normy w czasie powstawania plemnikow. W chromosomie
11 wyrézniono region 11q24 — 11q31, a w nim 6 gendw lezacych u podstaw regulacji
jakoS$ci nasienia oraz gen Sparc kontrolujacy rozwdj jader. Pozostale 6 genow to:
Kit3a oraz Tekt3 zwigzane sg z mikrotubulami i ich prawidlowym rozwojem, Aurkb,
ktoéry ulega ekspresji w diplotenie, wptywajac na segregacje w trakcie procesu mejozy
1 procent normalnie uksztalttowanych glowek oraz geny Hist3h2ba, Hist3h2bb i His-
t3h2a kodujace trzy podjednostki histonowe.

Nowe techniki wspomagania rozrodu u zwierzat hodowlanych

Prawidlowy rozrod zwierzat hodowlanych jest waznym aspektem ekonomicznym
oraz istotnym etapem w przypadku checi utrzymania planu hodowlanego ukierunko-
wanego na pozadang ceche uzytkowa czy eksterierowg. Ptodno$¢ uwarunkowana jest
zardwno przez czynniki genetyczne, jak i sSrodowiskowe. Wérod knuréw catkowicie
niezdolnych do zaptodnienia najczestsza przyczyng sa nieprawidlowe parametry ja-
ko$ci nasienia: brak plemnikow w ejakulacie, zbyt duzy odsetek plemnikéw o patolo-
gicznej budowie (Gasinski, 2002). Prawidlowa jako$¢ nasienia jest szczegdlnie istotna
w przypadku wprowadzenia sztucznego zaptodnienia. Uzycie nasienia o obnizonych
parametrach ptodnosci do zaptodnienia loch przyniostoby ogromne straty. Do oceny
seminologicznej zwierzat hodowlanych bierze si¢ pod uwage, takie cechy jak: kon-
centracje spermy, ruchliwo$¢ oraz liczbe morfologicznie prawidtowych plemnikoéw
(Colenbrander i in., 1993). Jednak uzyskiwane z laboratoriow dane wykazuja duze
rozbiezno$ci i nie rozstrzygaja ostatecznie o zdolno$ci rozrodczej zwierzecia (Braun-
dmeier i Miller, 2001). Z pomocg przychodza tutaj zaawansowane techniki molekular-
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ne. Dzigki analizie potencjalnych gendéw odpowiedzialnych za prawidtowy przebieg
spermatogenezy mozna by w sposob bardziej precyzyjny okresli¢ plodno§¢ samcow.
Kwestia ptodnosci loch jest duzo lepiej zbadana, jako ze samice majg wigkszy wptyw
na prawidlowy rozrod, jednak coraz cze¢$ciej zwraca si¢ rowniez uwage na zdolno-
sci reprodukcyjne samcow. Obecnie do genow — kandydatéw, mogacych §wiadczy¢
o potencjale rozptodowym knura, zalicza si¢ geny: HSP70.2 (ang. heat shock protein
70.2), RYR1 (ang. ryanodine receptor gene), OPN (ang. osteopontin gene), RBP4 (ang.
retinol-binding protein 4). Doswiadczenie wykonane przez Lina i in. (2005) potwier-
dzito wptyw dodatkowych genow, takich jak: GnRHR (ang. gonadotropin releasing
hormone receptor), INHBA (ang. inhibin beta A), INHBB (ang. inhibin beta B) (Lin
iin.,2005). Locus GNRHR wykazuje znaczgce oddziatywanie na ruchliwos¢, obecnosé
kropli cytoplazmatycznej (§wiadczacej o niedojrzatosci komorek rozrodczych) oraz
odsetek nieprawidtowych morfologicznie plemnikoéw. Podobne obserwacje dotycza
rowniez nieptodnych mezczyzn (Layman i in., 1997). W przypadku bydta duzy postep
poczyniono nie tylko w zrozumieniu genetycznego podtoza mleczno$ci, chorob gene-
tycznych, ale takze ptodnosci. Liczbg gendw kandydatow zaangazowanych w prawid-
lowy proces gametogenezy u buhaja okresla si¢ na 200 (Leeb i in., 2007). W$rod nich
typuje si¢ geny: TNPI, CRISP2, PRND, TNFa, CATSPER2, CNGA3, STAT54. Jed-
nak ostatnie wyniki badan donoszg, iz markeréw ptodnosci nalezy szuka¢ nie tylko
w obrebie genomu jadrowego, ale takze mitochondrialnego (Crepaldi i in., 2010).

Mniejszy postep w zakresie powyzszych badan obserwuje si¢ w przypadku owiec
czy ogieréw, ze wzgledu na ich mniejsze znaczenie ekonomiczne, jednak otrzymane
wyniki mogg by¢ ekstrapolowane na wyzej wymienione gatunki. Niektore aberracje
chromosmowe wystepujace u ludzi czy myszy sg takze spotykane u nieptodnych
ogierdw. Mimo ze brak jest oficjalnych danych na temat genetycznych markeréw
ptodnosci w tej grupie, cel ten moze zosta¢ osiggniety w najblizszej przysziosci. Juz
dzi$ takimi genami — kandydatami sg geny: CRISPI, CRISP2, CRISP3 (Giese i in.,
2002 a, b). Wérdd koni zlokalizowanie takich markeréw byloby szczegdlnie cenne
w przypadku najbardziej warto§ciowych ogieréw hodowlanych.

Podsumowanie

Opracowanie gendéw plodnosci jest wazne w procesie okreslanym jako MAS
(ang. marker assisted selection), czyli selekcji wspomaganej markerami. Mogtaby
ona rozstrzygac¢ o potencjale rozrodczym juz we wczesnych etapach zycia i pomoc
w podjeciu szybkiej decyzji o przynalezno$ci zwierzgcia do okreslonej grupy produk-
cyjnej. Zadanie to jest realizowane dzigki zastosowaniu szczepow wsobnych myszy
z nokautami genowymi lub przy uzyciu sekwencji mikrosatelitanych. Wskazano juz
na obecno$¢ wielu gendw zwiazanych ze spermatogeneza potozonych zaréwno na
autosomach, jak i chromosomach plci. Efekt ich dziatania nie zawsze jest taki sam,
w znacznym stopniu zalezy od tta genetycznego, co utrudnia proces mapowania. Jed-
nak mozliwos¢ wykorzystania genéw jako obiektywnego wskaznika plodnosci wy-



Techniki mapowania genow odpowiedzialnych za spermatogeneze 19

daje sie by¢ obiecujgca. Poprzez prawidtowy dobor hodowlany mogtaby wplyngc na
ograniczenie strat ekonomicznych ponoszonych przez hodowcoéw w przypadku prze-
znaczenia do reprodukcji samca o stabych parametrach rozrodczych.
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Application of gene knockout techniques, analysis of microsatellite sequences and inbred strains of
mice in mapping genes responsible for spermatogenesis

SUMMARY

This review describes mapping techniques of the genes responsible for mammalian spermatogenesis.
Two most frequent methods: knockout and analysis of microsatellite sequences in chosen inbred strains
are presented. Identification of the sequences that influence gametogenesis could be a useful tool to main-
tain undisturbed reproduction of farm animals. The effect of genes on fertility has been adequately studied
in mice and humans, but also farm animals are increasingly investigated.
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