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OCENA NASIENIA PODWOJNIE TRANSGENICZNYCH KROLIKOW
Z INTEGRACJA GENOW WAPFuc 1| WAPhGH*
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Celem badan byto porownanie jakosSci nasienia podwdjnie transgenicznych (geny WAP-
Fuci WAPhGH) i nietransgenicznych krolikow. Badania nad wplywem podwdjnej transge-
nezy na cechy ilosciowe i jakosciowe nasienia krolikow nie byly do tej pory wykonywane.
Oceniano po 5 ejakulatow od 6 podwdjnie transgenicznych i 6 nietransgenicznych kro-
likow rasy nowozelandzka biata. Ocena nasienia obejmowata okreslanie podstawowych
parametrow nasienia (objetos¢ ejakulatu, koncentracja plemnikow, liczba plemnikow
w ejakulacie) oraz analiz¢ aktywnosci ruchowej plemnikow przy uzyciu komputerowego
systemu analizy ruchu (CASA). Oceniano ruch catkowity (%), ruch postepowy (%) oraz
predkosc plemnikow wzgledem zarejestrowanego toru (um/s). Nie stwierdzono istotnych
roznic objetosci ejakulatow oraz koncentracji i liczby plemnikow w ejakulacie. Analiza
parametrow ruchu plemnikow rowniez nie wykazata istotnych réznic pomigdzy samcami
podwojnie transgenicznymi i nietransgenicznymi. Uzyskane wyniki wskazujg na brak wply-
wu podwdjnej transgenezy na podstawowe parametry nasienia oraz ruchliwosé plemnikow
krolika.

Stowa kluczowe: transgeneza, krolik, jakos¢ nasienia

Prace nad transgenezg zwierzat ukierunkowane sg obecnie przede wszystkim na
zastosowania biomedyczne zwierzat transgenicznych, takie jak tworzenie modeli
chordb cztowieka, ksenotransplantacja oraz wytwarzanie w organizmach zmodyfi-
kowanych genetycznie zwierzat biatek wykorzystywanych jako leki — czyli wyko-
rzystywanie ich jako zywe bioreaktory. Zmodyfikowane zwierzeta z wprowadzonym
obcym genem mogg produkowac cenne biatka we krwi, moczu, mleku lub nasieniu.
Obecnie za najlepsze zrodto rekombinowanych biatek uznaje si¢ mleko. W przypadku
konstrukcji genowych majacych ulegac¢ ekspresji w gruczotach mlekowych zwierzat
transgenicznych stosuje si¢ sekwencje regulatorowe genow kodujacych biatka mleka.

* Praca finansowana z zadania nr 02-009.1.
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Ekspresja takich genow wystepuje tylko w gruczotach mlekowych zwierzat w okre-
sie laktacji i jest ograniczona do komodrek gruczotu mlekowego. Obecnos¢ obecych
biatek nie powinna wowczas wptywac na organizm zwierzecia.

Przyktadem takiej modyfikacji ukierunkowanej na gruczot mlekowy sa uzyska-
ne w Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierzat Instytutu Zootechniki PIB podwoj-
nie transgeniczne kroliki z wbudowanym genem fukozylotransferazy (Fuc) (Jura
i1in., 2003) i genem hormonu wzrostu cztowieka (hGH) (Lipinski i in., 2003). Oba te
geny potaczono z promotorem biatka kwasnej serwatki (WAP, Whey Acidic Protein).
Zastosowanie tych konstruktow genowych miato na celu spowodowanie bakteriosta-
tycznego dziatania mleka, poprzez wzbogacenie jego sktadu o biatko enzymu fukozy-
lotransferazy oraz uzyskanie w mleku hormonu wzrostu cztowieka.

Dynamiczny rozwdj badan nad wprowadzaniem genetycznych zmian organizmow
na drodze transgenezy wymaga odpowiedzi na pytanie o jakos$¢ uzyskanego materiatu
genetycznego 1 wplyw na ptodno$¢. Zaburzenia rozrodu obserwowane byly u transge-
nicznych myszy, $win i owiec (Bartke 1 in., 1992; Meliska i Bartke, 1997; Maleszew-
skiiin., 1998). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze obserwacje te dotycza przede wszystkim
zwierzat z wbudowanym genem o dziataniu ogo6lnoustrojowym. Obnizona ptodno$é
lub bezptodno$¢ samcow transgenicznych zwiazana byla z zaburzeniami w zacho-
waniu ptciowym lub wadami budowy i uposledzeniem funkcji plemnikéw. Chrenek
iin. (2007) nie stwierdzili wptywu transgenezy u krolikow na budowg histologiczng
jader i morfologi¢ plemnikow. W badaniach wtasnych nie stwierdzono wplywu trans-
genezy na strukture chromatyny plemnikéw krolika (Gogol i in., 2000). Badania nad
wptywem podwojnej transgenezy na cechy iloSciowe i jakoSciowe nasienia nie byty
do tej pory wykonywane.

Celem przeprowadzonych badan byto poréwnanie jako$ci nasienia krolikow po-
dwojnie transgenicznych i nietransgenicznych.

Material i metody

Badania przeprowadzono na nasieniu 6 samcOw podwojnie transgenicznych
pokolenia F2 oraz 6 wybranych losowo samcoéw nietransgenicznych rasy nowoze-
landzka biata w wieku 6—7 miesigcy. Zwierzeta utrzymywano pojedynczo w klatkach
w pomieszczeniu zamkniegtym w Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierzat 1Z PIB
w Balicach. Kréliki zywione bytly komercyjna pelnodawkowa mieszankg granulowa-
ng. Dostep do paszy i wody byt nicograniczony. Nasienie do oceny pobierano przy uzy-
ciu sztucznej pochwy, w odstepach tygodniowych w miesigcach styczen i luty. Anali-
zie poddano po 5 ejakulatéw od samca. Bezposrednio po pobraniu oceniano objgtosé
ejakulatow, a nastepnie nasienie rozrzedzano rozcienczalnikiem Galap (IMV, Francja)
w stosunku 1:10 i inkubowano przez 15 minut w tazni wodnej o temperaturze 37°C.
Po inkubacji oceniano koncentracje i ruchliwo$¢ plemnikow.

Ocena wykonywana byla przy uzyciu komputerowego systemu analizy jako$ci
nasienia (CASA) (Sperm Class Analyzer, S.C.A V5.1, Microptic, Barcelona, Spa-
in). Bezpos$rednio po doktadnym wymieszaniu nasienia probka o objetosci 3ul byta
umieszczana na ogrzanym standardowym szkietku Leja (Leja Products B.V., The
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Netherlands). Plemniki oceniano przy wykorzystaniu mikroskopu wyposazonego
w urzadzenie kontrastowo-fazowe i stolik podgrzewczy o temperaturze 37°C. Z kaz-
dej probki nasienia analizowano minimum 500 plemnikoéw. Okreslano nastepujace
parametry ruchu plemnikow: ruch catkowity (%), ruch postepowy (%), predkosé
wzgledem zarejestrowanego toru (VCL, um/s).

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu Statistica
ver. 12.0. Istotno$¢ r6znic pomiedzy grupami sprawdzano testem t.

Wyniki

Nie stwierdzono istotnych r6znic pomiedzy samcami podwdjnie transgenicznymi
1 nietransgenicznymi w odniesieniu do badanych parametréw ilo§ciowych i jakoscio-
wych nasienia. Wyniki przedstawiono w tabelach 11 2.

Tabela 1. Parametry nasienia krolikow podwojnie transgenicznych (2xTG) i nietransgenicznych (NTG)
(n=60)
Table 1. Semen parameters of double transgenic (2xTG) and non-transgenic (NTG) rabbits (n=60)

Objetosc Koncentracja Catkowita liczba plemnikow
nasienia plemnikow w ejakulacie
Grupa | Nr samca
Group |No. of male (ml) (min/ml) (min)
P ’ Semen volume Sperm concentration Total sperm count in the ejaculate

(ml) (million/ml) (million)

2xTG 11 0,5+0,1 295,4+41,4 159,5+46,6
19 1,0+0,3 332,24+106,5 345,5+136,5
25 1,0+0,4 492,0+249,0 500,0+380,1
32 0,8+0,2 745,0+124,7 581,1+183,3
46 0,8+0,2 654,4+115,3 530,4+108,0

48 0,8+0,2 4242+113,2 315,9+72,6
Srednia 0,8+0,3 490,5+208,7 404,3+227,6

mean

NTG 1 0,6+0,2 599,2+147,9 387,7+146,4
4 1,1£0,3 424,2+127,2 488,8+266,0

20 0,3+0,1 454,5+139,9 141,24+96,9
30 1,6+0,5 364,6+154,1 575,0+314,2
33 0,7+0,3 337,2+151,9 266,3+£151,7

44 1,0+£0,21 217,0+36,1 223,5+62,6
Srednia 0,9+0,5 404,0+169,4 358,8+237,5

mean
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Tabela 2. Parametry ruchu plemnikéw samcow podwdjnie transgenicznych (2xTG) i nietransgenicznych
(NTG) (n=60)
Table 2. Sperm movement parameters of double transgenic (2xTG) and non-transgenic (NTG) rabbits

(n=60)
Grupa Nr samca Ruch ogélr}y (%) Ruch pos.t¢powyA (%) VCL (um/s)
Group No. of male | General motility (%) Progressive motility
2xTG 11 66,8+3.4 26,4+9,1 37,8+10,3
19 68,6+17,7 38,2417,4 52,8+12,8
25 89,0+5,5 74,04£9,62 70,4+13,8
32 88,0+5,7 73,049,1 67,4+17,8
46 78,0+18.9 63,0+£19,2 57,8+14,1
48 89,0+5,5 78,0+5,7 67,8+9,1
Srednia 79,9+14,1 58,8+23,0 59,0+16,7
mean
NTG 1 87,0+9,1 76,0+£10,8 81,6+3,2
4 84,0+11,9 74,0+9,6 74,0£12,8
20 93,3+9,0 70,8+26,2 63,3+18,8
30 80,0+10,0 66,0+£17,8 76,6+17.3
33 55,0+28,3 29,0+33,6 39,8+11,0
44 72,5465 53,8+4.8 47,0443
$rednia 78,3+18,4 61,5+24,8 64,3+19,7
mean

VCL - predkos¢ wzgledem zarejestrowanego toru.
VCL - curvilinear velocity.

Omowienie wynikow

W prezentowanej pracy porownano wybrane parametry jako$ci nasienia samcoOw
podwojnie transgenicznych i nietransgenicznych rasy nowozelandzka biata. General-
nie parametry nasienia cechujg si¢ duza zmiennoscia, a na ich wartosci majg wptyw
takie czynniki, jak rasa, cechy osobnicze, wiek, sezon, zywienie czy intensywnos¢
uzytkowania rozptodowego (Castellini, 1996; Bodnar i in., 2000; Gogol i in., 2002;
Fodor i in., 2003; Nizza i in., 2003).

Uzyskane objetosci ejakulatow w grupie samcow podwojnie transgenicznych
1 nietransgenicznych nie roznily si¢ istotnie i miescity si¢ w zakresie prezentowa-
nym przez Alvarino (2000) od 0,1 do 1,1 ml. Podobne wyniki uzyskali Chrenek
i in. (2007), porownujac objetosci ejakulatow samcow transgenicznych (0,62 ml)
i nietransgenicznych (0,71 ml).

Bardzo zmiennym parametrem nasienia krolika jest koncentracja plemnikow
w ejakulacie. Moze si¢ ona waha¢ od 10 do ponad 1000 mIn/ml (Alvarino, 2000).
W prezentowanych badaniach koncentracja plemnikow mie$cita si¢ w tym przedziale
i wahata si¢ od 166 do 879 mIn/ml. Koncentracja plemnikow, jak rowniez calkowita
liczba plemnikéw w nasieniu samcow podwojnie transgenicznych, byta nieco wyzsza
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w poréwnaniu do samcoOw nietransgenicznych, lecz roznice te nie byly statystycznie
istotne, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi przez Chrenek i in. (2012). Odmienne
wyniki uzyskali Chrenek i in. (2007), gdzie w grupie samcow transgenicznych (jeden
transgen) koncentracja plemnikow byla istotnie wyzsza w poréwnaniu z samcami nie-
transgenicznymi. Autorzy ttumaczg uzyskane wyniki zbyt niska liczba przebadanych
ejakulatow w grupie samcOw nietransgenicznych.

Ocena ruchu plemnikow jest podstawowym, najczgsciej wykonywanym testem
jakosci nasienia. Wczesniejsze badania (Gogol, 2012) wskazuja, Ze parametry ruchu
plemnikow krolika oceniane przy uzyciu sytemu CASA sg czulym wskaznikiem ja-
kosci konserwowanego nasienia. Informacja uzyskana dzigki zastosowaniu kompu-
terowo wspomaganej analizy jako$ci nasienia jest bogatsza i bardziej szczegdtowa
w poréwnaniu z konwencjonalng, subiektywng metoda mikroskopowa. Doktadnie;j-
szy opis wlasciwosci ruchowych plemnikow stwarza mozliwos$¢ bardziej trafnego
prognozowania zdolno$ci zaptadniajacej nasienia. Glowne zalety automatycznych
systemow analizy nasienia to obiektywno$¢ oceny, mozliwos$¢ okreslania rownocze-
$nie wielu parametréw ruchu oraz standaryzacji warunkoéw badania. Umozliwia to
kontrolg jako$ci oraz zapewnia porownywalnos¢ wynikéw uzyskanych w réznych la-
boratoriach. W przypadku nasienia krélika badania wskazuja na mozliwo$¢ wykorzy-
stania systemu CASA w przewidywaniu zdolnos$ci zaptadniajacej plemnikow (Lavara
1 in., 2005; Quintero-Moreno i in., 2007). Do parametrow o najwigkszym znaczeniu
przy okreslaniu jako$ci nasienia i jego zdolnosci zaptadniajacej mozna zaliczy¢ ruch
catkowity, ruch postepowy oraz predkos¢ plemnikoéw wzgledem zarejestrowanego
toru (Farrell i in., 1993; Lavara i in., 2005; Gogol, 2012).

Uzyskany w prezentowanej pracy odsetek plemnikow ruchliwych (ruch catkowity
1 postgpowy) byt zblizony w grupie samcow podwodjnie transgenicznych i nietransge-
nicznych i podobny do uzyskanego we wcze$niejszych badaniach na nasieniu kroli-
kéw nietransgenicznych (Gogol, 2012; Gogol i in., 2014). Wyzsza ruchliwos$¢ plem-
nikow krolikéw transgenicznych w pordwnaniu z nietransgenicznymi (65% vs 54%)
stwierdzili Chrenek 1 in. (2007). Ocena ruchliwo$ci byta jednak wykonywana metoda
subiektywna, ktéra obarczona jest duzym btedem.

Stwierdzona w niniejszej pracy predkos$¢ plemnikow wzgledem zarejestrowanego
toru byla nieco wyzsza w grupie samcow nietransgenicznych, lecz réznica byla sta-
tystycznie nieistotna. Uzyskane wartosci tego parametru byty nizsze w poréwnaniu
z uzyskanymi we wczeéniejszych badaniach na krélikach nietransgenicznych (Gogol,
2012; Gogol, 2013), co mogto by¢ spowodowane zastosowaniem w niniejszej pracy
krotszego (15 minut vs 30 minut) okresu inkubacji plemnikow przed wykonaniem
pomiaru i/lub wptywem sezonu.

Podsumowujac, uzyskane w prezentowanej pracy wyniki §wiadcza, ze obecno$¢
konstruktéw genowych WAPFuc i1 WAPhGH w genomie podwdjnie transgenicznych
krolikow nie spowodowata zaburzen w przebiegu spermatogezy prowadzacych do
zmian liczby produkowanych plemnikéw i ich ruchliwosci. Warto$ci badanych para-
metréw nasienia miescily si¢ w zakresie normalnych wartosci dla rasy nowozelandz-
ka biata.
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PIOTR GOGOL
Evaluation of semen from double transgenic rabbits with integrated WAPFuc and WAPhGH genes
SUMMARY

The aim of the study was to compare semen quality of double transgenic (WAPFuc and WAPhGH
genes) and non-transgenic rabbits. The effect of double transgenesis on quantitative and qualitative traits
of semen has not been studied to date. Five ejaculates were examined each from 6 double transgenic and
6 non-transgenic rabbits of the New Zealand White breed. The evaluation of semen involved determina-
tion of basic semen parameters (ejaculate volume, sperm concentration, sperm count in the ejaculate) and
analysis of sperm motility using computer-assisted semen analysis (CASA). Total motility (%), progres-
sive motility (%) and sperm velocity along its path (um/s) were recorded. No significant differences were
found for ejaculate volume as well as sperm concentration and sperm count in the ejaculate. The analysis
of sperm motility parameters also did not show any significant differences between the double transgenic
and non-transgenic males. Our results showed that double transgenesis has no effect on basic semen pa-
rameters and sperm motility in rabbits.

Key words: transgenesis, rabbit, semen quality



