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ransgeneza zwieqz polega na ich modyfi- nem fukozylotransferazy (Fuc), pokonym

kacji genetycznej za pomgckonstrukcji  z promotorem biatka kwaej serwatki (WAP)
genowych, ktére po wprowadzeniu do komérek(Jura i in., 2003). Zastosowanie tego konstruktu
i integracji z genomowym DNA gospodarza ule- genowego miato na celu spowodowanie bakte-
gaja ekspresjin vivo, nadagc organizmom now  riostatycznego dziatania mleka poprzez wzbo-
cecle. Technologia ta jest przedmiotem zainte-gacenie jego skfadu o biatko enzymu fukozylo-
resowania biotechnologbéw ze wgdgli na ma-  transferazy oraz spowodowanie otamiia ilgci
liwos¢ wykorzystania jej do takich celdw, jak laktozy, ktora jest gtébwnym czynnikiem aler-
poprawa cech aytkowych zwierat gospodar- gennym mleka.
skich, produkcja biatek terapeutycznych, uzy- Dynamiczny rozwéj badanad wprowa-
skanie zwierat odpornych na choroby czy daw- dzaniem genetycznych zmian organizméw na
cow naradow w ksenotransplantaciji. drodze transgenezy wymaga odpowiedzi na py-

Poprawa cech aytkowych obejmuje tanie o jaké¢ uzyskanego materiatlu genetycz-

zmiany zmierzajce do podniesienia efektywno- nego i wplyw na ptodni&. Zaburzenia rozrodu
sci produkcji zwierzcej poprzez spowodowanie obserwowane byly u transgenicznych myszy,
ekspresji okrdonych biatek, majcych wptyw  $winiowiec (Pursel in., 1990; Bartke i in., 1992;
na zwkkszenie masy ciata zwiestz np. nadeks- Meliska i Bartke, 1997; Maleszewski i in.,
presja hormonu wzrostu wywotana w aftce  1998). Trzeba jednak zaznaézye obserwacje
nych tkankach (gtownie w tkance g¢émiowej) te dotyca przede wszystkim zwiegz z wbudo-
oraz modyfikacje szlakéw metabolicznych, zawanym genem o dziataniu ogolnoustrojowym,
ktore odpowiedzialneaspojedyncze geny. Zna- jak np. gen hormonu wzrostu. Obona ptod-
cznie wgkszym zainteresowaniem, ze wadh  nos¢ lub bezptodn& samcow transgenicznych
na potencjalnie bardziej spektakularne i wymier-zwiagzana byta z zaburzeniami w zachowaniu
ne finansowe korzgi, ciesa sic obecnie prace piciowym lub wadami budowy i ugtedzeniem
ukierunkowane na wykorzystanie zwigrjako  funkcji plemnikéw. Jeds z nieprawidtoweci
zrodta wielu istotnych w medycynie, przefltey  stwierdzonych w plemnikach transgenicznych
spazywczym, farmaceutycznym i kosmetycz- myszy byla niejednoroddé i niestabilngé
nym bialek (Houdebine, 2000). Granica po-struktury DNA (chromatyny) (Rhim i in., 1995;
migdzy tymi dwoma kierunkami wykorzystania Maleszewski i in., 1998). Takie wady chroma-
zwierzt transgenicznych coraz bardzieg gia-  tyny stwierdzano réwniew przypadku ekspo-
ciera. Zwhzane to jest z tynie czsto modyfi-  zycji zwierzat na niektére zwizki mutagenne
kacje genetyczneastak pomylane, aby suma (Evenson iJost, 1993). Dowiedziono rowniee
ich efektow miata jak najszersze, #iwe do  palenie tytoniu, ktére jak wiadomo o mie
przewidzenia i korzystne efekty. Przykladem dziatanie mutagenne i karcinogenne, powoduje
takiego posfpowania § uzyskane w naszym uszkodzenia DNA plemnikéw. Chromatyna
Dziale transgeniczne kroliki z wbudowanym ge- plemnikéw u palaczy charakteryzujeg gpod-
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wyzszory wrazliwoécia na denaturagji wyste-  chromatyny oceniano na podstawie obliczanego
powaniem zwikszonej liczby uszkod#etancu-  dla kazdego plemnika parametru alfact)( gdzie
cha DNA (Potts i in., 1999). Przypuszczg, se  alfa t = czerwona/(zielona + czerwona) fluore-
uszkodzenia struktury chromatyny w plemni- scencja. Dla kadej prébki nasienia obliczano
kach i zwhzany z tym wzrost wediwosci DNA  odsetek plemnikoéw wykazagych fragmentaej

na denaturagjoraz zaburzenia ptodéd moga  DNA (COMPoy) oraz odchylenie standardowe
powstawa wskutek mutacji (Gorczyca i in., tego parametru (Sd), okrelajace stopié za-
1993). Nie mana zatem wykluczy, ze zmiana awansowania fragmentacji chromatyiyednia
genomu uzyskana poprzez wprowadzenie obwartas¢ parametru COM& w grupie samcow
cego fragmentu DNA (konstruktu genowego), cotransgenicznych wynosita 3,72. W grupie sam-
ma miejsce w przypadku osobnikow transge-cOw nietransgenicznycitednia warté¢ parame-
nicznych, spowoduje zmiany wiziwosci DNA. tru COMRy, byta nieco nisza i wynosita 2,91
W zwiazku z tym, w kontefcie zachowania (réznica statystycznie nieistotna§rednia war-
bezpieczéstwa biotechnologicznego, w Dziale tos¢ parametru Sk dla samcow transgenicz-
Biotechnologii Rozrodu Zwiegt Instytutu Zoo- nych i nietransgenicznych wynosita odpowied-
techniki PIB prowadzono badania nad wptywemnio 10,63 i 10,41 (rénica statystycznie nie-
transgenezy na jaké nasienia transgenicznych istotna).

krélikbw, ocenian na podstawie stopnia frag- Przeprowadzone badania chromatyny
mentacji DNA plemnikdw. plemnikow krélikbw transgenicznych i nietrans-

Celem bada byto poréwnanie fragmen- genicznych wykazatyze w obydwu grupach
tacji DNA w plemnikach krélikbw nie- samcow udziat plemnikéw z nieprawidigw
transgenicznych oraz transgenicznych, w genostruktu, chromatyny byt na stosunkowo niskim
mie ktérych stwierdzono obecdftokonstruktu  poziomie (okoto 3%). W skrajnym przypadku
genowego WAP-Fuc. Ocenstruktury (frag- odsetek plemnikéw z chromatynpodata na
mentacji) chromatyny wykonywano metpd denaturag oshgmat 5,5%. Wyszy odsetek
Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA).plemnikéw z uszkodzenchromatym w nasieniu
Opiera st ona na stwierdzeniuze nieprawi- transgenicznych krolikbw stwierdzili Courtens
dlowa struktura chromatyny jest zwana ze iin. (1994). Postugar sk metod, mikroskopo-
wzrostem wraliwosci DNA na denaturagj  wa autorzy ci wykazali spontaniczrdekonden-
W metodzie tej wykorzystuje gsimetachroma- sacg chromatyny u okoto 6% plemnikéw. Fakt
tyczne widciwosci orareu akrydyny. Barwnik  wystepowania dekondensacji chromatyny u tak
ten zwhzany z podwdja nicia DNA fluoryzuje  wysokiego odsetka plemnikéw nie znalazt po-
w pamie zielonym, natomiast w pgzeniu twierdzenia w naszych badaniach, minie
z pojedyncz nicia DNA w pamie czerwonym. przed analiz cytometryczn plemniki byty pod-
Po tagodnej denaturacji chromatyny za pogoc dane dziataniu obwbdnego pH. Mana przy-
obnizonego pH u plemnikdw z nieprawidlgw puszczd, ze na uzyskane przez Courtensa i in.
jej struktuy nastpuje wzmocnienie fluorescen- (1994) wyniki mogta mié wptyw rasa krolikow
cji w pamie czerwonym. Ten wzrostviecenia  uzytych do ddéwiadczenia lub/i sam proces
jest mierzony w cytometrze przeptywowym. utrwalania prébek przed ocemikroskopovs.

W badaniach wykorzystano nasienie odDla poréwnania, w badaniach przeprowadzo-
dojrzatych piciowo 20 transgenicznych samcéw,nych na nasieniu buhajéw hodowlanych wyka-
w genomie ktérych stwierdzono obeétddon-  zano,ze odsetek plemnikéw z uszkodaostruk-
struktu genowego WAP-Fuc. Grygkontrolrm  tura chromatyny wynosit od 5 do 40% (Balla-
stanowito nasienie od 10 nietransgenicznychchey i in., 1987), a nawet od 3 do 91,4% (Sailer
samcow w podobnym wieku (13-18 miesiecy).iin., 1996). Co ciekawe stwierdzonze nawet
Nasienie pobierano w odgiach tygodniowych. w ejakulatach, ktére pozytywnie przeszly stoso-
Od kazdego samca poddano analizie od 2 do Svam w zakladzie unasieniania oegnudziat
ejakulatéw. Probki analizowano w cytometrze plemnikdéw z uszkodzaenchromatyia moze wy-
przeptywowym Coulter Elite. Barwnik wzbu- nosi ponad 23% (Bochenek i in., 2001). Ozna-
dzano laserowymwiattem o dtugéci fali 488  cza to,ze mimo stwierdzonej korelacji pogaizy
nm i mocy 35 mW. Stopfeuszkodzé struktury ~ wadami chromatyny azaszesnastoma parame-
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trami  morfometrycznymi
i in., 1996) czs¢ plemnikow z uszkodzanchro-
matyra maze posiadé prawidtows morfologk.
Evenson i in. (1984) stwierdzile w nasieniu
cztowieka plemniki z chromatynpodatra na
denaturag mog stanowé nawet 100%. Wize
si¢ to prawdopodobnie z fakterme chromatyna
plemnikow czlowieka jest bardziej wilawa na

plemnikow (Sailer (Rhim i in., 1995). Badania te byly jednak pro-

wadzone na zwieetach, u ktorych ekspresja
genu spowodowala egiowe zasipienie pro-
taminy, charakterystycznej dla chromatyny my-
siej, protamin ptasi — gallip, niezdolm do
tworzenia mostkow dwusiarczkowych, koniecz-
nych do prawidtowe] kondensacji chromatyny.
Powyzsze obserwacje, jak rowniestwierdzony

denaturag niz u innych gatunkéw (Love i Ken- w naszych badaniach brak istotnychné po-
ney, 1999). Stosunkowo niski udziat plemnikow migdzy stabilndcia chromatyny plemnikow kro-

z uszkodzon chromatym w nasieniu badanych likbw transgenicznych i

przez nas krolikbw mae wynik& z gatunkowo
uwarunkowanej wysokiej odporém chromaty-
ny na denatura¢joraz niskiej wraliwosci na

czynniki zaburzajce proces spermatogenezy.

nietransgenicznych
wskazuj, ze sama obecdé wprowadzonego
konstruktu genowego nie prowadzi do zabtirze
struktury chromatyny.

Ewentualne uszkodzenia chromatyny

W badaniach prowadzonych na transgenicznyclu zwierat transgenicznych i zaburzenia ptodno-

myszach niekompletnie skondensowahroma-

ci nalezy zatem 4czy¢ z aktywndcia wprowa-

tyne stwierdzono u 80% plemnikéw w nhasieniu dzonego genu.

Tabela 1. Wyniki oceny DNA plemnikéw samcéw trarmsgenych i nietransgenicznych
Table 1. Evaluation results of sperm DNA from tgarsc and non-transgenic males

Samce -Males
transgeniczne nietransgeniczne
transgenic non-transgenic
Liczba samcéw 20 10
No. of males
Liczba ocenionych ejakulatow 93 57
No. of ejaculates tested
COMPy; 3,715 29+1,6
SDuo, 10,9 £2,0 10,4 £1,5

COMPu; — odsetek plemnikéw z uszkodzonym DNAercentage of sperm with damaged DNA,
SDo; — stopié uszkodzé DNA — degree of DNA damage.
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COMPARISON OF SPERM DNA DAMAGES OF TRANSGENIC
AND NON-TRANSGENIC RABBITS

Summary

The introduction of specific genes into the genahtarm animals and its stable incorporation itite
germ line has been a major advance in biotechnologye of the most interesting applications is te trans-
genic animals for the production of various prasedd medical significance. Another application cems ef-
forts to improve the productivity traits of breegianimals. It cannot be ruled out that genome charfgained
by the introduction of a gene construct, as indhse of transgenic animals, leads to changes in Bik&ture.
This paper compares sperm DNA fragmentation of italtbansgenic for WAP-Fuc gene and non-transgenic
rabbits. The presence of WAP-Fuc gene construtheéngenome of transgenic rabbits did not causesgey-
matogenesis disturbances leading to the produofispermatozoa with damaged DNA.

Kréliki: z lewej — hotot 2, z prawej — belgijskibtszym biaty 2 (fot. D. Kowalska)
Rabbits: Dwarf Hotot rabbit (on the left), Belgigiant white (on the wright)
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