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Jednym z glownych problemoéw z zastosowaniem mrozonego nasienia knura w technice sztucznej
inseminacji jest obnizenie przezywalnosci plemnikow poddanych procesowi kriokonserwacji. Mozliwo$¢
poprawy jako$ci mrozonego nasienia stwarza modyfikacja biochemiczna sktadu plazmolemy plemnikow, co
moze wptyna¢ na lepsza przydatno$¢ tych komorek do technologii zamrazania-rozmrazania.

Glownym celem badan bedzie wykorzystanie roznych komponentéw biatkowych plazmy nasienia
knura w celu modyfikacji sktadu biochemicznego plazmolemy plemnikoéw na réznych etapach procedury
kriokonserwacji nasienia.

Hipoteza badawcza: Komponenty biatkowe plazmy nasienia zmieniaja sktad biochemiczny
plazmolemy, co wplywa korzystnie na whasciwosci biologiczne plemnikéw knura po kriokonserwacii.

W projekcie naukowym wykorzystane zostang rdézne warianty modyfikacji struktur blon
plemnikowych podczas procesu kriokonserwacji nasienia knura. Z plazmy nasienia zostang
wyizolowane dwie frakcje biatek z zastosowaniem techniki saczenia molekularnego (kolumna Sephacryl,
Sephacryl S-200 HR). Do préb plemnikowych zostang dodane uzyskane komponenty biatkowe, po czym
beda one inkubowane z réznymi frakcjami biatkowymi plazmy nasienia przez 1,5 godziny w temperaturze
pokojowej, a nastgpnie bedzie dodawany rozcieniczalnik BTS (Beltsville Thawing Solution) i proby
przechowywane beda w temperaturze 17°C przez 1 godzing, po czym zostang poddane procesowi
kriokonserwacji stosujac zamrazark¢ sterowang komputerowo (Ice Cube 14M), wedlug ustalonego
protokotu. Oprécz podstawowych analiz nasienia, plemniki zostana ocenione z wykorzystaniem metod
fluorescencyjnych i biochemicznych na roéznych etapach technologii zamrazania-rozmrazania. Ruchliwos¢
plemnikéw zostanie okreslona przy zastosowaniu komputerowo wspomaganego systemu oceny ruchliwosci
(CASA). Ponadto zmiany integralnosci plazmolemy plemnikow beda oceniane barwnikiem
fluorescencyjnym SYBR-14, z dodatkiem jodku propydyny, PI, a integralno$¢ bton akrosomowych bedzie
analizowana z wykorzystaniem FITC-PNA. Z kolei funkcjonalno$¢ bton mitochondrialnych plemnikow
zostanie okreslona przy wykorzystaniu barwnikow JC-1/PI oraz poprzez oznaczenie zawartosci ATP metoda
bioluminescencyjng. Do identyfikacji zmian apoptotycznych plemnikéw podczas procedury zamrazania-
rozmrazania zostanie wykorzystany barwnik fluorescencyjny Yo-Pro-1. Uszkodzenia spowodowane przez
peroksydacje lipidow blon plazmatycznych plemnikéw bedzie analizowane poprzez oznaczenie zawartosci
malonodialdehydu (MDA), przy wykorzystaniu reakcji z kwasem tiobarbiturowym. Skaningowy mikroskop
elektronowy zostanie zastosowany do okreslenia zmian ultrastrukturalnych i morfologicznych w plemnikow
na poszczegdlnych etapach procedury kriokonserwacji. Badania proteomiczne plazmy nasienia zostang
przeprowadzone z uzyciem analiz elektroforetycznych (SDS-PAGE), a nastgpnie proby poddane zostang
analizie densytometrycznej w celu zidentyfikowania skladnikow frakcji biatkowych, ktére moga byc
odpowiedzialne za kriotolerancj¢ plemnikow. Ponadto biatkowe frakcje plazmy nasienia i plemnikoéw beda
analizowane z zastosowaniem elektroforezy dwukierunkowej (2D-PAGE) i spektrometrii mas (MALDI-
Tof/Tof) oraz analizy Western-blot. W poszczegdlnych frakcjach biatkowych zostanie réwniez oznaczona
aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i peroksydazy glutationowej (GPx), a takze catkowita
zdolnos¢ antyoksydacyjna (TAS).

Poznanie krioprotekcyjnego mechanizmu dziatania biatek plazmy nasienia pozwoli na udoskonalenie
technologii kriokonserwacji. Spodziewanym rezultatem podjetych badan bedzie poglebienie wiedzy z
zakresu oddziatywania biatek plazmy nasienia knura na funkcje plemnikéw podczas technologii zamrazania-
rozmrazania nasienia. Przewiduje si¢, ze identyfikacja i scharakteryzowanie komponentow biatkowych
plazmy nasienia oraz okreslenie ich wptywu na plazmolemg plemnikéw pozwoli na poprawe technologii
zamrazania-rozmrazania tych komorek, a dodatkowo wyjasni przyczyne rdznic migdzyosobniczych.
Dodatkowo, takie polepszenia procedury zamrazania-rozmrazania nasienia knurow wplynie na
rozpowszechnienie technologii sztucznej inseminacji nasieniem mrozonym na fermach trzody chlewne;j.
Doskonalenie tego procesu moze przyczynic¢ si¢ do powstania w Polsce banku mrozonego nasienia knura.
Wyniki projektu zostang zaprezentowane na krajowych i mig¢dzynarodowych konferencjach naukowych,
seminariach oraz zostang opublikowane w czasopismach cytowanych w Journal Citation Reports (JCR).



