dr n. wet. Natalia Sowinska®™

Pracownia Rozrodu Zwierzat, Katedra Gene-
tyki i Podstaw Hodowli Zwierzat (WZGH),
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o
Zwierzetach, Uniwersytet Przyrodniczy w Po-
znaniu

https://doi.org/10.18388/pb.2021_416

Mautor korespondujgcy: natalia.sowinska@

up.poznan.pl

Stowa kluczowe: biotechniki, zaptodnienie in
vitro, przenoszenie zarodkow, kriokonserwa-
cja, oocyty, zarodki

Wykaz stosowanych skrotow: Al (ang. artifi-
cial insemination) - sztuczne unasienianie; ART
(ang. assisted reproductive techniques) - procedu-
ry wspomaganego rozrodu; COC (ang. cumu-
lus oocyte complex) - kompleksy oocyt-kumu-
lus; ET (ang. embryo transfer) - przenoszenie za-
rodkow; FSH (ang. follicle-stimulating hornione)
- hormon folikulotropowy; hCG (ang. human
chorionic gonadotropin) - ludzka gonadotropina
kosmoéwkowa; ICSI (ang. intracytoplasmic sperm
injection) - iniekcje plemnika do cytoplazmy;
IVC (ang. in vitro culture) - hodowla zarodkéw
in vitro; IVF (ang. in vitro fertilization) - zaptod-
nienie pozaustrojowe; IVM (ang. in vitro matu-
ration) — dojrzewanie pozaustrojowe

362

STRESZCZENIE

Procedury wspomaganego rozrodu (ART) sa istotng czescia programéw ratowania gina-
cych gatunkéw. Wszystkie gatunki dzikich kotowatych sa zagrozone wyginieciem, a kot
domowy jest dobrym i latwo dostepnym modelem do badani nad kotowatymi. Do procedur
ART stosowanych u kota i dzikich kotowatych naleza sztuczne unasienianie, dojrzewanie i
zaplodnienie oocytéw in vitro metoda IVF i ICSI, hodowla zarodkéw, przenoszenie zarod-
kow, kriokonserwacja nasienia, oocytow i zarodkéw. Skutecznosé poszczegélnych procedur
u kotow i kotowatych jest czesto duzo nizsza niz w przypadku czlowieka, zwierzat gospo-
darskich lub laboratoryjnych, ale dotychczasowe sukcesy potwierdzaja potrzebe prowadze-
nia dalszych badan.

WSTEP

Pomimo, ze techniczne aspekty procedur wspomaganego rozrodu (ang. as-
sisted reproductive techniques, ART) sa bardzo podobne u ludzi i zwierzat, ich
stosowaniu przy$wiecaja skrajnie rézne cele. W przypadku ludzi gtéwnym ce-
lem jest uzyskiwanie potomstwa przez pary doswiadczajace zaburzen ptodno-
§ci, co oznacza korzysci indywidualnych pacjentéw. U zwierzat gospodarskich
procedury ART sa czeécia programéw hodowlanych danego gatunku, czy typu
uzytkowego i zmierzaja do uzyskania wiekszej liczby potomstwa od genetycz-
nie cennych osobnikéw, a przez to korzysci dla hodowcow [1]. Trzecig grupa
sa zagrozone wyginieciem dzikie zwierzeta. W przypadku programéw ochro-
ny gatunkowej, uogélnione korzysci z zastosowania procedur ART sa trudne
do zaklasyfikowania do jednej z wyzej wymienionych kategorii. Beneficjentami
tych programow sg zaréwno ludzie, jak i zwierzeta, i to nie tylko te, ktére bezpo-
srednio podlegaja procedurom. W programach ochrony gatunkowej zwierzeta
udomowione stanowig czesto modele badawcze dla gatunkéw dzikich i zagro-
zonych.

ROLA BIOTECHNIK ROZRODU W OCHRONIE DZIKICH GATUNKOW

Wymieranie gatunkéw jest czescig naturalnego procesu ewoluciji i jest nieod-
wracalne [2]. Dzialania czlowieka, takie jak niszczenie siedlisk (poprzez stoso-
wanie ekspansywnej gospodarki rolnej i wylesianie), nadmierne polowania lub
klusownictwo, a takze zanieczyszczanie srodowiska doprowadzily do znacznie
wyzszego tempa wymierania gatunkéw zwierzat w stosunku do tempa specja-
qji, czyli powstawania nowych gatunkéw. Wedlug Czerwonej Listy Zagrozo-
nych Gatunkéw prowadzonej przez Miedzynarodowa Unie Ochrony Przyrody
jeden na cztery gatunki ssakéw ijeden na osiem gatunkéw ptakéw sa zagrozone
wyginieciem, podobnie jak jedna trzecia ptazéw i polowa wszystkich z6twi [3].
Celem ochrony przyrody jest zachowanie bioréznorodnoéci, poniewaz wyginie-
cie pojedynczego gatunku moze wplynaé na funkcjonowanie globalnego eko-
systemu [2,4].

Standardowa strategia zachowania zmiennosci genetycznej, a tym samym
zdolnosci reprodukcyjnej, jest ochrona i zachowanie siedlisk [5]. Wiadomo, ze
kurczenie sie zasobow pozywienia, przestrzeni zyciowej do wychowania potom-
stwa lub znalezienia niespokrewnionego partnera przyczyniaja sie istotnie do
ograniczania bioréznorodnosci. Konsekwencja zawezania puli genowej poprzez
kojarzenia w pokrewiernistwie moze by¢ tzw. depresja inbredowa. Jej objawami
sq wysoka $miertelnosci noworodkéw i mtodych osobnikéw, wady wrodzone
oraz nieprawidlowosci zwigzane z ukladem rozrodczym i rozrodem, takie jak
wnetrostwo, obnizenie jakosci nasienia, ograniczenie zdolnosci do zaptodnie-
nia, a takze wrodzone wady serca , niedobory immunologiczne i zwiekszona
podatnos¢ na zmiany srodowiskowe [5-7]. Wszystkie te czynniki sg szczegdlnie
niebezpieczne i obecnie znaczaco zagrazaja stabilnosci wielu populacji dzikich
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zwierzat. Z tego powodu utrzymanie réznorodnosci gene-
tycznej jest gtéwnym celem badari dotyczacych rozrodu
dzikich zwierzat z wykorzystaniem ART. Ponadto, podob-
nie jak u zwierzat gospodarskich, wspomagany rozréd daje
mozliwoé¢ pozyskania znacznie wiekszej liczby potomstwa
w poréwnaniu z rozrodem naturalnym, co w przypadku
zagrozonych gatunkéw moze mie¢ kluczowe znaczenie dla
programéw ich ochrony. Procedury ART sa szczegdlnie
przydatne w odniesieniu do zwierzat, ktore:

(i) nie rozmnazajq sie¢ w sposob naturalny,

(ii) nieoczekiwanie umieraja,

(iii) sa zbyt stare, aby rozmnazac si¢ w spos6b naturalny, ale
sa cenne pod wzgledem genetycznym lub

(iv) zyja w odleglych miejscach [5,8].

Warto wspomnie¢, ze dzieki procedurom ART udalo sie
zwiekszy¢ lub uratowaé populacje wielu gatunkéw dzikich
zwierzat [9-11]. Doskonalym przykladem jest populacja
pandy wielkiej (Ailuropoda melanoleuca), ktora zwiekszyta
sie blisko trzykrotnie (1996 - 104 osobniki, 2008 - 271 osob-
nikéw) dzieki wspétpracy naukowcéw ze Smithsonian Insti-
tut w Waszyngtonie (USA) i osrodkéw ochrony w Chiriskiej
Republice Ludowej. Lata badari podstawowych z zakresu
biologii rozrodu, a nastepnie wykorzystanie techniki sztucz-
nego unasieniania (ang. artificial insemination, Al) przy uzy-
ciu nasienia $wiezego i kriokonserwowanego, doprowadzito
do potrojenia liczby osobnikéw populacji Zyjacej w niewoli.
Obecnie w chiriskich osrodkach hodowlanych rodzi sie rocz-
nie od 25 do 30 miodych, co potwierdza sukces projektu [10].

ROLA BIOTECHNIKI ROZRODU W OCHRONIE
ZAGROZONYCH KOTOWATYCH

Dzikie kotowate naleza do najbardziej zagrozonych biolo-
gicznie taksonéw na ziemi [12]. Wszystkie 38 gatunkéw dzi-
kich kotowatych znajduje sie na Czerwonej Liscie Miedzyna-
rodowej Unii Ochrony Przyrody, a liczebnosci populacji 29
gatunkéw ma tendencje spadkowa [3]. Utrata siedlisk oraz
zasobow jest gléwna przyczyng dramatycznej sytuacji ro-
dziny Felidae [12,13]. Zabijanie w celu pozyskania futer oraz
fragmentéw ciata zwierzat, ktére wciaz sg stosowane w tra-
dycyjnej medycynie orientalnej sa rowniez wymieniane jako
istotne czynniki spadku wielkosci populacji niektérych ga-
tunkéw [14,15]. Podobnie jak w przypadku innych ssakow,
jednym z najwigkszych probleméw w nieudomowionych
populacjach kotéw jest ograniczona pula genowa.

Procedury ART obejmujace sztuczne unasienianie, za-
plodnienie in vitro (ang. in vitro fertilization, IVF), iniekcje
plemnika do cytoplazmy (ang. intracytoplasmic sperm injec-
tion, 1CSI), hodowle zarodkéw in vitro (ang. in vitro cultu-
re, IVC), przenoszenie zarodkéw (ang. embryo transfer, ET)
oraz kriokonserwacje gamet i zarodkéw majg obecnie duze
zastosowanie w programach ochrony kotowatych. Istnieje
wiele korzysci stosowania procedur ART takze dla koto-
watych. Po pierwsze, techniki te mozna wykorzysta¢ do
rozmnazania osobnikéw, u ktérych naturalne krycie jest
niemozliwe (np. z powodu wzajemnej agresji) lub w przy-
padku zwierzat zyjacych w odlegltych geograficznie popula-
cjach, co jest szczegodlnie istotne z punktu widzenia depresji
inbredowej [12]. Ponadto, skuteczna kriokonserwacja gamet
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i zarodkéw pozwala na diugoterminowe przechowywanie i
ochrone réznorodnosci genetycznej oraz zabezpiecza przed
skutkami ewentualnych epidemii czy klesk zywiotowych.
Wspomagany rozréd mozna réwniez wykorzystaé¢ w pro-
gramach hodowlanych do wprowadzania ,éwiezego” ma-
terialu genetycznego do populacji zyjacej w niewoli bez
koniecznosci odtawiania dzikich zwierzat [12,16-19]. Po-
nadto, kriokonserwacja zarodkéw wydluza czas niezbedny
do doboru odpowiednich matek zastepczych, zwiekszajac
prawdopodobieristwo pomyslnej ciazy i porod.

KOT DOMOWY JAKO MODEL DLA
DZIKICH KOTOWATYCH

Wiadomo, Ze skuteczno$¢ wspomaganego rozrodu jest
pochodna wiedzy z zakresu biologii rozrodu danego gatun-
ku lub gatunkéw spokrewnionych [16]. W przypadku dzi-
kich kotowatych, najbardziej odpowiednim, fizjologicznie
poréwnywalnym i tatwym do uzyskania modelem biome-
dycznym jest kot domowy (Felis catus) [17,20,21]. Badania
prowadzone na modelu kota domowego pomagaja po-
szerzy¢ wiedze na temat biologii rozrodu kotéw. Ponadto
wykazano, ze protokoty opracowane dla kota domowego
moga by¢ z powodzeniem stosowane dla nieudomowio-

nych kotow [13].

Kot domowy jest nie tylko modelem biomedycznym w
badaniach nad rozrodem dzikich kotow. Jest takze z sukce-
sem wykorzystywany jako model badawczy dla co najmniej
18 dziedzicznych choréb cztowieka, od zaburzernn metabo-
licznych, takich jak mukopolisacharydoza [22,23] i porfiria
[24] po nieprawidiowosci chromosomalne, takie jak zespot
Klinefeltera [25]. Procedury ART pozwalaja na precyzyjne
planowanie doswiadczen, w tym cigz i wielkosci miotéw

[12,26].

OSIAGNIECIA W ZAKRESIE BIOTECHNIK
ROZRODU KOTOW I KOTOWATYCH

Koniec XIX i poczatek XX wieku wiaza sie z ogromnymi
postepami badani nad wspomaganym rozrodem. Pierwsze
doniesienie o udanym przeniesieniu zarodka kroéliczego do
macicy innego krélika opublikowat Walter Heape w 1891
roku [27]. W tamtym okresie zainteresowanie ochrong przy-
rody byto jednak znikome. Dopiero 90 lat p6ézniej, Schriver i
Kraemer opisali pierwsze przeniesienie zarodka kota domo-
wego [28]. Kolejne 10 lat minelo do urodzenia pierwszych
kociat po zaptodnieniu in vitro [29]. W tym samym roku
Dresser i wsp. doniesli o udanej kriokonserwacji zarodkéw
kota, ktére zostaly przeniesione do samicy-biorczyni [30].
Od tamtego czasu opisano wiele skutecznych procedur oraz
protokotéw ART stosowanych u kotéw i dzikich kotowa-
tych. W ostatnich latach obserwuje si¢ na swiecie i w Polsce
szczegblny wzrost zainteresowania naukowego zagadnie-
niami zwigzanymi z rozrodem kotéw [31,32]. Wciaz jednak
wiele procedur pozostaje na poziomie eksperymentalnym i
wymaga licznych badari.

SZTUCZNE UNASIENIANIE (AI)

Sztuczne unasienianie jest technika polegajaca na wpro-
wadzeniu nasienia samca do drég rodnych samicy z pomi-
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Rycina 1. Procedura pozyskiwania oocytéw kota domowego: (a) jajniki usunie-
te w trakcie rutynowego zabiegu ovariohisterectomii, (b) nacinanie kory jajnika
skalpelem, (c) wyszukiwanie oocytéw spelniajacych, (d) przenoszenie wyselek-
cjonowanych oocytéw do plytki 4-dotkowej z pozywka do IVM.

nieciem stosunku plciowego. U zwierzat domowych opi-
sano rézne techniki Al, do najczesciej stosowanych naleza
unasienianie dopochwowe, domaciczne lub do jajowodu.
Do zabiegu Al moze by¢ uzyte zaréwno nasienie swieze,
jak i poddane kriokonserwaciji. Pierwsze zabiegi Al kota do-
mowego przeprowadzono ponad 40 lat temu [33]. Niestety
nadal nie jest to technika powszechnie stosowana zaréwno
w przypadku kota domowego, jak i dzikich kotowatych.
Wynika to z licznych ograniczeri natury anatomicznej i fi-
zjologicznej rodziny Felidae. Pierwszym ograniczeniem
sztucznego unasieniania kotowatych jest wystepowanie u
wiekszosci gatunkéw owulacji prowokowanej. Nadal nie
udato sie opracowaé skutecznych protokotéw stymulacji
hormonalnej wiekszosci gatunkéw dzikich kotowatych co
istotnie ogranicza mozliwos¢ zastosowania Al [34]. Ponad-
to, ejakulat kocura ma stosunkowo mata objetos¢ i niska
koncentracje plemnikéw co sprawia, ze unasienianie dopo-
chwowe, dos¢ fatwe w wykonaniu, jest zazwyczaj niesku-
teczne [35]. Unasienianie domaciczne z zastosowaniem ka-
teteru jest technicznie bardzo trudne ze wzgledu na dluga,
sztywna i bardzo waska szyjke macicy kotek [33]. Od kilku
lat coraz bardziej powszechne staje si¢ Al z zastosowaniem
endoskopii sztywnej (metoda TCI, ang. trans cervical inse-
mination), ktére daje spore nadzieje na rozwdj tej techniki
wspomaganego rozrodu kotowatych [36,37]. W przypadku
dzikich kotowatych opisano takze kilka skutecznych zabie-
gow Al metoda laparotomii (czyli po otwarciu jamy brzusz-
nej), ale ze wzgledu na duze ryzyko zwiazane z zabiegiem
operacyjnym i koniecznoé¢ wykonania zabiegu w warun-
kach czystosci chirurgicznej (co skutecznie ogranicza zasto-
sowanie tej metody w warunkach terenowych, w tym takze
w ogrodzie zoologicznym) metoda ta nie jest powszechnie
stosowana i nie wigze si¢ z nig wielkich nadziei [9,38]. Pew-
ne oczekiwania wiaze sie¢ natomiast z inseminacja dojajo-
wodowa metoda laparoskopii. Opisane niedawno wyniki
sq bardzo korzystne, nalezy jednak pamietaé, Ze ze wzgle-
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Rycina 2. Oocyty kota domowego: (a, b) niedojrzale oocyty I klasy charakteryzu-
ja sie ciemng, homogenna sie ciemng, homogenna ooplazma i obecnoscig wielu
warstw komorek wzgérka jajonosnego; (c) oocyty, ktére przeszly proces dojrze-
wania i osiagnely stadium metafazy II podziatu mejotycznego z widocznym ciat-
kiem kierunkowym (czarna strzalka), (d) w trakcie iniekgji plemnika do cytopla-
zmy (ICSI) oocyt jest przytrzymywany przy uzyciu mikromanipulatora. Czarna
linia reprezentuje 50 pm.

du na niewielki rozmiar kocich jajowodéw metoda ta jest
bardzo trudna do wykonania pod wzgledem technicznym
i wymaga duzego doswiadczenia od prowadzacego zabieg
lekarza weterynarii [39].

SELEKCJA KOMPLEKSOW OOCYT-CUMULUS
(COC) ORAZ DOJRZEWANIE IN VITRO (IVM)

Pozyskiwanie COC (ang. cumulus oocyte complex) o od-
powiednim potencjale rozwojowym jest kluczowym ele-
mentem dojrzewania pozaustrojowego. W przypadku kota
domowego COC pozyskiwane sg z jajnikéw usunietych w
trakcie rutynowych zabiegéw kastracji chirurgicznej (ova-
riohisterectomii) (Ryc. 1a). Najczesciej stosowana metoda
pozyskiwania COC jest wielokrotne nacinanie skalpelem
kory jajnika (Ryc. 1b) [40]. Podobng technike stosuje sie u
dzikich kotowatych [12]. Kolejnym istotnym etapem proce-
dury jest selekcja COC pod mikroskopem stereoskopowym
(Ryc. 1c), a nastepnie przeniesienie do pozywki z dodat-
kiem gonadotropin (Ryc. 1d). Obecnie powszechnie stosuje
sie klasyfikacje zaproponowang przez Wood'a i wsp. [41].
Dzieli ona kompleksy na 4 klasy w zaleznosci od zabarwie-
nia i granulacji cytoplazmy, liczby warstw komérek wzgér-
ka jajonosnego oraz jakosci ostonki przejrzystej. Najbardziej
pozadane sa COC I klasy, ktére charakteryzuja sie ciemna,
homogenna ooplazma i obecnoscia wielu warstw komorek
wzgodrka jajonosnego (Ryc. 2a i 2b). Badania wykazaly, ze
COC I klasy wykazuja wyzszy potencjat dojrzewania i za-
plodnienia in vitro niz COC nizszych klas [42]. Oocyty kota
domowego poddawane sa inkubacji w pozywkach IVM w
okreslonych warunkach gazowych. Najczesciej stosuje sie
atmosfere 5% CO,w powietrzu lub mieszanine 90% N, 5%
CO,15% O, [13]. Dojrzewanie in vitro COC kota domowego
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Rycina 3. Zarodki kota domowego uzyskane po zaplodnieniu metoda ICSI: (a,
b) zarodek w stadium 6-8 blastomerdéw, (c, d) zarodek w stadium moruli. Zdjecia
wykonano pod mikroskopem odwréconym (a, c) oraz pod mikroskopem epiflu-
orescencyjnym po zabarwieniu barwnikiem Hoechst 33342. Czarna linia repre-
zentuje 100 pm.

trwa 24 godziny [40]. Skuteczno$¢ tego procesu jest nizsza
niz w przypadku czlowieka oraz wielu gatunkéw zwierzat
i wynosi okoto 50-70% (Ryc. 2c) [43,44].

ZAPEODNIENIE POZAUSTROJOWE
ORAZ HODOWLA ZARODKOW

Sposréd technik zaptodnienia pozaustrojowego najpow-
szechniejsze u kota domowego sa klasyczne zaptodnienie in
vitro (IVF), czyli ko-inkubacja gamet oraz iniekcja plemnika
do cytoplazmy oocytu (ICSI).

Pierwsze pozaustrojowe zaplodnienie kota domowego
mialo miejsce w 1988 [45]. Klasyczna technika IVF polega na
wspdlnej inkubacji dojrzatych oocytow z plemnikami. Jest
prosta i nie wymaga drogiego sprzetu, a wspélczynnik za-
plodnienia (% dzielacych sie zygot) wynosi 30-50% [31,43].
Technika ICSI polega na iniekcji plemnika bezposrednio
do cytoplazmy oocytu przy uzyciu mikromanipulatora
(Ryc. 2d). W 1998 roku Pope i wsp. jako pierwsi potwier-
dzili ICSI jako skuteczng metode zaplodnienia oocytéw
kota domowego poprzez narodziny zywego kociaka [46].
Od tamtego czasu metoda ta stata sie bardziej powszechna,
a uzyskiwany odsetek dzielacych sie zygot znacznie wzrést
i wynosi 50-80% [47].

W wiekszosci badari wspoétczynnik zaplodnienia waha
si¢ od 40% do 80%, w zaleznosci od metody zaplodnienia,
warunkéw hodowli i uzytego nasienia (Swiezego lub krio-
konserwowanego) (Ryc. 3a i 3b) [44,48,49]. Niestety wiele
zarodkéw pozyskanych in vitro zatrzymuje swéj rozwoéj w
stadium wczesnej moruli (=16 blastomeréw) (Ryc. 3¢ i 3 d),
a maksymalnie 30-40% dzielacych sie zarodkéw osiaga sta-
dium blastocysty. Przyjmujac jednak za punkt wyjscia do
obliczen liczbe oocytéw poddanych zaplodnieniu, szansa
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Rycina 4. Pobieranie nasienia od kota domowego metoda elektroejakulacji (a, b)
oraz kateteryzacji cewki moczowej (c, d). (a) Wprowadzanie elektrody do prostni-
cy kota, (b) zbieranie nasienia do probéwki. (c) Wprowadzanie cewnika do cewki
moczowej kota, (d) wyjecie cewnika z widocznym nasieniem (czarna strzatka).

na osiggniecie stadium blastocysty in vitro wynosi ok 20%.
Efektywnos¢ pozyskiwania blastocyst kota domowego jest
nadal niezadawalajaca i nizsza od $redniego % blastocyst
uzyskiwanego in vitro np. u bydta (30-40%).

Istotna redukcja odsetka zarodkéw rozwijajacych sie w
warunkach in vitro wigze sie m.in. z wystepowaniem tzw.
bloku rozwojowego w stadium odpowiadajacym urucho-
mieniu genomu zarodka (EGA) danego gatunku. U kota
domowego ma to miejsce w stadium 5-8 blastomeréw [50],
a u bydta 8-16 blastomeréw [51].

Badania prowadzone w celu pokonania bloku w stadium
wczesnej moruli wykazaty, Ze chronologia rozwoju zarod-
ka kota in vitro i in vivo jest podobna do tego stadium [52].
Dotychczasowe badania majace na celu podniesienie od-
setka uzyskiwanych blastocyst, polegajace na modyfikacji
skladu pozywek, Zrédet bialka, atmosfery gazowej, tempe-
ratury, a takze na wspélnej hodowli zarodkéw z komérka-
mi somatycznymi nie przyniosty oczekiwanych rezultatow
[38,53,54].

POZYSKIWANIE NASIENIA

Pozyskiwanie nasienia jest kluczowym elementem wspo-
maganego rozrodu. Nasienie §wieze lub poddane kriokon-
serwacji moze by¢ zastosowane zaréwno do sztucznego
unasieniania jak i zaptodnienia pozaustrojowego metoda
IVF lub ICSI. Opisano 4 techniki pozyskiwania nasienia od
kotow i dzikich kotowatych: elektroejakulacja, pobieranie
na sztuczng pochwe, pozyskiwanie nasienia z najadrzy i ka-
teteryzacja cewki moczowej. Elektroejakulacja jest metoda
wymagajaca specjalistycznego sprzetu i wymaga pelnego
znieczulenia. Technika ta polega na wywolywaniu ejakula-
¢ji pod wplywem impulséw pradu elektrycznego z wpro-
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Rycina 5. Zabieg kastracji. (a) Jadra kota domowego usuniete w trakcie zabiegu
kastracji; (b) najadrza kota domowego odpreparowane od jader przed pozyski-
waniem nasienia poprzez nacinanie.

wadzonej do odbytu elektrody (Ryc. 4a i 4b). Przez niekto-
rych autoréw uwazana jest za metode kontrowersyjna pod
wzgledem etycznym. Pobieranie przy uzyciu sztucznej po-
chwy jest trudne do wykonania i wymaga obecnosci samicy
w rui, ktéra pelni role prowokatorki [55]. Istotny jest takze
fakt, ze metoda ta nie moze by¢ stosowana w przypadku ko-
tow nieudomowionych [31]. Kolejna metoda zostala opra-
cowana kilka lat temu przez zesp6t Zambelli i wsp. i polega
na pobieraniu nasienia poprzez kateteryzacje cewki moczo-
wej [56]. Kotu podaje sie lek znieczulajacy - medetomidy-
ne, ktéry jest rutynowo stosowany w anestezjologii wete-
rynaryjnej. Medetomidyna poza dzialaniem uspokajajacym
i przeciwb6lowym ma takze dzialanie a-adrenergiczne
powodujace skurcz miesni gladkich przewodéw wypro-
wadzajacych nasienie, a tym samym uwolnienie pozaja-
drowych zasobéw plemnikéw [31,56]. Nastepnie do cewki
moczowej wprowadzany jest cewnik, do ktérego w wyniku
dziatania sily kapilarnej przenika nasienie (Ryc. 4c i 4d). Po-
brany w ten sposéb ejakulat ma niewielka objetos¢, ale ma
wysoka koncentracje plemnikéw. Metoda ta zdecydowanie
zrewolucjonizowala wspomagany rozréd kota domowego
oraz kotowatych i obecnie jest z powodzeniem stosowana w
wiekszosci osrodkéw [57]. Czwarta technika to pozyskiwa-
nie nasienia najadrzowego. Ma ona zastosowanie w przy-
padku jader, ktore zostaly usuniete i polega na wielokrot-
nym nacinaniu ogonéw najadrzy skalpelem, zanurzeniu
tkanki w medium zoptymalizowanym dla plemnikéw, np.
w rozrzedzaniu opartym na buforze TRIS lub soli fizjolo-
gicznej, a nastepnie przeptukaniu poprzez wirowanie frak-
gjonujace (Ryc. 5a i 5b) [31,43,55,58]. Technika ta jest prosta
w wykonaniu i moze by¢ zastosowana w przypadku warto-
Sciowego genetycznie samca (zaréwno kota domowego jaki
i nieudomowionego), ktéry zostal poddany kastracji lub
niespodziewane umar}.

PRZENOSZENIE ZARODKOW (ANG.
EMBRYO TRANSEFER, ET)

Przenoszenie zarodkéw to technika polegajaca na
umieszczeniu zarodka w stadium moruli lub blastocysty w
ukladzie rodnym matki zastepczej. Dotychczas opisano za-
biegi ET zaréwno u kota domowego, jak i wielu gatunkéw
dzikich kotowatych [59,60]. Do tej pory urodzily sie kocieta
tygryséw, gepardéw, pum, ocelotéw, manuli stepowych,
ocelotow tygrysich, ocelotéw argentynskich i in. [12,61,62].
Pierwsze zabiegi ET polegaly na wykonaniu laparotomii,
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czyli otwarcia jamy brzusznej i przeniesieniu zarodka bez-
posrednio do macicy. Od kilku lat coraz czesciej przenosi
sie zarodki bezposrednio do jajowodu, przy uzyciu laparo-
skopii, czyli wziernikowania jamy brzusznej za pomoca in-
strumentu optycznego. Technika ta jest niewatpliwie mniej
traumatyczna i nie wiaze si¢ z ryzykiem zrostu brzuszne-
go, dzieki czemu moze by¢ stosowana wielokrotnie u jed-
nego osobnika [12]. Warto wspomnieé, ze kot domowy,
oprocz bycia modelem biomedycznym do badarn na dziki-
mi kotowatymi jest rowniez wykorzystywany jako biorca
zarodkéw dzikich kotowatych w procedurze tzw. miedzy-
gatunkowego ET. Dotychczas udalo si¢ uzyskac tqa metoda
kocieta indyjskiego kota pustynnego i afrykanskiego dzikie-
go kota po przeniesieniu odpowiednio 14 i 8 zarodkéw do
poddanych synchronizacji hormonalnej kotek domowych.
Protokét synchronizacji zaktadal podawanie hormonu foli-
kulotropowego (FSH) w dawkach wzrastajacych (1-6 mg) 1
x dziennie przez 4 dni, a nastepnie 100 IU ludzkiej gonado-
tropiny kosméwkowej (hCG) 5-go dnia [48].

KRIOKONSERWACJA

Kriokonserwacja jest metodq majaca na celu utrzymanie
zywotnoéci komorek, tkanek lub narzadéw poprzez prze-
chowywanie ich w ekstremalnie niskich temperaturach.
U kotéw stosuje sie obecnie dwie metody kriokonserwa-
¢ji gamet i zarodkéw: powolne zamrazanie i witryfikacje
[18]. W 1988 Dresser i wsp. [46] przeprowadzili pierwsze
udane przeniesienie kriokonserwowanych zarodkéw pozy-
skanych in vivo, a w 1994 Pope i wsp. [63] poinformowat o
narodzinach zywych kociat po ET kriokonserwowanych za-
rodkéw pozyskanych in vitro. Od tego czasu uzyskano kil-
ka prawidlowych ciaz zakoniczonych urodzeniem zywych
kocigt po przeniesieniu kriokonserwowanych zarodkéw
zaréwno kotéw domowych, jak i dzikich [64-66]. Poniewaz
produkcja zarodkéw in vitro jest skomplikowana proce-
dura, wymagajaca specjalnie wyposazonego laboratorium
oraz dostepnoéci gamet zaré6wno zeriskich, jak i meskich,
kriokonserwacja zarodkéw jest waznym narzedziem w pro-
gramach wspomaganego rozrodu poniewaz umozliwia cza-
sowe rozdzielenie uzyskania zarodka i jego przeniesienia,
dajac tym samym wieksza szanse na znalezienie odpowied-
niej matki zastepczej.

Pierwsze doniesienie o kriokonserwacji kocich oocytéow
zostalo opublikowane przez Luvoni w 1997 roku i wskazy-
walo na wyzszos¢ metody powolnego zamrazania oocytow
[67]. Z kolei w 2012 roku opisano narodziny pierwszych
kociat uzyskanych z witryfikowanych oocytéw [68]. Mimo
wielkiego sukcesu jakim jest urodzenie zywych kociat po-
chodzacych z kriokonserwowanych oocytéw, nadal sku-
tecznosc tej procedury, w poréwnaniu z jej skutecznoscia
u czlowieka, bydla czy myszy, jest bardzo niska. Jak dotad
nie opublikowano powtarzalnej metody kriokonserwacji
oocytéw kota. W nielicznych pracach odsetek dzielgcych sie
zygot uzyskanych z witryfikowanych oocytéw wahat sie od
14% do 25% [47,69-71], a odsetek uzyskiwanych blastocyst
wynosit od 1,5% do 7,5% [71-73] dlatego kriokonserwacja
kocich oocytéw jest nadal uwazana za technike ekspery-
mentalna. Nalezy zaznaczy¢, ze oocyty kota domowego sa
trudnym materiatem do kriokonserwacji. Charakteryzuje je
bardzo ciemna i homogenna ooplazma, co najprawdopo-
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dobniej wynika z wysokiej zawartosci lipidow [74]. Obec-
nosé¢ wysokiej zawartosci wewnatrzkomérkowych lipidéow
utrudnia przenikanie krioprotektantéw do oocytu oraz po-
woduje nieréwnomierne zamrazanie skutkujace niska efek-
tywnoscia tego procesu. Ponadto, w niedojrzatych oocytach
kota wystepuje stosunkowo duzy pecherzyk zarodkowy
w poréwnaniu z innymi gatunkami ssakéw. Natomiast
ograniczona przezywalnos¢ dojrzatych oocytéw wynika z
otoczki jadrowej i obecnosci wrzeciona kariokinetycznego
drugiego podzialu mejotycznego [40].

Efektywnosé kriokonserwacji nasienia kota jest réwniez
nizsza w poréwnaniu z innymi gatunkami np. bydfem czy
psem domowym. Pomimo prowadzenia szerokiego fron-
tu badan [75], niezadawalajace wyniki kriokonserwacji
plemnikéw kocura wiagza sie z licznymi utrudnieniami np.
wysoka czestos¢ teratozoospermii (= 60% plemnikéw z nie-
prawidtowa budowa) [6] czy duza wrazliwoé¢ plemnikéw
na zmiany osmotyczne powodujace utrate ruchliwosci lub
uszkodzenia blony komérkowej [21].

ZNACZENIE BADAN PODSTAWOWYCH
WSPOMAGANEGO ROZRODU KOTA DOMOWEGO

Wszystkie procedury ART stosowane dotychczas u dzi-
kich kotow zostaly opracowane na modelu kota domowe-
go. Przydatnoé¢ tych procedur dla utrzymania populacji
dzikich kotéw jest bezposrednio zwigzana z podstawowa
wiedza o ich biologii. Ze wzgledu na oczywiste utrudnie-
nia ze zdobywaniem tej wiedzy, model kota domowego
jest szczegodlnie cenny. Zadawalajace wyniki uzyskiwane
po aplikacji procedur ART w rozrodzie dzikich kotowatych
zachecaja do kontynuacji badar na kocie domowym w celu
doskonalenia procedur i przezwyciezania napotkanych
ograniczen.
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SUMMARY

The assisted reproduction techniques are an essential part of endangered species conservation programs. All wild felids are threatened with
extinction, and the domestic cat is a good and easily available model for research on wild felids. The procedures used in cats and wild felids
include artificial insemination, oocytes collection from female and sperm collection from male, in vitro maturation of oocytes, in vitro fertiliza-
tion by IVF and ICSI, embryo culture, embryo transfer, cryopreservation of gametes and embryos. The effectiveness of individual procedures
in cats and wild felids is often much lower than in humans, livestock or laboratory animals, but the success achieved so far confirms the need
for further research.
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