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Ogromny postep przemystowy oraz agresywna ekspansja cztowieka w srodowisko naturalne spowodowatly
znaczne ograniczenie nisz ekologicznych dzikich zwierzat oraz post¢pujgce wymieranie poszczegolnych
gatunkow. Problem ten dotyczy takze dzikich kotowatych. Znaczne zanieczyszczenie $rodowiska, chow
wsobny oraz choroby zakazne obnizaja wskazniki reprodukcyjne, prowadzgc do olbrzymiego spadku
bioroznorodnosci. Liczebno$¢ populacji Rysia euroazjatyckiego w Polsce od dawna kwalifikuje go do Scistej
ochrony. Podobnie, wszystkim gatunkom dzikich kotéw grozi wyginigcie, na niektdrych obszarach ich
naturalnego wystgpowania. W obliczu tak krytycznej sytuacji, nalezy uswiadomi¢ sobie, iz materiat
genetyczny kazdego pojedynczego osobnika jest na wage zlota. Pozyskanie i zamrozenie materiatu od
postrzelonych, padtych lub poddanych eutanazji zwierzat pozwala na po$miertne zachowanie ich potencjatu
reprodukcyjnego oraz genetycznego. W ratowaniu dzikich zwierzat zastosowanie znajduja techniki
wspomaganego rozrodu oraz kriokonserwacji gamet. Procedury mrozenia gamet meskich u kotow sa dobrze
opracowane, w przeciwienstwie do niskiej efektywnosci kriokonserwacji gamet zenskich. Mata wydajnos¢
mechanicznego pozyskiwania izolowanych oocytow (do kilkudziesieciu komorek jajowych od jednego
osobnika) oraz niedopracowane procedury kriokonserwacji prowadza do znacznych strat bezcennego
materialu. Obiecujgcym rozwigzaniem moze sta¢ si¢ zamrazanie natywnej tkanki jajnikowej wraz z calg pula
komorek jajowych. Obiecujace wyniki mrozenia tkanki jajnikowej cztowieka (dotychczas uzyskano 130
narodzin) rysujg perspektywe dla rozwoju witryfikacji tkanki jajnikowej 1 ochrony materiatu genetycznego u
dzikich kotowatych.

Celem projektu jest redukcja krio-indukowanego stresu komorek poddawanych procedurom in vitro
dla konserwacji materialu genetycznego od rzadkich i zagrozonych gatunkéw z rodziny kotowatych. W
ramach projektu zbadany zostanie wptyw: sktadu medium transportowego, parametréow fizykochemicznych
protokotu mrozenia oraz wdrozenia rekonwalescencji komorek poddanych mrozeniu na parametry
biologiczne pgcherzykow jajnikowych.

Jajniki kota domowego pozyskane na drodze rutynowych sterylizacji, zostang odpowiednio
przygotowane i poddane procedurom in vitro. Poczatkowo zostanie oceniony wptyw roztworow do
konserwacji, wielko$ci fragmentow tkanki jajnikowej oraz suplementacji antyoksydantami i inhibitorami
smierci komérkowej (dysmutaza ponadtlenkowa, N-acetylo-L-cysteina, glutation, inhibitor proteaz z rodziny
calpain, inhibitor caspas) na przezywalno$¢, strukture oraz apoptoze pecherzykow jajnikowych. Opracowany
sposob transportowania tkanki jajnikowej zostanie oceniony w odniesieniu do efektywnosci wolnego
zamrazania. Kolejnym zadaniem jest wieloczynnikowa optymalizacja parametréw procedury szybkiego
mrozenia — (witryfikacji), tj. czasu inkubacji, krioprotektrow oraz wielkosci fragmentow tkanki jajnikowe;j.
Szczegotowa ocena zjawiska stresu oksydacyjnego oraz apoptozy pecherzykow jajnikowych zostanie
przeprowadzona po zastosowaniu pozaustrojowej hodowli tkankowej. Nastepnie zajmiemy si¢
opracowaniem medium do rekonwalescencji pecherzykow tkanki jajnikowej poddawanej witryfikacji.
Wplyw suplementacji mediow zostanie oceniony jak przy uzyciu powyzej opisanej metodologii (techniki
histologiczne, immunohistochemia oraz mikroskopia florescencyjna).

Proponowane badania eksperymentalne z zastosowaniem suplementacji mediéw do transportu oraz
po-rozmrozeniowe] rekowalescencji komorek ocenig mozliwos¢ redukeji stresu komérkowego wywotanego
przez przechowywanie tkanki jajnikowej w niskich temperaturach. Zatem, badania przyczynia si¢ do
rozwoju kriobiologii i biologii komorek rozrodczych u kotowatych. Optymalizacja protokotu witryfikacji
tkanki jajnikowej kotowatych, dzigki niskim wymaganiom sprzgtowym oraz malo skomplikowanym
procedurom, umozliwi przeprowadzanie jej w terenie. Tym bardziej, ze zaplecze sprz¢towe 1 mozliwosci
laboratoryjne ambulatoridw istniejacych przy rezerwatach dzikich zwierzat, czy nawet ogrodow
zoologicznych nie jest tak zaawansowane, jak w osrodkach naukowych. Opracowujac tatwa i szybka metode
mrozenia, zyskamy cenne narzgdzie pozwalajace zachowaé material genetyczny dzikich kotowatych na
wiele lat. Zatem najwazniejszym aspektem projektu suplementacji mediow do kriokonserwacji tkanki
gonadalnej kotowatych oprocz mozliwosci poznania mechanizmow obrony komorkowej przed
ekstremalnymi warunkami mrozenia, jest réwniez przyczynienie si¢ do utworzenia banku materiatu
genetycznego gingcych populacji dzikich kotowatych.



