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Summary

Currently ART (assisted reproductive technology) is assuming one of the most important places in animal
reproduction. Till the present, the main interest concerned the oocytes and embryos in laboratory and
in producing animals. Nowadays, with the improvement of ART, as well as gradually increasing interest in
endangered species, the interest in using these techniques is shifting toward other animals. Because of this
fact, ART procedures concerning domestic cats have progressed significantly in the last years. Domestic cats
are a very suitable model for the investigation of endangered feline species. The following paper discusses the
current procedures of obtaining oocytes from domestic cats as well as their in vitro development.
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Techniki wspomaganego rozrodu kotow domowych
stanowia coraz czg¢sciej temat wspotczesnych badan
z zakresu rozrodu. Koty domowe obecnie staja si¢ stop-
niowo rosnaca grupa zwierzat towarzyszacych 1 stad
wzrastajace zainteresowanie hodowcow dotyczace
poprawy ich zdolnos$ci rozrodczych. Ponadto kot do-
mowy stanowi doskonaty model wyjsciowy do badan
nad rozwojem technik wspomaganego rozrodu u dzi-
kich kotowatych, przede wszystkim w przypadku ga-
tunkow zagrozonych wyginigeiem. Z 37 zyjacych obec-
nie gatunkow kotowatych tylko populacja kota domo-
wego (Felis catus) nie ulega zmiejszeniu (25). Mimo
ze pozostatych 36 gatunkow wpisanych jest na Czer-
wong Listg Zagrozonych Gatunkow, a co za tym idzie
— stosuje si¢ bardzo restrykcyjne przepisy dotyczacych
handlu i obrotu tymi zwierzgtami oraz produktami ich
pochodzenia, ich liczebno$¢ stopniowo spada. U zwie-
rzat tych czgsto dochodzi do zaburzen dotyczacych
naturalnego rozrodu, co w przypadku niewielkiej liczby
zyjacych osobnikéw utrudnia, a w praktyce czgsto
uniemozliwia, prowadzenie jakichkolwiek badan nad
ich rozrodem.

Zupehie inna sytuacja dotyczy kota domowego (Fe-
lis catus), ktorego populaCJa w wielu krajach jest zbyt
duza 1 stosuje si¢ rozne metody jej ograniczania (11,
18,29). W tej sytuacji badania naukowe dotyczace tych
zwierzat podazaja w dwoch kierunkach. Z jednej stro-
ny, nastawione sa na bezpieczne ograniczanie popula-
cji kota domowego (11, 22), a z drugiej, na rozwoj
technik wspomaganego rozrodu (12, 15, 20, 27), ma-

jacych na celu zwigkszenie liczby dzikich kotowatych,
a takze poprawe zdolnos$ci rozrodczych kotoéw hodow-
lanych. Ze wzgledu na tatwy dost¢p do materiatu bio-
logicznego, pochodzacego od kota domowego, stano-
wi on podstawowy model do prowadzenia tego rodza-
ju badan.

W 1988 r. po raz pierwszy narodzily si¢ kocigta po
transferze zarodkoéw otrzymanych w wyniku zaptod-
nienia in vitro (8). Od tego czasu prowadzone sa sze-
roko zakrojone badania w zakresie wspomaganego
rozrodu u tego gatunku zwierzat. Juz w 2002 r. udato
si¢ po raz pierwszy z powodzeniem sklonowa¢ kota
domowego (30). Na podstawie dotychczasowych wy-
nikow skuteczno$¢ pozyskiwania in vitro zarodkéw
kocich jest porownywalna z wynikami otrzymywany-
mi u innych gatunkoéw zwierzat, natomiast ich dalszy
rozwdj in vivo po transferze do biorczyn stwarza nadal
liczne problemy. Zwiazane jest to z bardzo niskim
odsetkiem ciaz u biorczyn i niska liczba urodzonych
kociat. Obecne badania koncentruja si¢ na udoskona-
leniu technik wspomaganego rozrodu (ART —assisted
reproductive technique) dotyczacych pozyskiwania
1 dojrzewania oocytow in vitro, ich zaplodnienia in
vitro 1 wezesne] hodowli zarodkow in vitro, kriokon-
serwacji i przenoszenia do biorczyn.

Pozyskiwanie oocytow

w przypadku kota domowego oocyty pozyskiwane
sa najczescie] z jajnikoOw otrzymywanych przy ruty-
nowych zabiegach owariektomii lub owariohisterek-



tomii, przeprowadzanych badz to w celach antykon-
cepcyjnych na zyczenie wiasciciela, badz w celach
leczniczych, w przypadku stanow patologlcznych
Wigkszos$¢ autorow (4, 15) klasyfikuje otrzymane jaj-
niki w zaleznosci od tego, w Jakle_] fazie cyklu ptcio-
wego si¢ one znajduja, najczescie] stosujac dwu- lub
czteroklasowe systemy klasyfikacji. Jajniki dzieli sig
na bedace w fazie pecherzykowej (majace co najmniej
jeden widoczny pecherzyk > 2 mm), w fazie lutealnej
(majace jedno lub wigcej cialek zottych), jajniki Swie-
70 po owulacji (obecne ciatko zo6tte krwotoczne — CH
corpus hemorrhagicum), jajniki posrednie (majace
pecherzyki o wielko$ci 1-2 mm) oraz jajniki nieak-
tywne (4). Inni autorzy pozyskane jajniki dziela na
nieaktywne (nieposiadajace pecherzykoéw o srednicy
= 2 mm), jajniki w fazie lutealnej (obecne jedno lub
wigcej ciatek zoltych) oraz jajniki w fazie pgcherzy-
kowej (obecne jeden lub wigcej dojrzatych peche-
rzykow o $rednicy = 2 mm) (15). Mimo ze liczba
pecherzykow plerwotnych 1 odsetek pecherzykow
rozwijajacych si¢ w jajniku nie zalezy od fazy cyklu
piciowego i pory roku, to zdolno$¢ rozwojowa w pet-
ni dojrzalych oocytéw wydaje si¢ zalezna od fazy cyk-
lu rozrodczego dawczyni (4, 12).

Najczesciej stosowana metoda pozyskiwania oocy-
tow od samicy kota domowego jest nacinanie ostrzem
skalpela lub naktuwanie igla preparacyjna jajnikow
pozyskanych w trakcie rutynowych zabiegow chirur-
glcznych (4,10, 15, 16, 23). Jewgenow i wsp. (12- 14)
opisuja rowniez metodq pozyskiwania 0ocytow z uzy-
ciem sitka tkankowego, w ktorej to metodzie jajniki
sa mechanicznie rozcierane w obecno$ci odpowied-
niego medium, a nastgpnie uzyskana zawiesing prze-
ciera si¢ przez sitka o stopniowo malejacej $rednicy,
a pozniej odwirowuje, w ten sposob pozyskujac oocy-
ty. Metoda ta jest szybsza i pozwala na pozyskanie
wigkszej liczby pecherzykéw pierwotnych.

Klasyfikacja oocytow

Pozyskane oocyty, a wlasciwie oocyty wraz z ota-
czajacymi je komorkami wzgorka jajonosnego (COC
— cumulus — oocyte complex) sa szczegoétowo badane
1 oceniane pod Wzglqdem ich przysziej przydatnosci.
Tu najczg$ciej stosuje si¢ podziat na trzy lub cztery
klasy na podstawie zabarwienia i granulacp ooplazmy,
liczby warstw komorek wzgdrka jajonosnego i ich za-
warto$ci oraz jako$ci ostonki przejrzystej. Oocyty zde-
generowane lub pozbawione komorek wzgorka jajo-
nosnego nie s brane pod uwagg.

W przypadku podziatu na cztery klasy, do klasy
pierwszej i drugiej zalicza si¢ oocyty, w ktorych komor-
ki COC $cisle do siebie przylegaja na catej (klasa I)
lub prawie calej (klasa II) dtugosci, maja jednolita,
ciemng ooplazmg z rownomiernie roztozonymi ziar-
nisto$ciami i menamszonq osionkq przejrzystq Oocy-
ty klasy trzeciej i czwartej majqnleco jasniejsza ooplaz-
mg, ziarnisto$ci roztozone nierbwnomiernie z obsza-
rami przejasnien i s otoczone przylegajacymi do sie-
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bie na catej (klasa I) lub prawie catej (klasa IT) dtugo-
$ci komodrkami wzgorka jajonosnego (16). W przypad-
ku podziatéw trzystopniowych brane sa pod uwagg te
same parametry i oocyty sa klasyfikowane jako: A, B
i C w zaleznosci od wybarwienia ooplazrny, ulozenla
ziarnistosci i jako$ci wzgorka jajonosnego. Za najlep-
sze uwaza si¢ oocyty klasy A z jednolita ciemna ooplaz-
ma i licznymi, rownomiernie roztozonymi ziarnistos$-
ciami oraz zwartym utozeniem licznych warstw ko-
morek wzgorka Jajonosnego. Oocyty typu B maja nie-
znacznie jasniejszq ooplazmg i ziarnisto$ci roztozone
mniej rOwnomiernie, a komorki wzgorka jajonosnego
pokrywaja przynajmniej potowe powierzchni ostonki
przejrzystej. Natomiast oocyty klasy C majg jasna
ooplazmg z nieréwnomiernie roztozonymi ziarnistos-
ciami 1 sa czg¢$ciowo pozbawione komodrek wzgorka
jajonos$nego, przy czym ta ostatnia klasa przez niekto-
rych badaczy nie jest kwalifikowana do dalszych ba-
dan (10, 27).

W licznych badaniach dowiedziono, ze oocyty z jed-
nolita, nieprzejrzysta, ciemna cytoplazma, z regular-
nie roztozonymi ziarnisto$ciami i kilkoma warstwami
komorek wzgorka jajonosnego wykazuja znacznie
wyzsze wspotczynniki zaptodnienia i bruzdkowania
(19, 23). Wyniki dojrzewania (IVM — in vitro matura-
tion) w przypadku oocytow klasy C sa zwykle bardzo
niskie, najczesciej nie sa one w stanie zakonczy¢ po-
dziatow mejotycznych i ich pobieranie do dalszych
badan wydaje si¢ bezcelowe (9). Stadium metafazy
drugiego podziatu osiaga ponad polowa oocytow
wstegpnie zakwalifikowanych jako klasa A lub I/II,
natomiast z oocytow klasyfikowanych jako C lub III/
IV zaledwie niecata jedna piata (16, 28).

Dojrzewanie oocytow

Oocyt aby sta¢ si¢ w peini kompetentny, musi
pI‘ZCJSC szereg dynamicznych zmian prowadzacych
zaréwno do osiagnigcia dojrzatosci jadrowe;j, jak i cy-
toplazmatycznej. Dopiero zakonczenie tych obu pro-
cesOw pozwala na prawidlowe zaplodnienie 1 pdZniej
na prawidlowy rozwdj zarodka. Niestety, u kota do-
mowego jak dotad tylko okoto 50-65% pozyskanych
oocytow jest w stanie osiagnac in vitro metafazeg 11
podziatu, z czego tylko 20-30% dojrzatych oocytow
rozwija si¢ do stadium blastocysty po zaptodnieniu in
vitro (IVF — in vitro fertilisation) (23). W poréwnaniu
do innych gatunkow zwierzat nie stanowi to zbyt wy-
sokiego wyniku. Na przyktad u $wini czy myszy odse-
tek oocytow osiagajacych metafaze Il podziatu wyno-
si ponad 80%, a u bydta nawet ponad 90%. Z tego
wzgledu obecne badania koncentruja si¢ na stworze-
niu takich warunkéw, ktore pozwalatyby zarowno na
zachowanie potencjatu i integralnosci dojrzewajacych
COC, jak 1 stwarzalyby warunki do prawidtowego
przebiegu ich rozwoju (20). Obserwuje si¢ znaczne
roznice w zdolnos$ci zarodkdw do bruzdkowania i roz-
woju blastocyst. Zdecydowanie gorsze wyniki osiaga
si¢ w przypadku oocytow dojrzewajacych in vitro,
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w poréwnaniu do tych dojrzewajacych in vivo, pozy-
skanych z pecherzykdéw przedowulacyjnych. Roznice
te thumaczy si¢ uposledzonymi procesami dojrzewa-
nia cytoplazmy lub ich zupelnym brakiem w przypad-
ku oocytow dojrzewajacych in vitro (6). Stwierdzono
réwniez, ze szanse na rozwoj zywego ptodu z pozy-
skanego oocytu maleje znaczaco wraz ze wzrostem
liczby etapow dojrzewania zachodzacych in vitro (27).
Powodzenie IVM w przypadku oocytow kocich jest
réwniez uzaleznione od fazy cyklu jajnikowego, w kto-
rym oocyty zostaly pozyskane, a takze rodzaju doda-
nego czynnika wzrostowego oraz jakosci wzgorka ja-
jonosnego w momencie pozyskania (3). Jajniki bez-
posrednio po zabiegu sa zwykle przechowywane w zbu-
forowanym roztworze soli fizjologicznej PBS w roz-
nych temperaturach (pokojowej, w 4°C lub w 35°C)
do momentu dalszej obrobki (2, 4, 9, 15). Ciekawa
rzecza jest znaczna odpornos¢ oocytow kocich na ob-
nizenie temperatury, niespotykana u innych gatunkéw
zwierzat. Z jajnikow przechowywanych w warunkach
chtodniczych (5°C) do 24 h pozyskiwano oocyty, z kto-
rych 50-60% byto w stanie osiagna¢ stadium mejozy
IT podziatlu, co stanowi wynik bardzo podobny, jak
w przypadku oocytéw poddanych IVM tuz po ich po-
zyskaniu z jajnikoéw (3, 7, 32). Po kilku lub kilkunastu
godzinach, w zalezno$ci od warunkéw doswiadcze-
nia, jajniki podlegaja dalszej obrobce majacej na celu
pozyskanie COC — oocytow z otaczajacymi je komor-
kami wzgorka jajonosnego. W przypadku naturalnych
procesoéw follikukogenezy zachodzacych w jajniku,
maly pecherzyk jajnikowy wzrastajacy rozwija si¢ az
do przeksztalcenia si¢ w pecherzyk przedowulacyjny.
Fizjologicznie procesy te sa regulowane przez czyn-
niki endokrynowe parakrynowe i autokrynowe. W ba-
daniach in vitro oocyty po pozyskaniu z jajnikow sa
umieszczane w komercyjnle dostgpnych mediach do
hodowli komorkowych, z r6znymi dodatkami. Poza
sur0w1czq albumina bydlch (BSA bovine serum
albumin) i antybiotykami r6zni autorzy zalecaja do-
datek gonadotropin, takich jak: choriogonadotropina
(hCG), ludzka gonadotropina menopauzalna (hMG),
folikulotropina (FSH) czy luteotropina (LH) (2, 4, 9,
15). Ze wzgledu na wzrastajace zainteresowanie bio-
technologiami stosowanymi w rozrodzie kotow, wigk-
szo$¢ prowadzonych obecnie projektow badawczych
ktadzie nacisk na oceng efektywnos$ci dodatku substan-
cji poprawiajacych rozwdj i dojrzewanie oocytow
w hodowlach in vitro. Najczesciej pr(’)buje si¢ stoso-
wac te same preparaty, ktore sprawdzaja si¢ u innych
gatunkow zwierzat. Udowodniono, ze na przyk1ad
u myszy sposroéd wielu czynnikow wzrostowych naj-
skuteczniejsze we wspomaganiu rozwoju matych pe-
cherzykow jajnikowych sa: nablonkowy czynnik wzro-
stu EGF (epidermal growth factor) i insulinopodobny
czynnik wzrostu IGF-1 (insulin-like growth factor) (1,
31). U bydta natomiast stwierdzono pozytywny wptyw
czynnika wzrostu fibroblastow bFGF (basic fibroblast
growth factor) na krétkoterminowe dojrzewanie peg-
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cherzykow (24). Obecnie sprawdza si¢ ich zastosowa-
nie w przypadku hodowli oocytow pochodzacych od
kota domowego. Jak dotad stwierdzono, ze mimo iz
dodatek EGF nie zwigksza znaczaco bruzdkowania po
IVF u dobrych jakosciowo oocytdw, to odsetek zarod-
koéw osiagajacych stadium blastocysty wzrasta znacza-
co (55% 143%) w stosunku do oocytow hodowanych
bez dodatku EGF (5), poniewaz EGF korzystnie wpty-
wa na dojrzewanie cytoplazmatyczne (21). Natomiast
w przypadku dodatku IGF-1 do medium hodowlane-
go stwierdzono, ze odsetek dobrych jakosciowo oocy-
tow 0s1qgajqcych metafazg II podzialu wzrasta o ok.

20%, przy czym efektu tego nie stwierdzano w przy-
padku oocytow o gorszej jakosci w momencie pozy-
skania (17).

Badania nad hodowlami komérkowymi koncentru-
ja si¢ obecnie nad sprawdzaniem skuteczno$ci roznych
sktadnikéw mediow do hodowli oraz alternatywnymi
uktadami do hodowli in vitro, ktore bgda lepiej zacho-
wywaty funkcjonalng integralno$¢ COC oraz pozytyw-
nie wptywaty na ich zywotnos¢ i kompetencje in vi-
tro. Jednakze, ze wzgledu na fakt, ze aby zapewnic
wlasciwy rozwoj 1 dojrzewanie oocytu, nalezy poszu-
kiwa¢ drég petnej optymalizacji warunkoéw 1nkubaq1
in vitro, obecne badania skupiaja si¢ na kilku najwaz-
niej szych strategiach, opracowanych w oparciu o ba-
dania morfologiczne, funkcjonalne i molekularne.
Szczegdlna uwage poswigea sig¢ w tym zakresie do-
datkom antyoksydantow, nisko- i wysokoczasteczko-
wych, do mediéw stuzacych technikom IVM. W tym
$wietle bardzo obiecujace sa wyniki otrzymane przez
Luvoni i Chigoni (20) dotyczace zwigkszenia zawar-
tosci glutationu (GSH) jako antyoksydantu w mediach
hodowlanych oraz wptywania na zawarto$¢ cyklicz-
nego adenozynomonofosforanu cAMP jako substan-
cji regulujacej szybkos¢ dojrzewania oocytow.

Posumowanie

Pozyskanie dobrych jakosciowo oocytow, a nastep-
nie stworzenie im dobrych warunkéw do dalszego roz-
woju stanowi duze wyzwanie dla wspotczesnej nauki.
Od prawidtowego przebiegu tych wczesnych proce-
sow zalezy dalszy sukces technik wspomaganego roz-
rodu. Jak dotad badania dotyczyty przede wszystkim
zastosowania ART u zwierzat laboratoryjnych oraz
zwierzat produkcyjnych, przede wszystkim u bydta
1 $win. Obecnie, wraz z rozwojem biotechnologii oraz
wzrostem zainteresowania ochrong ginacych gatunkow,
coraz wigcej doswiadczen prowadzonych jest w zakre-
sie dojrzewania in vitro oocytow kota domowego, ktory
ze wzgledu na duza dostgpnos¢ materiatu badawcze-
go stanowi doskonaty model do badan. Tego typu pro-
by stanowia podstawg do dalszego rozwoju technik
wspomaganego rozrodu, takich jak IVF, a nastgpnie
produkcji i hodowli zarodkdw, co w dalszych etapach
moze pozwoli¢ na pozyskanie ta droga potomstwa.

Obecnie skuteczno$¢ techniki pozyskiwania zarod-
kéw kocich jest juz poréwnywalna do innych, znacz-
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nie szerzej badanych gatunkow zwierzat, takich jak
bydio czy $§winie. Natomiast zdolno$ci rozwojowe
zarodkow in vivo u biorczyn sa zdecydowanie nizsze.
Jak dotad odsetek ciaz u biorczyn kota domowego oraz
liczba zywo urodzonych kociat sa duzo gorsze niz u in-
nych gatunkéw zwierzat. Wydaje sig, ze dalsze bada-
nia powinny koncentrowac si¢ na rozwoju i optymali-
zacji sktadu mediéw hodowlanych do IVM, doskona-
leniu technik transferu zarodkow oraz synchronizacji
cyku plciowego biorczyn, co powinno pozwoli¢ na
stworzenie najbardziej optymalnego $rodowiska do
dojrzewania oocytow, a nast¢pnie rozwoju zarodkow.
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