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Artyku³ przegl¹dowy Review

Techniki wspomaganego rozrodu kotów domowych
stanowi¹ coraz czê�ciej temat wspó³czesnych badañ
z zakresu rozrodu. Koty domowe obecnie staj¹ siê stop-
niowo rosn¹c¹ grup¹ zwierz¹t towarzysz¹cych i st¹d
wzrastaj¹ce zainteresowanie hodowców dotycz¹ce
poprawy ich zdolno�ci rozrodczych. Ponadto kot do-
mowy stanowi doskona³y model wyj�ciowy do badañ
nad rozwojem technik wspomaganego rozrodu u dzi-
kich kotowatych, przede wszystkim w przypadku ga-
tunków zagro¿onych wyginiêciem. Z 37 ¿yj¹cych obec-
nie gatunków kotowatych tylko populacja kota domo-
wego (Felis catus) nie ulega zmiejszeniu (25). Mimo
¿e pozosta³ych 36 gatunków wpisanych jest na Czer-
won¹ Listê Zagro¿onych Gatunków, a co za tym idzie
� stosuje siê bardzo restrykcyjne przepisy dotycz¹cych
handlu i obrotu tymi zwierzêtami oraz produktami ich
pochodzenia, ich liczebno�æ stopniowo spada. U zwie-
rz¹t tych czêsto dochodzi do zaburzeñ dotycz¹cych
naturalnego rozrodu, co w przypadku niewielkiej liczby
¿yj¹cych osobników utrudnia, a w praktyce czêsto
uniemo¿liwia, prowadzenie jakichkolwiek badañ nad
ich rozrodem.

Zupe³nie inna sytuacja dotyczy kota domowego (Fe-
lis catus), którego populacja w wielu krajach jest zbyt
du¿a i stosuje siê ró¿ne metody jej ograniczania (11,
18, 29). W tej sytuacji badania naukowe dotycz¹ce tych
zwierz¹t pod¹¿aj¹ w dwóch kierunkach. Z jednej stro-
ny, nastawione s¹ na bezpieczne ograniczanie popula-
cji kota domowego (11, 22), a z drugiej, na rozwój
technik wspomaganego rozrodu (12, 15, 20, 27), ma-

j¹cych na celu zwiêkszenie liczby dzikich kotowatych,
a tak¿e poprawê zdolno�ci rozrodczych kotów hodow-
lanych. Ze wzglêdu na ³atwy dostêp do materia³u bio-
logicznego, pochodz¹cego od kota domowego, stano-
wi on podstawowy model do prowadzenia tego rodza-
ju badañ.

W 1988 r. po raz pierwszy narodzi³y siê kociêta po
transferze zarodków otrzymanych w wyniku zap³od-
nienia in vitro (8). Od tego czasu prowadzone s¹ sze-
roko zakrojone badania w zakresie wspomaganego
rozrodu u tego gatunku zwierz¹t. Ju¿ w 2002 r. uda³o
siê po raz pierwszy z powodzeniem sklonowaæ kota
domowego (30). Na podstawie dotychczasowych wy-
ników skuteczno�æ pozyskiwania in vitro zarodków
kocich jest porównywalna z wynikami otrzymywany-
mi u innych gatunków zwierz¹t, natomiast ich dalszy
rozwój in vivo po transferze do biorczyñ stwarza nadal
liczne problemy. Zwi¹zane jest to z bardzo niskim
odsetkiem ci¹¿ u biorczyñ i nisk¹ liczb¹ urodzonych
koci¹t. Obecne badania koncentruj¹ siê na udoskona-
leniu technik wspomaganego rozrodu (ART � assisted
reproductive technique) dotycz¹cych pozyskiwania
i dojrzewania oocytów in vitro, ich zap³odnienia in
vitro i wczesnej hodowli zarodków in vitro, kriokon-
serwacji i przenoszenia do biorczyñ.

Pozyskiwanie oocytów
W przypadku kota domowego oocyty pozyskiwane

s¹ najczê�ciej z jajników otrzymywanych przy ruty-
nowych zabiegach owariektomii lub owariohisterek-
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tomii, przeprowadzanych b¹d� to w celach antykon-
cepcyjnych na ¿yczenie w³a�ciciela, b¹d� w celach
leczniczych, w przypadku stanów patologicznych.
Wiêkszo�æ autorów (4, 15) klasyfikuje otrzymane jaj-
niki w zale¿no�ci od tego, w jakiej fazie cyklu p³cio-
wego siê one znajduj¹, najczê�ciej stosuj¹c dwu- lub
czteroklasowe systemy klasyfikacji. Jajniki dzieli siê
na bêd¹ce w fazie pêcherzykowej (maj¹ce co najmniej
jeden widoczny pêcherzyk > 2 mm), w fazie lutealnej
(maj¹ce jedno lub wiêcej cia³ek ¿ó³tych), jajniki �wie-
¿o po owulacji (obecne cia³ko ¿ó³te krwotoczne � CH
corpus hemorrhagicum), jajniki po�rednie (maj¹ce
pêcherzyki o wielko�ci 1-2 mm) oraz jajniki nieak-
tywne (4). Inni autorzy pozyskane jajniki dziel¹ na
nieaktywne (nieposiadaj¹ce pêcherzyków o �rednicy
³ 2 mm), jajniki w fazie lutealnej (obecne jedno lub
wiêcej cia³ek ¿ó³tych) oraz jajniki w fazie pêcherzy-
kowej (obecne jeden lub wiêcej dojrza³ych pêche-
rzyków o �rednicy ³ 2 mm) (15). Mimo ¿e liczba
pêcherzyków pierwotnych i odsetek pêcherzyków
rozwijaj¹cych siê w jajniku nie zale¿y od fazy cyklu
p³ciowego i pory roku, to zdolno�æ rozwojowa w pe³-
ni dojrza³ych oocytów wydaje siê zale¿na od fazy cyk-
lu rozrodczego dawczyni (4, 12).

Najczê�ciej stosowan¹ metod¹ pozyskiwania oocy-
tów od samicy kota domowego jest nacinanie ostrzem
skalpela lub nak³uwanie ig³¹ preparacyjn¹ jajników
pozyskanych w trakcie rutynowych zabiegów chirur-
gicznych (4, 10, 15, 16, 23). Jewgenow i wsp. (12-14)
opisuj¹ równie¿ metodê pozyskiwania oocytów z u¿y-
ciem sitka tkankowego, w której to metodzie jajniki
s¹ mechanicznie rozcierane w obecno�ci odpowied-
niego medium, a nastêpnie uzyskan¹ zawiesinê prze-
ciera siê przez sitka o stopniowo malej¹cej �rednicy,
a pó�niej odwirowuje, w ten sposób pozyskuj¹c oocy-
ty. Metoda ta jest szybsza i pozwala na pozyskanie
wiêkszej liczby pêcherzyków pierwotnych.

Klasyfikacja oocytów
Pozyskane oocyty, a w³a�ciwie oocyty wraz z ota-

czaj¹cymi je komórkami wzgórka jajono�nego (COC
� cumulus � oocyte complex) s¹ szczegó³owo badane
i oceniane pod wzglêdem ich przysz³ej przydatno�ci.
Tu najczê�ciej stosuje siê podzia³ na trzy lub cztery
klasy na podstawie zabarwienia i granulacji ooplazmy,
liczby warstw komórek wzgórka jajono�nego i ich za-
warto�ci oraz jako�ci os³onki przejrzystej. Oocyty zde-
generowane lub pozbawione komórek wzgórka jajo-
no�nego nie s¹ brane pod uwagê.

W przypadku podzia³u na cztery klasy, do klasy
pierwszej i drugiej zalicza siê oocyty, w których komór-
ki COC �ci�le do siebie przylegaj¹ na ca³ej (klasa I)
lub prawie ca³ej (klasa II) d³ugo�ci, maj¹ jednolit¹,
ciemn¹ ooplazmê z równomiernie roz³o¿onymi ziar-
nisto�ciami i nienaruszon¹ os³onkê przejrzyst¹. Oocy-
ty klasy trzeciej i czwartej maj¹ nieco ja�niejsz¹ ooplaz-
mê, ziarnisto�ci roz³o¿one nierównomiernie z obsza-
rami przeja�nieñ i s¹ otoczone przylegaj¹cymi do sie-

bie na ca³ej (klasa I) lub prawie ca³ej (klasa II) d³ugo-
�ci komórkami wzgórka jajono�nego (16). W przypad-
ku podzia³ów trzystopniowych brane s¹ pod uwagê te
same parametry i oocyty s¹ klasyfikowane jako: A, B
i C w zale¿no�ci od wybarwienia ooplazmy, u³o¿enia
ziarnisto�ci i jako�ci wzgórka jajono�nego. Za najlep-
sze uwa¿a siê oocyty klasy A z jednolit¹ ciemn¹ ooplaz-
m¹ i licznymi, równomiernie roz³o¿onymi ziarnisto�-
ciami oraz zwartym u³o¿eniem licznych warstw ko-
mórek wzgórka jajono�nego. Oocyty typu B maj¹ nie-
znacznie ja�niejsz¹ ooplazmê i ziarnisto�ci roz³o¿one
mniej równomiernie, a komórki wzgórka jajono�nego
pokrywaj¹ przynajmniej po³owê powierzchni os³onki
przejrzystej. Natomiast oocyty klasy C maj¹ jasn¹
ooplazmê z nierównomiernie roz³o¿onymi ziarnisto�-
ciami i s¹ czê�ciowo pozbawione komórek wzgórka
jajono�nego, przy czym ta ostatnia klasa przez niektó-
rych badaczy nie jest kwalifikowana do dalszych ba-
dañ (10, 27).

W licznych badaniach dowiedziono, ¿e oocyty z jed-
nolit¹, nieprzejrzyst¹, ciemn¹ cytoplazm¹, z regular-
nie roz³o¿onymi ziarnisto�ciami i kilkoma warstwami
komórek wzgórka jajono�nego wykazuj¹ znacznie
wy¿sze wspó³czynniki zap³odnienia i bruzdkowania
(19, 23). Wyniki dojrzewania (IVM � in vitro matura-
tion) w przypadku oocytów klasy C s¹ zwykle bardzo
niskie, najczê�ciej nie s¹ one w stanie zakoñczyæ po-
dzia³ów mejotycznych i ich pobieranie do dalszych
badañ wydaje siê bezcelowe (9). Stadium metafazy
drugiego podzia³u osi¹ga ponad po³owa oocytów
wstêpnie zakwalifikowanych jako klasa A lub I/II,
natomiast z oocytów klasyfikowanych jako C lub III/
IV zaledwie nieca³a jedna pi¹ta (16, 28).

Dojrzewanie oocytów
Oocyt, aby staæ siê w pe³ni kompetentny, musi

przej�æ szereg dynamicznych zmian prowadz¹cych
zarówno do osi¹gniêcia dojrza³o�ci j¹drowej, jak i cy-
toplazmatycznej. Dopiero zakoñczenie tych obu pro-
cesów pozwala na prawid³owe zap³odnienie i pó�niej
na prawid³owy rozwój zarodka. Niestety, u kota do-
mowego jak dot¹d tylko oko³o 50-65% pozyskanych
oocytów jest w stanie osi¹gn¹æ in vitro metafazê II
podzia³u, z czego tylko 20-30% dojrza³ych oocytów
rozwija siê do stadium blastocysty po zap³odnieniu in
vitro (IVF � in vitro fertilisation) (23). W porównaniu
do innych gatunków zwierz¹t nie stanowi to zbyt wy-
sokiego wyniku. Na przyk³ad u �wini czy myszy odse-
tek oocytów osi¹gaj¹cych metafazê II podzia³u wyno-
si ponad 80%, a u byd³a nawet ponad 90%. Z tego
wzglêdu obecne badania koncentruj¹ siê na stworze-
niu takich warunków, które pozwala³yby zarówno na
zachowanie potencja³u i integralno�ci dojrzewaj¹cych
COC, jak i stwarza³yby warunki do prawid³owego
przebiegu ich rozwoju (20). Obserwuje siê znaczne
ró¿nice w zdolno�ci zarodków do bruzdkowania i roz-
woju blastocyst. Zdecydowanie gorsze wyniki osi¹ga
siê w przypadku oocytów dojrzewaj¹cych in vitro,
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w porównaniu do tych dojrzewaj¹cych in vivo, pozy-
skanych z pêcherzyków przedowulacyjnych. Ró¿nice
te t³umaczy siê upo�ledzonymi procesami dojrzewa-
nia cytoplazmy lub ich zupe³nym brakiem w przypad-
ku oocytów dojrzewaj¹cych in vitro (6). Stwierdzono
równie¿, ¿e szanse na rozwój ¿ywego p³odu z pozy-
skanego oocytu maleje znacz¹co wraz ze wzrostem
liczby etapów dojrzewania zachodz¹cych in vitro (27).

Powodzenie IVM w przypadku oocytów kocich jest
równie¿ uzale¿nione od fazy cyklu jajnikowego, w któ-
rym oocyty zosta³y pozyskane, a tak¿e rodzaju doda-
nego czynnika wzrostowego oraz jako�ci wzgórka ja-
jono�nego w momencie pozyskania (3). Jajniki bez-
po�rednio po zabiegu s¹ zwykle przechowywane w zbu-
forowanym roztworze soli fizjologicznej PBS w ró¿-
nych temperaturach (pokojowej, w 4°C lub w 35°C)
do momentu dalszej obróbki (2, 4, 9, 15). Ciekaw¹
rzecz¹ jest znaczna odporno�æ oocytów kocich na ob-
ni¿enie temperatury, niespotykana u innych gatunków
zwierz¹t. Z jajników przechowywanych w warunkach
ch³odniczych (5°C) do 24 h pozyskiwano oocyty, z któ-
rych 50-60% by³o w stanie osi¹gn¹æ stadium mejozy
II podzia³u, co stanowi wynik bardzo podobny, jak
w przypadku oocytów poddanych IVM tu¿ po ich po-
zyskaniu z jajników (3, 7, 32). Po kilku lub kilkunastu
godzinach, w zale¿no�ci od warunków do�wiadcze-
nia, jajniki podlegaj¹ dalszej obróbce maj¹cej na celu
pozyskanie COC � oocytów z otaczaj¹cymi je komór-
kami wzgórka jajono�nego. W przypadku naturalnych
procesów follikukogenezy zachodz¹cych w jajniku,
ma³y pêcherzyk jajnikowy wzrastaj¹cy rozwija siê a¿
do przekszta³cenia siê w pêcherzyk przedowulacyjny.
Fizjologicznie procesy te s¹ regulowane przez czyn-
niki endokrynowe, parakrynowe i autokrynowe. W ba-
daniach in vitro oocyty po pozyskaniu z jajników s¹
umieszczane w komercyjnie dostêpnych mediach do
hodowli komórkowych, z ró¿nymi dodatkami. Poza
surowicz¹ albumin¹ bydlêc¹ (BSA � bovine serum
albumin) i antybiotykami ró¿ni autorzy zalecaj¹ do-
datek gonadotropin, takich jak: choriogonadotropina
(hCG), ludzka gonadotropina menopauzalna (hMG),
folikulotropina (FSH) czy luteotropina (LH) (2, 4, 9,
15). Ze wzglêdu na wzrastaj¹ce zainteresowanie bio-
technologiami stosowanymi w rozrodzie kotów, wiêk-
szo�æ prowadzonych obecnie projektów badawczych
k³adzie nacisk na ocenê efektywno�ci dodatku substan-
cji poprawiaj¹cych rozwój i dojrzewanie oocytów
w hodowlach in vitro. Najczê�ciej próbuje siê stoso-
waæ te same preparaty, które sprawdzaj¹ siê u innych
gatunków zwierz¹t. Udowodniono, ¿e na przyk³ad
u myszy spo�ród wielu czynników wzrostowych naj-
skuteczniejsze we wspomaganiu rozwoju ma³ych pê-
cherzyków jajnikowych s¹: nab³onkowy czynnik wzro-
stu EGF (epidermal growth factor) i insulinopodobny
czynnik wzrostu IGF-1 (insulin-like growth factor) (1,
31). U byd³a natomiast stwierdzono pozytywny wp³yw
czynnika wzrostu fibroblastów bFGF (basic fibroblast
growth factor) na krótkoterminowe dojrzewanie pê-

cherzyków (24). Obecnie sprawdza siê ich zastosowa-
nie w przypadku hodowli oocytów pochodz¹cych od
kota domowego. Jak dot¹d stwierdzono, ¿e mimo i¿
dodatek EGF nie zwiêksza znacz¹co bruzdkowania po
IVF u dobrych jako�ciowo oocytów, to odsetek zarod-
ków osi¹gaj¹cych stadium blastocysty wzrasta znacz¹-
co (55% i 43%) w stosunku do oocytów hodowanych
bez dodatku EGF (5), poniewa¿ EGF korzystnie wp³y-
wa na dojrzewanie cytoplazmatyczne (21). Natomiast
w przypadku dodatku IGF-1 do medium hodowlane-
go stwierdzono, ¿e odsetek dobrych jako�ciowo oocy-
tów osi¹gaj¹cych metafazê II podzia³u wzrasta o ok.
20%, przy czym efektu tego nie stwierdzano w przy-
padku oocytów o gorszej jako�ci w momencie pozy-
skania (17).

Badania nad hodowlami komórkowymi koncentru-
j¹ siê obecnie nad sprawdzaniem skuteczno�ci ró¿nych
sk³adników mediów do hodowli oraz alternatywnymi
uk³adami do hodowli in vitro, które bêd¹ lepiej zacho-
wywa³y funkcjonaln¹ integralno�æ COC oraz pozytyw-
nie wp³ywa³y na ich ¿ywotno�æ i kompetencje in vi-
tro. Jednak¿e, ze wzglêdu na fakt, ¿e aby zapewniæ
w³a�ciwy rozwój i dojrzewanie oocytu, nale¿y poszu-
kiwaæ dróg pe³nej optymalizacji warunków inkubacji
in vitro, obecne badania skupiaj¹ siê na kilku najwa¿-
niejszych strategiach, opracowanych w oparciu o ba-
dania morfologiczne, funkcjonalne i molekularne.
Szczególn¹ uwagê po�wiêca siê w tym zakresie do-
datkom antyoksydantów, nisko- i wysokocz¹steczko-
wych, do mediów s³u¿¹cych technikom IVM. W tym
�wietle bardzo obiecuj¹ce s¹ wyniki otrzymane przez
Luvoni i Chigoni (20) dotycz¹ce zwiêkszenia zawar-
to�ci glutationu (GSH) jako antyoksydantu w mediach
hodowlanych oraz wp³ywania na zawarto�æ cyklicz-
nego adenozynomonofosforanu cAMP jako substan-
cji reguluj¹cej szybko�æ dojrzewania oocytów.

Posumowanie
Pozyskanie dobrych jako�ciowo oocytów, a nastêp-

nie stworzenie im dobrych warunków do dalszego roz-
woju stanowi du¿e wyzwanie dla wspó³czesnej nauki.
Od prawid³owego przebiegu tych wczesnych proce-
sów zale¿y dalszy sukces technik wspomaganego roz-
rodu. Jak dot¹d badania dotyczy³y przede wszystkim
zastosowania ART u zwierz¹t laboratoryjnych oraz
zwierz¹t produkcyjnych, przede wszystkim u byd³a
i �wiñ. Obecnie, wraz z rozwojem biotechnologii oraz
wzrostem zainteresowania ochron¹ gin¹cych gatunków,
coraz wiêcej do�wiadczeñ prowadzonych jest w zakre-
sie dojrzewania in vitro oocytów kota domowego, który
ze wzglêdu na du¿¹ dostêpno�æ materia³u badawcze-
go stanowi doskona³y model do badañ. Tego typu pró-
by stanowi¹ podstawê do dalszego rozwoju technik
wspomaganego rozrodu, takich jak IVF, a nastêpnie
produkcji i hodowli zarodków, co w dalszych etapach
mo¿e pozwoliæ na pozyskanie t¹ drog¹ potomstwa.

Obecnie skuteczno�æ techniki pozyskiwania zarod-
ków kocich jest ju¿ porównywalna do innych, znacz-
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nie szerzej badanych gatunków zwierz¹t, takich jak
byd³o czy �winie. Natomiast zdolno�ci rozwojowe
zarodków in vivo u biorczyñ s¹ zdecydowanie ni¿sze.
Jak dot¹d odsetek ci¹¿ u biorczyñ kota domowego oraz
liczba ¿ywo urodzonych koci¹t s¹ du¿o gorsze ni¿ u in-
nych gatunków zwierz¹t. Wydaje siê, ¿e dalsze bada-
nia powinny koncentrowaæ siê na rozwoju i optymali-
zacji sk³adu mediów hodowlanych do IVM, doskona-
leniu technik transferu zarodków oraz synchronizacji
cyku p³ciowego biorczyñ, co powinno pozwoliæ na
stworzenie najbardziej optymalnego �rodowiska do
dojrzewania oocytów, a nastêpnie rozwoju zarodków.
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