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 In vitro matured oocytes demonstrate poor developmental competence, and this 
stems embryo development of cryopreserved-thawed oocytes. This study examined the 
effect of “LH-free” recombinant human FSH (rhFSH) on meiotic competence, 
redistribution of oocyte’s cytoskeleton and also capability of the oocytes to withstand 
cryopreservation. In experiment I, cumulus oocyte complexes (COCs) were cultured for 
24h in a defined maturation medium containing with 0, 0.01, 0.05, 0.1, and 1.0 IU 
rhFSH and also in a combination of either luteinizing hormone (LH), insulin like 
growth factor-1 (IGF-1) or epidermal growth factor (EGF). Nuclear and cytoplasmic 
maturation of the oocytes was assessed by means of fluorescent labelling of the 
oocyte’s chromatin and cytoskeletal elements (actin microfilaments and microtubules) 
and also in vitro embryo culture. In experiment II, the oocytes were vitrified at 
immature stage and then subjected to in vitro maturation, fertilization and embryo 
culture.  

rhFSH significantly increased the number of oocytes reaching metaphase II 
(MII) stage when compared with non-rhFSH treated controls (MII rates: 67.9% vs 
36.9%, p<0.05). Because rhFSH at 0.01, 0.05, 0.1 and 1 IU/ml yielded similar MII rates 
(~70%), the medium dose of 0.1 IU/ml rhFSH was used in subsequent study. When 
examined the cytoplasmic maturation, rhFSH induced normal redistribution of actin 
microfilaments and microtubules during the course of in vitro maturation. Although 
rhFSH enhanced meiotic competence of cat oocytes but in vitro maturation of oocyte 
using either rhFSH+EGF or rhFSH+IGF-1 yielded high rates of blastocyst development 
(23.2% and 21.9, respectively). In exp. II, vitrification and warming of immature cat 
oocytes significantly reduced MII rates (~40 % vs. ~70% of controls), while 
cryoprotectants used per se did not affect meiotic competence. Cryopreservation of the 
oocytes induced poor developmental competence, in terms of cleavage and blastocyst 
formation rates (i.e., ~ 30% and 7%, respectively). In conclusion, rhFSH and growth 
factors are capable of enhancing nuclear and cytoplasmic maturation of cat oocytes by 
means of meiotic competence, normal reorganisation of oocyte’s cytoskeleton and 
embryo development. Vitrification of cat immature oocytes induces poor in vitro 
maturation, fertilizability and embryo development.  
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โอโอไซตแมวที่ผานการเจริญพรอมปฏิสนธิภายนอกรางกายเจริญเปนตัวออนไดนอย ทํา
ใหประสิทธิภาพการผลิตตวัออนของโอโอไซตแชแข็งอยูในเกณฑต่าํ การศึกษาในครั้งน้ีทดสอบ
ความสามารถของการใช ฟอลลิเคลิ สตมูิเลติ้ง ฮอรโมน (rhFSH) ในขนาดตางๆ ตอการเจริญ
พรอมปฏิสนธิ การกระจายตัวของเซลลโครงราง อัตราการปฏิสนธิและการผลติตวัออนระยะบ
ลาสโตซิส การทดลองที่ 1 ศึกษาผลของการใช rhFSH ขนาดตางๆ กัน รวมกับการใชฮอรโมน 
แอล เอช และโกรท แฟคเตอร 2 ชนิด (epidermal growth factor และ insulin like growth factor-
1)  สวนในการทดลองที่ 2 น้ันศกึษาประสทิธภิาพการแชแข็งโอโอไซตดวยวธิีวทิริฟเคชั่น 
(vitrification) จากนั้นนําโอโอไซตมาเลี้ยงพรอมปฏิสนธิ ปฏิสนธิและผลิตตัวออนตามลําดับ  

rhFSH กระตุนอัตราการเจริญพรอมปฏิสนธิของโอโอไซตไดสูงกวากลุมควบคุมที่ไมมี 
rhFSH (อัตราโอโอไซตระยะ MII:  67.9% vs 36.9%, p<0.05) เน่ืองจาก rhFSH ในแตละขนาด
ใหผลการเลีย้งโอโอไซตไมตางกัน การศกึษาครั้งน้ีจึงเลือกใช rhFSH ขนาด 0.1 IU/มล. เม่ือทํา
การตรวจการกระจายตัวของเซลลโครงรางในโอโอไซตจะพบวามีการเปลี่ยนแปลงควบคูไปกับการ
เจริญพรอมปฏิสนธิของโอโอไซต อยางไรก็ตามถึงแมวา rhFSH จะชวยใหจํานวนโอโอไซตระยะ
พรอมปฏิสนธิเพ่ิมจํานวนขึน้ การใชโกรท แฟคเตอรรวมกับ rhFSH ชวยใหผลิตตวัออนไดมากขึ้น 
(23.2 และ 21.9 สําหรับ EGF+rhFSH และ IGF-1+rhFSH ตามลาํดับ) สําหรับในการทดลองที่ 2 
น้ันพบวา การแชแข็ง (วทิริฟเคชั่น) โอโอไซตมีผลทําใหอัตราการเจริญพรอมปฏิสนธิและอัตรา
การผลิตตัวออนบลาสโตซสิลดลง (7% เทียบกบั 30%) การศึกษาครั้งน้ีสรุปไดวา rhFSH และ โก
รท แฟคเตอร ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตตัวออนแมว การแชแข็งและการทําละลายโอโอไซต
แมวมีผลในทางลบตอการเจริญพรอมปฏิสนธิและการผลิตตัวออนแมวบาน 
 
 
คําสําคัญ: แมว; โอโอไซต; ฟอลลิเคิล สติมูเลติ้ง ฮอรโมน; โกรท แฟคเตอร; วิทริฟเคชั่น 
 

หนาสรุปโครงการ (Executive Summary) 
ทุนพัฒนาศกัยภาพในการทํางานของอาจารยรุนใหม 
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6. ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทาํการวิจัย 

การเก็บรวบรวมและการเกบ็รักษาเซลลสืบพันธุ (อสุจิ โอโอไซต และตัวออน) ดวยการแช
แข็ง (cryopreservation)  เพ่ือเปนธนาคารเก็บรวบรวมสายพันธุกรรม (gene resource bank) 
เปนอีกเทคโนโลยีหน่ึงที่สําคัญ โดยภายหลังการแชแข็งและเกบ็รกัษาเซลลสืบพันธุในระยะยาว 
เซลลเหลานี้จะคงความสามารถในการปฏสินธิในกรณขีองอสุจิ หรือสามารถเจริญพรอมปฏิสนธิใน
กรณีของโอโอไซต และทายที่สุดตวัออนที่ไดตองสามารถเจริญตอไปจนไดลูกสตัวที่แข็งแรงและ
สมบูรณ การแชแข็งเซลลสืบพันธุในลักษณะนี้จะชวยใหงายตอการขนสงเซลลไปยังสถานที่ตางๆ
ไดสะดวกยิ่งขึน้ ลดการขนสงหรือยายตัวสัตว  ทําใหการแลกเปลี่ยนสายพันธุกรรมระหวางสัตวแต
ละชนิดเปนไปไดงายขึ้น นอกจากนี้การแชแขง็สารพันธุกรรมยังมีประโยชนในแงของการเก็บ
รักษาพันธุกรรมของสัตวปาหายากที่ตายอยางกะทันหัน ซ่ึงสามารถนํามาประยุกตใชรวมกับ
เทคโนโลยีชวีภาพอ่ืนๆ เชน การผลิตตวัออนภายนอกรางกายและการโคลนนิ่ง (conventional in 
vitro embryo production and cloning) ถึงแมวาในปจจุบันการแชแข็งอสุจิจะไดรับการพัฒนาและ
ประสบความสําเร็จในระดับที่ดี การแชแข็งอสุจิเพ่ือใชสําหรับการผสมเทียมเปนเพียงการเก็บ
รักษาพันธุกรรมของสัตวเพศผูเทานั้น การเก็บรักษาพันธุกรรมในสัตวปาหายากเพศเมีย (เกบ็
รักษารังไข ฟอลลิเคลิ และโอโอไซต) จึงยังคงเปนสิ่งที่จําเปนสําหรับการอนุรักษสายพันธุกรรม
ของสัตวเพศเมีย อยางไรก็ตามประสทิธิภาพของการแชแข็งโอโอไซตยังอยูในเกณฑต่ํา และ
จํานวนตวัออนที่ผลิตไดจากโอโอไซตแชแข็งมีจํานวนนอยเม่ือเทียบกับโอโอไซตที่ไมไดผานการ
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แชแข็ง ในปจจุบันยังไมทราบสาเหตทุี่แทจริงวาตวัแปรไหนจะชวยเสริมประสทิธิภาพการแชแข็ง
โอโอไซต ทั้งน้ีเน่ืองจากยังขาดความรูพ้ืนฐานและประยุกตในเรื่องสรีรวิทยาและการเปลี่ยนแปลง
ของเซลลระหวางและภายหลังการแชแข็ง ดังน้ันเพ่ือเปนการศึกษาและพัฒนาศักยภาพของการแช
แข็งโอโอไซต การศึกษาผลกระทบของการแชแข็งตอการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางตางๆ ภายใน
โอโอไซต รวมถึงพัฒนาการของโอโอไซตภายหลังการแชแข็ง  จึงมีความจําเปนในการเพิ่ม
ประสิทธิภาพการเก็บรักษาพันธุกรรมของสัตวตระกลูแมวเพศเมีย องคความรูที่ไดจากงานวิจัยน้ี
จะใชประโยชนในเชิงอนุรักษโดยเฉพาะสตัวตระกลูแมว 

 
7. วัตถุประสงคของโครงการ 

1. เพ่ือศึกษาสภาพแวดลอมทีเ่หมาะสมในการเลี้ยงโอโอไซตแมวใหเจรญิพรอมปฏิสนธิ 
และเจริญเปนตัวออน 

2. เพ่ือศึกษาความเปนไปไดในการเพิ่มประสิทธิภาพการแชแข็งโอโอไซตสําหรับใชเปน
งานวิจัยนํารองเพ่ือการเก็บรักษาพันธุกรรมในสัตวตระกูลแมว 

3. เพ่ือศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงระหวางและภายหลังการแชแข็งโอโอไซตในระยะยังไม
พรอมปฏิสนธิ (immature oocytes) และระยะพรอมปฏิสนธิ (mature oocytes)  

 
8. ระเบียบวธีิวิจัย (อยางยอ) 

8.1 การเก็บรังไขและโอโอไซต 
 รังไขที่ไดจากการผาตัดทําหมันแมวเพศเมียจะถูกเก็บรักษาในน้ําเกลือที่ผสมยาปฏิชีวนะ 
(เพนนิซิลินและสเตปโตมัยซิน) ที่อุณหภูมิประมาณ 30๐C รังไขจะถูกตัดแบงเปนชิ้นเล็กๆ เพ่ือให
โอโอไซตหลุดออกมาภายในระยะเวลาประมาณ 2-4 ชั่วโมงนับจากการตัดรังไขออกจากตัวสัตว 
ทําการประเมนิคุณภาพของ  โอโอไซตภายใตกลองจุลทรรศนสเตอรรีโอ  โอโอไซตที่มีเซลลคมููลัส
หุมหนาแนนและไซโตพลาสซึมสีดําเขมและเปนเนื้อเดียวกัน จะจัดเปนโอโอไซตชนิดไมพรอม
ปฏิสนธิ (immature oocytes) และจะถูกนําไปใชสําหรบังานวิจัย 
 8.2 การแชแข็งโอโอไซต 

นําโอโอไซตระยะพรอมและไมพรอมปฏิสนธิไปแชแข็งแบบรวดเรว็ (vitrification) ในน้ํายา
แชแข็งโอโอไซตที่ประกอบดวยในสารปองกันการแชแข็งไดแก  ไดเมทิล ซัลฟอกไซด  (dimethyl  
sulphoxide; 20%) และ เอททีลินไกลคอล (ethylene glycol; 20%) ในสารละลายชนิด M199 ที่
ผสม HEPES ภายหลังสัมผัสน้ํายาแชแข็งโอโอไซตแลว โอโอไซตจะถูกดูดเขาไปในหลอดแชแข็ง 
(freezing straw) ที่ถูกยืดจนมีขนาดเล็กหรือที่เรียกวา โอ พี เอส (OPS; open pulled straw)  
เพ่ือใหมีการชักนําและแลกเปลี่ยนอุณหภูมิไดไวยิ่งขึ้น ภายใน 1 นาทีหลังจากโอโอไซตสัมผัสกบั
นํ้ายาแชแข็ง หลอดโอพีเอสจะถูกจุมและเก็บไวในไนโตรเจนเหลวประมาณ 1-2 สัปดาห กอนจะ
นํามาใชศึกษาตอไป 
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8.3 การเลี้ยงโอโอไซตใหเจริญถึงระยะพรอมปฏิสนธิ การปฏิสนธิและการเลี้ยงตวั
ออน (in vitro maturation, fertilization and embryo culture) 

โอโอไซตที่เก็บไดจากรังไขแมวบานจะถกูนํามาประเมินคุณภาพและคัดเลือก เลี้ยงโอโอ
ไซตที่คุณภาพดีในน้ํายาที่ประกอบดวย  M199, ฮอรโมน เอฟ เอส เอช ชนิดรีคอมบิแนนท 
(recombinant human follicle stimulating hormone; rhFSH) และโกรทแฟคเตอรอ่ืนๆ เชนอิพิ
เดอรมอล โกรท แฟคเตอร (epidermal growth factor) insulin like growth factor-1 และ 0.4 % 
(w/v) โปรตีนอัลบูมิล (bovine serum albumin; BSA) ในตูอบชนิด 5 %CO2 อุณหภูมิ 38.5 ๐C 
ภายหลังการเลี้ยงโอโอไซต 24 ชั่งโมง โอโอไซตระยะพรอมปฏิสนธิจะสังเกตไดจากการมี 1st 
polar body   โอโอไซตระยะพรอมปฏิสนธิน้ีจะถูกเลี้ยงในน้ํายาสําหรับปฏสินธิ (in vitro 
fertilization medium) พรอมกับอสุจิที่ความเขมขน 0.5 × 106  ตอ 1 มิลลิลิตร นาน 20-22 ชั่วโมง
ในตูอบชนิด 5 %CO2 อุณหภูมิ 38.5 ๐C โอโอไซตที่ผานการปฏิสนธจิะถูกนําไปเลีย้งใน
สารละลายสังเคราะหของทอนําไข (synthetic oviductal fluid; SOF) ที่ประกอบดวย 10% (w/v) 
ซีร่ัม (fetal calf serum)  และกรดอะมิโนชนิดจําเปนและไมจําเปน (essential and non-essential 
amino acids) 

8.4 แผนการทดลอง 
การศึกษาครั้งน้ีแบงออกเปน 2 การทดลองยอยดังน้ี 
8.4.1 การศึกษาสภาพแวดลอมที่เหทาะสมในการเลี้ยงโอโอไซตใหเจริญพรอมปฏิสนธิ

ดวยการใชฮอรโมน rhFSH ในขนาดตางๆไดแก 0.01, 0.05, 0.1 และ 1 IU/มล. นํ้ายาเลี้ยงโอโอ
ไซตที่ไมใสฮอรโมนเปนกลุมควบคุม ทําการวัดผลการเจริญพรอมปฏิสนธิของโอโอไซตดวยการ
ยอมสีเรืองแสงภายใตกลองจุลทรรศน ทําการตรวจอัตราการปฏิสนธิภายหลังการทําการปฏิสนธิ
ภายนอกรางกายเพื่อคัดเลอืกขนาดของ rhFSH ที่เหมาะสม จากนั้นนํามาทําการศึกษาถึงผลของ
ฮอรโมน LH, IGF-1 และ EFG รวมกับการใช rhFSH ในการผลิตตัวออนภายนอกรางกาย โอโอ
ไซตบางสวนถูกนํามายอมสีเรืองแสงเพื่อตรวจการเปลี่ยนแปลงของเซลลโครงราง (cell 
cytoskeleton ที่ประกอบดวย แอคติน ไมโครฟลาเมนต และไมโครทูบูล) ทีช่ั่วโมงที่ 0, 6, 12, 18 
และ 24 ชม. ของการเลี้ยงโอโอไซตพรอมปฏิสนธ ิ

8.4.2 การศึกษาผลของการแชแข็งแบบรวดเรว็ หรือวิทริฟเคชัน่ (vitrification) ตอ
คุณภาพของโอโอไซตภายหลังการทําละลาย ทําการเลือกหาสภาพที่เหมาะสมในการแชแข็งโอโอ
ไซตระยะ immature ไดแก ชนิดและวธิีสัมผัสสารปองกันการแชแข็ง ผลของปริมาณน้ําตาล และ
อัตราปฏิสนธแิละอัตราการผลิตตัวออนของโอโอไซตแชแข็ง 

 
 8.5 การเก็บขอมูลและการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

ประสิทธิภาพของการแชแขง็โอโอไซตจะถูกประเมินจากความสามารถในการเจริญของ
ของโอโอไซตทั้งระยะไมพรอมปฏิสนธิ (immature oocytes) และโอโอไซตระยะพรอมปฏิสนธ ิ
(mature oocytes) ความปกตขิองเซลลโครงรางและความสามารถในการปฏิสนธิ (fertilizability) 
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และพัฒนาการของโอโอไซตจนถึง ตัวออนระยะบลาสโตซีส   (developmental competence) ตัว
แปรตางๆ จะถูกเปรียบเทยีบระหวางโอโอไซตที่ผานการแชแข็งในระยะ immature และ กลุม
ควบคุม โดยใชวิธี Chi-square จากโปรแกรมทางสถิติ SAS version 9.1 

8.6 ผลการศึกษา 
การทดลองที่ 1 

  1. ผลของระดับ rhFSH ตอการเจริญพรอมปฏิสนธิของโอโอไซตแมว 
 ระดับ rhFSH มีความสําคัญตอการเจรญิพรอมปฏิสนธิของโอโอไซตแมว โดยระดับของ 
rhFSH เพียงเล็กนอยมีผลในการกระตุนการพัฒนาของโอโอไซตในระดับนิวเคลียสและระดับไซ
โตพลาสม ระดับ rhFSH ที ่0.01, 0.05, 0.1 และ 1.0 IU/ มล. ใหผลกระตุนการเจริญโอโอไซตที่ไม
แตกตางกัน (ประมาณ 70% MII) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเทียบกับกลุมควบคมุที่
เลี้ยงโอโอไซตโดยไมใสฮอรโมน 
  2. ผลของระดับ rhFSH ตอการอัตราปฏิสนธิโอโอไซตแมว 

ระดับ rhFSH มีความสัมพันธกับอัตราการปฏิสนธขิองโอโอไซตแมว โดยมีอัตราการ
ปฏิสนธิประมาณ 50-70 เปอรเซ็นตซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเทียบกับ
กลุมควบคุมทีเ่ลี้ยงโอโอไซตโดยไมใสฮอรโมน (อัตราปฏิสนธิเทากบั 24.7%) 
  3. การรูปแบบการเจรญิและการเปลี่ยนแปลงของเซลลโครงรางของโอโอ
ไซตแมว 

พบวาโอโอไซตที่เกบ็ไดจากรังไขจะอยูในระยะไมพรอมปฏิสนธินานประมาณ 6-12 ชม. 
ซ่ึงโอโอไซตระยะนี้จะมีการกระจายตัวของแอคติน ไมโครฟลาเมนต ทั่วไปในโอโอไซต สวนไมโอ
ติก สปนเดิล ที่เกิดจากการรวมตวัของไมโครทบููลพัฒนาเสรจ็สมบูรณเม่ือโอโอไซตถูกเลี้ยง
ประมาณ 12-18 ชม. ไมโอติก สปนเดิลน้ีทําหนาที่ในการแยกชุดโครโมโซม โดยมีแอคติน ไมโคร
ฟลาเมนตชวย การศึกษาในครั้งน้ีเปนการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงของโอโอไซตทั้งในระดับ
นิวเคลียสและไซโตพลาสม การพัฒนาพรอมปฏิสนธิของโอโอไซตเกิดขึ้นไมพรอมกัน  
  4. ผลของ rhFSH รวมกับ LH, EGF และ IGF-1 ตอการพัฒนาตัวออนแมว 
rhFSH สามารถใชเปนฮอรืโมนกระตุนการพัฒนาของตัวออนไดแตในปริมาณที่ต่ํา การเพิ่ม
ฮอรโมน แอลเอช ในน้ําเลีย้งโอโอไวตไมสามารถจํานวนตวัออนที่ผลิตได สวนโกรท แฟคเตอรที่
ใชทั้ง 2 ชนิด ไดแก IGF-1 และ EGF ชวยเพิ่มประสทิธิภาพการผลิตตัวออนโดยในการศึกษาครั้ง
น้ีสามารถผลติตวัออนระยะบลาสโตซสีในอัตราประมาณ 20% (คํานวนจากโอโอไซตเริ่มตน)  
 
 

การทดลองที่ 2 
  1. ผลของชนิดและวิธีสัมผัสสารปองกันการแชแข็ง  

เม่ือทําการเปรียบเทียบชนิดของสารปองกันการแชแขง็และวธิีการสมัผัสของสารปองกัน
การแชแข็ง จะพบวาการใหโอโอไซตสัมผัสสารปองกันการแชแข็งอยางชาๆ (4-step) ชวยเพ่ิม
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อัตราการรอดของโอโอไซตภายหลังการแชแข็ง (อัตราเจริญพรอมปฏิสนธิประมาณ 30-40%) เม่ือ
เปรียบเทียบกบัโอโอไซตที่สมัผัสสารปองกันการแชแขง็แบบ 2-step 

2. ผลของปริมาณนํ้าตาลตอประสิทธิภาพการแชแข็งโอโอไซตแมว 
การศึกษานี้ทาํเพื่อศึกษาผลของการเติมนํ้าตาลซูโครสที่ 2 ความเขมขนคือ 0.3 และ 0.6 

โมลาร การศึกษาครั้งน้ีไมพบความแตกตางทางสถติิของอัตราการเจริญพรอมปฏิสนธิของโอโอ
ไซตแชแข็งแตการเติมนํ้าตาล 0.6 โมลารมีแนวโนมใหโอโอไซตที่มีคุณภาพดีกวา 

3. อัตราปฏิสนธิและอัตราการผลิตตวัออนของโอโอไซตแมวแชแข็ง 
เม่ือทําการแชแข็งโอโอไซตและทําละลายแลว นําโอโอไซตมาเลี้ยงพรอมปฏิสนธิ ปฏิสนธิ

และเลีย้งตวัออน พบวาประสิทธิภาพการผลิตตัวออนจากโอโอไซตแชแข็ง (7.5% blastocyst 
rate) อยูในเกณฑต่ํากวาอยางมีนัยสําคัญเม่ือทําการเปรียบเทียบกับกลุมควบคมุที่โอโอไซตไม
ผานการแชแข็ง 

 
8.6 วิจารณผลการศึกษา 

ผลการศึกษาครั้งน้ีแสดงใหเห็นวาการผลติตวัออนแมวสามารถทําไดในหองปฏิบัตกิารแต
เน่ืองจากมีปจจัยที่เกี่ยวของกับประสิทธิภาพการผลิตตวัออนหลายประการ การศึกษาครั้งน้ีเปน
การศึกษาเกี่ยวกับการใชฮอรโมน rhFSH ตอการเจริญพรอมปฏิสนธิและการผลติตัวออน โดยไม
จําเปนตองใชฮอรโมน LH ซ่ึงผลของการศึกษาครั้งน้ีสามารถนําไปประยุกตเพ่ือใชในการศึกษา
กลไกการควบคุมและกระตุนการเจริญของโอโอไซต การตรวจโอโอไซตทุกๆ 6 ชม. ชวยให
สามารถตรวจการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางไมโครทูบูล และ แอคติน ไมโครฟลาเมนต ใน
ขบวนการเจรญิพรอมปฏิสนธิได และรูปแบบการเปลีย่นแปลงเปนไปในแนวทางเดียวกับสตัวชนิด
อ่ืนๆ อยางไรก็ตามถึงแมวา rhFSH จะสามารถกระตุนโอโอไวตใหเจริญพรอมปฏิสนธิได แตอัตรา
ความสําเร็จอยูในเกณฑต่ํา จากการศึกษาจะเห็นไดวาฮอรโมน LH ไมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพ
การผลิตตัวออนได แสดงใหเห็นวาการเลี้ยงโอโอไซตใหพรอมปฏิสนธิอาจไมผานกลไกของ
ฮอรโมน LH ในลักษณะทีพ่บในการเจรญิของโอโอไซตในรางกาย (in vivo oocyte maturation) 
นอกจากนี้โกรทแฟคเตอร IGF-1 และ EGF สามารถเพิ่มประสทิธิภาพการเจริญเปนตัวออนได ซ่ึง
สอดคลองกับรายงานในสัตวชนิดอ่ืนๆ  
 การศึกษาในการทดลองที่ 2 แสดงใหเห็นสาสามารถทําการแชแข็งโอโอไซตระยะไมพรอม
ปฏิสนธิได แตทําใหลดความสามารถของโอโอไซตในการเจริญเปนตัวออน เทคนิคการแชแข็งมี
ผลอยายิ่งตออัตราของตัวออน เน่ืองจากการแชแข็งดวยวธิีวทิริฟเคชั่นจําเปนตองใชสารปองกัน
การแชแข็งในความเขมขนที่สูงซ่ึงมักทําใหเกิดความเปนพิษกับตัวออน การเปลี่ยนแปลงความ
เขมขนของสารปองกันการแชแข็งไวเกินไปอาจทําใหเกิดแรงดันออสโมซีสที่สูงและมีผลตอการ
ทําลายโครงสรางของโอโอไซต ยังคงตองมีการพัฒนาการแชแข็งโอโอไซตแมวตอไปเนื่องจากมี
ความสําคัญในการเก็บรวบรวมพันธุกรรมสัตวปาตระกูลแมว    

8.7 บทสรุป  
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สามารถผลิตตัวออนภายนอกรางกายไดดวยอัตราที่ใกลเคียงกับระดับนานาชาติ ชนิดของ
ฮอรโมนและโกรท แฟคเตอรมีความสําคญัตอการเจริญของโอโอไซตแมว การศึกษาครั้งน้ีแสดงให
เห็นวาสามารถทําการแชแข็งโอโอไซตแมวได ถึงแมวาอัตราความสําเร็จยังอยูในเกณฑต่ําเม่ือ
เทียบกบัโอโอไซตที่ไมผานการแชแข็ง 
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รายละเอียดโครงการวิจยั 
 

Importance and rational  

Fundamental and application study of in vitro maturation (IVM), in vitro 
fertilization (IVF) and in vitro culture of embryo (IVC) in domestic cat has become 
increasingly important aspects for conservation of endangered felid species (reviewed 
by Swanson, 2006). In addition, the domestic cat has also been used as a model for 
biomedical research because cat genome is highly conserved and exhibits the most 
similarity to that of human (O’Brien et al., 1999). To date, however the efficiency of 
these techniques has met only limited success, especially when oocytes are matured in 
vitro (Swanson et al., 1994). During oocyte maturation, the oocyte must undergo a 
series of nuclear and cytoplasmic changes in order to complete its competence. Most in 
vivo matured oocytes acquire their developmental competence by bidirectional 
communication or interaction between the oocyte and companion somatic cells within 
the follicle (Matzuk et al., 2002). When these oocytes are fertilized and cultured in 
vitro, they demonstrate greater fertilization and blastocyst formation rates compared 
favorably to in vitro matured oocytes (Roth et al., 1994). More specifically, intrinsic 
factors within the ovary/follicle promote cytoplasmic competence that supports 
fertilization process and enhances embryo developmental capability. Currently, a 
number of strategies have been tested, aimed specifically to improve cytoplasmic 
competence of mammalian oocytes during oocyte maturation (see review: Gilchrist and 
Thompson, 2007). These strategies would reveal the mechanism underlying the process 
of oocyte maturation in vitro, and also to find potential markers that reflect their 
developmental competence. Follicle stimulating hormone (FSH) known to enhance 
meiotic and developmental competence of oocytes, while the gonadotrophin preparation 
used during in vitro oocyte maturation is usually contaminated with luuteinizing 
hormone (LH). Many reports revealed that FSH is only gonadotrophin of choice for in 
vitro maturation. Until recently, role of LH during IVM has not yet clearly understood. 
Using DNA technology, recombinant FSH without any action of LH has been 
developed in human. This recombinant FSH would be beneficial to characterize the 
individual action of FSH and LH, however recombinant human FSH (rhFSH) has not 
yet been tested for embryo production in cat species. It is therefore essential to examine 
the effects of rhFSH on developmental competence of cat oocytes. In addition, it is also 
worth to note that the synchronization between nuclear and cytoplasmic maturation is 
critically important to determine oocyte’s developmental competence, while most IVM 
studies have only focused on nuclear maturation and information regarding to the 
cytoplasmic maturation of the cat oocyte is very limited.  

In vitro maturation of oocyte is a complex process that occurs spontaneously 
when an immature oocyte (germinal vesicle stage: GV) is removed from inhibitory 
factors within the follicle (Pincus and Enzmann, 1935). After condensation of 
chromatin, nuclear membrane then starts to disintegrate (germinal vesicle breakdown: 
GVBD) and microtubule-rich domain is formed and become the meiotic spindle. This 
meiotic spindle plays an essential role in segregating chromosomes during meiosis and 
also contributes to many aspects during fertilization (Kim et al., 1997). In addition, 
actin microfilaments support cell plasma membrane and also involve in several cell 
functions. These two cell cytoskeleton elements have been used to evaluate cytoplasmic 
changes during in vitro maturation and also cell damage after cryopreservation 
(Tremoleda et al., 2001, Tharasanit et al., 2006, Comizzoli et al., 2004).  
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Domestic cat has been used as a valuable model for wild species, and therefore 
it is also of importance to examine the cryopreservability of the oocytes. This technique 
would be useful when the animals would unexpectedly and the facility for producing 
embryo (in vitro oocyte maturation, fertilization and embryo culture) is restricted. To 
date, knowledge about the response of oocyte to cryopreservation is poor. 

 
Materials and Methods 
All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, USA, unless otherwise specified. 
 
Isolation and in vitro maturation of cumulus oocyte complexes  

Domestic cat ovaries (Figure 1A) from mixed breeds and various stages of 
estrous cycle were collected immediately after routine ovariohysterectomy (OVH) from 
the Veterinary Public Health, Division of the Bangkok Metropolitan Administration. 
The ovaries were then maintained and transported at room temperature in 0.9% (w/v) 
normal saline solution supplemented with 100 IU/ml penicillin and 100 µg/ml 
streptomycin.  Within 6h  after OVH, the ovaries were dissected free from connective 
tissue and washed twice in holding medium consisting of Hepes buffered tissue culture 
medium 199 (M199), 1.0 mM pyruvate, 2.0 mM glutamine, 100 IU/ml penicillin, 100 
µg/ml streptomycin and 4 mg/ml bovine serum albumin (BSA). To obtain cumulus 
oocyte complexes (COCs), ovarian cortex was minced using a surgical blade.  The 
COCs with darkened homogenous ooplasm and completely surrounded by at least 3-5 
layers of cumulus cells were only used in this study (Figure 1B). For in vitro 
maturation, a group of 15-25 COCs were cultured at 38.5°C in humidified condition of 
5% CO2 in air. The maturation medium was consisted of NaHCO3 buffered M199, 2.0 
mM L-glutamine, 1.0 mM pyruvate, 100 IU/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, 4 
mg/ml BSA and 0.1 IU/ml recombinant human follicle stimulating hormone (rhFSH). 

 

 
 
Figure 1 Feline ovaries obtained after ovariohisterectomy (A) and grade A cumulus 
oocyte complexes used in this study (B) 
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Vitrification of immature oocytes using the open pulled straw (OPS) technique 
OPS vitrification of COCs was performed essentially as described by Vajta et al. 

(1998). In brief, 0.25 ml polyvinyl chloride straws were modified by heating them over 
a hot plate (approximately 100°C) and then stretching them manually until the outer 
diameter was approximately half of its original size. COCs were maintained in holding 
medium (HM) consisting of Hepes buffered tissue culture medium 199 (M199), 1.0 
mM pyruvate, 2.0 mM glutamine, 100 IU/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin and 4 
mg/ml bovine serum albumin (BSA). The COCs were prepared for vitrification by 
equilibration for 60 sec in a 50µl droplet of HM supplemented with 10% (v/v) Ethylene 
glycol (EG), and were then transferred to a 50 µl droplet of 20 %, 30 % EG solutions 
for 30 sec in each step. The COCs were vitrified by transferred the COCs into 
vitrification solution that contained with 40% EG and 0.5M sucrose. After 
approximately 15 sec, the oocytes were moved to a 2µl droplet of fresh vitrification 
solution and loaded into an OPS by capillary action. The loaded straws were submerged 
immediately in liquid nitrogen, such that oocytes were exposed to vitrification medium 
for a total of only 20-25 sec prior to vitrifying. Warming of vitrified oocytes was 
performed by immersing the OPS straw at 37°C in a thawing solution consisting of 
0.3M sucrose in holding medium. The oocytes were expelled into this solution and 
incubated for 5 min before being transferred to holding medium. 

 
In vitro fertilization and embryo culture 

After 24 h of in vitro maturation, the cumulus cells were partially removed from 
COCs by gently pipetting. In vitro fertilization was performed essentially as described 
by Pope (2004) with minor modifications. In brief, groups of 5-10 oocytes were 
transferred to 50 µl droplets of IVF medium (Tyrode’s balanced salt solution containing 
1% MEM non-essential amino acid (NEAA), 6 mg/ml BSA, 100 IU/ml penicillin, 30 
µg/ml heparin and IVFx100). Semen used in this study was collected by electro 
ejaculation tom cats, and then stored frozen. The frozen sperm was thawed in air for a 
few second and then submerged into 70 °C water for 6 sec. The thawed semen was 
immediately diluted 1:1 in Tris buffer solution. After the frozen-thawed sperm were 
washed twice with IVF medium, the oocytes were then co-cultured with sperm at a final 
concentration of 0.5 x 106 sperm/ml for 18-24 hrs. In the first day of embryo culture, 
presumptive zygotes were cultured in 20 µl droplet of synthetic oviductal fluid (SOF) 
containing 4 mg/ml BSA and 100 IU/ml penicillin. SOF containing 10% (v/v) FCS 
(Gibco, USA) was used for embryo culture during day 2 to day 7. In all cases, in vitro 
culture was performed at 38.5 °C in a humidified condition of 5% CO2 in air. Embryo 
development by means of cleavage and blastocyst rates was examined on day 2 and day 
7 of embryo culture, respectively. The blastocysts were typified by the embryos that 
demonstrated and contained with more than 60 cells. 
 
Assessment of nuclear status and embryo development 
 To evaluate stages of nuclear maturation during in vitro maturation, COCs were 
denuded, fixed in 4% (w/v) paraformaldehyde and stained with a fluorescent DNA 
labeling (4',6-Diamidino-2-phenylindole: DAPI). The oocytes were mounted onto a 
microscopic glass slide and then examined their nuclear status using an epifluorescent 
microscope (BX51 Olympus, Japan). Nuclear status of the oocytes was classified as 
GV, MI and MII stage. The percentage of cleaved embryos (2 to 8 cells), and 
blastocysts containing >50 cells with blastocoelic cavity were evaluated on day 2 and 7 
of embryo culture, respectively. Embryonic nuclei were evaluated with DAPI staining. 
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Immunofluorescent labeling of the meiotic spindle and chromatin  
Denuded oocytes were incubated for 45 min at 37°C in a glycerol-based 

microtubule stabilizing solution containing 25% (v/v) glycerol, 50 mM KCL, 0.5 mM 
MgCl2, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM 2-mercaptoethanol, 50 mM imidazol, 
and 4% Triton-X-100 (Simerly and Schatten, 1993). After a brief wash with PBS-BSA, 
the oocytes were fixed and stored in 4% (w/v) paraformaldehyde until analysis.  

When required, oocytes destined to microtubule labeling were first incubated for 
1h at room temperature with a 1:100 solution of mouse monoclonal anti-α-tubulin 
antibody (clone B1-5-1-2: Sigma-Aldrich) in PBS-BSA. After a further wash with PBS-
BSA, the oocytes were incubated for 1h with a 1:100 solution of goat anti-mouse 
second antibody conjugated to tetramethylrhodamine isothiocyanate (TRITC) in PBS 
supplemented with 2% (v/v) goat serum. To visualize actin microfilament, the oocytes 
were then incubated in a solution of 0.165 µM Alexa Fluor® 488 phalloidin (Molecular 
probes) in PBS-BSA for 30 min. The oocytes were finally stained with 0.1 µg/ml 
fluorescent DNA labelling (4’6’ Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride: DAPI) to 
visualize the chromatin configuration of the oocytes.  
 
Confocal laser scanning microscopy (CLSM) 

To assess cell cytoskeleton and chromatin configurations during in vitro 
maturation, fluorescent-labeled oocytes were mounted on glass microscope slides in a 2 
µl droplet of antifade medium (Vectashield, Vector Labs, Burlingame, CA, USA) to 
retard photobeaching, and sealed under a coverslip using nail polish. Examination was 
performed using a confocal laser-scanning microscope (C1, Nikon, Japan). Three laser 
sources from Diote 408 nm, Argon 488 nm and HeNe 543 nm were used to 
simultaneously excite the fluorescent signals from DAPI, Alexa Fluor® 488 phalloidin 
(microfilaments) and TRITC (microtubules) respectively. The digital-micrographs 
produced using the sequential scanning mode for the 3 separate colors were merged into 
single panel using EZ-C1 software (Nikon, Japan). The resulting multi-color 
micrographs were subsequently examined using Adobe® Photoshop CS (Adobe System 
Inc., Mountain View, CA, USA). 
 
Experimental design 
 
Experiment I 
 This experiment examined the effect of recombinant human follicle stimulating 
hormone and growth factors on developmental competence of cat oocytes. Cumulus 
oocyte complexes (COCs) were cultured in a defined maturation medium containing 
with 0.01 (n=82), 0.05 (n=72), 0.1 (n=68), and 1.0 IU (n=70) rhFSH. The COCs 
cultured in an absence of rhFSH served as controls (n=103). After 24h of culture, the 
oocytes were fixed, stained with DAPI and examined for stage of nuclear maturation. 
For examination of fertilization rate, a total of 233 COCs were matured with 0.01 
(n=51), 0.05 (n=39), 0.1 (n=36), and 1.0 IU (n=38) rhFSH and then subjected to in vitro 
fertilization. The presumptive embryos were fixed and analyzed for % fertilization. The 
COCs cultured with no rhFSH added were used as controls. Since the results indicated 
that rhFSH in all chosen doses was capable of enhancing nuclear maturation of cat 
oocytes. The medium dose of rhFSH (0.1 IU) was selected to use in the following 
experiment. In addition to in vitro fertilization, this study also examined the effects of 
luteinizing hormone (LH; n= 100), insulin like growth factor-1 (n= 105) and epidermal 
growth factor (n= 164) adding into maturation medium in order to study whether a 
combination of rhFSH and LH and growth factors would actually improve the 
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cytoplasmic maturation of feline oocytes. Oocytes cultured with only rhFSH (n=160) 
served as negative controls. Finally, the cytoplasmic maturation of cat oocytes was 
assessed by means of fluorescent labelling of the oocyte’s cytoskeletal elements (actin 
microfilaments and microtubules) and also embryo culture. To establish normal pattern 
of cell cytoskeleton changes as to examine the cytoplasmic maturation of COCs 
matured using EGF+rhFHS, a total of 302 oocytes were examined at the specific time 
point during the course of in vitro maturation (0, 6, 12, 18 and 24 h) to ensure that all 
important stages of nuclear and cytoplasmic changes of cat oocytes were analyzed. The 
fluorescent labelled oocytes were examined using a confocal laser scanning microscope. 
This microscope provides a significant improvement of image quality compared with 
conventional fluorescent microscopes and also allows spontaneous excitement of the 
three fluorescent colours (actin microfilament, microtubule and chromatin). 
 
Experiment II 
 This experiment was designed to examine the effect of vitrification of immature 
cat oocytes on the meiotic and developmental competence following warming. Since 
successful protocol for feline immature oocytes has not yet been established, a total of 
272 oocytes were exposed to vitrification solutions using 3 different expose techniques: 
1) 20% EG+ 20% DMSO, 2-step; 2) 20% EG+ 20% DMSO, 4-step and 3) 40% EG, 4-
step. In addition, two concentrations of sucrose (0.3, n= 137 and 0.6 M (n=116) 
sucrose) was also examined. Finally, vitrified oocytes (n=254) were warmed, matured, 
fertilized and cultured in vitro in order to examine their development. Cryoprotectant 
treated COCs (n=86) and non-CPA/non-vitrified COCs (n=120) served as controls. 
 
Results 
 
 Overall, rhFSH significantly increased the number of oocytes reaching 
metaphase II (MII) stage when compared with non-rhFSH treated controls (MII rates: ~ 
60-70 % vs. 36.9, p<0.05, Table 1).   
 
Table 1 Meiotic competence of cat oocytes matured for 24 h in a presence of different 
concentrations of recombinant human follicle stimulating hormone 
 
 

Oocytes that developed to Groups Total 
oocytes GV (%) MI (%) MII (%) Degenerate (%) 

0 IU rhFSH 103 55 (53.4)a 3 (2.9) 38 (36.9)a 7 (6.8) 
0.01 IU rhFSH 82 28 (34.1)b 2 (2.8) 49 (59.8)b 3 (3.7) 
0.05 IU rhFSH 72 10 (13.9)c 6 (8.3) 49 (68.1)b 7 (9.7) 
0.1 IU rhFSH 68 9 (13.2)c 3 (4.4) 49 (72.1)b 7 (10.3) 
1.0 IU rhFSH 70 9 (12.9)c 6 (8.6) 50 (71.4)b 5 (7.1) 
a, b, c Within a column, different superscripts denote values that differ significantly.  
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When these rhFSH treated oocytes were fertilized in vitro, they demonstrated 
higher fertilization rate when compared with oocytes that cultured in an absence of 
rhFSH (P<0.05, Table 2).  

 
Table 2 Fertilization of in cat oocytes cultured in maturation media containing with or 
without recombinant FSH  
 

Groups Total oocytes No. fertilized oocytes (%)
0 IU rhFSH 69 17 (24.6)a 
0.01 IU rhFSH 51 25 (49)b 
0.05 IU rhFSH 39 24 (61.5)b 
0.1 IU rhFSH 36 20 (55.6)b 
1.0 IU rhFSH 38 23 (60.5)b 

 
According to the results, the medium dose of rhFSH (0.1 IU/ml) was selected in 

the following experiment. Although rhFSH was capable of inducing both nuclear and 
cytoplasmic maturation, in terms of in vitro maturation and blastocyst-stage embryo 
development, the capability of rhFSH was limited (blastocyst rate =12.5 %, Table 3).  
While rhLH did not significantly improve the rate of blastocyst development, the EGF 
and IGF-1 significantly enhanced cytoplasmic maturation of feline oocytes (blastocyst 
rate: 23.2, 21.9% respectively for EGF and IGF-1, Table 3).  
 
Table 3 Developmental competence of cat oocytes matured in vitro in maturation 
media supplemented with rhFSH, LH, EGF and IGF-1 
 

Groups Total 
oocytes 

No. of cleaved 
embryos (%) 

No. of blastocyst 
(%) 

Cell number 
(mean±SD) 

rhFSH  160 65 (40.6)a 20 (12.5)a 80.6±17.2a 
rhFSH/LH 100 41 (41)a 11 (11)a 76.9±13.1a 
rhFSH/EGF 164 102 (62.2)b 38 (23.2)b 89.4±22.5a 
rhFSH/IGF-1 105 58 (55.2)b 23 (21.9)b 90.2±16.3a 
a, b Within a column, different superscripts denote values that differ significantly.  

 
To confirm that rhFSH and EGF induced nuclear and cytoplasmic maturation of 

cat oocytes, the oocytes were matured and fixed at 6, 12, 18 and 24 h in order to 
examine a series of changes of nuclear maturation and reorganization of cell 
cytoskeleton.  Although a large proportion of these COCs were arrested at GV stage 
(92.5%,), they asynchronously resumed meiosis through metaphase I (MI), anaphase I 
(AI), telephase I (TI) and finally metaphase II (MII) during 24 h of IVM (Table 4).  The 
GV oocytes required approximately 12 h to reach MI stage while in vitro culture for 24 
h was sufficient to complete nuclear maturation of cat oocytes (63% MII). 
 The fluorescently microtubule-, actin microfilament- and DNA-labeled oocytes 
were examined with a confocal laser scanning microscope. At 0-12 h of IVM, the 
chromatin of GV oocyte was unevenly distributed and confined within nuclear 
membrane (germinal vesicle, Fig. 2A).  At this stage, actin microfilaments were 
typically distributed throughout the ooplasm with a moderate concentration beneath 
oolema, while the oocyte demonstrated a weak staining of microtubules (Fig. 2A). A 
microtubule-rich domain, however, developed rapidly following germinal vesicle 
breakdown without any obvious microtubule organizing centre. 
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Table 4 Data demonstrate mean ± SD of percentage of nuclear maturation of cat 
oocytes matured in vitro for 0, 6, 12, 18 and 24 h. Data were pooled from 3 independent 
replications. 
 

 
Metaphase I plate (meiotic spindle) that is formed by polymerization of 

microtubules was completely developed at 12-18 h, and this was typified by the 
formation of a symmetrical barrel-shaped meiotic spindle with the two sets of 
homologous chromosomes aligned at its center (Fig. 2B). During Anaphase I and 
Telephase I, the sets of chromosomes redirected to each anastral poles of meiotic 
spindle, the actin microfilaments then formed a dense network between the segregated 
sets of chromosomes (Figs. 2C, 2D). Finally, the second meiotic spindle was soon 
formed and, with assistance of actin microfilaments, one set of chromosomes was 
extruded as the first polar body that enveloped by unorganized microtubules and actin 
microfilaments (Fig. 2D).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 photomicrographs demonstrating redistribution of cell cytoskeleton (actin and 
microtubule) during in vitro maturation of cat oocytes. 
 

           Time 
 

Nuclear stage 
0h 

(n=114) 
6h 

(n=80) 
12h 

(n=78) 
18h 

(n=77) 
24h 

(n=147) 
GV 94 ± 2.0 97.8 ± 1.9 59.7 ± 20.2 23 ± 19.9 18.3 ± 3.0 
MI 3.2 ± 2.0 2.2 ± 1.9 40.3 ± 20.2 48 ± 0.5 12.3 ± 7.5 

Ana I/Tel I 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 16.2 ± 4.2 2.2 ± 1.9 
MII 1.4 ± 2.4 0 ± 0 0 ± 0 12.8 ± 16.2 63.6 ± 9.1 

degen/parthenote 1.4 ± 1.2 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 3.6 ± 3.3 

A B
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Experiment II 
 Experiment II examined the effect of vitrification of immature cat oocytes on 
the meiotic and developmental competence following warming. Four-step equilibration 
techniques either EG alone or in combination of DMSO gave superior maturation rates 
(MII rate ~30-40%) when compared to only 6% of 2-step equilibration technique. 
Although in vitro maturation rates of vitrified-warmed oocytes were in acceptable 
range, the MII rates were significantly lower than those obtained from non-CPA/non-
vitrified and CPA treated controls (Table 5). In addition, reducing sucrose to 0.3 M in 
vitrification medium tended to decrease the cryopreservability of immature cat oocyte.  
 
 
Table 5 Meiotic competence of immature cat oocytes that had been exposed to 
cryoprotectants and/or vitrification. The COCs were subsequently matured in vitro for 
24 h 
 

 
 
 To test viability of these oocytes after vitrification and warming, the COCs 
either treated with CPA or vitrified-warmed were stained with viability marker 
(ethidium homodimer-1 and calceine-AM). Although vitrification of feline immature 
oocytes using EG-OPS (4-step equilibration) protocol yielded high viability (96%) of 
oocytes (Table 6, Figure 3), the developmental competence of these vitrified-warmed 
oocytes were compromised in terms of poor cleavage, morula and blastocyst formation 
rate (Table 7, Fig. 4) 
 
Table 6 Viability test of vitrified-warmed immature feline oocytes   
 
 

Groups Total oocytes Alive oocytes (%) Dead oocytes (%) 
Non-CPA/vitrified  50 50 (100) 0 
CPA-treated 37 37 (100) 0 
Vitrified-warm 96 92 (95.8) 4 (4.2) 
 
 
 
 
 
 

Oocytes that developed to Groups Total oocyte GV MI MII Degen 
Control  59 10 (16.9) 7 (11.9) 36 (61)a 6 (10.2) 
EG+DMSO 2 step 37 8 (21.6) 5 (13.5) 20 (54.1) a 4 (10.8) 
EG+DMSO 4 step 46 10 (21.7) 5 (10.9) 26 (56.5) a 5 (10.9) 
EG 4 step 48 9 (18.8) 3 (6.3) 30 (62.5) a 6 (12.5) 
EG+DMSO 2 step-vitrified 67 2 (3) 6 (9) 6 (9)b 53 (79) 
EG+DMSO 4 step-vitrified 88 5 (5.7) 14 (15.9) 28 (31.8)c 41 (46.6) 
EG 4 step-vitrified 0.6 M 
sucrose 63 4 (3) 15 (13) 44 (37.6)c 54 (46.2) 
EG 4 step-vitrified 0.3 M 
sucrose 

137 19 (13.9) 25 (18.2) 39 (28.5) c 54 (39.4) 

A D
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Figure 3 Photomicrographs illustrating the viability of vitrified immature cat oocytes. 
Viable oocytes demonstrate an intense-calceine AM staining (green) confined within 
ooplasm (A). Dead oocytes (white arrow) typified by red cytoplasm (positive with 
ethidium homodimer-1, non-permeable DNA staining) indicating the damage of 
oocyte’s plasma membrane. 
 
Table 7 Developmental competence of vitrified-warm immature oocytes after in vitro 
fertilization and embryo culture  
 

Oocytes that developed to Group No.  
oocytes Cleavage 

(%) 
Morula 

(%) 
Blastocyst 

(%) 

Blastocyst 
cell numbers 

Nuclear 
fragmentation 

(%) 
Control 120 75 (62.5) 53 (44.2) 37 (30.8)a 97.6± 32.5 12.8 ±6.9 
CPA 86 49 (57) 40 (46) 23 (26.7)a 92.3± 9.9 10± 4.3 
Vitrified-
warmed 

254 63(24.8) 31 (12.2) 19 (7.5)b 85.8± 20.4 12.8 ±5.1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 A blastocysts produced from in vitro embryo culture. 
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Discussion 
 This study examined the effect of recombinant human FSH and growth factors 
on developmental competence of cat oocytes. The data demonstrated clearly that rhFSH 
can be used as meiotic competence enhancer, although the meiosis resumption occurs 
spontaneously when the oocytes are removed from their follicle (Pincus and Enzmann, 
1935). The process of maturation of mammalian oocytes is a multifaceted processes in 
which immature or germinal vesicle stage oocytes resumes and reach MII stage. In 
vivo, meiotic competence of oocytes is triggered by the surge of preovulatory 
luteinizing hormone (Baker, 1982), while LH alone does not induce meiotic progression 
in vitro. This evidence indicates convincingly that the mechanism of meiotic 
resumption differs between in vivo and in vitro environments. Since oocytes lack 
gonadotrophin receptors follicle stimulating hormone (FSH) promotes meiotic 
resumption via an indirect mechanism mediated by the cumulus cells (Eppig and Downs 
1987). Recombinant human FSH is commercially available LH-free preparation that has 
been widely used in vitro maturation medium for immature oocytes from many species, 
such as human, porcine, equine, mouse and bovine. In addition, because the action of 
LH is absent, it therefore allows interpretation of individual roles of FSH and LH 
without the hormone cross-contamination. Although the signalling pathway of rhFSH 
mediated meiotic resumption appeared to be different among species The main signal 
transduction resulting from FSH binding to cumulus-granulosa cells is considered to be 
cAMP-protein kinase A (PKA) (Eppig and Downs, 1984) and protein kinase C (PKC) 
(Aberdam and Dekel, 1985, Su et al. 1999).  In this study, small amount of rhFSH (0.01 
IU/ml) was capable of inducing meiotic resumption. However, this was less efficient 
when compared to other doses. It is therefore suggesting that rhFSH at ≥ 0.05 IU should 
be added into maturation medium because these rhFSH doses yielded reasonable MII 
and embryo developmental rates (60-70% MII and 20-30% blastocyst rate), although 
the development in utero has yet to be examined. 
 Experiment II tested the effect of cryoprotectants, equilibration techniques and 
vitrification on developmental competence of oocytes, in terms of in vitro maturation 
rate, cleavage and also blastocyst formation rate. Open pulled straw vitrification was 
selected to use in this study because it is simple to perform and high viability of OPS-
vitrified oocytes from a number of species has been reported (Vajta et al., 2002). While 
GV oocytes are quiescent and many cold-sensitive structure i.e meiotic spindle has not 
yet formed, many reported suggested that the GV oocytes are sensitive to 
cryopreservation when compared with mature oocytes. Many factors associated with 
poor cryopreservability of immature oocytes have been examined. For example, GV 
oocyte has poorer plasma membrane permeability than MII oocytes and also they 
demonstrated high transition phase temperature (Tm) when compared to MII and 
embryo. Freezing oocyte at an immature stage, however, is beneficial when animal 
(especially for wild animal) would die unexpectedly and laboratory facility for 
performing in vitro maturation is limited. Immature oocytes are readily available in raw 
ovarian material, do not require exogenous hormonal stimulation to collect, and 
therefore offer a convenient means of ‘‘gamete rescue’’ for potential in vitro embryo 
production from genetically valuable individuals (Johnston, 1991). The presence of 
cumulus cells may protect against rapid influx or efflux of CPA (Van der Elst, 1992;  
Fabbri, 2001). This study was first demonstrated that feline immature oocytes can be 
cryopreserved, the capability of the oocytes developed to blastocysts was poor when 
compared to controls. To date, the exact pathway of freezing induces poor development 
remains unclear. In this study, we demonstrated that types of cryoprotectant and 
exposure techniques affected the success of cryopreservation. Exposure to a 
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hyperosmotic medium containing CPA is the first potentially damaging step for the 
oocyte because of both osmotic stress and the inherent toxicity of the CPA itself to cell 
organelles (Agca et al., 2000). Toxicity of the CPA depends on the type, concentration, 
and temperature of exposure (Lim, 1999).  
 
 
Conclusions 

rhFSH and growth factors are capable of enhancing nuclear and cytoplasmic 
maturation of cat oocytes by means of meiotic competence, normal reorganisation of 
oocyte’s cytoskeleton and embryo development. Vitrification of cat immature oocytes 
induces poor in vitro maturation, fertilizability and embryo development.  
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