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Cytogenetyka, tgczaca w sobie elementy genetyki i cytologii, zajmu-
je sie badaniem chromosomow, ich budowa, morfologig, zachowa-
niem w procesach podziatu komérek (mitotycznym i mejotycznym)
oraz diagnostyka nieprawidtowosci liczbowych i strukturalnych.

Badania cytogenetyczne rozpoczety sie na poczatku XX wieku,
jednak dopiero w latach piecdziesiatych ustalono diploidalng licz-
be chromosomow cztowieka. Od tego czasu rozpoczat sie szybki
rozwdj tych badan, a wraz z nim udoskonalanie metod badaw-
czych. Po opracowaniu technik prazkowych, umozliwiajacych i-
dentyfikacje poszczegoblnych par chromosomow i ich specyficz-
nych regiondw oraz ustaleniu wzoroéw standardowych kariogramow
podstawowych gatunkow zwierzat, do badan cytogenetycznych na
szerokg skale zaczeto wprowadzac¢ metody molekularne.

Jedng z metod, ktora wzbogacita klasyczne techniki cytogene-
tyczne jest technika hybrydyzacji in situ, a przede wszystkim jgj
odmiana, tzw. metoda FISH (Fluorescence In Situ Hybridization).
W skrocie metoda ta polega na hybrydyzacji znakowanej sondy
molekularnej z DNA utrwalonych na preparacie chromosomow,
a nastepnie detekcji sygnatu sondy.

Szczegolnie interesujace sa tzw. sondy malujgce poszczegoine
chromosomy. Jednorodng frakcje chromosomu do produkgji ta-
kich sond uzyskuje sie poprzez sortowanie chromosomow w cy-
tometrze przeptywowym lub metodg mikrodysekcji bezposrednio
z preparatu mikroskopowego przy uzyciu mikromanipulatora. Wy-
izolowany z kilku chromosomoéw konkretnej pary DNA jest ampli-
fikowany (powielany) technikg polimerazowej reakcji tancuchowej
(PCR) lub klonowany w odpowiednich wektorach, np. bakteryj-
nych.

Nalezy podkreslic, ze technika FISH z uzyciem malujacych
sond molekularnych jest metodg droga, pracochfonng i skompli-
kowang. Wymaga perfekcyjnego przestrzegania wszystkich eta-
pow ustalonego protokotu, takich jak uzyskiwanie jednorodnej
frakcji chromosomow, amplifikacja sondy, znakowanie, denatura-
cja sondy i chromosomow w preparacie mikroskopowym, hybry-
dyzacja sondy z homologicznym chromosomem, amplifikacja syg-
natu. Réwnoczeénie technika ta jest bardzo precyzyjna i moze byé
stosowana w réznego rodzaju badaniach cytogenetycznych. Jed-
nakze nadal w analizie cytogenetycznej zwierzat gospodarskich
dominujg techniki klasyczne o stosunkowo niskiej czutoéci i duzej
pracochtonnosci, brak bowiem na rynku sond komercyjnych do
malowania chromosomoéw zwierzecych. W zwigzku z tym w Dzia-
le Immuno- i Cytogenetyki 1Z-PIB podjete zostaly badania majace
na celu opanowanie techniki produkeji sond molekularnych malu-
jacych chromosomy badz ich fragmenty. Umozliwito to szerokie
zastosowanie techniki FISH do identyfikacji wybranych chromoso-
moéw, pogtebiong analizg ich prawidlowosci oraz diagnoze zmian,
obejmujacych takze mikrorearanzacje, zarbwno w komorkach so-
matycznych jak i rozrodczych réznych gatunkow zwierzat.
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Mimo wieloletnich badan wiedza na temat aberracji chromoso-
mowych u zwierzat wymaga licznych uzupetnien. Wprowadzenie
do analiz nowoczesnych technik molekularnych zwigkszyto moz-
liwos¢ precyzyjnej diagnozy nieprawidtowoéci kariotypu oraz po-
znanie biologicznych efektow réznego rodzaju zmian chromoso-
mowych.

Identyfikacja aberracji chromosomowych
Nieprawidtowoséci liczby lub budowy chromosomow prowadzg
czesto do Smierci zarodkowej lub okotoporodowej, wzglednie do
obnizenia ptodnoéci ich nosicieli. Moga one powstawaé de novo
lub by¢ dziedziczone po rodzicach. Ze wzgledu na wymierne straty
ekonomiczne, spowodowane nosicielstwem nieprawidtowosci ka-
riotypu, diagnozy cytogenetyczne majg ogromna wage dla hodowli
zwierzat gospodarskich. Szereg nieprawidtowoéci mozna zdia-
gnozowac za pomocg metod klasycznych (np. trisomie chromoso-
mow pici u bydtfa) lub technik prgzkowych (translokacje wzajemne
u swin). Jednak wiele zmian kariotypu wystepuje w formie mozaiki
lub chimeryzmu, co oznacza, ze w jednym organizmie mozna
zdiagnozowa¢ dwie lub kilka linii komoérkowych o réznym karioty-
pie. Procentowy udziat tych linii jest bardzo rozny i waha sig
w szerokim zakresie — od kilku do kilkudziesigciu procent. W tym
przypadku technika FISH jest niezastapionym narzedziem, ponie-
waz wykrycie tej nieprawidtowosci determinowane jest przez na-
stepujgce czynniki: typ analizowanych plytek, liczbe analizowanych
ptytek oraz czutoS¢ zastosowanych technik badawczych. Nato-
miast zaletami fluorescencyjnej hybrydyzacji in situjest mozliwosc
prowadzenia analizy na preparatach nawet stabej jakosci, wykry-
wanie sygnatu na chromosomach o réznym stopniu spiralizacji,
a co za tym idzie, mozliwos¢ analizy bardzo duzej liczby komorek.
Ma to kapitalne znaczenie zwlaszcza w analizie prawidtowosci
kariotypu koni, poniewaz u tego gatunku wiekszos¢ zdiagnozowa-
nych wad chromosomow ptci wystepuje w formie mozaiki dwéch
lub wiecej linii, a procentowy udziat ptytek metafazowych z nie-
prawidtowsg liczbg chromosomow jest zazwyczaj bardzo niski.
Stosujac sonde molekularng specyficzng dla chromosomu
X konia, zdiagnozowano 26 aneuploidii, wsrod ktorych az 23 wy-
stepowato w formie mozaiki: 63,X/64,XX (19 osobnikéw) [4, 5, 7];
63,X/65,XXX (1 osobnik) [3]; 63,X/64,XX/65,XXX (2 osobniki) [3]
oraz 63,X/64,XX/65,XX+Xp [8]. W tym przypadku aberracja zosta-
fa zdiagnozowana dzieki zastosowaniu sond malujgcych, komple-
mentarnych do poszczegolnych ramion chromosomu X koni (Xp
oraz Xg), uzyskanych metoda mikrodysekcji [8]. Pozostate zdiag-
nozowane aneuploidie heterosomoéw to 2 przypadki monosomii

Fot. 1. Technika FISH z zastosowaniem malujacej sondy specyficz-
nej dla chromosomu X konia; u klaczy o kariotypie 63,X widoczny
jeden jasny sygnat fluorescencyjny na chromosomie X
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chromosomu X — kariotyp 63,X (fot. 1) [2] oraz trisomia chromo-
somu X - kariotyp 65,XXX [6].

Wprowadzenie mikrodysekcji oraz techniki FISH do analiz ka-
riotypu zwierzat, prowadzonych w Dziale Immuno- i Cytogenetyki
Zwierzat |Z-PIB, zaowocowato wykryciem szeregu aberracji chro-
mosomowych réwniez u innych gatunkow zwierzat gospodar-
skich. U bydta zdiagnozowano translokacje robertsonowska,
w ktorg zaangazowane byty chromosomy pary 1. i 29. (1 przypa-
dek) oraz trisomige chromosomow ptci 61,XXY (1 przypadek) [20].
W ostatnim przypadku, sondy malujgce chromosomy pici zostaty
pozyskane technikg mikrodysekeji heterosomoéw bydlecych. Po-
nadto, wykorzystujgc sondy uzyskane metodag mikrodysekcji chro-
mosomow oraz technikg FISH, potwierdzono diagnoze transloka-
cji wzajemnej trep (7;13)(g13;946) u Swini — przypadku zdiagno-
zowanego wczeéniej wysoko rozdzielczymi technikami prazkowy-
mi RBA i GTG [9]. W ten sposob wykazano przydatno$é sond
malujacych, uzyskanych przy pomocy mikrodysekcji chromoso-
mow, do diagnozy translokacji wzajemnych lub innych rearanzacji
chromosomowych.

Fizyczna lokalizacja genow

Technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ moze byc takze wy-
korzystana w celu uzupetniania map fizycznych chromosomow
zwierzecych. Stosujac te technike z sondami specyficznymi dla
wybranych genow i klonowanymi w wektorach bakteryjnych (son-
dy BACowe), zmapowano dwie grupy genow skorelowanych
z wystepowaniem zaburzen zdrowotnych u koniowatych (kon do-
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Fot. 2. Fizyczna lokalizacja genu BCL2 uwidoczniona sygnatami
fluorescencyjnymi
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mowy i osiot). Do pierwszej grupy nalezaty geny odpowiedzialne
za wystepowanie u koniowatych, w komorkach nablonka oskrzeli,
czestej choroby wydolnosciowej — nawracajacej obturacii drog od-
dechowych (Recurrent Airway Obstruction — RAO): CACL1, BCL2,
EGFR, 114 (fot. 2) [1, 11, 12]. Do drugiej grupy natomiast geny
odpowiedzialne za wystepowanie chorob koséca: TWIST 1, SHH,
FRZB, PAX1 oraz GDF5 [25].

Analiza specyficznych regionéw chromosomowych

Wykorzystujgec molekularne techniki przeprowadzono analize po-
tencjalnych mechanizmow kontrolujgcych zmiane poziomu aktyw-
nosci regionow jaderkotworczych (NORs), poprzez eliminacje
rDNA (nierdbwny crossing-over), metylacje oraz ,wyciszenie" ge-
néw przez efekt pozycji w obrebie heterochromatyny lub telome-
row. W tym celu wykonano analizy polegajgce na sekwencyjnym
barwieniu chromosomow metafazowych za pomocg techniki ba-
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dajacej metylacje chromosomow (in situ Nick Translation), obec-
nosc¢ rDNA (technika FISH), obecno$c innych powtarzalnych se-
kwencji (telomery, heterochromatyna) w poblizu rDNA (technika
PRINS - fot. 3) oraz techniki wykrywajacej biatka transkrypcyjne
rDNA (technika Ag-l). Lokalizacje genow rDNA potwierdzono tech-
nikg FISH, przy uzyciu sond specyficznych dla regionéw organi-
zatora jaderka, otrzymanych przy zastosowaniu metody mikrody-
sekcji chromosomow. W celu uwidocznienia miejsc zmetylowa-

Fot. 3. Sygnaty identyfikujace sekwencje telomerowe i heterochro-
matynowe zlokalizowane na chromosomach konia (technika
PRINS)

nych, zastosowano technike in situ Nick Translacji z wykorzysta-
niem enzymu Hpa Il. Sekwencje telomerowe oraz bloki hetero-
chromatyny konstytutywnej zostaty uwidocznione za pomoca tech-
niki PRINS po zastosowaniu specyficznych primeréw dla tych re-
gionow [21].

Analiza niestabilnosci chromosomoéw

Struktura chromosomow ze wzgledu na swojg wrazliwos¢ moze
ulega¢ uszkodzeniom pod wptywem pewnych czynnikow muta-
gennych. W Instytucie Zootechniki-PIB, w ramach analizy zjawi-
ska strukturalnej niestabilnosci chromosomu X i jego efektow fe-
notypowych u bydta, koz i owiec, zidentyfikowano w regionach
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Fot. 4. Lokalizacja technika in situ PCR genu FMR1T u bydta, kéz
i owiec
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Xp13 oraz Xq22 miejsca tamliwe chromosomoéw, ktére u osobni-
kow zenskich o obnizonej ptodnosci wykazuja szczegdlng podal-
noé¢ na uszkodzenia indukowane mutagenami. Stosujgc technike
in situ PCR, z zastosowaniem znakowanych fluorescencyjnie star-
terow [10, 23], w regionach tych zlokalizowano tandemowe po-
wtorzenia CGG sekwencji regulatorowej charakterystycznej dla
ludzkiego genu FRM1 (fot. 4), zwigzanego z tamliwoscig chromo-
somu X i czestymi przypadkami nieprawidtowego funkcjonowania
jajnikoéw [24]. Biorac pod uwage zjawisko konserwatyzmu gene-
tycznego, zachowujacego homologie niektorych grup syntenicz-
nych i licznych segmentéw chromosomow cztowieka i innych ga-
tunkow, badania te mogg byé podstawa okreslenia zaleznosci
migdzy niestabilnoscig specyficznych regionow chromosomu
X a zaburzeniami funkcji reprodukcyjnych u zwierzat gospodar-
skich.

Wykorzystanie konserwatyzmu genetycznego w analizach
cytogenetycznych
Mozliwosci diagnostyki cytogenetycznej przy stosowaniu techniki
FISH znacznie rozszerza konserwatyzm ‘genetyczny, czyli podo-
bienstwo budowy i usytuowania poszczegolnych gendw oraz se-
kwencji DNA, stwierdzany nie tylko u gatunkéw nalezacych do tej
samej rodziny, ale rowniez u gatunkow taksonomicznie odlegtych.
Zjawisko konserwatyzmu moze dotyczy¢ wzordbw prazkéw chro-
mosomowych, uktadu genow w grupach sprzezonych i syntenicz-
nych, sekwencji satelitarnych, a takze sekwencji nukleotydowych
genow kodujgeych te same produkty u réznych gatunkow zwierzat
[22]. Konserwatywny charakter niektorych chromosomow pozwala
na wykorzystanie w technice FISH szeregu sond molekularnych,
uzyskanych z chromosomow jednego gatunku zwierzagt, do iden-
tyfikacji homologicznych odcinkéw DNA u innych gatunkow.
Stwierdzony konserwatyzm chromosomow pfci u bydta, owiec
i koz [14, 19] umozliwia zastosowanie bydlgcych sond malujgcych
heterosomy do identyfikacji chimeryzmu leukocyternego XX/XY
u owiec i kéz, pochodzgcych z cigz mnogich réznoptciowych (fot.
5a, 5b).

Fot. 5. Sygnaty identyfikujace heterosomy u kozta o kariotypie
60,XX/60,XY (po hybrydyzacji z bydlecymi sondami malujacymi): a
— komérka linii 60,XX; b — komorka linii 60,XY

Chimeryzm leukocytarny XX/XY jest najczesciej spotykang
w rodzinie Bovidae wadg kariotypu, polegajgca na wystepowaniu,
we krwi wspotblizniakow rozniacych sie pieig, dwoch populacii ko-
morek — o kariotypie meskim i zenskim, co jest wynikiem wspol-
nego krwiobiegu migdzy ptodami (poprzez anastomozy). Dwie li-
nie komorkowe moga wystepowaé w rdznych proporcjach, cza-
sem jedna z nich pojawia sie z bardzo niskg czestoscig (nawet
ok. 1%). Stad wazne jest stosowanie odpowiednio precyzyjnych
metod diagnostycznych, pozwalajgcych na identyfikacje chromo-
somow pici nawet w preparatach miernej jakosci.
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Konserwatywny charakter heterosomow u Bovidae umozliwit
migdzygatunkowe hybrydyzacje in situ, z zastosowaniem bydleg-
cych sond malujgcych chromosomy pici, do diagnozy chimeryzmu
leukocytarnego u jagnigt [13, 15] i kozlat [18], pochodzgcych
z ciaz blizniaczych rdéznoptciowych.

W wyniku hybrydyzacji (FISH) u osobnikow z chimeryzmem
leukocytarnym identyfikowano dwie linie komarkowe réznigce sie
heterosomami: w linii XX rejestrowano dwa jednakowe sygnaty
fluorescencyjne, charakterystyczne dla sondy specyficznej dla
chromosomu X; w linii komorkowej XY obserwowano natomiast
dwa rozne sygnaty, z ktérych jeden ujawniat hybrydyzujacy z son-
da chromosom Y, a drugi - chromosom X [15, 18].

Technika FISH, dajac bardzo czytelne sygnaty w duzej liczbie
ptytek (u kazdego osobnika analizuje sig 100 ptytek poddanych
hybrydyzaciji), umozliwia nie tylko stwierdzenie chimeryzmu leu-
kocytarnego, ale takze okre$lenie udziatu procentowego poszcze-
golnych linii komorkowych XX : XY.

Konserwatyzm genetyczny heterosomu Y u gatunkow naleza-
cych do Bovidae umozliwit takze wykorzystanie bydlecej sondy
malujacej do identyfikacji chromosomu Y w nasieniu tryka [16].

Konserwatywny charakter chromosomu X u Bovidae pozwolit
na hybrydyzacje porobwnawcze dotyczgce prazka Xq24 (zawiera-
jacego gen Xist), uzyskanego technikg mikrodysekcji z bydlgcych
chromosomoéw metafazowych, i zastosowanie go jako sondy do
lokalizacji homologicznych sekwencji u owiec i koz. U owiec gen
Xist (odpowiedzialny za inaktywacje chromosomu X) zlokalizowa-
no w prazku Xg2 i w tym samym miejscu gen ten zlokalizowano
u koz.

Ocena chromosomow mejotycznych u buhajéw — nosicieli
chimeryzmu 60,XX/60,XY

Preparaty chromosoméw mejotycznych od buhajéw — nosicieli chi-
meryzmu leukocytarnego, analizowano przy wykorzystaniu techni-
ki FISH i sond molekularnych identyfikujacych heterosomy X i Y.
Gtownym przedmiotem obserwacji w komoérkach rozrodczych bu-
hajow byt biwalent ztozony z chromosomow ptci, a zwtaszcza jego
spontaniczna, wczesna dysocjacja. W analizowanych spermato-
cytach | rzedu obserwowano zaburzenia w przebiegu koniugacii
chromosomoéw u buhajow — nosicieli chimeryzmu  60,XX/60,XY.
W dwoch przypadkach stwierdzono, w jednym ze stadiow mejozy
(pdzny pachyten), wczesng dysocjacje biwalentow ztozonych
z heterosomow — w pierwszym przypadku X-Y, w drugim X-X (fot.
6). Obecnosé spermatocytow | rzedu, zawierajgcych chromosomy

Fot. 6. Technika FISH spermatocyty | rzedu (pozny pachyten) buha-
ja 60,XX/60,XY; zéity sygnat hybrydyzacyjny — chromosomy X;
czerwono-fioletowy sygnat hybrydyzacyjny — chromosom Y

XX w gonadach buhajow — nosicieli chimeryzmu leukocytarnego,
potwierdzito mozliwosci migraciji wraz ze ,strumieniem krwi” pier-
wotnych komorek rozrodczych migdzy wspotpartnerami okresu
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zycia ptciowego. Taki wynik pozwala na wyjasnienie przyczyn ob-
nizenia ptodnoéci buhajow pochodzgcych z cigz blizniaczych roz-
noptciowych [17].
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Aktualny stan i znaczenie
metod kriokonserwacji
oocytow i zarodkéw Swini

Barbara Gajda, Zdzistaw Smorag

Niektore z biotechnologicznych metod rozrodu $win sg juz obecnie
elementem fermowej hodowli trzody chlewnej. Wiasciwy postep
hodowlany, a takze dobry wynik ekonomiczny hodowli swin nie
jest bowiem mozliwy bez uzyskania zadowalajgcego poziomu roz-
rodczosci. Wydajne technologie konserwacji zarodkow poszerzy-
tyby mozliwos¢ osiggniecia tego celu. Opracowanie efektywnych
metod kriokonserwacji zarodkow swin stworzytoby dogodne wa-
runki migdzynarodowego obrotu zarodkami, eliminujgc wiele pro-
bleméw, np. zwigzanych z eksportem i importem zwierzat. Ponad-
to, rozwdj nowych technologii w rozrodzie $win, takich jak poza-
ustrojowe zaptodnienie i produkcja zarodkow in vitro, czy tez do-
tyczacych uzyskiwania zwierzat transgenicznych i ich klonowania,
wigzg sie z duzym zapotrzebowaniem na oocyty i zarodki. Dyspo-
nowanie materiatem kriokonserwowanym bytoby w tej sytuacji du-
zym utatwieniem organizacyjnym.

Jednym z waznych kierunkow wykorzystania kriokonserwacji o-
ocytow i zarodkow jest uzycie tej metody w programach zachowa-
nia bioroznorodnosci zwierzat. Technologia ta moze by¢ zastoso-
wana jako metoda pomocnicza w utrzymywaniu populacji chronio-
nych zyjacych na wolnosci, do rekonstrukcji ras w przypadku ich
zanikania lub istotnej redukeji liczby zwierzat danej rasy oraz do
tworzenia nowych linii lub ras.

Kriokonserwacja zarodkow

Pomimo znaczgcych osiggnigc kriobiologii dotyczacych konserwa-
cji gamet i zarodkow wielu gatunkéw zwierzat gospodarskich,
przez dtugi czas nie udawato sig opanowac¢ metod kriokonserwaciji
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zarodkow Swini. Przyczyng niepowodzen okazata sie duza wraz-
liwos¢ zarodkow tego gatunku na schtadzanie, nawet w zakresie
temperatur plusowych [65]. DoSwiadczenia wykazaty, ze tempe-
ratura, w ktorej nastepowato zamieranie zarodkow miescita sie
w granicach od +15 do +10°C [51]. Proby schtadzania zarodkow
Swin w obecnoéci zwigzkow ostfaniajgcych, takich jak DMSO czy
glicerol, nie prowadzity do wzrostu ich odpornosci na niskie tem-
peratury [46]. W kolejnych badaniach wykazano, ze podatno$é za-
rodkéw Swini na ochtadzanie uzalezniona jest, w wigkszym stop-
niu niz to ma miejsce u innych gatunkow, od stadium rozwoju
zarodka [43]. Stwierdzono migdzy innymi, ze istnieje znaczgca
roznica we wrazliwosci na niskie temperatury miedzy wylegtg blas-
tocysta a wezesniejszymi stadiami rozwoju zarodka. W innych ba-
daniach [20, 43] wykazano, ze wrazliwo$¢ na niskie temperatury
zalezy od tego czy rozwoj zarodka odbywat sie in vitro, czy in vivo.
Blastocysty wylegte w hodowli in vitro sg mniej podatne na uszko-
dzenia w obnizonych temperaturach plusowych niz blastocysty
wylegte in vivo [43]. Specyficzna wrazliwo$¢ na niskie temperatury
zarodkéw Swini manifestuje sie rowniez ich obnizong podatnoscia
na kriokonserwacje.

Czynniki warunkujace podatno$¢ na kriokonserwacje zarod-
kow Swini

Z badan prowadzonych w ciggu ostatnich kilkunastu lat wynika,
ze gtownymi czynnikami warunkujgcymi podatnoéé zarodkow swi-
ni na kriokonserwacje sa: stadium zarodka i jego stan fizjologicz-
ny, wysoka zawarto$¢ lipidow, rodzaj uzytych zwiazkow ostaniaja-
cych oraz metoda kriokonserwacji.

W poczatkowych badaniach stwierdzono, ze wczesne stadia -
od zygoty do moruli i wezesnej blastocysty — nie przezywajg krio-
konserwacji [17]. Wszystkie pozytywne rezultaty, jakie zanotowa-
no w kriokonserwacji zarodkoéw $wini, osiggniete zostaty wtedy,
gdy zarodki znajdowaty sie w stadiach od ekspandujacej do wy-
legtej blastocysty [cyt. za 20]. Z badan wtasnych [17] nad witryfi-
kacjg zarodkow Swin wynikato, ze blastocysty (fot. 1 i 2) przezy-
waty na poziomie okoto 30%, podczas gdy nie przezyt zaden za-
rodek w stadium moruli.

Podatno$¢ na kriokonserwacje zarodkéw $wini uzalezniona
jest, jak juz wczesniej zaznaczono, takze od tego, czy rozwoj za-
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