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roblemy reprodukcyjne wynikajace z niepra-
widlowosci kariotypu obejmujacych chro-
mosomy pici sg u koni czesciej wykrywane niz
u innych gatunkow zwierzat gospodarskich (Ian-
nuzzi i in., 2004). Ocenia si¢, ze 93% mutacji
chromosomowych jest zwigzanych z heterochro-
mosomami, natomiast kolejne 1,5% obejmuje
aberracje chromosomow plci wraz z autosomami
(Chowdhary i Raudsepp, 2000). Niejednokrotnie
konie obarczone aberracjami chromosomowy-
mi nie przejawiaja efektow fenotypowych czy
behawioralnych, co skutkuje wiaczeniem ich do
rozrodu. Z uwagi na to, ze klacze pézno osiagaja
dojrzato$¢ hodowlang oraz fakt, ze sa przewaznie
eliminowane dopiero po drugim niezrebnym se-
zonie rozrodczym, hodowca ponosi znaczne stra-
ty ekonomiczne zwigzane z utrzymaniem jatlowej
badz jatowigcej klaczy przez okres $rednio 5 lat.
Ze wzgledu na wymierne straty finansowe spo-
wodowane nosicielstwem nieprawidlowosci ka-
riotypu diagnozy cytogenetyczne majg ogromng
wage dla hodowli zwierzat gospodarskich (Bu-
gno i Stota, 2007 a).
Pierwsze badania cytogenetyczne u koni
zostaly przeprowadzone na poczatku XX w. przez
Kirillowa. Sadzono, ze kariotyp koni wystepuje
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w systemie X0, a liczba chromosomow waha si¢
od 20 do 34 (Wodsedalek, 1914). Dopiero dzig-
ki badaniom przeprowadzonym przez Makina
w 1942 r. opisano prawidtowy, wystepujacy u koni
system XY (Makino, 1942). Wraz z rozwojem
technik analiz cytogenetycznych stwierdzono, ze
kon posiada 32 pary chromosoméw, co potwier-
dzity p6zniejsze badania (Makino i in., 1963).

W latach 70. XX w. nastapit rozwdj
technik barwienia r6znicowego chromosomow —
prazki G- (Seabright, 1971), Q- (Caspersson i in.,
1970), C- (Arrighi i Hsu, 1971; Sumner, 1972),
R- (Dutrillaux i Lejeune, 1971) oraz NOR (Good-
pasture i Bloom, 1975), co umozliwilo poglebio-
ng analiz¢ struktury chromosomow, jak rowniez
zaowocowato identyfikacja wielu rearanzacji
chromosomowych. Obecnie obowiazujacy wzo-
rzec kariotypu konia zostal opracowany i opu-
blikowany na II Migdzynarodowej Konferencji
Standaryzacji Kariotypow Zwierzat Domowych
w Jouy-en Josas we Francji w 1989 r. (Richer i in.,
1990). Podstawowg rolg¢ w opracowywaniu wzor-
cOw kariotypow odgrywa barwienie prazkow G,
gdyz pozwala ono na uzyskanie nawet kilkuset
prazkow (w zalezno$ci od stopnia kondensacji
chromosoméw) uwidaczniajacych obszary hete-
rochromatyny bogatej w adening i tyming, a tym
samym ulatwia identyfikacje par chromosomow
homologicznych (fot. 1).

Heterochromatyna konstytutywna, beda-
ca silnie skondensowang i polimorficzna frakcja
chromatyny, zawierajaca niewiele gendw, jest
cennym zrodlem wiedzy na temat chromosomow.
Zazwyczaj bloki heterochromatyny konstytutyw-
nej wystepuja w okolicach centromerow, jednak
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mogg rowniez znajdowac si¢ w czesci dystalnej
ramion chromosomow. Ich wielko§¢ moze réznié¢
si¢ pomigdzy poszczegdlnymi parami chromoso-
moéw. Bloki te mozna uwidoczni¢ technika bar-
wienia prazkow C (Switonski i in.,2006). U koni
prazki C wystepuja w okolicy centromeréw

wszystkich par chromosomowych, poza parg je-
denastag. W chromosomie X konia, poza duzym
prazkiem w okolicy proksymalnej obserwuje si¢
niewielki prazek heterochromatyny konstytutyw-
nej w czesci interstycjalnej ramienia q (Richer
iin., 1990) (fot. 2).
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Fot. 1. Przyktadowe zdjecie przedstawiajace obraz mikroskopowy chromosoméw ogiera wybarwionych technikg GTG
Phot. 1. An indicative photo depicting microscope picture of stallion chromosomes stained with GTG technique

Fot. 2. Przyktadowe zdjecie przedstawiajace obraz mikroskopowy chromosoméw ogiera wybarwionych technikg CBG
Phot. 2. An indicative photo depicting microscope picture of stallion chromosomes stained with CBG technique
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Kolejna metoda barwienia roznicujace-
go zastugujaca na uwage jest barwienie obsza-
row jaderkotworczych (NOR) azotanem srebra.
W obszarach jaderkotworczych zlokalizowane
sa geny kodujace rybosomalne kwasy rybonukle-
inowe (rRNA), a ich liczba jest cecha stata i cha-
rakterystyczng dla danego gatunku (Weisenberger
i Scheer, 1995). Istota tej metody jest wysokie po-
winowactwo NOR do metali ciezkich. Jako efekt
wysrebrzania uzyskuje si¢ obraz zotto-brazo-
wych chromosomoéw i czarne obszary odpowia-
dajace lokalizacji NOR. Nalezy jednak pami¢tac,
ze metoda ta pozwala na obserwacje jedynie tych
miejsc zawierajacych geny rRNA, ktore byly ak-
tywne przy tworzeniu jaderek w poprzedzajacej
mitoze¢ fazie (Babu i Verma, 1985; Verma i Babu,
1995). Wielko$¢ depozytow srebra rdznicuje
chromosomy, umozliwiajac identyfikacje par ho-
mologicznych. U konia aktywne obszary jader-
kotwoércze zlokalizowano w obrebie par 1, 28
oraz 31 (Richer i in., 1990; Switonski i in., 1994;
Kubien i Opiela, 2002). Badania Loginova i in.
(1996) oraz Derjusheva i in. (1998) wykazaly, ze
depozyty srebra mozna obserwowacé réwniez na
chromosomach 27 pary u koni zimnokrwistych
1 konikéw polskich.

Metody cytogenetyki klasycznej polegaja
na analizie obrazu prazkow, uzyskanego przy wy-
korzystaniu konkretnego barwienia i porownaniu
go z dostepnym wzorcem badanego gatunku.
Jako$¢ uzyskanych w hodowli ptytek metafazo-
wych, ich przejrzysto$¢ i rozmieszczenie chro-
mosomow, a takze ich indeks mitotyczny decy-
duja o powodzeniu analizy. Metody opierajace si¢
na barwieniach réznicowych pozwalaja na iden-
tyfikacje aberracji o wielko$ci nie mniejszej niz 5
miliondéw par zasad.

Przelomem w cytogenetycznej diagno-
styce wystgpowania aberracji chromosomow,
umozliwiajacej szybka i precyzyjna analizg pty-
tek metafazowych, bylo zastosowanie fluore-
scencyjnej hybrydyzacji in situ (ang. fluorescent
in situ hybridization; FISH), ktora w przeciwien-
stwie do technik prazkowych pozwala na anali-
ze wigkszej ilosci plytek metafazowych, nawet
o gorszej jakosci i réoznym stopniu spiralizacji
chromosomow. Jest to szczegodlnie wazne w ana-
lizie prawidlowosci kariotypu koni, u ktérych
wiekszo$¢ nieprawidlowosci wystepuje w formie

mozaiki o niskim procentowym udziale metafaz
z zaburzeniami w liczbie chromosomoéw. Dzieki
zastosowaniu techniki FISH mozliwe jest pre-
cyzyjne okreslenie czestotliwosci wystepowania
poszczegdlnych linii oraz wykrycie mozaiki lub
chimeryzmu, wystgpujacych juz na poziomie 1%
(Hook, 1977; Bugno i Stota, 2007 a, b; Bugno
iin., 2007).

Hybrydyzacja in situ jest technika, w kto-
rej chromosom utrwalony na preparacie mikro-
skopowym wiaze si¢ z komplementarng sonda
w postaci wyznakowanego DNA. W technice
tej sa stosowane sondy molekularne dwojakiego
typu w zalezno$ci od potrzeb diagnostyki. Wy-
roéznia si¢ sondy locus-specyficzne zawierajace
konkretne fragmenty badanych genéw oraz sondy
malujace, bedace mieszaning fragmentow DNA
charakterystycznych dla konkretnego chromoso-
mu, obejmujace cate chromosomy badz fragmen-
ty ich ramion. Istotnym ograniczeniem metody
jest potrzeba uprzedniego zaprojektowania kon-
kretnej sondy, komplementarnej do chromosomu
badz jego fragmentu, w ktérym spodziewamy sie
zmiany.

Obecnie, dzigki rozwojowi molekular-
nych technik cytogenetycznych do analizy ka-
riotypu mozliwe jest wykorzystanie techniki po-
rownawczej hybrydyzacji genomowej do mikro-
macierzy (aCGH), polegajacej na hybrydyzacji
dwodch genomowych DNA: badanego i referen-
cyjnego, wyznakowanych fluorescencyjnie dwo-
ma réznymi barwnikami i zmieszanych w tej sa-
mej proporcji. Dysproporcje w intensywnosci flu-
orescencji w probie badanej w stosunku do DNA
referencyjnego $wiadcza o zaburzeniach w liczbie
kopii analizowanych fragmentéw genomu.

W odroéznieniu od fluorescencyjnej hy-
brydyzacji in situ, badanie metoda aCGH umoz-
liwia identyfikacj¢ zmian w genomie bez uprzed-
niej wiedzy o ich istnieniu. Porownawcza hybry-
dyzacja genomowa na macierzach pozwala na
oceng wszystkich chromosoméw w jednym ba-
daniu. Istotnymi zaletami poréwnawczej hybry-
dyzacji genomowej do mikromacierzy aCGH sa:
czas badania, nie przekraczajacy kilku dni oraz
mozliwos¢ identyfikacji niewidocznych w stan-
dardowym badaniu cytogenetycznym aberracji
submikroskopowych z niespotykana jak dotad
rozdzielczos$cia, siggajaca kilkuset, a w niekto-
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rych przypadkach kilku-kilkunastu par zasad
(Szczatuba i in., 2010). Co istotne, do przepro-
wadzenia badania aCGH niepotrzebne sa dobrej
jakosci preparaty mikroskopowe, lecz izolaty
DNA. Metoda pozwala na jednoczesng identyfi-
kacje aneuploidii, duplikacji, delecji oraz ampli-
fikacji kazdego fragmentu genomu obecnego na
macierzy. Ograniczeniem techniki jest natomiast
niemoznos$¢ wykrycia zrownowazonych aberracji
chromosomowych, ktére nie wigza si¢ z nadmia-
rem lub utratg materiatu genetycznego (transloka-
cji wzajemnych czy inwersji).

Analiza wynikow uzyskanych z macie-
rzy, ze wzgledu na ich specyficzng forme (tysigce
punktéw na szklanej plytce o roéznej intensyw-
nosci fluorescencji) oraz liczbe danych, wymaga
zastosowania specjalistycznego oprogramowa-
nia. Zwykle oprogramowanie to jest dostarczane
przez producenta macierzy i umozliwia okresle-
nie jakosci badania, sprawdzenie czy sg zachowa-
ne wszystkie parametry konieczne do uzyskania
wiarygodnego wyniku, a takze analize danych,
umiejscowienie zmian w genomie i okreslenie
charakteru danej zmiany.

Fot. 3. Przykladowe zdj¢cie przedstawiajace obraz mikroskopowy chromosomoéw klaczy po zastosowaniu
techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
Phot. 3. An indicative picture depicting microscope picture of mare chromosomes after the application
of fluorescence in situ hybridization technique

Poczatkowo twierdzono, ze gtowna przy-
czyng genetycznej zmiennosci w populacji jest
polimorfizm pojedynczych nukleotydow (SNP)
(Sachidanandam i in., 2001), ktéry jest uwazany
za najpowszechniejsza forme polimorfizmu w ge-
nomie ssakow. W 2004 r. w dwodch niezaleznych
badaniach wykazano, ze poza zmiennoscig typu
SNP, w genomie ludzkim istnieje rowniez poli-
morfizm strukturalny, tzw. zmienno$¢ ilosci kopii
(ang. Copy Numer Variation) (Sebat i in., 2004;

lafrate i in., 2004). Kolejne badania potwierdzi-
Iy obecnos¢ CNV w genomach innych ssakow
(Fadista 1 in., 2008; Fontanesi i in., 2010; Hou
1 in., 2011; Gurgul i in., 2013), w tym réwniez
koni (Doan i in., 2012). Warianty liczby kopii sa
definiowane jako segmenty DNA o wielko$ci od
1 kpz do kilku Mpz, w ktorych zaobserwowano
relatywne zwigkszenie lub zmniejszenie licz-
by kopii w porownywanych genomach (Scherer
iin., 2007). Zmienna ilo$¢ kopii DNA moze miec
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istotny wplyw na fenotypowa roznorodnosc,
przystosowanie Srodowiskowe oraz podatnos¢ na
choroby (Lin i in., 2009).

Technika poréwnawczej hybrydyzacji ge-
nomowej do mikromacierzy (aCGH) pozwala na

identyfikacje CNV, a co za tym idzie zmiennosci
w genach kontrolujacych rozwoj plciowy, funk-
cje rozrodcze czy regulacje hormonalng organi-
zmu. Jest ona innowacyjng, wysoko precyzyjna
metoda, dostarczajacg ogromnych iloéci danych.
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Ryc. 1. Przyktadowy wykres przedstawiajacy mape rozmieszczenia CNV na chromosomach konia, uzyskany
po analizie technikg poréwnawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (schemat wtasny)
Fig. 1. An indicative diagram depicting copy number variation arrangement map on horse chromosomes,
obtained after the analysis with array comparative genomic hybridization technique (one'’s own scheme)

Kluczowa rolg¢ w diagnostycznych bada-
niach cytogenetycznych odgrywa dobor technik
badawczych oraz czytelnos$¢ uzyskiwanych obra-
z6w mikroskopowych. Rozwoj metod cytogene-
tyki molekularnej (fluorescencyjna hybrydyzacja
in situ — FISH, mikromacierze CGH — aCGH)
umozliwia obecnie zwigkszenie precyzyjnosci
diagnostyki zaburzen kariotypu. Dlatego tez,

celem niniejszych badan jest poglebiona analiza
kariotypu koni, majacych problemy rozrodcze i/
lub niedorozwoj narzadéw piciowych. W celu
wykonania badan zgromadzono materiat badaw-
czy od 22 koni. Z krwi zatozono hodowlg limfo-
cytow oraz wyizolowano DNA i zabezpieczono
je do dalszych analiz. U 15 koni przeprowadzono
analize technikg fluorescencyjnej hybrydyzacji in

60

Wyniki badan naukowych



Cytogenetyczna analiza prawidlowosci kariotypu koni

situ z sondami specyficznymi dla heterosoméw, porownawczej genomowej hybrydyzacji CGH na
zidentyfikowano 3 aberracje — 1 monosomi¢  mikromacierzach u czterech koni o interseksual-
chromosomu X oraz 2 trisomie chromosomu X. nym rozwoju narzadow rozrodczych. Wyniki sa
Wykonano poglebiong analiz¢ z wykorzystaniem aktualnie analizowane bioinformatycznie.
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THE DEVELOPMENT OF RESEARCH TECHNIQUES IN CYTOGENETIC ANALYSIS
OF HORSE KARYOTYPE REGULARITY

Summary

The main cause of genetic infertility in horses is the abnormality of the karyotype, especially of sex
chromosomes. Due to the fact that mares reach sexual maturity relatively late and their elimination from reproduction
occurs only after the second non-breeding season, cytogenetic diagnosis plays a crucial role in the breeding of
these animals. In cytogenetic studies, the pattern of the karyotype of a particular species, which for the horse was
developed in 1989, is of vital importance. Routine classical cytogenetic methods that allow for morphology and
chromosome number evaluation include chromosomal banding (G, Q, C, R, and NOR bands). These techniques,
however, are characterized by low resolution, require high quality of metaphases plates, and allow identification of
aberration of not less than 5 millions base pairs. The dynamic development of cytomolecular methods (fluorescence
in situ hybridization (FISH), CGH-a CGH microarray) enables enhanced diagnostics of karyotype disorders and
the identification of submicroscopic aberrations with high accuracy.
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