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This article aims to describe the principles of
cytogenetics as a diagnostic approach in animals.
Cytogenetics is the branch of genetics devoted
to the quantitative and qualitative examination
of chromosomes variability with the conventional
staining methods and/or molecular techniques
including fluorescent probes. It includes routine
analysis of G-banded chromosomes, other
cytogenetic banding techniques, as well as molecular
cytogenetics such as fluorescent in situ hybridization
(FISH) and comparative genomic hybridization
(CGH). Clinical cytogenetics is concerned with
the relations between chromosomal abnormalities
and pathological conditions. It can be used in
the diagnosis of cancer, reproduction disorders,
congenital defects and genetic diseases. Especially,
it is particularly valuable in the diagnosis of the
hematopoietic system disorders. With this method
it is possible not only to diagnose but also to predict
disease progress and to monitor the efficacy of
treatment. Cytogenetic diagnosis is particularly
important for veterinarians specializing in oncology,
obstetrics and pathology.

Keywords: chromosomes, FISH, theriogenology,
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ytogenetyka to dzial genetyki zaj-
mujacy sie badaniem, opisem liczby

i struktury oraz procesami, ktérym pod-

legaja chromosomy. Istnieje kilka technik

stosowanych w analizie cytogenetycznej.

Metody cytogenetyki klasycznej pozwala-

ja na ocene ilosciowa i jakosciowa calego

kariotypu (zestawu chromosoméw dane-
go osobnika lub komérki), jak i poszcze-
golnych chromosoméw uzyskanych w me-
tafazie podzialu komérkowego. W miare
rozwoju biologii molekularnej réwniez cy-
togenetycy zaczeli wykorzystywac jej osia-
gniecia. Wyréznia si¢ dwie podstawowe
metody molekularne w analizie chromo-
somo6w, umozliwiajace ich badanie nawet

w interfazie:

— fluorescencyjna hybrydyzacje in situ
(fluorescent in situ nybridization —
FISH) — umozliwia wykrywanie kon-
kretnych mutacji, miejsc peknie¢ nici
DNA czy doktadnej analizy transloka-
¢ji, inwersji, duplikacji itp.

— poréwnawcza hybrydyzacje genowa
(comparative genomic hybridization
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— CGH) - wykrywa powielenia lub utra-

te materialu genetycznego.

Cytogenetyka znalazla szerokie za-
stosowanie w badaniach biologicznych,
jak i medycznych, wykorzystywana jest
w badaniach z zakresu: ewolucjonizmu,
systematyki organizmoéw, biologii roz-
rodu i embriologii, hodowli i doskonale-
nia jakosci zwierzat oraz roélin wykorzy-
stywanych w rolnictwie, lesnictwie oraz
ochronie $rodowiska. Szczegélne zna-
czenie badania chromosoméw znalazly
w naukach medycznych, gdzie staly sie
elementem diagnostyki genetycznej wie-
lu choréb (1, 2, 3).

Cytogenetyka kliniczna

Cytogenetyka kliniczna jest podstawowa
dziedzing diagnostyki genetycznej. Wpro-
wadzenie wielokierunkowej analizy chro-
mosomoéw daje szereg informacji na te-
mat nieprawidlowosci w genomie na réz-
nych jego poziomach — od chromosomu po
zmiany w konkretnych genach (3). Ta dzie-
dzina wiedzy jest stosowana i wykorzysty-
wana w wielu specjalnosciach klinicznych:

— diagnostyce zaburzen rozrodu — 60%
poronionych ptodéw ma aberracje chro-
mosomalne (4),

— kontroli gamet uzywanych w biotech-
nikach wspomaganego rozrodu — 30%
komorek jajowych i 6-8% plemnikéw
ma nieprawidlowy kariotyp (4),

— diagnostyce prenatalnej — kontrola
przedurodzeniowa wystepowania wad
wrodzonych,

— diagnostyce chordéb genetycznych,

— cytogenetyce hematoonkologicznej —
jest uzyteczna w diagnostyce onkolo-
gicznej (2).

Szczegdblna role cytogenetyka odgry-
wa w onkologii i hematologii, gdzie zakres
jej zastosowania znacznie wykracza poza
samo rozpoznawanie nowotworéw (5, 6).
Wyniki badart chromosoméw pozwalaja na:
— postawienie ostatecznego rozpozna-

nia — szczegdlnie w nowotworach ni-

sko zréznicowanych i ze znacza aty-
pia komorek,
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— okreslenie rokowania — odmienne aber-
racje chromosomalne wystepuja nawet
w obrebie tego samego typu nowotworu;
rézne zmiany kariotypu komérek no-
wotworowych determinuja odmienny
przebieg choroby, a tym samym prze-
zywalno$¢ pacjentéw (7),

— planowanie terapii — wykrycie obecno-
$ci molekularnego celu terapii celowa-
nej np. biatka fuzyjnego w leczeniu in-
hibitorami kinaz tyrozynowych, coraz
wazniejsze w dobie rozkwitu terapii ce-
lowanych molekularnie,

— monitorowanie przebiegu choroby —
ma szczegdlne znaczenie w przypad-
ku przewleklych nowotworéw ukta-
du krwiotwoérczego, takich jak: prze-
wlekta biataczka szpikowa, przewlekta
biataczka limfocytarna, chloniaki, szpi-
czak mnogi (7). W tych jednostkach
moze dochodzi¢ do pojawiania sie
nowych aberracji chromosomalnych,
ktére moga staé sie przyczyna wej-
$cia choroby w faze akceleracji (przy-
spieszenia) i nastepnie przetomu bla-
stycznego. Wykonanie badan cyto-
genetycznych w takich przypadkach
daje mozliwo$¢ weryfikacji rokowa-
nia i dotychczasowego postepowania
terapeutycznego,

— diagnostyke genetyczna, bowiem wro-
dzone lub nabyte mutacje w obrebie ge-
nomu moga predysponowac do wysta-
pienia choroby nowotworowej. Jest to
wyjatkowo wazne w hodowlach zwie-
rzat, gdyz umozliwia wcze$niejsza eli-
minacje z rozrodu osobnikéw obcig-
zonych wada.

Jak wspomniano wcze$niej, zakres dia-
gnostyki cytogenetycznej obejmuje trzy
typy choréb: nowotwory, zaburzenia roz-
rodu i rozwoju oraz choroby genetycz-
ne; zakres ten jest identyczny dla medy-
cyny czlowieka i medycyny weterynaryj-
nej. Jednak zastosowanie oraz znaczenie
badan cytogenetycznych w medycynie
zwierzat jest znacznie mniejsze. Wyni-
ka to czesto z niedostatecznej wiedzy
i $wiadomosci lekarzy weterynarii o moz-
liwosciach wykonania takich badan, ale
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Tabela 1. Metody pobierania materiatu do badan cytogenetycznych

Materiat

Krew obwodowa

Prace pogladowe

Opis metody pobrania

i transport do 48 hw temp. 2-8°C

Krew zylna pobrana do prob6wki z heparyna litowa (2-3 krople na 5-ml probéwke) - 4-5 ml, przechowywanie

Szpik kostny

pobrany na drodze biopsji cienkoigtowej

objeto$¢ probdwki, czas i warunki przestania jak krew obwodowa

Krew pepowinowa

Pobrana z zyly pepkowej przebiegajacej w pepowinie. Nalezy fozysko umiescié np. na statywie laboratoryjnym w taki

sposadb, aby jego biegun z zyta pepkowa znajdowat sie w najnizszym punkcie. Na oczyszczong i zdezynfekowang
pepowine zatozyé kleszczyki naczyniowe. W ten sposob wykorzystujac grawitacje, krew zalegajaca w naczyniach
tozyska sptywa do zyty pepkowej. Nastepnie za pomoca jatowej igly i probéwki heparynizowanej pobraé krew z zyty
pepkowej, ktéra jest wypetniona i dobrze widoczna.
Krew przechowywaé w temp. 6-10°C przez 24 h, maksymalnie 48 h

Amniopunkcja przezpowtokowa

prébka o objetosci 3-5 ml -

Naktucie jamy owodni i pobranie ptynu owodniowego zamniocytami
niezawierajaca domieszki krwi (mozliwo$¢ kontaminacji prébki krwia matki)

Krew przechowywac w temperaturze pokojowej do 24 h, maksymalnie 48 h

Materiat histopatologiczny lub cytopatologiczny

Uzyskany na drodze biopsji cienkoigtowej lub wycinek tkanki w przypadkéw guzow litych

Fibroblasty skory

wiecej roznych kariotypow komadrkowych

Badanie wykonuje sie w przypadku stwierdzenia we krwi mozaiki chromosomowej, a wiec wystapienia dwdch lub

Uwaga: przy kazdym materiale pojemniki z heparyna litowa

w duzej mierze takze z faktu konieczno-
$ci placenie za badanie przez wlasciciela
zwierzecia. W weterynarii przez wiele lat
podstawowym zastosowaniem cytogene-
tyki byta diagnostyka niepowodzen w roz-
rodzie oraz wad wrodzonych u zwierzat.

W znacznie mniejszym stopniu wykorzy-

stywano techniki badain chromosoméw

w onkologii czy rozpoznawaniu choréb

genetycznych. W przypadku diagnostyki

chordb genetycznych, ktéra dzis jest juz
powszechnie stosowana, opiera si¢ ona
gléwnie na technikach molekularnych,
takich jak PCR (1). Jedynie niektére cho-
roby z tej grupy diagnozuje si¢ metodami
cytogenetyki molekularnej, np. dystrofie
mie$niowa Duchenne’a.
Wskazania do przeprowadzenia badan
cytogenetycznych moga by¢ nastepujace:
— niepowodzenia w rozrodzie, mogace
obejmowacé: niepowodzenia zaplodnie-
nia, ronienia, rodzenie martwych plo-
déw — badanie to powinno si¢ wyko-
na¢ po wykluczeniu innych przyczyn
owych zaburzen,

— rodzenie przez samice noworodkéw
z wadami wrodzonymi,

— przygotowywanie zwierzat do technik
wspomaganego rozrodu
+ zaburzenia o nieustalonej etiologii

cyklu piciowego u samic,
+ brak popedu piciowego u samcéw,

— wystapienie nowotwordéw z atypia i ni-
skim zréznicowaniem komorek,

— wystgpienie nowotworu wykazujacego
cechy dziedziczno$ci — np. obecnosé
jednego typu nowotworu w liniach ho-
dowlanych,

— okreslenie rokowania, przebiegu i re-
akcji na leczenie w przypadku no-
wotwordéw uktadu krwiotwérczego
i chlonnego.
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Bez watpienia jak w kazdym przypad-
ku specjalistycznych badan laboratoryj-
nych pojawia si¢ wiele pytan zaréwno ze
strony lekarza, jak klienta — wlascicie-
la zwierzecia. Podstawowa kwestig jest
koszt takiego badania, ktéry mozna okre-
§li¢ na poziomie 250-300 zt dla karioty-
powania z limfocytéw krwi obwodowej
oraz 500-700 zt dla badania metoda FISH.
Nalezy podkresli¢, ze o ile w przypadku
diagnostyki prenatalnej i zaburzen w roz-
rodzie badanie jest jednokrotne, o tyle
w diagnostyce onkologicznej moze ist-
nie¢ koniecznosc¢ jego powtarzania. Wy-
nika to z dwéch powoddéw: trudnosci ho-
dowli komérek nowotworowych (np. niski
indeks mitotyczny niektérych biataczek)
oraz zmiany obrazu kariotypu w komér-
kach w miare postepu choroby. Powsta-
jace nowe aberracje maja szczegdlne od-
zwierciedlenie w rokowaniu, skuteczno-
$ci terapii i przezyciu zwierzecia, dlatego
pozadane jest dla lekarza klinicysty uak-
tualnianie tych danych (6).

Czas oczekiwania na wynik to kolejna
kwestia, ktora moze mie¢ istotne znacze-
nie dla lekarza prowadzacego pacjenta on-
kologicznego, wigksze niz w diagnostyce
zaburzen rozrodu i rozwoju. Wynosi on
$rednio do 4 tygodni, przy czym minimal-
ny wymagany czas dla przeprowadzenia
badan i interpretacji uzyskanych wynikéw
to 2 tygodnie. W kazdym przypadku nalezy
sie tez liczy¢ z konieczno$cia powtdrzenie
badania; co moze wynika¢ miedzy innymi
z braku wzrostu komoérek w hodowlach
lub braku chromosoméw metafazowych
w rozmazie. Krytyczny dla uzyskania wy-
niku jest rodzaj i sposéb pobranego mate-
rialu do badar, jego zabezpieczenie oraz
czas i warunki, w ktérych prébka znajdo-
wala sie przed dotarciem do laboratorium.

Techniczne aspekty
badan cytogenetycznych

Pobieranie materiatu

W zalezno$ci od wskazania, rodzaj ma-
terialu do przeprowadzenia badan cyto-
genetycznych jest rézny. Najmniej inwa-
zyjna i problematyczna w tej materii jest
diagnostyka choréb genetycznych i wro-
dzonych gdyz wystarczajacym materiatem
do badarn jest krew obwodowa. W przy-
padku diagnostyki prenatalnej materialem
jest plyn owodniowy pobrany za pomoca
inwazyjnej metody amniopunkcji prze-
zpowlokowej, co wiaze sie ze znieczule-
niem i wymaga do$wiadczenia od lekarza
pobierajacego probke. W onkologii he-
matoonkologicznej materialem moze by¢
krew, szpik kostny, aspirat wezléw chlon-
nych, a takze material tkankowy wezléw
chlonnych lub narzadéw objetych nacie-
kiem komédrek nowotworowych. W przy-
padku guzéw litych najlepszym materia-
fem jest wycinek nowotworu podobny jak
w badaniach histopatologicznych, ktéry
poddany bedzie badaniu metoda FISH.
W tabeli 1 przedstawiono pochodzenie
i technike pobierania materiatu do badan
cytologicznych.

Technika wykonywania badania
Metoda cytogenetyki klasycznej

Opiera sie ona na hodowli komérkowej
pobranego materiatu na podtozu z do-
datkiem surowicy bydlecej lub surowicy
pacjenta oraz z odpowiednim stymulato-
rem pobudzajacym podzialy komérkowe.
Hodowle prowadzi si¢ w standardowych
warunkach, tzn. 37°C, przy stezeniu CO,
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wynoszacym 5% (ryc. 1). Kluczowy dla do-
boru czynnika stymulujacego podzialy jest
kierunek badan (8). W przypadku badan
w kierunku zaburzen rozrodu i choréb ge-
netycznych komoérkami, z ktérych pozy-
skuje si¢ chromosomy, sa limfocyty, dlate-
go stosowany jest specyficzny stymulator
limfocytéw T — fitohemaglutynina. Inaczej
wyglada kwestia w przypadku cytogenetyki
hematoonkologicznej. Mianowicie, w za-
leznosci od tego, z jakiego typu komoérek
wywodzi si¢ nowotwdr, taki bedzie wy-
magany stymulator. Przykladowo dla no-
wotwordéw z komorek linii mieloidalnej
(ostra biataczka szpikowa — AML, prze-
wlekta biataczka szpikowa — CML) — GCSF
(czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
granulocytéw), dla chtoniakéw i biala-
czek T komérkowych — fitohemaglutynina,

a dla chloniakéw i biataczek B komérko-
wych — DSP (bakteryjne niemetylowa-
ne oligonukleotydy cytozyno-guaninowe
otoczone dwiema zasadami purynowy-
mi i pirymidynowymi wykazujacymi se-
lektywne dzialania na limfocyty B). Czas
hodowli jest tez zalezny od linii komérko-
wej, z ktérej chcemy pozyskac chromoso-
my. Przykladowo, dla komérek limfoidal-
nych to 72 h, a dla mieloidalnych 48 h.
W przypadku gdy nie znamy histologicz-
nego pochodzenia nowotworu, konieczne
jest zalozenie kilku hodowli z r6znymi sty-
mulatorami i z réznym czasem hodowli.

Kolejnym etapem procedury jest zaha-
mowanie podzialéw komdrkowych w me-
tafazie. W tym celu do hodowli komér-
kowej w warunkach inkubacyjnych do-
daje sie kolchicyne — alkaloid z zimowita

Ryc. 1. Hodowle komdrek petnej krwi obwodowej w medium hodowlanym z dodatkiem antybiotyku i ptodowej
surowicy bydlecej w cieplarkach z kontrolowang atmosfera (5% CO, temp. 37°C)

Ryc. 2. W sktad systemu obrazowania chromosoméw oceny kariotypéw wchodzg mikroskop oraz program
komputerowy do oceny cytogenetycznej

jesiennego (Colchicum autumnale). Unie-
mozliwia ona wytworzenie mikrotubul
wrzeciona kariokinetycznego i tym sa-
mym wedréwke chromosoméw do prze-
ciwlegtych biegunéw komdrki. Nastep-
nie za pomoca roztworu chlorku pota-
su, o stezeniu odpowiednim dla danego
gatunku zwierzecia, doprowadza sie do
zniszczenia bton komérkowych i btony
jadrowej. Umozliwia to uzyskanie mate-
rialu w postacie ptytki rozsypanych chro-
mosoméw. Material poddaje sie utrwale-
niu w roztworze kwasu octowego i me-
tanolu, a nastepnie nanosi na szkietko

podstawowe (1, 2, 9).

W klasycznej cytogenetyce barwienie
ma na celu uzyskania ukladu prazkow
charakterystycznych dla danego chro-
mosomu. Uktad prazkéw odpowiada ob-
szarom zageszczen chromatyny — ciem-
ne prazki, oraz jej rozrzedzen — prazki
jasne. Wykorzystywane sa rézne barw-
niki i techniki barwien, najczesciej wy-
barwiane prazki to:

— prazki Q — barwienie kwinakryna i ob-
razowanie w mikroskopii fluorescen-
cyjnej,

— prazki G — wybarwiane barwnikiem
Giemsy,

— prazki R — obraz tych prazkéw jest od-
wrotny do uzyskanego w wyniku bar-
wienia barwnikiem Giemsy,

— prazki C — obrazujace chromatyne kon-
stytutywna,

— prazki T — uwidaczniajace telomery,

— NOR - obrazuja chromatyne jaderkowa.
Na podstawie przeprowadzonych bar-

wien ocenia si¢ w mikroskopie $wietlnym

za pomoca odpowiednich programéw
komputerowych (ryc. 2) liczbe chromo-
somoéw, ich morfologie i wymiary, a tak-
ze ilos¢, wielko$é, wzajemne ulozenie
oraz lokalizacje prazkéw na chromoso-
mie (8, 9).

Metoda FISH

Umozliwia ona obrazowanie w materiale
cytogenetycznym konkretnych fragmen-
téw DNA wykrywanych za pomoca kom-
plementarnych sond genetycznych zna-
kowanych barwnikami fluorescencyjny-
mi — rodamina, fluoresceina, kumaryna
lub izotopowymi — fosfor i siarka radio-
aktywne (10). Wstepna procedura bada-
nia jest podobna jak opisana przy meto-
dzie klasycznej, w konsekwencji czego na
szkielkach podstawowych przeznaczonych
do badania uzyskuje sie jadra komoérko-
we pozbawione cytoplazmy. Poddaje sie
je utrwalaniu i dziataniu wysokiej tempe-
ratury, co prowadzi do denaturacji bia-
tek i DNA, a nastepnie inkubacji w $ro-
dowisku z okreslong sondg molekularng.
W tym czasie nastepuje hybrydyzacja —
polaczenie wyznakowanej sondy DNA
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z szukanym fragmentem genomu. Proces

ten jest kilkugodzinny i odbywa sie¢ w od-

powiednich warunkach termicznych za-
pobiegajacych zbyt szybkiej renaturacji.

Mozna stosowac jednoczesnie kilka sond

znakowanych réznymi fluorochromami,

ktére po wzbudzeniu daja réznobarwny
obraz wyznakowanych chromosoméw,
tzw. M-FISH (Multiplex Fluorescence In

Situ Hybridization). Po usunieciu nad-

miaru niezuzytej sondy mozna poddac

badany material analizie w mikroskopie
fluorescencyjnym. Wyrdznia sie rézne
sondy w zaleznosci od ich specyficzno-

$ci i czulosci (10):

— malujace — WCP (Whole Chromoso-
me Paint), sondy te pokrywaja chro-
mosom lub jego poszczegdlne ramio-
na (wybarwione obszary maja od kilku
do kilkudziesieciu milionéw par zasad),

— centromerowe — CEP (Centromeric
Enumeration Probes), charakterystycz-
ne dla poszczegdlnych chromosoméw,
pozwalajace zidentyfikowac dany cen-
tromer; sondy te stosuje sie réwniez
w chromosomach metafazalnych, jak
i na jadrach interfazalnych (wybarwio-
ne obszary maja wielkos¢ kilkudziesie-
ciu tysiecy par zasad),

— specyficzne — LSI (Locus Specific Iden-
tifier), sa komplementarne dla $cisle
okreslonego regionu chromosomu. Maja
one wielkosci rzedu kilkudziesieciu ty-
siecy par zasad i sa stosowane zaré6wno
na chromosomach metafazowych, jak
i w interfazach.

Opisane typy sond maja rézne zastoso-
wane w diagnostyce w zaleznosci od rodza-
juwskazan klinicznych i choroby, w ktérej
maja by¢ uzyte. Ich wybdr moze wynika¢
z charakteru zleconego kierunku badan
(diagnostyka prenatalna) lub tez moze sta-
nowi¢ dalsza kontynuacje szczegétowej
diagnostyki w odniesieniu do wczesniej-
szych wynikéw, np. kariotypowania (dia-
gnostyka onkologiczna). Wyréznia sie za-
tem sondy:

— stosowane w diagnostyki zespoléw ge-
netycznych (mikrodelacje, mikrodu-
plikacje itp.),

— subtelomerowe — rozpoznajace frag-
menty dystalne chromosomoéw — te-
lomery,

— stosowane w onkologii i hematologii,
sondy komplementarne do okreslonego
fragmentu chromosomu (zwykle obsza-
ru wybranego genu), ktéry w okreslo-
nym typie nowotworu litego czy rozro-
stowego uktadu krwiotwoérczego ulega
zaburzeniom (np. delecjom, duplika-
cjom, translokacjom; 5, 7),

— stosowane w diagnostyce prenatalnej —
sa to zazwyczaj zestawy réznych sond
umozliwiajace wielokierunkowa diagno-
styke najczesciej wstepujacych aneuplo-
idii chromosomowych.
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Ryc. 3. Kariotyp psa. Widok ptytki metafazowej w mikroskopie $wietinym przy powiekszeniu 1000

Poréwnanie metod cytogenetyki
klasycznej i FISH

Metoda FISH jest stosowana gléwnie
w diagnostyce nowotwordw litych oraz
chordb genetycznych i w takich sytuacjach
jest metoda z wyboru (2, 10). Cytogenetyka
klasyczna znajduje podstawowe zastoso-
wanie w nowotworach ukladu krwiotwér-
czego i chlonnego, a takze w diagnostyce
zaburzen w rozrodzie oraz wad wrodzo-
nych. Jezeli wystapi taka koniecznos¢, dal-
sze postepowanie obejmuje metode FISH,
ktdra jest wskazana w przypadku:

— diagnostyki submikroskopowych aber-
racji chromosomowych, identyfikacji
ztozonych aberracji struktury chromo-
somow, identyfikacji dodatkowego ma-
terialu chromosomowego,

— szybkiego rozpoznawania okreslo-
nych aberracji — np. poszukiwanie genu
BCR-ABL wystepujacego w chromoso-
mie Philadelphia — translokacja miedzy
22a91(9;22) (q34;q11), charakterystyczny
dla przewleklej biataczki szpikowej (5, 7).
Metody molekularne sa odwotawczymi

w kazdym przypadku, gdy zawodzi cyto-

genetyka klasyczna. Nalezy jednocze$nie

zaznaczy¢, ze FISH jest drozsze niz meto-
dy klasycznych barwient chromosoméw.

Wyniki i ich interpretacja

Wynik badania cytogenetycznego powi-

nien obejmowac:

— dane ogdlne: zleceniodawcy i badane-
go zwierzecia, wskazanie do badania,

— dane techniczne: badany material, np.
krew, szpik itd., informacje o zastoso-
wanych technikach hodowli i barwie-
niach, liczbe widocznych metafaz w pre-
paratach, liczbe ocenionych metafaz,

— wynik badania w formie zapisu kariotypu,
— komentarz diagnostyczny z uwagami.

Aby diagnosta-genetyk moégl zinterpreto-
wac wynik, w uzyskanych preparatach musi
znalez¢ co najmniej 20 zdatnych do oceny
metafaz. W przypadku stwierdzenia wyste-
powania nieprawidlowosci jako$ciowych lub
ilosciowych w konkretnym zestawie chro-
mosom&w nalezy je potwierdzi¢ w innych
informatywnych plytkach metafazowych
(czyli ptytkach zawierajacych kompletny,
prawidlowo wybarwiony zestaw chromoso-
méw). Takie postepowanie ma na celu unik-
nigcie blednej interpretacji wyniku, spowo-
dowanej np. zaistnieniem nieprawidlowo-
$ci w czasie obrdbki i utrwalania materialu
(podwiniecie lub urwanie fragmentu chro-
mosomu, utrata jednego lub kilku chromo-
soméw). Diagnosta nie wyda wyniku, gdy
liczba metafaz bedzie zbyt matla, beda one
nieprawidlowo rozlozone lub chromatyna
nie bedzie w pelni skondensowana.

Zapis kariotypu

System zapisu kariotypu jest to ztozony kod
cyfr, oznaczen literowych i skrétéw opisu-
jacy liczbe chromosomoéw, rodzaj i liczbe
chromosoméw plciowych oraz wszystkie
wystepujace aberracje oraz ich lokalizacje
w kariotypie. W tabeli 2 przedstawiono wy-
kaz skrétéw stosowanych przy zapisie ka-
riotypu. Ponizej przedstawiono podstawo-
we zasady zapisu kariotypu:
— liczba okreslajaca calkowitg ilos¢ chro-
mosoméw w komorece,
— po przecinku wymienione chromoso-
my plciowe,
— po przecinku ewentualny opis aberracji.
Przyktady zapiséw réznych kariotypéw:
— 78, XY - zapis prawidlowego karioty-
pu psa samca,
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Tabela 2. Wykaz skr6tow stosowanych w cytogenetyce do opisu kariotypu (jedynie podstawowe oznaczenia)

Skrot Oznaczenie Skrot Oznaczenie
p ramie krotkie i izochromosom
q ramie diugie ins insercja
cen centromer inv inwersja
tel telomer mat pochodzenia matczynego
pter koniec krétkiego ramienia chromosomu pat pochodzenia ojcowskiego
qter koniec diugiego ramienia chromosomu r chromosom pierscieniowy
h heterochromatyna t translokacja
del delacja zatamanie
dup duplikacja potaczone ztamanie
der rearanzacja chromosomow mos mozaicyzm
dic dicentryzm + dodatkowy chromosom
S satelity - ubytek chromosomu
fra miejsca tamliwe Ph chromosom Philadelphia
add materiat dodatkowy Rob translokacja robertsonowska
mar chromosom markerowy ish kariotyp z metody FISH
chi chimera wep sonda malujagca FISH

— 79, XX, +32 — trisomia chromosomu 32
u samicy psa,

— 78,XX,t(2;6)(p12;q21) — samica psa no-
sicielka translokacji wzajemnej: wymie-
niana miedzy fragmentami chromoso-
moéw 2 i 6 (zlamanie nastapilo w praz-
ku 12 ramienia krétkiego chromosomu 2
i w prazku 21 ramienia dlugiego chro-
mosomu 6, fragmenty dystalne wobec
punktéw ztaman ulegly wymianie),

— 78,XY,dup(18)(q12ql3) — samiec psa
z duplikacja fragmentu ramion dtugich
chromosomu 18, zdwojeniu ulegl ma-
terial genetyczny obejmujacy prazki od
ql2do q13.

W przypadku cytogenetyki onkolo-
gicznej, a w szczego6lnosci hematoonko-
logicznej zapis kariotypu oraz liczba i ro-
dzaj aberracji moze by¢ znacznie bardziej
zlozony. Ponizej kilka przykladéw:

— chloniak blastyczny u psa — V stopieni
zaawansowania — 84, XY, +9, +13, +20,
+30, +36, +37; (3)

— chloniak blastyczny B komérkowy u psa
— IV stopiert zaawansowania — 79, XY,
der(4), der(7), +8; (7)

— przewlekla bialaczka monocytarna u psa
- 78, XY, t(9;22)(q34;q11) z fuzja geno-
wa BCL-AbI (chromosom Philadelphia
z onkogenem fuzyjnym; 5).

Komentarz diagnostyczny z uwagami

Obejmuje: stowny zapis stwierdzonych nie-
prawidlowosci kariotypu, konkretne rozpo-
znanie co do jednostki, jezeli to mozliwe,
oraz zalecenia odnosnie do dalszej diagno-
styki lub informacje o koniecznosci kon-
sultacji specjalistycznej. Wynik moze tez
wskazywac¢ na nieprawidlowosci w prze-
stanym materiale i ich wplyw na ostatecz-
ny rezultat badan oraz koniecznos¢ po-
wtérzenia procedury (6, 8). W przypadku
cytogenetyki onkologicznej, interpretacji

wyniku dokonuje lekarz onkolog lub he-
matolog prowadzacy pacjenta. Na podsta-
wie danych literaturowych nalezy spraw-
dzi¢ wplyw okreslonej aberracji na przebieg
i rokowanie choroby nowotworowej (5, 7).
Nalezy zaznaczy¢, ze w przypadku przewle-
ktych choréb rozrostowych uktadu krwio-
tworczego niejednokrotnie istnieje wska-
zanie do powtarzania badan. Przyczyna
tego faktu jest czesto dynamiczny charak-
ter zmian dotyczacych kariotypu komérek
nowotworowych. Dodatkowo, w cytogene-
tyce onkologicznej nie bez znaczenia jest
fakt, ze terapia chemioterapeutykami prze-
ciwnowotworowymi zwieksza ilo§¢ i rodzaj
aberracji chromosomowych poprzez zabu-
rzanie cyklu komérkowego. Moze to zafal-
szowywac prawdziwy charakter zmian ka-
riotypu, dlatego przystepujac do chemiote-
rapii u pacjentéw onkologicznych, nalezy
rozwazy¢ badanie cytogenetyczne, jeszcze
przed wdrozeniem leczenia lub po uplynie-
ciu odpowiedniego czasu po zakornczeniu
podawania lekéw cytostatycznych.

W przypadku interpretacji i postepowa-
nia w zaburzeniach rozrodu sytuacja jest
znacznie prostsza. Obciazonego osobnika
nalezy eliminowac z hodowli (4), a w przy-
padku wystepowania objawéw choroby ge-
netycznej prowadzi sie terapie podtrzymu-
jacg lub dokonuje eutanazji. W przypadku
stwierdzenia nieprawidlowosci cytogene-
tycznych gamet lub zarodkéw stosowanych
w biotechnikach wspomaganego rozrodu sa
one niedopuszczone do dalszych procedur.

Podsumowanie

W Polsce diagnostyka cytogenetyczna
w weterynarii nie jest powszechnie stoso-
wana. Szczeg6lnie onkolodzy weterynaryj-
ni rzadko do niej siegaja. Brakuje o$rod-
kéw ilekarzy weterynarii specjalizujacych
sie w tej dziedzinie medycyny. Genetyka

kliniczna jest dziedzing interdyscyplinarna,
ktéra laczy w sobie wiedze zaréwno z ge-
netyki ogélnej, jak i patologii, diagnosty-
ki oraz szeregu specjalnoséci klinicznych.
Zatem zakres wiedzy wymaganej od leka-
rza-genetyka oraz zaplecze techniczne ko-
nieczne do prowadzenia badan sg olbrzy-
mie. Problem stanowi zaréwno dostep do
odpowiedniej diagnostyki, jak i doradztwa.
Cytogenetyka ze wzgledu na szeroki zakres
diagnostycznych mozliwo$ci powinna za-
interesowac lekarzy weterynarii specjali-
zujacych sie w onkologii, rozrodzie oraz
patomorfologéw zwierzat.
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