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Frymartynizm u bydta — opis przypadku

Kacper Libera, Izabela Szczerbal
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Pierwsze przypadki nieptodnych jatéwek pochodza-
cych z réznoplciowych cigz blizniaczych opisywane
byly juz w czasach Imperium Rzymskiego przez histo-
ryka Marka Terencjusza Warrona, ktory zyt na prze-
tomie I1i I w. p. n. e. (1). Dopiero na poczatku XX wie-
ku, w 1911 r. Tandler i Keller jako pierwsi wyjasnili
podltoze tego zjawiska, kilka lat pézniej niezaleznie
do tych samych wnioskow doszed} amerykanski bio-
log Lillie (2). Etymologia stowa ,frymartynizm” nie
jest do korica wyjasniona. Jedna z hipotez zaklada, ze
przedrostek , free” oznacza ,,gotowy do dzialania, do
pracy”, poniewaz frymartyny byty, podobnie jak woty,
bardzo uzyteczne do ciezkiej pracy, natomiast stowo
ymartin” wywodzi sie¢ prawdopodobnie od irlandzkie-
go lub celtyckiego stowa ,,mart” oznaczajgcego kro-
we lub jatéwke (3).

Frymartynizm jest najczestsza forma zaburzen
rozwoju pici u bydia (disorders of sex development,
DSD; 4). Definiowany jest jako urodzenie bezptodnej
jaléwki z niedorozwinietymi narzadami ptciowymi
pochodzacej z ré6znoplciowej cigzy blizniaczej. Etiolo-
gia tej choroby zwigzana jest obecnoscia potaczen tet-
niczo-zylnych (anastomoz) pomiedzy krwioobiegami
blizniat i w konsekwencji mozliwoscig wymiany sub-
stancji i komorek pomiedzy organizmami ptodéw (4).
Wykazano, ze podczas rozwoju prenatalnego do rézni-
cowania ptodu w kierunku plci meskiej dochodzi oko-
to 8-42 dnia ciazy (5), natomiast réznicowanie ptodu
w kierunku ptci Zeniskiej rozpoczyna sie okoto 70 dnia
ciazy (6). Wczesniejszy rozwoj ptci meskiej niz zenskiej
sprawia, ze w sytuacji kiedy dojdzie do powstawania
polaczen miedzy krwiobiegami réznoptciowych bliz-
niat, czynniki hormonalne obecnych we krwiobiegu
plodu plci meskiej przenikajg do krwiobiegu blizniaka
plci zeniskiej i powodujg jego nieodwracalng maskuli-
nizacje, a w konsekwencji bezptodnos¢. Cytogenetycz-
nym dowodem zaj$cia polaczen naczyn krwionosnych
miedzy réznoplciowymi blizniakami jest chimeryzm
leukocytarny (XX/XY). Co ciekawe, literatura podaje, ze
nie ma korelacji miedzy procentowym udzialem meskiej
linii komorkowej, a stopniem maskulinizacji frymarty-
ny (7). Stwierdzenie cho¢ jednej metafazy z meskim ka-
riotypem pozwala na stwierdzenie chimeryzmu leuko-
cytarnego i tym samym potwierdzenie frymartynizmu.

Konsekwencje cigz blizniaczych

Na przestrzeni ostatnich lat obserwuje sie wzrost od-
setka cigz blizniaczych u bydta. Wedlug Silvia del Rio
(8) wynosi on okolo 3% dla rasy holsztynsko-fryzyj-
skiej. Niektorzy autorzy wigza ten fakt ze wzrastajaca
wydajnoscig mleczng oraz zwigzang z tym intensyfi-
kacja procesow metabolicznych (9). Te teze potwier-
dzaja wyniki obserwacji przeprowadzonych w krajo-
wym osrodku hodowlanym, gdzie na przestrzeni lat
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Libera K., Szczerbal I., Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science,
Poznan University of Life Sciences

Freemartinism, a disorder of sex development (DSD), is an important problem in
cattle breeding. The aim of this paper was to describe a new case of freemartinism
in cattle, diagnosed by cytogenetic and molecular techniques. 13-months old
Holstein-Freisian heifer was subjected to clinical and genetic examination due
to abnormal external genitalia. Physical examination revealed short distance
between anus and comissura labiorum dorsalis, presence of prominent tuft of
hair in comissura labiorum ventralis, shortened vagina and hypoplastic uterus.
Blood, skin and hair samples were collected for further genetic analyses. Levels of
estradiol and progesterone were determined by a commercial radioimmunoassay.
Analysis of cytogenetic preparations from lymphocytes culture has revealed two
cell lines — 60,XX and 60,XY, whereas in preparations from fibroblasts culture
only one cell line - 60,XX was found. Molecular analysis of the Y-specific gene
(SRY), has confirmed presence of Y chromosome in blood samples and no SRY
sequence was found in skin samples. Based on these results the case was
classified as a freemartin. Concentrations of estradiol and progesterone were
lower than in healthy heifers, which is common finding in freemartins, and were
as high as 7.08pg/ml and < 0.2ng/ml, respectively. It is assumed that application
of different approaches (cytogenetic, molecular and endocrinological), allows

a detailed description of freemartin cases in cattle.
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2005-2013 wzrostowi wydajnosci mlecznej z 9708 kg
do 11 459 kg towarzyszyt wzrost odsetka ciaz bliz-
niaczych z 2,91 do 5% (10). Ciaze bliZniacze u bydta sg
zjawiskiem niepozadanym, poniewaz zaobserwowa-
no zwiekszone ryzyko wczesnego zamierania zarod-
kéw, poronien, zatrzymania tozyska, metritis, prze-
mieszczenia trawienca oraz ketozy w pordwnaniu do
kréw rodzacych jedno ciele (11). Badania potwierdza-
ja réwniez opdzniony powrét do fizjologicznego cy-
klu jajnikowego po porodzie (12). Wiadomo, Ze w po-
nad 90% ciaz blizniaczych dochodzi do wytworzenia
anastomoz (13), zatem problem zwigzany z frymarty-
nizmem bedzie wzrastat i konieczna wydaje sie wcze-
sna diagnostyka tego zaburzenia, poniewaz zwierzeta
te sa bezptodne i nie nadajg sie do remontu stada. Co
wiecej, w literaturze opisano réwniez przypadki, gdy
rodzita sie pojedyncza jatéwka, u ktérej po osiggnieciu
dojrzatosci hodowlanej wystepowaty problemy z zaj-
$ciem w cigze. PoZniejsze badania ujawnily zmiany na-
rzadow piciowych charakterystyczne dla frymartyni-
zmu, a badania genetyczne potwierdzaly chimeryzm
leukocytarny oraz obecnos$¢ genu SRY w komoérkach
krwi. Ttumaczono ten fakt tym, ze prawdopodobnie
na poczatku cigzy wystepowat blizniak ptci meskiej,
ktory obumart i ulegl resorpcji, lecz zdazyta sie u nie-
go rozwing¢ pte¢ meska i tym samym dzieki obecnosci
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anastomoz przekazal czynniki hormonalne swojej sio-
strze powodujac jej maskulinizacje (10).

Biorac pod uwage wzrastajacy odsetek cigz bliznia-
czych, problem frymartynizmu bedzie zyskiwat na zna-
czeniu w chowie i hodowli bydla, a wiec konieczne wy-
daje sie nieustanne poszukiwanie nowych, czulszych
metod diagnostyki genetycznej tego schorzenia (14).

Opis przypadku

Badana 13-miesieczna jatéwka pochodzita z gospodar-
stwa zlokalizowanego we wschodniej czesci wojewodz-
twa wielkopolskiego utrzymujacego okoto 100 sztuk
bydla, z czego 50 kréw dojnych. Srednia wydajno$é
mleczna dla stada wynosita okoto 8700 litréw na rok.
Z danych zebranych podczas wywiadu wynikato, ze
jatéwka pochodzita z réznoptciowej cigzy blizniaczej.
Pord6d odbyt sie z niewielka pomoca czlowieka. W prze-
szto$ci podczas odchowu zwierze nie przeszto zadne-
go zakazenia ani urazu, ktéry mogtby mie¢ wpltyw na
wynik badania klinicznego. Wedlug relacji hodowcy

Ryc. 1. Zewnetrzne narzady piciowe jatowki podejrzanej o frymartynizm (a) oraz zdrowej
jatowki w podobnym wieku (b). U frymartynki widoczne sg charakterystyczne kepki
wiosow w dobrzusznym spoidle warg sromowych oraz zmniejszona odlegto$¢ miedzy

odbytem a sromem

Ryc. 2. Przyktadowe zdjecie obrazujace wyprowadzenie hodowli fibroblastow
uzyskanej z fragmentu skory pobranego od badanej frymartynki. Widoczne sa komorki
o wrzecionowatym ksztatcie — fibroblasty w 4 dniu hodowli komodrkowej
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zwierze wykazywato ruje oraz w poréwnaniu do ré-
wiesnic wykazywato wyzsza aktywnos$cig ruchowa
oraz zainteresowaniem czltowiekiem, lecz byly to je-
dynie subiektywne obserwacje.

Podczas ogledzin zewnetrznych narzadéw plcio-
wych stwierdzono obecno$¢ charakterystycznej kep-
ki wltoséw w dolnym spoidle warg sromowych oraz
zmniejszong odlegto$¢ miedzy odbytem a dogrzbie-
towym spoidtem warg sromowych w poréwnaniu do
réwiesnic pochodzacych z cigz pojedynczych (ryc. 1).
Zaobserwowano rowniez zmienione ukgtowanie warg
sromowych wzgledem ptaszczyzny krocza. U jaléwki
podejrzanej o frymartynizm plaszczyzna warg sromo-
wych oraz ptaszczyzna krocza tworzyly kat ostry, na-
tomiast u zdrowej jatéwki — réwiesnicy wargi sromo-
we oraz plaszczyzna krocza byly réwnolegte. Wszystkie
stwierdzone zmiany fenotypowe odpowiadaja obrazo-
wi klinicznemu frymartynizmu (7). Ponadto dane lite-
raturowe podaja, ze u frymartyn mozna zaobserwowac
znacznie powiekszong techtaczke i zmiane sposobu
oddawania moczu (7).

Podczas badania per rectum stwierdzono niedorozwi-
nieta macice oraz dokonano pomiaru dtugosci pochwy.
W handlu dostepne s3 przeznaczone do tego sondy do-
pochwowe w celu szybkiej diagnostyki frymartyniz-
mu poprzez obecno$¢ silnie skréconej pochwy u cielat
(Freemartin probe; 15), lecz wielu autoréw sugerowato,
ze w tym celu mozna réwniez wykorzystac kateter do-
maciczny. W opisywanym przypadku dtugo$¢ pochwy
wynosila ok. 8 cm, w poréwnaniu z 20 cm u zdrowej
rowiesniczki, co jest zgodne z badaniami przeprowa-
dzonymi przez Wilkesa i wsp, (16), ktorzy stwierdzili,
ze u dorostych frymartyn dtugos$¢é pochwy wynosi od
8 do 10 cm, natomiast u zdrowych jatéwek do 30 cm.

Podczas badania klinicznego pobrano probki krwi,
fragment skéry z matzowiny usznej oraz kepke wio-
sow z cebulkami wltosowymi do dalszych analiz gene-
tycznych i endokrynologicznych.

Analiza cytogenetyczna

Kilka godzin po pobraniu prébek réwnolegle zatozone
zostaty hodowle komdrkowe z limfocytow z krwi ob-
wodowej oraz fibroblastéw skory. Hodowle limfocytéw
prowadzono w przeznaczonych do tego butelkach ho-
dowlanych z filtrem antybakteryjnym. Uzyte zostalo
podltoze RPMI z dodatkiem surowicy ptodowej bydle-
cej, antybiotyku (penicylina/streptomycyna) i fazeoli-
ny, jako stymulatora podziatéw komdrkowych. Hodowle
komorkowe inkubowane byly przez 48 h w tempera-
turze 37°C, w atmosferze 5% CO,. Hodowla fibrobla-
stéw zalozona zostata na szalkach Petriego na pozywce
DMEM z dodatkiem surowicy ptodowej bydlecej i an-
tybiotyku (penicylina/streptomycyna). Juz po 4 dniach
od zatozenia hodowli fibroblasty zaczely migrowac
z fragmentu skory i sie namnazac (ryc. 2). Inkubacja
przebiegala w tej samej temperaturze oraz atmosferze
i trwala 14 dni, aby uzyska¢ odpowiednia liczbe ko-
morek do wykonania preparatéw chromosomowych.
Po okresie inkubacji do hodowli komdrkowych dodana
zostata kolchicyna, aby zatrzymac¢ podziaty komorko-
we w stadium metafazy, gdy chromosomy sa najbar-
dziej skondensowane i mozliwe do oceny.
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Z kazdej hodowli komérkowej przeanalizowano
po 100 plytek metafazowych przy uzyciu mikroskopu
$wietlnego Nikon E600 Eclipse z kamerg (powigkszenie
obiektywu 40x i 100x z imersjg). W przypadku prepa-
ratéw cytogenetycznych pochodzacych z hodowli lim-
focytow wykazano obecnos¢ 12 plytek metafazowych
60,XY i 88 plytek 60,XX (ryc. 3). Natomiast w przy-
padku preparatéw pochodzacych z fibroblastéw wy-
stepowata tylko jedna linia komérkowa 60,XX. Prze-
prowadzone obserwacje pozwolily na stwierdzenie,
ze u badanej jatéwki wystepuje chimeryzm leukocy-
tarny, czyli obecnosci dwdch linii komérkowych (XX
i XY) w komdrkach krwi obwodowej. Co wiecej, majac
do dyspozycji wspomniane dwa rodzaje tkanek do ba-
dan, mozna odrézni¢ chimeryzm leukocytarny od chi-
meryzmu ogdlnoustrojowego. W pierwszym przypadku
meska linia komérkowa bedzie wystepowaé wylacz-
nie w komdrkach krwi, natomiast gdy mamy do czy-
nienia z chimeryzmem ogdlnoustrojowym, dwie linie
komorkowe (meska oraz zeniska) obecne beda w oby-
dwu tkankach. Dzieki tej informacji mozna ustali¢ pte¢
chromosomalng badanego osobnika.

Analiza molekularna

W celu dokladnego sprawdzenia, czy mamy do czy-
nienia z przypadkiem frymartynizmu, wskazane jest
wykonanie analiz molekularnych. W tym celu stosuje
sie identyfikacje w komodrkach krwi genow wystepu-
jacych wylacznie na chromosomie Y (17). W omawia-
nym przypadku zostat wykorzystany gen SRY, ktory
jest obecny tylko w chromosomie Y i koduje czynnik
determinacji plci meskiej. Wykorzystujac technike PCR
oraz elektroforeze na zelu agarozowym, w omawianym
przypadku potwierdzono obecno$¢ linii XY w komor-
kach krwi. Jednoczesnie nie wykazano obecnosci tego
genu w innych strukturach ciata, tj. cebulkach wtoso-
wych, co potwierdza fakt, ze meska linia komérkowa
wystepuje wylacznie w leukocytach (ryc. 4).

Badania endokrynologiczne

W przypadku frymartynizmu mozna zaobserwowac
zmniejszone stezenie estrogendw i progesteronu w po-
réwnaniu do zdrowych jatéwek, lecz nie s3 to zmiany
specyficzne wylacznie dla tej nieprawidtowosci, po-
niewaz obnizone stezenia wymienionych hormonéw
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Ryc. 3.
Przyktadowe

ptytki metafazowe
pozyskane

z hodowli
limfocytéw —

60,XX (a) i 60,XY (b)

Ryc. 4. Wynik rozdziatu elektroforetycznego po wykonaniu PCR w celu identyfikacji genu
SRY. M — marker dtugosci, FK — frymartynka krew, FC — frymartynka cebulki wiosowe,

Q - referencyjna samica, 3' - referencyjny samiec, K — kontrola negatywna (bez DNA).

W $ciezce dla FK obecny jest prazek, ktory jest zdecydowanie stabszy niz w $ciezce dla 3,
co moze potwierdzaé 12% udziat linii meskiej w komarkach krwi. Brak prazka dla $ciezki
FC wyklucza obecnos$¢ chimeryzmu ogélnoustrojowego

wystepuja réwniez w przebiegu innych form DSD (18).
Poziom testosteronu nie rézni sie u frymartyn i u zdro-
wych jaléwek (19). W omawianym przypadku wykonane
zostaly oznaczenia estradiolu oraz progesteronu. Bada-
nia wykonane byty w komercyjnym laboratorium wete-
rynaryjnym. Stezenie estradiolu wynosilo 7,08 pg/ml,
natomiast progesteronu ponizej 0,2 ng/ml. Stezenie
progesteronu jest zgodne z badaniami przeprowadzo-
nymi przez Sabe i wsp. (20), poniewaz stwierdzit on,
Ze stezenie progesteronu u frymartyn nie przekracza
0,4 ng/ml (20).
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Podsumowanie

Biorac pod uwage wzrastajacy odsetek ciaz bliznia-
czych u bydta, wydaje sie, ze frymartynizm moze by¢
istotnym problemem w chowie i hodowli tego gatun-
ku zwierzat. Dlatego kazda jatéwka pochodzaca z réz-
noplciowej cigzy bliZzniaczej powinna zostac przeba-
dana przez lekarza weterynarii, a w razie watpliwosci
nalezy wykonac¢ badania cytogenetyczne lub moleku-
larne. Opisywana nieprawidlowo$¢ wystepuje w prze-
biegu ponad 90% cigz blizniaczych, a wiec istnieje
mozliwo$¢, ze urodzona jaldwka nie jest frymarty-
na, co moze mie¢ szczegdlne znaczenie w przypad-
ku potomstwa od zwierzat wybitnych pod wzgledem
hodowlanym. Frymartynizm mozna réwniez podej-
rzewac u jatdwek, ktére maja problem z zacieleniem
i pochodzg z cigz pojedynczych, poniewaz w literatu-
rze opisano przypadki, gdy w przebiegu ciagzy doszto
do maskulinizacji jatéwki, w wyniku obecnosci me-
skiego wspotblizniaka, ktory pdzniej obumart i zostat
zresorbowany, co skutkowato porodem pojedynczym.
Wszystkie zdiagnozowane frymartyny powinny by¢
brakowane, poniewaz sa bezplodne i nie nadaja sie do
remontu stada.
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