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Abstrakt

Na podstawie wieloletnich badan prowadzonych u bydla przyjmuje sig, ze zjawisko cigzy
mnogich dotyczy okoto 2% urodzen, natomiast 82-95%, a nawet 97% jatowek pochodzq-
cych z cigzy blizniaczych réznoptciowych posiada chimeryzm leukocytarny (60,XX/60,XY)
i frymartynizm, natomiast pozostate 3—18% samic rozwija si¢ prawidtowo. Biorgc pod
uwage fakt, ze czestos¢ cigzy mnogich u bydla mlecznego w ostatnim czasie znaczqgco
wzrosta, u niektorych ras nawet do 20%, mozna przypuszczaé, ze wzrosta rowniez liczba
plodnych blizniaczek. Takq tendencje potwierdzily takze badania cytomolekularne jatowek
rasy HF urodzonych z meskim wspotblizniakiem, ktorych wyniki pozwolily na stwierdzenie
ze 12,5% takich jatowek nie wykazuje frymartynizmu i moze by¢ kwalifikowane do rozrodu.
Z tego powodu niezwykle wazne jest wczesne i precyzyjne rozpoznanie samic z karioty-
pem 60,XX i urodzonych z cigzy mnogich roznoptciowych, gdyz zapobiega to eliminacji
z hodowli cennego materiatu zenskiego. Uwzgledniajgc te argumenty i rosngce potrzeby
szybkiej diagnostyki frymartynizmu, konieczne sq badania cytomolekularne cielgt wielo-
raczkow, dajgce podstawe do sformulowania trafnych wytycznych i zalecen selekcyjnych,
ograniczajgcych naklady finansowe spowodowane utrzymaniem zwierzqt nieprzydatnych
w rozrodzie.

Stowa kluczowe: chimeryzm 60,XX/60,XY, frymartynizm, diagnostyka cytomolekularna,
bydlo rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej

Wstep

Zjawisko chimeryzmu komorkowego oznacza wystepowanie u danego osob-
nika dwoch Iub kilku linii komoérkowych o réznych zatozeniach genetycz-
nych. Chimeryzm XX/XY, pojawiajacy si¢ w okresie rozwoju ptodowego, jest
efektem implantacji do zarodka komoérek pochodzacych od matki lub w przy-
padku cigzy mnogiej od wspotblizniaka. Chimeryzm moze tez powsta¢ na sku-
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tek fuzji zygot, a takze by¢ efektem rownoczesnego zaptodnienia dwoma plemni-
kami komorki jajowej i ciatka kierunkowego (Ford, 1969; Jankowski i Ildstad,
1997).

U bydta chimeryzm komoérkowy najczesciej obserwuje si¢ u osobnikdéw pochodza-
cych z cigzy blizniaczych lub mnogich réznojajowych, zaréwno jedno- jak i réznopt-
ciowych. Obecno$¢ kilku linii komorkowych jest wynikiem tworzenia si¢, wspdlnego
krwioobiegu migdzy rozwijajacymi si¢ zarodkami i wymiany tkanki krwiotwoérczej
poprzez anastomozy, czyli potagczenia naczyniowe miedzy btonami ptodowymi
wspoltblizniakéw (Kastli, 1974; Khan i Foley, 1994).

Wplyw chimeryzmu komérkowego 60,XX/60,XY na plodnos¢ nosi-
cieli

Na podstawie wieloletnich badan, przeprowadzonych na réznych populacjach
bydta, przyjmuje si¢, ze 82-95% jatowek pochodzacych z cigzy mnogich roznopt-
ciowych to nosicielki chimeryzmu leukocytarnego i zwigzanego z nim frymarty-
nizmu (Kozubska-Sobocinska i in., 2019). Frymartyny, czyli samice o kariotypie
60,XX/60,XY, sa bezptodne, a jatowo$¢ spowodowana jest rozlegtymi zmianami pa-
tologicznymi uktadu rozrodczego. Zewngtrzne narzady ptciowe w wiekszosci przy-
padkow sa typowo samicze, natomiast najczesciej rejestrowane zmiany dotycza
powickszonej techtaczki, matej, czesto §lepo zakonczonej pochwy, hypo-, a nawet
aplastycznej macicy (Khan i Foley, 1994; Zhang i in., 1994; Peretti i in., 2008).
Hypoplastyczne, czasem zmaskulinizowane gonady zawierajg struktury jajnikowo-
-jadrowe, a w nielicznych przypadkach struktury przypominajagce nowotwor rozwi-
jajacy si¢ w jednowarstwowym nabtonku (Padula, 2005; Kozubska-Sobocinska i in.,
2011). Nalezy podkresli¢, ze wielko$¢ procentowego udziatu linii komérkowej XY,
zapozyczonej od meskiego wspoltblizniaka, nie determinuje stopnia maskulinizacji
narzadéw rozrodczych frymartynki, o czym $§wiadcza nieprawidlowe wewnetrz-
ne narzady plciowe stwierdzane czesto przy niewielkim odsetku komdrek meskich
(Nowacka i in., 2004; Padula, 2005; Esteves i in., 2012; Kozubska-Sobocinska i in.,
2016). Warto rowniez wspomnie¢, ze niejednokrotnie w badaniach cytogenetycznych
diagnozuje si¢ przypadki wystapienia chimeryzmu komorkowego u jatowek reje-
strowanych w dokumentacji hodowlanej jako pochodzace z pojedynczych urodzen,
w sytuacji gdy dochodzi do obumarcia meskiego wspotblizniaka we wezesnym okre-
sie ptodowym (Esteves i in., 2012; Szczerbal i in., 2014; lannuzzi i in., 2021).

Od wielu lat prowadzona jest dyskusja dotyczaca wptywu obecnosci osobnikow
zenskich w okresie rozwoju zarodkowego na p6zniejsza przydatnos¢ rozptodowsa sam-
cOw pochodzacych z bliznigt lub wieloraczkow roznej pici (Kozubska-Sobocinska
i Rejduch, 2008; Kozubska-Sobocinska i in., 2016). Liczne badania bliznigt bydle-
cych wykazaty, ze buhaje z chimeryzmem leukocytarnym 60,XX/60,XY najczgsciej
charakteryzuja si¢ nieodbiegajacymi od ogdlnie przyjetych norm parametrami ptod-
nosci, jakoS$ci nasienia i jego przydatnosci do mrozenia i w zwiazku z tym takie bu-
hajki mozna warunkowo dopusci¢ do rozrodu (Gustavsson, 1977; Kovéacs i Karakas,
1997). Z kolei szereg innych doniesien sugeruje obnizenie wskaznikow plodnosci
u takich buhajoéw, a szczeg6lnie wskaznika niepowtarzalno$ci rui oraz parametrow
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nasienia (De Giovanni i in., 1975; Cribiu i Popescu, 1982; Switonski i in., 1991).
Ocena jako$ci nasienia, prowadzona w oparciu o badania ejakulatow uzyskanych
od buhajow o kariotypie 60,XX/60,XY, wykazata istotne lub wysoko istotne obni-
zenie objetosci ejakulatéw, ruchliwosci 1 koncentracji plemnikdw oraz wyzszy pro-
cent plemnikow uszkodzonych z wadami morfologicznymi gtownymi i podrzednymi,
a takze wigkszg czgstos¢ wystepowania zmian degeneracyjnych w strukturze jader,
niekiedy azoospermig i stabe libido (Dunn i in., 1979; Rejduch i in., 2011).

Diagnostyka chimeryzmu komérkowego
Metoda konwencjonalna oceny kariotypu

Badania cytogenetyczne zwierzat hodowlanych majg na celu identyfikacje aberra-
cji chromosomowych i wad kariotypu, wywierajacych z reguly niekorzystny wplyw
na ptodnos¢ i rozwoj zwierzat. Szczegdlnym rodzajem nieprawidtowosci kariotypu
jest chimeryzm leukocytarny, wyrazany formuta 2n,XX/2n,XY, ktérego diagnoza po-
lega na identyfikacji linii komorkowych réznigcych si¢ zestawem heterosomow.

Nieprawidlowos¢ ta moze by¢ w prosty sposob diagnozowana w kariotypie bydla.
Ze wzgledu na specyficzng morfologie chromosomow u tego gatunku: dwadziescia
dziewig¢ par akrocentrycznych autosomoéw oraz charakterystyczne heterosomy X 1Y
(meta- lub submetacentryki), mozliwa jest identyfikacja chimeryzmu 60,XX/60,XY
w mikroskopie $wietlnym, bezposrednio na preparatach chromosomowych, barwio-
nych rutynowo barwnikiem Giemsy (fot. 1) (Dunn i in., 1979; Long, 1990; Stota
i1in., 2000; 2004).

Fot. 1. Chromosomy metafazowe jalowki o kariotypie 60,XX/60,XY: linia komorkowa 60,XX (A) i linia
komorkowa 60,XY (B)
Photo 1. Metaphase chromosomes of a heifer with 60,XX/60,XY karyotype: cell lines 60,XX (A) and
60,XY (B)
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W przypadku innych gatunkéw nalezacych do Bovidae, takich jak owce czy kozy,
u ktorych chimeryzm komodrkowy wystepuje z podobna czgsto$cia, identyfikacja
chromosoméw plci wymaga zastosowania technik barwienia roznicowego takich jak
CBG, GTG, RBA i QFQ, z ktoérych najbardziej przydatna jest technika CBG, gdyz
umozliwia odréznienie akrocentrycznego heterosomu X od chromosoméw autoso-
malnych, ze wzgledu na jego charakterystyczng ceche, jaka jest stabo zabarwiony
prazek C w rejonie heterochromatyny centromerowej (Iannuzzi i Di Berardino, 2008).

Technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH)

Obecnie coraz szersze zastosowanie w diagnostyce cytogenetycznej znajduja ba-
dania molekularne chromosomoéw technikg hybrydyzacji in situ (FISH). Ta cytoche-
miczna metoda polegajaca na hybrydyzacji specyficznych sekwencji DNA lub RNA,
znakowanych barwnikami fluorescencyjnymi, z komplementarnymi odcinkami chro-
mosomow utrwalonych na szkietku mikroskopowym, moze by¢ wykorzystana w dia-
gnozie niewielkich mutacji strukturalnych, fizycznym mapowaniu genéw oraz identy-
fikacji chromosomow X 1Y zarowno w komodrkach somatycznych, jak i rozrodczych
(Stota i in., 2003; Kozubska-Sobocinska i in., 2009; Villagémez i in., 2009; Ron i in.,
2011; Barasc i in., 2014; Danielak-Czech i in., 2016).

W przypadku ewentualnego utworzenia si¢ potaczen naczyniowych miedzy blo-
nami ptodowymi zarodkéw pochodzacych z réznoplciowych cigzy mnogich, za-
stosowanie techniki FISH umozliwia precyzyjng identyfikacj¢ heterosomow X 1Y,
bedacych markerami zenskiej i meskiej linii komorkowej (Kozubska-Sobocinska
iin., 2003; 2016; Rychlik i in., 2005). Sondy molekularne stosowane w diagnostyce
chimeryzmu XX/XY to najczesciej sondy malujace cale chromosomy pici lub ich
fragmenty, czy tez identyfikujace geny specyficzne dla heterosomoéw (np. gen SRY,
AMELY, AMELX ) (Rejduch i in., 2000; 2004; Revay i in., 2002; Peretti i in., 2008).

Diagnostyka cytomolekularna chimeryzmu komoérkowego

W ostatnich latach do cytomolekularnego pakietu diagnostycznego wykorzystuja-
cego techniki kariotypowania i identyfikacji heterosomow dotaczono analizy sekwen-
cji mikrosatelitarnego DNA (STR — short tandem repeats) i analizy polimorfizmu
pojedynczych nukleotydéw (SNP) oraz nowe, szybkie i precyzyjne techniki moleku-
larne. Do technik tych naleza poréwnawcza hybrydyzacja genomowa (CGH), metoda
QF-PCR (quantitative fluorescence PCR) oparta na analizie wybranych markerow
STR, technika ddPCR (droplet digital PCR), czy Real-Time PCR — ilo$ciowy test
PCR z odwrotng transkrypcja w czasie rzeczywistym, uwzgledniajacy STR-y specy-
ficzne dla chromosomoéw ptci (Martinez-Royo i in., 2009; Villagomez i in., 2009; Qiu
iin., 2018; Szczerbal i in., 2019).

Waznymi markerami stosowanymi w analizach molekularnych do identyfikacji li-
nii komoérkowych XX 1 XY sg geny zlokalizowane na heterosomach, a zwlaszcza gen
SRY — determinujacy pte¢ meska i gen amelogeniny wystepujacy w dwdch wariantach
AMELX i AMELY, specyficznych odpowiednio dla chromosomu X i Y. Réznice mie-
dzy wariantami genu amelogeniny polegaja na wystepowaniu delecji 6 pz w intronie
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1 genu AMELX w stosunku do intronu 1 genu AMELY. Delecja ta jest wykrywana
technikg PCR 1 elektroforezy zelowej. Dwa prazki DNA wskazuja na dwa warian-
ty genu AMELX i AMELY (linia komérkowa XY), natomiast jeden prazek $wiadczy
0 obecno$ci wytacznie wariantu genu AMELX (linia XX)(fot. 2) (Qiu 1 in., 2018;
Kozubska-Sobocinska i in., 2019).

Fot. 2. Analiza elektroforetyczna probek bydlecego DNA z amplifikacja genow SRY (widoczny jeden
prazek) i AMEL; XY — buhajki (widoczne dwa prazki), XX — jatdéwki (widoczny jeden prazek), M — 100
bp marker DNA. Brak prazka oznacza brak amplifikacji.

Photo 2. Electrophoretic analysis of bovine DNA samples with amplification of SRY (one band visible),
and AMEL genes; XY — bulls (two bands visible), XX — heifers (one band visible), M — 100 bp DNA
marker. No bands means no amplification.

Nalezy zaznaczy¢, ze zastosowanie metod molekularnych umozliwia identyfika-
cj¢ aberracji submikroskopowych, niewidocznych w standardowym badaniu cytoge-
netycznym, z niespotykang jak dotad rozdzielczoscia, siegajaca od kilkuset do kilku-
nastu, czy nawet kilku par zasad, bez konieczno$ci prowadzenia hodowli komdrkowej
(Mc Niel i in., 2006; Kozubska-Sobocinska i in., 2016; 2019).

Wielokrotnie podejmowano préby oceny przydatnosci metod cytogenetycznych
i molekularnych do identyfikacji roznych linii komorkowych, zarowno we krwi jak
1 w innych tkankach. Potwierdzajg to badania probek krwi oraz fibroblastow skory
uzyskanych od cielat pochodzacych z jedno- i réoznopiciowych ciazy blizniaczych
(Plante i in., 1992; Nowacka i in., 2004; Mc Niel i in., 2006). Stwierdzono, ze tylko
metody molekularne, takie jak analizy polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnego
DNA, umozliwiajg diagnoze¢ chimeryzmu komoérkowego takze u dwujajowych bliz-
nigt tej samej plci. Badania te pozwolity na oszacowanie wiarygodnosci i efektywno-
$ci metod okreslania chimeryzmu komoérkowego, a takze wykazaty, ze poziom po-
pulacji komoérek otrzymanych od wspotrodzenstwa jest znacznie wyzszy w krwi niz
w innych tkankach (Rejduch i in., 2000; 2004).

Efekty badan cytomolekularnych cielat urodzonych z ciazy mno-
gich réznoplciowych

Nosicielstwo nieprawidlowosci kariotypu wigze si¢ zwykle z nieptodnoscia lub
obnizong ptodnoscia, decydujac o niskiej przydatnosci rozptodowej zwierzat hodow-
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lanych obarczonych tymi wadami. Aberracje te nie moga by¢ rozpoznane bez prze-
prowadzenia diagnostyki cytogenetycznej, poniewaz na ogot wystepuja u osobnikow
o normalnym eksterierze (i w przypadku samcow prawidtlowych parametrach nasie-
nia), a poprzez sztuczng inseminacj¢ moga by¢ szybko rozprzestrzeniane w popu-
lacjach, powodujgc straty w hodowli o istotnym znaczeniu ekonomicznym (Yimer
i Rosnina, 2014; Raudsepp i Chowdhary, 2016; Danielak-Czech i in., 2020). Popra-
we uzytkowosci rozptodowej w stadach zarodowych zwierzat gospodarskich mozna
osiggnac¢ poprzez selekcje opartg na wezesnym diagnozowaniu i eliminacji zwierzat
dotknigtych nieprawidtowosciami kariotypu, w tym réowniez chimeryzmem leuko-
cytarnym, monitorujac cytogenetycznie przede wszystkim mlode osobniki przed
ich wykorzystaniem w rozrodzie. W zwigzku z tym w wielu krajach UE, w tym
rowniez w Polsce, funkcjonujg systemy kontroli kariotypu rozptodnikow przezna-
czonych do inseminacji (Ducos i in., 2008; Kozubska-Sobocinska i Danielak-Czech,
2017). W ostatnich latach zintensyfikowano program monitoringu cytogenetycz-
nego wilaczajac obligatoryjne badania cytogenetyczne wszystkich mtodych buhajow
(przed przeznaczeniem ich do rozrodu), czego efektem bylo wykrycie nowych kil-
kudziesigciu rearanzacji chromosomowych oraz bardzo licznych przypadkéw chi-
meryzmu komoérkowego (Peretti i in., 2008; Ron 1 in., 2011; Kozubska-Sobocin-
ska 1 in., 2019; Szczerbal 1 in., 2019). Uzyskane wyniki potwierdzily skuteczno$¢
systemu kontroli kariotypu rozplodnikéw inseminacyjnych, uzasadniajac potrze-
be kontynuacji i intensyfikacji cytogenetycznych badan przesiewowych bydta ho-
dowanego w Polsce, ze szczegdlnym uwzglednieniem mlodych samcoéw przed ich
wykorzystaniem w rozrodzie, a takze cielat urodzonych z cigzy mnogich réznopt-
ciowych (Kozubska-Sobocinska i Danielak-Czech, 2017; Kozubska-Sobocinska i in.,
2019).

Aby podkresli¢ znaczenie nowych metod cytomolekularnych, stosowanych obec-
nie we wczesnej diagnostyce chimeryzmu komoérkowego 60,XX/60,XY u cielat po-
chodzacych z heteroseksualnych cigzy mnogich, nalezy wyjasni¢ iz wieloletnie ba-
dania roznych ras bydla wykazaty ze 82-95%, a nawet 97% jatéwek pochodzacych
z réznoptciowych cigzy blizniaczych ma chimeryzm leukocytarny (60,XX/60,XY)
i frymartynizm, natomiast pozostate 3—18% samic rozwija si¢ prawidlowo. Biorac
pod uwage fakt, ze czesto$¢ cigzy mnogich u bydta mlecznego w ostatnim czasie
znaczaco wzrosta, u niektérych ras nawet do 20%, mozna przypuszczac, ze wzrosta
rowniez liczba ptodnych blizniaczek (Wiltbank i in., 2006; Bierman i in., 2010). Taka
tendencje potwierdzily takze badania cytomolekularne 24 jalowek rasy HF urodzo-
nych z meskim wspoétblizniakiem, z ktorych 3 charakteryzowaty si¢ prawidlowym ka-
riotypem (60,XX). Wyniki te pozwolily na stwierdzenie ze 12,5% takich jatowek nie
wykazuje frymartynizmu i moze by¢ kwalifikowane do rozrodu (Kozubska-Sobocin-
skaiin., 2019). Z tego powodu niezwykle wazne jest wczesne i precyzyjne rozpozna-
nie samic z kariotypem 60,XX, a urodzonych z cigzy mnogich réznopiciowych, gdyz
zapobiega to eliminacji z hodowli cennego materialu zenskiego. Uwzgledniajac te
argumenty i rosngce potrzeby szybkiej diagnostyki frymartynizmu, zasadne sa poszu-
kiwania roznych kombinacji technik molekularnych dajacych podstawe do sformuto-
wania trafnych wytycznych i zalecen selekcyjnych. Eliminacja ze stad hodowlanych
zwierzat obarczonych anomaliami chromosomowymi zapobiega rozprzestrzenieniu
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sie tych wad genetycznych, a takze ogranicza naktady finansowe zwigzane z utrzy-
maniem zwierzat nieprzydatnych w reprodukcji (Ducos i in., 2008; Danielak-Czech
iin., 2020).

Nalezy rowniez doda¢, ze wprowadzanie r6znych kombinacji precyzyjnych i wy-
dajnych technik molekularnych (takich jak: PCR, STR, Real-Time PCR, ddPCR) do
pakietu diagnostycznego chimeryzmu komoérkowego pozwala na wykorzystanie do
badan materiatu mrozonego, co znacznie upraszcza ktopotliwa procedure dostarcza-
nia do laboratorium probek $wiezej krwi, w terminie do 24 godzin od momentu pobra-
nia (Qiu i in., 2018; Kozubska-Sobocinska i in., 2019; Szczerbal i in., 2019).

Efektem wczesnej diagnostyki cytomolekularnej chimeryzmu komorkowego
60,XX/60,XY u cielat pochodzacych z cigzy mnogich roznoptciowych sg ekspertyzy
wydawane hodowcom, zawierajace konkretne wskazania i zalecenia selekcyjne doty-
czace przydatnosci do rozrodu nosicieli tej nieprawidtowosci kariotypu (Kozubska-
-Sobocinska i Danielak-Czech, 2017; Kozubska-Sobocinska i in., 2019).
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LEGITIMACY OF DIAGNOSIS OF 60,XX/60,XY CELL CHIMERISM
IN CALVES BORN FROM MULTIPLE DIFFERENT-SEX PREGNANCIES

SUMMARY

Based on many years of research in cattle, it is assumed that the phenomenon of
multiple pregnancies affects about 2% of births, while 82-95% or even 97% of heifers
from different-sex twin pregnancies have leukocyte chimerism (60,XX/60,XY) and
freemartinism, while the remaining 3—18% of females develop normally. Consider-
ing that the frequency of multiple pregnancies in dairy cattle has recently increased
significantly, up to 20% in some breeds, it can be assumed that the number of fertile
twins has also increased. This tendency was also confirmed by cytomolecular studies
of HF heifers born with a male twin, which allowed us to conclude that 12.5% of such
heifers do not show freemartinism and may be qualified for reproduction. For this rea-
son, early and precise identification of females with 60,XX karyotype and being born
from multiple pregnancies of different sexes is extremely important as it prevents the
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elimination of valuable female material from breeding. Considering these arguments
and the growing need for quick diagnostics of freemartinism, cytomolecular studies
of multiparous calves are necessary, giving the basis for formulating proper guidelines
and selection recommendations, limiting the financial outlays caused by keeping ani-
mals unsuitable for reproduction.

Key words: 60,XX/60,XY chimerism, freemartinism, cytomolecular diagnostics, Po-
lish Holstein-Friesian breed



