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Badania cytogenetyczne u $win z objawami obojnactwa
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Dane dotyczace aberacji chromosomalnych,
mogacych wplywaé na wystgpienie anomalii
rozwojowych ukiadu rozrodczego, poza nielicz-
nymij pracami sg kazuistyczne lub dotyczg nie-
wielkiej liczby osobnikéw obojnaczych (11, 16,
19, 29). Biorge pod uwage fakt, ze poszerzenie
wiedzy na temat skutkéw oraz rodzajow abe-
racji chromosomalnych u zwierzagt gospodar-
skich jest mozliwe jedynie na podstawie wyni-
kéw badan przeprowadzonych na coraz wigk-
szej populacji zwierzat, postanowiono wyko-
naé¢ badania cytogenetyczne stosunkowo duzej
liczby $win — obojnakéw w celu okreslenia ich
kariotypu; wyniki wszystkich przeprowadzo-
nych dotychezas w kraju prac tego typu (ogo-
tem opublikowano wyniki badan dotyczace 33
obojnakow), wskazywaly na obecnosé garni-
turu chromosomalnego 38, XX (11, 16, 18). Po-
niewaz w pismiennictwie swiatowym podaje
sie, ze u $win o cechach interseksualnosci wy-
stepowaé moze mozaikowose (4, 19, 20, 24, 27,
30) i kariotyp XY (15), uznano za celowe po-
szerzenie w tym kierunku zakresu badan kra-
jowych.

Material 1 metody

Material do badan cytogenetycznych uzyskano od
19 obojnakéw. Wymienione zwierzeta pochodzily z
siedmiu réznych gospodarstw sektora uspolecznionego.

Swinie obojnacze wykazywaly nieprawidlowe uk-
sztaltowanie narzadéw piciowych zewnetrznych, po-
siadatly w rdéiznym stopniu przero$niety lechtaczke, na
szczycie lub u podstawy ktérej znajdowalo sie ujsicie
cewki moczowej. Poza tym u zwierzat tych stwier-
dzano najczesciej jedng (17 przypadkdw) lub dwie
gonady (2 przypadki) umieszczone podskérnie lub w
worku mosznowym.

do przeprowadzenia badan kariotypu, pobierano od
kazdego zwierzecia okolo 10 cm?® krwi z zyly czczej
przedniej (vena cava cranialis). Dla zapobiezenia
krzepnieciu krwi uiywano roztworu heparyny pro-
dukcji ,,Polfa” w ilosci 75 jm. na 1 cm?® tej tkanki
Czas od pobranija krwi do chwili zalozenia hodowli
limfocytéw nie przekraczat 24 godzin., Samoistng se-
dymentacje krwinek przeprowadzono w temperaturze
pokojowej. Proces ten trwal okolo 1 godziny. Uzy-
skane w powyiszy sposdb krwinkj biale zawieszano
w 8 cm3 plynu Parkera lub Eagie’a. Do hodowli lim-
focytow zastosowano metode Moorheada (cyt. 28).
Zawartosé probowek hodowlanych stanowity: 2 cm3
osocza z limfocytami, 8 cm?® podloza hodowlanego,
0,1 cm? fazeoliny (prod. Wytwodrnia Surowic i Szcze-
pionek, Krakéw), 1000 jm. penicyliny krystalicznej i
1000 ug streptomycyny. Czas prowadzenia hodowli
limfocytéw wynosit 72 godziny w temperaturze 37°C.
W 90 minut przed zakoniczeniem hodowli, w celu
zablokowania podzialéw mitotycznych, dodawano do
niej 1 krople 0,025% roztworu kolchicyny. Zawartosé
probdéwek odwirowywano z szybkoscia 800 obrotéow/
/min. przez 10 minut. Po usunieciu supernatantu, dla
wywolania szoku hipotonicznego dodawano do ho-
dowli komorek 8 em? roztworu hipotonicznego 0,075 N
chlorku potasowego. Po zakoficzeniu procesu hipoto-
nizacji, ktéry trwal 20 minut w temperaturze 37°C,
zawartos¢ probéwek ponownie wirowano. Limfocyty
utrwalano mieszaning swiezo przygotowanego, ozie-
bionego w zamrazarce utrwalacza, bedacego miesza-
ning metanolu z kwasem octowym lodowatym (3:1) i
zawieszano w 3 kolejnych zmianach utrwalacza. Ostat-
nia jego porcja wynosila 0,5 cm3. Odwirowywanie ko-
mérek zawieszonych w utrwalaczu odbywalo sie przy
szybkosci 800 obr./min. przez 10 minut. Krople zawie-
siny komédrek w utrwalaczu nanoszono na szkieltko
podstawowe, suszono na powietrzu i po dwéch dniach
barwiono 2% wodnym roztworem barwnika Giemzy.
Analize chromosoméw przeprowadzono pod mikrosko-
pem i na mikrofotografiach, oceniajgc kazdorazowo co
najmniej 50 plytek metafazalnych. Pojedyncze mikro-
fotografie poszezegbdlnych osobnikéw zachowano jako
dokumentacje.  Kariogramy sporzadzono zgodnie z

W celu zalozenia hodowli limfocytéw, potrzebnejkryteriami pedanymi przez Hansena (12).
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Wyniki i oméwienie

Calo$¢ wynikdéw badan cytogenetyecznych ze-
stawiono w tab. 1. Zebrane w tej tabeli dane
wskazuja, ze w grupie 19 oscbnikow o oboijna-
czym uksztaltowaniu zewnstrznych narzadéw
plciowych zdiagnozowano: u 14 osobnikéw
(73,7%) kariotyp samiczy 38,XX (ryc. 1), u 2
zwierzat (10,5%) kariotyp samczy 38, XY (ryc.
2), a trzy interseksy (15,8%) charakteryzowaly
sie kariotypem w formie chimeryzmu 38, XY/
[38 XX (ryc. 3, 4, 5). U poszezegdlnych $win
o tym ostatnim kariotypie procentowy stosu-

Tab. 1. Kariotypy analizowanych obojnakéw
Liczba Pleé Kariotyp zwierzat
badanych | fenoty- XX XX/XY XX
zwierzat | powa liczba (%) | liezba (%) | liczba (%)
&
19 obojnak | 14 (73,7) : 3 (15,9) |l 2 (10,5)"
|
| =

S = 55 i

ariotyp obojnaczej $wini nr 436; 38,XX

i

Ryc. 1. K

el g Fea

Ryc. 2. Kariotyp obojnaczej §wini nr 385; 33XY
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Ryec. 3. D_wie plytki metafazalne (A, B) uzyskane z
hodowli limfocytow obojnaczej $§wini nr 383. Strzal-
kami oznaczono chromosomy plciowe X i Y

Ryc. 4. Kariogram metafazy A z rye. 22; 38,XY
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nek komoérek o garniturze 38,X3. do komorek
o zestawie chromosomow 38, XY przedstawiat
sie jak 24:76, 6:94, 4:96.

W pracy wykazano, ze U ohojnakéw moga
istnieé rozne kariotypy: samiczy, chimeryzm i
samczy. Jest to zgodne z danymi, ktore podaje
Melander i wsp. (21) stwierdzajac, ze U trzody
chlewnej 65% obojnakéw wykazuje kariotyp
38, XX; 30% charakteryzuje sig chimeryzmem
38, XX/38,XY, a 2% o.obnikow interseksual-
nych posiada kariotyp 38,XY. Nalezy przy tym
zaznaczy¢, ze W polskim pismiennictwie gene-
tycznym ukazaly sig dotychezas jedynie trzy
prace (11, 16, 18), w ktorych przedstawione zo-
staly wyniki badan cytogenetycznych osobni-
kéw obojnaczych $win. U wszystkich tych
zwierzat wykazano obecnost garnituru chro-
mosomowego 38X XL

W zwiazku z rozpoznaniem roznych karioty-
péw u §win-obojnakow rodzi sie pytanie, jaka
jest ewentualna korelacja miedzy zestawem
chromosomow komérek obojnaka, a wystapie-
niem u niego anomalii rozwojowe]j ukladu roz-
rodczego, charakteryzujacej sig rownoczesnym
uksztaltowaniem sie cech osobnika meskiego
i zenskiego; cechy te u badanych zwierzgt to
obecnosé — organum penaoclitoridianum oraz
jader (jadra).

Jak przedstawil to W swojej monografii Jost
(14) ksztaltowanie sig ukladu rozrodczego u
ssakow opiera sie na samiczym modelu rozwo-
ju wymienionego ukladu, Autor ten wylkazal,
w pracy eksperymentaine] na krolikach (13), ze
bez wzgledu na ple¢ genetyczna embrionu po-
zhawienie go we wezesnym okresle zarodkowym
gonad prowadzi do tego, ze rozwo6]j ukladu roz-
rodczego ogranicza sig zawsze do wytworzenia
struktur pochodnych przewodu Miillera i wy-
ksztalcenia zewnetrznych narzaddéw pleiowych
senskich. Badacz ten udowodnil ponadto, Ze na-
wet podawanie wykastrowanym W okresie za-
rodkowym osobnikom testosteronu nie zmienia-
lo charakteru rozwoju ukladu rozrodczego na
samczy. Ustalono réwniez (22), ze dla rozwo-
ju gonady o strukturze jajnika niezbedna jest
obecnogé dwéch chromosoméw X, natomiast
uksztaltowanie jader uzaleznione jest od jedno-
czesnej obecnosci chromosomow XY

Nainowsze prace dotyczace etiologii procesow
powstawania i réznicowania sig ukladu rozrod-
czego dotyczg immunologicznego charakteru
reakeiji komérkowyeh w zawiazku gonady. Zda-
niem szeregu autoréw (23, 33) obecnos¢ odpo-
wiednio wysokiego poziomu antygenu H-Y na
powierzchni komorek somatycznych zawigzka
gonady powoduje, ze roznicuje si¢ ona W cza-
sie rozwoju zarodkowego w kierunku gonady
o strukturze jadra. Jak wynika z badan Wach-
tela (31, 32), dla uzyskania tego efektu koniecz-
na jest obecnoéé genu aktywujacego gen struk-
turalny H-Y, jak réwniez obecnos¢ genu ko-
dujacego wystapienie specyficznego receptora
dla dzialania antygenu H-Y. Ten sam autor

uwaza, ze odpowiednio wysoki poziom antyge-
au H-Y i uwidocznienie si¢ jego dzialania
zwigzane jest z obecnoscig chromosomu Y (33).

W badaniach wiasnych u obojnakéw najczgs-
ciej stwierdzanym kariotypem byl kariotyp sa-
miczy 38,XX. Zdaniem wielu auterow (2, 8, 9,
10, 11, 16, 17, 18, 21, 24 30) jest to najczes-
ciej wystepujacy uklad chromosomowy u oboj-
nakow swin., Rozwoj jader w takich przypad-
kach rozpatrywaé¢ mozna jako wynik dzialania
nie wykrytej laboratoryjnym badaniem linii
komorkowej XY. Na mozliwosé takg wskazuja
badania Pottera i wsp. (24). Autorzy ci stwier-
dzili u osobnika obojnaczego W hodowli lim-
focytow wylgcznie kariotyp 38,XX. Natomiast
analiza komérek nerki wykazala istnienie wy-
lacznie komorek XY. Oczywistg rzecza jest,
ze nieprzeprowadzenie badan cytogenetycznych
kxomérek nerki wskazaloby jednoznacznie na
istnienie kariotypu 38 XX. Ze wzgledu na nie-
moznosé przeprowadzenia w tym okresie, W
naszych warunkach badan cytogenetycznych
innych komorek anizeli limfocyty — nie mozna
wykluczye takie] mozliwosci.

Drugg ewentualnoscig wystapienia cech
obojnaczych w obecnosci wylacznie linii komor-
kowej XX moze by¢ defekt genowy, prowadza-
cy do ujawnienia sie antygenu H-Y i jego
skutlkéw w postaci przeksztalcania sig niezroz-
nicowanej gonady w jadro (29).

Stwierdzony w 3 przypadkach (15,8%) chi-
meryzm obojnakow Swin 38, XX/38, XY opisa-
ny zostal przez nielicznych tylko autorow (4,
15, 27, 29). Zgodnie z przedstawionymi przez
nich danymi, liczba komorek o kariotypie me-
skim wahata sie od 6% (30) do 94% (15). W
pracy wiasnej wiérdéd osobnikéw z omawianym
defektem genetycznym stwierdzono 4% do 24%
Lkomorek o kariotypie samczym.

Mechanizm powstawania tego rodzaju ano-

alii genetycznej mozna rozpatrywaé m.in. W
oparciu o znane przypadki igczenia sie naczyn
krwionosnych miedzy lozyskami sasiadujacych
zarodkow réznopiciowych i przemieszezania sie
miedzy nimi komérek XX { XY (1). Nalezy
nadmienié, ze zgodnie z tym cO podaje Bal-
bierz (2) tworzenie si¢ anastomoz miedzy lozy-
skami plodow u $win jest bardzo rzadkie, ina-
czej niz u bydla, Wedlug Flooda (7) przyczyna
powyzszego jest fakt specylicznego ukrwienia
kosmkowki omoczniowej. Jej konce okolo 40
dnia ciazy zostaja bowiem oddzielone od cen-
tralnej czesci pecherza plodowego przez pier-
&cienie zbitej tkanki lacznej, co pozbawia je
ukrwienia. W miare rozwoju zarodkow peche-
rze plodowe odsuwajy sie od siebie i w dru-
gim miesigcu cigzy stykaija sie ze sobg juz tyl-
ko obsychajacymi koncami. Zdaniem wymie-
nionego wyzej autora wlagnie tego typu miej-
sra stanowig bariere, ktora z reguly zapobie-
ga zrastaniu sie sasiednich pecherzy plodo-
wych i powstawaniu miedzy nimi anastomoz
naczyniowych,
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Z drugiej strony przy analizowaniu chime-
ryzmu u obojnakéow pod uwage nalezy braé
mozliwosé uwidaczniania sie defektu spowodo-
wanego réwnoczesnym zaplemnieniem komorki
jajowej i jej ciatka kierunkowego przez dwa
plemniki: jeden niosgcy chromosom X oraz
drugi niosgcy chromosom Y (6). Prawdopodob-
ng przyczyng chimeryzmu u zwierzat moze
by¢ tez fuzja dwoéch zaplodnionych komoérek
jajowych (3).

Kariotyp meski w komérkach limfocytow
badanej grupy obojnakéw stwierdzono 2-krot-
nie (10,5 przypadkow). Dane o osobnikach oboj-
naczych o takim kariotypie sg stosunkowo naj-
rzadsze (15, 21). Najwieksza liczbe takich osob-
nikow o kariotypie meskim opisal Lojda (15).
Wykonujgc badania cytogenetyczne 28 oboj-
nakéw, sposrdod 62 prosigt urodzonych przez
jedng loche w pieciu miotach po 4 réznych
knurach wykazat on, ze dotkniete tg anomalig
osobniki obojnacze miaty kariotyp meski 38,XY
lub przejawialy mozaikowosé, przy ktérej az
w 85—94% komorek stwierdzono heterochro-
mosomy XY. W grupie tej tylko u jednego
osobnika zdiagnozowano kariotyp 38,XX. Zda-
niem tego autora wykazana zostala w opisa-
nym przypadku mozliwosé dziedziczenia wy-
mienionego defektu przez dominujacy gen auto-
somalny, przy ograniczeniu do jednej plci. Tego
typu obojnactwo nazywa Lojda (15) ,,syndro-
mem feminizacji jgdrowej”. Charakteryzuja go
zenskie narzady plciowe zewnetrzne, brak ma-
cicy oraz obecnos¢ jadra, przy dominujacym
typie dziedziczenia i kariotypie meskim 38,XY.

Z drugiej strony, biorgc pod uwage stwier-
dzony przez Sharpa i wsp. (26) przypadek ka-
riotypu XY u plodnej klaczy wykazujacej obec-
nos¢ antygenu H-Y, zjawisko wystapienia ka-
riotypu samczego u samicy wytlumaczyé moz-
na defektem genowym, polegajacym na bra-
ku aktywatora genu strukturalnego H-Y lub
braku specyficznego dla niego receptora.

Konfrontujge uzyskane wyniki z danymi
przedstawionymi przez innych autoréw nalezy
zauwazy¢, ze otrzymane rezultaty podwazaja
wniosek wysuniety w roku 1970 przez Maika
(16) wskazujacy, ze w jadrach komoérek soma-
tycznych (leukocytach) intersekséw wystepu-
jacych u gatunku Sus scrofa domesticus stwier-
dza si¢ prawidlowy kariotyp z ukladem hetero-
chromosoméw XX bez wzgledu na anatomicz-
ne stosunki w obrebie gonad.

W ogolnej ocenie przeprowadzonych badan
nalezy stwierdzi¢, ze wéréd $§win o obojnaczej
budowie ukladu rozrodczego determinacja jego
rozwoju odbywa sie w obecnoseci kariotypu
38 XX, 38, XY lub 38,XX/38XV: nie wykryto
natomiast aberracji w liczhie czy tez struktu-
rze chromosoméw.
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Ilesicak 3., Coica II. — Y[MTOreHETHWMECKNE MCCIENO-
BaLnuA CEMHEHM ¢ CMMITOMaMu repmadpoaLiTMIMa

IIMTOreHEeTUHECKUM UCCIETOBAHUAM noxaseprau 19
ocobeft. KyneTyps! auMGOUMTOB INpPOBENM, NPUMEHSS
Metca Mypxuza, AHanu3 XpOMOCOM OTIENbHEI ocobelt
nokasauu y: 10 ocoBent (73,7%) xenckun rapuotun 38,
XX v 2 csuneit (10,5%) mysxcxoit kapuorun 38XV,
a 3 uurepcexca (15,8%) xapaKTepu3ceannch KapuMOTU-
noMm B chopMe XmMmepuima 38,X¥/38,XX.

Pejsak Z., Sysa P, — Cytogenic studies in pigs with
the symptoms of hermaphrodism

Cytogenic studies have been performed on 19 ani-
mals. The culture of lymphocytes was obtained by
the method of Moorhead. The analvsis of chromoso-
mes of individuals revealed in 14 (73.7%) of animals
female karyetype 38,XX, in two (10.5%) of pigs male
karoiypve 38,XY, and three (15.8%) intersexes cha-
racterized karyotype in the form of chimerism as,
XVY/33,XX.
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STEFPHENS K. A, MARCOM E., HOOD D. M.: Po-
miar akitywnosei antytrombiny III w plazmie zdro-
wych koni, (Measurement of plasma anfithrombin III
activity in healthy horses). Am. J. vet. Res, 45, 351 —
353, 1984 (2).

Stosujac metode fluorometryczng oznaczono aktyw-
no$¢ aniytrombiny III w plaZmie 15 doroslych koni.
Srednie wartosel % zahamowania trombiny po rozeien-
czeniu wynosily 59,17 * 7.4%, Wartodei te wynosily u
6 klaczy odpowiednio 65,96 £3,7 i 1127 £8,6. u 7 Zre-
biat 5451 £3,9 i 948 +116 | u 2 ogieréw 55,13 + 12,1
i101,2+153,

G.



