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SAMMANFATTNING

Denna litteraturstudie syftar till att beskriva den normala kdnsutvecklingen hos ndtkreatur och
jamfora framforallt den honliga utvecklingen med den som sker hos freemartinfoster samt
redogora for anatomiska forandringar som uppkommer vid freemartinism. Ytterligare omraden
som kommer belysas dr samband mellan multipla ovulationer och mj6lkavkastning samt behov
av diagnostiska metoder for att identifiera freemartinism.

Freemartinism ar den vanligaste formen av intersexualitet hos ndt. En freemartinkviga
definieras generellt som en steril honkalv, med varierande grad av maskuliniserade
reproduktionsorgan, tvillingfédd med en hankalv. Hos freemartinkvigor dr det framforallt en
modifiering av de inre reproduktionsorganen som ses, medan de yttre ofta bibehaller en mer
honlig karaktar.

Under en tvillingdrdktighet dir fostren dr av motsatt kon kravs det att vaskuldra anastomoser
etableras mellan fosterhinnorna for att fostren ska fi en gemensam cirkulation. Den honliga
konsutvecklingen inhiberas och modifieras d& hanliga konshormon 6verfors frén hankalven till
honkalven och en gemensam cirkulation dr ddrmed en forutsittning for att freemartinism ska
uppsta.

De hanliga hormonen AMH (Anti-Miillerian Hormone) och testosteron orsakar bland annat
tillbakabildning av de miillerska gdngarna och utveckling av de wolffska gingarna, vilket leder
konsutvecklingen hos freemartinfostret 1 en hanlig riktning. Variationen 1 grad av
reproduktionsorganens maskulinisering beror pa hur tidigt de vaskuldra anastomoserna
etableras och ddrmed 1 vilket stadium i1 konsutvecklingen som de hanliga hormonen 6verfors
till honan.

Hos not ér tvillingdréktigheter vanligast till f6ljd av multipla ovulationer, ett fenomen som
visats vara associerat till hog mjolkavkastning hos mjolkkor. En 6kad steroidmetabolism,
associerad med hogre mjolkavkastning och foderforbrukning hos mjolkkor, kan ligga bakom
en hormonell rubbning som leder till 6kad forekomst av multipla ovulationer.

I cirka 10 % av fallen med tvillingdréktighet hos not dir fostren &r av motsatt kon ar honkalven
fertil, vilket bland annat kan bero péd att vaskuldra anastomoser aldrig etablerats mellan
fosterhinnorna och fostren har saledes inte haft en gemensam cirkulation. Djurdgare tenderar
att avliva honkalvar tvillingfédda med en hankalv pa grund av antagandet att de r sterila och i
brist pd effektiva och praktiskt anvindbara diagnostiska metoder for att identifiera
freemartinkvigor. Till f6ljd av detta sker ekonomiska och genetiska forluster for djurdgarna och
dirmed finns det ett Okat behov av praktiskt anvidndbara metoder for diagnostik av
freemartinism. Mer forskning kridvs for framtagandet av en effektiv, snabb och sédker
diagnostisk metod som djurdgare kan nyttja.



SUMMARY

The aims of this review was to describe the normal sexual development in cattle and, above all,
compare the female sexual development with that of freemartins and account for anatomical
changes that occur during freemartinism. Further areas that will be highlighted arerelationships
between multiple ovulations and milk yields and the need for diagnostic methods to identify
freemartins.

Freemartinism is the most common form of intersexuality in cattle. A freemartin is generally
defined as a sterile female calf, with varying degrees of male-modified reproductive organs,
twin-born with a male calf. In freemartins, there is most commonly a modification of the
internal reproductive organs while the external genitalia often retain a more feminine character.

During a twin pregnancy with dizygotic fetuses, a formation of vascular anastomoses is required
between the fetal membranes in order for the fetuses to have a common circulation. The female
sexual development is inhibited and modified when male sex hormones are transferred from
the male calf to the female calf and a common circulation is thus a prerequisite for
freemartinism to arise.

The male hormone AMH (Anti-Miillerian Hormone) and testosterone cause, among other
things, the regression of the miillerian ducts and the development of the wolffian ducts, which
leads the sexual development of the female calf in a masculine direction. The variation in the
degree of masculinisation of the reproductive organs found in freemartins depends on how early
the vascular anastomoses are established and thus at what stage in the sex development the male
hormones are transferred to the female.

Twinning in cattle are mostly due to multiple ovulations, a phenomenon shown to be associated
with high milk yields in dairy cows. An increased steroid metabolism, associated with higher
milk yield and feed consumption in dairy cows, may cause hormonal changes leading to
increased incidence of multiple ovulations.

In about 10% of the cases of heterosexual dizygotic twin pregnancy in cattle, the female calf is
fertile, which may be due, among other things, to the fact that vascular anastomoses have never
been established between the fetuses and the fetuses have therefore not shared a common
circulation. Animal owners tend to cull female calves twinborn with a male calf because of the
assumption that they are sterile and the lack of practically useful diagnostic methods for
identifying freemartins. As a result, economic and genetic losses occur for the animal owners
and therefor there is an increased need of practically useful methods for the diagnosis of
freemartinism. More research is required for the development of an effective, fast and safe
diagnostic method the animal owners can use.



INLEDNING

Freemartin-syndromet stir for den vanligaste formen av intersexualitet hos ndtkreatur (Padula,
2005). En freemartinkviga &r en steril honkalv som &r tvillingfédd med en hankalv. Detta
fenomen forekommer framforallt hos not, men det kan dven ses hos andra arter sdsom far, dar
ar det dock inte lika vanligt. Vaskuldra anastomoser uppstar mellan fosterhinnorna vilket leder
till att bdde hormoner som hankalven producerar och XY-celler 6verfors till honkalven via
delad cirkulation och ddrmed inhiberas den normala honliga konsutvecklingen pa olika sétt.

Tvillingdraktigheter med tva foster av motsatt kon kan genomgés utan uppkomsten av en
freemartin (Lillie, 1917). Detta antas bero pa att de vaskuldra anastomoserna mellan fostren inte
bildats, alternativt bildats for sent for att hinna péverka den normala embryonala
konsutvecklingen.

Det fods ddrmed en viss andel fertila ’freemartinkvigor” som vanligen avlivas i tron att de dr
sterila, vilket leder till ekonomiska och genetiska forluster for dagens djurdgare (Qiu et al.,
2018). Effektivare och mer exakta diagnostiska mgjligheter dr darigenom nodvindiga for att
reducera dessa forluster.

Syftet med denna uppsats ér att undersdka den normala konsutvecklingen, hos framforallt den
honliga kalven, jimfort med den som uppstér vid freemartinism. Anatomiska skillnader mellan
freemartinfoster/kvigor och normala honliga respektive hanliga individer samt vilka faktorer
som ligger bakom freemartinism kommer att belysas.

MATERIAL OCH METODER

Materialet till denna uppsats har samlats in genom s6kningar efter vetenskapliga artiklar i Web
of Science, PubMed och Google Scholar. S6kord som anvints var freemartin OR free-martin,
cow™ OR cattle OR bovine samt chimerism OR chimera. Utéver detta har dven diverse artiklars
referenslistor anvants.

Den grundldggande anatomin, den tidiga embryonala utvecklingen samt huvuddelen av
beskrivningen av den normala konsutvecklingen har skrivits med hjélp av larobocker (Hyttel,
2010; Konig et al., 2014; Sjaastad et al., 2016; McGeady et al., 2017; Sadler et al., 2017).



LITTERATUROVERSIKT

Kons reproduktionsorgan (se figur 1 och 2)

Ovarium

Kon har tva dggstockar som &r lokaliserade ndra den
laterala bukviggen, kranialt om béackeninloppet pa
respektive sida. Aggstockarna har elliptisk form och #r
cirka 4-6 cm langa.

Aggstockarna bestér till stor del av bindviv som #r vil
karlforsorjd. Inbdddade i1 bindvdven finns en mingd
strukturer kallade folliklar eller 4ggblasor, var och en av
dessa innehdller en oocyt. Om ovulation har skett kan
aven gulkroppar ses 1 dggstockarna. Utover funktionen att
producera oocyter sd tillverkar dggstockarna dven
kdnshormoner sa som dstrogen och progesteron.

Tuba uterina

Aggledarens funktion 4r att transportera oocyten frin
4dggstocken till livmodern. Aggledaren kan delas in i tre
delar: infundibulum, ampulla och isthmus. Den forsta
delen, infundibulum, ar trattliknande och omsluter delvis
dggstocken. Hér finns fingerlika utskott kallade fimbriae,
vars uppgift ar att finga upp oocyten och leda den vidare
ner 1 dggledaren. I ampulla sker vanligen sjdlva
befruktningen och isthmus &r den sista delen som ansluter
till livmodern. Hos not ar dggledaren generellt ca 15-30
cm lang.

Uterus och cervix

Kons livmoder bestar av en relativt liten kropp och tva
horn. Hornen ringlar sig ventralt runt sig sjdlva och den
forsta utbuktningen dr vind dorsokranialt. Utvirtes
verkar livmoderkroppen till synes vildigt ldng, men det
ar de kaudala delarna av hornen som &r omslutna av en
gemensam ser0s och muskuldr hinna. Livmoderns
funktion &r att transportera sperma till &dggledarna,
skydda och tillfora fostret ndring, avlagsna restprodukter,
transportera fostret ut ur moderns kropp vid férlossning
samt ge information till resterande reproduktionssystem
om draktighetens stadium. Cervix som forbinder
livmodern med vaginan, har ett smalt lumen och en tjock
vigg. Viggen bestar till mestadelsav elastiska fibrer och
4

Figur 1: Honliga reproduktionsorgan
hos not. Bild av Amanda Hammarstrém
modifierad efter original av Konig et al.,
(2014).

1, Livmoderhorn med karunkler, 2,
A.ggstock; 3, Livmoderkropp, 4,
Livmoderhals; 5, Vagina; 6, Extern
oppning av uretra; 7, Vestibulum, 8§,
Vulva med klitoris.
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Figur 2: Honliga reproduktionsorganen
hos not, vinster sidovy. Bild av Amanda
Hammarstrom modifierad efter original
av Konig et al., (2014).

1, Klitoris; 2, Uretra, 3, Urinbldsa; 4,
Vagina, 5, Vestibulum, 6, Livmoderhals;
7, Livmoderhorn; 8, Aggstock.



glatt muskulatur. Véggen dndrar sin struktur beroende pa hormonpéverkan, exempelvis forlorar
den sin fasthet innan forlossning for att mojliggora fostrets passage.

Vagina och vestibulum

Vaginan ér kanalen som leder fran cervix till uretras mynning. Det &dr det honliga organet for
kopulation. Hos ko begrénsar den utskjutande cervix, portio, lumen i den kraniala delen av
vagina till ett ringliknande utrymme, kallat fornix. Vestibulum utgdr den kaudala delen av
kopulationsorganet, delen fran uretras mynning till vulva.

Vulva

De externa genitalorganen bestdr av vulva och klitoris. Vulvan bestar av tva vertikala
blygdldppar och dr beldgen ventralt om anus. Blygdldpparna ér vanligtvis tétt slutna och ventralt
mellan dessa sitter klitoris.

Normal kdnsutveckling

Vid befruktning, dd antingen en X- eller Y-kromosombérande spermie fuserar med en oocyt,
faststills det genetiska konet. Huruvida fostret senare utvecklar testiklar eller ggstockar avgors
av ndrvaron av en gen pa Y-kromosomen, kallad SRY-genen. Den kodar for ett protein, s kallat
testical-determining factor, vilken dr nodvandig for att gonaderna ska utvecklas till testiklar.
Genetiska honor (XX) saknar Y-kromosomen och sdledes SRY-genen, vilket leder till att
gonaderna istéllet utvecklas till 4ggstockar.

Under gastrulationen dvergér embryonalplattan frdn att vara didermisk till att bestd av tre
groddblad;ektoderm, mesoderm och endoderm. Under denna process forlorar de flesta celler
sin pluripotens, vilket dr formédgan att utvecklas till alla celltyper hos djuret. Gonocyterna
bibehéller dock sin pluripotens. De far sin identitet redan i epiblasten och forflyttar sig
dérifranvia intraembryonalt endoderm till det viscerala mesodermet som omger gulesdcken.

Gonader framtrdader till en borjan som tvd longitudinella konslister 1 det intermedidra
mesodermet. De formas genom proliferation av epitelceller och fortdtning av underliggande
mesenkym. Frin konslisterna formas frén borjan bdde de wolffska och de miillerska gangarna.
Beroende pa genetiskt kon sa kommer en av dessa gdngar under konsutvecklingen att utvecklas
medan den andra degenererar. I detta stadium &r det omgjligt att avgora embryots kon och dirav
befinner sig gonaderna i ett indifferent stadium.

Runt dag 25 hos not anldnder gonocyterna, genom migration, fran det viscerala mesodermet
som omger gulesidcken till konslisterna. Dessa konsceller kommer sd smaningom att bilda
spermier alternativt oocyter. Narvaron av de primitiva konscellerna initierar differentieringen
av gonaderna till antingen testiklar eller 4ggstockar.

Utvecklingen av sekundira reproduktionsorgan sd som de yttre konsorganen samt honliga och
hanliga gangsystem styrs 1 nista steg av om gonaderna utvecklas till testiklar alternativt
dggstockar och det dr denna utveckling som faststdller embryots kon.



Hanlig utveckling

Generna SOX9 och WNT4 finns bada uttryckta i konslisterna dd gonaderna befinner sig 1 ett
indifferent stadium. Om embryot dr genetiskt hanligt sd kommer de primitiva konscellerna att
bira pd ett XY-komplex. Y-kromosomen bédr pd SRY-genen och uttrycket av denna gen
kommer att uppreglera SOX9 och inhibera WNT4, vilket aktiverar uttrycket av en annan gen,
SF1. Uttrycket av SF1 leder till att somatiska celler i gonaderna kommer att differentieras till
sertoliceller och 1 mesenkymet mellan testikelstringarna utvecklas den forsta generationen av
androgenproducerande leydigceller. Hos not sker detta runt dag 42. I figur 3 ses schematiskt
hur de olika generna ansvarar for differentieringen av testiklar respektive dggstockar.

Leydigcellerna producerar testosteron som influerar de wolffska gangarna att utvecklas vidare
till de inre hanliga reproduktionsorganen i form av bitestiklar, sddesledare, ductuli efferentes
och siddesblasor. Testosteron omvandlas dven till dihydrotestosteron som medierar bildningen
av de yttre konsorganen till penis och scrotum samt testiklarnas nedvandring fran bukhalan, via
inguinalkanalen till scrotum.

Forutom testosteron producerar testikelvivnaden aven AMH (Anti-Miillerian Hormone), vilket
ar ett hormon som orsakar tillbakabildningen av de miillerska gangarna hos det hanliga fostret
(Rota et al., 2002). AMH ir ett glykoprotein som hos hanar produceras av sertoliceller, frdn
den tidiga konsutvecklingen till och med konsmognad (Bézard ef al., 1988). Nirvaron av dessa
tva hormon dr nédvandig for en hanlig konsutveckling.

Hane (XY) Hona (XX)
SRY __\ WNT4
e YR
| PEESS 4 N\
- y \.
SOX9 ﬁ -~ / \\\
/ \ S V. \
SF1 Andra gener == DAX 1 Andra gener
N\ p \ /
\\ / \ //
‘A 4 N "4

@ ‘J\iggstocka an)

" “2omp,
AMH - Sertoliceller Testosteron - Leydigceller Ostrogen

Figur 3: Schematisk bild 6ver hur gener paverkar differentiering av testiklar respektive dggstockar. Bild
av Amanda Hammarstrom modifierad efter original av Sadler et al. (2017).



Honlig utveckling

Avsaknaden av Y-kromosomen och sdledes SRY-genen leder till att WNT4 inte inhiberas,
vilket gor att den nukledra receptorn DAX1 uppregleras och den, i sin tur, leder till inhibering
av SOX9. WNT4 reglerar dven andra gener som ansvarar for differentieringen till dggstockar
men dessa gener har inte identifierats. Hos n6t sker detta runt dag 50-60.

Avsaknaden av testosteron leder till att de wolffska gangarna degenererar, medan avsaknaden
av AMH i ett tidigt stadium, tillsammans med ndrvaron av dstrogen, leder till att de miillerska
gdngarna kan utvecklas vidare till de inre honliga reproduktionsorganen bestiende av
4dggledare, livmoder, livmoderhals och vagina. Ostrogen stimulerar #ven bildningen av de yttre
honliga konsorganen sdsom klitoris, vulva och kaudala delen av vagina. Nedan, i figur 4, ses
en schematisk bild av det indifferenta stadiet 1 konsutvecklingen jamfort med de honliga och
hanliga differentierade stadierna.

Hos honor produceras ocksé AMH men av granulosaceller i dggstockarna (Bézard et al., 1988).
Detta sker dock senare under fostertiden, da de miillerska gangarna inte lingre paverkas av
hormonet (Teixeira et al., 2001).

Figur 4. En schematisk jimforelse mellan det indifferenta stadiet i den embryonal konsutveckling (4)
med de differentierade honliga (B) respektive hanliga (C) stadierna. Bild av Amanda Hammarstrom
modifierad efter original av Konig et al., (2014).

A: 1, Gonad, 2, Miillersk gdng; 3,“ Wolffsk gang, 4, Mesonefros; 5, Kraniala gonadligamentet; 6,
Kaudala gonadligamentet. B: 1, Aggstock, 2, Livmoderhorn, 3, Livmoder. C: 1, Testikel; 2,
Sddesledare; 3, Sidesblasor; 4, Rest av miillerska gangarna.
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Freemartinism
Definition

Freemartinism star for den vanligaste formen av intersexualitet hos ndtkreatur (Padula, 2005).
En freemartinkviga kan generellt definieras som en steril honkalv, tvillingf6dd med en hane.
Honkalven dr dven chimir (XX/XY), vilket definieras som ett djur vars kropp innehaller celler
med ursprung frin olika zygoter (Blood et al, 2007). Hos dessa hondjur 4r de inre
reproduktionsorganen av overvdgande hanlig karaktir medan de yttre reproduktionsorganen
vanligen dr av mer honlig karaktér, men det finns variationer (Lillie, 1917). En freemartinkviga
uppstar vid driktighet med tvadggstvillingar av motsatt kon da utvecklingen av honkalvens
reproduktionsorgan modifieras, till f61jd av paverkan av kdnshormoner fran den hanliga kalven.

Uppkomst

For att freemartinism ska uppsta krivs tre forutsattningar, en draktighet med tvadggstvillingar
och att fostren dr av motsatt kon samt en gemensam cirkulation genom bildning av vaskuléra
anastomoser mellan fosterhinnorna (Zhang et al., 1994). Dessa vaskuldra anastomoser (se figur
5) bildas sekundart till en fusion av tvillingarnas respektive korionhinna (Lillie, 1917). I den
tidiga embryonala utvecklingen sker det normalt en forlingning av blastocysten, den vixer ut
som en strangliknande séck i1 det ena livmoderhornets lumen och vidare ut i det motsatta hornet.
Denna forldngning gar snabbt, inom ca 18 dagar, och &r en forutsittning for att korionhinnorna
vid tvillingdrédktighet kan Gverlappa varandra och pa sé sitt genomgé en fusion. Vaskuléra
anastomoser ir sedan mojliga nir de tvéa allantoishinnorna méts, eller tidigare nér allantois
genomgar fusion med korionhinnan, eftersom blodkérlen i1 allantoishinnans viscerala mesoderm
tenderar att sprida sig dven utanfor omradet for sjdlva fusionen.

Figur 5: Schematisk bild 6ver vaskuldra anastomoser mellan fostren under tvillingdrdktighet hos nét.
Bild av Amanda Hammarstrom modifierad efter original av Lillie, (1917). Honkalv till hoger i bild och
hankalv till vinster.



I fall med tvillingdraktighet dér fostren dr av motsatt kon, och dir honkalven har visats vara
fertil samt haft normalt utvecklade reproduktionsorgan, har anastomoser inte pavisats vilket
styrker att en gemensam cirkulation samt hormonell paverkan fran hankalven ér en forutséttning
for freemartinism (Lillie, 1917).

Varfor det ar just honan som blir mest pdverkad hormonellt vid tvillingdréktighet beror pa att
den embryonala konsutvecklingen hos hanar borjar tidigare @n hos honor (Lillie, 1917). Forsta
stegen av konsutvecklingen borjar ungefar runt dag 42 hos handjuren, jaimfort med dag 50-60
hos hondjuren. Testikeln har ett forsprang med bildning av interstitiell vdvnad och ddrmed
hormonproduktion jamfort med dggstockarna, vilket vid delad cirkulation leder till en hdmning
av de honliga reproduktionsorganens utveckling.

AMH har visats vara den frimsta anledningen till att freemartinism uppstir hos notkreatur
(Josso et al., 1998). AMH péverkar gonaderna hos freemartinfostret genom att vid tiden for
honlig konsutveckling stora si att syntesen av Ostrogen som observeras hos normala honor
istillet véxlar over till syntes av androgener (Mendes, 2012). Vid exponering av AMH 1
gonaderna hos honkalven ses dven differentiering av epitelceller till sertoliliknande celler.
Degenerationen av de miillerska gdngarna borjar runt dag 55 hos bdde hankalven och
freemartinfostret.

I en studie jimforde man nivderna av tre olika hormoner i plasma, taget frén freemartinkvigor
och frén normala honliga respektive hanliga notkreatur (Rota ef al., 2002). Hormonerna som
kontrollerades var testosteron, progesteron och AMH. Resultaten visade att testosteron foljde
ett monster med okande nivéer hos hanar, fran 1 ng/ml vid 5 manaders alder till 6ver 3 ng/ml
vid 10 ménaders dlder. Vid samma éaldrar hos honor samt freemartinkvigorna lag nivéerna hela
tiden under 0,4 ng/ml i plasma.

Nivaerna for progesteron lag under 0,4 ng/ml, vid alla provtagna aldrar bide hos
freemartinkvigor och normala honor (Rota et al, 2002). Nivderna skiljde sig forst vid
kdnsmognad, da de normala honorna borjade {4 cykliska vérden.

Vid fodseln hade freemartinkvigor och hankalvar valdigt hoga nivaer av AMH, runt 700 ng/ml
1 plasma, jamfort med nyfédda honor som alla lag under 120 ng/ml (Rota ef al., 2002). Darefter
var koncentrationen av AMH 1 plasma hos honor stabil under det forsta aret, runt 90 ng/ml,
medan hanar nddde ett maxvirde vid ungefar 1000 ng/ml, efter 5 manader, och darefter sjonk
nivan till runt 200 ng/ml efter 9 manader. Hos freemartinkvigorna sjonk de hoga
koncentrationerna av AMH, som sdgs vid fodseln, snabbt ner till <200 ng/ml under forsta
levnadsveckan. Efter 9 dagar syntes ingen signifikant skillnad mellan freemartinkvigor och
vanliga honor. Den snabba sinkningen av. AMH-koncentration hos freemartinkvigor efter
fodseln indikerar avsaknad av funktionell testikelvdvnad, vilket tyder pd att AMH
ursprungligen hidrstammar frén tvillinghanen vilket stimmer vil 6verens med den kraftiga
sdnkning man ser hos unga tjurar som kastreras.
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Anatomiska férandringar

Hos hankalven borjar differentieringen av testiklarna cirka dag 42 och ungefir en vecka senare
kan ingen signifikant skillnad mellan freemartinfoster och normala honor pévisas (Jost et al.,
1972). Under ndstkommande tva veckor ér det diremot mdjligt att identifiera freemartin-foster.
Forst sker en inhibering av dggstockarnas samt de miillerska gangarnas utveckling, medan
maskulinisering av resterande konskaraktdrer inte sker forrdan dag 60.

Honkalven som under tvillingdriktighet exponeras for AMH uppvisar dvérgvixt av
aggstockarna och utvecklar olika grader av maskulinitet av de inre reproduktionsorganen,
inkluderat hypoplasi av livmoder och vagina (Vigier et al., 1988). Gonaderna hos runt 80 dagar
gamla freemartinfoster liknar mer sma testiklar dn dggstockar och uppvisar testikelgangar,
leydig-liknande celler samt vélutvecklad tunica albuginea (Dominguez et al., 1990). I den
studien, ddr man tittade pa gonaderna hos freemartinfoster som var 50 dagar eller dldre jamfort
med en kontrollgrupp, uppvisades att gonaderna hos freemartinfoster var mindre. Detta stodjs
av tidigare forskning dér ett avbrott i tillvixt av gonaderna observerades runt dag 48 hos
freemartinfoster (Jost et al., 1972).

Nagra andra anatomiska fordndringar som ses hos freemartinfoster dr degeneration av de
miillerska gangarna, precis som hos hanar, men man ser samtidigt tecken pa att de har utvecklats
som hos honor i olika grad innan degeneration initierats (Bissonnette, 1924). Bildning av de
wolffska gangarna kan ses som hos hanar men i kombination med en tidigt ofullstindig
degeneration som hos honor. I en studie dar man tittade pa 25 freemartinfoster som var 84 dagar
eller dldre kunde bilateral utvéxt av processus vaginalis, vilket dr en utbuktning fran parietala
peritoneum mot inguinalkanalen, l&tt identifieras (Schoot et al., 1995).

Livmoderhalsen dr sdllan ndrvarande alternativt underutvecklad hos en freemartinkviga,
sddesblasor ses ofta medan nirvaro av prostata dr mer ovanligt (Mendes, 2012). Det &r vanligt
att dggledare inte hittas vid morfologisk undersokning. I vissa fall, ddr reproduktionsorganen
hos freemartinfoster genomgatt en hog grad av maskulinisering, kan gonaderna hittas i inguinal-
omridet men det &r vanligare att de dr placerade i buken, dédr dggstockarna normalt dr
lokaliserade.
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Graden av maskulinisering av de inre reproduktionsorganen hos freemartinkvigor varierar
mellan individer (Lillie, 1917). Nedan ses tva fall av freemartinism (figur 6-7) som beskrivits
av Lillie (1917) vilka kan jaimforas med figurerna 8 och 9 dér normala hanliga och honliga
reproduktionsorgan hos foster kan ses. I figur 6 ses organ dir en 1 stort sett komplett
maskulinisering av de inre reproduktionsorganen hos en freemartinkviga har skett. Vulvan ér
normal och leder in till ett kort urogenitalsinus. Bortom det finns inga spér av vagina, livmoder
eller livmoderhorn. Fran urogenitalsinus avgar de wolffska gangarna och lateralt om dessa syns
sddesblasor. Gonaderna dr sma och testikelliknande med ett bitestikelliknande organ anslutet
till sig samt en komplett avsaknad av dggstocksbark har pavisats histologiskt. De miillerska
gingarna har degenererat fullstindigt. De yttre konsorganen har ett i stort sett normalt honligt
utseende, forutom en létt hypertrofi av klitoris.

@5\?:)/5 LN\ - /9 ._ Knoad” |
T\ ———] %79\}, -»
Figur 6: Reproduktionsorganen hos en 7 veckor Figur 7: Sterilt freemartinfoster 16,3 cm. Bild
gammal freemartinkviga. Bild av Amanda av Amanda Hammarstrém modifierad efter
Hammarstrom modifierad efter original av Lillie original av Lillie (1917).
(1917).

1, Gonad; 2, Wolffsk gdang, 3, Gubernaculum,
1, Bitestikelliknande organ; 2, Testikelliknande 4, Urogenitalsinus, 5, Klitoris.
gonad,; 3, Wolffsk gang, 4, Sddesbldsa, 5, Klitoris

I figur 7 ses ett fall av freemartinism dér maskulinisering inte &r fullt sa komplett. Gonaderna
ar mindre dn normalt, vilket dr framtrddande. Gubernacula har ersatt /igamentum teres uteri och
de miillerska gangarna ar underutvecklade men inte fullstindigt degenererade. Bildning av
sddesblasor har inte skett till skillnad frén fallet 1 figur 6. Det syns en tydlig skillnad 1 bildningen
av gangsystemen hos det normala honliga fostret jamfort med detta fall av freemartinism.
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Figur 8: Reproduktionsorgan hos normalt Figur 9: Reproduktionsorgan hos normalt
hanfoster pd 15,8 cm. Bild av Amanda Hammar- honfoster pd 20 cm. Bild av Amanda Hammar-
strom modifierad efter original av Lillie (1917). strom modifierad efter original av Lillie (1917).
1, Testikel; 2, Saccus vaginalis, 3, Wolffsk gang; 1, Aggstock; 2, Livmoderhorn; 3, Ligamentum
4, Sddesblasa; 5, Gubernaculum, 6, teres uteri ;4, Ureter; 5, Vagina; 6,
Urogenitalsinus, 7, Penisroten. Urogenitalsinus; 7, Klitoris.

De yttre konsorganen hos freemartinkvigor har oftast ett normalt honligt utseende, men
variationer finns (Mendes, 2012). De mest frekventa avvikelserna som ses dr en forstorad
klitoris tillsammans med en liten vulva och en framtrddande tofs av har. Det dr generellt
accepterat att hos de flesta freemartinkvigor dr vaginan kortare &n hos normala honor och den
slutar ofta blint oberoende av utvecklingen av livmodern. Hos vuxna freemartinkvigor ar
vaginans lingd endast 8-10 cm medan den hos normala kvigor méter upp till 30 cm.

Den stora variationen inom freemartinism ndr det géller graden av maskulinisering av de inre
reproduktionsorganen verkar vara relaterad till hur tidigt de vaskuldra anastomoserna uppstar
under den embryonala utvecklingen, vilket tilldter de hanliga hormonen AMH och testosteron
att paverka konsutvecklingen hos honkalven i1 olika hog grad (Peretti et al., 2008). Denna
forklaring diskuterades redan av Lillie, (1917) och har dven accepterats av andra som studerat
freemartinism s& som Chapin, (1917) och Bissonette, (1924).
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Effekter pa hankalven

Under fostertiden leder den gemensamma cirkulationen till chimerism hos béda fostren (Padula,
2005). Det finns tva effekter relaterat till tjurar som &r av speciellt intresse, fertilitet samt
konsfordelning hos avkomman. Nérvaro av XX-celler bland tjurarnas lymfocyter har véckt
forslag till att det skulle kunna leda till en storre andel honlig avkomma fran dessa tjurar. Enligt
Padula (2005) har dock en litteraturgenomgang av Long (1979) avseende konsfordelningen inte
hittat grund for ett samband mellan chimera-tjurar och ett hogre antal honlig avkomma.

I en studie med 22 tjurar som var tvillingfédda med en freemartinkviga, pavisades chimerism,
XX/XY i lymfocyterna, hos 12 av dessa tjurar, med hjélp av karyotypning (Dunn et al., 1979).
En hogre andel av dessa, 7 av 12, avlivades pa grund av lag fertilitet jamfort med en
avlivningsfrekvens pa endast 7 av 128 hos kontrollerna. Spermieabnormaliteter samt testikulér
degeneration pavisades ocksa hos dessa tjurar genom histologisk utvirdering.

Baserat pd denna studie med 12 chimeriska tjurar och 128 kontroller, visades en 58 %risk att
en chimerisk tjur avlivas pa grund av lag fertilitet inom sina 10 fOrsta levnadsér jamfort med
endast 5 % risk for en ensamfodd icke-chimerisk tjur (Dunn et al., 1979).

I en annan studie, dér fyra av 300 tjurar identifierades med chimerism genom karyotypning,
sags dock inga samband med ldgre fertilitet (Padula, 2005). Senare litteratur ndmner att
konsutvecklingen och fertiliteten hos chimira tjurar oftast &r opaverkad (Szczerbal &
Switonski, 2016).

Multipla ovulationer och mjolkavkastning

Tvillingdréaktigheter hos mjolkkor &r oonskade da de reducerar den reproduktiva effektiviteten
och djurdgarens 16nsamhet (Lopez et al., 2005). I studien av Lopez ef al. undersdktes sambandet
mellan multipla ovulationer och en hog mjolkavkastning hos kor. De anvénde sig av 267
mjolkkor och visade att frekvensen av multipla ovulationer var 1,6 %, 16,9 % och 47,7 % for
ovulationer hos korna som respektive producerade <35, <45 och > 45 kg mj6lk/dygn. Generellt
sags ett samband mellan hog mjélkavkastning och multipla ovulationer.

Mekanismerna bakom ovulationsfrekvensen hos nét under normala forhdllanden &r inte
faststillda (Lopez et al., 2005). Observationer har dock visat hormonella skillnader mellan kor
med multipla ovulationer och kor med en ovulation per cykel. Hos kor med multipla ovulationer
sags liagre nivaer av progesteron samt hogre nivéer av follikelstimulerande hormon (FSH),
luteiniserande hormon (LH) och 6strogen. Forfattarna diskuterar att 14gre nivaer av cirkulerande
progesteron under utvecklingen av den preovulatoriska vagen kan leda till 6kade nivéer av FSH
och LH, vilket i sin tur kan leda till 6kat antal multipla ovulationer.

Hos kor med hog mj6lkavkastning sdgs laga koncentrationer av cirkulerande progesteron, vilket
antas bero pa en okad steroidmetabolism som é&r associerad med hég mjolkproduktion och en
hog foderforbrukning (Lopez et al., 2005). Baserat pa sambandet mellan hog mjolkavkastning
och multipla ovulationer som observerats i denna studie kan det antas att frekvensen av
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tvillingdriktigheter hos nét kommer att fortsitta Oka tillsammans med allt hogre
mjolkproduktion.

En okad frekvens av tvillingfodslar i korrelation till mjolkavkastning hos not styrks av en studie
1 Polen, diar man observerat en 6kning mellan dren 2005 och 2013 (Szczerbal et al., 2014).
Studien pavisade att medelavkastningen av mjolk 6kade fran 9 700 kg ar 2005 till 11 500 kg ar
2013 och 1 denna population dkade tvillingfrekvensen under samma period fran 1,5 % ar 2005
till 5,9 % ar 2013.

Behov av diagnostiska metoder

Forekomsten av freemartinkvigor forutsétter forekomsten av tvillingdraktigheter hos nét. Vid
tvillingdriktigheter dar fostren dr av motsatt kon sa har det observerats att majoriteten, 82-97
% av de honliga kalvarna dr freemartinkvigor samt chimira, XX/XY (Qiu et al., 2018).
Chimerism 1 detta fall innebér att XY-celler fran det hanliga fostret Gverfors till den honliga
tvillingen via vaskuldra anastomoser och resulterar i en XX/XY-chimar vilket tillsammans med
den hormonella péverkan bidrar till inhiberingen av den normala honliga konsutvecklingen
(Peretti et al., 2008).

Cirka 10 % av honliga kalvar fodda som tvillingar till hanliga kalvar har dock visats sig vara
fertila (Qiu et al., 2018). Djurdgarna tenderar att avliva alla freemartinkvigor redan innan de
vet om de dr fertila, i brist pa effektiva och praktiska diagnostiska alternativ, vilket leder till
bade ekonomiska och genetiska forluster inom sévil mj6lk- som kottindustrin.

Behovet av tillforlitliga och inte alltfor dyra diagnostiska metoder for att identifiera
freemartinkvigor vid fodseln eller tidigare har blivit av allt storre betydelse for att reducera
onddiga ekonomiska forluster samt bevara viktigt genetiskt material (Biswas et al., 2015).
Manga diagnostiska metoder har etablerats for att identifiera freemartinism, daribland klinisk
undersokning inkluderande métning av vaginans lingd (Khan & Foley, 1994), karyotypning for
XX/XY-chimdrer (Dunn et al, 1981), PCR for att detektera specifika segment pa Y-
kromosomen (Hirayama et al., 2007) samt kvantitativ detektion av hormoner som AMH,
progesteron och Ostrogen (Rota et al., 2002).

Identifikation av freemartinkvigor genom klinisk undersdkning baseras pa tvé kliniska tecken
som oftast ses hos freemartinkvigor, en vagina som &r kortare d4n en normal samt nérvaron av
sddesblasor, vilka kan métas och palperas (Mendes, 2012). Fordelen med denna metod ar att
den ar enkel, snabb och billig jamf6rt med laboratorietester men dé inte alla freemartinkvigor
har en kortare vagina sé ar det inte ett 100 % paélitligt test.

Majoriteten av resterande metoder dr baserade pa antagandet att freemartinkvigor dr chiméarer
(XX/XY), och att fertila honor tvillingfédda med en hane inte &r chimérer (Qiu et al., 2018).
Det har dock pavisats tre fall med freemartinkvigor dar chimerism detekterats och de har anda
varit fertila (Fujishiro et al., 1995). Fertila chimira freemartinkvigor skulle kunna vara ett
tillfalligt fenomen men det har inspirerat till utveckling av mer exakt och effektiv diagnostik
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for att identifiera fertila honor, tvillingfédda med en hankalv, vilket kan underlitta for
djurdgarna vid selektion av kvigor (Qiu et al., 2018).

En studie av Qiu ef al., (2018) har visat att en kvantifiering av SRY-genen genom qPCR &r en
effektivare detektionsmetod for diagnos av freemartinkvigor jamfort med exempelvis PCR.
Blodprov fran freemartinkvigor inneholl en relativt hog halt av SRY medan halten av SRY hos
fertila honkalvar tvillingfédda med en hankalv var relativt l1dg. Resultaten fran denna studie
indikerar att ldga halter av SRY inte paverkar fertiliteten hos honkalvar tvillingfédda med en
hankalv. Det krivs dock fortsatt forskning for att bekréfta detta samt for att utveckla en praktiskt
anvindbar metod for identifiering av freemartinkvigor.

DISKUSSION

Syftet med detta arbete var framforallt att underséka den normala honliga konsutvecklingen
och jamfora den med den konsutveckling som sker hos freemartinfoster vilka &r tvillingar med
en hankalv, samt vilka anatomiska skillnader man kan se mellan dessa. Effekter pd hankalven
vid freemartinism belystes ocksa.

Sammanfattningsvis kan sédgas att for att den normala honliga konsutvecklingen ska inhiberas
och en freemartinkviga skapas krdvs en tvillingdraktighet dér fostren dr av motsatt kon och
vaskuldra anastomoser maste etableras mellan fosterhinnorna sa att de hanliga konshormonen
kan 6verforas fran hankalven till honkalven via den gemensamma cirkulationen (Padula, 2005).
Tidpunkten for etablering av kontakt och diarmed tiden for nir AMH och testosteron fran det
hanliga fostret kan dverforas och ha sin verkan pa den honliga konsutvecklingen ér av vikt for
graden av maskulinisering av reproduktionsorganen som sker hos honan.

Den hanliga konsutvecklingen initieras runt dag 42 hos ndt och beror pa nirvaron av SRY-
genen pa Y-kromosomen, vilket senare leder till produktion av de hanliga kdnshormonerna
AMH, testosteron och dihydrotestosteron (Hyttel, 2010). Den honliga konsutvecklingen
initieras istéllet av frinvaron av SRY-genen, vilket tilldter andra gener att i ett senare stadium,
runt dag 50-60 hos nét, initiera gonadernas differentiering till 4ggstockar istdllet for testiklar
(Jost et al., 1972).

Vid freemartinism stors den normala konsutvecklingen hos den honliga tvillingen genom
paverkan frdn framforallt hanliga konshormoner som O&verfors via den gemensamma
cirkulationen under fostertiden. XY-celler 6verfors ocksd, vilket resulterar i chiméra
freemartinfoster men 1 en studie dar man undersokte sambandet mellan graden av hanligt
modifierade reproduktionsorgan hos freemartinfoster och procenten av XX/XY -celler fann man
ingen korrelation (Peretti et al., 2008). Den hormonella padverkan verkar ddrmed spela storst
roll vid inhiberingen samt modifieringen av de honliga reproduktionsorganen.

Den normala honliga konsutvecklingen inhiberas ddrmed framst, till olika grad hos
freemartinfoster, till f6ljd av exponering for AMH och testosteron (Josso et al., 1998).
Ostrogenproduktionen himmas och istillet sker en ackumulation av hanliga konshormoner
(Mendes, 2012). Bildning av dggstocksbarken inhiberas istillet for att proliferera, som hos den
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normala honan, vilket leder till gonadernas reducerade storlek som ses hos freemartinfoster
(Jost et al.,, 1972). AMH influerar de miillerska géngarna att tillbakabildas och testosteron
paverkar de wolffska gidngarna att utvecklas, vilket leder till en maskulinisering av de honliga
reproduktionsorganen.

Nar det kommer till de anatomiska fordndringarna av de honliga reproduktionsorganen hos
freemartinfoster och -kvigor ses en bred variation i1 graden av maskulinisering, fran néastintill
komplett maskulinisering till i princip normala honliga reproduktionsorgan (Lillie, 1917). Detta
antas bero pa ndr de vaskuldra anastomoserna etableras och darmed under vilket stadium den
normala honliga kénsutvecklingen blir stord av hanliga kénshormon. Aven om variationen ir
bred finns det en del generellt accepterade fordndringar som drabbar de flesta freemartinfoster,
bland dessa kan ndmnas forminskade gonader, degenererade miillerska gangar i olika grad,
kortare vagina som slutar blint, en livmoderhals som sidllan &r nérvarande alternativt
degenererad, nirvaro av sddesblasor och klitoris dr ofta forstorad.

Effekterna pd hankalven 1 sin tur verkar for det mesta vara forsumbara, en del studier visar att
XX-chimira tjurar har ldgre fertilitet medan andra inte uppvisar ndgot signifikant samband
mellan lagre fertilitet och XX-chimérer enligt ssammanfattning av Padula (2005) och en studie
av Szczerbal och Switonski (2016). Chimerism dr detekterat hos tjurar men vilka reproduktiva
effekter det har ar inte fullstindigt faststéllt, hdr behovs fler studier for att avgora vilken
inverkan freemartinism har pa hankalven.

Det dr allmént ként att hogproducerande djur ofta lider av fertilitetsproblem. Det har dock
pavisats samband mellan hog mjolkavkastning och multipla ovulationer (Lopez et al., 2015).
Mer forskning inom detta omrade krdvs men enligt Lopez et al. kan det antas att den hoga
steroidmetabolism som ses hos hogproducerande djur skulle kunna férorsaka en hormonell
rubbning som i sin tur orsakar multipla ovulationer hos korna. Baserat pa detta samband kan
man anta att frekvensen av tvillingdraktigheter hos mjolkkor kan komma att 6ka, dd man ofta
stravar efter fler hoglakterande djur for ekonomisk vinning, ett samband som visats av
Szczerbal et al. (2016). Tvillingdraktigheter hos not dr dock inte onskvért eftersom det enligt
Mendes (2012) bland annat kan predisponera for forlossningssvarigheter, vilket jag tédnker i sin
tur skulle kunna leda till en 6kad dodlighet eller prematura fodslar och ddrmed ekonomiska
forluster.

Freemartinism leder ocksa till ekonomiska forluster da freemartinkvigor oftast avlivas, 1 tron
att de dr sterila, trots att det visats att cirka 10 % av de honkalvar som tvillingfédds med en
hankalv faktiskt ar fertila (Qiu et al, 2018). Det foreligger en brist pa sidkra och praktiskt
anvindbara diagnostiska metoder for att undvika bade ekonomiska och genetiska forluster
(Biswas et al., 2015). Det har utformats en hel del diagnostiska metoder for att identifiera
freemartinfoster och kvigor men ingen metod &r helt tillfredstdllande. Fran de studier som tagits
upp 1 detta arbete tycker jag att en klinisk undersokning verkar vara ett bra forsta alternativ och
1 fall denna metod inte ger tydligt resultat och misstanke fortfarande kvarstar, exempelvis da
kvigan ar tvillingfodd till en hane, kan man g vidare med labratorietester. Mer forskning kréavs
dock for att utforma labratorietest som &r praktiskt anvindbara och tillforlitliga.
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