Praktyczne wykorzystanie wiedzy
o hormonie antymiullerowskim
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rancuski endokrynolog, profesor Alfred

Jost (1916—1991) w potowie XX w. pod-
jat badania nad zjawiskami réznicowania
sie plci. Jednym z odkry¢ stalo sie ujaw-
nienie u ptodéw meskich substancji, na-
zwanej pierwotnie ,Miillerian inhibitor’,
bioracej udzial w rozwoju osobnika w kie-
runku meskim (1). Hormon antymiille-
rowski (anti-Millerian hormone — AMH
lub Miillerian inhibiting substance — MIS)
jest glikoproteing nalezaca do nadrodziny
transformujacych czynnikéw wzrostu beta
(TGE-B), kodowana u ludzi przez gen zlo-
kalizowany na krétkim ramieniu chromo-
somu 19 (2), a u psa w chromosomie 20 (3).

Hormon ten wykazuje swoje biologiczne
dzialanie za posrednictwem swoistego re-
ceptora typu II (AMHR2), po zwiazaniu
z ktérym, przylaczajac nastepnie receptor
typu I (AMHR1), inicjuje docelowa $ciez-
ke sygnalowa (cyt. za 4).

Takze wspélczesnie AMH kojarzy sie
przede wszystkim jako czynnik odgry-
wajacy wiodaca role w ksztaltowaniu sie
plci plodu. Jest on jednak takze produko-
wany u osobnikéw dojrzewajacych i do-
rostych. Uzyskal znaczenie diagnostycz-
ne w medycynie czlowieka, gléwnie w gi-
nekologii, andrologii i onkologii. Prébuje
sie réwniez poznac jego role i wykorzysta¢

ja w weterynarii. W artykule starano sie
przyblizy¢ aktualny stan wiedzy i prakty-
ki w tym zakresie.

Rola AMH w embriogenezie

Jak wiadomo, determinacja plci u ssakéw
bierze swéj poczatek w zaptodnieniu, pod-
czas ktérego dochodzi do fuzji gamety zen-
skiej — oocytu, wyposazonego w chromo-
som plciowy X, z gameta meska — plem-
nikiem, wyposazonym albo w chromosom
plciowy X albo chromosom piciowy Y.
W drugim przypadku ksztaltuje sie osobnik
meski o zestawie chromosoméw plciowych
XY. Noénikiem plci meskiej jest zlokalizo-
wany w chromosomie Y gen Sry, warun-
kujacy uruchomienie szlaku réznicowania
w kierunku meskim. Pierwotne gonady sta-
ja sie jadrami. Komérki podporowe (Ser-
tolego) ptodowego jadra wydzielajg AMH,
powodujacy zanikanie przewoddéw przy-
$rédnerczowych (dawniej Miillera), ktére
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u osobnikéw zeniskich daja poczatek maci-
cy, jajowodom i doglowowej czesci pochwy.
Wydzielanie AMH i poczatek zaniku wspo-
mnianych przewodéw zachodzi w plodach
psich wkroétce po zapoczatkowaniu roz-
nicowania sie jader, czyli ok. 35-36 dnia
ciazy. Jednoczesnie AMH wspiera rozwdj
struktur wywodzacych sie z przewodéw
$rédnerczowych (dawniej Wolfa), tzn. na-
jadrzy i nasieniowoddéw oraz réznicowanie
sie w gonadach meskich komdrek Leydiga,
produkujacych testosteron. Z kolei u plo-
déw o kariotypie plciowym zenskim (XX)
brak jest $ciezki warunkowanej genem Sry,
nie dochodzi wiec do zaniku przewoddéw
przysrédnerczowych, rozwijaja sie zatem
zenskie narzady plciowe, gonady pierwot-
ne przeksztalcaja sie w jajniki, natomiast
przewody $rédnerczowe ulegaja uwstecz-
nieniu (5). Pod koniec ciazy u ptodéw zen-
skich zauwazalna jest ekspresja AMH, u lu-
dzi od 36 tygodnia ciazy (2), bedaca wy-
nikiem aktywnosci komoérek ziarnistych
pecherzykéw jajnikowych, ktérych pula
ksztaltuje sie w zyciu plodowym i nie ule-
ga zwiekszeniu po porodzie.

Wydzielanie AMH
u osobnikow rosnacych i dojrzatych

U niemowlat plci Zeniskiej stezenie AMH
we krwi jest niewykrywalne badz bardzo
niskie (do kilku pmol/l), z kolei u dziewczat
w okresie przedpokwitaniowym nastepu-
je systematyczny wzrost stezenia hormo-
nu, aby osiagna¢ najwyzsza warto$¢ w wie-
ku 15,8 roku i utrzymywac sie na tym po-
ziomie do wieku 25 lat. Potem nastepuje
stopniowy spadek stezenia AMH wraz ze
zmniejszaniem sie rezerwy jajnikowej, czyli
liczby pecherzykéw jajnikowych zdatnych
do reprodukc;ji (6, 7). U kobiet pecherzyki
jajnikowe, a dokladniej ich komoérki ziar-
niste, zaczynaja wydziela¢c AMH od czasu
rekrutacji (pobudzenia do rozwoju przez
stymulacje gonadotropinami), z najwiek-
szg intensywnos$cia w stadium przedan-
tralnym i wczesnym antralnym (do 4 mm),
podczas gdy po osiagnieciu stadium du-
zego pecherzyka antralnego wydzielanie
AMH stopniowo spada (korelacja ujem-
na ze stezeniem estradiolu) az do wartosci
niewykrywalnych (8). Wplyw na folikulo-
geneze przejawia sie w hamowaniu rekru-
tacji kolejnych pecherzykéw w biezacym
cyklu, przez co AMH wlacza sie w pro-
ces sterowania czynnoscia jajnikéw obok
gonadotropin, aktywiny, inhibiny i estra-
diolu. Pomiary stezenia AMH we krwi sa
uzywane u ludzi jako wskaznik czynnosci
jajnikéw i ich potencjalnej zdolnosci do
rozrodu, a takze w diagnostyce pewnych
chordb, jak np. zespdt policystycznych jaj-
nikéw lub niektére guzy jajnika, takie jak
ziarniszczak (folliculoma) lub jadrzak (an-
droblastoma).
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U osobnikéw meskich zrédtem hormo-
nu antymiillerowskiego sa komorki Sertole-
go jader. AMH jest wydzielany w zyciu plo-
dowym i dziecigcym (u chlopcédw szczyto-
we warto$ci notuje sie ok. 6 miesigca zycia),
do uzyskania dojrzaltosci plciowej, przy
czym jego poziom stopniowo spada wraz
ze wzrostem wrazliwosci komdrek Serto-
lego na testosteron, czyli pojawieniem si¢
w nich swoistych receptoréw androgeno-
wych. W wieku dojrzalym AMH jest wy-
dzielany w wigkszym stopniu egzokryno-
wo — do kanalikéw plemnikotwdrczych,
niz endokrynowo — w kierunku §rédmiaz-
szowym i do krwi, zatem jego stezenie jest
WYZSze W 0S0Czu nasienia niz w surowicy
krwi (7). Stezenie AMH bywa wykorzysty-
wane w rozpoznawaniu zaburzen meskie-
go dojrzewania plciowego, wad rozwojo-
wych jader oraz nowotwordéw.

Wykorzystanie pomiarow stezein AMH
u matych zwierzat

Podjeto badania majace na celu okreslenie
praktycznej przydatnosci oznaczen AMH
u zwierzat w celu odréznienia osobnikéw
kastrowanych od niekastrowanych, roz-
poznawania zespolu pozostalosci jajnika
(ovarian remnant syndrome — ORS) i dia-
gnostyki stanéw patologicznych.

Ocena obecnosci i czynnosci gonad

Wykazano przydatno$¢ pojedynczego po-
miaru stezenia AMH do odrézniania suk
i kotek posiadajacych czynne gonady od
wykastrowanych, przy uzyciu ludzkie-
go testu diagnostycznego. Ponadto doko-
nano trafnego rozpoznania przypadkéw
ORS (9). U doroslych, niekastrowanych
suk stwierdzono stezenie AMH w surowi-
cy powyzej 0,5 ng/ml, natomiast u steryli-
zowanych ponizej 0,02 ng/ml. W tym bada-
niu zmiany patologiczne jajnikéw (torbie-
le i nowotwory) nie wykazywaly zwiazku
ze stezeniem AMH (10). Takze w innych
obserwacjach stwierdzono istotny spa-
dek stezenia AMH w wyniku gonadekto-
mii (11, 12). W kolejnym badaniu wyka-
zano, ze $rednie stezenie AMH u suk nie-
kastrowanych wynosito 4,26 ng/ml, bedac
podobnym do tego u suk z ORS (4,40 ng/
ml), podczas gdy u kastrowanych bylo ono
istotnie nizsze, a mianowicie 0,28 ng/ml.
Autorzy wnioskuja o przydatnosci tego
oznaczenia w diagnostyce obecnosci jaj-
nikéw (13).

Wykazano, ze wielkos¢ zwierzecia i jego
wiek moga mie¢ wplyw na wynik badania.
Stwierdzono mianowicie, ze u suk olbrzy-
mich notuje sie nizsze stezania AMH niz
u mniejszych. Poza tym stezenie hormo-
nu spada wraz z wiekiem o 0,5 ng/ml rocz-
nie. Ponadto zauwazono, ze w obrebie grup
zwierzat posegregowanych pod wzgledem
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Practical use of the knowledge
of anti-Miillerian hormone

Max A.

The aim of this article was to present the current
knowledge on the role of anti~ Miillerian hormone
(AMH). Called also Miillerian-inhibiting hormone
(MIH), it is a glycoprotein of transforming growth
factor beta superfamily, which key role is in growth
differentiation and folliculogenesis. Since the sixties of
XX century, AMH is known as the factor conditioning
an embryonic male development. This hormone is also
active in pre-pubertal and adult mammals. In practice,
its serum concentration has an important indicative
value in estimating ovarian activity and ovarian
reserve. In bitches, queens and mares, AMH serum
concentration is used to estimate fertility potential
and also to distinguish between intact or castrated
animals as well as in the diagnostics of ovarian
remnant syndrome. In cattle, this serum hormone level
is useful for prediction of superovulatory response in
embryo transfer procedures. In turn, in male animals
it may be a pointer of developmental disorders such
as cryptorchidism, persistent Miillerian duct syndrome,

as well as Sertoli cells tumor.
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wielkosci, suki cechujace si¢ wyzszym ste-
zeniem AMH mialy liczniejsze mioty, co
po przeliczeniu na kazdy 1 ng/ml wzro-
stu stezenia dato wzrost o 0,3 szczeniecia
w miocie. Autorzy sugeruja, Ze mozna ten
wskaznik wykorzysta¢ w programie ho-
dowlanym (14).

Wysoka przydatnos¢ oznaczen AMH
stwierdzono u kotéw obu pici. Mianowi-
cie u samic i samcéw posiadajacych gona-
dy miescito sie ono odpowiednio w grani-
cach 1,3-19,0 ng/ml oraz 4,8—81,3 ng/ml,
a u gonadektomizowanych samic i sam-
céw bylo nizsze od 0,14 ng/ml. Wykazano
100% czulosé i swoistos¢ tego badania (15).

Wady genetyczne

Zespol przetrwalych przewoddéw przy-
$rédnerczowych (persistent Miillerian duct
syndrome — PMDS) jest wada ograniczona
plcia, a polega na niedostatecznym dzia-
faniu AMH u osobnikdéw o kariotypie me-
skim, u ktérych rozwijaja si¢ gonady me-
skie oraz macica i jajowody. Genetyczna
podstawa tego zaburzenia rozwojowego
u sznauceréw miniaturowych jest autoso-
malna recesywna mutacja genu kodujace-
go receptor hormonu antymiillerowskiego
AMHR2. Badania genetyczne u 216 pséw
tej rasy wykazaly 27% nosicieli wadliwe-
go genotypu, dlatego tez rekomenduje sie
badanie w tym kierunku w obrebie tej po-
pulacji (16).
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Nowotwory

Nowotwory jader sa stosunkowo czeste
u psow. Nierzadko rozwijaja sie, zwlasz-
cza poczatkowo, bez widocznych obja-
wow klinicznych. W innych przypadkach,
szczeg6lnie jako guz z komoérek Sertole-
go (SCT) moga powodowac feminizacje,
przebarwienia skéry i wylysienia, jako
skutek wydzielania estradiolu przez ko-
morki nowotworu. Jednak pomiary ste-
zenia estradiolu wykazuja duze zréznico-
wanie indywidualne, poszukuje sie zatem
innych wskaznikéw diagnostycznych. Jed-
nym z kandydatéw stal si¢ hormon anty-
miillerowski. Badania immunohistoche-
miczne usunietych jader z SCT wykaza-
ty ekspresje AMH, podobnie jak jadra od
plodéw i szczeniat do 45 dnia Zycia, nato-
miast w preparatach z jader zdrowych, do-
rostych pséw tej ekspresji nie stwierdzono
(17). Dla klinicystéw nie mniej wazna jest
diagnostyka przedoperacyjna. W tym kie-
runku przeprowadzono poréwnanie ste-
zet AMH we krwi pséw podzielonych na
dwie grupy: 20 z wyczuwalnymi guzami ja-
der oraz 27 zdrowych (grupa kontrolna).
U 26 zwierzat zdrowych stezenie AMH
wynosilo <10 ng/ml, podczas gdy u sze-
$ciu pséw z SCT byto ono istotnie wyzsze,
przekraczato bowiem 22 ng/ml. U polowy
zwierzat ze zmianami nienowotworowymi
lub nowotworami innymi niz sertolioma
stezenie AMH zawieralo sie w granicach
10-22 ng/ml (18). Znacznie podwyzszo-
ne stezenie AMH w surowicy stwierdzo-
no takze u 6-letniego psa rasy welsh corgi
pembroke z jednostronnym wnetrostwem
i SCT. Po usunieciu zmienionej gonady ste-
zenie AMH spadfo (19).

Wykorzystanie pomiarow stezein AMH
u koni

AMH jako wskaznik ptodnosci klaczy
i rezerwy jajnikowej

U samic podczas ich zycia dochodzi do wy-
czerpywania si¢ puli pecherzykéw jajniko-
wych, w ktére gonady zostaly wyposazone
podczas rozwoju plodowego. O ile u kobiet
zanik aktywnosci jajnikéw objawia sie me-
nopauzg, to u zwierzat nie jest to wyraznie
zaznaczone. Chociaz klacze bywaja uzywa-
ne do rozrodu nieraz do péznego wieku,
czasem ponad 30 lat, to jednak obserwu-
je sie u nich symptomy reprodukcyjnego
starzenia sie, takie jak przedtuzone okresy
miedzyowulacyjne, podwyzszone stezenie
FSH, przedltuzone ruje, obnizona plodnos$¢
i wreszcie ustanie cyklu rujowego. Jako ze
AMH jest $cisle powigzany z obecno$cia
pecherzykéw jajnikowych, moze by¢ wy-
korzystany jako wskaznik potencjatu roz-
rodczego klaczy, podobnie jak u kobiet i in-
nych gatunkéw zwierzat.
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Zaobserwowano, ze wraz z wiekiem
wzrastala korelacja miedzy stezeniem
AMH a liczba pecherzykéw antralnych
w jajnikach klaczy. Wyznaczenie na tej
podstawie poziomu rezerwy jajnikowej
moze by¢ bardziej miarodajne niz wiek
kalendarzowy (20). Ponadto mozna uzy-
wacé tego wskaznika do wykrywania kla-
czy owariektomizowanych (21).

Rozpoznawanie wnetrostwa

U koni wystepuje biologiczny sezon roz-
rodczy zwiazany z dlugim dniem. Ma on
wyrazniejsze przelozenie na czynnosci roz-
rodcze klaczy, ale takze u ogieréw obser-
wuje sie pewne roznice. Miedzy innymi
wykazano, ze stezenie AMH jest wyzsze
w sezonie wiosenno-letnim niz jesienno-
-zimowym (22). Poniewaz u samcéw AMH
jest produkowane wyltacznie w komérkach
Sertolego, jego oznaczenie moze by¢ wyko-
rzystane do rozrézniania normalnych ogie-
réw, walachéw i wnetréw. U tych ostatnich
stezenie hormonu w surowicy okazalo si¢
wyzsze niz u ogieréw z jadrami moszno-
wymi i watachéw (22). W innym badaniu
$rednie stezenie AMH we krwi normal-
nych, dojrzalych ogieréw wyniosto $rednio
13,3 ng/ml, u wnetréw jednostronnych (po
usunieciu jadra mosznowego) 17,6 ng/ml,
natomiast u walachéw byto niewykrywal-
ne. Wyciagnieto wniosek, ze stezenie AMH
we krwi moze by¢ uzytecznym wskazni-
kiem obecno$ci jadra wnetrowskiego (23).

Nowotwory

Stwierdzono przydatno$¢ oznaczenia ste-
zenia AMH do diagnostyki guza z komé-
rek ziarnistych u klaczy, u ktérych oka-
zalo si¢ ono bardzo wysokie, wynoszac
$rednio 1901,4 ng/ml, podczas gdy u zdro-
wych zawieralo sie w granicach ponizej
1 ng/ml. Immunoznakowanie i ekspresje
AMH i jego receptora stwierdzono bada-
niem immunohistochemicznym w tkan-
kach guza (24). Czuloé¢ oznaczenia steze-
nia AMH w surowicy okreslono jako 98%,
czyli istotnie wyzsza niz oznaczenia inhi-
biny — 80%, testosteronu — 48% oraz inhi-
biny/testosteronu — 84% (25). U ogieréw
mozna uzywac tego wskaznika w réznico-
waniu histopatologicznym guza z komérek
Sertolego oraz gonad obojnaczych (21, 26).

Wykorzystanie pomiardéw stezen AMH
u bydta

Przewidywanie odpowiedzi
superowulacyjnej

Bydlo jest tym gatunkiem zwierzat, u kto6-
rego techniki wspomaganego rozrodu (as-
sisted reproductive technologies — ART)
sa najbardziej zaawansowane zar6wno

w wymiarze poznawczym, jak i komercyj-
nym. Jednym z gléwnych kierunkéw jest
tu pozyskiwanie i przenoszenie zarodkéw
technikami MOET (multiple ovulation and
embryo transfer). Istotnym etapem tej pro-
cedury jest superowulacja, do ktdrej uzywa
sie gonadotropin: FSH lub eCG. Problem
stanowi indywidualne zréznicowanie od-
powiedzi na zastosowane gonadotropiny.
Pewnym rozwigzaniem bylaby wstepna se-
lekcja zwierzat, u ktérych mozna oczekiwac
pozadanej reakcji na stymulacje hormonal-
na. Takim wskaZnikiem moze by¢ stezenie
AMH, pochodzacego z malych pecherzy-
kéw antralnych (3—7 mm). W grupie kréw
o wysokiej odpowiedzi superowulacyjnej
($rednio 21,5 owulacji) stezenie AMH wy-
noszace 94,8 pg/ml bylo istotnie wyzsze niz
w grupie o niskiej odpowiedzi ($r. 6,8 owu-
lacji), gdzie wyniosto 40,7 pg/ml. Zwierzeta
z wyzszym stezeniem AMH sa bardziej po-
datne na superowulacje. Do tego celu naj-
bardziej przydatny jest pomiar wykonany
podczas rui i po 12 dniu cyklu rujowego,
gdyz w tym czasie wystepuje najwieksza
korelacja miedzy stezeniem AMH i nasi-
leniem superowulacji (27, 28).

Mozliwo$ci oznaczenia

W $wiatowej ofercie rynkowej sa testy za-
réwno jakosciowe, jak i ilo$ciowe. Jakoscio-
we testy ELISA stuza do szybkiego stwier-
dzenia lub wykluczenia obecno$ci AMH
w surowicy krwi. Wynik pozytywny swiad-
czy o obecnosci czynnej tkanki gonadowe;j.
Te przeznaczone dla pséw i kotéw wyste-
puja pod nazwa Spaychek.

Testy ilosciowe wyznaczaja jako wynik
konicowy bezwzgledna, wyrazona liczbo-
wo zawarto$¢ hormonu w badanym mate-
riale. W takiej sytuacji przyjmowana jest
warto$¢ graniczna dla oceny aktywnosci
gonad. Jezeli nie jest ona podana przez
producenta, nalezaloby wykona¢ wstep-
ne przetestowanie pewnej grupy zwierzat
o znanym statusie gonadowym, aby wyzna-
czy¢ przedzialy wartosci stezenia AMH dla
konkretnego testu.

Laboratoria wykorzystuja testy swoiste
lub nieswoiste gatunkowo (29). W ofercie
rynkowej sa zaréwno testy przeznaczone
dla jednego (np. canine AMH ELISA dla
pséw, Equine AMH dla koni), jak i dla kil-
ku gatunkéw ssakéw, wlaczajac ludzi, dla
ktdrych sie¢ laboratoriéw wykonujacych
oznaczenia jest dostepna w szerokim za-
kresie. Wsrdd laboratoriéw weterynaryj-
nych Laboklin ma w swojej ofercie ozna-
czenie stezenia AMH w surowicy krwi.
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