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W niniejszym artykule przegladowym opisano rol¢ hormonu antymullerowskiego (ang. anti-
-Miillerian hormone — AMH) w pozyskiwaniu zarodkow przezuwaczy dla potrzeb technik
wspomaganego rozrodu. AMH jest markerem prawidlowych pecherzykéw i oocytow, wia-
rygodnym markerem pecherzykoéw reagujacych na gonadotropiny oraz wskaznikiem dlugo-
wiecznosci i produkcyjnos$ci zwierzat ras mlecznych. Idealnymi punktami czasowymi oceny
poziomu AMH wspomagajacej wybér najlepszych kréw — dawezyn zarodkow, jest ruja
i okres po 12. dniu cyklu rujowego. Dzigki takiej strategii mozna wyeliminowaé zwierzeta
charakteryzujace si¢ nastepujacymi stezeniami AMH: <87 pg/ml w rui oraz <74 pg/ml dla
potrzeb procedury superowulacji i przenoszenia zarodkéw. Dobre dawczynie oocytow, cha-
rakteryzujace si¢ wieksza liczba pecherzykéw antralnych, mozna identyfikowaé na podsta-
wie wyzszych pozioméw AMH. U owiec i k6z poziom AMH we krwi moze stuzy¢ jako marker
potencjalu samicy do produkowania okreslonej liczby zarodkéw wysokiej jako$ci. Wykaza-
no, ze poziom AMH w osoczu owiec wynoszacy 97 pg/ml jest optymalng wartoscia progowa
do przewidywania plodnosci i moze by¢ uzyteczny przy selekcji maciorek remontowych.

SEOWA KLUCZOWE: hormon antymullerowski / marker hormonalny / superowulacja
i przenoszenie zarodkéw MOET / biotechnologia rozrodu

Technologie wspomaganego rozrodu (ang. assisted reproductive technologies — ARTs)
stuza zwigkszaniu efektywnosci rozrodu, dzigki zastosowaniu sztucznego unasieniania
(ang. artificial insemination — Al) i procedury MOET — superowulacja i przenoszenie za-
rodkow (ang. multiple ovulation embryo transfer — MOET), w celu poprawy potencja-
hu genetycznego zwierzat gospodarskich [8]. U bydta procedura przenoszenia zarodkow
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(ET), po stymulacji hormonalnej dawczyni (superowulacja), jest szeroko stosowana na ca-
tym $wiecie, podczas gdy u matych przezuwaczy skala pozyskiwania zarodkow jest nadal
ograniczona [24]. Pomimo udoskonalenia programow wywotywania superowulacji i prze-
noszenia zarodkéw z owulacji mnogiej, nadal istnieja roznice w efektywnosci procedu-
ry ET. Roznice w skutecznosci ET przypisywane sa statusowi pgcherzykow jajnikowych
w momencie stymulacji gonadotroping [27]. Prowadzono badania, w ktérych analizowano
rolg hormonu antymullerowskiego (AMH) w przewidywaniu odpowiedzi zwierzat na sty-
mulacje¢ gonadotropinami [23, 29].

Regulowanie poziomu AMH w gonadach

AMH nalezy do rodziny transformujacych czynnikow wzrostu beta (TGFB) [27], wydzie-
lanych przez komorki podporowe (komorki Sertolego) ptodow ptci meskiej [17] i przez jaj-
niki ptodéw plci zenskiej [5S]. AMH przezuwaczy posiada wspolny zestaw epitopow [18].
Stgzenie jest najwyzsze w komorkach ziarnistych pgcherzykow preantralnych i matych
pecherzykow antralnych, a obniza si¢ podczas koncowej fazy wzrostu pgcherzykow i po-
zostaje niskie, kiedy duze pgcherzyki antralne i pgcherzyki przedowulacyjne staja sig es-
trogenne [23]. Model zmian stgzenia AMH w rosnacych pgcherzykach byt uwzglgdniany
przy wykorzystaniu tego hormonu jako markera wielko$ci puli pgcherzykow jajnikowych
[27].

Ekspresja AMH jest modulowana przez androgeny/testosteron [7] i hamowana przez
hormon folikulotropowy (FSH) w komorkach ziarnistych, a stymulowana przez biatka
morfogenetyczne kosci (ang. bone morphogenetic proteins — BMP). BMP zwigksza eks-
presje genu AMH, stymuluje rozwoj pecherzykdw i znaczaco przyczynia si¢ do produkeji
i/lub utrzymania stgzenia AMH. Poziom AMH jest zalezny od stadium rozwojowego pg-
cherzyka jajnikowego. Najwigcej AMH stwierdzono w zdrowych, matych pecherzykach
antralnych, natomiast uwzgledniajac cala gonadg, na stgzenie AMH wptywa liczba ma-
tych, rosnacych pecherzykow antralnych. Na poziomie endokrynologicznym AMH cha-
rakteryzuje si¢ dynamicznym profilem zaleznym od warunkdéw fizjologicznych, takich jak
okres poprzedzajacy dojrzewanie plciowe, faza cyklu rujowego, ciaza i okres poporodowy
[23].

U owiec AMH nie wptywa na rekrutacj¢ pgcherzykow pierwotnych, ale kontroluje tem-
po, w jakim pecherzyki uzyskuja receptywnos¢ na gonadotroping [6]. W przeciwienstwie
do owiec, u koz AMH hamuje aktywacj¢ pgcherzykow pierwotnych, a ekspresja AMH
zmienia si¢ zaleznie od fazy rozwoju pecherzyka [30].

AMH jako marker pozyskiwania zarodkow, dlugowiecznosci i produkeyjnosci duzych
przezuwaczy

Stwierdzono, ze duze ro6znice osobnicze w superowulacji z uzyciem FSH sa glownym
ograniczeniem w pozyskiwaniu in vivo zarodkow bydta. U ludzi i myszy stwierdzono,
ze AMH jest najlepszym markerem rezerwy jajnikowej [27], podczas gdy u bydla jest on
uzywany jako posredni marker liczby pgcherzykow antralnych (ang. antral follicular count
— AFC), zwiazanej z liczba morfologicznie zdrowych pecherzykow i oocytow [12]. AMH
badano takze pod katem zastosowania jako markera puli pecherzykéw w jajniku i jako po-
tencjalnego markera odpowiedzi jajnikow na superowulacj¢ u bydta. Wykazano, ze AMH
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jest wiarygodnym markerem matych pecherzykéw antralnych reagujacych na gonadotro-
ping [27]. Ponadto, poziom AMH u poszczegoélnych zwierzat koreluje z ich zdolnoscia
reagowania na stymulacj¢ hormonalna (superowulacja) [31]. Zaobserwowano pozytywna
korelacje pomigdzy poziomem AMH w osoczu a nastgpujacymi parametrami: 1) liczba
zarodkoéw pozyskanych od dawczyni, 2) selekcja dawezyn, od ktorych pozyskano duza
liczbe zarodkéw [10]; 3) selekcja dawezyn lepiej reagujacych na stymulacj¢ hormonalna
[31]. Stezenie AMH moze by¢ stosowane jako wskaznik dlugowiecznosci i produkeyjno-
$ci jatdwek ras mlecznych, stad poziom AMH moze by¢ waznym markerem przewidywa-
nej dtugowiecznosci stada [14]. AMH moze by¢ réwniez stosowany jako marker dobrej
jakosci dawczyn oocytow, nawet w przypadku 2-4-miesigcznych cielat [4].

U bydta stezenie AMH w osoczu krwi jest takze markerem aktywnosci jajnikéw oraz
potencjatu pozyskiwania duzej liczby zarodkow [21]. Poziom AMH we krwi jest cennym
parametrem oceny potencjatu samicy odnos$nie produkcji zarodkéw przydatnych do ET
[20] oraz, przy obnizonym poziomie AMH, do stwierdzania obnizonej ptodnosci spowo-
dowanej niska rezerwa jajnikowa [13]. Idealnym momentem pomiaru poziomu AMH
w celu selekcji najlepszych krow do pozyskiwania zarodkow jest ruja i okres po 12. dniu
cyklu rujowego [28]. W potaczeniu z ultrasonograficzna ocena jajnikow i analiza polimor-
fizmu genu AMPA1 (receptor jonotropowy kwasu glutaminowego aktywowanego przez
podjednostke 1 kwasu a-amino-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy), poziom
AMH mozna takze wykorzysta¢ do identyfikacji krow dobrze odpowiadajacych na stymu-
lacj¢ hormonalna. Polimorfizm SNP (zamiana adeniny na guaning w pozycji 306 eksonu
7 genu AMPA1) powoduje zamiang seryny na asparaging. Ta substytucja aminokwasowa
zwigksza poziom owulacji poprzez stymulacj¢ uwalniania hormonu luteinizujacego (LH),
ze wzgledu na zmiany w powinowactwie receptora glutaminianu. Krowy — dawczynie
zarodkow, bedace homozygotami w locus AMPAL1 dla allelu zawierajacego guaning, wy-
kazywaly wysoki poziom AMH i najlepiej odpowiadaty na superowulacjg [11].

Wykazano, ze test immunoenzymatyczny (ELISA) moze dawa¢ dokltadne pomiary
poziomu AMH i potencjalne wartosci progowe AMH dla krow ze staba odpowiedzig na
stymulacj¢ hormonalna. Przy wskazanych poziomach AMH (<87 pg/ml w rui oraz <74 pg/ml
w procedurze MOET) mozna wyeliminowac krowy, ktore po stymulacji posiadaly <15
duzych pecherzykdw, a w procedurze MOET <10 zarodkoéw [29]. W przeciwienstwie do
powyzszego stwierdzenia, Vernunft i wsp. [34] nie zalecaja granicznej wartosci AMH przy
identyfikacji zwierzat, od ktoérych mozna uzyskaé¢ dobrej jakosci oocyty, ale sugeruja, ze
poziom AMH w osoczu moze by¢ wykorzystany do identyfikacji dobrych dawczyn oocy-
tow 1 zarodkow. Ponadto, opracowanie protokotu ELISA BOC (ang. bovine-ovine-caprine
— dla bydta-owiec-k6z) dato mozliwosci uzyskania u przezuwaczy lepszych wynikow
w porownaniu z testem AMH ELISA (ang. active Mullerian-inhibiting substance) opartym
na pomiarze AMH [1].

W przypadku jatowek poziom AMH w naturalnych i synchronizowanych cyklach ru-
jowych byt wysoko skorelowany. Ponadto roznit si¢ u jatdwek ras migsnych, wykazuja-
cych wysokie stgzenia AMH, w poréwnaniu z samicami ras mlecznych [25]. Stwierdzono
takze, ze u jatbwek Bos indicus (rasa nelore) wystgpuja w osoczu wyzsze poziomy AMH
niz u Bos taurus (rasa holsztynska) [3]. Krowy rasy jersey charakteryzuja si¢ wyzszym
stezeniem AMH niz mieszance rasy holsztynsko-fryzyjskiej i jersey, a z kolei mieszance
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— wyzszym poziomem AMH niz krowy rasy holsztynsko-fryzyjskiej [26]. Nizsze stezenie
AMH stwierdzono zar6wno u bawotow rasy murrah, jak i krow holsztynsko-fryzyjskich
w poréwnaniu z gyr [2]. Ponadto, stezenie AMH w ptynie pgcherzykowym bawota (Bu-
balus bubalis) byto dodatnio skorelowane z liczba pgcherzykow antralnych (AFC). Dobre
dawczynie (=12 pecherzykow) mozna okresli¢ na podstawie wyzszych pozioméw AMH,
co nie znajduje zastosowania w przypadku stabych dawczyn (<12 pegcherzykoéw) [19]. Ko-
reanskie krowy rasy hanwoo o wysokim (>0,25 ng/ml) i $rednim (0,1> do <0,25 ng/ml)
poziomie AMH miaty istotnie wyzsza AFC niz osobniki z niskimi wartosciami AMH
(<0,1 ng/ml) [9]. Stojsin-Carter i wsp. [32] zalecaja uwzglednianie pochodzenia genetycz-
nego zwierzat przy ocenie wartosci AMH pod katem ich uzytkowosci rozrodczej.

AMH jako marker skali pozyskiwania zarodkéw owiec i koz

U owiec AMH nie wptywa na rekrutacje pgcherzykow pierwotnych, ale reguluje tempo,
w jakim pecherzyki uzyskuja wrazliwos¢ na gonadotroping. Na ekspresj¢ AMH negatyw-
nie wplywa aromataza, ktéra wywiera hamujacy wplyw na AMH poprzez modulowanie
odpowiedzi ostonki pgcherzyka na hormon luteinizujacy (LH) i komorek ziarnistych na
FSH [6]. U kéz poziom AMH w osoczu jest wysoko skorelowany z liczba pozyskanych
zarodkow, nadajacych si¢ do przeniesienia i zamrozenia. To pecherzyki antralne o $rednicy
1-5 mm przyczyniaja si¢ gtdéwnie do poziomu AMH we krwi i moga by¢ wykorzystane do
przewidywania potencjatu dawczyn do wytwarzania duzej liczby wysokiej jakosci zarod-
kow. Mozna dokonywa¢ doktadnych prognoz na podstawie pojedynczego pomiaru AMH
podczas sezonu rozrodczego lub okresu bezrujowego [22].

U mtodych jagniat poziom AMH byl okoto 3-4 razy wyzszy u samic owulujacych
w poréwnaniu z samicami nicowulujacymi. Sugeruje si¢, ze 97 pg/ml AMH jest najlep-
szym poziomem progowym przy przewidywaniu ptodnosci owiec. Jagnigta plci zenskiej
maja zdolnoé¢ reagowania na stymulacj¢ gonadotroping kosmoéwkowa klaczy (eCQ),
a pojedynczy pomiar AMH juz w wieku 3,6 miesiagca moze by¢ uzyteczny przy wybo-
rze maciorek remontowych o najlepszej przewidywanej ptodnosci [15]. U 40-dniowych
jagniat zaobserwowano pozytywna korelacj¢ pomigdzy AFC, AMH w osoczu, catkowi-
ta liczba pecherzykow i liczba duzych pecherzykow (>3 mm) uzyskanych po stymulacji
egzogennym FSH. Wysoka warto$¢ AFC moze takze pomaga¢ w przewidywaniu jako$ci
oocytow, ktora odzwierciedla potencjat jajnikow do wzrostu duzej liczby pgcherzykow
[33]. U dorostych owiec pomiary AMH wiarygodnie szacuja reakcjg jajnikow na stymula-
cje FSH. Wykazano, ze wzrost st¢zenia AMH o kolejne 100 pg/ml przektada si¢ srednio na
5,1 dodatkowych pgcherzykow i 2,7 dodatkowych kompleksow oocyt-wzgorek jajono$ny
(ang. cumulus-oocyte complex — COC) [16].

‘Whioski

U bydta poziom AMH we krwi moze by¢ wykorzystany jako wiarygodny marker pgcherzy-
kéw reagujacych na gonadotroping i nadaje si¢ doskonale do okreslenia potencjalu danego
zwierzgeia do produkowania zarodkow przydatnych do ET. St¢zenie AMH mozna takze
wykorzysta¢ jako marker dobrej jakosci dawczyn oocytow, nawet w wieku 2-4 miesigey.
Optymalnym momentem do pomiaru poziomu AMH przy wyborze najlepszych krow do
produkcji zarodkow jest ruja i okres po 12. dniu cyklu rujowego. Natomiast identyfikacji
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zwierzat dobrze odpowiadajacych na superowulacje mozna dokonac stosujac jednoczesnie
badanie USG jajnikow i analizg genotypu w locus AMPAI1 (preferowane sa samice ho-
mozygotyczne). Do okreslania poziomu AMH u przezuwaczy test BOC ELISA zapewnia
lepsza wydajno$¢ niz test AMH ELISA. Wyzsze wartosci AMH 1 AFC moga stuzy¢ do
identyfikacji dobrych dawczyn oocytow. U owiec i koz, na podstawie pojedynczego po-
miaru AMH podczas okresu rozrodczego lub bezrujowego, mozna przewidywac potencjat
samicy do produkowania okreslonej liczby wysokiej jakosci zarodkow.
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Salvador S. Soquila, Claro N. Mingala

Anti-Miillerian hormone as a marker of embryo production in ruminants

Summary

This review describes the role of anti-Miillerian hormone (AMH) in embryo production for assisted
reproductive technologies in ruminants. AMH is a marker of healthy follicles and oocytes, a reliable
marker of gonadotropin-responsive follicles, and an indicator of longevity and productivity in dairy
animals. The best times to measure AMH levels in order to select cows for embryo production is
during oestrus and the period after the 12th day of the oestrous cycle. This allows animals with AMH
concentrations below 87 pg/mL at oestrus or less than 74 pg/mL for multiple ovulation embryo transfer
to be eliminated. Good oocyte donors, which have higher antral follicle counts, can be identified based
on their higher AMH levels. In sheep and goats, the blood AMH level can serve as a marker of the
animal’s potential to produce high or low numbers of high-quality embryos. A plasma AMH level of
97 pg/mL in sheep has been shown to be the optimum cut-off point to predict fertility and can be useful
in selecting replacement ewes.

KEY WORDS: anti-Miillerian hormone / endocrine marker / multiple ovulation embryo
transfer / reproductive biotechnology
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