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Hormon anty-Mallerowski (AMH), produkowany jest przez komorki Sertolego w jadrze i komorki ziarniste w
jajniku. Swojg nazwe AMH zawdziecza roli, jakg odgrywa w zyciu plodowym, powodujgc u ptodow pici
meskiej zanik struktur powstajgcych z przewodéw Mullera. U ptodow pici zenskiej, przy niecbecnosci
testosteronu i AMH, dochodzi do przeksztatcenia przewodow Milllera w zeriskie wewnetrzne narzady
piciowe i zaniku przewodow Wolffa. AMH jest glikoproteing nalezgcy do cytokin z grupy transformujgcych
czynnikéw wzrostu (TGF-B), dziatajacg przy udziale dwoch typow receptorow btonowych AMHRI i AMHRII.

Zanik przewodow Mullera u ptodow meskich odbywa sie miedzy innymi na drodze apoptozy i
autofagocytozy. Badania in vitro i in vivo wykazaly, ze AMH dziatajac przez receptor AMHRII hamuje cykl
komorkowy i indukuje apoptoze w komérkach nowotworowych. Stad, niedaleko juz do postawienia hipotezy,
mowigcej o tym, ze potwierdzenie obecnosci specyficznych dla AMH receptorow w komarkach
nowotworowych bedzie miato implikacije nie tylko diagnostyczne, lecz rowniez bedzie wptywato na przebieg

choroby.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek. med. Marka Gowkielewicza pt.. ,Ekspresja hormonu anty-
Mullerowskiego w tkance raka endometrium’ nawiazuje do wspomnianego nurtu badawczego. Jej
zasadniczg czesc¢ stanowi publikacja, ktora ukazata sie w czasopismie International Journal of Molecular
Sciences vol. 20 (6) w marcu 2019 roku. Impact Factor czasopisma wynosi 3.687. Doktorant jest jej
pierwszym i korespondencyjnym autorem. Poza tym w skiad zawierajgcej 43 strony rozprawy wchodzg;
ankieta pracy zawodowej doktoranta, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz czes¢ stanowigca
przedstawienie grupy i metod badawczych, omoéwienie wynikow i wnioski w jezyku polskim.

Praca pt.,Anti-Mullerian hormone expression in endometrial cancer tissue” stanowigca rozprawe doktorskg
to 18 stron maszynopisu. Sktada sie z pieciu czesci: wprowadzenie, wyniki, dyskusja, materiat i metoda,
pismiennictwo i ze streszczenia. Nietypowy ukiad, w ktorym czes¢ opisujgca material i metodyke badania
umieszczony jest po prezentacji wynikow i dyskusji narzucony byt zapewne przez wydawce pisma. Praca

zawiera pigc tabel i cztery ryciny a jej podbudowe stanowig 124 pozycje pismiennictwa.

We wstepie opisane zostaly mechanizmy dziatania i wplyw AMH w rozwoju embrionalnym oraz nowe
perspektywy wykorzystania obecnosci receptoréw AMH w komaorkach nowotworowych. Autor powoluje sie
na publikacje méwigce o tym, ze AMH dziatajac przez tkankowo specyficzne receptory AMHRII moze
powodowac regresje lub spowolnienie wzrostu nowotworow kobiecego narzgdu piciowego. Efekt ten moze

by¢ wykorzystany do zastosowania AMH jako czynnika wspomagajgcego terapie nowotwordw, wsrod



ktérych wymienia sie raka trzonu macicy i zwigzane z nim stany przednowotworowe, ziarniszczaka jajnika i
inne guzy ze sznurow ptciowych. W koricowym fragmencie wstepu autor skupia sie na raku trzonu macicy
jako najczgstszym nowotworze kobiecego narzadu piciowego w krajach rozwinietych. Zaznacza jednak, ze
do tej pory zwigzek miedzy AMH a ryzykiem zachorowania i przebiegiem raka endometrium sest

dwuznaczny”

Uwzgledniajac opisane wyzej aspekty, jako cel pracy autor stawia sobie znalezienie odpowiedzi na
nastepujace pytania:

1. Czy tkanka stanow przednowotworowych endometrium (PCE) oraz czy tkanka roznych typow
histopatologicznych raka endometrium (EC) wykazuje ekspresje AMH ?

2. Czy AMH pochodzenia endometrialnego jest obecne u chorych na nowotwor macicy kobiet po
menopauzie, czy tylko regularnie miesigczkujacych ?

3. Czy ekspresja AMH dotyczy rakow dobrze rokujacych czy ze ztg prognoza ?

4. Jakie inne czynniki mogg mie¢ wplyw na obecnosé AMH ?

Materiat i metoda. Przedstawienie grupy badanej a w szczegélnosci zastosowanych metod badawczych
jest wyczerpujgce. Badania zostaly przeprowadzone na tkankach EC oraz PCS uzyskanych w wyniku
leczenia operacyjnego zgodnego z protokolem onkologicznym u 232 pacjentek. W zaleznosci od typu
histopatologcznego zmiany endometrium pacjentki podzielono na 8 grup: rozrost bez atypii, rozrost z atypia,
gruczolakoraki typu I wysoko, $rednio i niskozronicowane, gruczolakorak surowiczy, jasnokomaorkowy i
mieszany.

W analizie wzigto po uwage nastepujace czynniki: wiek pacjentki, typ histopatologiczny nowotworu, stopien
zaawansowania klinicznego wy klasyfikacji FIGO z roku 1988, status hormonalny (okres przed-, okoto- i
pomenopauzalny), lata aktywnoéci hormonalnej (od pierwszego do ostatniego krwawienia miesigczkowego),
indeks masy ciata — BMI, liczbe poroddw, mase urodzeniowa noworodkow, taczny i Sredni czas karmienia
piersig, stosowanie hormonalnej terapii zastepczej (HRT), wspodtwystepowanie cukrzycy typu 2 oraz

nadcisnienia tetniczego.

Tkanki pobrane do badan histopatologicznych zostaty utrwalone zgodnie z obowigzujaca procedurg , a

nastepnie przygotowano z nich preparaty (6 ym) do standardowego barwienia hematoksyling i eozyna.

Na skrawkach otrzymanych w wyniku zastosowania techniki mikromacierzy tkankowej TMA przeprowadzono

reakcje immunohistochemiczna.

W analizie statystycznej zastosowano szeroki wachlarz testéw pozwalajgcy na ocene roznic w ekspresji
AMH miedzy poszczegolnymi rozpoznaniami histopatologicznymi oraz poszczegdlinymi cechami w badanych
grupach. Prawdopodobienstwo dla istotnych statystycznie wynikéw przyjeto jako p< 0.05.

Wyniki. W badanej grupie ekspresje AMH w tkance endometrium stwierdzono u 23 pacjentek. Prezentacje
wynikéw autor rozpoczyna od opisu zaleznosci miedzy obecnoscig AMH a typem histologicznym zmian w
endometrium, zréznicowaniem histologicznym oraz stopniem zaawansowania. Zauwaza istotng statystycznie
roznice w ekspresji AMH pomiedzy typami zmian histopatologicznych endometrium. (test Kruskala-Wallisa p
= 0.004). Obecnosc¢ biatka AMH potwierdzono w przypadku rozrostu bez atypii, rakow typu |l G1, G2 oraz w



raku jasnokomorkowym. Najsilniejszg ekspresje wykazata tkanka raka jasnokomérkowego, mniejszg
rozrostow bez atypii, a najstabsza rakdw typu | G1 i G2. Roznice okazaly sie znamienne statystycznie; p =

0.004. W pozostatych rodzajach raka nie stwierdzono ekspresji AMH.

W odniesieniu do stopni zaawansowania obecnos¢ AMH stwierdzono w stopniach | A, 1B, lIA, IlIC, IV, jednak
roéznice w ekspresji nie byly istotne statystycznie. Nie stwierdzono ekspresji AMH w stopniach 1 B, lll A oraz
Ill B wg FIGO.

Nastepnie autor opisuje zaleznosci miedzy obecnoscig AMH i uwzglednionymi w analizie czy nnikami ryzyka
raka endometrium takimi jak: cukrzyca typu 2, stosowanie terapii hormonalnej, wiek okotomenopauzalny
lub pomenopauzalny, aktywnos¢ hormonalna diuzsza lub krotsza niz 40 lat, nadcisnienie tetnicze, liczba

poroddw oraz catkowitym i $rednim czasem karmienia piersig.

Zakonczenie czesci omawiajgcej wyniki stanowi opis zaleznosci ekspresji AMH od analizowanych gcznie
sredniego czasu karmienia piersig (p=0.004), typu raka (p=0.006) oraz od lat aktywnosci horrmonalnej
(p=0.045). Nie stwierdzono zadnych istotnych interakcji miedzy ocenianymi zmiennymi. Szansa na obecnos$é
AMH w endometrium rosta wraz z dtugoscig $redniego czasu karmienia piersig, facznie z wystepowaniem
raka jasnokomorkowego i typu | G1, G2 oraz liczba lat, jakie minety od pierwszego do ostatniego krwawienia

miesigczkowego (czas krotszy niz 40 lat wigzat sie z mniejszg szansg na ekspresje AMH).

Dyskusja. Jest to mocna strona pracy. Opiera sie na ok 70 pozycjach piémiennictwa. Opisuje badania
wykazujgce obecnosc AMH nie tylko w komérkach raka endometrium, ale réwniez w ziarniszczaku jajnika,
raku piersi, czy raku prostaty. Autor uwzglednit wiele przykladow badar genetycznych ttumaczacych wptyw
AMH na rozwoj roznych rodzajéw raka gruczotowego. Opisat rowniez mozliwy wplyw tego hormonu na
zjawisko chemoopornoséci i wskazat mozliwe kierunki przysztych badan nad rolg AMH w leczeniu

nowotworow.

Whioski. W oryginalnej pracy nie wystepuje oddzielna czes¢ poswiecona wnioskom z badania rozumianym
jako odniesienie do postawionych we wstepie celdéw. Taki rozdziat doktorant zamiescit w polskojezyczne;

czesci rozprawy. Przedstawit nastepujace wnioski.

1. Ekspresje AMH wykazano tylko w 4 typach histopatologicznych zmian endometrium: rozrostach bez
atypii, rakach typu | G1 i G2 oraz, raku jasnokomoérkowym. Autor pisze, ze obecnosé AMH w raku
jasnokomorkowym wigzata sie z ograniczeniem jego stopnia zaawansowania — maksymalnie do polowy
grubosci migsnia macicy. Biorge pod uwage hamujgce cykl komorkowy oraz proapoptotyczne
wiasciwosci biatka wydaje sig, ze obecno$¢ AMH wigze sie z korzystniejszym rokowniczo typem

nowotworu lub ogranicza ekspansywnos$é raka zle prognozujgcego.
2. Wydtuzajacy sie sredni czas laktacji w potaczeniu z wyzej wymienionymi typami histopatologicznymi
nowotworu oraz diugotrwatym okresem aktywnosci hormonalnej (powyzej 40 lat) miat pozytywny wptyw

na ekspresjg AMH. Ustanawia to okolicznosci zwigzane z potencjalnie lepszg prognoza.

3. Wykazana dodatnia korelacja nadcisnienia tetniczego oraz stosowania HRT na ekspresje AMH wymaga
dalszych analiz.



4. Poziom ekspresji AMH u kobiet w wieku okotomenopauzalnym i menopauzalnym byt na podobnym
poziomie, Nie stwierdzono ekspresji AMH u pacjentek w miodszym wieku bedgcymi jednoczesnie

osobami aktywnymi hormonalnie (25 przypadkow).

5. Uzyskane wyniki sugerujg, ze AMH moze by¢ potencjalnym markerem prognostycznym oraz, byé moze,

srodkiem terapeutycznym w leczeniu nowotwordw z ekspresja specyficznych dla niego receptorow.

Uwagi recenzenta. Temat podjety przez lek. med. Marka Gowkielewicza w jego rozprawie na stopien
doktora nauk medycznych jest nowy i ciekawy. Wartosc¢ badan jest znaczaca ze wzgledu na to, ze w
dotychczasowym pismiennictwie prace na temat obecnosci i roli AMH w nowotworach kobiecego narzadu
piciowego jest sporadyczna. W zwigzku z tym pole do badan wydaje sie bardzo szerokie, ale nie stanowi to

utatwienia w ich projektowaniu i prowadzeniu.

Pierwszym i kluczowym dla badania wynikiem jest potwierdzenie obecnosci AMH i jego receptora w
tkankach zmian patologicznych endometrium. Odsetek pacjentek z potwierdzong ekspresjg AMH w badane;
grupie jest co prawda niewielki i wynosi ok. 10% (23 na 232 chore), ale umozliwil dokonanie analizy
statystycznej.

Doktorant analizujgc rozktad ekspresji AMH w zaleznoséci od roznych typéw stanow przednowotworowych |
rakow endometrium dochodzi do wniosku, ze jego obecnos¢ zwigzana jest z dobrze rokujacymi rakami typu |
0 zroznicowaniu G11 G2, wezesnym rakiem jasnokomaorkowym oraz rozrostem bez atypii. Pewng watpliwosc
budzi fgczna analiza rozrostéw i rakow zwlaszcza, ze obecnosé AMH potwierdzono w tagodnym rozroscie
bez atypii a nie stwierdzono w bezposrednim prekursorze jakim jest rozrost atypowy, w obecnegj
nomenklaturze okreslany jako srédnablonkowa neoplazja endometrium (EIN).

W odniesieniu do stopni zaawansowania wg klasyfikacji FIGO z 1988 roku obecno$é AMH w grupie badanej
stwierdzono w stopniach | A, 1B, lIA, llIC, IV, jednak roznice w ekspresji nie byly istotne statystycznie. Nie
stwierdzono ekspresji AMH w stopniach 1l B, lll A oraz lil B.

Od 2009 roku obowigzuje nowa klasyfikacja FIGO raka trzonu macicy i wiasnie do niej odnoszg sie obecnie
wszystkie zalecenia dotycza rakow o niskim i wysokim ryzyku nawrotu. Jednoczesnie klasyfikacje te réznig
si¢ zasadniczo w ramach stopnia | i lll, a w tych jak wynika z przedstawionych badan najczescie]
wystepowalta ekspresja AMH. Nie znamy rozktadu stopni FIGO w zaleznosci od rozpoznania
histopatologicznego, dlatego z pewng ostroznoscig podchodze do stwierdzenie, ze obecnosé AMH wigze sie
z korzystniejszym rokowniczo typem nowotworu lub ogranicza ekspansywnoscé raka zle prognozujgcego.
Zywie jednak nadzieje, ze w kolejnych publikacjach klasyfikacja FIGO nowego i zebranego wczesniej

materiatu bedzie ujednolicona i podana wg zasad obowigzujgcych w roku publikacji pracy.

We wniosku nr 2, w polskiej czesci dysertacji, pojawia sie pewna sprzecznos¢. Doktorant pisze:
~Wydtuzajacy sie sredni czas laktacji w potaczeniu z wyzej wymienionymi typami histopatologicznymi
nowotworu oraz diugotrwatym okresem aktywnos$ci hormonalnej (powyzej 40 lat) miat pozytywny wptyw na
ekspresje AMH. Ustanawia to okolicznosci zwiazane z potencjalnie lepszg prognoza.” Laktacja
jednoznacznie zwigzana z rodnoscig stanowi powszechnie znany czynnik ochronny w stosunku do raka
endometrium, natomiast diugi czas miesigczkowania traktujemy jako czynnik ryzyka w raku typu | i nie

odgrywajgce roli w raku typu II.



Opisujac dziatanie proapoptotyczne AMH traktujemy ekspresje tego hormonu jako czynnik korzystny
rokowniczo. Doktorant we wniosku nr 5 stawia teze, ze moze on byé potencjalnym czynnikiem
prognostycznym. Dla uzasadnienia takiego twierdzenia pomocna bytaby analiza poréwnawcza czasu do

wznowy i przezy¢ catkowitych w grupsch chorych z ekspresjg i bez ekspresji AMH.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska, a zwlaszcza stanowigca jej podstawe praca pt.: ,Anti-
Mullerian hormone expression in endometrial cancer tissue” opublikowana w International Journal of
Molecular Sciences 2019; vol. 20 (6) jest dobrze zaplanowanym i wykonanym projektem badawczym. Na
uwage zastuguje ciekawy dobor tematu, szeroki panel wykonanych badan oraz potgczenie tematyki
klinicznej z nowoczesng diagnostyka histologiczna. Wyniki badania zostaly wyczerpujaco omowione na tle
dotychczasowej literatury. Postawione cele znalazty swoje odzwierciedlenie we wnioskach. Wymienione
wyzej uwagi recenzenta w niczym nie umniejszajg wartosci pracy. Sg one propozycjg na rozwiniecie

podjetego tematu.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa na stopien doktora nauk medycznych w dziedzinie med ycyny spetnia
moim zdaniem warunki stawiane pracom doktorskim w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14.03.2003 o stopniach i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016, poz. 882 z poznigjszymi

zmianami).

Wobec powyzszego zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Warminsko-

Mazurskiego o dopuszczenie lek. med. Marka Gowkielewicza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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