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1. UVOD

Sindrom policisti¢nih jajnika (PCOS) najces¢a je endokrinopatija zena reproduktivne
dobi. Klinic¢ki i/ili biokemijski znakovi poviSenih androgena, poremecaji ovulacije i
policistiéni jajnici, glavni su klini¢ki znakovi ovoga sindroma. Cesto je udruzen s debljinom i
inzulinskom rezistencijom (1). Unato¢ klinickim i biokemijskim odrednicama PCOS-statusa,
etiologija nije dovoljno jasna. Ucestala pojavnost unutar obitelji govori u prilog genskoj
podlozi sindroma. Velika raznolikost fenotipova, vjerojatno je posljedica medudjelovanja
¢imbenika okolisa s genskim c¢imbenicima u podlozi sindroma. Zbog razlicitih
reprodukcijskih 1 metabolickih poremecéaja koji ga prate, PCOS se smatra najveéim

zdravstvenim rizikom u zena reproduktivne dobi (2-5).

1.1. Incidencija

Ucestalost sindroma policisti¢nih jajnika je 15 — 22 % ako se koristimo Rotterdamskim
kriterijima za dijagnozu (6, 7). Sindrom policisti¢nih jajnika ucestaliji je u Zena s pozitivnom
obiteljskom anamnezom za PCOS, za $eéernu bolest tipa 2 i hiperandrogenizam (8). Ceiéi je
u adolescenciji — oko 25 %. Nakon cetrdesete godine spontano se ublazuje klinicka slika 1
ceS¢e su ovulacije. U prijelaznom razdoblju incidencija PCOS-a je oko 15 %, a u

perimenopauzi 10 % (9).

1.2. Predispozicija za PCOS

Neki poremecaji u intrauterinom razdoblju i peripubertetu povisuju rizik za kasniji
nastanak PCOS-a. Mala porodajna masa s porastom tjelesne mase u dojenacko doba povisuju
rizik za 20 % (10, 11). Prijevremena adrenarha (pubarha prije 8 godine zivota) za 50 %
povisuje rizik za kasniji PCOS (12). Prekomjerna tjelesna masa u juvenilno i adolescentno

doba najsnazniji je okida¢ za razvoj i pogorSanje simptoma PCOS-a (11).

1.3. Dijagnostic¢ki kriteriji

Heterogenost klinicke slike sindroma policisticnih jajnika razlog je da ne postoji
jedinstveni kriterij za dijagnozu. Danas se koristimo trima kriterijima: kriterijima NIH-a (engl.
National Institutes of Health — Nacionalni instituti za zdravlje, SAD), kriterijima (8),
ESHRE/ASRM-a  (engl.  European  Society  of Human  Reproduction  and
Endocrinology/American Society of Reproductive Medicine, Rotterdam — Europsko udruzenje

za humanu reprodukciju i ginekolosku endokrinologiju/Americko udruzenje za reproduktivnu



medicinu) kriterijima i kriterijima (6, 7) AES-a (engl. Androgen Excess Society — Udruzenje

za hiperandrogena stanja) (13).

1.3.1. NIH-Kkriteriji

Prema NIH-kriterijima dijagnoza PCOS-a postavlja se na temelju prisutnosti
hiperandrogenizma 1i/ili hiperandrogenemije, oligo/anovulacije, a nakon isklju¢enja drugih
stanja koja su slicna sindromu (Cushingov sindrom, kongenitalna adrenalna hiperplazija,
hiperprolaktinemija i1 bolesti Stitnjace) (8). Njima su definirana tri klinicka fenotipa PCOS-a:
(1) hirzutizam, hiperandrogenemija 1 oligo/anovulacije, (ii) hiperandrogenemija 1

oligo/anovulacije, (iii) hirzutizam i oligo/anovulacije (8).

1.3.2. ESHRE/ASRM (Rotterdamski) kriteriji

Prema Rotterdamskim kriterijima dijagnoza PCOS-a postavlja se na temelju
prisutnosti dvaju od triju sljede¢ih simptoma: (i) oligo/anovulacije; (ii) klinickih i/ili
biokemijskih znakova hiperandrogenizma; (iii) policisti¢nih jajnika na ultrazvu¢nom pregledu
(6, 7). Diferencijalnodijagnosticki potrebno je iskljuciti druge dijagnoze sa slicnom klinickom
slikom. To su: neklasi¢na kongenitalna adrenalna hiperplazija, Cushingov sindrom, androgen-
secerniraju¢i  tumori,  poremecaji  StitnjaCe,  hipogonadotropni  hipogonadizam,
hiperprolaktinemija, sindromi izrazite inzulinske rezistencije (npr. dijagnoza hiperandrogene
na inzulin rezistentne acanthosis nigricans (engl. HARA-IN syndrome)) te visoke doze
egzogeno unesenih androgena (6, 7). Rotterdamski kriteriji zapravo su nastavnica NIH-
kriterija koji su nadopunjeni uvodenjem ultrazvu¢nog nalaza policisti¢nih jajnika u dijagnozu.
Time su definirana dva nova fenotipa PCOS-a: (i) bolesnice s ovulatornim ciklusima, ali s
klinickim 1/ili biokemijskim hiperandrogenizmom i ultrazvu¢nim nalazom policisti¢nih
jajnika 1 (i1) bolesnice s policisticnim jajnicima 1 oligo/anovulacijama bez znakova

hiperandrogenizma (8).

1.3.3. AES-Kkriteriji

Udruzenje za hiperandrogena stanja predlaze da se dijagnoza PCOS-a postavi na temelju
prisutnosti triju klinickih znacajki: (i) poviSenih androgena (klinicki i/ili biokemijski
hiperandrogenizam), (ii) poremecaja ovulacije (oligo/anovulacije i/ili ultrazvu¢nog nalaza
policisti¢nih jajnika) 1 (ii1) isklju¢enjem drugih hiperandrogenih poremecaja ili poremecaja
ovulacije (13). Ovim kriterijima definirano je ukupno devet fenotipova PCOS-a 1 po njima je

PCOS primarno hiperandrogeni poremecaj. Autori ovih kriterija naglasavaju da klinicke



znacajke simptoma PCOS-a ne moraju biti stalno prisutne, ve¢ mogu biti viSe ili manje

izrazene ovisno o vanjskim ¢imbenicima (promjena tjelesne mase, stila zivota i dobi) (13).

Iako je sindrom policisti¢nih jajnika Cesto udruzen s debljinom (30 — 60 % bolesnica),
inzulinskom rezistencijom i hiperinzulinemijom (50 — 70% bolesnica) ovi simptomi nisu
ukljuceni u kriterije za dijagnozu PCOS-a jer su ucestalo prisutni i u drugim poremecajima

koji nisu povezani s PCOS-om (14).

1.4. Dijagnoza PCOS-a

Dijagnoza PCOS-a postavlja se na temelju prisutnosti glavnih znacajki sindroma
definiranih ve¢ navedenim kriterijima, odnosno iskljuivanjem poznatih poremecaja koji

imitiraju PCOS-fenotip.

1.4.1. Dijagnostika glavnih znacajki PCOS-a

1.4.1.1. Klinicki hiperandrogenizam i/ili biokemijska hiperandrogenemija

Hirzutizam je vodeci simptom klini¢koga hiperandrogenizma u bolesnica s PCOS-om.
Definira se povecanim rastom terminalnih dlaka prema muSkom nacinu raspodjele (15).
Tezina hirzutizma procjenjuje se modificiranom Ferriman-Gallweyevom ljestvicom (FG-
zbroj) koja bodovima od 1 — 4 ocjenjuje tezinu hirzutizma na devet odredenih dogovorenih
mjesta na tijelu, Sto je prikazano na slici 1. (16, 17). Ukoliko je zbroj bodova ve¢i od 8
govorimo o hiperandrogenizmu (16, 17). Procjenjuje se da oko 50 — 75 % bolesnica s PCOS-
om ima hirzutizam (18). Jo§ uvijek ne postoji stav o aknama i androgenoj alopeciji kao
jasnome klinickom znaku hiperandrogenizma u bolesnica s PCOS-om (13, 17). Nije sasvim
jasno je li ucestalost akni u bolesnica s PCOS-om statisticki znac¢ajno visa nego u opcoj
populaciji (13, 19). Akne koje ne nestaju prestankom puberteta, odnosno, postpubertalno
nastale akne, mogu biti povezane s poviSenim adrogenima u cirkulaciji. Tezina akni ocjenjuje

se prema Cunliffu (20), a alopecija prema Ludwigovoj ljestvici (21).
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Slika 1. Modificirana Ferriman-Gallweyeva ljestvica (17)

Biokemijski dokaz hiperandrogenemije jest nalaz poviSenih androgena u cirkulaciji.
Testosteron cirkulira u plazmi nespecificno vezan uz albumin, specificno vezan uz SHBG
(engl. Sex Hormone Binding Globulin, globulin koji veze spolne hormone) i u malom
postotku slobodan. Biokemijski se hiperandrogenemija najceS¢e odreduje mjerenjem
ukupnoga serumskog testosterona (ukT) i SHBG-a iz Cega se izraCunava slobodna, odnosno
bioraspoloziva frakcija testosterona (22). Koncentracija drugih androgena u serumu,
androstendiona ili DHEAS-a (dehidroepiandrosteron-sulfata), obi¢no je poviSena u zena s

PCOS-om, ali izolirano je poviSena u manje od 10% slucajeva (13).

Odredivanje vrijednosti testosterona u zena podlozno je brojnim kritikama. Normalne
granice, odredene danas dostupnim kitovima, primarno su postavljene prema muskoj
populaciji te su stoga osjetljivije na viSe vrijednosti androgena (6, 7, 23). Postoji velika
varijabilnost unutar normalnih granica za zensku populaciju. Primjerice, dob 1 ITM bolesnica
nisu uzeti u obzir prilikom odredivanja normalnih granica te postoji malo podataka o
normalnim vrijednostima u adolescentica i starijih zena (6, 7). Analizom androgena u serumu
ne uspiju se dokazati poviSene vrijednosti u oko 20 — 40 % Zena s hirzutizmom 1 policisti¢nim
jajnicima (1, 5, 18). Upravo se zbog navedenoga smatra da normalne vrijednosti androgena u

serumu ne iskljucuju dijagnozu PCOS-a u prisutnosti ostalih znakova.



1.4.1.2. Poremecaji menstruacijskog ciklusa — oligo/anovulacije

Poremecaji ciklusa su, uz hiperandrogenemiju, najceséi simptom sindroma
policisti¢nih jajnika. Nalazimo ih u 60 — 85 % bolesnica i najcesc¢e se ocituju kao
oligomenoreje (manje od 8 ciklusa godisnje ili ciklusi dulji od 35 dana), rjede kao amenoreje
(izostanak menstruacije dulje od 6 mjeseci) ili polimenoreje (ciklusi krac¢i od 21 dan) (5, 18,
24). Poremecaji ciklusa najces¢e su prisutni od menarhe. Redoviti menstruacijski ciklus nije
potvrda ovulacije. Odredivanjem razine progesterona u 2. fazi ciklusa u Zena s PCOS-om i
eumenorejom nadena je anovulacija u oko 20 — 30 % zena (11). Odredivanjem vrijednosti
prolaktina i LH-a u serumu, moraju se iskljuciti amenoreje koje su posljedica bolesti

hipotalamusa i hipofize (6, 7).
1.4.1.3. Ultrazvucni nalaz policisticnih jajnika

Intraovarijski hiperandrogenizam potic¢e regrutaciju i rast veceg broja folikula koji su
potom zaustavljeni u veliini 6 — 9 mm $to daje karakteristi¢nu ultrazvucnu sliku policisticnih

jajnika (25).

Konsenzusom u Rotterdamu postavljeni su sljedeci kriteriji za ultrazvu¢nu dijagnozu
policisti¢nih jajnika (6, 7, 26): (i) policisti¢ni jajnik s 12 ili viSe folikula 2 — 9 mm u promjeru
i (ii) poviseni volumen jajnika > 10 cm’ te (iii) dostatnost ovih nalaza na samo jednom
jajniku. Volumen jajnika se izracunava prema formuli: (0,5 x duljina x Sirina x debljina). Broj
folikula se procjenjuje u svim trima ravninama i veli¢ina folikula se izrazava kao srediSnji
promjer mjeren u sva tri smjera (6, 7, 26). Ovim konsenzusom definirane su i tehnicke
preporuke koje ukljucuju: kvalitetan UZV-uredaj, Skolovanog ultrasonicara te transvaginalni
pristup kad je god to moguce. Ultrazvucni pregled u Zena s redovitim ciklusima treba biti u
ranoj folikularnoj fazi (3. — 5. dan). Bolesnice s oligo/amenorejom bilo kad ili 3. — 5. dan
gestagenom induciranoga ciklusa. Ako postoji dominantan folikul (> 10 mm) potrebno je

ultrazvucni pregled ponoviti u sljede¢em ciklusu (6, 7, 26).
1.4.1.4. Iskljucivanje ostalih hiperandrogenih stanja ili poremecaja ovulacije

Sva stanja koja imitiraju PCOS-fenotip moraju biti iskljucena. Neklasi¢ni oblik
kongenitalne adrenalne hiperplazije (NKAH) iskljucuje se odredivanjem jutarnjih bazalnih
vrijednosti 17-hidroksiprogesterona (17-OHP) u folikularnoj fazi ciklusa (24). Odredivanjem

FSH-a 1 E; u Zena s oligo/anovulacijama koristimo se da bismo iskljucili hipogonadotropni



hipogonadizam ili prijevremenu menopauzu. Cushingov sindrom se iskljuuje na temelju
klini¢ke slike i odredivanjem slobodnoga kortizola u 24-satnom urinu (6, 7, 24). Rjedi uzroci
hiperandrogene kroni¢ne anovulacije mogu biti bolesti §titnjace i1 hiperprolaktinemija, koje se
iskljucuju odredivanjem hormona §titnjace i prolaktina. Prolaktin se ucestalo rutinski odreduje
u hiperandrogenih bolesnica. Normalno nalazimo razinu prolaktina na gornjoj granici ili ¢ak

malo viSe od gornje granice (6, 7).
1.4.1.5. Dijagnostika metabolickih poremecaja povezanih s PCOS-om

Danas ne postoje opceprihvaceni i pouzdani klinicki testovi za detekciju inzulinske
rezistencije u opcoj populaciji. Testovi koji se najces¢e primjenjuju u praksi izraCunani su iz
vrijednosti inzulina i glukoze na taste. To su GIR (engl. Glucose to Insulin Ratio — omjer
glukoze 1 inzulina) i HOMA — IR (engl. Homeostasis Model of Assesment — Insulin Resistance

— homeostaticki model procjene inzulinske rezistencije) (6, 7).

Konsenzusom u Rotterdamu dogovoreni su klinicki kriteriji za dijagnozu metabolickoga
sindroma u bolesnica s PCOS-om, a koji ukljucuju prisutnost triju od pet klini¢kih znacajki
prikazanih u tablici 1. (6, 7). Istim konsenzusom predlozene su sljedece preporuke za probir

metabolickih poremecaja u bolesnica s PCOS-om:

- testovi inzulinske rezistencije nisu potrebni da bi se postavila dijagnoza PCOS-a, niti

su potrebni za odabir lijecenja,

- bolesnicama s pretjeranom tjelesnom masom (ITM > 27 kg/m?) potrebno je uginiti
probir za metabolicki sindrom, Sto ukljucuje kriterije navedene u tablici 1. 1 test

netolerancije glukoze (OGTT),

- nuzne su daljnje studije o korisnosti ovih testova u bolesnica normalne tjelesne mase.
Probir u ovoj skupini potreban je samo ako postoje dodatni Cimbenici rizika za
inzulinsku rezistenciju kao Sto je pozitivna obiteljska anamneza za Se¢ernu bolest (6,

7).



Tablica 1. Ucestalost (%) pojedinacnih sastavnica metabolickoga sindroma u bolesnica s

PCOS-om (27)

Sastavnice metabolickoga sindroma Ucestalost (%)
opseg struka > 88 cm 80
HDL-kolesterol < 1,3 mmol/L 66
trigliceridi > 1,7 mmol/L 32
hipertenzija > 130/85 mm Hg 21
glukoza na taste > 6,1 mmol/L 5

1.5. Patofiziologija sindroma policisti¢nih jajnika

Sindrom policisticnih jajnika je endokrinoloSko-metabolicki poremecaj pri kojemu
viSe predisponirajué¢ih gena u kombinaciji s ¢imbenicima okoliSa (posebno nutritivnim)
uzrokuje ocitovanje heterogene klinicke slike (28). SrediSnji je poremecaj u jajniku, ali je on
nedvojbeno povezan s poremecajima na razini hipofizno-hipotalamicne osi te poremecajima u
sekreciji 1 djelovanju inzulina (29). Danas se smatra da je mehanizam nastanka PCOS-a jedan

od najslozenijih patofizioloskih mehanizama u medicini.

1.5.1. Poremecaj funkcije jajnika

1.5.1.1. Pojacana biosinteza androgena u jajniku

Jajnik je glavni izvor androgena u bolesnica s PCOS-om. Glavno mjesto sinteze

androgena je sloj teka-stanica u razvojnom folikulu (15).

Molekularni 1 stanicni mehanizmi koji su u podlozi povecanoga stvaranja androgena u
jajniku u bolesnica PCOS-om, predmet su intenzivnih znanstvenih istrazivanja. In vitro
pokusi na svjeze izoliranim kulturama teka-stanica iz policisti¢nih jajnika upucuju na
pojacano bazalno i stimulirano lu¢enje androgena i njihovih prekursora u usporedbi s teka-
stanicama zdravih jajnika (30, 31). Ekstraovarijski ¢imbenici koji utjeCu na pojaCanu
biosintezu androgena jesu povecana sekrecija LH-a te poviSena razina inzulina koji svoja

djelovanja ostvaruju izravnom stimulacijom signalnih puteva u stanicama jajnika (29).



1.5.1.2. Poremecena folikulogeneza

Poremecaji ovulacije u bolesnica s PCOS-om povezani su s poremeéenim antralnim
imaju dva do Sest puta veci broj primarnih, sekundarnih i malih antralnih folikula (promjera 5

— 8 mm) u odnosu na zdrave jajnike (32).

Danas se vrlo malo zna o molekularnim mehanizmima koji kontroliraju regrutaciju i
rani rast folikula. Eksperimentalnim studijama na Rhesus-majmunicama pokazalo se da
kratkotrajna izloZenost androgenima stimulira rane stadije rasta folikula. Ovi stadiji rasta ne
ovise o fazi ciklusa ili o stimulaciji gonadotropinima (33, 34). Stimulacija androgenima odvija
se preko androgenih receptora koji se nalaze u granuloznim i teka-stanicama. Ako se izlaganje
androgenima nastavi tijekom duljeg razdoblja dolazi do kolapsa folikula u ovarijsku stromu.
Posljedicno dolazi do hipertrofije ovarijske strome, nalaz tipican za PCOS 1 kroni¢no

izlaganje androgenima (33, 34).

“Zaustavljen” rast folikula, koji nalazimo u policisticnom jajniku ne moze se u
cijelosti objasniti izlaganjem androgenima. Pretpostavlja se da povecani broj malih folikula
stvara viSe AMH-a (Anti-Miillerova hormona). Ovaj hormon inhibira u¢inak hormona koji
stimulira folikule (FSH) na aktivnost aromataze (35). Drugi pretpostavljeni mehanizam je da
granulozne stanice u bolesnica s PCOS-om s anovulacijama, preuranjeno izrazavaju LH-

receptore, $to uzrokuje njihovo prerano sazrijevanje i kona¢no “zaustavljeni” rast (36).

“Zaustavljenom” rastu dodatno pridonosi inzulin. Postreceptorski signalni put kojim se
odvija metabolizam glukoze razli¢it je od onoga kojim se potice steroidogeneza (37). Smatra
se da je u bolesnica s PCOS-om poremecen postreceptorski signalni put za metabolizam
glukoze §to dovodi do smanjenja energijskih zaliha u folikulu, a to “zaustavlja” njihov rast
(37). Hiperinzulinemija koja Cesto prati PCOS, povisuje osjetljivost granuloza-stanica na

luteotropni hormon (LH), Sto dodatno pridonosi prijevremenoj luteinizaciji (36).

“Zaustavljen” rast folikula dovodi do izostanka selekcije dominantnoga folikula i

ovulacije.



1.5.2. Poremecaj u lu¢enju gonadotropina

Bolesnice s policisticnim jajnicima imaju poremeceno lucenje gonadotropina.
Pojacano se lu¢i LH dok se normalno ili snizeno lu¢i FSH. Karakteristicno je povecan

LH/FSH omjer (38).

Poremeceno luCenje gonadotropina vjerojatno je rezultat poremeéenoga lucenja
hormona iz jajnika jer nije naden primarni hipotalami¢ni poremecaj kojim bi se mogle
objasniti neuroendokrine promjene karakteristicne za PCOS. Povisene vrijednosti androgena
smanjuju osjetljivost hipotalamusa na negativnu povratnu spregu progesterona. Dodatno, u
zena s PCOS-om izostaje selekcija dominantnoga folikula, a time i stvaranje poviSenih
vrijednosti progesterona. Niske vrijednosti progesterona uzrokuju povisenu pulsatilnost
hormona koji otpusta gonadotropine (GnRH). PoviSena pulsatilnost GnRH-a favorizira
lucenje LH-a u odnosu na FSH §to za posljedicu ima poremecen odnos LH/FSH. PoviSena
razina LH-a dodatno stimulira teka-stanice folikula jajnika na stvaranje androgena. Zbog
poviSenih vrijednosti inhibina B i slobodnih estrogena u cirkulaciji, te lokalnih parakrinih

ucinaka androgena i AMH-a, smanjena je aktivnost FSH-a (38).

1.5.3. Poremecaji u lu¢enju i djelovanju inzulina

Gotovo 80 % bolesnica s PCOS-om i pretjeranom tjelesnom masom te oko 30 — 40 %
zena s PCOS-om i normalnom tjelesnom masom ima inzulinsku rezistenciju (27). Mehanizam
kojim nastaje inzulinska rezistencija u bolesnica s PCOS-om nije u potpunosti poznat (39,
40). Ne moze se tumaciti isklju¢ivo povecanom tjelesnom masom jer veliki broj bolesnica s

PCOS-om i normalnom tjelesnom masom ima inzulinsku rezistenciju (27).

Inzulin ima visestruke bioloSke ucinke na ciljna tkiva. Osim uc¢inka na metabolizam
glukoze, inzulin je ukljuc¢en u regulaciju metabolizma lipida i aminokiselina, sintezu proteina
te u mehanizme stani¢noga rasta i diferencijacije (39, 40). Inzulinska rezistencija u bolesnica s
PCOS-om obiljezena je nedovoljnom osjetljivoséu tkiva na inzulin pri ¢emu su neka tkiva
rezistentna na inzulin (adipociti, skeletni miSi¢i), a druga visokoosjetljiva (jajnici,

nadbubrezna Zlijezda) (41).

Eksperimentalno je pokazano da u oko 50 % bolesnica s PCOS-om nakon vezanja
inzulina dolazi do serinske fosforilacije B-lanca inzulinskog receptora. Time dolazi do

inhibicije prijenosa signala Ciji uzro¢ni ¢imbenik nije otkriven (40, 41). Istrazuje se moguca



genska podloga u polimorfizmima gena koji kodiraju inzulinski receptor, ali i gena za
inzulinske receptorske supstrate (IRS-1 i IRS-2) koji imaju klju¢nu ulogu u usmjerivanju

postreceptorskoga signala (40, 42).

Gotovo sve bolesnice s PCOS-om 1 prekomjernom tjelesnom masom imaju inzulinsku
rezistenciju (9, 43). Adipociti luce Citav niz proteina koji imaju ucinak nalik hormonskim
ucincima, skupno nazvanih adipokinima. Danas se najviSe istrazuje utjecaj leptina,
adiponektina i rezistina na metabolicke poremecaje uzrokovane debljinom. Sve je vise dokaza
da poremecena produkcija adipokina — visok leptin i rezistin, nizak adiponektin utjecu na
poremecenu aktivnost inzulina i IGF-a, steroidogenezu u jajniku, a time i kontrolu
menstruacijskoga ciklusa (44, 45). Poremecena ravnoteza adipokina otezava sazrijevanje jajne
stanice, oplodnju, implantaciju i pravilan razvoj fetusa. Leptin inhibira ovarijsku
steroidogenezu i dovodi do anovulacija. Debljina u Zzena s PCOS-om pojacava inzulinsku

rezistenciju, hiperandrogenizam i dislipidemiju (43).

1.6. Genetika sindroma policisti¢nih jajnika

Sindrom policisti¢nih jajnika slozeni je genski poremecaj koji nastaje u nosioca
predisponirajuc¢ih genskih varijacija kao odgovor na slozeni utjecaj ¢imbenika okolisa (46).

Rezultat je izrazavanje razli¢itih fenotipskih varijanti (slika 2.).
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Slika 2. Etiologija i patogeneza PCOS-a (47).
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1.6.1. Nasljedivanje PCOS-a

Velika ucestalost ovoga sindroma u pojedinim obiteljima govori u prilog genskoj
uvjetovanosti. Poznato je da 35 % majki 1 40 % sestara bolesnica s PCOS-om ima ovaj
poremecaj. Dodatno jo§ 24 % sestara ima hiperandrogenemiju (48). Studije na blizancima
pokazale su koeficijent nasljednosti od 0,79 (49). Cini se da bolesnice s PCOS-om imaju
geneticku kontrolu inzulinske rezistencije i hiperinzulinemije. Sestre bolesnica s PCOS-om
koje imaju PCOS ili hiperandrogenizam imaju smanjenu osjetljivost na inzulin u odnosu na

sestre bez PCOS-a (50).

1.6.2. Genski polimorfizmi

Genski polimorfizmi podrazumijevaju genske varijacije koje oznaCuju gensku
raznolikost izmedu jedinki. Oni nisu povezani s mutacijama koje imaju uc¢inak “sve ili niSta”
veé stvaraju predispoziciju za promijenjenu ekspresiju pojedinih gena. Tijekom generacija
prosire se u populaciji s ucestalos¢u vecom od 1%. To ostvaruju ne mijenjajuéi znatno
funkciju gena. Naslijedena kombinacija ovakvih “blagih” genskih varijanti sinergistickim
uc¢inkom stvara predispoziciju za nastanak bolesti (51). U haploidnom ljudskom genomu, koji
sadrzava 3,2 x 10° parova baza (pb), polimorfizmi se nalaze na svakih 300 — 1.000 pb, §to
znaci da ih ukupno ima 3 do 10 milijuna (52). Rabimo ih kao geneticke biljege za istrazivanja
u populacijskoj genetici, mapiranju gena te za identifikaciju jedinki (28). Najces¢a vrsta
genskoga polimorfizma jest polimorfizam jedne baze — SNP-a (engl. Single Nucleotide
Polymorphism) pri ¢emu dolazi do promjene (supstitucije) jednoga nukleotida na odredenom
mjestu u molekuli DNA (52). Mikrosatelitni se polimorfizmi sastoje od varijabilnih blokova
kratkih ponavljanja nukleotidnih sekvencija (1 — 4 pb), koje se ponavljaju oko 2 do 10 puta
(53). Minisateliti ili VNTR (engl. Variable Number of Tandem Repeats — varijabilni broj

tandemskih ponavljanja) jesu polimorfizmi obiljezeni ponavljanjem duzih sljedova (20 — 500

pb) (53).

Genski polimorfizmi koji naizgled ne utjecu na funkcionalnost proteina koji kodira
zadani gen, takoder mogu biti zanimljivi za istrazivanje jer se mogu nalaziti u neravnotezi
vezanosti gena (engl. Linkage Disequilibrium, LD) s moguéim odgovornim polimorfizmom

(engl. causal variant) 1 mogu biti njegovi biljezi (52).
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1.6.3. Metode koje se primjenjuju u geneti¢ckim studijama o PCOS-u

Tehnike molekularne genetike koje se primjenjuju u genetickim studijama o PCOS-u
jesu analiza vezanosti (engl. linkage analysis), test neravnoteze prijenosa alela (engl.
Transmission Disequilibrium Test, TDT) 1 asocijacijske studije (engl. association analysis —

studije povezanosti) (46).

Analiza vezanosti je metoda kojom se identificiraju geni (kromosomske regije) koji
kosegregiraju s boles¢u medu c¢lanovima obitelji (52). Nepoznati obrazac nasljedivanja,
varijabilna penetrantnost genske promjene te mali uzorak ispitanica ogranicuju uspjesnost ove
metode. PCOS je povezan sa smanjenom plodnoscéu, S§to umanjuje broj potomaka unutar

generacija koje se analiziraju (46).

Test neravnoteze prijenosa alela (engl. Transmission Disequilibrium Test, TDT) je
obiteljska studija (engl. family based study) koja ukljucuje vise Clanova iste obitelji u kojima
se prati nasljedivanje alela s roditelja na oboljelo dijete da bi se utvrdila povezanost

polimorfizma i bolesti (46, 52).

Asocijacijske studije (engl. case-control studies) mnajceS¢e se primjenjuju u
istrazivanjima genske podloge PCOS-a. Istrazivacki cilj ovih studija jest pronaéi gene
povezane s PCOS-om unutar populacije. Studije povezanosti testiraju, pojavljuju li se pojedini
geneticki biljezi s ve¢om ucestalos¢u u populaciji oboljelih (engl. case) u odnosu na opéu
zdravu populaciju (engl. control) (52). Gen, odnosno genski polimorfizam, koji analiziramo u
ovim studijama odabran je na temelju njegove pretpostavljene uloge u patofizioloSkom
mehanizmu nastanka bolesti pa ga nazivamo genom kandidatom. Njegove polimorfne
varijante povezuju se s razli¢itim fenotipskim karakteristikama bolesnica s PCOS-om u

odredenoj populaciji (28).

1.6.4. Geni kandidati za PCOS

Geni kandidati koji su do sada istrazivani ukljuceni su u poznate patofizioloske puteve
koji pridonose nastanku PCOS-a 1 mozemo ih podijeliti na:
- gene kandidate ukljucene u steroidogenezu u jajniku i nadbubreznoj zlijezdi,
- gene kandidate ukljucene u djelovanje steroidnih hormona,
- gene kandidate ukljucene u djelovanje i regulaciju gonadotropina,

- gene kandidate ukljuc¢ene u djelovanje 1 sekreciju inzulina,
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gene kandidate ukljuc¢ene u energijsku homeostazu,

gene kandidate uklju¢ene u mehanizam kroni¢ne upale (47).

Tablica 2. Prikaz do danas istrazivanih gena kandidata za PCOS (47)

GEN

LOKUS/VARIJANTA

1. Geni koji su ukljuceni u steroidogenezu u jajniku

i nadbubreznoj zlijezdi (za enzime steroidogeneze)

CYP Ila (tttta),
D15S519
D15S520
CYP2] heterozigotnost za CYP 21 mutacije
CYpP 17 ~34T/CYSNP
D10S192
T/C promjena 5“PR
CYP 19 (tttta),/D15S103
2. geni ukljuceni u djelovanje steroidnih hormona
AR (CAG),
SHBG (TTTTA),
Asp327Asn
D17S1353

3. geni ukljuceni u djelovanje i regulaciju gonadotropina

LHp Trp8Arg; llglSThr
Ser102Gly
Folistatin D5S474
D5S623
D5S822
4. geni ukljuceni u djelovanje i sekreciju inzulina
INS INS VNRT
INSR D19S884
C10923T
IRS Gly972Arg (IRS-1)
Gly1057Asp (IRS-2)
CAPNI0 UCSNP-19, -43, -63
UCSNP-44
UCSNP-45
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Tablica 2. Prikaz do danas istrazivanih gena kandidata za PCOS (47) — nastavak

5. Geni ukljuceni u energijsku homeostazu

Leptin gen i receptor

skeniranje za mutacije i polimorfizme u genu za

leptinski receptor

Adiponektin gen T45G u egzonu 2
G276T u intronu 2

PPAR-y D3S1263
Prol2Ala
CACA478CAT

5. geni ukljuceni u mehanizam kronicne upale

TNF-« -308 G/A

TNFR2 Met196Arg

I1L-6 -174 G/C

1L-6 signalni prijenosnik gp 130 Glyl148Arg

IL-6 receptor-a CA-ponavljanja

1.7. Geni kandidati odabrani za ovo istraZivanje

U ovoj studiji analizirali smo sedam razlicitih genskih polimorfizama u Sest razli¢itih gena

kandidata:

- mikrosatelitni polimorfizam (CAG), gena 4R,
- mikrosatelitni polimorfizam (TAAAA), gena SHBG,

- polimorfizam jedne baze Asp327Asn gena SHBG,

- minisatelitni polimorfizam gena INS,

- polimorfizam jedne baze C/T gena INSR,

- polimorfizam jedne baze Gly792Arg gena IRS-1,

- polimorfizam jedne baze Pro12Ala gena PPAR-y.

Genski polimorfizmi za ovo istrazivanje odabrani su na temelju pozitivnih nalaza

asocijacijskih studija u drugim populacijama bolesnica s PCOS-om, a nakon podrobnoga

pregleda literature. Svi navedeni polimorfizmi dokazano utjeu na transkripcijsku aktivnost

gena u in vitro pokusima (54-60). PCOS je slozena genska bolest i smatra se da je potrebno

uloziti dodatne napore u provodenje replikacijskih studija s ve¢im brojem ispitanica, a koje bi
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potvrdile ili opovrgle pozitivne nalaze prethodnih studija (61). Ovo je bila misao vodilja

naseg istrazivanja.

1.7.1.Gen AR

Androgeni ostvaruju svoju aktivnost vezu¢i se za androgeni receptor koji pripada
obitelji nuklearnih transkripcijskih ¢imbenika. Androgeni receptor kodiran je genom AR koji
se nalazi na poziciji Xql1-12 kromosoma 1 sastoji se od triju funkcionalnih domena: N-
terminalna domena, DNA-vezu¢a domena i ligand-vezu¢a domena (62). U egzonu 1 ovoga
gena prisutno je visoko polimorfno trinukleotidno ponavljanje CAG, koje kodira
poliglutaminski zapis na N-terminalnom kraju (N = 11 — 38, prosjecno 20) (54).
Transkripcijska aktivnost androgenog receptora obrnuto je razmjerna s brojem CAG-
ponavljanja u in vitro istrazivanjima (54). Povecana aktivnost gena AR u hiperandrogenih
bolesnica s kra¢im brojem CAG-ponavljanja moguce utjeCe na vecu izrazenost
hiperandrogenih stigmi uz normalne serumske vrijednosti androgena (63). Dosadasnje studije
u bolesnica s PCOS-om pokazale su da CAG, polimorfizam gena AR u normalnom rasponu
ponavljanja utjeCe na serumsku koncentraciju testosterona u bolesnica s PCOS-om, ali s

razli¢itim rezultatima (64—70).

1.7.2. Gen SHBG

SHBG (engl. Sex Hormone-Binding Globulin) regulira koncentraciju slobodnih
hormona koji djeluju na ciljna tkiva. Humani SHBG je homodimerni glikoprotein kodiran
genom lociranim na 17p12-p13 kromosomu (71, 72). U promotorskoj regiji gena SHBG
nadeno je polimorfno pentanukleotidno ponavljanje (TAAAA), koje utjece na transkripcijsku
aktivnost gena SHBG (55). Smatra se da upravo ovaj funkcionalni polimorfizam pridonosi
individualnim razlikama u razinama SHBG-a u plazmi, a time 1 razini slobodnih hormona u
cirkulaciji (73). Bolesnice s PCOS-om, s pove¢anim brojem (TAAAA),-ponavljanja imaju
nize vrijednosti SHBG-a (73). Xita i suradnici pokazali su znatnu povezanost duljine
(TAAAA),-ponavljanja s PCOS-om u gr¢koj populaciji bolesnica (70). Cousin i sur. pokazali
su da su duzi (TAAAA),-aleli ucestalije prisutni u bolesnica s hirzutizmom (74). Serumske
vrijednosti SHBG-a znatno su niZze u nosilaca (TAAAA),-polimorfizma veceg broja
ponavljanja neovisno o PCOS-statusu (75). Opisana povezanost serumskih vrijednosti SHBG-

a s (TAAAA),-polimorfizmom pokazana je i u muskoj populaciji (76-78).
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Polimorfizam jedne nukleotide — SNP (engl. Single Nucleotide Polymorphism) G u A
u egzonu 8 gena SHBG rezultira supstitucijom asparagina za asparti¢nu kiselinu na 327. kraju
(Asp327Asn) gena SHBG. U zivotinjskom modelu dodatni ugljikohidratni lanac u SHBG-
proteinu, kodiran Asn327 alelom, smanjuje metabolicki klirens te produljuje poluvijek
proteina. Posljedi¢no, nosioci ovoga polimorfizma imaju viSe razine SHBG-a u serumu (56).
Povezanost ovoga polimorfizma s razinama SHBG-a u serumu pokazana je u studiji na
zdravim postmenopauzalnim Zenama (79) kao i u populaciji hirzutisti¢nih Zena iz Francuske
(74). Cousin 1 sur. su, takoder, pokazali snaznu neravnotezu povezanosti (LD — engl. Linkage
Disequilibrium) ovog alela s osam (TAAAA),-ponavljanja (74). Zbog pretpostavljenoga
duljeg poluvijeka SHBG-a u nosioca Asn327-polimorfizma, ispitan je i pokazan njegov

utjecaj na smanjeni rizik za karcinom dojke (80, 81).

1.7.3. Gen INS

Spoznaja da veliki broj Zena s PCOS-om ima inzulinsku rezistenciju s
kompenzatornom hiperinzulinemijom, neovisno o stupnju debljine, dovela je do pretpostavke
da je u takvih bolesnica etiologija PCOS-a vjerojatno povezana s poremecajem u ekspresiji
gena za inzulin (82-84). Gen za inzulin nalazi se na lokaciji 11pl5.5. Minisatelitni
polimorfizam na 5' kraju regulatorne regije (VNTR INS) regulira transkripciju gena za INS
(57, 82). Ovisno o broju ponavljanja INS VNTR-aleli podijeljeni su u tri kategorije.
Kategorija I alela sastoji se od krac¢ih polimorfnih ponavljanja s prosje¢nom duljinom od 40
ponavljanja — kratki aleli. Kategorija II alela ima prosjecno 80 ponavljanja — srednje dugi
aleli, dok se kategorija III alela sastoji od najduljih polimorfnih ponavljanja — prosjecno 157 —
dugi aleli (57). U in vitro uvjetima pokazano je da dulji aleli imaju vecéu transkripcijsku
aktivnost (85). Waterworth 1 sur. prvi su istrazivali povezanost /NS VNTR-polimorfizama u
obiteljima s PCOS-om te ranim gubitkom kose u muskaraca (84). Pokazali su da su PCOS-
fenotipovi povezani s III. kategorijom alela na /NS VNTR-lokusu. Ferk i sur. pokazali su da je
kategorija III /NS VNTR-alela znatno ucestalija u bolesnica s PCOS-om kao i da bi pretilost u
medudjelovanju s II/III /NS VNTR-genotipom mogla biti predisponiraju¢i ¢imbenik za
razvoj PCOS-a (86).

1.7.4. Gen INSR

Inzulinski receptor je heterotetramericki glikoprotein. Sastoji se od dviju a i1 dviju B
podjedinica i kodiran je INSR-genom. Gen, sastavljen od 22 egzona, lociran je na 19 p13.3 —

pl3.2 kromosoma (87). Mutacije u egzonima 17 — 21 povezane su s inzulinskom
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rezistencijom 1 hiperinzulinemijom. Upravo ta regija kodira tirozin-kinazu receptora za
inzulin (88). Polimorfizam koji ukljucuje supstituciju C u T u /NSR-genu odnosno His 1058
C/T u egzonu 17 pokazao se znatno povezan s PCOS-om u nekoliko dosadasnjih studija u
razli¢itim populacijama (58, 89-92). Prepostavljeni mehanizam u podlozi ove povezanosti jest

promijenjena autofosforilacija inzulinskog receptora u nosioca ovoga polimorfizma (41, 58).

1.7.5. Gen IRS-1

Supstrat za inzulinski receptor (IRS-1 — engl. Insulin Receptor Substrate) prvi je
supstrat inzulinskog receptora u inzulinskom signalnom putu. Gen /RS-/ nalazi se na lokaciji
2q36 (59). Aktivacija inzulinskog receptora zahtijeva autofosforilaciju B-podjedinice, Sto
aktivira tirozin-kinazu. Tirozin-kinaza forforilira supstrate za inzulinski receptor (IRS-1 i IRS-
2) ¢ime se aktiviraju putevi odgovorni za metabolicku i mitogenu aktivnost inzulina. Ako je
IRS-1 nefunkcionalan onda IRS-2 postaje glavni glasnik unutarstani¢noga prijenosa
inzulinskog signala, §to zahtijeva vecu koncentraciju inzulina za njegovu aktivaciju (47).
Najceséa polimorfna varijanta je promjena glicina u arginin u kodonu 972 (Gly792Arg) (93,
94). Smatra se da su ove genotipske varijante povezane s nedostatnim prijenosom signala od
strane IRS-1 zbog Cega izostaje unos glukoze u miSi¢e i1 stanice masnoga tkiva (94-96).
Nosioci ovoga polimorfizma imaju dokazano poviseni rizik za Sec¢ernu bolest tipa 2 (97).
Dilek i sur. pokazali su vecu ucestalost Gly792Arg-polimorfizma /RS-/ gena u bolesnica s
PCOS-om u Turskoj (93). U studijama El Mkadema i Viluendasa (95, 98) pokazano je da
nosioci Gly792Arg-polimorfizma imaju ve¢i ITM, inzulinsku rezistenciju i poviSene
vrijednosti inzulina na taste u odnosu na bolesnice s normalnim ITM-om i u odnosu na

kontrolnu skupinu (93).

1.7.6. Gen PPAR-y

PPAR-y (engl. Peroxisome Proliferator Activated Receptor gamma) je transkripcijski
¢imbenik koji sudjeluje u adipogenezi, energijskom metabolizmu i sluzi kao funkcionalni
receptor za novu generaciju inzulin-senzitiraju¢ih lijekova — tiazolidinediona (99). PPAR-y
nuklearni receptor nalazimo u teka-stanicama jajnika (100). PPAR-y agonisti povisuju
aktivnost MAP- kinaze (engl. Mitogen-Activated Protein, MAP) u na inzulin osjetljivim
tkivima 1 smanjuju androgeni odgovor na inzulin u teka-stanicama (100). To¢an mehanizam
kojim PPAR-y agonisti poboljSavaju in vitro aktivnost inzulina u teka-stanicama jos je uvijek
nepoznat. Ulazu se znatni napori u otkrivanje ovoga mehanizma jer bi ovi nalazi mogli

pridonijeti popravku defekta djelovanja inzulina u bolesnica s PCOS-om (40).
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Gen za PPAR-y nalazi se na lokaciji 3p25 na 3 kromosomu (101). Gen je kandidat za
regulaciju metabolizma masnoga tkiva odnosno za razvoj pretilosti i dijabetesa (47). NajceSca
poliformna varijanta ovoga gena je supstitucija C u A nukleotide u egzonu 2 koja rezultira
promjenom aminokiseline Pro u Ala u kodonu 12. Pro12Ala-polimorfizam povezan je s nizim
stupnjem inzulinske rezistencije, poviSenim klirensom inzulina te smanjenim rizikom za

Se¢ernu bolest tipa 2 (60).

Vise je studija pokazalo da su bolesnice s PCOS-om s Pro/Ala-alelima osjetljivije na
inzulin od onih s Pro/Pro te imaju manje izrazeni hirzutizam (47, 60, 102—105). Prema
istrazivanju Yilmaza i sur. prvi srodnici bolesnica s PCOS-om imaju znatno manju ucestalost
Pro/Ala-alela, ali i da nosioci Pro/Ala-alela imanju manje izrazenu inzulinsku rezistenciju od

onih s Pro/Pro-alelima (105).
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2. CILJEVL, HIPOTEZA I SVRHA ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja bio je istraziti jesu li genski polimorfizmi sljede¢ih gena kandidata:

mikrosatelitni polimorfizam (CAG), u egzonu 1 gena AR,

— mikrosatelitni polimorfizam (TAAAA), u promotoru gena SHBG,
— polimorfizam jedne baze Asp327Asn u egzonu 8 gena SHBG,

— minisatelitni polimorfizam u promotoru gena /NS,

— polimorfizam jedne baze C/T u kodonu His 1058 gena /NSR,

— polimorfizam jedne baze Gly792Arg gena IRS-1,

polimorfizam jedne baze Pro12Ala gena PPAR-y,

povezani s razvojem PCOS-a, odnosno, jesu li povezani s razli¢itim klinickim i1 biokemijskim

znacajkama ovoga sindroma.

PokuSali smo na komparativno impresivhom broju etni¢ki ujednacenih ispitanica
pridonijeti rasvjetljavanju slozene 1 nedovoljno poznate genske podloge sindroma
policisti¢nih jajnika. Buduée geneticke informacije otvorit ¢e put rjeSavanju enigme
patogeneze PCOS-a i imat ¢e velik utjecaj na usmjereniji terapijski pristup bolesnicama s

PCOS-om.
Pretpostavke ovog istrazivanja bile su sljedece:

1. Prisutnost mikrosatelitnog polimorfizma (CAG), u egzonu 1 gena AR cCimbenik je
rizika za razvoj PCOS-a i utjece na razinu androgena u serumu. Bolesnice s PCOS-om
1 s hiperandrogenizmom, ali bez hiperandrogenemije imaju manji broj CAG,-

ponavljanja u genu AR.

2. Prisutnost mikrosatelitnog polimorfizma (TAAAA), u promotoru gena SHBG utjece
na razvoj PCOS-a. Vrijednosti SHBG-a u serumu povezane su s brojem (TAAAA),-

ponavljanja u promotorskoj regiji gena SHBG.
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Asn-327 alel gena SHBG povezan je s vrijednostima SHBG-a u serumu. Prisutnost

ovog alela u bolesnica s PCOS-om utjece na razinu slobodnih androgena u serumu.

VNTR INS III. kategorije povezani su s nastankom PCOS-a. U bolesnica s PCOS-om
polimorfizam VNTR-a u promotoru gena INS utjeCe na koncentracije inzulina u

serumu, odredenog na taste.

Polimorfizam jedne baze C/T u kodonu His 1058 tirozin-kinazne domene /NSR-a

povezan je s razvojem PCOS-a.

. Polimorfizam jedne baze Gly972Arg gena IRS-1 povezan je s razvojem PCOS-a. Ovaj

polimorfizam utjeCe na inzulinsku rezistenciju 1 vrijednosti inzulina na taste u

bolesnica s PCOS-om.

. Polimorfizam jedne baze Prol2Ala u genu PPAR-y povezan je sa stupnjem inzulinske

rezistencije te vrijednostima inzulina na taste u bolesnica s PCOS-om.
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3. ISPITANICE, MATERIJALI Il METODE
3.1. Ispitanice

U istrazivanu smo skupinu ukljucili 214 Zena u dobi od 25,9 £+ 5,2 godine u kojih smo

postavili dijagnozu PCOS-a prema Rotterdamskim kriterijima (6, 7).

Poremecaje menstruacijskoga ciklusa definirali smo kao prisutnost amenoreje ili
oligomenoreje. Hiperandrogenizam smo procjenjivali na temelju prisutnoga hirzutizma i/ili na
temelju poviSenih vrijednosti androgena (ukT, slIT, androstendiona, DHEAS). Normalne
granice navedenih androgena prikazane su u tablici 3. Hirzutizam smo definirali Ferriman-
Gallweyovim indeksom veéim od 8 koji smo dodatno podijelili u tri kategorije: blagi (FG 8 —
9), umjereni (FG 10 — 14) 1 teski (FG > 15) (16). Tezinu akni podijelili smo u tri skupine:
blage (acne comedonica), umjerene (acne papulopustulosa) i1 teSke (acne conglobata) (20).
Druge bolesti koje imitiraju PCOS iskljucili smo mjerenjem serumskih bazalnih vrijednosti
17-hidroksiprogesterona (17-OHP), prolaktina (PRL) i hormona koji stimulira S$titnjacu
(TSH).

Tablica 3. Normalni rasponi vrijednosti androgena u Zena

Hormon Normalni raspon
ukupni testosteron (nmol/L) 0,2-2,5
slobodni testosteron (pmol/L) 3,5-30
androstendion (nmol/L) 1-12
DHEAS (umol/L) 2-10

U kontrolnu skupinu ukljucili smo 209 zena u dobi od 28,7 + 4,6 godina, koje su bile u
obradbi radi planiranoga postupka izvantjelesne oplodnje zbog muske neplodnosti. U ovu
skupinu ukljuc¢ene su Zene koje nisu imale poremecaj ciklusa, bez klini¢kih ili biokemijskih
znakova hiperandrogenizma i bez ultrazvu¢nog nalaza policisti¢nih jajnika. Nijedna ispitanica
u kontrolnoj skupini nije imala endokrinoloski poremecaj ili autoimunosnu bolest kao ni

ginekoloske operacije u anamnezi.

Podatci o obiteljskoj, zdravstvenoj, reprodukcijskoj 1 ginekoloskoj anamnezi dobiveni

su u objema skupinama unaprijed dizajniranim upitnikom.

21



Sve su ispitanice ukljucene u studiju nakon redovita pregleda u Poliklinici za humanu
reprodukciju Klinike za Zenske bolesti i porode KBC-a i Medicinskoga fakulteta u Zagrebu u
razdoblju od listopada 2007. do prosinca 2009. godine. Prije uklju¢enja u studiju svaka je
ispitanica potpisala privolu o sudjelovanju. Indeks tjelesne mase (ITM) je izraCunan kao
masa/visina® (kg/m?). Izmjeren je omjer struka i bokova (WHR, engl. Waist to Hip Ratio).
Ultrazvuc¢na dijagnoza policisti¢nih jajnika postavljena je na temelju Rotterdamskih kriterija

(6, 7). Sve su ispitanice kavkaskoga podrijetla i nisu medusobno u rodu.

Studija je odobrena od strane Etickoga povjerenstva Medicinskoga fakulteta

Sveucilista u Zagrebu pod brojem 04-1116-2006.

3.2. Biokemijske analize

Uzorci krvi za biokemijske analize vadeni su svim ispitanicama u ranoj folikulinskoj
fazi spontanoga ili progesteronom induciranoga menstruacijskog ciklusa (3. — 5. dan) na taste.
Iz periferne krvi odredivali smo: luteiniziraju¢i hormon (LH), folikulo-stimuliraju¢i hormon

(FSH), ukT, androstendion, DHEAS, SHBG, glukozu i inzulin.

Serumske vrijednosti LH-a, FSH-a, i ukT-a odredivane su kemoluminiscentnom
imunometrijskom reakcijom s LH-Vitros, FSH-Vitros i Testosterone-Vitros (Ortho Clinical
Diagnostics, Johnson&Johnson, Rochester, New York, SAD). Serumske vrijednosti SHBG-a,
DHEAS-a, i androstendiona odredivane su kemoluminiscentnom imunometrijskom reakcijom
sa SHBG-Immulite, DHEAS-Immulite i Androstendion-Immulite (Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., Deerfield, Illinois, SAD). Koeficijenti varijacije unutar reakcija i izmedu
reakcija bili su izmedu 1,5 1 7,9 %. Razina glukoze u plazmi odredivana je automatiziranom
referentnom metodom s heksokinazom (Siemens Dade Behring, SAD), a vrijednosti inzulina
u serumu kemoluminiscentnom imunometrijskom reakcijom s Insulin-Immulite (Siemens

Healthcare Diagnostics Inc., Deerfield, Illinois, SAD).

Serumske koncentracije slobodnoga testosterona izracunane su prema formuli: (ukupni
testosteron x 1.000)/(SHBG — ukupni testosteron + 23,32) (22). Inzulinska osjetljivost
izracunana je HOMA-IR prema formuli: (inzulin (mU/L) % glukoza (mmol/L))/ 22,5) (106).
Inzulinsku rezistenciju definirali smo kao HOMA-IR > 2,5 (107).

Navedene biokemijske analize provedene su na Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku

KBC-a i Medicinskoga fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
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3.3 Molekularnogenetic¢ke analize

Uzorci pune krvi za izolaciju DNA vadeni su istoga dana kad i uzorci za biokemijske
analize, ali bi se po vadenju smrzavali na —20 °C. Uzorci su unutar dva tjedna transportirani u
Zavod za genetiku Klinike za ginekologiju i1 opstetriciju SveuciliSnoga Medicinskog Centra u
Ljubljani, Slovenija, gdje su nakon izolacije DNA pohranjivani do provedene

molekularnogeneticke analize.

3.3.1. Izolacija genomske DNA

Uzorci pune krvi za izolaciju genomske DNA prikupljani su u epruvete volumena 10
mL s dodanim antikoagulansom EDTA. Genomsku DNA izolirali smo iz leukocita periferne
krvi. Za izolaciju genomske DNA primijenjena je standardna metoda (108) za koju je
dostupan komercijalni komplet FlexiGene DNA kit 250 (Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka).

Izolacija je provedena prema protokolu preporu¢enom od strane proizvodaca.

Izoliranu DNA iz uzoraka svih ispitanica rabili smo za molekularnogeneticke analize

odabranih genskih polimorfizama.

3.3.2. Molekularnogeneticka analiza mikrosatelitnih polimorfizama (CAG), AR i

(TAAAA), SHBG

Za odredivanje broja ponavljanja osnovnoga motiva mikrosatelitnih polimorfizama u
genu za AR 1 SHBG koristili smo se metodom PCR (engl. Polymerase Chain Reaction —
lancana reakcija polimerazom) te elektroforezom na komercijalno dostupnim podlogama
Spreadex Mini gels (Elchrom Scientific, Cham, Svicarska). Broj ponavljanja osnovnoga
motiva odredivali smo prema duljini DNA-fragmenata koje smo prethodno odredili izravnim

sekvencioniranjem odabranih PCR-produkata razli¢ite duljine.
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3.3.2.1. Analiza mikrosatelitnoga polimorfizma (CAG),u genu AR

Za PCR-analizu mikrosatelitnoga polimorfizma (CAG), u genu AR, koristili smo se

sljede¢im parom pocetnica:
F: 5'-TCC AGA ATC TGT TCC AGA GCG TGC-3'

R: 5'-GCT GTG AAG GTT GCT GTT CCT CAT-3' (109)

Reakcijska otopina za pojedinacni uzorak DNA ukupnoga volumena 10 pL sadrzavala
je sljedeé¢e komponente u navedenim ukupnim koncentracijama, odnosno koli¢inama: 100 ng
genomske DNA, 0,4 uM svake pocetnice, 0,2 mm svakog dNTP-a, 1 x pufer za PCR (Perkin
Elmer, Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD), 1,5 mM MgCl, i 1 jedinica
enzima DNK AmpliTag Gold™ polimeraze (Perkin Elmer, Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornija, SAD).

Uvjeti izvodenja PCR-a bili su sljede¢i: pocetna denaturacija 10 minuta na 95 °C,
potom 30 ciklusa s denaturacijom od 1 minute na 94 °C, 2 minute spajanja pocetnica na 59 °C
1 90 sekunda produljenja na novonastalim lancima DNA i na kraju 10-minutno konac¢no

produljenje umnozenih sljedova DNA na 72 °C.

Elektroforeza na gelu Spreadex”EL 800 Mini trajala je 150 min. Unutarnji standard
veli¢ine za precizno odredivanje duljine alela (CAG), AR, sastojao se od dvaju DNA-

fragmenata duljine 285 bp 1 294 bp, Sto odgovara broju CAG-ponavljanja 21 i 24.
3.3.2.2. Analiza mikrosatelitnoga polimorfizma (TAAAA), u genu SHBG

Za PCR-analizu mikrosatelitnoga polimorfizma (TAAAA), u genu SHBG,

primjenjivali smo sljedeci par pocetnica:
F: 5'-GAA CTC GAG AGG CAG AGG CAG CAG TGA-3'
R: 5'-AGA AAT CAC CCA CTC CCT GA-3'(74)

Reakcijska otopina za pojedinacni uzorak DNA ukupnoga volumena 15 pL sadrzavala
je sljede¢e komponente u navedenim ukupnim koncentracijama, odnosno koli¢inama: 100 ng
genomske DNA, 0,2 uM svake pocetnice, 0,2 mm svake dNTP-a, 1x pufer za PCR (Perkin
Elmer, Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD), 1,5 mm MgCI® i 1 jedinica enzima
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DNK  AmpliTag Gold™ polimeraze (Perkin Elmer, Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornija, SAD).

Uvjeti izvodenja PCR-a bili su sljedeéi: pocetna denaturacija 10 minuta na 95 °C,
potom 30 ciklusa s 45 sekunda kontinuirane denaturacije na 94 °C, 45 sekunda spajanja
pocetnica na 63 °C i I-minutno produljenje na novonastalim lancima DNA i na kraju 7-

minutno kona¢no produljenje umnozenih sljedova DNA na 72 °C.

Elektroforeza na gelu Spreadex”EL 800 Mini trajala je 141 min. Unutarnji standard
veliine za precizno odredivanje duljine alela (TAAAA), SHBG sastojao se od dvaju DNA
fragmenata duljine 133 bp 1 138 bp (engl. base pair, parovi baza), Sto odgovara broju
TAAAA ponavljanja 61 7.

Razli¢ito duge PCR-produkte razdvajali smo elektroforezom na komercijalno
dostupnim podlogama Spreadex™ (Elchrom Scientific, Cham, Svicarska), na uredaju za
elektroforezu SEA 2000 (Elchrom Scientific, Cham, Svicarska) s 0,6 mM TAE-pufera na
temperaturi od 55 °C i naponu od 120 V. Na gel smo nanijeli 1 puL reakcijske otopine s PCR-
produktima AR ili 2 pL reakcijske otopine PCR-produkta SHBG te 4 pL pufera za nanoSenje
(Elchrom Scientific, Cham, Svicarska) razrijedenoga s destiliranom vodom u omjeru 1 + 3,
odnosno 3 uL pufera za nanoSenje razrijedenoga s destiliranom vodom u omjeru 1 + 2. Nakon
zavrSene elektroforeze gel je bojen bojom SyberGold (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ) 35 min, a potom je uz stalnu treSnju uronjen u otopinu za odbojivanje
nespecifiéno vezane boje (Elchrom Scientific, Cham, Svicarska). Rezultati elektroforeze
razli¢ito dugih PCR-produkata provjereni su na uredaju ChemiGenius Bio Imaging System
(Syngene, Cambridge, Velika Britanija), a slike gelova za elektroforezu slikane su ra¢unalnim
programom GeneScan (Syngene, Cambridge, UK) za automatsko slikanje. Za mjerenje duljine
fragmenata, koristili smo se racunalnim programom GeneTools (Syngene, Cambridge, UK) i
veli¢inom fragmenata odredivali smo u odnosu na biljeg duljine M3 (Elchrom Scientific,
Cham, Svicarska) i u odnosu na DNA-fragmente poznate veli¢ine i broja ponavljanja, koji su

bili unutarnji standard.
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3.3.3. Molekularnogeneti¢ka analiza minisatelitnoga polimorfizma VNTR-a u genu INS

Minisatelitni polimorfizam u promotoru gena [NS, analizirali smo posredno
analiziraju¢i njegov surogatni biljeg, SNP-polimorfizam — 23Hphl A > T u promotoru toga

gena (poglavlje 3.3.4.), a potom PCR-analizom u realnom vremenu (engl. real time PCR).

U europskoj populaciji pokazano je da je — 23 T alel u potpunoj neravnotezi vezanosti
gena s [ kategorijom /NS VNTR-alela dok je — 23 A u potpunoj neravnotezi vezanosti gena s

II1. kategorijom /NS VNTR-alela (110).

3.3.4. Molekularnogenetic¢ka analiza polimorfizama jedne baze

Za molekularnogeneticke analize polimorfizama jedne baze proveli smo PCR-alelnu
diskriminaciju u stvarnome vremenu koja je izvedena na uredaju Applied Biosystems 7900HT
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, SAD). 1z baze Tagman SNP
Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, SAD) narucene su sljedeée pocetnice i
probe:

Asp327Asn gena SHBG (rs 6259) —C_ 11955739 10 (AB Assay ID);

Prol12Ala gena PPAR-y-I (rs1801282) —C _ 1129864 10 (AB Assay ID);

Gly972Arg gena IRS-1 (rs1801278) — C_ 2384392 20 (AB Assay ID);

C10923T gena INSR (rs1799817) — C_ 8356128 1 (AB Assay ID).

Pocetnicama 1 probama koristili smo se za genotipizaciju u skladu s preporucenim
protokolom 1 navodima proizvodata (Applied Biosystems, Foster City, SAD).
Molekularnogeneticku analizu provodili smo u reakcijskoj smjesi u ukupnom volumenu 5 pL,
koja se sastojala od: TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
SAD) uz DNA-polimerazu AmpliTaqg Gold s 5' nukleaznom aktivnoS¢éu, TagMan SNP
Genotyping Assay (Applied Biosystems, Foster City, SAD) te 25 ng genomske DNA.
Reakcijski su uvjeti u svim analizama bili jednaki, nakon 2 minute inkubacije na 50 °C
slijedila je 10-minutna aktivacija DNA-polimeraze na 95 °C, a potom 45 ciklusa po 15
sekunda denaturacije na 92 °C te 1 minuta spajanja poc¢etnica odnosno produljenja umnozenih
sljedova DNA na 60 °C (TagMan Universal PCR protocol; Applied Biosystems, Foster City,

SAD). Po zavrSetku reakcije dobiveni rezultati analizirani su uz pomo¢ SDS (Sequence
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Detection Systems) Automation Controller Software v2.3 8 (Applied Biosystems, Foster City,
SAD).

Za alelnu diskriminaciju polimorfizma — 23Hphl A > T u genu INS koriStena je otopina
Custom TagMan® SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems, Foster City, California, SAD)

koja je sadrzavala neoznacene ciljno-specifi¢ne pocetnice (engl. target specific primers):
F: 5'-GGG CAC CTG GCC TTC AG-3'
R: 5'-CCA TGG CAG AAG GAC AGT GA-3'
te dvije bojom TagMan®™ MGB ozna&ene sonde:
— sonda ozna&ena bojom VIC® za detekciju Hphl T-alela
5'-CCT GCC TGT CTC CCA GA-3'i
— sonda oznaéena bojom 6-FAM™ za detekciju Hphl A-alela
5'-CTG CCT GTC ACC CAG A-3'.

3.4. Statisticka obradba

Kategorijske varijable opisali smo postotkom, a kontinuirane aritmetickom sredinom +
standardnom devijacijom za varijable koje su distribuirane po normalnoj razdiobi. U slucaju
odstupanja od normalne razdiobe Kkontinuirane varijable opisane su medijanom i
interkvartilnim rasponom jer su spomenute mjere lokacije i rasprSenosti otpornije na
postojanje neobicnih podataka (outlier) u populaciji. Za usporedbu skupina (testiranje
nezavisnosti) s kategorijskim varijablama primijenjen je Pearsonov y’-test dok je za
usporedbu kontinuiranih varijabli primijenjen parametrijski Studentov T-test odnosno
neparametrijski Mann-Whitneyev — U-test. Pearsonov test korelacije primijenjen je u
procjenama linearnih povezanosti medu varijablama. Parcijalna korelacija koristena je kako bi
se iskljucio utjecaj pojedine varijable na povezanost ostalih. Hardy-Weinbergova ravnoteza

izmedu o&ekivanih i promatranih frekvencija testirana je x’-testom.

Genotipske analize mikrosatelitnih polimorfizama provodene su na dva nalina.
Najprije je izratunana srednja vrijednost zbroja ponavljanja obaju alela (CAGsy, SHBGsy) za
pojedini genotip svake ispitanice. Time je genotip analiziran kao kontinuirana varijabla.

Potom je analizom broja ponavljanja svih alela istrazivane populacije (PCOS 2N = 428 +
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kontrola 2N = 418; ukupno 846) izracunan medijan broja ponavljanja za naSu istrazivanu
populaciju (CAGy, SHBGy). U drugom koraku formirali smo kategorijske varijable. Srednja
vrijednost zbroja ponavljanja obaju alela usporedivana je s medijanom broja ponavljanja
Citave istrazivane populacije ¢ime je dobila atribut kratak ili dug genotip. S obzirom na to da
se gen AR nalazi na X-kromosomu zbog nepravilne inaktivacije X-kromosoma, koja moze
utjecati na rezultate, iz analize su izdvojeni heterozigotni genotipi s kombinacijom kratkog i
dugog alela.

Ucestalost polimorfizama jedne baze prikazana je postotcima. Potom su genotipovi
podijeljeni u dvije kategorije: homozigoti za divlji tip alela (1. kategorija) i heterozigoti +
homozigoti za polimorfni alel (2. kategorija).

Povezanost genotipova s PCOS-om istrazivana je metodom logisticke regresije, a
utjecaj pojedinoga genotipa na razli¢ite klinicke, biokemijske i hormonalne parametre,
viSestrukom linearnom regresijom.

Za utvrdivanje razlika izmedu viSe od dviju skupina ispitanica provedena je
jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) u sluaju normalne razdiobe, odnosno,
neparametrijski Kruskal-Wallisov test za nenormalnu razdiobu.

Sve statisticke analize provedene su uz pomo¢ racunalnog programa za statisticku
analizu SPSS for Windows, verzija 17.0 (Statistical Package for the Social Sciences Inc.,

Illinois, SAD). Za sve testove statisticka znacajnost prihvacena je uz P < 0,05.
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4. REZULTATI
4.1. Klinic¢ke i biokemijske znacajke ispitanica

Usporedbom klini¢kih podataka pokazali smo da su bolesnice s PCOS-om imale
znatno visi ITM od kontrolne skupine, iako je u objema skupinama vecina ispitanica imala
normalnu tjelesnu masu (79,4 % vs. 90,9 %). Gotovo 80 % bolesnica s PCOS-om imalo je
hirzutizam, a 51,6 % akne. Ucestalost pojedinih stupnjeva akni 1 hirzutizma, kao 1 poremecaja

ciklusa navedeni su u tablici 4.

Tablica 4. Usporedba klinickih znacajki izmedu bolesnica s PCOS-om i kontrolne skupine

PCOS (N=214) Kontrola (N =209) P — vrijednost'

dob (godine) 259+5,.2 28,7+4,6 <0,001
ITM (kg/m?) 23,1+£3,9 22,2+3,1 0,013
ITM < 25 (kg/m?) (%) 79,4 90,9 0,001
omjer struka i bokova 0,78+ 0,1 0,79 £ 0,1 0,941
hirzutizam (%) 76,9 11,1 < 0,001
FG 89 (%) 242 5,1 < 0,001
FG 10-14 (%) 36,3 6,1 < 0,001
FG> 15 (%) 16,5 0 < 0,001
FG — ukupni broj 11,8 +£3,6 537+20 < 0,001
akne (%) 51,6 18,2 < 0,001
blage (%) 27,5 9,1 < 0,001
umjerene (%) 19.8 8,1 < 0,001
teske (%) 2,4 1 < 0,001
Menstruacijski ciklus (%)
uredan (%) 9,9 100 < 0,001
oligomenoreja (%) 67 0 < 0,001
amenoreja (%) 24,2 0 <0,001
UZV-nalaz PCO (%) 96,7 0 < 0,001

'Studentov T-test za kontinuirane varijable i Xz test za kategorijske varijable

Ocekivano smo zabiljezili znatno viSe serumske vrijednosti LH-a, ukT-a, slT-a,
inzulina te HOMA-IR dok su serumske vrijednosti SHBG-a 1 FSH-a bile znatno nize nego u
kontrolnoj skupini. Serumske vrijednosti glukoze nisu se znatno razlikovale medu skupinama.

Rezultati su prikazani u tablici 5.
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Tablica 5. Razlike izmedu koncentracija razli¢itih hormona i metabolita PCOS-a i kontrolne

skupine

PCOS (N =214) Kontrola (N =209)  P-vrijednost’
FSH (IU/L) 4,1+2,0 51+14 < 0,001
LH (IU/L) 9,1+5,9 3,1£1,2 <0,001
ukT (nmol/L) 2,5+0,9 1,2+£0,4 < 0,001
*ukT > 2,0 (nmol/L) (%) 62,1 3,8 < 0,001
ukT > 3,0 (nmol/L) (%) 29,4 0 <0,001
sIT (pmol/L) 458 27,2 13,54+ 53 < 0,001
SIT > 26,0 (pmol/L) (%) 70,6 1,4 < 0,001
A (nmol/L) 11,5+52 7.6 +2,5 < 0,001
DHEA-S (umol/L) 6,8 £2,9 50+1,9 <0,001
SHBG (nmol/L) 41,0 £19,5 64,0 + 20,4 <0,001
glukoza (mmol/L) 43+0,6 43+0,5 0,910
inzulin (mIU/L) 112+7.8 7,0£23 <0,001
GIR 10,2+ 6,4 12,7+59 <0,001
HOMA-IR 22426 1,3+0,5 <0,001
HOMA-IR > 2.5 (%) 18,2 2,4 < 0,001
HOMA-IR >2,5 i 12,4 2,6 <0,001
ITM < 25 kg/m’
HOMA-IR > 2,5 i 40,9 0 <0,001
ITM > 25 kg/m’

"Studentov T-test kontinuirane varijable i y’ test za kategorijske varijable; %95, percentila za kontrolnu

populaciju

PoviSene serumske vrijednosti ukT-a nalazimo u 62,1 % bolesnica u odnosu na 3,8 %
u kontrolnoj skupini. Vrijednosti ostalih androgena (ukT, A i DHEAS) znatno su povisene u
odnosu na kontrolnu skupinu. Inzulinsku rezistenciju nalazimo u 18,2 % bolesnica te 2,4 %
ispitanica u kontrolnoj skupini $to je prikazano u tablici 5.

U skupini bolesnica s PCOS-om, ITM znacajno pozitivno korelira s razinom inzulina
u serumu (R = 0,181; P = 0,008) i HOMA-IR (R = 0,186, P = 0,006) dok nema znacCajne
korelacije sa serumskom razinom SHBG-a (R = - 0,022, P = 0,750).
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4.2. Molekularnogeneticke analize

Svi analizirani polimorfizmi bili su u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi u objema
istrazivanim skupinama. Broj ispitanica u analizama polimorfizama jedne baze gena za

SHBG, INSR, IRS-1 1 PPAR-y bio je manji zbog slabe PCR-reakcije.

4.2.1. Mikrosatelitni polimorfizam (CAG), u egzonu 1 gena AR

4.2.1.1. Povezanost (CAG), AR s PCOS-om

Raspodjela alela s razlic¢itim brojem CAG-ponavljanja za PCOS i kontrolnu skupinu

ispitanica prikazana je na slici 3.

WPCOS (2N = 428)
[ KOMTROLA (2n = 418)

12,5% 7

10,0%—

T0%

Uéestalost alela

5,095

2 5%

0,0%%=
1214 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 268 29 30 32 33 36

Broj CAG ponavljanja

Slika 3. Raspodjela alela (CAG), AR u bolesnica s PCOS-om i u kontrolnoj skupini.

Nije nadena znacajna razlika u raspodjeli alela (CAG), AR izmedu istraZivane (22,1 +
3,4; 2N = 426 alela) i kontrolne (21,9 £ 3,2; 2N = 418 alela) skupine ispitanica (P = 0,286, Xz_
test). Medijan broja ponavljanja svih alela (CAGy) iznosio je 22. Razlike u ucestalosti

raspodjele alela (CAG), AR izmedu PCOS-a i kontrolne skupine u odnosu na CAGy
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prikazane su u tablici 6., zasebno za ukupni broj alela (2N), CAG,, te CAG, s isklju¢enim

heterozigotima za ekstremnu kombinaciju alela.

Tablica 6. Raspodjela (%) bolesnica s PCOS-om i kontrolne skupine u odnosu na CAGy

L b CAGg, s iskljucenim
Ukupni broj CAG-alela’ CAG,, o
heterozigotima*
Raspon PCOS Kontrola PCOS Kontrola PCOS Kontrola
(2n=428) (2n=418) (n=214) (n=209) (n=116) (n=124)
<22 56,5 61,0 55,6 58,9 61,2 68,5
>22 43,5 39,0 444 41,1 38,8 31,5

w?=1,74, P=0,187; %*= 0,00, P = 0,99; °y* = 1,42, P = 0,233

Raspodjela CAG-ponavljanja nije bila znatno razli¢ita izmedu ispitivane i kontrolne
skupine, iako je u bolesnica s PCOS-om prisutan trend postojanja duljih (CAG), AR-alela u
odnosu na kontrolnu skupinu. Obje skupine ispitanica imale su vecu frekvenciju CAGy,-

ponavljanja u polimorfnom rasponu ispod CAGy, §to je prikazano u tablici 6.

Logistickom regresijom koja je ukljucivala PCOS-status (Sifriran kao PCOS = 0,
kontrola = 1) kao ovisnu varijablu i CAGg, kao neovisnu, ITM i dob kao kovarijante pokazali
smo da broj CAG-ponavljanja nije znacajan pretkazatelj nastanka PCOS-a (B =— 0,038, P =
0,379).

4.2.1.2. Povezanost (CAG), AR-a s klinickim i biokemijskim znacajkama PCOS-a

Nismo nasli znatniju razliku u klini¢koj slici ili vrijednostima biokemijskih parametara
izmedu skupine bolesnica s PCOS-om s kratkim i1 dugim genotipom osim u razini ukT-a koji

je visi u skupini s dugim genotipom (P = 0,019) Sto je prikazano u tablici 7.
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Tablica 7. Razlike u klinickim i biokemijskim parametrima ovisno o duljini (CAG), AR-

genotipa medu bolesnicama s PCOS-om

(CAG), AR-genotip

kratki (N = 71) dugi (N = 45) P-vrijednost'
dob (godine) 26,9+59 25,8+£59 0,328
ITM (kg/m?) 23,4+42 22,4432 0,153
omjer struka i bokova 0,76 £ 0,07 0,82 +0,1 0,055
FSH (IU/L) 3.8£1,5 45+29 0,157
LH (IU/L) 8,9+6,1 9,3+6,8 0,726
ukT (nmol/L) 2,2+0,9 2,6+1,0 0,019
sIT (pmol/L) 40,1 £21,9 45,0 £233 0,255
A (nmol/L) 12,3+6,0 10,2 £ 4,1 0,170
DHEAS (umol/L) 7,0+28 7,6 £2,4 0,469
SHBG (nmol/L) 41,3 £ 19,7 439+17,2 0,453
HOMA-IR 2,0+2,1 24£29 0,410
pubarha (godine) 11,5+1,7 10,7+ 1,5 0,136
menarha (godine) 130+1,6 125+1,8 0,330
menstruacijski ciklus
normalan (%) 10,8 7,7 0,747
oligomenoreja (%) 67,6 53,8 0,375
amenoreja (%) 21,6 38,5 0,234
Ferriman-Gallweyjev broj 9,82 +4,0 11,3+4,7 0,135
hirzutizam 70,3 69,2 0,944
FG 8 -9 (%) 25,5 30,8
FG 10 - 14 (%) 23,8 15,4 0,303
FG> 15 (%) 21,0 23,1
akne 45,9 61,5 0,333
blage (%) 243 46,2
umjerene (%) 16,2 15,4 0,440
teske (%) 54 0

'Studentov T-test kontinuirane varijable i ” test za kategorijske varijable
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4.2.1.3. Povezanost (CAG)y s klinickim i biokemijskim znakovima povisenih androgena

Pearsonovim testom korelacije pokazana je znatna pozitivna korelacija izmedu CAGs,
ponavljanja i ukT-a u skupini bolesnica s PCOS-om (N = 116, R = 0,225, P = 0,015).
Pozitivna korelacija postoji i nakon prilagodbe za dob, ITM-a i HOMA-IR-a, §to je prikazano
u tablici 8. Model u koji su kao pretkazatelji uklju¢eni CAGg,, ITM, dob i HOMA-IR moze
objasniti 8,5 % varijabilnosti (prilagodeni R*) u serumskim razinama ukT-a gdje je geneticki
parameter znacajan pretkazatelj (P = 0,015) (tablica 8.). U kontrolnoj skupini opisana

povezanost nije nadena Pearsonovim testom korelacije (N = 124, R = 0,039, P=0,671).

Tablica 8. Model viSestruke linearne regresije s ukT-om kao ovisnom varijablom

Varijabla Standardizirani .
. P-vrijednost
B-koeficijent

neprilagodeni model (R* = 0,048)

CAG, 0,220 0,019
prilagodeni model (R*= 0,076)

CAG, 0,215 0,022

dob ~0,137 0,140

ITM 0,091 0,327
prilagodeni model (R*= 0,085)

CAG, 0,231 0,015

dob —0,124 0,186

IT™M 0,114 0,232

HOMA-IR —0,099 0,301

Utjecaj broja CAG-ponavljanja na tezinu hirzutizma i akni ispitan je jednosmjernom
analizom varijance, ali nije nadena znacajna razlika (F = 1,12, P = 0,339 za hirzutizam, F =
1,35, P = 0,281 za akne). Utjecaj ukT-a na hirzutizam 1 akne, takoder nije znacajan (F =
0,207, P = 0,813 za hirzutizam, F = 0,663, P = 0,520 za akne). CAG;, i srednje vrijednosti

ukT-a u razli¢itim skupinama prikazani su u tablici 9.
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Tablica 9. Povezanost hirzutizma i akni s brojem (CAG), AR-ponavljanja i ukT-a

CAG,,' ukT (nmol/L)*

Hirzutizam®

FG8-9 (N=28) 22,4+3,1 22+1,1

FG10-14(N=42) 20,7+2,6 2,0£0,8

FG > 15 (N = 19) 21,9+3,9 2,1+1,1
Akne®

blage (N = 32) 22,7+3,1 23+1,0

umjerene (N = 23) 21,2+3,5 2,0+£0,8

teske (N =5) 19,3+1,1 2,0+1,8

F=1,12, P=0,339; “F=1,35, P=0,281; "'F = 0,207, P=0,813; °F = 0,663, P = 0,520 (ANOVA)

4.2.2. Mikrosatelitni polimorfizam (TAAAA), u promotoru gena SHBG

4.2.2.1. Povezanost (TAAAA), gena SHBG s PCOS-om

U nasoj istrazivanoj populaciji pokazali smo Sest (TAAAA), alela u rasponu od 6 do
11 Sto je prikazano na slici 3. Najucestaliji aleli su aleli sa 6 (29,7 % PCOS vs. 30,1 %
kontrolna skupina), 8 (29,2 % PCOS vs. 28,6 % kontrolna skupina) 1 9 (23,8 % PCOS vs. 22,8
% kontrolna skupina) ponavljanja, ali njihova raspodjela kao 1 raspodjela svih alela nije bila
znatno razliGita izmedu PCOS-a i kontrolne skupine (P = 0,758, y*test). Medijan broja

ponavljanja svih alela TAAAA y iznosio je 8.
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Slika 3. Raspodjela alela (TAAAA), SHBG u bolesnica s PCOS-om i u kontrolnoj skupini.

Nadeni aleli sastavnica su 20 razli¢itih genotipova koji su bili jednako rasporedeni

izmedu ispitivanih skupina, osim genotipova 6/11, 7/7, 7/11, 8/11, 10/11 koji su nadeni samo

u kontrolnoj skupini (slika 4.).
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Slika 4. Raspodjela (TAAAA), SHBG genotipova izmedu bolesnica s PCOS-om i kontrolne

skupine.
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Najprije smo analizirali (TAAAA),-genotip kao kategorijsku varijablu. Logisti¢kom

regresijom koja je ukljuc¢ivala PCOS-status (Sifriran kao PCOS = 0, kontrola = 1) kao ovisnu

varijablu i (TAAAA),-genotip (Sifriranu kao kratki = 1, dugi = 2), ITM i dob kao kovarijante,

pokazali smo da (TAAAA),-genotip nije znacajan pretkazatelj nastanka PCOS-a. Prisutnost

genotipa s dugim alelima povisuje vjerojatnost za PCOS, ali rezultat nije znacajan (B = -

0,049, P =0,817).

4.2.2.2. Povezanost (TAAAA), SHBG-a s biokemijskim i klinickim znacajkama PCOS-a

Razlike izmedu klini¢kih 1 biokemijskih parametara izmedu bolesnica s PCOS-om s

kratkim i dugim (TAAAA), genotipom prikazana je u tablici 10.

Tablica 10. Razlike u klinickim i biokemijskim znacajkama bolesnica s PCOS-om s kratkim 1

dugim genotipom

TAAAA-genotip PCOS-a

TAAAA-genotip kontrolna skupina

kratki dugi P- kratki dugi P-
(N=103) (N=111)  vrijednostt (N=104)  (N=100)  vrijednost'
ucestalost % 48,1 51,9 0,490 51,0 49,0 0,938
dob (godine)  263+6,1 254+58 0268 28,7+4,8 286+45 0913
BMI (kgm’)  232+3,8 229+41 0,589 22,1426 223+36 0,761
omjer struka i
bokova 0,79+0.1 0,78+0.8 0,300 0,78+0.1  0,80+0.1 0,323
FSH (IU/L) 39+1,6 42423 0,349 49+1,3 51413 0,184
LH (IU/) 8,6£56  9,6+6,2 0,236 3,1+1,3 3,0£1,0 0,354
ukT (nmol/L) 2,5+ 1,1 2,5+0,9 0,840 12405 12404 0,508
sIT (pmol/L) 393 +182 51,6+24,3 <0,001 12,6+5,0 145+54 0,011
A (nmol/L) 112458 11,8+44 0,623 74423 7,7 +2,7 0,462
DHEA-S
(umol/L) 6,7+£323  7,0£2,6 0,608 48+1,7 5121 0,425
SHBG
(nmol/L) 489+108 33,8+104 <0,001 68,8+16,7 593+129 0,001
HOMA-IR 23429  21+1,8 0,743 1,4+ 0,4 1,3£0,5 0,834

1Studentov T-test
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Usporedbom u tablici 10. navedenih klini¢kih i biokemijskih parametara pokazana je
znacajna razlika samo u serumskim razinama SHBG-a i sIT-a, ali ovaj je nalaz bio neovisan o

PCOS-statusu.
4.2.2.3. Povezanost (TAAAA), SHBG-a sa serumskim vrijednostima SHBG-a

Pearsonovom analizom korelacije s (TAAAA)sy kao kontinuiranom varijablom,
pokazali smo znacajnu negativnu korelaciju izmedu broja (TAAAA)sy-ponavljanja i
serumske koncentracije SHBG-a u objema skupinama ispitanica (P < 0,001). Negativna
korelacija egzistira i nakon kontroliranja za dob, ITM i HOMA-IR (PCOS-skupina N =214, R
=-0,467, P <0,001; kontrola N =209, R =- 0,375, P <0,001; parcijalna korelacija).

Serumske razine SHBG-a znacajno su nize u PCOS-u u odnosu na kontrolnu skupinu
ako usporedujemo homozigote i heterozigote za najucestalije TAAAA-alele: 6/6, 6/x, 8/8, 8/y,
9/919/z (P=0,018, P <0,001, P=0,024, P < 0,001, P < 0,001, P=0,001), sto je prikazano

na slici 5.
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Slika 5. Serumske vrijednosti SHBG-a kod homozigotnih genotipova 1 nosioca najces¢ih

TAAAA-alela.
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Analizom varijance pokazali smo znacajnu razliku u serumskoj razini SHBG-a unutar
obje istrazivane skupine (PCOS: F = 11,236, P < 0,001, kontrola F = 4,34, P = 0,001). Post
hoc analizom primjenjujué¢i Tukeyev HSD-test pokazano je da je razlika u serumskim
vrijednostima SHBG-a rezultat najvisih vrijednosti SHBG-a u nosioca alela sa 6 TAAAA-
ponavljanja u odnosu na one ispitanice koje nisu bile nosioci ovog alela.

Da bismo istrazili kako ovaj geneticki biljeg pretpostavlja razinu SHBG-a u serumu,
provedena je multivarijantna analiza viSestrukom regresijom sa SHBG-om kao zavisnom
varijablom, $to je prikazano u tablici 11. Kao nezavisne varijable ukljucili smo metabolicke
(ITM, HOMA-IR), androgene (vrijednosti ukT-a) i genske (TAAAA,,) parametre kao
kontinuirane varijable. Ovaj model pokazuje znacajan utjecaj SHBG (TAAAA),-genotipa na
serumske razine SHBG-a u objema istrazivanim skupinama (P < 0,001), dok je znacajan
utjecaj ostalih ukljucenih parametara izostao. Ovim modelom moZemo objasniti 21,6 %
(bolesnice s PCOS-om) 1 14,9 % (kontrolna skupina) varijabilnosti serumske razine SHBG-a

(prilagodene R’-vrijednosti).

Tablica 11. Model viSestruke linearne regresije sa SHBG-om kao ovisnom varijablom

PCOS Kontrola

varijabla standardizirani standardizirani

koeficijent f i koeficijent f i
TAAAAgy —0471 < 0,001 —-0,365 < 0,001
I™ 0,044 0,521 0,168 0,122
HOMA-IR 0,021 0,760 0,079 0,285
ukT 0,110 0,113 0,052 0,478

R =0216 R =0,149

4.2.3. Polimorfizam jedne baze Asp327Asn gena SHBG

4.2.3.1. Povezanost Asp327Asn gena SHBG s PCOS-om

Ucestalost Asp-alela u skupini bolesnica s PCOS-om bila je 93,8 % dok je ucestalost
Asn-alela bila 6,2 %, §to se nije znatno razlikovalo u odnosu na kontrolnu skupinu kako je
prikazano u tablici 12. (P =0,121).

Raspodjela pojedinih genotipova izmedu ispitivane i1 kontrolne skupine prikazana je u
tablici 12. Bolesnice s PCOS-om bile su ¢eS¢i nosioci Asp/Asp-genotipa u odnosu na

kontrolnu skupinu, ali razlika u ucestalosti razli¢itih genotipova nije bila statisticki znac¢ajna
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(P = 0,252). Asn/Asn-genotip nasli smo samo u kontrolnoj skupini u dvije ispitanice. Zato
smo za potrebe daljnje analize genotipove podjelili u dvije skupine: Asp/Asp i Asp/Asn +
Asn/Asn.

Tablica 12. Ucestalost Asp327Asn-alela i genotipova

Alel (%) Genotip (%)
Asp Asn P! Asp/Asp  Asp/Asn  Asn/Asn P
PCOS
(N=214) 9338 6,2 87,6 12,4 0
0,121 0,252
Kontrola
(N=209) 91,1 8,9 82,7 16,2 0,6
! X2 test

Logistickom regresijom koja je ukljucivala PCOS-status (Sifriran kao PCOS = 0,
kontrola = 1) kao ovisnu varijablu i Asp327Asn-genotip (Sifriran kao Asp/Asp =11 Asp/Asn
+ Asn/Asn = 2), ITM i dob kao kovarijante, pokazali smo da Asp327Asn-genotip nije
znacajan pretkazatelj nastanka PCOS-a (B = 0,390, P = 0,215).

4.2.3.2. Povezanost Asp327Asn gena SHBG sa serumskim vrijednostima SHBG-a i androgena

Nismo naSli znaCajnu povezanost ovoga polimorfizma s razliitim biokemijskim i
klinickim znacajkama niti u jednoj istrazivanoj skupini. Serumske vrijednosti SHBG-a bile su
niZze u nosioca Asn-alela u odnosu na one koje nisu nosioci neovisno o PCOS-statusu, ali

razlika nije dosegla statisti¢ku znacajnost (tablica 13).
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Tablica 13. Klinicke i1 biokemijske znacajke skupine s PCOS-om i kontrolne skupine, ovisno

0 Asp327Asn genotipu
Genotip
Asp/Asp N Asp/Asn+ Asn/Asn N P'
PCOS ITM (kg/m”) 22,2 (20,9 — 24,5) 134 23,0 (21,1 —25,2) 19 0,738
WHR 0,80 (0,74 — 0,85) 134 0,74 (0,73 - 0,85) 19 0,345
ukT (nmol/L) 2,2 (1,7-2,9) 134 2,0(1,5-2)9) 19 0,571
sIT (pmol/L) 38,5 (27,1 - 54,4) 134 40,4 (26,9 -57,9) 19 0,896
SHBG
(nmol/L) 34,5 (20,0 — 55,0) 134 29,0 (23,0 - 35,0) 19 0,351
HOMA-IR 1,6 (1,1 -1,3) 134 1,8(1,2-2,6) 19 0,565
Kontrola  ITM (kg/m®) 21,6 (20,6 — 23,1) 148 22,2 (20,9 —23,8) 31 0,137
WHR 0,78 (0,74 — 0,84) 148 0,83 (0,75 - 0,85) 31 0,227
ukT (nmol/L) 1,2 (0,9 -1,5) 148  1,2(1,0-1,5) 31 0,819
sIT (pmol/L) 13,4 (9,7-18,1) 148 16,1 (10,6 — 18,5) 31 0,464
SHBG
(nmol/L) 61,1 (34,3 -78,0) 148 57,0 (11,0-79,1) 31 0,570
HOMA-IR 1,3 (1,0 - 1,6) 148 1,3(0,9-1,7) 31 0,536

1Mann-Whitneyj ev U-test

Nije bilo znacajnih razlika u serumskim vrijednostima ukT-a i slT-a kao niti u
vrijednostima  HOMA-IR izmedu nosioca razli¢itih genotipova u objema ispitivanim

skupinama, §to je prikazano u tablici 13.
4.2.3.3. Povezanost polimorfizama Asp327Asn i (TAAAA), gena SHBG

U objema naSim istrazivanim skupinama prisutna je neravnoteza vezanosti gena
izmedu prisutnosti Asn-alela polimorfizma Asp327Asn i TAAAA-alela s 8 ponavljanja gena
SHBG. U naSoj ispitivanoj skupini 94,7 % bolesnica s PCOS-om, nosioca Asn-alela ujedno je
1 nosilac TAAAA-alela s 8 ponavljanja. Isto je zabiljezeno 1 u 96,7 % ispitanica iz kontrolne

skupine.
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4.2.4. Minisatelitni polimorfizam VNTR-a u promotoru gena INS
4.2.4.1. Povezanost INS VNTR alela s PCOS-om

Ucestalost /NS VNTR-alela III. kategorije u skupini bolesnica s PCOS-om bila je 74,5
%, a kategorije I 25,5 %. Nije bilo znaajne razlike u raspodjeli alela izmedu ispitivanih

skupina (P = 0,325) kao Sto je prikazano u tablici 14. U naSoj istrazivanoj populaciji nismo

nasli alele II. kategorije.

Tablica 14. Ucestalost /NS VNTR-alela i genotipova

Alel (%) Genotip (%)
11 I P! /111 /111 /1 P!

PCOS

(N=214) 745 25,5 55,1 38,8 6,1

0,325 0,561

Kontrola

(N=209) 71,3 28,7 50,2 42.1 7,7

lxz test

Bolesnice s PCOS-om c¢esce su bile homozigoti za III. kategoriju /NS VNTR-alela u

odnosu na kontrolnu skupinu, ali razlika nije dosegla statisticku znacajnost (tablica 14).

Logistickom regresijom koja je ukljucivala PCOS-status (Sifriran kao PCOS = 0,
kontrola = 1) kao ovisnu varijablu i /NS VNTR-genotip (Sifriranu kao III/IIl =11 VIII + /I =
2), ITM 1 dob kao kovarijante pokazali smo da prisutnost alela klase III nije znacajno

povezana s PCOS-statusom (B = 0,248, P = 0,521).
4.2.4.2. Povezanost INS VNTR alela s vrijednostima inzulina u PCOS-skupini

Nismo naSli znacajnu razliku u ITM-u izmedu razliCitth genotipova u skupini
bolesnica s PCOS-om iako su nosioci genotipa I/I imali veéu u&estalost ITM-a > 25 kg/m? §to

je prikazano u tablici 15.
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Tablica 15. Klinic¢ke i biokemijske znacajke skupine s PCOS-om i kontrolne skupine ovisno

o INS VNTR-genotipu

Genotip
ITI/111 N /111 N /1 N P'
PCOS IT™ 22,2 22,1 23,6
5 118 83 13 0,712
(kg/m”) (20,9 -24,1) (20,7 - 24,7) (21,5-24,8)
ITM > 25
5 18,6 % 22 22,9 % 19 23,1 % 3 0,744
(kg/m”)
inzulin 8,9 8,7 8,2
118 83 13 0,916
(mIU/L) (7,4-10,9) (6,2-11,8) 6,7-9,7)
HOMA - 1,7 1,6 1,5
118 83 13 0,894
-IR (1,3-2,5) (1,1 -2,3) (1,2-1,9)
Kontrola ITM 21,8 21,5 21,2
5 105 88 16 0,539
(kg/m”) (20,7 —22,8) (20,6 —22,7) (20,8 —22,3)
IT™ > 25
5 6,7 7 12,5 11 6,3 1 0,343
(kg/m”)
inzulin 7,6 6,6 6,8
105 88 16 0,104
(mIU/L) (6,1 -28,9) (5,2-17,9) (5,7-8,4)
HOMA- 1,4 1,2 1,4
105 88 16 0,125
-IR (1,1-1,7) (1,0-1,5) (1,2-1,5)

'Kruskal-Wallisov test kontinuirane varijable, y” -test kategorijske varijable

Vrijednosti inzulina bile su najviSe u nosilaca III/III homozigotnoga genotipa, kao i

HOMA-IR, ali razlika nije bila statisticki znacajna (tablica 15).

4.2.5. Polimorfizam jedne baze C/T u egzonu 17 gena INSR

4.2.5.1. Povezanost C/T INSR-a s PCOS-om

Raspodjela ucestalosti T-alela, kao i C-alela bila je podjednaka u objema istrazivanim

skupinama, kao §to je prikazano u tablici 16 (P = 0,810). Raspodjela genotipova izmedu

ispitivane 1 kontrolne skupine, takoder nije bila znacajno razlicita, iako je C/C-genotip CeSce

prisutan u kontrolnoj skupini.
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Tablica 16. Ucestalost C/T INS- alela 1 genotipova

Alel (%) Genotip (%)
C T P' C/C C/T T/T P!
PCOS
(N=151) 80,3 19,7 63,2 34,2 2,6
0,810 0,631
Kontrola
(N =179) 81,0 19,0 65,9 30,2 39
1)cz-test

Zbog niske ucestalosti T/T-genotipa, za potrebe daljnje analize genotipove smo

podijelili u dvije skupine: C/C 1 C/T + T/T.

Logistickom regresijom koja je ukljuc¢ivala PCOS-status (Sifriran kao PCOS = 0,
kontrola = 1) kao ovisnu varijablu i C/T-genotip (Sifriran kao C/C=11C/T+T/T=2),ITM i
dob kao kovarijante pokazali smo da prisutnost alela T nema poveznicu s PCOS-statusom (B

<0,001, P =1,000).

4.2.5.2. Povezanost C/T INSR-a s vrijednostima inzulina i inzulinskom rezistencijom u

bolesnica s PCOS-om

Nisu nadene znacajne razlike u ispitivanim klinickim i biokemijskim znacajkama
izmedu skupine s PCOS-om 1 kontrolne skupine ispitanica ovisno o C/T INSR-genotipu §to je

prikazano u tablici 17.
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Tablica 17. Klinic¢ke i biokemijske znacajke skupine s PCOS-om i kontrolne skupine ovisno

o C/T INSR-genotipu

Genotip

c/C N C/T+ T/T N P!

PCOS IT™M (kg/m’) 22,4 (21,0-252) 96  21,9(20,9-245) 56 0,614

ITM > 25

(kg/m®) (%) 26,0 25 17,9 10 0,319

inzulin

(mIU/L) 8,6 (6,1 —13,3) 96 8,8(7,1-10,4) 56 0,966

HOMA-IR 1,6 (1,0 -2,5) 96 1,7 (1,2-2,2) 56 0,953
Kontrola  ITM (kg/m®) 21,7 (20,7 - 23,1) 118 21,8(20,6 —23,2) 61 0,802

ITM > 25

(kg/m®) (%) 11,0 13 9,8 6 0,514

inzulin

(mIU/L) 6,9 (5,7 8,6) 118  6,8(5,6-8,1) 61 0,691

HOMA-IR 1,3(1,0-1,7) 118 1,3(1,0-1,5) 61 0,491

'Mann-Whitneyjev U-test kontinuirane varijable, x-test kategorijske varijable

Bolesnice s PCOS-om, nosioci C/C genotipa &esée su imale ITM > 25 kg/m* u odnosu
na C/T + T/T-genotip, ali opisana razlika kao i1 razlika u osjetljivosti na inzulin nije bila

znacajna §to je prikazano u tablici 17.

4.2.6. Polimorfizam jedne baze Gly972Arg gena IRS-1

4.2.6.1. Povezanost Gly972A4rg gena IRS-1 s PCOS-om

Ucestalost polimorfnog Arg-alela bila je ve¢a u kontrolnoj, u odnosu na skupinu
bolesnica s PCOS-om, ali ne znacajno (P = 0,186). Raspodjela razli¢itih alela i genotipova

izmedu ispitivanih skupina prikazana je u tablici 18.
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Tablica 18. Ucestalost Gly972Arg-alela i genotipova

Alel (%) Genotip (%)
Gly Arg P Gly/Gly Gly/Arg Arg/Arg P!

PCOS

(N=151) 93,7 6,3 87,5 11,8 0,7

0,186 0,506

Kontrola

(N=179) 91,0 9,0 83,6 14,7 1,7

1)(Z—test

Zbog niske ucestalosti Arg/Arg-genotipa za potrebe daljnje analize genotipove smo

podijelili u dvije skupine: Gly/Gly i Gly/Arg + Arg/Arg.

Logistickom regresijom koja je ukljuc¢ivala PCOS-status (Sifriran kao PCOS = 0,
kontrola = 1) kao ovisnu varijablu i Gly/Arg-genotip (Sifriran kao Gly/Gly = 1 1 Gly/Arg +
Arg/Arg = 2), ITM 1 dob kao kovarijante, pokazali smo da prisutnost alela A nije znacajno

povezana s PCOS-statusom (B = 0,321, P =0,337).

4.2.6.2. Povezanost Gly9724rg gena IRS-1 s vrijednostima inzulina i inzulinskom

rezistencijom

Nisu nadene znacajne razlike u ispitivanim klinickim i biokemijskim znacajkama
izmedu skupine s PCOS-om i kontrolne skupine ispitanica ovisno o Gly972Arg IRS-I

genotipu $to je prikazano u tablici 19.

46



Tablica 19. Klinic¢ke i biokemijske znacajke skupine s PCOS-om i kontrolne skupine ovisno

o Gly972Arg IRS-1 genotipu

Genotip
Gly/Gly N Gly/Arg + Arg/Arg N P!
PCOS ITM (kg/m®) 22,4 (21,0—24,8) 133  21,8(20,7-24,.8) 19 0,315
ITM > 25
(kg/m®) (%) 21,1 28 15,8 3 0,423
inzulin
(mIU/L) 8,7 (6,2—11,7) 133 9,0(5,7-11,4) 19 0,800
HOMA-IR 1,7 (1,1 -2,3) 133 1,7(1,2-23) 19 0,861
HOMA-IR
>2,5 (%) 22,6 30 21,1 4 0,883
Kontrola ITM (kg/m’) 21,6 (20,6—23,1) 148  21,8(21,0-22,7) 29 0,438
ITM > 25
(kg/m®) (%) 11,1 16 9,1 7 0,735
inzulin
(mIU/L) 7,1 (5,6 — 8,7) 148 6,4(57-17,5) 29 0,150
HOMA-IR 1,4 (1,0—1,7) 148 13(1,1-14) 20 0,223

"Mann-Whitneyev U-test kontinuirane varijable, y’-test kategorijske varijable

Nosioci polimorfnog Arg-alela imali su nizu ucestalost 1 nize vrijednosti ITM-a u

odnosu na nosioce Gly/Gly genotipa, ali ne znacajno. Nije bilo razlike u parametrima

inzulinske rezistencije $to je prikazano u tablici 19.

4.2.7. Polimorfizam jedne baze Pro12A4la gena PPAR-y

4.2.7.1. Povezanost Prol2Ala gena PPAR-y s PCOS-om

Nismo nasli znacajnu razliku u raspodjeli alela Pro i Ala izmedu ispitivane i kontrolne

skupine (P = 0,787), kao ni u raspodjeli pojedinih genotipova (P = 0,880) Sto je prikazano u

tablici 20.
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Tablica 20. Ucestalost Pro12Ala alela i genotipova

Alel (%) Genotip (%)
Pro Ala P! Pro/Pro Pro/Ala Ala/Ala P!

PCOS

(N=151) 844 15,6 70,2 28,5 1,3

0,787 0,880

Kontrola

(N=179) 852 14,8 72,1 26,3 1,7

1)(Z—test

Zbog niske ucestalosti Ala/Ala-genotipa za potrebe daljnje analize genotipove smo

podijelili u dvije skupine: Pro/Pro i Pro/Ala + Ala/Ala.

Logistickom regresijom koja je ukljuc¢ivala PCOS-status (Sifriran kao PCOS = 0,

kontrola = 1) kao ovisnu varijablu i Pro/Ala genotip (Sifriran kao Pro/Pro = 1 i Pro/Ala +

Ala/Ala = 2), ITM i dob kao kovarijante, pokazali smo da prisutnost alela Ala nije znacajno

povezana s PCOS-statusom (B = 0,136, P = 0,594).

4.2.7.2. Povezanost Prol2Ala gena PPAR-y s vrijednostima inzulina i inzulinskom

rezistencijom u bolesnica s PCOS-om

Rezultati analize razli¢itih klinickih i biokemijskih znacajki skupine s PCOS-om i

kontrolne skupine ovisno o Prol2Ala prikazana je u tablici 21.
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Tablica 21. Klinicke 1 biokemijske znacajke skupine s PCOS-om 1 kontrolne skupine ovisno

o Pro12Ala PPAR-y genotipu

Genotip
Pro/Pro N Pro/Ala+ Ala/Ala N P'
PCOS ITM (kg/m”) 22,5 (21,1 -25,1) 106 21,1 (20,5 —23,9) 45 0,037
ITM > 25
(kg/m®) (%) 26,4 28 15,6 7 0,148
inzulin (mIU/L) 9,2 (7,9 - 12,0) 106 6,1 (4,4-9,0) 45 < 0,001
HOMA-IR 1,8 (1,4-2,4) 106 1,1(09-1,7) 45 < 0,001
SHBG (nmol/L) 30,5 (19,0-52,0) 106 39,0 (26,0 —60,0) 45 0,105
ukT (nmol/L) 2,3(1,7-2,9) 106 2,0(1,5-2,8) 45 0,588
Kontrola  ITM (kg/m’) 21,6 (20,6 —22,8) 129 22,0 (20,7 -23.9) 50 0,375
ITM > 25
(kg/m®) (%) 11,6 15 8,0 4 0,480
inzulin (mIU/L) 6,9 (5,9 — 8,6) 129 6,8 (4,3-38,0) 50 0,162
HOMA-IR 1,4 (1,1-1,7) 129  1,2(0,9-1,5) 50 0,067
SHBG (nmol/L) 60,0 (35,1 -78,0) 129 62,3 (31,2—-82,0) 50 0,624
ukT (nmol/L) 1,1 (0,9 - 1,5) 129 1,3(1,0-1,6) 50 0,172

"Mann-Whitneyjev U-test kontinuirane varijable, x-test kategorijske varijable

Bolesnice s PCOS-om koje su nosioci polimorfnog alela Ala imale su statisticki
znacajno nize vrijednosti inzulina na taSte i HOMA-IR u odnosu na one koje nisu bile nosioci
alela Ala (tablica 21.). U ovoj skupini zabiljezene su i znacajno nize vrijednosti [ITM-a (P =
0,037). U kontrolnoj skupini ispitanica nije nadena razlika u vrijednostima inzulina i HOMA-
IR ovisno o Prol2Ala-genotipu.

Kako bismo analizirali utjecaj Prol2Ala-polimorfizma na inzulinsku osjetljivost u
bolesnica s PCOS-om konstruirali smo model linearne regresije gdje je HOMA-IR ukljucen
kao ovisna varijabla, a Pro/Ala-genotip (Sifriran kao Pro/Pro = 1 1 Pro/Ala + Ala/Ala = 2),
ITM i ukT kao neovisne varijable. Ovaj model moze objasniti 8,4 % (R’) varijabilnosti u
vrijednostima HOMA-IR. Prisutnost polimorfnog alela Ala, ali i ITM, zajedno su se pokazali
kao znacajni pretkazatelji ove varijabilnosti (P = 0,030, P = 0,041) kao §to je prikazano u

tablici 22.
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Tablica 22. Model viSestruke linearne regresije s HOMA-IR kao ovisnom varijablom

Varijabla

Standardizirani

[S-koeficijent

P-vrijednost

Neprilagodeni model (R*= 0,037)
PPAR-y genotip
Prilagodeni model (R* = 0,084)
PPAR-y genotip
IT™M
ukT

—-0,192

—-0,174
0,164
0,144

0,018

0,030
0,041
0,071
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5. RASPRAVA

Sindrom policisti¢nih jajnika sloZeni je genski poremecéaj. U ovom smo istrazivanju
pokusali povezati prisutnost polimorfizama odabranih gena s klinickim i biokemijskim
odrednicama sindroma policisticnih jajnika. Prema naSim spoznajama ovo je prva
asocijacijska studija koja je istrazivala gene kandidate u podlozi sindroma policisti¢nih jajnika
u Hrvatskoj populaciji. Posljednjih godina istrazivana je povezanost vise od 100 gena s
nastankom PCOS-a, a koji su najcesc¢e bili ukljuceni u metabolizam i djelovanje androgena ili
metabolizam i djelovanje inzulina (28). Osnovno ogranicenje ovih studija bio je mali broj
ukljucenih bolesnica (manji od 50) te neujednacenost dijagnostickih kriterija. Zato smo u
ovom istrazivanju odlucili dokazati ili opovrgnuti povezanost polimorfizama Sest gena
kandidata s PCOS-om jer rezultati dosadasnjih istrazivanja u razli¢itim populacijama nisu bili
dosljedni. Prednost naseg istrazivanja je veliki broj etnicki ujednacenih ispitanica u kojih je

koriSten jedinstveni kriterij u dijagnozi.

5.1. Klinicke i biokemijske znacajke istraZivane populacije

Klinicka ocjena hiperandrogenizma podlozna je brojnim kritikama. Procjena
hirzutizma je relativno subjektivna, ne koriste se svi istrazivaci standardiziranom FG-
ljestvicom, a i velik broj bolesnica kozmeticki tretira dlake, §to otezava procjenu (6, 7). U
ovoj studiji samo je jedan ispitivaC ocjenjivao stupanj hirzutizma i akni, ¢ime smo zaobisli
mogucu istrazivacku pristranost. U nasoj skupini bolesnica s PCOS-om 76,9 % ih je imalo
hirzutizam, dok su akne nadene u 51,6 % bolesnica, §to je viSe nego $to su o tome izvijestili
drugi istrazivaci (13). U meta-analizi Azzizija i sur., izraCunana je kumulativna ucestalost
hirzutizma od oko 60 %, a akni oko 15 — 25 % u bolesnica s PCOS-om, svih rasnih skupina
zajedno (13). Opisanu vecu ucestalost hirzutizma i akni u nasoj populaciji bolesnica s PCOS-
om tumacimo izrazenijim hiperandrogenim stigmama u pripadnica mediteranske rase kojoj

pripadaju Hrvatice (111).

Vrijednosti androgena u serumu bile su znatno vise u bolesnica s PCOS-om u odnosu
na kontrolnu skupinu. Prema podatcima iz literature procjenjuje se da 60 — 80 % bolesnica s
PCOS-om ima povisene cirkuliraju¢e androgene (18). U nasoj skupini bolesnica s PCOS-om
povisene vrijednosti ukT-a > 3 nmol/L zabiljezili smo u 29,4 % bolesnica. Ova vrijednost
ukT-a gornja je referenta granica ako se koristimo preporukama proizvodaca (Ortho Clinical

Diagnostics, Johnson & Johnson, Rochester, New York, SAD). Danas se sve viSe naglaSava
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problem osjetljivosti i tocnosti odredivanja ukT-a u zena (23). Serumske koncentracije ukT-a
deset su puta nize, dok su koncentracije slT-a ¢ak dvadeset puta nize u Zenskoj u odnosu na
musku populaciju (22, 23). Stoga smatramo da je nuzno postaviti nove granice vrijednosti
testosterona u Zenskoj populaciji. Za nasu istrazivanu populaciju povisene vrijednosti
testosterona definirali smo u odnosu na 95. percentilu za vrijednosti testosterona u kontrolnoj
skupini ispitanica (2,0 nmol/L za ukT odnosno 26 nmol/L za sIT). Sezdeset i dva posto
bolesnica s PCOS-om imalo je povisene vrijednosti ukT-a iznad 2,0 nmol/L dok je ¢ak 70,6 %
imalo poviSene vrijednosti slT-a. Nasi su nalazi u skladu s nalazima dosadasnjih istrazivanja

koja su pokazala poviSene vrijednosti androgena u oko 60 — 80 % bolesnica s PCOS-om (13).

Klinicki izrazeni poremecaji ciklusa bili su prisutni u ¢ak 90 % bolesnica s PCOS-om
u nasoj istrazivanoj skupini u odnosu na dosad izvjestavanih 75% u studijama ¢iji su rezultati
sazeti u velikoj meta-analizi AES-a (13). Jedan od moguéih razloga vece ucestalosti
poremecaja ciklusa jest ¢injenica da su nase bolesnice s PCOS-om regrutirane u ginekoloskoj
klinici. Vode¢i razlog njihova dolaska bili su poremecaji ciklusa Sto je vjerojatno utjecalo na

rezultate.

Ultrazvucni nalaz policisti¢nih jajnika bio je prisutan u gotovo svih bolesnica s PCOS-
om u nasoj istrazivanoj skupini. Samo je sedam bolesnica s PCOS-om (3,3 %) imalo uredan
UZV-nalaz, $to je mnogo nize u odnosu na 25 % bolesnica s PCOS-om u ve¢ spomenutoj
meta-analizi AES-a (13). Smatramo da postoji veliki ograni¢ujuc¢i ¢imbenik u podlozi studija
ukljucenih u ovu meta-analizu koji su moguce utjecali na ovako veliku razliku prema nasim
rezultatima. U vecini studija iz SAD-a UZV nisu radili lije¢nici ve¢ ultrazvucni tehnicari koji
nemaju klini¢ki uvid u dijagnozu poput lije¢nika klinicara (13). Prednost naSeg istraZivanja
jest u ¢injenici da su svi ultrazvucéni pregledi provedeni u jednoj ustanovi, na istom uredaju,
transvaginalnim ultrazvukom 1 od strane jednog lije¢nika koji se strogo drzao Rotterdamskih

kriterija za dijagnozu.

Vedina ispitanica ukljucenih u ovo istrazivanje bila je normalne tjelesne mase u
objema istrazivanim skupinama (79,4 % skupina s PCOS-om vs 90,9 % kontrolna skupina).
Vrijednosti inzulina u serumu bile su unutar normalnih granica u objema skupinama
ispitanica, ali statisticki znac¢ajno viSe u skupini bolesnica s PCOS-om. Kad smo skupinu
bolesnica s PCOS-om ras¢lanili prema ITM-u nasli smo da 12,4 % bolesnica s PCOS-om 1
ITM-om < 25 kg/m” ima inzulinsku rezistenciju u odnosu na 40,9 % bolesnica s PCOS-om i

ITM-om > 25 kg/mz. Veca ucestalost inzulinske rezistencije u skupini zena s visim ITM-om
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je ocekivana, s obzirom na to da se smatra kako je poviSena tjelesna masa okida¢ snaznijeg
ocitovanja inzulinske rezistencije u bolesnica s PCOS-om (15). Prema podatcima iz literature
oko 80 % bolesnica s PCOS-om povecéane tjelesne mase i 35 % bolesnica s PCOS-om,
normalne tjelesne mase ima inzulinsku rezistenciju (3, 41). U naSoj istrazivanoj populaciji
bolesnica s PCOS-om ukupno je 18,2 % bolesnica imalo inzulinsku rezistenciju, $to je u
skladu s nalazima Gambinerija i sur., koji su istrazivali prisutnost inzulinske rezistencije u
mediteranskoj populaciji bolesnica s PCOS-om (112). Prisutnost inzulinske rezistencije u 12,4
% bolesnica s PCOS-om i ITM-om < 25 kg/m?, potvrduje &injenicu da se njezin nastanak ne
moze tumaciti samo debljinom (27). Serumske vrijednosti SHBG-a u bolesnica s PCOS-om
znacajno su nize od vrijednosti izmjerenih u kontrolnoj skupini ispitanica. Oc¢ekivali smo da
¢e vrijednosti ITM-a znacajno negativno korelirati s vrijednostima SHBG-a (15, 113).
Negativna korelacija postoji, ali je slaba i nije znacajna. To je vjerojatno posljedica ¢injenice

da su nasSe ispitanice u najve¢em broju slucajeva bile normalne tjelesne mase.

Analiziraju¢i klinicke i biokemijske znacajke nase istrazivane populacije bolesnica s
PCOS-om, mozemo zakljuciti da su nase bolesnice u najve¢em broju slucajeva imale izraZzene
sve tri dijagnosticke znacajke PCOS-a (hiperandrogenizam, poremecaje ciklusa i PCO-nalaz
na ultrazvuku). Glavnina bolesnica s PCOS-om imala je normalnu tjelesnu masu. Ucestalost
inzulinske rezistencije u ovoj skupini bolesnica s PCOS-om manja je u odnosu na dosad
opisanu ucestalost u drugim populacijama bolesnica s PCOS-om normalne tjelesne mase (3,

27,41, 112).

5.2. Povezanost istraZivanih polimorfizama s PCOS-om
5.2.1. Mikrosatelitni polimorfizam (CAG), gena AR

Veca ucestalost kracih CAG-ponavljanja nadena je u objema istrazivanim skupinama.
S obzirom na podjednaku raspodjelu alela CAG neovisno o PCOS-statusu zaklju¢ujemo da
gen AR nije kljucan za nastanak PCOS-a. Podjednaka raspodjela CAG-ponavljanja izmedu
bolesnica s PCOS-om 1 kontrolnih skupina u skladu je s nalazima prethodno objavljenih

studija (65-67, 114, 115).

S obzirom na to da postoji znacajna varijabilnost u broju CAG-ponavljanja,
dosadasnje studije koristile su se razli¢itim metodama u definiciji broja CAG-ponavljanja kao
istrazivane varijable. U analizi rezultata vec¢ina se koristila srednjom vrijednos¢u zbroja obaju

alela, gdje su potom kratki i dugi genotipovi definirani u odnosu na medijan Citave istrazivane
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populacije. Gen AR je pod utjecajem fenomena X-inaktivacije metilacijom Hpall i Hhal
mjesta (116). X-inaktivacija nije ni savrSeno slucajna (50 : 50) niti savrSeno neslucajna (100 :
0), Sto moze imati za posljedicu razlike u aktivnosti proteina AR (117). Preferirana ekspresija
alela CAG s kra¢im brojem ponavljanja pridonijela bi povisenoj osjetljivosti na androgene.
Zato smo ispitanice s heterozigotnom kombinacijom genotipova s jednim kra¢im, a drugim

alelom duljim od medijana iskljucili iz analize.

U ovom istrazivanju ispitali smo utjecaj broja CAG-ponavljanja na razlicite klinicke i
biokemijske znaCajke bolesnica s PCOS-om. Analizom razlika izmedu biokemijskih i
klinickih parametara medu bolesnicama s PCOS-om, s kratkim i dugim alelima naSli smo
znacajne razlike u razini ukT-a u serumu (P = 0,019). Pearsonovom analizom korelacije
pokazali smo linearnu povezanost izmedu duljine CAG-ponavljanja i serumske razine ukT-a
(R = 0,225, P = 0,015). Pozitivna korelacija postoji i nakon prilagodbe za dob, ITM-a i
HOMA-IR-a. Istom analizom u kontrolnoj skupini nismo nasli znacajne razlike za navedene
biokemijske parametre. Poznato je da ITM utjeCe na razinu cirkuliraju¢ih androgena snizujuéi
razinu SHBG-a dok inzulin izravno stimulira sintezu androgena u teka-stanicama jajnika (15).
Postoji trend smanjivanja razine androgena ovisno o dobi, §to je potvrdeno u istraZzivanju
Spencera i sur., u 260 zdravih eumenoroi¢nih Zena (118). Zbog navedenoga smatra se da se
ITM, osjetljivost na inzulin te dob, moraju uzeti u obzir kad se analizira hiperandrogenemija u

zena.

Prema hipotezama i1 analizama istrazivanja in vitro, nosioci kracega broja CAG-
ponavljanja imaju vecu transkripcijsku aktivnost AR-receptora (54). Zato su se oCekivale vise
razine testosterona u nosioca ovih alela. Suprotno tomu, samo je nekoliko istrazivanja
potvrdilo povezanost izmedu broja CAG-ponavljanja i serumske razine testosterona u
bolesnica s PCOS-om 1 to s oprjecnim rezultatima (64, 66, 67, 119). U skupini
postmenarhalnih djevojcica s preuranjenom pubarhom, Ibanez i sur. nasli su krace alele (< 20
CAG-ponavljanja), viSe vrijednosti androgena u serumu te izraZenije znakove
hiperandrogenizma (119). Westberg i sur. pokazali su u 270 premenopauzalnih Zena iz
Svedske, da nosioci kra¢ega broja CAG-ponavljanja imaju vise razine androgena u serumu od
onih s duljim brojem ponavljanja (120). Nasi nalazi o linearnom odnosu izmedu broja CAG-
ponavljanja 1 razine testosterona u skladu su s nalazima Hickeyja i sur. te Kima 1 sur. u
bolesnica s PCOS-om iz Australije, odnosno Koreje (64, 66). Hickey i sur., pokazali su da
postoji preferirana ekspresija duljih CAG-alela u bolesnica s PCOS-om (duljih od 22

ponavljanja), koji su u pozitivnoj korelaciji s razinom testosterona u serumu (64). Autori ove
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studije smatraju da postoji moguénost da u ranom prenatalnom razvoju niska androgena
aktivnost u nosioca duljih alela sluzi kao okida¢ mehanizma povratne sprege koja rezultira
povisenim lucenjem androgena (64). Misfud i sur. pokazali su da kineske bolesnice s PCOS-
om imaju vecu ucestalost CAG-alela s manjim brojem ponavljanja, ali ovaj odnos nije bio

linearan (67).

S obzirom na to da se broj CAG-ponavljanja pokazao kao pretkazatelj varijabilnosti
ukT-a samo u skupini bolesnica s PCOS-om, vjerujemo da barem malo pridonosi jo§ uvijek
ne u potpunosti poznatoj etiologiji PCOS-a. Iako smo nasli znacajnu pozitivnu korelaciju
izmedu broja CAG-ponavljanja i razine ukT-a, to je joS uvijek umjerena korelacija (R =
0,225, P =0,015). Modelom linearne regresije uspjeli smo objasniti svega 8,5 % varijabilnosti
serumske razine ukT-a. Zakljucujemo da postoje drugi ¢imbenici koji utjecu na aktivnost AR-
a. Nedavni napredci molekularne biologije upozorili su na postojanje razli¢itih koregulatora
(koaktivatora i korepresora) za AR, koji utjecu na aktivnost androgena putem komunikacije s
AR-om (121). Time se otkrivaju novi mogué¢i mehanizmi kojima se moze modulirati

transkripcijska aktivnost receptora.

Iako smo pretpostavili da ¢e zbog vece aktivnosti AR-receptora, ispitanice s kra¢im
alelima imati izrazenije klinicke znakove hiperandrogenizma — hirzutizam i1 akne, to nismo
potvrdili u ovoj studiji. Isto tako, viSe razine ukT-a u nosilaca alela s duljim brojem
ponavljanja nisu imale utjecaj na akne i1 hirzutizam. Ovi su nalazi u skladu s nalazima
prijasnjih studija koje nisu nasle razliku u broju CAG-ponavljanja izmedu bolesnica s
hirzutizmom 1 bez hirzutizma (63, 69, 122). Vottero i sur. zabiljezili su krace alele samo u

skupini hirzutisti¢nih bolesnica, ali to nisu potvrdili drugi istrazivaci (69, 122).

Iz svega navedenoga mozemo zakljuciti da polimorfizam CAG-a u genu AR nije
glavna odrednica PCOS-statusa, ali je pretkazatelj serumskih vrijednosti ukT-a u hrvatskih
bolesnica s PCOS-om. Ipak, model linearne regresije objasnjava samo 8,5 % varijabilnosti u
serumskim vrijednostima ukT-a. Smatramo da je glavni ograni¢uju¢i Cimbenik naSega
istrazivanja bio da smo broj CAG-ponavljanja analizirali izolirano kao jedini ¢imbenik koji
utjeCe na transkripcijsku aktivnost AR-a. Buduce studije moraju biti usmjerene na istrazivanje
vise razlicitih signalnih puteva koji utjecu na aktivnost androgena, posebno na ulogu brojnih

novootkrivenih koregulatora AR-a.
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5.2.2. Mikrosatelitni polimorfizam (TAAAA), i polimorfizam jedne baze Asp327Asn
gena SHBG-a

Raspon i raspodjela broja TAAAA-ponavljanja u objema istrazivanim skupinama
podudarni su s raspodjelom opisanom u drugim populacijama (73-75, 79, 123). Nismo nasli
znacajnu razliku u raspodjeli TAAAA-genotipova izmedu bolesnica s PCOS-om i kontrolnih
skupina. Xita i1 sur. pokazali su da su bolesnice s PCOS-om ¢e$¢i nosioci alela TAAAA s
veéim brojem ponavljanja (> 8) u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanica (123). Ovaj trend
zabiljezen je 1 u nasoj skupini bolesnica s PCOS-om, ali razlika u odnosu na kontrolnu
skupinu nije bila statisticki znacajna. Prisutnost genotipa s dugim alelima nije se pokazala kao

znacajan pretkazatelj nastanka PCOS-a u nasoj ispitivanoj populaciji.

Niske razine SHBG-a u serumu karakteristi¢an su nalaz u bolesnica s PCOS-om (9,
15). U naSoj studiji serumske razine SHBG-a bile su znatno nize u skupini bolesnica s PCOS-
om, neovisno o genotipu pojedine bolesnice. Ovaj nalaz podudaran je s nalazima prethodno
provedenih studija koje su istrazivale povezanost TAAAA-polimorfizma sa serumskim
vrijednostima SHBG-a (73-75, 123). U objema istrazivanim skupinama postoji znacajna
negativna korelacija izmedu serumskih razina SHBG-a i TAAAA,,, koja je izraZenija u

skupini bolesnica s PCOS-om (R =- 0,467, P <0,001).

Analizom varijance pokazali smo da su znacajne razlike u serumskim vrijednostima
SHBG-a rezultat znatno viSih serumskih vrijednosti u nosilaca alela TAAAA sa 6
ponavljanja. Sli¢ne rezultate pokazali su Cousin i sur. u studiji koja je ukljucivala 303
bolesnice s hirzutizmom u kojih su najviSe vrijednosti SHBG-a u serumu imale bolesnice
homozigoti za 6/6 genotip (74). U studiji Xite i sur. najviSe serumske razine SHBG-a
zabiljezene su u bolesnica s PCOS-om, koje su bile nosioci alela s manje od osam ponavljanja
(123). Aleli sa Sest TAAAA-ponavljanja pokazali su se povezanima s viSim vrijednostima

SHBG-a u serumu zdravih muskaraca (76-78).

Modelom linearne regresije objasnili smo 21,6 %, odnosno 14,9 % varijacija u
serumskim razinama SHBG-a u bolesnica s PCOS-om, odnosno u kontrolnim skupinama. S
obzirom na to da TAAAA-genotip znatno utjeCe na vrijednosti SHBG-a u skupini bolesnica s
PCOS-om, smatramo ga primljivim polimorfizmom za razvoj hiperandrogenizma u bolesnica

s PCOS-om. Pretpostavlja se da genski determinirane niske razine SHBG-a u nosilaca
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polimorfizma s ve¢im brojem TAAAA-ponavljanja, uvjetuju izloZzenost vi§im vrijednostima

slobodnih androgena te utjecu na izrazenost PCOS-fenotipa (73).

Nismo nasli znacajne razlike u ucestalosti alela Asp327Asn izmedu istrazivanih
skupina, §to je u skladu s nalazima dijela prethodno provedenih studija (74, 75, 124). U studiji
Cousina 1 sur., u francuskoj populaciji hirzutisticnih Zena, pokazano je da nosioci alela Asn
imaju znatno viSe vrijednosti serumskoga SHBG-a te da je Asn-polimorfizam znacajan
pretkazatelj serumskih vrijednosti SHBG-a (74). ViSe vrijednosti SHBG-a u nosilaca
polimorfnoga alela Asn opisane su u studijama koje su ukljucivale zene u postmenopauzi (79,
125). Sukladno ovim nalazima ocekivali smo vise vrijednosti serumskoga SHBG-a u nosilaca
polimorfnog alela, ali razlike u serumskim vrijednostima SHBG-a izmedu istrazivanih
genotipova nisu nadene. Nasi su rezultati podudarni s nalazima Bendlove i sur., u populaciji
bolesnica s PCOS-om iz Ceske (124) te s istraZivanjima u muskoj populaciji (76, 77). U
studiji Ferk 1 sur. opisane su ¢ak nize vrijednosti SHBG-a u nosilaca polimorfnog alela (75).
Izostanak ocekivane povezanosti izmedu Asp327Asn-polimorfizma i1 serumskih razina

SHBG-a mogao bi biti posljedica etnickih razlika u fizioloSkom uc¢inku alela Asn (76).

Prisutnost polimorfnoga alela Asn nije utjecao na razinu slobodnih androgena u
serumu nasih bolesnica s PCOS-om. Ovaj je nalaz ocekivan, s obzirom na to da koncentracija

SHBG-a izravno utjece na razinu slobodnih androgena u serumu (22).

U dosadasnjim studijama nadena je neravnoteza povezanosti (LD) izmedu alela
TAAAA s osam ponavljanja i alela Asn u genu SHBG (74-76). S obzirom na to da je
pokazano kako je prisutnost Asn-polimorfizma povezana s produljenim vijekom SHBG-a,
postoji moguénost da je utjecaj 8/8 genotipa na serumske razine SHBG-a maskiran ovim
polimorfizmom. U nasem istrazivanju, takoder smo pokazali opisanu neravnotezu povezanosti
alela u objema ispitivanim skupinama. Ipak, s obzirom na jednaku raspodjelu Asn-
polimorfizma izmedu istrazivanih skupina, vrlo nisku ucestalost alela Asn te izostanka
povezanosti ovoga polimorfizma sa serumskim koncentracijama SHBG-a, smatramo da ovaj

nalaz nije utjecao na nase rezultate.

U zakljucku, nasi rezultati nisu pokazali znacajnu razliku u ucestalosti (TAAAA),-
alela 1 alela Asn gena SHBG izmedu bolesnica s PCOS-om i kontrolne skupine. Pokazali smo
jaku linearnu povezanost izmedu (TAAAA),-genotipa i serumskih razina SHBG-a neovisno o

PCOS-statusu, ali nismo na$li znacajne razlike u serumskim razinama SHBG-a ovisno o
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Asp327Asn-genotipu. Utjecaj TAAAA SHBG-genotipa na serumske razine SHBG-a ¢ini ga
primljivim polimorfizmom za razvoj hiperandrogenemija, a ne samoga PCOS-a u nasoj

populaciji.

5.2.3. Minisatelitni polimorfizam (VNTR), gena INS te polimorfizmi jedne baze C/T
gena INSR te Gly972Arg gena IRS-1

Spoznaja da je inzulinska rezistencija Cest pratilac PCOS-a neovisno o stupnju
debljine, potaknula je istrazivanja usmjerena na trazenje uzroka u razli¢itoj ekspresiji gena za
inzulin, gena za njegov receptor kao i promijenjenu ekspresiju prvog supstrata u inzulinskom

signalnom putu IRS-1 (96).

U nasem istrazivanju nismo nasli znacajnu razliku u ucestalosti III. kategorije VNTR-
alela INS u odnosu na I. kategoriju, kao ni zna¢ajnu razliku u ucestalosti pojedinih genotipova
izmedu bolesnica s PCOS-om i kontrolne skupine. Stoga zaklju¢ujemo da ovaj polimorfizam
nije znaCajan geneticki ¢imbenik za razvoj PCOS-a u naSoj populaciji. To je u skladu s
dijelom prethodno provedenih istrazivanja u kojima nije nadena povezanost ovoga
polimorfizma s policisti¢nim jajnicima, odnosno hiperandrogenizmom u ¢eskoj, Spanjolskoj,

engleskoj, finskoj 1 kineskoj populaciji bolesnica s PCOS-om (126-129).

Nase bolesnice s PCOS-om bile su ¢es¢i nosioci homozigotnoga genotipa VNTR-alela
INS, kategorije III, u odnosu na kontrolnu skupinu, ali ta razlika nije dosegla statisticku
znacajnost. Nismo nasli dokaza o utjecaju INS VNTR-polimorfizma na lucenje inzulina. Ovi
su nalazi u skladu sa studijom Vankove i sur. u ¢eskoj populaciji bolesnica s PCOS-om (128).
Danas se smatra da su poremecaji koje nalazimo na inzulinskom metaboli¢kom putu zapravo
rezultat istodobne medusobne interakcije vise Cimbenika (41). Ferk i sur. analizirali su
povezanost ovoga polimorfizma u interakciji s poviSenim ITM-om u slovenskoj populaciji
bolesnica s PCOS-om 1 pokazali su da bi ovaj genotip u interakciji s ITM-om mogao biti
predisponiraju¢i ¢imbenik za PCOS (86). U nasoj istrazivanoj populaciji bolesnica s PCOS-
om nije bilo statisticki znacajne razlike u vrijednostima inzulina izmedu pojedinih genotipova.
Glavni ogranicujuci ¢imbenik naSih nalaza koji ukljucuju metabolicke parametre jest malen

broj bolesnica s ITM-om > 25 kg/m?, §to je sigurno utjecalo na pristranost nasih rezultata.

U zakljucku, nismo potvrdili oCekivanja da su aleli /NS VNTR-a III. kategorije
povezani s PCOS-om, kao ni da nosioci ovog alela imaju vise vrijednosti inzulina na taste,

odnosno izrazeniju inzulinsku rezistenciju u odnosu na one koji nisu nosioci III. kategorije
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alela. Prethodne studije vjerojatno su precijenile povezanost /NS VNTR-a III. kategorije s
PCOS-om (84, 130). Ipak, s obzirom na to da su bolesnice s PCOS-om u nasoj studiji imale
nizi ITM nego u navedenim studijama, ne moZzemo u potpunosti iskljuciti ulogu ovoga
polimorfizma u nastanku inzulinske rezistencije u bolesnica s PCOS-om i poviSenom

tjelesnom masom.

Nismo nasli znacajnu razliku u raspodjeli alela C/T INSR-gena izmedu skupine
bolesnica s PCOS-om i kontrolne skupine ispitanica. Ucestalost alela T, kao i homozigotnog
T/T-genotipa bila je znacajno niza nego $to je to opisano u dosadasnjim studijama (96). Nije
bilo znacajne razlike u raspodjeli razli¢itih genotipova izmedu ispitivanih skupina u nasoj
istrazivanoj populaciji. Stoga zakljucujemo da ovaj polimorfizam nije znacajno povezan s
nastankom PCOS-a §to su pokazale i prethodno ucinjene studije u koreanskoj i turskoj
populaciji bolesnica s PCOS-om (91, 131). Pozitivni rezultati o povezanosti C/T INSR-a i
PCOS-a pokazani su uglavnom u skupinama bolesnica s PCOS-om normalne tjelesne mase
(58, 89, 92). Ucestalost alela T bila je znatno visa u bolesnica s PCOS-om iz SAD-a s [ITM-
om < 27 kg/m” u studiji Siegel i sur. (58). Chen i sur. pokazali su da je polimorfizam gena
INSR jedan od ¢imbenika primljivosti za PCOS u populaciji mrSavih bolesnica s PCOS-om iz
Kine (89). Glavni nedostatak ovih dviju studija jest da nisu istrazivale povezanost ovoga
polimorfizma s vrijednostima inzulina i inzulinskom rezistencijom, s obzirom na to da se
upravo genski poremecaj u inzulinskom putu smatra moguéim mehanizmom nastanka
inzulinske rezistencije u bolesnica s PCOS-om normalne tjelesne mase (41). Mukherjee 1 sur.,
takoder su pokazali da je polimorfni genotip znatno povezan s PCOS-om u skupini mrSavih
bolesnica iz Indije (ITM < 23 kg/m®) te da je znatno povezan s visim vrijednostima inzulina
na taste i HOMA-IR (92). ITM je u nasoj skupini bolesnica s PCOS-om pokazivao tendenciju
nizih vrijednosti u nosilaca polimorfizma u odnosu na C/C-genotip, ali razlika nije bila

statistiCki znaCajna.

Nismo nasli povezanost izmedu C/T-polimorfizma s vrijednostima inzulina i/ili
inzulinske rezistencije. Nedavno provedena meta-analiza lonannidisa i sur., koja je analizirala
osam studija koje su istrazivale povezanost polimorfizma C/T INSR-a s PCOS-om,
ukljucujuéi i ove ve¢ navedene, nije kumulativno nasla dokaze o njihovoj povezanosti (96).
Glavni nedostatak ove meta-analize jest da nije uzela u obzir moguc¢i zajednicki utjecaj

medusobne interakcije C/T-polimorfizma s ITM-om na nastanak PCOS-a.
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U zakljucku, rezultati dijela prethodno provedenih studija pokazali su da je C/T-
polimorfizam gena I/NSR utjecao na razvoj PCOS-a u bolesnica normalne, u odnosu na
povisenu tjelesnu masu (58, 89, 92). lako su bolesnice s PCOS-om u nasoj istrazivanoj
populaciji bile uglavnom normalne tjelesne mase C/T-polimorfizam gena INSR nije se
pokazao znacajno povezanim s nastankom PCOS-a u nasoj istrazivanoj skupini. U buduénosti
bi trebalo ukljuciti veéi broj bolesnica s PCOS-om i s poveéanom tjelesnom masom, koje bi
se podijelilo prema ITM-u, odnosno prema osjetljivosti na inzulin kako bi se smanjilo

mogucu istrazivacku pristranost u tumacenju rezultata.

Nismo nasli znacajne razlike u raspodjeli Gly972Arg-genotipova izmedu ispitivanih
skupina u nasoj populaciji. Podjednaka distribucija ovoga genotipa opisana je i u Cileanskoj,
Spanjolskoj 1 tajvanskoj populaciji (98, 132, 133). Ucestalost polimorfnog alela Arg kao i
Arg/Arg-genotipa vrlo je rijetka u nasoj istrazivanoj populaciji te suprotno ocekivanjima nesto

¢esc¢a u kontrolnoj skupini.

Znacajna razlika u ucestalosti Gly972 Arg-polimorfizma /RS-1 u do danas provedenim
studijama nadena je izmedu bolesnica s PCOS-om, koje su se razlikovale s obzirom na
osjetljivost na inzulin (95, 98). Pokazalo se da su na inzulin rezistentne bolesnice s PCOS-om
¢eS¢i nosioci polimorfnog alela Arg pa se smatra da je alel Arg povezan s nastankom
inzulinske rezistencije u bolesnica s PCOS-om (93, 95, 98, 134). U naSoj istrazivanoj
populaciji bolesnica s PCOS-om nisu nadene znacajne razlike u inzulinskoj osjetljivosti

izmedu pojedinih genotipova.

Nalazi opisanih studija ukljueni su u meta-analizu koja je kumulativno potvrdila
povezanost Gly872Arg-polimorfizma s rizikom nastanka PCOS-a u 11 analiziranih studija
(96). Pokazano je da je Arg/Arg-genotip izuzetno rijedak (kumulativno 4,3 % kontrolna
skupina vs 6,7 % skupina s PCOS-om), $to je zabiljeZeno u naSoj istraZivanoj populaciji.
Autori meta-analize smatraju da je nalaz poviSena rizika za PCOS isklju¢ivo posljedica
povisenih vrijednosti inzulina na taste, §to nalazimo u nosilaca alela Arg (96). U nasoj studiji
nismo nasli razliku u vrijednostima inzulina medu nosiocima razlic¢itih Gly872Arg-genotipova
neovisno o PCOS-statusu. Vjerujemo da je to rezultat vrlo niske ucestalosti polimorfnog alela,

ali 1 niske ucestalosti inzulinske rezistencije u nasoj istrazivanoj populaciji.

U zakljucku, nalazi vecine dosadasnjih studija pokazuju da je Gly972Arg-

polimorfizam ucestaliji u bolesnica s PCOS-om i s inzulinskom rezistencijom. Ovaj se
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polimorfizam ne ¢ini znacajan u razvoju PCOS-a u naSoj istrazivanoj populaciji, ali njegov
utjecaj na homeostazu glukoze i ITM ne mozemo iskljuciti zbog maloga broja na inzulin

rezistentnih bolesnica s PCOS-om u nas$oj istrazivanoj populaciji.

5.2.4. Polimorfizam jedne baze Pro12Ala gena PPAR-y

Polimorfni alel Alal2 prisutan je u oko 30 % naSe istrazivane populacije, §to je u
skladu s ucestalos¢u opisanom u bijeloj rasi (135). Nismo nasli znatnu razliku u raspodjeli
alela Pro12Ala ili genotipova izmedu istrazivanih skupina. Ovi nalazi podudarni su s nalazima
dijela prethodno provedenih studija u talijanskoj, turskoj, grckoj, njemackoj, kineskoj i
americkoj populaciji bolesnica s PCOS-om (103, 104, 136-140). U navedenim studijama nije
nadena znatna povezanost ovoga polimorfizma s PCOS-om. Medutim, kad su njihovi rezultati
kumulativno obradeni u meta-analizi San-Millana 1 sur., pokazalo se da nosioci polimorfnog
alela Alal2 imaju manji rizik za nastanak PCOS-a (141). Ovaj nalaz rezultat je nizih

vrijednosti inzulina i HOMA-IR u nosilaca alela Alal2 (141).

Nosioci polimorfnog alela Alal2 naSe skupine bolesnica s PCOS-om imali su znatno
nize vrijednosti inzulina kao 1 vrijednosti HOMA-IR. Ovakav utjecaj Alal2-polimorfizma na
parametre inzulinske rezistencije opisan je u nekoliko prethodno provedenih studija, ali samo
u skupini bolesnica s PCOS-om i povisenom tjelesnom masom (60, 103, 137). Modelom
linearne regresije u koji smo ukljucili Pro/Ala-genotip, ITM i ukT kao neovisne varijable,
objasnili smo 8,4 % varijabilnosti u inzulinskoj osjetljivosti (izrazenoj kao HOMA-IR).
Prisutnost polimorfnog alela Ala, kao i ITM, pokazali su se kao znacajni pretkazatelji
vrijednosti HOMA-IR. Opisana povezanost Prol2Ala-polimorfizma s parametrima inzulinske

rezistencije nije nadena u kontrolnoj skupini.

Povezanost ITM-a sa Prol2Ala-polimorfizmom vrlo je slozena jer postoji dokazana
interakcija izmedu PPAR-y genotipa i okoliSa, koja utjeCe na rezultate. Slobodne masne
kiseline koje nastaju u procesima prehrane i metabolizma prirodni su ligandi za PPAR-y (142,
143). Interakcija polimorfnog alela Ala s ITM-om te osjetljivosti na inzulin ovisi o omjeru
polinezasi¢enih i zasi¢enih masnih kiselina unesenih prehranom, §to je opisano u studiji
treninga na metabolizam, $to pokazuje da fizi¢ka aktivnost moze modulirati aktivnost PPAR-y
(143, 145). Zabiljezili smo znatno nize vrijednosti ITM-a u skupini bolesnica s PCOS-om i s
polimorfnim alelom Alal2. U ovoj studiji nisu analizirane prehrambene navike ispitanica iako

pretpostavljamo da je velik udio onih koje prakticiraju mediteransku prehranu. U studiji
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Ranilovi¢a 1 sur. potvrdeno je da su prehrambene navike Hrvata najslicnije talijanskoj
populaciji (146). Mediteranska prehrana bogata je nezasi¢enim omega-3-masnim kiselinama,
Sto je moglo utjecati na nase rezultate. Robinson i sur. pokazali su znatno smanjenje
postprandijalne termogeneze (PPT), koja negativno korelira s osjetljivoSéu na inzulin u
skupini bolesnica s PCOS-om. Iz opisane razlike u energijskoj homeostazi autori
pretpostavljaju godisnji visak od 73.500 kJ odnosno 1,9 kg masti koja pridonosi dobivanju na
tjelesnoj masi u bolesnica s PCOS-om (147). Pretpostavljamo da je prisutnost polimorfnog
alela Alal2, pozitivnim utjecajem na inzulinsku osjetljivost, vjerojatno zastitna varijanta koja
ublazuje hiperinzulinemiju u bolesnica s PCOS-om, koje su nosioci alela (60, 103, 137).
Zanimljivo bi bilo istraziti povezanost ovoga polimorfizma s promijenjenom energijskom

homeostazom opisanom u bolesnica s PCOS-om.

Mozemo zakljuciti da polimorfizam Prol2Ala pozitivno utjeCe na osjetljivost na
inzulin u nasoj istrazivanoj skupini bolesnica s PCOS-om. S obzirom na to da je navedena
povezanost opisana samo u skupini bolesnica s PCOS-om, vjerujemo da postoji moguénost da
je ovaj polimorfizam zaStitna varijanta za ublazivanje hiperinzulinemije koja je Cest pratioc
PCOS-sindroma. Ipak, s obzirom na to da prisutnost genskoga polimorfizma moze izolirano
objasniti svega 3,7 % varijabilnosti parametra inzulinske rezistencije (R”) kao i da je njegov
utjecaj na smanjenje rizika za PCOS pokazan tek kumulativno u meta-analizi 2674 bolesnice s
PCOS-om (141) nuzno je provesti dodatne studije koje bi razjasnile utjecaj PPAR-y s drugim
genskim varijantama. Takoder je potrebno dodatno istraziti odnos izmedu PPAR-y

polimorfizma 1 ITM-a uzevsi u obzir utjecaj okolisa.

Glavni izazov u naporima otkrivanja gena u podlozi slozenih bolesti jest ¢injenica da
svaki polimorfizam tek umjereno pridonosi riziku nastanka bolesti. Napretkom genetickih
istrazivanja, pristup gena kandidata biti ¢e zamijenjen testiranjem haplotipova za Ccitav
pretpostavljeni patofizioloSki put nastanka bolesti. Time ¢e se testirati medudjelovanje
viSestrukih genskih varijanti. Pogled u buduénost usmjerena je prema novoj DNA mikro€ip-
tehnologiji (engl. DNA microarray). Na DNA-mikroCipu je na vise tisu¢a mjesta rasporedeno
isto toliko gena. Medutim, dok razvoj novih mikrocCip-tehnologija ne omogu¢i jeftinu i1 brzu
istodobnu analizu velikog broja gena, ograni¢eni smo na nastavak otkrivanja novih gena
kandidata u podlozi PCOS-a te na provodenje replikacijskih studija kojima bismo potvrdili
dosadasnje rezultate. Vjerujemo da su ovi nasi rezultati mala kap u slapu nastojanja rjeSavanja

enigme koja se naziva PCOS.
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6. ZAKLJUCCI

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Mikrosatelitni polimorfizam (CAG), u egzonu 1 gena AR vjerojatno nije kljucan
¢imbenik rizika za razvoj PCOS-a, iako dulje polimorfne varijante znacajno pozitivno
utjecu na serumske koncentracije ukT-a u bolesnica s PCOS-om. Izrazenost

hiperandrogenizma nije povezana s duljinom CAG-ponavljanja u bolesnica s PCOS-om.

Mikrosatelitni polimorfizam (TAAAA), u promotoru gena SHBG znaajno utjeCe na
serumske razine SHBG-a, ali neovisno o PCOS-statusu pa vjerujemo da nije klju¢an
¢imbenik za razvoj PCOS-a. Dulje polimorfne varijante predvidaju nize koncentracije
SHBG-a, a time izloZenost viSim vrijednostima slobodnih androgena u bolesnica s

PCOS-om.

Polimorfizam Asp327Asn gena SHBG nije povezan s vrijednostima SHBG-a u serumu.
Prisutnost polimorfnog alela Asn327 ne utjece na razinu slobodnih androgena u serumu i

ne ¢ini se da ima vaznu ulogu u patogenezi PCOS-a.

Aleli INS VNTR-a III. kategorije nisu povezani s ve¢im rizikom za razvoj PCOS-a te nije

potvrden njihov utjecaj na parametre inzulinske rezistencije.

Polimorfizam jedne nukleotide C/T gena INSR nije se pokazao znacajno povezanim s

rizikom nastanka PCOS-a.

Polimorfizam jedne nukleotide Gly972Arg gena IRS-1 nije povezan s ve¢im rizikom za
razvoj PCOS-a te nije potvrden utjecaj polimorfnog alela Arg972 na parametre inzulinske

rezistencije.

Polimorfizam jedne baze Prol12Ala pozitivno utjeCe na osjetljivost na inzulin u bolesnica
s PCOS-om. Ovaj je polimorfizam vjerojatno zaStitna varijanta za ublazivanje

hiperinzulinemije koja ¢esto prati PCOS.

Nije moguce sa sigurnoscu iskljuciti utjecaj istrazivanih polimorfizama na parametre
inzulinske rezistencije u bolesnica s PCOS-om povecanoga ITM-a zbog malog broja

ispitanica s ITM-om > 25 kg/m’.
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7. SAZETAK

UVOD: Sindrom policisti¢nih jajnika najcesca je endokrinopatija Zena reproduktivne dobi.
Ucestala pojavnost unutar obitelji pretpostavlja gensku podlogu sindroma. Velika raznolikost
fenotipova govori u prilog tome da je PCOS slozena genska bolest koja nastaje
medudjelovanjem ¢imbenika okoliSa s genskim ¢imbenicima u podlozi sindroma. Posljednjih
je godina proveden velik broj asocijacijskih studija koje su istrazivale gensku podlogu PCOS-
a, istrazujudi pri tomu ulogu pretpostavljenih gena kandidata.

CILJ: Ci]j ovog istrazivanja bio je istraziti povezanost genskih polimorfizama: (CAG), 4R,
(TAAAA), SHBG, Asp327Asn SHBG, VNTR INS, C/T INSR, Gly792Arg IRS-1 i Pro12Ala
PPAR-y s nastankom PCOS-a te s razli¢itim klinickim i1 biokemijskim znacajkama ovoga
sindroma u hrvatskoj populaciji bolesnica.

ISPITANICE I METODE: U studiju smo ukljucili 214 bolesnica s PCOS-om i 209 kontrolnih
ispitanica. Dijagnozu smo postavili na temelju konsenzusa u Rotterdamu. Svakoj ispitanici
izmjeren je ITM, omjer struka i bokova, stupanj hirzutizma i akni te ocijenjen poremecaj
ciklusa. Odredene su serumske vrijednosti FSH-a, LH-a, ukupnoga i slobodnoga testosterona,
DHEAS-a, androstendiona, SHBG-a te glukoze 1 inzulina na taSte. Provedene su
molekularnogeneticke analize za odredivanje genskih polimorfizama.

REZULTATTI: Nasli smo znacajnu razliku u vecini klini¢kih i biokemijskih znacajki izmedu
istrazivanih skupina osim za ITM, omjer struka i bokova i glukoze na taste. Nismo nasli da je
(CAG), AR-polimorfizam kljucan za razvoj PCOS-a, ali se pokazao znacajnim pretkazateljem
serumskih vrijednosti ukupnoga testosterona u bolesnica s PCOS-om. Dulji aleli (TAAAA),
SHBG znacajno predvidaju niske serumske razine SHBG-a, ali neovisno o PCOS-statusu pa
vjerujemo da je ovaj polimorfizam vazan ¢imbenik za nastanak hiperandrogenemije, a ne
samoga PCOS-a. Polimorfizam Pro12Ala PPAR-y pozitivno utjece na osjetljivost na inzulin u
bolesnica s PCOS-om pa je moguce da je to zaStitna varijanta za ublaZivanje
hiperinzulinemije koja ¢esto prati PCOS. Nismo nasli povezanost polimorfizama Asp327Asn
SHBG, VNTR INS, C/T INSR 1 Gly792Arg IRS-1 s razvojem PCOS-a kao ni njihov utjecaj na
parametre inzulinske rezistencije.

ZAKLJUCAK: S obzirom na to da je PCOS sloZena genska bolest, kod koje pojedinaéni gen
samo umjereno pridonosi ukupnom riziku za bolest, nalazi ove studije mogli bi pridonijeti

sustavnim naporima da se repliciraju pozitivni nalazi prethodno provedenih genetickih studija.
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8. SUMMARY

Polymorphisms of selected genes in polycystic ovary syndrome

INTRODUCTION: Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common endocrine
disorder of the reproductive age women. Familial clustering of the PCOS implicates on
genetic background. Different phenotypes of the syndrome suggest that PCOS is a complex
genetic disorder wherein a variety of predisposing genes interact with environmental factors
to produce the disease. Large numbers of association studies are conducted attempting to
discover genes that influence the PCOS using candidate gene approach.

AIM: The aim of the present study was to investigate the association of (CAG), AR,
(TAAAA), SHBG, Asp327Asn SHBG, VNTR INS, C/T INSR, Gly792Arg IRS-1 and
Prol2Ala PPAR-y genetic polymorphisms with the presence of the PCOS and different
clinical and biochemical traits in Croatian women.

STUDY SUBJECTS AND METHODS: The study enrolled 214 women with PCOS and 209
control women. The diagnosis of PCOS was based on Rotterdam consensus criteria. Each
subject underwent an evaluation of BMI, WHR, hirsutism, acne and menstrual cycle
abnormalities as well as FSH, LH, total and free testosterone, androstendione, DHEAS,
SHBG, fasting glucose and fasting insulin. Molecular genetic analyses for the genetic
polymorphisms were preformed.

RESULTS: There was a significant difference in clinical and biochemical characteristics of
the studied groups except for BMI, WHR and fasting glucose levels. (CAG), 4R
polymorphism was not identified as a major determinant of the PCOS, but it is a predictor of
the serum total testosterone levels variability in women with the PCOS. Longer (TAAAA),
SHBG alleles were found to be significant predictors of the lower serum SHBG levels in both
groups studied, thus it probably presents a susceptibility polymorphism for
hyperandrogenemia but not PCOS itself. Prol12Ala PPARy polymorphism was found to have a
positive effect on insulin sensitivity in PCOS patients. This polymorphism could present a
protective variant for hyperinsulinemia that frequently accompanies the syndrome. The
Asp327Asn SHBG, VNTR INS, C/T INSR, Gly792Arg IRS-1 polymorphisms were not
identified as susceptibility factors for PCOS. Moreover, no association was found between
VNTR INS, C/T INSR and Gly792Arg [IRS-I polymorphism and parameters of insulin

resistance in PCOS patients.
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CONCLUSIONS: The present findings may contribute to systematic efforts to replicate
positive results of previously conducted genetic studies since PCOS is a complex disease in

which each gene contributes modestly to disease risk.

KEY WORDS: polycystic ovary syndrome, (CAG), AR, (TAAAA), SHBG, Asp327Asn
SHBG, VNTR INS, C/T INSR, Gly792Arg IRS-1, Pro12Ala PPAR-y
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