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SAZETAK

Uvod:

ProseCna starost za ulazak u menopauzu u populacijama zena zapadnih zemalja je
priblizno 51 godina. Prevremenu disfunkciju ovarijuma (POI) karakteriSe amenoreja,
hipoestrogenizam i poviSeni gonadotropini kod Zzena mladih od 40 godina. Uzroci POI
su heterogeni, ukljuc¢ujuc¢i aberacije X hromozoma, infekcije, jatrogene uzroke
(hirurgija, hemoterapija, zracenje) 1 autoimmune bolesti. Oko 20-30% Zena sa POI ima 1
porodi¢nu anamnezu, sa zenskim ¢lanovima porodice koji nose istu dijagnozu. Stoga je
genetska osnova za poremecaj verovatno uzrok ovog klinickog stanja. Poznato je da
normalni razvoj i funkcija jajnika zahtevaju ekspresiju i pravilnu koordinaciju mnogih
gena. Navedeni mehanizmi su ve¢inom nepoznati i uprkos genetskim defektima koji su
identifikovani u nekoliko gena kandidata, u velikom broju POI slu¢ajeva nije pronaden
nijedan uzrok i zato su klasifikovani kao idiopatski POI. S obzirom da su veli¢ina
inicijalne folikularne formacije i1 brzina folikularnog troSenja povezane sa staroS¢u pri
menopauzi i s obzirom na ¢injenicu da ovi zametci Celija izraZzavaju gonado steroidne
receptore u razli¢itim fazama razvoja, moguce je da geneticke varijante u genima za
receptore polnih steroida, koje su uklju€ene u odrzavanje funkcije jajnika, mogu uticati
na rizik od PPOI. Osnovni modulatori folikulogeneze su estrogenski receptori (ERa i
ERp) koji direktno kroz regulisanje hipofiza-gonadne ose omogucavaju delovanje
estrogena. Sekventni polimorfizam ERoa gena (ESR1:estrogen receptor 1) je pokazao
povezanost sa osteoporozom, neobjasnjivom neplodnoséu, nizim odgovorom na
stimulaciju jajnika, fibromima u materici i endometriozom. Nedavna istrazivanja su
pokazala da su mikrosatelitni polimorfizmi gena za ESR1 povezani sa PPOI u korejskoj
kohorti. Nedostatak estrogena povezan je sa povecanim poremecajem kostiju, ubrzanim
gubitkom kostane mase Sto dovodi do povecane podloznosti osteoporozi i frakturi
kostiju. Nasledivanje koStane mase je pod poligenskom kontrolom. SOHLH1 i
SOHLH2 geni su faktori transkripcije vazni za razvoj PPOI. SOHLH2 gen nalazi se na
13 hromozomu, i jedan je od testis-specifi¢nih faktora koji su od sustinske vaznosti za

spermatogenezu, ovogenezu i folikulogenezu. SOHLH 1 i 2 geni su izrazeni iskljucivo



u primordijalnim folikulima do primarne folikularne faze i predstavljaju master

regulatore gena jajne celije odgovorne za rani rast i diferencijaciju folikula.

Ciljevi:

1.

Ispitati da li polimorfizmi mikrosatelitnih ponovaka u genima za estrogenski
receptor alfa - ESR1(TA)n, estrogenski receptor beta - ESR2(CA)n, adrogenskih
receptora - AR(CAG)n, i AR(GGN)n predstavlju etioloski ¢inilac u nastajanju
PPOl-a kod Zena iz Srbije.

Ispitati da li su polimorfizmi gena za ESR1 povezani sa PPOI kod Zena iz Srbije.
Ispitati da li su varijante koje se nalaze u velikoj Han kineskoj kohorti-8922.3 SNPs
rs3847153 i rs 3108910 i po jedan SNP u HK3 (rs2278493), ESR1 (rs2234693) i
BRSK 1 (rs12611091) povezane sa PPOI u srpskoj kohorti

Ispitati da li varijante u SOHLH2 genu doprinose primarnoj prevremenoj
insuficijenciji ovarijuma (PPOI) kod zena u razli¢itim eti¢kim grupama.

Ispitati karakteristike zena iz Srbije sa PPOI i razli¢itim varijantama SOHLH2
gena.

Ispitati odnos izmedu COLIAL genskog polimorfizma i indeksa mineralne gustine
kostiju (BMD) kod Zena iz Srbije sa PPOI-om.

Materijal i metode:

1.

U prvoj studiji ispitivanja potencijalne uloge mikrosatelitnih polimorfizama gena za
gonadne steroidne receptore kod zena iz Srbije sa primarnom prevremenom
ovarijalnom insuficijencijom (PPOI) kohorta je obuhvatala 196 PPOI slu¢ajeva koji
su upareni sa 544 zdravih Zena sa urednim menstrualnim ciklusima, kontrolna
grupa. Pacijentkinje su bile okupljene od strane Klinike za endokrinologiju,
dijabetes i bolesti metabolizma Srbije izmedu 2007. i 2010. godine. Genomska
DNK je izolovana iz pljuvacke koriste¢i Organe® kompleta za prikupljanje uzoraka
DNK. TA ponavci ESR1, CA ponavci ESR2, CAG i GGN ponavci AR su
genotipizirani utvrdivanjem PCR sadrZaja 1 analizirani su pomoc¢u Genemapper
softvera za utvrdivanje ponovaka. Od statistickih analiza koris¢en je Studentov T-
test za poredenje frekvence alela izmedu PPOI pacijenata i kontrola. Poredenje
raspodela genotipa izmedu ispitivane 1 kontrolne grupe je uradeno pomocu logi¢nog

regresionog modela. Odnos kvote (OR) je izraCunat logi¢nom regresionom



analizom sa intervalom poverenja od 95% (Cls). Svi rezultati sa “p” vredno§¢u
manjom od 0.05 su smatrane statisticki znacajnim.

U drugoj studiji ispitivanja povezanosti izmedu polimorfizama gena za ESR1 i
PPOI kod Zena iz Srbije, ispitivali smo 197 PPOI slucajeva i 547 plodnih kontrola.
Pacijentkinje su bile okupljene od strane Klinike za endokrinologiju, dijabetes i
bolesti metabolizma Srbije izmedu 2007. i 2010. godine. Genomska DNK je
izolovana iz pljuvacke kori§¢enjem kompleta Organe® DNA za uzimanje uzorka.
Dva jednonukleotidna polimorfizma (SNP), Pvu Il i Xba I, u ESR1 su
genotipizirana dinamickom alel-specificnom hibridizacijom. Analize halotipa su
izvedene metodom restrikcionih duzina fragmenata polimorfizma. SNP i halotipni
efekti su bili analizirani logistickom regresijom modela.

U trecoj studiji pri ispitivanju da li su varijante koje se nalaze u velikoj Han
kineskoj kohorti-8922.3 SNPs rs3847153 i rs 3108910 i po jedan SNP u HK3
(rs2278493), ESR1 (rs2234693) i BRSK 1 (rs12611091) povezane sa PPOI u
srpskoj kohorti, ispitivali smo 197 srpskih zena sa PPOI i 552 zdrave Zene sa
urednim menstrualnim ciklusima i normalnim vrednostima FSH, koje su bile
kontrolna grupa. Sve zene bile su prikupljene od strane Klinike za endokrinologiju,
dijabetes i bolesti metabolizma Srbije izmedu 2007. i 2010. godine. DNK je
izolovana iz pljuvacke pacijenata obe grupe pomocu Organe® DNA kita za
prikupljanje uzoraka (DNA Genotek). Topljenje visoke rezolucije (HRM) je
predhodilo direktnom sekvencioniranju. PCR-HRM je izveden na Roche Light
Cycler 480 Real-Time PCR System (Roche Applied Science). Proizvodi PCR su
sekvencionirani na ABI 3730 DNK analizatoru sa BigDiy Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kitom (Applied Biosystems). Statistika: FiSer-ov test je koriS¢en za
testiranje Hardy-Weinberg ekvilibrijuma i razlike u frekvenciji alela. VVrednost P
koja je bila manja od 0.05 smatrala se statisti¢i zna¢ajnom.

U cetvrtoj studiji: 1-Kod ispitivanja novih varijanti u SOHLH2 genima, ispitivali
smo 364 kineske zene sa PPOI i 197 srpskih Zena sa PPOI i eti¢ki odgovaraju¢ih
kontrolnih pacijenata. Kontrolna grupa je obuhvatala zdrave Zene sa redovnim
menstrualnim ciklusima i normalnim nivoima estrogena i gonadotropina, 400
kineskih Zena i 200 srpskih Zena. Radili smo analizu varijaceije SOHLH2 gena.

Genomska DNK je ekstrahovana iz uzoraka periferne krvi koris¢enjem QIAamp



DNA Blood Mini Kit (Qiagen) i Oragene® kit skupljanje DNK (DNA Genotek).
Statistika: Chi-square test ili FiSerov test je koris¢en za poredenje razlika
distribucije genotipa i frekvencije alela.

Il- Ispitativanja karakteristika zena iz Srbije sa PPOI i razli¢itim varijantama
SOHLH2 gena; studija je obuhvatila 168 zena iz Srbije sa dijagnozom idiopatskog
POF-a. Zene su bile okupljene od strane Klinike za endokrinologiju, dijabetes i
bolesti metabolizma Srbije u periodu od 2007-2010 godine. Prvu grupu su ¢inile
159 Zene sa PPOI, a drugu je ¢inilo 9 zena sa PPOI koje su imale neku od varijanti
SOHLH?2 gena koje su nadene kod srpskih Zena u predhodnoj studiji. Svim Zenama
su uradjene hormonske analize, izmerena tezina, visina i uzeta anamneza o
godinama starosti pri ulasku u PPOI. Statistika: T-test i Mann-Whitney test.

U petoj studiji ispitivanja korelacije kolagena tipa I Alfa 1 (COLIA) genskog
polimorfizma sa gustinom kostiju (BMD) kod zena sa PPOI utvrdili smo COLIA 1
genotipove SS, Ss, ss kod 66 Zena sa PPOI. Pacijentkinje su bile okupljene od
strane Klinike za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma Srbije izmedu
2007. i 2010. godine. Jednonukleotidni polimorfizam (substitucija G sa T) u okviru
Sp 1-polimeraze (PCR) pracen analizom jednolan¢ane konformacije polimorfizma
(SSCP). Mineralna gustina kostiju (BMD) je merena u delu lumbalne ki¢me sa
absorptimetrijom dualnim X-zracima. Od statistickih analiza kori$¢en je Kruskal-

Wallis ANOVA, Chi-square test, Spermanov test korelacije.

Rezultati:

1.

PPOI pacijenti su nosili kraée ponavljanje duzine ESR2(CA), nego ispitanice
kontrolne grupe (p=0.034) kod Zena iz Srbije, ali je razlika bila mala. ESR1(TA) je
bio na granici statisticke razlike izmedu grupa (p=0.059). AR(CAG) i (GGN) nije
imao nikakvu povezanost sa PPOI kod Zena iz Srbije.

Nisu nadene statistiC¢ki znacajne razlike u distribuciji ESR1 Pvu II 1 Xba I
polimorfizma ili haplotipovima izmedu PPOI i kontrolne grupe.

Ni jedna SNP asocijacija koja je povezana sa PPOI i pronadena u kineskoj kohorti
nije povezana kod srpskog uzorka Zena.

I-Jedanaest novih heterozigotnih varijanti je indentifikovano u nas§im grupama Zena
sa PPOI, ali su odsutni u kontrolnim, Sto je rezultiralo u ucestalosti SOHLH2

varijante od 2.2%(8/364, kineskih) i 3.6% (7/197, srpskih), respektivno. Od toga,



p.Glu79Lis (2 slucaja), p.Glul05Gli i p.Thr321Pro identifikovano kod cetiri
kineske Zene i p.Leul20Phe (3 slucaja) i p.Leu204Phe kod cetiri srpske Zene, nisu
bili identi¢ni. Poravnanje proteina otkrilo je da su p.Glu79Lis 1 p.Glul05Gli
ukljucili aminokiseline visoko o¢uvane medu sisarima, koji su bili predpostavljeni
da su Stetni. C-210G>T varijanta nadena kod kineske PPOI kohorte lezi u jezgru
regiona promotera visoko koncentrisana sa predpostavljenim faktorom transkripcije
vezivanja i CpG ostrvima. Kod srpske kohorte, varijanta koja najverovatnije ima
Stetan uticaj je ¢.530+6T>G, za koju se predpostavlja da utiCe na spajanje RNK i
rezultuje u besmislenom posredovanju propadanja (NMD) alternativnih transkipata.
Ometanje izraza, transaktivaciona aktivnost ili homo/hetero-dimerizacija SOHLH2
proteina moze da dovede do disfunkcije jajnika.

I1- Dobijeni rezultati ukazuju da nema statisticki znacajne razlike izmedu grupa u
hormonskom status za FSH , LH, E; prolaktin i progesteron (p<0.05), godinama
starosti pri ulasku u menopauzu (t=1.963; p=0.051), kao ni izmedu vrednosti BMI
(t=1.565; p=0.120). Postoji statisticki znacajna slaba pozitivna povezanost godina
starosti pri ulasku u menopauzu i vrednosti BMI kod grupe sa PPOI (1=0.284;
p=0.001). Ne postoji statisticki znaCajna povezanost godina starosti pri ulasku u
menopauzu i vrednosti BMI kod grupe sa PPOI i nekom od varijanti SOHLH2
(r=0.012; p= 0.978).

Relativna distribucija COLIA 1 genotip alela je SS-54.4%, Ss-41.0% i ss-4.5%.
Nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu grupe genotipova u indeksu telesne
mase (BMI), starosti, trajanja amenoreje ili BMI. Znacajna pozitivna korelacija je

uocena izmedu BMI i pariteta.



Zakljucak:

e PPOI se smatra multifaktorijalnom boles¢u, gde je fenotip najverovatnije posledica
varijacije sekvence u vise od jednog gena.

e Pacijenti sa PPOI nose kra¢e ponovke u ESR1(TA)n i ESR2(CA)n i S aleli u ovim
genima mogu se smatrati kao faktori rizika za PPOI kod Zena iz Srbije.

e Dva ESRI SNP, Pvu I i Xba, nisu uobi¢ajno povezani sa PPOI kod Zena iz Srbije i
ne mogu da doprinesu genetskoj osnovi PPOI.

e Etic¢ki razli¢iti narodi mogu da pokazuju razlike u putevima genske regulacije i
gena koji uzrokuju PPOL.

e Nasa identifikacija novih varijanti SOHLH2 gena kod Zena iz Kine i Srbije sa
PPOI, snazno ukazuju na vaznu ulogu SOHLH2 gena u etiologiji PPOL

e Nove nesinonimne heterozigotne varijante SOHLH2 gena specifi¢ne za zene iz
Kine sa PPOI su: p.Glu79Lys (Stetna), p.105Gly (Stetna), p.Thr321Pro.

e Nove nesinonimne heterozigotne varijante SOHLH2 gena specifi¢ne za Zene iz
Srbije sa PPOI su: p.Leul20Phe, p.Leu204Phe.

e Kod mladih zena sa PPOI COLIA1 gen ne moze identifikovati one koji su u vecoj

opasnosti od osteoporoze.

Kljuéne reci: prevremena disfunkcija janika, estrogenski receptor, androgeni receptor,
mikrosatelitski polimorfizam, COLIAL, genski polimorfizam, osteoporoza, SOHLH2,
BRSK1, HK3, BRSK2, PPOI-8¢22.3.

Nau¢na oblast: medicina

UZa nauc¢na oblast: reproduktivna endokrinologija i genetika



SUMMARY

Background:

The average age for menopause in Western populations is approximately 51 year.
Premature ovarian failure (PPOI) is characterised by amenorrhoea, hypoestrogenism
and elevated gonadotropins and affects of women under the age of 40. The causes of
PPOI are heterogeneous, including chromosome X defects, infections, iatrogenic
(surgery, chemotherapy, radiation), and autoimmune disease. Approximately 20-30% of
women with PPOI will have other affected female members, hence a genetic basis for
the disorder is a likely cause for this clinical scenario. It is known that normal ovarian
development and function require the expression and proper coordination of many
genes. The underlying mechanisms are largely unknown and despite the genetic defects
identified in several candidate genes, in a large proportion of PPOI cases no cause has
been found; and hence they are classified as idiopathic PPOI. Considering that initial
follicular pool size and the rate of follicular depletion are associated with the age of
menopause and given the fact that these germ cells express gonadal steroid receptors at
various stages of development, it is plausible that genetic variants in sex hormone
receptor genes involved in maintaining ovarian function could affect the risk of PPOI.
Estrogen actions mediated through its cognate receptors (ERa and ERp) are essential
modulators of folliculogenesis, directly throught regulation of the hypophyseal-gonadas
axis. Sequence polymorphisms of the ERa gene (ESR1: estrogen receptor 1) have been
shown to be associated with osteoporosis, unexplained infertility and lower response to
ovarian hyperstimulation, and uterine fibroids and endometriosis. A recent study reports
that ESR1 gene polymorphisms are associated with PPOI in Korean cohort. Deficiency
of estrogen, a critical reproductive hormone for bone acquisition, is associated with an
increased bone turnover and accelerated bone loss, leading to the increased
susceptibility to osteoporosis and bone fractures. The inheritance of bone mass is under
polygenic contro.SOHLH 1 and 2 are transcription factors involved in etiology
ofPPOL.SOHLH2 gene is situated on chromosome 13 and is testis-specific factor
important for spermatogenesis, oogenesis and folliculogenesis. Both, SOHLH 1 and
2,are expressed exclusively in primordial follicles up until the primary follicle stage,
and are master regulators of oocyte-specific genes critical for early follicle growth and

differentiation.



Objectives:

1.

To investigate do microsatellite polymorphisms of the estrogen receptor alpha
(ESR1) TA repeat, estrogen receptor beta (ESR2) CA repeat, androgen receptor
(AR) CAG and GGN repeats, contribute to premature ovarian failure (PPOI) in
Serbian women.

To investigate whether these genetic polymorphisms of ESR1 are associated with
PPOI in Serbian women.

To identify whether variants found in large Han Chinese cohort-8922.3 SNPs rs
3847153 and rs3108910; and one SNP each in HK3 (rs2278493), ESR1
(rs2234693) and BRSK1 (rs12611091)- are associated with premature ovarian
failure (PPOI) in a different ethnic group (Serbian).

To determine whether variants in the SOHLH2 gene contribute to human premature
ovarian failure (PPOI) in different ethnicities.

To investigate women’s characteristic with PPOI and those with PPOI where some
variants of SOHLH2 were found.

To correlate collagen type | alpha 1 (COLIA1) gene polymorphism with bone
mineral density (BMD) in women with PPOI.



Desing and methods:

1.

A cohort of 196 PPOI cases matched with 544 fertile controls was recruited by the
Clinic for Endocrinology, Diabetes and Metabolic Disorders of Serbia Between
2007 and 2010. Genomic DNA was extracted from saliva using Oragene®DNA
sample Collection kits. The TA repeat of ESR1, CA repeat of ESR2, and CAG and
GGN repeats of AR were genotyped using a PCR-based assay and were analysed
using Genemapper software to determine the repeat lengths. Two-tailed Student’s t-
test was used to compare allele frequencies between PPOI patient and controls.
Comparisons of genotype distributions between the case and control groups were
then performed using logistic regression models. Odds ratios (OR) were calculated
by logistic regression analysis with 95% confidence intervals (Cls). All statistical
results with a P-value less then 0.05 were considered statistically significant.

A series of 197 PPOI cases matched with 547 fertile controls was recruited by the
Clinic for Endocrinology, Diabetes and Metabolic Disorders of Serbia between
2007 and 2010. Genomic DNK was extracted from saliva using Oragene®DNK
sample collection kits. Two single-nucleotide polymorphisms (SNPs), Pvu Il and
Xba I, in ESR1 were genotiped by dynamic allele-specific hybridization. Haplotype
analyses were performed with the restriction fragment length polymorphism
method. SNP and haplotype effects were analyzed by regression models.

We investigete 197 serbian women with PPOI and 552 healthy serbian women,
with regular menses, normal estrogen and gonadotropin hormone levels served as
controls. All women were recruited by the Clinic for Endocrinology, Diabetes and
Metabolic Disorders of Serbia between 2007 and 2010. Genomic DNA was
extracted from saliva using Organe® DNA collection kits (DNA Genotek). High
resolution melting (HRM), followed by direct sequencing was used as reported
previously. PCR-HRM was performed on Roche Light Cycler 480 Real-Time PCR
System (Roche Applied Science). The PCR products were sequenced on an ABI
3730 DNAAnalyzer with the BigDiy Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems). Statistics: Fishers exact test was used to test the Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) and allele frequency differences. A p- value of
<0.05 was regarded as statistically significant.



4. 1-We investigate 364 Han Chinese women and 197 Serbian women with PPOI.
Ethnically matched healthy women, with regular menses, normal estrogen and
gonadotropin hormone levels served as controls (400 Chinese and 200 Serbian). All
were screened for variants in SOHLH2 gene. Genomic DNA was extracted from
peripheral blood samples using QlAamp DNK Blood Mini Kit (Qiagen) and
Oragene DNK collection kits (DNK Genotek). Statistics: Chi-square test or
Fisher’s exact test were used for comparison of differences of genotype distribution
and allele frequency.

[1- We investigate the characteristic of women with PPOI and some variants of
SOHLH2 gene. Study covered 168 Serbian women with PPOI. The women was
recruited by the Clinic for Endocrinology, Diabetes and Metabolic Disorders of
Serbia between 2007 and 2010. First group was formed by 159 women with PPOI
and the second group formed by 9 women with PPOI and some variants SOHLH2
gene. Hormonal analysis, body hight and weight was measured for all women.The
difference in FSH, LH, E; PRL, P and BMI was investigate. For the statistic

analysis Mann-Whitney U test ant T-test was used.

5. We determined the COLIA 1 genotypes SS, Ss and ss in 66 women with PPOI. The
women was recruited by the Clinic for Endocrinology, Diabetes and Metabolic
Disorders of Serbia between 2007 and 2010. Single nucleotide polymorphism (G to
T substitution) within the Sp 1-binding site in the first intron of the COLIA 1 gene
was assessed by polymerase chain reaction (PCR) followed by single-stranded
conformation polymorphism (SSCP) analysis. Bone mineral density (MBD) was
measured at the lumbar spine region by dual X-ray absorptiometry. Statistics:

Kruskal-Wallis ANOVA, Chi-square test, Sperman correlation test.

Rezults:

1. PPOI patients carried shorter repeat lengths of ESR2(CA)n than controls (p=0.034)
in Serbian women, but the difference was small. ESR1(TA)n was on the borderline
of statistical differences between groups (p=0.059). AR(CAG)n and AR(GGN)n
had no association with the disease among Serbian women.

2. No significant difference was found in the distribution of ESR1 Pvull and Xba |

polymorphisms or haplotipes between the PPOI and control groups.



None of the SNPs found associated with PPIO in Chinese cohort were found to be
associated in the Serbian sample.

I-Eleven novel heterozygous variants were identified in our cohorts of women with
PPOI but were absent in matched controls, which resulted in the frequency of
SOHLH2 variants being 2.2% (8/364, Chinese) and 3.6% (7/197, Serbian),
respectively. Of these p.Glu79Lis (2cases), p.Glu105Gli and p.Thr321Pro identified
in four Chinese women and p.Leul20Phe (3cases) and p.Leu204Phe found in four
Serbian were non-synonymus.  Protein alignment revealed that p.Glu79Lys
andp.GLU105Gly involved amino acids highly conserved among mammals, both of
which were predicted to be deleterious. The c-210G>T variants found in Chinese
PPOI cohort lies in the core promoter region highly concentrated with putative
transcription factor binding sites and CpG islands. In the Serbian cohort, the variant
most likely to have a deleterious effect was ¢.530+6T>G, which was predicted to
effect RNA splicing and result in nonsense mediated decay (NMD) of alternative
transcripts. Disturbing the expression, transactivation activity or homo/hetero-
dimerization of SOHLH2 protein could result in ovarian failure.

II- The results showed no statistical difference between the 2 groups for FSH
(U=614.0; p=0,475), LH (U=496.0; p=0.665), PRL (U=600.5; p=0.418), P
(U=620.5; p=0.503) as well, as for BMI(r=0.284; p=0.001) and the age when
women entered PPOI (t=1.963; p=0.051). There was statistically significant
correlation between the age of onset of menopause and BMI in group of women
with PPOI(r=0.284; p=0.001). There was no statistically significant correlation
between the age of onset of menopause and BMI in group of women with PPOI and
some of genetic variation of SOHLH2 (r=0.012; p= 0.978).

The relative distribution of COLIA 1 genotype alleles was SS-54.4%, Ss-41.0% and
ss-4.5%. No significant differences were found between genotype groups in body
mass index, age, duration of amenorrhea or BMD. A significant positive correlation

was observed between BMI and parity.



Conclusions:

e PPOI is naw considered a multifactorial disease, where the phenotype is most
probably the result of sequence variation in more than one gene.

e PPOI patients carry shorter repeats in ESR1(TA)n, and ESR2(CA)n, and S allels in
these genes might be considered as risk factors in PPOI in Serbian women.

e The two ESR1 SNPs, Pvull and Xbal, are not commonly associated with PPOI in
Serbian women and may not contribute to the genetic basis of the condition.

e Ethnically distinct populations may show differences in gene-regulating pathways
and genes causing PPOI.

e Our identification of novel heterozygous variants in the SOHLH2 gene, in women
with PPOI of both Chinese and Serbian origin, suggests a contribution to the
etiology of PPOI.

e Novel heterozygous variants fo the SOHLH2 gene were identified in Chinese
women: p.Glu79Lis (damaging), p.Glul05Gli (damaging), p.Thr321Pro, and in
Serbian women:p.Leul120Phe, p.Leu204Phe.

e In young women with PPOI COLIA1 cannot identify those at higher risk for

osteoporosis.

Key words: premature ovarian failure, estrogen receptor, androgen receptor,
microsatellite polymorphism, COLIA1, genes polymorphism, osteoporosis, SOHLH2,
BRSK1, HK3, BRSK2, PPOI-8g22.3

Scientific filed: medicine

Major in: endocrinology and genetic



1. UVOD
1.1. DEFINICIJA 1 ETIOLOGIJA PPOI

De Moraes Rueshen M i Jones GS. su 1967.god. prvi postavili definiciju
primarne prevremene insuficijencije ovarijuma (PPOI) kao nefizioloskog prekida
menstruiranja nastalog posle puberteta, a pre 40. godine zivota (1). PPOI je sindrom
koji se odlikuje hipergonadotropnom amenorejom i hipoestrogenijom. Kriterijumi za
dijagnozu su folikulostimulis§u¢i hormon (FSH) vec¢i od 40 IU/L i estradiol (E;) manji
od 50 pmol/L (2).

Incidenca PPOI je 0,9-3% medu zenama reproduktivnog doba . U 10-28% POI
je uzrok primarnih, a u 4-18% sekundarnih amenoreja (3).

Bolest nastaje kao posledica ubrzanog procesa atrezije oocita, smanjenja broja
germinalnih ¢elija 1 starenja centralnog nervnog sistema. Specificni geni su odgovorni
za kontrolu broja ovocita koji prolaze proces ovulacije i vreme prekida reproduktivne
funkcije (4). Pozitivna porodi¢na anamneza PPOI nadena je u oko 15% Zena sa PPOI,
Sto ukazuje na postojanje odredene genetske etiologije(5,6). U kombinaciji poznate
mutacije se mogu objasniti samo kod 1-2% PPOI slu¢ajeva sa ucestalosti variranja u
razli¢itim etickim grupama . Postavlja se pitanje postojanja zajednickog puta koji
kontroliSe atreziju jajne celije ili se aktivira razli¢itim mutacijama gena kandidata koje

su razli¢ito izrazene kod razli¢itih eti¢kih grupa (7,8).

Proces mitoze i mejoze se paralelno deSavaju do 20. nedelje gestacije i tada prestaje
deoba i sazrevanje buducih ovocita. Broj ovogonija koje novorodence ima na rodenju je
fiksan, tj. nema kasnijeg umnozavanja. Maksimalan broj primordijalih folikula u
organizmu zenskog deteta je u 20-24. nedelji gestacije od kada pocinje proces atrezije
tako da se broj primordijalnih folikula od 6-7 miliona smanjuje na 1-2 miliona na
rodenju 1 300 000-400 000 po ulasku u pubertet. Steroidogeneza se odvija sve dok
postoji i poslednji folikul. Smatra se da sa smanjenjem broja primordijalnih folikula
ispod 2500 u oba ovarijuma pocinju da se javljaju tipiCne tegobe vezane za
klimakterijum. Ve¢ od 30. godine FSH se postepeno povecava u folikulinskoj fazi a

posle 40. godine postoji dalji porast koji je u korelaciji sa brojem preostalih folikula.



Primordijalni folikuli se razlikuju od primarnih po tome §to predstavljaju ovocite
okruzene jednim slojem granuloza ¢elija. Primarni folikuli su oociti okruZeni sa vise
slojeva kuboidnih granuloza ¢elija (Slika br.1). Jedan od mogucih etioloskih ¢inilaca za

PPOI je poremecaj na nivou prelaska primordijalnih u primarne folikule. U Tabeli 1.

prikazana je etiologija PPIO.



Slika br. 1. Primordijalni, primarni, sekundarni i Graaf-ov folikul



Tabela 1. Etiologija PPOI

GENETICKI UZROCI

Mutacija FSH receptora,transkripcionog faktora,
fragilni X hromozom.

Strukturne alteracije i odsustvo X hromozoma
Trizomija X hromozoma sa ili bez mozaicizma
PPIO udruzen sa miotrofi¢nom distrofijom

ENZIMSKI DEFICIT

17 o hidroksilaza
Galaktozemija

FIZICKI AGENSI

Zralenje

Hemioterapija

Virusi

Pusenje

Obostrana adneksektomija

IMUNOLOSKI POREMECAJ

UdruzZenost sa autoimunim bolestima
Aplazija timusa

DEFEKTI U
STRUKTURI/DEJSTVU
GONADOTROPINA

Bioloski inaktivni gonadotropini
Deficit alfa ili beta subjedinice
Receptorski / postreceptorski defekt

INFEKTIVNI AGENSI

Mikoplazma, ureaplazma, hlamidija.

IDIOPATSKI




1.2.GENETICKI UZROCI

1.2.1. Mutacija gena za FSH receptor

U odredenim porodicama je zapazena familijarna pojava PPOI ( baka, majka,
¢erka ) 1 u svakoj sledecoj generaciji se deSava nesto ranije. Jedan od mogucih uzroka je
mutacija gena za FSH receptor. Inaktivaciona mutacija u genu za FSH receptor oSteti
stimulaciju adenilat ciklaze, a receptor ostaje zarobljen intracelijski. FSH je neophodan
za normalnu maturaciju folikula. U poslednjih 50 dana njegovog razvoja zbog mutacije
FSH receptora dolazi do blokade maturacije folikula. 1z tog razloga Zene sa PPOI imaju
veliki broj malih folikula koji ne mogu dalje da se razvijaju. Mutacija je u egzonu 7
gena za FSH receptor lociranom na hromozomu 2p, koja u proteinu dovodi do zamene
Ala sa Val na rezidui 189. Mutacije u genu za FSHR su povezane sa FSH rezistencijom
§to dovodi do povecanja FSH u serumu i nedostatku estrogena. Zene sa kompletnom
FSH rezistencijom imaju hipoplasti¢ne jajnike i primarnu amenoreju (9). Nekoliko
drugih FSHR varijanti su identifikovane kod zena sa PPOI i sekundarnom amenorejom,
blagom disfunkcijom jajnika i porodi¢énom istorijom PPOI (10). Ove FSH varijante su

retke i nije pokazano da imaju direktnu ulogu u nastajanju PPOI (11,12).

1.2.2. Aberacije X hromozoma

Abnormalnosti X hromozoma su najces¢i genetski uzrok PPOI, ¢ine 12%
slu¢ajeva (6,13,14,15). Ove anomalije ukljuuju potpuno ili delimi¢no deleciju,
duplikaciju ili translokaciju X- hromozoma.

a) Tarnerov sindrom (45X)- monozomija X ima ucestalost 1:2500 (16).Tarnerov

sindrom povezan je sa niskim rastom, disgenezom gonada i primarnom
amenorejom (16). Gubitak ovocita uglavnom pocinje u ranom detinjstvu kao

posledica ubrzane atrezije folikula (16).

b) Tizomije X (47XXX) uglavnhom nemaju velike medicinske probleme, u nekim
slu¢ajevima se javlja PPOI(17). Geni na X-hromozomu su kriti¢ni za normalnu
funkciju jajnika, 1 svaka strukturna abnormalnost u toj regiji moze dovesti do PPOI
(18,11). Groswami i saradnici (19) nalaze da 3,8% pacijenkinja sa PPOI ima

trizomiju X hromozoma.



¢) Fragilni X hromozom

Nadena je ekspanzija trinukleotidnih ponovaka CGG u prvom egzonu (5"UTR region)
FMR1 gena (Xq 27.3). FRAXA, na distalnom delu Xq POI- kriti¢énog regiona. FMR1
protein se ne eksprimira.Varijacije u duzini CGG ponovaka, koja postoji na 5"UTR delu
FMR1 mRNK se oznacavaju kao normalne (< 50), premutacije (50-200), i pune
mutacije (>200 ponovaka).Puna mutacija je udruzena sa sindromom fragilnog X, ¢iji je
glavni znak mentalna retardacija (20). Nedavno su epidemioloske studije otkrile da je
premutacija FMR1 gena povezana sa PPOI kod 6% sporadi¢nih PPOI slucajeva i 13%
PPOI sa familijarnom istorijom(21).FMR1 protein je veoma eksprimiran u

germinativnim ¢elijama jajnika fetusa kao i na granuloznim c¢elijama zrelih folikula

(22).

Nosioci ovih permutacionih alela mogu da imaju tri klinicke slike:

- PPOI

- Poremecaj paznje i druge psihicke promene

- Neuroloske bolesti ( tremor,ataksija, Parkinsonova bolest)
Hegerman RJ. (23) je ukazao na povezanost PPOIl sa tremorom, ataksijom i
Parkinsonovom boles¢u.To je jo§ jedan dokaz o znaaju polnih steroida i na nivou
mozga.

U najvecem broju slucajeva PPOI je multifaktorski poremecaj. Poseban znacaj u
otkrivanju etiologije PPOI imaju studije u kojima se proucava udruzenost PPOI sa
odredenim genskim — DNK polimorfizmima. Genski odnosno DNK polimorfizmi
predstavljaju varijacije u naslednoj osnovi ¢oveka koje se sre¢u u opstoj populaciji. Po
svom fenotipskom efektu oni su u nacelu ,benigni, ali mogu predstavljati

predispoziciju za pojavu odredenog, najces¢e multifaktorskog, poremecaja (24).

Poslednjih godina se intenzivno proucavaju polimorfizmi u genima koji kodiraju
receptore za steroidne hormone i njihova povezanost sa razli¢itim poremecajima
reproduktivnog sistema. Poznato je da normalni razvoj i funkcija jajnika zahtevaju
ekspresiju i pravilnu koordinaciju mnogih gena (25). Navedeni mehanizmi su ve¢inom
nepoznati i uprkos genetskim defektima koji su identifikovani u nekoliko gena
kandidata (26,27), u velikom broju PPOI slucajeva nije pronaden nijedan uzrok i zato su
klasifikovani kao idiopatski PPOI.



1.2.3. Mutacija gena za transkripcione faktore

Ukoliko postoje homozigotne mutacije, celije granuloze ne prelaze iz
skvamoznih u kuboidne, i upravo je to nivo na kome dolazi do greske. Iz ovog razloga
odsutni su sekundarni folikuli i javlja se atrezija ovocita (28). Geni koji se specificno
eksprimiraju u ovocitu su regulisani posebnim transkripcionim faktorima(14).
Skriningom transkripcionih faktora za folikulogenezu pronadeno je nekoliko uzro¢nih

mutacija u genima:NRA1, NOBOX, FIGLA, FOXL2(29,30,31).

Nuklearni receptor podfamilije pete grupe ¢lan 1 (NR5A1), poznat kao steroidni

faktor 1, je nuklearni receptor ¢iji je gen lociran na 9q33.3 a ukljuen je u ranu
diferencijaciju gonada (31,32). On modulira steroidogenezu preko regulacije gena
ukljucenih u osovinu hipotalamus-hipofiza-steroidogeneza, kao S§to su: STAR,
CYP11A1, CYP17A1, CYP19A1, LH i INHA (32). Uslovni nokaut za NR5A1 u
granuloznim ¢elijama miSeva izaziva neplodnost, zbog hipoplasti¢nih jajnika i

smanjenog broja ovocita (33).

Homeobox protein (NOBOX) — newborn ovary homeobox gene je ovocit-

specifi¢éni homeobox gen koji ima klju¢nu ulogu u folikulogenezi i jedan je od
kandidata gena za PPOI (30). Kodira specifi¢ne transkripcijske faktore jajne celije koji
reguliSu gene potrebne za rane faze folikulogeneze (34). Koris¢enjem nokaut modela
misa , dokazano je da NOBOX regulise ekspresiju razli¢itih gena specificnih za ovocit
ukljucuju¢i BMP-15 i GDF-9 (34). lzostanak ekspresije NOBOX-a povezan je sa

ubrzanim gubitakom ovocita posle porodaja kod miseva (32).

Folliculogenesis Specific Basic Helix-Loop-Helix (FIGLA) — embrion-

specifi¢ni faktor transkripcije regulise ekspresiju gena koji iniciraju folikulogenezu i

one koji kodiraju zonu pelucidu (ZP1, ZP2, ZP3), neophodnu za oplodnju i opstanak
embriona. Bitan je za opstanak ovocita i formiranje primordijalnih folikula (35).
Nedostatak dovodi do ubrzanog postnatalnog gubitka primordijalnih folikula kod
miSeva (36). Postojanost FIGLA kod odraslih Zena omogucéuje vezivanje za E-box ( 5-
CANNTG-3) na 3Ps (ZP1, ZP2 i ZP3) promoteru (35).

Frkhead box L2 (FOXL2) gen lociran je na 3923. Eksprimira se u celijama
granuloze jajnika od embriogeneze do odrasle dobi (29). Mutacije ovog gena dovode do

neuspeha u diferencijaciji granuloza ¢elija Sto dovodi do ranog aktiviranja i iscrpljivanja



primordijalnih folikula (36). FOXL2 mutacije su identifikovane kod 5% nesindromskih
PPOI pacijenata $to ukazuje da mogu biti povezane sa idiopatskim PPOI (29).

Helix-loop-helix (SOHLH) 1 i 2 su faktori transkripcije vazni za razvoj PPOI.

Odgovorni su za rani rast i diferencijaciju folikula uljucuju¢i NOBOX, FIGLA, BMP-
15 | GDF-9 (14). SOHLH2 gen nalazi se na hromozomu 13. Ovaj gen kodira jedan od
testis-specifi¢nih faktora koji su od sustinske vaznosti za spermatogenezu, ovogenezu i
folikulogenezu (14).SOHLH1 i SOHLH2 nokaut modeli Zenki miSeva su udruzeni sa
neplodno$¢u i ubrzanim gubitkom folikula, zbog nedostatka u primordijalnoj
diferencijaciji ¢elija. Oba modela pokazuju atrofirane jajnike bez jajnih ¢elija od Seste
nedelje zivota (38).Zhao i saradnici (39) pronasli su tri nove SOHLH1 varijante kao
potencijalne uzroke PPOI kod 364 kineskih Zena sa PPOI, koje su bile odsutne u

kontrolnoj grupi od 400 zena.

Estrogenski receptor (ER)

Estrogen receptori su transkripcioni faktori koji se eksprimiraju u ¢elijma teke i
granuloza c¢elijama, kao i U mnogobrojnim drugim tkivima, koji regulisu ekspresiju
razli¢itih gena ukljucenih u celijski rast i razvoj (40).Dva estrogenska receptora su
oznaceni kao ERa 1 ERP.Estrogen doprinosi regulisanju ciklicnog oslobadanja
gonadopina preko svog delovanja na estrogenski receptor (ER) alfa, obelezen sa ESR1 u
hipotalamus-hipofiznoj osi (41). Gen za ERa je lociran na hromozomu 6g25-27.
Njegova promotorska oblast sadrzi polimorfan niz TA ponovaka, koji se povezuje sa
naslednom prevremenom disfunkcijom ovarijuma, kao i sa smanjenjem koStane gustine
i endometriozom. Gen za ERP je lociran na hromozomu 14q23-24. PrekoERS,
obelezenog sa ESR2, estrogen poboljsava folikulogenezu (41). U nekodiraju¢em 3'-
regionu ovog gena nedavno je identifikovan polimorfni niz CA ponovaka, za koji se
sugeriSe da je povezan sa koStanom gustinom kod Zena (42). lako funkcionalni zacaj
ova dva polimorfizma jo§ uvek nije u potpunosti razjasnjen, ima dokaza da uticu na
strukturu i funkciju gena (43). Pokazana je i povezanost izmedju ova dva mikrosatelitna
polimorfizma i PPOI-a ( 44,45).



Progesteronski receptor (PGR)

Gen za progesteronski receptor (PGR) se nalazi na hromozomu 11g22. U ovom
genu je otkriveno viSe polimorfnih regiona, a jedan od funkcionalno najznacajnijih je
insercija/delecija Alu sekvence od 306 bp. Smatra se da insercioni alel, oznacen kao
PROGINS, u homozigotnom ili heterozigotnom stanju ima protektivhu funkciju u

zenskom reproduktivnom sistemu (46).

Androgenski receptor (AR)

Receptor za androgene (AR) pripada familiji nuklearnih transkripcionih faktora.
AR gen je jedini lociran na X hromozomu, Xql11-12. U ovom genu je identifikovan
polimorfizam tipa razli¢itog broja CAG ponovaka, koji kodiraju poliglutaminski niz
razli¢ite duzine. Ovaj niz uti¢e na funkciju receptora tako da su duzi ponovci povezani
sa nizim nivoom funkcije receptora (47).Zapravo, u prvom egzonu AR gena nalaze se
dva mikrosatelita polimorfizma, jedan sa CAG ponavcima — (CAG)n a drugi sa GGN
ponovcima- (GGN)n. Ogranicen broj studija otkriva povezanost ponavljanja CAG od
AR gena kod PPOI-a (48,49), dok druge nisu potvrdile povezanost (45,50). Za GGN

ponavke znacajna povezanost sa PPOI je konstatovana kod indijskih zena (50).

Geni kandidati koji su odgovorni za glavne regulatore koStanog metabolizma su
geni za: kalciotropni hormon, proteine kostanog matriksa, steroidne hormone i lokalne
regulatore koStanog metabolizma. Geni koji reguliSu lokalni metabolizam kostiju su
geni za: vitamin D receptor, peroksizmalni proliferator-aktivni receptor i kolagen tipa |
alfal (COLIA1), az HS- glikoprotein, osteokalcin, faktor rasta tkivafinterleukin- 6 i 1,

apo-E, Ca-senzitirajuci receptor (51).

Grant i saradnici (52) identifikovali su da polimorfizam pojedina¢nog nukleotida
G—T u prvom intronu (+1245G— T) COLIA1 gena uti¢e na vezujuée mesto za
transkripcioni faktor Spl. Ovo vodika nepravilnoj organizaciji heliksa u regiji vaznoj za
regulisanje transkripcije kolagena i1 znaCajno je povezan sa koStanom masom 1
osteoporozom. Na bazi ovih saznanja pojavila se ideja 0 navedenom polimorfizmu kao
genetickom markeru koji moze biti od znacaja za prepoznavanje Zena koje su u riziku
od osteoporoze (53). Transkripcioni faktor Spl ima veci afinitet za ,,s* nego za ,,S*

alela, sto dovodi do pogresne organizacije ovih lanaca i1 do osteoporoze.



Neke studije nisu pruzile nikakve dokaze za vezu izmedu polimorfizma COLIA1 u tacki
vezivanja SP1 i osteoporoze (54). Najveéa multicentri¢na studija nedavno sprovedena u
Evropi od strane konzorcijuma Genetic Markers of Osteoporosis (GENOMOS) otkrila
je malo znacajnu vezu izmedu COLIA1 polimorfizma i smanjenog indeksa telesne mase

(BMI) (55).

1.2.4. Faktori razvoja folikulogeneze

Gen za morfogenetski protein 15 (BMP-15) nalazi se na Xql1.2, je ¢lan familije

transformiSuceg faktora rasta beta (TGF-p) i kodira protein odgovoran za specifi¢an rast
ovocita koji ima ulogu faktora diferencijacije (56). Ucestvuje u stimulaciji
folikulogeneze i u sazrevanju folikula (57). Ulogu u folikulogenezi najbolje predstavlja
nokaut model kod miSeva koji imaju smanjenu plodnost zbog defektnog procesa
ovulacije (58). Mehanizmi pomocu kojih BMP-15 uti¢e na razvoj PPOI trenutno nije

poznat.

Gen za faktor rasta (GDF-9) homologje sa BMP-15 i takode je ¢lan TGF-$

superfamilije. Nalazi se na 5q23.2. ReguliSe primordijalni razvoj folikula 1 podstice
proliferaciju granuloza c¢elija i sazrevanje folikula (59). Stimulacija GDF-9 je
neophodna za razvoj primordijalnih folikula (60).

Gen za inhibin alfa (INHA) kodira alfa subjedinicu inhibina A i B, koji zajedno

sa odgovaraju¢im beta subjedinicama (INHB 1 INHBB) pripadaju TGF- superfamiliji
(61). Produkciju inhibina vrSe graniloza celije i oni deluju na hipofizu podsti¢uéi
produkciju FSH (62). Smanjena proizvodnja inhibina je povezana sa povecanom
proizvodnjom FSH, §to dovodi do povecanog iscrpljivanja ovarijalne rezerve folikula
(13). Zene sa idiopatskim PPIO imaju niZi nivo inhibina a veéi nivo FSH u serumu nego
zene iste dobi iz kontrolne grupe, Sto ukazuje da inhibini imaju vaZznu ulogu za
normalno funkcionisanje jajnika (61). Gena za INHA je dugo bio gen kandidat za PPOI
(13). Geneticke studije o INHA varijantama su identifikovale tri polimorfizma u vezi sa
PPOI (61). Polimorfizam 769 G>A pokazao je znacajnu povezanost u vise PPOI
populacija nekoliko etickih grupa (13,63,64). Funkcionalne studije pokazuju da ovaj
polimorfizam dovodi do smanjenja aktivnosti inhibina §to uzrokuje povecanje
folikularnog praznjenja i na taj nadin se stvara predispozicija za PPOI (65). U

italijanskim i nemackim kohortama nisu nadene udruzenosti INHA varijanti sa PPOIL.U
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nekim novijim meta-analizama potvrdeno je da je 769A alel redak u nekim etickim
grupama (65,66). Moze se zakljuciti da ova varijanta INHA povecava rizik za PPOI

samo u nekim eti¢kim grupama $to objasnjava razlike u literaturi (59,61).

U Tabeli br.2. prikazani su neki od gena kandidata i njihova funkcija u patogenezi PPOI
(67).

Tabela 2. Neki od gena kandidata i njihova funkcija na patogenezu PPOI:

GEN GEN LOKUS f-ja GENA

FMR1 Xq27.3 Razvoj i sazrevanje ovocita

NR5A 9933.3 Steroidogeneza jajnika

NOBOX 7925 Rana folikulogeneza

FIGLA 2912 Regulacija gena zone pelucide

FOXL2 3923 Diferencijacija celija granuloze i
razvoj folikula

SOHL1/2 13g13.3 Rana folikulogeneza

BMP-15 Zql1.2 Folikularno sazrevanje

GDF-9 5023.2 Folikularno sazrevanje

INHA 2033-36 Regulacija folikulogeneze putem
FSH inhibicije

FSHR 2p21 Rast i razvoj folikula,
steroidogeneza

LHR 2p21 Starenje folikula, steroidogeneza i
ovulacija

ESR1 6025.1 Rast i sazrevanje folikula

Obzirom na slozenu etiologiju PPOI neke studije sugeriSu da varijacije broja
kopija (CNVs) autozomnog gena mogu imati veéi uticaj na razvoj PPOI od
abnormalnosti X hromozoma, sto se poklapa sa pojavom genske heterogenosti (68,69).
CNVs —varijacije broja kopija su DNK regioni > 1kb koji se razlikuju po broju izmedu
pojedinaca i dprinose fenotipskoj varijaciji i osetljivosti na bolesti (70). Dva gena
povezana sa autozomnim mikrobrisanjem su ukljuceni u popravke raspada dvostrukog

lanca DNK u toku mejoze (SYCEL) i progresije mitoticke ¢elije (CPEB1) (71). SYCEL

11



poremecaj dovodi do apoptoze celije kod miSeva, dok CPEBI poremecaji dovode do
gubitka ovocita i samim tim i odsustvo folikula kod miSeva (71). Ova dva gena su
moguci kandidat geni za PPOI, gde smanjeni broj kopija moze dovesti do ubrzanog

procesa gubitka folikula i PPOI kod Zena (71).

Analiza mikro-ribonukleinskih kiselina (miRNK) je jedna perspektivnih

strategija nedavno primenjena na ispitivanje PPOI gena. miRNK je mala nekodirajuce
pojedinatne RNK molekule, veli¢ine oko 22-24 nukleotida, koji su ukljuceni u post-
translacionoj regulaciji gena kroz represiju ili degradaciju specifiénih RNK target
regiona (72). miRNK regulise diferencijaciju celija, progresiju celijskog ciklusa i
apaptozu. miRNK je familija regulatornin RNK koje deluju putem RNK interference,
gde kompleks efektora miRNK i enzimi mogu degradirati informacionu RNK, blokirati
je tako da ona ne moze biti prevedena ili ubrzati proces njene degeneracije. Na
miSevima je pokazano da miRNK imaju ulogu u sazrevanju ovocita i folikulogenezi
(73). Istrazivaci sugerisu da mir-22-3p moze regulisati lucenje FSH hipofize, pokazano

na modelu svinje, pri ¢emu smanjena ekspresija moze doprineti patogenezi PPOI (74).

NGS (next generation DNA sequencing - sledeéa generacija metoda za

sekvenciranje DNK) tehnologija omogucava analizu Citavog ljudskog genoma, analizu
miliona baznih parova paralelno u celom egzomu ili genomu u jednoj reakciji (75).
Uradjene su Cetiri studije kod srodnih porodica sa istorijom PPOI, kod kojih su nadene
patogene varijante u genu za stromalni antigen 3 (STAG3) a identifikovane su promene
u genima: HFM1, MCMB8 i MCM9 (76,77,78,79). Ovi geni su ukljuéeni u replikaciju i
popravku DNK, mejozu i stabilnost hromozoma. Ta¢ani mehanizami jo$ nisu poznati,
ali se predpostavlja da ¢e akumulacija oStecenja DNK 1 nestabilnost hromozoma u

jajniku dovesti do ubrzane atrezije folikula i PPOI (77).

1.3. KLINICKA SLIKA

PPOl se manifestuje akutnim simptomima i znacima, kao i hroni¢nim
komplikacijama. Tipi¢ni simptomi PPOI su: razdraZljivost, preosetljivost, malaksalost,
depresivnost, valunzi, cCeste promene raspoloZenja, nezainteresovanost, loSa
koncentracija, nesanica, bolovi u kostima i zglobovima, suva koza, suvoca ociju i

vagine, smanjenje seksualne Zelje.
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Karakteristicni znaci su: atrofi¢ni vaginitis, dizurija, recidivantne urinarne

infekcije, vazomotorna nestabilnost i drugi.

U koliko se na vreme ne dijagnostikuje PPOI i ne zapo¢ne sa odgovaraju¢om
terapijom mogu se razviti hroni¢ne komplikacije od strane celog organizma, a posebno

od kardiovaskularnog sistema i kostiju.

Mnoge studije su radene u zena sa obostranom adneksektomijom i dobijeni
podaci ukazuju na to da hipoestrogenija dovodi do brzeg razvoja kardiovaskularnih
bolesti jer izostaje kardioprotektivni efekat estradiola. Svi navedeni simptomi i znaci su

jace izrazeni nego u zena kod kojih je uradena adneksektomija u fizioloskoj menopauzi.

Beta estradiol povecava kontraktilnost srca, smanjuje perifernu vaskularnu
rezistenciju, popravlja lipidni status ( smanjuje holesterol i low density lipoprotein-
LDL, a povecava high density lipoprotein-HDL), povecava endotelin, a smanjuje
fibrinogen (80).

U hipoestrogeniji gubi se elasti¢nost krvnih sudova, javlja se vazomotorna

nestabilna angina uz mogucu pojavu anginoznih tegoba i promene krvnog pritiska (81).

VaZan organ na koji estradiol takode ispoljava efekat je kost. Hipoestrogenija u
zena sa PPIO dovodi do pojave osteoporoze. Estradiol inhibiSe produkciju citokina
(interleukina 1, interleukina 6, gama interferona i tumorskog faktora nekroze TFN) i na
taj nacin smanjuje razmnozavanje osteoklasta i razgradnju kostiju (82). Estradiol ima
direktno dejstvo na kostnu celiju 1 na paratiroidni hormon (PTH) koji regulie
apsorpciju kalcijuma iz digestivnog trakta. Dejstvo estradiola preko ,,insulin like growth
factor (IGF1) i hormona rastenja nije jo§ utvrdeno (83). Nakon 35 godine Zivota i
muskarci 1 Zene gube 1% koStane mase godiSnje (84). Taj gubitak koStane mase se
ubrzava prve tri do Getiri godine nakon ulaska u PPIO ili menopauzu. Zene sa PPIO

imaju povecan rizik za osteoporozu:

- Ako imaju pozitivnu porodi€nu anamnezu
- Uzimaju steroide duze od 6 meseci

- Amenoroi¢ne su duze od 6 meseci

- Ako su bivsi alkoholicari

- Ako su duze vreme primale GnRH
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1.4. DIJAGNOZA

Za postavljanje dijagnoze PPIO neophodno je uzeti detaljnu anamnezu, uraditi
klini¢ki pregled, kariotip (za zene mlade od 30 godina), biohemijske i hormonske

analize.

Tabela 3. Biohemijske i hormonske analize za PPOI

Biohemijske analize | Sedimentacija, hemogram, proteinogram, glikemija, jonogram,
lipidi.

Hormoni FSH, LH, E;, AMH, Inhibin B, prolaktin, testosteron,
progesteron, TSH, fT4

Antitela Antinuklearna At, antiadrenalna At, antimikrozomalna At,
antimitohondrijalna  At, antitireoglobulinska  At,
antiparijetalna At, antiovarijumska At, antineutrifilna A,
antikardiolipinska At, antiglatkomiSi¢éna At, antifosfolipinska
At, antiDNA At i dr.

Potom se sprovode vizualizacione metode: ultrasonografski pregled male

karlice, dojki, abdomena, mamografija i osteodenzitometrija(L2-L4).
Potvrda dijagnoze je FSH> 401U/L i E;<50pmol/L

Pored FSH i E,, neophodnih za postavljanje dijagnoze, danas je moguce izmeriti
AMH (AntiMuller-ov hormon) i inhibin. AMH sprecava nagli porast svih folikula.
Ukoliko je nizak, znacajno je smanjen broj preostalih folikula. Inhibin je u negativnoj

korelaciji sa FSH. Odredivanje AMH i inhibina se ne sprovodi rutinski.
Patohistoloska dijagnoza

Na ucinjenim biopreparatima ovarijuma u Zena sa PPOI nema folikula ve¢ je
nastala fibroza u cak 60% slucajeva. Medutim i ukoliko se u biopreparatu ne nadu
folikuli u oko 10% slucajeva Zene ih joS imaju, Sto smanjuje znacaj biopsije. U uzetom
materijalu ne mora biti aktivnih folikula §to ne znaéi da ih nema na drugom mestu na

jajniku. Biopsija ovarijuma kod zena sa PPOI nije neophodna (85).

U 40% slucajeva PPIO naden je veliki broj pocetnih folikula u jajnicima (85).
Ovakav nalaz imaju pacijentkinje sa ,,Savage* sindromom. Ovaj sindrom je dobio ime

po prvoj pacijentkinji ,,Savage Jonesa i Moraesa (86). Sindrom ,rezistentnih
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ovarijuma®“ se odlikuje prisustvom brojnih folikula, hipergonadotropizmom,
hipoestrogenijom i hiporeceptibilnos¢u na velike doze egzogenih gonadotropina za

indukciju ovulacije.

Tipicna patohistoloska slika podrazumeva smanjeni broj germinalnih celija,
atreti¢ne folikule, T- limfocite, neSto manje B- limfocita, uz veliki broj makrofaga i

plazma ¢elija.
Etiologija sindroma nije poznata ali postoji nekoliko hipoteza (87):

I. Nedostatak receptora za gonadotropine ili estrogene

2. Poremecaj staze postreceptora

3. Imunoloski faktori kao $to su antitela na gonadotropinske receptore (88)
Limfocitarni ooforitis retko se nalazi kod pacijentkinja sa PPOI u odsustvu

nadbubreznog autoimuniteta i /ili Adisonove bolesti.

Muechler EK. i saradnici (89) pokazali su prisustvo imunoglobulina (IgA, 1gG,
IgM) u jajnicima koji nisu zahvaéeni ovoforitisom. Hipoteticno, antitela se nalaze u
jajnicima ali nisu dostiga nivo na kojem mogu da se otkriju u serumu ili da indukuju
lokalnu upalu. Histologija PPOI u odsustvu nadbubreznog autoimuniteta / Adisonove
bolesti ne doprinosi imunoloskoj patogenezi bolesti. Ovo se odnosi 1 na atrofiju jajnika
otkrivenu u vecini slucajeva. Ona moze da predstavlja zavr$ni stadijum autoimunog

procesa protiv strukture jajnika ili zavr§nog nestajanje oocita usled genetskih faktora.

1.5. TERAPIJA

Terapija se sastoji od supstitucije estro-progestagenima, koja se daje u ve¢im
dozama nego u menopauzi. Po nekim studijama nivo estradiola u serumu mora biti bar

300pmol/L da se ne bi javila osteoporoza (90).
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Tabela 4. Neki efekti terapije estroprogestagenima

ESTRADIOL - Efekti na kardiovaskularni i1 koStani sistem, kozu,
sluzokozu
- Efekti na CNS (smanjuje nesanicu, depresiju,
razdrazljivost, poboljSava koncentraciju, povecava libido)
PROGESTERON - StimuliSe osteoblastnu aktivnost

Ima ulogu u remoduliranju kosti

Povecava mineralni sastav kosti

Ima vazokonstriktorno dejstvo (onemogucava prekomernu
vazodilataciju indukovanu estrogenima)

Relaksantno dejstvo

Pravovremena terapija estro-progestagenima moze dovesti u zena sa PPOI do

10% spontanih trudnoc¢a ukoliko postoji joS po neki folikul koji moZe da reaguje.

Terapija fertiliteta i terapija PPOI u buduénosti

U slucaju kada ne postoje folikuli spremni za oplodnju, postoji mogucnost

uzimanja jajne ¢elije od ,,donora ovocita“ i vantelesna oplodnja (IVF) zene sa PPOI. U

tom slucaje mora se pravno 1 eticki regulisati uzimanje jajne celije donora, tj. Zena

donor mora biti saglasna sa davanjem jajne celije kao i sa tim da nece traziti pravo na

dete iako je ona genetski majka (91). U ovakvim sluajevima mora se usaglasiti

menstrualni ciklus donora i zene sa PPOIpa tek onda pristupiti IVF-u (93). U normalnoj

trudno¢i zigot nosi polovinu genetskog materijala od majke, dok kod ovakvih trudnoca

zigot je kao strano telo, i ¢esto dolazi do imunoloske reakcije 1 odbacivanja tj spontanog

pobacaja. Kod jako mladih i neudatih zena koje su u riziku od APS i PPOI i

krioprezervacija tkiva jajnika moze dati nadu reSenju problema (93).

Terapija buducnosti je genska terapija kojom se ispravlja poremecaj gena koji je,

u odredenoj grupi, odgovoran za nastanak PPOI-a.
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2. CILJEVI

1.

Ispitati da li polimorfizmi mikrosatelitnih ponovaka u genima za estrogenski
receptor alfa - ESR1(TA)n, estrogenski receptor beta - ESR2(CA)n, adrogenski
receptor - AR(CAG)n, i AR(GGN)n predstavljaju etioloski ¢inilac u nastajanju
PPOI-a kod zena iz Srbije.

Ispitati da li su polimorfizmi gena za ESR1 povezani sa PPOI kod Zena iz Srbije.

Ispitati da li su varijante koje se nalaze u velikoj Han kineskoj kohorti-89g22.3 SNPs
rs3847153 i rs 3108910 i po jedan SNP u HK3 (rs2278493), ESR1 (rs2234693) i
BRSK 1 (rs12611091) povezane sa PPOI u srpskoj kohorti.

Ispitati da li varijante u SOHLH2 genu doprinose primarnoj prevremenoj

insuficijenciji ovarijuma kod Zena u razli¢itim eti¢kim grupama.
Analizirati ima li razlike u vrednostima FSH, LH, estradiola (E2), prolaktina(Prl) i
progesterona (Pg), BMI i godinama starosti ulaska u PPOI, kod Zena iz Srbije sa

PPOI i Zena iz Srbije sa PPOI i nekom od varijanti SOHLH2 gena.

Ispitati odnos izmedu COLIA1 genskog polimorfizma i indeksa mineralne gustine
kostiju (BMD) kod Zena iz Srbije sa PPOI-om.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Odredivanje broja ponovaka u okviru mikrosatelitnih polimorfizama gena za
ESR1(TA)n, ESR2(CA)n, AR(CAG)n, i AR(GGN)n Zena iz Srbije

3.1.1. Selekcija ispitanika

Studija je obuhvatila eticki homogenu populaciju zena iz Srbije istog socio-
ekonomskog statusa i navika u ishrani. Ispitano je 196 Zena sa dijagnozom idiopatskog
POF-a. Kontrolnu grupu su ¢inile 544 zdrave zene sa redovnim menstruacijama koje ne
koriste hormonsku terapiju. Studija je izvodena naKlinici za endokrinologiju, dijabetes i
bolesti metabolizma Klinickog Centra Srbije izmedju 2007. i 2010. godine. Sve
pacijentkinje su odgovarale na pitanja o menstruaciji, paritetu, zastupljenosti PPOI-a u

porodici, obrazovanju i eventualnom stresu pre amenoreje.

Diagnoza PPOI je postavljena kod Zena koje su ispunile kriterijume: amenoreja
duza od 12 meseci pre 40-te godine zivota, FSH >401U/L i estradiol< 50 pmol/L. Sve
pacijentkinje su imale nizak nivo inhibina B i AntiMullerian hormona (AMH). Zene
koje su imale ginekoloSke operacije (histerektomije, ovarijektomije), one sa istorijom
zloupotrebe lekova i droge, kao i one sa poznatim stanjima koje izazivaju disfunkciju
jajnika (metabolicki poremecaji), autoimune bolesti, zracenje ili hemoterapija bile su
iskljuCene iz istrazivanja. Pored toga sve Zene sa dijagnozom PPOI uklju¢ene u ovu
studiju imale su normalne rezultate za sledece: krvna slika, glukoza i profil lipoproteina,
prolaktin, testosteron, androstenedion, DHEA sulfat, 17-OH progesteron, tiroksin,
tiroidni stimuliraju¢i hormon (TSH), paratiroidni hormon, adrenokortikotropni hormon i
kortizol. Ispitivane pacijentkinje su imale negativan nalaz za antiovarijumska antitela,
antikardiolipinska antitela, antitireoglobulinska antitela i antimikrosomalna antitela. Sve
zene sa PPOIl-om ukljuéene u studijusu bile su mladje od 40 godina i imale su
normalan Kkariotip. Sonografski pregled male karlice kod svih pacijentkinja pokazao je
da nema patoloskih promena jajnika ili folikularne aktivnosti. Sve zene ukljucene u ovu
studiju potpisale su pismeni pristanak koji je odobren od strane lokalnog odbora za etiku
u Beogradu. Genetska ispitivanja radjena su na University Hospital of Leicester, u

Leicesteru u Engleskoj.
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3.1.2. Genotipizacija mikrosatelitnih ponovaka

Genomska DNK je ekstrahovana iz pljuvacke koris¢enjem Oragene®O0G-300
kompleta za uzimanje uzorka DNK (DNA Genotek., Kanada), slede¢i protokol
proizvodaca. Mikrosatelitni markeri pojacani su pomocu konvencionalne lancane

reakcije polimeraze (PCR), kori§¢enjem fuorescentno obelezenih Sigma, UK.

Genotipizacija ESR1(TA)n i ESR2(CA)n polimorfizma sprovedena je PCR
pojacavanjem u ukupnom obimu od 10 pl koji sadrzi 10 ng DNK za ESR1(TA)n ili 2ng
DNK za ESR2(CA)n nakon optimizacije, 0.25mM svaki dNTP, 1.5mM MgCl, 0.5U
Taqg DNA Polimeraze (KAPA Biosystems, USA), i 0.4uM svakogosnovnog niza.

Mi smo kreirali slede¢i prajmer5 -6FAM-TTAGGCTGCAGCfuKAGGAAG-3’i
obrnuti prajmer 5TGTTACATTGTCGGTCTTGGTC-3"za ESR1 (TA)n i

5-HEKSGGTCTGTACCCAGGTGTGTG-3" i obrnuti prajmer

5-TCAGGCTTGTCTCGAACTCC-3'za ESR2(CA)n analize. Temperatura je
bila 95°C tokom 5 minuta, zatim 30 ciklusa na 95°C, zatim na 62°C tokom 30 sekundi,

72°C tokom 20 sekundi, i zavr$na inkubacija na 72°C u trajanju od 2 minute.

Genotipizacija za AR(CAG)n i (GGN)n polimorfizam je izvedena pomoc¢u PCR
u ukupnoj zapremini od 10ul sa sadrZzajem od 10 ng DNK za AR(CAG)n ili 2ng DNK
za AR(GGN)n. Posle optimizacije, 0.3mM svakog dNTP, 2.0mM MgCl,, 0.2U
visokopouzdane Hotstart DNA Polimeraze (KAPA Biosvestems, USA) i 0.3uM svakog
od prajmera. Kreirali smo prajmer 5 -Hek-AGATTCAGCCAAGCTCAAGG-3" i
obrnuti prajmer 5-CTCATCCAGGACCAGGTAGC-3"za ponavljanja CAG i prajmer
5-6FAMCTCTTCACAGCCGAAGAAGG-3°, odnosno  obrnuti  prajmer 5'-
GGATAGGGCACTCTGCTCAC-3" za GGN ponovljenu analizu. Temperatura je bila
95°C tokom 5 minuta, a nakon toga 30 ciklusa 98°C 20 sekundi, zatim na 60°C tokom

15 sekundi, i zavr$na inkubacija na 72°C tokom 5 minuta.

Za odredjivanje duzine fragmenata, 1.0ul PCR proizvoda je pomeSano sa 0.2ul
MapMarker ® 1000-ROX (Bio Ventures Inc. USA) i sa 9.8l ultra ¢istim formamidom
(AGTC Bioproduct Ltd, Velika Britanija). Posle denaturacije posle 5 minuta na 96°C i

hladenja od 5 minuta na ledu, uzorci su testirani na ABI 3130xI genetskom analizatoru
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(Applied Biosystems, USA) a ponovljene duzine su kasnije proveravane i dodeljene u

softveru Genemapper (verzija 4.0, Applied Biosystems).

3.1.3. Kontrola kvaliteta

Jedan anonimni genomski DNK uzorak i reakcija bez DNK (negativna kontrola)
su uklju¢eni u svaki set PCR amplifikacije i za svaki eksperiment odrdivanja
mikrosatelitskih duzina, kao pozitivna i negativna kontrola, respektivno. To osigurava
konzistentnost poziva alela izmedju PCR serija. Dodatno, 10% uzoraka bilo je nasumice
odabrano i ponavljano je odredivanje duzina kako bi se utvrdila reproduktivnost. Kako
bi se potvrdio tacan broj ponavljanja, 16PCR produkata razli¢itih veli¢ina, odredeno
Genemapper analizom, podvrgnuti su direktnom sekvenciranju na Applied Biosystems
3730 sekvenceru(Applied Biosystems, USA). Ponovljene duzine merene
sekvenciranjem su uspe$no povezane sa odgovaraju¢im polozajima vrhunaca utvrdenih

fluorescentnim odredivanjem genotipa zasnovanim na duzini.

3.2. Odredivanje povezanosti izmedu polimorfizama gena za ESR1 i PPOI kod
Zena iz Srbije

3.2.1. Selekcija ispitanika

Studija populacije se sastoji od eti¢ki homogenih Zena iz Srbije istog socio-
ekonomskog statusa i navika u ishrani. Ispitivano je 197 srpskih zena sa PPOI koje su
uklopljene sa 547 kontrolnih. Ispitanice su bile regrutovane od stranea Klinike za
endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma Klinickog Centra Srbije u period od
2007-2010.godine. Sve pacijentkinje odgovarale su na pitanja o poslednjoj menstruaciji,
broju porodaja i pobacaja, porodi¢noj istoriji PPOI, obrazovanju i stresu koji je

eventualno predhodio amenoreji.

Dijagnoza je postavljena na osnovu Cetiri kriterijuma: sve Zene su bile mlade od
40 godina kada je nastupila amenoreja koja je bila duza od 12 meseci, FSH>40IU/L i
E,<50pmol/L. Zene koje su imale ginekoloske operacije ( histerektomije, cistektomije
jajnika ili ovarijektomije), koje su upotrebljavale droge i one sa poznatim stanjima koje
izazivaju disfunkciju jajnika (metabolicki poremecaji-galactozemija, autoimuni

poremecaji, zracenje, hemijoterapija) bile su iskljucene. Sve zene sa PPOI koje su bile

20



ukljucene u studiju imale su normalne sledece analize: krvna slika, profile glukoze i
lipoproteina, prolactin, testosterone, androstenedion, dehidroepiadrosteron sulfat, 17-
hidroksiprogesteron, tiroksin, tireostimuliSu¢i hormone, hormone paratiroidne zlezde,
adrenokortikotropni hormone i kortizol. Sve pacijentkinje sui male niske vrednosti
Inhibina B u serumu (srednja vrednosttstandardna devijacija 5.9+14.93) i nivoe anti-
mullerian hormona (0.03+0.069). Pacijentkinje su takode bile negativne na anti-
ovarijumska antitela, anti-kardiolipinska, anti-tireoglobulinska i anti-mikrozomalna
antitela. Sve ispitanice sa PPOI sui male normalan kariotip. Ultrasonografski nalaz kod

svih pacijentkinja sa PPOI nije pokazao patologiju jajnika ili folikularnu aktivnost.

U kontrolnoj grupi je bilo 547 zdravih Zzena sa redovnim menstruacijama koje ne

koriste nikakvu hormonalnu terapiju.

Sve zene ukljucene u ovu studiju potpisale su pismeni pristanak koji je odobren
od strane Etickog odbora Medicinskog fakulteta u Beogradu.Genetska ispitivanja
radjena su na University Hospital of Leicester, u Leicesteru u Engleskoj.

3.2.2. Analiza genotipa

Genomska DNK je izolovana iz pljuvacke koris¢enjem Oragene OG-300 DNA
kompleta za prikupljanje uzoraka DNK ( DNA Genotec Inc., Kanada) prema protokolu
proizvodaca. Dva SNP, Pvu Il i Xba, locirana u intronu 1 ESR1 su genotipovani
dinamickom alel-specifi¢cnom hibridizacijom (DASH) ( 94,95). Prajmeri korisc¢eni za

PCR amplifikaciju koraka DASH analize bilisu:

5 BiotinCATCAGTTCATCTGAGTTCCAAZ',

5 CACTCAGGGTCAATGGGAAACAZ (Pvull)i

5 BiotinCAGAACCATTAGAGACCAATGC3T’,
S'TGCTTTGTCTATGTTTCCCAGA3’(Xba I). Probe koriS¢enja za DASH su bile
5 CATAAAACGGCTGGGAC3” ROX (Pvu 1I) i 5TGTGGTCTGGAGTTGGG3’
ROX (Xba I). Za pacijente heterozigotne za obe varijante, haplotipovi su odredivani
digestijom restrikcionih enzima PCR proizvoda koja je obuhvatila dve restrikcione

lokacije, zatim elektroforezom na agaroza gelu (PCR-RFLP).

Ukratko, 809-bp DNK fragment koji obuhvata dve polimorfne lokacije je
amplifikovan pomocu prednjeg i zadnjeg prajmera
5TTTCACGCAGTCTGGAGTTGY [ 5 GCAAAACATGCACTCTCTGG3
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respektivno. PCR je obavljana koris¢enjem standardnih uslova i zaokruzeni broj
amplifikovane DNK u zajednickoj digestiji sa restrikcionim endonukleazama PVU II i
Xba | (Fermentas, UK). Digestovane DNK zatim su podvrgnute elektroforezi u
2%(w/v) agarozi. Nastali fragmenti DNK omogucavaju nedvosmisleno bodovanje
pojedinih genotipova ili bodovanje Cetiri moguca haplotipa. Prisustvo Pvu II lokacije
odgovara T alelima i prisustvo Xba I lokacije odgovara A alelima, odgovaraju¢eg SNP.
Prema konvenciji, odsustvo restrikcionih mesta enzima takode mogu biti oznacena sa
velikim slovima (P ili X), a prisustvo sa odgovaraju¢im malim slovima (p ili x). P ip
odgovaraju C i T alelima u Pvu Il SNP; X i x odgovaraju G i A alelima Xba |
SNP(Slika broj 2).

809
--------------------------------------------------- CG(PX)

451 358

Pvwull [-mmmmm e TG(pX)
496 313

Xbal W e [-=-mmmmmmm e CA(Px)
451 45 313

Pvull/Xbal ---------=-==nnmmmmmmee [------ I TA (px)

Slika br.2 ESR1 SNP haplotipovi utvrdeni digestijom restrikcionim enzimima sa Pvu II
i Xba I.

Haplotipovi su prikazani u smislu alelnih baza prisutnih na svakoj od dve
varijante lokacija. Prisustvo (p ili x) ili odsustvo (Pili X) restrikcionih mesta enzima

takode su prikazani u zagradama.

3.3. Ispitivanje varijanti koje se nalaze u velikoj Han kineskoj kohorti-8g22.3
SNPs rs3847153 i rs 3108910 i po jedan SNP u HK3 (rs2278493), ESR1
(rs2234693) i BRSK 1 (rs12611091)i njihove povezanosti sa PPOI kod Zena iz
Srbije

3.3.1. Selekcija ispitanika

Po dizajnu ovo je “Case —control” studija genetskih udruzenja kod 197 PPOI

slu¢ajeva i 552 kontrolnih. Proucavali smo 197 nepovezanih zena iz Srbije sa
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idiopatskom PPOI i 552 kontrolne kako bi utvrdili znacaj nalaza ostvarenih u studiji

Kineskih PPOI uzoraka (96).

Kriterijumi za uklju¢ivanje u studiju bili su prestanak menstruacionog ciklusa
pre 40-te godine starosti, najmanje dve vrednosti seruma FSH koncentracija preko 40
IU/L 1 estradiol ispod 50 pmol/mL. Porodi¢na istorija pokazala je da nema neobjasnjive
mentalne zaostalosti u prvom i drugom kolenu srodstva kao ni sindroma ataksija —
tremor, koje bi mogle da ukazu na premutaciju FMR1. CGG ponovci nisu ispitivani
kako bi se definitivno iskljudila premutacija FMRI. Zene sa poznatim
hromozomopatijama, ovarijektomijama, hemioterapijama ili radioterapijama bile su
iskljuene iz studije.Svi pacijenti su testirani na autoimunu etiologiju. Radjena su
antitela:  antiovarijumska antitela, antikardiolipinska, antitireoglobulinska i
antimikrozomalna. Rezultati bili u granicama normale. Kontrolna grupa je obuhvatala
552 zdrave Zene sa redivnim menstruacijama i normalnim koncentracijama FSH
(<10IU/L). Svim zenama je uraden ultrasonografski pregled male karlice kako bi se
potvrdilo prisustvo materice, prisutnost i morfoloski status jajnika, osustvo
neocekivanih objaSnjenja za amenoreje ( naprmer neoplazija), 1 broj antralnih folikula.
Jajnici su sonografski ispitani jo§ 2-4 dana menstrualnog ciklusa pri ¢emu se broj
folikula >5, smatra normalnim. Pristanak je dobijen od svih ispitanica. Studija je
odobrena od strane institucionih odbora za pregled Univerziteta u Beogradu i
repruduktivne medicine Univerziteta Sandong.Genetska ispitivanja radjena su na

University Hospital of Leicester, u Leicesteru u Engleskoj.

3.3.2. Analiza genotipa

DNK je uzeta od pacijenata sa PPOI i od kontrolne grupe pomocu Oragene
DNK kita za prikupljanje uzoraka (DNA Genotek). Topljenje visoke rezolucije (HRM)
koris¢eno je kako je ranije navedeno (97) i predhodilo je direktnom sekvenciranju.
PCR-HRM je izveden na Roche LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche
Applied Science). Proizvodi PCR su sekvencionirani na ABI 3730 DNK analizatoru sa

BigDiy Terminator v3.1 Cycle Sequencing kitom (Applied Biosystems).
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3.4. Doprinos varijanti u SOHLH2 genu primarnoj prevremenoj insuficijenciji

ovarijuma kod Zena u razli¢itim eti¢ckim grupama

3.4.1. Selekcija ispitanika

Ukupno je ispitano 561 zena sa PPOI. Populaciju Han Kineskinja ¢inile su 364
zena iz Srbije 197 Zena. Pacijentkinje su bile iz Centra za reproduktivnu medicinu,
Sandong Pokrajinske bolnice Sandong Univerziteta, Jinan, Kina i Klinike za
endokrinologiju Klini¢kog Centra Srbije, Univerziteta u Beogradu, Srbija, respektivno.
Sve zene su bile ispitivane na varijante u SOHLH2 genu. Kriterijumi za ukljucivanje su
bili sledeéi: sekundarna amenoreja najmanje 6 meseci pre 40-te godine starosti, sa
najmanje dve serumske FSH koncentracije ve¢e od 40 IU/L. Smatralo se da postoji
pozitivna porodi¢na istorija ukoliko je jo§ neka Zena iz prvog ili drugog kolena imala
PPOL. Zene sa kariotipskim abnormalnostima od predhodne hemio/radio- terapije, Zene
nakon hiruske intervencije na ovarijumima ili Zene sa autoimunim bolestima za koje se
zna da izazivaju PPOI bile su iskljucene. Istrazene su pratee somatske anomalije
(neurosenzorna gluvoca, blepharophimosis, celebellar ataxia...), naroc¢ito ako su bile
povezane sa poznatom sindromskom PPOIL Svi slucajevi sa prisutnim somatskim
anomalijama su iskljueni iz studije. Eticki uparene zdrave Zene, sa redovnim
menstruacijama, normalnim nivoima hormona estrogena i gonadotropina, urednim
sonografskim nalazom ovarijuma, bile su kontrolna grupa. Kontrolna grupa je
obuhvatala 400 kineskih Zena i 200 srpskih Zena. Pisani pristanak dobijen je od svih
ispitanica. Studiju je odobrio Eticki odbor za razmatranje Centra za reproduktivnu
medicinu Univerziteta u Beogradu. Genetska ispitivanja radjena su na University

Hospital of Leicester, u Leicesteru u Engleskoj.

3.4.2. Analiza genotipa u sekvenci SOHLH2 gena

Genomska DNK je ekstrahovana iz uzoraka periferne krvi koris¢enjem QIAamp
DNA Blood Mini Kit (Qiagen) i Oragene kit skupljanje DNK (DNA Genotek).
Celokupna kodiraju¢a sekvenca i intron-egzon granice SOHLH2 gena (NG_033786.1)
je amplifikovana sa PCR. Sekvenciranje je izvedeno na ABI3730xI DNK analizatoru
(Applied Biosistems, Foster City, CA) sa Big Dye Tem 1 inator v 3.1 Cycle Sequencing
kitom (Applied Biosistems, Carlsbad, CA, USA). Nove identifikovane varijante su

potvrdene dvosmernim sekvenciranjem iz jo§ dva nezavisna PCR proizvoda. Opisi
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identifikovanih varijanti su uradeni u skladu sa Drustvom za ljudsku varijaciju genoma
(Human Genome Variation Society) (HGVS, www.hgvs.org/mutnomen). Prajmeri su

navedeni u Tabeli br 5.

Tabela br 5. Prajmeri kori$¢eni za amplifikaciju i sekvencioniranje SOHLH2 gena

Prajmer Sekvenca Veli¢ina
EO1-F GCTAGTGACGCGGTCTCCTAA 451
EO1-R ATTCGCTCCCCACAGTTCC 451
E02-F TCCTTGAGCTGCTTATAGTTGACC 491
E02-R TGGCCCCTCAATTTGAAAAG 491
E0304-F TCCTCACTGATTTGAGATGCTACTT 543
E0304-R CCAGGTAAAGAATACATATTTCTCCC | 543
EO5-F GCATTAAGGATTGGGGCTTGT 385
EO05-R CCTGTTCCCCTGTGGTCAAG 385
E06-F CCTTTGTTTAGTGTATTGGTGCG 345
E06-R AAGGCTGAATGAGTGAGTGGC 345
E0708-F GGAAGTGTTGTTTGTCTTTGGGTA 575
E0708-R CCCTGCACTTTCACTGTGGATA 575
E09-F TCCTAAGGAATTATCGTGGGTCA 386
E09-R GGATTCCCTGGTTATGGTGGT 386
E10-F AATAGCGGGCAGTTTATGTCG 445
E10-R CAGCCTTCCAACCAGAGTAGC 445
E11-F GGGTTTTGTTGAATTGTTGTGAG 407
E11-R TCGCTGCTGGTCTTTCTATCTG 407

In- silico predikcija

Poredenja sekvence SOHLHZ2 proteina medu sisarima su vrSena pomocu

ClustalW (http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html).

Za procenu mogucih funkcionalnih efekata aminokiselinskih varijanti koriS¢en
je Poly Phen-2v.2.2.5 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) i SIFT
(http://sift.jcvi.org/).

Da bi se procenili mogu¢i funkcionalni efekti varijanti sekvenci na spajanje
RNK, koris¢eni su sledeci alati: Exonic varijante su analizirane na moguce poremecaje
pojacivaca i1 prigusivaca mesta uplitanja (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE) sa RSCUE-
ESE i ESE finder v.3.0 v.1.0 PESX (http://cubweb.biology.columbia.edu/pesx/).
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Intronik varijante su analizirane kori§¢enjem:

Splice Site Finder (http://violin.genet-sickkids.on.ca/~ali/splicessitefinder.html),
NNSPLICE V0.9 (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html),

NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene?2/), i

Human Splicing Finder v.2.4.1 (http://www.umd.be/hsf/).

3.5. Karakteristike Zena iz Srbije sa PPOI i razli¢itim varijantama SOHLH?2
gena

3.5.1. Selekcija ispitanika

Studija je obuhvatila eticki homogenu populaciju Zena iz Srbije istog socio-
ekonomskog statusa i navika u ishrani. Ispitano je 168 Zena sa dijagnozom idiopatskog
PPOI. Pacijentice su bile okupljene od strane Klinike za endokrinologiju, dijabetes i
bolesti metabolizma Klinickog Centra Srbije izmedju 2007 1 2010. Godine. Sve zene sa
PPOI ukljucene u studijusu bile su mladje od 40 godina i imale su normalan kariotip.
Od 168 zene, njih 9 je imalo jednu od varijanti SOHLH2 gena koje su nadene kod
srpskih Zena u prosloj studiji. Zene smo podelili u dve grupe. Prvu grupu su &inile 159
zene sa PPOI, a drugu je ¢inilo 9 zena sa PPOI koje su imale neku od varijanti SOHLH?2

gena koje su nadene kod srpskih Zena u predhodnoj studiji.

3.5.2. Laboratorijske analize

Svim Zenama su uradjene hormonske analize, izmerena tezina, visina i uzeta anamneza
0 godinama starosti pri ulasku u PPOI. Pisani pristanak dobijen je od svih ispitanica.
Studiju je odobrio Eti¢ki odbor za razmatranje Centra za reproduktivhu medicinu

Univerziteta u Beogradu.

3.6. Odnos izmedu COLIA1 genskog polimorfizma i indeksa mineralne gustine
kostiju (BMD) kod Zena iz Srbije sa PPOI-om.
3.6.1. Selekcija ispitanika

Istrazivanje je sprovedeno na grupi od 66 zena sa PPOI koje su bile upucene na
klinicku procenu na Klinici za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma
Klini¢kog Centra Srbije (KCS), Beograd u periodu od 2007-2010. godine. Grupa je bila

eticki homogena, istog socio-ekonomskog statusa i sa istim navikama u ishrani.
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Detaljna medicinska istorija je dobijena od svake Zene i njen dijetetski unos kalcijuma
je odreden pomocu sekvencijalnog upitnika koji je obuhvatio procenu hrane za potrebe
kalcijuma u ishrani. Kriterijumi za odstranjivanje iz grupe su bili BMI > 30kg/m?,
obostrana ovarijektomija, upotreba lekova koji uticu na metabolizam kostiju
(glukokortikoidi, tiroksin, bifosfonat, supstituciona hormonska terapija). Zene sa
obolenjima bubrega, jetre, endokrinim bolestima, reumatoidnim artritisom,
malignitetom, duzom imobilizacijom i alkoholi¢arke su isklju¢ene. Dijagnoza PPOI-a je
napravljena prema uzrastu (<40 godina), duzini amenoreje (>12 meseci) 1 prema
vrednostima dva  seruma  folikostimuliraju¢eg  hormona  FSH>40IU/L i
17Bestradiol<50pmol/L. Osteoporoza je dijagnostikovana prema T-skoru koji je jdnak
ili ve¢i od — 2.5SD koriste¢i denzitrometrijsku analizu na osnovu kriterijuma utvrdenih

od strane Svetske zdravstvene organizacije (98).

Eticki odbor Klinike za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma KCS,
Beograd, je odobrio ovu studiju. Svaka Zena je potpisala pismeni informativni pristanak

da ucestvuje u studiji.

3.6.2. Biohemijska i genetska ispitivanja

Svaka zena je klinicki ispitana i rutinski su uradena biohemijska ispitivanja kako
bi se iskljucile sistemske i metabolicke bolesti kostiju. Merenja serumskog hormona,
sprovedena u dva uzastopna dana u 8.00h nakon gladovanja preko no¢i, ukljucila su
FSH, luteniziraju¢i hormon (LH), prolaktin, estradiol, progesteron i testosteron. Analize

hormona su uradene od strane RIA koriste¢i standardni kit (INEP, Zemun, Srbija).

BMD je meren u lumbalnom delu kicme (L3- L4) rendgen apsorpciometrijom sa
dvostrukom energijom ( DEXA) koriste¢i lunar DPX-L denzitometar (Lunar Co,
Madison, WI). Koeficijent varijacije in vitro CV=1.0% je procenjen na osnovu 300
dnevnih fantomskih merenja ki¢me. Tezina i visina su merene neposredno pre merenja
kostane gustine. BMD je predstavljen u g/cm2 . T — skor je izracunat na osnovu merenja
izvrSenom na lokalnom stanovni$tvu. Z- skor je izveden iz kontrolnih starosno-

uparenih grupa.

DNK analiza je izvedena kod svih ispitanica. Genska ispitivanja radjena su na

University Hospital of Leicester, u Leicesteru u Engleskoj.
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Genomska DNK je ekstrahovana iz leukocita periferne krvi pomoc¢u standardne
fenol- hloroform procedure i analizirana elektroforezom na 1% agaroznom gelu.
Skrining postupak baziran na PCR/SSCP je upotrebljen za utvrdivanje polimorfizma u
promotoru COLIAL. Oligonukleotid primarni set je kreiran da se dobije udeo PCR
fragmenta od 160bp.

Uzvodni prajmer je 5'-GAGTGGCTTGCGTGGTAGAG-3", a nizvodni prajmer
5- ACATTTCAAGTCTTGGGGGG-3". PCR je izveden u kona¢noj zapremini od 25ml
koja sadrzi 200ng DNK i 1U Stoffel Taq polimeraze ( Perkin Elmer) na Techne Genius
Termocycler sistemu. PCR protokol je 30 ciklusa po 1min na 96°C i 2 minute na 72°C ,
zavrSni je izveden na 94°C tokom 2 minute. PCR proizvodi su analizirani
elektroforezom na 2% agaroznom gelu i rastvoreni sa 18% poliakrilamidnim gelom sa

5% glicerola. Veze na gelu su vizualizovane bojenjem srebrom.

3.7. STATISTICKA ANALIZA

Za mikrosatelitne polimorfizme gena za receptoregonadnih steroidakod srpskih zena sa
PPOIl-om, ponavci za ESR1(TA)n, ESR2(CA)n, AR(CAG)n i AR(GGN)n su
klasifikovani i kao kontinuirane i kategori¢ke varijable, odvojeno. Za kontinuirane
promenljive analize, frekvence alela su sumirane putem srednje i standardne devijacije
(SD). Kako ne postoji ni jedna hipoteza o tome koji bi aleli bili povezani sa PPOI,
dvorepi Student-ov T-test je koris¢en za poredenje frekvence alela izmedu pacijentkinja

sa PPOI i kontrolne grupe.

Pored toga, genotip je takode klasifikovan koriS¢enjem srednje duzine
ponavljanja u kontrolnoj gupi za izostavljanje (99,45), gde je mikrosatelitno ponavljanje
alela kodirano kao dugo ponavljanje (oznaceno sa L) i kratko ponavljanje (oznafeno sa
S). Kao rezultati toga, tri klase genotipa mogu biti definisane za svaku od cetiri STRs:
LL, LS 1 SS. Granice za izostavljanje su 17 (S<17; L >17) za ESRI(TA)n, 23(M<23; L
>23) za ESR2(CA)n, 22(S<22; L >22) za AR(CAG)n i 23 (S<23; L >23) za
AR(GGN)n. Poredenje raspodele genotipa izmedu ispitivane i kontrolne grupe je zatim
sracunato pomocu logi¢nog regresionog modela. Odnos Sansi (OR) je izracunat
logickom regresionom analizom sa intervala poverenja od 95% (Cls). Svi statisticki

rezultati sa P vredno$¢u manjom od 0.05 su smatrani statisticki znacajnim.
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Za utvrdivanje postojanja veze izmedu polimorfizama gena za ESR1 i PPOI kod
srpskih Zena, analize halotipa su izvedene metodom restrikcionih duzina fragmenata
polimorfizma. SNP i halotipni efekti su bili analizirani logistickom regresijom modela.

Sve analize su dvorepe a vrednost p<0.05 smatrana je statisticki znacajnom.

Za utvrdivanje da li su varijante koje se nalaze u velikoj Han kineskoj kohorti-
8022.3 SNPs rs3847153 i rs 3108910 i po jedan SNP u HK3 (rs2278493), ESR1
(rs2234693) i BRSK 1 (rs12611091) povezane sa PPOI u srpskoj kohorti, koris¢en je
FiSerov egzaktni test (dvorepi) za testiranje Hardy-Weinberg ekvilibrijum (HWE) i
razlika u frekvenciji alela. Vrednost p<0.05 je smatrana statisti¢ki zna¢ajnom. Sanse

alelnih odnosa (allelic odds ratio-OR) su izraunate.

Za nove varijante u SOHLH2 genima kod kineskih 1 srpskih Zena sa PPOI,
koris¢en je Chi-square test ili FiSerov egzaktni test za poredenje razlika distribucije

genotipa i frekvencije alela. P vrednost manja od 0.05 je smatrana statisticki zna¢ajnom.

Za karakteristike srpskih Zena sa PPOI i razli¢itim varijantama SOHLH2 gena,
Za analizu primarnih podataka koriS¢ene su deskriptivne statisticke metode, metode za

testiranje statisti¢kih hipoteza i metode za ispitivanje zavisnosti.

Od deskriptivnih statistickih metoda koriS¢ene su mere centralne tendencije
(aritmeticka sredina, medijana), mere varijabiliteta (standardna devijacija) 1 relativni

brojevi (pokazatelji strukture).

Od metoda za testiranje statistickih hipoteza kori$¢eni su: t-test i Mann Whitney

U test.

Od metoda za analizu zavisnosti upotrebljen je Pearsonov koeficijent linearne
korelacije.

Statisticke hipoteze su testirane na nivou statisticke znacajnosti (alfa nivo) od
0,05.

Za kolagen Tipa | Alfal genskog polimorfizma kod srpskih zena sa PPOI-om,
parametri raznih genotip grupa su uporedeni koriS¢enjem Kruskal-Wallis ANOVA
testa. Chi-kvadrat test je koriS¢en za poredenje raspodele kategorijskih klini¢kih
podataka. Analize korelacije su izvedene koris¢enjem Spearman testa. Hardy-Weinberg

ravnoteza je takode testirana od strane Tools za populaciju, genetska analiza programom
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metode Monte Carlo sa 40 000 slucajnih permutacija (100). Svi proracuni su izvedeni
sa SPSS Inc. Chicago, Illinois, USA). Statisticki znacajnom se smatrala p-

vrednost<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Ispitivanja mikrosatelitnih polimorfizama gena za receptore gonadnih

steroida kod Zena iz Srbije sa PPOI

4.1.1. Distribucija alela svakog pojedina¢nog mikrosatelita ESRI1(TA)n,
ESR2(CA)n, AR(CAG)N i (GGN)n izmedu 196 ispitanica sa PPOI-om i

544 kontrolnih
Distribucija alela svakog pojedinacnog mikrosatelita ESR1(TA)n, ESR2(CA)n,
AR(CAG)n i (GGN)n izmedu 196 ispitanica sa PPOI-om i 544 kontrolnih je prikazana

na sledeca Cetiri grafikona (Grafikon 1- 4).

Grafikon br. 1.Frekvenca alela mikrosatelita ESR1(TA)n
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Grafikon br. 2. Frekvencija alela mikrosatelita ESR2(CA)n
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Grafikon br. 3. Frekvencija alela mikrosatelita AR(CAG)n

20%-

16%+

12%-
. Kontrola
(2N=1088)

| el

(2N=392)

8%-

Frekvencija alela

4%

8 912131415161718192021222324 252627 282930313335
AR (CAG)n broj ponavljanja

Grafikon br. 4.Frekvencija alela mikrosatelita AR(GGN)n
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4.1.2. Duzina ponovaka u ESR1
ESR1 - Duzina ponovaka u ESR1 kretala se od 7 do 27 sa srednjom duzinom od

16 kod ispitanica sa PPOl-om i od 10 do 29 sa srednjom duzinom od 17 u kontrolnoj
grupi. Ovaj polimorfizam pokazuje bi-modalnu distribuciju, sa pikovima kod 15
ponovakai 24 ponovaka (Grafikon 1,2,3,4). Razlika u raspodeli frekvencije ponovaka
TA di-nukleotida na ESR1 genu izmedju 196 ispitanica sa PPOI-om(392 hromozoma) i
544 kontrolnig (1088 hromozoma) bila je na granici znacaja (p=0.059) (Tabela br.6).
Ispitanice sa PPOI-om pokazuju tendenciju krac¢ih ponavaka, ali razlika nije statisti¢ki
znacajna U (TA)n ponavku genotipne distribucije (SS, SL, LL) izmedu dve grupe
(p=121), (Tabela br.6).

Tabela br. 6. Rezultati analize mikrosatelitnih polimorfizama gena za ESR1, ESR2 i

AR kod ispitanica sa PPOl-om i kontrolne grupe

MIKROSATELITI NIZ SV+SD P
ESR1(TA)Nn

PPOI(n=196) 7-27 18.56+4.33 0.059
Kontrole (n=544) 10-29 19.05+4.39

ESR2(CA)n

PPOI(n=196) 14-32 21.67+2.48 0.034
Kontrole (n=544) 19-33 21.97+2.43

AR(CAG)n

PPOI(n=196) 12-31 22.29+2.93 0.071
Kontrole (n=544) 8-35 21.96+3.13

AR(GGN)n

PPOI(n=196) 7-29 23.06+2.08 0.620
Kontrole (n=544) 7-29 23.12+2.03

ESR1 - estrogenski receptor alfa; ESR2 — estrogenski receptor beta; AR-
androgenski receptor; PPOI-primarna revremena ovarijalna insuficijencija, SV-srednja

vrednost, SD-standardna devijacija

4.1.3. Duzina CA ponovaka u ESR2
ESR2 - Duzina CA ponovaka ESR2 kretala se od 10 do 28 sa srednjom duzinom

od 22 kod ispitanica sa PPOl-om i od 15 do 29 sa srednjom duzinom 23 u kontrolnoj
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grupi. Prosecan broj (CA)n ponavaka je bio manji kod ispitanica sa PPOIl-om u

poredenju sa kontrolnom grupom (p=0.034), ali je ova razlika mala (Tabela br.5). Prema

kategori¢noj duzini ponavaka za isklju¢ivanje 23, poredenje ESR2(CA)n genotipova

(SS, LL, SL) izmedju ispitanica sa PPOI-om i kontrolne grupe su pokazala da nema

znacaja (p=0.075), iako ispitanice sa PPOI-om imaju vecu verovatnocu da ¢e imati SS

genotipove (27,6% u odnosu na 21.5%) a ispitanice sa SS i SL genotipovima

(obogacivanje S alela) su ¢esS¢i kod grupe ispitanica sa PPOl-om (p=0.045) (Tabela

br.7).

Tabela br. 7.Analiza kategoriéne duzine ponovaka za ESRI(TA)n,

AR(CAG)n, AR(GGN)n alela i rizika od PPOI-a

ESR2(CA)N,

MIKROSATELITI | ISKLJUCIVANJA GENOTIP PPOI(n) Kontrole(n) | OR(95%CI)
ESR1(TA)N <17 vs. =17 SS 60(30.6%) 127(23.3%) | 1.0(Ref)

SL 91(46.4%) 270(49.6%) | 0.71(0.48-1.05)

LL 45(23.0%) 147(27.0%) | 0.65(0.41-1.02)

Ukupno 196 544 0.121

LLvs.SS+SL 0.80(0.55-1.18) | 0.266

SL+LL vs.SS 0.69(0.48-0.99) | 0.045
ESR2(CA)n <23 vs. 223 Ss 54(27.6%) 117(21.5%) | 1.0(Ref)

SL 94(48.0%) 252(46.3%) | 0.81(0.54-1.21)

LL 48(24.5%) 175(32.2%) | 0.59(0.38-0.94)

Ukupno 196 544 0.075

LLvs.SS+SL 0.68(0.47-0.99) | 0.045

SL+LL vs.SS 0.72(0.50-1.05) | 0.086
AR(CAG)n <22vs.>22 SS 39(19.9%) 124(22.8%) | 1.0(Ref)

SL 99(50.5%) 288(52.9%) | 1.09(0.71-1.67)

LL 58(29.6%) 132(24.3%) | 1.40(0.87-2.24)

Ukupno 196 544 0.316

LLvs.SS+SL 1.31(0.91-1.89) 0.144

SL+LL vs.SS 1.19(0.79-1.78) | 0.402
AR(GGN)n <23 vs.i >23 SS 3(1.5%) 5(0.9%) 1.0(Ref)

SL 29(14.8%) 90(16.5%) 0.54(0.12-2.39)

LL 164(83.7%) 449(82.5%) | 0.61(0.14-2.58)

Ukupno 196 544 0.672

LLvs.SS+SL 1.08(0.70-1.68) 0.718

SL+LL vs.SS 0.60(0.14-2.52) | 0.483

ESR1 - estrogenski receptor alfa; ESR2 — estrogenski receptor beta; AR-

androgenski receptor; PPOI-primarna prevremena ovarijalna insuficijencija,OR-(odds

ratio-odnos Sansi) pojedinac¢an odnos, Cl-sigurnosni interval.
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4.1.4. Duzina ponovaka CAG u AR
CAG ponavci u AR su se kretala od 12 do 31 sa srednjom duzinom od 22 kod

ispitanica sa PPOl-om i od 8 do 35 sa srednjom duzinom od 22 kod kontrolne grupe.
Razlika distribucije ponavaka CAG nije bila znac¢ajna izmedu ispitanica sa PPOI-om i
kontrolne grupe (p=0.071). GGN ponavci U AR su se kretala od 7 do 29 sa srednjom
duzinom od 23 u obe grupe, kod ispitanica sa PPOI-om i kontrolne grupe nije bilo
statisticki znacajne razlike (p=0.620).

4.1.5. Ogranienja i razlozi za oprez: Studija velikih razmera opravdano

potvrduje nasa otkri¢a, iako je uzrok u ovom istrazivanju ve¢i nego u bilo kojoj
predhodno objavljenoj studiji. Ovi rezultati treba da se potvrde u studijama sa PPOI-om
zasnovanim na porodicama.

4.1.6. Sire implikacije nalaza: mikrosatelitni polimorfizam gena za receptore

gonadnih steroida, moze da doprinese genetskoj osnovi PPOI-a kod srpskih Zena.

4.2. Ispitivanja povezanosti izmedu polimorfizama gena za ESR1 i PPOI

Ispitali smo ESR1 Pvu Il i Xba I polimorfizam kod 197 idiopatskih PPOI
pacijenata i 547 starosno uparenih, zdravih zena kao plodnih kontrola. Prose¢na
starost kontrola bila je 33.6+11.1(SD) godina, a srednja vrednost za godine
starosti prilikom ulaska u PPOI bila je 34.2+8.6 godina. Nije nadena znacajna
razlika u distribuciji ESR1 Pvu II 1 Xba I polimorfizma izmedu PPOI pacijenata i
kontrolne grupe (Tabela br. 81 9.).

Tabela br. 8. Distribucija ESR1 genskog Pvu Il polimorfizma kod pacijenata sa

PPOI i kontrolne grupe

Pvu genotipovi
TT(%) TC(%) CC(%)
PPOI 197 58(29.4) 99(50.3) 40(20.3)
Kontrola 547 146(26.7) 267(48.8) 134(24.5)
Frekvenca alela
T(%) C(%)
PPOI 197 215(54.6) | 179(45.5)
Kontrola 547 559(51.1) | 535(48.9)
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Tabela br. 9. Distribucija ESR1 genskog Xba I polimorfizma kod pacijenata sa PPOI i

kontrolne grupe

Xba I genotipovi

N AA(%) AG(%) GG(%)

PPOI 197 81(41.1) 92(46.7) 24(12.2)
Kontrol 547 210(38.4) 255(46.6) 82(15.0)

a

Frekvenca alela
N A(%) G(%)
PPOI 197 254(64.5) | 140(35.5)
Kontrola 547 675(61.7) | 419(38.3)

ESR1 Pvu Il T alel se ¢esce pojavljivao kod PPOI pacijenata (odnos Sanse-0dds
ratio-OR 1.15, 95% interval poverenja-confidence interval-Cl 0.91-1.45, p=0.24).
Istrazivali smo i ESR1 Pvu II/Xba I haplotipove. TG (pX) haplotip je izuzetno redak u
vecini populacije koju smo ispitivali (101) i potpuno je odsutan u kohorti pojedinca u
ovoj studiji. Bilo je samo Sest genotipova zabelezenih u ovoj studiji, ali nije pronadena

statisticki znaCajna razlika izmedu dve grupe koje su ispitivane (Tabela br. 10).

Tabela br. 10. Distribucija halotipova ESR1 genskog Pvu Il i Xba I polimorfizma kod

pacijenata sa PPOI i kontrolne grupe

Halotipovi PPOI(%) Kntrola (%)
CGITA 76(38.6) 213(38.9)
CG/CA 16(8.1) 42(7.7)
CGICG 24(12.2) 82(15.0)
CAITA 23(11.7) 54(9.9)
CAICA 0(0) 9(1.6)
TAITA 58(29.4) 147(26.9)
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4.3. Ispitivanja da li su varijante koje se nalaze u velikoj Han kineskoj kohorti-
8022.3 SNPs rs3847153 i rs 3108910 i po jedan SNP u HK3 (rs2278493),
ESR1 (rs2234693) i BRSK 1 (rs12611091) povezane sa PPOI u srpskoj
kohorti

Kod svih srpskih pacijentkinja  konstatovane su sekundarne amenoreje.
Prosec¢na starost bila je 30 godina (raspon 16-39). U 57 od 197 slucajeva (28.9%)
postojala je pozitivna porodi¢na anamneza sa PPOI u prvom ili drugom kolenu srodstva
(Tabela br. 11). Kod ovih 57 porodica nije bilo srodnika prvog stepena sa
neobjasnjivom  mentalnom  retardacijom ili  sindromom  ataksije-tremora.
Ultrasonografski pregled je normalan u svim slu¢ajevima, a na osnovu primenjenih

Kriterijuma.

Tabela br. 11. Porodi¢na zastupljenost PPOI

Zastupljenost u porodici 28.9%
Majke sa PPOI 17.3%
Tetke sa PPOI 5.6%
Bake sa PPOI 6.1%

Tabela br. 12. Klini¢ke karakteristike Zena sa PPOI

Menarha 13.2+2.3
Starost  pri  nastanku  menstrualne 28.4+£10.7
disfunkcije

Godine starosti pri nastanku PPOI 30.2+9.6

U kontrolnoj grupi prose¢na starost pacijentkinja bila je 33.6+5.2 godina, a

prosecna starost za menarhu 14.2+2.2 godina.

Svi Hardy-Weinberg ekvilibrijum testovi su bili sa rezultatom p>0.05, Sto
ukazuje da nema odstupanja u PPOI grupi i kontrolnoj grupi u odnosu na genotip SNP.

Nedostajala je dovoljna snaga da se proceni rs3847153, ¢ija je retka alela bila previse
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retka (MAF= 0.04). Frekvencije alela su prikazane u Tabeli br.13, i ne pokazuju

znacajnu razliku izmedu slucajeva i kontrola.

Tabela br. 13. 1zabrani lokusi za analizu asocijacije kod 197 PPOI zena i 552 kontrola

Lokus gena | Hromozom SNP Al/A2 FA F U P OR(95%Cl)
8022.3 8 Rs3847153 CIT 0.043 0.046 0.803 1.07(0.53-1.63)
8022.3 8 Rs3108910 G/A 0.261 0.237 0.339 1.14(0.87-1.48)
ESR1 6 Rs2234693 CIT 0.461 0.493 0.296 0.88(0.7-1.11)
HK3 5 Rs2278493 AIG 0.312 0.305 0.798 0.97(0.81-1.33)
BRSK1 19 Rs12611091 CIT 0.543 0.529 0.629 0.94(0.84-1.33)

SNP:dbSNP identifikator; Al i A2: allele 1 i 2 i njihovi nukleotidi (c- cytosine;
T- thymine; A-adenine; G- guanine); F_ A | F_U ukazuju na frekvencu alela kod
slu¢ajeva i kontrola; p-Fiserov ekzaktni dvorepi test, gde je p<0.05 smatrano statisticki

znacajno; OR-odnos Sansi.

Za razliku od Han kineskinja, nije pronadena veza izmedu PPOI kod srpskih

zena i svakog od Cetiri testirana lokusa: 8q22.3, HK3, ESR1 i BRSK 1.

4.4. Ispitivanja novih varijanti u SOHLH2 genima kod Zena iz Kine i Srbije sa
PPOI

Klinicke karakteristike zena iz Kine i Srbijesa PPOI su prikazene u Tabeli broj
5, dok su sve nove identifikovane varijante kod Zena iz Kine i Srbije sa PPOI bile
razli¢ite (Tabala br. 14.).

Jedanaes novih heterozigotnih varijanti je indentifikovano u nasim gupama Zena
sa PPOI, ali su odsutni u kontrolnim, Sto je pokazalo ucestalost varijante SOHLH?2 gena
od 2% (8/364) kod kineskih 1 3.6% (7/179) kod srpskih zena, respektivno.

U kohorti od 364 kineskih Zena sa PPOI, pronadeno je osam novih varijanti
zajedno sa jos Sest predhodno identifikovanih sa jedno-nukleotidnim polimorfizmom
(SNP) u SOHLH2 genu.Od tih osam novih varijanti, sedam je identifikovano kod osam
nepovezanih pacijenata, ali ne kod kontrolnih. Sve varijante su heterozigotne. One koje
su specificne za pacijente sa PPOI su svrstane u tri nesinonimne varijante: p.Glu79Lys,

p.Glu 105Gly, Thr321Pro. Za genetske varijante, poravnjanje proteina otkrilo je da su u
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p.Glu79Lys 1 p.Glu 105Gly uklju¢ene aminokiseline visokokonzervirane medu
sisarima.
4.4.1. Funkcionalni efekti varijanti SOHLH?2 gena specifi¢ne za Zene iz Kine i

Srbije sa PPOI

In-silico analiza je sprovedena kako bi se predvideli funkcionalni efekti ovih varijanti,

Sto je prikazano u Tabeli broj 14.

Tabela br. 14. Funkcionalni efekti varijanti SOHLH2 gena specifi¢ne za zene iz Kine i
Srbije sa PPOI

Varijante PolyPfenZ SIFT*
p.Glu79Lys Hum Div: moguce Stetan (0.572) Stetan (0)
Hum Var:benigni (0.058)
p.Glu 105Gly Hum Div: moguce stetan (0.999) Stetan
Hum Var: moguce stetan (0.960) (0.02)
p.Leul20Phe Hum Div: benigni (0.246) toleriSuci
Hum Var: benigni (0.088) (0.26)
p.Leu204Phe Hum Div: benigni (0.010) tolerisuci
Hum Var: benigni (0.015) (0.33)
pThr321Pro Hum Div: benigni (0.003) Stetan
Hum Var: benigni (0.012) (0.05)

*PolyPhen-2 v 2.2.2r398 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)

Analize su sprovedene koriS¢enjem dva modela tretiranith sa razlic¢itim
skupovima podataka: HumDiv model se moze primeniti na evaluaciju retkih alela na
lokusima potencijalno uklju¢enih u sloZzenim fenotipovima, gusto mapiranje regiona
identifikovanih genoma na nivou studija Sirokih asocijacija ( Wide Studies Association),
a analize prirodne selekcije iz podataka sekvenci, gde se ¢ak i blago Stetne alele moraju
tretirati kao Stetne. Hum Var model je pogodan kod Mendelski naslednih bolesti koje
zahtevaju da se varijante koje izazivaju bolesti sa drasti¢nim efektima razlikuju od svih
drugih ljudskih varijacija, uklju¢ujuéi i obilne blago Stetne alele. Rezultati su u rasponu
od 0 do 1. Sa visokim ocenama se smatraju Stetnim varijantama.

*SIFT osnovna verzija (http://sift.jcvi.org/)

40


http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://sift.jcvi.org/

Analize su sprovedene koriS¢enjem modela SIFT humanog proteina. SIFT
rezultati su u rasponu od 0 do 1. Supstitucije aminokiselina su smatrane za Stetne ako su
rezultati <0.05, a toleriSuce ako je rezultat >0.05.

Alat za nalizu exinic prigusSivaca 1 pojaCivaca spajanja potvrdio je da je
¢.314A>G DNK varijante koja je stvorila p.Glu105Gly varijantu aminokiseline i dovela
do promena mesta pojacivaca i prigusivaca, Sto mozda ima uticaj na RNK spajanje.
Varijanta p.Thr321Proni jednom metodom nije ocenjena kao Stetna.

Sinonimne exonic varijante ¢.951T>C i intronic varijante c.48+53C>T i
€.1000+11_1000+13del smatra se da nemaju uticaja na RNK spajanje na bilo koji nac¢in.
Varijanta ¢.-210G>T nalazi se u CpG dinukleotidu uzvodno od pocetka transkripcije, u
regionu koji je predviden da se nalazi unutar jezgra promotera. Taj region ima veliki
broj mesta vezivanja transkripcionog faktora i CpG ostrvaca (102, 103). U naSem
istrazivanju pronadeno je da varijanta lezi 5" od ovih CpG lokacija ¢iji je status
metilacije utvrden.

Osma nova varijanta c.-129C>T, bila je locirana u 5" bo¢ne sekvence sa veoma
niskom minornom frekvencijom alela (MAF) i takode je pronadena u kontrolnoj grupi.
Distribucija genotipova i frekvencija alela nisu se znacajno razlikovale izmedu PPOI
slu¢ajeva i kontrola (Tabela 15). Sest poznatih SNP ukljuéile su u 5° boénoj sekvenci
jednu intronic dve sinonimne i dve nesinonimne varijante (Tabela 16). Nije postojala
znacajna razlika u genotipovima i frekvenci alela kod pacijenata u poredenju sa
kontrolom.

4.4.2. Analiza novih SNP u SOHLH2 genu prisutnih kod Zena iz Kine sa PPOI
I kontrola
Tabela br.15. Analiza novih SNP u SOHLH2 genu prisutnih kod Zena iz Kine sa PPOI

i kontrola

Broj Br. Alela
genotipova
varijacija | lokacija | genotip | POl/kontrola | P | alel | POl/kontrola| P
c- 5bocna | CC 360/362 C | 724/726
129C>T | sekvenca | CT 4 2 0.686" 0.687
TT 0 0 T 4 2

*Fiserov pravi test
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4.4.3. Poznati SNP u SOHLH? identifikovani kod Zena iz Kine sa PPOI i
kontrola

Tabela br. 16. Poznati SNP u SOHLH?2 identifikovani kod Zena iz Kine sa PPOI i

kontrola

Lokacija | Varijacija dbSNP Varijacija | Genotip Broj P alela Broj alela P
sekvence ID aminokis. genotipova POl/kontrola
POl/kontrola
5’bo¢na c-95G>A rs3762117 GG 268 294 0982 | G 627 686 0.975
sekvenc-a AG 91 98
AA 5 6 A 101 110
GG 143 149 G 450 497
Intron 1 c.48+87G>A | rs3762116 AG 164 199 0.328 0.851
AA 57 51 A 278 301
CcC 361 390 C 725 788
Exon 5 c.492C>T rs9602419 synonimous | CT 3 8 0.170 0.172
TT 0 0 T 3 8
GG 91 80 G 369 376
Exon 10 c.1015G>A 12296968 p.Ala339Thr | AG 187 216 0.257 0.751
AA 85 80 A 357 376
cC 311 330 C 672 725
Exon 10 €.1125C>T 1$2296967 synonimous | CT 50 65 0.602 0.813
TT 2 3 T 54 61
CcC 362 398 C 726 798
Exon 10 €.1232C>T rs143700833 | p.Thr CT 2 2 1.00¢° 1.000°
411 TT 0 0 T 2 2
Met

*Fiserov pravi test

Ispitivana je 197 Zena iz Srbije sa PPOI i pronadene su Cetiri nove heterozigotne
varijante koje su identifikovane kod sedam pacijentica. Dve od tih Cetiri varijante
(p.Leul20Phe i p.Leu204Phe) bile su nesinonimne. Obe varijante su imale
aminokiseline koje nisu o€uvane medu sisarima i zamene nisu procenjene kao Stetne ni
jednom od in-silico metoda analize (Tabela 14). Kod sinonimne exonic varijante
c.1083C>A nije nadeno da ometa RNK spajanje bilo stvaranjem mesta kriptiocnog
spajanja ili izmenama mesta pojacivaca ili prigusivaca. Varijanta ¢.530+6T>G lezi u 5’
(donator) mestu spajanja introna 5 i predvideno je da smanji efektivnost mesta uplitanja.

Poznati SNP identifikovao je Sest exonic varijanti. Sve osim rs2296968, pokazale su da
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ne postoji znacajna razlika u distribuciji genotipova ili frekvenciji alela izmedu PPOI

slu¢ajeva i kontrola ( Tabela br. 17).

4.4.4. Poznati SNP u SOHLH2 genu identifikovani kod Zena iz Srbije sa
PPOI i kontrola

Tabela br. 17. Poznati SNP u SOHLH2 genu identifikovani kod zena iz Srbije sa PPOI

i kontrola

Lokacija | Varijacija | dbSNP ID | Varijacija | Genotip Broj P alela Broj alela P
cekvence aminokis. genotipova POl/kontrole
POl/kontrole

Exon 5 c.492C>T rs9602419 Sininimo-us | CC 191 196 0.541" | C 388 396 0.543"
CT 6 4
TT 0 0 T 6 4
GG 195 199 G 392 399

Exon 7 C.691G>A rs150925868 | p.Val23 AG 2 1 0.62T 0.627°

1lle AA 0 0 A 2 1

GG 192 194 G 389 394

Exon 7 c.778G>A rs34933583 p.Val260 lle | AG 5 6 0.779 0.781
AA 0 0 A 5 6
GG 141 120 G 336 309

Exon 10 ¢.1015G>A 1s2296968 p.Ala339Thr | AG 54 69 0.0082 0.004
AA 2 11 A 58 91 a
cc 145 161 ¢} 340 357

Exon 10 €.1125C>T 1s2296967 Sinonimo-us | CT 50 35 0.114 0.204
TT 2 4 T 54 43
GG 193 192 G 390 392

Exon 10 €.1232C>T rs61750906 p.Thr4ll AG 4 8 0.252 0.255

1Met AA 0 0 A 4 8

*Fiserov pravi test

# statisticki znacajno
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4.5. Ispitivanja karakteristika Zena iz Srbije sa PPOI i nekom od varijanti

SOHLH2

45.1 Poredenje vrednosti hormona FSH, LH. prolaktina, estradiola 1

progesterona

Grafikon br. 5. Vrednosti FSH hormona u grupi zena iz Srbije sa PPOI i nekom od
varijanti SOHLH2
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Grafikon br. 6. Vrednosti LH hormona u grupi zena iz Srbije sa PPOI i nekom od

varijanti SOHLH?2
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Grafikon br. 7.Vrednosti prolaktina u grupi Zena iz Srbije sa PPOI i nekom od varijanti

SOHLH2
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Grafikon br. 8.Vrednosti estradiola u grupi zena iz Srbije sa PPOI i nekom od varijanti
SOHLH2
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Grafikon br. 9.Vrednosti progesterona u grupi Zena iz Srbije sa PPOI i nekom od
varijanti SOHLH2
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Dobijeni rezultati ukazuju da nema statisticki znacajne razlike izmedu

grupa u hormonskom status za FSH, LH, E; prolaktin i progesteron (p<0.05).
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4.5.2. Predenje godina starosti pri ulasku u menopauzu i BMI kod Zena sa

PPOIl i Zena sa PPOI i nekom od varijanti SOHLH?2

Grafikon br.10. Godine starosti pri ulasku u menopauzu kod Zena sa

PPOI i zena sa PPOI i nekom od varijanti SOHLH2
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Prose¢na starost pri ulasku u menopauzu kod zena sa PPOI iznosi
36.2+7.4 godina, dok je kod Zena sa PPOI i nekom od varijanti SOHLH2
41.1+6.0, $to nije statisticki znacajna razlika (t=1.963; p=0.051).
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Grafikon br. 11.0dnos BMI(kg/m2) kod zena sa PPOI i zena PPOI i nekom od
varijanti SOHLH?2
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Prosecna vrednost BMI kod Zena sa PPOI iznosi 23.3+3.9, dok je kod Zena sa
PPOI i nekom od varijanti SOHLH2 25.6+6.1, Sto nije statisticki znacajna razlika
(t=1.565; p=0.120).
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Grafikon br. 12. Odnos godina starosti pri ulasku u menopauzu i BMI unutar svake

grupe
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Postoji statisticki znacajna slaba pozitivna povezanost godina starosti pri ulasku

u menopauzu i vrednosti BMI kod grupe sa PPOI (r=0.284; p=0.001).

Ne postoji statisticki znacajna povezanost godina starosti pri ulasku u

menopauzu i vrednosti BMI kod grupe sa PPOI i nekom od varijanti SOHLH2 (r=0.012;

p=0.978).
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4.6. Ispitivanja za kolagen Tipa | Alfal genskog polimorfizma kod Zena iz
Srbije sa PPOI

Ispitanice su podeljene u tri grupe, prema COLIALl genom polimorfizmu,
odnosno SS, Ss i ss. Samo je jedna ispitanica imala ,,ss* genotip. Polazne karekteristike
grupe prikazane su u Tabeli broj 18. Nije pronadena znacajna razlika izmedu grupa za:
starost, menarhu, period amenoreje, paritet, starost majke pri ulasku u menopauzu,
dijetetski unos kalcijuma (osim za zenu u Ss grupi koja je imala nedovoljni unos
kalcijuma), navika pusenja (45% su pusaci), BMI, odnos obima struk/kuk (W&H) i Z-
skor (Tabela broj 18.).

Hormonski parametri su okarakterisani poviSenim FSH (68.3£8.4 IU/L) i LH
(38+5.6 IU/L) i niskim nivoom estradiola (38.2+10.7pmol/L), progesterona
(2.1£0.9nM/L) i testosterona (1.2+0.6nM/L). Prolaktin je bio u normalnom opsegu
(310.6+68.2nmol/L).

Tabela br. 18. Polazne karekteristike grupe sa standardnom devijacijom (SD)

GENOTIP SS grupa Ss grupa
GODINE STAROSTI 40+ 4.9 41.7+35
MENARHA 147+2.1 126+1.2
PERIOD AMENOREJE 6.7 +6.2 6.9+6.6
BROJ PORODAJA 1.0 0.7 18+1.6
STAROST MAJKE PRI 48.6 £5.9 48.3+5.8
ULASKU U MENOPAUZU

BMI (kg/m2) 244+3.0 26.1+54
ODNOS OBIMA 0.8+0.1 0.8+0.1
STRUK/KUK

Z SKOR L2-L4 BMD(g/lcm2) -0.9+15 04+16

Genotipna ucestalost kod ispitanica sa PPOI-om je bila SS-54.5%. Ss-41.0% a
ss-4.5%, dok je frekvencija genotipa u Hardy-Weinberg ravnotezi bila SS-68.4%, Ss-
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35.9% i ss-4.4% (Grafikon br.13). Ovo ukazuje na beznacajan viSak heterozigota kod
ispitanica sa PPOI-om.

Grafikon br. 13. Prevalenca podgrupe genotipova
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PPOI- primarna prevremena ovarijalna insuficijencija

SRBIJA- zdrave menopauzne Zene iz Srbije

HARDY - Hardy-Weinberg equilibrium

Kod 120 srpskih zena koje su normalno usle u menopauzu, genotipna ucestalost

je bila SS-66.6% homozigoti i Ss-24.1% heterozigoti (104).
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Nema uocenih razlika izmedu grupa u odnosu na BMD Ilumbalne ki¢me

(Grafikon br. 14).

Grafikon br. 14. Z skor podgrupe genotipova
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Ss grupa je imala 4%visi Z-skor od SS grupe (-0.44 u odnosu na -0.93). Dok je
SS grupa pokazala negativnu korelaciju izmedu BMI i Z-skora (R=-0.16), u Ss grupi je
prisutna pozitivna korelacija (R=0.06), ali su obe korelacije bez znacaja. Kod Zena sa
prekomernom tezinom (BMI>25.0kg/m2) utvrdena je pozitivna korelacija izmedu BMI i
pariteta (R=0.61, p<0.05) Sto ukazuje da su Zene sa viSe od dvoje dece bile viSe gojazne.
Slabo znacajna negativna korelacija utvrdena je izmedu perioda amenoreje (u
godinama) i Z-skora (<5 godina amenoreje R=-0.4, >5 godina amenoreje R= 0.34),
(Grafikon 15 i 16). Takode je utvrdena i slabo znacajna negativna korelacija izmedu

starosti i Z-skora (R=-0.17) i menarhe i Z-skora (R=-0,37).
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Grafikon br. 15. Korelacija izmedu BMD-Z skora i perioda amenoreje (godine) u SS

grupi
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Grafikon br. 16. Korelacija izmedu BMD-Z skora i perioda amenoreje (godine) u Ss

grupi
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5. DISKUSIJA

Rezultati ispitivanja polimorfizma mikrosatelitnih ponovaka u genima za
gonadne stroide kod Zena iz Srbije sa PPOI-om pokazuju da polimorfizmi
mikrosatelitnin ponovaka u genima za ESR1(TA)n i ESR2(CA)n mogu imati
potencijalnu ulogu u genetskom mehanizmu etiologije PPOI-a. Nije nadena statisticki
znacajna razlika u pojavi AR(CAG)n i AR(GGN)n kod Zena iz Srbije sa PPOI-om.

Gennari i saradnici (43) su pokazali da se broj ESR1(TA)n ponavaka razlikuje
prema etickoj pripadnosti, sa procenjenim glavnim pikovima na 14 ponavaka kod
evropskih populacija i 15 ponavaka kod azijskih populacija. U naSoj studiji glavni pik
ESR1(TA)n je na 15 ponavaka za srpsku populaciju. Utvrdili smo da srpske
pacijentkinje sa PPOl-om imaju nesto krac¢e duZine ponovaka od kontrolne, ali ,,p*
vrednost je bila na granici znacaja. Ovo nije u skladu sa studijom sprovedenom kod
korejske populacije kojom se sugeriSe da ESR1(TA)n ne doprinosi razvoju PPOI-a
(105).0sim toga su nasli da su kratki aleli u ESR1(TA)n bili znacajno redi kod PPOI u
poredenju sa azijskim zenama(45). Mi smo utvrdili da je SS genotip kod pacijenata sa

PPOI-om ¢es¢i nego u kontrolnoj grupi (30.6% : 23.3%).

Nasli smo da je za ESR2(CA)n viSe pacijenata sa PPOI-om imalo kraée duZine
ponavaka. Razlika je bila statisticki zna¢ajna. Logistickom regresionom analizom nije
se potvrdilo da je i jedan od genotipova ( SS, SL i LL) ESR2(CA)n povezan sa PPOI-
om koriste¢i se kategorickom vrednos¢u za izostavljanje od 23 (p=0.075). Statisticki
znacaj je dobijen (p= 0.045) kada se uporede LL sa SS+SL (Tabela br.7). To znaci da bi

Zene koje nose S alel imale vecu Sansu za razvoj PPOI-a.

ESR2(CA)n prvi put je okarakterisan kao vrlo polimorfan (CA) dinukleotid
ponavaka kod japanskog stanovniStva 1998. godine (106). Od tada, Bretherick i
saradnici (45) su jedini objavili jednu studiju koja nije mogla da dokaze vezu izmedu
ESR2(CA)n 1 PPOI. Prema nasem saznanjima ovo je prva studija koja pokazuje da je
ESR2(CA)n ponovljeni polimorfizam koji je statisti¢i znacajno povezan sa PPOI-om.
Ispitanice sa PPOIl-om imaju takode tendenciju da u ESR1 imaju krace TA ponavljanje
duZine, tako da se S aleli u ESR1 i ESR2 mogu smatrati kao faktori rizika za PPOI kod

srpskih Zena.
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Klasifikacijom ponavljanja SS, SL i LL genotipova pokazano je da vecina
ispitivanih slucajeva i kontrola ima SL genotip ¢eS¢e nego SS 1 LL genotip za
ESR1(TA)n, ESR2(CA)n i AR(CAG)n. Medutim, za AR (GGN) ponavljanja, LL
genotip je najces¢i. Kako bi se stekao uvid u klinic¢ki znacaj, Cls u kategoricnoj analizi
varijable genotipa ova Cetiri mikrosatelita (Tabela br.7) moze da bude informativan.
Vecina Cls su prilicno Siroka, tako da se ta¢na razlika izmedu ispitanica sa PPOI i
kontrolnih ne mogu odbaciti. Mnogo vec¢a kontrolna grupa bi bila potrebna da se nasi

nalazi potvrde.

Analizirali smo kodiranje regiona tandemskih ponavaka AR gena: 8-35CAG
ponavaka (kodiranje poliglutaminom, poly Q) i 7-27 GGN ponavaka (kodiranje
poliglicinom, poly G). Zajedno, ovi polimorfizmi javljaju se priblizno kod 90% Zena
koje imaju heterozigotne alele gena za AR. Trakt poliglutamina i poliglicina ograni¢ava
aktivaciju funkcije-1 (AF1) domen AR proteina i oba su prijavljena da su modulatori
faktora aktivnosti AR transkripcija (107). Tsezou i saradnici (108) su nasli da CAG
poliglutamin pruZanje, u amino-terminalnom domenu gena za AR, obrnuto uti¢e na
funkciju receptora, kao faktora transkripcije, a predpostavlja se da ucestvuje u
interakcijama izmedu AR proteina 1 razli¢itih koaktivatora, sa dugim ponavcima kao
inhibitorima ovih interakcija, ¢ime se objasnjava niza aktivnost receptora. Nasa analiza
sa kontinuiranim promenljivim je pokazala da varijante u genu za AR(CAG)n i
AR(GGN)n nisu pokazale povezanost sa PPOl-om u nasoj kohorti ispitanica. Izmedu
Cetiri ispitivana mikrosatelita u literaturi je AR(CAG)n najcesce testiran kod PPOI-a
(45,48-50). Razliciti izveStaji u vezi duzine alela mogu se objasniti genetickim
razlikama u eticki razli¢itim populacijama, a mozda 1 zbog razli€itih veli¢ina uzoraka.
Na osnovu naSih rezultata, mozemo sa oprezom izvué¢i kontraverzan zakljucak da
varijante u genu za AR(CAG)n i (GGN)n nemaju klju¢nu ulogu u disfunkciji folikula
kod PPOl-a.

U ispitivanja povezanosti polimorfizama gena za ESR1 sa PPOI kod Zena iz
Srbije nismo pronasli bilo kakvu povezanost ESR1 Pvull i Xba I sa introni¢nim SNP
polimorfizmom kod PPOI pacijentkinja srpskog porekla. Evidentno je da je T alel Pvu
IT SNP c¢es¢i kod PPOI kohorte pacijenata nego u kontrolnoj grupi, $to formalno ne

iskljucuje Cinjenicu da T alel ima uticaj na PPOI. Povecanje veli¢ine kohorte pacijenata
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1 kontrola garantuje obezbedivanje dovoljne statisticke moc¢i da bi se otkrile razlike dve

grupe, iako je nasSa studija najveéa objavljena do sada.

Cordts i saradnici (109) ispitivali su 70 PPOI pacijentkinja i 73 zdraveZena u
menopauzi, brazilskog porekla. Nasli su povezanost PVU II polimorfizma sa PPOI ali
ne i povezanost Xba | polimorfizma sa PPOI. Bretherick i saradnici (110) ispitivali su
55 PPOI pacijentkinja i 107 kontrolnih, bile su belkinje azijskog porekla. Nasao je
manju frekvencu TT genotipa u Pvu Il i AA genotipa u Xba | kod PPOI u odnosu na
kontrole (p<0.0001). Liu 1 saradnici (111) ispitivali su 155 idiopatskih PPOI
pacijentkinja i 150 zdravih kontrola, kineskog porekla. Frekvenca P alela Pvu Il je
znacajno veca kod pacijentkinja sa PPOI nego u kontrolnoj grupi (p=0.008) i frekvenca
X(G) alela Xba I je takode bila vec¢a kod pacijentkinja sa PPOI (p=0.013). Nosioci
CC(PP) genotipa su imali veci rizik od PPOI nego oni sa TT(pp) genotipovima
(p=0.011). Haplotip CG(PX) bio je povezan sa znacajno povecanim rizikom od
idiopatske PPOI. Yoon i saradnici (105) ispitivali su 125 PPOI pacijentkinja i 221
kontrolnih Zena koje su bile u menopauzi. Sve ispitanice su bile Korejskog porekla.
Studija je pokazala da nema povezanosti izmedu Xba I i PPOIL. Nadena je visa
frekvenca TT genotipa (Pvull) kod PPOI u odnosu na kontrole (p=0.004) i frekvenca TA
haplotipa znacajno vec¢a kod PPOI pacijenata u odnosu na kontrole (p = 0.002).
Nedostatak povezanosti u naSoj studiji nije u korelaciji sa nalazma predhodne studije
(105). Razlika nije zbog veli¢ine uzorka koji je neSto manji u predhodnoj studiji sa
korejskim Zenama u odnosu na naSu, ali ukazuje na to da njihovi rezultati mogu biti
specificni za korejsku populaciju. Yang i saradnici (112) su ispitivali 100 PPOI
pacijentkinja 1 200 zdravih Zena u menopauzi korejskog porekla. Nije pronadeno da je
znacajni efekat alela povezan sa Pvu Il genotipom, ali je pronadeno da je X(G) alel Xba
| varijante povezan sa smanjenim rizikom od PPOI. CA(Px) haplotip je znacajno
smanjio rizik za idiopatsku PPOI.

Ovi razliciti rezultati ispitivanja, ali 1 drugi, koji se ti¢u distribucije ESR1 Pvu Il
1 Xba I genotipa i haplotipa moZe se objasniti genetskim razlikama kod eticki razlicitih
populacija i mozda razli¢itim veli¢inama uzoraka. Trenutno je usaglaSeno da su faktori,
u studijama genomski Sirokih asocijacija, meSoviti, odnosno poticu od zivotne sredine i
genetike (110) i razumno je predpostaviti da su podjednako mesoviti kada se varijante u

genima kandidatima ispituju na pridruzivanje. lako je jo$ uvek uticaj ESR1 Pvull i Xba
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I polimorfizma na PPOI kontraverzan, zaklju¢ujemo da kod srpskih zena oni nisu ¢esto
povezani sa PPOI i ne mogu da doprinesu, direktno ili indirektno, genetskoj osnovi
PPOLI.

U velikom Han kineskom uzorku, znac¢aj za SNP je postojao za 8q22.3 (p=10'6)
ili HK3, ESR1, BRSK1 (p<0.05). Nasi rezultati mogu ukazivati na to da razli¢iti narodi
mogu pokazivati razlike u putevima genske regulacije i gena koji uzrokuju PPOI. Sli¢ne
razlike su zabelezene u FSHR, BMP15, NOBOX, FOXL2, TGFBR3, CDKNIB,
FOXO3A (27, 30, 58,113-127). Iz toga zaklju¢ujemo da se uzrok PPOI ne bi trebao
traziti na osnovu rezultata iz jedne eticke grupe.

Drugi faktor koji moze doprineti razlici izmedu srpske i kineske kohorte je u
tome da srpska kohorta ima uzorak nedovoljne mo¢i da se otkriju manje perturbacije.
Koristili smo Genetic Power Calculator paket

(http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/gpc/) za  izraCunavanje moéi otkrivanja

povezanosti izmedu testiranih SNP i PPOI u srpskoj kohorti. Imali smo dovoljno
energije za rs3847153, rs3108910 1 rs12611091, ali smanjenu mo¢ za rs 2234693 i
1r$2278493 pri p=0.05 (<80%).

Tre¢i faktor moze biti da kod Han kineskih 1 srpskih Zena postoji vezana
neravnoteza izmedu relevantnih dijagnostickih SNP 1 stvarne bolesti koja izaziva
varijaciju alela. Medutim, odgovarajuce dijagnosticke SNP varijacije alela mogu biti
razlicite za dve populacije.

Cetvrti faktor moze biti, da se redosled varijacija u HK3, ESR1 i BRSK1 jo§
moze naci u srpskih Zena sa PPOI ako su sekvencionirani celi geni. Potencijalne

varijante ne moraju uvek biti u vezi sa neravnotezom sa testiranim SNP.

Ispitivanjem novih varijanti u SOHLH2 genima kod Zena iz Kine i Srbije sa
PPOI po prvi put smo pokazali da je SOHLH2 gen odgovoran u etiologiji PPOI.
Identifikovano je pet novih heterozigotnih nesinonimnih varijanti kod cetiri kineske
zene: p.Glu79Lis (2 slucaja), p.Glul05Gli 1 p.Thr321Pro, 1 kod cetiri srpske Zene:
p.Leul20Phe (3 slucaja) i p.Leu204Phe. Poravnanja proteina otkrila su, da su ,,divlji‘
tipovi Glu79 i Glul05 visoko konzervativni kod sisara, dok Thr321 nije. Leu na
pozicijama 120 i 204 je konzervativan kod Homo sapiens-a, Pan troglodytes, Macaca
mulatta, a kod miSa 1 pacova je zamenjen sa Phe. To sugeriSe da

pThr321Pro,p.Leul20Phe i p.Leu204Phe mozda nemaju Stetne efekte. Predpostavlja se
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u skladu sa evolucionom konzervacijom i najboljim dokazima supstitucije da su

potencijalno patogeni p.Glu79Lis i p.Glu105Gli u kineskoj kohorti pacijenata.

Promoter varijante C-210G>A identifikovan je kod kineskih Zena sa PPOI ali ne
1 u kontrolnoj grupi. Predpostavlja se da ova varijanta moze poremetiti SOHLH2
ekspresiju 1 funkciju gena, ometanjem uzvodnih regulatora transkripcije ili
epigenetskom modifikacijom.

Promoter varijante ¢.530+6C>T, koja je pronadjena u srpskoj kohorti pacijenata,
najverovatnije ima Stetan uticaj, tako Sto utice na to da se RNK izmenjeno spoji i na taj
nacin negativno uti¢e na prevedeni protein.

Identifikovani novi i poznati SNP ne razlikuju se u genotipu i frekvenciji alela
izmedu slucajeva 1 kontrola. To sugeriSe da nece biti osetljivih varijanti alela ili ¢e biti
nedovoljni da izazovu PPOI.

U germinalnim ¢elijama transkripcione unakrsne regulacije pojavljuju se
SOHLH1 i SOHLH2 geni kao glavni regulatori drugih faktora transkripcije
(128).SOHLH2 gen, a posebno bHLH regulator transkripcije, je od sustinskog znacaja
za ranu folikulogenezu. Podskup kljuénih faktora transkripcije i njihovih ciljeva u
ovocitu SOHLH1, FIGLA, NOBOX, LHX8, Pou5fl, Kit, ZP1, ZP3 i Gdj9 bili su
pogresno izrazeni u jajnicima koji su deficitarni sa SOHLH2 (129,113). Na osnovu
svega ovoga predpostavljamo da nekoloko novih varijanti koje smo identifikovali mogu
uticati na SOHLH2 protein tako $to daje poremecaj prelaska primordijalnih u primarne
folikule samim tim prevremeni gubitak jajnih ¢elija , Sto dovodi do PPOL.

Mi smo se orjentisali na ispitivanje specificnith gena ukljucenth u ranu
ovogenezu i folikulogenezu. Moguée varijante FIGLA (35), NOBOX (30,113-115),
LHXS8 (130) su bile identifikovane u grupama pacijenata razli¢itog eti¢kog porekla, sto
ukazuje da podskup Zena sa PPOI Sirom sveta moZzda krije Stetne varijante ovih gena.
Specificno molekularno narusavanje u datom genu moZze da varira, ¢ak i1 unutar date
eticke grupe (molekularna heterogenost). U naSoj studiji, ni jedna od pronadenih
varijanti ne objaSnjava vise od 10% slucajeva u bilo kojoj etickoj grupi. Iz toga se moze
zakljuciti da PPOI karakteriSe genetska heterogenost u razli¢itim eti¢kim grupama.

Studije asocijacije gena kanditata, analize niz-komparativne genomske
hibridizacije (niz-CGH) i siroke genske studije asocijacije (GWAS) Cesto su ogranicene

sa malom veli¢inom uzorka, ¢ime se ogranic¢ava statisticka mo¢ da se otkrije pouzdana
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veza. GWAS najvece razmere nasao je osetljiv lokus na 8q22.3 koji se nalazio u regionu
koji je siromaSan sa genima i u kome se ne nalaze geni kandidati (96). Veza ovog
regiona i PPOI ostaje prihvatljiva, dajuc¢i posebnu paznju poja¢ivacu i verovanju da
regulator geni mogu da postoje (96).

Nasa identifikacija novih heterozigotnih varijanti u SOHLH2 genu, kod Zena sa
PPOI kineskog i srpskog porekla, sugeriSe doprinos etiologiji PPOIL. To ukazuje na
kljuénu ulogu faktora transkripcije SOHLH2 u ranoj ovogenezi i folikulogenezi.
Potencijalno Stetne varijante koje smo opisali zasluzuju dalja funkcionalna ispitivanja.
Buduca istrazivanja trebala bi biti usmerena na ovocit-specifi¢ne transkripcione puteve
ili regulatorne mreze za duiblje istrazivanje genetike PPOI.

Istrazivanje COLIA1 polimorfizam gena kod Zena iz Srbije sa PPOI je prva
studija do sada. Osnovni zadatak BMD merenja je identifikovati Zene sa PPOI i
povecanim rizikom za osteoporozu. Time se omogucava odgovarajuéi tretman.
Osteoporoza je jedana od kasnih komplikacija PPOI-a.

Jezgra koStanog tkiva dobijena od Zena sa Ss genotipom imala su smanjen
neorganski sadrzaj i povecan organski sadrzaj u poredenju sa jezgrima uzetim od Zena
sa SS genotipom, verovatno odrazavajué¢i abnormalnosti u mineralizaciji kod Ss
genotipa. Pojedine ispitanice sa ss genotipom su imale izmenjen odnos vrednosti
COLIA1 1 2 koje bi mogle dovesti do smanjene mase kostiju ili povecanog rizika od
trabekularne perforacije tokom godina ili promene u kostanom tkivu tokom menopauze.
Cini se da glavni uzrok osteoporoze nije u samom osteoblastu ve¢ u mehanizmu koji
obezbeduje da se znacajni broj osteoblasta okupi na pravom mestu u pravo vreme.

Meta analiza podataka iz Sesnajest objavljenih studija, uklju¢uju¢i ukupno 4965

9913
S

ispitanica, pokazala je znacajnu vezu izmedu prenosa u COLIAI alelu 1 niskom

BMD (131,132).

Tip | kolagen, glavni protein kosti, je heterodimer sa dva kolagena lanca koji su
kodirani genima COLIA1 i 2 (133). Jednonukleotidni G—T polimorfizam je povezan sa
povecanim afinitetom vezivanja za protein Spl u COLIAI genu, poveéanom
specificnom transkripcijom alela u COLIA1, pove¢anom proizvodnjom kolagen
proteina i razlikom u jacini kostiju (51). Izgleda da Ss heterozigoti imaju nizi BMD i

vedi rizik za osteoporozu i prelome.
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Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Liden i saradnika (134) koji nije
pronasao znacajne razlike izmedu genotipova grupa u vezi sa BMD lumbalnog dela
ki¢me. Njegovo istrazivanje je verovatno na malom broju ispitanica sa ,,ss*
homozigotnim genotipom, obzirom da je procenjena ucestalost PPOI kod 0.9%-3%
stanovnis$tva (135).

Razlike u BMD su propracene razlikama u telesnoj tezini. Gojaznost
(BMI>25kg-m?) utie na BMD pozitivno. Hadjidakis i saradnici (136) su primetili
znaCajnu pozitivnu korelaciju izmedu kicmene mineralne gustine i BMI u periodu
neposredno nakon poslednje menstruacije i u svim starosnim segmentima kod PPOI. U
naSoj studiji bila je pozitivna korelacija samo u Ss grupi (R=0.06). Ovo se moze
objasniti kao uticaj endokrine aktivnosti masnog tkiva na metabolizam kosti. Nasli smo
statisticki znaCajnu korelaciju izmedju BMI 1 pariteta, $to ukazuje da su Zene lakSe
ostajale u drugom stanju sa veéim BMI, §to takode mozemo objasniti endokrinom
aktivnos¢éu masnog tkiva.

Neki istrazivaci su nasli da COLIA1 aleli mogu da predvide prelome, nakon
korelacije sa BMD, drugi istrazivaci nisu pronasli vezu izmedu COLIA1 genotipa i
BMD ili preloma usled osteoporoze (134,137). Neki faktori doprinose riziku od
osteoporoznih preloma ukljucujuci 1 starenje, nizak BMI, predhodni prelomi, slabost
miSica, oStecenje vida. U naSim grupama je samo jedna Zzena sa Ss- genotipom imala
viSestruke prelome. Ona je danas stara 44 godine, menarha je bila sa 13 godina,
menstruirala je 20 godina i imala regularne cikluse, BMI je bio 24.2kg/m?, a odnos
obima struka 1 kuka 0.8. Njen unos kalcijuma nije bio dovoljan jer nije volela mle¢ne
proizvode 1 bila je puSa¢. Dodatno je imala reumatoidni artritis 1 Sicca sindrom.

Postoje mnoge gen-gen i gen-okolina interakcije koje uti¢u na kvalitet kosti.
Mnoge kosti su ¢es¢e pod uticajem velikog broja gena sa relativno malim efektima na
kost, nego par gena sa velikim efektom, kao §to su Kobayashi i saradnici primetili
(138). Nasi rezultati su konzistentni sa predhodnim nalazima (139) da razli¢iti geni
mogu da deluju u razli¢itim kombinacijama, i tako uti¢u na individualni stepen
osetljivosti kod odredjenih ljudi. Kod mladih Zena sa PPOI COLIAl ne moze

identifikovati one koje su u ve¢oj opasnosti od osteoporoze.

62



6. ZAKLJUCCI
Na osnovu prikazanih rezultata i diskusije mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

. PPOI se smatra multifaktorijalnom boles¢u, gde je fenotip najverovatnije
posledica varijacije sekvence u vise od jednog gena.

o Pacijenti sa PPOI nose krac¢e ponovke u ESR1(TA)n i ESR2(CA)n i S aleli u ovim
genima mogu se smatrati kao faktori rizika za PPOI kod zena iz Srbije.

o Dva ESR1 SNP, Pvu II i Xba, nisu uobic¢ajno povezani sa PPOI kod Zena iz Srbije
I ne mogu da doprinesu genetskoj osnovi PPOI.

o Nasa identifikacija novih varijanti SOHLH2 gena kod Zena iz Kine i Srbije sa
PPOI, snazno ukazuju na vaznu ulogu SOHLH2 gena u etiologiji PPOL

o Nove nesinonimne heterozigotne varijante SOHLH2 gena specifi¢ne za Zene iz
Kine sa PPOI su: p.Glu79Lys (Stetna), p.105Gly (Stetna), p.Thr321Pro.

o Nove nesinonimne heterozigotne varijante SOHLH2 gena specifi¢ne za Zene iz
Srbije sa PPOI su: p.Leul20Phe, p.Leu204Phe. Promoter varijante ¢.530+6T>G,
je varijanta koja najverovatnije ima $tetan uticaj kod Zena iz Srbije sa PPOI, jer
uti¢e na spajanje RNK.

o Eticki razli¢iti narodi mogu da pokazuju razlike u putevima genske regulacije 1
gena koji uzrokuju PPOI.

o COLIALI gen je jedan od mnogih gena koji uti¢u na karakteristike kosti. MozZe da
deluje kao marker za razlike u kvalitetu i kvantitetu, krhkosti kostiju i ubrzanog
gubitka koStane mase kod starijih Zena. Kod mladih Zena sa PPOI COLIA1 gen ne

moze identifikovati one koji su u vecoj opasnosti od osteoporoze.
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