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DDéélkovlkovéé polymorfizmypolymorfizmy
Inzerce nInzerce něěkolika kopikolika kopiíí sekvence DNAsekvence DNA
LTR (long tandem repeats) 10 LTR (long tandem repeats) 10 –– 100bp100bp
STR (short tandem repeats) STR (short tandem repeats) <<10bp10bp

•• 3 % lidsk3 % lidskéého ho genomugenomu
•• VVěěttššinou v nekinou v nekóódujdujííccíí oblasti oblasti 

VyuVyužžititíí STRSTR::
forenznforenzníí genetika pgenetika přři identifikaci jedincei identifikaci jedince
studie genetickstudie genetickéé vazbyvazby
lléékakařřskskáá genetika  genetika  

•• ppřříímmáá ppřřííččina onemocnina onemocněěnníí
•• nepnepřříímý vliv  mý vliv  -- exprese genu exprese genu 



Syndrom Syndrom polycystickýchpolycystických ovovááririíí
PCOSPCOS

NejNejččastastěějjšíší enendokrinndokrinníí onemoconemocnněěnníí uu žžeen ve n ve 
fertilnfertilníím vm věěkku (5 u (5 –– 10 %)10 %)
ČČasasttáá ppřřííččinaina neplodnosti neplodnosti 
KKomplexnomplexníí onemoconemocnněěnníí
BBěžěžnnéé ppřřííznakyznaky:: nnepravidelný menstruaepravidelný menstruaččnníí
cykluscyklus, , hhyperandrogenismusyperandrogenismus ((hirsutismushirsutismus, , 
alopeciealopecie, , akneakne)), i, inzulnzulíínovnováá rezistencerezistence, o, obezitabezita
GenetickGenetickéé pozadpozadíí neznneznáámméé



KandidKandidáátntníí genygeny
Geny kontrolujGeny kontrolujííccíí metabolickmetabolickéé a regulaa regulaččnníí
mechanismy mechanismy úúččastnastnííccíí se na rozvoji PCOSse na rozvoji PCOS

Sekrece a působení
inzulínu

Biosyntéza a metabolismus 
androgenů

PCOS

Energetickém metabolismus
Folikulogeneze

Zánět, srážlivost krve 
a krevní tlak

Xita et al. EJE (2002)



Cyp11a

• Lokalizace: 15q23-24
• Gen pro enzym cytochrom P450 štěpící

postranní řetězec cholesterolu 
• Katalyzuje úvodní krok ve steroidogenní kaskádě



TTTTATTTTA repetice v repetice v CYP11aCYP11a
STR polymorfizmus (TTTTA)n v 5STR polymorfizmus (TTTTA)n v 5´́ nepnepřřeklekláádandanéé oblasti, oblasti, --528 bp528 bp
NejbNejběžěžnněějjšíší jsou 4 opakovjsou 4 opakováánníí



CCíílele studiestudie
V souboru 264 pacientek s PCOS (kritV souboru 264 pacientek s PCOS (kritééria ESHRE/ASRM ria ESHRE/ASRM 
2003) a 124 zdravých 2003) a 124 zdravých žžen (bez PCOS, DM2, GDMen (bez PCOS, DM2, GDM;; neuneužžíívváá
HAHA;; rodina bez zrodina bez zááttěžěže DM2) zjistit:e DM2) zjistit:

1) zastoupen1) zastoupeníí alelovalelovéé a a genotypovgenotypovéé frekvence (TTTTA)n frekvence (TTTTA)n 
v genu v genu CYP11aCYP11a

2) asociaci s PCOS2) asociaci s PCOS
3) asociaci mezi po3) asociaci mezi poččtem repetic a biochemickými parametry       tem repetic a biochemickými parametry       

(steroidn(steroidníí hormony, hormony, lipidovlipidovéé spektrum a parametry spektrum a parametry 
glukglukóózovzovééhoho metabolismu)  metabolismu)  



FragmentovFragmentováá analýza STRanalýza STR

Izolace DNA z perifernIzolace DNA z periferníí krvekrve
PCR amplifikace s flourescenPCR amplifikace s flourescenččnněě znaznaččeným eným 
forward primerem (modrforward primerem (modráá CY5)CY5)



FragmentovFragmentováá analýza STRanalýza STR

Analýza fragmentAnalýza fragmentůů (CEQ 8000 analyz(CEQ 8000 analyzáátor, tor, 
Beckman Coulter)Beckman Coulter)
KapilKapiláárnrníí elektroforelektroforééza a detekce za a detekce 
fragmentfragmentůů

vzorek po PCR vzorek po PCR 
ppřřididáánníí velikostnvelikostníího standarduho standardu



AnalýzaAnalýza
Homozygot 4/4 Heterozygot 4/6

Alela 4
213 nt

Alela 4
213 nt Alela 6

223 nt



Výsledky Výsledky čč.1.1
Nenalezli jsme signifikantnNenalezli jsme signifikantníí rozdrozdííl v distribuci l v distribuci alelalel mezi PCOS a kontrolamimezi PCOS a kontrolami
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(počet repetic) PCOS (%) Kontroly (%)

Alela 4 322 (61) 146 (58,9)

Alela 6 130 (24,6) 60 (24,2)

Alela 7 2 (0,4) 1 (0,4)

Alela 8 36 (6,8) 24 (9,7)

Alela 9 37 (7) 16 (6,5)

Alela 10 1 (0,2) 1 (0,4)



VýsledkyVýsledky čč.2.2

DominantnDominantníí modelmodel

NENE asociace CYP11a asociace CYP11a 
androgennandrogenníí hormonyhormony
inzulinzulíínovnováá rezistencerezistence
funkce beta bunfunkce beta buněěk k 

ANOANO asociace CYP11aasociace CYP11a
krkráátkými tkými alelamialelami a a 
zvýzvýššenými hodnotami CH a enými hodnotami CH a 
LDL a niLDL a nižžšíšími hodnotami mi hodnotami 
HDL u PCOSHDL u PCOS

Genotyp PCOS (%) Kontroly (%)
Genotypy s krátkými alelami

4/4 109 (41,3) 45 (36,3)
4/6 70 (26,5) 35 (28,2)
6/6 20 (7,6) 10 (8,1)

celkově 199 (75,4) 90 (72,6)

9/9 2 (0,8) 1 (0,8)
celkově 65 (24,6) 34 (27,4)

Genotypy s nejméně jednou dlouhou alelou

4/10 0 1 (0,8)

6/10 1 (0,4) 0
7/7 1 (0,4) 0
8/8 2 (0,8) 4 (3,2)

4/8 19 (7,2) 11 (8,9)
4/9 15 (5,7) 9 (7,3)

6/8 7 (2,7) 2 (1,6)
6/9 12 (4,6) 3 (2,4)

8/9 6 (2,3) 2 (1,6)



ZZáávvěěrr

FragmentovFragmentováá analýza provanalýza prováádděěnnáá na pna přříístroji CEQ 8000 je stroji CEQ 8000 je 
spolehlivou metodou pspolehlivou metodou přři hodnoceni hodnoceníí ddéélkových lkových 
polymorfizmpolymorfizmůů

100% shoda po100% shoda poččtu TTTTA repetic se tu TTTTA repetic se sekvenasekvenaččnníímimi výsledkyvýsledky

Asociace repetice TTTTA v genu CYP11a s PCOS nebyla Asociace repetice TTTTA v genu CYP11a s PCOS nebyla 
prokprokáázzáánana
VyVyššíšší popoččet repetic neovlivet repetic neovlivňňuje uje hyperandrogenhyperandrogenéémiimii ani ani 
daldalšíší sledovansledovanéé parametry.parametry.
NaNašše výsledky odpove výsledky odpovíídajdajíí rozsrozsááhlhléé studii u finskstudii u finskéé a a 
britskbritskéé populace (populace (GaasenbeekGaasenbeek etet alal. 2004). 2004)



DalDalšíší kandidkandidáátntníí gen PCOS gen PCOS 

AndrogennAndrogenníí receptorreceptor
Xq11Xq11--q12q12
Repetice Repetice trinukleotidovýchtrinukleotidových
sekvencsekvencíí (CAG)n v exonu 1(CAG)n v exonu 1
PoPoččet repetic CAG met repetic CAG máá nepnepřříímý mý 
vztah k aktivitvztah k aktivitěě receptorureceptoru

InaktivaceInaktivace X chromozomu!!!!X chromozomu!!!!



DDěěkuji za pozornostkuji za pozornost


