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Streszczenie

Cel pracy: Uwaza sig, ze wiek menarche moze zaleze¢ od polimorfizmu gendw warunkujacych synteze estroge-
ndéw. Do takich nalezy gen CYP17 kodujacy biatko enzymatyczne cytochromu P450c17a, od ktdrego uzalezniona
Jest aktywnos¢ dwu kluczowych enzymdw szlaku syntezy hormondw steroidowych: 17a-hydroksylazy i 17,20-liazy.
Polimorfizm dotyczacy zamiany nukleotydu cytozynowego na tymidynowy w regionie 5'genu CYP17 skutkuje wy-
tworzeniem dodatkowego migjsca wiaZzacego czynnik transkrypcyjny Sp-1, co z kolei moze zwigkszac synteze estro-
gendw i androgendw. Celem niniejszej pracy byfa ocena zaleznosci pomiedzy polimorfizmem genu CYP17 a wie-
kiem wystapienia menarche.

Materiaf i metodyka: Grupe badana stanowify 124 zdrowe dziewczeta z regionu lubelskiego. Dziewczeta obser-
wowano od okresu przedpokwitaniowego, co pozwolito na dokfadne ustalenie daty pierwszej miesiaczki.
Oznaczenie zmiennosci polimorficznej genu CYP17 przeprowadzono przy pomocy RFLP-PCR z wykorzystaniem
enzymu restrykcyjnego Msp Al. Allel posiadajacy miejsce restrykcyjne oznaczono jako A2, allel oporny na trawienie
jako Al.

Wyniki: Otrzymano nastepujacy rozkfad genotypdw: A1/AT — 36 (29,0%), A1/A2 — 67 (54,0%) oraz A2/A2 — 21
(17%). Wiek wystapienia pierwszej miesigczki nie roznit sie istotnie statystycznie pomiedzy nosicielkami poszczegdl-
nych genotypdw i wynosit: dla AT1/AT — 13,14+0,92 lat, dla AT/A2 — 12,93+1,04 lat oraz dla A2/A2 — 13,40+0,91
lat, przy czym pozniejszy wiek menarche u nosicielek genotypu A2/A2 w poréwnaniu do nosicielek genotypu A1/A2
byt bliski istotnosci statystycznej (p=0,058).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic w rozkfadzie genotypdw pomiedzy grupami dziewczat, u ktorych
pierwsza miesiaczka wystapita przed i po trzynastym roku zycia.

Whiosek: Wiek wystapienia pierwszej miesiaczki nie wykazuje zaleznosci od zmiennosci polimorficznej genu
CYP17.
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Abstract

Objectives: It is believed that the age of menarche may be related to polymorphisms in the genes involved in estro-
gen biosynthesis. A candidate gene is CYP 17 encoding cytochrome P450 c17a, which mediates activity of steroid
17-hydroxylase and 17,20-lyase. A single base-pair change (T - C) in the promoter region of CYP 17 creates a poly-
morphic variant with an additional SP-1 transcription factor binding site. The aim of our study was to evaluate the
relationship between CYP 17 gene polymorphism and the age of menarche.

Materials and methods: The study group was composed of 124 healthy Caucasian girls inhabiting the Lublin
region (Poland). The observation had began from prepubertal period, thus allowing for the age of menarche to be
recorded precisely. CYP 17 polymorphism was assessed with RLFP -PCR using Msp Al restriction endonuclease. An
allele with the respective restriction site was designated as A2, whereas one resistant to restriction enzyme as Al.
Results: The following frequency of CYP17genotypes has been observed: A1/AT- 36 (29.0%), A1/A2- 67 (54.0%)
and A2/A2- 21 (17.0%). The mean age of menarche for these three genotypes did not differ significantly and was:
AT/IAT- 13.14+0.92, A1/A2- 12.93+1.04 and A2/A2- 13.40+0.91 years, although later age of first menstrual peri-
od in carriers of A2/A2 genotype compared with carriers of A1/A2 was nearly statistically significant (p=0.058). The
distribution of CYP17genotypes in groups of girls with onset of menarche before and after thirteenth year of age

did not differ significantly.

Conclusion: The age of menarche in population of Polish girls is not associated with the polymorphism of CYP 17

gene.

Key words: CYP17 gene polymorphism / menarche /

Wstep

Wiek pierwszej miesiaczki (menarche) jest waznym modu-
latorem ryzyka wystapienia niektorych schorzen, jak rowniez
znaczaco wplywa na procesy reprodukcyjne w dalszych latach
zycia. Istnieja doniesienia, iz wezesna menarche stanowi czyn-
nik ryzyka zachorowania na raka sutka oraz raka endome-
trium [1, 2], podczas gdy pozna menarche zwigksza ryzyko
choroby Alzheimera i osteoporozy, a zmniejsza ryzyko choro-
by niedokrwiennej serca [2].

Jednym z zasadniczych czynnikdéw wplywajacych na wiek
wystapienia pierwszej miesiaczki sg uwarunkowania genetycz-
ne. Swiadczy o tym fakt zaleznosci pomiedzy menarche u ma-
tek 1 corek oraz siostr, a takze u blizniat jednojajowych [3, 4].

Dotychczas nie ustalono jednakze, od ktorych genow za-
lezy wiek jej wystapienia. Zwazywszy, ze podlega on regulacji
hormonalnej [5, 6], mozna przypuszczac, ze istotne znaczenie
ma zmiennos$¢ polimorficzna genéw kodujacych biatka
uczestniczace w szlaku syntezy hormonow piciowych. Jednym
z tych genéw jest CYP17 zlokalizowany na diugim ramieniu
chromosomu 10. Zawiera on 8 egzondw i koduje biatko enzy-
matyczne cytochromu P450c17a [7]. Od tego cytochromu uza-
lezniona jest aktywnos$¢ dwu kluczowych enzymoéw szlaku
syntezy hormondw steroidowych: 17a-hydroksylazy i 17,20-
liazy. W niepodlegajacym translacji regionie 5’ genu stwier-
dzono obecno$¢ polimorfizmu dotyczacego zamiany nukle-
otydu cytozynowego na tymidynowy, co powoduje powstanie
allelu okreslanego jako A2, podatnego na trawienie enzymem
restrykeyjnym Msp Al [6]. Polimorfizm ten powoduje wytwo-
rzenie dodatkowego miejsca wigzacego czynnik transkrypcyj-
ny Sp-1 (CCACC box) w regionie promotorowym genu. Uwa-
za si¢, ze moze to prowadzi¢ do zwigkszenia aktywnosci pro-
motorowej i nasilenia transkrypcji genu CYP17, co z kolei
wplywa na wigksza syntezg estrogendw i androgendw [3].

Powyzsza hipoteza ma swoich przeciwnikdw, ktorzy wyka-
zali, ze dodatkowe miejsce wigzania SP-1 nie jest wykorzysty-
wane podczas transkrypcji [8, 9].

930

Pomimo niejednoznacznego zwigzku pomiedzy polimorfi-
zmem genu CYP17 a poziomem ekspresji cytochromu
P450c17a, u nosicielek allelu A2 obserwowano wyzsze stgze-
nia estrogenow [10, 11, 12, 13].

Ponadto obecnos¢ allelu A2 kojarzyta si¢ z wyzszymi ste-
zeniami niektorych androgenéw: androstendionu i siarczanu
dehydroepiandrosteronu [12, 13].

Cel pracy

Celem niniejszej pracy byla ocena zaleznosci pomigdzy
polimorfizmem genu CYP17 a wiekiem wystapienia pierwszej
miesigczki u dziewczat zamieszkujacych region lubelski.

Materiaty i metody

Badaniem objgto 124 zdrowe dziewczgta z losowo wybra-
nych klas trzecich szkot podstawowych w Parczewie i Lubar-
towie (male miasta potozone na wschod od Lublina). W mo-
mencie rozpoczgcia obserwacji najmiodsza dziewczynka mia-
fa 9,2 lata, najstarsza 10,7 lat (Srednia wieku 9,79£0,29 lat).
W odstgpach szesciomiesigcznych zbierano wywiad odnosnie
stanu zdrowia dziewczat i1 daty pierwszej miesiaczki, ktora ro-
dzice i dziewczgta odnotowywaly w kalendarzyku. Jednorazo-
wo, do probowek z EDTA pobierano krew, ktorg przechowa-
no w temp. -20°C do czasu wykonania badan genetycznych.
Genomowe DNA wyizolowano z leukocytow krwi obwodo-
wej stosujac Flexi Gene DNA kit (Quiagen, Hilden, Germa-
ny). Fragment DNA dtugosci 459 pz zawierajacy miejsce poli-
morficzne namnazano metoda fancuchowej reakcji polimera-
zy, wykorzystujac startery: SSCAT TCG CAC TCT GGA
GTC 3’ oraz 5 AGG CTC TTG GGG TAC TTG 3’. Amplifi-
kacje DNA przeprowadzano w 35 cyklach, w nastgpujacych
warunkach: denaturacja w temp. 94°C przez 60s., przytaczanie
starterow w temp. 57°C przez 60s., wydiuzanie starteréw
w temp. 72°C przez 60s. Produkty PCR zostaty poddane tra-
wieniu enzymem restrykcyjnym Msp A, a nastgpnie rozdziela-
ne na 2% zelu agarozowym zawierajacym bromek etydyny.
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W przypadku allelu A1, opornego na dziatanie enzymu re-
strykcyjnego uzyskano fragment DNA dtugosci 459 pz.
Obecnos¢ miejsca restrykcyjnego charakteryzujaca allel A2
powodowata powstawanie fragmentow o dtugosci 335 pzi 124
pz.

Analize statystyczna przeprowadzono przy pomocy pro-
gramu Satatistica Statsoft wersja 6.0. Zgodno$¢ dystrybucji
genotypow z rownaniem Hardy-Weinberga oraz analize roz-
nic rozktadu genotypdéw pomigdzy badanymi grupami prze-
prowadzono przy pomocy testu c2. Zaleznosci pomiedzy ge-
notypami a wiekiem menarche oceniono testem Anova. Jako
istotng statystycznie przyjeto wartos¢ p<0,05.

Badanie uzyskato akceptacje Komisji Bioetycznej Akade-
mii Medycznej w Lublinie. Rodzice dziewczat podpisali $wia-
doma zgodg¢ na ich udziat w badaniu.

Wyniki

Srednia wieku dziewczat w czasie ostatniego badania wy-
nosita 15,3+0,33 lat (zakres: od 13,96 lat do 16,3 lat). Wszyst-
kie dziewczeta byly po menarche. Srednia wieku pierwszej mie-
sigczki dla grupy wynosita 13,0520,97 lat. Sposrod badanych
tylko jedna dziewczynka miala menarche ponizej dziesiatego
roku zycia, w wieku 9,62 lat. (Tabela I).

Tabela I. Menarche w zaleznosci od wieku dziewczat.

Grupy wiekowe

9-9,99 [10-10,99| 11-11,99 | 12-12,99 | 13-13,99 |14 i powyzej

(lata) (lata) (lata) (lata) (lata) (lata)
Liczno$¢ 1 0 14 47 44 18
(odsetek) | (0,8%) (0%) | (11,1%) | (37,3%) | (34,9%) | (15,9%)

U 18 (15,9%) dziewczat pierwsza miesiaczka wystapita po
czternastym, w tym u 4 (3,2%) po pigtnastym roku zycia. Naj-
starsza z nich w czasie menarche miala 15,56 lat. Licznos¢ i od-
setek dziewczat po menarche w poszczegdlnych grupach wie-
kowych podano w tabeli 1.

Rozktad genotypow polimorfizmu CYP17 przedstawiat
si¢ nastgpujaco: A1/A1 —36(29,0%), A1/A2 — 67 (54,0%) oraz
A2/A2 — 21 (17%), byt zgodny z réwnaniem Hardego-Wein-
berga i miescil si¢ w zakresie wartosci charakterystycznych dla
populacji europejskich [14].

Wiek wystapienia pierwszej miesigczki nie rdznit sig istot-
nie statystycznie pomigdzy nosicielkami poszczegdlnych geno-
typow 1 wynosit: dla A1/A1 13,14%£0,92 lat, dla Al/A2
12,93£1,04 lat oraz dla A2/A2 —13,4+0,91 lat, przy czym na-
lezy zaznaczy¢, ze dziewczeta z genotypem A2/A2 miaty me-
narche niemal istotnie statystycznie (p<0,058) pdzniej niz no-
sicielki genotypu A1/A2. Nie stwierdzono istotnych staty-
stycznie roznic w rozktadzie genotypoéw pomiedzy grupami
dziewczat, u ktorych pierwsza miesigczka wystapita przed i po
trzynastym roku zycia. (Tabela II).

Dyskusja
Dtugofalowe badania dotyczace okresu dojrzewania
dziewczat lubelskich prowadzone w latach osiemdziesiatych
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Tabela II. Rozktad genotypéw polimorfizmu genu CYP 17 w zaleznosci
od wieku wystapienia menarche. Rdznice nie sg istotne statystycznie
(x*=0,677; p=10,72).

Wiek Genotyp Genotyp Genotyp
menarche A1/A1 A1/A2 A2/A2

< 13 roku zycia 17 (27,4%) 37 (59,7%) 8(12,9%)
> 13 roku zycia 19 (30,6%) 30 (48,4%) 13 (21,0%)
Razem 36 (29,0 %) 67 (54,0%) 21(17,0%)

wykazaly, ze dziewczeta zaczynaja miesigczkowaé Srednio
w 12,98 roku zycia [15]. Obecnie Srednia wieku menarche jest
podobna, co $wiadczy o zahamowaniu akceleracji rozwoju
plciowego, notowanej w ubiegtych stuleciach. Zmniejszenie si¢
dysproporcji pomigdzy warunkami, w jakich rozwijaja si¢
dzieci sprawia, ze rdéznice w wieku wystapienia pierwszej mie-
sigczki w wigkszej mierze moga wynikac¢ z uwarunkowan ge-
netycznych. Jednym z genéw odpowiedzialnych za to zdarze-
nie moze by¢ gen CYP17 kodujacy biatko enzymatyczne cyto-
chromu P450c17a, od ktorego uzalezniona jest aktywnosc en-
zymow szlaku syntezy hormonow steroidowych. Dotychczas
opublikowane badania oceniajace zaleznos¢ pomigdzy poli-
morfizmem genu CYP17 a wiekiem menarche miaty charakter
retrospektywny. Dane o pojawieniu si¢ pierwszej miesigczki
pochodzity z wywiadu w zwiazku z czym uzyskiwano infor-
macje o wydarzeniu, ktore miato miejsce kilkanascie lub kil-
kadziesiat lat wezesniej. Objecie obserwacja dziewczat w okre-
sie przedpokwitaniowym pozwolito nam na bardzo dokfadne
odnotowanie daty menarche.

Uzyskane przez nas wyniki nie wskazuja, aby w badanej
populacji dziewczat zamieszkujacych region lubelski istniat
wyrazny zwigzek pomiedzy polimorfizmem genu CYP17
a pojawieniem si¢ pierwszej miesigczki.

Wyniki uzyskane przez innych autoréw zajmujacych si¢
tym zagadnieniem nie sa jednoznaczne. Badajac populacj¢ ko-
biet amerykanskich, Feigelson i wsp. [16] obserwowali nie-
znacznie, ale istotnie statystycznie, pozniejszy wiek pierwszej
miesiaczki u 0sob z genotypem A1/Al w poréwnaniu do no-
sicielek allelu A2 (13,4 lat wobec 13,0 lat). Autorzy ci odnoto-
wali réwniez, ze u 0séb z genotypem A1/A1, w poréwnaniu do
nosicielek allelu A2, pierwsza miesiaczka czgsciej pojawiata si¢
po 13 roku zycia (odpowiednio 38,3% wobec 28,5%), przy
czym zaleznos¢ ta nie byta znamienna statystycznie.

Odmienne wyniki uzyskali Helzlsouer i wsp. [17], ktorzy
rowniez badali populacje kobiet amerykanskich. Stwierdzili
oni, ze u nosicielek allelu A2 menarche wystgpowata pdzniej
w poréwnaniu do homozygot Al (odpowiednio 60% wobec
42% menarche w wieku 13 lat lub wigcej), lecz zalezno$¢ nie
byta istotna statystycznie. Podobne tendencje obserwowano
rowniez w badaniach wiasnych. Homozygoty A2 miaty niemal
statystycznie istotnie pdzniej menarche niz nosicielki genotypu
A1/A2, ale nie pozniej niz homozygoty Al.

Z kolei Gorai 1 wsp. [18] stwierdzili nizszy wiek menarche
u dziewczat japonskich z genotypem A1/A2 (13,6%1,2 lat)
w poréwnaniu do genotypu A1/A1 (14,1£1,3 lat), ale brak by-
fo istotnych statystycznie roznic w porownaniu do genotypu
A2/A2.
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Chociaz wyniki wielu innych badan [11, 14, 19, 20] nie po-
twierdzity zalezno$ci pomiedzy polimorfizmem genu CYP17
a wiekiem menarche, nie mozna wykluczyc, ze jej wystapienie
warunkuja geny kodujace biatka uczestniczace w metaboli-
zmie hormondw piciowych. Mozliwos¢ taka sugeruja wyniki
uzyskane przez Guo i wsp. [20], ktorzy w populacji kobiet ra-
sy biafej stwierdzili, ze wystapienie pierwszej miesiaczki wiaze
si¢ ze zmiennoscig polimorficzng genu CYP19 kodujacego
biatko aromatazy, przy jednoczesnym braku zwigzku z poli-
morfizmem genu CYP17.

Zwazywszy na fakt, ze na chromosomie 15, w poblizu ge-
nu CYP19, zlokalizowane sq inne geny kodujace biatka szlaku
syntezy hormonow piciowych (CYP111 CYP1AL), a ich dzie-
dziczenie jest ze soba powiazane [21], prawdopodobne jest, ze
wiek wystgpienia pierwszej miesiaczki moze zaleze¢ od zmien-
nosci polimorficznej tych gendw.

Whnioski

1. Rozktad genotypoéw polimorfizmu genu CYP17 w popula-
¢ji dziewczat zamieszkujacych region lubelski jest zgodny
z rownaniem Hardego-Weinberga i podobny do obserwo-
wanego w innych populacjach europejskich.

2. Wiek wystapienia pierwszej miesigczki nie wykazuje zalez-
nosci od zmiennosci polimorficznej genu CYP17.

Praca finansowana ze srodkow KBN, projekt badawczy nr
2 POSE 045 27
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