View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byffCORE

provided by Via Medica Journals

PRACE KAZUISTYCZNE

ginekologia

Przewidywanie stabej odpowiedz na
kontrolowana hiperstymulacje¢ jajnikow na
podstawie polimorfizmoéow genu GDF-9

— opis przypadku

Prediction of poor response to controlled ovarian hyperstimulation based
on GDF-9 polymorphism — case report

Monika Serdynska-Szuster!, Katarzyna Ozegowska', Marcin Hotysz?,
Pawet Piotr Jagodzinski?, Leszek Pawelczyk'

! Kiinika Nieptodnosci i Endokrynologii Rozrodu; Katedra Ginekologii, Potoznictwa i Onkologii Ginekologicznej;
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, Polska

? Katedra i Zaktad Biochemii i Biochemii Molekularnej,
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, Polska

Streszczenie

Cel pracy: Wraz z wiekiem obniza sie rezerwa jajnikowa kobiet. Prawidfowy wzrost i dojrzewanie pecherzykow
Jjajnikowych jest kontrolowane m.in. przez czynniki nalezgce do nadrodziny TGF B (transforming growth factor B),
w tym GDF-9 (growth and differentiation factor-9), ktérego genetyczne warianty moga miec wptyw na wczesne etapy
rozwoju pecherzykow.Celem pracy jest ocena wptywu polimorfizmu genu GDF-9 na przebieg i wynik kontrolowanej
hiperstymulacji jajnikdw w programie zaptodnienia pozaustrojowego.

Materiat i metody: 32-letnia kobieta leczona z powodu nieptodnosci pierwotnej, regularnie miesigczkujgca,
bez chorob przewlektych, po laparoskopowym usunieciu obustronnych wodniakow jajowoddw. Po dwukrotnym
niepowodzeniu IVF zakwalifikowana do badania polimorfizmdw genu dla GDF-9. Grupe kontrolng stanowity
pacjentki, ktére samoistnie zaszty w cigze.

Polimorfizmy gendw GDF9 poszukiwano za pomocg reakcji amplifikacji DNA w czasie rzeczywistym (Real-Time

PCR) potgaczonej z analiza krzywych topnienia produktow amplifikacji w wysokiej rozdzielczosci (High Resolution
Melting, HRM).
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Wyniki: U badanej pacjentki zidentyfikowano warianty genu GDF-9: C447T (rs 254289) z genotypem
heterozygotycznym C/T oraz dodatkowo w badanym fragmencie 4 genu stwierdzono wariant G/C intr.1( 398-39)
rs254285. Genotyp heterozygotyczny C/T potwierdzono u 38,7% ptodnych kobiet, natomiast u 61,3% wykazano
obecnos¢ genotypu homozygotycznego C/C, T/T. W grupie kontrolngj nie stwierdzono obecnosci wariantu genu
GDF-9 #4G/C intr.1( 398-39).

Dyskusja: Wykazano, ze polimorfizm C447T wystepuje rowniez w grupie kobiet zdrowych.

Whnioski: Ocena polimorfizméw genu GDF-9 moze by¢ przydatna do okreslenia przyczyn niepowodzenia
kontrolowanej hiperstymulacji jajnikow u kobiet z prawidtowg funkcjg hormonalna jajnikow.

Stowa kluczowe: in vitro / polimorfizm genetyczny
kontrolowana hiperstymulacja jajnikéwa

Abstract

Objectives: With age, ovarian reserve in women decreases. Growth and maturation of the ovarian follicles is
controlled by the factors belonging to the TGFB family, including GDF-9, whose variants may affect the stages
of follicular development. The aim of the study was to assess the impact of GDF-9 gene polymorphism on the
outcome of controlled ovarian hyperstimulation in IVF.

Material and methods: a 32-year-old woman treated for primary infertility, reqularly menstruating, with no diseases,
who had undergone previous laparoscopic removal of the tubes. After two unsuccessful IVF cycles, the patient was
deemed eligible for the evaluation of the GDF-9 gene polymorphisms. GDF-9 polymorphisms were sought by a
DNA amplification reaction (real-time Real-Time PCR) connected to the melting curve analysis of the amplification
products in high resolution (High Resolution Melting, HRM).

Results: We identified the following gene variant of GDF-9: C447T (rs 254289) with a heterozygous genotype C/T.
Additionally, we found variant G / C intr.1 (398-39) rs254285 in the tested fragment of the 4th gene. Heterozygous
genotype C/T was confirmed in 38.7% of the fertile women, while in 61.3% the presence of a homozygous genotype
C/C, T/T occurred. In the control group, there was no presence of the GDF-9 gene variant #4/C intr.1 (398-39).
Conclusions: The C447T polymorphism seems to be present also in healthy women. Evaluation of the GDF-9
polymorphisms may be useful to determine the reasons for the failure of controlled ovarian hyperstimulation in
women with normal ovarian hormonal functions.

Key words: in vitro fertilization / gene polymorphism
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Wprowadzenie

Naturalna ptodnos¢ kobiet obniza si¢ wraz z wiekiem, wigc
wiele z nich begdac w wieku reprodukcyjnym moze doswiadczy¢
niespodziewanych problemdéw z zajsciem w ciaz¢. Udowodnio-
no, ze wraz z wiekiem obniza si¢ rezerwa jajnikowa. Okresla
ona zarowno ilos¢, jak i jako$é puli pecherzykow zdolnych do
odpowiedzi na zaproponowane leczenie hormonalne. Indywidu-
alna odpowiedz jajnikéw na stymulacje¢ jajeczkowania z wyko-
rzystaniem preparatdéw FSH ( hormon folikulotropowy ) znacz-
ne si¢ rozni, dlatego jest trudna do przewidzenia. Zatem przed
podjeciem decyzji o przystapieniu do programu zaplodnienia
pozaustrojowego powinna istnie¢ mozliwo$¢ oceny zdolnosci
jajnikéw do odpowiedzi na proponowane leczenie i przewidy-
wanie jego skutecznosci. Istnieje potrzeba identyfikacji kobiet z
wysokim ryzykiem stabej odpowiedzi na stymulacj¢ jajeczkowa-
niai/lub bardzo niskim prawdopodobienstwem uzyskania ciazy.

Prawidlowy wzrost i dojrzewanie pgcherzykow jajnikowych
jestkontrolowane przez czynniki pochodzace od komoérki jajowej,
nalezace do nadrodziny TGF B (transforming growth factor p,
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transformujacy czynnik wzrostu B) . Nalezy do nich GDF-9 (gro-
wth and differentiation factor-9, czynnik wzrostu i réznicowania
-9). Udowodniono, ze czynnik ten stymuluje wzrost pecherzy-
kéw preantralnych, proliferacje komoérek ziarnistych, ekspansje
wzgorka jajonosnego [1, 2, 3]. Odpowiednie stezenie GDF-9 jest
konieczne do ekspresji receptora dla FSH i przygotowanie peche-
rzykow do fazy wzrostu zaleznej od gonadotropin [3].
Wykazano, ze usunigcie genu dla GDF-9 skutecznie hamuje
folikulogeneze u myszy [4]. Wazna role GDF-9 w rozrodzie pod-
kresla fakt, ze sktad aminokwasowy biatka jest w duzym stopniu
konserwatywny u réznych gatunkéw ssakow. Genetyczne wa-
rianty genu GDF-9 moga mie¢ wptyw na wczesne etapy rozwoju
pecherzykow, determinujac ich dalszy wzrost badz apoptoze.

Cel pracy

Celem badania byla ocena polimorfizméw genu GDF-9
u pacjentki ze staba odpowiedzig na dwukrotna kontrolowana
hiperstymulacj¢ jajnikow w programie zaptodnienia pozaustro-
jowego.
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Materiat i metody

32-letnia kobieta o masie ciata 83 kg i wzroscie 175 cm
skierowana zostata do Osrodka Diagnostyki i Leczenia Nie-
ptodnoscei przy Klinice Nieptodnosci i Endokrynologii Rozrodu
Katedry Ginekologii, Potoznictwa i Onkologii Ginekologiczne;j
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu
z powodu nieptodnosci pierwotnej trwajacej od 2 lat. Pacjentka
miesigczkowala regularnie co 30-32 dni od 15 roku zycia. W ba-
daniu podmiotowym nie wskazywala na choroby przewlekte oraz
nie stosowata antykoncepcji hormonalnej. Wykluczono réwniez
nikotynizm. Wywiad rodzinny nie byt obciagzony. Pacjentka byta
dwukrotnie operowana metoda endoskopowa. Wykonano laparo-
skopi¢ z powodu podejrzenia torbieli jajnika prawego. Podczas
operacji usunigto liczne zrosty w miednicy mniejszej i stwierdzo-
no obecnos¢ obustronnych wodniakéw jajowodow, ktore wycig-
to. Nie stwierdzono nieprawidlowosci strukturalnych w obrebie
macicy i jajnikow. Po okresie rekonwalescencji kobieta wraz
z me¢zem (lat 38) podjeta decyzj¢ o przystapieniu do progra-
mu zaptodnienia pozaustrojowego ( IVF, in vitro fertilization)
w Osrodku Diagnostyki i Leczenia Nieptodnosci przy Klinice
Nieptodnosci i Endokrynologii Rozrodu.

W 3 dniu cyklu poprzedzajacego IVF wykonano oceng re-
zerwy jajnikowej:

FSH - 8,66 IU/ml, AMH — 1,8ng/ml, inhibina B- 38,13 pg/
ml. W badaniu ultrasonograficznym oceniono liczbg pecherzy-
koéw antralnych (AFC- antral follicule count) — 7 oraz nie stwier-
dzono nieprawidtowosci strukturalnych w obrebie macicy 1 jaj-
nikow.

Do kontrolowanej hiperstymulacji jajnikow zastosowano
dhugi protokdt stymulacji z agonista GnRH (0,1 mg octanu tryp-
toreliny/dobg). Desensybilizacje przysadki potwierdzono w ba-
daniach hormonalnych w surowicy krwi: LH (lutropina) — 1, 2
IU/L1i E2 (estradiol)- 27 pg/ml oraz w badaniu USG: grubos$¢ en-
dometrium 3mm oraz brak pegcherzykow jajnikowych o $rednicy
powyzej 10mm. Od 4 dnia cyklu podawano podskorne preparat
folitropiny alfa. Odpowiedz jajnikéw oceniano na podstawie oce-
ny ultrasonograficznej oraz stgzenia estradiolu w surowicy krwi
przez 13 dni trwania stymulacji. Catkowita dawka gonadotropin
wynosita 2425 TU. W dniu podania hCG stgzenie E2 wynosi-
to 1563 pg/ml, a stezenie progesteronu— 0,63 ng/ml, natomiast
w badaniu USG potwierdzono obecnos¢ pecherzykow o srednicy
17, 18, 18mm. Podczas punkcji jajnikow uzyskano 3 oocyty —
wszystkie w stadium metafazy II (M2). Parametry nasienia part-
nera oceniono jako normozoospermi¢ wedtug kryteriow Swiato-
wej Organizacji Zdrowia z 2010 roku.

Do zaptodnienia komorek jajowych zastosowano procedure
ICSI ( docytoplazmatyczne podanie plemnika ). Po 16 h ocenia-
no proces zaptodnienia, a jako$¢ zarodkdw na etapie tworzenia
przedjadrzy i w dniu transferu zarodkéw wedtug konsensusu A/-
pha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special In-
terest Group of Embryology (Istambut, 2010). W 3 dobie hodowli
uzyskano 1 zarodek 8-blastomerowy klasy A, ktory transfero-
wano do jamy macicy. Wobec braku uzyskania ciazy pacjentke
zakwalifikowano do drugiego programu zaptodnienia pozaustro-
jowego. Przed rozpoczgciem stymulacji wykonano histerosko-
pi¢ diagnostyczna, ktéra nie wykazala nieprawidtowosci w ob-
rebie jamy macicy. Konieczne bylo roéwniez wykonanie punkcji
obarczajacej torbieli gtadkosciennej jajnika prawego o $rednicy
40mm. W kolejnym cyklu zastosowano protokét stymulacji z an-
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tagonista GnRH (octan cetroreliksu). Od 2 dnia cyklu podawano
podskdrnie preparaty folitropiny alfa w catkowitej dawce 3050
IU oraz menotroping podskornie w dawce catkowitej 675 TU.
Octan cetroreliksu w dawce 0,25 mg/d wlaczono do protokotu
stymulacji w 5 dniu. W dniu podania hCG st¢zenie estradiolu
w surowicy wynosito 1082 pg/ml, progesteronu 0,7 ng/ml. Pod-
czas punkcji jajnikow uzyskano 5 oocytow: 2 w stadium M2 oraz
3 oocyty zdegenerowane. Parametry nasienia odpowiadatly kryte-
riom normozoospermii. W 3 dobie hodowli uzyskano 1 zarodek,
ktory transferowano do jamy macicy.

W zwiazku z dwoma niepowodzeniami programu zaptod-
nienia pozaustrojowego pacjentke zakwalifikowano do badania
polimorfizmoéw genu dla GDF-9 w ramach projektu badawczego
NCN N N 407297540 . Grupe kontrolng stanowito 31 ptodnych
kobiet ponizej 35 roku zycia, ktore zaszly naturalnie w ciazg.
Czas starania o dziecko nie przekraczat 18 miesigcy. Krew do ba-
dan genetycznych pobierano podczas pobytu w oddziale porodo-
wym. Komisja bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym im.
K. Marcinkowskiego w Poznaniu wyrazila zgod¢ na przeprowa-
dzenie projektu badawczego. Uzyskano pisemna zgodg pacjentek
na udziat w badaniu.

DNA genomowe izolowano z 200 pl krwi obwodowej po-
branej na EDTA, przy uzyciu metody kolumienkowej na zlozu
krzemionkowym, za pomocg zestawu AxyPrep Blood Genomic
DNA Miniprep Kit (Axygen Biosciences), zgodnie z protokotem
zalaczonym przez producenta zestawu.

Stezenie DNA oznaczano na podstawie pomiaru spektrofo-
tometrycznego przy dtugosci fali 260 nm (A, ). Czystos¢ oraz
jakos¢ preparatu oceniano na podstawie stosunku absorbancji
Ao OmaZ A, Dwa egzony genu GDFY9, ktore koduja se-
kwencj¢ aminokwasow biatka GDF9, wraz z sekwencjami flan-
kujacymi, podzielono na dziewig¢¢ fragmentdéw, numerowanych
od #1 do #9. Fragmenty od #1 do #3 obejmowaly egzon 1, nato-
miast od #4 do #9 obejmowatly egzon 2. Poszczegolne fragmenty
amplifikowano za pomoca par specyficznych starterow .

Optymalny profil termiczny amplifikacji wszystkich dzie-
wigciu fragmentdw genu GDF9, w szczegdlnosci wlasciwg tem-
peraturg przylaczania starterow (temperatur¢ annealingu), okre-
Slono za pomoca reakcji Real-Time PCR z gradientem tempera-
tury annealingu w zakresie 55-65°C na aparacie Bio-Rad CFX96.
Na podstawie uzyskanych krzywych amplifikacji reakcji Real-Ti-
me PCR wybrano temperatur¢ annealingu dla fragmentow: #1,
#2, #3, #4, #5, #6 1 #7 rowna 59°C, natomiast dla fragmentow:
#8 1 #9 temperaturg 55°C. Poszukiwanie polimorfizmow wyste-
pujacych w sekwencji kodujacej genu GDF9 przeprowadzono za
pomoca reakcji amplifikacji DNA w czasie rzeczywistym (Real
-Time PCR) potaczonej z analiza krzywych topnienia produktow
amplifikacji w wysokiej rozdzielczosci (High Resolution Mel-
ting, HRM). Reakcj¢ Real-Time PCR oraz analiz¢ HRM wyko-
nano na plytkach 96-dotkowych za pomocq aparatu LightCycler
480 II (Roche Diagnostics) oraz zestawu odczynnikoéw dedyko-
wanych przez producenta — LightCycler 480 High Resolution
Melting Master (Roche Diagnostics).

Obecnos¢ polimorfizmow stwierdzano na podstawie analizy
kinetyki topnienia (ksztaltu krzywych topnienia oraz temperatury
topnienia) produktow amplifikacji poszczegdlnych fragmentéw
genu GDF9 przy pomocy modutu GeneScanning wchodzacego
w sktad oprogramowania LightCycler 480 Software 1.5 SP3,
shuzacego do sterowania aparatem i analizy wynikow.
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Na podstawie analizy profili topnienia produktow amplifika-
cji fragmentow genu GDF9 wytypowano proby, ktorych tempe-
ratura topnienia (T, ) oraz ksztalt krzywej topnienia odbiegaty od
pozostatych prob. Wytypowane proby amplifikowano za pomoca
klasycznej reakcji PCR, korzystajac ze startera forward zaprojek-
towanego dla danego fragmentu oraz startera revers zaprojekto-
wanego dla sasiedniego fragmentu, w celu uzyskania produktow
o dhugosci okoto 500 pz, ktore mozna bylo sekwencjonowac za
pomoca metody Sangera (dideoksy). Produkty amplifikacji roz-
dzielano w 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny,
w celu oceny ich jakosci i ilosci. Wyniki sekwencjonowania ana-
lizowano za pomocg programu FinchTV v.1.4.0 (Geospiza).

Wyniki

U badanej pacjentki zidentyfikowano nastgpujace warianty
genu GDF-9:

C447T (rs 254289) z genotypem heterozygotycznym C/T
oraz dodatkowo w badanym fragmencie 4 genu stwierdzono
wariant G/C intr.1(398-39) rs254285.

W grupie kontrolnej potwierdzono obecnos¢ polimorfizmu
C447T. Genotyp heterozygotyczny C/T, obecny u analizowanej
pacjentki potwierdzono u 38,7% plodnych kobiet, natomiast
u 61,3% wykazano obecnos¢ genotypu homozygotycznego C/C,
T/T. W grupie kontrolnej nie stwierdzono natomiast obecnosci
drugiego opisywanego wariantu genu GDF-9 #4G/C intr.1(398-
39).

Dyskusja

Zmniejszona ilo$¢ i jako$¢ komorek jajowych u kobiet
w wieku reprodukcyjnym jest zwiazana ze staba odpowiedzig
na kontrolowana hiperstymulacj¢ jajnikow w programie zaptod-
nienia pozaustrojowego. Gléwnym czynnikiem ograniczaja-
cym plodnos¢ kobiety jest wiek biologiczny. W prezentowane;j
sytuacji klinicznej nie uzyskano ciazy u 32-letniej regularnie
miesiaczkujacej pacjentki, u ktorej zdiagnozowano czynnik ja-
jowodowy jako przyczyng nieptodnosci. Wycigcie obydwu jajo-
wodow byto rekomendowane z powodu wodniakdéw jajowodow,
ktére w istotny sposdb obnizaja skutecznos¢ programu IVF [5].
Staba odpowiedz na stymulacje wydaje si¢ zaskakujaca u mio-
dej kobiety, u ktorej wykluczono zaburzenia hormonalne oraz
strukturalne w uktadzie rozrodczym. Ponadto wyktadniki rezer-
wy jajnikowej przed kwalifikacjg do programu IVF wskazywatly
na prawidtowa wydolnos$¢ jajnikow. W terapii pacjentki zasto-
sowano dwa rozne protokoly stymulacji jajeczkowania, ktdre
nie przyniosty spodziewanego efektu. Pacjentka spetnia kryteria
poor response ( wedtug kryteriow bolonskich (konsensus ESHRE
2011) [6]. Zmiana protokotu stymulacji oraz zwigkszenie dawki
gonadotropin nie wptyngto na efektywnos$¢ terapii.

Na podstawie dotychczasowych badan wykazano, ze
stabej odpowiedzi na stymulacj¢ mozna spodziewaé si¢ u ok.
10% mtodych kobiet [7]. Podkresla si¢ wplyw czynnikodw
genetycznych na proces folikulogenezy i jako$é oocytow,
a rozne warianty genetyczne tych czynnikow moga mied
wplyw na funkcjonowanie jajnika [7]. Dotyczy to czynnika
GDF-9. Odpowiednie st¢zenie tego czynnika jest konieczne do
ekspresji receptora dla FSH i przygotowanie pgcherzykow do
fazy wzrostu zaleznej od gonadotropin [3]. Zatem czynnik ten
moze modulowac odpowiedz jajnikdw na preparaty hormonalne.
Wykazano, ze warianty genetyczne genu GDf-9 majg wpltyw na
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nieprawidtowg funkcj¢ biatka GDF-9, czego nastgpstwem moze
by¢ promowanie apoptozy pecherzykow primordialnych, spadek
jakosci oocytow, obnizenie przezywalnosci komorek ziarnistych
oraz zaburzenie endokrynnej homeostazy jajnika [8].

Do tej pory udowodniono, ze obecnos¢ polimorfizméw genu
GDF-9 u kobiet ze zmniejszona rezerwg jajnikowa prowadzi do
stabej odpowiedzi na leczenie, dotyczy to zwtaszcza polimor-
fizmu G546A [9]. W prezentowanej pracy u badanej kobiety
potwierdzono obecno$¢ dwdch innych wariantéw genu GDF-9:
C447T (rs 254289) z genotypem heterozygotycznym C/T oraz
dodatkowo wariant #4G/C intr.1(398-39) rs254285.

W prezentowanym badaniu wykazano, ze polimorfizm
C447T wystepuje rowniez w grupie kobiet, ktore nie mialy pro-
blemu z zajsciem w ciaz¢. Wydaje si¢ wigc, ze wystgpowanie
réznych wariantow genu GDF- 9 moze wplywaé niekorzystnie
na funkcj¢ generatywna jajnika, nie wyklucza natomiast szansy
na zajscie w ciazg.

Whioski

GDF-9 jest jednym z czynnikdéw wplywajacych na
rezerw¢ jajnikowa. Pula pecherzykéw jajnikowych zdolnych
do odpowiedzi na kontrolowana hiperstymulacj¢ jajnikéw jest
modyfikowana genetycznie. Wydaje si¢, ze ocena polimorfizméw
genu GDF-9 moze by¢ przydatna do okreslenia przyczyn
niepowodzenia kontrolowanej hiperstymulacji jajnikdw.
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