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Polimorfizmy dtugosci fragmentow restrykcyjnych Pvull i Xbal genu receptora estrogenowego alfa (ERa) sq spowodowane
zmianami sekwencji DNA dotyczqcymi pojedynczych nukleotyddw w intronie 1 genu. Zwazywszy na genetyczne uwarun-
kowanie procesu pokwitania mozna przypuszczac, ze moze on takze zaleze¢ od typu polimorficznego ERa.. Celem pracy
byta ocena zaleznosci miedzy genotypem ERa, wiekiem menarche i stanem odzywienia dziewczqt. Materiat i metody.
Badaniem dtugofalowym objeto 126 zdrowych dziewczqt. Oceniano wskazniki masy ciata (BMI), obwody ramienia oraz
grubosci fatdéw skérno-ttuszczowych na brzuchu, na ramieniu i pod fopatkgq. Ustalano date wystqpienia menarche. Jed-
norazowo, kiedy dziewczeta byly w wieku srednio 12,42+0,34 lat, okreslano stezenie leptyny, estradiolu oraz genotyp ERax
Dziewczeta podzielono na dwie grupy: pierwszq stanowity dziewczeta, ktére byly po menarche lub osiggnety menarche
w ciqgu roku od badania, drugq dziewczeta, ktére osiqggnety menarche pdzniej. Wyniki. Stwierdzono dodatnie korela-
¢je miedzy leptynqg i BMI (R=0,69; p<0,001), obwodem ramienia (R=0,68; p<0,001) oraz sumgq fatdéw skérno-ttuszczo-
wych (R=0,80; p<0,001) w grupie pierwszej i w grupie drugiej (odpowiednio: R=0,83; p<0,001, R=0,85; p<0,001, R=0,085;
p<0,001). Dziewczeta, ktdre szybciej osiggnety menarche, byly mtodsze, ale miaty wiekszy BMI (p<0,001), obwéd ramienia
(p<0,001), sume fatdéw skdrno-ttuszczowych (p<0,001), a takze wyzsze stezenie leptyny (p<0,03) i estradiolu (p<0,001)
niz dziewczeta, ktdre osiggnety menarche pdzniej. Wnioski. Wiek menarche zalezy od stanu odzywienia i stezenia leptyny
we krwi dziewczqt. Wyniki naszych badari nie wskazujq, aby polimorfizmy Pvull oraz Xbal ERa. miaty wptyw na stan odzy-
wienia i wiek menarche.
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Restriction fragment lengths polymorphisms Pvull and Xbal of estrogen receptor c. (ERc) gene are caused by single nuc-
leotide transitions located in the first intron. These alterations are suspected to create the genetic background of female
pubertal process. The aim of the study was to assess the relationships between ERc. gene polymorphisms, age at menar-
che and nutritional status of girls. Material and Methods. The longitudinal study comprised 126 healthy girls. Body mass
indexes (BMI), arm circumferences, and thicknesses of the skin-folds on abdomen, at the triceps and subscapular sites
were assessed. The time of menarche was estimated. Once, when girls were in a mean age of 12.42+0.34 years, serum
concentration of leptin, estradiol, and genotype of ERc. gene were evaluated. Girls were divided into two groups: girls that
were after menarche or reached menarche in one year since examination and girls that reached menarche later. Results.
There were positive correlations between leptin and BMI (R=0.69; p<0.001), arm circumference (R=0.68; p<0.001) and
sum of skin folds (R=0.80; p<0.001) in the first and in the second group (respectively: R=0.83; p<0.001, R=0.85; p<0.001,
R=0.085; p<0.001). Girls that reached menarche earlier were younger but they had bigger BMI (p<0.001), arm circumferen-
ce (p<0.001), sum of skin-folds (p<0.001) as well as higher serum leptin (p<0.03) and estradiol (p<0.001) concentrations
than girls, that reach menarche later. Conclusion. Age at menarche depend on nutritional status and concentration of
leptin. Our results do not indicate that the Pvull and Xbal polymorphisms of ERc: influence nutritional status and modulate
age at menarche.
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Okres pokwitania charakteryzuje si¢ przyspiesze-
niem wzrastania, zwanym skokiem pokwitaniowym,
dojrzewaniem wtérnych cech ptciowych i pojawieniem
si¢ pierwszej miesiaczki (menarche). Powszechnie
wiadomo, ze tempo wzrastania i dojrzewania zalezy
od wielu czynnikéw. Wsréd nich jest wymieniany stan
odzywienia [1, 2]. Obserwacje kliniczne dowodza, ze
znaczny niedobor masy ciala powoduje brak menar-
che lub zanik cykli miesiaczkowych. Przyczyng tych
zaburzen jest miedzy innymi niedobér tkanki ttusz-
czowej i wydzielanych przez nig hormonéw, a wsréd
nich leptyny. Jej stezenie w plynach ustrojowych jest
proporcjonalne do wskaznikéw oceniajacych zasoby
tkanki ttuszczowej w organizmie [3, 4]. Hormon ten
zmniejsza taknienie, zwigksza termogeneze i wydat-
kowanie energii u zwierzat [5]. Ma on réwniez istot-
ne znaczenie w dojrzewaniu piciowym. Podawanie
leptyny zdrowym zwierzgtom stymuluje dojrzewanie,
podobnie jak karmienie ich bez ograniczen. Ograni-
czenie pozywienia op6znia dojrzewanie, ktére mozna
przyspieszy¢ podajac leptyne [6].

Niewatpliwie zasadniczymi determinantami pro-
cesu wzrastania i dojrzewania sa czynniki genetycz-
ne, co potwierdzajg zaleznosSci w relacji matka-cérka
czy siostra-siostra [7, 8]. Do silnie zdeterminowa-
nych genetycznie cech nalezg ksztalt i wymiary cia-
ta (zwlaszcza wysokos¢), czas kostnienia chrzgstek
wzrostowych, a takze czas wystapienia menarche i
dlugos¢ cyklu miesigczkowego [1]. Mechanizm regu-
lujacy dojrzewanie piciowe dziecka nie jest doktadnie
poznany. Niezmiernie wazng role w tym procesie od-
grywajg estrogeny, ktore stymulujg rozwoj gruczotéw
sutkowych, narzadéw plciowych, warunkuja pojawie-
nie sie menarche i cyklicznych zmian menstruacyj-
nych. Efekty dzialania estrogenéw zaleza od ich ste-
zenia we krwi, a takze od stopnia ekspresji i struktury
receptorow komorek docelowych. Znane sa dwa typy
receptora estrogenowego (ER): receptor estrogenowy
alfa i beta (ERa, ERB). Oba znajdujg si¢ w osrodko-
wym uktadzie nerwowym, w gruczotach sutkowych,
uktadzie moczowo-pliciowym, kosciach i tkance ttusz-
czowej. Waznym elementem modyfikujacym dziatanie
estrogenéw jest zmiennos$¢ polimorficzna genéw ko-
dujacych enzymy szlaku syntezy hormonéw steroido-
wych lub genéw kodujacych receptory dla hormonéw
piciowych [8-10]. Jednym z gendw, ktory brany jest
pod uwage w procesie pokwitania, jest gen dla recep-
tora estrogenowego a (ERa) [8]. Gen ten jest zlokali-
zowany na dlugim ramieniu chromosomu 6 i zawiera
8 eksonéw kodujacych biatko receptorowe o dlugosci
595 aminokwaséw i masie czasteczkowej 66 kDa.
Interesujacy jest fakt wystepowania polimorfizméw
DNA w zakresie genu ERa. Dotychczas najlepiej sa

poznane warianty polimorficzne wykrywane z zasto-
sowaniem enzymow restrykcyjnych Pvull i Xbal. Poli-
morfizmy dlugosci fragmentéw restrykcyjnych Pvull i
Xbal genu ERa spowodowane sa zmianami sekwencji
DNA dotyczacymi pojedynczych nukleotydéw w in-
tronie 1, zlokalizowanymi odpowiednio w odlegtosci
397 i 351 pz od egzonu 2. Uwaza sig, ze te subtelne
modyfikacje wplywajg na wigzanie czynnikow trans-
krypcyjnych, w ten sposob oddzialujac na alternatyw-
ne skfadanie mRNA i na synteze receptoréw [11].

Celem pracy byla ocena zaleznosci migedzy poli-
morfizmem diugosci fragmentéw restrykcyjnych Pvu-
IT i Xbal genu receptora estrogenowego alfa, wiekiem
menarche i stanem odzywienia dziewczat.

Materiat i metody

Badaniem dlugofalowym objeto 126 zdrowych dziew-
czat w wieku 11,31+0,29 lat (od 10,7 do 12,2). Date
wystapienia menarche ustalano na podstawie wywia-
du. Jednorazowo, kiedy dziewczeta byly w wieku Sred-
nio 12,42+0,34 lat, pobierano krew obwodowa celem
okreslenia stezenia leptyny, estradiolu oraz wykona-
nia badan genetycznych. Stan odzywienia dziewczat
okreslano na podstawie wskaznika masy ciata [BMI
= masa (kg)/wysoko$¢ (m?)], obwodu ramienia oraz
sumy grubosci faldéow skoérno-ttuszczowych mierzo-
nych pod topatka, na ramieniu i na brzuchu. Dziew-
czeta podzielono na dwie grupy: pierwsza stanowily
te, ktore osiagnely menarche przed lub w ciagu roku
od oceny stezen hormonéw, druga dziewczeta, ktore
osiggnely menarche pdzniej.

Stezenie leptyny i estradiolu oznaczano metoda
radioimmunologiczna, stosujac zestaw Human Leptin
RIA kit (Linco Research, Inc., St. Charles, MO) oraz
zestaw E2-RIA-CT (Biosource). Genomowe DNA wy-
izolowano z leukocytéw z uzyciem Flexi Gene DNA
kit (Quiagen, Hilden, Germany). Metoda lancucho-
wej reakcji polimerazy (PCR), wykorzystujac startery:
5’CTG CCA CCC TAT CTG TAT CTT TTC CTA TTC
TCC 3’ and 5’ TCT TTC TCT GCC ACC CTG GCG
TCG ATT ATC TGA 3’, amplifikowano fragment DNA
dlugosci 1372 pz, zawierajacy miejsca polimorficzne.
Amplifikacje DNA przeprowadzano w 30 cyklach, w
nastepujacych warunkach: denaturacja w temp. 95°C
przez 60 s; przytaczanie starteréw w temp. 62°C przez
60 s; wydtuzanie starterow w temp. 72°C przez 60 s.
Produkty PCR zostaly poddane trawieniu enzymami
restrykcyjnymi Pvull i Xbal (Promega, Madison, WI,
USA), a nastepnie rozdzielane na 2% zelu agarozo-
wym zawierajacym bromek etydyny.

W wyniku trawienia probek DNA enzymem Pvu-
IT uzyskano fragmenty o dtugosci 936 pz i 436 pz.
W wyniku trawienia enzymem Xbal uzyskano frag-
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