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tratamente hormonale în  3 ultimele luni sau  istoric de infertilitate. 

Toate pacientele au semnat un formular de consimţământ informat. Studiul a fost 

aprobat de Comisia de Etică a U.M.F. Carol Davila Bucureşti și U.M.F. Tîrgu Mureș, în 

conformitate cu Declaraţia de la Helsinki . 

Protocolul de evaluare  subiecților a prevăzut ca: 

 hirsutismul să fie evaluat prin scorul Ferriman- Gallwey, cu o valoare prag de 8 

puncte. 

 toate probele de sânge să fie recoltate între zilele 3 şi 5 ale ciclului menstrual după o 

sângerare spontană, sau în ziua 7 dupa o sângerare indusă de progestative (în faza 

foliculară). 

 determinarea valorilor glicemiei să fie făcută după 12 ore de post alimentar 

testosteronul total plasmatic, insulina bazale și SHBG să fie măsurate cu acelaşi tip 

de kit de dozare prin chemiluminiscenţă.  

 ecografia ovariană să fie efectuată, pe cale transvaginală acolo unde a fost posibil, 

respectând indicaţiile definiţiei de consens - Rotterdam 2003.  

 pentru determinarea insulino-rezistenţei s-au utilizat formulele HOMA-IR și 

HOMA2-IR calculator.  

 alte teste inconstante pentru măsurarea parametrilor endocrini şi metabolici folosite 

au fost: LH, FSH, PRL, E2, profil lipidic 

 

Protocolul de genotipare a inclus următorii paşi:   

1.Extracţia ADN. ADN-ul genomic a fost obţinut din sânge integral recoltat pe, utilizând kit-

ul de extracţie ADN Promega Wizard (Promega - cod catalog A1620) 

2.Stabilirea concentraţiilor ADN prin determinarea fluorescenţei - Quant-It dsDNA - 

Invitrogen, cu analizorul RotorGene 6000 (Corbett Research) pentru realizarea unor diluții de 

20ng/µl, respectiv 2ng/µl. 

3.Alegerea primerilor. Am făcut design-ul primerilor de amplificare PCR (forward şi 

reverse, cu sufixele F şi R),şi am studiat temperaturile de melting corespunzătoare folosind 

programul  Primer 3 ( http://frodo.wi.mit.edu/primer3/): 

INSR : Primeri PCR pt HRM rs2252673 

rs2252673_F GACCCCTGGTGCCTGCTCCG 

rs2252673_R aaAGGGGTTTCTGTGGCTTTTTGGTGAAGCATCTGCTCTCCAGCAC 
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Principalele caracteristici clinice și paraclinice la control, respectiv SOPC.  

Toate valorile sunt medie ±DS. 

 Control  SOPC Valoare P 

BMI (kg/m2) 23.04±4.29 28.02±7.17 <0.0001 

WHR ratio 0.75±0.06 0.83±0.09 <0.0001 

Insulină bazală (μIU/ml) 8.86±9.38 18.60±19.92 <0.0001 

Glicemie bazală (mg/dl) 87.39±11.44 88.23±22.85 0.704 

HOMA 2.04±2.28 4.11±4.61 <0.0001 

HOMA2 1.15±0.92 2.17±1.51 <0.0001 

FAI  2.66±2.26 8.58±8.12 <0.0001 

SHBG 107.22±103.62 53.32±50.75 <0.0001 

Hirsutism scor Ferriman 2.11±1.8 7.95±5.01 <0.0001 

 

SOPC se asociază în mod semnificativ statistic cu o creştere a greutăţii corporale, 

obezitatea fiind mai frecventă decât supraponderalitatea(  p<0.0001, test Chi pătrat) 

Un BMI ˃ 25kg/m² este prezent la 20% din femeile ce aparțin lotului martor, pe 

când la femeile cu SOPC valoarea este mult mai ridicată 61,6%, procentele fiind apropiate şi 

în cazul obezităţii centrale 16,80%, respectiv 62,50% .  Mai mult, SOPC se asociază în mod 

semnificativ statistic cu o creştere a greutăţii corporale, obezitatea fiind mai frecventă decât 

supraponderea (p<0.0001) 

Datele paraclinice pentru glicemie și insulinemie bazală au fost disponibile la 437 de 

pacienți, eșantionul reprezentând 91,05% din total. Calculul HOMA-IR și HOMA2-IR a fost 

efectuat din aceleași date. 

Valorile medii ale glicemiei a jeun la pacientele din lotul SOPC nu diferă 

semnificativ faţă de mediile glicemiilor din lotul control, p=ns.Valorile medii ale insulinei 

dozată a jeun sunt mai mari în lotul SOPC faţă de lotul martor. Diferenţa este semnificativă 

statistic (p<0.0001). 

 În studiul de faţă am definit rezistenţa la insulină în funcţie de indicii de insulino-

rezistenţă HOMA-IR. Acesta are valori medii semnificativ mai mari în lotul SOPC faţă de 

lotul control. 

Pentru interrelația obezitate – insulinorezistență am comparat  rezultatele HOMA IR 

şi BMI la întreg lotul studiat; se observă o corelaţie pozitivă între cei doi parametri, rezistenţa 

la insulină crescând proporţional cu indicele de masă ponderală. 
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Analizând comparativ insulino rezistenţa cu SHBG ca şi expresie a testosteronului 

biodisponibil observăm o corelaţie negativă între cei doi parametrii, scăderea SHBG-urilor 

fiind însoţită de o scădere a sensibilităţii la insulină. 

Între gradul hiperandrogenismului şi cel al insulino rezistenţei se constată o corelaţie 

pozitivă; scăderea sensibilităţii la insulină se modifică proporțional  cu creşterea indicelui 

androgenilor liberi.  

Dacă analizăm parametrii clinici legaţi de hiperandrogenism, se observă după cum era 

de aşteptat că hirsutismul (apreciat la 92,5% din paciente) nu apare (decât sporadic) la 

controli, în schimb apare cu frecvenţă mare (62,2%) în cazul pacientelor cu SOPC. 

În mod paradoxal, prezenţa hirsutismului pare să nu se coreleze cu valoarea 

testosteronului total, corelaţia nefiind semnificativă statistic (p=0,403) . În schimb, la analiza 

hirsutismului în funcţie de  FAI (free androgen index), există o corelație  semnificativ statistic 

cu valoarea scorului Ferriman la pacientele SOPC (p=0,005).  

 

Genotiparea polimorfismului rs 2252673 INSR - rezultate 

Conform bazei de date genetice referitor la SNP-ul rs2252673,  alela wild-type 

conţinând citozină, iar alela mutantă (rară), conţinând guanină. (UCSC Genome Browser). 

SNP-ul rs2252673 este un SNP de clasă III (bazele schimbate fiind G/C) și este mai 

dificil de genotipat prin HRM, datorită diferenţei mici de Tm dintre alele (Shift-ul Tm tipic 

fiind mic, de 0,2-0,5oC. 

Din totalul de 480 de  probe ADN introduse în reacţie, majoritatea covârşitoare au 

avut un comportament interpretabil pentru analiza HRM; 9 probe au avut probleme de 

amplificare la reacţia PCR, fiind neinterpretabile şi la reintroducerea lor în experimentele 

ulterioare, motiv pentru care au fost eliminate din studiu. 

Imaginile obținute și analizate HRM si melting sunt redate în figurile urmatoare: 
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5. Pacientele au fost investigate clinic şi paraclinic fiind urmăriţi cu precădere anumiţi 

parametri: indicele de masă corporală (BMI), raportul talie/şold (WHR), gradul de 

rezistenţă la insulină (HOMA-IR, HOMA2-IR), indicele de androgeni liberi (FAI). 

6. Pentru întregul lot (STUDIUL A) s-a optimizat şi aplicat un protocol de genotipare 

pentru  un SNP al genei INSR rs2252673, urmat de un studiu de asociere al acestuia  cu 

SOPC. 

7. Subgrupul din STUDIUL B a fost genotipat şi investigat pentru asocierea cu 

polimorfismul Pro12Ala a genei PPARγ  cu SOPC. 

8. Alterarea sensibilităţii la insulină, deşi prezentă la ambele loturi are o incidenţă crescută 

la femeile cu SOPC (58,75%) comparativ cu lotul martor  (21,11%), cu valori medii ale 

indicilor HOMA-IR, HOMA2-IR semnificativ modificate statistic p<0.0001(STUDIUL 

A). Pentru STUDIUL B rezultatele au fost comparabile  incidenţa insulinorezistenţei 

fiind de 55.3% la femeile cu SOPC, respectiv 14.3% în lotul control, cu valori medii 

semnificativ crescute pentru lotul caz prin aprecierea celor doi indici, HOMA IR şi 

HOMA 2IR (p <0.005). 

9. Pacientele cu SOPC sunt mai supraponderale și respectiv mai obeze decât femeile din 

lotul control. Un BMI ˃ 25kg/m² este prezent la 20% din femeile ce aparțin lotului 

martor, pe când la femeile cu SOPC valoarea este mult mai ridicată 61,6%, procentele 

fiind apropiate şi în cazul obezităţii centrale 16,80%, respectiv 62,50% .  Mai mult, 

SOPC se asociază în mod semnificativ statistic cu o creştere a greutăţii corporale, 

obezitatea fiind mai frecventă decât supraponderea (p<0.0001), date valabile pentru 

(STUDIUL A).  Comporatmentul este similar şi pentru STUDIUL B unde pacientele 

din lotul SOPC au BMI-ul mai mare (p<0.0001), şi incidența sau gradul obezității 

centrale este mai mare (p<0.0001). 

10. Obezitatea generală şi cea abdominală prezintă o relaţie de asociere (<0.0001) şi de 

corelaţie liniară pozitivă cu rezistenţa la insulină (<0.0001)  în cadrul SOPC, concluzie 

valabilă pentru ambele studii. Pacientele cu modificări ale metabolismului glucidic  au 

un BMI mai crescut (supraponderale, obeze) şi un  raport talie/sold peste 0,8. 

11. Insulinorezistenţa caracterizată prin HOMA IR şi HOMA 2IR prezintă o corelaţie 

semnificativă statistic pozitivă cu FAI, hirsutism şi tulburări menstruale, şi negativă cu 

SHBG (p <0.005). Cu alte cuvinte pacientele cu sensibilitatea la insulină alterată au un 

grad mai mare de hiperandrogenism clinic şi paraclinic, şi prezintă cu frecvenţă 

crescută oligomenoree sau amenoree. În plus scăderea concentraţiei de SHBG se 

corelează cu creşterea insulino-rezistenţei. 
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12. Pentru STUDIUL A, prin optimizarea protocolului de genotipare prin HRM am 

prelucrat 480 de cazuri; 471 de probe au fost încadrate într-una din cele două variante 

identificate la analiza HRM: genotipul 1-homozigoţi wilde type şi genotipul 2-

heterozigoţi (cu un procent nesemnificativ de homozigoţi mutanţi sub 1%).   

13. Pentru STUDIUL B, genotiparea polimorfismului Pro12Ala a genei PPARγ a fost 

adaptată o metodă ce foloseşte digestia enzimatică a ADN-ului şi electroforeză, cu 

identificarea genotipurilor şi variantelor alelice.  

14. Analiza statistică a asocierii SOPC cu INSR sugerează că gena prin rs 2252673 nu 

intervine semnificativ în riscul dezvoltării SOPC în populaţia română, neexistând 

diferențe notabile între frecvenţa genotipurilor în ceea ce priveşte diagnosticul. În mod 

similar genotipul nu pare să influenţeze insulino-rezistenţa, obezitatea sau gradul de 

hiperandrogenism. 

15. Rezultatele analizei statistice a studiului de asociere între polimorfismul Pro12Ala şi 

SOPC nu susţin implicarea semnificativă a acesteia în diagnosticul sindromului; 

frecvența genotipurilor precum și a alelelor a fost distribuită proporțional echilibrat atât 

în  lotul SOPC, cât și la controli; comportamentul a fost similar în relație cu obezitatea, 

insulino rezistenţa şi cu hiperandrogenismul. 

16.  În ceea ce privește integrarea studiului în literatură putem afirma că rezultatele 

asocierii polimorfismului  Pro12Ala a genei PPARγ descrise în publicații sunt 

contradictorii; cea mai mare parte a lucrărilor publicate se află în concordanță cu 

rezultatele obținute în teză, deși sunt raportate și studii în care asocierea a fost 

semnificativă.  

17. Asocierea INSR prin rs2252673 cu SOPC a fost investigată într-o singură cercetare 

până la ora actuală, studiul concluzionând că gena intervine în apariția și dezvoltarea 

SOPC. 

18. Rezultatele trebuie interpretate ca fiind preliminare, în lumina puterii statistice limitate 

a studiului şi deschid calea unui studiu mai amplu, cu putere adecvată, pentru a întelege 

asocierea genei studiate cu SOPC. 

19. Din punct de vedere teoretic studiul nostru dorește să deschidă perspectiva unei 

cercetări mai aprofundate, privind etiopatogenia sindromului, în special a potenţialelor 

implicaţii genetice. 

20. Din punct de vedere practic având în vedere punerea la punct a unui nou algoritm de 

genotipare prin HRM pentru STUDIUL A, considerăm că am pus bazele implementării 

unui nou protocol de genotipare, cu un timp de lucru mai scurt, costuri scăzute și   
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consum redus de ADN, ce îşi poate arăta utilitatea mai ales în cazul genotipării unor 

loturi mari de subiecţi. În acelaşi spirit, metoda folosită pentru genotiparea 

polimorfismului Pro12Ala a genei PPARγ, poate fi aplicată la loturi mari de cazuri cu 

putere statistică mai ridicată. 

 

Cuvinte cheie: Sindrom de ovare polichistice (SOPC), rezistenţă la insulină, INSR (insulin 

receptor gene), PPARγ (peroxisome proliferator activated receptor gamma) 


