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Streszczenie

Wstep. Glikodelina A (GdA) jest glikoproteina szeroko rozpowszechniona w $wiecie zwierzat,
ro$lin i bakterii. Trzon biatkowy zbudowany jest z 180 aminokwasow, glikozylacja niektorych
aminokwasow zapewnia GdA unikatowe wlasciwos$ci biologiczne. U kobiet najwazniejszym
zrodlem GdA jest endometrium. GdA posiada wlasciwosci immunosupresyjne i jest uznanym
markerem receptywnosci endometrium. Badanie receptywno$ci endometrium nalezy do sche-
matu diagnostycznego w nieptodnosci.

Cel pracy. Ocena przydatnosci GdA jako markera receptywnosci endometrium na podstawie
analizy zmian stezen GdA w surowicy krwi i poptuczynach z jamy macicy u kobiet z hiper-
androgenemia diagnozowanych z powodu nieptodnosci. Material i metody. Do badan wlaczo-
no 69 kobiet diagnozowanych z powodu nieptodno$ci matzenskiej, ktére podzielono na 3 grupy.
Kryterium podziatu stanowita aktywnos¢ jajnikow wg zmodytikowanej skali Hooglanda. Grupg
badana stanowily pacjentki z hiperandrogenemia a grupy poréwnawcze stanowily grupa
owulacyjna (,,0”) i grupa z niewydolnoscia ciatka zottego (,,ncz”).

Wyniki. Najmniejsze stgzenia GdA we krwi oraz w popluczynach z jamy macicy w fazie
przedmiesiaczkowej odnotowano u pacjentek z hiperandrogenemia. Srednie stezenie GdA we
krwi w fazie przedmiesiaczkowej oraz $rednie stgzenie GdA w popluczynach z jamy macicy
dodatnio korelowaly ze $rednim stgzeniem 17-B-estradiolu w okresie okoloowulacyjnym, oraz
progesteronem w fazie przedmiesiaczkowej, a ujemnie ze $rednim stgzeniem calkowitego
testosteronu we krwi.

Whnioski. Wyniki dowodza, ze aktywnos$¢ jajnikéw zasadniczo wptywa na wydzielanie GdA
i tym samym na receptywno$¢ endometrium. Hiperandrogenemia i insulinooporno$¢ tkanko-
wa wplywaja wieloczynnikowo na wydzielania GdA i zmniejszaja receptywnos¢ endometrium.
Stowa kluczowe: nieptodnos¢ zenska, blona §luzowa macicy, markery biologiczne, biatko genu
PAEP, glikodelina A.

Summary

Introduction. Glycodelin A (GdA) is a glycoprotein widely spread in the world of animals, plants
and bacteria. Protein backbone is made of 180 amino acids, and a glycosylation of some amino
acids ensures GdA unique biological properties. In case of women, the main source of GdA
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is an endometrium and a decidua. GdA has contraceptive and immunosuppressive properties,
and is the recognized marker of endometrial receptivity. Screening of endometrial receptivity
is included in the diagnostic procedure of infertility.

Aim. The aim of this study is the evaluation of GdA usefulness as an endometrial receptivity
marker, on the basis of the analysis of GdA concentration changes in a serum and endometrial
flushings, in case of women diagnosed in accordance with an infertility.

Material and methods. 1t was assumed that the research should include all patients diagnosed
because of the marital infertility, defined as the ineffectiveness of regular maternal efforts within
the period of one year without using any contraception methods, independently from the very
first diagnosed cause. It was planned to conduct a multiple determination of GdA in a serum
during a menstruation period and a single one in endometrial flushings in the middle of a
premenstrual phase. It was agreed that due to research protocol, including invasive elements,
healthy women will not take part in the research. It was also agreed that received results of
GdA determination will be referred to the activity of ovaries, determined on the basis of modified
Hoogland’s scale. 69 patients with diagnosed infertility took part in the research, they were
divided in 3 groups according to a hormonal ovarian activity based on the modified Hoogland’s
scale: ovulatory (“0”), corpus luteum insufficiency (“ncz”), hyperandrogenemia (“ha”).
Results. The lowest concentrations of GdA in serum and endometrial flushings were noted in
case of hyperandrogenemic patients (“ha”). Average GdA concentrations in serum in a pre-
menstrual phase and average GdA concentration in endometrial flushings positively correlated
with an average 17-a-estradiol concentration in a periovulatory phase and a progesterone
concentration in a premenstrual phase, and a negative correlation with an average concentra-
tion of a total testosterone in blood. Concentration of GdA in endometrial flushings was referred
to the concentration of a total protein and was presented as the GdA/TP coefficient. It’s value
greater then 0,0625 gives the sensitivity of 53%, whereas the value greater then 0,03125 gives
the specificity of 87,5%. Effectiveness of the test for both values of coefficients amounts to
60,87%. For GdA concentrations in blood on the third day of a cycle and in a premenstrual
phase, the effectiveness of the test respectively amounts to 58,62% and 57,31%.
Conclusions. Determination of GdA in serum and endometrial flushings is a good marker of
endometrial receptivity in case of women examined because of their infertility. Evaluation of
the concentrations of GdA in endometrial flushings has a better diagnostic effectiveness of the
test then a measurement in blood. The activity of ovaries significantly influences the secretion
of GdA, and ipso facto, an endometrial receptivity. Hyperandrogenamia and insulin resistance
influence a GdA secretion in multifactor manner and reduce endometrial receptivity.

Key words:- infertility, endometrium, biological markers, PAEP protein,

glycodelin A.

WSTEP
Glikodelina (GdA) jest biatkiem nalezacym do nadro-
dziny lipokalin, biatek powszechnie wystgpujacych
w $wiecie zwierzat, roslin i bakterii [1]. Nazwa gliko-
deliny A zostata okreslona przez grupg badaczy z Hel-
sinek pod przewodnictwem Seppali w 2002 roku [2,3].
W Zenskim uktadzie rozrodczym zrodtem GdA sa gtow-
nie endometrium i doczesna. Masa czasteczkowa gli-
kodeliny A wynosi 28kDa, cho¢ w przyrodzie wystg-
puje w postaci homodimeréw i wowczas ich masa
wynosi okoto 50-60kDa [4]. Rozpoznano réwniez gen
dla GdA (PAEP), ktory znajduje si¢ na dlugim ramie-
niu chromosomu 9 (9q34) [5].

Na produkcj¢ GdA w endometrium ma wplyw ak-
tywnos¢ wewnatrzwydzielnicza jajnikow. Istnieja nie-
podwazalne dowody, ze gldéwnym stymulatorem pro-
dukcji i wydzielania GdA jest progesteron.

Rosnace stezenie GdA w fazie lutealnej zwigzane
jest z przygotowaniem si¢ endometrium do przyjecia
zaptodnionej komorki jajowej. GdA wytwarza w endo-
metrium sprzyjajace sSrodowisko do implantacji. Dzie-
je sig to poprzez jej wlasciwo$ci immunosupresyjne.
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INTRODUCTION

Glycodelin (GdA) is a protein belonging to the super-
family of lipocalins, proteins widely occurring in the
world of animals, plants, and bacteria [1]. The name of
glycodelin A was given in 2002 [2,3] by a group of
scientists from Helsinki headed by Seppala. In the
female reproductive system the main sources of GdA
are endometrium and decidua. The molecular mass of
glycodelin A is 28 kDa, but it occurs in nature in the
form of homodimers with molecular mass of ca. 50-60
kDa [4]. A gene for GdA (PAEP) was also identified
on the long arm of chromosome 9 (9q34) [5].

GdA production in endometrium depends mostly on
the endocrine activity of the ovaries. There are indu-
bitable proofs that the principal stimulator of GdA
production and secretion is progesterone.

The increasing GdA concentration in the luteal
phase is associated with the endometrium preparation
for accepting a fertilized egg cell. GdA, thanks to its
immunosuppressive properties, produces a favourable
environment for implantation in endometrium.
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Hiperandrogenemia jest czynnikiem zmieniajacym
lokalne $rodowisko w macicy, co moze potwierdzaé
zjawisko zwigkszonej czgsto$ci poronien u kobiet
z zespotem policystycznych jajnikéw (PCOS) [6]. Za-
burzenia metaboliczne i hormonalne wspoétistniejace
w PCOS odpowiedzialne sa za nieprawidtowa implan-
tacj¢ 1 wystgpowanie poronien i nieptodnosci pierwot-
nej.

CEL PRACY

Celem pracy jest ocena przydatnosci GdA, jako mar-
kera receptywnos$ci endometrium na podstawie analizy
zmian stgzen GdA w surowicy krwi i poptuczynach z
jamy macicy u kobiet z hiperandrogenemia diagnozo-
wanych z powodu nieplodnosci.

MATERIAt I METODY

Badania prowadzono w okresie od 1 maja 2006 roku
do 30 pazdziernika 2008 roku. W tym czasie w oddziale
hospitalizowano 86 pacjentek z nieptodnoscia.

Trzy pacjentki nie wyrazity zgody na badania, na-
tomiast 2 pacjentki nie spetniaty kryterium wieku,
u 3 pacjentek obserwowano zespot niepgknigtego zlu-
teinizowanego pecherzyka (LUF-Syndrom), a u 9 pa-
cjentek stwierdzono nieprawidlowy ksztatt jamy maci-
cy. Te pacjentki zostaly wytaczone z badan. Do badan
ostatecznie zakwalifikowano 69 pacjentek. U 16 z nich
stwierdzono hiperandrogenemi¢ (grupa ha). Grupy
porownawcze stanowito: 30 pacjentek z cyklem owu-
lacyjnym (grupa o) i 23 pacjentek z niewydolno$cia
ciatka zoltego (grupa ncz) (tab.1). Pacjentki podzielo-
no na podstawie zmodyfikowanej skali Hoogland’a [8]
na 3 grupy: owulacyjna (0), z niewydolnoscia ciatka
z6Mtego (ncz) oraz z hiperandrogenemia (ha).

Kryteria wlaczenia do badan byty nastgpujace: nie-
skuteczne starania macierzynskie od 1 roku, wiek od 18-
35 lat, prawidlowy ksztalt macicy (okre$lony na pod-
stawie badania ginekologicznego, USG, HSG, ktore
wykonano przed badanym cyklem), regularne miesiacz-
kowanie (21-35 dni), brak infekcji w drogach rodnych
oraz uswiadomiona pisemna zgoda pacjentki.

U wszystkich kobiet przeprowadzono badanie gine-
kologiczne i ultrasonograficzne oraz wykonano pomiary
antropometryczne. Obliczono wskaznik masy ciala
BMI, wskazniki insulinowrazliwo$ci QUICKI, HOMA
i glukozowo-insulinowy (FGIR).

W 3 dniu cyklu oznaczono st¢zenie we krwi: glu-
kozy, insuliny i SHBG na czczo oraz hormon6éw: FSH,
LH, estradiolu (E2), SHBG, TSH, fT4, wolnego i cat-
kowitego testosteronu, androstendionu, 17-OH-proge-
steronu, DHEA-S. Stezenie GdA we krwi oznaczono
w 3, 13, 14, 15, 20, 21 i 22 dniu cyklu.

W okresie okoto owulacyjnym w 13, 14, 15 dniu
cyklu oznaczano stezenia we krwi FSH, LH, estradio-
lu. W 20, 21 i 22 dniu cyklu oznaczono stgzenie we
krwi progesteronu. W 21-22 dniu cyklu wykonano
plukanie jamy macicy w celu oznaczenia st¢zenia GdA
i catkowitego biatka w poptuczynach.
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Hyperandrogenemia is a factor altering the local
uterine environment, which may be confirmed by an
increased miscarriage rate in women with polycystic
ovarian syndrome (PCOS) [6]. Metabolic and hormo-
nal disorders co-existing in PCOS are responsible for
abnormal implantation as well as for miscarriages and
primary infertility.

AIM OF THE STUDY

The aim of the study was an assessment of GdA suita-
bility as a marker of endometrial receptivity on the basis
of an analysis of GdA concentration changes in blood
serum and in uterine cavity washings in women with
hyperandrogenemia diagnosed due to infertility.

MATERIAL AND METHODS

The study was conducted between 1 May 2006 and 30
October 2008. Within this period, 86 patients were
admitted to the hospital department due to infertility.

3 patients did not consent to participate in the study,
2 patients did not meet the age criterion, in 3 patients
the luteinized unruptured follicle (LUF) syndrome was
diagnosed, and in 9 patients abnormal shape of the ute-
rine cavity was revealed. All those patients were exclu-
ded from the study. Eventually, 69 patients were quali-
fied for the study. In 16 of them, hyperandrogenemia was
diagnosed (group ha). Reference groups were: 30 patients
with ovulatory cycle (group o) and 23 patients with
corpus luteum insufficiency (group cli) (Table 1). The
patients were classified using the modified Hoogland
scale into three groups: ovulatory (o), with corpus luteum
insufficiency (cli), and with hyperandrogenemia (ha).

The inclusion criteria were as follows: unsuccess-
ful attempts at conceiving for 1 year, age 18-35,
a normal shape of the uterus (determined in a gynaeco-
logical examination, USG, HSG, performed before the
studied cycle), regular menstruation (21-35 days), ab-
sence of infections in the genital tracts, and the patient’s
conscious written consent.

All the women were subject to gynaecological and
ultrasonographic examination and anthropometric measu-
rements. Calculations were made of their body mass in-
dex (BMI) as well as QUICKI insulin sensitivity index,
HOMA index, and fasting glucose/insulin ratio (FGIR).

On the third day of the cycle, assays were perfor-
med of blood concentration of: fasting glucose, insulin
and SHBG, and of the hormones: FSH, LH, estradiol
(E2), SHBG, TSH, fT4, free and total testosterone,
androstenedione, 17-OH-progesterone, DHEA-S. The
GdA concentration in blood was determined on day 3,
13, 14, 15, 20, 21, and 22 of the cycle.

In the periovulatory phase on day 13, 14, 15 of the
cycle, blood concentration of FSH, LH, and estradiol
was determined. On day 20, 21, and 22 of the cycle,
progesterone concentration in blood was determined.
On day 21 -22 of the cycle, uterine cavity lavage was
performed in order to determine the concentration of
GdA and total proteins in the washings.

GinPolMedProject 3 (21) 2011
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Krew do badan hormonalnych pobierano z zyty
odtokciowej w ilosci 3 ml w danym dniu obserwacji,
nastgpnie wirowano, a uzyskana surowicg dzielono na
kilka czg$ci i zamrazano do temperatury —60 °C do
momentu wykonania oznaczen.

Pophluczyny z jamy macicy pobierano przez jedno-
razowy sterylny cewnik inseminacyjny (Balton, Warsza-
wa, Polska). Do macicy podawano 2ml jatowego roz-
tworu soli fizjologicznej i nastgpnie taka sama ilos§¢
ptynu odciagano. Czynno$¢ powtarzano 5 razy. Po-
phluczyny wirowano i natychmiast zamrazano do tempe-
ratury —60 °C i w tym stanie przechowywano je do
momentu wykonania oznaczen. Oznaczenia GdA i cal-
kowitego biatka wykonano po rozmrozeniu ptynu ma-
cicznego nie pozniej niz 30 dni od momentu pobrania.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Komi-
sji Bioetycznej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
w Katowicach - (NN- 6501-32/06).

Oznaczenie GdA wykonano metoda ELISA przy
uzyciu zestawow firmy DRG, USA. Stezenie bialka
catkowitego w popluczynach wykonano ilo$ciowa
metoda z uzyciem kwasu bis-cynchoninowego (BCA)
zestawem firmy Sigma-Aldrich, USA.

Metoda IRMA i zestawami firmy Immunotech (Fin-
landia) wykonano oznaczenia FSH, LH, SHBG, PRL,
insuliny, metoda RIA i zestawami firmy Immunotech
wykonano oznaczenia estradiolu, testosteronu catkowi-
tego, DHEA-S, 17-OH-progesteronu, kortyzolu, nato-
miast zestawami firmy DSL (Niemcy): testosteronu
wolnego i androstendionu.

Uzyskane wyniki zostaty statystycznie opracowane
przy uzyciu programu StatSoft, Inc (2008) STATISTI-
CA wersja 7. Dla stwierdzenia rozktadu normalnego
zmiennych zastosowano test Shapiro-Wilka. Stwierdzo-
no, ze zmienne nie posiadaja rozktadu normalnego i dla
poréwnan zastosowano nieparametryczne testy staty-
styczne. Dla oceny roznic pomigdzy grupami uzyto test
Kruskala-Wallisa, z nastgpowa analiza zmiennych post-
hoc. Przyjeto poziom istotnosci <0,05. Badania kore-
lacyjne oparto na te$cie Spearmana.

WYNIKI

Badane grupy nie roznity si¢ pomiedzy soba wiekiem,
czasem trwania staran macierzynskich i wiekiem pierw-
szej miesiaczki. Pomiary antropometryczne nie wyka-
zaty réznic pomigdzy grupami.

W grupie z hiperandrogenemia (grupa h obliczone
wskazniki insulinowrazliwosci (HOMA i QUICKI)
odbiegaty od przyjetych norm (tab.1).

W trzecim dniu cyklu nie wykazano istotnych roz-
nic w Srednich stezeniach we krwi androstendionu,
DHEAS, 17-OH-progesteronu, TSH, fT4 oraz profilu
kortyzolu. Srednia stezen PRL rano byla istotnie wy-
7sza w grupie ,,ncz”’ w poréwnaniu do grupy ,,ha”, lecz
miescita si¢ w zakresie normy.

Najwyzsze $rednie stgzenia we krwi wolnego i cal-
kowitego testosteronu obserwowano w 3 i 21 dniu
cyklu w grupie ,.ha”. W tych samych dniach w grupie
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Blood samples for hormone assays were collected
from the basilic vein in the volume of 3 ml on the day
of observation, then they were rotated and the obtained
blood serum was divided into several portions and
frozen to -60°C until the assay was performed.

The uterine cavity washings were collected through
a disposable sterile insemination catheter (Balton, War-
saw, Poland). 2 ml of sterile physiological saline solu-
tion was supplied into the uterus and the same volume
of liquid was collected back. The procedure was repe-
ated 5 times. The washings were rotated and immedia-
tely frozen to -60°C to be stored until the assays were
performed. The GdA and total protein determination was
performed after the uterine fluid had been defrozen, not
later than 30 days from the day of collecting.

The study was approved by the Bioethical Commis-
sion of the Silesian Medical University in Katowice -
(NN-6501-32/06).

GdA was determined with the ELISA method, with
sets manufactured by DRG, U.S.A. The determination
of total protein in uterine washings was performed with
the quantitative method with bicynchoninic acid (BCA),
sets manufactured by Sigma-Aldrich, U.S.A.

The determinations of FSH, LH, SHBG, PRL, in-
sulin were performed with the IRMA method and sets
manufactured by Immunotech (Finnland), the determi-
nations of estradiol, total testosterone, DHEA-S, 17-
OH-progesterone, cortisol - with sets manufactured by
Immunotech (Finnland), and the determinations of free
testosterone and androstenedione - with sets manufac-
tured by DSL (Germany).

The results were evaluated statistically with STA-
TISTICA, version 7, StatSoft, Inc. (2008). For study-
ing the normal distribution of the variables the Shapi-
ro-Wilk test was used. The variables were found not to
have normal distribution, so non-parametric statistical
tests were used for the comparisons. For an assessment
of differences between the groups, the Kruskal-Wallis
test was used with a consecutive post-hoc analysis of
variables. The significance level adopted was <0.05.
Correlation study was based on the Spearman test.

RESULTS

The study groups did not differ from one another with
respect to age, duration of attempts at conceiving, or the
age of the first menstruation. Anthropometric measure-
ments did not reveal differences between the groups.
In the hyperandrogenemia group (group ha) the
calculated indexes of insulin sensitivity (HOMA and
QUICKI) deviated from the adopted norms (Table 1).
On the third day of the cycle no significant differen-
ces were discovered in the average blood concentration of
androstenedione, DHEA-S, 17-OH-progesterone, TSH,
fT4 and in the cortisol profile. The average morning PRL
concentration was significantly higher in the ,,cli”” group
than in the ,,ha” group but it remained within the norm.
The highest average concentrations of free and total
testosterone were observed on day 3 and 21 of the cycle
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,»ha” wystepowaty najnizsze $rednie stgzenia we krwi
SHBG. W zwiazku z tym $rednie wartosci wskaznika
wolnych androgenow (FAI) w tych dniach byly najwyz-
sze w grupie ,.ha” przekraczajac normg (tab.2).

Stezenie GdA we krwi u kobiet z hiperandrogene-
mia nie zmienialo si¢ istotnie podczas cyklu miesiacz-
kowego i roznito si¢ istotnie w stosunku do wartosci
odnotowanych w 3 dniu cyklu i w fazie przedmiesiacz-
kowej w grupach poréwnawczych (tab. 3., ryc.1.).

Srednie stezenie GdA w popluczynach z jamy
macicy u pacjentek z hiperandrogenemia byto istotnie
nizsze niz w grupach poréwnawczych (tab.4).

W badaniach korelacyjnych stwierdzono w grupie
z hiperandrogenemig (,,ha”’) ujemna korelacj¢ pomigdzy
wspotczynnikiem HOMA a GdA we krwi w okresie
przedmiesiaczkowym przy braku podobnej korelacji
w grupach poréwnawczych (R=-0,70, p=0,04).

Przy analizie caltej populacji badanej stwierdzono
ujemna korelacj¢ sredniego stezenia testosteronu catko-
witego we krwi do $redniego stgzenia GdA we krwi
w 3 dniu cyklu (R=-0,28, p=0,04) i w okresie przed-
miesiaczkowym (R=-0,34, p=0,04). Ujemna korelacje
zanotowano rowniez dla §rednich wspotczynnikow FAI
i GdA/TP (R=-0,26; p=0,03).

Dodatnie korelacje stwierdzono dla §redniego ste-
zenia estradiolu (c¢/k-E2-max) we krwi w okresie oko-
loowulacyjnym i $redniego stezenia GdA we krwi
w okresie okoto owulacyjnym (R=0,26, p=0,04) i przed-
miesiaczkowym (R=0,39, p=0,04) oraz dla $redniego
wspotczynnika GdA/TP w poptuczynach z jamy maci-
cy (R=0,32, p=0,04). Srednie stezenie progesteronu
(c/k-prog-max) we krwi w okresie przedmiesiaczkowym
dodatnio korelowato ze $rednim stgzeniem GdA we
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in the ,ha” group. On the same days, the ,ha” group
displayed the lowest average blood concentrations of
SHBG. Therefore, the average values of the free andro-
gen index (FAI) on those days were highest in the ,,ha”
group and exceeded the norm (Table 2).

GdA blood concentration in women with hyperandro-
genemia did not display significant changes during the
menstrual cycle and differed significantly from the values
recorded on the third day of the cycle and in the premen-
strual phase in the reference groups (Table 3, Fig.1).

The average GdA concentration in uterine cavity
washings was significantly lower in patients with hy-
perandrogenemia than in the reference groups (Table 4).

In correlative studies, a negative correlation was
found in the hyperandrogenemia (ha) group between the
HOMA index and GdA in blood in the premenstrual
phase, with a similar correlation being absent in the
reference groups (R=0.70, p=0.04).

An analysis of the whole study population revealed
a negative correlation of the average blood concentra-
tion of total testosterone to the average blood concen-
tration of GdA on the third day of the cycle (R=0.28,
p=0.04) and in the premenstrual phase (R=0.34,
p=0.04). A negative correlation was also discovered for
the average FAI and GdA/TP indexes (R=0.26, p=0.03).

Positive correlations were found for the average
blood concentration of estradiol (c/k-E2-max) in the
periovulatory phase and the average blood concentra-
tion of GdA in the periovulatory (R=0.26, p=0.04) and
premenstrual phase (R=0.39, p=0.04), and for the ave-
rage GdA/TP index in the uterine cavity washings
(R=0.32, p=0.04). The average blood concentration of
progesterone (c/k-prog-max) in the premenstrual phase

Tab. 1. Parametry metaboliczne
badanych pacjentek

Norma Grupa Grupy
badana porownawcze
Grupa ha Grupa o Grupa ncz
(X+£SD) (X£SD) (X+£SD)
Wskaznik glukoza/insulina >4,5 12+£5,3 16,2+12,6 18,2+11,7
Wskaznik HOMA <1,5 2,1+1,45 1,4+0,6 1,42+0,93
Wskaznik Quicki >0,357 0,353+0,03 0,369+0,03 0,376+0,04

X — $rednia arytmetyczna; SD — odchylenie standardowe; ha — grupa z hiperandrogenemia; o — grupa
owulacyjna; ncz — grupa z niewydolnoscia ciatka zottego

Tab. 1. The patient’s metabolic
parameters

Norm Test group Reference groups
ha group 0 group cli group
(X+£SD) (X£SD) (X+£SD)
Glucose/insulin index >4,5 12+45,3 16,2£12,6 18,2£11,7
HOMA index <1,5 2,1£1,45 1,4+0,6 1,42+0,93
QUICKI index >0,357 0,353+0,03 0,369+0,03 0,376+0,04

X — arithmetic mean; SD — standard deviation; ha — group with hyperandrogenemia; o — ovulating
group; cli — group with corpus luteum insufficiency
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krwi w okresie przedmiesiagczkowym (R=0,39, p=0,04)
oraz $rednim wspotczynnikiem GdA/TP w poptuczy-
nach z jamy macicy (R=0,45; p=0,04). Podobne dodat-
nie korelacje stwierdzono pomigdzy $rednim st¢zeniem
GdA (c/k-GdA-max) we krwi w okresie przedmiesiacz-
kowym a $rednim wspotczynnikiem GAdA/TP w poptu-
czynach z jamy macicy (R=0,33; p=0,02 ).

DYSKUSJA

Diagnostyka zaburzen owulacji oraz receptywnosci
endometrium sa wazne dla postgpowania lekarskiego
w przypadkach nieptodnosci matzenskiej. W badaniach
wlasnych zaobserwowano typowe zmiany stgzen GdA
we krwi, wysokie stezenie GdA we krwi w 3 dniu cyklu

was positively correlated with the average blood con-
centration of GdA in the premenstrual phase (R=0.39,
p=0.04) and with the average GdA/TP index in uterine
cavity washings (R=0.45, p=0.04). Similar positive
correlations were discovered between the average blo-
od concentration of GdA (¢/k-GdA-max) in the premen-
strual phase and the average GdA/TP index in uterine
cavity washings (R=0.33, p=0.02).

DISCUSSION

Diagnosing ovulation disorders and endometrial recep-
tivity is important for medical procedures in case of
marital infertility. The authors’ own studies revealed
typical changes of GdA concentration in blood, a high

Tab. 2: S'red.nie stezen we krwi Grupa Grupy
catkowitego i wolr}ego .testoste- ledlames poréwnaweze
ronu, SHBG oraz $rednie warto-
sci wspotczynnika FAI w przebie- Grupa ha Grupa o Grupa ncz
gu cyklu miesigczkowego u ba- (X£SD) (X+£SD) (X+SD)
danych pacjentek Testosteron calkowity (nmol/l) 2,8+1,6 2,240,9 1,6+0,6
p=NS
p=NS
p=0,007 p=0,007
SHBG (nmol/l) 35,7+£23,8 56,2+17,5 60,1+23,4
p=0,04
2 NS
% p
- p=0,01 p=0,01
L
S | FAT 10,7+9,5 4,4+3,1 3,8+4,2
o
p=0,01
p=NS
p=0,004 p=0,004
Testosteron wolny (pg/ml) 3,5+2,2 2,5+1,8 2,7+1,9
p=0,003
p=NS
p=0,005 p=0,005
Testosteron calkowity (nmol/l) 3,6+2,3 2,3+1,7 1,8+1,9
p=0,04
p=NS
= — —
] p=0,006 p=0,006
2 | SHBG (nmol/l) 73+66,9 94,8+77,6 101,1£77,9
D
S p=NS
N | FAI 11,8+17,1 4,3+2,9 4,4+3,2
p=0,03
p=NS
p=0,004 p=0,004

X — $rednia arytmetyczna; SD — odchylenie standardowe; o — grupa owulacyjna; ncz — grupa z nie-
wydolnoscia ciatka zottego; ha — grupa z hiperandrogenemia; znamienno$¢ statystyczna — test post-
hoc, p=NS- brak znamiennosci statystycznej
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i najnizsze stezenie w okresie okotoowulacyjnym.
W fazie przedmiesiaczkowej stezenia GdA we krwi
znacznie wzrastaty w grupach poréwnawczych, nato-
miast u pacjentek z hiperandrogenemia byty niskie.
Wysokie stgzenia GdA na poczatku cyklu mozna wy-
tlhumaczy¢ jej dtugim okresem poéttrwania oraz obecno-
$cia GdA w warstwach komorek przypodstawnych, nie
zhuszczajacych sig przy miesiaczce [9]. W okresie oko-
loowulacyjnym st¢zenie GdA we krwi bylo istotnie
nizsze w grupach poréwnawczych. Zwigkszone wydzie-
lanie GdA w okresie okotoowulacyjnym wiaze sig¢ z nie-
powodzeniami zaptodnienia, co zostalo wykazane w ba-
daniach Lindharda i wsp. [10].

W. SZANECKI, P. SKALABA

GdA concentration in blood on the third day of the cycle
and its lowest concentration in the periovulatory pha-
se. In the premenstrual phase, the GdA concentrations
in blood increased substantially in the reference groups
but they were low in patients with hyperandrogenemia.
High GdA concentrations at the beginning of the cycle
may be explained by its long half-life period and the
presence of GdA in the layers of parabasal cells, not
exfoliating during menstruation [9]. In the periovula-
tory phase, the GdA concentration in blood was signi-
ficantly lower in the reference groups. lincreased secre-
tion of GdA in the periovulatory phase is associated
with fertilization disorders, which was demonstrated in
the studies conducted by Lindhard et al. [10]

Tab. 2. The average blood con-
centration of total and free te-
stosterone, SHBG, and the ave-

rage value of FAI index in the
course of a menstrual cycle in
the study patients

Test group Reference groups
ha group 0 group cli group
(X+SDh) (X+SD) (X£SD)
Total testosterone (nmol/l) 2,8+1,6 2,2+0,9 1,6+0,6
p=NS
p=NS
p=0,007 p=0,007
SHBG (nmol/l) 35,7+23,8 56,2+17,5 60,1234
= p=0,04
by
° p=NS
k=]
= p=0,01 p=0,01
_5 FAI 10,7+9,5 4,4+3,1 3,8+4,2
= p=0,01
o
p=NS
p=0,004 p=0,004
Free testosterone (pg/ml) 3,5+2,2 2,5+1,8 2,7+1,9
p=0,003
p=NS
p=0,005 p=0,005
Total testosterone (nmol/l) 3,6+2,3 2,3+1,7 1,8+1,9
p=0,04
= p=NS
4
S p=0,006 p=0,006
D
:'E_ SHBG (nmol/l) 73+66,9 94,8+77,6 101,1+77,9
=
5 p=NS
v | FAI 11,8+17,1 4,3+2,9 4,4+3,2
o p=0,03
p=NS
p=0,004 p=0,004

X — arithmetic mean; SD — standard deviation; o — ovulating group; cli — group with corpus luteum
insufficiency; ha — group with hyperandrogenemia; statistical significance — a post-hoc test; p=NS
— statistically non-significant
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W grupach poréwnawczych wykazano istotng roz-
nicg stgzen GdA pomigdzy krwia a poptuczynami jamy
macicy w okresie przedmiesiagczkowym, co dowodzi, ze
glownym zrédlem GdA w trakcie cyklu miesigczkowe-
go jest endometrium. W badaniach wlasnych GdA
w popluczynach koreluje ze stezeniem GdA we krwi;
badania innych autoréow prezentuja rozbiezne wyniki na
ten temat [9,11].

W badaniach Li i wsp. [12] wykazano zalezno$¢
stezenia 17- B-estradiolu we krwi w fazie proliferacyj-
nej do stezenia GdA we krwi w fazie przedmiesiacz-
kowej, a w badaniach Waites i wsp. [13] zaleznos¢ 17-
B-estradiolu we krwi w fazie pomiesiaczkowej do eks-
presji GAA w samym endometrium. W badaniach wia-

In the reference groups, a significant difference of
GdA concentrations was discovered between blood and
uterine cavity washings in the premenstrual phase,
which proves that the main GdA source in the menstrual
cycle is endometrium. In the authors’ own study, GdA
in the washings correlated with GdA concentration in
blood; other authors’ studies present divergent results
on this subject [9,11].

Li et al. [12] demonstrated the dependence betwe-
en the blood concentration of 17-B-estradiol in the pro-
liferative phase and the blood concentration of GdA in
the premenstrual phase, and Waites et al. [13] descri-
bed the dependence of blood concentration of 17-B-es-
tradiol in the postmenstrual phase to GdA expression

Tab. 3. Srednie stezenie gliko-

. . Gru Grupa Grupy Znamienno§¢
dfelmy (¢/ k'(_:’dA) we krw.1 u ko- Py badana poréwnawcze statystyczna
biet w przebiegu cyklu miesigcz- Faza cvkl
kowego w ng/ml yklu Grupa ha Grupa o Grupa ncz

(X+SD) (X+SD) (X+SD)
3 dzien cyklu 10,9+7,7 18,1421,4 16+13,8 p=NS
13 dzief cyklu 5,6+11,5 7,5+13.2 3,942,2 p=NS
14 dzien cyklu 2,9+1,9 5+4,9 3,4+2.5 p=NS
15 dzien cyklu 2,5+1,8 4,543 4 3,1%1,9 p=NS
faza okotoowulacyjna 5,9+11,4 8+13 4,3+2,5 p=NS
c/k-GdA-max
20 dzien cyklu 1,9+1,6 4,9+£53 5,7+5.8 p=0,0051*
21 dzien cyklu 3,4+4,7 7,6+13,2 8,7+10,9 p=0,023*
22 dzieh cyklu 2,843.3 17,7+38,9 12,8+12,8 p=0,0002*
faza przedmiesiaczkowa 4,4+5 18+38,7 13,8+14,6 p=0,009*
c/k-GdA-max

X — $rednia arytmetyczna; SD — odchylenie standardowe; Grupa o — grupa owulacyjna; Grupa ncz
— grupa z niewydolnoscia ciatka zottego; Grupa ha — grupa z hiperandrogenemia; Znamiennos$¢ sta-
tystyczna — test Kruskala-Wallisa; p=NS — brak znamienno$ci statystycznej; * w tescie post hoc brak
istotno$ci statystycznej pomigdzy badanymi grupami; c/k-GdA — $rednie stgzenie GdA we krwi;
c/k-GdA-max — $rednia maksymalnych stgzen GdA we krwi wybranych z oznaczen w 3 dniach fazy
okotoowulacyjnej i przedmiesigczkowej

Tab. 3. The average glycodelin Groups Test group Reference groups Statistical
conFentrat1on (c/k-GdA) in blo- significance
od in t‘he course of a menstrual Cycle phase -
cycle, in ng/ml ha group 0 group cli group
(X+SD) (X+SD) (X+SD)
3 day 10,9+7,7 18,1421,4 16=13,8 p=NS
13 day 5,6+11,5 7,513,2 39422 p=NS
14 day 2,9+1,9 544.9 3,442,5 p=NS
15 day 2,5¢1,8 4,543 4 3,1+1,9 p=NS
periovulatory phase 5,9+11.,4 8+13 4,3+2,5 p=NS
¢/k-GdA-max
20 day 1,9£1,6 4,9+£5,3 5,74£5,8 p=0,0051%*
21 day 3,4+4,7 7,6£13,2 8,7+10,9 p=0,023*
22 day 2,843,3 17,7+£38,9 12,8+€12,8 p=0,0002%*
premenstrual phase 4,4+5 18+38,7 13,8+14,6 p=0,009*
c/k-GdA-max

X — arithmetic mean; SD — standard deviation; o group — ovulating group; cli group — group with
corpus luteum insufficiency; ha group — group with hyperandrogenemia; statistical significance
— Kruskal-Wallis test; p=NS — Istatistically non-significant; * in the post hoc test lack of statistical
significance between the study groups; ¢/k-GdA — the average GdA concentration in blood; c¢/k-GdA-
max — the average of maximum GdA concentrations in blood selected from the determinations per-
formed on 3 days of the periovulatory and premenstrual phase
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snych wykazano dodatnia korelacj¢ pomigdzy $rednim
stezeniem estradiolu we krwi w okresie okotoowulacyj-
nym a S$redniag warto$cia wspotczynnika GdA/TP
w pophuczynach z jamy macicy badanych w fazie przed-
miesiaczkowej. Podobng dodatnig korelacj¢ stwierdzo-
no w stosunku do $redniego stezenia GdA we krwi
w okresie przedmiesiaczkowym a §rednim st¢zeniem
17- B-estradiolu we krwi w okresie okotoowulacyjnym.
Powyzsze dane sa zbiezne z rezultatami prac Li i Wa-
ites’a [12,13] 1 w tym aspekcie potwierdzaja wpltyw es-
trogenéw na wydzielanie GdA.

W. SZANECKI, P. SKALABA

in the endometrium itself. The authors’ own studies
revealed a positive correlation between the average
estradiol concentration in blood in the periovulatory
period and the average value of GdA/TP index in ute-
rine cavity washings examined in the premenstrual
phase. Similarly, a positive correlation was found with
respect to the average GdA concentration in blood in
the premenstrual phase and the average concentration
of 17-B-estradiol in blood in the periovulatory phase.
The above data are in accordance with the results
obtained by Li and Waites [12,13], and in this respect
confirm the effect of estrogens on GdA secretion.

Tab. 4. Srednie stezenia GdA ..
i catkowitego biatka w poptuczy- Grupa ha Grupa o Grupa ncz Istotnosé
. . (X£SD) (X+£SD) (X+SD) réznic
nach z jamy macicy
Biatko catkowite 278,7+183,1 309+256,8 201,7+163,2 p=NS
TP (png/ml)
GdA (ng/ml) 10,5+16,8 106,9+165,8 47,2+70,5 p=0,0032
GdA/TP (ng/ng) 0,078+0,2 0,571£1,27 0,308+0,33 p=0,0001

X — $rednia arytmetyczna; SD — odchylenie standardowe; o — grupa owulacyjna; ncz — grupa z nie-
wydolnoscia ciatka zottego; ha — grupa z hiperandrogenemia; GdA/TP — stosunek stezen GdA i cat-
kowitego biatka w poptuczynach z jamy macicy

F\b. 4.ng§Aaver;gte tccincen:r?— ha group 0 group cli group Significance of
slons o and tota. protein (X+SD) (X£SD) (X£SD) the differences
in uterine cavity washings
Total protein 278,7+183,1 309+256,8 201,7+£163,2 p=NS
TP (ng/ml)
GdA (ng/ml) 10,5+16,8 106,9+165,8 47,2+70,5 p=0,0032
GdA/TP (ng/ng) 0,078+0,2 0,571+1,27 0,308+0,33 p=0,0001

X — arithmetic mean; SD — standard deviation; o — ovulating group; cli — group with corpus luteum
insufficiency; ha — group with hyperandrogenemia; GdA/TP — the proportion of GdA concentration
and total protein concentration in uterine cavity washings

Ryc. 1. Zmiany $rednich stezen
GdA we krwi (c/k-gda i c/k-gda- 20
max) w ng/ml w przebiegu cy-
klu miesiaczkowego u badanych 18
kobiet: o - grupa owulacyjna; 16

ncz - grupa z niewydolnosciag "'E" 14
ciatka zoéttego; ha - grupa z :E‘?n

hiperandrogenemia; c/k-GdA - e 12
Srednie stezenie GdA we krwi; ¢/ -5- E 10
k-GdA-max - Srednia maksymal- 3 <

nych stezefi GdA we krwi wybra- il‘, © 8
nych z oznaczen w 3 dniach fazy Yx g
okotoowulacyjnej i przedmie- =

sigczkowej 4
Fig. 1. Changes of the average 2
GdA concentration in blood 0

(c/k-GdA and c/k-GdA-max) in
ng/ml in the course of a men-
strual cycle in the study pa-
tients; o group - ovulating gro-

3 day of cycle

- == CZ

s ha

13,14,15 day of
cycle

20,21, 22 day of
cycle

up; cli group - group with cor-
pus luteum insufficiency; ha

group — group with hyperandrogenemia; c/k-GdA - the average GdA concentration in blood; c/k-GdA-max - the average of maximum
GdA concentrations in blood selected from the determinations performed on 3 days of the periovulatory and premenstrual phase.
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Wplyw progesteronu na wydzielanie GdA ma cha-
rakter genomowy. Dziala on poprzez regiony PRE/GRE
w promotorze genu PAEP [14]. Wpltyw na produkcje
GdA maja rowniez szlaki progesteronowo-niezalezne,
tzw. czynniki transkrypcyjne- HDAC’s (Histone acety-
lotransferases and histone deacetylases), ktorych zaha-
mowanie indukuje ekspresje genow m.in. dla GdA i tym
samym wywolujac zahamowanie wzrostu komdrkowe-
g0, roznicowania, czy inicjacj¢ apoptozy [15]. Wyka-
zano, ze istniejacy region w genie GdA dla czynnika
hamujacego HDAC’s tzw. TSA, jest niezalezny od
wplywu progesteronu na syntez¢ GdA. Mozemy wigc
mowi¢ o podwojnej drodze aktywacji GdA: progeste-
ronowej i pozaprogesteronowej. W badaniach wtasnych
wykazano, ze $rednie st¢zenie progesteronu we krwi
dodatnio koreluje zarowno ze §rednim stezeniem GdA
we krwi w okresie przedmiesiaczkowym, jak i ze $red-
nig warto$cia wspotczynnika GAA/TP w poptuczynach
z jamy macicy. Wyniki obecnych badan sa zbiezne
z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw i po-
twierdzaja zwiazek wpltywu progesteronu na wydziela-
nie GdA [9,16].

W grupie z hiperandrogenemia (,,ha”) zaburzenia
hormonalne dotyczyty wydzielania zaréwno 17-3-estra-
diolu, jak i progesteronu. Dodatkowo w tej grupie
wystgpowaty nieprawidlowe $rednie wskazniki: HOMA
i QUICKI. Insulinooporno$¢ tkankowa wplywa na
wydzielanie GdA u kobiet z zespotem policystycznych
jajnikow [17]. Terapia metforming u tych kobiet oprocz
innych korzystnych efektéw, jak redukowanie insulino-
opornosci tkankowej, wywolywanie owulacji, obnize-
nie stgzenia androgendw, zwigksza rowniez stgzenie
GdA we krwi [7]. Zjawisko zmniejszonej produkcji
GdA zaobserwowano réwniez u cigzarnych kobiet
z PCOS [18]. Wiaze sig to bezposrednio ze ztymi wy-
nikami potozniczymi. U kobiet z PCOS wystgpuje
zwigkszona czesto$¢ poronien samoistnych [19]. W ba-
daniach wlasnych jednoznacznie wykazano, ze st¢zenia
GdA we krwi w okresie przedmiesigczkowym sg istot-
nie mniejsze u kobiet z hipernandrogenemia. Wykaza-
no réowniez ujemna korelacje $rednich stezen catkowi-
tego testosteronu we krwi ze §rednia warto$cia wspot-
czynnika GdA/TP w poptuczynach z jamy macicy.
Podobna ujemna korelacj¢ wykazano ze $rednim stgze-
niem catkowitego testosteronu a $rednimi st¢zeniami
GdA we krwi w 3 dniu cyklu i w fazie przedmiesiacz-
kowej. Pozostaja otwarte pytania: czy nadmiar andro-
gendw bezposrednio wptywa na produkcje endometrial-
nej GdA, czy dzieje sig¢ to poprzez wptyw na insulino
wrazliwo$¢, czy tez poprzez bezposrednie hamowanie
aktywnosci jajnikow lub tez poprzez hamujacy wptyw
na wydzielanie gonadotropin.

Diagnostyka nieptodnos$ci kobiecej zaktada rozpo-
znanie wielu jej przyczyn. Badanie receptywnosci en-
dometrium znajduje si¢ na tej liScie. Sposrod wielu
markerow receptywnosci endometrium, badanie poptu-
czyn na obecno$¢ GdA jest metoda prosta i bezpieczna.
Zastosowanie tej metody w praktyce, pomimo kosztow,
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The effect of progesterone on GdA secretion is
genomic in character. It acts through PRE/GRE regions
in the PAEP [14] gene promoter. Also, the production
is influenced by progesterone-independent routes, the
so-called transcription factors - HDAC (histone acety-
lotransferases and histone deacetylases), whose inhibi-
tion induces gene expression for a.o. GdA, thus inhi-
biting cellular growth, differentiation, or initiation of
apoptosis [15]. It was demonstrated that the region exi-
sting in the GdA gene for the HDAC inhibiting factor,
the so-called TSA, is independent of the effect of pro-
gesterone on GdA synthesis. Therefore, we can speak
of a double route of GdA activation: a progesterone and
a non-progesterone one. The authors’ own studies de-
monstrated that the average progesterone concentration
in blood correlates positively with both the average
GdA concentration in blood in the premenstrual phase
and the average value of GdA/TP index in uterine cavity
washings. Results of the present study converge with
the results obtained by other authors and confirm the
association between the effect of progesterone and GdA
secretion [9,16].

In the group of patients with hyperandrogenemia
(ha), hormonal disorders related to the secretion of both
17-B-estradiol and progesterone. Moreover, abnormal
average values of HOMA and QUICKI indexes occur-
red in that group. Tissue insulin resistance has an ef-
fect on GdA secretion in women with polycystic ova-
rian syndrome [17]. In those women, a metformin the-
rapy - apart from having other advantageous effects,
such as reducing tissue insulin resistance, inducing ovu-
lation, lowering the concentration of androgens - also
increases GdA concentration in blood [7]. The pheno-
menon of reduced GdA production was observed also
in pregnant women with PCOS [8]. This is directly as-
sociated with unfavourable obstetrical results. Women
with PCOS display a higher rate of spontaneous miscar-
riages [19]. The authors’ own study demonstrated une-
quivocally that GdA concentrations in blood in the pre-
menstrual phase are significantly lower in women with
hyperandrogenemia. Also, a negative correlation was
demonstrated between the average concentrations of the
total testosterone in blood with the average value of
GdA/TP index in uterine cavity washings. Similarly,
a negative correlation was revealed between the average
concentration of the total testosterone and the average
GdA concentrations in blood on the third day of the cycle
and in the premenstrual phase. The questions remain
open if the excess of androgens has an immediate effect
on the production of endometrial GAA and whether the
effect is produced by influencing insulin sensitivity or
by direct inhibition of ovarian activity, or by an inhibi-
tory effect on the production of gonadotropins.

In diagnosing female infertility, an assumption is
made to diagnose its numerous causes. The examina-
tion of endometrial receptivity is on the list, too. Among
various markers of endometrial receptivity, testing ute-
rine cavity washings for GdA presence is a simple and
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moze by¢ przydatne rowniez w procesach terapeutycz-
nych np. w technikach rozrodu wspomaganego. W ba-
daniach Jakubowicz i wsp. [18] stezenie GdA we krwi
u cigzarnych kobiet z zespotem policystycznych jajni-
kow byto istotnie mniejsze w porownaniu do grupy
kobiet zdrowych, natomiast terapia metforming u tych
pacjentek zwiazana byta ze wzrostem stgzenia GdA we
krwi w fazie przedmiesiaczkowej, czyli w okresie trwa-
nia tzw. ,,okienka implantacyjnego”, przelomowego
momentu dla procesu rozrodczego [7].
Podsumowujac, GdA jest biatkiem endometrialnym
o duzym znaczeniu dla rozrodczo$ci. Przedstawione
badania w wigkszo$ci zgodne z wynikami innych au-
torow wskazuja, iz GdA jest istotnym markerem recep-
tywnoséci endometrium. Hiperandrogenemia obniza
wydzielanie tego biatka przez komorki endometrium.

WNIOSKI

1. Aktywno$¢ jajnikow zasadniczo wptywa na wydzie-
lanie GdA i tym samym na receptywno$¢ endome-
trium.

2. Hiperandrogenemia i insulinooporno$¢ tkankowa
wplywaja wieloczynnikowo na wydzielania GdA
i zmniejszaja receptywnos¢ endometrium.

W. SZANECKI, P. SKALABA

safe method. Its practical application, in spite of its
costs, may be useful also in therapeutic processes, e.g.
in assisted reproductive technologies. In the studies
conducted by Jakubowicz et al. [18], GdA concentra-
tion in blood of pregnant women with polycystic ova-
rian syndrome was significantly lower than in healthy
women, and a metformin therapy in those patients
induced an increase of GdA concentration in blood in
the premenstrual phase, that is, within the duration of
the so-called ,,implantation window”, the decisive
moment of the reproductive process [7].

To sum up, GdA is an endometrial protein of high
imprtance for reproduction. The present study, usually
in accordance with the results obtained by other authors,
indicates that GdA is a significant marker of endome-
trial receptivity. Hyperandrogenemia reduces GdA se-
cretion by endometrium cells.

RESULTS

1. Ovarian activity has a decisive effect on GdA secre-
tion and, consequently, on endometrial receptivity.

2. Hyperandrogenemia and tissue insulin resistance
have a multifactorial effect on GdA secretion and re-
duce endometrial receptivity.
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