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l. WSTEP

1. Wzrost i jego znaczenie.

Granice ludzkich oczekiwan i mozliwosci w minionych epokach, wiekach i
latach wyznaczane byly na coraz wyzszych poziomach. Takze wzrost cziowieka
stopniowo zwiekszat sie, ksztattujgc coraz bardziej harmonijnie sylwetke homo
sapiens. Wysokos¢ ciata stawata sie coraz czescie] wyznacznikiem sity i urody.
Dochodzac do wspotczesnosci, waznym elementem sylwetki najpiekniejszych kobiet
i mezczyzn jest wzrost, zwykle wyzszy od sredniej populacyjnej. Z tego tez powodu
istnieje powszechna che¢ bycia wysokim. W 1971r. Feldman wprowadzit okreslenie
heightism co wyraza uprzedzenie lub dyskryminacje zwigzang ze wzrostem i odnosi
sie do leczenia nie tylko wzrostu niskiego, ale rowniez wzrostu wysokiego [1]. Bycie
niskim wigze sie czesto z istotnymi kompleksami. Charakterystyczna dla ludzkich
zachowan jest gorsza ocena i mniejsze powazanie ludzi niskich, a takze nizsza jest
ich samoocena. Osoby niskie przegrywajg w konkurencji z wyzszymi, mimo ze ich
wartosci intelektualne czy moralne, umiejetnosci i cechy korzystne dla powierzanego
im zadania nie sg gorsze niz wyzszych, czesto za$ nawet lepsze. Rzadziej udaje sie
osobom niskim osiggna¢ znaczacq pozycje w hierarchii spotecznej i zawodowej [2].
Wykazano, ze dzieci o niskim wzroscie czesciej majg problemy z rozwojem wiasnej
osobowosci, z poczuciem wiasnej wartosci oraz relacjami spotecznymi. Czesciej w
poréwnaniu z réwiesnikami o prawidlowym wzroscie popadajg w kompleksy,
towarzysza im leki, depresje oraz trudnosci w relacjach z réwiesnikami [3,4]. W tym
tez m.in. nalezy upatrywac¢ zwiekszonej liczby dzieci niskorostych konsultowanych w
Poradniach Endokrynologicznych. Rodzice tych pacjentéw majg nadzieje na pomoc i
oczekujg skutecznego sposobu leczenia ich dziecka. Domeng pediatrii jest zdrowie i
choroby cztowieka w wieku dzieciecym i rozwojowym (do 18 roku zycia) i z tym
zwigzana jest wiedza o0 wzrastaniu i rozwoju. Personel medyczny (lekarz,
pielegniarka, psycholog) sprawujacy opieke nad dzie¢mi, musi znac¢ prawidtowy
przebieg rozwoju dziecka z jego przetomowymi okresami. Odchylenia od stanu
prawidtowego, muszg by¢ jak najwczesniej rozpoznawane, aby zidentyfikowaé ich
przyczyne i podja¢ odpowiednie postepowanie. Przyczyn niskorostosci jest bardzo
wiele, cho¢ najczesciej ta nieprawidtowosc¢ kojarzona jest z niedoborem hormonu

wzrostu. Mozliwosci jakie przyniosto ostatnie 20-lecie, tj. wieksza dostepnos$cé



leczenia ludzkim rekombinowanym hormonem wzrostu (rhGH), spowodowaly, ze
najmniejsze dzieci w danej grupie wiekowej - przedszkolnej badz szkolne] —
kierowane sg do gabinetow endokrynologicznych z nadziejg poprawy ich wzrostu.
Jest to z pewnos$cig zjawisko bardzo pozytywne, chociaz niejednokrotnie brakuje
wczeshiejszej analizy tempa wzrastania w okreslonych odstepach czasowych. Z
drugiej strony mozna réwniez zauwazy¢, ze pomimo diugiego okresu obserwacji nie
wykazano nalezytej czujnosci i nie podjeto poszukiwan przyczyny niskorostosci.
Zwykly pomiar wzrostu bedacy najprostszym badaniem moze by¢ pierwszym
sygnalem o nieprawidlowosciach w organizmie dziecka, a wykonywany w
okreslonych odstepach czasu pozwala oceni¢ tempo wzrastania, bedace
wyznacznikiem zdrowia lub choroby [5]. Niedobdér wzrostu moze by¢ jedynym
poczatkowym objawem wielu chordob ogdélnych (systemowych) o réznej etiologii [6].
Zaniedbanie pomiaru wzrostu dziecka przez pediatre lub lekarza rodzinnego moze
opOzni¢ rozpoznanie istotnych zaburzen zdrowotnych u dziecka, a ostatecznie w
niektérych przypadkach uniemozliwi¢ poprawe wzrostu koncowego. Dlatego tak
wazne sg, a niedoceniane czesto strony w Ksigzeczce Zdrowia Dziecka z badaniami
bilansowymi i siatkami centylowymi.

Oczywiscie niski wzrost nie musi wigza¢ sie ze wspotistnieniem jakiejs
okreslonej choroby ogdlnej. Moze on bowiem odzwierciedlaé rodzinnie nizszy
potencjat wzrostowy, ale aby bezpiecznie monitorowac¢ dalszy rozwoj dziecka trzeba
wykluczy¢ szereg patologicznych zjawisk, ktére moga uposledzac proces wzrastania.
Niski wzrost rodzicéw nie oznacza, ze ich dziecko takze musi mie¢ niski wzrost i nie
moze usprawiedliwia¢ zaniechania postepowania medycznego w takich

przypadkach.

2. Fizjologia wzrastania

Od poczatku zycia, od momentu zaptodnienia komorki jajowej, rozpoczyna sie
wzrastanie miodego organizmu, ktére konczy sie dopiero po kilkunastu latach
osiggnieciem wzrostu ostatecznego i dojrzatosci fizycznej. Najwieksza w zyciu
osobniczym cztowieka szybkos¢ wzrastania (= tempo wzrastania) przypada na okres
prenatalny, osiggajac ok. 20 tygodnia cigzy 2,5 cm/tydzieh (ok. 130 cm/rok) [7].
Wzrastanie w tym okresie jest istotnym czynnikiem prognostycznym rozwoju

postnatalnego. Ostateczna wysoko$¢ ciala zalezy w znacznym stopniu od



intensywnosci rozwoju w okresie ptodowym oraz od potencjatu genetycznego [8].
Obserwacja nalezy w tym okresie do ginekologoéw i potoznikéw, ktérzy pierwsi mogq
zauwazy¢ nieprawidtowosci rozwoju wewnagtrzmacicznego. Z chwilg urodzenia sie
dziecka to neonatolodzy, pediatrzy i lekarze rodzinni monitorujg proces wzrastania
miodego organizmu i tym samym sg odpowiedzialni za wczesng diagnostyke
niskorostosci. Nie nalezy jednak zapominac, ze to na rodzicach spoczywa najwiekszy
ciezar odpowiedzialnosci w zakresie opieki nad ich dzieckiem, a lekarz stuzy pomoca

w tym aby dziecko osiggneto odpowiedni dobrostan fizyczny i psychiczny.

2.1 Etapy wzrastania
Wedlug modelu ICP (infancy, childhood, puberty) [2,9] okres od urodzenia do
zakonczenia procesu wzrastania i dojrzewania dzielimy na etapy, czesciowo
naktadajgce sie na siebie, biorgc pod uwage rozwéj somatyczny i psychoruchowy:
* okres niemowlecy —do 1r.z.
» okres dzieciecy — miedzy 1 r.z. a poczatkiem dojrzewania, w tym okres
prepubertalny
» okres dojrzewania — od chwili pojawienia sie cech dojrzewania do osiggniecia
stanu pelnego dojrzewania; nieodtgcznie zwigzany jest ze skokiem
pokwitaniowym i osiggnieciem wzrostu ostatecznego.

W pierwszym roku zycia niemowle bardzo szybko zwieksza swojg mase ciata,
srednio 3-krotnie w stosunku do masy urodzeniowej, a dtugos¢ ciata wzrasta okoto
50% w stosunku do poczatkowej. Bardzo efektywne jest tempo wzrastania w ciggu
dwoch pierwszych miesiecy zycia i wynosi ok. 30 cm/rok, stopniowo zmniejszajac sie
do 1/3 tej wartos$ci w nastepnych 10 miesigcach zycia. W 2 i 3 roku zycia nastepuje
dalsze zwolnienie szybkosci wzrastania [10]. W wieku przedszkolnym przyrosty masy
i wysokosci ciata sg wzglednie state i wynoszg odpowiednio okoto 2 kg i okoto 6
cm/rok. To stabilne wzrastanie utrzymuje sie przez okres wczesnego wieku
szkolnego, osiggajac nieco nizszy poziom krotko przed skokiem pokwitaniowym,
wystepujgcym okoto 10-11 roku zycia u dziewczat i 13-14 roku zycia u chtopcow. W
przebiegu dojrzewania tempo wzrastania u dziewczat narasta do okoto 8 cm/rok, a u
chlopcéw do okoto 12 cm/rok, a czesto nawet wiecej [11]. Po okresie skoku
pokwitaniowego wysoko$¢ i masa ciata wzrastajg nieznacznie, osiggajac ostatecznie

proporcje i wymiary tzw. mtodego dorostego.
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3. Ocena wzrastania.

Precyzyjna ocena rozwoju ma istotne znaczenie dla opieki zdrowotnej
niemowlat, dzieci i miodziezy. Wyrazne spowolnienie tempa wzrastania stanowi
podstawe do poszukiwahn nieprawidtowosci zdrowotnych. Takze zbyt szybkie
wzrastanie musi budzi¢ podejrzenie patologii.

Od doktadnosci wykonania poszczegolnych pomiarow zalezy prawidtowa
interpretacja danych rozwojowych dziecka. Czesto pomiary wykonywane sg w
réznych warunkach, przez rdézne osoby, wielokrotnie na réznorodnym sprzecie.
Wiadomym jest, ze technika pomiaru moze spowodowaé znaczgco duzy bitad w
ocenie danej cechy. Badania antropometryczne powinny by¢ wiec dokonywane za
kazdym razem w mozliwie jak najbardziej zblizonych do siebie i standaryzowanych
warunkach. Nawet gdy wykwalifikowany personel uzyje doktadnego przyrzadu,
istnieje nieznaczna roznica pomiedzy poszczegolnymi, powtarzanymi po sobie
pomiarami [12]. Tak wiec, aby zminimalizowac¢ nieuniknione przy pomiarze wzrostu u
dzieci bledy, badanie to powinno by¢ wykonywane przy uzyciu kalibrowanych
wzrostomierzy jak np. stadiometr typu Harpenden, ktore pozwalajg mierzy¢ ten
parametr w sposoOb precyzyjny i powtarzalny, pokazujgc prawdziwe zmiany we
wzroscie dziecka nawet w stosunkowo matych odstepach czasowych [13].

Przy ocenie wzrastania nalezy uwzglednia¢ ponizsze parametry:

* masa ciata urodzeniowa i dlugos¢ urodzeniowa
» aktualna wysokos¢ i masa ciata dziecka

* wysokos$¢ siedzeniowa

» obwdd gtowy w chwili urodzenia i aktualny

e grubosc fatldu skornego

e stadium pokwitania wg Tannera

* wzrost rodzicielski.

Badajac noworodki i niemowleta szczeg6lng uwage zwracamy na okresowo
wykonywane pomiary obwodu gtowy, dlugosci i masy ciata. Dodatkowo obserwujemy
stan odzywienia, czas zgbkowania oraz wielko$¢ ciemigczek. U starszych dzieci
pomiary wysokosci i masy ciala mogg by¢ uzupetnione pomiarami poszczegdélnych
odcinkbw ciata (np. konczyn czy wysokosci siedzeniowej). Odniesienie

poszczegolnych wartosci wymienionych uprzednio parametrow wzrastajgcego
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organizmu do przyjetych norm populacyjnych, przedstawionych w postaci tabel
zbiorczych lub siatek centylowych, pozwala w prosty sposéb oceni¢ aktualny stan
wzrastania dziecka. W roku 1999, opublikowano w Polsce "Siatki centylowe do oceny
rozwoju somatycznego dzieci i mtodziezy" autorstwa Palczewskiej i Niedzwieckiej z
Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie. W roku 2001 te same autorki opublikowaty
"Wskazniki rozwoju somatycznego dla dzieci i miodziezy warszawskiej" [14].
Podobne opracowanie wykonat w Poznaniu Prof. M. Krawczynski z Zespotem [15].
Interpretacja danych o rozwoju w okresie pokwitania wymaga, poza pomiarami
wysokosci i masy ciata, takze oceny stopnia dojrzatosci ptciowej wg Tannera [16,17].

Bardzo waznym wskaznikiem dojrzatosci biologicznej jest takze wiek kostny
okreslany za pomocg zdje¢ rentgenowskich. Zwykle ocenia sie dojrzatos¢ kostng
dtoni i nadgarstka (ocena wieku kostnego wg atlasu Greulich’a i Pyle’a [18]), a wiek

kostny jest Scislej zwigzany z dojrzewaniem piciowym niz z wiekiem kalendarzowym.

4. Czynniki wptywaj gce na wzrost.

Proces wzrastania uzalezniony jest od bardzo wielu czynnikéw. Gitéwne z
nich, warunkujgce osiggniecie charakterystycznego dla danego osobnika wzrostu
ostatecznego, to czynniki:

* genetyczne
* hormonalne

* Srodowiskowe.

Czynniki genetyczne w znacznym stopniu wplywajg na wzrost ostateczny

dojrzatego cztowieka. Ws$rod nich wazne sg uwarunkowania etniczne i rodzinne,
ktore determinujg tor wzrastania danego osobnika w kierunku zblizonym dla
mieszkancow danego srodowiska, ale tez te zwigzane z istotnymi zmianami w
materiale genetycznym, powodujace zaburzenia wzrastania. Do tych najbardziej
znanych nalezg m.in. zespo6t Turnera (niedobdr wzrostu) czy tez zespot Klinefeltera
(wzrost nadmierny).

Proces wzrastania i dojrzewania podlega regulacji wielu hormondw.
Zasadniczy wplyw na dojrzewanie szkieletowe i wzrost somatyczny majg: hormon
wzrostu, hormony tarczycy, hormony piciowe, insulina, leptyna, steroidy

nadnerczowe, parathormon i insulinopodobne czynniki wzrostowe 1 i 2. Ich
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prawidlowe stezenia pozwalajg na osiggniecie przewidywanego wzrostu
ostatecznego.

Czynniki  srodowiskowe to bardzo czesto niedoceniane sktadowe

prawidtowego wzrastania. Jedng z nich jest odzywianie, odgrywajagce fundamentalng
role determinujgcq wzrost. Prawidiowy pokarm zabezpieczajgcy zapotrzebowanie
biatkowo-energetyczne oraz zawierajacy odpowiednig ilos¢ witamin i soli mineralnych
sprzyja prawidlowemu wzrastaniu. | odwrotnie, niedobory ilosciowe i jakosciowe
spozywanego pokarmu mogg wptywaC na obnizenie toru wzrastania dzieci i
miodziezy. Udowodniono, ze zmiany w stanie odzywiania wpltywajg na zmiane
stezenia czynnikbw wzrostowych. Ws$rod pacjentow z tzw idiopatycznym niskim
wzrostem znajdujemy takich, u ktérych z powodu niedoboréw pokarmowych ulegajg
obnizeniu poziomy IGF-1 [19]. Takze czynniki psychosocjalne odgrywajg duzg role w
procesie wzrastania. Zaburzenia emocjonalne, szczegolnie te diugo utrzymujace sie,
mogaq zaburza¢ optymalng sciezke rozwoju dziecka [20].

Na poszczegélnych etapach zycia osobniczego mozna wyszczegolnié
czynniki, ktére w zasadniczy spos6b wptywajg na prawidtowos$¢ rozwoju.

Przyczyn zaburzeh wzrastania w okresie ptodowym poszukujemy w
nieprawidtowosciach ze strony ptodu, matki lub tozyska. Powszechnie znanymi
okresleniami charakteryzujgcymi podobne, lecz nie zawsze tozsame stany niedoboru
masy ciata nowonarodzonych dzieci sg: noworodek ,maly dla wieku cigzowego”
(small for gestational age - SGA) i noworodek z hipotrofiag wewnatrzmaciczng
(intrauterine growth retardation — IUGR). Oba te okreslenia bardzo czesto
niewtasciwie stosowane sg w sposéb zamienny. SGA to najczesciej genetycznie,
konstytucjonalne mate dziecko. Drugim okresleniem definiujemy udokumentowane
uposledzenie wewnatrzmacicznego wzrastania ptodu w nastepstwie czynnikow
ograniczajacych jego rozwdj, dotyczacych samego ptodu lub zewnetrznych
nieprawidtowosci. Nie zawsze dziecko IUGR jest ,zbyt mate do wieku cigzowego” i
odwrotnie, nie zawsze dziecko jest zbyt mate w odniesieniu do wieku cigzowego
(SGA) w nastepstwie uposledzenia wewnatrzmacicznego wzrastania (IUGR). SGA
nie musi by¢ IUGR, a IUGR nie musi by¢ SGA [21].

Do 1 roku zycia proces wzrastania prawie catkowicie uzalezniony jest od stanu

odzywienia.
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Wzrastanie w okresie dzieciecym warunkowane jest przede wszystkim

poprzez:
e odzywianie
* hormony tarczycy
* hormon wzrostu.

Pomiedzy 5 a 9 rokiem zycia (6-8) obserwuje sie tagodny skok wzrostowy (z
ang. mid-childhood growth spurt) zwigzany z czynnoscig kory nadnerczy (z warstwg
siatkowata, wydzielajacg hormony piciowe). W tym tez czasie zaobserwowaé mozna
pojawienie sie owilosienia tonowego, szczegodlnie u dziewczat, jednakze wymaga to
konsultacji endokrynologicznej z uwagi na ryzyko wystepowania pdznej postaci
wrodzonego przerostu nadnerczy lub guza wirylizujgcego nadnerczy badz jajnika
[22].

Skok pokwitaniowy zalezny jest od hormondéw piciowych (od estrogendéw u
obu pici; u plci meskiej estrogeny sg produktem aromatyzacji testosteronu pod
wptywem dziatania aromatazy). Proces wzrastania ulega zakonczeniu wéwczas, gdy
dochodzi do fuzji nasad z trzonem kosci dtugich, a zanikowi ulega ptytka wzrostu

(chrzastka nasadowa).

5. Niski wzrost.

Powszechnie przyjmuje sie, ze dziecko niskie to takie, ktérego wysokos¢ ciata
jest ponizej 3 centyla na siatkach obowigzujacych dla danej populacji lub ponizej
dwdch odchylen standardowych od $redniej dla danej populacji [23].

Definicja niskorostosci jest jednak szersza i obejmuje:

1. Wozrost ponizej 3 centyla w odniesieniu do wieku metrykalnego

2. Tempo wzrastania ponizej -1 SD dla danego wieku i pici

3. Wzrost docelowy na podstawie rodzicow réznigcy sie od aktualnego
wzrostu dziecka o co najmniej 2 kanaty centylowe

Ww. zwykle towarzyszy znaczgco opozniony wiek kostny (WK) w stosunku do
wieku metrykalnego - stosunek WK:WM <0.8

Podejrzewajac zaburzenia wzrastania powinnismy opiera¢ sie nie tylko na
ocenie wzrostu na siatce centylowej, lecz bra¢ pod uwage wzajemne zaleznosci
wieku metrykalnego, wieku wzrostowego, wieku kostnego, pozycje centylowg masy

ciata w stosunku do wieku wzrostowego, szybkos¢ wzrastania oraz wzrost rodzicow.
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U kazdego dziecka niskorostego konieczna jest ocena tempa wzrastania
(przyrosty wysokosci w obserwacji co najmniej 6-miesiecznej) — zebranie danych z
wywiadu i ich analiza poprzez naniesienie na siatke centylowa. Istotne jest czy
budowa ciata jest proporcjonalna, jak np. w przypadku niedoboru GH, czy
niepropocjonalna (dysplazja kostna, krzywica). Istotne jest takze czy dziecko ma
prawidtowy wyglad, tzn. czy nie ma cech dysmorfii, jak np. w zespole Turnera.
Konsultacje genetyczng powinno przeprowadzic sie w kazdym przypadku
wystepowania dysmorfii, a takze w przypadku braku cech dymorficznych jesli u
dziewczynki stwierdzamy niski wzrost z utratg tempa wzrastania po 6-7 roku zycia
lub jesli oprécz niskorostosci stwierdza sie takze brak cech pokwitania w 11-12 roku
zespotu Turnera, w ktérym inne stygmaty zespotu mogg by¢ nieobecne w badanym
okresie rozwojowym.

Niejednokrotnie niski wzrost jest uwarunkowany wieloczynnikowo i dlatego

konsultacja endokrynologiczna powinna uwzglednia¢ problemy mogace by¢ jego

przyczyna.

5.1 Przyczyny niskorosto Sci:

1. zaburzenia genetyczne prowadzace do zmniejszoneqo potencjalu wzrastania:

» konstytucjonalnie op6zniony przebieg wzrostania i dojrzewania
e obnizony potencjat wzrostowy [m.in. rodzinny niedobdr wzrostu,
aberracje chromosomowe (z. Downa, z. Turnera), dysplazje kostne]

2. zaburzenia ___metaboliczne m.in.  glikogenozy, @ mukopolisacharydozy,

galaktozemia

3. zaburzenia neurohormonalne

e niedob6r wzrostu towarzyszacy zespotom moézgowym (z.Angelmana,
z.Seckela)

» zaburzenia sfery emocjonalnej (np. choroba sieroca)

* niedoczynnos¢ podwzgorzowo-przysadkowa albo zaburzenie reaktywnosci
na hormon wzrostu lub czynniki wzrostowe oraz nieklasyczne postaci
niedoboru hormonu wzrostu

» zaburzenie wytwarzania hormonow piciowych

* nadczynnos$c¢ kory nadnerczy
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* niedoczynnosc¢ tarczycy

» zaburzenia hormonalnej regulacji gospodarki wapniowo—fosforanowej

e jatrogenny niedobor wzrostu (hormony piciowe,
glikokortykosteroidoterapia, steroidy anaboliczne)

4. inne szkodliwe czynniki, prowadzace do niedozywienia lub niedoboru tlenu

» ilosciowe i/lub jakosciowe niedobory pokarmowe

» zaburzenia trawienia (m.in. niedobor enzymadw trzustkowych i jelitowych)

» zaburzenia wchianiania (m.in. celiakia)

» choroby przewlekte, przebiegajgce z niedostatecznym utlenowaniem
tkanek obwodowych (np. wrodzone choroby serca, choroby przewlekie
uktadu oddechowego, niedokrwistos¢)

» przewlekte choroby uktadowe [np. choroby nerek, watroby, przewodu
pokarmowego (choroba Crohna), miodziencze idiopatyczne zapalenie

stawdéw, mukowiscydoza] [2, 24].

6. Genetyczna kontrola wzrastania.

Wzrastanie wymaga zintegrowanego funkcjonowania wielu czynnikow
wchodzgcych w sktad osi podwzgdérzowo-przysadkowej z uwzglednieniem gtébwnego,
obwodowego narzgdu docelowego dla hormonu wzrostu - watroby (Rycina 1).
Jakakolwiek nieprawidtowosé, nawet nieznaczna, dotyczaca jednej z jej sktadowych
(czy to w zakresie syntezy, uwalniania i dziatania hormonow), moze w zasadniczy
sposOb wplyng¢ na osiggniecie przewidywanego wzrostu ostatecznego. Odkrycie
czynnikow transkrypcyjnych takich m.in. jak HESX1, PROP1, PIT1, LHX3, LHX4,
GLI2 czy SOX3, odpowiedzialnych za réznicowanie komoérek przysadki i jej
sekwencyjny rozwéj, mialo bezposredni wplyw na zrozumienie i rozpoznanie
niedoboréw hormonalnych przysadki. Co wazne, te ziozone zaburzenia zostaly
powigzane z mutacjami gendw kodujacych czynniki transkrypcyjne kontrolujgce
organogeneze [25]. Na podstawie objawow klinicznych oraz bedacych ich przyczyng
niedoboréw hormonalnych mozemy prognozowac¢ rodzaj zaburzenia na poziomie
molekularnym jak np. mutacje genu PIT1, skutkujacg hypoplazjg przysadki z
niedoborem GH, TSH i PRL, a dodatkowy deficyt gonadotropin nakierowuje na
mutacje genu LHX3 [26-30].
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Rycina 1. Schemat podwzgorzowo-przysadkowej osi wzrastania i czynnikOw

zwigzanych z jej dziataniem.

GHRH  GHIH
b )
przysadkowe czynniki transkrypcyjne Q o _"/'"/

PIT1, PROP1, LHX4, HESX1, SOX3, ...

GHRH - Receptor

przysadka

T GH - Receptor
1l

N
watroba \
@ IGF-1 - Receptor

chrzastki
wzrostowe

Wykorzystanie olbrzymiego postepu jaki dokonat sie w dziedzinie biologii
molekularnej przyczynito sie do petniejszego zrozumienia mechanizmow sterujgcych
procesem wzrastania | aplikacji nowoczesnych metod leczenia ludzkim
rekombinowanym hormonen wzrostu (rhGH) czy rekombinowanym

insulinopodobnym czynnikiem wzrostu 1 (IGF-1).

7. Hormon wzrostu.

Czynnikiem, ktory odgrywa najistotniejszg role we wzrastaniu jest hormon
wzrostu (GH) . Jest to polipeptyd syntetyzowany i wydzielany przez komorki
somatotropowe przedniego ptata przysadki, zlozony ze 191 aminokwasow, o
strukturze przestrzennej uwarunkowanej obecnoscig dwdch mostkéw siarczkowych

[31]. GH jest wydzielany cyklicznie, a jego stezenie w surowicy krwi w okresach
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pomiedzy pulsami wydzielniczymi jest bardzo niskie i moze by¢ nieoznaczalne w
badaniach laboratoryjnych. Fizjologicznie okoto 70-80% hormonu wzrostu wydziela
sie w okresie snu [32]. Wiekszo$¢ krazacego we krwi GH jest zwigzana ze
specyficznym  bialkiem  wigzgcym  (GHBP), ktére jest identyczne z
zewnatrzkomoérkowg domeng receptora GH (GHR). Dziatanie hormonu wzrostu jest
mozliwe dopiero po jego potaczeniu z receptorem w formie dimeru (Rycina 2)
[33,34]. Zaburzenie tego procesu spowodowane nieprawidtowosciami czgsteczki
hormonu wzrostu (niepetna aktywnos$¢ biologiczna) badz receptora (zespdt
niewrazliwos$ci) jest przyczyng czesciowego lub catkowitego braku dziatania GH, a
tym samym zaburzonego wzrastania.

Rycina 2. Struktura przestrzenna receptora GHR i jego zmiana po zwigzaniu z GH
[34].

JAaKz Sotive

fractive

Procesy syntezy i uwalniania hormonu wzrostu regulowane sg na wielu
poziomach uktadu endokrynnego i przez wiele roznych czynnikéw. Gtowna role w tej
regulacji odgrywajg dwa peptydy podwzgorzowe: GHIH zwany somatostatyng, ktory
hamuje wydzielanie GH, a takze neurohormon uwalniajacy GH, zwany
somatoliberyng [GHRH]. Receptory blonowe dla obu tych peptydéw zlokalizowane sg
w ptacie przednim przysadki, a ich wydzielanie podlega regulacji zwrotnej [35, 36].
Rowniez ghrelina pobudza wydzielanie GH. Ghrelina, hormon wytwarzany przede
wszystkim w zotgdku, a takze m.in. w podwzgorzu i przysadce, dziata na innej drodze
niz GHRH [37].
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Na wydzielanie GH, poza neurohormonami podwzgoérza, wplywajg takze
zmiany neurotransmisji. Zwiekszenie przewodnictwa noradrenergicznego, dziatajac
poprzez receptory a2 pobudza, a poprzez receptory B hamuje wydzielanie GH [38].
Zwiekszenie neurotransmisji dopaminergicznej rowniez pobudza wydzielanie GH. Te
wiasnie drogi wydzielania GH wykorzystywane sg w diagnozowaniu niedoboru GH,
poprzez zastosowanie odpowiednich testow stymulacyjnych, odpowiednio klonidyny
jako agonisty receptora a2 oraz L-DOPA, jako prekursora dopaminy [39]. Istotny
spadek poziomu glukozy we krwi takze pobudza wydzielanie GH i zjawisko to, m.in.
w tescie hipoglikemii poinsulinowej oraz w tescie z glukagonem, réwniez znalazto
zastosowanie w diagnostyce niedoboru GH [40].

Dziatanie GH na proces wzrastania ma charakter posredni i odbywa sie
poprzez wytwarzanie w watrobie i uwalnianie do krwi insulinopodobnego czynnika
wzrostu 1 (IGF-1) (Rycina 3). IGF-1 syntetyzowany w watrobie jest zwigzany z
biatkami, gtéwnie z IGFBP-3, krazac w duzych kompleksach z podjednostka labilng
kwasowo (ALS). Kompleks IGFBP-3/ALS/IGF-1 dostarcza IGF-1 do receptora na
komorce chrzastki nasadowej (ptytki wzrostu) kosci. Zwigzanie IGF-1 z receptorem
zwieksza synteze biatek, prowadzac do wydtuzania kosci. Krgzacy we krwi i
wytwarzany gtownie w watrobie IGF-1, powstaje réwniez miejscowo w innych
tkankach, szczegllnie w plytce wzrostu u dzieci, gdzie poprzez mechanizm
parakrynny i autokrynny dodatkowo wpltywa na wzrost [41]. IGF-1 dziata
bezposrednio na chrzastke wzrostowa, jak rowniez wplywa na inne procesy
biologiczne. Jest hormonem anabolicznym, dziatajgcym promitotycznie i hamujgcym
procesy apoptozy [42]. W ramach ujemnego sprzezenia zwrotnego IGF-1 spetnia
wazng role w regulacji wydzielania GH.

Na stezenie GH we krwi wplywajg takze inne hormony jak np. estrogeny,
glukagon i wazopresyna, ktére powodujg wzrost jego wydzielania, natomiast
zmniejszenie sekrecji GH stwierdza sie w niedoczynnosci tarczycy i w stanach
przebiegajacych z nadmiarem kortyzolu. Otylos¢ obniza stezenie GH w surowicy, a

niedozywienie obniza z kolei wytwarzanie IGF-1 i wzmaga sekrecje GH [43-46].

7.1 Dziatanie hormonu wzrostu.
Funkcja GH jest zalezna od okresu rozwojowego. W okresie wzrastania GH
stymuluje wzrost i podziaty komorek, w tym komorki chrzastki wzrostu, powodujac

tym samym wzrost kosci na diugos¢. GH wptywa takze na gospodarke lipidowa,
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weglowodanowg i biatkowa, a ponadto na gospodarke wodno-elektrolitowa,
mineralizacje kosci, uktad miesniowy i ukiad krgzenia (Tabela 1). GH dziata
bezposrednio poprzez swoj receptor blonowy (GHR) nalezacy do rodziny receptorow
cytokin, a takze posrednio z udzialem generowanego przezen IGF-1 (Rycina 3,
Rycina 4).

Rycina 3. Regulacja bioaktywnosci IGF-1.

GH + GHBP & j ODZYWIANIE

Komorki
Kupffera

Hepatocyt
IGFBP-3

‘,ﬁ"
)

L

KOMPLEKS 150 kDa

r'd

C < 3 SYNTEZA BIALEK
N\ 3
WZROST KOMORKI

\
\‘\‘\'

W\
ik \K N komorka
plytka N
nasadowa - chrzgstna

20



Rycina 4. Transdukcja sygnatu indukowanego przez hormon wzrostu [47].

Szlaki przekazywania sygnatu indukowane przez hormon wzrostu. a GH przytacza
sie do dimeru GHR, wywotujac zmiane konformaciji, ktéra aktywuje dwie czgsteczki
JAK2. b Aktywacja JAK2 prowadzi do autofosforylacji JAK2 i fosforylacji JAK2 na
wielu resztach tyrozynowych GHR. JAK2 aktywowana przez GH rowniez fosforyluje i
aktywuje wiele czgsteczek sygnatowych i szlakow w tym ¢ Stats d Kinazy IRS i PI-3
oraz e MAPK. f Przylaczenie GH do GHR moze rowniez aktywowac kinaze tyrozyny
Src, inicjujac inne szlaki sygnatowe. g GH wywotuje zmiany w dynamice
cytoszkieletu

Objasnienia:

kinaza tyrozynowa Janusa 2 (JAK2)

biatka przekazujagce sygnat i aktywujgce transkrypcje (Stats)

kinaza biatka aktywowanego mitogenem (MAPK)
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Tabela 1. Dziatanie narzgdowe hormonu wzrostu [48-53].

Obszar dziatania GH

Mechanizm dziatania GH

Uktad kostny

pobudzenie wzrostu kosci na dlugos¢, mineralizacja
koséca (zwiekszenie obrotu kostnego z przewagq procesu
osteogenezy; dzialanie poprzez swoiste receptory na

osteoblastach i osteoklastach)

Przemiana biatkowa

utatwienie transportu aminokwasow do komorki, stymulacja
syntezy bialek w watrobie i miesniach; szczegolne
dziatanie anaboliczne na miesnie szkieletowe i miesien

sercowy

Przemiana tluszczowa

dziatanie lipolityczne; stymulacja hydrolizy triglicerydéw w
tkance tluszczowej; zwiekszenie procesu utleniania
lipidow; zmniejszenie procentowego udziatu tluszczu w
sktadzie ciata, obnizenie stezenia cholesterolu, LDL
cholesterolu i triglicerydow, a zwiekszenie odsetka HDL

cholesterolu

Przemiana

weglowodanowa

pobudzenie glukoneogenezy w watrobie, zmniejszenie
transportu glukozy do tkanek, zwiekszenie opornosci na

insuling

Gospodarka

wodno-elektrolitowa

poprzez stymulacje uktadu renina-angiotensyna-aldosteron
istnieje tendencja do zatrzymywania wody i sodu,

zwlaszcza w przestrzeni pozakomérkowe;j

8. Somatotropinowa niedoczynno $¢€ przysadki.

Somatotropinowa niedoczynnos¢ przysadki (SNP) to stan niedostatecznego

wydzielania GH przez komorki somatotropowe ptata przedniego przysadki. Jesli

niedoborowi wydzielania GH towarzyszy obnizenie sekrecji jeszcze innych hormonow

przysadkowych, mowimy o wielohormonalnej niedoczynnosci przysadki (WNP), ktéra

oprécz uposledzenia wzrastania prowadzi do innych zaburzen w zaleznosci od

stwierdzonych niedoboréw hormonalnych. Czesto$¢ wystepowania SNP w populaciji

dziecieco-miodziezowej

szacuje sie na 1:4000-1:10000 [54]. Przy wielkiej
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réznorodnosci przyczyn somatotropinowej lub wielohormonalnej niedoczynnosci

przysadki ich wspdélng cechg jest niedobor wzrostu (Tabela 2).

Tabela 2. Etiologia somatotropinowej i/lub wielohormonalnej niedoczynnosci
przysadki [2].

Przyczyny wrodzone

=

Delecje lub mutacje genéw: PROP-1, PIT-1, HESX1, LHX3, GHRH, GH

N

Idiopatyczny niedob6r GHRH

w

Wrodzone wady linii sSrodkowej mézgowia lub inne wady osrodkowego uktadu
nerwowego

Aplazja lub hipoplazja przysadki i inne wady embrionalne okolicy
podwzgolrzowo—przysadkowej

o

Nieaktywna czasteczka GH (zesp6t Kowarskiego)

6. | Nastepstwa infekcji wewnatrzmacicznych

Przyczyny nabyte

Guzy wewnatrzczaszkowe

Infekcje osrodkowego uktadu nerwowego

Urazy czaszkowo-mébzgowe, perinatalne i w okresie dziecinstwa

Nacieki komorkowe w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego

SGIESIMITNI

Zaburzenia krgzeniowo—naczyniowe w obrebie osrodkowego uktadu
nerwowego

o

Powiktania leczenia procesow rozrostowych, szczegolnie osrodkowego uktadu
nerwowego i biataczki (radio- i chemioterapia)

Choroby autoimmunologiczne np. limfocytarne zapalenie przysadki

Przyczyny idiopatyczne

=

Postac klasyczna izolowana lub wielohormonalna

2. | Zaburzenia neurosekrecyjnej regulacji wydzielania GH

Hiposomatotropinizm hipersomatotropowy

Zespot niewrazliwosci na GH - defekt receptora GH (zesp6t Larona)

Zaburzenie postreceptorowe (STAT5, JAK2) - Rycina 5

Zespot niewrazliwosci na IGF-1 — defekt receptora IGF-1 (zespoét Biericha)

Pierwotny defekt wytwarzania IGF-1

SIENIISIEE

Nabyte zespoty zmniejszonej wrazliwosci na GH (np. przewlekia niewydolnosé
nerek)

23




Rycina 5. Zaburzenia zwigzane 1z nieprawidlowym przekazem sygnatu
indukowanego przez hormon wzrostu [47].
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and Immunodeficiency Short Stature
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a ciezkie opdznienie wzrastania i zaburzenia odpornosci wynikajgce z mutacji w
genie Stat 5b anulujgcej fosforylacje JAK2 - zalezng i lokalizacje Stat 5b w jadrze
komoérkowym. b w zespole SCID sprzezonym z chromosomem X, limfocyty EBV-
transformowane nie posiadajg wspolnego receptora dla cytokiny tancucha y i tym
sposobem dochodzi do ostabienia indukowanej przez GH fosforylacji JAK2 i
zaburzenia translokacji Stat 5b do jgdra komorkowego ¢ W fibroblastach wielu
pacjentow z idiopatyczng niskorostoscig dochodzi do ostabienia fosforylacji JAK2-
zaleznej wywotanej GH i jadrowej translokacji Stat 3 oraz do zwiekszenia poziomu
inhibitora p21 cyklu komérkowego i obnizenia poziomu cyklin.
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8.1 Grupy ryzyka i objawy chorobowe.

Dzieci z niedoborem GH rodzg sie zwykle z prawidtowg masg i dlugoscig ciata
[55, 56]. Im ciezszy jest wrodzony niedob6r GH tym wieksze jest
prawdopodobienstwo wystgpienia noworodkowe] hipoglikemii. Hipoglikemia to jeden
z pierwszych, a czasem jedyny objaw niedoboru GH i ta przyczyna stanéw
niedocukrzenia, oprécz  przyczyn metabolicznych, hiperinsulinizmu  czy
hipokortyzolemii, powinna by¢ uwzgledniona u noworodkéw i matych niemowlat.
Dodatkowymi nieprawidtowosciami w tym okresie moze by¢ przediuzajgca sie
zOltaczka i mate pracie (mikropenis) u chtopcéw, a w pdzniejszym okresie zycia
opOznione wyrzynanie sie zebow [57,58]. W przypadku wrodzonej postaci SNP
obserwuje sie zmniejszenie tempa wzrastania juz wkrétce po urodzeniu, ale
najczesciej objawia sie pod koniec 1-2 r.z [59]. Do grupy ryzyka niedoboru GH
nalezg tez dzieci, ktore nie osiggajg odpowiedniego przyrostu ditugosci ciata
pomiedzy kolejnymi pomiarami wykonywanymi w ramach badan bilansowych
odpowiednio 2-, 4- i 6-latka. Zwolnienie tempa wzrastania w kazdym okresie wieku
rozwojowego ponizej 1 odchylenia standardowego (SDS) w stosunku do normy dla
wieku wymaga rowniez wyjasnienia, poprzez wykonanie badan diagnostycznych w
kierunku SNP/WNP.

Dzieci, u ktorych wystepujg bole glowy i zwolnienie tempa wzrastania
stanowig grupe zwiekszonego ryzyka SNP/WNP pochodzenia organicznego. Takze
dzieci niskie, z powolnym wzrastaniem, o proporcjach ciata dziecka mtodszego,
anizeli wynika to z wieku kalendarzowego, prawidtowo odzywione, z prawidiowg
masg ciata przy urodzeniu, powinny by¢ diagnozowane w kierunku niedoboru GH.

Proporcje ciata dzieci z niedoborem GH sg najczesciej zgodne z wiekiem
wzrostowym. Skora jest zwykle blada, delikatna, gtadka i o prawidtowej cieptocie.
Najczesciej obserwuje sie drobne stopy, dionie oraz twarz, natomiast czoto zwykle
jest duze i wypukte. Wiek kostny w miare uptywu czasu ulega znacznemu opéznieniu
w stosunku do wieku metrykalnego.

Ww. objawy kliniczne i auksologiczne upowazniajg do podejrzenia niedoboru
GH i sg podstawg kwalifikacji pacjentbw do badan diagnostycznych,

potwierdzajgcych badz wykluczajgcych ostatecznie niedobo6r GH.
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9. Ocena wydzielania GH.

Ze wzgledu na pulsacyjny charakter spontanicznego wydzielania GH,
diagnostyka jego niedoboru opiera sie na oznaczaniu maksymalnego wydzielania
hormonu wzrostu w testach stymulacyjnych i w trakcie fizjologicznego snu. Klasyczng
posta¢ SNP u dzieci rozpoznaje sie na podstawie obnizonego wydzielania GH, tj. gdy
warto$¢ szczytowa wyrzutu GH jest ponizej 10 ng/ml. W diagnostyce niedoczynnosci
przysadki u dzieci w Polsce obowigzuje zasada wykonania dwoch testow
stymulacyjnych, bez preferencji co do kolejnosci uzytego stymulatora
farmakologicznego. Dla potwierdzenia rozpoznania niedoboru GH niezbedne jest
takze wykonanie testu wydzielania GH po za$nieciu [60]. Problem stanowi jednak
interpretacja tego ostatniego testu z powodu braku jego standaryzacji oraz wartosci
granicznej okreslajacej prawidiowy poziom sekrecji. W testach farmakologicznych
wykorzystuje sie bodzce wydzielnicze jak wywotanie bezwzglednej hipoglikemii (po
zastosowaniu insuliny) lub wzglednej (po zastosowaniu glukagonu), stymulacje
receptorow a2-adrenergicznych (po zastosowaniu klonidyny), pobudzenie
receptorow dopaminergicznych (z wykorzystaniem preparatu L-DOPA) lub tez przez
bezposrednig stymulacje komérek somatotropowych (po zastosowaniu GHRH lub
syntetycznych analogow ghreliny). Prawidtowe wartosci stezen GH uzyskanych w
warunkach stymulacji farmakologicznej nie wykluczajg zaburzeh jego spontanicznej
sekrecji. U pacjentdow z tzw. dysfunkcjg neurosekrecyjng (NSD; NeuroSecretory
Dysfunction) dopiero ocena dobowego lub nocnego profilu wydzielania GH ujawnia
brak lub obnizenie amplitudy pulséw wydzielniczych GH [61]. Pulsacyjne wydzielanie
GH odbywa sie zaréwno w dzien jak i w nocy. Fizjologiczne nocne wyrzuty GH sg
znacznie wyzsze i w tym wilasnie okresie, gdy obniza sie fizjologiczne stezenie
kortyzolu, zachodzi najistotniejsze dla procesu wzrastania dziatanie GH na chrzastke
wzrostowa. W ciggu dnia stezenie GH we krwi jest niskie, stad badanie jego stezenia
w tym okresie, poprzez jednorazowe pobranie, nie ma zadnego znaczenia

diagnostycznego w niedoborze wzrostu [62,63].

10. Test generacji IGF1.
Bardziej zaawansowang formg diagnostyki niskorostosci jest test generacji
IGF-1 (TG/IGF-1). Test ten jest wykonywany w sytuacji gdy stwierdzimy prawidtowe,

albo nawet nadmierne wydzielanie GH w testach diagnostycznych przy jednoczesnie
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niskich wartosciach IGF-1 i wykluczeniu stanéw chorobowych z obnizonym
wydzielaniem IGF-1 jak np. w niedozywieniu. Protokét obejmuje podanie ludzkiego
rekombinowanego hormonu wzrostu codziennie w godzinach wieczornych przez 4
dni trwania testu w dawce substytucyjnej (rekomendowana dawka: 0.033
mg/kg/dzien sc) [64]. Test jest dodatni jesli uzyskujemy wyrazny wzrost stezenia IGF-
1 w 5 dniu testu, tj. po podaniu ostatniej, 4-tej dawki rhGH w poréwnaniu do
wyjsciowego stezenia (przed 1-szg dawkg rhGH). Mozemy wowczas przypuszczac,
ze przyczyng niskorostosci jest nieaktywna czasteczka endogennego hormonu
wzrostu (zespot Kowarskiego) a tym samym mamy podstawy aby stosujac rhGH

uzyskac istotng poprawe prognozy wzrostu ostatecznego.

11. Leczenie niedoboru hormonu wzrostu.

Podstawowym sposobem leczenia niedoboru hormonu wzrostu jest jego
substytucja. Ludzki hormon wzrostu jest stosowany od czasu jego izolacji z ekstraktu
przysadek przez Rabena w 1958r [65]. W latach 80-tych uzyskano biosyntetyczng
posta¢ hormonu wzrostu poprzez rekombinacje DNA na szczepach bakterii E.coli lub
z hodowli komérek ssakéw. Przed rozpoczeciem leczenia w kazdym przypadku
SNP/WNP obowigzuje wykonanie badania MR Ilub KT okolicy podwzgdrzowo-
przysadkowej w celu wykluczenia procesu nowotworowego wzglednie stwierdzenia
innych zmian wymagajacych np. interwencji neurochirurgicznej. Wykrycie
jakiegokolwiek czynnego procesu nowotworowego (nie tylko w obrebie osrodkowego
uktadu nerwowego) jest przeciwwskazaniem do podawania preparatow GH. Mozliwe
natomiast jest leczenie dzieci po doszczetnych zabiegach neurochirurgicznych z
przyczyn nowotworowych, pod warunkiem, ze nie stwierdza sie cech wznowy
procesu nowotworowego po okoto 6 miesigcach obserwacji od zabiegu lub od
zakonczenia chemio- czy radioterapii [61]. Nie stwierdzono réznicy w czestosci
nawrotdbw guzow osrodkowego ukladu nerwowego u dzieci leczonych rhGH w
poréwnaniu z grupg dzieci nie leczonych tym hormonem [66]. Nie udowodniono
rowniez zwigzku przyczynowego pomiedzy podawaniem rhGH, a czestszym
wystepowaniem biataczek u dzieci [67]. Zwrécono natomiast uwage na mozliwosé
czestszego powstawania guzow nowotworowych u dzieci wyleczonych z biataczki,
otrzymujacych przewlekle rhGH [68]. W przypadku ALL opisano ryzyko

osteosarcoma, a meningioma w przypadku nowotworéw mozgu.
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Rekombinowany ludzki hormon wzrostu (rhGH) podaje sie w codziennych
iniekcjach podskornych (lub domiesniowych), w dawce 0,5 - 0,7 jednostek
miedzynarodowych na 1 kg masy ciata na tydzien (0,16 — 0,23 mg/kg/tydzien; 0,025-
0,033 mg/kg/dzien), przy uzyciu specjalnych wstrzykiwaczy podobnych do tych,
jakimi podaje sie insuline [61]. Zaleca sie podawanie rhGH przed snem, aby w ten
sposoOb nasladowac jego fizjologiczne wydzielanie. Szybkos$¢ wzrastania zalezna jest
od wieku dziecka, stosowanej dawki, a takze czestosci podawania rhGH.

Niezbedne jest monitorowanie leczenia hormonem wzrostu celem oceny
skutecznosci stosowanej dawki oraz ze wzgledu na bezpieczenstwo prowadzonej
terapii. Dziatania uboczne to rzadkie zjawisko przy stosowaniu rhGH. Do tej grupy
mozemy zaliczy¢é zwiekszenie cisnienia srodczaszkowego z objawami pseudotumor
cerebri, uposledzenie tolerancji glukozy czy ztuszczanie sie gtowy kosci udowej [69].
Inne objawy uboczne to wtorna niedoczynnosé tarczycy, zespét kanatu nadgarstka,
ginekomastia, insulinooporno$¢ czy cukrzyca. Szczegodtowy wywiad przy kazdej
wizycie kontrolnej jak i wykonywane regularnie badania laboratoryjne pozwalajg na
szybkie wychwycenie ewentualnych nieprawidtowosci i odpowiednie postepowanie
(zmniejszenie dawki badz zaprzestanie podawania rhGH) [70]. Dzieci z organicznymi
przyczynami SNP powinny by¢é szczegdlnie monitorowane poprzez okresowo
powtarzane badania obrazowe OUN. Podobnie, scistego nadzoru wymagajg dzieci z
iInnymi procesami rozrostowymi, poza OUN.

12. Ocena skuteczno sci terapii rhGH.

Odpowiedz na leczenie rhGH (poprawa tempa wzrastania) zalezy od wielu
czynnikdw, m.in. od stopnia zaburzenia wydzielania GH przez przysadke oraz od
stosowanej dawki leku [71-73]. Spektakularnie szybkie tempo wzrastania obserwuje
sie w trakcie terapii dzieci z glebokim niedoborem hormonu wzrostu, a wolniejsze u
pacjentdw z czesciowg niedomogg przysadki w zakresie wydzielania GH. Szybkosé
wzrastania jest najwieksza w pierwszych miesigcach leczenia i moze wynies¢ nawet
10-16 cm/rok, a nastepnie zmniejsza sie do 6-10 cm/rok [74]. Przyspieszenie
wzrastania osiggane w pierwszym okresie leczenia okreslane jest jako ,catch up
growth” czyli ,nadganianie” wzrostu. Po tym okresie szybkos¢ wzrastania ulega

zmniejszeniu i osigga poziom jak u dziecka zdrowego [75].
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U czesci dzieci leczonych rhGH nie uzyskujemy catch up growth pomimo
stosowania standardowego leczenia. Zdarza sie tez, ze po poczatkowym okresie
dobrej odpowiedzi na leczenie dochodzi do wyraznego pogorszenia tempa
wzrastania pomimo kontynuowania terapii w dotychczasowej, skutecznej dawce.
Niepowodzenie leczenia dotyczy 5-30% pacjentéw [74].

Przyczyny braku efektow leczenia rhGH mogag byc¢ rézne, a najczestsze z nich
to:

* niewlasciwa kwalifikacja do leczenia / bledne rozpoznanie

* niewtasciwa dawka rhGH

* nieprawidtowe lub nieregularne podawanie rhGH

* wytworzenie przeciwciat o wysokiej aktywnosci wigzania GH

» wspdlistniejgca i nie leczona niedoczynnos¢ tarczycy

» stosowanie glikokortykosteroidéw z powodu innych schorzen

e zaburzenia emocjonalne

* niedozywienie

» choroby, w przebiegu ktorych wystepuje zmniejszenie wytwarzania IGF-I

e choroby z zaburzeniem wykorzystania prawidtowo prod ukowanych

czynnikoéw wzrostowych (np. mitochondriopatie)

W przypadku niezadowalajgcego efektu leczenia, gdy pomimo prowadzonej terapii
rhGH przyrost wysokosci ciata jest mniejszy niz 3 cm/rok, to woéwczas decydujemy o
zakonczeniu terapii. Wiek kostny na poziomie 18 lat u chtopcow i 16 lat u
dziewczynek jest takze wskazaniem do zakonczenia podawania rhGH [76].
Wymienione powyzej kryteria uwzgledniajg wylacznie aspekt wzrostowy. Jezeli
wezmiemy pod uwage inne oprdcz wzrostu korzystne efekty biologiczne zwigzane z
terapig rhGH, jak np. poprawa metabolizmu (gospodarka lipidowa) woéwczas

nalezatoby kontynuowac leczenie, ale juz w innej, nizszej dawce.

13. Cytopatie mitochondrialne.

Cytopatie mitochondrialne sg zlozong grupg wielouktadowych zaburzen
metabolicznych o podtozu genetycznym, w ktérych proces chorobowy preferencyjnie
uposledza funkcje miesni oraz uktadu nerwowego [77]. Jedng z cech ww. choroby

moze by¢ niskorostosé. U podstaw genetycznych choroby lezg uszkodzenia DNA
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genomu mitochondrialnego [78]. W wiekszosci przypadkow sg to mutacje punktowe,
jednak zdarzajg sie takze delecje duzych fragmentéw mitochondrialnego DNA
(mtDNA). Kazde mitochondrium zawiera do dziesieciu kopii swojego wiasnego,
autonomicznego DNA w formie kolistej czgsteczki, diugosci 16 569 par zasad [79].
Mitochondrialny DNA koduje m.in. 13 biatek tancucha oddechowego i wiele
czasteczek RNA niezbednych do prawidtowej funkcji mitochondriow [80].
Uszkodzenia mtDNA prowadzg do uposledzenia jednego Iub wiekszej ilosci
procesOw metabolicznych w mitochondriach, co powoduje zaburzenia w ich funkcji.
Kazda komodrka organizmu zawiera setki tych organelli, ktére sg niezbedne dla
prawidtowego przebiegu procesu oddychania i produkcji energii. Koncowym etapem
w produkcji energii mitochondrialnej jest fancuch oddechowy. Wiekszos¢ biatek
kompleksow tancucha oddechowego kodowana jest przez genom mitochondrialny.
Mutacje w genach kodujacych skiadniki komplekséw prowadzg do uposledzenia
funkcji calego tancucha oddechowego. Gdy poziom produkcji energii obnizy sie
ponizej okreslonej granicy, to wéwczas nastepuje zaburzenie struktury i funkcji catej
komorki [81]. Charakterystyczng zmiang w komorkach z zaburzeniem fosforylacji
oksydacyjnej sg zgrupowania nieprawidtowych mitochondriow pod btong komorkowa,
co jest tatwo zauwazalne w mikroskopie elektronowym. Inng charakterystyczng
cechg tych komorek jest zmiana zabarwienia w metodzie Gomoriego — barwig sie
one na czerwono. Takie komorki miesniowe nazywane sg wtoknami szmatowatymi
(ang. ragged red fibres) [82]. Z powodu niejednolitego rozmieszczenia mitochondriow
w tkankach i wspdétwystepowania zmutowanego i prawidiowego mtDNA w tych
organellach (heteroplazmia), cytopatie mitochondrialne mogg prowadzi¢ do wielu
zroznicowanych objawdéw, nawet jezeli sg wynikiem tego samego uszkodzenia
genetycznego [83]. Z kolei rézne uszkodzenia genu mogg dawac¢ wspoine,
przenikajgce sie w réznych zespotach objawy. Ta heterogennos¢ obrazu klinicznego
jest po czesci wynikiem ziozonych zmian genetycznych, bedacych przyczyng
choroby, a takze faktu, ze tkanki o wysokim zapotrzebowaniu energetycznym, takie
jak tkanka miesniowa i nerwowa, sg bardziej podatne na zmniejszong podaz energii
spowodowanej uposledzeniem tancucha oddechowego. Kiedy uszkodzony i
prawidtowy mtDNA wystepujg w tej samej komorce, funkcje tancucha oddechowego
nie bedg uposledzone tak dtugo, jak diugo jest wystarczajgca ilos¢ prawidtowego
MmtDNA aby zniwelowa¢ efekty uszkodzonego mtDNA. Jezeli stosunek

uszkodzonego do prawidiowego mtDNA przekroczy pewien graniczny prog, wtedy
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pojawiajg sie objawy kliniczne uposledzenia funkcji tancucha oddechowego [84]. Ten
prog, przy ktorym nastepuje manifestacja objawdw Kklinicznych zalezy od rodzaju
tkanki. W tkankach o wysokim zapotrzebowaniu energetycznym, takich jak miesnie
szkieletowe, tkanka nerwowa, serce i watroba, prog ten jest nizszy, anizeli w innych
tkankach. mtDNA czesto ulega replikacji, nawet w nie dzielacych sie komorkach.
Kiedy uszkodzony i prawidlowy mtDNA ulegajg replikacji z rézng czestoscia,
wowczas prowadzi to do zmian poziomu heteroplazmii u pacjentow i wptywa na czas
wystgpienia pierwszych objawéw choroby. Dodatkowym czynnikiem ryzyka w
przypadku cytopatii mitochondrialnej jest fakt szybkiej akumulacji uszkodzen w
mtDNA [85]. Mutacje te narastajg z wiekiem i nierzadko obserwuje sie widkna
szmatowate i mutacje mtDNA w prébkach z biopsji miesni starszych pacjentéw [86].
Takze fakt, iz czes¢ biatek mitochondrialnych jest kodowana przez genom jadrowy,
zmienia obraz molekularny cytopatii mitochondrialnych. Stwarza to dodatkowe pole
do wystgpienia mutacji/delecji/insercji, ktore sg trudniejsze do wykrycia. To wszystko
sprawia, ze diagnostyka tych zaburzen klasycznymi metodami jest bardzo
utrudniona, a czasem wrecz niemozliwe jest na jej podstawie rozréznienie
poszczegolnych zespotow chorobowych. Mnogosé objawow chorobowych oraz
wzajemne przenikanie sie tychze objawow utrudniajg postawienie ostatecznej
diagnozy [87].

W chwili obecnej nie jest znana Zzadna skuteczna terapia cytopatii
mitochondrialnych. Terapie farmakologiczne majg ograniczong skuteczno$¢ i
pozwalajg jedynie na leczenie objawowe. Daje to przejsciowg poprawe stanu zdrowia
pacjentow w sytuacji przetomu, lecz nie usuwa przyczyny choroby. Najbardziej
obiecujgce efekty daje podawanie oczyszczonych skladnikow fancucha
oddechowego, kofaktorow i witamin takich jak: koenzym Q10, tiamina, ryboflawina,
biotyna, kwas askorbinowy, witaminy K i E, cho¢ zdania co do efektow takiego

leczenia sg podzielone [88-90].

14. Zespot Kearns—Sayre’a.

Zespo6t Kearns-Sayre’a (KSS) jest przyktadem cytopatii mitochondrialnej. W
1958 roku Kearns i Sayre jako pierwsi opisali specyficzne, wielosystemowe
nieprawidtowosci skiladajgce sie z triady zaburzen: zwyrodnienia barwnikowego

siatkdwki, przewlekiej, postepujacej oftalmoplegii zewnetrznej z opadaniem powiek
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oraz bloku przedsionkowo-komorowego serca [91]. Dzieci z KSS po urodzeniu nie
odbiegajg zwykle od norm morfologiczno-ruchowych. Nie ma preferencji piciowej w
wystepowaniu tego zespotu, a rozwdj we wczesnym dziecinstwie przebiega
prawidtowo. Objawy choroby zazwyczaj pojawiajg sie przed 20 rokiem zycia,

najczesciej w okresie dojrzewania, nasilajgc sie wraz z wiekiem.

14.1 Objawy okulistyczne

Tak jak w innych mitochondriopatiach przebiegajacych z zajeciem ukfadu
miesniowego, charakterystyczng manifestacjg oczng w KSS jest postepujaca,
oftalmoplegia zewnetrzna (PEO). Jest to grupa objawow Klinicznych,
charakteryzujgcych sie ostabieniem ruchomosci oczu, zwigzanych z powolnym,
postepujacym zmeczeniem miesni  okoruchowych. Takze opadanie powiek
towarzyszy zwykle PEO i jest zazwyczaj pierwszym sygnatem rozpoznania KSS.
Dolegliwosci oczne zaczynajg sie najczesciej po 5 roku zycia [81]. To ostabienie
miesniowe obejmuje w réwnym stopniu wszystkie miesnie zewnetrzne oka,
wystepujac ze szczegOlng ekspresjg u dzieci w wieku szkolnym. Obserwuje sie
charakterystyczne nadmierne uzywanie miesni czota dla lepszego otwarcia powiek.
Siatkdwka, a w szczegodlnosci jej nabtonek barwnikowy, jest wrazliwa na defekty
mtDNA prowadzace do zaburzeh oddychania komdrkowego. Zwyrodnienie
barwnikowe siatkéwki z obrazem ,soli i pieprzu” jest kolejnym charakterystycznym
objawem dla KSS (92-94).

14.2 Objawy neurologiczne

Osrodkowy uktad nerwowy (OUN) jako tkanka o duzym zapotrzebowaniu
energetycznym jest rowniez czesto objety procesem chorobowym w przebiegu KSS.
Gospodarka energetyczna mozgu, bedac w duzym stopniu uzalezniona od
metabolizmu tlenowego, jest szczegdllnie podatna na zaburzenia zachodzace w
mitochondriach [95]. Uszkodzenia mtDNA w KSS, ktérych efektem jest zaburzenie
procesu fosforylacji tlenowej, prowadzg do wielu zaburzeh neurologicznych.
Najbardziej rozpowszechnionym jest uposledzenie funkcji poznawczych, poczawszy
od stopnia lekkiego az do ciezkiej niepetnosprawnosci intelektualnej [96]. Takze
typowymi objawami sag: hipotonia, ataksja, mioklonie i dystonia ruchowa [97,98].
Utrata stuchu pochodzenia sensorycznego jest istotnym i podlegajagcym leczeniu

objawem [99]. Moze rozwinagé¢ sie réwniez oczoplas i otepienie. W obrebie substanciji
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biatej kory mobzgowej, zwojéw podstawy i pnia mozgu moze dochodzi¢ do
zwyrodnienia ggbczastego [100]. Te zmiany patologiczne mogg obejmowac jadra
mdzgu, m.in. jadro okoruchowe. Zaburzenia w obrebie rdzenia przediuzonego moga
by¢ przyczyng zaburzen oddychania i tendencji do epizoddw $pigczki u pacjentow z
KSS. Uposledzenie funkcji metabolicznych mozgu wystepuje nawet u pacjentow bez
ewidentnych zmian w ukladzie nerwowym. Obrazy uzyskiwane przy zastosowaniu
rezonansu magnetycznego ujawniajg rozlegte zaburzenia, ktére mogg byé
odpowiedzialne za r6znego rodzaju objawy neurologiczne [101]. Czesto spotyka sie
zmiany zanikowe w obrebie mdzgu i mozdzku oraz zwapnienia [102]. Wykazano, ze
w KSS nieprawidtowosci w MR OUN pogiebiajg sie wraz z postepem objawow

neurologicznych.

14.3 Objawy kardiologiczne

Zaburzenia kardiologiczne dominujg zwykle w pdzniejszych etapach klinicznej
manifestacji KSS [103]. Serce jest narzadem niezwykle energochtonnym i
mitochondria dostarczajgce energii do ciagtej pracy zajmujg okoto 1/3 objetosci
cytoplazmy kardiomiocytow. Ich uszkodzenie prowadzi bezposrednio do deficytu
energii, a tym samym do niewydolnosci miesnia sercowego. Kliniczna manifestacja
choréb serca pojawia sie u wiecej niz potowy (57%) pacjentéw z KSS [81]. Na te
objawy skitadajg sie napadowe omdlenia, zastoinowa niewydolnos¢ serca i zawat
[104]. Pacjenci z KSS, ktérzy majg zaburzenia przewodnictwa komorowego wykazujg
takze nieprzewidywalny i przyspieszony postep choroby w kierunku petnego bloku
przedsionkowo-komorowego [105,106]. Takze typowaq kardiologiczng
nieprawidtowoscig w KSS jest zaburzenie przewodnictwa w zakresie podweztowego

odcinka peczka Hisa i jego odnog [107].

14.4 Objawy mi esniowe

Postepujgce ostabienie miesniowe i nietolerancja wysitku fizycznego
wystepujg czesto u pacjentdbw z KSS, powodujac wiele trudnosci w codziennym
zyciu. Oslabienie miesniowe dotyczy w szczegolnosci twarzy, gardia, tutowia i
ramion, prowadzac do zaburzen mowy i potykania u wielu pacjentéw oraz czesto do
niedozywienia z ww. powodu [108]. Wiele informacji mozna uzyska¢ z
charakterystycznego wygladu witdkien miesniowych z wycinka miesnia pacjentow z

KSS. Kiedy produkcja energii w komdrkach z zaburzonymi procesami fosforylacji
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tlenowej obnizy sie ponizej pewnego krytycznego poziomu, woOwczas pojawia sie
kompensacyjna proliferacja wszystkich mitochondridw, wigczajgc takze te objete
procesem chorobowym. Dlatego tez w zmienionych wiéknach miesniowych znajduje
sie duza liczba atypowych mitochondridw, barwigcych sie na czerwono pod wptywem
zmodyfikowanego tréjchromianu Gomoriego i ze wzgledu na ten charakterystyczny
wyglad nazywane sg czerwonymi widknami szmatowatymi [109]. Takie pojedyncze
widkna szmatowate mozna oglgda¢ pod mikroskopem po wykonaniu wycinka/biopsji
z miesdnia. Oceniajgc aktywnos¢ enzymatyczng w homogenatach uzyskanych z
chorobowo zmienionych miesni mozna takze wykazaé niedobory oksydazy

cytochromu c.

14.5 Objawy endokrynologiczne

We wczesnych stadiach choroby mitochondrialnej takiej jak KSS, mozliwe jest
pierwotne zajecie jednego tylko uktadu, czesto endokrynologicznego. Poczatkowo
nieprawidtowosci endokrynne u wiekszosci pacjentbw sg maskowane przez
encefalomiopatie. Czesto tez nie stawiamy prawidtowej diagnozy przyczynowej, gdyz
choroba pierwotnie manifestuje sie jako endokrynopatia bez towarzyszacych
zaburzen funkcji nerwowo-miesniowych i dodatniego wywiadu rodzinnego.
Najczesciej wystepujgcymi zaburzeniami endokrynologicznymi w przebiegu KSS
wydajg sie by¢: cukrzyca, niewydolnos¢ nadnerczy oraz niedob6r hormonu wzrostu
[110-113]. Takze tezyczka wywotana hipokalcemig w przebiegu niedoczynnosci
przytarczyc moze by¢ pierwszg manifestacjg KSS [114]. Najczesciej dotknietymi
patologig gruczotami dokrewnymi w KSS sa: przysadka (prowadzac w przebiegu
niedoczynnosci do uposledzenia wzrostu, niewydolnosci tarczycy i gonad), gruczot
tarczowy (niedoczynnos¢ i nadczynnos¢ tarczycy, zapalenie typu Hashimoto),
przytarczyce (niedoczynnos¢ i nadczynnosc€), trzustka (cukrzyca mitochondrialna),
nadnercza (niewydolnos¢ z hipoaldosteronizmem, hiponatremig i chorobg Addisona)
lub gonady (op6znione dojrzewanie i hipogonadyzm) [115-117]. Objawy
niedoczynnosci przysadki lub tarczycy moga pokrywaé sie z dolegliwosciami w
obrebie miesni szkieletowych, manifestujgc sie zmeczeniem, ogélnym ostabieniem,
spowolnieniem i dystonig miesniowg. Niski wzrost obserwuje sie u okoto 38%
chorych z KSS, a cukrzyce u ok. 20% [118].



14.6 Hormon wzrostu a KSS .

Pomimo, ze zaburzenie wzrostu jest dos¢ powszechne w encefalopatiach
mitochondrialnych, to jednak informacje o skutecznosci leczenia hormonem wzrostu
sq bardzo skgpe. Niedobdér GH wystepuje tylko u niektorych pacjentow. U tych, u
ktorych zastosowano terapie rhGH obserwowano poczatkowe zwiekszenie tempa
wzrastania tak jak ma to miejsce u niskorostych pacjentéw z niedoborem GH.
Jednakze nie obserwowano charakterystycznego catch-up growth u pacjentow z
encefalopatiag mitochondrialng [119]. Wiekszo$¢ pacjentéw z KSS prezentuje utrate
masy ciata i przewlekte zmeczenie, dlatego tez leczenie rhGH przyczyniajgc sie do
wzrostu syntezy biatek, moze zmniejszaé wyniszczenie wystepujgce skrajnie u
niektérych pacjentow, lecz nalezy zachowaé ostroznosé, aby unikng¢ mozliwych
efektéw ubocznych. Niektérym pacjentom mozna tymczasowo poprawi¢ jakos¢ zycia,
ale u innych, w trakcie tej samej terapii, moze wystgpi¢ niewydolnosé
wielonarzgdowa. Pacjenci z KSS i z niedoborem wzrostu, mogg by¢ leczeni rhGH,
ale muszg podlega¢ bardzo scistemu monitorowaniu nie tylko pod wzgledem
efektywnos$ci leczenia (poprawa wzrostu), ale takze bezpieczenstwa leczenia. W
przypadku kiedy tempo wzrastania jest niezadowalajgce, gdy nasilajg sie inne
wczeshiej wystepujgce dolegliwosci, albo gdy pojawiajg sie nowe objawy, wéwczas

nalezy zakonczy¢ leczenie rhGH.
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Il. ZALOZENIA PRACY

Terapia rhGH dzieci z niedoborem GH nie zawsze przynosi zadowalajacy efekt
terapeutyczny pomimo spetnienia wszystkich kryteriow diagnostycznych oraz
leczniczych. Ws$rdd przyczyn nieskutecznej terapii rhGH uwzgledni¢ nalezy:

1. niewlasciwie dobrang dawke rhGH

2. obnizong jakosc leku (nieprawidtowy transport leku i/lub jego

przechowywanie)

3. nieprawidtowe podawanie czy wrecz zaniechanie stosowania leku przez

pacjenta.

Niezbedna jest wtedy doktadna (jeszcze bardziej wnikliwa niz poprzednio) analiza
stanu zdrowia pacjenta, ktéra moze wskazac¢ na istnienie innych schorzen, ktére nie
byly dotgd rozpoznane lub pojawity sie w trakcie leczenia rhGH.

Wsrdd pacjentéw z SNP, nie odpowiadajgcych w oczekiwany przez nas sposob
na zastosowane leczenia rhGH, zaobserwowano chiopca, u ktérego po dokitadnej
analizie towarzyszacych dolegliwoéci (stabe tempo wzrastania, opadanie powiek i
uogolnione ostabienie miesniowe, zwyrodnienie barwnikowe siatkOwki) postawiono
wstepne rozpoznanie kliniczne KSS.

W zaistniatej sytuacji pojawity sie pytania:

- czy analizujgc dotychczasowy ,model” wzrastania pacjenta z
podejrzeniem KSS, ktéry poczatkowo manifestowat wytgcznie
zaburzenia auksologiczne, mozna wyselekcjonowa¢ grupe dzieci
leczonych rhGH z podobnymi trudnosciami w ,nadganianiu wzrostu” i
czy w tej grupie nalezy poszukiwaé tego samego schorzenia?

- czy opierajgc sie tylko na objawach klinicznych dotyczacych jednego
uktadu mozna wysuna¢ podejrzenie KSS?

- czy dysponujgc wiedzg o podiozu zaburzeh w KSS mozna jeszcze
skuteczniej poméc pacjentom dotknietych tym schorzeniem poprzez

zastosowanie innej niz standardowa terapia?

Rozpoznanie KSS opierato sie do niedawna na ocenie histologicznej miesnia
szkieletowego pobranego za pomocg biopsji chirurgicznej, oprécz stwierdzenia
charakterystycznego obrazu klinicznego i badan dodatkowych (m.in. biochemicznych

i EKG). W klasycznym opisie potwierdzajacym KSS w obrazie mikroskopowym
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stwierdza sie charakterystyczne widkna szmatowate. Ta inwazyjna metoda nie daje
jednak 100% pewnosci co do potwierdzenia lub wykluczenia choroby. Przy pomocy
badan molekularnych innego materiatu biologicznego (krwi) mozna precyzyjnie
ustalic miejsce uszkodzenia mitochondrialnego DNA, czyli przyczyne KSS i ten
rodzaj diagnostyki mozna zaproponowa¢ wyselekcjonowanym pacjentom

spetniajgcym ponizsze kryteria.

Podsumowanie zato _zen pracy

1. Somatotropinowa niedoczynno$¢ przysadki jest przyczyng niedoboru wzrostu i
wskazaniem do leczenia rhGH.

2. Nie wszystkie dzieci z udowodnionym niedoborem hormonu wzrostu dobrze
odpowiadajg na leczenie rhGH, nie prezentujgc charakterystycznego
~-hadganiania wzrostu” (,catch-up growth”).

3. Jedng z przyczyn braku ,catch-up growth”, nieuwzgledniang w koncowej
analizie efektywnosci leczenia rhGH, moze by¢ utajona badz jawna postac

zespotu Kearns-Sayre’a, zespotu chorobowego zwigzanego z delecjg mtDNA.

lll. CELE PRACY

1. Wyselekcjonowanie z grupy dzieci z somatotropinowg niedoczynnoscig
przysadki leczonych rhGH w wojewodztwie podkarpackim tych chorych, u
ktorych obserwuje sie stabszg niz oczekiwano odpowiedz na zastosowane
leczenie rhGH i brak charakterystycznego ,nadganiania wzrostu” w trakcie
leczenia oraz ich szczegbtowa charakterystyka.

2. Charakterystyka grupy badanej pod katem wspotistnienia innych
nieprawidtowosci (endokrynologicznych i nieendokrynologicznych).

3. Analiza molekularna mtDNA u ww., wyselekcjonowanych pacjentow, w
poszukiwaniu delecji mtDNA jako przyczyny SNP.

4. Ocena kliniczna, biochemiczna i hormonalna pacjentow z delecjg mtDNA i ich

odpowiedz na prowadzone leczenie rhGH.
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IV. PACJENCI | METODY

1. Poradnia Endokrynologiczna Szpitala Wojewddzkiego nr 2 w Rzeszowie prowadzi
leczenie dzieci z SNP przy zastosowaniu rhGH. Ww. Poradnia obejmuje opieka
endokrynologiczng dzieci wojewddztwa podkarpackiego i nalezy domniemywac, ze
zdecydowana wiekszos$¢ pacjentow z tego regionu Polski, ze zdiagnozowang SNP,
jest leczona wiasnie w tym osrodku. Pacjenci zakwalifikowani do terapii rhGH
posiadajg dokumentacje, ktora jest zrédlem informacji o parametrach
morfologicznych, o wynikach badan biochemicznych, hormonalnych oraz

obrazowych.

2. Podstawowym kryterium kwalifikacyjnym wigczenia do grupy badanej byto
wystepowanie u pacjentow niskorostych:

- somatotropinowej niedoczynnosci przysadki* (posta¢ izolowana lub
wielohormonalna)

- stabszej niz oczekiwano odpowiedzi na wprowadzone leczenie rhGH (brak

charakterystycznego catch-up growth po 1 roku leczenia: AhSDS <0,5).
Niedoczynnos¢ przysadki w zakresie wydzielania hormonu wzrostu w grupie badanej
byla potwierdzona obnizonym wyrzutem maksymalnym GH w testach stymulacyjnych
(*maksymalny wyrzut GH <10 ng/ml), przy jednoczesnym wykluczeniu innych
przyczyn niskorostosci.
Po spetnieniu kryteridow ,,Ogolnopolskiego programu leczenia niedoboru wzrostu u
dzieci i miodziezy w nastepstwie somatotropinowej niedoczynnosci przysadki,
zespotu Turnera i przewlekiej niewydolnosci nerek, przez zastosowanie hormonu
wzrostu” [76] i ostatecznej akceptacji wniosku przez Zespo6t Koordynacyjny ds.

Stosowania Hormonu Wzrostu, inicjowano terapie rhGH.

3. Z grupy 202 dzieci leczonych rhGH w latach 2005 — 2007 w Oddziale Dzieciecym
oraz Poradni Endokrynologicznej dla Dzieci Szpitala Wojewddzkiego nr 2 w
Rzeszowie wyselekcjonowano grupe 32 dzieci, ktére pomimo standardowego
leczenia nie wykazywaly charakterystycznego ,nadganiania wzrostu” i po dwdch
latach leczenia pozostawaty nadal niskie. Wszystkie dzieci leczone byty tym samym
lekiem (Genotropin; Pfizer) w dawkach ustalonych dla SNP: 0,1 - 0,33mg (0,3 -1,0
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IU)/kg/tydz., (0,015- 0,045 mg/kg/d) sc [76]. Wsrdod 32 dzieci w wieku od 4,2 do16.0
lat byto 8 dziewczat (25%) i 24 chtopcow (75%) (K/IM = 1/3).

4. Pomiar wysokosci ciata trakcie prowadzonej terapii byt dokonywany kazdorazowo
przez ten sam przeszkolony personel, przy uzyciu wzrostomierza firmy Harpenden, z
doktadnoscig pomiaru do 1 mm.
Analiza auksologiczna wyselekcjonowanych pacjentow oparta byfa o siatki centylowe
wg Niedzwieckiej i Palczewskiej [14] i obejmowata tempo wzrastania (TW), htSDS
oraz htSDS - thSDS, gdzie htSDS wyliczano z ponizszego wzoru [7]
wysoko $¢ ciata — wysoko $¢ 50c [cm]
htSDS = --mmmmmm oo
0.5 ( wysoko $¢€ 50c — wysoko s$¢ 3c ) [cm]
Obliczanie wzrostu docelowego (th) dokonywano wg ponizszych wzorow [120]:
Chtopcy = [(wzrost matki +13 cm) + wzrost ojca] / 2
Dziewczynki = [wzrost matki + (wzrost ojca—13cm) ]/2

Ocene TW przeprowadzono wg Pradera i wsp. [121].

5. Ocena stadium dojrzewania byla przeprowadzona wg Tannera [16,17], ocena
wieku kostnego wg Greulich’a i Pyle’a [18], a PAH wg Bayley-Pinneau [122].

6. Badania molekularne byty prowadzone w 2 etapach: (1) izolacja catkowitego DNA
z limfocytow krwi obwodowej wszystkich zakwalifikowanych pacjentéw (krew byta
zawsze zabezpieczana w trakcie pobierania krwi do innych planowych badan
niezbednych dla monitorowania terapii rhGH), (2) amplifikacja fragmentow
mitochondrialnego DNA (mtDNA) w oparciu o zestaw starterow obejmujacy catg
kolista czgsteczke mtDNA. Badania wykonano w Pracowni Endokrynologii
Molekularnej Kliniki Endokrynologii i Diabetologii Wieku Rozwojowego UM w
Poznaniu (kierownik: prof. M. Niedziela) (aktualnie Klinika Endokrynologii i
Reumatologii Dzieciecej). Ww. badania byly czescig projektu badawczego
finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach projektu
badawczego 2 PO5A 070 30 (kierownik: dr n. biol. J. Maceluch) (2006-2008).
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Metodyka bada n molekularnych

Ocena Kkliniczna pacjentow grupy badanej (brak ,nadganiania wzrostu”)
wskazywata, ze jedng z przyczyn ww. stanu w trakcie leczenia rhGH moze byc¢
delecja mtDNA, w tym zespot Kearns-Sayre’a. Charakterystyczng cechg KSS sg
delecje duzych fragmentow czgsteczki mtDNA. Delecje te wystepujg w stanie
heteroplazmii (wystepowanie jednoczesnie czgsteczek mtDNA z delecjg oraz
prawidtowych czasteczek w tej samej komaorce) w réznej proporcji, w zaleznosci od
tkanki.

Analiza molekularna mitochondrialnego DNA pacjentow grupy badanej zostata
wykonana na matrycy catkowitego DNA wyizolowanego z krwi obwodowej za
pomocg zestawu QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Stezenie i jako$¢ wyizolowanego
DNA zostaly okreslone przy uzyciu spektrofotometru (BioPhotometer, Eppendorf).
Aby uproscic i ujednolici¢ procedure reakcji, wszystkie probki DNA po izolacji byly
rozcienczane do jednakowego stezenia 20 ng/ul. Z tak rozcienczonych probek do
analiz uzywano 1 ul, a wiec 20 ng catkowitego DNA. W celu wykrycia i lokalizacji
delecji w mitochondrialnym DNA wykonano cztery reakcje PCR (Tab. 3), w ktorych
20 ng DNA postuzyto jako matryca do amplifikacji produktow z réznymi parami
starterow specyficznych dla sekwencji mtDNA. Jednocze$nie wykonywano reakcje
kontrolne na DNA zdrowej osoby w celu uwidocznienia prawidtowych produktow
reakcji dla poréwnania. Pary starterow zostaly zaprojektowane tak, aby
przeanalizowac calg sekwencje genomu mitochondrialnego i wykry¢ kazdg mozliwg
delecje (Ryc. 6). Amplifikacje przeprowadzono przy uzyciu zestawu Expand Long
Range Polymerase (Roche) zgodnie z zaleceniami producenta zestawu. Profil
termiczny reakcji PCR przedstawiono w Tab. 4. Produkty reakcji zostaly nastepnie
rozdzielone w 0,8% zelu agarozowym, wybarwione bromkiem etydyny i uwidocznione
w sSwietle UV. Produkty reakcji, ktére wskazywaly na mozliwos¢ wystgpienia delecji
(mniejszy rozmiar niz oczekiwany) bylty ekstrahowane z Zzelu zestawem QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen). Doktadny rozmiar i lokalizacja delecji zostaty okreslone w
wyniku bezposredniego sekwencjonowania produktéw reakcji PCR oczyszczonych z
zelu agarozowego. Sekwencjonowanie prowadzono systemem BigDye Terminator
v3.1 z wykorzystaniem urzgdzenia ABI Prism 3130XL (Applied Biosystems).

llociowe oznaczenie poziomu heteroplazmii mitochondrialnego DNA pacjenta
zostalo wykonane technikg Real-Time PCR. 20 ng catkowitego DNA z krwi zostato
poddanych analizie z wykorzystaniem zestawu QuantiTect SYBR Green PCR Kit
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(Qiagen) na urzadzeniu Mastercycler ep realplex (Eppendorf). Reakcje wykonywano
wedtug zalecen producenta zestawu. Profil termiczny reakcji przedstawiono w Tab.
5. Przeprowadzono cztery niezalezne reakcje amplifikacji (Tab. 6): w reakcji
pierwsze] oznaczano ilo§¢ mRNA genu referencyjnego GAPDH; w reakcji drugiej
oznaczano catkowity poziom mtDNA pacjenta; w reakcji trzeciej analizowano tylko
normalne, niezmutowane czgsteczki mtDNA pacjenta (startery byly zlokalizowane
wewnatrz regionu ulegajgcego delecji); w czwartej reakcji badano wylgcznie poziom
czgsteczek mtDNA z delecjg (startery okalajagce miejsce delecji, produkt reakciji
powstaje jedynie w przypadku obecnosci delecji). Jako kontrole w tym badaniu
przeprowadzono analize poziomu mtDNA u pieciu zdrowych oséb z wykorzystaniem
tych samych par starterow (reakcja 1 i 2) i warunkéw reakcji, co w przypadku DNA
pacjenta z delecja. Wynik analizy ilosciowej byt obliczony jako wzgledny poziom
mitochondrialnego DNA w stosunku do poziomu ekspresji jgdrowego genu GAPDH,
ktory ulega konstytutywnej ekspresji na statym poziomie we wszystkich komérkach
organizmu cztowieka. Nastepnie przeprowadzono wiasciwe badanie poziomu
heteroplazmii czasteczek mtDNA, analizujgc w oddzielnych reakcjach wytacznie
czagsteczki mtDNA bez delecji (reakcja 3) oraz wytgcznie czasteczki mtDNA z delecjg
(reakcja 4). Wszystkie reakcje zostaty wykonane w trzech powtdrzeniach na tej
samej pltytce PCR w tej samej reakcji. Na koncu reakcji przeprowadzono analize
krzywej topnienia produktow aby upewni¢ sie, ze w reakcji otrzymano wylgcznie
specyficzne  produkty reakcji (funkcja domysinie zaimplementowana w
oprogramowaniu urzgdzenia Mastercycler ep realplex). Wzgledny poziom ekspres;ji
poszczegolnych frakcji mtDNA zostat obliczony z uzyskanych wynikéw za pomocag
metody ACr.

Sekwencjonowanie mtDNA przeprowadzono w Wydzialowej Pracowni Technik
Biologii Molekularnej, Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w

Poznaniu, ul. Umultowska 89, 61-614 Poznan.
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Tabela 3. Zestawy starterow uzytych do analizy molekularnej mitochondrialnego

DNA pacjentéw oraz wielkos$¢ prawidtowych produktéw amplifikacii.

Reakcja Uzyte Poto zenie starterow | Wielko $¢€ produktu
nr startery
1 mtF3 + mtR4 | mtF3: 3933-3955 8276 bp
mtR4: 12 185-12 208
2 mtF4 + mtR3 | mtF4: 12 185-12 208 | 8340 bp
mtR3: 3933-3955
3 mtF1 + mtR5 mtF1: 7895-7917 8234 bp
mtR5: 16 105-16 128
4 mtF5 + mtR2 mtF5: 16 105-16 128 | 9255 bp
mtR2: 8780-8800

Rycina 6. Schematyczna reprezentacja potozenia starteréw do reakcji PCR

wykorzystanych w poszukiwaniu delecji w mitochondrialnym DNA.
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Tabela 4. Profil termiczny reakcji PCR wykorzystywany do detekcji delecji w mtDNA

pacjentow.
Etap Temperatura Czas llo §¢ powtorze n
Denaturacja 92°C 2 min 1x
wstepna
Denaturacja 92°C 10s 10x
Przytgczanie 60°C 15s
startera 68°C 8 min
Elongacja
Denaturacja 92°C 10s 20x
Przytgczanie 60°C 15s
startera 68°C 8 min + 20 s dla
Elongacja kazdego kolejnego
cyklu
Koncowa 68°C 5 min 1x
elongacja

Tabela 5. Profil termiczny reakcji Real-Time PCR wykorzystywany do ilosciowej

analizy mitochondrialnego DNA pacjentéw.

Etap Temperatura Czas llo §¢ powtorze n
Denaturacja 95°C 15 min 1x
wstepna
Denaturacja 94°C 15s 30x
Przytgczanie
startera 55°C 30s
Elongacja 72°C 30s
Analiza krzywej 95°C 15s 1x
topnienia 60°C 15 s
produktéw .

powolny wzrost 20 min

temp. od 60°C do

95°C

95°C 15s

Tabela 6. Zestawy starterow wykorzystywane w ilosciowej analizie mtDNA technikg

Real-Time PCR.

Reakcja Uzyte startery Amplifikowany region Wielko  §¢
nr produktu
1 GAPDHQq7F + GAPDHg7R nt 7-99 mRNA GAPDH 93 pz

2 mtQset3F + mtQset3R nt 3244-3319 mtDNA 76 pz

3 mtQsetlF + mtQsetlR nt 11 142-11 206 mtDNA | 65 pz

4 KR-Q-for + KR-Q-rev nt 8421-15 549 mtDNA 154 pz
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Tabela 7. Sekwencje nukleotydowe starterow wykorzystywanych w badaniach

molekularnych.

Nazwa Dlugo $¢ Sekwencja5’ -3’

startera startera

mtF1 23 nt TGGTACTGAACCTACGAGTACAC
mtR2 21 nt ATGAGTGAGGCAGGAGTCCGA
mtF3 23 nt AGGCTTCAACATCGAATACGCCG
mMtR3 23 nt CGGCGTATTCGATGTTGAAGCCT
mtF4 24 nt GGCTTACGACCCCTTATTTACCGA
mtR4 24 nt TCGGTAAATAAGGGGTCGTAAGCC
mtF5 24 nt TGCCAGCCACCATGAATATTGTAC
mtR5 24 nt GTACAATATTCATGGTGGCTGGCA
GAPDHQq7F | 20 nt CAGTCAGCCGCATCTTCTTT
GAPDHQ7R | 20 nt ACGACCAAATCCGTTGACTC
mtQsetlF 20 nt CCACCTTGGCTATCATCACC
mtQsetlR 20 nt GAAGTATGTGCCTGCGTTCA
mtQset3F 21 nt CCCGGTAATCGCATAAAACTT
mtQset3R 19 nt TTGGCCATGGGTATGTTGT
KR-Q-for 21 nt CACTATTCCTCATCACCCAAC
KR-Q-rev 21 nt TTGTGTATGATATGTTTGCGG

7. Na ww. badania molekularne uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Akademii
Medycznej (aktualnie Uniwersytetu Medycznego) w Poznaniu nr 258/01 a rodzice
badanych dzieci podpisali $wiadomg zgode na badania i otrzymywali informacje o
rodzaju planowanych badan.

8. Analiza statystyczna: w ramach statystyki opisowej dla cech ilosciowych obliczono
wartosci srednie, mediany i odchylenia standardowe. Dla poréwnywania grup
niepowigzanych oraz réznic pomiedzy srednimi zastosowano test parametryczny
analizy wariancji (ANOVA), okreslajac graniczny poziom istotnosci przyjecia hipotezy
zerowej.

Obliczenia wykonano przy pomocy pakietu statystycznego STATISTICA PL.



V. WYNIKI
1. Charakterystyka grupy badane;j

Wstepnej analizie poddano 202 dzieci leczonych rhGH 2z powodu
somatotropinowej niedoczynnosci przysadki, ktore w latach 2005-2007 znajdowaty
sie w opiece Poradni Endokrynologicznej Szpitala Wojewodzkiego nr 2 Rzeszowie.
WSszyscy pacjenci po okreslonym czasie obserwacji wzrastania i po przeprowadzeniu
petnej diagnostyki zostali zakwalifikowani do leczenia rhGH zgodnie z wytycznymi
,0golnopolskiego Programu”. W okresie obserwacji, przed kwalifikacjg do grupy
badanej, pacjenci byli leczeni w tym samym lekiem [Genotropin (Pfizer)], i stosowano
standardowe dawki leku tj. 0.025-0.045 mg/kg/dzien sc.

Wsrod ww. grupy wyodrebniono 32 pacjentéw (co stanowito 15,8% ww. dzieci),
ktGrzy pomimo prowadzonej terapii nie wykazywali, po 2 latach od jej rozpoczecia,
charakterystycznego ,nadganiania wzrostu” i pozostawali nadal niscy (Rycina 8,
Rycina 9). Ta grupa byta przedmiotem analiz auksologicznych oraz badan
molekularnych w kierunku delecji mtDNA. Grupa badana liczyta 8 dziewczat oraz 24

chtopcéw (Tabela 8).

Tabela 8. Grupa badana z uwzglednieniem ptci.

dziewczynki |chtopcy |ogotem
Liczba 8 24 32
% badanych 25 75 100

Tylko dwdéch chtopcow byto wczesniakami urodzonymi pomiedzy 36 a 37 tyg.
cigzy, natomiast szescioro dzieci spetniato kryteria matej urodzeniowej masy ciata
(Tabela 9), ale na podstawie dokumentacji medycznej nie mozna ustali¢ kryteriow
kwalifikacji do grupy IUGR badz SGA.

Tabela 9. Dzieci z matg urodzeniowg masg ciata w grupie badanej (n=6).
pte¢ M M K M K M

masa urodzeniowa (g) | 1920|2150 | 2230 | 2400 | 2450 | 2520
wiek cigzowy (tyg.) 38 | 38 | 43 | 39 | 40 | 42

Grupa badana (n=32) byta dos¢ jednorodna pod wzgledem urodzeniowego wieku
cigzowego, masy urodzeniowej i dtugosci ciata (Tabela 10).
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Tabela 10. Charakterystyka auksologiczna, kliniczna i hormonalna grupy badanej

(w tabeli podano wartosci srednie wraz z odchyleniem standardowym)

Dziewczynki |Chtopcy |Ogdtem KSS
Liczebnos¢ grupy 8 24 32 1
Wiek urodzeniowy (tyg.) 39,6+1,7 38.9+14 39,115 | 390
Dtugos$¢ urodzeniowa (cm) 52,0+1,7 51,3¢49 | 515443 | 54,0
Masa urodzeniowa (Q) 3055+654 2933+536 | 2963559 | 3500
Masa urodzeniowa (wt SDS) -0,61+1,7 -0,91+1,09 | -0,83+1,25 | 0,07
Wiek rozpoczecia leczenia (WM) (laf) 11,1£2,1 12,2+3,1 119+2,9 74
Wiek kostny (WK) rozpoczecie leczenia 8.9+1.8 9,7+3.6 9,5+3.2 50
(Iab)
WK/WM 0,80+0,11 0,79+0,17 | 0,79+0,17 | 0,68
Wzrost matki (cm) 165,3+7.,3 157.845,5 | 157,1+6,0 | 156,5
Wzrost matki (htSDS) -1,79£126 | -136x093 | -1,47£1,02 | -1,67
Wzrost ojca (cm) 167,8+7,7 171,2+6,8 | 170,3+7,1 | 180,3
Wozrost ojca (htSDS) -1,83+128 | -1.26+1,12|-1,40+£1,17 | 0.25
Wzrost sredni rodzicdw th (cm) 1565,0+5.8 171,0£50 | 167,0+8,7 | 1749
thSDS -1,854095 | -1,29+0,82 | -1,43+0,87 | -0,64
Wzrost w chwili rozpoczecia leczenia 122,448,1 127.7+£18,6 - 109.2
(cm)
Wzrost w chwili rozpoczecia leczenia -4,04+0,71 -4,03+1,15 | -4,03+1,05 | -3.48
(htSDS)
Wzrost po 1 roku leczenia (cm) 129,547 .9 134,8+18.8 - 1160
Wzrost po 1 roku leczenia (htSDS) -3,78+0,64 | -3.82+1,16 | -3.81£10 | -3,04
Wzrost po 2 latach leczenia (cm) 136,4+8 .0 141,6+19,2 - 1220
Wzrost po 2 latach leczenia (htSDS) -3,48+043 | -3,62+1,26 | -3,58+1,10 | -2,70
PAH w chwili rozpoczecia leczenia (cm) 146.,246,2 163,548, 1 - -
PAH SDS -3,33+1,06 | -2,53+1,33 | -2,77+1,30 -
PAH po 1 roku leczenia (cm) 148,2+4,5 164,5+7,1 - 161,6
PAH SDS po 1 roku leczenia -2,9940,79 | -2,36+1,16 | -2,54+1,09 | -2,84
PAH po 2 latach leczenia (cm) 149,7+2.,3 166,1£7 0 - 1622
PAH SDS po 2 latach leczenia -2,742039 | -2,10+1,17 | -227+1,05 | -2,74
htSDS —thSDS w chwili rozpoczecia 2,19+£1,26 | -2,74+1,35 | -2,60+1,33 | -2,84
leczenia
htSDS —thSDS po 1 roku leczenia -193+120 | -2,53+1,34 | -2,38+1,32 | -2,40
htSDS —thSDS po 2 latach leczenia -1,63+1,07 | -2,33+1,39 | -2,1541,34 | -2,06
TW w chwili rozpoczecia leczenia 3.940,5 35409 3,680,9 3.0
(cm/rok)
TW SDS w chwili rozpoczecia leczenia -1,09+0,74 | -1,50+1,11 | -1,40+£1,04 | -3,60
TW po 1 roku leczenia (cm/rok) 7.2+0,9 7.1+1,5 7,1+1.3 7.9
TW SDS po 1 roku leczenia 1,09+0,81 0,70£1,21 | 0,80+1,12 | 3,30
TW po 2 latach leczenia (cm/rok) 6,9+0.8 6,7%1,3 6.8+1,2 6.0
TW SDS po 2 latach leczenia 1,58+1,22 1,18+1,61 | 1,28+1,61 | 1,40
Masa ciata w chwili rozpoczecia leczenia 24,7435 28,6+£10,5 - 17.6
(X¢))
Masa ciata w chwili rozpoczecia leczenia -2,7480,7 -2,6+1,1 -2,6+10 2,6
(SDS)
Masa ciata po 1 roku leczenia (kQ) 27 4+3 .9 32,6+110 - 19.2
Masa ciata po 1 roku leczenia (SDS) -2,640,6 -2,4+0,9 25809 | -25
Masa ciata po 2 latach leczenia (kQ) 31,9+5.3 37,1116 - 21,1
Masa ciata po 2 latach leczenia (SDS) -2,6+0,8 -2,3+0,8 -2,4+0,8 2,5
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Tabela 10 (cd). Charakterystyka auksologiczna, kliniczna i hormonalna grupy
badanej (w tabeli podano wartosci srednie wraz z odchyleniem standardowym)

Dziewczynki | Chtopcy | Ogdtem | KSS

BMI w chwili rozpoczecia leczenia 16,541,2 17,134 - 15,0
(kg/m2)
BMI w chwili rozpoczecia leczenia (SDS) -0,6+1,0 -0,8+1,9 -0,7£19 | -0,6
BMI po 1 roku leczenia (kg/m2) 16,313 17.4+£3.0 - 14,2
BMI po 1 roku leczenia (SDS) -10+10 -10+1,6 10216 | -14
BMI po 2 latach leczenia (kg/m2) 17.1£1.9 18.0£2.5 - 14,2
BMI po 2 latach leczenia (SDS) -0,9+1.2 -1,0+1.3 -09+13 | -1.6
Cechy dojrzewania ptciowego w chwili 1 9 10 0
rozpoczecia leczenia
Cechy dojrzewania (%) 12,5 37.5 31.25 0
Maksymalny wyrzut GH w testach (ng/ml) 6 22 28 1
5-10
Maksymalny wyrzut GH w testach (ng/ml) 2 2 4 0
<5
Poziom IGF-1 przed leczeniem (ng/ml) 143,1+46.,8 120,1£55,6 125.8 39,0
Poziom IGF-1 po 1 roku leczenia (ng/ml) 372,6£119,7 | 263.,6+117,1 2864 1830
Poziom IGF-1 po 2 latach leczenia 44161685 | 376,5+£1395 | 3944 -
(,ng/ml)
Srednia dawka rhGH (mg/kg/dzien) 0,029 0,028 0,028 |0,027

Pomiary rodzicbw pozwalaly na prognozowanie wzrostu docelowego

poszczegolnych pacjentow jak i catej grupy badanej. Uwage zwraca niski wzrost
rodzicow pacjentéw obu pici. Srednia wysoko$¢ rodzicow byta nizsza w przypadku
rodzicow dziewczynek, jednak znajdowata sie powyzej 3 centyla.

Wykazano znamienng roznice pomiedzy S$rednim wzrostem (cm) rodzicow
dziewczynek i chtopcow (analiza wariancji; p<0,05).

W obu grupach, zaréwno u dziewczynek jak i chtopcow, wzrost matki i ojca
wyrazony w htSDS znajdowat sie na bardzo zblizonym poziomie. Rodzice chtopcow
byli nieco wyzsi od rodzicow dziewczynek, zatem przyjmujgc sredni wzrost rodzicow
jako prognozowany wzrost docelowy (th) to chiopcy mieli nieznacznie lepsza
prognoze wzrostu koncowego (Tabela 10).

Nie wykazano znamiennej roznicy pomiedzy thSDS grup dziewczynek i chtopcow
(analiza wariancji; p>0,05).

Wiaczenie do leczenia rhGH w grupie badanej nastepowato w réznych okresach
ich zycia. Najmtodsi z pacjentdw rozpoczynali leczenie jeszcze w okresie
przedszkolnym, najstarsi juz w zaawansowanym stadium dojrzewania, przy czym
Srednia wieku wigczenia leczenia u obu pici przypadata na okres zwigzany z

poczatkiem dojrzewania piciowego (Tabela 11).
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Tabela 11. Wiek rozpoczecia leczenia rhGH grupy badane;j.

Wiek rozpocz ecia leczenia | dziewczynki chtopcy ogo6tem

Minimalny ( w latach) 4,8 4,2 4,5
Maksymalny (w latach) 13,6 16,0 14,8
Sredni (w latach) 11,1 12,2 11,9

Dojrzewanie piciowe w chwili rozpoczecia leczenia stwierdzono zdecydowanie
czesciej w grupie chtopcow (n=9) niz u dziewczynek (n=1), co stanowito odpowiednio
37,5% i12,5% badanych grup (Tabela 10).

Podczas diagnozowania niskorostosci zostaty wykonane testy stymulacyjne
okreslajgce maksymalny wyrzut GH i potwierdzajace nieprawidtowg sekrecje GH w
grupie badanej. U 4 pacjentow (2 dziewczat i 2 chiopcow) zdiagnozowano ciezki
niedobdér GH, w ktérym wydzielanie GH nie przekraczato poziomu 5 ng/ml (Tabela
10). W grupie dziewczynek stanowito to 25% badanych, a u chtopcéw 8,3%. W chwili
rozpoczecia leczenia rhGH niedobor wzrostu byt bardzo znaczny, a wyrazony w
htSDS byt zblizony dla obu pici tj. -4.04 i -4.03 odpowiednio dla dziewczynek i
chtopcéw. Biorgc jednak pod uwage sredni wzrost rodzicéw, to chtopcy mieli wiekszy
niedobdér do ,nadganiania wzrostu” anizeli dziewczynki. Pomiary w poszczegélnych
grupach ze wzgledu na pteé przedstawiono w Tabela 10.

U wszystkich pacjentow zastosowano rhGH (Genotropin; Pfizer amp. 5,3 mg i
12 mg) w dawce standardowej, przewidzianej przez program leczniczy dla SNP
(Tabela 10). Po 1 roku leczenia ww. dawkg rhGH, pomimo zwiekszonego tempa
wzrastania, nie nastgpito oczekiwane wyrazne ,nadganianie wzrostu” i nadal jego
niedobdér w stosunku do $redniego wzrostu rodzicow pozostawat do$¢ znaczny w
obu grupach dzieci, z niewielkg poprawg wzrostu w grupie dziewczynek (Tabela 10).
Po 2 latach terapii rhGH nadal obserwowano nieznaczne ,nadganianie wzrostu” w
obu grupach z utrzymujacq sie przewagaq poprawy wzrastania w grupie dziewczynek.
W przebiegu 2-letniej obserwacji po rozpoczeciu leczenia ,nadganianie wzrostu” byto
podobne w obydwu grupach pacjentéw (Tabela 12)

Tabela 12. Nadganianie wzrostu w trakcie leczenia (htSDS) grupy badanej.

,nadganianie wzrostu” dziewczynki |chtopcy ogotem
W 1 roku leczenia 0,26 0,21 0,22
W 2 roku leczenia 0,30 0,20 0,23
tacznie po 2 latach leczenia 0,56 0,41 0,45
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Nie wykazano znamiennej réznicy we wzroscie (thSDS) pomiedzy grupg
dziewczynek a grupg chtopcéw przed leczeniem, po 1 roku leczenia i po 2 latach
leczenia rhGH; (test analizy wariancji; p>0,05).

Nie wykazano znamiennej roznicy w ,nadganianiu wzrostu” pomiedzy grupami
dziewczynek i chlopcéw zarowno w 1 jak i 2 roku leczenia; (test analizy warianciji;
p>0,05).

Nie wykazano znamiennej roznicy w ,nadganianiu wzrostu” pomiedzy 1 i 2 rokiem
leczenia zardwno w grupie dziewczynek jak i chiopcow; (test analizy wariancji;
p>0,05).

Tempo wzrastania (TW) przed wigczeniem leczenia byto wyraznie obnizone
zarébwno u dziewczynek jak i chiopcow, w odniesieniu do norm przyjetych dla
odpowiedniego wieku metrykalnego oraz pfci. Wyrazna zmiana byta zwigzana z
rozpoczeciem terapii rhGH. Najwieksze TW odnotowano u obu pici po 1 roku
leczenia. Po 2 latach stosowania rhGH byto ono nieco nizsze niz po 1 roku leczenia,
ale nadal wyzsze anizeli przed leczeniem (Tabela 10).

Wykazano znamienne réznice pomiedzy tempem wzrastania (TW) przed leczeniem i
po 1 roku leczenia rhGH w grupach dziewczynek i chtopcow; (test analizy wariancji;
p<0,05).

Nie wykazano istotnie statystycznych réznic pomiedzy tempem wzrastania (TW) po
1 roku i 2 latach leczenia rhGH w grupach dziewczynek i chiopcow; (test analizy
wariancji; p>0,05).

Nie wykazano znamiennych réznic pomiedzy tempem wzrastania (TW) grupy
dziewczynek i grupy chlopcéw przed leczeniem, po 1 roku leczenia i po 2 latach
leczenia rhGH; (test analizy wariancji; p>0,05).

Przed leczeniem i co 12 miesiecy w trakcie leczenia wykonywano u kazdego
pacjenta radiogram reki celem oceny wieku kostnego. W okresie obserwacji réznice
wieku kostnego w poszczegélnych grupach utrzymywaly sie na podobnym poziomie
(Tabela 13).

Tabela 13. Wiek kostny w poszczegdlnych okresach leczenia grupy badane;.

Wiek kostny (w latach) dziewczynki chtopcy |ogdétem
W chwili rozpoczecia leczenia 8,9 9,7 9,5
Po 1 roku leczenia 10,0 10,8 10,6
Po 2 latach leczenia 11,2 12,0 11,8
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Pomimo poczatkowych réznic w przebiegu dojrzewania, z przewagg stanu
prepubertalnego po stronie dziewczynek (Tabela 10), stosunek wieku kostnego (WK)
do wieku metrykalnego (WM), ktéry byt poczatkowo taki sam w obu grupach, w
trakcie leczenia rhGH powiekszat sie stopniowo, z niewielkg przewagq u pici zenskiej
(Tabela 14).

Tabela 14. Stosunek wieku kostnego do wieku metrykalnego w grupie badanej.

WK/WM dziewczynki |chtopcy | ogdétem
W chwili rozpoczecia leczenia 0,80 0,80 0,80
Po 1 roku leczenia 0,83 0,82 0,82
Po 2 latach leczenia 0,86 0,85 0,85

Przed rozpoczeciem leczenia rhGH, w oparciu o wiek kostny i aktualny wzrost
pacjenta, oceniono prognoze wzrostu ostatecznego (PAH) wg metody Bayley i
Pinneau [120]. PAH wyznaczano takze po 1 roku i po 2 latach leczenia. Na poczatku
terapii gorsze rokowanie co do koncowego wzrostu prezentowaly dziewczynki
(htSDS -3.33) w porownaniu z chiopcami (htSDS -2.53). W trakcie 2-letniej
obserwacji prognozy wzrostu ostatecznego uleglty niewielkiej poprawie, jednakze

PAH byt nadal ponizej 3 centyla (Tabela 10).

Nie wykazano znamiennej rdéznicy pomiedzy PAH (SDS) przed rozpoczeciem
leczenia i po 1 roku leczenia rhGH tak w grupie dziewczynek jak i chlopcow; (test
analizy wariancji; p >0,05).

Nie wykazano znamiennej réznicy pomiedzy PAH (SDS) przed rozpoczeciem
leczenia i po 2 latach leczenia rhGH tak w grupie dziewczynek jak i chtopcow; (test
analizy wariancji; p >0,05).

Nie wykazano znamiennej r6znicy pomiedzy PAH (SDS) po 1 roku i 2 latach leczenia
rhGH tak w grupie dziewczynek jak i chtopcéw; (test analizy wariancji; p >0,05).

Nie wykazano znamiennej r6znicy pomiedzy PAH (SDS) grupy dziewczynek, a PAH
(SDS) grupy chtopcéw przed rozpoczeciem leczenia, po 1 roku leczenia i po 2 latach

leczenia rhGH; (test analizy wariancji; p >0,05).
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Poréwnano takze PAH (SDS) ze s$rednim wzrostem rodzicow thSDS,
okreslajagcym wzrost docelowy. Pomimo poprawy prognozy wzrostowej na kazdym z
obserwowanych etapow leczenia PAH nadal r6znit sie od wzrostu docelowego (th)
(Tabela 15, Tabela 16).

Poprawa PAH SDS byla zblizona do ,nadganiania wzrostu” w obu

wyselekcjonowanych grupach: dziewczynek (0,59 / 0,56) i chtopcéw (0,43 / 0,41).

Tabela 15. Wskaznik PAH SDS i jego korelacja z thSDS w grupie dziewczynek
(n=8).

Dziewczynki PAH SDS PAH - thSDS
W chwili rozpoczecia leczenia (n=8) -3,33 -1,48
Po 1 roku leczenia (n=8) -2,99 -1,14
Po 2 latach leczenia (n=8) -2,74 -0,89

Tabela 16. Wskaznik PAH SDS i jego korelacja z thSDS w grupie chiopcow (n=24).

Chtopcy PAH SDS | PAH - thSDS
W chwili rozpoczecia leczenia (n=19) -2,53 -1,24
Po 1 roku leczenia (n=21) -2,36 -1,07
Po 2 latach leczenia (n=21) -2,10 -0,81

Podczas terapii rhGH, oprécz parametrow auksologicznych, monitorowano
takze parametry biochemiczne w tym m.in. insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-
1). Przed rozpoczeciem leczenia s$rednie stezenia IGF-1 byly niskie dla wieku
metrykalnego. Szczegdlnie bylo to widoczne u chiopcédw, u ktérych wartosé
poczatkowa IGF-1 [120,1 ng/ml (n:183-850)] znajdowata sie znaczgco ponizej
zakresu wartosci referencyjnych, a u dziewczynek wynosita 143,1 ng/ml (n:143-693)].

Kontrolne badania wykonane po 1 roku i po 2 latach leczenia rhGH wykazaly
bardzo wyrazny wzrost IGF-1 w obu grupach, szczegdlnie widoczny po 1 roku
leczenia (Tabela 10, Rycina 7).

W grupie dziewczynek wykazano znamienng roznice pomiedzy poziomami IGF-1
przed leczeniem i po 1 roku leczenia; (test analizy wariancji; p<0,05); nie wykazano
statystycznej istotnosci pomiedzy poziomami IGF-1 po 1 i po 2 roku leczenia; (test
analizy wariancji; p>0,05).
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W grupie chlopcow wykazano znamienne réznice pomiedzy poziomami IGF-1 przed
leczeniem i po 1 roku leczenia, jak réwniez pomiedzy poziomami IGF-1 po 1 i po 2
roku leczenia; (test analizy wariancji; p<0,05).

Nie wykazano znamiennej roznicy pomiedzy poziomami IGF-1 w grupie dziewczynek
i w grupie chtopcow przed rozpoczeciem leczenia i po 2 latach leczenia; (test analizy
wariancji; p>0,05); wykazano znamienng réznice w ww. parametrach po 1 roku

leczenia; (test analizy wariancji; p<0,05).

Rycina 7. Poziomy IGF-1 (ng/ml) w grupach badanych.

4504
400+
350+
300+
250+
200+
150+
100+
501
04

O dziewczynki
B chiopcy
OKSS

\

przed po 1 roku po 2 latach
leczeniem leczenia leczenia

W trakcie 2-letniej obserwacji grupy badanej dostrzezono nie tylko zmiane
diugosci ciala, ale rowniez zmiane masy ciata co odzwierciedlat wskaznik masy ciata
(BMI) (Tabela 10).

Nie wykazano znamiennej r6znicy pomiedzy BMI (SDS) na poszczegolnych etapach
leczenia (0/1; 1/2; 0/2) w grupie dziewczynek i w grupie chtopcow; (test analizy
wariancji; p>0,05).

Nie wykazano znamiennej roznicy pomiedzy BMI (SDS) dziewczynek i chtopcow
przed leczeniem, po 1 roku i po 2 latach leczenia rhGH; (test analizy wariancji;
p>0,05).

52



W poszukiwaniu przyczyn stabszego niz oczekiwano ,nadganiania wzrostu”

wraz z leczeniem rhGH, grupe badang przeanalizowano pod katem innych

nieprawidtowosci wystepujacych zarowno przed leczeniem rhGH, jak i w trakcie

terapii rhGH (Tabela 17).

Tabela 17. Wspotistniejgce choroby i objawy chorobowe w grupie badanej.

Rodzaj schorzenia i objawéw

Liczba pacjentow z dodatkowymi
schorzeniami; n=21

(3 objawy u pacjenta nr 24)

Wielohormonalna niedoczynnosé¢

przysadki 2
Pierwotna niedoczynnos¢ tarczycy
(rozpoznanie przed leczeniem rhGH) 3*
Wtérna niedoczynnos$¢ tarczycy
(w trakcie leczenia rhGH) 3
Skrzywienie boczne kregostupa (przed 1
leczeniem)
ESS (empty sella syndrome) 4
Inne  nieprawidiowosci w  obrebie
przysadki:
- hipoplazja szyputy 1
- zmiana pokrwotoczna 1
Zwyrodnienie barwnikowe siatkowki 1*
Opadanie powiek 1*
Hipochondroplazja 1
Padaczka 1
Zespot nerczycowy 1
Torbiel szyszynki 2
Zespot Turnera 1

* objawy wystepujgce u pacjenta nr 24
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Rycina 8. Wzrastanie dziewczynek grupy badanej.
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Rycina 9. Wzrastanie chtopcow grupy badane;j.
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2. Wyniki bada n molekularnych

W wyniku analizy DNA mitochondrialnego u 31 z 32 pacjentéw obserwowano
wytgcznie prawidtowe produkty wszystkich reakcji, co wykluczato delecje mtDNA.
Wynik ten nie wyklucza jednak mozliwosci wystgpienia cytopatii mitochondrialnej
innego typu, o podobnych objawach klinicznych. Te inne zespoty chorobowe
charakteryzujg sie innymi rodzajami uszkodzenn DNA (np. mutacje punktowe). Tego
typu nieprawidtowosci nie byly analizowane w tym badaniu. W jednym przypadku
(pacjent nr 24) analiza DNA mitochondrialnego ujawnita dodatkowy produkt
amplifikacji PCR w reakcji nr 3. Poza spodziewanym, prawidtowym produktem reakcji
o wielkosci 8,2 tys. par zasad (pz) wykryto w zelu dodatkowy prazek (mniejszy
produkt), wskazujgcy na obecnos¢ delecji wielkosci okoto 5 tys. pz (Rycina 10). Ten
mniejszy produkt zostat wyekstrahowany z zelu i poddany bezposredniemu
sekwencjonowaniu przy uzyciu tych samych starterow, ktére wykorzystano do
amplifikacji. Analiza uzyskanych sekwencji umiejscowita delecje pomiedzy
nukleotydami 8482 w genie syntazy ATP 8 (ATP8) oraz nukleotydami 13458 w genie
5 podjednostki dehydrogenazy NADH (ND5). Delecja ma wiec wielkos¢ 4977 pz i
powoduje usuniecie z czagsteczki mtDNA genow kodujacych podjednostki syntazy
ATP, oksydazy cytochromowej, dehydrogenazy NADH oraz 5 gendéw tRNA (Rycina
11).

W pracy nie przedstawiono obrazow wynikow pozostatych przeprowadzonych

badan, w ktérych nie stwierdzono delecji mtDNA.
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Rycina 10. Zel agarozowy prezentujacy wynik reakcji nr 3 u 10 z 32 badanych
pacjentow w celu wykrycia delecji w mtDNA.
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1000 pz

— 750 pz

- 500 pz

Podwdjny produkt reakcji u pacjenta nr 24 wskazuje na obecnos¢ delecji. W
przypadku prébek nr 27 i 29, w ktérych nie uzyskano produktu reakcji, analiza byta
powtarzana, az do uzyskania wiarygodnego wyniku. M - oznacza marker wielkosci
DNA - 1 kb DNA Ladder.
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Rycina 11. Schemat potozenia wykrytej delecji na tle czasteczki mitochondrialnego
DNA.
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Delecja w tym rejonie jest najczesciej spotykanym wariantem rearanzacji
mitochondrialnego DNA w zespole Kearns-Sayre’a i stgd nazywana jest ,common

deletion” (wg. bazy danych MITOMAP http://www.mitomap.org [123]). Delecja taka

wystepuje powszechnie u chorych na cytopatie mitochondrialne oraz w tkankach
starzejacych sie lub narazonych na dziatanie czynnikbw mutagennych (np.
promieniowanie jonizujgce, UV czy mitogenne chemikalia). W rejonie pomiedzy
nukleotydami 8470-8482 oraz 13 447-13 459 znajduje sie bezposrednio powtdérzony
odcinek sekwencji o dtugosci 12 nukleotyddéw (5’-ACCTCCCTCACCA-3’), ktéry moze
sprzyjac¢ powstawaniu delecji na drodze nierownomiernej rekombinacji (Rycina 12).
Na podstawie obrazu klinicznego (niskorostos¢, zwyrodnienie barwnikowe
siatkdwki, opadanie powiek) oraz wspotistniejgcej, wyzej opisanej delecji mtDNA, u

pacjenta nr 24 rozpoznano zespot Kearns-Sayre’a.
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Rycina 12 . Porownanie sekwencji nukleotydowych czasteczki mitochondrialnego
DNA (mtDNA) oraz produktu PCR pacjenta nr 24 (pacjent) uzyskanej w wyniku

sekwencjonowania.

A

<40 40-50 _ 80-200 >=200
o T U U U U
1 3000 6000 9000 12000 15000
pacjent - -

B

miDNA 8310 TTAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAGATTAAGAGAACCAACACCTCTTTACAGTGAAATGC 8369
0 0 O s O T R e R
pacjent 390 TTAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAGATTAAGAGAACCAACACCTCTTTACAGTGAAATGC 449

mtDNA 8370 CCCAACTAAATACTACCGTATGGCCCACCATAATTACCCCCATACTCCTTACACTATTCC 8429
pcierf: 450 éééﬁéé%AAA}Aé%Aééé%é%ééééééééﬁ}égé%Aéééééi%ﬁéééé%%éégé$£$%éé 509
mtDNA 8430 TCATCACCCAACTAAARATATTAAACACAAACTAC 8482
pacient 510  TCATCACCCAACTAAARATATTAAACACARACTAC 562

mtDNA 13447
MTE N NETE gt f ey e e rvrEn g gy ek vy

CTCACCAI'TGGCAGCCTAGCATTAGCAGGAATACCTTTCCTCACAGGTTTCTAC 13506
[T
CACCAFTGGCAGCCTAGCATTAGCAGGAATACCTTTCCTCACAGGTTTCTAC 609

pacjent 550

mtDNA 13507 TCC
00 T O T O TV O O O TR I B S W B R AR
TEC

pacjent 610 AAAGACCACATCATCGAAACCGCAAACATATCATACACAAACGCCTGAGCCCTATCT 669

S A O A 0 O i I\I P LN LRGPP TEn i
pacjent €70 ATTACTCTCATCGCTACCTCCCTGACAAGCG CTATAGCACT GAATAATTCTTCTC AC, 729

AAAGACCA CATCATCGAAACCGCAAACATATCATACACAAACGCCTGAGCCCTATCT 13566

mitDNA 13567 ATTACTCTCATCGCTACCTCCCTGACAAGCGCCTATAGCACTCGAATAATTCTTCTCACC 13626

A — schematyczna lokalizacja fragmentu DNA pacjenta (cienka czerwona linia na
dole) na tle calej dlugosci czasteczki mtDNA (gruba czerwona linia), cienka szara
linia posrodku fragmentu DNA pacjenta pokazuje brakujacy odcinek sekwenciji
(delecja), kolor fragmentu DNA pacjenta odzwierciedla stopien identycznosci z
referencyjng sekwencjg mtDNA — od najmniejszego oznaczonego kolorem czarnym
do peinej zgodnosci oznaczonej kolorem czerwonym. B — bezposrednie poréwnanie
sekwencji nukleotydowych mitochondrialnego DNA i produktu PCR pacjenta. Widac
przeskok w sekwencji mtDNA (z nt 8482 do nt 13447) przy zachowaniu ciggtosci
sekwencji produktu PCR pacjenta, na czerwono zaznaczono bezposrednio
powtorzony odcinek sekwencji o diugosci 12 nukleotydéw (5-ACCTCCCTCACCA-

3’), ktéry moze sprzyja¢ powstawaniu delecji na zasadzie rekombinaciji.
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U ww. pacjenta wykonano takze badanie ilosciowe catkowitego poziomu
MtDNA we Kkrwi pacjenta oraz analize poziomu heteroplazmii. Badania te
przeprowadzono za pomocg techniki Real-Time PCR (Rycina 13).

Rycina 13. Wykres amplifikacji (fluorescencja vs numer cyklu) produktow reakcji
Real-Time PCR pacjenta nr 24 z analizy ilosciowej catkowitego poziomu mtDNA oraz
poziomu heteroplazmii.
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Cyfry oznaczajq reakcje: 1 — amplifikacja genu referencyjnego GAPDH, 2 — analiza
catkowitego mtDNA, 3 — amplifikacja tylko czgsteczek mtDNA bez delecji, 4 —
amplifikacja tylko czgsteczek mtDNA z delecjg. Kazda reakcja byta wykonana w

trzech powtdrzeniach. Czerwona linia wyznacza punkt graniczny odciecia tta reakciji.
Wynik badania poziomu mtDNA we krwi pacjenta ujawnit, ze catkowity poziom

mitochondrialnego DNA byt znaczaco wyzszy w stosunku do S$redniej z grupy
kontrolnej — srednio byt on 2,3 razy wyzszy (Tabela 18).
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Tabela 18. Porownanie catkowitego poziomu mtDNA pacjenta nr 24 oraz grupy

kontrolnej.

reakCC}a L 22,71 22,40 22,46 21,45 22,55 - 21,94 22,12
Cr 14,49 14,97 15,04 15,21 14,96 - 13,68 13,07
reakcja 2

Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 3 KKontrola 4 Klontrol a5 | Usrednione Pacjent 24 Pacjent 24
(analiza l) | (analiza 2)

Wzgledny |\ 208 17 | 172,44 | 171,25 | 75,58 | 192,67 | 182,02 | 306,55 | 530,05

poziom
mtDNA

roznica 306,55 :182,02 =1,68
poziomow 530,05:182,02 =291

Srednio 2,295 razy wyzszy

Analize przeprowadzono w oparciu o wyniki ilosciowej reakcji Real-Time PCR. W
reakcji 1 amplifikowano mMRNA genu referencyjnego GAPDH, w reakcji 2
amplifikowano catkowity mtDNA pacjenta. Probka pacjenta 24 byla analizowana
dwukrotnie, wyniki odniesiono do proby kontrolnej osobno, a nastepnie usredniono.
W tabeli pokazano wartosci liczbowe Ct poszczegoinych reakcji oraz wzgledny
poziom mtDNA obliczony metodg AC+ wedtug wzoru (poziom ekspresji = 2(Cyr.1 -
Cqr.2).

Wynik analizy poziomu heteroplazmii byt réwnie interesujacy (Tabela 19). Z
analizy poréwnawczej wynikow reakcji 3 i 4 wynika, ze czgsteczki mtDNA z delecjg
stanowig ogromng wiekszos¢ (75,7%) wszystkich czgsteczek mtDNA we krwi w
stosunku do normalnych czasteczek mtDNA bez delecji (24,3%). Jest to mniej wiecej
zgodne z iloscig produktow reakcji PCR obserwowanych w Zzelu agarozowym

(Rycina 10).
Tabela 19. Analiza poziomu heteroplazmii u pacjenta nr 24.

Wartosci Ct | Wzgledny poziom Procent cato $ci
MtDNA

Reakcja 21,94 - -

1
Reakcja 15,71 75,06 24,3 %

3
Reakcja 14,07 233,94 75,7 %

4

Analize przeprowadzono w oparciu o wyniki ilosciowej reakcji Real-Time PCR. W
tabeli poréwnano poziomy mtDNA z delecjg (reakcja 4) oraz bez delecji (reakcja 3)
obliczone wzgledem poziomu ekspresji MRNA genu referencyjnego GAPDH (reakcja

1) przy uzyciu metody ACy.
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3. Opis pacjenta nr 24 ze zdiagnozowanym zespotem K earns-Sayre’a.

e c.lV; pordd sitami natury w 39 t.c.; 9 pkt. Apgar
* masa ur. 3500 g / dtugos¢ 54 cm / obwdd glowy 34 cm
 matkal.31/156,5cm/zdrowa ojciec .33/ 180,3 cm / zdrowy

» okres noworodkowy - bez powiktan
3.1. Chronologia poszczegolnych schorze i u pacjenta nr 24 (Rycina 14).

Rycina 14. Wiek wystgpienia poszczegdlnych choréb i objawéw klinicznych u

pacjenta nr 24 z rozpoznaniem zespotu Kearns-Sayre’a.

catkowity blok przedsionkowo-

lie rozrusznika serca

somatotropinowa niedoczynno  $¢
' przysadki

dalsze pogarszanie wzroku — okulary

| zaburzenia wzroku —

Wiek (lata)
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3.2. Zaburzenia hematologiczne

W 6 miesigcu zycia rozpoznano ciezka posta¢ niedokrwistosci, a w 7 m.z., po
badaniu szpiku kostnego, ustalono rozpoznanie niedokrwisto$ci Blackfana-
Diamonda ( CZD Warszawa). W leczeniu stosowano nastepujace leki: prednizon,
interleukina 3 oraz transfuzje uzupetniajace masy erytrocytarnej (15x); ostatnig

transfuzje wykonano w 31 miesigcu zycia. Od tego czasu pacjent jest w remisiji.

3.3. Zaburzenia endokrynologiczne

Wozrastanie

W 4 r.z. podczas badania bilansowego po raz pierwszy stwierdzono obnizone

tempo wzrastania. Z ww. powodu, po 2-letnim okresie obserwacji, pacjent zostat

skierowany do Poradni Endokrynologicznej dla Dzieci Szpitala Wojewodzkiego nr

2 w Rzeszowie.

Wizyta 1 (wiek metrykalny 6 lat i 5 miesiecy)

e wzrost 106,7 cm (htSDS: —3,3) (Rycina 15, pkt O)

* masa ciata 16,3 kg

* tempo wzrastania miedzy 4 a 6,5 r.z.: 3,2 cm/rok

* budowa ciata prawidtowa, proporcje ciata zachowane

» stan przedpokwitaniowy: jgdra w mosznie; objetos¢ jader ok. 2 ml; pubarche
(owtosienie tonowe) 1; axilarche (owtosienie pachowe) 1

» zachowanie: usposobienie spokojne; uwage zwraca bardzo mata ruchliwos$é

« w badaniach hormonalnych stwierdzono: obnizone stezenie fT4 przy
prawidlowym stezeniu TSH — wyniki mogg wskazywa¢ na wtorng
niedoczynnos$¢ tarczycy; wigczono L-tyroksyne w dawce 25 ug dziennie p.o.

Wizyta 2 (wiek metrykalny 6 lat i 11 miesiecy)

e wzrost 108,0 cm (htSDS: —-3,3)

* masa ciala 16,6 kg

e nadal stabe tempo wzrastania ok. 3,2 cm/rok

» Pacjenta skierowano do Oddzialu Dzieciecego celem wykonania badan

diagnostycznych z powodu niskorostosci
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Tabela 20. Charakterystyka hormonalna i biochemiczna pacjenta z zespotem

Kearns-Sayre’a (nieprawidtowe wartosci sg oznaczone pogrubionym drukiem)

Wiek 6lat | 7lat | 8lat | 9lat | 10lat| 11lat | 12lat | 13lat | 14lat | 15lat | 16lat
Parametry Norma
biochemiczne

TSH (uIU/ml) 1871005022 | 005|211 ] 1.3 | 139109 081 | 1,14 ] 184 | 05143

fT4 (pg/ml) 6,83|10.28|10.24|11,26| 6,27 6.99-154

fT4 (ng/dl) 10410991129 | 149 | 155|102 | 09-167

ACTH (pg/ml) 62,5 7.2-63.3

Kortyzol (ug/l) 97.1 120,3|104,6|100,8|179.7 | 62-194
LH (mIU/ml) <0.1 <0.1] 02 | 0,61 |463]|0,19 :

FSH (mIU/ml) 0.2 1391126 | 1,22 | 1,72 | 0,58 **

Testosteron 0,2 | 0,16 |{0,836(0,245 e
| (ng/ml)

Prolaktyna 4,5 3,38 | 2,92 | 4,7-16,7
(ng/ml)

Parathormon 428 15-65
(pg/ml)

GH (ng/ml)

po klonidynie
o 0.8 >10
30’ 1,0
60’ 1,5
90’ 4,5
120° 3,2

GH (ng/ml) po
glukagonie

o’ 09| 1

30 - 1

60’ 1,9 | 2,
90’ 61| 3
120° 40| 13
150° 1,0| 0,9
180° 05| 0,6

6
8 >10
1
4

HbAlc (%) 537 | 552 54 | 56 | 52 | 57 | 56 48-60

Glukoza (mg/dl) 84 88 81 96 80 65-100

OGTT: glukoza
(mg/dl)

o’ 84 | 100 | 87 0": <100
30’ 141 | 180 | 156
60’ 149 | 168 | 164
90’ 159 | 166 | 167
120° 141 | 145 | 151 120": <140
150° 117 | 128 | 138

Insulina (uU/ml)
o 5,53 8.69
30 43,57
60’ 36,06 24-249
90’ 25,48 32,85
120° 33.53
150° 16.47

normy dla wieku

* 0-5lat: 0 -1,3; 5-10lat: 0-1,4; 10-13 lat: 0,1-7,8; 13-17 lat: 1,3-9,8;

** 0-5 lat: 0,2-2,8; 5-10 lat: 0,2-3,8; 10-13 lat: 0,4-4,6; 13-17 lat: 1,5-12,9;
**(0-1r.z.: 0,12-0,21; 1-6 lat: 0,03-0,32; 6-12 lat: 0,03-0,68; 12-17 lat: 0,28-11,1;



Tabela 20 (cd). Charakterystyka hormonalna i biochemiczna pacjenta z zespotem

Kearns-Sayre’a (nieprawidtowe wartosci sg oznaczone pogrubionym drukiem)

Wiek 6lat| 7lat |8lat|9lat| 10lat| 11lat | 12lat | 13lat | 14lat | 151at | 16lat
Parametry Norma
biochemiczne
anty-GAD (U/ml) 0.2 <]
1AA (%) 4,2 <565
1A-2 (U/ml) 04 <]
Na* (mmol/I) 141 136 142 140 | 1471 | 142 | 143 | 142 | 141 | 141 | 135-148
K* (mmol/I) 4,6 4.5 4.4 49 | 46 | 46 | 43 | 42 | 46 | 4,1 3553
Ca (mg/dl) 8.8 92188 | 91 |97 |95 ]| 97| 91 | 9,7 | 86-10,3
| Mg (mg/dI) 1.9 2,1 1.8-2.3
P (mg/dI) 4.8 39 | 2548
AspAt (U/I) 52 41 26 36 39 1-40
AlAt (U/I) 33 32 23 46 38 1-45
Mocznik ((mg/dl) 33 35 41 41 46 40 30 13-43
Kreatynina (mg/dl) 0,3 0,6 08 | 06 | 06 | 0,7 | 06 0,6-1,3
Biatko (g/dl) 76 | 6080
| IgA ARA ujemne

Badania dodatkowe:
* Badania biochemiczne wykazaty m.in. (Tabela 20):
- obnizone wydzielanie GH w testach z klonidyng i glukagonem; w czasie

diagnozowania pacjenta nie obowigzywato wykonanie testu wydzielania
GH po zasnieciu
- niski poziom prolaktyny
* Wiek kostny: 5 lat i 6 miesiecy (opOzniony o 1 rok i 5 miesiecy w stosunku do
wieku metrykalnego)
e USG jamy brzusznej: obraz prawidtowy
* EKG: rytm zatokowy, normogram; zapis prawidtowy
» Echokardiografia: serce bez wady anatomicznej, czynnos$¢ skurczowa w normie
« MR OUN: prawidlowy obraz mobzgowia i przestrzeni ptynowych
wewnatrzczaszkowych. Struktura przysadki i lejka bez zmian.

Po przeprowadzeniu ww. badan rozpoznano somatotropinowg niedoczynnosé¢
przysadki i przygotowano wniosek do Zespotu Koordynacyjnego ds. Stosowania
Hormonu Wzrostu celem przydziatu rhGH. Na posiedzeniu ww. Zespotu w dniu
14.01.2002 r. wniosek zostat zaopiniowany pozytywnie. Po kilku dniach
przeprowadzono szkolenie rodzicéw w zakresie obstugi Pena i rozpoczeto leczenie

hormonem wzrostu (Genotropin 5,3 mg; Pfizer).
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Rycina 15. Wzrastanie pacjenta nr 24 z zespotem Kearns-Sayre’a

-pierwsza wizyta
-poczatek leczenia rhGH
-po 1 roku leczenia rhGH

-po 2 latach leczenia rhGH

N —

55/

50

6 7
wiek (lata)

1

10

1 12
wiek (mies.)
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Poczatek leczenia rhGH (wiek metrykalny 7 lat i 5 miesiecy)

Masa ciata 17,6 kg

Wzrost 109,2 cm (htSDS — 3.5) (Rycina 15, pkt A)

Dawka Genotropin: 0,030 mg/kg/dzien s.c.
Leczenie dodatkowe: L-tyroksyna 37,5 pg/d p.o.

Tabela 21. Ocena auksologiczna, hormonalna, wiek kostny oraz przebieg leczenia

pacjenta z zespotem Kearns-Sayre’'a.

WM Czas Wzrost | hiSDS | Masa ™W WK IGF-1 Dawka
(lata) leczenia (cm) k@) | cm/rok) | data) | (ng/mb leku
(miesigce) mg/kg/d
7.4 poczgtek | 1092 | -3,5 17,6 3.0 - 39 0,030
leczenia
7,7 3 1105 | -35 17,9 5.2 - - 0,030
7.9 6 113,1 -3,2 19,0 104 7/ - 0,028
8,2 9 1152 | -32 19.6 74 - - 0,027
8.4 12 1160 | -30 19.2 4,8 - - 0,028
8.6 15 1173 | -3,1 20,7 4,2 - 183 0,032
8.8 18 1185 | -29 21,3 7.2 8 - 0,031
9.1 21 1200 - 21,3 5,1 - - 0.031
94 24 1222 | -2,7 21,1 7.5 - - 0,031
9.7 28 123.9 - 23.3 6.8 - - 1
przerwa
Q.9 31 1243 | -2,7 23,1 1,6 Q - 0,029
10,1 33 124.,6 - 23.3 14 - - 0,028
104 36 1259 | -2.8 22,9 3.9 - - 0,029
10,7 40 127,7 - 23,5 8,2 10 - 0,028
10,9 43 1202 | -2.8 23,7 4,5 - - 0,028
11,2 46 1300 - 24,2 3.2 - - 0,031
11,5 50 131,56 | -2.8 25,1 49 - - 0,030
11,8 53 1330 - 25,6 7.2 - - 0,029
12,0 55 1339 | -2.8 26,0 3.6 11 171 0,029
12,3 59 1354 - 26,8 6.0 - - 0,033
12,5 62 1360 | -29 26,8 64 - - 0,040
12,8 65 137.5 - 27,5 4.8 12 - 0,027
13,1 69 1382 | -30 275 24 - 314 2
przerwa
13,3 71 138.6 - 27,5 2,1 - 122 0,024
13,9 79 142,1 -3,1 28.8 5.8 - 401 0,023
14,1 81 142,66 | -3.2 29,0 3.5 12,5 392 0,023
14,9 Q0 1442 | -39 29,2 3.6 13 294 0.03
15,1 Q3 1456 | -39 30,5 6.1 - 294 3
przerwa
154 96 1456 | -4,5 29,7 0 - 186 0,025
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Przerwy w leczeniu:

1. 92dni (9,7-9,9r.2) rozpoznano zwyrodnienie barwnikowe
siatkdwki
2. 71dni (13,1- 13,3r.2) pogorszenie wzroku, nasilone

ostabienie miesniowe
3. 105dni (15,1 -15,4r.z.) zaburzenia rytmu serca, wszczepienie

rozrusznika serca

Dojrzewanie
Dojrzewanie pacjenta z KSS bylo op6znione — jego poczatek (powiekszenie jader

oraz pubarche) miato miejsce po 14 r.z.

Stan tyreometaboliczny

W wieku 6 lat i 5 miesiecy rozpoznano niedoczynnosc tarczycy i od tamtej chwili stale
otrzymuje L-tyroksyne w dawce zaleznej od poziomu hormonéw tarczycy oraz TSH,;
aktualna dawka 37,5 pg/d. W czasie kiedy byt kwalifikowany do badan
diagnostycznych hormonalnych oraz molekularnych byt w eutyreozie klinicznej i

hormonalne;j.

3.4. Zaburzenia okulistyczne

Po raz pierwszy zaburzenia ze strony narzadu wzroku pojawity sie w wieku 4
lat podczas badania bilansowego. W badaniu okulistycznym rozpoznano
astygmatyzm, ktory od 6 r.z. zostat skorygowany okularami. W badaniu
okulistycznym, w tym okresie zycia, nie obserwowano zadnych innych
nieprawidtowosci.

W 9 r.z. podczas kolejnego badania z powodu stale pogarszajacego sie
wzroku, rozpoznano postepujgce zwyrodnienie barwnikowe siatkowki (CzZD
Warszawa).

W 12 r.z. zaobserwowano obustronne opadanie powiek (Rycina 16). Przez
kolejne lata nastepowata dalsza utrata wzroku, z utrudnionym widzeniem bocznym.
W 14 r.z., z ww. powodu, rekomendowano rodzicom kontynuacje edukacji chtopca w
szkole dla dzieci niedowidzacych. Opadanie powiek ulega statej progresji (Rycina
17).
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3.5. Zaburzenia kardiologiczne

Od 1-szej wizyty endokrynologicznej a nastepnie w trakcie leczenia rhGH
monitorowano ukiad sercowo-naczyniowy pacjenta z KSS. Poczatkowo jego
parametry nie odbiegaty od normy. Wstepnie wykonane badanie EKG wykazato
prawidtowy zapis, a obrazowanie echokardiograficzne wykluczyto wade anatomiczng
serca. Nawet juz po postawieniu diagnozy KSS, podczas kontrolnych,
szczegO6towych badan kardiologicznych w 13 r.z. wykonane EKG, ECHO serca oraz
badanie holterowskie nie wykazaly nieprawidtowosci. Nigdy tez wczesniej nie
odnotowano w historii choroby jakichkolwiek nieprawidtowosci kardiologicznych. Z
uwagi na postepujace ostabienie po raz kolejny wykonano 24-godzinny profil EKG:

» Elektrokardiografia holterowska (14,5 r.z.). W czasie badania stwierdzono

nieznaczng liczbe pobudzen dodatkowych nadkomorowych, przedwczesnych,
bez czestoskurczu. Brak zaburzen przewodnictwa. Zmiennosc¢ rytmu serca 58
— 151/min, $r. 88/min. Tendencja do tachykardii. Zwraca uwage brak
naturalnej zmiennosci dobowej akcji serca (neuropatia trzewna? zmniejszona

wydolnos¢?), labilnos¢ rytmu. QTc 0,33-0,34 s.

Na kontrolnym badaniu (15 r.z.) zaobserwowano znacznego stopnia bradykardie
(0k.30-36/min); EKG: blok A-V 2/3 st.; do leczenia wigczono Salbutamol oraz
wystawiono wniosek do CZD na zatozenie stymulatora. Do Kliniki Kardiologii IP CZD
w Warszawie zostat przyjety 1 miesigc pdznie;.

W wykonanych w dniu przyjecia badaniach m.in.
e EKG: czynnos¢ serca miarowa oK. 38/min.; zaburzenia przewodzenia
przedsionkowo-komorowego 3 stopnia (catkowity blok A-V).

» Elektrokardiografia_holterowska (rejestracja 3 godzinna): rytm zatokowy 35 —

107/min., $r.39/min., zarejestrowano 365 pojedynczych, przedwczesnych
pobudzen komorowych, krétki epizod rytmu zatokowego.

Podjeto decyzje o wszczepieniu rozrusznika serca. Wykonano wszczepienie
uktadu jednojamowego endokawitarnego stymulujgcego serce. Przebieg po zabiegu
byt niepowiktany. Kontrolne badanie EKG wykazato prawidtowg stymulacje (rytm 57
— 75/min., sr. 60/min.)
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3.6. Zaburzenia neurologiczne

Po urodzeniu rozwdj psychoruchowy pacjenta byt prawidtowy. Jednakze
uwage zwracala stosunkowo niska aktywnos¢ fizyczna pacjenta w okresie
niemowlecym i wczesnodzieciecym. W wieku przedszkolnym odnotowano
zmniejszong sprawnosc¢ fizyczng oraz szybkie meczenie sie. Stopniowo wraz z
wiekiem wystepowaly coraz wieksze trudnosci w zakresie narzadu ruchu w postaci
0go6lnego spowolnienia, obnizonego napiecia miesniowego, niecheci do aktywnosci
fizycznej oraz zaburzen chodu. Od 13 r.z. wystepujg zaburzenia rownowagi i w tym
samym roku zycia obserwowano 2-krotnie omdlenie. Pacjent pozostaje w stalej
opiece neurologicznej CZD w Warszawie.
Wykonane badania:
(7_r.z. i 3/12) MR OUN: prawidtowy obraz mdzgowia i przestrzeni ptynowych

wewnatrzczaszkowych. Struktura przysadki i lejka bez zmian.

(11 r.z19/12) MR OUN: badanie MR mo6zgu wykazato nieprawidtowg intensywnosé

sygnatu (podwyzszong w obrazach T2-zaleznych i obnizong w obrazach T1-
zaleznych) pnia moézgu: zmiany najbardziej nasilone w obrebie mostu i
srodmdzgowia. Ogniskowe zmiany o podobnej intensywnos$ci sygnatu stwierdza sie
w obrebie gatek bladych obustronnie, ale z wyrazng przewaga strony prawej. Uktad
komorowy w granicach normy. Nie uwidoczniono zmian w potkulach mézgu. Nie
mozna wykluczy¢ niewielkich zmian w potkulach mézdzku — ocena badania
utrudniona ze wzgledu na artefakty ruchowe, dziecko niespokojne.

(14 r.z. i 8/12) Badanie elektroencefalograficzne: badanie wykonano w czuwaniu;

zapis niezréznicowany przestrzennie, podczas catego zapisu, we wszystkich
okolicach dominuje czynnosc¢ theta 5-7 Hz o amplitudzie 20-90 pV. Rz niewyrazona,
Fs bez wplywu na zapis, Hv chiopiec nie wykonuje. Orzeczenie: zapis nieprawidtowy

Z nieodpowiednig do wieku czynnoscig podstawowa.

3.7. Zaburzenia laryngologiczne
Ze wzgledu na uogolnione spowolnienie w czynnosciach wykonywanych przez
chlopca bardzo trudno jest ustali¢ czas kiedy nastgpito pogorszenie stuchu.

Dodatkowg trudnoscig byt staby kontakt chtopca z osobami spoza rodziny.

Badanie laryngologiczne (15 r.z.): Obustronny niedostuch typu czuciowo-
nerwowego. Zte rokowanie co do poprawy stuchu. Wskazane protezowanie stuchu.

Pomimo zalecen chtopiec nie zgodzit sie ha noszenie aparatu stuchowego.
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3.8. Zaburzenia metaboliczne

Od 10 r.z. pacjent pozostawat w opiece Poradni Chordb Metabolicznych IP
CZD w Warszawie. Wstepne badania poszerzonego przesiewu metabolicznego (GC-
MS, CDGS, MS/MS) nie wykazaly specyficznych zaburzen. Z uwagi na
wielonarzgdowos¢ zaburzen i nietypowy ich przebieg chiopca hospitalizowano w
Klinice Choréb Metabolicznych IP CZD (10 r.z. i 7/12) celem poszerzenia diagnostyki
w kierunku wystepowania ewentualnych chorob z grupy zaburzen mitochondrialnych.
W trakcie tego pobytu w znieczuleniu ogdélnym wykonano biopsje chirurgiczng
miesnia szkieletowego oraz zabezpieczono materiat biologiczny na ewentualne
przyszie badania molekularne.
Pracownia Cytochemiczna CZD: Wynik badania mikroskopowego miesnia
szkieletowego (nr bad. 13714):

W badaniu histochemicznym i histologicznym stwierdzono wzrost ilosci lipidow we
wibknach miesniowych o matym-$rednim nasileniu oraz przewage liczbowg widkien
typu pierwszego. Zmiany nie majg charakteru swoistego. Nie stwierdza sie innych
zmian miopatycznych, ani cech neurogennego uszkodzenia miesnia (dr hab.med. M.

Pronicki).

Wvynik molekularnego badania genetycznego (30.10.2008r):

Wynik diagnostyki: analiza mtDNA przy pomocy techniki PCR wykazata obecnosc
skroconego fragmentu (300pz) w regionie obejmujacym nukleotydy w pozycji 8224-
13501. Interpretacja wyniku: uzyskany wynik wskazuje na obecnos$¢ powszechnej
delecji m.8470_13447del4977 odpowiedzialnej za wystepowanie cytopatii
mitochondrialnej u pacjenta.

3.9. Zaburzenia psychofizyczne

Chilopiec w zachowaniu zawsze byt nad wyraz spokojny, wg rodzicoéw
najspokojniejszy wsrdd licznego rodzenstwa (2 siostry i 4 braci — wszyscy zdrowi). W
gabinecie lekarskim prawidtowo, cho¢ nieSmiato spetniat wszystkie polecenia, bardzo
mato moéwit, sprawiat wrazenie dziecka ze spowolnionym mysleniem. Zwykle byt
bardzo zmeczony po wysitku fizycznym. W zwigzku z tym sam ograniczat swojg
aktywnos¢ ruchowg do minimum. W relacji matki apetyt chtopca zawsze byt bardzo
staby. W szkole poczatkowo w klasach 1-3 radzit sobie w sposob wystarczajgcy,

jednak stopniowo uczyt sie coraz stabiej (otrzymywat oceny w granicach 2-3) i po
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ocenie psychologa w 10 r.z., na podstawie ww. orzeczenia, rozpoczat indywidualne
nauczanie w domu. Jego tempo pracy bylo coraz wolniejsze i miat trudnosci z
zapamietywaniem i rozumieniem tresci. Wystepowaly tez bardzo duze problemy z
pisaniem: pisat niezgrabnie, niestarannie i bardzo szybko meczyt sie w trakcie

pisania, miat ogromne trudnosci w prowadzeniu zeszytow.

Uzyskano zgode rodzicOw pacjenta z zespotem Kearns-Sayre’a na prezentacje zdje¢
fotograficznych ich syna.

Rycina 16. Zdjecie twarzy pacjenta nr 24 wykonane w wieku 12 lat
(rozpoznanie KSS).

Widoczne obustronne opadanie powiek
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Rycina 17. Zdjecie twarzy pacjenta nr 24 wykonane w wieku 16 lat (stan po

zatozeniu rozrusznika serca)

Nasilone obustronne opadanie powiek w stosunku do obrazu w 12 r.z.
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VI. DYSKUSJA

Wiedza na temat mozliwosci leczenia niskorostosci za pomocg
rekombinowanego, ludzkiego hormonu wzrostu (rhGH) jest bardzo powszechna w
Swiadomosci spotecznej, a przede wszystkim wsrdéd dzieci niskorostych i ich
rodzicow. Wedtug oczekiwan tych ostatnich zastosowanie leku ma by¢ prostym
srodkiem, swoistym panaceum, na zniwelowanie znaczgacych komplekséw
zwigzanych z niedostateczng wysokoscig ciata. Wieloprofilowa diagnostyka,
szczegoOlnie nastawiona na zaburzenia endokrynne, wskazuje w jakich sytuacjach
klinicznych moze znalez¢ zastosowanie rhGH. Jak wykazaty badania, juz samo
rozpoczecie leczenia rhGH wywiera korzystny efekt emocjonalny u dzieci niskich
[124,125]. Od czasu, w ktorym pojawita sie mozliwos¢ leczenia rhGH, dyskomfort
psychiczny wynikajgcy z niskorostosci byt proponowany jako jedno ze wskazan do
rozpoczecia terapii hormonem wzrostu [126], ale nalezy pamietaé, ze skutecznosé
leczenia musi by¢ zawsze zwigzana z bezpieczenstwem leczenia. Czesto
zastosowana terapia rhGH weryfikuje zasadnos$¢ takiego postepowania woéwczas,
gdy po poczatkowo dobrej odpowiedzi wzrostowej, tempo wzrastania wyraznie
stabnie i nie widzimy oczekiwanego efektu terapeutycznego. Taki stan sktania do
poszukiwania innych przyczyn niskorostosci anizeli niedobdér hormonu wzrostu.
Dotyczy to gtdbwnie samego leku, sposobu jego podawania czy nieprawidtowego
odzywiania pacjenta i wskazuje na potrzebe weryfikacji rozpoznania wstepnego, w
tym takze do poszukiwan dodatkowych, nie rozpoznanych dotgd schorzen ogoinych,
ograniczajgcych efekt terapeutyczny. Jedng z przyczyn prowadzgcych do
nieskutecznosci leczenia sg zaburzenia mitochondrialne, ktérych wystepowanie
mozna byto do niedawna podejrzewac, a od kilku lat takze rozpoznawac¢. Wtasnie
mozliwos¢ badan molekularnych w kierunku rozpoznania zespotu Kearns-Sayre’a
(KSS), rzadkiego zespotu chorobowego, byta inspiracja do podjetych badan z
przekonaniem, ze schorzenie to moze nie by¢ dostatecznie rozpoznawane w okresie
dziecinstwa kiedy rozpoznawana jest niskorostos¢ i inicjowane jest leczenie
hormonem wzrostu, a pozostate objawy kliniczne tego zespotu nie sg jeszcze
odpowiednio silnie wyrazone.

Zespdt Kearns-Sayre’a z powodu nadal jeszcze ograniczonej mozliwosci
diagnostyki pozostaje problemem stosunkowo mato znanym i to nie tylko w Polsce.

Wielonarzgdowe objawy wchodzace w jego sktad powodujg, ze pacjenci z KSS sg
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wielokrotnie konsultowani przez lekarzy réznych specjalnosci, z reguty uzyskujgc
tylko czesciowg pomoc. To takze dotyczyto opisywanego w pracy pacjenta z KSS,
oczekujgcego na konsultacje hematologiczng, okulistyczng, endokrynologiczng,
neurologiczng, genetyczng, kardiologiczng, laryngologiczng i psychologiczng. Z
drugiej strony nie mozna sie dziwi¢, ze wiedza lekarzy rodzinnych, pediatrow, a
nawet specjalistow na temat KSS pozostaje nadal niewystarczajgca z uwagi na brak
opisow w polskim piSmiennictwie, a diagnoza oparta byta do niedawna wytgcznie o
wynik biopsji miesnia. Mozna domniemywadé, ze populacja pacjentéw dotknietych tym
uszkodzeniem genetycznym moze by¢é wieksza niz w oficjalnych raportach.
Prawidtowe postawienie diagnozy jest wazne nie tylko w wymiarze przyczynowym,
ale takze wskazowka do dalszych, ukierunkowanych poszukiwan zaburzen
klinicznych.

Podstawg wyboru pacjentéw do badan (kryteria wigczenia) byto stwierdzenie
SNP u dziecka niskorostego oraz udokumentowana stabsza od spodziewanej
odpowiedz na leczenie rhGH.

DeSanctis opisat pacjenta z KSS i towarzyszgcym SNP, u ktérego podanie
rhGH nie zmienito tempa wzrastania [127].

Réwniez obserwacje pacjentow Kliniki Endokrynologii i Diabetologii Wieku
Rozwojowego UM w Poznaniu (obecnie Klinika Endokrynologii i Reumatologii
Dzieciecej) wykazaty, ze wsrod pacjentow ze znacznie stabszym efektem leczniczym
po zastosowaniu rhGH, znajduje sie pacjent z zespotem Kearns-Sayre’a. W tymze
osrodku zdiagnozowano i leczono (bgdz sg nadal leczeni) kolejnych 4 pacjentéw z
regionu wielkopolskiego.

W niniejszej pracy poddano poczatkowej analizie dane 202 pacjentow,
bedacych w opiece Poradni Endokrynologicznej dla Dzieci i Oddziatu Dzieciecego
Szpitala Wojewoddzkiego nr 2 w Rzeszowie, ktérzy w latach 2005 — 2007 byli leczeni
rhGH z powodu rozpoznanej niedoczynnosci przysadki. W tej grupie pacjentow
przewazaty dziewczynki (104) vs chtopcy (98). Sposrdd nich wyselekcjonowano
grupe 32 dzieci, ktére pomimo standardowego leczenia rhGH nie wykazywaty
charakterystycznego ,nadganiania wzrostu” (z ang. catch-up growth) i pozostawaty
nadal niskie.

Wsréd wybranych pacjentéw dominowali chtopcy (24/32; 75%). 8 dziewczynek
(8/32; 25%) uzupetniato grupe badang. Ta proporcja (3:1) zdecydowanie wiec

odbiegata od poczatkowej (~1:1). Wszyscy pacjenci poddani byli standardowej
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procedurze diagnostycznej wymaganej przed ewentualnym wigczeniem leczenia
rhGH. Cechg najbardziej réznigcg grupe badanych dziewczynek od chitopcéw, z
ktérg mozna wigza¢ te nierbwnowage, byt stan dojrzewania ptciowego w chwili
rozpoczecia terapii rhGH. Na poczatku leczenia 10 (1 dziewczynka i 9 chtopcéw)
sposrod 32 dzieci (31,2%) witgczonych do badania, prezentowato cechy dojrzewania
ptciowego. W grupie chtopcow znajdowato sie 8 pacjentow (33,3%), ktorzy ukonczyli
14 rok zycia. Wsrod dziewczynek nie byto ani jednej w tej grupie wiekowej. Mozna
zatem przyjaé, ze grupa starszych, dojrzewajgcych chtopcéw, pomimo
zastosowanego leczenia rhGH, nie byta w stanie zmieni¢ dotychczasowego tempa
wzrastania. Karavanaki i wsp. w swojej pracy wykazali, ze wiek i wzrost w chwili
rozpoczecia dojrzewania, sg czynnikami determinujgcymi wzrost ostateczny [128].
Stagd mozna byto wnioskowac pierwotnie, ze tempo wzrastania i wzrost ostateczny
bedg lepsze u dzieci jeszcze prepubertalnych. Stosunkowo pdzny wiek w chwili
rozpoznania SNP moze by¢ wynikiem nie tylko mniejszej Swiadomosci spotecznej,
ale rowniez wynikiem niedostatecznej czujnosci lekarza pierwszego kontaktu.
Pomimo zwigkszonego tempa wzrastania bezposrednio po rozpoczeciu
leczenia nie obserwowano wyraznego ,nadganiania wzrostu”, tak po 1 jak i po 2 roku
terapii pacjentéw grupy badanej (dziewczynki: htSDS +0,26 i +0,30; chiopcy
odpowiednio htSDS +0,21 i +0,20; Tabela 12). Dotyczyto to zaréwno tych pacjentow
z zapoczatkowanym dojrzewaniem jak i pacjentéw bez cech dojrzewania. Odpowiedz
na leczenie rhGH w postaci znamiennie zwiekszonego wydzielania IGF1

odnotowano w obu grupach (Tabela 10, Rycina 7) tak wiec zaréwno lek (rhGH) jak i

receptor dla GH (GHR) nie byly przyczyng stabszego efektu terapeutycznego.
Analiza porownawcza wzrostu aktualnego do wzrostu docelowego przedstawionego
jako sredni wzrost rodzicow wykazata, ze na kazdym z dwoch etapdéw leczenia (11 2
rok odpowiednio) byt on na zdecydowanie nizszym poziomie, z tym ze w przypadku
chtopcéw (htSDS -2,53; -2,33) dystans do ,nadganiania” pozostawat stale wiekszy
niz u dziewczynek (htSDS -1,93; -1,63) (Tabela 10). Niekorzystna prognoza wzrostu
ostatecznego (PAH) nie ulegata znamiennej poprawie w trakcie leczenia rhGH w
obydwu grupach pacjentéw i parametr ten pozostawat nadal ponizej wzrostu

docelowego (th) (Tabela 15, Tabela 16). Nalezy zaznaczy¢, ze u 5 chiopcow (w tym

u pacjenta z KSS) nie mozna bylo oznaczy¢ PAH w momencie rozpoczynania
leczenia, poniewaz ich wiek kostny znajdowat sie ponizej 6 lat, uniemozliwiajgc

skorzystanie z tablic Bayley-Pinneau. W niektérych przypadkach, przyczyna
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pozostawania wzrostu pacjentdw na wzglednie niskim poziomie mogta byc
uwarunkowana konstytucjonalnie opdznionym dojrzewaniem i wzrastaniem, dla
potwierdzenia czego potrzebny bytby dtuzszy okres obserwacji pacjentow anizeli 2
lata. Innym problemem, ktéry nalezato wyjasni¢ byto wykrycie ewentualnych
schorzen ogoélnych, mogacych wielopoziomowo zaburza¢ proces wzrastania.

Najbardziej istotng przyczyng endokrynologiczng zwigzang ze wzrastaniem,
oprocz SNP, obnizajgcg znamiennie tempo wzrastania jest niedoczynnos¢ tarczycy
[129]. Dysfunkcja tarczycy w odniesieniu do wzrostu manifestuje sie niekorzystnie na
kazdym etapie zycia, ale szczegdlnie jest to znamienne w okresie intensywnego
wzrastania ze wzgledu na role hormonéw tarczycy w syntezie i dziataniu GH [130]. W
przypadku grupy badanej przed rozpoczeciem diagnostyki niedoboru wzrostu u trojki
pacjentow (chtopcy) stwierdzono niedobdr hormondéw tarczycy. U tych pacjentow
wigczono L-tyroksyne celem wyréwnania stanu hormonalnego i po powtérnej ocenie
wzrastania, po 6 miesigcach kwalifilkowano ich do testéw stymulacyjnych na
wydzielanie GH. U catej trojki kontynuowano leczenie L-tyroksyng takze po
wigczeniu terapii rhGH. U kolejnych 3 pacjentéw (2 chiopcow i 1 dziewczynka)
rozpoznano pierwotng niedoczynnos$¢ tarczycy juz po rozpoczeciu leczenia rhGH.
Zaleznosci miedzy leczeniem rhGH, a funkcjg tarczycy byly podnoszone wielokrotnie
w pismiennictwie [131,132] z sugestig, ze wyrownanie tych zaburzen (subkliniczna
hipotyreoza) nastepuje zwykle samoistnie, a leczenie farmakologiczne niekoniecznie
musi by¢ podejmowane [133]. Decyzje o witgczeniu lub zaprzestaniu leczenia L-
tyroksyng mozna rozwazyc tylko w sytuacji dobrej odpowiedzi wzrostowej na podjete
leczenie rhGH. Watpliwosci wynikajgce ze stabego tempa wzrastania powinny
sktania¢ do pilnego wyréwnywania zaburzenh osi przysadkowo-tarczycowej [134]. We
wszystkich 3 wymienionych wczesniej przypadkach prowadzono leczenie L-T4 i przy
prawidtowych poziomach hormonow tarczycy obserwowano odpowiedz na leczenie
rhGH.

Inng nieprawidtowoscia moggcg by¢ zrodtem zaburzen sekrecji innych
hormondéw tropowych przysadki byty zmiany wykryte w obrebie przysadki w trakcie
obrazowania OUN w badaniu MR. U trzech chiopcéw i jednej dziewczynki (n=4)
uwidoczniono zmiany o typie zespotu pustego siodta (empty sella syndrome; ESS) z
hipoplastyczng przysadkg, natomiast u kolejnych dwdch pacjentow pici meskiej
rozpoznano inne nieprawidtowosci w obrebie siodfa tureckiego (hipoplazja szyputy i

zmiana pokrwotoczna; Tabela 17). Te zmiany wymagaty sprawdzenia nie tylko
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sekrecji hormonu tyreotropowego, jak wyzej opisano, lecz funkcjonowania takze
pozostatych osi. U Zadnego z pacjentow nie potwierdzono nieprawidtowosci w
zakresie sekrecji prolaktyny ani zaburzen w obrebie osi przysadkowo-nadnerczowe;.
Z kolei u dwdch chtopcédw do leczenia wigczono preparaty testosteronu, w dawce 50
mg/4tyg. im, ze wzgledu na fakt, ze nieprawidtowosciom morfologicznym (ESS w
pierwszym przypadku i hipoplazja szypuly w drugim) towarzyszyt brak cech
dojrzewania, pomimo ukonczonego juz 14 r.z., i niedostateczne wydzielanie
gonadotropin w tescie z LH-RH. U jednego z nich (z ESS) odstgpiono od leczenia po
potrocznym okresie terapii z powodu powiekszajgcych sie jgder i podjeciu
endogennego LHRH-zaleznego dojrzewania. Obie te sytuacje, w ktoérych wigczono
testosteron, miaty miejsce juz po okresie 2 letniej obserwacji od rozpoczecia leczenia
rhGH. Bardzo ciekawa okazata sie analiza wzrastania jedynej dziewczynki z ESS,
ktéra rozpoczeta leczenie rhGH majac lat 11,5. Poczatkowy poziom wzrostu (htSDS -
3,8) nie ulegt zmianie po 1 roku leczenia (htSDS -3,8), a po nastepnym roku
awansowat tylko bardzo niewiele do poziomu htSDS -3,5. Z powodu braku
zewnetrznych cech dojrzewania (w wykonywanym USG miednicy matej macica i
jajniki pozostawaty w rozwoju na poziomie wczesno dzieciecym) wykonano
oznaczenie poziomu gonadotropin (nie wykonywanych dotychczas), ktorych
podwyzszone poziomy sugerowaty hipogonadyzm hipergonadotropowy, a badanie
genetyczne (45,X) potwierdzito podejrzewany zespot Turnera (ZT). Cata ta sytuacja
miata miejsce juz po rekrutacji do grupy badanej i wykonaniu badan molekularnych.
Po zmianie kwalifikacji do leczenia i po zwiekszeniu dawki na obowigzujgcg w tym
schorzeniu, nastgpita poprawa tempa wzrastania. Mozna w tym przypadku
dyskutowa¢ o potrzebie wykonywania diagnostyki genetycznej za kazdym razem
rozpoczynajgc leczenie rhGH. U ww. pacjentki, poza niskorostoscig, nie byto
fenotypowych stygmatéw ZT, a wykonane badanie na poziom chromatyny piciowej,
przez niektérych stosowane jako badanie przesiewowe, wykazato poziom prawidtowy
(22%). Badanie to nie powinno wiec by¢ stosowane w diagnostyce genetycznej ze
wzgledu na ryzyko wyniku fatszywie ujemnego i btedne zakwalifikowanie pacjenta do
niewtasciwej grupy terapeutycznej. U dziewczynki z niskorostoscig i powyzej 11 roku
zycia, nawet przy braku stygmatow zespotu Turnera, nalezy obligatoryjnie oznaczyc¢
poziom gonadotropin gdyz pierwotna niedoczynnosc¢ jajnikéw, manifestujgca sie
hipogonadyzmem hipergonadotropowym, to obok niskorostosci druga podstawowa

cecha zespotu Turnera. Pozostate badania kontrolne w tej grupie pacjentow, a takze
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u dwoch kolejnych z torbielami szyszynki pozostawaty w normie i nie dawaty
przestanek do podejrzerh w kierunku przyczyny stabej odpowiedzi na leczenie rhGH.
Jeszcze innymi chorobami wspatistniejgcymi, ktdére wystgpity u jednego z

pacjentow pici meskiej juz w trakcie leczenia byto postepujace zwyrodnienie
barwnikowe siatkowki, do ktérego dotgczyto sie wkrotce opadanie powiek. Sytuacja
ta miata miejsce w 3 roku stosowania preparatu rhGH. Poczgtkowe efekty leczenia
tego pacjenta byty bardzo obiecujgce, poniewaz juz po 6-miesiecznym okresie terapii
wystgpit bardzo zadowalajgcy efekt w postaci zwigkszenia tempa wzrastania z 3.0 do
10.4 cm/rok, co odpowiadato wstepnym przewidywaniom i byto zgodne z danymi z
pismiennictwa [135,136]. Niestety juz w drugiej potowie 1-go roku stosowania rhGH
tempo wzrastania ulegfo wyraznemu obnizeniu do 4,8 cm/rok. ,Nadganianie wzrostu”
po 1 roku leczenia wyniosto ostatecznie tylko +0,5 htSDS. Poniewaz zmiany
barwnikowe siatkowki pojawity sie juz w trakcie stosowania terapii rhGH i byt to nowy
objaw, dotychczas nie spotykany w naszym osrodku, podjeta zostata decyzja o
czasowym zaprzestaniu terapii rhGH z obawy przed nasileniem postepu choroby
siatkdwki, biorgc takze pod uwage ewentualny efekt jatrogenny. Czas ten (3
miesigce)  wykorzystano na  wykonanie  konsultacji  okulistycznych i
endokrynologicznych oraz na poszukiwanie zwigzku przyczynowego pomiedzy
leczeniem rhGH, a wystgpieniem zmian ocznych. W literaturze nie znaleziono
zwigzku pomiedzy wyzej wymienionymi zdarzeniami, ani tez opisywane kliniczne
zmiany nie byly wymieniane jako sytuacje, ktére zmuszaty by do przerwania
podawania rhGH jak np. wystgpienie objawdw zwiekszonego cisnienia czaszkowego
(pseudotumor cerebri), cukrzycy czy tez ztuszczenia gtowy kosci udowej [137]. Z ww.
powoddw, po 3-miesiecznej przerwie ponownie wigczono leczenie rhGH. W
pozniejszym okresie wykorzystano mozliwo$¢ wykonania badan molekularnych w
Pracowni Endokrynologii Molekularnej UM w Poznaniu i na ich podstawie
rozpoznano u pacjenta zespot Kearns-Sayre’a. Postawienie takiego rozpoznania
implikuje zarbwno koniecznos¢ poszukiwania innych nieprawidtowosci u pacjenta z
takim rozpoznaniem jak i poddaje pod dyskusje dalsze leczenie rhGH. Watpliwosci
co do terapii rhGH dotyczyty:

1. zasadnosci kontynuacji leczenia

2. dawki leku

3. czestotliwosci podawania leku.

4

. bezpieczenstwa leczenia
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Zaburzenia wzrastania sg jedng z cech encefalomiopatii mitochondrialnej
[138,139]. W wiekszosci tych przypadkow sekrecja GH w testach stymulacyjnych jest
prawidtowa, a prawidiowe stezenia IGF-1 sugerujg sprawnosc¢ dziatania szlaku
GHRH/GH/IGF1/IGFBP3 [119]. Bardzo niewiele mozna znalez¢ informacji o
skutecznosci leczenia rhGH w tych przypadkach. Leczenie za pomocg rhGH
powoduje zwykle wzrost tempa wzrastania u tych pacjentow tylko w pierwszych
latach leczenia, tak jak obserwuje sie to u dzieci z idiopatycznym niskim wzrostem
(bez niedoboru GH) [119]. Z dos$wiadczen innych o$rodkéw na uwage zastuguje
obserwacja zespotu poznanskiego [140], ktéry we wspoétpracy z Klinikg Neurologii
Wieku Rozwojowego UM w Poznaniu, Okulistyczng Poradnig Konsultacyjng SK im.
H. Swiecickiego UM w Poznaniu oraz Klinikg Neurologii UM w Warszawie,
zdiagnozowat kolejnych pie¢ przypadkow zespotu Kearns-Sayre’a (z czego 4 z
Wielkopolski i 1 z Krakowa). We wszystkich przypadkach obserwowano tez bardzo
znaczng niskorostos¢ (htSDS <-3) spowodowang niedoborem GH. W jednym z tych
przypadkow zastosowano leczenie rhGH, w trakcie ktérego obserwowano pojawienie
sie opadania obu powiek [141]. Z ww. powodu oraz braku spodziewanych efektow w
zakresie wzrastania zaprzestano leczenia rhGH tego pacjenta, w dwdch kolejnych
przypadkach leczenie jest kontynuowane. U jednego chtopca, przerwano leczenie ze
wzgledu na ciezki blok przedsionkowo-komorowy oraz wspoétistniejgcg kardiomiopatig
rozstrzeniowig o podtozu genetycznym. Paradoksalnie tempo wzrastania u tego
pacjenta byto dobre, a w poréwnaniu do innych dzieci z KSS wrecz bardo dobre
[142]. Leczenie tych pacjentdéw jest zatem dyskusyjne i to nie tylko z uwagi na koszty,
ale zwtaszcza ze wzgledu na brak dostatecznych danych o optymalnych dawkach
rhGH, a takze ostatecznej wiedzy na temat skutecznosci i bezpieczenstwa terapii.
Nie mozna takze wykluczy¢ wrecz szkodliwosci tej terapii u pacjentéw z KSS.
Pomimo wielu znakéw zapytania podjeto jednak decyzje o kontynuacji leczenia rhGH
U mojego pacjenta z rozpoznaniem KSS przynajmniej z dwéch powodow:

1. wystepowata niedoczynnos¢ przysadki w zakresie wydzielania GH i ten fakt
sktaniat do wyréwnywania jego niedoboru w odniesieniu do procesu
wzrastania oraz ze wzgledu na role jakg odgrywa hormon wzrostu w
metabolizmie.

2. analizujgc tabele wynikdbw mozna zaobserwowac, ze po pierwszym 3-
miesiecznym odstawieniu rhGH tempo wzrastania ulegto zdecydowanemu

obnizeniu (z 6,8 do 1,6 cm/rok). Takich samych obserwacji dostarczyly dwie
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kolejne przerwy w leczeniu, ze spadkiem TW do zera w ostatnim z tych
okresow

Pierwsza przerwa, wynikajgca m.in. z braku preparatu rhGH, zostata dokonana
przy stosunkowo dobrym tempie wzrastania (ok. 6,8 cm/rok). Po opisywanym juz
spadku TW i po wznowieniu terapii zaobserwowano zwiekszenie tempa wzrastania
(do 8,2 cm/rok). Tego samego spostrzezenia mozna dokonac¢ oceniajgc TW w czasie
drugiego odstawienia rhGH z tym, Zze do tej ostatniej sytuacji doszto w momencie
zaobserwowanego duzego ostabienia naszego pacjenta, ze spadkiem tempa
wzrastania do 2,4 cm/rok. Przerwa zmniejszyta TW do 2,1 cm/rok. Po ponownym
zastosowaniu leczenia zanotowano jego wzrost TW do 5,8 cm/rok. Obie te sytuacje
mogg Swiadczy¢ o tym, ze by¢é moze jednym z wiasciwych elementow terapii rhGH w
KSS i w innych tego typu cytopatiach jest wtasnie okresowe przerwanie leczenia
(terapia przerywana). Jak wiadomo podanie rhGH stymuluje organizm do
zwiekszenia aktywnosci metabolicznej, a co za tym idzie wzrostu produkcji energii.
Defekt genetyczny wystepujacy w KSS powoduje wyrazne ograniczenie produkciji
energii mitochondrialnej tak potrzebnej w omawianym aspekcie. W mitochondriach
pacjentow z KSS wspotwystepuje zmutowany i prawidtowy mtDNA (heteroplazmia),
dlatego funkcje tancucha oddechowego mogg nie by¢ uposledzone tak diugo, jak
dtugo prawidtowy mtDNA w sposob wystarczajacy dostarcza energii, niwelujgc braki
energetyczne zmutowanego mMtDNA. Mozna domniemywaé, ze krotkotrwate
zwiekszenie wymagan energetycznych moze by¢ zabezpieczone przez czes$é
prawidtowego mtDNA, a przerwa potrzebna jest na jego regeneracje. Jesli
przyjmiemy to za wskazowke postepowania to nalezy jeszcze odpowiedzie¢ na
pytanie kiedy przerwac leczenie? Czy robi¢ to z pewng systematycznoscig np. co 6
czy 9 czy 12 miesiecy albo dopiero w momencie gdy objawy kliniczne i tempo
wzrastania (wyrazne pogorszenie) bedg sygnalizowaty ,ostabienie organizmu”? Czy
przerwa w leczeniu powinna by¢ taka sama jak czas terapii (np. 3 miesigce
podawania rhGH i 3 miesigce przerwy) czy moze by¢ krotsza? Z praktycznego
punktu widzenia wydaje sie, ze w schemacie leczenia powinien by¢é to dosé
regularny okres, a z obserwacji dokonanych u mojego pacjenta z KSS, gdzie
najlepsze rezultaty wzrastania osiggnat on odpowiednio po 7,5 i 8 miesigcach terapii
mozna zatozy¢ 9-miesieczny okres leczenia z nastepowg 3-miesieczng przerwg. Ze
wzgledu na trudnosci wystepujgce w wykonywaniu oznaczen stezenia IGF-1 w

naszym osrodku niemozliwa byta doktadna analiza jego poziomu po wdrozeniu
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leczenia rhGH i w okresie pierwszego zaprzestania leczenia, ale juz oznaczony
spadek tego czynnika wzrostowego po drugiej i trzeciej przerwie byt znaczny, co
raczej potwierdza zasadnos¢ kontynuacji leczenia po kazdej z wymuszonych przerw
w leczeniu.

Inng kwestig, takze trudng do jednoznacznego ustalenia, pozostaje wielkos¢
dawki rhGH. W programie leczenia SNP rekomendowane sg dawki 0,1 - 0,33mg (0,3
-1,0 IU)/kg/tydz., (0,015— 0,045 mg/kg/d) [76], w ktérych to zakresach prowadzono
terapie wszystkich pacjentéw. Jesli chodzi o pacjenta z KSS to rozpietosc¢ ta wahata
sie miedzy 0,023 a 0,040 mg/kg/d. Pytanie o wielko$¢ dawki zwigzane jest z
teoretycznym rozwazaniem, a mianowicie ktéra z dawek, w sytuacji przewidywalnego
,wyczerpania mitochondrialnego”, mogtaby sta¢ sie tg najbardziej optymalna,
efektywng? Z obserwacji wtasnych leczenia jednego pacjenta z KSS dos¢ trudno w
sposob jednoznaczny wskaza¢ najskuteczniejszg ilos¢ podawanego rhGH. Przez
pierwszy, ok. 2-letni okres terapii rhGH wielko§¢ dawki wahata sie w granicach
0,027-0,032 mg/kg/d. W potowie tego okresu leczenia, z powodu wyraznego spadku
tempa wzrastania, zwiekszono dawke rhGH z 0,028 do 0,032 mg/kg/d i nastgpito
odwrdcenie tego trendu (z 4,2 na 7,2 cm/rok), co moze swiadczy¢ o skutecznosci
takiego postepowania. Ten niewielki wzrost dawki leku (0 12,5%), w sytuacji spadku
oczekiwanego efektu wzrostowego, ktory w tej wyjgtkowej sytuacji moze korelowac z
przewidywanym ,wyczerpaniem mitochondrialnym”, mogt wygenerowac istniejgca
rezerwe auksologiczng. Niestety nie mozna tego potwierdzic stosownymi
oznaczeniami stezen IGF-1. Dos¢ podobng sytuacje mozna zaobserwowac¢ w drugim
i trzecim ,przedziale czasowym” leczenia (po pierwszej i drugiej przerwie w terapii),
gdy roéwniez po pierwotnym zwiekszonym przyroscie diugosci ciata nastepowato
spowolnienie tempa wzrastania (1,6-8,2-3,6 cm/rok; 2,1-5,8-3,5 cm/rok). Ponowne,
jak za pierwszym razem zwigkszenie dawki leku (10,7%; 30,4%) powodowato wzrost
tempa wzrastania (3,2-7,2 cm/rok; 3,6—6,1 cm/rok). Wydaje sie wiec, ze w sytuacji
powolnego zmniejszania skutecznosci rhGH podanie zwiekszonej jego dawki moze
spowodowac ponowny i skuteczniejszy efekt wzrostowy. Uzupetniajgc rozwazania o
czasie podawania i ewentualnej dawce rhGH mozna zastanowi¢ sie nad podaniem
tego hormonu tylko w dawce metabolicznej, w takiej jakg praktykuje sie u dorostych
pacjentow z niedoborem hormonu wzrostu. Te nizsze dawki rhGH nie powinny
generowaC¢ znaczgcego ,mitochondrialnego  wyczerpania” organizmu, a

zapewniatyby podtrzymywanie prawidiowych lub zblizonych do prawidtowych funkcji
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metabolicznych. Taki rodzaj postepowania miatby swoje uzasadnienie u
analizowanego w mojej pracy pacjenta, w czasie planowanych przerw w terapii
rhGH. Jednakze poza hipotetyczng ,regeneracjg” ekspresji mtDNA majgcg miejsce
podczas terapii przerywanej nastepuje takze niejako ,regeneracja psychiczna”
pacjenta zmeczonego i czasem zniecierpliwionego codziennym wykonywaniem
iniekcji, zwlaszcza w okresie dojrzewania i w zwigzku ze stabszym niz oczekiwano
efektem stosowanej terapii. Wybor pomiedzy ,leczeniem metabolicznym” a zupetnym
odstawieniem powinien by¢ dokonywany indywidualnie i by¢ opartym o dane
dotyczgce stopnia niedoboru hormonu wzrostu w testach stymulacyjnych
oceniajgcych maksymalne szczytowe wydzielanie hormonu wzrostu. W przypadku
ciezkiego niedoboru GH nalezatoby rozwazy¢ utrzymanie dawki ,metabolicznej” w
przerwie terapii ,wzrostowej”. U opisywanego pacjenta wystepowat czesciowy
niedobdér GH, wiec catkowite odstawienie rhGH w trakcie terapii przerywanej wydaje
sie bardziej uzasadnione.

Dyskusyjnym wydaje sie poszukiwanie KSS wsrod pacjentéw, u ktorych
wystepujg tylko pojedyncze objawy z licznych nieprawidtowosci zwigzanych z tym
schorzeniem. W mojej pracy, oprocz niskorostosci zwigzanej z deficytem wydzielania
GH, dodatkowym kryterium w doborze grupy badanej byta staba reakcja na leczenie
rhGH. Dodatni wynik w badaniach genetycznych w kierunku KSS uzyskano tylko u
jednego pacjenta (1/32=3.1%) i to u tego, u ktérego mozna byto zaobserwowacé inne
dodatkowe nieprawidtowoséci jak chocby zwyrodnienie barwnikowe siatkéwki,
opadanie powiek czy niezbornos¢ ruchow. Oczywiscie retrospektywnie mozna dosc¢
jednoznacznie odnalez¢ poszukiwanego pacjenta z badanej grupy, ale w momencie
zapoczatkowania terapii u chtopca nie wystepowaty w sposdb jawny inne, oprécz
niskiego wzrostu, objawy i tylko staba odpowiedz na leczenie mogta wpisa¢ pacjenta
w grupe badang. Dodatkowe nieprawidtowosci pojawiaty sie w trakcie kolejnych lat
terapii rhGH (Rycina 14) m.in.:

- po 2 latach: zwyrodnienie barwnikowe siatkdwki

- po 5 latach: opadanie powiek

- po 6 latach: zaburzenie chodu i rownowagi.

Nalezy w tym miejscu nadmieni¢, ze u probanda, po stwierdzeniu zmian
zwyrodnieniowych siatkowki, zostata podjeta diagnostyka w kierunku wrodzonych
wad metabolicznych. Juz wtedy, wobec niejasnego obrazu chorobowego

wynikajgcego z wielonarzgdowosci zaburzen i nietypowego ich przebiegu, przy
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prawidtowych wynikach poszerzonego przesiewu metabolicznego, wskazano na
koniecznos¢ przeprowadzenia diagnostyki uzupetniajgcej celem ewentualnego
rozpoznania lub wykluczenia zaburzen z grupy choréb mitochondrialnych. Wykonana
w znieczuleniu ogélnym biopsja chirurgiczna miesnia szkieletowego nie wykazata w
badaniu mikroskopowym zmian miopatycznych ani cech neurogennego uszkodzenia
miesnia. Badan molekularnych nie wykonywano. Mozna wiec jednoznacznie
zauwazyC, ze poszczegolne dolegliwosci nie musiaty, a nawet nie mogty byc¢
poczgtkowym kryterium witgczenia. Kazda z ww. nieprawidtowosci mogta wystgpi¢
jako pierwsza, jak chocby postepujgca oftalmoplegia zewnetrzna w opisach innych
pacjentow [143,144] i pokazywaé ,wierzchotek gory lodowej” KSS, ktorej to objawy
ukazywaty by sie stopniowo w czasie. Ujawnienie sie typowej triady objawow moze
by¢ znaczgco rozciggniete w czasie, a niektore charakterystyczne zaburzenia moga
sie nigdy nie pojawic¢ [145]. To potwierdza konieczno$¢ poszukiwania pacjentow z
KSS wsrdd chorych o niewielkiej liczbie objawow (w badanej grupie niski wzrost,
niedoczynno$¢ przysadki i staba odpowiedz na leczenie rhGH), szczegdlnie gdyby
wystepowaty nieprawidtowosci z roznych dziedzin medycyny jak np. okulistyki
(zwyrodnienie barwnikowe siatkowki, opadanie powiek) i neurologii (hipotonia,
ataksja) lub wielu innych jeszcze mozliwych asocjacji. Najtrudniej rozpoznac
nietypowy przebieg KSS jak choéby opisywany ,Bartter-like” KSS [146], z
dominujgcymi  objawami  nerkowymi. Nie nalezy takze zapomina¢ o
mitochondriopatiach w przypadku np. cukrzycy, ktéra takze moze byC¢ pierwszag
oznakg KSS [147]. Brak potwierdzenia autoimmunologicznego podtoza cukrzycy
powinno nasuwac podejrzenie nieautoimmunologicznych przyczyn cukrzycy, w tym
cytopatii mitochondrialnej, jak w przypadku KSS. Wymienione sytuacje kliniczne
potwierdzajg wiekszg niz przypuszcza sie czestos¢ wystepowania zaburzen
mitochondrialnych. Do$¢ powszechna nieznajomos¢ KSS wsréd lekarzy, takze
specjalistow, utrudnia rozpoznawanie tego schorzenia. Pomimo, ze w chwili obecnej
nie ma mozliwosci wyleczenia pacjentow z KSS, to jednak istniejg sposoby
tagodzenia ich dolegliwosci, chocby w ograniczonym zakresie. Poznanie i
zrozumienie mechanizmow zachodzgcych na poziomie komérkowym, w przypadku
takich cytopatii jak KSS, moze pomo6c w prowadzeniu terapii jak chocby rhGH
(dawka, czestotliwo$¢ podawania leku, czas prowadzenia leczenia), czy tez we
wczesniejszym rozpoznawaniu innych towarzyszgcych temu zespotowi objawdw

chorobowych. Objawy kliniczne w KSS mogg dotyczy¢ kazdego narzadu. W
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zaleznosci od tego ktory narzad ulega najwiekszej dysfunkcji nasze postepowanie
medyczne moze by¢ bardziej zachowawcze lub zdecydowanie bardziej aktywne. W
przypadku stopniowo pogarszajgcego sie stuchu zwigzanego z dysfunkcjg uktadu
neurosensorycznego zaleca sie, podobnie jak we wszystkich zaburzeniach
mitochondrialnych, regularne badanie audiometryczne [148]. Tak witasnie
postepowaliSmy z naszym pacjentem. Pogarszanie sie stuchu stopniowo
doprowadzito do sytuacji, w ktorej wskazane byto zaopatrzenie w aparat stuchowy.
Niestety, chtopiec nie wyrazit zgody na to leczenie. Innego postepowania wymagaja
zaburzenia, w ktérych brak wyréwnania moze zagrozi¢ zyciu pacjenta. Dotyczy to np.
cukrzycy, niedoczynnosci nadnerczy czy zaburzen rytmu serca, gdzie spodzniona
interwencja lekarska moze doprowadzi¢ do przedwczesnej smierci pacjenta [149].
Wiedza o naturalnym przebiegu tego schorzenia pozwolita stosunkowo wczesnie
wykry¢ ciezkie zaburzenia ukfadu bodzco-przewodzgcego serca z bradykardig i
blokiem przedsionkowo-komorowym, doprowadzajgcym do omdlen. Omdlenia byty
poczagtkowo wigzane z uogolnionym zmeczeniem. Krétko przed wystgpieniem
ciezkich objawéw wykonano 24-godzinne badanie holterowskie monitorujgce prace
serca, ktére wykazato zapis w granicach normy. W okresie 6 miesiecy powstat blok
P-K Il stopnia, z towarzyszacg bradykardig, nasilajgcg sie pomimo zastosowanego
leczenia. Pilna interwencja w postaci zatozenia rozrusznika serca spowodowata
ustgpienie zagrazajgcych zyciu objawéw i poprawe stanu ogolnego chiopca.
Podobne sytuacje opisywane sg coraz czesciej w pisSmiennictwie, nakazujgc
czujnos¢ kardiologiczng w przypadkach pojawiania sie zaburzen przewodnictwa w
miesniu sercowym, szczegolnie tych wystepujgcych u matych dzieci [150].

Majac definitywne, molekularne potwierdzenie KSS u pacjenta, mozna tez poddac
analizie retrospektywnej pierwsze powazne schorzenie chtopca jakim byta wykryta w
1 roku zycia niedokrwistos¢ Blackfana-Diamonda (BDA), wymagajgca m.in.
sterydoterapii i wielokrotnych transfuzji uzupetniajgcych. Ostatecznie, po okoto 2-
letniej terapii nastgpita trwata remisja choroby. W KSS nie opisuje sie wczesnych
zaburzen hematologicznych, lecz to samo podioze molekularne wystepujgcych
zaburzen chorobowych (delecja mtDNA) ma takze zespot Pearsona (ZP), w obrazie
ktorego wystepuje niedokrwistos¢ sideroblastyczna lub pancytopenia [151,152].
Niedokrwistos¢ Blackfana—Diamonda, ujawniajgca sie w wiekszosci przypadkow w
okresie noworodkowym lub niemowlecym, to normochromiczna niedokrwistos¢ ze

znacznego stopnia retikulocytopenig oraz wybiorczym brakiem komorek
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prekursorowych dla erytrocytéw. Podtozem tej choroby sg zaburzenia w funkciji
rybosomow [153-155]. Ten typ niedokrwistosci nie wpisuje sie wiec w standardowy
ZP, w ktérym poza niedokrwisto$cig sideropeniczng wystepuje zewngtrzwydzielnicza
niedomoga trzustki oraz zaburzenia funkcji watroby i nerek, nie wystepujgce u
opisywanego pacjenta. ZP najczesciej konczy sie Smiercig we wczesnym
dziecinstwie [156]. Ci nieliczni pacjenci, ktorzy przezyli okres niemowlectwa, rozwijajg
w pozniejszym okresie objawy KSS [113]. Wydaje sie wiec, ze niedokrwisto$¢
wystepujgca we wczesnym dziecinstwie u pacjenta nie powinna byé zwigzana z
wrodzonymi zmianami w mtDNA, chociaz nie mozna tego ostatecznie wykluczy¢,
biorgc pod uwage mozliwos¢ uposledzonej biatkowej produkcji rybosomalnej na
skutek zaburzeh w mitochondriach komérek szpiku. U ponad potowy pacjentéw z
BDA nie udaje sie znalez¢ charakterystycznych mutacji w genach kodujgcych
produkcje biatek rybosomalnych, sugerujgc istnienie innych zaburzen molekularnych
w patogenezie tej choroby [157]. Tak wiec istnieje prawdopodobienstwo, ze
zaburzenia w mtDNA mogty wywotac¢ ten rodzaj niedokrwistosci, bedgc pierwszym
sygnatem ujawniajgcych sie z biegiem lat nieprawidtowosci charakterystycznych dla
zespotu Kearns-Sayre’a. By¢ moze ten typ anemii jest kolejnym objawem klinicznym
zespotu Kearns-Sayre’a. Jest to nowatorskie spostrzezenie w przebiegu KSS.

Problemy zwigzane z KSS wynikajgce z pogarszajgcych sie funkcji wielu
narzgddéw jak niedostuch, niedowidzenie, spowolnienie ruchowe i myslowe prowadzg
do stopniowego obnizania sie jakosci zycia. Z tego powodu chtopca zakwalifikowano
do indywidualnego nauczania w domu, ale ze statg mozliwoscig uczeszczania na
zajecia w szkole, aby zachowac kontakt z rowiesnikami w tym tak waznym dla niego
okresie zycia. Bardzo wazne jest aby oprécz nadzoru medycznego pacjent wraz z
rodzing zostat objety opiekg srodowiskowg i psychologiczng. Tak tez dzieje sie w
przypadku opisywanego pacjenta.

Odnoszgc sie do analizy mtDNA wykonanej w 2006 r. w Pracowni Endokrynologii
Molekularnej UM w Poznaniu (potwierdzajgcej u pacjenta zespot Kearns-Sayre’a) i
wyniku takiego samego badania z Pracowni Cytochemicznej CZD w Warszawie
(2008r), w obu osrodkach uzyskano wynik tej samej ,common deletion” 4977 pz.
Rozbieznosci w szczegotowym opisie delecji z obydwu pracowni wynikajg z réznic w
technicznym przeprowadzeniu badania, a konkretnie w umiejscowieniu starteréw
uzytych do reakcji PCR. W analizie wykonanej w CZD uzyto starterow

amplifikujgcych jedynie region 8224-13 501 pz czgsteczki mtDNA, a wiec
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ukierunkowanych wytgcznie na wykrycie ,common deletion”. Stagd otrzymano jedynie
produkt o dtugosci 300 pz poniewaz reszta amplifikowanego regionu zostata usunieta
przez delecje. W pracowni poznanskiej wykorzystano inne zestawy starterow do
reakcji PCR, ktére pozwalaly na przeanalizowanie catej czgsteczki mtDNA w
poszukiwaniu kazdej mozliwej delecji — stad inna wielkoS¢ produktu reakcji. W
obydwu przypadkach uzyskano jednak ten sam wynik badania — obecnos¢ ,common
deletion". Trudnosci w jednoznacznym okresleniu doktadnej lokalizacji poczatku i
konca delecji wynikajg z faktu wystepowania identycznych powtorzen 12-to
nukleotydowej sekwencji ACCTCCCTCACCA w rejonie bezposrednio otaczajgcym
delecje pomiedzy nukleotydami 8470-8482 oraz 13447-13459. Podczas
sekwencjonowania produktow reakcji nie mozna jednoznacznie stwierdzic, ktory z
nukleotyddw tego powtdrzenia nalezy do regionu z poczatku, a ktory z konca delec;ji.
Nawet w bazie danych MITOMAP ,common deletion” jest kilka razy lokalizowana w
tym regionie z przesunieciem kilku nukleotydéw w jedng lub drugg strone. Stata jest
jednak zawsze wielkos¢ delecji (4977 pz) oraz lokalizacja poczgtku w regionie nt
8470-8482 i konca w regionie nt 13 447-13 459. Te warunki zostaty spetnione w
wynikach obydwu badan.

Jak wczesniej wspomniano w jednej komérce, a nawet w obrebie jednego
mitochondrium, wystepujg prawidtlowe oraz zmutowane czgsteczki mtDNA. Nie do
konca jednak wiadomo jak dystrybucja zmutowanego mtDNA w macierzy
mitochondrialnej wptywa na rozwdj choroby [158]. W opublikowanych badaniach nie
stwierdzono korelacji pomiedzy wielkoscig i lokalizacjg delecji mtDNA, a fenotypem
pacjenta i jego objawami chorobowymi. Dla wszystkich mutacji mtDNA, w tym tez dla
KSS, kliniczna ekspresja zalezy od kilku czynnikow:

e odsetka zmutowanego mtDNA (heteroplazmia)

o dystrybucji tkankowej zmutowanego mtDNA

e wrazliwosci poszczegdlnych tkanek na zaburzenia metabolizmu tlenowego

(efekt progowy) [93].

Delecje w mitochondrialnym DNA wystepujg zazwyczaj w stanie heteroplazmii.
Oznacza to wspotwystepowanie w jednej komorce, a nawet w obrebie jednego
mitochondrium, zarowno prawidtowych czgsteczek mtDNA jak i czgsteczek z delecja.
Stosunek ilosciowy zmutowanych czgsteczek mtDNA do prawidtowych ma krytyczny

wptyw na fakt wystgpienia choroby i stopieh nasilenia jej objawéw klinicznych [83,
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159]. Z ww. powodu przeprowadzono analize ilosciowg poziomu mtDNA we Kkrwi
pacjenta za pomocg techniki Real-Time PCR.

Prég podatnosci poszczegdlnych tkanek prawdopodobnie nie rézni sie znaczgco
u poszczegolnych osodb, zatem to dystrybucja tkankowa i wielkoS¢ heteroplazmii
mogg decydowac o spektrum objawdw klinicznych. Wystepowanie delecji mtDNA we
wszystkich tkankach pacjentéw z KSS, ich dominacja w komorkach krwiotwoérczych w
zespole Pearsona oraz ograniczenie do wystepowania w miesniach szkieletowych
pacjentow z postepujacg, zewnetrzng oftalmoplegia tumaczy rézne kliniczne
postacie tego samego defektu molekularnego [160]. Ekspresja objawéw jest wiec
wywotywana przez poziom zmutowanego mtDNA. U opisywanego pacjenta z KSS,
heteroplazmia byta zdominowana przez nieprawidtowy mMtDNA (75,7%). W
piSmiennictwie sugeruje sig, ze w przypadku KSS 20% niezmienionego mtDNA moze
wystarcza¢ dla prawidtowego funkcjonowania mitochondriow, a dopiero poziom
mutacji przekraczajgcy 80% jest przyczyng dysfunkcji mitochondriéw i objawow
klinicznych [81]. Nie mozna jednak wykluczy¢ wystepowania objawdw chorobowych
przy nizszych poziomach nieprawidlowego mtDNA w szczegdlnych okresach o
zwiekszonych wymaganiach energetycznych jak np. noworodkowym czy
dojrzewania. U pacjenta z KSS poziom heteroplazmii jest zblizony do wartosci
progowych dostepnych z literatury. Ten poziom nieprawidtowosci spowodowat
stopniowe pojawianie sie objawéw klinicznych, ale i szybkie ich narastanie,
szczegolnie w okresie zwigzanym z intensywnym wzrostem, a wiec w okresie
wyraznie zwiekszonego zapotrzebowania energetycznego. Nalezy mie¢ nadzieje, ze
po okresie intensywnego wzrastania i dojrzewania nastgpi stabilizacja choroby.
lloSciowe oznaczenie poziomu nieprawidtowego mtDNA moze wiec by¢ bardzo
cenng wskazowkg w kazdym przypadku rozpoznania cytopatii mitochondrialnej (w
tym KSS) dla prognozowania postepu choroby.

Trudnoscig zwigzang z takimi chorobami jak KSS jest tez dostepnos¢ wykonania
okreslonych badan. Ograniczone mozliwosci diagnostyczne w znacznym stopniu
zmniejszajg naszg czujnos¢ na wystepowanie schorzeh bedgcych rzadkoscig w
codziennej praktyce lekarskiej. Dlatego tak wazne jest aby promowac osrodki
medyczne w Polsce 2z najwiekszym doswiadczeniem i mozliwosciami
diagnostycznymi w okreslonej dziedzinie medycyny, w ktorych mozna zawsze

otrzymac 2-gg opinie oraz wykona¢ uzupetniajgce badania diagnostyczne.
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Roéwnoczesnie nalezy pamietaCc o schorzeniach z grupy zaburzen
mitochondrialnych u pacjentow, ktérzy przechodzg do opieki endokrynologow-
internistow. Wiele przypadkéw KSS moze bowiem ujawniaé sie dopiero po okresie
dziecinstwa i dotyczy¢ dorostych [143], u ktérych przez wiele lat diagnoza moze byc¢

postawiona niewfasciwie [144,161].

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze w wyselekcjonowanej grupie badanej 32
pacjentow z trudnosciami w ,nadganianiu wzrostu” wykryto 1 przypadek dziecka z
zespotem Kearns-Sayre’a, co potwierdza zasadno$¢ uwzgledniania przyczyn
mitochondrialnych w diagnostyce réznicowej stabej odpowiedzi na leczenie rhGH
pacjentow z SNP. Negatywny wynik badania w kierunku KSS nie wyklucza
obecnos$ci cytopatii mitochondrialnej innego typu, ale o podobnych objawach
klinicznych. Szczegdlng uwage powinno zwracaé sie na pacjentow wykazujgcych
interdyscyplinarne dolegliwosci, szczegdlnie o nietypowym przebiegu choroby,
sprawiajgcym trudnosci terapeutyczne [162]. Holistyczne spojrzenie na pacjenta i
jego problem zdrowotny, wiasciwe i szybkie rozpoznanie KSS lub podobnej choroby
u dziecka ma istotne znaczenie dla sposobu dalszego postepowania
profilaktycznego i leczniczego, ktdérego celem jest zmniejszenie ryzyka zaburzenia
harmonijnego rozwoju dziecka.

Leczenie niskorostych pacjentow z KSS za pomocg rhGH moze byc¢
nieskuteczne, co sugeruje ze niski wzrost u tych pacjentow nie jest zwigzany
wytgcznie z niedoborem GH, ale moze by¢ takze zwigzany ze zbyt matg iloscig
substratu biatkowego. Deficyt efektywnosci fosforylacji oksydacyjnej z powodu
mutacji w mtDNA powoduje niedostateczng produkcje energii w mitochondriach i - co
jest z tym zwigzane - obnizong synteze biatek. W rezultacie nie obserwuje sie
znaczacego krotko- czy dilugotrwatego efektu w postaci przyspieszonego tempa
wzrastania po podaniu rhGH. W niektérych przypadkach terapia hormonem wzrostu
moze prowadzi¢ do nasilenia sie innych objawdéw klinicznych i progresji stanu
chorobowego, co jest zwigzane ze zwiekszonym zapotrzebowaniem energetycznym.
Zwiekszona stymulacja mitochondrialna przy obecnosci nieprawidtowego mtDNA
moze prowadzi¢ do takiego deficytu energetycznego, ze po przekroczeniu pewnego
progu wydolnosci pojawig sie objawy chorobowe w tkankach i narzgdach.

Trzeba zywi¢ nadzieje, ze moze w niedalekiej przysziosci dostepna bedzie

skuteczna terapia genowa w tej ciezkiej, genetycznie uwarunkowanej chorobie.
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VII. WNIOSKI

1.

Okoto 15% pacjentdbw z somatotropinowg niedoczynnoscig przysadki
prezentuje brak charakterystycznego ,nhadganiania wzrostu” po zastosowaniu
leczenia rhGH.

Dzieci z somatotropinowg niedoczynnoscig przysadki (SNP) i brakiem
»-hadganiania wzrostu” w trakcie terapii rhGH sg potencjalnymi kandydatami do
badania genetycznego w kierunku delecji mtDNA. Grupg ryzyka zespotu
Kearns-Sayre’a sg szczegolnie te dzieci z SNP, u ktérych wystepujg
dodatkowe zaburzenia jak opadanie powiek, zwyrodnienie barwnikowe
siatkdwki i zaburzenia uktadu bodzco-przewodzacego serca.

Diagnostyka molekularna (badanie mMtDNA w kierunku delecji) jest
podstawowg metodg diagnostyczng w rozpoznaniu zespotu Kearns-Sayre’a.
Wynik badania molekularnego mtDNA (jakosciowy i ilosciowy) moze
prognozowac wystgpienie okreslonego zespotu chorobowego.

Leczenie SNP u pacjenta z zespotem Kearns-Sayre’a za pomocg rhGH nalezy
prawdopodobnie indywidualizowaé, modyfikujagc dawke oraz okres podawania

leku.
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VIIl. STRESZCZENIE

Niski wzrost jest przyczyna niepokoju zaréwno samych pacjentéw jak i wsrdd ich
rodzicow. Duze nadzieje na poprawe wzrostu ostatecznego wigzane sg z
mozliwoscig zastosowania rekombinowanego ludzkiego hormonu wzrostu (rhGH),
zwtaszcza w przypadku niskorostych dzieci z rozpoznaniem somatotropinowej
niedoczynnosci przysadki (SNP), dzieki ktorej to terapii pacjenci moga osiagnaé
zadowalajacy wzrost ostateczny. Niestety, nie wszystkie dzieci objete tg terapig
wykazujg dobrg odpowiedz na zastosowany lek. Wsrdd przyczyn nieskutecznosci
leczenia wyrdzni¢ trzeba cytopatie mitochondrialne, ktore sg grupg wielouktadowych
zaburzen metabolicznych o podiozu genetycznym. Stopniowe obnizenie proceséw
energetycznych na poziomie mitochondriow prowadzi do uposledzenia funkciji
poszczegolnych tkanek i narzgdow z preferencyjnym ostabieniem miesni oraz uktadu
nerwowego. Jedng z cech ww. chordb jest tez niskorosto$¢ zwigzana z zaburzeniem
funkcji uktadu wewnatrzwydzielniczego. Zesp6t Kearns-Sayre’a (KSS) to przyktad
mitochondriopatii, z klasyczng triadg zaburzen: zwyrodnienia barwnikowego
siatkdwki, przewlekiej, postepujacej zewnetrznej oftalmoplegii z opadaniem powiek
oraz bloku przedsionkowo-komorowego uktadu bodzco-przewodzgcego serca. Staba
odpowiedz na leczenie rhGH to kolejna cecha KSS.

Cele pracy obejmowaly: (1) wyselekcjonowanie z grupy dzieci z SNP leczonych
rhGH w Poradni Endokrynologicznej dla Dzieci Szpitala Wojewodzkiego nr 2 w
Rzeszowie, w woj. podkarpackim chorych ze stabszg odpowiedzig na zastosowane
leczenie oraz ich szczego6towg charakterystyke; (2) ocene grupy badanej pod katem
wspotistnienia innych nieprawidtowosci (endokrynologicznych [
nieendokrynologicznych); (3) analize molekularng ~ mtDNA u - ww.,
wyselekcjonowanych pacjentéw w poszukiwaniu delecji mtDNA jako przyczyny SNP
oraz (4) szczegblowg analize pacjentdw z delecjg mtDNA i ich odpowiedz na
leczenie rhGH. Z grupy 202 dzieci leczonych rhGH w latach 2005 - 2007
wyselekcjonowano grupe 32 dzieci, ktore pomimo standardowego leczenia rhGH nie
wykazywaly charakterystycznego ,nadganiania wzrostu” (AhSDS <0,5 po roku
leczenia) i po dwéch latach leczenia pozostawaly nadal niskie. Analizie poddano
wybrane parametry auksologiczne i biochemiczne [m.in. wzrost i mase ciala,
wskaznik BMI, wiek kostny, tempo wzrastania, ,nadganianie wzrostu”, wzrost

rodzicow, prognoze wzrostu ostatecznego (PAH), stezenie IGF1] zarowno przed i w
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trakcie leczenia rhGH. U wszystkich wyselekcjonowanych pacjentéw wykonano
badania molekularne (izolacje DNA z limfocytow krwi obwodowej oraz analize
mitochondrialnego DNA) w poszukiwaniu delecji mitochondrialnego DNA (mtDNA). W
badanej grupie zdecydowang wiekszo$¢ stanowili chiopcy (n=24) vs dziewczynki
(n=8). Stosunek pici meskiej do zenskiej w badanym materiale wynosit 3:1.
Poréwnano m.in. skutecznos¢ leczenia w poszczegoélnych grupach z uwzglednieniem
wzrostu docelowego wynikajagcego ze wzrostu rodzicow, a takze w oparciu o
prognoze wzrostu ostatecznego (PAH) wynikajgcej z oceny wieku kostnego i
aktualnego wzrostu. Oceniono stezenie IGF1 jako wskaznika odpowiedzi
biochemicznej na stosowany rhGH. Przeanalizowano schorzenia towarzyszace,
mogace mie¢ wptyw na stabszg odpowiedz wzrostowg w trakcie leczenia hormonem
WZrostu.
Wykazano porownywalng skutecznosé¢ leczenia w grupie dziewczynek i chtopcow w
poszczegolnych latach terapii rhGH. Znamienna poprawa tempa wzrastania (TW),
zwigzana byla z wyraznym wzrostem poziomoéw IGF-1, jednak nie spowodowata
oczekiwanego ,nadganiania wzrostu” w obu grupach po 1 roku i 2 latach leczenia
(dziewczynki 0,26 i 0,30 htSDS; chitopcy 0,21 i 0,20 htSDS). Prognoza wzrostu
ostatecznego ulegta tylko nieznacznej poprawie w okresie 2-letniej obserwacii
(dziewczynki 0,59 htSDS; chtopcy 0,43 htSDS).
Przeprowadzona analiza molekularna mtDNA pozwolita rozpozna¢ KSS u jednego
pacjenta. U ww. chiopca z KSS poddano retrospektywnej analizie wszystkie
wczeshiej wystepujgce zdarzenia chorobowe oraz zweryfikowano aktualne
zaburzenia zdrowotne w poszukiwaniu zwigzku z istniejgcg mutacjg mMtDNA
(genotyp/fenotyp). Poddano wnikliwej ocenie dotychczasowy sposéb leczenia
hormonem wzrostu opisywanego pacjenta, sugerujgc nieco inny sposob podawania
rhGH anizeli w pozostatych przypadkach somatotropinowej niedoczynnosci
przysadki, modyfikujac dawke oraz okres podawania leku.
Na podstawie przeprowadzonej rozprawy doktorskiej wysunieto nastepujgce wnioski:
1. Okoto 15% pacjentdw 2z somatotropinowg niedoczynnoscig przysadki
prezentuje brak charakterystycznego ,hadganiania wzrostu” po zastosowaniu
leczenia rhGH.
2. Dzieci z somatotropinowg niedoczynnoscig przysadki (SNP) i brakiem
»-nadganiania wzrostu” w trakcie terapii rhGH sg potencjalnymi kandydatami do

badania genetycznego w kierunku delecji mtDNA. Grupg ryzyka zespotu
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Kearns-Sayre’a sg szczegolnie te dzieci z SNP, u ktérych wystepujg
dodatkowe zaburzenia jak opadanie powiek, zwyrodnienie barwnikowe
siatkdwki i zaburzenia uktadu bodzco-przewodzacego serca.

. Diagnostyka molekularna (badanie mtDNA w kierunku delecji) jest
podstawowg metodg diagnostyczng w rozpoznaniu zespotu Kearns-Sayre’a.

. Wynik badania molekularnego mtDNA (jakosciowy i ilosciowy) moze
prognozowac wystgpienie okreslonego zespotu chorobowego.

. Leczenie SNP u pacjenta z zespotem Kearns-Sayre’a za pomocg rhGH nalezy
prawdopodobnie indywidualizowaé, modyfikujagc dawke oraz okres podawania

leku.
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IX. SUMMARY

Short stature is a cause for concern for both patients and their parents. High hopes for
improvement in final height are associated with the use of recombinant human growth
hormone (rhGH), especially in case of short-statured children diagnosed with growth
hormone deficiency (GHD), which means that with this therapy patients can achieve a
satisfactory final height. Unfortunately, not all children submitted to this treatment have
shown good response to the drug used. The causes of ineffective treatment include
mitochondrial cytopathies - a complex group of metabolic multiple system disorders of
genetic origin. The gradual reduction of energy processes at the level of mitochondria
leads to impaired function of individual tissues and organs with preferential weakness of
muscles and nervous system. One of the features of the above mentioned diseases is
also short stature associated with endocrine dysfunction. Kearns-Sayre Syndrome (KSS)
is an example of mitochondrial cytopathy with the classic triad of disorders: retinal
pigment degeneration, chronic progressive external ophtalmoplegy with drooping eyelids
and atrioventricular block. Poor response to treatment with rhGH is another feature of
KSS.

The objectives of the study included: (1) selection and detailed characteristics of a group
of children with suboptimal response to treatment from the cohort of GHD children
treated with rhGH in Pediatric Endocrinology Outpatient Clinic in District Hospital No. 2 in
Rzeszow, Podkarpackie region (2) evaluation of the test group for the coexistence of
other disorders (endocrine and nonendocrine), (3) molecular analysis of mtDNA from the
selected patients mentioned above in the search for mtDNA deletion as a cause of GHD
and (4) a detailed analysis of patients with a possible diagnosis of mtDNA deletion and
their response to treatment with rhGH.

Out of the 202 children treated with rhGH in the years 2005 - 2007 the group of 32
children was selected who, despite standard rhGH treatment, did not show the
characteristic "catch-up growth" (AhSDS <0,5 after one year of treatment) and after two
years of treatment were still short-statured. Selected auxological and biochemical
parameters were analyzed (including height and weight, BMI index, bone age, growth
velocity, “catch up growth”, parental height, prediction of adult height (PAH), IGF1
levels) both before and during the treatment with rhGH. Molecular testing was performed
in all selected patients (isolation of DNA from peripheral blood lymphocytes and analysis
of mitochondrial DNA) in the search for deletions of mitochondrial DNA (mtDNA). The
study group comprised 24 boys and 8 girls. The ratio of male to female in the test

material was 3:1. Effectiveness of treatment in each group was compared with regard to
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growth resulting from the target parental growth and based on the prediction of final
height (PAH) resulting from the assessment of bone age and current height. IGF1
concentration was evaluated as an indicator of biochemical response to rhGH used.
Accompanying diseases, which might have affected the weaker growth response during
growth hormone therapy were analyzed.

Comparable efficacy has been shown in a group of girls and boys in each year of rhGH
treatment. Significant improvement of growth velocity (GV) was associated with a
significant increase in IGF-1 levels, but did not cause the expected “catch-up growth” in
either group after 1 year and 2 years of treatment (0,26 and 0,30 girls htSDS; boys 0,21
and 0,20 htSDS). The prediction of final growth (PAH) was also only slightly improved
during the 2 years of observation (0,59 htSDS girls vs. htSDS 0,43 boys).

Molecular mtDNA analysis performed in all children from the study group helped to
identify KSS in one patient. In this one case a retrospective analysis of all events and
health disorders occurring before the disease was verified in the search for correlations
with existing mtDNA mutation (genotype/phenotype). The current growth hormone
treatment for the patient described was submitted to a thorough assessment, suggesting
a slightly different method of administration of rhGH from other cases with hormone
deficiency, modifying the dose and duration of drug administration.

Based on the presented doctoral dissertation the following conclusions are proposed:

1. About 15% of GHD patients demonstrate lack of characteristic “catch-up growth”
pattern after rhGH treatment.

2. Children with GHD and lack of “catch-up growth” during rhGH therapy, are
potential candidates for genetic evaluation in the search for mtDNA deletion. Risk
group with suspicion of KSS is particularly the children with GHD who have
additional problems such as ptosis, retinal pigment degeneration or atrioventicular
conduction disturbances.

3. Molecular diagnostics (mtDNA analysis in the search for deletion) is the basic
diagnostic modality in the diagnosis of KSS.

4. The mtDNA result (both qualitative and quantitative) may allow prediction of the
particular pathological syndrome.

5. Treatment of GHD in a KSS patient with rhGH should probably be individualized

by modification of the dose and the duration of treatment.
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