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1. Wstep
1.1. Definicja hipogonadyzmu hipogonadotropowego

Hipogonadyzm hipogonadotropowy zwany inaczej hipogonadyzmem wtdrnym
to dysfunkcja gonad wynikajgca z zaburzen na poziomie podwzgoérza lub przysadki (1-3).
Stezenie gonadotropin w hipogonadyzmie hipogonadotropowym jest obnizone badz
prawidlowe, lecz nieproporcjonalnie niskie w odniesieniu do st¢zenia obwodowych
hormonéw plciowych - testosteronu u mezczyzn badz estradiolu u kobiet (1-3).
Hipogonadyzm hipogonadotropowy u m¢zczyzn wyraza si¢ zaburzeniami produkeji
testosteronu i/lub spermy, natomiast hipogonadyzm hipogonadotropowy u kobiet objawia si¢
zaburzeniami miesigczkowania i owulacji. Hipogonadyzm hipogonadotropowy moze by¢
wrodzony lub nabyty, izolowany badz towarzyszacy innym niedoborom hormonow
przysadkowych. Jesli hipogonadyzm ma charakter wrodzony lub pojawia si¢ w okresie przed
pokwitaniem badz w okresie okolopokwitaniowym to wigze si¢ z niekompletnym
dojrzewaniem pilciowym lub jego brakiem. Prowadzi to do zaburzenia  rozwoju
drugorzgdowych cech plciowych (2, 3). Hipogonadyzmowi hipogonadotropowemu
U mezczyzn czgsto towarzyszy ginekomastia, wynikajaca ze zwickszonej konwersji
testosteronu do estradiolu przez aromataze (normalnie hamowanej przez gonadotropiny)
(3, 4). Nieleczony hipogonadyzm hipogonadotropowy wiaze si¢ z zaburzeniami libido
i nieptodnoscig (5, 6).

1.2. Przyczyny hipogonadyzmu hipogonadotropowego

Hipogonadyzm hipogonadotropowy moze by¢ spowodowany supresjag gonadotropin
wywotang hiperprolaktynemig czy tez moze stanowi¢ konsekwencje stosowania lekow takich
jak: analogi gonadoliberyny, androgeny, estrogeny, progestageny, glikokokortykosteroidy,
opioidy. Jego przyczyna moga tez by¢: cigzkie ostre schorzenia (uraz, operacja, zawat serca,
udar itp.) lub przewlekle choroby (np. otytos¢, przewlekta niewydolnos$¢ nerek, serca;
cukrzyca; bezdech senny). Do niedoboru gonadotropin prowadzg tez zaburzenia
czynno$ciowe podwzgdérzowo-przysadkowe (wtérne do stresu, nadmiernej aktywnosci
fizycznej czy niskiej masy ciata), infekcje ludzkim wirusem niedoboru odpornosci (HIV) czy
anoreksja (7-16). Inng przyczyng hipogonadyzmu hipogonadotropowego moze by¢
zniszczenie komoérek gonadotropowych przysadki spowodowane tagodnymi badz ztosliwymi
guzami okolicy siodta tureckiego badz podwzgorza, chorobami naciekowymi - sarkoidoza,
histiocytozg czy hemochromatozg, zapaleniami opon  moézgowych, naglym udarem

krwotocznym przysadki (apopleksja) czy urazem czaszkowo-mézgowym z uszkodzeniem
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lejka przysadki a takze zapalenie limfocytowe przysadki (17-23). 1zolowany hipogonadyzm
hipogonadotropowy (IHH) moze mie¢ tez charakter wrodzony, spowodowany defektami
genetycznymi, ktére powoduja zaburzenie produkcji 1 sekrecji gonadoliberyny i

gonadotropin, o czym traktuje ponizsza rozprawa doktorska (24).

1.3. Opis osi podwzgorzowo-przysadkowo-gonadalnej

Gonadoliberyna (GnRH), zwana réwniez hormonem uwalniajgcym hormon
luteinizujgcy (LHRH), jest liniowym dekapepetydem, powstajagcym z 92-aminokwasowego
prekursora, zwanego proGnRH (25-28). GnRH jest produkowane przez neurony
zlokalizowane w przedniej czesci podwzgorza w okolicy przedwzrokowej. Zakonczenia tych
neuronéw wystepuja w obrgbie wyniostosci posrodkowej podwzgodrza, w bezposredniej
bliskosci szyputy przysadki. GnRH pobudza wydzielanie gonadotropin - hormonu
folikulotropowego (folitropiny, FSH) i hormonu lutenizujacego (lutotropiny, LH) - przez
komorki gonadotropowe przedniego ptat przysadki (28, 29). Jej dziatanie na te komorki
odbywa si¢ poprzez swoisty biatkowy receptor GnRH. Receptor GnRH stanowi tancuch
polipeptydowy obejmujacy m.in. siedem domen transbtonowych i konserwatywny motyw
aminokwasowy charakterystyczny dla rodopsynopodobnych receptorow sprz¢zonych
z bialkiem G (ang. G protein-coupled receptors - GPCR) (30). W ostatnich badaniach nad
strukturami krystalograficznymi receptora GnRH z 2017 r. wykazano, ze aktywacja receptora
zachodzi poprzez wigzanie ligandow z domenami zewngtrzkomorkowymi i transdukcje
sygnatu przez siedem przezblonowych a-helis do domen cytoplazmatycznych, zwigzanych
z biatkiem G (30). FSH i LH sa glikoproteinami, ztozonymi z podjednostki a (takiej samej dla
obu wspomnianych hormonéw) i podjednostki B (swoistej dla danego hormonu tropowego
i nadajacej mu specyficzng aktywnos$¢ biologiczng) (31, 32). FSH i LH s3 wydzielane
pulsacyjnie, zgodnie z pulsami GnRH (25, 28). Ta pulsacyjno$¢ wydzielania gonadoliberyny
1 gonadotropin jest niezbedna dla podtrzymania czynnosci rozrodczych i uniknigcia regulacji
negatywnej receptorow (czyli zmniejszenia ich ekspresji przy ciaglej stymulacji) (33, 34).
Gonadotropiny reguluja czynno$¢ i wytwarzanie hormonoéw przez jajniki i jadra. LH u kobiet
pobudza produkcje jajnikowa estrogenéw 1 progesteronu, odpowiada za owulacje
1 pobudzanie czynno$ci hormonalnej ciatka zoéttego. LH u mezczyzn kontroluje synteze
testosteronu przez komoérki $rodmigzszowe jader 1 posrednio kontroluje wytwarzanie
plemnikow (25). FSH u kobiet kontroluje rozw6j pecherzyka owulacyjnego, zas u m¢zczyzn
kontroluje spermatogenez¢ poprzez m.in. stymulacj¢ wytwarzania bialka wigzacego

androgeny (25, 35). W regulacji spermatogenezy i wydzielania FSH u m¢zczyzn wazng rolg
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spetnia tez polipeptyd inhibina. Inhibina wydzielana przez komorki Sertoliego kanalikow
plemnikotwodrczych, ma biologiczng role hamowania wydzielania FSH. Poziom inhibiny
wzrasta u mezcezyzn w wyniku wzrostu stgzenia androgenow (25, 36). Sekrecj¢ inhibiny
nasila insulinopodobny czynnik wzrostu-1 (IGF-1), a zmniejsza GnRH (37, 38).

Czynnos¢ osi podwzgorzowo-przysadkowo-gonadalnej regulowana jest w mechanizmie
ujemnego i dodatniego spr¢zenia zwrotnego. Mechanizm ujemnego sprzezenia zwrotnego
polega na tym, ze wysokie stezenie obwodowych steroidow plciowych (odpowiednio
testosteronu badz estradiolu) hamuje wydzielanie gonadotropin, za$ niskie ich ste¢zenia
pobudzajg wydzielanie FSH i LH (39, 40). Dodatnie sprzezenie zwrotne u kobiet polegajace
na wzroscie stezen FSH i LH w okresie okotoowulacyjnym po bodzcu jakim jest wzrost
stezenia estrogenow wydzielanych przez jajniki, warunkuje wystepowanie owulacji (40, 41)
U mezczyzn dodatnie sprzezenie zwrotne LH w odpowiedzi na wzrost st¢zenia estradiolu jest
czasem obserwowane, lecz nie jest to zjawisko typowe. Jest ono czesciej (niz w stanie
zdrowia) opisywane w przypadku hipogonadyzmu czy kastracji (42, 43).

Dla wtasciwej sekrecji i dziatania GnRH niezbedna jest prawidtowa migracja neuronéw
wydzielajacych GnRH w okresie embrionalnym oraz pulsacyjny charakter wydzielania GnRH
(28, 44-47).

1.4. Rozwdj osi podwzgorzowo-przysadkowo-gonadalnej

U podtoza wrodzonego IHH leza zaburzenia migracji neuronéw wydzielajacych GnRH
oraz defekty syntezy, wydzielania 1 dziatania samej GnRH. Gtéwna populacja neurondéw
produkujacych GnRH (70%) rozwija si¢ ze zlokalizowanej pozaczaszkowo w okresie
embrionalnym plakody wechowej (narzad Jacobsona czyli narzad przylemieszowy) skad
wedruje wzdhuz nerwéw narzadu przylemieszowego (ang. vomeronasal nerves) do blaszki
sitowej, a nastepnie do przodomozgowia pomiedzy 6 a 9 tygodniem cigzy (48, 49). Okoto
30% neuronéw GnRH pochodzi z grzebienia nerwowego (50). Zakonczenia neuronéw GnRH
znajduja si¢ w wyniostosci posrodkowej podwzgorza, gdzie do krazenia wrotnego wydzielana
jest GnRH. GnRH dociera krazeniem wrotnym do przedniego plata przysadki, najsilniej
unaczynionego narzadu u ssakoéw (51). Mechanizm regulujacy migracj¢ neuronow GnRH
wciaz nie jest do konca poznany (44). Migracja neuronéw GnRH zalezy od wielu czynnikow
zewnetrznych 1 wewnetrznych takich jak: bialka macierzy, czynniki wzrostu,
neurotransmitery, receptory btonowe z rodziny receptorow zwigzanych z biatkiem G

czy czynniki transkrypcyjne (Tabela 1). Anosmina, biatko genu ANOS1 (inaczej zwanego
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KAL1), jest historycznie pierwsza glikoproteing macierzy zewnatrzkomorkowej powigzang z
zaburzeniami migracji neuronéow GnRH (52). Biatko to stanowi chemoatraktant, niejako
przewodnik po matrycy komorkowej dla aksonéw wechowych, a wigc tylko posrednio
wplywa na migracj¢ neuronéw GnRH (53). Czynniki i kodujace je geny zwigzane z migracja
neurondw GnRH przedstawione sg w Tabeli 1.

Neurony GnRH zaczynajg pojawiac si¢ w podwzgorzu ptodu okoto 40 dnia cigzy (54).
GnRH jest wykrywana w podwzgorzu okolo 15 tygodnia cigzy, podobnie jak kisspeptyna
i receptor dla kisspeptyny (KISS1R) (55, 56). Kisspeptyny sg waznymi regulatorami
aktywacji osi podwzgorzowo-przysadkowo-gonadalnej (PPG) u plodu i pelnig takze
niezbe¢dng role jako gléwne regulatory sekrecji GnRH w okresie postnatalnym (55, 57).
KISS1R, zwany rowniez GPR54, jest receptorem zwigzanym z biatkiem G o sekwencji
podobnej do receptorow galaninowych (58). KISSIR wykazuje ekspresj¢ w neuronach
GnRH, ale réwniez w wielu innych narzadach np. tkance tluszczowej, watrobie, trzustce czy
tozysku (57, 59). U ludzi dorostych udokumentowano ekspresj¢ kisspeptyny w obrgbie jadra
tukowatego 1 w obrgbie neurondéw zlokalizowanych w $cianie komory trzeciej w strefie
okotokomorowej (ang. periventricular zone) (60, 61).

Komorki gonadotropowe (gonadotropy) rozwijajace si¢ w przysadce zaczynaja
syntetyzowac gonadotropiny okoto 9 tygodnia cigzy (62). FSH i LH w surowicy ptodu
sg wykrywalne okoto 12 tygodnia cigzy, za$ testosteron miedzy 12 a 14 tygodniem cigzy (63,
64). Nizsze stgzenia obu gonadotropin w obregbie przysadki, w surowicy i w plynie
owodniowym u ptodéow meskich migdzy 12 a 20 tygodniem cigzy wynikaja prawdopodobnie
ze sprzgzenia zwrotnego ujemnego wywotanego podwyzszonym stezeniem testosteronem
miedzy 11 a 17 tygodniem cigzy u ptodow meskich (63). W 23 tygodniu cigzy stezenia FSH
i LH w surowicy ptodu sa wysokie, u ptodow zenskich poréwnywalne ze stezeniami
w oOkresie okotomenopauzalnym, a u plodow meskich porownywalne ze stezeniami
u dorostych m¢zczyzn. W tym czasie w wechomdzgowiu obecne sg tylko nieliczne neurony
GnRH (55). Aktywno$¢ GnRH w podwzgérzu w tym okresie jest do$¢ i niska
i porébwnywalna u obu plci (65). W poczatkowym okresie cigzy stezenia LH i FSH
sg niezalezne od regulacji GnRH czy kisspeptyn 1 dopiero okoto 30-31 tygodnia cigzy GnRH
stopniowo przejmuje funkcje regulujaca wydzielanie gonadotropin (55). W okresie
okotoporodowym stezenia gonadotropin u plodow meskich i1 zenskich sg niskie badz
niewykrywalne (62).

0O$ podwzgorzowo-przysadkowo-gonadalna (PPG) jest zatem aktywna od drugiego

trymestru cigzy, ale negatywne sprzezenie zwrotne spowodowane wysokimi st¢zeniami
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estrogenow pochodzacych z lozyska (a u plodow meskich prawdopodobnie dodatkowo
wplywa na to zjawisko wyzsze stezenie testosteronu) powoduje jej uspienie az do momentu
oddzielenia tozyska (66, 67). Szczyt aktywacji osi PPG przypada na 6 do 8 tydzien
po porodzie (66). St¢zenia gonadotropin rosng po porodzie i utrzymujg si¢ na wysokim
poziomie przez pierwsze 3 miesigce zycia dziecka, nastgpnie spadajg. Jedynie stezenie FSH
u dziewczynek pozostaje podwyzszone do okoto 3-4 roku zycia (67). Poczatek  okresu
mini-dojrzewania przypada na okoto 2 do 3 miesigc zycia dziecka (67, 68). W okresie
minidojrzewania u chlopcéw stezenia testosteronu sg porownywalne do stgzen u dorostych
mezczyzn i wigzg si¢ ze wzrostem i rozwojem penisa i jader (67). U dziewczynek w okresie
minidojrzewania dochodzi do podwyzszenia stgzenia estradiolu i rozwoju pecherzykow
jajnikowych. Okres minidojrzewania jest oknem w ktérym mozliwa jest hormonalna ocena
osi PPG. O$ PGG pozostaje pozniej uspiona do okresu dojrzewania (67).

Warto podkresli¢, ze rozwdj drogi wechowej 1 migracja neurondéw GnRH s3a ze soba
sprzezone, stad czgste wspoOlwystepowanie wrodzonych zaburzen wechu i1 izolowanego
hipogonadyzmu hipogonadotropowego. Ektodermalna plakoda wechowa jest zrédlem nie
tylko 70% neuronéw GnRH, ale przede wszystkim czuciowych neuronéw wechowych
(ang. olfactory sensory neurons, OSNs) i wechowych komorek glejowych (ang. olfactory
ensheathing cells, OECs) (69). Aksony OSNs, nawigowane niejako przez OECs, dochodza
nie tylko do opuszek wechowych, ale réwniez do podwzgoérza 1 wyznaczaja tym samym
droge migracji neuronéw GnRH (70, 71). Wyroznia si¢ dwie gtowne formy IHH - postaé
Z prawidlowym wechem - normosomiczng — nIHH (okoto 40-50% przypadkoéw IHH) 1 postacé
z zaburzeniami wechu (anosmig - brakiem wechu badZz hiposmig - obnizonym poczuciem

wechu), zwang zespotem Kallmanna (ZK) (okoto 50-60% przypadkow) (72, 73).



Tabela 1.

Czynniki wptywajgce na migracje¢ neuronéw GnRH.

Gen kodujacy

Grupa czynnikéw Rodzaj czynnika (OMIM ID) PiSmiennictwo
Czynniki EBF2 EBF2 (609934) (74)
transkrypcyjne RE1 REST (600571)
FGF8 FGF8 (600483) (75)
FGFR1 FGFR1 (136350) (76)
Czynniki wzrostu Gas6 GAS6 (600441) (77)
AxI1 AXL (109135) (78)
HGF/SF HGF (142409) (79)
Tyro3 TYRO3 (600341) (78)
CCK8/CCK1R CCK /CCKAR (118440) (80)
Przekazniki GABAAR GABRAL (137160) (81)
neuronalne GABAgR GABRB?2 (603540) (82)
HTR1A HTR1A (109760) (83)
Anosmina ANOS1 (300836) (52)
B3GNT1 BAGAT1 (605517) (84)
Efryna i jej receptory EFNB1 (300035) (85)
EFNB2 (600527)
EFNB3 (602297)
EFNA2 (602756)
EFNA3 (601381)
EFNAS5 (601535)
EPHB2 (600997)
Czynniki adhezyjne EPHB4 (600011)
i ich recptory EPHA1 (600997)
EPHA7 (602190)
NCAM NCAM1 (116930) (86)
Netryna-1, DCC/NTNG1 (120470 (87)
Proteoglikany zawierajace /608818) (88, 89)
siarczan heparanu
Reelina RELN ( 600514) (90)
Semaforyna 3a SEMA3A (603961) (71)
Semaforyna 4D SEMA4D (601866) (91)
Plexyna-Al PLXNA1 (601055) (92)
Receptory CXCR4/SDF-1 CXC4 (162643) (93, 94)
sprzezone z KISS1 KISS1 (603286) (95)
biatkiem G KISS1IR KISS1R (604161) (95)
PROK?2 PROK?2 (607002) (96)
PROKR?2 PROKR2 (607123) (97)
Bialka synaptyczne NELF NSMF (608137)
.. Statl, Stat2, Statba, Jak?2, (98)
1Jadrowe Irf7 and Irf9 JAK/STAT
I“"‘b‘t"SKIVAV“‘”‘“‘a NHLH?2 NHLH2 (162361) (99)
Komérki glejowe OEC (45)
Regulacja aksonow ARX ARX (300382)* (46, 100)
Inne IGSF10 IGSF10 (617351) (101)
ANKRD26 ANKRD26 (610855) (102)

* Dane nie potwierdzone w badaniach u ludzi. Czynniki zaznaczone pogrubieniem, to czynniki ktore znalazty

si¢ w panelu genow, ktory zostal zastosowany celem realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej



http://www.omim.org/entry/300836
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?match=B4GAT1
http://www.omim.org/entry/603286
http://www.omim.org/entry/607002
http://www.omim.org/entry/607123

1.5. Epidemiologia izolowanego hipogonadyzmu hipogonadotropowego (IHH)

IHH jest istotna, cho¢ do$¢ rzadka przyczyng zaburzen dojrzewania i nieptodnosci
U ludzi. Czesto$¢ wystepowania izolowanego hipogonadyzmu hipogonadotropowego (IHH)
wynosi okoto 1:10 000 mezczyzn 1 1:50 000 kobiet. Stosunek mezczyzn do kobiet w tej
chorobie wynosi od 4:1 w IHH z prawidlowym we¢chem (normoosmiczny IHH - nIHH) do 8:1
w zespole Kallmanna (ZK) w zaleznosci od opublikowanych danych (103-105). IHH jest
najczesciej rozpoznawany w wieku miodzienczym, migdzy 15 a 25 rokiem zycia, wcze$niej
w postaciach rodzinnych niz w przypadkach sporadycznych. Posta¢ IHH z poczatkiem przed
okresem dojrzewania stanowi 90% przypadkow. Posta¢ z poczatkiem w wieku dorostym
(ang. adult-onset isolated hypogonadotropic hypogonadism, aolHH), najczesciej objawiajaca
si¢ u mezczyzn w wieku 30-50 lat, to okoto 10% przypadkow IHH (106-108). Towarzyszace
schorzeniu zaburzenia we¢chu, ruchy lustrzane i opdznienie dojrzewania w wywiadzie

rodzinnym wystepuja tez w grupie pacjentow z IHH z poczatkiem w wieku dorostym (106).

1.6. Podstawowe informacje o izolowanym hipogonadyzmie hipogonadotropowym

Izolowany hipogonadyzm hipogonadotropowy, zwany réwniez izolowanym niedoborem
gonadoliberyny (GnRH) jest zaburzeniem bgdacym wynikiem zaburzen produkcji, sekrecji
badz dziatania gonadoliberyny. Defekt w IHH obejmuje jedynie o§ podwzgoérzowo-
przysadkowo-gonadalng, nie wptywajac na funkcje innych osi hormonalnych.
O$ podwzgorzowo-przysadkowo-gonadalna reguluje liczne aspekty czynnosci rozrodczych
(44, 67, 109).

Jak wspomniano powyzej, gonadoliberyna jest peptydem podwzgoérzowym, ktory
stymuluje wydzielanie folikulotropiny (FSH) i luteotropiny (LH), kontrolujac tym samym
proces dojrzewania i reprodukcji u cztowieka. IHH jest schorzeniem w ktérym w niespeina
potowie przypadkow udowodniono podloze genetyczne. Rozpoznaje si¢ go w przypadku
braku jakiejkolwiek innej zaburzen wydzielania pozostatych hormonéw przysadkowych, stad
ocena czynnosci pozostatej czesSci przedniego plata przysadki jest niezbedna w procesie
diagnostycznym. Diagnoza IHH jest diagnoza z wykluczenia, powinna zosta¢ potwierdzona
(poza wynikami badan hormonalnych) normalnym obrazem regionu podwzgorzowo-
przysadkowego w rezonansie magnetycznym (w szczegdlnosci kiedy odpowiedz w tescie
stymulacji z gonadoliberyng jest nieprawidlowa) oraz wykluczeniem innych przyczyn
hipogonadyzmu hipogonadotropowego omowionych powyzej. Glownym wyzwaniem

diagnostycznym jest rozréznienie IHH od konstytucjonalnego opdznienia dojrzewania



czy czynnosciowych zaburzen podwzgorzowo-przysadkowych, wtornych do stresu, sportu
badz niskiej masy ciata.

Wyroézniamy dwie postaci IHH - posta¢ z prawidlowym wechem - normosomiczng —
nlHH 1 posta¢ z zaburzeniami we¢chu badz jego brakiem zwang zespotem Kallmanna (ZK)
(72, 73). Nazwa zespotu Kallmanna pochodzi od nazwiska badacza Franza Josefa Kallmanna,
ktory opisat jako pierwszy rodzinny charakter tego schorzenia w 1944 r. (110).

Roéznicowanie pici w IHH jest prawidlowe, nie obserwuje si¢ zmian w Kariotypie.
Wzrost w okresie dziecinstwa jest niezaburzony natomiast rozwoj pracia u ptodow meskich
jest nieprawidtowy z powodu niskiego stgzenia testosteronu wydzielanego przez jadra ptodu
co skutkowa¢ moze obecno$cig mikropenisa przy urodzeniu (111). Zstepowanie jader z jamy
brzusznej do moszny, kontrolowane przez wiele czynnikdw, w tym poziom testosteronu,
jest w tym zespole czesto zaburzone, co moze prowadzi¢ do wnetrostwa jednostronnego,
obustronnego badz jader cofajacych si¢ (112, 113). Charakterystyczne dla wrodzonego
hipogonadyzmu hipogonadotropowego sa takze niskie st¢zenia gonadotropin i obwodowych
hormonow plciowych podczas okresu minidojrzewania, majgcego miejsce pomigdzy trzecim
a szostym miesigcem zycia dziecka (114). Objawy IHH w okresie noworodkowym
1 niemowlecym moga by¢ nieobecne badz niezauwazone. Dojrzewanie piciowe w okresie
nastoletnim jest zaburzone - niepelne badZz wystepuje jego zupelny brak. Pojawiajgce si¢
u chorych proporcje enuchoidalne (rozpigtos¢ ramion szersza o co najmniej 5 cm niz wzrost
czy wigksza dlugo$¢ odcinka od miednicy do ziemi niz odcinka od czubka glowy
do miednicy)sa spowodowane opdznionym zarastaniem przynasad kostnych wywotanym
obnizonym st¢zeniem testosteronu badz estradiolu (115, 116).

Dawniej IHH nosil nazwe wrodzonego hipogonadyzmu hipogonadotropowego, teraz
cze$cie] uzywa si¢ terminu idiopatyczny HH ze wzgledu na rézny wiek prezentacji
pierwszych objawow IHH i nie do konca ustalone podtoze genetyczne we wszystkich
przypadkach tej jednostki chorobowej. Jak wspomniano powyzej przypadki pacjentow
z p6zna prezentacjg pierwszych objawow IHH sg opisane w pisSmiennictwie i stanowig okoto
10% pacjentéw z [HH (106, 117).

Z powodu pulsacyjnego wydzielania i1 krétkiego okresu pottrwania oznaczanie
gonadoliberyny we krwi obwodowej nie jest stosowane. Oznacza si¢ za to stgzenie
gonadotropin, ktore sg stabilniejsze 1 mozliwa jest ocena ich stezen podstawowych badz
stezen po stymulacji hormonalnej. W toku diagnostyki THH najczes$ciej wykonuje si¢ test
z podaniem dozylnym egzogennej gonadoliberyny, w ktérym obserwuje si¢ prawidlowy

badz zaburzony albo nawet niecobecny wzrost gonadotropin (norma: to CO najmniegj
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pottorakrotny wzrost dla FSH oraz co najmniej dwukrotny dla LH, cho¢ brak adekwatnej

odpowiedzi w zakresie FSH moze stanowi¢ wariant normy) (118, 119). W przypadku

inaktywujacych mutacji genu receptora GnRH, mutacji w obrgbie ANOS1 badz NROB1

w szczegoOlnosci moze nie by¢ zadnej obserwowalnej odpowiedzi gonadotropin w tescie

z GnRH (47).

IHH towarzysza czgsto wady wrodzone twarzoczaszki, zaburzenia rozwoju ze¢bdw,

zaburzenia stuchu, wady nerek, wady kostne (w szczegdlnosci palcow rak i stop), ruchy

lustrzane czy inne schorzenia neurologiczne, przedstawione w tabeli ponizej (Tabela 2).

Tabela 2.
Defekty towarzyszace IHH.
Okolica wada Geny THH/CPHD wigzane piSmiennictwo
z wada
Rozszczep wargi FGFR1, FGFR2, FGFS, i
Rozszczep podniebienia ANOS1, HS6ST1 (68, 120-124)
. Lo PROK2/PROKR2, CHD?7,
Strzeliste podniebienie ANOS1 (68, 123, 125)
Hipodoncja (agenezja >1 CHD7, ANOS1, FGFR, (68, 123, 125,
z¢ba) PROK?2/PROKR?2 126)
Twarz,
jama ustna Dysplazja przegrodowo- GLI2, LHX3, LHX4, OTX2,
WZIoKOWa POUF1, PROPR1, SOX2, (127, 128)
SOX3, HESX1
Inne wady $rodkowej czesci FGFRL, HESX1 (68)
twarzy
Atrezja nozdrzy tylnych FGFR1, CHD7 (68, ﬁg) 126,
SOX10, CHD7, ANOS1,
Niedostuch/gluchota, wady FGFR1, FGFS8, (68, 120, 122-
matzowiny usznej PROK2/PROKRZ2, IL1IR7D, | 125, 130-133)
LHX3
Ruchy lustrzane rak ANOS1, FGFR1,
(synkineza) PROK2/PROKR?2 (68, 120, 122)
Ataksja ANOS1 (68)
Hipoplazja nerwu
Uklad wzrokowego CHD7 (125, 126, 129)
r)erwowy Zaburzenia widzenia,
1 zmysty patologiczne ruchy galek
ANOS1, PROK2/PROKR2 (68, 120)
ocznych, oczoplas
Hiperteloryzm FGF8 (123, 124)
Szczelina oka FGFR1, FGF8, CHD?7, (68, 122, 123,
(ang. coloboma) HESX1 125, 126, 129)
Mikroftalmia SOX2 (68)
Holoprozencefalia GLI2 (68)




Okolica wada Geny IHH/CPHD wigzane piSmiennictwo
zwada
Skéra Zaburzenia pigmentacji SOX10 (130, 131)
skory, wlosoéw 1 teczowki
Syndaktylia, polidaktylia, FGF8, FGFR1, HESX1 | (68, 122, 124)
kamptodaktylia
Wady . . HS6ST1, ANOS1, FGF8,
Kostne Klinodaktylia FGFR1, CHD7 (68, 122, 125)
. . ANOS], FGF8, CHD7,
Skolioza/kifoza PROK2/PROKR? (122, 125)
Narzady Jednostronna agenezja nerki ANOS1, FGFR1, FGF8 (120, 123)
wewnetrzne Wada serca FGFR1, CHD7 (68, 125, 126)
Niepelnosprawnosé PROK2/PROKR2, CHD7 (68)
intelektualna
Zaburzenia snu PROK2/PROKR2 (68)
PROK2/PROKR2, LEP,
Inne Otylosé LEPR, PCSK1 (PC1), (68) (134-138)
GNRHR, PROK2, PROKR2
Opdznienie wzrostu/niski CHD7 (68, 125, 126,
wzrost 129)
Ograniczenie ruchow glowy LHX3 (68, 128)

1.7. Dziedziczenie izolowanego hipogonadyzmu hipogonadotropowego i geny lezace

u podloza IHH

Dziedziczenie IHH wykazuje charakter autosomalny dominujacy, autosomalny

recesywny badz sprzezony z chromosomem X. Prawie 60% pacjentow z nlHH/ZK
to pacjenci u ktorych nie zidentyfikowano podioza genetycznego choroby (139, 140).
Podejrzewa sie, ze defekt wielogenowy (ang. oligogenicity), czyli obecno$¢ mutacji w wigcej
niz jednym genie lezy u podtoza okoto 10-15% przypadkow IHH (141-144).

Ponad 70-80% przypadkow IHH to pacjenci sporadyczni, pozostate przypadki to formy
rodzinne. Postaci rodzinne stanowig od 6.3 do 15% przypadkéw 1 dziedziczone sg gtownie
autosomalnie recesywnie, ale tez autosomalnie dominujgco czy w sprzg¢zeniu z chromosomem
X (105, 145, 146). Liczba przypadkéw rodzinnych moze by¢ zanizona ze wzglgdu na brak
przekazywania takich informacji w rodzinie czy brak checi diagnostyki badz brak kontaktu ze
wszystkimi cztonkami rodziny biologiczne;.

IHH cechuje rozny stopien ekspresji i nieckompletna penetracja choroby. Kompletny
IHH (bez spontanicznego dojrzewania piciowego) dotyczy odpowiednio 62% mg¢zczyzn

I 45.7% kobiet z IHH (145). Zupelny brak dojrzewania opisywany jest w okolo 81%
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pacjentow z ZK vs. 46% pacjentow z nIHH (105). Wnetrostwo wystepuje w przypadku
15.3% kompletnego IHH vs. 3.9% niekompletnego IHH (145).

Odwracalno$¢ objawow w ciggu catego zycia pacjenta z IHH ksztattuje si¢ na poziomie
nawet 15 do 22% pacjentow i ponad dwukrotnie czg¢éciej zdarza si¢ w nIHH niz w ZK (147).
U chorych z odwroceniem i bez odwrdcenia nie wystepuja roznice pod wzglgdem obecno$ci
mikropenisa, wne¢trostwa czy czgsciowego dojrzewania piciowego (147).

Do tej pory zidentyfikowano ponad 50 gendéw bioragcych udziat w patogenezie ITHH.
Sg to geny ktore biorg udzial w rozwoju uktadu podwzgorzowo-przysadkowego, formowaniu
1 migracji neuronow GnRH, regulacji wydzielania GnRH 1 gonadotropin. Czg$¢ genow
(w tym: DMXL2, OTUD4, PNPLA6, POLR3A, POLR3B, RAB3GAP1, RAB18, RNF216,
STUB1, TBC1D20) to geny biorgce udziat w rozwoju postaci syndromicznych
hipogonadyzmu hipogonadotropowego, gdzie hipogonadyzm hipogonadotropowy jest tylko
jedna z wielu skladowych towarzyszacych podstawowym schorzeniom, najczescie)
neurologiczno-okulistycznym. Geny te odpowiadajg czgsto za procesy ubikwitynacji bialek,
metabolizmu lipidow czy produkcji RNA, co moze wpltywaé na procesy neurorozwojowe
czy regulacj¢ wydzielania GnRH. Jak pokazaty jednak dotychczasowe badania, mutacje
w genach odpowiadajacych za postaci syndromiczne IHH wystepuja takze u pacjentow
bez towarzyszacych schorzen neurologicznych czy okulistycznych, a ich udzial w
patogenezie IHH moze by¢ niedoszacowany (148).

Warto podkresli¢, ze podtoza genetyczne postaci normosomicznej IHH i ZK naktadaja
si¢ 1 jest wiele gendw, ktoérych mutacje moga da¢ fenotypy z prawidtowym lub zaburzonym
wechem. Geny wspoélne dla nlHH i ZK to: AXL, CHD7, DUSP6, FGF8, FGFR1, HS6ST1,
IL17RD, KLB, NSMF, PLXNA1, PROK2, PROKR2, SEMA3E, SEMA7A, SPRY4, WDR11.
Wyrézniamy tez geny typowe dla ZK: ANOS1, CCDC141, FEZF-1, FLTR3, PLXNAL,
SEMA3A, SMCHP1, SOX10. Do gendéw, ktorych defekty leza u patogenezy IHH zalicza sig
tez geny pierwotnie zwigzane z wielohormonalng niedoczynnoscig przysadki (CPHD), takie
jak: HESX1, LHX4 czy PROP1 (149). Cze$¢ genow zwigzanych z patogenezg IHH to geny
majace znaczenie nie tylko w hipogonadyzmie hipogonadotropowym, ale takze
w patologicznej otylosci takie jak: LEP, LEPR, PCSK1 (135, 150). Mutacje patogenne
w genach: PCSK1, NROB1 i NR5AL(SF-1) odpowiadaja za rozwdj niedoczynno$ci nadnerczy
(150-152). Mutacje w niektorych genach uznawane sg za jedynie wspottowarzyszgce innym
mutacjom przyczynowymi w innych genach ITHH, dotyczy to gendéw: FGF8, FGF17,
HS6ST1, IL17RD, NSMF, PLXNA1, SEMA7A, SEMA3E (149). Model dziedziczenia defektow
niektorych genow, w szczeg6lnosci: CCDC141, NR5A1, PLXNA1, SRA1, SPRY, WDR11
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jest nieustalony. Ustalenie sposobu dziedziczenia utrudnia wielogenowos$¢ czy dziedziczenie
niezgodne z prawami Mendlowskimi, a jego sprecyzowanie wymaga szerszych badan calych
rodzin u wigkszej ilo$ci pacjentdw z dang mutacjg (141, 149, 153, 154).

Geny zaangazowane w patogenez¢ IHH przedstawione zostalty w Tabeli 3 w porzadku
alfabetycznym. W tabeli mozna odnalez¢ ich produkty, funkcje gendow, powigzany fenotyp
uwzgledniajacy istnienie zaburzenia wechu, model dziedziczenia w IHH, oraz numer
referencyjny w OMIM. Szacunkowe czgstosci wystepowania mutacji w tych genach zostaty
przedstawione w ostatniej kolumnie. Czestosci te mogg nie odzwierciedla¢ prawdziwego
udzialu genéw w podtozu IHH ze wzgledu na dotychczasowe dos¢ wybiodrcze badanie genow

u wigkszosci pacjentow z IHH.
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Tabela 3.

Geny, ich produkty, funkcje, powigzany fenotyp, model dziedziczenia w IHH

(porzadek alfabetyczny).

% IHH za ktére
Gen Produkt genu Locus || OMIM dziedziczenie funkcja fenotyp odpowiada dana
mutacja**
ARIOEL anosmina-1 Xp22.3 || 300836 sprzgzone z TG MOy ZK 5-129%(123, 155)
(KALZ) ' chromosomem X GnRH '
receptorowa kinaza regulacja funkcji
AXL tyrozynowo-biatkowa | 19q13.2 || 109135 nieokre$lone mikrogleju i migracji ZK, nIHH <4% *** (156)
AxI1 neuronéw GnRH
CCDC141 (ang. coiled- mieracia neurondw
CCDC141 || coil domain-containing || 2931.2 || 616031 AR grad) ZK, nIHH 3.3% *** (157)
. GnRH
protein 141)
biatko 7 z helikaza AD. AR regulacja
wigzgcg DNA w 8912.1- Lot rybosomalnego RNA, T
Rl domenach q12.2 | 608892 wielogenowe, e mevmmGn | o ([, fe3)
chromatynowych GnRH
* rabkonektyna-3 (ang. rozw0j neuronow DM, NI, o
DMXL2 rabconnectin-3) 15021.2 || 612186 AR, AD GNnRH WNT. niHH <1%*** (159)
fosfataza biatkowa 6 o proliferacja komorek,
podwajnej apoptoza, 0y FHK
DUSP6 specyﬁcznoé(_:i_ (ang. L e e réznicowanie, migracja ZK, niHH <1.5% G
dual specifity neuronow GnRH
phosphatase 6)
represor transkrypcji;
biatko 1 z rodziny Fez z migracja neurondw Vs
FEZF1 palcem cynkowym 7931.32 || 613301 AR GnRH ZK 6% (160)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=19&query=AXL&qstr=AXL&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/109135
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=2&query=CCDC141&qstr=CCDC141&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/608892
https://omim.org/geneMap/15/195?start=-3&limit=10&highlight=195
https://omim.org/geneMap/12/602?start=-3&limit=10&highlight=602
https://omim.org/geneMap/7/563?start=-3&limit=10&highlight=563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/613301

% IHH za ktére
Gen Produkt genu Locus || OMIM dziedziczenie funkcja fenotyp odpowiada dana
mutacja**
czynnik wzrostu . migracja neuronow .
FGF8 fibroblastow 8 (FGF8) 100925 || 600483 || AD, wielogenowe GnRH ZK, nIHH <2% (123)
FGFR1 receptor FGF8 8p11.2 | 136350 || . AD: AR, MIgracja euronow || 7y iy 10% (123)
wielogenowe, de novo GnRH
SN < SIS migracja neuronow
FGF17 fibroblastow 17 8p21.3 || 603725 || AD, wielogenowe grad) ZK, nIHH <196*** (132)
GnRH
(FGF17)
bogate w powtorzenia mieracia neurondw
FLRT3 leucyny transbtonowe | 20p12.1 || 604808 | AD, wielogenowe grad) ZK <196*** (132)
. GnRH
biatko FLRT3
. . . . niepetny
FSHB homz‘F’gL‘;'ﬂ‘“ ':;.rogowy 11p14.1 || 136530 AR driatamic POHjako iy <1%
pod. niedobor FSH
. . sygnalizacja hedgehog;
oLz ||CZYnnik ranskrypeyiny || 5014 5 | 165230 AD formacja przedniego ZK <1% (161)
ze szlaku hedgehog-GLI :
plata przysadki
SRR EMR, 1p1 2 152760 AR, TTRIETEETE rzelgaz aniaps nat niHH (1230)
progonadoliberyna 1 ' P v ygnaiu
GnRH
-1009
GNRHR receptor GnRH 4q13.2-3|| 138850 || AR, wielogenowe dziatanie GnRH niIHH > 103/2(;3 4
rozwoj regionu
czynnik transkrypcyjny podwzgdrzowo- 0
HESX1 s 3p14.3 || 601802 AR, AD s e CPHD/ZK < 1% (162)
6-O-sulfotransferaza modyfikacja siarczanu
HS6ST1 siarczanu heparanu X(26.2 || 604846 || AD, wielogenowe heparanu, migracja ZK, niIHH <2% (123)
(HS6ST) neuronow GnRH
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/600483
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=8&query=FGF17&qstr=FGF17&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/603725
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=20&query=FLRT3&qstr=FLRT3&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
https://omim.org/geneMap/11/246?start=-3&limit=10&highlight=246
https://omim.org/geneMap/2/532?start=-3&limit=10&highlight=532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/152760
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/138850
https://omim.org/geneMap/3/355?start=-3&limit=10&highlight=355

% IHH za ktére
Gen Produkt genu Locus || OMIM dziedziczenie funkcja fenotyp odpowiada dana
mutacja**
IGSF10 |imunoglobulina IGSF10|| 3925.1 || 617351 AD mlgra"éanléeﬁ“’now nIHH do 10%* (101)
receptor D interleukiny AD, AR, migracja neuronow =
IL17RD 17 3p14.3 || 606807 wielogenowe GnRH ZK, nlIHH 2-5% (123)
tworzenie polaczen
: miedzy neuronami 0
KISS1 kisspeptyna 1 1932 || 603286 AR GNRH, regulacja niHH <2% (123)
wydzielania GnRH
tworzenie polaczen
. migdzy neuronami @
KISS1R receptor kisspeptyny 1 || 19p13.3 || 604161 AR GNRH, regulacja nlHH, ZK <2% (123)
wydzielania GnRH
sygnalizacja FGF;
KLB biatko KLB 4pl4d || 611135 AD modulacja wydzialnia | ZK, nlIHH 4%(163)*
GnRH
modulacja wydzielanial| __ °Y10%¢
LEP leptyna 7031.3 || 164160 AR patologiczna,
GnRH
nIHH
— <5%(164)
LEPR receptor leptyn 1p31 || 601007 AR OIITE EIOR T atg:ghits;(z:na
P ptyny P neurosekrecji GnRH P g :
nIHH
h luteinizui niepeten
LHB ormon (‘Ijl)mzuﬂcy 19q13.33| 152780 AR sekrecja LH nIHH/niedobér <1%
LH
LHX4 a0y Dl 1425.2 || 602146 AR rozwoj przedniego || ooy o nieznana
homodomenowe typu ptata przysadki
LIM
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https://omim.org/geneMap/3/698?start=-3&limit=10&highlight=698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=3&query=IL17RD&qstr=IL17RD&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/606807
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/603286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/604161
https://omim.org/geneMap/4/146?start=-3&limit=10&highlight=146

% IHH za ktére
Gen Produkt genu Locus || OMIM dziedziczenie funkcja fenotyp odpowiada dana
mutacja**
czynnik migracji
neuronow i sygnalizacja : migracja neuronow N
NSME ZW. 7 receptorem 9934.3 || 608137 || AD, wielogenowe GnRH ZK, nIHH <2%(165)
NMDA
transkrypcja genow
. X21.3- sprzezone z reg. funkcj¢ uktadu
NROB1 receptor jadrowy DAX1 212 300473 e —— . NN, nIHH <1%
przysadkowego
cavinik transkrvpevin taczenie z motywem (154)
NR5AL(SF-1) | & NRE Alyp IVl 9933.3 || 184757 AD AGGTCA iregulacja | NN, IHH |udokumentowany IHH
ekspresji wielu genow na modelu mysim
proteina 4 zawierajaca zespdt Gordon
N . - . :
OTUD4 domene OTU (OTUDA4) 4931.21 || 611744 || AR, wielogenowe ubikwitynacja Hol_mes a, <1%
ataksja, nIHH
aktywacja niHH,
konwertaza 1 prohormonow, niedoczynos¢
PR prohormonu Sfte | et s regulacja nadnerczy, <1% (134, 166)
neurendokrynologiczna otyto$é
pleksyna Al (ang. migracja neuronow 0
PLXNA1 plexin A1) 30921.3 || 601055 AD GnRH ZK <1% (92)
enzym katalizujacy 267_1')(;)'1 m(l(;r;lon
PNPLAG* deestryfikacje 19p13.2 || 603197 AR metabolizm lipidow zespot <1% (167, 168)
fosfatydylocholiny Boucher
blonowej Neuhéduser
podjednostka
POLR3A* pollrrggroazL@E;A 1 10g22.3 || 614258 AR produkcja RNA zespot 4H nieznana (169)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/608137
https://omim.org/geneMap/9/437?start=-3&limit=10&highlight=437
https://www.omim.org/geneMap/3/562?start=-3&limit=10&highlight=562
https://omim.org/geneMap/10/298?start=-3&limit=10&highlight=298

% IHH za ktére
Gen Produkt genu Locus || OMIM dziedziczenie funkcja fenotyp odpowiada dana
mutacja**
podjednostka RPC2 7K. nlIHH
POLR3B* polimerazy RNA 111 || 12923.3 || 614366 AR produkcja RNA o ' ’%4H, <1% *** (148)
(POLR3B) Zespo
PROK2 prokinetycyna 2 3p13 || 607002 .AR’ AD, SO ZK, nIHH <2% (123)
wielogenowe GnRH ’
. AR, AD, migracja neuronow .
PROKR2 receptor prokinetycyny || 20p12.3 || 607123 wielogenowe GnRH ZK, nIHH 5% (123)
specyficzny dla - .
PROP1 przysadki czynnik || 54353 || o) cog AR “’Z;;t"; prrzzes;ilfigo CPHD/nIHH <1% (170)
transkrypcyjny (PROP1) plata przy
regulacja egzocytozy Zespol
RAB3GAP1* RAB3GAP 2021.3 || 602536 AR neuroprzekaznikow i p <1% (171)
, Warburga
hormonow
regulacja egzocytozy zespot
RAB3GAP2* RAB3GAP 1941 || 609275 AR neurprzekaziikow | Warburga, <1% (172)
ormonéw zespot
Martsolfa
hamuje aktywnos¢
biatko powiazane z RAS sekrecyjng w zespot <1%
*
RABLS 18 (RAB18) 10p12.11 602207 AR komérkach Warburga (173)
neuroendokrynowych
zesp6t Gordon
RNF216* TRIAD3 7p22.1 || 212840 AR ubikwitynacja Holmes'a, <1% (174)
ataksja, nIHH
ustalanie Sciezki
SEMA3A semaforyna-3A 7p12.1 || 603961 || AD, wielogenowe aksonow neuronow ZK <2% (123)
GnRH
SEMA3E semaforyna-3E 7q21.11 || 608166 || AD, wielogenowe ustalanie Sciezki ZK, nIHH <19%*** (175)
neuronéw GnRH

17



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=12&query=POLR3B&qstr=POLR3B&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/614366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/607002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/607123
https://omim.org/geneMap/2/569?start=-3&limit=10&highlight=569
https://omim.org/geneMap/1/1511?start=-3&limit=10&highlight=1511
https://omim.org/geneMap/10/106?start=-3&limit=10&highlight=106
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/603961
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=7&query=SEMA3E&qstr=SEMA3E&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2

% IHH za ktére
Gen Produkt genu Locus || OMIM dziedziczenie funkcja fenotyp odpowiada dana
mutacja**
SEMATA sematoforyna-7A 15g24.1 || 607961 |wielogenowe/nieznane usmlan,le ot ZK, nHH <1%*** (176)
neuronow GnRH
inaktywacja
SMCHD1 SMCHD1 18p11.32]| 614982 AD EIITOSI 2 7K <1% (177)
migracja neuronow
GnRH
soxz | CAymiktranskrypeyiny | 506 33 (| 184429 AD T SRS | erorys) iy <1% (178)
SOX2 opuszki wechowej
czynnik transkrypcyjny rozw0j twarzoczaszki i =5
SOX10 SOX10 22013.1 || 602229 AD s e h e ZK 2-5% (123)
homolog Sprouty 4 : , migracja neuronow O Kok
SPRY4 (Spry-4) 5031.3 || 607984 nieokreslone GnRH ZK, nIHH 3.5% (132)
rozw6j uktadu
SRAL aktywator RNA || 539 3 | 603819 || nieokreslone podwzgbrzowo- nIHH 20 (152)
receptora sterydowego 1
przysadkowego
CHIP (ang. carboxyl zesné! Gordon
STUB1* terminus of Hsp70- 6p13.3 AR ubikwitynacja P , <1% (179)
. . . 607207 Holmes'a
interacting protein)
- ) stymulacja i
TAC3 ’Zf:gﬁki'(?r']?ﬁa? 12;1213 162330 AR hamowanie nIHH 59 ***(123)
y wydzielania GnRH
receptor dla neurokininy stymulacje_x :
TACR3 B (tachykininy) 4925 || 162332 AR hamowanie nIHH <2% (123)
y y wydzielania GnRH
TBC1D20* TBC1D20 20p13 || 611663 AR rozw6j mozgu zespot <1% (180)
Warburga
biatko powtarzalne rozw0j neuronow Ok
WDR11 WD11 10g26.12|| 606417 AD e ZK, nlIHH 3% (181)
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https://omim.org/geneMap/18/22?start=-3&limit=10&highlight=22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=22&query=SOX10&qstr=SOX10&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/602229
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9C004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=5&query=SPRY4&qstr=SPRY4&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/607984
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=5&query=SPRY4&qstr=SPRY4&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/603819
https://omim.org/geneMap/16/33?start=-3&limit=10&highlight=33
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/162330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/162332
https://omim.org/geneMap/20/10?start=-3&limit=10&highlight=10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/606417

Legenda:

geny zwigzane z zaburzeniami rozwoju i migracji neuronow GnRH

geny zwigzane z zaburzeniami generatora pulséw GnRH

geny zwigzae z zaburzeniami rozwojowymi regionu podwzgorzowo-przysadkowego

geny zwigzane z zaburzeniami na poziomie komoérek gonadotropowych/gonadotropin

IHH z otytoscia

* postaci syndromiczne, zwigzane z zespolami neurodegeneracyjnymi

** procentowy (%) udziat danego genu w patogenezie IHH moze by¢ niedoszacowany ze wzgledu na przewidywana wielogenowo$¢ IHH i réznice
populacyjne

*** dane raportowane tylko w jednej publikacji, stad dane procentowe moga by¢ zawyzone
dla czgstosci ponizej <1% nie wpisywano doktadnej czegstosci, tylko <1%

Wyjasnienia zastosowanych w tabeli skrotow:

AD - dziedziczenie autosomalne dominujace

AR - dziedziczenia autosomalne recesywne

CPHD - wielohormonalna niedoczynno$¢ przysadki

nIHH - normosmiczna posta¢ izolowaneego hipogonadyzmu hipogonadotropowego

NN - niedoczynnos$¢ nadnerczy

Zespot 4H - leukodystrofia hipomielinizacyjna, cechujaca si¢ hipomielinizmem, hipogonadyzmem hipogonadotropowym i hipodoncja.
ZK - zespot Kallmana
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2. Cele pracy

Izolowana posta¢ hipogonadyzmu hipogonadotropowego (IHH) jest istotng przyczyna
zaburzen dojrzewania i nieptodnosci u ludzi. U podtoza IHH leza m.in. zaburzenia migracji
neurondw wydzielajagcych gonadoliberyng (GnRH) oraz defekty syntezy, wydzielania
i dziatania samej GnRH. Mechanizmy dojrzewania ptciowego i procesy warunkujace jego
podtoze genetyczne u cztowieka nadal pozostaja nie do konca zbadane. Wobec postepu
technologicznego i nowych mozliwos$ci wykrywania zmian w genomie cztowieka wykonano
szeroka i kompleksowg analize genetyczng W grupie pacjentow z IHH, celem poszukiwania
czynnikow genetycznych lezacych u podloza IHH. Podloze genetyczne ponad 50%
przypadkéw IHH jest wciaz nieznane, a u wigkszos$ci pacjentow z populacji polskie;j,
z wyjatkiem niektorych pacjentow pediatrycznych, podtoze IHH nie byto jak do tej pory
badane.

Okreslono ponizsze cele rozprawy doktorskie;j:

1. Ocena przydatnosci sekwencjonowania nowej generacji (NGS) z zastosowaniem
wytypowanego panelu 27 gendéw wigzanych z IHH u pelnoobjawowych chorych
z IHH 1 proba stworzenia algorytmu diagnostyki genetyczne; w IHH.

2. Oszacowanie czgstosci wystgpowania mutacji przyczynowych w regionach
kodujacych gendéw zwigzanych z IHH.

3. Oszacowanie czgstosci mutacji wielogenowych wigzanych z IHH u badanych
polskich pacjentéw z IHH.

4. Korelacja wykrytych defektow genetycznych z obrazem klinicznym IHH.

5. Proba wytypowania miejsc typu ,.hot-spot” w regionach kodujacych genow

zwigzanych z ITHH.

Prace traktujace o podtozu genetycznym IHH w populacji polskiej oparte na badaniach

takich jak sekwencjonowanie nast¢pnej generacji (NGS) nie byly jak dotad publikowane.
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3. Material i Metodyka
3.1. Opis grupy badanej i kontrolnej

Grupe pacjentdéw objetych badaniami stanowilo 34 pacjentow z IHH pozostajacy
pod opieka Katedry i Kliniki Endokrynologii, Przemiany Materii i Chorob Wewnetrznych
w Poznaniu, a takze innych o$rodkow w Polsce, posiadajacych pod swoja opieka chorych
z IHH (Zaktad Zdrowia Prokreacyjnego Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego
w Warszawie 1 Oddzial Kliniczny Endokrynologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie).
Celem realizacji tematu rozprawy doktorskiej zebrano unikalng grupy pacjentéw z IHH,
obejmujacej takze przypadki rodzinne. W grupie pacjentow wiaczonych do badania znalazto
si¢ zatem 34 pelnoletnich pacjentow z IHH z catej Polski z pelnag charakterystyka kliniczna,
29 mezczyzn ($rednio 27.9 lat; min-max: 18 do 48 lat), 5 kobiet ($rednio 27.6 lat; min-max:
21 do 43 lat). Tylko 3 pacjentéw (9%) to przypadki rodzinne, reszta to przypadki
prawdopodobnie sporadyczne (92%) cho¢ nie mozna wykluczy¢ braku $wiadomosci
pacjentow co do istnienia 0s6b o podobnych dolegliwos$ciach w rodzinie.

Doktadna charakterystyka opisowa badanej grupy znajduje si¢ w Tabeli 4 i w Tabeli 5.

U kazdego pacjenta po uzyskaniu jego pisemnej zgody przeprowadzono dokladny
wywiad Kliniczny. Wykonano u niego szczegétowe badanie przedmiotowe I pomiary
antropometryczne (pomiar masy i wzrostu). U pacjentow przeprowadzono ocene¢ hormonalng
oraz odpowiednio ocene andrologiczng (badanie fizykalne i1 ultrasonograficzne jader) badz
ginekologiczng (badanie ginekologiczne 1 USG dopochwowe lub przezodbytnicze).
Przeprowadzono réwniez podstawowg probe wechowa (4 zapachy). Pacjenci przechodzili
takze badania w kierunku towarzyszacych wad rozwojowych - w kazdym przypadku badanie
USG jamy brzusznej czy przesiewowe badanie stuchu w przypadku klinicznego podejrzenia
niedostuchu. Wigkszos¢ pacjentow miata wykonane badanie rezonansem magnetycznym

przysadki, w przypadku braku przeciwskazan do tego badania.
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Tabela 4.

Dane antropometryczne badanych pacjentow

. . . . masa | wzrost
nr | pteé kadv.v momencie wiek w rmormencie ciala (w | BMI | wech | obecne leczenie
iagnozy badania (w k) cm)

1| M 25 25 42 161 | 162 | O 0
2| M 25 32 96 178 | 303 | O 0
3| M 22 22 110 180 | 339 | 1 0

M 25* 25 108 180 | 333 | 1 0
4| M 20 20 75 182 |2264| O 0

M 25* 25 81 182 [2445| 0 0
5| M 17 20 64 183 |19.11| O 1
6| M 33 35 76 174 | 25.1 1 1
7| M 19 23 130 196 [33.84| 0 0
8| M 33 33 94 171 (3215 0 0
9| M 18 18 bd 173 bd 0 0
10| M 19 19 66 182 |19.93| 1 0
11| M 30 36 113 185 [33.02] O 1
12| M 16 19 115 184 [33.24| 0 0
13| M 17 20 84 178 |26.51| O 1
14| M 18 43 86 180 [26.54| 0 1
15 M 17 24 75 173 |25.06| O 1
16| M 17 35 75 185 |21.91| 1 1
17| M 17 24 84 180 [25.93| 0 1
18| K 18 26 101 174 133.36| O 1
19| M 18 24 62 180 |17.92| 1 1
200 M 25 21 bd bd bd 1 0
21| M 20 33 108 193 [28.99| 1 1
22| M 16 26 70 181 |21.36| 1 1
23| M 33 33 106 169 (37.11] 1 0
241 M 17 27 70 181 |21.36| O 1
25| M 15 43 89 182 |26.87| 0 1
26| M 16 18 64 185 | 187 | O 0
27| M 17 19 67 170 |23.18| O 0
28| M 16 48 89 172 |30.08| O 1
29| K 16 24 45 162 |17.15| 1 1
30| M 26 41 112 186 [32.37| 0 1
31| K 19 24 72 180 |22.22| O 0
32| K 18 21 69 165 (2534 1 1
33| K 20 43 80 169 [28.01| O 1
34| M 27 27 bd bd bd 1 0

nr - numer pacjenta

wech: 0 - anosmia badz hiposmia; 1 - wech prawidlowy
leczenie 1- pacjent leczony przed diagnostyka genetyczng; 2 - pacjent weze$niej nieleczony hormonami

ptciowymi

* - odwrocenie objawow (ang. "reversal form")
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Tabela 5.
Fenotyp badanych pacjentéw z [HH.

wnetrostwo w

dojrzewanie

nr ple¢ wech wywiadzie wady towarzyszace dodatkowe choroby bez leczenia
1 M anosmia jednostronne (JP) - FAS; niedowaga; osteoporoza brak
L otytos¢; insulinoopornos$¢; sthuszczenie
iposmia - ; . watroby; niedoczynno$¢ tarczycy; stulejka niepelne
2 || a1 e G | i
P P, . zoperowana

3 M normosmia - - otylos¢ brak

4 M anosmia - - osteopenia brak

5 M hinosmia obustronne i nietrzymanie moczu; $ledziona dodatkowa; brak

P osteopenia

6 M normosmia - - stulejka; torbiel szyszynki; nadwzrocznosé pelne

7 M anosmia jednostronne ruchy lustrzane rak medo,c,zynnosc tarezycy; 1n§u11nooporposF ; brak
otytos¢; osteopenia; gotyckie podniebienie

8 anosmia ) i otytos¢; sttuszczenie watroby; kamica niepelne

nerek; ginekomastia; osteoporoza P
9 normosmia - - osteopenia brak
. torbiel szyszynki; leukopenia;
10 M normosmia i i niedokrwisto$¢; alergie wziewne petne
11 . . otytosé¢; reumatyzm dziecigcy; nawykowe
M hiposmia ruchy lustrzane rak skrecanie kostek petne

12 M normosmia obustronne niskorosto$¢ leczona GH; otytosé brak
zez rozbiezny OP; krotkowzrocznos¢; rak

13 M anosmia ) mikropenis tarczycy; niedokrwisto$¢ z niedoboru brak

P zelaza; ginekomastia lewostronna; nadwaga;
torbiel szyszynki
14 M hiposmia - - osteopenia brak
wedrujgee 1P, | TG R
15 M anosmia przepuklina mosznowa rgwe"J otvekie niedoczynnos¢ tarczycy; zez oka OL brak
prawostronna P ), goty

podniebienie




Tabela 5. Fenotyp badanych pacjentow z IHH (kontynuacja).

wnetrostwo w

dojrzewanie

nr ple¢ wech wywiadzie wady towarzyszace dodatkowe choroby bez leczenia
16 M normosmia jednostronne (JL) stulejka brak
17 M anosmia ;ij;:]g g(!)cjv]n aggi’sgiz stulejka; tradzik pospolity brak
18 K anosmia nd - otytoé¢; insulinooporno$é PBM
. i i niedoczynno$¢ tarczycy; niedobor hormonu
19 M normosmia wzrostu w dziecinstwie brak
20 M normosmia - mikropenis osteoporoza brak
normosmia rodle przeduszne nadwaga; insulinoopornos$¢; kamica
21 M - Wy P! . pecherzyka zoétciowego i polipy; brak
po stronie lewej . ) . i
ginekomastia; torbiele najadrzy
29 M normosmia _ ) _ brak
mobzgowe porazenie dzieciece; NI;
23 M normosmia ) i padgczka; DM II, czc?éciowy zespol pu's:[ego niepelne
siodla; stluszczenie watroby; otylos¢;
torbiel nerki
24 M hiposmia - - - brak
anosmia ruchy lustrzane rak; astygmatyzm; kamica nerek; zylaki
25 M obustronne agenezja nerki powrdzka; dna moczanowa; osteopenia; brak
lewej,, mikropenis nadwaga
26 M anosmia - mikropenis osteopenia; torbiel prosta nerki lewej brak
27 M hiposmia - - nadwaga; anemia brak
28 M anosmia obustronne obsutr. rozszczep przewlekte zapalenie oskrzeli; osteopenia; brak

wargi i podniebienia

otytosé
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Tabela 5. Fenotyp badanych pacjentow z IHH (kontynuacja).

wnetrostwo w

dojrzewanie

nr pleé wech wywiadzie wady towarzyszace dodatkowe choroby bez leczenia
niedorozwoj lewej potowy twarzy - niedorozwoj bez ubytku kosci
normosmia jarzmowej od poziomu piramid do zatok szczekowych wlacznie
29 M nd (dotyczacy L nozdrza; szczeki; zuchwa; brak gatki ocznej L) - PBM
sko$ny rozczep twarzy ; wyrosla przeduszne przy obu skrawkach
matzowin
. zdwojenie uktadu

anosmia Lo Y, .

30 M wnetrostwo obustronne kielichowo- otytos¢ niepetne
miedniczkowego
niepelny zwrot nerki
31 K anosmia nd P; hipoplazja macicy krotkowzroczno$é PBM
i pochwy

hiposmia niedoczynnos¢

32 K nd tarczycy; nadwaga; - PBM
osteopenia
zdwojenie uktadu . , N .

hiposmia zbiorczego nerki L: rozsiane bol.e stawowe; NT; zawroty gio\.)vy,

33 K nd hipoplazja macicy i nadwaga; podostre zapalenie tarczycy; PBM
pochwy: niedoczynno$¢ tarczycy

34 M normosmia obustronne - padaczka; zaburzenia osobowosci; niepelne

ginekomastia; osteopena; nadwaga

Wyjasnienia zastosowanych w tabeli skrotow:
DM Il - cukrzyca typu Il; FAS - alkoholowy zespot ptodowy; JL - jadro lewe; JP - jadro prawe; K — kobieta, M —mezczyzna; nd - nie dotyczy;
NI - niepoetnosprawnos$¢ intelektualna; NT - nadci$nienie tetnicze; OL - oko lewe; OP - oko prawe; PBM - pierwotny brak miesiaczki
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3.2. Badania hormonalne

Badania hormonalne obejmowaly oceng¢ podstawowych stezen hormondow
przysadkowych (LH, FSH) hormonu wzrostu (GH), hormonu adrenokortykotropowego
(ACTH), hormonu tyreotropowego (TSH), prolaktyny (PRL), pomiar st¢zenia testosteronu,
estradiolu, Kkortyzolu porannego, siarczanu dehydroepiandrostendionu (DHEA-S),
insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-1), wolnej trojjodotyroniny (fT3) i wolnej
tyroksyny (fT4) w surowicy krwi pobranej na czczo. Oznaczano rowniez st¢zenie kortyzolu
wieczornego (0 godzinie 18.00). Pacjenci mieli wykonany test z dozylnym podaniem
gonadoliberyny (LHRH, Ferring). W pojedynczych przypadkach test ten wykonany byt
ambulatoryjnie poza szpitalem, badz nie byt wykonany (w przypadku wczesniej
zdiagnozowanego 1 leczonego pacjent z wada wechu badz inng wada zwigzang z IHH, ktory
odmowit odstawienia lekow z powodu aktualnie prowadzonej stymulacji spermatogenezy czy
obawa przed spadkiem libido i potencji). Test z LHRH wykonywany byt przed wiaczeniem
leczenia lub  po co najmniej 3 miesigcznym zaprzestaniu pobierania preparatow
hormonalnych. Test z gonadoliberyng przeprowadzano z uzyciem preparatu LH-RH Ferring
(0.1 mg/ml). Analog GnRH w dawce 100 pg podawano dozylnie. St¢zenia FSH i LH
oznaczano wyjsciowo oraz po 30, 60 i 90 minutach od podania analogu. Test interpretowano
wg ponizszych kryteriow prawidlowej odpowiedzi, bioragc pod uwage, ze w niektorych
przypadkach wyjsciowe stezenia gonadotropin u pacjentow byly bardzo niskie (pomiedzy 0-1
mlU/ml) 1 stymulowane st¢zenia gonadotropin pomimo zwigkszenia krotnosci st¢zenia byly
mniejsze niz oczekiwano. Normy przyjeto jak omoéwiono to powyzej: CO najmniej
pottorakrotny wzrost dla FSH, co najmniej dwukrotny dla LH, cho¢ wzi¢to pod uwagg,
ze brak adekwatnej odpowiedzi w zakresie FSH moze stanowi¢ wariant normy (118, 119).

W wybranych przypadkach przeprowadzono testy stymulacyjne z uzyciem syntetycznej
tyreotropiny (TRH Ferring, 200 pg iv. z oznaczeniem TSH w 0, 30 i 60 minucie testu)
czy kortykotropiny (CRH Ferring, 100 ug iv. z oznaczeniem ACTH i kortyzolu w 0, 15, 30,
60, 90 minucie testu), zgodnie z charakterystyka produktu leczniczego i zaleceniami
producenta.

Stezenie hormonu folikulotropowego (FSH) (mIU/ml) oceniane bylo metoda ECLIA
(elektrochemiluminescencja, Roche Diagnostics) z uzyciem biotynylowanego przeciwciata
swoistego dla FSH oraz przeciwciata znakowanego rutenem swoistego dla FSH. Norma dla

mezezyzn: 1.5-12.4 mIU/ml. Dla kobiet w zaleznosci od fazy cyklu miesigczkowego: faza
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folikularna: 3.5 do 12.0, faza owulacyjna 4.7 do 21.5, faza lutealna 1.5 do 8.0, faza
postmenopauzalna 26.0 do 135.0 mIU/ml.

Poziom hormonu luteinizujacego (LH) (mIU/ml) mierzony byt z uzyciem ECLIA
(Roche Diagnostics) z uzyciem biotynylowanego przeciwciata swoistego dla LH oraz
przeciwciala znakowanego rutenem swoistego dla LH. Norma dla me¢zczyzn: 1.7 - 8.6
mIU/ml, dla kobiet w fazie folikularnej 2.5 do 12.5, faza owulacyjna 14.0 do 95.6, faza
lutealna 1.0 do 11.5, faza postmenopauzalna 7.5 do 58.5 miU/ml.

Stezenie prolaktyny (PRL) (ulU/ml) oznaczane bylo z uzyciem ECLIA (Roche
Diagnostics) z udziatem biotynylowanego przeciwciala swoistego dla PRL oraz przeciwciata
znakowanego rutenem swoistego dla PRL. Norma dla me¢zczyzn > 18 lat: 85 - 390, norma
dla kobiet 70 do 510 pIU/ml.

Poziom estradiolu (pg/ml) mierzony byl przy pomocy ECLIA (Roche Diagnostics) -
metody kompetycyjnej z uzyciem biotynylowanych przeciwciat dla E2 i1 pochodnej E2
znakowanej kompleksem rutenu; w probdwce na skrzep badz heparyng. Norma dla mezczyzn
11-43 pg/ml, dla kobiet w zalezno$ci od cyklu faza folikularna 12-233, faza owulacyjna 41
do 398, faza lutealna 22-341, faza postmenopauzalna <5pg/ml.

Stezenie globuliny wiazacej hormony plciowe (SHBG) (nmol/l) mierzone byto przy
pomocy ECLIA (Roche Diagnostics) z uzyciem biotynylowanego przeciwciata swoistego
dla SHBG oraz przeciwciata znakowanego rutenem swoistego dla SHBG. Norma dla kobiet
w wieku 17 - 50 lat: 26.1 - 110.0 nmol/l dla m¢zczyzn w wieku 17 - 65 lat: 14.5 - 48.4
nmol/l.

Pomiar stgzenia testosteronu catkowitego (nmol/l) odbywat si¢ metoda ECLIA
(elektrochemiluminescencja) - metoda kompetycyjna z uzyciem biotynylowanych przeciwciat
swoistych dla testosteronu i pochodnej testosteronu znakowanej kompleksem rutenu. Norma
dla mezczyzn > 18 lat: 9.9 - 27.8 nmol/l, dla kobiet w wieku rozrodczym: 0.2 do 2.9 nmol/Il.

Stezenie tyreotropiny (TSH;  pU/ml) oznaczane byto metodg ECLIA (Roche
Diagnostics) z uzyciem biotynylowanych przeciwciat dla TSH i przeciwcial znakowanych
rutenem dla TSH. Norma 0.27 - 4.20 pU/ml, za$ stgzenie tyroksyny wolnej (FT4) (pmol/l)
z uzyciem ECLIA (elektrochemiluminescencja) z udziatem swoistego, znakowanego rutenem
przeciwciala przeciw T4 oraz biotynylowanego T4. Norma > 20 lat: 11.5 - 21.0 pmol/l.
Stezenie hormonu adrenokortykotropowego (ACTH; pg/ml) oznaczono metoda: ECLIA
(Roche) z uzyciem biotynylowanego przeciwciata swoistego dla ACTH oraz przeciwciata

znakowanego rutenem swoistego dla ACTH. Zakres referencyjny: 7.20-63.30 pg/ml.
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Stezenie kortyzolu (nmol/l) mierzone byto metodg ECLIA (Roche Diagnostics) - metoda
kompetycyjna z uzyciem swoistego, biotynylowanego przeciwciata dla kortyzolu oraz
z pochodng kortyzolu znakowang kompleksem rutenu. Zakres referencyjny: godz. 6-10: 172 -
497 godz. 16-20: 74 - 286 nmol/l.

Stezenie hormonu wzrostu (GH; ng/ml) mierzone bylo metoda ECLIA (Roche
Diagnostics) z uzyciem biotynylowanych przeciwcial dla hGH i przeciwcial znakowanych
rutenem dla hGH. Zakres referencyjny: kobieta lat: 17 - 77: 0.13 - 9.88 ng/ml, m¢zczyzna lat:
17 -79:0.03 - 2.47 ng/ml.

Oznaczanie insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-1, somatomedyny C; ng/ml)
oparte byto na metodzie RIA — radioimmunologicznej (firma DIAsource). Norma zalezna od
wieku i plei: mezezyzni: 17 - 20 lat: 70 - 758; 20 - 30 lat: 161 - 517; 30 -40 lat: 153 - 489; 40
-54 lat: 90 - 360; > 54 lat: 71 - 290; kobiety: 17 - 20 lat: 135 - 1276; 20 - 30 lat: 170 - 418; 30
-40 lat: 100 - 459; 40 -54 lat: 90 - 360; > 54 lat: 71 - 290 ng/ml.

Stezenie siarczaniu dehydroepiandrostendionu (DHEA-S; pg/dL) mierzone byto metoda
ECLIA (Roche Diagnostics) z uzyciem biotynylowanych przeciwcial dla DHEA-S i
przeciwcial znakowanych rutenem dla DHEA-S . Norma zalezna od wieku 1 ptci: mezczyzni:
15-19 lat: 70.2 -492; 20 - 24 lat: 211-492; 25-34 lat: 160 - 449; 35-44 lat: 88.9 - 427; 45-54 lat
44.3-331; 55-54 lat 51.7-295; 65-74 lat 33.6-249; >75 lat 16.2-123; kobiety: 15-19 lat: 65.1-
368; 20 - 24 lat: 148-407; 25-34 lat: 98.8-340; 35-44 lat: 60.9-337; 45-54 lat 35.4-256; 55-54
lat 18.9-205; 65-74 lat 9.4-246; >75 lat 12-154 pg/dL.

Insulinooprono$¢ byta oceniana przy pomocy wskaznika insulinoopornosci (ang. insulin
insulin resistance index, HOMA-IR). HOMA-IR zostal wyliczony przy pomocy wzoru:
stezenie insuliny na czczo (LU/L) x stezenie glukozy na czczo (mg/dL)/405. Przy wartos$ci

wskaznika HOMA-IR>2.5 diagnozowano insulinoopornos¢ (182).

3.3. Badanie wechu

Wszyscy pacjenci niezaleznie od raportowania zaburzen wechu w wywiadzie mieli
przeprowadzone przedmiotowe badanie wechu. W wywiadzie uwzgledniono: istnienie i czas
trwania zaburzen wechu, skale zaburzen zmyshu wechu, ewentualne narazenie na substancje
toksyczne, urazy 1 operacje twarzoczaszki 1 moézgoczaszki w przesztosci. W badaniu
laryngologicznym poprzedzajagcym wiasciwe badanie wechu oceniono drozno$¢ nosa, stan
sluzowki nosa, obecnos¢ wydzieliny patologicznej. Badania nie wykonywano w momencie

przej$ciowych zaburzen drozno$ci nosa spowodowanych niezytem nosa.
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Do oceny wechu zostata uzyta metoda podmuchowa Elsberga-Levy’ego
w modyfikacji Pruszewicza (183, 184). W badaniu powonienia wykorzystano cztery
nastepujace substancje zapachowe: kawe naturalng, anyz, olejek cytrynowy 1 miete.
U kazdego badanego w obu przewodach nosowych wyznaczano progi odczucia zapachu
poszczegbdlnych substancji wonnych. Metoda podmuchowa Elsberga — Levy’ego jest
najczesciej uzywang i najdostepniejszg w Polsce metoda badania wechu. Zestaw uzywany w
tym badaniu sktada si¢ z czterech wystandaryzowanych pojemnikow szklanych, w ktérych
znajdujg si¢ wyzej wymienione cztery rozne substancje zapachowe. W Szpitalu Klinicznym
im. H. Swieckickiego w Poznaniu stosowane sa butelki z ciemnego szkla o pojemnosci
750 ml. W korkach szczelnie zamknigtych butelek znajduja si¢ po 2 otwory, przez ktore
przechodza szklane rurki do ktérych podiaczone sa  plastikowe dreny zaopatrzone
w metalowg koncowke donosowa (umieszczang w przedsionku nosa) i zacisk regulujacy
strumien powietrza (pierwszy dren) oraz w strzykawke (drugi dren). Do jamy nosa kierowano
strumien powietrza, o okreslonej objetosci, zawierajace czasteczki zapachowe. Pacjent
jednoczesnie uciskajac skrzydetko nosa zamykat palcem drugi przewdd nosowy 1 wstrzymat
oddech. Na dren doprowadzajacy powietrze do jamy nosa zakladano zacisk, zwalniany
podczas zmiany objetosci podawanego powietrza. Na poczatku podawano do jamy nosa
1 cm?® powietrza, zwiekszajac objetosé o kolejne 1-2 cm® nie czeéciej niz co 30 sekund
do czasu gdy pacjent zglosit odczuwanie zapachu. Prob¢ kontynuowano do momentu,
gdy zapach zostat zidentyfikowany przez pacjenta. Wynik przedstawiono w postaci progu
odczuwania zapachu — czyli najmniejszej objetosci powietrza podanego do jamy nosa, przy
ktorej badany zglosit odczucie zapachu - i progu identyfikacji zapach.

Zgodnie z Pruszewiczem przyj¢to normy progu odczuwania zapachu (POZ) dla:

o kawy i olejku anyzowego — 4 — 14 cm?,
. olejkow cytrynowego i mietowego 1 — 10 cm?®,

Anosmig i hiposmi¢ diagnozowano wg. kryteriow z ponizszej tabeli (Tabela 6):

Tabela 6.
Kryteria diagnostyczne hiposmii i ansomii w badaniu wechu metoda podmuchowg Elsberga-

Levy’ego w modyfikacji Pruszewicza.

POZ dla kawy i POZ dla olejku

Zaburzenie wechu Definicja 0|ej ku cytrynowego i
anyzowego migtowego
Hiposmia obnizony wech, 14 — 40 cm® 10 —40 cm?®
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uposledzenie
odczuwania zapachdéw

Anosmia brak wechu >40 cm?® >40 cm?®

POZ - prog odczuwania zapachu

Przeprowadzenie testu miato na celu podzielenie chorych na 2 grupy — z jakimkolwiek
rodzajem dysosmii do zespotu Kallmanna (ZK) i z normalnym zmystem wechu — do grupy
pacjentow z normosmiczng postacig IHH (nIHH). Jest to istotne ze wzgledu na rdéznorodno$é¢
obrazu klinicznego i konieczno$¢ doktadnego okreslenia fenotypu pacjenta. Mutacje w tym

samym genie moga by¢ prezentowane jako ZK lub nIHH.

3.4. Badania genetyczne

3.4.1. Izolacja DNA

Celem izolacji genomowego DNA pobrane zostalo 10 ml krwi obwodowej na
do probowki z EDTA (st¢zenie koncowe 0.1%) badz 2 ml $liny do dedykowanej saliwetki
(zestaw Oragene badz Norgen) po uprzednim uzyskaniu pisemnej zgody pacjenta. DNA
izolowane z limfocytow krwi obwodowej lub leukocytow $liny postuzyto jako wyjsciowy
materiat do badan molekularnych. Stosowano izolacj¢ DNA za pomoca metody
z wykorzystaniem fenolu-chloroformu, co miato zapewni¢ material w adekwatnej ilosci i o
jak najlepszej jakosci. Wyizolowane DNA, odpowiednio zabezpieczone i oznaczone bylo
przechowywane w temperaturze -20°C do czasu sekwencjonowania. Ilo$é i jakos¢ DNA byty

ustalane spektrofotometrycznie .

3.4.2. Ogoélne zalozenia badania

Badania odbywaly si¢ w Pracowni Endokrynologii Molekularnej w Katedrze 1 Klinice
Endokrynologii, Przemiany Materii i Chorob Wewngtrznych Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu. Badania genetyczne wykonywano z uzyciem platformy sekwencyjnej nastepne;j
generacji (NGS) o $redniej przepustowosci.

Sekwencjonowanie dedykowanego panelu gendw zwigzanych z IHH zostato wykonane
na aparacie lon Torrent Personal Genome Machine (lon PGM)™ (Thermo Fisher Scientific,
Inc.) i obejmowato nastgpujace etapy, opisane doktadnie ponizej:

1. Selekcja i synteza oligonukleotydow dla panelu genéw do sekwencjonowania

nastepnej generacji (NGS) wg protokotu Ion AmpliSeq;
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2. Przygotowanie Dbiblioteki genomowej (amplifikacja oraz  wzbogacenie
z zastosowaniem emulsyjnego PCR);

3. Sekwencjonowanie na platformie lon PGM;

4. Analiza sekwencji. Walidacja wybranych mutacji za pomocg sekwencjonowania
kapilarnego metoda Sangera (ang. Sanger Sequencing).

Panel genow do badan zostat zaprojektowany przy uzyciu algorytmu opracowanego
przez Thermo Fisher Scientific pozwalajgcego na optymalnego  zaprojektowanie par
primerow o dhugosci do 400 pz. (narzedzia dostepne poprzez  strong
http://www.ampliseg.com). Ostatecznie wybrano regiony kodujace nastepujacych gendw
uczestniczacych w patogenezie IHH: ANOS1, CHD7, FEZF1, FGF8, FGFR1, GLI2, GNRH1,
GNRHR, HS6ST1, IL17RD, KISS1, KISS1R, LHX3, LHX4, LRRIQ3, NSMF, NROB1, OTX1,
OTX2, PROK2, PROKR2, PROP1, SEMA3A, SOX10, TAC3, TACR3, WDR11 (Tabela 7).

Wybrano geny, ktérych mutacje najczesciej leza u podtoza IHH, a takze zaproponowano
geny, ktorych mutacje opisywane sa w patogenezie CPHD celem poszerzenia wiedzy na
temat udzialu tych czynnikéw w patogenezie IHH. Finalne pokrycie sekwencji kodujacych

amplikonami wyniosto 97-100%.

Tabela7.

Panel 27 genow o udowodnionym badz podejrzewanym znaczeniu klinicznym w IHH

gen lokalizacja OMIM ID opis dziedziczenie
ANOS1 Xp22.31 300836 IHH z anosmig XL
IHH z lub bez anosmii,

CHD7 8912.2 608892 Zespét CHARGE AD, AR
FEZF1 7031.32 613301 IHH z lub bez anosmii AR

FGF8 10q924.32 600483 IHH z lub bez anosmii AD
FGFR1 8p11.23 136350 IHH z lub bez anosmii AD

Holprosencephalia,

GLI2 2014.2 165230 CPHD AD
GNRH1 8p21.2 152760 IHH bez anosmii AR
GNRHR 4913.2 138850 IHH bez anosmii AR
HS6ST1 Xq26.2 604846 IHH z lub bez anosmii AD
IL17RD 3p14.3 606807 IHH z lub bez anosmii AD, AR

KISS1 1932.1 603286 IHH z lub bez anosmii AR
KISS1R 19p13.3 604161 IHH z lub bez anosmii AR

LHX3 9934.3 600577 CPHD AR

LHX4 1g25.1 602146 CPHD AD

- Opoznione dojrzewanie,
LRRIQ3 1p31.1 (RefSeq niepetnosprawnosé¢ AD
NM_001105659) intelektualna

NSMF 9g34.3 608137 IHH z lub bez anosmii AD

NROB1 Xp21.2 300473 IHH z lub bez anosmii XL
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http://www.ampliseq.com/
https://www.omim.org/geneMap/7/566?start=-3&limit=10&highlight=566
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/604846
https://www.omim.org/geneMap/3/354?start=-3&limit=10&highlight=354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/608137

gen lokalizacja OMIM ID opis dziedziczenie
opodznienie wzrostu i
dojrzewania ptciowego u
OoTX1 2p15 600036 myszy; udziat w nieznane
embriogeniezie
przysadki (185, 186)
OTX2 14q22.3 600037 CPHD AD
PROK?2 3p13 607002 IHH z lub bez anosmii AD
PROKR2 20p12.3 607123 IHH z lub bez anosmii AD
PROP1 5035.3 601538 CPHD AR
SEMA3A 7021.11 603961 IHH z lub bez anosmii AD
IHH z anosmia, zespot
SOX10 22913.1 602229 Waardenburga AD
TAC3 12g13.3 162330 IHH z lub bez anosmii AR
TACR3 4924 162332 IHH z lub bez anosmii AR
WDR11 10g26.12 606417 IHH z lub bez anosmii AD

Wyjasnienia zastosowanych w Tabeli 7 skrotow:
AD - dziedziczenie autosomalne dominujace

AR - dziediczenie autosomalne recesywne

XL - dziedziczenie sprz¢zone z chromosomem X
OMIM ID - numer identyfikacyjny genu w wersji elektronicznej bazy Mendlowskie zaburzenia u
cztowieka (ang. Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM)

2. Przygotowanie biblioteki i wzbogacenie sparowanych probek DNA

Pierwszym krokiem byto wygenerowanie biblioteki genomowej badanych fragmentéw

DNA kazdego pacjenta i ligacja ze specyficznymi adapterami lon Torrent (ang. barcoding).

Konstrukcja biblioteki i

wykonane z uzyciem systemu lon OneTouch (Thermo Fisher Scientific, Inc.), zgodnie
z protokotem producenta (Thermo Fisher, San Diego, USA, MAN0006735). Wykorzystano
okoto 40 ng genomowego DNA od kazdego pacjenta i zestaw Ampliseq Library Preparation

Kit 2.0 (Thermo Fisher, San Diego, USA, MANO0006735).

Przygotowanie biblioteki obejmowato nastepujace etapy:

pézniejsze wzbogacenie sparowanych probek DNA zostato

- amplifikacje metoda reakcji tancuchowej polimerazy, PCR docelowego

genomowego DNA (probki zostale poddane aktywacji enzymatycznej w 99°C przez
2 minuty, nastepnie 17 cyklom PCR - wstepnej denaturacji cieplnej w 99°C przez 15

sekund i1 przylaczaniu starteréw i wydtuzaniu w 60°C przez przez 4 minuty);

- czeSciowe trawienie sekwencji primerowych;

- ligacje adapterow lon Torrent do aplikonéw 1 oczyszczanie niezamplifikowanej
biblioteki;
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- analiz¢ iloSciowa kazdej zamplifikowanej biblioteki z uzyciem Fluorymetru Qubit
2.0. (Cat. no Q32866) i zestawu Qubit dsSDNA HS Assay Kit na podstawie 5 uL
produktu PCR;

- ustalenie wlasciwego rozcienczenia i rozcienczenie biblioteki z uzyciem MilliQ
superczystej wody celem uzyskania stezenia okoto 100pM.

- finalne wzbogacenie biblioteki - klonalna amplifikacja zostata wykonana z
zastosowaniem emulsyjnego PCR (emPCR); 25 mikrolitrow kazdej probki zostato
wzbogaconych z uzyciem maszyny One-Touch Two (OT2) i zestawem
wzbogacajacym Ion PGM'™ Template OT2 400 (Thermo Fisher) celem
przygotowania do sekwencjonowania czgsteczek aktywnych posiadajgcych
sekwencje kodujace (ang. Template-positive lon Sphere Particles.)

Biblioteka po przygotowaniu byta przechowywana w temperaturze -20°C. Produkty

PCR poszczegdlnych pacjentow zostalty oznaczone przy uzyciu zestawu lon Xpress Barcode
Adapter 1-96 Kit.

3. Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS)

Tak przygotowana biblioteka zostaty rozcienczona do 100 pM. Do bezposredniego
sekwencjonowania zastosowano lon PGM Sequencing 400 Kit i chip sekwencyjny: lon 318
v2. Zastosowanie lon 318 gwarantuje teoretyczne pokrycie >200x na pojedynczy fragment.
Srednie pokrycie w wykonanym eksperymencie wyniosto 199.8x. Po wygenerowaniu danych
w sekwenatorze lon PGM™ dane zostaly automatycznie przestane do serwera Torrent. Dane
byly poddane przetwarzaniu sygnatu, filtracji i algorytmom bazowym generujac sekwencje

DNA o wysokiej jakosci (pliki SAM/BAM oraz nastepnie VCF).

4. Analiza sekwencji i walidacja mutacji

Analiza otrzymanych sekwencji zostala wykonana za pomocg dedykowanych
programéw (np. IONReporter, Mutation Taster, PhenIX) oraz ogoélnodostepnych narzedzi
bioinformatycznych stuzacych analizie porownawczej (Ensembl, NCBI). Odczytane
sekwencje zostaly zmapowane do genomu ludzkiego (GRCh37/hgl9) z uzyciem Torrent
Suite™ software (version 4.0.2; Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Informacje o znanych mutacjach uzyskiwano z genetycznych, ogdlnodostepnych baz
danych np. GenBank, ClinVar, HGMD lub baz genomowych (1000 genomes, 5000 exomes,
ExAc). Programu  PhenlX uzyto za  posrednictwem  strony  internetowej

http://compbio.charite.de/PhenlX/ © 2014, Exomiser team: Charit¢ Universitdtsmedizin
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Berlin, Institute for Medical Genetics and Human Genetics, Computational Biology and
Bioinformatics Group and Sanger Mouse Informatics Group at the Sanger Institute (187).
Analizowano pliki VCF pod katem mutacji patogennych. Filtrowanie mutacji oparto
o wykorzystanie algorytmu HPO standaryzowanego stownika zaburzen fenotypowych
ang. Human Phenotype Ontology (HPO) stosujac termin "hypogonadotropic hypogonadism'
(187). Do programu wczytano uzyskane pliki VCF. Algorytm MutationTaster uzyto
za posrednictwem strony http://www.mutationtaster.org/StartQueryEngine.html  (188).
Do programu réwniez wczytano pliki VCF. Program bazuje na klasyfikacji Bayesa celem
oceny stopnia patogennosci zmian genetycznych, zaréwno polimorfizméw jak i mutacji
przyczynowych. Klasyfikacja ta opiera si¢ miedzy innymi na wykorzystaniu danych z HGMD
Proffesional i projektu 1000 Genomes. Zmiany genetyczne klasyfikowane sg na postawie
braku zmiany sekwencji aminkowasowe] (zmiany niesynonimiczne 1 intronowe) badz
ztozono$ci zmiany sekwencji aminokwasowej (zmiana pojedynczego aminokwasu badz
ztozona zmiana sekwencji aminokwasowej). Warto$¢ prawdopodobienstwa (p; ang. p value)
jest prawdopodobienstwem prognozy, tj. im p blizsze 1, tym wyzsza pewnos$¢ prognozy
programu. Niskie warto$ci p czesto wigza si¢ z polimorfizmami. Zmiana powodujaca
przedwczesng terminacje transkrypcji (kodon terminacyjny) i w nastgpstwie rozpoznawanie
I niszczenie mMRNA (ang. nonsense mediated decay, NMD), znaczaca zmiana konformacji
biatka oraz mutacje tylpu "splice-site" wprowadzajace nowe sygnaty redagowania biatka sa
okreslane jako zmiana powodujaca chorobg (ang. disease causing, DC). Zmiana juz opisana
w ClinVar, HGMD, TGP, dbSNP jako mutacja przyczynowa badanej choroby jest okreslana
jako automatyczna zmiana powodujgca chorobe (ang. disease causing automatic).

Po porownywaniu kazdy wariant zostat przeanalizowany pod katem nomenklatury
HGVS (Human Genome Variant Society), czgsto$ci populacyjnej w Europie wg. ExAC,
statusu w ClinVar oraz funkcji i konserwatywnosci ewolucyjnej. Katalog opisanych mutacji
stanowita baza danych HGMD. Przy ocenie patogennosci, uwzgledniono nastepujace

Kryteria:

rodzaj mutacji, wptyw na konformacj¢ biatka, konsekwencja zmiany struktury i

funkcji odpowiedniego biatka,

liczba mutacji allelicznych obserwowana w kohorcie pacjentéw o podobnym

fenotypie,

ewolucyjna konserwatywno$¢ zmutowanego nukleotydu/aminokwasu,

lokalizacja mutacji w stosunku do funkcjonalnie waznych domen biatkowych.
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Dane te zostaly skonfrontowane z danymi z dwéch wyzej opisanych programoéow
analizujacych mutacje (Mutation Taster i PhenlX). Warunkiem uwzglgdnienia mutacji bylta
takze czestos¢ rzadkiego allelu MAF ang. minor allele frequency (189) <1% w Europejskiej
populacji w bazie EXAC (Exome Aggregation Consortium). W  oparciu 0  wytyczne
opracowane przez Amerykanskie Kolegium Genetyki i Genomiki Medycznej (ang. American
College of Medical Genetics and Genomics, ACMG) do oceny patogennosci
zidentyfikowanych mutacji postuzono si¢ nastepujaca klasyfikacja: wariant patogenny (ang.
pathogenic variants, PV), prawdopodobnie patogenny wariant (ang. likely pathogenic
variants, LPV) i wariant o nieokreSlonym znaczeniu (ang. variants of unknown significance,
VUS) (190).

Wariant zostal zakwalifikowany jako PV jesli:
e jest mutacjg zmiany funkcji wywotujacym chorobe (ang. "null mutation™) - mutacja
nonsensowna, przesuwajaca ramke¢ odczytu, mutacja splicingowa,
e lub jest wczesniej zaraportowang mutacja typu zmiana sensu (ang. missense mutation),
e i zmiana pasuje do fenotypu i (przewidywanego) modelu dziedziczenia.
Wariant zostal zakwalifikowany jako LPV jesli:
ejest wcze$niej nie raportowang mutacjg zmiany sensu dotyczaca znanych gendéw
lezacych u podtoza IHH,
e w algorytmach predykcji in silico uznawany byt za zmiang wpltywajaca na konformacje
biatka,
e zmiana pasuje do fenotypu i modelu dziedziczenia.
Wariant zostat zakwalifikowany jako VUS jesli:
e fenotyp pacjenta nie pasuje do spektrum zmian klinicznych ktére powinna dawac¢ dana
mutacja,
e W algorytmach predykcji in silico zmiana uznawana jest za wptywajaca na konformacje
biatka,
e lub zmiana pasujaca do fenotypu i modelu dziedziczenia ale zostala uznana za tagodna
w ClinVar bez eksperymentow in vitro czy in vivo (190).
W przypadku identyfikacji defektu przyczynowego, wybrane mutacje genetyczne
zostaly potwierdzone za pomoca konwencjonalnych metod takich jak sekwencjonowanie
kapilarne. Mutacje w nowoodkrytych genach zostaly poddane analizie in silico w celu oceny

wplywu zmiany na architekture biatka, oceny jego funkcjonalnosci oraz potencjalnego
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zaangazowania w ekspresj¢ nieprawidlowego fenotypu. Analiza in silico patogennosSci
wykrytych wariantéw zostata wykonana za pomocg programéw PolyPHEN oraz Sift

(sekwencje kodujace), SpliceSite (sekwencje intronowe).

3.5. Zgoda Komisji Bioetycznej. Finansowanie.
Zgoda Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu zostata
przyznana decyzja uchwaty numer 1002/13 z dnia 05.12.2013 r. i 990/15 z dnia 05.11.2015 .
Badania finansowanie w ramach grantu Preludium NCN 2016/21/N/NZ5/00511
pt. ,,Poszukiwanie nowych czynnikéw genetycznych biorgcych udzial w etiopatogenezie
izolowanego hipogonadyzmu hipogonadotropowego przy uzyciu zaawansowanych metod

analizy genomu”
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4. Wyniki badan
4.1. Wyniki badan hormonalnych

Wyniki pomiaréw podstawowych i maksymalnych stymulowanych st¢zen gonadotropin
w teScie z gonadoliberyng oraz wartosci obwodowych hormonéw piciowych (odpowiednio
testosteronu u me¢zczyzn 1 estradiolu u kobiet) zamieszczono w Tabeli 8. Tabela
ta przedstawia korelacje wynikow badan genetycznych i hormonalnych w odniesieniu
do badania osi podwzgorze-przysadka-jadra badz podwzgorze-przysadka-jajnik.

Wicgkszo$¢ pacjentow miata zachowana odpowiedz w tescie z GnRH. Wartosci
wyjsciowe 1 stymulowane gonadotropin obserwowane u badanych pacjentéw byty
stosunkowo niskie w porownaniu z warto$ciami obserwowanymi zwykle u pacjentow
zdrowych, pomimo zachowanej krotnosci wzrostu stezenia danej gonadotropiny. Tylko
u pacjenta nr 19 ze zmianami patogennymi gené6w CHD7 i GNRHR i u pacjenta nr 22
z mutacjag w GNRHR nie obserwowano adekwatnego wzrostu gonadotropin w tescie z
GnRH.

Wyniki badan st¢zen testosteronu, SHBG i FTI zamieszczono w Tabeli 8. Trzynastu
pacjentow (45%) miato wartosci st¢zenia testosteronu <10 nmol/l w trakcie oznaczenia przy
wizycie lekarskiej (80%). Siedmiu pacjentow nie odstawilo preparatow testosteronu przed
badanimi kontrolnymi (test z GnRH wykonany w przeszto$ci najczesciej), podobnie jedna
pacjentka nie dostawita preparatu hormonalnej terapii zastgpczej przed kontrola. Cztery
pozostate badane pacjentki (80% badanych pacjentek) mialy wartosci stezenia estradiolu
<15 pg/ml, w tym dwie ponizej 5 pg/ml.

Wyniki innych badan hormonalnych zamieszczono w Tabeli 9. Prezentacja szerszych
wynikow hormonalnych ma na celu pokazanie, Ze pacjenci nie mieli niedoczynnosci
przysadki w innych osiach w momencie badania, cho¢ dwoch z nich miato w dziecinstwie
leczong hormonem wzrostu niskorosto$¢ (pacjenci nr 12, 19). U pacjentéw wykluczono
tez inne przyczyny hipogonadyzmu takie jak choroba i zespot Cushinga czy akromegalia.

Wyniki podsumowujace istnienie innych zaburzen hormonalnych u badanych pacjentow
przedstawiono w Tabeli 11. Czterech pacjentow (12%) miato zdiagnozowana wczesniej lub
w momencie kontroli pierwotng niedoczynnos$¢ tarczycy. Sze$ciu pacjentow (18%) miato
zdiagnozowang insulinoopornos$¢, a jeden pacjent miat juz wczesniej rozpoznang cukrzyce

insulinoniezalezng (typu II).
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Tabela 8.

Odpowiedz w tescie z GnRH w zakresie gonadotropin i stezenie obwodowych hormonow piciowych.

. FSH max w teScie , LH max w Estradiol
nr (r';fb'/r?ﬂ) 2 GnRH (mL.'J /?nl) tescie z GnRH Te(f]tr‘:f;fﬁ)o” SHBG (nmol/l) | FTI (%) (pg/ml)
(mlU/ml) (mIU/ml) u kobiet
1. 0.6 41 <01 2.3 0.3 108.2 0.29
2. 3.4 6.4 31 163 35 12.1 28.9
3, 111 453 0.7 12.19 23 bd bd
. dwr%cenie 15 2.7 18 135 14 bd bd
4. 0.6 11 11 5.0 21 48.2 4.36
. dwr‘(‘,)-cenie 14 bd 36 bd 16 39.3 40.64
5. 0.2 bd <01 bd 47.2% 39.9 118.33
6. 0.4 11 0.3 45 0.3 783 63.66
7. 0.21 16 01 1.35 121 bd bd




FSH max w teScie

LH max w

Estradiol

nr (r'r:"SG'/r%I) 2 GnRH (n';l'lj /?nl) tescie z GnRH Te(f]tr‘:fg%on SHBG (nmol/l) | FTI (%) (pg/ml)
(mlU/ml) (mIU/ml) u kobiet

8. <0.1 <0.1* <0.1 <0.1* 16.8* 382 44.03
9. 3.9 9.1 5 36.2 51 11.3 4533

03
10. 1.3 0.2 8.1 0.1 28.8 0.43
11. <0.1 ba* <0.1 bd* 11.3 9.8 114.84
12, 1.3 28 1 11 21 29 7.37
13. 0.1 bd* 0.1 bd* 11.8* 17.1 68.83

* " T wolny 46.2

14, 0.293 bd 0.1 bd bd bd o

02
15. 1.4 <0.1 07 32 355 9.12
16. 0.536 1.32 0.1 1.36 1.04 30 417
17. <0.1 ba* <0.1 bd* 17.5% 60.3 28.97
18.

0.22 067 <01 03 1.4 54.4 25 <5
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. FSH max w tescie . LH max w Estradiol
nr (rlr:IISS/r?1I) 2 GNRH (n';l'lj /?nl) tescie 2 GnRH Te(f]tr‘:fg%on SHBG (nmolll) | FTI (%) (pg/ml)
(miU/ml) (miU/ml) u kobiet
10, 0.6 0.63 0.65 0.76 0.9 bd 444
20, 0.7 14 0.4 2.6 0.6 91.2 0.69
21. 0.2 test <01 bd* 16.7* 255 65.61
ambulatoryjnie*
22, 0.63 0.63 0.67 0.76 8.1 17.4 46.55
23,
5 7 47 8.9 9.8 174 56.25
24, 15 42 0.4 1.9 3 bd bd
25, 0.4 23 <01 2.3 0.9 59.1 1.58
26. 15 42 0.6 9.6 0.4 bd bd
27, 0.2 13 <01 16 18.5% bd bd
28, 01 bd* 01 bd* 23.2% 875 26.46
29, 0.2 0.8 0.4 18 0.6 bd bd 9
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. FSH max w teScie . LH max w Estradiol
nr (rlr:IISS/r?1I) 2 GNRH (n';l'lj /?nl) tescie 2 GnRH Te(f]tr‘:fg%on SHBG (nmolll) | FTI (%) (pg/ml)
(miU/ml) (miU/ml) u kobiet
30. 1.09 464 1.22 8.5 6.6 50.5 73.85
31, 2.4 8.8 0.2 71 bd bd bd 13
13
32. 3.2 0.6 6 14 858 163 <5
0.1
33, bd* <01 bd* 0.2 783 0.22 42+
0.7
34, 2.7 0.4 34 14 357 4.03

FSH 0'- wyjsciowe stgzenie folikulotropiny
FSH max w tescie z GnRH - - maksymalne stezenie folikulotropiny w tescie z syntetyczna gonadoliberyna
FTI - wskaznik wolnego testosteronu
LH Q' - wyjsSciowe stezenie lutropiny
LH max w te$cie z GnRH - maksymalne st¢zenie lutropiny w tecie z syntetyczng gonadoliberyna
nr - numer identyfikacyjny pacjenta

SHBG - globulina wiazaca hormony piciowe
* - pacjent odmoéwit odstawienia lekéw celem wykonania testu z gonadoliberyna badz nie zgodzit si¢ wogole na wykonanie testu z gonadolibery
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Tabela 9.

Wyniki innych badan hormonalnych.

TUS/HI fT3| i fT4| n| PRL |DHEAS| E2 AC/T"I' kortyzlc/’: 81 kortyzol 18 (an(/Br:) IGF1
nr prec | ()| (rmol) 1 (el | wiumly | (ugrdl) | (pgimty | PYTY 1 OmOU) T oty | N:0.13- | (ng/mi)

4.20 670 | 210 |N7OSI0 | o Tea g ag7 | N74-286 | 988 | meme
1. M 094 | 619 | 1585 | 308 188 <5 64.3 376 261 0.32 202
2. M 29 553 | 1839 | 165 280 5 26.99 348 236 0.03 364
3. M 244 | 571 | 1615 | 3384 | 3623 | 2345 | 4059 | 4854 2456 13 274
4. M 2.39 53 | 12.66 | 722 175 | 12.03 22 516 155 bd bd
5. M 267 | 733 | 1921 | 209 161 28 21.01 236 72 217 208
6. M 163 | 628 | 1947 | 132 206 <5 24.82 126 106 057 200
7. M 239 | 573 17 1987 | 3363 | 20 64.75 497 273 13 240
8. M 0.91 5 1492 | 442 401 15 50.77 585 94 9.18 270
9. M 067 | 554 | 1363 | 258 212 | 1139 | 322 623 44 bd 465
10. M 193 | 666 | 1721 | 109 161 <5 25.6 411 390 bd 454
11, M 21 561 | 1606 | 276 201 30 30.9 448 121 0.05 426
12 M 304 | 477 | 1267 | 260 268 5 38.1 467 196 <0.03 139
13 M 104 | 556 | 1571 | 220 448 18 31.06 335 bd 0.1 314
14, M 113 bd | 1003 | 1794 | 2074 | 76 19.2 384.8 196.5 1 134
15, M 5.72 52 | 15634 | 210 592 bd 24.74 305 395 0.03 137
16. M 22 415 | 1547 | 326 249 5 22.25 446 59 0.1 o1
17. M 274 | 578 | 17.27 | 146 517 41 22.21 351 167 0.07 151
18. K 009 | 558 | 1568 | 285 271 59 31.2 660 351 1.04 166
1. M 17 516 | 17.93 89 2527 | bd 67.5 662 146 bd 148
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T4

TUS/anI InT3| o | ®mol) | PRL |DHEAS| E2 AC/In"l' konrr%' Zlc,’: 8| Kortyzol 18 nH(/;r: IGF1
nr pleé (N“: 0.27? ﬂfz 3‘_’90? N:11.5- | (lU/ml) | (ug/dl) | (pg/ml) ,&ﬁgmo)_ (N: st D1 (nmoln) |£|:go.13)- (ng/ml)

4.20 670 | 210 |N:70510 ) o 63.30 497 N:74-286 | ggg o
20. M 35 558 | 1857 | 251 122 bd 57.62 632 282 0.03 340
21, M 38 689 | 142 251 228 25 37.75 177 158 0.1 668
22. M 12 501 | 1648 | 271 | 2527 | 4047 | 675 744 215 bd bd
23, M 2.46 562 | 1596 101 338 36 bd 272 107 <0.03 bd
24, M 3 579 | 1657 | 302 bd | 28.02 61 320 150 1.9 bd
25. M 221 48 | 1572 81 313 bd 15.17 336 129 5.15 111
26. M 2.86 654 | 14.08 175 123 | 7.04 22.2 298 bd 05 694
27, M 2.49 566 | 923 330 324 bd bd 524 227 bd bd
28. M 1.67 509 | 1313 | 223 202 15 34.61 358 bd 0.65 127
29. K 1.77 545 | 1913 | 276 159 | 687 30.9 672 424 bd 558
30. M 18 632 | 1384 | 520 329 bd 16.4 520 170 0.83 bd
31 K 2.85 511 | 2011 191 301 13 54.03 538 119 24.82% 172
32. K 3.64 388 | 148 369 165 5 377 532 262 0.7 398
33, K 5.46 519 | 1765 | 205 78 42 13.24 271 133 2.29 105
34, M 1.26 473 | 1814 | 164 325 <5 214 516 155 0.68 235

nr- numer identyfikacyjny pacjenta * w tescie hamowania z 75 g glukozy GH<1 ng/ml
** norma dla DHEA-S zalezna od wieku i plci: mezczyzni: 15-19 lat: 70.2 -492; 20 - 24 lat: 211-492; 25-34 lat: 160 - 449; 35-44 lat: 88.9 - 427; 45-54 lat
44.3-331; 55-54 lat 51.7-295; 65-74 lat 33.6-249; >75 lat 16.2-123; kobiety: 15-19 lat: 65.1-368; 20 - 24 lat: 148-407; 25-34 lat: 98.8-340; 35-44 lat: 60.9-
337; 45-54 lat 35.4-256; 55-54 lat 18.9-205; 65-74 lat 9.4-246; >75 lat 12-154pg/dL.
*** norma dla E2 zalezna od wieku, pfci i fazy cyklu miesigczkowego u kobiet; norma dla mezczyzn 11-43 pg/ml, dla kobiet w zaleznosci od cyklu faza

folikularna 12-233, faza owulacyjna 41 do 398, faza lutealna 22-341, faza postmenopauzalna <5pg/ml.
**x** norma IGF-1 zalezna od wieku i pici: mezczyzni: 17 - 20 lat: 70 - 758; 20 - 30 lat: 161 - 517; 0 -40 lat: 153 - 489; 40 -54 lat: 90 - 360; > 54 lat: 71 - 290

kobiety: 17 - 20 lat: 135 - 1276; 20 - 30 lat: 170 - 418; 30 -40 lat: 100 - 459; 40 -54 lat: 90 - 360; > 54 lat: 71 - 290 ng/ml
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4.2. Wyniki badan obrazowych

Wyniki badan ultrasonograficznych jader zamieszczono w Tabeli 10. Objetos¢ jader wg
badania USG <15 ml miato 19 pacjentow (66%), w tym 13 pacjentéw miato objetos¢ jader <5
ml. Srednia objeto$¢ jader u pacjentéw wynosita 6,5 ml. Trzeba pamictaé przy interpretacii
wynikow tych badan, ze cze$¢ pacjentow byla leczona preparatami testosteronu badz ludzkiej
gonadotropiny kosmowkowej (HCG) przed wykonanym kontrolnie badaniem USG jader, a w
piSmiennictwie opisuje si¢ statystycznie istotne zwigkszenie objetosci jader u pacjentow

leczonych tymi lekami, w szczegolnosci HCG (191, 192).

Tabela 10.
Wyniki badania ultrasonograficznego jader.

sumaryczna dane
nr vV JP (m) VL (ml) V jader (ml) | dodatkowe
stan po usunigciu jadra
1 0.282 z powodu wnetrostwa 0.282 )
2 11.02 9.804 20.82 -
3 2.024 2.288 4.31 -
3 4.8 5.2 10 -
4 12.18 13.65 25.83 -
4 17.86 18.56 36.42 -
2.12 obustronnie
5 1.04 1.08 obnizona
echogeniczno$é
6 7.86 5.95 13.81 -
7 0.16 0.14 0.30 -
8 15.7 15.69 31.39 -
9 6.04 3.6 9.64 -
10 6.94 6.55 13.49 -
18.01 obustronnie
obnizona
11 9.7 8.31 echogenicznosé,
liczne
mikrozwapnienia
12 5.72 1.68 7.4 -
13 0.3 0.3 0.6 -
14 bd bd bd bd
1.85 przepuklina
15 0.9 0.95 Mosznowa po
stronie prawej
3.38 obustronnie
16 0.945 2.43 obnizona
echogenicznos¢
obustronnie
17 5.184 4.959 10.14 niewielkie
torbiele najadrzy
19 0.34 0.49 0.83 -
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sumaryczna dane
nro| VJIP(m) VILMD) ) yader (ml) | dodatkowe
20 3.3 3.6 6.9 -
8.64 niewielkie
21 4.56 4.08 torbiele najadrza
prawego
22 0.67 0.77 1.44 -
23 9.18 12.4 21.58 -
24 2.64 2.5 5.14 -
0.76 obustronnie
zmiany zej$ciowe
25 0.34 0.42 w przebiegu
wodniaka jadra
6.53 niewielkie
26 3.825 2.7 mikrozwapnienia
obustronnie
obustronnie
27 jadra hipoplastyczne bd obnizona
echogenicznosé
0.11 najadrza
28 0.05 0.064 prawidtowej
wielkosci
2.904 liczne
30 2.048 0.864 mikrozwapnienia
obustronnie
34 0.71 0.55 1.26 najadrza mate

nr- numer identyfikacyjny pacjenta

Tabela 11.
Wyniki badania rezonansu magnetycznego przysadki i obecno$¢ innych towarzyszacych
zaburzen hormonalnych.

pac?gnta obraz przysadki w MRI inne zaburzenia hormonalne
1 hipoplazja PPP -
2 hipoplazja PPP IR, PNT
3 hipoplazja PPP -
4 prawidlowa wielko$¢ i morfologia przysadki -
5 prawidtowa wielkos¢ i morfologia przysadki -
6 prawidlowa wielko$¢ i morfologia przysadki -
7 prawidlowa wielko$¢ i morfologia przysadki IR, PNT
8 hipoplazja PPP )
9 hipoplazja PPP -
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nr

obraz przysadki w MRI

inne zaburzenia hormonalne

pacjenta
10 prawidlowa wielkos$¢ i morfologia przysadki -
11 prawidlowa wielko$¢ 1 morfologia przysadki -
12 hipoplazja PPP niskorosto$¢ leczona GH
13 hipoplazja PPP PNT
14 brak danych -
15 prawidlowa wielko$¢ i morfologia przysadki -
16 prawidlowa wielko$¢ i morfologia przysadki -
17 prawidlowa wielko$¢ i morfologia przysadki -
18 hipoplazja PPP IR
19 brak danych niskorosto$¢ leczona GH; IR
20 prawidlowa wielko$¢ i morfologia przysadki -
21 prawidlowa wielko$¢ i morfologia przysadki IR
29 pravyidlowa wielko$¢ 1 morfologia. przysadki;
mikrogruczolak przysadki srednicy 4 mm
23 hipoplazja PPP cukrzyca insulinoniezalezna
24 prawidlowa wielko$¢ i morfologia przysadki -
25 brak danych -
26 prawidlowa wielko$¢ i morfologia przysadki; -
27 prawidtowa wielko$¢ i morfologia przysadki -
28 brak danych -
29 hipoplazja PPP -
30 prawidlowa wielko$¢ i morfologia przysadki IR
31 prawidlowa wielko$¢ 1 morfologia przysadki -
32 prawidlowa wielko$¢ 1 morfologia przysadki -
33 prawidtowa wielkos$¢ i morfologia przysadki NT po podostrym zapaleniu tarczycy
34 prawidlowa wielko$¢ 1 morfologia przysadki -

Wyjasnienia zastosowanych w tabeli skrotow:
GH - hormon wzrostu; IR — insulinoopornos$¢; NT - niedoczynno$¢ tarczycy; PNT - pierwotna

niedoczynno$¢ tarczycy; PPP - przedni ptat przysadki ; V jader - obj¢tos¢ jader mierzona w badaniu
ultrasonograficznym
Komentarz : Nie oceniano osobno morfologii opuszek wechowych.
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Wyniki USG ginekologicznego zamieszczono w Tabeli 12. Wszystkie pacjentki miaty

trzon macicy typu infantilis i byly wczesniej leczone hormonalng terapig zastgpcza.

Tabela 12.
Wynik USG ginekologicznego i wczesniejsze leczenie hormonalne.

nr . . wczesniejsze leczenie
pacjentki USG ginekologiczne horrgwonalne
Trzon macicy w tytozgigciu dlugosci 3.67 cm,
miar ap 2.98 cm, edometrium 9 mm. . .
18 JP 1V7v.)£/1x11.2 Fr)nm, JL 22.2x10.0mm. oba jajniki Femoston Mite od 18 rz
z bardzo drobnymi pecherzykami.
Trzon macicy w przodozgigciu dtugosci
3.26cm, wymiar ap 2.11 cm, edometrium 7 mm. . .
2| p oqu\tlgci 14.8F1Jnm3, JL objetodci 13.8mm?, | Femoston Mite od 1672
oba jajniki z bardzo drobnymi pecherzykami.
31 Trzon macicy w przodozgigciu dtugosci 1.2 cm. brak
JP 15x11 mm lity, JL 12x9mm lity.
Trzon macicy w przodozgigciu dlugosci 2.1 cm.
32 JP objetosci 14.5 mm?, JL objetosci 19.6mm?. Estrofem od 15z
Jajniki z pecherzykami do $rednicy 2 mm.
Trzon macicy w przodozgigciu dtugosci 2.0 cm. | Estrofem/Dupshaston/Femost
33 JP 20x10mm, JL18x12mm. Jajniki z on mite/Cycloprogyna od 20
pecherzykami do $rednicy 2 mm. 7

Wyjasnienia zastosowanych w tabeli skrotow:
JP - jajnik prawy JL - jajnik lewy wymiar ap — wymiar przednio-tylny
Dziesigciu pacjentow (nr: 1, 2, 3, 8, 9, 12, 13, 18, 23, 29) miato cechy hipoplazji

przysadki w badaniu MRI przysadki. Za wskazniki hipoplazji przysadki przyjeto granice
3 mm w ocenie wysoko$ci gruczotu badz obnizong obj¢tos¢ przysadki w porownaniu
z normami dla danego wieku i ptci (193-195). Jeden z pacjentdéw mial zobrazowanego
mikrogruczolaka przysadki w badaniu MRI (w prawobocznej czg$ci plata przedniego
opisano obszar stabszego wzmocnienia pokontrastowego 4 mm), bez czynno$ci hormonalnej
(pacjent nr 22). Pozostali przebadani pacjenci mieli przysadke o prawidtowej wielkosci
i morfologii.

Kilku pacjentéw to pacjenci diagnozowani z powodu podejrzenia IHH kilkanascie lat
temu. Pacjenci zostali zakwalifikowani do badania na podstawie archiwalnych Kkart
wypisowych 1 historii choréb 1 mozliwosci przeprowadzenia badan dzieki zabezpieczeniu
ich DNA, w pojedynczych przypadkach niemozliwe bylo wykonanie rezonansu
magnetycznego przysadki (brak dostgpnosci w przesziosci tego badania, klaustrofobia
U pacjenta czy przeciwwskazania do badania) (nr 14, 19, 25 i 28). Z tymi pacjentami nie
udato si¢ skontaktowac ani telefonicznie ani listownie, celem ponownej oceny hormonalnej
i uzupetnienia diagnostyki 0 MRI przysadki.
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4.3. Wyniki badan genetycznych

Wyniki badan genetycznych zamieszczono w Tabeli 13.

Warianty patogenne i prawdopodobnie patogenne w badanych genach znaleziono
u wszystkich badanych chorych. Mutacje dwugenowe znaleziono u 12 pacjentow (35%),
a trojgenowe u 2 pacjentow (6%). Wielogenowo$¢ mutacji odpowiedzialnych
prawdopodobnie za IHH u badanych pacjentow wynosita 41%. Wykryto nastepujace mutacje
dwugenowe: PROKR2 i WDR11; CHD7 i PROKR2; GNRH1 i WDR11; GNRHR i WDR11;
CHD7 i GNRHR dwukrotnie; FGF8 i FGF17 dwukrotnie; ANOS1 i WDR11, LRRIQ3
i NSMF; CHD7 i GLI2. Zidentyfikowano nastgpujace mutacje tréjgenowe: CHD7, GNRHR
i WDR11 oraz FGFR1, GLI2 i OTX2.

Mutacje wystepujace w postaci ztozonej heterozygoty w obrebie genu KISS1R (zwanego
rowniez GPR54) w pozycjach intronowych 918693 i 918695 (9.1407A>G; g.1409G>A)
w uktadzie homozygotycznym zidentyfikowana zostala u wszystkich badanych pacjentéw,
jednak ze wzgledu na jej niejasny charakter (mozliwy wariant specyficzny populacyjnie)
nie zostata ona uwzgledniona w ocenie wielogenowosci mutacji u pacjentow.

W oparciu o wytyczne opracowane przez ACMG zidentyfikowano: warianty patogenne
(PV) u pacjentow, warianty prawdopodobnie patogenne (LPV) u pacjentéw i1 warianty
o nieokreslonym znaczeniu dla fenotypu. Wigkszo$¢ wykrytych zmian patogennych to
zmiany zakwalifikowane do PV i LPV (odpowiednio 80% i 20%).
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Tabela 13. Zidentyfikowane mutacje w badanych genach IHH.

gen/ Zmiana
- mc_)del_ . Chrom. typ mutacji mutacja ammokwasovx_/a dbSNP HGVS DNA
pacjenta | dziedziczenia/ (HGSV protein
zygotycznosé level)
mutacja punktowa; mutacja €.802C>T,
PROKR2 typu "splice-site™; zmiana R268C cDNA.1049C>T
(AD) het 20 struktury biatka; mutacja p-Arg268Cys 78861628 g.14340C>T
zmiany sensu
mutacja punktowa; mutacja . ¢.2305A>G
1. WDR11 e M769V bez zmiany cDNA.2543A>G
10 typu "splice-site™; zmiana . . | 61761620
(AD) het struktury biatka aminokwasowej g.38789A>G
KISSIR (AR) | 14 E;Lafégl?geﬁ?gx?;zgiﬁ?a ) bez zmiany 918693, 9.1407A>G: ¢.1409G>A
hom struktury bialka ’ aminokwasowej | 918695
€.3408_3408delA
. E1195A cDNA.3885_3885delA
CHD? mutacja punktowa p.Glul195Ala - 0.149915 149915delA
(AD) het 8
2 zloiona mutacja punktowa; mutacja bez zmian
' typu "splice-site™; zmiana - . y oo g.172390T>C
struktury biatka aminokwasowe]
KISSIR (AR) mutacja punktowa; mutacja bez zmiany 918693, g.1407A>G; ¢.1409G>A
19 typu "splice-site”; zmiana - . .
hom struktury bialka ’ aminokwasowej | 918695
mutacja punktowa; NM_015850.3 c.574A>G
E;’FRl (AD) 9 mutacja typu "splice-site”; | K192E Lvs192GIu i cDNA.1516A>G
3 zmiana struktury biatka Ly g.40867A>G
KISSIR (AR) mutacja punktowa; mutacja bez zmiany 918693, g.1407A>G; g.1409G>A
19 typu "splice-site”; zmiana - . .
hom ’ aminokwasowej | 918695

struktury biatka
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struktury biatka

gen/ zmiana
nr model .. . aminokwasowa
pacjenta | dziedziczenia/ Chrom. typ mutacji mutacja (HGSV protein dbSNP HGVS DNA
zygotyczno$é level)
delecja, mutacja typu €.3408_3408delA
gelecja, mutacja typ L11375fs*33 . cDNA.3885_3885delA
splice-site”; zmiana p.Leul137Sfs*33 | - 149915 149915delA
struktury biatka; NMD 9. -
CHD7 (AD) 8 mutacja punktowa , €.2309A>G
het mutacja typu "splice-site”; | E770G p.Glu770Gly - cDNA.2788A>G
zmiana struktury biatka g.121681A>G
mutacja punktowa, mutacja 2185A>G
typu "splice-site™; zmiana K729E p.Lys729Glu 41272437 cDNA.2664A>G
4 struktury biatka g.116297A>G
. mutacja punktowa, mutacja €.242G>A
typu "splice-site"; zmiana R81K p.Arg81Lys - chl;Ié%ggfiG;A
PROKR?2 struktury biatka 9.
zZHoZona 20
(AD) het mutacja punktowa, mutacja C.305G>A
el e o cDNA.314G>A
typu "splice-site"; zmiana R102K p.Argl02Lys -
) 9.12398G>A
struktury biatka
KISSIR (AR) | 14 m“tafjal‘?“”k?o".‘f?; mutacja bez zmiany 918693, 9.1407A>G; g.1409G>A
hom typu "splice-site™; zmiana | - aminokwasowej | 918695
struktury biatka
. _ . NM_015850.3
mutacja punktowa; mutacja C1853ASG
FGFRI 9 typu “splice-site”; zmiana | g0 0.Lys618Arg | - ¢cDNA.2795A>G
(AD) het struktury biatka 0.52964A>G
5.
KISS1R (AR) 19 {nuhaféaI?éjerll;'ﬁ)gxfi;znr?itgggja ) bez zmiany 918693, g-1407A>G; g.1409G>A
hom ypu 'sp ’ aminokwasowej | 918695
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gen/ zmiana
nr model .. . aminokwasowa
pacjenta | dziedziczenia/ Chrom. typ mutacji mutacja (HGSV protein dbSNP HGVS DNA
zygotyczno$é level)
mutacja punktowa; mutacja
WDR11 (AD) typu "splice-site"; zmiana P3R i
het 10 struktury biatka p-Pro3Arg
6. . €.183C>T cDNA.215C>T
GNRH1 (AR) 8 mutacja punktowa - bez_ amiany 6186 g.3028C>T
het aminokwasowej
mutacja punktowa; mutacja bez zmiany .
E(;rSnSlR AR) | 19 typu “splice-site”; zmiana | - aminokwasowej gigggg g1407A>G: g.1409G>A
struktury biatka
GnRHR (AR) mutacja punktowa; zmiana Q106R ESI{IZA\;;ZA>G
het 4 struktury biatka p.GIn106Arg 104893836 0.342 A>G '
mutacja punktowa; mutacja
7. WDR11 typu "splice-site™; zmiana 1716V i c.2146A>G
(AD)het 10 struktury biatka p-lle716Val
mutacja punktowa; mutacja . 918693, 9-1407A>G; 9.1409G>A
KISS1R (AR) e bez zmiany
hom 19 typu “splice-site”; zmiana - aminokwasowei 918695
struktury biatka ]
€.2563T>C
ngRlll het 10 taci Kt bez zmiany cDNA.2801T>C
8 (AD) fultacja punktowa i aminokwasowej | 0.48894T>C
KISSIR (AR) | 1 {"“LacéaIf’é’e”'gg"’aznrz‘::ﬁ;]a ] bez zmiany 918693, 0.1407A>G; g.1409G>A
hom ypu 'sp ’ aminokwasowej | 918695

struktury biatka
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gen/ zmiana
nr model .. . aminokwasowa
pacjenta | dziedziczenia/ Chrom. typ mutacji mutacja (HGSV protein dbSNP HGVS DNA
zygotyczno$é level)
CHD7 (AD) mutacja punktowa; C.7579A>C
het 8 mutacja typu "splice-site”; | M2527L p.Met2527Leu 192129249 cDNA.8058A>C
9. zmiana struktury biatka g.178082A>C
KISSIR (AR) | 1 E;Lafégl?geﬁ?g}f?‘;znﬁ‘i‘ﬁ?a ] bez zmiany 918693, 9.1407A>G: ¢.1409G>A
hom struktury bialka aminokwasowej | 918695
mutacja punktowa; c.1981G>A
ﬁl:tDY (AD) 8 mutacja typu "splice-site”; | E661K p.Glu661Lys - cDNA.1981G>A
zmiana struktury biatka 0.102538G>A
; . c.416G>A
10. GNRHR (AR) | 4 mutacja punktowa; R139H p.ArglaoHis | 104893842 | cCDNA416G>A
het zmiana struktury biatka 0.441G>A
KISSIR (AR) mutacja punktowa; mutacja bez zmiany 918693, 0.1407A>G: g.1409G>A
hom 19 typu "splice-site™; zmiana | - aminokwasowej | 918695
struktury bialka
c.77C>T cDNA.77C>T
ESFS AD) |19 mutacja punktowa P26L p.Pro26Leu 137852660 | 9.862C>T
11.
KISSIR (AR) mutacja punktowa; mutacja bez zmiany 918693, g.1407A>G: g.1409G>A
hom 19 typu “splice-site"; zmiana | - aminokwasowej | 918695
struktury biatka
mutacja punktowa,
FGF8 (AD) 10 muf[aqatypu spllge-sne . be; zZmiany | 5510099 0.5390G>A
het zmiana struktury biatka aminokwasowej
12. mutacja punktowa,
ESFN (AD) 9 mutacja typu "splice-site”; | - - - g353C>T
zmiana struktury biatka
KISSIR (AR) | 1 mutacia puniowa; mutaca | bez zmiany 918693, g.1407A>G; ¢.1409G>A
hom ypu “Sp ’ aminokwasowej | 918695

struktury biatka
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gen/ zmiana
nr model .. . aminokwasowa
pacjenta | dziedziczenia/ Chrom. typ mutacji mutacja (HGSV protein dbSNP HGVS DNA
zygotyczno$é level)
mutacja punktowa, c.141G>C
mutacja typu "splice-site"; cDNA.173G>C
. . E47D p.Glu47Asp 35542850
GNRHR zmiana struktury biatka g.1465G>C
f:tzona (4R) 4 mutacja punktowa, mutacja €.183C>T
13. typu "splice-site”; zmiana ) bez zmiany 6186 cDNA.1507C>T
struktury biatka aminokwasowej g.3028C>T
mutacja punktowa; mutacja
KISS1R (AR) 19 typu "splice-site™; zmiana ) bez zmiany 918693, g.1407A>G; g.1409G>A
hom struktury biatka aminokwasowej | 918695
mutacja punktowa, 2'%2%15250'3
ESFRl (AD) | g ;“n‘jit:ﬁilasttﬁﬁtus"'];‘;;i';e '+ V102l p.Val102lle 55642501 cDNA.1246G>A
» y 9.39099G>A
mutacja punktowa; mutacja
KISS1R (AR) 19 typu "splice-site”; zmiana | bez zmiany 918693, g.1407A>G; g.1409G>A
hom struktury biatka aminokwasowej | 918695
ANOSL1 (XR) mutacja punktowa, mutacja c.1891C>T
hom typu "splice-site™; zmiana R631* - i cDNA.2041C>T
X struktury biatka; NMD p-Arg631 0.197775C>T
15.
KISSIR (AR) . _ .
hom Lo mutacia puntowa; mutaca | bez zmiany 918693, 0.1407A>G; g.1409G>A
ypu 'sp ’ aminokwasowej | 918695

struktury biatka
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gen/ zmiana
nr model .. . aminokwasowa
pacjenta | dziedziczenia/ Chrom. typ mutacji mutacja (HGSV protein dbSNP HGVS DNA
zygotyczno$é level)
mutacja punktowa,
FGF8 (AD) 10 mutacja typu "splice-site”; | bez zmiany 3218238 0.5390G>A
het zmiana struktury biatka aminokwasowej
16 mutacja punktowa |,
' FGF17 (AD) 8 mutacja typu "splice-site”; | bez zmiany 147561706 i
het zmiana struktury biatka aminokwasowej
KISSIR (AR) mutacja punktowa; mutacja bez zmiany 918693, 0.1407A>G; g.1409G>A
hom 19 typu "splice-site™; zmiana | - aminokwasowej | 918695
struktury biatka J
mutacja punktowa,
FGF8 (AD) 10 mutacja typu "splice-site”; | bez zmiany 3918238 0.5390G>A
het zmiana struktury biatka aminokwasowej
17.
mutacja punktowa; mutacja
KISS1IR (AR) 19 typu "splice-site™; zmiana ) bez zmiany 918693, g.1407A>G; g.1409G>A
hom struktury biatka aminokwasowej | 918695
insercja,
przesunigcie ramki c.60_61insC
GNRHL1 (AD) odczytu; mutacja typu * « i cDNA.92_93insC
het 8 "splice-site™; zmiana C2lLfs*23 p-Cys21Leufs*23 g.1384_1385insC
18. struktury biatka; NMD
mutacja punktowa; mutacja
KISSIR (AR) 19 typu "splice-site"; zmiana ) bez zmiany 918693, g.1407A>G; g.1409G>A
hom struktury biatka aminokwasowej | 918695
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gen/ zmiana
nr model .. . aminokwasowa
pacjenta | dziedziczenia/ Chrom. typ mutacji mutacja (HGSV protein dbSNP HGVS DNA
zygotyczno$é level)
c.307T>A
mutacja punktowa ; S103T p.Ser103Thr 41272435 C%’;&;ﬁrA
CHD7 (AD) 8 mutacja typu "splice-site™; 9.
zloZona het zmiana struktury biatka
L1739P p.Leul739Pro - -
19. . _ « ) C.846_846delC
;“n‘iit;‘ﬁ;arzumnkﬁtg‘é"caz’;/tu_ Y283Tis*4 | 1 1283 Thrfs*4 cDNA.871_871delC
GlN‘RHRh(éR) 4 mutacja typu "splice-site™; g.13740_13740delC
wozona e zmiana struktury biatka c.422T>C cDNA.447T>C
L141P p.Leuld1Pro - 0.447T>C
KISSIR (AR) mutacja punktowa; mutacja | - bez zmiany 918693, g.1407A>G: g.1409G>A
hom 19 typu “splice-site"; zmiana aminokwasowej | 918695
struktury biatka J
mutacja punktowa; mutacja c.416G>A
typu "splice-site™; zmiana . cDNA.441G>A
struktury biafka R139H p.Arg139His 104893842 0.441G>A
GNRHR (AR) 4
zloZona het mutacja punktowa ; C.785GSA
20. ;"rﬁlt:ﬁilasttﬂ(’tuig']';ﬁige » | R262Q p.Arg262GIn | 104893837 | cCDNA.8L0G>A
g.13679G>A
mutacja punktowa; mutacja
KISS1R (AR) 19 typu "splice-site”; zmiana | bez zmiany 918693, g.1407A>G; g.1409G>A
hom struktury biatka aminokwasowej | 918695
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gen/ zmiana
nr model .. . aminokwasowa
pacjenta | dziedziczenia/ Chrom. typ mutacji mutacja (HGSV protein dbSNP HGVS DNA
zygotyczno$é level)
insercja, €.2071_2072insCTGT
frameshift; mutacja typu cDNA.3013 3014insCTG
EthFRl (AD) 9 "splice-site"; zmiana W722Sfs*35 | p.Trp722fs*35 T
21. struktury biatka; NMD g.54568_54569insCTGT
KISSIR (AR) mutacja punktowa; mutacja bez zmiany 918693, 0.1407A>G; g.1409G>A
19 typu "splice-site”; zmiana - . .
hom . aminokwasowej | 918695
struktury biatka
mutacja punktowa ; zmiana R139H c.416G>A
struktury biatka p.Argl39His 104893842 cDNA.441G>A
g.441G>A,;
,ngl';'SéaAR) 4 delecja; mutacja typu ¢.616_6180elITGG
99 oz "splice-site" i zmiana W205 Tro205 i cDNA.641 643delTGG
' struktury biatka P-1TP 0.9667_9669delTGG
mutacja punktowa; mutacja
KISS1IR (AR) 19 typu "splice-site™; zmiana ) bez zmiany 918693, g.1407A>G; g.1409G>A
hom struktury biatka aminokwasowej | 918695
mutacja punktowa ;
ESFS (AD) 10 mutacja typu "splice-site” i | bez zmiany 3918238 i
zmiana struktury biatka aminokwasowej
23. 0.1407A>G; g.1409G>A
mutacja punktowa; mutacja . 918693,
KISSIR (AR) 19 typu "splice-site”; zmiana - bez'zmlany .| 918695
hom aminokwasowej

struktury biatka
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gen/ zmiana
nr model .. . aminokwasowa
pacjenta | dziedziczenia/ Chrom. typ mutacji mutacja (HGSV protein dbSNP HGVS DNA
zygotyczno$é level)
GNRHR (AR) | 4 rznrzitaﬁja o ttciwab'i Ik R139H Argl39His | 104893842 CONA441G>A
het ana struktury biatka P-ATg g.441G>A
insercja; .
CHD7 (AD) 8 mutacja typu "splice-site”; | bez zmiany 398124316 %é(fGOG_lOZGO?msAAA
24 het zmiana struktury biatka aminokwasowej
c.1542C>T
WDR11 (AD) . ) bez zmiany cDNA.1780C>T
het 10 mutacja punktowa aminokwasowej 12355108 0.22727C>T
KISSIR (AR) mutacja punktowa; mutacja bez zmiany 918693, 0.1407A>G; g.1409G>A
hom 19 typu "splice-site™; zmiana | - aminokwasowej | 918695
struktury biatka
mutacja punktowa; mutacja c.1891C>T
ANOS1 (XR) typu "splice-site"; zmiana * - i cDNA.2041C>T
Hom X struktury biatka; NMD R631 p-Arg631 g.197775C>T
c.1542C>T
WDR11 (AD) . ) bez zmiany 12355108 cDNA.1780C>T
25. het 10 mutacja punktowa aminokwasowej 9.22727C>T
KISSIR (AR) mutacja punktowa; mutacja bez zmian 918693, g-1407A>G; .1409G>A
19 typu “splice-site”; zmiana - . Y | 918695
hom aminokwasowej

struktury biatka
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gen/ zmiana
nr model .. . aminokwasowa
pacjenta | dziedziczenia/ Chrom. typ mutacji mutacja (HGSV protein dbSNP HGVS DNA
zygotyczno$é level)
PROKR2 mutacja punktowa; zmiana . i
2 (AD) het 20 struktury biatka R85H p.Arg85His 74315418
KISSIR (AR) | 1 E;Lafégl?geﬁ?g}f?‘;znﬁ‘i‘ﬁ?a ] bez zmiany 918693, 9.1407A>G: ¢.1409G>A
hom struktury bialka aminokwasowej | 918695
mutacja punktowa; mutacja
LARIQS (AD) | 4 typu "splice-site”; zmiana | R2%'C D.Arg227Cys | 1995536965 | S079C>T
struktury biatka
217. NELF (AD) . ) bez zmiany i
het 9 mutacja punktowa aminokwasowej 112888704
KISSIR (AR) | 14 m“taf‘alpunk?o".‘f‘f"; mutacja bez zmiany 918693, 9.1407A>G: ¢.1409G>A
hom typu "splice-site™; zmiana | - aminokwasowej | 918695
struktury biatka
FGER1 (AD) mutacja punktowa; mutacja CN';CI@(C)E.?SO'?’
het 9 typu "splice-site"; zmiana R250W p.Arg250Trp - ciZ)N A 1690C>T
struktury biatka 9.4 413.8 C>T
€.4558G>A
mutacja punktowa; mutacja | D1520N 11481474 cDNA .4588G>A
GLI2 (AD) het 1 typu "splice-site"; zmiana p-Asp1520Asn 0.254850G>A
8 zloZona struktury biatka
| - bezzmiany | 4914072 0.254346A>G
aminokwasowej '
OTX2 (AD) c.663C>T
het mutacja punktowa; mutacja | bez zmiany cDNA.940C>T
14 typu "splice-site"; aminokwasowej 142743321 0.8514C>T
mutacja punktowa; mutacja . g.1407A>G;
KISS1R (AR) el acitatte i i bez zmiany 918693,
hom 19 typu "splice-site”; zmiana aminokwasowej | 918695 g.1409G>A

struktury biatka
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gen/ zmiana
nr zygotycznos¢/ . . aminokwasowa
pacjenta | model Chrom. typ mutacji mutacja (HGSV protein dbSNP HGVS DNA
dziedziczenia level)
CHD7 (AD)
het 8 mutacja punktowa ) gr(;zi rf(r)nlg\i/r;)s/owej 41312172 0.174230A>G
29. C3916G>A
GLI2 (AD) 1 polimorfizm D1306N p.Aspl306Asn | 12711538 cDNA.3976G>A
hom 0.254208G>A
KISSIR (AR) | 14 m“taf‘alpunk?o".‘f‘f"; mutacja bez zmiany 918693, 9.1407A>G: ¢.1409G>A
hom typu "splice-site™; zmiana | - aminokwasowej | 918695
struktury biatka
mutacja punktowa; mutacja géﬁﬁf;ge> A
FGFR1 9 typu "splice-site™; zmiana W99* p.Trp99* - 3899.36> A
struktury biatka, NMD g
mutacja punktowa; €.1543T>C
30. x\é?Rll (AD) 10 mutacja typu "splice-site"; S515P p.Ser515Pro - Cg';'%g_igbc
zmiana struktury biatka g
mutacja punktowa; mutacja
KISS1IR (AR) 19 typu "splice-site™; zmiana ) bez zmiany 918693, g.1407A>G; g.1409G>A
hom struktury biatka aminokwasowej | 918695
mutacja punktowa; mutacja
GNRHR (AR) 4 typu "splice-site"; zmiana P146S Prol46Ser 144900788 ngig?.; CONA.461C>T
31 het struktury biatka - g
KISSIR (AR) | 14 {"“LacéaIf’(‘:’e”'g?g"’azmlggga ] bez zmiany 918693, g.1407A>G:; g.1409G>A
hom ypu 'SP ’ aminokwasowej | 918695

struktury biatka
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gen/ zmiana
nr zygotycznos¢/ . . aminokwasowa
pacjenta | model Chrom. typ mutacji mutacja (HGSV protein dbSNP HGVS DNA
dziedziczenia level)
. .183C>T cDNA.215C>T
GNRH1 (AD) . ) bez zmiany 6186
” het 8 mutacja punktowa aminokwasowej 0.3028C>T
KISSIR (AR) | 1 E;Lafégl?geﬁ?g}f?‘;znﬁ‘i‘ﬁ?a ] bez zmiany 918693, 9.1407A>G: ¢.1409G>A
hom struktury bialka aminokwasowej | 918695
WDR11 (AD) mutacja punktowa; mutacja bez zmiany C1551A>G
het 10 typu "splice-site™; zmiana - aminokwasowej | -
33. struktury biatka
KISSIR (AR) | 1 mﬂggg g,”p”ukfg‘g’l"’i‘cg_sit o | bez zmiany 918693, g.1407A>G; g.1409G>A
hom miana struktury bialka aminokwasowej | 918695
mutacja punktowa; mutacja .
EleELFl (AD) 9 typu "splice-site™; zmiana - grenzirfglll\f\l/r;)s/owe' 148475876 -
34. struktury biatka J
mutacja punktowa; mutacja . 918693, .
II?;;SlR (AR) 19 typu "splice-site"; zmiana - g(rarfirigl\?vgiowe' 918695 9-1407A>G; g.1409G>A
struktury biatka J

Chrom. - chromosom
NMD - procesow kontroli jakoSci RNA polegajacy na usuwaniu matrycowego RNA zawierajgcego przedwczesny kodon stop (ang. Nonsense
Mediated Decay)
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Wykorzystujac znane bazy danych genetycznych zweryfikowano, czy wykryte mutacje byly juz wczesniej opisane, czy stanowily nowoodkryty

defekt, co przedstawiono w Tabeli 14.

Tabela 14.

Wykryte mutacje, opis w pis$miennictwie, ClinVar, HGMD, predykcja patogennosci.

. taka sama .
gen/ zmiana - zmiana . .
nr model Chrom aminokwasowa dbSNP ?l:;g?;w Fenf)tytrJ/ entd opisana w pr(tedkaJa - pr(tedkaJa -
pacjenta | dziedziczenia/ " | (HGSV protein pisanaw pacjemta/pacjentow | iy gy [yp | PAIOSCANOSCL | PATOSENNOSCL
.1 piSmienni- z piSmiennictwa wg MT wg ACMG
zygotycznosé level) ctwie HGMD
PROKR2 het., sporadyczny, .
(AD) het 20 p.Arg268Cys 78861628 | (196) 7K Clinvar 1 PV
bez zmiany
WDR11 . . | 61761620 .
1. (AD) het 10 aminokwasowej - - Clinvar 0.99 PV
. 918693
KISSIR (AR) bez zmiany ’ ) i
hom 19 aminokwasowej 918695 0 0.95 VUS
CHD7 p.Glul195Ala ) ) i 0 1 LPV
(AD) het 8 bez zmiany
2. zloZona aminokwasowej | - - - 0 1 PV
. 918693
KISS1R (AR) bez zmiany ’ ) i
hom 19 aminokwasowe; 918695 0 0.95 VUS
FGFR1 (AD)
het 9 p.Lys192Glu - - - 0 1 PV
3.
. 918693
KISS1R (AR) bez zmiany ’ ) i
hom 19 aminokwasowej 918695 0 0.95 VUS
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taka sama

aminokwasowej

gen/ zmiana mutacja fenotyp zmiana predykcja predykcja
nr mc_)del . . Chrom. ammOK\NaSOVYa dbSNP opisana w pacjenta/pacjentow opsanaw patogennos$ci | patogennoSci
pacjenta | dziedziczenia/ (HGSV protein iSmienni- z piSmiennictwa Clinvarlub | | \ir wg ACMG
zygotycznos¢ level) gtvvie P W HGMD g g
p.Leull37Sfs*3 | ) i 0 1 PV
3
CHD7 (AD) |4 p.Glu770Gly _ ] ] 0 1 PV
het
p.Lys729Glu 11272437 | - . 0 0.99 PV
4,
PROKR?2 p-Arg8lLys - - . 0 0.99 LPV
loZona 20
(AD) het p-ArglO2Lys | - - 0 0.99 LPV
. 918693
KISSIR (AR) bez zmiany ’ . ]
hom 19 aminokwasowej 918695 0 0.95 VUS
Inna mutacja HGMD
FGFR1 ) w tej pozycji ID
. (AD) het 9 p-Lys618Arg p.Lyse18Asn | MHH: sporadyczny | cpgeezq7 | 0.9 i
. (197) CM099473
. 918693,
KISSIR (AR) | 14 bezzmiany | gigees’ | . 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej
\(/X[E)I)QM het 10 p.Pro3Arg - - - ) 0.99 PV
6. bez zmiany
Ee':'RHl (AR) 8 aminokwasowej 6186 - - 0 0.95 LPV
918693,
KISSIR(AR) | 19 bezzmiany | 918695 | - : 0 0.95 vus
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taka sama

gen/ Zmiana mutacja fenotyp Zmiana predykcja predykcja
nr mc_)del_ . Chrom. ammOK\NaSOVYa dbSNP opisana w pacjenta/pacjentow opisanaw patogennosci patogennosci
pacjenta | dziedziczenia/ (HGSV protein e . e . Clinvar lub
e piSmienni- z piSmiennictwa wg MT wg ACMG
zygotycznos§é level) ctwie HGMD
M, nIHH i K,
(198) nlIHH, WBM
GnRHR (AR) . .
het 4 0.GIn106Arg | 104893836 | 1 sona z o prz{f?‘dﬁowz}( Clinvar | 4 99 LPV
0.Arg262GIn | (199) KiM,z
(i99) 1 nIHH, tez aolHH,
7. dziedziczenie ? lub
AD lub AR
WDR11(AD)
het 10 p.lle716Val - - - 0 1 PV
. 918693,
KISSIR (AR) | 19 bezzmiany | g1g05’ | i 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej
o s 10 bez zmiany . - . 0 1 LPV
8 aminokwasowej
bez zmiany 918693,
KISS1R (AR) |19 aminokwasowej | 918695 - - 0 0.95 VUS
hom
ﬁ':tm (AD) g pMet2527Leu | 192129249 i Clinvar | 0.99 PV
9.
bez zmiany
. .| 918693,
rIf(;rSnSlR (AR) 19 aminokwasowej 918695 i i 0 095 VUS
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taka sama

gen/ Zmiana mutacja fenotyp Zmiana predykcja predykcja
ngc'enta (r;l?sglziczeni a/ Chrom. ZT CI;nSO\I;W ?(S;(t)rilri dbSNP opisana w pacjenta/pacjentow OC?;?SZ? \Iﬁb patogennos$ci | patogennoSci
pacl e P piSmienni- z piSmiennictwa wg MT wg ACMG
zygotycznos§é level) ctwie HGMD
cribT(AD) g p.GIUB6ILYs | - . : 0 0.99 PV
GNRHR (AR) . 104893842 i K, nlHH, PBM, K,
10. het 4 p.Argl39His (199-201) nlHH. AR 1 0.99 PV
. 918693,
KISSIR(AR) | 19 bezzmiany | g1g495 - . 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej
FOFBIAD) 19 p.Pro26Leu 137852660 | (502 M 2 miepelny - clinvar | 1 LPV
11. . 918693,
KISSIR (AR) | 19 bezzmiany | gjgggs’ | . : 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej
FGF8 (AD) .
het 10 bezzmiany | 3518938 | - . Clinvar |1 PV
aminokwasowej
1 FGF17 (AD)
' het 9 - - - - 0 1 PV
. 918693,
KISSIR (AR) | 19 bezzmiany | gigaes’ | . i 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej
GNRHR p.Glu47Asp 35542850 | - - 0 0.99 PV
f]l;zona (AR) |4 bez zmiany
13. aminokwasowej | 6186 - - 0 0.95 PV
. 918693,
KISSIR (AR) | 19 bezzmiany | g1g605 | . . 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej
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taka sama

gen/ Zmiana mutacja fenot Zmiana redykcja redykcja
nr model aminokwasowa tacl s . .| Opisanaw predykcja | preaykea
. L . Chrom. . dbSNP opisana w pacjenta/pacjentow . patogennosci patogennosci
pacjenta | dziedziczenia/ (HGSV protein e e . AP Clinvar lub
e piSmienni- z piSmiennictwa wg MT wg ACMG
zygotycznos§é level) ctwie HGMD
HGMD
FGFR1 (AD) 9 0.V102I 55642501 (203) het., sporadyczny, CM050258 | 1 =
14, het zK C1030753
KISS1R (AR) . 918693,
hom 19 bezzmiany | g18695 - - 0 0.95 VUS
aminokwasowej
ANOSL1 (XR)
hom X p.Arg631* - - - 0 1 PV
15.
. 918693,
KISSIR(AR) | 19 bezzmiany | 18595’ | . i 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej
FGF8 (AD)
. HGMD
het bez zmiany 3218238 . HGMD
10 aminokwasowe; (C;§2)72207 Spodziectwo clinVar 1 PV
16. FGF17 (AD) .
bez zmiany 147561706
het 8 aminokwasowej i i 0 1 PV
. 918693,
KISSIR (AR) | 19 bezzmiany | g1g605 | . . 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej
FGF8 (AD)
het bez zmiany 321823 HGMD . HGMD
10 aminokwasowej CS072207 Spodziectwo Clinvar ! PV
17.
KISS1R (AR) _ 918603,
hom 19 bez zmiany 918695 | - . 0 0.95 VUS

aminokwasowej
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taka sama

Y o
nr - . Chrom. . dbSNP opisana w pacjenta/pacjentow b! patogennosci patogennosci
. dziedziczenia/ (HGSV protein R AR Clinvar lub
pacjenta . piSmienni- z piSmiennictwa wg MT wg ACMG
zygotycznos§é level) ctwie HGMD
GNRH1 (AD) N
het 8 g.Cy521Leufs 2| ) i 0 1 P\
18.
. 918693,
KISSIR(AR) | 19 bezzmiany | g1g605 - . 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej
HGMD
p.Serl03Thr 41272435 - - CN169374 0.99 PV
CHD7 (AD) 8 Inna mutacja
slocona het p.Leul739Pro | - ‘é"ieejug%’p‘f% . Clinvar | 0.99 PV
(205)
19. - Inna mutacja
. ) -
GNRHR (AR) |, 2‘Tyr283ThrfS ‘F’)V;‘ifrggg{ffs' M, nIHH 0 1 PV
zloZona het (é06)
p.Leuld1Pro - - - 0 1 PV
KISS1R (AR) bez zmiany 918693,
hom 19 aminokwasowej 918695 - - 0 0.95 VUS
p.Argl39His 104893842 (299, 201) rIfI’HnILH,liiQPBM, K, 0 0.99 PV
GNRHR (AR) | , (198) o
dozona het p.Arg262GIn 104893837 | ztozona z r':/lll’ﬂrl]-:HV'_\'/IIBI\K/I’ 1 0.99 PV
20. p.GIn106Arg ’
KISSIR (AR)
hom bez zmian 918693,
19 y 918695 - - 0 0.95 VUS

aminokwasowej
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/medgen/CN169374

taka sama

gen/ zmiana mutacja fenotyp Zmiana predykcja predykcja
nr mc_)del . . Chrom aminokwasovya dbSNP opisana w pacjenta/pacjentow Op.i sanaw patogenno$ci | patogennoSci
pacjenta dziedziczenia/ * | (HGSV protein piSmienni- z piSmiennictwa Clinvar lub wg MT wg ACMG
zygotycznos¢ level) ctwie P HGMD
Inna mutacja
FGFR1(AD) * ) w tej pozycji |
’ het 9 p.Trp722fs*35 0.Pro722 Ser 0 1 PV
. (207)
KISSIR (AR) | 19 bez zmiany 3}2232 ; ; 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej '
GNRHR (AR) |, p.Argl3oHis | 104893842 1 199 201 rITI’HnILH,Zi?PBM; Kol 0.99 PV
2 het zlozona p.Trp205 ; _ - 0 0.99 PV
KISSIR (AR) | 1g bez zmiany 312282 ] ] 0 0.95 VUs
hom aminokwasowej '
FGF8 (AD) 10 bez zmiany 3218238 ) ) 0 1 PV
93 het aminokwasowej
: . 918693,
KISSIR (AR) 19 bez_ zmiany | 91695 . - 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej '
CHRFR(AR) | 4 pArgLaoHis | 1049942 1199 g07) | 0 AIREL PEMLIG g 0.99 i
CHD7 (AD) 8 bez zmiany 398124316 | ) 0 1 PV
het aminokwasowej
24.
WDR11 (AD) -
het 10 bezzmiany | 12355108 | 3 0 1 LPV
aminokwasowej
KISS1R (AR) 19 bez zmiany gigggg 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej '
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taka sama

gen/ Zmiana mutacja fenot Zmiana redykcja redykcja
model aminokwasowa tac) P s, opisana w predykcja - predykcja
nr dziedzi . Chrom. . dbSNP opisana w pacjenta/pacjentow . patogennosci patogennosci
: ziedziczenia/ (HGSV protein e . e . Clinvar lub
pacjenta . piSmienni- Z pi$miennictwa wg MT wg ACMG
zygotycznos¢ level) ctwie HGMD
ANOSI (XR) V{/”tr;? g:)‘f;‘gf 2 przypadki: ZK,
. i .
Hom X p.Arg631 0.Arg631Ter M, synl_<|neza,_ 0 1 PV
m (208) agenezja nerki
25 WDR11 (AD)
het 10 bezzmiany | 12355108 | i 0 1 LPV
aminokwasowej
KISS1R (AR) . 918693,
hom 19 bezzmiany | g18695 0 0.95 VUS
aminokwasowej
PROKR?2 K, ZK,
(AD) het 20 p.Arg85His 74315418 (196) sporadyczny, 1 1 PV
26 heterozygota
' KISSIR (AR)
hom 19 bez zmiany o160 |- . 0 0.95 VUS
aminokwasowej '
LRRIQ3 (AD)
het 1 p.Arg227Cys 299553696 . i 0 1 PV
NELF (AD)
27. het 9 bezzmiany | 5518735 | . i 0 0.99 LPV
aminokwasowej
E(;fnSlR a bez zmiany 918693,
19 918695 - - 0 0.95 VUS

aminokwasowej
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taka sama

gen/ Zmiana mutacja fenotyp Zmiana predykcja predykcja
nr m(.)del . . Chrom. amlnokwasovya dbSNP opisana w pacjenta/pacjentow opisana w patogennosci patogennosci
. dziedziczenia/ (HGSV protein R AR Clinvar lub
pacjenta . piSmienni- z piSmiennictwa wg MT wg ACMG
zygotycznos§é level) ctwie HGMD
Inna mutacja
FGFR1 (AD) wtym (207) HGMD
het 9 p.Arg250Trp kodonie ZK CM063987 1 PV
rs121909645
p.Arg250GIn
(209)
K, holoprozencefalia (wysokie
11481474 czolo, asymetria twarzy z
GLI2 (AD) het p.Asp1520Asn hipoplastyczng lewg strona, brak Clinvar 0.99 PV
lo? 1 lewej galki ocznej, nieprawidtowe
28. ozona uszy, rozszczep wargi i
_ podniebienia, wyrosla przeduszne)
bezzmiany | 14914072 | - : 0 0.99 PV
aminokwasowej
OTX2 (AD)
het 14 bez_ zmiany | 142743327 | i 0 1 PV
aminokwasowej
. 918693
KISS1R (AR) bez zmiany ’ i i
hom 19 aminokwasowe; 918695 0 0.95 VUS
CHD7 (AD)
het bez zmiany 41312172 IHH, anosmia, .
8 aminokwasowej ) CHARGE, AD Clinvar 1 LPV
29. GLI2 (AD) (210)
Hom 1 p.Aspl306Asn 12711538 holoprozencefalia Clinvar 1 VUS?
. 918693,
KISSIR (AR) | 19 bezzmiany | g1ga05 | . . 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?type=rs&rs=rs121909645

taka sama

gen/ zmiana mutacja fenotyp miana | oedykeia predykcja
nr mc_)del . . Chrom aminokwasovya dbSNP opisana w pacjenta/pacjentow Op.i sanaw patogenno$ci | patogennoSci
pacjenta dziedziczenia/ * | (HGSV protein piSmienni- z piSmiennictwa Clinvar lub wg MT wg ACMG
zygotycznos¢ level) ctwie P HGMD
FGFR1 9 p.Trp99* - - - 0 1 PV
0. | WORIL(AD) 4 pSer515Pr0 | - : : 0 1 PV
KISSIR (AR) | 1g bez zmiany 312232 ] ; 0 0.95 VUs
hom aminokwasowej '
Sel\thHR (AR) | 4 p.Pro146Ser 144900788 | (199) K,nIHHiM, ZK |0 1 PV
3L : 918693,
KISS1R (AR) 19 bEZ_ Zmiany . 1 918695 - - 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej '
GNRHL (AD) |4 bez zmiany 6186 . ] 0 0.95 LPV
32 het aminokwasowej '
: . 918693,
KISSIR (AR) | 1q bez zmiany 918695 ; . 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej '
WDR11 (AD) 10 bez zmiany ) ) . 0 1 PV
23 het aminokwasowej
: . 918693,
KISSIR (AR) | ;g bez zmiany 018695 | - . 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej '
NELF1(AD) | g4 bez zmiany 148475876 | . 0 1 PV
2 het aminokwasowej
. . 918693,
KISS1R (AR) 19 bez zmiany 918695 - - 0 0.95 VUS
hom aminokwasowej '

LPV - wariant prawdopodobnie patogenne, PV - wariant patogenny, VUS - wariant o nieokreslonym znaczeniu

PBM - pierwotny brak miesigczki, WBM - wtorny brak miesigczki
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4.4. Korelacje genotypowo-fenotypowe

Korelacje genotypowo-fenotypowe w formie tabelarycznej przedstawiono w Tabeli 15
I 16. Dysosmig cechowato si¢ 21 pacjentow (60%), u ktorych to wykryto warianty patogenne
genow: ANOS1, CHD7, FGFR1, FGF8, GLI2, GNRH1, GNRHR, LRRIQ3, OTX2, PRORK2 ,
WDR11. Anosmia wystapita w 13 przypadkach (38%), hiposmia u 8 pacjentow (24%)
pozostatych 13 badanych (38%) miato prawidtowy wech. Posta¢ niepelna (z pelnym badz
czesciowym dojrzewaniem plciowym spontanicznym) zostata opisana u 8 pacjentéw (23%)
z mutacjami w genach: CHD7, FGF8, FGFR1, GNRH1, GNRHR, NSMF, WDR11. Wada
nerek zostata zdiagnozowana u 4 (12%) pacjentdow z wariantami patogennymi genow:
ANOS1, FGFR1, GNRHR i WDR11. Ruchy lustrzane wystapily u 4 badanych z mutacjami
monogenowymi w genach: ANOS1, FGF8, dwugenowymi: ANOS1 i WDR11 oraz WDR11
GNRHR. Podniebienia gotyckie byto opisane u 3 pacjentéw z mutacja monogenowa
w: ANOS1 i dwugenowymi: GNRH1 i WDR11 oraz ANOS1 i WDR11. Agenezja zgbow byta
opisana u 1 pacjentki z mutacjag w genie GLI2. Wada stuchu nie byta opisywana w przypadku
naszych pacjentow. Torbiel szyszynki zostata wykryta w badaniu MRI glowy u 3 pacjentow,
jednak badanie MRI glowy nie bylo wykonywane rutynowo u wszystkich pacjentow, stad
liczba torbieli przysadki moze si¢ rézni¢. Korelacje genotypowo-fenotypowe zostaly
doktadniej omowione w Dyskusji, gdzie zostaly skonfrontowane z danymi piSmienniczymi
(Tabela 19).

Fenotypy niereprodukcyjne, czyli zwigzane z obecno$cia wechu 1 wad towarzyszacych
u badanych pacjentow, z podzialem na grupy genéw w ktorych wykryto mutacje i udziatem
procentowym poszczegdlnych wad podsumowano w Tabeli 15 i 16. Oprocz omawianych
wyze] wad uwzgledniono w niej rowniez syndaktylie (wystgpita u 1 pacjenta z mutacja
w CHD7) 1 obecnos$¢ zaburzen ruchomosci galek ocznych (u 2 pacjentéw, z mutacjag w
genie ANOS1 i u drugiego z mutacja w genie GNRHR). Procentowe wystapienie wady w
przypadku pacjentdw z mutacjg w danym genie pozwala z szerszej prespektywy spojrze¢ na
czesto$¢ wad u pacjentdw z mutacjami w tym samym genie.

Otytos¢ (BMI>30 kg/m?) wystepowata u 10 pacjentow (29%) z mutacjami o
charakterze zaréwno jednogenowym (CHD7, FGF8, FGF17, GNRH1, WDR11l) jak i
wielogenowym (GNRHR i WDR11; FGF17 i FGF8; FGFR1, GLI2 i OTX2; FGFR1 i
WDR11).
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4.5. Korelacje genotyp-przebieg choroby

Korelacje genotyp-przebieg choroby w formie tabelarycznej przedstawiono w Tabeli
17118aib.

W wynikach korelacji genotyp-przebieg choroby zwraca uwagg roznorodnosé¢ przebiegu
choroby i roézny stopien penetracji choroby u pacjentow z mutacjami w tym samym genie
IHH. Powyzsze stwierdzenie dotyczy wigkszosci badanych genéw. W przypadku mutacji
w 7 roznych genach (CHD7, FGFR1, FGF8, GNRH1, GNRHR, NSMF, WDR11)
u 8 pacjentow (nr 2, 6, 8, 10, 11, 23, 30, 34) zaobserwowano pdzny poczatek pojawienia si¢
objawow HH.

Odwrocenie  objawow  hipogonadyzmu (ang. reversal form) zaobserwowano
u 2 pacjentow (nr 3 i 4) - u pacjenta z mutacjg dwugenowg (CHD7 i PROKR2) i u drugiego
pacjenta z wykryta mutacjag monogenowa w FGFR1.

Fenotypy reprodukcyjne, czyli zwigzane z rozwojem drugorzedowych cech piciowych
1 zstgpowaniem jader u m¢zczyzn podsumowano w Tabeli.

Najmniejszg obj¢tos¢ jader w momencie badania mieli pacjenci z mutacjami w genach:
ANOS1, GLI12, OTX2 i NSMF. Najwigkszg objetos¢ jader (>10 ml) w momencie badania mieli
pacjenci z mutacjami w genach CHD7, FGF8, GNRH1 i PROKR2. Wnetrostwo najczgsciej
wystepowato w wypadku wariantéw patogennych w genach ANOS1, FGF17, NSMF
i WDR11. Mikropenis wystgpowal u pacjentéw z mutacjami w genach GNRH1 (2
pacjentow), NROB1, PROKR2, ANOS1 i WDR11.

Niepelng posta¢ THH ze spontanicznym dojrzewaniem najczgsciej reprezentowali
pacjenci z patogennymi mutacjami w genach CHD7, FGFR1, FGF8, GNRH1, NSMF
i WDR11.
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Tabela 15.

Fenotypy nie zwigzane z funkcja gonad.

normo- anosmia/ B rozszczep ruchy . podniebie- | agenezja | wada :3?}:13’12116:;3 ” torbiel
Gen nr smia hiposmia LS podnlebu?ma lustrzane syndaktylia nie gotyckie zebow stuchu galek otylost szyszynki
/wargi
ocznych
ANOSL 15 0% 100% 1090 0% 100% 0% 100% 0% 0% 50% 0% 0%
25 | (0/2) @2 | /°2) (0/2) (2/2) (0/2) (2/2) 0/2) | (0/2) (1/2) (02) | (0/2)
2
4 16.7
CHD? 9 50% 50% 0% 0% 0% 16.7% 0% 0% 0% 0% 0/' 16.7%
10 | (3/6) (3/6) | (0/6) (0/6) (0/6) (1/6) (0/6) 0/6) | (0/6) (0/6) i /‘é) (1/6)
19
24
3
5 0 0 20% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
FGER1 14 40% 60% (1/5) 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 40% 0%
21 (2/5) (3/5) (0/5) (0/5) (0/5) (0/5) (0/5) (0/5) (0/5) (2/5) (0/5)
30
11
0 0
I (235/‘; 40% | 0% 0% (210/5/‘; 0% 0% % | 0% 0% | 60% | 0%
17 (2/5) (0/5) (0/5) (0/5) (0/5) (0/5) (0/5) (0/5) (3/5) (0/5)
23
FGF17 12 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% ( 0% 0% 50% 0%
16 | (0/2) (02) | (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) 0/2) | (0/2) (0/2) 12) | (0/2)
GLI2 28 50% 50% 0% 50% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 50% 0%
29 | (1/2) 12) | (0/2) (1/2) (0/2) (0/2) (0/2) ©r2) | (0r2) (0/2) 12) | (0/2)
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wada

zaburzenia

normo- anosmia/ | orek rozszczep ruchy . podniebie- | agenezja | wada ruchomosci o torbiel
Gen nr - hiposmia pod/nleblgnla lustrzane | Syndaktylia nie gotyckie Zehow shuchu I otylosé T
wargt ocznych
SNRUL 168 33.3% | 66.6% | 0% 0% 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 3(?;'3 33.3%
B wsy | @ |03 ©m ©03) | (3) (0/3) o3 [©3) | ©3 | gy @
7
10
13 125 125
GNRHR | 19 | 50% | 50% | o 0% | 125% | 0% 125% | 0% | 0% | 125% | ‘o0 | 125%
20 | @) | @8 | (0/0) ws) | (00 (1/8) ©0) | (00) | (s) 6 | (e
~ (1/8) (1/8)
24
31
wri0s | 27 | 0% | 100% | 0% 0% 0% 0% 0% % | 0% 0% % | 0%
©1) | @) || ©1) | () (0/1) ©1) |1 | o1 || o
e | 27| 0% 50% | 0% 0% 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 0% | 0%
x| o2 | @ |or]| o2 o) | (2 (0/2) o2 |or | ©2 |o2]| o2
100
0% | 100% | 0% . 0% 0% 0% 0% | 0% 0% { 0%
o2 1 281 oy | ‘any | | 19%WD L omy | (o) ©0) | 1 |©1)]| ) (17"1) (0/1)
rokra | & | 0% | 100% | 0% 0% 0% 0% 0% 0% | 0% 0% 0% | 0%
| o3 | @ e o ©03) | (3) 013) ©3) | ©0r) | ©3 |©3) | ©3)
1
6
WDR11 ; 14.3% | 85.7% 2&6 0% | 286% | 0% 2(82'/67(’)/" 0% | 0% 0% 402/(')9 14.3%
| WD | ©D | | @D @ | o) on [ | O | gy | @D
25
33

nr - numer identyfikacyjny pacjenta
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Tabela 16.

Fenotypy nie zwigzane z funkcjg gonad (w przypadkach mutacji wielogenowych).

rozszczep s zaburzenia
normos | anosmia/ G podniebie ruchy podn!eble agenezja Wada ruchomose x torbiel
Geny nr mia hiposmia nerek nia lustrzane ;m?(' z¢bow stuchu ui galek otylos¢ szyszynki
Iwargi gofycae ocznych
PROKR2+ WDR11 1 - + - - - - - - - - -
CHD7 + PROKR2 4 - + - - - - - - - - -
GNRH1+WDR11 6 + - - - - - - - - _ +
GNRHR+WDR11 7 - + - - + + - - - + -
CHD7+GNRHR 01 + - - - - - - - - - +
19 + - - - - - - - - - -
12 - - - - - - - - - + -
FGF8+FGF17 16 - : - - - - - - - - -
ANOS1+ WDR11 25 - + + - + + - - - - -
LRRIQ3+NELF 27 - + - - - - - - - - -
CHD7+GLI2 29 + - - - - - - - - - -
FGFR1+WDR11 30 - + + - - - - - - + .
CHD7+GNRHR+WDR11 | 24 - + - - - - - - - - -
FGFR1+GLI2+OTX2 28 - + - + - - - - - + -

75




Tabela 17. Fenotypy reprodukcyjne u badanych pacjentéw wedtug grup genow.

. objgtos¢ jader . . brak dojrzewanie | dojrzewanie x
Gen nr pacjenta W momencie wnetrostwo mikropenis doirzewania czesciowe elne odwracalnos¢
badania (cm?®) J ¢ P

ANOS1
15 o 50% 100% 0% 0% 0%
25 1.21£0.77 1 100% (2/2) (1/2) 2/2) (0/2) (0/2) (0/2)
2
4

iRl 9 0% 0% 57.1% 14.3% 28.6% 14.3%
10 12.63+£9.45
- 639, 0/7) 0/7) 40 (1/7) @) ()
27
32
3

SEFRL 154 5004332 40% 0% 60% 20% 20% 20%
- 02:43. (2/5) (0/5) (3/5) (1/5) (1/5) (1/5)
30
11

Fele ig 11.0648.2 40% 0% 20% 40% 40% 0%

o 06:+8. (2/5) (0/5) (1/5) (2/5) (2/5) (0/5)
23

FGF17 5.39+2.85 100% 0% 50%
12 (2/2) (02) (172) 50% 0% 0%
16 (1/2) (0/2) (0/2)

76




objetos¢ jader

brak

dojrzewanie

dojrzewanie

Gen nr pacjenta W momencie wnetrostwo mikropenis doirzewania . . I odwracalno$¢
badania (cm?) ]| czesciowe peine
el 28 011 0% 0% 0% 0% 0% 0%
29 ' (0/2) (02) (02) (0/2) (0/2) (0/2)
GNRH1 6 0% 0% 0% 33.3%
18 13.81 (0/3) (0/3) (0/3) 66.3% (2/3) (1 /3)° (0/3)
32
7
10
13
GNRHR
19 12.5% 25 % 62.5% 0%
20 4.1+1.44 1/8) 218) ©/8) 25% (2/8) | 12.5% (1/8) ©/8)
22
24
31
LRRIQ3 ”7 bd 0% 0% 100% 0% 0% 0%
(0/1) (0/1) (1/1) (0/1) (0/1) (0/1)
RS 27 1261063 50% 0% 50% 0% 50% 0%
25 EOTY (1/2) (0/2) (1/2) (0/2) (1/2) (0/2)
OTX2 28 011 0% 0% 100% 0% 0% 0%
' (0/1) (0/1) (1/1) (0/1) (0/1) (0/1)
PROKR2 1 33% (1/3) 33% 100% 0% oo 330
4 10.88+6.53 (1/3) (3/3) (0/3) R /é’) 9 /3‘;
26
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objetos¢ jader

brak

dojrzewanie

dojrzewanie

i W momenci i i x
Gen nr pacjenta badaniae(rg(r:rzg) wnetrostwo mikropenis dojrzewania | czeéciowe pelne odwracalno$é
1
6
WDR11 7
42.9% 57,1% 42.9%
8 61£2, 9 '
o 8.61+£2.95 @I7) 14,3% (1/7) (4/7) 0% (0/7) 3/7) 0% (0/7)
25
33
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Tabela18ai 18 b.

Fenotypy reprodukcyjne w przypadkach mutacji wielogenowych.

Tabela 18 a.
. objetos¢ whne- mikro- b!’ak dhafle- dojrzewanie | odwracal-
Geny nrpacjenta | .. D | trost : dojrze- | wanie e -
jader (ml) rostwo penis wania | czesciowe P nos¢
PROKR2+WDR11 1 0.28 + - + - - -
CHD7+PROKR?2 4 2583 - ; + ; ] +
GNRH1+WDR11 6 13.81 - - - - + -
GNRHR+WDR11 7 0.30 , i ; i i ]
10 13.49 ] ] ] ] . _
CHD7+GNRHR

19 0.83 i i ; j ] ]

7.40
FGF8+FGF17 12 + : - + - :
16 3.38 + - + - - -

0.76
ANOS1+ WDR11 25 - + + - - -
LRRIQ3+NELF 27 bd - - + - - -
CHD7+GLI2 29 nd - - + - - -
FGFR1+WDR11 30 bd + - - - + i
CHD7+GNRHR+ 2 5.14 i i 4 ) ) ]

WDR11

FGFR1+GLI2+ 0.11

OTX2 28 - - + - - -
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Tabela 18 b.
Fenotypy reprodukcyjne w przypadkach mutacji wielogenowych.

Ny . Brak Dojrze- - .
Geny nr pacjenta .O(})wtosf tWI,:g' M'k'to' dojrze- wanie e rzeiﬁ;/lvanle OdWI‘:’:l C 2=

jader (ml) rostwo penis e | ez pelne nos¢
0.28 100% 0% 100% | 0% 0% 0%

FINOINRZR DR 1 (/1) (0/0) Wy | (0/0) (0/0) (0/0)

2583 0% 0% 100% | 0% 0% 100%

ClrAIDTHANOINRE 4 (0/0) o0 | @) | (o) (0/0) (/1)
1381 0% 0% 0% 0% 100% 0%

SNRMATERRIS T 6 (0/0) ©0) | (0 | (o) (1/1) (0/0)
0.30 100% 0% 100% | 0% 0% 0%

ERIRAIRFOIRIRAS ! (1/1) o0 | @) | (o) (0/0) (0/0)
10 0% 0% 5006 0% 5006 0%

S DA 19 1164895 | gy | 02) | @) | (02 (172) (012)
12 100% 0% 509% | 50% 0% 0%

RESGHREL 16 5394284 1 oy ©oR) | @2 | @2 (0/2) (0/2)
0.76 0% 100% | 100% | 0% 0% 0%

ANGIE HIDIRILL 25 (0/0) 1) | @i | () (0/0) (0/0)
0% | 100% | 0% 0% 0%

LRRIQ3+NELF 27 bd oo |00 | G0 | do 000 o)
0% 0% 100% | 0% 0% 0%

Grlovell 29 nd ©0) | ©o) | @1 | (o) (0/0) (0/0)
100% 0% 0% 0% 100% 0%

SEARLHDRL 30 bd 1) | ©o) | ©0) | (o) (1/1) (0/0)
CHD7+GNRHR+W 9y 5.14 0% 0% 100% | 0% 0% 0%
DR11 o0 | ©o | @y | (©o) (0/0) (0/0)
FGFRL+GLI2+OTX i 0.11 0% 0% 100% | 0% 0% 0%

2 ©0) | (00) | 1) | (o) (0/0) (0/0)

80



5. Omowienie wynikow i dyskusja

5.1. Znaczenie badan genetycznych w IHH

Badania genetyczne w izolowanym hipogonadyzmie hipogonadotropowym (IHH)
zyskujg w ostatnim czasie coraz wigksze znaczenie. Znajomos¢ podtoza genetycznego IHH
u danego pacjenta umozliwia poprawe skutecznosci diagnostyki a takze zastosowanie
odpowiedniej  terapii. W zalezno$ci od defektu genetycznego, roézna jest szansa
na odwracalno$¢ choroby (ang. "reversal form™) (211, 212). Zidentyfikowanie mutacji,
o ktorej z danych do tej pory opublikowanych wiadomo, ze jest czgsto raportowana jako
mutacja wystepujaca w postaci odwracalnej ITHH pozwala na prébe przerwania terapii
i obserwacji chorego pod katem ustgpienia objawow hipogonadyzmu ale tez jego
ewentualnego powrotu po okresie remisji (147, 213). Oczywiscie znajomos$¢ podioza
genetycznego nie zwalnia z wnikliwej obserwacji pacjenta. W kazdym przypadku mozemy
mie¢ do czynienia z nietypowym przebiegiem choroby uwarunkowanym np. jej
wielogenowym podlozem co moze modyfikowaé obraz kliniczny czy wystgpieniem
u pacjenta innych chorob endokrynologicznych np. gruczolaka przysadki (214). Poradnictwo
genetyczne, czyli informacja na temat defektow genetycznych, i ryzyka odziedziczenia
choroby przez potomstwo, to bardzo istotny element opieki nad pacjentami z genetycznie
uwarunkowanymi zaburzeniami ptodnosci. Informacje co do prognozy sa kluczowe takze dla
pacjentéw z IHH. Wiedza na temat patogenezy tego schorzenia umozliwia skuteczniejsze
i poparte dowodami poradnictwo genetyczne. Nierzadko po poznaniu defektu genetycznego
podejmuje si¢ decyzje o poszerzeniu diagnostyki genetycznej 1 endokrynologicznej
w rodzinie. Wiedzac jakie wady mogg towarzyszy¢ danym defektom genetycznym w IHH,
zdarza si¢ ze po wykryciu mutacji rozszerza si¢ diagnostyke np. o dodatkowe badania
obrazowe majace na celu wykrycie m.in. wad nerek. Przykladowo wykrycie mutacji
w obrebie genu CHD7, co raportowane jest u ok. 6% pacjentow z IHH, a w grupie badanej
wystapito u 18% pacjentow, obliguje do poszukiwania dotad niezdiagnozowanych
sktadowych zespotu CHARGE (ang. CHARGE association) (158). Xu i wsp. wykazali,
ze W przypadku istnienia wariantu patogennego lub prawdopodobnie patogennego genu
CHD7, nawet u 80% pacjentéw z tym defektem mozna wykry¢ cechy fenotypowe zespotu
CHARGE (158). W grupie badanej z wariantem patogennym genu CHD?7 tylko jeden pacjent
mial syndaktyli¢ II i III palca stop, nie znaleziono natomiast takich wad jak: szczelina oka

(coloboma), rozszczep wargi czy podniebienia, podniebienie gotyckie, agenezja zgbow, wady
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uszu i stuchu czy niepetnosprawnos¢ intelektualna. Wzrost u wszystkich badanych pacjentow
byt powyzej 170 cm (i byt zgodny z prognozami rodzicielskimi).

Badania genetyczne w IHH 1 wykrywanie mutacji w nowych genach, dotad
niezwigzanych z rozwojem tego schorzenia, umozliwiaja poszerzenie wiedzy na temat
czynnikéw odpowiadajacych za rozwoj regionu podwzgorzowo-przysadkowego, migracje
neuroné6w GnRH, sekrecje GnRH itd., a wigc maja niebagatelne znaczne poznawcze,
uzupelniajagc  naszg  wiedz¢ na  temat  procesdow  neuroendokrynologicznych
i neurorozwojowych.

Trzeba pamigtac, ze wynik badan genetycznych ma najwigksza role w indywidualizacji
opieki 1 terapii u pacjenta z IHH, a w szerszej perspektywie umozliwia lepsze poznanie
samego izolowanego hipogonadyzmu hipogonadotropowego jako w wielu przypadkach

choroby genetycznej o ro6znorodnym przebiegu klinicznym.

5.2. Badania sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) w IHH dotychczas - dane
piSmiennicze

Jak do tej pory opublikowano kilka prac w ktorych uzywano NGS do badan
nad izolowanym hipogonadyzmem hipogonadotropowym.

Quaynor i wsp. zastosowali technike NGS celem analizy 261 gendéw u 48 pacjentow
z nlHH badz KS. Analizowane przez nich geny zostaty wybrane na podstawie udziatu genow
w formowaniu podwzgoérza, przysadki czy drog wechowych oraz przewidywania efektu pod
postacig strukturalnych anomalii chromosomalnych  (ang. suggested by chromosome
rearrangements). Nowatorskie podejscie pozwolito wytypowaé osiemnascie genow
kandydujacych: AMN1, CCKBR, CRY1, CXCR4, FGF13, GAP43, GLI3, JAG1, NOS1,
MASTL, NOTCH1, NRP2, PALM2, PDE3A, PLEKHA5, RD3, TRAPPC9 i TSPANL11.
Dwugenowe mutacje znaleziono w 16.7% przypadkéw, natomiast trojgenowe w 2.1%
pacjentow. Zidentyfikowano rowniez 2 nowe mutacje w obrebie FGFR1 (139).

Ayers 1 wsp. wykonali sekwencjonowanie z uzyciem celowanego panelu 19 genow IHH
(CHD7, GNRH1, GNRHR, HESX1, LEP, PROKR2, PROP1, TAC3, FGFR1, ANOS1, LHX3,
FGF8, PROK2, KISS1R, WDR11, SPRY4, FSHB, CGA, SOX10) u 47 pacjentow
pediatrycznych z prawidtowym kariotypem meskim i zaburzeniami rozwoju ptci pod postacia
wnetrostwa, mikropenisa czy zaburzen dojrzewania (215). Lacznie znaleziono 14 rzadkich
wariantow (<1% MAF w g1000 i ESP6500) genéw IHH u 11 pacjentow, w tym mutacje
dwugenowa u 1 pacjenta (w obrebie CHD7 i FGFR1) i trojgenowa u 1 pacjenta (w obrebie
CHD7, FGFR1 i LEP). Diagnostyke IHH u tych pacjentéw utrudniat fakt, ze znajdowali si¢
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W okresie miedzy minidojrzewaniem a dojrzewaniem i wykonano oznaczenia gonadotropin
tylko podstawowe, nie stymulowane GnRH (cho¢ test z GnRH ma ograniczone zastosowanie
u pacjentow pediatrycznych) Dwoch z 11 pacjentéw miato podwyzszone stgzenie
gonadotropin, jeden nie mial ocenianego stezenia gonadotropin, a reszta miata gonadotropiny
w normie badz niskie. Znaleziono nast¢pujace rzadkie warianty: PROKR2: ¢.C563T:pS188L
(u dwoch pacjentow); PROKR2 ¢.G991A:p.V331M; PROKR2 ¢.T1054G:p.W352G; PROK2
c.G68A:p.R23H; WDR11 ¢.G2409T:p.W803C; WDR11l c.A1352G:p.H451R; WDR11
c.T1279A:p.L4271; FGFR1 ¢.C320T:p.S107L  (u trzech pacjentow); CHD7
€.G1565T:p.G522V i CHD7 ¢.C2347T:p.P783S (216).

Ji 1 wsp. wykonali u pacjenta z IHH niedoborem 5-alfa-reduktazy badanie przesiewowe
23 genow z uzyciem NGS i zwalidowali wyniki w sekwencjonowaniu tradycyjnym. Panel
genow objal: ANOS1, FGFR1, FGF8, PROKR2, PROK2, GNRHR, GNRH1, KISS1R, KISS1,
TACR3, TAC3, CHD7, WDR11, HS6ST1, SEMA3A, NROB1, LHB, LEP, LEPR, FSHp,
PCSK1, SRD5A2 i NSMF. Wariant genu SRD5A2:c. 680G>A zostal zidentyfikowany, obok
niepatogennych wariantow ANOS1 i GnRH1 (rs808119, rs6185). Brak identyfikacji mutacji
patogennej lezacej u podtoza IHH moze wynika¢ z obecnos$ci mutacji w obrgbie innego genu
badz w obrgbie regionéw niekodujacych (217). Shima i wsp. wykryli mutacj¢ nonsensowng
genu SOX2 (p.Lys35%) u pacjenta z izolowanym, niesyndromicznym IHH z towarzyszaca
padaczka i obustronnym niedostuchem czuciowo-ruchowym. Wykonali oni NGS 13 genoéw
uczestniczacych w patogenezie IHH (CHD7, FGFR1, GNRH1, GNRHR, ANOS1, KISS1R,
OTX2, PROK2, PROKR2, SOX3,and TACR3) (218). Lima i wsp. zidentyfikowali nowy
wariant genu GNRH1:c.154-2A>C u brazylijskiego pacjenta z nlHH wykonujgc badanie
NGS na platformie Illumina HiSeq 2500 z wykorzystaniem panelu 34 genoéw (219).
Kolodkina i wsp. przeprowadzili badania NGS u 20 pacjentéw z nlHH i 5 pacjentow z ZK z
uzyciem sekwenatora lon Torrent (220). Znaleziono 21 heterozygotycznych patogennych lub
prawdopodobnie patogennych mutacji u 13 pacjentow (CHD7, n=4; GNRHR, n=3; POLR3A,
n=3; POLR3B, n=2; ANOSL1, n=2; PROKR2, n=2; FGFR1, n=1; HS6ST1, n=1; WDR11, n=1;
FGF8, n=1; SPRY4, n=1.), z czego 9 bylo nowych, a u 2 pacjentow wykryto mutacje w
przynajmniej 3 genach (220).

Xu 1 wsp. przeprowadzili NGS z wykorzystaniem panelu 15 genéw IHH (ANOSI,
FGFR1, NELF, FGF8, CHD7, WDR11, SEMA3A, KISS1R, KISS1, PROKR2, PROK2, TAC3,
TACR3, GNRH1 i GNRHR ) u 4 mezczyzn z ZK i rozszczepem wargi badz podniebienia
i u 6 pacjentow z IHH bez rozszczepu podniebienia czy wargi. Zidentyfikowano dwie nowe
mutacje w genie FGFR1: ¢.776G>A (p.G259E) i ¢.358C>T (p.R120C) u dwoch roéznych
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pacjentow z ZK 1 towarzyszacym rozszczepem wargi/podniebienia. Ponadto nowa
heterozygotyczna mutacja w KISS1R ¢.587C>A (p.P196H) zostata opisana u innego pacjenta
z ZK i rozszczepem wargi (221).

5.3. Odniesienie wynikéw wlasnych do piSmiennictwa
5.3.1. Korelacje genotypowo-hormonalne
5.3.1.1. Gonadotropiny

Podstawowym  badaniem  wykonywanym u chorych z  hipogonadyzmem
hipogonadotropowym jest test stymulacji wydzielania gonadotropin przy pomocy GnRH.
Wyniki badan prowadzonych w ramach tego opracowania dotyczacych réznych reakcji
gonadotropin w tescie z GnRH odpowiadajg danym przedstawionym w pismiennictwie (153,
222-225). Miedzy innymi dotyczy to braku adekwatnej odpowiedzi w tescie z GnRH
u chorych z inaktywujacymi mutacjami genu receptora GnRH badz NROB1(47). Pacjenci
z mutacjami w ANOS1 w badanej grupie mieli zachowang odpowiedZ w tescie z GnRH, cho¢
stezenia gonadotropin wyj$ciowo i po stymulacji w tescie z GnRH byly raczej niskie, mimo
informacji w pismiennictwie co do czg¢stego catkowitego braku odpowiedzi w tescie z GnRH
u tych pacjentow (47). Zachowana, lecz sttumiona odpowiedz LH w teScie z GnRH byta
opisywana u pacjentoOw z autosomalng postacig ZK, tak jak u pacjenta nr 1 czy 7 (226).
W publikacjach podkresla si¢ czgsto, ze brak pulsacji LH wigze si¢ nie tylko z defektem
genetycznym, ale rowniez z mata objetoscia jader < 4 cm® (107). U pacjentéw badanych
w ramach niniejszej pracy brak pulsacji LH rowniez wigzat si¢ ze bardzo mata objetoscia
jader (Tabela 81 10).

5.3.1.2. Hormon wzrostu

U wigkszosci pacjentéw z IHH tempo liniowego wzrostu jest niezaburzone, ale czgsto
brak wyraznego skoku pokwitaniowego (123, 227). Dwodch pacjentow z opisanej w tej pracy
grupy mialo w dziecinstwie rozpoznang niskorostos¢ leczong hormonem wzrostu. U pacjenta
nr 19 z mutacjg w genie CHD7 w wieku dorostym stezenie IGF-1 bylo prawidtowe. U innego
pacjenta (nr 12) z wariantem patogennym genu FGF17 stezenie IGF-1 wynosito 139 ng/ml,
za$§ GH<O0.13 ng/ml w wieku dorostym. Trzeba pami¢taé, ze nie kazdy niedobér hormonu
wzrostu w dziecinstwie utrwali si¢ w wieku dorostym (228). W piSmiennictwie opisano
przypadek pacjenta ze wspotistniejacym zespotem Kallmanna, hipoplazja przysadki,
niedoborem hormonu wzrostu i niskim wzrostem (229). Podobny przypadek ZK

i niskorostosci opisat takze Subramanian i wsp. 1 Li i wsp. (230, 231). Opisany w badanej
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grupie pacjent nr 12 rowniez miat hipoplazje przysadki, ale dla odmiany wykazywat IHH bez

zaburzen wechu.

5.3.1.3. Insulinoopornos$¢

Czestos¢ wystepowania insulinoopornosci (IR) u pacjentow z IHH jest wyzsza niz
w populacji ogolnej. Insulinoooporno$¢ ewidentnie wigze si¢ z niedoborem testosteronu
(232), (233). W badanej grupie pacjentow IR lub DM wystepowata u 7 pacjentow (31%) i

wigzala si¢ z wyzszymi wartoSciami BMI.

5.3.2. Korelacje genotypowo fenotypowe

Korelacje genotypowo-fenotypowe w odniesieniu do danych z piSmiennictwa
przedstawiono w Tabeli 19. Zwraca uwage duza zgodno$¢ mig¢dzy doniesieniami
z piSmiennictwa na temat wystepowania konkretnych fenotypow IHH w przypadku
okreslonych mutacji a wynikami prowadzonych w niniejszej pracy obserwacji. Przyktadem
moze tu by¢ przypadek dwojki spokrewnionych pacjentéw (krewni trzeciego stopnia w linii
bocznej) z taka samg mutacjag w genie ANOS1 (chorzy nr 15 i1 25), u ktorych wykryte wady
rozwojowe (jednostronna agenezja nerek, ruchy lustrzane) dokladnie odpowiadaty
fenotypowi pacjentow z mutacjg w ANOSL opisanym dotychczas (105, 120, 122, 123, 208,
234-236). Pacjenci mieli bardzo zblizony przebieg choroby pomimo, Ze u starszego z nich
wykryto towarzyszacy wariant patogenny genu WDR11. Opisana mutacja w genie ANOSL1 jest
nowym, dotad nieopisanym defektem, stad ciggla obserwacja tej rodziny jest istotna dla
pelnej oceny wplywu genotypu na fenotyp 1 przebieg choroby. P6zno leczone wnetrostwo, tak
jak u pacjenta nr 25 (operacyjne sprowadzenie jader do moszny w 6 1 7 rz.), oczywiscie
pogarsza prognoz¢ osiggnigcia plodnosci. Pacjent nr 15 ze wzgledu na brak takiego
obcigzenia (prawidtowe zstgpienie jader) ma lepsza prognoze co do ptodnosci.

Czasem stopien penetracji choroby i1 obecnos¢ wad dodatkowych zdaje si¢ r6znic si¢
u badanych pacjentow w porownaniu z danymi z pismiennictwa (158). W przypadku mutacji
w genie CHD7 Zaden pacjent z badanej grupy nie mial rozszczepu podniebienia czy warg,
podniebienia gotyckiego, agenezji zgbow czy wady sluchu pomimo czgste] wystepowania
takich wad w przypadku mutacji tego genu (126, 158).

Ponizej przedstawiono wady i schorzenia towarzyszace oraz opis obserwacji w badane;j

grupie w porownaniu z danymi z pis$miennictwa (Tabela 19).
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Tabela 19. Wady i schorzenia towarzyszace oraz opis obserwacji w badanej grupie w poréwnaniu z danymi z pi$miennictwa.

nr normo- anosmia/ posta¢ wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow stuchu inne wady
/wargi
Pismie ) + ) N - N + - -
ANOS1 | nnictwo 30% 80% (122, 226, 237-239)
15 - + - + - + + - - zez oka lewego
25 - + - + - + + - - astygmatyzm; nadwaga
nr normo- anosmia/ postaé wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow stuchu inne wady
/wargi
Pismie + zespot C_H{\RGA:
ANICEWO + 3 + - + - + + coloboma, niski wzrost, NI
(122, 125, 129, 181)
2 - + + - - - - - - syndaktylia I1'i 111 palca
stop; otylosé
CHD7 4 - + - - - - - - - odwrdcenie objawoOw
w 25 rz.
9 + - - - - - - - - -
10 + - + - - - - - - torbiel szyszynki;
leukopenia; niedokrwisto$¢
19 + - - - - - - - - niedobér GH w dziecinstwie
24 - + - - - - - - - -
nr normo- anosmia/ postaé wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/inne wady
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow stuchu
/wargi
mikropenis, obustronne
Piémie wnqtrogtwo, C_PHD,
GLIZ nnictwo - + - - + - - - - polidaktylia, _
holoprozencefalia
(161, 240)
29 + - - - - - - - - niedorozwdj lewej potowy

twarzy; wyros$la przeduszne
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Tabela 19. Wady i schorzenia towarzyszace oraz opis obserwacji w badanej grupie w poréwnaniu z danymi z pi$miennictwa - kontynuacja.

nr normo- anosmia/ posta¢ wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/inne wady
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow stuchu
/wargi
Pismie + brachydaktylia, syndaktylia
nnictwo M M M ] i 10% ] i ; (122, 241, 242)
3 + - - - - - - - - otyto$¢; odwrocenie IHH
5 - + - - - - - - - nietrzymanie moczu
14 - + - - - - - - - -
FGFR1 21 + - - - - - - - - wyrosle przeduszne po
stronie lewej; nadwaga;
kamica pgcherzyka
z6lciowego
30 - + + + - - - - - zdwojenie uktadu
kielichowo-
miedniczkowego; otytos¢
nr normo- anosmia/ postaé wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/inne wady
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow stuchu
/wargi
Pismie hiperteloryzm,
nnictwo + + + i + i + i i . kamp_todaktylla,
hipersprezysto$¢ stawow
palcow (124, 202)
11 - + + - - + - - - otytos¢; nawykowe
skrecanie kostek
12 - - - - - - - - - niskorostos$¢ leczona GH;
FGF8 otylos¢
16 - - - - - - - - - -
17 - + - - - -- - - - tradzik pospolity
23 + - + - - - - - - mozgowe porazenie

dziecigce; oligofrenia;
padaczka; cukrzyca
insulinoniezalezna;
czgsciowy zespol pustego
siodla; otylos¢
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Tabela 19. Wady i schorzenia towarzyszace oraz opis obserwacji w badanej grupie w poréwnaniu z danymi z pi$miennictwa - kontynuacja.

nr normo- anosmia/ postaé wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/inne wady
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow stuchu
/wargi
Pl_smle + + + ) ) ) ) _ _ (132)
FGEL7 nnictwo :
12 - - - - - - - - - niskorostos¢ leczona GH;
otytos¢
16 - - - - - - - - - -
nr normo- anosmia/ postaé wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/inne wady
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow stuchu
/wargi
mikropenis, obustronne
Pismie wnetrostwo, CPHD,
nnictwo - + - - + - - - - polidaktylia,
GLI2 holoprozencefalia
(161, 240)
28 - + - - + - - - - otytos¢
29 + - - - - - - - - niedorozwdj lewej potowy
twarzy; wyrosla przeduszne
nr normo- anosmia/ postaé wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/inne wady
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow stluchu
/wargi
Pismie
nnictwo M - M - - - - ” ” (211, 243)
GNRH1 6 + - + - - - - - - torbiel szyszynki;
nadwzrocznos$¢
18 - + - - - - - - - otytos¢
32 - + - - - - - - - nadwaga
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Tabela 19. Wady i schorzenia towarzyszace oraz opis obserwacji w badanej grupie w poréwnaniu z danymi z pi$miennictwa - kontynuacja.

nr normo- anosmia/ posta¢ wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/inne wady
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow stuchu
/wargi
Pl_smle + _ + ) ) ) ) _ _
nnictwo (107, 198, 244)
7 - + - - - + + - - otyto$¢; gotyckie
podniebienie
10 + - + - - - - - - torbiel szyszynki;
leukopenia; niedokrwisto$¢
13 - + - - - - - - - mikropenis; zez rozbiezny
OP; krotkowzrocznosc;
GNRHR niedokrwisto$¢ z niedoboru
zelaza; nadwaga; torbiel
szyszynKi
19 + - - - - - - - - niedobdér GH w dziecinstwie
20 + - - - - - - - - mikropenis
22 + - - - - - - - - -
24 - + - - - - - - - -
31 - + - + - - - - - niepetny zwrot nerki prawej;
krétkowzroczno$é
nr normo- anosmia/ postaé wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/inne wady
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow shluchu
/wargi
Pismie krotka szyja z ograniczong
LRRIQ3 | hnictwo * - ) - - - - - * | rotacja, CPHD: (128, 133)
27 - + - - - - - - - nadwaga
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Tabela 19. Wady i schorzenia towarzyszace oraz opis obserwacji w badanej grupie w poréwnaniu z danymi z pi$miennictwa - kontynuacja.

nr normo- anosmia/ postaé wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/inne wady
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow stuchu
/wargi
Pismie
nnictwo M M M i i i i i i (165)
NSMF
27 - + - - - - - - - nadwaga
34 - - + - - - - - - padaczka; zaburzenia
osobowosci; nadwaga
nr normo- anosmia/ postaé wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/inne wady
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow stuchu
/wargi
Pismie CPHD, mikroftalmia, brak
OTX2 nnictwo + ) ) i i i i i i lewej tetnicy sz;_ljnej
wewnetrzne)
(245, 246)
28 - + - - + - - - - otylos¢
nr normo- anosmia/ postaé wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/inne wady
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow stuchu
/wargi
Pl_smle + + s ) _ _ - - = (122, 247)
nnictwo
PROKR?2 1 - + - - - - - - - niedowaga
4 - + - - - - - - - odwrécenie objawow w 25 1z
26 - + - - - -- - - - mikropenis
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Tabela 19. Wady i schorzenia towarzyszace oraz opis obserwacji w badanej grupie w poréwnaniu z danymi z pi$miennictwa - kontynuacja.

nr normo- anosmia/ postaé wada rozszczep ruchy podniebienie | agenezja | wada Zrédlo danych/inne wady
Gen smia hiposmia niepelna nerek | podniebienia | lustrzane gotyckie zebow stuchu
/wargi
Pismie + + + - - - - - (248)
nnictwo
1 - + - - - - - - - niedowaga
6 + - + - - - - - - torbiel szyszynki;
nadwzrocznosé
7 - + - - - + + - - otytos¢, gotyckie
WDRLL podnleb[(e,nle
8 - + + - - - - - - otytos¢
24 - + - - - - - - - -
25 - + - + - + + - - astygmatyzm; kamica nerek;
dna moczanowa; nadwaga
30 - + + + - - - - - Zdwojenie uktadu
kielichowo-
miedniczkowego; otytos¢
33 - + - + - - - - - -

nr - numer identyfikacyjny pacjenta

NI - niepelnosprawnos$¢ intelektualna

91




a) Niedorozwoj polowiczy twarzy

Wariant patogenny genu GLI2 zostal wykryty u pacjentki nr 32 ze zlozonym
fenotypem, w tym z niedorozwojem potowiczym twarzy i wyro$lami przedusznymi, bez
innych wad kostnych, wad we¢chu czy stuchu. W pismiennictwie mutacje genu GLI2
odpowiadajg za rozwo6j réznego stopnia wad rozwojowych twarzy od rozszczepu wargi i
podniebienia  do holoprozencefalii (ang. holoprosencephaly). Mutacja genu GLI2 w

hipoplazji polowy twarzy zostala opisana przez Bertolacini i wsp. (209).

b) Otylos¢

Otylo$¢ 1 nadwaga, byly szczegolnie czesto obserwowane u badanych pacjentow
w przypadku mutacji w genach: FGF8, FGFR1, KISS1R, WDR11. Zgodnie z doniesieniami
z pisSmiennictwa za zwigzane z fenotypem otylosci mutacje w genach IHH uwaza si¢ mutacje
w genach: LEP, LEPR i PCSK1 (PC1) (134-136). W pi$miennictwie znajduja si¢ rOwniez
opisy otylych pacjentow z IHH i mutacjami w genach: GNRHR, PROK2 i PROKR2 (137,
138). Mutacje w KISS1 i KISS1R wigzane sg rowniez z otyloscig (249). Wydaje sig,
iz obecno$¢ otylosci i nadwagi u badanych pacjentdow z wariantami patogennymi genow:
FGF8, FGFR1, WDR11 to koincydencja, a jej przyczyna jest raczej styl Zycia, a nie podioze
genetyczne choroby, cho¢ powyzsze obserwacje wymagaja potwierdzenia u wiekszej liczby
pacjentow. Hipogonadyzm jako jednostka chorobowa wigze si¢ ze zmiang proporcji tkanki

thuszczowej do tkanki migsniowe;j i sktonnoscia do otytosci (250, 251).

¢) Ruchy lustrzane

Ruchy lustrzane sg wynikiem braku hamowania przeciwstawnej drogi piramidowej
prawdopodobnie wskutek braku skrzyzowania drogi piramidowej w ciele modzelowatym
(252). Do tej pory ruchy lustrzane opisywane byty przy mutacjach w obrgbie takich genéw
wigzanych z IHH: ANOS1, CHD7, DUSP6, FEZF1, FGF17, FGF8, FGFR1, FLRTS3,
HESX1, HS6ST1, IL17RD, KISS1R, NSMF, PROK2, PROKR2, SEMA3A, SOX10, SPRY4,
TACR3, WDR11 (122, 154, 237, 253-255). Obserwacje w niniejszej pracy zgadzaja si¢
z doniesieniami z piSmiennictwa. Ruchy lustrzane odnotowano u pacjentdw z mutacjami
w obrebie: ANOS1, FGF8, GNRHR i WDR11 (pacjenci nr 7, 11, 15, 25). Nalezy zaznaczy¢,
ze u pacjenta z mutacja w obrebie GNRHR wspolwystepowala mutacja genu WDR11 w
uktadzie hetrozygotycznym, co zwraca uwage na znaczenie wielogenowosci w ksztattowaniu

fenotypu IHH.
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d) Torbiel szyszynki

Torbiel szyszynki zostala wykryta u trzech pacjentow (9% pacjentow) z mutacjami
CHD7 i GNRHR (pacjent nr 10), GNRHR (pacjent nr 13), i WDR11 i GNRH1 (pacjent nr 6).
Do tej pory torbiele szyszynki tgczone byly z mutacjami w genach RB1 i DICER1 (256, 257).
Torbiele szyszynki wystepuja nawet u 10% pacjentow, ktorzy maja wykonywane MRI glowy
z roznych wskazan, wigc ich czgsto§¢ wystepowania jest wysoka (258). Nie znaleziono
danych w pismiennictwie na temat czestosci wystepowania torbieli szyszynki w populacji
chorych z IHH wigc mato prawdopodobne jest aby to schorzenie bylo powigzane z

hipogonadyzmem.

e) Niepelnosprawnos¢ intelektualna

Niepelnosprawnos¢ intelektualna (NI) byla obserwowana u 1 z 34 (3%) badanych
pacjentow. Czestos¢ wystepowania NI w IHH jest trudna do okreslenia. Niepetnosprawnos¢
intelektualna wystepuje w IHH gléwnie w postaciach syndromicznych takich jak: zespot
Pradera-Williego, zesp6t CHARGE!', zesp6t Warburga i zesp6t zwigzany z mutacjg genu
DMLX2 (154) (159). Quin i wsp. opisali deficyt intelektu u 2 z 21 (9.5%) badanych dzieci
z IHH (259).

U pacjenta nr 23 z mutacjg w genie FGF8 wystgpowalo opisywane w przypadku mutacji
w tym genie niepetnosprawno$¢ intelektualna. Suzuki i wsp. u 16-letniego chtopca
z heterozygotyczng mutacja p.S192fsX204 w ostatnim eksonie genu FGF8 opisali opoznione
dojrzewanie, hiposmig¢, niepelnosprawnos$¢ intelektualng w stopniu lekkim, wady
twarzoczaszki 1 wad¢ stuchu (260). Geny FGF8 i CHD7 laczy epistatyczna zalezno$é
podczas rozwoju robaka mézdzku (261). FGF8 bierze udzial w rozwoju przodomoézgowia,
plakody wechowej, oka i ucha, czyli struktur ktorych dotyka zespot CHARGE (262) (263).
Trzeba pamigtaé, Ze niepetnosprawnos¢ intelektualna wspotwystepujaca u pacjentow z IHH
moze by¢ takze wywotane innymi czynnikami genetycznymi (np. zespot tamliwego
chromosomu X - FraX), lub niegenetycznymi (np. niedotlenienie okotoporodowe). Dla
przyktadu Weissortel i wsp opisali przypadek pacjenta z ZK spowodowanym delecja w
Xp22.3 w ANOS1 i niepetlnosprawnoscig intelektualng sprzezong z chromosomem X oraz

rybig tuskg sprzezong z chromosomem X (264).

f) Wady nerek
U 4z 34 (9%) wszystkich badanych pacjentow z wariantami patogennymi genow:
ANOS1, FGFR1, GNRHR i WDR11 zobrazowano wady nerek. Nalezy w tym miejscu
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podkresli¢ szczegbdlng role receptora FGFR1 i FGF8 w rozwoju nerek i dolnych drog
moczowych (120, 265). U pacjenta nr 30 ze zdwojeniem uktadu kielichowo-miedniczkowego
znrentyfikowano warianty patogenne w obrgbie genow FGFR1 i WDR11. W przypadku
mutacji prowadzacych do utraty funkcji FGFR1 opisano jednostronng aplazje nerki (266).
Za geny zwigzane z wadami nerek w IHH uwaza si¢: ANOS1, FGFR1, FGF8, PAX2, BMP4
I SOX10 (120). Niepelny zwrot nerki prawej u pacjenta nr 31 z mutacja w genie GNRHR
wydaje si¢ by¢ zatem zwigzany z pozagenetycznymi czynnikami, w przeciwnym wypadku

bytoby to pierwsze doniesienic o mutacji GNRHR i wspotwystgpieniu wady rozwojowej nerki

g) Wech

Anosmia opisywana jest u 30-60% pacjentéw z IHH w zalezno$ci od zrodta i badanej
grupy (123, 145). Nalezy jednak pamigta¢, ze nawet udowodniona w badaniu wechu
dysosmia moze wynika¢ z wielu przyczyn, takich jak infekcyjne i poinfekcyjne zaburzenia
wechu, uraz czy narazenie na toksyny. Takze mnogo$¢ czynnikéw wplywajacych
na wielko$¢ progu identyfikacji zapachu (takich jak wspolpraca pacjenta, jego pleé,
inteligencja czy pamie¢ wechowa) znacznie utrudnia diagnozowanie zaburzen wechu (106).

Jeden z pacjentow (nr 11) relacjonowat zaburzenia we¢chu dopiero od 30 rz. Takze
objawy hipogonadyzmu u tego pacjenta pojawity si¢ w podobnym czasie. W wywiadzie brak
informacji o urazach glowy czy innych czynnikach ktoére mogtyby przyczynic¢ si¢ do rozwoju
takich objawow U tego pacjenta wykryto mutacje w genie FGFR1, odpowiedzialnym
za aolHH 1 postacie ZK. Nie znaleziono podobnego opisu tak pdzZnego pojawienia si¢
zaburzen wechu w ZK w piSmiennictwie. Mozliwe jest, ze pacjent wczesniej nie zwrocit
uwagi na zaburzenia wechu, lub miat hiposmi¢ mniejszego stopnia, na ktorg natozylo si¢
pogorszenie wechu z jakich$ innych powodéw np. laryngologicznych, co dopiero wtedy
zostalo zauwazone przez pacjenta. Hiposmia pojawiajaca si¢ z wiekiem moze si¢ wigzaé
z pojawieniem si¢ zespotu Parkinsona (czgsto$¢ hiposmii wynosi w tych przypadkach nawet
60%), dlatego pacjent z pdzno rozwinieta hiposmig powinien by¢ obserwowany w tym
kierunku (267).

U 2 pacjentek (18, 32) (z mutacja w obrgbie GnRH1 zwraca uwage dysosmia (u jednej
pacjentki ansomia, u drugiej hiposmia obecna od wielu lat). U tych pacjentek nie wykryto
innych mutacji w badanym panelu gendéw, a warto wspomniec¢, ze dla pacjentow z mutacjami
w genie GNRH1 charakterystyczna jest normosmia. Podobnie u pacjentow (7, 13, 24, 31)
z wariantami patogennymi w obrgbie genu GNRHR stwierdzono dysomi¢. U pacjentéw 13 1

31 to jedyne wykryte mutacje. U pacjenta 7 wspotwystepowata mutacja w obrgbie genu
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WDR11, co mogloby ttumaczy¢ zaburzenia wegchu. U pacjenta 24 dodatkowo wystepowaty
warianty patogenne genéw CHD7 1 WDR11l. Do tej pory u badanych pacjentow
z anosmig/hiposmig nie opisano izolowanych mutacji w genie GNRHR i GNRH1 (268-270).
U pacjentki 29 z mutacjg w genie GLI2 byta obecna normosmia, cho¢ czgsto u chorych
z mutacjami w GLI2 odpowiadajagcymi za IHH mamy do czynienia z zaburzeniami wechu
(161, 209, 240). Vaaralahati i wsp. opisali przypadek pacjenta z ZK - z anosmis,
wnetrostwem, mikropenisem | dwoma heterygotycznymi mutacjami, jedng w SIX3
(c.428G>A, p.G143D) i drugg w GLI2 (c.2509 G>A, p.E837K) (161). By¢ moze obecnosé
lub nieobecno$¢ wechu spotykana przy réznych mutacjach w tym samym genie jest rozny
i w duzej mierze zalezy od miejsca defektu. Nie jest wykluczone, ze u omawianych
pacjentow wspolwystepuja inne niewykryte mutacje ktore modyfikuja fenotyp zwigzany

Z wechem.

h) Wnetrostwo

O$miu pacjentow (27.6% z grupy meskiej) miato w wywiadzie wngtrostwo, w tym
trzech jednostronne, a pigciu obustronne. Wnetrostwo wystepowalo czesciej u pacjentow
z dysosmia (5 pacjentow, w tym 4 z anosmia, 1 z hiposmig) niz u pacjentdéw z nomosmia
(3 pacjentéw). Powyzsze doniesienie jest zgodne z danymi z pisSmiennictwa. Pierwsze prace
opisujace czestos¢ wystepowania wnetrostwa u pacjentow z IHH wskazywaty na wnetrostwo
u 1/3 chorych, z czego u potowy jednostronne, a u drugiej potowy obustronne (238, 271).
Aktualnie wnetrostwo opisywane jest w 5 do 40%, a nawet 56% przypadkow pacjentow
z IHH w zalezno$ci od grupy badanej (145, 238). Obecnos¢ wnetrostwa I mikropenisa
czesciej obserwuje si¢ w ZK niz nIHH (238).

Whnetrostwo w badanej grupie wystapilo u obu pacjentow z mutacja w obrebie genu
FGF17 i u zadnego pacjenta z mutacja w genie GNRH1 czy GLI2, a takze u Zadnego chorego
zZ jednogenowa mutacja tylko w genie GNRHR. W pismiennictwie wystgpowanie wnetrostwa
czy mikropenisa jest opisywane w réznych mutacjach gendéw zwigzanych z IHH (122).
U pacjentow z mutacja w genie ANOS1  wnetrostwo wystepuje u 56% badanych,
w przypadku mutacji w FGF8/FGFR1 na poziomie 51%, PROK2/PROKR2 na poziomie 27%
a CHD7 na poziomie 82% (122). Mikropenis wystepuje u 25-30% pacjentdéw z mutacjami
w genach: ANOS1, FGF8/FGFR1, PROK2/PROKR2, CHD7 i HS6ST1(122). U pacjentow
z mutacjami w HS6ST1 nie obserwowano wnetrostwa zgodnie z pi$miennictwem. Nie
znaleziono doktadnych danych statystycznych co do czgstosci wngtrostwa w genach: FGF17,
GNRH1, GNRHR i GLI2. Co ciekawe w 2011 r. Latinen i wsp. opublikowali pracg w ktorej
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nie udowodnili udziatu genow IHH - FGFR1, GNRHR, PROK2, PROKR2, TAC3, TACR3
w patogenezie izolowanego wnetrostwa, co wspiera stwierdzenie, ze wnetrostwo jest
objawem towarzyszacym IHH, a zalezno$¢ jego obecnosci od genow IHH jest raczej
niepewna 1 prawdopodobnie wigze si¢ z innymi czynnikami genetycznymi lub
pozagenetycznymi (272).

Tabela 20.

Przebieg, wielogenowo$¢ i rozny stopien penetracji i rozny fenotyp IHH.

Pozny Odwracalno$é Jedno- - . - c s pism
. Wielogeno- Roézny stopien penetracji i H .
Gen nr pacjenta poczatek (ang. reversal) geno- wosé réimy feno ienni
(123, 273) (123, 273) Wosé y fenotyp ctwo
(122,
Pismienni- 226,
ANOS1 ctwo B + + + B 237-
239)
15 - - + - anosmia, agenezja jednej nerki,
25 - - - + ruchy lustrzane
(122,
Pismienn- 125,
ictwo 5 s 5 5 E 129,
181)
hiposmia, syndaktylia 11 111
2 + - + - palca stop, niepelne
dojrzewanie
CHD7 4 - + - + anosmia
9 - - + - normosmia
10 ? - - + normosmia, petne dojrzewanie
normosmia, niedobér GH w
19 - - - + dziecinstwie
24 - - - + hiposmia
29 ) ) + niedorozwdj lewej potowy
twarzy; wyrosla przeduszne
Pismienni- (22
ctwo + + + + + 241,
242)
- + + - normosmia
3
hiposmia, obustronne
5 - - + - wnetrostwo, nietrzymanie
FGFR1 moczu
14 - - + - hiposmia
21 ) ) + ) normosmia, wyrosle
przeduszne po stronie lewej
anosmia, wnetrostwo,
dwojenie uktadu kielichowo-
2 - - zawo)
30 : + miedniczkowego, otylos¢,
niepelne dojrzewanie
Pismienni- (124,
ctwo . - . . b 202)
hiposmia, ruchy lustrzane,
11 + j + j otytos¢
normosmia, obustronne
12 - - - + wnetrostwo, niskorostos¢
FGF8 leczona GH
normosmia, jednostronne
16 B B B + Wnetrostwo
17 - - + - anosmia, jadra wedrujace,
normosmia, niepetnosprawnos¢
23 ? - + - intelektualna, padaczka, DM II,
otytosé¢
FGF17 Pismienn-
ictwo
normosmia, obustronne
12 - - - + wnetrostwo, niskorostosé
leczona GH
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Pézny Odwracalno$é Jedno- - s . -
EGF17 nr pacjenta poczatek (ang. reversal) geno- Wlil’?)gézno- Roznyrzt;r}lnefl; r?:netmcj' !
o, (123, 273) (123, 273) wosé Y fenotyp
normosmia, jednostronne
16 } } B + Wnetrostwo
Pismienni- _ _ + podejrzew _ (161,
ctwo ana 240)
GLI2 28 i i i + anosmia, obustronny rozszczep
wargi i podniebienia, otyto§é
29 ) ) ) + niedorozwoj lewej potowy
twarzy; wyrosla przeduszne
GNRH1 6 + - - + normosmia
18 - - + - anosmia, otytos¢
32 - - + - hiposmia, nadwaga
Pismienni- (@i,
ctwo aF + aF aF + 198,
244)
anosmia, ruchy lustrzane rak,
7 ) ) ) + gotyckie podniebienie,
jednostronne wnetrostwo,
otylos¢
10 ? - - + normosmia, pelne dojrzewanie
GNRHR 13 } } + } anosmia, mikropenis, zez
rozbiezny, nadwaga
normosmia, niedobér GH w
19 - - - + dziecinstwie
20 - - + - normosmia; mikropenis
22 - - + - normosmia
24 - - - + hiposmia
31 ) ) + ) anosmia, niepelny zwrot nerki
LRRIO3 brak danych
27 - - - + hiposmia, nadwaga
Pismienni-
ctwo ar + - + (165)
NSMF 27 - - - + hiposmia, nadwaga
Normosmia, obustronne
34 ? - + - wnetrostwo, padaczka,
nadwaga
Pismienni- (245,
OTX2 Cctwo - - + - + 246)
28 ) ) ) n anosmia, obustronny rozszczep
wargi i podniebieniia, otyto$¢
Pismienni- + + + + + (;572)
PROKR2 1 ) ) ) anosmia, jedniostronne
wnetrostwo, niedowaga
4 - + - + anosmia
26 - - + - anosmia, mikropenis
Pismienni-
ctwo ar - - ar + (248)
1 ) . ) anosmia, jednostronne
wngtrostwo, niedowaga
6 + - - normosmia
7 anosmia, ruchy lustrzane rak,
_ _ _ " gotyckie podniebienie,
jednostronne wngtrostwo,
WDR11 otytosé
8 T ) " } anosmia, otyto$¢, niepelne
dojrzewanie
24 - - - + hiposmia
25 ) ) } + anosmia, agenezja jednej nerki,
ruchy lustrzane
30 - - + anosmia, wnetrostwo,
5 zdwojenie uktadu kielichowo-
: miedniczkowego, otylosé,
niepelne dojrzewanie
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5.3.3 Podsumowanie korelacji genotypowo-fenotypowych - zlozony fenotyp i
zréznicowana penetracja

Analizujgc otrzymane wyniki wydaje si¢, ze ztozony fenotyp ze wspottowarzyszacymi
wadami rozwojowymi wystepuje u pacjentéw z mutacjami w genach: ANOS1, CHD?7,
FGFR1, GLI2 i WDR11. Obserwacje te zgodne sg z doniesieniami z pi§miennictwa ktore
opisuja wspolistnienie wielu wad rozwojowych i zlozonego fenotypu w przypadku pacjentow
IHH z mutacjami w powyzszych genach (Tabela 20).

Dos¢ ztozony fenotyp rozrodczy i nie zwigzany z funkcja gonad (ang. nonreproductive;
zwigzany z wadami towarzyszacymi) prezentowali pacjenci z mutacjami w dwoch lub trzech
genach. Jednak w pi$miennictwie znajduje si¢ raczej informacje, ze pacjenci z mutacjami
wielogenowymi nie maj3 ci¢zszego fenotypu niz pacjenci z mutacjami monogenowymi. Shaw
1 wsp. opisali w grupie 248 kobiet z niedoborem GnRH dziesi¢¢ pacjentek z wielogenowymi
mutacjami patogennymi (RSV) nie obserwujac bardziej zlozonego fenotypu w przypadku
mutacji wielogenowych (274).

Zmiany patogenne w genach IHH odznaczajg si¢ r6zng penetracja, co zaznaczono w
Tabeli 20. Rozna penetracja mutacji wydaje si¢ by¢ obserwowana réwniez u pacjentow w
aktualnie badanej grupie co wyraza si¢ roznym przebiegiem dojrzewania i r6zng manifestacja
objawow klinicznych. Dane wiasne korelujg zatem z danymi pi$mienniczymi w odniesieniu
do duzej heterogennosci obrazu klinicznego u pacjentdéw z mutacjami w tym samym genie

powodujacymi IHH (237, 242, 274, 275).

5.4. Postaci odwracalne IHH

Odwroécenie objawow hipogonadyzmu (ang. reversal form) jest opisywane w przypadku
5-10% pacjentow z IHH i najczesciej wystepuje w drugiej i trzeciej dekadzie zycia (213).
Odwrdécenie hipogonadyzmu wystepuje czesciej w postaci normosmicznej IHH niz ZK,
w trakcie leczenia hormonalnego albo spontanicznie (276). Opisywane sa przypadki
odwrocenia hipogonadyzmu u pacjentow bez uwidocznionych opuszek wechowych
w badaniu rezonansu magnetycznego. U tych pacjentow odwrocenie objawoOw
hipogonadyzmu nie taczy si¢ z poprawa dysosmii (147). W badanej grupie zaobserwowano
odwrocenie objawow u jednego pacjenta z normosmig (nr 3) i u jednego pacjenta z anosmig
(nr 4). Odwrdcenie objawow hipogonadyzmu w IHH opisywane jest w pisSmiennictwie
w przypadku mutacji w obrebie genow: ANOS1, CHD7, FGFR1, FGF8, GNRHR, HS6ST1,
KISS1, KISS1R, NSMF, PROK2, PROKR2, TAC3, TACR3 (147, 213, 273). Pacjenci
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z wyzszym st¢zeniem podstawowej 1 stymulowanej luteotropiny oraz wigkszym rozmiarem
jader przed leczeniem cze¢Sciej doznaja odwrdcenia objawdw (213). W badaniu Sidhoum
1 wsp. z 308 pacjentow z IHH, az 44 pacjentow (30% z ZK, 70% z nlHH) do$wiadczyto
odwrocenia objawow hipogonadyzmu (147).

Odwroécenie objawdéw hipogonadyzmu zaobserwowano u pacjenta (nr 4) z mutacjami
w genach CHD7 i PROKR2 (geny odpowiedzialne za migracj¢ neuronow GnRH) i u pacjenta
(nr 3) z mutacja w genie FGFR1 (gen zwigzany z rozwojem neuronéw GnRH). U pierwszego
pacjenta zaobserwowano stosunkowo duza wyjsciowg objetos¢ jader (objetos¢ jader >25 ml)
1 prawie pigciokrotny wzrost LH w tescie z GnRH. U drugiego pacjenta obserwowano matg
wyjsciowa objetos¢ jader (<5 ml), ale wzrost LH w teécie byl znaczacy - az
osiemnastokrotny. U Zadnego z tych pacjentdw nie obserwowano wngtrostwa, mikropenisa
czy czgSciowego dojrzewania bez lekow. Obserwowane przypadki odwracalnosci IHH byly
identyfikowane w przypadku mutacji w genach, przy ktorych opisano juz w piSmiennictwie
przypadki odwracalnosci. Prawdopodobnie czgs¢ odwrocen objawéw w IHH moze zostaé
przeoczona z powodu niechg¢ci pacjentéw do przerywania terapii hormonalnej celem kontroli
i obserwacji w kierunku odwrdcenia, a takze utratg czg¢sci pacjentow spod regularnej kontroli,
czego rowniez doswiadczono w czasie prowadzenia powyzszego badania (siedmiu pacjentéw
odmowilo przerwania terapii hormonalnej celem pelnej kontroli czy wuzupetlnienia
diagnostyki).

Podsumowujac, odwrocenie IHH prawdopodobnie jest bardziej rozpowszechnione niz
wczesniej Szacowano i moze wystapi¢ w szerokim zakresie genotypow i fenotypow (147).
Ciggla terapia moze maskowa¢ naturalny przebieg choroby i1 wystgpienie odwrdcenia
objawow hipogonadyzmu. Niestety nawet 10% pacjentdw z tych ktorzy doznali odwrdcenia
objawow hipogonadyzmu nie ma utrzymania odwrocenia objawdw 1 wystapi u nich nawrot
choroby (147). Wskazane jest zatem nieprzerwane, regularne monitorowanie w kierunku
odwrodcenia, a potem w kierunku ewentualnego nawrotu hipogonadyzmu (147). Istnienie
postaci odwracalnej IHH rodzi pytanie czy postawiono wilasciwg diagnoze na wstepie co
moze by¢ poddawane w watpliwos¢ w przypadku braku wykrycia charakterystycznej mutacji.
Chory moze mie¢ nierozpoznane konstytucjonalne opoznienie dojrzewania i wzrostu lub tez
nie przyzna¢ si¢ do pobierana preparatdéw sterydowych na wilasng reke, szczegolnie
w przypadku sportowcow czy amatoréw sitowni (277). Fakt, ze odwrdcenie objawow
hipogonadyzmu czg¢sto nastgpuje po leczeniu hormonalnym sugeruje mozliwo$¢ istnienia
populacji neuronéw GnRH, ktore aktywuja si¢ dopiero po okresie dojrzewania i do tej

aktywacji wymagaja pewnej stymulacji np. ekspozycji na steroid ptciowy (123).
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5.5. I1zolowany hipogonadyzm hipogonadotropowy o péznym poczatku (ang. adult-onset
isolated hypogonadotropic hypogonadism, aclHH)

Pacjenci z p6znym poczatkiem IHH (ang. adult-onset hypogonadotropic hypogonadism
- aolHH) to pacjenci, ktorzy o czasie i samoistnie przeszli dojrzewanie ptciowe, ale rozwingli
w wieku dorostym cechy izolowanego hipogonadyzmu hipogonadotropowego 1 u ktérych
wykluczono inne, wtérne przyczyny tego stanu. W niektorych przypadkach pacjenci tacy
posiadaja biologiczne potomstwo poczgte przed rozwinigciem cech IHH (5). Pierwszy pacjent
z potwierdzonym genetycznie IHH 1 zaobserwowanym odwroceniem objawow
hipogonadyzmu opisany w pismiennictwie to mezczyzna z heterozygotyczna mutacjag Q106R
w obrebie genu GNRHR (107). Bonomi i wsp. opublikowali dane na temat doktadnego
fenotypowania wloskiej kohorty pacjentow z IHH i okreslili czgstos¢ hipogonadyzmu
z poczatkiem w wieku dorostym na okoto 10% chorych (44 z 503 pacjentow) (106). U kobiet
posta¢ aolHH jest rzadsza i1 dotyczy okolo 4.3% pacjentek, badZz nie jest wlasciwie
diagnozowana i rozpoznawana, tylko leczona objawowo (278). Wigkszos$¢ chorych z aolHH
odpowiada na pulsacyjne podawanie GnRH droga podskorng (sc.) i moze by¢ skutecznie
leczona celem osiggnigcia ptodnosci (131, 279). Zatem w aolHH uszkodzona jest produkcja
badz wydzielanie GnRH (279). W grupie pacjentow z mutacja w genie NROB1 (DAX-1),
z towarzyszacg wrodzong niedoczynnoscig nadnerczy (ang. X-linked adrenal hypoplasia
congenita, AHC) rowniez opisano przypadki aolHH, takze z bardzo ptaskim (ang. blunted)
wyrzutem gonadotropin w tescie z gonadoliberyng (280). Postacie z aolHH zostaty opisane w
pismiennictwie w mutacjach nast¢pujacych genow: CHD7, FGFR1, FGF8, FGF17, GNRH1,
GNRHR, HS6ST1, NROB1, NSMF, PROK2, PROKR2, WDR11 (123, 154, 273). Poézny
poczatek IHH obserwowany byt u 21% badanych pacjentow (7 z 34 pacjentow nr: 2, 6, 10,
11, 23, 30, 34), w przypadku mutacji w genach: CHD7, FGFR1, FGF8, GNRH1, GNRHR,
NSMF i WDR11, co wyjatkowo koreluje z doniesieniami z pi§miennictwa omawianymi
powyzej. Obraz kliniczny 1 szybko$¢ pojawienia si¢ pierwszych objawow sa
bardzo rézne 1 ztozone, co powinno wyczuli¢ klinicystow na mozliwo$¢ nietypowego
przebiegu IHH.

W piSmiennictwie opisywane sg tez przypadki aolHH bez udowodnionego podtoza
genetycznego, co moze wynika¢ z wybiorczego badania genéw IHH 1 nieznajomosci calego
podioza genetycznego IHH (279). Wazne, lecz trudne technicznie ze wzgledu na brak
dostgpnosci specyficznych dla przysadki badan immunologicznych, jest to aby w tej postaci
IHH wykluczy¢ autoimmunologiczne zapalenie przysadki, ktére mogltoby spowodowaé

hipogonadyzm (131). Autoimmunologiczna niedoczynno$¢ przysadki (ANP) z obrazem
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klinicznym jedynie hipogonadyzmu hipogonadotropowego  jest rzadko opisywana
u me¢zczyzn (281, 282). Nie opisywano do tej pory udowodnionego selektywnego
uszkodzenia grupy neuronow GnRH w ANP. Obraz ANP nie koresponduje z opisywana
zazwyczaj zachowang odpowiedzig gonadotropéw na podanie gonadoliberyny w aolHH
(279). Pacjenci z grupy badanej nie mieli wykonywanej diagnostyki w kierunku ANP,
aczkolwiek nie wykazywali oni sktonno$ci do schorzen autoimmunologicznych i ich wywiad
rodzinny w tym Kkierunku byt nieobcigzony, z wyjatkiem pacjenta z mlodzienczym
idiopatycznym zapaleniem stawow w wywiadzie (11).

Podobny przypadek jak u pacjenta nr 6 przedstawili Kobayashi i wsp., ktorzy opisali
37-letniego mezczyzne ze Swiezo zdiagnozowanym w przebiegu nieptodnosci wtornej aolHH,
ktéry posiadat juz piecioletnie dziecko i po 15 miesigcach leczenia podskornego GnRH jego
zona zaszta w cigz¢ w skutek inseminacji nasieniem me¢za (283). U tego pacjenta brak jednak
danych dotyczacych mutacji lezacej u podloza IHH. Zblizony przypadek u 31-letniego
mezczyzny z nieptodnos$cia, takze bez okreslenia mutacji lezacej u podtoza IHH, opisat Volpi
I wsp. (284). Pacjent nr 6 rowniez zostal zdiagnozowany w kierunku IHH w trakcie
diagnostyki nieptodnosci wtornej 1 stymulacja spermatogenezy okazala si¢ skutecznym
leczeniem nieptodno$ci w jego przypadku.

Nachtigall 1 wsp. przestudiowali 10 przypadkow mezczyzn z aolHH w wieku 27 do 57
lat i porownali je z grupa 24 mezczyzn z klasyczng postacig IHH, wnioskujac, ze mezczyzni z
aolHH maja wieksza objetos¢ jader, wyzsze stezenie testosteronu i inhibiny B w surowicy
krwi. Pieciu z siedmiu opisanych pacjentow miato stosunkowo duzg obj¢tos¢ jader (>13 ml).
Stezenie testosteronu wynosito u nich $rednio jednak znacznie mniej niz u pozostatych
badanych (1.4 vs 11.9 nmol/l) (279). W przypadku naszych pacjentdow nie oznaczano
poziomu inhibiny B, natomiast obj¢to$¢ jader i poziom testosteronu byly réwniez wyzsze
u pacjentéw z aolHH wzgledem klasycznej postaci [HH.

Hamowanie podwzgérzowej sekrecji gonadoliberyny odbywa si¢ w duzej mierze
za posrednictwem aromatyzacji testosteronu do estrogenu. Ioannnrou-Kadis i wsp.
postulowali, ze aolHH moze wynika¢ z nabytej nadmiernej wrazliwos$ci podwzgorza na
estrogeny, bazujac na przyktadzie pacjenta z aolHH, ktorego hipogonadyzm odwrdcit si¢ po
terapii cytrynianem klomifenu (285).

Posta¢ aolHH rodzi wiele pytan takich jak: czy jest to zaburzenie wrodzone 1 czy
wszystkie przyczyny wtornego hipogonadyzmu zostaty z catg pewnosciag wykluczone. Zanim
poznano defekty genetyczne charakterystyczne dla klasycznego IHH u pacjentéw z aolHH,

twierdzono, ze jest to zaburzenie nabyte (279). Caronia i wsp. wykazali obecnos$¢ tych
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samych patogennych zmian genetycznych charakterystycznych dla IHH u kobiet
z podwzgoérzowym czynnosciowym brakiem miesigczki (ang. functional hypothalamic
amenorrhea, FHA) (286). U 7 z 55 pacjentek z FAH zidentyfikowano mutacje utraty funkcji
w nastgpujacych genach: FGFR1 G260E, FGFR1 R756H, PROKR2 R85H, PROKR2 L173R
i GNRHR R262Q (286). Nie bylo natomiast do tej pory opublikowanych wynikéw takich
badan w czynno$ciowych zaburzeniach podwzgérzowych u mezczyzn. Rozrdznienie
hipogonadyzmu czynno$ciowego i aolHH moze by¢ trudne klinicznie w niektorych
przypadkach, a jak si¢ okazuje te dwie jednostki chorobowe mogg mie¢ wspdlne podtoze
genetyczne. Postulowano nawet, ze aolHH moze by¢ odpowiednikiem FAH u mezczyzn
(279). Aktualnie zatem najwlasciwsze wydaje si¢ stwierdzenie, ze aolHH jest zaburzeniem,
dla ktorego sktonno$¢ jest uwarunkowana genetycznie i by¢ moze w zaleznosci od momentu
wystapienia roznych czynnikdw wspottowarzyszacych czy dzialania dysraptorow
endokrynologicznych zaburzenie to moze si¢ ujawni¢ w réoznym czasie. Opozniony charakter
choroby genetycznej moze by¢ podobny do pdznych manifestacji rodzinnej moczowki
podwzgorzowo-przysadkowej, ktora jest chorobg autosomalnie dominujacg zwigzang
z mutacjg w genie AVP (287). Jednak jak do tej pory opisano aolHH w przypadku réznych
genow, nie tylko dziedziczonych autosomalnie dominujgco. AolHH ma czgsciej charakter
sporadyczny niz rodzinny, cho¢ w wywiadzie pacjentow z aolHH sa w rodzinie osoby

z opdznionym dojrzewaniem czy nieptodnoscig (279, 288).

5.6. Wielogenowe uwarunkowanie choroby i dziedziczenie

Problemem w ocenie wzordéw dziedziczenia w IHH moze by¢ fakt, ze choroba ta moze
mie¢ podloze wielogenowe tak wigc w tych przypadkach trudno jest okresli¢ charakter
dziedziczenia. Jesli patogenne warianty wystapia w uktadzie heterozygotycznym, to moze
to stanowi¢ duze wyzwanie diagnostyczne (132, 141, 289). Celem oceny modelu
dziedziczenia najwlasciwsze bylo by zebranie dokladnego wywiadu rodzinnego
z uwzglednieniem trzech pokolen, biorgc pod uwage przebieg dojrzewania, plodnos¢,
zaburzenia wechu 1 obecno$§¢ ewentualnych wad dodatkowych wigzanych z IHH.
W przypadku nieustalenia podtoza genetycznego IHH ryzyko IHH dla cztondéw rodziny jest
trudne do ustalenia, ale w przypadkach mutacji dominujacych moze sigga¢ nawet 50% (123).

W 2006 r. Dode i wsp. opisali przypadek pacjenta z ZK ktory miat zidentyfikowane
mutacje w 2 genach - PROKR2 i ANOS1 (196). Od tego czasu badanie wielogenowego
podtoza IHH stato si¢ przedmiotem wielu prac. Badajac kolejne wigksze kohorty pacjentow,

wspotwystepowanie mutacji w genie PROKR2 i ANOS1 opisywano na poziomie nawet 8%,
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za$ w genach GNRHR i ANOS1 w 10% badanych przypadkow (143, 145). U przedstawionych
W niniejszej pracy pacjentdw nie odnaleziono ww. mutacji dwugenowych.

Nair i wsp. badajac populacje Indian z Azji z IHH opisali wielogenowo$¢ na poziomie
tylko 1.5% (105). Aktualnie uwaza sie, ze wiclogenowy defekt w IHH dotyczy nawet
10-20% pacjentow (154). Mutacje dwugenowe sg czgstsze - 11-16.7%, niz trojgenowe -
ok. 2.1% pacjentow. (141, 224) (139, 141, 142, 144, 154, 165). Mutacje dwugenowe wykryto
u 12 czyli u 34% pacjentéw opisywanych w obecnym opracowaniu (1, 4, 6, 7, 10, 12, 16, 19,
25, 27, 29, 30). Mutacje trjgenowe wykryto u 2 pacjentéw, czyli 6% pacjentow (24 1 28).
Trzeba pamigtaé, ze badaniom poddano matg grupe chorych, stad procent wielogenowosci
moze by¢ zawyzony. Na pewno na wykryty procent mutacji wielogenowych miato wptyw
zastosowanie szerokiego panelu badanych genéw lezacych u podtoza IHH.

Jak wspomniano wyzej mutacje wystgpujace w postaci heterozygoty ztozonej w obrgbie
genu KISSIR (zwanego rowniez GPR54) w pozycjach intronowych 918693 i 918695
(9.1407A>G; ¢.1409G>A) w ukladzie homozygotycznym zidentyfikowane zostaty
u wszystkich badanych. Mutacje te nie zostaty dotad opisane w bazach populacyjnych EXAC
czy 1000G. Nie znana jest ich czestos¢ w stosunkowo homogennej populacji polskiej, ktora
moze roznié si¢ od czestosci w mieszanej populacji europejskiej. Program Mutation Taster
(MT) ocenit zmiany te jako powodujgce chorobe (ang. disease causing),
a prawdopodobienstwo predykcji mutacji oszacowat na poziomie odpowiednio 0.93 1 0.96
(im wynik blizszy 1.0 tym wyzsze prawdopodobienstwo patogennosci). MT bazuje
na klasyfikacji Bayesa w predykcji potencjalu wywotania choroby przez zmiang. Nie znany
jest doktadny skutek in vitro czy in vivo tych intronowych mutacji typu ,,splice site” wobec
tego wskazane s3 dalsze badania. Mutacje typu ,,splice site” prowadzac do zmian w
sktadaniu mRNA oraz powstawania r6znego rodzaju transkryptow moga zmienia¢ docelowa
strukture 1 funkcj¢ biatek. Przypuszczalnie mutacja ta moze mie¢ znaczenie modyfikatorowe
1 oddziatywaé wspolnie z innymi mutacjami na fenotyp pacjentow z IHH, chociaz Shimizu
i wsp. opisali bezposredni wptyw mutacji utraty funkcji (ang. loss of function mutation)
P147L w obrebie genu KISS1R (290) na powstanie IHH. Mutacja P147L powoduje
zaburzenie funkcji receptora poprzez zmniejszenie powierzchni kontaktu ligand-receptor
w obrgbie kieszeni wigzacej i utrate powinowactwa ligandu do receptora (290).
W pismiennictwie mutacje w obrebie KISSIR sg jedynymi mutacjami opisanymi u pacjentow
z IHH lub mogg towarzyszy¢ innym mutacjom. Ich czg¢sto$¢ opisana jest na poziomie <2%
w badanej dotad populacji IHH (123). Mutacje w obrebie KISS1R zostaty do tej pory opisane
w kilkunastu przypadkach, stad dalsze badania tego genu w IHH s3a potrzebne dla
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oszacowania fenotypowego zrdéznicowania w przypadku zmian patogennych w tym genie
(105, 144, 176, 212, 221, 290-293). Mutacje typu "splice site" uznawane za przyczynowe
w opisanych przypadkach IHH byty opisane przez Breuera i wsp. i Teles 1 wsp. (293, 294).

W przysztosci planowane sg dalsze badania czgsto$ci wystepowania tych mutacji
0 zlozonej heterogennosci w obrgbie genu KISSIR w pozycjach intronowych: 918693
1 918695 (g.1407A>G; ¢.1409G>A) w populacji polskiej. Ze wzgledu na bardzo wysoka
czesto$¢ tej mutacji w badanej grupie chorych i jej nieznany dokladny wplyw na fenotyp
i patogeneze IHH zostata ona przedstawiona kursywg w Tabeli 13 i nie byla uwzgl¢dniana
w wyliczeniu czesto$ci mutacji wielogenowych u badanych pacjentow.

Sykiotis 1 wsp. zbadali obecno$¢ mutacji w 8 genach: FGFR1, ANOS1, PROKR?2,
GNRHR, FGF8, KISS1R, NELF i PROK2 (141). Mutacje dwugenowe u pacjentOw ze znang
mutacja w1 genie znaleziono u 11% pacjentdéw, za$ tylko u 2.5% pacjentéw u wszystkich
pacjentow. Minusem tej analizy byto nie uwzglgdnienie w niej genow CHD7 i WDR11 (141).
W prowadzonych w niniejszej pracy badaniach mutacji u pacjentow z IHH szczego6lnie czgsto
w ukladzie dwugenowym wystgpowaly geny: WDR11l, CHD7 i GNRHR. Geny
te  sa odpowiedzialne za rozw6j i migracj¢ neuronow GnRH i transdukcj¢ sygnalu na
poziomie przysadki. Wspomniane trzy geny to geny, ktorych mutacje zgodnie
z piSmiennictwem z wysoka czestoscig wystepuja u pacjentow z IHH - tgcznie u nawet 13 do
23% pacjentow z IHH (Tabela 3) stad zapewne wysoka wykrywalno$¢ mutacji w nich
w badanej populacji. Celem miarodajnego poréwnania poziomu wielogenowosci na pewno
wykorzystywany do badan genetycznych w IHH panel powinien zwiera¢ geny: WDR11,
CHD7 i GNRHR. Quaynor i wsp. zbadali obecnos¢ mutacji w obrebie 13 najpopularniejszych
genach odpowiadajacych za IHH (ANOS1, GNRHR, FGFR1, KISS1R, TAC3, TACR3, FGFS,
PROKR2, PROK2, CHD7, NELF, GNRH1 i WDR11), wykrywajac mutacje dwugenowe
u 12.5% pacjentow (144), czyli rzadziej niz w obecnym badaniu. Zapewne istniejg rowniez
roznice populacyjne ale aby obiektywnie oceni¢ t¢ hipoteze nalezatoby zastosowac tak samo
szeroki panel genow w roznych badanych populacjach. Trudno porownywaé¢ wyniki badan
panelu 20 genowego wzgledem panelu 13 genowego (144).

Podsumowujac poziom wielogenowosci okreslany w roznych badaniach zalezy
do dobranych metod, szeroko$ci zastosowanego panelu genetycznego i grupy chorych.
Mutacje w réznych loci powodujg interakcje i zmieniaja fenotyp IHH w opisywanych
dotychczas przypadkach rodzinnych. Dwa rézne defekty genetyczne moga dziataé
synergistycznie i dawa¢ ci¢zszy fenotyp niz mutacje pojedyncze, co moze przypominacd

proces antycypacji spotykany w chorobach z ekspansja powtorzen trojnukleotydowych (142).
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Geny IHH opisane w uktadach wielogenowych to: ANOS1, CHD7, DUSP6, FGFR1, FGF8,
FGF17, GNRHR, HS6ST1, KISS1R, NSMF, OL14RD, PROK2, PROKR2, SEMA3A,
SEMATA, SPRY, TAC3, TACR3, WDR11 (132, 273). Do tej pory w uktadach wielogenowych
u pacjentow IHH nie opisywano mutacji w genach GLI2 i LRRIQ3, co obserwowano
w badanej grupie chorych w tym opracowaniu. Podejrzewa si¢, ze warianty patogenne
w obrebie genow takich jak NSMF czy WDR11 to mutacje raczej towarzyszace, a nie gldowne
w IHH i same nie wywotaja IHH (165). Jak wspomniano wyzej, wiekszo$¢ znanych defektow
zwigzanych z IHH powstaje na podtozu wielogenowym, co moze skutkowac synergistycznym
dziataniem i generowac r6zng ekspresje¢ i rézny stopien penetracji choroby (123)

Samo wykrycie mutacji w wigcej niz jednym genie nie $wiadczy o tym, ze ta druga
mutacja ma wplyw na fenotyp i przebieg choroby. Synergistyczna heterozygotycznosc,
zaktadajaca istnienie kilku cze$ciowych defektow biatkowych w co najmniej jednej $ciezce
sygnalowej jest szczegélnie badana we wrodzonych chorobach serca, zespole Alporta,
zespole metabolicznym czy chorobach nowotworowych (295-297). FGF8, FGFR1 i ANOS1
sa genami, ktorych produkty wchodza w szczegdlne reakcje. Siarczan heparanu jest
niezbedny to funkcjonowania FGFR1 i anosminy (298). Ta wspolna $ciezka sygnatowa dla
FGF8, FGFR1 i ANOS1 szczegolnie wskazuje na uwzglednienie synergistycznej
heterozygotycznosci w patogenezie IHH. Xu i1 wsp. zaproponowali model synergistycznej
heterozygotycznosci w przypadku mutacji NELF i ANOS1 oraz NELF i TACR3 (165).

W Tabeli 21 przedstawiono funkcje zmutowanych genéw w badanych pacjentow. Mutacje
najczesciej dotyczyly genow bioracych w rozwoju neuronéw GnRH i migracji neuronéow

GnRH. Tuz za uplasowaty si¢ defekty dotyczace rozwoju przysadki i transdukcji sygnatu.
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Tabela 21.

Funkcja genéw w ktorych znaleziono mutacje u poszczegolnych pacjentow.

gen w ktorym funkcja
Nr znaleziono | migracja roIWO] | podwagorzowa | FOZWOI przysadkii
; . neuronow . transdukcja sygnalu na
mutacje¢ neuronow GnRH transdukcja oziomie prevsadki
GnRH sygnalu P przy
1 PROKR2
' WDR11
2. CHD7
3. FGFR1
4 CHDY
' PROKR2
5. FGFR1
6 WDR11
] GNRH1
7 GnRHR
' WDR11
8. WDR11
9. CHD7
CHDY
10. GNRHR
11. FGF8
FGF8
12 FGF17
13. GNRHR
14, FGFR1
15. ANOS1
FGF8
16. FGF17
17. FGF8
18. GNRH1
CHD7
19. GNRHR
20. GNRHR
21. FGFR1
22. GNRHR
23. FGF8
GNRHR
24, CHD7
WDR11
ANOS1
25 WDR11
26. PROKR2
LRRIQ3
27 NELF
FGFR1
28. GLI2
OTX2
CHD7
29. GLI2
FGFR1
30. WDR11
31. GNRHR
32. GNRH1
33. WDR11
34 NELF1

nr - numér identyfikacyjny pacjenta
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5.7. Udzial genéw bioracych udzial w rozwoju podwzgorza - wspolne podloze genetyczne
z CPHD

Do panelu badanych genow wilaczono geny typowe dla embriogenezy przysadki
i rozwoju wielohormonalnej niedoczynnosci przysadki (ang. combined pituitary hormone
deficiency, CPHD) oraz dysplazji przegrodowo-wzrokowej (ang. septo-optic dysplasia,
SOD): GLI2, LHX3, LHX4, OTX2, POUF1, PROPRL1. Czynniki transkrypcyjne: SOX2, SOX3,
HESX1 i OTX2 leza u podstawy SOD, ktora charakteryzuje si¢ niedoczynnoscia przysadki,
hipoplazjg nerwéw wzrokowych i agenezja przegrody przezroczystej (127). CPHD, SOD
1 IHH czeéciowo dziela wspdlne podloze genetyczne. Mutacje genoéw takie jak SOX3
czy LHX3, pierwotnie wigzane z CPHD, zostaly rowniez zidentyfikowane w przypadku
pacjentow z IHH (299). Podobnie prawdopodobnie patogenne, rzadkie warianty genetyczne
genu WDR11 czy PROKR2, pierwotnie taczone z IHH, zostaty zidentyfikowane u pacjentow
z CPHD (299, 300).

Oproécz tego do panelu genow wiaczono rowniez gen LRRIQ3 (ang. Leucine Rich

Repeats And 1Q Motif Containing 3), znany tez pod nazwag LRRC44, ktorego ekspresja zostata
udowodniona w obrebie przysadki 1 jader, a jego produkt to prawdopodobnie
wewnatrzkomorkowe biatko (301). Gen ten zostal wytypowany w badaniach badania calego
eksomu w kohorcie pacjentow z zaburzeniami neurorozwojowym - niepetnosprawnoscia
intelektualng (302). Gen ten badany byl juz w kontekscie opéznionego dojrzewania. Howard
i wsp. zidentyfikowali 12 rzadkich (MAF <2.5%) i prawdopodobnie patogennych wariantow
tego genu u 49 pacjentéw z opoéznionym dojrzewaniem (101).

Wiaczenie powyzszych gendéw umozliwity wykrycie wariantow patogennych gendéw

OTX2 i GLI2 u pacjenta nr 28 z ZK i obustronnym rozszczepem wargi i podniebienia.

5.8. Dalsze perspektywy badawcze

Przysztoscia diagnostyki IHH bedzie zapewne zaawansowana analiza wielogenowa.
Sekwencjonowanie nastgpnej generacji (ang. next generation sequencing - NGS)
I sekwencjonowanie catego eksomu (ang. whole exome sequencing, WES) zyskuja
na popularno$ci od 2010 r. Wcigz trwaja poszukiwania najlepszych bioinformatycznych
algorytmow do analizy i interpretacji ogromnej ilosci danych, jakie daje NGS czy WES.
Sekwencjonowanie calego genomu (ang. whole-genome sequencing, WGS), oprocz
sekwencjonowania eksonow, czyli ok. 1 procenta naszego genomu, obejmuje réwniez introny
1 regiony regulatorowe oraz potaczenia intronowo-eksonowe. WGS jest z pewnoscia

badaniem molekularnym przysztosci nie tylko w IHH. Badania WES skutecznie juz

107



zastosowano w diagnostyce pacjentow IHH, u ktorych nie wykryto defektow

z zastosowaniem panelu okreslonych genow (148, 303-306).

5.9. Znaczenie wczesnych badan genetycznych i hormonalnych w wykrywaniu IHH
Minidojrzewanie, czyli okres od okoto 3 do 6 miesigca zycia dziecka, stanowi swoiste
okno diagnostyczne i lecznicze dla hipogonadyzmu hipogonadotropowego (149). Dla dziecka
z IHH charakterystyczne bedzie obnizone st¢zenie gonadotropin, odpowiednio testosteronu
u chtopca/estradiolu u dziewczynki, oraz obnizenie poziomu inhibiny B. Obnizony poziom
FSH, testosteronu i inhibiny B w okresie minidojrzewania u chtopcow w IHH wigze si¢
czesto z obecno$cig mikropenisa (dlugos¢ <2.5 cm) i wnetrostwa (149).  Okres
minidojrzewania jest wazny dla rozwoju komorek rozrodczych w jadrach i niedojrzatych
komorek Sertoliego, zatem jego brak w IHH moze mie¢ ogromne znaczenie dla przysziej
ptodnosci i fenotypu rozrodczego pacjenta z IHH. Jest to okres kiedy mozna wczesdnie, przy
pomocy pojedynczego pobrania krwi migdzy 4 a 8 tygodniem zycia dziecka wysunaé
podejrzenie i zdiagnozowa¢ IHH, a nawet rozpoczaé leczenie (leczenie prowadzi sie¢
w okresie minidojrzewane i wraca si¢ do niego nasladujac naturalne dojrzewanie w okresie
miodzienczym) (114). Swiadomos$é istnienia tego okresu pomoze monitorowaé dzieci
pacjentow z IHH, u ktorych uda si¢ osiggnac¢ sukces rozrodczy. Podsumowujac doktadna
obserwacja niemowlat w kierunku powyzszych objawéw klinicznych, wykonanie wstepnych
badan hormonalnych, a nastgpnie badan genetycznych w kierunku IHH pozwala na szybkie

postawienie wlasciwej diagnozy i nastepcze optymalne monitorowanie i leczenie pacjenta.

5.10. Podsumowanie

Badania NGS przeprowadzone u polskich pacjentow z IHH, posiadajacych bardzo
doktadng charakterystyke kliniczng umozliwity poznanie mutacji patogennych w badanym
panelu genow u wszystkich chorych. Badania z uzyciem NGS 1 szerokiego panelu
wyselekcjonowanych na  podstawie  piSmiennictwa genéw u bardzo dobrze
scharakteryzowanych klinicznie pacjentow z IHH wskazuja na duza skuteczno$¢ takiego
podejscia do diagnostyki genetycznej. Kluczowe wydaje si¢ wilasciwe kliniczne
zakwalifikowanie pacjentdéw 1 przeprowadzenie szerokiej diagnostyki roznicowej a takze
uwazne poszukiwanie wad towarzyszacych.

Wielogenowo$¢ w IHH zdaje si¢ by¢ niedoceniany i niedoszacowanym zjawiskiem.
Kontekst wieogenowy i uzycie nowoczesnych metod biologii molekularnej takich jak NGS

pozwala na réwnoczesng oceng wspotistniejacych kilku mutacji w IHH, a tym samym
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na doktadniejsze okreslenie korelacji genotypowo-fenotypowych. Obraz kliniczny pacjentow
z THH jest bardzo heterogenny, a za zjawisko to odpowiada w duzej mierze oligogeniczno$¢
jak 1 r6znorodno$¢ i ztozono$¢ zmian patogennych w tym samym genie.

Ze wzgledu na heterogenno$¢ samej jednostki chorobowej jak i wielo§¢ mutacji ktore
moga leze¢ u podtoza IHH nadal wyzwaniem wydaje si¢ opracowanie skutecznych
i ekonomicznych algorytméw i paneli badan diagnostycznych. Potrzeba jest dalszych
obserwacji w szerszej grupie polskich chorych z IHH nad specyfika rozktadu mutacji IHH.

Istnieje dalsza potrzeba badan genu LRRIQ3 i znaczenia mutacji w jego obrebie
u pacjentow z IHH.. Celowe wydaje si¢ takze dalsze poszukiwania nowych gendéw

zwigzanych z patogeneza [HH.

5.11. Propozycja schematu diagnostyki genetycznej w IHH

Schemat diagnostyki genetycznej przedstawiono w formie graficznej - Rycina 1.
W przypadku podejrzenia IHH i po wykluczeniu innych przyczyn hipogonadyzmu
hipogonadotropowego diagnostyke genetyczng mozna ukierunkowaé¢ w zalezno$ci od
obecnosci: wad dodatkowych (zaproponowano najczgstsze geny laczone z najczestszymi
wadami towarzyszacymi IHH), postaci odwracalnej IHH - wytypowano 13 genow (ANOSI,
CHD7, FGFR1, FGF8, GNRHR, HS6ST1, KISS1, KISS1R, NSMF, PROK2, PROKR2, TAC3,
TACR3) i postaci IHH z poczatkiem w wieku dorostym (aolHH) - wybrano 12 genow (CHD?7,
FGFR1, FGF8, FGF17, GNRH1, GNRHR, HS6ST1, NROB1, NSMF, PROK2, PROKR?2,
WDR11). Brak zaburzen wegchu jest czynnikiem réznicujacym pacjentow na grupe ZK i
nIHH. Z wyjatkiem pominigcia analizy genu ANOS1 w nlIHH, wigkszo$¢ innych genow
powinna zosta¢ uwzgledniona w diagnostyce genetycznej zarowno u pacjentow z ZK jak i
Nich, ze wzgledu na to ze mutacje patogenne wigkszosci tych gendw opisywano do tej pory
zarowno W przypadku ZK jak i nlHH (Tabela 3). Jednoczasowa analiza roznych gendéw w
IHH zdaje si¢ by¢ podejsciem przysztosci ze wzgledu na duze prawdopodobienstwo istnienia
defektow wielogenowych i to znacznie czgsciej niz do tej pory myslano. Trzeba pamigtac, ze
wykrycie mutacji charakterystycznej dla danej postaci IHH z konkretng wada towarzyszaca
nie wyklucza wspétistnienia innej mutacji, nie przewidywanej z puntku widzenia fenotypu
(przyktad pacjenta 28 z mutacjag dwugenows: ANOS1 i WDR11). W przypadku braku
wykrycia mutacji u pacjenta z potwierdzonym klinicznie IHH, w szczegdlnosci z
towarzyszacymi zaburzeniami wechu lub inng wadg dodatkowa, rozwazy¢ trzeba WES badz

WGS.
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6. Whnioski

1. Wykorzystanie sekwencjonowania nowej generacji (NGS) z zastosowaniem
odpowiednio duzego panelu gendéw zwigksza szanse na wykrycie defektu genetycznego
u pelnoobjawowego chorego z izolowanym hipogonadyzmem hipogonadotropowym.
Do rutynowej diagnostyki genetycznej IHH proponuje si¢ nastgpujacy Schemat
(Rycina 1).

2. Najczes$ciej stwierdzane defekty genetyczne u chorych z izolowanym
hipogonadyzmem hipogonadotropowym dotycza genéw odpowiedzialnych za rozwoj
neuroné6w GnRH.

3. Defekty wielogenowe wystepuja czesto u petnoobjawowych chorych z IHH ale
okreslenie ich wptywu na te chorobe wymaga dalszych badan.

4. Stwierdzone w badanej grupie korelacje genotypowo-fenotypowe odzwierciedlaja
dane do tej pory opublikowane aczkolwiek okreslony fenotyp chorego z IHH nie zawsze
wskazuje na udziat dodatkowych czynnikéw genetycznych w powstaniu lub modyfikacji
przebiegu choroby (w tym udzial defektow wielogenowych)

5. Nieobecno$¢ defektow genetycznych wykazujacych podwyzszong czgstos¢
wystepowania w IHH (tzw. ,hot-spots”) wskazuje na duzg heterogenno$¢ mutacji.
Wobec tego w celu dokonania szczegotowej 1 efektywnej analizy genetycznej nalezy

podda¢ badaniu cate sekwencje kodujace gendéw zwigzanych z IHH.
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Podejrzenie IHH
- brak lub niekompletne dojrzewanie,
bad: hipogenadyzm hipogonadotropowy w wieku dorostym (aclHH) po wykluczeniu innych przyczyn (w tym hemochromatozy),
- niskie stefenie testosteronu u mezczyzn badz estradiolu u kobiet przy nieadekwatnie niskich stezeniach LH i F5H,
- prawidtowa lub sthumiona odpowiedz gonadotropin w tescie z GnRH,
- w MR przysadki wykluczenie guza

aolHH:
CHD7, FGFR1, FGFS, FGF17,
GNRH1, GNRHR, HS65T1,

NORMOSMILA
+
ZK NGS5 z uzyciem panelu 13 genow: nlHH
.L ANOS1*, CHD7, FGFR1, FGFE, GNRHR,
: HSE5T1, KISS1, KISSIR, NSMF, PROKZ,
Wady dodatkowe |Ilezwad dndm'yd'l!
Wady dodatkowe
genesinel | ANOS1*, FGFS, FGFRI
ruchy lustrzane
ANOS1*, FGFRI FROKR2 [ Bez wad duda'ltmydl]
wiada shuchu . .
CHD7, 50X10, IL17RD, ANOS1*, NGS 2 utyciem panelu wiel
FGF8, FGFR1, PROK2/PROKR2 zawierajgcego minimum 15 gendw:
o ANOS1*, CHD7, FGFR1, FGFS, GNRHR,
e FGFE, FGFR1, HESX1 GNRH1, H565T1, KISS1, KISS1R, NSMF,
rozszezep warg/ podniebieniz) PROKZ, PROKR2, TAC3, TACR3, WDR11,
wiady linii Srodkowe] twarzy optymalnie zawierajgcy ok. 50 gendw
= L]
FGFE, FGFR1, ANOS1", HS65T1, GLIZ | EEL L
jakakolwiek skadowa
poiu CHARGE
ooz J
PROKZ, PROKRZ, KISS1, KISS1R, WDR11 “Tilka w ZK N
F W |pr ¥ 3 DlIEoR IreO=Ciy

Rycina 1. Proponowany schemat diagnostyki genetycznej w izolowanym hipogonadyzmie hipogonadotropowym.
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7. Streszczenie w jezyku polskim

Izolowana posta¢ hipogonadyzmu hipogonadotropowego (IHH) jest istotng przyczyna
zaburzen dojrzewania i nieptodnosci u ludzi. IHH wystepuje pie¢ razy czgsciej u mezczyzn
niz u kobiet. U podtoza IHH lezag m.in. zaburzenia migracji neuronéw wydzielajacych
gonadoliberyn¢ (GnRH) oraz defekty syntezy, wydzielania i dziatania samej GnRH. Gtowna
populacja neuronéw GnRH rozwija si¢ ze zlokalizowanej pozaczaszkowo plakody wechowe;j
(narzad Jacobsona czyli narzad przylemieszowy) skad wedruje wzdtuz nerwow narzadu
przylemieszowego (ang. vomeronasal nerves) do blaszki sitowej, a nastepnie
do przodomézgowia pomiedzy 6 a 9 tygodniem cigzy. Wsrod postaci IHH wyr6znia si¢ typ
z anosmig (brakiem wechu) lub hiposmig (ostabionym wechem), czyli zespdt Kallmanna,
oraz posta¢ normosmiczng IHH (bez zaburzen wechu). Zespdt Kallmanna stanowi okoto 60%
przypadkéw IHH. Do dnia dzisiejszego zidentyfikowano okoto piecdziesigt réznych genow
bioracych udzial w etiopatogenezie IHH. Jednakze podloze genetyczne ponad potowy
przypadkoéw IHH nadal pozostaje nieznane.

Nadrzednym celem badan bylo oszacowanie czgstosci wystepowania mutacji
przyczynowych w obrebie znanych gendw uczestniczacych w patogenezie IHH w populacji
polskiej oraz okreslenie tzw. mutacyjnych miejsc typu ,hot-spot” czyli potencjalnych
defektow charakteryzujacych si¢ zwickszong czesto$cig w populacji. Zaplanowano rowniez
poszukiwanie nowych czynnikéw genetycznych, ktére leza u podtoza IHH.

Grupa 34 pelnoobjawowych pacjentéw (29 mezczyzn, 5 kobiet, srednio 27.8 lat; min-
max: 18 do 43 lat) z IHH z pelng charakterystyka kliniczng zostata poddana analizie skriningu
genomowego przy uzyciu platformy sekwencyjnej nastgpnej generacji NGS lon Torrent
Personal Genome Machine (Ion PGM™, firma Thermo Fisher Scientific, Inc.)
i dedykowanego panelu 27 genéw wigzanych z THH, obejmujacy regiony kodujace genow:
ANOS1, CHD7, FEZF1, FGF8, FGFR1, GLI2, GNRH1, GNRHR, HS6ST1, IL17RD, KISS1,
KISS1R, LHX3, LHX4, LRRIQ3, NSMF, NROB1, OTX1, OTX2, PROK2, PROKR2, PROP1,
SEMA3A, SOX10, TAC3, TACR3, WDR1l. Badania przeprowadzono w Pracowni
Endokrynologii Molekularnej w Katedrze i Klinice Endokrynologii, Przemiany Materii
1 Chorob Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. W przypadku identyfikacji
defektu przyczynowego, wykryte mutacje genetyczne zostaly potwierdzone za pomoca
konwencjonalnych metod takich jak sekwencjonowanie kapilarne. Mutacje w nowoodkrytych
genach poddano analizie in silico w celu oceny wptywu zmiany na architekture biatka, oceny

jego funkcjonalnosci oraz potencjalnego zaangazowania w ekspresj¢ nieprawidtowego
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fenotypu. Badania przeprowadzone zostaly u pacjentéw, posiadajgcych bardzo doktadng
charakterystyke kliniczng. Zastosowane metody molekularne sa obecnie uznawane
za najbardziej nowoczesne i zaawansowane narzedzia do badania genomu ludzkiego oraz
poszukiwania nowych genéw zwigzanych z patogenezg okreslonych choréb. Tak szeroka
analiza nie byta dotychczas wykonywana u pacjentow z IHH.

Zidentyfikowano nowe czynniki genetyczne (i ich skojarzenia) potencjalnie
zaangazowanych w etiopatogeneze IHH. Warianty patogenne i prawdopodobnie patogenne
w badanych genach znaleziono u wszystkich 34 badanych chorych tgcznie w 13 genach:
ANOS1, CHD7, FGF8, FGFR1, FGF17, GLI2, GNRH1, GNRHR, LRRIQ3, NSMF, OTX2,
PROKR2, WDR11. W oparciu o0 wytyczne opracowane przez ACMG (ang. American College
of Medical Genetics and Genomics) zidentyfikowano: warianty patogenne mutacji - w 80%
i warianty prawdopodobnie patogenne — w 20% przypadkow. Mutacje jednogenowe
zidentyfikowano u 59% pacjentoéw. Mutacje dwugenowe znaleziono u 12 pacjentow (35%), a
trojgenowe u 2 pacjentow (6%). Wielogenowe wystepowanie mutacji odpowiedzialnych
prawdopodobnie za IHH u badanych pacjentow pojawito si¢ u 41.2% badanych chorych.
Laczenie wykryto 12 zmian patogennych i prawdopodobnie patogennych w obrebie genow
odpowiedzialnych za migracje neuroné6w GnRH, 23 mutacje w obrgbie genow
odpowiedzialnych za rozwd¢j neuronéw GnRH, 3 mutacje gendw odpowiedzialnych za
podwzgorzows transdukcje sygnatu i 12 mutacji w obrgbie genow odpowiedzialnych za
rozwoj przysadki i transdukcj¢ sygnatu na poziomie przysadki. Wsro6d badanych pacjentow 3
pacjentow to przypadki rodzinne IHH, pozostali pacjenci to przypadki potencjalnie
sporadyczne.

Wykorzystanie sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS) z zastosowaniem
odpowiednio szerokiego panelu gendéw zwigksza szanse na wykrycie defektu genetycznego
u chorego z izolowanym hipogonadyzmem hipogonadotropowym z pelng charakterystyka
kliniczna. Najczescie] stwierdzane defekty genetyczne u chorych z izolowanym
hipogonadyzmem hipogonadotropowym dotycza genéw odpowiedzialnych za rozwdj
neuronow GnRH. Defekty wielogenowe wystepuja czgsto u petnoobjawowych chorych z IHH
ale okre$lenie ich wpltywu na t¢ chorob¢ wymaga dalszych obserwacji. Stwierdzone
w badanej grupie Kkorelacje genotypowo-fenotypowe odpowiadaja danym do tej pory
opublikowanym, jednakze okreslony fenotyp chorego z IHH nie zawsze wskazuje na udziat
dodatkowych czynnikéw genetycznych w powstaniu lub modyfikacji przebiegu choroby
(w tym udzial defektow wielogenowych). Nieobecno$¢ defektéw genetycznych

wykazujacych podwyzszong czgsto$¢ wystepowania w IHH (tzw. ,,hot-spots”) wskazuje na
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duza heterogennos$¢ mutacji. Wobec tego w celu dokonania rzetelnej analizy genetycznej

nalezy podda¢ badaniu cale sekwencje kodujace genéw zwigzanych z IHH.

114



8. Streszczenie w jezyku angielskim

Isolated hypogonadotropic hypogonadism (IHH) is an important cause of pubertal
disorders and infertility in humans. IHH is five times more common in males than in females.
GnRH neuronal migration disorders and defects in the synthesis, secretion and action
of gonadotropin releasing hormone (GnRH) underlie the background of IHH. The main
population of GNRH neurons develops from the extracranially localized olfactory plaque
(Jacobson's organ, or an auxiliary organ) and migrates along the vomeronasal nerves to the
cribriform lamina and further on to the forebrain between 6 and 9 weeks of gestation. IHH
is divided into two types: a type with anosmia (lack of smell) or hyposmia (disturbed sense
of smell), called Kallmann syndrome and normosmic form, nIHH (without disturbances
of smell). Kallmann syndrome accounts for about 60% of IHH. To date, about fifty different
genes involved in the etiopathogenesis of IHH have been identified. However, the genetic
background of more than half of IHH cases remains unknown.

The main aim of th e research was to estimate the frequency of occurrence of causative
mutations in known genes involved in the pathogenesis of IHH in the Polish patients and to
determine hot-spots regions, i.e. potential defects characterized by an increased frequency
in the population. The search for new genetic factors that underlie IHH is also planned.

A group of 34 well-characterized patients (29 males, 5 females, average age 27.8 min-
max: 18 to 43 years) with IHH were included into the study and subjected to genomic
screening analysis using the next-generation sequencing (NGS) technology with use of lon
Torrent Personal Genome Machine System (Ion PGM ™, Thermo Fisher Scientific, Inc.) and
a dedicated panel of 27 genes associated with IHH, including the coding regions of the genes:
ANOS1, CHD7, FEZF1, FGF8, FGFR1, GLI2, GNRH1, GNRHR, HS6ST1, IL17RD, KISS1,
KISS1R, LHX3, LHX4, LRRIQ3, NSMF, NROB1, OTX1, OTX2, PROK2, PROKR2, PROP1,
SEMAB3A, SOX10, TAC3, TACR3, WDR11. The research was carried out in the Laboratory of
Molecular Endocrinology at the Department of Endocrinology, Metabolism and Internal
Diseases of the Medical University of Poznan. In case of identification of a causative defect,
detected genetic mutations have been confirmed using conventional methods such as capillary
sequencing. Mutations in newly discovered genes were subjected to in silico analysis
to evaluate the effect of change on protein architecture, evaluate its functionality and potential
involvement in the expression of an abnormal phenotype. The studies were conducted
in patients with very detailed clinical characteristics. The applied molecular methods
are currently considered to be the most modern and advanced tools for testing the human
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genome and searching for new genes related to the pathogenesis of specific diseases. Such
extensive analysis has not been performed so far in patients with IHH.

New genetic factors (and their associations) potentially involved in the etiopathogenesis
of IHH have been identified. Pathogenic and probably pathogenic variants in the examined
genes were found in all 34 patients in 13 genes in total: ANOS1, CHD7, FGF8, FGFRL,
FGF17, GLI2, GNRH1, GNRHR, LRRIQ3, NSMF, OTX2, PROKR2, WDR11. With the
consideration of the criteria defined by the ACMG (American College of Medical Genetics
and Genomics), pathogenic variants of the mutation were identified in 80% of cases
and probably pathogenic in 20% of cases. Monogenic mutations were identified in 59% of
patients. Digenic mutations were found in 12 patients (35%) and trigenic mutations
in 2 patients (6%). In 41% of patients oligogenic mutations were discovered.

To sum up, 12 pathogenic and possibly pathogenic changes in the genes responsible for
the migration of GnRH neurons, 23 mutations in the genes responsible for the development of
GnRH neurons, 3 mutations of genes responsible for the hypothalamic signal transduction and
12 mutations in the genes responsible for pituitary formation and signal transduction
at pituitary level were detected. Among the patients studied, 3 patients are family cases of
IHH, the remaining patients are potentially sporadic cases.

The use of next-generation sequencing (NGS) employing appropriate and wide panel of
genes increases the chances of detecting a genetic defect in a patient with isolated
hypogonadotropic hypogonadism and full clinical characteristics. Mutations of genes
responsible for the development of GnRH neurons constitute the most frequently observed
genetic defects in patients with isolated hypogonadotropic hypogonadism. Oligogenic defects
are often present in highly symptomatic patients with IHH, but the determination of their
impact of oligogenicity on the disease requires further observation. The genotype-phenotype
correlations found in the studied group correspond to the data published so far, however, the
specific phenotype of IHH patient does not always indicate the involvement of additional
genetic factors (including the oligogenic defects). The absence of hot-spots regions indicates
a high heterogenicity of mutations. Therefore, for the purpose of reliable genetic analysis,

whole exome sequencing of genes related to IHH should be applied.
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Tabela 22.

Skroty nazw aminokwasow

Skrot Skrot Nazwa Skrot Skrot Nazwa
trojliterowy | jednoliterowy | aminokwasu | tréjliterowy | jednoliterowy | aminokwasu
Ala A alanina Leu L leucyna
Arg R arginina Lys K lizyna
Asn N asparagina Met M metionina
kwas )
Asp D ] Phe F fenyloalanina
asparaginowy
Cys C cysteina Pro P prolina
GIn Q glutamina Ser S seryna
kwas i
Glu E ) Thr T treonina
glutaminowy
Gly glicyna Trp W tryptofan
His H histydyna Tyr Y tyrozyna
lle I izoleucyna Val \ walina
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11. Spis rycin

Rycina 1. Proponowany schemat diagnostyki genetycznej w izolowanym hipogonadyzmie
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