UNIVERSITATEA DE MEDICINA S| FARMACIE "CAROL DAVILA"
BUCURESTI

VALOAREA MARKERILOR DE FORMARE Al COLAGENULUI LA POPULATIA
PEDIATRICA CU CRESTERE PATOLOGICA

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Coordonator stiintific

PROF. UNIV. Dr. SIMONA FICA

Doctorand

Dr. MARIANA-CRISTINA COSTACHE OUTAS

BUCURESTI

2016



1.
2.
3.

4.

5.

6.
7.
8.

CUPRINS

INTRODUCERE ........ooiiiie et 2

OBIECTIVELE LUCRARII .....ccoovuitiiieeieicieieeee et 5

MATERIALE SIMETODE......ccooiiiiiiiiiiie e 6
3.1. Raspunsul maximal al GH in testul diagnostic initial. Evaluare ca predictor al
persistentei deficitului de GH in perioada de tranzitie. ...........ccovveiviiieeieniie e 6

3.2. Valoarea diagnostica a PINP in identificarea pacientilor cu GHD persistent in
1320 17213 (<SPS T TR T PP PP PRPTRPRPT 7

3.3. Definirea intervalului de referinta pentru P3NP, PINP la populatia pediatrica..8

3.4. Valoarea markerilor de colagen P3NP si PINP 1n algoritmul de evaluare a
staturii joase la VArSta prepubEItara........cocceeieiieirieenie e 9

REZULTATE ..o 11

4.1. Raspunsul maximal al GH 1n testul diagnostic. Evaluare ca predictor al
persistentei deficitului de GH 1n perioada de tranzitie. ............ccoovvveniviiiineineinenn 11

4.2. Valoarea diagnostica a PINP in identificarea pacientilor cu GHD persistent in
18200 V4 15 (S F TR PR PR PPRTP 14

4.3. Definirea intervalului de referintd pentru P3NP, PINP si IGF1 la varsta

JOS o1 Lo 4 21 - PP 15
4.4. Valoarea markerilor de colagen P3NP si PINP in algoritmul de evaluare a
staturii joase la VArstd prepubertard...........cccovciiiiiiiiiiieie 17
DISCUTIL ..ottt ettt bttt b e bbb enaenaeas 27
5.1. Raspunsul maximal al GH in testul diagnostic. Evaluare ca predictor al
persistentei deficitului de GH 1n perioada de tranzitie. ..........c.ccocvvvviiiiiinniicnnene, 27

5.2. Valoarea diagnostica a PINP in identificarea pacientilor cu GHD persistent in
ELANZIEIC ...t 29

5.3. Definirea intervalului de referinta pentru P3NP, PINP si IGF1 la varsta

PIEPUDETLATA. ...ttt 31

5.4. Valoarea markerilor de colagen P3NP si PINP 1n algoritmul de evaluare a

staturii joase la VArstd prepubertara...........cccovcvviieiiiienee s 32
CONCLUZIT ..t 37
FINANTARE. ...ttt 38
BIDHOGIATIE ... e 39



1. INTRODUCERE

Subiectul tezei 1l constituie investigarea relatiei dintre valorile markerilor de
formare ai colagenului si statusul axei somatotrope, asa cum rezultd din evaluarea
acesteia prin determinarea factorului de crestere similar insulinei | (insulin-growth
factor I, IGF1) sau testare dinamica la pacienti cu statura joasa.

Motivatia alegerii acestei teme de cercetare porneste din dificultatea de
armonizare si reproductibilitatea scazutd a rezultatelor obtinute in testele de stimulare
farmacologica a secretiei de hormonului de crestere (GH), care continua sa joace un
rol important Tn stabilirea deficitului hipofizar de GH.

Dezvoltarea somatica in populatia pediatrica presupune deopotriva un ritm
predictibil de avans al taliei concomitent cu dezvoltarea masei musculare si a
tesuturilor conjunctive. Cresterea reprezintd o derulare succesivd a mai multor
procese anabolice si incepe cu etapd de sintezd a tesutului conjunctiv, urmatd de
cresterea liniara a oaselor si ulterior procesul de modelare osoasa.

Talia absoluta si viteza de crestere sunt cele mai importante coordonate si
trebuie sa reprezinte fundatia judecatii clinice In cazul pacientului cu staturd joasa.
Statura joasd, este o cauzd comuna de initiere a investigatiilor de documentare a
deficitului de hormon de crestere dupa ce au fost excluse alte cauze patologice care ar
putea duce la decelerarea ritmului de inaltare.

Conventional deficitul de GH utilizeaza ca metoda pentru diagnostic
efectuarea a doud teste farmacologice de stimulare a secretiei de GH. Confirmarea
diagnosticului de deficit de GH prezinta o imprecizie considerabila asa cum reiese din
variabilitatea mare a prevalentei °.

Testele de stimulare farmacologica a secretiei de GH au reproductibilitate
scazuta. Astfel pand la 85% dintre pacientii diagnosticati initial ca fiind GH deficienti
pe baza a 2 teste de stimulare in care GH-ul maximal nu a depasit pragul tinta de 10
mcg/L, prezinta rezerva hipofizara normala de GH cand sunt reevaluati la un interval
de 1-6 luni®. in plus o proportie importantd a pacientilor cu deficit izolat de GH
diagnosticati si tratati in cursul copilariei au rdspuns normal in testele de stimulare
atunci cand sunt retestati la incheierea cresterii liniare, in perioada lor de tranzitie”.

Nu exista un consens unanim acceptat in ceea ce priveste valoarea pragului
maximal de stimulare al GH in test farmacologic sau variatia lui in functie de agentul

farmacologic utilizat in stimularea axei somatotrope. Rezultatele obtinute in testele de
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stimulare ale GH la agentii farmacologici sunt influentate de varsta, sex, tipul de
imunotest utilizat, adipozitate, masa slaba corporeala, indicele de masa corporeala,

stadiul pubertar si folosirea primingului cu hormoni sexuali’.

Definirea raspunsului normal este arbitrara si valoarea prag frecvent folosita
in prezent de 10 mcg/L a fost stabilita in urma determindrii GH cu teste imunologice
care foloseau anticorpi policlonali ce cuantificau toate izoformele GH. Actual,
standardul international IS 98/574 pentru masurarea GH este un produs recombinat cu
puritate de peste 96% a izoformei de 22 kDa. Chiar si folosind acelasi standard de
calibrare la imunotestare pot rezulta valori diferite ale GH datorita afinitatii si
specificitatii diferite a anticorpilor utilizati in test®’

Efectorii GH Tn periferie, au fost folositi pentru screening-ul pacientilor care
indicatie de testare a axei somatotrope, IGF1 fiind extensiv utilizat, cu o sensibilitate
si specificitate de aproximativ 80% pentru definirea secretiei insuficiente de GH®,

Sensibilitatea IGF-1 este limitata datorita unei suprapuneri considerabile intre
valorile obtinute in cazul subiectilor cu deficit de GH (GHD) fata de cele ale
subiectilor normali®. Nivelul IGF1 este afectat cel mai frecvent de factori nutritionali,
independent de GH '°, de secretia spontana inadecvata de GH ! sau de statusul

| 2 In plus, nivelul IGF1 prezintd variabilitate interindividuald crescuta

psihosocia
influentatd de wvarsta si stadiul pubertar, aportul nutritional, receptivitatea si
capacitatea de sintezd a tesutului hepatic la actiunea stimulantd a GH, hormoni
tiroidieni si hormoni sexuali. Suplimentar, se adauga si variabilitatea intraindividuala
crescutd pani la 36% ce ii afecteaza precizia™.

Axa GH-IGF1 are un efect determinant asupra varfului de densitate osoasa
care este atins la mijlocul anilor douszeci, in perioada de adult tanar. In perioada de
tranzitie tratamentul cu GH este indicat in deficitul sever de GH pentru a completa
acretia de masa osoasa. Retestarea in perioada de tranzitie la un interval de 1-3 luni de
la intreruperea tratamentului de substitutie este indicatd pentru identificarea
pacientilor cu GHD persistent - care vor avea beneficiu de tratament cu GH in

perioada de adult tanir*. Studiile au aritat o proportie intre 35 si 80% a

somatotrop poate fi explicabild prin diagnosticul initial imprecis al deficitului de GH.



Markerii de colagen surogat pentru ritmul de formare o0soasa sau de sinteza a
tesutului conjunctiv din tesuturile de sustinere, precum peptidul amino-terminal al
procolagenului tip I (PINP) si peptidul amino-terminal al procolagenului tip 11
(P3NP), au fost dovediti ca fiind proteine GH responsive'®*®. Dinamica markerilor de
formare ai colagenului a fost corelata cu viteza de crestere in populatia pediatricélgfzz.

P1NP este derivat din colagenul de tip | - intr-o maniera stoechiometrica si
este considerat o metoda de cuantificare a colagenului tip I nou format, colagenul

.. .. . o .. 23,24
principal al osului si permite evaluarea formarii osoase

. Markerii ososi nu sunt in
prezent discriminatori pentru diagnosticul deficitului de GH.

Nivelul seric de peptide derivate din sinteza colagenului prin pozitia
intermediara intre hormonii de promovare a cresterii si cresterea in sine au utilitate
clinica ca un biomarker nespecific de raspuns la stimulii de crestere™®.

Cuantificarea PINP 1n cursul copilariei este rezultatul sintezei de colagen tip I
la nivel 0sos Tn urma a trei procese metabolice distincte, osteoformare endocondrala,
modelare si remodelare desfasurate sincron la nivelul osului pediatric®.

P3NP, o proteina responsiva la GH, este sintetizatd de tesutul conjunctiv din
surse multiple. Fenomene ca fibroza hepaticd sau afectarea renald si remodelarea
cardiaca, asociate cu nivel crescut al P3NP -ului sunt evenimente decelate anterior
decelerarii cresterii in cazul copiilor.

Concentratia plasmatica a P3NP a fost asociatd cu viteza de indltare la copii

sénét0§i26’27

. Nivelul acestui peptid prezinta valori crescute in cursul saltului de
crestere pubertar Tn comparatie cu valorile subiectilor mai tineri, cu scadere
progresiva dupa aceastd varstd pe masura ce subiectul avanseaza in etapa de adult. 28,
Markerii de colagen s-au dovedit a avea valoare mai mica in cazul copiilor cu deficit
de hormon de crestere (GH) In comparatie cu cei sanatosi.

In cazul adultilor tineri, P3NP impreuni cu IGF1 sunt utilizate pentru
detectarea abuzului de GH in domeniul sportului®*. ‘Un scor compus al celor 2
peptide GH-responsive, utilizat la documentarea utilizarii ilicite a GH, se bazeaza pe
sursa lor partial diferitd, in tesuturi cu sensibilitate individuala la actiunea GH si
timpului alungit de epurare al P3NP fata de IGF1'°%***, n plus, comparativ cu IGF1,
P3NP are variabilitate intraindividuala mai mica cu valorile maximale raportate de

13%"%°,



2. OBIECTIVELE LUCRARII

Obiectivele urmarite in aceasta cercetare au fost:
1) Evaluarea rdspunsului maximal al GH in testul de stimulare de la momentul
diagnosticului in copilarie, ca un posibil predictor al deficitului permanent de GH
dupa retestare 1n tranzitie, prin compararea a trei grupe de pacienti care au beneficiat
de tratament cu GH pana la momentul incetdrii cresterii liniare: deficit de GH 1n
cadrul unui deficit hipofizar multiplu, deficit de GH izolat care este mentinut dupa
retestare si deficit de GH reversibil.
2) Compararea performantei markerului de formare osoasa PINP in documentarea
persistentei deficitului de GH in etapa de adult tandr si corelatia acestuia cu IGF1 la
pacienti care au incheiat cresterea liniara.
3) Raportarea intervalelor de referintd pe varsta si sex pentru P3NP si PINP la copii
de talie normala de varstda prepubertara In vederea investigarii metabolismul
colagenului in tulburdrile de crestere din cursul copilarie.
4) Corelatia markerilor de formare ai colagenului reprezentati de P3NP si PINP cu
parametri auxologici, biochimici si cu statusul axei somatotrope intr-o populatie
pediatricd de varstd prepubertarda, folosind un kit ce are la bazd o metoda non
radiometrica de cuantificare.
5) Obiectivul final este reprezentat de cuantificarea impactului determindrii
markerilor de colagen P3NP si PINP in cresterea probabilitatii pretestare asa cum
rezulta ea din determinarea IGF]1, test screening clasic de identificare al deficitului de

GH.



3. MATERIALE SI METODE

Subiectii inclusi in studiu au fost recrutati in conformitate cu Declaratia de
la Helsinki. Consimtdmantul informat a fost obtinut de la toti subiectii sau
apartinatorii  legali. Toate procedurile au fost efectuate dupa semnarea
consimtamantului informat de catre subiect sau apartinatorul legal. Studiul a fost
aprobat de catre Consiliul Etic al Institutului ,,CI Parhon”.

Pacientii inclusi in studiu au fost urmariti pentru statura joasa in cadrul

Departamentului de Pediatrie al Institutului National de Endocrinologie.

3.1. Raspunsul maximal al GH 1n testul diagnostic initial. Evaluare ca predictor al

persistentei deficitului de GH 1n perioada de tranzitie.

Au fost inclusi in acest lot de studiu 19 pacienti de sex masculin diagnosticati
si tratati in cursul copilariei pentru deficit de GH, izolat sau parte a unui deficit
multiplu hipofizar, care au intrunit concomitent urmatoarele criterii de includere: [1]
varsta cronologica, la momentul studiului Intre 15 si 21 ani [2] perioadd de cel putin 3
luni de la intreruperea tratamentului cu GH [3] deficit de Tndltime la momentul
diagnosticului mai mult de 2,5 scor deviatie standard (SD) sub semenii de aceeasi
varsta si sex si cu mai mult de 1,5 SD sub inaltimea de tinta genetica [4] test cu
insulind sau clonidind utilizat ca stimul farmacologic al GH in testul de stabilire a
diagnosticului in cursul copilariei [5] terapia anterioara cu GH timp de cel putin 3 ani
[6] pubertate spontana in stadiul Tanner V sau substitutie adecvata cu steroizi sexual
timp de minimum 2 ani [7] terapia de substitutie corespunzitoare cu glucocorticoizi,
tiroxind si desmopresina, in cazul asocierii acestor deficite.

Evaluarea statusului axei somatotrope in perioada de tranzitie pentru pacientii
cu deficit izolat de GH, s-a efectuat prin testarea secretiei maximal stimulate a GH de
catre hipoglicemie insulin- indusa (testul de toleranta la insulina- ITT) . Un prag de
sub 6,1 ng/ml pentru GH maximal stimulat la retestare a fost considerat diagnostic
pentru GHD persistent si in perioada de tranzitie. In urma testului de stimulare am
reclasificat subiectii cu debut in copilarie al deficitului de GH izolat ca avand
persistenta deficitului somatotrop daca nu au atins valoarea prag. Am clasificat GHD
reversibil daca testul de stimulare la incheierea cresterii liniare a aratat secretie

hipofizara adecvata de GH si alaturi de subiectii martor acesti pacienti au format
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grupul de pacienti GH suficienti (SGH). Pacientii cu deficit hipofizar multiplu
(MPHD) - doua sau trei deficite hormonale hipofizare suplimentare deficitului
somatotrop, au fost considerati ca avand persistenta deficitului de GH fara retestare.

Determinarea GH in momentul retestarii In perioada de tranzitie a fost
efectuata utilizdnd o platforma de chemiluminiscenta (Liaison, Diasorin) cu limita de
detectie de 0,01 ng/ml, CV 8,2% care se bazeazad pe anticorpi monoclonali si este
calibrat cu standardul de referinta IS 98/574.

Nivelul seric al IGF1 a fost determinat din proba colectatd intre 8 si 9
dimineata, In conditii de post alimentar de minim 8 ore. IGF-1 a fost masurat pe o
platforma automatd de chemiluminiscenta (Liaison, Diasorin) (sensibilitate 0,01 ng/I,
coeficient de variabilitate (CV) intre teste 6,2%). Valoarea IGF1 a fost exprimata ca
scor al deviatiei standard (SD) folosind media si respectiv SD asa cum au fost calculat
din inregistrarile subiectilor GH suficienti (GHD reversibil si subiecti din lotul
control).

3.2. Valoarea diagnostica a PINP in identificarea pacientilor cu GHD persistent in
tranzitie

Am evaluat P1NP intr-un studiu de tip transversal in care au fost selectati 17
pacienti de sex masculin diagnosticati in timpul copildriei cu GHD izolat - 13
pacienti, sau ca parte a MPHD (4 pacienti). Toti pacientii au avut indicatia de
intrerupere a tratamentului cu GH pentru atingerea inaltimii finale in perioada
cuprinsa intre Septembrie 2008 si Decembrie 2013.

Pacientii cu GHD izolat au fost retestati pentru persistenta GHD 1n perioada
lor de tranzitie folosind ITT, cu nivel prag al GH-ului maxim stimulat de 6.1 ng/dl. Tn
urma ITT, 4 dintre cei 13 pacienti cu GHD 1zolat au fost considerati ca avand
persistenta deficitului de GH si impreuna cu pacientii MPHD au fost inclusi in grupul
GHD persistent.

Grupul control a fost alcatuit din 8 subiecti sanatosi, potriviti pentru varsta si
etapa pubertard. Grupul de subiecti GH suficienti (SGH) a inclus subiecti cu GHD
reversibil Tn urma retestarii si subiectii control.

Determinarea intervalelor de referintd P1INP in lotul de studiu

IGF-1 a fost masurat prin metoda chemiluminiscenta utilizand anticorpi monoclonali
(Liaison, Diasorin) (limita de detectie de 0,01 ng/ml, coeficient de variatie (CV)

interdozare 8.2%).



PINP total din ser prelevat intre 8 si 9 am dupa 8 ore de post alimentar a fost analizat
folosind anticorpi monoclonali de soarece impotriva PINP prin metoda
electrochemiluminiscenta cu un analizor Cobas (Elecsys 2010 total PINP, Roche

Diagnostics- limita de detectie 5 ng/ml, CV interdozare 4.1%).

3.3. Definirea intervalului de referinta pentru P3NP, P1NP la populatia pediatrica

Subiecti recrutati pentru studiu prospectiv de validare a valorilor normale ale
IGF1 in cadrul laboratorului de Cercetare al Institutului CI Parhon. Au fost selectati
aleator din pacienti cu prezentari consecutive in perioada lulie 2013- Octombrie 2014
la camera de garda a Spitalului “Grigore Alexandrescu” pentru afectiuni acute,
netraumatice, in afebrilitate, ce nu au necesitat spitalizare si fara afectiuni cronice
cunoscute. Grupul selectat are talie normald, cu numar comparabil de subiecti pentru
fiecare sex, cu varsta cronologica intre 3.5 si 10 ani. Au fost disponibile informatii
colectate cu privire la data nasterii, greutatea la nastere, parametri antropometrici - CU
inregistrarea greutatii si taliei la momentul recoltarii. Copiii cu boli sistemice, infectii
concomitente sau antecedente traumatice pozitive pentru ultimele 3 luni au fost
exclusi.

Probele de sange au fost recoltate in mod aleatoriu fata de momentul de
momentul zilei, momentul aportul alimentar si exercitiu fizic.

Am masurat P3NP seric utilizand un kit ELISA disponibil comercial (pentru
cercetare, cod catalog: DL-P3NP-Hu, limita de detectie 62.5-4,000 pg/ml, sensibilitate
25.3 pg/ml), pe baza unui principiu imunoenzimatic sandvis. Toate probele au fost
masurate folosind acelasi lot al kitului. CV-urile intra - si inter-analiza au fost <10%
si respectiv <12%.

Interval de referinta

Am aplicat succesiv metode stabilite de excludere a valorilor extreme si
formarea intervalului de referinta. Am reprezentat grafic datele folosind boxplot - uri
pentru inspectia vizuald si am exclus valorile aberante din fiecare grupa de varsta. Am
folosit testul Tukey pentru identificarea valorilor extreme prin aceasta metoda.

Am analizat datele separat pentru fiecare sex. Am impartit subiectii in 3 grupe
de varsta pentru fiecare sex.

In cadrul fiecarui sex, variatiile P3NP cu vérsta au fost evaluate cu ajutorul

unui model de regresie polinomiald (MedCalc v.14.8.1.0 software statistic). Un al



doilea model de regresie aplicat a exprimat SD pentru P3NP in functie de varstd. Am
analizat intre 5 si 12 probe 1n fiecare grup de varsta pentru ambele sexe.
3.4. Valoarea markerilor de colagen P3NP si PINP 1n algoritmul de evaluare a staturii
joase la varsta prepubertara

Studiul include pacienti cu indicatie de testare a axei somatotrope pentru
staturd joasa care au primit indicatie de tratament de promovare a cresterii pentru
deficit de talie atdt GH deficient cat si non GHD (grup compus de staturd joasa

idiopatica si SGA).

Descrierea lotului de pacienti investigati pentru staturd joasa

60 pacienti (42 baieti) ce au reprezentat prezentdri consecutive in perioada
martie 2014- iunie 2015 in Departamentul de Pediatrie al Institutului National de
Endocrinologie CI Parhon ce s-au adresat clinicii pentru statura joasa (definita sub -2
SD) sau decelerarea vitezei de crestere documentata in ultimele 6 luni, au fost inclusi
n prezentul studiu. Un grup de pacienti control recrutati pentru studiul prospectiv de
definire si validare a valorilor normale ale IGF1 si P3NP in cadrul laboratorului de
Cercetare al Institutului National de Endocrinologie CI Parhon a fost descris in

Subcapitolul 3.3 si a fost utilizat la determinarea intervalelor de referinta.

Subiecti evaluati pentru staturd joasa

Recoltarea de sénge, s-a efectuat prin venopunctie, intre 7 am. si 9 a.m., in
cea de-a 2 a zi de la admiterea in clinicd, pentru pacientii internati in vederea evaluarii
staturii joase, dupa minim 8 ore de post. Au fost efectuate determinari uzuale si
determindrile hormonale incluzand TSH, tiroxina libera (fT4), prolactind, cortizol
plasmatic, GH si IGF1.

Teste de stimulare ale secretiei de GH au fost fie ITT, fie test de stimulare la
Clonidina. O parte dintre pacienti au avut doud teste pentru aprecierea rezervei
hipofizare de GH.

Valorile de referinta pentru P3NP, IGF1 si PINP au fost determinate in cadrul
aceluiasi lot de subiecti control. Varsta osoasd a fost determinata prin radiografie de
carp a mainii non-dominante si apreciata prin metoda comparativa Greulich and Pyle.
Imagistica centrala a regiunii hipotalamo-hipofizare s-a efectuat in cursul internarii
prin examinare tomograficad cu sectiuni dedicate ale regiunii hipotalamo-hipofizare

sau examinare cu rezonanta magnetica in afara institutului.



Am clasificat pacientii care au efectuat testare dinamica pe axa somatotropa
conform criteriilor de diagnostic germane elaborate in studiul lui Binder si cel al lui
Wagner utilizand parametri de conversie pentru determinarea GH publicati in aceste
studii®. In cazul pacientilor care aveau disponibil un singur test de stimulare al axei
somatotrope o valoare a IGF1 sub -1.5 SD a fost considerata suficienta pentru
clasificarea pacientului ca fiind GH deficient in absenta a 2 teste de stimulare
farmacologica a GH®.

Criterii auxologic si de laborator pentru definirea GHD (conditii simultane):

[1] au fost incadrati ca pacienti cu deficit de GH acei pacienti cu greutate la nastere
adecvata varstei gestationald, cu staturd joasa non familiala care s-au prezentat un
deficit de talie de peste -2,5 SD sau intarziere de crestere fata de talia tinta genetica de
peste -1,5 SD sau documentarea vitezei de crestere sub -1 SD pentru media pentru
varsta si sex.

[2] 2 teste de farmacologice cu valoare maximala a GH sub 6.25 mcg/dL sau 1 test de
stimulare sugestiv de deficit de GH si IGF1 sub -1,5 SD

Analiza statistica

Datele au fost analizate cu ajutorul software-lor statistice MedCalc v.14.8.1.0
si SPSS v.16.0. Am calculat mediile specifice varstei, deviatia standard (SD) si
intervalele de Tncredere 95% (95% CI) printr-un model de regresie polinomiald. Un al
doilea model de regresie am folosit pentru a obtine deviatia standard in functie de
varstd. Semnificatia statisticd a diferentelor intre valorile medii intre diferitele
categorii a fost determinatd folosind testul t (atunci cdnd se compara doud grupuri).
Am aplicat metode suplimentare de pastrare cu comparatia mediilor partitiilor prin
One Way Anova (pentru mai mult de 2 partitii). Pentru a verifica valorile aberante in
fiecare grupa de varsta am folosit testul Tukey.

Pentru aprecierea puterii diagnostice a diferitilor parametri analizati am
efectuat curbele ROC (Receiver Operating Characteristic) pentru fiecare din
parametrul evaluat. Am comparat performanta ariei de sub curba ROC (AUC) in
capacitatea de identificare a GHD. Compararea valorilor medii intre diferitele
categorii a fost realizatd folosind testul Mann-Whitney U (atunci cand se compara
doua grupuri) si testul Kruskal-Wallis atunci cand se comparda mai mult de doua
grupuri. Corelatia dintre diferiti parametrii a fost realizatd folosind coeficientul

Spearman.
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4, REZULTATE

4.1. Raspunsul maximal al GH in testul diagnostic. Evaluare ca predictor al

persistentei deficitului de GH 1n perioada de tranzitie.

Noudsprezece pacienti de sex masculin care au fost au efectuat tratament cu
GH in timpul copildriei pentru promovarea cresterii au fost identificati si introdusi n
studiu. Treisprezece pacienti (68,42%) au fost diagnosticati in copilarie cd avand
GHD izolat si deficit de GH n cadrul unui deficit hipofizar multiplu. Diagnosticul de
GHD la initierea thGH a fost efectuat cu stimularea GH in ITT sau testul de stimulare
la Clonidind in perioada 1999- 2008. 30,77% (n=4) dintre pacienti cu GHD izolat
diagnosticat in copilarie au mentinut deficitul si dupa retestarea axei GH in perioada
de tranzitie. Toti cu exceptia unuia dintre pacientii GHD izolat care au recuperat
deficitul la retestarea in perioada de tranzitie, au avut un varf al GH in testul
diagnostic de peste 4,8 ng/ml. Un singur pacient din grupul GHD reversibil cu un varf
de GH la momentul diagnosticului de 4,1 ng/ml a avut o varsta cronologica de 12.2
ani la momentul diagnosticului. Tabelul 1 prezinta caracteristicile clinice si
biochimice ale pacientilor separati in functie de statusul axei somatotrope la
reevaluarea in perioada de tranzitie. Malformatie hipofizara semnificativa la evaluarea
imagistica (neurohipofiza ectopica sau Intreruperea tijei hipofizare) a fost detectata in

3 cazuri, toti fiind pacienti cu MPHD.
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Tabel 1. Caracteristicile grupului cu persistenta deficitulut GH (GHD confirmat dupa retestare
si deficit hipofizar multiplu) si grupul GH suficient (GHD reversibil si martori)

pGHD?(n=10) SGH"(n=16) p*

MPHD®(n=6) p’IGHD (n= 4) rev’IGHD (n=9) controls (n=7)
CATRe? (ani) 18.55[16.6,21.5] 17.2[15.2,18.9]  17.3[14.9,18.1] 17[16,18.1] NS
CA Diag? (ani) 8.4[3.4,12.7] 7.2[5,13] 11.5[4.1,13.7] NA NS
Ht"SD'Re  -1.27[-3.70,0.09] -15[-3.2,-0.22]  -1.3[-2.89,0.3] 0.24[-1.92,091] NS
HtSD Diag  -4.21[-7.34,-2.50] -3.87[-4.65,-3.03] -2.78[-4.01,-25] NA NS
BMI SD Re -0.85[-2.9,2.3] 0.4[-2.3,1.98] -0.85[-1.7,0.5] NA NS
BMI SD Diag -0.95[-2,1.5] -0.45[-1.1,1] -1.01[-1.5,0.4] NA NS
GHmaxR*Re NA 1.69 [0.05,4.9] 18[7.7,46.1] NA .003
GHmaxR Diag 0.44[0.08,0.87] 2.4[0.8,4.8] 5.7[4.1,9.1] NA .001
IGF1-1SD Re -3.86[-4.29,-2.46] -0.92[-2.83,1.12] 0.16[-1.46,0.89]  -0.15[-1.06,2.04] .003
MPH’ SD -0.1[-1,0.42] -0.55[-1.58,0.23]  -0.95[-1.64,0.09] NA NS
GH TX' (years) 9.65[4.2,12.4] 7.75[4.1,9.6] 5.1[2.9,10] NA NS
TTX" (years) 1.6[0.8,3.5] 0.8[0.3,4.2] 0.5[0.3,1.9] NA NS

Mediana si interval

*GHD, (deficit GH); IGHD, deficit GH izolat; "SGH, GH suficient; ‘"MPHD, deficit hipofizar
multiplu; °p, persistent; ® rev, reversibil; ‘CA, varsta cronologici; Re, retestare; °Diag, moment
diagnostic; Ht", iniltime; SD', scor deviatie standard; MPH, talie medie parentald; GHmaxR¥, GH
maximal stimulat; Tx', durata tratament; TTx™, timp de la intreruperea tratamentului;
*Comparatie intre grupul pGHD si SGH prin testul Mann-Whitney U

Am gasit o diferenta semnificativa ale valorii IGF1 cand am comparat grupul MPHD
atat fatd de GHD reversibil cat si fatd de subiectii control (p <0,05). Valoarea IGF1 la
subiectii MPHD nu a diferit semnificativ cand 1-am comparat cu grupul GHD izolat
persistent (p = 0,31).

IGF1 in grupul GHD reversibil a fost similar cu valorile acestuia la subiectii control
(p =0,711).

Nu am gasit o diferentd semnificativa atunci cand am comparat IGF1 determinat la
pacientii GHD izolat persistent cu nici unul dintre celelalte 3 grupuri.

Figura 1 prezinta comparativ in 4 grupe de subiecti stratificati in functie de
diagnosticul din copildrie si rezultatul retestarii din perioada de tranzitie, varful de GH
in testul de la momentul diagnosticului si IGF1 SD in perioada de tranzitie pentru

fiecare grup de pacienti.
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Figura 1. Valorile GH maximal in testul diagnostic si a IGF1 (SD) la momentul
retestdrii In 4 clase de subiecti: deficit hipofizar multiplu (MPHD), deficit GH izolat
persistent dupa retestare (pIGHD), deficit GH reversibil dupa testarea in tranzitie
(reversIGHD) si control

Analiza curbei ROC pentru varful de GH in testul de la momentul
diagnosticului a aratat cd cea mai bund valoare prag ce discrimineaza intre GHD
persistent si SGH a fost de 4,1 ng / ml, cu o sensibilitate (Se) de 90% [55.5-99.9], o
specificitate (Sp ) de 88,89% [51.8-99.7], AUC = 0,978 (p <0,0001); 95% CI [0.786-
1.000] si eficienta de diagnosticare (DeF) de 89,47%.

Analiza curbei ROC pentru IGF1 SD a aratat cd cea mai buna valoare prag a
fost de -1.34 SD si discrimineaza intre GHD persistent si SGH cu o sensibilitate (Se)
de 80% [44.4-97.5], o specificitate (Sp) de 93,75% [69,8 la 99,8], AUC = 0,875 (p
<0,0001); 95% CI [.686-.971] si eficienta de diagnosticare (DEF) de 88.46%. Pentru
un nivel al IGF1 de -2.3 SD specificitatea si sensibilitatea testului au fost de 99% si,
respectiv, 70%. Nu a existat nici o diferenta semnificativd atunci cand am comparat
cele doua curbe ROC (p = 0.1577). 50% dintre pacientii cu GHD izolat care mentin
deficitul la retestarea in tranzitie au o valoare a IGF1 sub valoarea prag -1.34 SD.
Pacienti cu GHD care mentin deficitul la retestarea in tranzitie si au prezentat niveluri
ale IGF1 peste acest prag au fost evaluati dupa o perioada de 3 pana la 6 luni de la
retragerea thGH. O serie de valori prag pentru secretia maximala stimulatd a GH in
testul diagnostic si IGF1 SD la retestare, ca si efectul acestora pe sensibilitatea si

specificitatea corespunzatoare sunt prezentate in Tabelul 2.
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Tabel 2 Valori prag ale GH maximal la momentul diagnostic al deficitului GH si IGF1 in perioada de
tranzitie cu coordonatele din curba ROC

Se®  95%ClI Sp° 95%CI° +LR"  95%ClI  -LR  95%CI
GHmaxR
<3.1 90  55.5-99.7 100 66.4-100 0.1 0.02-0.6
<3.6 90 95
<4.1 90  63.6-985 88.89  51.8-99.7 8.1 1.3-52 011  0.02-0.7
<4.8 100  69.2-100.0  77.78  40-97.2 45 1.3-15.3
IGF1 SD"
<-2.46 70 348933 100 79.4-100 0.3. 0.1-0.8
<-1.66 70 95
<-1.34 80  44.4-975 93.75  69.8-99.8 12.8 1.9-87.6 021  0.06-0.7
<-0.95 80  56.6-96.2 75 47.6-92.7 3.2 1.3-79 027  0.07-1

*GHmaxR, GH maxim fin testul diagnostic; °SD, scor deviatie standard; Se, sensibilitate; °Sp,
specificitate; °Cl, interval de confidenta; ‘LR, proportie de probabilitate.

4.2. Valoarea diagnostica a PINP in identificarea pacientilor cu GHD persistent in
tranzitie
Saptesprezece pacienti de sex masculin cu GHD (4 MPHD), cu o varstd medie

de 17.3 ani, tratati in timpul copildriei cu GH recombinant (rhGH) pentru o perioada
medie de 6.88 ani (interval 2.9-12.4 ani) au fost inclusi in studiu. Patru dintre pacienti
GHD izolat au mentinut deficitul dupa retestarea in perioada de tranzitie. Un grup de
8 subiecti control, potriviti de varstd, aldturi de pacientii cu GHD reversibil, au

reprezentat grupul de subiecti cu axd GH competenta.

Tabel 3 Caracteristicile pacientilor separati in functie de statusul GH

pGHD (n=8) SGH (17)
BMI(SD) 0.40£1.82 [-2.9,1.4] -0.74+0.82 [-1.7,0.75]
Ht (SD) -1.1#1.12 [-3.2,0.09] -0.63+1.20 [-2.89,1.46]
CA (ani) 17.53+1.26  [15.2,18.9] 16.94+1.01  [14.9,18.5]
P1NP(SD) -0.71+0.58 [-1.49,0.27] 0+0.97 [-1.56,1.37]
PINP(ng/mL)  214.36+74.57 [106.7,321.1]  308.41+130.95 [120.2,537.8]
IGF1(SD) 2.1+1.48 [-3.69,0.49] 0£0.97 [-1.46,2.04]
IGF1(ng/mL)  209.68+151.88 [60.94,493.7]  398.12+102.45 [250.8,638.8]
timeTx (ani)  1.38+1.27 [0.3,4.2] 0.81+0.53 [0.3,1.9]"

medie + SD [min, max]

pGHD, deficit persistent al GH; SGH, GH suficient; IMC, indice de masa corporala;
SD, scor deviatie standard; Ht, inaltime; CA, varsta cronologicd; PINP, capatul
amino-terminal al procolagenului de tip I; IGF1, factor de crestere similar insulinei [;
timeTX, timp de la intreruperea tratamentului cu GH; * cu exceptia subiectilor control
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Tabelul 3 prezinta caracteristicile clinice si biochimice ale subiectilor separati
in functie de statusul axei GH. Toti subiectii au prezentat pubertate spontana in stadiul
de sexualizare Tanner V sau au avut substitutie adecvata cu steroizi sexuali.

Am stratificat grupul SGH in 2 intervale de varsta (15-16.9 si respectiv 17-19
ani). Am folosit grupul SGH ca referinta pentru valorile normale IGF1 si PINP. Am
obtinut pentru fiecare an de varsta, media si deviatia standard (SD) pentru PINP si
IGF-1 ca o functie a varsteli.

Varsta a fost un predictor semnificativ doar pentru SD a PINP.

Am gasit o distributie normala pentru PINP si IGF1 in grupul GHD stratificat
in functie de varstd. Am gasit o suprapunere a valorilor absolute ale PINP intre
pacienti GHD si grupul de referintd. A existat o tendintd catre o diferentd
semnificativd a concentratiilor absolute ale PINP cand comparam cele doud grupuri
(p =0,07), cu valori mai mici in grupul GH deficient. Pacientii GH suficienti au PINP
exprimat ca SD (medie = 0, SE = 0.23) superior comparativ cu pacientii GHD (medie
= -0.71, SE = 0.58). Aceasta diferentd a fost semnificativa t (21) = 2.24, p <.05 si
reprezinta un efect mediu r = 0.44. Tn grupul GH deficient nu a existat nici o valoare a
P1NP sub - 2SD.

4.3. Definirea intervalului de referinta pentru P3NP, PINP si IGF1 la varsta
prepubertara
Patruzeci si noud copii (19 fete) cu varste cuprinse intre 3-10 ani, au fost

inclusi in acest studiu transversal.

Tabel 4 Caracteristicile biochimice si antropometrice ale subiectilor dupa excluderea
valorilor extreme, exprimate in functie de sex

Fete (n = 17) Baieti (n=23)
Z-BMI(SD)  -0.79+1.4 [-2.9,1.4] -0.52+1.37  [-3.4,2.3]
HtSD -0.16+1.37 [-2.48,2.22] -0.97+£1.37 [-2.5,1.4]
CA, ani 6.35+1.97 [3.48,9.41] 6.24+1.64 [3.39,8.9]

P3NP(pg/mL) 371.87+142.56 [186.83,644.97] 286.08+110.5 [146.01,572.01]
IGF1(ng/mL) 123.68+51.11 [46.96-200.3]  114.43+37.64 [64.69,202.1]

medii£SD [min, max]

BMI, indice de masa corporeald, SD, scorul deviatiei standard; Ht, talie; CA, varsta
cronologicd; P3NP, propeptidul amino terminal al colagenului tip III; IGF1, factor de
crestere similar insulinei-1

15



Caracteristicile subiectilor ce au participat au format lotul de referinta sunt
prezentate in Tabelul 4 dupa excluderea valorilor extreme.

Varsta a fost un predictor semnificativ pentru media si scor standard deviatie
ale P3NP doar in cazul sexului masculin. Mediile, deviatiile standard si intervalele de

confidentd 95% pentru P3NP sunt rezumate in Tabelul 5.

Tabel 5 Valorile P3NP -ului 1n grupuri stabilite in functie de varsta si sex

Intervalul de varsta mean (SD), pg/mL range, pg/mL  95% ® RI, pg/mL
Fete

3-5ani 321.46 (148.3) 187-537 30-612

5-7 ani 392.24 (184.64) 199-645 30-754

7-10 ani 393.33 (117.48) 204-581 163-624

Baieti

3-5ani 271.32 (92.61) 155-398 90-453

5-7 ani 326.1 (121.97) 146-572 125-526

7-10 ani 218.34 (68.03) 151-317 85-352

%95% interval de referintd (RI), calculat pe baza metodei aplicate la distributia
normala;
P3NP, propeptidul amino - terminal al colagenului tip 111
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Figura 2. Valorile P3NP in fiecare grup de vasta si sex
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Figura 2 prezinta comparativ intre cele 2 sexe valorile P3NP pentru fiecare grup de
varsta. Mediile valorilor P3NP pentru fiecare grupa de varsta au fost similare atunci
cand am analizat diferentele Intre sexe, cu exceptia celor intervalului de varsta intre 7
si 10 ani unde am gasit o diferenta semnificativa intre fete si bdieti. Astfel, in cazul
fetelor in acest interval de varsta am gasit niveluri mai ridicate ale P3NP-ului (M =
393.33, SE = 44.4), comparativ cu bdietii (M = 218.34, SE = 27,77). Diferenta a avut
semnificatie statistic, t (10) = - 3,21, p <.05 si reprezinti un efect major r = .89. In
grupul de studiu cu copii sdndtosi menginuti pentru determinarea intervalului de
referintd, P3NP nu s-a corelat cu IGF1, greutate sau indltime exprimate fie ca valori
absolute fie ca SD. Am analizat grupul subiectilor cu determindri aberante si I-am
comparat cu grupul de referintd. Nivelurile P3NP au fost mai mari in grupul de
aberante (mediana, 998.46 pg / ml, interval [565.67, 1935.91]) si aceasta diferenta a
fost semnificativa atunci cand am comparat cu grupul de referinta, U =3, z=-4.57, p
<0,001, r = -. 65. Comparativ cu subiectii din grupul de referintd, am observat o
grupare a valorilor mici ale IGF1-ului in grupul subiectilor cu determinari aberante
(n=9), chiar daca aceastd observatie nu a atins semnificatie statistica (U = 232, z =
1,47, p = 0,141).

4.4. Valoarea markerilor de colagen P3NP si PINP in algoritmul de evaluare a staturii

joase la varsta prepubertara

In lotul de 60 pacienti investigati pentru decelerarea cresterii sau talie sub -2
SD, care au reprezentat prezentdri consecutive in cadrul Departamentului de
Endocrinologie Pediatrica al Institutului CI Parhon, s-au efectuat 56 teste
farmacologice pentru aprecierea rezervei hipofizare de GH (31 pacienti au avut cate 2
teste de stimulare ale secretiei cu GH 1iar restul de subiectilor au efectuat cite un
singur test farmacologic de stimulare GH (clonidina sau insulind).

In urma efectudrii testelor farmacologice si a determindrii valorii IGF1, 18
pacienti care au intrunit simultan criteriul auxologic si criteriul de laborator au fost
clasificati ca fiind GH deficienti (GHD) iar 25 subiecti au fost incadrati ca fiind

statura joasa non-GHD.
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Analiza globala a datelor

Tabelul 6 prezinta caracteristicile antropometrice si determinarile paraclinice, la

Tabel 6 Caracteristici clinice si biochimice la prezentare grupate in functie de talie si rezerva
pituitard de GH

GHD (n=18)** non GHD talie <-2.5 crestere normala
SD (n=25) (n=50)

M interval M interval M interval
VC (ani) 5.63 3.73,9.95 7.09 4.17,9.9 6.03* 3.39,9.55
Talie (SD) -3.27* -7,-2.34 -3.3 -3.93,-2.57 -0.56* -2.5,1.3
BMI (SD) -0.5 -2.6,1.8 -0.8 -4.3,1.7 -0.6 -1.4,2.3
TTG (SD) -0.76 -2.7,0.42 -1.15 -2.62,0.15 NA NA
IGF1 (SD) -1.71  -3.28,-0.36 -0.78 -2.57,0.99 -0.14 -1.86,1.84
P3NP (SD) 0.51 -0.9,2.69 2.63* -0.82,6.49 0.03* -1.61,17.97
P3NP (pg/mL) 348 188,654 634 245, 933 335 * 146, 1936
PINP (ng/mL) 392.9 241,698 482 167,773 452* 187,903
GHmax (ng/mL) 1.9 0.13,6 10.2 6.45;11.53 9.7%** 1.63,28.3
Atalie (SD) 1.36 0.16, 2.67 1.02 -0.24,1.86 NA NA

exprimat ca mediana (M) si interval de valori ;

*distributie non normala a datelor;

**exclusiv 2 pacienti cu panhipopituitarism

***efectuate la 13 subiecti cu talie 1n intervalul [ -2.5 SD , -2] sau documentarea decelerarii cresterii
din care 1 subiect ce are GHmax in test de 1.63 are viteza de crestere normala;

GHD, deficit de GHD; SD, deviatie standard; TTG, talie tintd genetica; BMI, index de masa
corporeald; VC, varstd cronologica; GHmax, varf GH in test de stimulare; IGF1, factorul de crestere
similar insulinei; P3NP, propeptidul amino-terminal al colagenului de tip 3; P1NP, propeptidul
amino-terminal al colagenului de tip 1; A talie, corectare talie sub tratament

momentul includerii in studiu al celor 93 participanti, subiecti cu statura joasa (43) si
control.

In intregul lot de pacienti, P3NP (SD) coreleaza negativ cu valoarea IGF1 (SD) si
deficitul de talie (SD). Coeficientul Spearman r indicd o corelatie negativa
semnificativa cu efect mediu, rs=-.248, (p=.026, n=81) si respective rs=-.231 (p=.038,
n=81). Prin efectuarea unei corelatii partiale in care introducem ca variabila de
corectie valoarea IGF1, obtinem un coeficient de corelatie negativi moderata
semnificativa de (rs= -.397, p<.001, n=69) intre P3NP si deficitul de talie, dar nu talia

1n valoare absoluta.
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Valoarea PINP nu se coreleaza cu deficitul de talie (rs=.074, p=.524, n=69). PINP
nu a variat in functie de varsta, sex sau greutate. Nu a existat o corelatie a acestuia cu
IGF1 sau P3NP.

Un model de regresie polinomiald pentru variatia valorilor P3NP in functie de nivelul
IGF1 in cohorta de subiecti fara deficit de GH aratd o variatie semnificativd a

nivelului de P3NP pentru un anumit nivel al IGF1. Reprezentarea grafica a acestei
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Figura 3 Variatia P3NP (valori absolute) in functie de IGF1(valori
absolute) in intregul lot de subiecti.

dependente ia forma unei curbe Tn U cu nadir la nivelul mediu al IGF1(+0 SD) asa
cum aratd Figura 3.
Valorile absolute ale P3NP exprimate in functie de nivelul IGF1 aratd o inversare a
relatiei intre P3NP si IGF1 cand nivelul IGF1 trece de medie. Astfel la valori ale IGF1
sub 0 SD avem un model de corelatie negativa in timp pe valori ale IGF1 peste pragul
de 0 SD ale IGF1 avem un raport de corelatie pozitiva intre IGF1 si P3NP.
Inregistram o diferenta statistica semnificativa cAnd comparam P3NP si IGF1
prin test non parametri Kruskal Wallis in 3 grupe de pacienti definite ca subiecti

GHD, statura joasa non GHD si subiecti din lotul cu crestere fiziologica (Figura 4)
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Figura 4. Reprezentarea comparativa in 3 grupe de pacienti, cu deficit de GH (GHD),
staturd joasa non-GHD si subiecti normali pentru peptidul amino-terminal al
colagenului tip 111 (P3NP), factorul de crestere similar insulinei (IGF1) si deficitul de
talie initial

Analiza post hoc aratd semnificatie statisticd cand se compara P3NP n lotul
martor cu subiectii de staturd joasd si axa somatotropd competenta (<-2.5 SD, non
GHD). Astfel valorile P3NP sunt semnificativ crescute in grupul pacientilor cu talie
joasa si axa somatotropa competenta fatd de pacientii normali (U=14.87, Z=2.47,
p=0.041). Subiectii de talie joasa non-GHD au prezentat valori crescute si fatd de
grupul pacientilor diagnosticati cu GHD, dar aceasta crestere nu a avut semnificatie
statistica (U=10.73, Z=1.28, p=0.59); cand pacientii cu deficit de GH au fost
comparati cu pacientii de talie normald acestia au avut valori similare U=609,
z=1.167, p=.243. In grupul pacientilor cu talie joasi (sub -2 SD) GHD si non GHD,
care au efectuat test de stimulare a secretiei de GH, am gasit o corelatie negativa
semnificativa a deficitului de talie, exprimat ca SD a inal{imii, cu valoarea absoluta
P3NP (coeficient Spearman r=-.356, p=0.016, n=45).

Pentru descrierea corelatiilor valorilor P3NP cu factori clinici si biochimici s-a
analizat lotul de subiecti cu talie normala si valori ale P3NP in intervalul -1.96, +1.96
SD.

Astfel dintre cei 47 subiecti de talie normala, 10 subiecti aveau o valoare a
P3NP -ului care depasea +1.96 SD si au fost exclusi din corelatii, fiind etichetati ca

valori aberante.
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Am gasit o corelatie semnificativa a P3NP cu sexul. Béietii au prezentat valori

mai mici ale P3NP (M=239.08 pg/mL, n=20) fatd de fete (M=373.93 pg/mL, n=17) si

aceasta diferenta a fost semnificativa statistic U=92, z=2.38, p=0.017.
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Figura 5. Valorile P3NP, PINP, IGFL1 si taliei stratificate in functie de sex

Figura 5 arata valorile absolute pentru P3NP, PINP, IGF1 si talie comparativ in lotul

de subiectii de talie normala dupa excluderea valorilor extreme.

Aplicand un model de regresie polinomiald in acest lotul de subiecti, am gasit

o corelatie non liniard a valorilor P3NP in functie de nivelul IGF1 sub forma de U,

similard cu cea obtinuta in lotul integral de pacienti indiferent de statusul axei

somatotrope care contine si valorile extreme ale P3NP.

Tabelul 7. reprezinta corelatii ale unor parametri clinici si biochimici la

pacienti GH suficienti cu P3NP 1n intervalul -1.96, +1.96 SD.
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Tabel 7. Coeficienti de corelatie in lotul de subiecti GH suficienti, atat cu statura
normala cat si cu staturd joasa

IGF1 GHmaxR BMI PINP P3NP Talie TTG
(SD) (SD) (abs) (abs) (SD) (SD)
IGF1(SD) r* -0,54 025 0,27 0,024 0,24 0,08
p 0,03 0,10 0,07 ns 0,1 ns
n 16 44 43 45 45 17
GHmaxR r~ -0,54 -0,57 0,16 0,01 -0,17 -0,04
p 0,03 0,02 ns ns ns ns
n 16 16 15 16 16 16
BMI SD r~ 0,25 -0,57 0,04 -0,04 0,07 -0,19
p 011 0,02 ns ns ns ns
n 44 16 42 44 44 17
P1NP abs r~ 0,28 0,161 0,037 0,290 -0,15 0,28
p 0,07 ns ns 0,06 ns ns
n 43 15 42 43 43 16
P3NP abs r~ 0,02 0,01 -0,04 0,29 -0,05 -0,43
p ns ns ns 0,06 ns 0,08
n 45 16 44 43 45 17
Talie(SD) r* 0,24 -0,17 0,07 -0,15 -0,05 -0,07
p 011 ns ns ns ns ns
n 45 16 44 43 45 17
TTG (SD) r~ -0,08 -0,04 0,19 -0,28 -043  -0,07
p ns ns ns ns 0.08 ns
n 17 16 17 16 17 17

*Spearman rank correlation coefficient

SD, deviatie standard; IGF1, factorul de crestere similar insulinei; GHmaxR, varf
GH 1n test de stimulare; BMI, index de masa corporeala; PINP, propeptidul amino-
terminal al colagenului de tip 1; P3NP, propeptidul amino-terminal al colagenului
de tip 3; TTG, talie tinta genetica,
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Figura 6 schiteaza in cadrul subiectilor care au valori in intervalul normal ale P3NP o
variatie inversa a P3NP si IGF1 1n 3 grupuri de subiecti: GHD, statura joasa non GHD

si subiecti normali.
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Figura 6. Reprezentare comparativa a IGF1 si P3NP in grupuri
stratificate in functie de statura si axa GH

Bazandu-ne pe aceasta corelatie negativa intre IGF1 si P3NP dar si intre P3NP
si deficitul statural, analiza curbei ROC pentru a decela putere diagnostica
comparativa intre P3NP si IGF1 a fost efectuata presupunand ca valori pozitive ale
P3NP -ului sunt asociate cu probabilitatea crescutd de GHD si valori negative ale
IGF1 sunt asociate cu probabilitate crescutd de GHD. Pentru IGF1 curba ROC a luat
in consideratie asocierea deficitului de GH cu valori mici ale acestui parametru.
Analiza curbei ROC pentru puterea discriminatorie maximd a IGF1 in a identifica
deficitul de GH aratd o valoare prag < -1.184 SD ca avand cea mai buna eficienta
diagnostici cu o sensibilitate si specificitate 86.67 % si respectiv 87.72 %
(AUC=0.892 CI 95% [0.806, 0.979], SE=0.044, p<0.001). Analiza curbei ROC pentru
puterea discriminatorie maxima a P3NP in a identifica deficitul de GH arata o valoare
prag >-0.04SD ca avand cea mai bund eficientd diagnosticd cu o sensibilitate si
specificitate de 81.82 % si respectiv 56.25 % (AUC=0.674 CI95% [0.497, 0.851],
SE=0.09, p=0.0536).

Analiza puterii de selectie a P3NP asa cum este rezultd din analiza curbei
ROC pentru acest parametru a fost comparata cu cea a lui IGF1. Graficul lor

comparativ este prezentat in Figura 7.
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Figura 7. Grafic comparativ al performansei IGF1 si P3NP in documentarea
deficitului de GH

Analiza valorilor extreme ale P3NP definite ca valori peste +1.96 DS

Au fost analizate valorile P3NP in afara intervalului normal definit ca -1.96
SD,+1.96 SD reprezentate de 26 determinari.

In lotul de pacienti clasificati GH suficienti 7 din cei 50 pacienti ai lotului
martor cu crestere normald au avut valori peste +1.96 SD iar aceste valori au fost mult
crescute (de la +5.51 SD la +17.97 SD). Dintre pacientii cu statura joasa care nu au
confirmat deficitul de GH in urma testelor dinamice pe axa somatotropd 14 dintre
acesti pacienti au avut P3NP determinat cu valoare peste +1.96 SD (de la +2.64 SD la
+6.48 SD).

Datele analizate pentru pacienti cu valori mai mari de+1.96 SD ale P3NP, am
gasit o corelatie importantd semnificativd a P3NP cu SD a taliei : n=26, =517,
p=0.0068; cand a fost corectatd pentru IGF1 prin corelatie partiald indicele de
corelatie a crescut n=26, r=.532, p=0.0062. Figura 8 aratd condensarea valorilor

pozitive extreme ale P3NP la pacientii cu deficit de statura.
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Figura 8. Corelatia cu talia a valorilor extreme ale P3NP

Tabel 8 Caracteristici antropometrice in grupul de statura joasa stratificati in functie de

axa somatotropa
GHD izolat (n=13) non - GHD (n=33)
sex M:8 F:5 M: 20 F: 13
VC (ani) 6.07+1.98 [4.05,7.60] 6.82+ [5.52,7.87]
BA (ani) 3.03+1.51[1.87,3.83] 4.13+2.11[2.55,5.6]
BMI (SD) -0.07+£1.1 [-1.33,0.72] -0.91+1.26[-1.6,0]
Talie preT (SD) -4.34+1.16[-4.99,-3.16] -2.98+ 0.54[-3.32,- 2.55]
TTG (SD) -0.67+0.89 [-0.93,-0.13] -1.01+ 0.6[-1.3, 0.56]

talie postT (SD)
dozaGH (mcg/kgc)
A Talie SD
GHmaxR (ng/dL)
IGF1 (SD)
P3NP(SD)
P3NPabs(pg/mL)
P1NPabs(ng/mL)

-3.54+1.09[-3.94,-2.77]
28.19+3.49[25,31.58]
2.01+0.65[1.55,2.60]
1.68+1.84[0.48,1.8]

-1.98+0.9 [-2.4,-1.74]
1.7+1.63 [0.52,2.65]
494.67+198.17[344.43,593.62]
443.11+165.16[287.9,604.4]

-2.58+0.58[-2.91,-2.23]
32.59:+3.93[30,35]
0.89:+0.53[0.45,1.33]
8.79+3.70[5.71,11.2]

-0.69+ 0.86[-1.22,0.05]
2.04+2.67 [-0.19,4.6]
447.55+228.13 [296.69,647.26]
479.79+112.85[388.8,542.6]

GHD, deficit de GHD; M, masculin; F, feminin; VC, varstd cronologicd; BA, varsta
osoasa; BMI, index de masa corporeald; SD, deviatie standard; preT, pretratatment; TTG,
talie tinta genetica; postT, dupa 6 luni de tratament cu GH; A Talie, corectare talie sub
tratament; GHmax, varf GH in test de stimulare; IGF1, factorul de crestere similar
insulinei; P3NP, propeptidul amino-terminal al colagenului de tip 3; PANP, propeptidul
amino-terminal al colagenului de tip 1.
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Pacientii cu talie joasa GH suficienti au avut valori mai scazute al IGF1 fata de
lotul de subiecti cu talie normald, iar aceastd diferenta a fost la limita semnificatiei
statistice (p=0.063). A existat un trend catre valori mai mici ale TTG (SD) in lotul de
pacienti cu deficit de talie non GHD fata de cei cu GHD. In lotul de pacienti cu talie
joasa care ar putea fi indrumati catre evaluarea rezervei hipofizare de GH am gasit o
corelatie negativa semnificativa statistic intre deficitul de talie si valoarea P3NP (rs=-
476, p<0.01, n=30). Lotul de pacienti cu staturd joasd prin deficit de GH nu a
mentinut aceasta corelatie (coeficient Spearman=-0.069, p=0.82, n=12).

Caracteristicile antropometrice si paraclinice In grupul de pacienti cu statura
sub -2 SD se regasesc in Tabelul 8.

Tabelul 9 prezinta, utilizand un test parametric corelatii ale markerilor de
colagen P3NP si PINP dar si ale IGF1 cu parametri auxologici in lotul de pacienti GH
suficienti ale caror P3NP s-au situat in intervalul -1.96, +1.96 SD, indiferent de

statusul axei somatotrope.

Tabel 9 Corelatii in grupul GH suficient ale P3NP, PINP si IGF1 pentru
subiecti cu nivel al P3NP 1n intervalul -1.96,+1.96

P3NP P1INP Talie (SD) BMlI-scor Z
(SD) (SD)
IGF1 r 0.058 0.26 0.4 0.39
p 0.70 0.08 <0.01 <0.001
P3NP r - 0.25 0.05 0.096
p - 0.1 0.73 0.53
P1INP r 0.254 - -0.11 0.06
p 0.1 - 0.5 0.69

P3NP, peptid amino terminal al colagenului tip 111, PLNP, peptid amino-
terminal al colagenului tip 1; IGF1, insulin growth factor; SD, deviatia
standard, BMI, indice de masa corporala; r, coeficient de corelatie; p,
semnificatia statistica
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5.  DISCUTI

5.1. Raspunsul maximal al GH 1in testul diagnostic. Evaluare ca predictor al
persistentei deficitului de GH 1n perioada de tranzitie.

Confirmarea GHD persistent in perioada de tranzitie cu ajutorul testelor de
stimulare GH este indicata dupa intreruperea administrarii GH pentru o perioada de 1
pana la 3 luni pentru toti pacientii tratati in timpul copilariei pentru GHD izolat si care
nu au identificatd o mutatie genetica responsabild pentru deficit. O proportie mare a
pacientilor cu GHD izolat diagnosticat in copilarie, nu vor mai confirma un deficit de
GH atunci cand sunt retestati la adolescen‘gé34’35’36.

Un diagnostic de GHD la adultii tineri se bazeaza pe un test de stimulare al
secretiei GH si pe probabilitatea prezentei bolii. Pacientii diagnosticati in copilarie cu
deficit multiplu de hormoni hipofizari, care asociazd doua deficite pituitare
suplimentare deficitului de GH sunt considerati ca avand persistenta GHD in tranzitie,
fard a necesita retestare'. O anomalie morfologicd severd a glandei hipofizare la
evaluarea imagisticd prin rezonanta magneticd s-a dovedit utild ca fiind factor de
predictie pozitiva pentru GHD permanent®’ %,

In cadrul acestui studiu am evaluat axa somatotropa intr-un grup de pacienti
tratati in copilarie cu thGH pentru GHD fie izolat sau ca parte a deficitului hipofizar
multiplu. Am studiat raspunsul maxim al GH-ului Tn timpul testului de stimulare al
axei somatotrope de la momentul diagnosticului in copilarie cd un posibil predictor al
GHD permanent in perioada de adult tanar. Am analizat un grup de 19 subiecti cu
GHD, izolat (68.43%) sau deficit somatotrop ca parte a MPHD. Am retestat pacienti
GHD izolat diagnosticat in copildrie in perioada lor de tranzitie si am gasit persistenta
deficitului dupa atingerea indltimii finale la 30,77% dintre pacientii nostri, similar
rezultatelor altor studii ****

Nici unul din pacientii grupului GHD izolat nu are anomalii imagistice
hipofizare si sunt incadrati ca fiind adulti cu probabilitate scazutd de persistenta a
GHD care necesita retestarea asa cum este indicat prin consensul GHD la adulti .

Nici unul dintre parametri clinici sau biochimici din momentul diagnosticului,
cu exceptia varfului de GH in testul diagnostic, nu a prezis in acest studiu persistenta

GHD. Toti, mai putin unul dintre pacientii cu GHD persistent dupa retestarea in

perioada de tranzitie, au avut un GH maximal in testul de diagnostic sub 4,1 ng/ml.
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Si alte studii au constatat ca nivelul GH in testul de stimulare diagnostic este
un predictor al deficitului de GH persistent la varsta adulta. Secco a gasit si a propus
un nivel predictiv pentru persistenta GHD al GH maximal in testul de diagnosticare
de sub 3,6 mcg/l in ITT (Se 83,9%, Sp70.8%) si sub 3,1 mcg/l cand se efectueaza
stimularea cu arginina (Se 87,1%, Sp 75%) %

Am gasit pentru o valoare prag de 3,6 ng/ml in testul de diagnostic pentru GH
maximal o sensibilitate si specificitate superioare celor publicate de catre Secco
pentru persistenta GHD (90% si respectiv 95%). Aceasta diferentd poate fi explicata
printr-un procent mai mare in lotul nostru de pacienti clasificati ca avand probabilitate
mare a persistentei GHD deoarece grupul de studiu a cuprins 60% MPHD, comparativ
cu o incidentd mai mica in grupul de studiu publicat de Secco (40% MPHD). in plus
stimularea GH 1in testul diagnostic cu clonidind ca alternativa la testul cu insulina
poate juca un rol esential in explicatia acestei diferente si a nivelului mai mare al GH
ului obtinut in studiu, datoritd efectului clonidinei mai agresiv asupra stimularii
pituitare a GH*".

Toti cu exceptia unuia dintre pacientii care normalizeaza secretia GH in test de
provocare in tranzitie au avut un GH maximal in testul de stimulare la momentul
diagnostic de peste 4,8 ng/ml, considerat ca fiind GHD partial. GH maximal in testul
de stimulare la momentul diagnostic sub 4,1 ng/ml, este un bun predictor pentru
persistenta GHD la retestare, dupad cum reiese din analiza curbei ROC.

Aceastd valoare prag pentru GH maximal stimulat in testul diagnostic
realizeazd o predictie mai buna a persistentei deficitului de GH decat nivelul IGF1 in
tranzitie dupa cum reiese din diferenta eficientei diagnostice calculate.

Rezultatele sugereaza ca retestarea in timpul tranzitiei ar putea fi necesara
numai pentru pacientii cu GH maximal in testul diagnostic intre 4,1 si 4,8 ng/ml.
Astfel, pacientii cu morfologie hipofizara normala si un raspuns partial pentru nivelul
GH in testul de stimulare diagnostic ar putea sd nu mai necesite reevaluarea axei
somatotrope in timpul tranzitiei si sd fie considerati GH suficienti.

Pacientii cu GHD reversibil au niveluri comparabile ale IGF1 subiectii
sanatosi. Toti, mai putin unul dintre subiectii cu GHD reversibil, au IGF1 peste
valoarea prag de -1.34 SD.

In mod surprinzitor, 50% dintre pacientii nostri cu persistenta GHD dupa
retestare au avut un nivel de IGF1 peste acest prag. Un studiu anterior care evalueaza

valoarea predictivd a masurarii IGF1 pentru GHD a gasit o valoare predictiva mai
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buna a acestui parametru37. Explicatia acestui rezultat poate fi perioada de la
intreruperea tratamentului cu rhGH la care s-a efectuat reevaluarea in studiul nostru.
Unii dintre pacientii nostri cu GHD persistent au fost retestati in tranzitie la un
interval de 3 pana la 6 luni de la intreruperea tratamentului cu rhGH, asa cum este
indicat prin consens. Aceasta perioadd de mai putin de sase luni de la retragerea GH
ar putea fi prea scurt pentru ca nivelul de IGF1 sa scada si sa fie un indicator corect al
statusului axei somatotrope.

Ar putea sa se ia in considerare doar retestarea pacientilor cu GHD tratati in timpul
copildriei care au avut un GH maximal in testul diagnostic intre 4,1 si 4,8 ng/ml

indiferent de nivelul IGF1.

5.2. Valoarea diagnostica a PINP in identificarea pacientilor cu GHD persistent in
tranzitie

Perioada de tranzitie este definita ca fiind intervalul de la momentul atingerii
indltimii finale, dupd parcurgerea pubertatii si incheierea dezvoltarii fizice cu
atingerea varfului de masa osoasd. Deficitul de GH (GHD) netratat duce la cresterea
proportiei de tesut adipos in detrimentul masei musculare a corpului, osteopenie,
tulburari ale metabolismului glucozei si lipidelor, prevalenta crescutd a bolilor
cardiovasculare si reducerea calitatii vietii. Aceste modificéri biologice adverse pot fi
reversibile sub tratament cu GH (GH) %%,

PINP este un marker al formarii osoase. Aceasta provine din conversia
procolagenului in colagen in cursul sintezei de colagen tip I. Eliminarea capatului
amino-terminal este realizata de proteaze specifice atunci cand colagenul de tip I este
incorporat In matricea osoasd. Concentratia PINP se coreleaza cu cantitatea de os nou
format *°,

In 2011 Fundatia Internationald de Osteoporozi si Federatia Internationala de
Chimie Clinica si Grupul de lucru privind standardele de Laborator ale markerilor
ososi au recomandat utilizarea PINP ca marker de referintd pentru formarea osoasa “°.

Datele obtinute in studiul nostru aratd cd in timpul perioadei de tranzifie,
PINP se coreleazd pozitiv cu IGF-1. Studiile anterioare au ardtat ca lipsa efectului
GH/IGF-1 asupra turnover-ului osos, asa cum apare in deficitul de hormon de

crestere, este asociatd cu formarea osoasa si sinteza scazuta de colagen doar in timpul

copildrie, dar nu si in viata de adult 4,
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Nivelurile serice scazute ale propeptidelor de procolagen in cazul copiilor cu
GHD au fost legate de viteza de crestere redusa 18.48

Subiectii inclusi in studiul nostru sunt evaluati dupa atingerea inaltimii finale,
in etapa de tineri adulfi, intr-o perioada cand acretia de masa mineral-osoasa continua.

Am folosit pentru analiza biochimica un test pentru PINP total care detecteaza
doua forme antigenice diferite ale PINP, cea trimerica, intacta si cea monomerica.
Aceasta caracteristica este relevantd in special atunci cand modificarile ce urmeaza sa
fie masurate sunt relativ mici si ar fi de asteptat un comportament mai dinamic pentru
un test care detecteaza PINP intact®. Folosirea unui imunotest care detecteaza forme
trimerice ale PINP poate sa detecteze modificarile subtile ale acestuia in cursul
procesului de formare osoasa.

Concentratiile plasmatice ale PINP-ului la pacientii GHD au fost in intervalul
de referintd pentru indivizi normali. Acest lucru poate fi explicat prin intervale de
referintda extinse ale acestui marker, cu variatie interindividuala considerabila
reflectand mari variatii interindividuale ale ratei de innoire osoasa la adulti *°.

Valorile PINP variazi in functie de varsta. In cazul subiectilor nostri, corelatia
negativdi a PINP-ului cu varsta este de asteptat dat fiind declinul fiziologic al
markerilor de colagen dupa parcurgerea pubertatii®’. Spre deosebire de impactul
negativ asupra valorilor IGF1, PINP nu este influentat de greutate.

Valori similare pentru PINP intre pacientii cu GHD reversibil si martori
sugereaza o ratd a formarii de masa osoasd normald in cazul celor dintai.

Am gasit o diferentd semnificativa intre PINP (SD) intre pacientii cu GHD si
subiectii GH-suficienti.

Acest fapt sugereaza un rol determinant asupra markerilor turnover-ului 0S0s
al axei GH-IGF1 1in timpul etapei de tranzitie, spre deosebire de viata de adult cand
steroizi sexuali au efectul principal *’.

Am calculat AUC pentru PINP si am gasit putere de predictie pentru GHD
similara cu cea a IGF1-ului. Markerii de colagen au variabilitate intraindividuala mai
mica in comparatie cu IGF1 **Ei nu sunt acceptati n ghidurile de diagnostic al
deficitului de GH dar pot fi luati in considerare mai ales in etapa de tranzitie cand s-a
incheiat cresterea liniara iar efectul lipsei actiunii GH-IGF1 la nivel 0sos poate afecta

. <14
acretia osoasa .
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5.3. Definirea intervalului de referinta pentru P3NP, PINP si IGF1 la varsta
prepubertara

Elongarea osoasa are loc la nivelul tesutul cartilaginos la nivelul cartilajului de
crestere. Ea necesitd sintezd crescutd a colagenului tip I colagenul fibrilar ce se
gaseste la nivelul osului. Sincron cu indltarea existd o sintezd continud de tesut de
Sustinere, cu colagenul de tip III, fiind principalul colagen interstitial prezent la
nivelul tesutului conjunctiv.

Prin urmare, determinarea markerilor surogat de formare ai colagenului pot da
informatii asupra activitatii osului si tesutului conjunctiv in timpul cre§teriisl.

Aprecierea valorii unui marker necesitd existenta unor intervale de referinta
care sa permitd compararea nivelului acestui marker cu determinarile la persoane de
sex si varsta similare cu individul testat.

Actual, lipsa unor valori de referintd pentru markeri de colagen in populatia
pediatrica, in special P3NP, este datorata studiilor restranse, pe un numar redus de
pacienti, rezultate in urma dozarii cu ajutorul unor metode radioimunometrice.
Folosirea kiturilor ce au antigene radiomarcate are o disponibilitate limitatd prin
restrictiile legislative in diverse regiuni.

Raportam intervale stratificate pe grupe de varsta si pentru fiecare sex pentru
P3NP la copii folosind o metoda imunoenzimatica non-radiometrica de determinare.
Un test non-radiometric care utilizeaza platformele de laborator obignuite este mai
usor de realizat in laboratoare care nu dispun de facilitatea de a folosi radioactivitate.

Am obtinut intervale de referinta pentru P3NP similare cu cele obtinute de alti
cercetatori, folosind aceeasi metoda de testare™.

Intervalele noastre de referintd pentru P3NP sunt diferite de cele obtinute prin
radioimunoanaliza si au valori de aproximativ 100 de ori mai mici fata de acestea>>>*,

Diferentele mari intre SD la grupe de varstd adiacente necesita pastrarea
stratificarii pe intervale de varsta in populatie prepubertara.

Spre deosebire de IGF1, P3NP nu s-a corelat cu greutate, BMI si indltime,
factori auxologici influentabili de starea de nutritie.

Diferentele inter sex pentru determindrile P3NP apar semnificative in
intervalul de varstd apropiat de varsta cronologica a debutului pubertar. S-au gasit
valori mai mari ale P3NP-ului in cazul fetelor, in comparatie cu grupul de baietii de

varsta 7 - 10 ani. Acest lucru poate fi explicat printr-un debut pubertar mai timpuriu n
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cazul fetelor, ce este insotit de cresterea markerilor de colagen aga cum a fost raportat
n studiile anterioare .

Am observat o grupare a valorilor crescute ale P3NP la pacienti cu un nivel
scazut de IGF1 din grupul determindrilor aberante. Cand a fost comparat cu grupul de
referintd, grupul determinarilor aberante are niveluri mai ridicate ale P3NP-ului
corelate cu niveluri serice scazute ale IGF1. Atat subiectii ce au constituit grupul cu
valori P3NP aberante cat si subiectii din grupul de referinta, au statura normala. P3NP
nu a fost corelata cu IGF1, inaltime, greutate sau IMC. Presupunem ca aceeasi factorii
GH-independenti, determinanti ai unui nivel scazut de IGF-1, cum ar fi factori
nutritionali pot determina de asemenea nivelurile ridicate ale P3NP-ului. In aceasta
perspectiva, putem folosi un nivel ridicat P3NP ca un instrument sugestiv pentru a
indica deficit primar de IGF1, independent de axa GH.

Limitarea majora a acestui studiu este numarul relativ mic de pacienti. Studiul
actual a esuat in a controla pentru alte variabile cunoscute de a afecta P3NP, cum ar fi
patologia renala sau hepatica, pentru care nu putem descrie complet grupul cu

determinari aberante ale P3NP.

5.4. Valoarea markerilor de colagen P3NP si PINP in algoritmul de evaluare a staturii

joase la varsta prepubertara

Determinarea etiologicd a staturii joase este importantd pentru monitorizarea
tratamentului si minimalizarea riscului asociat terapiei cu hormon de crestere. Factori
care sunt inclusi in modele de predictie ajung sd explice maximum 60 % din
variabilitatea la raspunsului la tratamentul cu GH *>Acesta valoare a predictiei
avansului de talie pentru patologia pentru care s-a efectuat indicatia de initiere a

momentul tranzitiei a unui pacient care a incheiat cresterea liniard pot fi explicate de
diagnosticul etiologic imprecis al deficitului statural ***.

Controversele legate de reproductibilitatea testelor de stimulare ale secretiei de
GH au directionat strategia diagnostica spre identificarea unor markeri biochimici ai
actiunii sale - a caror concentratie plasmatica sa se coreleze cu secretia endogend de

GH, sa nu aiba o variabilitate diurna sau o fluctuatie acuta.

Testul de screening recomandat in ghidurile clinice pentru identificarea unui

.....
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extensive si lipsei de variatie circadiana. Exista studii care indicd initierea testarii axei
somatotrope la pacientii cu staturd joasa si valori determinate ale IGF1 sub -1SD fata
de referinta pentru vArstd si sex >° Acest biomarker clasic al disponibilitatii GH in
periferie are o eficientd diagnostica de 80 % in populatia de vérsta pediatrica >

Metabolismul colagenului este profund influentat de concentratia GH-ului
seric °®

Efectele GH duc la promovarea sintezei tesutului de colagen atat la nivelul
osului cat si la nivelul tesutului conjunctiv. Markerii surogat ce cuantificd sinteza
colagenului prin pozitia intermediarda intre hormonii de promovare a cresterii si
cresterea in sine au utilitate clinica ca un biomarker nespecific de raspuns la stimulii
de crestere.

Am testat pe axa somatotropd 56 de subiecti cu care au Intrunit criteriul
auxologic pentru indicatia de testare dinamica a axei somatotrope.

Criteriile stricte aplicate in prezentul studiu, recent revizuite de societati
europene, au dus la o prevalenta de 33.9 % a deficitului de GH izolat similard cu
frecventa indicatiei de tratament pentru GHD 1n studii actuale publicate in literatura
de specialitate **.

Pacientii din studiu incadrati ca GHD au la prezentare varsta mai mica si o
talie scazutd semnificativ fatd de cohorta de pacienti cu staturd joasa care au depasit
pragul de stimulare al GH folosit in studiu. Incadrarea lor in clasa corecti etiologici
reiese si din viteza recuperatorie semnificativ acceleratd a subiectilor GHD fata de
non GHD asa cum rezulta din comparatia vitezei de crestere anualizata sub tratament.
Aceste rezultate sunt similare cu cele amintite 1n literatura si stau la baza validarii
pragului de stimulare al GH pentru determinarea secretiei hipofizare insuficiente®®%2.

Dacd o valoare a determindrii IGF1 in jumatatea superioard a intervalului
normal exclude teoretic existenta unui deficit idiopatic de GH la un pacient fara
patologie hipofizara cunoscutd, nivelul acestui biomarker in jumatatea inferioara sau
sub limita inferioard a intervalului de referinta nu este echivalenta de deficit hipofizar
de GH existand factori nutritionali si socio-economici ce pot influenta acest nivel
scazut pentru IGF1 5556,

Cresterea somatica presupune dezvoltarea scheletald insotitd de o sintezd de
tesut de sustinere care este o conditie preexistentd a avansului de talie®®. P3NP este o
proteind rezultatd in procesul de sintezd al colagenului de tip III, constituentul

principal al tesutului conjunctiv de sustinere. Colagenul este sintetizat sub forma unui
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precursor care prezintd la fiecare capat cite un propeptid. In procesul sintezei si
formarii triplu helixului, capetele amino si carboxi terminale ale lanturilor o sunt
indepartate si eliberate in circulatie.

In studiul de fata, P3NP este o variabild continui care are un interval de
distributie foarte larg dat fiind variabilitatea interindividuald crescutd, asa cum se
observa la markerii de colagen®. Datele existente in literatura asupra nivelului P3NP
sunt limitate datoritd existentei a doar 2 Kituri cu principiu radiometric de
imunotestare (Cisbio RIA-gnost P-111-P, Orion UniQ PIINP RIA) si un altul non
radiometric ce necesitd platforma dedicatd (Advia Centaur Siemens)**®. Cele mai
multe date recente ale P3NP sunt publicate la adulti tineri. Nu exista studii care sa
descrie nivelul P3NP la varsta pediatrica si relatia acestuia cu cresterea folosind un
principiu non-radiometric de dozare.

Am folosit Tn studiu un kit comercial cu principiu imunoenzimatic-sandwich
non radiometric. Acest test utilizeazd P3NP uman si anticorpi monoclonali de soarece
dezvoltati impotriva antigenului uman. Metoda detecteaza sensibil peptidul uman dat
fiind variabilitatea scazutd interspecie a moleculei de P3NP. Folosirea unei metode
non radiometrice de cuantificare ce nu necesitd echiparea cu platforme de laborator
dedicate 1i creste posibilitatea de cuantificare.

In lotul nostru, din 81 de inregistriri disponibile pentru P3NP, in grupul
compus de pacienti GH deficienti si GH suficien{i, am avut 26 valori care au fost
peste +1.96 SD si au fost definite valori extreme. Am aratat n studiu ca spre
deosebire de IGF1, P3NP si PINP sunt independenti de factori nutritionali la grupul
de pacienti cu axa somatotropd competenta.

Dintre valorile P3NP care depasesc +1,96 SD, 5 inregistrari apartin celor 15
pacienti cu deficit izolat GH ce au prezentat disponibile determinarea P3NP. Chiar
dacd procentual, cele doua incidente ale valorilor extreme sunt Similare intre subiectii
cu GHD sau GH suficienti, 3 dintre pacientii cu GHD au asociat conditii identificabile
cunoscute a se asocia cu turnover crescut al tesutului de colagen. Astfel 2 dintre acesti
pacienti asociau parapareza in timp ce un al treilea asocia sindrom inflamator
important la determinarea P3NP.

Proportia crescuta de valori extreme ale P3NP-ului de 33% in intregul lot o
explicam prin caracteristica de biomarker nespecific cu surse tisulare multiple ale
acestuia. Nu este cunoscutd proportia dependentd de GH a P3NP-ului seric rezultat

din sinteza colagenului dar nivelul sau creste la expunerea din sursd exogend la GH o
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Sinteza scazuta de matrice proteica osoasa in cazul deficientei de GH nu este
specifica decelerarii cresterii prin GHD si a fost observata in situatii insotite de viteza
redusd de inaltare cum este cazul hipotiroidiei si al bolilor inflamatorii intestinale la
copil. Sinteza crescuta de colagen este o conditie necesara sustinerii cresterii. Studiul
efectuat de Carey arata valorile mari bazale ale markerilor de colagen mai frecvent
intalnite la pacientii cu vitezd scazutd de Indltare in timp ce pacientii CU viteza de
crestere ce depdseste un prag de 6.5 cm. au avut valori bazale ale markerilor de
colagen mai mici **

Mai mult de jumatate din valorile P3NP care au depasit pragul de +1.96 SD au
fost inregistrate la subiecti cu talie joasa si axa somatotropa competenta.

P3NP nu s-a corelat cu greutatea sau talia in valoare absoluta si aceasta lipsa
de corelatie face ca P3NP sa nu necesite ajustare fatd de acesti 2 parametri si sa fie
considerat independent de statusul nutritional.

Corelatia IGF1 cu deficitul de talie analizata la subiecti cu stimulare normala a
GH 1n testul farmacologic a fost regasita si in alte studii in care s-a sugerat crearea
unor intervale de referinta pentru aceasta, corectate pentru talie (SD).

In lotul martor valorile P3NP au fost semnificativ mai mari in lotul de fete fata
de cel al baietilor. Dimorfismul sexual amintit in literatura se refera doar la populatia
postpubertara, unde gasim valori mai crescute ale P3NP in lotul de sex masculin fata
de cel feminin si aceaste valori sunt conditionate de testosteron 30,65

IGF1 se coreleaza negativ cu P3NP atunci cand le-am comparat in intregul lot.
Acest rezultat este surprinzator avand in vedere ca atat P3NP cat si IGF1 sunt vazute
ca proteine GH responsive®®,

In timp ce IGF1 rezultd in mai mult de 75 % din sursa hepatica, productia de
P3NP are sursd hepatica doar cand Insoteste procesul de fibrozd hepatica 1%Cum 1n
acest grup de pacienti este improbabild boala avansata hepatica, variatia divergenta a
celor 2 biomarkei poate fi explicabild prin sursa diferitd a celor 2 biomarkeri in
populatia pediatrica din tesuturi cu sensibilitate diferitd la GH.

Corelatia negativa semnificativa a valorii P3NP cu talia exprimatd ca SD s-a
regasit atat in analiza intregului lot de subiecti cuprinzand martori cu talie normala cat
si cand a fost evaluatd aceastd relatie in lotul cu staturd joasa. Nivelul P3NP creste
odata cu accentuarea deficitului de inaltime si aceastd corelatie negativd este mai

evidenta la statura joasa.
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Corelatia negativa moderata in lotul de talie joasa intre talie si P3NP fata de
corelatia negativa modestd determinata in lotul ce include si subiecti de talie normala
poate sugera ca pacientii scunzi indiferent de etiologie dau relatia negativa a taliei cu
P3NP.

Determinarea valorii efectorului periferic al IGF1 este o metoda de screening
sensibild si specificd pentru identificarea pacientilor cu deficit hipofizar de GH. Am
obtinut in studiu pentru IGF1 o valoare prag de -1,18 DS care caracterizeaza cel mai
bine starea de deficit de GH. Valoarea prag pentru IGF1 din studiul nostru are o
specificitate de peste 90 % a prezentei deficitului de GH fiind sensibil diferita de alte
studii dar aceasta valoare a fost determinata intr-un lot de pacienti la care s-au exclus
valorile extreme ale P3NP definite ca fiind peste 1,96 SD. In studiul sdu Binder pentru
un prag mai mic al IGF1 avem o specificitate de doar 33.3% .

In plus avand in vedere corelatia inversa a IGF1 si P3NP atunci cind IGF1
scade sub 0 SD este posibila excluderea valorilor mult scazute ale IGF1 care sunt
insotite la dozarea concomitenta a P3NP de valori extreme ale celui din urma.

Valoarea prag de -1.18 SD obtinuta in acest studiu este sensibil crescuta fata
de valorile publicate anterior si se datoreaza in parte selectiei in analizd a pacientilor
cu deficit izolat de GH si excluderii din lot a celor care asociaza deficit hipofizar
multiplu. Studiul nu a avut obiectiv primar determinarea pragului pentru IGF1 a
deficitului de GH.

Cresterea coeficientului de corelatie negativa intre P3NP si deficitul statural
atunci cand corectdim pentru valoarea IGF1 semnificd un determinant comun al
valorilor P3NP si deficitului statural independent de nivelul IGF1.

Printr-un mecanism similar cu efectul GH la nivelul cartilajului de crestere
putem presupune cd in parte sinteza GH dependentd a P3NP este independenta de
IGF1 si reprezinta un efect per se al GH-ului. Aceasta ipoteza este sustinuta de
studiile initiale care descriu proteinele derivate din sinteza colagenului ®. Tn studiul
nostru subiectii GH deficienti au valori ale P3NP in intervalul normal pentru acest
biomarker.

Dupa eliminarea subiectilor cu valori aberante ale P3NP, valorile acestuia la
subiectii cu GHD au fost superioare fata de cele ale subiectilor fara deficit hipofizar
de GH, indiferent de statura. Am nregistrat un trend invers al variatiei P3NP fata de

cel al IGF1 in 3 grupuri de pacienti comparate: GHD, statura joasd non GHD, subiecti
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cu staturd normald. Este posibila ipoteza ca lipsa actiunii GH Tmpiedica incorporarea
acestui peptid in tesuturi conjunctive non- osoase $i mai pufin sinteza acestuia.

De remarcat cd frecventa cea mai mare a valorilor extreme apare in lotul cu
staturd joasd non GH deficient cu agregarea lor in intervalul de talie -2SD pana la -
4SD. In acest interval indicele de corelatie al P3NP cu talia are un nivel coeficientul
de corelatie negativa maxima intre toate loturile analizate (rs=.517, p<0.01).

Astfel valorile crescute peste nivelul intervalului fiziologic pentru P3NP pot sa
orienteze investigarea deficitului statural din cauze GH independente. El este un
marker ce creste sensibilitatea valorilor scazute ale IGF1 in identificarea deficitului de

GH.

6. CONCLUZzII

1. O treime dintre pacientii diagnosticati cu deficit izolat de hormon de crestere in

cursul copilariei vor mentine deficitul cand sunt retestati la varsta adulta.

2. Valoarea maximalda a GH in testul de stimulare farmacologicd diagnostic in
copilarie poate fi folositd ca un criteriu de probabilitate inaltd a mentinerii
deficitului de hormon de crestere la varsta de adult tanar. O valoare a varfului de
GH 1in testul diagnostic de sub 4.1 ng/mL incadreaza pacientii in grupul de subiecti
cu persistenta deficitului de GH, in afara retestarii. O valoare a varfului de GH de
peste 4.8 ng/mL va predicta axa somatotropa competenta la retestarea din perioada

de tranzitie.

3. O perioada de epurare pentru IGF1 intre 3 si 6 luni de la intreruperea terapiei de
promovare a cresterii este insuficientd pentru evaluarea corectd a

hiposomatotropismului la pacientii cu deficit izolat de hormon de crestere.

4. Am identificat o corelatie pozitiva intre PINP si IGF-1 in perioada de tranzitie. Am
gasit o diferentd semnificativa intre PINP (SD) intre pacientii cu GHD si subiectii
GH-suficienti. Acest fapt sugereaza influenta axei GH-IGF1 asupra markerilor

turnover-ului osos 1n timpul etapei de tranzitie.

5. Atat subiectii GH suficienti cat si cei care au deficit de GH in viata de adult tAnar
au valori ale PINP 1in intervalul normal, explicabil prin controlul important

exercitat de hormonii sexuali asupra acestui marker de formare osoasa.
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6. P3NP este un marker cu un interval larg de referinta similar cu ceilal{i markeri ai
metabolismului colagenului. Fiind un parametru nespecific cu surse tisulare
multiple nivelul sau crescut poate fi datorat unor modificari independente de
statusul GH. P3NP si PINP sunt independenti de factori nutritionali la grupul de

pacienti cu axa somatotropda competenta.

7. Corelatia inversa intre P3NP si IGF1 in grupul de subiecti de talie normala cu
valori aberante ale P3NP, poate reprezenta sensibilitate diferita la actiunea GH a
tesutului din care provin. Sunt necesare studii prospective suplimentare in ceea ce
priveste nivelul ridicat de P3NP ca un instrument sugestiv pentru deficitul primar

de IGF1, independent de axa GH.

8. Nivelul P3NP creste o data cu accentuarea deficitului de inaltime. Chiar daca sunt
situate in intervalul normal, valorile P3NP ale subiectilor cu GHD sunt superioare
fata de cele ale subiectilor cu axa somatotropa competenta. Emitem ipoteza ca lipsa
actiunii GH impiedicd Incorporarea acestui peptid in fesuturi conjunctive non-

osoase §i mai putin sinteza acestuia.

9. In ciuda puterii discriminative scizute in diagnosticul deficitului de GH atunci
cand il compardm cu IGF1, o valoare extremd a P3NP poate sa orienteze in
directionarea evaluarii staturii joase cétre factori responsabili de deficitul primar de

IGF1 cum este deficitul nutritional.
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