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Etiologie, patofyziologie a postnatilni terapie intrauterinni riistové retardace s
postnatalnim ristovym selhanim

Abstrakt

Piiblizné¢ 5 % déti se rodi s porodni hmotnosti a/nebo délkou mensi nez

-2 SD ve srovnani s normou pro dany gestacni vék a pohlavi. Oznacuji se jako small for
gestation age (SGA). Tento stav vznika jako disledek intrauterinni ristové restrikce (IUGR).
Piiciny SGA/IUGR mohou byt exogenni, maternalni, placentdrni nebo endogenni —
zpravidla zpisobené patogenni genetickou variantou u fétu. U ptiblizné 90 % SGA/IUGR

déti dojde v prvnich dvou letech Zivota k ristovému vySvihu, u zbylych 10 % se rlstovy

vyS$vih nerozvine. Tyto déti se oznacuji jako SGA-SS (small for gestational age with short
stature). Hlavnim cilem projektu bylo zkoumani genetické etiologie SGA-SS v unikatni

velké kohort¢ 176 déti léCenych ristovym hormonem na Pediatrické klinice Fakultni
nemocnice v Motole. U déti snapadnym fenotypem bylo provedeno cilené testovani
(karyotyp/FISH/MLPA /cilené Sangerovo sekvenovani). VSichni ostatni podstoupili MS-

MLPA k identifikaci Silver-Russellova syndromu a ti, u kterych zatim nebyla zjisténa

geneticka etiologie, byli nasledné vySetfeni pomoci celoexomového sekvenovani nebo
cilenym panelem 398 genil souvisejicich s rastem. Genetické varianty jsme klasifikovali

pomoci postupt navrzenych ACMG. Geneticka etiologie byla objasnéna u 74/176 (42%)

déti. Prokazali jsme, Ze viizeni ristu hraje ustfedni roli rdstova ploténka. Déle maji
vyznamny podil geny osy GH-IGF-1 a osy S§titné zldzy a dale geny zodpovédné za
intracelularni regulaci a signalizaci. Mezi nimi byl také pacient s velmi vzacnym syndromem
ptedcasného starnuti - Hutchinson-Gilfordovou progerii. V dals$i ¢asti projektu jsme se

zabyvali  vyznamem acidolabilni podjednotky = (ALS) terndrniho  komplexu
IGF-1/IGFBP3/ALS v diagnostice a 1écbé déti s poruchou ristu. U 511 déti s deficitem
rustového hormonu (GHD) a/nebo SGA-SS jsme analyzovali hladiny a vzajemnou korelaci
vSech ti slozek ternarniho komplexu a vliv 1é€by rlistovym hormonem na jednotlivé slozky.
Sangerova sekvenace u déti s nizkou hladinou ALS neprokézala patogenni ani jinou variantu
genu IGFALS. Mgéieni hladin ALS neni efektivni pro detekci mutaci /GFALS. Rustovy
hormon zvySuje hladiny ALS, ale biochemické stanoveni ALS md jen nevyznamnou
pfidanou hodnotu pro diagnostiku a sledovani déti s malym vzrastem. Nasledujici
podprojekt se tykal uclinku léCby ristovym hormonem u podskupiny déti SGA-SS s
patogenni variantou genu NPR2, ktery koduje receptor natriuretického peptidu typ 2.

Ukazalo se, Ze varianty genu NPR2 zpusobuji maly vzrist u pfiblizné 5 % déti s familiarnim



malym vzristem a jejich odpoveéd’ na 1é¢bu riistovym hormonem je slibnd. V dal§im dil¢im
projektu jsme z dat Ceské narodni databaze piijemct rastového hormonu REPAR
analyzovali efekt 1éCby rtistovym hormonem u 397 déti SGA-SS s ukon¢enym rtstem. Pfi
ukonceni [éCby vétSina pacientd dosdhla vysky nad -2 SDS, vrozmezi hodnot béZzné
populace. U téchto pacientli jsme vyhodnotili vliv prepubertalni a pubertalni slozky rlstu na
celkovy efekt 1écby ristovym hormonem. O efektu 1é€cby rozhoduje prfedevsim prepubertalni
slozka riistu, proto disledné sledovani riistu déti narozenych SGA a v¢asné zahdjeni 1€cby

v ¢asném détstvi ma pro né kli€¢ovy vyznam. Soucasti studii u déti s poruchou riistu byla také
ucast v mezinarodni multicentrické klinické studii k posouzeni 1é€by somatrogonem, coz je
novy dlouhodobé pulsobici ristovy hormon aplikovany jednou tydné. Pomoci
standardizovanych dotaznikli byl ve skupiné 87 déti zjistén pii 1é€bé somatrogonem
vyznamny pokles subjektivné vnimané zatéze pro dité¢ a rodinu na jednu tfetinu ve srovnani

s kazdodenni injekci riistového hormonu. VSechny uvedené studie ptinesly piivodni nové

poznatky o etiologii, diagnostice a terapii u déti s poruchou ristu, zejména u déti SGA-SS.

Klicova slova: Rust; genetika rastu; SGA-SS; acidolabilni podjednotka; NPR2; somatrogon



Abstract

Approximately 5% of children are born with a birth weight and/or length less than -2 SDS if
compared to normative values for their gestational age and sex. These are referred to as small
for gestational age (SGA). This condition results from intrauterine growth restriction
(IUGR). The causes of SGA/IUGR can be exogenous, maternal, placental or endogenous -
usually caused by a pathogenic genetic variant in the fetus. Approximately 90% of
SGA/IUGR children develop a catch-up growth within the first two years of life, while the
remaining 10% do not. These children are referred to as SGA-SS (small for gestational age
with short stature). The main aim of the project was to investigate the genetic actiology of
SGA-SS in a unique large cohort of 176 children treated with growth hormone at the
Department of Pediatrics, Motol University Hospital. Children with a striking phenotype

were subjected to targeted testing (karyotype/FISH/MLPA /targeted Sanger sequencing). All
others underwent MS-MLPA to identify Silver-Russell syndrome, and those with no genetic
etiology yet identified were subsequently screened by whole-exome sequencing or a targeted
panel of 398 growth-related genes. Genetic variants were classified using guidlines
suggested by the ACMG. Genetic etiology was elucidated in 74/176 (42%) children. We
demonstrated that the growth plate plays a central role in growth control. In addition, genes

of the GH-IGF-1 axis and of the thyroid axis, as well as genes responsible for intracellular
regulation and signaling, are important. Among them was a patient with a very rare
premature aging syndrome - Hutchinson-Gilford progeria. In the next part of the project, we
investigated the importance of the acid-labile subunit (ALS) of the IGF-1/IGFBP3/ALS
ternary complex in the diagnosis and treatment of children with growth failure. In 511

children with growth hormone deficiency (GHD) and/or SGA-SS, we analyzed the levels

and correlation of all three components of the ternary complex and the effect of growth
hormone treatment on each component. Sanger sequencing in children with low ALS levels
did not show a pathogenic or other variant in the /GFALS gene. Measurement of ALS levels

is not effective for detecting /GFALS mutations. Growth hormone increases ALS levels, but
biochemical determination of ALS has only insignificant added value for diagnosis and
monitoring of children with short stature. The following subproject concerned the effect of
growth hormone treatment in a subgroup of SGA-SS children with a pathogenic variant of

the NPR2 gene, which encodes the natriuretic peptide receptor type 2. NPR2 gene variants
have been shown to cause short stature in approximately 5% of children with familial short
stature and their response to growth hormone treatment is promising. In another sub-project

we analysed the effect of growth hormone treatment in 397 children with SGA-SS who



reached final height from the Czech national database of growth hormone recipients REPAR.
By the end of treatment, most patients reached a height above -2 SDS, within the range of
normal population values. In these patients, we evaluated the influence of prepubertal and
pubertal growth components on the overall effect of growth hormone treatment. The
prepubertal component of growth is the main determinant of the treatment effect; therefore,
close monitoring of growth in children born with SGA and early initiation of treatment in
infancy is of crucial importance. Studies in children with growth failure also included
participation in an international multicentre clinical trial to assess treatment with
somatrogon, a new long-acting growth hormone administered once weekly. Using
standardized questionnaires, a significant reduction in subjective perceived burden for the
child and family was found to be one-third in a group of 87 children when treated with

somatrogon compared to daily growth hormone injections.

All of these studies have provided original new insights into the etiology, diagnosis, and

treatment of children with growth disorder, particularly SGA-SS children.

Key words: Growth; growth genetics; SGA-SS; acid-labile subunit; NPR2; somatrogon



Seznam pouzitych zkratek a symboli

ACAN — gen kédujici glykoprotein aggrekan

ACMG — American College of Medical Genetics and Genomics
AD — autozomaln¢ dominantni dédi¢nost

ALS — acidolabilni podjednotka

AR — autozomalné recesivni dédi¢nost

BA — kostni v&k

BMI - body mass index; index télesné hmotnosti

CA — kalendaini vék

c¢GMP - cyklicky guanosinmonofosfat

CNV - copy number variation

CNP — natriureticky peptid typu C

COL — ¢ast kédu gend, které koduji jednotlivé typy kolagenu
EMA — Evropska 1ékova agentura pro 1é¢ivé piipravky

FGFR3 — gen kodujici receptor pro fibroblastovy rastovy faktor typ 3
FISH — fluorescenc¢ni in situ hybridizace

FLNB — gen kédujici filamin typ B

FSS — familidrné maly vzrist

GH — rtistovy hormon

GHD - deficit rGstového hormonu

GHR - receptor pro rlstovy hormon; pokud je zkratka kurzivou, oznacuje gen kdodujici

receptor pro rastovy hormon

GTP — guanosintrifosfat

ICR - imprinting control region

IGF-1 — inzulinu podobny riistovy faktor 1

IGF-1R —receptor pro inzulinu podobny riistovy faktor typ 1

IGFIR — gen kodujici receptor pro IGF



IGF-2 — inzulinu podobny ristovy faktor 2

IGFBP-3 — vazebny protein pro IGF typ 3

IHH — gen kédujici signalni molekulu indian hedgehog
IQR — mezikvartilovy rozptyl

LP — pravdépodobné patogenni varianta; likely pathogenic
MATN3 — gen koédujici matrilin 3

MLPA - Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (metoda molekularné-
genetické diagnostiky)

NGS - sekvenovani nové generace

NPPC — natriureticky peptid typu C

NPR-B — receptor pro natriureticky peptid typu C

NPR?2 — gen kddujici receptor pro natriureticky peptid typ C
P — patogenni varianta

PAPPA2 — pappalyzin 2; pokud je zkratka kurzivou, oznacuje gen kodujici pappalyzin 2
PARI — pseudoautosomalni oblast 1

PWS — syndrom Pradera-Williho

RAS/MAPK — RAS intracelularni signalni kaskada

RR — rastova rychlost

SD — smérodatna odchylka

SGA — narozen maly vzhledem ke gestaénimu véku

SHH — gen kodujici signalni molekulu sonic hedgehog
SOD - septo-opticka dysplazie

SRS — syndrom Silvera-Russella

STATSb — pienasec signalu a aktivator transkripce typ 5b
TS — Turnertiv syndrom

TSH — tyreotropni hormon

UPD - uniparentalni disomie



WES — celoexomové sekvenovani

X — dédi¢nost vazana na X chromozom
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1. Uvod

Ptriblizné 3-5 % déti se rodi s porodni hmotnosti a/nebo délkou niz8i neZ -2 SD ve srovnani s
normou pro dany gestacni veék. Tyto déti oznacujeme jako malé pro sviij gestacni vek (small for
gestational age - SGA) (Lee, 2001). Stav SGA je vétSinou spojen s intrauterinni riistovou
restrikci (IUGR). I kdyz pojmy SGA a IUGR se nékdy zaménuji ¢i uzivaji jako synonyma,
IUGR oznacuje v porodnictvi fetalni rtistovou restrikci na zdklad¢ ultrazvukového méteni
velikosti plodu a dynamiky jeho ristu, zatimco SGA je pojem primarné neonatologicky,
dokumentovany presnym zméfenim porodni hmotnosti a délky a porovnanim s normou pro

dany gesta¢ni vék a pohlavi.

Stav. SGA mize byt zplisoben fadou exogennich, maternalnich, placentarnich nebo
endogennich (embryonélnich a fetalnich) faktort (Finken, 2018). U 90 % déti s SGA dochazi
béhem prvnich dvou let Zivota k rlistovému vySvihu, u zbylych 10 % v této dobé€ riistovy vysvih
nenastava (Hokken-Koelega, 1995). Tyto déti se oznacuji jako ,,small for gestational age — short
stature” (SGA-SS) neboli ristové selhani navazujici na intrauterinni ristovou restrikci. Je
znamo, Ze zustanou malé po celé détstvi a dosahnou vyznamné nizsi dospélé télesné vysky.
Proto se na zaklad¢ studii i€innosti a bezpec¢nosti stala skupina déti narozenych SGA s
postnatalnim rastovym selhanim (SGA-SS) na zéklad¢ rozhodnuti Evropské 1ékové agentury

(EMA) od roku 2003 indikaci pro lé¢bu ristovym hormonem (GH) (Clayton, 2007).

Etiologie rustového selhani navazujici na SGA neni zcela objasnéna a je ziejmé heterogenni.

Diky novym moznostem genetické diagnostiky se v posledni dobé dostava v poptedi vyzkum
genetické a epigenetické etiologie této poruchy. Vychdzi se pfitom z premisy o genetické
podminénosti lidského riistu s tim, ze pokud porucha riistu za¢ind jiz in utero, mize se jednat

s vys$i pravdépodobnosti o vyznamnou genetickou predispozici ve srovnani s postnatalnim
rozvojem rastové poruchy. Ke genetickému vySetieni se pouziva spektrum metod od stanoveni
karyotypu, ptes komparativni genomovou hybridizaci (aCGH), metyla¢ni studie, aZ po metody
sekvenovani nové generace (NGS). Tato vysetieni dokazou objasnit pfi¢inu malého vzristu
navazujici na SGA v mnoha pfipadech. V tomto souborném sdéleni ptinaSime piehled
vyznamnych geneticky podminénych pfi¢in SGA-SS — poruch imprintingu, metylac¢nich
poruch a piehled zakladnich genovych defektl spojenych s regulaci osy GH — IGF-1 — ristova

ploténka.
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1.1. Poruchy imprintingu a metyla¢ni poruchy. Silver-Russelliiv syndrom a pribuzné
syndromy

Pokud aktivita ur¢itého genu zavisi na maternalnim ¢i paternalnim ptivodu alely, hovotime o
genetickém imprintingu. Ve vétSing téchto pripadl se exprimuje (je aktivni) pouze maternalni
nebo paternalni alela, zatimco druhé alela je umlcena. Jedna z ¢astych imprintingovych poruch
spojena s fenotypem SGA-SS je Silver-Russelliiv syndrom (SRS). VSechny déti se SRS se rodi
malé na sviij gestacni vek, zlstavaji malé beéhem détstvi a maji typické dysmorfické rysy —
relativni makrocefalii, trojihelnikovy oblicej, prominujici ¢elo, klinodaktylii mali¢ki a Casto
také stranovou asymetrii véetné¢ rozdilné délky koncetin a plosek (Wakeling, 2017). Typické je
obtizné krmeni a neprospivani v kojeneckém véku (Marsaud, 2015). SRS je primarné klinicka
diagnoza, k jejiz diagnostice pouzivame skoérovaci klinicky systém dle Netchinové a Harbisona

(Azzi, 2015) (tab. 1).

Genetickou etiologii lze pti dneSni urovni znalosti objasnit cca u 60 % déti se SRS. Ve vétsiné
piipadi (téméf 50 % vSech) je pfi€inou hypometylace v imprintingové kontrolni oblasti
(imprinting control region — ICR) na paternalni alele na chromozomu 11p15.5. V této oblasti
jsou umistény geny /IGF2 a H19, které se podileji na regulaci intrauterinniho rastu (Netchine,
2007). Vedle toho byly popsany dveé vzacnéjsi genetické odchylky ve stejné oblasti 11pl15.
Jedna z nich je spojena se zvySenou expresi genu CDKNIC (Brioude, 2013), coz vede kromé
intrauterinni ristové restrikce také k metafyzarni dysplazii, kongenitalni adrenalni hypoplazii a
malformaci genitalu u chlapcii. Tento soubor ptiznakil se oznacuje jako IMAGe syndrom

(Arboleda, 2012).

Ptic¢inou 5-10 % ptipadt SRS je uniparentalni disomie (UPD) — pfitomnost dvou homolognich
chromozomu nebo jejich ¢asti, které pochazeji od jednoho rodice. Nejcastéji se jedna o oblast s
geny GRB10 a MEST na 7. chromozomu (UPD7) (Hitchins, 2001). U dalSich 40 % pacientii

zustava geneticka etiologie SRS neobjasnéna.

Dlouhodobé podévani ristového hormonu je u déti s SRS bezpecné a ucinné, avsak béhem
adrenarche a puberty miize dojit k urychleni kostniho zrani s neptfiznivym vlivem na finalni

vysku (Binder, 2013).

Vedle UPD7 bylo popséno nékolik dal§ich UPD syndrom spojenych s malou vySkou a
typickym fenotypem. Jednim z nich je syndrom Templeové spojeny s oblasti dlouhého raménka
14. chromozomu (14q). Muze byt vyvolan jak UPD 14. chromozomu, tak i paternalni delect,
duplikaci v oblasti 14q nebo hypometylaci. Déti se syndromem Templeové se rodi SGA, jsou

hypotonické, maji pfedCasnou pubertu a vyrazné snizenou findlni vysku (Ioannides, 2014).
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Poruchy imprintingu nebo uniparentalni dizomie 15. chromosomu vedou ke vzniku syndromu

Pradera-Williho, pro ktery je vedle dalSich fenotypovych projevl pfizna¢na porodni hmotnost

pod 10. percentilem a perzistujici porucha rastu v détstvi (Lionti, 2015). Také déti s

uniparentalni dizomii 20. chromozomu patii mezi SGA-SS a maji potiZze s krmenim, na rozdil

od SRS d¢ti ale nemaji typické dysmorfické rysy (Mulchandani, 2016).

Klinicka Kritéria

Definice

SGA (porodni hmotnost a/nebo porodni délka)

< -2 SDS pro dany gestacni vék

Postnatalni rastové selhani

Vyska ve 24 £ 1 mésici < -2 SDS nebo vyska <
-2 SDS nez stiedni vyska rodict

Relativni makrocefalie

Obvod hlavy pii narozeni > 1,5 SDS nez
porodni délka a/nebo hmotnost

Prominujici ¢elo

Prominujici ¢elo je vyrazngjsi v prvnich 3
letech Zivota

Asymetrie trupu

Jakékoliv asymetrie trupu a/nebo koncetin

PotiZe s krmenim a/nebo nizky BMI

BMI < -2 SDS ve 24 mésicich véku a/nebo
nutnost krmeni nazogastrickou sondou

Tab. 1. Klinicky skérovaci systém pro Silver-Russelliiv syndrom (SRS) dle Netchinové a

Harbinsona. Klinicka diagnéza je pravdépodobna, pokud pacient splituje nejméné 4 ze 6 krité

rii. Jsou-li vSechna molekuldrné geneticka vySetfeni negativni a diferencialni diagnostikou byly

vylouceny jiné pfi€iny, pacienti splitujici alesponi 4 ze 6 kritérii se klasifikuji klinicky jako SRS.

BMI — body mass index; SDS — skore smérodatné odchylky; SGA — small for gestational age.

1.2. Poruchy osy GH — IGF-1 — rustova ploténka u déti SGA-SS

1.2.1. Rustovy hormon
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I kdyZ rGstovy hormon hraje v prenatalnim vyvoji mensi tlohu nez IGF-1, je popséana fada stavli
spojenych s poruchou sekrece i plsobeni (signalizace) ristového hormonu, které vedou k
zpomaleni intrauterinniho ristu. U déti s deficitem ristového hormonu je niz$i primérna
porodni délka (-0,6 SD) 1 porodni hmotnost (-0,9 SD). Deficit rtistového hormonu mtize byt
zplisoben patogennimi variantami fady riznych gent, z nichZ jsou nejcastéjsi poruchy geni
PROPI, GHI a GHRH. Postnatalni ristové selhani miize byt u déti s deficitem rastového
hormonu rizné vyjadiené, efekt 1é¢by ristovym hormonem byva zpravidla ptiznivy (Mehta,

2005).

Patogenni varianty genu kodujici receptor pro rustovy hormon (GHR) vedou ke vzniku
necitlivosti na ristovy hormon, tzv. Laronovu syndromu. Ten je charakterizovan stfedné tézkou

az tézkou poruchou rustu, ponékud disproporcionalni postavou s krat§imi koncetinami a
hypoplazii sttedni ¢asti obliceje, pro kterou je typicky zejména vpaceny kotfen nosu. Tyto déti

maji koncentraci riistového hormonu v krvi normalni nebo zvySenou, zatimco koncentrace

IGF-1 je velmi nizka. Lécebné podani rlistového hormonu nema u téchto jedincii Zadny efekt,

1é¢bou volby je podani rekombinantniho lidského IGF-1 (rthIGF-1) (Laron, 2004).

Patogenni varianty v genech STAT5b, STAT3, IKBKB, a IL2RG jsou tézZ spojeny s necitlivosti na

rustovy hormon a soucasné s rozvojem zavazného imunopatologického stavu (Finken, 2018).

1.2.2. IGF-1, IGF-2

Uginek rastového hormonu na periferni tkané je zprosttedkovan predevsim inzulinu podobnymi
rustovymi faktory 1 a 2 (IGF-1, IGF-2). IGF-1 a IGF-2 jsou jednofetézcové polypeptidy, které
vzajemné sdileji priblizn€ 50 % své aminokyselinové sekvence (Le Roith, 2001). IGF-1, ale
zejména IGF-2, hraji vyznamnou roli v Casném fetalnim vyvoji prostiednictvim vazby na
receptor IGF 1. typu (IGF1R), ktery je pro oba polypeptidy spolecny (Constancia, 2002). Po
ukonceni organogeneze se stava dominantnim reguldtorem riistu osa GH — IGF-1. Role IGF-2 v
postnatalnim vyvoji neni jasna. U mysiho modelu vede inaktivace IGF-2 alely paternalniho
plvodu k téZké intrauterinni restrikci riistu, zatimco inaktivace alely maternélniho ptivodu nema
na ruast zadny vliv (DeChiara, 1990). Klicova role IGF-1 v intrauterinnim vyvoji byla postupné
dokumentovana na ptikladu ¢tyt jedincii z nepfibuznych rodin, ktefi nesli patogenni varianty na
obou aleldch /IGFI genu. VSichni méli extrémné nizkou porodni hmotnost a délku i obvod hlavy

a trp€li senzorineuralni hluchotou (Woods, 1996; Walenkamp, 2005; Netchine, 2009). Déle
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byly popsany dvé rodiny s heterozygotnimi patogennimi variantami /GF, jejichz fenotyp byl

mirngj$i (van Duyvenvoorde, 2010; Fuqua, 2012).

1.2.3. IGF1R

Gen IGFIR kéduje IGF receptor 1. typu (IGF1R), ktery ma podobnou strukturu jako inzulinovy
receptor (Francke, 1986). V literatufe najdeme fadu kazuistik popisujicich rizné varianty v
IGFIR genu. Zajimavy je jejich zna¢né variabilni fenotyp. Porodni hmotnost se pohybuje v
rozmezi od -3,5 do -1,5 SD, porodni délka od -5,0 do +0,3 SD, vyska pfi prvni navstéve
endokrinologa od -5 SD do -2,1 SD. Dalsi fenotypické znaky zahrnuji klinodaktylii, pectus
excavatum, trojuhelnikovy oblicej, brachycefalii, ale také obtize s krmenim, opozdéni
psychomotorického vyvoje a poruSenou gluk6zovou toleranci. Odpovéd’ na 1écbu ristovym
hormonem je u déti s patogennimi variantami /GFI/R genu horsi nez u déti SGA-SS bez

genoveho defektu (Finken, 2018).

1.2.4. Vazebné proteiny pro IGF (IGF binding proteins; IGFBP)

Vazebné proteiny pro IGF (IGFBP-1 az IGFBP-6) prodluzuji polo¢as IGF v cirkulujici krvi a
tim moduluji jeho biologickou dostupnost a ti€innost. Z Sesti zndmych IGFBP je pro vazbu
IGF-1 nejdtlezitéjsi IGFBP-3, v mensi mife také IGFBP-5. VSechny IGFBP maji vétsi afinitu k
IGF-1 nez k receptoru IGF1R — vazba IGF-1 na IGFBP je tedy kompetitivni s vazbou IGF-1 na
IGF1R. Zatim nebyly popsany zadné patogenni varianty v genech pro jednotlivé IGFBP
(Finken, 2018).

1.2.5. Acidolabilni podjednotka (acid-lable subunit; ALS)

IGF-1 cirkuluje v krvi jako soucast ternarniho komplexu, ktery se skladd z IGFBP-3 a
acidolabilni podjednotky (ALS). Zatimco polocas volné cirkulujiciho IGF-1 je pouhych 10

minut, binarni komplex IGF-1-IGFBP-3 pfetrvava v krvi 30-90 minut a ternarni komplex s

ALS prodluzuje polocas na vice nez 12 hodin (Boisclair, 2001). Studie u 312 déti SGA-SS

ukézala mirn€ nizsi koncentraci ALS v krvi ve srovnani s béznou détskou populaci (cca -0,5

SD), hladiny IGF-1 a IGFBP-3 byly ale ve srovnani se zdravou populaci snizené podstatné
vyznamnéji (<-1 SD) (Renes, 2014). ALS je kodovana genem /GFALS. Patogenni varianty

24
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homozygotnich mutaci, deleci nebo duplikaci, nez u heterozygot nebo slozenych heterozygott

(Renes, 2019).

1.2.6. PAPP-A2 (pregnancy associated plasma protein A2)

PAPP-A2 je metaloproteinaza, kterd $tépi vazbu mezi IGF-1 a IGFBP-3 (resp. IGFBP-5) a tim
zvysSuje biologickou dostupnost IGF-1 v cilovych tkénich. Doposud bylo popsano 5
homozygotnich mutaci v genu PAPPA2, dvé z téchto péti déti byly SGA-SS. VSech pét déti
melo zvysené hladiny IGF-1, IGF-2, IGFBP-3, IGFBP-5 i ALS. Dle hypotézy autorti chyb¢jici
aktivita metaloproteinazy znemoziuje uvolnit IGF-1 a IGF-2 z ternarnich komplext. To sice
zvysuje jejich koncentraci v krvi prodlouzenim jejich polocasu, ale snizuje jejich biologickou

dostupnost v cilovych tkanich (Dauber, 2016).

1.3. Riistova ploténka a jeji regulace
1.3.1. Poruchy parakrinni regulace

Genové defekty spojené s parakrinni signalizaci v oblasti ristové ploténky vedou zpravidla

k urcité formée skeletalni dysplazie. VEtSina t€chto gentd se exprimuje jiz in utero, proto byva
snizena porodni délka — smérodatnéd odchylka (SD) porodni délky vztazena ke gestacnimu véku
je niz8i nez SD porodni hmotnosti. T¢Z§i formy skeletalnich dysplazii 1ze rozpoznat prenatalné
¢i hned po narozeni; mirnéjsi poruchy zistavaji nediagnostikovany a tyto déti se klasifikuji jako
SGA ¢i v ptipadé dominantni dédicnosti jako déti s familidrnim malym vzristem (FSS). Pti
patrani po mozné skeletealni dysplazii u déti s nizsi porodni délkou je vhodné hodnotit
opakované proporcionalitu: u vétsiny skeletalnich dysplazii se postupné vyviji ,,asymetrie* —
koncetiny rostou relativné méné€ nez trup, pouziva se proto oznaceni ,,short-limbed dysplasias® (

Bonafe, 2015). Asymetrie se zvyraziuje s vékem a v prvnich letech Zivota nemusi byt patrna.

Uplny vy¢&et parakrinnich faktort v riistové ploténce presahuje moznosti tohoto sdéleni, proto
zminime jen Cast€j$i a/nebo klinicky vyznamné poruchy. Fibroblastové riistové faktory (FGFs)
hraji v regulaci riistové ploténky dulezitou ulohu. Patogenni varianty v genu FGFR3, ktery
kéduje tieti typ receptoru pro fibroblastovy rastovy faktor, ovliviiuji riist kosti do délky a vedou
k celé §ifi1 fenotypt — od achondroplazie pies hypochondroplazii az k symetrické poruse rustu. |
kdyZ u déti s achondroplazii nejsou porodni hmotnost a délka vyrazné snizeny (prumér -1 SD

resp. -0,7 SD), jejich napadny fenotyp umozni okamzZitou diagnézu (obr. 4). Déti s

18



hypochondroplazii maji rhizomelické zkraceni koncetin a relativni makrocefalii. Porodni délka

a hmotnost miize rovnéz byt snizena (Finken, 2018).

Dalsim diilezitym parakrinnim regulatorem je natriureticky peptid typu C (CNP), ktery se vaze
na receptor natriuretického peptidu typu B (NPR-B) kodovany genem NPRZ2. Homozygotni
mutace genu NPR2 pusobi tézkou akromezomelickou dysplazii typu Maroteaux. Riistova
porucha nositelll patogenni heterozygotni varianty v tomto genu je mirnéj$i. Fenotyp byva
nendpadny (klinickd diagnéza idiopatického/familidrniho malého vzristu), v nékterych
ptipadech byl popsan obraz kostni dysplazie podobny Léri-Weilovu syndromu (typicky pro
jedince s deficitem SHOX) se zkracenim predlokti a bércti (mezomelie). U NPR2 variant ale
chybi charakteristickd Madelungova deformita (Bartels, 2004). Heterozygotni varianty NPR2
zodpovidaji zfejmé za piiblizn€ 6 % piipadi déti SGA-SS a familiarné malého vzristu (Olney,

2006).

IHH (Indian HedgeHog) hraje dtlezitou ulohu v embryonalni morfogenezi, je exprimovan v
chondrocytech a reguluje jejich diferenciaci. Heterozygotni mutace genu [HH vedou k
brachydaktylii typu A2, ale nedavno byly heterozygotni patogenni varianty nalezeny i u déti s
mirné disproporcionalnim malym vzristem bez specifickych skeletalnich abnormit. Ve vétsing
piipadi se tyto déti rodily malé na svilij gestacni vék v parametru porodni délky a 50 % z nich
m¢elo skeletalni abnormitu na rentgenu ruky (naptiklad kratsi stfedni ¢lanek II1. a V. prstu s

kénickym tvarem epifyzy) (Vasques, 2018).

1.3.2. Poruchy tvorby extracelularni matrix

Jendou z pfi¢in poruchy tvorby extracelularni matrix ristové ploténky jsou patogenni varianty
genu ACAN, ktery koduje bilkovinnou frakei proteoglykanu agrekan. Fenotypicky se muze
projevit mirna skeletalni dysplazie, spondyloepifyzalni dysplazie typu Kimberley nebo pouze
maly vzrist bez skeletdlnich abnormit, ale ¢asto s urychlenym kostnim vékem. 30-40 % déti,
které nesou patogenni variantu ACAN, se rodi SGA. Nositelé patogennich variant ACAN mohou
v dospélosti trpét Casné nastupujici osteoartrozou a/nebo disekujici osteochondritidou
matrix patfi patogenni varianty gent pro nékteré typy kolagenu, napi. COLI1A1, COL1A2,
COL2A1 ajiné (Plachy, 2019).

1.3.3. Poruchy intracelularni regulace
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Relativné Castou pticinou malého vzrastu u déti je aberace v genu SHOJX, ktery koduje SHOX
protein (Short stature HOmeoboX-containing gene). Tento gen se nachazi v pseudoautosomalni
oblasti obou pohlavnich chromozomii X a Y a koduje transkripéni faktor s vyznamnou ulohou v
rustu dlouhych kosti. SHOX gen nepodléhd X-inaktivaci a za fyziologickych okolnosti je
pfitomen ve dvou funkénich kopiich (Rao, 1997). Bialelické inaktivacni mutace zplsobuji
zavaznou Langerovou mezomelickou dysplazii. Heterozygotni mutace, delece ¢i duplikace
zpusobuji mirngjsi Léri-Weiliv syndrom (Casto s klasickou Madelungovou deformitou
predlokti) anebo pouze SGA, resp. idiopaticky ¢i familiarni maly vzrist bez znamek kostni
dysplazie (Benito-Sanz, 2011). Chybéni jedné kopie (haploinsuficience) SHOX je pti¢inou

malého vzristu u divek s Turnerovym syndromem.

Dal§im vyznamnym intracelularnim regulatorem proliferace a diferenciace chondrocyti
ristové ploténky je signalizaéni kaskada Ras/MAPK. Ukolem Ras/MAPK signaliza¢ni kaskady
je prenaset informaci mezi membranovym receptorem pro rastové faktory a bunéénym jadrem.
V bunécném jadre nésledné reguluje transkripci nékolika genti zodpovédnych za bunéénou
proliferaci, migraci, diferenciaci a apoptézu. Abnormalni aktivace této kaskady vede k n€kolika
piekryvajicim se syndromiim se spole¢nym oznacenim ,,RASopatie*, mezi které patii syndrom
Noonanové, LEOPARD syndrom, Costelltiv syndrom, Legius syndrom a dalsi. Hlavnimi
pfiznaky RASopatii jsou maly vzrhst, typicky faciadlni fenotyp, deformita hrudniku a
kardiovaskularni abnormity (Lebl, 2020).

1.3.4. Geny ovliviiujici dalSi bunécné procesy

Patogenni varianty genti, které kdduji proteiny vyznamné pro bunécné a mezibunécné procesy v
rustové ploténce a soucasné v dalSich tkanich a organech, vedou ke skupiné rastovych poruch
oznacovanych jako ,,primordidlni trpaslictvi (dwarfism)“. Tito jedinci maji zpravidla vyznamné
naruseny jak intrauterinni, tak postnatalni rist. Do této skupiny fadime napt. Floating Harbor
syndrom, Meier-Gorliniiv syndrom, 3-M syndrom, syndrom Cornelia de Lange a dalSi. Nositelé
téchto syndromii maji ptiznacné fenotypické rysy, které mohou zkuseného klinického genetika
nasmé&rovat k cilenému genetickému testovani. U n¢kterych nemusi byt fenotyp nédpadny a

jedina patrna patologie je SGA-SS (Finken, 2018).

1.4. Chromozomalni aberace a variabilita poc¢tu kopii
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Turnertv syndrom miZze byt diagnostikovan jiz prenataln€ nebo hned po narozeni na zékladé¢
typickych dysmorfickych zndmek — lymfedému néarti nohou a hibett rukou, pterygia colli a

dalsich. V mnoha ptipadech je diagndza stanovena az pozd¢ji v détstvi, zejména u divek

s mirn¢jSim fenotypem pii chromozomdlni mozaice. Téméf tretina divek s Turnerovym
syndromem se narodi SGA. Jejich prenatdlni i1 postnatdlni ristové selhani je zplisobeno

haploinsuficienci SHOX (Ranke, 2007).

Déti se vSemi klasickymi trizomickymi chromozomalnimi aberacemi autozomt se rodi SGA.
Vzhledem ke komplexni patologii téchto stavi zlistava otazka jejich télesného riistu na okraji

klinické vyznamnosti.

Diky novym metoddm genetické diagnostiky se dostala do popiedi zajmu tzv. variabilita poctu
kopii (CNV — copy number variation) lidského genomu. CNV je formou strukturalnévariability
v podobé deleci a duplikaci urcitych tsekii genomu, které jsou ¢etné a mohou mit vyznamny
dopad na fenotyp. Z 671 pacientti vySetfenych pro maly vzriast v rdmci SGA-SS nejasné
etiologie bylo pomoci aCGH objeveno n¢kolik patologickych CNV u 87 pacientt (13 %)
(Homma, 2018).

1.5. Algoritmus genetického vySetieni u déti SGA-SS

Finken a spolupracovnici (Finken, 2018) navrhuji zahdjit vySetieni peclivou anamnézou,
fyzikalnim vySetfenim, analyzou antropologickych parametri v€etné rastovych grafii, RTG

levé ruky a predlokti a screeningovym laboratornim vysetienim s cilem vyloucit jiné nez
endokrinni pfi¢iny poruchy ristu. Snimek ruky a ptedlokti doporucuji provadét jak k urceni
kostniho veku, tak k identifikaci skeletalnich abnormit ptizna¢nych pro nékteré syndromy a

genové defekty (SHOX, NPR2, ACAN, IHH a dalsi).

U divek s vyskou nizsi o vice nez 1,6 SD oproti cilové vysce doporucuji autofi vyloucit
Turneriv syndrom pomoci karyotypu a FISH. Po vylouceni Turnerova syndromu,
patologického nalezu CNV a uniparentalni disomie muze byt dalsim krokem sekvenovani nové
generace (NGS) s analyzou panelu gent ovliviiujicich riist. Podobny diagnosticky postup

volime i u chlapci.

Pokud néktera fenotypickd znamka vyvoldva silné podezieni na urcity syndrom (napi.
Madelungova deformita u defektit SHOX), voli se varianta ptimého sekvenovani kandidatniho

genu.
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Ve specifickych ptipadech, kde mame podezieni na pfitomnost patogenni varianty v dosud
nezndmém genu, lze provést celoexomové sekvenovani u tripletu (probanda a obou rodicit)
(Finken, 2018). Vzhledem k tomu, ze geneticka etiologie riistového selhani je u SGA déti velmi
riznorodd, piinasi patrdni ve vétSich kohortach déti SGA-SS Sanci na rozSifeni

biomedicinského poznani v této oblasti.

1.6. Lécba rustovym hormonem u déti SGA-SS

Skupina déti narozenych SGA s postnatalnim rastovym selhanim (SGA-SS) se stala na zakladé
rozhodnuti Evropské 1¢kové agentury (EMA) od roku 2003 indikaci pro 1é¢bu ristovym
hormonem. Nejnizsi piipustny vék pii zahdjeni terapie jsou v Evropé Ctyfi roky, v USA se
tézké poruchy rustu jiz v kojeneckém véku a prikazu jasné genetické etiologie s neptiznivou
prognozou dalsiho ristu (naptiklad Silver-Russelliiv syndrom) Ize terapii GH zah4jit 1 dfive. Ve

vetsing evropskych stata je tivodni davka GH 0,033-0,035 mg/kg/den.

V dosud zkoumanych kohortdich déti SGA-SS byla odezva na podavani GH pomérné
ruznoroda. Tento jev zfejmé souvisi s heterogenni genetickou etiologii. Medidn zlepSeni finalni
vysky po 1é¢be oproti predikci €ini 1,25 SD (Maiorana, 2009). Puberta u déti SGA-SS nastupuje

v prumeéru ve stejném veéku jako u ostatnich vrstevniki (Finken, 2018). Kromé pozitivniho vlivu
na rast ma terapie rastovym hormonem pomérné dobie dokumentované lipolytické a anabolické

pusobenti, tedy celkové ptiznivy efekt na kardiovaskularni systém (Lebl, 2011).
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2. Hypotézy disertacni prace

wewvr

postnatalni faze rlstu. Ve vyznamném poctu piipadi je tento stav zplusoben endogenni,
geneticky nebo epigeneticky podminénou poruchou, kterou Ize soucasnymi metodami
diagnostikovat.

(2) Zkoumani etiologie SGA-SS muiiZze zasadnim zplsobem piispét k poznéni fyziologie a
patofyziologie lidského ristu. Pomiize definovat kaskadu déju, které tidi rast a rozhoduji o
télesné délce in utero a brzy po narozeni, stejn¢ jako o télesné vysce v dal$im détstvi 1

v dospélosti.
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3. Cile diserta¢ni prace

(1) Sestaveni klinické kohorty pacienti SGA-SS 1écenych ristovym hormonem na Pediatrické

klinice Fakultni nemocnice v Motole v obdobi let 2008 az 2018.

(2) Hledani endogenni (genetické) etiologie u déti SGA-SS metodami sekvenovani nové

generace a metyla¢nimi studiemi.

(3) Stanoveni koncentrace ALS (acidolabilni podjednotky) v plazmé u déti SGA-SS a posouzeni

jejiho diagnostického vyznamu, v¢etné moznosti detekce patogennich variant genu IGFALS

(4) Analyza vlivu 1é€by ristovym hormonem na ristovou rychlost u déti s poruchou parakrinni

regulace chondrocytu na podkladé patogennich variant genu NPR2

(5) Kazuisticka studie sekrece ristového hormonu a odpovédi na 1é¢bu ristovym hormonem u
unikatniho pacienta zkohorty SGA-SS s Hutchinson-Gilfordovou progerii na podkladé
patogenni varianty LMNA

(6) Analyza prediktorti dospélé vysky po 1€cbé ristovym hormonem u déti SGA-SS z dat

celostatni databaze piijemct rtistového hormonu REPAR

(7) Analyza ptispevku prepubertalniho a pubertalniho ristu pti 1é¢bé ristovym hormonem na

dospélou vysku u déti SGA-SS z dat celostatni databaze piijemct ristového hormonu REPAR

(8) Souhrn prvnich zkusenosti s dlouhodobé plisobicim riistovym hormonem u déti.
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4. Soubory pacientii a metodiky jednotlivych studii

4.1. Klinicka kohorta déti SGA-SS lé¢enych na Pediatrické klinice v Motole v letech
2008-2018

Studovana kohorta 176 déti vychéazela z celkového souboru 820 pacientt 1écenych rlistovym
hormonem v naSem centru v obdobi od kvétna 2008 do prosince 2018, po vylouceni déti

s extrémni nezralosti, se zndamym jinym onemocnénim, a vSech déti, které nespliiovaly kritéria
SGA pii narozeni ¢i pokles vysky pod -2,5 SD v pribéhu détstvi ve véku 3 roky ¢i vice. Z 256
rodin, jejichz dit€¢ spliovalo vstupni kritéria, 176 (69 %) rodin souhlasilo s genetickym

testovanim u ditéte i obou rodici (,.triplet vzorkiit DNA)

U vsech déti byla k dispozici perinatalni data (tyden gestace, porodni hmotnost a/nebo délka
méné nez -2SD vzhledem ke gestaénimu véku) a série postnatalnich méteni pied zahdjenim
1é¢by ristovym hormonem vyjadiend jako SD normativnich hodnot specifickych pro vék a

pohlavi (Kobzova, 2004).

Tyto déti v ramci rutinni 1€¢by dostavaly dlouhodobou 1€¢bu ristovym hormonem (GH) davkou
35 ng/kg/den podle mezinarodnich doporuceni (Clayton, 2007). Tato kohorta byla vysetiena
z hlediska etiologie poruchy a zlstava k dispozici pro nasledné studie dlouhodobé odpovédi na

rastovy hormon, véetné zhodnoceni budouci dospélé vysky.

Genetické testovani

Nekteré déti s klinickym podezienim na specifickou genetickou poruchu podstoupily jiz pred
touto studii cilené genetické vysetieni (karyotyp, FISH, MLPA, cilené Sangerovo
sekvenovani). Zbyvajici déti jsme vysetfili metodou specifické multiplexni ligani sondy
zavislé na stimulaci (MS-MLPA). MS-MLPA smési ME030 a ME032 byla zamétena na oblasti
11pl15, 7932, 7p12 a 14q32, k nasledné analyze dat jsme pouzili software Coffalyser MS-MLPA

s cilem vyloucit ¢i potvrdit Silver-Russelltiv syndrom.

Pti negativnim vysledku byli pacienti vySetieni metodami sekvenovani nové generace (NGS).
DNA jsme analyzovali pomoci nové vytvofeného cileného panelu NGS 398 gentl se znamou
nebo potencialni asociaci s ristem. Celkem 6 vzorkli DNA z probandu proslo celoexomovym
sekvenovanim (WES). Zjisténé varianty jsme filtrovali pomoci softwaru Variant Annotation

and Filter Tool (VarAFT) (Desvignes, 2018). Vybrané varianty jsme verifikovali pfimym
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Sangerovym sekvenovanim a nasledné bodovali podle standardi American College of Medical

Genetics and Genomics (ACMG) (Richards, 2015).

4.2. Stanoveni koncentrace ALS a jeji diagnosticky vyznam

U 511 déti s deficitem riistového hormonu (GHD) a/nebo u déti s poruchou riistu navazujici na
malou velikost pfi narozeni (SGA-SS) jsme pii 1écbé GH analyzovali hladiny a vzajemnou
korelaci vSech tii slozek terndrniho komplexu. U tfi déti s nizkou hladinou ALS jsme nasledné
sekvenovali gen IGFALS. Vliv podani GH na slozky ternarniho komplexu jsme studovali u 23
déti s GHD nebo SGA-SS neurcené etiologie.

4.3. Lécba ristovym hormonem u déti SGA-SS s poruchou genu NPR2

Ze 747 pacientii 1éCenych GH v nasem centru splnilo 87 kritérium familiarné mensiho vzriistu
(FSS) — vyska pred 1écbou < -2 SD jak u pacienta, tak u mensiho z obou rodi¢i. Pro hledani
variant genu NPR2 jsme pouzili metody sekvenovani nové generace. Vysledky byly
vyhodnoceny pomoci standardd ACMG a u lécenych déti byla hodnocena odpovéd na 1écbu

GH (vyjadiena jako zlepseni rychlosti rastu a vyvoj SD vysky béhem prvnich 5 let 1écby).

4.4. Kazuisticka studie u chlapce SGA-SS s Hutchinson-Gilfordovou progerii

Kazuisticky jsme popsali osud chlapce narozeného s patogenni variantou LMNA ¢.433G>A,

ktera zpiisobuje atypicky progericky syndrom (APS) a byla dfive popsana u jediného pacienta.
Laboratorni testy odhalily nedostatek ristového hormonu (GH) a magneticka rezonance (MRI)
mozku ukézala obraz ,,empty sella®. Lécba GH méla pouze omezeny a prechodny ucinek. Jeho
prvni ischemicka komplikace se manifestovala ve véku 4,2 roku; ve véku 7 let prodélal fatalni

krvéacivou mozkovou piihodu.

4.5. Dospéla vyska déti SGA-SS z celostatni databaze REPAR

Z 1502 déti SGA-SS evidovanych v ¢eské narodni databazi ptijemct riistového hormonu
REPAR jiz 397 déti (221 chlapcti) ukoncilo rist a dosédhlo témét finalni dospélé télesné vysky.
Lécba rastovym hormonem v dévce 0,034 mg/kg/den (medidn) byla zahéjena u chlapct ve veku

8,5 roku (medidn; P5-95: 3,2-15,0), u divek ve véku 7,3 roku (3,9-13,5). Praimér SDS vysky
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(ht-SDS) pti zahajeni 1écby byl —3,21 (SD: 0,91). Ke statistickému zhodnoceni byl pouzit
jednovzorkovy t-test, neparovy t-test s Welchovou korekci, Wilcoxontiv znaménkovy test a

test.

4.6. Prepubertalni a pubertalni rist u déti SGA-SS — data z celostatni databaze REPAR.

U kohorty 397 déti (221 chlapcti) SGA-SS z Ceské narodni databaze piijemct ristového
hormonu REPAR, které jiz dosahly své témét dospélé vysky, jsme vyhodnotili vliv
prepubertalni a pubertélni slozky ristu na celkovy efekt 1éCby rtistovym hormonem. Oddélené
jsme posoudili déti také podle vysky rodic¢u (oba nad -2 SD vysky, jeden pod -2 SD vysky, oba
pod -2 SD vysky) a podle porodnich parametri — nizké porodni hmotnosti, nizké porodni délky

¢i kombinace obojiho.

4.7. Prvni zkusenosti s dlouhodobé piisobicim ristovym hormonem.

V soucasné dob¢ jsou na prahu klinického pouziti ti1 modifikované molekuly dlouhodobé
pusobiciho riistového hormonu (long-acting growth hormone; LAGH) ur¢ené k podavani
jednou tydné, které maji riistovy Gi€inek srovnatelny s pfirozenym rastovym hormonem. Jeden z
nich je somatrogon, ktery ma molekulu fizovanou s ptirozenym lidskym peptidem (CTP
technologie), coz zpomaluje rendlni 1 jaterni eliminaci a prodluzuje poloc¢as G¢inku. Zucastnili
jsme se mezinarodni multicentrické klinické studie k posouzeni zatéze 1é€bou somatrogonem ve
srovnani s kazdodennim ristovym hormonem. Mezinarodni multicentrické studie se zi¢astnilo
87 déti s deficitem ristového hormonu ve véku 3-17 let a dlouhodobé zavedenou 1é¢bou, z toho
11 z naseho centra. Déti dostavaly v nahodném potadi stiidaveé 12 tydnii kazdodenni injekci
thGH a 12 tydni LAGH somatrogon jednou za tyden. Rodi¢e a starS§i déti hodnotili

standardnimi dotazniky zatéz, jakou 1écba pro dité a rodice predstavuje.
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5. Publikace s doprovodnou diskusi

5.1. J. G. Mendel a Fizeni ristu ditéte: Geny, molekuly a pediatricka klinicka praxe

Toni L, Plachy L, Amaratunga SA, Dusatkova P, Kodytkova A, Kolouskova S, Prihovad S Lebl
J. J. G. Mendel a fizent riistu ditéte: Geny, molekuly a pediatricka klinickd praxe. Ces-Slov
Pediat 2022; 77 (4): 206-213

Lidsky rist je ovlivnén prevazné geneticky. O 80 % ristu ¢lovéka rozhoduji geny, pouze
ptiblizné 20 % zavisi na vné&jsich faktorech. Pro rust je dalezitych nékolik skupin genti. Patii
mezi n¢ geny, které koduji proteohormony a podobné latky (naptiklad rastovy hormon, IGF-1,
IGF-2, ALS), hormonalni receptory (receptory pro ristovy hormon, pro IGF a pro hormony
fidici ¢innost hypofyzy — mezi né patiti GHRH a ghrelin) a v ur¢ité mire také enzymy (jako
PAPP-A2). Dtlezité jsou také geny, které fidi transkrip¢ni faktory a ovliviiuji morfogenezi
(naptiklad sonic hedgehog a dalsi) a diferenciaci adenohypofyzy (naptiklad PROPI, POUIFI)
. Nezanedbatelny vliv maji také geny kodujici transkripéni faktory chondrocytii (jako SHOX).
Mezi strukturdlni molekuly, které hraji diileZitou roli, patii slozky chrupavcité mezibunééné

matrix (geny pro aggrecan, kolageny, matrilin, fibrilin a dalsi).

Spektrum ,,rtistovych® genli zahrnuje nejen geny zodpovédné za vazné formy rastové poruchy,
ale také geny, které ovliviuji béznou variabilitu rastu. Mezi n€ patii geny pro parakrinni
signalizaci chondrocytl (jako systém FGFR3/NPR2), pro nitrobuné¢nou signalizaci (jako Ras-
MAPK kaskéada, JAK-STAT signaliza¢ni draha) a pro zakladni nitrobunééné procesy, véetné
regulace epigenetickych modifikaci DNA a kontroly integrity DNA.

Nasledujici text pojednava o vyvoji genetického testovani, zakladnich genech regulujici rtist a

vyznam genetické diagnostiky pro pacienta s malym vzriistem.
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SOUHRN

Toni L, Plachy L, Amaratunga SA, Dusatkova P, Kodytkova A, Kolouskova S, Prihova §, Lebl J. Gregor Mendel
a Fizeni ristu ditéte: geny, molekuly a pediatricka klinicka praxe

Rast ¢lovéka je Fizen z 80 % geneticky, jen 20 % se na ném podileji vlivy prostfedi. Pro rast jsou klicové geny kédu-
jici protechormony a podobné molekuly (ristovy hormon, IGF-1, IGF-2, acidolabilni pojednotku ALS), hormonalni
receptory (receptor pro ristovy hormon, pro IGF a pro spou$téci hormony hypofyzy — GHRH a ghrelin) a v omezené
mife enzymy (PAPPA2). DileZité jsou geny pro transkripéni faktory, které ¥idi morfogenezi (kaskada sonic hedge-
hog a dal3i) a diferenciaci adenohypofyzy (PROP1, POU1F1), ale také geny kédujici transkripéni faktory chondrocytd
(SHOX). Ze strukturélnich molekul jsou v popfedi zajmu soudasti chrupavéité mezibunééné matrix (geny pro aggre-
can, kolageny, matrilin, fibrilin a dal3i). Spektrum gend zodpovédnych jak za zavaZné rastové poruchy, tak za béz-
nou variabilitu ristu dopliiuji geny pro parakrinni signalizaci chondrocytu (systém FGFR3/NPR2), pro nitrobuné&&nou
signalizaci (Ras-MAPK kaskada, JAK-STAT signalizaéni draha) a pro fundamentalni nitrobunééné procesy, mezi které
patfi regulace epigenetickych modifikaci DNA a kontrola integrity DNA. Genetické testovani ma dvoji smysl: oka-
mzity, protoZe pfinasi dileZitou informaci pro pacienta a jeho rodinu o podstaté odchylky, o jejim budoucim vyvoiji
a o dédi¢ném prenosu — a dlouhodoby, protoZze pomahd porozumét mechanismu nemoci a navrhovat nové terapie.

Kli¢ova slova: Mendel, geny, regulace longitudinalniho rastu, hypofyza, chondrocyt

SUMMARY

Toni L, Plachy L, Amaratunga SA, Dusatkova P, Kodytkova A, Kolouskové S, Priihové $, Lebl J. Gregor Mendel and
regulation of child’s growth: genes, molecules, and paediatric clinical routine

Determination of human growth is mostly genetic (80%) and only partially environmental (20%). The key genes
regulating growth include genes encoding proteohormones a related molecules (growth hormone, IGF-1, IGF-2,
acid-lable subunit ALS), hormonal receptors (receptors for growth hormone, IGF and pituitary releasing hormones —
GHRH and ghrelin), with a limited role of enzymes (PAPPA2). Genes encoding transcription factors regulate pituitary
morphogenesis (sonic hedgehog cascade and others) and differentiation (PROP1, POUTF1) and also chondrocytes
(SHOX). Structural molecules include components of cartilagineous extracellular matrix (gens encoding aggrecan,
collagens, matrillin, fibrillin and others). The spectrum of genes responsible for both severe growth failure and minor
variability of height includes genes for paracrine chondrocyte signalisation (FGFR3/NPR2 system), for intracellular
signalisation (Ras-MAPK cascade, JAK-STAT signalling pathway) and for fundamental intracellular processes — regu-
lation of DNA epigenetic modifications and control of DNA integrity. Genetic testing offers dual benefits: Immediate,
as it bears an important information for the patient and his/her family about the disease nature, its future outcome
and its inheritance — and a long-term — each testing contributes to understanding of disease mechanisms and to
proposing novel therapies.

Key words: Mendel, genes, regulation of longitudinal growth, pituitary, chondrocyte
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Gregor Johann Mendel predstavil vysledky svych experi-
mentt a zadkladni zakony dédi¢nosti na setkani Brnénského
prirodovédného spolku (Naturforschendes Verein in Briinn)
vroce 1865.% O nékolik let pozdéji, v roce 1869, objevil Fried-
rich Miescher v jadfe buniky slouceninu s nejasnou funk-
ci — deoxyribonukleovou kyselinu (DNA). V roce 1896 zadal
Archibald Edward Garrod studovat ptvod alkaptonurie —
napadné enzymatické poruchy. Nositelé patogenni varianty
genu HGD, ktery kéduje enzym homogentisat 1,2-dioxyge-
nazu, vyluéuji mo¢ tmavnouci na vzduchu. Na prikladu al-
kaptonurie ukazal, Ze enzymatické poruchy se v rodinach
prenaseji podle Mendelovych zakont dédi¢nosti. Mendelovy
zékony prenesl do klinické mediciny.®

V roce 1941 George Beadle a Edward Tatum prokazali, Ze
geny kéduji proteiny a predlozili hypotézu ,jeden gen = je-
den protein“. Nastaval zlaty vék genetiky. V roce 1953 Francis
Crick a James Watson rozpoznali dvousroubovici DNA jako
nositelku genetické informace a za svij objev byli ocenéni
Nobelovou cenou. V roce 1958 Crick navrhl systém triplett
jako kli¢ovy princip zapisu genetické informace v DNA, roz-
poznal vykonnou roli molekuly RNA a definoval ,,centralni
dogma“ transkripce a translace genetické informace.

V roce 1961 dalsi budouci nobelista Marshall Nirenberg,
mlady biochemik v americkém Narodnim institutu kloubnich
a metabolickych onemocnéni, identifikoval prvni triplet koé-
dujici aminokyselinu (TTT pro fenylalanin) a v nasleduyjicich
péti letech se osobné pricinil o identifikaci kompletni sady
64 triplet.® Zacalo ¢teni genetické informace.

V roce 1972 Walter Fiers urcil prvni genovou sekvenci
a Fred Sanger v roce 1977 precetl genom prvniho celého or-
ganismu, fagu Phi-X174. Jeho tym v roce 1981 sekvenoval ge-
nom lidské mitochondrie.

Na prelomu tisicileti byla postupné publikovana sekvence
celého lidského genomu jako vysledek jednoho z nejambi-
ci6znéjsich védeckych projekti historie biomediciny — Hu-
man Genome Project.® Diky technikdm sekvenovani nové
generace (NGS) poznavame v poslednim desetileti témér
kazdy tyden funkce dalsich a dalsich geni, stale 1épe rozu-
mime etiopatogenezi geneticky prenosnych znaku, vyvojo-
vych a funkénich variant i skuteé¢nych nemoci a umime je
mnohem lépe diagnostikovat a nékteré z nich cilené 1é¢it.

GENY, BILKOVINY A RUST DITETE

Pozndavani spektra strukturalnich i funkénich proteint a je-
jich biologické tlohy v lidskému organismu krok za krokem
odhalovalo podstatu biologickych procesti.

Geny kéduji: (1) proteohormony, (2) hormonalni recep-
tory, (3) enzymy, (4) transkripéni faktory, (5) strukturalni
proteiny, (6) parakrinni regulaéni molekuly a jejich re-
ceptory, (7) nitrobunééné signalni molekuly, (8) moleku-
ly fidici epigenetické modifikace — které ridi strukturu
a pristupnost chromatinu, acetylaci a metylaci histont ¢i
metylaci DNA, (9) repara¢ni molekuly potfebné k zacho-
vani integrity DNA, (10) fadu dal$ich. Tyto jednotlivé sku-
piny proteintt se uplatnuji také v tizeni longitudinalniho
riastu ¢lovéka.

Ces-slov Pediat 2022; 77(4): 206—-213

Obr. 1: Divka s patogenni varian-
tou GH1 genu. Pro déti s tézkym
deficitem ristového hormonu

je typicky vpaéeny kofen nosu

a Siroce prominuijici éelo. (foto
archiv autort)

Genetické testovani ma dvoji smysl. Okamzity — proto-
ze prindsi dalezitou informaci pro pacienta a jeho rodinu
o podstaté poruchy, o jejim budoucim vyvoji a dédié¢ném
prenosu. A dlouhodoby — protoze pomaha porozumét me-
chanismu nemoci a vyvojovych odchylek a navrhovat nové
1é¢ebné postupy.

PROTEOHORMONY

Prvnimi kandidaty pri hledani genetické podminénosti rus-
tu byly geny, které kéduji cirkulujici hormony s primym vli-
vem na télesny rust. Patii mezi né gen GHI pro molekulu
lidského rustového hormonu a geny IGF1 a IGF2, které
kéduji oba rustové faktory podobné inzulinu — IGF-1a IGF-2.

Tézky izolovany deficit ristového hormonu (IGHD) je
vzacnou nemoci s incidenci1: 4000 az1:10 000.® Patogenni
varianty GHI genu jsou malo ¢astou pri¢inou IGHD. Autozo-
malné recesivni prenos IGHD byl nejdfive prokazan u déti
s homozygotni deleci celého GHI genu.©® Déti s deleci genu
GHI1 maji nulové hladiny rastového hormonu a tézce zaosta-
vaji v rastu od prvniho ptlroku Zivota. Nékteré z nich pri
1é¢bé rustovym hormonem zaénou vytvaret neutralizaéni
protilatky, protoze si vii¢i molekule ristového hormonu ne-
vyvinuly imunologickou toleranci (obr. 1).

Patogenni varianty genu IGF1 byly u ¢lovéka dlouho po-
vazované za neslucitelné s prezitim, i kdyz knock-out mo-
del mysi s chybéjicim Igfl genem je dlouho znamy a preziti
umoznuje. Az v roce 1996 Woods se spolupracovniky popsa-
la 15letého chlapce s ¢aste¢nou deleci IGFL. Po tézké intrau-
terinni rtistové restrikei (37. t.t., 1400g / 38 cm, obvod hlavy
27 cm) nasledovala postnatalné zavazna rtstova retardace
spojena s progredujici mikrocefalii, senzorineuralni hlucho-
tou a mentalnim deficitem (obr. 2).(

IGF-1 cirkuluje v krvi prevazné ve formé ternarniho kom-
plexu — ve spojeni s vazebnym proteinem IGFBP-3 a s aci-
dolabilni podjednotkou (ALS). Tento ternarni komplex
chrani IGF-1 pted rychlou degradaci, vyznamné prodluzu-
je jeho biologicky polocas, a zajistuje tak jeho dlouhodobé
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a :

| Obr. 2: Prvni pacient s prokazanou deleci /IGFT genu ve véku 15 let.
PFevzato ze®

a vyvazené pusobeni. Zatimco v genu IGFBP3 dosud pato-
genni varianty popsany nebyly, patogenni varianty genu
IGFALS, ktery kéduje molekulu ALS, zptsobuji mirnou az
stredni ristovou retardaci a mohou se prenaset autozomal-
né dominantné (monoalelicky).®

Molekula IGF-2 je dilezitd zejména pro intrauterinni
rust. Exprese genu IGF2 je naruSena u nej¢ast€jsi varian-
ty Silverova—Russelova syndromu (11p15-SRS), v tomto
pripadé ale jde o imprintingovou poruchu, nikoliv o men-
delovskou dédi¢nost. Nedavno byla nalezena autozomAalné
dominantné pfenesend patogenni varianta genu IGF2. Kli-
nicky obraz a rustovy vzorec intrauterinni riistové restrikce
s pomalym rtstem v détstvi se podoba Silverovu—Russelovu
syndromu, nejsou vyznac¢ené dalsi znamky syndromu.®

Zatim nebyly nalezeny patogenni varianty v genech, kte-
ré kéduji regulatory hypofyzarni sekrece ristového hormo-
nu — GHRH, somatostatin a ghrelin.(®

Obr. 3: Fenotyp chlapce s ne-
citlivosti k rastovému hor-
monu (Laronovym syndro-
mem) v disledku patogenni
varianty GHR genu (foto
laskavé poskytl prof. M. Sa-
vage ze svého archivu)
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HORMONALNI RECEPTORY

Patogenni varianty genu GHR, ktery kéduje receptor pro
lidsky riistovy hormon, jsou pri¢inou necitlivosti k ris-
tovému hormonu, pro kterou se vzil nazev Laronav syn-
drom — na pocest objevitele této poruchy, Zijiciho klasika
détské endokrinologie prof. Zvi Larona z Izraele, ktery ji po-
psal jiz v roce 1966 v populaci askenazskych Zidu (obr. 3).@
Nositelé poruchy méli vysoké hladiny rastového hormonu,
ale nizké IGF-1. Podavani rastového hormonu po dobu 7 dntt
hladinu IGF-1 nezvys$ilo.®? Jeji molekularni podstata — ne-
schopnost vazby rastového hormonu na receptor — byla pro-
kazana v roce 1984.09

Stejna porucha byla rozpoznana v Zidovskych i arabskych
populacich severni Afriky, Blizkého vychodu a v importo-
vané podobé v nékolika vesnicich v ekvadorskych Andach.
V oblastech se zvysenym vyskytem je pri¢inou kombinace
pribuzenskych snatka a tzv. efektu zakladatele — tedy vznik
patogenni varianty u davného piedka, od kterého se varian-
ta zadala $ifit v uzavirenych populacich. Ulohu konsangui-
nity v hledani molekularni podstaty autozoméalné recesivné
podminénych onemocnéni, véetné porudené regulace rustu,
jsme nedavno popsali v souborném ¢lanku, ze kterého ¢as-
tec¢né Cerpa i tento piehled.(®

Gen GHRHR kéduje receptor pro growth hormone-
-releasing hormone (GHRH). Tento receptor se exprimuje
na somatotrofnich bunkach adenohypofyzy a jeho stimula-
ce prostrednictvim molekuly GHRH je predpokladem pro
syntézu a sekreci rastového hormonu. Patogenni varianty
GHRHR tedy vedou ke geneticky odlisné, ale klinicky po-
dobné formé izolovaného deficitu ristového hormonu.
Tato porucha byla poprvé popsana u sourozenecké dvojice
z konsanguinni rodiny v Indii® a nasledné ve vét$im rozsahu
u déti i dospélych ze dvou vesnic v provincii Sindh v jiZnim
Pakistdnu — opét v disledku kombinace efektu zakladate-
le a konsanguinity. Nositelé poruchy maji extrémné nizkou
télesnou vysku, prominujici ¢elo, jsou obézni, ale zpravidla
nemaji jiné zdravotni problémy a jsou fertilni.®® V jinych po-
pulacich jsou patogenni varianty GHRHR vzacné, ale pri ci-
leném vysetiovani je 1ze mezi osobami s tézkym izolovanym
deficitem ristového hormonu obc¢as nalézt.

V nedavné dobé byl popsan také deficit rastového hor-
monu zplusobeny patogenni variantou genu GHSR (growth
hormone secretagogue receptor), ktery kéduje receptor pro
ghrelin — druhy ze ,spoustécich” hormonu, ktery se podili
na fizeni somatotrofnich bunék hypofyzy.(”

Gen IGFR koéduje receptor pro obé molekuly IGF — pro
IGF-1i IGF-2. Jeho monoalelické patogenni varianty jsou spo-
jené s malym vzriistem, ktery se v rodinach muze dédit au-
tozomalné dominantné. Jedna se o jednu z pomérné ¢astych
geneticky podminénych forem familidirné malého vzrtstu
s riiznym stupném zavaznosti podle tize genové mutace.'®

ENZYMY

Enzymy se v regulaci ristu uplatinuji omezené, protoze
na rozdil od steroidnich a tyreoidalnich hormont je syntéza
proteohormont na enzymech nezavisla.

31



Ewmirn T Exoin 3

tramakripen

Obr. 4: Schematické zndzornéni funkece transkripéniho faktora.
Transkripéni faktor (regulitor) se viZe na promotor cilového genu.
Touto vazbou indukuje (pripadné potlatuje) transhripd tohoto

Obr. 5 Divica se semilobdrni holoprosencefalii v ddsledbos mutace
SHH genu. Harodila se 5 rozitépem riw a patra, deformac nosu, hy-
potelorismem, mikrocefalii a zdvainow deformacd mozhu. Trpila po-
ruchami termoregulace, newrcgenni hypernatremii, deficibem ACTH,
ale zejmiéna progredujidmi kfefemi s apnobickymi pavzami a desatu-
racemi na podidadié heteropie mozhove thing. & — ve vélu 2 misicd.
B— fetdlni MR v gestainim wiku 30 tpdni (foto archiv autord)

Jednou zmalavyjimek je nedivno objeveny enzym PAPPAZ
{pregnancy-associated plasma protein AZ2), kddovany ge-
nem PAPPAZX Tento enzym Stépi terndrni komplex 1GF-1/
IGFEPICALS a zajiftuje dostupnost a biologickeun ddinnost
wolného IGF-1. Dén s bialelickymi patogennimi variantami
genu FAPPAZ §parnd rostow, piestofe maji napadné vysobé

COibe. 6: Fenotyp sedmiletého
chlupos, kourd ju shoaargu ha-
terorygotem s dvéma patogen-
mimi variantami PROPT genu.
MEFT 99 cm (- 4,5 D), vidkovy

vik edpuvidi 3,8 rol. {foto
archiv autand)
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:'ﬁq

Cbr. 7- Priznadny facidini fenotyp pfi mutad POUTFT genw. Chlapec
miril we webu 2.5 roku 70 om, mél rastovy hormon po stimulaci

0,6 pgsl, centrilni hypotyredzu a hladinu prolakting pod daolni
hranicl detekee. {fota archiv autori)

hladiny celkowého IGF-1, IGFBP-3, acidolabilni podjednorky,
ale také IGF-2 a IGFBP-5."

TRANSKRIPCNI FAKTORY

Morfogeneze hypofizy je soulizt embryonialniho vivoje stie-
defarovpch strukour mozku, ofi, zrakovich nernl, chiasmatu
a zrakowich drah. Tento proces koordinuje kaskida tranm-
skripénich fakvor, ktera v dokonalé souhife zajiffuje Easowd
ohranifenou transkripel clowych genid a diferenciaci bunédé-
rych populact, které utviiejl strukoury CNS (obe 4). Cim ditfve
ve vivojl nastivi porucha, tim zédvaindEl dysmortie venikali -
od anencefalie pies kyldopil, anoftalmil riené vyjddlené
formy holoprosencefalie (obr. 5) af po nezifidka klinicly mélo
napadmy obraz septooptcké dysplazie Tyto poruchy jsouw
spaojeny s variabilnimi formami hypopituitarismu - izelované-
ho deficitu ristového hormonu (IGHD) & kombinovaného
deficitu hypofyzdrnich hormoni (CPHD) 2%

Typickou pfifinou poruchy morfogeneze hypolyzy jsouw
patagenni varlanty gend kaskidy sonic hedgehog (SHH,
PTCHI, GLIZ) a dile napf. gent OTX2, FGFS, HESXI, RIEG,
S50X2, 50X3, LHX3, LHX4 a FOXAZ, které kdduji jednotlivé
tranzkripini fakoory 1120

Ma morfogenezl hypofizy navazuje diferenciace hypofy-
zy -~ vznik pétl bunéénych linil se specifickou hormonalni
produked, tedy somatotrofi (ristovy hormon), tyreotrofl
(T5H), gonadotrofii (FSH, LH}, kortikotrofii (ACTH) a lak-
totroftl (prolakting. Turo fiz koordinuji pfedeviim tran-
skripénl faktory kidované geny PROPT a POUIF]. Patogen-
ni varianty PROP] jzou nejéastéjsi pfléinou kombinovaného
deficiiu hypofyzarnich hormont ve stfednd a wehodnl Evro-
pé {ohr. G) =24

Bialelickd patogenni varianta genu POUTF] (pivoedné na-
zvaného PITI) byla poprvé popsina v roce 1992 u dwvou ses-
ter 2 konsanguinni rodiny = klinickym obrazem podobnym
kretenizmu Divky mély céméf nulové hladiny ristového
hermonu, TSH a prolaktinu. Na vomte pfikladu se podafile
poprvé prokdzat, fe defekr transkripiniho faktore owvlived
transkripel nékolika cilovych geni (obr. 7)5

Tramskripéni faktory se wplamiuji nejen v embryo-
nélnim a ferdlnim whvojl thind a orgind, ale mohou bt
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Obr. 8: Chlapec s Hutchinsonovou—Gilfordovou progerii (HGPS)

v disledku patogenni varianty genu LMNA. A — ve véku 1 mésic.

B — ve véku 3 roky. C — pfi¢inou smrti ve 4 letech byla ischemie
oblasti bazalnich ganglii vpravo a kortexu a subkortikalnich oblasti
frontalniho laloku vpravo. (foto archiv autor)

i predpokladem jejich dalsi funkce. Jednim z prikladu je
SHOX protein, ktery je kddovan genem SHOX — short stature
homeobox-containing gene na X chromozomu. Ten je potieb-
ny pro spravnou funkci chondrocytt v ristové chrupavce.
I kdyz jeho presna tlloha neni jasn4, je zfejmé, Ze homozygot-
ni mutace zpusobuji tézkou kostni dysplazii Langerova typu,
zatimco monoalelické patogenni varianty stejné jako chybéni
genu u Turnerova syndromu vyvolaji rastovou poruchu, kte-
ra je nékdy spojena s mirnou mezomelickou kostni dysplazii
a s Madelungovou deformitou piredlokti.?>*?

STRUKTURALNiI MOLEKULY

Longitudinalni rust probiha v chrupavéité epifyzarni riisto-
vé ploténce. Ta je efektorovou tkani, ktera zajistuje prodlu-
zovani dlouhych kosti, zvySovani télesné délky a vysky. Chon-
drocyty epifyzarni ristové chrupavky prochazeji rizenou
bunéénou diferenciaci z pluripotentnich progenitorovych
bunék smérem k rychle proliferujicim bunkam a konec¢né
k chondrocytium hypertrofické zény novotvorené kosti.

Aktivni chondrocyty rastové chrupavky secernuji chru-
pavéitou matrix, mezibuné¢énou strukturu bohatou na ko-
lageny a proteoglykany s fadou funkénich molekul vyznam-
nych pro télesny rast.

Gen ACAN koéduje bilkovinnou ¢ast proteoglykanu aggre-
can. Aggrecan je hydrofilni proteoglykan, ktery prispiva
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k pruznosti chrupavky a podili se na absorpci dynamického
zatizeni kloubti, kosti i patere. Monoalelické patogenni va-
rianty genu ACAN vedou ke klinickému obrazu familiarné
malého vzristu, ktery maze byt u dospélych nositelt poru-
chy spojen s ¢asnymi kloubnimi a patefnimi obtizemi.®®

Mezi dalsi soucasti mezibunééné matrix patri nékteré ko-
lageny, fibrilin a matrilin, k6dované geny COL2A1, COL9A1,
COL10A1, COL11A1, FBN1, MATN3.(623) Patogenni varianty
téchto gentl v heterozygotni (monoalelické) formé zptisobuji
mirnéjsi rustovou poruchu, ktera muze byt dominantné dé-
di¢na (familiarné maly vzrist). Homozygotni (bialelické) mu-
tace se vyskytuji ¢astéji v konsanguinnich rodinach — napr.
mutace MATN3 zpusobuje tézkou formu autozomalné rece-
sivni spondyloepimetafyzedlni dysplazie (SEMD).®V

Také poruchy strukturdlnich proteintt mimo epifyzar-
ni chrupavku mohou zpusobit ristovou poruchu. Jednim
z nich je lamin, protein tvorici vnitini skelet membrany bu-
nééného jadra. Je kddovan genem LMNA. Nékteré patogenni
varianty LMNA zptsobuji velmi zavazny klinicky obraz Hut-
chinsonovy—-Gilfordovy progerie, syndromu predc¢asného
starnuti, ktery vede k ¢asnym umrtim v dasledku cévnich
mozkovych piihod (obr. 8).¢?

PARAKRINNI REGULACNI MOLEKULY
A JEJICH RECEPTORY

Parakrinni signalizace je soucasti fizeni proliferace a dife-
renciace chondrocyta rustové ploténky a tvorby extracelu-
larni matrix.®» Dulezité misto v parakrinni regulaci maiji fib-
roblastové rustové faktory (FGF). Patogenni varianty genu
FGFR3, ktery koduje receptor pro FGF 3. typu, nepriznivé
ovliviiuji rast kosti a vedou ke spektru klinickych fenotypu
od tanatoformni dysplazie (fatalni forma pfi bialelickych
patogennich variantach) pres achondroplazii, hypochon-
droplazii a ,,idiopaticky maly vzrast“ pri monoalelickych
variantach rizné tize.?®

Natriureticky peptid typu C (CNP) a jeho receptor NPR2
predstavuji dalsi parakrinni systém primo sprazeny se sys-
témem FGF. Homozygotni inaktiva¢ni mutace genu NPR2
zpusobuji zavaznou akromezomelickou kostni dysplazii
typu Maroteaux, zatimco heterozygotni inaktiva¢ni mutace
vedou k mirnéjsi formé ristové poruchy, ktera se dédi auto-
zomalné dominantné, a prestavuje tak dalsi formu familiarné
mensiho vzriastu. Vzhledem k odhadované ¢etnosti heterozy-
gott1: 700 vbézné populaci je ¢astou formou monogenné dé-
di¢ného malého vzristu.?%3#3 Aktivaéni mutace genu NPR2
zpusobuji naopak vysoky vzrust, také dominantné dédi¢ny.@®

Mezi dalsi geny zodpovédné za parakrinni regulaci chon-
drocytu patii napriklad IHH, PTHLH a kostni morfogenni
faktory (BMPs).®

NITROBUNECNE SIGNALIZACNI MOLEKULY

Poruchy nitrobunéé¢né signalizace zpusobuji siroké spekt-
rum poruch, pro jejichz klinicky obraz je typicl<§'13také poru-
cha rastu. Nejéastéj$imi jsou tzv. RASopatie, poruchy Ras/



MAPK signaliza¢ni kaskady, které podle odhada postihuji
1: 1000 osob. RASopatie zahrnuji skupinu pfibuznych sta-
vl — syndrom Noonanové, Coffintuv—Lowryho syndrom, Cos-
telliv syndrom, syndrom LEOPARD, Noonan-like syndrom
with loose anagen hair a nékolik dalsich.

Pri¢inou je abnormalni aktivace Ras/MAPK signaliza¢ni
drahy, ktera prenasi informaci mezi membranovym recep-
torem pro rustové faktory a bunéénym jadrem, ve kterém
ovliviiuje transkripci gent dtlezitych pro bunéénou proli-
feraci, migraci, diferenciaci a apoptézu.®**? Pro Ras/MAPK
kaskadu jsou klicové geny PTPNI11, KRAS, HRAS, SOSI,
BRAF a SHOC2. 60 % pripadut vznika jako de novo heterozy-
gotni patogenni varianta, ve 40 % pripada se varianta pre-
nasi autozomalné dominantné (obr. 9).¢?

Dalsi nitrobunéénou signaliza¢ni kaskadou dtleZitou pro
rust je JAK-STAT systém. Prenasi do jadra burnky informaci
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Obr. 9: Facialni fenotypy déti se
syndromem Noonanové na podkla-
dé patogennich variant jednotli-
vych genii Ras/MAPK signalizaéni
kaskady. A — SOS7; B — KRAS;

C - SOS1; D = PTPN1T; E — PTPNTT,;
F — SHOC2 (foto archiv autor)

o stimulaci receptoru pro rtstovy hormon. Patogenni vari-
anty genu STAT5B,®® které znemoznuji prenos signalu, ve-
dou k rezistenci vii¢i rustovému hormonu (jedna z variant
Laronova syndromu), ¢asto ve spojeni se zavaznymi infek-
cemi, protoze stejna signalizace je klicova pro funkei imu-
nitniho systému. Nedavno jsme popsali chlapce s patogenni
variantou genu STAT3, ktery mé€l rezistenci vici rustovému
hormonu a spektrum ¢asné nastupujicich imunopatologic-
kych projevii — diabetes 1. typu, tyreoiditidu, bicytopenii,
lymfoproliferaci a ¢asté zavazné infekce.®?

RIZENI EPIGENETICKYCH MODIFIKACI

Molekuly, které fidi epigenetické modifikace, ovliviiuji
strukturu a pristupnost chromatinu, acetylaci a metylaci

o 4

HMT

HDM

Obr. 10: Syndrom kabuki. A — fenotyp chlapce se syndromem kabuki na podkladé patogenni varianty genu KMT2D. B — zplsob li¢eni herca

pfi tradi¢énim japonském divadle kabuki. C — dynamicka metylace histond, ktera zvysuje ¢i tlumi expresi jednotlivych gend. HMT — H3-lysin-
-4-metyltransferaza (kédovana genem KMT2D); HDM - histon-H3-lysin-27-demetylaza (kédovana genem UTX/KDMG6A). Mutace téchto

genl mohou zpusobit syndrom kabuki. (foto archiv autor)
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histont ¢i metylaci DNA. Tim mohou zvyS$ovat ¢i tlumit ex-
presi jednotlivych cilovych gent.

Syndrom kabuki zptisobuji patogenni varianty genu
KMT2D, ktery kéduje H3-lysin-4-metyltransferazu (auto-
zomdalné dominantni nebo de novo mutace), nebo vzacnéji
genu UTX/KDMOG6A, kédujiciho histon-H3-lysin-27-demety-
lazu (X-vazany). Ptiznaky syndromu kabuki vznikaji v di-
sledku nestability chromatinu, a tim nevyvaZzenym prepi-
sem urditych cilovych gen.®? Déti s timto syndromem jsou
hypotonické, vyvojové ponékud opozdéné s autistickymi
rysy a maji prizna¢ny facialni fenotyp — obli¢ej pripomina
zpusob li¢eni hercti divadla kabuki, jedné ze tri forem tra-
di¢niho japonského divadla (obr. 10). VSechny déti se syn-
dromem kabuki maji poruchu rtstu, ¢asto také organové
anomaélie srdce, ledvin a gastrointestinalniho traktu a v do-
spélosti jim hrozi zvySené riziko nadort. Je zfejmé, ze nesta-
bilita chromatinu ovliviiuje jak ¢asné embryonalni a fetalni
obdobi, tak i postnatalni rist a vyvoj.®V

KONTROLA INTEGRITY DNA

Systémy, které opravuji DNA, jsou potiebné pro optimalni

funkei vsech bunék v lidském téle. Jejich porucha je pfi¢inou
tézké riastové retardace ze skupiny primordialniho nani-
smu. Prikladem je gen PCNT, ktery kéduje centrozomalni
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protein pericentrin, dileZity pro zachovani struktury DNA.
Homozygotni patogenni varianty PCNT zpusobuji mikro-
cefalicky osteodysplasticky primordialni nanismus typu
II — vzacnou poruchu, jejiz nositelé se rodi s hmotnosti pod
1500 g pri porodu v terminu a nedosahuji dospélé vysky ani
100 cm.#?

ZAVER

Lidsky rust je komplexnim biologickym fenoménem, ktery
ma snadno méritelny prubéh a vysledek. Az 80 % longitudi-
nalniho rastu ¢lovéka je podminéno geneticky, jen pribliz-
né z 20 % k nému prispivaji vlivy prostiedi. V nepreberném
mnozstvi genovych variant se u¢ime nachazet ty, které prav-
dépodobné nebo s jistotou zplisobuji poruchu, a pomoci
kritérii ACMG (American College of Clinical Genetics and
Genomics) je odliSujeme od variant nevinnych (benignich),
pravdépodobné nevinnych ¢i od variant nejasného vyzna-
mu. Od ,velké patologie“ pronikame k subtilnéj$im va-
riantdm normy, uvédomujeme si obtiznost definice ,,zdravi“
a ,nemoci“ a lépe rozumime i vlivu genti na bézné piijima-
nou variabilitu télesnych znakd, mezi kterymi ma riznoro-
dost télesné vysky vyznamné misto. Bezdé¢né se tak vraci-
me k Mendelovi, ktery poznaval principy genetiky na barvé
kvétu a tvaru semen — tedy na variantach normy. |
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5.2. The genetic landscape of children born small for gestational age with

persistent short stature (SGA-SS)

Toni L, Plachy L, Dusatkova P, Amaratunga SA, Elblova L, Sumnik Z, Kolouskova S,
Snajderova M, Obermannova B, Pruhova S, Lebl J. The genetic landscape of children born

small for gestational age with persistent short stature (SGA-SS). Horm Res Paediatr. 2024;

97(1): 40-52 (publikovano online 5.4.2023)

Nasledujici publikovana plivodni prace piedstavuje vysledky genetického vySetieni v nasi
kohorté. Celkové mezi lety 2008-2018 bylo na Pediatrické klinice Fakultni nemocnice v Motole

a 2. lékarské fakulty UK lé€eno rlistovym hormonem (GH) 820 pacientil. Z nich bylo 256
klasifikovano jako SGA-SS (porodni délka a/nebo porodni hmotnost <-2 SD pro gesta¢ni vek a
vyska pii zah4jeni terapie GH <-2,5 SD). Do studie byli zahrnuti ty déti, u kterych byl k

dispozici triplet DNA (dit¢ a oba rodi¢e) (176/256). Cilené testovani (karyotyp/FISH/
MLPA /cilené Sangerovo sekvenovani) bylo provedeno u déti se sugestivnim fenotypem a
jasnym podezienim na urc¢itou genetickou poruchu. Vsichni zbyvajici pacienti podstoupili MS-
MLPA k identifikaci Silver-Russellova syndromu a ti, u kterych zatim nebyla zjiSténa geneticka
etiologie, byli nasledné¢ wvySetfeni pomoci celoexomového sekvenovani nebo vySetfenim
cileného panelu 398 gentl souvisejicich s riistem. Genetické varianty jsme klasifikovali pomoci
postupt navrzenych ACMG. Geneticka etiologie byla objasnéna u 74/176 (42%) déti. Z nich
12/74 (16%) mélo patogenni nebo pravdépodobné patogenni genové varianty (P/LP)
ovlivilyjici vyvoj hypofyzy (LHX4, OTX2, PROKR2, PTCHI, POUIFI), osu GH-IGF-1 nebo
IGF-2 (GHSR, IGFALS, IGFIR, STAT3, HMGA2), 2/74 (3%) mé&li patogenni varianty v genech
osy §titné zlazy (TRHR, THRA), 17/74 (23%)) mélo defekt v genech dtlezitych pro tvorbu a
funkci chrupavcité matrix (ACAN, rizné kolageny, FLNB, MATN3) a 7/74 (9%) mélo
poruSenou parakrinnich regulaci chondrocytii (FGFR3, FGFR2, NPR2). V 12/74 (16%) jsme
odhalili P/LP varianty ovliviiujici zékladni intracelularni a intranuklearni procesy (CDC42,
KMT2D, LMNA, NSD1, PTPNI11, SRCAP, SON, SOS1, SOX9, TLK?2). Deficit SHOX byl zjistén
u 7/74 (9%), Silver-Russelltiv syndrom u 12/74 (16%) (11p15, UPD7) a rizné chromozomalni
aberace u 5/74 (7%) déti. Vysoky podil déti s objasnénou pti€inou riistové poruchy pomohl

nové porozumét genetické etiologii SGA-SS. Ukazali jsme, ze v fizeni rstu hraje ustfedni roli
rustova ploténka. Déle maji vyznamny podil geny osy GH-IGF-1 a §titné Zlazy a dale geny

zodpovédné za intracelularni regulaci a signalizaci.
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Abstract

Introduction: Among children born small for gestational
age, 10-15% fail to catch up and remain short (SGA-SS). The
underlying mechanisms are mostly unknown. We aimed to
decipher genetic aetiologies of SGA-SS within a large single-
centre cohort. Methods: Out of 820 patients treated with
growth hormone (GH), 256 were classified as SGA-SS (birth
length and/or birth weight <-2 SD for gestational age and
life-minimum height <—2.5 SD). Those with the DNA triplet
available (child and both parents) were included in the study
(176/256). Targeted testing (karyotype/FISH/MLPA/specific
Sanger sequencing) was performed if a specific genetic
disorder was clinically suggestive. All remaining patients
underwent MS-MLPA to identify Silver-Russell syndrome,
and those with unknown genetic aetiology were subse-
quently examined using whole-exome sequencing or tar-
geted panel of 398 growth-related genes. Genetic variants
were classified using ACMG guidelines. Results: The genetic
aetiology was elucidated in 74/176 (42%) children. Of these,

12/74 (16%) had pathogenic or likely pathogenic (P/LP) gene
variants affecting pituitary development (LHX4, OTX2,
PROKR2, PTCHI1, POUIF1), the GH-IGF-1 or IGF-2 axis
(GHSR, IGFALS, IGF1R, STAT3, HMGA2), 2/74 (3%) the thyroid
axis (TRHR, THRA), 17/74 (23%) the cartilaginous matrix
(ACAN, various collagens, FLNB, MATN3), and 7/74 (9%)
the paracrine chondrocyte regulation (FGFR3, FGFR2,
NPR2). In 12/74 (16%), we revealed P/LP affecting funda-
mental intracellular/intranuclear processes (CDC42, KMT2D,
LMNA, NSD1, PTPN11, SRCAP, SON, SOS1, SOX9, TLK2). SHOX
deficiency was found in 7/74 (9%), Silver-Russell syndrome in
12/74 (16%) (11p15, UPD7), and miscellaneous chromoso-
mal aberrations in 5/74 (7%) children. Conclusions: The high
diagnostic yield sheds a new light on the genetic landscape
of SGA-SS, with a central role for the growth plate with
substantial contributions from the GH-IGF-1 and thyroid
axes and intracellular regulation and signalling.
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Introduction

Approximately 5% of children are born small for
gestational age (SGA) — with a birth weight and/or length
below -2 SD compared to normative values for their
gestational age [1]. The aetiology of SGA is heterogeneous
(environmental, maternal, placental, and endogenous
factors, including defined gene variants [2]). Up to
90% of SGA children develop catch-up growth during
the first 2 years of life, while the remaining fail to catch up
and are referred to as ‘small for gestational age — short
stature’ (SGA-SS). These children are known to remain
small throughout childhood and reach a substantially
reduced adult body height [3, 4]. They are therefore
indicated for treatment with growth hormone (GH) [1,
5, 6]. Nevertheless, the response to GH administration is
variable among individual SGA-SS children, which may
reflect the heterogeneous aetiology of their growth failure
(7, 8].

In SGA-SS, several genetic mechanisms should be
taken into consideration: imprinting disorders and ab-
normal methylation patterns such as Silver-Russell syn-
drome (SRS), Temple syndrome, IMAGe syndrome, and
others [9-11]. In addition, a long list of single gene
conditions has been associated with the regulation of
human growth and thus impact on final height, albeit not
necessarily associated with prenatal growth restriction
(12, 13]. Some of these genes regulate the structural
development of the cerebral midline and pituitary and
functional components of the GH-IGF-1 axis (hormones,
their receptors, and post-receptor signalisation). More-
over, new genes have been discovered which code for
important growth plate paracrine factors, proteins of
cartilage extracellular matrix, components of intracellular
regulating cascades, and proteins involved in fundamen-
tal intranuclear processes [2].

The elucidation of the genetic background of SGA-SS
was initiated no more than 2 decades ago [2]. In some
cases, a child might present with typical features, leading
to targeted genetic testing. A typical example is the
genetic diagnosis of SRS in individuals fulfilling the
Netchine-Harbison clinical criteria [9]. However, most
SGA-SS children present with no apparent syndromic
features; therefore, genetic diagnosis is challenging.

New possibilities of genetic testing such as next-
generation sequencing (NGS) allowed new advancements
in discovering the genetic aetiology of short stature within
the past decade [14]. Knowledge of the genetic basis of
growth disorders in these children not only helps in better
understanding the pathophysiology of growth but may
have important consequences for their treatment and

2 Horm Res Paediatr
DOI: 10.1159/000530521

follow-up as well. The aim of this study was to decipher
genetic aetiologies among a large single-centre cohort of
SGA-SS children treated with GH and to stratify them
according to molecular mechanisms leading to combined
pre- and postnatal growth failure.

Patients

The study cohort was selected from 820 children
treated with GH in our centre between May 2008 and
December 2018 using a stepwise selection process as
displayed in Figure 1. Other causes of growth failure
were considered and appropriately evaluated before
starting GH therapy. Extremely preterm children (ges-
tational age <28 weeks) were excluded due to missing
relevant normative values for their size at birth. After
exclusion of children treated with GH for other causes
(chronic kidney disease, acquired GH deficiency
(GHD), Turner syndrome, Prader-Willi syndrome,
and primary GHD born either appropriate for gesta-
tional age or SGA but with life-minimum height >-2.5
SD), 256 children with SGA-SS (birth weight or length
<=2 SD and body height <-2.5 SD after 3 years of life)
remained for further evaluation. Out of them, 176/256
(69%) families agreed to genetic testing; therefore, the
child and both of his/her parents were enrolled in the
study (Fig. 1). The clinical assessment of all children
included measurements of weight (using an electronic
scale) and height (mean of three measurements using a
calibrated stadiometre to the nearest 1 mm). These
results were converted to the SDS using age- and
sex-specific normative values [15]. The height of the
parents was either obtained during the patients’ visit
using the same method or referred from their medical
records. Birth parameters were obtained from medical
records.

The cohort included 93 males and 83 females. The
median birth term was 39 weeks (interquartile range
[IQR] 37; 40), median birth weight was 2,485 g (IQR
2,108; 2,788), and median birth length was 45 cm (IQR
43; 47). The median age at initiation of GH therapy was
4.95 years (IQR 3.13; 7.18), and the median life-minimum
height SDS was —3.04 (IQR —3.49; —2.72).

All SGA-SS children underwent long-term GH treat-
ment with a dosage of 35 ug/kg/day as suggested in the
consensus from Clayton et al. [5]. If the child was also
found to have GHD, the dose was in the range of 25-35
ug/kg/day in accordance with summary of product char-
acteristics, and in the case of SHOX deficiency, 50 pg/kg/
day as recommended in previous studies [16].

Toni et al.
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256 patients
SGA-SS / SGA-SS+GHD

820 patients treated with GH

176 patients included
in the study

! !

in a single centre (2008-2018)

| I 80, DNA triplet
i was not available |

38 children with known
genetic diagnosis

138 children: MS-MLPA for SRS
NGS (WES or panel
of 398 growth related genes)

! 17 children with Prader-Willi |
syndrome i

| 84 children with acquired GHD |

» . . i
E (chronic disease, cancer, etc.) |
]

34 children with monogenic
conditions (LP, P)

2 children with newly '
diagnosed SRS i

48 IGHD born SGA with life

minimum height >-2,5 SD

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

In 74/176 (42 %) children the genetic aetiology of SGA-SS was elucidated

Fig. 1. Flowchart of the study. GH, growth hormone; CKD, chronic kidney disease; GHD, growth hormone
deficit; IGHD, idiopathic growth hormone deficit; AGA, appropriate for gestational age; MS-MLPA,
methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification; WES, whole-exome sequencing; SRS,
Silver-Russell syndrome; VUS, variant of uncertain significance; LB, likely benign; B, benign; LP, likely

pathogenic; P, pathogenic.

Methods

Genetic Testing

Genetic Testing Prior to the Study

All children with a clinical suspicion of a specific genetic
disorder underwent genetic examination with an appropriate
method (karyotype, FISH, MLPA, targeted Sanger sequencing)
prior to the study. The remaining children were examined for SRS.
After its’ exclusion, patients were examined by NGS methods.

Examination of SRS

Methylation-specific multiplex ligation-dependent Probe am-
plification (MS-MLPA) was done in all patients. MS-MLPA
(probe mixes ME030 and ME032 examining regions of 11pl15,
7q32, 7p12, and 14q32, respectively) and subsequent data anal-
yses by software Coffalyser were performed according to the
manufacturer’s instructions (MRC Holland, Amsterdam, The
Netherlands).

Targeted NGS

Genomic DNA was extracted from peripheral blood using
QIAmp DNA Blood Mini (Qiagen, Hilden, Germany) or from
saliva (collected into Oragene OG-500) according to the man-
ufacturer’s instructions (DNA Genotek, Ontario, Canada). DNA
of patients without a verified genetic cause of their growth failure
was analysed using a custom-targeted NGS panel of 398 genes
with a known or potential association with growth [17] using
SureSelect Custom Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA), and the indexed products were sequenced by synthesis on
an Illumina MiSeq platform (San Diego, CA, USA) with x100
average coverage. Altogether 6 DNA samples from probands

Genetic Aetiology of SGA-SS

underwent the whole-exome sequencing using SureSelect Hu-
man All Exon v6+UTR Kit (Agilent Technologies). The indexed
products were sequenced by synthesis on an Illumina MiSeq or
NextSeq platform (San Diego, CA, USA) with x100 average
coverage. Obtained sequences were annotated and mapped to
reference genome followed by variant calling as described pre-
viously [17]. Detected variants were filtered using software
Variant Annotation and Filter Tool [18] with filter settings
described previously [17].

Evaluation of Genetic Findings

Confirmation of all variants of interest in the patient and
segregation analyses in available family members were performed
by direct Sanger sequencing [19]. Subsequently, variants were
scored according to the American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG) standards and guidelines [20] imple-
mented in the VarSome software [21] as pathogenic (P), likely
pathogenic (LP), benign (B), likely benign (LB), or as variants of
uncertain significance (VUS). Consideration of co-segregation in
the pathogenicity classification of variants (criterion PP1 in the
ACMG guidelines) was applied based on recommendations by
Jarvik and Browning [22].

Ethics Statement

This study protocol was reviewed and approved by the Institu-
tional Ethics Committees of the 2nd Faculty of Medicine, Charles
University in Prague, and University Hospital Motol, Czech Re-
public (date of approval: June 30, 2017; not numbered). Written
informed consent was obtained from the parents/legal guardians of
the patients for publication of the details of their medical cases and
any accompanying images.
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Results

In total, the genetic diagnosis was elucidated in 74/176
(42%) children (Fig. 1). We confirmed pathogenic or
likely pathogenic (P/LP) gene variants affecting pituitary
development or GH secretion (LHX4, OTX2, PROKR2,
PTCHI, POUIF, GHSR) and/or the GH-IGF-1 axis and
IGF-2 axis (IGFALS, IGFIR, STAT3, HMGA?2) in 12/74
(16%) patients. Two out of 74 children (3%) had P/LP
gene variants affecting the thyroid axis (TRHR, THRA).
P/LP gene variants affecting the growth plate were
revealed in 31/74 (42%). Of these, 17/74 children
had P/LP variants in genes responsible for components
of the cartilaginous matrix (ACAN [in four], COLIAI,
COL1A2, COL2A1, COL9AI, COL9A2, COLI1I1AI,
FLNB, MATN3), 7/74 had impaired paracrine regula-
tion of chondrocytes (FGFR3, FGFR2, NPR2), and 7/74
had SHOX gene defects. In 12/74 children (16%), we
revealed P/LP variants in genes involved in fundamen-
tal intracellular and intranuclear processes (CDC42,
KMT2D, LMNA, NSDI, PTPNI1, SRCAP, SON,
SOS1, SOX9, TLK2). SRS was diagnosed in 12/74
(16%) (11pl5, UPD7), and miscellaneous chromoso-
mal aberrations were identified in 5/74 (7%) children.

Opverall, in our cohort, 40 out of 74 patients (54%) had
positive genetic findings and no dysmorphic features.
Part of these results were published in our previous
reports on children from families with vertical trans-
mission of short stature (“familiar short stature”) [17]
and/or in a paper summarising the effect of GH therapy
in children with pathogenic NPR2 variants [23] and non-
syndromic collagenopathies [24]. The principal clinical
and growth data are summarised in Table 1. All the
genetic findings are presented in Table 2. The single-
gene conditions (and SRS) and their significance at three
levels of growth regulation are displayed in Figure 2a-c.

Fig. 2. Three levels of the genetic growth regulation in children born
small for gestational age with persistent short stature (SGA-SS). The
numbers in brackets in blue boxes show the numbers of patients
identified with P/LP variants of the entire gene (if more than one).
The numbers in closed circles refer to patient numbering in Table 1.
a Genes involved in cerebral midline and pituitary development,
and in the GH-IGF-1 and thyroid axes. b Genes encoding growth
plate matrix components and elements of chondrocyte paracrine
regulation. ¢ Genes involved in intracellular signalling, in the
stability of nuclear membrane, and in the fundamental intranuclear
processes. A brief description of selected patients’ facial phenotypes:
(8) OTX2: bilateral anophthalmia; (9) POUIFI: depressed nasal
bridge and frontal bossing; (10) PROKR2: no apparent facial dys-
morphism; (11) PTCHI: mild orbital hypotelorism, midface

Genetic Aetiology of SGA-SS

Discussion

In our study, we examined a unique large single-centre
cohort of SGA-SS children by NGS methods. We eluci-
dated the genetic cause of growth disorder in 42% (74/
176) of them. The results demonstrate a multifarious
genetic landscape of SGA-SS and further contributed to
the understanding of its aetiology.

Advances in genetic diagnostics led to better knowl-
edge regarding the mechanisms causing short stature.
Depending on the study cohort, NGS methods eluci-
dated the aetiology of a growth disorder in 14.5-52% of
cases [17,26-30]. Two of these studies focused on SGA -
SS children. Freire et al. identified monogenic SGA-SS
in 8/55 (15%) children with no apparent syndromic
features. The aetiologies of their short stature were
mostly primary growth plate disorders accompanied
by the disruption of the RAS/MAPK signalling pathway
[29]. Li et al. [26] demonstrated that including syn-
dromic SGA-SS children can substantially increase the
detection rate of genetic variants elucidating the aeti-
ology of SGA-SS (17% in non-syndromic SGA-SS vs.
31% in syndromic SGA-SS). In our study, we have
managed to find the genetic cause of SGA-SS in a
higher number of children (42%), even in the case of
non-syndromic SGA-SS (54%).

The aetiology of SGA-SS in our study cohort was
rather heterogeneous. Not surprisingly, 42% of children
with genetic aetiology elucidated carried a causal variant
in the gene that is essential for correct growth plate
function. This finding is in line with previous studies [26,
29] and corresponds with the new paradigm with the
growth plate playing a key role in short stature patho-
genesis [31]. As expected, other relatively frequent ge-
netic diagnoses in our SGA-SS study cohort were causal
variants in genes affecting fundamental intracellular

hypoplasia, and anteverted ears; (12) STAT3: no specific facial signs
in a boy with severe immune dysregulation leading to early onset
diabetes, hypothyroidism, cytopenia and lymphoproliferation, and
short stature due to defective STAT3 signalling; (16) ACAN: mild
facial dysmorphism similar to previously published cases; (30)
FLNB: facial phenotype of atelosteogenesis type I — prominent
forehead, depressed nasal bridge with a grooved tip, and micro-
gnathia; (37) NPR2: the father and two daughters with vertical
transmission of an NPR2 pathogenic variant, no facial phenotype;
(40) KMT2D: Kabuki syndrome resembling the makeup in tradi-
tional Japanese theatre; (41) LMNA: gradually developing pheno-
type of Hutchinson-Gilford progeria syndrome; (43) PTPNI11 and
(47) SOSI: facial signs of Noonan syndrome; (48) SRCAP: typical
face of Floating-Harbour syndrome. Image adapted from [25].
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Results

In total, the genetic diagnosis was elucidated in 74/176
(42%) children (Fig. 1). We confirmed pathogenic or
likely pathogenic (P/LP) gene variants affecting pituitary
development or GH secretion (LHX4, OTX2, PROKR2,
PTCH1, POUIF, GHSR) and/or the GH-IGF-1 axis and
IGF-2 axis (IGFALS, IGFIR, STAT3, HMGA?2) in 12/74
(16%) patients. Two out of 74 children (3%) had P/LP
gene variants affecting the thyroid axis (TRHR, THRA).
P/LP gene variants affecting the growth plate were
revealed in 31/74 (42%). Of these, 17/74 children
had P/LP variants in genes responsible for components
of the cartilaginous matrix (ACAN [in four], COLIAI,
COL1A2, COL2A1, COL9A1, COL9A2, COLII1AIL,
FLNB, MATN3), 7/74 had impaired paracrine regula-
tion of chondrocytes (FGFR3, FGFR2, NPR2), and 7/74
had SHOX gene defects. In 12/74 children (16%), we
revealed P/LP variants in genes involved in fundamen-
tal intracellular and intranuclear processes (CDC42,
KMT2D, LMNA, NSD1, PTPNI11, SRCAP, SON,
SOS1, SOX9, TLK2). SRS was diagnosed in 12/74
(16%) (11p15, UPD7), and miscellaneous chromoso-
mal aberrations were identified in 5/74 (7%) children.

Overall, in our cohort, 40 out of 74 patients (54%) had
positive genetic findings and no dysmorphic features.
Part of these results were published in our previous
reports on children from families with vertical trans-
mission of short stature (“familiar short stature”) [17]
and/or in a paper summarising the effect of GH therapy
in children with pathogenic NPR2 variants [23] and non-
syndromic collagenopathies [24]. The principal clinical
and growth data are summarised in Table 1. All the
genetic findings are presented in Table 2. The single-
gene conditions (and SRS) and their significance at three
levels of growth regulation are displayed in Figure 2a-c.

Fig. 2. Three levels of the genetic growth regulation in children born
small for gestational age with persistent short stature (SGA-SS). The
numbers in brackets in blue boxes show the numbers of patients
identified with P/LP variants of the entire gene (if more than one).
The numbers in closed circles refer to patient numbering in Table 1.
a Genes involved in cerebral midline and pituitary development,
and in the GH-IGF-1 and thyroid axes. b Genes encoding growth
plate matrix components and elements of chondrocyte paracrine
regulation. ¢ Genes involved in intracellular signalling, in the
stability of nuclear membrane, and in the fundamental intranuclear
processes. A brief description of selected patients’ facial phenotypes:
(8) OTX2: bilateral anophthalmia; (9) POUIFI: depressed nasal
bridge and frontal bossing; (10) PROKR2: no apparent facial dys-
morphism; (11) PTCHI: mild orbital hypotelorism, midface

Genetic Aetiology of SGA-SS

Discussion

In our study, we examined a unique large single-centre
cohort of SGA-SS children by NGS methods. We eluci-
dated the genetic cause of growth disorder in 42% (74/
176) of them. The results demonstrate a multifarious
genetic landscape of SGA-SS and further contributed to
the understanding of its aetiology.

Advances in genetic diagnostics led to better knowl-
edge regarding the mechanisms causing short stature.
Depending on the study cohort, NGS methods eluci-
dated the aetiology of a growth disorder in 14.5-52% of
cases [17,26-30]. Two of these studies focused on SGA-
SS children. Freire et al. identified monogenic SGA-SS
in 8/55 (15%) children with no apparent syndromic
features. The aetiologies of their short stature were
mostly primary growth plate disorders accompanied
by the disruption of the RAS/MAPK signalling pathway
[29]. Li et al. [26] demonstrated that including syn-
dromic SGA-SS children can substantially increase the
detection rate of genetic variants elucidating the aeti-
ology of SGA-SS (17% in non-syndromic SGA-SS vs.
31% in syndromic SGA-SS). In our study, we have
managed to find the genetic cause of SGA-SS in a
higher number of children (42%), even in the case of
non-syndromic SGA-SS (54%).

The aetiology of SGA-SS in our study cohort was
rather heterogeneous. Not surprisingly, 42% of children
with genetic aetiology elucidated carried a causal variant
in the gene that is essential for correct growth plate
function. This finding is in line with previous studies 26,
29] and corresponds with the new paradigm with the
growth plate playing a key role in short stature patho-
genesis [31]. As expected, other relatively frequent ge-
netic diagnoses in our SGA-SS study cohort were causal
variants in genes affecting fundamental intracellular

hypoplasia, and anteverted ears; (12) STAT3: no specific facial signs
in a boy with severe immune dysregulation leading to early onset
diabetes, hypothyroidism, cytopenia and lymphoproliferation, and
short stature due to defective STAT3 signalling; (16) ACAN: mild
facial dysmorphism similar to previously published cases; (30)
FLNB: facial phenotype of atelosteogenesis type I — prominent
forehead, depressed nasal bridge with a grooved tip, and micro-
gnathia; (37) NPR2: the father and two daughters with vertical
transmission of an NPR2 pathogenic variant, no facial phenotype;
(40) KMT2D: Kabuki syndrome resembling the makeup in tradi-
tional Japanese theatre; (41) LMNA: gradually developing pheno-
type of Hutchinson-Gilford progeria syndrome; (43) PTPNI11 and
(47) SOSI: facial signs of Noonan syndrome; (48) SRCAP: typical
face of Floating-Harbour syndrome. Image adapted from [25].
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processes including RASopathies which corresponds
with the results of previous studies as well [26, 29].

Another condition typically associated with SGA-SS is
SRS [9]. Not surprisingly, SRS was another frequent
diagnosis in our study cohort (16% of cases with genetic
aetiology elucidated). Importantly, SRS is diagnosed clin-
ically using the Netchine-Harbison scoring system
(NHS). Genetic examination may consequently provide
useful confirmation of the clinical diagnosis [9]. In our
study, we took a different approach — genetic examination
of SRS was performed in all SGA-SS children. Surpris-
ingly, we have genetically diagnosed SRS in 2 children
who do not fulfil NHS criteria. Genetic examination of
SRS can therefore be considered in all SGA-SS children,
regardless of the presence of its typical clinical features.

In our study, we also had several less expected findings.
GH is essential for normal growth, and children with
GHD may have severe short stature [32]. However, GH is
generally considered to affect mainly the postnatal phase
of growth, and children with GHD should therefore be
born with normal birth parameters [32]. In contrast with
this concept, we have found causative genetic variants in
genes affecting pituitary development or directly influ-
encing GH production in 6/74 (8%) of SGA-SS children
with genetic diagnosis in our study cohort. Some of them
might have different causes of prenatal growth failure
(e.g., patient no. 1 with LP GHSR variant whose mother
suffered from HELLP syndrome during pregnancy);
however, in other children, we found no additional
explanation of prenatal growth impairment. On the other
hand, other studies also have discovered genetic findings
typical for GHD in SGA children [2]. We can speculate
that GH might play a role in prenatal growth in some
children or genetic variants found might affect growth on
other levels besides affecting GH.

Another interesting result was the pathogenic variant
found in the gene THRA encoding thyroid hormone
receptor type A, which has also been previously associ-
ated with short stature [33]. In one patient, we diagnosed
a homozygous variant in the gene TRHR, leading to
central hypothyroidism. Since its first observation in
1997 [34], short stature has been recognised as one of
the consistent features of central congenital hypothyroid-
ism due to TRHR defects and their bi-allelic pathogenic
variants. However, perinatal data were not displayed in
patients published so far. Thus, we are adding the TRHR
gene as a novel causative gene for SGA. These two
findings in the thyroid axis increase the diagnostic yield
by additional 3% and clearly show that pre- and postnatal
growth is affected by the thyroid axis far beyond the
classical hypothyroidism. The other variants found in our

10 Horm Res Paediatr
DOI: 10.1159/000530521

study were genes involved in the regulation of growth
plates and other fundamental processes of intracellular
signalling.

The clinical response to GH treatment has not been
systematically studied in the sub-cohorts of SGA-SS
with defined genetic aetiology, with the exception of
children with SRS [35]. Thus, the currently available
reports have their origin in retrospective analysis of
children genetically diagnosed at a late stage of their
therapy. The currently available data are scarce, as
summarised in the latest consensus [36]. In our cohort,
the long-term growth data are available only in a
minority of children; therefore, we present short-
time growth data following 1 year and 3 years of GH
administration and, when available, final height SDS.
Continuing the observation of the study cohort might
bring important new data on the impact on the indi-
vidual of the new genetic finding.

Some genetic studies in short stature tend to suffer
from selection bias as the study population originates
mostly from tertiary centres [26, 37, 38]. This questions
the extrapolation of the genetic spectrum of growth
disorders to the general population. The strength of
our study is its population-based principle: all newborns
in the Czech Republic have their birth weight and length
measured and carefully recorded together with their
gestational week. All children subsequently undergo reg-
ular, mandatory body height examinations that enable the
identification of growth failure, an early referral to a
paediatric endocrinologist, and the start of GH treatment
if indicated. Our centre provides GH to about 30% of
children in our country [39]; their selection depends
mainly on their residence. Thus, our study should be
relatively free of selection bias with the exception of those
who neglected regular body height checkups (which is
rare) or refused either GH therapy or genetic testing.

Our study had some limitations as well. Chromosomal
analysis including microarrays was performed only in
children whose phenotype led to the initial referral to the
department of clinical genetics. Moreover, non-coding
variants (with the exception of the disruption in exon-
intron boundaries), epigenetic, and somatic changes were
not captured by NGS. Finally, our study lacks the func-
tional studies to help evaluate the pathogenicity of the
discovered variants.

To conclude, our study elucidated the genetic aetiology
of 42% of SGA-SS children from a genetically relatively
homogenous, non-consanguineous population. The re-
sults demonstrate a complex aetiology of short stature
affecting all the three key levels of growth regulation
including the endocrine system, growth plate function,
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and fundamental processes of intracellular regulation and
signalling. A conclusive genetic finding not only provides
a clear explanation of the growth disorder but also enables
focussing on possible associated hidden comorbidities
and genetic consulting [40]. In our opinion, routine
genetic testing may therefore become a standard of
diagnostic care in resource-rich countries for all SGA-
SS children after other causes of growth failure are
ruled out.
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5.3. Vyznam acido-labilni podjednotky (ALS) v etiologii a v diagnostice

malého vzrustu

Toni L, Padrova K, Plachy L, Petra Dusatkova, Lenka Elblova, Stanislava Kolouskovad, Marta
Pechovad, Marta Snajderova, Zdenék Sumnik, Stépanka Prizhovad, Jan LeblVyznam acido-labiln
i podjednotky (ALS) v etiologii a v diagnostice malého vzriistu. Ces-Slov Pediat 2020, 75 (4):
214-218

Nasledujici publikovand prace predstavuje vysledky dil¢itho projektu zamétfené¢ho na
acidolabilni podjednotku (ALS). ALS je glykoproteinova slozka ternarniho komplexu
IGF-1/IGFBP-3/ALS, ktera ovlivituje bioaktivitu IGF-1 a prodluzuje jeho biologicky polocas.
Cilem studie bylo prozkoumat vliv ristového hormonu (GH) a 1écby GH na hladiny ALS a
dalSich komponent terndrniho komplexu a zjistit, zda Ize identifikovat pacienty s patogennimi
variantami genu /GFALS na zéklad¢ nizkych hladin ALS. Metody zahrnovaly analyzu hladin a
korelaci vSech tii sloZek terndrniho komplexu béhem lécby GH u 511 déti s nedostatkem
rustového hormonu (GHD) a/nebo s poruchou riistu klasifikovanou jako SGA-SS. U tii déti s

nizkymi hladinami ALS jsme provedli sekvenaci genu /GFALS.

Studie rovnéz zkoumala u¢inky podavani GH na slozky ternarniho komplexu u 23 déti s
neurcitou etiologii GHD nebo SGA-SS. Vysledky ukézaly, Ze koncentrace ALS siln€ koreluji s
IGF-1 (r=0,70; p<0,0001) a IGFBP-3 (r=0,61; p<0,0001). Sekvenace genu /GFALS u déti s
nizkymi hladinami ALS neodhalila zddné patogenni ani jiné varianty. U 23 déti s GHD nebo
SGA-SS vedla 1écba GH ke zvySeni hladin vSech slozek ternarniho komplexu. V1iv GH na
IGF-1 (213 % vychozi hodnoty) byl vyznamnéjsi nezZ na IGFBP-3 (132 %; p<0,0001) a ALS
(139 %; p<0,0001).

Vysledky ukéazaly, ze méteni hladin ALS neni ti€¢innou metodou pro detekci mutaci v genu
IGFALS. Ackoli GH zvysuje hladiny ALS, biochemické stanoveni ALS mé& minimalni piidanou

hodnotu pro diagnostiku a sledovani 1é€by u déti s malym vzristem.
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Vyznam acidolabilni podjednotky
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malého vzrustu
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SOUHRN

Cil studie: Acidolabilni pojednotka (ALS) jako glykoproteinova souédst ternarniho komplexu IGF-1/IGFBP-3/ALS
reguluje bioaktivitu a prodluzuje poloc¢as IGF-1, ¢imz pFispiva k Fizeni télesného rastu. Proteinovou slozku ALS
kéduje gen /GFALS. Zkoumali jsme vliv ristového hormonu (GH) na hladiny ALS a dalSich sloZzek ternarniho
komplexu a moznost identifikovat podle nizkych hladin ALS pacienty s patogennimi variantami genu /GFALS.

Metody: U 511 déti s deficitem GH (GHD) a/nebo u déti s poruchou riistu navazujici na malou velikost pFi naro-
zeni (SGA-SS) jsme pFi lécbé GH analyzovali hladiny a vzajemnou korelaci viech tfi slozek ternarniho komplexu.
U tfi déti s nizkou hladinou ALS jsme nasledné sekvenovali gen /GFALS. Vliv podani GH na slozky ternarniho
komplexu jsme studovali u 23 déti s GHD nebo SGA-SS neurcené etiologie.

Vysledky: U 511 déti s GHD a/nebo SGA-SS na dlouhodobé 1é¢bé GH byla hladina ALS 8750 pg/l (median;
Q1-Q3: 6353-10 963), hladina IGF-1 233 g/l (Q1-Q3: 147-329), cozZ odpovidalo +1,21 SD (Q1-Q3: -0,11 az +2,45),
a hladina IGFBP-3 5660 pg/I (Q1-Q3: 4668-6800), coz odpovidalo +3,65 SD (Q1-Q3: +1,81 az +5,97 SD). Hladiny
ALS tésné korelovaly s IGF-1 (r = 0,70; p <0,0001) i s IGFBP-3 (r = 0,61; p <0,0001). Sangerova sekvenace IGFALS
u déti s nizkou hladinou ALS (369, 487 a 1490 pg/I) neprokazala patogenni ani jinou variantu genu. U 23 déti
s GHD nebo SGA-SS stoupla po 3-4 mésicich poddvani GH hladina ALS z 4859 (median; Q1-Q3: 4176-6240) na
6681 (5413-8332) ug/l (p = 0,0004), hladina IGF-1 z 68 (46-114) na 146 (84-178) ug/l (p <0,0001) a hladina
IGFBP-3 z 3390 (2820-4030) na 4700 (3940-5300) ug/l (p <0,0001). Vliv GH na IGF-1 (213 % vychozi hodnoty)
je vyraznéjsi nez na IGFBP-3 (132 %; p <0,0001) a ALS (139 %; p <0,0001).

Zavéry: Méfeni hladin ALS neni efektivni pro detekci mutaci /IGFALS. GH zvysuje hladiny ALS, ale bio-
chemické stanoveni ALS ma jen nevyznamnou pfidanou hodnotu pro diagnostiku a sledovani déti s malym
vzrlstem.

KLICOVA SLOVA
acidolabilni podjednotka, IGF-1, IGFBP-3, ternarni komplex, riistovy hormon, /IGFALS

SUMMARY

The role of acid-labile subunit (ALS) in aetiology and diagnostic procedures of short stature

Aims: Acid-labile subunit (ALS) as a glycoprotein component of the ternary complex IGF-1/IGFBP-3/ALS co-
-regulates bioactivity and prolongs half-life of IGF-1 and thus substantially contributes to regulation of stat$3l
growth. Protein component of ALS is encoded by /GFALS gene. We studied the impact of growth hormone (GHY on
circulating levels of ALS and additional ternary complex components, and the option to identify carriers of patho-
genic variants of /IGFALS gene according to low ALS levels.
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Methods: We studied interrelations between ternary complex components in 511 children on GH therapy.
Children with low ALS levels underwent /GFALS sequencing. We monitored the effect of GH therapy on the ter-
nary complex in 23 children treated for GH deficiency (GHD) or for short stature after having been born small for
gestational age (SGA-SS).

Results: In 511 children with GHD and/or SGA-SS on long-term GH therapy ALS level was 8750 pg/I (median;
Q1-Q3: 6353-10963), IGF-1 was 233 ug/l (Q1-Q3: 147-329), corresponding to +1.21 SD (Q1-Q3: from -0.11 to +2.45),
and IGFBP-3 was 5660 pg/l (Q1-Q3: 4668-6800), corresponding to +3.65 SD (Q1-Q3: from +1.81 to +5.97 SD).
ALS is strongly interrelated with IGF-1 (r=0.70; p<0.0001) and with IGFBP-3 (r=0.61; p<0.0001). /GFALS Sanger
sequencing in three children with low ALS levels (369, 487 and 1490 ug/I) displayed normal results. In 23 children
following 3-4 months of GH therapy, ALS increased from 4859 (median; Q1-Q3: 4176-6240) to 6681 (5413-8332)
ug/l (p=0.0004), IGF-1from 68 (46-114) to 146 (84-178) ug/l (p<0.0001) and IGFBP-3 from 3390 (2820-4030) to
4700 (3940-5300) pg/l (p<0.0001). The impact of GH is more pronounced in IGF-1 (213% increase) compared to

IGFBP-3 (132%; p<0.0001) and ALS (139%; p<0.0001).

Conclusions: Our results suggest that estimation of ALS levels is ineffective to detect /GFALS gene mutations.
Biochemical measurements of ALS do not substantially contribute to diagnostic work-up and to follow-up in short

stature children, according to our experience.

KEY WORDS

acid-labile subunit, IGF-1, IGFBP-3, ternary complex, growth hormone, /IGFALS

uvob

Inzulinu-podobné ristové faktory IGF-1 a IGF-2 (insu-
lin-like growth factor-1 a -2) hraji klicovou roli v ristu
a vyvoji. Oba IGF se syntetizuji v jatrech v endokrinné
aktivnich hepatocytech, odkud pfechazeji do cirkulujici
krve a ptsobi na cilové buriky ve vzdalenych tkanich.
Vedle toho se ¢ast IGF-1 a IGF-2 produkuje lokalné v radé
typl bunék a pisobi autokrinné a parakrinné. Oba IGF
ovliviiuji linearni rést, proliferaci a diferenciaci bunék
a apoptozu [1].

V cirkulujici krvi jsou témér vSechny molekuly IGF-1
a IGF-2vazany v ternarnim komplexu o velikosti 150 kDa,
ktery se sklada z molekuly IGF, z molekuly vazebného
proteinu pro IGF (IGF-binding protein; IGFBP), nejcas-
téji zastoupeného ICFBP-3 a v mensim rozsahu IGFBP-5,
a z acidolabilni podjednotky (acid-labile subunit; ALS)

Binarni komplex

BIOAKTIVITA @

O

- glykoproteinu o velikosti 85 kDa [2]. Vedle IGFBP-3
a IGFBP-5 jsou v omezeném mnozstvi pfitomny dalsi
vazebné proteiny - IGFBP-1, 2, 4 a 6, které maji mensi
molekulovou hmotnost 50 kDa. Zatimco bindrni komplex
tvofeny IGF a nékterym z IGFBP miiZe pronikat pfes en-
dotelialni bariéru, navazani ALS a vytvofeni ternarniho
komplexu prodluzuje dobu, kdy je IGF pfitomen v cirku-
lujici krvi a zaroven chranén pred destrukci [3] (obr. 1).
Polocas volné cirkulujiciho IGF-1 je pouhych 10 minut;
binarni komplex IGF-1 - IGFBP-3 pfetrvava v krvi 30-90 mi-
nut a ternarni komplex s ALS prodluzZuje polocas na vice
nez 12 hodin [3].

ALS je kédovana genem IGFALS [4]. Patogenni varianty
IGFALS snizuji nebo zvysuji stabilitu ternarniho komplexu
a zpusobuji riistovou poruchu, kterd je zavazna zvlasté
v ptipadé homozygotnich mutaci, deleci nebo duplikaci.
U heterozygotnich patogennich variant je porucha riistu
mirnéjsi [5-8].

I kdyZ brzy po objevu
ALSv90. letech 20. stole-
ti probéhlo nékolik invitro
studii u rtiznych Zivo-
¢isnych druhi a pozdéji
inékteré klinické studie
[9], zatim neni jasny dia-
gnosticky vyznam stano-
veni hladiny ALS u déti
s ristovou poruchou ani
u déti s poruchou rastu

Ternarni komplex

REGULACE
BIOAKTIVITY IGF

PRODLOUZENI
POLOCASU IGF

Obr. 1. IGF-1 a IGF-2 cirkuluji v krvi v podobé terndrniho komplexu s vazebnym proteinem (prevaz-
né vazebnym proteinem 3. typu; IGFBP-3) a s acidolabilni podjednotkou (ALS). Tato vazba
prodluzuje polocas jejich plsobeni a zajistuje jejich rezervoar v krvi.

A na podkladé patogennich
C:;EKZUE lil\{l(l)é\igH variant IGFALS genu [10].
IGF Cilem nasi studie bylo:

(1) Stanovit hladiny
slozek ternarniho kom-
plexu IGF-1/ICFBP-3/ALS
v periferni krvi v rozsahlé
skupiné 511 déti dlouho-
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dobé 1é¢enych ristovym hormonem (GH) a Klasifiko-
vanych jako deficit GH (GHD) nebo jako porucha ristu
navazujici na malou velikost pfi narozeni (small for
gestational age - short stature; SGA-SS). Cilem tohoto
vySetfeni bylo nalézt dosud nezndmé nositele homozy-
gotnich nebo heterozygotnich patogennich variant genu
ICFALS a ovétit hypotézu, Ze nizka hladina ALS pti 1é6¢bé
ristovym hormonem mitize predikovat nerozpoznanou
patogenni variantu genu IGFALS.

(2) Formou semilongitudinalni studie s pArovym mé-
fenim posoudit vliv zahajeni 1é¢by CH na hladiny slozek
ternarniho komplexu IGF-1/IGFBP-3/ALS v periferni krvi
u nové diagnostikovanych déti s GHD a u déti SCA-SS.

SOUBOR PACIENTU A METODIKA

VSichni pacienti zafazeni do studie jsou dlouhodobé
sledovani na Pediatrické klinice 2. 1ékatfské fakulty UK
a Fakultni nemocnice v Motole a jsou lé¢eni ristovym
hormonem z indikace CGHD nebo SGA-SS.

Studie 1 - Stanoveni sloZek ternarniho komplexu
u velké kohorty déti s GHD a SGA-SS lé¢enych GH

V této studii jsme vySetfili jednotlivé slozky ternar-
niho komplexu béhem dlouhodobé 1é¢by GH u 511 déti
(321 chlapci, 190 divek) ve véku 2-18 let (medidn 10 let).
V pfipadé nizké hladiny ALS bylo pacient@im nabidnu-
to molekularné genetické vysetfeni genu IGFALS. Po
podpisu informovaného souhlasu byla
odebrana krev na izolaci DNA. Studie
byla schvalena Etickou komisi Fakultni
nemocnice v Motole. 25000+
Studie 2 - Semilongitudinilni stu-
die vlivu GH na vyvoj hladin sloZek
terniarniho komplexu

U 23 déti (18 chlapci, 5 divek) ve véku
3-15let (median 7 let) s GHD (n = 19) ne-
bo SGA-SS (n = 4) jsme vySetfili hladiny

20000+

B
= 150004
A
=4

nych ve vzorku na protilatky, které jsou imobilizovany
na povrchu jamek mikrotitracni desticky. Nasledné se
k imobilizovanym molekuldm ALS pfida biotinizovana
protilatka anti-ALS, kterd s nimi interaguje a vznikly
komplex nasledné vaze konjugat streptavidin/peroxi-
daza, ktery v zavérecném kroku katalyzuje pfeménu
pfidaného substratu. Enzymaticka reakce dava vznik
barevnému produktu, ktery je kvantitativné zavisly na
mnozstvi ALS ve vzorku a jehoZz mnozZstvi se detekuje
spektrofotometricky (450 nm). Linearita systému méfeni
byla deklarovana v rozsahu 0,5330 pug/mL ALS. Pro vice
koncentrované vzorky bylo méfeni opakovano po vétsim
natedéni. Analyza v8ech vzorkd, kontrolnich a kalibrac-
nich roztokl byla provedena duplicitné. Koncentrace ALS
ve vzorku byla vypocitdna z rovnice ziskané nelinedrni
regresi kalibra¢ni kfivky.

Stanoveni IGF-1 a IGFBP-3

Stanoveni IGF-1 a IGFBP-3 v séru bylo provedeno po-
moci automatického imunoanalyzitoru Immulite 1000
(Siemens Healthcare Diagnostics). Princip metody je
zaloZen na enzymatické chemiluminiscen¢ni imuno-
chemické reakei v pevné fazi.

Sekvenace genu IGFALS

DNA byla izolovana pomoci QIAmp DNA Blood Mini kit,
Sangerovo sekvenovani genu IGFALS jsme provadéli s vy-
uzitim metodiky publikované v nasi pfedchozi studii [11].

r=0,70 .
p<0,0001 ’ .

IGF-1, IGFBP-3 a ALS pfed zahdjenim 10000
1é¢by a po 3-4 mésicich podavani GH,
ktery byl aplikovan v pfesné definované 50004
davce 0,033 mg/kg/den v kazdodenni
s.c. injekci.

B o o 0
Stanoveni acidolabilni podjednotky 0

(ALS)

Stanoveni ALS v séru bylo provede-
no ELISA sendvicovou metodou za po-
uziti komerc¢niho kitu (Human ALS,
Mediagnost, Némecko). Principem
metody je vazba molekul ALS obsaze-

1(')0 260 3(')0 4(')0 5(')0 6(')0 7(I)0
IGF-1 (ug/l)

Obr. 2. Korelace mezi hladinami IGF-1a ALS u déti s GHD a/nebo SGA-SS, které
jsou lé¢ené rlstovym hormonem. Méfeni hladin ALS nepfindsi novou vy-
znamnou informaci o pribéhu lécent.

Tab. 1. Laboratorni vysledky pfi 1é¢bé ristovym hormonem u tfi déti s nizkymi hladinami ALS, u kterych byla nasledné provedena sekvenace

genu /GFALS.

divka 1 487 374 1,78 6730 o normalni nalez
divka 12 369 383 1,26 6250 412 normalni ndlez
chlapec g 1490 143 0,45 5150 2,68 normalni ndlez
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Obr. 3. Hladiny ALS pfed zahajenim Iécby ristovym hormo-
nem a za 3-4 mésice trvani 1écby u 23 déti s GHD
a/nebo SGA-SS.

0

Statistika

Ke statistickému hodnoceni vysledkii byl pouZit parovy
a neparovy t-test a test linearni regrese se stanovenim
korela¢niho koeficientu ,,r“. Za statisticky vyznamné
byly povazovany vysledky s hodnotou p <0,05.

Studie 1 - Stanoveni sloZek ternirniho komplexu
u velké kohorty déti s GHD a SGA-SS
na 1é¢bé riistovym hormonem

U 511 déti s GHD a/nebo SGA-SS na dlouhodobé 16¢bé
GH jsme nalezli stfedni hladinu ALS 8750 pg/l (medi-
an; Q1-Q3: 6353-10 963), stfedni hladinu IGF-1 233 pg/l
(Q1-Q3: 147-329), coz odpovidalo standardizované hodnoté
+1,21SD (Q1-Q3: -0,11 aZ +2,45), a sttedni hladinu IGFBP-3
5660 ug/l (Q1-Q3: 4668-6800), coz odpovidalo standar-
dizované hodnoté +3,65 SD (Q1-Q3: +1,81 az +5,97 SD).

Hladiny ALS tésné korelovaly s hladinami ICF-1
(r = 0,70; p <0,0001 - obr. 2) i s hladinami IGFBP-3
(r=0,61; p <0,0001).

V tabulce 1jsou uvedeny nalezy u 3 pacienti s mimoradné
nizkymihodnotami ALS a soucasné s nenapadnymi hodno-
tami IGF-1 a IGFBP-3 na 1é¢bé GH. U téchto pacientd jsme
provedli sekvenaci genu IGFALS. Sangerovym sekvenovanim
jsme nenalezli patogenni ani jinou variantu genu ICFALS.

Studie 2 - Semilongitudinilni studie vlivu GH
na hladiny sloZek terniarniho komplexu

U 23 déti stoupla béhem 3-4 mésici 16¢by GH hladina
ALS z 4859 (median: Q1-Q3: 4176-6240) na 6681 (5413-8332)
pg/l (p = 0,0004; obr. 3), hladina IGF-1 z 68 (46-114) na
146 (84-178) pg/l (p <0,0001) a hladina IGEBP-3 z 3390
(2820-4030) na 4700 (3940-5300) pg/l (p <0,0001). GH
tedy ovliviiuje vSechny slozky ternarniho komplexu,
ale jeho vliv na IGF-1 (vzestup na 213 % vychozi hodnoty)
je vyraznéjsi neZ vliv na IGFBP-3 (132 %; p <0,0001) a ALS
(139 %; p <0,0001, obr. 4).

PrestoZe zajem o ALS trva jiz pres tfi desetileti, jsou tida-
je o jejim fyziologickém vyznamu a o jeji patofyziologii

) p<0,0001 ,
S o 4l <0,0001
? o o
N3O 34 ee®
2@ N
824 ° S I P
i.% ; .’ @ . ° ..
82, A HRE ss.
eo®
IGFBP-3 ALS IGF-1

Obr. 4. Koeficient vzestupu hladin IGF-1, ALS a IGFBP-3
po 3-4 mésicich trvani 1é¢by rdstovym hormonem
u 23 déti s GHD a/nebo SGA-SS.

fragmentarni. Pro pochopeni role ALS v organismu v roce
2001 Ueki se spolupracovniky [12] modelovali inaktivaci
IGFALS genu u mys$i. Zjistili, Ze tato mys$ ma jen mirnou
riistovou retardaci, prestoze cirkulujici slozky IGF systému
jsou zavazné alterované. O nékolik let pozdéji byl genovy
defekt IGFALS a jeho fenotyp poprvé popsan u clovéka [6].
Byl identifikovan u 17letého mladého muZze s opozdénym
nastupem a pomalym prabéhem puberty, ale jen s hra-
ni¢ni ristovou poruchou. Tento ptivodni fenotyp byl na
zakladé pozorovani u dalsich desitek nositelli mutace
zpresnén: Naruseni pubertalniho vyvoje muze byt jednim
z pfiznaki, ale porucha ristu je konzistentni, i kdyz
v jednotlivych ptipadech riizné zavazna [8].

Identifikace chlapce s patogenni variantou IGFALS v nasi
predchozi studii [13] vzbudila nas§ zajem o ALS. Proto jsme
se v nékolika dil¢ich studiich pokusili doplnit chybéjici
poznatky, které mohou mit vyznam pro klinickou praxi
v détské endokrinologii.

S cilem identifikovat patogenni varianty genu IGFALS
jsme vySetfili koncentraci ALS v cirkulujici krvi u kohorty
pacientt pfi lécbé GH. U tfi z nich s nizkymi hladinami
ALS jsme sekvenovali gen IGFALS. U zZadného z nich jsme
neprokazali patogenni ani jinou variantu genu. K podob-
nému zavéru dospéli i Renes se spolupracovniky [9], ktefi
sekvenovali gen IGFALS u 34 déti s nizkou koncentraci ALS
v séru a téZ nenasel patogenni variantu. Nase studie byla
limitovana chybénim pacientdl s potvrzenou patogenni
variantou IGFALS, u kterych bychom stanovili nativni
hladiny ALS.

Jezajimavé, Ze vétsina dosud identifikovanych pacientti
s patogennimi variantami IGFALS nebyla zjiSténa na za-
kladé méteni ALS, ale na zakladé velmi nizkych hladin
IGF-1 a IGFBP-3 v dobé diagnostiky - protoze chybéni
aktivni ALS vyrazné zkracuje jejich poloc¢as. Teprve doda-
tecné byly u nékterych téchto pacientd zméteny nizké az
neméftitelné hladiny ALS a nasledné sekvenovani IGFALS
prokazalo patogenni variantu [14-16]. V jinych pfipadech
byly varianty IGFALS nalezeny metodami celoexomového
sekvenovani déti s malym vzriistem, podobneé jako v nasi
pfedchozi studii [13].

Vliv GH na vSechny slozky ternarnfho komplexu jsme
jednoznacné prokazali v semilongitudindlni studii
123 déti s GHD nebo SGA-SS. Plsobeni na sekreci IGF-1 je
vyraznéjsi (vzestup na 213 % vychozi hodnoty) nez vliv na
IGFBP-3 (132 %), coz je v souladu s pfedchozimi studiemi
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[17, 18]. Signifikantni byl i vzestup koncentrace ALS
po zahdajeni terapie rlistovym hormonem ALS (139 %),
ktery dosud publikovan nebyl a ktery prokazuje, Ze ex-
prese genu IGFALS je fizena ristovym hormonem - ALS
patfi mezi tzv. ,,GH-dependentni peptidy*“.

Méfeni hladin IGF-1, IGFBP-3 a ALS v pocCetné skupiné
511 déti s GHD a/nebo SCA-SS dlouhodobé 1écenych GH
ukéazalo, Ze stanoveni ALS nepiinasi o diagnéze ani o prii-
béhu 1é¢by dalsi vyznamnou novou informaci v porovnani
s méfenim IGF-1, pfipadné IGFBP-3, vzhledem k tésné
korelaci mezi naméfenymi hodnotami téchto peptidi.

Uvedené zavéry naznacuji, Ze laboratorni stanoveni ALS
ma v soucasné dobé jen nevyznamnou pfidanou hodnotu
pro diagnostiku a dalsi sledovani déti s malym vzristem.

Podékovani
Studie byla provedena s podporou grantu Agentury
pro zdravotnicky vyzkum (AZV) ¢. 18-07-00283.
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5.4. Heterozygous NPR2 mutation is a frequent cause of familial short stature with good

effect of growth hormone treatment

Plachy L, Dusatkova P, Maratova K, Petruzelkova L, Zemkova D, Elblova L, Kucerova P,
Toni L, Kolouskova S, Snajderova M, Sumnik Z, Lebl J, Pruhova S. NPR2 Variants Are
Frequent among Children with Familiar Short Stature and Respond Well to Growth Hormone
Therapy. J Clin Endocrinol Metab. 2020 Mar 1,105(3)

Receptor C-typu natriuretického peptidu, kodovany genem NPR2, je vyznamnym parakrinnim
regulatorem riistové ploténky. Patogenni varianty NPR2 vedou ke spektru fenotypt — od
zavazné akromesomelické dysplazie v pfipadé bialelickych variant az po mirné;si
monoalelické, autosomaln¢ dominantni formy rtistové poruchy. Piedesla hodnoceni u¢ink
1éEby rtstovym hormonem (GH) u nositelti patogennich variant NPR2 ptinesla nekonzistentni
zavery.

Cilem této studie bylo identifikovat varianty genu NPR2 u déti s familidrnim malym vzristem
(FSS), které¢ jiz byly 1é¢eny GH, a popsat fenotyp postizenych déti v€etné jejich reakce na 1écbu.
Z celkového poctu 747 pacientd 1é€enych GH v nasem centru splnilo 87 kritéria pro zatazeni do
studie (pted lé€bou vyska <-2 SD u pacienta a mensiho z obou rodi¢i, neznama geneticka
etiologie). Tyto pacienty jsme vySetfili metodami sekvenovani nové generace a vysledky jsme
vyhodnotili pomoci standardii a pokyni ACMG. Zhodnotili jsme také ucinek 1é¢by GH —
zlepSeni rastové rychlosti a vyvoj SD vysky béhem péti let 1écby.

U 5 déti (5,7 %) jsme prokazali (pravdépodobné) patogenni variantu v genu NPR2. Tato studie
ukdazala, Ze varianty genu NPR?2 pfispivaji vyznamnou mérou k vyskytu FSS. VétSina déti ma
zdanliveé symetrickou nizkou postavu. Pétileté podavani GH vysku téchto déti vyznamné

zlepsilo.
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Context: The C-type natriuretic peptide receptor encoded by the NPR2 gene is a paracrine
regulator of the growth plate; heterozygous NPR2 variants cause short stature with possible
presence of different signs of bone dysplasia. To date, the effect of growth hormone (GH)
treatment has been described in a few individuals with NPR2 gene variants with inconsistent
results.

Objectives: To identify NPR2 gene variants among children with familial short stature (FSS) and
to describe their phenotype, including GH treatment response.

Design, Settings and Patients: Out of 747 patients with short stature treated with GH in

a single center, 87 with FSS met the inclusion criteria (pretreatment height < -2 standard
deviation in both the patient and the shorter parent, unknown genetic etiology). Next-
generation sequencing methods were performed to search for NPR2 gene variants. The results
were evaluated using the American College of Medical Genetics and Genomics guidelines. The
GH treatment response (growth velocity improvement and height standard deviation score
development over the first 5 years of treatment) was evaluated.

Results: In 5/87 children (5.7%), a (likely) pathogenic variant in the NPR2 gene was identified
(p.l1e558Thr [in 2], p.Arg205*, p.Arg557His, p.Ser603Thr). Two children had disproportionate
short-limbed short stature, 1 a dysplastic 5th finger phalanx. The growth velocity in the first
year of GH treatment accelerated by 3.6 to 4.2 cm/year; the height improved by 1.2 to 1.8 SD
over 5 years of treatment.

Conclusions: NPR2 gene variants cause FSS in a significant proportion of children. Their GH
treatment response is promising. Studies including final height data are necessary to assess the
long-term efficacy of this therapy. (J Clin Endocrinol Metab 105: e746—e752, 2020)
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atriuretic peptide receptor type B is encoded by
N the NPR2 gene and plays an important role in the
complex paracrine regulation of the growth plate. After
binding the ligand (C-type natriuretic peptide) to the re-
ceptor, cell proliferation, cell differentiation, and extra-
cellular matrix synthesis are stimulated (1,2). Alteration
of the NPR2 signaling cascade leads to growth dis-
orders; downregulation leads to short stature (1), and
upregulation leads to excessive growth (3).

Biallelic pathogenic variants in the NPR2 gene lead
to severe skeletal dysplasia (acromesomelic dysplasia,
Maroteaux type) characterized by disproportionate
acromesomelic short stature (height < —5 standard devi-
ation [SD]), bone deformities, and other stigmata (1,4).
Heterozygous pathogenic variants are responsible for
milder growth disorders; the height SDS ranges from
-1.5 to —4.3. Although these children may have some
signs of bone dysplasia (eg, disproportionate mesomelic
short stature, high-arched palate, bone bowing, or
brachydactyly), they are mostly clinically classified as
idiopathic short stature (ISS) (5-8). The effect of growth
hormone (GH) treatment has only been described in 10
individual patients, and the reported therapy response
varied greatly (4-7,9,10).

The prevalence of pathogenic variants in the NPR2
gene among children with short stature has been only
roughly estimated. In previous studies, NPR2 gene vari-
ants were found in 3% of children with clinical suspi-
cion of Léri—Weil syndrome with excluded Short Stature
Homeobox (SHOX) deficiency (4) and in 2% to 6%
of children clinically classified as ISS (5-8). It was pre-
sumed that heterozygous NPR2 gene variants could
cause ISS at an even greater frequency in case the af-
fected child has a short parent - familial short stature
(FSS) (7). However, no study focusing on NPR2 gene
variants in FSS has been performed thus far.

The aim of our study was to evaluate the frequency
of pathogenic NPR2 variants among children with FSS
treated with GH in our center using next-generation
sequencing (NGS) methods, to describe the detailed
phenotype of affected children, and to assess their re-
sponse to GH within the first 5 years of treatment.

Materials and Methods

Patients

Inclusion criteria. The database of children treated with GH
in our center currently includes 747 individuals. After exclu-
sion of patients with known genetic causes of their short stature
(genetic diagnoses established in routine practice prior to the
study after clinical suspicion of a specific genetic disorder; no
pathogenic variant in the NPR2 gene was elucidated prior the

https://academic.oup.com/jcem e747

study) and those with secondary causes of their short stature
(eg, chronic renal insufficiency, secondary GH deficiency due to
intracranial tumor and/or irradiation), 522 children remained
for further evaluation. Within this group, 117 children had
FSS defined as life-minimum height < -2 SD in both the pa-
tient and his/her shorter parent. In 87 children with FSS, their
legal guardians agreed with genetic testing and were enrolled in
the study. All study participants or their legal guardians signed
written informed consent prior to genetic testing. The study
was approved by the institutional Ethics Committees of the
2nd Faculty of Medicine, Charles University in Prague, Czech
Republic.

Clinical evaluation prior to the study. All children’s
heights were obtained during an anthropometric measure-
ment that also focused on body proportionality (sitting height
to total height ratio). Information about their birth param-
eters was obtained from medical records. All the parents’
heights were measured to the nearest 1 mm, and the heights of
more distant relatives were obtained from the parents. All the
data were standardized according to recent normative values
(11-13). The growth hormone deficiency (GHD) and small
for gestational age (SGA) were evaluated according to current
guidelines (14,15) as previously described (16).

The median age of children with FSS at inclusion in the
study was 12 years (range 5-19 years), their life minimum
height was -3.0 SD (-2.1 to -6.3 SD) and their shorter
parent’s height was =2.6 SD (2.0 to —4.2 SD). The children
had been treated with GH for 5 years (1-14 years) with an
initial dose of 33 pg/kg/day (21-45 ng/kg/day). Within this
group, 59/87 (68%) children were classified as GHD. Their
maximum GH level after stimulation was 6.4 pg/L (median;
range 1.7-9.7 pg/L). Fifty-one children (59%) within the study
cohort were born SGA. Their birth weights ranged from -0.6
to =3.0 SD (median -2.1 SD) and their birth lengths ranged
from 1.2 to —4.7 SD (median -2.6 SD). Twenty-three children
(26%) had both GHD and SGA.

Genetic examination

Genomic DNA was extracted from peripheral blood using
the QIAmp DNA blood mini kit (Qiagen, Hilden, Germany).
DNA of 28 patients with severe FSS (life minimum height < -2.5
SD both in the patient and his/her shorter parent) was analyzed
using whole-exome sequencing (WES) as described previously
(16). DNA of the remaining 59 patients was analyzed using a
custom-targeted NGS panel of 398 genes known or potentially
associated with growth (all supplementary material and figures
are located in a digital research materials repository (17)). This
analysis was performed using a SureSelect custom kit (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA), and the indexed products
were sequenced by synthesis on an Illumina MiSeq platform
(San Diego, CA, USA) with 100x average coverage. Sequencing
data analysis was performed as previously described for the
WES (16), and detected variants were filtered using Ingenuity
Variant Analysis (Qiagen, Hilden, Germany) or the in-house
software Variant Annotation and Filter Tool (VarAFT) (18)
with similar filter settings (16).

Evaluation of the genetic results
All variants in the NPR2 gene obtained from the NGS
examination were confirmed using Sanger sequencing as
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described previously (19) and subsequently evaluated using the
American College of Medical Genetics and Genomics stand-
ards and guidelines (20). For the evaluation of segregation of
genetic variants with short stature within the families, DNA
and height information about further relatives was obtained
via probands’ parents. Finally, all variants were classified as
pathogenic (P), likely pathogenic (LP), benign (B), likely be-
nign (LB) or as variants of uncertain significance (VUS).

Evaluation of the efficiency of growth hormone

treatment

In all children with causative genetic variants in the NPR2
gene, the treatment response was retrospectively evaluated.
Firstly, the growth velocity in the first year of treatment was
compared with the corresponding values from the year before
the therapy. Secondly, the change of height SDS was evaluated
within the first § years of treatment.

Results

Out of 87 patients with FSS, the NPR2 gene vari-
ants were found in 5 children (5.7%) from 4 families.
Genetic variant p. lle558Thr found in 2 sisters was clas-
sified as pathogenic, variants p.Arg205*, p.Ser603Thr,
and p.Arg557His in the remaining 3 children were
likely pathogenic. No (likely) benign variants or vari-
ants with uncertain significance in the NPR2 gene were
discovered in our study. All the results are summar-
ized in Table 1. For detailed information about variant
evaluation in specific patients, see (17).

In the 5 children (3 girls) with causative NPR2
gene variants, the median age at the last follow-up
was 11 years (range 9-15 years), their height before
the therapy was =3.7 SD (-2.9 to —4.0 SD) and their
shorter parent’s height was 2.4 SD (-2.1 to —-3.7 SD).
All shorter parents carried the same NPR2 variant as
the probands. The median birth weight and length of
the affected children was —1.8 SD (-0.9 to -2.0 SD) and
-2.0 SD (-1.2 to =3.1 SD), respectively; 3 of them were
born SGA. Before treatment, the median IGF1 level was
—-1.5 SD (1.4 to -1.7 SD), and the maximal stimulated
GH was 5.8 pg/L (4.5-13.1 pg/L). Three affected chil-
dren were classified as GHD; all of them had a normal
magnetic resonance imaging of the pituitary and normal
production of other pituitary hormones. Two children
had disproportionate short stature with shorter limbs.
Of them, 1 had a dysplastic middle phalanx of the fifth
finger. The remaining 3 affected children had apparently
proportionate short stature with no apparent signs of
bone dysplasia.

In all children, GH therapy was initiated before the
onset of puberty, at the age ranging from 3 to 10 years.
However, puberty in Patient 3 started after 1 year of
GH treatment initiation and could have influenced the

Growth Hormone Effect in FSS Due to NPR2 Variants
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height SDS development. The duration of GH therapy
ranged from 2 to 9 years; 4 out of 5 affected children
completed 5 years of GH therapy. In all affected chil-
dren, GH treatment was started with a dose of 33 pg/
kg/day, and individual doses fluctuated during therapy
from 31 to 38 pg/kg/day. The growth velocity in the first
year of GH treatment accelerated by 3.6 to 4.2 cm/year
(Table 1). Height improved by 0.33 to 0.79 SD, 0.43
to 1.34 SD, and 1.2 to 1.8 SD over 1, 2 and 5 years
of treatment, respectively (Fig. 1). For individual evalu-
ations, see (17).

Discussion

This is the first study focusing on the NPR2 gene as a
cause of FSS in children treated with GH. We have de-
scribed that variants in the NPR2 gene are responsible
for a substantial number of FSS cases. Most of the af-
fected children from our study cohort had apparently
symmetric short stature with no apparent signs of bone
dysplasia and responded well to GH therapy.

In our study cohort, 5.7% (5/87) of children with
FSS have (likely) pathogenic variants in the NPR2 gene.
Previous studies have assessed the frequency of NPR2
gene alterations in children with short stature. Amano
et al. found a causative variant in the NPR2 gene in
2/101 (2.0%) Japanese children (6), Wang et al. in 4/192
(2.1%) American children (7), and Vasques et al. in
3/47 (6.4%) Brazilian children (5) with idiopathic short
stature. Moreover, Hisado-Oliva et al. described that the
NPR2 gene variants were responsible for 5/173 (2.9%)
patients with clinical suspicion of Léri-Weil syndrome
with excluded SHOX deficiency (4), and Freire et al. dis-
covered pathogenic NPR2 gene variants in 2/55 (3.6%)
Brazilian children born SGA (8). The results of our study
correspond to these findings. Our results do not confirm
the assumption made by Wang et al. that variants in the
NPR2 gene will explain FSS with a substantially greater
frequency (7).

With advances in genetic investigation, knowledge
about genetic disorder-specific reactions to GH treat-
ment is slowly expanding. Studies published so far have
evaluated the response to GH therapy in 10 individual
children with heterozygous NPR2 gene variants in the
form of case reports. Vasques et al. described a poor
treatment response in 3 affected boys; however, all of
them started the therapy quite late, around the age of
13 years when their puberty had already started (35).
Other authors presented individual cases with good GH
treatment response with height improved by 0.7 to 2.5
SD after 2 to 6 years of treatment (4-7,9,10); for further
details, see Table 1.
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Figure 1. Growth hormone treatment response in 5 children with
NPR2 gene variants. Graph demonstrating height SDS development
in individual children with (likely) pathogenic NPR2 gene variants over
5 years of GH treatment. In Patient 3, puberty started 1 year after GH
treatment initiation and may have therefore influenced her height
SDS development. GH, growth hormone; SDS, standard deviation
score.

Our study evaluates GH treatment in the largest co-
hort of patients with pathogenic NPR2 gene variants
published to date. There is no clear definition of suc-
cessful GH treatment. However, compared with our
study cohort, children with SHOX-D (a growth plate dis-
order with approved GH therapy and known treatment
outcomes (21,22)) have similar treatment outcomes. In
the 521 children with SHOX-D included in the GeNeSIS
observational program, the mean first year height gain
was 0.53 SD (in children with NPR2 gene variants in
our study, it was 0.79 SD) (23). Moreover, in the original
study that led to the legal approval of GH treatment in
SHOX-D children, Blum et al. (24) described a growth
velocity increase from 4.8 to 8.7 cm/year in the first year
of treatment and a height SDS increase of 1.2 SD after
the first 2 years of therapy, which also corresponds to
our observation. Thus, although no data on final height
are available, GH treatment of short stature caused by
NPR2 gene variants seems to be promising.

Despite the apparently good effect of GH therapy,
the real-life treatment indication in children with patho-
genic NPR2 gene variants may encounter legal barriers.
According to our results and cases described so far
(8-10), approximately half of the affected individuals
may fulfill the criteria of the SGA indication. In Europe,
the remaining children do not have a legal possibility of
obtaining GH therapy unless they are (due to the low
specificity of the testing (16,25)) diagnosed with GHD.
Illustrative examples of this situation are the 2 sisters
from our study cohort (Patients 2 and 3) with the same
NPR2 gene variant. The younger sister was born SGA
and could therefore benefit from GH treatment at an
early stage. The older sister was born appropriate for
gestational age (AGA). Finally, the diagnosis of GHD
(which was apparently not correct) allowed her to also

https://academic.oup.com/jcem e751

start with GH therapy. In the end, both her treatment
and her sister’s treatment were similarly successful.

Clarifying the genetic disorder specific reactions to
GH treatment that would lead to further refinement of
indications for GH therapy poses one of the important
current challenges of pediatric endocrinology. In pa-
tients with SHOX-D, the treatment indication was based
on an international prospective randomized study con-
ducted by a pharmaceutical company (24), which may
be too laborious and costly to be reproduced in add-
itional genetically defined groups of patients. Thus, the
identification of significant cohorts of homogeneous,
genetically defined patients in academic settings and a
precise re-evaluation of their previous growth response
to GH therapy may form a future basis for treatment
decisions. Until then, children with monogenic short
stature can profit from GH treatment due to GHD or
SGA indications.

We acknowledge that our study had several limi-
tations. First, no functional studies have been per-
formed. However, according to current guidelines,
other methods can be used to prove the pathogenicity
of genetic variants (20). In our cohort of patients with
FSS, the most important of these was the segregation of
the variants with short stature within the families. The
supportive methods to evaluate the genetic variants in-
cluded determining their frequency in population data-
bases or various in silico studies (for information about
specific families, see (17)). Second, noncoding variants
(except for disruptions in the exon—intron boundaries)
were not captured by the NGS methods used in our
study. Third, the number of children with proven patho-
genic variants in the NPR2 gene in our study was rela-
tively small. Thus, larger studies involving information
from even more affected individuals with final height
data available for analysis may help to confirm these
results indicating an adequate effect of GH treatment in
children with short stature due to NPR2 gene variants.

Conclusions

NPR2 gene variants are causative of familiar short
stature in a significant proportion of GH-treated chil-
dren; their GH treatment response seems to be prom-
ising. Longitudinal studies including final height data
are necessary to assess the long-term efficacy of GH in
these children.
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5.5. Short stature in a boy with atypical progeria syndrome due to LMNA
c.433G>A [p.(Glul45Lys)]: apparent growth hormone deficiency but poor

response to growth hormone therapy

Toni L, Dusdtkova P, Novotnd D, Zemkovad D, Prithova S, Lebl J. Short stature in a boy with
atypical progeria syndrome due to LMNA c.433G>A [p.(Glul45Lys)]: apparent growth
hormone deficiency but poor response to growth hormone therapy. J Pediatr Endocrinol

Metab. 2019 Jul 26; 32(7): 775-779.

Kazuistické sdéleni predstavuje vyjimecného pacienta z nasi kohorty, ktery trpél extrémneé

vzacnym syndromem pifed¢asného starnuti, znamym jako Hutchinson-Gilford progeria
syndrome (HGPS). Incidence HGPS se odhaduje na 1:10 °. HGPS je zptsoben patogennimi
variantami v genu LMNA, ktery koduje protein lamin, nezbytny pro udrZeni konzistentniho

tvaru bun€k a struktury bunécné membrany. Pacienti umiraji ve véku primémé 13 let

v disledku kardiovaskularnich komplikaci.

Nas pacient byl doporucen k vySetteni pro ristovou poruchu typu SGA-SS jiz v necelych dvou
letech véku, pted rozvojem klinickych projevii predCasného stadrnuti. Laboratorni testy
potvrdily deficit ristového hormonu a na MR byl zjiStén obraz ,,partial empty sella®. Byla
zahdjena terapie ristovym hormonem, avSak vzhledem k nedostate¢nému uc¢inku byla pozdéji

ukoncena.

Klinické znamky progerie se zacaly rozvijet ve tfetim roce véku a vedly nas k indikaci
Sangerovy sekvenace genu LMNA. Prokézali jsme patogenni variantu LMNA c.433G>A. Tato
varianta zptisobuje atypicky progerialni syndrom (APS) a byla do té doby popséana u jediného
pacienta. Ve véku 4,2 let doslo k prvni ischemické komplikaci a ve véku 7 let chlapec utrpél

smrtelnou hemoragickou cévni mozkovou piihodu.

Podle dostupnych informaci se jedna o prvniho pacienta s HGPS a/nebo APS, u které¢ho byl
diagnostikovan obraz ,,partial empty sella“ spojeny s nedostatkem rstového hormonu. Ten
muze prispivat k riistové retardaci déti s HGPS. Ukazalo se, ze ziejmé vzhledem k dalS$im

interferujicim faktorim Iécba rastovym hormonem nezlepsi ristovou dynamiku.
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Case Report

Ledjona Toni*, Petra Dusatkova, Dana Novotna, Daniela Zemkova, Stépanka Priihova

and Jan Lebl

Short stature in a boy with atypical progeria syndrome due to
LMNA c.433G > A [p.(Glu145Lys)]: apparent growth hormone
deficiency but poor response to growth hormone therapy
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published online June 13, 2019

Abstract

Background: Hutchinson-Gilford progeria syndrome
(HGPS) is a rare disease caused by pathogenic variants
in the LMNA gene, which leads to premature aging. The
median life expectancy is shortened to 13 years due to
cardiovascular complications.

Case report: We present a boy born with a pathogenic
LMNA variant ¢.433G > A, which causes atypical prog-
eria syndrome (APS) and was previously described in
one single patient. When investigated for poor growth
prior to the diagnosis of APS, his laboratory tests
revealed growth hormone (GH) deficiency and mag-
netic resonance imaging (MRI) of the midbrain showed
partial empty sella. GH treatment had only a limited and
transient effect. His first ischemic complication mani-
fested at age 4.2 years; at the age of 7 years, he had a
fatal haemorrhagic stroke.

Conclusion: To the best of our knowledge, this is the first
patient with APS showing partial empty sella and GH
deficiency that might have contributed to his poor growth.
GH failed to improve long-term outcome.

Keywords: atypical progeria syndrome; growth hormone
deficiency; LMNA.
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Introduction

Hutchinson-Gilford progeria syndrome (HGPS) is an
extremely rare genetic condition associated with several
features of premature aging. The estimated incidence is
one per four to eight million live births, and to date, there
are 156 patients identified with progeria in 48 countries
[1]. Progeria manifests with growth retardation, gradual
progression of characteristic facial features, loss of hair
and subcutaneous fat, restricted joint mobility and rapidly
progressing severe atherosclerosis [2]. Children with HGPS
mostly appear phenotypically normal in early infancy, but
start developing profound growth delay since the second
half-year of life. Subsequently, symptoms worsen with
the progression of time. The median life expectancy of
affected children is 13 years and the most common causes
of death are cardiovascular complications such as stroke
or myocardial infarction [3].

HGPS is caused by de novo mutations in the LMNA
gene which is localised on chromosome 1¢.22 and provides
instructions for producing two major lamin A isoforms —
lamin A and lamin C, and two minor isoforms — C2 and
A10. Lamins are major structural and supporting compo-
nents of the nuclear lamina, which is a protein meshwork
underneath the inner nuclear membrane. They provide
stability to the nuclear envelope and are also engaged in
DNA replication, cell division, chromatin organisation
and additional basic cellular events [4].

Laminopathic variants of LMNA either affect particu-
lar tissues or have a systemic impact. LMNA-associated
laminopathies with systemic presentation are character-
ised by premature aging, mandibuloacral dysplasia and
additional typical phenotypic features of progeria (HGPS)
and/or atypical progeria syndromes (APSs) [5, 6].

Most HGPS patients carry the ¢.1824C > T [p.(Gly608=)]
variant of the LMNA gene encoding lamins A and C. The
gene variant leads to activation of a cryptic splice site and
accumulation of a pathological protein named progerin.
In addition to the typical substitution found in HGPS
patients, several patients were reported with APS carrying
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other heterozygous, homozygous or compound heterozy-
gous pathogenic variants in the LMNA gene [7]. These
patients shared similar features with patients suffering
from classic HGPS but their cells do not accumulate
progerin or other pathological proteins [8].

We present here a case of a male patient who was
diagnosed at the age of 2.5 years with APS caused by a
pathogenic variant of the LMNA gene. This variant was
previously described in only one patient. We discuss here
the diagnosis of growth hormone (GH) deficiency, admin-
istration of GH and its effect on physical growth and
development.

Case study

A 20-month-old boy was referred to our clinic for growth
retardation, failure to thrive and unusual facial appear-
ance. He was born in the 39th gestational week with a
birth weight of 3.27 kg (-0.6 standard deviation [SD]) and
a birth length of 46 cm (2.5 SD). Neonatal jaundice per-
sisted for 4 weeks and required phototherapy. Failure to
thrive was apparent since early life. Recurrent vomiting
and signs of gastro-oesophageal reflux were speculatively
attributed to intolerance of different food components
(cow’s milk, gluten, etc.) and led to diet modifications
without any particular effect. Developmental hip dys-
plasia was recognised by the age of 7 weeks and led to
closed reduction under general anaesthesia which was
performed in the 12th week of life. Speech development
was initially normal but motor development was slightly
delayed with first steps taken at 18 months. Early closure
of the large fontanelle (at 3 months) was in contradiction

A
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with markedly delayed dental eruption (first tooth at
12 months).

Diagnosis of GH deficiency and GH
treatment

During the initial visit when the patient was 20 months of
age, his height was 76.5 cm (-2.2 standard deviation score
[SDS]) and weight was 8.3 kg (3.2 SDS). Laboratory test
showed low insulin-like growth factor-I (IGF-I) levels at
two separate occasions (39 and 40 ug/L; -1.45 and -1.43
SDS) and failure to increase GH release following cloni-
dine (60 min after clonidine: 2.43 ug/L). A subsequent
brain magnetic resonance imaging (MRI) focused on
midline structures revealed a partial empty sella with a
normal posterior pituitary (Figure 1A); thus, diagnosis of
GH deficiency was established and GH administration was
initiated at a dose of 0.025 mg/kg/day at age 23 months.

The biochemical response to GH therapy appar-
ently exceeded its growth effect. Whereas IGF-I levels
increased to 94 ug/L (-0.63 SDS) at month 12 of therapy
and to 71 ug/L (-1.00 SDS) at month 24, the growth veloc-
ity increased only within the first 6 months to 6 cm/year
and declined thereafter. Following a year of treatment, his
height and weight dropped to 84.5 cm (-3.2 SDS) and 9.3
kg (-4.5 SDS), respectively, and after 2 years to 86.4 cm
(-4.0 SDS) and 9.7 kg (5.1 SDS). Due to poor response,
therapy with GH was finally terminated at age 4.5 years
(Figure 1B, C).

By age 2.5 years, evolving facial appearance was
finally suggestive of progeria, with the face being dis-
proportionately small in comparison to the skull, scalp
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Figure 1: (A) MRI of the brain showing partial empty sella. (B and C) Growth charts showing failure to thrive.
(A) Partial empty sella on MRI, (B) height-for-age chart and (C) body mass index (BMI)-for-age chart. Arrows indicate the start and

termination of GH therapy.
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hair becoming sparse and being replaced by fine, downy,
blond hairs. In addition, prominent veins on the scalp
were noticeable (Figure 2).

Inform consent was obtained from the patient’s parents
prior to genetic testing. Blood samples were obtained from
the proband, his parents and sister. Genetic testing showed
a heterozygous de novo pathogenic variant of LMNA within
exon 2, ¢.433G> A, that most likely leads to amino-acid
substitution p.(Glul45Lys). This variant was neither found
in the patient’s parents, nor in his sister while it has been
reported in the literature in a single patient [9].

Subsequent vascular events

Our patient had his first ischemic cerebral complication
which caused transient hemiparesis at age 4.2 years.
MRI revealed severe ischemia of the basal ganglia, sub-
cortical ischemic changes in the right frontal lobe and

Figure 2: Gradual progression of progeroid features.
Facial appearance in the boy with atypical progeria syndrome at age 1 month (A), 1.5 years (B), 1.7 years (C), 2.5 years (D) and 4 years (E)
showing gradual progression of progeroid features.

Toni et al.: Short stature in atypical progeria syndrome = 777

severely reduced flow in the right internal carotid artery
(Supplementary Figure 1). Several subsequent episodes
of transitory ischemic attacks occurred despite combined
anticoagulation and antiplatelet therapy. At the age of
7 years, he presented with seizures and unconsciousness
due to a massive haemorrhagic stroke with fatal outcome
(Supplementary Figure 2).

Discussion

We present a case of a patient with an APS caused by a
DNA change in the 1B segment of the central rod domain
LA/C. Taimen et al. [10] proved that this variant alters
the lamin structure and assembly, leading to profound
changes in nuclear architecture, a reduction in B-type
lamin expression, and premature senescence. Kauf-
mann et al. [11] investigated the mechanical properties
of lamin A of isolated amphibian oocytes with the same
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pathological variant and compared them with those of
wild-type lamin A. The study showed increased rigidity
which was in concordance with the findings by Apte et al.
[12] who compared the mechanical properties of nuclei of
a progeria patient with the same variant with those of a
61-year-old donor. In both cases the nuclear stiffness was
increased, which indicates an interesting feature of the
aging process, under natural or even abnormal conditions.

The patient described previously had atypical clinical
features such as persistence of coarse hair over the head,
ample subcutaneous tissue over the legs and arms and
multiple severe strokes beginning in early childhood [13].
These unique features are in full concordance with our
patient’s appearance and clinical course.

Our patient was identified with laboratory signs sug-
gestive of GH deficiency and significant anterior pituitary
hypoplasia (“partial empty sella”) prior to the appearance
of the progeroid phenotype. Therefore, we initiated long-
term GH administration that continued for over 2.5 years.
Only the early effect of GH seemed to be mildly promising,
with respect to both growth velocity and increasing IGF-I
levels. Nevertheless, despite a continuous increase in IGF-I
levels, the growth promoting effect of GH soon receded.

GH deficiency with pituitary hypoplasia was in our
patient apparently a part of the clinical presentation of APS;
however, due to the complex nature of the condition, it prob-
ably only partly contributed to failure to growth and to thrive
and could not simply be reverted by GH administration.

Abdenur and colleagues [14] published the results of
nutritional intervention and GH therapy in three out of
five patients with HGPS. Only one of these patients had
been proved as GH deficient. All three patients showed
a temporary increase in growth rate, which decreased
over time. In concordance with these findings, Sade-
ghi-Nejad and Demmer [15] described administration
of GH in a patient with HGPS with another substitution
€.1822G > A [p.(Gly608Ser)]. The patient showed a normal
GH response to provocative stimuli and treatment with GH
hormone increased the levels of IGF-I, but the weight gain
and growth rate were poor. To the best of our knowledge,
none of the patients described in the literature with APS
had confirmed empty sella or partial empty sella on MRI.

Conclusions and learning points

— APS can present with GH deficiency.

—  MRI of the midbrain might show partial empty sella.

- GH treatment led to a temporary increase in IGF-I but
did not improve long-term outcome in our single case
observation.
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5.6. Prvni zkuSenosti s dlouhodobé ptisobicim ristovym hormonem

Lebl J, Toni L, Dankovcikova A, Kostalova L, Magnova O, Kolouskova S. Prvni zkuSenosti s
dlouhodobé piisobicim riistovym hormonem. Ces-slov Pediat. 2022;77(Suppl.3):536-40

Prvni setkani s novym lékem je pro I€ékare velkou vyzvou. Nasledujici text se zamétfuje na nasi

prvni zkusenost s dlouhodobé¢ plisobicim ristovym hormonem.

Riistovy hormon se v 1é€be pouziva jiz 65 let, a piestoze doslo ke zméndm ve vyrobnich

postupech, molekula 1¢ku zlstala nezménéna. Jeho aplikace probiha formou kazdodennich
podkoznich injekci, coz ptredstavuje dlouhodobou zatéz pro dit¢ i1 pro jeho rodinu.

V nedavné dob¢ byly vyvinuty tii modifikované molekuly dlouhodob¢ plisobiciho ristového
hormonu (LAGH), které umoziuji podavani jednou tydné a maji podobny ristovy ucinek jako
ptirozeny rtstovy hormon. Lonapegsomatropin je upravena forma molekuly spojend s nosicem,
ktera postupné uvolituje piirozeny riistovy hormon. Somapacitan obsahuje molekulu rastového
hormonu s jednou zménénou aminokyselinou, na kterou je pfipojena mastnd kyselina s
plazmatickym albuminem. Diky vyrazné prodlouzenému polo¢asu se postupné pfeménuje na
aktivni molekulu. Somatrogon je spojen s lidskym peptidem pomoci CTP technologie, coz

zpomaluje jeho eliminaci z téla a vyrazné prodluzuje jeho ucinky.

Zucastnili jsme se mezindrodni studie, kterd hodnotila zatéz spojenou s 1é€bou somatrogonem
ve srovnani s kazdodennim podavanim ristového hormonu. Dotazniky vyplnéné 87 détmi a
jejich rodi¢i ukédzaly vyznamné sniZeni vnimané zatéZze pro dit¢ a rodinu pii 1écbé
somatrogonem o téméi dvé tietiny oproti kazdodennim injekcim. Z této kohorty déti byla
nejvetsi skupina z naseho pracovisté. LAGH se 1 diky této studii stal novou alternativou pro

1é¢bu déti s nékterymi formami malého vzristu.
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SOUHRN

Lebl J, Toni L, Dankovéikova A, Kostalova L, Magnova O, Kolouskova S. Prvni zku$enosti s dlouhodobé pisobicim
ristovym hormonem

Rastovy hormon se pouziva v 1é¢bé jiz 65 let. | kdyZ se zménila vyrobni technologie, molekula léku zlstala stejna.
Podava se ve formé kazdodennich podkoZnich injekci, 1é¢ba trva obvykle Fadu let a pro dité i rodinu mézZe pfedsta-
vovat vyznamnou zatéz. V soucasné dobé jsou na prahu klinického pouziti tfi modifikované molekuly dlouhodobé
plsobiciho ristového hormonu (long-acting growth hormone, LAGH) uréené k podavéni jednou tydné, které maji
rastovy Gc¢inek srovnatelny s pfirozenym rGstovym hormonem. Lonapegsomatropin je pegylovana promolekula pre-
chodné konjugovana s nosic¢em, ze které se rovhomérné uvoliiuje nativni ristovy hormon. Somapacitan ma v mole-
kule ristového hormonu zaménénou jednu aminokyselinu, na kterou se ukotvi mastna kyselina s navazanym plaz-
matickym albuminem. M& vyznamné prodlouZeny poloc¢as, béhem kterého dochazi k postupné konverzi na aktivni
molekulu. Somatrogon ma molekulu fizovanou s pfirozenym lidskym peptidem (CTP technologie), coZ zpomaluje
rendlni i jaterni eliminaci a sedminasobné prodluzuje polodas G¢inku. Zicastnili jsme se mezinarodni multicentrické
klinické studie k posouzeni zatéZe lé¢bou somatrogonem ve srovnani s kazdodennim rdstovym hormonem. Pomoci
standardizovanych dotaznikd byl ve skupiné 87 déti zjistén pFi 1é¢bé somatrogonem vyznamny pokles subjektivné
vnimané zatéze pro dité a rodinu na jednu tfetinu ve srovnani s kazdodenni injekci. LAGH bude brzy novou alterna-
tivou pro lé¢bu déti s nékterymi formami malého vzrastu.

Kli¢ova slova: ristovy hormon, dlouhodobé plsobici ristovy hormon, lonapegsomatropin, somapacitan, somatrogon

SUMMARY

Lebl J, Toni L, Dankovéikova A, Kostalova L, Magnova O, Kolouskova S. First experience with long-acting growth
hormone

Therapeutic use of growth hormone spans back over 65 years. The drug molecule remained unchanged, despite
a switch in production technology. It is being administered in form of subcutaneous daily injections for multiple
years in most patients, which may represent a significant burden for the child and his/her family. Three modified
molecules of long-acting growth hormone (LAGH) with once weekly administration have been developed and are
approaching clinical use. Their growth effect is equivalent to daily growth hormone injections. Lonapegsomatropin
is a pegylated pro-molecule temporarily conjugated with a carrier, allowing regular release of native growth hor-
mone. Somapacitan has one amino acid substitute in growth hormone molecule, serving as an anchor for a fatty acid
with bound plasmatic albumin. Its substantially prolonged half-life allows gradual conversion into active molecule.
Somatrogon is growth hormone fused with natural human peptide (CTP technology) which slows down its renal and
hepatic clearance and prolongs sevenfold its half-life. We participated at an international multicentre clinical study
to test treatment burden of somatrogon administration in comparison to daily growth hormone, using standardised
questionnaires. The cohort of 87 children and their families reported significantly declined treatment burden during
somatrogon therapy to one third in comparison to daily injections. LAGH will soon become a novel treatment option
for children with some forms of short stature.

Key words: growth hormone, long-acting growth hormone, lonapegsomatropin, somapacitan, somatrogon
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Ristovy hormen se poufiv jake Lék ji2 65 ler." Po celow tuto
dobu se pacientiim podivd stejnd moelekula lidského rs-
towvého hormonu (hGH), 1 kdyE vyrobnd postup se mezitim
zoeela proménil. Do roku 1985 se risvovy hormon ziskival
extrakei z kadaverdznich lidskych hypofiz, v roce 1085 byl
reglstrovin ke klinickému pouditl prend piipravek vyrabény
blotechnologicky - rekombinantni technologii. Touto meto-
dou ze rekombinamtni Udsky risveey hormon (thGH) vyribl
d.I:IELl.d.:z'“

V soulagné dobé je pfpraveno k powditl nélolik pflprayv-
ki ristového hormonu s modifikovanou molekulow, které
nenl nuiné podivat injekéng s.c. demné, ale které maji srov-
natelny déinek p#l s.c. podéni jednow tfdné.

FYZIOLOGIE RUSTOVEHO HORMONU

Piirozeny hiGH je peptdovi molelula s jednim Fetézcem
a délee 191 aminokyselin. Jejl tercidrni atrubture dotvifl
Jeden disulfidicky miseel (obr 1) Bdstowd hormon patil
mexl hormony & pulzatilni seloreei (obr 2], kterd je flzena
sowhrow tf] hypotalamickych reguladnich pepridd - growth
hormone-releasing hormonu  (GHEH}, somatostatino
a ghrelinu. Po vyplavenl ze somatotrafnich bunék hypofyzy
do krve mé hGH polodas déinlow 1T minut, protofe se rych-
le vyludnje ledvinami. Jak ukazuje graf plirozené sekrece
hiGH na obr. 2, po naprostou vétiinu dne { podstatmon &hst
nocl hladina nepfesahuje 10 pgsl, coX je obvykla minimalnd
arbitrilni hodnota pro prikaz dostateéné produkce. Sta-
noveni rdstovéhe hormonu z jednoho krevnlhoe odbéra
tedy zpravidla neodlisil dit® s normilnl nebo se aniZenou
sekrecl = hladina bude v obou pilpadech nizki. K diagnos-
tice sekrece rlstového hormonu pouiivime stimuoladnd
teaty.

Receptor pro riistovy hormon { GHE) je homodimer, slo-
Zfeny ze dvou totoZnych podjednotek. Molekula hGH se vide
na jeho extracelulirni &&st (doménu}. Tato vazba zméni vea-
Jemnou orientacl obhou slofek homodimeru = obd 45t na-
vzdjern rotujl (ebr. 3). Tim se aktivuje napojens JAK2 kinAza
a cestou JAK-STAT signalizaéni kaskady wwnitf busibky se ni-
sledné zméni genovd transkripce v bunéfném jadfe. Timto
mechanizsmem se pfedavi informace nesend ristovym hor-
monem clovym buwfldm,

SOUCASNE LECENI RUSTOVYM HORMONEM

Mezl roky 1957 a 1985 se k léébd poufival vwwhradnd risto-
vy hormon extrahovany z kadaveréznich lidskych hypofyz.
V té dobé se pfipravek podaval obwyikle tfikrar cpdnd Lme,
déd chodily na injekce do ordinace swého détského lékafe.
Od zavedeni blotechnologické vwroby thGH v roce 1985 za-
cal byt pilpravek k dispozici v potencialng neomezenych
mnokstwlch a velkd pozornost byla vénovina optimalizaci
jeho wFith " Studie ukizaly, Ze kafdodenni s.c. injekce ve-
fer pied spanim jsou nejen pifjermnéjdi, ale raké dfinnéjsl
ned dfivéjEi pedivind tfikrdr ofdné Lm." O néco lépe napo-
dobujl pfirezenou pulzatilnd sekrecl ristového hormono

Ces-show Pediat 20232; 77(Supal 3): S36—40
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Cior. 2: Diurndbni variace sekrece ristového hormonu. Ridstowvy
hormon se wyplavuje do krve pulzatiing. W prvni fizi spinku selore-
ce vreholi. Pres den je silmjm podnétem pro vyplaveni ristoviho
harmonu namihava fyzicka zates.

Cior. 3: Homodimer receptoru pro ristovy hormon. Vazbou mole-
luly ristovéhe hormonu (modfe) se spoufcl MK-STAT signalizaéni
kaskida, kterd pfenese informaci do bunééného jidra, kde zménd
tranakripénd chavini busilky.

s vzestupem v prvnich hodinach spanku - polodas molekuly
rhiGH po s.c. podani je 3,5 hodiny.

Léfba risvovym hormonem je dlonhodobd. Trvd zpra-
vidla od staneveni diagnézy do ukendenl ristu, u pacientd
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Yy

s téz8i nedostate¢nosti vlastni sekrece dokonce i v dospé-
losti. Klinicka zku$enost a nasledné i rada studii prokazala,
Ze pri lé¢bé ristovym hormonem postupné klesa adheren-
ce a compliance. Je to zpusobeno nejen tnavou z mnoha-
letého 1é¢eni a nepohodlim kazdodennich injekei, ale také
opozdénym ucinkem 1é¢by — priznivy vliv na rast je patrny
az v horizontu tydnt ¢i mésicq, coz je pro dité i adolescen-
ta obtizné pojmout. I kdyz se vynechani jednotlivych davek
bezprostredné neprojevi, bylo jasné dokumentovano, Ze ne-
dostate¢na adherence sniZuje G¢inek 1é¢by.

Jen 30 % pacientti je plné compliantnich, tj. vynechda méné
nez 1 davku za tyden. Adherence klesa zvlasté u adolescen-
tl — také proto ¢asto kon¢i rust s nizsi vyskou, nez je jejich
individuélni predikce dle rodi¢t i populaéni primér.

Pro méreni adherence lze pouzit nékolik metod — pouhy
zapis podanych davek, elektronické pristroje se zaznamem
aplikovanych injekci, sledovani spotreby 1éku ¢i poditani
vracenych pouzitych ampuli ¢i per. Tyto metody ukazaly, Ze
non-adherence kolisa mezi 21-70 %, u vétSiny pacientu je
tedy vyznamna a vede k poklesu ristové rychlosti.®®

KONCEPT DLOUHODOBE PUSOBICIHO
RUSTOVEHO HORMONU (LAGH)

Vyvoj dlouhodobé ptisobiciho ruastového hormonu (long-
-acting growth hormone, LAGH) vychazi z predpokladu, ze
nizéi Cetnost injekei prinese nejen prijemnéjsi 1é¢eni, ale
zlepsi adherenci.

Zajem o dlouhodobé pusobici rastovy hormon je dokon-
ce star$i nez vyroba rhGH — jiz v éfe extrakéniho rastového
hormonu se zkousela gelova suspenze s obsahem extraho-
vaného 1éku (tab. 1). Nevedla ale k d¢innym systémovym
koncentracim hGH a od dalsich pokusti s LAGH bylo na fadu
let upusténo.™

V roce 1999 schvalila FDA prvni skuteény LAGH -
Nutropin Depot™, rhGH enkapsulovany do mikrokuli¢ek
z biokompatibilniho a biodegradabilniho polyaktid-ko-
glykolidového polymeru. Podaval se jednou nebo dvakrat
za mésic.’? Vyroba byla ukoncena v roce 2004 pro lokalni
reakce v misté vpichu a pro technologické vyrobni obtize
(viz tab. 1).

V minulych 20 letech se hledaly dalsi cesty prodlouzeni
biologické aéinnosti rhGH. Ukézalo se, ze pripravky za-
loZené na principu podkozniho depo rhGH maji tendenci
vyvolavat lokalni lipoatrofie.®>" Pro déti s deficitem ruisto-
vého hormonu jsou registrované dva podkozni pfipravky

e

Tab. 1: Metody prodlouzeni G¢inku rhGH a pfiklady jednotlivych molekul

s pomalym s.c. uvoliiovanim, ur¢ené k aplikaci jednou tyd-
né — jeden v Jizni Koreji a jeden v Ciné.t® V Evropé se neu-
platnily.

V soucasné dobé jsou v Evropé a v USA v zavérecné fazi
klinického zkou$eni nebo na prahu klinického pouziti tii
pripravky LAGH (viz tab. 1). Jednou z metod prodlouzeného
u¢inku je princip promolekuly pfechodné konjugované
s nosiéem, ze které se predvidatelné a rovnomérné uvol-
nuje nativni rastovy hormon (lonapegsomatropin, Sky-
trofa®).(®

Druhou moznosti je zdAména aminokyseliny v molekule
rhGH, ktera ukotvi mastnou kyselinu, na niz se nekovalent-
né, a tedy reverzibilné navaze plazmaticky albumin (so-
mapacitan, Sogroya®).!” Tento postup vyznamné zpomali
clearance 1éku z krevniho obéhu a umozni postupnou kon-
verzi na aktivni molekulu. Podobny princip byl pouZit u in-
zulinlt detemir a degludec a také u liraglutidu a semagluti-
du (obr. 4).

Treti cestou je flizni protein se sekvenci prevzatou z ji-
nych cirkulujicich proteint (somatrogon, Ngenla®). Soma-
trogon je thGH fiizovany s tfemi kopiemi karboxyl-termi-
nalniho peptidu (CTP) B-podjednotky lidského choriového
gonadotropinu (hCG) o velikosti 47,5 kDa. Jedna se tedy
o spojeni s prirozenym lidskym peptidem, ktery pro ¢lové-
ka neni antigenni.!® Pravé diky CTP ma prirozeny hCG pro-
dlouzeny poloc¢as na hodiny ve srovnani s prirozenou mo-
lekulou luteinizaéniho hormonu (LH) s polo¢asem v fadu
minut.

Technologie CTP zpomaluje eliminaci — prodlouzeni hyd-
rofilniho terminélu sniZuje rendlni a hepatalni clearance.
Somatrogon ma poloc¢as uéinku 28,2 hodiny, sedmkrat
del$i nez rhGH.

Fazni proteiny ale maji vy$si molekularni hmotnost, coz
muaZze omezit prinik do méné prokrvenych tkani véetné
tuku, kosti a rtastové ploténky. Proto se béhem klinickych
studii nejdrive hledala bioekvivalentni davka, ktera zajisti
ristovy ucinek srovnatelny s thGH.(9

Vsechny tyto tfi molekuly byly navrzeny a testovany tak,
aby je bylo mozné aplikovat jednou tydné a aby mély aéinek
srovnatelny s rhGH. Je prirozené, Ze po podavani injekce
jednou tydné se méni profil hladin IGF-1 jinak nez u kaz-
dodenni injekce rhGH (obr. 5).%% U vsech tfi molekul byly
ve fazi 3 klinického zkou$eni prokazany piiznivé parametry
uéinnosti a bezpeénosti.® Somatrogon byl jako prvni mole-
kula LAGH v tinoru 2022 registrovan v EU a v CR pro 1é¢bu
déti a dospivajicich s deficitem rtistového hormonu od 3 let
véku.

Technologie prodlouZeni polo¢asu rhGH Genericky, pfipadné prodejni ndzev | Doba vzniku a vyroby
Hydrogel - pred 1979
Mikrokulicky Nutropin Depot™ 1999-2004
»Pegylace — konjugace s polyetylenglykolem (PEG) Lonapegsomatropin — Skytrofa® soudasnost
Zaména aminokyseliny k ukotveni mastné kyseliny a nasledna vazba na albumin Somapacitan — Sogroya® soufasnost
Faze s peptidem na C-terminalu Somatrogon — Ngenla® soucasnost
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Obr. 4: Schematické zndzornéni melekuly somapacitanu. V pdwodni
mialelule thGH byla na pozid 101 zaménéna aminekyselina {ozna-
fena Sipkow). Ha tuto aminokyselinu je ukotvena mastnd kyselina,
na kterou se nekovalentné reverzibilng vafe plazmatichy albumin.

NOVE VYZVY PRI LECBE LAGH

Miller se spolupracowniky nedivmo formulevali nékolik
bodd, kterd oznadili jako nosé vyevy prl lEEhe LAGH. ™

Pootevienou otdzlow zdstava interpretace hladin IGF-1
pit potfebd upravovat divkovani LAGH & monitorovat spo-
lupricl pfl lédeni. Zatimeo pfi kafdodennd injekci rhiGH
jsou hladiny IGF-1 v prabéhu dne scabilni, p#i injelei LAGH
jednow tfdné mé hladina [GF-1 specifickou dynamiku = do-
sahuje vrecholu a poté po zbytek tydne klesd (viz obr. 532
K posouzeni véinku je tedy tfeba znat cdstup od injekce
v okamEiku krevniho odbéru a mit k dispozicl podklady pro
standardnl konverzl zméfend hodnoty.

Jimow otizkow je skutefny wvlw nifiihoe poltu Injelci
na adherencl | kdyE lé&ba LAGH vypadi ve srovndnd s kak-
dodenni imjekei atraktivné, nevime, zda skutedné zlepsl ad-
herencl. PHifiny nizké adherence a compliance jsou kom-
plexni = nejen kafdedenni aplikace. Mavic u nékterych déd
memusi byt LAGH pfinosem - u décl s téfkym deficitem
ristowvéhe hormonu se midZe vratic rizike hypoglykemie
v dobé klesajiclho déinku. A koneéné = zatimco modnost re-
cldivy & rozvoje tumora je pf kafdoedennich injekeich rhiGH
a pifi stabilnim IGF-1 nizké af zanedbatelné, zatim nejsou
k dispozicl vddaje o ddinku LAGH u déti s anamnézou enko-
logického onemocnéni
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rhGH. Model vytvofeny podie skuteénjch méfeni u pacienti ve stu-
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SUBJEKTIVNI VNIMANI ZATEZE LECROU

Made prvnl zkufenost] 2 LAGH vychizejl ze studie subjek-
thrniho vaimbani zdtéie lé8bou u dét, které dostivaly so-
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ftyfech centrech v Cesku a na Slovensku. Détl dostévaly
v ndhodném pofadi sefidavé 12 ofdnd kaddodenni imjeked
rhiGH a 12 gpdmiti LAGH somatrogon jednou za tfden. Rodide
a stardi déd hodnotli standardnimi dotazniky z&téd, jakouw
léfka pro dité a rodide pPedstasuje. Celkové skbére zdzahu
l&&by do Zivota bylo bEhem podivani somatregonu tfetine-
vé (8,63 prod 24,13 bodu). Zlepieni bylo ziejmé ve véiiing
parametri, zejména v ukazatelich ,spokojencst s celkovou
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5.7. Dospéla vyska déti, které se narodily malé na sviij gesta¢ni vék (SGA), s
malou vySkou v détstvi (SGA-SS). Vysledky 1é¢by ristovym hormonem z
dat ceské narodni databaze REPAR

Toni L, Kodytkova A, Plachy L, et al. Dospéla vyska deti, které se narodily malé na sviij
gestacni vek (SGA), s malou vyskou v deétstvi (SGA-SS). Vysledky lécby riistovym hormonem z
dat ceské ndarodni databize REPAR. Ces-slov Pediat 2023; 78 (S3): 22-29.

Nasledujici analyza prezentuje vysledky 1€cby rastovym hormonem u déti SGA-SS z dat Ceskeé
narodni databiaze REPAR. Z celkem 1502 d&ti SGA-SS, zaznamenanych v Ceské narodni
databézi rastového hormonu (REPAR), dokon¢ilo 1é¢bu a dosahlo témét finalni télesné vysky
397 déti (221 chlapci). Lécba ristovym hormonem byla zahdjena u chlapcii ve stifednim véku
8,5 roku (median; rozmezi: 3,2—15,0) a u divek ve stfednim véku 7,3 roku (rozmezi: 3,9-13,5).
Primérné vyskové skore smérodatné odchylky (ht-SDS) pti zacatku 1€cby Cinilo —3,21 (SD:
0,91). U chlapcii 1écba skoncila ve stitednim veku 16,2 roku (medidn; rozmezi: 14,0—18,7 roku)

a u divek ve véku 14,3 roku (rozmezi: 12,4-17,3).

Lécba vedla k primérnému nartistu ht-SDS o 1,59 a (tém¢éf) finalni vySka dosdhla ht-SDS -1,62;
SD: 0,97; p <0,0001 ve srovnani s vyskou pied 1éEbou). Po ukonceni 1écby tak vétSina pacientl
doséhla vysky nad -2 SDS, coz odpovida bézné hodnoté populace. Po korekcei na ht-SDS ve
veku 18 let tato vyska odpovida ht-SDS -2,30 (SD: 1,09; p <0,0001 ve srovnani s vyskou pred
1é¢bou). Dokonce 1 po této korekci, kterd mirné snizuje efekt 1écby, byla 1écba ristovym

hormonem uspésna a prumérné vedla ke zlepseni o 0,91 ht-SDS.

Analyza dat z databaze REPAR potvrzuje Gi¢innost 1écby ristovym hormonem u déti SGA-SS a

potencidl vyznamného zlepseni télesné vysky v dospélosti.
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SOUHRN

Toni L, Kodytkova A, Plachy L, Jirova B, Aldhoon Hainerova I, Aleksijevié D, Cerna J, DvoFakova M, El-Lababidi E,
Kalvachové B, Kocourkova K, Kotvalova I, Magnova O, Novotna D, Obermannova B, Pomahaéova R, Prihova §,
Souéek O, Strnadel J, Sichova L, Skvor J, Snajderova M, Sumnik Z, Zapletalova J, Silar J, Kolouskova S, Lebl J. Do-
spéla vyska déti, které se narodily malé na sviij gestaéni vék (SGA), s malou vyskou v dé&tstvi (SGA-SS). Vysledky
lééby ristovym hormonem z dat ¢eské narodni databize REPAR

PFiblizné u 10 % déti, které se narodily malé na svij gestaéni vék (SGA; small for gestational age) s porodni hmot-
nosti a/nebo délkou nizsi nez —2 SD, nedojde po narozeni k ristovému vysvihu. Tyto déti zastavaji malé po celé
détstvi (s vyskovym skére smérodatné odchylky [ht-SDS] pod —2,5 SDS) a skonéi jako mali dospéli. Oznaéujeme je
jako SGA-SS (small for gestational age with short stature). Evropska lékova agentura schvdlila jiZ v roce 2003 SGA-
-SS jako indikaci pro Ié¢bu rdstovym hormonem.

Z 1502 déti SGA-SS evidovanych v &eské narodni databazi pfijemcl rdstového hormonu REPAR jiz 397 déti (221
chlapca) ukonéilo rist a dosahlo téméF findlni dospélé télesné vysky. Lécba ristovym hormonem v davce 0,034 mg/
kg/den (median) byla zahdjena u chlapct ve véku 8,5 roku (median; P5-95: 3,2-15,0), u divek ve véku 7,3 roku
(3,9-13,5). Pramér ht-SDS pfi zahéjeni [é¢by byl —3,21 (SD: 0,91). Lé&ba byla ukonéena u chlapct ve véku 16,2 roku
(median; P5-95: 14,0-18,7 roku), u divek ve véku 14,3 roku (12,4-17,3).

Lécba vedla do okamziku ukondeni 1é¢by k primérnému pFirdstku ht-SDS o 1,59 a k dosazeni témé&F dospélé vysky
(near-final height) ht-SDS —1,62 (SD: 0,97; p < 0,0001 proti vy3ce pfed lé¢bou). P¥i ukonéeni 1é¢by tedy vétiina pa-
cient dosdhla vysky nad —2 SDS, v rozmezi hodnot béZné populace. Po adjustaci na ht-SDS v 18 letech véku tato
vy$ka odpovida ht-SDS —2,30 (SD: 1,09; p < 0,0001 proti vyice pfed lé¢bou). | po této adjustaci, ktera efekt lé¢by
mirné podhodnocuje, byla 1é¢ba ristovym hormonem Gspésna a vedla ke zlepseni v praméru o 0,91 ht-SDS.
Vysledky analyzy z databaze REPAR prokazuji u déti SGA-SS G¢&innost 1é¢by ristovym hormonem a jeji potencial
vyznamné zlepsit dospélou télesnou vysku.

Kli¢ova slova: small-for-gestational-age, SGA-SS, ristovy hormon, dospélé vyska, adjustovana finalni vyska

SUMMARY

Toni L, Kodytkova A, Plachy L, Jirova B, Aldhoon Hainerova I, Aleksijevi¢ D, Cerna J, DvoFakova M, El-Lababidi E,
Kalvachova B, Kocourkova K, Kotvalova I, Magnova O, Novotna D, Obermannova B, Pomahaéova R, Prihova §,
Souéek O, Strnadel J, Sichova L, Skvor J, Snajderova M, Sumnik Z, Zapletalova J, Silar J, Kolouskova S, Lebl J.
Adult height in children born small for gestational age (SGA) with persistent short stature (SGA-SS). Growth
hormone treatment outcomes from data of the Czech countrywide REPAR database
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Of children born small for gestational age (SGA) with birth weight and/or birth length below -2 SD, about 10% fail
to catch-up after birth. These children remain short over childhood (with height standard deviation score [ht-SDS]
below —2.5 SDS) and end up as short adults. They are assigned as SGA-SS (small for gestational age with short stat-
ure). European Medicine Agency approved growth hormone therapy in SGA-SS already in 2003.

Out of 1502 SGA-SS children that are registered in the Czech national database of growth hormone recipients
REPAR, 397 children (221 boys) already completed growth and achieved near-final height. Growth hormone therapy
(median dose 0.034 mg/kg/day) was initiated at age 8.5 years in boys (median; P5-95: 3.2-15.0) and 7.3 years in
girls (3.9-13.5). The mean ht-SDS at treatment initiation was —3.21 (SD: 0.91). Treatment was terminated at age 16.2
years in boys (median; P5-95: 14.0-18.7) and 14.3 years in girls (12.4-17.3).

By treatment termination, the patients have had gained 1.59 ht-SDS (mean) and have achieved near-final height
—1.62 ht-SDS (SD: 0.97; p<0.0001 if compared to pre-treatment). Thus, majority of patients exceeded —2 SDS at
treatment completion and achieved height within normal limits. After adjusting for ht-SDS at age 18 years, their
height corresponded to ht-SDS —2.30 (SD: 1.09; p < 0.0001 if compared to pre-treatment). Growth hormone therapy
was successful even after this adjustment that mildly underestimates the treatment effect, and led to mean height
increase of 0.91 ht-SDS.

Analysis results of the REPAR database confirm efficacy of growth hormone therapy in SGA-SS children and its po-
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150 06 Praha 5
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Svétova zdravotnicka organizace (WHO) definuje nizkou
porodni hmotnost jako hmotnost pfi narozeni pod 2500 g.®
Tato definice zahrnuje nedonosené déti, které vétSinou maji
primérenou porodni hmotnost a délku vzhledem ke gestac-
nimu véku, a vedle nich i déti narozené v o¢ekavaném termi-
nu, ale s malou velikosti. Pojem ,,maly na sviij gesta¢ni vék*
(small for gestational age; SGA) se pouziva pro novorozen-
ce, jejichz porodni hmotnost a/nebo délka je pod normou
pro dany gestaéni vék.

Priméfena porodni hmotnost a délka jsou dilezitym
ukazatelem dobrého zdravotniho stavu fétu i novorozence.
Navic do jisté miry predikuji budouci zdravi v dospélosti. Po-
stupny narust porodni hmotnosti a délky a paralelni pokles
novorozenecké amrtnosti jsou pravodnim jevem stoupajici
socioekonomické tirovné urcdité zemé. V neonatologii se za
kritérium normality povaZzuje minimalné 10. percentil po-
rodni hmotnosti a délky pro dany gesta¢ni vék. Pfi pouziti
tohoto kritéria se v priméru 16 % déti celosvétoveé rodi SGA.
Tento podil kolisa od 7 % ve vyspélych zemich az po 41,5 %
v jizni Asii.®

Poradni skupina détskych endokrinologit definovala
v roce 2001 pojem SGA jako porodni hmotnost a/nebo po-
rodni délku niZsi neZ -2 smérodatné odchylky od priméru
pro dany gestaéni vék v porovnani s referenéni populaci.¢:¥
Takové déti predstavuji ve vyspélych zemich 3,1-5,5 % vsech
novorozenctl. Tato hranice byla zvolena proto, Ze definuje
déti ohrozené zavaznéjsimi zdravotnimi riziky.5®

Pri¢iny SGA jsou viceCetné, exogenni i endogenni. Glo-
balni pri¢inou SGA je niz$i socioekonomicka uroven dané
zemé, oblasti, komunity ¢i rodiny. K exogennim pfi¢inam
pocitame i dalsi faktory prostiedi, napfiklad toxiny nebo

tential to significantly improve the adult height.

Key words: small-for-gestational-age, SGA-SS, growth hormone, adult height, adjusted final height

vysokou nadmorskou vysku. Mezi maternélni faktory ra-
dime preeklampsii, anomalie délohy, nizky BMI, koutreni
¢i abuizus drog. Placentarni pri¢iny zahrnuji snizeni krev-
niho pritoku placentou, anomadlie, hypoplazie, infarkty ¢i
predéasné odlucovani placenty. K endogennim (fetdlnim)
pri¢inam SGA patfi intrauterinni infekce, chromozomalni
aberace a stale nartstajici vy¢et monogenné podminénych
poruch nebo poruch genové exprese.

Pres tento obsahly vycet pri bézném posouzeni u vy-
znamné Casti déti divod nizsi porodni hmotnosti a/nebo
délky neur¢ime. Podil nejasnych pfi¢in nizsi porodni délky
a/nebo hmotnosti se pohybuje kolem 40 %.7

U vétsi ¢asti déti narozenych SGA dochazi ke spontan-
nimu ristovému vys$vihu (catch-up rtstu). Projevi se jiz bé-
hem prvnich Sesti mésica zivota a vyrovnavani télesné dél-
ky zpravidla pokrac¢uje do druhych narozenin. Jen u mensi
¢asti téchto déti se vyskova pozice v percentilovych grafech
zlepsSuje aZ do 4. roku véku — zejména u nékterych predéasné
narozenych déti.®” Catch-up ruast je vindividualnim piipadé
obtizné predikovat — s vyjimkou déti, u kterych brzy po na-
rozeni diagnostikujeme znamou poruchu s jasné chybéjicim
catch-up rtstem, naptiklad syndrom Silvera—Russella. Ne-
davno publikovana studie u monozygotnich dvojéat s diskor-
dantnim prenatalnim rastem prokézala, Ze na postnatalni
catch-up rust maji vliv nejen genetické faktory, ale i intraute-
rinni prostiedi — tedy klasicky epigeneticky faktor.(©

Pretrvavajici mala télesna vyska je pro déti narozené SGA
¢astou a vyznamnou komplikaci. Ze sledovani velkych sku-
pin déti vime, Ze ptiblizné u 10 % SGA déti k ristovému vy-
$vihu nedojde. Takové déti se oznaduji SGA-SS (SGA-short
stature). Jde svoji podstatou o nejzavaznéjsi formu ruastové
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5374 déti lééeno ristovym hormonem v €R
(databaze REPAR)

Y

3872 déti vylouceno:

deficit ristového hormonu, narozeni AGA/LGA
Turnertv syndrom

1502 déti SGA-SS

porodni hmotnost a/nebo délka niZsi nez
—2 SD normy pro dany gestacni vék

vyska pod —2,5 SD pro dany vék a pohlavi,
zpravidla ve véku 3 roky a vice

syndrom Pradera—Williho

chronické onemocnéni ledvin

stav po onkologické [é¢bé

cysticka fibréza

zanétlivé stfevni onemocnéni

syndrom kratkého stfeva

jiné chronické nemoci s moZnym vlivem na rast

Obr. 1: Vybér ko-
horty k posouzeni
vlivu lé¢by na final-
ni dospélou vysku
u déti SGA-SS ze
véech déti l1ééenych
rastovym hormo-

Hodnocena skupina:
397 déti SGA-SS se znamou téméF dospélou

5| 1343 déti vyloudeno:

jesté nedosahly témér dospélé vysky
témér dospéla vyska neni zndma

nem v CR podle
databaze REPAR.

AGA - pfiméFeny na
svij gestaéni vék; LGA —

vyskou (near-final height)

e 221 divek
® 176 chlapct

poruchy, protoze postihuje obé faze télesného riistu — pre-
natalni i postnatalni. Pokud budou tyto déti ponechany pfi-
rozenému vyvoji, budou mit velmi pravdépodobné abnor-
malné nizkou finalni dospélou vysku.

Evropska lékova agentura (EMA, tehdy EMEA) schvali-
la v roce 2003 indikaci 1é¢by rtiistovym hormonem pro déti
SGA-SS.® Ve stejném roce jsme zacali ristovy hormon po-
davat v této indikaci i v Ceské republice.™ Podle analyzy
publikované v roce 2020 piedstavuje tato indikace v Ceské
republice podil cca 32 % ze vsech déti aktualné 1é¢enych
rastovym hormonem.?

Kratkodobou i dlouhodobou t¢innost rastového hormo-
nu u téchto déti dokumentovaly klinické studie, které pied-
chazely schvaleni indikace,®™ stejné jako rada naslednych
observac¢nich studii.

Od zahéajeni rutinni 1é¢by rtstovym hormonem u déti
SGA-SS ubéhlo 20 let. Diky tomu lze posoudit poéetné ko-
horty déti, které dostavaly rustovy hormon v bézném rezi-
mu, ukondily rast a dosahly dospélé finalni vysky.(1®1? Praveé
v tomto novém kontextu se ukazuje, ze pres celkovy prizni-
vy efekt existuje v odpovédi na 1é¢bu vyznamnad interindivi-
dualni variabilita. Nepochybné souvisi s riznorodou etiolo-
gii stavu SGA-SS. Pravé podrobnéjsi zkoumani vétsich ko-
hort déti lécenych aZz do dosazeni dospé€lé vysky miize napo-
védét, které faktory o uspéchu 1é¢by rozhoduji. Posouzeni
ocekavané odpovédi na 1é¢bu by se tak v budoucnu mohlo
stat soucasti ivodniho posouzeni ditéte, které prichazi do
ordinace détského endokrinologa pod klinickym obrazem
SGA-SS.

Od roku 2014 jsou tdaje o détech 1é¢enych ristovym
hormonem v Ceské republice soustiedény v celonarodni
databazi REPAR, a to véetné retrospektivnich dat o 1é¢bé
jednotlivych déti. Do této databaze byla navic integrovana
data o sledovani pacientti v predchozich letech v databazich
KIGS, NordiNet, GeNeSIS a Patro.(? Databaze REPAR tedy
obsahuje Gdaje o prevazné vétsing détskych pacientt, ktefi
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velky na svij gestaéni
vék; SD — smérodatna
odchylka; SGA — maly
na svij gestaéni vék;
SGA-SS — maly na svij
gestaéni vék s malou
vyskou v détstvi

dostavali riistovy hormon v Ceské republice v poslednich
20 letech, véetné déti SGA-SS.

Cilem této studie bylo zhodnotit kohortu déti SGA-SS,
u kterych jiz byla ukoncéena 1é¢ba rtstovym hormonem
a které dosahly finalni dospélé vysky.

PACIENTI A METODIKA

K 13. 3. 2023 obsahovala ¢eska narodni databaze REPAR ddaje
0 5374 détech lé¢enych ristovym hormonem. Léc¢ba déti pro-
bihala v 10 centrech v celé Ceské republice. Z této kohorty do-
stavalo 1502 déti rtistovy hormon v indika¢ni skupiné ,, malé
na sv(j gestaéni vék s malou vyskou v détstvi“ (SGA-SS).
Tyto déti splnily obé indika¢ni kritéria SGA-SS:
(1) porodni hmotnost a/nebo délka nizsi nez -2 SD od pra-
méru pro dany gesta¢ni vék a pohlavi® a soucasné
(2)aktualni vyska nizsi nez -2,5 SD od praméru pro dany
vék a pohlavi, zpravidla ve véku 3 roky a vice.®™ Vyjimkou
z kritéria véku mohly byt prokazané zdravotni poruchy
s progresivni riistovou retardaci, u kterych nedochazi ke
spontannimu rastovému vysvihu — napf. syndrom Silve-
ra—Russella.®®

7 analyzy byly vylou¢eny déti s poruchou ristu po onko-
logické 1é¢bé, déti s chronickym onemocnénim ledvin, divky
s Turnerovym syndromem, déti se syndromem Pradera—Willi-
ho a déti s jinym chronickym onemocnénim s moznym vlivem
na télesny rust (cysticka fibréza, zanétlivé stirevni onemocné-
ni, syndrom kratkého streva a dalsi). U téchto déti mohou do
télesného ristu zasahovat dalsi interferujici faktory.

U 397 pacientu (221 chlapet, 176 divek) ze skupiny 1502
déti byl jiz k dispozici adaj o témér finalni dospélé vys-
ce (near-final height; obr. 1). Témér findlni dospéla vyska
byla definovana jako vyska jedince s plnou pohlavni zra-
losti (u chlapet stadium P5 G5, u divek stav po menarché)
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a soufasné s ristovou rychlosti pod 2 cm za rok (pfepoditd-
no z éasového Gseku nejméné & mésich, pfi méfeni v ambu-
lanci détského endokrinologa s vyuZitim stadiometru upev-
néného na sténé).

Vychozi doporuéens divika ristového hormonu pro tute
indikaéni skupinu je 0,033 mg kg v kafdodenni injekei, kte-
ri se podivi doma vefer pfed spanim s.c.™ Tato dévka se
mife v ojedinélych odivodnénych pfipadech pfechodné
ponékud lit.

Ke statistickému zhodnoceni byl pouZit jednovybérovy
t-test, nepirovy t-test s Welchovou korekei, Wilcoxonty
maménkovy test a x* test.

VYSLEDKY

Perinatalni adaje
Ve 37.~42. gestatnim tidnu se marodilo 333 déti (84 %), pfed
17, gestaénim tidnem 64 déti {16 %).

173 déti {44 %) mélo pfi narozend délku i hmotnost niZsi
nei -2 5D pro dany gestacni tyden; 169 déti (43 %) mélo pou-
ze niFii porodni délku a 55 dét (14 %) pouze niZéi porodni
hmotnost. U tFf dét nebyl zndmy ddaj o porodni délee; tyto
déti mély porodni hmotnost niZii ned -2 SD.

Snifend porodni délka ma tedy vyznamné vyiii predik-
tivni hodnotu pro pokradujici ristovou retardaci (chybéjici
catch-up rst) nef snizeni porodni hmotnost, a je tedy &as-
téji indikaci pro budouci zafazeni do 1ééby mistovym hormo-
nem v indikaci SGA-55 (p o« 0,001).

Rodifovska vyika

Oba rodife v pismu normalnd viky mélo 258 déti (65 %).
111 déti {28 %) mélo jednoho rodife s vyikow pod -2 skire
smérodatné odchylky viiky (ht-SDS), 28 déti {7 %) oba ro-
dice s vwikou pod -2 ht-3DS. Vice nef tfetina dét tedy méla
alespofi jednoho rodide v pdsmu nizké dospélé vyiky.

Mediin vyiky otcd déti byl 174 cm (P5-95: 164-189 cm),
cof odpovidi medidnu ht-SD5 -0,78 {P5-95; -2,30 af +1,46)
we srovnand se stfedni vyikou feskoch dospélych mui.

Medidn vyiky matek déti byl 160 cm (P5-95: 148-170 cm),
cof odpovidd medidnu ht-5D5 -105 {P5-95: -2 98 a +0.57)
ve stovnind se stfedni vikou feskich dospélych Zen.

Jak otcowé, tak mathky déti ze skupiny 5GA-55 maji niZsi
télesnon viku ve srovnéni = béEnou feskou populaci (p «
0,001). Vyika matek je sniZena vice neZ viika ot (p < 0,01).
Vzhledem k tomu, Ze geneticky vliv obou rodién na vyiku
ditéte se povafuje za shodny, naznafuje tato skuteénost
pfidatny vliv intrauterinniho prostfedi na rist plodu - nig-
gi vyika maminek vytvafi predpoklad pro mensi perinatilni
rozméry novorozence, & to nad ramec dédifné vlohy.

Charakteristika déti pri zahajeni a pfi ukonéeni latby

Vék pfi zahdjeni a ukonfeni léEby a pfi nistupu puberty
u 397 déti se zniamou dospélou vigkou shrnuje tab, L

Tab. 1: Wik chlapod a divel S5G8-55 piil zahd jenl léfby ristowym bhor-
monem, pil prenim zizname o nistupu puberty a pfl skonfeni [&iby
rikspovyma hormonem

| Chlnpi (= 221) | Divky (n = 176)

Wik pii zahhjeni beiby (roky)

Primér (5D 8,8 (3,8) 7.7(3.5)
Medidn [5%; 95%) 8,5 (3,2 150 | 7,3(3,0;135)
Wik pAi néstupu puberty (roky}

Primér [5D) 11,9(1,7) 11,0 {1,7)
Medidn (5%, F5%) 1.6 (%6; 1500 | 11,0(8.5-14,1)
Wik pfi ukonien liZby (roky)

Primdr (S0 16,2 (1.7) 14,5 (1,5
Medidn (5%, F5H) 16,2 (V4.0 18,7) | 143 (12,4 17.3)

8D = imdrodaini odchylba

Pfi zahajeni lédby mély déti viTarnou ristovou poruechn
Primérné ht-SDS pfi zahajend lééby bylo -3,21 (SD: 0,9).
Ristovy hormon byl podivén v redlné dévee 0,034 mg/
kg den (mediin). Do zafatku pubertilniho vyvoje stoupla
viika na ht-505 1,64 (5D 0,93; p < 0,0001 proti vwice pfed
léfbou) av pl:u:l:}bne irovni setrvala do ukonéeni léEby (ht-
-SDS -1,62; SD: 0,97; p < 0,0001 proti vyice pfed léfbou).
Do okaméiku ukonéeni lé-?:l:l:.r tedy pacienti ziskali v priimé-
ru 1,59 ht-5D5 a vétiina dosdhla viky v rozmezi hodnot béz-
né populace, tedy nad -2 SDS (obr. 2). Vzhledem k poklesu
ristové rychlosti pod 2 cm za rok ze dvou méfeni v odstupu
nejméné & mésich tuto vikue oznadujeme joko témét dospé-
lou vyéku (near-final height). Lze ofekdwat, Ze v prabéhu né-
kolika dalZich let se mhZe télesnd viska jesté mirné mwysit,
aviak zpravidla o méné neZ 2 cm.

fﬁ“‘i&f

a
L
E %
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| Gbr. 2 Wyika ditl 5GA-55 [wikdrend jake ikars smeredatng
odehylley telesnd vilkoy, ht-505) pled zahijenim |y ristawym
harmonem, na prahu puberty & pe jejim ikendeni. Posledni dloupsc
ukazuje adjustavancy dospilon vilku = viike pf ukandenl lidhy
wvi vitahu k nermativnil hodnats pro vilk 18 let,

| w0 ) 0T wehledam k viice pfad ifhoe
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Tab. 2: Primérné zlepseni skére smérodatné odchylky té&lesné vysky (Aht-SDS) mezi stavem pfi zahajeni lé¢by a finalni vy$kou na prahu dospé-
losti po 1é¢bé ristovym hormonem u déti narozenych SGA s malou vyskou v détstvi (SGA-SS). Piehled dostupnych publikovanych studii.

Studie Poiet déti Davka ristového hormonu Benefit lé¢by ristovym hormonem
(pg/kg/den) (Aht-SDS mezi zahajenim lééby a finalni vyskou; pramér)
Ranke et al.®) 613 40 0,7
Van Pareren et al.?® 17 33 1,8
20 66 2,1
Carel et al.?? 91 67 0,6
Dahlgren et al.®® 77 33 0,8
Van Dijk et al.@? 37 33-66 1,5
Lem et al.®® 65 (ristovy hormon + GnRHa) 33-67 1,1 (divky); 0,7 (chlapci)
121 (jen rdstovy hormon) 33-67 1,3 (divky); 1,6 (chlapci)
Thomas et al.?? 27 45 1,1
Adler et al.("”) 132 (jen ristovy hormon) 65 0,8
120 (rdstovy hormon + GnRHa) 65 0,8
Ruiz et al.('® 28 chlapct 35 0,99
33 divek 1,49
Nase studie 397 34 1,59 (near-final height)
0,91 (vyska adjustovana na vék 18 let)

GnRHa — analoga gonadotropin-releasing hormonu k odloZeni pubertélniho vyvoje

Normativni hodnoty télesné vysky se od okamziku ukon-
¢eni rustu jednotlivych pacientit do dosazeni plné dospélé
hodnoty v 18 letech jesté méni. Proto jsme v zajmu objek-
tivity zavedli ukazatel ,adjustované ht-SDS pri ukonéeni
1é¢by na 18 let véku“ — tedy vztahujeme vysku p#i ukon-
¢eni 1é¢by k normé pro vék 18 let. Po této adjustaci dosa-
huji pacienti na prahu dospélosti ht-SDS -2,30 (SD: 1,09;
p < 0,0001 proti vysce pred 1é¢bou). I po této adjustaci, kte-
ra efekt 1é¢by mirné podhodnocuje, byla 1é¢ba rtstovym
hormonem tspésnd a vedla ke zlepSeni ht-SDS v prauméru
0 0,91 ht-SDS.

Vyska déti pti zahajeni 1é¢by, pii nastupu pubertalniho
vyvoje ani pti ukonceni 1é¢by se nelisila mezi détmi naro-
zenymi pied 37. gestaénim tydnem nebo pozdéji. Gestaéni
stari o efektu 1é¢by nerozhoduje.

DISKUSE

Déti narozené malé na sv(ij gesta¢ni vék (SGA) ¢eka béhem
jejich zivota nékolik kritickych fazi. V atlém véku se muze,
ale nemusi rozvinout ristovy vysvih (catch-up rist), ktery
vyrovnava nebo zmirnuje rastovy handicap; v pozd€jsim zivo-
té mohou byt problémem nizka télesna vyska, psychosocial-
ni stradani a jednotlivé slozky metabolického syndromu.®2%
U téch déti narozenych SGA, u kterych nedoslo v prvnich le-
tech Zivota k riistovému urychleni a které zlistavaji malé, patri
mezi doporuéené postupy podavani riistového hormonu.®2)
Také vzhledem k jejich metabolickému riziku je dtlezité sle-
dovat, ze 1é¢ba rustovym hormonem je i¢inna a bezpeéna —
a to nejen v klinickych studiich, ale i v bézné klinické praxi.®?

Nase retrospektivni celonarodni analyza pocetné skupi-
ny 397 téchto déti, které jiz dosahly své témér finalni vysky
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(near-final height), prokazala zleps$eni skore smérodatné
odchylky télesné vysky (ht-SDS) v pruméru o 1,59. Pokud
adjustujeme dosaZenou témér dospélou vysku na vék 18 let,
doslo ke zlepseni ht-SDS o 0,91. Vzhledem k tomu, Ze jed-
na smérodatné odchylka télesné vysky na prahu dospélosti
predstavuje cca 7—-8 cm, prispéla 1é¢ba ke zlepSeni dospélé
vysky v priméru o 11-13 em do okamziku dosazeni témér
dospélé vysky a 0 6-7 cm do dosaZeni dospélé vysky adjus-
tované na vék 18 let (toto je pravdépodobné podhodnoceny
udaj). Vyznamné ¢asti pacientt 1é¢ba umoznila prozivat
dospély Zivot v normalnim pasmu vysky, tj. nad -2 ht-SDS,
nebo v jeho blizkosti. Tabulka 2 pfinasi srovnani vysledk
jednotlivych publikovanych studii, které hodnotily finalni
dospélou vysku po 1é¢bé u déti narozenych SGA. V nékte-
rych souborech ¢ast déti navic dostavala analoga gonado-
tropin-releasing hormonu (GnRHa) k oddaleni puberty.
S vyjimkou Rankeho studie, ktera vychazela z dat nejvétsi
nadndrodni databaze KIGS, je nase studie nejpocetnéjsi.
Podle porovnani vysledk je pravdépodobné, Ze jednotli-
vi autofi pouzivali pro definici dospélé vysky nejednotnou
metodologii a zpravidla neni zirejmé, zda se uvedeny adaj
tyka témér dospélé vysky (near-final height) nebo vysky pii
ukonceni 1é¢by adjustované na vék 18 let. Pri obou zpuso-
bech hodnoceni patii nase vysledky mezi velmi ispésné,
zejména pri zohlednéni podavané davky ristového hor-
monu, ktera respektovala doporuc¢eni EMA, a pattrila tedy
k nejnizsim uzivanym.

Mezi znadmé a opakované prokazané prediktory zlep-
Seni télesné vysky vlivem 1é¢by u déti SGA-SS patii dav-
ka riastového hormonu, vék pti zahajeni 1é¢by, opozdéni
kostniho véku o vice nez 1 rok a v nékterych studiich také
podavani analogtt gonadotropin-releasing hormonu (GnR-
Ha) k oddaleni nastupu puberty, pokud je to potrebné
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Geny kbdujid jednodin
sloloy RAS-MAPK sig-
nalizainl kaskidy. lejich
poruchy vedou k syredro
i Magnanswd & dalim
tzv. RASopatim
PTENTT, 5057 a dalfi

TLKZ, W50 1, COC43, SON, SOX3

OEr. 3C: Genedckd edologie porechy ristu o détl, keeré se naredily malé na svilj gestainl vik a u kterydh pfecredvala mald wika v décsesl

(508-55). MElberé @ poruch Intracelulirnich mechanismd - nicrobuonéing signalizace, mitrojadermjch procest nezbyrngch pro expresl, replila-
d a spravy DHA a dalEich. DiEd s couto formou SGA-55 ma)l fasve tee. symdromicloy maly verist, prooe |sou do schémam viazeny wybrané fo-
mgrafie ryploopds fadilmids fenorypl. Upravenos die Toml et al. 70 Kurzfveu jsoe uvvedesy pfildady bauzilnich gemd r véhof zdroje. Fotografie
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shnormdin gencesos sxpres

a indibkovang "2 PRegtn pfedehozi analfzy dokizaly
vysvétlit jen mendi éist individuilni variability edpavédi na
lécbu

Skupina déti SGA-55 je etiopatogeneticky riznorodi.
Spoledné je jim pouze splnéni indikaénich kritérii =z hle-
diska velikosti pfi naroreni a télesné vyiky pfi rahdjend
lééby, jde tedy o numericky definovany stav. U nékterych
déti SGA-55 lze klinicky rozpoznat uréiton diagndezu a né-
sledné ji laboratorné ovéfit — napfiklad u &asti déti se syn-
dromem Silvera-Russella ™ Teprve v poslednich letech se
5 vyuZitim metod sekvenovini nové generace a paneli vy-
branych gend dafi ve vétii mife objasnit moelekulirné ge-
netickou podstaty 5G4-55 " Diky publikovanym studiim
virne, e af 40 % déti 5GA-55 ma monogennd padminénon
pfifinu ristové poruchy nebo poruchu genmové exprese.
U véeginy déti nachazime monoalelické, tedy autozomilng
dominantnd poruchy. Stay SGA-55 proto éasto korespondu-
je s familifdrné malym vzristem a reakee na l6¢bu risto-
v hormonem se lif# podle vwiky mensiho z obou rodién
i podle toho, zda dité mélo snizenou porodni délku, nebo
jen sniZemou paredni hmotnost. Tyte faktory jsou podrob-
néji diskutovany v nasledujicim élanku, ktery se vénuje
zejména pubertilnimu ristovému obdobi u téchto dé.™
Y neposledni Fadé pfispélo poznani genové podstaty

5GA-55 k pfesnéjiimu ehjaznéni genetické regulace ristu
{obr. 34-C).

Nafe observadni studie ma wréitd omezeni Je obtiEné zjis-
tit skuteénoun finilni viku pacienti &enych ristovim hor-
monem v indikadni skupiné 5GA-55. Jejich sbuteéna dospéld
viika miZe bit o jednotlivé centimetry vySsl nef vyika zmé-
fend pfi posledni navirévé, Tito mladi lidé po skondeni Léchy
zpravidla nemaji motivaci pfichazet ke kontrolnimo méfeni
viky v odstupu jednoho, dvou & vice let a nend v silich léka-
i tuto situaci xménit. Obzervaéni studie byla muoltcentric-
ki, jednotliva centra pro lééeni mistovim hormonem v Ceské
republice zadivala ddaje o 1ééb€ a jejich vysledcich do data-
bize REPAR autonomné. Ukizalo se ale, #e viechna centra
respektufi doporuéenoun spoleénon metodilu 168y a jejiho
sledovani, a validita viech dat byla tedy srovnatelns.

ZAVER

Studie prokirala, e léfha ristovym hormonem u déd SGA-
-55 je i&innd, a navic roziifila spektram parametri, kveré
visledek lééeni spoluovinmiui a které mohou bt do snaéné
miry spojeny s genetickou riznorodost] této zivainé formy
ristové poruchy. |
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5.8. Pubertalni rist déti, které se narodily malé na sviij gesta¢ni vék (SGA), s
malou vySkou v détstvi (SGA- SS). Vysledky 1é¢by ristovym hormonem z dat
¢eské narodni databaze REPAR.

Kodytkova A, Toni L, Plachy L, et al. Dospéla vyska deti, které se narodily malé na svij
gestacni vek (SGA), s malou vyskou v deétstvi (SGA-SS). Vysledky lécby riistovym hormonem z
dat ceské narodni databdze REPAR. Ces-slov Pediat 2023; 78 (S3): 30-36.

Uspéch 1é¢by riistovym hormonem a dosaZeni optimalni dospélé vysky zavisi jednak na riistu
pfed nastupem puberty, jednak na intenzité ristového spurtu béhem puberty. Pro skupinu 397
déti (221 chlapcti) z ¢eské databaze REPAR, které se narodily s nizkou porodni hmotnosti
a/nebo délkou s perzistujici malou vyskou (SGA-SS) a dosahly témét dospélé vysky, jsme
analyzovali vliv ristu pfed pubertou a béhem puberty na celkovy vysledek 1€cby rastovym
hormonem. Vedle toho jsme oddé&lené hodnotili déti podle vysky jejich rodicl (oba nad -2 SD
vysky, jeden pod -2 SD vysky, oba pod -2 SD vysky) a podle porodnich parametri — nizké

porodni hmotnosti, nizké porodni délky nebo kombinace obou.

Lécba riistovym hormonem pfinesla pramérny narast ht-SDS o 1,59 do chvile ukonceni 1écby, z
toho 1,57 SD v prepubertalnim obdobi. Beéhem puberty jiz ani pii pokracujici [é¢beé nedoslo k
dalsimu zlepSeni vysky. Po korekci na ht-SDS ve veéku 18 let vyska vzrostla o 0,91 ht-SDS pfi
porovnani se stavem pii zahajeni 1éCby (vSechny tfi parametry p < 0,0001 ve srovnani s vyskou
pied IéCbou). DéEti s obéma rodi¢i nad -2 SD vysky 1 ty, které mély snizenou porodni hmotnost,

nikoliv délku, vykazaly vyraznéjsi narust.

I tyto analyz z databdze REPAR potvrzuji u¢innost 1écby rastovym hormonem u déti SGA.SS.
Kli¢ovym faktorem pro efekt 1é¢by je rust pied nastupem puberty, coz zdiraziuje dilezitost

pravidelného monitorovani rastu déti narozenych SGA a zahajeni 1écby v raném détstvi.
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SOUHRN

Kodytkové A, Toni L, Plachy L, Jirova B, Aldhoon Hainerova I, Aleksijevié D, Cerna J, Dvoiakova M, El-Lababidi E,
Kalvachové B, Kocourkova K, Kotvalova I, Magnovéa O, Novotna D, Obermannova B, Pomahadova R, Prihova §,
Souéek O, Strnadel J, Sichova L, Skvor J, Snajderova M, Sumnik Z, Zapletalova J, Silar J, Kolouskova S, Lebl J. Pu-
bertalni rist déti, které se narodily malé na svij gestaéni vék (SGA), s malou vyskou v détstvi (SGA-SS). Vysledky
lééby ristovym hormonem z dat ¢eské narodni databaze REPAR

O Uspéchu lééby ristovym hormonem a dosaZeni optimalni dospélé vysky rozhoduje jednak rist pfed zahdjenim
puberty a jednak vydatnost pubertalniho ridstového vysvihu.

U kohorty 397 déti (221 chlapci) z éeské narodni databaze pfijemci riistového hormonu REPAR, které se narodily
malé na svij gestaéni vék, mély malou vysku v détstvi (SGA-SS) a jiZ dosahly své téméF dospélé vysky, jsme vyhodno-
tili vliv prepubertalni a pubertalni slozky rastu na celkovy efekt 1é¢by rastovym hormonem. Oddélené jsme posoudili
déti také podle vysky rodi¢a (oba nad —2 SD vyiky, jeden pod —2 SD vyiky, oba pod —2 SD vysky) a podle porodnich
parametrl — nizké porodni hmotnosti, nizké porodni délky & kombinace obojiho.

Lécba rastovym hormonem vedla do okamziku ukonéeni 1é¢by k primérnému pfirdstku ht-SDS o 1,59, z toho za
prepubertalni obdobi o 1,57. BEhem puberty se jiz vyska pFi pokradujici 1é¢bé nezlepsila. Po adjustaci na ht-SDS v 18
letech véku stoupla vyska ve srovnani se stavem pfi zahajeni 1é¢by o 0,91 ht-SDS (viechny t¥i parametry p < 0,0001
proti vy3ce pied lé¢bou). Vyznamné vice vyrostly déti s obéma rodiéi vyssimi neZ —2 SD a také déti, které mély
snizenou vylu¢né porodni hmotnost, nikoliv porodni délku.

Vysledky analyzy z databaze REPAR prokazuji G¢innost 1é¢by ristovym hormonem u déti SGA-SS. O efektu lécby
rozhoduje predevsim prepubertalni slozka ristu, proto disledné sledovani rastu déti narozenych SGA a véasné za-
hajeni 1écby v casném détstvi ma pro né klicovy vyznam.

Kli¢ova slova: small-for-gestational-age, SGA-SS, rstovy hormon, puberta, pubertalni ristovy vysvih, dospéla vyska

SUMMARY

Kodytkova A, Toni L, Plachy L, Jirova B, Aldhoon Hainerova |, Aleksijevi¢ D, Cerna J, Dvoiékova M, El-Lababidi
E, Kalvachova B, Kocourkova K, Kotvalova I, Magnova O, Novotna D, Obermannova B, Pomahaéova R, Prihova
§, Souéek O, Strnadel J, Sichova L, Skvor J, Snajderova M, Sumnik Z, Zapletalova J, Silar J, Kolouskova S, Lebl J.
Pubertal growth in children born small for gestational age (SGA) with persistent short stature (SGA-SS). Growth
hormone treatment outcomes from data of the Czech countywide REPAR database
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Both pre-pubertal growth and magnitude of the pubertal growth spurt are the prerequisites of potential of growth
hormone therapy to optimize final height. We analyzed impact of pre-pubertal and pubertal growth components on
the total effect of growth hormone therapy in a cohort of 397 children (221 boys) registered in the Czech national
database of growth hormone recipients REPAR. All were born small for gestational age, had persistent short stature
in childhood (SGA-SS) and already achieved their near-final height. We separately evaluated children according to
parental heights (with both parents over —2 ht-SDS, one below —2 ht-SDS, both below —2 ht-SDS) and according to
their size at birth — low birth weight, low birth length, low both parameters.

Up to treatment completion, treatment led to a height gain of 1,59 ht-SDS; of this, the pre-pubertal gain was 1,57
ht-SDS. Thus, ht-SDS remained unchanged within puberty, despite continuous growth hormone administration. The
final ht-SDS gain adjusted for age 18 years was 0,91 (all three parameters p<0.0001 if compared to pre-treatment).
Children with both parents taller than —2 SD and children with exclusively low birth weight had significantly better
treatment outcomes.

Analysis results of the REPAR database confirm efficacy of growth hormone therapy in SGA-SS children. The treat-
ment success is based on pre-pubertal growth component. Therefore, a careful follow-up of children born SGA and
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Pubertalni riistové obdobi je zavérecnou fazi télesného
rustu ¢lovéka.® Prispiva koneénymi 12-18 % k celkové do-
spélé vysce — vice u chlapet (v praméru 26 cm) nez u divek
(v praméru 20 cm).?® Finalni dospélou vysku ovliviiuji tii
parametry spojené s pubertow: (a) vék pfi ndstupu puberty,
(b) vyska pfi nastupu puberty a (c) vydatnost pubertalniho
rastového vysvihu.

Pubertalni ristové obdobi se podili na tspéchu 1é¢by ras-
tovym hormonem. Nékteré déti narozené malé na sviij ges-
tacni vék (small for gestational age; SGA), které neprosly
fazi postnatalniho riastového vysvihu (catch-up rastu), mély
malou vysku v détstvi (small for gestational age — short sta-
ture; SGA-SS) a dostavaly rustovy hormon,® ukonéily rist
s niz8i vyskou, nez se oc¢ekavalo podle vysky ve strednim
détstvi.® Pri¢inou miiZze byt ¢asnéjsi nastup puberty, malo
vydatny pubertalni rastovy vysvih nebo kombinace obou
faktora.

V kohorté ¢eskych déti SGA-SS, které dosahly své finalni
vysky po 1é¢bé rastovym hormonem, jsme analyzovali para-
metry pubertalniho riastu s cilem zjistit jejich vliv na dospé-
lou vysku a celkovy prispévek k uspéchu podavani ristové-
ho hormonu.

PACIENTI A METODIKA

Do studie pubertalniho rastu byly zarazeny déti SGA-SS ve-
dené v ¢eské narodni databazi prijemect rastového hormonu
REPAR, u kterych byl ke dni 13. 3. 2023 jiz k dispozici tdaj
o finalni dospélé vysce. Geneze celé kohorty, detailni popis
zatazovacich kritérii, podavana 1é¢ba i definice finalni vysky
jsou uvedeny v soubézném sdéleni.® Celkem bylo analyzo-
vano 397 pacientu (221 chlapc, 176 divek).

a timely initiation of growth hormone therapy in early childhood are of crucial importance.

Key words: small-for-gestational-age, SGA-SS, growth hormone, puberty, pubertal growth spurt, adult height

V této studii jsme se zamérili na posouzeni efektivity
prepubertalniho a pubertalniho rustu déti SGA-SS pii 1é¢-
bé ristovym hormonem a na jejich prispévek k celkovému
Gacéinku 1é¢by. Jako kli¢ové ukazatele jsme hodnotili:

e vysku v Case zahajeni 1é¢by rastovym hormonem vyjad-
fenou jako skore smérodatné odchylky télesné vysky (ht-
-SDS);

¢ vysku (vyjadfenou jako ht-SDS) pfi prvnim zaznamu
o poc¢inajici puberté — stadium B2 (divky) nebo objem tes-
tes vice nez 3 ml (chlapci);

¢ finalni vysku (vyjadienou jako ht-SDS) — posledni znamou
vysku jedince s plnou pohlavni zralosti (u chlapcti stadium
P5 G5, u divek stav po menarché) a soucasné s riistovou
rychlosti pod 2 cm za rok (prepoditano z ¢asového tiseku
6—12 mésicti, pri méreni vambulanci détského endokrino-
loga s vyuZzitim stadiometru upevnéného na sténé¢).

Pro posouzeni adnatnich parametrtt na pribéh rastu
pred zacatkem dospivani, na vydatnost pubertalniho rastu
a na dospélou vysku jsme studijni kohortu 397 déti rozdélili
na podskupiny jednak podle vysky rodi¢1, jednak podle po-
rodni hmotnosti a porodni délky ve vztahu ke gesta¢nimu
véku. Oddélené jsme také zhodnotili ukazatele ristu u déti
narozenych predcasné a u déti narozenych v o¢ekavaném
terminu porodu.

VYSLEDKY

Jak uvadime v soubézné studii,® lé¢ba ristovym hormo-
nem vedla k primérnému prirtistku ht-SDS o 1,59 a k do-
sazeni priumérné témér finalni vysky (near-final height)
ht-SDS -1,62 (SD: 0,97; p < 0,001 proti vySce pred lé¢bou).
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Tab. 1: Prepubertalni a pubertalni rist u déti SGA-SS pFi 1é6¢bé ristovym hormonem. Skupiny jsou rozdéleny podle vysky rodici. Vysledky uka-
zuji vliv vy$ky rodi¢l na prepubertalni a pubertalni sloZzku ristu.

Vsichni Oba rodiée nad Jeden rodi¢ pod Oba rodiée pod Bodnot
(n =397) -2 ht-SDS (n=258) | -2 ht-SDS (n=111) | —2 ht-SDS (n=28) | P
ht-SDS pfi zahajeni 1é&by (pramér [SD]) -3,21(0,91) -3,09 (0,50) -3,26 (0,79) -3,40(0,81) 0,278
_ o vy . e
'[‘;DS]'))S pi politku puberty® (primér 1,64 (0,93) 1,49 (0,94) 1,97 (0,97) 1,67 (0,81) 0,008
Zména ht-SDS vyéky za prepubertalni +157 +160 +129 173
fazi 1é¢by ristovym hormonem (primér) ! ! ! !
ht-SDS pfi ukonéeni léby (pramér [SD]) | -1,62 (0,97) -1,48 (0,94) -1,89 (0,96) -1,89 (1,00) <0,001
Zména ht-SDS vysky za pubertélni fazi +0.02 +0.01 4008 ~0.21
lééby rastovym hormonem (pramér) ’ ’ ’ ’
ht-SDS pFi ukonéeni lé¢by adjustované ¥ _ _ B
na 18 let véku (promér [SD]) 2,30 (1,09) 2,10 (1,06) 2,51 (1,08) 2,79 (1,17) <0,001

ht-SDS — skére smérodatné odchylky télesné vysky

*Pocatek puberty je definovén jako vék pfi prvnim zaznamu o B2 u divek nebo testes vice neZ 3 ml u chlapct. Statistické hodnoceni bylo provedeno Kruskalovym-Wallisovym testem.

Po adjustaci vysky pfi ukonéeni 1é¢by na 18 let véku dosah-
li pacienti na prahu dospélosti ht-SDS -2,30 (SD: 1,09; p <
0,001 proti vySce pred 1é¢bou). Vyznamna ¢ast chlapet i di-
vek tedy pri skonéeni 1é¢by dosahla vysky v rozmezi hodnot
bézné populace, tj. nad -2 ht-SDS.

Tabulka 1 a obrazek 1 ukazuji oddélené vysledky prepu-
bertalniho a pubertdlniho ristu u tfi podskupin déti rozdé-
lenych podle vysky rodi¢t — u skupiny s obéma rodici s vys-
kou v obvyklém rozmezi (nad -2 ht-SDS), s jednim rodi¢em
pod -2 ht-SDS a s obéma rodi¢i pod -2 ht-SDS.

Zatimco pred 1é¢bou se déti svoji vyskou ve vsech skupi-
nach vyznamné nelisily, na poc¢atku puberty, pfi ukonceni

pred na pocatku pfi ukonéeni
|é¢bou puberty lé¢by
0
=2
o
fa)
@/ -2 - l l
el
=3
=
S 34
3 p<0,001 p <0,001
5 l B oba rodié¢e > -2 SD

B jeden rodi¢<-2SD
oba rodice <=2 SD

Obr. 1: Vyska déti SGA-SS (vyjadFena jako skére smérodatné
odchylky [SDS] télesné vysky) pfed zahajenim lééby rdstovym
hormonem, na poéatku puberty a pfi ukonéeni lééby. Samostatné
je hodnocena skupina déti, jejichZ oba rodi¢e maji télesnou vysku

v obvyklém rozmezi (nad —2 SDS), skupina déti s jednim rodi¢em
pod —2 SDS a skupina déti s obéma rodi¢i pod —2 SDS. Zatimco
pred léébou byla vyska déti ve vech skupinach srovnatelna, déti
rodi¢a obvyklé vysky byly na poéatku puberty i na prahu dospélosti

wwr

vyznamné vyséi neZ déti s jednim nebo obéma rodiéi pod —2 SD.
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1é¢by i na prahu dospélosti byly déti rodi¢t obvyklé vysky
vyznamné vy$si nez déti s jednim nebo obéma rodiéi pod
-2 ht-SDS. Za prirustek vysky béhem 1é¢eni tedy plné zod-
povidala prepubertalni faze rtstu. BEhem puberty se jiz vys-
ka vyjadiena jako ht-SDS u Zadné z podskupin déti vyznam-
né nezménila.

Tabulka 2 ukazuje oddélené vysledky prepubertalniho
a pubertalniho rastu u tfi podskupin déti rozdélenych po-
dle perinatalnich parametrt — u déti, které se narodily s po-
rodni délkou (PD) pod -2 SD ke gesta¢nimu véku, s porodni
hmotnosti (PH) pod -2 SD ke gesta¢nimu véku a s obéma
parametry pod -2 SD ke gestaénimu véku.

Zatimco pied 1é¢bou, na poc¢atku puberty a pri ukoncéeni
1é¢by se vyska déti v téchto trech skupinach nelisila, adjus-
tovana dospéla vyska je vyznamné vyssi u podskupiny s vy-
luéné nizkou porodni hmotnosti. Tato podskupina se tedy
vymyka obecnému trendu a jako jedina ma predpoklad i bé-
hem puberty jesté zlepsit svoje ht-SDS.

Nebyl prokazan vyznamny rozdil zmény ht-SDS béhem
trvani 1é¢by mezi détmi narozenymi predc¢asné (pred zacat-
kem 37. gesta¢niho tydne; n = 64) a détmi narozenymi v ter-
minu (ve 37. gesta¢nim tydnu a pozdé&ji; n = 333).

DISKUSE

Svédsky auxolog Karlberg pied téméi 40 lety matematicky
analyzoval rtstovou ktivku ¢lovéka a doloZil jeji tFi oddé-
lené, aditivni a ¢aste¢né se prekryvajici slozky. Oznacil je
,1¢ (infancy), ,,C*“ (childhood) a ,,P“ (puberty). Bylo ziejmé,
ze kazda z téchto slozek lidského ristu ma jinou regulaci.
Karlberg usuzoval, Ze slozka ,,I“ je fizena obéma inzulinu
podobnymi rustovymi faktory (IGF-1 a IGF-2), slozka ,,C“
osou rustovy hormon — IGF-1 a slozka ,,P“ pohlavnimi hor-
mony. 10

V soucasné dobé povaZzujeme za klicovou slozku regu-
lace lidského rtistu aktivitu chondrocyti. Chondrocyty se
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Tab. 2: Prepubertalni a pubertalni rist u déti SGA-SS pfi 1é¢bé ristovym hormonem. Skupiny jsou rozdéleny podle porodni délky a porodni
hmotnosti. Vysledky ukazuji rozdilny vliv snizené porodni hmotnosti a sniZené porodni délky na prepubertalni a pubertalni slozku ristu i na

adjustovanou dospélou vysku.

Porodni délka pod Porodni délka Porodni délka
Vsichni -2 SD, porodni hmot- v normé, porodni i porodni hmotnost hodnota
(n=397) nost v normé hmotnost pod —2 SD pod -2 SD £
(n=169) (n=55) (n=173)

ht-SDS pfi zahéjeni lééby (pramér [SD]) -3,21(0,91) -3,20 (1,04) -3,30(0,87) -3,18(0,78) 0,248
ht-SDS pfi zahéjeni puberty* (pramér [SD]) | -1,64 (0,93) -1,53(0,85) —1,90 (0,98) -1,67 (0,99) 0,216
Zomenalht-SDS za prepuboertflm fazi lécby +1,57 +1,67 +1,40 +1,51
ristovym hormonem (primér)
ht-SDS pii ukonéeni léeby (promér [SD]) | —1,62 (0,97) -1,60 (1,00) -1,51(0,98) -1,68 (0,93) 0,553
Zomena'ht-SDS za pubertf.ln: fazi lécby 40,02 ~0,07 40,39 0,01
réstovym hormonem (primér)
ht-SDS pfi ukonéeni lééby adjustované na _ - _ s
18 let veku (promér [SD]) 2,30 (1,09) 2,31(1,10) 1,90 (1,12) 2,39 (1,05) 0,030

ht-SDS — skére smérodatné odchylky télesné vysky

*Pocatek puberty je definovan jako vék pfi prvnim zdznamu o B2 u divek nebo testes vice neZ 3 ml u chlapcd. Statistické hodnoceni provedeno Kruskalovym—-Wallisovym testem.

aktivuji v klidové zéné epifyzarni ristové chrupavky kon-
verzi z nezralych chondroprogenitoru. Vyzravajici chondro-
cyty se organizuji do sloupcti v z6né proliferace a nasledné
se méni ve velké chondrocyty utvarejici zénu hypertrofie
(obr. 2).M V zéné hypertrofie dochazi k postupné minera-
lizaci chrupav¢ité extracelularni matrix, na rentgenovém
snimku vidime zénu provizorni kalcifikace. Do osifikac-
ni zény priléhajici k diafyze prortstaji cévy a vznika nova
kostni tkan. Hypertrofické chondrocyty podléhaji apoptoze
a jsou nahrazeny osteoblasty.(>™ Tento proces je fizen hu-
moralné, ovéem komplexnéji, nez navrhl Karlberg pred ¢étyi-
mi desitkami let.

Pohlavni hormony se produkuji ve tfech vyvojovych fa-
zich ¢lovéka: u fétu od 21. gestaéniho tydne, u novorozence
a kojence v prvnich mésicich po narozeni (,,minipuberta®)
a po klidném obdobi détstvi nasledné ve stoupajicim mnoz-
stvi od pocatku ,,skuteéné” puberty (obr. 3). Témto obdobim
zivota s produkei pohlavnich hormont odpovidaji tti faze
ristové akcelerace: rychly fetalni rust ve 2. trimestru, in-
fantni (kojenecké) rustové obdobi po narozeni a pubertal-
ni rastovy vysvih, ktery prechazi do definitivniho ukonéeni
rustu.!? Z tohoto vy¢tu je ziejmé, Ze rustova urychleni jsou
navazana na produkci pohlavnich hormont.

Zasadnimi regulatory kostniho ristu a mineralizace jsou
estrogeny (obr. 4). Prispivaji ke zrani ristové ploténky, ve-
dou k epifyzarni fizi (zaniku rustové ploténky) a stimuluji
akumulaci kostniho mineralu.®

Na ridstovou chrupavku ptisobi predevsim pohlavni hor-
mony gonadalniho ptivodu. Jde tedy o endokrinni ptisobeni.
Estrogeny vznikaji diky enzymu aromataze i lokalné v rtsto-
vé chrupavce konverzi z testosteronu a dalsich androgenti.
Tento mechanismus oznacujeme jako intrakrinni ptsobe-
ni. Androgeny stimuluji rust kosti i pfimo, bez konverze na
estrogeny. Vliv pohlavnich hormont na rtst zprostredkuji
také dalsi mediatory — rtstovy hormon, IGF-1 a parathor-
mon-related peptid (PTPrP), jejichZ sekrece v pubertalnim
obdobi stoupa. Chondrocyty exprimuji jak membranové

receptory pro tyto tfi proteohormony, tak jaderné receptory
pro estrogeny a androgeny (viz obr. 4).(®

I v pubertdlnim obdobi fidi aktivitu chondrocytu para-
krinni mechanismy — sprazené systémy natriuretického
peptidu C (CNP) s receptorem NPR2 a fibroblastovych risto-
vych faktort (FGFs) s jejich receptorem 3. typu (FGFR3),5™®

<«— klidova zéna

<«—— z6bna proliferace

<«—— z6na hypertrofie

Obr. 2: T¥i zény epifyzarni rastové chrupavky — klidova zéna, zéna

proliferace a zéna hypertrofie

minipuberta

»

puberta

détstvi

" l
fetdlni  arozeni

obdobi

Obr. 3: Produkce pohlavnich hormont u fétu, novorozence a kojen-
ce a ve vlastni ,,skuteéné” puberté
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G

chrupaviitd matrbe
apprecan, fibrilin,
kolageny, matriln
& dalEl

Oor. 4: Schematiché onizornEn regulace dhendrocytu v puber-
tdlnim ristovim obdobl. Esirogeny jsou ldifevim hormondinim
regubicorem pubertilnl rdsoovi akeelerace | mivireind flze
ristové ploténdoy, koterd vede k ahendeni ristu. Estrogeny psobi
pFimo vazbou na estrogenn| receptor o (ERa) | zprostfedhovant —
posilenim endokrimni selorece ristovéhe hormonu a [GF-1 a para-
krinnl sehrece parathormon-related peptidu (PTHAP). Chondroomy
exprimujl membrinové receptory pro ristovy hermaon [(GHRE), pro
IGF-1 [IGF-R]), pro parathormon-related pepcid (FTH

a nukledrni receprory pre estrogeny a androgeny. Testosteron e
aromatizou looweertovin na estrogeny, navic posiluje paralorinni

sehrecl MGF-1 a vazbouw na androgennd recepror (AR} pFime pdsobi
ma chondrocyry. Vedle hormaondlnd regulace je § v pubertilnim
ristovéen ohdobi pro alivioe chondreoptu ddleficd parabrinm
regulace, napf. spfafenymi systémy nacrivrectidobho pepridu €
{EMP) s receprorem MPRE a fibroblastwvich ristowich fakoord
(FGFs) 5 jejlch receptorem 3. typu (FGFRY). Ha regulac chendrocyne
a aktivita rkscevé chrapasky maji | v pubertg vwznamny wiiv shoEky
chrspaviicé matrbe, napf. aggrecan, fibrilin, holageny a marrilin.

| Upraveno die™, zdrojovd daca dle™

vyznamny vliv maji slefky chrupavéité matrix - aggrecan,
fibrilin, kolageny, matrilin a dalgi (viz obr. 4).%

Mage analyza ristovych dat u déd SGA-55 lééenych mis-
tovym hormonem ukizala, e o dspéchu lééeni se rozhoduje
v prepubertalnim obdobi Mezi &asem zahijeni léEby a prv-
nimi znimkami fyzické puberty skire smérodatné adchylky
télesné viiky (ht-5DS) viznamné stoupd - dité se vwikou
sblifuje s vrstevniky. Mezi poditkem puberty a findlni vi-
kou uf v celé skupiné ke zlepfeni ht-5D5 nedochéazi. Z po-
drobnéji analyzy ale vypliva, e déti SGA-SS nejsou ho-
mogenni skupinou a Ze mezi jednotlivymi podskupinami se
pubertilni rist odlifuje.

Diéti 5GA-55 lze rozélenit podle parametri pii narozend -
na skupinu se snifenou vwluéné porodni délkou (pod -2 5D
ke gestaénimu véku), se snizenou v¥luéné porodni hmot-
nosti (pod -2 5D ke gestaénimu véku} a se sniZenymi obéma
parametry. ¥ prepubertilnim obdobi rostou tyto tFi skupiny
podobné, v pubertilnim obdobi ale dojde k diferenciaci: lep-
& findlni viky dosihnou déti se snifenou vyluéné porodni
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hmotnosti, nikeliv porodni délkow. Pro tyte déti je pfiznadny
normalni rist do délky in weers. To mOZe signalizovat nor-
mélni funkei mistové ploténky a pravdépodobné exogenni
pfifinu intrauterinniho straddni - environmentdlni, mater-
néilni & placentirni. Lééba ristovym hormonem témto dé-
tem zlep&i prepubertilni i pubertilnd rist. Naopak déti se
sniZenou porodni délkou (bez ohledu na porodni hmotmost)
méné rostly do délky in utérs a chybél jim catch-up rist po
narozeni. Nisledné# sice zlepily svoji viiku na léébé risto-
vwwm hormonem, ale mechanismy pubertilniho ristového
abdobi jim nedovaelily st v puberté dile akcelerovat. Mi-
ieme spekulovat, #e tyto déti majl endogenni pridinu risto-
vé poruchy, kterda mize bit monogenné podminéns a milie
zasahovat dynamiku ristové ploténky nebo dalsi endogenni
mechanismy Fidici rist. ™

Dile lze dét SGA-55 rozdélit také podle vwiky rodidi. Né-
které maji oba rodife normalni viiky, nékteré jednoho ro-
dife pod -2 SD viiky, jiné maji oba rodife pod -2 SD vyiky.
Pubertilni riet nezlepsi vwiku v 24dné z téchto o1 skupin.
Pfesto nejlepéi finalni dospélé vidky dosahuji déti s rodiéi
normalni vwiky, a to diky svému prepubertilnimu miso. To
jsou déti, u kterych mohla mit intrauterinnd ristovi restrik-
ce exogenni pficinu. Pravé tyto déti maji znatelné lepsi Sanci
na aspéch lédeni ristovym hormonem. Naopak déti = ales-
pof jednim rodiéem mensim nez -2 5D maji zfetelnou en-
dogenni wloho pro maly verist, kterd mife bt monagenné
podminéns s vertikilnim {dominantnim) pfenosem. Dopad
této vlohy na télesny rist Lééba ristovym hormonem zmirnd,
ale nedokaze jej zeela prekonat.

Jimimi slovy: familidrné maly verist zhoréuje vwhlidky na
optimalni Gspéch lééby ristovym hormonem. Do odpoviédi
na ristovy hormon tedy zasahuje genetika, kterd se u déti
SGA-535 projevuje jednak sniZenou porodni délkou (Eastéji
bez sniZené porodni hmotnosti), jednak nizai vwikou jedno-
ho nebo obou rodiéd. Nerozhoduje pfitom, zda vigku pod
=2 5D mi jeden rodif, nebo oba rodife. Tato pozorovind do
jisté miry narnfuji Tannerdy axiom o vl stfedni redidow-
ské viEky na rist ditéte,” pfinejmengim ve skupiné déti
SGA-55, a naznafuji, #e rozhodujici vliv mi dominantni
vioha privé od jednoho z rodiéqd Zatimco nizki vika jed-
noho nebo obou rodiéd limituje odpovéd na lé&bu zejména
v prepubertilni fizi mistu, nizki porodni délka zhoriuje
odpovéd na léébu v obdebi pubertalniho ristového vyvihu
arozhodoje o dspéchu vice ne porodni hmotnost. Nage sku-
pina v pfedeslych studiich prokizala, ze pravé dominantné
dédiéné monogenni poruchy zasahuji éasto regulaci risto-
vé ploténky a genealogicky se projevuji jako familiarné maly
VETlist 1322

Co je tedy ditvodem mendiho efektu léZby v pubertilnim
ristovém obdobi? Nedostateéna vidka pfi nistupu puberty,
pfilid £asnd puberta, nebo nedostateény pubertilni ristovy
viEvih?

Podle wétiiny studii puberta u celé skupiny déti SGA-55
zafind v obvyklém vékowém rozmezi, i kdyZ pomérmné éasné
vzhledem k aktuilni télesné vyice. ™" Metaanalyza Denga
se spolupracovniky ale ukdzala, e nistup puberty je zejmé-
na u divek pfece jen £agnéjil, nez je primmér ostatnich dég.™
Puberta nastivi jednoznaéné fasné u obou podskupin déti
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se syndromem Silvera—Russella — zejména u nositeltt mater-
nalni uniparentalni disomie na 7. chromozomu (mUPD7),
ale také u déti se ztratou metylace v oblasti 11p15 (11p15
LOM).29

Nage vysledky prokazuji, ze hlavni pfi¢inou mensiho
aspéchu pubertdlniho rtstového obdobi je nedostateény
pubertalni ristovy vysvih. Lé¢ba rastovym hormonem jiZz ne-
dava vétsiné déti s endogenni pri¢inou SGA $anci v puberté
vysku dale zlepsit. Tyto nalezy odpovidaji jinym obdobnym
pozorovanim.®23%3) Prioritni je zjisténi, Ze v puberté svoji
vysku relativné zlepsi jen déti se zfejmou exogenni pri¢inou
SGA. To muze znamenat, Ze hlavni prekazkou rtstové ak-
celerace v puberté jsou patogenni varianty gent dilezitych
pro funkci ristové chrupavky.

Nékteré pracovni tymy navrhovaly prekonat relativni re-
zistenci k rastovému hormonu v puberté zvy$enim davky,
coz v nékterych studiich skute¢né ponékud zlepsilo dospé-
lou vysku.®239 Pozdéji se ale ukazalo, Ze davka ristového
hormonu ma na dospélou vysku maly vliv a dlezitéjsimi
prediktory jsou vék a vyska na poc¢atku puberty, kostni vék
a stredni rodi¢ovska vyska.®”

Dalsi moznosti jak farmakologicky modulovat pubertalni
obdobi je oddéleni puberty podavanim analogti gonadotro-
pin-releasing hormonu. Pfi extrémné malé vySce na prahu
puberty miize byt tato 1é¢ba prospésna a mutze zlepsit do-
spé€lou vysku. Dtikazy pro efekt takového postupu u jinych
déti s SGA-SS chybeji.26?

Raciondlni odpovédi na nedostate¢ny pubertdlni rust
je prodlouzit fazi prepubertalniho rastu véasnym zahajenim
1é¢by, a zlepsit tak vysku na prahu puberty. Recentni me-
taanalyza robustnich retrospektivnich dat potvrdila, zZe
vék pfi zahajeni 1é¢by je silnym prediktorem koneéného
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uspéchu.®*% Pro klinickou pediatrickou praxi z toho vy-
plyva dkol pravidelné sledovat riist u déti narozenych SGA.
Jakmile jejich vyska klesne pod —2,5 SD pocinaje vékem 3 roky,
je tieba odeslat je k posouzeni do centra pro 1é¢bu rastovym
hormonem.

Nase studie ma limitace podobné jako jiné studie z dat mul-
ticentrickych databazi. Vzhledem k hlaseni tidaja o 1é¢enych
détech nejvyse dvakrat roéné muze byt idaj o véku pri na-
stupu puberty nepresny. Prvni databazovy zaznam o poc¢atku
pubertalniho vyvoje znamena, Ze prvni znamky puberty se
objevily v ¢asovém intervalu 0—6 mésict predtim, v priméru
tedy 3 mésice. Skuteény nastup puberty byl tedy diivéjsi opro-
ti zaznamtum, coz ve svém diisledku mtize zménit podil pre-
pubertalniho a pubertalniho riastu. Proto jsme také nehodno-
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6. Diskuse

V nasi hlavni studii jsme metodami NGS zkoumali unikatni rozsahlou kohortu SGA-SS déti
sledovanych v jednom centru. Genetickou pfi¢inu poruchy riistu jsme objasnili u 42 % (74/176)
z nich. Etiologie SGA-SS byla heterogenni a jasné dokumentovala klicové etaZze regulace ristu.
Nebylo prekvapivé, ze 42 % déti s objasnénou genetickou etiologii mélo kauzalni variantu
nekterého z genll zodpovédnych za spravnou funkci epifyzarni ristové ploténky. Toto zjisténi
je v souladu s novym paradigmatem, ze riistova ploténka hraje klicovou roli v patogenezi
malého vzristu. Dalsi relativné castou genetickou diagnoézou v nasi kohorté SGA-SS byly

kauzalni varianty v genech ovlivilyjicich zakladni intracelularni procesy vcetné¢ RASopatii.

Silver-Russelliv syndrom byl dal$i ¢astou diagnézou v nasi studijni kohorté (16 % ptipadi s
objasnénou genetickou etiologii). SRS je diagnostikovan klinicky pomoci skorovaciho systému
podle Netchinové a Harbsona (NHS). Genetické vySetfeni miize nasledné poskytnout uzite¢né
potvrzeni klinické diagnozy. V nasi studii jsme zvolili jiny piistup — genetické vySetieni SRS
bylo provedeno u vSech SGA-SS déti. Pfekvapive jsme geneticky diagnostikovali SRS také u 2
déti nespliujicich kritéria NHS. Genetické vysetieni SRS Ize proto zvazit u vsech SGA-SS déti
bez ohledu na ptitomnost jeho typickych klinickych znakd.

V nasi studii jsme ziskali také n€kolik mén¢ ocekavanych nalezi. Je dlouho znamo, ze ristovy
hormon (GH) je nezbytny pro normalni postnatalni riist a déti s nedostatkem GH mohou mit
tézkou rustovou poruchu. Obecné se vSak ma za to, ze GH jen malo ¢i viibec neovliviiuje
prenatalni fazi ristu a déti s nedostatkem GH by se proto mély rodit s norméalnimi parametry.
Ptesto jsme v nasi studijni kohorté nalezli kauzalni genetické varianty v genech, které ovliviiuji
vyvoj hypofyzy nebo piimo produkci GH, a to u 6/74 (8 %) ze vSech déti SGA-SS s prokazanou
genetickou diagndzou. Ukazuje se, ze GH miize u nekterych déti hrat roli i v prenatalnim rtstu,

pfipadné Ze nalezené genové varianty mohou ovlivnit rist i na jiné tirovni kromé& ovlivnéni GH.

Mezi dalsi necekané ndlezy patiila patogenni varianta v genu 7THRA, ktery koduje receptor
hormoni §titné zlazy typu A, a homozygotni varianta v genu TRHR, ktera vede k centralni
hypotyredze. Tyto dva nalezy jasné ukazuji, Ze 1 v éfe screeningu kongenitalni hypotyredzy je
nutné pomyslet na ovlivnéni prenatalniho a postnatalniho riistu osou §titné Z1azy.

DalSim zajimavym podprojektem bylo zkoumani ALS a smyslu jejiho eventualniho rutinniho
sledovani pfi [écbé rastovym hormonem. Nase vysledky ukézaly, Ze rutinni stanoveni ALS ma

pro slsedovani 1écby pouze nepatrnou ptidanou hodnotu a ze nizké hladiny ALS nejsou

indikatorem mozného genetického defektu v kodujicim genu /GFALS.
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Ve dvou dalsich studiich jsme studovali efekt 1écby rlGstovym hormonem u pacientd s
patogennimi variantami v genu NPR2a u unikatniho pacienta s vzadcnym syndromem
Hutchinson-Gilfordovy progerie (HGP). V prvni studii GH zlepsil rtistovou rychlost za prvni

rok 1éCby a celkové SDS vysky béhem 5 let 1éCby. U pacienta s HGP bohuzel byla 1é¢ba bez

efektu.

Diky unikatni celostatni datab4dzi REPAR jsme studovali efekt 1écby GH na dospélou vysku a
také vliv puberty na rast déti SGA-SS. Prokazali jsme, Ze 1écba rlistovym hormonem u déti SGA
s malou vyskou v détstvi (SGA-SS) je ucinna. Pro optimalni efekt je dobré zah4jit ji co nejdiive
po 3-4 letech v€ku, pokud dité splni indikacni kritéria — protoze u vétSiny déti o celkovém
uspéchu rozhoduje vyskovy ptirtstek pred nastupem pubertalniho vyvoje.

NasSe prvni zkuSenosti s LAGH vychazeji ze studie subjektivniho vnimani zatéze 1écbou u déti,
které dostavaly somatrogon jednou tydné ve srovnani s kazdodenni aplikaci klasického rhGH.
Diky standardizovanym dotaznikim se zjistilo, Ze déti a jejich rodiny vnimaji moZnost 1é¢it

ptipravkem LAGH déti i rodice jednoznaéné pfiznive.
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7. Zavér

Nase kli¢ova studie objasnila genetickou etiologii u 42 % SGA-SS déti z geneticky relativné
homogenni, non-konsanguinni populace — nejvyssi podil, jakého bylo kdy dosazeno. Vysledky
jasn¢ ukazaly jednotlivé etdze patofyziologické regulace rustu a vedle toho 1 komplexni
etiologii malého vzrustu, na které se podili vedle endokrinniho systému také struktura a funkce

rustovych plotének a fundamentalni procesy intracelularni regulace a signalizace.

Ukazali jsme, ze geneticky nalez poskytuje nejen jasné vysvétleni pti¢iny malého vzristu, ale
umoziuje se také zaméfit na pridruzené skryté komorbidity a na genetické poradenstvi. Podle

naSeho ndzoru se proto rutinni genetické testovani miize stat standardem diagnostické péce u

vSech SGA-SS déti poté, co jsou vylouCeny jiné pfi¢iny poruchy rlstu — pfinejmensim

v zemich, kde to socioekonomicka situace a financovani zdravotni péce umoziuje.
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8. Souhrn disertacni prace

vvvvv

intrauterinni rastovou restrikci (SGA-SS), kterd se diky novym moznostem genetického
vyzkumu v poslednich letech stala vyznamnym tématem. Pravé diky objasnéni genetické

etiologie malého vzristu jsme schopni 1épe porozumét obecné regulaci lidského riistu, stejné

jako etiologii a patofyziologii malého vzristu. V ramci naseho vyzkumu jsme sestavili unikatni
rozsahlou kohortu pacientiit SGA-SS a pomoci metod sekvenovani nové generace se ndm

podarilo objasnit genetickou etiologii malého vzriistu u 42 % déti (kapitola 5.1.). Zasadnim
mechanismem, ktery vede ke stavu oznacovanému jako SGA-SS, je porucha rustové ploténky.
Vyznamny je také podil osy rastovy hormon — IGF-1, osy vyvoje a funkce §titné zlazy a takeé

poruchy intraceluldrni regulace a signalizace.

Zakladni studii jsme doplnili o n¢kolik vedlejsich projektd, zamétenych na dalsi aspekty

etiologie, diagnostiky a 1é¢by rlistové poruchy, zejména u déti SGA-SS. Zkoumali jsme vliv
ristového hormonu na koncentraci ALS (acidolabilni podjednotky) s cilem identifikovat
koncentrace ALS v krvi, neméli korelujici geneticky defekt a ze hladiny ALS souviseji s

hladinami IGF-1, ktera se rutinné stanovuje v ordinaci détského endokrinologa. Pravidelné

vySetfovani ALS tedy nepiindsi Zadnou ptidanou hodnotu.

Soucasti disertacni prace je také unikatni kazuistika pacienta s velmi vzacnym syndromem
pred¢asného starnuti (Hutchinson-Gilford progeria syndrom), ktery byl poslan na nasi kliniku z
diivodu malého vzristu po intrauterinni rastové restrikci (SGA-SS). Na zaklad€ napadného

fenotypu bylo indikovéno cilené genetické vysSetieni, ktery syndrom potvrdil.

Zajimavym doplnénim projektu je naSe zkuSenost s dlouhodobé plsobicim ristovym
hormonem v ramci klinické studie. Dotazniky vyplnéné 87 détmi ukézaly vyznamné sniZzeni
vnimané zatéze pro dité a rodinu pfi 1écbé LAGH oproti kazdodennim injekcim. LAGH se stava

novou moznosti pro 1écbu déti s nékterymi formami poruchy rastu.

V zéavéru dizertacni prace prezentujeme dvé publikace, které vychazeji z analyzy dat ziskanych

z ¢eského narodniho registru REPAR. V prvni studii jsme analyzovali efekt 1é¢by ristovym
hormonem u déti SGA-SS na dospélou vysku. Vysledky ukdzaly, ze riistovy hormon ma

potencial vyznamné zlepsit finalni vySku. Druhd navazujici prace se zamétuje na pubertalni rist

déti SGA-SS. Ukazali jsme, ze o efektu IéCby rastovym hormonem rozhoduje primarné

prepubertalni rast. Pro uspéch 1é€by je dulezité zah4jit 1écbu vcas a sledovat nastup puberty.
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