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— REZUMAT —

Introducere. Achizitia de masa osoasa continua si dupa atingerea taliei finale in perioada de tranzitie. Deficitul
de hormon de crestere (GHD) pare sa aiba un efect semnificativ asupra turnover-ului colagenului in timpul co-
pilariei si mai putin in timpul maturitatii. Propeptidul amino terminal al colagenului tip | (P1NP) este un marker
de formare osoasa cu variabilitate intraindividuala scazuta fata de IGF1.

Subiecti si metoda. 17 pacienti de sex masculin diagnosticati in timpul copilariei cu GHD, retestati in perioada
de tranzitie, au fost evaluati la minimum 3 luni de la intreruperea tratamentului cu GH. Am evaluat corelatia
P1NP cu IGF1. Am determinat puterea predictiva a P1NP in identificarea pacientilor cu deficit de GH persistent.
Rezultate. Am gasit o corelatie pozitiva puternica intre PANP si IGF-1 in grupul de pacienti care au mentinut
deficitul de GH in perioada de adult tanar (r = 0,72, Cl [0,02 la 0,94], p = 0,046). O valoare prag pentru P1NP
de - 0,66 SDS prezice persistenta deficitului de GH cu o sensibilitate de 62,5% CI [24,5 la 91,5], specificitate de
75% CI [47,61a92,7] siAUC = 0,719 CI [0,5 |la 0,881], p<0,05. Nu am gasit o diferenta semnificativa atunci cand
am comparat AUC pentru cei 2 parametri (p = 0.29).

Concluzii. In perioada de tranzitie, atunci cand viteza de crestere nu mai este disponibila, dinamica P1NP n
timpul terapiei substitutive cu GH ar putea fi utila in cuantificarea eficientei tratamentului.

Cuvinte cheie: Markeri de colagen, P1NP, IGF1, hormon de crestere, deficit de GH,
perioada de tranzitie
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INTRODUCERE

Achizitia de masa osoasa continua si dupa atin-
gerea indltimii finale, in cursul perioadei de tranzi-
tie, care este definitd ca intervalul de timp parcurs
de la atingerea naltimii finale si pana la finalizarea
dezvoltarii somatice. Axa hormon de crestere (GH,
growth hormone) — factor de crestere, similar insu-
linei I (IGF1, insulin growth factor I), are un efect
determinant asupra varfului de densitate osoasa
atins la mijlocul anilor douazeci, in perioada de
adult tanar (1). Ritmul ultradian al eliberarii GH-

ului face dificila identificarea cu precizie si exacti-
tate a deficitului somatotrop (2). Concentratiile se-
rice ale IGF1 si markerilor de colagen cresc ca
raspuns la GH (3,4).

In ciuda utilizarii rispandite in anumite circum-
stante clinice a IGF1 ca un test de screening pentru
deficitul de GH (GHD), coeficientul sau de repro-
ductibilitate este mai mic decat cel al markerilor de
colagen la determindri spatiate in cazul aceluiasi
individ (5) (IGF binding protein 3 — IGFBP-3).
Markerii de colagen nu sunt considerati instrument
de diagnostic pentru GHD (6). Markerii surogat ai
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sintezei de colagen permit evaluarea formarii osoa-
se (7,8).

Propeptidul amino-terminal al procolagenului
tip I este derivat din colagenul de tip [ — intr-o ma-
nierda stoechiometrica si este considerat o metoda
de cuantificare a colagenului tip I nou format, cola-
genul principal al osului.

In timpul cresterii din copilarie, markerii suro-
gat de formare osoasa circula la concentratii mai
mari decat 1n viata adulta si se coreleaza cu viteza
de naltare (9,10). Nivelurile lor variaza in timpul
pubertatii si sunt mai mari in perioadele de viteza
maxima de crestere. GH-ul, precum si hormonii se-
xuali influenteaza nivelurile markerilor de formare
osoasa (11). GHD pare sa aiba un efect semnifica-
tiv asupra ratei de reinnoire a colagenului in timpul
copildriei si mai putin in timpul maturitatii, atunci
cand hormonii sexuali si factorii locali contracarea-
za partial consecintele negative ale deficitului cro-
nic de GH-IGF-I in sinteza colagenului (12). Nu
exista date disponibile despre markerii surogat ai
turnover-ului 0sos §i asocierea acestora cu statutul
de GH 1in perioada de tranzitie.

Pentru a obtine o aprofundare a rolului PINP in
screening-ul persistentei GHD in perioada de tran-
zitie, am evaluat concentratiile acestuia la adoles-
centi GHD si voluntari sanatosi si le-am comparat
cu nivelurile IGF1. Am emis ipoteza cd PINP este
mai scazut la pacientii cu persistenta GHD 1n peri-
oada de tranzitie.

METODA
Subiecti

Am evaluat PINP intr-un studiu de tip transver-
sal. 17 pacienti de sex masculin diagnosticati in
timpul copildriei cu GHD, izolat (CO-IGHD), sau
ca parte a deficitului multiplu hipofizar (MPHD) (4
pacienti), urmariti in cadrul Departamentului de
Pediatrie al Institutului National de Endocrinolo-
gie, au fost selectati pentru acest studiu. O parte din
prezentul grup a fost utilizat intr-un studiu anterior
in care am determinat persistenta GHD in perioada
lor de tranzitie.

Toti pacientii au avut indicatia de intrerupere a
tratamentului cu GH pentru atingerea inaltimii fi-
nale in perioada cuprinsa intre septembrie 2008 si
decembrie 2013.

Pacientii cu CO-IGHD au fost retestati pentru
persistenta GHD in perioada lor de tranzitie folo-
sind testul de hipoglicemie insulin-indusa (ITT), cu
nivel prag al GH-ului maxim stimulat de 6.1 ng/dl.
In urma ITT, 4 dintre cei 13 pacienti cu CO-IGHD

au fost considerati ca GHD persistenti si impreuna
cu pacientii MPHD au fost inclusi in grupul pGHD
(date nepublicate). Un grup de control de 8 subiecti
sanatosi, potriviti pentru varsta si etapa pubertara,
au fost recrutati dintre copiii personalului medical
al institutului nostru. Grupul de subiecti GH sufici-
enti (SGH) a inclus subiecti cu GHD reversibil si
subiectii control.

Studiul a fost aprobat de comisia stiintifica a
Departamentului de Pediatrie. Consimtamantul in-
format scris a fost obtinut de la toti parintii si paci-
entil.

Analizele biochimice

Probele pentru determinarea IGF1 si PINP au
fost colectate intre orele 8 si 9 dimineata, pe ne-
mancate. In urmitoarele 2 ore, probele au fost cen-
trifugate la 4°C, plasma separata si utilizata pentru
masuratori sau stocata la -20°C pana la analiza ul-
terioara.

IGF-1 a fost masurat prin metoda chemiluminis-
centa utilizand anticorpi monoclonali (Liaison, DI-
ASORIN) (limita de detectie de 0,01 ng/ml, coefi-
cient de variatie (CV) interdozare 8,2%). PINP
total a fost analizat folosind anticorpi monoclonali
de soarece impotriva PINP prin metoda electroche-
miluminiscenta cu un analizor Cobas (Elecsys 2010
total PINP, Roche Diagnostics- limita de detectie
5 ng/ml, CV interdozare 4,1%).

In cazul PINP, toate probele din studiu au fost
masurate folosind acelasi lot de analiza.

Valorile de referinta

Pentru IGF-1 si PINP, am calculat mediile spe-
cifice varstei, deviatia standard (DS) si intervalele
de incredere 95% (95% CI), folosindu-se valorile
lor in grupul sGH. Pentru fiecare dintre cei doi pa-
rametri, am evaluat modificari cu varsta, folosind
un model de regresie polinomiala (software statis-
tic MedCalc v.14.8.1.0). Un al doilea model de re-
gresie a fost folosit pentru a obtine deviatia stan-
dard in functie de varsta. Am stratificat grupul sGH
in 2 intervale de varsta (15-16,9 si respectiv 17-19
ani), in conformitate cu specificatiile din literatura
pentru variatia valorilor PINP in functie de varsta.
Pentru a verifica valorile aberante in fiecare grupa
de varsta, am folosit testul Tukey. Am evaluat nor-
malitatea distributiei folosind testul Shapiro-Wilk
pentru fiecare grupa de varstd. Am evaluat omoge-
nitatea variantelor folosind testul Levene. Am cal-
culat indicii de asimetrie si aplatizare pentru fiecare
grupa de varstd. Am transformat in scor de deviatie
standard (SDS), folosind formula: x — media x / DS,
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unde x este valoarea absoluta IGF-1 sau PINP a
pacientului, media x este media IGF1 sau PINP
pentru subgrupul de pacienti sGH din care face par-
te cazul index.

Metoda prelucare date statistice

Analiza statistica a fost realizatd cu ajutorul
SPSS v 16.0. Corelatia dintre diferiti parametri a
fost realizata folosind coeficientul Pearson (pentru
date parametrice). Semnificatia statistica a diferen-
telor intre valorile medii intre diferitele categorii a
fost determinata folosind testul t (atunci cand se
compara doud grupuri). O valoare p 0.05 a fost con-
siderata semnificativa din punct de vedere statistic.
Pentru a evalua performanta de diagnostic a IGF1
si PINP 1n caracterizarea GHD 1n perioada de tran-
zitie, am ales nivelul prag al acestor parametri cu
cea mai buna specificitate si sensibilitate asa cum a
rezultat din analiza curbei ROC. Am folosit softwa-
re-ul de statistica MedCalc v.14.8.1.0 pentru a com-
para performanta ariei de sub curba ROC (AUC)
pentru cei doi parametri si a identifica in mod co-
rect starea de deficit de GH.

Rezultate obtinute

Am evaluat saptesprezece pacienti de sex mas-
culin cu GHD (4 MPHD), cu o varsta medie de
17,3 ani, tratati in timpul copilariei cu GH recombi-
nant pentru o perioada medie de 6,88 ani (interval
2,9-12,4 ani), dupa o perioadd minima de 3 luni de
la intreruperea tratamentului cu GH. Patru pacienti
IGHD au mentinut GHD dupa retestarea in perioa-
da de tranzitie. Un grup de 8 subiecti control, potri-
viti de varsta, alaturi de pacientii cu GHD reversi-
bil, au reprezentat grupul de subiecti cu axa GH
competentad (sGH).

Tabelul 1 prezinta caracteristicile clinice si bio-
chimice ale subiectilor separati in functie de statu-

sul axei GH. Toti subiectii au prezentat pubertate
spontana in stadiul Tanner V de sexualizare sau au
avut substitutie adecvata cu steroizi sexuali.

Am stratificat grupul sGH 1n 2 intervale de var-
sta (15-16.9 si respectiv 17-19 ani). Valorile IGF1
si PINP au avut o distributie normala in grupul
sGH asa cum rezultd din testul Shapiro-Wilk (p>
0,05), cu un indice de asimetrie de 0,835 (eroare
standard (SE) 0,550) si un indice de aplatizare de
0.557 (SE = 1,063) pentru IGF1 si respectiv indice
de asimetrie de 0,003 (SE = 0,550) si un indice de
aplatizare de -0.459 (SE = 1,063) pentru PINP. Va-
lorile IGF1 si PINP mentin distributia normala in
grupurile stratificate n functie de véarsta (datele nu
sunt prezentate). Am folosit grupul sGH ca referin-
ta pentru valorile normale IGF1 si PINP. Am obti-
nut pentru fiecare an de varstd, media si deviatia
standard (DS) pentru PINP si IGF-1 ca o functie a
varstei. Varsta a fost un predictor semnificativ doar
pentru DS a PINP. Am gasit o distributie normala
pentru PINP si IGF1 in grupul GHD stratificat in
functie de varsta. Am gasit o suprapunere a valori-
lor absolute ale P1NP intre pacienti GHD si grupul
de referintd. A existat o tendinta catre o diferenta
semnificativa a concentratiilor absolute ale PINP
cand comparam cele doud grupuri (p = 0,07), cu
valori mai mici in grupul GH deficient. Pacientii
GH suficienti au PINP exprimat ca SDS (medie =0,
SE = 0,23) superior comparativ cu pacientii GHD
(medie =-0,71, SE = 0,58). Aceasta diferenta a fost
semnificativa [t (21) = 2,24, p <0,05] si reprezinta
un efect mediu r = 0,44. In grupul GH deficient nu
a existat nici o valore a PINP sub — 2SDS.

Desi nu am gasit o diferenta semnificativa intre
mediile pentru cei doi parametri, PINP si IGF1,
cand am comparat grupul sub 17 ani cu grupul de
varstd mai mare, am pastrat intervalele de referinta

TABELUL 1. Caracteristicile pacientilor separati in functie de statusul GH

pGHD (n=8) sGH (17)
BMI (SDS) 0,40%1,82 [-2.9, 1.4] -0,74+0,82 [-1.7, 0.75]
Ht (SDS) -1,1+1,12 [-3.2, 0.09] -0,63+1,20 [-2.89, 1.46]
CA (ani) 17,53%1,26 [15.2, 18.9] 16,94+1,01 [14.9, 18.5]
PINP (SDS) -0,710,58 [-1.49, 0.27] 0£0,97 [-1.56, 1.37]
PINP (ng/mL) 214,36£74,57 [106.7, 321.1] 308,41+130,95 [120.2, 537.8]
IGF1 (SDS) 2,1+1,48 [-3.69, 0.49] 0£0,97 [-1.46, 2.04]
IGF1 (ng/mL) 209,68+151,88 [60.94, 493.7] 398,12+102,45 [250.8, 638.8]
timeTx (ani) 1,38+1,27 [0.3,4.2] 0,810,53 [0.3,1.9]"

medie £ SD [min, max]

pGHD, deficit persistent al GH; sGH, GH suficient; IMC, indice de masa corporala; SDS, scor deviatie stan-
dard; Ht, indltime; CA, varsta cronologica; P1NP, capatul amino-terminal al procolagenului de tip I; IGF1,
factor de crestere similar insulinei I; timeTX, timp de la intreruperea tratamentului cu GH;

* cu exceptia subiectilor control
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stratificate pe varsta datorita diferentei semnificati-
ve dintre DS.

Figura 1 prezinta relatia grafica dintre valoarea
absoluta a PINP si IGF-1, folosind o diagrama de
dispersie. Am gasit o corelatie pozitiva puternica
intre PINP si IGF-1, atat in grupul GHD, cat si in
grupul sGH (r=0,72, CI1[0,02 1a 0,94], p = 0,046 si
respectiv r = 0,48 CI [-0,01 la 0,79], p = 0,058).

Dupa ce am ajustat pentru véarsta cronologica,
deficitul de inaltime si greutate, aceasta corelatie a
fost mentinuta doar in grupul GHD. Tabelul 2 pre-
zinta corelatia Intre PINP si IGF1 si anumiti para-
metri clinici.

Valorile P semnificative sunt cu caractere ingro-
sate.

Analiza curbei ROC a aratat ca cea mai buna
valoare prag pentru IGF-1-SDS care discrimineaza
intre GHD si sGH a fost -1,34 SDS, cu o sensibili-
tate de 80% CI [44.,4 la 97,5], o specificitate de
93,75% CI [69,8 1a 99,8] si AUC = 0,875 CI [0,686
la 0,971], p<0.05. Probabilitatea prezisa pentru un
rezultat pozitiv al testului (LR +) a fost de 12,8 CI
[1,9 1a 87,6]. Probabilitatea prezisa pentru un rezul-
tat negativ (LR-) a fost de 0,21 CI [0,06 1a 0,7].
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Analiza curbei ROC a aratat ca cea mai buna
valoare prag pentru PINP-SDS care discrimineaza
intre GHD si sGH a fost -0,66 SDS, sensibilitate de
62,5% CI [24,5 la 91,5], specificitate de 75% CI
[47,6 1a 92,7] si AUC = 0,719 CI [0,5 la 0,881],
p<0,05. Probabilitatea prezisa pentru un rezultat
pozitiv al testului (LR +) a fost de 2,5 CI [0,9 la
6,8]. Probabilitatea prezisa pentru un rezultat nega-
tiv al testului (LR-) a fost de 0,5 CI [0,2 1a 1,3]. Nu
am gasit o diferentd semnificativa atunci cand am
comparat AUC pentru cei doi parametri (p = 0,29).

DISCUTII

P1INP este un marker al formarii osoase. Acesta
provine din conversia procolagenului in colagen in
cursul sintezei de colagen tip I. Eliminarea capatu-
lui amino-terminal este realizatd de proteaze speci-
fice atunci cand colagenul de tip I este iIncorporat in
matricea osoasa. Concentratia PINP este legata de
cantitatea de os nou format (13). In 2011, Fundatia
Internationala de Osteoporoza, Federatia Internati-
onala de Chimie Clinica si Grupul de lucru privind
standardele de Laborator ale markerilor ososi au

100 200 300 400
PINP(ng/mL)

500 600

FIGURE 1. Corelatia intre propeptid amino-terminal colagen tip I, P1NP cu factorul

de crestere similar insulinei

TABELUL 2. Corelatia P1NP si IGF1 cu parametri clinici

PINP IGF1
r p r p
Ht (SDS) 0,424 0,039 0,338 0,098
Greutate (kg) -0,139 0,584 -0,560 0,016
CA (ani) -0,383 0,065 -0,593 0,002
timeTx (ani) -0,393 0,107 -0,476 0,046

r — coeficientul de corelatie Pearson; PINP — propeptidul amino-terminal al procolagenului de tip I;
IGF1 — factorul de crestere similar insulinei I; SDS — scor deviatie standard; Ht, indltime; CA — varsta
cronologicd; timeTX — timpul de la intreruperea tratamentului cu hormon de crestere
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recomandat utilizarea P1NP ca marker de referinta
pentru formarea osoasa (14).

Datele obtinute in studiul nostru arata ca in tim-
pul perioadei de tranzitie, PINP se coreleaza pozi-
tiv cu IGF-1. Studiile anterioare au aratat ca lipsa
efectului GH/IGF-I asupra turnover-ului osos, asa
cum apare in deficitul de hormon de crestere, este
asociata cu formarea osoasa si sinteza scazutd de
colagen doar in timpul copilariei, dar nu si in viata
de adult (12).

Nivelurile serice scazute ale propeptidelor de
procolagen in cazul copiilor cu GHD au fost legate
de viteza de crestere redusa (15,16).

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

Am folosit pentru analiza biochimica un test
pentru P1NP total care detecteaza doud forme anti-
genice diferite ale PINP, cea trimericd, intactd si
cea monomerica. Aceastd caracteristica este rele-
vanta 1n special atunci cand modificarile ce urmea-
za sa fie masurate sunt relativ mici si ar fi de astep-
tat un comportament mai dinamic pentru un test
care detecteaza PINP intact (13). Concentratiile
plasmatice ale PINP la pacientii GHD au fost in
intervalul de referintd pentru indivizi normali.
Acest lucru poate fi explicat prin intervale de refe-
rintd prea extinse ale acestui marker, cu variatie in-
ter-individuala considerabila, reflectind mari vari-
atii inter-individuale ale ratei de Innoire osoasa la
adulti (17).

Valorile PINP variaza in functie de varsta. In ca-
zul subiectilor nostri, corelatia negativa a PINP cu
varsta este de asteptat, dat fiind declinul fiziologic
al markerilor de colagen dupa parcurgerea puberta-
tii (18). Spre deosebire de impactul negativ asupra
valorilor IGF1, PINP nu este influentat de greutate.

Valori similare pentru PINP intre pacientii cu
GHD reversibil si martori sugereaza o rata a forma-
rii de masa osoasa normala in primul caz.

Am gasit o diferentd semnificativa intre PINP,
exprimat ca SDS intre pacientii cu GHD si subiectii
GH-suficienti.

Acest fapt sugereaza un rol determinant asupra
markerilor turnover-ului osos al axei GH-IGF1 in
timpul etapei de tranzitie, spre deosebire de viata
de adult cand steroizii sexuali au efectul principal
(12). Am calculat AUC pentru PINP si am gasit pu-
tere de predictie pentru GHD similara cu cea a
IGF1. Markerii de colagen au variabilitate intra-in-
dividuald mai mica in comparatie cu IGF1 (5).

CONCLUZII

Un marker seric cu coeficient de reproductibili-
tate crescut este preferabil de utilizat atunci cand se
cuantifica beneficiul in timpul tratamentului.

In perioada de tranzitie, atunci cand viteza de
crestere nu mai este disponibild, dinamica PINP,
un marker de formare osoasa responsiv la GH, ar
putea fi utila in cuantificarea eficientei tratamentu-
lui substitutiv cu GH.



