Rigas Stradina Universitate

lveta Dzivite-Krisane

21-HIDROKSILAZES DEFICITA
MOLEKULARIE MEHANISMI,
IMUNGENETISKAIS RAKSTUROJUMS,
TO KLINISKAS UN TERAPEITISKAS
KONSEKVENCES BERNIEM LATVIJA

(Specialitate — pediatrija)

PROMOCIJAS DARBA KOPSAVILKUMS

Riga, 2010



Promocijas darbs veikts:
e Doktorantiiras programmas kliniska dala izstradata Beérnu kliniska
universitates slimnica;
e Rigas Stradina Universitates Pediatrijas katedra;
e Eksperimentala dala veikta Karolinskas institiita Bé&mu endokrinologijas
centra un Endokrinologijas zinatniska laboratorija Zviedrija, Stokholma.

Zinatniska darba vaditaja:
Dr.habil.med., profesore Dace Gardovska

Darba zinatniskais konsultants:
Dr.biol., profesors Edvins Miklasevics

Recenzenti:
Dr.habil.med., profesors Aivars Lejnieks (RSU)
Dr.habil.med., profesors Valdis Pirags (LU)
Dr.habil.med., profesore Danute Lasiene (Kaunas Medicinas universitate)

Promocijas darba aizstavésana notiks 2011.gada 15.marta plkst. 15.00
Rigas Stradina universitates Internas medicinas promocijas padomes atklataja seédé

RSU Hipokrata auditorija, Riga, Dzirciema iela 16.

Ar promocijas darbu var iepazities Rigas Stradina universitates biblioteka.

Promocijas padomes sekretare:
Profesore, Dr.habil.med. Maija Eglite



Darba lietotie saisinajumi

Skaitli

11beta-HSD - 11-beta hidroksisteroid-dehidrogenaze
17-HSD - 17-hidroksisteroid-dehidrogenaze
17-OH-P - 17-hidroksi-progesterons

21-H - 21-hidroksilaze

21-HD - 21-hidroksilazes deficits

3-beta-HSD - 3-beta hidroksisteroid-dehidrogenaze
A

AKTH - adrenokortikotropais hormons

B

BKUS - Bérnu Kliniska Universitates Slimnica

C

CAMF - cikliskais adenozin-monofosfats

CRH - corticitropin-releasing hormone

D

ddNTF - 2,3-di-dezoksinukleozida trifosfats

DHEA - dehidro-epi-androsterons

DHEA-S - dehidro-epi-androsterona sulfats

DNS - dezoksinukleinskabe

DOK - dezoksikortikosterons

E

EKG - elektrokardiogramma

ESPE - European Society of Pediatric Endocrinology
G

GK - glikokortikoidi

GnRH - gonadotropin-releasing hormone

I

IGF - insulin-like growth factor

IVGH - iedzimta virsnieru garozas hiperplazija

P

P - progesterons

PCR - polymerase chain reaction

PRA - plazmas renina aktivitate

S

StAR - steroidu genézes akiitais regul&josais proteins
SZ - iedzimtas virsnieru garozas hiperplazijas salszaudes forma
T

TNF - tumoru nekrozes faktors

\Y

VV - iedzimtas virsnieru garozas hiperplazijas vienkarsi viriliz€josa forma



1. levads

Iedzimta virsnieru garozas hiperplazija (IVGH) jeb iedzimts adrenogenitalais
sindroms (AGS) ir viens no visbiezak sastopamakajiem iedzimtiem metaboliem
defektiem, ka pamata ir autosomali-recesivs, monogéni noteikts viena vai vairaku
steroidu biosintézes enzimu deficits. Katra §1 enzima deficits IVGH slimniekam
izraisa savas, tipiskas metabolas un kliniskas izpausmes, bet to kop€ja raksturiga
pazime ir $adam slimniekam attistijusies glikokortikoidu nepietickamiba ar sekojoSu
kompensatoru, adrenokortikotropa hormona (AKTH) hiperstimul€tu, virsnieru
garozas hiperplaziju.

1.1. Darba aktualitate

Kliicisti un mediciniskaja izpeté stradajosie zinatnieki aizvien lielaku uzmanibu
pievér§ hormonalajam noris€m kritiski slimiem slimniekiem, mé&ginot noskaidrot
faktorus, kuru izmainas §adas situacijas nosaka slimibas iznakumu. Virsnieru garozas
hormoni starp Siem faktoriem, nenoliedzami, ir vieni no bitiskakajiem, tadel cilveki,
kuriem ir iedzimts So hormonu sekrécijas deficits, izraisa 1pasu klinisku un teor&tisku
interesi, jo kompens€ta virsnieru garozas nepietickamiba stresa situacijas var pariet
dekompenséta, izraisot dzivibu apdraudosu akiitu virsnieru garozas krizes kliniku. Ta
ka IVGH vieglako formu izplatiba atseviskas populacijas médz but pat 1:100 [1, 5-7],
tad $1s problémas aktualitati nedrikst noveértét par zemu.

Latvija lidz §im nav veikts neviens IVGH pétijums ne kliniska, ne zinatniska
virziena.

HLA III klases génu pétijumi konkréta populacija aktuali ar7 tapéc, ka slimibas
markeri dazadas etniskas grupas atskiras.

Promocijas darbs varétu dot jaunas IVGH diagnostikas iesp€jas izstradni un
pareizas arsteéSanas taktikas izveli, ieskaitot prenatalo diagnostiku un arstéSanu.
Galvenie savlaicigas IVGH diagnostikas un arst€Sanas mérki ir:

— neonatalas mirstibas samazinaSana no nediagnostic€tas akiitas virsnieru
nepietiekamibas krizes IVGH salszaudes formas gadijuma,

— pareiza jaundzimu$a dzimuma noteikSana IV - V virilizacijas pakapes (péc
Prader) gadijuma un izvairisanas no talakas dzimuma mainas (atbilstosi
genétiskajam dzimumam) raditajam mediciniskajam, psihologiskajam un
socialajam problémam,

— neauglibas problémas samazinasana.

Promocijas darbs ir pirmais IVGH pétijums bérniem Latvija.

1.2. Problemas nostadne

Ta ka IVGH ir iedzimts metabols defekts, kur§ sals zaudes formas gadijuma var
novest pie jaundzimusa vai zidaina mirstibas, kuras tieSais iemesls ir akiita virsnieru
garozas mazsp€ja, tad aizvien noteiktak tiek uzskatits par pamatotu prenatals
skrinings §is patalogijas atklasanai un prenatalas terapijas uzsaks$anai. Miisdienas $ada
skrininga diagnostika balstas, galvenokart, uz molekulari genétiskiem izmekl&jumiem
un daudzas valstis ta arvien plasak tiek ieviesta ka kliniskas rutinas metode. Ka liecina
lidz $im uzkrata kliniska pieredze, tad steroidu 21-hidroksilazes deficitu sp&j izraisit
daudzas tas géna (CYP21 geéna) mutacijas, pie kam atseviskas populacijas doming
kadas no tam [17,19,20,24,28,84].



Pastav vairakas neatrisinatas problémas, kuru noskaidrosana lautu uzlabot 21-
hidroksilazes deficita diagnostiku un noteikt slimibas riska un prognozes faktorus:

slimibas epidemiologisko raditaju dinamikas izveért€sana IVGH vietas
precizésanai bérnu hroniskas patologijas struktiira, slimibas sakuma variantu
attistibas izpéte,

HLA III klases génu un specifisko génu allelu mutaciju un IVGH saistibas
noskaidrosana, lai identifictu slimibas un tas klinisko formu imiingenétiskos
markerus,

riska faktoru (imiingenétisko, klinisko) noskaidroSana slimibai kopuma un tas
kliniskajam formam,

prediktivo pazimju noskaidroSana pacientiem ar vienkarsi viriliz§joSo formu,
lai izstradatu savlaicigas §1s formas diagnostikas algoritmus.

1.3. Darba mérkis

Promocijas darba merkis ir izpétit 21-hidroksilazes deficita molekularos
mehanismus, imiingenétisko raksturojumu, to kliniskas un terapeitiskas konsekvences
bérniem Latvija.

1.4. Darba uzdevumi

Noskaidrot iesp&jamo saistibu starp Latvija vairak izplatitiem ar IVGH
saistitiem HLA haplotipiem un IVGH kliniskajam formam, IVGH attistibas
HLA haplotipu Latvija atSkiribas no tadiem Eiropa,

Noteikt Latvija domingjosas CYP21 géna mutacijas,

Noskaidrot CYP21 géna domin&joSo mutaciju spektra atskiribas no Eiropas
valstis konstatgtajiem,

Analizét pétijuma ieklauto beérnu IVGH slimibas gaitu piecu gadu perioda
dinamika.

1.5. Aizstavésanai izvirzitas idejas

e CYP2I1 géna domingjoso mutaciju spektrs Latvija 1idzinas ar Eiropas
valstis konstatéto,

e IVGH izplatiba Latvija bitiski neatSkiras no Baltijas un Ziemelvalstu
regiona sastopamas,

e jaundzimuSo IVGH skrinings ir objektiva nepiecieSamiba, lai sekmé&tu
zidainu mirstibas samazinasanos no savlaicigi nediagnosticétas akiitas virsnieru
garozas mazspéjas, noteiktu pareizu jaundzimus$a dzimumu meitenes
virilizacijas gadijuma, samazinatu neauglibas problemas IVGH pacientiem
fertilaja vecuma.

1.6. Darba hipotézes

e CYP21 géna domingjoso mutaciju spektrs IVGH pacientiem Latvija
neatSkiras no Eiropas valstis konstatétajam,

e HLA III klases haplotipi IVGH pacientiem Latvija neatSkiras no
Eiropas valstis konstatétajiem.



2. Rezultatu novitate

1. Pirmo reizi apkopoti un dinamika izveértéti IVGH epidemiologiskiec dati Latvija.
Ta ka darba pielietota datu vaksSanas un analizes metodika izv€l&ta atbilstosi
starptautiskiem standartiem, tad iegitie rezultati ir salidzinami ar citas pasaules
valstis iegiitajiem. Tas, savukart, ir lavis noskaidrot, ka IVGH saslimstiba Latvija
ir zemaka neka Ziemeleiropas valstis konstateta.

2. Noskaidrots, ka IVGH attistibas riska faktori Latvija butiski neatSkiras no tadiem
Ziemeleiropas regiona un tie saistas ar HLA-B14;DR1 haplotipu un HLA-
A3;Bw47;DR7 haplotipu.

3. Noskaidrots, ka IVGH sals zaudes formas slimniekiem Latvija domine CYP21
geéna lielas delécijas un konversijas, ka arT punktveida mutacijas ( A / C par G )
introna 2.

4. Noskaidrots, ka IVGH vienkarsi viriliz€jo$as formas slimniekiem Latvija doming
Ile-172 par Asn mutacijas.

5. Noskaidrots, ka IVGH neklasiskas formas slimniekiem Latvija biezak sastopamas
ir Val281Leu un Pro30Leu mutacijas.

3. Promocijas darba struktiura un apjoms

Promocijas darbs ir uzrakstits latvieSu valoda. Tas sastav no Titullapas un 10
nodalam. Darba biitiba ir izklastita 4 nodalas, bet pargjas 6 nodalas ir attiecigi -
ievadam, secinajumiem, rezultatu novitatei, darba anotacijai, literatiiras atsauc€m un
pielikumiem. Darbs izklastits uz 136 lappusém masinraksta. Tas ilustréts ar 22
tabulam un 52 att€liem. Darbam pievienoti 27 pielikumi.

4. Materials un metodes

4.1. Slimnieku raksturojums un atlase

Petijuma izmantotie dati par 53 21-hidroksilazes deficita slimniekiem apkopoti
VAS Beérnu Kliniskas Universitates Slimnicas (BKUS) Bérnu un pusaudzu
endokrinologijas centra iedzimtas virsnieru garozas hiperplazijas pacientu registra.
Minétas slimibas pacientu registrs uzsakts 1989.gada uz bérnu endokrinologijas
nodalas bazes, pateicoties arstu entuziasmam.

Pacientu vecums O - 18 gadi.

Petijuma veikta prospektiva un retrospektiva datu analize laika perioda no 1989. -
1992.gadam. Retrospektivaja pétijuma tika ieklauti visi pacienti ar IVGH klasisko
formu.

Pacienti tika atlastti peéc SSK-10 diagnozes koda E25.0.

Primarais datu avots - BKUS endokrinologijas centra pacientu stacionara slimibas
vestures un ambulatoras kartes.

Sekundarais avots — gimenes arstu izraksti no ambulatorajam kartém.

Izverteti 53 21-hidroksilazes deficita (salszaudes un vienkarsi viriliz€josas formas)
slimibas gadijumi bérniem Latvija.

Katram slimniekam izveidota anketa “Sakotn€ja informacija par IVGH
slimnieku.” un “Aktuala informacija par IVGH slimnieku.”, kuru dati analizéti.



Asins paraugi imiingenétiskai un molekulari genétiskai izmekl&sanai iegiti laika
no 2000. - 2004.gadam no visiem 53 slimniekiem, rakstiski sanemot atlauju no b&rna
vecaka vai likumiga aizbildga (atlaujas un informacijas formas par péetijumu
“PickriSana molekulari genétiskam pétijumam.” un “Informacija izmekl&jamas
personas vecakiem.”).

Pirms iesaistiSanas pétijuma visiem pacientiem IVGH diagnoze pieradita,
pamatojoties uz ESPE (European Society of Pediatric Endocrinology) izstradatajiem
diagnostiskiem krit€rijiem.

Izveidotas 2 kontroles grupas: imunogenétiskai kontrolei — 20 veseli neradniecigi
bérni, molekulari genétiskai kontrolei - 10 veseli neradniecigi bérni.

Venozo asinu paraugi iegiti gadijumos, kas nav saistiti ar autoimiinu, infekciozu
vai endokrinu patologiju. Kontroles grupas bérni atbilstosi slimniekiem péc vecuma
un dzimuma.

Piecu gadu laika (lidz 2009.gadam) veikta visu 53 pétijuma ieklauto beérnu IVGH
slimibas gaitas dinamiskas novéroSanas analize, izvert€jot:

- kliniskos parametrus — augumu, augumu pieaugusa vecuma (finala augumu),

pubertates sakuma vecumu, menarche vecumu,

- bioktmiskos raditajus — 17aOHPg, Na un K Iimeni asinis diagnostikas bridi

un 17aOHPg [imeni novérosanas laika,

- terapijas shémas analizi,

- komplikacijas.

Noteiktais novéroSanas biezums lidz 3 gadu vecumam - reizi 3 ménesos, vélak -
atkariba no kliikas - vid&ji reizi 6 ménesos.

Bérni ar IVGH atradas BKUS bérnu un pusaudzu endokrinologijas centra apripg,
tade] Saja izpete iegltie dati zinama mera lauj spriest gan par So problému Latvija
kopuma, gan atseviskos tas regionos, ka ari salidzinat IVGH izplatibu pie mums ar
kaiminvalstu un pasaules datiem.

Epidemiologisko raditaju aprékinasanai izmantoti Latvijas Republikas Centralas
Statistikas Parvaldes dati par ikgad€jo dzimstibu un bérnu skaitu Latvija.

4.2. Pétijuma subjekti

Izpete iegiiti un analiz€ti 53 bérnu vecuma IVGH slimnieku dati un klmiskais
materials. 30 slimnieku bija z€ni, bet 23 - meitenes; 4 no pétijuma ieklautajiem
z€niem genétiski bija meitenes ar IVGH izraisitu izteiktu virilizaciju. 29 slimniekiem
konstatéta IVGH sals zaudes kliniska forma, bet 24 - vienkarsi viriliz§josa forma.

Argjo dzimumorganu izveide tika izvertéta pec Prader virilizacijas skalas.
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Prader virilizacijas skala [235].
Norma meitenei | U i v V' Norma zénam
T e | —~ |~ . [
“. N ".‘A £ I"- l\l' Ep' . \ .‘Lv)D l N : D .'n, r\ /:. 9 ll lx’ \ (\\l
4 ( N . -
Nt (—) ]_. ~ ~J ||_,z"; { -r ! /) -—-/’ ,v’. /-;'.’.’_L:I‘( 4 I 7 ‘-” ,v’z o -f’/
L s - (# L[',-'
v
[bd] 63
¥ i ‘v' 4 \‘v.; “‘/ N A Y ¢ }-1 v’ N v | |V
R (@} / ‘Q‘ \ vl el /
x . (&) () ,|
B2, \ ¥ el N, = |\ ) | |
— N



Prader 0: Normali sieviskie argjie dzimumogani.

Prader I: Sieviskie ar€jie dzimumorgani ar palielinatu klitoru - klitoromegalija.

Prader II: Klitoromegalija ar daléju kaunuma liipu sapliisanu, kuras tadéjadi veido
piltuvveida urogenitalo sinusu; maksts un uretra atveras uz So piltuvveidigo
veidojumu.

Prader III: Klitoromegalija sasniedz phallus apmeérus; pilna kaunuma lipu
sapliisana, veidojot urogenitalo stnusu uz kuru atveras maksts un uretra;
urogenitalajam sinusam ir viena argja atvere.

Prader IV: Arcjos dzimumorganus veido phallus un pilnigi saaugusas kaunuma
lupas, veidojot scrotum lidzigu veidojumu; maksts un uretra atveras uz kop€ju atveri
phallus pamatné.

Prader V: Ar&jie dzimumorgani péc izskata atgadina normalus viriskos argjos
dzimumorganus; maksts un uretra atveras ar kop&ju atveri phalus gala.

Pacienta genétiskais dzimums tika noteikts ar rutinas kariotipa analizi Valsts
Genétikas centra.

AugSanas dinamika pacientiem tika izvértéta péc standartdeviaciju (SDS)
augSanas likném.

Pubertate tika izvertéta péc Tannera kriterijiem, par pubertates sakumu z€niem
uzskatot testis tilpuma palielinaS8anos 4 ml, bet meiteném - krasu dziedzeru
palielinasanos [237].

17a0OHPg limenis asinis tika analiz&ts péc laboratorijas references raditajiem.

4.3. leslégsanas kritériji

Petijuma tika ieklauti pacienti ar kliniski skaidri pieraditu klasisko IVGH formu
péc ESPE izstradatajiem diagnostiskajiem kriterijiem [215] atbilstosi SSK-10
diagnozes kodam E25.0.

Kontroles grupa tika ieklauti BKUS pacienti ar akiitas respiratoras saslimSanas
diagnozi bez kliniskdam un laboratoram noradém wuz jebkadu citu veselibas
trauc€jumu.

4.4. \lzslégsanas kritériji

Pacienti, kuru vecaki vai juridiskie aizbildni atteikuSies no anketéSanas vai
lidzdalibas pétijuma. Netika sanemts neviens atteikums par piedaliSanos peétijuma.

4.5. Diagnostika un klasifikacija

IVGH diagnosticé péc kliniskiem, hormonaliem un molekulari genétiskiem
kritérijiem, kas pamatojas uz ESPE un Lawson Wilkins Endokrinas Biedribas 2002.
gada kopgji izstradatiem IVGH diagnostikas standartiem [3,4,31,209,210,213,215,
218].



IVGH diagnostikas algoritms jaundzimusajiem [222].
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4.6. Lietotas metodes

4.6.1. CYP21/CYP21P molekularai analizei izmantotie
praimeri

CYP21 / CYP21P molekularai analizei tika izmantoti Metabion International AG
(Vacija) razotie praimeri.

4.6.2. DNS izdaliSana no asinim

Hromosomalas DNS (hrDNS) izdaliSanai izmanto 2 - 3 ml asinu. Asinis vac
vakutainera stobrinos, kas satur EDTA vai citrata buferi, ta noverSot asinu sarecésanu.

Asinis uzglaba pie - 20 C - 70 C. Nav vélams asinis vairakkartigi atsaldet.

hrDNS tiek izdalita no leikocitiem, izmantojot komercialo Qiagen komplektu
DNS izdaliSanai no asinim (QIAamp® DNA Blood Mini Kit), atbilstosi razotaja
apstiprinatai metodikai.

4.6.3. CYP21 géna mutaciju noteikS§ana ar PCR

Polimerazes k&des reakciju (Polymerase chain reaction - PCR) loti plasi izmanto
visdazadakajas biologijas un medicinas nozar€s, diagnostika, DNS fragmentu
pavairoSanai, mutagenéze un sekvenésanai.

Metodes butiba ir DNS amplifikacija, ko veic termostabila polimeraze (Taq
polimeraze). PCR balstas uz 20 - 40 reizu atkartotiem DNS sintézes cikliem. Katru
sintézes ciklu veido tr1s reakcijas posmi: DNS denaturacija, praimeru hibridizacija un
DNS sinteze.

Parbaudamo materialu 10 pL suspendgja 200 pL fiziologiska skiduma un 2 pL
izmantoja ka matricu amplifikacijai ar specifiskiem praimeriem (skat. Tabulu 1).
Viena parauga PCR amplifikacijas reakcijas pagatavosanai tika izmantots 10 mM
dNTP maisijums - 0,1 mM, atbilstosi praimeri 200 mM, MgCI2 - 1,5 mM, Taq
polimeraze - 1 V, pievienots destiléts tidens 1idz 12,5 ml.

PCR amplifikacijas produktu attirija ar kitiem saskana ar raZotaja noradijumiem.
PCR amplifikacijas produktu sadalija 2% agarozes g€la izmantoSanai DNS
sekvenéSanai un vizualizgja ar etidija bromidu.

4.6.4. DNS sekvenésana

DNS sekvenéSana izmantoja Big Dye kitu (Biosystems, UK). Reakciju veica

saskana ar razotaja noradijumiem. Reakciju analiz€ja izmantojot tos paSus praimerus,
ko PCR reakcija (skat. Tabulu 1).

4.6.5. HLA génu haplotipésana
1. HLA A,B,C génu amplifikacija

Genoma DNS iegiitas no slimnieku un kontroles grupas perifero asinu leikocitiem.
Amplifikacijai tika paklauts HLA génu 2.polimorfais eksons. Amplifikacija PCR
notika programmeétaja terminalaja ciklera (Perkin Elmer, Cetus, Connecticut, USA).
HLA B amplifikacija veikta 30 ciklos: denaturacija 95° C temperatiira 1 miniiti,
hibridizacija - 55° C temperatiira 1 miniiti, sintéze - 72° C 2 minites. HLA A
amplificéti 35 cikli: denaturacija 94° C temperatiira 1 miniiti, hibridizacija - 62° C 1
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miniiti un sintéze - 72° C temperatiira 2 miniites. HLA otra eksona amplifikacijai tika
lietoti praimeri no Erlich, Bugawan.

2. HLA B génu tipéSana

HLA B génu tip&Sana veikta ar zemas izskirSanas polimerazes kédes reakciju (low
resolution PCR-SSP), lietojot sekvences specifiskos praimerus atbilstosi razotdja
noteiktajai metodikai (BA Gene; BAG Lich, Vacija). Identificéti galvenie HLA B alglu
tipi.

4.7. leguto rezultatu statistiska apstrade

Datu apstradei izmantota SPSS programma, datu salidzinasanai T-tests, bet datu
analizei - apraksto$as un secino$as statistikas metodes.
Atbilsto$i izvirzitajiem uzdevumiem un datu veidiem tika izmantotas
parametriskas un neparametriskas statistikas metodes.
Iegtito rezultatu statistiskai apstradei lietotas sekojoSas metodes:
e centralas tendences raditaji ar videja aritmétiska aprékinasanu,
e izkliede datiem raksturota ar standartnovirzi,
e Chi - square tests (c2 tests),
e CI analize - (Wilson metode) vienas izlases datu intervala
aprékinasana,
e Newcombe metode - proporcijas un to differences,
¢ linearas regresijas metode.
Par statistiski ticamu tika pienemts biitiskuma Itmenis p < 0,05.
HipotéZzu parbaudes raksturlielumu atSkiribas vertétas ar ticamibu 95%, kas atbilst
butiskuma limenim p=0,05.

5. Rezultati
5.1. Epidemiologiskas izpétes atradne

Veérojama tendence jauno IVGH slimnieku skaitam péd€jos gados palielinaties.
Proti - ja izpété ieklautajos pirmajos 5 gados (no 1984.-1988.) jauno IVGH slimnieku
skaits vidgji ir 1.6 gada, nakamajos 5 gados (1989.-1993.) - 2 gada, laika no 1994. lidz
1998. gadam - 2.8 gada, tad izpétes laika pedgjos gados (resp. 1999.-2008.) ir atklati
vid&ji 5 jauni IVGH slimnieki gada (skat. Attélu 4).
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Attels 4.
Saslimstiba ar IVGH Latvija (1984. - 2002.)

IVGH SASLIMSTIBA LATVIJA (1984. - 2008. GADS)
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Gandriz treSdala pétijuma ieklauto IVGH slimnieku dzivo Riga. Ta ka Seit
uzskaitits absoliitais slimnieku skaits, nevis pemta slimnieku skaita attieciba uz
iedzivotaju skaitu, tad rezultats ir skaidrojams ar to, ka Rigad dzivo gandriz puse
Latvijas iedzivotaju.

Savukart, Latvijas austrumu dala (Vidzeme un Latgale) dzivojoso IVGH
slimnieku skaits ievérojami parsniedz Latvijas dienvidu (Zemgale) un rietumu dala
(Kurzeme) dzivojoso skaitu.
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Attels 5.
IVGH slimnieku skaits Latvijas regionos.

IWVGH SLIMNIEKU SKAITS LATVIJAS REGIONOS

Zemgale 13%

Vidzeme 21%

'. Kurzeme 15%

Redzams, ka no Latvijas admnistrativam vienibam vairak IVGH slimnieku dzivo
lielajas pilsétas - Riga, Daugavpili, Liepaja, Jurmala, Valmiera un Jelgava, bet mazak
- Latvijas dienvidu un rietumu rajonos (skat. Attélu 5).

Tendence jauno IVGH slimnieku skaitam pédg€ja laika pieaugt attiecinama art uz
jaunajiem IVGH klasiska tipa salszaudes formas slimniekiem. Respektivi - ja
noverojumu perioda sakuma So slimnieku skaits bija vidgji 1 gada, tad p&dejos gados
tas ir aptuveni 3 gada.

5.2. Kliniska materiala izvértéjums

5.2.1. Slimnieku kontingenta struktiira

Slimnieku kontingenta struktiira rada, ka slimnieku grupas péc genétiska dzimuma
ir gandriz vienada skaita un ka salszaudes formas slimnieku ir vairak neka vienkarsi
viriliz€josas formas slimnieku.

Attéls 6 demonstré vienu IVGH galvenajam problemam - izteiktu meitenes
virilizaciju, kuras d€] dzimsanas laika tiek kltidaini noteikts dzimums. Respektivi - 4
no izpété ieklautajiem z€niem patiesiba izradijas izteikti viriliz€tas meitenes ar
nepareizi noteiktu dzimumu dzemdibu laika.
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IVGH slimnieku visparéjs raksturojums.

IVGH SLIMNIEKU YISPAREJS RAKSTURDIUMS
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IVGH salszaudes formas slimnieku raksturojums.
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Attéls 6.
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Starp izpété ieklautajiem IVGH salszaudes slimniekiem vairak ir meitenes. legiitie
rezultati, ka redzams Att€la 7, liecina, ka izteikta virilizacija nav §is formas vadosais
simptoms.

Savukart, IVGH vienkarsi viriliz€josas formas slimnieku grupa preval€ zéni (ko ir
gruti izskaidrot, jo virilizaciju z€niem konstatét var vienigi tas loti izteiktos
gadijumos).

4 genétiska dzimuma meitenes, kuram izteiktas virilizacijas dé] piedzimstot tika
noteikts nepareizs dzimums, slimo ar IVGH vienkarsi viriliz€joso formu.

Attels 8 demonstre, ka virilizacija ir IVGH vienkarsi viriliz&josas formas vadosais
simptoms.

Virilizacijas pakapes péc Prader Ill - V rada problémas ar meitenes pareiza
dzimuma noteikSanu dzemdibu nodala. Biezak $ada kliida rodas tadél, ka nepalpg&jot
argjos dzimumorganus un nekonstatgjot testis iztrikumu, tiek noteikts fenotipiskais
dzimums - z&ns, kas neatbilst genétiskajam dzimumam - meitene.

5.2.2. Pacientu raksturojums péc dzimSanas parametriem,
saistiba ar IVGH diagnosticéSanas vecumu

IVGH salszaudes forma 20% slimnieku tiek diagnostic€ta dzives pirmajas 2
nedelas, ap 40% slimnieku - 1. ménesa laika, vél ap 30% - 2. ménesi, bet, sasniedzot 3
ménesSu vecumu, diagnoze ir tikusi uzstadita visiem §Is grupas slimniekiem (skat.
Attelu 9).

Savukart, IVGH vienkarsi viriliz§josa forma slimniekiem straujak ir tikusi
diagnosticéta dzives pirmo 6 méneSu un pirmo 2 gadu laika (skat. Att€lu 10). To
nosaka pamanita virilizacija. Otrs aktivakas diagnostikas pac€lums ir bijis ap
pubertates sakuma laiku. To, savukart, nosaka bieZi paragra pubertates sakSanas
zéniem vai tas aizkaveSanas meiteném.
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Attels 8.

IVGH vienkarsas virilizéjosas formas slimnieku raksturojums.
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Attels 9.
IVGH diagnosticé$anas vecums salszaudes formas slimniekiem.
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Attels 10.
IVGH diagnosticéSanas vecums vienkarsas virilizéjosas formas slimniekiem.

IVGH V.V. SLIMNIEKU YECUMS DIAGNOSTICESANAS BRIDI
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Attels 11.
IVGH slimnieku virilizacijas pakape atkariba no slimibas formas.
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5.2.3. Pacientu raksturojums péc virilizacijas pakapes

No visiem 53 pétijuma ieklautajiem IVGH slimniekiem, virilizaciju novéroja 24,
t.i., 45,3%. TreSdalai pétijuma ieklauto IVGH slimnieku ir tikusi konstateta izteikta
virilizacija (Il pakape péc Prader un augstak). Taja pat laika, vairak ka pusel
slimnieku virilizacija nav konstatéta. Pirmkartam tas attiecas uz z€niem, kam
virilizaciju var pamanit tikai loti izteiktos gadijumos. Papildus tam, ka redzams Attela
10, nesamérigi zems Skiet vieglas virilizacijas biezums. lesp€jams, ka viegla
virilizacija Siem slimniekiem ir tikusi uzskatita par normu. Tatad - lielako IVGH
slimnieku dalu bez virilizacijas veido zéni un virilizacijas hipodiagnostika.

IVGH vienkarsi viriliz§josas formas slimniekiem Iidzigi sastopamas visas
virilizacijas pakapes, kameér salszaudes formas slimniekiem vieglas pakapes
virilizacija sastopama retak, bet izteiktakas pakapes virilizacija - biezak.

IVGH salszaudes formas gadijuma konstatétd smaga virilizacija jasaista ar 21-
hidroksilazes pilnigu deficitu, kas izraisa augstu hiperandrog€niju jau intrauterina
perioda un nosaka dzimumdiferenciacijas traucgjumu rasanos, kuru noversanai var bt
nepieciesama kirurgiska terapija.

Kopuma veiktas 35 genitaliju plastiskas operacijas. 11 pacientiem veiktas
genitaliju divetapu kirurgiskas korekcijas. 4 gadijumos fenotipiskais dzimums netbilst
genétiskajam.

Visbiezak ir bijis nepiecieSams veikt klitora korekciju ta palielinajuma del.

Vaginas plastika bijusi nepiecieSama, galvenokart, urogenitala sinusa likvidésanai.

3 gadijumos veikti kompleksi pasakumi dzimuma mainai .

Genétiska dzimuma maina (grita mediciniska, juridiska un psihosociala
probléma) notikusi 3 gadijumos, t.i. 10% no kop€jo operaciju skaita (95% CI 3.5 -
25.6%)

Vaginas plastika IVGH slimniecém izteiktas virilizacijas dé] veikta dzives pirmo
divu gadu laika, klitora korekcija - 11dz 4 gadu vecumam, bet dzimuma maina izdarita
8 - 10 gadu vecuma (skat. Att€lu 12 un Attelu 13).
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Attels 12.
Kirurgiskas plastikas veidi virilizétam IVGH meiteném.
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Attels 13.
Kirurgiskas plastikas veikSanas vecums.
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5.3. Kliniska materiala molekulari genétiska analize

5.3.1. CYP21A2 géna amplifikacija ar PCR metodi

Darba gaita no pacientu asinim tika izdalita hromosomala DNS, tad tika veikta
CYP21A2 gena amplifikacija ar PCR metodi, sekvenéts CYP21A2 géns un analizeti
sekvenéSanas rezultati.

Attela 14 atainots izpete veiktas CYP21P/CYP21 géna analizes piemérs. A,B -
CYP21P/CYP21 molekulas analize péc sekundara PCR produkta (132-bp) -
amplifikacija, izmantojot Sacl restrikcijas enzimu. C,D - “izméru - atSkiriga” PCR
produktu analize, amplificjot ar miksétiem praimeriem B1/2HP/IN3R. Praimeri
B1/IN3R un 2HP/IN3R sckundara PCR amplifikacija aktivé 307- un 281-bp
fragmentus. Primara PCR amplifikacija ar praimeriem BF1/21BR analizéta A un B.
Primara PCR amplifikacija ar miks€tiem praimeriem BF1/AF1/21BR analizéta C un

D. Kolonna “mk” - 100-bp molekularais markieris.
Attels 14.
CYP 21P/CYP21 génu analize pec sekundara PCR produkta ( ar viena veida praimeriem).

A B

| I o

5.3.2. CYP21A2 géna sekvenésana un iegutie rezultati

Mutaciju atklasanai, kuras nevar noteikt ar PCR metodiku, izmantota
sekvenésana.

Tika sekvenéti visi 10 géna CYP21A2 eksoni, jo tas nav garS (tikai 3336bp).
Rezultati 1, 2, 3 eksona bija parliecinos$i, jo izdevas precizi nosekvenét 847bp
(P1+P48) PCR fragmentu, tomér kvalitate sekvencém, kas iegiitas sekven&jot 2508bp
(P55+P4) PCR fragmentu diemz¢l bija neapmierinosa.

Pilnigai géna CYP21A2 sekvenéSanas taktikas izstradei biitu nepiecieSams mainit
PCR strateégiju CYP21A2 géna cksonu 4-10 amplifikacijai, nemot véra CYP21A2P
pseidogéna eksistenci.

5.3.3. HLA lokusu atradne IVGH pacientiem

Izpetes atradne liecina par HLA lokusu Al, Bn47 un B60 saistibu ar IVGH
salszaudes formas attistibu, bet HLA lokusi B14 un Bw51, savukart, saistas ar [IVGH
vienkarsi viriliz€josas formas attistibu. HLA lokuss A3 ir saistits gan ar IVGH
salszaudes, gan vienkarsi viriliz&josas formas attistibu (skat. Att€lu 15 un Att€lu 16).
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Attels 15.
IVGH pacientu HLA lokusu atradnes saistiba ar SZ un VV formam.
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Attels 16.
HLA lokusu saistiba ar noteiktas slimibas formas attistibu.
HLA LOKUSU SAISTIBA AR IYGH FORMU
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I '/GH S.7. GAD SKAITS SAISTIBA AR KATRU HLA LOKUSU (29 SL.)
I (GH VY. GAD.SKAITS SAISTIBA AR KATRU HLA LOKUSU ( 24 SL.)

Saskana ar izpéte iegiitajiem datiem - HLA lokusi Bn47, A1 un B60 saistas ar
IVGH salszaudes formas attistibu, bet HLA lokusi B14 un Bw51 - ar vienkarsi
viriliz€josas formas attistibu.
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5.3.4. Atrasto CYP21 géna mutaciju raksturojums IVGH
pacientiem

Attels 17.
IVGH pacientiem konstateto CYP21 géna mutaciju kopsavilkums.
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Izpete ieklautajiem IVGH slimniekiem visvairak atrastas CYP21 geéna
12G/12G mutacijas introna 2, ka arT - ar 1le172Asn un 8-bp deléciju eksona 3 (skat.
IVGH pacientiem konstatéto CYP21 géna mutaciju kopsavilkums).

CYP21 géna 12G/12G mutacijas introna 2 un citas ar 12G saistitas mutacijas
(12G/del, 12G/E38bp, 12G/R356W) izteikti saistas ar IVGH salszaudes formas
attistibu gan z&€niem, gan ar1 — meiteném.

CYP21 gena ar llel72Asn saistitas mutacijas (I172N/del, 1172N/E38bp,
[172N/12G 1172N/R356W) izteikti saistas ar [IVGH vienkars$i viriliz€josas formas
attistibu; vairak z€niem neka meiteném.

Savukart, CYP21 geéna ar Val281Leu saistitas un Pro30Leu CYP21 géna
mutacijas parliecinosi saistas ar IVGH vienkarsi viriliz€josas formas attistibu.
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No izpéte ieklautajiem IVGH pacientiem 12G/V281L mutacija atrasta meitenei,

bet del/V281L un P30L mutacijas - zéniem.

CYP21 geéna del/TI172N-F306+t mutacija saistas ar virilizaciju pie IVGH
salszaudes formas.

12G/del, 12G12G un 12G/R356W mutacijas saistas ar virilizaciju gan pie
IVGH salszaudes, gan vienkarsSi viriliz§josas formas. Savukart, CYP21 géna
1172N/del, 1172N/R356W un 1172N/E38bp mutacijas saistas ar virilizaciju pie IVGH
vienkarsi viriliz§josas formas. CYP21 géna del/V281L un del/P30L mutacijas péc
pétijuma iegltajiem datiem nesaistds ar izteiktu virilizaciju pie IVGH vienkarsi
viriliz€josas formas.

5.3.5. Piecu gadu laika veikta pétijuma ieklauto bérnu IVGH
slimibas gaitas dinamiskas novérosanas analize

Lidz 2009.gadam veikta visu 53 pétijuma ieklauto be&rnu IVGH slimibas gaitas
dinamiska novérosana. Ambulatoro vizisu vid&jais biezums pirmaja dzives gada - 3+1
(rekomend@ts — 4), bet péc 1 gada vecuma - 2+1 (rekomendgts — 3).

Novérojuma perioda pacienti, kuri dzimusi no 1984. Iidz 1991.gadam sasniegusi
18 gadu vecumu un tie ir 14 (8 pacienti ar salszaudes formu un 6 pacienti ar vienkarsi
viriliz§joSo formu). Pargjie 39 pacienti (21 — salszaudes formas un 18 vienkarsi
viriliz€josas formas) — augSanas procesa. 2 pacientiem ar salszaudes formu — exitus
letalis.

Pacienti, kuri novéroSanas laika 18 gadus veci, sasniegusi sekojosu finala augumu:

- - 1.9 £ 0.4 SDS meitenes ( no tam — 1.7 + 0.4 SDS pacientes ar salszaudes

formu un — 2.0 + 0.4 SDS pacientes ar vienkarsi viriliz&joSo formu),

- - 1.7+ 0.3 SDS zéni ( no tiem — 1.5 £ 0.2 SDS pacienti ar salszaudes formu

un — 1.9 + 0.2 SDS pacienti ar vienkarsi viriliz€joSo formu).

Analizgjot So 14 pacientu génu mutaciju analiZu rezultatus, konstatéts, ka

salszaudes forma saistas ar [2G/I12G, 8-bp deléciju eksona 3 mutacijam, bet

vienkarsi viriliz€josa forma — Pro30Leu, Val281Leu, lle1 72Asn mutacijam.

39 pacientu augSanas dinamiska analiz€ tika konstat€ta sekojoSa augSanas

dinamika atkariba no bérna vecuma:

- [idz 6 ménesSu vecumam - - 0.5+ 0.3 SDS

-no 6 m.v. lidz 1 gada vecumam — 0.1 + 0.2 SDS

-no 1 g.v. Iidz 2 gadu vecumam — 0.7 + 0.4 SDS

-no 2 g.v. lidz 5 gadu vecumam — 0.9 = 0.3 SDS

-no 5 g.v. l1idz 10 gadu vecumam — 0.6 + 0.4 SDS

-no 10 g.v. [idz 15 gadu vecumam z€niem - - 1.1 +£ 0.5 SDS, meiteném -
- 0.9+ 0.4 SDS (skat.attelu 18).
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Attels 18.
IVGH bérnu augSanas dinamika, vértéjot péc SDS Kritérijiem.

IVGH SKARTA BERNA AUGSANAS DINAMIKA
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Pubertates sakuma vecums meiten€m ( n = 16 ) konstatéts 10.1 + 0.6 gadi,
zéniem ( n = 20 ) konstatéts 9.2 + 0.5 gadi. Menarche vecums (n=12) 134+ 04
gadi.

IVGH diagnosticésanas bridi tika analizéts elektrolitu limenis asinis un iegtti
sekojosi rezultati:

- Na 125 — 134 mmol/l konstatets 35 pacientiem, t.i. 66 %,

- Na zem 125 mmol/l konstatéts 13 pacientiem — 24.5%,

- K Iimenis 5 — 7 mmol/l — 21 pacientam, t.i. 39.6%,

- K Iimenis virs 7 mmol/l — 29 pacientiem — 54.7%.
29 pacientiem dokument€ti akiitas virsnieru mazsp€jas jeb salszaudes kliniskie
simptomi.

1700HPg limenis asinis ka IVGH diagnostiskais krit€rijs izmantots 45
pacientiem, t.i. 85% pacientu. 8 pacientiem diagnosticéSanas bridi noteikts 17 —
ketosteroidu Itmenis urina. 17aOHPg Iimenis diagnosticéSanas bridi svarstas no 15.9
ng/ml Iidz 200.7 ng/ml, vidgji — 40.08 ng/ml ( n = 45, p<0.05).
1700HPg limena svarstibas pacientu nov&roSanas laika atklatas sekojosas — no 0.3
ng/ml lidz 121.4 ng/ml, vid&ji — 24.716 ng/ml ( n = 1060, p<0.05). Vecuma grupa no
10 Iidz 15 gadiem 170OHPg vidgjais raditajs — 45.76 ng/ml ( n = 486, p<0.05). Netika
konstat€ta statistiski ticama atSkiriba raditajos starp abam IVGH formam.

Veikta visu 53 pacientu terapijas analize (skat.att€lu 19):

- neatkarigi no IVGH formas, visi pacienti sanémusi glikokortikoidu

preparatus tris reizes diena:
o 16 pacienti — 30.2% pastavigi un 12 pacienti periodiski lietojusi
Prednisaloni sekojosas devas, neatkarigi no slimibas formas:
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* Jidz 1 gada vecumam 3.4 + 1.2 mg/m?,
* no 1 gadalidz 10 gadu vecumam — 6.2 &+ 1.3 mg/m?,
* 1o 10 lidz 18 gadu vecumam — 7.9 + 1.2 mg/m>.

o 25 pacienti — 47.2% pastavigi un 12 pacienti periodiski lietojusi

Hydrocortisoni sekojosas devas:
» salszaudes formas gadijuma — Iidz 6 méneSu vecumam — 23.4 +
1.9 mg/m? no 6 m.v. Iidz 1 gadam — 19.2 + 2.1 mg/m? no 1
gada lidz 10 gadu vecumam — 17.4 £ 1.5 mg/m?, no 10 Iidz 18
gadu vecumam — 20.5 + 1.4 mg/m?,
= vienkarsi viriliz€josas formas gadijuma - Iidz 1 gada vecumam
—18.4 £ 2.3 mg/m?, no 1 gada Iidz 10 gadu vecumam — 13.8 +
1.3 mg/m?, no 10 Iidz 18 gadu vecumam — 24.8 + 1.3 mg/m>.
- 29 salszaudes formas pacienti sanémusSi mineralokortikoidus - 9a
fludrocortisoni reizi diena sekojosas devas:

o Iidz 3 ménesu vecumam — 150 pg/m? no 3 méneSu lidz 1 gada
vecumam — 100 pg/m? no 1 gada Iidz 2 gadu vecumam — 50 — 100
ng/m?, péc 2 gadu vecuma — 50 pg/m?,

- visi 29 salszaudes formas pacienti [idz 1 gada vecumam lietojusi papildus 1
— 2 g/diena NaCl.

Attels 19.
IVGH terapija lietotie steroidu preparati.

Terapija lietotie steroidu preparati
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Smagas IVGH komplikacijas dokument&tas 15 reizes 12 pacientiem — 22.6%,
visiem ar salszaudes formu un sekojosam génu mutacijam — 12G/I12G, 12G/R356W,
12G/del, Q318X/R356W, R356W/R356W. 2 gadijumos — 1.06% exitus letalis, abi
zéni — 8 meéneSu vecuma smaga pneumonija, otrs 2 gadu vecuma -—
meningokokc€mija. 3 pacientiem noverotas akiitas virsnieru mazspé€jas krizes divas
reizes. 100% visas akiitas virsnieru mazsp&jas novérotas akiitu slimibu laika, 10
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gadijumos gastrointestinalu infekciju dél. Hipoglikémija novérota 9 gadijumos — 7.8%
vecuma no 8 ménesiem lidz 3 gadiem, salszaudes krize ar hiponatriemiju konstatéta
vecuma grupa no 1.8 lidz 4.6 gadu vecumam.

6. Diskusija

Epidemiologiskie dati

Uzsakot iedzimtas virsnieru garozas hiperplazijas izpéti, vispirms Skita svarigi
izvertet §1s iedzimtas metabolas slimibas izplatibu Latvija un salidzinat to ar lidzigas
izpétes datiem kaiminvalstis un pasaulé (skat. Attélu 20). Sads datu salidzindjums
liecina, ka IVGH saslimstiba Latvija ir vid&ji par 5000 zemaka neka Ziemeleiropas
valstts [15, 58]. Respektivi, Latvija uz 17795 jaundzimuSiem ir viens IVGH

3]. Tomér analiz&jot pétijuma iegitos datus kopuma, jasecina, ka Latvija ir IVGH
hipodiagnostika un IVGH slimnieku skaits misu valsti varétu biit lielaks.

Attels 14.
IVGH incidence pasaule.
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Lai gan izpéte ieklauto slimnieku skaits nav liels, zinamu ieskatu par IVGH
izplatibu misu valst1 iegiitie dati sniedz un var kalpot ka pamats diskusijai par IVGH
neonatala skrininga nepiecieSamibu ar1 Latvija.

Izpétes gaita noskaidrojas, ka treSdala petijuma ieklauto IVGH slimnieku dzivo
Riga. Ta ka tika uzskaitits absoliitais slimnieku skaits, nevis nemta slimnieku skaita
attieciba uz iedzivotaju skaitu, tad $ads rezultats ir skaidrojams ar to, ka Riga dzivo
gandriz puse Latvijas iedzivotaju. Savukart, Latvijas austrumu dala (Vidzemeé un
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Latgal€) dzivojoso IVGH slimnieku skaits ievérojami parsniedz Latvijas dienvidu
(Zemgal@) un rietumu dala (Kurzemé) dzivojoso slimnieku skaitu.

legiitie dati liecina, ka IVGH slimnieki arpus Rigas koncentr&jas, galvenokart,
lielajas pilsétas - Daugavpili, Liepaja, Jirmala, Valmiera un Jelgava, bet mazak -
Latvijas dienvidu un rietumu rajonos. Iesp&jams, ka lauku apvidos dala IVGH
slimnieku paliek neatklati, jo, ja vien ta nav salszaudes forma, ikdiena §1 slimiba
dzivibu neapdraud. Taja pat laika, pie izteikta stresa, infekcijam, traumam vai
tamlidzigas situacijas IVGH slimniekam var attistities akiita virsnieru garozas
nepietickamiba jeb adrenala krize, kura ir dzivibu apdraudosa. Ipasi tas attiecas uz
bérnu vecuma pacientiem ar $o patologiju un ir saprotams, kad¢] kliniskie pediatri
visa pasaulé pieverS IVGH problémai piecaugosu uzmanibu. Respektivi - jautajums,
kas patreiz tiek uzdots un bérnu endokrinologu vidé diskutéts ir: “Cik dzivibu spgj
izglabt prenatala IVGH diagnostika vai neonatals IVGH skrinings ?* [208, 209].
Pasaulé Iidz Sim pari par 6.5 miljoniem jaundzimus$o veikts skrinings uz IVGH [82].
Daudzas valstis tas jau kluvis par klinisku rutinu [33] un Sis izp&tes darbs ir solis, lai
aktualizetu §adu nepiecieSamibu ar1 Latvija.

Izvertgjot petijuma noskaidrotos datus par IVGH saslimstibu Latvija var konstatét,
ka vérojama tendence jauno IVGH slimnieku skaitam p&d&jos gados palielinaties.
Proti - ja izpét€ icklautajos pirmajos 5 gados (no 1984.-1988.) jauno IVGH slimnieku
skaits vidgji ir 1.6 gada, nakamajos 5 gados (1989.-1993.) - 2 gada, laika no 1994. lidz
1998. gadam - 2.8 gada, tad izpétes laika ped€jos 4 gados (1999.-2002.) ir atklati
vid&ji 5 jauni IVGH slimnieki gada. Minétais vienlidz attiecas gan uz IVGH sals-
zaudes, gan uz vienkarsi viriliz€joSo formu. Zinot, ka vienkarsi virili-z&josas formas
izplatiba ir lielaka neka salszaudes formas izplatiba, petijuma iegttie dati, visticamak,
neatspogulo realo IVGH vienkarsi viriliz€josas formas slimnieku skaitu Latvija (tam
bitu jabiit ievérojami lielakam salidzino$i ar salszaudes slimnieku skaitu). Iemesls
tam var€tu bt salidzinosi viegla §is formas kliniska gaita, kas, atSkiriba no salszaudes
formas, nespieZ griezties pie arsta.

Kliniskie dati

Pétijuma ieklauto IVGH slimnieku grupu veido 30 z&ni un 23 meitenes; no Siem
z€niem 4 ir genétiskas meitenes ar izteiktu virilizaciju; tatad - izp&tes gaita apsekoti ir
26 zeni un 27 meitenes, kas liecina, ka IVGH attistiba nav novérota dzimuma
atSkiriba - §is noverojums sakrit ar literatiiras datiem [210, 215].

IVGH salszaudes forma konstatéta 55% gadijumu, bet vienkarsi virilizéjosa forma
- 45% gadijumu. Abu IVGH formu biezumam ir dzimuma diference - salszaudes
forma diagnosticéta 40% z&nu un 74% meitenu, bet vienkarsi viriliz€josa forma - 60%
zénu un 26% meitenu. lesp€jams, ka Sie dati atspogulo visparzinamo klmisko
problému, proti - IVGH hipodiagnostiku z&niem, jo virilizacijas pazimes
jaundzimus$iem / zidainu vecuma zéniem parasti nav pamanamas.

Izvertejot Sos pétijuma datus, rodas parlieciba, ka nepiecieSama papildus
izglitojoSa informacija adreséta vecakiem, bérniem un ar1 arstiem par IVGH vienkarsi
viriliz€joSo formu un tas izraisitam problémam, jo Latvija, neapSaubami, ir daudz
vairak ar to slimojoSu meitenu, neka pétijuma atklajas.

IVGH salszaudes forma 20% slimnieku tikusi diagnosticéta dzives pirmajas 2
nedglas, ap 40% slimnieku - 1. ménesa laika, v&l ap 30% - 2. ménesi, bet, sasniedzot 3
ménesu vecumu, diagnoze ir tikusi noteikta visiem §1s grupas slimniekiem.

IVGH vienkarsi viriliz§josa forma slimniekiem straujak ir tikusi diagnostic€ta
dzives pirmo 6 méneSu un pirmo 2 gadu laika. To nosaka pamanita virilizacija. Otrs
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aktivakas diagnostikas pac€lums ir bijis ap pubertates sakuma laiku. To, savukart,
nosaka biezi paragra pubertates sakSanas z&€niem vai tas aizkavésanas meiteném.

Vienkarsi virilizg€josas formas vidgjais diagnostic€Sanas vecums - 39 ned€las (9.7
meénesi), bet salszaudes formas - 1.4 ménesi. Kopuma IVGH vidgjais diagnosticéSanas
vecums Latvija ir 5.2 menesi, kamér Eiropa $§ada diagnostika parasti tiek veikta Iidz 3
meénesSu vecumam.

Attieciba uz virilizacijas klinisko manifestaciju pastav zinama tas klmisko
pazimju polari-zacija. No vienas puses - vairumam apsekoto slimnieku (t.i., 54.7%
visu IVGH slimnieku vai atseviski - 51.7% salszaudes formas un 58.3% vienkarsi
viriliz€josas formas slimnieku) IVGH diagnostic€sanas laika virilizacijas pazimes nav
konstatetas. lesp&jams, ka virilizacijas pazimém nav tikusi pieversta vajadziga
uzmaniba. No otras puses - izteikta (Il - V pakapes) virilizacija ir atrasta 40%
salszaudes formas slimnieku un 25% vienkar$i viriliz§josas formas slimnieku.
lesp&jams, ka ari Sie dati atspogulo reiz€ém sastopamu klinisku praksi - respektivi,
mazak izteiktas virilizacijas pazimes nepamana.

Lidzigi ka attieciba uz IVGH formu bieZzumu, arT attieciba uz viriliacijas biezumu
pétijuma rezultatos vérojama lielas dzimuma atskiribas. Respektivi - 86% z&nu un
13% meitenu IVGH diagnosticéSanas laika virilizacija nav konstatéta, bet Il - V
pakapes virilizacija meitenm atrasta 77% gadijumu, kam@r zéniem ta nav tikusi
konstat&ta vispar.

Ta ka virilizacija meiten€m ir viens no vadoSajiem IVGH simptomiem, tad
pétijuma gaita tika analiz€ta nepiecieSamiba veikt genitoplastisku korekciju. Izradijas,
ka péetijuma ieklautajam IVGH slimniecem kopa veiktas 35 genitoplastiskas
operacijas. Visbiezak, t.i., 23 gadijumos ir bijis nepiecieSams veikt klitora korekciju ta
palielinajuma d€l. Vaginas plastika tikusi veikta 9 gadijumos - galvenokart,
urogenitala sinusa likvidéSanai. Geng@tiska dzimuma maina (gruta mediciniska,
juridiska un psihosociala probléma) notikusi 3 gadijumos, t.i. 10% no kopgjo
operaciju skaita (95% CI 3.5 - 25.6%).

Vaginas plastika IVGH slimniecém izteiktas virilizacijas d€l veikta dzives pirmo
divu gadu laika, klitora korekcija — lidz 4 gadu vecumam, bet dzimuma maina
izdarita 8 - 10 gadu vecuma.

Laboratorie dati (imunogenétiska un molekulari Jenétiska
atradne)

Viena no pétijjuma laboratora darba dalam ieklauto slimnieku materiala noteikta
IVGH un tas klinisko formu saistiba ar noteiktiem HLA lokusiem. Konstatets, ka ar
IVGH attistibu visvairak saistas HLA lokusi A3, B60 un Bw51 (18.9% gadijumu
katrs), ka ar1 lokusi B14 un Bn47 (15% gadijumu katrs). Izvertg§jot minéto HLA
lokusu iespgjamo saistibu ar kadas noteiktas IVGH klinis-kas formas attistibu, rodas
iespaids, ka izp€tes atradne liecina par HLA lokusu Al, Bn47 un B60 iesp€&amo
saistibu ar IVGH salszaudes formas attistibu, bet HLA lokusi B14 un Bw51, savukart,
uzrada zinamu saistibu ar IVGH vienkarsi viriliz€josas formas attistibu. HLA lokuss
A3 varétu but saistits ar IVGH abu So klinisko formu attistibu. Varbiitgju saistibu ar
IVGH vienkarsi viriliz€joso formu nevar izslégt art lokusam Cw4.

Otra no pétijuma laboratora darba dalam ieklauto slimnieku materiala noteiktas
CYP21 géna mutacijas. Iegitie rezultati liecina, ka apsekoto IVGH slimnieku grupai
(kura ir parstavéti visi Latvijas regioni) domingjosas ir sekojoSas CYP21 géna
mutacijas:
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8-bp delécijas eksona 3 un 12G/12G mutacijas introna 2, kuras izraisa [IVGH
salszaudes formas attistibu un

Pro30Leu, Val281Leu ka art Ile172Asn mutacijas, kuras, savukart, izraisa [IVGH
vienkarsi viriliz§josas formas attistibu; bez tam, zinams, ka Pro30Leu saistas ar
mérenu prenatalu klitora hipertrofiju, Val281Leu - ar neklasisko IVGH formu, bet
[le172Asn - ar izteiktu prenatalu virilizaciju bez sals zaudes.

Sie novérojumi sakrit ar literatiiras datiem par CYP21 géna domingjo$am
mutacijam Eiropa [13, 15, 92, 93] un par genotipa / fenotipa korelaciju IVGH
slimniekiem.

Centraleiropa (Austrija, Cehija, Ungarija, Slovakija, Slovénija) prevalé
Pro453Ser, 8bpdel ka arT punktveida mutacijas introna 2 [20,85,208].

Ziemeleiropas regiona (Zviedrija, Somija, Danija) prevalé Pro453Ser, 8bpdel un
Val281Leu mutacijas [17,155].

Dienvideiropa (Spanija, Italija) prevalé 8bpdel un Val281Leu mutacijas (18,19),
bet Rietumeiropa (Vacija, Francija, Lielbritanija) - bez min&tajam v&l biezi sastop
punktveida mutacijas introna 2 [73,87,133].

Piecu gadu laika veikta pétijuma ieklauto bérnu IVGH slimibas
gaitas dinamiska novérosana

Aktiva dinamiska 5 gadu pacientu nov@roSanas laika konstat€ta saistiba starp
kliniski laboratoro parametru, komplikaciju smagumu un genétisko mutaciju raksturu
— gan elektrolitu izteikts disbalanss, gan ievérojami paaugstinatais 17aOHPg [imenis,
gan akitas virsnieru mazspéjas krizes attistiba ka komplikacija novérota IVGH
pacientiem ar salszaudes formu un tai raksturigajam génu mutacijam - 12G/12G,
12G/R356W, 12G/del, Q318X/R356W, R356W/R356W, kas atbilst rezultatiem
Eiropas valstis veiktajos p&tijumos [13, 15, 02, 93 ].

Datu analizi un kop&ju secindjumu izdariSanu apgriitinaja vairaki apstak]i — no
1989. lidz 1992.gadam nebija pieejama 17a0OHPg limena noteikSana, Hydrocortisoni
kluva pieejams Latvija tikai ap 1993.gadu, tacu ar partraukumiem piegadé un ilgstosi
netika ieklauts kompens€jamo zalu saraksta, lidz ar to pacientiem radas problémas
nodroSinat pastavigu nepartrauktu arstéSanu ar vienu preparatu.

Pacientu lidzestiba arstéSanas un slimibas noveroSanas procesa nepietickama, par
ko liecina retako kontroles viziSu skaits neka rekomendéts.

Analiz€jot augSanas procesu var konstatét, ka augums piecaugus$a vecuma jeb

finala augums ieveérojami zemaks par vidgjo statistisko normu abu formu IVGH
pacientiem, bet tomér vairak izteikti vienkarSi viriliz€joSas formas pacientiem, kas
jasaista ar velinaku diagnostiku, ilgstoSu hiperandrogenémijas ietekmi uz epifizaram
kaulu augSanas zonam un agrinu kaulu augSanas zonu slégsanos.
P&tot augSanas dinamiku, noveérojamas sekojoSas tendences — pirmaja dzives gada
augSanas temps nedaudz atpaliek, veélak lidz 10 gadu vecumam augSanas temps
neatskiras abu dzimumu un IVGH formu pacientiem un tas ir vidgji 0.5 £ 0.3 SDS
virs vid€jas populacijas, pubertates vecuma augums sak atpalikt no populacijas vidéja
- zénu augums atpaliek vairak neka meiten€m (z€niem - - 1.1 + 0.5 SDS, meiteném
--0.9+0.4 SDS).

Mazs augums pieaugusa vecuma — viena no nopietnam problémam IVGH
arstéSanas laika. Kliniskos noveérojumos un pétijumos tiek meklets §is problémas
risinajums, kombing&jot terapiju, vienlaicigi reducgjot glikokortikoidu devas, lietojot
Somatropinu un GnRH agonistus, antiandrogénus, aromotazes inhibitorus vai
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pielietojot abpus&ju adrenalektomiju pacientiem ar loti griti kompens&jamu IVGH
gaitu [239].

Pubertates sakuma vecums z&niem atraks neka meiteném un tas nozime, ka
zéniem to var uzskatit ka agrinu pubertati, kas saistas ar vienkarsi viriliz€josas formas
vélinu diagnostiku.

1700HPg Iimeni asinis uzskata par vienu no IVGH kompensacijas krit€rijiem.
Pacientu noveérosanas laika vidgjie 1700OHPg Iimeni parsniedz kompensacijas
piclaujamo robezu — 1.0 — 10.0 ng/ml [239, 241], galvenokart paaugstinoties
pubertates vecuma, tatad jasecina, ka pubertates laika gruti panakt labu slimibas
kompensaciju, ko jasaista ar gonadu androgénu fiziologisku sekréciju $aja vecuma.
Vel viens faktors, kas ietekme slimibas kompensaciju — pacienta Iidzestiba arst€Sana.

Glikokortikoidu devas no 1 lidz 10 gadu vecumam lielakas salszaudes formas
gadijuma, kas jasaista ar lielaku hipoglikémijas un dekompensacijas risku agrina
vecuma, bet pubertates vecuma devas lielakas nepiecieSamas vienkarsi viriliz€josas
formas pacientiem, kas jasaista ar priekSlaicigu pubertati, gonadu androgénu
sekréciju un kortizola farmakokinétikas izmainam pubertates vecuma, palielinoties ta
klirensam [238].

Sakara ar palielinato salszaudes risku agrina perioda lidz 2 gadu vecumam,
mineralokortikoidu devas lielakas Iidz 3 méneSu vecumam, p&c tam pakapeniski
samazinas.

Akiita virsnieru mazspéja ka komplikacija attistijusies agrinaja riska vecuma
uz citu smagu akiitu slimibu fona, ka galvenais simptoms novérojams hipoglikémija.
Smagas komplikacijas ar letalu iznakumu attistijusas, savlaicigi nepalielinot
glikokortikoidu devas majas apstaklos un novéloti uzsakot parenteralu glikokortikoidu
ievadi, ko ietekméja nepietickama vecaku apmaciba kritiskas situacijas un bérna
stavokla smaguma nenoveértejums. Salidzinot ar literatiiras datiem, kur aprakstita
letalitate salszaudes formas pacientiem 4.6% un 9% pacientu smagas hipoglikémijas
[240], petijuma pacientu dinamiskas noveéroSanas laika konstatéta ievérojami mazaka
letalitate — 1.06%, ka ar retakas hipoglikémijas — 7.8%.

Agrina IVGH diagnostika, savlaiciga un optimala medikamentoza un
kirurgiska arstéSana, vecaku kvalitativa atkartota apmaciba, regulara dinamiska
noveéroSana, adekvata pacienta lidzestiba palidz nodroSinat slimibas labu
kompensaciju, noveérst akutas komplikacijas, nodroSinat pacientam labu augSanas
tempu, saglabajot fertilitati un uzlabojot dzives kvalitati.

Praktiski apsvérumi

1. Pastav dazadas DNS diagnostikas metodes mutaciju noteikSanai, kas sava
starpa atSkiras ar metodes precizitati, dardzibu un pieejamibu aparatiiras d€l. Zinamas
mutacijas ir iesp&ams noteikt, izmantojot restrikcijas polimorfisma analizi,
genotipéSanas metodes. Jaunu mutaciju atrasanai piemérotaka ir sekveng€Sana vai
vienpavediena polimorfisma analize. Izstradata metode CYP21 géna sekvené&sanai, bet
nepiecieSams turpinat darbu pie CYP21 eksonu sekvenésanas izstrades pielietojuma
rutinas diagnostika.

2. Pilna ge€na sekven&Sana ir darga metode pielietojumam rutinas diagnostika,
tomer ar tas palidzibu iesp&jams atrast reti izplatitas un nezinamas mutacijas, izpemot
lielas delécijas un inversijas, kuras ne vienmér ir detekt€jamas sekvengjot. Rutinas
diagnostikas vajadzibam biitu nepiecieSams pielietot l&taku metodi, kas detektetu
biezak izplatitas mutacijas, ka pieméram - genotip&Sanu.
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3. Ja atrasts, ka abas mutacijas ir heterozigota stavokli, tad 21-hidroksilazes
deficita diagnozes apstiprinasanai nepiecieSams pieradit, ka §1s mutacijas atrodas katra
sava allele. To varétu pieradit, analiz€jot bema vecaku DNS paraugus. Ja S§is
mutacijas nebiis atrastas tikai vienam no vecakiem, tad vares uzskatit, ka tas ir
novietotas dazadas allgl€s un ir par c€loni IVGH.

4. IVGH salszaudes formas klatbiitni vajadz€tu izslégt visiem jaundzimusajiem
[208, 209, 216, 91] ar:

— izmainitam aréjam genitalijam (ieskaitot to izteiktu hiperpigmentaciju un/vai

kriptorhismu vizuali zéniem) vai neskaidru jaundzimus$a dzimumu,

— izteiktiem €Sanas trauc€jumiem, atkartotu vemsanu, svara zudumu, dehidra-

taciju,

— bronho-pulmonalas displazijas, apsverot IVGH iesp&jamibu ari pie citu veidu

elposanas nepietickamibas neonatala perioda,

— septicémijas klinisko ainu bez atrodama infekcioza iemesla,

— virsnieru garozas nepietickamibas laboratoro atradni  (pirmkart -

hiperkaliémijas un hiponatriemijas “Sk&rém*“ rutinas biokimiskajos
izmekl&jumos).

5. Izpétes dati par diagnostic€Sanas vecumu parliecinoS§i norada, ka IVGH
diagnostika Latvija ir aptuveni 5,2 me&neSu vecuma, kamér Eiropa vidgji ta ir lidz 3
ménesSu vecumam. Rodas pamatots iespaids, ka $adas vélinas diagnostikas iemesls ir
IVGH hipodiagnostika. Pie tam, ta neattiecas tikai uz IVGH diagnostiku zéniem (kas
ir zinama probléma pediatriskaja praks€ visa pasaulg, jo virilizaciju z€niem var
pamanit tikai Joti izteiktos gadijumos), bet arT uz meiteném ar vieglakam virilizacijas
pazimém. Tas, savukart, iezimeé turpmak daramo - plasakas un dzilakas informacijas
izstradi, paredz€tu bérniem, vecakiem un ari arstiem, par IVGH, tas izpausmém un
iesp&jamam veselibas problémam gan b&rnu vecuma, gan ar1 vélakajos So slimnieku
dzives posmos.

6. Uz ESPE un Lawson Wilkins Pediatric Endocrine Society kopigi izstradato
rekomendaciju [214] pamata pasaules pediatriskaja praksé plasi ieviesti attiecigi
IVGH diagnostiskie algoritmi [33,219]. Latvijas apstakliem adaptéti, $adi algoritmi:

‘ledzimta virsnieru garozas hiperplazija, kas manifestejas jaundzimuSo perioda’
(skat. Attelu 2) un

‘ledzimta virsnieru garozas hiperplazija, kas manifest€jas p€c jaundzimuso
perioda’ (skat. Attelu 3).

Sie algoritmi tiek lietoti ari BKUS endokrinologijas centra ka ikdienas rutina, ir
izmantoti $aja izpétes darba un var tikt ieteikti lietoSanai jebkura lIimena pediatriskai
praksei Valsti.

7. Secinajumi
1. HLA lokusu izpétes laboratora atradne liecina par:

— HLA lokusu A1, Bn47 un B60 saistibu ar IVGH salszaudes formas attistibu,

— HLA lokusu B14 un Bw51 saistibu ar IVGH vienkarsi virilizéjosas formas
attistibu,

— HLA lokusa A3 saistibu ar IVGH salszaudes un vienkarsi viriliz§josas formas
attistibu,

— HLA lokusa Cw4 varbiitéju saistibu ar IVGH vienkarsi virilizéjoSo formu.
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2. IVGH attisttbas HLA tipi Latvija bitiski neatS8kiras no tadiem Eiropa
[11,13,91,92].

3. CYP21 geéna mutaciju izpétes laboratora atradne liecina, ka Latvija doming
sekojosas CYP21 géna mutacijas:

— 8-bp delécijas eksona 3 un 12G/12G mutacijas introna 2, kuras izraisa [IVGH
salszaudes formas attistibu,

— Pro30Leu, Val281Leu un Ile172Asn mutacijas, kuras izraisa IVGH vienkarsi
viriliz€josas formas attistibu.

4. CYP21 géna domingjoSo mutaciju spektrs IVGH pacientiem Latvija neatSkiras no
Eiropas valstis konstatétajiem [11,13,91,92].

5. Peétijuma ieklauto beérnu IVGH slimibas gaitas piecu gadu perioda Iidz
2009.gadam dinamikas noveroSanas analize liecina par: saistibu starp kliniski
laboratoro parametru, komplikaciju smagumu un genétisko mutaciju raksturu;
augums pieaugusa vecuma jeb finala augums iev@rojami zemaks par vidgjo
statistisko normu abu formu IVGH pacientiem, bet tomér vairak izteikti vienkarsi
viriliz&josas formas pacientiem; agrinu pubertates attistibu zéniem; sliktu IVGH
kompensaciju pubertates laika; glikokortikoidu un mineralokortikoidu devu
atkaribu no bérna vecuma un IVGH formas.

6. P&tijuma pacientu dinamiskas novérosanas laika konstateta iev@rojami mazaka
letalitate — 1.06%, ka ar1 retakas hipoglikémijas — 7.8%, salidzinot ar literatiiras
datiem.
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Darba aprobacija

Darba aprobacija veikta RSU Pediatrijas katedras, Latvijas Endokrinologu
asociacijas un Latvijas Pediatru endokrinologu asociacijas kopgja sedé 2009.gada
4.marta.
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12. 1.Dzivite-Krisane. Molecular mechanisms, immunogenetic characteristics,
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Pateicibas

Mans vislielakais un vismilakais paldies maniem vecakiem — Talivaldim
Ciekurzim un Vizmai Dzivitei, manam dzivesdraugam un meitinam. Bez vinu
milestibas, tictbas manam mérkim, manam idejam, atbalsta un ikdienas sola
atviegloSanas §is darbs nevarétu tapt.

Visvairak gribu pateikties darba vaditajai profesorei Dacei Gardovskai par
sniegtajam idejam, uzmundrindjumu, sirsnibu, pacietibu un atbalstu un zinatniskajam
konsultantam Edvinam MiklaSevi¢am par atsaucibu, vertigajiem padomiem un
veseligo kritiku.

Liels paldies maniem skolotajiem bérnu endokrinologijas griitaja disciplina —

Marai Arentei, profesoram Martin Ritzen Stokholmas Karolinskas institiita, pie kura
man bija tas gods un laime apgiit zinaSanas ilgu laiku un kurs visiem spekiem centas
palidz&t man darba eksperimentalas dalas tapSana, ka ar profesorei Henriette
Delemarre van de Waal Amsterdama.

Savus pateicibas vardus sttu saviem atbalstitajiem un padomdevéjiem
Stokholma — profesoram Martin Ritzen, profesorei Anna Wedel, Svetlanai Lajic,
profesoram Olle Soder un docentiem Mikaelam Holstam un Larsam Hagenaas.

Paldies manam kolégém Inarai Kirillovai, Unai Laugai, visam nodalas
kol€gém par drauga plecu, mierinajumu, atbalstu, idejam, domam, kolegialitati un
pacietibu visa garaja darba tapSanas laika. Paldies masinam par lielo darbu, jo bez
vinu atsaucibas, pacietibas, cakluma un entuziasma zinatniska darba praktiska dala
nebiitu iesp&jama.

Velos pateikties profesoram Uldim Teibem par lielo palidzibu pareiza cela
mekléSana sarezgitaja statistikas labirinta.

Paldies visiem bérniem un vecakiem, kuri piedalijas petijjuma.

Nobeiguma paldies par finansialu atbalstu Zviedrijas Instititam un Eiropas
Pediatru Endokrinologu Asociacijai.
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