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1. LISTA SKROTOW

ABCT
ABCCS8

AD
ADP
APUD

AR
ASVS

ATP

BWS
Caz+
CEL
CGMS

CHI
Del
DIDMOAD

DNA
EDTA
EEG
EIHI

ENRHI

FoHI
GCK

GDH
GLP

ang. ATP Binding Cassette Transporter — transporter ABC

ang. ATP Binding Cassette Transporter subfamily C member 8 - gen
kodujacy podjednostke regulatorowg SUR1 regulatorowa kanatu K+
zaleznego od ATP

ang. Autosomal Dominant - dziedziczenie autosomalne dominujace

ang. Adenosine Diphosphate — Adenozynodiforan

ang. Amine content Precursors Uptake Decarboxylation - system rozsianych
komoérek endokrynnych

ang. Autosomal Recessive - dziedziczenie autosomalne recesywne

ang. Arterial Stimulation Venous Sampling - cyfrowa przeptywowa
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ang. Congenital Hyperinsulinism - wrodzony hiperinsulinizm
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ang. Deoxyribonucleic Acid — kwas deoksyrybonukleinowy

ang. Ethylenediaminetetraacetic Acid - wersenian disodowy
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ang. Exercise-Induced Hyperinsulinism — hiperinsulinizm indukowany
wysitkiem

ang. European Network for Research into Hyperinsulinism — europejska
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ang. Focal Hyperinsulinism — posta¢ ogniskowa hiperinsulinizmu

ang. Glucokinase — Glukokinaza
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pro glukagonu
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ang. Hydroxyacyl-Coenzyme A Dehydrogenase - dehydrogenaza
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ang. Hierarchical Cluster Analysis - analiza klasterowa

Hiperinsulinizm

ang. Hyperinsulinism/Hyperammonemia Syndrome - zespot
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ang. Hepatocyte Nuclear Factor - watrobowy czynnik jadrowy

ang. Insulin-Like Growth Factor-Binding Protein 1 - biatko wigzace
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gen proinsuliny

ang. Intra-Uterine Growth Restriction - hipotrofia wewnatrzmaciczna
ATP-zalezne kanaty potasowe

ang. Potassium inwardly rectifying channel subfamily J member 11 - gen
kodujacy podjednostke Kir6.2 kanatu potasowego zaleznego od ATP
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2. WSTEP
2.1. WPROWADZENIE

Wrodzony hiperinsulinizm (CHI, ang. Congenital Hyperinsulinism) uznawany jest za
najczestszg przyczyne przetrwatej hipoglikemii wieku rozwojowego (1-4). Hipoglikemia jest
wynikiem nieprawidtowej sekrecji insuliny przez wyspy B trzustki, w przebiegu réznorodnych
mutacji genetycznych.

Badania nad podtozem molekularnym wrodzonego hiperinsulinizmu rozpoczety sie juz w
drugiej potowie ubiegtego wieku i o dwie dekady poprzedzaty odkrycie defektdéw
monogenowych wywotujgcych cukrzyce MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young)
(tab.1).

Za pioniera badan nad wrodzonym hiperinsulinizmem uwaza sie amerykanskiego badacza
Irvine’a McQuarriego, ktéry w 1954 roku po raz pierwszy opisat zjawisko ,idiopatycznej
hipoglikemii wieku niemowlecego” (1). 2 lata pozniej Corchrane i wspotpracownicy opisali
przypadki hipoglikemii u dzieci indukowanej dietg bogato-proteinowa, a w szczegoélnosci
leucyng (1). Zaréwno McQuarrie, jak i Cochrane zaobserwowali w swoich badaniach
rodzinne wystepowanie hipoglikemii, co zasugerowato genetyczne podtoze tej choroby.

W roku 1960 Yalow i Bersen udowodnili, ze leucyno-wrazliwa hipoglikemia wynika z
zaburzen sekrecji insuliny, co podkresla wptyw zaréwno glukozy, jak i aminokwasow na
wydzielanie insuliny (1). Kolejnym przetomowym wydarzeniem w badaniach nad wrodzonym
hiperinsulinizmem byto zastosowanie Diazoksydu w 1965 roku. Drash i Wolf opisali efekt
uboczny podczas terapii nadcisnienia przy pomocy Diazoksydu pod postacig supresji
wydzielania insuliny w niektérych przypadkach idiopatycznej hipoglikemii (1). Od tego czasu
Diazoksyd jest podstawowym lekiem oferowanym w leczeniu wrodzonej hipoglikemii, chociaz
w wielu przypadkach leczenie nie przynosi efektéw klinicznych i terapeutycznych.

W latach 70. w zwigzku ze zwiekszong rozpoznawalnoscig ,idiopatycznej hipoglikemii wieku
niemowlecego” zwigzanej z nieprawidtowg sekrecjq insuliny, do uzycia wprowadzono termin

,nesidioblastoza” (1, 5, 6). Pojecie to odnosito sie do obrazu histologicznego trzustki i
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opisywato nadmierng proliferacje komérek wyspowych z przewoddw trzustkowych w obrazie
mikroskopowym. W 1980 roku zaprzestano jednak uzycia tego pojecia w odniesieniu do
genetycznie uwarunkowanej hipoglikemii w zwigzku z obserwacja, ze opisywany obraz
histologiczny wysp B moze wystepowac takze u zdrowych niemowlat, a nawet u osbb
dorostych, u ktérych nie stwierdza sie objawoéw hipoglikemii i hiperinsulinizmu. Obecnie
terminu ,nesidioblastoza” uzywa sie gtéwnie w odniesieniu do obrazu morfologicznego
trzustki, charakteryzujacego sie przerostem wysp B trzustki, najczesciej wtéornym do
zabiegdw gastroenterologicznych (5, 6).

Kolejne badania nad podtozem molekularnym wrodzonego hiperinsulinizmu w latach 90’
dostarczyty nowej wiedzy na temat sposobu dziedziczenia defektdow genetycznych
wywotujgcych hipoglikemie (1, 7). Rozwéj wiedzy z zakresu genetyki molekularnej pozwolit
na analize wybranych genoéw i ich mutacji w rodzinach z wrodzong hipoglikemig i cukrzycg
MODY.

Ostatnie dwie dekady dostarczyty wiedzy na temat 8 gendéw odpowiedzialnych za wrodzong
hipoglikemig oraz 10 genéw cukrzycy MODY. Niektoére z odkrytych genéw takie jak gen
glukokinazy, SUR1 (ang. Sulphonylurea Receptor 1 - podjednostka regulatorowa ATP
zaleznego kanatu potasowego), Kir6.2 (podjednostka ATP zaleznego kanatu potasowego
budujgca rdzen kanatu) czy gen czynnika transkrypcyjnego HNF4A odnoszg sie zaréwno do
wrodzonego hiperinsulinizmu jak i cukrzycy MODY.

W ostatnich latach obserwuje sie gwattowny rozwoj wiedzy na temat podtoza molekularnego
sekrecji insuliny przez wyspy B trzustki. Najnowsze publikacje zagraniczne opisujg szereg
gendw i ich mutacji majacych znaczenie w przebiegu hipoglikemii, aczkolwiek wcigz

nieznana jest znaczna cze$¢é mutacji wywotujacych chorobe.
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Hiperinsulinizm

Cukrzyca monogenowa (MODY)

1950
Opis ,idiopatycznej hipoglikemii wieku niemowlecego”

Opis ,leucyno-wrazliwej hipoglikemii”

1960
Radioimmunoassay insuliny (Yalow i Berson)

Zastosowanie Diazoksydu w ,leucyno-wrazliwej hipoglikemii’

1970

,Nesidioblastoza”

1980
Recesywne dziedziczenie hiperinsulinizmu

Dominujace dziedziczenie hiperinsulinizmu

Mutacje SUR1 (recesywne)
Mutacje Kir6.2 (recesywne)
Mutacje Glukokinazy (dominujace)

Mutacje GDH (dominujgce)

2000

Mutacje SUR1 (dominujgce)

Mutacje SCHAD (recesywne)

Mutacje Kir6.2 (dominujgce)

Mutacje MCT1 (dominujace, indukowany wysitkiem HI)
Mutacje HNF4A (dominujgce, przejsciowy HI)

Mutacje UCP2 (dominujgce)

Pierwszy opis cukrzycy MODY

MODY2 (Glukokinaza)
MODY3 (HNF1A)
MODY1 (HNF4A)
MODY4 (PDX1)
MODY5 (HNF1B)
DIDMOAD (WFS)
MODY6 (NEUROD1)

PNDM (Kir6.2)
Cukrzyca CEL
PNDM (SUR1)
INS

Tabela 1. Rys historyczny badah nad podtozem genetycznym wrodzonego hiperinsulinizmu i cukrzycy

MODY.

Zmodyfikowano na podstawie: Stanley CA, De Leon DD. Monogenic Hyperinsulinemic Hypoglycemia

Disorders. Basel, Karger, 2012, vol 21

2.2. EPIDEMIOLOGIA

Wystepowanie wrodzonego hiperinsulinizmu w ogdlnej populacji ocenia sie na 1 na 50 000

zywych urodzen. W krajach o ograniczonej puli genetycznej takich jak Irlandia czy
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Zjednoczone Emiraty Arabskie wystepowanie wzrasta nawet do 1 na 2500 zywych urodzen
(2,8). W Polsce do tej pory nie prowadzono rejestru pacjentéw z wrodzong hipoglikemia.
Wedtug danych Gtéwnego Urzedu Statystycznego rocznie odnotowuje sie niespetna 400 tys.
zywych urodzen (9). W zwigzku z tym szacuje sie, ze co roku rodzi sie srednio mniej niz 8
dzieci z wrodzong hipoglikemia.

Najczesciej opisywane w literaturze mutacje wywotujgce wrodzong hipoglikemie obejmujg
geny ABCC8 i KCNJ11, ktére stanowig przyczyne 40-45% przypadkéw wrodzonego
hiperinsulinizmu. Pozostate 6 znanych gendéw odpowiada za 5-10% przypadkow
zachorowan, natomiast podtoze genetyczne pozostatych 45-55% zachorowan pozostaje
wcigz nieznane (8). Sposréd odmian niereagujacych na leczenie Diazoksydem 55-60%
stanowig zmiany ogniskowe w trzustce, natomiast pozostate 40-45% stanowig postaé
rozlang hiperinsulinizmu (8,10). Wystepowanie poszczegoélnych mutacji wywotujacych
wrodzong hipoglikemie w populacji polskiej pacjentow z wrodzonym

hiperinsulinizmem jest dotad nieznane.

2.3. FIZJOLOGIA WYDZIELANIA INSULINY PRZEZ KOMORKI g TRZUSTKI

Wyspy trzustkowe (Langerhansa), stanowigce czes¢ wewnatrzwydzielniczg trzustki, rozsiane
sg W migzszu gruczotowym w liczbie okoto 1-2 milionéw. Wydzielajgce insuline komorki B
stanowigce 60-75% komoérek wyspowych znajdujg sie gtéwnie w centrum wysp. Pozostate
komoérki wyspowe stanowig komérki a — wydzielajgce glukagon, komorki & - wydzielajgce
somatostatyne oraz komérki PP — uwalniajgce polipeptyd trzustkowy.

Pod mikroskopem elektronowym w komoérkach B mozna zaobserwowaé liczne okragte
ziarnistosci, stanowigce magazyn insuliny. Synteza insuliny rozpoczyna sie w rybosomach
siateczki $rodplazmatycznej ziarnistej, skad czasteczki hormonu wedruja do aparatu
Golgiego. Utworzone ziarnistosci pod wptywem jonéw wapniowych i w efekcie wywotanego
skurczu mikrotubuli, przesuwajg sie do btony komérkowej i uwalniajg zawartg w nich insuline

na drodze egzocytozy do przestrzeni zewnagtrzkomérkowej, a stad do krwiobiegu poprzez
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otaczajgce naczynia witosowate (11). Wydzielanie podstawowe insuliny przez komoérke 3
wystepuje stale, w matych stezeniach i w typowym rytmie dobowym (szczyt w godzinach
rannych). Czynnikami dodatkowo pobudzajgcymi wydzielanie insuliny po spozyciu positku
jest glukoza i inne monocukry, niektére posrednie produkty cyklu Krebsa, kwasy ttuszczowe i
aminokwasy. Ponadto wydzielanie insuliny stymulujg ciata ketonowe oraz hormony takie jak
hormon wzrostu, glikokortykosteroidy czy glukagon.

Glukoza transportowana jest do komorki B poprzez nosnik GLUT2. Wewnatrz komoérki za
pomocyg glukokinazy glukoza fosforyzowana jest do glukozo-6-fosforanu, ktoéry nastepnie
wchodzi w szereg przemian metabolicznych. Waznym elementem regulacji sekrecji insuliny
sg kanaty potasowe regulowane przez ATP (KATP). Wzrost stezenia ATP (zwiekszony
stosunek ATP/ADP) w drodze przemian metabolicznych glukozy powoduje zamkniecie
kanatu KATP, co prowadzi do depolaryzacji btony komérkowej komorki, otwarcia kanatow
wapniowych stymulowanych napieciem, naptywu jonéw wapnia do komoérki i w efekcie

egzocytoze ziarnistosci zawierajacych insuline (4, 11, 12) (rys.1).

wirost
glukozy

Glukoa

sekrecja
insuliny

Depolaryzacia

ramknisty kanel KHATP)

Rysunek 1. Mechanizm sekrecji insuliny przez komorke 3 oraz rola kanatu potasowego KATP.
Mysliwiec M. Modulators of K+ Channels in Diabetology. W: Kocic I. Potassium Channels as a Target

for Clinical Therapeutics.
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Fizjologiczne dziatanie insuliny obejmuje skutki bezposrednie i posrednie. Skutkiem
bezposrednim jest zwiekszenie transportu btonowego glukozy, aminokwaséw i jonow
potasowych do komorki. Dziataniem posrednim jest stymulacja syntezy biatka, aktywacja
syntezy glikogenu oraz hamowanie glikogenolizy, jak i glukoneogenezy, co w efekcie
wywotuje hipoglikemie. Komérkami docelowymi dziatania insuliny sg gtéwnie komorki
miesniowe i adipocyty. Insulina zwieksza liczbe transporteréw glukozowych (GLUT) w btonie
komoérkowej insulinowrazliwych komérek. Insulina nie usprawnia transportu, ani zuzycia
glukozy w tkankach moézgowych, nerkach, jelitach i krwinkach. Ponadto insulina poprzez
hamowanie procesu lipolizy, powstrzymuje neuroprotekcyjny proces ketogenezy (8,10).
KANALY POTASOWE

W ciggu ostatnich kilku lat doktadnie poznano podtoze molekularne aktywnosci ATP-
zaleznych kanatow potasowych (KATP) oraz ich role w patofizjologii wrodzonego
hiperinsulinizmu (12,13). Kanaty KATP w komérkach B trzustki sg heterooktamerami
zbudowanymi z dwoch rodzajéw podjednostek: 4 podjednostek Kir6.2 oraz 4 podjednostek
SUR1. Podjednostki Kir6.2 kodowane sg przez gen KCNJ11 znajdujacy sie na chromosomie
11. Podjednostki te zlokalizowane sg w centrum kanatu KATP, tworzac ,tunele” w btonie
plazmatycznej. Kir6.2 zawiera 390 aminokwaséw, tworzacych dwie domeny potaczone
fragmentem o duzej konserwatywnosci sekwencji aminokwaséw. Podjednostka Kir6.2
warunkuje selektywno$¢ jonowg kanatu KATP.

Podjednostka SUR1, bedgca produktem genu ABCC8 zlokalizowanego takze na
chromosomie 11 w sgsiedztwie genu KCNJ, pochodzi z rodziny biatek ABC (ang. ATP
Binding Cassette). Zawiera ona 1581 aminokwaséw i posiada 17 transmembranowych
sekwencji (TM), ktére tworzg 3 regiony (TMDs, ang. Transmembrane Domains). TMDO,
TMD1 i TMD2 oraz 2 domeny wewnatrzkomorkowe wigzgce nukleotydy NBD1 i NBD2 (ang.
Nucleotide Binding Domains) (rys.2). Podjednostka SUR1 posiada 2 miejsca wigzania
Diazoksydu (stosowanego w terapii niektérych form hiperinsulinizmu): w obrebie TM 13-14

oraz w obrebie TM 16-17 (12,13).
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odjednostka
podjednostka SURI ? dlk‘_]m_z

Rysunek 2. Schemat podjednostek kanatu SUR1/Kir6.2.
Mysliwiec M. Modulators of K+ Channels in Diabetology. W: Kocic I. Potassium Channels as a Target
for Clinical Therapeutics.

TMD - domena transbtonowa, NBD — domena wewnatrzbtonowa wigzaca nukleotydy

W stanie spoczynku kanaly KATP s3g otwarte, a wyptyw jonéw potasowych z komorki
utrzymuje negatywny potencjat btony (-70 mV). W wyniku zwiekszonego metabolizmu
glukozy w komérce B dochodzi do wzrostu stosunku stezenia [ATP]/[ADP], co prowadzi do
zamkniecia kanatéw i nastepujgcej depolaryzacji. W efekcie tych zmian dochodzi do
otwarcia zaleznych od napiecia kanatéw wapniowych i w nastepstwie do sekrecji insuliny.

Z drugiej strony wewnatrzkomorkowy spadek stosunku stezenia [ATP]/[ADP] przerywa
zamkniecie kanatow potasowych KATP, powodujgc hiperpolaryzacje i zahamowanie sekrecji
insuliny przez komérke B (rys.3).

Poniewaz kanat KATP jest kluczowym punktem kontroli sekrecji insuliny w komorce f3
trzustki, jego nieprawidtowe funkcjonowanie moze byé przyczyng réznorodnych zaburzen.
Ograniczenie lub brak aktywno$ci kanatu powoduje nadmierng depolaryzacje btony
komoérkowej, wzrost stezenia jonow wapniowych i w efekcie nadmierng sekrecje insuliny
(13). Przyczyng zahamowania aktywnos$ci kanatu potasowego lub redukgji liczby kanatéw na

powierzchni btony komérkowej moze by¢ rowniez nadmierny metabolizm komaorkowy.
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Rysunek 3. Fizjologiczna aktywno$¢ kanatu KATP oraz zaburzenie aktywno$ci kanatu we wrodzonej
hipoglikemii i cukrzycy.

Stanley CA, De Leon DD. Monogenic Hyperinsulinemic Hypoglycemia Disorders.

Obnizenie stezenia glukozy w komorce hamuje jej metabolizm obnizajgc stosunek [ATPJ/[ADP]. W
normalnych warunkach powoduje to otwarcie kanatéw KATP, hiperpolaryzacje btony komérkowe;j i
zahamowanie sekrecji insuliny. Przeciwna sytuacja nastepuje, gdy poziom glukozy wzrasta,
stymulujgc metabolizm komorkowy i podnoszgc stosunek [ATP)/[ADP], co powoduje zamkniecie
kanatow KATP, depolaryzacje komérki, otwarcie kanatow wapniowych i sekrecje insuliny. Utrata
funkcji kanatu KATP (ang. Loss-of-function, LOF) w wyniku mutacji powoduje depolaryzacje btony
komorkowej i hipersekrecje insuliny. Odwrotnie w aktywujgcej mutacji kanatu KATP (ang. Gain-of-
function, GOF) nastepuje wzrost aktywnosci kanatu, obnizenie wiasciwoéci depolaryzacyjnych btony

komorkowej i brak sekreciji insuliny.
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2.4. OBRAZ KLINICZNY WRODZONEGO HIPERINSULINIZMU

Obraz kliniczny wrodzonego hiperinsulinizmu moze by¢ zréznicowany i zalezy gtéwnie od

stopnia nasilenia hipoglikemii oraz wieku pacjenta.

Jako hipoglikemie okre$la sie stezenie glukozy w surowicy ponizej 45 mg/dl (2,6 mmol/l)
wraz z towarzyszacymi objawami, ktoére ustepujg po podaniu glukozy. Powyzsze objawy

sktadaja sie na tak zwang triade Whipple'a (14,15).

W fagodnych odmianach wrodzonego hiperinsulinizmu hipoglikemia moze by¢ klinicznie
bezobjawowa, a jej wykrycie jest przypadkowe podczas rutynowych badan kontrolnych. W
skrajnie ciezkich postaciach hiperinsulinizmu dochodzi do zagrazajacej zyciu $pigczki
hipoglikemicznej lub stanu drgawkowego. Pojawienie sie klinicznych objawdw hipoglikemii
uzaleznione jest takze od szybkosci obnizania sie stezenia poziomu glukozy w surowicy (14).
Obawy kliniczne hipoglikemii mozna podzieli¢ na dwie grupy, w zaleznosci od warunkujgcych
te objawy mechanizméw: objawy adrenergiczne oraz neuroglikopenie.

Objawy adrenergiczne hipoglikemii wynikajg z mechanizmdw kontrregulacyjnych hormonoéw
takich jak: epinefryna, norepinefryna, glukagon, kortyzol oraz somatotropina. Objawy
adrenergiczne manifestujg sie wzmozonym uczuciem gtodu, nadmierng potliwoscia,
rozdraznieniem, tachykardig oraz drzeniem rak. Neuroglikopenia wynikajaca z obnizenia
stezenia glukozy w samym osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) przejawia sie pod
postacig zaburzeh koncentracji, zachowania, a w wiekszym nasileniu zaburzeniami
Swiadomosci, drgawkami i $pigczka (14). Szczegdlnie w wieku rozwojowym hipoglikemia
moze spowodowacé powazne, nieodwracalne uszkodzenie médzgu. Badania post mortem
wykonane na niemowletach z ciezkg hipoglikemig wykazaly obszerne zmiany
neuroanatomiczne w obrebie mézgowia. Réwniez w wykonanych badaniach EEG u
pacjentdow z hipoglikemig odnotowano typowe odchylenia, szczegdlnie w obszarze kory,

hipokampa oraz jadra ogoniastego (16).
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Wrodzony hiperinsulinizm zazwyczaj objawia sie na krétko po urodzeniu. tagodniejsze
odmiany moga by¢ wykryte w dziecinstwie lub w p6zniejszym okresie zycia (18). W okresie
noworodkowych hipoglikemia objawia sie pod postacig drgawek u ponad potowy pacjentow.
Poza drgawkami niemowleta zazwyczaj prezentujg objawy bezdechéw, utrate przytomnosci,
ale objawy kliniczne mogg by¢ takze mniej specyficzne (problemy z karmieniem, zaburzenia
napiecia miesniowego, rozdraznienie, ptaczliwos¢, sennosé). Dopiero po pierwszym roku
zycia obserwuje sie typowe objawy hipoglikemii takie jak blados¢ powtok, nadmierna
potliwos¢ czy tachykardia.

U wiekszosci nhoworodkdéw z wrodzonym hiperinsulinizmem obserwuje sie makrosomie ze
$rednig masg urodzeniowg 3,7 kg, a ponad 30% rodzi sie drogg cesarskiego ciecia z
powodu duzej masy urodzeniowej (8). W niektérych przypadkach ptodowa hiperinsulinemia
moze sie objawia¢ pod postacig kardiomiopatii lub hepatomegalii (17,18). Objawy
hipoglikemii mogg wystepowac zaréwno na czczo, jak i po positku, szczegdlnie tym bogatym
w proteiny (19). U pacjentéw z hipoglikemig powysitkowag objawy wystepujg w ciggu 30-45
minut po okresie intensywnych éwiczen anaerobowych. W utrzymaniu normoglikemii u
pacjentow z wrodzonym hiperinsulinizmem wymagane sa intensywne wlewy glukozy z
czestotliwoscig 15-20 mg/kg/min (17).

Dzieci chorujace na wrodzony hiperinsulinizm narazone sg na znaczne komplikacje zaréwno
z powodu objawéw choroby, jak i nastepstw ich leczenia (19). Uszkodzenie o$rodkowego
uktadu nerwowego uzaleznione jest od nasilenia hipoglikemii. W badaniach
przeprowadzonych na pacjentach z wrodzong hipoglikemig w szpitalu dzieciecym w Filadelfii
opisuje sie 30% wystepowanie opdznienia w rozwoju psychomotorycznym u tych pacjentow.
Ponadto u pacjentdbw wymagajacych leczenia chirurgicznego stwierdzono wieksze
wystepowanie powiktan neurologicznych w poréwnaniu z pacjentami reagujacymi na
leczenie farmakologiczne (20, 21). Ryzyko uszkodzenia osrodkowego ukfadu nerwowego
wzrasta wraz z opéznieniem postawienia diagnozy i wtaczenia wlasciwego postepowania
terapeutycznego, niezaleznie od wystepowania poszczegolnych defektéw genetycznych (19-

23).
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Rysunek 4. MRl mézgowia przedstawiajagcy zmiany w wyniku ciezkiej hipoglikemii w wyniku
wrodzonego hiperinsulinizmu.

Arnoux et al. Congenital hyperinsulinism: current trends in diagnosis and therapy. Orphanet Journal of
Rare Diseases 2011.

Zdjecia A, B, C pokazujg zmiany nekrotyczne w ptatach potylicznych oraz cysty w ptatach
ciemieniowych. Zdjecie D obrazuje innego pacjenta z charakterystycznymi jednostronnymi zmianami
w ptacie potylicznym.

2.5. PODLOZE GENETYCZNE WRODZONEJ HIPOGLIKEMII
Mutacje odpowiedzialne za wrodzony hiperinsulinizm mogg by¢ dziedziczone w sposéb
autosomalny recesywny (AR), autosomalny dominujacy (AD) lub poprzez dziedziczenie
mitochondrialne. Mutacje moga wystepowaé w catych rodzinach lub powstawaé de novo.
Wiegkszo$¢ mutacji genetycznych posrednio Ilub bezposrednio powigzana jest z
uszkodzeniem kanatéw potasowych zaleznych od ATP (KATP) w komérkach wysp B trzustki
(8). Obecnie znanych jest 8 genéw odpowiedzialnych za podtoze molekularne wrodzonej
hipoglikemii (tab.2). W potowie przypadkéw podtoze genetyczne choroby jest wecigz

nieznane.
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hipoglikemia

Odmiana HI Gen Chromosom Typ dziedziczenia  Objawy kliniczne  Leczenie
KATP-HI ABCC8 11p15 Postac rozlana: AR Ciezka Pankreatektomia,
KCNJ11 hipoglikemia Oktreotyd
Postac rozlana: AD tagodniejsza Diazoksyd
hipoglikemia
Posta¢ ogniskowa: Ciezka Resekcja ogniska,
diosmia ojcowska hipoglikemia Oktreotyd
GDH-HI GLUD1 10923 AD Hipoglikemia, Diazoksyd
(HI/HA) hiperamonemia
GCK-HI GCK 7p15-13 AD Zréznicowany Diazoksyd
fenotyp
SCHAD-HI HADH 4022-26 AR Zroznicowany Diazoksyd
fenotyp
MCT1-HI SLC16A1 1p13.2p12 AD Hipoglikemia Diazoksyd,
(EIHI) powysitkowa Suplementacja
weglowodanow
podczas wysitku
HNF4A-HI HNF4A 2091213 AD HI w okresie Diazoksyd
noworodkowym,
MODY1 w
pdzniejszym
okresie
UCP2-HI UCP2 11913.4 AD tagodniejsza Diazoksyd

Tabela 2. Klasyfikacja odmian genetycznych wrodzonego hiperinsulinizmu.

2.5.1. MUTACJE W GENACH KCNJ11 | ABCC8

Mutacje genéw ABCCB8 (kodujacy podjednostke SUR1) i KCNJ11 (kodujacy podjednostke

Kir6.2) odpowiadajgcych za prawidtowe funkcjonowanie kanatow KATP po raz pierwszy

powigzano z wrodzonym hiperinsulinizmem w 1995 roku. Sg one najczestsza przyczyng

wrodzonego hiperinsulinizmu i

odpowiadajg za 40-45%

wszystkich zachorowan.

Inaktywujace mutacje powyzszych gendw s3g przyczyng najbardziej ztosliwych postaci

hiperinsulinizmu. Do chwili obecnej zidentyfikowano ponad 150 mutacji genéw kodujacych

kanaty KATP, w wiekszosci znajdujace sie na genie ABCCS8, kodujacym podjednostke
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SUR1. Przeprowadzona w drodze in vitro analiza mutacji wykazata, ze aktywno$¢é kanatow
KATP moze by¢ catkowicie zahamowana lub znacznie zredukowana. Obserwowane mutacje
moga wywota¢ zakitdcenia w przeptywie jondw przez kanaty, zaktdécac ich strukture lub
uniemozliwi¢ ich wbudowanie (ang. trafficking) w powierzchnie komérki.

W grupie mutacji obejmujacych bezposrednie dziatania kanatéw KATP mozna wyrézni¢ dwie
odmiany histopatologiczne: postaé¢ ogniskowa oraz postac rozlang (13).

POSTAC ROZLANA

W postaci rozlanej, gdzie zajete sg wszystkie komorki B w trzustce, wyréznia sie 3 podtypy
wrodzonej hipoglikemii: posta¢ dziedziczong recesywnie (bialleliczng) niereagujacg na
leczenie Diazoksydem, posta¢ dominujgacg (monoalleliczng) niereagujacg na leczenie
Diazoksydem oraz trzecig postaé, dominujacg (monoalleliczng) reagujacg na leczenie
Diazoksydem. W mutacjach z dwéch pierwszych grup obserwuje sie uposledzajg funkcje
kanatdéw KATP (catkowity brak funkcji kanatéw w postaci recesywnej oraz ciezka dysfunkcja
w postaci dominujacej), co w efekcie jest przyczyna ciezkiej hipoglikemii objawiajacej sie
wkrétce po urodzeniu. Pacjenci z powyzszymi mutacjami nie reagujg na leczenie
farmakologiczne i czesto wymagajg subtotalnej pankreatektomii.

Mutacje dziedziczone w sposob recesywny stanowig najwiekszg grupe mutacji wywotujgcych
wrodzony hiperinsulinizm. Mutacje te catkowicie uniemozliwiajg produkcje receptora SUR1
lub podjednostki Kir6.2. Pacjenci z powyzszg mutacjg sq praktycznie pozbawieni kanatow
KATP w bionie komérkowej. Mutacje dziedziczone w sposdb dominujacy, niereagujace na
leczenie Diazoksydem, w przeciwienstwie do mutacji recesywnych nie zaktécajg procesu
wbudowania receptora w btone komérkows. Jak obecnie wiadomo mutacje te dotyczg tylko
podjednostki SUR1, a nieprawidtowa jednostka SUR1 w catkowity sposéb zaburza dziatanie
catego kanatu KATP (19).

Defekty nalezace do trzeciej grupy, dziedziczone w sposéb dominujacy w sposoéb
tagodniejszy upos$ledzajg dziatanie kanatéw oraz reagujg na dziatanie Diazoksydu. Mutacje z

tej grupy dotycza zaréwno podjednostki SUR1, jak i Kir6.2.
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Rysunek 5. Mutacje powodujgce rozlang postaé hiperinsulinizmu w genach ABCC8 i KCNJ11.
Stanley CA, De Leon DD. Monogenic Hyperinsulinemic Hypoglycemia Disorders.

Mutacje dziedziczone w sposob recesywny pokazane sg w goérnej czesci ryciny, natomiast mutacje
dominujgce w dolnej czesci. Mutacje dominujace, reagujgce na leczenie Diazoksydem opisane sg
pogrubiong, podkreslong czcionka. Istnieje w sumie 119 mutacji recesywnych w genie ABCC8 (56
typu missense, 46 nonsense/zmiany ramki odczytu, 17 typu splicing, oraz 6 frame in/del) oraz 27
mutacji dominujgcych (26 missense i 1 in- frame in/del). Istnieje 18 mutacji dziedziczonych w sposéb
recesywny w genie KCNJ11 (16 missense, 1 frameshift, oraz 1 in- frame in/del) i 4 dominujgce
mutacje (4 missense) genu KCNJ11.

Pacjenci z mutacjg genéw ABCC8 i KCNJ11, pod postacig rozlang charakteryzujg sie duzg
masg urodzeniowg, w zwigzku z dziataniem insuliny juz w zyciu ptodowym (19, 24).
Hipoglikemia czesto wymaga bardzo wysokiej czestotliwosci wlewu glukozy. Stopien
nasilenia objawéw u cztonkéw rodzin z mutacjami dziedziczonymi w sposéb dominujacy
moze by¢ zrdéznicowany. Niemowleta niereagujace na leczenie Diazoksydem czesto

wymagaja 95-98% subtotalnej pankreatektomii w ciggu kilku tygodni po urodzeniu.

Leczeniem farmakologicznym w tej grupie pacjentow sg analogi Somatostatyny.
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POSTAC OGNISKOWA

Postaé ogniskowa hiperinsulinizmu (FoHI, ang. Focal Hiperinsulinism) powstaje w wyniku
mutacji dziedziczonej od ojca w drodze diosmii jednorodzicielskiej w lokalizacji 11p15p.
Znajomos¢ tej postaci jest niezwykle istotna z klinicznego punktu widzenia, poniewaz
stanowi ona potowe przypadkéw hiperinsulinizmu niereagujacego na leczenie Diazoksydem.
Pacjenci z mutacjg wywotujacg posta¢c ogniskowg sg kandydatami do limitowanej
pankreatektomii, ktéra nie wigze sie z catkowitym wyleczeniem.

Postaé ogniskowa odkryto w latach 80., gdy zaobserwowano nagte wyzdrowienia po zabiegu
hemipankreatektomii u bardzo ciezko chorych pacjentéw. Zaskakujacg obserwacjg byt obraz
histopatologiczny resekowanej trzustki, ktéry nie odbiegat od normy. Doktadne, ponowne
przebadanie przy uzyciu przeciwciat anty-insulinowych pokazato mate, ogniskowe zmiany
proliferujgcych komorek B (25, 26). W roku 1997 odkryto uderzajace podobiehstwo obrazu
histopatologicznego ogniskowego hiperinsulinizmu oraz tego obserwowanego w zespole
Beckwith-Wiedemanna (BWS) (27). Byto to bodzcem do badania wspélnego mechanizmu i
gendéw w rejonie 11p15.5. Ogniskowa hiperplazja w obrebie wysp B nie jest procesem
rozrostowym, poniewaz nie dochodzi do naruszenia lub przekroczenia granic wyspy, oraz nie
tworzy pseudotorebki. Jest to raczej patologiczny proces rozwojowy, a inne komorki
endokrynne pozostajg niezmienione. Dodatkowo zmiany hiperplastyczne ograniczone sg
tylko do matej czesci trzustki otoczonej niezmieniong tkanka, co sugeruje proces klonalny
(25). Przyczyna postaci ogniskowej jest utrata matczynego allele w rejonie 11p15, na krétkim
ramieniu chromosomu 11 zawierajagcym geny ABCC8 i KCNJ11 (25, 27). Utrata
heterozygotycznosci dotyczy tylko zmiany ogniskowej w trzustce. Damaj i wspotpracownicy
wykazali, ze mechanizmem utraty heterozygotycznosci w ogniskowym hiperinsulinizmie,
podobnie jak w zespole BWS jest mechanizm diosmii jednorodzicielskiej (25, 28). Utrata
heterozygotycznosci wigzana jest z modelem tak zwanego ,podwéjnego uderzenia”
Knudsona , gdzie dziedziczona od ojca mutacja uznawana jest za tzw. ,pierwsze uderzenie”,

natomiast w obrebie zmiany ogniskowej w trzustce, ta heterozygotyczna mutacja wystepuje
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jako homozygota, z powodu utraty matczynego rejonu 11p15, skompensowanej isodiosmig

ojcowskiego allele (rys.6).

Mormal

Gall
baldder
Duodenum
\
\
o ‘5
Blood vessel
|
|
! ;’
Vo "

Chromosomes 11 Chromosomes 11
within the focal lesion

Rysunek 6. Mechanizm podwdjnego uderzenia w postaci ogniskowej hiperinsulinizmu.

Arnoux et al. Molecular Mechanisms and Clinical Pathophysiologies of Focal ATP- Sensitive
Potassium Channel Hyperinsulinism and Beckwith-Wiedemann Syndrome, Stanley CA, De Leén DD
(eds): Monogenic Hyperinsulinemic Hypoglycemia Disorders

Dziedziczony od ojca chromosom 11 oznaczony jest kolorem czarnym, natomiast chromosom
dziedziczony od matki kolorem szarym. U pacjentéw z ogniskowym hiperinsulinizmem odziedziczona
od ojca mutacja (biaty krzyzyk) w genie ABCC8 lub KCNJ11 obecna jest we wszystkich komorkach
(stad analiza molekularna krwi pokaze jedng mutacje, dziedziczong od ojca). Natomiast w obrebie
zmiany ogniskowej w trzustce, ta heterozygotyczna mutacja wystepuje jako homozygota, z powodu
utraty matczynego rejonu 11p15, skompensowanej isodiosmig ojcowskiego allele.

Postaé¢ FoHI zazwyczaj objawia sie jedng lub rzadziej kilkoma zmianami w matym rozmiarze
(2-5 mm $rednicy) w obrebie trzustki. Istniejg takze doniesienia o postaci ektopowiej FoHI, z
ogniskiem w jamie otrzewnowej lub jelicie cienkim (25). Zmiany te mozna zlokalizowa¢ za
pomocg badania PET. Pomimo iz posta¢ ogniskowa hiperinsulinizmu jest zazwyczaj
sporadyczna, obserwowane sg zachorowania wsrdd rodzenstwa (2, 29). Ponadto do tej pory

w literaturze opisano jedng rodzine ze wspodtwystepujgcymi postaciami hiperinsulinizmu;

postacig rozlang i ogniskowg (25).
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Pomimo, ze do tej pory nie byto doniesien o zachorowaniach na insulinoma u tych
pacjentéw, mutacja w rejonie 11p15.5 moze hipotetycznie zwiekszac¢ ryzyko tego nowotworu

(25).

2.5.2. MUTACJE W GENIE GLUD1
Dehydrogenaza glutaminianowa (GDH, ang. Glutamate Dehydrogenase) jest homo-
heksamerycznym enzymem Kkatalizujagcym odwracalng oksydacje 1-glutaminianu do 2-
szczawioglutaranu przy uzyciu NAD+ i/lub NADP+ jako koenzymoéw (30). GDH jest w
sposob allosteryczny regulowana przez wiele metabolitdbw w komérce. GTP i w mnigjszym
stopniu ATP, s3 inhibitorami GDH. Gdy cykl Krebsa jest aktywny, powstaty w jej wyniku GTP

obniza aktywnos$¢ oksydacyjng dehydrogenazy glutaminianowej (30).

Pomimo dobrej znajomosci powyzszego enzymu, dopiero niedawno opisano jego role w
patogenezie wrodzonej hipoglikemii. Aktywujagce mutacje genu dehydrogenazy
glutaminianowej (GLUD1) stanowig drugg co do czestoSci grupe przyczyn wrodzonej
hipoglikemii (31). Sg to mutacje typu missens, dziedziczone w sposob dominujacy,
wystepujace rodzinnie lub powstajagce de novo. Ciggta aktywacja dehydrogenazy
glutaminianowej (poprzez zredukowane hamowanie GDH przez GTP), powoduje wzrost
stosunku ATP/ADP w komérce [ trzustki, co w konsekwencji prowadzi do zamkniecia kanatu
KATP i sekrecji insuliny (30, 32, 33). Aktywnos¢ GDH dodatkowo wzrasta pod wptywem

leucyny oraz positkéw wysokoproteinowych.

Efektem mutacji genu GLUD1 jest zespot ,Hiperinsulinemia/Hiperammonemia” (HI/HA, ang.
Hyperinsulinism/Hyperammonemia Syndrome) i stanowi wyjasnienie leucynowrazliwej
hipoglikemii. Hipoglikemia u pacjentéw z zespotem HI/HA moze objawia¢ sie na krotko po
porodzie lub w pdzniejszym okresie dziecinstwa. Choroba wywotana powyzsza mutacjg jest
przyczyng zmian wielonarzgdowych: powodujgc hipersekrecje insuliny, charakterystyczny
wzrost stezenia amoniaku w surowicy w zwigzku z indukowang oksydacjg glutaminianu oraz

z upos$ledzeniem syntezy mocznika, a takze poprzez dziatanie na osrodkowy uktad nerwowy
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powoduje epilepsje oraz problemy z naukg (30) (rys.7.). U dzieci z zespotem HI/HA czesto
obserwuje sie drgawki typu absencji, a obraz w badaniu EEG przypomina drgawki w wyniku
mutacji kanatéw jonowych (2).
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Rysunek 7. Schemat dziatania wielonarzagdowego w mutacji GDH.

Smith T J, Glutamate Dehydrogenase: Structure, Regulation, and Its Role in Insulin

Homeostasis. Stanley CA, De Ledn DD (eds): Monogenic Hyperinsulinemic Hypoglycemia Disorders.
Gorna rycina przedstawia schemat stymulacji wydzielania insuliny w trzustce poprzez aktywacje GDH.
Dolna rycina przedstawia zaburzong produkcje mocznika w nerkach pacjentéw z mutacjg GDH.

Rycina z prawej strony pokazuje dziatanie mutacji genu GDH na osrodkowy uktad nerwowy.

Leczenie zespotu HI/HA opiera sie na kontrolowaniu poziomu glikemii i sekrecji insuliny.
Lekiem z wyboru jest Diazoksyd. Niestety lek tan nie wptywa na stezenie amoniaku w
surowicy oraz na powikfania ze strony uktadu nerwowego. Trwajg badania nad inhibitorami
GDH. Istniejg doniesienia, ze bioaktywne sktadniki zielonej herbaty (flawonoidy i katechiny)

wykazujg inhibicyjne dziatanie na aktywnos¢ GDH (30).
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2.5.3. MUTACJE W GENIE GCK

Glukokinaza jest jedng z czterech heksokinaz fosforyzujacych cukry w komérce, dodatkowo
nazywana jest czujnikiem stezenia glukozy i petni role w regulacji sekrecji insuliny. Glukoza
po przedostaniu sie do komorki B poprzez transporter GLUT2 jest fosforylowana przez
glukokinaze do glukozo-6-fosforanu, ktérego metabolizm zwieksza stosunek stezenia

ATP/ADP, w wyniku czego zamkniete zostajg kanaty KATP (4).
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Rysunek 8. Aktywno$¢ glukokinazy w komaorce B trzustki.

Hussain K, Mutations in pancreatic 8-cell Glucokinase as a causa of hyperinsulinaemic hypoglycaemia
and neonatal diabetes mellitus, Rev Endocr Metab Disord (2010) 11:179—-183

U chorych z aktywujacymi mutacjami genu GCK, zwieksza sie powinowactwo glukokinazy do
glukozy. Oznacza to, ze insulina jest uwalniana juz pod wptywem nizszych stezen glukozy
niz w warunkach fizjologicznych (4).

Aktywujace mutacje genu glukokinazy (GCK) zostaty po raz pierwszy opisane jako

przyczyna wrodzonego hiperinsulinizmu w 1998 roku, na krétko po odkryciu mutacji w
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obrebie kanatu KATP (34). Sg to niezwykle rzadkie mutacje powodujace wrodzong
hipoglikemie. Do tej pory w literaturze opisano 38 przypadkéw wrodzonego hiperinsulinizmu
w wyniku defektu GCK (34). Mutacje genu GCK dziedziczone sg w sposéb dominujacy i
wystepujg sporadycznie lub rodzinnie. Obecnie znanych jest 15 réznych typéw mutacji
aktywujacych genu GCK. Defekty GCK czesto nie sg rozpoznawane bezposrednio po
urodzeniu, a czasami mogg by¢ rozpoznane dopiero w okresie dorostosci. W odréznieniu od
mutacji bezposrednio zwigzanych z kanatem KATP lub mutacji genu GDH, defekty w genie
glukokinazy dajg znacznie mniej powiktan pod postacig uszkodzenia osrodkowego ukfadu
nerwowego (34-36). Dodatkowym objawem mutacji genu GCK moze by¢ hiperlipidemia
zwigzana z aktywacjg GCK w watrobie i wzrostem syntezy trojglicerydéw (34, 37).

Wiegkszos¢ pacjentow z defektem GCK reaguje leczenie Diazoksydem, ale zdarzajg sie
przypadki oporne na leczenie farmakologiczne, ktére w ostatecznosci wymagajg leczenia
chirurgicznego (17). U pacjentéw niereagujacych na leczenie Diazoksydem, u ktérych nie

stwierdzono mutacji w genach ABCC8 i KCNJ11 zawsze nalezy rozwazy¢ defekt genu GCK.

W odréznieniu od mutacji genu GCK powodujgcych hipoglikemie, mutacje inaktywujace,
ktére zmniejszajg aktywnos$¢ glukokinazy lub zmniejszajg jej powinowactwo do glukozy

powodujg cukrzyce MODY?2.

2.5.4. MUTACJE W GENIE HADH

Dehydrogenaza krétkotancuchowych L-3-hydroksyacyloCoA (ang. short chain L-3-
hydroxyacyl-CoA  dehydrogenase, @ SCHAD) jest enzymem  mitochondrialnym,
wspétdziatajacym z NAD, katalizujgcym przemiane L-3-hydroksyacylo-CoA do 3-
ketoacyloCoA w procesie B oksydacji kwaséw tluszczowych (4). Ekspresja tego enzymu
wystepuje gtdwnie w miedniach szkieletowych, kardiomiocytach, watrobie, nerce i w wyspach

B trzustki.
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Rysunek 9. Funkcja enzymu SCHAD.

Molven et al. The Molecular Genetics and Pathophysiology of Congenital Hyperinsulinism Caused by
Short-Chain 3-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase Deficiency. Stanley CA, De Leén DD (eds):
Monogenic Hyperinsulinemic Hypoglycemia Disorders.

Kwasy ttuszczowe ulegajg oksydacji w czterech reakcjach enzymatycznych. SCHAD katalizuje 3 etap
dehydrogenizacji 3-hydroxyacylo-CoA. Enzym ten charakteryzuje sie preferencjg do krétko- i srednio-
tancuchowych kwasow ttuszczowych (C4-C12). W komadrkach B trzustki SCHAD jest takze inhibitorem
dehydrogenazy glutaminianowej (GDH).

Inaktywujace mutacje genu HADH zlokalizowanego na chromosomie 4922-q26, kodujgcego
SCHAD, dziedziczone w sposo6b autosomalny recesywny, objawiajg sie defektem B oksydac;ji
kwaséw ttuszczowych, zwigzanym z hiperinsulinizmem (31).

Zazwyczaj defekty oksydacji wolnych kwaséw ttuszczowych objawiajg sie niskim poziomem
insulinemii, co odpowiednio odzwierciedla stan energetyczny organizmu (38). W zwigzku z
powyzszym, zaskakujace byto doniesienie Claytona i wspétpracownikéw (39), ktérzy w 2001
roku opisali pacjenta z wrodzonym hiperinsulinizmem i defektem oksydacji wolnych kwaséw
ttuszczowych. U pacjentow z mutacjg HADH obserwuje sie hipoketotyczng hipoglikemie,
hiperinsulinemie oraz zwiekszone stezenie we krwi hydroksybutyrylokarnityny. Mutacja
SCHAD potaczona z hiperinsulinizmem wskazuje, ze w regulacji sekrecji insuliny uczestniczy
réwniez lipidowy szlak sygnalizacyjny, ale mechanizm tej regulacji nie jest jeszcze do konca
poznany (4). Ponadto funkcjag enzymu SCHAD specyficzng dla komérek B, jest jego
regulacja sekrecji insuliny, poprzez inhibicyjne dziatanie na enzym GDH, co w sposéb
posredni zwigzany jest z zespotem HI/HA (38, 40, 41). Opisywani pacjenci z mutacjg genu
HADH charakteryzujg sie normalng masg urodzeniowg w przeciwienstwie do wczesniej

opisywanych mutacji (38, 42). Dotychczas w literaturze opisano tylko kilka przypadkéw
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mutacji genu HADH (43-45). U wszystkich z opisanych pacjentéw odnotowano dobrg reakcje
na leczenie Diazoksydem. Pomimo rzadkiego wystepowania, mutacja HADH powinna by¢

rozwazana u wszystkich pacjentéw rozpoznanym wrodzonym hiperinsulinizmem (38).

2.5.5. MUTACJE W GENIE SLC16A1
Mutacja w genie SLC16A1 odpowiada za powodowang wysitkiem fizycznym hiperinsulinemie
(ang. Exercise-Induced Hyperinsulinism, EIHI). Dotychczas mutacje tg opisano u 12 oséb
pochodzacych z dwoch rodzin (4). U tych chorych wykazano dziedziczenie autosomalne,
dominujgce choroby. Gen SLC16A1 koduje transporter monokarboksylazy 1 (ang.
Monocarboxylate Transporter 1, MCT-1). W warunkach fizjologicznych transporter MCT-1
odpowiedzialny jest za transport mleczanu i pirogronianu do wszystkich typéw komérek z
wyjatkiem komorek B trzustki, gdzie jest transkrypcyjnie wyciszony. U pacjentéw z mutacjg
genu SLC16A1 defekt wyciszenia transkrypcji transportera MCT-1 powoduje wzrost poziomu
pirogronianu i mleczanu w komoérce 3 na krétko po wysitku fizycznym, co w efekcie powoduje
nadmierng sekrecje insuliny (46) (rys.10.). Typowym objawem jest hipoglikemia wywotana
wysitkiem anaerobowym. Hipoglikemie i hiperinsulinemie mozna wykaza¢é w tescie
wysitkowym. W diagnostyce pomocny jest test z dozylnym obcigzeniem pirogronianem.
Chociaz pacjenci z powyzszym defektem reagujg na leczenie Diazoksydem, nie mozna
catkowicie unikngé hipoglikemii powysitkowej, a jedynym sposobem uniknigecia hipoglikemii

jest brak wysitku fizycznego lub spozywanie weglowodanow prostych w jego trakcie.
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Rysunek 10. Schemat patogenezy hiperinsulinizmu indukowanego wysitkiem.

Otonkoski T, Meissner T, Exercise- Induced Hyperinsulinism: A Failure of Monocarboxylate
Transporter 1 Expression Silencing, Stanley CA, De Ledén DD (eds): Monogenic Hyperinsulinemic
Hypoglycemia Disorders.

a. Podczas wysitku anaerobowego, poziom mleczanu i pirogronianu gwattownie wzrasta. W
warunkach fizjologicznych powyzsze metabolity nie moga przejs¢ do komorki B w zwigzku z
brakiem transportera MCT-1.

b. U pacjentéw z EIHI, obecny transporter MCT-1 umozliwia przenikanie pirogronianu do komaérki
B, co powoduje wytwarzanie ATP w drodze glikogenolizy w mitochondriach, wptywajac na
wzrost sekrecji insuliny.

2.5.6. MUTACJE W GENIE HNF4A

Jadrowy czynnik watrobowy 4 a (HNF4A, ang. Hepatocyte nuclear factor 4 alpha) jest
czynnikiem transkrypcyjnym kodowanym przez gen HNF4A. Czynnik ten petni istotng role w
rozwoju trzustki, utrzymaniu masy komérek 8 oraz w regulacji sekrecji insuliny (47). Mutacje
w genie HNF4A najczesciej powodujg cukrzyce MODY1. Dodatkowo niektére z odmian
promotora P2 genu HNF4A powigzane sg ze zwiekszonym ryzykiem cukrzycy typu 2 (47).
Niedawno jednak opisano, ze heterozygotyczne mutacje genu HNF4A nie tylko uposledzajg
sekrecje insuliny w komérce, ale tez moga prowadzi¢ do jej wzmozonej sekrecji w zyciu
ptodowym, dziecinstwie i wieku dorostym (47-51). Potwierdzono, ze autosomalne
dominujgce mutacje genu HNF4A odpowiedzialne sg za wrodzong hipoglikemie w przebiegu
hiperinsulinizmu. Konsekwencjg powyzszych defektéw jest makrosomia ptodu i przejsciowa,

badz przetrwata hipoglikemia (48-51).
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Mechanizm prowadzacy do cukrzycy MODY1 w wyniku mutacji genu HNF4A obejmuje
defekt w stymulowanej glukozg sekrecji insuliny, dysfunkcje mitochondriéw i wzmozong
apoptoze komorek B. Niestety mechanizm wrodzonej hipoglikemii w wyniku mutacji genu
HNF4A nie jest do tej pory poznany. Istniejg przypuszczenia, ze wyczerpanie komoérek 3,
poprzedza hipersekrecja insuliny (42). Inny mozliwy mechanizm opisuje utrate interakcji
pomiedzy czynnikiem HNF4a z innymi receptorami jadrowymi. HNF4A wptywa na ekspresje
podjednostki Kir6.2 oraz gendw regulujacych oksydacje kwasow tluszczowych w komérce
(52). Powyzsza odmiana hiperinsulinizmu objawia sie pod postacig zmian rozlanych w
trzustce i reaguje na leczenie Diazoksydem. Obecnos¢ mutacji w genie HNF4A wskazuje
nie tylko na wrodzong hipoglikemie, ale takze na ryzyko cukrzycy w pdzniejszym okresie
zycia. Wczesne wykrycie tego defektu umozliwia wprowadzenie wczesnej diagnostyki i

leczenia oraz zapobieganie dtugoterminowym powiktaniom cukrzycy.
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Rysunek 11. Rola czynnika HNF4a w sekrecji insuliny w komérce B trzustki.
Kapoor R, JamesT, Hussain K, HNF4A and Hyperinsulinemic Hypoglycemia. Stanley CA, De Leén
DD (eds): Monogenic Hyperinsulinemic Hypoglycemia Disorders.

HNF4a reguluje ekspresje gendw kontrolujgcych sekrecje insuliny takie jak gen aldolazy B, kinazy L-
pirogronianu  (LPK), transportera glukozy 2 (Glut-2), biatka UCP2, dehydrogenazy 2-
szczawioglutaranu (2-OGDH) oraz czynnika transkrypcyjnego HNF1a. HNF1a reguluje PDX1 (ang.
pancreatic and duodenal homeobox 1), petnigcy role w produkcji proinsuliny. HNF- 4a przypuszczalnie
petni tez role w regulacji kanatbw KATP.
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2.5.7. MUTACJE W GENIE UCP2

Mitochondria petnig kluczowg role w modulacji poziomu ATP w komérce. Wolne rodniki tlenu
(ang. Reactive Oxygen Species, ROS) petnig funkcje sygnalizacyjng w sekrecji insuliny w
komérce . Biatko UCP2, reguluje wyciek protonébw poprzez wewnetrzng btone
mitochondrialng i poprzez hamowanie metabolizmu oksydacyjnego obniza stosunek
ATP/ADP w komorce. Mutacje inaktywujace w genie UCP2 objawiajg sie noworodkowg
hipoglikemiag i dobrze reagujg na leczenie za pomoca Diazoksydu. W wyniku mutacji genu
UCP2 synteza ATP w komoérce wzrasta, co w konsekwencji stymuluje sekrecje insuliny (50,
53).
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Rysunek 12. Rola biatka UCP2 w metabolizmie glukozy i sekrecji insuliny w komérce B trzustki.
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Gonzalez-Barroso M, de Lonlay P, Ricquier D, Hyperinsulinism Due to Mutations of Uncoupling
Protein 2. Stanley CA, De Ledn DD (eds): Monogenic Hyperinsulinemic Hypoglycemia Disorders.

W warunkach fizjologicznych biatko UCP2 jest negatywnym regulatorem sekrecji insuliny: (1) obniza
potencjat btonowy i obniza stosunek ATP/ADP; (2) UCP2 hamuje sekrecje insuliny poprzez obnizenie
stezenia produktéw tancucha oddechowego (ROS) produkowanych w mitochondriach; (3) UCP2 jako
nosnik pirogronianu dziata jako sensor metaboliczny w doborze substratéw cyklu Krebsa.
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2.5.8. MUTACJE W GENIE INSULINY

Mutacje w genie insuliny (INS), ktory koduje czgsteczke preproinsuliny sg dosyé czestg
przyczyng izolowanej cukrzycy noworodkowej oraz cukrzycy MODY (54 - 56). Dodatkowo
uwaza sie, ze wystepowanie cukrzycy typu 1 takze zwigzane jest z polimorfizmem genu
insuliny. Mutacje w tym genie, znajdujagcym sie na chromosomie 10 dotyczg gtéwnie budowy
przestrzennej proinsuliny, tworzenia mostkow dwusiarczkowych lub migracji insuliny
wewnatrz komorki. Nieprawidtowo zbudowana insulina kumuluje sie w retikulum
endoplazmatycznym prowadzac do apoptozy komoérki.

Do tej pory nie opisano mutacji w genie insuliny wywotujacych hipoglikemie. Istniejg
natomiast przypuszczenia, ze aktywujgce mutacje w tym genie mogtyby by¢ przyczynag

hiperinsulinizmu.

, "

Mutation in ATP gated K*
channef Genes
ABCCH/KCMI1

Matation in
SLC16A1 (MCT1)

Rysunek 13. Podsumowanie wptywu wymienionych mutacji genetycznych na sekrecje insuliny w
komorce B trzustki.

Zainaba M et al. , Hyperinsulinaemic Hypoglycaemia: Genetic Mechanisms, Diagnosis and
Management, J Clinical Research Pediatric Endocrinology 2012;4(4):169-181
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2.6. KLASYFIKACJA HISTOLOGICZNA

Obraz morfologiczny zmian trzustki we wrodzonym hiperinsulinizmie uwarunkowany jest

podfozem genetycznym. Wyréznia sie zmiany ogniskowe, rozlane oraz atypowe.

& ¢

POSTAC ROZLANA: POSTAC OGNISKOWA:
Mutacje w genach: Mutacje w genach:
ABCCS8, KCNJ11, GLUD1, GCK, HADH, ABCCS8, KCNJ11

HNF4A, MCT1, UCP2

Rysunek 14. Formy morfologiczne i podtoze genetyczne wrodzonego hiperinsulinizmu.

2.6.1. POSTAC OGNISKOWA

Zmiany ogniskowe obejmujg zazwyczaj mate obszary w trzustce (Srednica od 2,5 do
7,5mm), chociaz mozna réwniez obserwowac znacznie wieksze ogniska. Zmiany ogniskowe
formujg duze komorki, z duzg iloscig cytoplazmy z jadrem o nieregularnym, kanciastym
ksztatcie (3-5 krotnie wieksze od zwyktych jader komérkowych) (8). Barwienia
immunohistochemiczne za pomocg Somatostatyny pokazujg obecno$é populacji
dodatkowych komérek endokrynnych w obrebie zmian ogniskowych. Obszar patologicznych
komoérek jest wieloptatowy i moze by¢ otoczony komoérkami satelitarnymi co narzuca
konieczno$S¢ resekcji i analizy zmian z marginesem chirurgicznym w celu unikniecia
nawrotéw hipoglikemii. Przyczyng postaci ogniskowej jest utrata matczynego allele w rejonie

11p15, na krétkim ramieniu chromosomu 11 zawierajgcym geny ABCC8 i KCNJ11 (25).
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Rysunek 15. Postac¢ ogniskowa hiperinsulinizmu.
Suchi et al. Pancreatic Histopathology of Hyperinsulinism. Stanley CA, De Leén DD (eds): Monogenic
Hyperinsulinemic Hypoglycemia Disorders.

A. Powiekszenie 50x, barwienie immunohistochemiczne dla insuliny. Charakterystyczna obfito$¢
komponenty endokrynnej (>40%) w obrebie ogniska.

B. Powiekszenie 400x, barwienie hematoksyling i eozyng. Wewnatrz ogniska widoczne
powigkszone jgdra komorkowe.

C. Powiekszenie 400x, barwienie hematoksyling i eozyng. Poza ogniskiem jgdra komoérkowe
pozostajg normalnej wielkosci.

2.6.2. POSTAC ROZLANA

Postaé¢ rozlana hiperinsulinizmu obejmuje wszystkie komoérki B w trzustce, z réznorodnym
zajeciem wysp. Ksztatt wysp jest zachowany, ale zawiera bardzo aktywne komérki B z
patologicznymi jadrami (3-4 razy wieksze od zwyktych jader komérkowych). W
przeciwienstwie do zmian ogniskowych architektura wysp B jest zachowana. Postac ta
powstaje gtownie w wyniku mutacji enzymatycznych oraz uszkodzenia czynnikow

transkrypcyjnych, a takze w przebiegu niektérych mutacji genéw ABCC8 i KCNJ11.
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Rysunek 16. Postac rozlana hiperinsulinizmu.
Suchi et al. Pancreatic Histopathology of Hyperinsulinism. Stanley CA, De Leén DD (eds): Monogenic
Hyperinsulinemic Hypoglycemia Disorders.

A. Powigkszenie 50x, barwienie immunohistochemiczne dla insuliny. llo§¢ komponenty
endokrynnej nie rozni sie od obrazu trzustki zdrowych pacjentow.

B. Powiekszenie 400x, barwienie hematoksyling i eozyng. Widoczne powigekszone jadra
komorkowe.

2.6.3. POSTAC ATYPOWA
Posta¢ atypowa hiperinsulinizmu nie jest do konca zdefiniowana. Zblizona jest do formy
rozlanej, natomiast obserwuje sie jg tylko w jednym duzym obszarze trzustki. Podtoze
genetyczne tej formy histologicznej nie jest do konca poznane, ale przypuszcza sie, ze
postac ta powstaje w wyniku mozaicyzmu chromosomalnego (8). U wszystkich pacjentéw z

atypowymi zmianami hipoglikemia jest bardzo nasilona i obserwuje sie jg od urodzenia (25).
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2.7. DIAGNOSTYKA WRODZONEGO HIPERINSULINIZMU

Diagnostyka wrodzonej hipoglikemii obejmuje ocene obrazu Kklinicznego, badania

laboratoryjne, badania genetyczne oraz diagnostyke obrazowg (17).

2.7.1. DIAGNOSTYKA LABORATORYJNA

Laboratoryjne  kryteria  diagnostyczne  wrodzonego  hiperinsulinizmu  obejmujg
udokumentowang hipoketotyczng hipoglikemie (ponizej 45 mg/dl) przy nieadekwatnym
poziomie insulinemii w surowicy. W fizjologicznych warunkach podczas hipoglikemii poziom
insuliny powinien by¢ nieoznaczalny. W literaturze nie opisuje sie norm dla poziomu insuliny
w stosunku do glikemii. ,Normalny” dla normoglikemii poziom insulinemii jest zazwyczaj

nieodpowiedni w obecnosci hipoglikemii (2).

W hipoglikemii z hiperinsulinemig poziom ciat ketonowych we krwi i moczu oraz wolnych
kwaséw ttuszczowych w surowicy powinien by¢é nieoznaczalny (zahamowana lipoliza).
Niestety nieadekwatne wydzielanie insuliny moze by¢ czasem trudne do wychwycenia,
poniewaz sekrecja insuliny moze przebiegaé pulsacyjnie. W watpliwych przypadkach
pomochym parametrem moze by¢é pomiar poziomu C-peptydu w surowicy (17).

Typowe jest takze wysokie zapotrzebowanie na podawang dozylnie glukoze (>8mg/kg/min,
norma 4-6 mg/kg/min), co wskazuje na defekt wydzielania insuliny.

W przypadkach ciezkich do zdiagnozowania pomocniczymi badaniami moga by¢: obnizony
poziom czynnika IGFBP-1 (ang. Insulin-Like Growth Factor-Binding Protein 1) (insulina
hamuje transkrypcje genu IGFBP-1), znaczny wzrost glikemii w odpowiedzi na
domiesniowe/dozylne podanie glukagonu w trakcie hipoglikemii (wzrost powyzej 30mg/dl
pomimo ciezkiej hipoglikemii) oraz pozytywna odpowiedz na leczenie analogami
Somatostatyny (17).

Dodatkowe badania réznicujgce formy genetyczne wrodzonej hipoglikemii obejmujg poziom

amoniaku w surowicy, test prowokacji leucyng (hipoglikemia w przebiegu mutacji genu
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GLUD1), ocene profilu acylkarnityny w surowicy (wzrost 3-hydroksybutarylkarnityny) oraz
kwaséw organicznych w moczu (hipoglikemia w przebiegu mutacji HADH) (2, 8, 17, 57).
Préba leczenia Diazoksydem i obserwacja jego wptywu na poziom glikemii dostarcza

istotnych wskazéwek na temat domniemanych mutacji wywotujacych hipoglikemie.

2.7.2. DIAGNOSTYKA ROZNICOWA

PRZEJSCIOWA HIPOGLIKEMIA Z HIPERINSULINEMIA

Jest to postac hipoglikemii wystepujaca na krotko po urodzeniu, ktéra ustepuje samoistnie w
ciggu kilku dni lub tygodni (17). Najczestszymi przyczynami przejsciowej hipoglikemii
noworodkdéw jest cukrzyca u matki (cukrzyca cigzowa lub insulinozalezna), hipotrofia
wewnatrzmaciczna, niedotlenienie okotoporodowe, cigzowa erytroblastoza oraz leki
przyjmowane przez matke w trakcie cigzy, takie jak pochodne sulfonylomocznika, czy wlewy
glukozy w trakcie porodu. Opisywane sg takze przypadki przejSciowej hipoglikemii
niezwigzanej z zadnymi z wymienionych czynnikdéw ryzyka (17, 57). Podtoze przejsciowej
hipoglikemii z hiperinsulinemig nie jest do konca poznane. W niektérych przypadkach
konieczne jest leczenie za pomocg Diazoksydu (17, 58).

PRZETRWALtA HIPOGLIKEMIA Z HIPERINSULINEMIA

Za przetrwatg hipoglikemie z hiperinsulinemig uwaza sie hipoglikemie nieustepujacq kilka
tygodni lub miesiecy po urodzeniu. Najczestszg przyczyng przetrwatej hipoglikemii u dzieci
jest uwarunkowany genetycznie hiperinsulinizm. Inne rzadsze przyczyny obejmuja;
hiperinsulinizm w przebiegu genetycznych zespotéw chorobowych, autoimmunologicznie
uwarunkowany hiperinsulinizm, insulinoma oraz niektére choroby metaboliczne (58-66).

U pacjentéw z izolowanym popositkowym hiperinsulinizmem nie obserwuje sie objawow
hipoglikemii w teScie po przedtuzonym gtodzeniu, ale hipoglikemia moze pojawic sie w tescie
po doustnym obcigzeniu glukozg (OGTT) lub w tescie prowokacji Mixed-meal.

Podczas diagnostyki hiperinsulinizmu nalezy takze wykluczy¢ jego jatrogenng przyczyne,

takg jak podaz egzogennej insuliny lub innych lekéw hipoglikemizujacych (14, 17).
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Podwyzszony poziom insulinemii w surowicy, przy niewykrywalnej wartosci C-peptydu
wskazuje na egzogenng podaz insuliny. Gdy przyczyna hipoglikemii z hiperinsulinemig jest
niejasna, zaleca sie takze wykonanie pomiaru poziomu pochodnych sulfonylomocznika w

surowicy i w moczu.
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Przejsciowa hipoglikemia z hiperinsulinemig

IUGR (ang. Intrauterine growth restriction)
Niedotlenienie okotoporodowe

Konflikt serologiczny
Przetrwata hipoglikemia z hiperinsulinemig
Wrodzony hiperinsulinizm

Zespoty genetyczne z wrodzonym hiperinsulinizmem
Zespot Beckwith-Wiedemanna

Zespot Kabuki

Trisomia13

Zespoét Turnera

Zespot Soto

Zespbt Ushera

Zespot Timothy’ego

Zespot Costello

Zespot osrodkowej hipowentylacji

Leprechaunizm (Zespét opornoéci na insuline)

Choroby metaboliczne
Wrodzone defekty glikozylacji, Typ 1a/b/d
Tyrozynemia typ |

Mutacje genu receptora insuliny

Autoimmunologicznie uwarunkowany hiperinsulinizm

Hypoglycaemia)

Cukrzyca u matki (GDM lub cukrzyca insulinozalezna)

Insulinoma (postaé sporadyczna lub zwigzana z zespotem MEN-1)

Popositkowy hiperinsulinizm (po zabiegach gastrochirurgicznych, Dumping syndrom)

Hipoglikemia w wyniku guzéw pozatrzustkowych (NICTH, ang. Non-Islet Cell Tumor

Polekowy hiperinsulinizm (egzogenna insulina, sulfonylomocznik, glinidy, biguanidy, B-blokery)

Tabela 3. Przyczyny hipoglikemii z hiperinsulinemia.

Zmodyfikowano na podstawie: Zainaba M et al. , Hyperinsulinaemic Hypoglycaemia: Genetic

Mechanisms, Diagnosis and Management, J Clinical

2012;4(4):169-181

Research Pediatric

Endocrinology
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2.7.3. BADANIA GENETYCZNE

Kolejnym etapem diagnostyki sg badania genetyczne. Identyfikacja mutacji
odpowiedzialnych za wrodzony hiperinsulinizm ma istotne znaczenie dla postepowania

terapeutycznego oraz poradnictwa genetycznego oferowanego rodzinom pacjentéw.

Niestety w chwili obecnej w Polsce badania genetyczne nie wchodzg w standardy

diagnostyki wrodzonej hipoglikemii.

2.7.4. DIAGNOSTYKA OBRAZOWA

U potowy niemowlat chorujgcych na wrodzony hiperinsulinizm, u ktérych wymagana jest
resekcja trzustki stwierdza sie potencjalnie wyleczalng posta¢ ogniskowa.

Konwencjonalne badania, takie jak tomografia komputerowa lub rezonans magnetyczny nie
sg w stanie wykry¢é zmian ogniskowych w trzustce (59-61). Dotychczas dostepng metoda
obrazowania, stosowang wczesniej w diagnostyce insulinoma u dorostych pacjentéw byta
cyfrowa przeptywowa angiografia z wewnagtrztetniczg stymulacjg wapnia (ASVS). Badanie to
byto nie tylko inwazyjne, ale wymagato znieczulenia ogélnego, wielokrotnych pobran krwi
oraz licznych pomiaréow glikemii podczas badania (8, 59). Ponadto nie dostarczato
wystarczajgcych informacji na temat lokalizacji ogniska hiperinsulinizmu (8, 66-69).
Obrazowanie przy pomocy badania PET (ang. Positron Emission Tomography) ze
znacznikiem [18F]-L-3,4-dihydroxyfenylalaniny  (18F-L-DOPA)  zrewolucjonizowato
diagnostyke wrodzonego hiperinsulinizmu. Wprowadzona do praktyki lekarskiej w 2003 roku
diagnostyka za pomoca [18F]-DOPA PET pozwala na réznicowanie postaci rozlanej i
ogniskowej. Diagnostyka obrazowa przy pomocy badania PET wskazana jest w grupie
pacjentéw z podejrzeniem ogniskowego hiperinsulinizmu, u pacjentéw z mutacjg w obrebie
genéw ABCCS8 lub KCNJ11. W tej grupie pacjentéw izolowane badania genetyczne moga
by¢ niewystarczajagce. W potwierdzonych mutacjach innych genéw, warunkujacych rozlane
formy hiperinsulinizmu badanie PET nie jest wymagane, poniewaz nie wnosi nic do procesu

terapeutycznego.
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Technika badania polega na utylizacji wychwytu i dekarboksylacji prekursoréw amin (APUD,
ang. Amine Content Precursors Uptake Decarboxylation), co jest unikalng wtasciwoscig
neuroendokrynng wysp B trzustki. Komérki B wychwytujg znacznik L-DOPA i poprzez
dekarboksylaze DOPA przeksztatcajg go do DOPA, ktérej aktywno$¢é moze by¢é mierzona
podczas badania. W komoérkach, w ktérych wystepuje nadmierna sekrecja insuliny, wychwyt
18F-DOPA-PET takze jest wzmozony, co pozwala na lokalizacje zmian ogniskowych w
trzustce.

W poréwnaniu z poprzedzajacymi badaniami obrazowymi, badanie to jest mniej inwazyjne,
bezpieczniejsze, tatwiejsze do wykonania i interpretacji. 18F-fluoro-L-DOPA PET diagnozuje
75-100% zmian ogniskowych i w 100% wskazuje lokalizacje wykrytej zmiany (8, 17, 70).
Identyfikacja i doktadna lokalizacja zmian ogniskowych znajduje zastosowanie w planowaniu
przedoperacyjnym, co wigze sie z resekcjg ograniczong do ogniska i w wyniku tego prowadzi
do zmniejszenia powiktan pooperacyjnych.

Ograniczeniem badania PET jest wymagany czterogodzinny czas gtodzenia poprzedzajgcy
badanie (w celu unikniecia zaktdcen z sekrecjg zétci). Poniewaz nie jest jasne, czy leki takie
jak Diazoksyd lub analogi Somatostatyny zaktécajg wychwyt znacznika [18F]- DOPA, zaleca
sie odstawienie Diazoksydu na 5 dni i Oktreotydu na 2 dni przed badaniem (17, 66).

W Polsce w chwili obecnej wykonanie badanie 18F-fluoro-L-DOPA PET jest dostepne i w

petni refundowane przez Narodowy Fundusz Zdrowia.
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Rysunek 17. Obraz wrodzonego hiperinsulinizmu podczas badania 18F-fluoro-L-DOPA PET
Arnoux et al. Congenital hyperinsulinism: current trends in diagnosis and therapy. Orphanet Journal of
Rare Diseases 2011.

A - postac ogniskowa, B - postac rozlana

2.8. LECZENIE WRODZONEJ HIPOGLIKEMII
W zaleznosci od stopnia nasilenia hipoglikemii oraz jej podtoza mozliwe sg rdézne opcje
lecznicze. Leczenie hipoglikemii obejmuje natychmiastowe leczenie objawowe oraz dalsze

leczenie dtugoterminowe.

2.8.1. NATYCHMIASTOWE LECZENIE OBJAWOWE
Agresywna, wczesnha interwencja w celu podwyzszenia poziomu glikemii w surowicy jest
istotnym elementem terapii wrodzonej hipoglikemii, w celu unikniecia nieodwracalnego
uszkodzenia mézgu (17, 71-73). W zwigzku z dziataniem hipoketotycznym insuliny i brakiem
alternatywnego zrédta energii w osrodkowym ukfadzie nerwowym, zaleca sie utrzymywanie
wyzszego poziomu glikemii w surowicy (powyzej 65 mg/dl, 3,5 mmol/l) (17). Na chwile
obecng dostepne leczenie objawowe wrodzonej hipoglikemii sktada sie z intensyfikacji

zywienia doustnego, zywienia dojelitowego, dozylnych wlewdw glukozy oraz farmakoterapii.
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W hipoglikemii o lekkim nasileniu, gdy kontakt z pacjentem jest zachowany, poziom glikemii
podnosi sie poprzez doustng podaz weglowodandw prostych (5-20 g glukozy lub sacharozy).
W ciezkiej postaci hipoglikemii, z towarzyszgcymi zaburzeniami swiadomosci zaleca sie
dozylne wlewy z glukozg (5-20%) (3, 15). Ustalenie minimalnej czestosci infuzji glukozy jest
waznym aspektem nie tylko w utrzymaniu normoglikemii, lecz takze jest to wazny czynnik
diagnostyczny dla wrodzonego hiperinsulinizmu (17).

Lekiem z wyboru stosowanym w ostrej hipoglikemii jest Glukagon. W stanach nagtych, gdy
nie ma czasu na uzyskanie dostepu dozylnego, zalecane jest domiesniowe wstrzykniecie
0,5-1 mg Glukagonu. Ciggte, podskérne wlewy Glukagonu w potaczeniu z Oktreotydem
znajdujg zastosowanie w ciezkiej hipoglikemii, utrzymujacej sie pomimo dozylnych wlewéw
glukozy. Nalezy jednak pamieta¢, ze Glukagon w wysokich dawkach moze paradoksalne
zwiekszyé sekrecje insuliny, wiec zawsze nalezy go podawaé fgcznie z wlewami glukozy.

Glukagon nie znajduje zastosowania w dtugoterminowym leczeniu hipoglikemii (73).

2.8.2. LECZENIE DLUGOTERMINOWE

Po uzyskaniu normoglikemii dalsze leczenie uzaleznione jest od odpowiedzi na zastosowang
terapie (74). Gdy po pierwszych kilku dniach zycia noworodka nie nastepuje poprawa
kliniczna, nalezy wiaczy¢é leczenie farmakologiczne, swoiste dla wrodzonego
hiperinsulinizmu.

Czeste karmienie zaréwno w ciggu dnia, jaki i w nocy oraz intensyfikacja karmienia w trakcie
stresu lub infekcji zalecana jest w tagodniejszych postaciach hiperinsulinizmu oraz jako
wspomaganie leczenia farmakologicznego. Pacjentom zaleca sie diete o niskim indeksie

glikemicznym (3).

2.8.2.1. FARMAKOTERAPIA

DIAZOKSYD
Diazoksyd jest lekiem z wyboru i najczesciej stosowanym w hipoglikemii o podtozu

hiperinsulinizmu. Dziata on bezposrednio na kanaty KATP w komoérce B powodujac ich
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otwarcie i zahamowanie sekrecji insuliny (17). Diazoksyd stosuje sie w dawce 5-20
mg/kg/dziennie podzielone na 3-4 dawki (2). W zwigzku z mechanizmem dziatania
Diazoksydu w niektérych mutacjach podjednostek Kir6.2 i SUR1 terapia nie przynosi efektu
(75, 76).

Efektami ubocznymi leczenia s3g: retencja ptyndéw i obnizone ci$nienie tetnicze, co u
niemowlgt moze doprowadzi¢ do niewydolnosci krgzenia. Stad czasami stosuje sie go w
potgczeniu z Chlorothiazydem w celu powstrzymania retencji ptynéw w organizmie (17). Do
dtugoterminowych efektow ubocznych zalicza sie nadmierne owtosienie skory gtowy, twarzy,
ramion ud i plecow oraz w rzadszych przypadkach hiperurykemie, leukocytopenie i
trombocytopenie. Efekty uboczne ustepujg po odstawieniu leczenia (17).

Odpowiedz na leczenie Diazoksydem ocenia sie¢ w oparciu o: tolerancje gtodzenia
(odpowiednig dla wieku), wymagang czestotliwos¢ karmienia oraz poziomy glikemii. Wazne
jest aby doktadnie oceni¢ odpowiedz na wtaczone leczenie przed zastosowaniem kolejnego
leku. U pacjentéw niereagujacych na leczenie Diazoksydem istotna jest dalsza diagnostyka
za pomocag badan genetycznych i badania PET w celu okre$lenia postaci histologicznej
hiperinsulinizmu.

OKTREOTYD

Oktreotyd, ktory jest analogiem Somatostatyny jest drugim w kolejnosci lekiem stosowanym
w leczeniu wrodzonej hipoglikemii. Oktreotyd powinien byé wigczony do leczenia u
pacjentdow niereagujgcych na Diazoksyd przed rozwazeniem leczenia chirurgicznego (17,
76). Podaje sie go poprzez co 6-8-godzinne wstrzykniecia podskérne w dawce poczatkowej
5-10 ug/kg/dziennie stopniowo podnoszgc dawke do 15-40 pg/kg/dziennie.

W zwigzku z czesto wystepujgca tachyfilaksjg prowadzacg do gwattownego spadku
odpowiedzi na leczenie 24-48 godzin po rozpoczeciu terapii, odpowiedZz na leczenie
Oktreotydem nalezy oceni¢ po 2 dniach. Do efektdéw ubocznych stosowania tego leku nalezg
wymioty, biegunka i wzdecia, ktére samoistnie ustepujg po tygodniu terapii. Dodatkowo
podczas terapii obserwuje sie wzrost ryzyka zachorowania na martwicze zapalenie jelita u

niemowlat otrzymujgcych dany lek (8, 17, 77, 78).
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ANTAGONISCI KANAtOW WAPNIOWYCH

Blokery kanatéw wapniowych poprzez bezposrednie dziatanie na kanaty wapniowe regulujg
sekrecje insuliny przez komoérki 3. Sposrdéd antagonistéw kanatu wapniowego, najczesciej
stosowane sg dtugouwalniajgce preparaty Nifedypiny (4). Zalecane jest ich stosowanie w
ilosci 0,25-2,5 mg/kg masy ciata/dobe w trzech dawkach. Nie s3 to jednak leki powszechnie
stosowane w zwigzku z przypuszczeniami, ze mogg one indukowac¢ apoptoze komoérek B (4).
INNE LEKI

Istnieje coraz wiecej badan nad nowymi lekami stosowanymi w terapii wrodzonej
hipoglikemii. Podkresla sie role inkretyn w regulacji uwalniania insuliny.  Badania
przeprowadzone na myszach pozbawionych kanatéw KATP wskazujg na role GLP-1 (ang.
glucagon-like protein) oraz jego receptora w patofizjologii hiperinsulinizmu. Antagonisci

GLP-1 hamuja sekrecje insuliny zapobiegajgc w ten sposob hipoglikemii (79).

Catkowite ustgpienie objawow klinicznych podczas leczenia farmakologicznego pojawia sie
zazwyczaj szybko (w ciggu kilku miesiecy) lub pézniej (po kilku latach). Wiekszo$¢ pacjentdw
wyrasta z dawek lekéw w pdzniejszym dziecinstwie, natomiast u niektérych wymagane jest
dtugoletnie leczenie oraz dostosowywanie dawek do rosngcej masy ciata (17).

Postepowanie w przypadkach opornych na leczenie farmakologiczne ulegto w ostatnich
latach znacznej zmianie w zwigzku z rozwojem badan genetycznych, diagnostyki
radiologicznej oraz chirurgii laparoskopowej (17). Gdy farmakoterapia nie przynosi efektu
istotne jest wykonanie analizy genetycznej mutacji w genach ABCC8 oraz KCNJ11, oraz
wykonanie obrazowania przy pomocy 18F-DOPA-PET w celu ustalenia dalszego sposobu

leczenia (17).

2.8.2.2. LECZENIE CHIRURGICZNE

Wskazania do zabiegu chirurgicznego nalezy doktadnie rozwazyé¢, poniewaz u niektérych

pacjentbw z ciezkg postacig hiperinsulinizmu mozna zaobserwowac¢ spontaniczng,
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czesciowg poprawe objawéw klinicznych (8). Zabieg chirurgiczny wskazany jest w
ogniskowej postaci hiperinsulinizmu (usuniecie ogniska) oraz w formach rozlanych, gdy
leczenie dietetyczne i farmakologiczne nie przynosi efektu (17, 80). Przed zabiegiem
chirurgicznym zalecana jest biopsja gtowy, trzonu i ogona trzustki w celu potwierdzenia
postaci morfologicznej choroby. Przed zabiegiem zaleca sie takze odstawienie leczenia
farmakologicznego, poniewaz leki mogg zaktoci¢ analize histologiczna.

U pacjentéw z postacig ogniskowg hiperinsulinizmu istotna jest przedoperacyjna lokalizacja
zmiany. Ogniska sg zazwyczaj mate (<10 mm $rednicy) i nieregularne w ksztatcie. Pomimo
podobnej do normalnej struktury trzustki budowy zrazikowej ogniska, zmiana ta jest twardsza
w dotyku, co czasami pomaga operatorowi w lokalizacji zmiany (66). W postaci ogniskowej
wskazane jest takze $rodoperacyjne badanie histologiczne celem identyfikacji margineséw
zmiany i jesli to konieczne dodatkowej resekcji marginesdéw ogniska.

Z doswiadczenia jednego z czotowych osrodkéw chirurgicznego leczenia hiperinsulinizmu w
Filadelfii wynika, iz u 95% dzieci z postacig ogniskowag wrodzonym hiperinsulinizmem
nastepuje kompletne cofniecie objawoéw klinicznych po operacji (66).

W postaci rozlanej po subtotalnej resekcji trzustki (95-98% powierzchni trzustki) w dalszym
ciggu mozna odnotowywac hipoglikemie (nawet do 50% pacjentéw), natomiast jest ona
znacznie tagodniejsza niz przed operacjg (17). U 20% pacjentdéw w okresie pooperacyjnym
rozwija sie cukrzyca insulinozalezna. Leczenie cukrzycy w tej grupie wiekowej jest bardzo
trudne, z uwagi na koniecznos¢ stosowania matych dawek insuliny. Wymagana jest takze
pooperacyjna suplementacja enzymow trzustkowych (8, 17, 81, 82).

Po zabiegu chirurgicznym nalezy oceni¢ zapotrzebowania pacjenta na glukoze. Poczatkowy
wlew glukozy po zabiegu wynosi 2 mg/kg/min i ulega stopniowemu wzrostowi do 8
mg/kg/min dzien po operacji. Czasami wymagany jest takze dozylny wlew insuliny w
pierwszych kilku dniach po resekcji. Kompletna odpowiedZz na leczenie chirurgiczne
oceniania jest w badaniach kontrolnych na podstawie zapotrzebowania na leki
hiperglikemizujgce, wymagang czestotliwos¢ karmienia, brak cukrzycy i brak objawow

hipoglikemii w tescie po przedtuzonym gtodzeniu (66).
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Zaréwno u pacjentdw po resekcji ogniska, jak i po subtotalnej pankreatektomii wymagana

jest dlugoterminowa obserwacja pooperacyjna (66).

2.9. ZWIAZEK WRODZONEGO HIPERINSULINIZMU Z CUKRZYCA

Rozwdj cukrzycy u pacjentéw z wrodzong hipoglikemig uzalezniony jest od typu mutacji
wywotujgcej chorobg, stopnia jej nasilenia oraz sposobu leczenia hipoglikemii.

Mechanizm uszkodzenia komorki B w trzustce wynika z proceséw zachodzacych podczas
nadmiernego wydzielania insuliny. Ciggty wzrost stezenia jonéw wapniowych w cytoplazmie
sprzyja przyspieszonej apoptozie komorki, co w efekcie obniza mase komoérek B i stopniowo
prowadzi o obnizenia sekrecji insuliny i rozwoju cukrzycy. Ryzyko i przewidywany czas

rozwoju cukrzycy u poszczegoélnych pacjentdédw sg trudne do oszacowania.

Dane na temat przebiegu naturalnego wrodzonego hiperinsulinizmu wynikajagcego mutacji
gendéw ABCC8 i KCNJ11 nie sg jasne. Nie jest do konca poznane, czy obserwowane
wystepowanie cukrzycy jest efektem leczenia chirurgicznego wiekszosci pacjentow, czy
zaktdconej funkcji wysp B (25). Wiadomo natomiast, ze zaréwno u pacjentéw leczonych za
pomocg farmakoterapii, jak i tych, niereagujacych na Diazoksyd z wiekiem obserwuje sie
tendencje do stopniowej poprawy objawdw klinicznych, wyzsze wartosci glikemii oraz
mniejsze zapotrzebowanie na czeste dokarmianie (19).

W wieloletnich obserwacjach pacjentéw nieleczonych chirurgicznie obserwuje sie
nieprawidiowg tolerancje glukozy, podwyzszony poziom HbA1c (do 7,5%) oraz insulino
opornos$¢, natomiast nie ma dowodu na zwiekszone wystepowanie cukrzycy insulinozaleznej
(19, 83).

Cukrzyca jest natomiast bardzo czestym powiktaniem leczenia chirurgicznego
hiperinsulinizmu. Wystepowanie cukrzycy natychmiast po pankreatektomii obserwuje sie u
ponad 20%, a liczba ta wzrasta u pacjentébw wymagajacych kolejnych resekcji (17). U
pacjentow tych wystepuje réwniez bardzo duze ryzyko pdznego rozwoju cukrzycy (19).

Cukrzyca rozwija sie stopniowo i przebiega znacznie tagodniej niz cukrzyca typu 1. Niektérzy
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z pacjentdw od razu wymagajg zastosowania intensywnej insulinoterapii, a w niektérych
przypadkach wystarcza zastosowanie metforminy, w celu uwrazliwienia organizmu na
dziatanie insuliny (19).

W przypadku mutacji genu HNF4A obserwujemy hipoglikemie we wczesnym dziecinstwie
oraz cukrzyce MODY1 w pdzniejszym okresie. Pacjenci z tym typem mutacji wymagajg

ciggtej, corocznej diagnostyki w kierunku cukrzycy (49).
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3. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy jest identyfikacja i charakterystyka pacjentow z hipoglikemig

wrodzong oraz wykrycie defektéw monogenowych wywotujgcych hipoglikemie.

Cel realizowany jest poprzez:

1. Ocene danych klinicznych i parametréw biochemicznych pacjentébw w momencie
rozpoznania hipoglikemii w przebiegu hiperinsulinizmu.

2. Ocene diagnostyki i leczenia pacjentéw z hipoglikemig w przebiegu hiperinsulinizmu
oraz analize nastepstw klinicznych hipoglikemii i jej leczenia.

3. Analize gendéw: KCNJ11, GCK, INS, GLUD1, SCHAD, oraz czesciowg analize genéw

ABCCS8 i HNF4A.

Dodatkowym celem pracy jest préba stworzenia algorytmu diagnostyczno-terapeutycznego u
pacjentow z wrodzong hipoglikemig, umozliwiajacego priorytetyzacje badan genetycznych i
obrazowych w zaleznosci od obrazu klinicznego, wynikéw badan laboratoryjnych oraz

odpowiedzi na leczenie farmakologiczne.
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4. MATERIAL | METODY
41. GRUPA BADANA

Badaniem objeto pacjentébw z 5 wiodacych  osrodkéw  diabetologicznych,
endokrynologicznych i metabolicznych w Polsce: Katedry i Kliniki Pediatrii, Diabetologii i
Endokrynologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, Kliniki Choréb Metabolicznych
Instytutu ,Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka”, Kliniki Endokrynologii i Diabetologii
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach, Kliniki Endokrynologii i Choréb
Metabolicznych Instytutu ,Centrum Zdrowia Matki Polki” w todzi oraz Katedry i Kliniki

Endokrynologii Wieku Rozwojowego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

GDANSK
Pacjenci z hipoglikemig
(n=11)

Grupa kontrolna

(n=30)

. toDz WARSZAW
Pacjenci z hipoglikemig Pacjenci z hipoglikemia

(n=1) (n=14)

WROCLAW
Pacjenci z hipoglikemig
(n=3)

KATOWICE
Pacjenci z hipoglikemig
(n=2)

Rysunek 18. Osrodki diabetologiczne , endokrynologiczne i metaboliczne wtagczone do badania.

Do badania w sposdb prospektywny i retrospektywny witgczono 31 pacjentéw, u ktérych
rozpoznano hipoglikemie z hiperinsulinemig. W badanej grupie wykluczono inne przyczyny

hipoglikemii takie jak wrodzone choroby metaboliczne, niedoczynno$¢ tarczycy,

52



hipokortyzolemie, niedobér hormonu wzrostu i prediabetes. Wyniki uzyskane u pacjentéw z
hipoglikemiag odniesione zostaty do grupy kontrolnej. Grupe kontrolng stanowito 30 zdrowych
dzieci, u ktérych na podstawie wywiadu, badania klinicznego, badan biochemicznych i
immunologicznych wykluczono hipoglikemie oraz inne zaburzenia w gospodarce

weglowodanowe].

Na realizacje badania uzyskano zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan

Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (NKBBN/265/2012).

Warunkiem koniecznym witaczenia pacjenta do badania byto posiadanie podpisanego przez
pacjenta i jego rodzicow badz opiekunéw prawnych formularza $wiadomej zgody na udziat w

badaniu.

4.2. METODY

4.2.1. DANE KLINICZNE
W przeprowadzonym zarédwno u pacjentéw z hipoglikemig, jak i w grupie kontrolnej
wywiadzie zebrano nastepujace dane pacjentow: pte¢, wiek, wystepowanie hipoglikemii,
choroby wspottowarzyszace oraz wywiad rodzinny w kierunku zaburzeh w gospodarce
weglowodanowej. Podczas wywiadu okotoporodowego zebrano dane na temat drogi i
terminu porodu, komplikacji okotoporodowych, przyznanej skali Apgar, masy urodzeniowej

oraz wystepowania hipoglikemii po porodzie.

W grupie pacjentdw z hipoglikemig kazdorazowo zbierano réwniez informacje na temat
wieku wystgpienia hipoglikemii, jej nasilenia i czestotliwo$ci, opisywanych objawow oraz

hospitalizacji z jej powodu.

W grupie pacjentéw, ktérych badano w sposéb retrospektywny na podstawie wywiadu oraz
analizy dokumentacji medycznej zebrano dane na temat sposobu diagnostyki, leczenia i jego

nastepstw.
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4.2.2. PARAMETRY BIOCHEMICZNE
U wszystkich pacjentéw witgczonych do badania wykonano doktadng diagnostyke w kierunku
hipoglikemii i innych zaburzeh w gospodarce weglowodanowej. W ramach diagnostyki
wykonano pomiary C-peptydu, hemoglobiny glikowanej (HbA1c), glukozy, insuliny,
cholesterolu catkowitego oraz trojglicerydédw na czczo. W przeprowadzonym tescie po
przedtuzonym gtodzeniu zmierzono poziom glukozy, insuliny, kwasy mlekowego, wolnych

kwaséw ttuszczowych, amoniaku oraz parametry gazometrii pod koniec testu.

4.2.3. BADANIA GENETYCZNE
Badaniami genetycznymi objeto 31 pacjentdbw z potwierdzong hipoglikemig z
hiperinsulinemia. Sekwencjonowaniu DNA poddano nastepujace geny: KCNJ11, GCK, INS,
GLUD1 oraz HADH. Kolejnym etapem badania byto poszukiwanie mikrodelecji metoda
MLPA (ang. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). Metodzie MLPA poddano
nastepujace geny: GCK, INS, ABCC8 oraz HNF4A. Analiza genetyczna przeprowadzana
zostata w Pracowni Immunopatologii i Genetyki Kliniki Pediatrii, Onkologii, Hematologii i

Diabetologii Uniwersytetu Medycznego w todzi.

4.2.3.1. SEKWENCJONOWANIE DNA
Do izolacji DNA wykorzystano 200 ul krwi petnej (Swiezej lub mrozonej), z wykorzystaniem
komercyjnie dostepnego zestawu QiaAmp DNA mini kit firmy Qiagen (Niemcy), a procedure

przeprowadzano wedtug zatgczonego przez producenta protokotu.

Produkt PCR uzyskany w cyklicznej reakcji polimerazy (40 cykli) z zestawem specyficznych,
uprzednio zaprojektowanych par starteréw obejmujacych regiony kodujace, 3 i 5° UTR oraz
3" i 5" regionébw promotorowych, oceniano w procesie elektroforezy w 2% zelu agarozowym

z dodatkiem bromku etydyny. Wynik analizowano i archiwizowano w systemie GelDoc firmy
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BioRad. Otrzymany produkt PCR oczyszczono metoda kolumnowag QIAquick PCR

Purification kit (Qiagen, Niemcy) uzyskujac matryce do dalszej analizy.

Bezposrednie sekwencjonowanie zostato przeprowadzone z wykorzystaniem znakowanych
flourescencyjnie dideoksyterminujgcych nukleotydéw z uzyciem 100pM jednego startera
oligonukleotydowego oraz 200 pM produktu PCR. Tak otrzymana mieszanina zostata
oczyszczona metodg precypitacji w etanolu z dodatkiem EDTA, a nastepnie zawieszona w
dejonizowanym formamidzie (AppliedBiosystems, USA) i poddana kapilarowej elektroforezie
za pomocg automatycznego analizatora genetycznego ABI-PRISM3130 (AppliedBiosystems,

USA).

Analize komputerowg uzyskanych chromatograméw przeprowadzono z wykorzystaniem
dostepnego oprogramowania DNA Sequencing Analysis Software (AppliedBiosystems,
USA). Do sktadania oraz analizy poréwnawczej badanych sekwencji wykorzystano
oprogramowanie Sequencher wersja 4.1.4 (GeneCode, USA) oraz narzedzia
bioinformatyczne dostepne on-line na stronie Universytetu Californijskiego UC Santa Cruz

http://genome.ucsc.edu.

4.2.3.2. POSZUKIWANIE MIKRODELECJI METODA MLPA

Metoda MLPA (ang. Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification) jest nowatorskg
technikg wykorzystywang w nielicznych laboratoriach na swiecie. Do wykonania oznaczenia
uzyto komercyjnie dostepnych zestawow firmy MRC-Holland: P241 (dla genéw GCK,
HNF4A, HNF1A, HNF1B), P117 (dla genu ABCC8) oraz P375 (dla genéow PDX1, HNF1B,
NEUROD1, KLF11, CEL, PAX4, INS). Reakcje przygotowano wedtug dostarczonego przez
producenta protokotu, a wynik odczytano przy uzyciu automatycznego analizatora

genetycznego ABI PRISM3130 (AppliedBiosystems, USA) oraz standardu mas
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czasteczkowych znakowanego barwnikiem fluorescencyjnym ROX500 (AppliedBiosystems,

USA).
Badany gen / metoda genetyczna Bezposrednie Poszukiwanie mikrodelecji
sekwencjonowanie DNA metodg MLPA
KCNJ11 J
GCK N A
INS \ \
GLUD1 V
HADH v
ABCCS v
HNF4A N

Tabela 4. Podsumowanie metod genetycznych zastosowanych podczas analizy poszczegdlnych

gendw.

4.2.4. ANALIZA STATYSTYCZNA

Uzyskane wyniki zostaty poddane analizie statystycznej celem jednoznacznego opisu oraz

weryfikacji postawionych hipotez dotyczacych badanych grup.

Zmienne nominalne przedstawiano jako procenty lub frakcje w zaleznosci od liczebnosci
badanych grup. Zmienne ciggte przedstawiano jako $rednie i odchylenia standardowe lub
mediany. W ocenie statystycznej réznic wartosci zmiennych ciggtych pomiedzy grupami
(grupa pacjentéw z hipoglikemig oraz grupg kontrolng) wykorzystano test U Manna-Whitneya
lub test t-Studenta w zaleznosci od normalnosci rozktadu weryfikowanego testem Lilleforsa

oraz Jarque-Bera.

Ocene sity korelacji zmiennych wykonano na podstawie wspotczynnika Spearmanna.

Zwigzek pomiedzy badanymi grupami zmiennych nieparametrycznych zmierzono za pomoca

doktadnego testu Fishera.
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We wszystkich analizach statycznych przyjeto poziom istotnosci: p<0,05. W przypadku
testow t-Studenta i U Manna-Whitneya dodatkowo zastosowano poprawke na wielokrotne
testowanie (poréwnywanie wielu zmiennych) poprzez wyznaczenie odsetka wynikdw

fatszywie dodatnich (False Discovery Rate, FDR, p<0,05).

W analizie wspétwystepowania objawow hipoglikemii wykorzystano analize skupien (analiza
klasterowa, ang. Hierarchical Cluster Analysis, HCA) z odlegtoscig euklidesowg jako miarg

podobienstwa i metoda petnego wigzania jako metode aglomeraciji.

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg pakietu MATLAB R2013a (8.1.0.604)
MathWork, Inc. Dodatkowo cze$¢ wykresdw zostata wykonana za pomoca pakietu

STATISTICA PL 10.0.
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5. WYNIKI

5.1. PARAMETRY KLINICZNE | BIOCHEMICZNE U PACJENTOW Z
HIPOGLIKEMIA ORAZ W GRUPIE KONTROLNEJ

W badaniach przeprowadzono charakterystyke kliniczng oraz analize parametréw

biochemicznych u pacjentéw z rozpoznang hipoglikemig w przebiegu hiperinsulinizmu oraz

w grupie kontrolnej.

5.1.1. CHARAKTERYSTYKA OGOLNA PACJENTOW Z HIPOGLIKEMIA

ORAZ GRUPY KONTROLNEJ

Badaniami objeto 31 pacjentéw ze
hiperinsulinizmu oraz 30 zdrowych klinicznie pacjentéw, witgczonych do grupy kontrolnej, u

ktérych przeprowadzono identyczng diagnostyke w kierunku hipoglikemii oraz innych

zaburzen w gospodarce weglowodanowe.

zdiagnozowang hipoglikemia w przebiegu

Parametr / Grupa badana

Pacjenci z hipoglikemig (N=31)

Grupa kontrolna (N=30)

Pte¢ meska
Pte¢ zenska

Wiek przeprowadzonej diagnostyki [miesigce]

Najnizsza odnotowana warto$¢ glikemii [mg/dl]

Objawy hipoglikemii
Wywiad rodzinny w kierunku hipoglikemii

Spokrewnienie rodzicéw

Hipoglikemia w okresie okotoporodowym

N=12 (39%)
N= 19 (61%)
11,8 + 33
(0-168)
Mediana O
17,3 + 8,1
(4-36)
Mediana 18
N=31 (100%)
N=7 (23%)
N=0 (0%)

N=23 (74%)

N=13 (43%)
N=17 (57%)
95,3 + 61
(6-190)
Mediana 102
67,6 +9,2
(49-80)
Mediana 53
N=0 (0%)
N=0 (0%)
N=0 (0%)

N=0 (0%)

Tabela 5. Og6lna charakterystyka grupy pacjentéw z hipoglikemig oraz grupy kontrolnej.
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5.1.2. CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA PACJENTOW Z HIPOGLIKEMIA
U 87% pacjentéw (n=27) pierwszy epizod hipoglikemii odnotowano tuz po urodzeniu (n=23,
74%) lub w pierwszym roku zycia (n=4, 13%) ($rednia=5,8-16,5 miesiecy, mediana=0

miesiecy) (rys.19).

74%
0,
13% 10%
0,
I T T O% T T 3 /o 1
po urodzeniu 1-szy rok zycia  2-gi rok zycia 3-ci rok zycia starsi

Rysunek 19. Wykres przedstawiajgcy wiek pacjentow w momencie wystgpienia pierwszych objawdw

hipoglikemii.

U wiekszosci pacjentow (n=28, 90%) odnotowano ponad 10 epizodéw hipoglikemii. 80%

pacjentéw hospitalizowano minimum pieciokrotnie z powodu hipoglikemii (rys.20.).

M1 M2 W3 14 u5 m>5

Rysunek 20. Wykres pierScieniowy przedstawiajacy liczbe hospitalizacji z powodu hipoglikemii w

badanej grupie.
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Najnizsza odnotowana warto$¢ glikemii wsréod badanych pacjentéw wyniosta $rednio
17,3-8,1mg/dl (4-36mg/dl). Najczesciej zgtaszane objawy obejmowaty kolejno: utrate

przytomnosci (n=25), drgawki (n=24) oraz sennos¢ (n=21) (rys.21.).

81% 77%
68%
29%
19% 0 0
1% 16% 16%
utrata drgawki sennosc¢ zaburzenia  problemy z hipotonia sinica pobudzenie
przytomnosci oddychnia  zywieniem

Rysunek 21. Najczesciej obserwowane objawy hipoglikemii.

Na podstawie przeprowadzonego testu Fishera nie stwierdzono istotnego wptywu wieku
wystgpienia objawow (p=0,1) oraz poziomu glikemii (p=0,2) na charakter objawdw
hipoglikemii.

Wzajemnym  wspotwystepowaniem  charakteryzowaty sie  poszczegélne  objawy

neuroglikopenii (utrata przytomnosci i drgawki) oraz objawy ogdlne takie jak zaburzenia

oddychania, zasinienie powtok oraz problemy z zywieniem (rys.22).
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35 L

Odlegtos¢ Euklidesowa
N
(6]

1

Utrata Drgawki Sennos$¢ zZaburzenia Sinica Problemyz Hipotonia Pobudzenie
przytomnosci oddychania zywieniem

Rysunek 22. Dendrogram HCA oftrzymany podczas analizy wspdtwystepowania objawow
hipoglikemii. Odlegto$¢ Euklidesowa opisuje stopien korelacji wystepowania objawéw. Malejgca
odlegtos¢ Euklidesowa na dendrogramie oznacza coraz silniejsza wzajemng korelacje wystepowania

badanych objawow.

WYWIAD OKOt OPORODOWY

Zaréwno pacjenci z hipoglikemig (n=24, 77%), jak i pacjenci z grupy kontrolnej (n=21, 70%)
w wiekszosci urodzeni byli o czasie. W grupie pacjentéw z hipoglikemig odnotowano 3
porody drogg cesarskiego ciecia, podczas gdy w grupie kontrolnej odnotowano 2 przypadki
tej drogi porodu. U 23 pacjentéow (74%) z grupy z hipoglikemig odnotowano spadek glikemii
tuz po porodzie. Najczesciej wystepujgcymi objawami hipoglikemii w okresie
okotoporodowym w grupie pacjentdw z hipoglikemig byty drgawki oraz zaburzenia napiecia
miesniowego noworodkéw (rys.23). Wsrod pacjentéw z grupy kontrolnej nie stwierdzono

komplikacji okotoporodowych oraz nie odnotowano przypadkéw hipoglikemii.  Analiza
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statystyczna wykazata, ze pacjentdw z hipoglikemiag oceniono znacznie nizej w

okotoporodowej skali Apgar, w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p=0,004) (rys.24).

42%
32%
23%
13%
0% 0% 0% 0%
drgawki hipotonia hipotermia infekcja
Ogrupa hipoglikemia mgrupa kontrolna

Rysunek 23. Komplikacje okoftoporodowe w grupie pacjentow z hipoglikemig oraz w grupie

kontrolnej.

grupa hipoglikemia grupa kontrolna

H <=7 punktow 48 punktow 49 punktéw ®10 punktow

Rysunek 24. Przyznawana po porodzie punktacja w skali Apgar u pacjentéw z hipoglikemig oraz w

grupie kontrolnej.
MASA URODZENIOWA

Analiza statystyczna wykazata istotnie wyzsza mase urodzeniowg u pacjentow z

hipoglikemig w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p=0,0041).
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Parametr / Grupa badana Pacjenci z hipoglikemig (n=31) Grupa kontrolna (n=30)

Srednia warto$¢ masy ciata [g] 3850+725 3306+641
Minimalna masa ciata [g] 2300 1560
Maksymalna masa ciata [g] 5900 4100
Mediana [g] 3960 3490

Tabela 6. Porownanie urodzeniowej masy u ciata pacjentéw z hipoglikemig oraz w grupie kontrolne;j.

U 16 pacjentdw (52%) z hipoglikemig po porodzie odnotowano makrosomie (mase ciata
powyzej 91 percentyla), podczas gdy w grupie kontrolnej u 5 pacjentéw (16%) po porodzie
stwierdzono nadmierng mase ciata. Lewostronny Test Fishera wykazat statystycznie istotng
réznice w wystepowaniu nadmiernej masy urodzeniowej (>91 percentyla) u pacjentow z
hipoglikemig w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p=0,034), a takze do populacji ogoinej
(p=000001). Ponadto analiza statystyczna nie wykazata réznicy pomiedzy masg ciata w

grupie kontrolnej oraz populacji ogélnej (p=0,13).
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30% - | 9-25
20% - H2-9
10% - HQ4-2
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grupa hipoglikemia drupa kontrolna populacja ogdlna

Rysunek 25. Rozkfad urodzeniowej masy ciata na siatkach centylowych w grupie pacjentéw z

hipoglikemia, grupie kontrolnej oraz w populacji ogéine;j.
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W dalszej analizie nie wykazano korelacji urodzeniowej masy ciata z wystgpieniem
hipoglikemii tuz po porodzie (p=0,45), jak i z wczesnym wiekiem wystgpienia objawow
hipoglikemii (p=0,17).

U pacjentéw z hipoglikemia, z masg urodzeniowg powyzej 91 percentyla obserwowano
tendencje do wyzszych wartosci insuliny oraz C-peptydu (tab.7.) Jednak nie uzyskano w tym

zakresie istotno$ci statystyczne;.

Parametr / Grupa badana Pacjenci z masg urodzeniowg Pacjenci z masg urodzeniowg P
>91pc (n=16) <91pc (n=15)

Insulina [ulu/ml]

Srednia 33,75+23,4 16,51+18,17 0,47
Mediana 30,15 6,7

C-peptyd [ng/dl]

Srednia 3,81+2,17 2,39+2,05 0,1
Mediana 4.2 147

Tabela 7. Poréwnanie wartosci insuliny na czczo oraz C-peptydu u pacjentdow z hipoglikemig w

zaleznosci od urodzeniowej masy ciata.

5.1.3. PARAMETRY BIOCHEMICZNE PACJENTOW Z HIPOGLIKEMIA ORAZ
W GRUPIE KONTROLNEJ

Analiza statystyczna wykazata, Zze pacjenci z hipoglikemig charakteryzowali sie znamiennie
nizszg wartoscig HbA1c oraz wyzsza wartoscig C-peptydu na czczo w poréwnaniu z grupg
kontrolng. Ponadto u pacjentow z hipoglikemig wykazano istotnie wyzszy wskaznik
insulina/glukoza, zaréwno na czczo jak i pod koniec testu po przedtuzonym gtodzeniu.
Dalsza analiza statystyczna wykazata, Zze pacjenci z hipoglikemig charakteryzowali sie
podwyzszonym poziomem amoniaku we krwi, natomiast nie wykazano statystycznie istotnej
réznicy w poziomie cholesterolu catkowitego oraz wartosci tréjgliceryddw w surowicy

pacjentow z hipoglikemig oraz w grupie kontrolnej.
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W wykonanym tescie po przediuzonym gtodzeniu pacjenci z hipoglikemig charakteryzowali
sie ponadto wyzszg wartoscig kwasu mlekowego oraz nizszg wartoscig pH pod koniec testu.
Dalsza analiza statystyczna nie wykazata réznicy w stezeniu wolnych kwaséw tluszczowych

pod koniec testu (tab.8).
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Parametr / Grupa badana Pacjenci z hipoglikemig (N=31) Grupa kontrolna (N=30)

Srednia mediana  przedziat $rednia mediana  Przedziat P

HbA1c [%)] 4,77 4,91 4-543 5,33 5,38 4,56-5,94 0,0078
+0,47 +0,32

C-peptyd na czczo [ng/dl] 8,18 3,12 0,5-5,74 1,13 0,91 0,31-3,03 0,0007
+2,19 +0,67

glukoza na czczo [mg/dl] 42,38 38 19-87 77,97 78,5 54-94 0,0000
+21 +8,62

Insulina na czczo [ulU/ml] 24 .62 22 2,3-82 4,34 3,4 0,5-10 0,0003
+21,99 +2,99

insulina/glukoza na czczo 0,87 0,54 0,05-3,15 0,05 0,04 0,01-0,12 0,0000
+0,95 +0,03

Test po przedtuzonym gtodzeniu — wyniki pod koniec testu:

glukoza [mg/dI] 30,62 31 4-64 68,93 72 49-88 0,0000
+13,85 +10,57

insulina [ulU/ml] 15,09 7,20 2,2-79 2,76 1,75 1-10,1 0,0000
+17,14 +2 47

insulina/glukoza 0,99 0,28 0,07-10 0,04 0,03 0,01-0,16 0,0000
2,12 +0,04

pH 7,35 7,37 7,2-7,46 7,39 7,39 7,3-7,45 0,0070
+0,06 +0,04

niedobdr zasad -3,6 -3,4 -20-(+2) -1,52 -1 -6,6-(+3,8) 0,1078
+4,84 +2,78

kwas mlekowy [mg/dl] 14,09 9,7 0,9-56 2,16 2,3 1-3,4 0,0003
+16,75 +0,75

amoniak [ug/dl] 106,77 93 23-273 33,10 28 22-44 0,0003
+72,29 +10,95

Wolne kwasy tluszczowe 0,68 0,34 0,05-3,7 0,7 0,69 0,01-1,51 0,2792

[mmol/l] +0,85 0,43

Lipidogram:

tréjglicerydy [mg/dl] 82,94 67 22-224 68,93 66,00 33-185 0,7619
+52,78 +29,97

cholesterol catkowity 161,8 158 86-266 163,71 162,50 112-253 0,6429

[mg/di] +40,04 +30,17

Tabela 8. Parametry biochemiczne w trakcie diagnostyki u pacjentéw z hipoglikemig oraz w grupie

kontrolnej.
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Rysunek 26. Poréwnanie wartosci glikemii na czczo u pacjentéw z hipoglikemig oraz w grupie
kontrolnej.

A. Wykres pudetkowy: czerwong linig oznaczono mediane, szerokos¢ pudetka odpowiada
wartosci rozstepu ¢éwiartkowego (50% obserwacji), wasy majg dtugos¢ poéttorej razy wartosci
rozstepu ¢wiartkowego (75%), zas wartosci lezgce poza tym zakresem sg reprezentowane
przez czerwone Krzyzyki.

B. Wykres punktowy przedstawiajgcy wartosci glikemii w badanych grupach.
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Rysunek 27. Poréwnanie wartosci insuliny na czczo u pacjentéw z hipoglikemig oraz w grupie
kontrolnej.

A. Wykres pudetkowy: czerwong linig oznaczono mediange, szerokos¢ pudetka odpowiada
wartosci rozstepu ¢wiartkowego (50% obserwaciji), wasy majg dtugos¢ poéttorej razy wartosci
rozstepu ¢wiartkowego (75%), zas wartosci lezgce poza tym zakresem sg reprezentowane
przez czerwone Krzyzyki.

B. Wykres punktowy przedstawiajgcy wartosci insulinemii na czczo w badanych grupach.
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Rysunek 28. Poréwnanie warto$ci HbA1c u pacjentow z hipoglikemig oraz w grupie Kontrolne;j.

A. Wykres pudetkowy: czerwong linig oznaczono mediane, szerokos¢ pudetka odpowiada
wartosci rozstepu ¢éwiartkowego (50% obserwacji), wasy majg dtugos¢ poéttorej razy wartosci
rozstepu ¢wiartkowego (75%), zas wartosci lezgce poza tym zakresem sg reprezentowane
przez czerwone Krzyzyki.

B. Wykres punktowy przedstawiajgcy wartosci HbA1c w badanych grupach.
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Rysunek 29. Poréwnanie wartosci C-peptydu u pacjentdw z hipoglikemig oraz w grupie Kontrolne;.

A. Wykres pudetkowy: czerwong linig oznaczono mediane, szerokos$¢ pudetka odpowiada
wartosci rozstepu ¢éwiartkowego (50% obserwacji), wasy majg dtugos¢ péttorej razy wartosci
rozstepu ¢wiartkowego (75%), zas wartosci lezgce poza tym zakresem sg reprezentowane
przez czerwone krzyzyki.

B. Wykres punktowy przedstawiajgcy wartosci C-peptydu w badanych grupach.
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5.1.4. KORELACJE PARAMETROW BIOCHEMICZNYCH U PACJENTOW Z

HIPOGLIKEMIA

Analiza statystyczna korelacji pomiedzy parametrami biochemicznymi krwi pacjentéw z
hipoglikemia, wykonana na podstawie wspofczynnika Spermana wykazata silng korelacje
dodatnig pomiedzy wartoscig insuliny na czczo oraz C-peptydu (R=0,72, p=0,0057) (rys.31).
Ponadto wykonana analiza wykazata silng korelacje ujemng pomiedzy wartoscig glikemii na

czczo, a poziomem trojglicerydéw w surowicy (R=-0,83, p=0,01) (rys.32).

Zaobserwowano takze korelacje wartosci glikemii na czczo oraz poziomu HbA1c, nie

uzyskano jednak w tym zakresie poziomu istotnosci statystyczne;j.
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Rysunek 30. Kolorowa mapa przedstawiajgca macierz korelacji otrzymang dla parametréw
biochemicznych krwi pacjentéw z hipoglikemig.

Numerami na mapie korelacji oznaczono kolejno: 1 - HbA1c [%], 2 - C-peptyd [ng/dl], 3 — Cholesterol
[mg/dl], 4 — Troéjglicerydy [mg/dl], 5 - Glukoza na czczo [mg/dl], 6 - Insulina na czczo [ulU/ml], 7 -
Glukoza po gtodzeniu [mg/dl], 8 - Insulina po gtodzeniu [ulU/ml]. Kolor biaty odpowiada wysokiej
dodatniej korelacji, a kolor czarny wysokiej ujemnej korelacji. Macierz korelacji zostata wyliczona za
pomocg wspotczynnika korelacji Spermana.
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Rysunek 31. Dodatnia korelacja pomiedzy wartoscig insuliny na czczo, a wartoscig C-peptydu u
pacjentow z hipoglikemig (R=0,72, p=0,0057).
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Rysunek 32. Ujemna korelacja pomiedzy wartoscig glukozy na czczo, a wartoscig trojglicerydow u
pacjentéw z hipoglikemig (R=-0,83, p=0,01).
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5.1.5. DIAGNOSTYKA OBRAZOWA
U trzech pacjentdéw z hipoglikemig (9,7%) wykonano diagnostyke obrazowg przy uzyciu 18-
fluoro-L-DOPA PET. U dwéch pacjentéw stwierdzono postac rozlang, a u jednego pacjenta

posta¢ ogniskowg (ognisko w gtowie trzustki).

5.1.6. LECZENIE HIPOGLIKEMII | JEGO NASTEPSTWA
W badanej grupie 31 pacjentéw z hipoglikemig w przebiegu hiperinsulinizmu, 21 pacjentéw
(68%) poddano prébie leczenia Diazoksydem. U 9 pacjentéw (43%) obserwowano dobrg
odpowiedz na leczenie Diazoksydem i kontynuowano leczenie farmakologiczne w potgczeniu
z leczeniem dietetycznym. U 12 pacjentow (57%), u ktérych podjeto probe leczenia
Diazoksydem nie odnotowano wystarczajgco dobrej odpowiedzi na leczenie. W tej grupie we
wszystkich przypadkach (n=12, 100%) zastosowano leczenie chirurgiczne. W grupie
pozostatych 10 pacjentéw, u ktérych nie podjeto proby leczenia Diazoksydem, w 6

przypadkach (60%) ostatecznie zastosowano leczenie chirurgiczne (rys.33).
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zachowawcze zachowawcze

n=9 n=4

Rysunek 33. Schemat przedstawiajgcy proces diagnostyczno-terapeutyczny w badanej grupie
pacjentéw z hipoglikemia.

W przebiegu terapii hipoglikemii pacjentom oferowano leczenie farmakologiczne. Poza
zastosowaniem Diazoksydu (n=21, 68%), w grupie badanej stosowano takze leczenie za
pomocg Oktreotydu (n=8, 26%), Glukagonu (n=10, 32%) oraz sterydoterapie (n=4, 13%).
Leczenie dietg opartg na produktach o niskim indeksie glikemicznym oraz czestym karmieniu
zastosowano u 27 pacjentdéw (87%). W tej grupie u 3 pacjentéw dodatkowo wprowadzono
diete ubogoleucynowa. 74% pacjentow (n=23) wymagato dokarmiania w nocy. Pacjenci w
godzinach nocnych dokarmiani byli gtéwnie produktami mlecznymi (n=19, 61%) oraz sokiem

(n=18, 58%).
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Rysunek 34. Leczenie farmakologiczne i dietetyczne zastosowane u pacjentéw z hipoglikemia.

LECZENIE CHIRURGICZNE

W badanej grupie pacjentéw w 18 przypadkach (58%) zastosowano leczenie chirurgiczne.
Przecietny wiek pacjentéw w chwili wykonania zabiegu resekc;ji trzustki wynosit 3,5 miesigca
(mediana=3,5, $rednia=10,5 miesigca), natomiast u 8 pacjentow (44%) operacje

przeprowadzono w wieku ponizej 2 miesigca zycia (rys.35).

10 Parametr statystyczny Wiek pacjenta
[miesigce]
Mediana 3,5
Srednia 10,5

Odchylenie standardowe 16,8

Wartos¢ minimalna 1

Warto$¢ maksymalna 54

<2 miesiace >2 miesiace

Rysunek 35. Rozktad wieku pacjentdw w momencie leczenia chirurgicznego.

Tabela 9. Wiek pacjentéw z hipoglikemig w momencie leczenia chirurgicznego.

W grupie pacjentéw leczonych chirurgicznie 16 pacjentéw (89%) pierwotnie wykonano
subtotalng resekcje trzustki, przy czym 2 pacjentow wymagato kolejnej resekcji po pierwszej
operacji, z powodu nawracajgcych ciezkich hipoglikemii po pierwszym zabiegu. U jednego
pacjenta (5%) wykonano zabieg resekcji ogniska hiperinsulinizmu, po wcze$niejszej
diagnostyce przy pomocy badania 18F-fluoro-L-DOPA PET. Ponadto w jednym przypadku

wykonano czesciowa resekcje trzustki (rys.36).
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Rysunek 36. Typ leczenia chirurgicznego zastosowanego u pacjentéw z hipoglikemia.
Analiza opiséw badania histopatologicznego pobranych podczas resekcji tkanek wykazata,
ze u 9 pacjentéow (50%) stwierdzono postac rozlang hiperinsulinizmu, u 3 pacjentéw (17%)
obraz opisano jako posta¢ rozlang z nasileniem zmian w okreslonej czesci trzustki, a w 3
przypadkach (17%) stwierdzono postac¢ ogniskowa. W 3 przypadkach nie uzyskano danych z
opisu badania lub opis byt niejasny.

H postac¢ ogniskowa

® postac rozlana

L postac rozlana z nasileniem w czesci

trzustki

Liniejasny opis

L brak danych

Rysunek 37. Wynik badania histopatologicznego po resekciji trzustki.

W zaleznosci od typu wykonanej operacji obserwowano nastepujgce komplikacje
pooperacyjne: dalszg hipoglikemie (n=9, 50%), hiperglikemie (n=7, 39%) oraz zakazenie
pooperacyjne (n=2, 11%). 4 pacjentow (22%) wymagato insulinoterapii po operacji, a u 5
(28%) konieczna byta suplementacja enzymoéw trzustkowych (rys.38). U pacjenta, u ktérego
wykonano izolowang resekcje ogniska, odnotowano catkowite ustgpienie objawdw

klinicznych.
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Rysunek 38. Komplikacje pooperacyjne u pacjentdw z hipoglikemig w zaleznoéci od typu wykonane;j
operacji.

5.1.7. POWIKLANIA NEUROLOGICZNE U PACJENTOW Z HIPOGLIKEMIA
ORAZ W GRUPIE KONTROLNEJ

U pacjentéw z hipoglikemig odnotowano liczne powiktania ze strony osrodkowego uktadu
nerwowego (epilepsja n=13, opbznienie w rozwoju n=9, matogtowie n=2), podczas gdy w

grupie kontrolnej u jednego pacjenta zdiagnozowano tagodng postac epilepsji (rys.39).

42%
29%
6%
0% 3% 09
opdznienie w rozwoju epiepsja matogtowie
Ogrupa hipoglikemia Egrupa kontrolna

Rysunek 39. Powiktania neurologiczne u pacjentéw z hipoglikemig oraz w grupie kontrolnej.
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U pacjentéw z hipoglikemia, u ktérych w trakcie trwania hipoglikemii obserwowano napady
drgawkowe, zaobserwowano tendencje do zachorowania na epilepsje oraz do opdznienia w
rozwoju psychomotorycznym, jednak nie uzyskano w tym zakresie istotnosci statystycznej

(epilepsja p=0,1, opdznienie w rozwoju p=0,06).

W analizie statystycznej nie wykazano takze korelacji pomiedzy wiekiem wystgpienia
pierwszych objawow hipoglikemii, a rozwojem zaburzen ze strony o$rodkowego uktadu

nerwowego (epilepsja p=0,39, opdznienie w rozwoju p=0,32).
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5.2.  WYNIKI BADAN GENETYCZNYCH

W wykonanych badaniach genetycznych podczas sekwencjonowania DNA u 2 (6,5%)
pacjentéw stwierdzono defekty genetyczne warunkujgce wrodzong hipoglikemie. W jednym
przypadku stwierdzono mutacje w genie GCK (n=1, 3,2%), w drugim mutacje w genie
GLUD1 (n=1, 3,2%). U jednego pacjenta wykryto heterozygotyczny defekt w genie HADH
(1290V), lecz w zwigzku z autosomalnym recesywnym modelem dziedziczenia mutacji w tym
genie nie jest to mutacja sprawcza i wymagane sg dalsze badania molekularne u tego
pacjenta. Sekwencjonowanie genow: KCNJ11 oraz INS nie wykazato mutacji w
wymienionych genach. Metoda MLPA nie wykazata mikrodelecji w genach ABCC8, GCK,

HNF4A oraz INS.

5.2.1. IDENTYFIKACJA MUTACJI W GENIE GCK
U jednego z badanych pacjentéw na podstawie sekwencjonowania DNA zidentyfikowano
heterozygotyczng aktywujacg mutacje GTG/CTG w genie GCK. Mutacje spowodowata
substytucja reszty aminokwasowej Waliny przez Leucyne w pozycji 455 tancucha
peptydowego glukokinazy. Mutacja odziedziczona zostata w sposéb autosomalny

dominujacy, a u pacjenta odnotowano rodzinne wystepowanie opisanej mutacji.
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Rysunek 40. Wyniki sekwencjonowania DNA potwierdzajgce mutacje V455L u pacjenta z
hipoglikemig (dolny chromatogram); gérny chromatogram przedstawia zdrowego osobnika, wt — dziki

typ (ang. wild type), mt — mutacja (ang. mutation), Val (V) —walina, Leu (L) - leucyna.

PREZENTOWANY FENOTYP

Pacjentka z cigzy |, porodu |, urodzona drogg cesarskiego ciecia, z masg urodzeniowg 3570
g, w skali APGAR otrzymata 9 punktéw. Na krétko po urodzeniu u pacjentki zaobserwowano
niepokdj i rozdraznienie. Nie obserwowano utraty przytomnosci ani drgawek. W badaniu
glikemii z krwi zylnej u pacjentki odnotowano hipoglikemie 20mg/dl. W wykonanych
badaniach laboratoryjnych obserwowano: poziom glikemii w przedziale 20-44 mg/dl, przy
poziomie insulinemii 14,29-24,79 ulu/ml, poziom C-peptydu - 7 ng/ml, HbA1c <4%. W
pozostatych badaniach laboratoryjnych oraz w badaniu USG jamy brzusznej nie stwierdzono

odchylen od normy.

Pacjentke leczono za pomocg dozylnych wlewoéw glukozy oraz Diazoksydu (10 mg/kg w 4
dawkach podzielonych). Pacjentka zareagowata na leczenie za pomocg Diazoksydu. W

wykonanych po roku terapii kontrolnych pomiarach glikemii za pomocg ciggtego monitoringu
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poziomu glikemii (CGMS, ang. Continuous Glucose Monitoring System) obserwowano

wartosci glikemii w przedziale 42-72 mg/dl (rys. 41).

24 Hour Glucoze Sensor Overlay - Readings & Averages (mg/dl)

Breakfast _ Lumh

Rysunek 41. Pomiar glikemii za pomocg CGMS u pacjentki z aktywujacg mutacjg GCK po roku

leczenia za pomocg Diazoksydu.

Z powodu dobrej odpowiedzi na leczenie Diazoksydem oraz potwierdzonej mutacji GCK nie

wykonano badania obrazowego PET.

Pacjentka obecnie rozwija sie prawidtowo. W dalszym ciggu wymaga leczenia za pomocg
Diazoksydu, po ktérym zaobserwowano nadmierne owtosienie. Pacjentka karmiona jest za
pomocg diety o niskim indeksie glikemicznym, z wykluczeniem czeéci produktéw mlecznych i
ryb z powodu stwierdzonej alergii. Pacjentka dobrze toleruje przerwe nochg w karmieniu

pomiedzy godzing 22 a 7 rano.

WYWIAD RODZINNY

U ojca pacjentki w 11. roku zycia zdiagnozowano hipoglikemie w przebiegu hiperinsulinizmu
objawiajacqg sie pod postacig wielokrotnych napaddéw drgawkowych i utraty przytomnosci. Z
powodu nawracajacych objawéw w wieku 14 lat wykonano subtotalng resekcje trzustki.
Obecnie leczony jest z powodu cukrzycy i epilepsji. Ponadto u siostry, matki, babci i dalszej
rodziny ze strony ojca pacjentki takze obserwowano liczne hipoglikemie o tagodniejszym
przebiegu (rys.42). Rodzice pacjentki nie sg spokrewnieni. W wywiadzie rodzinnym nie

odnotowano wystepowania zespotéw genetycznych, przedwczesnych zgondw i poronien.
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Rysunek 42. Pedigree rodziny pacjentki z mutacjg GCK. U pacjentki (kolor czarny, oznaczona
strzatkg) i jej ojca (kolor czarny) oznaczono mutacje V455L. U wszystkich pacjentéw oznaczonych

kolorem szarym obserwowano hipoglikemie.

5.2.2. IDENTYFIKACJA MUTACJI W GENIE GLUD1
U kolejnego z badanych pacjentéw na podstawie sekwencjonowania DNA zidentyfikowano
heterozygotyczng aktywujacg mutacie CCG/CTG w genie GLUD1. Mutacje spowodowata
substytucja reszty aminokwasowej P (prolina) na L (leucyna) w pozycji 178 tancucha
peptydowego dehydrogenazy glutaminianowej. Mutacja odziedziczona zostata w sposdb

autosomalny dominujacy.
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Rysunek 43. Wyniki sekwencjonowania DNA potwierdzajgce mutacje P178L u pacjentki z
hipoglikemig (dolny chromatogram); gérny chromatogram przedstawia zdrowego osobnika, wt — dziki

typ (ang. wild type), mt — mutacja (ang. mutation), Pro (P) — prolina, Leu (L) - leucyna.
PREZENTOWANY FENOTYP

Pacjentka z cigzy II, porodu Il, sitami natury, z masg urodzeniowg 4520 g, w skali APGAR
otrzymata 10 punktow. W pierwszej dobie po porodzie u pacjentki wystgpity drgawki przy
poziomie glikemii 9 mg/dl. Pacjentke przez 7 dni leczono za pomocg dozylnych wlewow
glukozy, a po ustgpieniu objawdéw wypisano do domu. Przez pierwszy rok zycia nie
obserwowano objawow hipoglikemii, a rozwdj psychomotoryczny pacjentki nie budzit

zastrzezenh lekarza pierwszego kontaktu.

W 12. miesigcu zycia matka pacjentki zaniepokojona nagtym brakiem kontaktu i patologiczng
sennoscig dziecka wezwata pogotowie ratunkowe, a nastepnie pacjentke przewieziono i
obserwowano na Oddziale Pediatrii. W badanym poziomie glikemii z krwi zylnej odnotowano
poziom glikemii 50mg/dl. Po dobowej obserwacji pacjentke na zgdanie matki wypisano do

domu.

Dwa miesigce pdzniej pacjentke po raz kolejny przyjeto na Oddziat Pediatrii z powodu

hipoglikemii (20 mg/dl) i drgawek. Pacjentke przekazano na Oddziat Diabetologii Dzieciecej,
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a nastepnie do Kliniki Choréb Metabolicznych celem dalszej diagnostyki i leczenia. W
wykonanych badaniach laboratoryjnych obserwowano: poziom glikemii w przedziale 9-56
mg/dl, przy poziomie insulinemii 3,2-18,7 ulU/ml, C-peptyd 1,29 ng/ml, HbA1c 4,3%, amoniak
27-48 umol/l. W pozostatych badaniach laboratoryjnych oraz w badaniu USG jamy brzusznej
nie stwierdzono odchylen od normy. W trakcie diagnostyki obserwowano wielokrotne epizody
hipoglikemii i zaburzeh Swiadomosci. Do leczenia wigczono Diazoksyd (10 mg/kg w 2
dawkach podzielonych) oraz dokarmianie w nocy uzyskujgc stopniowg normalizacje poziomu
glikemii. Po dwoch tygodniach od wiaczenia Diazoksydu matka pacjentki odstawita lek
wbrew zaleceniom lekarskim z powodu obserwowanego gorszego samopoczucia dziecka

oraz wzrostu poziomu owtosienia.

Rodzice pacjentki przez 5 lat nie zgtaszali sie do poradni diabetologicznej. Pacjentke

karmiono co 3 godziny, a w porze nochej dopajano sokiem (100 ml) co 3 godziny.

W kolejnej wizycie kontrolnej pacjentke w dalszym ciggu karmiono co 3 godziny, zaréwno w
dzien, jak i w porze nocnej. Pacjentka zglaszata objawy ostabienia i rozdraznienia,
szczegblnie w godzinach porannych, ktére ustepowaty po spozyciu positku. W zwigzku z
nocnym dopajaniem sokiem u pacjentki stwierdzono rozlegtg prochnice uzebienia. W
wykonanych badaniach kontrolnych, po czterogodzinnej przerwie miedzy positkami
odnotowano glikemie 60 mg/dl, przy insulinemii 2,1 ulU/ml. W wykonanych pomiarach
glikemii za pomoca ciggtego monitoringu poziomu glikemii (CGMS) w dalszym ciggu
obserwowano obnizone wartosci glikemii (w przedziale 46-110 mg/dl) (rys.44). Ponadto
podczas powyzszej diagnostyki u pacjentki zdiagnozowano celiakie i wprowadzono diete

bezglutenowa.
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Rysunek 44. Pomiar glikemii za pomocg CGMS u pacjentki z aktywujgcg mutacjg GLUD1 po 5 latach

od rozpoznania.

Z powodu niejasnej odpowiedzi na leczenie Diazoksydem oraz braku badan genetycznych w
momencie wykonywania diagnostyki u pacjentki wykonano badanie 18F-DOPA-PET, w

ktérym potwierdzono postac¢ rozlang hiperinsulinizmu.

Pacjentka od dwoéch miesiecy stosuje diete bezglutenowg oraz o niskim indeksie
glikemicznym, natomiast w ciggu nocy dokarmiana jest za pomocg produktéw mlecznych
(jogurt, napéj ,nutridrink”). U pacjentki odnotowano znaczng poprawe samopoczucia. W
zwigzku z otrzymanym wynikiem badania genetycznego i uzyskang zgodg rodzicéw
pacjentki zaplanowano ponowne wigczenie leczenia za pomocg Diazoksydu i kontrolny

pomiar glikemii za pomocg CGMS.

Pacjentka i jej matka sg obecnie pod statg opiekg diabetologiczng, dietetyczng i

psychologiczna.

WYWIAD RODZINNY

U matki pacjentki w okresie cigzy w badaniach kontrolnych przy pomocy pomiaru
glukometrem odnotowano wartosci glikemii w przedziale 50-70 mg/dl. Przy niskich
wartosciach glikemii matka pacjentki zgtaszata objawy rozdraznienia i nerwowosci. U
rodzenstwa pacjentki przeprowadzono diagnostyke w kierunku hipoglikemii, innych zaburzen
w gospodarce weglowodanowe] oraz celiakii. Nie stwierdzono odchylen od normy. U

pozostatych cztonkdéw rodziny nie odnotowano objawdw hipoglikemii. Rodzice pacjentki nie
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sq spokrewnieni. W wywiadzie rodzinnym nie odnotowano wystepowania zespotow

genetycznych, przedwczesnych zgondw i poronien.
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Rysunek 45. Pedigree rodziny pacjentki z mutacjg GLUD1. U pacjentki (kolor czarny, oznaczona
strzatkg) P178L. U matki pacjentki oznaczonej kolorem szarym obserwowano hipoglikemie. U

pozostatych cztonkéw rodziny nie odnotowano objawdw hipoglikemii.

Mutacja Masa Wiek Wywiad Reakcjana Leczenie
urodzeniowa/  objawéw rodzinny Diazoksyd
HBD
GCK 35709/ 36 1 tydzien Hipoglikemia tak Dieta
V455L u ojca Diazoksyd
GLUD1 4520 g/ 40 1 tydzien Hipoglikemia tak Dieta
P178L u matki dokarmianie w nocy
HADH 3850 g /40 1 tydzien ujemny nie Subtotalna resekcja
11290V trzustki

Tabela 10. Podsumowanie charakterystyki klinicznej pacjentow 2z hipoglikemia, u ktérych
zidentyfikowano defekty genetyczne. Zaznaczona na niebiesko mutacja w genie HADH nie jest

mutacjg sprawcza.
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6. DYSKUSJA
Wrodzony hiperinsulinizm jest najczestszg przyczyng hipoglikemii wieku rozwojowego.
Obejmuje on heterogenng grupe zaburzen sekrecji insuliny przez komérki B trzustki i
charakteryzuje sie zrdéznicowang etiologig molekularng, obrazem histopatologicznym,

nasileniem objawdw oraz zroéznicowang odpowiedzig na leczenie farmakologiczne (1, 17,

84).

Diagnostyka i leczenie wrodzonej hipoglikemii w okresie niemowlecym jest jednym z
trudniejszych aspektow wspotczesnej endokrynologii i diabetologii. Pomimo iz postawienie
samej diagnozy hipoglikemii jest stosunkowo tatwe, to postepowanie kliniczne wigze sie z
wiekszg iloscig probleméw w codziennej opiece nad pacjentami z hipoglikemig (85). Pomimo
coraz wiekszych postepéw w badaniach nad wrodzonym hiperinsulinizmem oraz coraz
lepszego zrozumienia patofizjologii tej choroby, wcigz obserwuje sie wiele powiktan
neurologicznych, a wyboér leczenia wigze sie z ogromnymi komplikacjami, znaczaco

wptywajgcymi na stan zdrowia pacjenta jak i jako$¢ zycia catej rodziny.

6.1. PARAMETRY KLINICZNE | BIOCHEMICZNE U PACJENTOW Z

HIPOGLIKEMIA

Objawy hipoglikemii mogg by¢é bardzo zréznicowane. Czasem s3 one zupetie
niezauwazalne, innym razem bardzo subtelne, az po bardzo ciezkie prowadzace do

nieodwracalnych zmian w osrodkowym ukfadzie nerwowym (17).

Wrodzony hiperinsulinizm najczesciej objawia sie juz w okresie noworodkowym, aczkolwiek
jego tagodne postaci mogg ujawni¢ sie réwniez w okresie niemowlecym lub w pozniejszym

okresie dziecihstwa (17, 85).
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W przeprowadzonych na kohorcie francuskiej badaniach, pierwsze objawy hipoglikemii
obserwowano tuz po urodzeniu u 83% pacjentéw, a u kolejnych 17% w pierwszym roku zycia
(8). Z kolei obserwacja populacji brytyjskiej wykazata wystgpienie pierwszych objawow
hipoglikemii, u 87% w pierwszym roku zycia, a u pozostatych 13% w okresie pdzniejszym
(85, 86). Badanie to pokazuje bardzo podobny rozkiad wieku wystapienia pierwszych
objawéw hipoglikemii jak u polskich pacjentow obserwowanych w niniejszej pracy (u
87% pacjentéw objawy wystapily w pierwszym roku zycia). Podobne wyniki uzyskano w
populacji wtoskiej, w ktérej diagnoze wrodzonej hipoglikemii w pierwszym roku zycia
postawiono u 79% pacjentéw, podczas gdy u pozostatych 21% hipoglikemie stwierdzono w
pozniejszym okresie (87).

Szczegdblnie w okresie noworodkowym opisywane objawy hipoglikemii mogg byé
niespecyficzne. W publikacjach brytyjskich opisuje sie je gtéwnie jako zaburzenia napiecia
miesniowego, problemy z zywieniem, sennos¢, utrate przytomnosci i drgawki (85), natomiast
Arnoux i wspotpracownicy podkreslaja, ze u potowy pacjentéw francuskich z hipoglikemig
gtdbwnym objawem byty drgawki (8, 88). W niniejszej pracy najczesciej obserwowano
objawy neuroglikopenii obejmujace utrate przytomnosci, drgawki i sennos¢, a w
mniejszym stopniu zaburzenia napiecia miesniowego, oddychania i problemy z
zywieniem. Wystepowanie drgawek obserwowano u 77% wszystkich pacjentéw,
natomiast tuz po urodzeniu objaw ten stwierdzono u 42% badanych podobnie jak w

populacji francuskie;j.

U noworodkéw z wrodzong hipoglikemia, w zwigzku z dziataniem nadmiernej ilosci insuliny
juz w zyciu ptodowym mozna obserwowac podwyzszong mase urodzeniowg (17). W licznych
publikacjach opisuje sie znaczny wzrost masy urodzeniowej w stosunku do populacji ogoéinej
(6, 17, 18). Arnoux i wspoétpracownicy obliczyli Sredniag mase urodzeniowag dzieci z
wrodzonym hiperinsulinizmem na 3700 g. Ponadto wyzsza masa urodzeniowa wigzata sie ze
wzrostem porodoéw droga cesarskiego ciecia w badanej grupie (30%) (8). W obecnej pracy

masa urodzeniowa takze w sposob istotny roznita sie od grupy kontrolnej i wynosita
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srednio 3850 g. Z drugiej strony zaréwno w grupie pacjentéw z hipoglikemia, jak i w grupie
kontrolnej czestotliwos¢ porodéw droga cesarskiego ciecia byta podobna i wyniosta mniej niz
10%. By¢é moze w zwigzku z wiekszg masg urodzeniowg i wynikajacym z tego ciezszym
przebiegiem porodu fizjologicznego, w badanej grupie uzyskiwano takze istotnie nizszg niz w

grupie kontrolnej punktacje w skali Apgar.

W odniesieniu do siatek centylowych, w badaniu przeprowadzonym na populacji wioskiej u
50% pacjentéw po porodzie odnotowano makrosomie ptodu (masa urodzeniowa powyzej 91
percentyla), co catkowicie zgadza sie z wynikiem uzyskanym w niniejszej pracy, w ktorej
52% pacjentdédw urodzito sie z masg urodzeniowg powyzej 91 percentyla (87). W powyzszej
pracy uzyskano istotng statystycznie réznice w masie urodzeniowej zaréwno w poréwnaniu
do grupy kontrolnej, jak i populacji ogdlnej przedstawionej w obowigzujacych w Polsce
siatkach centylowych.

Pomimo braku uzyskania istotnosci statystycznej w pracy obserwowano
podwyzszone wartosci insuliny oraz C-peptydu u dzieci z wyzsza masa urodzeniowa,
co moze wskazywa¢ na silniejsze wydzielanie insuliny w tej grupie i jej silny
anaboliczny wplyw na przyrost masy ciata.

PARAMETRY BIOCHEMICZNE

Charakterystyczny profil metaboliczny uzyskiwany podczas diagnostyki wrodzonego
hiperinsulinizmu wynika z anabolicznego dziatania insuliny, ktéra powstrzymuje fizjologiczng
kontrregulacje podczas hipoglikemii. Oznaczalna obecnos¢ insuliny w czasie hipoglikemii
silnie wskazuje na defekt w sekrecji insuliny. Interpretacja uzyskanych wynikéw insulinemii
powinna byé zawsze analizowana w odniesieniu do wartosci uzyskanego poziomu glikemii
(17). ,Normalna” warto$¢ insuliny dla normoglikemii bedzie juz wartoscig patologiczng
podczas hipoglikemii. Ponadto sekrecja insuliny moze przebiega¢ w sposéb zmienny, w
zwigzku z czym pomiary wartosci C-peptydu mogg by¢é bardzo pomocne podczas

diagnostyki hipoglikemii (85).
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W literaturze nie opisuje sie okresSlonej wartosci diagnostycznej insulinemii, natomiast
przyjeto, iz w trakcie hipoglikemii poziom insuliny powinien by¢ nieoznaczalny (17, 85).
Wyniki niniejszej pracy przedstawiaja podwyzszone wartosci insulinemii uzyskane na
czczo oraz po przedtuzonym gtodzeniu w grupie pacjentéw z hipoglikemia. Wartosci te
wynoszg odpowiednio 24,62 ulu/ml oraz 15,09 ulu/ml przy obnizonym poziomie glikemii na
czczo i pod koniec testu. Dodatkowo u kazdego z badanych pacjentéw obliczono wskaznik
insulina/glukoza, ktéry byt istotnie wyzszy od wartosci uzyskanych podczas badan w grupie
kontrolnej. Uzyskane wartosci C-peptydu takze wskazywaly na nieadekwatng sekrecje
insuliny w badanej grupie. Ponadto w powyzszym badaniu potwierdzono silng korelacje
pomiedzy wartoscig poziomu insuliny i C-peptydu (R=0,72, p=0,0057), co potwierdza
opisywana w literaturze przydatnos¢ diagnostyczng C-peptydu (17).

Zaréwno sposoéb przeprowadzonej diagnostyki laboratoryjnej, jak i wyniki wartosci glukozy,
hemoglobiny glikowanej, insuliny i C-peptydu nie odbiegajg od tych opisywanych w
literaturze (8, 88, 89).

W badaniach dodatkowych wykonanych podczas testu po przedtuzonym gtodzeniu
stwierdzono nizsze wartoSci wolnych kwaséw w surowicy w poréwnaniu do zdrowych,
gtodzonych pacjentéw, co réwniez mozna wyjaéni¢ anabolicznym dziataniem insuliny (17). W
badanej grupie pacjentéw z hipoglikemia odnotowano takze znacznie wyzsza wartos¢
amoniaku u poszczegoélnych pacjentow, co wiaze sie z wystepowaniem zespotu
hiperinsulinemia/hiperamonemia u niektérych z badanych pacjentéw.

Zaskakujgcym wynikiem przedstawianych badan byt podwyzszony poziom kwasu
mlekowego oraz nizsze wartosci pH krwi pacjentédw z hipoglikemig w stosunku do grupy
kontrolnej. Mozna to jednak wyttumaczy¢ zaréwno miodszym wiekiem pacjentéw z pierwsze;j
grupy w trakcie przeprowadzanej diagnostyki, jak i bardziej traumatycznym przebiegiem
gtodzenia, co czesto wigzato sie z trudnosciami w pobraniu krwi i ogromnym stresem u
miodszych pacjentow. Powyzsze wyniki kwestionujg przydatno$¢ wykonywania pomiaréw

kwasu mlekowego i gazometrii w trakcie diagnostyki hipoglikemii.
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Dodatkowo wykonana analiza statystyczna wykazata silng korelacje ujemng pomiedzy
wartoscig glikemii na czczo, a poziomem trojglicerydéw w surowicy (R=-0,83, p=0,01), co
mozna wyttumaczyé zwiekszong czestotliwoscig dokarmiania i wiekszg podazg cukrow

prostych u pacjentéw z bardziej nasilong hipoglikemia.

6.2. DIAGNOSTYKA | LECZENIE WRODZONEGO HIPERINSULINIZMU

Postawienie odpowiedniej diagnozy i wdrozenie szybkiego agresywnego leczenia
hipoglikemii jest niezbedne, w celu unikniecia nieodwracalnego uszkodzenia mézgu (17, 23,
83). Po ustabilizowaniu poziomu glikemii konieczna jest dalsza szczegdétowa diagnostyka w
celu poznania etiopatogenezy hipoglikemii i przewidzenia jej przebiegu, jak i ustalenie
dalszego, dtugoterminowego leczenia. Fundamentalnym aspektem postepowania
diagnostyczno-terapeutycznego jest ocena odpowiedzi na leczenie farmakologiczne
(17). Lekiem pierwszego rzutu w terapii hipoglikemii, a za razem kolejnym krokiem w

diagnostyce jest zastosowanie Diazoksydu.

Kapoor i wspotpracownicy w badaniach przeprowadzonych w Szpitalu Great Ormond Street
w Londynie obejmujgcych 300 osobowg grupe pacjentéw z wrodzong hipoglikemig dzielg
pacjentéw na tych reagujgcych na leczenie Diazoksydem (n=183, 61%) oraz tych, u ktérych
leczenie farmakologiczne nie przynosi wystarczajacych efektow (n=105, 35%). U 4%
pacjentow nie wigczono leczenia Diazoksydem z powodu dobrej kontroli glikemii lub reakgji
alergicznej (89). Podobnie podczas obserwacji wioskich pacjentdw, pozytywng reakcje na
Diazoksyd uzyskano w 73% przypadkéw (87). Mniej optymistyczne wyniki leczenia
Diazoksydem opublikowano w najobszerniejszym dotad badaniu (417 pacjentéw)
przeprowadzonym na kohorcie amerykanskiej (84). Sneider i wspotpracownicy opisali brak
odpowiedzi na leczenie farmakologiczne az 72% u badanych, co wigzato sie z konieczno$cig
leczenia chirurgicznego u wiekszosci (94%) sposréd tych pacjentéw. W polskiej kohorcie
badanej w obecnej pracy tylko 68% (n=21) pacjentéw poddano leczeniu Diazoksydem przed
podjeciem dalszej decyzji terapeutycznej. U 43% pacjentow, u ktérych wigczono Diazoksyd,

obserwowano dobrg reakcje terapeutyczng i wraz z dietg kontynuowano leczenie
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farmakologiczne, natomiast u 57% nie odnotowano wystarczajacej reakcji na leczenie
Diazoksydem i podjeto decyzje o leczeniu chirurgicznym. Uzyskane w pracy wyniki mozna
usytuowa¢ pomiedzy wynikami uzyskanymi w kohorcie brytyjskiej, a amerykanskiegj,
natomiast niepokojacy jest znaczny procent pacjentéw, ktdérych nie poddano proébie leczenia
Diazoksydem. Wiadomo takze, ze u 6 pacjentow z grupy, w ktérej nie zastosowano
Diazoksydu (6 z 10) w ostatecznosci wykonano zabieg subtotalnej pankreatektomii.
Pacjentom nieleczonym Diazoksydem oferowano inne opcje lecznicze pod postaciag leczenia
dietetycznego, wlewdw glukozy, analogéw Somatostatyny, Glukagonu i innych, natomiast nie
uzyskano dokfadnych informacji na temat przyczyny braku wigczenia powyzszego leku w
badanej grupie pacjentéw. Z informacji uzyskanych od specjalistéw diabetologdéw i
endokrynologéw wynika natomiast, iz procedura pozyskiwania Diazoksydu zwtaszcza kilka
lat temu w niektérych przypadkach byta bardzo czasochtonna i mogta trwaé nawet do 2
miesiecy. By¢ moze w zwigzku z tym, znaczne nasilenie objawoéw hipoglikemii u
poszczegodlnych pacjentéw wymuszato podjecie szybkiej decyzji o leczeniu chirurgicznym.
Beltrand i wspofpracownicy opisuja, ze u pacjentdw francuskich zabieg pankreatektomii
wykonywano planowo w drugim pétroczu zycia, a w wiekszosci przypadkéw byt on
poprzedzony badaniem obrazowym pod postacia 18-F-DOPA-PET (90). Zaréwno w
publikacjach Arnouxa jak i Beltranda podkresla sie ogromne znaczenie badan obrazowych
tuz przed zabiegiem chirurgicznym, co pozwala na bardziej selektywny charakter
wykonywanego zabiegu i zwigzang z tym mniejszg iloscig powikfan pooperacyjnych (8,90).
Inne podejScie mozna obserwowaé w doniesieniach amerykanskich, gdzie badania
obrazowe nie odgrywajg tak istotnej roli, a diagnostyka opiera sie gtéwnie na badaniach
genetycznych. Postaé histologiczng hiperinsulinizmu w badaniach opisywanych w Stanach
Zjednoczonych diagnozowano na podstawie badan genetycznych oraz obrazu
histopatologicznego uzyskanego $roéd- lub pooperacyjnie, bez poprzedzajacych operacje
badan obrazowych.

W obecnej pracy zabieg pankreatektomii wykonywano gtéwnie w pierwszym roku zycia, co

jest spdjne z obserwacjami innych autoréw, przy czym u 44% pacjentow pankreatektomie
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wykonano stosunkowo szybko, bo juz w pierwszych dwéch miesigcach zycia. Jak donoszg
niektére publikacje okres ten moze by¢ niewystarczajacy, aby wykluczy¢ postaé przejsciowg
hipoglikemii i doktadnie oceni¢ efekty leczenia farmakologicznego (2). Diagnostyka
obrazowa, podobnie jak w obserwacjach amerykanskich (84) jeszcze do niedawna nie
wchodzita w standardy postepowania klinicznego w hipoglikemii w badanej grupie. Dopiero
od kilku lat badanie to stato sie dostepne w Polsce, a do tej pory u trzech pacjentow
wykonano diagnostyke przy pomocy 18-F-DOPA-PET. Spektakularnym przyktadem
zastosowania tego badania jest przyktad 2 siéstr nalezgcych do badanej grupy. U starszej
wrodzong hipoglikemie rozpoznano, gdy diagnostyka obrazowa nie byta jeszcze dostepna,
co w rezultacie doprowadzito do subtotalnej pankreatektomii i w efekcie spowodowato
cukrzyce typu 3. Dopiero w badaniu pooperacyjnym usunietej tkanki stwierdzono pojedyncze
ognisko hiperinsulinizmu. U drugiej, mtodszej siostry podczas diagnostyki mozliwe byto
wykonanie 18-F-DOPA-PET, a rozpoznane w badaniu ognisko hiperinsulinizmu poddano
izolowanej resekciji. U tej pacjentki obserwowano brak jakichkolwiek powiktan
pooperacyjnych i catkowite ustgpienie objawdw hipoglikemii.

Obecnie dodatkowym atutem przemawiajgcym za wykonywaniem diagnostyki obrazowej we
wrodzonej hipoglikemii w Polsce jest stosunkowo tfatwy dostep do badania oraz petna
refundacja przez Narodowy Fundusz Zdrowia, w przeciwienstwie do badan genetycznych,
ktére na chwile obecng nie sg ogélnodostepne.

W dalszej czesci pracy oceniano wystepowanie poszczegoélnych odmian morfologicznych
wrodzonego hiperinsulinizmu.

W opisywanej przez Beltranda i wspétpracownikdédw populacji francuskiej sposréd 105
pacjentéw, u ktérych zastosowano leczenie chirurgiczne, 44% stanowita posta¢ ogniskowa, a
56% posta¢ rozlana (90). Sneider i wspotpracownicy pokazuja, ze u pacjentéow
amerykanskich, u ktérych wykonano zabieg pankreatektomii w badaniu histopatologicznym,
53% stanowita postaé ogniskowa, 43% postaé rozlana, natomiast u pozostatych pacjentéw
nie udato sie oceni¢ postaci histologicznej (84). Z kolei na podstawie pooperacyjnego

badania histopatologicznego w obecnej pracy posta¢ rozlang stwierdzono u 50% pacjentow,
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co jest spojne z obserwacjami innych autoréw, natomiast posta¢ ogniskowg tylko u 17%
(n=3), a u pozostatych pacjentéw nie udato sie oceni¢ obrazu histopatologicznego lub nie
uzyskano danych histopatologicznych.

Leczenie chirurgiczne w Europie przez dtugi czas ograniczone byto tylko do subtotalnej
pankreatektomii (90-92), natomiast dostepne w ostatnich latach mozliwosci réznicowania
postaci ogniskowej i rozlanej w znaczny sposéb zmienito sposéb leczenia chirurgicznego i
wptyneto na dalszy przebieg choroby (90, 93). Ponadto poza przydatnoscig badan
obrazowych nalezy podkresli¢ konieczno$¢ wykonania biopsji przedoperacyjnej oraz badania
Srodoperacyjnego, ktérego wynik moze catkowicie zmieni¢ przebieg planowanej operaciji (17,
66, 94).

Obserwacje powikfan pooperacyjnych w niniejszej pracy sg zgodne z obserwacjg Bertranda i
wspétpracownikdw i bezposrednio wigzg sie z typem wykonanej operacji.

Zabieg subtotalnej resekcji trzustki w postaci rozlanej wigze sie z duzg réznorodnoscig
obserwowanych powiktah pod postacig hipo- badz hiperglikemii (90), co sktania do doktadnej
obserwacji i intensywnej opieki po zabiegu operacyjnym.

Zaréwno w populacji polskiej jak i francuskiej w niewielkiej grupie pacjentéow (11% vs 9%)
wymagana byta kolejna operacja z powodu dalszej, ciezkiej hipoglikemii po pierwszym
zabiegu.

U 59% francuskich pacjentow po operacji wcigz obserwowano hipoglikemie, aczkolwiek o
znacznie mniejszym nasileniu niz przed zabiegiem. Dodatkowo w trakcie 5-letniej obserwaciji
odnotowano stopniowg normalizacje glikemii w tej grupie pacjentéw. W tej pracy
hipoglikemie po zabiegu obserwowano u 50% pacjentdéw, natomiast konieczna jest dalsza,
dtugoterminowa obserwacja parametréw gospodarki weglowodanowe;.

Innym powiktaniem subtotalnej resekcji trzustki byta hiperglikemia, ktérg stwierdzono u 53%
w badaniu Beltranda, natomiast w niniejszej pracy u 39% pacjentéw (90). Dalsze obserwacje
kohorty francuskiej pokazujg regularny wzrost wystepowania hiperglikemii w miare uptywu

czasu po zabiegu i osiggniecie 100% wystepowania hiperglikemii 13 lat po zabiegu.
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Takze konieczno$¢ insulinoterapii po zabiegu stopniowo wzrosta z 19% tuz po operacji do
42% po 8 latach obserwacji. Podobnie w obecnej pracy insulinoterapia wymagana byta
u 22% pacjentéow tuz po zabiegu, natomiast konieczna jest dalsza obserwacja
wystepowania hiperglikemii, rozwoju cukrzycy i zapotrzebowania na insuline w
badanej grupie.

Bardzo satysfakcjonujgce wyniki uzyskano natomiast w obserwowanej przez Beltranda i
wspétpracownikdéw grupie pacjentéw, u ktérych dokonano izolowanej resekcji ogniska. U tych
pacjentdw odnotowano praktycznie catkowite wyleczenie (90). Zaledwie u 8% pacjentéow po
resekcji ogniska odnotowano przejsciowa, bezobjawowa hipoglikemie, a w dalszej
obserwaciji nie stwierdzono zadnych zaburzen w gospodarce weglowodanowej. Obserwacje
te sa spojne niniejsza praca, w ktérej po zabiegu resekcji ogniska nie odnotowano
zadnych powiklan, a objawy hipoglikemii catkowicie ustapity.

Publikacje powyzszych autoréw, zaréwno z Francji, Wielkiej Brytanii, jak i innych
europejskich osrodkéw i ich wieloletnie obserwacje powiktan po leczeniu chirurgicznym
przyczynity sie do powstania w 2000 roku europejskiego konsensusu na temat leczenia
chirurgicznego wrodzonego hiperinsulinizmu (90). Dodatkowo dostepna od niedawna opcja
obrazowania za pomocg mato inwazyjnego i bezpiecznego badania 18-F-DOPA-PET
umozliwia doktadng lokalizacje zmian w trzustce i optymalizacje leczenia chirurgicznego, co
prowadzi do znacznego zmniejszenia powiktan pooperacyjnych (8). Z drugiej strony nalezy
zawsze bra¢ pod uwage mozliwos¢ rzadkich zmian wieloogniskowych, lub postaci atypowej
wrodzonego hiperinsulinizmu i wykonywac¢ regularne badania u pacjentéw po leczeniu

chirurgicznym (90).

6.3. POWIKLANIA NEUROLOGICZNE U PACJENTOW Z HIPOGLIKEMIA

Gteboka, przedtuzajgca sie hipoglikemia pod postacig utraty przytomnosci lub napadow
drgawkowych moze wywotaé powazne, nieodwracalnie uszkodzenie médzgu (8). Jak donosza
publikacje, u dzieci starszych hipoglikemia zazwyczaj przebiega tagodniej, co odzwierciedla

mniejsze ryzyko uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego.
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W badaniu przeprowadzonym we Francji ocenie umiejetnosci psychomotorycznych poddano
90 pacjentéw z wrodzong hipoglikemig. Wyniki badania pokazaty uposledzenie umystowe u
26% pacjentéw, w tym u 8% obserwowano deficyty ciezkiego stopnia.

Badanie francuskie wykazato takze, iz ciezkie komplikacje neurologiczne wystepowaty
czesciej u tych pacjentéw, u ktérych objawy wystapity juz w okresie noworodkowym (11% vs
3%), a takze u tych pacjentéw, u ktérych hipoglikemia byta bardziej nasilona i wymagata
leczenia chirurgicznego (10% vs 4%). Ponadto u pacjentéw z zaburzeniami o $rednim
nasileniu wiek objawdw, ich nasilenie oraz sposob leczenia nie miat wptywu na
obserwowane opdznienie psychomotoryczne (8, 23, 95, 96).

Dodatkowo Stanley i wspétpracownicy zaobserwowali iz u 25-40% noworodkéw, wrodzona
hipoglikemia byta przyczyng opdznienia w rozwoju psychomotorycznym a nawet sSmierci

(97).

Inne wyniki obserwuje sie u pacjentéw z mutacjg w genie GLUD1, z zespotem HI/HA, u
ktérych az u potowy pacjentow obserwuje sie postepujace deficyty neurologiczne lub
padaczke nie zwigzang z hipoglikemig. W zwigzku z tym u tych pacjentéw zaleca sie statg

opieke neurologiczng (8, 98).

Takze w niniejszej pracy u badanych pacjentéow z hipoglikemia odnotowano
powikiania ze strony osrodkowego ukladu nerwowego, gtéwnie pod postacia
przetrwalej epilepsji (41%) i opdéznienia w rozwoju psychomotorycznym (29%), co
czesciowo jest zgodne z wynikami badan francuskich. W przeciwienstwie do
opisywanych wczesniej badan, wykonana analiza statystyczna nie wykazata korelacji
pomiedzy wiekiem wystapienia pierwszych objawoéw hipoglikemii, a rozwojem

zaburzen ze strony osrodkowego ukiadu nerwowego.

Ponadto w obecnej pracy obserwacja niektorych pacjentéw trwata zbyt krétko, bo zaledwie
poftora roku i potrzebny jest diuzszy okres badan w celu oceny dalszego rozwoju

psychomotorycznego pacjentéw. Niezbedna jest takze doktadna ocena stopnia nasilenia

96



zaburzen neurologicznych u badanych pacjentéw przy uzyciu wyselekcjonowanych,
standaryzowanych badan i testéw psychologicznych. Obecnie w Klinice Pediatrii,
Diabetologii, Endokrynologii w Gdansku prowadzone sa badania nad ocena
psychomotoryczna, funkcjami poznawczymi i jako$cig zycia pacjentow z wrodzona

hipoglikemia.

6.4. WYNIKI BADAN GENETYCZNYCH

Wrodzony hiperinsulinizm jest zréznicowang jednostkg chorobowg o silnym uwarunkowaniu
genetycznym (99). W wielu osrodkach w Europie, jak i w Stanach Zjednoczonych
bezustannie badane jest podioze genetyczne hipoglikemii, a najnowsze publikacje
dostarczajg coraz wiecej danych na temat tej choroby. Analiza genéw odpowiedzialnych za
wrodzony hiperinsulinizm zrewolucjonizowata opieke nad pacjentami z wrodzonym
hiperinsulinizmem w Wielkiej Brytanii, Stanach Zjednoczonych i innych o$rodkach na Swiecie
(84, 99, 100). W wielu osrodkach badania genetyczne staty sie waznym narzedziem
diagnostycznym i strategicznym punktem podjecia decyzji o dalszym postepowaniu

klinicznym i terapeutycznym.

Do chwili obecnej wiadomo, ze w etiopatogenezie wrodzonej hipoglikemii bierze udziat 8
genow (ABCC8, KCNJ11, GLUD1, GCK, HNF4A, HADH, SLC16A1 oraz UCP2). W
zaleznosci od opublikowanych danych podtoze genetyczne wcigz jest nieznane u od 20% do
50% pacjentéw z wrodzonym hiperinsulinizmem (8, 84). Gwattowny rozwdj wiedzy na temat
wrodzonej hipoglikemii w ostatnim dziesiecioleciu dostarczyt wiele cennych informacji
zarédwno na temat nowych mutacji, zastosowania nowych metod genetycznych, jak i
wystepowania poszczegélnych defektéw genetycznych w odniesieniu do obserwowanego

fenotypu.

Rok 2013 byt szczegodlnie produktywny jezeli chodzi o badania genetyczne we wrodzonej

hipoglikemii. Zaréwno w Europie, jak i za oceanem opublikowano imponujgce wyniki badan
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genetycznych przeprowadzonych na bardzo duzych, jak na tak rzadkg chorobe grupach

pacjentow.

Kapoor i wspotpracownicy w badaniach przeprowadzonych na 300 osobowej kohorcie
brytyjskiej zidentyfikowali podtoze genetyczne wrodzonej hipoglikemii u 45,3% badanych.
Mutacje w genie ABCC8 byly najczestsze i stanowity 33%, natomiast na sgsiednim genie
KCNJ11 zidentyfikowano zaledwie 4% mutacji. U pozostatych pacjentéw zidentyfikowano
takze mutacje w genie GLUD1 (5%), HNF4A (2%) oraz HADH (1%). Biorac pod uwage
reakcje na leczenie Diazoksydem mutacje zlokalizowano u ponad 87% pacjentow
niereagujgcych na leczenie, przy czym wszystkie zidentyfikowane mutacje dotyczyty
wytgcznie genéw ABCC8 i KCNJ11. W grupie pacjentdw reagujacych na leczenie
Diazoksydem mutacje zidentyfikowano zaledwie u 22%, w czym 37% stanowity defekty

genéw ABCC8 i KCNJ11 (89).

Zréznicowanie podtoza genetycznego u pacjentéw z wrodzong hipoglikemig w zaleznosci od
prezentowanego fenotypu i reakcji na leczenie farmakologiczne uzasadnia konieczno$é

stworzeni 2 oddzielnych strategii prowadzenia badan genetycznych w powyzszych grupach.

Podobne do osrodka brytyjskiego wyniki przedstawiajg badania przeprowadzone na 417
pacjentach w osrodku Filadelfijskim w Stanach Zjednoczonych, w ktérych takze najczestsze
zidentyfikowane mutacje dotyczg genéw ABCC8 oraz KCNJ11. W przebadanej przez
Sneidera i wspétpracownikdédw grupie trzecim co do kolejnosci wystepowania defektem
genetycznym byty mutacje w genie GCK (84). Mutacje w pozostatych 5 genach wrodzonej
hipoglikemii stanowity znacznie rzadsze przyczyny i odnosity sie wytgcznie do wrodzonego

hiperinsulinizmu reagujgcego na leczenie Diazoksydem (84).

Podobnie jak w kohorcie brytyjskiej wyniki badan genetycznych przeprowadzonych w
Stanach Zjednoczonych byly rézne z zaleznosci od obserwowanej reakcji na leczenie
farmakologiczne. W grupie pacjentéw nie reagujacych na leczenie Diazoksydem az u 91%

pacjentow zidentyfikowano podtoze genetyczne, a dotyczyto ono gtownie gendw
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ABCCB8/KCNJ11 (89%) oraz GCK (2%). Ponadto w grupie, w ktérej Diazoksyd przynosit
korzystne efekty u 47% zidentyfikowano przyczyne genetyczng choroby. W tej grupie 42%
zidentyfikowanych defektéw stanowity mutacje w genie GLUD1, 41% dominujgce mutacje w
genach ABCCS8 i KCNJ11, natomiast pozostate 16% stanowity mutacje w genach HADH,
UCP2 oraz HNF4A. Dodatkowo wielkim osiggnieciem Sneidera i wspélnikow byta
identyfikacja wielu nowych, niezidentyfikowanych dotgd mutacji (70%), szczegdlnie podczas
analizy genéw ABCC8 i KCNJ11. Warto poruszy¢ fakt, iz w badanej grupie wszyscy
pacjenci z mutacjg GCK nie reagowali na leczenie Diazoksydem, co $wiadczy o
réznorodnosci prezentowanych fenotypéw w mutacjach genu Glukokinazy (36, 101). W
przeciwienstwie do opisywanych przez Sneidera mutacji w genie GCK, wszystkie mutacje
zidentyfikowane przez Christensena i wspétpracownikéw zidentyfikowane w kohorcie
norwesko-, dunsko-, brytyjskiej prezentowaty tagodny fenotyp, pozytywnie reagujacy na

leczenie farmakologiczne (102).

Kolejne, opublikowane w tym roku badanie przeprowadzone na kohorcie wioskiej, takze
udowadniajg, ze mutacje w genach ABCC8 i KCNJ11 sg najczestszg przyczyng wrodzonej
hipoglikemii (84). Co ciekawe grupa badana przypomina swoich rozmiarem polskg kohorte
przedstawiong w niniejszej pracy, bo liczy zaledwie 33 pacjentéw. W badaniu wtoskim
mutacje w genach ABCC8 i KCNJ11 tacznie zidentyfikowano u 45% badanych, podczas,
gdy nie wykryto zadnych mutacji w pozostatych genach HNF4A, GLUD1 i GCK (87).

Obserwowane wyniki badan genetycznych nasuwajg wnioski iz dominujgcymi defektami
genetycznymi we wrodzonej hipoglikemii sg mutacje w genie ABCC8. Gen KCNJ11, ze
wzgledu na sasiednig lokalizacje, podobny patomechanizm i obraz kliniczny, zazwyczaj
ocenia sie tacznie z genem ABCCS8. Nalezy jednak pamietaé, iz jest to gen znacznie
mniejszy, a bezposrednie defekty ATP zaleznych kanatéw potasowych sg w wiekszosci
spowodowane mutacjg w genie ABCC8. Rzadziej spotykane defekty genetyczne dotyczag

gendéw GLUD1 oraz GCK, a ich wystepowanie jest rézne w poszczegolnych populacjach. W
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powyzszej pracy u trzech pacjentow zidentyfikowano mutacje kolejno w genach GCK,
GLUD1 oraz HADH.

U jednego z badanych pacjentow na podstawie sekwencjonowania DNA zidentyfikowano
heterozygotyczny defekt w genie HADH. Mutacje spowodowata substytucja reszty
aminokwasowej lzoleucyny () przez Waline (V) w pozycji 290 tancucha peptydowego
dehydrogenazy krétkotancuchowych L-3-hydroksyacyloCoA. W zwigzku z autosomalnym
recesywnym sposobem dziedziczenia mutacji w genie HADH, mutacja ta samodzielnie nie
mogta by¢ przyczyna hipoglikemii. Przypuszcza sie wystepowanie innej mutacji warunkujgcej
hipoglikemie w przebiegu hiperinsulinemii u tego pacjenta. Dodatkowo prezentowany przez
pacjenta fenotyp nie odpowiada obrazowi klinicznemu opisywanych dotad mutacji w genie
HADH. W opisywanym przypadku odnotowano brak reakcji na leczenie Diazoksydem, a w
zwigzku z nasilajgcymi sie objawami wykonano subtotalng resekcje trzustki. Ponadto nie
stwierdzono rodzinnego wystepowania hipoglikemii oraz nie odnotowano spokrewnienia
rodzicéw pacjenta. Do tej pory w literaturze opisano tylko kilka przypadkéw mutacji w genie
HADH (43-45, 84, 89). U wiekszosci mutacje wystepowaty w rodzinach o wysokim stopniu
pokrewienstwa rodzicédw, a u wszystkich pacjentéw obserwowano tagodne objawy
hipoglikemii i dobrg odpowiedz na leczenie farmakologiczne i dietetyczne. W opisanym w
niniejszej pracy przypadku konieczna jest dalsza analiza molekularna innych genéw w celu

odnalezienia mutacji sprawcze;j.

5 o5 b

[ o

Rysunek 46. Pedigree rodziny pacjenta z mutacjg HADH. U pacjenta (kolor czarny, oznaczony

1290V

strzatkg) stwierdzono mutacje 1290V. Wsréd rodzenstwa ojca pacjenta odnotowano dwa zgony w
okresie noworodkowym o niewyjasnionej przyczynie. U pozostatych cztonkéw rodziny nie odnotowano

objawéw hipoglikemii. Rodzice pacjenta nie sg spokrewnieni.
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Podczas analizy poszczegolnych wynikéw opublikowanych w literaturze nalezatoby sie takze
zapozna¢ z zastosowanymi metodami genetycznymi. Rozbiezno$¢ w wystepowaniu
poszczegodlnych mutacji moze wynikaé nie tylko z réznic populacyjnych, a takze z
odmiennych metod genetycznych. Coraz wiecej doniesien naukowych potwierdza, iz
samodzielnie wykonana metoda sekwencjonowania w przypadku genéw ABCC8/KCNJ11
nie wykrywa ponad 20% mutacji (103, 104). Jak opisuje Flanagan i wspétpracownicy
optymalng metodg uzupetniajgca jest metoda MLPA, ktéra wykazata dodatkowe delecje u
14% pacjentéw (100). Ta nowatorska metoda jest technikg wykorzystywang w nielicznych
laboratoriach na $wiecie. Dotychczas tylko nieliczne z grup naukowych poszukujgcych
podtoza genetycznego hipoglikemii i hiperinsulinemii braty pod uwage mikrodelecje
pojedynczych eksondéw Iub catych gendéw jako czynnikébw o istotnym znaczeniu
etiopatologicznym.

W Polsce do tej pory nie prowadzono rejestru pacjentéw z wrodzonym hiperinsulinizmem
oraz nie wykonywano badan genetycznych w tej grupie pacjentéw. Pracownia
Immunopatologii i Genetyki Kliniki Pediatrii, Onkologii, Hematologii i Diabetologii
Uniwersytetu Medycznego w todzi, ktéra wykonata analize genetyczng w niniejszej pracy
jest pierwszym polskim osrodkiem, ktoéry podjat sie diagnostyki molekularnej wrodzonej
hipoglikemii. Osrodek dysponuje do$wiadczeniem w analizie molekularnej u pacjentéow z
przetrwatg cukrzycg noworodkowsa, ktérej podtoze molekularne dotyczy czesciowo tych

samych genéw, co we wrodzonej hipoglikemii.

Pierwotnym zatozeniem Laboratorium genetycznego byta analiza wszystkich 8 genow,
ktérych defekty powodujg wrodzong hipoglikemie. Dodatkowo wysunieto przypuszczenie iz

gen Insuliny takze moze mie¢ znaczenie we wrodzonym hiperinsulinizmie.

Do chwili obecnej sekwencjonowaniu DNA poddano nastepujace geny: KCNJ11, GCK, INS,
GLUD1 oraz HADH, natomiast metodzie poszukiwania mikrodelecji MLPA poddano geny:
GCK, INS, ABCC8 oraz HNF4A. Sposréd 31 przebadanych pacjentéw zidentyfikowano jednag

mutacje w genie GCK (3,2%) oraz jedng mutacje w genie GLUD1 (3,2%). Gen ABCCS8
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poddano tylko metodzie MLPA. Niestety do chwili obecnej nie udato sie wykonaé

sekwencjonowania tego genu, co w znacznym stopniu rzutuje na uzyskane w pracy wyniki.

U 13 pacjentow po prébie leczenia, nie odnotowano reakcji na leczenie Diazoksydem, co
nasuwa podejrzenie defektow genéw ABCC8, KCNJ11 lub genu GCK. W zwigzku z faktem
iz w tej grupie sekwencjonowanie nie potwierdzito mutacji w genach KCNJ11 oraz GCK,
najbardziej prawdopodobne sg defekty w genie ABCCS8, ktérego nie udato sie doktadnie
przeanalizowaé. Ponadto w powyzszej grupie u 3 pacjentow zidentyfikowano postaé
ogniskowg hiperinsulinizmu, co nasuwa podejrzenie diosmii jednorodzicielskiej w lokalizacji

11p15p.

W grupie pozostatych 18 pacjentéw, u 8 obserwowano dobrg reakcje na leczenie
farmakologiczne, natomiast u 10 z ré6znych powoddéw nie wtgczono leczenia Diazoksydem.
U 6 os6b z grupy, w ktorej nie prowadzono leczenia Diazoksydem objawy byly na tyle silne i
trudne do leczenia zachowawczego, ze w efekcie zastosowano leczenie chirurgiczne. Taki
fenotyp takze nasuwa podejrzenie bezposredniego defektu ATP-zaleznych kanatéw

potasowych w wyniku mutacji genu ABCC8.

W grupie 8 pacjentédw reagujacych na leczenie przy pomocy Diazoksydu u 25%

potwierdzono podtoze genetyczne choroby (GLUD1 1/8 oraz GCK 1/8).

Pomimo iz wymagane sg dalsze badania genetyczne ze szczegdlnym naciskiem na
bezposrednie sekwencjonowanie genu ABCC8 oraz catkowitg analize pozostatych genéw w
celu uzyskania petnego obrazu podtoza molekularnego wrodzonej hipoglikemii polskich
pacjentow, uzyskane w niniejszej pracy wyniki dostarczajg informacji i wnioskédw na temat

diagnostyki i leczenia wrodzonej hipoglikemii.
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6.5. PROPOZYCJA ALGORYTMU DIAGNOSTYCZNO-
TERAPEUTYCZNEGO WRODZONEJ HIPOGLIKEMII

Pomimo znacznej wiedzy na temat patogenezy i diagnostyki wrodzonej hipoglikemii
pediatrzy, diabetolodzy i endokrynolodzy zajmujacy sie tg chorobg wcigz stajg przed ciezkg
decyzjg wyboru nie do konhca satysfakcjonujgcych opcji leczniczych, obcigzonych
dtugoterminowymi implikacjami zaréwno dla pacjenta, jak i ich rodzin. W zwigzku z ogromng
potrzebg poprawy prognozy choroby w 1997 roku, przy wsparciu Unii Europejskiej stworzono
Europejska grupe badajgca hiperinsulinizm (ENRHI, ang. European Network for Research
into Hyperinsulinism) (85). Grupa ta gromadzi wiodgcych w danej dziedzinie naukowcow z 7
krajoéw europejskich, ktérzy wspodtpracuja, gromadza dane kliniczne i pracujg nad wytycznymi

dotyczacymi leczenia wrodzonej hipoglikemii.

W poszczegoélnych osrodkach w zaleznosci od dostepnych opcji diagnostycznych

proponowane sg rézne schematy diagnostyki i leczenia wrodzonego hiperinsulinizmu.

We Francji Arnoux i wspotpracownicy po ustaleniu rozpoznania hipoglikemii w przebiegu
hiperinsulinizmu i wstepnej, kilkudniowej obserwacji pacjenta w pierwszych dniach zycia
(wykluczenie najbardziej przejSciowych form hiperinsulinizmu) wdrazajg leczenie
farmakologiczne (8). Préba leczenia Diazoksydem trwa 5 dni, a za kryterium pozytywnej
reakcji na leczenie przyjmuje sie brak hipoglikemii (>55 mg/dl lub >3 mmol/l) przy normalnej
diecie i minimum o$miogodzinnym gtodzeniu. W wypadku braku spetnienia powyzszych
kryteriow do leczenia dofgcza sie Oktreotyd, ktdrego dziatanie ocenia sie po 48 godzinach.
Na tym etapie pacjentéw niespetniajacych kryteribw reakcji na leczenie farmakologiczne
diaghozuje sie w Kkierunku postaci ogniskowej wrodzonego hiperinsulinizmu przy pomocy
badania PET oraz badan genetycznych.

Pacjentow reagujacych na leczenie farmakologiczne obserwuje sie i w razie poprawy

klinicznej redukuje sie dawki lekéw lub odstawia leczenie. U pacjentéw nie reagujgcych lub

103



czesciowo reagujacych na leczenie za pomoca Diazoksydu nalezy zintensyfikowac leczenie
dietetyczne, zaczynajac od doustnej podazy bogatych w glukoze positkéw (o niskim indeksie
glikemicznym), konczac na dozylnych wlewach glukozy. W przypadkach czesciowej reakciji
na leczenie farmakologiczne nalezy dodatkowo kontynuowaé leczenie Diazoksydem i/lub
Oktreotydem. W zwigzku z faktem, iz nawet najciezsze postacie hiperinsulinizmu mogg ulec
samoistnej poprawie lub catkowitej remisji, bardzo ostroznie nalezy rozwazac leczenie
chirurgiczne (8). Decyzja ta powinna by¢ podjeta w ostatecznosci, gdy wyczerpane zostaty
juz wszystkie opcje lecznicze.

Schemat diagnostyczno-terapeutyczny rekomendowany przez ekspertow z Wielkiej Brytanii
oraz Stanéw Zjednoczonych w znacznym stopniu opiera sie na dostepnych w tych krajach
badaniach genetycznych (17, 84, 99, 102). W zwigzku z duzg dostepnoscig badan
genetycznych oraz duzej wykrywalnosci defektow genetycznych, szczegdlnie u pacjentéw
opornych na leczenie Diazoksydem, proponuje sie wykonywanie ,szybkich badan
genetycznych” (ang. rapid genetic testing) (99, 102, 105). Badania te opierajg sie na
szybkich, zamykajgcych sie w 10 dniach badaniach genéw ABCC8 i KCNJ11. Szybka
analiza genetyczna tych gendéw umozliwia identyfikacje wiekszosci pacjentéw z postacig
rozlang (102). Pacjenci z dziedziczong od ojca mutacjg w genach ABCC8 i KCNJ11 (lub Ci
pacjenci bez mutacji w tych genach) podejrzani sg o postaé ogniskowa i wymagajg dalsze;j
diagnostyki obrazowej (96). U pacjentéw nie reagujacych na leczenie farmakologiczne
posta¢ ogniskowa wymaga limitowanej pankreatektomii, natomiast posta¢ rozlana

subtotalnej pankreatektomii (106).

W niektérych osrodkach (99, 102) badania genetyczne poprzedzajg nawet ocene leczenia za
pomocyg Diazoksydu. W zaleznosci od uzyskanych wynikéw genetycznych podejmuje sie
dalsze decyzje diagnostyczne, takie jak badania obrazowe i ocene reakcji na leczenie

farmakologiczne i dietetyczne (rys.47)
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Clinical diagnosis of CHI

4
ABCCS/KCNJ11 (¥) Genetic  —0) ABCC8/KCNJ11 J
Mlng
Maternal Hz HNF4A,
Compound Hz Patermnal Hz Pl?éf?éggﬂﬁ{é%n N;L?g:?gzgd GLUD1. GCK,
Homozygous HADH, others
1
Persistent requirement
for significant medication
. 1
Diffuse CHI 18 F DOPA PET-CT Medication
( -\-\
Atypical CHI Focal CHI
Unstable on medical treatment
i {
Subtotal Pancreatectomy Focal Lesionectomy

Rysunek 47. Schemat przedstawiajgcy drzewo decyzyjne postepowania podczas diagnostyki
wrodzonej hipoglikemii integrujgce analize genetyczng, badania obrazowe oraz leczenie
farmakologiczne i chirurgiczne.

Banerjee | et al, Genetics and imaging in congenital hyperinsulinism, Clinical Endocrinology (2013),
78, 803-813

Analiza genéw kodujgcych kanaty KATP jest kluczowym etapem procesu diagnostyczno-
terapeutycznego. Pomimo, ze dziedziczone od matki mutacje heterozygotyczne, ztozone mutacje
heterozygotyczne oraz homozygotyczne genéw ABCC8/KCNJ11 powodujg gtdwnie postac rozlanag,
nalezy wykluczy¢ takze postac ogniskowa. Kolejnym waznym krokiem w diagnostyce wrodzone;j
hipoglikemii jest diagnostyka i lokalizacja zmian ogniskowych za pomocg 18-F-DOPA PET.

W zwigzku z faktem iz hipoglikemia u niektérych pacjentéw moze ulec samoistnej remisiji,
wszyscy eksperci podkreslajg iz zawsze nalezy doktadnie rozwazy¢ leczenie chirurgiczne w
postaci rozlanej. Opcjg alternatywng do leczenia chirurgicznego moze byé dtugoterminowo
leczenie za pomocg czestego karmienia i podskérnego leczenia Oktreotydem (2, 17, 99,

105, 107, 108).

W Polsce do chwili obecnej nie ustalono obowigzujgcych wytycznych na temat postepowania

klinicznego z pacjentami z wrodzonym hiperinsulinizmem. W zwigzku z trudnym dostepem
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do leczenia za pomocg Diazoksydu, nie u wszystkich pacjentéw oceniano odpowiedz na
leczenie farmakologiczne. Dodatkowo badania obrazowo wykonywane byty sporadycznie. W
zwigzku z ograniczonymi opcjami diagnostyki i leczenia podejmowano decyzje o leczeniu

chirurgicznym, czesto przed uptywem drugiego miesigca zycia pacjenta.

Obecnie gdy dostep do leczenia farmakologicznego oraz diagnostyki obrazowej jest
utatwiony mozliwa jest optymalizacja diagnostyki i leczenia tej choroby. Ponadto
zapoczatkowane niedawno badania genetyczne nad wrodzong hipoglikemig i dalsze plany
poszerzenia analizy genetycznej w Katedrze i Zakfadzie Biologii i Genetyki Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o wszystkie geny warunkujace chorobe umozliwi dokfadniejszg
diagnostyke i doktadne poznanie podtoza molekularnego wrodzonej hipoglikemii w populacji

polskie;.

Ponizej przedstawiono propozycje schematu diagnostyki i leczenia wrodzonego
hiperinsulinizmu w celu optymalizacji postepowania klinicznego, a zarazem ograniczenia

obserwowanych po leczeniu komplikacji.
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HIPERINSULINIZM

(diagnoza na podstawie parametréw
laboratoryjnych)

proba leczenia obserwacja w kierunku
Diazoksydem przejsciowej hipoglikemii

Brak reakciji lub
cze$ciowa reakcja na
leczenie

Dobra reakcja na
leczenie

Obserwacja kliniczna

(HI w zespotach 18-F-DOPA-PET

chorobowych, zespot analiza genéw KCJN11/ABCC8
HI/HA, powysitkowa (gdy ujemne dodatkowo GCK)
hipoglikemia)

ewentualne badania 5 . A
genetyczne Postac ogniskowa Postac rozlana

w zaleznosci od fenotypu
(GCK, GLUD1, HADH,

HNF4A, SCL16A1, UCP2)
leczenie Oktreotydem,

resekcja ogniska intensyfikacja leczenia
dietetycznego

ocena leczenia i
toleranciji gtodzenia

Gdy leczenie
zachowawcze nie
przynosi efektu

subtotalna
pankreatektomia

Monitorowanie wzrastania
i rozwoju psychomotorycznego,

suplementacja enzymow
trzustkowych,

obserwacja rozwoju cukrzycy i
innych zaburzen w gospodarce
weglowodanowej

Poradnictwo genetyczne
Opieka psychologiczna

Rysunek 48. Proponowany algorytm diagnostyczno-terapeutyczny dla polskich pacjentow z wrodzong
hipoglikemig opracowany i zmodyfikowany na podstawie funkcjonujgcych schematdéw leczenia w

Wielkiej Brytanii, Francji i Stanach Zjednoczonych.
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. WNIOSKI

. Wrodzona hipoglikemia predysponuje do wyzszej masy urodzeniowej noworodka,
czestszych powikfan okotoporodowych i moze wywotaé nieodwracalne patologiczne
zmiany w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego oraz istotnie zaktocié prawidtowy
rozwéj psychomotoryczny mtodego organizmu. Proces diagnostyczny wrodzonej

hipoglikemii petni kluczowa role w dalszym postepowaniu terapeutycznym.

Identyfikacja mutacji genetycznych dostarcza istotnych informacji na temat
przewidywanego przebiegu wrodzonej hipoglikemii, pomaga w podjeciu decyzji
diagnostyczno-terapeutycznej oraz wskazuje na postepowanie diagnostyczne u
pozostatych cztonkéw rodziny. Konieczne natomiast sg dalsze badania genetyczne i
analiza wszystkich znanych dotad gendéw wywotujacych wrodzong hipoglikemie ze
szczegbélnym naciskiem na analize genu ABCCS8, jak i poszukiwanie mutacji w

nowych dotad niebadanych genach.

Ujednolicenie schematu postepowania diagnostycznego-terapeutycznego
hipoglikemii wrodzonej z wykorzystaniem wszystkich dostepnych metod umozliwi
zapobieganie kolejnym epizodom choroby, zminimalizuje komplikacje wynikajace z
leczenia, a w nastepstwie poprawi jako$¢ zycia zaréwno pacjentom, jak i ich

rodzinom.

Konieczna jest dtugoterminowa obserwacja i monitorowanie stanu zdrowia pacjentow,
bez wzgledu na zastosowane leczenie, ze szczegbélnym naciskiem na ocene rozwoju

psychomotorycznego oraz zaburzen w gospodarce weglowodanowe;.
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11.STRESZCZENIE

WSTEP: Wrodzona hipoglikemia uznawana jest za najczestsza przyczyne przetrwatej
hipoglikemii wieku rozwojowego. Obejmuje ona heterogenng grupe zaburzeh sekrecji
insuliny przez komérki B trzustki i charakteryzuje sie zréznicowang etiologia molekularna,
obrazem histopatologicznym, nasileniem objawéw oraz zréznicowang odpowiedzig na
leczenie farmakologiczne. Najnowsze publikacje opisujg szereg gendéw i ich mutacji
majgcych znaczenie w przebiegu wrodzonej hipoglikemii, natomiast w potowie przypadkéw
etiologia genetyczna wcigz nie jest znana. W Polsce do tej pory nie wykonywano badan
genetycznych w kierunku wrodzonego hiperinsulinizmu, ponadto dopiero od niedawna
dostepna jest diagnostyka obrazowa przy pomocy 18-F-L-DOPA-PET.

CEL PRACY: Celem pracy byta identyfikacja polskich pacjentéw z hipoglikemig wrodzong,
stworzenie ich charakterystyki klinicznej oraz wykrycie defektdbw monogenowych
wywotujgcych hipoglikemie poprzez analize gendéw: KCNJ11, GCK, INS, GLUD1, SCHAD,
oraz czesciowg analize gendéw ABCC8 i HNF4A. Dodatkowym celem byta préba stworzenia
algorytmu diagnostyczno-terapeutycznego u pacjentdw z wrodzong hipoglikemia,
umozliwiajgcego priorytetyzacje badan genetycznych i obrazowych w zaleznosci od obrazu
klinicznego, wynikéw badan laboratoryjnych oraz odpowiedzi na leczenie farmakologiczne.
MATERIAL | METODY: Do badania w sposdb prospektywny i retrospektywny wtgczono 31
pacjentoéw, z wiodgcych osrodkéw diabetologicznych, metabolicznych i endokrynologicznych
w Polsce, u ktérych rozpoznano hipoglikemie z hiperinsulinemig. Analize danych klinicznych
oraz parametrow biochemicznych pacjentéw hipoglikemig odniesiono do 30-osobowej grupy
kontrolnej. Analizie genetycznej poddano geny: KCNJ11, GCK, INS, GLUD1, SCHAD, oraz
czesciowg analizg objeto geny ABCC8 i HNF4A. Sekwencjonowaniu DNA poddano geny:
KCNJ11, GCK, INS, GLUD1 oraz HADH. Zastosowano takze metode MLPA (ang. Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification), ktérej poddano geny: GCK, INS, ABCC8 oraz
HNF4A. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocag pakietu MATLAB R2013a
oraz czesciowo pakietu STATISTICA PL 10.0.

WYNIKI: u 87% pacjentow objawy hipoglikemii wystapity juz w pierwszym roku zycia,
gtébwnie pod postacig utraty przytomnosci (81%) i drgawek (77%). Pacjentéw z hipoglikemig
oceniono znacznie nizej w okotoporodowej skali Apgar (p=0,004), a ich masa urodzeniowa
(3850 + 725 g) byta znacznie wyzsza w poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz populacji
0golnej (p=0,000001). Ponadto u ponad potowy pacjentéw (52%) po porodzie odnotowano
makrosomie. Pacjenci z hipoglikemig charakteryzowali sie znacznie nizszg wartoscig HbA1c
(4,77 £ 0,47, p=0,0078), wyzszg wartoscig C-peptydu (3,13 £ 2,19, p=0,0007) oraz amoniaku
(106,77 = 72,29, p=0,003). Ponadto wykazano silng korelacje dodatnig pomiedzy wartoscig
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insuliny na czczo oraz C-peptydu (R=0,72, p=0,0057), a takze silng korelacje ujemng
pomiedzy wartoscig glikemii na czczo, a poziomem trojglicerydéw w surowicy (R=-0,83,
p=0,01).

U 3 pacjentéw z hipoglikemig (9,7%) wykonano diagnostyke obrazowg przy uzyciu 18F-L-
DOPA PET. 21 pacjentéw (68%) poddano prébie leczenia Diazoksydem i u 9 (9/21, 43%)
uzyskano dobrg odpowiedz. U pozostatych 12 pacjentow (12/21, 57%) leczonych
Diazoksydem nie odnotowano wystarczajgco dobrej odpowiedzi na leczenie i zastosowano
leczenie chirurgiczne. W grupie pozostatych 10 pacjentéw, u ktérych nie podjeto préby
leczenia Diazoksydem, w 6 przypadkach (6/10, 60%) ostatecznie takze zastosowano
leczenie chirurgiczne. Wiek pacjentow w chwili wykonania zabiegu resekcji trzustki wynosit
najczesciej 3,5 miesigca, natomiast u 8 pacjentow (44%) operacje przeprowadzono w wieku
ponizej 2 miesigca zycia. Analiza opisow badania histopatologicznego pobranych podczas
resekcji tkanek u 9 pacjentdw (50%) wykazata posta¢ rozlang hiperinsulinizmu, u 3
pacjentéw (17%) obraz opisano jako postac rozlang z nasileniem zmian w okreslonej czesci
trzustki, a w 3 przypadkach (17%) stwierdzono posta¢é ogniskowg. Pooperacyjnie
obserwowano dalszg hipoglikemie u 50% (n=9), natomiast hiperglikemie u 39% (n=7). 4
pacjentow (22%) wymagato insulinoterapii po operacji, a u 5 (28%) konieczna byta
suplementacja enzymoéw trzustkowych. Po zabiegu izolowanej resekcji ogniska odnotowano
catkowite ustgpienie objawow. Dalsza obserwacja kliniczna pacjentow wykazata
dtugoterminowe powiktania ze strony osrodkowego uktadu nerwowego (epilepsja n=13,
opdznienie w rozwoju n=9).

W wykonanych badaniach genetycznych podczas sekwencjonowania DNA w jednym
przypadku stwierdzono mutacje w genie GCK (V455L) (n=1, 3%) oraz w jednym przypadku
mutacje w genie GLUD1 (P178L) (n=1, 3%). Sekwencjonowanie genéw: KCNJ11, HADH
oraz INS nie wykazato mutacji w wymienionych genach. Metoda MLPA nie wykazata
mikrodelecji w genach ABCC8, GCK, HNF4A oraz INS.

WNIOSKI: Wrodzona hipoglikemia predysponuje do wyzszej masy urodzeniowej,
czestszych powiktan okotoporodowych, moze wywotaé nieodwracalne zmiany w obrebie
osrodkowego uktadu nerwowego oraz istotnie zaktédci¢ rozwdj psychomotoryczny. Proces
diagnostyczny wrodzonej hipoglikemii petni kluczowg role w dalszym postepowaniu
terapeutycznym, natomiast sposéb leczenia w istotny sposdb wptywa na wystepowanie
dalszych objawéw i komplikaciji.

Identyfikacja mutacji genetycznych dostarcza informacji na temat przewidywanego przebiegu
wrodzonej hipoglikemii i pomaga w podjeciu decyzji diagnostyczno-terapeutycznej,
konieczne sg natomiast dalsze badania genetyczne i petna analiza wszystkich genéow
wywotujgcych wrodzong hipoglikemie ze szczegdlnym naciskiem na analize genu ABCCS,

jak i poszukiwanie nowych dotad niebadanych gendw. Ujednolicenie schematu
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postepowania diagnostycznego-terapeutycznego z wykorzystaniem wszystkich dostepnych
metod umozliwi zapobieganie kolejnym epizodom choroby, oraz zminimalizuje komplikacje
wynikajace z leczenia. Konieczna jest takze dtugoterminowa obserwacja i monitorowanie
stanu zdrowia pacjentdw, ze szczegdlnym naciskiem na ocene rozwoju psychomotorycznego

oraz zaburzen w gospodarce weglowodanowej.
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12.SUMMARY

INTRODUCTION: Congenital hypoglycemia is the commonest cause of permanent
hypoglycemia in children. It comprises a heterogenic group of insulin secretion defects and it
is characterized by diverse molecular etiology, histological features, severity of symptoms
and response to pharmacological treatment. Most recent publications describe genetic
etiopathology of congenital hyperinsulinism, however in almost half of cases the genetic
background of the disease is still unknown. In Poland so far, no molecular studies on
congenital hypoglycemia were performed. In addition only recently diagnostic imaging
with18-F-L-DOPA-PET has become available.

AIM OF THE STUDY: was to identify polish patients with congenital hypoglycemia, to
establish their clinical characteristics and to detect monogenic defects causing
hypoglycemia by full molecular analysis of genes: KCNJ11, GCK, INS, GLUD1, SCHAD, and
partial analysis of genes: ABCC8 and HNF4A. In addition the study aimed to establish the
clinical algorithm allowing to prioritize particular genetic tests and diagnostic imaging, based
on patients clinical characteristic, laboratory results and response to pharmacological
treatment.

MATERIAL AND METHODS: In the study 31 patients with hypoglycemia with
hyperinsulinemia were prospectively and retrospectively recruited from leading diabetology
and endocrinology centers in Poland. Analysis of clinical and biochemical parameters was
compared to control group (n=30). Genetic analysis included genes: KCNJ11, GCK, INS,
GLUD1, SCHAD, and partial analysis of genes: ABCC8 and HNF4A. Sequence analysis
included KCNJ11, GCK, INS, GLUD1 and HADH genes. In addition MLPA method (multiplex
ligation-dependent probe amplification) was applied on GCK, INS, ABCC8 and HNF4A
genes. Statistical analysis was performed by MATLAB R2013a and partially by Statistica PL
10.0. software.

RESULTS: in 87% patients first symptoms of hypoglycemia occurred in first year of life,
mainly presenting as loss of consciousness (81%) and seizures (77%). Hypoglycemia
patients received significantly lower score in perinatal Apgar scale (p=0,004) and their birth
weight (3850 £ 725 g) was higher comparing to control group and general population
(p=0,000001). In addition more than half of patients (52%) were macrocosmic at birth. In
hypoglycemia patients lower HbA1c level (4,77 £ 0,47, p=0,0078), higher C-peptide (3,13 +
2,19, p=0,0007) and serum ammonia (106,77 + 72,29, p=0,003) levels were observed.

Moreover strong positive correlation between fasting insulin and C-peptide (R=0,72,
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p=0,0057) and negative correlation between fasting glucose and triglycerides levels (R=-
0,83, p=0,01) were showed.

In 3 patients (9,7%) diagnostic imaging with 18F-L-DOPA PET was performed. 21 Patients
(68%) were treated with Diazoxide and in 9 (9/21, 43%) positive response to treatment was
achieved. In remaining 12 patients (12/21, 57%) treated with Diazoxide no sufficient
response was observed and surgical management was introduced. In group of 10 patients,
where no Diazoxide was given, in 6 cases (6/10, 60%) finally surgical treatment was applied.
Median age of surgery was 3.5 months, however in 8 infants (44%) surgery was performed
before 2 months of life. Histological post-operation analysis revealed diffuse form in 9
patients (50%), focal form in 3 (17%) and diffuse form with some focal changes in 3 (17%).
Postoperatively further hypoglycemia was observed in 50% (n=9), and hyperglycemia in 39%
(n=7). 4 patients (22%) required insulin therapy and in 5 (28%) pancreatic enzymes
supplementation was needed. After isolated focal resection complete recovery was
observed. Further clinical observation revealed long term neurological complications
(epilepsy n=13, developmental delay n=9).

Genetic sequence analysis revealed one case of GCK gene mutation (V455L) (n=1, 3%) and
one case of GLUD1 mutation (P178L) (n=1, 3%). Sequence analysis of remaining genes:
KCNJ11, HADH, INS showed no mutation. MLPA method demonstrated no microdeletion in
ABCCS8, GCK, HNF4A, INS genes.

CONCLUSIONS: Congenital hypoglycemia predisposes to higher birth weight, most frequent
perinatal complications, may cause irreversible pathology in central nervous system and
significant developmental delay. Diagnostic process is essential in further management of
congenital hypoglycemia, whereas treatment method influences subsequent symptoms and
complications.

Identification of genetic defects responsible for hypoglycemia provides information on
disease sequelae and enables to decide on optimal diagnostic and therapeutic management.
However it is required to perform an additional genetic analysis of all known genes in
pathogenesis of hypoglycemia with great impact of full analysis of ABCC8 gene, as well as
search of new, unknown genetic mutations.

Standardization of hypoglycemia management with use of all available methods will allow to
prevent subsequent hypoglycemia episodes and will minimize treatment complications.
There is a great need of further long-term monitoring and observation of patients with
congenital hypoglycemia with emphasis of neurological development and carbohydrate

metabolism disturbances.
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13.SUPLEMENT

Zgoda pacjenta na uczestnictwo w projekcie badawczym
Oddziatu Diabetologii Dzieciecej

Kliniki Pediatrii, Diabetologii i Endokrynologii Gdariskiego Uniwersytetu

Medycznego,

,» Poszukiwanie defektdw monogenowych w patogenezie wrodzonej hipoglikemii noworodkéw”

Ja e o$wiadczam, ze zapoznatam/em sie z informacjg dla
pacjentéw bioracych udziat w projekcie badawczym Oddziatu Diabetologii Dzieciecej Kliniki
Pediatrii, Diabetologii i Endokrynologii Gdaniskiego Uniwersytetu Medycznego , Poszukiwanie

defektéw monogenowych w patogenezie wrodzonej hipoglikemii noworodkow”.

Wyrazam zgode na uczestnictwo mMojego dzi€CKa .......cceveeeeeeeicececee ettt W wyzej
wymienionym projekcie badawczym. Udziat w badaniu jest dobrowolny i nieodptatny, w kazdej

chwili moze by¢ przerwany bez podania przyczyny.

Lekarz odbierajacy zgode: DAt oo e

..................................................... Podpis Rodzica/Opiekuna........cccccceeeveeeirerreerennne

Podpis Pacjenta.......ccccceeeevevieiecciieeeceeieeeen,

(ponizej 16 roku zycia)

Rysunek 49. Wz6r dokumentu zgody pacjentdw na udziat w badaniu.
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