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Lista skrotow

1,25(0H)2D3

ang. 1,25-dihydroxycholecalciferol

1,25-dihydroksycholekalcyferol

AA

amino acids

aminokwasy

AgRP Agouti-related protein biatko Agouti

ARC arcuate nucleus, infundibular nucleus jadro tfukowate

AUC area under curve pole pod krzywa

AVPV anteroventral periventricular nucleus Jadro przedniobrzuszne ,
okotokomorowe podwzgdrza

BMD bone mineral density gestos$é mineralna kosci

BMP6 bone morphogenetic protein 6 biatko morfogenetyczne kosci 6

Ca? calcium ion jony wapnia

cAMP cyclic adenosine monophosphate cykliczny adenozyno-3',5™
monofosforan

CART cocaine and amphetamine regulated uktad regulowany kokaing i

transcript neuron amfetaming

DHEA dehydroepiandrosterone dehydroepiandrosteron

DHEA-S dehydroepiandrosterone sulfate siarczan dehydroepiandrosteronu

E2 estradiol estradiol

Dyn dynorphin dynorfina

ERE estrogen responsive element sekwencja nukleotydow wigzaca
receptor estrogenowy

ERa estrogen receptor a receptor dla estrogendéw a

ERPB estrogen receptor 8 receptor dla estrogendéw

FGF21 fibroblast growth factor 21 czynnik wzrostu fibroblastéw 21

FHA functional hypothalamic amenorrhea cz.ynr'mscpwy podwzgorzowy brak
miesigczki

fT4 free thyroxine wolna tyroksyna

FSH follicle-stimulating hormone hormon folikulotropowy

GHSR growth hormone secretagogue receptor receptor dla greliny

GnRH gonadotropin-releasing hormone gonadoliberyna

GPR54 G protein-coupled receptor 54 receptor sprzezony z biatkiem G 54

HDL high density lipoprotein lipoproteina wysokiej gestosci

IGF-1 insulin-like growth factor 1 insulinopodobny czynnik wzrostu 1

IGD isol.alted gonadotropin-releasing hormone izolowany niedob6r GnRH

deficiency

IHH idiopathic hypogonadotropic hypogonadism L:sopga;zzzr;x;rclggici,nadyzm

IL-1 interleukin-1 interleukina-1

IL-6 interleukin-6 interleukina-6
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IR insulin receptor receptor dla insuliny
IUGR intrauterine growth restriction ograniczony wewnatrzmaciczny wzrost
ptodu
KISS1 kisspeptin kisspeptyna
KISS1R KISS1-derived peptide receptor receptor dla kisspeptyny
KNDy kisspeptin, neurokinin B, and dynorphin neurony !(isspeptyna/neu rokinina
neurons B/dynorfina
LDL low-density lipoprotein lipoproteina o matej gestosci
LepR leptin receptor receptor dla leptyny
LH luteinizing hormone hormon luteinizujacy
MC3-R melanocortin 3 receptor receptor melanokortyny 3
MC4-R melanocortin 4 receptor receptor melanokortyny 4
M-CSF macrophage colony-stimulating factor ;Z!E:;tasgtgwumj acy kolonie
ME median eminence wyniosto$é posrodkowa
mRNA messenger RNA matrycowy RNA
. NEFA/nucleobindin-2-encoded satiety- and
nesfatin-1 . . . nesfatyna-1
fat-influencing protein
AIHH normosmic .isolated hypogonadotropic normosomiczny typ IHH
hypogonadism
NK1R tachykinin receptor 1 receptor dla tachykininy 1
NK2R tachykinin receptor 2 receptor dla tachykininy 2
NK3R tachykinin receptor 3 receptor dla neurokininy 3
NKB neurokinin B neurokinina B
NPY neuropeptide Y neuropeptyd Y
NUCB2 nucleobindin-2 gene gen nukleobindyny-2
NUCB2 nucle?bindin—z, DNA binding/EF-hand/acidic nukleobindyna-2
protein
PBM peak bone mass szczytowa masa kostna
PCOS polycystic ovary syndrome zespot policystycznych jajnikdw
POA preoptic area pole przedwzrokowe
POMC proopiomelanocortin proopiomelanokortyna
peroxisome proliferator-activated receptor ~ receptory aktywowane prze
PPARy gamma proliferatory peroksysoméw gamma
PR progesterone receptor receptor dla progesteronu
PRL prolactin prolaktyna
PVN paraventricular nucleus jadro przykomorowe
PYY peptide YY peptyd YY
RANKL receptor activator for nuclear factor k B !|gand aktywatoré receptora
jgdrowego czynnika k B
SON supraoptic nucleus jadro nadwzrokowe
T testosterone testosteron
TAC3 tachykinin precursor 3 gene gen preprotachykininy B
TC total cholesterol cholesterol catkowity
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TG triglycerides tréjglicerydy

TGF-B transforming growth factor 8 transformujacy czynnika wzrostu beta
TNF-a tumor necrosis factor a czynnik martwicy nowotwordéw o

TSH thyroid-stimulating hormone tyreotropina

o-MSH a-melanocyte-stimulating hormone alfa-melanokortyna
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1. WSTEP

1.1.  Czynnosciowy podwzgdrzowy brak miesigczki

Czynnosciowy podwzgérzowy brak miesigczki (ang. functional hypothalamic amenorrhea,
FHA, nazywany réwniez funkcjonalnym podwzgdérzowym brakiem miesigczki) jest
przewlektym schorzeniem endokrynnym spowodowanym zaburzeniem pulsacyjnego
wydzielania hormondéw na poziomie podwzgdrza, co w nastepstwie doprowadza do
zahamowania osi podwzgoérze — przysadka - jajnik i rozwoju wtérnego braku miesigczki.
Zahamowanie pulsacyjnego wydzielania hormonu uwalniajgcego gonadotropine (ang.
gonadotropin-releasing hormone, GnRH) w podwzgdrzu skutkuje zahamowaniem wydzielania
hormonu folikulotropowego (ang. follicle-stimulating hormone, FSH) i hormonu
luteinizujgcego (ang. luteinizing hormone, LH) z przysadki, co w dalszej kolejnosci doprowadza
do zahamowania funkcji hormonalnych i rozrodczych jajnika'=2.

Wtérny brak miesigczki, charakteryzowany jako brak miesigczki wystepujacy u kobiety
uprzednio miesigczkujgcej, wystepuje u okoto 3-5% populacji dojrzatych kobiet. FHA jest
przyczyng od 25% do nawet 35% wtdrnego braku miesigczki, co sprawia, ze jest najczestszg
przyczyng wtornego braku miesigczki w naszej populacji. Jednocze$nie odpowiada za okoto
3% pierwotnego braku miesigczki, ustepujac pierwszenstwa takim schorzeniom, jak
dysgenezje gonad czy zespot policystycznych jajnikdw. Szacuje sie, ze nawet okoto 17 milionéw
kobiet na $wiecie moze cierpie¢ z powodu FHA4,

1.1.1. Diagnoza czynnosciowego podwzgorzowego braku
miesigczki

Diagnoza FHA moze zosta¢ postawiona u pacjentki po wykluczeniu innych przyczyn mogacych

powodowac zaburzenia miesigczkowania pod postacig wtérnego, czy rzadziej pierwotnego

braku miesigczki. Ponadto w przypadku diagnozy czynnos$ciowej etiologii zaburzenia niezwykle
istotny jest wywiad w kierunku czynnikéw ryzyka FHA.

Nalezg do nich:

1. Nadmierny wysitek fizyczny
2. Przewlekty stres
3. Ujemny bilans energetyczny
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FHA czesto prezentowany jest przez tzw. triade atletyczng, opisang po raz pierwszy w 1997
roku® (Rycina 1). W jej sktad wchodza:

e Obnizona gesto$é mineralna kosci

e Ujemny bilans energetyczny z lub bez wspéfistniejgcych zaburzen odzywiania
e Zaburzenia miesigczkowania

TRIADA LEKKOATLETYCZNA

Utrzymane
odpowiednie Prawidtowa
zapotrzebowanie Eumenorrhea BMD
energetyczne
Zredukowane Subkliniczne
dostarczanie kalorii ) Zmniejszone BMD/
zaburzenia

z lub bez zaburzen
odzywiania

osteopenia

miesiaczkowania

\\J/

Bardzo niski dowo6z

kalorii z lub bez
zaburzen
odzywiania

Osteoporoza

Rycina 1. Ewolucja zaburzen w triadzie lekkoatletycznej. Grafika wtasna, opracowana na podstawie De Souza
M.J. BrJ Sports Med. 2014;48(4):289 °

Szacuje sie, ze nawet 50% kobiet regularnie uprawiajgcych sport moze cierpieé na zaburzenia
miesigczkowania, podczas gdy 30% z nich bedzie prezentowato objawy wtdrnego braku
miesigczki. Jedli zaburzenie pojawi sie natomiast jeszcze przed okresem dojrzewania, kobiety
mogg prezentowac pierwotny brak miesigczki.

Jednoczesnie coraz bardziej podkresla sie czynnik stresowy jako wywotujgcy oraz pogarszajacy
rokowanie u pacjentek cierpigcych na FHA. Dane z literatury wskazujg, iz czesto pomimo
powrotu prawidtowej masy ciata nie obserwuje sie powrotu regularnych cykli miesigczkowych,
co moze by$ zwigzane z przetrwatym czynnikiem stresowym?®.
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Kluczowym badaniem w diagnostyce hipogonadyzm hipogonadotropowego jest test
stymulacji z GnRH. Pozwala on na rdznicowanie zaburzen na patologie zwigzane
z niewydolnoscig podwzgdrza oraz patologie zwigzane z uszkodzeniem/dysfunkcjg przysadki.
Prawidtowa odpowiedz przysadki (wzrost FSH i LH jedng godzine po egzogennym podaniu 0,1
ml GnRH) wskazuje na patologie podwzgdrza, brak odpowiedzi sugeruje natomiast
przysadkowa przyczyne hipogonadyzmu hipogonadotropowego. Po potwierdzeniu zaburzenia
na poziomie podwzgdrza, niezwykle wazine jest wykluczenie zaburzen organicznych
i genetycznych mogacych pozostawac przyczyng objawdw prezentowanych przez pacjentke.

1.1.2. Rodzaje braku miesigczki pochodzenia podwzgorzowego

Brak miesigczki pochodzenia podwzgérzowego na tle organicznym moze byé zwigzany
z guzami (np. craniopharyngioma) urazami, miejscowq radioterapig, chorobami naciekowymi
(sarkoidoza czy histiocytoza z komérek Langerhansa) lub odpowiedzig zapalng lokalizowang w
okolicy podwzgdrza. Wséréd przyczyn genetycznych natomiast, najczestszg jest izolowany
niedobor GnRH (ang. Isolated Gonadotropin-Releasing Hormone Deficiency, IGD), zwany
rowniez idiopatycznym  hipogonadyzmem  hipogonadotropowy (ang. Idiopathic
Hypogonadotropic Hypogonadism, IHH). IHH moze zosta¢ podzielony na dwie gtéwne grupy
zaburzen: IHH z anosmig, nazywany zespotem Kallmanna lub z normosmig (normosmiczny typ
IHH, ang. Normosmic Idiopathic Hypogonadotropic Hypogonadism, nlHH). IHH jest
genetycznie heterogenng grupg zwigzang z mutacjami gendw zwigzanych z:

e prawidtowg migracja neurondow wydzielajgcych GnRH — zaburzenie wystepujgce
w zespole Kallmanna

e prawidtowym generowaniem pulséw GnRH

e prawidtowg budowg okolicy uktadu podwzgdrze- przysadka

e prawidtowym wydzielaniem gonadotropin

1.1.3. Powiktania czynnosciowego podwzgdrzowego braku
miesiqgczki

FHA wptywa negatywnie na zdrowie kobiet w wieku rozrodczym w réznorodny sposéb.
Przewlekty hipoestrogenizm zwigzany z tym schorzeniem wywiera negatywny wptyw zaréwno
na uktad kostny, uktad sercowo-naczyniowy, funkcje seksualne, uktad nerwowy i zdrowie
psychiczne. Ponadto zaburzenia wydzielania gonadotropin skutkujg znacznym uposledzeniem
funkcji rozrodczych z powodu wspéfistniejgcej anowulacji.
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Ukfad sercowo- naczyniowy

W zwigzku z czesto bardzo mtodym wiekiem pacjentek chorujgcych na FHA, tradycyjne
czynniki ryzyka choréb sercowo-naczyniowych takie jak wiek, nadcisnienie tetnicze czy
cukrzyca czesto nie wspétwystepujg u tych pacjentek®. Naczynia obwodowe oraz wiericowe
posiadajg receptory dla estrogendw, pozostajac organami efektorowymi dla tych hormondw.
U zdrowych pacjentek w mtodym wieku estrogeny dziatajg na naczynia krwionosne jako
aktywny wazodylatator, wywotujgc zwiekszenie syntezy tlenku azotu. Hipoestrogenizm
prowadzi do dysfunkcji sSrddbtonka, nieprawidtowe]j biodostepnosci tlenku azotu, aktywacji
uktadu renina-angiotensyna-aldosteron oraz zaburzen lipidowych, takich jak wzrost stezenia
cholesterolu catkowitego (ang. total cholesterol, TCh), lipoprotein o matej gestosci (ang. low-
density lipoprotein, LDL) i tréjglicerydéw (ang. triglycerides, TG)”8. Hipoestrogenizm moze
prowadzi¢ do zaburzen przeptywu w tetnicy ramiennej (marker dysfunkcji Srédbtonka naczyn
wienicowych). Ponadto prowadzi do zaburzen grubosci kompleksu intima-media®. Wykonane
dotychczas badania jednoznacznie wykazujg na silny zwigzek miedzy hipoestrogenizmem
pochodzenia podwzgdrzowego a chorobami naczyn wiericowych®. FHA pozostaje silnym,
niezaleznym czynnikiem ryzyka chordb sercowo-naczyniowych?. Niemniej, dalsze badania
okreslajace ryzyko sercowo-naczyniowe u pacjentek chorujgcych na FHA s3 niezbedne celem
ochrony, czesto mtodych pacjentek, przed powiktaniami dtugotrwatego hipoestrogenizmu.
Ostatnie badania dowodzg, Zze stosowanie suplementacji estrogenowej u tych pacjentek
poprawia profil lipidowy oraz zmniejsza ryzyko sercowo-naczyniowe!?,

Uktad kostny

Estrogeny sg kluczowym czynnikiem w regulacji metabolizmu kostnego. Niedobér estrogenéw
obserwowany u pacjentek z FHA znaczgco wptywa na obnizenie gestosci mineralnej kosci (ang.
bone mineral density, BMD) i zaburzenia w zakresie osiggania szczytowej masy kostnej (ang.
peak bone mass, PBM), definiowanej jako najwieksza gestos¢ mineralna kosci osiggana przez
dang osobe w zyciu'®'3'4, Szacuje sie, ze nawet 85% pacjentek chorujgcych na FHA moze
wykazywaé zaburzenia BMD o réznym masileniu’®>. Ponadto pacjentki z FHA wykazuja
podwyzszone ryzyko ztamar w poréwnaniu ze zdrowymi pacjentkami®'’,

Minimalne stezenie estradiolu niezbedne do utrzymania pozytywnego bilansu metabolizmu
kostnego to okoto 40-50 pg/ml. U pacjentek z FHA obserwujemy nizsze stezenia estradiolu,
czesto ponizej dolnej granicy oznaczalnosci testow komercyjnych (ponizej 5 pg/ml). Powoduje
to szczegdlne narazenie pacjentek z FHA na obnizenie BMD, takich jak osteopenia czy
osteoporoza'®. Zgodnie z wytycznymi Endocrine Society kazda pacjentka z wtérnym brakiem
miesigczki trwajgcym dtuzej niz 6 miesiecy powinna mie¢ wykonane badanie
densytometryczne z szyjki ko$ci udowej lub odcinka ledZzwiowego kregostupa?.

17



Patomechanizm spadku BMD u pacjentek chorujgcych na FHA jest ztozony. Estrogeny sprzyjaja
syntezie czynnikdw wzrostu, w tym transformujacego czynnika wzrostu beta (ang.
transforming growth factor B, TGF-B), insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (insulin-like
growth factor 1, IGF-1) oraz biatka morfogenetycznego kosci 6 (ang. bone morphogenetic
protein 6, BMP6) przez osteoblasty. Ponadto stymulujg synteze aktywnej formy witaminy D3
(1,25(0OH)2D3)%*>2021 " U kobiet z FHA odbudowa tkanki kostnej jest ttumiona z powodu
nasilonej apoptozy osteoblastéw, co powoduje zmniejszenie produkcji wymienionych
czynnikdow wzrostu. Ponadto hipoestrogenizm sprzyja wzrostowi liczby osteoklastéw, ktére
wykazujg aktywnos$¢ resorpcyjng tkanki kostnej. Nasilony hipoestrogenizm powoduje
zmniejszenie syntezy osteoprotegeryny, ktdra w warunkach fizjologicznych hamuje tworzenia
osteoklastéw, co prowadzi do nasilonej utraty tkanki kostnej??. Wzrost ilosci osteoklastéw
dodatkowo zwieksza tworzenie ligandéw aktywatora receptora jadrowego czynnika k B (ang.
receptor activator for nuclear factor k B, RANKL), czynnika stymulujgcego kolonie makrofagéw
(ang. macrophage colony-stimulating factor, M-CSF), interleukiny-6 (IL-6), interleukiny-1 (IL-1)
i czynnika martwicy nowotwordw a (ang. tumor necrosis factor a, TNF-a), co dodatkowo
prowadzi do zmniejszania gestosci mineralnej kosci'®>?3. Ponadto hipoestrogenizm zaburza
wchtanianie wapnia w przewodzie pokarmowym, zmniejszajgc w ten sposdb stezenie
biodostepnego wapnia w organizmie oraz prowadzi do podwyzszenia stezenia kortyzolu
W surowicy, co moze prowadzi¢ do zmniejszenia aktywnosci osteoblastdw, jak i hamowac
wchtanianie wapnia z jelit®.

Dodatkowymi czynnikami ryzyka u pacjentek z FHA s3 niedobory wapnia i witaminy D3
w diecie, co nasila zaburzenia zwigzane z hipoestrogenizmem. Powoduje to réwniez, ze
sposrdod FHA zwigzanego z wysitkiem fizycznym, stresem i niedozywieniem, to wfasnie ostatnia
grupa pacjentek ma najwieksze ryzyko wystgpienia nasilonej osteopenii i osteoporozy?“.
Zmiany hormonalne w przebiegu zaburzen odzywiania, wystepujgce rowniez w FHA
wptywajgce na BMD opisane zostaty w Tabeli I°.
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Tabela I. Zmiany hormonalne w przebiegu zaburzen odzywiania zwigzane z utratq gestosci mineralnej kosci. Opracowano na
podstawie Fazeli P.K. et al. Endocr Rev. 2018;39(6):895-910 1°

Niski zeni ik . . . T
IGF-1 'S I? stezenle W wyniku Niskie stezenie zwigzane z obnizeniem BMD
opornosci na hormon wzrostu
Obnizone stezenie
Estrogen spowodowane zahamowaniem Czas trwania braku miesigczki wprost
geny osi podwzgérze — przysadka - proporcjonalny do spadku BMD
jajnik
.. . Niskie stezenie zwigzane z zaburzeniem
Testosteron Obnizone stezenie . . s e
'z czen! mikroarchitektury kosci i obnizeniem BMD
. . Stezenie kortyzolu odwrotnie
Kortyzol Podwyzszone stezenie . - . .
proporcjonalne do nasilenia kosciotworzenia
DHEA Niskie stezenie Niskie stezenie DHI?A Jes'f z.W|qza.ne.ze
wzrostem markerow kosciogubienia
FGE21 Niskie stezenie Obnizenie st.eienia k.oreluje z pcl)g'orszeniem
mikroarchitektury kosci
Obnizenie stezenia leptyny zwigzane jest
Leptyna Niskie stezenie z zaburzeniem mikroarchitektury kosci
i obnizeniem BMD

Zdrowie psychiczne

Estrogeny w zasadniczy sposdb wptywajg na regulacje funkcji psychicznych u kobiet.
Hipoestrogenizm u mtodych kobiet z FHA jest silnie zwigzany ze zmianami aktywnosci réznych
neuropeptydow oraz neuroprzekaznikdbw na poziomie podwzgdrza. Zmiany stezenia
serotoniny, dopaminy i allopregnanolonu mogg w szczegdlnosci modulowaé nastrdéj u kobiet
z brakiem miesigczki. Pacjentki z FHA wykazujg wieksze trudnosci z radzeniem sobie
z codziennym stresem i majg sktonnos¢ do wiekszej zaleznosci od innych oséb. Ponadto
czesciej wspotwystepujg u nich inne zaburzenia nastroju w poréwnaniu do zdrowych kobiet
regularnie miesigczkujgcych?®. Dodatkowo wykazujg one wiekszg niepewno$é spoteczng,
introwersje, tendencje depresyjne, obserwuje sie u nich nadmierne zainteresowanie dietg
i lek przed przybraniem na wadze?>26:27:28.29,

Hiperkortyzolemia wspdtwystepujgca u pacjentek z FHA moze by¢ jednym z mozliwych
mediatoréw zaburzen nastroju. Podwyzszony poziom kortyzolu w surowicy pozytywnie
koreluje u tych pacjentek z punktacja w skali oceny depresji Hamiltona3%32,

U kobiet cierpigcych z powodu FHA zaobserwowano réwniez zwiekszone nasilenia zaburzen
seksualnych w pordwnaniu do zdrowych kobiet. Z jednej strony problem moze wynikac
z zaburzen nastroju, leku i niepokoju oraz zaburzen o charakterze depresyjnym. Niewatpliwie
dodatkowym czynnikiem wptywajagcym na zaburzenia seksualne jest hipoestrogenizm
i hipoandrogenemia, oraz zwigzana z nimi suchosci pochwy i atrofia sluzéwek. Prowadzi to do
dyspareunii, ktére ustepuja wraz ze zwiekszeniem dostepnosci energii i normalizacjg
poziomdw estrogenow?>.
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Uktfad rozrodczy

FHA wykazuje zaréwno krétkoterminowe jak i dtugoterminowe konsekwencje dla zdrowia
reprodukcyjnego. Oczywistym wydaje sie by¢ fakt, ze zaburzenie wydzielania GnRH, a za tym
brak stymulacji przysadki (brak wydzielania FSH i LH) i jajnika prowadzi do braku selekgcji
pecherzyka dominujgcego i anowulacji oraz hipoestrogenizmu. Brak cyklicznych zmian stezen
estradiolu i progesteronu prowadzi do zaburzenia cyklicznych faz przemian endometrium.
U pacjentek z FHA, w zwigzku z anowulacjg i brakiem przemiany endometrium spowodowane;j
progesteronem btona S$luzowa macicy znajduje sie w przewlektej wczesnej fazie
proliferacyjnej.

Nieleczony i dtugotrwaty FHA moze prowadzi¢ do zanikowych zmian w bfonie $luzowej uktadu
moczowo-pfciowego i miesni macicy. Hipoestrogenizm w FHA jest podobny do tego, ktéry
obserwuje sie u kobiet po menopauzie. Najwczesniejszym objawem niedoboru estrogenu jest
zmniejszone nawilzenie pochwy. Moze dochodzi¢ rowniez do atrofii $luzéwki pochwy, czesto
powiktanej infekcjami drég rodnych. Ponadto w wyniku hipoestrogenizmu dochodzi u tych
pacjentek do podwyzszenia pH pochwy predysponujgcego do dalszych powiktar®32,

Charakterystycznym objawem wynikajagcym z opisanych zaburzed wystepujgcych na osi
podwzgdrze - przysadka - jajnik jest brak miesigczki. Moze prezentowac sie jako pierwotny
brak miesigczki u pacjentek przed menarche, niemniej zdecydowanie czesciej obserwujemy
wtérny brak miesigczki, ktdry rozwija sie u dziewczat i kobiet po okresie dojrzewania3334.

Anowulacja jest charakterystyczng cechg FHA, logicznym jest wiec fakt, ze pacjentki aktualnie
cierpigce na FHA beda wykazywaty znaczne trudnosci w zajsciu w cigze. Niestety, FHA
i wspotistniejgcy dtugotrwaty brak miesigczki wywierajg negatywny wpltyw na zdrowie
reprodukcyjne w przysztosci. Nawet 30% pacjentek z zaburzeniami o typie jadtowstretu
psychicznego moze wykazywaé zaburzenia cyklu miesigczkowego w przysztosci®. Opdznione
menarche, zaburzona synchronizacja procesu dojrzewania ptciowego oraz niedorozwdj
drugorzedowych i trzeciorzedowych cech ptciowych stanowig potencjalne ryzyko dla zdrowia
reprodukcyjnego u dziewczat dotknietych FHA w okresie dojrzewania. U dorostych kobiet FHA
moze prowadzi¢ natomiast do zanikowych zmian w btonie $luzowej uktadu moczowo-
ptciowego i endometrium. Pacjentki z FHA majg wieksze ryzyko wystgpienia nieptodnosci oraz
koniecznosci korzystania z pomocy medycznej celem zajScia w cigze. Ponadto potrzebuja
istotnie diuzszego czasu (ponad 6 miesiecy) na zajscie w cigze niz populacja ogdlna, istnieje
u nich wieksze ryzyko zajscia w cigze jedynie przy wykorzystaniu metod leczenia
nieptodnosci®.
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Rycina 2. Poréwnanie czestosci i typu zaburzen miesigczkowania miedzy kobietami z siedzgcym trybem Zycia a kobietami
uprawiajgcymi nadmierny wysitek fizyczny. Grafika wtasna, opracowana na podstawie De Souza M.J. et al. Hum Reprod.
2010;25(2):491-5033*

Udowodniono, ze pacjentki uprawiajagcy nadmierny wysitek fizyczny (>4 godziny tygodniowo
przez okres 1-9 lat) majg 40% ogdlnie mniejsze szanse na urodzenie zywego dziecka niz
pacjentki, ktore nie éwiczg w ogdle. Ponadto pacjentki te majg 3x wieksze ryzyko zakonczenia
cyklu bez transferu zarodka, 2x wieksze ryzyko niepowodzenia implantacji i utraty cigzy.
Zaburzenia implantacji oraz zwiekszony odsetek poronief w tej grupie pacjentek moze by¢
zwigzany z niedomogg fazy lutealnej, a co za tym idzie, zaburzeniami odzywiania zarodka
(Rycina 2)343¢, Ponadto udowodniono, ze cigze u pacjentek z FHA lub z FHA w wywiadzie
wymagajg szczegdlnej opieki ze wzgledu na zwiekszone ryzyko poronienia i porodu
przedwczesnego. Dane z literatury wskazujg, ze liczba urodzen zywych dzieci w grupie
pacjentek z jadtowstretem psychicznym moze byé zmniejszona nawet do 1/3 w poréwnaniu
do populacji ogdélnej?”*8, Dodatkowo cigze obcigzone sg wiekszym ryzykiem powiktan
potozniczych, takich jak ograniczony wewnatrzmaciczny wzrost ptodu (ang. intrauterine
growth restriction, [IUGR)3%49,
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1.1.4. Leczenie  czynnosciowego  podwzgdrzowego  braku

miesiqczki

Leczenie kobiet cierpigcych z powodu FHA (Tabela IlI) obejmuje leczenie podstawowej
przyczyny hipogonadyzmu hipogonadotropowego, ktéry spowodowat:

e anowulacje oraz zwigzane z tym zaburzenia cyklu miesigczkowego
e niedobdr estrogenu powiktany:
o obnizeniem gestosci mineralnej kosci
o zaburzeniami nastroju, zaburzeniami seksualnymi, suchos$cia pochwy
i dyspareunia
o chorobami sercowo-naczyniowymi?

Wtasciwe rozpoznanie i odpowiednie leczenie FHA jest wazne ze wzgledu na potencjalne
ryzyko obnizonej ptodnosci, wynikajacej z przewlektego braku miesigczki, osteoporozy oraz
powikfan sercowo-naczyniowych i neurologicznych.

Bardzo wazng role w leczeniu FHA odgrywa psychoterapia, szczegdlnie ze wzgledu na fakt
wspotwystepowania u tych pacjentek zaburzen nastroju, depresji oraz zaburzen odzywiania.
Leczenie takich standéw powinno zazwyczaj obejmowaé psychologa lub psychiatre. Terapia
behawioralna, obejmujgca zwiekszenie przyjmowania kalorii, polepszenie odzywienia
pacjentki, zmniejszenie ilosci wysitku fizycznego, co skutkuje zwiekszeniem masy ciata jest
podstawowym i pierwszoliniowym leczeniem?.

U wiekszosci kobiet, u ktérych zmiana trybu zycia okazata sie niewystarczajgca, miesigczki
udaje sie wywotaé po wigczeniu sekwencyjnej hormonalnej terapii zastepczej*'. Nowa
nadziejg dla pacjentek z FHA mogg okazaé sie analogi kisspeptyny. Obecnie trwajg badania
nad mozliwoscig zastosowania ich w regulacji gospodarki hormonalnej u pacjentek z FHA, do
tej pory osiggnieto obiecujgce wyniki w zakresie stymulacji owulacji oraz przywracania
regularnego cyklu miesigczkowego#24344,
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Tabela Il. Leczenie FHA przygotowane w oparciu o
Clinical Practice Guideline, 2017 2

zalecenia Functional Hypothalamic Amenorrhea: An Endocrine Society

Diagnostyka w kierunku bradykardii,
hipotensji, zaburzen elektrolitowych

Szczegdlnie istotne u pacjentek z wywiadem w kierunku
jadtowstretu psychicznego; w przypadku wymienionych
powiktan- rozwazy¢ hospitalizacje

Modyfikacja stylu zycia skutkujgca
wzrostem masy ciata

Zwiekszenie ilosci przyjmowanych kalorii, poprawa stanu
odzywienia, zmniejszenie aktywnosci fizycznej
interdyscyplinarne:  konsultacja

Wymagane podejscie

dietetyczna

Leczenie psychologiczne; terapia

poznawczo-behawioralna

Pacjentki z FHA wykazujg mniejszg tolerancje stresu, wieksza
zalezno$¢, w wywiadzie czesto zaburzenia psychiczne
o charakterze depres;ji

Minimalny wymagany okres leczenia: 6-12 miesiecy

Nie zaleca sie stosowania doustnej
antykoncepcji celem wywotania
cyklu miesigczkowego

Nie poprawia BMD, szczegdlnie jesli pacjentka utrzymuje
deficyt energetyczny; mogg maskowaé powrdt fizjologicznego
cyklu miesigczkowego

Zaleca sie zastosowanie krotkiego
cyklu  hormonalnej sekwencyjnej
terapii zastepczej

Przy niepowodzeniu zmian stylu zycia; preferowana droga
transdermalna podawania estradiolu; optymalna dawka
nieustalona; zawsze w potaczeniu z modyfikacjami stylu zycia

Nie zaleca sie stosowania bisfosfonian

6w, denozumabu, testosteronu ani leptyny w leczeniu FHA

Zaleca sie suplementacje witaminy
D3 oraz wapnia

1200 do 1500 mg wapnia; utrzymanie stezenia 25(0H)D3
w zakresie 32 do 50 ng/mL

W przypadku znacznego obnizenia
BMD zaleca sie prébe leczenia rPTH

Konieczne dalsze badania

Stymulacja owulacji u pacjentek
starajgcych sie o cigze

1. pulsacyjne podawanie GnRH;
2. gonadotropiny;

3.proba leczenia cytrynianem klomifenu pacjentek

z wyzszym stezeniem estradiolu;

u

Nie zaleca sie stosowania kisspeptyny i leptyny; indukcja
owulacji tylko przy BMI>18,5 kg/m?
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1.2.  Neuroendokrynne mechanizmy regulacji funkcji rozrodczych

1.2.1. Neuroanatomia osrodkdw regulacji ukfadu rozrodczego

Funkcje uktadu rozrodczego kontrolowane sg przez centra zlokalizowane w osrodkowym
uktadzie nerwowym, ktére, odbierajgc informacje z réznych szlakdw regulacyjnych organizmu,
przetwarzaja je i koordynujg spdjng prace obwodowych partii uktadu rozrodczego. Owe centra
regulacji znajdujg sie w podwzgdérzu nalezagcym do miedzymébzgowia. To witasnie
w podwzgdrzu, poza osrodkiem regulacji funkcji rozrodczych, znajdujg sie osrodki
odpowiadajgce za metabolizm, odbiér informacji czuciowych, regulacje funkcji
wewnatrzwydzielniczych zaleznych od $wiatta, osrodek gtodu i pragnienia, osrodek regulacji
rytmow dobowych, osrodek snu i czuwania oraz termoregulacji. Dzieki bliskiemu sgsiedztwu
w podwzgdrzu, informacje z neurondw odpowiedzialnych za regulacje wyzej wymienionych
uktadéw moga wptywac na regulacje funkcji rozrodczych.

Jeszcze do niedawna za centralny wezet kontrolujgcy funkcje rozrodcze uznawane byly
neurony produkujgce GnRH. Wydzielajgc GnRH w sposdb pulsacyjny i skoordynowany, miaty
regulowad wydzielanie FSH i LH z przysadki. Gonadotropiny w dalszej kolejnosci, wptywajac na
gonady, odpowiadajg za synteze i wydzielanie hormondw steroidowych, kontrolujgc prace
narzagddéw efektorowych.

Najnowsze badania dowodzg jednak, ze sploty neurondw GnRH nie sg generatorem sygnatéw
dla nizszych partii osi podwzgdrze — przysadka - jajnik. Udowodniono, ze ,nad” neuronami
GnRH w szlaku regulacji znajdujg sie neurony, ktére dzieki szerokiej gamie receptoréw
zlokalizowanych na swojej powierzchni sg w stanie odbieraé impulsy z réznych uktaddéw
regulacyjnych podwzgdérza. W odpowiedzi wydzielajg one substancje regulujgce zaréwno
prace swojg, jak i okolicznych neuronéw. Ponadto maja zdolnos$¢ pobudzania neuronéw GnRH
do pulsacyjnego wydzielania GnRH. Neuronami tymi sg neurony wydzielajgce kisspeptyne,
neurokinine B i dynorfine, zwane neuronami kisspeptyna/neurokinina B/dynorfina (ang.
kisspeptin, neurokinin B, and dynorphin neurons, neurony KNDy).

1.2.2. Neurony KNDy

Kluczowg cechg neuronéw KNDy jest ko-ekspresja kisspeptyny (ang. kisspeptin, KISS1),
dynorfiny (ang. dynorphin, Dyn) i neurokininy B (ang. neurokinin B, NKB). Po raz pierwszy
zjawisko to zaobserwowano w jadrze tukowatym owcy (ang. arcuate nucleus, ARC), nastepnie
u szczura, myszy, kozy oraz matpy*4®4’. W kolejnych badaniach wykazano, ze réwniez
w jadrze tukowatym cztowieka wystepujg neurony, ktére wykazujg jednoczes$nie ekspresje
KISS1, NKB i Dyn?#&49:50,
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Dotychczas przeprowadzono wiele badan dotyczgcych budowy sieci neuronéw KNDy w jadrze
tukowatym (Rycina 3). Neurony KNDy tworzg gesty splot potgczen synaptycznych miedzy sobg
w obrebie jadra fukowatego, jak i projektuja do przeciwlegtego jadra tukowatego®®2.
Kluczowg cechg neuronéw KNDy jest nie tylko koekspresja KISS1, NKB i Dyn, ale réwniez
obecnos¢ na ich powierzchni receptorow dla NKB (ang. tachykinin receptor 3, NK3R),
receptorow dla Dyn (receptor opioidowy kappa), receptorow dla estrogendw a (ang. estrogen
receptor alpha, ERa), progesteronu (ang. progesterone receptor, PR), i testosteronu. Na
neuronach KNDy nie wykazano natomiast ekspresji receptora dla KISS1 (KISS1-derived peptide
receptor, KISS1R), co sugeruje, ze KISS1 wydzielana przez te neurony nie bierze udziatu
w procesach autoregulacyjnych. Jest ona natomiast przekaznikiem dla innych neurondw,
w tym przypadku neuronéw GnRH?>3,

Jadro
tukowate

Okolica /-
przedwzrokowa V(

Neurony wydzielajgce
kisspeptyne »

Okolica przedwzrokowa/
jadro fukowate

‘ Kiss1

iss1r  BrakERati PG//

8 Kisspeptyna

o8aiuzepop | 08auwaln 03aul0IMz eluazazuds e[19d

® Dynorfina
¢ NKB o
> MC3/4R , s e
) LepR Podwzgorze -
2 NK3R ,

Przysadka mozgowa FSH
D Receptor dla dynorfiny ®
D ERa l

Jajnik

> PR

D Receptor dla testosteronu Estradiol
Progesteron

Rycina 3. Uktad neuronéw KNDy w podwzgdrzu. Grafika wtasna, opracowana na podstawie Szeliga A. et al. Gynecol
Endocrinol. 2018;34(11):913-919 %35
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Badanie Younga J. et al. >* udowodnito, ze neurohormony wydzielane w jadrze tukowatym nie
sg réwnorzedne w regulacji wydzielania GnRH. Zaobserwowano bowiem, ze u pacjentow
wykazujgcych mutacje inaktywujace NKB lub NK3R, a wiec z brakiem lub zahamowang
regulacja neurokininowg, podanie KISS1 przywraca prawidtowy wzor wydzielania LH
i FSH z przysadki. Badanie to udowodnito, ze NKB znajduje sie ,nad” KISS1
w szlaku regulacji wydzielania GnRH oraz, ze jest regulatorem nadrzednym wzgledem KISS1
(Rycina 3)*4.

Wzajemne potaczenia miedzy neuronami KNDy odpowiadajg za ich autoregulacje w obrebie
jadra tukowatego i jednoczesnie pozwalajg na utworzenie sieci neuronowej bedacej
centralnym regulatorem funkcji rozrodczych w osrodkowym uktadzie nerwowym. Komorki
KNDy dziatajg synergistycznie, tworzac skoordynowany wezet regulujacy pulsacyjne
wydzielanie GnRH poprzez kontrolowanie synaptyczne innych komdérek KNDy>°. Mozliwe jest
to dzieki ekspresji NK3R i receptora opioidowego kappa w komdrkach KNDy. Powoduje to, ze
stymulujgca rola NKB i hamujgce dziatanie Dyn autokrynnie koordynuje pulsacyjne uwalnianie
KISS1%. Neurony KNDy nie prezentujg natomiast na swojej powierzchni KISS1R, ktdrego
wystepowanie zostato wykryte jedynie na neuronach wydzielajgcych GnRH*>°, Sugeruje to,
ze KISS1 odpowiada za pobudzanie neuronéw GnRH zlokalizowanych w wyniostosci
posrodkowej (ang. median eminence, ME) do wydzielania GnRH (wykazujg obecnos$¢ KISS1R),
nie biorgc jednoczesnie udziatu w autoregulacji dziatania innych neuronéw KNDy (brak na ich
powierzchni KISS1R)(Rycina 3)>7%8,

W ostatnim czasie pojawity sie rowniez doniesienia o mozliwym pobudzaniu neuronéw GnRH
bezposrednio przez NKB, wykazano bowiem ekspresje NK3R na neuronach wydzielajgcych
GnRH. Rola tego odkrycia pozostaje jednak niejasna, wskazujgc na wyjgtkowa ztozonos¢
regulacji uktadu rozrodczego na poziomie jagder podwzgdrza>1>%0,

Na neuronach KNDy wystepujg rowniez receptory dla steroidéw piciowych. Dotychczas
w organizmie cztowieka zidentyfikowano 2 receptory dla estrogendéw, ERa i receptor dla
estrogendéw B (ang. estrogen receptor beta, ERB). Na neuronach KNDy wystepuje gtéwnie ERa,
odgrywajac nadrzedng role w mechanizmie sprzezenia zwrotnego ujemnego miedzy jajnikiem
a podwzgdrzem. Najnowsze badania wykazujg jednak, ze rowniez na neuronach GnRH
w wyniostosci posrodkowej zidentyfikowano ERa, co sugeruje, ze ujemny wptyw estradiolu na
wydzielanie gonadotropin uzyskiwane jest poprzez rézne mechanizmy sprzezenia zwrotnego,
nie tylko hamowanie KNDy. Podobnie jednak jak w przypadku wspomnianej obecnosci NK3R
na neuronach GnRH, istotno$¢ kliniczna tych obserwacji ta wymaga dalszych badan®..

Wydaje sie, ze estradiol dziatajgc poprzez swodj receptor ma mozliwos$é bezposredniego
blokowania transkrypcji NKB w neuronach KNDy. Wykryto bowiem, ze bezposrednio nad
punktem startowym transkrypcji genu preprotachykininy B (ang. tachykinin precursor 3 gene,
TAC3) znajduje sie sekwencja nukleotyddéw wigzgca receptor estrogenowy (ang. estrogen
responsive element, ERE) poprzez ktérg moze dochodzi¢ do zahamowania syntezy NKB
w KNDy®2. W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano ponadto, ze u myszy przed

26



okresem dojrzewania usuniecie ERa powoduje catkowite zahamowanie petli sprzezenia
z estradiolem. Jednoczesnie u myszy po okresie dojrzewania pozbawionych ERa nie dochodzi
do catkowitego hamowania ekspresji NKB w neuronach KNDy, co moze wskazywaé na wyzszy
poziom skomplikowania zalezno$ci miedzy estradiolem a KNDy®3.

KNDy prezentujg na swojej powierzchni réwniez PR. Udowodniono, ze neurony wykazujgce
ekspresje Dyn, w 90% wykazujg rowniez koekspresje PR. Progesteron dziatajgc przez PR
prezentowany na powierzchni neurondéw KNDy stymuluje wydzielanie Dyn, ktora nastepnie
hamuje wydzielanie KISS16%,

Na podstawie przytoczonych badan staje sie wiec jasne, ze neurony KNDy posrednicza
zaréwno w negatywnym, jak i dodatnim sprzezeniu zwrotnym miedzy steroidami ptciowymi a
jadrami podwzgdrza®.

Dodatkowo, neurony KNDy posiadajg na swojej powierzchni receptory dla leptyny (ang. leptin
receptor, LepR) oraz insuliny (ang. insulin receptor, IR), dzieki czemu majg mozliwos¢ odbioru
informac;ji dotyczacych statusu metabolicznego. Zauwazono natomiast, ze usuniecie LepR lub
IR nie zaburza dojrzewania pfciowego, co sugeruje, ze pomimo obecnosci odpowiednich
receptorow insulina i leptyna nie sg czynnikami nadrzednymi w regulacji uktadu rozrodczego
oraz, ze wywierajg wptyw na neurony KNDy jedynie w sposdb posredni, najprawdopodobniej
przez neurony wydzielajgce proopiomelanokortyne/uktad regulowany kokaing i amfetaming
(ang. proopiomelanocortin and cocaine and amphetamine regulated transcript neurons,
POMC/CART) i neurony wydzielajgce biatko Agouti/neuropeptyd Y (ang. Agouti-related
protein/neuropeptide Y, AGRP/NPY) (patrz Rozdziat 1.4)66667,

1.3. Neurohormony wydzielane przez KNDy

1.3.1. Kisspeptyna

Gen dla KISS1 (ang. kisspeptin gene, KISS1), kodujgcy biatko KISS1 zostat odkryty w 1996 roku
w laboratorium w Hershey jako supresor przerzutdow w czerniaku zto$liwym cztowieka®.
Nazwa genu, KISS1 pochodzi od stynnych czekoladek Hershey’s Kisses, produkowanych w
wtasnie w Hershey. Gen KISS1 jest zlokalizowany na chromosomie 1q32 i posiada cztery
eksony, pierwsze dwa z nich nie podlegajgce procesowi translacji. Gen koduje biatko
prekursorowe ztozone ze 145 aminokwaséw, ktére nastepnie w procesie obrdbki
potranslacyjnej ciete jest m.in. na fragmenty 54- aminokwasowe. Biatko to nazwane zostato
metastyng. Dalsza obrdbka prowadzi do powstawania peptydow o diugosci 14, 13 i 10
aminokwasOw®. Metastyna oraz krotsze biatka nalezg do grupy peptyddw, dzielgcych C-
koricowg sekwencje Arg-Phe-NH2, i wspdlnie okreélane sg jako KISS17°,
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W 2001 r. KISS1 zostata zidentyfikowana jako ligand dla receptora sprzezonego
z biatkiem G 54 (ang. G protein-coupled receptor 54, GPR54), ktdry zostat najpierw opisany
w mdzgu szczura, a nastepnie u cztowieka, gdzie okre$lany jest jako KISS1R!. Po zwigzaniu
KISS1, KISSIR aktywuje fosfolipaze C i stymuluje synteze wtérnych przekaznikéw
wewnatrzkomérkowych, tréjfosforanu inozytolu i diacyloglicerolu®.

Neurony wydzielajgce KISS1 znajdujg sie gtownie w okolicy przedwzrokowej oraz jadrze
tukowatym podwzgdrza (Rycina 3)°7°8. KISS1 stymulujgc wydzielanie GnRH pobudza
wydzielanie FSH i LH z przysadki. Mutacje inaktywujgce genu KISS1 lub KISSIR powodujg
hipogonadyzm hipogonadotropowy, natomiast mutacje aktywujgce powodujg wystepowanie
przedwczesnego dojrzewania ptciowego’?7374,

Kisspeptyna a status metaboliczny

KISS1 jest jednym z elementéw uktadanki neurohormonalnej odpowiedzialnej za
oddziatywanie miedzy uktadem rozrodczym i statusem energetycznym organizmu. Badania na
zwierzetach poddanych restrykcji kalorycznej wykazaty zmniejszenie ekspres;ji KISS1 w jgdrach
podwzgdrza pod wptywem spadku przyjmowania pokarmu. Udowodniono, ze dtugotrwate
ograniczenia energetyczne u owiec powodujg zmniejszenie ekspresji mRNA dla KISS1 zaréwno
w ARC, jak i polu przedwzrokowym (ang. preoptic area, POA) w porédwnaniu z owcami
o neutralnym bilansie energetycznym”>7677,

Uwaza sie, ze neurony wydzielajgce KISS1 pozostajg w kontakcie z neuronami POMC/CART
i AgRP/NPY, co moze by¢ potencjalng drogg komunikacji miedzy uktadami w obrebie
podwzgdrza. Udowodniono, ze zaréwno leptyna, jak i neuropeptyd Y (neuropeptide Y,NPY)
stymulujg ekspresje genu KISS1, ale wydaje sie mato prawdopodobne, aby stymulujacy efekt
leptyny na neurony wydzielajgce KISS1 nastepowat poprzez dziatanie NPY, poniewaz leptyna
dziatajac bezposrednio hamuje powstawanie NPY (patrz rozdziat 1.4)(Rycina 4)72.

Innymi hormonalnymi przekaznikami miedzy uktadem metabolicznym a uktadem kisspeptyny
sg grelina, IGF-1 oraz hormony osi podwzgdrze-przysadka-nadnercza’®. Grelina, ktorej
wydzielanie wzrasta w niedoborach energetycznych, ttumi podwzgdérzowg ekspresje KISS1
mRNA’8., W przeciwieristwie do tego, IGF-1 zwieksza ekspresje KISS1 mRNA w jadrze
przedniobrzusznym okotokomorowym podwzgérza (ang. anteroventral periventricular
nucleus, AVPV) u samic szczuréw’®. Blokada receptora IGF-1 nie zmienia jednak stezenia KISS1
w jadrach podwzgdrza®®.

Kisspeptyna w FHA

W zwigzku z rolg KISS1, jako jednego z gtéwnych regulatoréw funkcji rozrodczych,
podejrzewano, ze zaburzenia wydzielania tego neurohormonu moga leze¢ u podtoza
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jadtowstretu psychicznego oraz FHA. W badaniu przeprowadzonym na grupie 17 pacjentek
z jadtowstretem psychicznym nie wykazano istotnej statystycznie rdznicy w stezeniu KISS1
W surowicy w porownaniu do grupy kontrolnej (stezenia odpowiednio w grupie badanej
i kontrolnej 208,2 ng/L oraz 232,8 grupa kontrolna; p=0,546)%'. Obserwacje te potwierdzity
sie rowniez w badaniu Patasz A. et al. (0,94 + 0,4 ng/ml w grupie z jadtowstretem psychicznym,
0,99 + 0,09 ng/ml w grupie kontrolnej; p= 0,86)% oraz w badaniu Podfigurna A. et al.
(0,20+0,07 ng/ml w grupie z jadtowstretem psychicznym w poréwnaniu do 0,3+0,36 ng/ml
w grupie kontrolnej; p=0,712)%. Dotychczas przeprowadzono jednak tylko jedno badanie
poréwnujgce stezenie KISS1 w grupie FHA ze zdrowymi kobietami. W grupie pacjentek z FHA
wykazano istotnie nizsze stezenie KISS1 w poréwnaniu z grupg kontrolng (0,17+ 0,11 w grupie
FHA, 0,3+0,36 ng/ml w grupie kontrolnej; p= 0,027)%4.

1.3.2. Neurokinina B

W 2009 r. Topaloglu et al. odkryli, ze mutacje powodujgce utrate funkcji genéw kodujacych
NKB lub NK3R, prowadzity do rozwoju hipogonadyzmu hipogonadotropowego®. To odkrycie
spowodowato rozpoczecie intensywnych badan nad NKB jako regulatora niezbednego
w procesie dojrzewania ptciowego oraz kontroli wydzielania gonadotropin u cztowieka.

NKB nalezy do biatek z rodziny tachykinin. Charakteryzujg sie one wspdlng C-koncowa
sekwencjg aminokwasow (Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2) i obejmujg substancje P, neurokinine A
i NKB, a takze neuropeptyd K, neuropeptyd y i hemokining-1. NKB jest jedyng tachykining
syntetyzowang na podstawie genu TAC3%. TAC3 mRNA zawiera siedem eksondw, z ktérych
pie¢ podlega translacji tworzac peptyd - preprotachykinine B. Preprotachykinina B ulega
nastepnie enzymatycznemu rozszczepieniu, tworzg proneurokinine B, a nastepnie NKB.
Dotychczas zidentyfikowano trzy receptory dla tachykinin (ang. tachykinin receptor 1, 2 and
3, NK1R, NK2R i NK3R). Nalezg one do podobnej do rodopsyny rodziny sprzezonych z biatkiem
receptordow G i wykazujg znaczng homologie strukturalng®®. Substancja P, neurokinina A i NKB
wigzg sie preferencyjne odpowiednio z NK1R, NK2R i NK3R, ale kazdy z nich w odpowiednio
wysokim stezeniu moze dziataé jako agonista pozostatych receptoréw?®’.

Jako neuropeptyd, NKB moze przekazywac¢ informacje na drodze synaptycznej, jak i moze
odpowiada¢ za komunikacje pozasynaptyczng. NKB nie posiada szybkiego mechanizmu
wychwytu zwrotnego, eliminacja ze szczeliny synaptycznej odbywa sie poprzez rozktad przez
nieswoiste enzymy, takie jak endopeptydazy i aminopeptydazy®. Po aktywacji receptora NK3R
dochodzi do zwiekszenia wewnatrzkomdrkowego stezenie Ca?* poprzez hydrolize
tréjfosforanu inozytolu oraz zwiekszenia wewnatrzkomoérkowego poziomu cyklicznego
adenozyno-3’,5-monofosforanu (ang. cyclic adenosine monophosphate, cAMP) poprzez
aktywacje cyklazy adenylanowej®.
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Neurony wykazujgce ekspresje mRNA dla NKB zostaty zlokalizowane w czesci podstawnej
kresomézgowia i podwzgodrzu, gtéwnie w ARC i POA, ponadto wystepujg rowniez w regionie
przegrody i jadra podstawnego Meynerta, prazku krancowym i jadrze migdatowatym i korze
nowej®®. Neurony wykazujgce ekspresje NKB zostaty réwniez opisane w jadrze tukowatym
matpy, owcy, kozy i myszy, co skazuje na znaczny stopien homologii tych jader miedzy
gatunkami#>46:91.92,

Hipogonadyzm hipogonadotropowy w mutacjach TAC3/TACR3

Badania oséb z mutacjami gendw TAC3 i TACR3 dostarczajg unikalnego wgladu w role
sygnalizacji NKB i NK3R w regulacji funkcji uktadu rozrodczego. Do tej pory opisano przypadki
kilkudziesieciu pacjentdéw z mutacjami genu TAC3 i TACR3%°3%4%  Pacjenci z mutacjami
inaktywujacymi TAC3 i TAC3R prezentujg normosmiczny hipogonadyzm hipogonadotropowy,
ktory podobnie jak w innych przypadkach charakteryzuje sie niskim poziomem estrogendow
i niskim stezeniem LH w surowicy krwi. Zaburzeniu temu towarzyszy brak pokwitania. Rzadsze
mutacje aktywujgce TAC3 i TACR3 powodujg wystepowanie centralnego przedwczesnego
dojrzewania®.

Obserwacje te potwierdzajg jednoznacznie, ze przekazywanie sygnatu przez NKB/NK3R ma
zasadnicze znaczenie dla prawidtowej aktywacji oraz regulacji uktadu rozrodczego®®.
Pulsacyjne podawanie GnRH dorostym mezczyznom z mutacjami genu dla TAC3 i TACR3
przywracaty prawidtowe stezenia LH i prawidlowe wydzielanie testosteronu (ang.
testosterone, T). U kobiet z mutacjami TAC3 i TACR3 podawanie GnRH natomiast, poprzez
stymulacje dojrzewanie oocytéw i owulacji, umozliwito zajécie w cigze®*.

Warto zauwazy¢, ze u pacjentdw z mutacjami genu TAC3 i TACR3 dochodzi do wzglednego
zachowania wydzielania FSH w pordéwnaniu ze znacznym obnizeniem stezeniem LH
w surowicy®%4, Zjawisko to jest charakterystyczne dla zaburzenia pulsacyjnego wydzielania
GnRH i moze zosta¢ wyindukowane zaréwno poprzez spowolnienie pulséw GnRH jak
i podawanie GnRH w sposdb ciggty (wywotujgcy efekt hamujgcy na podwzgdrze)®”.

Hipertrofia neuronow wydzielajgcych NKB po menopauzie

Pierwsze wzmianki o prawdopodobnej roli NKB w regulacji funkcji rozrodczych pochodzito
z badan nad pacjentami z mutacjami gendw kodujgcych NKB i NK3R. Kolejne przestanki,
sugerujace silny wptyw regulacyjny NKB na funkcje rozrodcze pochodzg z badan nad ekspresjg
gendw w podwzgdrzu u kobiet po menopauzie?®.

Okres menopauzy charakteryzuje sie zwyrodnieniem pecherzykéw jajnikowych i nadmiernym
wydzielaniem gonadotropin z przysadki z powodu utraty ujemnego sprzezenia zwrotnego
wywotanego brakiem estradiolu®®. Wykazano, ze w podwzgdrzu u kobiet po menopauzie

30



dochodzi do hipertrofii podgrupy neuronéw w jadrze tukowatym®. Podobne zjawisko
wystepuje rowniez w jadrze tukowatym u starszych mezczyzn, niemniej jest on zdecydowanie
mniej nasilone niz u starszych kobiet®. Réznice te wynikajg prawdopodobnie
z réznic w funkcjonowaniu gonad w podesztym wieku. U starszych kobiet dochodzi do
praktycznie catkowitej utraty funkcji wydzielniczej jajnikdow, co implikuje silniejsze pobudzenie
podwzgdrza, podczas gdy u mezczyzn dochodzi jedynie do fagodnej dysfunkcji jader, co nie
wywotuje skrajnego pobudzenia podwzgdrza®°.

Jednoczesnie wykazano, ze hipertrofia neurondéw ARC podwzgdrza po menopauzie nie jest
wtdrna do degeneracji i zaniku innych obszaréw OUN, w zwigzku z czym zanik neuronéw jadra
tukowatego nie jest pierwotng przyczyng zaburzen miesigczkowania i zmian hormonalnych

w okresie postmenopauzalnym?®

. Wykazano, ze neurony podlegajgce hipertrofii wykazujg
ekspresje  mRNA dla receptora estrogenowego o (ERa), KISS1 oraz NKB#99101
W opisanych neuronach ekspresji ulega réwniez mRNA dla Dyn, jednak
w przeciwienstwie do wzrostu ekspresji mRNA dla KISS1 i NKB, ekspresja mRNA dla Dyn
w wykrytych neuronach po menopauzie ulega zmniejszeniu®®. Wzrost transkrypcji gendéw
peptydéw pobudzajgcych (NKB i KISS1) w potgczeniu ze spadkiem transkrypcji peptydu
hamujgcego (Dyn) powoduje zwiekszenie wydzielania gonadotropin u kobiet po
menopauzie®l%8,

Podobne zjawisko obserwowane jest u makakdw poddanych chirurgicznej sterylizacji.
Zauwazono, ze w wyniku owariektomii dochodzi do hipertrofii neuronéw podwzgdrza
i zwiekszonej ekspresji mRNA dla KISS1 i NKB!%l, Ponadto zaobserwowano, ze hormonalna
terapia zastepcza powoduje odwrdcenie opisanych zmian. Potwierdza to fakt, iz opisana
hipertrofia i wzrost ekspresji mRNA KISS1 i NKB neuronéw wynika z hipoestrogenizmu i zaniku
sprzezenia zwrotnego ujemnego w osi podwzgdrze-przysadka-jajniko:.

1.3.3. Dynorfina

Dyn odgrywa wazng role w utrzymaniu homeostazy poprzez kontrole apetytu i rytméw
okotodobowych. Dodatkowo jest uwazana za czynnik regulujgcy apetyt oraz temperature
ciata. Ponadto Dyn jest odpowiedzialna za modulowanie odpowiedzi organizmu na bdl,
dodatkowo bierze udziat w powstawaniu zmian w osrodkowym uktadzie nerwowym
odpowiedzialnych za uzaleznienie, miedzy innymi od kokainy.

Dyn jest endogennym peptydem opioidowym zaangazowanym w ujemne sprzezenie zwrotne
miedzy progesteronem a wydzielaniem GnRH w fazie lutealnej. Wydzielana jest razem z NKB
w jadrze tukowatym ssakéw, réwniez u cztowiekal®?. Podobnie jak NKB, odpowiada za
autokrynng i parakrynng synchronizacje neuronéw KNDy w obrebie jgdra tukowatego.
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W odrdznieniu od NKB, wykazuje dziatanie hamujgce na sekrecje KISS1, przez co zmniejsza
wydzielanie GnRH. Jak opisano powyzej, zaobserwowano, iz u kobiet w wieku
pomenopauzalnym dochodzi do zmniejszenia ekspresji genu dla Dyn oraz zmniejszenia
wydzielenia mRNA dla Dyn w jgdrze tukowatym. Podobne zjawisko zaobserwowano réwniez
u owiec poddanych owariektomii, co sugeruje udziat Dyn w petli sprzezen miedzy jajnikiem
i podwzgdrzem?:103,

1.4. Podwzgdérzowe mechanizmy f3gczgce stan odzywienia
z funkcjami rozrodczymi

Ssaki doswiadczajgce stresu energetycznego przystosowane sg do regulowania fizjologicznych
procesow w organizmie tak, aby zapewnic¢ jednostce przetrwanie w niekorzystnych warunkach
srodowiska. Zahamowaniu ulegajg natomiast wszelkie zbedne w danym okresie procesy, na
przyktad mechanizmy zwigzane z reprodukcja.

W opisanej sytuacji kazdy poziom osi rozrodczej, odpowiednio podwzgdrze, przysadka czy
gonady, ma zdolno$¢ reagowania na sygnaty zwigzane ze stanem metabolicznym. U ludzi
jadtowstret psychiczny, kacheksja i nadmierne éwiczenia fizyczne mogg zatrzymac cykliczne
wydzielanie sterydéw ptciowych. Jednoczesnie nalezy pamietaé, ze na przeciwlegtym korcu
spektrum zaburzen wagi znajduje sie otytos¢ i cukrzyca, ktére rdwniez mogg negatywnie
wptywaé na ptodno$é1o4105,

Dane w literaturze wskazuja, ze do wystgpienia owulacji konieczne sg odpowiednie rezerwy
ttuszczu. Ostatnie badania wskazujg jednak, ze hamowanie funkcji rozrodczych nastepuje
w  wyniku aktualnych zaburzen bilansu energetycznego, a nie bezwzglednej ilosci
zmagazynowanej tkanki ttuszczowej. Wystepowanie owulacji ulega zahamowaniu, gdy
organizm narazony jest na ujemny bilans energetyczny, niezaleznie od tego, czy stan ten jest
spowodowany zbyt matym dowozem kalorycznym, zmniejszonym przyjmowaniem pokarmu,
nadmierng aktywnoscig ruchowg lub ciezkimi kosztami energetycznymi wydatkowanymi na
inne procesy fizjologiczne, na przyktad termoregulacje. Wrazliwos¢ osi rozrodczej na
dostepnosc¢ energii zostata podkreslona w ostatnich pracach sugerujgcych, ze nawet subtelne
spadki dostepnosci energii mogg powodowac zaburzenia owulacji, co kliniczne prezentowane
jest jako zaburzenia miesigczkowania%6107,

1.4.1. Podwzgorze a funkcje rozrodcze

Podwzgdrze odgrywa kluczowa role w utrzymaniu ptodnosci u wszystkich ssakow. Neurony
KNDy w okolicy przedwzrokowej i jadrze tukowatym, kontrolujg wydzielanie GnRH przez
neurony zlokalizowane w wyniostosci posrodkowej do uktadu wrotnego naczyn krwionosnych
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w okolicy podwzgdrza i przysadki. To neurony KNDy wydajg sie by¢ gtdwnym weztem tgczagcym
stres energetyczny z funkcjami rozrodczymil®. W obrebie jgder podwzgdrza wystepuje jednak
wiele innych neurondw posiadajgcych na swojej powierzchni liczne receptory dla m.in.
adipokin wydzielanych obwodowo. Neurony te, oddziatujgc na neurony KNDy, maja
mozliwos¢ modulacji funkcji rozrodczych.

Kontrola metaboliczna na poziomie podwzgdrza koncentruje sie szczegdlnie w ARC®. W tym
ostatnim zlokalizowanych jest wiele potencjalnie zaangazowanych w kontrole metabolizmu
i rozmnazania neurondéw. Jednymi z nich sg neurony POMC/CART oraz neurony AgRP/NPY
zaangazowane w regulacje masy ciata i pobierania pokarmu. Neurony POMC/CART wydzielajg
alfa-melanokortyne (ang. a-melanocyte-stimulating hormone, a-MSH), dziatajacg jako
agonista receptoréw melanokortyny 3 (ang. melanocortin 3 receptor, MC3-R) i receptoréw
melanokortyny 4 (ang. melanocortin 4 receptor, MC4-R). Neurony AgRP/NPY wydzielajg
natomiast biatko Agouti (ang. agouti-related protein, AgRP) oraz NPY, antagonistow dla
receptorow MC3R i MC4R%%110.111 Badania potwierdzajg role tych neurondéw jako silnych
regulatoréw funkcji rozrodczych (Rycina 4)12113,114,

Jadro tukowate

Efekt Efekt
anoreksygeniczny oreksygeniczny

, Neurony

POMC/CART = GABA - NPY/AgRP  © Grelina = wydzielajace

Efekt kisspeptyne

oreksygeniczny

o -MSH AgRP
Aktywacja MC3 / 4R NPY

IGF-1
Hamowanie MC3 /

Insulina I

/

= 4/
Nesfatyna-1—

Efekt anoreksygeniczny

s
Aktywacja

<— Hamowanie Leptyna

Efekt anoreksygeniczny

Rycina 4. Zaleznosci miedzy uktadem POMC/CART oraz AgRP/NPY na poziomie podwzgorza.
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a-MSH, produkowane przez POMC/CART wywiera silne dziatanie anoreksygeniczne,
zmniejszajgc w ten sposdb przyjmowanie pokarmu i wywotujgc redukcje masy ciata, podczas
gdy AgRP i NPY wykazujg przeciwne dziatanie (oreksgeniczne), zwiekszajgc pobieranie
pokarmu112'113'114.

Obie grupy neuronéw (POMC/CART i AgRP/NPY) wykazujg ekspresje LepR, IR oraz receptora
dla greliny (ang. growth hormone secretagogue receptor, GHSR) (Rycina 5). Zaréwno leptyna,
jak i insulina stymulujg neurony POMC/CART, hamujg natomiast neurony AgRP/NPY. Grelina
natomiast aktywuje neurony AgRP/NPY, ktére nastepnie, wydzielajgc GABA, hamujg neurony
POMC/CARTl15’116’117’118’119’120’121.

Stwierdzono réwniez, ze neurony GnRH wykazujg ekspresje MC3R i MC4R (Rycina 5), przez co
uktad melanokortyny moze bezpos$rednio modyfikowaé ich aktywno$¢*tt122, Badania wskazuja
to jako kolejng z mozliwych drég regulacji uktadu rozrodczego przez status metaboliczny.
Wiekszos¢ (~70%) neurondw GnRH jest aktywowana przez a-MSH, co wynika z bezposredniej
aktywacji postsynaptycznej MC3-R i MC4-R, AgRP natomiast wykazuje dziatanie hamujgce
(~10%) i stymulujgce (~25%) na populacje neuronéw GnRH*?3,

ARC

Funkcja
reprodukcyjna

POA

Sygnaty
metaboliczne

NV KISSIR
IR

v LepR
GHSR

v MC3/4R Sygnaty
Kisspeptyna M E Q‘ obwodowe

Rycina 5. Schematyczna prezentacja zaleznosci neurohormonalnych uktadem metabolicznym i uktadem rozrodczym Grafika wtasna,
opracowana na podstawie Navarro V. et al. Curr Opin Endocrinol Diabetes Obes. 2013;20(4):335-341%5
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1.4.2. Hormony zaangazowane w regulacje funkcji rozrodczych

i metabolicznych

Wiele adipokin oraz neurohormonéw wspoétdziata ze sobg, tworzac sie¢ skomplikowanych
regulacji na poziomie podwzgdrza (Rycina 5). Jak wczesniej podkreslono, neurony jadra
tukowatego wykazujg obecnos¢ receptorow dla adipokin tkanki ttuszczowej, ktére wptywaja
nastepnie na sekrecje GnRH. Sg nimi m.in. leptyna, grelina oraz insulina. Najnowsze badania
wskazuja, ze wiele innych hormondw, takich jak oreksyna, speksyna, waspina czy nesfatyna-1
mogg odgrywa¢ wazna role w oddziatywaniu miedzy uktadem rozrodczym
a metabolizmem?107,108,124,125,

Leptyna

Leptyna, anoreksygeniczna adipokina odkryta w 1994 roku przez Jeffreya Friedmana, jest
hormonem wydzielanym przez adipocyty biatej tkanki ttuszczowej i odgrywa kluczowg role w
homeostazie metabolicznej ssakow. Udowodniono, ze stezenie leptyny w surowicy
odzwierciedla mase tkanki ttuszczowej, stuzac jako wskaznik stanu metabolicznego
kontrolujgcy centralne neuroendokrynne os$rodki regulujgce apetyt, homeostaze
energetyczng i metabolizm®>126

Powoduje zmniejszenie wydzielania NPY i AgRP, ktéry jest stymulatorem apetytu. W ten
sposoéb leptyna zmniejsza apetyt oraz pobudza ukfad sympatyczny.

Spadek syntezy leptyny badz niewrazliwosé receptoréw dla tego hormonu mogg prowadzi¢ do
wzrostu masy ciafa i otytosci. Leptyna, dziatajgc poprzez receptory na neuronach POMC/CART
i AgRP/NPY stymuluje wydzielanie POMC, hamuje natomiast synteze NPY w OUN, przekazujac
informacje do ARC o zapasach energetycznych’é.

Jej stezenie w surowicy rosnie wprost proporcjonalnie do ilosci biatej tkanki ttuszczowej
w organizmie, natomiast spadek jej stezenia informuje organizm o konicznosci
magazynowania energii. Pocigga to za sobg wyhamowanie innych, zbednych w okresie gtodu
funkcji, takich jak m.in. reprodukcja®?’.

Stany chorobowe, takie jak wywotany wysitkiem fizycznym czy zaburzeniami odzywiania FHA
sg zwigzane z niskim stezeniem leptyny!?8129.130 \Wykazano, ze egzogenne podawanie leptyny
w FHA moze unormowad $rednie stezenie LH w surowicy oraz przywréci¢ prawidtowe
pulsacyjne wydzielanie LH, co skutkuje wystepowaniem owulacyjnych cykli miesigczkowych.
Ponadto podawanie leptyny przywraca u tych pacjentek prawidtowg gospodarke w zakresie
hormondw tarczycy, IGF-1 oraz parametréw metabolizmu kostnego!*,
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Grelina

Grelina, odkryta w 1999 roku w komdrkach zotadka szczura, jest wytwarzana w komadrkach
oktadzinowych trzonu i dna zofadka (X/A-like cells) i jest uznawana za stymulator
przyjmowania pokarmu u gryzoni i ludzi (dziatanie oreksygeniczne), wydzielany w czasie
g’rodzenia128'129'121'131.

Dziatajac przez receptor GHSR1 zlokalizowany na neuronach podwzgdrza zaangazowana jest
w kontrole réwnowagi energetycznej przez pobudzanie apetytu i zwiekszanie pobierania
pokarmu. Odpowiada ponadto za oszczedzanie zgromadzonej tkanki ttuszczowej, dodatkowo
zwieksza motoryke i wydzielanie kwaséw zotgdkowych3?,

Grelina zwieksza przyjmowanie pokarmu poprzez aktywacje neurondéw AgRP/NPY.
Jednoczesnie pobudzone przez greline neurony AgRP/NPY wydzielajg GABA, ktéry hamujac
neurony POMC/CART, wzmacnia dziatanie oreksygeniczne wywierane w podwzgdrzu'?:,

U gryzoni poziom greliny we krwi wzrasta podczas gtodzenia, natomiast ulega obnizeniu po
podaniu pokarmu lub jego wprowadzeniu do zotadka.

Grelina hamujgc pulsacyjne uwalnianie GnRH, stuzy jako sygnat do ttumienia reprodukcji
w czasie gtodu!33134135 podwyziszony poziom greliny moze powodowaé opdzinione
dojrzewanie ptciowe i wywotywaé hipogonadyzm hipogonadotropowy, ponadto moze
prowadzi¢ do nieptodnosci3136,

Osoby otyte wykazujg obnizone stezenie greliny w surowicy. U pacjentéw z jadtowstretem
psychicznym zaobserwowano natomiast podwyzszone stezenie krazacej w surowicy greliny.
Ponadto, w przeciwienstwie do oséb zdrowych, poziom greliny u pacjentéw z jadtowstretem
psychicznym nie zmniejsza sie po positkach. Zaobserwowano réwniez, ze po udanym leczeniu
zaburzen odzywiania dochodzi do spadku stezenia greliny w surowicy!37/138,

Wykazano pozytywna korelacje miedzy stezeniem greliny w surowicy a aktywnoscig ruchowg
u szczuréw, jednak funkcja greliny w regulacji aktywnosci fizycznej u ludzi nie jest jeszcze

catkowicie wyjasnionat®,

Do tej pory zaobserwowano, ze intensywny wysitek fizyczny
zwieksza stezenie greliny w surowicy oséb chorych na cukrzyce typu 2, w tym przypadku
poprawiajgc wyniki kontroli metabolicznej tych pacjentow3°. Najnowsze badania wykazaty,
ze réwniez u pacjentek z jadtowstretem psychicznym wystepuje pozytywna korelacja miedzy

intensywno$cig wysitku fizycznego a stezeniem greliny w surowicy®3,
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Peptyd YY

Peptyd YY (ang. peptide YY, PYY) jest neuropeptydem syntetyzowanym gtéwnie w komaérkach
dokrewnych L dystalnej czesci jelita czczego. Wywiera dziatanie anoreksygeniczne, hamujgc
ekspresje NPY i AgRP oraz pobudzajgc neurony POMC/CART w obszarze jadra tukowatego.

Wydzielanie PYY jest stymulowane przez przyjmowanie positkdw!3’. PYY zmniejsza taknienie
poprzez hamowanie motoryki jelit i oprdzniania zotadka, ponadto hamuje wydzielanie soku
zotadkowego.

Pacjentki z jadfowstretem psychicznym prezentujg zwiekszone stezenia PYY na czczo.
Analogiczne zmiany zaobserwowano u kobiet cierpigcych na FHA wywotane intensywnym
wysitkiem fizycznym. Sugeruje sie w zwigzku z tym, ze podwyzszone stezenie PYY moze brac

udziat w etiopatogenezie jadtowstretu psychicznego40-143,

Insulina

Insulina uwalniana jest z trzustki w wyniku wzrostu stezenia glukozy i wywotuje reakcje
anoreksygeniczne aktywujgc uktad neuronéw POMC/CART. Badania wskazujg, ze obnizone
stezenie insuliny moze powodowaé opdinione dojrzewanie ptciowe i wywotywac
hipogonadyzm hipogonadotropowy, ponadto moze prowadzi¢ do nieptodnoscit3°136

Waspina

Waspina (ang. visceral adipose tissue-derived serine protease inhibitor, waspin) jest adipoking
produkowang gtownie w tkance ttuszczowej podskdrnej i wisceralnej otytych osdéb
z prawidtowg tolerancjg glukozy. Jej obecnosé¢ wykryto réwniez w jadrach podwzgérza oraz
btonie sluzowej zofadka. Badania na gryzoniach wykazaty, ze waspina wywiera dziatanie
anoreksygeniczne wielokrotnie silniejsze od leptyny, co powoduje zmniejszenie pobierania
pokarmu oraz spadek masy ciatal®*,

Dane dotyczgce stezenia waspiny u pacjentek cierpigcych na FHA s3 niespdjne. Wykazano
bowiem, ze u pacjentek z jadtowstretem dochodzi do podwyzszenia stezenia waspiny, co moze
by¢ ttumaczone opornoscig pacjentek z FAH na waspine. Niemniej, w innych badaniach nie
wykazano istotnych réznic w stezeniu waspiny u pacjentek z FHA4145,

1.4.3. Nesfatyna-1

Nesfatyna-1 (ang. NEFA/nucleobindin-2-encoded satiety- and fat-influencing protein,
nesfatin-1) zostata odkryta w 2006 roku jako jeden z nowych regulatoréw podwzgdrzowego
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osrodka gtodu i sytoscit*®, Jest neurohormonem wykazujgcym gtéwnie dziatanie
anoreksygeniczne, niemniej od momentu jej odkrycia liczne grupy badawcze udowodnity jej
plejotropowy wptyw na organizm cztowiekal#6:147,

Fizjologia wydzielania oraz budowa nesfatyny-1

Nesfatyna-1 zostata wykryta w piynie moézgowo-rdzeniowym szczura jako N-koricowy
fragment pochodzacy z rozktadu nukleobindiny 2 (ang. nucleobindin-2, DNA binding/EF-
hand/acidic protein, NUCB2)®. Jest kodowana przez gen NUCB2, zlokalizowany na krotkim
ramieniu chromosomu 11. Produktem transkrypcji i translacji genu NUCB2 jest peptyd
zbudowany z 420 aminokwaséw (ang. amino acids, AA) sktadajacy sie z peptydu sygnatowego
(24 AA) i peptydu o nazwie nukleobindyna 2 (396 AA). Podejrzewa sig, ze ten ostatni w wyniku
obrdébki potranslacyjnej zostaje pociety przez konwertazy biatkowe (PC) 1/3 i PC2 na trzy
mniejsze fragmenty: nesfatyne-1 (AA 1-82), nesfatyne-2 (AA 85-163) i nesfatyne-3 (AA 166—
396)%4, Nesfatyna-1 ma wysoce konserwatywna strukture molekularng, ktéra charakteryzuje
sie wyrazng homologig sekwencji miedzy ssakami, w tym ludZmi, i gatunkami nizszych
kregowcow.

Gen NUCB2 ulega ekspresji gtéwnie w bfonie sluzowej zotadka i biatej tkance ttuszczowej,
a takze w niewielkim stopniu, w innych narzadach obwodowych, jak np. trzustka
i jadral4®149150.151,152 \W oérodkowym uktadzie nerwowym mRNA NUCB2 wystepuje
w podwzgorzu i pniu mdzgu, m.in. jadrze przykomorowym (ang. paraventricular nucleus,
PVN), jadrze nadwzrokowym (ang. supraoptic nucleus, SON), ARC, bocznym polu podwzgérza
i w warstwie niepewnej (ang. zona incerta)'®>¥41%5  Wykazano, ze nesfatyna-1 moze
przekracza¢ bariere krew-modzg poprzez dyfuzje przezbtonows. To odkrycie sugeruje, ze
krgzgca obwodowo nesfatyna-1 (endogenna lub egzogenna) moze przechodzi¢ do OUN
i wywieraé tam dziatania biologiczne>%%7,

W wiekszosci tkanek gryzoni badanych w kierunku obecnosci nesfatyny-1, na przykfad btonie
Sluzowej zotgdka, trzustce, przednim ptacie przysadki i jadrach, wykryto obecnosé NUCB2 lub
nierozdzielny kompleks NUCB2/nesfatyna-1'*°. Sama nesfatyna-1 zostata jednoznacznie
zidentyfikowana w podwzgérzu i ptynie mézgowo-rdzeniowym gryzoni, a takze w ludzkim
osoczu'®®, Do tej pory nie wiadomo jednak, czy domniemane produkty rozszczepiania NUCB2,
nesfatyna-2 i -3, sg wydzielane in vivo. Ponadto w badaniach na zwierzetach zauwazono, ze
podawanie egzogenne nesfatyny-2 lub nesfatyny-3 nie zmieniato zwyczajéw zywieniowych
badanych zwierzat. Najprawdopodobniej wiec fragmenty: nesfatyna-2 i -3 nie wykazujg

aktywnosci biologicznej'4®

. Wykazano bowiem, ze dla aktywnosci biologicznej szczegdlnie
istotny jest segment AA 24-53 NUCB2, co odpowiada srodkowemu fragmentowi nesfatyny-1

i NUCB2159.160,
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Centralna regulacja wydzielania nesfatyny-1

Nesfatyna-1 uwalniana z podwzgdérzowych neurondéw zlokalizowanych w ARC hamuje
oreksgeniczne neurony AgRP/NPY, nie wptywa natomiast na ekspresje peptydéw
produkowanych przez neurony POMC/CART (Rycina 4)%° Wydaje sie, ze ttumienie
oreksygenicznych neuronéw w ARC moze odgrywac jedng z kluczowych roli w anoreksji
indukowanej nesfatyna-1'¢1, Dodatkowo udowodniono, ze centralne wstrzykniecie a-MSH
zwieksza ekspresje mRNA NUCB2 w podwzgdrzu szczura, natomiast dziatanie nesfatyny-1
zostaje zniesione przez podanie antagonisty MC3-R oraz MC4-R162,

Wydzielanie nesfatyny jest regulowane rowniez przez krazgce adipokiny. Pierwotnie badania
wykazaty, ze leptyna nie moduluje ekspresji NUCB2/nesfatyny-1 w podwzgdérzu szczura,
z drugiej strony hamowanie szlakow nesfatynowych nie wptywa na sygnalizacje
anoreksygeniczng leptyny!*®. Udowodniono bowiem, ze anoreksygeniczne dziatanie nesfatyny
nie jest blokowane u szczuréw z mutacjg receptora dla leptyny'®3. Ponadto, udowodniono, ze
nesfatyna-1 nie wptywa na ekspresje neuropeptydéw produkowanych przez neurony
POMC/CART, 3 posredniczacych w anorektycznym dziataniu leptyny*°. Najnowsze badania
sugerujg jednak, ze aktywnos¢ nesfatyny-1i ekspresja NUCB2 mRNA w neuronach podwzgérza

moze by¢ stymulowana przez leptynel®,

Nesfatyna-1 a bilans energetyczny

Nesfatyna-1 odgrywa istotng role w regulacji metabolizmu, kontroli apetytu, ruchliwosci jelit
i zachowan zywieniowych®°,

Centralne podawanie nesfatyny-1 zmniejsza przyjmowanie pokarmu, hamuje motoryke
zotadka i dwunastnicy oraz zmniejsza mase ciatal4616>166.167 poza tym udowodniono, ze
wstrzykniecie dokomorowe nesfatyny-1 zmniejsza przyjmowanie pokarmu w sposéb zalezny
od dawki, natomiast wstrzykniecie przeciwciata antagonizujgcego dziatanie nesfatyny-1
stymuluje apetyt!*®14’ W badaniu Mortazavi S et al. wykazano, ze ekspresja mRNA NUCB2
w zotgdku oraz w jadrach podwzgdrza istotnie zmniejsza sie po 24-godzinnym okresie
gtodéwki. Udowodniono ponadto, ze krotkotrwaty wlew podskdrny nesfatyny-1 zwieksza
aktywnos¢ fizyczng i spalanie ttuszczu u szczuréw. Towarzyszy temu zmniejszone
przyjmowanie pokarmu i wyhamowanie tempa metabolizmu w poréwnaniu do grupy
kontrolne;j',

Dane literaturowe dotyczgce korelacji nesfatyny-1 a BMI sg niejednoznaczne. Cze$¢ badan
wskazuje na pozytywng korelacje miedzy ww. wskaznikami. Zaobserwowano bowiem istotnie
wyzsze stezenie nesfatyny-1 w przypadku otytosci niz w przypadku obnizonej masy ciatal®®.
Ponadto, zauwazono, ze stezenie nesfatyny-1 w surowicy pozytywnie koreluje z BMI

w badaniu przeprowadzonym na grupie pacjentek z jadtowstretem psychicznym o charakterze
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restrykcyjnym (r= 0,520, p< 0,05)7917%172 |nne badania natomiast wykazujg brak korelaciji, lub
wrecz korelacje negatywng. W badaniach przeprowadzonych na grupie pacjentek
z przedwczesnym dojrzewaniem ptciowym wykazano, ze stezenie nesfatyny-1 koreluje
negatywnie z BMI (p=0,025, r=- 0,81)173173.174175 \Wykazano réwniez, ze obwodowe stezenia
nesfatyny-1 wykazujg istotng ujemng korelacje z BMI, procentem tkanki ttuszczowej
i stezeniem glukozy we krwi'®8, Powyzsze rozbieznosci w literaturze mogg wynikac zaréwno z
réznic miedzy jednostkami chorobowymi, w ktérych zaleznosci byty obserwowane, czy tez
wptywu innych czynnikdw metabolicznych, nie branych do tej pory pod uwage w powyzszych
analizach. Podejrzewa sie natomiast, ze ujemna korelacja miedzy BMI a nesfatyng-1, wykryta
w niektorych grupach chorych, moze wynikac z faktu, iz obnizone stezenie nesfatyny-1 moze
stymulowadé apetyt i powodowaé wzrost BMI'74,

Nesfatyna-1 a stres i zaburzenia nastroju

Niedawno przeprowadzone badania sugerujg, ze ostry stres jest jednym z czynnikdéw
aktywujacych neurony wykazujgce ekspresje nesfatyny-1 w ARCY®, Wykazano, ze szczury
narazone na ostry stres wykazywaty zwiekszong ekspresje mRNA NUCB2 i CRH w podwzgdrzu
oraz zwiekszone stezenie nesfatyny-1 w osoczu. Dodatkowo, stezenie nesfatyny-1 byto
pozytywnie skorelowane ze stezeniem CRH w osoczu”’

Zaburzenia wydzielania nesfatyny-1 wystepuja nie tylko w ostrych, ale réwniez w przewlektych
zaburzeniach psychiatrycznych. Ari M. et al. ocenili stezenie nesfatyny-1 w grupie pacjentow
cierpigcych na depresje. Wykazano, ze pacjenci cierpigcy na silne zaburzenia depresyjne majg
wyzisze stezenie nesfatyny-1 w surowicy, w porownaniu do populacji zdrowej, odwrotng
zalezno$¢ wykazano natomiast w badaniu przeprowadzonym na grupie pacjentéw
z uogdlnionymi zaburzeniami lekowymi7&179,

Badania oceniajgce stezenie nesfatyny-1 w osoczu otytych mezczyzn i kobiet w zaleznosci od
stopnia nasilenia stresu, leku i depresji wykazaty silng zalezno$¢ miedzy stezeniem nesfatyny-
1 a nasileniem leku. U kobiet zaobserwowano dodatnig korelacjg, podczas gdy u mezczyzn
stwierdzono odwrotng zalezno$¢. Wykazano dodatkowo, ze nesfatyna-1 korelowata
pozytywnie z nasileniem stresu i depresji jedynie w grupie badanych kobiet, nie mezczyzn.
Wyniki te potwierdzity sugestie, ze nesfatyna-1 jest istotnie zaangazowana w regulacje
nastroju i stresu w sposéb zalezny od ptci'’3.

Nesfatyna-1 a jadtowstret psychiczny

Jadtowstret psychiczny z zatozenia jest zaburzeniem gospodarki energetycznej, niemniej
czesto jest zwigzany ze zwiekszeniem nasilenia leku i depresjg. Poniewaz udowodniono, ze
wzrost poziomu leku i nasilenie depresji moga wptywad na stezenie nesfatyny-1, podejrzewa
sie, ze moze ona brac udziat w patomechanizmie powstawania jadtowstretu psychicznego oraz
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moze by¢ zaangazowana w modulacje leku i centralng regulacje zachowania zywieniowego
w tej jednostce chorobowej®.

W badaniu Hoffmann et al. udowodniono, ze stezenie krgzgcej w surowicy nesfatyny-1
koreluje dodatnio z nasileniem leku, a nie z BMI u pacjentek cierpigcych z powodu
jadtowstretu psychicznego®0. Z drugiej jednak strony, w innym badaniu wykazano, ze poziomy
nesfatyny-1 w osoczu byty znacznie nizsze w grupie chorych na jadtowstret psychiczny o typie

restrykcyjnym niz w grupie kontrolnej’°.

Obserwacje te sugerujg, ze w przypadku
jadtowstretu psychicznego, stezenie nesfatyny-1 moga by¢ regulowane zaréwno przez stan

odzywienia, gtdd, jak i rowniez przez nasilenie leku.
Nesfatyna-1 a funkcje rozrodcze

Nesfatyna-1 zaangazowana jest rowniez w interakcje miedzy statusem energetycznym
a uktadem rozrodczym®>182,

Podczas prawidtowego procesu dojrzewania ptciowego dochodzi do zwiekszenia ekspres;ji
NUCB2 mRNA w podwzgdrzu. Wykazano rédwniez, ze obnizenie podwzgdérzowej ekspresji
NUCB2 mRNA moze opdznia¢ dojrzewanie ptciowe i powodowac obnizenie stezenia LH
i wielkosci jajnikdw u osobnikéw o prawidtowym statusie energetycznym®. Dane pochodzace
z badan na szczurach wskazujg, ze podawanie dokomorowe bardzo wysokich dawek
nesfatyny-1 zwieksza stezenie LH i FSH u samcow szczuréw?!®3, Dodatkowo zauwazono, ze
krotkotrwate gtodzenie powoduje gwattowny wzrost odpowiedzi, ktéry powoduje 9-krotny
wzrost poziomu LH w ciggu zaledwie 15 minut po wstrzyknieciu dokomorowym
nesfatyny-1182,183 184 '\W zwigzku z tym podejrzewa sie, ze spadek stezenia nesfatyny-1 moze
by¢ jednym z domniemanych czynnikéw etiopatogenetycznych rozwoju hipogonadyzmu
hipogonadotropowego.

W ostatnich badaniach udowodniono, ze syntetyczna nesfatyna-1 zwieksza ekspresje
receptora dla KISS1 i GnRH w komérkach GT1-7 (mysie komorki podwzgoérza) oraz
podjednostki B LH w LBT2 (mysie komdrki przysadki)'4:1>, Z drugiej strony syntetyczna KISS1
zwieksza ekspresje zaréwno mRNA, jak i samego biatka NUCB2 w komoérkach GT1-7,
analogiczne dziatanie na komorki GT1-7 i LBT2 wywierat testosteron, podczas gdy estradiol
zwiekszat ekspresje mRNA NUCB2 tylko w komérkach LBT2!4’. Badanie to udowodnito, ze
nesfatyna-1 dziata na neurony podwzgdérza, wywotujgc stymulujgcy wptyw na uktad
hormonalny regulujacy reprodukcje u myszy. Z kolei hormony steroidowe gonad modulujg

147 Ponadto, egzogenne

ekspresje  NUCB2/nesfatyny-1 w podwzgdérzu oraz przysadce
podawanie KISS1 moze powodowaé zwiekszenie wydzielania nesfatyny-1 w OUN, co moze

odpowiadaé posrednio za anoreksygeniczne dziatanie KISS1%8>,

Powyzej przytoczone obserwacje sugerujg, ze nesfatyna-1 petni role stymulujacg o$
podwzgdrze- przysadka- jajnik. W niedawno opublikowanym badaniu wykazano natomiast, ze
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dokomorowe podawanie nesfatyny-1 znacznie zmniejsza ekspresjc mRNA dla GnRH
w podwzgdrzu, ekspresje FSH i LH mRNA w przysadce oraz ekspresje testosteronu w surowicy
u dorostych samcéw szczuréw, co w tym przypadku sugeruje raczej hamujgcg role
nesfatyny-1 na osi podwzgdrze - przysadka - jajnik!8e.

Podejrzewa sie, ze poza bezposrednig stymulacjg wydzielania GnRH przez nesfatyne-1, moze
ona wptywaé na funkcje rozrodcze w sposéb posredni. Wykazano, ze niedawno odkryty
neuropeptyd feniksyna, ulega silnej koekspresji z nesfatyng-1 w obrebie wielu jader
podwzgdrza (ARC, PVN, brzuszno-brzuszne i boczne podwzgérze). Az 86+/-6% neurondw
wykazujacych ekspresje feniksyny w jadrze fukowatym wykazuje koekspresje nesfatyny-1187,

Uwaza sie, ze feniksyna moze by¢ potencjalnym posrednikiem w reakcjach miedzy nesfatyna-
1 a uktadem rozrodczym?'®’. Udowodniono, ze zwieksza ona wydzielanie FSH oraz LH poprzez
wzrost ekspresji genu GnRH, wzrost syntezy i sekrecji GhRH w podwzgdrzu oraz wzrost
ekspresji receptora GnRH w przysadce!®. Feniksyna, dziatajgc poprzez receptor GPR173 (ang.
G-protein coupled receptor 173), aktywuje szlaki cAMP/kinaza biatkowa A, a przez to
zwiekszenia wydzielania GnRH**.

W ostatnich badaniach wykazano, ze feniksyna w sposdb zalezny od dawki zwieksza stezenie
LH w osoczu samic szczuréw!®. Odwrotnie, u szczuréw z mutacjg inaktywujaca gen feniksyny
dochodzito do opdinienia dojrzewania pfciowego oraz redukcji ekspresji receptora GnRH
w przysadce'®1%0, Jako ze feniksyna zwieksza stezenie LH, podejrzewa sie, ze jej podwyzszone
stezenie moze brac¢ udziat w patogenezie PCOS. Wykazano bowiem pozytywng korelacje
miedzy feniksyng a stezeniem FSH, LH, BMI i nesfatyng-1 oraz negatywna korelacje
z estradiolem u pacjentek z PCOS*°,
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2. CEL PRACY

Celem pracy jest ocena dysfunkcji podwzgérza w oparciu o stezenia wybranych
neurohormondw (NKB oraz nesfatyny-1) u pacjentek z czynnosciowym podwzgdrzowym
brakiem miesigczki przed i po 6 miesigcach terapii estrogenno-progestagennej.

Badanie ma na celu okreslenie czy wydzielanie wymienionych neurohormondéw ulega
zaburzeniu u pacjentek z FHA (poréwnanie grupy badane;j i kobiet zdrowych, dobranych pod
wzgledem wieku). Ponadto badanie stezert NKB i nesfatyny-1 w surowicy po 6 miesigcach
leczenia ma na celu odpowiedzenie na pytanie, czy ewentualne zaburzenia wydzielania
wymienionych neurohormondéw majg charakter pierwotny, czy wtérny do zaburzen na
poziomie gonady oraz w jaki sposéb standardowo stosowana terapia wptywa na rGwnowage
neurohormonalng na poziomie podwzgdrza.

Oceniono stezenia estradiolu, gonadotropin: FSH i LH, androgendw: testosteronu, siarczanu
dehydroepiandrosteronu (ang. dehydroepiandrosterone sulfate, DHEA-S) tyreotropiny (ang.
thyroid-stimulating hormone, TSH), wolnej tyroksyny (ang. free thyroxine, fT4), prolaktyny
(ang. prolactin, PRL) w surowicy krwi.

Do parametrow metabolicznych badanych w niniejszej pracy nalezg:

- stezenia glukozy oraz insuliny w surowicy, oznaczane na czczo, z oceng wskaznika
insulinoopornosci HOMA-IR

- stezenia frakcji lipidowych osocza: cholesterolu catkowitego, frakcji lipoprotein o wysokiej
gestosci (ang. high density lipoprotein, HDL), frakcji lipoprotein o matej gestosci (ang. low-
density lipoprotein, LDL) oraz trdjgliceryddw.

W badaniu wzigto tez pod uwage mozliwy wptyw czynnikéw antropometrycznych:
- masy ciata, wzrostu i wyliczonego na ich podstawie wskaznika BMI.

Dodatkowo wykonano ocene gestos$ci mineralnej kosci z obliczeniem wskaznika T-score oraz
Z-score.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Grupa badana

Do | etapu badania wtgczono 147 kobiet w wieku od 15 do 39 lat (minimum 2 lata po
menarche) z rozpoznaniem FHA hospitalizowanych w Katedrze i Klinice Endokrynologii
Ginekologicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Pacjentki zostaty wigczone do
badania w momencie diagnozy FHA.

U kazdej z pacjentek rozpoznano czynnosciowy podwzgdrzowy brak miesigczki na podstawie
ponizszych kryteriéw zgodnych z wytycznymi Endocrine Society z 2017 roku oraz danymi
z literatury:

1. rozpoznanie wtdrnego braku miesigczki, okreslanego jako brak miesigczki przez okres
dtuzszy niz 90 dni, niezwigzany z cigza
obnizone stezenie LH w surowicy krwi (<5 miU/ml)
obnizone stezenie estradiolu w surowicy krwi (<50 pg/ml)

Kazda pacjentka wtgczona do badania podata w wywiadzie co najmniej jeden z czynnikéw
ryzyka FHA: stres, intensywny wysitek fizyczny lub spadek masy ciata.

Celem potwierdzenia FHA u kazdej pacjentki wykonano test czynnosciowy z GnRH, uzyskujgc
prawidtowg odpowiedz przysadki mézgowej na egzogenne podanie GnRH.

Do Il etapu badania wtgczono 55 pacjentek, u ktérych stosowano hormonalng sekwencyjng
terapie estrogenno-progestagenng (2 mg 17-B-estradiolu + 10 mg dydrogesteronu) przez 6
miesiecy.

Kryteria wykluczenia z grupy badanej:
- jadtowstret psychiczny zdiagnozowany zgodnie z najnowszg, V wersjg DSM z 2013 roku
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) jako*®?:

1. Ograniczenia poboru energii wzgledem zapotrzebowania prowadzace do znaczgco
niskiej masy ciata w kontekscie, wieku, ptci, rozwoju psychofizycznego i zdrowia
fizycznego. Znaczgco mniejsza masa jest zdefiniowana jako masa, ktéra jest mniejsza
niz minimalna normalna a dla dzieci lub mtodziezy, mniejsza niz minimalnie
oczekiwana.
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2. Intensywny lek przed przyrostem masy ciata i przytyciem, lub zaciekte zachowanie,
ktore koliduje z przyrostem masy ciata, nawet gdy masa ciata jest znaczgco niska.

3. Zaktécenie postrzegania wtasnej masy i ksztattu wiasnego ciata, nadmierny wptyw
masy ciata lub jego ksztattu na samoocene albo zaprzeczanie realnosci aktualnie niskiej
masy ciafa;

- niedoczynno$¢ przysadki jatrogenna lub w przebiegu urazéw czaszkowo-mdzgowych,
zespotu Sheehana lub innych zespot przebiegajacy z hipopituitaryzmem, stwierdzona na
podstawie badan hormonalnych i testu czynnosciowego z gonadoliberyng lub w wywiadzie;
- zaburzenia miesigczkowania o innej etiologii niz podwzgdrzowa (hiperprolaktynemia,
niedoczynnos$é/nadczynnosé tarczycy, zespdt policystycznych jajnikéw, zespét lub choroba
Cushinga);
- stwierdzone w wywiadzie lub badaniu ginekologicznym badz ultrasonograficznym
narzgdu rodnego, nieprawidtowosci morfologiczne w obrebie uktadu rozrodczego, ktére
mogg by¢ przyczyng zaburzen miesigczkowania o charakterze pierwotnego lub wtdrnego
braku miesigczki;
- stosowanie obecnie lub w czasie ostatnich szesciu miesiecy leczenia hormonalnego;
-ztosliwe rozrosty nowotworowe lub nowotwory hormonalnie zalezne- aktywne lub
w wywiadzie;
- wystepowanie bezwzglednych przeciwwskazan do hormonalnej terapii zastepczej:

1. przebyta zylna choroba zakrzepowo-zatorowa (ZChZz); wysokie ryzyko ZChzz
zle kontrolowane nadcisnienie tetnicze
przebyty zawat serca, niestabilna choroba wiericowa
przebyty udar mézgu
aktywna choroba watroby, niewydolno$¢ watroby

o Vs wWwN

podejrzenie trombofilii wrodzonej

3.2. Grupa kontrolna

Grupe kontrolng stanowito 88 zdrowych kobiet dobranych pod wzgledem wieku do grupy
badanej.

Do grupy kontrolnej zakwalifikowano kobiety, wedtug nastepujgcych kryteridéw:

- wiek od 15 do 39 lat,

- prawidtowa masa ciata (BMI 18,5-24,9 kg/m?)

- brak epizoddw odchudzania sie w wywiadzie przez ostatnie 12 miesiecy,

- regularne cykle miesigczkowe (miesigczki co 2845 dni) w ciggu ostatniego roku

- brak zaburzen endokrynologicznych w zakresie przysadki, tarczycy i nadnerczy, stwierdzona
na podstawie badan hormonalnych oraz na podstawie wywiadu,

- brak stosowania leczenia hormonalnego w ciggu ostatnich szesciu miesiecy.
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Wszystkie pacjentki wigczone do badania uzyskaty informacje na temat celu oraz przebiegu
badania i wyrazity na nie pisemng, poinformowang i Swiadomg zgode.

Badanie otrzymato zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu (uchwata nr 1265/18)

3.3. Metodyka

Badanie podmiotowe

Pacjentki grupy badanej i kontrolnej byty hospitalizowane w Katedrze i Klinice Endokrynologii
Ginekologicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

Ze wszystkimi pacjentkami, wtgczonymi zaréwno do grupy badanej, jak i kontrolnej zebrano
szczegbtowy wywiad lekarski. Wywiad medyczny sktadat sie m.in. z nastepujacych informacji:
1. wiek wystgpienia pierwszej miesigczki, dtugos¢ cyklu miesigczkowego oraz krwawienia
miesigczkowego w przesztosci, bolesnosc i obfitosé miesigczek w wywiadzie;
2. czas trwania braku miesigczki;
wystgpienie czynnikdw ryzyka FHA: spadek masy ciata, czas trwania ewentualnego
odchudzania, wystgpienie w przesztosci silnego stresu lub znacznego wysitku
fizycznego;
dotychczasowe leczenia hormonalne;
przeszto$é potoznicza;
choroby przewlekte;
przyjmowane leki;
przebyte operacje;

L X N Uk

uczulenia na leki;
10. wywiad rodzinny.

Badanie przedmiotowe

U wszystkich pacjentek przeprowadzono badanie przedmiotowe, obejmujace:
- mase ciata, wzrost; obliczenie wskaznika masy ciata - BMI (Body Mass Index) [kg/m?].
W badaniu przyjeto nastepujgce przedziaty wartosci BMI:

16 — 16,99 kg/m? — wychudzenie;

17 — 18,49 kg/m?- niedowaga;

18,5-24,9 kg/m?- norma;
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25-29,9 kg/m?-nadwaga;
30-39,9 kg/m?- otytos¢;

>40 kg/m?- otyto$é ogromna.

- badanie ginekologiczne,

- ocena cech hiperandrogenizacji (hirsutyzm w skali Ferrimana-Gallweya, tradzik, tysienie typu
meskiego);

Diagnostyka obrazowa

Badanie ultrasonograficzne narzagdu rodnego sondg dopochwowg [sonda dopochwowa Aloka
Prosound Alpha 6, Hitachi Aloka Medical Ltd., Tokyo, Japan]

W sktad badania USG wchodzita ocena USG narzaddw miednicy mniejszej dostepnych w
badaniu, ocena trzonu macicy w 3 wymiarach, ocena grubosci oraz echogenicznosci
endometrium, ocena wielkosci jajnikdw w 3 wymiarach z obliczeniem objetosci jajnikéw,
ocena morfologii jajnikdw z oceng wystepowania pecherzyka dominujgcego, ciatka zéttego lub
zmian ogniskowych przydatkéw.

Diagnostyka laboratoryjna

U kazdej pacjentki witgczonej do badania zostata pobrana krew z zyty fokciowej przez
tymczasowy kontakt zylny do suchej, plastikowej probéwki w godzinach rannych (6.00 do
10.00). Przed pobraniem krwi pacjentki pozostawaty na czczo przez okres 8-10 godzin. Po
pobraniu krew poddawano wirowaniu z przyspieszeniem 1500 g przez 10 minut celem
pozyskania surowicy krwi. Uzyskang surowice zamrozono w -80°C celem wykonania dalszych
oznaczen. Wartosci referencyjne badanych parametrow podano w Tabeli lll.

W grupie badanej krew pobrana zostata po zakwalifikowaniu pacjentki do grupy z FHA oraz po
6 miesigcach hormonalnej terapii estrogenno-progestagenne;.

W grupie kontrolnej krew pobierana byta w fazie folikularnej, okoto 11-13 dnia cyklu, przy
wspotistnieniu pecherzyka dominujgcego w jajniku (10 lub wiecej mm srednicy) oraz stezeniu
estradiolu >90 pg/ml.

Badanie surowic krwi pacjentek z grupy badanej i kontrolnej zostato przeprowadzone
w Centralnym Laboratorium Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala Klinicznego UM
w Poznaniu.
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Tabela lll. Wartosci referencyjne badanych parametréw laboratoryjnych

Parametr

Wartos¢ referencyjna

Parametry hormonalne

FSH [mIU/mL]

Faza folikularna: 3,5-12,5
Faza okotoowulacyjna: 4,7-21,5
Faza lutealna: 1,7-7,7

LH [mIU/mL]

Faza folikularna: 2,4-12,6
Faza okotoowulacyjna: 14,0-95,6
Faza lutealna: 1,0-11,4

Estradiol [pg/mL]

Faza folikularna: 12,5-166
Faza okofoowulacyjna: 41,0-398,0
Faza lutealna: 22,3-341,0

Prolaktyna [ng/mL] 4,74-23,3
Kortyzol 8.00 [nmol/L] 166-507
Testosteron [ng/mL] 0,06-0,82
DHEA-S [umol/L] 1,65-9,15
TSH [ulU/mL] 0,27-4,2
fT4 [ng/dL] 0,93-1,7
Parametry metaboliczne

Glukoza [mg/dl] 55-99
Insulina [mU/mL] 2,6-24,9

HOMA-IR <2,5

TCh [mg/dL] <190

HDL [mg/dL] >45

LDL [mg/dL] <115

TG [mg/dL] <150

Neurohormony
NKB [ng/L] brak
Nesfatyna-1 [mmol/L] brak

Stezenie FSH, LH, estradiolu, prolaktyny, testosteronu, DHEA-S, kortyzolu oznaczono
w godzinach porannych (6.00-10.00). Oznaczono réwniez parametry réwnowagi tarczycowej,
TSH, fT4, wykluczajac patologie tarczycy (Tabela Ill). Oznaczenia stezenia wymienionych
hormondéw zostalty wykonane metodg elektrochemiluminescencji (ECLIA) za pomoca
analizatora Cobas €601, ECLIA technika
elektrochemiluminescencyjna, metoda, w ktérej za emisje swiatta z wzbudzonych czgsteczek

Roche Diagnostics International. to

odpowiedzialny jest szereg reakcji rodnikowych, zachodzacych na powierzchni elektrody
Do
immunochemicznego typu sandwicz. Jest to metoda niekompetycyjna z zastosowaniem

platynowej. powstania rodnikbw dochodzi w wyniku wykorzystania testu

nadmiaru przeciwciat. W pierwszym etapie antygen obecny w badanej prébce inkubowany
jest dla antygenu
monoklonalnymi przeciwciatami swoistymi dla wyzej wymienionych hormondéw. W trakcie

z biotynylowanymi przeciwciatami swoistymi badanego oraz
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szeregu reakcji chemicznych powstajg substancje tworzgc niestabilne rodniki, ktéry przy
powrocie do stanu podstawowego emitujg swiatto o dtugosci fali 620 nm rejestrowane przez
fotopowielacz. Stezenie badanej substancji jest odwrotnie proporcjonalne do odczytu emisji
fotonu.

Oznaczono réwniez parametry wyrdwnania metabolicznego pacjentek: glukozy oraz insuliny
na czczo (oraz wskaznik HOMA-IR obliczony ze wzoru: poziom insuliny we krwi na czczo
(mu/ml) x poziom glukozy we krwi na czczo (mmol/1)/22,5)

Dodatkowo oznaczono profil lipidowy, zawierajgcy stezenie cholesterolu catkowitego, frakcji
HDL, frakcji LDL oraz tréjglicerydéw. Pomiar stezenia TC, HDL, LDL i TG wykonany zostat
metoda enzymatyczno-kolorymetryczng. W analizie enzymatycznej reakcje barwng poprzedza
reakcja katalizowana przez enzym. W szeregu reakcji chemicznych, w obecnosci peroksydazy
powstaje nadtlenek wodoru, ktéry reagujac z odpowiednimi substratami, daje odpowiedni
zabarwione produkty. Intensywnos¢ powstatego zabarwienia jest wprost proporcjonalna do
stezenia badanej substancji w prébce. Oznaczenie jest wykonane poprzez pomiar wzrostu
absorbancji mierzonej fotometrycznie.

Stezenie insuliny w surowicy zostato oznaczone metodg ECLIA, stezenie glukozy na czczo
natomiast referencyjna metoda enzymatyczna z heksokinaza, polegajaca na fosforylacji
glukozy przez ATP do glukozo-6-fosforanu. Reakcja ta katalizowana jest przez heksokinaze.
Nastepnie dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa utlenia glukozo-6-fosforan w obecnosci
NADP do gluko-6-fosforanu. Utlenieniu nie ulega Zzaden inny weglowodan. Tempo
powstawania NADPH w trakcie reakcji jest bezposrednio proporcjonalne do stezenia glukozy
i mierzone jest metodg fotometryczna.

Ocena stezenia NKB oraz nesfatyny-1 w surowicy krwi

U kazdej pacjentki w grupie badanej w | i Il etapie badania (przed i po 6 miesigcach terapii
estrogenno-progestagennej) oraz w grupie kontrolnej zostato wykonane oznaczenie stezenia
NKB oraz nesfatyny-1 w surowicy krwi.

Ocena stezenia NKB oraz nesfatyny-1 w surowicy zostata wykonana metodg kompetycyjng
ELISA. Studzienki reakcyjne znajdujgce sie na mikroptytce zostaty juz wstepnie optaszczone
badang substancjg (odpowiedni NKB i nesfatyng-1) w okreslonej ilosci. Metoda polega na
dodaniu materiatu badanego, a nastepnie przeciwciata skierowane przeciwko NKB i nefatynie-
1 znakowanego biotyna. Na tym etapie podczas 45 min inkubacji w 37 stopniach C, zachodzi
wspotzawodniczenie (kompetycja) ograniczonej ilosci NKB i nesfatyny-1 zakotwiczonej na
fazie statej (dno studzienki) z NKB i nesfatyng-1, ktéra znajduje sie w materiale badanym
0 miejsce wigzania z przeciwciatem przeciw NKB i nesfatynie-1 zwigzanym z biotyna.
Nastepnie podczas ptukania zostajg usuniete niezwigzane z fazg statg kompleksy NKB
i nesfatyny-1 (z materiatu badanego) + przeciwciato-biotyna. Po dodaniu streptawidyny

49



koniugowanej z enzymem (peroksydazg chrzanowg) nastepuje inkubacja 30 min w 37
stopniach C. Dzieki wykorzystaniu bardzo swoistego i silnego powinowactwa streptawidyny
i biotyny do istniejagcego juz kompleksu na fazie statej zostaje dotgczony koniugat
(streptawidyna potgczona z enzymem). Kolejne ptukanie usuwa nadmiar niewykorzystanego
koniugatu. Kolejnym krokiem jest dodanie bezbarwnego substratu dla enzymu, czyli
Tetrametylobenzydyny (TMB). Ponownie inkubujemy ok. 10-20 min w 37 stopniach C. w tym
czasie enzym rozktada TMB tworzac produkt barwy niebieskiej. Po uptywie tego czasu
zatrzymujemy prace enzymu dodajgc kwasu siarkowego. Nagte zakwaszenie Srodowiska
reakcji doprowadza do zmiany barwy powstatego produktu z niebieskiej na z6ttg. Absorbancje
mierzymy przy dtugosci fali 450nm. Absorbancja jest odwrotnie proporcjonalna do stezenia
badanej substancji.

Ocena gestosci mineralnej kosci

U kazdej pacjentki w grupie badanej w li Il etapie badania (po 6 miesigcach terapii estrogenno-
progestagennej) oraz w grupie kontrolnej zostato wykonane badanie gestosci mineralnej kosci
metoda dwuenergetycznej absorpcjometrii rentgenowskiej (DXA) (aparat Lunar Prodigy
Primo, General Electric, USA). DXA zostato wykonane z odcinka L1-L4 kregostupa ledZzwiowego.
Obliczono T-score (pacjentki 218 roku zycia) oraz Z score (pacjentki <18 roku zycia), gdzie
T-score okredla stosunek gestosci mineralnej kosci (BMD) osoby badanej do $redniej gestosci
kosci zdrowej osoby w wieku 30 lat, a Z-score jest iloscig odchylen standardowych BMD osoby
badanej w populacji oséb tej samej ptci i w tym samym wieku (wykorzystywany u mtodych
pacjentek).

Interwencja lecznicza

U 55 pacjentek z FHA (grupa badana), wtgczonych do Il etapu badania, w momencie diagnozy
zostata wtgczona sekwencyjna hormonalna terapia estrogenno-progestagenna (2 mg 17-B-
estradiolu + 10 mg dydrogesteronu) przez 6 miesiecy (pierwszoliniowa terapia zalecana przez
Endocrine Society, wedtug Charakterystyki Produktu Leczniczego zatwierdzona do leczenia na
terenie Polski jako hormonalna terapia zastepcza (HTZ)).

Analiza statystyczna

Cechy badane (oznaczone i wyliczone) opisano jako warto$é¢ sSrednig i odchylenie
standardowe, mediane oraz rozstep kwartylowy (wartosci median oraz rozstepu
kwartylowego podawano ze wzgledu na brak zgodnosci z rozktadem normalnych niektérych
badanych parametréw). Zgodnos¢ z rozktadem normalnym zostata sprawdzona testem
Shapiro-Wilka. Grupy poréwnywano za pomocg testu t-Studenta dla préb niezaleznych (gdy
w grupie wystepowat rozktad zgodny z normalnym) lub testu nieparametrycznego Manna-
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Whitney'a, gdy rozktad nie byt zgodny z rozktadem naturalnym. Wartosci przed leczeniem oraz
po leczeniu w grupie badanej poréwnano wykorzystujgc test t-studenta dla prob zaleznych
(gdy w grupie wystepowat rozktad zgodny z normalnym) lub test Wilcoxona (gdy rozktad nie
byt zgodny z rozktadem naturalnym). Zaleznos$¢ miedzy parametrami badano wyznaczajgc
wspotczynnik korelacji Pearsona (po potwierdzeniu zgodnosci z rozktadem normalnym) lub
wspotczynnik korelacji nieparametrycznej Spearmana. p < 0,05 uznano za istotne
statystycznie.

W analizie statystycznej wykonano réwniez analize krzywych ROC oraz poréwnanie krzywych
ROC. Przeprowadzono réwniez analize wielowymiarowg metoda regresji wielowymiarowej
oraz dwoma metodami Data Miningu: analizg skupien metodg K-$rednich oraz metoda drzew
klasyfikacyjnych, okreslajac jednoczesny wptyw kilku czynnikéw na prawdopodobienstwo
wystgpienia wtérnego braku miesigczki.

Obliczenia wykonano przy pomocy pakietu statystycznego oraz zestawu medycznego
STATISTICA (data analysis software system), v. 13 (Dell Inc. (2016). Dell Statistica (data analysis
software system), version 13), przy wspodtpracy z Katedrg i Zaktadem Informatyki i Statystyki
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
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4. WYNIKI

4.1. Pordwnanie grupy badanej przed leczeniem z grupa kontrolna

4.1.1.

Do grupy badanej wtgczono 147 pacjentek spetniajgcych kryteria rozpoznania FHA zgodnie
z wytycznymi Endocrine Society? (mediana wieku pacjentek wynosita 24 lata), podczas gdy do
grupy kontrolnej wtgczono 88 zdrowych kobiet zgodnie z wyzej opisanymi kryteriami. Sredni
czas trwania braku miesigczki w grupie badanej wynosit 10,48 miesigca, z mediang 6 miesiecy

(Tabela 1V).

Charakterystyka grupy badanej i kontrolnej

Tabela IV. Poréwnanie danych antropometrycznych miedzy grupqg FHA a grupg kontrolng.

FHA Grupa kontrolna
Srednia +SD Sredni? +SD Wartoéé p
Mediana Mediana
Gorny i dolny kwartyl Gorny i dolny kwartyl
25,0245,24 29,066,37
Wiek [lata] 24,0 28,0 <0,001
21,0-28,0 24,0-35,0
Czas trwania 10,48+10,65
wtdérnego braku 6,0 Nie dotyczy Nie dotyczy
miesigczki [miesigce] 3,0-12,0
166,7616,18 166,46%5,95
Wazrost [cm] 167,0 168,0 0,688
163,0-171,0 162,0-171,0
55,2449,1 62,21+11,61
Masa ciafa [kg] 54,0 60,5 <0,001
49,0-61,0 55,0-67,5
19,64+2,37 21,89+2,55
BMI [kg/m?] 19,2 21,9 <0,001
18,0-21,0 19,9-24,6

p < 0,05 istotne statystycznie; test t-Studenta dla prob niezaleznych (gdy rozktad zgodny z normalnym) lub test Manna-

Whitney'a (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym)

Grupa badana wykazata istotnie statystycznie nizsze BMI oraz mase ciata w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (Rycina 6, Tabela IV). W grupie badanej 17 pacjentek wykazywato
wychudzenie (12%), 43 pacjentki niedowage (29%), natomiast 87 normalne BMI (59%).
W grupie kontrolnej 4 pacjentki (4,5%) wykazywato cechy niedowagi, natomiast 84 pacjentki
(95,5%) normalne BMI.
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Badajac jedynie grupe FHA, nie wykazano istotnej statystycznie réznicy w stezeniu NKB
i nesfatyny-1 w surowicy krwi miedzy grupami z prawidtowym i obnizonym BMI. Srednie
stezenie NKB w surowicy krwi w grupie z prawidtowym BMI wynosito 650,72+343,88 ng/L,
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natomiast w grupie z obnizonym BMI 597,27+296,93 ng/L (p=0,84)(Rycina 7). Analogicznie,
$rednie stezenie nesfatyny-1 w surowicy krwi w grupie z prawidlowym BMI wynosito
5,96+4,04 mmol/L, natomiast w grupie z obnizonym BMI 6,39+5,29 mmol/L (p= 0,62)(Rycina
8). W grupie kontrolnej, analogicznie do grupy badanej, nie znaleziono istotnych statystycznie
réznic w stezeniu NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi miedzy grupami BMI.
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4.1.2. Parametry hormonalne

Wykazano istotne statystycznie réznice w parametrach hormonalnych miedzy grupa
badangi kontrolng (Tabela V). Grupa kontrolna wykazywata istotnie nizsze stezenie estradiolu
i LH w surowicy krwi (mediany w grupie badanej 1,78 mlU/mL oraz 16,94 pg/mL, w grupie
kontrolnej odpowiednio 11,81 mIU/mL oraz 178,25 pg/mL)(Rycina 9,Rycina 10).

Tabela V. Poréwnanie stezen FSH, LH, E2, testosteronu, PRL, DHEA-S, kortyzolu porannego, TSH i fT4 w surowicy krwi miedzy
grupq FHA a grupgq kontrolng.

FHA przed leczeniem | Grupa kontrolna
Srednia+SD Srednia+SD 0
Mediana Mediana
Gérny i dolny kwartyl Goérny i dolny kwartyl
4,59+2,06 5,6811,93
FSH [mIU/mL] 4,64 5,44 <0,001
3,42-5,74 4,425-6,6
1,9841,43 15,55+11,7
LH [mIU/mL] 1,78 11,81 <0,001
0,75-3,16 8,345-18,37
18,77+£11,51 210,17+£120,4
E2 [pg/mL] 16,94 178,25 <0,001
8,28-26,23 116,25-274,25
8,54+5,13 15,26+5,72
PRL [ng/mL] 6,84 15,90 <0,001
5,32-10,24 10,925-18,97
0,31+0,16 0,42+0,19
Testosteron 0,28 0,41 <0,001
[ng/mL]
0,21-0,39 0,28-0,52
7,2412,8 7,5513,1
DHEA-S [umol/L] 7,09 7,20 0,604
5,28-8,9 4,94-9,28
400,95%£129,06 367,29+135,86
Kortyzol 8.00 394,20 344,20 0,020
[nmol/L]
312,5-471,5 271,3-426,5
1,88+0,90 2,41+0,90
TSH [pIU/mL] 1,69 2,32 <0,001
1,12-2,56 1,785-2,93
1,12+0,17 1,2910,16
fT4 [ng/dL] 1,10 1,27 <0,001
1,0-1,21 1,18-1,37

p < 0,05 istotne statystycznie; test t-Studenta dla préb niezaleznych (gdy rozktad zgodny z normalnym) lub test
Manna-Whitney'a (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym)
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Ponadto wykazano istotnie statystycznie nizsze stezenie FSH w surowicy krwi z mediang
w grupie badanej wynoszacg 4,64 mlU/mL oraz 5,44 mlU/mL w grupie kontrolnej.

W grupie badanej zaobserwowano statystycznie istotnie nizsze stezenia testosteronu
w surowicy krwi (mediana w grupie badanej 0,28 ng/mL, natomiast w grupie kontrolnej 0,41
ng/mL. Zaobserwowano nizsze $rednie stezenia DHEA-S w surowicy krwi w grupie badanej,
niemniej bez istotnosci statystyczne;.

Podobng zaleznos¢ stwierdzono dla stezen TSH i fT4 w surowicy krwi, z nizszymi wartos$ciami
w grupie badanej. Dla kolejnego analizowanego hormonu, PRL réwniez odnotowano nizsze
stezenia w surowicy krwi w grupie FHA w stosunku do kobiet zdrowych (mediana w grupie
FHA wynosita 6,84 ng/mL, odpowiednio w grupie kontrolnej 15,90 ng/mL). Ponadto w grupie
badanej stwierdzono statystycznie istotnie wyzsze stezenie w surowicy krwi porannego
kortyzolu (mediany odpowiednio 394,20 nmol/L oraz 344,20 nmol/L)
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4.1.3.  Profil metaboliczny

U pacjentek wtgczonych do badania przeanalizowano rowniez parametry metaboliczne.
Oceniono m.in. parametry gospodarki weglowodanowej: glukoze na czczo i insuline na czczo
w surowicy krwi oraz wyliczono wskaznik HOMA-IR (Tabela VI). Wykazano istotnie
statystycznie nizsze stezenie insuliny w surowicy krwi w grupie badanej, co za tym idzie
réwniez istotnie statystycznie nizsze wartosci wskaznika HOMA-IR (mediany 4,58 mU/mL oraz
0,89 dla grupy badanej, odpowiednio 6,85 mU/mL oraz 1,38 w grupie kontrolnej)(Rycina 14,
Rycina 13). Nie zaobserwowano natomiast istotnej statystycznie réznicy w stezeniu glukozy
w surowicy krwi miedzy grupg FHA i grupa kontrolna.

Tabela VI. Poréwnanie stezen glukozy, insuliny i frakcji lipidowych na czczo w surowicy krwi oraz wskaznika HOMA-IR miedzy
grupq FHA a grupq kontrolna.

FHA przed leczeniem Grupa kontrolna
Srednig +SD Srednié +SD Wartoséé p
Mediana Mediana
Gorny i dolny kwartyl Gorny i dolny kwartyl
I i 5,37+3,0 7,84+3,56
nsulina
(mU/mL] 4,58 6,85 <0,001
3,34-6,6 5,49-9,64
Gluk 78,61+10,06 79,91+8,01
uKoza 78,30 78,80 0,251
[mg/dl]
70,8-85,9 74,35-85,4
1,06+0,64 1,57+0,79
HOMA-IR 0,89 1,38 <0,001
0,63-1,34 1,03-1,87
Cholesterol 183,84+44,66 167,33+£32,34
catkowity 180,40 165,85 0,023
[mg/dL] 159,7-207,3 144,4-187,0
Cholest | 72,15+16,16 64,31+12,87
olestero
HDL [mg/dL] 72,20 62,10 0,007
60,5-83,5 56,8-71,9
Cholesterol 98,231+34,43 103,79+33,95
O'estero 97,50 98,20 0,537
LDL [mg/dL]
77,5-116,6 74,1-123,9
Trilicervd 75,84127,54 75,87433,96
rglicerydy 71,70 70,30 0,823
[mg/dL]
55,4-91,1 53,8-88,5

p < 0,05 istotne statystycznie; test t-Studenta dla prob niezaleznych (gdy rozktad zgodny z normalnym) lub test

Manna-Whitney'a (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym)
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HDL [mg/dL]

Insulina [mU/mL]

Zaobserwowano réwniez istotne statystycznie réznice stezeniach poszczegdlnych frakcji

lipidowych w surowicy krwi. Odnotowano istotne statystycznie réznice w stezeniu TCh,
z statystycznie istotnie wyzszymi stezeniami w grupie badanej (mediany odpowiednio 180,40
mg/dL oraz 165,85 mg/dL). Analogiczng rdznice zaobserwowano w zakresie stezenia frakcji
HDL (mediany 72,20 mg/dL oraz 62,1 mg/dL)(Rycina 12). Nie wykazano natomiast rdéznic

w stezeniach frakcji LDL oraz TG w surowicy krwi (Rycina 11) .
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4.1.4.

W badaniu oceniono rowniez parametry BMD i poréwnano je z wynikami w grupie kontrolnej.
Zaobserwowano statystycznie istotnie nizsze wartosci BMD, T-score i Z-score w grupie FHA
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (mediana BMD odpowiednio 1,06 g/cm? oraz 1,22 g/cm?,
$rednie T-score i Z-score odpowiednio -0,99 oraz -0,99 w grupie badanej i 0,49 oraz 0,49

w grupie kontrolnej)(Tabela VII, Rycina 15)

Metabolizm tkanki kostnej

Tabela VII. Poréwnanie BMD, T-score i Z-score miedzy grupg FHA a grupq kontrolna

FHA przed leczeniem

Grupa kontrolna

Srednia+SD
Mediana
Gorny i dolny kwartyl

Srednia+SD
Mediana
Gorny i dolny kwartyl

Wartos$é p

1,04+0,22 1,27+0,32

BMD [g/cm?] 1,06 1,22 <0,001
0,97-1,15 1,09-1,3
-0,99+1,05 0,4940,82

T-score -0,9 0,5 <0,001
-1,6 - [-0,2] 0,1-[-1]
-0,9941,01 0,49+0,95

Z-score -0,7 0,65 <0,001
-1,4 - [-0,02] 0,4-1,1

p < 0,05 istotne statystycznie; test t-Studenta dla prob niezaleznych (gdy rozktad zgodny z normalnym) lub test
Manna-Whitney'a (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym)
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Rycina 15. Poréwnanie wskaznika T-score miedzy grupg
badangq przed leczeniem a grupq kontrolng
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4.1.5. Stezenie NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi

Analiza stezernt NKB oraz nesfatyny-1 w surowicy krwi w grupie FHA oraz w grupie kontrolnej
wykazata statystycznie istotnie nizsze stezenia NKB oraz nesfatyny-1 w surowicy krwi w grupie

FHA.

Mediana stezen nesfatyny-1 w surowicy krwi w grupie FHA wynosita 4,64 mmol/L, natomiast

w grupie kontrolnej 6,91 mmol/L (p=0,005)(Tabela VIIl, Rycina 16).

Jednoczesnie zaobserwowano statystycznie istotnie nizsze stezenie NKB w surowicy krwi w
grupie FHA w pordwnaniu do grupy kontrolnej. Mediana stezenia NKB w surowicy krwi
wynosita odpowiednio 494,11 ng/L w grupie FHA oraz 636,07 ng/L w grupie kontrolnej

(Rycina 17).

Tabela VIll. Porownanie stezenia nesfatyny-1 oraz NKB w surowicy krwi miedzy grupq FHA a grupg kontrolna.

FHA przed leczeniem

Grupa kontrolna

SredniaSD
Mediana
Goérny i dolny kwartyl

Srednia+SD
Mediana
Goérny i dolny kwartyl

Wartosé p

399,07-795,13

471,84-947,18

Nesfat 1 6,21+4,79 8,64+6,63
estatyna- 464 6,91 0,005
[mmol/L]
2,72-7,57 3,80-10,32
628,35+324,92 721,41+337,57
NKB [ng/L] 494,11 636,07 0,023

p < 0,05 istotne statystycznie; test t-Studenta dla préb niezaleznych (gdy rozktad zgodny z normalnym) lub test
Manna-Whitney'a (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym)
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4.2. Wyniki pacjentek chorujgcych na FHA po leczeniu

4.2.1. Parametry hormonalne

W badaniu przeanalizowano wyniki badann hormonalnych, parametry metaboliczne, BMD
oraz stezenie NKB i nesfatyny-1 po leczeniu u pacjentek z FHA. Ponadto otrzymane wyniki
poréwnano z grupg kontrolng celem sprawdzenia, czy po leczeniu oceniane parametry
w grupie badanej rdznig sie statystycznie istotnie od grupy kontrolnej.

Zaobserwowano, ze po 6 miesigcach leczenia sekwencyjng doustng hormonalng terapia
estrogenno-progestagenng (2 mg 17-B-estradiolu + 10 mg dydrogesteronu) doszto do
istotnego statystycznie wzrostu stezenia E2 w surowicy krwi (mediana przed leczeniem 16,94
pg/mL, po leczeniu 57,72 pg/mL), analogiczng zmiane zaobserwowano w przypadku stezenia
PRL w surowicy krwi (Rycina 18).

Co bardzo istotne, nie zaobserwowano zmiany stezenia LH w surowicy krwi (mediana przed
leczeniem 1,78 miU/mL, po leczeniu 1,63 mlU/mL), podczas gdy zaobserwowano istotny
statystycznie spadek stezenia FSH w surowicy krwi (mediana przed leczeniem 4,64 miU/mL,
mediana po leczeniu 3,83 mIU/mL)(Tabela IX, Rycina 18).

Tabela IX. Stezenia FSH, LH, E2 oraz PRL w surowicy krwi w grupie badanej po leczeniu w poréwnaniu do stanu przed leczeniem
(p1) oraz w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p2).

FHA przed .
P . FHA po leczeniu Grupa kontrolna
leczeniem
Srednia+SD Srednia+SD pl Srednia+SD p2
Mediana Mediana Mediana
Gérny i dolny kwartyl | Gérny i dolny kwartyl Gorny i dolny kwartyl
FSH 4,5912,06 3,31+2,63 5,68+1,93
4,64 3,83 <0,001 5,44 <0,001
[mIU/mL]
3,42-5,74 0,38-5,45 4,43-6,60
LH 1,98+1,43 3,2315,01 15,55+11,7
1,78 1,63 0,456 11,81 <0,001
[mIU/mL]
0,75-3,16 0,1-4,96 8,345-18,37
18,77+11,51 62,45+40,62 210,17+£120,4
E2 [pg/mL] 16,94 57,72 <0,001 178,25 <0,001
8,28-26,23 33,17-80,5 116,25-274,25
PRL 8,5415,13 10,12+7,04 15,26+5,72
(ng/mL] 6,84 7,66 0,005 15,90 <0,001
& 5,32-10,24 5,04-12,46 10,93-18,97

p < 0,05 istotne statystycznie;

pl: porownanie grupy badanej przed i po leczeniu; test t-studenta dla prob zaleznych (rozktad zgodny z normalnym) lub test
Wilcoxona (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym);

p2: poréwnanie grupy badanej po leczeniu z grupq kontrolng; test t-Studenta dla préb niezaleznych (gdy rozktad zgodny
z normalnym) lub test Manna-Whitney'a (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym);
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Rycina 18. Stezenia FSH, LH, E2 oraz PRL w surowicy krwi w grupie badanej po leczeniu
w poréwnaniu do stanu przed leczeniem oraz w poréwnaniu do grupy kontrolnej
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Jednoczesnie zaréwno stezenie FSH, jak i LH, E2 oraz PRL w surowicy krwi pozostato
statystycznie istotnie nizsze po leczeniu w poréwnaniu do grupy kontrolnej, analogiczne do
wynikéw sprzed leczenia.

Badania pacjentek z grupy FHA po leczeniu wykazaty istotny statystycznie spadek stezenia
DHEA-S w surowicy krwi (mediana przed leczeniem 7,09 umol/L oraz 5,86 pmol/L po leczeniu)
oraz istotny statystycznie wzrost stezenia kortyzolu porannego w surowicy krwi (mediana
przed leczeniem 394,20 nmol/L, po leczeniu 457,05 nmol/L)(Tabela X). Nie zaobserwowano
natomiast istotnej statystycznie zmiany stezenia testosteronu w surowicy krwi po leczeniu
pacjentek z FHA.

Tabela X. Stezenia testosteronu, DHEA-S, kortyzolu oraz TSH i fT4 w surowicy krwi w grupie badanej po leczeniu w poréwnaniu
do stanu przed leczeniem (p1) oraz w porownaniu do grupy kontrolnej (p2).

FHA przed ] Grupa
P . FHA po leczeniu P
leczeniem kontrolna
Srednia+SD Srednia+SD pl Srednia+SD p2
Mediana Mediana Mediana
Gérny i dolny kwartyl | Gérny i dolny kwartyl Goérny i dolny kwartyl
Testost 0,31%0,16 0,30%0,14 0,42%0,19
estosteron
0,28 0,27 0,732 0,41 <0,001
[ng/mL]
0,21-0,39 0,18-0,39 0,28-0,52
DHEAS 7,24+2,8 6,45+2,36 7,55+3,1
i 7,09 5,86 0,004 7,20 0,051
[umol/L]
5,28-8,9 4,53-8,05 4,94-9,28
Kortyzol 400,95+129,06 439,47+163,45 367,29+135,86
8.00 394,20 457,05 0,033 344,20 0,008
[nmol/L] 312,50-471,50 316,00-532,90 271,30-426,50
ToH 1,88+0,90 2,06+1,06 2,41+0,90
1,69 1,88 0,015 2,32 0,013
[WIU/mL]
1,12-2,56 1,32-2,49 1,79-2,93
1,12+0,17 1,099+0,17 1,29+0,16
fT4 [ng/dL] 1,10 1,08 0,626 1,27 <0,001
1,00-1,21 0,99-1,20 1,18-1,37

p <0,05 istotne statystycznie;
pl: porownanie grupy badanej przed i po leczeniu; test t-studenta dla prob zaleznych (rozktad zgodny z normalnym) lub test
Wilcoxona (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym);
p2: poréwnanie grupy badanej po leczeniu z grupg kontrolng; test t-Studenta dla préb niezaleznych (gdy rozktad zgodny
z normalnym) lub test Manna-Whitney'a (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym);

Analogicznie do stezen FSH, LH, E2 oraz PRL, stezenia testosteronu, TSH i fT4 w surowicy krwi
pozostaty istotnie statystycznie nizsze po leczeniu w porownaniu do grupy kontrolnej,
analogiczne do wynikéw sprzed leczenia (Rycina 19). Stezenie kortyzolu w surowicy krwi
natomiast pozostato statystycznie istotnie wyzsze, podobnie jak przed leczeniem, stezenie
DHEA-S w surowicy krwi po leczeniu nie réznito sie natomiast statystycznie istotnie od stezenia
w grupie kontrolnej (podobnie jak przed leczeniem)
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Rycina 19. Stezenia testosteronu, DHEA-S oraz kortyzolu w surowicy krwi w grupie badanej po leczeniu

w poréwnaniu do stanu przed leczeniem oraz w poréwnaniu do grupy kontrolnej
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4.2.2. Profil metaboliczny

W przypadku parametréw metabolicznych zaobserwowano, iz w grupie FHA po leczeniu
stezenie insuliny w surowicy krwi statystycznie istotnie podwyzszyto sie w poréwnaniu do
stanu sprzed leczenia (mediana przed leczeniem 4,58 mU/mL, mediana po leczeniu 4,70
mU/mL). Analogiczne zmiany zaobserwowano w przypadku HOMA-IR (mediana przed
leczeniem 0,89, mediana po leczeniu 0,9). Stezenie glukozy w surowicy krwi natomiast nie
ulegto istotnej statystycznie zmianie po leczeniu (mediana przed leczeniem 76,3 mg/dL, po
leczeniu 77,7 mg/dL)(Tabela XI, Rycina 20).

Tabela XI. Stezenie insuliny oraz glukozy na czczo w surowicy krwi z wyliczeniem wskaznika HOMA-IR w grupie badanej po

leczeniu w poréwnaniu do stanu przed leczeniem (p1) oraz w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p2).

FHA przed ] Grupa
P . FHA po leczeniu P
leczeniem kontrolna
Srednia + SD Srednia + SD pl Srednia + SD p2
Mediana Mediana Mediana
Goérny i dolny kwartyl | Gérny i dolny kwartyl Goérny i dolny kwartyl
_ 5,3743,0 5,7243,21 7,84+3,56
Insulina
4,58 4,70 0,017 6,85 <0,001
[mU/mL]
3,34-6,6 3,67-7,54 5,49-9,64
Gluk 78,61+£10,06 79,7019,67 79,90+8,00
ukoza
78,30 77,70 0,996 78,80 0,882
[mg/dl]
70,8-85,9 72,7-87,3 74,35-85,4
1,06%0,64 1,15+1,52 1,57+0,79
HOMA-IR 0,89 0,90 0,033 1,38 <0,001
0,63-1,34 0,71-1,33 1,03-1,87

p £0,05 istotne statystycznie;

pl: porownanie grupy badanej przed i po leczeniu; test t-studenta dla prob zaleznych (rozktad zgodny z normalnym) lub test
Wilcoxona (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym);

p2: poréwnanie grupy badanej po leczeniu z grupg kontrolng; test t-Studenta dla préb niezaleznych (gdy rozktad zgodny
z normalnym) lub test Manna-Whitney'a (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym);

Pomimo istotnego statystycznie wzrostu stezenia insuliny w surowicy krwi oraz wskaznika
HOMA-IR nie zaobserwowano zmian w rdéznicach pomiedzy grupg FHA po leczeniu a grupa
kontrolng. Analogicznie do stanu sprzed leczenia zaobserwowano istotnie statystycznie nizsze
stezenie insuliny w surowicy krwi (mediana w grupie badanej po leczeniu 4,70 mU/mL,
w grupie kontrolnej 6,85 mU/mL), co implikuje podobng sytuacje w przypadku HOMA-IR.
Stezenie glukozy w surowicy krwi po leczeniu w grupie kontrolnej natomiast pozostato bez
istotnej statystycznie réwnicy wzgledem grupy kontrolnej, analogicznie jak przed leczeniem
(Tabela XI, Rycina 20).
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Rycina 20. Stezenia insuliny oraz glukozy w surowicy krwi na czczo i wartos¢ wskaznika HOMA-IR w grupie badanej
po leczeniu w poréwnaniu do stanu przed leczeniem oraz w poréwnaniu do grupy kontrolnej
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W grupie FHA po leczeniu wykazano istotne statystycznie wyzsze BMI niz w grupie chorej
przed leczeniem (mediana BMI przed leczeniem 19,2 kg/m?, po leczeniu 20,0 kg/m?). Nie
zaobserwowano natomiast istotnych statystycznie zmian stezen frakcji lipidowych, zaréwno
cholesterolu catkowitego jak i frakcji HDL, LDL oraz TG.

Tabela Xll. Stezenie TCh, HDL, LDL oraz TG i wskaznik BMI w grupie badanej po leczeniu w poréwnaniu do stanu przed

leczeniem (p1) oraz w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p2).

FHA pr:zed FHA po leczeniu Grupa kontrolna
leczeniem
Srednia £ SD Srednia + SD pl Srednia + SD p2
Mediana Mediana Mediana
Gorny i dolny kwartyl | Gérny i dolny kwartyl Goérny i dolny kwartyl
19,64+2,37 20,47+2,93 21,89+2,55
[kz}\ﬂz] 19,2 20,0 <0,001 21,9 <0,001
18,0-21,0 18,5-21,9 19,9-24,6
Cholesterol 183,84+44,66 180,58+33,26 167,33+32,34
catkowity 180,40 180,20 0,851 165,85 0,092
[mg/dL] 159,7-207,3 147,9-202,8 144,4-187
Cholesterol 72,15+16,16 74,87+16,52 64,31+12,87
HDL 72,20 70,70 0,561 62,10 0,002
[mg/dL] 60,5-83,5 60,9-86 56,8-71,9
Cholesterol 98,23+34,43 90,52+23,51 103,79+33,95
LDL 97,50 92,00 0,789 98,20 0,153
[mg/dL] 77,5-116,6 73,9-106,4 74,1-123,9
o 75,84+27,54 84,88+34,40 75,87+33,96
Triglicerydy 71,70 76,20 0,279 70,30 0,262
[mg/dL]
55,4-91,1 59,2-107,4 53,8-88,5

p <0,05 istotne statystycznie;

pl: porownanie grupy badanej przed i po leczeniu; test t-studenta dla prob zaleznych (rozktad zgodny z normalnym) lub test
Wilcoxona (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym);

p2: poréwnanie grupy badanej po leczeniu z grupg kontrolng; test t-Studenta dla préb niezaleznych (gdy rozktad zgodny
z normalnym) lub test Manna-Whitney'a (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym);

Stwierdzono, ze po leczeniu BMI w grupie badanej pozostaje nadal istotnie statystycznie nizsze
niz w grupie kontrolnej (mediana w grupie badanej po leczeniu 20,0 kg/m?, natomiast w grupie
kontrolnej 21,9 kg/m?)(Tabela XII, Rycina 21). Jednoczesnie po leczeniu nie wykazano istotnej
statystycznie réznicy w stezeniu TCh miedzy grupg FHA po leczeniu a grupa kontrolng (Rycina
21). Obserwowano natomiast réznice w stezeniu TCh miedzy grupa badana przed leczeniem a
grupg kontrolng, co wskazuje na normalizacje TCh po leczeniu. Stezenie HDL po leczeniu nadal
pozostawato statystycznie istotnie wyzsze w grupie badanej (mediany odpowiednio 70,70
mg/dL oraz 62,10 mg/dL)(Tabela XlI, Rycina 22). Podobnie jak przy poréwnaniu grupy FHA
przed leczeniem z grupg kontrolng, stezenie LDL oraz TG nie rdznito sie istotnie statystycznie
miedzy grupg badang po leczeniu a grupg kontrolng (Tabela XIlI, Rycina 22).
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Rycina 22. Stezenia HDL, TG i LDL w grupie badanej po leczeniu w porownaniu do stanu przed leczeniem oraz
w poréwnaniu do grupy kontrolnej
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4.2.3.

Metabolizm tkanki kostnej

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w parametrach gestosci mineralnej

kosci w grupie badanej po leczeniu wzgledem stanu przed leczeniem.

Mediany dla BMD wynosity odpowiednio 1,06 g/cm? przed leczeniem oraz 1,08 g/cm? po

leczeniu, nie wykazano miedzy nimi rdznicy istotnej statystycznie. Analogicznie rdznic takich

nie wykazano miedzy $rednimi T-score i Z-score (Tabela XIII).

Tabela XIIl. Parametry metabolizmu kostnego pacjentek z FHA po leczeniu w poréwnaniu do stanu przed leczeniem (p1) oraz
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p2).

FHA pr.zed FHA po leczeniu Grupa kontrolna
leczeniem
Srednia + SD Srednia + SD pl Srednia + SD p2
Mediana Mediana Mediana
Goérny i dolny kwartyl | Gérny i dolny kwartyl Gérny i dolny kwartyl
1,04+0,22 1,01+0,29 1,27+0,32
[gB/t/lsz] 1,06 1,08 0,372 1,22 <0,001
0,97-1,15 0,99-1,12 1,09-1,30
-0,99+1,05 -1,05£0,90 0,49+0,82
T-score -0,9 -0,8 0,344 0,5 <0,001
-1,6 - [-0,2] -1,65 - [-0,5] 0,1-[-1]
-0,76+1,01 -0,7310,87 0,4910,95
Z-score -0,7 -0,6 0,137 0,65 <0,001
-1,4 - [-0,02] -1,4 - [-0,3] -0,4-1,1

p <0,05 istotne statystycznie;
pl: poréwnanie grupy badanej przed i po leczeniu; test t-studenta dla prob zaleinych (rozktad zgodny z normalnym) lub test
Wilcoxona (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym);
p2: poréwnanie grupy badanej po leczeniu z grupq kontrolng; test t-Studenta dla prob niezaleznych (gdy rozktad zgodny
z normalnym) lub test Manna-Whitney'a (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym);

Wykazano réwniez, ze pomimo leczenia, wartosci BMD nie wrdcity do normy i podobnie jak
przed leczeniem, nadal obserwowano istotnie statystycznie nizsze BMD, T-score i Z-score
w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
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4.2.4. Stezenie NKB i nesfatyny 1 w surowicy krwi

W badaniu przeanalizowano stezenie NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi po 6 miesigcach
leczenia sekwencyjng hormonalng terapig estrogenno-progestagenng (2 mg 17-B-estradiolu +
10 mg dydrogesteronu). Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost stezenia nefatyny-1
w surowicy krwi (mediana stezenia w surowicy krwi przed leczeniem 4,64 mmol/L, mediana
stezenia w surowicy krwi po leczeniu 6,10 mmol/L, p=0,006)(Tabela XIV, Rycina 23).
Jednoczesnie nie zaobserwowano istotnej statystycznie réznicy w stezeniu NKB w surowicy
krwi miedzy pacjentkami w grupie FHA przed i po leczeniu. Zaobserwowano jednak znaczne
ujednolicenie grupy badanej po leczeniu (rozstep kwartylowy przed leczeniem: 399,07 ng/L -
795,13 ng/L, po leczeniu 425,67 ng/L -720,80 ng/L)(Tabela XIV, Rycina 23)

Tabela XIV. Stezenie NKB oraz nesfatyny-1 w surowicy krwi pacjentek z FHA po leczeniu w pordwnaniu do stanu przed
leczeniem (p1) oraz w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p2).

FHA przed .
P . FHA po leczeniu Grupa kontrolna
leczeniem
Srednia + SD Srednia + SD pl Srednia + SD p2
Mediana Mediana Mediana
Goérny i dolny kwartyl | Gérny i dolny kwartyl Gérny i dolny kwartyl
Nesfat 1 6,21+4,79 6,6314,15 8,6416,63
estatyna 4,64 6,10 0,006 6,91 0,20
[mmol/L]
2,716-7,569 3,40-8,37 3,80-10,32
628,351+324,92 623,54+296,07 721,41+337,57
NKB [ng/L] 494,11 523,29 0,93 636,07 0,11
399,07-795,13 425,67-720,80 471,84-947,18

p < 0,05 istotne statystycznie;

pl: porownanie grupy badanej przed i po leczeniu; test t-studenta dla préb zaleznych (rozktad zgodny z normalnym) lub test
Wilcoxona (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym);

p2: poréwnanie grupy badanej po leczeniu z grupg kontrolng; test t-Studenta dla prob niezaleznych (gdy rozktad zgodny
z normalnym) lub test Manna-Whitney'a (rozktad niezgodny z rozktadem naturalnym);

Poréwnanie grupy pacjentek z FHA po leczeniu z grupa kontrolng wykazato brak istotnych
statystycznie réznic w stezeniu zaréwno nesfatyny-1 jak i NKB w surowicy krwi miedzy obiema
grupami. Jest to istotna statystycznie zmiana wzgledem stanu przed leczeniem, gdzie
wykazano istotnie statystycznie nizsze stezenia NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi w grupie
badanej przed leczeniem w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Tabela XIV).
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Rycina 23. Stezenia NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi w grupie badanej po leczeniu w porownaniu do stanu przed leczeniem
oraz w poréwnaniu do grupy kontrolnej
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4.3. Analiza korelacyjna

4.3.1. Analiza korelacyjna parametrow antropometrycznych

i stezenia NKB oraz nesfatyny-1 w surowicy krwi

W analizie zaleznosci miedzy badanymi cechami wzigto pod uwage wskazniki réznigce
grupe kobiet z FHA i grupe kontrolng, ktore mogg potencjalnie wptywac na stezenie NKB oraz
nesfatyny-1 w surowicy krwi: wiek, czas trwania wtérnego braku miesigczki, BMI, stezenia LH,
FSH, estradiolu, testosteronu, DHEA-S, porannego kortyzolu, insuliny i glukozy na czczo
w surowicy krwi, HOMA-IR, TCh, LDL, HDL, TG. Cechy te zbadano nastepnie w kontekscie
mozliwego wptywu na stezenie NKB oraz nesfatyny-1 w surowicy krwi zaréwno przed, jak i po
leczeniu w grupie pacjentek z FHA, a takze w grupie kontrolnej.

Tabela XV. Wspdtczynniki korelacji rang Spearmana dla czasu trwania wtdérnego braku miesigczki i wieku oraz stezern NKB
i nesfatyny-1 w surowicy krwi.

Nesfatyna-1
G NKB L
rupa [ng/L] [mmol/L]
Czas trwania 1 -0,08 0,11
wtorpego br?ku 5 0,07 0,22
miesigczki
[miesiace] 3 nie dotyczy nie dotyczy
1 -0,05 R=-0,19; p=0,03
Wiek [lata] 2 -0,07 -0,13
3 0,07 -0,09
W przypadku braku istotnosci statystycznej przedstawiono wspdtczynnik  korelacji rang Spearmana (R),

w przypadku istotnosci statystycznej podano R oraz wartosc p. Istotnosc statystyczna przy p<0,05; Grupa 1: grupa FHA przed
leczeniem; Grupa 2: grupa FHA po leczeniu; Grupa 3: grupa kontrolna.

Analiza korelacyjna nie wykazata istotnych statystycznie korelacji miedzy czasem trwania
wtdrnego braku miesigczki a stezeniem NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi.

Wykazano natomiast istotng statystycznie zalezno$¢ miedzy wiekiem a stezeniem nesfatyny-
1 w surowicy krwi pacjentek chorych przed leczeniem (R=-0,19, p=0,03)(Rycina 24). Nie
zaobserwowano istotnych statystycznie korelacji miedzy wiekiem i stezeniem NKB w surowicy
krwi (Tabela XV).

R=-0,19;
p=0,03

Wiek [lata]

Nesfatyna-1 [mmol/L]

Rycina 24. Korelacja miedzy wiekiem i stezeniem nesfatyny-1 w
surowicy krwi - grupa FHA przed leczeniem



4.3.2. Analiza korelacyjna parametrow hormonalnych i NKB oraz

nesfatyny-1

W wykonanej analizie korelacyjnej parametréw hormonalnych wykazano liczne istotne
statystycznie korelacje miedzy stezeniami FSH, LH oraz E2 w surowicy krwi, zaréwno w grupie
badanej przed i po leczeniu, jak i w grupie badanej (Tabela XVI)

Tabela XVI. Wspdtczynniki korelacji rang Spearmana dla stezen FSH, LH, E2, oraz NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi.

Grupa FSH LH E2 Testosteron | Nesfatyna-1 NKB

1 - 2:0(3'05051’ ii%"t‘: -0,03 -0,09 -0,04

[mII:.JS/|-ImL] 2 - ::&::i -0,04 -0,03 0,06 -0,12
3 - ::g'ggi -0,02 -0,01 -0,06 0,05

1 ::: 0%5;1‘ - E: g '0207 1 0,14 0,02 0,08

[m“L;mL] 2 E:&ggi - 0,19 0,17 0,09 -0,10
-AAERFAEARAE

1 R=0,14; R=0,27; i R=0,25; R=0,16; 0.06

p=0,05 p<0,001 p=0,003 p=0,05 !

[ng/i g | 2 -0,04 0,19 - ';Z%;i‘ -0,20 0,07
3 0,02 ::g’g(?i . 0,07 0,15 '::;)%2;’

W  przypadku braku istotnosci  statystycznej przedstawiono  wspdtczynnik  korelacji  rang Spearmana  (R),
w przypadku istotnosci statystycznej podano R oraz wartosc p. Istotnosc¢ statystyczna przy p<0,05; Grupa 1: grupa FHA przed
leczeniem; Grupa 2: grupa FHA po leczeniu; Grupa 3: grupa kontrolna.

Zaobserwowano istotng statystycznie korelacje miedzy stezeniem NKB a stezeniem E2
w surowicy krwi w grupie kontrolnej (R=-0,26; p=0,046)(Tabela XVI, Rycina 26). Jednoczesnie
nie zauwazono wyzej opisanej zaleznosci w grupie badanej, zaréwno przed jak i po leczeniu.

W grupie badanej przed leczeniem zaobserwowano natomiast istotng statystycznie
pozytywng korelacje miedzy stezeniem nesfatyny-1 a E2 w surowicy krwi (R=0,16;
p=0,05)(Tabela XVI, Rycina 25).

Jednoczesnie nie zaobserwowano istotnych statystycznie korelacji miedzy stezeniem NKB
i stezeniem nesfatyny-1 w surowicy krwi a stezeniami FSH i LH w surowicy krwi, zaréwno
w grupie FHA, jak i w grupie kontrolnej.
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Estradiol [pg/mL]

Rycina 25. Korelacja miedzy stezeniem estradiolu i nesfatyny-1 w surowicy krwi — grupa FHA przed leczeniem

Estradiol [pg/mL]

R=0,16;
p=0,05

Nesfatyna-1 [mmol/L]
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Rycina 26. Korelacja miedzy stezeniem estradiolu i NKB w surowicy krwi - grupa kontrolna
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W grupie badanej po leczeniu zaobserwowano istotng statystycznie pozytywng korelacje

miedzy stezeniem nesfatyny-1 a stezeniem testosteronu w surowicy krwi

p=0,024)(Tabela XVII, Rycina 27)

Nie wykazano istotnych statystycznie korelacji

(R=0,32;

miedzy stezeniem NKB a stezeniem

testosteronu, DHEA-S i porannego kortyzolu w surowicy krwi (Tabela XVII)

Tabela XVII. Wspdtczynniki korelacji rang Spearmana dla stezen testosteronu, kortyzolu i DHEA-S oraz NKB i nesfatyny-1

w surowicy krwi

Grupa FSH LH E2 Testosteron | Nesfatyna-1 NKB
R=0,25;
1 -0,03 0,14 p=0,003 0,11 0,11
Testosteron R=0,26; R=0,32;
2 . 1 ’ ’ _ ’ ’
[ng/mL] 0,03 0,17 p=0,05 p=0,024 0,07
R=0,18;
3 -0,01 p=0,05 0,07 0,01 0,11
R=0,72;
1 -0,09 0,04 0,11 p<0,001 0,09 0,13
DHEA-S R=0,66;
2 -0,1 -0,01 1 e 21 1
[umol/L] 0,15 0,0 0,0 0<0,001 0, 0,10
R=-0,22; R=0,59;
3 -0,12 0,05 p=0,040 p<0,001 0,03 0,04
1 -0,07 -0,08 R=-0,26; 0,00 0,15 0,13
Kortyzol p=0,002
8.00 o | R=031) R=0,32; -0,15 0,20 0,12 0,03
p=0,022 p=0,019
[nmol/L] R=0,19; R=0,31;
3 -0,05 p=0,05 -0,03 p=0,004 0,26 0,12
W  przypadku braku istotnosci statystycznej przedstawiono wspdfczynnik  korelacji rang Spearmana (R),

w przypadku istotnosci statystycznej podano R oraz wartosc p. Istotnosc statystyczna przy p<0,05; Grupa 1: grupa FHA przed
leczeniem; Grupa 2: grupa FHA po leczeniu; Grupa 3: grupa kontrolna.

R=0,32;
O o)
o p=0,024

E o
b 0 @
& — =
3 cog® © O 1T ——"7
2 o° O_,--f@*"""g
2 0
% D %3 a? 0 & CIDO
2 g, OO 0 o)

o 0

Nesfatyna-1 [mmol/L]

Rycina 27. Korelacja miedzy stezeniem testosteronu i nesfatyny-1
w surowicy krwi - grupa FHA po leczeniu
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4.3.3. Analiza korelacyjna parametrow metabolicznych oraz

hormonalnych i NKB oraz nesfatyny-1 w surowicy krwi

Analiza korelacyjna nie wykazata istotnych statystycznie zaleznosci miedzy BMI
a stezeniem NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi, zaréwno w grupie badanej przed i po leczeniu,

jak i w grupie kontrolnej.

Tabela XVIIl. Wspdtczynnik korelacji rang Spearmana dla BMI, stezen glukozy i insuliny w surowicy krwi na czczo oraz

wskaznika HOMA-IR oraz stezen FSH, LH, E2, testosteronu, NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi

Grupa FSH LH E2 Testosteron | Nesfatyna-1 NKB
R=0,24; R=0,27;
i 1 0,02 p=0,003 p=0,001 0,14 -0,06 -0,01
R=0,29; R=0,37; R=0,27;
2 &) 127y &7y ~
[kg/m?] 2 p=0,034 p=0,005 p=0,049 0,10 0,08 0,14
3 -0,12 -0,02 0,14 0,15 -0,10 0,14
R=0,17;
| ; 1 -0,08 0,09 p=0,041 0,07 0,01 0,03
nsulina
R=0,29; R=0,41; R=0,43; R=0,33;
[mU/mL] | 2 p=0,034 | p=0,002 | p=0,001 0,16 0,24 p=0,019
3 -0,05 -0,04 -0,15 0,04 0,11 0,10
1 0,16 0,07 0,00 -0,01 :)0620%4' 0,01
Glukoza :=_6 e
[mg/dI] 2 0,17 0,21 0,14 -0,04 p=0,05 -0,03
3 0,04 0,07 -0,09 -0,12 -0,01 -0,05
1 -0,01 0,12 0,13 -0,03 -0,06 0,06
R=0,33; R=0,45; R=0,44; R=-0,28; R=0,30;
HOMA'IR 2 ’ ’ ’ ’ ’ ’ 0 15 ’ ’ ’ ’
p=0,014 p<0,001 p=0,001 ’ p=0,05 p=0,037
3 -0,04 -0,03 -0,15 -0,02 0,11 0,06
W przypadku braku istotnosci statystycznej przedstawiono wspdtczynnik korelacji rang Spearmana (R),

w przypadku istotnosci statystycznej podano R oraz wartosc p. Istotnosc statystyczna przy p<0,05; Grupa 1: grupa FHA przed
leczeniem; Grupa 2: grupa FHA po leczeniu; Grupa 3: grupa kontrolna.

Korelacje wybranych parametréw metabolicznych wykazaty istotng statystycznie zaleznos$é
miedzy stezeniem insuliny i NKB w surowicy krwi (R=0,33; p=0,019) (Rycina 30) w grupie
leczeniu. miedzy stezeniem insuliny

badanej po Nie wykazano natomiast korelac;ji

i nesfatyny-1 w surowicy krwi (Tabela XVIII).

Wykazano natomiast, ze glukoza korelowata statystycznie istotnie ze stezeniem nesfatyny-1
w surowicy krwi w grupie badanej, zaréwno przed jak i po leczeniu (odpowiedni R=-0,25;
p=0,004 przed leczeniem, R=-0,25; p=0,05 po leczeniu)(Rycina 29, Rycina 28).

W grupie FHA po leczeniu zaobserwowano natomiast korelacje miedzy wskaznikiem HOMA-
IR a stezeniem zaréwno NKB w surowicy krwi (R=0,30; p=0,037), jak i nesfatyny-1 w surowicy
krwi (R=-0,28; p=0,05)(Rycina 31, Rycina 32).
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Glukoza [mg/dl]

Rycina 28. Korelacja miedzy stezeniem glukozy i nesfatyny-1

Nesfatyna-1 [mmol/L]

w surowicy krwi - grupa FHA przed leczeniem
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Rycina 29. Korelacja miedzy stezeniem glukozy i nesfatyny

w surowicy krwi -1 - grupa FHA po leczeniu

Insulina [mU/mL]

R=0,33;
p=0,019

Neurokinina B [ng/L]
Rycina 30. Korelacja miedzy stezeniem insuliny i NKB
w surowicy krwi - grupa FHA po leczeniu

d R=0,30;
p=0,037
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Neurokinina B [ng/L]

Rycina 32. Korelacja miedzy wskaZnikiem HOMA-IR
i stezeniem nesfatyny-1 w surowicy krwi - grupa FHA po leczeni

HOMA-IR

o) R=-0,28;
p=0,05
00
—° 99 g0
\ocb 00 ©
83%%8\0

Nesfatyna-1 [mmol/L]
Rycina 31. Korelacja miedzy wskaZznikiem HOMA-IR
i stezeniem NKB w surowicy krwi - grupa FHA po leczeniu

W analizie korelacyjnej miedzy stezeniem poszczegolnych frakcji lipidowych i stezen NKB oraz
nesfatyny-1 w surowicy krwi wykazano istotng statystycznie korelacje negatywng miedzy

stezeniem HDL przed leczeniem i stezeniem nesfatyny-1 w surowicy krwi (R=-0,17; p=0,05)

w grupie pacjentek FHA przed leczeniem oraz istotng statystycznie negatywng korelacje
miedzy stezeniem nesfatyny-1 w surowicy krwi a HDL (R=-0,33; p=0,039) po leczeniu w grupie
FHA (Rycina 34, Rycina 33).

79



HDL [mg/dL]

Tabela XIX. Wspdtczynnik korelacji rang Spearmana dla stezeri TCh, LDL, HDL i TG oraz stezen FSH, LH, E2, testosteronu, NKB

i nesfatyny-1 w surowicy krwi

Grupa FSH LH E2 Testosteron | Nesfatyna-1 NKB
R=-0,32;
Chc;ll(estt?rol 1 0,09 0,01 -0,11 0<0,001 0,07 0,02
catkowity |~ 0,14 0,24 0,05 -0,05 0,04 -0,10
[mg/dL]
3 0,05 0,00 0,14 -0,02 -0,21 -0,04
R=-0,20; R=-0,34; R=-0,17;
1 o _ ’ ’ ’ ’ ’ ’
0,01 0,01 p=0,043 p<0,001 p=0,05 011
Cholesterol R=-0.33:
HDL 2 0,13 0,15 0,05 0,00 -0,07 C o
p=0,039
[mg/dL] S
3 p=0,05 0,04 0,28 -0,11 -0,20 -0,20
R=-0,23;
Chor;,t_eml 1 0,08 -0,03 -0,05 0=0,016 0,09 0,07
2 0,15 0,22 -0,04 -0,04 0,15 -0,06
[mg/dL]
-0,07 0,03 0,11 0,02 -0,08 -0,08
1 0,02 0,08 0,04 -0,06 -0,08 0,11
Triglicerydy R=0,29;
2 -0,09 0,06 -0,01 -0,11 0,22
[mg/dL] ! ! p=0,05 ’ ’ ’
3 -0,17 -0,11 -0,07 -0,17 0,28 -0,27
W  przypadku  braku istotnosci  statystycznej przedstawiono  wspdtczynnik  korelacji  rang  Spearmana  (R),

w przypadku istotnosci statystycznej podano R oraz wartos¢ p. Istotnosc statystyczna przy p<0,05; Grupa 1: grupa FHA przed
leczeniem; Grupa 2: grupa FHA po leczeniu; Grupa 3: grupa kontrolna.

Nie wykazano natomiast zaleznosci miedzy stezeniami TCh, LDL oraz TG a stezeniami

nesfatyny-1 oraz NKB w surowicy krwi (Tabela XIX).
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Neurokinina B [ng/L]

Rycina 33. Korelacja miedzy stezeniem HDL i NKB -
grupa FHA po leczeniu

Nesfatyna-1 [mmol/L]

Rycina 34. Korelacja miedzy stezeniem HDL i nesfatyny-1 -
grupa FHA przed leczeniem
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4.3.4. Analiza korelacyjna parametrow metabolizmu kostnego

oraz parametrow hormonalnych i stezern NKB oraz nesfatyny-

1 w surowicy krwi

Analiza korelacji wskaznikéw gestosci mineralnej kosci oraz stezen NKB i nesfatyny-1
w surowicy krwi wykazata istnienie istotnej statystycznie korelacji miedzy BMD oraz
wskaznikiem T-score a stezeniem NKB w surowicy krwi po leczeniu w grupie FHA
(odpowiednio R=-0,38; p=0,034 dla BMD i R=-0,37; p=0,049 dla T-score)(Tabela XX, Rycina 35,

Rycina 36).

Tabela XX. Wspdtczynnik korelacji rang Spearmana dla

NKB i nesfatyny-1

BMD, T-score i Z-score oraz FSH, LH, E2, testosteronu,

T-score

Grupa FSH LH E2 Testosteron | Nesfatyna-1 NKB
1 0,03 0,15 0,01 R=0,18; 0,16 0,11
p=0,05
BMD R=-0,38;
2 _ ==Y, »
[g/cm?] 2 0,02 0,05 0,01 0,09 0,23 0=0,034
3 0,03 -0,31 -0,32 -0,10 0,04 -0,07
R=0,25; R=0,24;
1 0,14 p=0,025 0,03 p=0,031 0,17 0,08
T-score R=-0,37;
2 0,07 0,16 0,01 0,16 0,30 p=0,049
3 0,14 -0,32 -0,34 0,15 -0,07 0,12
1 0,02 0,09 -0,08 0,14 -0,15 0,13
Z-score 2 -0,16 -0,10 0,01 0,03 0,12 -0,28
3 0,17 -0,22 -0,38 0,09 -0,03 0,06
W przypadku braku istotnosci statystycznej przedstawiono wspofczynnik korelacji rang Spearmana (R),

w przypadku istotnosci statystycznej podano R oraz wartosc p. Istotnosc statystyczna przy p<0,05; Grupa 1: grupa FHA przed

leczeniem; Grupa 2: grupa FHA po leczeniu; Grupa 3: grupa kontrolna.

0 R=-0,37;

? p=0,049
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R=-0,38;

2 p=0,034

Neurokinina B [ng/L]

Rycina 35. Korelacja miedzy T-score i stezeniem NKB
w surowicy krwi - grupa FHA po leczeniu
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Rycina 36. Korelacja miedzy BMD i stezeniem NKB
w surowicy krwi - grupa FHA po leczeniu




4.3.5. Analiza korelacji miedzy stezeniami NKB oraz nesfatyny-1 w

surowicy krwi

W analizie korelacyjnej nie wykazano istotnej statystycznie zalezno$ci miedzy stezeniem NKB
i nesfatyny-1 w surowicy krwi zarébwno w grupie FHA przed i po leczeniu jak i w grupie
kontrolnej (Tabela XXI, Rycina 37, Rycina 39, Rycina 38)

Tabela XXI. Wspdtczynnik korelacji rang Spearmana miedzy stezeniem NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi w grupie FHA przed

i po leczeniu oraz w grupie zdrowej

Grupa NKB [ng/L]
1 -0,015
Nesfatylna-l 5 0,153
[mmo /L] 3 -0,169

W  przypadku  braku

istotnosci  statystycznej  przedstawiono  wspdtczynnik  korelacji

rang

Spearmana  (R),

w przypadku istotnosci statystycznej podano R oraz wartos¢ p. Istotnosc statystyczna przy p<0,05; Grupa 1: grupa FHA przed
leczeniem; Grupa 2: grupa FHA po leczeniu; Grupa 3: grupa kontrolna.
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Neurokinina B [ng/L]
Rycina 37. Korelacja miedzy stezeniami NKB i nesfatyny-1
w surowicy krwi - grupa zdrowa

Nesfatyna-1 [mmol/L]

o R=-0,015

Neurokinina B [ng/L]

Rycina 38. Korelacja miedzy stezeniami NKB i nesfatyny-1
w surowicy krwi - grupa FHA przed leczeniem
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Rycina 39. Korelacja miedzy stezeniami NKB i nesfatyny-1
w surowicy krwi - grupa FHA po leczeniu



4.4. Krzywe ROC

W badaniu zanalizowano réwniez krzywe ROC dla ryzyka wystgpienia wtérnego braku
miesigczki jak i dla ryzyka obnizonej gestosci mineralnej kosci.

4.4.1. Krzywe ROC — ryzyko wtornego braku miesiqczki

W analizie ryzyka wystgpienia wtérnego braku miesigczki na podstawie parametréw
metabolicznych wykazano, ze najwieksze pole pod krzywa (ang. area under curve, AUC)
wystepuje w przypadku stezenia insuliny w surowicy krwi (AUC 0,746, wartos¢ odciecia 5,08
mU/mL, czutos¢ i swoistos¢ odpowiednio 65,49% oraz 70,45%)(Tabela XXIl, Rycina 40, Rycina
43) oraz BMI (0,738, wartos¢ odciecia 21,7 kg/m?, czuto$é i swoistos¢ odpowiednio 84,14%
oraz 51,14%) (Rycina 40, Rycina 42).

Poréwnanie krzywych ROC dla dwdch krzywych o najwyzszym AUC (insuliny i BMI) wykazato
brak istotnej statystycznie réznicy miedzy krzywymi (p=0,863).

Wykazano istotng statystycznie réznice miedzy krzywymi dla BMI oraz TCh (p=0,026) oraz BMI
i HDL (p=0,011);

Tabela XXII. Analiza krzywych ROC dla ryzyka wystgpienia wtdrnego braku miesigczki- parametry metaboliczne.

AUC | Wartos¢p | Punkt odciecia | Czutos¢ | Specyficznosc

BMI [kg/m?] 0,738 <0,001 21,7 84,14% 51,14%
Insulina [mU/mL] 0,746 <0,001 5,08 65,49% 70,45%
Glukoza [mg/dl] 0,545| 0,2342 73,2 32,87% 84,09%

HOMA-IR 0,729| <0,001 0,958 57,04% 82,95%
Cho'estzg}gﬁkc’wny 0,624| 0,0157 167,2 68,81% 57,89%
Cholesterol HDL [mg/dL] |0,641| 0,0039 72,2 50,46% 76,32%
Cholesterol LDL [mg/dL] |0,466| 0,5456 80,2 73,39% 34,21%
Triglicerydy [mg/dL]  |0,512| 0,8255 45,2 92,66% 21,05%

p < 0,05 istotne statystycznie

Jednoczesnie najwiekszg czutos¢ wykazano dla wskaznika BMI (84,14%) a specyficznos¢ dla
wskaznika HOMA-IR (82,95%)(Rycina 41)
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Wykres ROC poréwnanie
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Rycina 40. Poréwnanie krzywych ROC dla ryzyka wystgpienia wtérnego braku miesigczki- BMI, stezenie insuliny, glukozy, TCh, HDL,
LDL, TG w surowicy krwi oraz wskaznik HOMA-IR
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Rycina 42. Krzywa ROC ryzyka wtdrnego
braku miesiqgczki- wskaznik BMI

Rycina 41. Krzywa ROC ryzyka wtdrnego
braku miesigczki- wskaznik HOMA-IR
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Rycina 43. Krzywa ROC ryzyka wtdrnego

braku  miesigczki-  stezenie  insuliny

w surowicy krwi
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Analiza parametrow hormonalnych wykazata najwyzsze AUC w przypadku krzywej ROC dla
stezenia testosteronu w surowicy krwi (AUC 0,692, punkt odciecia 0,4 ng/mL; czutosé
i swoistos¢ 79,58% oraz 50,00%) oraz stezenia FSH w surowicy krwi (AUC 0,629, punkt odciecia
3,6 mIU/mL, czutos$¢ i swoisto$¢ odpowiednio 27,97% oraz 92,05%)(Tabela XXIIl, Rycina 44,
Rycina 45, Rycina 46). Poréwnanie krzywych nie wykazato istotnej statystycznie réznicy dla
stezen T i FSH w surowicy krwi (p=0,229) oraz stezen testosteronu i kortyzolu porannego
w surowicy krwi (p=0,103). Istotnos¢ statystyczng wykryto jedynie przy poréwnaniu krzywych
dla stezenia testosteronu i kortyzolu porannego w surowicy krwi (p<0,001). Najwiekszg
swoisto$¢ odnotowano w przypadku stezenia FSH w surowicy krwi ponizej 3,6 miU/mL
(specyficznos¢ 92,05%), natomiast czutosé w przypadku stezenia testosteronu w surowicy krwi
ponizej 0,4 ng/mL (79,58%) (Tabela XXIIl).

Wykres ROC poréwnanie

10F

0,8t 7

—FSH przed leczeniem
— Testosteron przed leczeniem

o 087 ‘ —Kaortyzol 8.00 przed leczeniem
£ ——DHEA-S przed leczeniem
© 04! . —Ilinia odniesienia

0,2t

0,0 t*

0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0

Rycina 44. Poréwnanie krzywych ROC dla ryzyka wystgpienia wtdrnego braku miesigczki- stezenie FSH,
testosteronu, porannego kortyzolu oraz DHEA-S w surowicy krwi

Proponowany punkt odciecia: 0,40 Proponowany punkt odcigcia: 3,60
op———————
08}
06}
©Q
2 g
04}
0,2}
00t — e — z i om—
0,0 0,2 04 06 08 10 00 0,2 04 06 08 1,0
1-Specyficznosé 1-Specyficznos¢
Rycina 46. Krzywa ROC ryzyka wtdrnego braku Rycina 45. Krzywa ROC ryzyka wtdrnego braku
miesiqczki- steZenie testosteronu w surowicy krwi miesigczki- stezenie FSH w surowicy krwi
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Tabela XXIll. Analiza krzywych ROC dla ryzyka wystgpienia wtérnego braku miesigczki- parametry hormonalne

AUC Warto$¢ p | Punkt odciecia | Czuto$é |Specyficznosé
FSH [mIU/mL] 0,629 <0,001 3,6 27,97% 92,05%
Testosteron [ng/mL] 0,692 <0,001 0,4 79,58% 50,00%
Kortyzol 8,00 [nmol/L] 0,592 0,019 361,8 59,57% 60,92%
DHEA-S [umol/L] 0,520 0,609 8,61 73,94% 34,48%
p < 0,05 istotne statystycznie
Wykres ROC porownanie
10 ' J
0,8
0,6 + .
e —NKB przed leczeniem
5 —— Nesfatyna-1 przed leczeniem
S —linia odniesienia
04+
0,2 +
010 Lo L L L L ]
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0

Rycina 47. Poréwnanie krzywych ROC dla ryzyka wystgpienia wtdérnego braku miesigczki- stezenie NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi
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miesigczki- stezenie nesfatyny-1 w surowicy krwi
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Tabela XXIV. Analiza krzywych ROC dla ryzyka wystgpienia wtérnego braku miesigczki- stezenie NKB i nesfatyny-1 w surowicy
krwi

AUC Wartos¢ p | Punkt odciecia | Czutos¢ | Specyficznosc

NKB [ng/L] 0,604 0,016 468,78 42,64% 79,31%

Nesfatyna-1 [mmol/L] 0,63 0,003 5,2 57,36% 67,24%

p < 0,05 istotne statystycznie

Poréwnano stezenie nefatyny-1 i NKB w surowicy krwi jako czynnikdw predykcyjnych
wystgpienia wtornego braku miesigczki. Wykazano, ze ocena stezenia NKB w surowicy krwi
cechuje sie wiekszg specyficznoscig (AUB 0,6, punkt odciecia 468,78 ng/L, specyficznos¢
79,31%), podczas gdy stezenie nesfatyny-1 w surowicy krwi cechuje sie wiekszg czutoscia, na
poziomie 57,36% (AUC 0,63, punkt odciecia 5,2mmol/L)(Tabela XXIV, Rycina 47, Rycina 49,
Rycina 48). Nie wykazano istotnej statystycznie réznicy miedzy krzywymi ROC dla stezern NKB
i nesfatyny-1 w surowicy krwi (p=0,074).

Poréwnanie krzywych ROC dla najlepszych parametrow hormonalnych i metabolicznych
wykazato, ze BMI jest statystycznie istotnie lepszym wskaznikiem niz stezenie FSH w surowicy
krwi (p=0,033), nie wykazano istotnej rdznicy miedzy BMI a stezeniem testosteronu
w surowicy krwi (p=0,306).
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4.4.2. Krzywe ROC — ryzyko obnizonej BMD

W badaniu wyznaczono réwniez krzywe ROC ryzyka wystgpienia obnizonego BMD.
Zbadano wptyw parametrow: BMI, stezenia FSH, LH, estradiolu, testosteronu, NKB oraz
nesfatyny-1 w surowicy krwi

Tabela XXV. Analiza krzywych ROC dla ryzyka wystgpienia obnizonej BMD- ocena BMI, stezenia FSH, LH, estradiolu,
testosteronu, NKB, nesfatyny-1 w surowicy krwi

AUC Wartos¢ p | Punkt odciecia | Czutos¢ | Specyficznosc
BMI [kg/m?] 0,61 0,031 17,80 32,76% 87,01%
FSH [mIU/mL] 0,50 0,927 2,34 19,64% 88,31%
LH [mIU/mL] 0,66 <0,001 2,95 76,79% 50,65%
Estradiol [pg/mL] 0,61 0,023 36,45 91,07% 35,53%
Testosteron
0,59 0,066 0,30 60,71% 57,89%
[ng/mL]
NKB [ng/L] 0,62 0,018 649,39 70,91% 52,86%
Nesfatyna-1
estatyna 0,57 0,210 7,63 40,00% 85,71%
[mmol/L]

p £ 0,05 istotne statystycznie

Najwieksze AUC wykazano dla krzywej stezenia LH w surowicy krwi (AUC 0,66), stezenia NKB
w surowicy krwi (AUC 0,62), BMI (AUC 0,61) oraz stezenia estradiolu w surowicy krwi
(AUC 0,61) (Tabela XXV, Rycina 51, Rycina 53). Nie wykazano statystycznie istotnej réznicy
miedzy krzywymi dla BMI a stezenia LH w surowicy krwi (p=0,433); BMI a stezenia estradiolu
w surowicy krwi (p=0,879); BMI a stezenia NKB w surowicy krwi (p=0,946); stezenia LH
a estradiolu w surowicy krwi (p=0,291); stezenia NKB a LH w surowicy krwi (p=0,462) oraz
stezenia estradiolu i NKB w surowicy krwi (p=0,979)

Jednoczesnie najwiekszg specyficzno$¢ wykazano przy BMI<17,8 kg/m? (AUC 0,61)(Rycina 50),
natomiast najwiekszg czutos$¢ (91,07%) przy stezeniu estradiolu w surowicy krwi <36,45 pg/mL
(Rycina 52)
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Rycina 50. Krzywé ROC ryzyka obnizonej
BMD- wskaznik BMI
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4.5. Modele wielowymiarowe

Na podstawie oznaczonych zmiennych zbudowano modele okreslajgce
prawdopodobienstwo wystgpienia wtérnego braku miesigczki u pacjentek z czynnikami ryzyka
FHA. Wykorzystano do tego metode regresji logistycznej oraz 2 metody Data Miningu: analize
skupier metodg K-$rednich oraz metode drzew klasyfikacyjnych.

Regresja logistyczna

Aby okresli¢ prawdopodobienstwo wystgpienia FHA metodg regresji logistycznej z grupy
analizowanych w badaniu parametréw wybrano zmienne moggce mie¢ najwiekszy wptyw na
etiopatogeneze choroby, a niebedgce jednoczesnie kryteriami rozpoznania choroby (stezenie
LH i estradiolu w surowicy). Wzieto pod uwage: stezenie FSH, testosteronu, porannego
kortyzolu, insuliny, NKB oraz nesfatyny-1 w surowicy.

Zbudowano 2 modele czynnikdw majgcych jednoczasowy wptyw na wystgpienie choroby
i charakteryzujgce sie poprawnoscia klasyfikacyjna:

1. Stezenie FSH, testosteronu oraz insuliny
2. Stezenie nesfatyny-1, FSH i testosteronu.

Do budowania analizowanych modeli nie udato sie wykorzysta¢ zmiennych: stezenia
porannego kortyzolu oraz NKB ze wzgledu na nadmiarowosé.

Wiaczenie stezenia nesfatyny-1 do budowy modelu okazato sie nieistotne statystycznie przy
jednoczesnym uwzglednieniu insuliny. Wobec braku mozliwosci jednoczesnego uwzglednienia
dwéch wymienionych parametréw jednoczesnie zbudowano drugi model, uwzgledniajgcy
stezenie nesfatyny-1, FSH i testosteronu. W 2. modelu uzyskano nieznaczny wzrost czutosci
(z 86,61% na 89,06%), jednak znaczny spadek swoistosci modelu (z 46,59% na 31,03%)(Tabela
XXVI).
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Tabela XXVI. Charakterystyka modeli zbudowanych metodq regresji logistycznej

lloraz szans lloraz szans dla Klasyfikacja
Model p modelu Zmienne istotne . ik
parametrow przypadkow
(OR)
% FSH p<0,001 FSH 0,73 % poprawnych 71,3%
‘E 1 |p<0,001 5,64 testosteron p<0,001 |testosteron 0,02 |czutosé 86,61%
o insulina 0<0,001 insulina 0,77 swoistos¢ 46,59%
2 nesfatyna-1 p=0,04 |nesfatyna-10,94 |% poprawnych 70,9%
% 2 | p<0,001 3,66 FSH p=0,01 FSH 0,78 czutosc 89,06%
testosteron p<0,001 |testosteron 0,02 |swoistos¢ 31,03%

p < 0,05 istotne statystycznie

Data Mining

Do oceny modeli zbudowanych przy wykorzystaniu metody regresji logistycznej wykorzystano
rowniez metody Data Miningu.

Analiza skupienn metodq K-srednich

Pierwszg metodg Data Miningu wykorzystang do budowy modelu byta analiza skupiet metodg
K-srednich. Metoda ktdrej celem jest utozenie obiektéw w grupy w taki sposdb, aby stopien
powigzania obiektéw z obiektami nalezgcymi do tej samej grupy byt jak najwiekszy,
a z obiektami z pozostatych grup jak najmniejszy. Wykorzystujgc dane analogiczne jak
w regresji logistycznej zbudowano 2 modele, ktérych charakterystyke przedstawiono ponizej:
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Rycina 54. Charakterystyka pierwszego modelu uzyskanego metodq
analizy skupiert metodq k-srednich
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Rycina 55. Charakterystyka drugiego modelu uzyskanego metodg
analizy skupienn metodq k-srednich

Jak przedstawiono na powyzszych rycinach, model 1. dobrze pogrupowat obiekty w skupienia
(miarg poprawnosci modelu jest stopien oddalenia od siebie krzywych)(Rycina 54). Drugi
model charakteryzuje sie stabg zdolnoscig do grupowania (Rycina 55). Czutos¢ i swoisto$¢ obu
modeli przedstawiona jest w Tabeli XXVII.

Tabela XXVII. Poréwnanie wartosci predykcyjnych oraz czutosci i swoistosci wybranych modeli oceny prawdopodobierstwa
wystqgpienia FHA

Regresja Analiza skupien Drzewa
logistyczna metoda k-srednich klasyfikacyjne

Model 1 | Model 2 | Model 1 | Model 2 | Model 1 | Model 2

Czutos¢ 86,61% | 89,06% | 88,03% | 82,81% | 88,73% | 92,97%

Swoistosé 46,59% | 31,03% | 52,27% | 27,59% | 80,68% | 53,45%

Wartos¢ predykcyjna

dodatnia 0,72 0,74 0,75 0,72 0,88 0,82

Wartos¢ predykcyjna

ujemna 0,68 0,56 0,73 0,42 0,82 0,78
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Drzewa klasyfikacyjne

Wykorzystuje sie je do wyznaczania przynaleznosci przypadkéw do klas jakosciowej
zmiennej zaleznej na podstawie pomiardw jednej lub wiecej predyktoréw. Dokonuje podziatu
proby statystycznej na klasy obserwacji o podobnych wtasciwos$ciach za pomocg diagraméw
zwanych drzewami klasyfikacji. Metoda drzew klasyfikacyjnych jest odmiang hierarchicznej
analizy skupien. Wartosci predykcyjne oraz czutos¢ i swoistos¢ modeli zostata podana w tabeli
(Tabela XXVII).

Poréwnanie czufosci i swoistosci oraz wartosci predykcyjnych wskazato, ze sposréd
zaprezentowanych w badaniu modeli, algorytmem najlepiej rozpoznajgcym pacjentki chore
i zdrowe sg drzewa klasyfikacyjne, szczegdlnie model zbudowany ze zmiennych: stezenia FSH,
testosteronu i nesfatyny-1. Model utworzony w oparciu o stezenie FSH, testosteronu, oraz
insuliny wykazuje nieznacznie nizszg czutos¢ przy wysokiej swoistosci oraz wysokich
wartosciach predykcyjnych dodatniej i ujemnej. Jednoczesnie model 1. zbudowany jest na
powszechnie dostepnych oznaczeniach stezenia FSH, testosteronu oraz insuliny, co znaczgco
utatwia jego wykorzystanie kliniczne.

—0 Liczba podziatow = 11; Liczba weztdow koncowych = 12

el anaas = 4

S prrse] i = 5

Rycina 56. Charakterystyka 1. modelu uzyskanego metodq drzew klasyfikacyjnych
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—0 Liczba podziatow = 9; Liczha weztow koncowych = 10
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Rycina 57. Charakterystyka 2. modelu uzyskanego metodq drzew klasyfikacyjnych

94




5. DYSKUSJA

Wtdrny brak miesigczki wystepuje u okoto 3-5 % kobiet w wieku rozrodczym, stanowigc
istotny problem kliniczny wséréd tej grupy pacjentek. Czynnosciowy podwzgdrzowy brak
miesigczki jest najczestszg przyczyng wtdrnego braku miesigczki w tej populacji. Zwigzany jest
on z nadmierng utratg masy ciata, intensywnym wysitkiem fizycznym lub stresem. Znacznie
rzadziej, jesli czynniki ryzyka wystgpia odpowiednio wczesnie, czynnosciowy podwzgdrzowy
brak miesigczki moze stanowié przyczyne pierwotnego braku miesigczki®4.

Bezposrednig przyczyng anowulacji w FHA jest zaburzenie pulsacyjnego wydzielania GnRH, co
w dalszej kolejnosci implikuje zaburzenie czestotliwosci i amplitudy pulséw LH2, Obnizone
stezenia LH i FSH w surowicy sg niewystarczajgce do utrzymania prawidtowej folikulogenezy
i stymulacji jajnikéw, co wywotuje wtérny brak miesigczki, zmniejszong ptodnos¢ oraz
hipoestrogenizm331%3,

Podejrzewa sie jednak, ze nie zaburzenie wydzielania GnRH, a zaburzenia wydzielania
neurohormondéw w jadrze tukowatym sg gtéwng przyczyng rozwoju FHA (patrz Rycina 3).
Dotychczas wykryto wiele czynnikéw, moggcych wptywaé neuromodulujaco na wydzielanie
GnRH. Obejmujg one zaréwno sygnaty hamujace, jak i czynniki stymulacyjne, ktoére
posredniczg miedzy sekrecjag GnRH a informacjami ptyngcymi zaréwno ze $rodowiska
wewnetrznego, jak i zewnetrznego. Udowodniono dotychczas, ze istnieje Scisty zwigzek
miedzy aktywacjg osi podwzgdérze — przysadka - nadnercza oraz hiperkortyzolemia a
zmniejszeniem wydzielania GnRH u oséb z FHA. Zmniejszone przyjmowanie pokarmu,
wptywajace na stezenie adipokin, czy intensywny wysitek fizyczny uruchamiajg kaskade
neuromodulujacy skutkujgca zaburzeniem pulsacyjnego wydzielania GnRH941%5, Wykazano,
ze centralnym punktem kumulujgcym informacje z uktadu stresu czy uktadu metabolicznego
i regulujgcym w ten sposéb funkcje rozrodcze sg neurony KNDy (patrz Rycina 3). Wydzielajac
KISS1, NKB oraz Dyn regulujg prace innych neuronéw KNDy w obrebie jgdra tukowatego oraz
stymulujg wydzielanie GnRH, wptywajac na prace nizszych pieter uktadu rozrodczego. Na ich
powierzchni znajdujg sie receptory dla NKB, receptory dla Dyn i testosteronu, leptyny oraz
insuliny, a takze ERa, PR, MC3R i MC4R odbierajgce informacje z uktadu POMC/CART. Szeroki
wachlarz receptoréw sprawia, ze to wiasnie neurony KNDy sg uwazane za centralny regulator
funkcji rozrodczych®.

Na podstawie przeprowadzonych dotgd badan podejrzewa sie, ze zmiany wydzielania
zaréowno NKB jak i nesfatyny-1, wptywajace na regulacje wydzielania GnRH, mogg by¢
pierwotng przyczyng zaburzen, ktorych kaskade obserwuje sie u pacjentek z FHA. Do tej pory
udowodniono wystepowanie zaburzern wydzielania KISS1 w grupie pacjentek z FHA3%,
Poniewaz NKB znajduje sie w szlaku regulacji neurohormonalnej powyzej KISS1, podejrzewa
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sie, ze to zaburzenie wydzielania NKB jest tym pierwotnym, a dopiero wtdrnie dochodzi do
zaburzenia wydzielania KISS1 i szlaku nastepstw obserwowanych w FHA.

Nesftyna-1 jest nowo odkrytym neurohormonem silnie zaangazowanym w regulacje interakgji
miedzy statusem energetycznym a rozmnazaniem. Jej wydzielanie jest regulowane przez
wydzielanie adipokin, nesfatyna-1 natomiast w dalszej kolejnosci wptywa na wydzielanie
GnRH.

W swietle danych literaturowych zasadne wydaje sie przypuszczenie, iz u pacjentek z FHA
dochodzié¢ bedzie do obnizenia stezenia NKB oraz nesfatyny-1, co ttumaczytoby dalszg kaskade
nastepstw obserwowanych w FHA, poczawszy od obnizenia stezenia KISS1, koriczac na
hipoestrogenizmie i jego powiktaniach.

W prezentowanym badaniu zadano sobie wiec pytanie, czy pacjentki cierpigce na FHA
wykazujg obnizone stezenie NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi. Ponadto w badaniu tym
starano sie odpowiedzieé na pytanie, w jaki sposéb standardowe leczenie hormonalne wptywa
na czynniki etiopatogenetyczne FHA, czyli czy i jak sekwencyjna dwuskfadnikowa hormonalna
terapia zastepcza bedzie zmieniata wydzielanie NKB oraz nesfatyny-1 u pacjentek z FHA?

Spodziewano sie, ze wigczenie HTZ u pacjentek z FHA nie wptynie na stezenia NKB oraz
nesfatyny-1 jako czynnikéw etiologicznych choroby. Zasadne wydaje sie podejrzenie, ze
jedynie zmiany behawioralne lub wzrost masy ciata mogg wywota¢ znaczace zmiany na
poziomie neurohormonalnym i w ten sposoéb przyczynié sie do wyleczenia pacjentek z FHA.
Podejrzewa sie, ze HTZ nie wptywa na czynniki etiopatogenetyczne choroby, a u pacjentek
z FHA ma jedynie na celu zapobieganie odlegtym skutkom hipoestrogenizmu oraz
wywotywanie regularnego cyklu miesigczkowego.

Z drugiej strony, brano pod uwage, ze HTZ moze hamowa¢ funkcje jader podwzgdrza
u pacjentek z FHA w mechanizmie sprzezenia zwrotnego ujemnego. Moze doprowadzac to do
pogtebienia zaburzen neurohormonalnych wystepujgcych w FHA, a co za tym idzie, skutkowac
dalszym spadkiem LH oraz pogtebieniem hipogonadyzmu.

5.1. Analiza stezert NKB i nesfatyny-1 przed leczeniem

5.1.1. Stezenie NKB i nesfatyny-1 u pacjentek z FHA

Badanie udowodnito wystepowanie istotnie statystycznie nizszego stezenie NKB oraz
nesfatyny-1 w surowicy u pacjentek chorych na FHA.

Srednie stezenie NKB u tych pacjentek wynosito 628,35 + 324,92 ng/L, natomiast w grupie
pacjentek zdrowych 721,41 + 337,57 ng/L; mediany wynosity odpowiednio 494,11 ng/L oraz
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636,07 ng/L (p=0,002). Jak udowodniono w dostepnej literaturze, u pacjentek z FHA dochodzi
do silnego wyhamowania osi podwzgorze — przysadka — jajnik, jednak gtéwnym punktem,
ktory podlega zahamowaniu jest jadro tukowate podwzgdrza, centralnie regulujgce catg os.
Dotychczasowe obserwacje wykazaty, ze u pacjentek z jadtowstretem psychicznym o typie
restrykcyjnym dochodzi do obnizenia stezenia KISS1 w poréwnaniu do grupy kontrolnej,
jednak bez istotnosci statystycznej (0,2 £ 0,07 ng/ml vs. 0,3 + 0,36 ng/ml; p=0,71), podczas gdy
w grupie pacjentek z FHA wykazano istotnie statystycznie nizsze stezenie KISS1 (0,17+0,11
ng/ml vs. 0,3+0,36 ng/ml; p=0,027)%38. W badaniu Bacopoulou F. et al®l. z 2017 roku
wykazano, ze w grupie pacjentek z typowym jadtowstretem psychicznym stezenie KISS1 silnie
korelowato z BMI (r=-0,60, p=0,012). Ponadto wykazano istotng statystycznie rdznice
w stezeniu KISS1 miedzy grupg pacjentek z typowym i atypowym jadtowstretem psychicznym
(208,2 ng/L [110,0 ng/L-586,0 ng/L] vs. 436,9 ng/L [167,3 ng/L -641,4 ng/L]; p= 0,055), podczas
gdy nie zaobserwowano istotnej statystycznie réznicy miedzy grupg z typowym jadfowstretem
psychicznym i grupg kontrolng (208,2 ng/L [110,0 ng/L-586,0 ng/L] vs. 232,8 ng/L [101,9 ng/L
-709,1 ng/L]; p=0,546). Praca Hofmann T. et al. z 2016 roku wskazata natomiast, ze w grupie
pacjentek z jadtowstretem psychicznym stezenie KISS1 korelowato negatywnie
z intensywnoscig wysitku fizycznego (r=-0,41, p=0,01), a pozytywnie z BMI w tej samej grupie
pacjentek (r=0,514, p<0,001)!3!. Ponadto, zauwazono, ze podawanie KISS1 we wlewie iv.
pacjentkom z FHA przywraca u nich prawidtowe pulsacyjne wydzielanie LH, FSH oraz
niezaburzonga sekrecje E2%%. Na podstawie wyzej opisanych badan nalezato podejrzewad, ze
w zwigzku z faktem, iz NKB reguluje wydzielanie KISS1, rowniez stezenie NKB bedzie obnizone
u pacjentek z FHA. Podejrzenie to potwierdzono w wynikach obecnie prezentowanego
badania. W dostepnych bazach literaturowych brak jest podobnych doniesien pozwalajgcych
odnies¢ bezposrednio wyniki wtasne do innych autoréw. Prezentowane badanie jest bowiem
pierwszym badaniem, podczas ktdrego oznaczono stezenie NKB w surowicy krwi u pacjentek
z FHA.

Jednoczesnie w badaniu przeanalizowano stezenie innego neurohormonu, nesfatyny-1, ktéra
podobnie jak NKB (ale w innym mechanizmie, patrz Rycina 4, Rycina 5) reguluje wydzielanie
KISS1. W badaniu wykazano, ze srednie stezenie nesfatyny-1 w surowicy krwi w grupie FHA
jest statystycznie istotnie nizsze niz w grupie badanej (Srednie odpowiednio 6,21 + 4,79
mmol/L oraz 8,64 + 6,63 mmol/L, mediany odpowiednio 4,64 mmol/L w grupie FHA i 6,91
mmol/L w grupie zdrowej; p=0,005). W dostepnych danych literaturowych, wedtug wiedzy
autora, zaprezentowano tylko jedno badanie przeprowadzone na grupie pacjentek
z jadtowstretem psychicznym o charakterze restrykcyjnym autorstwa Ogiso K. et al. Wykazano
w nim, ze stezenie nesfatyny-1 w surowicy pacjentek z jadtowstretem psychicznym byto
statystycznie istotnie nizsze niz w grupie kontrolnej (6,23 + 0,70 ng/ml w grupie badanej
wzgledem 8,91 + 0,85 ng/ml w grupie kontrolnej, p< 0,05)'7°. Do tej pory nie przeprowadzono
innych badan dotyczgcych stezenia nesfatyny-1 w grupie pacjentek z FHA czy pacjentek
uprawiajacych intensywny wysitek fizyczny, co utrudnia analize wynikéw uzyskanych
w prezentowanym badaniu.
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W badaniu udato sie réwniez wykazaé, ze stezenia nesfatyny-1 i NKB nie korelujg ze sobg
statystycznie istotnie, ani w grupie FHA, ani w grupie kontrolnej. Moze to wynika¢ z faktu, ze
oba neurohormony znajdujg sie w innym szlaku regulacji. Jednocze$nie pewne przestanki
z literatury sugerujg mozliwos¢ potfaczenia tych dwéch uktadéw regulacyjnych, niemniej dane
te sg skape i niejednoznaczne, co utrudnia analize powyzszych wynikow?>>185147,

5.1.2. NKB inesfatyna -1 a czynniki antropometryczne

W zwigzku z mechanizmem etiopatogenetycznym i utratg masy ciata jako czynnikiem
wywotujgcym FHA, pacjentki chorujgce na te chorobe wykazujg statystycznie istotnie nizszg
mase ciata w poréwnaniu do grupy oséb zdrowych. W grupie badanej masa ciata pacjentek, a
co za tym idzie réwniez BMI byty istotnie statystycznie nizsze niz w grupie kontrolnej. W grupie
badanej az 60 na 147 (41%) pacjentek wykazywato obnizone BMI (12% wychudzenie, 29%
niedowage), podczas gdy w grupie kontrolnej jedynie u 4,5% pacjentek zdiagnozowano
niedowage. Jednoczesnie w badaniu nie wykazano istotnej statystycznie rdznicy w stezeniu
NKB
i nesfatyny-1 w grupie pacjentek z FHA majgcych prawidtowe BMI lub niedowage, podobnych
zaleznosci nie wykazano réwniez w grupie zdrowej. W przedstawianym badaniu nie wykazano
rowniez istotnych statystycznie korelacji miedzy BMI a stezeniem NKB i nesfatyny-1, zaréwno
w grupie FHA, jak i w grupie kontrolne;.

Powyzisze obserwacje czesciowo pokrywajg sie z danymi literaturowymi. Brak danych
dotyczacych korelacji miedzy BMI a NKB nie pozwala na bezposrednie pordwnanie
z dotychczas przeprowadzonymi badaniami, posrednio dane te mozna analizowaé na
podstawie wykazanych zaleznosci miedzy BMI a KISS1. W niektérych do tej pory
prezentowanych pracach wykazano istotng statystycznie negatywng korelacje miedzy BMI
a stezeniem KISS1 w grupie pacjentek z typowym jadtowstretem psychicznym (r=-0,60,
p=0,012), co moze przektadaé sie na korelacje BMI ze stezeniem NKB3. W tym samym
badaniu, biorgc pod uwage jednak catg grupe pacjentek z jadtowstretem psychicznym, nie
wykazano podobnych zaleznosci®l. Inne doniesienia natomiast wskazujg na wystepowanie
pozytywnej korelacji miedzy KISS1 a BMI w grupie pacjentek z jadtowstretem psychicznym?3?,
W literaturze opisywany jest réwniez brak opisanej korelacji w innych grupach chorych, m.in.
u pacjentek z PCOS czy w grupie chorych z otytoscig®”1%8,

Dane literaturowe dotyczgce korelacji nesfatyny-1 a BMI réwniez sg niejednoznaczne. Czes¢
badaid wskazuje na pozytywng korelacje miedzy ww. wskaznikami'®®. Zaobserwowano, ze
stezenie nesfatyny-1 w surowicy pozytywnie koreluje z BMI w badaniu przeprowadzonym na
grupie pacjentek z jadtowstretem psychicznym o charakterze restrykcyjnym (r= 0,520,
p< 0,05)Y7017L172 |nne badania natomiast wykazujg brak korelacji, lub wrecz korelacje
negatywng, np. w badaniach przeprowadzonych na grupie pacjentek z przedwczesnym
dojrzewaniem ptciowym wykazano, ze BMI koreluje negatywnie z BMI (p=0,025, r=- 0,81),
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natomiast badania przeprowadzone na grupie pacjentek z jadtowstretem psychicznym nie
wykazaty zadnej zaleznosci (r=0,06, p=0,70)%73174.175,180,

Powyzsze rozbieznosci w literaturze mogg wynikaé zaréwno z choréb wspoéttowarzyszacych
(badanie korelacji nesfatyny-1 z BMI w réznych jednostkach chorobowych), czy tez wptywu
innych czynnikdw metabolicznych, nie branych do tej pory pod uwage w powyzszych
analizach. Podejrzewa sie natomiast, ze ujemna korelacja miedzy BMI a nesfatyng-1, wykryta
w niektorych grupach chorych, moze wynikac z faktu, iz obnizone stezenie nesfatyny-1 moze
stymulowadé apetyt i powodowaé wzrost BMI74,

Nie wykazano istotnej statystyczne korelacji miedzy stezeniem NKB i nesfatyny-1 a czasem
trwania wtérnego braku miesigczki w grupie chorej. W przytoczonym badaniu Ogiso K. et al.'”°
wykazano, analogiczne do wynikéw wtasnych, brak korelacji miedzy stezeniem nesfatyny-1
a dtugosciag trwania choroby (R=-0,591, p= 0,162)'7°, Niemniej, stwierdzono brak korelacji
miedzy stezeniem nesfatyny-1 a wiekiem pacjentek (R=-0,232, P= 0,406), podczas gdy
w wynikach wtasnych zaobserwowano statystycznie istotng ujemng korelacje (R=-0,19,
p=0,03) miedzy stezeniem nesfatyny-1 a wiekiem pacjentek w grupie FHA. Podobnych
zaleznosci nie zaobserwowano w grupie zdrowej. Réwniez stezenie NKB nie korelowato
w zadnej grupie z wiekiem pacjentek.

5.1.3. NKB inesfatyna -1 a parametry hormonalne

U pacjentek cierpigcych z powodu FHA odnotowano istotne statystycznie rdznice
w stezeniu badanych parametréw hormonalnych w poréwnaniu do grupy zdrowej. Wykazano
istotnie statystycznie nizsze stezenie FSH, LH i estradiolu w surowicy krwi, pacjentki
wykazywaty charakterystyczny dla schorzenia profil hormonalny odpowiadajacy
hipogonadyzmowi hipogonadotropowemu. Wykazano réwniez istotne statystycznie réznice
w stezeniach porannego kortyzolu (podwyzszone), DHEA-S (obnizone), testosteronu
(obnizone), PRL (obnizone), TSH (obnizone), i fT4 (obnizone), charakterystyczne i szeroko
opisywane w dostepnej literaturze®%2%, Wykazano istotng statystycznie korelacje pozytywna
miedzy stezeniem estradiolu a stezeniem nesfatyny-1 w grupie FHA oraz istotng statystycznie
korelacje negatywna miedzy stezeniem estradiolu i stezeniem NKB w grupie zdrowe;j.

W przeprowadzonych dotychczas badaniach wykazano, ze u pacjentek z przedwczesnym
telarche stezenie nesfatyny-1 nie korelowato ze stezeniem LH ani FSH w surowicy krwi?%%,
Podobny brak zaleznosci odnotowano u pacjentek z PCOS (brak korelacji stezenia nesfatyny-1
ze stezeniem LH) oraz centralnym przedwczesnym dojrzewaniem ptciowym, ponadto nie
zaobserwowano w nich zaleznosci miedzy stezeniem nesfatyny-1 a stezeniem estradiolu'’4202,
Niemniej, korelacje stezedh hormondw w przedwczesnym dojrzewaniu ptciowym czy PCOS sg
trudne do pordwnania z korelacjami wykrytymi w FHA ze wzgledu na odmienng

etiopatogeneze wymienionych schorzed. Ponadto, sami autorzy wymienionych badan
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podkreslajg, ze niektore z wynikdw trudno interpretowac, m.in. ze wzgledu na matg grupe
badang (20 pacjentek z PCOS czy 22 z przedwczesnym dojrzewaniem ptciowym)201.292,

Podobnych analiz nie przeprowadzono do tej pory dla stezenia NKB. Analogicznie jak
w przypadku zaleznosci z BMI opisanych powyzej, przeprowadzono liczne badania dotyczace
korelacji miedzy stezeniem KISS1 i FSH, LH i E2 w surowicy krwi. W badaniach Bacopoulou F.
et al. nie wykazano istotnych statystycznie korelacji miedzy stezeniem KISS1 a stezeniem FSH,
LH czy E2 w surowicy krwi w grupie pacjentek z jadtowstretem psychicznym?8!. Korelacji miedzy
stezeniem KISS1 a E2 w surowicy krwi nie wykazano réwniez w zadnej z 3 faz cyklu: wczesnej
folikularnej, okotoowulacyjnej i lutealnej, w grupie pacjentek zdrowych?°3, Réwniez w grupie
pacjentek zdrowych nie udato sie wykazac korelacji miedzy stezeniem KISS1 ani stezeniem
FSH i LH2%4,

Nie wykazano istotnych statystycznie korelacji miedzy stezeniem NKB i nesfatyny-1
a stezeniem testosteronu, DHEA-S i porannego kortyzolu w surowicy krwi w grupie badanej
i kontrolnej, niemniej z uwagi na bardzo skape dane w literaturze wyniki te sg trudne do
zinterpretowania. Dotychczas udato sie wykaza¢ m.in. pozytywna korelacje miedzy stezeniem
KISS1 i testosteronu (R= 0,268, p=0,001) w grupie pacjentek z PCOS, co jedynie posrednio
moze sugerowac zalezno$¢ z NKB®®, Podobnie, w grupie z PCOS wykazano brak statystycznie
istotnej korelacji miedzy stezeniem testosteronu i stezeniem nesfatyny-1 (R=0,314,
p=0,602)?°2, Niemniej, jak wczeéniej zauwazono, zaburzenia hormonalne u pacjentek z PCOS
znajdujg sie w zasadzie na drugim biegunie spektrum zaburzen miesigczkowania w stosunku
do FHA (podwyzszone stezenie LH i androgendw w surowicy, podwyzszone stezenie KISS1), co
powoduje, ze obserwacje dotyczgce grupy z PCOS powinny by¢ ostroznie pordwnywane
z zaburzeniami obserwowanymi w FHA.

5.1.4. NKB inesfatyna -1 a parametry metaboliczne

W grupie pacjentek cierpigcych z powodu FHA wykazano istotnie statystycznie nizsze stezenie
insuliny oraz statystycznie istotnie nizszg wartos$¢ wskaznika HOMA-IR w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Jednoczesnie wykazano wyzsze stezenie TCh oraz frakcji HDL. Nie wykazano
natomiast istotnych statystycznie réznic w stezeniach glukozy na czczo, frakcji cholesterolu
LDL oraz TG.

W analizie korelacyjnej udato sie wykaza¢ istotng statystycznie ujemng zaleznos¢ miedzy
stezeniem glukozy a stezeniem nesfatyny-1 w surowicy krwi. Podobnej zaleznosci nie
wykazano dla stezenia NKB w surowicy krwi. Jednocze$nie nie wykazano zaleznosci miedzy
stezeniem nesfatyny-1 i NKB, a stezeniem insuliny w surowicy krwi i wskaznikiem HOMA-IR.
Analizujgc zalezno$ci miedzy stezeniem NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi a stezeniem
poszczegdlnych frakcji lipidogramu wykazano ujemng istotng statystycznie korelacje miedzy
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stezeniem nesfatyny-1 a stezeniem cholesterolu HDL w grupie FHA. Nie wykazano podobnych
zaleznosci dla innych frakcji lipidowych ani NKB, zardwno w grupie FHA, jak i w grupie zdrowej.

W dotychczas opublikowanych badaniach brak jest danych dotyczacych zaleznosci miedzy
parametrami metabolicznymi a stezeniem NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi. Pojedyncze
dane pochodzace z literatury opisujgcej powyzisze zaleznosci w réznych jednostkach
chorobowych s3 czesto sprzeczne i wykluczajace sie. Catak Z. et al.2%2 opublikowali w 2019
roku badanie, w ktérym nie wykazano istotnej statystycznie korelacji miedzy stezeniem
nesfatyny-1 w surowicy a HOMA-IR w grupie pacjentek z PCOS?%2. Podobnie w badaniu Abaci
A. et al.?% nie wykazano istotnej statystycznie korelacji miedzy stezeniem nesfatyny-1
a stezeniami insuliny, glukozy, TG, TCh, LDL, HDL ani wskaznikiem HOMA-IR zaréwno w grupie
pacjentdéw z otytoscig, jak i w grupie kontrolnej?®. Brak korelacji miedzy stezeniem insuliny
i nesfatyny-1 w surowicy zostat opisany réwniez w innych doniesieniach naukowych?°¢, W
innych badaniach wykazano natomiast, ze stezenie nesfatyny-1 pozytywnie koreluje ze
stezeniem glukozy na czczo (r = 0,5, p=0,001), stezeniem insuliny na czczo (r= 0,51, P = 0,001),
HOMA-IR (r = 0,6, p<0,001), TCh (r=0,54, p< 0,001) i LDL (r = 0,5, p=0,001) w grupie mtodych
pacjentéw z otytoscig?®’. Podobne wyniki uzyskano w badaniu Tan BK et al.?%, gdzie stezenie
nesfatyny-1 korelowato dodatnio ze stezeniem insuliny w surowicy (r=0,347, p<0,05) oraz ze
wskaznikiem HOMA-IR (r=0,370, p<0,05), jednoczesnie nie wykazano istotne] statystycznie
zalezno$ci miedzy stezeniem nesfatyny-1 a stezeniem glukozy?8. Sprzeczne dane dotyczace
korelacji miedzy stezeniem nesfatyny-1 a parametrami gospodarki weglowodanowej sg dosy¢
interesujgce, bowiem w wielu badaniach w sposéb wyrazny wykazano, ze nesfatyna-1
wywiera dziatanie hipoglikemizujgce. Nesfatyna-1 zwieksza bowiem wyrzut insuliny i wzrost
ekspresji mRNA dla preproinsuliny w tkance trzustki. Hipoglikemizujgce dziatanie nesfatyny-1
potwierdza sie rowniez w badaniach u chorych z zaburzeniami glikemii. Wykazano, ze
u chorych na cukrzyce typu Il oraz u pacjentek w cigzy powiktanej cukrzyca cigzowa dochodzi
do obnizenia stezenia nesfatyny-1. Ponadto dozylne podanie nesfatyny-1 zmniejsza stezenie
glukozy w surowicy krwi2022%7_ 7 drugiej strony insulina zwieksza wewngtrzkomérkowe
stezenie nesfatyny-1 w adipocytach oraz zwieksza ekspresje receptorow aktywowanych przez
proliferatory peroksysomdédw gamma (ang. peroxisome proliferator-activated receptor
gamma, PPARYy), ktére kolejno zwiekszaja ekspresje nesfatyny-12%7,

Dane literaturowe dotyczgce korelacji miedzy NKB i parametrami metabolicznymi sg skape.
W badaniu Andreozzi F. et al.?%° z 2017 roku nie wykazano istotnych statystycznie korelacji
miedzy stezeniem KISS1 a stezeniami TCh, HDL, TG, glukozy i insuliny na czczo?%. Niemniej w
grupie pacjentek z PCOS stezenie insuliny na czczo ujemnie korelowato ze stezeniem KISS1 w
surowicy (r=-0,308, p<0,05)?1°, W innym doniesieniu, rdwniez dotyczacym pacjentek z PCOS
udowodniono natomiast, ze stezenie KISS1 nie korelowato istotnie statystycznie ze stezeniem
TCh, HDL oraz glikemii na czczo, podczas gdy wykazano istotne statystycznie korelacje
pozytywne ze stezeniem TG (r=0,297, p0,001), LDL (r=0,368, p=0,001), insuliny na czczo
(r=0,199, p<0,001) oraz wartoscig wskaznika HOMA-IR (0,206, p<0,001)*°8, Dane te moga
jedynie posrednio sugerowa¢ mozliwe oddziatywania miedzy NKB a parametrami
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metabolicznymi. Jak juz wczesniej opisano, po pierwsze stezenie KISS1 jedynie posrednio
koreluje ze stezeniem NKB w surowicy, co nie pozwala na wyciggniecie bezposrednich
wnioskow. Po drugie przytoczone wyniki pochodzg z danych dotyczgcych innych jednostek
chorobowych, charakteryzujgcych sie zupetnie innymi zaburzeniami hormonalno-
metabolicznymi, co réwniez uniemozliwia bezposrednie poréwnywanie uzyskanych wynikow.

5.1.5. NKB i nesfatyna -1 a BMD

Pacjentki z FHA wykazywaty charakterystyczne dla tej jednostki chorobowej obnizone BMD,
a co za tym idzie istotnie statystycznie nizsze T-score i Z-score w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Jednoczesnie nie wykazano istotnych statystycznie korelacji miedzy stezeniem
NKB i nesfatyny-1 a parametrami BMD, zaréwno w grupie badanej, jak i kontrolne;j.

U pacjentek z FHA gtéwnym czynnikiem odpowiedzialnym za wystepowanie obnizonej BMD
jest dtugotrwaty hipoestrogenizm?11212213 Njedobd6r estrogendéw prowadzi do wzrostu
perforacji tkanki ggbczastej, zmniejszenia aktywnosci osteoblastéw, wzrostu apoptozy
oocytdw oraz aktywacji procesu resorpcji kosci?'4.

Niemniej, udowodniono, ze egzogenne podawanie nesfatyny-1 zwieksza BMD u samic
szczurdw po owariektomii, co moze sugerowac pozytywny wptyw nesfatyny-1 na BMD?%,
Dodatkowo, zaobserwowany wzrost stezenia nesfatyny-1 w trakcie dojrzewania
chondrocytéw, stymuluje prawidtowe formowanie kosci i proces mineralizacji?®>.

W weczesdniej przytoczonym badaniu Bacopoulou F. et al. nie wykazano istotnej statystycznie
korelacji miedzy Z-score a stezeniem KISS1 w grupie pacjentek z jadtowstretem psychicznym?!.
Analogicznie, jak w przypadku innych analizowanych parametréw, zaleznosci wykryte
w przypadku KISS1 jedynie posrednio mogg odzwierciedla¢ zaleznosci dla NKB. Z drugiej
strony, na powierzchni osteoklastow wykazano obecnos¢ NK3R, co sugeruje, ze NKB moze
stymulowadé réznicowanie osteoklastéw oraz proces resorpcji kosci?*e.
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5.2. Hormonalna terapia zastepcza w FHA

5.2.1. Zmiany w uktadzie hormonalnym, wyrdwnaniu
metabolicznym oraz gospodarce kostnej w trakcie HTZ

u pacjentek z FHA

HTZ wykorzystywany jest w ginekologii bardzo powszechnie, stuzy zaréwno do zmniejszania
nasilenia objawow wypadowych u pacjentek w okresie postmenopauzalnym, z drugiej strony
wykorzystywany jest do leczenia takich schorzen jak przedwczesna niewydolno$é jajnikdw czy
FHA, wstepujacych zazwyczaj u mtodych pacjentek. Hormonalna dwuskfadnikowa terapia
sekwencyjna, wykorzystana w powyzszym badaniu, polega na podawaniu estrogenéw oraz
progestagenu w sposéb imitujgcy naturalne wahania hormonalne wystepujace
w prawidtowym cyklu miesigczkowym. Sekwencyjna dwusktadnikowa HTZ wykorzystywana
jest szeroko w leczeniu FHA2%%217 Wtgczenie HTZ w FHA zaleca sie po wstepnej krotkiej prébie
nieudanego leczenia behawioralnego. Badania wykazaty bowiem, ze zmiana trybu zycia,
ograniczenie wysitku fizycznego oraz zmiana diety powodujg przywrdcenie prawidiowej
gospodarki hormonalnej oraz regularnych cykli miesigczkowych. Niemniej, doswiadczenie
wskazuje, ze uzyskanie poprawy u pacjentek po krdotkim okresie jedynie terapii behawioralnej
jest bardzo trudne, w zwigzku z czym w wiekszos$ci przypadkéw zastosowanie HTZ jest
konieczne. W niektérych publikacjach udowodniono, ze HTZ moze poprawia¢ BMD
u pacjentek z FHA%Y7218 ponadto w trakcie HTZ odnotowuje sie znaczng poprawe jakosci zycia
pacjentek z FHA. Wywotujgc jednak wymuszony, regularny cykl miesigczkowy moze dawac
pacjentce poczucie wyleczenia z choroby, pomimo nadal wystepujgcych zaburzen na poziomie
neurohormonalnym?.

W przedstawianym badaniu zadano sobie wiec pytanie: jak standardowo wykorzystywany
w leczeniu FHA HTZ wptywa na regulacje neurohormonalng, a w zwigzku z tym, czy wptywa na
etiopatogeneze FHA i czy moze by¢ uznawany za metode zdolng do wyleczenia choroby.

W powyzszym badaniu wykazano, ze po zastosowaniu 6-miesiecznej sekwencyjnej
hormonalnej terapii estrogenno-progestagennej (2 mg 17-B-estradiolu + 10 mg
dydrogesteronu) doszto do statystycznie istotnego wzrostu stezenia E2 w surowicy krwi
(wynikajgcego z suplementacji estradiolu w HTZ), jednoczesnie w grupie badanej doszto do
istotnego statystycznie obnizenia stezenia FSH w surowicy krwi, podczas gdy stezenie LH w
surowicy krwi pozostato bez zmian, pomimo leczenia. Powyzisze wyniki wydajg sie byc¢
logiczne, majgc na uwadze fizjologiczne mechanizmy regulacji hormonalnej i petli sprzezenia
zwrotnego. W grupie pacjentek z FHA dochodzi jedynie do nieznacznego obnizenia stezenia
FSH w surowicy, czesto pozostaje ono w granicach normy. W zwigzku z faktem, iz stezenie FSH
nie jest czynnikiem etiopatogenetycznym, podlega on prawidlowym mechanizmom
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regulacyjnym i ulega on obnizeniu pod wptywem dwusktadnikowej HTZ. Stezenie LH
natomiast, jako kryterium rozpoznania FHA, nie ulegto istotnej statystycznie zmianie po
leczeniu. Niemniej, w przypadku braku zaburzed na poziomie neurohormonalnym,
w niektérych badaniach podanie estrogenédw zmniejsza wydzielanie LH podczas, gdy w innych
wykazano wzrost stezenia LH oraz wzrost amplitudy pulséw LH po podaniu
estrogenéw?19220:221,222 - 73le7n04ci dotyczace stezenia FSH potwierdzajg sie w dostepnej
literaturze, gdzie w grupie zdrowych kobiet lub pacjentek po menopauzie podawanie HTZ
prowadzi do istotnego statystycznie spadku stezenia FSH w surowicy krwi??*224, W badaniu
wykazano rowniez, ze pomimo leczenia stezenia FSH, LH oraz E2 w surowicy krwi nadal
pozostawaty istotnie statystycznie nizsze niz grupie kontrolnej, w zwigzku z czym leczenie nie
spowodowato powrotu wymienionych hormonéw do normalnych wartosci.

Nie wykazano istotnej statystycznie zmiany stezenia testosteronu w surowicy krwi, po leczeniu
pozostato statystycznie istotnie nizsze niz w grupie kontrolnej, co jest zgodne z dostepnymi
danymi literaturowymi?23, Fakt ten moze by¢ rowniez zwigzany z brakiem zmiany stezenia LH
w surowicy krwi, ktére jest gtdwnym czynnikiem stymulujgcym synteze testosteronu u kobiet.

Jednoczesnie po leczeniu zaobserwowano istotny statystycznie spadek stezenia DHEA-S
i wzrost stezenia porannego kortyzolu w surowicy krwi u pacjentek w grupie FHA. Stezenie
kortyzolu pozostawato nadal statystycznie istotnie wyzsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej,
co jest charakterystyczne dla pacjentek z FHA, stezenie DHEA-S w surowicy krwi pozostato
natomiast bez istotnej statystycznie réznicy w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Wzrost
stezenia kortyzolu w surowicy krwi po leczeniu moze byé zwigzane ze wzrostem stezenia
nesfatyny-1 w surowicy krwi po leczeniu. Wykazano bowiem, ze centralne podawanie
nesfatyny-1 zwieksza stezenie krgzgcego ACTH. Jednocze$nie obustronna adrenalektomia
zwieksza ekspresje mRNA nesfatyny-1 w jadrze przykomorowym podwzgdrza u szczura, co
sugeruje, ze z jednej strony wzrost stezenia nesfatyny-1 powoduje wzrost stezenia kortyzolu,
z drugiej wzrost stezenia ACTH powoduje wzrost stezenia nesfatyny-122°,

Ponadto analiza korelacyjna nie wykazata istotnych statystycznie zaleznosci miedzy stezeniem
NKB a stezeniem testosteronu, DHEA-S, i porannego kortyzolu w surowicy krwi po leczeniu.
Wykazano natomiast istotng statystycznie dodatnig korelacje miedzy stezeniem testosteronu
a stezeniem nesfatyny-1 w surowicy krwi, przy braku korelacji miedzy stezeniem nesfatyny-1
a stezeniem DHEA-S i porannego kortyzolu w surowicy krwi. Brak jest w bazach danych
jakiejkolwiek literatury dotyczacej wyzej wymienionych korelacji, s3 to nowe dane, ktore
wymagajg weryfikacji w dalszych badaniach nad pacjentkami z FHA.

Analizujgc parametry metaboliczne, zauwazano, ze po 6-miesiecznej HTZ doszto do istotnego
statystycznie wzrostu BMI, jednocze$nie po leczeniu pozostawato ono nadal statystycznie
istotnie nizsze niz w populacji zdrowej. W zwigzku z tym, ze u obserwowanych pacjentek
wdrozono jednoczesnie modyfikacje stylu zycia, jak i HTZ, nie mozna jednoznacznie stwierdzié,
ktory z wymienionych czynnikdw w wiekszym stopniu przyczynit sie do odnotowanej zmiany.
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Podobnie jak w przypadku stanu przed leczeniem, nie wykazano istotnych statystycznie
korelacji miedzy BMI a stezeniami NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi. Wyniki wtasne
pokrywajg sie z danymi literaturowymi, gdzie wykazano wzrost BMI u pacjentek z FHA
w trakcie HTZ?%, Jednoczesnie w literaturze zaobserwowano statystycznie istotnie wiekszy
wzrost BMI u pacjentek z samoistnym powrotem miesigczek w poréwnaniu do pacjentek
z utrzymujgcym sie wtérnym brakiem miesigczki?®, co moze byé wykorzystane jako czynnik
prognostyczny powrotu fizjologicznego cyklu miesigczkowego i wyzdrowienia.

Po leczeniu u pacjentek w grupie FHA zaobserwowano wzrost stezenia insuliny w wyniku
stosowania HTZ, jednocze$nie zaobserwowano statystycznie istotny wzrost wskaznika HOMA-
IR. Wskaznik HOMA-IR (Srednia oraz mediana) po leczeniu pozostawat jednak w zakresie
prawidtowych wartosci. Wyniki te potwierdzajg dane z piSmiennictwa, gdzie zaobserwowano
statystycznie istotny wzrost insulinoopornosci w wyniku HTZ?26227_ Niemniej, dane dotyczace
wptywu HTZ sg sprzeczne, w literaturze wykazywano rdéwniez brak wptywu HTZ na
insulinooporno$¢??8, a takze istotne statystycznie obnizenie stezenia insuliny oraz istotne
statystycznie obnizenie wskaznika HOMA-IR po zastosowaniu HTZ??°. Odmienne obserwacje
mogg wynika¢ z réznic w wieku pacjentek witgczonych do badan czy réinic w uzytych
preparatach hormonalnych. W badaniach, w ktdrych uzyto skoniugowanych estrogenéw
w dawce 0,625 mg z dodatkiem octanu medroksyprogesteronu (2,5 mg) zaobserwowano
wzrost insulinoopornosci, w przypadku uzycia 17-B-estradiolu w dawce 1 mg w potaczeniu
z octanem noretisteronu w dawce 0,5 mg nie zaobserwowano istotnych statystycznie rdznic,
natomiast w przypadku zastosowania 1 mg 17-B-estradiolu w potgczeniu z 2 mg drospirenonu
doszto do istotnego statystycznie spadku insulinooporno$ci??6227,:228229 \ prezentowanym
obecnie badaniu uzyto HTZ o najlepszym profilu dziatania metabolicznego, pomimo tego
zaobserwowano wzrost insulinoopornosci po leczeniu. Istotny statystycznie wzrost stezenia
insuliny moze by¢ zwigzany z faktem, ze wyjsciowo w grupie pacjentek z FHA wykryto istotnie
statystycznie nizsze stezenie insuliny i wskaznika HOMA-IR. Na poparcie tej tezy warto
przytoczy¢ fakt, ze pomimo istotnego statystycznie wzrostu stezenia insuliny w surowicy krwi
i wskaznika HOMA-IR po leczeniu, oba parametry nadal pozostawaty istotnie statystycznie
nizsze niz w grupie kontrolnej. Ponadto, wzrost stezenia insuliny w surowicy krwi po leczeniu
mozna ttumaczy¢ wzrostem stezenia nesfatyny-1 w surowicy krwi po leczeniu. Jak wczesniej
przytoczono, nesfatyna-1 zwieksza wyrzut insuliny i wzrost ekspresji mRNA dla preproinsuliny
w tkankach trzustki. Ponadto wykazano, ze u chorych na cukrzyce typu Il oraz u pacjentek
w cigzy powiktanej cukrzyca cigzowa dochodzi do obnizenia stezenia nesfatyny-1202207,
Stezenie glukozy w surowicy krwi po leczeniu, pomimo wzrostu stezenia insuliny w surowicy
krwi, pozostato bez statystycznie istotnych réznic w poréwnaniu zaréwno ze stezeniem przed
leczeniem w grupie FHA, jak i w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Wykazano réowniez statystycznie istotng pozytywna korelacje miedzy stezeniem insuliny
a stezeniem NKB w surowicy krwi oraz negatywng korelacje miedzy stezeniem glukozy
a stezeniem nesfatyny-1 w surowicy krwi w grupie pacjentek z FHA po leczeniu. Wykryte
korelacje przetozyty sie na wystgpienie statystycznie istotnych korelacji miedzy wskaznikiem
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HOMA-IR a badanymi neurohormonami. Z uwagi na hipoglikemizujgce dziatanie nesfatyny,
ujemna korelacja miedzy stezeniem nesfatyny-1 a stezeniem glukozy wydaje sie by¢ logiczna
i pozostaje w zgodnosci ze znang literaturg?9%2%7,

Po leczeniu nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w stezeniu frakcji lipidowych,
jednoczesnie nieistotny statystycznie spadek TCh spowodowat, ze stezenie TCh u pacjentek
z FHA po leczeniu nie wykazato istotnej statystycznie réznicy wzgledem grupy kontrolnej
(zmiana w stosunku do stanu przed leczeniem). Jednoczesnie nie wykazano statystycznie
istotnych korelacji miedzy stezeniami NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi a stezeniem TCh,
frakcji LDL i TG, zaobserwowano natomiast statystycznie istotng ujemng korelacje miedzy
stezeniem frakcji HDL a stezeniem NKB w surowicy krwi.

Efekt pozytywny HTZ na profil lipidowy jest w szeroki sposdb opisywany w literaturze.
Udowodniono, ze HTZ powoduje spadek stezenia TCh, jak i frakcji HDL ale réwniez HDL,
ponadto obniza stezenie TG?°. W prezentowanym badaniu udato sie wykaza¢ jedynie
nieistotny statystycznie spadek TCh, niemniej pierwotnie nie zaobserwowano podwyzszonego
stezenia ani TG, ani LDL w grupie chorych przed leczeniem.

Ponadto nie zaobserwowano zmiany gestosci mineralnej kosci po leczeniu w grupie FHA, BMD
nadal pozostawato statystycznie istotnie nizsze niz w grupie kontrolnej. Zaobserwowano
natomiast istotng statystycznie ujemng korelacje miedzy stezeniem NKB w surowicy krwi
a BMD oraz T-score. Badania dotyczace wptywu HTZ na BMD w FHA sg sprzeczne. Niektére
z nich wykazujg brak poprawy BMD u pacjentek leczonych z powodu FHA?31.23211 Qbserwacje
te potwierdzity sie w wynikach prezentowanego badania. Niemniej, cze$¢ badan wskazuje na
pozytywny wptyw suplementacji estrogenowej w HTZ na BMD u pacjentek z jadtowstretem
psychicznym?'7:218 W prezentowanym badaniu nie zaobserwowano zmiany BMD, niemniej
leczenie oraz obserwacja pacjentek trwata 6 miesiecy. By¢ moze w dtuiszej obserwacji
pacjentek uzyskanoby istotny statystycznie wzrost BMD, niemniej projekt prezentowanego
badania obejmowat obserwacje szesciomiesieczng. Podczas gdy dane dotyczgce wptywu HTZ
na BMD wahajg sie od braku wptywu do pozytywnego dziatania na BMD, w literaturze
dostepne sg badania wyraznie wykazujgce negatywny efekt doustnej antykoncepcji na stan
kosci u pacjentek z FHA%>*232233 ponadto u pacjentek, z uwagi na ich preferencje,
zdecydowano sie na wtgczenie HTZ doustnego. Pewne dane z literatury sugeruja, iz terapia
transdermalna moze wywieraé istotnie lepszy efekt na BMD niz terapia doustna, niemniej
dane te sg niejednoznaczne??34,

W badaniu wykazano statystycznie istotne zmiany stezenia NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi
po 6 miesigcach HTZ. Jak opisano wczesniej, egzogenne podawanie nesfatyny-1 zwieksza BMD
u samic szczuréw po owariektomii?!®>, Zaobserwowany w badaniu wzrost stezenia nesfatyny-
1 w surowicy krwi mégtby potencjalnie mie¢ wptyw na wzrost BMD, takich zaleznosci jednak
nie wykazano. Zaobserwowano natomiast ujemng korelacje miedzy stezeniem NKB
w surowicy krwi a BMD, co moze miec¢ zwigzek z aktywacjg osteoklastéw przez NKB i jej
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potencjatem do indukcji kosciogubienia. Z drugiej strony, u pacjentek z FHA, réwniez po
leczeniu, obserwowano obnizone stezenie NKB w surowicy krwi w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (po leczeniu bez istotnosci statystycznej), co raczej powinno hamowa¢ proces
ko$ciogubienia potencjalnie wywotany przez NKB21®,

5.2.2. Zmiany stezenia NKB i nesfatyny-1 w trakcie HTZ
u pacjentek z FHA

U pacjentek w grupie FHA po leczeniu zaobserwowano istotny statystycznie wzrost stezenia
nesfatyny-1 w surowicy krwi w poréwnaniu do stanu przed leczeniem (6,21+4,79 mmol/L vs.
6,63+4,15 mmol/L; mediany odpowiednio 4,64 mmol/L oraz 6,10 mmol/L; p=0,006).
Jednoczesnie poréwnujac stezenie nesfatyny-1 w surowicy krwi po leczeniu ze stezeniem
w grupie kontrolnej nie wykazano istotnej statystycznie réznicy, co wskazuje, ze po leczeniu
pacjentki osiggnety stezenie nesfatyny-1 w surowicy krwi bez statystycznej rdznicy z grupa
kontrolna.

W tym miejscu warto zada¢ pytanie, czy zmiana stezenia nesfatyny-1 spowodowana zostata
samym leczeniem hormonalnym, czy zmianami w dodatkowych badanych parametrach, ktére,
jak udowodniono, mogg w znaczgcy sposdb wptywac na stezenie nesfatyny-1 w surowicy.

Istotny statystycznie wzrost BMI po leczeniu oraz istotny statystycznie wzrost stezenia insuliny
wydajg sie by¢ najwazniejszymi zmianami mogacymi mie¢ wptyw na wzrost stezenia
nesfatyny-1 w surowicy krwi. Jak opisano powyzej, wptyw BMI na stezenie nesfatyny-1
w surowicy krwi jest niespdjny w danych literaturowych. Niemniej, czes¢ badan wskazuje na
pozytywng korelacje miedzy ww. wskaznikami®%171172 Najistotniejszg obserwacja wydaje sie
by¢ fakt, iz stezenie nesfatyny-1 w surowicy krwi pozytywnie korelowato z BMI w badaniu
przeprowadzonym na grupie pacjentek z jadtowstretem psychicznym o charakterze
restrykcyjnym (R=0,520; p<0,05)'’°, czyli na grupie badanej podobnej do grupy
z prezentowanego badania. Wzrost BMI po leczeniu w tym przypadku moze powodowac
wzrost stezenia nesfatyny-1 w surowicy krwi. Dodatkowo, w grupie pacjentek z FHA po
leczeniu wykryto istotnie statystycznie wyzsze stezenie insuliny w surowicy w poréwnaniu do
stanu przed leczeniem. Jak przytoczono powyzej, nesfatyna-1 zwieksza wyrzut insuliny i wzrost
ekspresji mRNA dla preproinsuliny w tkance trzustki??2%7, 7 drugiej strony insulina zwieksza
wewnatrzkomérkowe stezenie nesfatyny-1 w adipocytach oraz zwieksza ekspresje
receptorow aktywowanych przez proliferatory peroksysoméw gamma (ang. peroxisome
proliferator-activated receptor gamma, PPARy), ktére kolejno zwiekszajg ekspresje
nesfatyny-12%/. W zwigzku z tym trudno jest jednoznacznie stwierdzi¢, czy to podwyzszone
stezenie nesfatyny-1 po leczeniu powoduje wzrost stezenia insuliny, czy raczej wzrost stezenia
insuliny spowodowany HTZ indukuje wzrost stezenia nesfatyny-1.
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W przypadku stezenia NKB w surowicy krwi, nie zaobserwowano istotnej statystycznie réznicy
miedzy stezeniem po leczeniu w poréwnaniu do stezenia przed leczeniem w grupie FHA
(628,35 + 324,92 ng/Lvs. 623,54 + 296,07 ng/L; mediany odpowiednio 494,11 ng/L oraz 523,29
ng/L; p=0,93). Podobnie jednak, jak w przypadku nesfatyny-1, u pacjentek z FHA po leczeniu
nie zaobserwowano istotnej statystycznie réznicy w poréwnaniu do grupy kontrolnej (jednak
Z nieistotng statystycznie tendencjg do nizszych stezen w grupie badanej).

Brak réznicy w stezeniu NKB w surowicy krwi w grupie FHA przed i po leczeniu wydaje sie
rzuca¢ wyjatkowe $wiatto na sposéb leczenia pacjentek z FHA. Pod wptywem HTZ bowiem
pacjentki zaczynajg regularnie miesigczkowaé, co daje ztudne poczucie wychodzenia
z choroby, podczas gdy gtéwne czynniki etiopatogenetyczne wywotujgce chorobg nie ulegaja
poprawie. FSH, ktére nie jest co prawda gtdéwnym czynnikiem powodujgcym FHA ulega
w mechanizmie sprzezenia zwrotnego dalszemu obnizeniu, LH nie ulega zadnej istotnej
statystycznie zmianie, najprawdopodobniej przez brak istotnej statystycznie zmiany stezenia
NKB w surowicy krwi, ktére jest jednym z gtéwnych regulatoréw uktadu rozrodczego i ulega
ewidentnemu obnizeniu w FHA.

Oczywiscie, HTZ w FHA ma nie tylko za zadanie przywracanie miesigczek. Przede wszystkim
jest wykorzystywane w celu zapobiegania odlegtym skutkom przewlektego hipoestrogenizmu,
czyli obnizeniu BMD, chorobom uktadu sercowo-naczyniowego czy inwolucji uktadu
rozrodczego. Powyzsze badanie udowadnia jednak, ze HTZ nie wptywa na przyczyne choroby.
Nalezy podczas leczenia o tym pamietaé oraz uczuli¢ pacjentke na ten fakt i dazyé do
wprowadzenia u takich pacjentek skutecznej terapii behawioralne;j.

Po leczeniu, analogicznie jak w sytuacji przed leczeniem w grupie FHA czy w grupie zdrowej,
nie zaobserwowano korelacji miedzy stezeniem NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi. Brak
istotnej statystycznie korelacji miedzy stezeniem NKB i stezeniem nesfatyny-1 w surowicy krwi
moze wynika¢ z faktu, ze oba neurohormony znajdujg sie w innym szlaku regulacji.
Jednoczesnie pewne przestanki z literatury sugerujg mozliwos¢ potgczenia tych dwdch
uktadéw regulacyjnych, niemniej dane te sg skape i niejednoznaczne, co utrudnia analize
powyzszych wynikow.

5.2.3. Czynniki prognostyczne wystgpienia wtornego braku

miesigczki- krzywe ROC, analizy wielowymiarowe

Dane literaturowe dotyczace ryzyka wystgpienia wtérnego braku miesigczki w przebiegu FHA
sg niejednoznaczne. Nie zaobserwowano, aby o rozwinieciu wtérnego braku miesigczki
decydowat spadek BMI, spadek bezwzglednej masy ciata czy spadek procentowy tkanki
ttuszczowej. Wobec tego, w prezentowanym badaniu starano sie znalez¢ modele
umozliwiajgce prognozowanie wystgpienia wtérnego braku miesigczki u pacjentek
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z czynnikami ryzyka FHA. Wykorzystujac analizy wielowymiarowe uzyskano 2 modele,
cechujace sie najwiekszg czutoscig i swoistosScig w poszukiwaniu wtérnego braku miesigczki
u pacjentek z FHA (patrz rozdziat 4.4 i 4.5).

W analizie krzywych ROC pordwnano m.in. potencjat oceny stezenia nefatyny-1 i NKB
w surowicy krwi jako czynnikdw predykcyjnych wystgpienia wtérnego braku miesigczki.
Wykazano, ze ocena stezenia NKB w surowicy krwi cechuje sie wiekszg specyficznoscig (AUB
0,6, punkt odciecia 468,78 ng/L, specyficzno$¢ 79,31%), podczas gdy ocena stezenia nesfatyny-
1 w surowicy krwi cechuje sie wiekszg czutoscig, na poziomie 57,36% (AUC 0,63, punkt odciecia
5,2mmol/L. Nie wykazano istotnej statystycznie réznicy miedzy krzywymi ROC dla NKB
i nesfatyny-1 (p=0,074)

Poréwnanie krzywych ROC dla najlepszych parametréw hormonalnych i metabolicznych
wykazato, ze BMI jest istotnie statystycznie najlepszym pojedynczym czynnikiem
prognostycznym (punkt odciecia 21,7 kg/m?; czutos$¢: 84,14%; swoistosc: 51,14%).

Wykorzystujgc analizy wielowymiarowe 3 metodami uzyskano 2 modele, sposréd ktorych
najlepszy wydaje sie byé model zbudowany metodg drzew klasyfikacyjnych, wykorzystujgcy
stezenie FSH, testosteronu oraz insuliny do prognozy wystgpienia wtérnego braku miesigczki
u pacjentek z czynnikami ryzyka FHA. Czutos¢ modelu wynosi odpowiednio 88,73%; swoisto$é
80,68%; wartos¢ predykcyjna dodatnia 0,88; wartos¢ predykcyjna ujemna 0,82. Jedynie dwa
z 6 zbudowanych modeli charakteryzowaty sie wiekszg czuto$cig na poziomie 89,06% oraz
92,97% (Tabela XXVII). Niemniej, wykazywaty one réwniez zdecydowanie nizszg swoistos¢,
odpowiednio 31,03% oraz 53,45%. Ponadto, w ich budowie wykorzystano ocene stezenia
nesfatyny-1, co sprawia, ze model okazuje sie duzo trudniejszy do zastosowania
w postepowaniu klinicznym.
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Podsumowanie

Czynnosciowy podwzgérzowy brak miesigczki jest przewlektym schorzeniem endokrynnym
spowodowanym zaburzeniem pulsacyjnego wydzielania hormondw na poziomie podwzgdrza,
co doprowadza do rozwoju wtérnego braku miesigczki. Jednymi z neurohormondéw
odpowiadajacych za wydzielanie GnRH przez podwzgdrze sg NKB oraz nesfatyna-1. Badanie
udowodnito wystepowanie istotnie statystycznie nizszego stezenia NKB oraz nesfatyny-1
w surowicy krwi u pacjentek chorych na FHA.

W badaniu zanalizowano réwniez stezenie NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi po 6 miesigcach
leczenia sekwencyjng hormonalng terapig estrogenno-progestagenng (2 mg 17-B-estradiolu +
10 mg dydrogesteronu). Zaobserwowano statystycznie istotny wzrost stezenia nefatyny-1
w surowicy krwi (mediana stezenia przed leczeniem 4,64 mmol/L, mediana stezenia po
leczeniu 6,10 mmol/L, p=0,006). Jednoczesnie nie zaobserwowano istotnej statystycznie
réznicy w stezeniu NKB w surowicy krwi miedzy pacjentkami w grupie FHA przed i po leczeniu.

Brak réznicy w stezeniu NKB w surowicy krwi w grupie FHA przed i po leczeniu wydaje sie
rzuca¢ wyjgtkowe Swiatto na sposéb leczenia pacjentek z FHA. Pod wptywem HTZ bowiem
pacjentki zaczynajg regularnie miesigczkowaé, co moze dawac pacjentce poczucie
wyzdrowienia, podczas gdy regulacja neurohormonalna w jadrach podwzgdérza moze nadal
pozostawac zaburzona.

FSH nie jest co prawda gtownym czynnikiem powodujgcym FHA, natomiast jego stezenie
w surowicy krwi ulega w mechanizmie sprzezenia zwrotnego obnizeniu, stezenie LH
w surowicy krwi nie ulega zadnej istotne] statystycznie zmianie. Brak zmian stezenia LH
w surowicy krwi wynika najprawdopodobniej z braku istotnej statystycznie zmiany stezenia
NKB w surowicy krwi, ktére jest jednym z gtéwnych regulatoréw uktadu rozrodczego i ulega
ewidentnemu obnizeniu w FHA.
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6. WNIOSKI

Na podstawie powyzszych badan zostaty sformutowane nastepujgce wnioski:

1. Pacjentki z czynnosciowym podwzgdrzowym brakiem miesigczki charakteryzujg sie
zaburzonym wydzielaniem NKB oraz nesfatyny-1.

2. Obnizone stezenia NKB i nesfatyny-1 w surowicy krwi mogg stanowié¢ potencjalne
markery w diagnostyce czynnosciowego braku miesigczki.

3. Hormonalna terapia zastepcza moze w istotny sposdb wptywac na stezenie nesfatyny-

1 w surowicy krwi, jednoczesnie nie zmieniajac stezenia NKB w surowicy krwi, co moze
sugerowac brak wptywu na gtdwny czynnik etiopatogenetyczny FHA.
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7. STRESZCZENIE

Wstep: Czynnosciowy podwzgdérzowy brak miesigczki (ang. functional hypothalamic
amenorrhea, FHA) jest przewlektym schorzeniem endokrynnym spowodowanym zaburzeniem
pulsacyjnego wydzielania hormondéw na poziomie podwzgérza, co doprowadza do rozwoju
wtdérnego braku miesigczki. Udowodniono, ze ,nad” neuronami GnRH w szlaku regulacji
znajdujg sie neurony, ktdre dzieki szerokiej gamie receptorow zlokalizowanych na swojej
powierzchni s3 w stanie odbieraé¢ impulsy z réznych uktadéw regulacyjnych podwzgorza,
wydzielajg substancje zaréwno autoregulujgce prace swojg oraz okolicznych neurondéw oraz
maja zdolnos$¢ pobudzania neurondw GnRH do pulsacyjnego wydzielania GnRH do krazenia
wrotnego. Neurony te wydzielajg m.in. NKB oraz nesfatyne-1, regulujgce nizsze partie uktadu,
co skutkuje synchronicznym, skoordynowanym pobudzaniem lub hamowaniem neuronéw
wydzielajgcych GnRH.

Cel: Ocena wydzielania NKB oraz nefatyny-1 u pacjentek z FHA, poréwnanie stezenia NKB oraz
nesfatyny-1 w surowicy krwi pacjentek z FHA z grupg kontrolng oraz ocena stezenia
wymienionych neurohormonéw w surowicy krwi po 6 miesigcach terapii estrogenno-
progestagennej w grupie FHA.

Materiat: Do badania wtaczono 147 kobiet w wieku od 15 do 39 lat u ktérych rozpoznano
czynnos$ciowy podwzgdrzowy brak miesigczki na podstawie kryteriéw zgodnych z wytycznymi
Endocrine Society z 2017 roku. Grupe kontrolng stanowito 88 zdrowych kobiet dobranych pod
wzgledem wieku do grupy badanej.

Metody: U wszystkich kobiet przeprowadzono badanie podmiotowe. Ponadto, u wszystkich
pacjentek przeprowadzono badanie przedmiotowe, obejmujgce: mase ciata, wzrost, BMI,
badanie ginekologiczne, badanie ultrasonograficzne narzadu rodnego.
W grupie badanej krew pobrana zostata po zakwalifikowaniu pacjentki do grupy z FHA oraz po
6 miesigcach hormonalnej terapii estrogenno-progestagennej. W grupie kontrolnej krew
pobierana byta w fazie folikularnej, okoto 11-13 dnia cyklu, przy wspotistnieniu pecherzyka
dominujgcego w jajniku (10 lub wiecej mm Srednicy) oraz stezeniu 17-B- estradiolu >90 pg/ml.
U kazdej pacjentki oznaczono stezenie FSH, LH, 17-B- estradiolu, prolaktyny, testosteronu,
DHEA-S, porannego kortyzolu, TSH oraz fT4 w surowicy krwi. Oznaczono réwniez parametry
wyréwnania metabolicznego pacjentek: stezenie glukozy oraz insuliny na czczo (wyliczono
wskaznik HOMA-IR), stezenie cholesterolu catkowitego, frakcji HDL, frakcji LDL oraz
tréjglicerydéw w surowicy krwi. U wszystkich pacjentek wtgczonych do badania wykonano
rowniez badanie gestosci mineralnej kosci. U kazdej pacjentki w grupie badanej przed i po
6 miesigcach terapii estrogenno - progestagennej oraz w grupie kontrolnej zostato wykonane
oznaczenie stezenia NKB oraz nesfatyny-1 w surowicy krwi. U 55 pacjentek z FHA w momencie
diagnozy zostata wigczona sekwencyjna hormonalna terapia estrogenno-progestagenna (2 mg
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17-B-estradiolu + 10 mg dydrogesteronu) na okres 6 miesiecy. Badanie otrzymato zgode
Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata nr
1265/18)

Whyniki: Grupa FHA wykazata istotnie statystycznie nizsze BMI w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, ponadto prezentowata charakterystyczny dla jednostki chorobowej hipogonadyzm
hipogonadotropowy. Analiza stezert NKB oraz nesfatyny-1 w surowicy krwi w grupie FHA oraz
w grupie kontrolnej wykazata istotnie statystycznie nizsze stezenia NKB oraz nesfatyny-1
w surowicy krwi w grupie FHA. Mediana stezenia nesfatyny-1 w surowicy krwi w grupie FHA
wynosita 4,64 mmol/L, natomiast w grupie kontrolnej 6,91 mmol/L (p=0,005), mediana
stezenia NKB w surowicy krwi wynosita odpowiednio 494,11 ng/L w grupie FHA oraz 636,07
ng/L w grupie kontrolnej. Po 6 miesigcach leczenia sekwencyjng hormonalng terapia
estrogenno-progestagenng w grupie FHA zaobserwowano statystycznie istotny wzrost
stezenia nefatyny-1 w surowicy krwi (mediana stezenia przed leczeniem 4,64 mmol/L,
mediana stezenia po leczeniu 6,10 mmol/L, p=0,006). Jednoczesnie nie zaobserwowano
istotnej statystycznie réznicy w stezeniu NKB w surowicy krwi miedzy pacjentkami w grupie
FHA przed i po leczeniu. Zaobserwowano istotng statystycznie korelacje miedzy stezeniem
NKB a stezeniem E2 w surowicy krwi w grupie kontrolnej (R=-0,26; p=0,046). Nie wykazano
natomiast statystycznie istotnych zalezno$ci miedzy BMI a stezeniem NKB i nesfatyny-1
w surowicy krwi, zaréwno w grupie badanej przed i po leczeniu, jak i w grupie kontrolnej.

Whioski: W grupie pacjentek z FHA zaobserwowano statystycznie istotnie nizsze stezenia NKB
oraz nesfatyny-1 w surowicy krwi w poréwnaniu do grupy kontrolnej, co moze zostaé
wykorzystane jako potencjalny czynnik diagnostyczny choroby. Po 6 miesigcach leczenia
sekwencyjng hormonalng terapig estrogenno-progestagenng w grupie FHA zaobserwowano
statystycznie istotny wzrost stezenia nefatyny-1 w surowicy krwi, bez istotnych statystycznie
zmian stezenia NKB w surowicy krwi, co moze sugerowac brak wptywu HTZ na gtéwne czynniki
etiopatogenetyczne FHA.

Stowa kluczowe: Czynnosciowy podwzgdérzowy brak miesigczki, neurokinina B, KNDy,
nesfatyna-1
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8. SUMMARY

Introduction: Functional hypothalamic amenorrhea (FHA) is a chronic endocrine disorder
caused by abnormal pulsatile secretion of neurohormones in the hypothalamus. This leads to
the development of secondary amenorrhea.

Secretion of GnRH is regulated by neurohormones produced by the neurons that present wide
range of receptors on their surface, thus are able to receive information from various
hypothalamic regulatory systems. These neurons secrete, among other neurohormones, NKB
and nesfatin-1, regulating the lower parts of the hypothalamus, which results in synchronous,
coordinated stimulation or inhibition of GnRH secreting neurons.

Aim of the study: Comparison of NKB and nefatin-1 serum concentration in patients with FHA
with the control group and assessment of the serum NKB and nesfatin-1 concentration after
6 months of estrogen-progestagen therapy in the FHA group.

Material: One hundred and forty-seven patients with functional hypothalamic amenorrhea
diagnosed according to 2017 Endocrine Society guidelines criteria, aged 15-39, were included
to the study. The control group consisted of 88 healthy age-matched women.

Methods: Information about age of menarche, past hospitalizations, past treatment, obstetric
history, chronic illness, medications, hormone therapy, drug sensitization and family history
were taken from anamnesis in both FHA and control group. Weight and height were measured
for each patient and BMI was calculated. Every patient underwent gynecological and
ultrasound examination of the reproductive system.

Venous blood samples were collected in a fasting state in order to determine the serum
concentrations of: follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH), 17-B-estradiol
(E2), prolactin (PRL), testosterone (T) and dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S), thyroid-
stimulating hormone (TSH) and free thyroxine (fT4). Fasting glucose and insulin were also
determined (HOMA-IR index was calculated). Additionally, the lipid profile containing total
cholesterol, HDL fraction, LDL fraction and triglycerides was measured. In FHA group blood
samples were collected after FHA diagnosis and after 6 months of hormone replacement
therapy. In the control group, blood was collected in the late follicular phase (10-12th day of
the cycle). BMD (g/cm2) was measured on the lumbar spine (L1-L4) by dual-energy X-ray
absorptiometry in each patient in the studied group and in the control group. 55 patients with
FHA were prescribed at the diagnosis with sequential estrogen-progestogen hormonal
therapy (2 mg of 17-B-estradiol + 10 mg of dydrogesterone) for 6 months. Serum NKB and
nesfatin-1 concentration was measured in every patient in the FHA group before and after 6
months of estrogen-progestogen therapy and in the control group.

The study was approved by the Poznan University of Medical Sciences Bioethics Committee
(resolution no. 1265/18)
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Results: The study group presented hormonal profile corresponding to hypogonadotropic
hypogonadism, characteristic for the FHA. FHA group had statistically significantly lower BMI
compared to the control group. Analysis of NKB and nesfatin-1 levels in the FHA group and in
the control group showed significantly lower NKB and nesfatin-1 levels in the FHA group. The
median concentration of nesfatin-1 in the FHA group was 4.64 mmol/L, while in the control
group 6.91 mmol/L (p = 0.005), the median NKB concentration was 494.11 ng/L in the FHA
group and 636.07 respectively ng/L in the control group. After 6 months of sequential
estrogen-progestogen hormone therapy, a significant increase in nefatin-1 (median pre-
treatment concentration 4.64 mmol/L, median post-treatment concentration 6.10 mmol/L, p
= 0.006) was observed in the FHA group. At the same time, no statistically significant
difference in NKB concentration was observed between patients in the FHA group before and
after treatment. A significant correlation was observed between NKB concentration and E2
concentration in the control group (R = -0.26; p = 0.046). However, no significant relationship
between BMI and NKB and nesfatin-1 was demonstrated, both in the pre-and post-treatment
group and in the control group

Conclusions: FHA patients presented significantly lower serum NKB and nesfatin-1
concentration when compared to the control group. Taking this into consideration, serum NKB
and nesfatin-1 concentration can be used as a potential diagnostic factor for FHA. After 6
months of sequential estrogen-progestogen hormone therapy, a significant increase in
nefatin-1 concentration was observed in the FHA group, without significant changes in NKB
levels, which may suggest a lack of HRT effect on major FHA etiopathogenetic factors.

Key words: Functional hypothalamic amenorrhea, neurokinin B, nesfatin-1, KNDy
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1999 r. w sp il h zasad | ' ifi ia oraz trybu t{;a.‘amﬂ kﬂmrs)l bivetyeznych (Dz. U. 7 1999 r., Nr 47, poz 480); Ustawy z dmﬂ' 6 wr..cma ZWJ r.
Pﬂrw farmaceurycznc f‘ Lj. Dz. Lz 24'!1'? r poz 22” z piin. zm.); Rezpor Fi iw 2 dnia 30 kowietnia 2004 r. w sprawie obowig '8 7
lp < il bndacza isp .‘Ik. b z Zﬂ'w 4\-r 101, + POz HLM z ;miu m.); Roqnor.q:izema Ministra Fi unuunw £ d'um 18 m)a 2005 .

w sprwie obawi, enin odf i (Dz. U. z 2005 r. Nr 101, poz 345) Rozporzg Zddrowi zdum Jfl hvm'mu 2004
rw spmwe s;mmbn pruumkenm badari Hmu‘myek z un‘ual'em mm"m'mmh (Dr. U. z 2004 r. Nr 104, poz 1108); R lzenia Ministra Zi ia 7 dnia 30 kwietnia 2004 1. w
sprawie Iz P 7 tlfﬁreg\u iepo iy g0 iczego (Dz. U. z 2004 r. Nr 104, pu{. Uﬂ?j Ro;porzqd:,enm Ministra Zdrowia z dnia ]'?'."urtga
2016 r. w sprawie wzordw wnioske h z baduni, lini wymbn lyezneg .fnb aktywnego wyrobu medyeznego do imy i oraz wysokofei oplat za tog tych
waioskdéw (Dz. U. z 2016 r., poz. ZM) Ds.l‘mvy z dma 20 ma‘m zm r.o wyrobach medycznych (tj. Dz U. z 2017 r. poz. 211, 1 piin. m) gdzeni M"nu!’m Fi iw 2 dnia 6
paidziernika 2010 r. w sprawie obowigzk: dzinlnosei cywilnej sponsera i badacza klinicznego w owiqzh iem bade yrabow (Dz.

L. z 2010 r. Nr 194, poz. 1290); Ustawy z n‘mn 18 :mm:a 2011 r o Urzgdzie Rejestracji Produktiw Lecznicgych, Wyrobdw Wedyc.;lyrh i Produktdw Biobdjezych (t.j. Dz. U.z2016r,
por. 1718 z piin. gm.); Rozporzgdzenia Minisira Zdrowia ¢ :.Enm 2 ma_m 2012 r. w sprawie Dobrej Praktyki Klinicznej (Dz. [.-’ 22012 r., poz. 489); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia 7

dnia 12 paidziernika 2018 r. w sprawie wzordw dok lanpch w zwigzhu : badaniem Kinicznym produk go oraz oplat za dolenie waiosku o rozpeczecie
badania klinicznego (Dz. U. £ 20018 r., poz 1994); w aparciu o M."urncﬁ Helsiriskq - Zusady Etycinego Postgpowania w Eksperymencie Medyeznym ¢ Udgialem Ludzi oraz priepisy
ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 07 lutego 2019r.

rozpatrzyta wniosek dotyczgcy prowadzenia badan naukowych.
Kierownik projektu: prof. dr hab. n. med. Btazej Meczekalski

Miejsce prowadzenia badan:
Katedra i Klinika Endokrynologii Ginekologicznej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: lek. Anna Szeliga

Czlonkowie zespotu

badawczego: lek. Anna Szeliga
prof. dr hab. n. med. Bfazej Meczekalski
dr n. med. Agnieszka Podfigurna

Temat badan.

»Ocena stezenia neurokininy B i nesfatyny-1 w surowicy krwi pacjentek z
czynnosciowym podwzgdrzowym brakiem miesigczki przed leczeniem i
po 6 miesigcach terapii estrogenno-progestagennej”.

Komisja podjeta Uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu zmian wprowadzonych do
protokotu powyiszego badania, polegajgcych na zmianie tematu badania 7 ,,Ocena
stgzenia wybranych neurohormondéw i adipokin w surowicy pacjentek 7
czynnosciowym podwzgorzowym brakiem miesigczki przed i w trakcie hormonalnej
terapii zastepczej” na powyiszy , zgodnie 7 Aneksem nr 1 7 dnia 07.02.2019r. do
Uchwaly Komisji Bioetycznej nr 1265/18 7 dnia 06.12.2019r.

Metodyka badania pozostaje bez zmian.

Przewodniczqcy Komisji

J\ st Ol A
prof. zw. dr hab. med. Pawel Checinski
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IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Stomatologicum

ul. Bukowska 70 tel. (+48 61) 854 73 36
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Uchwata nr 1265/18

Na podstawie preepisdw Ustawy z dnia § grudnia 1996 r. o zwodach lekarza i lekarza dentysty (tj. Dz U. £ 2017, poz. 125 zpor.w w:.) Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spolecznej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie szezegilowych zasad powolywania i finansewania i n-ybu il .komu_,u fy h (Dz. U. Nr 47, poz. 480); Ustawy g dnia 6
wrz:_{nm 2001r. Ph-rw ﬁ:rmceul]'rvle (tj Dz U. z 2016, poz 2142 ; poin. zm.); Ri i Fi w z dnia 36‘ kowictnia 2004r. w sprawie abwlqzkmgo

ieczenia od Inodci cywilnej bndarza i spmsom {I'Jz. {74 ZW nr 101, poz 1034 zpdﬁu. m.); Rozporzgdzenia Ministra Fi ow 2 dnia 18 maja 2005r. zmieniajgce
{zenie w sprawie obowigzh Inosci cywilnej baducza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz 845); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia 3 dnia 30 kwietnia
ZMr. w P ie sposobu pr Izeni lmdan khmcuyc.k z u.niam‘em ml‘afﬂ‘mcif (Dz U. 2004 Nr 104, poz. 1108); chmr..qdzema Mrmsrru Zdrowia g dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie 2z i niespodzg go cigkieg poisy 3 iczego (Dz. U. Nr 104, poz 1107); Rozporzy Zdrowi zcimu,l’?furegw)ﬂ'lér."
w spriawic wiordw whioskd i di kiini, wyrobu M}Tmego lub aktywnego wyrobu do i _"n\mz kasci oplat za doienie tyeh k
(Dz U. z 2016 r., poz. 208} UM:dma}ﬂmﬂ MJ‘ﬂr o wyrobach medyeznych (tj. Dz U z20.‘?r poz 211, zpéJr !.M.J Ro Izenie Ministra Fi dw £ dnia 6 paidgernik
2010 r. w sprawie obowigzkowege ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywn‘ne; i badacza klinicznego w owigzh b i Keli yrobo (Dz. U. 2010, Nr
194 poz. 1290); Ustawy £ dmn' 18 marea 2011 r. o Urzgdzie Rej i Produktdw 1. icgych, Wyrobow Mcdj:cmwh i th‘uk-‘mv meﬁ;cﬂy\ch (t.j. D U. z 2016 r., por 1718);
Rawrqukgma M"nm'm delwn' z n‘nm 2 m;a 2#.'2r w xpmwc Mﬂ!j Praktyki Klinicznej (Dz. U. 2012, poz 489); Rﬂzpor.qdzema Ministra Zdrowia z dnia 2 m.'uw 201‘2:' w.qpmme
wordw d wigz 1y fuk J'ecmiczegn oraz w sprawie wysokosei in oplat za zlog
badania klinicznego rDz. u. zwz .Nr 0 poz 491} w oparciu o Dekl; ;; Hels - Zasady Etycznego Postgpowania w Eksprrymuclf Medyeznym z Udzalem Ludzz mzprzqmy
ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 06 grudnia 2018 r.
rozpatrzyta wniosek dotyczgcy prowadzenia badari naukowych.

Kierownik projektu: prof. dr hab. n. med. Bfazej Meczekalski

Miejsce prowadzenia badan:
Katedra i Klinika Endokrynologii Ginekologicznej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: lek. Anna Szeliga

Czlonkowie zespotu

badawczego: lek. Anna Szeliga
prof. dr hab. n. med. Bfazej Meczekalski
dr n. med. Agnieszka Podfigurna

Temat badan:

»Ocena stezenia wyb