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POVZETEK

Motnje v delovanju nadledvi¢ne zleze so relativno redke, vendar lahko imajo
neprepoznane in nezdravljene usodne posledice za zivljenje bolnika. Bolezni najlazje
razdelimo glede na to ali gre za ¢ezmerno ali nezadostno izlo¢anje hormonov.
17-hidroksisterodi (17-OHS) so skupina kortikosteroidov s hidroksilno skupino na
polozaju Ci7 in v najvecji meri predstavljajo metabolite kortizola. Dolo¢amo jih v 24-
urnem urinu in tako okvirno sklepamo na celodnevno delovanje skorje nadledvi¢ne zleze.
Metoda po Norymbersku in Applebyjevi je bila ena od prvih laboratorijskih preiskav v
diagnostiki bolezni skorje nadledvi¢ne Zleze. S to metodo pretvorimo skupne 17-OHS z
redukcijo in oksidacijo v 17-ketosteroide (17-KS), ki jih dolo¢amo kolorimetri¢no z
Zimmermannovo reakcijo. Analiza se opravi ro¢no. Celoten delovni postopek traja 3 dni.
V diplomski nalogi smo proucili klini¢ni pomen dolo¢anja 17-OHS v dnevnem urinu.
Preverili smo ujemanje izmerjenih vrednosti 17-OHS s pri¢akovanimi glede na potrjeno ali
ovrzeno diagnozo bolezni skorje nadledvi¢ne zleze. Zanimalo nas je, ali so razlike med
posameznimi skupinami preiskovancev statisticno znacilne (p<0,05). Izracunali smo
diagnosti¢no obcutljivost in specificnost metode.

V raziskavo smo vkljucili 49 preiskovancev iz 9 slovenskih bolnisnic, ki smo jim med
letoma 2007 in 2011 dolo¢ili vrednost 17-OHS v dnevnem urinu.

Ugotovili smo, da imajo bolniki s Cushingovim sindromom in Addisonovo boleznijo
znizane, bolniki s kongenitalno adrenalno hiperplazijo (KAH) zviSane in kontrolni
preiskovanci normalne vrednosti 17-OHS. V nasprotju s pricakovanji so bili rezultati pri
Cushingovem sindromu, ker vrednosti 17-OHS niso odstopale navzgor, temve¢ navzdol.
Predstavili smo mozne razlage za to stanje. Dokazali smo, da se vrednosti 17-OHS v 24-
urnem urinu statisticno znacilno razlikujejo med bolniki s Cushingovim sindromom, KAH
in kontrolnimi preiskovanci. Za vse preiskovance smo izracunali 85% diagnosti¢no
obcutljivost in 93% specifi¢nost uporabljene metode. Obcutljivost za Cushingov sindrom
je znaSala 83%, za Addisonovo bolezen 50% in za KAH 100%. Iz rezultatov lahko
povzamemo, da je vrednost 17-OHS v 24-urnem urinu dokaj dober diagnosti¢ni kazalec.
Opazili smo tudi majhno $tevilo narocenih preiskav v petletnem obdobju in dejstvo, da
prihajajo vzorci zlasti iz perifernih bolnisnic. Sklepali smo, da se za proucevano preiskavo
odlo¢a vedno manj zdravnikov. Pri¢akujemo, da bodo kolorimetriéno metodo kmalu
dokonc¢no nadomestile sodobnejse, hitrejse, selektivnejSe in natan¢nejSe imunokemijske ter

kromatografske metode.
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ABSTRACT

Adrenal gland disorders are relatively uncommon, but if unrecognized and untreated, they
can have fatal consequences for the patient's life. The diseases can best be classified on the
basis of excessive or insufficient secretion of hormones.

17-hydroxysteroids (17-OHS) are corticosteroids determined by hydroxyl group at position
Cy7 and for the most part these are metabolites of cortisol. They can be measured in the 24-
hour urine and provide an integrated assessment of the whole-day adrenocortical function.
Method described by Norymberski and Appleby was one of the first laboratory analyses
used for the diagnosis of adrenal cortical disorders. Using this method the total 17-OHS are
firstly converted into 17-ketosteroids (17-KS) by reduction and oxidation and then
measured colorimetrically by the Zimmermann reaction. The analysis is performed
manually. The entire laboratory process takes 3 days.

The aim of the diploma thesis was to evaluate the clinical importance of determining the
17-OHS in daily urine. We examined the relation between the determined and expected
values of 17-OHS according to the confirmed or refuted diagnosis of adrenal gland disease.
The statistical significance of difference in level of 17-OHS among groups of subjects
(p<0,05) was analysed. The diagnostic sensitivity and specificity were calculated.

The study included 49 subjects from 9 Slovenian hospitals. They were examined between
years 2007 and 2011 to determine the value of 17-OHS in their daily urine.

We established that patients with Cushing's syndrome and Addison's disease show lower
values, patients with congenital adrenal hyperplasia (CAH) elevated values, and controls
show normal values of 17-OHS. Surprisingly, in patients with Cushing's syndrome, the 17-
OHS levels deviated downward and not upward as expected. A possible explanation of this
situation was presented. We demonstrated significant statistical difference in levels of 17-
OHS between patients with Cushing's syndrome, CAH and controls. We calculated the
85% sensitivity and 93% specificity of the method used referring to the total number of
subjects. Separately, the sensitivity for Cushing's syndrome was 83%, 50% for Addison’s
disease, and 100% for CAH. The conclusion was drawn that the values of 17-OHS in the
24-hour urine can be accepted as a quite reliable diagnostic indicator. A small number of
tests ordered was noticed along with the fact that most samples came from peripheral
hospitals. The conclusion was reached that less and less physicians decide to order the
studied investigation. It is expected that the colorimetric method will soon be completely

replaced by faster and more accurate immunoassays and chromatographic methods.

Vi
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SEZNAM OKRAJSAV

17-OHS 17-hidroksisteroidi

17-OHKS 17-hidroksikortikosteroidi

17-KGS 17-ketogeni steroidi

17-KS 17-ketosteroidi

17-OHP 17-hidroksiprogesteron

ACTH adrenokortikotropni hormon

ADH antidiureti¢ni hormon

AVP arginin vazopresin

CBG vezavni protein za kortizol (angl. cortisol binding globulin)

DMT deksametazon

DNK deoksiribonukleinska kislina

du dnevni urin

EIA encimski imunski test (angl. enzyme immunoassay)

ELISA encimski imunski test na trdnem nosilcu (angl. enzyme-linked
immunosorbent assay)

FIA imunofluorescen¢ni test (angl. fluorescence immunoassay)

GC plinska kromatografija (angl. gas chromatography)

HPLC tekoc¢inska kromatografija visoke lo¢ljivosti (angl. high performance liquid
chromatography)

HRE hormonsko odziven element (angl. hormone response element)

HSD hidroksisteroid dehidrogenaza

ITT inzulinski toleran¢ni test

KAH kongenitalna adrenalna hiperplazija

LC tekocinska kromatografija (angl. liquid chromatography)

LH luteinizirajo¢i hormon

LIA luminiscen¢ni imunski test (angl. luminescence immunoassay)

Mb. bolezen (lat. morbus)

MRNK informacijska ribonukleinska kislina

MS masna spektrometrija

MSH melanocite stimulirajo¢i hormon

nM nanomolarna koncentracija
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4-androsten-13,17-dion
5-androsten-3p-ol-17-on
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1 UVOD

Ena od lastnosti vecceli¢nih organizmov je, da imajo diferencirana tkiva, ki s svojimi
funkcijami omogocijo prezivetje organizma. Za to so potrebni mehanizmi medcelicnega
komuniciranja. Za usklajevanje medsebojnih reakcij sta se razvila dva sistema. Prvi je
ziveéni sistem, pri katerem se signali prenasajo po zivcih, drugi pa je endokrini sistem, v
katerem so prenasalci signalov hormoni (1). Hipotalamus in hipofiza tvorita funkcionalno
enoto, ki povezuje zivéni in endokrini sistem Vv t. i. nevroendokrini sistem. Oba
integracijska sistema usklajujeta delovanje posameznih organov, zagotavljata dinami¢no
ravnovesje in stalnost notranjega celi¢nega okolja ter skrbita za rast, dozorevanje in
razmnozevanje organizma (2,3).

Endokrinologija se je do leta 1950 ukvarjala predvsem z opazovanjem in opisovanjem
klini¢nih slik ¢ezmernega ali pomanjkljivega delovanja endokrinih Zlez. Popoln je opis
klini¢ne slike odpovedi skorje nadledvi¢ne Zleze, ki jo je leta 1856 podal Thomas Addison.
Ceprav so bili zdravniki ves ¢as dobri opazovalci, je vzrok za nastanek veéine endokrinih
bolezni ostal neznan vse do razmaha biokemije v letih 1930-1960 (4).

J. K. Norymberski s sod. je leta 1953 razvil analizni postopek za dolocanje skupine
metabolitov hormonov skorje nadledviéne Zleze v urinu, t.i. skupnih 17-hidroksisteroidov
(5), ki se v modificirani obliki Se danes uporablja v Laboratoriju za analitiko hormonov in
tumorskih markerjev Klini¢nega instituta za kliniéno kemijo in biokemijo (KIKKB) v

Ljubljani.

1.1 ENDOKRINI SISTEM

Endokrini sistem sestavljajo endokrine zleze in po razli¢nih tkivih razprSene endokrine
celice, ki z izloCanjem hormonov uravnavajo rast, razvoj, razmnozevanje, prilagajanje na
stres in presnovne aktivnosti organizma (2,3). Glavni organi endokrinega sistema so
hipofiza, ceSarika, §Citnica, obsCitnice, nadledvicni Zlezi, Langerhansovi otocki trebuSne
slinavke, moda in jaj¢nika. Hipofizo imenujemo tudi nadrejena zleza, saj usmerja
delovanje mnogih drugih endokrinih Zlez.

Endokrini sistem vsebuje enote za proizvajanje prenaSalcev signalov (endokrine celice in
endokrine nevrone), prenasalce signalov (kemicne glasnike - hormone) ter prejemnike

(celice razli¢nih tkiv, ki vsebujejo ustrezne receptorje) (3).
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1.1.1 HORMONI

Hormoni so specializirane kemi¢ne snovi, ki uravnavajo delovanje sosednjih ali oddaljenih
celic (1,2). Klasi¢no endokrino pojmovanje delovanja hormonov je, da se hormon tvori v
eni celici, se izlo¢i in potuje po krvnem obtoku do ciljnega organa, kjer sprozi za dolo¢en
hormon znacilen u¢inek. Danes poznamo tudi intrakrino, avtokrino in parakrino delovanje
hormonov. Iz primarnih steroidogenih tkiv se hormoni spros¢ajo v medceli¢ni prostor in
delujejo na iste endokrine celice, ki so hormon izlocile (avtokrino delovanje) ter na celice v
neposredni okolici endokrinih celic (parakrino delovanje). V primeru, da hormon deluje v
isti celici, kjer je nastal, brez sprostitve v zunajceli¢ni prostor, govorimo o intrakrinem
delovanju. Hormoni delujejo na celice preko vezave na specifi¢ne receptorje, ki imajo do
doloc¢enih hormonov veliko afiniteto in majhno kapaciteto. Tako je mozen natanen in
specifi¢en odgovor ciljne celice na manj$e koli¢ine hormonov. Hkrati je v krvi veé
hormonov, ki lahko socasno delujejo na isto tkivo ali celico. V primerjavi z zivénim

sistemom je vpliv hormonov pocasne;jsi in dolgotrajnejsi (3,6).

Hormone po kemijski zgradbi uvr§¢amo v ve¢ skupin:

e steroidni hormoni (aldosteron, kortizol, estradiol, progesteron, testosteron...),

e aminokislinski hormoni in amini (adrenalin, noradrenalin, tiroksin, trijodtironin),

e peptidni (adrenokortikotropni hormon, angiotenzin, holecistokinin, eritropoetin,
gastrin, inzulin, oksitocin, parathormon, antidiureti¢ni hormon, prolaktin...),

e proteinski hormoni (folikle stimulirajo¢i hormon, luteotropni hormon...) (1).

Od kemic¢ne narave hormonov je odvisen nacin prenosa po krvi. Steroidni in §$¢itni¢ni
hormoni so topni v mascobah in slabo topni v krvni plazmi, zato se prenasajo po krvi
skoraj v celoti vezani na plazemske beljakovine. Hormon, ki je vezan na beljakovino, ne
more vstopiti v celico in je bioloSko neaktiven. Peptidni hormoni in kateholamini so v vodi
topni, zato se prosto prenasajo po Krvi (2,3).

Obstajata dva mehanizma delovanja hormona na taréne celice. Nekateri hormoni (peptidi
in kateholamini) se vezejo na receptorje v membrani taréne celice, od Kjer ucinek v
citoplazmo prenesejo celi¢ni prenasalci, ki v njej sprozijo kaskado biokemijskih procesov.
Po drugem mehanizmu vstopajo hormoni (S€itni¢ni in steroidni hormoni) skozi celi¢no
membrano in se vezejo na receptorje v citoplazmi ali v jedru taréne celice. Kompleks

hormon-receptor se veze na DNK in spodbuja oziroma zavira izrazanje specificnih genov

@3).
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1.2 HIPOTALAMUS IN HIPOFIZA

Hipotalamus je majhno obmod¢je na mozganski bazi, ki leZi tik nad hipofizo in je s
Stevilnimi zivénimi potmi povezan z drugimi deli osrednjega zivénega sistema in tako pod
nadzorom vi$jih mozganskih centrov. Poleg endokrinih funkcij uravnava hipotalamus
Stevilne neendokrine homeostatske in fizioloSke funkcije, kot so uzivanje hrane in
tekoCine, vpliva na ritem budnosti in spanja, uravnava telesno temperaturo, cirkadiane
ritme in delovanje avtonomnega ziv¢evja. Dolo¢eni centri so odgovorni za ¢ustva, drugi pa
sodelujejo pri visjih miselnih funkcijah. Poglavitna usklajevalna naloga hipotalamusa je
nevroendokrino uravnavanje hipofiznih hormonov (3,4).

Hipofiza ali mozganski privesek je endokrina Zleza, ki je nadrejena nekaterim perifernim
Zlezam. Sestavljena je iz dveh reznjev: sprednji ali anteriorni rezenj (adenohipofiza) in

zadnji ali posteriorni rezenj (nevrohipofiza) (3,4).

1.2.1 MEHANIZEM POVRATNE ZVEZE

Osnovni kontrolni mehanizem delovanja hormonov je t.i. povratna zveza ali zanka.
Hormoni sami ali s svojim presnovnimi ucinki v povratnih zvezah uravnavajo lastne
regulacijske mehanizme in tako se preprec¢i premajhno ali ¢ezmerno izlo¢anje hormonov.

Poznamo redko, pozitivno in veliko bolj pogosto negativnho povratno zvezo. Primer
povratne zanke je kontrola izlo¢anja hormonov na osi hipotalamus-hipofiza-periferna zleza
(1). V nevronih hipotalamusa se tvorijo regulacijski spros¢ujoci (-liberini) ali zavirajo¢i (-
statini) hormoni, ki potujejo do mediane eminence. Tam so skladis¢eni, dokler ne pride
impulz, da se sprostijo v hipofizni portalni sistem ter vstopajo v kapilarni pletez prednjega
reznja hipofize. Tako dosezejo receptorje na celiénih membranah adenohipofize in sprozijo
izloanje in tvorbo specificnih tropnih hormonov ($¢itnico spodbujajoc¢i hormon (TSH),
adrenokortikotropin (ACTH), luteinizirajo¢i hormon (LH), folikle stimulirajo¢i hormon
(FSH)). Ti delujejo na podrejene periferne zleze ($¢itnica, nadledvicna zleza, spolne zleze)
in sprozijo izlo¢anje perifernih hormonov, Ki v povratni zvezi zavrejo izlo¢anje hormonov
adenohipofize in hipotalamusa (3). Rastni hormon (STH) in prolaktin (PRL) iz
adenohipofize nimata ciljnih Zlez, ampak delujeta na Stevilna tkiva v organizmu, ki imajo

ustrezne receptorje (4).
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1.3 NADLEDVICNA ZLEZA

Nadledvi¢ni Zlezi sta paren organ in leZita nad zgornjima poloma ledvic v viSini enajstega
prsnega vretenca do prvega ledvenega vretenca. Vsaka zleza tehta v povprecju 4 do 5 g,
desna je obi¢ajno bolj piramidne oblike, leva bolj polmesecasta. Zlezi sta sestavljeni iz
skorje (lat. cortex) in sredice (lat. medulla), ki sta razlinega izvora in imata razli¢ne
funkcije. Skorja predstavlja 90% Zlezne mase in je prostor sinteze steroidnih hormonov.
Sredico sestavljajo kromafine celice, ki izlo¢ajo kateholamine, adrenalin in noradrenalin.

Nadledvi¢ni zlezi sta glede na svojo velikost med najbolje prekrvljenimi organi (3).

Skorjo nadledvi¢nih Zlez sestavljajo tri plasti (slika 1), ki izlocajo tri skupine steroidnih
hormonov (preglednica 1), skupaj okoli 50 razli¢nih hormonov, ¢e priStejemo intermediate
in metabolite. Klobcicasta plast (Zona glomerulosa) je zunanja plast in izloca
mineralokortikoide, ki uravnavajo zunajceli¢no ravnotezje natrija in kalija. Srednja ali
snopicasta plast (Zona fasciculata) je najsirSa plast skorje in izloca glukokortikoide, ki
uravnavajo predvsem metabolizem ogljikovih hidratov. MreZasta plast (Zona reticularis)
predstavlja najbolj notranjo plast. Tvori pretezno androgene in majhne kolicine
glukokortikoidov (1-3). Celice endokrinih tkiv, kjer poteka steroidogeneza, so morfolosko
zaznamovane s Stevilnimi maScobnimi kapljicami, v katerih je holesterol, in s Stevilnimi

mitohondriji ter gladkim endoplazemskim retikulumom (4).
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Slika 1: Anatomija in histologija nadledvicne zleze (7).
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Preglednica |: Skupine hormonov, ki jih izloca skorja nadledvicne Zleze. Njihov glavni predstavnik, mesto

sinteze in delovanje v organizmu (1).

SKUPINA GLAVNI MESTO DELOVANIE

HORMONOV PREDSTAVNIK SINTEZE

glukokortikoidi kortizol snopicasta plast | prilagoditev na stres; uravnavanje

(C-21 steroidi) koncentracije glukoze v krvi, spodbujanje

glukoneogeneze, razgradnja misi¢nih
beljakovin; protivnetne delovanje; vpliv na
rast, krvni tlak

mineralokortikoidi | aldosteron klobcicasta plast | uravnavanje koncentracije natrijevih in
(C-21 streroidi) kalijevih ionov v krvni plazmi — reabsorpcija
natrija in izlo¢anje kalija v ledvicah,
povecana reabsorpcija natrija iz znoja in
sline ter absorpcija natrija iz Crevesja;
zviSuje krvni tlak in regulira volumen
telesnih tekocin

spolni hormoni dehidroepiandrosteron | mrezasta plast Sibek androgen; razli¢ni zascitni ucinki;
(C-19 steroidi) - DHEA lahko se pretvori v estrogene; zanj Se niso
nasli receptorja

1.3.1 HIPOTALAMO-HIPOFIZNO-NADLEDVICNA 0OS

Zacetek hipotalamo-hipofizno-nadledvi¢ne osi (slika 2) je v paraventrikularnem jedru
hipotalamusa, kjer se sintetizirata kortikoliberin oziroma kortikotropin spro§¢ujo¢i hormon
(CRH) in arginin-vazopresin (AVP). Peptida po aksonih potujeta v mediano eminenco in
od tam po hipofiznem portalnem obtoku dosezeta sprednji rezenj hipofize. Pod njunim
vplivom se v adenohipofiznih kortikotropnih celicah sintetizira proopimelanokortin
(POMC), ki se nato razgradi v podenote, kot so B-lipoprotein, B-endorfin, melanocite
stimulirajo¢i hormon (MSH) in adrenokortikotropni hormon (ACTH). Pod vplivom ACTH
nastaja v skorji nadledvi¢ne Zleze predvsem kortizol, v manjsi meri ACTH vpliva tudi na

nastajanje androgenih hormonov nadledvi¢ne Zleze in na sintezo aldosteron (3).

Hipotalamo-hipofizno-nadledvi¢ni sistem ima v svojem delovanju tri prepletajoce se

znacilnosti (slika 2):

e  Dnevno-nocni ritem

Ob normalni dnevno-no¢ni aktivnosti so koncentracije ACTH in kortizola najvi§je v
jutranjih urah, podnevi pa upadajo in doseZejo najnizje vrednosti med spanjem kmalu po
polnoci. Konéna skupna pot uravnavanja dnevno-nocnega ritma je CRH, katerega izlocanje
je pod vplivom hipotalami¢nih in centralno zivénih impulzov (4). Jutranje vrednosti

kortizola so lahko tudi trikrat vecje od popoldanskih oz. no¢nih (1).
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e Negativna povratna zveza

Kortizol vpliva na izlo¢anje CRH in ACTH ter s tem na lastno izlo¢anje. Lo¢imo hitro fazo
povratne zveze, ki je odvisna od hitrosti spremembe koncentracije kortizola. Ta zavora je
prehodna, deluje takoj in je posledica delovanja glukokortikoidov na membrano celic, Ki
spros¢ajo ACTH, morda tudi CRH. Zakasnela faza negativne povratne zveze pa je odvisna
tudi od doze in je posledica klasi¢nega delovanja glukokortikoidov na celice ACTH in
CRH preko zmanjsane sinteze glasnika RNK (mRNK) (4).

e Stresna aktivacija

Mocan stres, ki ga lahko ponazorimo s hipoglikemijo, sprozi izlo¢anje CRH, ACTH in
kortizola pod vplivom vi§jih centrov. Ta aktivacija nadvlada dnevno-no¢ni ritem, moc¢ pa
Jo je zmanjsati s predhodnimi visokimi dozami glukokortikoidov. Neposredno ali posredno
pripomorejo k vecjemu spros€anju in ucinkovitosti CRH v stresnih situacijah tudi AVP,

kateholamini in Se nekateri drugi sekretagogi (npr. a-endorfin) (4).
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Slika 2: Hipotalamo-hipofizno-radledvicna os (8).
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1.4 KORTIZOL in OSTALI 17-HIDROKSISTEROIDI

Steroidi so skupina organskih spojin. Vsi imajo znacilen sistem kondenziranih obro¢ev
(ciklopentanoperhidrofenantren), sestavljen iz treh Sestélenskih obrocev, oznaenih s
¢rkami A, B, C, in enega petélenskega obroca, ki je oznaéen s ¢rko D. Ogljikovi atomi v
steroidnem skeletu so oStevil¢eni od 1 do 27 (slika 3a). Pri razli¢nih steroidih se sistemi
obrocev razlikujejo po Stevilu in polozaju dvojnih vezi, stranski verigi in Stevilu ter vrsti

funkcionalnih skupin (9).

21 E'H:()H

Slika 3: (a) Steroidni skelet z ostevilcenimi atomi ogljika in oznakami obrocev na primeru holesterola (10).
(b) Strukturna formula kortizola (rdece je obkrozena 17-hidroksilna skupina) (11).

Kortizol je najpomembnejsi glukokortikoid skorje nadledvicne zleze. Glukokortikoide
glede na Stevilo C-atomov oznacujemo tudi kot C-21 steroide (4). Zanje je znacilna Se
hidroksilna ali ketonska skupina na Ci; polozaju in hidroksilna skupina na Ci; polozaju
(slika 3b).

17-hidroksisteroidi so kortikosteroidi, za katere je znacilna hidroksilna skupina na
polozaju Ci7. Dolo¢amo jih v dnevnem urinu in v najvec¢ji meri predstavljajo metabolite

kortizola.

1.4.1 BIOSINTEZA KORTIZOLA

Izhodna spojina za sintezo vseh steroidnih hormonov je holesterol. Hitrost tvorbe kortizola
je odvisna od sinteze in aktivacije encimov, ki so udeleZeni v njegovi biosintezi. Zacetna
spodbuda za tvorbo kortizola je vezava ACTH na receptorje v celicni membrani (4).

Prva, odlocilna in hitrost omejujoca stopnja pri sintezi Kortizola je pretvorba holesterola v
pregnenolon. Ta konverzije se dogaja v mitohondrijih pod vplivom encimskega kompleksa

citokrom P450, (angl. side chain cleavage), ki povzroc¢i dvojno hidroksilacijo na mestih

7
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Cy In Cy, ter cepitev dela stranske verige na polozaju Cyo.22 (20,22-dezmolaza). Nato
encim 3B-hidroksisteroid dehidrogenaza (33-HSD) v dveh korakih pretvori pregnenolon v

progesteron (1). Iz progesterona po 17a-hidroksilaciji nastane 17a-hidroksiprogesteron. Ta

se nato z encimom 2la-hidroksilaza pretvori v 11-deoksikortizol

reakcija je hidroksilacija Ci; atoma steroidnega obroca, ki jo katalizira encim 11B-

hidroksilaza (slika 4) (1). Kortizol (spojina F) se lahko pretvori v kortizon (spojina E), ki

ima na mestu Cy; ketonsko skupino.
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Slika 4: Biosinteza steroidnih hormonov iz holesterola (13).

1.42 PLAZEMSKIPRENOS STEROIDNIH HORMOV

Steroidni hormoni se v celici ne kopicijo. Takoj po sintezi se sproscajo v kri, kjer se

nahajajo prosti ali vezani na prenaSalne beljakovine. Biolosko aktivna je samo prosta

oblika hormona, vezani hormoni so zaloga hormonov (3).

Diplomska naloga.
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Kortizola je v plazmi prostega le okoli 10%, preostala koli¢ina je specificno vezana na
kortizol vezoci globulin (angl. cortisol bindnig globulin — CBG), imenovan tudi transkortin
(80%), in v manjsi meri nespecificno na albumin (10%). Koncentracija transkortina je
odvisna od mnogih dejavnikov, med Kkaterimi so najpomembnejsi estrogeni (4).

Razpolovna doba prostega kortizola v plazmi je okoli 90 minut (12).

1.43 MEHANIZEM DELOVANJA STEROIDNIH HORMONOV

Mehanizem delovanja je enak pri vseh steroidnih hormonih. Kljub nizkim koncentracijam
v krvi (0,1-1,0 nM) so njihovi fizioloski ucinki zelo mo¢ni. Zaradi njihove lipofilnosti

zlahka prehajajo membrano in se vezejo na znotrajceli¢ne receptorje.

Do nedavnega je veljalo, da steroidni hormoni

Hormoni

700
\0™Y
\hadro ‘

Receptor

ucinkujejo pocasneje, saj vplivajo na izrazanje

Genomsko
delovanje

genov (1). Danes pa je znano, da ob vezavi na

specificne membranske receptorje steroidni
hormoni lahko izzovejo tudi hitre, ne-

genomske ucinke (slika 5) (15). P ‘\ ®

A

Negenomsko
delovanje

N | sekundarni
‘i_,/ prenadalec

Slika 5: Genomsko in negenomsko delovanja steroidnih hormonov (14).

1.4.3.1 Delovanje steroidnih hormonov preko jedrnih receptorjev

Prosti steroidi lahko prehajajo celicno membrano in tako vstopijo v tar€no celico. V
citosolu se nahajajo steroidni receptorji, ki imajo do steroidov visoko afiniteto. Po vezavi
nanje potece dimerizacija dveh receptorjev in translokacija v jedro. Dimerni kompleks se
nato veze na za steroide odzivna mesta na DNK molekuli (angl. HRE — hormone response
elements) in deluje kot transkripcijski faktor. Potece prepisovanje tarénega gena in tvorba
MRNK. Nato v citoplazmi potece translacija mMRNK in sinteza novega proteina. Nastali
proteini (npr. encimi, receptorji) so posledica hormonskega odziva telesa na razli¢ne
fizioloske ali patofizioloske procese. Kljub enakemu mehanizmu delovanja vseh skupin
steroidnih hormonov se zaradi specifi¢nosti steroidnih receptorjev izraZajo razli¢ni geni in

sintetizirajo razli¢ni proteini (6,15).
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1.4.4 METABOLIZEM IN IZLOCANJE KORTIZOLA

Kortizol se pri zdravih v manjsi meri (<1%, 100 nM) izlo¢a nespremenjen z urinom. Vec
kot 95% kortizola se pred izloGanjem konjugira v jetrih, manjsi del konjugacije potece v
ledvicah in prebavnem traktu. Konjugirani presnovki se lazje izlo¢ijo s se¢em ali z Zol¢em,
saj se jim s konjugacijo poveca topnost v vodi (16-18).

Jetrna presnova kortizola in ostalih steroidov vkljucuje Stevilne encimske pretvorbe, od
katerih je najpomembnejSa redukcija dvojne vezi na mestu C4s. Produkt te reakcije je
dihidrokortizol, ki se nato s 3a-hidroksisteroid dehidrogenazo (3a-HSD) pretvori v
tetrahidrokortizol (THF in alo-THF). Interkonverzijo biolosko aktivnega kortizola v
neaktivni kortizon ter obratno katalizirata dva izoencima 11B-hidroksisteroid dehidrogenze
(11B-HSD) (18). 11B-HSD se nahaja zlasti v ledvicah, kjer prepre¢i mineralokortikoidno
delovanje kortizola (12). Kortizon se nato v jetrih metabolizira do tetrahidrokortizona
(THE). THF in THE predstavljata glavni nacin (50%) izlo¢anja kortizola iz telesa. 30%
metabolitov kortizola v urinu predstavljata kortol in kortolon, ki nastaneta s hidrogenacijo
keto skupine na polozaju C 20. V man;jsi meri se kortizol presnavlja po drugih poteh (npr.
6-hidroksikortizol) (slika 6) (4,12,17).

o
;
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7 w

20 B-dihidrokortizol

0NN

20 B-dihidrokortizon

20 - oksoredukt
20 - oksoreduktaza ' Rowsmds aza' aHoH
cn,on cmon
i c=0 |
cuon C:==0 | = c=0
s & ) [ rom HO, : | A o i L. on
o I_on NN | ae | 11 B-hidroksisteroid ‘ Bl |
| -] P dehidrogenaza g Y| 6/ hidroksilaza |
| i 63 hidroksilaza ‘ e S e { ———e—— .
A A B e y J . o
o | o~ o S -
on . 6B-hi : .
i Kortizol 5p-hidroksikortizol
6f-hidroksikortizon Kortizon 5B-reduktaza Sinredikiise

Tetrahidrokortizon (THE)

5p3-dihidrokortizol

I

3 a- hidroksisteroid
dehidrogenaza

5p-tetrahidrokortizol (THF)

Sa-dihidrokortizol

l

So-tetrahidrokortizol (alo-THF)

3a-hidroksisteroid
dehidrogenaza

Slika 6: Glavne poti metabolizma kortizola (18).
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V drugi fazi metabolizma potece konjugacija z glukuronsko kislino (priblizno 60%) ali
sulfatom (priblizno 35%) na polozaju 3-hidroksilne skupine. Ti produkti se kot glukuronidi
oz. sulfati izlo¢ajo z urinom. Tvorijo ve¢ino substrata pri dolo¢anju 17-hidroksisteroidov v
urinu, ki pa zaradi moznosti selektivnejSih dolo¢anj kortizola v plazmi in urinu izgublja na

pomenu (4,16).

1.4.4.1 Opredelitev skupin metabolitov kortizola in ostalih steroidnih hormonov, ki

jih dolo¢amo v urinu

17-hidroksisteroidi (17-OHS) oziroma 17-hidroksikortikosteroidi (17-OHKS) imajo
17,21-dihidroksi-20-keto  (dihidroksiacetonsko) stransko skupino. Dolo¢amo jih
kolorimetri¢no s Porter-Silberjevo metodo. Okoli 80% vseh 17-OHS je metabolitov
kortizola, ostali delez pripada kortizonu in 11-deoksikortizolu (17,19).

Skupni 17-hidroksisteroidi (angl. total 17-hydroxycorticosteroids, 17-OHCS) imajo v

molekularni strukturi na polozaju Ci; hidroksilno skupino. Predstavljajo predvsem

metabolite glukokortikoidov. Z metodo po Norymbersku in Applebyjevi jih z redukcijo in

oksidacijo pretvorimo v 17-ketosteroide, ki jih dolocamo kolorimetricno z

Zimmermannovo reakcijo.

Obstajajo Stiri skupine skupnih 17-hidroksisteroidov:

e skupina | (17-OHS): kortizol, kortizon, 11-deoksikortizol in njihovi tetrahidroderivati
THF, a-THF, THE, THS,

e skupina II: kortoli in kortoloni,

e skupina IlI: pregnantriol in 11-hidroksi derivati,

e skupina IV: 17-hidroksiprogesteron in 17-hidroksipregnenolon (12).

V literaturi pogosto zasledimo termin 17-ketogeni steroidi (17-KGS, 17-oksogeni
steroidi), katerega uporaba ni poenotena. Nekateri avtorji ga uporabljajo kot sopomenko
za skupne 17-hidroksisteroide (12), drugi pa ozje za prve tri skupine skupnih 17-
hidroksisterodov (5). Razli¢na poimenovanja so nastajala v ¢asu razvoja in modificiranja

omenjene metode za dolocanje skupnih 17- hidroksisteroidov v urinu.

17-ketosteroidi (17-KS, 17-oksosteroidi) so steroidi, za katere je znacilna keto skupina na
mestu Cy7. Predstavljajo zlasti presnovke androgenih hormonov nadledviéne Zleze (19).

Dolo¢amo jih kolorimetri¢no z Zimmermannovo reakcijo.
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1.4.5 BIOLOSKI UCINKI KORTIZOLA

Vsaj 95% aktivnosti glukokortikoidov nastopa kot posledica delovanja kortizola (12).

Obicajno najdemo opise glukokortikoidnih ucinkov, ki so posledica Cezmernih

nefizioloskih koli¢in glukokortikoidov in jih veCinoma ne moremo enaciti z njihovim

delovanjem v uravnoveSenih zdravih organizmih. Glukokortikoidne receptorje najdemo

prakti¢no v celicah vseh tkiv, kar je v skladu z njihovim razprostranjenim delovanjem.

Vendar lahko »normalne« u¢inke podamo le opisno in so v celoti permisivne narave:

e presnovni: zagotavljanja uravnovesenega metabolizma ogljikovih hidratov, mascob in
beljakovin, vzdrzevanje energetskega ravnotezja;

e prilagoditev organizma na stres;

e pogojevanje normalnega delovanja ledvic z zagotavljanjem ustreznega glomerularnega
pretoka in u¢inkovanja antidiureti¢nega hormona;

e permisivno delovanje na reaktivnost zilja na kateholamine, vzdrzevanje krvnega tlaka;

e zagotavljanje omejenosti vnetnih in alergi¢nih reakcij (4).

Najbolj znan ucinek kortizola je stimulacija glukoneogeneze v jetrih. Kortizol povzro¢i
tudi zmanjSanje hitrosti porabe glukoze v ve€ini telesnih celic. Oba ucinka skupaj
povzrocita porast koncentracije glukoze v krvi, kar stimulira izloCanje inzulina. Visoke
koncentracije glukokortikoidov povzro€ajo odpornost mnogih tkiv za ucinek inzulina, t.i.
inzulinsko rezistenco, zato inzulin nima obi¢ajnega ucinka na vzdrZzevanje nivoja glukoze,
kot v navadnih pogojih (3,20). Govorimo o adrenalnem oziroma steroidnem diabetesu.
Eden od osnovnih ucinkov Kkortizola na sistemski metabolizem je zmanjSanje
beljakovinskih zalog v vseh telesnih celicah, razen v jetrnih. Do tega pride zaradi
zmanj$ane sinteze beljakovin v ekstrahepati¢nih tkivih in obenem povisanega katabolizma
proteinov, ki so Ze v celicah. Aminokisline se spros$¢ajo iz teh tkiv in transportirajo v jetra,
zato se proteini v jetrih povisajo (tudi plazemski proteini) (3,20).

Kortizol je pomemben tudi v metabolizmu mas¢ob, saj v Casu stradanja in hujSanja
pospesuje lipolizo, zviSuje koncentracijo mascobnih kislin v plazmi ter pospesuje njihovo
oksidacijo v celicah za pridobivanje energije. Kortizol obenem stimulira lipogenezo v
dolocenih tkivih (20).

Kortizol deluje protivnetno in imunosupresijsko, kar pogosto izkori§¢amo v terapevtske
namene. Sicer ne ozdravi samega bolezenskega stanja, preprecuje pa nadaljnje poskodbe

zaradi procesa vnetja. Kortizol sprozi protivnetne uinke na dva nacina: zavre sintezo
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vnetnih mediatorjev in proliferacijo vnetnih celic ter stimulira sintezo protivnetnih

mediatorjev (lipokortini) (20).

1.5 MOTNJE V DELOVANJU SKORJE NADLEDVICNE ZLEZE

1.5.1 HIPERFUNKCIJA SKORJE NADLEDVICNE ZLEZE - Cushingov sindrom

Cushingov sindrom je opredeljen kot skupek klini¢no-laboratorijskih znakov, ki so
posledica delovanja ¢ezmernih in neustreznih koli¢in glukokortikoidov (3,4).
Najpogostejsa oblika Cushingovega sindroma je iatrogeni (eksogeni) Cushingov
sindrom, ki je posledica uporabe sinteticnih glukokortikoidov v terapevtske namene.
Endogeni (neiatrogeni) Cushingov sindrom se pojavlja relativno redko, incidenca znasa
okoli 5 - 6 primerov/1.000.000 prebivalcev/leto. Najpogosteje nastopi med 30. in 50. letom
starosti. Bolezen je pogostejsa pri Zenskah (3). V grobem ga delimo v dve skupini: od
ACTH odvisni in od ACTH neodvisni Cushingov sindrom.

Psevdo-Cushingov sindrom je stanje, ko ima bolnik le nekatere klini¢éno-laboratorijske
znake Cushingovega sindroma. Lahko se pokaze pri depresiji, debelosti, kroni¢énem

alkoholizmu, motnjah hranjenja.

1.5.1.1 Od ACTH odvisni Cushingov sindrom

Pri oblikah odvisnih od ACTH privede kroni¢no ¢ezmerno spros¢anje ACTH do
obojestranske hiperplazije skorje nadledvi¢ne Zleze ter poviSanega nivoja kortizola.

ACTH se lahko izloca iz adenoma hipofize (centralni Cushingov sindrom, Cushingova
bolezen oz. Mb. Cushing v ozjem pomenu besede), ki je vzrok okoli 65% endogenih
Cushingovih sindromov. Pri 10-15% bolnikov pa gre za paraneoplasti¢ni sindrom, Kkjer je
izvor ACTH ektopicen v tumorju zunaj hipotalamo-hipofiznega obmocja (karcinom pljuc,
karcinom trebusne slinavke, timom, karcinoid itd.) (3,4).

Zaradi neurejene in nakljucne hipersekrecije ACTH nivo Kortizola v plazmi niha in je
lahko v dolo¢enem ¢asu tudi normalen, pri 24-urnem zbiranju urina pa opazimo povecano

izlo¢anje kortizola (3,17).
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1.5.1.2 Od ACTH neodvisni Cushingov sindrom

Pri ACTH neodvisnih oblikah je primarni patoloski proces v sami skorji nadledvi¢ne zleze
(adenom, redkeje karcinom). Takih je okoli 25% bolnikov. Avtonomno izlo¢anje kortizola

zavre spro$¢anje ACTH s posledi¢no atrofijo skorje zdrave nadledvi¢ne Zleze (3).

1.5.1.3 Klini¢na slika

Klini¢na slika je lahko izrazena zelo razli¢no. Tipi¢na je prerazporeditev mas¢evja na trup
s tankimi udi (centripetalna debelost, misi¢na atrofija), okrogel lunast obraz (facies lunata),
bolnice so prekomerno porasc¢ene (hirzutizem) s frontalnim red¢enjem las. Pojavijo se
misi¢na slabost, kozne podplutbe, visok krvni tlak in sladkorna bolezen. Znacilni simptomi
in znaki so tudi akne, rdeCica obraza, izguba libida in potence pri moskih ter motnje

menstrualnega ciklusa (oligoamenoreja) pri Zenskah.

Zaradi osteoporoze aksialnega skeleta so mozni rdeca lica

zlomi vretenc in bole¢ine v krizu. g’;‘r‘zt
bivolji

Pri pregledu lahko ugotovimo Se nabiranje mascobe
vrat

zadaj na vratu (»bivolja grba«) in v nadklju¢ni¢nih

atrofija podplutbe

jamah, vijoli¢ne strije, slabo celjenje ran, atrofijo "<
visok
krvni tlak

koze, pretibialne edeme.
Psihi¢ne spremembe imajo Sirok razpon od Custvene

labilnosti, povecane razdraZljivosti vse do psihoti¢nih [psteoporoza
rdece

strije

stanj in hudih depresij (3,4). Bolniki imajo zvecan

apetit, motnje spanja, tezave s spominom in ué¢enjem.

tanki udi

Laboratorijske znacilnosti: povisan krvni sladkor
(motena toleranca za glukozo ali sekundarna

sladkorna bolezen), redko je povisan tudi natrij. Kalij

slabo celjenje

je znizan. Lipidogram je patoloski. kv

Slika 7: Klini¢na slika Cushingovega sindroma (22).
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1.5.1.4 Diagnoza

Z diagnosticno obcutljivimi presejalnimi testi je mogoc¢e med sumljivi bolniki izlo€iti
veéino, ki tega sindroma nima. V ta namen najpogosteje uporabljamo kratki 1-miligramski
deksametazonski (DMT) test. Zaradi moznih lazno pozitivnih rezultatov (depresija, so¢asno
jemanje zdravil — barbiturati, estrogeni, antiepileptiki) je pri skupini s pozitivnim testom
potreben Se diagnosti¢no visoko specifi¢ni potrditveni dvodnevni 2-miligramski DMT test.

Sele ko je ta test pozitiven zaénemo z nadaljnjo etiolosko diagnostiko.
Diagnostika poteka torej v dveh fazah (3,4):

1. Diagnosti¢ni testi, ki potrjujejo Cushingov sindrom:

e izguba dnevno-no¢nega ritma Kortizola (ali dolo¢anje polno¢nih vrednosti kortizola v
slini);

e odsotnost supresije serumskega kortizola po dajanju nizkih odmerkov sinteti¢nih
steroidov (DMT 1 ali 2 mg);

e povecano izlo¢anje presnovkov kortizola (17-OHS) ali prostega kortizola v urinu (4).

2. Opredeljevanije vzroka Cushingovega sindroma:

Hormonske preiskave:

e dolocitev bazalne, suprimirane (z 8 mg DMT) ter s sinteticnim CRH stimulirane
koncentracije ACTH in kortizola v plazmi;

e dolocitev koncentracij ACTH v invazivno selektivno odvzetih krvnih vzorcih;

e metopironski test (4).

Poleg hormonskih preiskav so za etiolosko opredeljevanje Cushingovega sindroma
pomembne tudi funkcionalno-morfoloske (scintigrafija nadledvi¢nih Zlez z oznagenim ***1-
norholesterolom) in morfoloske preiskave (racunalniska tomografija, magnetna resonanca)

hipofize, nadledvi¢nih Zlez in drugih delov telesa. (4)

1.5.1.5 Zdravljenje in prognoza

Najboljse zdravljenje Cushingovega sindroma je kirurSka odstranitev tumorja, ki sintetizira
ACTH ali kortizol. Po uspesni operaciji se prehodno pojavi hipokortizolizem, ki je
prognosti¢no ugoden znak. Hipotalamo-hipofizno-nadledvi¢na os potrebuje dolocen cas,

da se ponovno uravnovesi. V tem obdobju je potrebno nadomescanje glukokortikoidov.
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Obojestranska adrenalektomija, ki je bila neko¢ edina oblika zdravljenja centralnega
Cushingovega sindroma, pride danes le Se redko v postev (4). Bolniki, ki so jih v
preteklosti zdravili z obojestransko adrenalektomijo, so vse Zivljenje vezani na nadomestno
zdravljenje z glukokortikoidi in mineralokortikoidi.

Nezdravljeni Cushingov sindrom je v ve€ini primerov smrtna bolezen. StarejSe Studije
navajajo 50% umrljivost 5 let po pojavu bolezni. Pri danasnjih moznostih zdravljenja je
prognoza odvisna od etiologije Cushigovega sindroma. Najboljsa je pri adrenalnih
adenomih, pri adrenalnih karcinomih je prognoza slaba, pri ektopi¢nih ACTH sindromih

pa je odvisna od narave tumorja (3).

1.5.2 ODPOVED SKORJE NADLEDVICNE ZLEZE

Insuficienca skorje nadledvi¢ne Zleze pomeni skupek klini¢nih simptomov in klini¢no-
laboratorijskih  znakov, ki so posledica pomanjkanja tako glukokortikoidov kot
mineralokortikoidov ter androgenih steroidov (pri Zenskah) (3,4).

Odpoved nadledvi¢ne Zleze ni pomembna zaradi pogostosti pojavljanja, temve¢ zato ker je
neprepoznavanje lahko smrtno. Po tujih podatkih je prevalenca primarne odpovedi med 4
in 6 na 100.000 prebivalcev. Vrh pojavljanja je med 30. in 40. letom (3).

Odpoved nadledvi¢ne Zleze je lahko posledica primarne okvare nadledvi¢nih Zlez
(primarna insuficienca, Mb. Addison), nezadostnega izlo¢anja ACTH iz hipofize
(sekundarna insuficienca) ali nezadostnega izlocanja CRH iz hipotalamusa (terciarna

insuficienca).

1.5.2.1 Primarna odpoved skorje nadledvi¢ne Zleze - Addisonova bolezen

Glavna znacilnost primarne nadledvi¢ne odpovedi je nezadostno izloCanje kortizola s
posledicno povecanim izlo€anjem ACTH (4). Vcasih je bila najpogostejsi vzrok
tuberkuloza, danes pa prevladuje avtoimuni adrenalitis (3). Avtoimunsko unicenje skorje
nadledvi¢ne Zleze pogosto nastane v povezavi z drugimi avtoimunskimi endokrinimi
motnjami in je pogostejSe pri zenskah. Zaradi velike funkcionalne rezerve se znaki
insuficience pokazejo, ko je okvarjeno najmanj 90% skorje obeh nadledvi¢nih zlez (1).

Akutni zaplet oziroma poslabsanje Addisonove bolezni, ki je lahko tudi prvi pojav
nadledvi¢ne odpovedi, imenujemo addisonska kriza. Obicajno jo sprozi okuzba ali druga

oblika stresa. Nezdravljena addisonska kriza vodi v smrt (3).
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1.5.2.2 Sekundarna in terciarna odpoved skorje nadledvi¢ne Zleze

Sekundarna odpoved skorje nadledvi¢ne Zleze nastane zaradi nezadostnega izlo¢anja
ACTH iz hipofize. Najpogosteje je vzrok nenadno prenehanje kroni¢ne terapije s
sinteticnimi ~ glukokortikoidi. Pomanjkanje ACTH nastane tudi pri poskodbah
adenohipofize ali hipotalamusa zaradi tumorja, ishemije, radiacijske poskodbe pri

obsevanju glave, kirurskega posega, ali pa zaradi izoliranega pomanjkanja CRH (3,4).

1.5.2.3 Klini¢na slika

POgOStI SO neSpeCiﬁ(V:nimi Simptomi in Znakl hiperpigmentacija

sluznic

oslabelost, otopelost, hitra utrudljivost, izguba

hiperpigmentacija
koze

apetita, hujSanje, slabost in bruhanje (3).
Znacilna je nagnjenost k hipoglikemiji. pegavost
Znizan krvni tlak je prisoten Ze v leZzeCem vitigo

pOlOiaju, Ob VStajanju pa dOdaten padec hiperpigmentacija
prsnih bredavic

krvnega tlaka povzroca ortostatske SIimptome | mes:crgnjenis
(vrtoglavico, sinkopo). Pogosta je zelja po soli

(4).

Bolnice opazijo izgubo sramnih in pazdus$nih iperpigmentacija
koznih pregibov
in brazgotin

dlak ter motnje menstruacijskega ciklusa (4).
Obolenje se izraza tudi kot razdrazljivost,

nezmoznost koncentracije, ¢ustvena labilnost.

izguba telesne teze,
anoreksija,
bruhanje,
diareja

V primeru primarne odpovedi se koza in
sluznice bolnikov znadilno temno obarvajo,
kar imenujemo hiperpigmentacija. V primeru miliéna oslabelost

sekundarne odpovedi ni hiperpigmentacij
(12).

Slika 8: Klini¢na slika kronicne primarne odpovedi

skorje nadledvicne Zleze - Addisonove bolezni (22).

V ospredju klini¢ne slike addisonske krize so bruhanje in boleCine v trebuhu, znaki

dehidracije in hipotenzija s Sokovnim stanjem, povisana telesna temperatura (4,9).
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Laboratorijske znacilnosti: zvisana seCnina in zvisan kalij, znizan natrij, blaga

normokromna normocitna anemija, krvni sladkor na spodnji meji normale (1,4).

1.5.2.4 Diagnoza

IzloCanje kortizola je lahko v bazalnih razmerah $e zadovoljivo, Ze ob najmanjSem stresu
pa nadledvi¢na Zleza ni ve¢ zmozna zagotoviti ustreznega izloCanja. Zato so lahko
absolutne koncentracije kortizola v jutranjih urah Se v normalnem obmo¢ju in so potrebni
za dokoncno diagnozo stimulacijski testi. Obicajno se uporabljajo ACTH testi. Hitri ACTH
test da odgovor na vpraSanje, ali je insuficienca nadledvi¢ne Zleze prisotna ali ne (4). Hitri
ACTH test je tudi najzanesljivejsi test za razlikovanje med Addisonovo boleznijo in
boleznimi, pri katerih se prav tako pojavijo hiperpigmentacije, slabo pocutje in izguba
telesne teze (Npr. malabsorpcijski sindrom, kroni¢na ledvi¢na odpoved, nekateri karcinomi)
(3).

Za razlikovanje med primarno in sekundarno insuficienco se uporablja ve¢dnevni ACTH
test, ki se opravi samo v bolnis$nici, saj lahko pri primarni insuficienci dokon¢no izérpamo

nadledvi¢no zlezo in sprozimo addisonsko krizo (3,4).

1.5.2.5 Zdravljenje in prognoza

Pri odpovedi skorje nadledvi¢ne Zleze je potrebno nadomeséati manjkajoci kortizol in po
potrebi Se mineralokortikoide. Najpogosteje uporabljajo hidrokortizon in fludrokortizon.
Kakovost in pricakovana dolgost Zivljenja se pri bolnikih, ki redno prejemajo nadomestno
zdravljenje in so pouceni o ukrepanju v stresnih situacijah, ne razlikuje bistveno od zdrave

populacije (3).

1.5.3 KONGENITALNA ADRENALNA HIPERPLAZIJA

Kongenitalna adrenalna hiperplazija (KAH) je oznaka za skupino bolezni, ki so posledica
prirojenih motenj v steroidogenezi kortizola. Motnja se deduje monogensko, avtosomno
recesivno. Pomanjkljiva sinteza kortizola vodi preko negativne povratne zveze do
povecanega izlocanja ACTH. Posledica je hiperplazija skorje nadledvicnih Zlez.

V 90% je KAH posledica prirojenih okvar gena za citokrom P450 21-hidroksilazo.
Incidenca te oblike je priblizno 1:14.000. Izjema so nekatere izolirane skupnosti, npr. med

Eskimi na Aljaski zna$a incidenca kar 1:300 (18).
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1.5.3.1 Klini¢na slika

Klini¢no sliko pogojujejo razlicne stopnje nezadostne sinteze kortizola in/ali ostalih
steroidov ob hkratnem presezku metabolitov, ki se kopicijo pred okvarjenim encimom.
Lahko se kaze popolnoma ali samo delno, Ze takoj ob rojstvu ali Sele v kasnejSem obdobju.
Na moznost KAH posumimo pri mlajsih bolnikih nizke rasti, z znaki virilizacije, ki imajo
lahko slabo diferencirano zunanje spolovilo, morda Se zvisan krvni tlak. Redkeje so to
odrasc¢ajo¢i bolniki s slabo izrazeno sekundarno spolno poraS¢enostjo, infantilnim
zunanjim spolovilom in hipertenzijo (3,4).

Zaradi kompenzacijsko povecanega izlo¢anja ACTH je izlocanje kortizola obicajno Se v
spodnjem obmocju normale in ni klini¢nih znakov pomanjkanja glukokortikoidov, ki pa se
lahko pojavijo v stresnih situacijah.

Pri nekaterih bolnikih pride zaradi pomanjkanja mineralokortikoidov do izgube soli in
hipotenzije. Pri hudih oblikah je neprepoznano izgubljanje soli, zlasti pri deckih, lahko
vzrok vecje neonatalne umrljivosti. Pri deklicah zaradi ambivalentnega spolovila obi¢ajno

prej posumijo na bolezen in jo za¢nejo zdraviti (18).

1.5.3.2 Diagnoza

Ob klini¢nem sumu lahko ve¢ino oblik KAH potrdimo z dolo¢itvijo 17-ketosteroidov (17-
KS) v urinu, ki so pri ve€ini oblik zvi$ani. Dolo¢anje serumskih koncentracij hormonov
nadledvi¢nih Zlez in njihovih predstopenj je potrebno za natan¢nejSe opredeljevanje oblike
KAH. V nekaterih drzavah izvajajo neonatalno presejalno testiranje za KAH, tako da
dolocajo 17-hidroksiprogesteron (17-OHP) v vzorcu posusSene Krvi na filter papirju (23).
Pri vseh oblikah je povisana koncentracija serumskega ACTH. Pri popolnoma razvitih
oblikah zadoS¢a doloCanje bazalnih koncentracij predstopenj kortizola, pri latentnih
oblikah pa tudi koncentracij po stimulaciji z eksogenim ACTH (3,4).

Molekularna diagnostika KAH omogoc¢a natan¢no opredelitev mutacij pri bolnikih in
druzinah s KAH in predstavlja temelj za ustrezno genetsko svetovanje, pre-, peri- in post-

natalno diagnostiko in ciljano prenatalno zdravljenje (24).

1.5.3.3 Zdravljenje in prognoza

Zdravljenje poteka z zadostnimi odmerki sinteticnih glukokortikoidov, ki so obicajno
nekoliko vi§ji kot pri nadomestnem zdravljenju odpovedi skorje nadledvi¢nih zlez.

Odmerki se dolo¢ijo na podlagi koncentracij 17-KS in 17-OHS v urinu in serumskih
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androgenov ter njihovih presnovnih predstopenj (npr. 17-OHP), ki se morajo normalizirati.
Potrebne so tudi korekturne operacije na spolovilih in pogosto Se dodatna psiholoska

obravnava (3).

1.6 FUNKCIJSKI TESTI ZA OCENO DELOVANJA SKORJE
NADLEDVICNE ZLEZE

1.6.1 STIMULACISKI TESTI
1.6.1.1 Hitri ACTH test (preskus s kozintropinom)

Z njim ugotavljamo odzivnost nadledvi¢ne Zleze na eksogeni ACTH. Test je pozitiven
(patoloski), ¢e koncentracija kortizola eno uro po vbrizgu ACTH ne preseze 500 nmol/l.
Patoloski test je v skladu z nadledvi¢no insuficienco, ne razlikuje pa med primarno in

sekundarno insuficienco (1,3).

1.6.1.2 Vecdnevni stimulacijski ACTH test

Podaljsana tridnevna stimulacija z ACTH sluzi za razlikovanje primarne od sekundarne in
terciarne odpovedi skorje nadledvi¢ne zleze. Pri sekundarni ali terciarni odpovedi skorje
nadledvi¢ne zleze serumska koncentracija kortizola drugi ali tretji dan preseze 560 nmol/l,

pri primarni odpovedi pa ostaja ves ¢as pod to vrednostjo (1,4).

1.6.1.3 Inzulinski toleranc¢ni test (ITT)

Z ITT ocenjujemo integriteto hipotalamo-hipofizno-nadledvi¢ne osi. Inzulin povzroci
hipoglikemijo, ki sprozi izlo¢anje CRH. CRH spodbudi izlocanje ACTH, ACTH pa
izloCanje kortizola. Test lahko vrednotimo, ¢e je najnizja koncentracija krvnega sladkorja
2,2 mmol/l ali manj. Najve¢ja dosezena koncentracija kortizola nad 500 nmol/l z
gotovostjo izkljuCuje insuficienco hipotalamo-hipofizno-nadledvi¢ne osi, vrednosti med

450 in 500 nmol/I pa predstavljajo sivo cono (3,4).

1.6.1.4 Stimulacijski test s kortikotropin spro$¢ujo¢im hormonom - CRH test

Namen CRH testa je locevanje med ektopi¢nim Cushingovim sindromom in Cushingovo

boleznijo (centralni Cushingov sindrom). Tolmacenje je v domeni superspecialista.
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1.6.1.5 Noc¢ni stimulacijski test z enim odmerkom metirapona

Namen testa je ocena delovanja hipofize in moznosti prisotnosti sekundarne odpovedi
nadledvi¢ne zleze (12). Metirapon zavira encim 11B-hidroksilazo, ki katalizira eno od
stopenj v biosintezi kortizola. Koncentracija kortizola pade in tako je prekinjena negativna
povratna zveza, kar normalno povzroci spros¢anje ACTH iz hipofize. Stimulirajo¢i u¢inek
ACTH na nadledvi¢no Zlezo povzrodi zveanje koncentracije 11-deoksikortizola. Ce ne
zaznamo zviSanja koncentracije ACTH in 11-deoksikortizola, je to dokaz obolenja hipofize

oziroma hipotalamusa (1,3).

1.6.2 SUPRESHSKI TESTI

1.6.2.1 Noc¢ni supresijski test z majhnim odmerkom (1 mg) deksametazona

Deksametazon je sinteti¢ni glukokokortikoid z mo¢nim delovanjem, Ki zavira sproscanje
ACTH iz hipofize (1,12). Namen testa je ocena supresibilnosti hipotalamo-hipofizno-
nadledvi¢ne osi in sklepanje o moznosti prisotnosti Cushingovega sindroma. Normalen
odgovor na aplikacijo deksametazona je zmanjSanje koncentracije kortizola do 84 nmol/l.

Test je diagnosti¢no visoko obcutljiv in zato uporaben kot presejalni test.

1.6.2.2 Dvodnevni supresijski test z majhnim odmerkom (2 mg) deksametazona

Namen testa je enak kot pri no¢nem supresijskem testu z majhnim odmerkom
deksametazona, vendar ima dvodnevni test zaradi vecje diagnosti¢ne specificnosti manj

lazno pozitivnih rezultatov (3).

1.6.2.3 Supresijski test z ve¢ velikimi odmerki (skupaj 8 mg) deksametazona

Supresijski test z ve¢ velikimi odmerki deksametazona je pomemben v diferencialni
diagnostiki Cushingovega sindroma. Stiri dni zbiramo 24-urni urin in v vsakem dolo¢imo
prosti kortizol, 17-hidroksisteroide in kreatinin. Dolo¢imo tudi kortizol v serumu za oceno
dnevnega ritma izlo¢anja. Bolniki s Cushingovim sindromom zaradi Cushingove bolezni
kazejo supresijo prostega kortizola in padec koncentracije 17-hidroksisteroidov pod 50%
izhodne vrednosti. Pri bolnikih s tumorjem skorje nadledvi¢ne zleze ali ektopi¢nim
Cushingovim sindromom ne opazimo tega padca (1,3).

Bolniki, ki se zdravijo z difenilhidantoinom ali fenobarbitalom, deksametazon

metabolizirajo hitreje in zato pri njih ne zaznamo supresije (1).
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1.7 METODE ZA DOLOCANJE KONCENTRACIJE KORTIZOLA in
OSTALIH 17-HIDROKSISTEROIDOV V URINU

Za analizo steroidnih hormonov in njihovih metabolnih produktov iz bioloskih vzorcev
obstaja veliko razlicnih metod. Zaradi zelo nizke merjene koncentracije je prvi pogoj
analiznih metod visoka obcutljivost. Drugi pogoj je visoka selektivnost, ker so steroidni
hormoni v bioloskih vzorcih lahko prisotni v bodisi konjugirani bodisi nekonjugirani obliki
in ker so bioloski vzorci izredno heterogen material ter kot tak vir ko-izoliranih

kontaminantov (25).

1.7.1 KOLORIMETRICNE METODE

Kolorimetrija ali fotometrija na osnovi barve in barvnih sprememb dolo¢a koncentracije
snovi v vzorcu (1). V preteklosti so bile kolorimetriéne metode klju¢nega pomena za oceno
delovanja skorje nadledvi¢ne zleze. Danes veljajo za zastarele in se opuscajo zaradi
moznosti bolj selektivnih in obcutljivejsih metod dolo¢anja kortizola in ostalih steroidnih
hormonov ter njihovih presnovkov v urinu, serumu, plazmi in slini. Slabost kolorimetri¢nih
metod je med drugim velika moznost interference z zdravili in drugimi kontaminanti v
se, da bolnik nekaj dni pred zbiranjem 24-urnega urina opusti jemanje vseh zdravil, v

kolikor to ne ogroza njegovega zdravija (19).

1.7.1.1 Porter-Silberjeva metoda

S Porter-Silberjevo metodo dolo¢amo koncentracijo 17-OHS v vzorcu urina. Fenilhidrazin
selektivno reagira s 17,21-dihidroksi-20-keto (dihidroksiacetonsko) stransko verigo. Tvori

se znacilno rumeno obarvan produkt, ki ga merimo spektrofotometri¢no pri 410 nm (12).

O HIC=N—NH©

20C=0 g=0
-OH <
°ﬁ & @HNHZN —60°C

fenilhidrazin

rumen pigment

kortizol

(merjenje pri 410 nm)

(ostali 17-hidroksikortikosteroidi,
kortizon, 11-deoksikortizol)

Slika 9: Porter-Silberjeva reakcija za dolocanje 17-hidroksisteroidov (12).
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Zdravila, ki inducirajo jetrne mikrosomalne encime, npr. fenitoin, fenobarbital in mitotan,
zmanjsajo izlo¢anje 17-OHS v dnevnem urinu. Vzrok je spodbujanje razgradnje steroidnih
hormonov po poti 6B-hidroksilacije v metabolite, ki jih s Porter-Silberjevo reakcijo ne
dolo¢imo. Nekatera druga zdravila neposredno interferirajo pri doloc¢anju 17-OHS in so
vzrok lazno zviSanim vrednostim, npr. spironolakton, klordiazepoksid, hidroksizin,

meprobamat, fenotiazini, kinin, kloralhidrat, sulfonamidi, jodidi in troleandomicin (17,21).

1.7.1.2 Metoda po Norymbersku in Applebyjevi z Zimmermannovo reakcijo

Z metodo po Norymbersku in Applebyjevi skupne 17-OHS z redukcijo in oksidacijo
najprej pretvorimo v 17-ketosteroide (17-KS), pri ¢emer se odcepi stranska veriga na
polozaju C17 v obro¢u D in nadomesti s keto skupino. Nastale 17-KS dolo¢amo s pomo¢jo
Zimmermannove reakcije. Pri njej 17-KS reagirajo z 1,3-dinitrobenzenom in tvorijo
Skrlatno rdece obarvan produkt, ki ga merimo spektrofotometricno.

Vsi 17-KS, ki so ze predhodno prisotni v vzorcu urina, se reducirajo v 17-OHS in ne

reagirajo z 1,3-dinitrobenzenom (5).

| /
+ KOH, Alkohol
B

NO,

1,3-dinitrobenzen

produkt rdece-skrlatne barve
(17-ketosteroid)

(merjenje pri 425 nm in 510 nm)

Slika 10: Zimmermannova reakcija za dolocanje skupnih 17-hidroksisteroidov (12).

Stevilna zdravila lahko motijo dolo¢anje skupnih 17-OHS v urinu. Lazno visje meritve so
lahko posledica interference z meprobamatom, fenotiazini, spironolaktonom in
hidralazinom. Nizje vrednosti so lahko posledica prisotnosti kinina, rezerpina, tiazidnih

diuretikov in kronic¢ne terapije z glukokortikoidi (17,21).

1.7.2 MOLEKULARNA ABSORPCIJSKA SPEKTROMETRIJA

Molekularna absorpcijska spektrometrija (kolorimetrija, fotometrija, spektrofotometrija)
temelji na merjenju absorpcije svetlobe, ki prehaja skozi preiskovano raztopino.
Absorpcijo lahko merimo v ultravijolicnem (UV), vidnem (VIS) ali infrarde¢em (IR)

spektralnem obmoc¢ju, navadno pri absorpcijskem maksimumu. Lahko posnamemo
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absorpcijski spekter v SirSem spektralnem obmocju in iz njegove oblike sklepamo na
kvantitativno in kvalitativno sestavo preiskovanega vzorca. Spektrofotometrijo v vidnem
obmocju uporabljamo predvsem za kvantitativno doloc¢anje posameznih analitov, ki jih
prevedemo v obarvano obliko s primerno kemi¢no reakcijo. Spektrofotometrija v UV in IR

spektralnem obmocju je pomembna za analizo organskih spojin.

1.7.2.1 Absorpcija in Beer-Lambertov zakon

Absorpcija je proces, pri katerem elektromagnetno sevanje prenesemo na atome, ione ali
molekule vzorca in s tem te delce spravimo iz osnovnega v vzbujeno stanje. Atomi, ioni in
molekule imajo le omejeno Stevilo diskretnih energijskih (kvantnih) nivojev, torej mora
energija fotonov, ki jih uporabimo za vzbujanje, natancno sovpadati z energijsko razliko
med osnovnim in vzbujenim stanjem. Posledica vzbujanja je zmanjSanje intenzitete zarka
elektromagnetnega valovanja, ki prehaja skozi vzorec.

Pri absorpcijskih metodah merimo Iy (intenziteta vpadnega zarka) in I (intenziteta
prepuscenega zarka). Za opis razmerja med I in | uporabljamo transmitanco (T) in
absorbanco (A). Transmitanca predstavlja del vpadle svetlobe, ki prehaja skozi preiskovani
medij in jo izraunamo po enacbi 1. Najvecja omejitev transmitance je, da ni v linearnem
razmerju s koncentracijo analita v vzorcu. Absorbanca ali ekstinkcija je merilo za koli¢ino
vpadle svetlobe, ki jo vzorec absorbira; definirana je kot negativni desetiski logaritem
transmitance (enacba 2). Absorbanca je v linearnem razmerju s koncentracijo analita (c),
dolzino poti, ki jo skozi vzorec prepotuje Zarek (b) in absorptivnostjo snovi (a, €), Ki je
znaCilna za neko snov pri dolo¢eni valovni dolzini, kar opisuje Beer-Lambert-ov zakon
(enacba 3).

Enacba 1: Formuli za izracun transmitance T in %T (lo —intenziteta vpadle svetlobe, |1 — intenziteta

prepuscene svetlobe):

1
T = I pogosto v obliki procentov %T =T - 100
0

Enacba 2: Formula za izracun absorbance A (T — transmitanca, l, —intenziteta vpadle svetlobe, | —

intenziteta prepuscene svetlobe):

Iy
A =-log,,T = logT
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Enatba 3: Beer-Lambertov zakon (A = absorbanca (ekstinkcija), a = absorptivnost /7 - g* - em™, & (2) =
molarna absorptivnost ali molarni absorptivni koeficient /7 - mol* - em™], ¢ = koncentracija [g/l] oz.

molarna koncentracija [mol/I], b — debelina vzorca [cm]):

A=a-b-c in A=egQ)-b-c

Kromofor ali kromoforni sistem je del molekule, ki je odgovoren za absorpcijo vidne ali
UV svetlobe. Kromofori vsebujejo m in n elektrone, ki jih lahko vzbudimo oz.
»premaknemo« s fotonom svetlobe na vigji energetski nivo. Ce imamo v molekuli ve¢ 7 in
n orbital, ki med seboj ne interagirajo, potem lahko v splosnem pri¢akujemo spekter, ki je

vsota posameznih absorpcij izoliranih kromoforov.

Absorpcijski spekter posnamemo tako, da preiskovani vzorec obsevamo s svetlobo
naras¢ajo valovne dolzine (A) in pri tem dolocimo del absorbirane svetlobne energije.
Absorpcija je najvecja pri A, ki imajo ravno pravsnjo energijo za prehod elektronov v
vzbujeno stanje. UV-VIS absorpcijske krivulje kazejo v glavnem Siroke maksimume, ki jih
ozna¢imo kot absorpcijske trakove. Absorpcijske trakove opiSemo s poloZajem
absorpcijskega maksimuma (Amax), ViSino (g€max) in obliko. Velja pravilo, da ¢im vecji je
konjugiran sistem, bolj se pomakne absorpcijski maksimum k dalj§im valovnim dolzinam

in intenzivnejsi je.

Absorbanco vedno poskuSamo meriti pri valovni dolzini, ki ustreza maksimumu

absorpcije. To nam zmanj$a napake, izboljSa obcutljivost in zniza mejo zaznavnosti.

Velike organske molekule pogosto sluzijo kot kolorimetri¢ni reagenti v anorganski analizi.
Za doloCitev je bistveno, da je absorbanca stabilna, dokler ne izvr§imo meritve.
Absorbanca se tudi ne sme spreminjati pri manjSih spremembah pH, temperature, mnoZine

dodanega reagenta itd.
Glavni problem v molekularni absorpcijski spektrometriji so interefence oz. motnje zaradi

drugih komponent v vzorcu. Tudi te lahko namre¢ absorbirajo svetlobo pri izbrani valovni

dolZini in povzroc¢ajo napake v analizi, ki jih skuSamo na razli¢ne nac¢ine odpraviti.
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1.7.3 IMUNOKEMISKE METODE

Imunokemijski testi so zasnovani na razli¢nih visoko afinitetnih nekovalentnih interakcijah
med epitopom liganda (antigena ali haptena) s specifiénim paratopom protitelesa, pri
¢emer nastane kompleks ligand-protitelo (25). To omogoca identifikacijo in kvantifikacijo
specifi¢nih snovi v bioloskih vzorcih (1).

Teste lahko delimo na kompetitivne in nekompetitivne. Pri nekompetitivnih testih analit
(X) v prvi stopnji reagira s primarnim protitelesom (Ab;) v kompleks antigen-protitelo (x-
Ab;). Ce je v prvi stopnji nastal kompleks x-Ab;, pote¢e v drugi stopnji asociativna
reakcija med primarnim protitelesom kompleksa in sekundarnim oznacenim protitelesom
(Aby*). Nastala koli¢ina oznac¢enega kompleksa [x-Abi]JAb,* je sorazmerna s
koncentracijo analita x. Pri pogostejsem kompetitivnih principu testov med seboj
tekmujeta neoznacen analit (x) iz vzorca in oznacéen analit (x*) za omejeno znano koli¢ino
primarnih protiteles. Ker po reakciji nastaneta razlicna deleza kompleksov Ab-x in Ab-x*,
je nastala koli¢ina oznacenega kompleksa obratno sorazmerna koncentraciji analita x iz
vzorca.

Uporabljeni imunski testi se med seboj razlikujejo predvsem v nacinu aktivacije in
detekcije signala oznacenih kompleksov. Tako poznamo: radioimunske tehnike (RIA),
encimskoimunske tehnike (EIA), imunofluorescen¢ne tehnike (FIA) in luminiscenéne
imunske tehnike (LIA) (1,25). V kliniéni kemiji se za rutinsko analizo steroidnih
hormonov najpogosteje uporabljajo encimskoimunski in radioimunski testi. Tovarnisko so
pripravljeni in dostopni reagen¢ni kiti, vec¢inoma za rutinsko analizo posameznih
hormonov (npr. kortizol, progesteron, DHEA-S) (25).

Imunokemijske metode odlikujejo visoka to¢nost, natan¢nost in selektivnost, zelo nizka
meja detekcije, relativno kratek ¢as analize ter enostavnost v izvajanju analize. V izvedbah
so metode, ki so ro¢ne, delno ali v celoti avtomatizirane (16,25). Slabost imunokemijskih
tehnik pa je Se vedno prisotna moznost interference zaradi navzkriznih imunskih reakcij z
drugimi steroidi. Za vsak test je potrebno posebej dolociti referen¢no obmocje, saj rezultati

razli¢ni testov niso popolnoma skladni (16).

1.7.3.1 Encimskoimunske tehnike

Osnova encimskoimunskih tehnik (angl. enzyme immunoassays — EIA) je pritrditev

razli¢nih encimov na protitelesa (Ab*) ali antigene (Ag*) tako, da se njihova reaktivnost ne
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spremeni. Signal predstavlja sprememba absorbance kromogenega substrata zaradi
kataliti¢ne aktivnosti encima na molekule substrata (1,25).

Za kvantitativno dolo¢anje 17-OHS v urinu in drugih telesnih teko¢inah so na voljo
tovarniS$ko pripravljeni ELISA testi (angl. enzyme-linked immunosorbent assay). Ti testi
niso namenjeni uporabi v klini¢nih laboratorijih, temve¢ v raziskovalne namene (26).

Z metodo ELISA lahko selektivno dolodamo Kkortizol. Se posebej se v rutinski diagnosti¢ni
uporabi uveljavljajo testi na vzorcih sline (angl. salivary free cortisol — SFC), v kateri so

koncentracije kortizola ob¢utno nizje kot v serumu in urinu (27,28).

1.7.3.2 Radioimunske tehnike

Radioimunski testi (angl. radioimmunoassays — RIA) so med najbolj vsestranskimi in
najobcutljivejSimi testi za merjenje antigenov in haptenov. 1zmerimo lahko izredno majhne
koli¢ine (do 10™2 g, 10 mol/l), zato je metoda primerna tudi za kvantitativno dolocanje
hormonov. Pri testu uporabljamo radioaktivno zaznamovane (npr. z izotopom I ali *H)
antigene, protitelesa ali haptene (1). Signal predstavlja emitirano radioaktivno sevanje (25).
Radioimunski testi so v klini¢nih laboratorijih metoda izbora za dolo¢anje kortizola in 17-
hidroksiprogesterona v serumu ter prostega kortizola v urinu (angl. urinary free cortisol —
UFC) (12).

1.7.4 KROMATOGRAFSKE METODE

v v

Kromatografske tehnike uporabljamo za lo¢evanje in ¢iS€enje Spojin v vzorcu na njihove
posamezne sestavine. Njihov namen je odkrivanje in kvantifikacija doloCenih sestavin ali
skupin sestavin v Cisti obliki. Temeljijo na razli¢ni porazdelitvi sestavin zmesi med dvema
fazama. Za kromatografsko loCitev mora biti vzorec uveden v mobilni fazi (tekoci ali
plinski), ki potuje skozi stacionarno fazo, ki s svojimi lastnostmi strukture in povrsine ter
zmoznosti raztapljanja snovi omogoca selektivno zadrZevanje in lo¢evanje zmesi na
posamezne sestavine. Za dolocitev, zapis in kvantifikacijo loCenih sestavin uporabljamo
razli¢ne detektorje, rekorderje, integratorje in racunalnike (1).

Za dolocanje steroidnih hormonov in njihovih metabolitov se uporabljajo plinska
kromatografija (angl. gas chromatography — GC), tekoc¢inska kromatografija (angl. liquid-
chromatography — LC) in tekoc¢inska kromatografija visoke locljivosti (angl. high
performance/pressure liquid chromatography - HPLC) (16). Ce pri plinski ali tekoginski

kromatografiji uporabimo kot detektor masni spektrometer (MS), govorimo o kombinirani

27



Staroveski A.  Dolocanje 17-hidroksisteroidov v urinu pri motnjah v delovanju nadledvicne Zleze.  Diplomska naloga.

plinsko-masni GC/MS ali tekoc¢insko-masni LC/MS tehniki (1). Pri kromatografskih
metodah je potrebno iz vzorca izoliran analit velikokrat kemi¢no spremeniti s postopki
derivatizacije (25).

Ena od prednosti kromatografskih metod je vecja selektivnost, npr. s HPLC izmerimo v
primerjavi z imunokemijskimi testi bistveno nizje (okoli 40%) vrednosti kortizola (29). S
kromatografijo simultano identificiramo in kvantificiramo Stevilne analite v vzorcu in
lahko posredno sklepamo o aktivnosti posameznih encimov v metabolnih poteh, kar mo¢no
izboljsa diagnosticno vrednost testa. Npr. iz razmerja a THF/THF sklepamo o aktivnosti
jetrne Sa-reduktaze vs. 5B-reduktazi, razmerje THF+oTHF/THE pa je pokazatelj aktivnosti
11B-hidroksisteroid dehidrogenaze (30). Za kromatografsko analizo zados$Cajo ze zelo
majhne koli¢ine vzorca, kar je prednost zlasti v pediatriji (31).

Omejitev za SirSo uporabo kromatografskih metod je predvsem visoka cena. So tudi
kompleksnejSe, zahtevnejSe in cCasovno zamudnejSe kot imunokemijske metode.
Uporabljajo se v visoko specializiranih laboratorijih (29). V zadnjem casu pa tehnoloske
izboljSave v smeri miniaturizacije sistemov, vecje hitrosti in niZje cene omogocajo vedno

§irSo uporabo tudi v klini¢no diagnosti¢ne namene (16).

1.8 24-URNI URIN KOT BIOLOSKI VZOREC

Vzorce urina zbiramo v dolocenem c¢asovnem obdobju zaradi vpliva bioloSkih ritmov,
presnove, telesne aktivnosti, stresa in vnosa teko¢ine na hitrost izlo¢anja hormonov in
njihovih presnovkov. Obicajno gre za 12- in 24-urna obdobja zbiranja (32).

Pri zbirnih vzorcih je bistveno ¢asovno to¢no dolo€eno in dokumentirano zbiranje urina.
Nujno je dobro sodelovanje z bolnikom ter nedvoumna ustna in pisna navodila v obliki

standardiziranega postopka za zbiranje 24-urnega urina (priloga 1).

1.8.1 STEROIDNI HORMONI V RAZLICNIH BIOLOSKIH VZORCIH

Klasi¢ni bioloski materiali v analizi steroidnih hormonov so krvna plazma ali serum, urin
ter slina (25). Nekaj lastnosti posameznih bioloskih vzorcev je zapisanih v preglednici Il
(16,33).
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Preglednica Il: Primerjava urina, sline in krvi kot vzorcev v klinicni analitiki steroidnih hormonov (33).

So hormoni vezani
ali nevezani?

URIN

SLINA

KRI

Nekonjugiran hormon je
pokazatelj nevezanega
(biolosko aktivnega) dela
hormona v krvi.

Slina dobro odraza nevezan
(biolosko aktiven) del
hormona v krvi.

V serumu najveckrat
doloc¢amo skupno
(vezano in nevezano)
koncentracijo hormona.

Kaj so prednosti
vzorca?

e Omogoca najpopolnejsi

vpogled v sintezo in
razgradnjo hormonov in
njihovih metabolitov.

e Bolje odraza delovanje

hormonov na tkiva in
njihov metabolizem.

e Pokaze povprecno

koncentracijo hormonov
v dolo¢enem ¢asovnem
obdobju, ne glede na
nihanje v plazmi zaradi
bioloskih ritmov.

e Vzorce je mogoce

neinvazivno zbirati v
domacem okolju.

¢ Najboljsi nacin za oceno
cirkadianega ritma
kortizola in melatonina.

e Preprost neinvaziven
odvzem vzorca, lahko v
domacem okolju.

e Odvzem vzorca ne
povzroci s stresom
sprozenega izlo¢anja
hormonov nadledvi¢ne
Zleze.

e Pokazatelj koncentracije
prostega hormona v
krvnem obtoku v
trenutku odvzema.

e Stabilnost hormonov
(tudi na sobni
temperaturi) omogoca
enostavno posiljanje
vzorcev z navadno posto.

e Referencne vrednosti
so jasno dolocene in
poenotene med
laboratoriji.

e Pokazatelj
koncentracije
hormonov v krvnem
obtoku v trenutku
odvzema vzorca.

Na kaj moramo
biti posebej
pozorni?

e Urin ni primeren vzorec

pri moteni ledvi¢ni
funkciji, uporabi
diuretikov, okuzbah
urinarnega trakta,
menstruaciji.

e Steroidni hormoni so

prisotni v urinu pretezno
v obliki metabolitov.

e Hematurija lahko lazno

zvisa rezultate meritev.

e Transdermalne
hormonske kreme zvisajo
izmerjene koncentracije
hormonov v slini, ki ne
odraZajo dejanskega
fizioloskega stanja.

e Krvavitev iz dlesni lahko
lazno zvisa meritve.

e Naj se ne uporablja
skupaj s podjezicno
hormonsko terapijo.

e Enkratna meritev ne
pokaze nihanj
koncentracije
hormonov.

e Stres zaradi samega
odvzema krvi lahko
vpliva na rezultat.

Steroide je mogoce dolocati tudi v vzorcih las. Prednosti dolocanja v laseh so: preprosto

shranjevanje vzorcev, ni vpliva cirkadianega ritma, retrospektivni vpogled v izlo¢anje

steroidnih hormonov (16).
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2 NAMEN DELA

Doloc¢anje skupnih 17-hidroksisteroidov v dnevnem urinu z metodo po Norymbersku in
Applebyjevi je ena od prvih klini¢no laboratorijskih metod, ki se je zacela uporabljati v
diagnostiki bolezni nadledvi¢ne zleze. Se danes jo za Slovenijo v modificirani obliki
izvajajo v Laboratoriju za analitiko hormonov in tumorskih markerjev Klini¢nega inStituta
za klini¢no kemijo in biokemijo v Ljubljani.

Cilj diplomske naloge bo prouciti klini¢cno uporabnost doloc¢anja skupnih 17-OHS v
dnevnem urinu pri diagnostiki motenj v delovanju nadledvi¢ne Zleze.

V ta namen bomo v raziskavo vklju¢ili skupno 49 preiskovancev iz 9 slovenskih bolnisnic,
ki smo jim med letoma 2007 in 2011 dolo¢ili vrednost skupnih 17-OHS v dnevnem urinu.
Zbrali bomo rezultate meritev in jih statistiéno ovrednotili.

Najprej nas bo zanimalo, kaksno je ujemanje izmerjene vrednosti skupnih 17-OHS v
dnevnem urinu s pri¢akovano vrednostjo glede na potrjeno diagnozo Cushingovega
sindroma, Addisonove bolezni, kongenitalne adrenalne hiperplazije in kaksne so vrednosti
pri kontrolnih preiskovancih brez motnje v delovanju nadledvi¢ne zleze. Nato bomo
preverili, ali se rezultati meritev pri skupinah preiskovancev statisti¢no znacilno razlikujejo

med seboj. Izracunali bomo tudi diagnosti¢no obc¢utljivost in specificnost metode.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 OPIS SKUPINE PREISKOVANCEV

V raziskavo smo vkljucili 49 preiskovancev, ki smo jim med letoma 2007 in 2011 v
Laboratoriju za analitiko hormonov in tumorskih markerjev UKC Ljubljana izmerili
vrednosti 17-OHS v dnevnem urinu. Vzorci so bili v laboratorij poslani iz 9 slovenskih

bolnisnic. Najve¢ vzorcev (13 oziroma 26,53%) je bilo iz Bolni$nice Topolsica (slika 11).

13

10

Stevilo preiskovancev

T B NM LPK MS SG GO LJIK MB
bolnisnica *

Slika 11: Prikaz stevila preiskovancev za meritev 17-OHS v urinu po bolnisnicah v letih 2007 do 201 1.
* T = Bolni¢nica Topolsica, B = Splos$na bolni$nica BreZice, NM = Splosna bolni$nica Novo mesto, LJ PK = Pediatri¢na
klinika Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana, MS = Splosna bolnisnica Murska Sobota, SG = Splosna bolniSnica
Slovenj Gradec, GO = Splosna bolniSnica »Dr. Franca Derganca« Nova Gorica, LJ IK = Interna klinika Univerzitetnega

klini¢nega centra Ljubljana, MB = Univerzitetni klini¢ni center Maribor

Skupaj smo obravnavali 34 (69,39%) Zensk in 15 (30,61%) moskih. Povprecna starost
preiskovancev je bila 46 let; od tega so imele Zenske povpre¢no 47 let (najmlajsa
preiskovanka je bila stara 1 mesec, najstarejSa pa 90 let), moski pa 44 let (najmlajsi je imel

18 let, najstarejsi pa 78 let).

Preiskovance smo glede na motnjo v delovanju skorje nadledvi¢ne Zleze razdelili v Stiri

skupine, ki so prikazane na sliki 12.
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@ Cushingov sindrom

O Addisonova bolezen

[0 kongenitalna adrenalna
hiperplazija

0 kontrolni preiskovanci

Slika 12: Odstotek preiskovancev glede na potrjeno diagnozo in odstotek kontrolnih preiskovancev.

3.2 OPIS ZBIRANJA VZORCEV

V 24-urnem oziroma dnevnem urinu (dU) smo merili vrednost skupnih 17-OHS. Za
analizo smo potrebovali alikvot (4,5 ml) zbranega urina.

Preiskovanci so ves izloCen urin 24 ur zbirali v posebno posodo, t.i. primarni zbiralnik.
Navodila KIKKB za zbiranje 24-urnega urina so v prilogi 1. Pridobili smo tudi 9 vzorcev
od otrok, t.i. pediatricnih vzorcev. Ustrezne urinske vzorce je tezko dobiti predvsem pri
novorojenckih, ker ne morejo hote urinirati. Za odvzem so uporabili posebne plasti¢ne
vrecke s hipoalergenim adhezivnim sredstvom.

V zbiralnik smo ze pred zacetkom zbiranja dodali kemi¢ni konzervans, in sicer ocetno
kislino s toluolom. Med zbiranjem je preiskovanec zbiralno posodo hranil na temnem v
hladilniku. Po kon¢anem zbiranju so vzorce dostavili v laboratorij, kjer smo najprej
izmerili volumen zbranega urina in potreben alikvot za analizo zamrznili na -20 °C. VVzorce

lahko hranimo v zamrzovalniku ve¢ mesecev (do 6 mesecev).

3.3 METODE IN MATERIALI ZA DOLOCANJE 17-HIDROKSI-
STEROIDOV V URINU

Laboratorij za analitiko hormonov in tumorskih markerjev Klinicnega centra v Ljubljani
uporablja za doloCanje 17-hidroksisteroidov v urinu modificirano metodo po Norymbersku

in Applebyjevi z Zimmermannovo reakcijo.
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3.3.1 MODIFICIRANA METODA PO NORYMBERSKU IN APPLEBYJEVI Z
ZIMMERMANNOVO REAKCIJO

3.3.1.1 Princip metode

V urinu prisotni konjugati 17-hidroksi-20-keto-21-deoksi steroidov se reducirajo z
natrijevim borhidridom do 17,20-dihidroksi-21-deoksi steroidov, konjugati 17,21-
dihidroksi-20-keto steroidov se reducirajo do 17,20,21-trihidroksi steroidov. 17-
ketosteroidi, ki so ze prisotni v urinu, se z natrijevim borhidridom reducirajo v C-19 17-
hidroksisteroide. V naslednjem koraku z natrijevim bizmutatom selektivno oksidiramo vse
C-21 17-hidroksisteroide v C-19 17-ketosteroide (slika 13).

stranska verigana C 17
SKUPINA STEROIDOV,

chdelava z: 7 A i E
21 CH, CH,0H CH, CH,0H K1 JO DOLOCAMO:
i &) J[:O JI:HOH il)HOH Ol ostali 17-keto steroidi
17 /1:\ OH /c\ .OH /\.or{ < Az ketonk (17-KS)
7B ¢ P
h) ? ? 0 OH ostali
1. BH | alkoholi  17-hidroksisteroidi
2. BiOy- /C\ /J"\ /(l:\ /‘l“L\ /13{1 {skupni 17-OHS)
L1 L 1] L L] %

** olavni delez pri Zimmermannovi barvi (17-ketosteroidi)

* majhen delez pri Zimmermannovi barvi (ostali ketoni)

Slika 13: Prikaz stranskih alifatskih verig steroidnih hormonov na Cy;, pred in po redukciji z natrijevim
borhidridom (NaBH,) ter oksidaciji z natrijevim bizmutatom (NaBiOjz). A: 17-hidroksiprogesteron, 17-
hidroksipregnenolon; B: kortizol, kortizon, 11-deoksikortizol in njihovi tetrahidroderivati; C: pregnantriol in

derivati; D: kortol in kortolon (5).

Nato konjugate hidroliziramo v kislem mediju pri poviSani temperaturi. Prosta frakcija 17-
ketosteroidov se izolira z ekstrakcijo s kloroformom. Raztopino ekstrakta ocistimo
fenolnih derivatov (estrogeni) s spiranjem z vodno raztopino natrijevega hidroksida. V tako
izoliranem alikvotu se dolo¢ijo 17-ketosteroidi z Zimmermannovo reakcijo (raztopina 1,3-
dinitrobenzena v alkalnem mediju) za ketone z adjecentno metilensko skupino
(-CO—CH;—). Koli¢ina 17-hidroksisteroidov je sorazmerna s koli¢ino Zimmermannovih
aduktov, katerih absorbanco dolo¢imo spektrofotometri¢no pri valovnih dolzinah 425 in

510 nm proti reagencni slepi. Z merjenjem proti reagencni slepi korigiramo absorbanco
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zaradi absorpcije sestavin reagenta, odboja svetlobe na stenah kivete in sipanja svetlobe v
raztopini reagenta. lzmerjene absorbance korigiramo po Gibson-Evelyn-ovi korekcijski
formuli in podamo koncentracije.

Z merjenjem barve pri dveh valovnih dolZinah in izraCunom Kkorigirane absorbance
eliminiramo vpliv interferencnih kromogenov, ki so prisotni tudi v ocis¢enem urinskem
ekstraktu. Zimmermannovi Skrlatno-redece obarvani adukti imajo absorpcijski maksimum
v zelenem delu spektra vidne svetlobe, natanéneje pri 510 nm. Ce bi merili absorbanco
samo pri 510 nm, bi dobili lazno vi§je rezultate. Interferirajo¢i rjavo obarvani kromogeni
imajo Sirok absorbcijski maksimum Vv vijolicnem delu spektra vidne svetlobe; za meritev
smo uporabili valovno dolzino 425 nm.

Korigirano absorbanco bi lahko racunali tudi po Allenovi formuli. Allenova korekcija

zahteva meritev absorbance pri treh valovnih dolzinah, zato je lahko slabsa ponovljivost.

3.3.1.2 Aparature in pribor

e aparatura Shimadzu UV mini 1240 proizvajalca Shimadzu Corporation
e stresalnik Schiitler SP2

e centrifuga Tehtnica

e analitska tehtnica Mettler B6

e avtomatska pipeta Socorex Stepper 411

e steklene epruvete 24x170 mm z obrusom NS 14/26 z zamaski

e vakuumska ¢rpalka, vodna kopel

e standardna laboratorijska oprema

Slika 14: Avtomatska pipeta »Socorex Stepper™411« (35).
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Aparatura Shimadzu UV mini 1240

Aparatura Shimadzu UV mini 1240 je enozarkovni UV-VIS spektrofotometer (slika 15). S
tem instrumentom smo merili absorbanco obarvane raztopine v vidnem delu (380-750 nm)
spektralnega obmocja. Instrument je sicer namenjen spektrometriji v obmoc¢ju od 190 do
1100 nm. Izvor svetlobe v vidnem obmod¢ju je halogenska Zzarnica, UV-izvor svetlobe je
devterijeva zarnica. Element za izbiro dolocene valovne dolzine iz polikromatske svetlobe
je monokromator. Njegov glavni del je disperzni sistem, pri spektrofotometru UV mini
1240 je to konkavna uklonska mrezica, ki razprsi vpadno svetlobo na posamezne valovne
dolzine. Ukrivljene ali konkavne uklonske mrezice imajo prednost pred ravnimi, ker
razpr$ijo svetlobo in jo tudi usmerijo na izhodno rezo. Zaradi tega ni nujno potrebna
zariS¢na leca ali ogledalo. Z zmanjSanjem Stevila opti¢nih elementov se tudi zveca energija
radiacije, ki prehaja skozi monokromator. Uporabili smo vstavljive oglate kivete iz
navadnega stekla s standardnim premerom 10 mm. Instrument ima kot detektor svetlobe
vgrajeno silikonsko fotodiodo, ki pretvori svetlobni signal v elektri¢ni. Rezultat meritve

odc¢itamo na digitalnem c¢italcu.

monokromator fotoelelktriéni
deteltor
izvor kiveta z procesor |—| ditalec
svetlobe vzorcem

(@)

(b)

Slika 15: (a) Zgradba enozZarkovnega spektrofotometra. (b) Aparatura Shimadzu UV mini 1240.
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3.3.1.3 Reagenti

e natrijev borhidrid, NaBH,4 (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija)

e natrijev bizmutat, NaBiO3 (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija)

e natrijev hidroksid 3 mol/l, NaOH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO ZDA)

e natrijev disulfit 1,2 mol/l, Na,S,0s (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO ZDA)

e Dbrezvodni natrijev sulfat, Na,SO, (Riedel-de Héien AG, Nemcija)

e klorovodikova kislina, 36% (w/w), HCI (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija)
e ocetna kislina, min. 99,9% (w/w), C,H4O, (Carlo Erba Reagenti, Italija)

e kloroform, CHCI; (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija)

e absolutni etanol, C,HsO (Riedel-de Hien AG, Nemcija)

e 1,3-dinitrobenzen 2% (w/v), C¢HsN,O4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo ZDA)
e kalijev hidroksid, KOH (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo ZDA)

Priprava reagentov

Natrijev hidroksid (3 mol/l)
Raztopimo 120,0 g natrijevega hidroksida, p.a. (NaOH, Mr 40.00 g/mol) v nekaj

deoinizirane vode in dopolnimo do 11 z deionizirano vodo.

Natrijev disulfit (1,2 mol/l)
Raztopimo 22,81 g natrijevega disulfita, p.a. (Na;S;0s, Mr 190.10 g/mol) v nekaj

deionizirane vode in dopolnimo do 100 ml z deionizirano vodo.

1,3-dinitrobenzen (2% (w/v))
Raztopimo 1 g 1,3-dinitrobenzena, p.a. (C¢HsN204, Mr 168.11 g/mol) v 50 ml etanola
segretega na 40-45°C. Zimmermannov reagent pripravimo sproti in do uporabe

shranjujemo v temnem prostoru.

Etanolna raztopina kalijevega hidroksida
Raztopimo 1,4025 g kalijevega hidroksida, p.a. (KOH, Mr 56.11 g/mol) v 1 ml
deionizirane vode in dodamo 9 ml absolutnega etanola. Pripravimo sveZ reagent in ga do

uporabe shranjujemo v temnem prostoru.
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3.3.1.4 Delovni postopek

Analiza se opravi ro¢no. Delovni postopek traja 3 dni.

Prvi dan:

Vso steklovino je pred delom potrebno dobro sprati z absolutnim etanolom in posusiti.

REDUKCIJA: V 50 ml epruvete z obrusom NS 14/26 odpipetiramo 4,5 ml 24-urnega
urina, dodamo (s prekalibrirano zlicko) 20 mg natrijevega borhidrida in premeSamo.
Ko se reakcijska meSanica preneha peniti (vsaj 1 ura), epruvete zamasimo in pustimo
17-20 ur (¢ez no€) na sobni temperaturi, zas¢itene pred svetlobo. Uporabimo stojalo,

ovito s ¢rnim papirjem.

Drugi dan:

OKSIDACIJA: Naslednji dan previdno dodamo v vsako epruveto po 4,5 ml ocetne
kisline (z 20 ml pipeto) in 1 g natrijevega bizmutata. Epruvete zamasimo in na
stresalniku stresamo 30 minut v temnem papirju.

HIDROLIZA: Vzorce prelijemo v male steklene epruvete in centrifugiramo 10 minut
na 3000 x g. V ciste 50 ml epruvete odpipetiramo po 6 ml supernatantov, v vsako
epruveto dodamo 5 kapljic 1,2 M natrijevega disulfita, 6 ml destilirane vode in 1 ml
koncentrirane klorovodikove kisline (36%). Po dodatku kisline premeSamo in takoj
hidroliziramo reakcijske zmesi v vreli vodni kopeli 20 minut. Epruvete po hidrolizi
dobro ohladimo pod hladno tekoc¢o vodo.

EKSTRAKCIJA: Vzorcem dodamo po 9 ml kloroforma, zapremo in ekstrahiramo s
stresanjem na stresalniku 15 minut. Odsesamo zgornji, vodni sloj in spiramo
kloroformski ekstrakt dvakrat s po 5 ml 3N raztopine natrijevega hidroksida in nato Se
dvakrat s po 5 ml deionizirane vode. Po vsakem spiranju odstranimo vodno fazo s
sesanjem. Po zadnjem spiranju vodo dobro odlo¢imo in organski ekstrakt susimo s

potrebno koli¢ino brezvodnega natrijevega sulfata ¢ez no¢ v temi Vv hladilniku.

Tretji dan:

CISCENJE EKSTRAKTA: OsuSen ekstrakt filtriramo v nove epruvete in
odpipetiramo 6 ml v steklene epruvete z obrusi, dodamo vrelne kamencke in previdno
odparimo do suhega s pomocjo vodne kopeli v digestoriju. Sledove topila odstranimo z

vakuumom.
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e RAZVIJANJE IN MERJENJE BARVE ZIMMERMANNOVIH PRODUKTOV:
Suhi ostanek raztopimo v 0,1 ml absolutnega etanola. Za slepi vzorec pipetiramo v
dvojniku 0,1 ml absolutnega etanola v stekleni epruveti z obrusi. V vse epruvete
dodamo po 0,1 ml etanolne raztopine kalijevega hidroksida in nato Se po 0,1 ml
Zimmermannovega reagenta (2% (w/v) etanolna raztopina 1,3-dinitrobenzena).
Reakcijsko zmes dobro premes$amo in zas$¢iteno od svetlobe razvijamo barvo 60 minut
pri sobni temperaturi. Nastalim barvnim spojinam nato dodamo po 5 ml absolutnega
etanola, premesamo, filtriramo in merimo absorbanco na spektrofotometru pri valovnih
dolZzinah 425 in 510 nm najpozneje 20 minut po razred¢itvi reakcijske zmesi z

absolutnim etanolom.

21CH,OH

(@)
HO

N
NaBiO,
_—
(oksidacija) e E "
NO2

Kortizol 1,3-dinitrobenzen
(17-ketogeni steroid) (17-ketosteroid)

SKUPNI 17-HIDROKSISTEROIDI HO\
SKUPINA | kortizol, kortizon, 11-deoksikortizol, ﬁ
tetrahidro S
NO,
SKUPINA Il kortoloni, kortoli

SKUPINA Il pregnantriol, (o]
11-oksigenirani derivati

Zimmermannova
reakcija

=
e

(0]

1040X|Y ‘HOM

NO,K*

produkt rdece-Skrlatne barve

SKUPINA IV 17-hidroksiprogesteron, fmerjenjelpra2s nmilni510:himn)

17-hidroksipregnenolon

Slika 16: Metoda po Norymbersku in Applebyjevi z Zimmermannovo reakcijo

za dolocanje skupnih 17-hidroksisteroidov v urinu (12).
e Absorbance vzorcev in volumen 24-urnega urina (ml) vnesemo v rac¢unalni$ki program

Excel 17-OH, ki izrauna korigirano absorbanco po Gibson-Evelyn-ovi korekcijski

formuli in poda koncentracije.

Shematicen prikaz dela je povzet v preglednici III.
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Preglednica Ill: Shematicni prikaz dela.

4,5 ml Vzorec
20 mg Natrijev borhidirid
17-20 ur | Redukcija na sobni temperaturi
4,5 ml Ocetna kislina
lg Natrijev bizmutat
30 minut | Stresanje na stresalniku
10 minut | Centrifugiranje 3000 x g
6 ml Supernatant
1ml Klorovodikova kislina
20 minut | Hidroliza v vodni kopeli pri 100°C
Ohlajanje hidrolizata
9 ml Kloroform
15 minut | Stresanje na stresalniku
Spiranje, odsesavanje vodnega sloja
5ml 3 N natrijev hidroksid
Spiranje, odsesavanje vodnega sloja
5 ml 3 N natrijev hidroksid
Spiranje, odsesavanje vodnega sloja
5 ml Deionizirana voda
Spiranje, odsesavanje vodnega sloja
5 ml Deionizirana voda
Spiranje, odsesavanje vodnega sloja
17-20 ur | SusSenje z natrijevim sulfatom
Filtriranje
6 ml Filtrat v nove epruvete
Odparevanje, vakuumska odstranitev topila
0,1 ml Absolutni etanol, slepa
0,1 ml 2,5 N kalijev hidroksid
0,1 ml Zimmermannov reagent
60 minut | Razvijanje barve
5 ml Absolutni etanol
Merjenje absorbance, izracun
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3.3.1.5 Izracun

Enacba 4: Gibson-Evelyn-ova korekcijska formula za izracun korigirane absorbance.

A510nm —06- A425nm
0,73

Akorigirana -

Enacéba 5: Formula za izracun vrednosti 17-hidroksisteroidov.

A510nm —06- A425nm
0,73

17 — hidroksisteroidi (umol/24 ur) = 0,232 - Vosyrurin

Volumen 24-urnega urina podamo pri izraunu v ml. Rezultate podajamo v umol/24 ur;

(mg/24 ur) - 2,759 = (umol/24 ur).

3.3.1.6 Referenéne vrednosti

Referencne vrednostni so odvisne od starosti in spola preiskovanca.

Preglednica IV: Referencne vrednosti (dU — 17-OH-steroidi, snovna koncentracija) (3).

Starost (leta) Moski Zenske dU — 170H-steroidi

0-5 6,3-18,2 | 6,3-18,2 umol/24 h
5-10 10,2-28,9 | 10,2 -28,9 pumol/24 h
10-15 14,0-38,9 | 13,2-36,1 umol/24 h
15 - 20 17,4-49,1 | 15,1—43,3 umol/24 h
20-25 20,6 -57,6 | 17,4 -48,5 pumol/24 h
25-30 22,8-63,4 | 18,4—-51,5 umol/24 h
30-35 23,4-65,4|19,0-52,9 umol/24 h
35-40 23,1-64,5| 18,5-51,5 umol/24 h
40 - 45 21,7-55,7 | 17,6 —48,6 umol/24 h
45 -50 19,5-54,9 | 16,5-45,7 umol/24 h
50-55 17,6 —48,8 | 14,8 -42,7 umol/24 h
55 - 60 15,7-46,3 | 13,2 -36,6 pumol/24 h
60 - 65 13,8-39,1|11,8—-32,5 pumol/24 h
Nad 70 12,4-34,5| 10,7 -29,7 pmol/24 h
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3.3.1.7 VzdrZevanje sistema

Vzdrzevanje sistema in ravnanje v primeru tezav je opredeljeno v Navodilih za delo z
aparaturo Shimadzu UV mini 1240 proizvajalca Shimadzu Corporation. VzdrZevanje se
dokumentira in obvesti odgovornega vodjo skupine ali vodjo laboratorija v primeru

kakrsnihkoli tezav in odstopanj od postavljenih kriterijev za optimalno delovanje sistema.

3.3.1.8 Validacija in zagotavljanje kakovosti

Validacija je dokumentiran postopek preizkusSanja in potrjevanja, da katerikoli material,
proces, postopek, aktivnost, sistem, oprema ali mehanizem, uporabljen pri razvoju,
proizvodnji, kontroli in distribuciji, lahko dosega, dosega in bo dosegal predpisane
rezultate (34).

Metoda je bila validirana na KIKKB. Kakovost predanalitske, analitske in postanalitske
faze postopka zagotovimo z ustreznimi navodili (Navodila za delo z aparaturo Shimadzu
UV mini 1240, Priro¢nik kakovosti KIKKB).

Zagotavljanje kakovosti metode dolo¢anja 17-OHS v urinu dokumentiramo dnevno v
knjigo sledljivosti. Za tezave, ki bi se pojavile pri izvedbi postopka, je predviden Nacrt
ravnanja in reSevanja tezav. Tehnik obvesti odgovornega vodjo skupine ali vodjo
laboratorija v primeru sprememb in tezav, ki jith ne more odpraviti sam, in odstopanj od

postavljenih kriterijev kakovosti (34).

3.4 STATISTICNE METODE

Podatke meritev 17-OHS v 24-urnem urinu smo za vsako skupino posebej (Addisonova
bolezen, Cushingov sindrom, KAH, kontrole) predstavili z aritmeti¢no sredino (x) in
standardno deviacijo (SD) ter mediano (M) in razponom vrednosti od minimalne (min) do

maksimalne (max).

Aritmeti¢na sredina ali povpreéje (x) je najpogosteje uporabljena srednja vrednost.
IzraCunamo jo tako, da seStejemo vrednosti vseh enot in vsoto delimo s Stevilom enot
(enacba 7, priloga 2). Povezana je z normalno oz. Gaussovo porazdelitvijo. Nanjo vplivajo
posamezne vrednosti vsake statisticne enote. Vsota vseh odklonov od aritmeti¢ne sredine
je enaka ni¢ (36). Iz vsote kvadratov odklonov od aritmeti¢ne sredine je izpeljana varianca,

pomembna mera za variabilnost podatkov (37).

41



Staroveski A.  Dolocanje 17-hidroksisteroidov v urinu pri motnjah v delovanju nadledvicne Zleze.  Diplomska naloga.

Standardna deviacija (SD) ali standardni odklon je kvadratni koren variance (enacba 8,
priloga 2), ki je povprecje kvadratov odklonov posameznih vrednosti od aritmeti¢ne
sredine (36). Standardna deviacija ima izjemen pomen med merami variiranja, ker je eden

od parametrov Gaussove ali normalne porazdelitve (37).

Mediana (M) ali centralna vrednost je tista vrednost spremenljivke, od katere ima
polovica enot manjSe ali enake, polovica enot pa vecje ali enake vrednosti spremenljivke
(priloga 2). Ni povezana z nobeno teoreti¢no porazdelitvijo in pri popolnoma normalni
porazdelitvi je enaka aritmeti¢ni sredini. Uporabna je v primerih, ko je statisticna

spremenljivka porazdeljena nesimetri¢no (36).

Normalnost porazdelitve vrednosti 17-OHS za vsako skupino smo testirali s Shapiro-Wilk
testom, saj njegovo rabo priporocajo za vzorce, ki Stejejo od 3 do 2000 enot; Kolmogorov-
Smirnov test je primernejsi za vzorce, ki $tejejo nad 2000 enot. Shapiro-Wilk test izraGuna
testno statistiko in pripadajoco znacilost (p vrednost). Nicelna hipoteza (Ho) predpostavlja,
da je empiri¢na porazdelitev enaka normalni porazdelitvi. Ce je bila p vrednost ve&ja od
0,05, smo nicelno hipotezo sprejeli in v nadaljnji statisticni analizi uporabili parametri¢ni
test (t-test). Ce je bila p vrednost manj$a od 0,05, smo ni¢elno domnevo zavrnili in sprejeli
alternativno hipotezo ter v nadaljnji statisticni analizi uporabili neparametri¢ni test (Mann-
Whitneyjev U-test ali Wilcoxonov W test z vsoto rangov). Ugotavljali smo ali se
vrednosti skupnih 17-OHS statisti¢no znacilno razlikujejo med posameznimi skupinami

preiskovancev.

Rezultate smo graficno predstavili in statisti¢cno analizirali s pomocjo racunalniskih

programov Microsoft Office Excel 2007 ter SPSS 16.0 for Windows.

Pri vseh testih smo kot statisti¢no znacilno opredelili vrednost pri 5% statisti¢nem tveganju

(p <0,05).
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4 REZULTATI

41 REZULTATI MERITEV 17-HIDROKSISTEROIDOV

Rezultate meritev 17-OHS v 24-urnem urinu smo prikazali v S§tirih preglednicah.
Preiskovance smo razdelili v tri skupine bolnikov s potrjeno diagnozo motnje v delovanju
nadledvic¢ne zleze in kontrolno skupino brez potrjene diagnoze. V preglednici V so zbrani
preiskovanci s potrjeno diagnozo Addisonove bolezni (n=2), v preglednici VI preiskovanci
s Cushingovim sindromom (n=24) in v preglednici VII preiskovanci s kongenitalno
adrenalno hiperplazijo (n=8). V preglednici VIII so zbrani preiskovanci iz kontrolne
skupine (n=15). V posamezne skupine smo vkljucili tako Zenske kot moske, saj bi bile
dodatno po spolu deljene podskupine premajhne za statisticno obdelavo. Zdruzitev tako
moskih kot Zensk razli¢nih starosti v eno skupino (glede na skupno diagnozo) smo
opravi€ili s tem, da so preiskovanci po spolu in starosti v posameznih skupinah dokaj
enakovredno zastopani. Tako definirane skupine smo v nadaljevanju statisti¢no analizirali
in primerjali med seboj.

Vsakemu preiskovancu smo dolo€ili zaporedno $tevilko, ki se lahko zaradi veckrat oddanih
vzorcev urina ponovi. Nekateri pacienti so oddali urin dvakrat zaradi funkcijskih testov in

terapij. V statisti¢no analizo smo vkljucili samo vrednosti 17-OHS za prvi vzorec.

Preglednica V: Vrednosti 17-hidroksisteroidov pri bolnikih z Addisonovo boleznijo, njihov spol, starost,

bolnisnica, kjer so bili obravnavani, datum sprejema vzorca in referencno obmodje glede na spol in starost.

Zap. st. Spol | Starost | BolniSnica Datum dU-17-0OHS Referencne
preisk. (let) * sprejema (umol/24 ur) vrednosti
vzorca (umol/24 ur)
1
(1. vzorec) M 30 NM 30.05.2008 24,6 23,4-65,4
1
(2. vzorec) M 30 NM 30.05.2008 44 | 23,4-65,4
2
(1. vzorec) M 46 NM 25.08.2008 124 19,5-54,9
2
(2. vzorec) M 46 NM 25.08.2008 714 19,5-54,9

* T = Bolni¢nica Topolsica, B = Splosna bolnisnica BreZice, NM = Splosna bolni$nica Novo mesto, LJ PK = Pediatri¢na
klinika Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana, MS = Splosna bolnisnica Murska Sobota, SG = Splosna bolnisnica
Slovenj Gradec, GO = Splosna bolnisnica »Dr. Franca Derganca« Nova Gorica, LJ IK = Interna klinika Univerzitetnega

klini¢nega centra Ljubljana, MB = Univerzitetni klini¢ni center Maribor
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Preglednica VI: Vrednosti 17-hidroksisteroidov pri bolnikih s Cushingovim sidromom, njihov spol, starost,

bolnisnica, kjer so bili obravnavani, datum sprejema vzorca in referencno obmodje glede na spol in starost.

Zap. st. Spol | Starost | Bolnisnica Datum dU-17-OHS Referencne
preisk. (let) * sprejema (umol/24 ur) vrednosti
vzorca (umol/24 ur)

3

(1. vzorec) Z 14 LJ PK 06.03.2007 46,1 10,7 -29,7
3

(2. vzorec) Z 14 LJ PK 06.03.2007 40,7 10,7 -29,7
4

(1. vzorec) Z 55 NM 28.04.2009 519 ¢ 13,2-36,6
4

(2. vzorec) VA 55 NM 28.04.2009 54 13,2-36,6
5

(1. vzorec) VA 72 NM 08.06.2009 5374 10,7 -29,7
5

(2. vzorec) Z 72 NM 08.06.2009 6,01 | 10,7-29,7
6

(1. vzorec) VA 70 NM 09.09.2008 2,74 10,7 -29,7
6

(2. vzorec) Z 70 NM 09.09.2008 6,11 10,7-29,7

7 Z 12 SG 18.04.2007 510 13,2-36,1

8 M 50 SG 31.07.2007 20,3 17,6 — 48,8

9 Z 52 MS 14.09.2007 7,54 14,8 -42,7

10 V4 46 GO 07.02.2008 8,84 16,5-45,7

11 M 44 B 17.03.2008 894 21,7 -55,7

12 V4 69 T 01.04.2008 29 10,7-29,7

13 V4 20 L IK 21.04.2008 8,84 17,4 — 48,5

14 V4 55 T 16.05.2008 16,4 13,2-36,6

15 V4 16 LJ PK 20.06.2008 2,84 15,1-43,3

16 M 50 T 06.01.2009 510 17,6 — 48,8

17 V4 24 SG 26.05.2009 8,14 17,4 — 48,5

18 M 78 NM 17.07.2009 4,2 | 12,4 —34,5

19 V4 33 T 18.01.2010 15,7 19,0-52,9

20 M 18 LJ PK 28.01.2010 39,5 17,4-49,1

21 M 37 B 02.02.2010 53¢ 23,1-64,5

22 M 57 B 19.11.2010 41,3 15,7 - 46,3

23 Z 70 B 01.06.2011 10,3 J 10,7 -29,7

24 V4 90 B 12.07.2011 594 10,7 -29,7

25 V4 56 L IK 12.09.2011 1,74 13,2-36,6

26 V4 46 B 13.09.2011 32 16,5-45,7

* T = Bolni¢nica TopolSica, B = Splo$na bolnisnica Brezice, NM = Splosna bolnisnica Novo mesto, L] PK = Pediatricna
klinika Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana, MS = Splosna bolnisnica Murska Sobota, SG = Splosna bolnisnica
Slovenj Gradec, GO = Splosna bolni$nica »Dr. Franca Derganca« Nova Gorica, LJ IK = Interna klinika Univerzitetnega

klini¢nega centra Ljubljana, MB = Univerzitetni klini¢ni center Maribor
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Preglednica VII: Vrednosti 17-hidroksisteroidov pri bolnikih s kongenitalno adrenalno hiperplazijo, njihov

spol, starost, bolnisnica, kjer so bili obravnavani, datum sprejema vzorca in referencno obmocje glede na

spol in starost.

Zap. st. Spol | Starost Bolnisnica Datum dU-17-OHS Referencno obmocje
preisk. (let) * sprejema | (umol/24 ur) (umol/24 ur)
vzorca

27 y4 63 T 19.03.2007 | 126,3 M 11,8 -32,5
28 M 18 T 03.04.2007 49,5 17,4 -49,1
29 M 19 B 08.04.2010 49,9 17,4 -49,1
30 M 61 T 14.04.2010 39,7 ¢ 13,8-39,1
31 y4 62 B 08.06.2010 | 105,4 M 11,8 -32,5
32 M 54 T 15.06.2010 59,2 ¢ 17,6 — 48,8
33 M 24 B 29.06.2010 73,214 20,6 - 57,6
34 y4 7 MS 23.03.2011 29,7 10,2 - 28,9

* T = Bolni¢nica Topolsica, B = Splosna bolnisnica Brezice, NM = Splosna bolni$nica Novo mesto, LJ PK = Pediatri¢na

klinika Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana, MS = Splo$na bolnisnica Murska Sobota, SG = Splosna bolnisnica

Slovenj Gradec, GO = Splosna bolnisnica »Dr. Franca Derganca« Nova Gorica, LJ IK = Interna klinika Univerzitetnega

klini¢nega centra Ljubljana, MB = Univerzitetni klini¢ni center Maribor

Preglednica VIII: Vrednosti 17-hidroksisteroidov pri kontrolnih preiskovancih, njihov spol, starost,

bolnisnica, kjer so bili obravnavani, datum sprejema vzorca in referencno obmocje glede na spol in starost.

St. Spol | Starost Bolnisnica Datum dU-17-OHS Referencno obmocje
preisk. (let) * sprejema | (umol/24 ur) (umol/24 ur)
vzorca
35 VA 68 MS 25.05.2007 14,4 10,7 -29,7
36 VA 68 B 30.08.2007 27,9 10,7 -29,7
37 VA 25 LJ PK 11.09.2007 23,5 18,4-51,5
38 VA 46 GO 07.02.2008 51,6 16,5-45,7
39 VA 45 GO 22.02.2008 28,1 16,5-45,7
40 VA 66 T 25.02.2008 18,9 10,7 -29,7
41 VA 17 T 24.04.2008 16,3 15,1-43,3
42 Z 68 T 28.11.2008 29 10,7 -29,7
43 VA 0 MB 02.12.2008 12 6,3—-18,2
44 M 76 NM 16.03.2009 31,1 12,4-34,5
45 VA 50 T 15.11.2010 25,1 14,8 -42,7
46 VA 55 T 15.12.2010 29,8 13,2-36,6
47 VA 18 LJ PK 02.03.2011 39 15,1-43,3
48 VA 72 MS 05.04.2011 21,9 10,7 -29,7
49 VA 82 NM 01.08.2011 14 10,7 —29,7

* T = Bolni¢nica Topolsica, B = Splosna bolni$nica BreZice, NM = Splosna bolnis$nica Novo mesto, LJ PK = Pediatri¢na

klinika Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana, MS = Splosna bolnisnica Murska Sobota, SG = Splosna bolnisnica

Slovenj Gradec, GO = Splosna bolnisnica »Dr. Franca Derganca« Nova Gorica, LJ IK = Interna klinika Univerzitetnega

klini¢nega centra Ljubljana, MB = Univerzitetni klini¢ni center Maribor
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Rezultate meritev vrednosti 17-hidroksisteroidov v 24-urnem urinu smo zaradi vecje

nazornosti prikazali tudi grafi¢no (slika 17).
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Slika 17: Izmerjene vrednosti 17-OHS v 24-urnem urinu (1.vzorci) pri kontrolnih preiskovancih ter pacientih
s Cushingovim sindromom, Addisonovo boleznijo in kongenitalno adrenalno hiperplazijo. Oznaceni sta

spodnja in zgornja meja referencnega obmodja za moski in Zenski spol.

4.2 ANALIZA REZULTATOV

Diagnoza motnje v delovanju skorje nadledviéne Zleze je bila potrjena pri 34 (69%)
preiskovancih (tj. preiskovanci s Cushingovim sindromom, kongenitalno adrenalno
hiperplazijo in Addisonovo boleznijo). Pri 15 (31%) preiskovancih diagnoza ni bila

potrjena (tj. kontrolni preiskovanci).
Za vsako od skupin posebej in vse preiskovance skupaj smo proucili, koliks$no je absolutno

Stevilo in koliksen je relativni delez preiskovancev z zviSanimi, znizanimi ali normalnimi

vrednostmi 17-OHS v 24-urnem urinu. Rezultati so prikazani v preglednici IX.
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Preglednica IX: Absolutno stevilno in relativni delez preiskovancev z zvisano, zniZano ali normalno

vrednostjo 17-hidroksisteroidov za vsako skupino posebej in vse skupaj.

Kontrolni Cushingov | Kongenitalna | Addisonova
preiskovanci sindrom adrenalna bolezen SKUPAJ
hiperplazija
 vrednost 17-OHS-dU 1(7 %) 1(4 %) 8 (100 %) 0(0%) 10 (20 %)
J vrednost 17-OHS-dU 0 (0 %) 19 (79 %) 0 (0 %) 1 (50 %) 20 (41 %)
norm. vrednost 17-OHS-dU 14 (93 %) 4 (17 %) 0(0%) 1 (50 %) 19 (39 %)
n vseh preiskovancev 15 (100 %) 24 (100 %) 8 (100 %) 2 (100 %) 49 (100 %)

Nato smo za vsako od skupin preiskovancev za izmerjene vrednosti 17-OHS izra¢unali

aritmeti¢no sredino, standardno deviacijo in mediano. Za izra¢un mediane smo se odlo¢ili,

ker imamo eno skupino z nenormalno porazdeljenimi podatki. Dve skupini pa imata

normalno porazdelitev podatkov, zato smo raCunali aritmeti¢no sredino in standardno

deviacijo. Rezultati izracunov so prikazani v preglednici X.

Preglednica X: Stevilno (n) preiskovancev, povprecna starost £+ standardna deviacija in srednje vrednosti

(aritmeticna sredina + standardna deviacija, mediana) 17-hidroksisteroidov za skupine bolnih in skupino

kontrolnih preiskovancev.

Kontrolni Cushingov Kongenitalna Addisonova
preiskovanci sindrom adrenalna bolezen
hiperplazija
n preiskovancev 15 24 8 2
Povprecna starost 50,4+24,9 47,3+21,9 38,5+ 23,6 38,0+11,3
+SD let let let let
Aritmeti¢na
sredina £+ SD 25,51+10,42 (11,50 12,10 66,61 + 33,43 18,50 + 8,63
17-OHS-dU umol/24 ur umol/24 ur)* umol/24 ur umol/24 ur
Mediana 25,10 6,70 54,55 18,50
(min - max) (12,00 -51,60) (1,70 -41,30) (29,70 -126,30) (12,40 —24,60)
17-OHS-dU umol/24 ur umol/24 ur umol/24 ur umol/24 ur

* Vrednosti 17-OHS pri bolnikih s Cushingovim sindromom se ne razporejajo po Gaussovi krivulji, zato aritmeti¢na

sredina in SD nista ustrezni statisti¢ni meri za predstavitev lastnosti skupine, ampak je ustreznejSa mediana.
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V nadaljevanju nas je zanimalo ali obstajajo statisticno znacilne razlike nase
spremenljivke, vrednosti 17-OHS v 24-urnem urinu, med skupinami preiskovancev. Da
smo lahko izbrali test za testiranje hipoteze o razliki med dvema neodvisnima vzorcema,
smo najprej preverili normalnost porazdelitve vrednosti 17-OHS. To smo storili z izvedbo

Shapiro-Wilk testa s pomo¢jo programa SPSS. Rezultati so prikazani v preglednici XI.

Postavili smo hipotezi:

Ho: Vrednosti 17-hidroksisteroidov se v proucevani skupini normalno porazdeljujejo.

Ha: Vrednosti 17-hidroksisteroidov se v proucevani skupini ne porazdeljujejo normalno.

Preglednica XI: Shapiro-Wilk test normalnosti porazdelitve vrednosti 17-hidroksisteroidov za skupine
bolnih in skupino kontrolnih preiskovancev.

Shapiro-Wilk test

SKUPINA PREISKOVANCEV Statistika df Sig.
Kontrolni preiskovanci 0,923 15 0,213
Cushingov sindrom 0,697 24 0,000
17-OHS-dU | Kongenitalna adrenalna 0,900 8 0,288
hiperplazija

Addisonova bolezen premajhen vzorec za izracun (df=2)

V skupini kontrolnih preiskovancev ter v skupini s kongenitalno adrenalno hiperplazijo sta
izraCunani p vrednosti (sig.) ve¢ji od 0,05, zato smo nic¢elno hipotezo sprejeli in v nadaljnji
statisticni obdelavi uporabili parametri¢ni test (t-test).

V skupini bolnikov s Cushingovim sindromom je izra¢unana p vrednost (sig.) manjsa od
0,05, zato smo ovrgli ni¢elno hipotezo in privzeli alternativno hipotezo, da vrednosti 17-
hidroksisteroidov niso razporejene skladno z normalno porazdelitvijo. Pri nadaljnji
statisticni obdelavi smo uporabili neparametri¢ni test (Mann-Whitneyjev U-test ali
Wilcoxonov W test z vsoto rangov).

Skupina bolnikov z Addisonovo boleznijo je premajhna in zato neprimerna za nadaljnjo

statisti¢no obdelavo.
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4.2.1 PRIMERJAVA SKUPINE KONGENITALNA ADRENALNA HIPERPLAZIJA S
KONTROLNO SKUPINO

S parametri¢nim t-testom za dva neodvisna vzorca smo primerjali vrednosti 17-OHS v 24-

urnem urinu med skupino preiskovancev s KAH in skupino kontrolnih preiskovancev.

Postavili smo hipotezi:

Ho: Med kontrolnimi preiskovanci in bolniki s kongenitalno adrenalno hiperplazijo ni
statisticno znacilne razlike v vrednosti 17-hidroksisteroidov v vzorcih urina.
Ha: Med kontrolnimi preiskovanci in bolniki s kongenitalno adrenalno hiperplazijo je

statisti¢no znacilna razlika v vrednosti 17-hidroksisteroidov v vzorcih urina.

Preden smo uporabili t-test razlike med povpre¢jema dveh majhnih neodvisnih vzorcev,
smo z F-testom preverili domnevo o podobnosti varianc.

IzraCunali smo razmerje med vecjo in manjso varianco — F eksperimentalno (F,,,) ter nato
dolocili Se F tabelari¢no (Fiqp). IzraCunana vrednost F,,, je bila vecja kot kriti€na Figqp
(Fexp > Fiqp), Zato smo nicelno hipotezo o enakih variancah zavrnili. V nadaljnji statisti¢ni
analizi nismo mogli uporabiti navadnega t-testa razlik povprecij dveh vzorcev, ampak smo
uporabili t-test, ki se uporablja pri dveh vzorcih, ki imata razli¢ni varianci, t.i. Behrens-
Fisherjev test (38).

Izracunali smo, da je t'exp > tiqp» kar pomeni, da se povprecji vrednosti 17-OHS v 24-

urnem urinu med obema skupinama statisticno znacilno razlikujeta.
Skupini smo primerjali $e z neparametri¢nim testom in dobili isti rezultat.

Postopek obeh izracunov je prikazan v prilogi 3 in 4.

4.2.2 PRIMERJAVA SKUPINE CUSHINGOV SINDROM S KONTROLNO
SKUPINO

Z neparametriénim testom za dva neodvisna vzorca (Mann-Whitneyev U-test ali
Wilcoxonov W test vsote rangov) smo primerjali vrednosti 17-OHS v 24-urnem urinu med

skupino preiskovancev s Cushingovim sindromom in skupino kontrolnih preiskovancev.
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Postavili smo hipotezi:

Ho: Med kontrolnimi preiskovanci in bolniki s Cushingovim sindromom ni statisti¢no
znacilne razlike v vrednosti 17-hidroksisteroidov v vzorcih urina.
Ha: Med kontrolnimi preiskovanci in bolniki s Cushingovim je statisti¢éno znacilna razlika

v vrednosti 17-hidroksisteroidov v vzorcih urina.

Podatke obeh skupin smo uredili v skupno ranzirno vrsto. Nato smo podatke rangirali
glede na to, kateri skupini so pripadali. Zatem smo seSteli range vseh enot manjSega
vzorca, tako da smo dobili vsoto njihovih rangov Ty, ki je znaSala 426.

V tabeli kriticnih vrednosti vsote rangov T po Wilcoxonu (37) smo poiskali kriti¢ni
interval vrednosti T, (n; = 15 in n, = 24, p = 0,05), ki je 232 - 368. Nasa vrednost T; je
bila vec¢ja od drugega Stevila iz tabele, zato smo ni¢elno domnevo zavrnili. Pri 5% tveganju
smo sprejeli domnevo, da se vrednosti 17-OHS v 24-urnem urinu statisti¢cno znacilno

razlikujejo med skupino s Cushingovim sindromom in skupino kontrolnih preiskovancev.

Opisan postopek, skupaj s Se drugim nacinom izracuna testne statistike (39), je prikazan v

prilogi 5.

4.2.3 PRIMERJAVA SKUPINE CUSHINGOV SINDROM S  SKUPINO
KONGENITALNA ADRENALNA HIPERPLAZIJA

Z neparametriénim testom za dva neodvisna vzorca (Mann-Whitneyev U-test ali
Wilcoxonov W test vsote rangov) smo primerjali vrednosti 17-OHS v 24-urnem urinu pri

bolnikih s Cushingovim sindromom in bolnikih s kongenitalno adrenalno hiperplazijo.

Postavili smo hipotezi:

Ho: Med bolniki s Cushingovim sindromom in kongenitalno adrenalno hiperplazijo ni
statisti¢no znacilne razlike v vrednosti 17-hidroksisteroidov v vzorcih urina.
Ha: Med bolniki s Cushingovim sindromom in kongenitalno adrenalno hiperplazijo je

statisti¢no znacilna razlika v vrednosti 17-hidroksisteroidov v vzorcih urina.

Podatke obeh skupin smo uredili v skupno ranzirno vrsto. Nato smo podatke rangirali
glede na to, kateri skupini so pripadali. Zatem smo seSteli range vseh enot manjSega

vzorca, tako da smo dobili vsoto njihovih rangov T1, ki je znaSala 223,
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V tabeli kriticnih vrednosti vsote rangov T po Wilcoxonu (37) smo poiskali kriti¢ni
interval vrednosti Ty (n; = 8 inn, = 24, p = 0,05), ki je 81 - 178. Nasa vrednost T je bila
vecja od drugega Stevila iz tabele, zato smo ni¢elno domnevo zavrnili. Pri 5% tveganju
smo sprejeli domnevo, da se vrednost 17-OHS v 24-urnem urinu statisti¢no znacilno

razlikuje med bolniki s Cushingovim sindromom in kongenitalno adrenalno hiperplazijo.

Opisan postopek, skupaj s Se drugim na¢inom izracuna testne statistike (39), je prikazan v

prilogi 6.

4.2.4 1ZRACUN DIAGNOSTICNE OBCUTLIIVOSTI IN SPECIFICNOSTI METODE
ZA DOLOCANIJE 17-HIDROKSISTEROIDOV

Na podlagi pridobljenih vrednosti 17-OHS v nasi raziskavi smo izracunali in podali
diagnosti¢no obcutljivost in diagnosti¢no specifi¢nost dolo¢anja 17-OHS v 24-urnem urinu
z modificirano metodo po Norymbersku in Applebyjevi. Pri preiskovancih z dvema
oddanima vzorcema smo v izracun vkljucili samo vrednosti 17-OHS za 1. vzorec.
Obcutljivost in specificnost obi¢ajno izrazamo v odstotkih (%), redko pa ju podajamo z

relativno vrednostjo.

Diagnosti¢no obcutljivost (angl. sensitivity) predstavlja delez bolnikov s preiskovano
boleznijo, pri katerih je rezultat testa pozitiven. Z drugimi besedami, predstavlja verjetnost
pozitivnega izida testa pri osebah, pri katerih je bolezen prisotna. Vecja kot je diagnosticna
obcutljivost testa, manjSe je Stevilo lazno negativnih rezultatov. Metoda je obcutljiva,
kadar lahko z njo dobimo pozitiven rezultat in je bolezen resni¢no prisotna. Ce pri
preiskovancu, ki je bolan, z neko metodo ne izmerimo patoloSko zviSane ali zniZane
vrednosti, pri¢akujemo pa, da so vrednosti znizane ali zviSane, pravimo, da smo dobili
lazno negativen rezultat. Vzroka za lazno negativen rezultat sta dva: mogoce metoda res ne
zazna zviSanih ali zniZanih vrednosti, ki so v vzorcu in je rezultat tudi analitsko napacen.
Pogosto pa je lazno negativen rezultat vezan na biolosko raznolikost in ne na samo
metodo: bolnik dejansko nima patoloskega parametra, ki ga pricakujemo in je rezultat z

analitskega vidika pravilen (37, 42).
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Diagnosti¢na specifi¢nost (angl. specificity) predstavlja delez oseb, ki nimajo preiskovane
bolezni in pri katerih je rezultat testa negativen. Predstavlja deleZ resni¢no negativnih
dogodkov (bolniki, ki nimajo bolezni), ki smo jih pravilno ugotovili. Pri doloCanju
diagnosti¢ne specifi¢nosti predvidevamo, da v vzorcu ni iskanega parametra. Ce s testom
dobimo pozitiven rezultat, je ta lazno pozitiven. Vecja kot je diagnosti¢na specifi¢nost
testa, manjse je Stevilo lazno pozitivnih rezultatov (37). Ce pri testiranju ni nobenega lazno
pozitivnega vzorca, je diagnosti¢na specifiénost 1 (100%). Pozitiven rezultat pri kontrolnih

preiskovancih se vrednoti kot lazno pozitiven (42).

Diagnosti¢na obcutljivost je parameter, ki vrednoti sposobnost za ustrezno razvr$¢anje
oseb z boleznijo. Diagnosti¢na Specifi¢nost je parameter, ki vrednoti sposobnost za

ustrezno razvr§canje oseb brez bolezni.
Enacba 6: Formuli za izracun diagnosticne obcutljivosti in specificnosti (42).

) . o pravilno negativni
Diagnosticna specifitnost (%) = - — V —— - 100
pravilno negativni + lazno pozitivni

pravilno pozitivni

- 100

Diagnosti¢na obCutljivost (%) - —— 2 —
pravilno pozitivni + lazno negativni

Kot pravilno pozitivne (PP) ali pravilno negativne (PN) smo ovrednotili tiste rezultate, ki
so bili skladni s potrjeno ali ovrZzeno diagnozo motnje v delovanju skorje nadledvi¢ne
Zleze. Lazno pozitivni (LP) ali lazno negativni (LN) pa so bili tisti rezultati, ki so bili

neskladni s potrjeno ali ovrzeno diagnozo motnje v delovanju skorje nadledvi¢ne Zleze

(preglednica XI1).

Preglednica XII: Opredelitev rezultatov meritev 17-OHS glede na potrjeno ali ovizeno diagnozo bolezni.

BOLEZEN**
Prisotna (B+) ‘ 34 Odsotna (B-) ‘ 15
TEST* Pozitiven (T+) 30 PP 29 LP 1
(1.vzorec) | Negativen (T -) 19 LN 5 PN 14

* Dolocanje vrednosti 17-OHS v dU. Pozitiven rezultat testa je pomenil vrednost izven referencnega obmodja, negativen
rezultat testa je pomenil vrednost znotraj referenénega obmodcja. ** Bolezen skorje nadledviéne Zleze (Addisonova

bolezen, Cushingov sindrom, kongenitalna adrenalna hiperplazija) je bila potrjena ali ovrzena.
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Izra¢un diagnosti¢ne specificnosti in obcutljivosti metode za doloc¢anje 17-OHS v dU za

vse preiskovance skupaj:

PN
. sy e 0, — . — . = Y
Diagnosticna specifitnost (%) PN 7 LP 100 4+ 1 100 = 93%
Di ti¢ bcutljivost (%) = i 100 = 100 = 85%
lagnostitna obCutljivost (%) = po——7w ~=329+5 = 0

Posebej smo izracunali diagnosti¢no obcutljivost Se za posamezne skupine bolnikov. Kot
pravilno pozitivne (PP) smo ovrednotili bodisi znizane bodisi zviSane vrednosti 17-OHS
pri bolnih preiskovancih. Lazno negativne (LN) pa so bile normalne vrednosti 17-OHS pri
bolnikih (preglednica XIII).

Preglednica XI111: Opredelitev rezultatov meritev 17-OHS glede na potrjeno diagnozo bolezni

BOLEZEN
Cushingov Addisonova Kongenitalna
sindrom bolezen adrenalna hiperplazija
TEST* PP 20 1 8
(1.vzorec) LN 4 1 0

* Dolocanje vrednosti 17-OHS v dU. Pozitiven rezultat testa je pomenil vrednost izven referenénega obmocdja, negativen

rezultat testa je pomenil vrednost znotraj referencnega obmocja.

Izracun obcutljivosti metode za dolo¢anje 17-OHS v dU za posamezne bolezni:

. o . e PP

Diagnostitna obCutljivostcyshingov sinarom (%) = PPTIN. 100 = 0+ 4 100 = 83%
. "V v . PP 1

Diagnostitna obCutljivost 4qaisonova botezen (%) = PPTIN. 100 = T+1° 100 = 50%

PP 8
100 = —— - 100 = 100%

D. t.v bv tl t 0, = "
tagnosticna ooCutljivoStg ay (/0) PP + LN 8+0
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5 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo proucevali klini¢ni pomen doloc¢anja skupnih 17-hidroksisteroidov
(17-OHS) v dnevnem urinu pri diagnostiki bolezni nadledvi¢ne Zleze. Ovrednotili smo
meritve pri skupinah bolnikov s Cushingovim sindromom, kongenitalno adrenalno
hiperplazijo in Addisonovo boleznijo ter pri kontrolnih preiskovancih brez motnje v
delovanju nadledvi¢ne zleze.

Skupni 17-OHS predstavljajo skupino metabolitov hormonov skorje nadledvi¢ne zleze, in
sicer v najvecji meri presnovke glukokortikoidov. Z njihovim dolocanjem Vv 24-urnem
urinu lahko posredno in okvirno sklepamo na celokupno dnevno izlo¢anje kortizola iz
skorje nadledvicne zleze. Pri nekaterih bolezenskih stanjih, kot je npr. KAH, vecji delez
skupnih 17-OHS zavzamejo presnovki 17-hidroksiprogesterona.

V petdesetih letih 20. stoletja, ko je J. K. Norymberski s sod. razvil analizni postopek za
dolocanje skupnih 17-OHS, so drugi raziskovalci vzporedno odkrivali etiopatogenezo
bolezni skorje nadledvi¢ne Zleze in jo povezali z zviSanim oziroma znizanim izlo¢anjem
njenih steroidnih hormonov. Do danes so uspeli Ze do podrobnosti pojasniti dogajanja pri
motnjah v delovanju skorje nadledvi¢ne Zleze in znanje se neprestano poglablja.

Na osnovi podatkov iz literature (1,3-5,12,16-23) smo pri¢akovali zvisane vrednosti 17-
OHS v dnevnem urinu pri bolnikih s Cushingovim sindromom in KAH ter znizane

vrednosti pri bolnikih z Addisonovo boleznijo.

V raziskavo smo vkljucili 2 moska bolnika z Addisonovo boleznijo, stara 30 in 36 let.
Nasa domneva se je potrdila. Pri obeh smo dolocili znizane vrednosti 17-OHS. Povprec¢na
vrednost 17-OHS pri bolnikih z Addisonovo boleznijo je znasala 18,50 umol/24 ur. Pri
enem preiskovancu je bila vrednost 17-OHS v prvem vzorcu urina na spodnji meji
referenénega obmogja, v drugem vzorcu pa znizana. Zal nismo uspeli pridobiti podatka, ali
je bil med prvim in drugim odvzemom vzorca urina narejen kateri od funkcijskih testov ali
uvedeno zdravljenje. Te informacije bi nam omogocile bolj poglobljeno interpretacijo
rezultatov. Ker sta bila v tej skupini samo dva preiskovanca, ju nismo vkljucili v nadaljnjo
statisticno analizo. Zaradi popolnoma razlicne narave bolezni ju tudi nismo mogli
prikljugiti kateri od drugih dveh skupin bolnikov. Ce bi imeli dostop do ve¢ podatkov o
poteku in diagnostiki njune bolezni, bi lahko izvedli studijo primera (angl. case study).
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Skupina bolnikov s Cushingovim sindromom je zajemala 24 preiskovancev, starih od 12
do 90 let (povprecje 47,3 £ 21,9). 17 je bilo Zzensk in 7 moskih (razmerje 2,4 : 1), kar se
ujema z znanimi podatki, da je bolezen pogostejsa pri Zenskah. S Shapiro-Wilk testom smo
ugotovili, da se podatki za 17-OHS v dnevnem urinu ne porazdeljujejo normalno, zato smo
izraCunali mediano, ki je znaSala 6,7 pmol/24 ur, kar je znatno pod spodnjo mejo
referencnega intervala. Znizane vrednosti 17-OHS je imelo 19 (79%) bolnikov, zvisano
vrednost ena (4%) preiskovanka, normalne vrednosti pa 4 (17%) bolniki. Rezultati meritev,
razen pri eni preiskovanki, niso bili v skladu s pricakovanji, da imajo bolniki s
Cushingovim sindromom zaradi hiperfunkcije skorje nadledvicne Zleze in posledicnega
hiperkortizolizma zvecano izlo¢anje metabolitov Kortizola, kar pomeni tudi 17-OHS, v 24-
urnem urinu. Lahko bi §lo za napake v predanalitski, analitski ali postanalitski fazi
postopka dolocanja, vendar se nam zdi malo verjetno, da bi se to zgodilo pri toliko
preiskovancih iz ene skupine. Morda je pri katerem izmed preiskovancev razlog v
nenatancnem zbiranju urina, ko bolnik ni zbral vsega urina in smo zato dolo¢ili nizje
vrednosti. Vzorci so bili odvzeti v razli¢nih ustanovah (9 slovenskih bolnis$nicah), zato so
lahko variacije nastopile zaradi morebitnih sprememb, ki so bile posledica razlicnega
rokovanja z vzorci po odvzemu. Vendar predvidevamo, da so podatki z analitskega vidika
pravilni in da bi rezultate lahko pojasnili z boljSim poznavanjem zgodovine bolezni naSih
preiskovancev, ki nam v okviru naSe raziskave niso bili dostopni. Mozno je, da gre pri
katerem od preiskovancev za cikli¢cni Cushingov sindrom (18), pri katerem je
hiperkortizolizem periodi€en in smo meritev opravili v obdobju normalne sekrecije
kortizola. Sest bolnikov z znizanimi 17-OHS je starih od 70 do 90 let, vemo pa, da se
bolezen najpogosteje pojavlja med 30. in 50. letom starosti. Torej gre zelo verjetno za ze
znane bolnike in morda je bil kateri izmed njih v preteklosti operativno zdravljen z
obojestransko adrenalektomijo, ki je bila se v 70-ih letih 20. stoletja metoda izbora v
terapiji Cushingovega sindroma. Bolniki so po tem posegu dozivljenjsko odvisni od
nadomestnega zdravljenja z glukokortikoidi in mineralokortikoidi. Peta mozna razlaga za
znizane vrednosti 17-OHS v urinu je, da je bil kateri ob bolnikov pred kratkim kirurSko
zdravljen in je sedaj v fazi, ko se Se ni vzpostavilo normalno delovanje hipotalamo-
hipofizno-nadledvi¢ne osi oziroma je e prisotna prehodna insuficienca osi. Sesta moznost
je, da kateri bolnik prejema adrenostaticno zdravilo mitotan. Tocen biokemijski
mehanizem delovanja mitotana ni poznan, podatki, ki so na voljo, pa kazejo, da dajanja

mitotana pri ¢loveku spremeni presnovo kortizola izven nadledviéne Zleze, kar zmanjSa
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merljive koncentracije 17-OHS v urinu, ¢eprav ostanejo koncentracije kortikosteroidov v
plazmi nespremenjene. Oc¢itno mitotan povzro¢i povecano tvorbo 6-B-hidroksikortizola
(43).

Skupino bolnikov s KAH je predstavljalo 8 preiskovancev, starih od 7 do 63 let (povprecje
38,5 + 23,6). Vsi so imeli zvisane vrednosti 17-OHS v urinu, v povpre¢ju smo izmerili
66,61 + 33,43 umol/24 ur. Od tega so imeli Stirje bolniki vrednosti tik nad zgornjo mejo
referencnega obmocja, dve preiskovanki pa sta imeli moc¢no zvisane 17-OHS, na kar
trikratnik oziroma Stirikratnik zgornje meje. Zvisane vrednosti 17-OHS pri bolnikih s KAH
smo na temelju znanih podatkov iz literature predvideli. Najpogosteje je vzrok KAH dedna
okvara encima 21-hidroksilaze, pri ¢emer se kopiéijo intermediati v biosintezi kortizola, ki
se sintetizirajo pred encimskim blokom. V primeru motnje delovanja 21-hidroksilaze sta to
17-hidroksiprogesteron (17-OHP) in njegov presnovek pregnantriol; oba sodita v skupino
skupnih 17-OHS. Z nadomestno glukokortikoidno terapijo skusajo zdravniki nadomestiti
manjkajo¢ kortizol in tako preko negativne povratne zveze zmanjsati hiperstimulacijo
skorje nadledvi¢ne zleze z ACTH. Pri nadzoru terapije lahko pomaga dolo¢anje 17-OHS v
24-urnem urinu. Leta 2010 je amerisko endokrinolosko zdruzenje (The Endocrine Society)
izdalo klini¢ne smernice za KAH (23), v katerih priporocajo za spremljanje ustreznosti
odmerkov nadomestnih glukokortikoidov dolocanje 17-OHP (iz skupine 17-OHS),
androstendiona (iz skupine 17-KS) in testosterona bodisi v vzorcih krvi, sline, urina ali na
vzorcu posuSene krvi na filter papirju. Testi s primerno ob¢utljivostjo so po omenjenih
smernicah imunokemijski testi ali LC/MS-MS. Cilj zdravljenja ni dose¢i normalen nivo
17-OHP in ostalih steroidov, ampak rahlo zviSane vrednosti. Normalen nivo bi pomenil
previsoko odmerjanje glukokortikoidov. Ce obravnavamo dolo¢itev 17-OHS v nasi
raziskavi kot priblizek za bolj selektivno dolocanje 17-OHP, lahko za S$tiri nase
preiskovance, pri katerih smo dolo¢ili mejno zvisane vrednosti 17-OHS v urinu, sklepamo,
da prejemajo ustrezen odmerek glukokortikoidov. Pri dveh bolnicah, ki imata moc¢no
povisane vrednosti 17-OHS, pa bi lahko bil vzrok premajhen odmerek nadomestnih

glukokortikoidov.

V skupino kontrolnih preiskovancev smo uvrstili 15 preiskovancev brez motnje v
delovanju skorje nadledvi¢ne Zleze. Stari so bili od 4 tednov do 82 let (povprecno 50,4 +

24,9 let). Vrednosti 17-OHS so bile pri vecini znotraj referencnega intervala, povpre¢no so
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znaSale 25,51 £ 10,42 umol/24 ur. Samo ena preiskovanka je imela zviSano vrednosti 17-
OHS. Na podlagi teh rezultatov lahko sklepamo, da so normalne vrednosti 17-OHS tudi pri
nasih preiskovancih pravilno nakazale odsotnost motnje v delovanju skorje nadledvi¢ne
zleze. Ob tem velja omeniti, da ima interval normalnih vrednosti 17-OHS v urinu Sirok
razpon. Pri posameznem bolniku lahko vrednosti precej nihajo, pa se $e zmeraj nahajajo

znotraj referenc¢nih meja.

V naslednjem koraku smo primerjali izraCunane srednje vrednosti 17-OHS v dnevnem
urinu po posameznih skupinah. Mediana 17-OHS pri bolnikih s Cushingovim sidromom
(6,7 umol/24 ur) in pri bolnikih z Addisonovo boleznijo (18,5 pumol/24 ur) je bila niZja kot
pri kontrolnih preiskovancih (25,1 umol/24 ur). Bolniki s KAH so imeli najvisjo mediano
(54,55 pmol/24 ur). Ob primerjavi aritmeti¢nih sredin smo dobili iste odnose med
skupinami. Nato smo zeleli ugotoviti, ali so razlike v vrednostih 17-OHS med
posameznimi skupinami bolnih preiskovancev in kontrolno skupino statisti¢no znacilne ali
ne (pri p=0,05). Stevilo bolnikov z Addisonovo boleznijo (n=2) v na$em primeru ni bilo
zadostno, da bi jih lahko vkljucili v analizo.

S parametri¢nim t-testom za dva neodvisna vzorca smo primerjali skupino preiskovancev s
KAH in skupino kontrolnih preiskovancev in potrdili statisti¢cno znacilno razliko. Z
neparametricnim testom za dva neodvisna vzorca (Mann-Whitneyjev U-test ali
Wilcoxonov test vsote rangov) smo najprej primerjali skupino bolnikov s Cushingovim
sindromom s skupino kontrolnih preiskovancev in ugotovili statisti¢no znacilno razliko.
Zatem smo z Mann-Whitneyjevim testom ugotovili statisticno znacilno razliko tudi med
bolniki s Cushingovim sindromom in bolniki s KAH.

Statisti¢cno pomembne razlike med posameznimi skupinami smo pri¢akovali, ker 17-OHS
dobro korelirajo s sintezo glukokortikoidov v skorji nadledvi¢ne zleze, ki je znizana
oziroma zviSana V primeru obravnavanih bolezni. Presenetila nas je skupina bolnikov s
Cushingovim sindromom, ki v nasi raziskavi po vrednostih 17-OHS ne odstopa navzgor,

ampak navzdol. Mozne razlage za to stanje smo ze predstavili.

Na podlagi vrednosti 17-OHS v nasi raziskavi smo za vse preiskovance skupaj izracunali
85% diagnosti¢no obcutljivost in 93% diagnosti¢no specificnost uporabljene metode za
dolocanje skupnih 17-OHS po Norymbersku in Applebyjevi. Iz rezultata lahko sklepamo,

da je vrednost 17-OHS v 24-urnem urinu dokaj dober diagnosti¢ni kazalec. Diagnosti¢no
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obcutljivost metode smo dolocili tudi za vsako od diagnoz posebej; za Cushingov sindrom
je znasala 83%, za Addisonovo bolezen 50% in za KAH 100%. Obcutljivost, ki smo jo
izraCunali za Cushingov sindrom, je najblizje podatkom iz literature (44,45). Za
Addisonovo bolezen je vzorec bolnikov premajhen, da bi bil lahko reprezentativen. Pri
KAH pa se zdi rezultat zelo dober, vendar vemo, da imajo kar Stirje (50%) preiskovanci
minimalno zvi$ane vrednosti 17-OHS, ki bi lahko bile ob ponovitvi dolo€itve tudi znotraj
referen¢nega intervala in bi bil izvid testa negativen.

Crapo L. (44) je v preglednem ¢lanku o diagnosti¢nih testih za Cushingov sindrom strnil
rezultate osmih Studij, ki so ugotavljale pomen dolo¢anja bazalne vrednosti skupnih 17-
OHS v diagnostiki Cushingovega sindroma. Porocal je o 76% diagnosti¢ni obcutljivosti in
95% diagnosti¢ni specificnosti metode po Norymbersku in Applebyjevi. Lazno negativen
rezultat testa je imelo 56 (23%) od 235 bolnikov s Cushingovim sindromom. V ¢lanku je
povzel tudi 14 studij, v katerih so za dolo¢anje bazalne vrednosti 17-OHS uporabili Porter-
Silberjevo metodo. Rezultati so bili podobni kot pri prvi metodi; diagnosti¢na obcutljivost
metode je bila 89%, diagnosti¢na specifiénost pa 88%. Lazno negativen izvid so dobili pri
11% od 311 bolnikov s Cushingovim sindromom, od 173 debelih preiskovancev pa jih je
27% imelo poviSane, lazno pozitivne vrednosti 17-OHS. Na podlagi zdruzenih podatkov
15 razli¢nih $tudij je kot najboljsi nacin doloc¢anja bazalnega izlocanja kortikosteroidov v
urinu navedel dolocanje prostega kortizola v dnevnem urinu (angl. UFC), ki omogoca
najzanesljivejSe razlikovanje med bolniki s Cushingovim sindromom in ostalimi
preiskovanci. Le pri 3,3% od 479 kontrolnih preiskovancev so izmerili lazno pozitiven
rezultat. Obenem pa je le 5,6% od 248 bolnikov s Cushingovim sindromom imelo
normalne vrednosti UFC. Po tej metaanalizi je diagnosti¢na obcutljivost dolo¢anja UFC
94%, diagnosti¢na specificnost pa 97%. Zaradi nizkega Stevila lazno pozitivnih in laZno
negativnih rezultatov je Crapo priporocal dolo¢anje UFC kot presejalni test za Cushingov
sindrom pri ambulantnih bolnikih. Kasneje sta Mengden T. in Hubmann P. s sod. (45)
porocala o 100% diagnosti¢ni obcutljivosti in 98% diagnosti¢ni specifi¢nosti dolo¢anja
bazalnih vrednosti UFC za diferenciacijo med 48 bolniki s Cushingovim sindromom in 94
zdravimi z normalno telesno tezo ter 95 debelimi (ITM > 30 kg/m?) posamezniki.
Doloc¢anje UFC so primerjali z dolocanjem 17-OHS po Porter-Silberjevi metodi, za katero
so pokazali Siroko prekrivanje vrednosti 17-OHS med skupinami zdravih in bolnih, z 73%
obcutljivostjo in 94% specificnostjo metode. Smernice ameriskega endokrinoloskega

zdruzenja (angl. The Endocrine Society's Clinical Guideline) iz leta 2008 (46) priporo¢ajo
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kot prvo linijo testiranja pri sumu na Cushingov sindrom enega izmed naslednjih visoko
obcutljivih testov: UFC (vsaj dve meritvi), polno¢no meritev prostega kortizola v slini (2
meritvi), 1 mg DMT supresijski test ali 2 mg DMT supresijski test. Dolo¢anje 17-OHS

odsvetujejo zaradi visoke stopnje lazno pozitivnih in lazno negativnih rezultatov.

Uradne klini¢ne smernice (23,46) in novejsi ucbeniki interne medicine in endokrinologije
(3,18) preiskave za dolocanje 17-OHS ne omenjajo ve¢ oziroma jo odsvetujejo ter
priporo¢ajo uporabo bolj selektivnih in obcutljivejsih metod, s katerimi lahko
identificiramo in kvantificiramo posamezne analite v vzorcih.

Nizkemu $tevilo vzorcev v nasi raziskavi je botrovalo tudi dejstvo, da se za preiskavo iz
leta v leto odlo¢a manj zdravnikov. Videli smo, da prihajajo vzorci v ve¢ji meri iz manjSih
bolnisnic, kjer sami ne izvajajo hormonskih preiskav. Pri¢akujemo lahko, da se bo metoda

v bliznji prihodnosti v Sloveniji opustila.

Ker je stevilo preiskovancev v nasi raziskavi majhno, je tudi majhna moznost, da so
skupine reprezentativne in da so dobljeni izra¢uni dovolj to¢ni. Poleg tega ne vemo, ¢e in
pri katerih bolnikih je bila potrjena diagnoza na novo odkrita in so meritve sluzile v
postopku diferencialne diagnostike oziroma v kolikSni meri so bile meritve namenjene
kontroli ze znanih in zdravljenih bolnikov. Zavedati se moramo tudi, da pri obravnavani
skupini bolnikov s Cushingovim sindromom nismo dobili pricakovanih zviSanih vrednosti
17-OHS, temvec¢ znizane. Iz tega sledi, da lahko rezultate razlagamo le v okviru nase
raziskave in iz njih ne moremo sklepati na znacilnosti populacije.

Problem bi lahko resili z ve¢jim §tevilom preiskovancev in ve¢ znanimi podatki (druzinska
anamneza, dedni dejavniki, prisotnost klini¢nih simptomov in znakov, podatki o jemanju
zdravil in Ze opravljenih kirurskih posegih...), saj bi tako dobili zanesljivejSe rezultate in bi

lahko bolje predstavili populacijo.

Poleg ugotovitev hormonskih preiskav sta za ugotavljanje motenj v delovanju skorje
nadledvi¢ne Zleze posebno pomembni skrbna anamneza in klini¢ni pregled bolnika. Pri
dokon¢ni potrditvi vrste bolezni si zdravnik dodatno pomaga s funkcionalnimi in
morfoloskimi preiskavami. Pomemben je dialog med zdravniki in laboratorijem, zlasti

kadar se laboratorijski rezultati ne skladajo z izvidi ostalih preiskav.
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6

SKLEP

Namen diplomske naloge je bil prouciti klini¢no uporabnost dolo¢anja 17-OHS v dnevnem

urinu z modificirano metodo po Norymbersku in Applebyjevi pri diagnostiki motenj v

delovanju nadledvi¢ne Zleze.

Obravnavali smo 3 skupine bolnikov in kontrolno skupino ter ugotovili naslednje:

Izloc¢anje 17-OHS se razlikuje glede na vrsto bolezni skorje nadledvicne Zleze.

Bolnika z Addisonovo boleznijo sta imela pricakovan znizan rezultat meritve 17-OHS
oziroma je bila vrednost na spodnji meji normale.

19 (79%) bolnikov s Cushigovim sindromom je imelo znizane vrednosti 17-OHS. Le
ena preiskovanka (4%) je imela zvisane 17-OHS v urinu, stirje (17%) pa niso
odstopali od referen¢nega obmocja. Pri Cushingovem sindromu smo pri¢akovali veéji
delez zviSanih vrednosti. Menimo, da bi neznacilne rezultate lahko pojasnili z boljsim
poznavanjem poteka bolezni in zdravljenja. Analitske napake se nam zdijo malo
verjetne.

Pri vseh osmih bolnikih s KAH smo dolo¢ili predvidene zvisane vrednosti 17-OHS.

14 (93%) kontrolnih preiskovancev je imelo normalne vrednosti 17-OHS, le pri eni
preiskovanki je meritev rahlo odstopala navzgor.

Med skupinami bolnikov s Cushingovim sindromom, KAH in kontrolnimi
preiskovanci smo potrdili statisti¢no znacilne razlike (p < 0,05) v vrednostih 17-OHS.
Za vse preiskovance skupaj je diagnosti¢na obcutljivost metode 85% in diagnosti¢na
specificnost 93%, iz Cesar sklepamo, da je vrednost 17-OHS v 24-urnem urinu dokaj
dober diagnosti¢ni kazalec. Diagnosti¢na obcutljivost za Cushingov sindrom je znaSala

83%, za Addisonovo holezen 50% in za KAH 100%.

Za bolj kriticno in natan¢nejSe ovrednotenje rezultatov bi potrebovali ve¢ podatkov o

bolnikih. Poleg tega smo obravnavali majhno Stevilo preiskovancev. Razlog temu je

gotovo tudi dejstvo, da se za preiskavo 17-OHS v urinu odlo¢a vedno manj zdravnikov.

Pricakujemo lahko, da jo bodo tudi v Sloveniji kmalu dokon¢no nadomestile sodobnejse,

hitrejsSe, selektivnejse in natancnejse imunokemijske ter kromatografske metode.
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PRILOGA1

KLINICNI INSTITUT ZA KLINICNO KEMIJO IN BIOKEMIJO
Laboratorij za analitiko urina in spremljanje koncentracij zdravil

Njegoseva 4, 1525 Ljubljana

IME:
PRIIMEK:

NAVODILA ZA ZBIRANJE URINA - PROSIMO PAZLJIVO PREBERITE

Za pravilno vrednotenje preiskav urina je kljuénega pomena pravilno zbiranje 24-urnega
(dnevnega) urina.
V &asu zbiranje ne uZivajte alkohola!

1. Prvi dan ob doloceni zacetni uri (obi¢ajno zjutraj, ko vstanete) izpraznite mehur v strani$ce

in zabelezite to¢en Cas

Datum: Ura:

2. Ves naslednji urin zbirate nadaljnjih 24 ur v oznaéeno zbiralno posodo, ki ste jo dobili v
laboratoriju. Ob veliki potrebi najprej urinirajte v zbiralnik in Sele nato se iz€istite v

stranisce.

3. Drugi dan ob doloceni uri kot ste prej$nji dan urinirali v strani§ce (obicajno zjutraj) zadnjic
izpraznite mehur v zbiralnik in zabelezite tocen Cas.

Datum: Ura:

4. Med zbiranjem zbiralno posodo hranite v hladilniku ali na ledu v temnem prostoru.
5. ZaizraCun ocistka kreatinina je potreben tudi podatek o vasi telesni viSini in tezi.

Prosimo vpisSite podatka:

Visina: cm; Teza: kg.

6. Nato urin ¢im hitreje dostavite v dobro zaprtem zbiralniku v laboratorij, kjer se natan¢no
izmeri ter dokumentira celotna izlocena koli¢ina urina. Ves vzorec se dobro premesa in iz
zbiralnika se odvzameta dva vzorca z zadostno koli¢ino za zahtevane analize.

HVALA ZA RAZUMEVANJE IN SODELOVANJE
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PRILOGA 2

1. Aritmeti¢na sredina ali povprecje

Enacba 7: Formula za izracun aritmeticne sredine vzorca (X) (36).

n

Y

i=1

X =

S|

2. Standardna deviacija ali standardni odklon

Enacba 8: Formula za izracun standardne deviacije vzorca (s) (36).

n 2 (Z?=1xi)2

iz, (o — X)? _ i=1%i n

n—1 n—1

Y
Il

3. Mediana ali centralna vrednost

Podatke uredimo v ranzirno vrsto (36):
= Ce je n liho $tevilo: mediana je enaka vrednosti srednje enote oziroma
- Mediana je m.i; najvecja vrednost, pri ¢emer je m = (n+1)/2.
= Ce je n sodo 3tevilo: mediana je povpredje vrednosti srednjega para podatkov oziroma
- Mediana je povprecje my iN My najvecje vrednosti, pri cemer je My =n/2 inmy =

n/2 +1.
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PRILOGA 3

Tabela 1: Podatki za t-test razlike med povprecjema dveh neodvisnih vzorcev za dve skupini preiskovancev.
KAH Kontrole

Stevilo preiskovancev n, =8 n, =15

Stevilo prostostnih stopenj m =n—-1=7 m,=n,—1=14

Povprec¢na vrednost dU-17-OHS | X; = 66,61 umol/24 ur X, = 25,51 pmol/24 ur

Standardna deviacija dU-17-OHS | s; = 33,43 umol/24 ur s, = 10,42 pmol /24 ur

1. F-test podobnosti varianc:

v <2 <2
HO. 0-1—0-2

Ha: 07 # 03

Izracun F eksperimentalno (F,y):

s? 33,432
Fop = 3= g2 = 1029

F tabelari¢no (F;4p): V tabeli distribucije F (40) smo pri dvostranskem tveganju in stopnji

tveganja (o = 0,05) ter my; =7 in m, = 14 od¢itali:
Fiap = cca.3,95

Foxp > Fiqp(10,29 > 3,95) — privzeli smo H,

2. t-test za dva vzorea z razli¢énima variancama - Behrens-Fisherjev test:

Izratun t* eksperimetntalno (t,y,):

o _ B-® _ 66612551 .
P . 3343%2  1042°2
514 32 g T 135

ny n;
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IzraCun t tabelari¢no (t;qp):

ny # Ny, zato smo dalje racunali po formulah:

Wit + wy - t, 139,27 2,36+ 13,58-2,14

teap = = 2,34
tab wy + w, 139,27 + 13,58
_sf 3343% 13927 _s5 10427 1358
MT T8 T B TR

Iz tabele distribucije t (41) smo za dvostransko tveganje pri stopnji tveganja (o = 0,05)

odcitali vrednost t: prim, = 7 je t; = 2,36 ter prim, = 14 je t, = 2,14.

toxp > teap (3,39 > 2,34) — sprejmemo H,
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PRILOGA4

Tabela 2: Podatki o vrednostih 17-hidroksisteroidov pri dveh skupinah preiskovancev in rangi teh podatkov.

KONTROLNI PREISKOVANCI KONGENITALNA ADRENALNA HIPERPLAZIJA
17-OHS —dU 17-OHS —dU
[umol/24ur] RANG [umol/24ur] RANG
12 1 29,7 12
14 2 49,5 16
14,4 3 49,9 17
16,3 4 73,2 18
18,9 5 59,2 20
21,9 6 39,7 21
23,5 7 105,4 22
25,1 8 126,3 23
27,9 9 Vsota rangov
28,1 10 manjSega vzorca T, 149
29 11
29,8 13
31,1 14
39 15
51,6 19
Vsota rangov
vecjega vzorca T, 127

Izracun absolutne standardizirane vrednosti testne statistike (z njo preverjamo domnevo o

razliki v vrednosti 17-OHS v dU med dvema skupinama preiskovancev):

ATy =ny (4 np + 1)/2]  [149-8-(8+15+1)/2| 53
Jniong (g + ny+ 1)/12 /8-15-(8+ 15+ 1)/12 240

z 3,42

T, = testna statistika, ki je enaka vsoti rangov manjSe skupine = 149
n, = velikost manjsega vzorca = 8

n, = velikost ve¢jega vzorca = 15

Vrednost testne statistike T; je statisticno znacilna pri p < 0,05, ¢e je njena absolutna
standardizirana vrednost (z) ve¢ja od 1,96 (vrednost testne statistike z pri dvosmernem
testu pri 5% stopnji tveganja (a=0,05)). = 3,42 > 1,96 — privzamemo H,, ki pravi, da
obstaja statisticno znacilna razlika v vrednosti 17-hidroksisteroidov v dnevnem urinu med

kontrolnimi preiskovanci in bolniki s kongenitalno adrenalno hiperplazijo.

69




Staroveski A.  Dolocanje 17-hidroksisteroidov v urinu pri motnjah v delovanju nadledvicne Zleze.  Diplomska naloga.

PRILOGAS
Tabela 3: Podatki o vrednostih 17-hidroksisteroidov pri dveh skupinah preiskovancev in rangi teh podatkov.
CUSHINGOV SINDROM KONTROLNI PREISKOVANCI
17-OHS —dU 17-OHS —dU
[umol/24ur] RANG [umol/24ur] RANG
1,7 1 12 19
2,7 2 14 20
2,8 3 14,4 21
2,9 4 16,3 23
3,2 5 18,9 25
4,2 6 21,9 27
5,1 7,5 23,5 28
5,1 7,5 25,1 29
5,19 9 27,9 30
5,3 10 28,1 31
5,37 11 29 32
5,9 12 29,8 33
7,5 13 31,1 34
8,1 14 39 35
8,8 15,5 51,6 39
8,8 15,5 Vsota rangov
8,9 17 manjsega vzorca T, 426
10,6 18
15,7 22
16,4 24
20,3 26
39,5 36
40,7 37
41,3 38
Vsota rangov
vecjega vzorca T, 354

Izracdun absolutne standardizirane vrednosti testne statistike:
Ty =ny- (g + ny+ 1)/2] 426 —15-(15+24+1)/2] 126
Jniong (g + ny+ 1)/12 J15-24-(15+ 24+ 1)/12 1200

zZ

)

T, = testna statistika, ki je enaka vsoti rangov manjSe skupine = 426
n,; = velikost manjSega vzorca = 15

n, = velikost veCjega vzorca = 24

Vrednost statistike T; je statisticno znacilna pri p < 0,05, ¢e je njena absolutna

standardizirana vrednost (z) ve¢ja od 1,96 = 3,64 > 1,96 — privzamemo H.
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PRILOGA 6
Tabela 4: Podatki o vrednostih 17-hidroksisteroidov pri dveh skupinah preiskovancev in rangi teh podatkov.
CUSHINGOV SINDROM KONGENITALNA ADRENALNA HIPERPLAZIJA
17-OHS —dU 17-OHS —dU
[umol/24ur] RANG [umol/24ur] RANG
1,7 1 29,7 22
2,7 2 49,5 27,5
2,8 3 49,9 27,5
2,9 4 73,2 30
3,2 5 59,2 29
4,2 6 39,7 24
5,1 7,5 105,4 31
5,1 7,5 126,3 32
5,19 9 Vsota rangov
5,3 10 manjsega vzorca T, 223
5,37 11
5,9 12
7,5 13
8,1 14
8,8 15,5
8,8 15,5
8,9 17
10,6 18
15,7 19
16,4 20
20,3 21
39,5 23
40,7 25
41,3 26
Vsota rangov
vecjega vzorca T, 305

Izracun absolutne standardizirane vrednosti testne statistike:
Ty =ny (g + np+ 1)/2]  |223-8-(8+24+1)/2] 91
Jniong (g + ny+ 1)/12 /8-24-(8+24+ 1)/12 /528

z 3,96

T, = testna statistika, ki je enaka vsoti rangov manjSe skupine = 223
n, = velikost manjSega vzorca = 8

n, = velikost veCjega vzorca = 24

Vrednost statistike T; je statisticno znacilna pri p < 0,05, ¢e je njena absolutna

standardizirana vrednost (z) ve¢ja od 1,96 = 3,96 > 1,96 — privzamemo H,.
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