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1. UvVOD

1.1. Funkcija kore nadbubrezZne Zlijezde

Nadbubrezna Zlijezda, lat. glandula suprarenalis, parna je Zlijezda u sklopu
endokrinog sustava smjestena retroperitonealno iznad svakog bubrega. Svaka Zlijezda je
od pridruzenog bubrega odijeljena tankim slojem masnog tkiva. Zajedno s bubregom

obavijene su masnom ¢ahurom $to rezultira njihovom zutom bojom. (1)

Nadbubrezna Zlijezda sastoji se od dva osnovna dijela koja su vidljiva na presjeku
kao $to je prikazano na slici 1 — srz (lat. medulla) i kora (lat. cortex). Srz i kora
nadbubrezne Zlijezde imaju razli¢ito embriolosko podrijetlo te se razlikuju gradom i
funkcijom. Srz je sredisnji dio nadbubrezne Zlijezde, a ¢ini sSamo 10% njene ukupne mase.
Kora nadbubrezne Zlijezde odraslog ¢ovjeka ¢ini otprilike 90% cjelokupne mase Zlijezde.
Prevladava zljezdani epitel sastavljen od tri strukturno razli¢ite koncentri¢éne zone. Od

van prema unutra poredane su zona glomerulosa, fasciculata i reticularis. (1, 2)

NadbubreZna Zlijezda kapsula -
desm;gfdﬁ;m lieva Z‘::’:am zona glomerulosa
e \ /

: A zona fasiculata
esni evi bul
ds bubreg lijevi bubreg

zona reticularis

Slika 1. Histoloski i anatomski prikaz nadbubreznih Zlijezda



Hormoni kore nadbubrezne Zlijezde su steroidni hormoni, odnosno derivati
kolesterola. Luci se tridesetak razli¢itih hormona koji se skupno nazivaju kortikosteroidi.
Mogu se podijeliti u tri skupine prema funkcijama pa tako razlikujemo

mineralokortikoide, glukokortikoide i androgene. (4)

Mineralokortikoidi se luée iz zone glomerulose, a najpotentniji mineralokortikoidni
hormon je aldosteron. Njegova primarna funkcija je odrzavanje homeostaze soli i vode

poticanjem bubrega na zadrzavanje natrija i vode, a izlu¢ivanje kalija. (2, 4)

Zona fasciculata i zona reticularis djeluju kao funkcionalna jedinica koja stvara
druge dvije vrste hormona. Adrenalni androgeni imaju znatno manji fizioloski znacaj u
odnosu na druge dvije vrste hormona. Luce se uglavnom prekursori testosterona:
androstendion, dehidroepiandrosteron (DHEA) i DHEA-sulfat. Pretvaraju se u
testosteron u drugim tkivima. Kod Zena su odgovorni za neke sekundarne spolne

karakteristike. Takoder su potrebni za sintezu estrogena. (2, 4)

Glukokortikoidi su najpoznatiji po svom protuupalnom i imunosupresivnom
djelovanju. Osnovna funkcija im je podizanje koncentracije glukoze u krvi, ponajprije
procesom glukoneogeneze koji predstavlja sintezu glukoze iz neugljikohidratnih spojeva,
najeS¢e aminokiselina, laktata 1 glicerola. Sudjeluju u regulaciji metabolizma
ugljikohidrata, masti i bjelan¢evina. Najvazniji predstavnik je kortizol, tzv. , hormon
stresa*, Koji glukokortikoidnim i vazokonstriktivnim djelovanjem priprema tijelo na
stres. Njegovo djelovanje na pojedina tkiva prikazano je na slici 2. U¢inci kortizola
usmjereni su na osiguravanje dovoljne koli¢ine energije i odrzavanje visokog krvnog
tlaka kako bi se tijelo moglo nositi sa stresnim situacijama (fizicki, emocionalni, socijalni,

bioloski stres...). (4, 5, 6)
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povecava skladiste glikogena
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1. inhibira sekreciju inzulinau p-stanicama
2. povecava sekreciju glukagona u a-stanicama
3. inducira B-stani¢nu hiperplaziju

Slika 2. Biokemijska djelovanja kortizola (7)
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Rad kore nadbubrezne Zlijezde reguliran je ufinkom dva mehanizma. Renin-
angiotenzin-aldosteron sustav (RAAS) utjeCe na lucenje mineralokortikoida. S druge
strane, hipofiza kontrolira rad kore preko adrenokortikotropnog hormona, odnosno
kortikotropina (ACTH), sastavnog dijela ,,hormonske osovine* koja se aktivira kao

reakcija na razli¢ite podrazaje koje skupnim nazivom zovemo stres. (4, 5)

1.2.  Osovina hipotalamus-hipofiza-nadbubreZna Zlijezda

Lucenje glukokortikoida regulirano je djelovanjem osovine hipotalamus-hipofiza-
nadbubrezna Zlijezda (eng. , hypothalamic-pituitary-adrenal axis“, HPA osovina).
Podrazaji za pokretanje osovine su neuroendokrini i psihofizicki ¢imbenici kao npr. stres,
strah, nesrece, traume itd. Takvi ¢imbenici djeluju na prijenos neurotransmitora;
acetilkolina, serotonina i noradrenalina, iz neurona na stanice hipotalamusa gdje
reguliraju cirkadijalno i1 epizodno otpustanje kortikotropin-oslobadajuceg hormona
(CRH). Taj hormon stize u prednji rezanj hipofize (adenohipofizu) hipotalamicko-
hipofiznim portalnim sistemom gdje regulira isto tako cirkadijalno lu¢enje polipeptidnog
adrenokortikotropnog hormona (ACTH). (4, 5, 6)

Kortikotropin (ACTH) se na poticaj CRH otpusta u hipofizne kapilare iz kojih ulazi
u sistemski krvotok i tako dolazi do nadbubrezne zlijezde. Djeluje na stanice kore
nadbubrezne Zlijezde stimulirajuci ih na biosintezu kortizola. Manjim dijelom utjece i na
sintezu aldosterona. Veze se na specificne receptore koji se nalaze na povrsini stanica
kore ¢ime aktivira enzim adenil-ciklazu te se stvara ciklicki adenozin-monofosfat
(cAMP), drugi hormonski glasnik, koji dalje prenosi hormonsku poruku. Stimulira
protein-kinazu na fosforilaciju i aktivaciju kolesterol-ester-hidroksilaze stvarajuc¢i malu
enzimsku kaskadu koja dovodi do oslobadanja kolesterola iz estera koji tako postaje
dostupan za sintezu kortizola. Duzim djelovanjem ACTH pokrece se transkripcija gena

drugih enzima koji sudjeluju u sintezi kortizola. (4, 5, 6, 8, 9)

Kortizol negativnom povratnom spregom utjece na lu¢enje CRH i ACTH. To znaci
da serumske koncentracije kortizola utje¢u na lucenje ta dva hormona tako da poveéana
koncentracija kortizola dovodi do smanjenog Iu¢enja CRH i ACTH, a smanjena
koncentracija do povecanog lucenja. Negativha povratna sprega je kljuan nacin

regulacije funkcioniranja cijele osovine. Njeno odrzavanje je osnova za odrzavanje



fizioloskih koncentracija svih komponenti osovine. Cjelokupan proces regulacije

prikazan je na slici 3. (4, 6, 8, 9)

hipotalamus
negativna povratna
CRH sprega
ADH
proupalni
citokini ;
negativna
adenohipofiza i
sprega
nadbubrerne £ \
Zlijezde ©

plazmatski kortizol

Slika 3. Mehanizam HPA osovine (6)

1.3. Adrenokortikotropni hormon (ACTH)

Polipeptidni adrenokortikotropni hormon (ACTH), odnosno kortikotropin, hormon
je prednjeg reznja hipofize koji se joS naziva i adenohipofiza. Luci se na poticaj CRH u
sklopu HPA osovine, a ime mu ukazuje na djelovanje obzirom da djeluje na koru
nadbubrezne Zlijezde. Proopiomelanokortin (POMC) koji je smjesten u kortikotropnim i
melanotropnim stanicama hipotalamusa i hipofize je prekursor ACTH. Njegovim
cijepanjem u adenohipofizi nastaje pro-ACTH iz kojeg dalje nastaje ACTH. (4, 6)

Osnovna funkcija ovog hormona je stimulacija nadbubrezne zlijezde na lucenje
kortikalnih hormona, odnosno steroida. Stimulira proliferaciju stanica kore te potice
njihovu sekreciju. Usko je povezan s kortizolom te uvjetuje njegovo lu¢enje u stresnim
stanjima. Djeluje preko receptora kore nadbubrezne zlijezde, a vezanjem za receptore
poti¢e sintezu i otpusStanje kortizola u krvotok. Lucenje samog ACTH regulirano je
negativnom povratnom spregom koju stvara kortizol te povisene koncentracije kortizola

inhibiraju lu¢enje ACTH. Obzirom da su poticaji za lucenje kortizola ujedno poticaji za



lu¢enje CRH, odnosno ACTH, ovaj hormon prati dnevno lucenje kortizola §to znaci da

mu je najvisa koncentracija otprilike dva sata prije budenja. (4, 6, 8, 9)

Djelovanje kore nadbubrezne Zlijezde uvelike ovisi o pravilnom Ilucenju i
djelovanju ACTH, stoga je normalan bioritam tog hormona preduvjet za normalan
bioritam steroidnih hormona nadbubrezne zlijezde. Svi poremecaji ACTH reflektiraju se
na koru nadbubrezne zlijezde remeteéi joj rad Sto je najocitije u patoloskim razinama

kortizola. (8, 9)

1.4. Kortizol

Nadbubrezna  Zlijezda najviSe  doprinosi  biokemijskom  metabolizmu
makromolekula preko kortizola. Kortizol ¢ini 80% svih kortikosteroida u krvi. Nakon
sinteze u konacni aktivni oblik odmabh se izlu¢uje u krvotok jer ne postoji unutarstani¢no

skladiste ovog hormona. (4, 5, 6)

Zbog svoje kemijske strukture kortizol je lipofilan i hidrofoban $to ga ¢ini slabo
topivim u krvnoj plazmi pa je njegov samostalan prijenos krvotokom usporen i otezan.
Problem topivosti rjesava proteinski nosa¢ koji hormon prenosi do ciljnih stanica.
Kortizol ne moze biti metaboliziran dok je vezan za nosa¢ $to mu znatno produzuje
poluvijek Zivota u plazmi. Vrijeme poluraspada (ti2) kortizola vezanog na nosac je 1,5
do 2 sata. Medutim, samo slobodan oblik je bioloski aktivan. Glavni nosa¢ u plazmi po
svojoj kemijskoj strukturi je a-globulin, a naziva se transkortin ili globulin koji veze
kortikosteroide (eng. corticosteroid binding globulin, CBG). Osnovna zada¢a CBG je da
Stiti kortizol od inaktivacije i jetrene konjugacije ¢ime osigurava dovoljnu koncentraciju
kortizola u cirkulaciji. Nosa¢, u manjoj mjeri, moze biti i albumin. Kortizol se veze za
CBG visokim afinitetom, dok je za albumin vezan niskim afinitetom. Nevezani, tj.
slobodni kortizol u plazmi ¢ini 3 do 5% ukupnog plazmatskog kortizola i predstavlja
bioloski aktivnu frakciju §to znaci da samo slobodni kortizol postiZe fizioloske ucinke.
Za postizanje svojih u¢inaka kortizol se od proteinskih nosa¢a mora odvojiti u kapilarama
da bi mogao do¢i do svojih intracelularnih receptora ciljnih stanica. Udio kortizolskih
frakcija u krvi prikazan je na slici 4. (5, 9, 10)
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Slika 4. Kortizolske frakcije u plazmi (10)

Prekursor svih hormona kore nadbubrezne zlijezde je kolesterol, pa tako i kortizola.
Kolesterol u nadbubreznu zlijezdu dospijeva ve¢im dijelom iz plazme, a manji dio nastaje
in situ sintezom iz acetil-koenzima A (acetil-CoA). Veéina kolesterola u nadbubreznoj
zlijezdi je esterificirana i uskladiStena u citoplazmatske lipidne kapljice. 1z tih kapljica
oslobada se na poticaj ACTH. Pocetak steroidogeneze isti je za sve steroidne hormone, a
glavni enzim u tim stadijima je 17a-hidroksilaza. Biosinteza kortizola primarno je vezana
za zonu fasciculatu kore. Glavni enzim koji sintezu usmjerava kortizolskim putem je 210-

hidroksilaza, a enzim koji zavr$no stvara kortizol je 11p-hidroksilaza. (4, 5, 6)

Jetra, manjim udjelom bubreg i probavni sustav odgovorni su za eliminaciju
kortikosteroida. Kortizol u jetri podlijeZe redukciji u hidrofilnije spojeve preko reduktaza
i dehidrogenaza. Konkretno iz kortizola nastaju 4 sterecizomera koji se skupno nazivaju
kortoli. Ti se spojevi dalje mogu konjugirati s glukuronskom i sumpornom kiselinom
¢ime se dodatno povecava topivost u vodi pa se tako konjugirani izlu¢uju mokracom. Oko

2% kortizola, odnosno slobodna frakcija, izlu¢uje se nepromijenjeno mokracom. (4, 6)

Kortizol pripada skupini glukokortikoida $to zna¢i da mu je osnovna zadaca
podizanje razine glukoze u krvotoku, odnosno funkcionira kao ,promotor
glukoneogeneze. Ovaj hormon takoder uzro¢no-posljedi¢no dovodi do povecane

razgradnje proteina zbog povecane potraznje za aminokiselinama S§to rezultira



katabolickim djelovanjem na kosStani matriks i miSice. Potice odlaganje glikogena u jetri
i lipolizu ¢ime dovodi do povecéanja slobodnih masnih kiselina. Svojim djelovanjem na
metabolizam u mozgu utjeCe na ponasanje i raspoloZenje. U manjoj mjeri pokazuje i neka
mineralokortikoidna djelovanja. Povecava glomerularnu filtraciju i opéenito protok krvi
kroz bubrege. Glukokortikoidnim djelovanjem povecava lako dostupnu energiju u
cirkulaciji jer je najbrzi nacin dobave energije glikoliza. Dakle, doprema energiju naustrb
energetskih zaliha tijela. Pojacava rad srca, mijenja kognitivne sposobnosti, inhibira rast,
imunosni i upalni odgovor te reprodukciju. Takve promjene su osnovni adaptacijski
odgovor na akutni stres jer se tako postize manje iskoristavanje brze i lako dostupne

energije u obliku glukoze. Odgada anabolic¢ke reakcije do uklanjanja stresnih podrazaja.
(4,6,11)

Medu najvaznijim funkcijama kortizola nalazi se i imunosupresivno, odnosno
protuupalno djelovanje. U akutnim stanjima kortizol inhibira vazodilataciju i povecava
vaskularnu permeabilnost $to usporava migraciju leukocita na mjesta upale. Mijenja
distribuciju i promet leukocita, ali i u samome startu njihovu diferencijaciju te utjece na
duzinu njihova Zivota. Time ukupno usporava imunosni odgovor organizma. Osnova svih
tih u¢inaka leZi u potiskivanju transkripcije gena koji kodiraju za sintezu proinflamatornih
citokina i kemokina, stani¢nih adhezijskih molekula te enzima ukljuc¢enih u bilo koji dio
upalnog odgovora. (12)

Svoje fizioloske funkcije kortizol postize preko glukokortikoidnih receptora (GR).
Moze djelovati i preko mineralokortikoidnih receptora (MR) koji imaju visok afinitet za
kortizol ¢ak i u malim koncentracijama. Ovi receptori se nalaze u citoplazmi ciljnih
stanica te kortizol prvo mora difundirati u stanice da bi dosao do svojih receptora. Vezanje
liganda, odnosno hormona, za receptor uzrokuje njegovu konformacijsku promjenu i
disocijaciju proteina toplinskog stresa 90 (eng. heat shock protein 90, hsp90) koji je do
tog momenta vezan na receptor. Aktivirani receptor ulazi u jezgru stanice te se visokim
afinitetom veze za specifican slijed DNA koji se zove element odgovora na
glukokortikoide (eng. glucocorticoid response element, GRE). Ovakav dogadaj uzrokuje
udruzivanje nekoliko koregulatora transkripcije Sto rezultira poveéanjem transkripcije, a
na tome se temelji kompletno glukokortikoidno djelovanje. Siroka distribucija GR i MR
po tijelu omogucuje raznovrsnost djelovanja te uvjetuje intenzitet djelovanja kortizola.
(5. 6)



Kortizol ima dnevni cirkulacijski ritam. Taj ritam se odvija u sklopu sveukupnog
cirkadijalnog ritma organizma, odnosno periodi¢kog obrasca koji se ponavlja unutar 24
sata. Cirkadijalni ritam prati cikluse dan-no¢ te sluzi za prilagodavanje tijela uvjetima
okolisa i prema tome regulira bioloske funkcije. Jedan od najvaznijih cikli¢kih procesa u
tijelu usko povezanih s cirkadijalnim ritmom je spavanje pa su mnogi biokemijski i
metabolicki putevi regulirani putem ciklusa spavanja. Kortizol izmedu ostalog djeluje kao
,inhibitor spavanja jer promi¢e REM fazu (eng. ,, rapid eye movement ‘) u kojoj najcesce
dolazi do budenja, odnosno inhibira non-REM fazu spavanja. Fiziolo$ki normalan
cirkadijalni ritam kortizola je vrlo specifican i usko povezan s ciklusima spavanja. Ako
pracenje zapo¢nemo od pocetka spavanja, kortizol prije i tijekom samog ushivanja
cirkulira u znatno niskim koncentracijama. Pri samom kraju spavanja pocinje rasti, a svoj
vrhunac dozivljava neposredno nakon budenja. Pretpostavlja se da kortizol u principu i
sudjeluje u samom procesu budenja. To se moze primijetiti i preko uc¢inaka kortizola na
krvni tlak i brzinu otkucaja srca koji po¢nu rasti nedugo nakon budenja kao Sto je
prikazano na grafu na slici 5. Nakon budenja koncentracija kortizola po¢ne padati i ovisi
0 vanjskim stimulacijama u vidu stresa, dogadaja i sl. $to je povezano s lu¢enjem CRH i
ACTH. Naglo pocne padati predvecer i svoj plato dozivljava pred spavanje pa prelazi u
novi ciklus. (13, 14)
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Slika 5. Dnevne varijacije koncentracija kortizola, otkucaja srca i krvnog tlaka (13)



Bioloski ritmovi CRH 1 ACTH paralelno prate ritam kortizola pa je njihova
koncentracija najvisa ujutro i postepeno se smanjuje tijekom dana, osim kada reagiraju
na vanjske stimulacije. To se postize brzim lu¢enjem ACTH, odnosno CRH ujutro, a

sporijim navecer. Kortizol se lu¢i 5 do 10 minuta nakon ACTH. (4, 13, 14)

1.5. Poremecaji funkcije kore nadbubreZzne Zlijezde

Poremecaji hormona nadbubrezZne Zlijezde zapazeni su ve¢ u 19. st. Funkcija kore
nadbubrezne zlijezde moze biti promijenjena u vidu hipokorticizma ili hiperkorticizma.
Etioloski, poremecaji mogu biti primarni, kao rezultat bolesti same Zlijezde, ili
sekundarni, kao posljedica bolesti drugih organa, konkretno hipofize, u nekim
slu¢ajevima hipotalamusa Sto se opisuje kao tercijarni poremecaj. Najznacajniji klinicki
pokazatelj poremecaja kore nadbubrezne zlijezde je odstupanje kortizola od fizioloskih
granica. Promjene serumskih ili plazmatskih koncentracija kortizola i ACTH u razli¢itim

tipovima poremecaja prikazani su u tablici 1. (6)

Tablica 1. Promjena koncentracija kortizola i ACTH u razli¢itim poremecajima

Poremecaj KORTIZOL ACTH
primarni hipokorticizam ! 1
sekundarni hipokorticizam ! !
primarni hiperkorticizam 1 !
sekundarni hiperkorticizam 1 1

Glavni kriterij razlikovanja primarnih od sekundarnih poremecaja je oCuvanje
negativne povratne sprege, odnosno koncentracija ACTH. Kod primarnih poremecaja S
problemom u samoj Zlijezdi, odnosno kori nadbubrezne Zzlijezde, negativna povratna
sprega je oCuvana pa tako povisena koncentracija kortizola u krvi dovodi do smanjene
koncentracije ACTH u krvi, a sniZzena koncentracija kortizola u krvi do povecane
koncentracije ACTH u krvi. Sekundarni poremecaji nemaju o¢uvanu povratnu Spregu jer
problem i jest poremecéeno luc¢enje ACTH. Pojacano lu¢enje ACTH dovodi do pojac¢anog
lucenja kortizola, a nedostatak ACTH uzrokuje nedostatak kortizola. Medutim, lucenje

ACTH je u ovom slucaju neovisno o koncentraciji kortizola u krvi. (6, 15)



1.5.1. Adrenalna insuficijencija

Adrenalna insuficijencija podrazumijeva po zivot opasno stanje u kojem dolazi do
smanjenih koncentracija hormona kore nadbubrezne Zlijezde, u prvom redu kortizola.
Takoder se manifestira kao primarna, sekundarna, a moguce i tercijarna. Mehanizmi u
pozadini razli¢itih tipova adrenalne insuficijencije s pridruzenim posljedicama lucenja

hormona prikazani su na slici 6. (4, 6, 15)

PRIMARNA CENTRALNA ADRENALNA INSUFICIJENCIJA
ADRENALNA
INSUFICIJENCLJA SEKUNDARNA ADRENALNA TERCIJARNA ADRENALNA
INSUFICIJENCIJA INSUFICIJENCIJA
|H]ZPOTAL;—'D.-1'[:S CRH #* HIPOTALAMUS | CRH # CRH #
HIPOFIZA ACTH # A ACTH & HIPOFIZA ACTH #
l glukokortikoidi # ‘ slukokortikoidi & i glukokortikoidi #

mineralokortikoidi # mineralokortikoidi = mineralokortikoidi =

INE adrenalni g NADBUBREZNE adrenalni § NADBUBREZNE adrenalni

androgeni ZEUIEZDE, androgeni ZLIJEZDE androgeni

Slika 6. Mehanizmi adrenalne insuficijencije (15)

Primarna adrenalna insuficijencija, znana i kao Addisonova bolest, rezultat je
oStecenja ili poremecaja funkcije kore nadbubrezne zlijezde. Bolest je najéesce nasljedna,
kroni¢nog tipa s patofiziologijom u kojoj lezi razvojni poremecaj nadbubrezne Zlijezde,
poremecaj steroidogeneze, rezistencija na ACTH ili progresivno oSte¢enje Zlijezde. Moze

se pojaviti samostalno ili u sklopu poliendokrinopatije. (6, 15)

Sekundarna adrenalna insuficijencija nastaje lancano preko HPA osovine jer je
primarni problem u hipofizi pa u krvotoku nalazimo smanjene koncentracije ACTH koje
dovode do smanjenih koncentracija kortizola. Kroz literaturu se spominje i tercijarna
adrenalna insuficijencija u kojoj je manjak kortizola uzrokovan manjkom CRH. Ova dva
tipa insuficijencije skupno se nazivaju centralna adrenalna insuficijencija. U oba slu¢aja

poremecena je sinteza 1 sekrecija tih hormona. Genetski uzroci su rijetki, ¢es¢e su
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poremecaji posljedica tumora, ozljeda ili infekcija hipotalamusno-hipofizne regije ili
dugoroc¢ne terapijske primjene glukokortikoida. Ovi poremecaji rijetko za manifestaciju

imaju samo adrenalnu insuficijenciju. (6, 15)

Simptome adrenalne insuficijencije prvi je opisao Thomas Addison 1865. Opisuje
op¢u malaksalost, slabost sréane funkcije, razdrazljivost Zeluca 1 osebujnu promjenu
pigmentacije koze danas znanu kao hiperpigmentacija. Danas su nadodani jo$ neki
simptomi kao: umor, muc¢nina, gubitak apetita i tjelesne tezine, povracanje, abdominalna
bol, bol u misi¢ima i zglobovima, Zudnja za soli te posturalna hipotenzija. Dolazi i do
poremecaja elektrolita, u prvom redu hiponatrijemije 1 hiperkalijemije, a moguca je i
metaboli¢ka acidoza. Svi navedeni simptomi posljedica su manjka kortizola, odnosno
hipoglikemije i izostanaka ostalih u¢inaka ovog hormona, ali i aldosterona. U bolesnika
sa sekundarnom insuficijencijom izostaje hiperpigmentacija i manjak aldosterona pa ne

dolazi do znac¢ajne promjene elektrolita. (6, 15)

Bolest se odrazava na psihickoj i kognitivnoj razini takoder zbog utjecaja kortizola
na procese spavanja 1 pamcenja. Zbog deprivacije spavanja 1 opcenito niskih
koncentracija kortizola bolesnici su iritabilni i teze podnose stres, pa tako i emocionalni.
Ljutnja, anksioznost i depresija pojavljuju se kod znacajnog broja oboljelih od ove bolesti.

Zbog smanjenih kognitivnih sposobnosti nastupa frustracija. (14)

Obzirom da se radi o letalnoj bolesti kroni¢nog tijeka neophodna je doZivotna
nadomjesna terapija glukokortikoida, uz mineralokortikoide kod primarne insuficijencije.
Kao glukokortikoidna nadoknada najcesc¢e se koristi oralni hidrokortizon, prednizon ili
kortizon acetat. Za nadoknadu mineralokortikoida koristi se fludrokortizon koji regulira
promet natrija i kalija. Vrlo je bitno doziranje i vrijeme uzimanja lijekova da bi se postigla

dostatna imitacija dnevnog ritma lu¢enja hormona. (14, 15)

1.5.2. Cushingov sindrom

Prema definiciji, Cushingov sindrom predstavlja hiperkortizolizam bilo koje
etiologije. Povezan je s brojnim komorbiditetima: hipertenzijom, koagulopatijama,
kardiovaskularnim bolestima, Se¢ernom boles¢u, frakturama, infekcijama itd. Posljedice
su direktna slika fizioloSki prevelike koncentracije kortizola koja rezultira

hiperglikemijom, povecanim katabolizmom proteina i poremecenim metabolizmom
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masti. Obzirom na ozbiljne posljedice, jasno je da je iznimno vazno bolest otkriti u
ranijim stadijima. Glavni simptomi bolesti su: gojaznost centralnog tipa, ljubicaste strije,
miopatija, hipertenzija, hirzurtizam, psihicki poremeéaji itd. Cesto je prisutna i

hipokalemic¢na alkaloza. (6, 15, 16)

Primarni poremecaj, ACTH neovisan, rjedi je od sekundarnog. ACTH ovisan
poremecaj naziva se Cushingova bolest. Uzrok prekomjernog ACTH moze biti pituitaran
ili ektopican, ali u svakom slucaju dovodi do hiperplazije kore nadbubrezne zlijezde.
Iznimno rijetko do bolesti dovodi visak CRH kao tercijarni poremecaj. Na slici 7
prikazani su mehanizmi nastanka endogenog sindroma gdje lijevi prikaz predstavlja

Cushingovu bolest, srednji ektopi¢ni ACTH sindrom, a desni adrenalni sindrom. (6, 15)

Slika 7. Mehanizmi nastanka endogenog Cushingovog sindroma (6)

Bolest se moze lije€iti na viSe nac¢ina, ovisno o uzroku. Ukoliko se radi o tumorskoj
izraslini, hipofize, ektopi¢cnom tumora koji stvara ACTH ili tumoru adrenalnog podrijetla,
rjeSenje je kirursko otklanjanje. Kod adrenalnih izraslina izbor je jednostrano otklanjanje
zlijezde, ali je potrebna dozivotna glukokortikoidna supstitucija hormona. Za sniZavanje
koncentracija kortizola koriste se inhibitori steroidogeneze i antagonisti glukokortikoida,
ali je vrlo bitno praéenje koncentracija kortizola i ACTH tijekom terapije. Najnovija
istrazivanja sugeriraju da bi inhibitori proopiomelanokortin (POMC) transkripcije mogli
u buduénosti imati veliku vaznost u lijeCenju Cushingove bolesti jer bi kodili sintezu

ACTH i time smanjivali njegovu koncentraciju u cjelokupnoj cirkulaciji. (9, 16)
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1.5.3. Kongenitalna adrenalna hiperplazija (KAH)

Poremecena funkcija kore nadbubrezne Zlijezde moze biti posljedica poremecene
adrenokortikalne insuficijencije u novorodencadi je kongenitalna adrenalna hiperplazija
(KAH) kod koje dolazi do nedostatka kortizola uz pretjeranu produkciju adrenalnih
androgena. Zbog manjka kortizola dolazi do pojacanog stvaranja ACTH koji stimulira

koru Zlijezde i dovodi do njene hiperplazije in utero. (6, 15)

Bolest je genetska, a osnova su mutacije gena adrenokortikalnih enzima koji su
odgovorni za sintezu kortizola s posljedi¢nim gubitkom njihove funkcije. Nasljeduje se
po autosomno recesivhom obrascu. Najc¢eS¢e su pogodeni 2la-hidroksilaza 1 11f-

hidroksilaza, a ostali su iznimno rijetko pogodeni. (6, 15)

Nepravilna biosinteza kortizola dovodi do nakupljanja prekursora kortizola koji su
zapravo androgeni pa se stoga radi o nakupljanju androgena. To dovodi do virilizacije
zenske djece, dok su muska djeca najéesée nepogodena u vidu spolnog sazrijevanja. Osim
pristup je supstitucija glukokortikoida koji je neizmjerno vazno pratiti da bi se postigli

pozeljni terapijski ucinci. (6, 15)

1.6. Kortizol u laboratorijskoj evaluaciji poremecaja kore

nadbubreZne Zlijezde

Laboratorijska evaluacija funkcije kore nadbubrezne zlijezde obuhvaca mjerenje
steroidnih hormona koje zlijezda izlu¢uje 1 njihovih metabolita u razli¢itim vrstama
bioloskih uzoraka. Obzirom da poremecen rad Zlijezde, u ovom slucaju kore nadbubrezne
zlijezde, s posljedi¢nim odstupanjem koncentracija hormona od fizioloskih dovodi do
klini¢kih sindroma raznovrsnih klini¢kih slika, odredivanje koncentracija steroidnih
hormona je od esencijalne vaznosti za dijagnoze Sirokog spektra endokrinoloskih
poremecaja u koje spadaju i adrenalna insuficijencija, Cushingov sindrom te KAH.
Mjerenje steroidnih hormona, u prvom redu Kortizola, pronalazi svoju primjenu u probiru
bolesnika, postavljanju dijagnoze, pracenju tijeka bolesti te pracenju odgovora bolesnika

na terapiju. (6)
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Kortizol daje direktnu procjenu rada nadbubrezne Zlijezde. Ukoliko se iskljuce
sekundarni poremecaji, kod primarnih odredivanje kortizola predstavlja kljucni

parametar u postavljanju dijagnoze.

Zbog biokemijskih specifi¢nosti kortizola mjerenje ovog hormona ima odredene
prepreke 1 joS uvijek se pokuSava definirati optimalna metoda za odredivanje
koncentracije kortizola. Uzorci koji se najéesce koriste za mjerenje razina kortizola su
serum ili plazma, slina i mokrac¢a. Izbor ovisi o klinickim sumnjama i indikacijama, a

najto¢nija dijagnostika dobiva se podudarnim rezultatima viSe vrsta testova. (4, 6, 8)

Mijerenje cirkulacijskih koncentracija kortizola je najdirektnija metoda mjerenja
hormonske aktivnosti. Cirkadijalni ritam predstavlja problem kod mjerenja serumskih i
plazmatskih koncentracija te je vrlo bitno vrijeme uzorkovanja. Nemoguce je procijeniti
iz serumskih koncentracija relativne vrijednosti tijekom odredenog perioda. Takoder,
manji dio serumskog kortizola je slobodan i bioloski aktivan. Bilo kakva vrsta stresa
utjeCe na rezultate testiranja, a stres za pacijenta je u odredenoj mjeri i samo vadenje krvi.
Vece klini¢ko znacenje imaju provokativni testovi koji mogu biti supresijski ili
stimulacijski jer ispituju predvidljivo izlu¢ivanje hormona, a opazene promjene u

izlu¢ivanju hormona upucuju na bolest. (6, 8)

NajceS¢e su za mjerenje serumskih koncentracija kortizola koristene
imunokemijske metode i masena spektrometrija. Medutim, metode su tehnic¢ki zahtjevne
te ukljucuju oslobadanje kortizola s CBG-a. Imunokemijsko odredivanje koncentracije
kortizola podlozno je utjecaju interferencija. Najznacajnija interferencija imunokemijskih
metoda je krizna reaktivnost antitijela koristenih u testovima s drugim steroidima zbog
slicne kemijske strukture. Postoji moguénost mjerenja slobodnog plazmatskog kortizola,

ali su metode jos uvijek neprakti¢ne jer zahtijevaju previSe vremena. (6, 8)

Slina je jedna od prihvatljivih vrsta uzoraka za pracenje koncentracije kortizola. U
slinu kortizol ulazi difuzijom pa izmjerene koncentracije u slini reflektiraju cirkadijalni
ritam, odnosno najvece su koncentracije ujutro, a najmanje navecer. Znacajni problem
odredivanja salivarnih koncentracija kortizola je nedostatak osjetljivih metoda budu¢i da
salivarni kortizol predstavlja jednu desetinu serumskog. Kod mjerenja noénih

koncentracija to predstavlja veliki problem jer koncentracije padaju ispod mjerljivih.
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Moze se mjeriti imunokemijskim i masenospektrometrijskim metodama. Zbog

neinvazivnosti moze se koristiti kao alternativa serumskom mjerenju kortizola. (6, 8)

Urinarni kortizol predstavlja slobodnu frakciju kortizola koja se filtrira u bubrezima
i izlucuje nepromijenjena. Dobro reflektira endogene koncentracije kortizola. Uzorak
izbora je 24-satna mokraca koja iskljucuje utjecaj cirkadijalnog ritma buduéi da se u
takvom uzorku mjeri koncentracija slobodnog kortizola izlucena tijekom ¢itavog dana.
Mjerenje ne ovisi 0 CBG-u jer se mjeri samo bioloski aktivna slobodna frakcija. Medutim,
sakupljanje 24-satne mokrace ovisi direktno o pacijentu, stoga je uvijek delikatan uzorak
za interpretaciju nalaza buduci da je podlozan predanalitickim greSkama koje se ve¢inom
odnose na sam postupak sakupljanja. Danas je najcesce primjenjivana tehnika za mjerenje
urinarnog kortizola kromatografija. Metoda eliminira kriznu reaktivnost antitijela s
drugim analitima koja predstavlja problem imunokemijskog odredivanja tako da je visoko
specifi¢na za kortizol. S druge strane, osjetljivost mjerenja predstavlja odredenu prepreku
buduci da se rezultati mjerenja osoba s blazim oblicima Cushingova sindroma kre¢u oko
grani¢nih vrijednosti. Kortizol u 24-satnoj mokra¢i Smatra se superiornijim testom u
odnosu na mjerenja kortizola u drugim vrstama uzoraka jer je interpretacija rezultata
pojednostavljena obzirom da nema utjecaja cirkadijalnog ritma, a neke analitiCke
interferencije su eliminirane zbog samih metoda koje se primjenjuju za mjerenje.
Konstantnim napretkom metoda dostupni testovi pruzaju sve vecu specificnost, a vrijeme
izvodenja testa se znaCajno smanjuje. No, jo§ uvijek postoje nedoumice oko

vjerodostojnosti rezultata. (6, 8, 17)
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2. CILJ RADA

Cilj rada je odrediti kortizol u 24-satnoj mokraci pacijenata s uputnom dijagnozom
poremecéaja nadbubrezne zlijezde te interpretirati dobivene rezultate shodno

patofizioloskim obiljezjima pojedinih poremecaja kore nadbubrezne Zlijezde.

Izmedu ostalog svrha rada je opisati vaznost odredivanja kortizola u uzorku 24-
satne mokrace kao jednog od dijagnostickih parametara za postavljanje dijagnoze i

pracenje tijeka bolesti kod bolesnika s poremecajem kore nadbubrezne Zlijezde.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

Iz populacije pacijenata Klini¢ckog bolnickog centra (KBC) Split odabrano je 10
pacijenata s uputnom dijagnozom koja je ukljucivala neki od poremecaja kore
nadbubrezne Zlijezde kao i zahtjev za odredivanje koncentracije kortizola u 24-satnoj

mokraci.

Od 10 odabranih pacijenata dva pacijenta upucena su na odredivanje kortizola u 24-
satnoj mokra¢i s uputnom dijagnozom Cushingova sindroma, tri pacijenta s uputnom
dijagnozom hipopituitarizma, odnosno hipofunkcije hipofize, jedan pacijent s uputnom
dijagnozom dobrocudne novotvorine nadbubrezne Zlijezde, jedan pacijent S uputnom
dijagnozom prirodenog adrenogenitalnog poremecaja (KAH) s kompletnim deficitom
21a-hidroksilaze, jedan pacijent s uputnom dijagnozom adrenogentialnog poremecaja
nedefinirane etiologije, jedan pacijent s uputnom dijagnozom primarne adrenokortikalne
insuficijencije (morbus Addison) i jedan pacijent s uputnom dijagnozom kombinacije
adrenogenitalnog poremecaja i hipopituitarizma. Broj pacijenata s pojedinom uputnom
dijagnozom u ukupnom broju pacijenata prikazan je na slici 8. Dobiveni rezultati

interpretirat ¢e se u odnosu na uputne dijagnoze pacijenata.

Broj pacijenata s pojedinom uputnom dijagnozom na ukupan broj
ispitanika

= Cushingov sindrom (primarni
I sekundarni)

= adrenalna insuficijencija
(primarna i sekundarna)

KAH

KAH/hipopituitarizam

Slika 8. Raspodjela ispitanika prema uputnim dijagnozama

17



3.2. Metode

3.2.1. Protokol za prikupljanje 24-satne mokrace

Uzorak izbora za odredivanje urinskog slobodnog kortizola (eng. ,,urinary free
cortisol “, UFC) koji se bubrezima izlu¢uje nepromijenjen je 24-satna mokraca, odnosno
mokraca sakupljena tijekom vremenskog intervala od 24 sata u prikladan spremnik.
Uzorak se sakuplja u bolnici za bolnic¢ke pacijente, a za sve ostale pacijente izvan bolnice,
tj. bez kontrole medicinskog osoblja. Na ispravnost uzorka utjec¢e informiranost pacijenta
0 samom postupku kao i razumijevanje uputa dobivenih od strane lije¢nika ili
laboratorijskog osoblja. Rezultati direktno ovise o nacinu i to¢nosti prikupljanja mokrace,
stoga je uvijek upitna vjerodostojnost podataka dobivenih analizom 24-satne mokrace
obzirom da su pacijenti rijetko svjesni vaznosti utjecaja predanalitickih ¢imbenika na

rezultate pretraga. (18, 19)

Svaki laboratorij mora imati jasne upute za prikupljanje 24-satne mokrace. KBC

Split ima objavljene svoje upute na internetskoj stranici KBC-a (www.kbsplit.hr). Prema

uputama, prije samog pocetka sakupljanja mokrace, u laboratoriju treba uzeti predvidenu
posudu za sakupljanje. Primjeri spremnika za prikupljanje 24-satne mokrace prikazani su
na slici 9. Ukoliko je pacijent sprijeen uzeti spremnik za sakupljanje 24-satne mokrace

u laboratoriju KBC-a Split prihvac¢a se uzorak koji je donesen u ¢istoj posudi.

da- [5][%][@|E
_ horizontalna posuda - pogodna SOPCVIEROT / \ L

i je mjest:
za pohranjivanje u hladnjacima Zauzima maje mjesta

veliki otvor - olaksava
pacijentima postupak sakupljanja

rucka

mali otvor - prebacivanje
uzorka u druge spremnike

mierna oznaka

tamno obojane posude -
za fotoosjetljive analite

Slika 9. Spremnici za sakupljanje 24-satne mokrace (20)

Pacijent mora definirati vrijeme pocetka prikupljanja mokrace, npr. 7:00 sati. U

definirano vrijeme mjehur se treba isprazniti, a ta porcija mokra¢e odbaciti. Svaka
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sljede¢a izmokrena porcija, u periodu od 24 sata, treba se prikupiti. Zadnja prikupljena
porcija mokrace je prva jutarnja mokraca sljede¢eg dana, odnosno izmokrena mokraca u
definiranom vremenu pocetka prikupljanja sutradan. Iznimno je vazno prikupiti i donijeti
svu koli¢inu mokrac¢e izmokrenu tijekom 24-sata. Ukoliko cijeli volumen mokrace nije
prikupljen i donesen na mjerenje, rezultati analiza u takvom uzorku bit ¢e netocni.

Takoder je vazno naglasiti da se mokraca ne moze sakupljati tijekom menstruacije.

Za odredivanje kortizola u uzorku 24-satne mokrace potrebno je mokrac¢u sakupljati
u Cistu posudu bez konzervansa. Treba se izmjeriti ukupni volumen mokrace izmokren u
24 sata (1/24h), odnosno diureza, a potom mali dio mokrace preto€iti u manji spremnik za
analizu. Tako prikupljena mokraca stabilna je sedam dana ¢uvana na 2 — 8°C, a i do Cetiri
mjeseca na -20°C. Shematski prikaz protokola za prikupljanje 24-satne mokrace za

odredivanje kortizola prikazan je na slici 10.

1. odabir prikladanog spremnika
o(ist
*bez konzervansa

2. definiranje vremena pocetka prikupljanja
*praznjenje mjehura
*odbacivanje prve mokrace

p
- —
3. sakupljanje svake sljedece mokrace u 24 sata
+sakupljanje kompletnog volumena
*zadnja prikupljena mokraca: prva jutarnja mokraca
sljede¢eg dana |
S

4. mjerenje volumena 24-satne mokrace

*mjerenje volumena (1/24h)
sprebacivanje u manje spremnike

5. OBRADA | ANALIZA UZORKA

Slika 10. Prikupljanje 24-satne mokracée
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3.2.2. Imunokemijsko odredivanje kortizola u mokra¢i automatiziranom

metodom ECLIA

Prikupljeni uzorci 24-satne mokrace obradeni su i analizirani u Zavodu za
medicinsku laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split prema protokolu proizvodaca testa
Roche , Elecsys Cortisol”. Protokol se odnosi na automatiziranu kvantitativnu
kompetitivnu imunokemijsku metodu odredivanja ukupnog urinarnog kortizola na

automatskom analizatoru Cobas 6000.

Kompetitivne imunokemijske metode baziraju se na reakciji analita i antitijela pri
¢emu nastaje kompleks analit-antitijelo koji se mjeri indirektno preko obiljezivaca.
Temelje se na specificnosti vezanja pojedinog antitijela s tocno specifi¢nim analitima.
Kompeticija oznac¢ava natjecanje izmedu mjerenog analita iz uzorka koji je neobiljezen s
obiljeZenim analitom iz reagensa za vezna mjesta antitijela koja su ograni¢enog broja. Sto
je koli¢ina mjerenog analita iz uzorka veca to ¢e se manji broj obiljeZenog analita iz
reagensa vezati i dati signal Sto znaci da je signal mjerenja obrnuto proporcionalan
koncentraciji mjerenog analita. Odnos signala i koncentracije mjerenog analita prikazan
je naslici 11. Koristi se reagens ograni¢ene i definirane koncentracije obiljezenog analita

kako bi se kvantitativno mogla odrediti koncentracija mjerenog analita. (21)

signal | —

koncentracija analita

Slika 11. Odnos signala kompetitivne imunokemijske metode i koncentracije

analita (22)

Imunokemijske metode podlozne su interferencijama od kojih je ucestalija krizna

reaktivnost antitijela s drugim analitima. Obzirom da kortizol spada u skupinu steroida
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koji imaju vrlo sli¢éne kemijske strukture antitijela namijenjena njegovom mjerenju
podlozna su kriznim reakcijama s drugim steroidima. U svrhu eliminacije kriznih reakcija
1 drugih necistoca koje interferiraju s mjerenjima radni protokol podijeljen je u dva dijela.
Prvi dio protokola ¢ini manualna ekstrakcija i otapanje kortizola, a drugi dio protokola
¢ini automatizirana elektrokemiluminiscentna ~ metoda mjerenja (eng.

. electrochemiluminiscence immunoassay ““, ECLIA).
3.2.2.1.  Ekstrakcija i otapanje kortizola

Budu¢i da su imunokemijske reakcije podlozne kriznim reakcijama, a mokra¢om
se izluCuju razgradni metaboliti steroida koji bi interferirali upravo kriznim reakcijama
potrebno je ekstrahirati kortizol iz uzorka 24-satne mokra¢e pomocu diklormetana. Ovim
postupkom se dobiva prociS¢eni uzorak kojim se smanjuju interferirajuce reakcije koje

daju netoc¢ne rezultate pri mjerenju.

Diklormetan je organsko otapalo koje uzorak odvaja u dva tekuca sloja. Kortizol je
topiv u diklormetanu, dok njegovi metaboliti zaostaju u vodenom sloju koji se odvaja kao
nadsloj i tako se moze eliminirati. Prema tome, u ostatku ostaje kortizol otopljen u

diklormetanu. (8)

Mokracu je prije samog radnog procesa potrebno kratko centrifugirati da bi se
homogenizirao sadrzaj koji se u njoj nalazi. U staklenu epruvetu otpipetira se 600 pL
iscentrifugirane mokrace i 3 mL diklormetana te dobro promijesa. Smjesa se inkubira 7
minuta na sobnoj temperaturi te se tijekom tog perioda sadrzaj povremeno promijesa.
Nakon inkubacije smjesa se centrifugira 5 minuta na 14009 da se odvoje slojevi. Vodeni
sloj 1 medusloj (ako ga ima) se otklone 1 bace, a 1.5 mL sloja s diklormetanom otpipetira
se u Cistu staklenu epruvetu. Sadrzaj nove epruvete se postepeno posusi u vodenoj kupelji
tako da tekucina ispari. U ovom trenutku kortizol je zalijepljen na stijenkama epruveta.
Suhi ostatak u kojem se nalazi kortizol otopi se s 300 uL Elecsys Diluent Universal
reagensa tako da se pomocu njega sakuplja sav kortizol sa stijenki mijeSanjem. Epruvetu
je nakon dodavanja reagensa potrebno zacepiti gumenim ¢epom. Otapanje kortizola je
gotovo kada teku¢ina moZe slobodno kliziti po stijenkama bez zaostajanja i praznih
prostora po kojima tekuc¢ina ne mozZe pro¢i. Tako pripremljeni sadrzaj inkubira se 30
minuta na sobnoj temperaturi. Ovaj uzorak sluzi za imunokemijsko odredivanje

koncentracije kortizola.
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Ovako pripremljen uzorak stabilan je kao i prvobitni uzorak: sedam dana na 2 —

8°C 1ili Cetiri mjeseca na -20°C. Prosjecni prinos ekstrakcije odreden je 94%.
3.2.2.2.  Automatizirana ECLIA

Elektrokemiluminiscentna imunokemijska metoda (ECLIA) jedna je od
imunokemijskih tehnika odredivanja analita ¢iji se signal imunoreakcije bazira na
elektrogeneriranoj kemiluminiscenciji, odnosno elektrokemiluminiscenciji (ECL). Pojam
elektrokemiluminiscencije oznacava svojstvo luminiscencije odredenih tvari izazvano
elektricnom strujom, tj. prijenosom visoko-energijskih elektrona na povrsinu elektroda.
Princip elektrokemiluminiscentne emisije svjetla prikazan je na slici 12. U prvom koraku
prijenosom elektrona na elektrodama formiraju se elektrogenerirani ioni; jako reducirani
1 jako oksidirani reaktanti. Dalje se dogada prijenos elektrona izmedu elektrogeneriranih
iona ¢ime se oksidirani reaktant vraca u prvobitno stanje, a reducirani prelazi u pobudeno.
ECL signal se detektira kada se reaktant vraca iz pobudenog u osnovno stanje pri cemu
emitira foton odredene valne duljine Cija je energija (hv) jednaka razlici energija ta dva

energijska stanja. (23)

katoda anoda
- reaktant A reaktant B [
e
L 4
y
_ ¥
jako e jako
reducirani oksidirani
reaktant A reaktant B
pobudeno ¢ ’

stanje ] |
reaktanta @ @ reaktant B
A
/ hv

reaktant A

Slika 12. Princip ECL emisije svjetla (23)
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ECLIA testovi mogu biti primijenjeni u razli¢itim oblicima koji su shematski
prikazani na slici 13 gdje shema a) predstavlja direktnu ECLIA reakciju, shema b)
kompetitivnu ECLIA reakciju, a shema c) ,,sendvi¢“ ECLIA reakciju. Kod direktne
reakcije obiljezeno antitijelo daje proporcionalni signal koncentraciji analita jer se pri
vezanju s analitom emitira signal. Kompetitivna ECLIA daje obrnuto proporcionalni
signal jer se signal emitira samo pri vezanju egzogenog analita koji se natjece s mjerenim
analitom za vezno mjesto antitijela. Sendvi¢ ECLIA koristi dva antitijela od kojih
primarno ,,hvata“ analit, a sekundarno s obiljezivatem se veze na analit uslijed Cega se

emitira signal s obiljezivaca.

(a) (b) (c)

td
<
'.'.Jo.‘
-
e
e
.

Slika 13. Oblici ECLIA reakcija (23)

Kompetitivni ECLIA princip detekcije primijenjen je na odredivanje kortizola u
bioloskim uzorcima i to komercijalnim kompletom reagensa ,, Elecsys Cortisol* koji je
namijenjen za rad na uredajima Cobas. U testu se koristi poliklonsko antitijelo obiljezeno
biotinom specifi¢no usmjereno na kortizol. Poliklonska antitijela su heterogena skupina
antitijela koja se mogu vezati za razliite epitope analita. Koriste se mikrokuglice
oblozene streptavidinom koji se veZze za biotin i njihova interakcija veze kompleks analit-
antitijelo za ¢vrstu fazu. Kao obiljezivac¢ u testu, koristi se kompleks rutenija kojim je
obiljezen egzogeni kortizolski derivat koji se natjeCe za vezno mjesto antitijela s
endogenim kortizolom uzorka. Kompleks rutenija osigurava visoku osjetljivost testa jer
se moze regenerirati na povrSinama elektroda, stoga je moguca detekcija kortizola pri vrlo
niskim koncentracijama. U tablici 2 prikazani su reagensi koji se dobivaju u kompletu s

pridruzenim volumenima. Svi reagensi su spremni za upotrebu, odnosno ne zahtijevaju
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pripremu. Komplet reagensa ne ukljucuje kalibratore, kontrole, pufere za odrzavanje

sustava ni diluente koji se nabavljaju zasebno. (21, 23)

Tablica 2. Reagensi Elecsys Cortisol

oznaka reagens volumen (mL)

mikrokuglice obloZene
M o 6.5
streptavidinom

biotinizirana anti-
R1 . o 9
kortizolska antitijela

kortizol-peptid-rutenijski
R2 9
kompleks

Test ukupno traje 18 minuta 1 ukljuc¢uje dvije inkubacije. Tijekom prve inkubacije
20 puL uzorka inkubira se s reagensima R1 i R2 te dolazi do imunoreakcije endogenih i
egzogenih analita s antitijelima. U drugoj inkubaciji dodaju se streptavidinske
mikrokuglice kojima se imunokompleksi vezu pomocu biotina za ¢vrstu fazu. Reakcijska
smjesa se aspirira u mikroplo¢ice gdje se mikrokuglice magnetski vezu za povrsinu
elektroda. Nevezane tvari ispiru se pomocu ,,ProCell “ pufera za ispiranje. Primjenom
napona na elektrode inducira se kemiluminiscentna emisija koja predstavlja signal za
mjerenje te se taj signal detektira pomoc¢u fotomultiplikatora. Shematski prikaz sustava
za mjerenje elektrokemiluminiscentnog signala prikazan je na slici 14. Izmjereni signali
se pretvaraju u rezultat koncentracije kortizola prema kalibracijskoj krivulji dobivenoj

mjerenjem signala komercijalnih kalibratora ,,Cortisol Cal Set “.

smjer
) : fotodiode

protoka iz

mikroplocice . :l 2 : 7

Z y
I % elekn{da
mikrokuglice I—

magnet

Slika 14. Shematski prikaz sustava za mjerenje ECL (23)
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Uzorci su analizirani na integriranom sustavu Cobas 6000 s imunokemijskom
jedinicom Cobas e601. Uredaj koncentraciju kortizola mjeri opisanom ECLIA metodom
u nmol/L, a dobiveni rezultati se pomoc¢u izmjerene diureze preracunavaju u nmol/dU.

Proizvoda¢ komercijalnog kita, dodatnih reagenasa i uredaja je Roche. Sustav Cobas

6000 prikazan je na slici 15.

”~ ~
_ l. _
’ ; \ | . b
£ s Rt il
T
cobas’ 6000 cobas ¢ 501 cobas ¢ 0
@ 2] 3]

Slika 15. Integrirani sustav Cobas 6000 (24)
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4. REZULTATI

Ispitivanjem 24-satne mokrace zdravih ispitanika ECLIA metodom na uredaju
Cobas 6000 odreden je od strane proizvoda¢a Roche referentni interval 100 — 379
nmol/dU (dU je volumen 24-satne mokrace u litrama). Od 10 ispitanih pacijenata Cetiri
pacijenta imala su koncentraciju kortizola ispod 100 nmol/dU, pet pacijenata preko 379
nmol/dU, a jedan pacijent imao je koncentraciju kortizola u rasponu 100 — 379 nmol/dU.
Broj pacijenata u svakoj od tih skupina pacijenata u cjelokupnom broju ispitanika

prikazan je na sici 16.

Broj pacijenata s izmjerenom koncentracijom kortizola u
24-satnoj mokraci unutar 1 izvan refernetnog intervalu

1
B < 100 nmol/dU 100 - 379 nmol/dU > 379 nmol/dU

Slika 16. Raspodjela pacijenata s izmjerenom koncentracijom kortizola u 24-satnoj

mokraci prema referntnom intervalu

U tablici 3 prikazani su rezultati odabranih ispitanika odredeni ECLIA metodom na
uredaju Cobas 6000 iz uzorka 24-satne mokrace. Rezultati u nmol/L su rezultati dobiveni

mjerenjem, a rezultati u nmol/dU su rezultati pomnoZeni s diurezom u litrama. Svi
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izmjereni rezultati su unutar detekcijskog raspona uredaja te su odredeni pomocu

kalibracijske krivulje koja je provjerena kontrolnim uzorcima ,,Preci Control Universal .

Tablica 3. Rezultati odredivanja kortizola u 24-satnoj mokra¢i ECLIA metodom

1 Cushingov sindrom

2 hipopituitarizam
dobro¢udna

3 novotvorina

nadbubrezne zlijezde

SN

hipopituitarizam

ol

Cushingov sindrom
adrenogenitalni
poremecaj
prirodeni
adrenogenitalni
poremecaj (KAH) s
kompletnim
deficitom enzima
21a-hidroksilaze
8 hipopituitarizam

adrenogenitalni
9 poremecaj;
hipopituitarizam
primarna
10 adrenokortikalna
insuficijencija
(morbus Addison)

364
25

168

77
936

190

247

22

338

2,8

1,6

2,7

2,15

2,2

2,5

2,14

0,77

11

1019
40

454

77
2012

418

618

15

17

372
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5. RASPRAVA

U sklopu postavljanja dijagnoze i odlucivanja o daljnjim terapijama odreduje se
koli¢ina kortizola koja je bubrezima izlu¢ena tijekom vremenskog razdoblja od 24 sata,
odnosno koncentracija izrazena u nmol/dU. Iz tablice 3 koja prikazuje rezultate
odredivanja kortizola u 24-satnoj mokraci odabranih ispitanika vidljivo je da pacijenti sa
slicnom koncentracijom kortizola u 24-satnoj mokraci izraZzenoj u nmol/L imaju potpuno
razli¢ite vrijednost izrazene u nmol/dU s obzirom da imaju znacajno razli¢itu diurezu
odnosno volumen mokrace izmokren unutar 24 sata kao npr. pacijent 1 i pacijent 10.
Pacijent 4 koji je izmokrio to¢no 1 litru mokra¢e unutar 24 sata ima identi¢nu
koncentraciju kortizola izraZzenu u nmol/dU, a pacijent 9 koji je izmokrio manje od litre
mokra¢e unutar 24 sata dakle ima koncentraciju izrazenu u nmol/dU manju od
koncentracije izrazene u nmol/L. Prema tome, podatak o koli¢ini dnevno izlu¢enog
kortizola bubrezima pokazuje koncentracija kortizola u nmol/dU te su stoga ispravno
prikupljena 24-satna mokraca i to¢no izmjeren volumen prikupljene mokraée unutar 24

sata uvjet tocnosti nalaza.

Medutim, uz potpuno ispravno rukovanje i obradu uzorka od strane laboratorijskog
osoblja te potpuno ispravnu laboratorijsku opremu i uredaje koji su ispravno kalibrirani i
kontrolirani pacijent moze dobiti netoCne rezultate pretrage zbog neispravnog
prikupljanja mokrace. Ukoliko je pacijent preskocio sakupljanje samo nakon jednog
mokrenja izmjerena diureza bit ¢e netocna, a time i rezultat kortizola u mokraci te
potencijalno i lije¢ni¢ka odluka. Nadalje, iznimno je bitna Cisto¢a spremnika u koji se
mokraca sakuplja. U uputstvima proizvodaca testa navodi se da npr. vrijednost preko 2
mmol/L glukoze moze interferirati s testom. 1z tog razloga urin sakupljen u boce od npr.

gaziranih pica ili sokova nikako ne moze biti prihvacen kao ispravan uzorak.

U KBC-u Sestre milosrdnice provedeno je istrazivanje o informiranosti pacijenata
0 postupku sakupljanja 24-satne mokra¢e pomocu upitnika 2012. godine. IstraZivanje je
pokazalo da vecina pacijenata nije dobila potpune ni relevantne informacije o postupku
sakupljanja mokrace ni znacaju tocnosti sakupljanja, a posljedica moze biti neto¢an
laboratorijski nalaz uslijed neispravno prikupljene mokrac¢e s direktnim utjecajem na

rezultate testova radenih u takvom uzorku. Vrlo mali broj pacijenata bio je informiran o
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spremnicima za prikupljanje i vaznosti njihove €istoce. Ti podatci upucuju na vrlo losu
informiranost opée populacije i pacijenata o postupku prikupljanja i dovode u pitanje
integritet samih pretraga obavljanih iz uzorka 24-satne mokrac¢e. Neophodno je i zapravo
obavezno to¢no informirati svakog pacijenta upucenog na pretragu koja ukljucuje
sakupljanje 24-satne mokrace te se uvjeriti da pacijent razumije upute, ali i vaznost

ispravno prikupljenog uzorka. (19)

Kod odabranih pacijenata oekuju se odredene vrijednosti koncentracija kortizola
u skladu s njihovim uputnim dijagnozama. Ocekivane vrijednosti ovise o poremecaju Koji
je dijagnosticiran ili za koji je postavljena sumnja pa tako kod hipokorticizma o¢ekujemo
snizene Vrijednosti, 0dnosno nize od donje referentne granice koja iznosi 100 nmol/dU, a
kod hiperkorticizma vrijednosti vise od gornje referentne granice koja iznosi 379
nmol/dU. Vazno je naglasiti da interpretacija ne mora nuzno pratiti navedeni obrazac
promjena koncentracija kortizola u mokraéi. U obzir se mora uzeti cjelokupna slika
pacijenta koja moze ukljucivati i znakove prisutnosti drugih bolesti te moguée analiticke

interferencije koje bi ometale izvodenje testa i ispravne rezultate.

Cushingov sindrom sam po sebi predstavlja hiperkortizolizam pa kod pacijenata sa
sumnjom na Cushingov sindrom, bilo primarni ili sekundarni, o¢ekujemo koncentracije
kortizola veée od gornje referentne granice. Pacijentima 1 i 5 trazena je pretraga kortizola
u 24-satnom urinu s uputnom dijagnozom Cushingova sindroma nedefinirane etiologije,
dok je pacijentu 3 prethodno pronadena dobro¢udna novotvorina nadbubrezne Zlijezde
Sto bi upucivalo na tumorsku masu koja potencijalno luci viSak kortizola. Koncentracije
kortizola u mokraci kod sva tri pacijenta su povisene, ali pacijent 1 ima skoro trostruko
vecu koncentraciju od gornje referentne granice, a pacijent 5 i peterostruko vecu
koncentraciju, dok pacijent 3 ima tek blago povisenu koncentraciju kortizola. Obzirom
na visoku koncentraciju kortizola u mokrac¢i, pacijentima 1 i 5 nalaz je u skladu s
Cushingovim sindromom, ali ne otkriva prirodu bolesti. 1z ove pretrage jasno je da se radi
0 hiperkortizolizmu, ali nije jasno je li osnovni problem u nadbubreznoj zlijezdi, hipofizi
ili ektopicnom tumoru koji lu¢i kortizol. Za odredivanje toCne etiologije bolesti
minimalno je potrebno odrediti jo§ koncentraciju ACTH u krvi da se razludi je li
poremecaj primaran ili sekundaran o ¢emu ovisi i sama terapija. U ova dva slucaja

kortizol u mokrac¢i nije dovoljan pokazatelj u ispitivanju bolesti. S druge strane, pacijent
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3 ima tek blago poviSenu koncentraciju kortizola u mokra¢i. U ovom sluc¢aju potvrda
hiperkortizolizma nije toliko sigurna kao u prva dva slucaja. Dobro¢udna novotvorina
koja je pronadena na nadbubreznoj Zlijezdi potencijalno moze luciti viSak kortizola, ali
sama blago povisena koncentracija kortizola u mokra¢i nije potvrda. Medutim, ukoliko
se radi 0 novonastaloj manjoj tumorskoj masi rezultat bi mogao znaciti sami pocetak
Cushingova sindroma. Takoder je moguce da se radi o blazoj verziji bolesti. Isto tako nije
definitivno da je izraslina uzrok povecanoj koncentraciji kortizola u uzorku. Moguce
objasnjenje rezultata koje ne potkrepljuje dijagnozu moglo bi biti da je uzorak
kontaminiran u spremniku s tvarima koje interferiraju s ECLIA metodom na principu
krizne reaktivnosti, npr. tvari koje su po kemijskoj strukturi steroidi pa su rezultati
zapravo lazno poviseni. [zmedu ostalog je moguce da ekstrakcija nije dobro provedena
buduc¢i da se urinom izlucuju 1 steroidni metaboliti koji mogu interferirati s antitijelima
koristenima u testu. Ukoliko se vodeni sloj nije u potpunosti uklonio iz uzorka prilikom
obrade, zaostali metaboliti u tom uzorku mogu dovesti do laznog povecanja koncentracije
kortizola. U svrhu razluc¢ivanja dileme moguce je odrediti koncentraciju ACTH u Krvi.
Ukoliko se stvarno radi o hiperkortizolizmu uzrokovanom novotvorinom nadbubrezne
zlijezde koja luci kortizol koncentracije ACTH u krvi trebale bi prema zakonitostima
HPA osovine biti snizene. (6, 9, 15, 16)

Pacijenti s uputnom dijagnozom hipopituitarizma, odnosno hipofunkcije hipofize,
predstavljaju skupinu pacijenata kod koje ocekujemo sekundarnu adrenalnu
insuficijenciju. Ocekivane vrijednosti kod ove skupine pacijenata trebale bi biti snizene
odnosno ispod 100 nmol/dU. U ovu kategoriju pacijenata spadaju pacijenti 2, 4 i 8. Sva
tri pacijenta imaju koncentraciju kortizola u mokraci ispod donje referentne granice.
Pacijent 4 ima blago sniZenu koncentraciju, pacijent 2 neSto viSe u odnosu na pacijenta 4,
dok pacijent 8 ima znacajno snizen Kortizol u mokraé¢i. Kod pacijenta 4 vrijednost
kortizola u mokraci nije toliko izrazeno snizena pa se moze posumnjati i da se mozda radi
0 nepravilnom uzorkovanju, odnosno da pacijent nije prikupio sav izmokreni volumen
urina. Medutim, na temelju koncentracija kortizola u mokra¢i moze se zakljucivati
isklju¢ivo da je kod pacijenata prisutna sniZzena koncentracija. Da bi se utvrdilo radi li se
o sekundarnoj adrenalnoj insuficijenciji, odnosno da je posrijedi stvarno hipopituitarizam
koji je doveo do hipokortizolizma potrebno je izmjeriti koncentraciju ACTH u krvi koja
bi u prilog dijagnozi trebala biti snizena. (15)
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S druge strane, pacijent 10 upucen je na pretragu s uputnom dijagnozom primarne
adrenokortikalne insuficijencije, odnosno Addisonove bolesti ¢ije obiljezje je manjak
kortizola. Ocekivana vrijednost kod ovog pacijenta bi takoder trebala biti snizena,
odnosno manja od 100 nmol/dU. Medutim, pacijent je dobio rezultat unutar referentnog
intervala vrlo blizu gornjoj granici. Ukoliko je prethodno ustanovljeno da se uistinu radi
0 Addisonovoj bolesti postoji moguénost da je pacijent ve¢ pod glukokortikoidnom
terapijom te je poslan na kontrolu terapije, a rezultati ove pretrage u tom slucaju lije¢niku
pruzaju informaciju o pacijentovom odgovoru na terapiju, odnosno pacijentu se
individualno pristupa s ciljem prilagodavanja doze njegovim potrebama. Drugo
potencijalno objasnjenje ovakvog rezultata je kontaminacija uzorka ili neispravna
ekstrakcija pa su antitijela iz testa reagirala sa zaostalim steroidnim metabolitima iz
uzorka. Takoder je moguce da pacijentov problem nije manjak kortizola te da ova
vrijednost moze i¢i u prilog isklju¢enja dijagnoze. U svakom slucaju, rezultat nije

pokazatelj uputne dijagnoze, a interpretacija tog rezultata ovisi 0 anamnezi.

Uputna dijagnoza adrenogenitalnog poremecaja, odnosno KAH-a, podrazumijeva
snizenu koncentraciju kortizola u mokraci. Za samu dijagnozu KAH-a nije dovoljan samo
podatak snizene koncentracije kortizola, ali snizena koncentracija izmedu ostalog upucuje
I u tom smjeru. Osim hipokortizolizma, dolazi do nakupljanja androgena te njihov visak
u kombinaciji s hipokortizolizmom pruza vrlo dobru osnovu za dijagnozu KAH-a.
Pacijentima bi takoder bilo potrebno odrediti koncentraciju ACTH u krvi koja u tom
slu¢aju mora biti poviSena jer zapravo poviSena koncentracija ACTH dovodi do
hiperplazije kore. Koncentracija kortizola u mokrac¢i nadopunjena koncentracijom ACTH
u krvi moze otkriti prisustvo bolesti i pobuditi sumnju na KAH. Budu¢i da se radi o
genetskoj bolesti s deficitom enzima, dijagnozu nije moguce postaviti samo na temelju
navedenih pretraga. Da bi se to¢no odredila etiologija bolesti potrebno je odrediti koji je
enzim u sintezi kortizola deficitaran. Pacijenti 6 i 7 poslani su na pretragu s uputnom
dijagnozom adrenogenitalnog poremecaja, s tim da je u uputnoj dijagnozi pacijenta 7
naveden kompletni deficit enzima 21a-hidroksilaze. Kod oba pacijenta ocekujemo
rezultate ispod 100 nmol/dU, ali kod oba pacijenta pronadeni su rezultati iznad gornje
referentne granice. Pacijent 6 ima tek neSto viSu koncentraciju od referentnog intervala
pa postoji mogucnost da je doslo do kontaminacije uzorka ili nepravilne ekstrakcije

kortizola prilikom pripreme za ECLIA metodu. Problem s ekstrakcijom je mogué kod oba
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pacijenta jer KAH sam po sebi podrazumijeva nakupljanje prekursora kortizola koji su
androgeni, ali isto tako po kemijskoj strukturi steroidi koji teoretski, ako se nadu u urinu,
mogu interferirati kriznom reaktivnoS¢u s antitijelima. Pacijent 7 u svojoj uputnoj
dijagnozi ima i etiolosku pozadinu kompletnog deficita enzima 21a-hidroksilaze pa je
vrlo vjerojatno pacijent ve¢ zapo¢eo nadomjesnu terapiju glukokortikoidima. Obzirom da
taj pacijent ima znacajniji viSak kortizola veca je vjerojatnost da je u pitanju nadomjesna
terapija. U oba slucaja rezultat kortizola u mokraci nije dovoljan za iskljucenje dijagnoze.
Potrebno je ukljuciti i ostale dijagnosticke parametre te ustanoviti radi li se zapravo o

hiperplaziji kore nadbubrezne Zlijezde. (4, 6, 15)

Pacijent 9 upucen je na odredivanje kortizola u mokraci s uputnim dijagnozama
adrenogenitalnog poremecaja 1 hipopituitarizma. Obje dijagnoze podrazumijevaju
snizenu koncentraciju kortizola, ali bi se trebale razlikovati po koncentraciji ACTH. Kod
adrenogenitalnog poremecaja koncentracija ACTH u Krvi trebala bi biti poviSena zbog
manjka Kkortizola, odnosno ocuvane negativne povratne sprege. S druge strane,
hipopituitarizam oznac¢ava da se problem nalazi u hipofizi, te da problem moze biti
manjak ACTH uslijed bolesti hipofize i da negativna povratna sprega moguce nije
o¢uvana pa posljedi¢no dolazi do hipokortizolizma. Koncentracija kortizola u mokraéi u
ovom slucaju potencijalno moze odgovoriti na pitanje postoji li problem, ali ne i koji je
problem. Pacijentov rezultat u skladu je s oCekivanim rezultatom, dakle koncentracija
kortizola izrazito je niska. Toliko niska koncentracija moze biti posljedica neispravnog
sakupljanja mokrace, a pacijent je u laboratorij donio samo 0,77 L urina $to predstavlja
nisku diurezu (normalna diureza 0,8 — 2 1/24h) i pobuduje sumnju u ispravnost
prikupljanja mokrace. Za utvrdivanje etiologije bolesti, koncentracija kortizola u mokraci
svakako nije dovoljna. Potrebno je prije svega odrediti koncentraciju ACTH u krvi.
Ukoliko je koncentracija ACTH sniZena, hipopituitarizam nije iskljuen a sniZena
koncentracija ACTH u krvi moze biti uzrok sniZzenoj koncentraciji kortizola u mokracéi.
Medutim , da bi se utvrdilo radi li se o KAH-u ili ne, potrebno je osim koncentracije
ACTH u krvi koja bi u ovom slucaju trebala biti povisena odrediti koncentraciju

adrenalnih androgena te ispitati postoji li hiperplazija kore nadbubrezne Zlijezde.

Koncentracija kortizola u mokra¢i sama za sebe nije dovoljan parametar za
postavljanje dijagnoze. Ni jednom pacijentu ne mozemo sa sigurno$¢u odrediti etiologiju

bolesti, ali ni iskljuciti postojanje bolesti iz dobivenih rezultata. Medutim, iako nije
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samostalan parametar, koncentracija kortizola u mokrac¢i usmjerava daljnje pretrage i
ukoliko je rezultat ispravan dovodi lije¢nika blize odgovoru. Nakon postavljanja
dijagnoze odli¢an je alat za individualan pristup pacijentu i prilagodavanje terapije
svakom pacijentu zasebno. Da bi se postigli mjerodavni rezultati bitna je to¢nost i
preciznost koristenih metoda, pravilna obrada i rukovanje s uzorkom, ali i prikladan

uzorak.

ECLIA metoda ima zadovoljavajuéu osjetljivost budu¢i da mjeri vrlo niske
koncentracije kortizola. Specificnost metode ima mjesta za popravak. Steroidi su
problemati¢na skupina kemijskih spojeva za imunokemijske metode zbog vrlo sli¢ne
kemijske strukture. Poliklonska antitijela su heterogena skupina antitijela koja se ne vezu
striktno za isti epitop. Izrazenost krizne reaktivnosti mogla bi se smanjiti primjenom
monoklonskih antitijela budu¢i da se sva vezu za isti epitop pa bi se primjenom
monoklonskih antitijela koja bi se vezala za epitop koji je specifican za kortizol teoretski
utjecaj krizne reaktivnosti mogao smanjiti. Isto tako Elecsys cortisol protokol
podrazumijeva ru¢nu ekstrakciju kortizola koja je podlozna ljudskim greskama. Dovoljno
specifiéna monoklonska antitijela mogla bi u potpunosti eliminirati postupak ekstrakcije
iz protokola. Slika 17 predstavlja tocke protokola koje su najée$¢i izvori neto¢nosti
rezultata odredivanja kortizola u mokraci. (25)

nije prikupljena kompletna koliCina krizna reaktivnost

mokrace neispravni reagensi
neispravan spremnik neispravan uredaj

sakupljanje 24-satne

- obrada uzorka ECLIA reakcija
mokrace

kontaminacija prilikom
prebacivanja uzorka
nepravilna ekstrakcija

kontaminacija prilikom ekstrakcije

Slika 17. Izvori neto¢nosti rezultata odredivanja kortizola u mokraéi
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Izrazito visoke ili niske koncentracije kortizola poklapaju se s uputnim dijagnozama
Sto znac¢i da njihova vjerodostojnost uglavnom ne bi trebala biti upitna. Problem je
interpretacija grani¢nih rezultata. Grani¢ni rezultati, osim pogreske u odredenom dijelu
procesa rada, mogu znaciti pocetak bolesti ili njen blazi oblik. Interpretacija takvih
rezultata bila bi znatno olakSana kada bi se povecala vjerodostojnost 24-satne mokrace

kao uzorka te smanjio utjecaj interferencija kojima su imunokemijski testovi podlozni.

Elecsys cortisol test primijenjen na 24-satnu mokra¢u koristan je u odredivanju
koncentracije kortizola kao prekretnica u daljnjim postupcima. Rezultati dobiveni
pretragom relevantni su u kontekstu ostalih parametara i anamneze. Vrijednosti same za

sebe moraju se promatrati s oprezom i svim ¢imbenicima Koji mogu utjecati na test.

34



6. ZAKLJUCAK

Vjerodostojnost odredivanja kortizola u mokra¢i podrazumijeva dovoljno
specificne 1 osjetljive metode koje su sposobne dati Sto tocnije rezultate. Rezultati
dobiveni iz uzorka 24-satne mokrace uvijek se smatraju kontroverznim i nepovjerljivim
zbog nesigurnosti u ispravnost uzorka. Vjerodostojnost 24-satne mokrace mogla bi se
povecati educiranjem pacijenata 1 podizanjem svijesti o utjecaju kvalitete uzorka na

rezultate pretraga.

Imunokemijsko odredivanje koncentracije kortizola u urinu ECLIA metodom uz
koristenje poliklonskih antitijela koristan je nacin odredivanja koncentracije kortizola.
Jasne vrijednosti, one koje visestruko odstupaju od referentnih granica ili se nalaze oko
sredine referentnog intervala, ukazuju da bolest postoji ili ne postoji te u kojem se smjeru
ona krece ili nam govore o ucinkovitosti terapije 1 pruzaju mogucnost individualnog
terapijskog pristupa. Grani¢ne vrijednosti predstavljaju problem 1 nesigurnu
interpretaciju. Smanjenjem utjecaja interferencija i eliminiranjem manualnog rada

smanjuje se mogucénost pogreske i povecava ukupna toc¢nost testa.

Kortizol sam po sebi ne predstavlja samostalan dijagnosticki parametar za
dijagnosticiranje ni jedne bolesti te se uvijek promatra u kontekstu drugih parametara,
naj¢esce koncentracije ACTH. Medutim, odredivanje kortizola u sklopu postavljanja
dijagnoze klinicara moze uputiti u odredenom smjeru i usmjeriti daljnje pretrage medu
kojima bi prva bila odredivanje koncentracije ACTH. Dakle, u laboratorijskoj evaluaciji
poremecaja kore nadbubrezne zlijezde kortizol ima velik dijagnosticki znacaj, a
ispitivanje etologije poremecaja nadopunjuje se dodatnim testovima. Odredivanje
koncentracije kortizola u 24-satnoj mokrac¢i ima znacaj u otkrivanju poremecaja kore

nadbubrezne Zlijezde, terapijskom pristupu pacijentu i praéenju pacijentovog stanja.
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9. SAZETAK

UVOD: Kora nadbubrezne zlijezde najvisSe doprinosi biokemijskom metabolizmu
makromolekula preko najpotentnijeg glukokortikoida — kortizola. Najvaznije funkcije su
mu podizanje razine glukoze u krvi i protuupalno djelovanje. Njegov rad reguliran je
osovinom hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zzlijezda negativnom povratnom spregom
preko CRH 1 ACTH koji se lu€e cirkadijalno na podraZaj stresa. Kortizol se u krvotoku
nalazi vezan za protein CBG, a uklanja se jetrom te manjim udjelom bubrezima.
Poremecaji funkcije kore nadbubrezne zlijezde kao Sto su adrenalna insuficijencija,
Cushingov sindrom i KAH odrazavaju se na koncentraciji kortizola pa se mjerenje iste
koristi u procjeni funkcije kore Zlijezde. Mjerenja se provode iz uzoraka krvi, urina i sline.

CILJ RADA: Cilj rada je odrediti koncentraciju kortizola u 24-satnoj mokraci pacijenata
s uputnom dijagnozom poremecaja nadbubrezne Zlijezde, interpretirati dobivene rezultate
shodno patofizioloskim obiljezjima pojedinih poremecaja kore nadbubrezne Zlijezde te
opisati vaznost odredivanja kortizola u uzorku 24-satne mokrace kao jednog od
dijagnostickih parametara za postavljanje dijagnoze i pracenje tijeka bolesti kod
bolesnika s poremecajem kore nadbubrezne Zlijezde.

MATERIJALI | METODE: Odabrano je 10 pacijenata KBC-a Split s uputnom
dijagnozom koja je ukljucivala neki od poremecaja kore nadbubrezne Zlijezde i zahtjev
za odredivanje koncentracije kortizola u 24-satnoj mokraci. Uzorak pacijenata obraden je
i analiziran u Zavodu za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku prema protokolu
proizvodaca testa Roche ,, Elecsys Cortisol“ koji se odnosi na automatiziranu ECLIA
metodu odredivanja ukupnog urinarnog kortizola na analizatoru Cobas 6000.

REZULTATI: Referentni interval za ovu metodu je 100 — 379 nmol/dU. Cetiri pacijenta
imala su koncentraciju kortizola ispod 100 nmol/dU, pet pacijenata preko 379 nmol/dU,
a jedan pacijent u rasponu 100 — 379 nmol/dU.

RASPRAVA: Rezultati su promatrani u kontekstu uputnih dijagnoza pacijenata te nisu
svi u skladu s o¢ekivanim rezultatima. Interpretacija rezultata ovisi o uputnoj dijagnozi i
anamnezi. Pri donoSenju medicinske odluke moraju se promatrati svi ¢imbenici koji bi
mogli utjecati na rezultat.

ZAKLJUCAK: Koncentracija kortizola u mokraéi nije dovoljan parametar za
postavljanje dijagnoze, ali usmjerava daljnje pretrage i dovodi lije¢nika blize odgovoru.
Bitna je tocnost i preciznost metode, pravilna obrada i rukovanje uzorkom te prikladan
uzorak.
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10. SUMMARY

INTRODUCTION: The adrenal cortex contributes the most to the biochemical
metabolism of macromolecules through its most potent glucocorticoid — cortisol.
Cortisol's most important functions are raising the glucose level in the blood and anti-
inflammatory action. Its work is regulated by the hypothalamus-pituitary-adrenal gland
axis by negative feedback through CRH and ACTH, which have circadian secretion upon
stress stimulus. Cortisol is bound to the CBG in the bloodstream, and is eliminated by the
liver and to a lesser extent by the kidneys. Disorders of the adrenal cortex function such
as adrenal insufficiency, Cushing's syndrome and CAH are reflected by the cortisol
concentration, so its measurement is used in the assessment of the cortex function.
Measurements are performed from blood, urine and saliva.

OBJECTIVE: The objective is to determine cortisol concentration in the 24-hour urine
of patients with a referral diagnosis of adrenal cortex disorders, to interpret the obtained
results in accordance with the pathophysiological characteristics of certain disorders and
to describe the importance of determining cortisol in a 24-hour urine sample as one of the
diagnostic parameters for establishing a diagnosis and monitoring the course of the
disease for patients with a disorder.

MATERIALS AND METHODS: 10 patients of UHC Split were selected with a referral
diagnosis of the adrenal cortex disorder and a request for the cortisol concentration
assesment in the 24-hour urine. Patient samples were processed and analyzed at the
Department for Medical Laboratory Diagnostic according to the protocol of manufacturer
Roche "Elecsys Cortisol" using the automated ECLIA method for determining urinary
free cortisol on the Cobas 6000 analyzer.

RESULTS: The reference interval for this method is determined to be 100 — 379
nmol/dU. Four patients had a cortisol concentration below 100 nmol/dU, five patients
above 379 nmol/dU, and one patient in the range 100 — 379 nmol/dU.

DISCUSSION: The results were observed in the context of referral diagnoses of patients,
and not all of them were consistent with expected results. The interpretation of results
depends on the technical performance of the method, patient and anamnesis. When
making a medical decision, all factors that could influence the test result must be
observed.

CONCLUSION: The cortisol urine concentration is not a sufficient parameter for
establishing a diagnosis, but it directs further tests and brings the doctor closer to the
answer. The accuracy and precision of the method, correct sample processing and
handling as well as e proper sample are essential for correct results.
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