Usporedivost metoda za odredivanje kortizola u
uzorku 24h mokrade

Baras, Magdalena

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split / SveuciliSte u Splitu

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:176:366695

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-11-25

Repository / Repozitorij:

== Sveudilini odjel zdravstvenih studija
= SVEUCILISTE U SPLITU Repository of the University Department for Health

Studies, University of Split

AN

zir.nsk.hr

é UNIVERSITY OF SPLIT i i O i ;O r

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:176:366695
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repo.ozs.unist.hr
https://repo.ozs.unist.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/ozs:1699
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/ozs:1699
https://dabar.srce.hr/islandora/object/ozs:1699

SVEUCILISTE U SPLITU
Podruznica
SVEUCILISNI ODJEL ZDRAVSTVENIH STUDIJA
SVEUCILISNI PRIJEDIPLOMSKI STUDIJ

MEDICINSKO LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA

Magdalena Baras

USPOREDIVOST METODA ZA ODREDIVANJE
KORTIZOLA U UZORKU 24H MOKRACE

Zavrsni rad

Split, 2024.



SVEUCILISTE U SPLITU
Podruznica
SVEUCILISNI ODJEL ZDRAVSTVENIH STUDIJA
SVEUCILISNI PRIJEDIPLOMSKI STUDIJ
MEDICINSKO LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA

Magdalena Baras

USPOREDIVOST METODA ZA ODREDIVANJE
KORTIZOLA U UZORKU 24H MOKRACE
COMPARABILITY OF METHODS FOR THE
DETERMINATION OF CORTISOL IN A 24H URINE
SAMPLE

Z.avrsni rad/Bachelor's Thesis

Mentor:
Izv. prof. dr. sc. Daniela gupe — Domi¢, mag. med. biochem.

spec. med. biokemije i lab. medicine

Split, 2024.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA
ZAVRSNI RAD

Sveuciliste u Splitu
Sveudili$ni odjel zdravstvenih studija
Prijediplomski sveu¢ili$ni studij Medicinsko laboratorijske dijagnostike

Znanstveno podrudje: Biomedicina i zdravstvo
Znanstveno polje: Klini¢cke medicinske znanosti

Mentor: Izv. prof. dr. sc. Daniela Supe-Domié, mag. med. biochem. spec. med. biokemije i lab. medicine

USPOREDIVOST METODA ZA ODREDIVANJE KORTIZOLA U UZORKU 24H MOKRACE
Magdalena Baras

Sazetak:

Nadbubrezna zlijezda sastoji se od srzi koja sintetizira kateholamine i kore koja sintetizira steroidne
hormone, pri ¢emu obje komponente imaju specifi¢ne funkcije i regulacije unutar endokrinog sustava.
Hiperfunkcija nadbubrezne zlijezde uzrokovana je prekomjernim lu¢enjem odredenog hormona, $to moze
dovesti do stanja kao $to su hiperaldosteronizam, koji uzrokuje hipertenziju i hipokalijemiju zbog viska
aldosterona ili Cushingov sindrom koji je posljedica dugotrajno povisene razine Kortizola, a odituje se
simptomima poput debljanja, slabosti misica i visokog krvnog tlaka. Hipofunkcija nadbubrezne Zlijezde
moze biti uzrokovana primarnom, sekundarnom ili tercijarnom insuficijencijom, s mogu¢im ozbiljnim
komplikacijama poput adrenalne krize, dok hipoaldosteronizam uzrokuje nedostatak aldosterona, a
Addisonovu bolest, ¢esto autoimunu, karakterizira postupni pocetak. Kortizol, hormon stresa koji se
sintetizira iz kolesterola u nadbubreznim Zlijezdama, izlu¢uje se cirkadijalnim ritmom, regulira se kroz
negativnu povratnu spregu, klju¢an je za energetski metabolizam, ravnotezu elektrolita te utjece na
imunoloski sustav, a njegov metabolizam odvija se kroz pretvaranje u kortizon i daljnji metabolizam.
Analizirano je 40 uzoraka 24h mokrace pacijenata u dobi 25 - 83 godine (30 Zena, 10 muskaraca) uz pomo¢
dvije metode mjerenja koncentracije kortizola elektrokemiluminiscentnim imunotestom (ECLIA) na Cobas
uredajima proizvodac¢a Roche Diagnostics, uz statisticku obradu podataka pomoc¢u "MedCalc "softvera.
Istrazivanje je analiziralo distribuciju podataka i usporedilo dvije metode koristenjem Kolmogorov-
Smirnov testa i Passing-Bablokove regresije. Prva metoda, koja ukljucuje ekstrakciju uzorka, nema
znacajno odstupanje od normalne distribucije, dok je druga metoda, bez ekstrakcije, pokazala znacajno
odstupanje od normalne distribucije. Rezultati regresije pokazuju znac¢ajnu proporcionalnu razliku izmedu
metoda, pri cemu metoda koja ukljucuje ekstrakciju uzorka daje dosljedno vise vrijednosti. Medutim,
sustavna razlika izmedu metoda nije znacajna, a visoka korelacija sugerira dosljednost metoda unato¢
proporcionalnim razlikama. Zakljudak istrazivanja istiGe zna¢ajne razlike izmedu dviju metoda za mjerenje
kortizola u mokraéi. Unato¢ proporcionalnim razlikama, visoka korelacija izmedu metoda ukazuje na
konzistentnost mjerenja. Ovi nalazi naglaSavaju potrebu za pazljivim razumijevanjem specificnosti i
kalibracija metoda pri interpretaciji rezultata.
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Summary:

The adrenal gland consists of a medulla that produces catecholamines and a cortex that produces steroid
hormones, both components having specific functions and regulations within the endocrine system.
Hyperfunction of the adrenal gland is caused by the excessive secretion of a certain hormone, which can
lead to conditions such as hyperaldosteronism, which causes hypertension and hypokalemia due to excess
aldosterone, or Cushing's syndrome, which is the result of long-term elevated cortisol levels, and is
manifested by symptoms such as weight gain, muscle weakness and high blood pressure. Adrenal
hypofunction can be caused by primary, secondary or tertiary insufficiency, with possible serious
complications such as adrenal crisis, while hypoaldosteronism causes a lack of aldosterone, and Addison's
disease, often autoimmune, is characterized by a gradual onset. Cortisol, a stress hormone that is
synthesized from cholesterol in the adrenal glands, secreted in a circadian rhythm, regulated through a
negative feedback loop is crucial for energy metabolism, electrolyte balance and affects the immune system,
and its metabolism takes place through conversion into cortisone and further metabolism. 40 samples of
24h urine from patients aged 25 - 83 (30 women, 10 men) were analyzed with two methods of measuring
cortisol concentration by electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA) on Cobas devices
manufactured by Roche Diagnostics, with statistical data processing using "MedCalc" software. The
research analyzed the data distribution and compared the two methods using the Kolmogorov-Smirnov test
and the Passing-Bablok regression. The first method, which includes sample extraction, has no significant
deviation from the normal distribution, while the second method, without extraction, showed a significant
deviation from the normal distribution. The regression results show a significant proportional difference
between the methods, with the method involving sample extraction giving consistently higher values.
However, the systematic difference between the methods is not significant and the high correlation suggests
the consistency of the methods despite the proportional differences. The conclusion of the research
highlights significant differences between the two methods for measuring cortisol in urine. Despite the
proportional differences, the high correlation between the methods indicates the consistency of the
measurements. These findings emphasize the need for careful understanding of method specificity and
calibration when interpreting results.
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1. UVOD

1.1 NADBUBREZNA ZLIJEZDA

Parni organ u sklopu endokrinog sustava, piramidnog oblika, smjesten uz gornji pol
svakog bubrega od kojeg je odvojen slojem masnog tkiva. Spada u skupinu zlijezda s
unutarnjim izlu¢ivanjem, $to znaéi da svoje hormone oslobada u krvotok i tako djeluje na
udaljena ciljna tkiva u organizmu. Svaka nadbubrezna zlijezda sastoji se od dva dijela
(slika 1.): unutarnje srzi, koja sintetizira noradrenalin i adrenalin te vanjske kore, koja
sintetizira steroidne hormone ukljucuju¢i mineralokortikoide, glukokortikoide i spolne

hormone. Struktura i funkcija ova dva dijela nadbubrezne Zlijezde znatno se razlikuju (1).

Anatomy of the Adrenal Gland

Adrenal

Left adrenal

—Right adrenal
gland _

Slika 1. Anatomija nadbubrezne Zlijezde

(Izvor: https://nci-media.cancer.gov/pdg/media/images/739009.jpg)



1.11 SrZ nadbubreZne Zlijezde

Cini oko 10 % ukupne teZine nadbubrezne Zlijezde te je sastavni dio simpatickog
ziv€anog sustava. Kromafine stanice, koje pohranjuju hormone u sekretorne vezikule
poznate i kao kromafine granule, sadrze dopamin, adrenalin i noradrenalin. Ovi hormoni
su fizioloski aktivne molekule poznate kao kateholamini. Kateholamini djeluju i kao
neurotransmiteri i kao hormoni zaduZeni za odrzavanje homeostaze kroz autonomni
ziv€ani sustav. Kada su stimulirane simpatickim ziv€anim impulsima, kromafine granule

se oslobadaju iz stanica i hormoni ulaze u cirkulaciju, $to je proces poznat kao egzocitoza

).

1.1.2 Kora nadbubreZne Zlijezde

Cini oko 90 % ukupne tezine nadbubrezne Zlijezde kod odraslih ljudi. I1zvana prema
unutra sadrzava tri koncentri¢ne zone (slika 2.): zona glomerulosa, zona fasciculata i zona
reticularis. Pod kontrolom kortikotropin oslobadajuceg hormona (engl. corticotropin-
releasing hormone, CRH) iz hipotalamusa, adenohipofiza Iu¢i adrenokortikotropni
hormon (engl. adrenocorticotropic hormone, ACTH) koji poti¢e koru nadbubrezne

zlijezde na stvaranje kortikosteroidnih hormona te u manjoj mjeri spolnih hormona.

Kortikosteroidi su derivati kolesterola sli¢ne strukture, ali razli¢itog fizioloskog

djelovanja pa se prema tome dijele na glukokortikoide i mineralokortikoide.

Mineralokortikoidi se sintetiziraju u zoni glomerulosi kore nadbubrezne Zlijezde, a
predstavnik je hormon aldosteron, hormon kojem je uloga odrzavanje ravnoteze vode i
elektrolita u krvi tako $to u bubrezima potice tubularnu reapsorpciju natrija te izlu¢ivanje
kalija i vodikovih iona. Osim ACTH, sintezu aldosterona kontrolira i renin-angiotenzin

sustav.

Glukokortikoidi se sintetiziraju u zoni fasciculati kore nadbubrezne zlijezde, a
predstavnik je hormon kortizol. Uloga ove skupine hormona ukljuéuje stimulaciju
glukoneogeneze, po kojoj je skupina i dobila ime, sto posljedi¢éno dovodi do porasta

koncentracije glukoze u krvi (3).



Tissue area Hormones released ~ Examples

:|- Zona glomerulosa — Mineralcorticoids — yocterone
(adrenal cortex) (requlate mineral |
balanc
Adrenal gland : y i -
- Zona fasciculata = Glucocorticoids =—— Cortisol
(adrenal cortex) (regulate glucose Corticosterone
metabolism) _Cortisone
AT - Zona reticularis —— An_drogens Dehydroepian-
3 (adrenal cortex) (stimulate drosterone
: : ' masculinization)
Superior surface of -
kidney - Adrenal medulla —— Stress hormones —  Epinephrine
(stimulate | Norepinephrine
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Slika 2. Histologija nadbubrezne Zlijezde

(Izvor: https://s3-us-west-2.amazonaws.com/courses-images-archive-read-only/wp-
content/uploads/sites/403/2015/04/21031214/1818_The_Adrenal_Glands.jpg)

1.2 HIPERFUNKCIJA NADBUBREZNE ZLIJEZDE

Kada se izlu¢uje prekomjerna koli¢ina hormona nadbubrezne Zzlijezde, vrsta

poremecaja ¢e ovisiti o tome o kojem je hormonu rijec.

1.2.1 Hiperaldosteronizam

Stanje praceno prekomjernom Sintezom aldosterona, mineralokortikoidnoga
hormona najpovrsnijeg sloja kore nadbubrezne Zlijezde, zone glomerulose. Aldosteron
poti¢e zadrzavanje natrija i vode u organizmu te izlu¢ivanje kalija mokra¢om S§to dovodi
do povecéanja krvnog tlaka i hipokalijemije. Porijeklom ovo stanje moZe biti primarno i
sekundarno, a oba se prezentiraju na slican nac¢in. Niska koncentracija i aktivnost renina
u plazmi identificiraju primarni hiperaldosteronizam zbog neodgovaraju¢e autonomne

hipersekrecije aldosterona iz disfunkcionalne zone glomerulose u nadbubreznoj zlijezdi

(4).



Primarni hiperaldosteronizam karakterizira niska koncentracija kalija u serumu i
hipertenzija, sto mozZe uzrokovati slabost misi¢a, umor, bolove ili gréeve te poja¢anu zed
i mokrenje. Osim toga, pacijenti mogu imati glavobolje, trnce u rukama i nogama te

poremecaje sr¢anog ritma, ukljucujuéi tahikardiju (5).

Sekundarni hiperaldosteronizam nastaje kao posljedica prekomjerne sinteze i
aktivnosti renina zbog raznih bolesti. U tim situacijama uspjesno lijeCenje primarne
bolesti dovodi do obnove normalne sinteze renina, angiotenzina i aldosterona, no ako
lijecenje nije uspjelo, tada se mogu dati lijekovi koji blokiraju djelovanje aldosterona na
bubrege. Vecina bolesnika sa sekundarnim hiperaldosteronizmom nema hipertenziju niti
niske koncentracije kalija u serumu. Kada se gubi sol i voda kao posljedica pretjeranog
znojenja, proljeva ili dugotrajnog povracanja, povecava se sinteza renina, a time i
aldosterona. PoviSena razina aldosterona stimulira bubrege na ponovno apsorbiranje soli
i vode iz mokrace kako bi ispravili deficite koncentracije elektrolita u serumu i volumena
Krvi (4).

1.2.2 Cushingov sindrom

Poremecaj koji se javlja kada se u organizmu stvara viSak kortizola, hormona kore
nadbubrezne Zlijezde, tijekom dugog vremenskog perioda. Kortizol se takoder naziva i
"hormonom stresa" jer pomaze pri odgovoru tijela na stres. Ovaj hormon sudjeluje u
regulaciji koncentracije glukoze u krvi, odrzavanju krvnog tlaka, smanjenju upale u

organizmu i pretvaranju hrane u energiju.

Cushingov sindrom obi¢no pogada osobe u dobnom rasponu od 30 do 50 godina, ali
moze Se pojaviti i kod djece, takoder trostruko vise pogada Zene. Postoje dvije glavne
etiologije Cushingovog sindroma, a to su endogeni hiperkortizolizam i egzogeni

hiperkortizolizam.

Egzogeni hiperkortizolizam, naj¢es¢i uzrok Cushingovog sindroma, podrazumijeva
da je poremecaj induciran dugotrajnom uporabom lijekova, naj¢esée glukokortikoida.
Ovi lijekovi koriste se za lijeCenje medicinskih stanja kao $to su reumatoidni artritis,
astma i lupus. Upotreba glukokortikoida takoder potiskuje imunoloSki sustav nakon

transplantacije organa kako bi tijelo sprijecilo odbacivanje novog organa.



Endogeni hiperkortizolizam, koji je znatno rjedi, nastaje zbog prekomjerne sinteze
kortizola u nadbubreznim zlijezdama i moze biti ovisan o adrenokortikotropnom

hormonu ili neovisan.

Adenomi hipofize koji Iuc¢e adrenokortikotropni hormon kod Cushingove bolesti i
ektopic¢na sekrecija iz novotvorina odgovorni su za adrenokortikotropni hormon ovisni
Cushingov sindrom. Hiperplazija nadbubrezne zlijezde, adenom i karcinom glavni su

uzroci Cushingovog sindroma neovisnog o adrenokortikotropnom hormonu (6).

Cushingov sindrom moze biti tesko dijagnosticirati, jer simptomi kao $to su debljanje
| umor mogu imati mnogo razli¢itih uzroka, takoder se moze zamijeniti s drugim stanjima

kao Sto su metabolicki sindrom ili sindroma policisti¢nih jajnika.

Pretrage mokrace, sline ili krvi mogu se koristiti za dijagnosticiranje Cushingovog
sindroma. Cushingov sindrom moze uzrokovati zdravstvene probleme kao §to su
infekcije, visoki krvni tlak, inzulinska rezistencija, sréani i mozdani udar, dijabetes tipa
2, gubitak kosStane mase, depresija, gubitak pamcenja ili poteskoce s koncentracijom. lako

je Cushingov sindrom izljeciv, ako se ne lije¢i moze biti fatalan.

Simptomi Cushingovog sindroma kod ljudi koji imaju vrlo visoke razine kortizola
dulje vrijeme biti ¢e jasno uocljivi, a ukljucuju (slika 3.): debljanje, okruglo lice, akne,
crvene obraze, masnu grbu izmedu ramena, tanke ruke i noge, lako stvaranje modrica,
tanku kozu, Siroke crvene strije, uglavnom na trbuhu, grudima, bokovima i ispod pazuha,

slabi misic¢i, sporo cijeljenje rana, nateCene gleznjeve.

Zene mogu imati vidak dlaka na licu, vratu, prsima, trbuhu i bedrima, a menstruacije
mogu postati neredovite ili prestati. Muskarci mogu imati smanjenu plodnost, dok djeca

s Cushingovim sindromom imaju tendenciju pretilosti i rastu sporije od druge djece (7).
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Slika 3. Simptomi Cushingovog sindroma

(Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Signs-and-symptoms-of-Cushings-disease_figl 259700558)



1.3 HIPOFUNKCIJA NADBUBREZNE ZLIJEZDE

Kada se izlucuje nedostatna koli¢ina hormona nadbubrezne Zlijezde razlog moze biti
primarna adrenalna insuficijencija koja nastaje kada postoji patologija koja utjeCe na
samu nadbubreznu zlijezdu. Sekundarna insuficijencija nadbubrezne Zlijezde posljedica
je smanjene razine hormona adrenokortikotropina (ACTH) koji se oslobada iz hipofize,
a tercijarna insuficijencija nadbubrezne Zlijezde rezultat je smanjene razine hormona koji

oslobada kortikotropin (CRH) koji se oslobada iz hipotalamusa (8).

Najozbiljnija komplikacija insuficijencije nadbubreZne Zlijezde naziva se adrenalna
kriza. Ako se odmah ne lije¢i, adrenalna kriza moZe uzrokovati smrt. Tijekom fizickog
stresa kao S§to su bolest, ozbiljne ozljede ili operacije Organizam treba mnogo viSe
kortizola nego inace. Ozbiljan nedostatak kortizola u tim trenucima moze uzrokovati po
zivot opasan nizak krvni tlak, nisku razinu glukoze u krvi, nisku razinu natrija u krvi i

visoku razinu kalija u krvi (9).

1.3.1  Hipoaldosteronizam

Klinicko je stanje karakterizirano nedostatkom aldosterona, hormona zone
glomerulose, najudaljenijeg sloja kore nadbubreznih zlijezda ili njegovim poremec¢enim
djelovanjem na razini tkiva. Zona glomerulosa jedinstvena je po tome $to posjeduje gen

CYP11B2 i enzim aldosteron sintazu koji igraju kljuénu ulogu u sintezi aldosterona (10).

Hipoaldosteronizam je povezan ili s nedovoljnom sintezom aldosterona ili s
rezistencijom na aldosteron, $to se naziva pseudohipoaldosteronizam. Bolesnici s
nedostatkom aldosterona obi¢no imaju sliéne simptome i nalaze koji ukljucuju: zastoj u
razvoju, povracanje, hiponatrijemiju, hiperkalemiju i metabolicku acidozu. Tocna

dijagnoza ovih klinickih stanja stoga moze biti izazovna (11).



1.3.2 Addisonova bolest

Stecena primarna insuficijencija nadbubrezne Zlijezde, rijedak, ali potencijalno po
zivot opasan endokrini poremecaj koji je posljedica razaranja kore nadbubrezne zlijezde
S§to dovodi do smanjene Sinteze adrenalnih hormona, ukljucujuci kortizol, aldosteron i

androgene.

Najces¢i uzrok primarne insuficijencije nadbubrezne zlijezde je autoimuni
adrenalitis, povezan s poviSenim razinama antitijela na enzim 21-hidroksilazu.
Nedostatak ovog enzima uzrokuje hiperplaziju nadbubrezne Zlijezde. Bilo koji proces
koji uzrokuje izravnu ozljedu kore nadbubrezne zlijezde moZze rezultirati primarnom

insuficijencijom nadbubrezne Zlijezde, odnosno nastankom Addisonove bolesti.

U vecini razvijenih zemalja najce$¢i uzrok Addisonove bolesti je autoimuna
destrukcija nadbubreznih zlijezda koja moze biti izolirani nalaz ili dio autoimunih
poliglandularnih endokrinopatija (12). Bolesnici s autoimunom bole$¢u nadbubrezne
zlijezde imaju veéu vjerojatnost da ¢e imati poliglandularni autoimuni sindrom. Ovaj
sindrom je karakteriziran zatajenjem nekoliko endokrinih Zlijezda kao i neendokrinih

organa, uzrokovanim imunoloski posredovanom destrukcijom endokrinih tkiva (13).

Ostali uzroci Addisonove bolesti uklju¢uju infekcije poput sepse i tuberkuloze. Rjedi
uzroci ukljucuju sarkoidozu, bolest nepoznate etiologije karakteriziranu nakupljanjem
upalnih stanica u granulome, zatim amiloidozu, bolest koja nastaje nakupljanjem i
stvaranjem naslaga abnormalnih proteina koji se nazivaju amiloidi, potom gljivi¢ne
infekcije te genetske poremecaje kao Sto je autosomno recesivna Wolmanova bolest,
karakterizirana nedostatkom lizosomske kisele lipaze, enzima koji sudjeluje u razgradnji

triglicerida.

Addisonova bolest obi¢no ima postupni pocetak pracen nespecifi¢nim simptomima,
Sto Cesto dovodi do odgodene dijagnoze. NajceSce se javlja tijekom drugog do treceg

desetljeca zivota.



Simptomi ukljucuju (slika 4.): umor, bol u trbuhu, gubitak tezine, muc¢ninu,
povracanje, vrtoglavicu, bol u zglobovima i misi¢ima te hiperpigmentaciju koZe i sluznica
koja je najizrazenija na podru¢jima izlozenim suncu, a Cesto se vidi kasnije u tijeku
bolesti. Ova hiperpigmentacija je posljedica povisenih razina ACTH jer hormon Koyji
stimulira melanocite potjece od istog prekursora. U mnogim slucajevima dijagnoza se
postavlja tek nakon pojave akutne adrenalne krize koja uklju¢uje posturalnu hipotenziju,

hiponatrijemiju, hiperkalijemiju, hipoglikemiju, tesku dehidraciju i ok (12).
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Slika 4. Simptomi Addisonove bolesti i adrenalne krize

(Izvor: https://cdnrmi-19948.kxcdn.com/sites/default/files/Disease-2021-
02/Addisons%20disease.jpg)



1.4 KORTIZOL

1.4.1  Sinteza i transport

Kortizol je glukokortikoidni hormon Kkoji se sintetizira u mitohondrijima zone
fasciculate kore nadbubrezne Zlijezde iz kolesterola uz pomo¢ hidroksisteroid
dehidrogenaza i ¢lanova superobitelji citokroma P450. Superobitelj proteina nazvanih
enzimi citokrom P450 (CYP) ukljuCeni su u sintezu i metabolizam niza stani¢nih
komponenti. Naziv "enzimi citokrom P450" izveden je zbog njihovih nekoliko
karakteristika. Vezani su za membranu stanica (cito) i sadrze hem pigment (krom i P).
Broj 450 izveden je iz spektrofotometrijskog vrha na valnoj duljini apsorpcijskog
maksimuma enzima (450 nm) kada je u reduciranom stanju i u kompleksu s ugljikovim

monoksidom.

Esterificirani  kolesterol u nadbubreZznoj zlijezdi wuskladiSten je u obliku
citoplazmatskih lipidnih kapljica. Nakon $to hipofizni hormon ACTH stimulira
nadbubreznu Zlijezdu, aktivira se enzim esteraza te slobodni kolesterol odlazi u

mitohondrij gdje se pocinje odvijati sinteza kortizola.

Metaboli¢ki, kolesterol se uklanjanjem bo¢nog lanca na C20 uz pomo¢ enzima
dezmolaze pretvara u pregnenolon koji se zatim pretvara u progesteron uz pomo¢ 3-
hidroksisteroid dehidrogenaze. Enzim 17-hidroksilaza (CYP17) katalizira pretvorbu
progesterona u 17-hidroksiprogesteron, koji se zatim pretvara u 11-deoksikortizol
djelovanjem 21a-hidroksilaze (CYP21). Posljednji korak ukljucuje 11B-hidroksilaciju
11-deoksikortizola do krajnjeg proizvoda, kortizola uz pomo¢ 11-hidroksilaze.

Glavna frakcija kortizola cirkulira vezana za proteine plazme, oko 80 % je vezano
za kortikosteroid vezni globulin (engl. corticosteroid binding globulin, CBG), a oko 10
% za serumski albumin. CBG se sintetizira uz pomo¢ estrogena, skupine steroidnih
hormona, u jetri. Jakost veze izmedu glukokortikoida i proteinskog nosaca definira
bioloski poluzivot hormona pa tako kortizol, koji se ¢vrsto veze za CBG ima poluvrijeme
zivota od oko 2 sata. Samo je slobodna frakcija kortizola bioloski aktivna, a ¢ini samo 5

- 10 % ukupne koncentracije ovog hormona (14,15).
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1.4.2 Negativna povratna sprega

IzIu¢ivanje kortizola uglavnom kontrolira osovina hipotalamus-adenohipofiza-kora

nadbubrezne Zzlijezde. Kada su razine kortizola u krvi niske, hipotalamus oslobada

kortikotropin oslobadaju¢i hormon (CRH) koji stimulira adenohipofizu na Iucenje

adrenokortikotropnog hormona (ACTH) u krvotok. Visoke razine ACTH stimuliraju

luéenje kortizola te uzrokuju porast razine kortizola u krvi. Kako razina kortizola u krvi

raste, povratno blokira oslobadanje CRH iz hipotalamusa i ACTH iz hipofize (slika 5.).

Ovaj proces naziva se regulacija negativnom povratnom spregom (16).
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Slika 5. Negativna povratna sprega

(Izvor: https://www.yourhormones.info/media/gxdfqlOk/230413-figure-1.png)
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1.4.3 Uloga

Kortizol, takoder poznat kao hormon stresa, ima vaznu ulogu u regulaciji mnogih
fizioloSkih procesa, ukljuuju¢i energetski metabolizam, odrZzavanje ravnoteze
elektrolita, odrzavanje krvnog tlaka, proliferaciju stanica kao i kognitivne funkcije.
Povecava brzinu glomerularne filtracije u bubrezima i djeluje na distalni tubul gdje potice
zadrzavanje natrija i izluCivanje kalija. Kortizol je izravno ukljuen u energetski

metabolizam kroz ucinke na sintezu i razgradnju proteina, ugljikohidrata i lipida.

Kortizol 1 njegovi sintetski derivati, kao $to su deksametazon 1 prednizon su poznati
kao glukokortikoidi zbog svoje sposobnosti  stimulacije  glukoneogeneze.
Glukoneogenezom kortizol stimulira razgradnju masti i proteina te njihovu pretvorbu u
glukozu u jetri tako S$to aktivira kljuéne enzime kao Sto su glukoza-6-fosfataza i
fosfoenolpiruvat te inhibira sintezu proteina kako bi osigurao dovoljno supstrata. Konaéni

rezultat ovog procesa je povecanje koncentracije glukoze u krvi.

U pacijenata sa teSkim stresom, kortizol osim §to olaksava sintezu glukoze, takoder
smanjuje upalu i podize krvni tlak. Kortizol djeluje imunosupresivno i protuupalno tako
Sto potice preraspodjelu cirkuliraju¢ih limfocita u koStanu srz, slezenu 1 limfne ¢vorove,
inhibira sintezu imunoglobulina i diferencijaciju monocita u makrofage, sprjecava sintezu

upalnih citokina te smanjuje sintezu histamina (16,17).

1.44  Cirkadijalni ritam

U normalnim uvjetima, bez prisutnih ikakvih stresora, kortizol u krvotok luce
nadbubrezne zlijezde u cirkadijalnom ritmu. Kod ljudi, najveca razina sekrecije kortizola
javlja se ujutro, Sto se smatra aktivnom fazom, dok je najniza sekrecija nocu (slika 6.).
Na temelju normalne fiziologije, razine kortizola nize su u poéetnom dijelu sna, do
porasta dolazi kako se san blizi kraju, dok najvise razine doseze nekoliko minuta prije

budenja.
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Kortizol je kljucni igra¢ u cirkadijalnom sustavu koji utjece na gotovo svako tkivo u
organizmu, kontroliraju¢i odredene bioloSke ciklicke funkcije. Jasne varijacije u
razinama kortizola mogu pomoci u objasnjenju funkcije kortizola u zdravlju i bolesti. Na
cirkadijalni ritam kortizola dodatno utjece vise faktora, ukljucujuci: nedostatak sna, dob,

spol, etni¢ku pripadnost i fazu menstrualnog ciklusa (14,17).

Cortisol
Hormone

| % % % —p Time of the
|

0600 <@g~ 1200 <M= 1800 2400 day (h)

Slika 6. Cirkadijalni ritam hormona kortizola

(Izvor: https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7830980/bin/ijerph-18-00676-g002.jpg)

1.45 Metabolizam kortizola

Kortizol se konjugira s glukuronskom kiselinom u jetri te dalje metabolizira u bubrezima.
Kortizol se takoder metabolizira u neaktivni kortizon pomocu 11-hidroksisteroid
dehidrogenaze tipa 2 (11B-HSD2) koja se nalazi u Zlijezdama slinovnicama, bubrezima i
kosi. Gliciretinska kiselina inhibira ovaj enzim, §to rezultira Smanjenom deaktivacijom
kortizola u inaktivni kortizon. Neki od ostalih inhibitora 113-HSD2 uklju¢uju sok od

grejpa, kao i gosipol iz biljke pamuka i ftalate (18).
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1.5 MOKRACA

Mokraca je vodena otopina organizmu nepotrebnih tvari 1 otpadnih metabolita.
Nastaje u bubrezima, glomerularnom filtracijom krvi, sakuplja se u mokra¢nom mjehuru

te se izlucuje voljnim ¢inom koji se naziva mikcija (19).

151 Kortizol u mokradi

U fizioloSkim uvjetima, bubrezi filtriraju i djelomicno reapsorbiraju slobodni
kortizol, dok se samo mali dio, priblizno 2 %, izlu¢uje nepromijenjeno putem mokrace.
Kortizol u mokraéi odrazava koncentraciju endogenog kortizola bolje nego njegovi

metaboliti.

Bolesnici s hiperkortizolemijom imaju znacajno visi bubrezni klirens kortizola od
bolesnika s normalnim kortizolom u serumu zbog brzog porasta slobodnog serumskog
kortizola nakon $to se prekoraci kapacitet vezanja kortikosteroid veznog proteina, koji
iznosi oko 500 nmol/L te zbog kontinuiranog izlu¢ivanja kortizola tijekom noéi. Stoga,
koncentracija slobodnog kortizola u 24h wuzorku mokrace dobro Kkorelira sa
koncentracijom slobodnog kortizola u serumu kod bolesnika s hiperkortizolemijom, osim

onih s teskim oSte¢enjem bubrega te se koristi kao test probira.

Kortizol u mokra¢i prvo je mjeren fluorimetrijski, a zatim su razvijeni
radioimunotest (RIA), enzimski imunotest (EIA) i kemiluminiscentni test (CLIA).
Medutim, prisutnost konjugiranih metabolita kortizola u mokraéi koji mogu krizno
reagirati s antitijelima imunoloskog testa zahtijevala je ekstrakciju slobodnog kortizola
prije analize. MijeSanjem mokrace s organskim otapalom i uklanjanjem vodenog sloja,
kortizol, koji je manje topiv u vodi od vec¢ine njegovih metabolita, moze se odvojiti prije
analize. Kako bi se dodatno poboljsala specifi¢nost testova kortizola u mokraéi, uvedena
je kromatografija koja je u pocetku sluzila kao korak procis¢avanja prije imunolos§kog

testa, a sada je postala metoda izbora (17).
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2.

CILJ RADA

Ciljevi rada su:

Opisati nadbubreznu Zzlijezdu i1 poremecaje koji nastaju kod prekomjernog i

nedovoljnog lucenja kortizola te objasniti sintezu, metabolizam i uloge kortizola

Provesti analize za odredivanje koncentracije kortizola u uzorcima 24h mokrace s

dvije ECLIA metode na dva automatizirana imunoanalizatora proizvodaca Roche

Statistickom obradom podataka usporediti metode
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 ISPITANICI

Analiza je provedena na uzorcima 24h mokrace pacijenata upucenih od strane
lije¢nika obiteljske medicine na pretragu mjerenja koncentracije Kkortizola u okviru
rutinskih dijagnosti¢kih postupaka. Upute za uzorkovanje pacijenti su dobili od strane
svoga lije¢nika, a spremnike za uzorkovanje su preuzeli u Zavodu za medicinsko

laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split.

Ukupno je analizirano 40 uzoraka pacijenata u dobi od 25 do 83 godina ukljuc¢ujuci
30 Zena i 10 muskaraca. Analiza se provela s dvije imunoloske
elektrokemiluminiscenctne metode: Elecsys Cortisol i Elecsys Cortisol 11l proizvodaca

Roche. Podaci su statisticki obradeni uz pomo¢ softverskog paketa ,,MedCalc*.

3.2 METODE

3.21 Sakupljanje 24h mokrace

Prema uputama s web stranice KBC-a Split (www.kbsplit.hr) za sakupljanje 24h

mokrace za odredivanje steroida potrebno je preuzeti posudu za sakupljanje mokraée u
laboratoriju. Pacijent je duzan odbaciti prvu jutarnju porciju mokrace te definirati vrijeme
pocetka sakupljanja, na primjer 8:00h. Nakon toga svaku sljede¢u porciju mokrace
potrebno je sakupiti u ¢istu posudu. Sljedeceg jutra potrebno je isprazniti mjehur u isto
vrijeme koje je definirano te tu porciju dodati u posudu sa sakupljenom mokrac¢om od
prethodnog dana. Vrlo je bitno sakupiti sav volumen mokrace izmokrene tijekom 24 sata

jer u protivnom prijeti opasnost od dobivanja pogresnog rezultata analize.
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3.2.2  Odredivanje koncentracije kortizola u uzorku 24h mokracée

Uzorci 24h mokraée analizirani su elektrokemiluminiscentnim imunotestom
"ECLIA" za kvantitativno odredivanje kortizola u mokraci. Koristene metode su ,,Elecsys
Cortisol“ na automatskom analizatoru Cobas 6000 integriranim s modulom za
imunoanalize Cobas e601(Roche Diagnostics) i ,,Elecsys Cortisol I11“ na automatskom
analizatoru Cobas 8000 integriranim s modulom za imunoanalize Cobas e801 (Roche

Diagnostics) (slika 7.).

Slika 7. Cobas 8000 u centralnom laboratoriju KBC-a Split na lokalitetu Firule

(Izvor: osobna galerija)

Najveca razlika izmedu ovih metoda je u samoj pripremi uzorka za analizu. Dok je
metodi tre¢e generacije dovoljno samo izmjeriti volumen i alikvotirati uzorak 24h
mokraée, kod metode prve generacije priprema je slozenija jer zahtjeva ekstrakciju
uzorka. Potrebno je 7 minuta inkubirati 600 pL uzorka s 3 mL diklormetana, centrifugirati
5 minuta na 2500g, odbaciti vodenu fazu, prenijeti 1.5 mL u Cistu staklenu epruvetu, susiti
i na posljetku razrijediti s 300 pL diluenta te inkubirati 30 minuta na 25 °C uz povremeno

mijesanje u Vortexu.
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Obje metode koriste princip kompetitivnog testa koriStenjem antitijela koje je
specificno usmjereno protiv kortizola, razlika je u tome $to se u metodi prve generacije
koristi poliklonsko antitijelo te je potrebno 20 pL uzorka, a u metodi tre¢e generacije

koristi se monoklonsko antitijelo i potrebno je 6 pL uzorka.

Endogeni kortizol u uzorku oslobada se od veznog proteina danazolom te se natjece
s egzogenim derivatom kortizola koji je obiljezen rutenijevim kompleksom za vezna

mjesta na kortizol-specifiénom biotiniranom antitijelu.

Uzorak se inkubira s kortizol-specificnim biotiniranim antitijelom i derivatom
kortizola oznac¢enim rutenijevim kompleksom. Ovisno o koncentraciji analita u uzorku i
formiranju odgovaraju¢eg imunokompleksa, ozna¢eno vezno mjesto antitijela dijelom je
zauzeto uzorkom analita, a dijelom s ruteniliranim haptenom. Nakon dodavanja
mikrocestica obloZenih streptavidinom, kompleks se ¢vrsto veze interakcijom biotina i

streptavidina (slika 8.).

!
Kortizol iz uzorka :?:-(0 » :¢:-(¢ )
& ] Streptavidinske
. ) mikrocestice :¢: »-
)#:_(’ e . :l?i-( To L Hee

Detekeija
Derivat ortizol Kortizol-specificno :?:-<’ :¢:’(’ Q
| O

obiezen rteniesim - bioinang antitijelo _
kompleksom ¢

Slika 8. Shematski prikaz mjernog principa ECLIA

(Izvor: https://lwww.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-the-ECLIA-measuring-

principle-Pretreated-samples-are_figl 260949250 - prevedeno)

18



Reakcijska smjesa se usisava u mjernu ¢eliju gdje se mikrocestice magnetski hvataju
na povrSinu elektroda. Nevezane tvari se zatim uklanjaju s ProCell M reagensom.
Primjena napona na elektrodu zatim inducira kemiluminiscentnu emisiju koja se mjeri
fotomultiplikatorom. Rezultati se odreduju putem kalibracijske krivulje koja je posebno
generirana kalibracijom u 2 tocke i prilozenom glavnom krivuljom. Analizator

automatski izraCunava koncentraciju analita za svaki uzorak u nmol/L.

Rucni izracun slobodnog kortizola u mokraci daje podatak o izlu¢ivanju kortizola
tijekom 24 sata. Potrebno je pomnoziti rezultate analizatora s volumenom 24h mokrece.
Vrijednosti utvrdene studijama s Elecsys Cortisol analizom koja obuhvaca uzorke
mokrac¢e 88 zdravih osoba, odnosno referentne vrijednosti iznose 100-379 nmol/24 h
(16).

3.2.3 Statisticka obrada

Rezultati istrazivanja analizirani su u statistickom softveru MedCalc koristec¢i
Kolmogorov—Smirnov test (K-S test) koji se koristi za provjeru slijede li dva razli¢ita
uzorka istu raspodjelu odnosno sluzi za testiranje normalnosti podataka, te Passing-
Bablok regresiju koja se odnosi na postupak usporedbe dviju varijabli, kada nije poznato

koja je varijabla nezavisna. Kao rezultat izraCunava se jednadzba pravca.
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4. REZULTATI

4.1 ELEKTROKEMILUMINISCENTNI IMUNOTEST (ECLIA)

Tablica 1. Rezultati analiza koncentracije kortizola u uzorcima 24h mokrace

UZORAK | DOB SPOL METODA 1 (nmol/L) METODA 2 (nmol/L)
1 60 Z 72 35
2 74 Z 157 86
3 54 z 54 37
4 56 z 118 71
5 41 Z 79 32
6 72 Z 49 29
7 59 z 156 59
8 71 Z 159 94
9 70 Z 164 83
10 40 z 155 63
11 36 z 137 99
12 69 Z 88 51
13 77 Z 235 71
14 76 Z 453 240
15 79 z 252 145
16 66 Z 68 29
17 27 M 213 75
18 77 M 134 52
19 49 M 127 56
20 66 M 300 246
21 61 Z 60 24
22 83 z 52 15
23 36 z 105 50
24 75 Z 32 19
25 42 Z 56 30
26 25 M 235 171
27 32 M 33 22
28 32 Z 99 45
29 64 z 73 26
30 62 z 95 51
31 26 M 89 36
32 48 Z 34 12
33 36 M 176 65
34 41 M 210 113
35 66 z 61 26
36 78 Z 108 43
37 36 z 93 34
38 68 z 46 17.5
39 29 M 141.4 25
40 71 Z 50 25




4.2 KOLMOGOROV-SMIRNOV TEST

Tablica 2. Opisna statistika dobivenih koncentracija kortizola metodom 1

Veli¢ina uzorka

Najniza vrijednost

Najvisa vrijednost

Aritmeticka sredina

95% CI za aritmeti¢ku sredinu
Medijan

95% CI za medijan

Varijacija

Standardna devijacija
Relativna standardna devijacija
Standardna pogreska srednje vrijednosti
Koeficijent asimetrije
Koeficijent zaobljenosti

Kolmogorov-Smirnov test?
za normalnu distribuciju

& Lillieforsova znacajna korekcija

40
32.0000

453.0000

125.4500

98.0858 - 152.8142
102.0000

75.0333 - 139.6445
7320.9205

85.5624

0.6820 (68.20%)
13.5286

1.7465 (P=0.0001)
4.3349 (P=0.0021)

D=0.1374
prihvatiti normalnost (P=0.0553)

(Izvor: MedCalc® Statistical Software version 22.023 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;

https://www.medcalc.org; 2024))

Tablica 3. Percentili za rezultate metode 1

Percentili

2.5 32.5000
5 33.5000
10 47.5000
25 60.5000
75 158.0000
90 235.0000
95 276.0000
97.5 376.5000

95% interval pouzdanosti

32.2524 - 55.0700
49.4209 - 88.0625
133.5624 - 225.7394
169.5801 - 414.3763

(Izvor: MedCalc® Statistical Software version 22.023 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;

https://www.medcalc.org; 2024))
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Tablica 4. Opisna statistika dobivenih koncentracija kortizola metodom 2

Veli¢ina uzroka

Najniza vrijednost

Najvisa vrijednost
Aritmeticka sredina

95% CI za aritmeti¢ku sredinu

Medijan

95% CI za medijan

Varijacija
Standardna devi

Relativna standardna devijacija

jacija

40

12.0000

246.0000

63.5500

46.2464 - 80.8536
50.5000

34.3389 - 63.6611
2927.3308
54.1048

0.8514 (85.14%)

Standardna pogreska srednje vrijednosti | 8.5547
Koeficijent asimetrije
Koeficijent zaobljenosti

Kolmogorov-Smirnov test?

za normalnu distribuciju

& Lillieforsova znacajna korekcija
(Izvor: MedCalc® Statistical Software version 22.023 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;

https://www.medcalc.org; 2024))

2.1417 (P<0.0001)
4.7963 (P=0.0013)

D=0.1952
odbiti normalnost (P=0.0005)

Tablica 5. Percentili za rezultate metode 2

Percentili
2.5

5

10

25

75

90

95

97.5

13.5000
16.5000
20.5000
29.0000
73.0000
129.0000
205.5000
243.0000

95% interval pouzdanosti

12.7573 - 26.0000
22.8419 - 36.0625
58.8125 - 107.1069
84.3950 - 244.4853

(Izvor: MedCalc® Statistical Software version 22.023 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;

https://www.medcalc.org; 2024))

22


cmd:SHOWXMINMAX?32
cmd:SHOWXMINMAX?20

0 100 200 300 400 500

METODA1
0.0, : -'. X o[, W ) mm
| 1 | 1 | 1
0 50 100 150 200 250
METODA2

Slika 9. Box-and-Whisker graf za rezultate obe metode

(Izvor: MedCalc® Statistical Software version 22.023 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2024))
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4.3 PASSING-BABLOK REGRESIJA

Tablica 6. Izracun za Passing-Bablokovu regresijsku analizu

Varijabla X METODA 2
Varijabla Y METODA 1

Veli¢ina uzorka | 40

Varijabla X Varijabla Y
Najniza vrijednost 12.0000 32.0000
Najvisa vrijednost 246.0000 453.0000
Aritmeticka sredina 63.5500 125.4500
Medijan 50.5000 102.0000
Standardna devijacija 54.1048 85.5624
Srednja standardna pogreska = 8.5547 13.5286
y = 10.846555 + 1.892047 x
Sustavne razlike
Odsjecak A 10.8466
95% CI -10.1875 - 20.2442
Proporcionalne razlike
Nagib B 1.8920
95% CI 1.6512 - 2.3750

Nasumicne razlike
Rezidualna standardna devijacija (RSD) | 19.6979

+1.96 RSD Interval -38.6080 to 38.6080

Valjanost linearnog modela

Cusumov test za linearnost Nema zna¢ajnog odstupanja od linearnosti
(P=0.30)

Spearmanov korelacijski koeficijent

Koeficijent korelacije 0.947
Razina signifikantnosti P<0.0001
95% CI 0.901 to 0.972

(Izvor: MedCalc® Statistical Software version 22.023 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2024))
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Slika 10. Graficki prikaz Passing-Bablokove regresije

(Izvor: MedCalc® Statistical Software version 22.023 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2024))
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Slika 11. Prikaz odstupanja izmjerenih rezultata od rezultata izraCunatih iz regresijske

jednadzbe

(Izvor: MedCalc® Statistical Software version 22.023 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;

https://www.medcalc.org; 2024))
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju ispitana je distribucija dobivenih podataka i usporedivala su se
dvije ECLIA metode za odredivanje koncentracije kortizola u uzorcima 24h mokrace.
Obje metode su razvijene i proizvedene od strane Roche Diagnostics. Analiza je
provedena pomoc¢u Kolmogorov-Smirnov testa kako bi se utvrdilo je li distribucija
podataka normalna i Passing-Bablok regresije kako bi se ocijenilo sistemske i

proporcionalne razlike izmedu dviju metoda.

Rezultati Kolmogorov-Smirnov testa za metodu koja zahtjeva ekstrakciju uzorka
(metoda 1) ukazuju da uzorak podataka nema znacajno odstupanje od normalne
distribucije, budué¢i da je P-vrijednost (0.0553) neSto veca od uobiCajene granice
znacajnosti od 0.05. Stoga, na razini znacajnosti od 0.05, prihvatljiva je hipoteza da
podaci dolaze iz normalne distribucije. Relativna standardna devijacija od 68.20%
ukazuje na znacajnu disperziju podataka u odnosu na srednju vrijednost. Koeficijent
asimetrije od 1.7465 (P=0.0001) i koeficijent zaobljenosti od 4.3349 (P=0.0021)
sugeriraju pozitivnu asimetriju i visoku zaobljenost distribucije, §to ukazuje na prisutnost

izuzetaka i odstupanje od savr§ene normalnosti.

Rezultati Kolmogorov-Smirnov testa za metodu koja ne zahtjeva ekstrakciju uzorka
(metoda 2) ukazuju da uzorak podataka znacajno odstupa od normalne distribucije,
budu¢i da je P-vrijednost (0.0005) manja od uobiCajene granice znacajnosti od 0.05.
Stoga, na razini znac¢ajnosti od 0.05, hipoteza da podaci dolaze iz normalne distribucije
nije prihvatljiva. Relativna standardna devijacija od 85.14% ukazuje na znacajnu
disperziju podataka u odnosu na srednju vrijednost. Koeficijent asimetrije od 2.1417
(P<0.0001) i koeficijent zaobljenosti od 4.7963 (P=0.0013) sugeriraju pozitivhu
asimetriju i visoku zaobljenost distribucije, $to ukazuje na prisutnost izuzetaka i zna¢ajno

odstupanje od savrSene normalnosti.
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Regresijska jednadzba je y = 10.846555 + 1.892047 - X. Odsjecak (A) iznosi 10.8466,
s 95% intervalom povjerenja od -10.1875 do 20.2442. Ovaj interval ukljuéuje nulu, §to
sugerira da nema znacajnog sistemskog odstupanja izmedu metoda pri niZzim
vrijednostima mjerenja. Nagib (B) iznosi 1.8920, s 95% intervalom povjerenja od 1.6512
do 2.3750. Ovaj interval ne ukljucuje 1, $to ukazuje na zna¢ajnu proporcionalnu razliku
izmedu metoda. Metoda koja ukljucuje ekstrakciju uzorka pokazuje dosljedno vece
vrijednosti u usporedbi s metodom bez ekstrakcije. Rezidualna standardna devijacija
(RSD) iznosi 19.6979, s = 1.96 RSD intervalom od -38.6080 do 38.6080. Ova mjera
pokazuje varijabilnost ostataka i ukazuje na nasumicne pogreske prisutne u mjerenjima.
Cusum test za linearnost nije pokazao znac¢ajno odstupanje od linearnosti (P=0.30), Sto
potvrduje da je linearni model prikladan. Spearmanov korelacijski koeficijent iznosi
0.947, s razinom znacajnosti P<0.0001 1 95% intervalom povjerenja od 0.901 do 0.972.
Ova visoka vrijednost korelacijskog koeficijenta ukazuje na jaku pozitivnu korelaciju
izmedu dviju metoda, §to znaci da promjene u jednoj metodi prate promjene u drugoj

metodi.

Analiza Passing-Bablok regresije pokazala je da izmedu dviju ECLIA metoda za
mjerenje koncentracije kortizola u wuzorcima 24h mokraée postoji znacajna
proporcionalna razlika, dok sistemska razlika nije znacajna. Visoka korelacija izmedu

metoda ukazuje na njihovu konzistentnost, unato¢ proporcionalnim razlikama.

U drugim istrazivanjima koja su koristila Passing-Bablokovu regresiju za usporedbu

metoda za odredivanje kortizola u uzorku 24h mokrace rezultati pokazuju:

- jaku pozitivnu korelaciju izmedu Elecsys Cortisol testa i komercijalno dostupnog

testa za kortizol, s time da Elecsys test daje 1.32 puta viSe rezultate;

- vrlo jaku pozitivnu korelaciju izmedu Elecsys Cortisol III testa i analiticke tehnike
koja kombinira razrjedivanje izotopa s tekucinskom kromatografijom i1 masenom
spektrometrijom (engl. Isotope Dilution Liquid Chromatography/Mass Spectrometry,
ID-LC/MS), ali Elecsys test daje 1.272 puta viSe rezultate.
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6. ZAKLJUCAK

Metoda koja zahtjeva ekstrakciju mokrac¢e pokazuje znacajno vece vrijednosti $to
ukazuje na potrebu za pazljivim razmatranjem kalibracija i specifi¢nosti svake metode
pri interpretaciji rezultata koncentracija kortizola. Takoder ova metoda pokazuje
distribuciju koja se moze smatrati priblizno normalnom, dok druga metoda pokazuje
znacajnu pozitivnu asimetriju i odstupanje od normalne distribucije. Unatod
proporcionalnim razlikama, visoka korelacija izmedu metoda (Spearmanov koeficijent

0.947) ukazuje na konzistentnost mjerenja izmedu dvije metode.

Ovi rezultati naglaSavaju vaznost razumijevanja specifi¢nosti razli¢itih analitickih
metoda pri interpretaciji klini¢kih rezultata. Daljnja istrazivanja mogla bi se fokusirati na
ispitivanje razloga za proporcionalne razlike i utvrdivanje koji faktori doprinose

razli¢itim ocCitanjima.
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