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1. UVOD I SVRHA RADA

1.1. Incidentalomi nadbubreZne Zlijezde

1.1.1. Definicija, epidemiologija

Adrenalni incidentalomi su tumori nadbubreznih Zlijezda koji su otkriveni
slucajno dijagnostickom slikovnom obradom koja nije ucinjena radi evaluacije funkcije
1 morfologije nadbubreznih Zlijezda (1). Incidentalomi su per definitionem slucajan
nalaz. U najvecem broju slucajeva, radi se o nefunkcionalnim adenomima nadbubreznih
zlijezda, ali moze se raditi i tumorima koji zahtijevaju daljnju obradu i terapiju npr.
karcinom nadbubreznih zlijezda, feokromocitom, hormonski-aktivan adenom ili
metastaza. Po navedenoj definiciji, tumori nadbubreznih Zlijezda otkriveni u
dijagnostickoj obradi osoba s nasljednim sindromima koji ukljuuju tumore
nadbubreznih Zlijezda nisu incidentalomi, kao ni tumori otkriveni tijekom obrade
bolesnika s poznatom tumorskom bolesti (,tumor staging®). Adrenalnim
incidentalomima se dogovorno smatraju tek tumori ve¢i od 1cm (1,2).

S razvojem slikovnih dijagnostickih metoda i rastom njihove dostupnosti, rasla
je 1 ucestalost dijagnoze incidentaloma (3). U razli¢itim serijama ucestalost
incidentaloma varirala je. Temeljem velikih obdukcijskih serija govorimo o 2% ( raspon
1.0 do 8.7%) (4-6). Ces¢i su u zena (omjer 1.7:1), i u bijele rase (7). U radioloskim
serijama, ucestalost je iznosila oko 3% u dobi od 50 godina(8,9). Ucestalost raste s dobi,
pa adrenalni incidentalomi predstavljaju rijedak nalaz u mladih ljudi, a sa starenjem

prevalencija raste te th se nalazi i u do 10% ljudi starijih od 70 godina (1,8).

1.1.2. Etiologija i patogeneza

Adrenalni incidentalomi mogu biti porijeklom iz srzi ili kore nadbubrezne

zlijezde, ali mogu biti 1 ekstraadrenalog podrijetla, benigni ili maligni. Procijenjena



ucestalost razli¢itih tvorbi i njihove prirode (maligne ili benigne) varira ovisno o tome
gledaju i se kirurske ili nekirurske serije. U Tablici 1 je prikazana etiologija i ucestalost
pojedinih vrsta incidentaloma, prema (2). Vecina adrenalnih incidentaloma su
nefunkcionalni adenomi (1,10).

Velik napredak u molekularnom razumijevanju patogeneze adrenalnih tumora
postignut je u zadnjem desetlje¢u. Signalni put cAMP-protein kinaza A (cAMP-PKA)
vazan je u regulaciji razvoja adrenokortikalnih stanica. Adrenokortikotropni hormon
(ACTH) se veZze za ACTH-receptor (receptor vezan uz G protein, kodiran MCR2
genom) u adrenokortikalnoj stanici. Vezanjem liganda na receptor aktivira se adenilil-
ciklaza, sinteza cAMP i aktivacija protein-kinaze A (PKA). Smatra se da je abnormalno
povisen signalni put cAMP-PKA klju¢ni mehanizam u patogenezi vecéine benignih
adrenokortikalnih lezija (11).

Autonomna sekrecija kortizola nalazi se u velikom broju adrenokortikalnih
adenoma. Klinic¢ki znacajnu nalazimo i u do 40% bolesnika. (7,12). Ve¢inom se radi o
ACTH-neovisnoj sekreciji kortizola iz adenoma. Ipak, u manjem dijelu slucajeva
aberantna aktivacija receptora vezanih s G-proteinom predloZeni su kao mehanizam
autonomne sekrecije (13). Mutacije u beta-kateninu (CTNNBI) koje dovode do
konstitutivne aktivacije signalnog puta Wnt Cest su nalaz u kako benignim tako i
malignim adrenalnim tumorima (14). Wnt signalni put smatra se vaZznim u
embrionalnom razvoju adrenalne zlijezde (15). U studiji Bonnet i sur. od 100 kirurski
odstranjenih adenoma, ¢ak 36% imalo je CTNNB1 mutaciju (16). Takoder somatske
aktivirajuée mutacije GNAS-a, koji kodira a-podjedinicu stimuliraju¢eg G-
proteina(GSa), nalaze se u 5-17% adrenalnih adenoma koji izlucuju kortizol (17,18). Od
inaktiviraju¢ih mutacija, opisane su mutacije PRKARIA gena u tumorima
nadbubreznih zlijezda koji proizvode kortizol. PRKR1A gen kodira regulatornu
podjedinicu protein kinaze A (PKA) i inaktiviraju¢a mutacija dovodi do konstitutivne
aktivacije cAMP-PKA signalnog puta. lako su mutacije tog gena prvo opisane u
Carneyevom kompleksu (19), rijetkom pedijatrijskom poremecaju, somatske mutacije
PRKARIA opisane su u sporadi¢nim adrenokortikalnim tumorima (19). Somatske
aktivirajue mutacije protein-kinaze A kataliticke podjedinice (PRKACA) implicirane
su pak 1 do 50% adenoma sa slikom klinicki manifestnog Cushingovog sindroma, ali ne

1 u adenomima koji proizvode manje kortizola (14,17,19). Mutacije PRKACA mogle bi



biti povezane s manjim adenomima ali viSom razinom kortizola u odnosu na adenome
bez mutacije PRKACA (17). Niza frekvencija tih mutacija u adenomima koji proizvode
manje kortizola, mogla bi biti objaSnjene zaSto u tih pacijenata ne dolazi do progresije u
manifestni Cushingov sindrom. Takoder, mutacije cikli¢ke-nukleotid fosfodiesteraze
opisane su u adenomima nadbubrezne Zlijezde. To su enzimi koji razgraduju ciklicke
nukleotide i time reguliraju razinu cAMP u stanici i1 signalni put PKA. Najcesée su

opisivane mutacije PDE11A 1 PDESB (20,21).



Tablica 1 Vrste tumora i ucestalosti

Vrsta tumora Medijan (%) Raspon (%)
Serije koje ukljucuje sve
pacijente s tvorbom NZ*

Adenom 80 33-96
Nefunkcionalni 75 71-84
Autonomna sekrecija 12 1.0-29

kortizola
Aldosteronom 2.5 1.6-3.3

Feokromocitom 7.0 1.5-14

Adrenokortikalni karcinom 8.0 1.2-11

Metastaze 5.0 0-18

Kirurske serije**

Adenom 55 49-69
Nefunkcionalni 69 52-75
Autonomna sekrecija 10 1.0-15

kortizola
Aldosteronom 6.0 2.0-7.0

Feokromocitom 10 11-23

Adrenokortikalni karcinom 11 1.2-12

Mijelolipom 8.0 7.0-15

Cista 5.0 4.0-22

Ganglioneurom 4.0 0-8.0

Metastaze 7.0 0-21

*prema (5,9,22) **prema (5,6,9,22-26)

NZ- nadbubreZna Zlijezda




1.1.3. Dijagnosticka obrada incidentaloma

Prema trenutnim smjernicama(1,27), klju¢no je paralelno odgovoriti na dva
pitanja: ima li tvorba maligni potencijal i je li funkcionalno aktivna.

Za razlikovanje benignih od malignih incidentaloma slikovna metoda prvog
izbora je nativni CT (1,28). U dijagnostici se koristi Cinjenica da su adenomi
nadbubrezne Zlijezde dobro ograni¢ene, homogene tvorbe, bogate mastima za razliku od
malignih tvorbi, §to daje tipicne niske koeficijente apsorpcije na CT-u. (29) Vrijednost
HU manja od 10 je visoko prediktivha za adenom i s velikom sigurno$¢u se moze
iskljuciti malignitet (30). Za tvorbe manje od 4cm, jasnih karakteristika adenoma na
nativnom CT-u (<10HU), nije potrebna daljnja slikovna obrada niti slikovno pracenje
(1,9). Ukoliko tvorba nema jasne radioloSke karakteristike adenoma, daljnja slikovna
obrada moze ukljucivati kontrastni CT, MR ili pozitronsku emisijska tomografija s CT-
om (PET-CT) obiljezena s fluorodeoksiglukozom (FDG) ili se moze uciniti kirur§ko
lijeCenje, ovisno o pojedinom slucaju. Za tvorbe vece od 4cm preporucuje se detaljna
obrada i individualizirana odluka multidisciplinarnog tima.

Paralelno s morfoloskim karakteristika incidentaloma potrebno je procijeniti i
funkcionalne karakteristike, tj. radi li se o sekretornom ili nesekretornom tumoru. Za

procjenu funkcionalne aktivnosti vazno je procijeniti aktivnost svih slojeva nadbubrezne

7lijezde (Slika 1).
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Slika 1 Zone nadbubreZne Zlijezde i pripadajuci produkti prema (31)



Za procjenu aktivnosti srzi potrebno je uciniti metanefrine i normetanefrine u
24h urinu kako bi se isklju¢io feokromocitom. Za procjenu aktivnosti zone fasciculate
tj. glukokortikoidne aktivnosti vazno je bolesnicima uciniti test supresije
deksametazonom. Za procjenu aktivnosti zone glomerulose (mineralokortikoidi) i zone
reticularis (androgeni) hormonski testovi se rade po indikaciji, to jest ako je prisutna
hipertenzija (renin i aldosteron) ili virilizacija, hirzutizam, ginekomastija (spolni
hormoni).

Zajednickim pristupom morfologiji 1 funkciji, u vecine bolesnika moguce je
postaviti definitivnu dijagnozu prilikom same prezentacije bolesnika. Tijek obrade

prikazan je shematski na Slici 2.
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1.1.4. Autonomna sekrecija kortizola

Autonomna sekrecija kortizola noviji je naziv za ono S§to se ranije zvalo
subklinicki Cushingov sindrom (1,31). Radi se o bolesnicima u kojih ne postoji klinicka
slika hiperkortizolizma tj. Cushingovog sindroma ve¢ samo biokemijski viSak kortizola
u dijagnostickim testovima koji ukazuje na poremecaj osovine hipotalamus-hipofiza-
nadbubrezna Zzlijezda. Poremecaj je opisao Ross jo§ 1994. i dao mu ime (31). Daljnja
istrazivanja su pokazala kako s vremenom ne dolazi do progresije u manifestni
Cushingov sindrom (5,23,32,33) i da se radi o znacajno drugacijem poremecaju od
Cushingova sindroma koji nosi ozbiljan morbiditet i mortalitet (34-36). S obzirom na
navedeno, naziv poremecaja je promijenjen u autonomna sekrecija kortizola.

Iako u bolesnika s autonomnom sekrecijom kortizola ne dolazi do progresije u
jasni Cushingov sindrom, dokazana je povezanost s drugim komorbiditetima (Tablica

2).

Tablica 2 Komorbiditeti vezani uz autonomnu sekreciju kortizola

Komorbiditet Referenca

Arterijska hipertenzija (32,37-40)
Seéerna bolest tip 2/ Intolerancija glukoze | (32,37-42)
Pretilost (32,37,38)

Dislipidemija (32,37-39)
Osteoporoza (40-42)

Iz Tablice 2 je vidljivo da se ve¢inom radi o komponentama metabolickog
sindroma, koja svaka posebno, ali i zajedno nose nepovoljnu prognozu zbog povisenog
kardiovaskularnog rizika (43). Patogeneza metabolickog sindroma u bolesnika s
autonomnom sekrecijom kortizola nije posve jasna, ali ulogu igra inzulinska
rezistencija, kao 1 u bolesnika bez adrenalnih incidentaloma, 1 posljedi¢na
hiperinzulinemija  (44). Takoder, visak kortizola samostalno utjeCe na
hipertrigliceridemiju neovisno o tjelesnoj tezini (45). Novija istrazivanja potvrduju da

autonomna sekrecija kortizola poti¢e akumulaciju visceralne masti §to ima patogenetsku




ulogu u razvitku kardiovaskularnih komplikacija (46). Istrazivanja su pokazala da
autonomna sekrecija kortizola nosi dodatni kardiovaskularni rizik, neovisan o
prisutnosti pojedinih faktora rizika (37,41,47,48) iz Cega proizlazi dodatni interes za ovo
ne tako rijetko stanje. Takoder, u istrazivanju Patrove i sur. pokazan je vis$i mortalitet u
skupini s autonomnom sekrecijom kortizola, koji nije bio pripisiv iskljucivo
kardiovaskularnim smrtima (49). Trenutno smjernice naglaSavaju individualizirani
pristup pacijentu ovisan o komorbiditetima 1 dobi pacijenta.

Temelj dijagnostike autonomne sekrecije kortizola je prekonoéni
deksametazonski test supresije. Pacijent navecer u 23h popije 1mg deksametazona, a
ujutro u 8h se odreduje vrijednost kortizola u krvi. Test je praktican jer ne zahtijeva
hospitalizaciju 1 jednostavno se provodi, ali ima svoja ograni¢enja. Deksametazon se
metabolizira preko citokroma 3A4 te svi lijekovi koji induciraju ili inhibiraju aktivnost
citokroma 3A4 utjeCu na koncentraciju deksametazona, a time i na rezultat testa (7).
Takoder, neka od stanja koja mogu utjecati na rezultate testa aktivacijom osi
hipotalamus - hipofiza - nadbubrezna zlijezda su alkoholizam, depresija, morbidna
pretilost 1 anoreksija (34). lako je deksametazonski test temelj dijagnostike, ne postoji
konsenzus svih drustava o grani¢nim vrijednostima za dijagnozu autonomne sekrecije
kortizola (1,4,50). U Tablici 3 su prikazane osjetljivosti i specifi¢nosti testa uz razlicite

grani¢ne tocke (engl. ,,cut-off™).

Tablica 3 U¢inkovitost 1mg DTS u dijagnozi ASK prema(7)

Cut-off SE(%) SP(%)
>50nmol/L 75-100 67-72
>83nmol/L 63 75
>138nmol/L 44-58 83-100

ASK - autonomna sekrecija kortizola DST - deksametazonski test supresije

SE - osjetljivost SP -specifi¢nost

Iz tablice je vidljivo da svaka grani¢na toCka ima razli€itu stopu osjetljivosti i
specifi¢nosti. Ipak, trenutno se u najve¢em broju europskih centara koriste smjernice

prikazane na Slici 1 koje obuhvacaju dvije grani¢ne vrijednosti navedene u Tablici 3.



Naime, kortizol nakon DTS visi od 138nmol/L kriterij je za jasnu autonomnu sekreciju
kortizola. Kortizol nakon DTS visi od 50 nmol/L kriterij je za moguéu autonomnu
sekreciju kortizola (1). U evaluaciji stupnja autonomne sekrecije kortizola mogu se

dopunski koristiti 1 druge pretrage: ACTH, slobodni kortizol u urinu , 1 kortizol u slini u

23h (1,7).
.\
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Slika 3 Postupnik s bolesnicima s autonomnom sekrecijom kortizola prema (1)

Po postavljenoj dijagnozi jasne autonomne sekrecije kortizola ili moguce
autonomne sekrecije kortizola, daljnje lijecenje ovisi o o dobi i stanju bolesnika kao i o
prisutnosti komorbiditeta. Unilateralnu adrenalektomiju treba razmotriti u bolesnika s
komorbiditetima koji mogu biti povezani s autonomnom sekrecijom kortizola kao $to su
hipertenzija, Sec¢erna bolest, osteoporoza ili pretilost (Slika 3). U odabiru modaliteta
lijeCenja u obzir treba uzeti i preferencije bolesnika. Takoder, u bolesnika u kojih se
planira adrenalektomija nuzno je dokazati da se radi o ACTH neovisnom tumoru. U
slucaju izbora konzervativnog lijeCenja (neoperativnog), indicirano je endokrinolosko
pracenje bolesnika uz periodicku hormonsku reevaluaciju. Zaklju¢no, u odabiru metode
lijeCenja bolesnika s autonomnom sekrecijom kortizola nuzna je odluka

multidisciplinarnog tima uz individualizaciju lijeCenja svakog pojedinog pacijenta.
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1.1.5. Bilateralni incidentalomi nadbubreZnih Zlijezda

Bolesnici s bilateralnim tumorima predstavljaju takoder izdvojenu skupinu
unutar populacije bolesnika s adrenalnim incidentalomima. Naime, bilateralni
incidentalomi se javljaju po literaturi u oko 15% bolesnika (8%-22%) s adrenalnim
incidentalomima (51-53). Njihova ucestalost jasno govori u prilog sustavnog uzroka jer
se javljaju znacajno ¢eS¢e nego Sto bi to bilo statisticki vjerojatno za dva nezavisna
dogadaja. S druge strane potvrdeni uzroci kao deficit 21-hidroksilaze, razmjerno su
rijetki (54) 1 ne objasnjavaju vecinu bolesnika s bilateralnim incidentalomima.
Etiologija bilateralnih incidentaloma razlikuje se od one unilateralnih. Dvije velike
studije koje su ukupno ukljucivale vise od 1000 pacijenata navode metastaze,bilateralnu
makronodularnu hiperplaziju i bilateralne adenome kao najcesce etiologije bilateralnih
incidentaloma (51,55). Rijetki uzroci bilateralnih incidentaloma su bilateralni
feokromocitomi, kongenitalna adrenalna hiperplazija, Cushingova bolest ili ektopicno
lu¢enje ACTH sa sekundarnom bilateralnom adrenalnom hiperplazijom (56). Nedavno
je opisano i da mutacije gena za glukokortikoidni receptor mogu biti uzrok bilateralnih
incidentaloma (57).

Osnovna obrada bolesnika s bilateralnim incidentalomima mora kao 1 u
bolesnika s unilateralnim incidentalomom odgovoriti na pitanje radi li se o malignim
lezijama 1 jesu li hormonski aktivne. Razlika je u tome $to treba iskljuciti i adrenalnu
insuficijenciju i specificno iskljuciti kongenitalnu adrenalnu hiperplaziju. Naime
destrukcija viSe od 90% adrenalnog tkiva, neovisno o etiologiji lezije, moZze dovesti do
adrenalne insuficijencije. Oblici kongenitalne adrenalne hiperplazije koji se javljaju
kasnije (tzv. ,late onset™) Cesto se dijagnosticiraju tek u odrasloj dobi npr. manjak 21-
dehidroksilaze. 1z tog razloga bolesnicima s bilateralnim incidentalomima uputno je
uciniti 1 mjerenje 17-hidroksiprogesterona (56). Ono §to treba uvijek uzeti u obzir da
nije nuZna ista etiologija oba incidentaloma te treba svaki promatrati i zasebno.

U bolesnika s bilateralnim incidentalomima vecéa je ucestalost autonomne
sekrecije kortizola nego u bolesnika s unilateralnim tumorima (58,59). Posljedice
autonomne sekrecije kortizola su veci kardiovaskularni rizik i nepovoljni ishodi (48).

Pojedina istrazivanja nisu nasla razliku u ucestalosti hipertenzije, dijabetesa 1 pretilosti u
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bolesnika s bilateralnim u odnosu na unilateralne tumore, ve¢ samo razliku u
osteoporotskim frakturama (60).

Zakljucno, slicno kao i1 u bolesnika s autonomnom sekrecijom kortizola,
lijecenje bolesnika s bilateralnim incidentalomima mora biti individualizirano i ovisno o

komorbiditetima (1,56).
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1.2. Metaboli¢ki sindrom

1.2.1. Definicija

Metabolic¢ki sindrom skup je rizicnih ¢imbenika za kardiovaskularne bolesti 1

Se¢ernu bolest tip 2. Sam pojam sindroma govori da se ne radi o jednoj bolesti ve¢ o

stanjima koja se CeS¢e pojavljuju zajedno. Komponente metaboli¢kog sindroma su

arterijska hipertenzija, centralna pretilost, hipertrigliceridemija, snizena razina HDL

kolesterola i povisena glukoza nataSte (16). Iako se o metabolickom sindromu pod tim

imenom govori 1 piSe zadnjih tridesetak godina, prva opaZanja znaCajno su starija

(61,62). Metaanalize pokazuju da bolesnici s metaboli¢kim sindromom imaju dvostruko

veci rizik od nepovoljnih kardiovaskularnih ishoda te 1.5 puta ve¢u op¢u smrtnost (63).

U literaturi je prisutno nekoliko definicija metabolickog sindroma koje se razlikuju u

nacinu definiranja i mjerenja centralne pretilosti. Prema kriterijima IDF i AHA/NHLBI

(43): tri od pet navedenih stanja predstavljaju uvjet za dijagnozu metabolickog sindroma

(Tablica 4).

Tablica 4 Kriteriji za dijagnozu metaboli¢kog sindroma

Komponenta vrijednost
povecan opseg struka za europsku populaciju:
>94cm za muskarce

>80cm za Zene

hipertrigliceridemija (ili uzimanje lijeka radi sniZenja | >1.7mmol/L
triglicerida)
snizen HDL (ili uzimanje lijeka radi povisenja HDL) <Immol/L za muskarce

<1.3mmol/L za zene

povisen krvni tlak (ii uzimanje antihipertenziva))

sistolicki  tlak>130mmHg
dijastolicki tlak>85mmHg

1/ili

povisena glukoza nataste (ili uzimanje hipoglikemika)

>5,6mmol/L
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1.2.2. Patogeneza i znacaj

S porastom unosa kalorija 1 manjkom kretanja, uslijed sedentarnog Zivotnog stila
dolazi do pojave suficita unesene energije. SuviSna energija pohranjuje se kao masno
tkivo. Svo masno tkivo nije isto - visceralna mast, u usporedbi s potkoznom, ima razli¢it
genski izrazaj i povezana je s inzulinskom rezistencijom, manjim ¢esticama lipoproteina
male gustoc¢e (LDL) 1 lipoproteina visoke gusto¢e (HDL), ali zato brojnijim LDL i
Cesticama lipoproteina vrlo male gustoée (VLDL) (64-66). Inzulinska rezistencija
dovodi do nemoguénosti beta stanica da izluce dovoljne koli¢ine inzulina i do relativne
inzulinopenije. To pak dovodi do pojacane aktivnosti hormon-ovisne lipaze i poja¢ane
lipolize triglicerida iz adipocita Sto dovodi do povecane razine slobodnih masnih
kiselina (SMK) (66). Prema portalnoj teoriji metabolickog sindroma (Slika 3), SMK iz
masnog tkiva dolaze do jetre gdje se pohranjuju kao trigliceridi.(67,68) Protok SMK u
jetri stimulira hepatalnu produkciju VLDL-a $§to rezultira hipertrigliceridemijom.
Izmjena triglicerida iz VLDL-a za estere kolesterola iz HDL-a rezultira brzim klirensom
HDL-a. Suvi$ni trigliceridi se takoder ugraduju u LDL, koji postaje atraktivniji za
hepatalnu lipazu §to pak dovodi do pojacane lipolize triglicerida i rezultira malim
gustim LDL cesticama (69). Male guste LDL cestice aterogeniji su podtip LDL-a i
sklonije su talozenju u stijenkama arterija (70). Klinic¢ki se dislipidemija pretilosti vidi
kao hipertrigliceridemija, uz snizen HDL i poviSeni omjer malog gustog LDL-a u
ukupnom LDL-u.

Povecani dotok SMK na periferiju takoder inhibira inzulinsku signalizaciju
(Slika 4). Uz inzulinsku rezistenciju u jetri, i obilje SMK kao supstrata, glukoneogeneza
je pojacana Sto dovodi do hiperglikemije. MiSi¢na pak inzulinska rezistencija dovodi do
smanjenje utilizacije glukoze u miocitima. S vremenom beta-stanice se iscrpljuju uslijed
pokusaja da kompenziraju povecanu potrebu za inzulinom uslijed inzulinske rezistencije

Sto posljedicno vodi do dijabetesa tipa 2 (69). (Slika 4)
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Razvoj hipertenzije u metabolickom sindromu je multifaktorijalan, barem
dijelom vjerojatno uvjetovan endotelnom disfunkcijom. SMK generiraju reaktivne
oblike kisika koji djeluju kao slobodni radikali i oStecuju endotel. Hiperinzulinemija
aktivira simpatikus i inhibira sintazu duSikovog oksida, §to sve uz adipocitokine
doprinosi endotelnoj disfunkciji (71). Takoder, renin-angiotenzinski sustav pojacano je
aktivan u pretilih (71).

Uz sve ranije navedeno ulogu u patogenezi metabolickog sindroma imaju 1
adipokini kao 1 brojni genetski i epigenetski faktori. Zbog brojnih ¢imbenika koji
sudjeluju u istoj, patogeneza samog sindroma nije jo§S posve razjaSnjena. Uz
dislipidemiju, Secernu bolest tip 2 i hipertenziju, metaboli¢ki sindrom povezan je
izmedu ostalog 1 s nealkoholnom bolesti jetre (72) 1 sindromom policisticnih
jajnika(73), poremecajima u kojima je takoder prisutan metabolicki disbalans, a u
patogenezi kojih se nalazi i inzulinska rezistencija.

Znacaj metabolickog sindroma je u njegovoj ucestalosti i1 riziku koji nosi. S
obzirom na epidemiju debljine, podatci govore da je u populaciji starijoj od 40 godina
prevalencija metaboli¢kog sindroma i do 40% (74). Procjene su da dijagnoza

metabolickog sindroma nosi dvostruko veci relativni rizik od kardiovaskularnih bolesti
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u iduc¢ih pet do deset godina te cak 5 puta veci relativni rizik od dijabetesa tip 2 u istom
periodu (69). Samim time prevencija metabolickog sindroma i §to bolja terapija vazan

su cilj kako javnozdravstvenih politika, tako i pojedinih lije¢nika prakti¢ara.
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1.3. Glukokortikoidni receptor

1.3.1. Grada i uloga

Glukokortikoidi su steroidni hormoni podrijetlom iz kore nadbubrezne Zlijezde.
Sudjeluju u regulaciji brojnih procesa u organizmu: metabolickoj homeostazi, upali,
imunosti, razvoju i reprodukciji. U fizioloskim dozama koriste se kao nadomjesna
terapija adrenalne insuficijencije. U suprafizioloskim, farmakoloskim dozama
glukokortikoidi suprimiraju ili preveniraju upalu i druge imunoloSki posredovane
procese te predstavljaju jedne od najcesce koristenih lijekova u medicini. (75)

Ucinak glukokortikoida posredovan je vezanjem na glukokortikoidni receptor
(GR). Glukokortikoidni receptor eksprimiran je gotovo u svim stanicama tijela te
sudjeluje u regulaciji razvoja, metabolizma, upale i imunosnog sustava. Dio je obitelji
nuklearnih receptora, ligand ovisnih transkripcijskih faktora. Gen za GR (NR3CI,
MIM#138040) nalazi se na kratkom kraku kromosoma 5 (5q31Y23)(76). Velicine je
150kB 1 sastoji se od 9 eksona: nekoliko varijanti za nekodirajuci prvi ekson 1 8 protein-
kodiraju¢ih eksona: ekson 2 do eksona 9 (77)(Slika 5). Uz nekoliko varijanti za
nekodirajuc¢i prvi ekson, alternativno izrezivanj (engl. splicing) moguce je na 3'-kraju
gdje se mogu kristiti dvije varijante eksona 9, S§to dovodi do dvije izoforme
glukokortikoidnog receptora a (GRa) i1 glukokortikoidnog receptora p (GR B). Uz
varijante zbog izrezivanja, koristenje alternativnih start-kodona dovodi do translacijskih
izoformi. Razli¢ite izoforme, kako translacijske tako i1 one nastale alternativnim
izrezivanjem, mogu biti razli¢ito eksprimirane u tkivima $to doprinosi varijabilnosti

ucinka glukokortikoida.

1 2 3 4 5 6 7 & S 9
AJG T TGA TGA,

Slika 5 Gen za glukokortikoidni receptor (NR3C1, kromosom 5q31-32) modificirano prema (77)
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Sam glukokortikoidni receptor modularni je protein koji se sastoji od N-
terminalne transaktivacijske domene, srediSnje domene koja veze deoksiribonukleinsku
kiselinu (DNK) 1 C-terminalne domene koja veze ligand. U odsutnosti liganda, GR se
nalazi u citoplazmi kao multimerni proteinski kompleks sa proteinima pratiteljima
(engl. chaperons): HSP90, HSP23, FKBP51 i FKBP52. Nakon vezanja liganda,
kompleks disocira i dolazi do translokacije receptora i liganda u jezgru. U jezgri GR
ulazi u interakciju sa specificnim DNK sekvencama- elementima odgovora na
glukokortikoide (engl. glucocorticoid response elements, GRE) ili s drugim

transkripcijskim faktorima i tako regulira transkripciju ciljnih gena (77).

1.3.2. Varijabilnost glukokortikoidnog receptora

Iz klinicke prakse dobro je poznata varijabilnost ucinka glukokortikoida u
terapijskim dozama. U zdravoj populaciji velika je i interindividualna raznolikost
odgovora na glukokortikoide $to je vidljivo iz razli¢itog odgovora na deksametazonski
test supresije (78). Doza potrebna za jednak terapijski ucinak razlikuje se izmedu
pojedinih bolesnika, kao Sto se razlikuje i ucestalost nuspojava na jednake doze (79). S
druge strane, individualni odgovor na kortikosteroide razmjerno je konstantan (78).
Varijabilnost terapijskog odgovora na kortikosteroide posredovana je, uz
farmakokineti¢ku 1 farmakodinamsku varijabilnost, i varijabilnos¢u glukokortikoidnog
receptora. Razlikujemo transkripcijsku, posttranskripcijsku i translacijsku varijabilnost,
kao 1 gensku varijabilnost (77,80). Sve one dovode do razli¢itih izoformi GR s

razli¢itim profilom genske ekspresije i regulacije (81).

1.3.3. Polimorfizmi gena za glukokortikoidni receptor

Razli¢iti u¢inak kortizola moze biti posljedica razliCite razine kortizola, ali i
razli¢itog odgovora tkiva na kortizol. Mutacije koje uzrokuju izrazitu jasnu osjetljivost
(82) ili rezistenciju na kortizol (83,84) izrazito su rijetke. S druge strane polimorfizmi
gena za glukokortikoidni receptor su Cesti. Polimorfizmi su trajna i simultana pojava
dva ili viSe genotipa u jednoj populaciji. Polimorfizam se moZe odnositi na razliku u

jednom nukleotidu tzv. SNP ( prema eng ,, single nucleotid polymorphism®) ili na
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velike sekvence nukleotida (85). Baza podataka o polimorfizmima za glukokortikoidni
receptor trenutno broji 35267 SNP u ljudskom genu za glukokortikoidni receptor,
ve¢inom u intronima i netranslatiranim regijama, s vrlo niskim ucestalostima (86). Od
toga broja SNP-a, istrazivani su samo neki kod kojih je naden bioloSki ucinak.
Polimorfizam pojedinih nukleotida unutar gena za glukokortikoidni receptor povezan je
s povecanom ili smanjenom osjetljivos¢u na djelovanje glukokortikoida (87). Najcesce
su istrazivani ER22/23EK, N363S i1 Bell.

Bcll polimorfizam (rs41423247) je C—G zamjena u intronu 2, 646 pb nizvodno
od kraja eksona 2. Mehanizam djelovanja polimorfizma Bcll je nepoznat (77).
Dosadasnja istrazivanja pokazala su da je polimorfizam Bcll povezan s pojatanom
osjetljivos¢u na djelovanje glukokortikoida §to se ocituje kao povecana abdominalna
pretilost (88), visi tlak, jaca supresija u deksametazonskom testu (89), a nadena je
povezanost i s depresijom.(90)

N363S polimorfizam ( rs56149945, ranije rs6195) je A—G zamjena koja
rezultira zamjenom asparagina (N) serinom (S) u kodonu 363. Molekularni mehanizam
djelovanja je nepoznat (77). N363S polimorfizam povezuje se s pojac¢anom osjetljivoséu
na glukokortikoide, smanjenim inzulinskim odgovorom na deksametazon i viSim
indeksom tjelesne mase (91).

ER22/23EK polimorfizam (rs6189+rs6190) su dva povezana polimorfizma u
kodonima 22 1 23 gena za glukokortikoidni receptor. Zamjena GGA.GAG
—GAA.AAG dovodi do jedne promjene u aminokiselini: glutaminska kiselina(E),
arginin(R) mijenja se u glutaminska kiselina(E), lizin(K). Molekularni mehanizam
djelovanja polimorfizma sastoji se u smanjenoj transaktivacijskoj sposobnosti. U GR
mRNA kao translacijski start kodoni mogu se koristiti 1 AUG-1 1 AUG-27, s time da
glukokortikoidni receptor koji nastaje koriStenjem AUG-27 (GR-B) ima vecu
sposobnost transaktivacije od glukokortikoidnog receptora koji nastaje koriStenjem
AUG-1 (GR-A) (92). Polimorfizam ER22/23EK dovodi do promjene u sekundarnoj
strukturi mRNA glukokortikoidnog receptora koja rezultira promjenom ravnoteze
koriStenja kodona u korist AUG-1, $to dovodi do prepisivanje manje aktivne
receptorske izoforme, GR-A. Pokazana je smanjena transaktivacijska sposobnost
nositelja polimorfizma, in vitro 1 ex vivo, dok je transrepresijska sposobnost

nepromijenjena. (93). Nositelji ER22/23EK alela su relativno otporniji na ucinke
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glukokortikoida, $to rezultira nizim vrijednostima LDL kolesterola, inzulina i nizom
inzulinskom rezistencijom, tj. povoljnijim metabolickim profilom (91,94). Nadena je i
manja ucestalost hipertenzije u nositelja polimorfizma ER22/23EK (95). Sam rizik
kardiovaskularnih bolesti nije jasno povezan s navedenim najce$ce istrazivanim

polimorfizmima (89,96).

1.3.4. Polimorfizmi gena za glukokortikoidni receptor i metabolicki sindrom

Glukokortikoidi su hormoni koji sudjeluju u regulaciji metabolizma. Kortizol u
fizioloskim uvjetima utjee na homeostazu glukoze u produzenom gladovanju ili
naporu- povecava glikogenolizu 1 jetrenu glukoneogenezu. Kortizol takoder djeluje
katabolic¢ki na metabolizam masti 1 proteina. Kortizol direktno utjec¢e na sintezu VLDL,
SMK i aktivnost jetrene endotelne lipaze. Indirektno pak utjeCe na razinu lipida
povecavajuc¢i inzulinsku rezistenciju. Sumarno, kortizol povecava razinu cirkuliraju¢eg
VLDL i1 LDL, ali ne i HDL, s posljedi¢nim porastom triglicerida i ukupnog kolesterola.
Takoder kortizol utjeCe na distribuciju masti, s predilekcijom za abdominalno
nakupljanje masti (77). Iz klinicke prakse dobro je poznato da glukokortikoidi u
terapijskim dozama dovode do inzulinske rezistencije i razvoja jatrogenog dijabetesa.

Iz svega navedenog je vidljivo da je djelovanje kortizola pospjeSuje nastanak
metabolickog sindroma. Polimorfizmi gena za glukokortikoidni receptor koji djeluju na
osjetljivost na glukokortikoide bi posljedi¢no tome mogli modulirati i razvoj ili tijek
metaboliCkog sindroma. Istrazivanja su se fokusirala na polimorfizme ER22/23EK,
N363S 1 Bcell. Pojedina istrazivanja nasla su povezanost Bcll polimorfizma i1 nekih od
komponenata metabolickog sindroma (88,97-99), dok druga nisu naSla povezanost
(100). Polimorfizam ER22/23EK pak povezan je s manjom ucestalo$¢u hipertenzije
(95), kao i povoljnijim sastavom tijela tj. manje masnog tkiva (91). U nekoliko studija
nadena je 1 povezanost polimorfizma N363S s pretilos¢u (101-103), ali isti rezultati
nisu ponovljeni u drugim populacijama (98). Metaanalize nisu nasle dokaze za znacajnu

povezanost polimorfizma N363S s pretilos¢u.(98)
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1.3.5. Polimorfizmi gena za glukokortikoidni receptor wu bolesnika s

incidentalomom

Populacija bolesnika s incidentalomom nadbubrezne zlijezde zanimljiva je za
proucavanje polimorfizama GR iz viSe razloga. Glukokortikoidni receptor dio je
povratne sprege adrenalne proizvodnje glukokortikoida. Buduéi da polimorfizmi gena
za glukokortikoidni receptor utjecu na osjetljivost na glukokortikoide, moguca je uloga
u nastanku samih incidentaloma kao i modifikaciji metabolickog odgovora (54).
Istrazivanja polimorfizama u selekcioniranoj populaciji s incidentalomom nisu brojna.
Pokazana je veca ucestalost komponenti metabolickog sindroma u pacijentima s
polimorfizmima Bcll 1 N363S 1 incidentalomom nadbubrezne zlijezde, sukladno
rezultatima u opcoj populaciji (104). Novija istrazivanja govore u prilog tezi da
smanjena osjetljivost u nositelja Bcll moze biti uzrok nastanka incidentaloma(105). U
pojedinim istrazivanjima nadena je povecana ucestalost Bcll u pacijenata s
incidentalomom(105), dok u drugima nema razlike (54).

Takoder, populacija bolesnika s incidentalomom predstavlja zanimljiv model za
istrazivanje koliko polimorfizmi utjecu na osjetljivost bolesnika na djelovanje
glukokortikoida. Naime po nekim istrazivanjima oko 30% adrenalnih incidentaloma
pokazuje neke odlike autonomne sekrecije kortizola (2) pa je zanimljivo vidjeti utjecu li
polimorfizmi na ishod dugotrajne izloZenosti poviSenim vrijednostima kortizola, tj. na
fenotip bolesnika.

S obzirom na sve navedeno u bolesnika s incidentalomom nadbubrezne Zlijezde
ucestalost pojedinih polimorfizama bi mogla biti povezana s etiologijom samih
incidentaloma, s ucestalos¢u komponenata metabolickog sindroma, a time i pove¢anim

kardiovaskularnim rizikom te s eventualnim odgovorom na visak kortizola.
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2. HIPOTEZA

Pojedini polimorfizmi (SNP) gena za glukokortikoidni receptor povezani su s
koncentracijom kortizola u deksametazonskom testu (Bcll) i rizikom metabolickog

sindroma (N363S, ER22/23EK) u bolesnika s incidentalomom nadbubrezne Zlijezde.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opéi cilj

Analizirati korelaciju izmedu polimorfizma gena (SNP) za glukokortikoidni receptor i
fenotipa bolesnika, §to se prvenstveno odnosi na parametre metabolickog sindroma te
koncentracije kortizola u deksametazonskom testu u bolesnika s incidentalomom

nadbubrezne zlijezde kao mjere osjetljivosti na glukokortikoide.
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3.2. Specificni ciljevi

1.

Pokazati ucestalost pojedinih polimorfizama gena za glukokortikoidni receptor u

populaciji bolesnika s incidentalomom nadbubrezne zlijezde.

Ukazati na mogucu ulogu polimorfizama gena za glukokortikioidni receptor u
riziku nastanka metabolickoga sindroma u bolesnika s adrenalnim

incidentalomom.

Ispitati povezanost pojedinih komponenti metabolickog sindroma i

polimorfizama gena za glukokortikoidni receptor.

Ispitati povezanost pojedinih polimorfizama gena za glukokortikoidni receptor 1

bilateralnih incidentaloma

Ispitati povezanost pojedinih polimorfizama gena za glukokortikoidni receptor 1

autonomne sekrecije kortizola.

Ispitati koji su prediktori autonomne sekrecije kortizola u bolesnika s adrenalnim

incidentalomom.

Analizirati podgrupe bolesnika ovisno o veli¢ini tumora.

Analizirati podgrupu bolesnika s bilateralnim tumorima.

Ispitati povezanost veli¢ine tumora i koncentraciju kortizola u prekono¢nom

deksametazonskom testu.
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4. ISPITANICI I METODE

4.1. Ispitanici

4.1.1. Ukljuéni Kriteriji

U istrazivanje su ukljuceni bolesnici zaprimljeni radi dijagnosticke obrade
prethodno verificiranog incidentaloma nadbubrezne Zlijezde u Zavod za endokrinologiju
Klinike za unutrasnje bolesti KBC-a Zagreb. Ispitanici su punoljetni bolesnici s
incidentalomom nadbubreznih zlijezda verificiranim kompjuteriziranom tomografijom
ili magnetskom rezonancom. Svi potencijalni ispitanici dobili su obavijest za pacijenta i
informirani pristanak, prethodno odobren od svih nadleznih etickih povjerenstava te je
proveden razgovor o istrazivanju. Svi ispitanici dali su informirani pristanak za

sudjelovanje u istrazivanju.

4.1.2. Iskljuéni kriteriji

Iskljuceni kriteriji bili su nemogucnost informiranog pristanka, feokromocitom,
primarni hiperaldosteronizam, klini¢ki Cushingov sindrom, adrenokortikalni karcinom,
metastaze u nadbubreznoj Zzlijezdi, uzimanje egzogenih glukokortikoida, radioloske

karakteristike ne-adenoma (>10HU).

4.2. Klinicka obrada ispitanika

Pri ukljuc¢enju u istrazivanje, uzeta je detaljna anamneza 1 status. Dobiveni
podatci ukljucivali su visinu, tezinu, krvni tlak, BMI, opseg struka i bokova,
anamnesticke podatke o dijabetesu, hipertenziji, dislipidemiji 1 prethodnim
kardiovaskularnim dogadajima. Krvni tlak mjeren je sukladno smjernicama ESC i ESH

iz 2013. godine (106). U opusStenom sjedeCem polozaju, na nedominantnoj ruci
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pacijenta u razini srca, koriSten je zivin sfingomanometar. Zabiljezen je prosjek 3
mjerenja. Opseg struka mjeren je kao najuze mjesto izmedu pupka i ksifoidnog
nastavka. Zabiljezena je veli¢ina tumora (CT ili MR) 1 radi li se o bilateralnom ili

unilateralnom incidentalomu.

4.3. Laboratorijska obrada ispitanika

Tijekom redovite obrade bolesnika, iz krvi bolesnika ujutro nataste ( 12 sati)
odredena je glukoza, inzulin, lipidogram, kreatinin, urea, natrij, kalij, alanin-
aminotransferaza,  aspartat-aminotransferaza, = gama-glutamiltransferaza, alkalna
fosfataza i kompletna krvna slika. Koristeni su komercijalni dijagnosticki testovi za
odredivanje: glukoza u plazmi (GUP), glikiranog hemoglobina (HbAlc) u dijabeticara,
kalij u bolesnika s poviSenim krvnim tlakom, kolesterola, triglicerida, lipoproteina
velike gusto¢e (HDL), lipoproteini male gustoce (LDL). Od hormonskih analiza u¢injen
je adrenokortikotropni hormon (ACTH), kortizol u 24h urinu i vrijednost kortizola
nakon prekonoénog deksametazonskog testa (1mg).

Svim pacijentima uc¢injeni su i metanefrini 1 normetanefrini u 24h urinu radi iskljucenja
feokromocitoma. Pacijentima s hipertenzijom ucinjeni su reninska aktivnost plazme
(RAP) i aldosteron radi iskljucenja primarnog hiperaldosteronizma.

Uzeta je periferna krv radi izolacije leukocitne DNA (3ml krvi, dodatna epruveta,
tijekom uobiCajene dijagnosticke obrade). Prikupljeni uzorci cuvaju se do kraja
istrazivanja.

U analizama su koriStene standardne preporu¢ene metode,provedene prema
uputi proizvodaca, uz primjenu pravila dobre laboratorijske prakse. Analize su u€injene
u laboratoriju Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku KBC Zagreb. Za
odredivanje ACTH u plazmi, kortizola u plazmi i slobodnog kortizola u urinu ucinjen
je elektrokemiiluminiscentni test na Cobas E601 analizatoru (Roche Diagnostics,
Mannheim, Njemacka). Aldosteron i RAP su odredeni koriStenjem radioimunoeseja
(RIA, Sorin Biomedica, Italija). Metanefrini i normetanefrini odredeni su teku¢inskom

kromatografijom visoke djelotvornosti, (HPLC, Chromsystem, Grafelfing, Njemacka).
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4.4. Hormonski testovi

4.4.1 Prekonoc¢ni deksametazonski test supresije

Vecer prije vadenja krvi bolesnik treba u 23h popiti Img deksametazona. Iduci

dan u 8h vadi se S5ml venske krvi radi odredivanja kortizola.

4.5. Kriteriji za dijagnozu pojedinih bolesti

4.5.1 Autonomna sekrecija kortizola

Dijagnoza autonomne sekrecije kortizola postavljena je temeljem koncentracije

kortizola u prekono¢nom deksametazonskom testu (1 mg) vece od S0nmol/L. (1)

4.5.2. Metabolic¢ki sindrom

Dijagnoza metabolickog sindroma je postavljena na temelju preporuka IDF-a i
AHA/NHLBI (43) prema kojima moraju biti pozitivna barem tri od navedenih uvjeta:
e povecan opseg struka (specifi¢no za pojedine populacije- za Europljane
> 94cm u muskaraca ili > 80cm u Zena)
e koncentracija triglicerida > 1,7 mmol/L (ili lijecenje hipertrigliceridemije
lijekovima)
e koncentracija HDL-a < 1,0 mmol/L (muskarci) te < 1,3 mmol/L (Zene)
e poviSen krvni tlak (ili terapija antihipertenzivima): sistolicki > 130
mmHg i/ili dijastolicki >85 mmHg
e koncentracija glukoze nataste > 5,6 mmol/L (ili lijecenje hiperglikemije

lijekovima
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4.5.3. Hipertenzija

Arterijska hipertenzija definirana je kao sistolicki tlak >140 mmHg i/ili
dijastolicki tlak >90 mmHg i/ili koriStenje antihipertenzivnih lijekova (107). Krvni tlak

je mjeren sukladno smjernicama ESC iz 2013.

4.5.4. Secerna bolest / intolerancija glukoze

Seéerna bolest je definirana prema ADA kriterijima (108) kao razina glukoze u
plazmi iznad 11,1 mmol/L uz prisutne simptome (poliurija, polidipsija, neobjasnjiv
gubitak na tjelesnoj masi) 1/ili glukoza u plazmi nataSte veca od 7 mmol/L i/ili glukoza
u OGTT-u nakon 2 sata ve¢a od 11,1 mmol/L i/ili HbAlc ve¢éi od 6,5%.

Intolerancija glukoze definirana je kao intolerancija glukoze nataste (glukoza
nataste od 5,6 do 6,9 mmol/L) i/ili intolerancija glukoze u oralnom testu opterecenja
glukozom u kojem je glukoza nakon 2 sata od 7,8 do 11 mol/L. Za procjenu inzulinske
rezistencije koriSten je HOMA indeks, koji izracunat na temelju formule: (glukoza x

inzulin)/22,5, vrijednost iznad 2,5 je smatrana inzulinskom rezistencijom.
4.5.5. Dislipidemija

Dislipidemija je definirana kao snizena koncentracija HDL kolesterola (<1,03
mmol/L za muskarce 1 <1,29 mmol/l za zene) ili uzimanje lijekova za aterogenu
dislipidemiju ili poviSena koncentracija triglicerida (>1,69 mmol/l) ili uzimanje lijekova
za hipertrigliceridemiju (109).
4.5.6. Pretilost

Pretilost je definirana kao vrijednost indeksa tjelesne mase veéa od 30kg/m?.

Indeks tjelesne mase izracunan je kao kvocijent tjelesne mase u kilogramima i kvadrata

visine u metrima.
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4.6. Protokol po posjetama

1. posjeta:

. uzimanje informiranog pristanka, zaStita identiteta ispitanika-poznat
gl.istrazivacu

. anamneza i status (visina, tezina, BMI, opseg struka i bokova, anamnesti¢ke
podatke o dijabetesu, hipertenziji, prethodnim kardiovaskularnim dogadajima, veli¢ina
tumora-CT/MR , bilateralni ili unilateralni incidentalom)

. uzimanje uzroka periferne krvi (inzulin, GUK, lipidogram, ACTH) , uzimanje
uzorka krvi radi ekstrakcije leukocitne DNA (3ml). Pacijentima s hipertenzijom
odredena je i reninska aktivnost plazme i aldosteron.

. predaja prethodno skupljenog 24h urina radi odredivanja kortizola u 24h urinu.

. davanje uputa za prekonoéni deksametazonski test. Vecer prije 2.posjete
potrebno je u 23h popiti Img deksametazona.

2. posjeta:

. uzimanje uzorka periferne krvi u 8h ujutro radi mjerenja vrijednosti kortizola
nakon prekonoénog deksametazonskog testa. Odredivanje metanefrina i normetanefrina

u skupljenom 24h urinu s HCI.
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4.7. Odredivanje polimorfizama gena za glukokortikoidni receptor

Uzeta je periferna krv radi izolacije leukocitne DNA (3ml krvi, dodatna

epruveta, tijekom uobiCajene dijagnosticke obrade). Ekstrakcija leukocitne DNA

ucinjena je u Zavodu za tipizaciju tkiva KBC Zagreb. Polimorfizmi gena za

glukokortikoidni receptor odredeni su Zavodu za medicinsku genetiku Sveucilista u

Torinu, Orbassano, Italija. KoriStena je metoda lanc¢ane reakcije polimeraze, zatim

pirosekvencioniranja. Koristen je laboratorijski kit za pirosekvencioniranje ((Qiagen,
Hilden, Njemacka): Bell (rs41423247), N363S (rs56149945) 1 ER22/23EK (rs6189 and
r$s6190) na uredaju PyroMark Q96MA (Qiagen, Hilden, Njemacka) kako je opisano u

Giordano i sur.(99) Pocetnice i uvjeti amplifikacije nalaze se u Tablici 5. Za usporedbu

ucestalosti je koriStena referentna europska populacija iz projekta 1000 Genomes. (110)

Tablica S PCR i po€etnice za

NR3C PIroseygggjqmiranje Reverzna Podetnica TA dugina
detni etni . . PCR
$\p pocetnica pocetnica pirosekvencioniran
S amplifikat
ER23/23EK| Bio 5 - 61°C | a
5’- GAAGAAAACCCCAGCAGTGTG | GACGCAGAAACCTTCACAGTA | GGTTTTATAGAAGTCCATC | 98bp
-3 GCT -3° A-3
N363 5 Bio 5-| 5- CCGTTGGTTCCGAAA -3’ | 57°(C
S ACAGCAGGATCAGAAGCCTA AGTTCAGAGTCCCCAGAGAAGT | 1 19bp
TTT-3’ C-3
Bel 5 Bio 5’-] 5’ 58°C
I AGGTCTTGCTCACAGGGTTCT | GAACTTGCAGGAACATTTGAAC | AAGTAGACAAGTTATGTC | 128bp
TG -3’ G-3 TG -3’

PCR: lancana reakcija polimeraze

Bio: 5’ biotin modifikacija PCR pocetnice potrebna za jednolan¢anu DNA u protokolu

pirosekvencioniranja. TA: temperatura anealiranja u lan¢anoj reakciji polimeraze
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4.8. Statisticka obrada podataka

Za statistiCku obrada podataka koristen je program SPSS verzija 25 (Armonk,
NY, USA, IBM Corp). Vrijednost p<0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
Kategorijske varijable prikazane su kao udjeli i postotci. Normalnost distribucije
kontinuiranih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. U slu¢aju normalne
distribucije, kontinuirane varijable prikazane su kao srednja vrijednost i standardna
devijacija (SD). U slu¢aju odstupanja od normalne raspodjele, koriSten je medijan 1
interkvartilni raspon (IQR). U statistickoj analizi kategorijskih varijabli koriSten je y2
test. U slucajevima s manje od 5 ishoda koriSten je Fisherov egzaktni test. Za
kontinuirane varijable se ovisno o distribuciji koristio parametrijski (t-test, ANOVA)
odnosno neparametrijski (Mann-Whitney U, Wilcoxonov, Kruskal-Wallis) test
usporedbe. U analizi korelacije, koeficijent korelacije od 0.25 do 0.5 oznacava slabu
povezanost, dok koeficijent od 0.51 do 0.75 oznac¢ava umjerenu do dobru povezanost, a

0d 0.76 do 1 izvrsnu povezanost.

4.9. Eticka nacela

Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva Klini¢kog bolnickog
centra Zagreb kao i1 od Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu. Svi ispitanici potpisali su informirani pristanak. Identitet ispitanika je bio
zaSti¢en. Svi podatci pohranjeni su i obradivani u elektroni¢Ckom obliku. Od prvog

ukljucenja u istrazivanje svi podatci prikupljani su pod Sifrom.
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5. REZULTATI

5.1. Opée karakteristike ispitanika

Ukupno su analizirana 103 bolesnika, 73 Zene (70.9%) 1 30 muskaraca (29.1%).
Prosje¢na dob bila je 59.17 +£10.31 godina. Hipertenziju je imalo 69.9% bolesnika,
Se¢ernu bolest 14.6% bolesnika te dislipidemiju 46.6% bolesnika. Pretilih je bilo 74.8%.
Metabolic¢ki sindrom bio je prisutan u 57.3% bolesnika.

U 21.4% bolesnika radilo se o obostranom incidentalomu, u 41.7% o
incidentalomu lijeve nadbubrezne zlijezde, a u 36.9% o incidentalomu desne zlijezde. U
50.5% bolesnika bila je prisutna autonomna sekrecija kortizola. Klinicke karakteristike

ispitanika prikazane su u Tablici 6.
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Tablica 6 Klinicke karakteristike ispitanika

Karakteristika(n=103)

Dob (godine) 59.17 £10.31
N %

Spol

muskarci 30 29.1

zene 73 70.9
BMI (kg/m2) 30.91£5.87
Hipertenzija 72 69.9
Dislipidemija 48 46.6
Seéerna bolest 15 14.6
Pretilost 77 74.8
Metabolicki sindrom 59 57.3
Autonomna sekrecija | 52 50.5
kortizola

Strana tumora

lijeva 43 41.7
desna 38 36.9
obostrano 22 214
Veli¢ina tumora (mm) | 29 (21-38)
Kortizol nakon | 53 (35-78)

prekonoénog DTS
(nmol/L)

DTS- deksametazonski test supresije BMI- indeks tjelesne mase




5.2. Ucestalost polimorfizama i analiza povezanosti

Ucestalost polimorfizma Bcll bila je 60%  §to odgovara Minor alel
frequency(MAF) 0.365. Ucestalost ER22/23EK bila je 5.9% (MAF 0.03), dok je
ucestalost N363S iznosila 7.9% (MAF 0.0396). Polimorfizmi su bili u Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi. Nije bilo znacajne razlike u odnosu na referentnu europsku
populaciju (110) u ucestalosti polimorfizama Bcll 1 ER22/23EK. Statisticki znac¢ajno
zastupljeniji bio je polimorfizam N363S. (Tablica 7).

Tablica 7 Usporedba ucestalosti polimorfizama s referentom populacijom

Polimorfizam | refSNP MAF % | MAF kontrolne populacije
(n=103) | 1000 Genomes EUR (NCBI Assay ID)

Bell rs41423247 | 36.5% | 37.97% | x*=0.48, p=0.48

ER22/23EK | rs6189 3% 2.98% % ?=0.01, p=0.93
rs6190 2.98%

N363S 1s56149945 | 3.96% 1.79% x >=12.05, p<0.001

refSNP - referentni jednonukleotidni polimorfizam MAF-frekvencija minor alela

Povezanost polimorfizama 1 arterijske hipertenzije, dislipidemije, Secerne
bolesti, metabolickog sindroma, pretilosti, autonomne sekrecije kortizola i bilateralnih
adenoma prikazana je u tablicama 8 do 10. Nije nadeno statisticki znacajne povezanosti
navedenih stanja i polimorfizama N363S, Bcll i ER22/23EK. U analizi polimorfizma
Bcll nedostajuca su bila 3 ispitanika, u analizi polimorfizma ER22/23EK 2 ispitanika, a

u analizi polimorfizma N363S takoder 2 ispitanika.
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Tablica 8 Analiza povezanosti polimorfizma Bell

Bell

Divlji tip | Homo/heterozigot | p 2
DM 7/40 8/60 0.568 | 0.33
Hipertenzija 29/40 40/60 0.537 | 0.38
Dislipidemija 15/40 31/60 0.164 | 1.94
Pretilost 33/39 41/56 0.188 | 1.73
MetS 23/40 33/40 0.805 | 0.06
ASK 19/40 32/60 0.327 | 0.568
Bilateralni tumori 10/40 12/60 0.554 | 0.350
BMI(kg/m?2) 30.2745.14 | 31.20+6.38 0.452
veli¢ina tumora (mm) 30(21-38) | 28.5(20-39.25) 0.522
kortizol nakon prekono¢nog | 50(30.75- | 55.5(37.5-73) 0.880
DTS (nmol/L) 80)

DM - Secerna bolest MetS -metabolicki sindrom ASK - autonomna sekrecija kortizola

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije
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Tablica 9 Analiza povezanosti polimorfizma N363S

N363S

Divlji tip Homo/heterozigot | p
DM 15/93 0/8 0.601*
Hipertenzija 63/93 7/8 0.429%*
Dislipidemija 44/93 3/8 0.721%*
Pretilost 68/88 7/8 0.681*
MetS 51/93 6/8 0.460*
ASK 46/93 5/8 0.715*
Bilateralni tumori 20/93 2/8 1.0
BMI (kg/m2) 31.12+6.01 | 28.80+4.72 0.294
veli¢ina tumora (mm) 28(20-38) | 35(27-38.25) 0.240
kortizol nakon prekono¢nog | 50(33.5- 62(39.75-137.75) | 0.330
DTS (nmol/L) 75)

DM - Secerna bolest MetS- metabolicki sindrom ASK - autonomna sekrecija kortizola

BMI - indeks tjelesne mase DTS- deksametazonski test supresije

*koriSten Fisherov egzaktni test.
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Tablica 10 Analiza povezanosti polimorfizma ER22/23EK

ER22/23EK

Divlji tip Homo/heterozigot | p
DM 13/95 2/6 0.217*
Hipertenzija 64/95 6/6 0.173*
Dislipidemija 45/95 2/6 0.683*
Pretilost 70/90 5/6 1.0*
MetS 53/95 4/6 0.694*
ASK 48/95 3/6 0.980*
Bilateralni tumori 19/95 3/6 0.116*
BMI(kg/m2) 30.65+5.67 34.8448.72 0.094
veli¢ina tumora (mm) 29(20.5-39.5) | 29(21.5-33.25) 0.792
kortizol nakon prekono¢nog | 53(35-78) 49.5(31-122) 0.768

DTS (nmol/L)

DM - Secerna bolest MetS - metabolicki sindrom ASK- autonomna sekrecija kortizola

BMI - indeks tjelesne mase DTS- deksametazonski test supresije

* koriSten Fisherov egzaktni test.
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5.3. Analiza podgrupa

5.3.1. Bolesnici s hipertenzijom

Bolesnici s hipertenzijom imali su statisticki znacajno visi BMI (t96=2.367,
p=0.020). Prosje¢ni bolesnik s hipertenzijom imao je 3.04 kg/m? visi BMI od
prosjecnog bolesnika bez hipertenzije. Takoder, bolesnici s hipertenzijom imali su
statisticki znacajno manje tumore (p=0.003). Statisti¢ki znacajno visa je bila i vrijednost
kortizola nakon prekono¢nog deksametazonskog testa (p=0.028). Rezultati su prikazani

u Tablici 11.

Tablica 11 Karakteristike bolesnika s hipertenzijom

Hipertenzivni Normotenzivni p
bolesnici bolesnici
n=72 n=31

N (%)

Spol 0.989
muskarci 21(29.2) 9(29.0)
zene 51 (69.8) 22(71.0)

Dob (godine) 60.42+10.02 56.29+10.55 0.062
BMI (kg/m?) 31.78+6.12 28.75+4.62 0.020
Veli¢ina tumora (mm) | 23.5(16-30.3) 31(24-40) 0.003
Kortizol nakon | 59(35.5-86.5) 47(28-64) 0.028
prekonoénog DTS
(nmol/L)
ASK 40(55.6) 12(38.7) 0.117
Bell n=69 n=31

40 (58) 20(64.5) 0.537
N363S n=70 n=31

7(10) 1(3.2) 0.429
ER22/23EK n=70 n=31

6(8.6) 0 0.173

BMI - indeks tjelesne mase DTS- deksametazonski test supresije ASK - autonomna

sekrecija kortizola
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5.3.2. Bolesnici sa Se¢ernom bolesti

Bolesnici sa Se¢ernom bolesti imali su statisticki znacajno visi indeks tjelesne

mase (t96=3.024, p=0.003). ). Prosjec¢na razlika u BMI-u za bolesnike sa Seéernom

bolesti u odnosu na bolesnike bez $eéerne bolesti iznosila je 4.92 kg/m?. Rezultati su

prikazani u Tablici 12.

Tablica 12 Karakteristike bolesnika sa SeCernom bolesti

Bolesnici sa Se¢ernom | Bolesnici bez Se¢erne | p
bolesti bolesti
n=15 n=88

N (%)

Spol 0.698
muskarci 5(33.3) 25(28.4)
zene 10(66.6) 63(71.6)

Dob (godine) 63.0+7.69 58.52+10.59 0.120
BMI (kg/m?) 35.14+7.75 30.21+5.23 0.003
Veli¢ina tumora (mm) | 28.5 (23.5-45.6) 29 (20-38) 0.348
Kortizol nakon | 56(40-72) 51.5(33.6-79.5) 0.698
prekonoénog DTS
(nmol/L)
ASK 8(53.3) 44(50.0) 0.811
Bell n=15 n=85

52(61.2) 8(53.3) 0.568
N363S n=15 n=86

0 8(9.3) 0.601
ER22/23EK n=15 n=86

2(13.3) 4(4.7) 0.217

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK - autonomna

sekrecija kortizola
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5.3.3. Bolesnici s dislipidemijom

Bolesnici s dislipidemijom imali su statisticki znacajno vece tumore: medijan je

iznosio 30.0mm (IQR25.0-41.0), dok je u grupi bolesnika bez dislipidemije medijan
iznosio 26.0mm (IQR19.8-36.3), p=0.035. Rezultati su prikazani u Tablici 13.

Tablica 13 Karakteristike bolesnika s dislipidemijom

Bolesnici s Bolesnici bez p
dislipidemijom dislipidemije
n=48 n=55

N (%)

Spol 0.658
muskarci 15(31.2) 15(37.3)
zene 33(68.8) 40(72.7)

Dob (godine) 59.50+8.21 58.89+£11.91 0.761
BMI (kg/m?) 31.55+5.89 30.36+5.85 0.317
Veli¢ina tumora (mm) | 30.0(25.0-41.0) 26.0(19.8-36.3) 0.035
Kortizol nakon | 57.5(39-83) 49(32-70) 0.177
prekonoénog DTS
(nmol/L)
ASK 27(56.3) 25(45.5) 0.274
Bcll n=46 n=>54

31(67.4) 29(53.7) 0.164
N363S n=47 n=54

3(6.4) 5(9.3) 0.721
ER22/23EK n=47 n=54

2(4.3) 4(7.4) 0.683

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK - autonomna

sekrecija kortizola
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5.3.4. Pretili bolesnici

Nije nadeno znacajnih razlika izmedu pretilih i nepretilih bolesnika, izuzev

indeksa tjelesne mase (t96=6.214,p<0.001). Rezultati su prikazani u Tablici 14.

Tablica 14 Karakteristike pretilih bolesnika

Pretili bolesnici Nepretili bolesnici | p
n=77 n=21
N (%)
Spol 0.335
muskarci 21(27.3) 8(38.1)
zene 56(72.7) 13(61.9)
Dob (godine) 59.51£10.02 58.38+10.50 0.653
BMI (kg/m?) 32.55+5.38 24.93+3.06 <0.001
Veli¢ina tumora (mm) | 30(22-39.5) 27.5(18.0-33.6) 0.142
Kortizol nakon | 50(32.5-79) 57(41.5-77.5) 0.591
prekonocnog DTS
(nmol/L)
ASK 37(48.1) 12(57.1) 0.460
Bcll n=74 n=21
41(55.4) 15(71.4) 0.188
N363S n=75 n=21
7(9.3) 1(4.8) 0.681
ER22/23EK n=75 n=21
5(6.7) 1(4.8) 1.0

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK - autonomna

sekrecija kortizola
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5.3.5.Bolesnici s metabolickim sindromom

Bolesnici s metabolickim sindromom imali su znacajno visi indeks tjelesne mase
(t96=6.304, p<0.001). Prosje¢na razlika iznosila je 6.37kg/ m?. Rezultati su prikazani u
Tablici 15.

Tablica 15 Karakteristike bolesnika s metaboli¢kim sindromom

Bolesnici s MetS Bolesnici bez MetS | p
n=59 n=44
N (%)
Spol 0.426
muskarci 19(32.2) 11(25.0)
zene 40(67.8) 33(75.0)
Dob (godine) 60.07+10.49 57.98+10.05 0.311
BMI (kg/m?) 33.71£5.27 27.34+4.54 <0.001
Veli¢ina tumora (mm) | 30(24-40) 27(18-34) 0.071
Kortizol nakon | 59(35-87) 49(33.3-66) 0.267
prekono¢nog DTS
(nmol/L)
ASK 32(54.2) 20(45.5) 0.378
Bcell n=56 n=44
33(58.9) 27(61.4) 0.805
N363S n=57 n=44
6(10.5) 2(4.5) 0.460
ER22/23EK n=57 n=44
4(7.0) 2(4.5) 0.694

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije MetS - metabolicki

sindrom ASK - autonomna sekrecija kortizola
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5.3.6 Bolesnici s autonomnom sekrecijom kortizola

Bolesnici s autonomnom sekrecijom kortizola bili su znacajno stariji od
bolesnika bez autonomne sekrecije kortizola ( t101=2.363, p=0.020). Prosjecna razlika u
godinama iznosila je 4.696 godina. Takoder, imali su statisticki znac¢ajno vece tumore:
medijan je iznosio 36mm (IQR 27mm-45mm) prema 23mm (IQR 18mm-30.25mm) u
bolesnika bez autonomne sekrecije kortizola ( U=551.5, p<0.001). Rezultati su

prikazani u Tablici 16.
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Tablica 16 Karakteristike bolesnika s autonomnom sekrecijom kortizola

Bolesnici s ASK Bolesnici bez ASK | p
n=52 n=51

N (%)

Spol 0.711
muskarci 16(30.8) 14(27.5)
zene 36(69.2) 37(72.5)

Dob (godine) 61.5+£10.06 56.8+£10.10 0.020
BMI (kg/m?) 30.81+5.68 31.03+6.11 0.854
Hipertenzija 40(76.9) 32(62.7) 0.117
Secerna bolest 8(15.4) 7(13.7) 0.811
Dislipidemija 27(51.9) 21(41.2) 0.274
Pretilost n=49 n=49

37(75.5) 40(81.6) 0.460
Metabolicki sindrom | 32(61.5) 27(52.9) 0.378
Bilateralni tumori 14(26.9) 8(15.7) 0.164
Veli¢ina tumora (mm) | 36(27-45) 23(18-30.25) <0.001
Kortizol nakon | 77.5(64.25-119.25) 35(25-42) <0.001
prekonoénog DTS
(nmol/L)
Bcll n=51 n=49

32(62.7) 28(57.1) 0.568
N363S n=51 n=50

5(9.8) 3(6.0) 0.715
ER22/23EK n=51 n=50

3(5.9) 3(6.0) 1.0

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK - autonomna

sekrecija kortizola
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5.3.7 Bolesnici s bilateralnim tumorima

Bolesnici s bilateralnim tumorima imali su statistiCki znacajno vece tumore
medijan je iznosio 36.5mm (IQR 24.25mm -46.5mm) prema 28mm (IQR 20mm-36mm)
u bolesnika s unilateralnim tumorima ( U=1131.5, p=0.031). Statisticki znaCajna bila je
1 razlika u koncentraciji kortizola nakon prekono¢nog deksametazonskog testa supresije:
medijan 68nmol/L(IQR 40nmol/L-119.5nmol/L) prema 49nmol/L (IQR 33nmol/L-
71.5nmol/L) u bolesnika s unilateralnim incidentalomom (U=1143,p=0.043). Rezultati

su prikazani u Tablici 17.
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Tablica 17 Karakteristike bolesnika s bilateralnim tumorima

Bolesnici s Bolesnici s p
bilateralnim tumorima | unilateralnim tumorima
n=22 n=81

N (%)

Spol 0.829
muskarci 6 24
zene 16 57

Dob (godine) 59.32+6.86 59.14+11.09 0.942
BMI (kg/m?) 31.46+5.51 30.76+5.99 0.624
Hipertenzija 17(77.3) 55(67.9) 0.395
Seéerna bolest 3(13.6) 12(14.8) 0.889
Dislipidemija 11(50.0) 37(45.7) 0.719
Pretilost n=22 n=76

19(86.4) 58(76.3) 0.389
Metabolicki sindrom | 13(59.1) 46(56.8) 0.847
ASK 14(63.6) 38(46.9) 0.164
Veli¢ina tumora (mm) | 36.5(24.25-46.5) 28(20-36) 0.031
Kortizol nakon | 68(40-119.5) 49(33-71.5) 0.043
prekonoénog DTS
(nmol/L)
Bcell n=22 n=78

12(54.5) 48(61.5) 0.554
N363S n=22 n=79

2(9.1) 6(7.6) 1.0
ER22/23EK n=22 n=79

3(13.6) 3(3.8) 0.116

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK - autonomna

sekrecija kortizola
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5.3.8. Karakteristike bolesnika ovisno o vrijednosti kortizola u prekono¢nom DTS

U analizi karakteristika bolesnika ovisno o vrijednosti kortizola u prekono¢nom
deksametazonskom testu bolesnici su podijeljeni u tri grupe. U prvoj grupi nalaze se
bolesnici s vrijednosti kortizola manjom ili jednakom 50nmol/L. U drugoj grupi nalaze
se oni s vrijednosti kortizola izmedu 50nmol/L i 138nmol/L (mogucéa autonomna
sekrecija kortizola). U tre¢oj grupi nalaze se bolesnici s vrijednosti kortizola ve¢om od
138nmol/L ( jasna autonomna sekrecija kortizola). Nije nadeno statisticki znacajnih
razlika izmedu pojednih grupa osim u veli¢ini tumora. Ucinjeno je i testiranje razlika
izmedu svake pojedine grupe, u svim ostalim karakteristikama osim veli¢ine tumora
nije nadeno razlike na razini znacajnosti p<0,05.

Veli¢ina tumora znacajno se razlikovala izmedu grupa bolesnika (p<0.001).
Zbog toga je ucinjena i dodatna post hoc analiza kojom je utvrdeno da postoji znacajna
razlika veli€ine tumora izmedu prve i druge grupe (p<0.001), kao i prve i trece grupe

(p<0.001), ali ne i izmedu druge i tre¢e grupe (p= 0.234) .
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Tablica 18 Karakteristike bolesnika ovisno o vrijednosti kortizola u prekonoénom DTS

Kortizol u p
prekonoénom DTS <S50nmol/L | 51-138nmol/L. | >138nmol/L

n=49 n=43 n=11
Spol (M) 14(28.6) 13(30.2) 3(27.3) 0.975
Dob(godine) 56.9+10.23 | 60.67+10.36 63.45+8.34 0.073
BMI 30.89+6.18 | 30.50+5.73 32.51+£5.23 0.607
Veli¢ina 22(18- 34.5(27-41.25) | 46(35-59) <0.001
tumora(mm) 29.75)

n(%)
Hipertenzija 31(69.9) 31(72.1) 10(90.9) 0.180
Secerna bolest 6(12.2) 7(16.3) 2(18.2) 0.807
Dislipidemija 20(40.8) 21(48.8) 7(63.6) 0.363
Pretilost n=47 n=40 n=11

38(80.9) 28(70,0) 11(100) 0.087
MetS 26(53.1) 24(55.8) 9(81,8) 0.212
Bilateralni tumori | 7(14.3) 10(23.3) 5(45.5) 0.069
Bell n=47 n=43 n=10

28(59.6) 28(65.1) 4(40) 0.343
N363S n=48 n=43 n=10

3(6.3) 3(7) 2(20) 0.327
ER22/23EK n=48 n=43 n=10

3(6.3) 2(4.7) 1(10) 0.806

DTS - deksametazonski test supresije MetS -

tjelesne mase

metabolicki sindrom BMI - indeks
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5.3.9. Karakteristike bolesnika ovisno o veliini tumora

U analizi karakteristika bolesnika ovisno o veli¢ini tumora bolesnici su
podijeljeni u dvije skupine. U prvoj skupini su bolesnici s tumorom manjim od ili
jednakim 25mm , u drugoj su skupini bolesnici s tumorima ve¢im od 25mm. Rezultati
su prikazani u Tablici 19. Bolesnici s veéim tumorima imali su znacajno cCesce
hipertenziju (x 2= 9.151, p=0.002) ,kao i dislipidemiju( y > = 4.257, p=0.039). Takoder,
bolesnici s veéim tumorima imali su zna¢ajno ¢esée autonomnu sekreciju kortizola y 2 =
22.495, p<0.001). Statisticki znacajna je bila 1 razlika izmedu kortizola u prekono¢nom
DTS : medijan kortizola u bolesnika s manjim tumorima bio je 36nmol/L (IQR
25.5nmol/L-49nmol/L), dok je u bolesnika s ve¢im tumorima medijan bio 65.5nmol/L

(IQR 48.25nmol/L-110nmol/L), (U=496.0, p<0.001).
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Tablica 19 Karakteristike bolesnika ovisno o veli¢ini tumora

Velic¢ina tumora <25mm >25mm p
n=41 n=60
n (%)
Spol 0.427
muskarci 10 (24.4) 19(31.7)
zene 31(75.6) 41(68.3)
Dob (godine) 58.85+10.73 59.374+9.99 0.806
BMI (kg/m?) 30.2446.32 31.50+5.51 0.303
n(%)
Hipertenzija 22(53.7) 49(81.7) 0.002
Secerna bolest 6(14.6) 8(13.3) 0.853
Dislipidemija 14(34.1) 33(55) 0.039
Pretilost n=39 n=58
30(76.9) 47(81.0) 0.624
Metabolicki sindrom | 21(51.2) 37(61.7) 0.297
ASK 9(22.0) 42(70.0) <0.001
Bilateralni tumori 6(14.6) 16(26.7) 0.150
Kortizol nakon | 36(25.5-49) 65.5(48.25-110) <0.001
prekono¢nog DTS
(nmol/L)
Bcell n=40 n=58
25(62.5) 33(56.9) 0.579
N363S n=41 n=58
1(2.4) 7(12.1) 0.135
ER22/23EK n=41 n=58
2(4.9) 4(6.9) 1.0

DTS - deksametazonski test supresije BMI - indeks tjelesne mase
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5.4. Analiza povezanosti veli¢ine tumora i vrijednosti kortizola u

prekono¢nom DTS

U analizi korelacije vrijednosti kortizola u prekonoénom deksametazonskom
testu kao mjere osjetljivosti na glukokortikoide pokazano je da postoji slaba korelacije
koncentracije kortizola 1 dobi ispitanika (p=0.218, p=0.027). Nadena je i umjerena
korelacija koncentracije kortizola u prekonoénom DTS i veli¢ine tumora (p=0.549,
p<0.001). Slaba statisticki znacajna korelacija (p=0.229, p=0.024) naden je i izmedu

veli¢ina tumora i1 indeksa tjelesne mase. Rezultati su prikazani u Tablici 20.

Tablica 20 Korelacija kortizola u prekonoénom deksametazonskom testu i veli¢ine tumora s

klini¢kim karakteristikama

Dob Opseg BMI Veli¢ina Slobodni
struka tumora kortizol
u urinu
Kortizol u|p 0.218 0.008 -0.025 0.549 0.111
prekono¢nom | p 0.027 0.946 0.808 <0.001 0.397
DTS N 103 67 98 101 60
Velicina p -0.002 0.102 0.229 1 0.158
tumora p 0.984 0.421 0.024 0.228
N 101 65 97 101 60

DTS - deksametazonski test supresije BMI - indeks tjelesne mase
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5.5. Analiza rizika metabolickog sindroma u bolesnika s

incidentalomom

Ucinjena je univarijatna logisticka regresija s binarnim ishodom metaboli¢kog
sindroma, rezultati su prikazani u Tablici 21. Nije nadeno znafajne povezanosti
metabolickog sindroma i polimorfizama gena za glukokortikoidni receptor. Statisti¢ki
znacCajan prediktor metabolickog sindroma u univarijatnoj analizi bio je indeks tjelesne
mase (OR 1.365 (1.197-1.556), p<0.001).

Varijable s vrijednosti p <0,25 uvrStene su u multivarijatnu analizu. Multivarijatnom

analizom nije nadeno dodatne znacajne povezanosti (Tablica 22).

Tablica 21 Univarijatna logisticka regresija prediktora metaboli¢kog sindroma

B standardna Wald |p OR | 95% CI
pogreska

Muski spol 0.354 | 0.446 0.631 |0.427 | 1.4250.595-3.415
Dob 0.020 | 0.020 1.038 | 0.308 | 1.020 | 0.982-1.060
Veli¢ina tumora 0.027 |0.017 1.012 | 0.099 | 1.028 | 0.995-1.062
BMI 0.311 0.067 21.658 | <0.001 | 1.365 | 1.197-1.556
Kortizol u | 0.005 0.004 1.899 |0.168 | 1.005 | 0.998-1.012
prekonoénom DTS
Slobodni  kortizol u | -0.001 | 0.001 0.520 |0.471 |0.999 | 0.997-1.001
urinu
ASK 0.352 | 0.400 0.766 |0.378 |3.111 | 0.649-3.115
Bilateralni tumori 0.056 |0.472 0.014 [0.905 | 1.058 | 0.419-2.669
Bcll -0.102 | 0.412 0.061 |0.805 |0.903 | 0.403-2.025
ER22/23EK 0.461 0.890 0.268 | 0.605 | 1.585|0.277-9.075
N363S 0.904 | 0.843 1.152 [ 0.283 |2.471 | 0.474-12.885

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK - autonomna

sekrecija kortizola OR - omjer Sansi CI - interval pouzdanosti
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Tablica 22 Multivarijatna logisticka regresija za ishod metabolicki sindrom

B standardna Wald |p OR [95% CI
pogreska
Veli¢ina tumora -0.005 [0.021 0.046 [0.830 |0.995]0.955-1.038
BMI 0.314 0.071 19.610{<0.001 {1.369|1.191-1.573
Kortizol u prekono¢nom | 0.005 0.005 1.273 10.259 [1.005{0.996-1.015
DTS
Konstanta -9.488 |2.118 18.921(0 0

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije OR- omjer Sansi CI-

interval pouzdanosti
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5.6. Analiza rizika hipertenzije u bolesnika s incidentalomom

Ucinjena je univarijatna logisticka regresija s binarnim ishodom hipertenzije,
rezultati su prikazani u Tablici 23. Nije nadeno znacajne povezanosti metaboliCkog
sindroma 1 polimorfizama gena za glukokortikoidni receptor. Statisticki znacajni
prediktori hipertenzije u univarijatnoj analizi bili su indeks tjelesne mase (OR 1.11
(1.014-1.214), p=0.023) i veli¢ina tumora(OR 1.046 (1.004-1.090), p=0.03).

Varijable s vrijednosti p <0,25 uvrStene su u multivarijatnu analizu. Multivarijatnom

analizom nije nadeno dodatne znac¢ajne povezanosti, Tablica 24.

Tablica 23 Univarijatna logisticka regresija prediktora hipertenzije

B standardna Wald | p OR 95% CI
pogreska
Muski spol 0.007 |0.473 0 0.989 | 1.007 | 0.398-2.544
Dob 0.041 |0.022 3.396 | 0.065 | 1.042 | 0.997-1.088
Veli¢ina tumora 0.045 |0.021 4.702 | 0.030 | 1.046 | 1.004-1.090
BMI 0.104 | 0.046 5.15210.023 | 1.110 | 1.014-1.214
Kortizol u|0.011 | 0.006 3.23210.072 | 1.011 | 0.999-1.022
prekonoé¢nom DTS
Slobodni  kortizol u | -0.003 | 0.002 2.3150.128 | 0.997 | 0.994-1.001
urinu
Seéerna bolest -0.176 | 0.595 0.087 | 0.768 | 0.839 | 0.261-2.695
Dislipidemija 00.653 | .443 2.173 1 0.140 | 1.922 | 0.806-4.582
ASK 0.68 0.438 24251 0.119 | 1.979 | 0.838-4.674
Bilateralni tumori 0.058 | 0.511 0.013 1 0.910 | 1.060 | 0.389-2.887
Bcll -0.276 | 0.448 0.381 | 0.537 | 0.759 | 0.315-1.824
ER22/23EK 20.478 | 16408.7 0 0.999 | 78249 | 0-0
6634
N363S 1.204 | 1.092 1.216 | 0.270 | 3.333 | 0.329-28.329

BMI -indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK -autonomna

sekrecija kortizola OR - omjer $ansi CI - interval pouzdanosti
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Tablica 24 Multivarijatna logisticka regresija s ishodom hipertenzija

B standardna | Wald | p OR | 95%CI
pogreska

Dob 0.056 0.036 2450 | 0.118 | 1.058 | 0.986-1.135
Veli¢ina tumora 0.046 0.037 1.526 | 0.217 | 1.047 | 0.973-1.126
BMI 0.044 0.064 0.472 | 0.492 | 1.045 | 0.922-1.184
Kortizol u | 0.000 0.007 0.004 | 0.948 | 1.000 | 0.986-1.015
prekono¢nom
DTS
Slobodni  kortizol | -0.004 0.002 3.542 | 0.060 | 0.996 | 0.992-1.000
u urinu
Dislipidemija 0.946 0.669 2.000 | 0.157 | 0.388 | 0.105-1.441
ASK 0.582 0.846 0.474 1 0.491 | 1.790 | 0.341-9.3958
Konstanta -4.724 3.509 2.386 | 0.122 | 0.009

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK - autonomna

sekrecija kortizola OR - omjer Sansi CI - interval pouzdanosti
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5.7. Analiza rizika Se¢erne bolesti u bolesnika s incidentalomom

U¢injena je univarijatna logisticka regresija s binarnim ishodom Secerne bolesti,
rezultati su prikazani u Tablici 25. Nije nadeno znacajne povezanosti Se¢erne bolesti i
polimorfizama gena za glukokortikoidni receptor. Statisticki znacajan prediktor Secerne
bolesti u univarijatnoj analizi bio je indeks tjelesne mase (OR 1.144, 95% CI 1.036-
1.264, p=0.008).

Varijable s vrijednosti p <0,25 uvrStene su u multivarijatnu analizu. Multivarijatnom

analizom nije nadeno dodatne znac¢ajne povezanosti, Tablica 26.

Tablica 25 Univarijatna logisticka regresija prediktora Sec¢erne bolesti

B standardna Wald | p OR | 95% CI
pogreska

Muski spol 0.231 0.597 0.150 | 0.698 | 1.260 | 0.391-4.057
Dob 0.043 0.028 2.372 1 0.124 | 1.044 | 0.988-1.103
Veli¢ina tumora 0.019 ]0.020 0.940 | 0.332 | 1.020 | 0.980-1.060
BMI 0.135 ]0.051 7.073 | 0.008 | 1.144 | 1.036-1.264
Kortizol u prekonoénom | 0.004 0.003 1.771 | 0.183 | 1.004 | 0.998-1.010
DTS
Slobodni kortizol u urinu | 0.001 0.001 0.684 | 0.408 | 1.001 | 0.999-1.003
Hipertenzija -0.176 | 0.595 0.087 | 0.768 | 0.839 | 0.261-2.695
Dislipidemija 0.316 | 0.560 0.318 | 0.573 | 1.371 | 0.458-4.111
ASK 0.134 | 0.560 0.057 | 0.811 | 1.143 | 0.382-3.423
Bilateralni tumori 0.212 | 0.637 0.111 [ 0.739 | 1.236 | 0.355-4.308
Bell -0.321 | 0.563 0.325 1 0.569 | 0.725 | 0.240-2.188
ER22/23EK 1.149 | 0.916 1.572 | 0.210 | 3.154 | 0.524-18.992
N363S -19.554 | 14210.366 0.00 [0.999 |0 0

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK -autonomna

sekrecija kortizola OR- omjer Sansi CI - interval pouzdanosti
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Tablica 26 Multivarijatna logisticka regresija s ishodom Secerna bolest

B standardna | Wald p OR 95% C1
pogreska

Dob 0.051 0.033 2.369 0.124 | 1.052 | 0.986-1.123
BMI 0.132 0.052 6.369 0.012 | 1.141 | 1.030-1.264
Kortizol u | 0.002 0.003 0.447 0.504 | 1.002 | 0.996-1.009
prekonoénom DTS
ER22/23EK 0.992 1.053 0.888 0.346 | 2.697 | 0.343-21.221
Konstanta -10.414 | 3.233 10.375 | 0.001 | 0.000

BMI - indeks tjelesne mase DTS- deksametazonski test supresije ASK-autonomna

sekrecija kortizola OR- omjer Sansi CI- interval pouzdanosti
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5.8. Analiza rizika dislipidemije u bolesnika s incidentalomom

U¢injena je univarijatna logisticka regresija s binarnim ishodom dislipidemije,
rezultati su prikazani u Tablici 27. Nije nadeno znacajne povezanosti dislipidemije i
polimorfizama gena za glukokortikoidni receptor.

Varijable s vrijednosti p <0,25 uvrStene su u multivarijatnu analizu. Uc¢injenom

multivarijatnom analizom nije nadeno dodatne znacajne povezanosti, Tablica 28.

Tablica 27 Univarijatna logisticka regresija prediktora dislipidemije

B standardna Wald | p OR | 95% CI
pogreska

Muski spol 0.192 |0.434 0.196 | 0.658 | 1.212 | 0.517-2.840
Dob 0.006 |0.019 0.090 | 0.764 | 1.006 | 0.969-1.045
Velic¢ina tumora 0.029 0.016 3.273 1 0.070 | 1.029 | 0.998-1.062
BMI 0.035 0.035 1.007 | 0.316 | 1.036 | 0.967-1.110
Kortizol u prekono¢nom | 0.004 0.003 1.977 | 0.160 | 1.004 | 0.998-1.011
DTS

Slobodni kortizol u urinu | 0.001 0.001 0.335 1 0.563 | 1.001 | 0.998-1.003
Seéerna bolest 0.316 | 0.560 0.318 | 0.573 | 1.371 | 0.458-4.111
Hipertenzija 0.653 0.443 2.173 1 0.140 | 1.922 | 0.806-4.582
ASK 0.434 10.397 1.190 | 0.275 | 1.543 | 0.708-3.362
Bilateralni tumori 0.178 0.467 0.145 ] 0.703 | 1.194 | 0.479-2.981
Bell 0.578 0.416 1.923 | 0.165 | 1.782 | 0.788-4.030
ER22/23EK -0.588 | 0.890 0.436 | 0.509 | 0.556 | 0.097-3.179
N363S -0.403 | 0.759 0.282 | 0.595 | 0.668 | 0.151-2.959

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK - autonomna

sekrecija kortizola OR - omjer $ansi CI - interval pouzdanosti
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Tablica 28 Multivarijatna logisticka regresija s ishodom dislipidemija

B standardna Wald | p OR 95% CI
pogreska

Belll 0.739 0.441 2.808 | 0.094 | 2.094 | 0.882-4.970
Hipertenzija 0.619 0.480 1.660 | 0.198 | 0.539 | 0.210-1.380
Veli¢ina tumora 0.028 0.019 2213 | 0.137 | 1.028 | 0.991-1.066
Kortizol u | 0.001 0.004 0.089 | 0.765 | 1.001 | 0.994-1.008
prekonoé¢nom DTS
Konstanta -2.108 | 0.978 4.664 | 0.031 | 0.122
BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK -autonomna

sekrecija kortizola OR - omjer Sansi CI - interval pouzdanosti

59




5.9. Analiza rizika pretilosti u bolesnika s incidentalomom

Udinjena je univarijatna logisticka regresija s binarnim ishodom pretilosti,
rezultati su prikazani u Tablici 29. Nije nadeno znacajne povezanosti dislipidemije i
polimorfizama gena za glukokortikoidni receptor.

Varijable s vrijednosti p <0,25 uvrStene su u multivarijatnu analizu. Uc¢injenom

multivarijatnom analizom nije nadeno dodatne znacajne povezanosti, Tablica 30.

Tablica 29 Univarijatna logisticka regresija prediktora pretilosti

B standardna Wald | p OR 95% CI
pogreska

Muski spol 0.495 0.517 0.918 | 0.338 | 1.641 | 0.596-4.521
Dob 0.011 0.025 0.207 | 0.649 | 1.011 | 0.963-1.062
Velic¢ina tumora 0.043 0.024 3.155]0.076 | 1.044 | 0.996-1.095
Kortizol u | 0.005 0.005 0.910 | 0.340 | 1.005 | 0.995-1.014
prekonoé¢nom DTS
Slobodni  kortizol u | 0.001 0.002 0.295 | 0.587 | 1.001 | 0.998-1.004
urinu
Seéerna bolest 20.104 | 10742.023 0 0.999 | 538491 | 0-0
Hipertenzija 0 0.545 0 1 1 0.344-2.910
Dislipidemija 0.210 | 0.496 0.178 | 0.673 | 1.233 | 0.466-3.263
ASK -0.366 | 0.496 0.542 | 0.461 | 0.694 | 0.262-1.836
Bilateralni tumori 0.676 | 0.677 0.995]0.318 | 1.966 | 0.521-7.413
Bell -0.699 | 0.537 1.697 | 0.193 | 0.497 | 0.174-1.423
ER22/23EK 0.357 1.124 0.101 | 0.751 | 1.429 | 0.158-12.942
N363S 0.722 1.099 0.432 | 0.511 | 2.059 | 0.239-17.742

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK - autonomna

sekrecija kortizola OR - omjer Sansi CI - interval pouzdanosti
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Tablica 30 Multivarijatna logistiCka regresija s ishodom pretilost

B standardna Wald | p OR 95% CI
pogreska
Veli¢ina tumora 0.043 0.024 3.100 | 0.078 | 1.044 | 0.995-1.094
Bell -0.601 | 0.551 1.192 | 0.275 | 0.548 | 0.186-1.613
Konstanta 1.035 1.158 0.798 | 0.372 | 2.814

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK - autonomna

sekrecija kortizola OR - omjer Sansi CI - interval pouzdanosti
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5.10. Analiza rizika autonomne sekrecije kortizola u bolesnika s

incidentalomom

Ucinjena je univarijatna logisticka regresija s ishodom autonomne sekrecije

kortizola, rezultati su prikazani u Tablici 31. Nije nadeno znacajne povezanosti

autonomne sekrecije kortizola i polimorfizama gena za glukokortikoidni receptor.

Statisticki znacajan prediktor autonomne sekrecije kortizola u univarijatnoj analizi bila

je veli¢ina tumora ( OR 1.108, 95%CI 1.055-1.162, p<0.001). Znacajan prediktor bila je

1 dob bolesnika (OR 1.048, 95% CI 1.006-1.091, p=0.023)

Varijable s vrijednosti p <0,25 wuvrStene su u multivarijatnu analizu.

Multivarijatnom analizom nije nadeno dodatne znacajne povezanosti, Tablica 32.

Tablica 31 Univarijatna logisticka regresija prediktora autonone sekrecije kortizola

B standardna Wald p OR 95% CI
pogreska
Muski spol 0.161 0.434 0.137 0.711 0.851 | 0.363-1.995
Dob 0.047 ] 0.021 5.161 0.023 1.048 | 1.006-1.091
Velic¢ina tumora 0.102 | 0.025 17.199 | <0.001 | 1.108 | 1.055-1.162
BMI -0.006 | 0.035 0.035 0.852 0.994 | 0.928-1.063
Seéerna bolest 0.134 ] 0.560 0.057 0.811 1.143 | 0.382-3.423
Dislipidemija 0.434 10.397 1.190 | 0.275 1.543 | 0.708-3.362
Hipertenzija 0.683 0.438 2.425 0.119 1.979 | 0.838-4.674
Bilateralni tumori | 0.683 0.496 1.898 0.168 1.980 | 0.749-5.235
Bcll 0.234 ] 0.409 0.326 0.568 1.263 | 0.567-2.815
ER22/23EK -0.021 | 0.842 0.001 0.980 0.979 | 0.188-5.099
N363S 0.532 | 0.759 0.492 0.483 1.703 | 0.385-7.541

BMI - indeks tjelesne mase DTS - deksametazonski test supresije ASK-autonomna

sekrecija kortizola OR - omjer Sansi CI - interval pouzdanosti

62




Tablica 32 Multivarijatna logisticka regresija s ishodom autonomne sekrecije kortizola

standardna
B Wald p OR 95% CI

pogreska
Hipertenzija 0.029 0.591 0.003 0.959 1.029 | 0.343-3.087
Dob 0.053 0.024 4.713 0.030 1.054 | 1.005-1.106
Veli¢ina tumora 0.107 0.027 15.301 | <0.001 | 1.113 | 1.055-1.174
Bilateralni tumori 0.175 0.591 0.088 0.767 1.192 | 0.374-3.793
Konstanta -6.553 | 1.848 12.570 | <0.001 | 0.001

BMI - indeks tjelesne mase OR - omjer Sansi CI - interval pouzdanosti
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6. RASPRAVA

Zbog razvoja tehnologije 1 sve ceS¢e uporabe slikovnih metoda kao §to su
magnetska rezonanca i kompjuterizirana tomografija, incidentalomi nadbubrezne
zlijezde otkrivaju se u sve veceg broja pacijenata. Njihova ucestalost dovela je do toga
da su pojedini stru¢njaci govorili o epidemiji, tzv. AIDS prema engl. Adrenal
Incidentaloma Discovered Serendipitously (111). S porastom prosjecne dobi
stanovnistva, rast ¢e i prevalencija adrenalnih incidentaloma buduci da se oni ¢esce
pojavljuju u starijoj dobi u kojoj prevalencija doseze 1 10% (1). U ovom istraZivanju u
koje su bila ukljuc¢ena 103 bolesnika, prosjecna dob ispitanika bila je 59.2 godine Sto
odgovara podatcima iz ranijih istrazivanja (8). U ovom istrazivanju bilo je viSe Zena

(70.9%), sto je takoder sukladno ranijim istrazivanjima (9,55).

Koliko god incidentalomi bili Cesti, i Cesto dijagnosticirani, njihova patogeneza
jo$ nije posve razja$njena. Hipoteza ovog istrazivanja bila je da postoji povezanost
polimorfizama gena za glukokortikoidni receptor i incidentaloma nadbubreznih zlijezda.
Temeljem ranijih istrazivanja, polimorfizmi Bcll 1 N363S povecavaju osjetljivost na
glukokortikoide, a polimorfizam ER22/23EK smanjuje (77). Pojedina istrazivanja
pretpostavljala su patogenetsku ulogu polimorfizama u produkciji kortizola ili rastu
tumora (54,105). Trementino i sur. izvjestili su o ve¢oj ucestalost polimorfizma Bcll u
bolesnika s Cushingovim sindromom (112), ali u veéim serijama ti rezultati nisu
ponovljeni (113). Ucestalost polimorfizma Bcll u ovom istrazivanju nije se znacajno
razlikovala od ucestalosti u referentnoj europskoj populaciji, kao ni ucestalost
polimorfizma ER22/23EK. S druge strane, statisticki znacajno veca bila je ucestalost
polimorfizma N363S. Mehanizam djelovanja polimorfizma N363S nije poznat, ali
istrazivanja su pokazala da povecava osjetljivost na glukokortikoide (77,114). U
pojedinim istraZivanjima bio je povezan uz metabolicki nepovoljniji fenotip,
prvenstveno debljinu (91). U drugim pak istrazivanjima nije nadeno povezanosti s
debljinom (115,116). Metaanaliza Marti i sur. nije nasla povezanosti N363S i debljine

(117). U ovom istrazivanju nije nadena povezanost N363S i pretilosti u bolesnika s
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incidentalomom nadbubrezne Zlijezde. Istrazivanje Majnik i sur. (54), ukazalo je na
vecu ucestalost polimorfizma N363S u bolesnika s bilateralnim, ali ne i unilateralnim
incidentalomima. Njihov zaklju¢ak je bio da to ukazuje na mogucu etiologiju
polimorfizma N363S u patogenezi bilateralnih incidentaloma. U ovom istraZivanju nije
nadeno razlike u ucestalosti polimorfizma N363S u bolesnika s bilateralnim i
unilateralnim incidentalomima. Moguce tumacenje statisticki znacajne veée ucestalosti
N363S u ovom istrazivanju je da se radi o razmjerno malom broju ispitanika s
polimorfizmom te i male apsolutne promjene broja mogu dovesti do statisticke
znacajnosti. Za definitivau potvrdu povezanosti, nuzan bi bio veéi uzorak. Za eventualni
dokaz kauzalnosti, bio bi potreban naravno 1 uvid u mehanizam djelovanja
polimorfizma. S obzirom na navedeno, nije nadeno jasnih dokaza da polimorfizmi gena
za glukokortikoidni receptor utjeCu na nastanak adrenalnih incidentaloma kako u

bolesnika s unilateralnim tako 1 u bolesnika s bilateralnim incidentalomima.

Cilj studije bio je 1 ispitati povezanost pojedinog polimorfizma i fenotipa
bolesnika s adrenalnim incidentalomom: metabolickog sindroma 1 njegovih
komponenata arterijske hipertenzije, Secerne bolesti, dislipidemije i pretilosti. Takoder ,
analizirana je i povezanost polimorfizama Bcll, ER22/23EK i N363S i autonomne
sekrecije kortizola i prisutnosti bilateralnih adrenalnih tumora. Takoder je ispitana
povezanost polimorfizama Bcll, N363S 1 ER22/23EK i indeksa tjelesne mase,
koncentracije kortizola u prekonoénom deksametazonskom testu i veli¢ine tumora. U
ranijim istrazivanjima, opisana je povezanost polimorfizama Bcll i N363S s
kardiovaskularnim rizikom u opcoj populaciji (89,102). Medutim, bilo je istrazivanja
koja nisu naSla nikakvu povezanost (115,116,118). Rezultati za polimorfizam
ER22/23EK su proturje¢ni kao i za polimorfizme Bcll i N363S. Neke studije nasle su
povezanost polimorfizma ER22/23EK i visih vrijednosti kortizola u prekonoénom
deksametazonskom testu, bolje inzulinske osjetljivosti, manje tjelesne tezine i1 boljeg
metabolickog profila (91,94,119). Druga pak istrazivanja nisu ponovila te rezultate i
nisu nasla povezanosti (77). Istrazivanja polimorfizama glukokortikoidnog receptora u
populaciji s adrenalnim incidentalomima su malobrojna. Studija Tzanele i sur o
povezanosti polimorfizma Bcll s karakteristikama bolesnika kao Sto su arterijska

hipertenzija, Se¢erna bolest, dislipidemija, pretilost i hormonalnim status nije nasla
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razlike izmedu nositelja polimorfizma i divljeg tipa (120). S druge strane u istrazivanju
Morelli i1 suradnika je nadena slaba povezanost s hipertenzijom u nositelja i
polimorfizma Bcll i polimorfizma N363S (104) Suprotno tome, u ovom istrazivanju
nije nadena znacajna povezanost izmedu polimorfizma glukokortikoidnog receptora
N363S, ER22/23EK 1 Bcll i arterijske hipertenzije, pretilosti, Secerne bolesti i
metaboli¢kog sindroma. Moguce je da je dopirnos pojedinog polimorfizma premalen, a
tek aditivni ucinak koji su ispitivali Morelli i sur. ima statisticku znacajnost. U ovom
istraZzivanju nije nadeno ni povezanosti izmedu Bcll, ER22/23EK 1 N363S i
koncentracije kortizola u prekonoénom deksametazonskom testu kao ni autonomne
sekrecije kortizola u bolesnika s incidentalomom. Ti rezultati su sukladni objema ranije
objavljenim studijama (104,120). Nije nadeno ni povezanosti s velicinom tumora koja je
opisana u Tzanele i sur, koji navode da nositelji polimorfizma Bcll imaju manje tumore.
(120). U ovoj studiji nije nademo povezanosti Bcll, ER22/23EK i N363S niti s

veli¢inom tumora niti s bilateralnim tumorima.

Ucinjena je 1 multivarijatna analiza prediktora rizika metabolickog sindroma u
bolesnika s incidentalomom. Za pretpostaviti je bilo da ako polimorfizmi utjeCu na
osjetljivost na djelovanje glukokortikoida, modificiraju njihov uéinak u ciljnim tkivima
1 tako utjecu na metabolicke procese da onda mijenjaju i rizik od razvitka metabolickog
sindroma. U istraZivanju Moreire 1 sur. u bolesnika s Cushingovim sindromom
polimorfizam Bcll modulirao je fenotip bolesnika u uvjetima povisene koncentracije
kortizola: bolesnici s polimorfizmom Bcll imali su statisticki znacajno visi indeks
tjelsne mase (121). Takoder, u istrazivanju Giordana i sur. u bolesnika s Addisonovom
bolesti na nadomjesnoj glukokortikoidnoj terapiji Bell polimorfizam bio je povezan s
pretilos¢u, dislipidemijom i poremecenim metabolizmom glukoze (99) Sto direktno
govori u prilog moduliranja odgovora na glukokortikoide. S druge strane, Trementino i
sur. su pokazali da iako je Bcll ¢es¢i bolesnika s Cushingovom bolesti, genotip nema
metaboli¢ke reperkusije na fenotip (112). U ovom istraZivanju ucinjenom obradom
polimorfizmi gena za glukokortikoidni receptor Bcll, ER22/23EK i N363S nisu
znacajno povezani s rizikom metabolickog sindroma, kako u univarijatnim modelima
tako 1 u multivarijatnoj analizi. Ovi rezultati govore u prilog ranijim istraZzivanjima u

bolesnika s incidentalomima u kojima nije nadena povezanost polimorfizama s
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metaboli¢kim sindromom (104). Jedini statisticki znacajan prediktor u univarijatnoj i
multivarijatnoj analizi rizika razvoja metabolickog sindroma u bolesnika s
incidentalomom nadbubrezne Zlijezde bio je indeks tjelesne mase. U¢injene su i analize
rizika Secerne bolesti, u kojoj je takoder jedini signifikantni prediktor bio indeks tjelesne

masec.

Uz analizu cjelokupne ispitivane populacije, ucinjena je i analiza podgrupa gdje
se izdvajaju bolesnici s hipertenzijom, bolesnici s bilateralnim tumorima i bolesnici s
autonomnom sekrecijom kortizola. Bolesnici s hipertenzijom imali su znaajno manje
tumore ( p=0.003) kao i znacajno visi indeks tjelesne mase (p=0.02). Prevalencija
hipertenzije u ispitanika iznosila je 69.9% Sto je sukladno ranijim istrazivanjima
(12,24). Takoder podgrupa bolesnika s hipertenzijom imala je znacajno viSu razinu
kortizola u prekonoénom DTS (p=0.028). Uz to,u univarijatnoj logistickoj regresiji
kortizol u prekono¢nom DTS bio je na granici signifikantnosti kao prediktor
hipertenzije (p=0.072, OR 1.011, 95%CI 0.999-1.022). Molekularna istraZivanja
ukazala su na podgrupu bolesnika s manjim tumorima, ali viS§im razinama kortizola u
prekonoénom deksametazonskom testu, to su bili oni bolesnici koji su nositelji
PRKACA mutacije (17). Rezultati ovog istrazivanja mogli bi se uklopiti u te spoznaje,
da se radi o takvim pacijentima: s manjim, ali aktivnijim adenomima. ViSe razine
kortizola mogu doprinijeti hipertenziji direktnim 1 indirektnim ucincima kortizola
(12,41). Istrazivanje Arrude i sur.pokazalo je da prisutnost adrenalnih incidentaloma
nosi veci rizik hipertenzije, te povecava stupanj hipertenzije. Takoder, bolesnici s
hipertenzijom imali su viSe vrijednosti kortizola u prekono¢nom deksametazonskom
testu (122). Ti rezultati sukladni su rezultatima ovog istrazivanja.

Suprotno bolesnicima s hipertenzijom, u kojih imamo manje tumore, ali viSu
razinu kortizola u prekonoé¢nom deksametazonskom testu, u cjelokupnoj ispitivanoj
populaciji, nadena je umjereno jaka statisticki znacajna korelacija izmedu veliine
tumora i koncentracije kortizola (p=0.549, p<0.001). Taj rezultat je sukladan
multicentricnom istrazivanju Olsena i sur. (123) koje je pokazalo korelaciju veliine
tumora i viSe vrijednosti kortizola u prekono¢nom DTS. U ovom istrazivanju nadena je
1 slaba, ali statistiCki znacajna korelacija dobi i koncentracije kortizola u prekono¢nom

deksametazonskom testu (p=0.218, p=0.027).

67



Bolesnici s autonomnom sekrecijom kortizola predstavljaju posebno zanimljivu
podskupinu bolesnika s incidentalomom zbog nepovoljnih dugorocnih ucinaka
hiperkortizolizma: neZeljenih kardiovaskularnih i metabolickih ishoda (41). U ovom
istraZivanju prevalencija ASK bila je 50.5% Sto je viSe nego u ve€ini ranih istrazivanja
iz devedestih i dvijetisucitih godina koja su navodila prevalencije 10-20%. (7,9,31,124).
Naime, u ovom istrazivanju koristene su zadnje smjernice Europskog endokrinoloskog
drustva (1) u kojima se kao kriterij za autonomnu sekreciju kortizola navodi vrijednost
kortizola u prekonoé¢nom deksametazonskom test ve¢a od 50nmol/L. Ilustracije radi, uz
starije kriterije za autonomnu sekreciju kortizola (kortizol u prekono¢nom DTS
>82.9nmolL. uz snizeni ACTH ili poviseni slobodni kortizol u urinu) u ovom
istrazivanju prevalencija autonomne sekrecije bi bila 17.5%. U novijim istraZivanjima
koja koriste istu definiciju autonomne sekrecije kortizola prevalencije su usporedive s
ovim istrazivanjem (27,123,125,126). Bolesnici s autonomnom sekrecijom kortizola bili
su znacajno stariji od bolesnika bez autonomne sekrecije kortizola (ti01=2.363, p=0.020)
Sto je sukladno podatcima iz literature (33). Suprotno ranijim istraZivanjima, koja su
govorila za blagu povezanost sa Zenskim spolom (7,127), nije nadena povezanost sa
spolom. Ispitanici s autonomnom sekrecijom kortizola imali su znac¢ajno veée tumore
(Tablica 16). Podatak da je veli¢ina tumora statisticki znacajno veca (p<0.001) u
skupini bolesnika s autonomnom sekrecijom kortizola takoder je u skladu s ranijim
istrazivanjima (123). Morelli 1 sur. pokazali su u retrospektivnoj multicentri¢noj studiji
povecani rizik razvoja ASK ako je adenom veéi od 2.4cm (osjetljivost 73.3% i
specifi¢nost 60.5%, p=0.014) (128). U ovoj analizi prediktora autonomne sekrecije
kortizola statisti¢ki znacajni bili su veli¢ina tumora (OR 1.108, 95%CI 1.055-1.162,
p<0.001). i dob (OR 1.048, 95% CI 1.006-1.091, p=0.023). U analizi bolesnika s
autonomnom sekrecijom kortizola nije nadena povezanost s polimorfizmima N363S,
ER22/23EK i Bell. Od ranije je poznato da autonomna sekrecija kortizola nosi visi rizik
kardiovaskularnih komorbiditeta kao Sto su hipertenzija, Secerna bolest i1 pretilost
(9,129), ali i kardiovaskularnog mortaliteta (130). U ovom istraZivanju pacijenti s ASK
imali su vi$i rizik metabolickog sindroma, OR (3.111, 95%CI 0.946-10.227), ali nije
dosegnuta statisticka znacajnost (p=0.062). Nije naden ni statisticki znacajan rizik
Secerne bolesti, dislipidemije ni pretilosti u bolesnika s adrenalnim incidentalomom i

autonomnom sekrecijom kortizola. Naden je trend za poviSeni rizik hipertenzije u
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bolesnika s ASK, ali bez statisticke znacajnosti. (OR 1.979, 95% CI 0.838-4.674,
p=0.119). Mogu¢i uzrok nedosezanja statisticke znacajnosti je nedovoljna snaga
istrazivanja za ovu podskupinu bolesnika. Vecina prethodne literature ipak navodi
povezanost s hipertenzijom (7,12,47). Sam mehanizam nije jasan, ali se vjerojatno radi i
o direktnim ucincima viska kortizola kao i o indirektnim u¢incima putem poremecaja
metabolizma glukoze i1 porasta opsega struka. U prilog hiperkortizolizma kao znacajnog
uzro¢nog mehanizma hipertenzije u bolesnika s ASK govori 1 opsezZan sustavni pregled
1 metaanaliza lacobonea 1 sur. koja navodi da je kirurSko lijeCenje ASK (unilateralna
adrenalektomija) uspjesnija od nekirurskih metoda u lije¢enju hipertenzije u bolesnika s
ASK (131). S obzirom na to da se radi o podskupini bolesnika za koje nema jasnih
terapijskih smjernica, tema je vrijedna daljnjeg istrazivanja.

S obzirom na to da trenutne smjernice (1) razlikuju normalnu supresiju kortizola
nakon DTS, intermedijarni tip mogucu autonomnu sekreciju kortizola (kortizol u
prekonoénom DTS izmedu 51 nmol/L i 138nmol/L) i jasnu autonomnu sekreciju
kortizola (vrijednost kortizola nakon prekono¢nog DTS visa od 138 nmol/L) ucinjena je
1 analiza karakteristika bolesnika podijeljenih u te 3 skupine (Tablica 18). Nije nadeno
zna€ajnih razlika izmedu sve tri skupine osim veli¢ine tumora. Veli¢ina tumora
znacajno se razlikovala izmedu grupa bolesnika (p<0.001). Zanimljivo je da je nadena
znacCajna razlika veli¢ine tumora izmedu prve i1 druge grupe (p<0.001), kao i prve 1 trece
grupe (p<0.001), ali ne i izmedu druge i tre¢e grupe (p= 0.234) Sto upucuje na
opravdanost promatranja bolesnika s jasnom i mogu¢om ASK kao cjeline. Moguci
uzrok nenalaZzenja razlika je nedostatna snaga istrazivanja za analizu podskupina. S
druge strane, djelomic¢ni ispravak te limitacije istrazivanja je Sto je uz kategorijsku
varijablu autonomne sekrecije kortizola, sva obrada ucinjena i1 za koncentraciju
kortizola u prekono¢nom deksametazonskom testu kao kontinuiranu varijablu. Analiza
koncentracije kortizola u prekonoénom deksametazonskom testu kao kontinuirane
varijable donosi dodatne informacije. Naime vecina ranijih istraZzivanja analizirala je
vrijednost kortizola u prekono¢nom DTS kao kategorijsku varijablu s nekoliko mogucih
vrijednosti (33,38). Novije pak spoznaje govore o kontinuumu rizika i naglasak stavljaju
na karakteristike svakog pojedinog pacijenta (7,41). U ovom istrazivanju nadena je

povezanost koncentracije kortizola u prekono¢nom DTS s hipertenzijom, kao i s
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bilateralnim adenomima. Takoder je nadena korelacija vrijednosti kortizola nakon
prekono¢nog DTS s dobi i veli¢inom tumora.

U ranije navedenim analizama, veli¢ina tumora bila je znacajan prediktor i1
autonomne sekrecije kortizola (p<0.001), ali 1 povezana s mogu¢im komorbiditetima:
hipertenzijom (p=0.003) 1 dislipidemijom (p=0.038). Nadena je i umjerena korelacija
veli¢ine tumora 1 vrijednosti kortizola u deksametazonskom testu. Zbog svega
navedenog ucinjena je analiza karakteristika bolesnika podijeljenih u dvije skupine: one
s tumorom manjim ili jednakim 25mm i one s tumorom vec¢im od toga. Granica je
odabrana temeljem literature (123). Takoder, ranije navedeno istrazivanje Morelli i sur.
(128) navelo je 2,4cm kao granicu nakon koje raste rizik ASK. Bolesnici s ve¢im
tumorima imali su znaajno &e$¢e hipertenziju (y > =9.151, p=0.002) .kao i
dislipidemiju( y 2 = 4.257, p=0.039). Takoder, bolesnici s ve¢im tumorima imali su
znadajno CeSée autonomnu sekreciju kortizola (y 2 = 22.495, p<0.001). Medijan
kortizola u DTS u bolesnika s manjim tumorima bio je 36nmol/L (IQR 25.5nmol/L-
49nmol/L), dok je u bolesnika s vecim tumorima medijan bio 65.5nmol/L (IQR
48.25nmol/L-110nmol/L), (U=496.0, p<0.001) . Rezultati su sukladni ranijim
istrazivanjima, a mogu se objasniti hipotezom da je za ostvarivanje ucinka
glukokortikoida potrebna odredena masa tkiva.

Bolesnici s bilateralnim tumorima predstavljaju takoder izdvojenu skupinu
unutar populacije bolesnika s adrenalnim incidentalomima. U ovom istraZivanju
ucestalost bilateralnih tumora bila je 21% $to je unutar o¢ekivanog po literaturi (60,132)
Kao $to je ranije navedeno, polimorfizmi N363S, ER22/23EK i Bcll nisu u ovom
istrazivanu bili povezani s bilateralnim incidentalomima. Takoder, pacijenti s bilateralni
tumorima zbog potencijalnog sustavnog uzroka mogli bi imati 1 drugaciji metabolicki
profil. U pojedinim ranijim istrazivanjima pokazana je veca ucestalost hipertenzije i
Se¢erne bolesti (133). S druge strane istrazivanje Vassilatou i sur., nije naslo razlika u
ucestalosti hipertenzije, Secerne bolesti i1 dislipidemije (132). U ovom istrazivanju to je
potvrdeno, tj nije nadena statisticki znaCajna povezanost bilateralnih tumora s
hipertenzijom, metabolickim sindromom, Sec¢ernom bolesti, dislipidemijom i
autonomnom sekrecijom kortizola. S druge strane, u podskupini bolesnika s
bilateralnim tumorima, veli¢ina tumora bila je statisticki znacajno veca (za usporedbu je

uzet veci tumor) kao 1 vrijednost kortizola u deksametazonskom testu.
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Ogranicenje ovog istrazivanja je veli¢ina uzorka i monocentri¢nost. Ogranicenje
je 1 nedostatak kontrolne skupine iz iste populacije. Umjesto vlastite kontrolne skupine,
u analizi ucestalosti polimorfizama koriSteni su podatci iz referentne europske
populacije (110). Prednost ovog istrazivanja je da su istrazivana 3 polimorfizma u
bolesnika s incidentalomom, dok je u vecini ranijih studija ispitivan je jedan ili
eventualno dva polimorfizma. Prednost ovog istrazivanja je i prospektivni dizajn i mali
broj nedostaju¢ih podataka. Takoder, pacijenti su ukljucivani sekvencionalno, bez
iskrivljenja odabira, te su dobro zastupljene sve klinic¢ke slike i1 sve veliine tumora.
Nedostatak istrazivanja je moguca nedovoljna statistiCka snaga za analizu manjih
podgrupa. Takoder problematic¢na je i snaga istrazivanja u slucaju rijetkih dogadaja kao
Sto je to ucestalost polimorfizma ER22/23EK 1 N363S.

Zakljucno, istrazivanje nije pokazalo da polimorfizmi gena za glukokortikoidni
receptor Bell, N363S i ER22/23EK imaju ulogu u patogenezi metabolickog sindroma u
osoba s incidentalomom nadburezne Zzlijezde. Isto tako nije utvrdena povezanost

ispitivanih polimorfizama 1 nastanka adrenalnih incidentaloma.
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7. ZAKLJUCAK

1. Ucestalost polimorfizama Bcll(rs41423247) 1 ER22/23EK(rs6189+rs6190) u
bolesnika s incidentalomom ne razlikuje se u ovom istrazivanju od ucestalosti u
op¢oj populaciji. Ucestalost polimorfizma N363S(rs56149945) u bolesnika s
incidentalomom u ovom istrazivanju bila je statisticki znacajno visa od

ucestalosti u op¢oj populaciji.

2. Polimorfizmi Bcll, N363S 1 ER22/23EK gena za glukokortikoidni receptor kod
bolesnika s incidentalomom nadbubrezne Zlijezde nisu povezani s rizikom

nastanka metabolickog sindroma kao niti pojedinih njegovih komponenti.

3. Nije nadena povezanost polimorfizama Bcll, N363S i ER22/23EK 1 autonomne
sekrecije kortizola, velicine tumora kao ni koncentracije kortizola u

deksametazonskom testu.

4. Nije nadena povezanost polimorfizama Bcll, N363S 1 ER22/23EK 1 bilateralnih

tumora nadbubrezne Zlijezde.

5. Dob bolesnika i veli¢ina tumora prediktori su autonomne sekrecije kortizola u

bolesnika s incidentalomom.

6. Nadena je umjerno jaka statisticki znacajna korelacija veliCine tumora i

koncentracije kortizola u deksametazonskom testu.
7. Podgrupa bolesnika s tumorima ve¢ima od 25mm imala je znacajno viSu

koncentraciju kortizola u prekono¢nom deksametazonskom testu, kao i

autonomnu sekreciju kortizola, hipertenziju i dislipidemiju.
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Podgrupa bolesnika s hipertenzijom imala znacajno visu razinu kortizola u

prekono¢nom deksametazonskom testu, kao i znacajno visi indeks tjelesne mase.

Bolesnici s bilateralnim tumorima imali su znacajno visu vrijednost kortizola u

prekonoénom deksametazonskom testu i vece tumore.
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8. SAZETAK

Istrazivanja su pokazala da su adrenalni incidentalomi (AI) povezani s ve¢om
ucestaloscu arterijske hipertenzije (AH), pretilosti i Secerne bolesti (DM). Polimorfizmi
gena za glukokortikoidni receptor (GR) povezani su s pove¢anom (Bcll, N363S) ili
smanjenom osjetljivoséu (ER22/23EK). Svrha istrazivanja bila je ispitati povezanost
polimorfizama gena za GR i rizika metaboli¢kog sindroma (MetS) i njegovih
komponenti u bolesnika s Al

Ukljuceni su bolesnici s verificiranim Al. Evaluirana je prisutnost DM, AH,
dislipidemije 1 pretilosti. Ucinjen je prekono¢ni deksametazonski test supresije radi
evaluacije autonomne sekrecije kortizola (ASK). Odredeni su polimorfizmi Bcll, N363S
i ER22/23EK.

Analizirana su 103 bolesnika (M 29.1%, dob 59.17+10.31 godina). 69.9%
bolesnika imalo je AH, 14.6% DM te dislipidemiju 46.6%. Pretilih je bilo 74.8%. MetS
je imalo 57.3%, a ASK 50.5% bolesnika. U bolesnika s Al polimorfizam N363S je bio
ucestaliji nego u kontrolnoj populaciji (y >=12.05, p<0.001), dok za polimorfizme Bell i
ER22/23 nije bilo razlike (x 2=0.48, p=0.48, odnosno y 2=0.01, p=0.93). Nije nadeno
razlika u komorbiditetima ili hormonskom statusu izmedu nositelja polimorfizama 1
divljeg tipa.

Polimorfizmi Bcell, N363S 1 ER22/23EK gena za GR kod bolesnika s Al nisu
povezani s rizikom nastanka MetS kao niti njegovih komponenti: AH, DM,

dislipidemije 1 pretilosti.
Klju¢ne rije¢i: polimorfizmi gena za glukokortikoidni receptor, Bcll, N363S,

ER22/23EK, incidentalom nadbubrezne Zzlijezde, metabolicki sindrom, autonomna

sekrecija kortizola
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9. ABSTRACT

GLUCOCORTICOID RECEPTOR GENE POLYMORPHISMS AND THE RISK
OF METABOLIC SYNDROME IN PATIENTS WITH ADRENAL
INCIDENTALOMA

Bojana Simunov, 2020

Adrenal incidentalomas (Al) have been associated with an increased prevalence
of arterial hypertension (AH), obesity, dyslipidemia and diabetes (DM). We aimed to
investigate whether glucocorticoid receptor gene polymorphisms (Bcll, N363S and
ER22/23EK) were associated with the risk of metabolic syndrome (MetS) and its
components in patients with Al.

Consecutive patients with Al were enrolled. The presence of DM, AH,
dyslipidemia and obesity was assessed. lmg- dexamethasone suppression test was
performed to diagnose autonomous cortisol secretin (ACS). DNA samples were
genotyped for polymorphisms Bcll, N363S and ER22/23EK.

There were 103 patients (M 29.1%, aged 59.17 £10.31yrs). 69.9% pts had AH,
14.6% DM, 46.6% dyslipidaemia and 74.8% were obese. MetS was diagnosed in 57.3%
pts. ACS was found in 50.5% pts. In pts with Al polymorphism N363S was
overrepresented (y >=12.05, p<0.001). The frequency of Bcll and ER22/23 was similar
as in the control population (y 2=0.48, p=0.48 and y 2=0.01, p=0.93, respectively). We
found no differences in comorbidities nor in hormonal status between wild type and
polymorphism carriers.

In AI patients, GR polymorphisms Bcll, N363S and ER22/23EK were not
associated with the risk of MetS nor its components: AH, DM, obesity, and
dyslipidaemia.

Key words: glucocorticoid receptor gene polymorphism, Bcll, N363S, ER22/23EK,

adrenal incidentaloma, metabolic syndrome, autonomous cortisol secretion
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