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2 Seznam pouzitych zkratek

ACTH
ADH
AKR
BIPSS
BMAH
CBG
CRH
CS

CT
DOC
GC-MS
GH
hCG
HDDST
HPLC
HU

ITT
LC-MS
LH

MC
MSH
PDE
POMC
PPNAD
PRKACA
SH
StAR
17-OHP

adrenokortikotropni hormon

antidiureticky hormon (vasopresin)

aldo-keto reduktaza

bilateral pertrosal sinus sampling, katetrizace petrosnich splavi
bilateralni makronodularni hyperplazie

kortizol vazaijici globulin

corticotropin releasing hormone

Cushinglv syndrom

pocitacova tomografie

deoxykortikosteron

plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

rustovy hormon

lidsky choriovy gonadotropin

dexametazonovy supresni test s vysokou davkou dexametazonu
high performance liquid chromatography

Hounsfield unit

inzulinovy toleranéni test

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
luteinizacni hormon

melanocortin

melanocyty stimulujici hormon

fosfodiesteraza

pro-opiomelanokortin

primary pigmented adrenocortical disease

Ca podjednotka protein kinazy A

subklinicky hyperkortizolismus, subklinicky Cushingiv syndrom
steroidogenni akutni regulacni (protein)
17-hydroxyprogesteron



3 Abstrakt

DfivéjSi prace ukazaly zmény ve spektru steroidl u pacientl s incidentalomy
nadledvin se subklinickym hyperkortizolismem a ruznymi formami Cushingova
syndromu. Cilem této prace bylo zméfit zmény steroidd u téchto skupin pacientl
mezi sebou a ve srovnani se zdravymi kontrolami. Znalosti téchto zmén umozni lepsi
pochopeni patofyziologie steroidu u téchto chorob.

V prvni Casti prace jsme u pacientd s incidentalomy nadledvin popsali
komplexni zmény steroidniho metabolomu u subklinického hyperkortizolizmu.
DfivéjSi prace jinych autori popisuji pokles DHEAS u subklinického
hyperkortizolizmu. NaSe data tento fakt potvrzuji a zaroven popisuji snizeni dalSich
androgenl a jejich metaboliti. Sou€asné jsme porovnavali senzitivitu a specificitu
hladin steroid0 s bézné pouzivanymi parametry k prikazu subklinického
hyperkortizolizmu. Poprvé jsme popsali zmény steroidu, ke kterym dochazi v 1 mg
dexametazonovém testu u téchto pacientd.

U rdznych forem Cushingova syndromu jsme studovali zmény steroidd.
Potvrdili jsme snizeni nadledvinovych androgent u ACTH independentnich forem
Cushingova syndromu, a naopak jejich zvyseni u ACTH dependentnich forem. Také
jsme popsali zvySeni mineralokortikoidnich prekurzort u centralni a ektopické formy
Cushingova syndromu. V diferencialni diagnostice centralni a ektopické sekrece
ACTH jsme pozorovali steroidni zmény, které by mohly, pfi potvrzeni v dalSich
studiich, pomoci k rozliSeni téchto diagnoz.

V druhé cCasti této prace jsme se zabyvali pouzitim €¢asného pooperaéniho
kortizolu u pacientll po operacich hypofyzy k predikci pooperacniho hypokortizolizmu.
nizkym anebo naopak vysokym bazalnim kortizolem pooperacné. Nase prace tyto
poznatky potvrdila. U pacientld s pooperacnimi hladinami kortizolu <100 nmol/l je
vysoka pravdépodobnost hypokortizolizmu s nutnosti trvalé substituce, ovSem
vyskytly se i pfipady zlepSeni. Na druhou stranu hladiny bazalniho kortizolu
>500 nmol/l s vysokou pravdépodobnosti umozniuji bezpecné vysazeni pooperacni
substituce glukokortikoidy. U pacient s hladinami kortizolu mezi 100 a 500 nmol/l je
pooperacni substituce nutna az do definitivniho posouzeni ve stimulaénim testu
s odstupem od operace. Tato data ukazala srovnatelné vysledky naseho a jinych
zahrani¢nich endokrinologickych pracovist.

Klicova slova: Incidentalom nadledviny, Cushingdv syndrom, subklinicky
hyperkortizolismus, hypokortizolismus, stimula¢ni test



4 Abstract

Many studies have shown steroid hormone changes in adrenal incidentalomas with
subclinical hypercortisolism and various forms of Cushing's syndrome. The aim of our
work was to measure, using novel steroid GC-MS/MS measurement procedure,
complex picture of many steroids in these patients. With the knowledge of these
changes we could better explain causal pathophysiologic changes.

In the study on patients with adrenal incidentalomas we described complex
steroid changes in patients with subclinical hypercortisolism. Previous studies
showed decrease of DHEAS in subclinical hypercortisolism. We confirmed this
finding and described a decrease in other androgens and their metabolites. We also
evaluated their sensitivity and specificity when compared to routinely used
parameters for diagnosis of subclinical hypercortisolism. Furthermore, we looked at
the alterations in all measured steroids and their changes in the 1 mg
dexamethasone suppression test.

In another study, we analyzed steroid changes in various forms of Cushing's
syndrome. We confirmed the decrease of adrenal androgens in the ACTH
independent forms and mild increase in the ACTH dependent forms. We also
described elevations of mineralocorticoid precursors in central and ectopic forms of
ACTH secretion. In the distinction of ectopic and central form of CS we describe
novel steroid changes that could possibly help, if confirmed by other works, in the
differential diagnosis.

The second part of my work was focused on evaluating the utility of early
postoperative basal cortisol levels in patients undergoing pituitary surgery to predict
the central hypocortisolism. From earlier studies there were data suggesting the
usefulness of morning basal cortisol levels postoperatively in patients with either
sufficiently high cortisol levels or very low cortisol levels. Our data confirm these
studies. In patients with postoperative cortisol levels <100 nmol/l there is a high
probability of permanent hypocortisolism, but occasionally improvement can occur.
On the other hand, basal cortisol levels >500 nmol/l are very safe for discontinuation
of the postoperative glucocorticoid substitution therapy. In patients with cortisol levels
100 — 500 nmol/l postoperative glucocorticoid replacement is necessary until the final
stimulation tests. These data confirm findings from other endocrine centers on our
Czech cohort.

Keywords: adrenal incidentaloma, Cushing's syndrome, subclinical hypercortisolism,
hypocortisolism, stimulation test



5 Uvod

Steroidni metabolom je soubor jednotlivych steroidd v lidském organizmu. V uz§im
slova smyslu se jedna o steroidni hormony — mineralokortikoidy, glukokortikoidy,
androgeny, estrogeny a gestageny. Mnozstvi téchto hormonu u Clovéka zavisi na
pohlavi, véku, diurnalnim rytmu, vnitfnich i vnéjSich vlivech a je organové specifické.
Zakladnimi endokrinnimi organy produkujici steroidni hormony jsou kira nadledvin
a gonady. Dale v8ak byla prokazana mirnéjSi steroidni sekrece i v jinych organech
a tkanich jako napf. nervova tkan — mozek, kuze, prostata, jatra a dalSi. Blize se
tomuto tématu auto- a parakrinni steroidni produkce vénuje takzvana intrakrinologie
(intracrinology) (Labrie F. et al., 2000). Nutno téZ zminit exogenni podavani steroidd,
zejm. glukokortikoidd za uc€elem imunosuprese, bronchodilatace, &i jen substituce.
Tato problematika zaujima vyznamnou cast klinické praxe, nebyla vSak cilem nasi

védecké prace a nebudeme se ji proto dale zabyvat.

5.1 Historie poznani steroidogeneze

Prvni vyzkumy ukazujici zasadni roli nadledvin na preZiti zvifat spadaji do 20. let
minulého stoleti. OvSem terapeutické vyuziti extraktd nadledvin zaCalo az po
2. svétové valce v navaznosti na izolaci prvnich steroidd (kortikosteronu, 11-
dehydrokortikosteronu, kortizonu, kortizolu) (Hench P. S. et al., 1949). V roce 1950
byla za tento vyzkum udélena Kendallovi, Henchovi a Reichsteinovi Nobelova cena
za fyziologii a medicinu (de Herder W. W., 2014). Diky intenzivnimu zkoumani byla
postupné objevena fada dalSich produktu steroidniho metabolizmu. V soucasné
dobé se jedna o desitky rdznych latek, hormonu, vyskytujicich se za riznych
podminek v téle v rlzné koncentraci. Tyto hormony jsou spolu Uzce provazany

v metabolickych drahach fizenych enzymy steroidogeneze.

5.2 Fyziologie kury nadledvin

5.2.1 Regulace adrenalni steroidogeneze

Tvorba a sekrece steroidld z nadledvin jsou zvelké miry zavislé na endokrinni

stimulaci z jinych organa.



Zakladem regulace glukokortikoidni sekrece je stimulace osy hypotalamus-
hypofyza-nadledvina. Vychazi z neuronu suprachiazmatického jadra hypotalamu,
které vyluCovanim CRH do portalniho obéhu hypofyzy stimuluje sekreci ACTH.
ACTH vznika z molekuly polypeptidu (z 241 aminokyselin) pro-opiomelanocortinu
(POMC), ktery je dale Stépen prohormon-konvertazami na - a y-lipotrofin a
B-endorfin a ACTH (39 aminokyselin). Tato sekrece probiha v ramci cirkadianniho
(s periodou 24hodin) a ultradianniho (pod 24hodin) rytmu (Reppert S. M., Weaver D.
R., 2002). Na stimulaci sekrece ACTH maji sou€asné vliv i dalSi hormony jako napf.
vasopresin, glukagon, ¢&i negativni zpétnou vazbou také pokles hladiny
glukokortikoida.

Nasledné pusobeni ACTH na nadledvinu pfes melanocortinovy receptor 2 je

realizovano na nékolika Urovnich.

Za prvé pfi dlouhodobé stimulaci ACTH dochazi k indukci cAMP, ktera dale
spousti tvorbu IGF-2 (Voutilainen R., Miller W. L., 1987), EGF (Coulter C. L. et al.,

1996) a FGF (Mesiano S. et al., 1991), které stimuluji bunécny rust a proliferaci.

Za druhé plsobi ACTH pfes cAMP a angiotensin pfes kalcium/kalmodulinovou

cestu na genomové urovni, kde spousti tvorbu steroidogennich enzymu a kofaktor(.

Za treti vyvolava puls ACTH rychlou adrenalni odpovéd v fadu minut indukci
steroidogenic acute regulatory protein (StAR), ktery se nachazi na zevni
mitochondrialni membrané a umoznuje transmembranovy pienos cholesterolu. Ten
je dale Stépen na pregnenolon, coz je zasadni a kvantitu urCujici krok v regulaci
steroidogeneze (Stocco D. M., Clark B. J., 1996). Chybi-li StAR protein, zUstava
steroidogeneza na urovni asi 14% oproti jeho pfitomnosti, coz vysvétluje
steroidogenezi ve tkanich jako mozku &i placenty, kde tento protein nalezen nebyl
(Baker B. Y. et al., 2007). Na rozdil od peptidickych hormonl nedochazi u steroidnich
hormond k jejich skladovani a pro rychlou sekreci je tedy urcujici tento uvodni krok,
pfi kterém vznika z cholesterolu pregnenolon. DalSi pfeména steroidu je dana
expresi dalSich enzym( v celé kaskadé, ktera je regulovana fadou transkripénich
faktorl jako napf. (SF-1, AP-2, SP-1, SP-3, NF1C, NR4A1, NR4A2, GATA 4, GATA
6) (Parker K., Schimmer B., 1997). Hlavnim koncovym glukokortikoidem u lidi je

kortizol, u hlodavcl je to z diavodu nepfitomnosti 17a-hydroxylazy v nadledviné
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kortikosteron, ktery pulsobi zpétnovazebné na pulsatilni sekreci CRH a ACTH
(Dallman M. F. et al., 1987).

Hlavni lidsky mineralokortikoid aldosteron se vyvinul u Zivocichu v souvislosti
s pfechodem na sous$ a nutnosti zadrzovat vodu a sodné ionty (Vinson G. P. et al,,
1979). Jeho hlavni ulohou je resorpce sodiku za soucCasné exkrece draselnych
a vodikovych iontl v distalni ¢asti nefronu ledvin, tlustém stfeve, slinnych zlazach,
ale v malé mife i v dalSich tkanich. Sekrece aldosteronu je regulovana renin-
angiotensin-aldosteronovym systémem. V juxtaglomerularnich burikach ledvin je pfi
poklesu natremie, anebo perfusniho tlaku, pusobenim prostaglandini Stépen
prorenin na renin. Naopak negativni vliv na sekreci reninu ma dopamin, atrialni
natriureticky peptid a angiotensin Il. Renin dale Stépi angiotensinogen na angiotensin
I, ktery je dale pfedevSim v plicich Stépen angiotensin-konvertujicim enzymem na
angiotensin Il. Ten dale puasobi vasokonstrikéné pres receptory spojené s G-
proteinem a souc€asné na bunky zéna glomerulosa kiry nadledvin, kde stimuluje
tvorbu aldosteron syntetazy a tim aldosteronu (Weir M. R., Dzau V. J., 1999). Kromé
stimulace angiotensinem Il je sekrece aldosteronu fizena pfimo hladinou kalemie
(Okubo S. et al.,, 1997). MenSi, ale téz vyznamny vliv na stimulaci sekrece
aldosteronu vykazuje ACTH. Koncentrace ACTH potifebné k stimulaci aldosteronu
jsou dokonce niz8i, nez pro kortizol a DHEA (Daidoh H. et al., 1995). ACTH puasobi
na aldosteron jak akutnim vzestupem, tak pfi dlouhodobé stimulaci. Pfi kontinualnim
podani ACTH je stimulace aldosteronu pouze pfechodnda, zatimco pfi pulsatilni

aplikaci ACTH je aldosteron stimulovan trvale (El Ghorayeb N. et al., 2016).
5.2.2 Diurnalni variabilita béznych steroidu

Zakladem fyziologické sekrece fady steroidi je jejich diurnalni variabilita. Je
podminéna pulsatilni sekreci ACTH z hypofyzy. Tato sekrece probiha v cirkadiannim
(s periodou 24hodin) a ultradiannim (pod 24hodin) rytmu. Bé€hem 24 h dochazi kromé
bazalni sekrece ACTH Kk pfiblizné 40 dalSim pulsum s vzestupem ACTH v priméru
0 24pg/ml béhem pulsu. Pulsace kortizolu koreluji s pulsy ACTH a CRP. Mira
odpovédi kortizolu zavisi na amplitudé pulsu ACTH, nikoliv vSak na frekvenci, ktera je
za fyziologickych okolnosti stacionarni. Pfi vy$Si amplitudé pulsu ACTH dochazi
k vzestupu plazmatického kortizolu. NejvyS$si hladiny kortizolu a ACTH nachazime
rano mezi 6. a 9. hodinou, a naopak nejnizSi byva kortizol v noci mezi mezi 23
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a 2.hodinou. Duvod ranniho vzestupu kortizolu neni zcela jasny, ale jedou z teorii je
zvyseni inzulinorezistence na periferii, coz nasledné vede k zvySené dodavce
glukézy pro mozek pfed probuzenim. K mirnym vzestupim kortizolu dochazi i po
jidlech (Melmed S., 2011).

5.2.3 Chemicka struktura steroidu a jeji modifikace

Steroidy jsou chemické organické latky odvozené ze struktury steranu
(cyklopentanoperhydrofenantrenu). Ta vychazi ze tfi Sesti-uhlikatych a jednoho péti-
uhlikatého cyklu. Na toto uhlikové jadro jsou dale navazany jednotlivé atomy vodiku,
hydroxy- a keto- skupiny, pfipadné postranni fetézce jako napf. u gonanu,
cholesterolu v poloze C17 (Obr. 1). U vazby hydroxy— skupin rozliSujeme jejich

polohu q, B.

Obr. 1 Cyklopentanoperhydrofenantrenovy skelet a cholesterol

Kromé steroidnich hormon(, na které je zamérena tato prace, je nutné zminit i dalSi
Casté steroidy jako cholesterol (Obr. 2), vitamin D, syntetické steroidy rostlinné
fytosteroly a Zlu€ové kyseliny.

H5C

CH,
CH,

SHs HaC

HO

Obr. 2 Cholesterol
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Zakladem syntézy steroidnich hormonld je odStépeni postranniho Fetézce
cholesterolu na mitochondrialni membrané davajici vznik pregnenolonu (Obr. 3)

a isocaproaldehydu.

H5C
/O

CHj

CHj

HO
Obr. 3 pregnenolon

Ten je dale pfeménovan na dalSi steroidy v zavislosti na pfitomnosti a aktivité
jednotlivych enzymd. Velka ¢ast volnych steroidnich hormonu je sulfatovana na vice
stabilni, polarni konjugaty (napf. pregnenolon sulfat, 173-hydroxypregnenolon sulfat,
DHEA sulfat)

Vznikajici steroidni hormony Ize rozdélit podle poctu uhlikd na C21, C19, C18

steroidy.

C21 steroidy (pregnany) maji na uhliku C17 postranni dvouuhlikaty fetézec
a v poloze C10 a C13 methylové skupiny. Do této skupiny patfi napf. pregnenolon

zmifiovany vyse (Obr. 3).

C19 steroidy (androstany) (Obr. 4) vznikaji odstépenim postranniho fetézce
z C17 uhliku C17, 20 lyazou. Tyto steroidy maji stejné jako C21 steroidy methylové
skupiny v poloze C10, C13 a po oddéleni postranniho fetézce v poloze C17

navazanou keto- nebo hydroxy-skupinu.
CH, OH

CHs

HO

Obr. 4 C19 steroidy (androstendiol)
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C18 steroidy (estrogeny)(Obr. 5) jsou charakteristické aromatickym kruhem A
(struktury steranu). Vznikaji aromatizaci kruhu A z androstant a maiji také v poloze

C17 navazanou keto- nebo hydroxy-skupinu a v poloze C3 navazany hydroxyl.

HO

Obr. 5 C18 steroidy (estradiol)

5.2.4 Enzymy steroidogenezy

VétsSinu enzymu steroidogenezy Ize rozdélit do dvou skupin: na obsahujici cytochrom
p450 (CYP) a hydroxysteroidni dehydrogenazy (HSD). Hydroxylace a rozstépeni
vazeb mezi uhliky katalyzované CYP jsou vyhradné jednosmérné, zatimco u HSD
dochazi i k zpétnym reakcim (-OH...=O a naopak), ¢asto vSak katalyzovanym jinym

enzymem ¢€i jinou izoformou enzymu (Agarwal A. K., Auchus R. J., 2005).

CYP lze rozdélit do dvou skupin, typ 1 a typ 2 (Miller W. L., 2005). Typ 1 se
nachazeji v mitochondriich a jako zdroj elektronl vyuzivaji redukovany NADPH, ktery
dale pfedava elektrony cestou FAD a adrenodoxinu na CYP. K typu 1 patfi enzym
Stépici postranni fetézec cholesterolu (P450scc), 2 izoenzymy 11B-hydroxylazy
(p450c11p3, p450cAS), enzymy 1a— a 24- hydroxylujici cholekalciferol (vitamin D) na

aktivni metabolit kalcitriol.

Na druhé strané typ 2 CYP se nachazi v hladkém endoplasmatickém retikulu.
CYP typ 2 ziskava elektrony téz z NADPH, ale cestou pfes flavin adenin dinukleotid
(FAD) -flavin adenin monukleotid (FMN) protein souhrnné 2zvany p450
oxidoreduktaza (POR). CYP Typ 2 tvofi vétSinu CYP enzym( u lidi (p450c21,
p450c17, p450aromataza, cytochrom b5).

HSD vyuzivaji jako zdroj elektronu kofaktor nikotinamid a ve vétSiné pfipadu
vedou k redukci hydroxy (OH") skupiny na keto (O~) skupinu a naopak(Agarwal A. K.,
Auchus R. J., 2005). V pfipadé 5a-reduktaz typ 1 a 2, které ke skupiné HSD téz

mulzeme prifadit, dochazi k nasyceni nenasycenych dvojnych vazeb do nasyceného
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stavu. Ze strukturalniho hlediska lze HSD rozdélit na dehydrogenazy, reduktazy
kratkych fetézclt (SDR) a aldo-keto reduktazy (AKR) (Miller W. L., 2005). Velka ¢ast
HSD katalyzuji oxidaci nebo redukci v zavislosti na mnozstvi kofaktoru (NADH,
NADPH) a pH a pfi nedostatku kofaktoru muUze dochazet i k obratu v pasobeni

enzymu (oxidaci).
5.2.5 Stratifikace adrenalni kiry s ohledem na steroidogenezu

Zakladem pro syntézu vSech adrenalnich steroidl je molekula cholesterolu. Dalsi
zpracovani zalezi na typu buriky, ve které se odehrava. V kife nadledvin byly

popsany 3 zakladni cesty steroidogeneze vychazejici z lokalizace.

Produktem zéna glomerulosa je tvorba aldosteronu na podkladé stimulace
pfes receptory pro angiotensin Il (AT II). Typicka pro tuto zénu je exprese receptorl
pro AT Il, nepfitomnost 17-hydroxylazy a vyluCna exprese aldosteron syntetazy
(enzym z 93% geneticky blizky 11B-hydroxylaze, schopny 113-hydroxylace a navic
nasledné 18-hydroxylace a 18-oxidace) (Mulatero P. et al., 1998).

Zobna fasciculata neexprimuje receptory pro AT |l a aldosteron syntetazu. Je
stimulovana pfes melanocortinovy receptor typ 2 (MC 2) vazbou ACTH. Plsobenim
17a-hydroxylazy (ktera v nadledviné hlodavch chybi) konvertuje u Clovéka
pregnenolon na 17a-hydroxypregnenolon a progesteron na 17a-hydroxyprogesteron.
Nicméné cytochrom b5 je zde exprimovan minimalné, coz neumoznuje dalSi konverzi
17-20lyazou tak, jak se déje v zdna reticularis od doby adrenarché (Suzuki T. et al.,
2000). Je zde tedy produkovan hlavné kortizol a malé mnozstvi kortikosteronu po
stimulaci ACTH.

Zona reticularis je téz fizena pres MC 2 receptor. Na rozdil od zéna fasciculata
je zde nizka aktivita 21- a 11B- hydroxylazy, a naopak vysoka exprese cytochromu
b5, coz ve vysledku vede k vysoké aktivité 17-20lyasy a tvorbé DHEA. Je zde malé
mnozstvi 3B-hydroxysteroidni dehydrogenazy 2, coz vede k CasteCné prfeméné

DHEA na androstendion a nasledné na testosteron (Suzuki T. et al., 2000).
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5.3 Patofyziologie kiry nadledvin

5.3.1 Klinicky vyjadifeny Cushinguv syndrom

Cushingiv syndrom (CS) byl pojmenovan po Harvey Cushingovi, americkém
chirurgovi, ktery jako prvni popsal asociaci symptomu obezity, hirsutismu, adrenalni
hyperplasie ve spojeni s tumory hypofyzy (Cushing H. W., 1912). Kromé
endogennich pfi€in je nutno zminit t€z pomérné Casty CS v Sir§im slova smyslu

vznikly na podkladé exogenni kortikoterapie.
5.3.1.1 Definice, incidence, klinické projevy

CS je soubor symptomuU vznikajicich na podkladé chronického hyperkortizolizmu.
Incidence endogenniho CS je uvadéna kolem 3 novych pfipadd na 1 milion obyvatel
za rok (Marek J., Hana V., 2017). Pfiznakd hyperkortizolizmu je mnoho: obezita,
pfibyvani na hmotnosti, arterialni hypertenze, ubytek podkozi, pletora (zejm. v
obli€eji, na tvarfich), mésicovity obliej, fialové strie zejména nad 1 cm v primeéru,
hirsutismus, akné, bizoni S$ije, zmény menstruacniho cyklu, cefalea, psychické
zmény, inzulinova rezistence a dalSi. Nicméné s ohledem na nizkou specificitu téchto
symptomud jsou jako klinicky pfinosné zejména osteopordza, zvySena tvorba
podkoznich hematomu a proximalni svalova slabost (chuze do schodl, zvedani se
ze sedu, zvedani rukou nad hlavu) (Ross E. J., Linch D. C., 1982).

5.3.1.2 Rozdéleni — typy

Podle etiologie délime endogenni CS na ACTH dependentni a ACTH independentni.
ACTH dependentni CS tvofi asi 80 % endogenniho CS. Nej¢astéji, pfiblizné téz v asi
choroba), pficemz vice jak 90% tvofi mikroadenomy (<1cm). Dale muze byt
podminén ektopickou sekreci ACTH (bronchialni a jiné karcinoid, malobuné&cény
karcinom plic, neuroendokrinni tumory pankreatu, medularni karcinom stitné Zlazy,
feochromocytom a dal$i). Velmi vzacné je u téchto uvedenych nadorli zpusoben
soucasné ektopickou sekreci CRH a ACTH (Wajchenberg B. L. et al., 1994).

ACTH independentni CS je zplUsoben zvySenou sekreci kortizolu z nadledvin
zjinych pfi¢in, nez je stimulace ACTH. MUze byt zplUsoben jednostrannou lézi
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(adenom, karcinom) nebo onemocnénim obou nadledvin (primary pigmented nodular
adrenocortical disease, PPNAD; bilateral macronodular hyperplasia, BMAH,;
McCune-Albright syndrom). V pfipadé adrenalnich adenomi produkujicich kortizol
dochazi z duvodu suprese ACTH k atrofii ostatni adrenalni tkdné. To vede k nizkym
hladinam ostatnich steroidl napf. DHEA, DHEAS.

5.3.1.3 Patogeneze

Patofyziologicky proces vedouci k vzniku adenomu hypofyzy produkujicimu ACTH
(Cushingovy choroby) nebyl dosud pIné objasnén. | pfes intenzivni vyzkum neni
jasné, zda vznikaji primarné na podkladé zmén bunék hypofyzy nebo zvySenou
stimulaci z hypothalamu vedouci k sekundarni hyperplasii a adenomu hypofyzy.
Nelze vyloucit ani souhru téchto dvou mechanismu. V bufkach ACTH produkujicich
adenomu byly popsany snizené hladiny proteinu p27, ktery reguluje bunécny cyklus.
PFiCina tohoto snizeni zatim nebyla odhalena (Korbonits M. et al., 2002). Dale byly
popsany chromozomalni aberace v burikdch adenomu ve smyslu zisku 6p raménka

chromomozomu a ztraty chromozomu 2, 15q a 22 (Trautmann K. et al., 2001).

Stejné jako u Cushingovy choroby ani u primarné adrenalnich |ézi vedoucich
k CS neni pIné objasnén jejich vznik. Monoklonalni plvod je u vétSiny adenomd
a karcinomu, zatimco polyklonalni etiologie podminuje adrenalni hyperplazii
(Beuschlein F. et al., 1994). Parentalni isodisomie 11p15.5 se zvySenou expresi
inzulin-like faktoru 21 (IGF-2) pfi sou€asném snizeni exprese CDKN1C a tumor
supresoru H19 v bunkach adrenalniho karcinomu se jevi jako zasadni
v tumorigenezi. U nékterych karcinom( je znama mutace p53 tumor supresoru
a mutace B-cateninu (Sidhu S. et al.,, 2003). U adenomU byly prokazany mutace
Ca podjednotky protein kinazy A (PRKACA), GNAS1, protein kinazy PRKAR1A
podjednotky.

V pfipadé vzacné ,primary pigmented adrenocortical disease” (PPNAD), kdy
jsou obé nadledviny spiSe malé, zvySené pigmentované, slozené z malych nodul
mezi 2 a 3 mm byly asi u poloviny pacientl zjistény mutace protein kinazy PRKAR1A
podjednotky, dale mutace fosfodiesterazy (PDE) 11A, PDE 8B a PRKACA. PPNAD
se vétSinou vyskytuje vramci Carneyho komplexu (myxomy srdce, kuze, modré

névy, uzly 8t. Zlazy, akromegalie, adrenal rest tumory), pfiCemz je uvadén asi u 30 %
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pacientl stimto syndromem. Incidence bilateralni makronodularni hyperplazie
(BMAH) je popisovana kolem 10 % pfipadu adrenalniho CS. Velikost nodulu je
>1 cm. U BMAH dochazi mimo noduly k atrofii okolniho kortexu. V pfipadé naopak
hyperplazie okolniho kortexu mimo noduly je podle nékterych autorl léze
oznaCované jako AIMAH. Z hlediska vzniku byvaji u BMAH popisovany mutace
ARMCS5, MEN1, GNAS1, PDE11A, PRKACA, mutace receptorl spojenych s G
proteiny (receptor pro GIP, LH, hCG, [-adrenergni receptor, receptor pro
angiotenzin, serotoninergni 5-HT receptor) (Lacroix A. et al., 2015; Marek J., Hana
V., 2017; Stratakis C. A., Boikos S. A., 2007).

5.3.1.4 Diagnostika

Zakladem diagnozy CS je klinické podezieni na podkladé symptomu uvedenych
vySe. Protoze jejich vétSina je pro CS nespecificka, je tfeba vyslovené podezieni
potvrdit laboratornimi testy. Jesté pred vlasti laboratorni diagnostikou je vzdy vhodné
vyloucit uzivani exogennich kortikoidl vedoucich €asto k CS, sou€asné zvazit tzv.
pseudo-Cushinguv syndrom charakterizovany ,fyziologickym* zvySenim metabolismu
kortizolu ve smyslu zvySeného set-pointu, ale obvykle zachovaného diurnalniho
rytmu pfi snizené odpovédi na dexametazon. S tim souvisi i popisované zvysSeni
volného mocového kortizolu (Nieman L. K., 2015). OvSem u alkoholikl byla téz
popsana porucha cirkadianniho rytmu (Newell-Price J. et al., 1998). Jedna se
o pacienty téZce obézni, pacienty s téZkou depresivni epizodou, ve vyrazném
stresovém vypéti, s anorexii, téhotné zZeny, pacienty s abusem alkoholu,
dekompenzovanym diabetes mellitus, ¢i vrcholové sportovce. U téchto skupin se
laboratorni diagnostika doporuCuje pouze v pfipadé silného podezieni na CS a
pridruzenych symptomech s nevétSi specificitou (snadna tvorba hematomd,

proximalni svalova slabost, osteopor6za).

Zakladnimi diagnostickymi metodami dle platnych doporu€eni jsou:
dexametazonové supresni testy (1-mg, 2-mg 2 denni), opakované stanoveni volného
mocového Kkortizolu/24 hodin, opakovany pullno¢ni kortizol ve slinach ¢i v séru
(Nieman L. K., 2015; Nieman L. K. et al., 2008). V pfipadé pozitivity alespori dvou

z téchto ruznych testu uvazujeme diagnézu CS za potvrzenou.
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S ohledem na rizné metody stanoveni kortizolu v séru, slinach, moci je nutné
zminit urcita specifika jednotlivych metod. Nejastéji pouzivané imunoanalyzy
zalozené na vazbé protilatky mohou podavat zkreslené vysledky pfi zkfizené
reaktivitt metabolitl kortizolu a syntetickych glukokortikoidd. Naopak metody
zaloZené na hmotnostné strukturalni detekci jako HPLC, LC-MS/MS, GC-MS/MS toto
zkresleni obvykle nevykazuji, maji ¢asto nizsi referenéni rozmezi nez imunoassay
zvySuji hladiny cortisol binding globulinu (CBG). To je vyznamné v pfipadé stanoveni
sérového kortizolu, kdy je nutné vylouc€it uzivani estrogenni |éCby napf. kontraceptiv,
ktera Casto vedou k mylné suspekci na hyperkortizolismus pfi normalnich hodnotach

volného kortizolu, ale zvySeni celkového kortizolu vlivem zvySeni vazebného CBG.

5.3.1.4.1 Dexametazonové testy

Principem dexametazonovych testl je zpétnovazebna inhibice sekrece CRH, ACTH,
kortizolu po podani exogenniho kortikoidu. Pro zakladni diagnostiku CS je testem
volby ,overnight* 1 mg dexametazonovy test s nizkou davkou dexametazonu.
Praktické provedeni spociva v uziti 1mg dexametazonu v 23h s naslednym odbérem
kortizolémie v 8h rano. Na nékterych pracovistich je preferovan 2 mg 2 denni
dexametazonovy test. Provadi se uzitim 0,5 mg dexametazonu po 6 hodinach v 6,
12, 18, 24h 2 dny po sobé s naslednym odbérem ranniho kortizolu v 8h. Jeho vyhoda
spociva napf. ve vétsi jistoté uziti a absorpci dexametazonu oproti jednorazovému

uziti v 1 mg testu.

Pro oba testy je hladina kortizolu vylu€ujici CS (kromé vzacné cyklické formy)
<50 nmol/l (<1.8 pg/dL), naopak hladina >138 nmol/l diagnézu CS podporuje.
S vyhodou je souCasné stanoveni hladin dexametazonu v séru (vylou€i non-
compliance, |ékovou interakci s metabolismem dexametazonu napf. rifampicin,
carbamazepin, zvySené odbouravani pfi indukci jaternich enzymu u alkoholiku), které
vS8ak neni v nasi podminkach bézné dostupné (Meikle A. W., 1982). ZvySené hladiny
v img dexametazonovém testu jsou popisovany az u 50% Zen uzivajicich
kontraceptiva (Nickelsen T. et al., 2009). V pfipadé nutnosti provedeni tohoto testu

se doporucuje vysazeni kontraceptiv min. 6 tydna pred testovanim.

19



5.3.1.4.2 Pulnoéni kortizol ve slinach a v séru

Stanoveni hladiny pulno¢niho Kkortizolu vychazi z fyziologického mechanismu
diurnalni variability jeho hladin. U zdravych jedincl za¢ind mezi 3. a 4. hodinou
stoupat hladina kortizolu vrcholici maximem kolem 7-9. hodiny. U pacienti s CS
k no¢nimu poklesu nedochazi. Odbér slin i krve se provadi obvykle mezi 23.
hodinou a pulnoci. K vylouceni stresu z odbéru je vyhodnéjSi odbér slinného kortizolu

nebo zavedeni kanyly béhem dne s provedenim no¢niho odbéru z kanyly.

Normy koncentraci kortizolu se [i§i v zavislosti na pracovisti a zpUsobu
stanoveni ve slinach &i séru. Diagnosticka hladina pro CS ziskana ze souboru 230
pacientt s CS a 23 s pseudo-Cushingovym syndromem v NIH je >207 nmol/l
(7.5 pg/dl) v séru (Papanicolaou D. A. et al., 2009). Jako nejpfesnéjSi metoda
stanoveni slinného kortizolu je v USA uvadéna ELISA a LC-MS/MS. P¥i pouziti téchto
metod |ze olekavat u zdravych osob kortizol mezi 23 a pulnoci pod 145 ng/dl
(4 nmol/l) (Baid S. K. et al., 2007). Pfed odbérem slin je dullezité nekoufit v den
odbéru a odbér provést pred Cisténim zubu. U pacientl s depresi a obezitou byva
obvykle zachovana diurnalni variabilita coZz umoziuje pouziti tohoto stanoveni
v diagnostice. Naopak u pacientu pracujicich v noci, ve smé&nném provozu neni tento

test vhodny.

5.3.1.4.3 Volny mocovy kortizol/24 h (UFC)

Stanoveni odpadl volného mocového kortizolu za 24h odpovida sekreci kortizolu
béhem 24h. Méfime volny kortizol, tedy nezavisly na CBG, coz vyluCuje ovlivnéni
medikaci ménici hladiny CBG. Oproti dfive pouzivanym 17-hydroxykortikosteroidiim
vykazuje UFC vyS&Si senzitivitu a specificitu (Mengden T. et al., 1992). Pfi renalni
insuficienci stfedniho a vysSiho stupné (clearance kreatininu pod 1ml/s.) muze
dochazet k faleSné negativnim vysledkim vlivem snizené renalni filirace kortizolu
(Chan K. C. A., 2004). U nékterych pacient s nizkou aktivitou hyperkortizolizmu pfi
CS muze byt hladina UFC faleSné negativni a proto je vhodné pouziti jinych testl
(Kidambi S. et al., 2007).

PFi piti nad 3l tekutin se fyziologicky zvySuje volny mocovy kortizol (Mericq M.
V, Cutler G. B., 1998). Pfi nespravném sbéru moci muze byt hodnota mocového

kortizolu faleSné zvySena stejné jako v pfipadé pseudo-Cushingova syndromu (viz
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vyse). Z téchto davodu byva nékterymi autory pro diagnézu CS cestou méfeni UFC
doporucovan trojnasobek horniho limitu normy. V pfipadé subklinického Cushingova
syndromu byvaji sekrece a odpady kortizolu do moci pouze mirné zvySené, a proto je

vhodné pouzit jinych testl (pulno&ni kortizol, dexametazonové testy).

5.3.1.4.4 Diferencialné diagnosticky postup pfi diagnéze CS

Pfi potvrzeni diagnézy CS je dalSim krokem diferencialni diagnostika pulvodu
hyperkortizolémie (Tabulka 1). Neni-li vS8ak diagnéza CS spolehlivé provedena, je
velmi zavadéjici pokraCovat v diferencialni diagnostice.

Tabulka 1. PFi¢iny hyperkorizolismu a jejich procentualni zastoupeni (Isidori A. M. et
al., 2006; Lacroix A. et al., 2015)

Diagnéza Procentualni zastoupeni
ACTH dependentni CS 80
Cushingova choroba 68
Ektopicka sekrece ACTH 12
Ektopicka sekrece CRH <<1
ACTH independentni CS 20
Adenom nadledviny 10
Karcinom nadledviny 8
Mikronodularni hyperplazie nadledviny <1
Makronodularni hyperplazie nadledviny <1
Pseudo-Cushingtv syndrom 1
Tézka depresivni faze 1
Alkoholismus <<1

K odliSeni primarné adrenalni pfi¢iny CS od ACTH dependentni formy CS je
rozhodujici stanoveni hladiny ACTH. ACTH kolisa béhem dne obdobné jako hladiny
kortizolu. Maxima dosahuje v rannich hodinach a poté klesa. Norma ve VFN je 10 -

60ng/lI (IRMA). Odbér provadime obvykle v rannich hodinach, i kdyz teoreticky idealni
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by byl odbér kolem pulnoci, kdy jsou hladiny ACTH u zdravych nejnizsi, ale u ACTH
dependentniho CS jsou trvale vysoké jako v rannich hodinach (Van Cauter E.,
Refetoff S., 1985). Hodnoty pod 5ng/l svéd¢i pro ACTH independentni CS, naopak
nad 20ng/l pro ACTH dependentni formu CS. Pfi hodnotach mezi 5 a 20 ng/l Ize
odbér ACTH zopakovat, nebo provést CRH test, pfi kterém adrenalni (a téz

ektopické) formy CS obvykle nereaguji na podany CRH ve 45. minuté.

V pfipadé ACTH independentni formy CS obvykle pfistupujeme k zobrazeni
nadledvin nejcastéji pomoci CT. V pfipadé nalezu zvétSeni — hyperplazie/tumor dale
hodnotime nativni denzitu. Hodnoty <10 Hounsfieldovych jednotek pfi nativnim scanu
témér vyluCuji maligni etiologii. V nékterych pfipadech je mozno k zobrazeni
nadledvin pfipadné provést MR, nebo PET-CT. Blize je diagnosticky algoritmus

adrenalnich 1ézi popsan v sekci 5.3.5 incidentalomy nadledvin.

Pfi prukazu ACTH dependentni formy dale rozliSujeme hypofyzarni
a ektopicky puvod ACTH. V pfipadé ektopické formy CS je sekrece ACTH obvykle
vysSi, byvaji vysSi odpady mocoveého kortizolu, CastéjSi hypokalemie. Bylo téz
popsano CastéjSi neuplné S&tépeni POMC na pro-ACTH a dalSi produkty
u ektopickych forem ACTH (Oliver R. L. et al., 2003; Stewart P. M. et al., 1994).
Nejcastéji se jedna o tumory plic v asi 50% (karcinoidy 30%, malobuné&cny karcinom
20%), dale mimoplicni karcinoidy 20%, medularni karcinom 7,5%, feochromocytom
2,5% (Isidori A. M. et al., 2006). K odliSeni Casté&jSi Cushingovy choroby (5:1) od
ektopické formy pouzivdme dexametazonovy supresni test s vysokou davkou
dexametazonu (HDDST). Vyuziva principu relativni, Caste¢né odpovédi (pokles
kortizolu) u Cushingovy choroby oproti téméfr uplné rezistenci na dexametazon
u ektopickych forem CS (Liddle G. W., 1960). Jeho provedeni spociva v podani 2mg
dexametazonu po 6 hodinach 2 dny po sobé&, nebo jednorazové 8mg v 23 h
(v zavislosti na pracovisti) s odbérem krve na kortizol (pfip. ACTH, hl. dexametazonu)
v 8-9 h tfeti den rano. Hodnoty kortizolu <138 nmol/l (5 pg/dl) odpovidaji obvykle
Cushingové chorobé&, nebo hodnoceni poklesu pod 50% bazalni hodnoty (2 denni
podavani dexametazonu) s senzitivitou 60-80%, vysokou specificitou (Aron D. C. et
al., 1997). Dalsi moznosti je hodnoceni (pfi jednorazovém podani 8mg
dexametazonu v 23 h) % poklesu pfi odbéru v 8,30h po dexametazonu/bazalni
kortizol v 8,30h rano pfed podanim dexametazonu. Pfi cut-off 68% byla zjisténa 71%

22



senzitivita a 100% specificita (Dichek H. L. et al., 1994). DalSim testem k odliSeni
forem ACTH dep. CS je test s kortikoliberinem (CRH). Provadén je bud samostatné,

nebo v ramci katetrizace petrosnich splavu.

V ramci diferencialni diagnostiky pfi pozitivni supresi v HDDST a jasném
nalezu adenomu (>6 mm) na MR je mozné proveést neinvazivné CRH test a v pfipadé
pozitivity indikovat operaci hypofyzy. V pfipadé nekonklusivnich vysledkd se
doporuc€uje provedeni katetrizace petrosnich splavd. FaleSné pozitivni reakce
ektopickych forem v HDDST a/nebo CRH testu je popisovana u 3-14% pfipadud
(Isidori A. M. et al., 2006). Konkrétni postupy se téz liSi podle pracovisté. Provedeni
samostatného CRH testu spociva v podani 100 uyg CRH (ov€i dostupny v USA,
rekombinantni lidsky dostupny v Evropé). Odbéry na ACTH a kortizol jsou provedeny
v Case -15, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 min. s maximem ACTH obvykle po 30
minutach, kortizolu po 30-60 minutach (DeCherney G. S. et al., 1985). Hodnoceni se
liSi v zavislosti na pouzitém preparatu a pracovisti. PFfi pouziti lidského CRH
(pouzivaného v CR) mél vzestup ACTH v 15.min (oproti bazalni hodnoté v ase
0) =2 43% senzitivitu 83% a specificitu 94% (Ritzel K. et al., 2015). Pfi srovnani
prumérného vzestupu kortizolu v ¢ase 15 a 30 minut (oproti priméru 0 a -15) po
aplikaci humanniho CRH, cut-off 14% byla senzitivita 85% a specificita 100%,
zatimco nejvySsi vzestup ACTH s cut-off 105% prokazal pouze 70% senzitivitu pfi
100% specificité (Newell-Price J. et al., 2002).

Katetrizace petrosnich splavi (BIPSS) je tzv. zlaty standard v diferencialni
diagnostice ACTH dependentniho Cushingova syndromu. Provadi zavedenim katetr(
cestou a. femoralis, iliaca, v. cava inferior et superior do spodnich petrosnich splav(
na obou stranach. Dulezité je spravné ulozeni koncl katetru, proto jesté v oblasti
bulbus v jugularis je krev jiz znacné nafedéna. ACTH je odebrano z periferie i obou
katetrl v ¢ase 0; 2,5; 5;10 minut. Gradient sinus petrosus inf./periferie> 2 bazalné,
nebo> 3 po stimulaci CRH svéd¢&i pro hypofyzarni zdroj ACTH. P¥i reSerSi hlavnich
praci hodnoticich BIPSS byla zjisténa senzitivita 96% a specificita 100% tohoto testu
(Newell-Price J. et al., 1998). Jinymi slovy pozitivni BIPSS svédC&i vyrazné pro
Cushingovu chorobu. Naopak negativni BIPSS ji plné nevyluCuje (Isidori A. M. et al.,
2006).
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5.3.1.4.5 Steroidni zmény

OdliSnosti steroidni sekrece ACTH dependentnich a independentnich forem CS
spocivaji v rozdilné patofyziologii. Zatimco u ACTH dependentnich forem je steroidni
sekrece fizena predevSim ACTH, u ACTH independentniho (adrenalniho) CS je
aktivita jednotlivych enzymu steroidogeneze na ACTH pfevazné nezavisla. Vétsina
provadénych studii zabyvajicich se steroidnim metabolomem (spektrem steroidl)
porovnavala hladiny moc€ovych steroidu a jejich metabolitl pfi sbéru za 24 hodin.
U Cushingovy choroby byly popsany zvySené odpady (vedle Kkortizolu)
deoxykortikosteronu, kortikosteronu (tedy prekursoru aldosteronu
v mineralokortikoidni draze), 17-hydroxypregnenolonu, a DHEA. U adrenalni formy
byl téZ zvySeny kortikosteron, mirné snizeny DHEA (Schoéneshoéfer M. et al., 1986).
PFi porovnani adrenalnich adenom (smiSena skupina horm. aktivnich i inaktivnich
rozliSena dle odpadu kortizolu/24 h, renin, aldosteron, DHEAS v séru) vici zdravym
kontrolam bylo zjisténo signifikantni snizeni androgennich metabolitl (pouze u horm.
inaktivni ¢asti pacient(): androsteron, etiocholanolon, dale zvySeni glukokortikoidnich
metabolitd (obé skupiny horm. aktivnich i inaktivnich adenomu), bez signif. zmén
mineralokortikoidnich prekurzord i metabolitd (Arlt W. et al.,, 2011). U pacientl
s Cushingovou chorobou bylo v mo¢i pozorovano zvySeni androstant — androsteron,
etiocholanolon, DHEA, 16a-hydroxy-DHEA, 5-pregnenetriol, pregnandiol a metabolitl
kortizolu (6B-hydroxykortizol, tetrahydrokortizol, 5a-tetrahydrokortizol,
11B-hydroxyandrosteron, 11B-hydroxyetiocholanolon, B-kortol, kortizon, a-kortolon,
B-kortolon, 11 oxo-etiocholanolon. Naproti tomu pacienti s CS pfi adenomu
nadledviny méli androgeny snizené. Statisticky signifikantni rozdil byl nalezen u
etiocholanolonu, 11B-hydroxyandrosteronu, a-kortolonu (Hines J. M. et al., 2017).
Téz v jiné praci byla u pacientd s CS pfi adenomech nadledviny zjiSténa zvySena
exkrece 11-deoxykortizolu, kortizolu, 18-hydroxykortizolu, a metaboliti kortizonu
(Kikuchi E. et al., 2000). Studie zaméfena na pacienty po adrenalektomii pro
adrenalni CS ukazala na pravdépodobny utlum C17-20 lyadzy pfi opozdéném
obnoveni hladin DHEA oproti kortizolu a jeho prekurzoriim (Nawata H. et al., 1985).
Snizené adrenalni androgeny potvrzuje i dalSi publikace vychazejici z méreni hladin
v plazmé, ktera zaroven zjistila snizeni aldosteronu u ACTH dep. CS a soucasné
nizky 18-oxo-kortizol u ektopické formy ACTH dep. CS (Eisenhofer G. et al., 2018).
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PFi porovnani pacientu s ,ACTH independentni makronodularni hyperplazii“ (AIMAH)
se subklinickym CS a plné vyjadfenym CS byly u pIlné vyjadfené formy CS zjistény
vySSi bazalni hladiny kortizolu i 17-hydroxyprogesteronu, ale jejich menSi vzestup po
stimulaci ACTH. Hladiny kortizolu v 60. minuté po stimulaci byly u obou skupin
srovnatelné. VSichni pacienti méli nizky DHEAS (Libé R. et al., 2010).

Shrnuti vySe uvedenych zmén u ruznych forem CS: pacienti s Cushingovou
chorobou maiji zvySené mocové odpady prekurzort aldosteronu, zatimco aldosteron
byl v plazmé niz8i. Stejné tak maji zvySené odpady androstan(, kortizolu i metabolitd
obou téchto skupin. Naproti tomu pacienti s ACTH independentnim CS maji hladiny
i odpady androstanl snizené, coz v8ak nebylo prokazano ve vSech zmifiovanych
pracich (Arlt W. et al., 2011).

5.3.1.5 Lécba

Lécba ACTH dependentniho CS vychazi ze snahy o odstranéni zdroje nadprodukce
ACTH, tedy adenomu hypofyzy, nebo napf. malobunééného karcinomu, karcinoidu
atd. pfi ektopické sekreci ACTH. V pfipadé adenomu hypofyzy, pfi neuplném
odstranéni operacné dale zvazujeme ozareni nejCastéji Leksellovym gamma nozem
(LGN), do nastoupeni uc€inku LGN (0,5 - 2 roky) IéCime inhibitory steroidogeneze.
Kromé téchto lékl je mozné pouzit pasireotid, ktery ma ale zvySené riziko vzniku
diabetes mellitus. V pfipadé, kdy se dlouhodobé nedafi ektopickou sekreci ACTH
lokalizovat a zbavit pacienta 0&inkd hyperkortizolizmu, zvazujeme bilateralni
adrenalektomii. Pfi provedeni bilateralni adrenalektomie u pacientll s Cushingovou
chorobou hrozi odstranénim zpétné vazby (hladinou kortizolu) zvySeny rist adenomu

hypofyzy oznacovany jako Nelsonuv syndrom.

V pfipadé ACTH independentniho CS pfi adenomu/karcinomu nadledviny je
metodou volby jednostranna adrenalektomie. V pfipadé bilateralnich 1ézi jako napf.
BMAH zvazujeme dle miry hyperkortizolizmu a dalSich okolnosti bilateralni nebo
unilateralni adrenalektomie, nebo v pfipadé prikazu aberantnich receptor(

farmakologickou léCbu.

At uz je lécba CS jakakoliv, vzdy je nutné pomyslet na relativni
hypokortikalismus po odstranéni zdroje hyperkortizolizmu u téchto pacientl a

nalezité je substituovat glukokortikoidy.
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5.3.2 Subklinicky Cushinglv syndrom

5.3.2.1 Definice

Subklinicky CS je nejCastéji popisovana hormonalni porucha u incidentalom
nadledvin. VyznaCuje se mirné zvySenou sekreci kortizolu, ale bez zjevnych
klinickych znamek ,pIné vyjadieného” CS. Pfechod subklinického CS do klinicky plné
vyjadfeného CS je velmi vzacny (Barzon L. et al., 2003; Fassnacht M. et al., 2016).
V novych doporucenich pro diagnostiku adrenalnich incidentalomua byl pro
subklinicky CS v zavislosti na supresi v1 mg dexametazonovém testu zaveden
termin ,mozna autonomni sekrece kortizolu (kortizol 51-138 nmol/l) a ,autonomni
sekrece kortizolu“ (kortizol > 138nmol/l) (Fassnacht M. et al.,, 2016). Vzhledem
k tomu, Ze sekreci kortizolu hodnotime kvantitativné za 24 hodin, ale i z hlediska
diurnalni variability a suprese po dexametazonu neni definice subklinického CS
u vétsSiny autorld stejna. Lze v8ak konstatovat, Ze nejvétsi vahu ma 1mg
dexametazonovy test, ktery je v definici pouzivan budto samostatné, nebo
v kombinaci (napf. 2 z 3) dexametazonovy test, UFC, ACTH, cirkadianni rytmus
kortizolu (Chiodini I., 2011; Debono M., Newell-Price J., 2015; Terzolo M. et al., 2011;
Young Jr W. jr, 2007).

5.3.2.2 Diagnostika

Diagnostika subklinickeého CS vychazi ze zhodnoceni sekrece kortizolu. U vétSiny
pacientd Ize diagnézu stanovit v ambulantnim rezimu. U mensSi skupiny
s incidentalomy nadledvin nad 3-4 cm, bilateralnim postizenim, u mladSich pacientd,
pacientl se suspektnimi klinickymi symptomy volime vySetfeni za hospitalizace,
které nam umozni komplexni posouzeni sekrece kortizolu v€etné spravného odbéru
ACTH, plazmatickych metanefrinu, vySetfeni kostni denzity a v neposledni fadé také
dikladné fyzikalni vySetfeni a anamnézu. V ambulantnim rezimu i pfi vySetfeni za
hospitalizace nejCastéji vychazime z 1 mg dexametazonového testu (Fassnacht M. et
al.,, 2016). Ten vSak pfi komplexu v8ech dale uvedenych vySetfeni vétSinou
provadime nakonec celého vySetfovani, aby nedoSlo ke zkresleni ostatnich
bazalnich odbéru.
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5.3.2.2.1 ACTH

Ranni hladina ACTH <10ng/l svéd¢&i pro subklinicky CS (pfi vylou€eni plné
vyjadfeného CS), naopak hodnoty >20 ng/l nesvéd&i pro adrenalni autonomii —
subklinicky CS. PFfi nalezu téchto hodnot je nutno zminit, Ze pokud ostatnimi
metodami prokazeme zvySenou sekreci kortizolu a ACTH je >20 ng/l je tfeba
U pacientd s CS na podkladé adenomu hypofyzy neni vzacny nalez unilateralniho i

bilateralniho zvétSeni nadledvin (Arnaldi G. et al., 2003).

5.3.2.2.2 Diurnalni profil a ptilno¢ni hladina kortizolu

Diurnalni profil sekrece kortizolu je za fyziologickych okolnosti zachovan a pfi jeho
vyrovnani mize prispét k diagnéze subklinického CS. Stejné jakou pIné vyjadfeného
CS je i zde dulezity palno¢ni pokles hladin kortizolu. Ten hodnotime v krvi, nebo
v moc€i. Vyhoda stanoveni volného kortizolu ze slin je v ambulantnim provedeni,
odpada stres pacienta z nemocni¢niho prostfedi, |ze provadét pfi IéEbé (napf. HAK)
ovliviujici hladiny celkového kortizolu v séru. Nevyhodou je naopak nutnost detekce
pfi nizkych hladinach kortizolu, zavedeni metodiky, ktera zatim v CR neni dostateéné
pfesna. VysSetfeni pulno¢niho kortizolu v séru proto provadime vyhradé
u hospitalizovanych pacientl. Limitaci tohoto postupu je zvySeny stress
z hospitalizace, odbéru krve, mozny ,falesné“ vysoky kortizol u pacientd zvyklych na
nocni bdéni (sménny provoz), pacientl s depresi, obéznich, a dalSich s pseudo-CS,
jak je blize specifikovano vySe. Jednoznacny cut-off si musi zpracovat kazdé
pracovisté individualné. Dle literarnich udaji je pro pulnoéni sérovy Kkortizol

doporu€ovana hodnota nap¥. 149 nmol/l (Terzolo M. et al., 2005).

5.3.2.2.3 Volny mocovy kortizol/24 h (UFC)

UFC nam dava obraz celkové sekrece kortizolu za 24 h. Nefika vSak pfilis
o cirkadiannim kolisani. U mirné nadprodukce kortizolu, napf. vyrovnani diurnalniho
rytmu v urovni rannich hodnot nemusi byt UFC zvySeny (Duclos M. et al., 1999;
Kidambi S. et al., 2007). Z téchto ddvodi se doporu€uje v pfipadé UFC pouziti
alespon dvou stanoveni a hodnoceni v kombinaci s ostatnimi testy. Vyznam UFC je
vzhledem niz§i senzitivitt u pacientd se subklinickou formou CS oproti piné
vyjadfenému CS mensi a doporucuje se proto pouze v kombinaci s ostatnimi testy.
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5.3.2.2.4 Dexametazonoveé testy

1-mg dexametazonovy test vypovida o autonomii sekrece kortizolu z nadledvin pfi
soucasné inhibici stimulace nadledvin ACTH. Za spolehlivou hranici pro vylouceni
i jen mirného hyperkortizolizmu je povazovan pokles sérového kortizolu pod 50
hodnota pro potvrzeni diagndézy autonomni sekrece kortizolu 50 nmol/l vykazuje
nejvice faledné pozitivnich pacientd (Nieman L. K. et al., 2008). Naopak ,horni“ cut-
off 138nmol/l navrzeny jinymi autory nékteré pacienty nezachyti (Grumbach M. M. et
al., 2003; Zeiger M. et al., 2009). Proto néktefi autofi voli ,zlatou stfedni cestu®
83 nmol/l. Néktefi autofi vyuzili k zhodnoceni adrenalni autonomie unilateralni uptake
pfi scintigrafii s norcholesterolem, coz dobfe korelovalo s dalSimi symptomy
hyperkortizolizmu a jako optimalni cut-off kortizolu navrhli 60 nmol/l s senzitivitou
100 % a specificitou 85 % (Barzon L. et al., 2001). Obdobny cut-off na zakladé
pooperacniho hypokortikalizmu prokazala i dalSi prace v kombinaci se supresi
DHEAS nebo ACTH (Lee S. H. et al., 2017). V praxi vSak toto vySetfeni neni mozné
u vetSiny pacientll provadét. ZvySeni davky dexametazonu na 8 mg nepfineslo
vyznamné jiné vysledky, coz svédCi o skuteCné autonomii nadledvinové sekrece
kortizolu a zaroven zvelké miry vyluCuje eventuelni zhorSenou absorpci u Casti
pacientl (Reimondo G. et al., 2011). Asi nejracionalnéjSi se zda byti vicestupriova
diagnostika s screeningovym cut-off 1-mg dexametazonového testu 50 nmol/l
s doplnénim dalSich testd k vylouCeni faleSné pozitivnich vysledk( (Debono M.,
Newell-Price J., 2015).

5.3.2.2.5 Aberantni receptory a steroidni zmény

V fadé pfipadu subklinického CS pfi BMAH, ale i u unilateralnich incidentalomu byl
popsan vyskyt aberantnich receptort zpUsobujicich subklinicky nebo i plné vyjadfeny
CS (Libé R. et al.,, 2010; Reznik Y. et al., 2004). K zlep3eni diagnostiky byly
nékterymi autory dalSi metody jako 8 mg ,overnight” dexametazonovy test, CRH test,
dalSi studie v3ak pfinos téchto modalit nepotvrdily (Arnaldi G. et al., 2003; Kasperlik-
Zeluska A. A. et al., 1997; Midorikawa S. et al., 2001; Nieman L. K. et al., 2008;
Tsagarakis S. et al., 2006).
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Z hlediska zmén jinych steroidi nez kortizolu byla nejCastéji pozorovana
snizena hladina DHEAS v souvislosti s subklinickym CS (Dennedy M. C. et al., 2016;
Inder W. J., 2016; Tsagarakis S. et al., 2006). Bylo téZz prokazano signifikantni
snizeni DHEA a androstendionu u obou pohlavi a testosteronu u Zen pfi
subklinickém CS (Di Dalmazi G. et al., 2015a). Srovnanim adrenalnich adenomu bez
prokazané zjevné hormonalni aktivity vuc¢i zdravym kontroldm bylo prokazano snizeni
androgennich metabolit — androsteronu, etiocholanolonu, zvyseni
glukokortikoidnich metabolitl, bez signif. zmén mineralokortikoidnich prekurzoru i

metabolitd v sbirané modi za 24 hodin (Arlt W. et al., 2011).

5.3.2.2.6 Pooperacni hypokortizolismus jako projev adrenalni autonomie

Patofyziologickym projevem adrenalni autonomie (adenomu) je suprese ostatni
adrenokortikalni tkané. V pfipadé provedené adrenalektomie vede k pfechodné
snizené adrenalni sekreci. Tento princip je vyuzivan v nékterych pracich jako
diagnostické kriterium subklinického hyperkortizolizmu. Nelze ho vSak vyuzit u
vétSiny pacientl, kde neni adrenalektomie indikovana (Eller-Vainicher C. et al., 2010;
Lee S. H. et al, 2017). Ma vSak vyznam pfi definovani subklinického
hyperkortizolizmu ve studiich. To bylo vyuzito v metaanalyze pacientt s subklinickym
CS po adrenalektomii, kde bylo ukazano, ze C&im vice patologickych vysledk
(dexametazonovy test + ACTH, UFC, pulno¢ni kortizol, diurnalni rytmus, DHEAS)
pacient ma, tim vétsi je riziko pooperaéniho hypokortikalizmu (Di Dalmazi G. et al.,
2014a).

5.3.2.2.7 Oboustranné zvétSeni nadledvin

V pfipadé bilateralnich expanzi a subklinického CS jsou diagnostické algoritmy
hormonalni sekrece obdobné jako u unilateralnich |ézi. Navic vySetfujeme
17-hydroxyprogesteron k vylou€eni kongenitalni adrenalni hyperplazie (Fassnacht M.
et al., 2016; Jaresch S. et al., 1992). U bilateralnich Iézi byl prokazan Casté&jsi vyskyt
subklinického CS, coz vSak mulze byt zplsobeno selekéni chybou, nebo prostym
zvySenim mnozstvi adrenalnich adenomU/hyperplazie pfi oboustranném vyskytu
(Vassiliadi D. A. et al., 2011).

5.3.2.3 Komplikace subklinického CS
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V fadé studii byla prokazana souvislost mezi nedostateCnou supresi v 1-mg
dexametazonovém testu a diabetes mellitus 2.typu (DM2), arterialni hypertenzi
s prukazem zhorSovani téchto symptomud v ¢ase (Di Dalmazi G. et al., 2014b; Di
Dalmazi G. et al.,, 2012). Nékteré studie téz ukazaly na mozZnou souvislost
subklinického CS a zvySené kardiovaskularni mortality (Di Dalmazi G. et al., 2014b;
Fassnacht M. et al., 2016). To muUzZe souviset s popisovanym zhorSenim lipidového
profilu, zvySenim obvodu v pase, hladiny fibrinogenu, tloustky intimomedialni vrstvy
cévni stény karotickych arterii (Tauchmanova L. et al., 2002). ZvySené riziko
osteopordzy, osteoporotickych fraktur a subklinického CS bylo vystupem dalSich
studii. Subklinicky hyperkortizolismus byl prokazan v prifezoveé studii u 5 % pacientl
s osteoporozou (T score > 2,5 SD) a u 10 % pacientd s osteopordézou a obratlovymi
zlomeninami (Chiodini I. et al., 2007). Prospektivni studie téz prokazaly zhorSeni
kvality kostni mikroarchitektury v ¢ase u pacientl s subklinickym CS (Morelli V. et al.,
2011).

U pacientd s incidentalomy nadledvin a soucasné minimalni nadprodukci
kortizolu — cut-off < 30 nmol/l v2mg 2 dennim dexametazonovém testu oproti
kontroldam bez incidentalomu byla prokazana statisticky signifikantné vétsi tloustka
intimy, medie, HOMA index, AUC Kkortizolu v synacthenovém testu s 250ug 1-24
ACTH, nizSim prutokem zpUsobené vasodilatace (flow mediated vasodilation)
(Androulakis I. I. et al., 2014).

5.3.2.4 Lécba

Pro lécbu subklinického CS nejsou jednotna doporu€eni a postup u jednotlivych
pacientd vychazi spiSe ze zkuSenosti zkuSenosti endokrinologickych Skol a nazoru
jednotlivych endokrinologu. Komorbidity =~ asociované  se  subklinickym
hyperkortizolismem jsou nespecifické, maji v populaci vysokou prevalenci a nelze
proto pfi nahodném zjisténi incidentalomu jednoznacné prokazat kauzalni souvislost
incidentalomu s komorbiditami. Asociované komorbidity mohou kromé hladiny
kortizolu zaviset i na polymorfismech glukokortikoidnich receptort (Morelli V. et al.,
2010). Rozhodovani o Iécbé z vySe uvedenych divodu neni jednoduché. Mnozstvi
studii hodnoticich lé¢bu incidentalomd nadledvin je malé. Jedina randomizovana
studie prokazala zlepSeni Diabetes mellitus 2. typu, arteridini hypertenze,

hyperlipidemie, obezity v chirurgické lécbé incidentaloml nadledvin oproti prostému
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sledovani (Toniato A. et al., 2009). Obdobné vystupy ukazaly i dalSi retrospektivni
studie (Akaza I. et al., 2011; Chiodini I. et al., 2010; lacobone M. et al., 2012). Pfi 4-
tydennim podavani mifepristonu (antagonista receptoru pro glukokortikoidy,
progesteron) bylo zjiSténo zlepSeni inzulinové rezistence hodnocené HOMA,
Matsuda indexem, mnozstvi uzivaného inzulinu (Debono M. et al., 2013). Z ddvodu
rizika pooperacniho hypokortikalizmu (stejné jako u plné vyjadfeného CS) je
v pfipadé chirurgické IéCby nutna pooperacni substituce glukokortikoidy s naslednym

otestovanim sekrece kortizolu.
5.3.3 Primarni (hyper)aldosteronismus

Primarni hyperaldosteronismus (PH), nazyvany nékdy téZ primarni aldosteronismus,

je necastéjsi priCinou endokrinné podminéné arterialni hypertenze.
5.3.3.1 Prevalence a rozdéleni

Nalézame ho u 5-14 % neselektovanych pacientl s arterialni hypertenzi. Vznika na
zakladé adenomu (30 %) nebo bilateralni/unilateralni hyperplazie (70 %) kury
nadledviny. Dale existuji vzacné familiarni formy hyperaldosteronismu a velmi vzacné

karcinomy produkujici aldosteron (Marek J., Hana V., 2017).
5.3.3.2 Patogeneze

PH se vyznacuje autonomni sekreci aldosteronu, ktera je jen z ¢asti zavisla, nebo
nezavisla na fyziologickych regulacnich mechanismech zpétnovazebné inhibice kam
patfi zejména renin, kalemie. Na sekreci aldosteronu ma téz Castec¢né vliv hladina
ACTH. Zvyseni aldosteronu plsobi na receptory v distalnich tubulech ledvin a na
dalSich mistech, coz vede k zvySeni reabsorpce sodiku v ledvinach, zvySeni
vyluCovani kalia do moci a posléze k zvétSeni intravaskularniho objemu. Tento
zvySeny volum, pokud neni korigovan zvySenim natriuretickych peptidl, vede
k arterialni hypertenzi. SouCasné pusobi aldosteron cestou oxida¢niho stresu
remodelaci kolagenu na organy pfimo a vede k fibrébze myokardu, cévni stény

a ledvin.
5.3.3.3 Projevy

Nejéast&jsim projevem PH je arteridlni hypertenze. Casto jde o stfedné téZkou az
téZkou formu. Soucasné u 50 % pacientl byva pritomna hypokalemie, u ostatnich
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pacientud je kalemie vétSinou v spodnim pasmu normy. Hypokalemie se muize projevit
extrasystolami, fibrilaci sini, prodlouzenim intervalu QT aZz k rozvoji komorové
tachykardie typu torsade de pointes. Popisovana je téz mirna metabolicka alkaléza.
ZvySené hladiny aldosteronu jsou spojené s zvySenym rizikem kardiovaskularni
morbidity, hypertrofie levé komory, fibrilace sini, infarktu i cévni mozkové pfihody
(Funder J. W. et al., 2016; Marek J., Hana V., 2017).

5.3.3.4 Diagnostika a terapie

Zakladem diagnostiky PH je screening. Je doporu€ovan u pacientu:

- se soucasnou arterialni hypertenzi a hypokalemii

se stfedné tézkou az tézkou, rezistentni arterialni hypertenzi
- u mladych osob s arterialni hypertenzi

- u soucasné arterialni hypertenze a incidentalomu nadledviny
- s rodinnym vyskytem primarniho aldosteronismu

- s vyskytem CMP do 50 let

Screeningové vySetfeni spocCiva v stanoveni poméru sérovych hladin aldosteronu ku
reninu, pripadné plazmatické reninové aktivité. Odbér provadime obvykle
v ambulantnim rezimu v rannich hodinach, u pacientl s normokalemii. K pfesnému
stanoveni je dulezité prevedeni hypertoniki na antihypertenziva neinterferujici
se stanovenim. Blokatory mineralokortikoidnich receptorl vysazujeme obvykle 4
tydny pfed vySetfenim a ostatni antihypertenziva (beta-blokatory, diuretika, ACE
inhibitory, AT1blokatory, centralni antihypertenziva) 2 tydny. Pacienty pfevadime
obvykle na verapamil a doxazosin. Pro spravné hodnoceni vysledného pomeéru,
hladiny aldosteronu a reninu je nutné stanoveni vlastnich norem pro kazdou

laborator.

Pfi pozitivnim screeningovém testu je indikovan konfirmaéni test k potvrzeni
autonomie sekrece aldosteronu. V zahrani¢i se muzeme setkat s captoprilovym
testem, testem spodanim soli, ale nejen vCR je nejvice pouzivany test
s fyziologickym roztokem. Spociva v podani 2 litrd fyziologického roztoku (FR)
béhem 4 hodin. Test povazujeme pozitivni pfi hladinach aldosteronu po podani
FR> 100 ng/l. Hodnoty 50 — 100 ng/l povazujeme za Sedou zénu. Suprese <50 ng/l

pfi sou¢asné supresi reninu sveédci pro tzv. nizkoreninovou arteridlni hypertenzi. Pfi
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potvrzeni aldosteronismu zvazujeme dalSi postup po domluvé s pacientem.
U starSich pacientll a tam, kde by nebyla indikovana operace pfistupujeme obvykle
k farmakoterapii. V pfipadé zvazovani operace doplfiujeme zobrazeni nadledvin
nejCastéji pomoci CT (ev. MR) a Casto i katetrizaci adrenalnich Zil k zhodnoceni
lateralizace aldosteronismu. Pfi potvrzeni lateralizace indikujeme jednostrannou
adrenalektomii, jinak nasazujeme farmakoterapii. Ve farmakoterapii obvykle
zahajujeme |éCbu spironolaktonem, ktery v pfipadé nezadoucich ucinkud
(antiandrogenni efekt, dyspepsie, cefalea), nebo intolerance ménime na eplerenon.

Jeho nevyhodou je kratSi polo€as ucinku, vysSi cena, mensi ucinnost.
5.3.4 Hyperandrogenni stavy pfi onemocnéni nadledvin

Spole€nym jmenovatelem hyperandrogenemie je zvySeni hladin androgen(
s klinickymi projevy se kterymi se setkavame zejména u Zen, u nichz jsou

fyziologicky hladiny androgenu nizké.

Jednou z nejCastéjSich pfi¢in hyperandrogenemie u Zen je syndrom
polycystickych ovarii (PCOS) charakteristicky hyperandrogenemii, oligo-anovulaci,
polycystickymi zmé&nami ovarii (celkem 25 a vice folikull, nebo celkovy objem nad 10

vrwve

dale zabyvat.

Klra nadledvin, zéna reticularis a fasciculata produkuji fyziologicky u obou
pohlavi malé mnozstvi androgenu. Kvantitativné méfeno se jedna predevsim o slabé
androgeny DHEA, 11B-hydroxyandrostendion, androstendion (Rege J. et al., 2013).
Steroidy se silnym androgennim ucinkem jako napf. testosteron jsou produkovany
pouze v malé mife. ZvySeni testosteronu u zen > 7 nmol/l, DHEAS > 18 umol/l je
povazovano za suspektni z androgeny produkujiciho tumoru (Marek J., Hana V.,
2017).

5.3.4.1 Karcinomy nadledvin

Karcinomy nadledvin (ACC) jsou vzacné. Incidence je udavana kolem 1:1 000 000
obyvatel, zastoupeni mezi incidentalomy nadledvin v specializovanych centrech je
uvadéno kolem 5% (Arlt W. et al., 2011; Barzon L. et al., 2003). Vyskyt ma dva
vrcholy — v détstvi do 10 let véku a v dospélosti v 5. decenniu. Postizeny jsou Castéji
Zeny v poméru 2:1 (Mansmann G. et al., 2004).
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U déti se mohou projevit pfedCasnou pubertou isosexualni, nebo
heterosexualni. U dospélych virilizaci, hirsutismem, poruchami menstrua¢niho cyklu,
obtiZzemi z lokalniho rustu. V 1é€bé je zasadni Casné kompletni chirurgické odstranéni
karcinomu. V pfipadé metastatického postizeni je pétileté preziti témér nulové (lcard
P. etal., 2001).

V adjuvantni |éCbé je pouzivan mitotan (Lysodren, o,p'-DDD) s doporu¢enim
kontroly sérovych hladin. Pouziti cytotoxického chemoterapeutika (napf. cis-platina,
etoposid, doxorubicin, streptozoocin) je sporné. U pacientll po kompletni resekci je
nékterymi autory doporuc¢ovana monitorace DHEAS, androstendionu, testosteronu,
estradiolu, pfipadné aldosteronu v zavislosti na hormonech pivodné produkovanych
karcinomem (Libé R. et al.,, 2007). ZvySena hormonalni sekrece je u ACC
popisovana v 26-94% (Arlt W. et al., 2011; Mansmann G. et al., 2004). U ACC oproti
adenomUm byly prokazany (kromé glukokortikoidni a mineralokortikoidni sekrece)
zvysSené mocové odpady prekurzorl androgenu: pregnendiolu, pregnentriolu, DHEA,
16a-hydroxy-DHEA; metabolitd androgenu: androsteron a etiocholanolon, coz svédci

o nezralé steroidogeneze u ACC (Arlt W. et al., 2011).
5.3.4.2 Adenomy zpuUsobujici hyperandrogenemii

Adenomy nadledvin  zpUsobujici  zjevnou laboratorni  nebo  klinickou
hyperandrogenemii jsou velmi vzacné (Tetsi Nomigni M. et al., 2015). Mirna sekrece
androgent vSak byla popsana jak u pacientl s klinicky zfejmym CS, tak u pacientl
s subklinickym hyperkortizolismem (Kamenicky P. et al., 2007). Laboratorné vSak
k hyperandrogenemii nedochazi nejspiSe proto, ze vlivem subklinického
hyperkortizolizmu zplsobeného adenomem dochazi k atrofii a utlumu sekrece okolni

adrenalni kary v€etné syntézy a sekrece androgendu.
5.3.4.3 Kongenitalni adrenalni hyperplazie

Kongenitalni adrenalni hyperplazie (CAH) je autozomalné recesivné dédicné
onemocnéni zpusobené snizenou funkci enzymu steroidogeneze. Pfi snizené funkci
enzymu dochazi k akumulaci steroidnich substratd enzymu, a naopak nedostatku

steroidnich produktd enzymu.

Nejcastgji, pfiblizné v 95 % pripad(, se jedna o deficit 21-hydroxylazy. V CR
se vyskytuje u 1:13 000 obyvatel. Dochazi k nedostateéné sekreci kortizolu, coz vede
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k zpétnovazebnému zvySeni ACTH a zvySené tvorbé nadledvinovych androgend.
Podle miry postizeni enzymu rozliSujeme formu neklasickou a klasickou, ktera mize
byt jeSté spojena se solnou poruchou (nedostatkem aldosteronu) a bez solné

poruchy, tzv. prosta virilizujici (simple virilizing) forma.

Klasicka forma se solnou poruchou (aktivita 21-hydroxylazy do 2% vyskytu) je
kromé virilizace u novorozencl charakterizovana rizikem ¢asné postnatalni adrenalni
insuficience s iontovym rozvratem béhem nékolika tydnl po porodu. Klasicka forma
bez solné poruchy (aktivita 21-hydroxylazy 1-10% vyskytu) je charakteristicka
virilizaci zevniho genitalu u divek patrnou ihned po porodu ¢i vyvinuvsi se pozdéji,
u chlapcu pred€asnou isosexualni pseudopubertou (pokrocilé sekundarni pohlavni

znaky pfi détském objemu testes).

U neklasické formy (aktivita 21-hydroxylazy 20-60 %) byva nastup symptomd
obvykle pozdni az vobdobi dospivani, & pozdéji, projevuje se poruchami
menstruacniho cyklu, akné, hirsutismem. U muzl c&asto zustava klinicky
nerozpoznana. U neklasické formy se muzZe téz jednat o slozené heterozygoty
(klasicka mutace+variantni alela), nebo 2 variantni alely. Dokonce i u pouhych
prenaseCl — heterozygotl byly popsany nespecifické zmény v steroidogeneze tak i

ve fenotypu (Charmandari E. et al., 2004).

Z ddvodu rizik u tohoto onemocnéni byl zaveden v CR novorozenecky
screening zkapky krve 3. den po porodu. Spociva vstanoveni 17-
hydroxyprogesteronu (17-OHP). Pfi hodnoceni vysledku je dulezité védét, Ze hodnoty
17-OHP jsou Casné po porodu vysoké z dlvodu pfetrvavajici zvySené aktivity
nadledvin novorozencld. U nedonoSenych novorozencl byvaji hladiny 17-
hydroxyprogesteronu téz vys$§i nez unovorozencl donosSenych. Vzhledem
k nastaveni hodnot cut-off u tohoto screeningu muze dojit k nezachyceni pacientt
s neklasickou formou a €asti pacientl s formou klasickou bez solné poruchy (prostou
virilizujici). Sou€asné vzhledem k principu stanoveni 17-OHP screening nepokryje

pacienty s méné Castymi formami CAH.

Deficit 17a-hydroxylazy vede pouze k tvorb& mineralokortikoidu, které jsou
priCinou k hypokalemie, arterialni hypertenze. U chlapct vlivem chybéjicich
androgenu muze dochazet k poruSenému vyvoji zevniho genitalu s retenci testes

v dutiné bfisni. U chlapct i u divek nedochazi k pubertalnimu vyvoji (Kater C. E.,
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Biglieri E. G., 1994). Hypokortikalni krize vznikaji u této poruchy pravdépodobné
vlivem zvySenych hladin kortikosteronu (ktery ma téz glukokortikoidni aktivitu) vzacné
(Moreira A. C. et al., 1990).

Deficit 3B-hydroxysteroidni dehydrogenazy typu 2 vede khromadéni
prekurzorl: 17-hydroxypregnenolonu, DHEA. KporuSe syntézy dochazi jak
nadledvinach, tak v gonadach. V zavislosti na mife defektu muze vzniknout téz
metabolicky rozvrat pfi deficitu mineralo- a glukokortikoidd, u divek muzeme
pozorovat virilizaci (extraadrenalni konverzi HSD3B1- DHEA na androstendion,
testosteron), u chlapcti naopak mulze byt virilizace genitalu nedostateéna (Lachance
Y. et al.,, 1990). U obou pohlavi pfi vyznamnéjSim enzymatickém defektu dochazi

k porucham pubertalniho vyvoje (Simard J. et al., 1995).

Deficit 11B-hydroxyldzy zpuUsobuje hromadéni 11-deoxykortikosteronu
a 11-deoxykortizolu. Sou€asné jsou zvySeny androgeny vedouci k virilizaci genitalu
udivek, a u chlapci pak kisosexualni predCasné pseudopuberté. Vzhledem
k zvySené koncentraci mineralokortikoidnich prekurzorli pozorujeme hypokalemii
a arterialni hypertenzi. | pfes to je znamo zvySené riziko hypotenzni krize.

Adrenarché praecox se mlize projevit az opozdéné (Zachmann M. et al., 1983).

Lipoidni CAH je podminén poruchou funkce StAR proteinu, ktery reguluje
uvodni krok steroidogeneze prfenosem molekuly cholesterolu prfes mitochondrialni
membranu. To vede k hromadéni esterli cholesterolu v nadledvinach. U chlapcl je
poruSena virilizace genitalu. Postnatalné dochazi k rozvoji zavazné adrenalni
nedostate¢nosti. U chlapcl nachazime zZensky genital, naopak u divek nemusi byt

zmény pohlavnich znakl zfejmé (Fujieda K. et al., 1997; Lin D. et al., 1995).

Zakladem lécby vSech téchto defektll je spravna diagnéza pomoci steroidniho
metabolomu a genetické analyzy. Lécba spociva v substituci glukokortikoid(,
mineralokortikoidl, androgenu v zavislosti na pohlavi a typu defektu. V zavislosti na
fenotypu je nékdy indikovana sou€asna chirurgicka Ié¢ba pohlavnich zmén.

5.3.5 Incidentalomy nadledvin

Soucasné s rozvojem zobrazovacich metod narGsta mnozstvi nahodné zachycenych
expanzi nadledvin — incidentalomd. Jejich klinické posouzeni zavisi na stanoveni

sekrece zakladnich nejvice aktivnich steroid(i a odlieni tak spolu s radiologickym
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zobrazenim benignich hormonalné afunk&nich nadord od malignich (Vassiliadi D. a,
Tsagarakis S., 2011). Zejména u karcinomU nadledvin je popisovana nezrala
steroidogeneze se zvySenou produkci steroidnich prekurzori na podkladé

inkompletni enzymatické vybavy (Arlt W. et al., 2011).

Incidentalomy nadledvin jsou nahodné, pfi vySetfeni zobrazovacimi metodami,
zachycené tumory nadledvin. Jejich vyskyt je pomérné Casty, kolem 1- 8,9 % pfi
autoptickém posouzeni, 0,2-4,4 % pfi vySetfeni zobrazovacimi metodami v celé
populaci. Oboustranné léze nadledvin jsou popisovany u 10-15 % incidentaloma.
Incidence stoupa s vékem, s hodnotou krevniho tlaku, télesnou hmotnosti (Kaltsas G.
et al., 2012; Kloos R. T. et al., 1995; Zeiger M. a et al., 2011). Z klinického pohledu je

zasadni posouzeni jejich hormonalni sekrece a pfipadné malignity nadoru.

Asi 71 % incidentaloml nadledvin je hormonalné afunk&nich, subklinicky
Cushingliv syndrom tvofi asi 8 %, aldosteron produkuje 1,2 % a katecholaminy
produkuje asi 5,6 %. Asi ve 4,4 % jde o primarni karcinomy nadledvin. Metastaticka
etiologie incidentalomU se prokazuje asi ve 2%, zaroven u pacientl s jinou malignitou

se nachazi 50-75% incidentalom( (Barzon L. et al., 2003).

Kromé& hormonalni sekrece incidentalomu je z klinického hlediska dulezité posouzeni
jejich maligniho potencialu. Pro praktické pouziti se jevi zobrazeni pomoci CT
s kontrastem — posouzeni struktury, invaze, velikosti, denzity tumoru nativné

a vyplaveni kontrastu s odstupem od podani kontrastni latky.

Velikost nad 4 cm byla opakované uvadéna jako optimalni cut-off k odliSeni
adenomu od ostatnich lézi v€. malignich ovSem s nizkou specificitou (Terzolo M. et
al., 2011; Young Jr W. jr, 2007).

DalSim dulezitym kritériem je posouzeni denzity tkané, ktera je nepfimo
zavisla na mnozstvi obsazeného tuku, jehoz mnozstvi je vétSi u adenomu nez
karcinoml. Velikost tumoru koreluje s jeho potencialni malignitou, nicméné jako
presnéjsSi se ukazalo posouzeni denzity bez podani kontrastni latky. Riziko malignity
je u homogenni léze s denzitou pod 10 HU blizké 0% (Hamrahian A. H. et al., 2005).
PFi vy$Si denzité a nejistoté i pfi pouziti ostatnich parametrd je na misté porovnani
denzity tumoru po aplikaci kontrastni latky 1 minutu a 10 minut po podani kontrastu.

Je zaloZeno na principu rychlejSiho poklesu denzity (odplaveni kontrastni latky,
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washout) u adenomu0 oproti malignim |ézim. Existuji dva vzorce k porovnani
washoutu, relativni procentualni washout a absolutni procentualni washout, ktery pfi
60% hranici ma senzitivitu 86-100% a specificitu 83-92%) oproti relativnimu, ktery pfi
40% hranici ma senzitivitu 82-97% a specificitu 92-100% (Caoili E. M. et al., 2002;
Terzolo M. et al., 2011).

VySetfeni MR prokazalo podobnou, mozna o trochu lepSi senzitivitu
a specificitu  zejména v pfipadé na lipidy chudych lézi, pfi suspekci na
feochromocytom, ¢&i jiny puvod nadoru. Jesté vyhodnéjdi z hlediska senzitivity
a specificity je 18-FDG PET, ktera v8ak neni plosné dostupna, a proto ji nelze pouzit
pro rutinni diagnostiku incidentalomd. U nejasnych |ézi na CT s kontrastem, vykazuje
FDG PET v detekci malignich lézi 93-100% senzitivitu (Nunes M. L. et al., 2010;
Tenenbaum F. et al., 2004). Nehodi se ovéem pro léze pod 1 cm, kde mohou

metastazy vykazovat mensi akumulaci oproti zdravé jaterni tkani.

Z hlediska hormonalni sekrece se doporucuje u vSech incidentalomu vySetteni
volnych metanefrini alespori v moci, pfi urcitém vysledku vySetfeni pak sérovych
metanefrind (Lenders J. W. M. et al., 2002). Riziko feochromocytomu je pfi nativni
denzité na CT < 10 HU sice velmi malé, ale vzhledem k nedostatku studii je vySetfeni
metanefrind/katecholamini zatim spiSe doporu¢eno u vSech (i normotenznich)
pacientl (Fassnacht M. et al., 2016). P¥i hypertenzi nebo hypokalemii se doporucuje
vySetfeni k prikazu event. hyperaldosteronismu (Terzolo M. et al., 2011). Pfi
podezieni na hyperkortizolizmus sestava vySetfeni z diurnalni variability kortizolu,
volného mocového kortizolu, ACTH a jako nejcitlivéjSi skriningova metoda se jevi
1 mg dexametazonovy test (Young Jr W. jr, 2007). Pfi nejasném vysledku
a komplexnim posouzeni vSech ukazatelu je vhodny nizkodavkovy dexametazonovy

testu (LDDST), nebo kontrolni vySetfeni za 3-6 mésicu (Kaltsas G. et al., 2012).

U pacientu s incidentalomy nadledvin ma stanoveni steroidni sekrece vyznam
pro fadu dalSich zdanlivé nesouvisejicich onemocnéni. V pfipadé subklinického
Cushingova syndromu (SCCS) je popisovan zvySeny vyskyt arterialni hypertenze,
obezity, poruchy glukozové tolerance, diabetes mellitus, osteoporézy, atd. (Di
Dalmazi G. et al., 2012; De Leo M. et al., 2012).
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Riziko vzniku Cushingova syndromu de novo, Ci pfechodem z SCCS je dle
meta analyzy mezi 0-11 %. Nové vzniklda nadprodukce katecholamind nebo

aldosteronu jsou extrémné vzacné (Barzon L. et al., 2003).

Pfi srovnani mnozstvi 19 hlavnich steroidd z steroidniho spektra v moci
pacientl s incidentalomy nadledvin oproti zdravym kontrolam bylo identifikovano
5 potencialnich biomarker( patologické funkce nadledvin (a-cortol,

tetrahydrokortikosteron, tetrahydrokortizol, allo-tetrahydrokortizol and etiocholanolon)

svédcicich pro moznou autonomni hypersekreci (Kottowska A. et al., 2011).

Zasadni roli v hodnoceni incidentalomu nadledvin hraje odliSeni adenomu od
karcinomU. Laboratorné potvrzena hormonalni nadprodukce je popisovana u 60 -
70% karcinom0 nadledvin, coz v8ak v fadé pfipadl nemusi byt klinicky zfejmé. Lze
to vysvétlit neuplnou steroidogenezi s produkci steroidnich prekurzord pfi
dediferenciaci a neuplné produkci steroidogennich enzymu (Arlt W. et al., 2011;
Doerr H. G. et al.,, 1987; Grondal S. et al., 1990; Matunowicz E. M. et al., 1995).
U karcinomu byl zvazovan zvySeny pomér DHEA/DHEAS (Babinska A. et al., 2012).

PFi analyze vzorkd sbirané moci od 45 pacientd s karcinomy nadledvin, 102
pacientl s adenomy ve srovnani se zdravymi kontrolami bylo sledovano 32 steroidd
z nichz byly vypocitany nejvhodnéjsi k diferenciaci adenomd od karcinomu. Jako
nejvhodnéjsi se ukazaly androgenni prekurzory — pregnendiol, pregnentriol, DHEA,
androgenni metabolity — androsteron, etiocholanolon, metabolity mineralokortikoidt
tetrahydro-11-deoxycorticosterone (THDOC) a 5a-THDOC, glukokortikoidni
metabolity pregnendiol, pregnentriol, 17-hydroxyprogesteron
a tetrahydro-11-deoxykortizol (THS), volny kortizol, 6B-hydroxykortizol,
tetrahydrokortizol a a-kortol, které byly signifikantné zvySené u karcinomu oproti
adenomim. ZvySené mocové vyluCovani alespon jednoho steroidu bylo prokazano
u82 % karcinomu, 29% adenoml a 16% kontrol. Nej¢ast&jSi u karcinoml byla
souCasna sekrece androgennich a glukokortikoidnich  prekurzord  (36%),
androgennich a mineralokortikoidnich prekurzord u 33 %. Analyzou ziskanych dat
nejlépe odliSovaly karcinom od adenomu THS, pregnendiol a pregnentriol (Arlt W. et
al., 2011).
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5.4 Diagnostika funkce nadledvin

5.4.1 Klinické hodnoceni centralni regulace sekrece
glukokortikoidl u pacientll po operaci hypofyzy pomoci

stimulacnich testu

U pacientt po operaci nadort tureckého sedla, adenomd hypofyzy,
kraniofaryngeomd a jinych sellarnich expanzi vznika riziko poruseni
adrenokortikotropni funkce hypofyzy — centralniho hypokortikalismu. Je proto zvykem
zajistit pacienty pooperacné substituéni 1éCbou glukokortikoidy az do zhodnoceni
adrenokortikotropni osy. Opakované bylo ve studiich prokazano, Ze hodnoty
bazalniho kortizolu nékolik dni po operaci pod 100 nmol/l znaci s vysokou
pravdépodobnosti nutnost dlouhodobé glukokortikoidni substituce pfi centralnim
hypokortikalismu. Naopak hodnoty bazalniho kortizolu nad 500 nmol/l (400-500
nmol/l dle rdznych autort) s vysokou pravdépodobnosti ukazuji na zachovalou
adrenokortikotropni funkci a Ize zvazit vysazeni glukokortikoidni substituce (Courtney
C. H. et al.,, 2000; Jayasena C. N. et al., 2009; Klose M. et al., 2005). Zbyvajici
skupina s pooperacnimi hodnotami bazalniho kortizolu mezi 100 a 400-500 nmol/l

musi byt zhodnocena pomoci dynamickych testa.

K hodnoceni adrenokortikotropni osy je mozno pouzit celou fadu testd. Za
Zlaty standard je povazovan Insulinovy toleranéni test (ITT). Z praktickych davodu
postupné ziskal SirSi vyuZiti zkraceny test s ACTH, ktery se rozSifil pro svou
jednoduchost, méné kontraindikaci a cenu (v zemich s vysokou cenou prace
zdravotnického personalu). Vypovédni hodnota ACTH testu ukazala dobrou korelaci
s ITT (Stewart P. M. et al., 1988). DalSi testy jako test s metyraponem ¢&i glukagonem
jsou pouzivany meéné, ale v urcitych situacich maji také své vyhody (Inder W. J., Hunt
P. J., 2002). Byly téz navrzeny dal§i metody zhodnoceni osy hypotalamus-hypofyza-
nadledviny jako pomér pfed a pooperacniho bazalniho kortizolu , ¢i hodnoceni
hodnot DHEA a DHEAS po nizkodavkovém ACTH testu (Sayyed Kassem L. et al.,
2012; Zada G. et al., 2012).

Vhodna doba k provedeni ACTH testu se ukazuje nejdfive 1-3 mésice
pooperacné (Inder W. J., Hunt P. J., 2002; Klose M. et al., 2005). Do té doby Ize
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provest ITT, test s glukagonem, metyraponem. U nékterych pacientl muze Casné
dynamické testovani vést k podhodnoceni hypokortikalizmu (Inder W. J., Hunt P. J.,
2002).

5.4.1.1 Inzulinovy toleranc¢ni test

Pfi ITT aplikujeme pacientovi iv. 0,1-0,25 j/kg rychle puasobiciho insulinu. V Case
0 a kazdych dalSich 15 minut je pacientovi stanovena glykemie a krev k pozdé&jSimu
stanoveni hladiny kortizolu. Za dostateCnou hypoglykemii k pozadované stimulaci
adrenokortikotropni osy je povazovan pokles glykemie <2,2 mmol/l. Pfi dosazeni
pozadované hypoglykemie hladovéni ukonCujeme a pacient pije sladky ¢aj, nebo mu
podame iv. glukézu. K hypoglykemii obvykle dochazi za 30-45 minut po aplikaci
insulinu. Maximalni odpovédi kortizolu je dosazeno obvykle za 60-90 minut, kdezto
vzestupu ACTH pfiblizné jiz za 45 minut (Melmed S., 2011).

5.4.1.2 Synacthenovy test

Synacthenovy (1-24 ACTH) test vychazi z principu pfimé stimulace nadledvin
exogenni molekulou 1-24 ACTH. V praxi jsou uzivani davky 1 ,10, 250 ug 1-24
ACTH se srovnatelnym efektem na maximalni stimulovanou hladinu kortizolu (Abdu
T. A. M. et al., 1999; Agha A. et al., 2006; Tordjman K. et al., 2000). K maximalnimu
vzestupu kortizolu dochazi obvykle za 20-30 minut po aplikaci. Na naSem pracovisti
stanovujeme hladiny kortizolu v ¢ase 0, 30, 60 minut od podani Synacthenu.
Vyhodou tohoto testu je jednoduché praktické provedeni. Naopak nevyhodou muze
byt pfimy efekt stimulace na nadledvinu s vynechanim hypotalamo-hypofyzarni ¢asti
osy potencialné vedouci k faleSné negativnimu vysledku poruchy pfi recentné vzniklé

hypotalamo-hypofyzarni poruse.
5.4.1.3 Ostatni testy centralniho hypokortikalismu

Test s metopironem spociva v bloku 11B-hydroxylazy vedouci sniZzené sekreci
kortizolu s naslednou zpétnovazebnou stimulaci ACTH po podani metopironu.
Limitaci tohoto testu je nutnost stanoveni 11-deoxykortizolu v séru, coz neni bézné

dostupné. Tento test se z proto b&zné v CR neprovadi.

Test s glukagonem vychazi z principu stimulace sekrece ACTH po aplikaci

glukagonu. S vyhodou je jeho soucasny stimulacni efekt na rlstovy hormon, coz
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umoznuje soucasné otestovani stejné jako u ITT. AvSak nékterymi autory je jeho

efekt u dospélych pacientli zpochybrnovan (Berg C. et al., 2010).

CRH test mlze poslouzit k odliSeni deficitu CRH od ostatnich urovni poruchy
sekrece osy hypotalamus, hypofyza, nadledviny. Kbézné diagnostice

hypokortikalismu ho nepouzivame.
5.4.2 Laboratorni stanoveni steroidnich hormont

Zakladem diagnostiky a IéCby onemocnéni nadledvin je vySetfeni hladin steroidnich
hormont produkovanych v nadledvinach. Odbér provadime obvykle v rannich
hodinach, u Zen idealné ve folikularni fazi menstruaéniho cyklu (zacatkem cyklu), pfi
vysazeni interferujici medikace jako napf. hormonalni antikoncepce, pokud je to
mozné.

5.4.2.1 Imunoanalytické metody

Zakladem rutinnich metod je stanoveni pomoci imunoanalyzy. Principem je vazba
protilatky na méfeny antigen (napf. protilatka proti kortizolu). V pfipadé
radioimunoanalyzy (RIA) vstupné neznamé mnozstvi méfeného antigenu (napf.
kortizolu) kompetuje v roztoku se znamym mnozstvim isotopem znaceného antigenu
("1 znaceny kortizol) ve vazbé na protilatku. Mnozstvi sledovaného antigenu je
nepfimo umérné navazaného isotopem znaceného antigenu, jehoz mnoZstvi je

stanoveno pomoci gamma detektoru.

V pfipadé chemiluminiscencni imunoanalyzy (CLIA) je sledovany analyt
(antigen) navazan na fixovanou protilatku. Nasledné je na analyt navazana dalSi
protilatka, ktera je dale oznaCena a nasledkem chemické reakce dochazi
luminiscenci, ktera je detekovana. Mnozstvi sledovaného analytu je pfimo umérné

méfené luminiscenci.
5.4.2.2 Hmotnostni spektrometrie

Kromé imunoanalyzy jsou pro pfesné stanoveni, detekci steroidd dulezité metody
zalozené na struktufe, hmotnosti a naboji jednotlivych steroidd. K tém patfi napf.
hmotnostni spektrometrie (MS). Jesté pred vlastni detekci jednotlivych slozek analytu

je nutné rozdéleni smési pomoci chromatografie.
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Pfi plynové chromatografii dochazi k oddéleni jednotlivych steroidd podle
jejich bodu varu a polarity prichodem ,mobilni faze“ (smés steroidl) pfes
,stacionarni fazi“ (napf. mikrofilm na pevném nosici uvnitf kolony). V zavislosti na
rizné rychlosti prachodu ¢&asti smési (analytl) kolonou dochazi k separaci
jednotlivych frakci. Podle skupenstvi mobilni faze rozliSujeme kapalinovou
chromatografii (LC), fluidni chromatografii, plynovou chromatografii (GC) a

plazmovou chromatografii.

Principem GC je rychlé odpafeni analyzovaného vzorku do plynného
skupenstvi. Vznikly plyn je promichan s nosnym plynem (napf. dusik, helium, vodik,
argon) a pod tlakem prochazi kolonou. Na zakladé rozdilné rozpustnosti jednotlivych
latek v pevné fazi dochazi k rozdilnému €asu pruchodu kolonou. Vice rozpustné latky

prochazeji kolonou déle a naopak.

Po pruchodu kolonou dochazi kionizaci sloZek iontovym zdrojem napf.
elektronovym paprskem (electron impact, El) (Obr. 6), nebo chemickou ionizaci. Tim
je napf. tenké wolframové vlakno pod stejnosmérnym napétim. Reakci emitovanych
iontl (elektron() s ¢astmi analytu dochazi k zménam analyzovanych latek, napf.
jejich excitaci a rozstépeni s vznikem pozitivné nabitych fragmentl. Soucet
molekulovych hmotnosti téchto fragmentd odpovida molekulové hmotnosti puvodni

molekuly.

2
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Obr. 6 loniza¢ni komora pro ionizaci elektronovym paprskem. 1 - pfivod vzorku; 2 - elektronovy
paprsek kolmy k roviné obrazku; 3 - urychlovaci a zaostfovaci elektrody; 4 - repelentni elektroda; 5 -

iontovy paprsek; 6 - analyzator; 7 - vlastni iontovy zdroj; 8 - k vyvévam
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Dale jsou jednotlivé fragmenty podle poméru hmotnosti/naboji (m/z) ve vakuu
oddéleny a usmérnény elektromagnetickym polem na detektor. Toto pole mize byt
tvofeno napf. klasickym magnetickym, nebo tzv. dynamickym analyzatorem, kam
fadime kvadrupolovy analyzator (single / triple quadrupole analyzer, nebo time of
flight, TOF, ion trap, IT analyzatory) (Obr. 7, Obr. 8). Ten je tvofen Ctyfmi kovovymi
tyCemi — elektrodami, které pfi prachodu proudu tvofi hyperbolické radiofrekvencni
pole. Pusobenim tohoto pole dochazi k rozkmitani prochazejicich iontu tak, ze se
oddéli ionty se stabilni drahou. RozliSujeme tzv. Selected ion monitoring (SIM) mode,
v pripadé trojitého kvadrupolu Multiple reaction monitoring (MRM) a Scan mode. P¥i
SIM mode dochazi k prichodu pouze urcitého uzkého spektra fragmentl
definovanych dle m/z a je proto lepSi k kvantifikaci, zatimco pfi Scan modu je
postupné detekovano celé spektrum podle poméru m/z, coz lépe charakterizuje
slozeni napf. vzorku neznamého slozeni (Agilent Technologies, 2016). V pfipadé
trojittho quadrupolu tvofi druhy kvadrupol kolizni cela, kde dochazi k dalSi
fragmentaci pomoci proudu dusiku a ve tfetim kvadrupolu jsou tyto menSi fragmenty

dale rozdéleny dle m/z.

Obr. 7 Hmotnostni spektrometr s kvadrupélovym analyzatorem. | — iontovy zdroj; A — akceleracni

sekce; K — kvadrupélovy analysator; D — detektor

44



External
lonization

Parent Collision Cell

Quad Filter &
Q1

Product s Detector

Quad Filter *
Q3

Obr. 8 Trojity quadrupol s kolizni celou reprezentujici druhy quadrupol (zdroj: Agilent technologies)

Dale pfichazeji jednotlivé ionizované fragmenty na detektor. Ten je obvykle
konstruovan jako elektronovy nasobic se zesilenim plvodniho signalu. Dullezité je téz
odstinéni detektoru od elektromagnetického pole. Vystupem je zaznam jednotlivych
Casti analytu rozdélenych podle hmotnosti, hmotnostni spektrum.

V pfipadé kapalinové chromatografie (LC) je mobilni faze tekuta. K ionizaci je
pouzivan electrospray, chemicka ionizace, multimodalni ionizace, Matrix Assisted
Laser Desorption lonization (MALDI). Polarita analytu ma vliv na pouzivanou
ionizaCni metodu. Nasledny analyzator a detektor byva obdobny jako u GC

(single/triple quadrupole, time of flight, ion trap analyzatory).

PFi kazdé chromatografii spojené s MS je zasadni preanalyticka pfiprava vzorkd.
V pFipadé steroidi se sklada z extrakce a derivatizace. Extrakci napf. dietyléterem
dochazi k oddéleni volnych polarnich steroidd do etheru, zatimco ve vodné frakci
zustavaji konjugaty (sulfaty, glukuronidy). V pfipadé GC (oproti LC) je dale nutné
odparky po extrakci derivatizovat derivatizanimi Cinidly (Keevil B. G., 2016). To vede

k snizeni polarity steroidl a €asto i k zvySeni jejich chemické stability.
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6 Cile prace

Cilem mé doktorské prace bylo zkoumani steroidniho metabolomu ve fyziologii
a patofyziologii Clovéka. VétSina steroidi je lidském organizmu produkovana
nadledvinami, a pravé studium jejich sekrece bylo cilem této prace. | pfi zaméfeni se
na pouhou oblast adrenalnich steroidi zGstava velmi Siroka Skala poruch steroidniho
spektra, kterou nelze vtéto praci celou obsahnout. Zaméfili jsme se proto,
v navaznosti na dosud znamé znalosti, zejména na glukokortikoidni a androgenni
sekreci. Cile jsme s ohledem na mirné odliSny charakter obou €asti prace rozdélili do

dvou gasti.

6.1 Cile 1. Casti prace — zmény steroidniho metabolomu
u pacientu s incidentalomy nadledvin a u pacientu
s Cushingovym syndromem

V této Casti jsme se zabyvali zménami steroidniho metabolomu (spektra steroidd) u
pacientl s incidentalomy nadledvin (nahodné zjisténym zvétSenim nadledviny).
S rozvojem zobrazovacich metod, zvlasté pocitacové tomografie (CT) dochazi
v poslednich desetiletich k ¢astému nahodnému nalezu zvétSeni (hyperplazii,
tumorl) nadledvin. V fadé minulych studii bylo zji§téno, Ze i pacienti bez klinicky
zjevné hormonalni aktivity téchto tumort vykazuji hormonalni zmény, které i bez
pfimych klinickych projevl pravdépodobné vedou ke komplikacim (Di Dalmazi G. et
al., 2015b; Debono M., Newell-Price J., 2015; Morelli V. et al., 2011). Ty nasledné
zpusobuji zhorSeni kvality a délky Zzivota pacientld (Di Dalmazi G. et al., 2014b).
Diagnostika téchto mirnych hormonalnich zmén nebyva vzdy jednoducha a
k pfesnému zhodnoceni je ¢asto tfeba provedeni vice vySetfeni, odbéra krve, modi
(Arlt W. et al,, 2011; Brossaud J. et al., 2016; Di Dalmazi G. et al.,, 2015a).
V souvislosti s mirné zvySenou sekreci kortizolu byly popsany zmény nékterych
dalSich steroidu jako napf. DHEAS, DHEA, které mohou pomoci v diagnostickém
rozhodovani (Vassiliadi D. a, Tsagarakis S., 2011). Popis zmén vétSiho mnozstvi
dalSich steroidll u pacientu se subklinickym CS dosud nebyl publikovan.

Kromé pacientl bez klinickych symptomU hyperkortizolizmu (subklinického

CS) jsme se zameéfili i na pacienty s klinicky plné symptomatickym CS. Diferencialni
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diagnostika CS muze byt v nékterych pfipadech (napf. odliSeni ACTH dependentnich
forem) obtizna. Steroidni zmény u raznych typd CS byly jiz CasteCné popsany (Arlt
W. et al., 2011; Eisenhofer G. et al., 2018; Hines J. M. et al., 2017). Oproti nasi nové
pouzité metodé GC-MS/MS vsak bylo spektrum steroidd mensi. Nebylo provedeno
stanoveni steroidniho spektra u bilateralnich adrenalnich expanzi zpUsobujicich CS.
VétsSina praci vychazi ze stanoveni steroidd z moci a nikoliv ze séra, coz by pro
klinickou diagnostiku bylo jednodussi (Di Dalmazi G. et al., 2015a; Hines J. M. et al.,
2017). Odliseni ACTH dependentnich forem CS pomoci steroidniho metabolomu

dosud popsano nebylo.
Cili prace bylo:
- vyvinout novou metodu stanoveni steroidniho metabolomu pomoci GC-

MS/MS stanovujici nékolik desitek steroidl v séru

- posoudit, zda zhodnoceni steroidniho metabolomu (spektra 83 steroidu) u
pacientld s incidentalomy nadledvin muze zpFesnit diagnostiku subklinického

hyperkotizolismu

- popsat slozeni pacientd s incidentalomy nadledvin s SH vnaSi kohorté

z hlediska véku, pohlavi, hormonalniho profilu, komorbidit a dalSich ukazateld

- popsat a dle moznosti vysvétlit zmény steroidniho metabolomu u pacientd

s rlznymi typy CS

- zhodnotit, zda mlze stanoveni steroidniho metabolomu u pacientd pomoci

v diferencialni diagnostice CS

6.2 Cile 2. Casti prace — posouzeni prediktivni hodnoty

bazalniho kortizolu u pacientt po operaci tumort

hypofyzy

Druhou &asti bylo posouzeni laboratornich ukazatell centralniho hypokortizolizmu
u pacientl po operaci tumorl hypofyzy. U vSech pacientl po operaci hypofyzarnich
expanzi, tumorul peri a pooperacné substituujeme glukokortikoidy, protoze nevime,
u kterych pacienti dojde béhem operace k poskozeni funkce kortikotropni osy. P¥i

posSkozeni, nebo odstranéni hypofyzy bé&hem operace dochazi nasledné
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k dlouhodobému sniZeni sekrece ACTH kortikotropnimi burikami hypofyzy, coz dale
vede béhem nékolika mésicu k atrofii a snizeni sekre¢nich schopnosti bunék zéna
fasciculata v kife nadledvin produkujicich kortizol (Inder W. J., Hunt P. J., 2002;
Klose M. et al.,, 2005). K definitivnimu zhodnoceni funkce kortikotropni obvykle
pfistupujeme po 2 a vice mésicich od operace a pfi nizkych hodnotach ranniho
kortizolu provadime synacthenovy test k zhodnoceni adrenalni rezervy (Klose M. et
al., 2005; Watts N. B., Tindall G. T., 1988). V pfipadé CasnéjSiho testovani, kdy jesté
neni plné vyvinuta atrofie nadledvin lze pouzit inzulinovy toleranéni test, ktery
vyvolanou hypoglykemii pusobi pfes hypotalamus, hypofyzu, a odhali teoreticky i

Casnou centralni I1ézi (Courtney C. H. et al., 2000; Karaca Z. et al., 2010).

Toto testovani nékolik mésicu po operaci je z praktického hlediska relativné
naro¢né, a proto byly hledany zpusoby eventualni Casné detekce centralniho
hypokortizolizmu. NejvyznamnéjSim z nich je stanoveni bazalniho ranniho kortizolu
1-2 tydny po operaci. Rada studii porovnavala pooperaéni hladiny kortizolu
s vysledky stimulaénich testll s odstupem a ukazaly, Ze Ize na zakladé bazalnich
hladin pfedpovédét riziko nasledného hypokortizolizmu (Jayasena C. N. et al., 2009;
Karaca Z. et al., 2010; Klose M. et al., 2005; Watts N. B., Tindall G. T., 1988).

Cilem prace bylo:

- potvrdit, nebo vyvratit hypotézu, Ze Ize na zakladé bazalnich pooperacnich
hladin kortizolu pfedvidat vysledky definitivniho stanoveni v stimulacnich

testech s odstupem v nasich podminkach

- definovat rozmezi hodnot bazalniho kortizolu a tomu odpovidajici riziko

hypokortizolizmu

- zhodnotit, zda Ize na zakladé téchto vysledkl zkratit pooperacni substituéni

lécbu glukokortikoidy u ¢asti pacientu
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7 Metody

7.1 Metody stanoveni hladin kortizolu a dalSich steroidu
u pacientu s incidentalomy nadledvin a

Cushingovym syndromem

7.1.1 Stanoveni kortizolu pomoci RIA

Stanoveni  kortizolu bylo kromé& hmotnostni  spektrometrie  provedeno
i radioimunoanalyzou. Byl pouzit Beckman Coulter Cortisol RIA kit (intra-esej variaéni
koeficient <5.8 % pro sérum, inter-esej variacni koeficient < 9.2 % pro sérum). Kazdy
vzorek byl méfen 2x v kazdé sérii a vysledna hodnota stanovena jako pramér téchto

dvou méreni.
7.1.2 Stanoveni steroidi pomoci GC-MS/MS

K stanoveni steroidl byla pouzita plynova chromatografie s detekci hmotnostnim
spektrometrem s trojitym kvadrupdélem. Odebrané vzorky krve byly odstfedény

a ziskané sérum bylo zmrazeno do dalSiho zpracovani pfi teploté - 20 °C.
Priprava vzorku
Pfiprava vnitfniho standardu:

Zakladni roztoky jsou v koncentraci 1mg/1ml. Vnitini standard obsahuje 10l
5-androsten-33-ol-17-on -2,2,3,4,4,6-d6, 10ul 4,6-androstadien-17(3-ol-3-on, 100ul
4-pregnen-11p,17,21-triol-3,20-dion-9,11,12,12-d4 a 5ul 4-pregnen-17,21-
diol-3,11,20-trion-2,2,4,6,6,12,12-d7. Smésny roztok se odpafi ve vakuové odparce

pfi 55 °C a rozpusti v 1ml metanolu.
Pfiprava kalibracni fady.

Zakladni roztoky steroidd jsou v koncentraci 1mg/iml. Z kazdého roztoku se
odpipetuje 10 yl. Smésny roztok se odpafi ve vakuové odparce pfi 55 °C a rozpusti
v 1ml metanolu. Redé&nim metanolem vytvofime kalibraéni fadu. (1.bod: 1:1, 2.bod

1:9, ostatni body fedime z 2.bodu geometrickou fadou 1:3). Ze ziskanych zasobnich
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roztokl davame do zkumavky 100ul, ty odpafime a pfidame 1 ml odsteroidnéného

séra. Dale zpracovavame jako vzorky.
K 1 ml vzorku séra i do bodu kalibra¢ni fady bylo pfidano 15pl vnitiniho standardu.
Stanoveni nekonjugovanych steroidu:

Nekonjugované steroidy byly vyextrahovany pomoci 3ml diethyléteru. Extrakce byla
provadéna 1,5 min. Vymrazenim doslo k oddéleni vodné faze, ktera se pouzila pro
stanoveni konjugatu. Slita éterova faze (stanoveni nekonjugovanych steroidu) byla
odparena pfi 37 °C. Lipidy byly oddéleny extrakci 1 ml 80% metanolu a 1ml pentanu.
Pentanova nepolarni faze byla oddélena a polarni faze byla vysuSena ve vakuové
odparce pfi 60 °C. Odparek byl rozpustén ve 100ul acetonitrilu a pfeveden do 1 ml

konické vialky. Roztok byl odpafen. Nasledné byla provedena derivatizace.
Stanoveni konjugatu:

K vodné fazi (po rozmrznuti o odpareni zbytku éteru) bylo pfidano 15ul vnitfiniho
standardu. Kvuli vysrazeni bilkovin byl pfidan 1ml metanolu a smés byla promichana.
Po centrifugaci 20 minut pfi 3000 rpm byla horni vrstva pfevedena do silnosténné
zkumavky a odpafena ve vakuové odparce pfi 40 °C. Odparek byl chemicky
hydrolyzovan dle Dehennina (Dehennin L., Pérés G., 1996). K odparku byl pfidan
1 ml 1 molarniho trimethylchlorsilanu. Po promichani pokracovala hydrolyza 1 hodinu
pfi 55 °C. Poté bylo pfidano 100mg uhli¢itanu sodného a po promichani byly
hydrolyzované vzorky opét vysusSeny ve vakuové odparce pfi 40 °C. Odparek byl
rekonstituovan 500ul destilované vody a dale zpracovan stejné jako je popsano vyse

u nekonjugovanych steroidu.
Derivatizace:

K odparku bylo pfidano 50ul 2% roztoku methoxyaminhydrochloridu v pyridinu. Po
promichani se inkubovalo pfi 60 °C 1 hodinu. Pfi této reakci dochazi k pfeméné oxo-
skupin na methoximové derivaty. Po této prvni derivatizaci byla smés vysuSena

proudem dusiku.

K odparku bylo pridano 50ul roztoku Sylon BTZ (smés
N,O-bis(trimethylsilyl)acetamidu  (BSA) + trimethylchlorosilanu (TMCS) +
N-trimethylsilylimidazolu (TMSI) (3:2:3)). Po promichani se inkubovalo pfi 90 °C
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24 hodin. P¥i této reakci se tvofi trimethylsilyl derivaty na hydroxylovych skupinach
(TMS-MOX derivaty). Smés byla odpafovana proudem dusiku 2 minuty. Potom bylo
pfidano 100 pl isooktanu, 1Tmg amonium bikarbonatu a 50 ul N,N-dimethylformamidu.
Obsah vialek byl nasledné dikladné promichan (1 minutu) a potom odstfedén
20 minut pfi 3000 rpm. Spodni polarni vrstva byla odsata a horni nepolarni vrstva
byla ponechana ve vialce k GC-MS/MS analyze. K analyze GC-MS/MS byly pouzity

2ul tohoto roztoku.
Podminky méreni GC-MS/MS

K méfeni byl pouZit pfistroj GCMS-TQ 8040 vyrobce Shimadzu (Kyoto, Japonsko),
slozeny z plynového chromatrografu s automatickou detekci prutoku AOC-20 s
autosamplerem a detektoru s trojitym kvadrupdlem s nastavitelnym napétim
10-195 V. Analyza byla provedena v multiple monitoring (MRM) modu. Byla pouZita
kapilarni kolona RESTEK Ritx-50 (prdmér 0,25 mm, délka 15 m, tloustka filmu
0,1 um). Elektron impact (El) ionizace byla nastavena na napéti 60 V a emisni proud
151 pA. Teploty pfi vstfiku vzorku, v zdroji iontd a na rozhrani byly 220, 300, 310 °C.
Analyzy byly provedeny pfi konstantni rychlosti nosného plynu — He 60 cm/s. Vzorky
byly vstfikovany pfi tlaku 200 kPa 1 minutu. Napéti detektoru bylo nastaveno na
2,2 kV. Narust teploty byl pferusen 1 minutu pfi 80 °C, dale narust teploty 40 °C/min.
na 190 °C, dalSi narust 6 °C/min. na 210 °C, dale 20 °C/min. na 300 °C, 40 °C/min.
na 320 °C, 4minutova pauza na 320 °C, uvodni tlak 34 kPa, teplota vstfiku 220 °C,
doba analyzy 16,08 minut.

Blize je tato metodika popsana v pfilozeném c¢lanku publikovaném v Physiological

Research. Kompletni anglické znéni ¢lanku je pfilozeno — Pfiloha I.
7.1.3 Stanoveni ostatnich analytu

Odbéry na ACTH byly provedeny rano v 8 hodin. Krev byla odebrana do zkumavek
K2EDTA, transportovana na ledu, nasledné oddélena plazma. Ta byla dale do¢asné
zmrazena na - 20 °C a po rozmrazeni ihned analyzovana kitem Thermo Scientific
BRAHMS ACTH RIA kit (intra-esej variaCni koeficient 3,5 %, inter-esej variani
koeficient 4,7 %).

Plasmatické metanefriny byly méfeny zvzorku plazmy za pouziti

vysokoucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci (HPLC-ED)
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s pouzitim fyziologickych mezi pro normetanefrin 0,13 — 0,79 nmol/l a metanefrin
0,14 — 0,54 nmol/l.

Volny mocovy kortizol je stanoven z vzorku sbirané moci za 24 hodin. Dle
mnozstvi moci je vynasobena koncentrace v stanoveném vzorku. K méfeni byl pouZit
Beckman Coulter Cortisol RIA kit (intra-esej variaCni koeficients< 8,9 % pro moc, inter-

esej variacni koeficient < 13,3 % pro mog).
7.1.4 Statistické metody

S ohledem na nerovnomérnou distribuci a nekonstantni rozptyl vétSiny zavislych
proménnych byly tyto proménné transformovany za ucelem dosazeni symetrie
a homoscedasticity dat pfed dalSim zpracovanim. Homogenita a distribuce
transformovanych dat byla posouzena analyzou rezidui. Rozdily mezi kontrolami
a skupinami nemocnych byly testovany pomoci jedno- a vicerozmérné analyzy
rozptylu (ANOVA) se zohlednénim dalSich faktord jako je pohlavi, suprese
v dexametazonu, a dalSich. Nasledné byla provedena Bonferroniho korekce na
multiplicitu. K analyze byl pouzit statisticky software Statgraphics Centurion, verze
XV od firmy Statpoint Inc. (Herndon, Virginie, USA). K ur€eni cut-off hodnot pro
jednotlivé ukazatele byla pouzita receiver operating characteristics (ROC) analyza.
Optimalni hodnoty byly definovany maximalnim Youdenovym indexem pro hodnoceni
diagnostickych testl. Byl pouzit software od Number Cruncher Statistical Systems
(Kaysville, Utah, USA).

7.2 Metody stanoveni adrenalni funkce u pacientt po
operaci expanzi hypofyzy

7.2.1 Synacthenovy test

Synacthenovy (1-24 ACTH) test byl provadén mezi 8. a 9. hodinou. Po minimalné
osmi hodinovém la¢néni (neuziti ranniho hydrocortisonu) byla pacientim zavedena
periferni zilni kanyla alesponi 30 minut pfed zahajenim testu. Z ni byla pacientovi
odebrana krev k stanoveni kortizolu a ACTH v ¢ase 0. Po odbéru bylo do kanyly
aplikovano 250 ug tetracosactidu (B124 ACTH, Synacthen, Novartis, Basilej,
Svycarsko). Dal$i odbér krve na kortizol nasledoval v 30. a 60. minut&. Maximalni
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hodnota kortizolu z hodnot v ¢ase 0, 30, 60 minut >500 nmol/l (pokud je test

provadén v odstupu alespon 2—3 mésicl od operace) je povazovana za dostateCnou.
7.2.2 Inzulinovy tolerancni test

Inzulinovy test provadime u pacientd po minimalné 8-hodinovém lacnéni
se soucasnym vynechanim ranniho hydrocortizonu. Pacientim je zavedena periferni
Zilni kanyla, ze které je odebrana krev na kortizol a ACTH, glykemii. Nasledné je do
kanyly aplikovano 0,1 — 0,2 j/kg rychle pusobiciho inzulinu. Dale je krev odebirana po
15 minutach k stanoveni hladin glykemie, kortizolu a ev. GH (v pfipadé suspekce na
soucasny deficit GH). Pfi dosazeni poZzadované hypoglykemie pod 2,2 mmol/l lacnéni
ukonCujeme a pacient se naji. Za dostateCnou stimulaci povazujeme maximalni
hladinu kortizolu >500nmol/l. V pfipadé GH je limit tézkého deficitu GH (definovany
jako indikace k substituci) <3ug/l (9 mlU/I). Dostate¢na stimulace je nad 10ug/l.

7.2.3 Stanoveni bazalniho kortizolu

K stanoveni bazalnich hladin kortizolu bylo pouzito ADVIA Centaur Cortisol assay —
kompetitivni imunoesej vyuzivajici pfimé chemiluminiscence. Interesej variabilita =

3.07 %, intraesej variabilita = 2.89 %. Analyticka senzitivita = 27.6 nmol/I.

Detailni popis metod, sledovanych skupin pacientd, statistického zpracovani a
dalSi metodologické podrobnosti jsou blize specifikovany v nasledujici kapitole

a pfipojenych publikacich.
8 Vlastni vysledky vyzkumné prace

8.1 Zmény steroidniho metabolomu u pacientu
s incidentalomy nadledvin

Hypotéza: Zobrazovacimi metodami nahodné zjist€éna zvétSeni nadledvin Casto
vykazuji znamky mirmné hormonalni nadprodukce, zejména ve skupiné
glukokortikoidu. | tato mirna nadprodukce, zejména kortizolu, vede k nezadoucim
klinickym projevim. Sou€asné se zvySenou sekreci kortizolu dochazi naopak
k poklesu DHEAS a nékolika dalSich steroidd. Dosud publikované prace hodnotici
vétSi mnozstvi steroidl jsou omezené a pIné nevysvétluji pozorované zmény.

Stanoveni velkého mnozstvi steroidd by mohlo detailné popsat patofyziologické
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zmény steroidni sekrece spojené s mirnym hyperkortizolismem a potencialné

zjednodusit diagnostiku subklinického CS s vyuzitim téchto steroidnich zmén.

Soubor pacientli: 52 pacientd s incidentalomy nadledvin (unilateralni n=29
a bilateralni n=23) a 26 kontrol pfifazenych v poméru 2:1 bylo vySetfeno za ucelem
stanoveni sekrece kortizolu, ACTH, aldosteronu a plazmatickych metanefrind.
Vylouceni byli pacienti s komorbiditami, medikaci interferujicimi se steroidni sekreci,
pacienti se znamou malignitou, pacienti laboratornimi i klinickymi znamkami piné
vyjadieného hyperkortizolizmu (tvorba hematomda, svalova atrofie, mésicovity oblicej,
zmény distribuce tuku). Také nebyli zafazeni pacienti s pseudo-Cushingovym

syndromem.

Metodika: U vSech pacientd i kontrol byly provedeny odbéry na stanoveni
steroidniho metabolomu bazalné v 7 hodin rano, poté v23 h byl podan 1mg
dexametazonu a nasledujici den v 8 h rano byl proveden druhy odbér. U kontrol byl
dale stanoven ACTH. UFC a méfeni diurnalniho rytmu kortizolu nebylo z praktickych

dlvodu u kontrol provedeno.

U pacientl s incidentalomy byl vylou¢en aldosteronismus stanovenim
aldosteronu, reninu, aldosteron renin ratio (nabirano ve vzpfimené poloze),
feochromocytom stanovenim plazmatickych metanefrini. U pacientl s bilateralnim
zvétSenim nadledvin byl stanoven 17-OHP k vylou€eni kongenitalni adrenalni
hyperplazie. Za kratké hospitalizace byl stanoven diurnaini rytmus Kkortizolu
stanovenim hladin v 7, 13, 19, 24 a 7 h nasledujici den rano (norma pro pualno¢ni
hladinu <5,4 ug/dL (149 nmol/l), sbér mo¢i na UFC (norma 13,8 — 75,4 ug/d (38,0 —
208,0 nmol/d), ACTH (norma 10-60 ng/l). Diagnéza subklinického CS byla
stanovena na zakladé provedeného 1-mg dexametazonového testu s cut-off
50 nmoll/l.

Vysledky: Z 52 pacientld s incidentalomy nadledvin suprimovalo kortizol v 1-mg
dexametazonovém testu pod 50 nmol/l 11 pacientd. Zbyvajicich 41 mélo hodnoty
kortizolu mezi 51 a 381 nmol/l. Obecné charakteristiky a vysledky zakladnich steroidd

s rozdily a jejich statistickou vyznamnosti jsou uvedeny v Tabulce 2.
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Tabulka 2 Zakladni

jednotlivych skupin

charakteristika pacientu,

hodnoty zméfenych steroidli u

Controls (a) NF (b) SH (c) p value MC
Total, n 26 11 41 0,0001 ab, bc
General characteristics
Females, n, % 13 (50) 5(45) 29 (71) 0.1257
Bilateral,n,% amee- 5(45) 20 (49) 0.078°
Age, y 56.3 (53.3 - 59.2) 55.3 (50.5 - 59.7) 65.5(63.5 - 67.5) <0.001 ac
Height, cm 171 (169 - 174) 173 (170 - 177) 166 (165 - 168) 0,022 ac
BMI, kg/m2 28.1(26.8 - 29.6) 296 (274 -32) 29.7 (28.6 - 30.9) 0,449
Tumor size, mm e 18.8(15.4-22.7) 30.3(27.6- 33.2) 0,002 bc
Clinical features
Arterial hypertension, n 14 (53) 6 (54) 33(80) 0.091°
Dyslipidemia, n 13 (50) 7 (64) 28 (68) 0.324°
Type2DM, n 5 1 12 0.137°
Hormonal evaluation
Cortisol post 1 mg DXM [ug/dL] 1.4(1.24-1.57) 1.3 (1.04 - 1.53) 3.7(3.25-4.17) <0.001 ac, bc
ACTH [ng/l] 30.8(27.4 - 34.4) 34.7 (28.8-41.1) 17.1 (14.9- 19.3) <0.001 ac, bc
UFC [pugd@ e 69.6 (55.4 - 87.7) 56.6 (51.1 - 63.0) 0,231
Midnight serum cortisol [ug/d,L] eeeeen 2.4 (1.88- 3.07) 6.52 (5.87 - 7.21) <0.001 bc
GC-MS/MS measured steroids [nmol/l]
Dehydroepiandrosterone 6.63 (5.31-8.34) 6.42 (4.59 - 9.15) 2.52(214-2.97) <0.001 ac, bc
DHEA sulfate 2110 (1710 - 2590) 2820 (2040 - 3920) 661 (565 - 772) <0.001 ac, bc
DHEAT7a 0.737 (0.602 - 0.906) 0.838 (0.613 - 1.16) 0.337 (0.288 - 0.394) <0.001 ac, bc
DHEA70 0.102 (0.071 - 0.147) 0.243 (0.135 - 0.454) 0.053 (0.04 - 0.070) 0,003 bc
DHEA7B 0.143 (0.108 - 0.189) 0.128 (0.083 - 0.196) 0.046 (0.036 - 0.058) <0.001 ac, bc
Androstenediol 1.06 (0.859 - 1.31) 1.15(0.837 - 1.61) 0.426 (0.364 - 0.5) <0.001 ac, bc
Androstenediol sulfate 1050 (832 - 1350) 1160 (806 - 1740) 454 (386 - 537) <0.001 ac, bc
AT7a 0.217 (0.182 - 0.258) 0.257 (0.197 - 0.331) 0.118 (0.101 - 0.138) <0.001 ac, bc
AT7B 0.071 (0.056 - 0.087) 0.082 (0.058 - 0.112) 0.026 (0.02 - 0.032) <0.001 ac, bc
THA3a5a 0.339 (0.287 - 0.398) 0.317 (0.245 - 0.407) 0.197 (0.171 - 0.226) 0,001 ac, bc
THA3a5aC 908 (740 - 1110) 1070 (785 - 1430) 284 (229 - 347) <0.001 ac, bc
THA3B5a 0.921(0.735- 1.17) 0.802 (0.567 - 1.17) 0.348 (0.3 - 0.406) <0.001 ac, bc
THA3B5aC 426 (353 - 511) 503 (379 - 660) 129 (106 - 154) <0.001 ac, bc
THA3a53 47.5 (40.1 - 56) 44.8 (34.2- 57.7) 30.5(26.1- 35.4) 0,018 ac, bc
THA3a5C 25.1(19.5-32.2) 22.8(15.5-33.6) 11.9(9.68 - 14.7) 0,004 ac
AD3a5a17B 0.086 (0.068 - 0.109) 0.108 (0.075 - 0.158) 0.047 (0.039 - 0.055) 0,002 ac
AD3a5a17BC 42.3(31.5- 57.6) 53(33.4-87.9) 13.9(11.2-17.2) <0.001 ac
AD3B5a17B 0.014 (0.013 - 0.017) 0.015(0.012- 0.018) 0.011 (0.01- 0.012) 0,037 ac
AD3B5a17BC 76.3 (57 - 103) 97 (61.4 - 158) 26.1(20.9 - 32.5) <0.001 ac
AD3a5B817BC 8.72(6.93- 11.1) 8.24 (5.83- 12) 4.34 (3.68 - 5.15) 0,002 ac
AD3a5B17B 0.008 (0.006 - 0.01) 0.017 (0.011 - 0.025) 0.012 (0.01 - 0.014) 0,049 ac
PregC 113 (98.5- 131) 106 (86.1 - 132) 71.1(64.7 - 78.4) <0.001 ac, bc
Preg17 1.32(1.01-1.73) 1.3 (0.867 - 1.98) 0.52 (0.427 - 0.634) <0.001 ac
Preg17C 3.09 (2.53 - 3.78) 3.08 (2.27 - 4.19) 2(1.7-234) 0,033 ac
Preg16a 0.196 (0.154 - 0.25) 0.232(0.161 - 0.336) 0.078 (0.064 - 0.094) <0.001 ac, bc
DHPreg20a 0.874 (0.701 - 1.1) 0.942 (0.672 - 1.35) 0.553 (0.467 - 0.656) 0,031 ac, bc
DHPreg20aC 743 (616 - 907) 785 (588 - 1080) 428 (375 - 491) 0,001 ac, bc
DHP5a 0.025 (0.019 - 0.032) 0.052 (0.036 - 0.072) 0.025 (0.020 - 0.031) 0,043
THP3a5aC 4.31(3.45-5.44) 3.82(2.73-5.43) 1.78 (1.51- 2.1) <0.001 ac, bc
THP3B5aC 10.4 (8.88 - 12.4) 9.5(7.48- 12.3) 5.96 (5.34 - 6.67) <0.001 ac, bc
THP3B5BC 1.83 (1.51-2.22) 1.47 (1.1 - 1.96) 0.928 (0.799 - 1.08) <0.001 ac, bc
PD3a5aC 9.52(7.5-12.3) 9.82(6.82- 14.8) 4.93 (4.18 - 5.85) 0,003 ac
PD3B5aC 361 (295 - 449) 300 (227 - 410) 214 (187 - 247) 0,011 ac, bc
PD3B5BC 17.5(14.4- 21.8) 11.6 (9.21- 15.1) 10.1(8.98 - 11.4) 0,004 ac, bc
PD3a5a17C 1.43 (1.04 - 1.96) 1.23 (0.754 - 2.01) 0.611(0.473 - 0.789) 0,011 ac
PT3B5017a20a 0.104 (0.07 - 0.152) 0.052 (0.030 - 0.087) 0.027 (0.019 - 0.037) 0,003 ac

Data vyjadiena jako retransformovany primér s spodnim a hornim 95% konfidenénim intervalem
Signifikantni rozdily mezi skupinami vyjadieny pomoci multiple comparisons (MC) s Bonnferoniho korekci (p<0.05)
* u bilateralnich inciedntalom je pouzita velikost nejvétsi expanze

®Frequenéni analyza (log-linear modely)

Hladiny ACTH byly signifikantné sniZzené ve skupiné subklinického CS oproti
ostatnim horm. afunkénim incidentalomim a kontrolam. Porovnani UFC neprokazalo
skupinami. V hladinach Kkortizolu v 1-mg

statisticky vyznamné rozdily meazi

dexametazonovem testu jsme neprokazali statisticky vyznamné rozdily.
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PFfi porovnani bazalnich hladin steroidd méfenych GC-MS/MS jsme prokazali
signifikantni snizeni u pacientl se subklinickym CS oproti hormonalné afunk&nim

incidentalomim u 10 z 83 méfenych steroidl (Obr. 9).

[ZOoc—Dlhydropregnenolone sulfate] 7o—Hydroxy-DHEA 7-ox0- DHEA
Pregnenolone — = 17-Hydroxypregnenolone ' DHEAS I %[Androstenedlol sulfate]
sulfate sulfate

f f f

—= Pregnenolone —=17-Hydroxypregnenolone — = DHEA Androstenediol

| l

Progesterone --__= 17-Hydroxyprogesterone -----__=. Androstenedione ——=  Testosterone

l\ /

Estrone —==-FEstradiol

5a-Dihydroprogesterone
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I

Allopregnanclone
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Pregnanolone —=
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Sa-Androstan-3,17-dione __ 5a-Dihydrotestosterone
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Corticosterone Cortisol
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Obr. 9 Steroidy signifikantné statisticky odliSné ve skupiné subklinického CS oproti skupiné
hormonalné afunkénich incidentalomu

Zadny z méFenych steroidl nebyl u pacientd se subklinickym CS signifikantné vyssi.
Stejné tak zadny z méfenych steroidd nevykazoval signifikantni zmény ve skupiné
bilateralnich incidentalom0 oproti unilateralnim ve skupiné subklinického CS. Pfi
supresi dexametazonem jsme u &asti steroidid zmény nepozorovali, u ¢asti doslo
k poklesu. Zadny ze sledovanych steroidd nestoupl (Tabulka 2). K posouzeni
jednotlivych faktora predikujicich subklinicky CS bylo pouzito metodiky Orthogonal
Projections to Latent Structure (OPLS). VySka sloupct odpovida vlivu jednotlivych
faktord na zafazeni do skupiny subklinického CS (Obr. 10).
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Obr. 10. Zastoupeni jednotlivych faktord a jejich vztahu k dg. Subklinického CS
Clanek byl publikovan v éasopise Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism.

Kompletni anglické znéni ¢lanku je pfilozeno — Pfiloha Il.
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8.2 Zmény steroidniho metabolomu u pacientu
s Cushingovym syndromem

Soubor pacienta: U 80 pacientd s CS (51 Cushingova chorobou, 6 ektopicka
sekrece ACTH, 16 adenom kury nadledviny, 7 bilateralni makronodularni hyperplazie
(BMAH)) a 23 kontrol jsme odebrali vzorky séra v 7 h rano. Vzorky byly odebrany
mezi Cervnem 2006 a lednem 2018. Diagndéza CS byla provedena na zakladé
symptomu a kombinace laboratornich znakd CS (palnoCni kortizol, UFC/24 h,
dexametazonovy supresni test). DalSi rozdéleni do jednotlivych skupin bylo
provedeno na zakladé hladin ACTH (<10 ng/l onemocnéni nadledvin, >20 ng/l ACTH
dependentni forma). U adrenalnich forem bylo k rozliSeni bilateralniho postizeni
pouzito CT, pfipadné scintigrafie s cholesterolem, nebo katetrizace adrenalnich Zzil.
Do studie nebyli zafazeni pacienti 1é€eni medikaci interferujici s hladinami steroida.
Stejné tak nebyli zafazeni pacienti s karcinomy nadledvin ani pacienti

s feochromocytomem.

Vysledky: U vSech skupin pacientd s CS jsme pozorovali nedostateCnou supresi
kortizolu v 1mg dexametazonovém testu. Nejvyssi hodnoty kortizolu, ale i ACTH méli
pacienti s ektopickou formou CS. UFC byl téz v této skupiné nejvyssi, ale oproti
pacientim s Cushingovou chorobou rozdil nedosahl statistické signifikance. UFC byl
signifikantné vySSi ve skupiné Cushingovy choroby oproti CS pfi adenomech

nadledvin, zatimco hladiny palno¢niho kortizolu byly u téchto skupin srovnatelné.

Statisticky signifikantni rozdily mezi riznymi typy CS jsou znazornény na Obr. 11.
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Obr. 11 Zobrazeni steroidniho metabolomu a jeho signifikantni zmény (p<0,05) oproti kontrolam.
Cushingova choroba (P); Ektopicky CS (E); Adrenalni CS (A)

U ACTH-dependentnich forem CS jsme pozorovali zvySené hladiny vétSiny
jmenovité DHEAS, 7a- and 7oxo-hydroxy DHEA,

5a-androstan-3,17-dion,

androgennich metabolitd,

androstendiol  sulfat, androstendion, androsteron,

etiocholanolon sulfat, epietiocholanolon sulfat, 11B-hydroxyandrosteron sulfat,

11B-hydroxyetiocholanolon,
konjugovany 5B-androstan-3a,17B-diol,
Ve ektopického CS

v mineralokortikoidni dréaze davajici za vznik aldosteronu pozorovali signifikantni

11B-hydroxyepiandrosteron sulfat,

11B-hydroxyetiocholanolon sulfat,

konjugovany 5f-androstan-3(3,17B-diol. skupiné jsme

zvyseni progesteronu, konjugovaného 20a-dihydroprogesteronu,
deoxykortikosteronu, kortikosteronu, konjugovaného 3a,5a-tetrahydrokortikosteronu.
Ve skupiné Cushingovy choroby byly téz zvySené mineralokortikoidni prekurzory, ale
k signifikantnimu rozdilu oproti kontrolam dosSlo pouze v pfipadé konjugovaného

3a,5a-tetrahydrocorticosteronu.

Naopak u ACTH independentni formy CS byly sniZzené hladiny vétSiny
androgenu a jejich metabolitt: DHEA, DHEAS, 7a- and 7oxo-hydroxy DHEA,
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androstenediol, 5a-androstan-3,17-dion, androsteron, epiandrosteron, testosteron
a 5a-dihydrotestosteron, 5a-androstan-3a,17B-diol, 5a-androstan-3(3,17B-diol.
Hladiny mineralokortikoidnich prekurzorl se v této skupiné statisticky neliSily od

kontrol.

1]

V takzvané ,zadni cesté” (back-door pathway) od progesteronu k adrenalnim
androgenim  jsme pozorovali zvySeni u pacientd s ektopickym CS
u 5a-dihydroprogesteronu, isopregnanolon sulfatu, konjugovaného pregnanolonu,
konjugovaného epipregnanolonu, 17-hydroxyallopregnanolonu, konjugovaného

i volného 17-hydroxypregnanolonu.

5B-hydroxylované androstany, volny i konjugovany 11B-hydroxyetiocholanolon
byly signifikantné zvySené u vSech skupin CS oproti kontrolam. 5a-hydroxylované
androstany, 11B-hydroxyandrosteron sulfat, 11B-hydroxyepiandrosteron sulfat byly

signifikantné zvySené pouze u ACTH-dependentnich forem CS.

Pomoci ROC analyzy jsme hledali steroidy nejvice rozliSujici Cushingovu
chorobu od ektopické sekrece ACTH. NevysSi senzitivitu 100% a specificitu 93,6%

pfi cut-off 21,9 nmol/l jsme nalezli u 11B-hydroxyepiandrosteron sulfatu, Obr. 12,
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Obr. 12 RozliSeni Cushingovy choroby (CD), n=51, od Ektopického CS (n=6). Pro lepSi zobrazeni bylo

pouzito logaritmické méfitko osy x.
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Mezi skupinami unilateralnich adrenalnich adenom( a skupiny BMAH jsme

neprokazali signifikantni rozdil.

8.3 Prediktivni hodnota bazalniho kortizolu pfi
hodnoceni kortikotropni osy u pacientl po operaci
hypofyzarnich tumoru

Hypotéza: U pacientd po operaci hypofyzy obvykle substituujeme glukokortikoidni
funkci béhem minimalné 2-3 mésicl po operaci do doby, nez mlizeme provést
synacthenovy  (ACTH) test stimulace nadledvin Kk posouzeni  funkce
adrenokortikotropni osy. V pracich jinych autord bylo ukazano, Ze lze méfenim
bazalniho ranniho kortizolu s urcitou pravdépodobnosti pfedpovédét vysledek tohoto
stimulacniho testu s odstupem a eventualné vysadit glukokortikoidni substituci dfive.
Cilem nasi prace bylo potvrzeni této hypotézy a ureni skupin pacientl, u kterych ma
pooperacni bazalni hladina kortizolu nejvétsi prediktivni hodnotu ve vztahu k dalSi
terapii.

Soubor pacientu: U pacientd s tumory hypofyzy, operovanymi mezi 1.1.2009 a
31.12. 2012 na Neurochirurgii UVN, 1.LF UK a léCenymi na 3.interni klinice VFN
a 1.LF UK jsme retrospektivnhé analyzovali data 94 pacientu. Z nich bylo 61 pacient

s hormonalné afunkénimy adenomy, 29 produkujicich GH, 4 prolaktinomy (Tabulka
3).

Tabulka 3 Charakteristika skupin.

Celkem NF GH PRL
n 94 61 29 4
Vék (roky) 53.3+30.2 57.7428.8 46.2+26.8 36.2+10.6
Muzi/Zeny 49/45 31/30 16/13 2/2
Pooperacni adrenalni insuficience 13 12 0 1

NF - hormonalné afunkéni adenom, GH - rastovy hormon produkujici adenom, PRL -

prolaktinom; vék vyjadfen jako primér +2SD

61



Zadny z nich nemél Cushingovu chorobu ani nebyl reoperovan. Pacienti, u
kterych nebyl stimulaéni test proveden (East pacientl s bazalnim kortizolem pod 100
nmol/l a naopak nad 500 nmol/l), nebyli do hodnoceni zafazeni. U 9 pacientu byla
glukokortikoidni  substituce zahajena jiz pfedoperacné, 22 pacientt mélo
predoperaéné zjisténou centralni hypotyredzu, 31 centralni hypogonadismus. Zadny

z pacientl neuzival kontraceptiva ani hormonalni substituéni [éCbu.

Metodologie: VSichni pacienti byli peri- a pooperacné |éCeni standartni substitucni
[éCbou hydrocortisonem. Odbér bazalniho kortizolu byl proveden bez uziti ranni
davky hydrocortisonu median 7. den (kvartily 6., 8.den). U pacientd s hladinou
kortizolu nad 500 nmol/l byla substituce hydrocortisonem vynechana. U ostatnich
byla ponechana v davce 15-20 mg/den se zvySovanim pfi zatéZzovych stavech az do
provedeni stimulanich testd s odstupem median 3,6 mésict (64, 220 dni, kvartily)
od operace. K zhodnoceni sekrece kortizolu byl pouzit u 11 pacientd inzulinovy
toleran¢ni test (ITT), u 83 synacthenovy test s pouzitim 250 pg 1-24 ACTH.

Provedeni téchto testl je popsano vyse v metodické sekci.

Vysledky: VSech 16 pacientl s hodnotami bazalniho pooperacniho kortizolu >500
nmol/l prokazalo dobrou odpovéd v stimulaénich testech. 78 z 94 pacientd mélo
hladiny kortizolu <500 nmol/l. Z téchto 78 pacientd mélo pouze 13 (17 %) pacientl

nedostatecnou odpovéd (<500 nmol/l) v stimulacnich testech.

Ve skupiné pacientd s bazalnim kortizolem <100 nmol/l méli pouze 2 z7
pacientd dostate¢nou odpovéd v stimulaénich testech. Ve skupiné pacient(
s bazalnim kortizolem 100-200 nmol/l byla stimulovana sekrece dostate¢na u 8 z 11
(73 %) pacientu. Ve skupiné pacientld s bazalnim kortizolem 200-370 nmol/l mélo 28
z32 (88 %) pacientu dostate¢nou odpovéd v stimulacnich testech. Pacienti
s bazalnim kortizolem 370-500 nmol/l méli v 27 z 28 pfipadl dostate¢nou odpoved
v stimulaénim testu. Jeden pacient mél bazalni kortizol 494 nmol/l a stimulovanou
maximalni hodnotu 465 nmol/l. Z deviti pacientd substituovanych hydrokortisonem
pfed operaci byla prokazana adrenokortikalni insuficience pooperacné u dvou z nich.
Pfi porovnani maximalnich hladin kortizolu v stimulacnich testech byly prokazany
statisticky vyznamné vysSi hodnoty v synacthenovém testu oproti testu s inzulinem.

Vysledky zobrazeny v Obr. 13.
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Obr. 13 Vztah hodnot bazalniho kortizolu ¢asné po operaci (osa y) a stimulaénich testl s odstupem

nékolika mésicl (osa x), A — ITT; o — synacthenovy test

Clanek byl publikovan v &asopise Physiological Research. Kompletni anglické znéni

¢lanku je pfilozeno — Pfiloha lll.
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9 Diskuze

9.1 Subklinicky hyperkortizolismus u pacientu
s incidentalomy nadledvin

Rada studii poukadzala na zmény zejména androgend spojené se subklinickym
hyperkortizolismem. Cilem této prace bylo stanovit zmény velkého mnozstvi steroidd

a zhodnotit jejich asociaci s rutinné pouzivanymi parametry subklinického CS.

Mirny chronicky hyperkortizolismus pfi adenomu nadledviny vede k supresi
ACTH zpuUsobuijici atrofii a snizenou steroidogenezi v kontralateralni nadledviné
i pfilehlé rezidualni adrenalni tkani (Morio H. et al., 1996; Nawata H. et al., 1985). Po
adrenalektomii s odstranénim adenomu dochazi k poklesu hladin androgenu, coz
podporuje teorii mirné androgenni produkce v adenomech nadledvin s subklinickym
CS (Kamenicky P. et al., 2007). Tato relativné mala androgenni sekrece muze byt
vysvétlena snizenou expresi cytochromu b5 a NADPH-cytochrom P450 reduktazy,
coz vede k snizené aktivité¢ 17, 20-lyazy (Sakai Y. et al., 1994). Nizky DHEAS
u pacientl s subklinickym CS byl popsan jiz v mnoha studiich (Nawata H. et al.,
1985; Yamaji T., Ibayashi H., 1969). Také nizky volny DHEA and androstendion byl
popsan (Di Dalmazi G. et al., 2015a; Ozgen A. G. et al., 2001). NaSe vysledky tyto
poznatky potvrzuji. Je nutné brat v potaz zmény téchto hormonu v riznych vékovych
skupinach, nebot napf. DHEAS klesa s narlstajicim vékem (Duskova M. et al.,
2018).

Bylo popsano zvySeni 17-hydroxyprogesteronu and 11-deoxykortizolu po
stimulaci ACTH, ale studie pouZivajici pfesné stanoveni pomoci LC-MS/MS tyto
zmeény nepotvrdila (Di Dalmazi G. et al., 2015a; Reincke M. et al., 1997; Seppel T.,
Schlaghecke R., 1994).

V souladu s vy8e popsanymi znamymi zménami nase vysledky potvrzuji
zasadni roli nizkého DHEAS u obou pohlavi a unilateralnich i bilateralnich
incidentalom( se subklinickym CS. Kromé toho poukazujeme na dalSi dosud
nepopsané zmény steroidniho metabolizmu spojené se subklinickym CS.
Androsteron vznika z DHEA klasickou cestou (Bloem L. et al., 2013; Masuda M.,

1957). Byla v8ak popsana i tzv. ,back-door” cesta k DHT vedouci z progesteronu
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prfes androsteron (Auchus R. J., 2004; Van L. T., 2013). U pacientd s plné
vyjadfenym CS (jina studie) jsme téz pozorovali obdobné, ale vice vyjadfené zmény.
Na zakladé téchto znalosti usuzujeme, Ze nizké hladiny epiandrosteron sulfatu,
androsteron sulfatu, androstenediol sulfatu, konjugovaného 5a-androstan-3[3,17f3-
diolu, konjugovaného 5a-androstan-3a,17B-diolu, a konjugovaného 5B-androstan-
3a,17B-diolu vychazeji pravdépodobné z nizkého DHEAS. Nelze vSak vyloucit ani

pfispévek ,back-door” cesty.

Hladiny epiandrosteron sulfatu, androsteron sulfatu, a konjugovaného
5a-androstan-33,17p-diolu pozitivné korelovaly s kostni denzitou (Moayyeri A. et al.,
2018). Snizena kostni denzita muze byt vysvétlena bud mirnym hyperkortizolismem,
ktery vede pfimo k snizeni denzity, nebo snizenym osteoanabolickym efektem

snizenych hladin androgenu u subklinického CS.

70-hydroxy-DHEA vznika 7a-hydroxylaci DHEA katalyzovanou CYP7B1.
7a-hydroxy-DHEA je pak konvertovan na 7-oxo-DHEA a dale az na
7B-hydroxy-DHEA 11B-hydroxysteroid dehydrogenazou typu |, ktera rovnéz
katalyzuje konverzi neaktivniho kortizonu na aktivni kortizol. Konverze
7a-hydroxy-DHEA na vySe zminéné produkty tedy kompetuje s aktivaci kortizonu.
U 7a-hydroxy-DHEA  byly  prokazany antiglukokortikoidni,  neuroprotektivni,
a antioxidacni ucinky (Fukushima D. K. et al., 1954; Kolatorova Sosvorova L. et al.,
2016; Muller C. et al., 2006).

SniZzeni exkrece 20a-dihydropregnenolon sulfatu v modi (pregnendiol-d5
sulfat), bylo popsano soucasné s pregnentriolem a tetrahydro-11-deoxykortizolem
jako nejvice diskriminujici pfi rozliseni adrenalniho karcinomu od adenomu (Arlt W. et
al.,, 2011). To ukazuje na potencialni roli 20a-dihydropregnenolon sulfatu, jako

markeru pro odliSeni benignich adrenalnich incidentalomd od malignich.

Vliv dexametazonu na steroidni metabolom zatim popsan nebyl. NaSe data
ukazala nejvétsi rozdily v poklesu u kortizolu, DHEA, 11B-hydroxylovanych katabolitt
androstendionu, androsteronu a etiocholanolonu. To ukazuje na sniZzenou aktivitu
11B-hydroxylazy vyvolanou dexametazonem u adrenalnich incidentalomu u pacient
s subklinickym CS, coz jiz bylo popsano ve studiich se stimulaci Synacthenem (Di
Dalmazi G. et al., 2015a).
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Pomoci receiver operating characteristics (ROC) kfivek jsme prokazali nejvétsi
souvislost se subklinickym hyperkortizolismem u DHEAS (cut-off 1830 nmol/l),
pulnoéni kortizol (cut-off 126 nmol/l), epiandrosteron sulfat (279 nmol/l), androsteron
sulfat (759 nmol/l), ACTH (cut-off 20 ng/L) a dalSich steroidu. To potvrzuje spravnost
nasi klinické praxe vyuzivajici hladin pllno¢niho kortizolu, suprese ACTH a snizeni
uvedenych steroidl, a to s obdobnou senzitivitou a specificitou. UFC nekoreloval
se supresi kortizolu v dexametazonovém testu. To muze byt vysvétleno odliSnym

mechanismem zvySeni UFC oproti supresi ACTH po dexametazonu.

OPLS model ukazal na vliv jednotlivych faktorld na zafazeni do skupin dle
odpovédi na dexametazon. NizSi pokles fady steroidi je spojen se subklinickym
hyperkortizolismem. Rozmér incidentalomu, pUlnocni sérovy kortizol i vék pozitivné

korelovaly s subklinickym CS v tomto modelu (Di Dalmazi G. et al., 2015a).

Na zavér Ize fici, Ze nova metoda GC-MS/MS nam umoznila stanoveni
velkého mnozstvi steroidd u pacientd se subklinickym CS. Potvrdili jsme u nich nizké
hladiny DHEAS a popsali dalSi, dosud nepopsané zmény steroidniho metabolomu.
Zmeény téchto steroidd odpovidaji subklinickému CS s obdobnou senzitivitou
a specificitou jako bézné pouzivané klinické metody. PfesnéjSi zhodnoceni téchto
steroidnich zmén musi byt dale zhodnoceno ve studiich porovnavajici klinické

dopady a komorbidity.

9.2 Zmény steroidniho metabolomu u pacientt
s Cushingovym syndromem

Tato prace popisuje zmény steroidniho spektra u ruznych forem CS. VétSina
snizeni DHEA u adrenalnich adenomd, ale zvySeni u ACTH dependentnich forem
CS (Schoneshéfer M. et al.,, 1986). SniZzeni mocCovych hladin androstentriolu,
androsteronu a etiocholanolonu u adenomu nadledvin s CS potvrdil dalSi autor
(Kikuchi E. et al., 2000). NaSe data potvrzuji zvySeni androgend u ACTH
dependentnich forem CS a jejich sniZzeni u adrenalniho CS. Dale jsme pozorovali

snizeni DOC a kortikosteronu u ektopické formy CS, ale ne u Cushingovy choroby.
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To muze byt vysvétlenou sniZzenou aktivitou aldosteron syntetdzy s naslednou

akumulaci téchto prekurzoru.

K rozliseni ektopického zdroje ACTH od Cushingovy choroby je ,zlatym
standardem® katetrizace petréznich splavd. Stejné tak vysokodavkovy
dexametazonovy supresni test a test s CRH maji vtomto rozliSeni vysokou
vypovédni hodnotu(lsidori A. M. et al., 2006). Také vysoké hladiny ACTH > 200ng/I
prace vSak ukazaly Ze méné metabolicky aktivni tumory mohou mit hladiny ACTH
podobné jako vidame u Cushingovy choroby (Howlett T. A. et al., 1986). Pfi vybéru
steroidi0 k odliSeni téchto dvou forem CS se jako nejpfesnégjSi jevi
11B-hydroxyepiandrosteron sulfat s 100 % senzitivitou and 93.6 % specificitou. Tento
fenomén muze byt vysvétlen celkové vy$Si hladinou ACTH v na$i relativné malé
skupiné pacientt s ektopickou sekreci ACTH s naslednym zvySenim androgennich

metabolitl v&etné 11p-hydroxyepiandrosteron sulfatu.

Pfi rozliseni adrenalnich adenomd s CS od BMAH jsme nepozorovali

signifikantni rozdily, coz uz bylo dfive publikovano (Hsiao H. P. et al., 2009).

Je tfeba zminit urcité limitace této prace vychazejici z relativné malého poctu
pacientl s ektopickym CS a BMAH, coz vSak vzhledem k nizkému vyskytu v populaci
Ize &asto pozorovat i v ostatnich pracich. ReSenim by bylo provedeni multicentrické

studie se zapojenim vétSiho mnozstvi center.

9.3 Prediktivni hodnota bazalniho kortizolu pfri
hodnoceni kortikotropni osy u pacientl po operaci
hypofyzarnich tumoru

Druhym tématem této prace bylo zhodnoceni vypovédni hodnoty bazalniho kortizolu
u pacientll po operacich tumorl hypofyzy ve srovnani s definitivnim zhodnoceni
stimulacnimi testy s odstupem. V pooperaénim obdobi hraje zhodnoceni
hypofyzarnich os dllezitou roli. Zhodnoceni adrenokortikalni osy ¢asné pooperacné
je obvykle mozné pouze pomoci ranniho bazalniho kortizolu. Neni pfili§ senzitivni ani
specifické pro vSechny pacienty, ale vétsi prediktivni hodnotu ma u okrajovych skupin
s nizkou nebo naopak vysokou hladinou bazalniho kortizolu.
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Opakované bylo poukazano na to, Ze pooperacni bazalni hladiny kortizolu
<80-111 nmol/l jsou velmi suspektni z adrenalni insuficience (Courtney C. H. et al.,
2000; Inder W. J., Hunt P. J., 2002; Jayasena C. N. et al., 2009; Karaca Z. et al.,
2010; Watts N. B., Tindall G. T., 1988). Na druhou stranu dostate¢né vysoké hladiny
bazalniho kortizolu pooperacné vykazovaly v publikacich vétSi rozptyl, 450 nmol/l
(Courtney C. H. et al., 2000; Inder W. J., Hunt P. J., 2002), 400 nmol/l (Klose M. et
al., 2005), 392 nmol/l (Jayasena C. N. et al., 2009). V nasi praci je hladina kortizolu
vykazujici 100% specificitu pro detekci pouze hypokortikalnich pacientd 82 nmol/|
a naopak 100% specificita pro vylou¢eni adrenalni insuficience vysla 495 nmol/l. Tato
vyS$Si hodnota oproti ostatnim pracim muze byt zkreslena jedinym pacientem, ktery
mél bazalni kortizol 494 nmol/l a maximalni stimulovany 465 nmol/l. Bez tohoto
pacienta s parcialni adrenokortikalni insuficienci by statisticky vyznamnéjsi cut-off
bazalniho kortizolu bylo 370 nmol/l, které vice odpovida ostatnim pracim a pod
kterym jsou vSichni ostatni pacienti s adrenalni insuficienci. U téchto dvou skupin
s velmi pravdépodobnou adrenalni insuficienci, a naopak dobrou funkci kortikotropni
osy, by teoreticky nebyly nutné dalSi stimulacni testy. Prakticky vSak byly vzacné

popsany pfipady opozdéné adrenalni insuficience (Gleeson H. K. et al., 2003).

Zbyvaijici skupina pacientld s nevyhranénymi hladinami bazalniho kortizolu
dale vyzaduje provedeni stimulacniho testu. Néktefi autofi rozliSuji skupinu pacientd,
kde staCi substituce pouze v zatéZovych stavech a skupinu, kde je nutna
permanentni substituce az do definitivniho zhodnoceni osy ve stimulacnim testu
(Courtney C. H. et al., 2000; Khan M. et al., 2011). Navrhuji bezpe€nou hranici pro
vysazeni permanentni substituce pfi hladiné bazalniho kortizolu poopera¢né nad
250, nebo 276nmol/l (Courtney C. H. et al., 2000; Khan M. et al., 2011). To vSak dle
nasi praxe mulze, i kdyz ojedinéle, vézt k hypokortikalismu pfi zatézovych stavech,
a proto u vSech téchto pacientl s nejistou hladinou bazalniho kortizolu ponechavame
alespon minimalni substituéni terapii az do finalniho zhodnoceni stimula¢nimi testy.
Z na8i zkuSenosti davky 15-20mg hydrocortisonu denné, které byly potvrzeny

i v jinych studiich, nemaji Zzadné nezadouci ucinky (Mah P. M. et al., 2004).

Synacthenovy test prokazal dobrou korelaci s ITT (Stewart P. M. et al., 1988).
V pooperaénim obdobi po operaci hypofyzy vSak muze podhodnotit adrenalni
insuficienci z divodu zatim zachované citlivosti adrenalni kiry na ACTH kratce po
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poskozeni hypofyzarni sekrece. Ztoho duvodu se doporuCuje pouziti
synacthenového testu k definitivnimu zhodnoceni adrenokortikalni osy 1-3 mésice
pooperacné (Inder W. J., Hunt P. J., 2002; Klose M. et al., 2005). V na$i praci byl
u mensi ¢asti pacientu pouzit ITT, u vétSiny synacthenovy test s pouzitim 250 ug
1-24 ACTH, coz je obecné doporuCovana davka pouzitd v mnoha studiich (Abdu T.
A. M. et al.,, 1999; Agha A. et al., 2006; Tordjman K. et al., 2000). To vylu€uje riziko
nepfesného naredéni pfi pouziti 1ug ACTH kritizované nékterymi autory. K prikazu
dostatecné maximalni odpovédi jsme pouzili cut-off 500 nmol/l, coz je ve shodé
s ostatnimi publikacemi na toto téma a dle naSi zkuSenosti odpovida klinickym
obtizim pacientu. Statisticky vysSi hodnoty kortizolu pfi stimulaci synacthenem oproti
ITT mohou byt zplisobeny nenahodnym vybérem pacientu k stimulaénimu testu, kde

ma ITT vice kontraindikaci nez synacthenovy test.

Zavérem lze konstatovat, Ze Casné pooperacni hodnoty bazalniho Kkortizolu
spolehlivé predikuji zachovanou funkci kortikotropni osy pfi hladinach kortizolu nad
500 nmol/l, coz umoznuje vysazeni pooperacni substituce hydrocortisonem.
U pacientd s hladinami kortizolu mezi 370 a 500 nmol/l je velmi vysoka
pravdépodobnost zachované kortikotropni osy. V této skupiné lze potencialné na
zakladé individualniho posouzeni substituci ponechat pouze pro zatézovée stavy
ovSem s nutnosti definitivniho zhodnoceni v stimulaénich testech s odstupem.
U pacientl s bazalnim kortizolem pod 370 nmol/l je substituni terapie nutna u vSech
pacientl az do definitivniho otestovani. Ve skupiné maijici bazalni kortizol pod
100 nmol/l pooperacné je vysoka pravdépodobnost adrenokortikalni insuficience, ale

i pfes to mlze ¢asem dojit k restituci adrenokortikalni funkce.
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10 Zavery
10.1 Prvni Cast prace

Na stanovené cile a vyslovené hypotézy vychazejici z ¢asti nasi prace hodnotici
steroidni metabolom u pacientl s incidentalomy nadledvin a raznymi typy CS lze

odpoveédét nasledovné:

1. Lze vyvinout novou metodu stanoveni steroidniho metabolomu pomoci

GC-MS/MS stanovuijici nékolik desitek steroidu v séru?

Vyvinuli jsme novy postup pfipravy vzorku séra a jejich nasledného zméreni
pomoci GC-MS/MS. Validace byla provedena na ruznych typech pacientu —
muzi, zeny netéhotné i téhotné, fetalni krev z pupecniku novorozenct. V téchto
vzorcich jsme stanovili 100 riznych steroidd a jejich konjugatd. Tuto metodu
jsme nasledné pouzili ipfi stanoveni steroidi u pacientd s incidentalomy

nadledvin a rdznymi typy CS.

2. Mlze zhodnoceni steroidniho metabolomu u pacientu s incidentalomy nadledvin

zpresnit diagnostiku subklinického hyperkotizolismu?

Stanoveni steroidniho metabolomu u pacientd s incidentalomy nadledvin
pravdépodobné nenahradi soucasné pouzivané metody stanoveni steroidni
sekrece. Muze vSak v budoucnu, pfi potvrzeni naSich vysledklli pomoci pfi
diferenciaci adenomd od karcinomu, zjednoduSeni diagnostiky mirného
hyperkortizolizmu. NaSe vysledky potvrzuji moznost stanoveni DHEAS, pfipadné

dalSich steroid, které byvaiji pfi subklinickém hyperkortizolizmu snizené.

3. Jaké je slozeni pacientu s incidentalomy nadledvin s SH vnaSi kohorté

z hlediska véku, pohlavi, hormonalniho profilu, komorbidit a dalSich ukazatel?

Oproti hormonalné afunkénim incidentalomdm jsme neprokazali ve skupiné SH
signifikantni pfevahu ani jednoho pohlavi. Pacienti ve skupiné SH (pramér 65,5
let) byli mirné starSi oproti pacientdm v hormonalné afunkéni skupiné (pramér
55,3 let), rozdil vSak nedosahl statistické vyznamnosti. Stejné tak bylo ve skupiné
SH vice pacientd s bilateralnimi expanzemi, ovSem v nasSi kohorté rozdil
nedosahl statistické vyznamnosti p <0,05. Statisticky vyznamny v3ak vysel vysSi
prumér incidentalomu u pacientd s SH (pramér 30,3 x 18,8mm), coz je ve shodé
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s ostatnimi pracemi na toto téma. Z hlediska komorbidit jsme neprokazali
statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami, coz muze byt zpasobeno relativné

malym poctem pacientu.

4. Jaké a €im jsou zpUsobené zmény steroidniho metabolomu u pacientl s rdznymi
typy CS?

U pacientd s ACTH independentnim CS dochazi k poklesu androgenu a jejich
metabolitd. Naopak u ACTH dependentnich forem CS jsou androgeny spise
zvySené a soucCasné u ektopickych forem CS jsme prokazaly zvySeni
mineralokortikoidnich prekurzorll ve srovnani se zdravymi kontrolami. Jako
hlavni pfi¢ina téchto rozdilu se jevi stimulace ACTH, ale nelze vyloucit ani jiné,

dosud neodhalené hormony.

5. Muze stanoveni steroidniho metabolomu u pacientd pomoci v diferencialni

diagnostice CS?

Na zakladé naSich vysledkl a ostatnich praci na toto téma muzeme fici, ze
znalost steroidniho metabolomu je jiz rutinné pouzivana pfi diagnostice CS.
U adrenalnich lézi je vySetfeni androgenl jednim z dulezitych vySetfeni pfi
suspekci na karcinom nadledviny. Stanoveni dalSich, dosud rutinné neuzivanych
steroidd muze v budoucnu tuto diagnostiku zpfesnit. Ektopické formy CS oproti
centralni formé CS (Cushingova choroba) vykazuji kromé ACTH zmény
v steroidnim metabolomu, které by potencialné mohly v budoucnu pomoci

v diferencialni diagnostice CS.

10.2 Druha ¢ast prace

Na stanovené cile a vyslovené hypotézy vychazejici z €asti nasi prace hodnotici
pooperacni hladiny bazalniho kortizolu ve vztahu k pooperaénimu hypokortizolizmu

Ize odpovédét nasledovné:

1. Lze na zakladé bazalnich pooperacnich hladin kortizolu pfedvidat vysledky

definitivniho stanoveni v stimulacnich testech s odstupem v nasich podminkach?

Na zakladé vysledk( analyzy nasich dat u pacientd s velmi nizkym, a naopak
vysokym bazalnim Kkortizolem pooperacné s vysokou pravdépodobnosti Ize

predpovédét funkci osy hypotalamus-hypofyza-nadledviny. Naopak u pacientu
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s hodnotami bazalniho kortizolu pooperacné ve stfednim pasmu je provedeni
stimula¢niho testu s odstupem cCasto nutné, i kdyz riziko hypokortizolizmu je
mensi nez pravdépodobnost dobré kortikotropni funkce. U pacientl s bazalnim
kortizolem>500 nmol/l je riziko hypokortizolizmu minimalni a teoreticky je mozné

pooperacni glukokortikoidni substituci vysadit.

. Jaké je rozmezi hodnot bazalniho kortizolu a tomu odpovidajici riziko

hypokortizolizmu?

U pacientl s bazalnim kortizolem <100 nmol/l byla v na8i skupiné zachovana
kortikotropni funkce u 29 % pacientl, ve skupiné s bazalnim kortizolem 100-200
nmol/l 73 %, 200-370 nmol/l 88 % a ve skupiné s bazalnim kortizolem 370-500
nmol/l byla zachovana kortikotropni funkce u 96 % pacientd. U v8ech pacientt
s bazalnim kortizolem nad 500 nmol/l byla dostate¢na odpovéd v stimulacnich

testech Cili u Zadného nebyl prokazan hypokortizolismus.
. Lze na zakladé téchto vysledkd zkratit pooperacni substituéni 1écbu
glukokortikoidy u ¢asti pacient(?

Teoreticky Ize u vSech pacientd s bazalnim kortizolem nad 500 nmol/l
nepokraCovat pooperacCni substitucni terapii glukokortikoidy. Je vSak nutno
zminit, ze v jinych studiich byla vzacné prokazana glukokortikoidni insuficience

rozvinuta i s delSim odstupem od operace.
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11 Summary
According to the stated hypotheses we developed a novel GC-MS/MS method to

quantify many steroids in human serum samples. Using this technique, we measured
steroid metabolome in patients with adrenal incidentalomas causing subclinical
hypercortisolism and in patients with various forms of Cushing's syndrome. Our
results have confirmed results from other authors, but we also add new findings in
the steroid metabolism. If confirmed by other works these results could, in future,

simplify clinical approaches in adrenal disease.

In the second part of our work we compared the predictive value of basal cortisol
levels with final stimulation testing of corticotroph function in patients after pituitary
surgery. Our results confirm previous studies on this topic and show cut-off levels
adjusted to our conditions. These outcomes bring additional value to our everyday

clinical practice and improve treatment management.
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