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Rezime

Uvod: Adrenalni incidentalomi su tumori otkriveni razli¢itim vizualizacionim metodama
ucinjenim bez sumnje na adrenalnu patologiju. Vecéina ovih tumora su nefunkcijski
adrenokortikalni adenomi. Izvestan broj Al se prezentuje subklinickim hiperkorticizmom
(SH), stanjem biohemijskog kortizolskog ekscesa, u odsustvu klasi¢nih znakova i simptoma
hiperkorticizma. Prevalencija SH kod pacijenata sa Al se procenjuje izmedu 5 1 24%.
Polimorfizam gena za glukokortikoidni receptor (GR) menja glukokortikoidnu (GC)
senzitivnost, §to dovodi do promena u metabolickom profilu.

Cilj studije: je bio da se ispita prevalenca subklini¢kog hiperkorticizma (SH) i pridruzenih
bolesti kod pacijenata sa unilateralnim (UAI) i bilateralnim Al (BAI). Ispitivali smo
ucestalost Cetiri polimorfizma gena za GR (Bcll, ER22/23EK, N363S i 9P) i predispoziciju
za nastanak Al. Analizirali smo ekspresiju GR u tumorskom, peritumorskom i normalnom
adrenalnom tkivu.

Materijal i metode: Ispitivanje je obuhvatilo 152 pacijenta, 105 (69.1%) sa UAI i 47
(30.9%) sa BAI. SH je definisan na osnovu serumskog kortizola >50nmol/L nakon
prekono¢nog deksametazon supresivnog testa (DST) sa 1mg ili nakon dvodnevnog
niskodoznog DST (LDDST) sa 2mg deksametazona, uz jo$S jedan navedeni parametar
(pono¢ni serumski kortizol >208nmol/L, 24-h urinarni slobodni kortizol >245nmol/L ili
ACTH<10ng/L). Telesni sastav i koStana gustina su mereni dual-energy X-ray
absorptiometry metodom na nivou lumbalnog dela ki¢me, vrata femura i celog skeleta.
DNK je dobijena iz leukocita periferne krvi. Prisustvo polimorfizama je detektovano
metodama PCR, RFLP i sekvenciranjem DNK. Uzorci tkiva su analizirani Western blot
metodom.

Rezultati: Pacijenti sa BAI se nisu razlikovali u odnosu na pacijente sa UAI po starosti,
BMI, obimu struka, ucestalosti dijabetesa, hipertenzije 1 dislipidemije. Prevalencija SH u
celoj grupi iznosila je 20.5% (prekonoéni DST), odnosno 20.0% (LDDST) i bila je
znaCajno veca kod pacijenata sa BAI u odnosu na pacijente sa UAI (31.1% vs 15.2%,
p=0.026). Nezavisni prediktor SH je bila veli¢ina adrenalnog adenoma (odds ratio
[OR]=1.055, 95% confidence interval [CI] 1.017-1.094, p=0.004), nakon korekcije za
godine, obim struka, indeks telesne mase i1 prisustvo BAI. Kostna gustina na nivou ki¢me je
bila znacajno niza kod pacijenata sa BAI u odnosu na UAI (0.96+0.14 vs 0.87+0.15,
p=0.002). Nije nadena razlika u kostnoj gustini na nivou vrata femura. Prevalencija



osteoporoze je bila znacajno veca kod pacijenata sa BAI u odnosu na UAI (37.1% vs
15.9%, p=0.011). Prisustvo duzeg C alela Bcll polimorfizma (OR=1.9; 95% CI 1.04-3.62;
p=0.025] i kraceg 9 alela (OR 3.98; 95% CI 1.97-8.10; p < 0.001) su bili nezavisni
prediktori unilateralnih adrenalnih incidentaloma. Zene nosioci duzeg alela Bcll su imale
znacajno manje suprimovan nivo kortizola nakon 0.5mg dexametazona (126.4 £ 111.4 vs
80.9£75.7nmol/l, p=0.026), manju prevalenciju tipa 2 Secerne bolesti (9.1% vs 26%,
p=0.034) i trend redukovane skeletne miSi¢ne mase (44.1+5.7 vs 41.7 £6.4 kg, p=0.080),
Sto ukazuje na relativnu GC rezistenciju. Isti polimorfizam je bio povezan sa povecanim
rizikom za nastanak osteoporoze ki¢me i kuka (26.5% vs 7.7%, p=0.031), Sto ukazuje na
povecanu GC senzitivnost. Nosioci minor alela A3669G su imali manju ucestalost
osteoporoze (12.8 vs 29.9%, p=0.046), sto upucuje na realtivnu GC rezistenciju. Muskarci
nosioci istog alela su imali znacajno nizu ukupnu skeletnu misi¢nu masu (52.1+5.2 vs
59.7+7.6, p=0.004), trend visSeg HOMAIR (5.0+2.7 vs 3.4+1.4, p=0.051) i znacajno Vvisi
holesterol niske gustine (4.0£0.8 vs 3.1+0.9, p= 0.005), $to pokazuje GC hipersenzitivnost.
Western blot analiza izoformi GR je pokazala da je GR-D jedina izoforma u tumorskom
tkivu sa posledi¢nom smanjenom ekspresijom heat shock proteina.

Zakljuc¢ak: Pacijenti sa BAI imaju znacajno veéu prevalencu SH, nezavisno od
primenjenih kriterijuma za supresibilnost kortizola. ITako su imali slicnu prevalenciju
dijabetesa, hipertenzije, dislipidemije i abdominalne gojaznosti, pacijenti sa BAI su imali
vecu prevalenciju osteoporoze, Sto ukazuje na vec¢i nivo autonomne produkcije kortizola ili
razli¢itu intraindividualnu tkivno-specificnu osetljivost na GC, §to pokazuju nasi rezultati.
Veli¢ina tumorske mase utice na nivo produkcije kortizola. Prisustvo duzeg C alela Bcll
polimorfizma i kraceg 9 alela je povezano sa nastankom UAI. Stecena intratumorska GC
rezistencija moze uzrokovati disregulaciju sinteze kortizola i istovremeno promovisati
tumorski rast.

Kljuéne reci: adrenalni incidentalomi; osteoporoza; subklinicki hiperkorticizam,
glukokortikoidni receptor, polimorfizam; glukokortikoidna senzitivnost.

Naucna oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Interna medicina-endokrinologija
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Summary

Background: Adrenal incidentalomas (Als) are clinically silent adrenal masses that are
detected incidentally during imaging procedures performed for unrelated diseases. The vast
majority of these lesions are non-hypersecreting cortical adenoma. However, some of them
present with subclinical hypercortisolism (SH), the condition of biochemical cortisol excess
without the classical signs or symptoms of overt hypercortisolism. The prevalence of SH in
patients with Als varies between 5 and 24%. Glucocorticoid receptor (GR) polymorphisms
alter glucocorticoid (GC) sensitivity and have been associated with altered metabolic
profiles.

Objective: The aim of this study was to investigate the prevalence of SH and associated
co-morbidities in patients with unilateral Als (UAIs) and bilateral Als (BAIs). We also
evaluated the prevalence of the four GR polymorphism genes (Bcll, ER22/23EK, N363S
and 9B) and investigated whether they influence susceptibility for Als. We analyzed GR
expression in tumorous, peritumorous and normal adrenocortical tissue samples.

Material and Methods: We enrolled 152 patients, 105 (69.1%) with UAIs and 47 (30.9%)
with BAIs. SH was diagnosed in the presence of serum cortisol levels after 1mg
dexamethasone suppression test (DST) or after 2-day low-dose DST (LDDST) >50nmol/I
with at least one of the following parameter (midnight serum cortisol >208nmol/L, 24-h
urinary free cortisol >245nmol/24h, or ACTH <10ng/L). Body composition and bone
mineral density (BMD) were measured with dual-energy X-ray absorptiometry at lumbar
spine (LS), femoral neck (FN), and total skeleton. DNA was obtained from peripheral
blood leucocytes. The polymorphisms were detected using PCR, RFLP and DNA
sequencing. Tissue samples were studied by Western blot.

Results: Age, body mass index (BMI), and waist circumference (WC) were comparable,
and diabetes, hypertension and dyslipidemia occurred with a similar frequency in BAI and
UAI patients. The overall prevalence of SH was 20.5% based on post-1mg DST, and 20.0%
based on post-LDDST cortisol levels, and was more prevalent in BAIs than UAIs patients
(31.1% vs 15.2%, respectively, p=0.026). Factor related to SH was adrenal mass size (odds
ratio [OR]=1.055, 95% confidence interval [CI] 1.017-1.094, p=0.004), after adjustment for
age, WC, BMI, and presence of BAIs. LS BMD was lower in BAI than in UAIs patients
(0.96+0.14 vs 0.87+0.15, p=0.002). There were no differences in FN BMD. The prevalence



of osteoporosis was higher in BAIs compare to UAIs patients (37.1% vs 15.9%,
respectively, p=0.011). GR gene variants, larger allele of Bcll (OR 1.9; 95% CI 1.04-3.62;
p=0.025] and minor allele of 9 (OR 3.98; 95% CI 1.97-8.10; p < 0.001) were independent
predictors of UAIs. Female carriers of the C allele of Bcll had significantly less suppression
of cortisol levels after 0.5mg dexametasone (126.4 = 111.4 vs 80.9+£75.7nmol/l, p=0.026),
less prevalent diabetes mellitus type 2 (9.1% vs 26%, p=0.034), and trend to have reduced
skeletal muscle mass (44.1£5.7 vs 41.7 %6.4 kg, p=0.080), suggesting relative GC
resistance. The same polymorphism has been associated with increased risk to develop
osteoporosis at LS and FN (26.5% vs 7.7%, p=0.031) suggesting increased GC sensitivity.
Carriers of minor allele of A3669G had reduced frequency of osteoporosis (12.8 vs 29.9%,
p=0.046) indicating relative GC resistance. Male carriers of the same allele had
significantly lower total lean body mass (52.1+5.2 vs 59.7+7.6, p=0.004), trend for higher
HOMAIR (5.0+2.7 vs 3.4£1.4, p=0.051), and significantly higher low-density lipoprotein-
cholesterol (4.0£0.8 vs 3.1+0.9, p= 0.005), demonstrating increased GC sensitivity.
Western blot analysis of GR isoforms revealed that GR-D is the only isoform that can be
seen in tumor samples, as underexpression of heat shock proteins.

Conclusion: Patients with BAIs had higher prevalence of SH, than patients with UAISs,
irrespective of the different criteria for cortisol suppression. In spite of a similar frequency
of diabetes, hypertension and dyslipidemia, patients with BAIs had reduced BMD,
suggesting higher degree of autonomous cortisol secretion or different organ sensitivity to
glucocorticoids. Our result showed different intraindividual tissue-specific sensitivity to
glucocorticoids. Tumor mass could be of importance for the amount of cortisol production
in these patients. GR gene variants, larger C allele of Bcll and minor 3669G allele are
associated with UAIs. The acquired tumorous GC resistance probably promote
dysregulated cortisol production and tumor growth.

Keywords: adrenal incidentaloma; osteoporosis; subclinical hypercortisolism,
glucocorticoid receptor, polymorphisms, glucocorticoid sensitivity.

Scientific field: Medicine
Major in: Internal medicine - endocrinology
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1. UvOD

Glukokortikoidi (GC) su steroidni hormoni porekla adrenalnog korteksa, koji se
sintetiSu pod kontrolom hipotalamo-hipofizno-adrenalne osovine (HHA) i regulisSu
esencijalne bioloske procese ukljucujuéi rast, razvoj, ponasanje, metabolicke, inflamatorne
procese, imaju¢i vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze u bazalnim i uslovima stresa.
Sintetski glukokortikoidi su medu najpropisivanijim lekovima zbog antiinflamatornog,
imunosupresivnog i apoptotskog dejstva i koriste se za le¢enje brojnih inflamatorbih i
autoimunih bolesti poput astme, alergije, sepse, reumatoidnog artritisa, ulceroznog kolitisa,
multiple skleroze, prevenciji odbacivanja transplantata i u terapiji hematoloSkih maligniteta
kao Sto su leukemije, limfomi i mijelomi. Medutim, znacajan broj pacijenata ne pokazuje
adekvatan terapijski odgovor ili razvija tkivno specifi¢nu rezistenciju pri hroni¢noj upotrebi
GC, uz istovremeno prisustvo ozbiljnih nezeljenih efekta kao Sto su dijabetes, abdominalna
gojaznost, glaukom, atrofija koZe, osteoporoza, hipertenzija, zaostajanje u rastu kod dece.
Ovo je posledica individualnih razlika u osetljivosti na GC. Istrazivanja sprovedena
poslednjih godina rasvetljavaju duboku slozenost glukokortikoidne signalizacije, a
razumevanje ovih molekularnih mehanizama omogucava ne samo predikciju terapijskog
odgovora, ve¢ i razvijanje novih terapijskih mogucnosti koje ¢e poboljsati odnos koristi i
nezeljenih efekata.

Na celularnom nivou GC preko glukokortikoidnog receptora (GR) koji pripada porodici
nuklearnih receptora pozitivno ili negativno reguliSu ekspresiju ciljnih gena koji ¢ine ¢ak
10 do 20% humanog genoma. Pored genomskog GC ostvaruju i negenomsko dejstvo.
Istrazivanja su pokazala razli¢itu interindividualnu senzitivnost na GC, razliku u tkivnoj i
¢elijskoj glukokortikoidnoj senzitivnosti iste osobe i ¢ak razliku u GC senzitivnosti iste
éelije u razli¢itim fazama éelijskog ciklusa [1, 2]. Celijski odgovor na GC zavisi od brojnih
faktora kao Sto su bioraspolozivost hormona, koncentracija receptora u ¢eliji, nivo
ekspresije GR, izoformi GR, ekspresije kofaktora, mutacija ili polimorfizama u GR genu.
Dosadasnja ispitivanja su pokazala prisustvo velikog broja polimorfizama GR koji mogu
uticati na izmenjenu osetljivost na GC S§to se manifestuje razliCitim stepenom

glukokortikoidne rezistencije ili hipersenzitivnosti .



1.1 Incidentalno otkriveni adrenalni tumori (incidentalomi)

Adrenalni incidentalomi (AI) su tumori sluajno otkriveni razli¢itim
vizualizacionim metodama koje su ucinjene bez sumnje na adrenalnu patologiju [3].
Radioloske studije pokazuju prevalenciju Al od 3 do 10% sa porastom preko 50-te godine
Zivota. Rezultati autopsijskih studija ukazuju na prevalenciju oko 2% (1.0-8.7) [4, 5].
Vecina Al su benigni adrenokortikalni adenomi. Standardne radioloSke procedure kao $to
su kompijuterizovana tomografija (CT) i magnetna rezonanca (MR) mogu na osnovu
tipicnih morfoloskih pre i post-kontrastnih karakteristika razlikovati benigne od malignih
lezija. Cinjenica da se otkrivaju bez sumnje na adrenalnu patologiju upuéuje da je veéina
Al afunkcionalna, dok manji broj pokazuje subklini¢ku funkcionalnu aktivnost u smislu
hiperkorticizma, primarnog hiperaldosteronizma, hiperandrogenizma i kateholaminskog
ekscesa odnosno feohromocitoma. Etiologija i ucestalost razlicitih tumora prikazana je na
Tabeli 1.

Tabela 1 Ucestalost razli€itih tipova adrenalnih incidentaloma

Etiologija adrenalnih incidentaloma Mediana (%) Opseg (%)
Podaci klinckih studija
Adenom 80 33-96
Nefunkcionalni 75 71-84
Autonomna sekrecija kortizola 12 1.0-29
Primarni hiperaldosteronizam 2.5 1.6-3.3
Feohromocitom 7.0 1.5-14
Adrenokortikalni karcinom 8.0 1.2-11
Metastaze 5.0 0-18
Podaci hirurskih studija
Adenom 55 49-69
Nefunkcionalni 69 52-75
Autonomna sekrecija kortizola 10 1.0-15
Primarni hiperaldosteronizam 6.0 2.0-7.0
Feohromocitom 10 11-23
Adrenokortikalni karcinom 11 1.2-12
Mijelolipom 8.0 7.0-15
Ciste 5.0 4.0-22
Ganglioneurinom 4.0 0-8.0
Metastaze 7.0 0-21

Preuzeto iz ESE and ENSAT guidelines on adrenal incidentaloma v.21.12.2015

Najcesca subklini¢ka funkcionalna aktivnost je subklini¢ki hiperkorticizam (SH).

Ovaj termin se odnosi na pacijente sa biohemijskim parametrima povecane autonomne
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produkcije kortizola, koja je nedovoljna za pojavu klinickih elemenata hiperkorticizma. U
zavisnosti od kriterijuma za postavljanje dijagnoze, prevalencija suklini¢kog
hiperkorticizma kod pacijenata sa Al se procenjuje na 10-20%, a po nekim autorima ¢ak
63% [6]. Od 9 do 15% Al su bilateralni. Obostrana pojava adrenalnih adenoma odnosno
makro i mikronodularnih hiperplazija upucuje na razliite patofizioloSke mehanizme
bilateralnih u odnosu na unilateralne incidentalome [7]. Ovo se posebno odnosi na ACTH
nezavisni subklini¢ki i manifestni Kusingov sy. Ispitivanja sprovedena poslednjih godina su
znacajno unapredila saznanja o genetici i patofiziologiji bilateralnog ACTH nezavisnog
Cushingovog sy. za koji se inicijalno smatralo da je sporadi¢na bolest. Prepoznato je
nekoliko autozomno dominantnih familijarnih formi u kojima su identifikovane
germinativne mutacije gena ukljucenih u steroidogenezu u adrenalnim nodulima [8]. To su
MENL1 sy. (menin gen), familijarna adenomatozna polipoza (inaktivirajuca mutacija u APC
genu), hereditarni leiomiomatosa i RCC sy. (gen za fumarat hidratazu) i McCune-Albright
sy. (aktivirajuca mutacija MCR2 gena, GNAS1 mutacija). Identifikovana je inaktivirajuca
germinativna mutacija u genu za enzim fosfodiesterazu 11A (PDE11A) [9, 10]. U
pojedinim slucajevima steroidogeneza moze biti regulisana hormonima i peptidima koji
aktiviraju aberantno, eutopic¢no ili ektopi¢no eksprimirane G-protein zavisne receptore u
adrenokortikalnom tkivu, kao sto su ektopic¢ni receptori za glukozo zavisni insulinotropni
peptid (GIP) ili eutopi¢no eksprimirani receptori za vazopresin, kateholamine, LH/HCG,
serotonin, angiotensin Il, leptin, B receptor, IL1, PGE1 ili TSH [11]. Nedavno je
identifikovana germinativna inaktiviraju¢a mutacija armadillo repeat containing 5
(ARMC5) gena, lokalizovananog na 16p11.2, kod oko polovine pacijenata sa ACTH
nezavisnim hiperkorticizmom i makronodularnom adrenalnom hiperplazijom. Klinicka
ekspresija je spora i najcesce se prezentuje bilateralnim incidentalomima i subklini¢kim
hiperkorticizmom koji se razvija godinama, te ovi pacijenti nemaju tipi¢na stigmata, veé
kao efekat kontinuirane ili periodicne autonomne sekrecije kortizola imaju gojaznost,
hipertenziju, intoleranciju glukoze ili se¢ernu bolest, dislipidemiju odnosno metabolicki sy.

| osteoporozu [12, 13]



1.2 Glukokortikoidni hormoni

1.2.1 Regulacija sekrecije glukokortikoida

Sinteza i sekrecija kortizola, adrenalnih androgena i delom mineralokortikoida se
odvija u nadbubregu pod kontrolom adrenokortikotropnog hormona (ACTH) hipofize i
corticotropin-relesing hormona (CRH) hipotalamusa, koji ¢ine integrativnu hipotalamo-
hipofizno-adrenalnu (HHA) osovinu. Brojni neurotransmiteri direktnim uticajem na CRH
neurone regulisu aktivnost HHA osovine. Neuroendokrina kontrola sekrecije ACTH i CRH
ukljucuje tri mehanizma: epizodi¢nu (ultradialnu) sekreciju i cirkadijalni (diurnalni) ritam,
odgovor HHA osovine na stres i negativnu povratnu spregu kortizolom. Dirnalni ritam je
superponiran na ultradialnu pulsatilnu aktivnost (epizodi¢nu sekreciju), uzrokujuci
maksimalnu sintezu kortizola pre budenja, $to je praceno postepenim padom sekrecije
tokom dana i dostize najnize vrednosti oko pono¢i. Epizodi¢na sekrecija ACTH je
nezavisna od nivoa cirkuliSu¢eg kortizola i perzistira i kod pacijenata sa primarnom
adrenalnom insuficijencijom. Odgovor HHA osovine na stimulaciju fizi¢kim i psihickim
stresom se superponira na normalan diurnalni ritam [14]. Porast ACTH tokom stresa je
posredovan vazopresinom i CRH. Za razliku od fizioloskih koncentracija kortizola,
egzogeni GC suprimuju odgovor ACTH na stres. Negativna povratna sprega endogenih i
egzogenih GC odvija se na nivou hipotalamusa i na nivou hipofize na dva nacina. Brza
negativna povratna sprega (unutar par minuta) je osetljiva na brzinu promene nivoa
kortizola i posredovana je membranskim glukokortikoidnim receptorom koji stimuliSe brzu
sintezu i oslobadanje endokanabinoida ¢ime suprimuje sinapticku aktivaciju, dok je spora
povratna sprega osetljiva na apsolutni nivo kortizola i posredovana je nuklearnim
glukokortikoidnim receptorom i mehanizam je preko koga deksametazon ostvaruje
supresivan efekat [15]. ACTH takode inhibira sopstvenu sekreciju kratkom povratnom
spregom.
GC ostvaruju negativan uticaj preko dva razliita receptora, glukokortikoidnog receptora
(GR) i mineralokortikoidnog receptora (MR) R [16]. Osetljivost HHA osovine na
supresivno dejstvo GC zavisi od osetljivsti GR koji u odnosu na MR ima visok afinitet za
dexametazon, a manji za endogene GC, zbog ¢ega se Smatra da je GR vaZan za regulaciju

odgovora HHA osovine kada je nivo endogenih GC visok (stres, cirkadijalni peak), a da



MR imaju vaznu ulogu u moduliranju GR zavisne regulacije [17]. Poremecena regulacija
HHA osovine dovodi se u vezu sa metabolickim i kardiovaskularnim poremecajima.
Pokazano je da je vise psihijatrijskih poremecaja vezano za poremecaj aktivnosti HHA
osovine i osetljivost GR na limbi¢ko hipokampalnom nivou. Hronicni stres je takode
povezan sa pove¢anom aktivnosti HHA osovine i pove¢anom osetljivos¢u GR [18].
1.2.2 Biosinteza kortizola

Sinteza kortizola 1 adrenalnih androgena se odvija u zoni retikularis i zoni
fascikulati, a aldosterona u zoni glomerulozi adrenalnog korteksa, pod uticajem enzima
steroidogeneze koji pripadaju porodici citonrom p450 oksigenaza (Slika 1). ACTH se
vezuje visokim afinitetom za membranske receptore, aktivira adenilat ciklazu, povecava
cikli¢ni adenozin monofosfat koji aktivira intracelularne fosfoprotein kinaze ukljucujuéi i
StAR. To rezultuje porastom slobodnog holesterola usled povecane aktivnosti holesterol
esteraze i smanjenja holesterol estar sintetaze. Ova konverzija holesterola porekla plazma
lipoproteina u pregnenolon je rate-limiting korak u steroidogenezi koji se odvija u
mitohondrijama i glavno je mesto dejstva ACTH.

Biosinteza hormona
u adrenalnom korteksu
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Slika 1. Biositenza hormona u zoni fascikulati i retikularis adrenalnog koretksa. Preuzeto iz

Ty.B.Carroll et al. in Glucocorticoids and Adrenal Androgens, in Greenspan’s Basic and Clinical

endocrinology,9"edition, 2011



Pregnenolon se potom transportuje u endoplazmati¢ni retikulum gde pod uticajem
CYP17 nastaje 17a-hidroksipregnenolon koji se dalje pod uticajem enzima 3p-
hidroksisteroid ~ dehidrogenaze  /8°0xosteroid ~ izomeraze  konvertuje u  17a-
hidroxiprogesteron. Naredni korak ukljucuje 21 hidroksilaciju emzimom CYP21A2 i
nastanak 11-deoxikortizola, koji se dalje hidroksiluje u mitohondrijama pod uticajem
enzima 11fB-hidroxilaze (CYP11B1) pri ¢emu nastaje kortizol. Zona retikularis i fascikulata
takode sintetiSu 11-deoxikortikosteron, 18-hidroxideoxikortikosteron i kortikosteron. Ove
dve zone se razlikuju u odnosu na zonu glomerulozu po enzimskim kapacitetima, odnosno
ne eksprimiraju gen za CYP11B2 (kodira enzim aldosteron sintetazu) i razli¢itoj regulaciji
sekrecije, odnosno primarno su regulisane putem ACTH. Zona glomeruloza nema enzim
17a-hidrolazu i ne moze sintetisati 17a-hidroksipregnenolon i 17a-hidroksiprogesteron,
odnosno prekursore kortizola i androgena, a sinteza aldosterona je primarno regulisana
sistemom renin-angiotenzin 1 koncentracijom serumskog kalijuma. Dnevna sekrecija

kortizola u bazalnim uslovima iznosi 8-25 mg/dan, prose¢no 9.2 mg/dan [19].

1.2.3 Cirkulacija kortizola

Kortizol i adrenalni androgeni se sekretuju slobodni i pri ulasku u cirkulaciju vezuju
se za plazma proteine. U bazalnim uslovima 75% kortizola je vezano za globuline
(corticosteroid-binding globulin-CBG, transcortin), dok je 10% slobodno, a 15% je vezano
za albumine. Jedino je slobodni kortizol bioloski aktivan. S obzirom da u pljuvacci nema
vezujucih proteina, salivarni kortizol reflektuje nivo slobodnog kortizola i pogodan je za
procenu metabolizma endogenih GC. CBG se sintetiSe u jetri i ima kapacitet vezivanja
kortizola oko 25 mcg/dl. Kada nivo ukupnog kortizola prevazide ovaj nivo, slobodna
koncentracija kortizola se znaCajno povecava. Sintetski glukokortikoidi sa izuzetkom

prednizolona se ne vezuju znacajno za CBG, ve¢ za albumine [20].

1.2.4 Metabolizam kortizola
Kortizol i kortizon se metaboliSu u jetri putem inaktivacije pod dejstvom reduktaze i
3-hidroksisteroid dehidrogenaze kada nastaju finalni metaboliti Sa 1 5p tetrahidrokortizol i

5B tetrahidrokortizon koji se eliminiSu urinarnom ekskrecijom i Cesto se koriste kao



biomarkeri metabolizma GC, dok se manje od 1% sekretovanog kortizola nalazi
nepromenjeno u urinu [21]. Postoje dva izoenzima 11-B hidroksisteroid dehidrogenaze
(11B-HSD), tip 1 i tip 2 sa suprotnim dejstvom, koji su produkt dva razli¢ita gena, imaju
razliitu tkivnu distribuciju i odgovorni su za tkivno specificnu interkonverziju kortizola i
kortizona u endoplazmati¢cnom retikulumu. 11B8-HSD1 je eksprimirana u jetri, masnom
tkivu, bubregu 1 mozgu, dok je 11B-HSD2 dominantno u bubregu i pljuva¢nim zlezdama.
11B-HSD1 konvertuje inaktivni kortizon u kortizol, dok 11p-HSD2 katalizuje suprotnu
reakciju, odnosno kortizol konvertuje u inaktivni kortizon. Ukupni urinarni tetrahidro-
metaboliti se mogu Koristiti kao indikator GC metabolizma, medutim, upotreba njihovog
medusobnog odnosa radi predikcije interkonverzije kortizola u kortizon putem11p3-HSD2 je
pod znakom pitanja s obzirom da ovaj odnos predstavlja odraz ukupnog metabolizma u
organizmu zbog razli¢ite tkivne distribucije izoenzima, a pored toga i aktivnosti drugih
enzima ukljucenih u metabolizam Kkortizola [22].

Slobodni kortizol pasivno difunduje kroz membranu ciljnih celija i predstavlja
ligand za aktivaciju GR. Lokalna koncentracija slobodnog kortizola u citoplazmi, odnosno
njegova bioraspolozivost kontrolisana je CGB koji pored nosaca ima ulogu u oslobadanju
kortizola i putem aktivnosti enzima 11 B-HSD tip 1 ili 2. Promene u nivou i/ili aktivnosti
11B-HSD-1 i -2 mogu uticati na razli¢itu ¢elijsku osetljivost na GC. Inhibitori 11p-HSD1
su osmisljeni da ogranice negativne metaboli¢ke efekte poviSenih endogenih GC. Suprotno
od kortizola, veé¢ina sintetskih GC osim §to se ne vezuje za CBG, takode se ne metabolise
putem enzima 11B-HSD-2. U tkivima kao S$to su jetra i masno tkivo gde je 11p-HSD-1
eksprimirana, lokalna koncentracija kortizola je odraz lokalne konverzije kortizona i
kortizola difundovanog iz plazme. Povecana ekspresija i aktivacija enzima i CBG moze
dovesti do lokalne hiperkortizolemije i aktivacije GR u odsustvu biohemijski merljive
hiperkortizolemije, $to doprinosi nastanku abdominalne gojaznosti i insulinske rezistencije
[23].

1.2.5Efekat glukokortikoida na metabolizam glukoze, lipida i proteina
GC povecavaju hepaticku produkciju glukoze stimulacijom enzima glukoneogeneze
fosfoenolpiruvat karboksikinaze i glukozo-6-fosfataze koji je rate- limiting enzim, a

istovremeno potencira efekat glukagona [24]. Ovo rezultuje povecanim otpustanjem



glukoze iz jetre. GC povecavaju hepati¢nu sintezu i deponovanje glikogena stimuliSuci
aktivnost glikogen sintetaze. Takode povecavaju supstrat za glukoneogenezu iz perifernih
tkiva. Stimulisanjem lipolize povec¢avaju glicerol i slobodne masne kiseline, a povecavaju i
oslobadanje laktata iz misSica. U jetri GC povecavaju aktivnost enzima ukljucenih u sintezu
masnih kiselina i sintezu lipoproteina [25]. Ovaj lipogeni efekat i akumulacija triglicerida u
jetri dovodi do steatoze i steatohepatitisa i smanjene insulinske senzitivnosti na nivou jetre
nezavisno od akumulacije visceralnog masnog tkiva [26].

U masnom tkivu povecéavaju lipolizu direktno i indirektno putem povecavanja
osetljivosti na lipoliticke hormone. Iako deluju lipoliticki, paradoksalno, deponovanje
masnog tkiva je klasi¢na manifestacija GC ekscesa, $to je posledica GC indukovane
diferencijacije preadipocita u adipocite, povecanog apetita i lipogeneze uslovljene
hiperinsulinemijom. Diferentovani adipociti postaju insulin rezistentni u prisustvu GC koji
antagonizuju insulinom stimulisanu translokaciju glukoznih transportera ka celijskoj
membrani dovodec¢i do smanjene utilizacije glukoze. Slican mehanizam je odgovoran 1 za
insulinsku rezistenciju u skeletnim misi¢ima. Uticaj na miSi¢e je katabolicki, smanjuju
utilizaciju aminokiselina i sintezu proteina, a povecavaju oslobadanje aminokiselina koje su
supstrat za glukoneogenezu u jetri [27]. GC inhibiraju sekreciju insulina iz beta ¢elije [28].

Hroni¢ni endogeni ili egzogeni GC eksces je povezan sa nastankom hipertenzije.
GC su agonisti za mineralokortikoidni receptor (MR). Aktivacija MR je tkivno specifi¢no
kontrolisana postojanjem izoformi 11B-HSD1 i 11B-HSD2. U bubregu 11p-HSD2
konvertuje kortizol u kortizon i stiti MR od glukokortikoidnog ekscesa. Sa znacajnom
hiperkortizolemijom, prevazilazi se kapacitet enzima za inaktivaciju kortizola i GC
ostvaruju mineralokortikoidni efekat [29]. GC poveéavaju udarni volumen i poveéavaju
perifernu vaskularnu rezistenciju usled dizbalansa vazodilatatora i vazokonstriktora (azot
oksida, prostaciklina, endotelina-1, povecane osetljivosti adrenergi¢kih receptora na
kateholamine i povecane osetljivosti receptora na angiotenzin I1). StimuliSu aktivnost renin
angiotenzin sistema, povecavanjem Sinteze angiotenzinogena u jetri [30].

Dakle, u stanju hroni¢nog glukokortikoidnog ekscesa metabolicki efekti dovode do
insulinske rezistencije i hiperinsulinemije, abdominalne gojaznosti, dislipidemije

hiperglikemije, hipertenzije, poremecaja koji su klaster metabolickog sy. (Slika 2).
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Slika2. Povezanost metabolickih efekata glukokortikoida i parametara metabolickog
sy. Wang M. The role of glucocorticoid action in the pathophysiology of the
Metabolic SyndromeNutr Metab (Lond). 2005; 2: 3

Efekti glukokortikoida na kosti

Patogeneza glukokortikoidima indukovane osteoporoze (GIO) u CS je

multifaktorijalna, obuhvata direktna i indirektna dejstva GC na kost koja dovode do

strukturnih 1 funkcionalnih promena, odnosno gubitka mineralne gustine (bone mineral

density, BMD), oste¢enja mikroarhitekture, intenziteta remodeliranja kosti, Sto sve zajedno

odreduje kos$tanu jac¢inu. GC imaju uticaj na produkciju drugih hormona koji regulisu

metabolizam Ca i kosti, kao Sto su gonadotropini, hormon rasta i insulin-like growth factor-

I (IGF-I) [31]. Takode smanjuju intestinalnu resorpciju Ca, mehanizmom nezavisnim od

vitamina D, putem inhibicije renalne tubularne reapsorpcije kalcijuma i1 fosfora Sto

stimuli$e njegovu sintezu, pri ¢emu GC i direktno stimuliSu 1-o hidroksilazu u bubregu i


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20M%5Bauth%5D

hidroksilaciju vitD [31, 32]. Nize vrednosti Ca uzrokuju sekundarni hiperparatiroidizam,
mada vrednosti PTH iznad opsega referentnih vrednosti nisu karateristican nalaz za CS.
Katabolicki efekti GC na misi¢e, dovode do gubitka stimulatornog efekta muskularne
kontrakcije na formiranje kosti, doprinose nastanku miSi¢ne slabosti, pove¢anoj incidenci

pada i pove¢anom riziku od fraktura [31, 32].

1.2.6.1. Efekti glukokortikoida na celularnom nivou u kostima

Inicijalni dogadaj je stimulacija osteoblasta za sintezu receptor activator of NF-
kappaB-RANK-ligand (RANKL) koji povecava osteoklastogenezu i redukuje produkciju
osteoprotegerina (OPG), antagoniste RANKL [33]. GC povecavaju ekspresiju macrophage-
colony-stimulating factor (M-CSF) u osteoblastu ¢ime produzavaju zivotni vek osteoklasta.
Time se objasnjava rana brza faza koStane resorpcije. Koncentracija cirkulisu¢eg RANKL i
OPG ne reflektuje njihovu tkivnu ekspresiju. Nivo OPG je povecan kod pacijenata sa
hroni¢nom hiperkortizolemijom [34] i ¢ak perzistira nakon uspes$nog hirur§kog le¢enja CS.
Smatra se da su cirkuliSu¢e vrednosti porekla vaskularnog endotela i koreliraju pre sa
poveéanim kardiovaskularnim rizikom nego sa kostanim metabolizmom [35].

Medutim, dominatni efekat GC na koStani metabolizam je supresija formiranja
kosti, odnosno broja i funkcije osteoblasta, Sto uzrokuje smanjenje mase zamenjene kosti u
svakom ciklusu koStanog remodeliranja [33]. GC putem inhibicije Wnt/beta—catenin puta
smanjuju osteoblastnu proliferaciju, diferencijaciju 1 funkciju, a sekundarno i osteoklastnu
funkciju i dovode do povecane ekspresije Notch receptora i aktivacijom caspase 3 dovode
do povecane apoptoze i osteoblasta i osteocita [36]. Apoptoza osteocita je dodatni momenat
koji doprinosi povecanoj fragilnosti kosti pre samog mineralnog gubitka s obzirom da
osteociti funkcioniSu kao mehanoreceptori, a prekid kanalikularne mreze formirane od
osteocitnih dendrita rezultuje prekidom prenosa signala koji normalno stimuliSu
remodeliranje odnosno zamenu oStecene kosti [37]. OSteCenje osteoblastne diferencijacije
stromalnih ¢elija koStane srzi pradeno je istovremenim preusmeravanjem maturacije
multipotentnih stem ¢elija ka drugim celijskim linijjama, pre svega adipocitima usled
smanjenja bone morphogenetic protein-2, povecanja peroxisome proliferator-activated
receptor-gama-2 i CAAT enhancer-binding proteins [36, 38]. GR i 11-B-HSD1, kao
najvazniji prereceptorski regulator, su prisutni i u osteoblastima i osteoklastima. GRE su
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prisutni u promotorskom regionu za osteokalcin, jedan od specifi¢nih produkata osteoblasta
[39, 40]. Nedavna istrazivanja su pokazala da GC dovode do povecane ekspresije
transkripcionih faktora: glucocorticoid-induced leucine zipper — GILZ koji ima klju¢nu
ulogu u maturaciji osteoblasta i koStanom prometu [41] i thioredoxin interacting protein-1
— TXNIP [42]. Wang i sar. su pokazali u prvoj objavljenoj proteomskoj studiji u GIO kod
pacova, da HSP-60 stiti kostane ¢elije od oSte¢enja usled glukokortikoidnog ekscesa [43].

Osteoblasti 1 osteoklasti takode eksprimiraju MR koji vezuju GC i formiraju
heterodimere i sa GRa i GRP i inhibiraju transkripcionu aktivnost [44]. Na autokrino-
parakrini nacin citokini moduliraju ko$tanu osetljivost na GC. IL-6 u humanim
osteoblastima autokrino povecava broj GR [45, 46]. Kortizol, ¢ak i u fizioloSkim
koncentracijama, negativno modulira sekreciju IL-11, citokina koji smanjuje ekspresiju
GR. [47].

Insulinu sli¢ni faktori rasta (Insulin-like growth factors, IGFs) imaju anabolicki
efekat na kostane ¢elije koje poseduju IGF-1 i IGF-II receptore. IGF-1 i IGF-1I povecavaju
replikaciju osteoblasta, povecavaju sintezu kolagena tipl, a smanjuju ekspresiju
kolagenaze-3 (metaloproteinaza-13) u osteoblastima [48, 49]. GC smanjuju sintezu IGF-1 u
osteoblastima putem povecane ekspresije CAAT/enhancer binding protein (C/EBP) B and 6
(transcripcioni faktori koji se vezuju za IGFI promoter) [50] i inhibiraju ekspresiju IGF-II
receptora u osteoblastima, dok nemaju efekat na ekspresiju IGF-1 receptora [51]. Posto
IGF-11 receptor funkcioniSe kao IGF-binding protein (IGFBP) njegova inhibicija
glukokortikoidima rezultuje visSim nivoom dostupnih faktora rasta, mada moZze dovesti i do
brze degradacije IGF-1l. Aktivnost IGF-1 i Il je regulisana sa bar Sest IGFBP koji su
eksprimirani u osteoblastima [52]. IGFBP u skeletnim ¢elijama predstavaljaju lokalne
rezervoare i modulatore IGF. GC smanjuju ekspresiju IGFBP-3, -4 i -5 u osteoblastima
[53]. IGFBP-5 stimuliSe ¢elijski rast (i povecava efekat IGF-1).
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1.2.6.2. Prevalencija i prediktori fraktura kod pacijenata sa G1O

Rizik od fraktura procenjuje se 30-67% kod pacijenata sa manifestnim endogenim i
egzogenim 1 subklinickim Cushing-ovim sy. (CS) [54]. Frakture se najéeS¢e deSavaju na
torakalnim i lumbalnim prsljenovima, kuku, rebrima i karlici, spontano ili usled slabe
traume 1 najceS¢e su asimptomatske. Rizik od fraktura u GIO uzrokovanoj endogenim ili
egzogenim hiperkorticizmom je slican. Podaci dobijeni u najvecoj epidemioloskoj studiji
koja je ispitivala osteoporozu usled egzogene administracije GC pokazuju da 0.9% opste
populacije kontinuirano prima GC viSe od 3 meseca. Najveci relativni rizik za frakture
uocen je na nivou kicme (RR = 2.6), sa znaCajnim sniZenjem na bazni nivo nakon prekida
GC terapije [55]. Rizik od fraktura se vra¢a na nivo normalne populacije prosec¢no godinu
dana po prekidu oralnih GC [56].

Uprkos opsezne literature o GIO usled endogenog CS, sistematsko istrazivanje i
podaci o frakturama su retki. Postoji samo jedna populaciona studija u kojoj je ispitivano
104 pacijenta sa CS koji su imali 42 frakture, od ¢ega 27 pre postavljanja dijagnoze.
Pokazano je da ovi pacijenti imaju 5 puta veéi rizik od preloma usled slabe traume u
odnosu na kontrolu. Rizik od fraktura je poveéan 2 godine pre postavljanja dijagnoze Sest
puta, sa normalizovanjem nakon izle¢enja [57]. U svojoj studiji, Futo i sar. su objavili
nastanak 23 simptomatske vertebralne i 25 nevertebralne frakture kod 24 od 68 (35%)
pacijenata unutar 5 godina pre dijagnostikovanja CS i ni jednu frakturu nakon izleCenja
[58]. U jedinoj klinickoj studiji koja je sistemski radiografski ispitivala pojavu vertebralnih
fraktura, pokazano je da cak 76% pacijenata sa CS ima frakture od cega je 48%
asimptomatsko [59]. Prediktori koStanih fraktura u GIO su starost, trajanje bolesti [58],
BMD lumbalne ki¢me [59], BMD podlaktice [58] i prethodne frakture [57], ali ne i
serumski kortizol i BMI [58, 59], genetski determinisana individualna osetljivost na GC.
Logistickom regresijom, BMD lumbalne ki¢me se pokazao kao najznacajniji prediktor
vertebralnih fraktura [59]. Kod pacijenata sa endogenim CS gubitak koStane gustine je
najCesce na nivou osteopenije i odgovara 10-25% smanjenju u odnosu na peak koStane
gustine. Umanjenje BMD je nezavisno od uzroka CS [58, 59, 60]. Kod manifestnog CS nije
uocena korelacija BMD i gonadnog statusa, S$to ukazuje da negativan efekat
hiperkortizolemije prevazilazi protektivni efekat estrogena [61]. Rezultati nedavnih studija

pokazuju normalan ili lako snizen BMD perifernog skeleta [58, 62].
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DXA celog skeleta je pokazala manju redukciju BMD na ekstremitetima u odnosu
na lumbalnu ki¢mu, vrat femura ili grudni ko$ [63]. Dakle najznacajniji gubitak je
trabekularne kosti, mada iznenadujuce, ultradistalni deo podlaktice koji je trabekularna kost
pokazuje poveéanje BMD [61]. Postoje jasni dokazi da pored BMD, osteCenje kosStane
mikroarhitekture zna¢ajno smanjuje kvalitet kosti i vazan je faktor rizika od fraktura. Dve
nove metode za procenu koStane mikroarhitekture u GIO su spinal deformity index i
trabecular bone score [64]. Starost pozitivno korelira sa BMD Z skorom Sto ukazuje da u

proseku mladi pacijenti sa CS imaju veéi deficit BMD [60].

1.2.6.3. Povezanost koncentracije kortizola i markera koStanog prometa

Biohemijski markeri formiranja i koStane razgradnje omogucavaju uvid u stanje
kosStanog remodeliranja sa izvesnim stepenom predikcije brzine koStanog gubitka, odnosno
osobe sa nizim BMD 1 viS§im markerima imaju ve¢i rizik od nastanka osteoporoze 1 fraktura
u odnosu na one sa nizim vrednostima koStanih markera. U velikim prospektivnim
studijama kod pre i postmenopauzalnih Zena pokazano da se rizik za brzi koStani gubitak
povecava do dva puta kod Zena sa vi§im u odnosu na niZze vrednosti kostanih markera.
Formiranje kosti se biohemijski moZe meriti serumskim osteokalcinom, koStanom
alkalnom fosfatazom ili karboksi i aminoterminalnim propeptidima kolagenal, dok se
koStana resorpcija moze procenjivati putem karboksi i aminoterminalnim degradacionim
produktima kolagena tipl. Brojne studije su u poslednje dve decenije ispitivale povezanost
razli¢itih biohemijskih parametara hiperkortizolemije 1 markera koStanog formiranja,
odnosno resorpcije i neke su potvrdile [65] druge nisu ovu povezanost [61]. Efekat GC na
kostano formiranje i resorpciju zavisi od nivoa i trajanja kortizolemije. Kao Sto je pomenuto
najkonzistentniji efekat GC je supresija koStanog formiranja i ovaj efekat je nezavisan od
akutnog ili hroni¢nog dejstva GC. Serumski osteokalcin se smanjuje ¢ak i nakon DST 1mg
[66] i on je najbolji marker za pracenje koStanog formiranja u endogenom CS, kada je
suprimovan 60-80% u odnosu na zdrave kontrole. Rezultati vezani za resorpcione koStane
markere su kontradiktorni §to je posledica razliCitih eseja i razlicite etiologije CS. Dok
akutno davanje visokih doza GC dovodi do porasta koStane resorpcije 2.5 puta nakon 5

dana, resorpcioni markeri su najéeSc¢e opisani kao normalni u endogenom CS [67].
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1.3  Glukokortikoidni receptor

1.3.1. Gen za humani glukokortikoidni receptor
Struktura gena za humani glukokortikoidni receptor

Humani GR (hGR) je produkt gena lokalizovanog na duzem kraku hromozoma 5 u
okviru lokusa 5931-32. U hGR promotoru je pokazano odsustvo TATA i CCAAT boksova,
umesto kojih su identifikovana vezuju¢a mesta za brojne transkripcione faktore kao Sto su
AP 1, Spl, AP 2 NF-«xB, CREB (CAMP responsive element-binding protein). hGR se
sastoji od devet egzona. Egzon 1 predstavlja 5' region koji se ne prevodi (5 NTR), dok
egzoni 2-9 kodiraju protein GR. Egzon 2 kodira N-terminalni domen GR ukljucujuéi i AF1
transaktivacioni domen. Egzoni 3 i 4 kodiraju centralnu DNK vezuju¢u domenu (DBD)
odnosno dva cinkana prsta uklju¢ena u vezivanje DNK. Ostalih pet egzona 5-9 zajedno
kodiraju ligand vezuju¢u domenu (LBD) i ligand zavisan AF2, kao i 3' region koji se ne
prevodi (3' NTR). Ispitivanja promotorskog dela hGR gena utvrdila su postojanje bar tri
razlicita regulatorna regiona, od kojih svaki kontrolise posebnu izoformu egzonal (1A, 1B,
1C) i igra vaznu ulogu u tkivno specifi¢noj regulaciji ekspresije hGR gena. Na egzonu 1A
zasebno postoje tri alternativna splajs mesta, ¢ime je omogucen nastanak tri 1A transkripta:
1A1, 1A2 i 1A3. Svih pet varijanti egzona 1 (1A1, 1A2, 1A3, 1B, 1C) mogu da se veZu za

isto akceptorsko mesto na egzonu 2, dajuéi transkripte koji sadrze razli¢ite 5' NTR [68. 69].

Alternativno splajsovanje primarnog transkripta

Alternativnim splajsovanjem egzona 9 nastaju dva visoko homologna mRNK
transkripta, §to rezultuje nastankom dve izoforme GR, oznacene kao GRa i GRp. Obe
izoforme sadrze egzone 1-8, ali imaju razlicite verzije 9 egzona, 9a i 9B [70]. Obe izoforme
su identi¢ne do 727 amino kiseline. 1zoforma GRa, klasi¢ni GR protein koji posreduje GC
efekte, sadrZi jo§ dodatnih 50, a splajs izoforma [ jo$ 15 nehomologih amino kiselina. Ova
razlika u poslednjim karboksi-terminalnim aminokiselinama ¢ini bitnu funkcionalnu razliku
izmedu dve receptorske izoforme. GR ne vezuje glukokortikoidne agoniste, nalazi se u
nukleusu i transkripciono je neaktivan. Medutim, kada je ko-eksprimiran sa GRa, GRf
funkcioniSe kao dominantni inhibitor i antagonizuje aktivnost GRa na brojne ciljne gene

putem kompeticije za vezivanje za GRE, kompeticije za transkripcione koregulatore i
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formiranjem transkripciono inaktivnog GRa/GRP heterodimera. Mogucnost GRP da
inhibira aktivnost GRa ukazuje da visok nivo GRP moze uzrokovati glukokortikoidnu
rezistenciju [71]. GRp je prisutan u mnogim c¢elijama i tkivima, ali u znac¢ajno manjem
nivou u odnosu na GRa (slika 3). Proinflamatorni citokini mogu selektivno povecati
ekspresiju GRp i dovesti do smanjene glukokortikoidne senzitivnosti. Povisen nivo GRp je
povezan sa glukokortikoidnom rezistencijom u mnogim inflamatornim bolestima poput
astme, reumatoidnog artritisa, ulceroznog kolitisa, sistemskog eritemskog lupusa, sepsi,
akutnoj limfoblastnoj leukemiji i hroni¢noj limfocitnoj leukemiji. Prirodna pojava
polimorfizma jednog nukleotida A3669G na 3°’NTR kraju egzona 9p dovodi do poveéane
stabilnosti GRp mRNK i povecane ekspresije GRp. Prisustvo ovog polimorfizma je
dovedeno u vezu sa autoimunim bolestima, infarktom miokarda, koronarnom bolesti i
sr¢anom insuficijencijom, §to ukazuje da porast GRB kod ovih osoba moze umanyjiti
protektivnu imunosupresivnu i antiinflamatornu transkripcionu aktivnost GRa [72].
Pokazano je prisustvo jos jedne izoforme hGR koja se od ostalih razlikuje po inserciji jedne
amino kiseline (arginin) izmedu egzona 3 i 4, koji kodiraju 2 Zn prsta DBD vezujuéeg
domena. Ova receptorska varijanta, nazvana GRy vezuje GC i DNK na sli¢an nac¢in kao
GRa ali ima razli¢it transkripcioni profil. Ekspresija GRy je povezana sa
glukokortikoidnom rezistencijom kod sitnocelijskog karcinoma pluca, kortikotrofnog
adenoma, akutne limfoblastne leukemije dece [73, 74]. Takode su nadene dve izoforme
hGR sa nedostatkom velikog regiona LBD. To su izoforma GR-A kojoj nedostaju egzoni 5-
7 koji kodiraju aminoterminalnu polovinu LBD i izoforma GR-P kojoj nedostaju egzoni 8 i
9 koji kodiraju karboksiterminalnu polovinu LBD, $to za posledicu ima nemoguénost
vezivanja glukokortikoida. Prisustvo GRP potvrdeno je u glukokortikoid rezistentnim

malignim ¢elijama.
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Slika 3. Organizacija i ekspresija NR3C1 gena. Detaljan opis u tekstu.

Alternativna inicijacija translacije mRNA glukokortikoidnog receptora

Translacija hGR mRNK moze da pocne na osam alternativnih start kodona
smeStenih u egzonu 2 N-terminalnog dela receptora, $to dovodi do nastanka osam
podtipova GRa koje imaju identican DBD i LBD, a razli¢it postepeno sve kra¢i N-
terminalni region (GRa- A, GRa-B, GRa-C1, GRa-C2, GRa-C3, GRa-D1, GRa-D2, GRa-
D3). GRa-A je peptid sa punom duzinom koji nastaje nakon prepoznavanja prvog
inicijalnog mesta sa 5' kraja hGR mRNK. Nastanak ostalih skra¢enih izoformi proteina je
posledica Santovanja ribozoma sa alternativnih mesta za inicijaciju translacije. GRa
translacione izoforme pokazuju sli¢an afinitet za GC i sli¢an kapacitet vezivanja za GRE
nakon ligand zavisne aktivacije. Medutim, postoje znaCajne razlike izmedu ovih
translacionih izoformi. GRa-A, GRa-B i GRa-C su u odsustvu hormona lokalizovane u
citoplazmi i nakon vezivanja GC translociraju se u nukleus, dok je GRa-D lokalizovana u
nukleusu vezana za GRE specificnih ciljnih gena i nezavisno od GC terapije. Svaka GRa
izoforma poseduje razliCite regulatorne ciljne gene. Manje od 10% gena je zajednicki

regulisano svim translacionim izoformama, ukazuju¢i da je vecina gena selektivno
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regulisana razli¢itim GRa 1 da ¢elijski odgovor na GC zavisi od eksprimiranih receptorskih
izoformi. Celije koje eksprimiraju GRa-C3 pokazuju hipersenzitivnost, dok one sa GRo-D3
pokazuju najveéu rezistenciju na GC. Nedavne studije su pokazale da polimorfizam
ER22/23EK u GR genu i heterogenost u 5S’NTR GRo mRNA mogu uticati na efikasnost
inicijacije translacije sa pojedinog start kodona. Splajs varijante hGR (GRp, GRy, GR-A,
GR-P) takode sadrze identiCan set alternativnih start kodona, zbog Cega nastaju slicne

translacione izoforme ovih GR [75].
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Post-translacione modifikacije izoformi hGR

Svaka individualna izoforma GRa nastala alternativnim procesovanjem gena za GR
podleze nizu post-translacionih modifikacija ¢ime se dalje proSiruje opseg funkcija GR i
obezbeduje dodatna receptorska heterogenost koja modulira ¢elijski odgovor na GC. Post-
translacione modifikacije obuhvataju fosforilaciju, ubikvitinaciju, sumoilaciju, acetilaciju i
metilaciju (slika 4).

Glavni efekat fosforilacije GRa je uticaj na transkripcionu aktivnost receptorskih
izoformi [76]. GR prolazi kroz dinamican proces fosforilacije i defosforilacije u zavisnosti
od prisustva liganda i varijacije ¢elijskog ciklusa. Humani GRa. je fosforilisan na najmanje
7 serinskih rezidua (Ser-113, Ser-134, Ser-141, Ser-203, Ser-211, Ser-226, Ser-404),
lokalizovanih na NTD receptora. Vec¢ina fosforilacionih mesta pokazuje u bazalnim
uslovima nizak nivo fosforilacije, a vezivanjem GC indukuje se hiperfosforilacija. Glavne
kinaze odgovorne za fosforilaciju GRa su mitogen aktivirajuca proteinska kinaza (MAPK),
ciklin zavisna kinaza (CDK), kazein kinaza Il, kinaza-3 glikogen sintaze-beta (GSK-3p) i
N-terminalna kinaza c-Jun (JNK). Ser-134 je jedinstveno mesto po tome Sto se fosforilacija
odvija putem stres aktivirajueg stimulusa nezavisno od vezivanja GC. Fosforilacija Ser-
211 Kkorelira sa povecanom, a Ser-226 sa smanjenom transkripcionom aktivnosti GRa.
Suprotno, smanjena fosforilacija Ser-211 doprinosi nastanku rezistencije na
glukokortikoide u malignim limfoidnim ¢elijama. Povecana fosforilacija Ser-226 doprinosi
rezistenciji na GC u depresiji. Fosforilacija Ser-404 smanjuje sposobnost GRa i za
transaktivaciju i za transrepresiju ciljnih gena. U skladu sa tim vecina fosforilacionih mesta
nalazi se u AF1 domenu, a razli¢iti poremecaji u fosforilaciji serinskih rezidua mogu uticati
na interakciju sa kofaktorima i transkripcionu aktivnost GRa. Distribucija GR u ¢eliji
takode zavisi od receptorske fosforilacije. Kao posledica fosforilacije na reziduama Ser-
203, Ser-226 ili Ser-404, GRa provodi krace vreme u jedru usled duZeg zadrZavanja u
citoplazmi i/ili ubrzanog premestanja iz nukleusa u citoplazmu, sto dovodi do redukovanja
transkripcione aktivnosti ciljnih gena. Fosfataze poput proteinskih fosfataza tip 1 (PP1), tip
2a (PP2a) i tip 5 (PP5) su takode ukljucene u regulaciju nukleo-citoplazmatskog transporta
[77]

Ubikvitinacija pretstavlja drugi vazan proces post-translacione modifikacije GR.

Ubikvitin je protein sastavljen od 76 amino kiselina koji kada se veze za specificne rezidue
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lizina usmerava protein u proces proteozomalne degradacije. Pokazano je da ubikvitinacija
GRa na konzervativnoj lizin rezidui (Lys-419) usmerava receptor u proteazom radi
degradacije. Mutirani receptori postaju rezistentni na ligandom indukovanu degradaciju Sto
dovodi do povecane transkripcione aktivnosti receptora. Pored toga, promene u ekspresiji
E3 ubikvitin ligaze za GRa uzrokuju promene na receptorskom nivou i celijskoj
senzitivnosti na GC [78]. Sumoilacija GRa je takode post-translaciona modifikuja, proces
u kome su SUMO (small ubiquitin-related modifier) peptidi kovalentno vezani za
specifi¢ne rezidue lizina (Lys-277, Lys-293, Lys-703) unutar receptora. Vezivanje SUMO
peptida za receptor se odvija i u otsustvu liganda, ali vezivanje GC ga znacajno povecava.
U zavisnosti od mesta sumoilacije transkripciona aktivnost GRa moze biti pojacana ili
smanjena preko promena u interakciji ili aktivnosti specificnih koregulatora. Mutacija sva
tri lizina u arginine onemogucava sumoilaciju [79]. Acetilacija na lizinskim reziduama
(Lys-494 i Lys-495) koje su lokalizovane unutar (region Sarke) nakon vezivanja GC, moZe
izmeniti aktivnost GRa. Deacetilacija GR putem histon deacetilaze 2 je neophodna da bi
receptor efikasno vrsio represiju aktivnosti transkripcionog faktora NF-xB, $to ukazuje da

acetilacija GR sprecava inhibitorni uticaj NF-kB na GC signalizaciju.

1.3.2. Struktura glukokortikoidnog receptora

Fizioloska i farmakoloska dejstva GC se ostvaruju preko glukokortikoidnog
receptora (NR3C1) koji je ligand zavisni transkripcioni faktor lokalizovan u citoplazmi kao
multiproteinski kompleks koji se aktivira vezivanjem GC. Molekularnu strukturu humanog
GR ¢ine tri funkcionalna domena: amino-terminalni transaktivacioni domen (N-terminal
transactivation domain-NTD), centralni DNA vezuju¢i domen (DNA-binding domain-
DBD) i karboksi-terminalni ligand vezuju¢i domen (C-terminal ligand binding domain-
LBD). U okviru NTD nalazi se transaktivacioni subdomen (transcriptional activation
function, AF-1) koji stupa u interakciju sa koregulatorima i bazalnom transkripcionom
masinerijom i primarno je mesto za post-translacione modifikacije. DBD sadrzi dva
cinkana prsta od kojih svaki sadrzi Cetiri ostatka cisteina stabilizovana koordinativnim
vezama sa jonima Zn. Preko ovih cinkanih prstiju GR stupa u interakciju sa specifiénim
DNK sekvencama, glukokortikoid-responsivnim elementima (glucocorticoid-responsive

elementima, GRE) u promotorskom regionu ciljnih gena regulisu¢i gensku ekspresiju. DBD
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takode sadrzi 1 dimerizacioni i prvi nukleusni lokalizacioni signal (NLS1). LBD je sainjen
od 12 o heliksa 1 4 B plo¢e koji formiraju hidrofobni dzep za vezivanje glukokortikoida.
Takode sadrzi drugi transaktivacioni subdomen (activation function, AF2) koji stupa u
interakciju sa koregulatorima na ligand zavisan nain. U okviru LBD se nalazi i drugi
nukleusni lokalizacioni signal (NLS2) i sekvence vazne za vezivanje sa heat shock
proteinima i drugim transkripcionim faktorima, translokaciju u nukleus i dimerizaciju

receptora [80].

1.3.3. Nuklearna translokacija i regulacija transkripcije

U odsustvu glukokortikoida, GR se nalazi dominantno u citoplazmi u sklopu velikog
multiproteinskog kompleksa koga ¢ine Saperoni (hsp40, hsp70, hsp90, hsp56, p60), ko-
Saperoni (hsp70-interacting protein (Hip), hsp70/hsp90 organizing protein (Hop) i p23) i
imunofilini FK506 porodice (FKBP51 i FKBP52) [81]. Ovi proteini odrZavaju receptor u
transkripciono neaktivnoj strukturnoj formi, sa visokim afinitetom za vezivanje liganda.
Vezivanje GC za receptor dovodi do aktivacije i strukturnih promena u multiproteinskom
kompleksu GR, uzrokuje disocijaciju Hsp90/imunofilina i eksponiranje dva NLS,
fosforilacije na pet serinskih fosforilacionih mesta i translokacije GR u nukleus gde formira
receptorski homodimer. Regioni DBD sa dva cinkana prsta omogucavaju receptorskim
homodimerima da se vezu za kratke palindromske GRE sekvence GGAACANnNnTGTTCT,
koje ¢ine dva dela od po 6 bp. Za svaki od ova dva dela se vezuje po jedna receptorska
subjedinica. Razmak od 3 nukleotida je neophodan da bi doSlo do dimerizacije GR na
ovom elementu. Nakon toga, receptor stupa u interakciju sa specifiénim sekvencama u
okviru promotora ciljnih gena regulisuci gensku ekspresiju direktnim putem. Vezivanje za
GRE, koji mogu da budu pozitivni i negativni, ima za posledicu indukciju ili represiju
transkripcije regulisanog gena, odnosno dovodi do transaktivacije ili transrepresije [82].
Transaktivacija je odgovorna za negativne efekte terapije glukokortikoidima. Nakon
vezivanja za GRE, receptor trpi dodatne strukturne promene koje dovode do regrutovanja
koregulatora i remodelovanja hromatina koje omogucava pristup RNK polimerazi II
ciljanim DNA sekvencama. Koaltivatori koji posreduju u aktivaciji transkripcije obuhvataju
steroid receptor coactivators (SRC1-3), histone acetyltransferases CBP/p300 i nuclear

methylase coactivator-associated arginine methyltransferase (CARM1), dok su NCoR i
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SMRT ko-represori koji su regrutovani vezivanjem GR za negativne GRE [83]. Aktivirani
GR moze regulisati transkripciju i indirektno, putem interakcije sa drugim transkripcionim
faktorima. Povezanost GR sa specifi¢nim ¢lanovima STAT porodice, sa ili bez vezivanja za
GRE, povecava transkripciju ciljnih gena. Nasuprot, vezivanje za transkripcione faktore
adaptor protein complex 1 (AP1) i nuclear factor kB (NFkB), spreava njihovo vezivanje
za ciljne gene koji reguliSu ekspresiju jednog broja komponenti imunskog sistema, odnosno
dovodi do represije njihove transkripcione aktivnosti. Istrazivanja su pokazala da je samo
mali deo GRE zaista okupiran od strane receptora, i da senzitivnost i specificnost GRE
zavise od tkivno specifi¢nih razlika u hromatinskoj strukturi. Koncentracija GC pri kojoj se
GR vezuje za GRE i reguliSe gensku ekspresiju se razlikuje kroz genom [84]. Neki GRE su
okupirani od strane GR i pri niskoj koncentraciji glukokortikoida (hipersenzitivnost), dok
drugi zahtevaju velike doze liganda da bi doSlo do vezivanja GR. Takode, GR moze
regulisati gensku ekspresiju direktnim vezivanjem za DNK i delovanjem u sadejstu sa
susednim transkripcionim faktorima koji su ve¢ vezani za DNK. Tre¢i mehanizam
delovanja GR obuhvata ne-genomsku aktivaciju kojom se ostvaruju brzi efekti GC za
nekoliko sekundi ili minuta koji nisu posledica promena u ekspresiji gena. Primer ne-
genomske aktivacije je akcesorni protein tirozin kinaza c-Src koja se nakon vezivanja GC
za receptor oslobada iz kompleksa i aktivira multiple signalne puteve aktiviranja razli¢itih
kinaza kao Sto su PI3K, AKT i MAPK koje dovode do fosforilacije proteina anexina 1,
inhibicije aktivnosti citozolne fosfolipaze A2 i smanjenog oslobadanja arahidonske
Kiseline. Istrazivanja su pokazala da GR moze biti lokalizovan i u ¢elijskoj membrani u
kalveolama putem interakcije sa kaveolinom 1 gde reguliSe intercelularnu gap junction
komunikaciju i proliferaciju neuralnih progenitornih ¢elija putem mehanizma koji zahteva
aktivnost c-Src i brzu MAPK-zavisnu fosforilaciju conexina-43. Postojanje genomskog i
ne-genomskog signalnog puta pokazuje svu slozenost i razliCitost bioloskih efekata GC
upucuju¢i na potencijalne terapijske mogucnosti primene selektivnih modulatora GR

zavisnog genomskog i ne-genomskog puta [85].
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Slika 5. GR signalni putevi: Glukokortikoidima aktivirani GR reguliSe ekspresiju gena na
tri nacina: direktnim vezivanjem za DNK (A), interakcijom sa drugim transkripcionim
faktorima (B), ili direktnim vezivanjem za DNK i stupanjem u sadejstvo sa susednim
transkripcionim faktorima vezanim za DNK (C). Negenomski mehanizmi delovanja GR
ogledaju se u izmeni aktivnosti razlicitith kinaza. BTM (eng. Basal Transcription
Machinery); PI3K (eng. Phosphoinositide 3-Kinase); STAT (eng. Signal Transducer and
Activator of Transcription. Oakley and Cidlowski, J Allergy Clin Immunol. 2013; 132(5):

1033-1044

Genska stimulacija ili represija posredovana aktivacijom GR reguliSe mnogobrojne

fizioloSke procese kao 5to je hepati¢na glukoneogeneza, adipocitna diferencijacija, kontrola

sekrecije hormona [86].
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1.3.4. Polimorfizmi u genu za humani glukokortikoidni receptor

Pojedina¢ni genski polimorfizmi (single nucleotide polymorphism) predstavljaju
zajednicke varijacije u DNK, koje se javljaju u opstoj populaciji sa ucestaloséu vecom od
1% i znaCajno se razlikuju u odnosu na etniCku pripadnost. Za razliku od pojave
gerninativne mutacije u GR koja dovodi direktno do nastanka manifestne bolesti, efekat
polimorfizma je suptilan, medutim zbog visoke frekvence u populaciji, moze biti znacajan.
Uticaj funkcionalnog polimorfizma gena za hGR ogleda se u varijacijama u senzitivnosti
GR na glukokortikoide, $to se manifestuje razli¢itom sklono$¢u za nastanak metaboli¢kih
poremecaja, razli¢itim individualnim terapijskim odgovorom i razli¢itim stepenom
nezeljenih efekta egzogenih glukokortikoida kao Sto su jatrogeni Cushing-ov sy.,
osteoporoza, ulkusna bolest, sekundarna imunodeficijencija. Pokazane su znacajne razlike u
baznim i post-deksametazonskim koncentracijima serumskog kortizola kod zdravih osoba
Sto ukazuje na razli¢itu feedback senzitivnost HPA osovine uzrokovanu individualnom
osetljivoséu GR lokalizovanih u hipotalamusu i upu¢uje na mogucnost genetske kontrole
regulacije HPA osovine [87]. Studije ukazuju da hiperaktivnost HPA osovine moze biti
ukljuena u patogenezu abdominalne gojaznosti i insulinske rezistencije, Sto je
najverovatnije delimi¢no genetski uslovljeno. Otkriven je veliki broj plimorfizama u okviru
gena za hGR, ali je znacajnija povezanost polimorfizma i glukokortikoidne senzitivnosti
pokazana kod cetiri polimorfizma (Bcll, N363S, ER22/23EK | A3669G). Za razliku od
primarne glukokortikoidne rezistencije gde je germinativha mutacija nadena u ligand
zavisnoj domeni, funkcionalni polimorfizmi ER22/23EK, N363S i A3669G su lokalizovani
u transaktivacionoj domeni (egzon2), a Bcll u intronu 2 gena za hGR.

1.3.4.1 Bcll polimorfizam u genu za glukokortikoidni receptor

Bcll polimorfizam (rs423247) je originalno detektovan Southern blot metodom, kada su
identifikovani fragmenti od 4.5 kb i 2.3 kb [88]. Kasnije je postojanje Bcll polmorfizma
hGR potvrdeno koris¢enjem restrikcionog enzima Bcll i sekvenciranjem DNK, kada je u
intronu 2 detektovana promena jednog nukleotida G u C, 647 bp od veze egzon 2/intron 2,
s tim da su duZine restrikcionih fragmenata bile razli¢ite u odnosu na pomenute, odnosno

3.9 kb za duzi i 2.2kb za kraéi alel. [89]. Prisustvo Bcll polimorfizma se povezuje sa
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povecanom senzitivnosti na GC, sa abdominalnom gojaznosti, leptinom, insulinskom
rezistencijom i poviSenim sistolnim krvnim pritiskom [90]. Rezultati o povezanosti Bcll
polimorfizma, BMI i telesnog sastava su kontroverzni. U pomenutoj studiji Weaver i sar.
nije uocena razlika u ucestalosti Bcll polimorfizma izmedu gojaznih premenopauzalnih i
Zena sa normalnom telesnom tezinom, ali su gojazne osobe koje su bile homozigoti za G
alel (4.5kb) imale viSe nivoe insulina i visi HOMA-IR u poredenju sa osobama koje su
homozigoti za kraéi alel CC (2.3 kb) i heterozigoti CG (2.3/4.5kb) [91]. U studiji Panarelli i
sar. nije pokazana povezanost G alela i BMI [87]. Studije sprovedene kod osoba srednjih
godina su pokazale povezanost Bcll polimorfizma i abdominalnog, ne i univerzalnog tipa
gojaznosti Sto ukazuje da je efekat GC na nivou GR znacajniji u visecralnom masnom tkivu
[90, 92, 93,]. Medutim rezultati prospektivne studije koja je sprovedena kod adolesenata,
nakon 12 godina pracenja, pokazuju da samo kod zena koje su heterozigoti za CG alel
postoji porast samo subkutanog masnog tkiva u poredenju sa homozigotima CC i GG [94].
Pokazano je da u mladosti postoji povezanost Bcll polimorfizma, BMI i procenta ukupne
telesne masti, posebno abdominalnim masnim tkivom, dok sa starenjem nosioci
polimorfizma imaju nizi BMI, verovatno usled smanjenja ukupne miSi¢ne mase. Moguce je
da prisustvo Bcll polimorfizma ima razli¢it uticaj u zavisnosti od Zivotnog doba i da
hroni¢na izloZenost glukokortikoidnoj hipersenzitivnosti ima uticaj na telesni sastav u
smislu kataboli¢kog dejstva na miSi¢cnu masu [95]. U pomenutoj studiji nosioci Bcll
polimorfizma pokazuju znacajniju supresiju kortizola i nakon 1mg DEX kao i nakon 0.25

mg DEX, §to pokazuje vecu osetljivost HPA osovine na GC [95].

1.3.4.2 N363S polimorfizam u genu za glukokortikoidni receptor

Polimorfizam N363S (rs6195) u okviru egzona 2 gena za hGR, udaljen 1101 bp od
veze intron 1/egzon 2, karakteriSe zamena jednog nukleotida ATT u GTT u kodonu 363.
Kao posledica ove zamene dolazi do promene aminokiseline asparagin u serin, u okviru
modulatornog regiona glukokortikoidnog receptora. Ucestalost N363S polimorfizma GR je
procenjena na 2.3-7% u evropskoj populaciji gde nisu detektovani homozigoti. S obzirom
da se radi o niskoj uéestalosti ovog polimorfizma postoji diskrepanca u rezultatima vezanim
za osetljivost na GC 1 povezanosti sa parametrima metabolickog sindroma. Povecana

senzitivnost na glukokortikoide, u pojedinim studijama, korelira sa ve¢im BMI,
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abdominalnom gojaznosti i vis§im nivoom insulina nakon 0.25mg dexametazona u opstoj
populaciji i kod dijabetic¢ara [96, 97, 98]. Opisan je i negativan uticaj na metabolicki profil i
pozitivna korelacija sa koronarnom bolesti [99]. Morbidno gojazne osobe imaju Cesce
N363S alel u odnosu na osobe sa normalnom telesnom tezinom. Medutim, druge studije
nisu potvrdile povezanost N363S polimorfizma, BMI i gojaznosti u dijabetesu tip2 i
koronarnoj bolesti i lipidnog profila [100, 101, 102].

Neke studije su pokazale povezanost N363S polimorfizma i telesnog sastava,
odnosno da nosioci N363S medu gojaznim osobama paradoksalno imaju nizi procenat
ukupne telesne masti i bolju insulinsku sensitivnost. NizZi procenat ukupne telesne masti

kod 363S nosioca, medutim nije povezan sa razlikom u odnosu ukupne i trunkalne masti
[103, 104]

1.3.4.3 ER22/23EK polimorfizam u genu za glukokortikoidni receptor

Polimorfizam ER22/23EK (rs6189 i rs6190) je lokalizovan u transaktivacionom
domenu, u egzonu 2, gde su u dva susedna kodona (kodon 22 i 23) identifikovani
polimorfizmi jednog nukleotida. Ova zamena za posledicu ima promenu aminokiseline
lizina argininom na poziciji 23 (ER22/23EK: GAG AGG u GAA AAG). Ucestalost
ER22/23EK polimorfizma se procenjuje na 1.8-4.5% u evropskoj populaciji. Ovaj
polimorfizam dovodi do redukcije ekspresije GRa translacione izoforme i pokazana je
manja supresibilnost kortizola u DST 1mg, Sto ukazuje na relativnu glukokortikoidnu
rezistenciju. Takode je pokazano da nosioci ove varijante imaju nize vrednosti baznog
insulina 1 povecanu insulinsku senzitivnost, nizi ukupni i LDL holesterol. Isti pacijenti su
praceni tokom vise godina i pokazano je da imaju manju tendenciju razvoja oStecene
glikozne tolerancije, tipa 2 dijabetesa, kardiovaskularne bolesti, kao i da imaju duzi zivotni

vek i sniZen rizik za demenciju [95].

1.3.4.4 A3669G polimorfizam u genu za glukokortikoidni receptor

Polimorfizam jednog nukleotida A3669G (rs6198), u kome dolazi do zamene Au G
(ATTTA u GTTTA) je lokalizovan na 3’NTR kraju egzona 9B. Prisustvo ovog
polimorfizma dovodi do povecane stabilnosti GRB mRNK i povecane ckspresije GR

proteina uzrokuju¢i inhibiciju transkripcije GRa, $§to rezultuje glukokortikoidnom
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rezistencijom. 9B polimorfizam znacajno redukuje transrepresiju S§to uzrokuje
proinflamatorno stanje i ovaj polimorfizam je doveden u vezu sa ve¢om ucestalosti
reumatoidnog artritisa [105]. Prisustvo A3669G alela je povezano sa smanjenjem centralne
gojaznosti kod Zena i povoljnim lipidnim profilom kod musSkaraca [106]. Druge studije nisu
pokazale povezanost 9p polimorfizma sa BMI, abdominalnom gojaznosti, insulinskom
senzitivnosti i lipidnim statusom, medutim osobe koje su homozigoti za 9B imaju povecan
intima-media odnos i tri puta veci rizik za kardiovaskularne bolesti, najverovatnije zbog

hroni¢nog proinflamatornog stanja [107]

1.4. Metaboli¢ki sindrom

1.4.1 Definicija i etiopatogeneza metabolickog sy.

Metabolicki sindrom (MetS) predstavlja skup metabolickih poremecaja Koji
proizilaze iz insulinske rezistencije, a predstavljaju faktore rizika za nastanak
kardiovaskularnih bolesti (KVB) 1 DM2.

abdominalna gojaznost, dislipidemija, glikozna intolerancija ili DM2 i hipertenzija. Osobe

Klini¢ki posmatrano, faktori rizika su

sa MetS imaju dva puta veci rizik za nastanak koronarne bolesti [108] i pet puta veéi rizik
za nastanak DM2 [109, 110]. Prisustvo i MetS i IR povecéava rizik za nastanak DM2 6 do 7
puta [111]. Postoji viSe definicija MetS, koje su odraz menjanja istorijskih stavova vezanih

za sam koncept sindroma (Tabela 2).

Tabela 2 Kriterijumi za dijagnozu MetS

WHO EGIR NCEP /ATP 11 AACE IDF
1988 1999 2001 2003 2005
IGT, IFG, DM2 Plazma insulin > 3 faktora od IGT ili IFG OS-etnicki
ili smanjena 75 percentila + ponudenih 5 +2od specifican
insulinska 2 kriterijuma ponudenih + 2 sledec¢a
senzitivnost
+ 2 kriterijuma
Odnos struk/kuk (O] (O] ITM >25kg/m2 | OS-M>94cm
M >0.9 M >94 cm M >102 cm 7 >80cm
7 >0.85i/li 7 >80cm 7 >88cm
ITM > 30 kg/m2 ITM > 30 kg/m2
TG > 1.7mmol/l TG>2.0 mmol/li/ | TG > 1.7mmol/l TG > 1.7mmol/l Tg > 1.7mmol/l
i/iliHDL: ili HDL: HDL: HDL: HDL:
M < 0.9 mmol/l M < 1.0 mmol/l M < 1.0 mmol/l M < 1.0 mmol/l M < 1.0mmol/l
Z < 1.0mmol/l 7 < 1.0 mmol/l 7 <13mmol/l |Z <1.3 mmol/l Z < 1.3mmol/l
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>140/90 mmHg >140/90 mmHg >130/85 mmHg >130/85 mmHg >130/85 mmHg
Terapija HTA Terapija HTA Terapija HTA Terapija HTA Terapija HTA

Mikroalbuminurija | Glc > 6.1mmol/l Glc> 6.1mmol/l | Glc >5.6 mmol/l | Glc>5.6mmol/l
> 20mcg/min Terapija DM2 Terapija DM2 Terapija DM2 Terapija DM2

WHO: World Health Organisation; EGIR: European Group for the Study of Insulin
Resistance; NCEP/ATP I1ll: National Cholesterol Education Programe-Adult; AACE:
American Association of Clinical Endocrinology; IDF International Diabetes Federation;
IGT: impaired glucose tolerance (oSteCena glikozna tolerancija), IFG: imparied fasting
glucose (oStecena glikozna tolerancija naste); DM2: dijabetes mellitus tip2; OS: obim

struka, TG: trigliceridi, HDL:; glc: glikemija; HTA hipertenzija.

Aktuelni koncept definicije MetS je revidiran 2009 god. od strane International
Diabetes Federation (IDF) i National Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI) i
American Heart Association (AHA) i dijagnoza MetS se postavlja kada pacijent ima
najmanje 3 od 5 kriterijuma navedenih u tabeli [112].

Tabela 3 Kriterijumi za dijagnozu MetS (AHA/NHLBI)

Abdominalna
gojaznost Muskarci > 94cm*; Zene > 80cm*
Obim struka prema
etni¢koj pripadnosti

Trigliceridi > 1.7mmol/l ili th hipolimecima

Snizen HDL Muskarci < 1.0mmol/l; Zene < 1.3mmol/Il
holesterol

Hipertenzija >130/85 mmHg ili Th HTA

Glikemija > 5.6mmol/l ili Th DM2

* Etnicki specificne vrednosti za evropsku populaciju

Abdominalna gojaznost, predstavlja najznacajniju komponentu MetS i1 povezana je
nezavisno sa IR i ostalim komponentama sindroma. Aterogena dislipidemija se odnosi na

kombinaciju povisenih vrednosti triglicerida(TG), snizenu vrednost HDL uz povisene
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vrednosti apolipoproteina B (ApoB), partikula male gustine LDL 1 HDL, pri ¢emu su sve
ove komponente nezavisno aterogene i prisutne kod ljudi sa T2DM i MS. SniZena vrednost
HDL-holesterola i poviSena vrednost TG se ¢esto srecu kod osoba sa IR, sa ili bez T2DM, i
predstavljaju faktore rizika za razvoj koronarne bolesti [113].

1.4.2. Etiopatogeneza metaboli¢kog sindroma

U osnovi kompleksnih patofizioloskih mehanizama nastanka MetS nalaze se
insulinska rezistencija (IR) i1 poremecaj funkcije masnog tkiva na terenu genetski
predodredenog fenotipa [114]. Insulinska rezistencija postoji kada normalna koncentracija
insulina proizvodi manji od normalnog bioloSkog odgovora [115]. Takode, IR se definiSe
kao oStec¢eni bioloSki odgovor na delovanje egzogenog ili endogenog insulina [116]. IR nije
vezana samo za metabolizam glikoze, ve¢ se moze primeniti na bilo koje biolosko
delovanje insulina ukljucuju¢i i delovanje na metabolizam lipida i1 proteina, funkciju
vaskularnog endotela i ekspresiju gena.

Insulin ostvaruje dejstvo putem insulinskog receptora koji pripada grupi tirozin
kinaznih receptora. Insulinski receptor je transmembranski glikoporotein, heterotetramer
sastavljen od dve ekstracelularne alfa i dve transmembranske beta subjedinice. Insulin se
vezuje za alfa subjedinicu, ¢ime dovodi do autofosforilacije tirozin specifi¢ne kinaze beta
subjedinice i njene aktivacije. Delovanje insulina obuhvata Sirok spektar razlicitih efekata u
brojnim ciljnim tkivima kao Sto su 1) anabolicki efekti: stimulacija sinteze glikogena,
lipogeneza, sinteza proteina; 2) antikatabolicki efekti: inhibicija lipolize, proteolize i
glikogenolize; 3) stimulacija transportnih procesa kroz celijsku membranu (glukoza,
aminokiseline, joni); 4) stimulacija rasta u odredenim ciljnim tkivima putem stimulacije
sinteze RNK 1 DNK i pomenutih anaboli¢kih efekata. Pomenuti razliciti efekti insulina
ostvaruju se njegovim vezivanjem za isti tip insulinskog receptora, dok se raznovrsnost
insulinskog dejstva moze objasniti postreceptorskom aktivacijom multiplih signalnih
puteva (slika 6).

Jedan od nacina daljeg prenosa signala nakon aktivacije beta podjedinice jeste
fosforilacija nekoliko supstrata kao Sto su: 1) insulin receptor supstrat (IRS) proteini; 2)
Shc; 3) Gab-1; 4) protoonkogen c-Cbl. Svaki od ovih supstrata dalje aktivira razli¢it
signalni put fosforilacijom tirozinskih ostataka nishodnih proteina. Insulin receptor supstrat
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(IRS) sadrzi aminoterminalni deo sa fosfotirozin vezuju¢om domenom koja ucestvuje u
vezivanju za aktiviranu tirozin kinazu insulinskog receptora [117]. Karboksi-terminalni kraj
svakog IRS proteina sadrzi set tirozin fosforilacionih mesta koja ucestvuju u aktiviranju
nishodnih signalnih proteina. Stimulacija insulinom dovodi do tirozin fosforilacije IRS
proteina koji se specificno vezuju za Src-homolognu-2 domenu (SH-2) nekoliko nishodnih
signalnih proteina: 1) fosfatidil inozitol 3 kinaza-Pl 3 kinaza; 2) SH-2 protein-tirozin
fosfataza, SHP 2; 3) adaptorni proteini (Grb-2, nck, crk). Dakle IRS proteini su klju¢no
mesto u daljem grananju signalnih puteva insulina [118, 119]. Tirozin fosforilisani IRS
protein se vezuje za PI-3 kinazu. PI-3 kinaza katalizuje stvaranje fosfatidil inozitol tri
fosfata (PIP-3) koji je sekundarni glasnik i dovodi do aktivacije nekoliko PI-3 zavisnih
serin/treonin kinaza: fosfatidil inozitol zavisna protein kinaza 1 (PDK 1), Akt/PKB, protein
kinaza C (PKC) [120]. Pokazano je da stimulacija insulinom u skeletnim misi¢ima i
adipocitima dovodi do translokacije Akt/PKB i atipi¢nih izoformi PKC iz citozola u
¢elijsku membranu gde se aktiviraju pod uticajem PDKI1. Ovim putem dolazi do
translokacije GLUT4 i GLUT 1 i povecanog preuzimanja glukoze. PKC moze da redukuje
insulinski signal serin fosforilacijom tirozin kinaze insulinskog receptora ili serin
fosforilacijom IRS 1 i na taj na¢in dovodi do redukuje preuzimanja glukoze u perifernim
tkivima [121]. Aktivacija Akt putem PDK-1 i mammalian target of rapamycin (mMTORC2)
omogucava fosforilaciju i aktivaciju brojnih nishodnih molekula. Akt fosforiliSe tuberozne
skleroze kompleks protein 2 (TSC-2), indukuju¢i degradaciju tumor supresor kompleksa
TSC-2 i TSC-1, Sto aktivira mTORC1 komplex. Akt aktivacija mTORC1 se moZe ostvariti
fosforilacijom proline-rich Akt substrate 40 KDa (PRAS40), koji je inaCe inhibitor
MTORC1. mTORC1 kompleks zatim fosforiliSe i inhibira 4E-binding protein 1 (4E-BP1),
aktivira ribosomalni protein S6 kinaze S6KI1 i S6K2 i SREBPI, ¢ime reguliSe Citavu
gmrezu gena koji kontrolicu metabolizam, sintezu proteina i ¢elijski rast [122].

Pored regulacije glukoznog transporta i sinteze proteina pokazano je da Akt/PKB
ima direktnu ulogu u regulaciji sinteze glikogena (fosforilacijom i inaktivacijom glikogen
sintetaze kinaze 3, GSK3) i sintezi lipida (aktiviraju¢i kinaznu kaskadu preko signalnog
puta mTOR koji suprimuje transkripciju transkripcionih faktora Forkhead box O (Foxol)
[123]. U stanju IR supresija IRS1 i IRS2 dovodi do inhibicije PIP3 signalnog puta i

nishodne aktivacije Akt i Foxol, uzrokuju¢i hiperinsulinemiju i metabolicku inflamaciju.
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IRS-Akt-Foxol signalni put direktno povecava aktivnost azot oksid sintetaze (eNOS) i
stvaranje NO u endotelu krvnih sudova dovodeci do vazodilatacije [124].

Atipi¢ne izoforme protein kinaze C (PKC) pored regulacije glikoznog transporta,
imaju ulogu u sintezi proteina i genskoj ekspresiji (aktivacijom signalnog puta mitogen
aktiviraju¢e protein kinaze, MAPK). Interakcijom adaptornog proteina Grb-2 (growth
factor receptor binding protein-2) i IRS1/IRS2 dolazi do aktivacije Ras/RaffMAPK
signalnog puta koji dovodi do transkripcije gena uticuci na rast i diferencijaciju. SHP-2

takode ima ulogu u aktivaciji MAPK kinaze [125].
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Insulinska rezistencija u masnom tkivu ima veoma vaznu ulogu u patofiziologiji

MetS [126]. Sa povecanjem gojaznosti, posebno visceralnog masnog tkiva, povecava se
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fluks SMK [127]. Normalno insulin stimuliSe aktivnost adipocitne LPL, narocito
postprandijalno. LPL oslobada SMK iz lipoproteinskih triglicerida (VLDL, hilomikroni).
Insulin stimuliSe ulazak SMK u adipocite i njihovu reesterifikaciju u trigliceride. U
gojaznosti u uslovima hiperinsulinemije, postoji rezistencija na antilipoliticko dejstvo
insulina, odnosno rezistencija hormon senzitivne lipaze na inhibitorno dejstvo insulina $to
rezultuje pove¢anom hidrolizom triglicerida i oslobadanja SMK u cirkulaciju [126, 128],
kao i rezistencija lipoproteinske lipaze na stimulatorno dejstvo insulina Sto dovodi do
snizenog klirensa VLDL [129]. Ne samo da IR dovodi do porasta SMK, ve¢ i same SMK
stimulisanu lipolizu Sto rezultuje povisenom koncentracijom SMK u portnom sistemu,
poveéanim preuzimanjem SMK u jetri gde uzrokuju IR [130]. PoviSen nivo SMK i
hiperinsulinemija u jetri stimuliSu sintezu i deponovanje triglicerida, a viSak se oslobada
kao VLDL. Hipertrigliceridemija je udruZena sa smanjenjem koncentracije HDL. Stvara se
manji i trigliceridima bogat HDL koji je supstrat za razgradnju od strane hepaticne lipaze.
Partikule koje nastaju, eliminiSu se brzo preko bubrega uz snizenje koncentracije HDL.
Aktivnos$éu hepati¢ne lipaze povecan je transfer triglicerida iz trigliceridima bogatih
masnih partikula u LDL, Sto dovodi do stvaranja proaterogenih malih gustih Cestica.
Dislipidemiju u insulinskoj rezistenciji i MetS karakteriSe hipertrigliceridemija (VLDL),
snizena koncentracija lipoproteina visoke gustine (HDL) i izmenjen sastav lipoproteina
male gustine (LDL) [130].

U jetri SMK stimuliSu glukoneogenezu zbog izostanka inhibitornog efekta insulina
usled IR. SniZena je aktivnost glukokinaze (rezistencija na stimulatorno dejstvo insulina) u
jetri 1 povecano je bazno otpuStanje glikoze. U skeletnim miSi¢ima SMK inhibiraju
insulinom posredovano preuzimanje glukoze i oksidaciju, smanjuju sintezu glikogena zbog
sniZene aktivnosti glikogen sintetaze (smanjena sposobnost insulina da aktivira ovaj enzim)
1 povecavaju nivo intramiocitnih lipida. U pankreasnim ostrvcima SMK smanjuju sekreciju
insulina, uticu na mitohondrije beta ¢elije dovodeci do oksidativnog stresa i ostecenja Celije
[131]. Kao posledica javlja se relativna hiperglikemija koja je kompenzovana
hiperinsulinemijom. Sa nastankom disfunkcije pankreasne B ¢elije dolazi do pojave

postprandijalne, a potom i hiperglikemije naste.
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Masno tkivo, kao endokrini organ sekretuje brojne adipokine kao $to je adiponectin,
retinol-binding protein (RBP4), resistin i plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) i
pokazuje ekspresiju proinflamatornih citokina kao Sto su IL-6, IL-18 i C-reaktivni protein
(CRP) koje sekretuje u cirkulaciju i TNF-alfa koji ostvaruje efekte parakrinim putem.
Citokini se sintetiSu i u ve¢im adipocitima i monocitima porekla makrofaga [132],
moduliraju efekat insulina u jetri, masnom tkivu i skeletnim miSi¢ima. IL-6 stimuliSe
hepati¢nu sintezu CRP-a, serumskog amiloida A, fibrinogena i PAI-1, stimuliSe hepati¢nu
produkciju glukoze, sintezu VLDL u jetri i povecava IR na nivou misica. TNF alfa preko
serin kinaza i tirozin fosfataza inhibira tirozin kinazu IR (inhibira autofosforilaciju), a preko
serin fosforilacije inhibira IRS-1. Na taj naéin inhibira signalnu transdukciju insulina u
adipocitima i skletnim misi¢ima. Pokazano je da visceralno masno tkivo u odnosu na
subkutano ima razli¢itu ekspresiju gena za adipokine i to smanjenu ekspresiju gena za
adiponektin, a vecu ekspresiju gena i sintezu PAI-1 [133, 134]. Znacajno viSe sadrzi
makrofaga koji sinteiSu IL-6 i TNF-, koji stimuliSu sekreciju CRP-a [135]. Pokazano je da
je plazma nivo adiponektina snizena kod osoba sa MetS odnosno u gojaznosti i DM2, a
takode 1 kod pacijentata sa koronarnom bolesti. Nivo adiponektina u plazmi negativno
korelira sa stepenom gojaznosti a pozitivno sa insulinskom senzitivnis¢u. Adiponektin
povecava insulinsku senzitivnost povecavajuci oksidaciju masnih kiselina, Sto rezultuje
smanjenjem nivoa cirkuliSu¢ih masnih kiselina i smanjenjem intracelularnog sadrzaja
triglicerida u miSi¢ima 1 jetri. Ovaj protein takode suprimuje ekspresiju adhezivnih
molekula na vaskularni endotel 1 smanjuje produkciju citokina iz makrofaga inhibirajuci
zapaljenski proces tokom rane faze aterogeneze. Zbog toga se pretpostavlja da se aterogena
uloga hiperinsulinemije u metabolickom sindromu bar delom ostvaruje putem sniZenja

adiponektina [136].
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Odrediti ucestalost polimorfizma gena za hGR (N363S, Bcll, ER22/23EK, A3669G) kod
pacijenata sa unilateralnim i bilateralnim adrenalnim incidentalomima.

Ispitati povezanost polimorfizma gena za hGR sa aktivno$¢u HHA osovine, odnosno sa
glukokotikoidnom senzitivnosti.

Odrediti ucestalost subklinickog hiperkorticizma kod pacijenata sa unilateralnim i
bilateralnim incidentalomima.

Ispitati povezanost polimorfizma gena za GR, insulinske senzitivnosti i parametara
metabolickog sy.

Ispitati povezanost polimorfizma gena za GR i telesnog sastava kod pacijenata sa
unilateralnim i bilateralnim incidentalomima

ispitati povezanost polimorfizma gena za GR i koStane gustine kod pacijenata sa
unilateralnim i bilateralnim incidentalomima.

Ispitati ekspresiju GR (GRa i GRP) u tumorskom i peritumorskom tkivu adrenalnih

incidentaloma i normalnom adrenalnom tkivu.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Tip studije, mesto i vreme istrazivanja

Vrsta studije: studija preseka

Ispitivanje je sprovedeno u Klinici za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma,
Klini¢kog centra Srbije u Beogradu, u periodu od 2010 do 2013 godine. Istrazivanje je
odobreno od strane Etickog komiteta Klinickog centra Srbije i Etickog komiteta

Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

3.2. Ispitanici

U studiju su bila ukljucena 152 uzastopna pacijenta sa adrenalnim incidentalomima
(Al), od kojih je 105 (69.1%) imalo unilateralan adrenalin incidentalom (UAI), a 47
(30.9%) bilateralni incidentalom nadbubrega (BAI). Svi pacijenti su dali informisani
pristanak. Pacijenti su hospitalno leeni. Sve adrenalne mase dijagnostikovane su
ultrazvukom, kompjuterizovanom tomografijom (CT) ili magnetnom rezonancom
(MR). Mase uocene ultrazvukom su potvrdene putem CT ili MR. Kontrolna grupa je
obuhvatila 100 zdravih dobrovoljaca (65 Zena, starosti 28-76 godina). Kontrolni subjekti su
ukljuceni u studiju nakon §to je kod svakog od njih ultrazvu¢nim pregledom potvrdeno
odsustvo adrenalnog tumora.

Kriterijumi za ukljucivanje u studiju bili su: 1. slucajno otkriveni UAI i BAI, 2.
CT/MRI morfoloSke karakteristike adenoma; 3. odsustvo simptoma i znakova klini¢ki
manifestne hiperfunkcije.

Kriterijumi za iskljucivanje bilu su: 1. ACTH zavisni oblici hiperplazije
nadbubrega (M. Kusing, kongenitalna adrenalna hiperplazija), primarni aldosteronizam,
feohromocitom, adrenokortikalni karcinom i metastatska bolest; 2. bolesti koje bi uticale na

koStani metabolizam.

3.3. Protokol ispitivanja
3.3.1. Antropometrijski parametri

Antropometrijski parametri su obuhvatli merenje telesne tezine (TT), telesne
visine (TV), obima struka (OS) i obima kuka (OK). Vrednosti OS >94 cm za
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muskarce i >80 cm za Zene su smatrane abdominalnim tipom gojaznosti [137]. Indeks
telesne mase (Body mass index, BMI) je raCunat prema slede¢oj formuli [TT
(kg)/TV? (m?)]. Pacijenti sa BMI > 25 kg/m* su okarakterisani kao prekomerno
uhranjeni, a sa BMI > 30 kg/m® kao gojazni [137, 138]. Telesni sastav je procenjivan
pomocu “dual energy x-ray absorptiometry” (DXA) metode, model Discovery W (S/N
82874). Takoze smo racunali fat mass index FM index (FMI = FM (kg)/TV? (m?) i lean
body mass index LBM index (LBMI = LBM (kg)/TV? (m?). Prednost upotrebe FMI i
LBMI, u poredenju sa BMI, je Sto bolje procenjuje relativni uticaj starosti i individualnih
varijacija u masnoj i miSi¢noj masi [139]. Nedavne studije su procenile da je centralna
distribucija masti, merena DEXA metodom koristan marker insulinske senzitivnosti kod
zdravih osoba i da merenje totalne abdominalne masne mase (visceralno plus anteriorno i
posteriorno subkutano masno tkivo) ima visoku prediktivhu mo¢ za zdravlje. Pokazana je
dobra korelacija izmedu centralne abdominalne masti merene DEXA metodom i visceralne

masti merene CT i MR.

3.3.2. Procena visine krvnog pritiska, metabolizma glukoze i lipidnog statusa

Osobe sa sistolnim krvnim pritiskom > 130 mmHg i/ili dijastolnim krvnim
pritiskom > 85mmHg ili upotrebom antihipertenzivne terapije su definisane kao
hipertenzivni [138]. Tip 2 dijabetes melitusa (DM2) je definisan ako je osoba imala
raniju dijagnozu ili je bila na anti-dijabeticnoj terapiji. Pacijenti bez dijabetesa
podvrgnuti su oralnom testu opterecenja glukozom (OGTT) sa 75g glukoze, sa
odredivanjem glukoze 1 insulina u plazmi na pocetku i posle 30, 60, 90 1 120min.
Kriterijumi koji se Kkoriste za definisanje DM2 u skladu su sa preporukama
American Diabetes Association [140]. Dislipidemija je definisana kad nivo triglicerida
(TG) u serumu > 1.7mmol/l, ili nivo holesterola visoke gustine (HDL) <1.0mmol/l
kod muskaraca i< 1.3 mmol/l kod Zena [138, 141]. Insulin resistance was assessed by
homeostasis model assessment (HOMA) index [(fasting glucose (mmol/l x fasting insulin

(MIU/)/22.5] [142].

3.3.3. Hormonske analize
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Hormonske analize su obuhvatile: plazma kortizol u 08.00h i 24.00h (RIA);
24-h urinarni slobodni kortizol (urinary free cortisol, UFC) (high-performance liquid
chromatography, HPLC), plazma koncentraciju adrenokortikotropnog hormona (ACTH)
(RIA). Primenjen je prekono¢ni i dexametazon supresivni test sa Img dexametazona
(DST-1mg) oralno u 23.00h i uzorkovanjem krvi za plazma kortizol narednog jutra
u 08.00h. Takode je sproveden dvodnevni nisko-dozni dexametazon supresioni test (low-
dose dexamethasone suppression test LDDST): 0.5mg oralno, svakih 6h tokom dva dana,
sa odredivanjem serumskog kortizola 8h nakonposlednje doze deksametazona. Radi
isklju¢enja druge hormonske produkcije, odredivano je: koncentracija kateholamina u
24h urinu (HPLC nakon solidne faze ekstrakcije, Waters, HLB 30mg, Milford, MA, USA;
referentni opseg 40-245nmol/24h), plazma reninska aktivnost (PRA) (RIA) i plazma
koncentracija aldosterona (PKA) (RIA), sa racunanjem posturalnog PKA/PRA odnosa,
plasma 17-OH-progesteron(RIA, ukupni testosteron(RIA, androstenedion (RIA) i
dehidroepiandrosteron-sulfat (DHEAS) (RIA).

Dijagnoza SH je postavljena na osnovu nivoa DST-1mg kortizola > 50 nmol/l i
LDDST kortizola > 50nmol/l i pozitivnim bar jednim navedenim kriterijumom: 1) ACTH
nivo <10 ng/l; 2) pono¢ni kortizol >208 nmol/l; 3) UFC >245nmol/24h, koji odgovara
gornjoj granici normale naSe metode. Kriterijumi za supresiju kortizola: DST-1mg kortizol
< 50 nmol/l dijagnostic¢ki kriterijum za isklju¢enje autonomne sekrecije kortizola; DST-
Img kortizol izmedu 50.1 i 137.9 nmol/l kriterijum za ,,mogucu autonomnu sekreciju
kortizola“; i DST-1mg kortizol >138 nmol/I kriterijum za ,,autonomnu sekreciju kortizola“
[143].

3.3.4. Biohemijske analize

Plazma glukoza je odredivana metodom glukozo - oksidaze, (Beckman Glucose
Auto-Analyzer, Fullerton, CA, USA). Serumski holesterol i trigliceridi su mereni
metodom hromatografije. Koncentracija insulina je merena metodom radioimunoeseja
(RIA) (IINEP, Zemun, Srbija) ); lower limit of sensitivity was 3.0 mU/L, whereas intra
and inter-assay coefficients of variations (CVs) were <10.0%.; koncentracija plazma
kortizola RIA metodom (CORT-CT2; CIS Bio International, Gif-Sur-Yvette Cedex,

France) Minimum detectible concentration was 4.6 nmol/L; intra- and inter-assay CVs were
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5.4% and 7.3%, respectively, UFC HPLC metodom, ACTH imunoradiometrijskim
esejem (CIS Bio International) sensitivity of the method was 5pg/mL, with intra- and
inter-assay CVs ranging from 3.1% to 8.9%. betacross laps, osteocalcin (ECLMA), PTH
(RIA), vitamin D (HPLC).

3.3.5. Procena koStane gustine

Kostana gustina Bone Mineral Density (BMD je merena metodom dual-energy X-
ray absorptiometry (DXA, model Hologic Discovery W, MA, USA (S/N 82874) na nivou
lumbalnog dela ki¢me i kuka. Z - i T — skorovi su racunati prema referentnim krivama
proizvodaca. Normalna BMD je definisana kao T-score >-1.0 kod post-menopauyalnih
zena i musSkaraca preko 50 god starosti; Z score > -2 kod premenopauzalnih zena ili Zena
mladih od 50 god. Osteopenia je definisana kao T score izmedu -1.0 i -2.5 kod post-
menopauyalnih Zena i muskaraca preko 50 god starosti; Z score < - kod premenopauzalnih
Zena ili Zena i muSkaraca mladih od 50 god. Kod pacijenata starosti iznad 50 god, T-score <
-2.5 je pokazatelj osteoporoze [144, 145]. Kiriterijumi za koStanu gustinu celog skeleta:
osteoporoza je definisana ako T score <2.35, osteopenija T score izmedu -2.35 i1 -0.9,

normalan BMD T score > -1 [146]

3.3.6 lzolovanje DNK iz uzoraka

Za izolovanje DNK iz leukocita periferne krvi kori$¢en je komercijalni kit QIAamp
DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Nemacka). Postupak je izveden prema uputstvu
proizvodaca. Izolovanje DNK iz tkiva izvedeno je primenom standardne fenol-hloroform
metode uz koriS€enje proteinaze K. Koncentracije dobijenih DNK odredene su
spektrofotometrijskom metodom na aparatu Gene Quant Pro (GE healthcare, Little
Chalfont, Velika Britanija) [147].
PCR metoda: da bi utvrdili moguce prisustvo polimorfizama ER22/23EK, Bcll, N363S i
A3669G u genu za hGR, uradene su PCR amplifikacije sa specifi¢no dizajniranim PCR
prajmerima (eng. primers), u aparatu Thermocycler T3 Combi (Biometra, Goettingen,
Nemacka). Svi prajmeri su dizajnirani koriS§¢enjem programa Primer 3 (v. 0.4.0.) [147].
RFLP metoda: analiza podrazumeva fragmentisanje uzorka DNK pomoc¢u odgovarajuceg

restrikcionog enzima, koji prepoznaje i sece DNK na mestima gde je prisutna specificna
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kratka sekvenca, a sam proces se naziva restrikciona digestija. Dobijeni DNK fragmenti se,
u zavisnosti od njihove duZine, razdvajaju tokom procesa elektoforeze na agaroznom gelu.
U ovom istrazivanju RFLP metodom smo zeleli da utvrdimo da li su ispitanici eventualni
nosioci polimorfnih alela u ER22/23EK, i Bcll polimorfizmima u GR genu

Direktno sekvenciranje DNK: da bi se potvrdilo postojanje ER22/23EK, Bcll, N363S i
A3669G polimorfizama u genu za hGR, PCR produkti su direktno sekvencirani u oba
pravca u aparatu ABI PRISM Genetic Analyzer 3130 (Life Technologies, Applied
Biosystems, Carlsbad, SAD). PCR produkti su prec¢is¢eni pomocu kita PCR Purification
Kit (Qiagen, Hilden, Nemacka). Nakon toga je po 25 ng preciS¢enih PCR produkata,
koris¢enjem ABI PRISM Big Dye Terminator Kit v1.1 (Life Technologies, Applied
Biosystems, Carlsbad, SAD) reamplifikovano PCR metodom, prema uputstvu proizvodaca.
Dobijeni PCR produkti su precis¢eni koris¢enjem kita Dye Ex 2.0 Spin Columns (Qiagen,
Hilden, Nemacka) prema uputstvu proizvodaca. Nakon toga su prec¢is¢eni PCR produkti,
prema protokolu predvidenom za koriSéeni kit za sekvenciranje, podvrgnuti kapilarnoj
elektorforezi u genetiCkom analizatoru ABI PRISM Genetic Analyzer 3130, a zatim
analizirani primenom programa AB DNA Sequencing Analysis Software v5.2. Dobijene
sekvence uporedene su sa odgovaraju¢im genomskim sekvencama introna 2, egzona 2 1 93

hGR [147].

3.3.7 Analiza adrenalnog tkiva

Uzorak adrenalnog tkiva je dobijen od ispitanika kod kojih je postojala indikacija za
operativnim le¢enjem tumora nadbubrega u odnosu na MRI/CT morfoloske karakteristike i
na osnovu veli¢ine tumora. Tumorsko tkivo je analizirano od strane patohistologa, sa
separacijom tumorskog i peritumorskog tkiva. Analizirani su patohistoloski uzorci dobijeni
seCenjem 15 parafinskih kalupa adrenokortikalnih adenoma, kao i 11 parafinskih kalupa
odgovarajuceg peritumorskog tkiva i 11 sveze zamrznutih, ili parafinskih uzoraka zdravog
humanog adrenalnog tkiva. Ekspresija GR na nivou mRNK i proteinskom nivou analizirana
je putem Western blota.
3.3.8. Western Blot analiza

Lizati tumorskog, peritumorskog i normalnog adrenokortikalnog tkiva su

pripremljeni homogenizacijom sveze smrznutog uzorka tkiva u puferu koji sadrzi 0.1%
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Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) i proteazni inhibitor (Roche Applied
Science, Mannheim, Germany). Uzorci su denaturisani (70°C za 10 min) pre elektroforeze
na 4-12% Bis-Tris gelu (Invitrogen; Life Technologies), a potom je ucinjen transfer
razdvojenih polipeptida sa gela na nitrocelulozne membrane Hybond ECL (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA). Potom je ucinjeno blokiranje nespecificnog vezivanja antitela za
membranu u TBST Koji sadrzi 5% rastvor obranog mleka u prisustvu deterdZenta
0.1%TWIN 20 u trajanju od 1 sata na sobnoj temperaturi. Inkubacija blotova primarnim
antitelom za GR izvrSena je u rastvoru za blokiranje nespecifi¢nog vezivanja, preko noci,
na sobnoj temperaturi (clone 4H2, NCL-GCR; Novocastra; Leica Biosystems Newcastle
Ltd, Newcastle upon Tyne, UK). Nakon ispiranja blotovi su testirani anti-misjim
sekundarnim antitelima. Inkubacija je vrSena 1 sat na sobnoj temperaturi.

Za detekciju proteina upotrebljeni su Western blotting reagensi Amersham ECL
Plus (GE Healthcare). Koli¢ina proteina je normalizovana AC-15 antitelom za B-actin
(Sigma-Aldrich). Proteinski lizati za pozitivnu kontrolu ekspresije GR su dobijeni iz MCF-
7 ¢elija 1 humanih limfocita. Za odredivanje koncentracije Hsp70 i Hsp90 u tkivnom lizatu,
proteini su razdvojeni elektroforezom na 4-12% natrijum dodecyl sulfate—polyacrylamide
gelu (SDS-PAGE). Potom su transportovani na nitrocelulozne membrane, koje su
inkubirane sa SPA-820 (Stressgen) i CA (SC-13119) (Santa Cruz Biotechnology)
primarnim antitelima. Nakon vizualizacije imunoreaktivnih traka, membrane su stripovane
sa 0.2 mol/L NaOH i blokirane sa antitelom AC-15 za B-actin. Detekcija imunoreaktivnih
traka je ucinjena reakcijom hemifluorescencije (Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, Amersham, UK), signali su skenirani STORM skenerom, a trake su

kvantifikovane koris¢enjem softvera [148].

3.4. Statisticka analiza

Podaci su analizirani koriS¢enjem softverskog paketa SPSS for Windows verzije
17.0. Rezultati za neprekidne varijable su prikazani kao srednja vrednost = SD, a za
binarne varijable kao apsolutne vrednosti i proporcije. P<0.05 je smatran statisticki
znaCajnim. Primenjene analitiCke statisticlke metode za neprekidne promenljive su
Studentov t-test ili Mann—-Whitney U-test, a za binarne promenljive Pearson-ov y-

test ili Fisher'ov test. Samo su komparacije ekspresije GR izmedu razli¢itih uzoraka tkiva
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(adrenokortikalni adenomi, peritumorsko i zdravo tkivo nadbubreznih Zlezda) dobijeni
Kruskal - Wallis testom. Povezanost izmedu obelezja je testirana korelacionim analizama
koris¢enjem Pearson-ovog koeficijenta linearne korelacije (kontinuirana obelezja a
normalnom raspodelom, logaritamski transformisana HOMA, trigliceridi, insulinemije,
glikemije), odnosno Spearman-ovog koeficijent ranga korelacije (kontinuirana obeleZja
koja nemaju normalnu raspodelu ili kategorijska obelezja). Linearna i binarna logisticka
regresija je koriS¢ena za modelovanje odnosa zavisnih i nezavisnih promenljivih. Za
proveru odstupanja od Hardy-Weinberg principa primenjen je 2 test koris¢enjem dobijenih
ucestalosti genotipova tokom istrazivanja i ocCekivanih ucestalosti genotipova dobijenih
primenom Hardy-Weinberg principa. Procene relativnog rizika za nastanak
adrenokortikalnog tumora, kao i ORs (Odd Ratios) izracunate su sa 95% Cls (Confidence
Intervals), te na osnovu toga izrazene u opsegu gornjih i donjih granica. Za sve
polimorfizme, osim za Bcll, OR su izraCunati iz odnosa nosilaca manjeg alela kod
pacijenata i kontrolnih subjekata. Tamo gde je ucestalost bila 0, dodata je minimalna
pozitivna vrednost (1) u sve Cetiri ¢elije 2 x 2 tabele, te izrac¢unat OR i 95% CI nakon ovih
operacija. Za procenu insulinske rezistencije koris¢en je HOMA-IR (Homeostasis Model

Assessment-Insulin Resistance) model [149].
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40. REZULTATI
4.1. Karakteristike pacijenata sa unilateralnim i bilateralnim incidentalomima
4.1.1. Demografske, klinicke i metabolicke karakteristike pacijenata sa UAI i BAI

U istrazivanje je bilo ukljueno 152 pacijenta, od kojih 105 (69.1%) sa
unilateralnim adrenalnim incidentalomima (UAI) i 47 (30.9%) sa bilateralnim adrenalnim
incidentalomima (BAI). Grupe se nisu medusobno razlikovale po starosti, polu, BM i
OS. Vecina pacijenata je imala abdominalni tip gojaznosti. Izmedu pacijenata sa UAI i BAI
nije bilo razlike u prevalenciji tipa 2 dijabetesa (DM2) i hipertenzije, trajanju hipertenzije,
visini sistolnog dijastolnog krvnog pritiska. Takode nije bilo razlike u nivou lipida i
HOMA-IR. Zene su bile zastupljenije u grupi sa BAI u odnosu na UAI (80.9% vs 64.8%,
p=0.046). Iako su pacijenti sa BAI imali ve¢u dimenziju ve¢eg adrenalnog tumora u odnosu
na unilateralni adrenalni tumor, nije bilo statisti¢ki znacajne razlike (30.0+£12.2 vs 32.3
9.9 mm, p=0.254). Demografske, klinicke I metaboli¢ke karakteristike su prikazane u
Tabeli 2.
Tabela 2. Demografske, klinicke i metaboli¢ke karakteristike pacijenata sa UAI i BAI

Karakteristike Unilateralni Bilateralni p
Mean + SD Mean + SD
Starost, god 58.0+£11.09 59.17 +10.17 0.539
Pol, n (%)
Muskarci 37 (35.2) 9(19.1) 0.046
Zene 68 (64.8) 38 (80.9)
Veli¢ina tumora, mm 30.0 +12.2 32.3+9.9 0.254
(opseq) (10-65) (14-58)
ITM, kg/m* 28.3+55 28.2+5.1 0.951
ITM kategorija, %
18.5-25.0 26.7 23.4 0.516
25.1-29.9 40.0 48.9
>30.0 33.3 27.6
Obim struka, cm 96.2+12.7 96.4+£15.2 0.961
> 94 ¢cm (m), > 80 cm (f), % 81.1 81.8 0.914
Struk/kuk odnos 0.91 0.90 0.558
Hipertenzija, % 77.1 66 0.148
Trajanje hipertenzije, god 6.8 +8.0 6.9+8.8 0.954
SKP (mmHg) 140 + 24 140 + 22 0.952
DKP (mmHg) 86 + 13 87+11 0.554
Glc, 0 min OGTT 4.8+0.7 4.6x0.7 0.074
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Glc, 120 min OGTT 6.5+2.5 6.0+2.2 0.272

Ins, 0 min OGTT 15.7+8.3 16.1+8.3 0.777
Ins, 120 min OGTT 64.3+49.3 59.6+£36.3 0.606
DM2 ukupan, n % 26 (17.1) 9 (5.9 0.447
Holesterol, mmol/L 579+ 1.15 6.0 £ 0.96 0.270
HDL holesterol, mmol/L 1.27 +0.33 1.38 +0.36 0.060

Muskarci < 1.03 mmol/L, %

Zene < 1.29 mmol/L (f), % 45.2 39.1 0.490
LDL holesterol, mmol/L 3.7+1.0 3.8+0.8 0.811
Trigliceridi, mmol/L 1.7+£0.7 1.8+£0.9 0.398

>1.7 mmol/L, % 42.3 46.8 0.606
Statini, % 16 (10.5) 11 (7.2) 0.223
HOMA IR 3.40 + 2.08 3.27 £ 1.63 0.739

ITM indeks telesne mase; SKP sistolni krvni pritisak; DKP dijastolni krvni pritisak,
Glc glikemija; ins insulin; DM2 dijabetes mellitus tip2, HDL high density
lipoprotein, LDL low density lipoprotein, HOMA IR homeostasis assessment model
inex

4.1.2. Hormonske karakteristike pacijenata sa UAI i BAI

Pacijenti sa BAI imaju niZe vrednosti ACTH i vece vrednosti kortizola nakon DST-
Img i LDDST. Takode, imaju viSe vrednosti urinarnog slobodnog kortizola (UFC), ali nije
dostignuta statisticka znacajnost. Nije bilo razlike u koncentraciji jutarnjeg i ponoc¢nog
kortizola (Tabela 3).

U celoj grupi pacijenata nadena je negativna korelacija ACTH sa DST-1mg
kortizolom (rho=-0. 309, p=<0.001) kao i negativna korelacija sa LDDST kortizolom
(rho=-0.420, p=<0.001). Uocena je pozitivna korelacija pono¢nog kortizola sa DST-1mg
kortizolom (rh0=0.470, p=<0.001) i LDDST kortizolom (rho=0.354, p=<0.001).

Tabela 3. Hormonske karakteristike pacijenata sa UAI i BAI
ACTH-adrenokortkotropni  hormon; UFC urinary free cortisol; SH subklinicki
hiperkorticizam
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Characteristike Unilateralni Bilateralni p

ACTH, ng/L 23.95+19,0 17.07 £ 10.87 0.023
Kortizol 08h, nmol/L 474,77 + 326.19 486.95 + 133.19 0.806
Kortizol 24h, nmol/L 123.22 +81.16 127.65 + 73.96 0.758
UFC, nmol/24h 120.28 + 20,63 145.45 + 26.39 0.450
Kortizol DST-1mg, nmol/L 59.23 + 55.00 91.94 + 82.54 0.005
Kortizol LDDST, nmol/L 5451 £5.33 87.8+11.92 0.040
Pacijenti sa SH-DST, n (%) 17/104 (16.3) 14/47 (29.8) 0.058
Patienti sa SH-LDDST, n (%) 16/105 (15.2) 14/45 (31.1) 0.026
ACTH < 10 ng/L, n (%) 19/104 (18.3) 8/46 (17.4) 0.897
kortizol 24h > 208nmol/L, n (%) 10/102 (9.8) 7143 (16.3) 0.268
UFC >245nmol/24h, n (%) 2/35 (5.7) 4/20 (16.7) 0.172

Rezultati pokazuju visoku ucestalost neadekvatne supresije kortizola nakon DST-
Img, a jo§ znacajnije nakon LDDST, sa znacajno veCom ucestaloS¢u izostanka supresije
kod pacijenata sa BAI, nezavisno od primenjenih kriterijuma supresije (kortizol<50nmol/I;
50-137.9nmol/l; >138nmol/l) (Tabela 4).

Tabela 4. Serumski kortizol nakon dexametazon supresivnih testova

DST-1mg, n=151 LDDST, n=150
Kortizol UAI BAI p UAI BAI p
nmol/L n (%) n (%) n (%) n (%)
<50 66 (63.5) 18(38.3) 0.014 69(65.7) 18 (40.0) 0.013
50.1-137.9 30(28.8) 24(51.1) 27 (25.7) 19(42.2)
> 138 8 (7.7) 5 (10.6) 9 (8.6) 8 (17.8)

UAI unilateralni adrenalni incidentalomi; BAI- bilteralni adrenalni incidentalomi; DST-1mg-
dexametazon supresivni test sa Img; LDDST- niskodozni DST

U cilju poboljsanja specificnosti evaluacije prisustva subklini¢kog hiperkorticizma
(SH), glavnom kriterijumu (kortizol nakon DST 1mg ili LDDST) dodat je bar jedan
abnormalan hormonskii rezultat (ACTH, pono¢ni kortizol i UFC). Prevalencija SH na
osnovu DST-1mg (SH-DST) u ukupnom broju pacijenata iznosila je 20.5%, a na osnovu
LDDST (SH-LDDST) iznosila je 20%. Uocen je trend vece prevalencije SH kod pacijenata
sa BAI na osnovu SH-DST (29.8% vs 16.3, p=0.058) i statisti¢ki znacajna razlika u
prevalenciji SH-LDDST izmedu pacijenata sa BAI i UAI (31.1% vs 15.2%, p=0.026)
(Tabela 3).
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4.1.3. Korelacija veli¢ine adrenalnog incidentaloma i parametara HHA osovine

Kada se posmatra veli¢ina veceg bilateralnog adenoma i veli¢ina unilateralnog
adenoma, nadena je znacajna negativna korelacija sa vrednostima ACTH, a znacajna
pozitivna sa pono¢nim Kkortizolom >208nmol/l, sa UFC >245nmol/l, sa DST-1mg
kortizolom, LDDST kortizolom i SH-DST i SH-LDDST. Nije postojala korelacija veli¢ine

sa jutarnjim, pono¢nim kortizolom 1 UFC (Tabela 5).

Tabela 5. Korelacija veli¢ine adrenalnog incidentaloma i parametara HHA osovine

. acTy ACTH  Kortizol  UFC  DST LDDST SH  SH
Veci BAL <10ng/l 24h>208  >245 1mg LDDST _DST

U,IAI -0.213 0.153 0.274 0.264 0.206 0.237 0.282 0.276
0.009  0.062 0.001 0.044 0.011 0.003 <0.001 0.001

Multivarijantna logisticka regresija je pokazala da je veli¢ina tumora nadbubrega
nezavisan prediktor nastanka SH-LDDST (OR=1.055, 95% CI 1.017-1.094, p=0.004),
nakon kontrole za starost, OS, BMI, prisustvo UAI ili BAI. Kada se posmatraju pacijenti
samo sa UAI postoji znaCajna pozitivna korelacija veli¢ine nadbubrega i SH-LDDST
(p=0.197, p=0.044), trend znacajne korelacije sa SH DST (p=0.183, p=0.063). Kada se radi
o pacijentima sa BAI veli¢ina veceg adenoma je pokazuje znacajnu korelaciju sa SH-DST
(p=0.419, p=0.003) i SH-LDDST (p= 0.392, p=0.008).

Kod pacijenata sa UAI i BAI nije nadena znacajna korelacija veli¢ine veceg
bilateralnog i unilateralnog adenoma sa parametrima MetS, HOMAIR, OS, HTA i DM2
(Tabela 6).

Tabela 6. Korelacija velic¢ine Al | parametara MetS
HOMA (O HTA DM2

MetS IR
Veéi BAI i 0.066 0.067 0.042 0.112 0.130
UAI 0.421 0.483 0.625 0.169 0.111
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4.1.4. Korelacija antropometrijskih, metabolickih parametara, insulinske rezistencije
I komorbiditeta u celoj grupi

Stariji pacijenti imaju visu glikemiju u 120min OGTT, ¢esce oboljevaju od DM2 i
hipertenzije, imaju visi sistolni pritisak i ¢eS¢e upotrebljavaju hipolipemike. Gojazniji
pacijenti imaju ¢eS¢e MetS, hipertenziju, visi 1 sistolni 1 dijastolni pritisak. Postoji pozitivna
povezanost BMI i glikemije naste i TG. Pacijenti sa ve¢im OS, odnosno abdominalnom
gojaznosti, imaju veéu glikemiju naste, ce§¢e DM2, nizi HDL, vise TG (dislipidemiju),
izrazeniju insulinsku rezistenciju i MetS, ¢es¢e hipertenziju 1 visi sistolni i1 dijastolni krvni
pritisak (Tabela 7).

Tabela 7. Korelacija antropometrijskih parametara i parametara MetS u celoj grupi

Glc Glc DM2 HOL HDL LDL TG statini
Omin  120min

0.163 0.262 0.212 0.046 0.093 0.032 -0.009 0.181

SW@rost 5070 0005 0009 0577 0256 0699 0914  0.026
v 0245 0067 0133 -0028 -0136 -0.071 0261 0011

0.006 0483 0102 0729 0095 0387 0001 0.895
os 0356 0167 0263 -0118 -0.369 -0125 0323 0011

<0.001 0.088 0.002 0.168 <0.001 0.144 <0.001 0.901

Nastavak tabele 7. Korelacija antropometrijskih parametara i parametara MetS u celoj grupi

MetS HOMAIR HTA Sist TA Dijast TA
Starost 0.115 0.092 0.305 0.211 0.060
0.159 0.334 <0.001 0.009 0.463
BMI 0.334 0.306 0.231 0.233 0.351
<0.001 0.001 0.004 0.004 <0.001
0S 0.463 0.428 0.317 0.334 0.395
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Pojava hipertenzije i visina krvnog pritiska su u negativnoj korelaciji sa HDL, a
pozitivnom korelacijom sa glikemijom u Omin i 120 min OGTT, sa TG, HOMA IR i MetS.
(Tabela 8).

46



Tabela 8 Korelacija metabolickih parametara i hipertenzije

Glc Omin Glc 120 HDL TGL statini HOMAI MetS
R
0320 0209 -0237 0252 0160 0249 0580
HTA <0.001  0.026 0003 0002 0048  0.008 <0.001
0374 0273 -0.184 0209 0021 0118  0.457
sistolTA
<0.001 0003 0023 0010 0795 0215 <0.001
) 0401 0164 -0221 0318 0019 0255 0535
dijastTA
<0.001 0083 0006 <0001 0816 0006 <0.001
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Grafiikon 1. Korelacija OS i HOMAIR
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4.1.5. Korelacija parametara HHA osovine, parametara MetS i HOMAIR u celoj
grupi

Uocena je pozitivna korelacija glikemije naste i DST-1mg Kortizola, glc nasSte i
LDDST Kkortizola > 50 nmol/l, glikemije u 120 min OGTT i DST-1mg kortizola > 50
nmol/l, HOMA IR i UFC > 245nmol/l, negativna korelacija HDL-MetS i DST-1mg
kortizola. Takode je postojala pozitivna korelacija ITM kategorija i OS MetS i baznog
kortizola. Nije nadena znacajna korelacija drugih parametara HHA osovine i parametara

MetS i HOMAIR (Tabela 9).

Tabela 9. Korelacija parametara HHA osovine, parametara MetS i HOMAIR

Kortizol Kortizol UFC DST DST LDDS LDDST SH SH
8h kat T Kat' Kat * T Kat* LDDST DST

IT™ 0.167 0.067 0.136 0.016 0.014 0.044 0.009 0.135 0.084
kategorija 0.039 0424 0306 0.841 0.863 0.594 0912 0.100 0.303

0.225 0.094 0.026 0.126 0.079 0.140 0.105 0.124 0.079

05T 0.008 0.282 0.854 0.140 0.355 0.100 0.220 0.149 0.354

0.086 0.080 0.170 0.002 0.039 0.054 0.006  0.000 0.029
HA 0.291 0.337 0.198 0.983 0.639 0.505 0.941 1000 0.721
OGTT 0.083 0.051 0.089 0.179 0.117 0.172 0.220 0.134 0.028
glcO 0.362 0.585 0.551 0.048 0.199 0.057 0.015 0.141 0.763
OGTT 0.062 0.127 0.258 0.144 0.185 0.090 0.024 0.043 0.018
glc 120 0.516 0.192 0.095 0.129 0.051 0.343 0.802 0.656 0.853
OGTT 0.012 0.016 0.258 0.041 0.046 0.064 0.024 0.144 0.138
ins 0 0.899 0.873 0.090 0.668 0.628 0.501 0.804 0.131 0.145
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OGTT 0.102 0.105 0.206 0.110 0.152 0.098 0.037 0.054 0.112
ins120 0.287 0.287 0.185 0.254 0.114 0.306 0.706  0.580 0.245

0.086 0.015 0.068 0.029 0.031 0.084 0.137  0.000 0.085

M2 0.294 0.854 0.611 0.727 0.703 0.302 0.094 1.000 0.300
HDL -0.083 0.019 -0.032 0.156 -0.142 -0.167 0.078  0.053 -0.038
Snizen* 0.313 0.819 0.810 0.058 0.085 0.042 0.348 0.523 0.648
TG 0.036 0.002 -0.149 0.124 -0.105 0.040 0.069 0.003 0.114

Povisen* 0.665 0978 0.265 0.131 0.200 0.630 0.403 0.972 0.165

0.119 0.026 0.073 0.077 0.047 0.021 0.013 -0.020 0.029
0.144 0.760 0.584 346 0.565 0.795 0.878 0.806 0.728

MetS

0.028 0.038 0.318 0.019 0.012 0.102 0.078 0.158 0.136
0.769 0.696 0.036 0.845 0.898 0.282 0.416 0.098 0.152

HOMAIR

* Kriterijumi MetS: OS muskarci > 94cm; zene > 80cm; HDL-muskarci < 1.0mmol/l; Zene
< 1.3mmol/l; TG >1.7mmol/I; ' kategorija kortizol 24h>208nmol/I; * kategorija DST1mg
kortizol>50mol/I; " UFC kategorija>245nmol/l; *kategorija LDDST kortizol>50mol/I

4.1.6. Korelacija telesnog sastava i parametara MetS u celoj grupi

Kada se posmatra telesni sastav, pokazana je negativna korelacija starosti i mase
masnog tkiva na nogama, bez uticaja na misi¢nu masu. OS znacajno pozitivno korelira sa
masnom masom na rukama, sa abdominalnom masnom masom i procentom abdominalnog
masnog tkiva, ukupnom masnom masom i indeksom masne mase (Fat mass indeksom,
FMI) (Tabela 10). OS znacajno pozitivno korelira sa svim parametrima mr$ave mase (Lean
Body mass, LBM) odnosno sa miSi¢nom masom (Lean mass) ruku i nogu pojedinac¢no i u
zbiru (apendikularna miSi¢éna masa, AMM), procentom AMM, ukupnom misi¢cnom masom
(Total Lean Mass) i LBM indeksom (LBMI) (Tabela 10).

Veca masa abdominalnog masnog tkiva vezana je za pojavu hipertenzije i pozitivno
korelira sa visinom sistolnog i znacajnije dijasatolnog krvnog pritiska, sa glikemijom i
insulinemijom naste, hipertrigiceridemijom, odnosno MetS i insulinskom rezistencijom.

FMI znacajno negativno korelira sa miS§i¢cnom masom ekstremiteta pojedinacno i u
zbiru, znacajno negativno korelira sa procentom ukupne misi¢ne mase. Znacajno pozitivno

korelira sa LBMI. Porast FMI korelira pozitivno sa visinom dijastolnog pritiska,
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insulinemijom u 0 min OGTTa, trigliceridima i HOMA IR. Porast FAI vezan je za nastanak
MetS (Tabela 10.).

LBMI znacajno pozitivno korelira sa OS, nastankom hipertenzije, visinom sistolnog
I dijastolnog KP, glikemijom u Omin i 120 min OGTTa, nastankom DM2, trigliceridima,
negativno da HDL, a pozitivho sa HOMAIR (Grafikon 2) i nastankom MetS (Tabelal0).

Tabela 10. Korelacija telesnog sastava i parametara MetS u celoj grupi

Lean Lean Lean Lean. Lean lean AMM LBMI
L.Arm RArmm Trunk L.Leg R.Leg total

-0.011 0.044 0.079 -0.083 -0.072 0.028 -0.058 0.078

starost 0900 0622 0377 0351 0419 0756 0514 0.380
o8 0518 0554 0731 0554 0530 0694 0525 0741

<0001 <0001 <0.001 <0.001 <0.001 <0001 <0.001 <0.001
A 0184 -0255 -0.283 -0128 -0.113 0250 -0119 -0.325

0.038 0.004 0.001 0.149 0.205 0.004 0.182 <0.001
Sistolni 0.188 0.244 0.268 0.139 0.104 0.233 0.114 0.333

TA 0.034 0.005 0.002 0.118 0.245 0.008 0.199 <0.001
Dijastolni ~ 0.203 0.250 0.353 0.133 0.108 0.300 0.119 0.387
TA 0.021 0.004 <0.001 0.135 0.223 0.001 0.182 <0.001
Glc 0.228 0.268 0257 0.215 0.239 0.264 0.232 0.322
0 min 0.019 0.006 0.008 0.027 0.014 0.006 0.017 0.001
Ins 0.186 0.240 0219 0.205 0.172 0.234 0.188 0.189
0 min 0.067 0.017 0.031 0.043 0.091 0.020 0.064 0.062
Glc 0.209 0.173 0.121 0.105 0.083 0.137 0.115 0.236
120min 0.041 0.092 0.238 0.310 0.419 0.182 0.265 0.020
Ins 0.201 0.228 0.175 0117 0.131 0.180 0.158 0.239

120min 0.051 0.026 0.089 0.260 0.207 0.081 0.125 0.020
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DM2 -0.273 -0.288 -0.309 -0.283 -0.241 -0.293 -0.271 -0.308
0.002 0.001 <0.001 0.001 0.006 0.001 0.002 <0.001

holesterol -0.292 -0.233 -0.206 -0.247 -0.253 -0.262 -0.243 -0.136
0.001 0.008 0.020 0.005 0.004 0.003 0.006 0.125

HDL -0.315 -0.332 -0.321 -0.308 -0.275 -0.326 -0.276 -0.271
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.002 <0.001 0.002 0.002

LDL -0.305 -0.239 -0.233 -240 -0.262 -0.261 -0.259 -0.148
0.001 0.007 0.009 0.007 0.003 0.003 0.003 0.099

TGL 0.146 0.187 0282 0.153 0.124 0.230 0.136 0.304
0.101 0.035 0.001 0.086 0.163 0.009 0.129 0.001

MetS -0.168 -0.238 -0.341 -0.165 -0.141 -0.275 -0.145 -0.383
0.058 0.007 <0.001 0.063 0.111 0.002 0.103 <0.001

HOMA 0.259 0.327 0308 0.274 0.260 0.319 0.268 0.295
IR 0.010 0.001 0.002 0.007 0.010 0.001 0.008 0.003
EMI -0.229  -0.179 0.142 -0.171 -0.164 0.010 -0.192 0.305
0.009 0.043 0.110 0.054 0.065 0911 0.029 <0.001
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Grafikon 2. Korelacija lean body mass indexa (LBMI) i HOMAIR

4.1.7. Korelacija telesnog sastava i parametara HHA osovine u celoj grupi

U celoj grupi nije nadena ni jedna znacajna korelacija izmedu komponenti telesnog
sastava vezanih za masno tkivo i ni jednog parametra HHA osovine. Kada posmatramo
misi¢énu komponentu, nadena je negativna korelacija misi¢ne mase ruku i nogu_pojedinac¢no
kao i u zbiru (AMM) sa DST-1mg i LDDST kortizolom i negativna korelacija AMM i SH-
DST.

Tabela 11. Korelacija telesnog sastava i parametara HHA osovine u celoj grupi

SH SH

UFC DST-1mg LDDST LDDST DST




-0.221 -0.185 -0.249 -0.153  -0.160

Lean.L.Arm 0.118 0.037 0.005 0.086  0.073
oo R AT 0259 0176 _ -0.196 0143  -0.139
0.067 0047 0026 0111  0.120
P 0364 0091 -0132 0054 -0.111
0.009 0312  0.136 0549 0213
LeanLLeg 0265  -0.196 _ -0.236 _ -0.168 -0.183
0.060 0027 0007 0.061  0.039
LeanR.Leg 0254 0196 _ -0252 0164  -0.158
0.072 0027  0.004 0.067  0.077
0304 0134 _ -0189 0107 -0.127
leanTOTAL (Kg) 0.030 0134  0.033 0233  0.153
0.030 0107 0072 0008 -0.064
lean TOTAL %TT 0.835 0229 0419 0930 0473
M 0274 0197 _ -0250 0170  -0.190
0.051 0026  0.004 0.056  0.032
e 0234 -0.096 _ -0.102 _ -0.068  -0.100

0.099 0.285 0.253 0.452 0.261

Nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu pacijenata sa UAI 1 BAI u telesnom
sastavu, odnosno ukupnoj masi i regionalnoj distribuciji masnog tkiva, ukupnoj misi¢noj i
apendikularnoj mis§i¢noj masi, u procentu miSi¢ne mase u odnosu na telesnu tezinu i LBM

indeksu (Tabela 12).

Tabela 12. Telesni sastav pacijenata sa UAI i BAI

UAI BAI p
Ukupna masna masa, kg 26.4+9.6 27.6£8.9 0.527
Ukupna masna masa (% TT) 34.1+8.4 35.6+7.3 0.350
Abdominalna masna masa, kg 14.1+5.8 14.316.1 0.821
Abdominalna masna masa, (% TT)  34.0+8.2 35.6+7.3 0.512
Index telesne masti, (kg/m2) 9.7+3.7 10.0£3.3 0.689
Ukupna mi$i¢éna masa, kg 47.7£9.4 46.4+8.5 0.456
Ukupnamisi¢na masa, % TT 60.9+8.3 60.4+6.9 0.758
AMM, kg 19.9+9.0 19.5+8.7 0.783
AMM, % TT 26.7£16.6  25.7+13.0 0.756
LBM indeks, (kg/m2) 17.1+.2.3  16.7+2.5 0.357

4.2. Ucestalost funkcionalnih polimorfizama GR

4.2.1. Ucestalost funkcionalnih polimorfizama GR u odnosu na zdravu polulaciju

53



Genotipizacija je u¢injena kod 135 od 152 pacijenata, nedostajucih je 17 (11.2%).
Svi polimorfizmi su u Hardy Wiinberg-ovom (HW) ekvilibrijumu (Tabela 13).

Tabela 13 Hardy Wiinberg-ov ekvilibrijum
Genotipovi
Bcll GG,n(%) GC,n(%) CC,n (%) p
observirani 70 (51.9) 52 (38.5) 13 (9.6)
ocekivani 68 (51%) 55 (41%) 11 (8%) 0.468

N363S AA N (%) AG,n(%) GG,n (%) p
observirani 132 (97.8) 3(2.2) 0
ocekivani 132 (97.8%) 3 (2.2%) 0 (0%) 0.896

ER22/23EK  AA,n (%) AG,n (%) GG, n (%) p
observirani 119 (88.1%) 16 (11.9) 0(0)

ocekivani 119 (88.5%) 15(11.1%) 0 (0%) 0.464
A3669G AA, n (%) AG, n (%) GG, n (%) p
observirani 88 (65.7%) 41 (30.6%) 5 (3.7%)

ocekivani 88 (65.6) 41 (30.1) 5 (3.6) 0.934

U celoj grupi, rezultati pokazuju znac¢ajno povecanu ucestalost nosilaca duzeg C alela
Bcll polimorfizma, prisustvo krac¢eg alela A3669G polimorfizma i Er22/23Ek polimorfizma u
grupi pacijenata u odnosu na zdravu populaciju. Nosioci duzeg C alela Bcll polimorfizma
imaju 1.8 x veci rizik od nastanka adrenalnog tumora. Nosioci Er22/23Ek alela imaju 13x
vedi rizik za nastanak adrenalnih tumora. Nosioci G alela 9beta A3669G imaju 2.5x veci
rizik za nastanak adrenalnog tumora. Nije zabeleZena razlika u ucestalosti N363S
polimorfizma u genu za hGR izmedu pacijenata i zdravih. Kod pacijenata i zdravih kontrola
nismo detektovali homozigote za N363S i ER22/23EK polimorfizme (Tabela 14).
U DNK izolovanoj iz tumorskog tkiva su dobijeni identi¢ni genotipovi kao i u konstitutivnoj
DNK.

Tabela 14 Ucestalost polimorfizama GR u odnosu na zdravu polulaciju
Polimorfizam Pacijenti Kontrole OR (95%CI) p
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n
Bcll (TGA U TCA)

GG

GC

CcC

Nosioci C alela
N363S (ATTuGTT)

AA

AG
ER22/23EK
(GAGAGG U
GAAAAG

GG

AG

A3669G
AA
AG
GG

Nosioci G alela

135

70 (51.8)
52 (38.5)

13 (9.6)
65 (48.1)

132 (97.7)
3(2.3)

119 (88.1)
16 (11.9)

88 (65.2)
41 (30.4)
5 (4.4)

46 (34.8)

100

66 (66.0)
30 (30.0)

4 (4.0)
34 (34.0)

95 (95.0)
5 (5.0)

99 (99.0)
1(1.0)

83 (83.0)
17 (17.0)
0(0.0)

17 (17.0)

reference

1.63(0.90-2.98)  0.085
3.06 (0.87-11.79) 0.051
1.80 (1.02-3.19)  0.029

reference

2.32 (0.47-12.57) 0.290

reference

13.31 (1.81-

273.89)

reference

0.001

2.27 (1.15-4.54)  0.011

5.66 (0.65-
127.45)

0.121

2.55(1.30-5.05)  0.003

Kada posmatramo ucestalost funkcionalnih polimorfizama GR kod pacijenata sa
UAI u odnosu na zdravu populaciju, nosioci C alela imaju 1.9 x ve¢i rizik od nastanka
unilateralnog adrenalnog tumora Homozigoti za CC alel imaju 3.95 x ve¢i rizik za nastanak
unilateralnog. Nosioci Er22/23EK alela imaju 13x ve¢i rizik za nastanak tumora. Nosioci
G alela 9beta A3669G imaju 4x vedi rizik za nastanak tumora, a heterozigoti AG 3x veci

(Tabela 15).

Tabela 15 Ucestalost polimorfizma GR u grupi sa unilateralnim incidentalomima

Polimorfizam Pacijenti  Kontrole  OR (95%CI) p
n 92 100
Bcll (TGAuUTCA)
GG 46 (50.0) 66 (66.0) reference
GC 35(38.0) 30(30.0) 1.67(0.86-3.25) 0.100
cC 11(12.0) 4(4.0) 3.95(1.07-15.8) 0.018
Nosioci C alela 46 (50.0) 34(34.0) 1.94(1.04-3.62) 0.025
N363S (ATTuGTT)
AA 90 (97.8) 95(95.0) reference
AG 2(2.2) 5(5.0) 0.42 (0.06-2.54) 0.447

ER22/23EK
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(GAGAGG u

GAAAAG
GG 81 (88.0)
AG 11 (12.0)
A3669G
AA 54 (58.7)
AG 34 (25.2)
GG 4 (16.1)
Nosioci G alela 38 (41.3)

99 (99.0)
1(1.0)

83 (83.0)
17 (17.0)
0(0.0)
17 (17.0)

reference
13.44 (1.74-284.39)

reference

3.07 (1.49-6.40)
7.64 (0.83-177.5)
3.98 (1.97-8.10)

0.040

<0.001
0.081
<0.001

Kada posmatramo pacijente sa BAI, nosioci polimorfizma za ER22/23EK 13x veéi

rizik od nastanka bilateralnih tumora (Tabela 16).

Tabela 16 Ucestalost polimorfizma GR kod pacijenata sa BAI

Polimorfizam Pacijenti  Kontrole  OR (95%CI) p
n 43 100
Bcll (TGA U TCA)
GG 24 (55.8) 66 (66.0) reference
GC 17 (39.5) 30(30.0) 1.56 (0.68-3.55) 0.248
CcC 2(4.7) 4(4.0 1.38 (0.16-9.63) 0.660
Nosioci C alela 19 (44.2) 34(34.0) 1.54(0.69-3.40) 0.247
N363S (ATT u GTT)
AA 42 (97.7) 95(95.0) reference
AG 1(2.3) 5(5.0 0.45 (0.02-4.20) 0.668
ER22/23EK
(GAGAGG U
GAAAAG
GG 38 (88.4) 99(99.0) reference
AG 5(11.6) 1(1.0) 13.03 (1.40-304.57)  0.009
A3669G
AA 34 (79.1) 83(83.0) reference
AG 7(16.3) 17(17.0) 1.01(0.34-2.88) 0.991
GG 1(4.6) 0(0.0) 4.80 (0.33-138.53) 0.218
Nosioci G alela 8(20.9) 17(17.0) 1.15(0.41-3.17) 0.769

S obzirom da je homozigotno prisustvo polimorfizama u genima za

glukokortikoidni receptor detektovano kod malog broja ispitivanih osoba, oni su pridruzeni

heterozigotnim nosiocima, kako bi se izvrSilo poredenje pacijenata koji su nosioci

polimorfizama, sa pacijentima kod kojih nije detektovano prisustvo polimorfizama.

4.2.2 Karakteristike pacijenata u odnosu na Bcl I polimorfizam u celoj grupi
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U grupi unilateralnih bilo je homozigota GG 46 (50%), heterozigota GC 35 (38 %),
a homozigota CC 11 (12%). U grupi bilateralnih bilo je homozigota 24 (55.8%),
heterozigota GC 17 (39.5 %), a homozigota CC 2 (4.7%), ali nije bilo statisticki znacajne
razlike za homozigote CC. S obzirom na mali broj homozigota CC oni su zdruzeni sa
heterozigotima

U ukupnom broju pacijenta nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu
pacijenata sa wild type (WT) i nosioca duzeg C alela BCII polimorfizma vezana za starost,
pol, veli¢inu incidentaloma, prevalenciju hipertenzije, DM2, dislipidemiju, HOMAIR i
metaboli¢kog sy. Nije bilo razlike u nivou insulina u dexametazonskim testovima sa
0.25mg, 0.5mg, DST-LDDST kod nosioca C alela BCL polimorfizma kod svih pacijenata
sa unilateralnim i bilateralnim incidentalomima.

Takode nisu nadene statisticki znacajne razlike u ukupnom broju pacijenata u nivou
ACTH, baznog i pono¢nog kortizola, urinarnog slobodnog kortizola, nivou supresije
kortizola nakon 0.25mg, 0.5mg, 1mg, 8mg dexametazona i procentu supresibilnosti
kortizola sa ovim dozama dexametazona. Prevalenca SH se nije znacajno razlikovala.

Nije bilo razlike u BMD na nivou ki¢me, kuka i celog tela, prevalence osteoporoze,
osteopenije, markerima koStanog metabolizma, nivou Ca, P, PTH i vitD izmedu nosioca
WT i nosioca duzeg C alela BCII polimorfizma

Nije nadena razlika u antropometrijskim parametrima (BMI, OS, SK o0dnos) i
telesnom sastavu (ukupnoj masnoj masi, abdominalnom masnom tkivu, miSi¢noj masi)
izmedu WT i nosioca duzeg C alela BCII polimorfizma u ukupnom broju pacijenata sa UAI
i BAI

Kada se izolovano posmatraju pacijenti sa UAI i BAI u odnosu na Bcll
polimorfizam, unutar samih grupa nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu pacijenata
sa WT i nosioca duzeg C alela vezana za starost, pol, veli¢inu nadbubrega prevalencu
hipertenzije, DM2, dislipidemiju, HOMAIR 1 metabolicki sy. Nisu nadene statistic¢ki
znacajne razlike u parametrima HHA osovine. Prevalenca SH se nije znacajno razlikovala.
Nije nadena razlika u antropometrijskim parametrima (BMI, OS, SK odnos) i telesnom
sastavu (ukupnoj masnoj masi, abdominalnom masnom tkivu, miSi¢noj masi) i koStanoj

gutini.
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4.3. Analiza antropometrijskih parametara, telesnog sastava, MetS, komorbiditeta,
ucestalosti polimorfizama GR i parametara HHA osovine u odnosu na pol

4.3.1 Analiza antropometrijskih parametara, telesnog sastava, MetS, komorbiditeta,
ucestalosti polimorfizama GR i parametara HHA osovine kod zena

4.3.1.1. Analize u odnosu na prisustvo Bcll polimorfizma GR

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u starosti, BMI, OS, prevalenciji hipertenzije,
visini pritiska, nivou lipida, HOMA IR izmedu zena koje su nosioci duzeg C alela Bell
polimorfizma u odnosu na one sa WT. Zene u obe grupe su imale veéu ulestalost
abdominalng tipa gojaznosti, pri ¢emu je iako ne statisti¢ki zna¢ajno, manja zastupljenost
bila kod nosilaca Bcll polimorfizma (80.9% vs 71.7%, p=0.322). lako je prevalencija MetS
niza kod nosioca polimorfizma Bcll, nije postojala statisticka znacajnost (45.5 vs 60.0%,
p=0.158). Takode, kod nosilaca B¢l polimorfizma uocene su, mada ne statisticki znacajno
nize vrednosti TG (1.76 vs 1.56, p=0.182) i HOMAIR (3.1 vs 2.9, p=0.619) Zene nosioci C
polimorfizma imaju statisticki znacajno nizu glikemiju naste (4.5+0.6 vs 4.8+£0.8, p=0.046)
I u120min OGTTa (5.3£1.5 vs 6.7+2.6mmol/l, p=0.010) i imaju manju prevalenciju DM2
(9.1% vs 26%, p=0.034), IFG (2.6% vs 15.0%, p=0.052) i IGT (2.6% vs 17.5%, p=0.031).
Postojala je negativna korelacija duzeg C alela Bcll i glc u 120min (rho=-0.234, p=0.046) i
nastanka DM2 (rho=-0.219, p=0.034). Nakon kontrole za potencijalne prediktivne faktore
za nastank DM2 kao Sto su starost, abdominana masna masa, LBMI i Bcll polimorfizam,
kao nezavisan protektivni prognosticki factor ostaje Bcll polimorfizam (OR=0.193, 0.038-
0.964, p=0.045). Kada se ovim varijablama doda HOMA IR, insulinska rezistencija postaje
nezavisan negativni prognosticki faktor (OR=1.790, 0.997-3.216, p=0.051).

Uoceno je da u odnosu na WT, zene nosioci C polimorfizma imaju veci procenat
masti na nogama (leva noga: 40.0+7.7 vs 43.7£5.8%, p=0.023; desna noga: 39.6+7.6%,
p=0.030), manju miSi¢nu masu na levoj ruci (1.9+0.3 vs 1.7+£0.3kg, p=0.029) i levoj nozi
(6.42+0.98 vs 5.8+10.2kg, p=0.007), ne na desnoj ruci (2.1+0.3 vs 2.0+0.4kg, p=0.119) i
desnoj nozi (6.8+1.0 vs 7.6+£8.6 kg, p=0.564) i imaju trend manje ukupne miSi¢ne mase
(44.1£5.7 vs 41.7 6.4 kg, p=0.080). Nije bilo razlike u ostalim parametrima masne i
miSi¢ne telesne mase. Uocena je negativna korelacija prisustva Bcll polimorfizma sa
AMM, LBMI, ukupnom mi$i¢nom masom, mi$i¢cnom masom eckstremiteta (tabela 17).

Takode je uocena negativna korelacija starosti i AMM (rho=-0.295, p=0.005) i menopauze
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i AMM (rho=-0.241, p=0.022). Nakon kontrole za parametre koji su pokazali znacajnu
korelaciju sa AMM (starost, Bcll polimorfizam, SH, menopauza) multivarijantnom
linearnom regresijom kao nezavisni prediktor smanjenja apendikularne misSi¢ne mase
dobijena je menopauza (r’=0.073, B= - 3.625+1.454, p= - 0.270, p=0.015), a kada
posmatramo ukupnu miSi¢énu masu u odnosu na iste faktore, trend smanjenja postoji samo
za prisustvo Bcll (B = -2.377+1.342, = - 0.195, p=0.080)

Tab.17 korelacije Bcll polimorfizma GR i telesnog sastava

Telesni sastav Bcl polimorfizam

FAT.Trunk gggf
FAT.Total 'g.'gfg
FAT.R.Arm 855201
FAT.L.Arm 2888
FAT.L.Leg 82;‘2
FAT.R.Leg 8822
% FAT R.Arm gégg
%.FAT L.Arm géig
% FAT L.Leg g:éfé
% FAT R. Leg 85;;
leanTOTAL 85;2
oo
o
o
Lean.L.Arm 85;3
Lean.R.Arm 8551:
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-0.341

Lean.L.Leg 0.002
Lean.R.Leg 8 5’324

Parametri HHA osovine u odnosu na Bcll polimorfizam kod Zena

Pacijentkinje koji su nosioci duzeg C Bcll polimorfizma u odnosu na WT imaju
znacajno ViSi nivo Kortizola nakon 0.5mg dexametazona (126.4 = 111.4 nmol/l vs
80.9£75.7nmol/l, p=0.026). Nije postojala znacajna razlika izmedu ACTH, kortizola u 8h i
24h, UFC, dex 0.25mg kortizola, dex 1mg kortizola, DEX I kortizola i prevalencije SH.
4.3.1.2. Analize u odnosu na prisustvo N363S polimorfizma GR
Metaboli¢ki parametri u odnosu na prisustvo N363S polimorfizma GR kod zena

Tri pacijentkinje koje su N363S heterozigoti su gojazne, imaju hipertenziju
znacajno duze u odnosu na WT, visi sistolni 1 dijastolni krvni pritisak 1 DM2, bez razlike u
nivou lipida (Tabela 18).

Tabela 18 Metabolicki parametri zena sa N363S polimorfizmom GR

N363S polimorfizam Mean=SD p
BMI WT 28.446.1 0.014
He 37.3+4.7 '
0S WT 92.6+14.4 0.059
He 108.749.0 '
Trajanje HTA wWT 6.1x7.6 0.012
Jany He 18.0+15.7 '
Sistolni TA wT 136.2£23.7 0.005
He 176.7+37.8 '
.. ) WT 84.2+13.8
Dijastolni TA He 100.0+13.2 0.053
WT 5.9+1.0
holesterol 0.825
He 6.1+2.0
WT 1.37+0.38
HDL )
He 1.24+0.25 0.563
WT .8+0.
LDL 3.8:0.9 0.728
He 4.0+1.9
WT 1.66+0.73
TGL 0.597
He 1.88+0.95
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Telesni sastav u odnosu na prisustvo N363S polimorfizma GR kod Zena

Takode pacijentkinje nosioci N363S polimorfizma GR imaju znacajno ve¢u ukupnu
I abdominalnu masnu masu i procenat masnog tkiva na ekstremitetima i FMI, bez znacajne
razlike u misiénoj masi ekstremiteta, ali imaju trend veéeg LBMI (19.4 vs 16.2, p=0.058)
(Tabela 19).

Tabela 19 Telesni sastav nosioca N363S polimorfizma

N363S polimorfizam Meanx SD p
.3%6.

FAT.Trunk \Ig\:aT ;ggigi 0.004
149,

FAT.Total mT Z:éég 0.004
.916.

Lean.Total \Ig\:aT gégiig 0.081
212,

LBMIndex \Ig\:aT 18421152 0.058
6+3.

FMI \IlT iggtgi 0.003
519,

FAT % R.Arm \IlT gigigi 0.052

FAT % L.Arm \IlT g;gig?, 0.027
.316.

FAT % L.Leg mT gégigg 0.015
.816.

FAT % R.Leg \IlT gggijg 0.021
.8+0.

Lean.L.Arm \Ig\:aT Tgigg 0.715
0+3.

Lean.R.Arm mT ;giig 0.093

Lean.L.Leg \Ig\:aT (534213(1) 0.343

Lean.R.Leg \Ig\:aT Z;ig; 0.819

Uocena je pozitivna korelacija N363S polimorfizma sa BMI (rho=0.235, p=0.023),
DM2 (rho=0.386, p<0.001), abdominalnim masnim tkivom (rho=0.238, p=0.032), FMI
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(rho=0.255, p=0.021). Uocena je pozitivna korelacija LBMI sa hipertenzijom (rho=0.367,
p<0.001, sa DM2 (rh0=0.249, p=0.018), TG>1.7 mmol/l i MetS (rh0=0.469, p<0.001).

Parametri HHA osovine u odnosu na N363S polimorfizam GR kod zena

Nije postojala razlika izmezu WT i heterozigota ni u jednom parametru HHA
(ACTH, kortizola u 8h i 24h, UFC, dex 0.25mg, dex 0.5mg, dex 1mg, LDDST, prevalenciji
SH).

4.3.1.3. Analize u odnosu na prisustvo ER22/23EK polimorfizma GR

Metabolicki parametri u odnosu na prisustvo ER22/23EK polimorfizma kod Zena
Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu Zena koje su nosioci polimorfizma i WT u
BMI, OS, prevalenciji hipertenzije, visini pritiska, DM2 i HOMA IR, MetS i nivou lipida
izuzev nizeg HDL 1.18+ 0.42 vs 1.40%0.36, p=0.050)

Telesni sastav u odnosu na prisustvo ER22/23EK polimorfizma kod Zena

Nije bilo razlike u masnoj I misi¢noj masi izmedu WT I nosioca polimorfizma

Parametri HHA osovine u odnosu na prisustvo ER22/23EK polimorfizma kod zena
Pokazana je znacajna razlika u procentu supresije kortizola DST-1mg u smislu manjeg %
supresije kod heterozigota za ER22/23EK (74.3+19.7 vs 84.6+14.0%, p=0.019). Vrednosti
DST-1mg kortizola se nisu znacajno razlikovale (69.6+67.25 vs 103.3£84.6 nmol/I,
p=0.100). Uocen je trend ka manjoj supresiji kortizola nakon LDDST kod nosioca
polimorfizma ER22/23EK u odnosu na WT Sto ukazuje na relativhu rezistenciju
(102.1£73.9 vs 66.1+£69.7, p=0.081). Nije postojala razlika izmezu WT i heterozigota u
ACTH, kortizola u 8h i 24h, UFC, dex 0.25mg, dex 0.5mg, DST-1mg i prevalenciji SH).

4.3.1.4. Analize u odnosu na prisustvo A3669G polimorfizma kod Zena

Metaboli¢ki parametri u odnosu na prisustvo A3669G polimorfizma kod Zena

Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu Zena koje su nosioci polimorfizma i WT u
BMI, OS, prevalenciji hipertenzije, visini pritiska, DM2, nivou lipida i HOMA IR, MetS.
Telesni sastav u odnosu na prisustvo A3669G polimorfizma kod Zena

Nije bilo razlike u masnoj | misi¢noj masi izmedu WT I nosioca polimorfizma

Parametri HHA osovine u odnosu na prisustvo A3669G polimorfizma kod zena
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Zene nosioci A3669G polimorfizma &eiée imaju UAI nego BAI (77.4% vs 22.6%,
p=0.048). Nije postojala razlika izmedu WT i heterozigota u ACTH, kortizolu u 8h i 24h,
UFC, dex 0.25mg, dex 0.5mg, DST-1mg, LDDST i prevalenciji SH).

4.3.1.5. Karakteristike Zena u odnosu na prisustvo SH

Nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu zena sa i bez SH u godinama, trajanju
menopauze, BMI, OS, prevalenciji hipertenzije (76.2 vs 66.3%, p=0.383), visini sistolnog i
dijastolnog krvnog pritiska, glikemijama i insulinemijama u Omin i 120min OGTT-a,
prevalenciji DM2 (19.0 vs 19.3%, p=0.981), nivou lipida, HOMA IR i prevalenciji MetS
(61.9 vs 54.2%, p=0.526). Uoceno je da Zene sa SH cesce piju hipolipemike (14.5% vs
38.1%, p=0.014). Nije postojala razlika u telesnom sastavu: totalnoj masnoj masi, totalnoj
trunkalnoj masi, FMI, totalnoj miSi¢énoj masi (TMM), procentu TMM 1 LBML
Pacijentkinje sa SH su imale ¢eS¢e BAI u odnosu na UAI (61.9% vs 38.1%, p=0.003).
Postojala je znaCajna razlika u veli¢ini ve¢eg BAI 1 veli¢ini UAI izmedu zena bez SH i sa
SH (28.5£10.6mm vs 37.248.4mm, p=0.001). Nije nadena razllika u ucestalosti

polimorfizama izmedu Zena sa i bez SH.

Tabela 20 Korelacije telesnog sastava i parametara MetS

FAT FAT FMI Lean Lean Lean AMM LBMI
Trunk  Total Trunk TOTAL Total%TT
Starost 0.007 -0.063 -0.021 -0.060 -0.144 0.093 -0.295 -0.027
0.948 0.553 0.844 0577 0.176 0.385 0.005 0.799
BMI 0.909 0.895 0921 0.781 0.758 -0.750 0.479 0.833
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
oS 0.889 0.850 0.848 0.700 0.702 -0.710 0.460 0.748
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
menopauza -0.046 -0.064 -0.048 -0.124 -0.162 0.032 -0.241 -0.115
0.667 0548 0.653 0.245 0.126 0.766 0.022 0.281
HTA 0.334 0.264 0.314 0.254 0.210 -0.219 0.023 0.367
0.001 0.012 0.003 0.016  0.047 0.038 0.827 <0.001
Sistolni 0.340 0.274 0.342 0.251 0.200 -0.273 -0.011 0.391
TA 0.001 0.009 0.001 0.017 0.059 0.009 0.921 <0.001
Dijastolni 0.453 0.400 0.443 0.394 0.350 -0.325 0.097 0.475
TA <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.001 0.002 0.362 <0.001
OGTT 0.299 0.245 0.307 0.213 0.234 -0.210 0.199 0.341
GlcO 0.009 0.033 0.007 0.065 0.042 0.069 0.084 0.003
OGTT 0.074 0.016 0.072 -0.054 -0.044 -0.029 -0.088 0.089
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Glc 120 0.543 0.896 0.556 0.657 0.720 0.815 0.472 0.466

OGTT 0349 0325 0335 0.172 0.141 -0.332 0.060 0.200
Ins 0 0.003 0.006 0.004 0.151 0.241 0.005 0.622 0.095
OGTT 0.333 0.290 0.284 0.205 0.202 -0.233  0.138 0.247
Ins 120 0.005 0.015 0.018 0.091  0.097 0.054 0.258 0.041
DM 0.191 0.160 0.143 0.216  0.247 -0.056 0.190 0.249
0.071 0.132 0.178 0.041 0.019 0.601 0.073 0.018

holesterol -0.038 -0.044 -0.027 -0.056 -0.122 -0.031 -0.184 -0.079
0.720 0.680 0.803 0.603  0.252 0.769 0.083 0.459

HDL -0.286 -0.196 -0.219 -0.145 -0.171 0.184 -0.080 -0.206
0.006 0.064 0.038 0.173  0.108 0.083 0.452 0.052

LDL -0.040 -0.052 -0.029 -0.108 -0.163 -0.040 -0.245 -0.109
0.710 0.629 0.791 0.314 0.127 0.711 0.021 0.308

TGL 0370 0.293 0.327 0.290 0.249 -0.258 0.116 0.303
<0.001 0.005 0.002 0.006 0.018 0.014 0.277 0.004

HOMA IR 0438 0.381 0.403 0.297 0.271 -0.348 0.183 0.353
<0.001 0.001 0.001 0.012 0.023 0.003 0.129 0.003

MetS 0.517 0.422 0456 0.399 0.378 -0.289 0.202  0.469
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.006 0.056 <0.001

SH 0.014 -0.032 -0.035 -0.026 -0.108 0.023 -0.235 -0.105
LDDST 0.900 0.767 0.744 0.813 0.316 0.829 0.027 0.331

Kod Zena sa starenjem i sa nastankom menopauze znacajno se smanjuje misSi¢na
masa ekstremiteta, dolazi do gubitka i masne mase na donjim ekstremitetima, bez znacajnih
promena u BMI, OS, abdominalnoj masnoj masi i ukupnoj masnoj masi (tabela20). Postoji
negativna korelacija starosti i masne mase donjih ekstremiteta: znac¢ajna desne noge (rho=-
0.209, p=0.048), trend leve noge (rho=-0.195, p=0.066); znacajna negativna korelacija
miSi¢ne mase leve ruke (rho=-0.266, p=0.011), leve noge (rho=-0.309, p=0.003), desne
noge (rho=-0.274, p=0.009) i AMM (rho=-0.295, p=0.005). Sa nastankom SH dolazi do
redukcije ukupne miSi¢ne mase ekstremiteta (tabela 20).

Kod Zena je uocena znacajna korelacija BMI 1 OS sa svim parametrima masne i
miSi¢ne mase tela. Sa porastom masne i miSi¢éne mase ¢eS¢a je pojava hipertenzije, visi
sistolni i dijastolni krvni pritisak, visi trigliceridi, veca insulinska rezistencija i ¢e$¢a pojava
MetS. Korelacija abdominalne mase mase i HOMA IR priazana je na Grafikonu 3. Bazne

glikemije i insulinemije, kao i insulinemije u 120 min OGTTa pozitivho koreliraju sa
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abdominalnom masnom masom, totalnom masnom masom i FMI. Sa porastom ukupne
miséne mase i LBMI raste uéestalost DM2 (tabela 20).

Kada posmatramo potencijalne prediktivne faktore za nastanak insulinske
rezistencije, kao Sto su starost, SH, ukupna masna masa, abdominalna masna masa, ukupna
miSi¢na masa 1 TG kao nezavisni prediktori HOMA IR ostaju masa abdominalnog masnog
tkiva (beta 0.231, p=0.050 i trigliceridi (beta 0.264, p=0.028) i zajedno objasSnjavaju 20%

(r*=0.202) varijanse poveéanja IR.
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Grafikon 3. Korelacija abdominalnog masnog tkiva (DXA) i HOMA IR

4.3.2. Analiza antropometrijskih parametara, telesnog sastava, MetS, komorbiditeta,

ucestalosti polimorfizama GR i parametara HHA osovine kod muskaraca
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Tabela 21 Korelacije parametara HHA osovine i telesnog sastava kod muskaraca

Kortizol Kortizol Kortizol UFC DST DST-Img LDDST
8h 24h >208 1mg  >50nmol

-0.158  0.181 0.165 0.217 -0.042 -0.083 -0.057

FAT.L.Arm 0342 0276 0323 0357 0.801 0618  0.736
N 0222 0167 0236 0050 -0.036  -0.033  -0.029
0181 0317 0154 0833 0.831 0.845  0.862
AT Trunk 0110 0326 0360 0040 -0211 _ -0210  -0.183
0512 0046 0026 0.867 0.204 0206  0.272
FATL Log 0049 0350 0263 0195 -0.168  -0205 -0.122
0771 0031 0111 0410 0314 0217 0465
FATR Log 0112 0294 0227 0240 -0131 _ -0.164  -0.168
0503 0074 0171 0308 0.432 0324 0313
AT Totl 0010 0378 0307 0163 -0209  -0200  -0.199
0954 0019 0061 0492 0.208 0229  0.232
. 0014 0397 0387 0055 -0.161  -0.169  -0.116
0932 0014 0016 0818 0.334 0.309  0.489
oo L A 0169 0075 0076 0148 -0157  -0422  -0.073
0310 0656 0652 0533 0.347 0.008  0.661
Coan R AT 0132 0038  0.129 0085 -0142 0387 -0.074
0430 0822 0440 0722 0.395 0016  0.659
Lean.L.Leg 0082 0050 0013 0193 -0234  -0427  -0.170
0626 0764 0937 0414 0.157 0.007  0.308
Lean R Leg 0052 0125  0.56 0231 -0.182  -0301  -0.206
0756 0456 0350 0.327 0.273 0.066 0214
P 0118 0093 0058 0078 -0224  -0448  -0.113
0482 0579 0730 0745 0.176 0.005  0.500
M 0185 0032 0049 0145 -0233  -0453  -0.112
0267 0851 0770 0541 0.160 0.004 0505
e 0280 0021 0352 -0.103 0051  -0271 _ 0.237

0.089  0.902 0.030 0.665 0.760 0.712 0.152

Kod musSkaraca je nezavisno od polimorfizama GR, uocena pozitivna korelacija
pono¢nog kortizola i abdominalne masne mase, ukupne masne mase 1 FMI. Uocena je
negativna korelacija ukupne miSiéne mase i1 apendikularne miSi¢éne mase, AMM i
pojedinacne miSiéne mase ekstremiteta (Tabela 21). Muskarci sa SH se nisu znacajno
razlikovali u odnosu na one bez SH u totalnoj masnoj masi, totalnoj trunkalnoj masi, FMI,
totalnoj misSi¢noj masi, procentu TMM i LBMI, nivou lipida, prevalenciji hipertenzije (66.7
vs 88.7 %, p=0.092), dijabetesa (33.3 vs 32.4%, p=0.959) i MetS (55.6 vs 64.9%, p=0.604).

Nije uocena razlika u ucestalosti funkcionalnih polimorfizama u odnosu na prisustvo SH.
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4.3.2.1. Analiza u odnosu na prisustvo Bcll polimorfizma GR kod muskaraca

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu musSkaraca koji su nosioci duzeg C
polimorfizma Bcll i WT u BMI, OS, prevalenciji hipertenzije, visini pritiska, nivou lipida i
HOMA IR, MetS. Nije bilo razlike u masnoj i misi¢noj masi izmedu WT i nosioca Bcll
polimorfizma. Nije postojala razlika izmedu WT i hetero i homozigota za Bcll
polimorfizam u nivou ACTH, kortizolu u 8h i 24h, UFC, dexametazonskom testu sa
0.25mg,0.5mg, DST 1mg, LDDST i prevalenci SH.

4.3.2.2. Analiza u odnosu na prisustvo Er22/23EK polimorfizma GR kod muskaraca
Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu musSkaraca koji su nosioci Er22/23eK
polimorfizma i WT u BMI, OS, prevalenciji hipertenzije, visini pritiska, nivou lipida i
HOMA IR, MetS. Takode, nije bilo razlike u masnoj i misi¢noj masi izmedu WT i nosioca
Er22/23EK polimorfizma. Nije postojala zna¢ajna razlika izmedu WT i heterozigota sa

parametrima HHA osovine.

4.3.2.3. U odnosu na prisustvo A3669G polimorfizma GR kod muskaraca

Uocena je razlika u odnosu na prisustvo A3669G polimorfizma GR u metaboli¢kim
parametrima. MusSkarci nosioci A3669G polimorfizma u odnosu na WT, imaju znacajno
visi insulin u Omin (21.949.9 vs 15.5+5.55, p=0.034), visi insulin u 120min OGTTa
(102.8+£71.1 vs 54.6+35.7, p=0.025), visi holesterol (6.2+1.09 vs 5.2+1.07, p=0.006), viSi
HDL (1.3+0.25 vs 1.05+0.34, p=0.021), visi LDL (4.0£0.8 vs 3.1+0.9, p= 0.005) i imaju
vecu insulinsku rezistenciju HOMAIR (5.0+2.7 vs 3.4£1.4, p= 0.051).

Multivarijantna linearna logisticka regresija je nakon korekcije za starost,
abdominalno masno tkivo, LDDST kortizol >50nmol/Il i prisustvo A3669G polikorfizma
pokazala da trigliceridi pozitivno (= 0.498, p=0.006) i ukupna miSi¢na masa negativno (=
-0.401, p=0.023) predstavljaju nezavisne prognosticke faktore i objasnjavaju 35%
(r*=0.355) varijanse HOMAIR.

Takode je uocena razlika u telesnom sastavu muSkaraca u odnosu na prisustvo
A3669G polimorfizma GR. Muskarci nosioci polimorfizma A3669G imaju nizu ukupnu
miSi¢nu masu (52.14£5.2 vs 59.7£7.6, p=0.004), misi¢nu masu ruku: leva p=0.015, desna

p=0.000 i procenat masti na rukama za levu (29.7+8.3 vs 24.0+5.2, p=0.016) za desnu
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(29.5+8.5 vs 24.5+5.4, p=0.036). Postoji negativna korelacija prisustva polimorfizma i
AMM (rho=-0.488, p=0.003), polimorfizma i ukupne miSi¢ne mase (LBM) (rho=-0.505,
p=0.002). Nije postojala korelacija izmedu parametara misi¢ne mase, starosti, DHEAS i
testosterona.

Multivarijantna linearna logisticka regresija je pokazala da prisustvo A3669G
polimorfizma kod musSkaraca predstavlja nezavisan prognosti¢ki factor za nizu ukupnu
mi§iénu masu (°=0.221, p=-0.470, p=0.004) nakon korekcije za starost, ukupno masno
tkivo, testosteron, LDDST kortizol >50nmol/l.

Kada se posmatraju parametri HHA osovine u odnosu na prisustvo A3669G
polimorfizma GR, kod nosioca polimorfizma uocen je ¢eS¢e LDDST kortizol >50 nmol/I
(60.0% vs 23.1%, p=0.018). Nije postojala znacajna razlika izmedu WT i heterozigota u
drugim parametrima HHA. Ocelikano ¢eS€e, ali ne statisticki znacajno imaju SH-LDDST

(33.3% vs 15.4%, ali p=0.181).
4.4,  Parametri koStane gustine

4.4.1. Celagrupa - korelacija parametara koStane gustine i parametara HHA osovine

Kada se posmatra koStana gustina na nivou ki¢me, uocena je znafajna negativna
korelacija BMD i jutarnjeg kortizola, LDDST kortizola i SH; negativna korelacija T skora,
odnosno pojave osteoporoze sa LDDST kortizolom i SH, negativna korelacija T i Z skora
sa poviSenim ACTH (cut off 10), negativna korelacija Z skora i jutarnjeg kortizola,
negativna korelacija snizenog Z skora i UFC.

BMD vrata femura negativno korelira sa dex screening kortizolom, LDDST
kortizolom i SH-LDDST. T score ne korelira ni sa jednim parametrom HHA osovine
izuzev negativno sa UFC. Kategorija T score (pojava osteoporoze) negativno korelira sa
poviSenim UFC (>245 nmol/l), a Z score negativno korelira sa LDDST kortizolom.

Totalni BMD femura, T i Z score femura i pojava osteoporoze koreliraju negativno
sa dex screening, LDDST kortizolom i SH-LDDST. T score negativno korelira jo$§ sa
pono¢nim kortizolom 1 UFC, a kategorija T score negativno sa jutarnjim kortizolom.

BMD celog skeleta i pojava osteoporoze na celom skeletu negativno koreliraju sa
DST-1mg kortizolom i LDDST kortizolom i SH-LDDST.
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Osteoporoza na nivou ki¢me i kuka znacajno korelira sa UFC, DST-1mg kortizolom
i LDDST kortizolom i SH-LDDST (Tabela 22)
U celoj grupi, nezavisno od pola uo¢ena je negativna korelacija starosti sa BMD

vrata, totalnog femura i BMD totalnog skeleta, ali ne sa BMD lumbalnog dela ki¢me.
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Tabela 22 ACTH | Kortiz| Kortiz UFC DST | LDDST |LDDST | starost
>10 8h | 24h>208 SH
L1-L4
BMD 0.143[-0.198] -0.118| 0.172|-0.161| -0.270| -0.283[-0.128
0.101| 0.022 0.186| 0.212| 0.063| 0.002| 0.001| 0.140
T score -0.244(-0.153|  -0.139| 0.125|-0.161| -0.239| -0.331| 0.052
0.010| 0.106 0.153| 0.398| 0.088| 0.011| <0.001| 0.581
T score kat -0.178| 0.151 0.131| 0.209| 0.136| 0.184| 0.300| 0.049
0.061| 0.109 0.178| 0.153| 0.151| 0.050| 0.001| 0.605
7 score -0.214|-0.183| -0.107| 0.023| -0.056| -0.129| -0.261| 0.192
0.013| 0.033 0.225| 0.868| 0.517| 0.136| 0.002| 0.025
2 score kat 0.087| 0.161 0.135| 0.317| 0.064| 0.027| 0.116| 0.129
0.316| 0.061 0.126| 0.019| 0.464| 0.759| 0.184| 0.134
Vrat femura
BMD 0.002]-0.170] -0.123| -0.329| -0.198| -0.244| -0.192] -0.282
0.986| 0.050 0.165| 0.015| 0.022| 0.005| 0.027| 0.001
T score -0.009|-0.146| -0.169| -0.339| -0.176| -0.177| -0.158|-0.113
0.923| 0.126 0.086| 0.019| 0.065| 0.064| 0.100| 0.236
T score kat 0.062| 0.097 0.115| 0.351| 0.170| 0.162| 0.120| 0.151
0.511| 0.305 0.234| 0.015| 0.070| 0.083| 0.205| 0.107
7 score 0.040|-0.142| -0.113| -0.085| -0.114| -0.170| -0.128| 0.041
0.649| 0.103 0.203| 0.543| 0.190| 0.049| 0.143| 0.636
2 score kat 0.008| 0.122 0.023| -0.109| 0.117| 0.038| 0.092| 0.065
0.929| 0.160 0.798| 0.433| 0.180 659| 0.293| 0.453
Total femura
BMD 0.019]-0.167] -0.131] -0.319]-0.237] -0.295[ -0.240[ -0.236
0.830| 0.054 0.141| 0.019| 0.006| 0.001| 0.006| 0.006
T score 0.010]-0.173| -0.196| -0.313| -0.230| -0.248| -0.202| 0.128
0.919| 0.067 0.043| 0.030| 0.014| 0.008| 0.033| 0.177
T score kat -0.040| 0.203 0.232| 0.238| 0.286| 0.282| 0.234| 0.124
0.678| 0.032 0.017| 0.103| 0.002| 0.003| 0.014| 0.194
2 score 0.086]-0.134| -0.081| -0.146|-0.102| -0.142| -0.191| 0.040
0.324| 0.120 0.358| 0.292| 0.240| 0.099| 0.027| 0.644
WB TOTAL
BMD 0.003]-0.276]  -0.229[ -0.232] -0.243| -0.318[ -0.227] -0.284
0.974| 0.003 0.010| 0.102| 0.006| 0.000| 0.010| 0.001
T score -0.008(-0.274| -0.350| -0.208| -0.221| -0.274| -0.269| 0.166
0.939| 0.008 0.001| 0.191| 0.034| 0.008| 0.010| 0.114
T score Kat 0.058| 0.225 0.391| 0.324| 0272 0.225| 0.242| 0.176
0.585| 0.030 0.000| 0.037| 0.008| 0.030| 0.021| 0.092
2 score -0.045(-0.276| -0.298| -0.154| -0.107| -0.182| -0.162]| -0.066
0.630| 0.003 0.001| 0.297| 0.257| 0.050| 0.085| 0.480
Osteoporoza 0.119-0.043 0.131| 0507| 0.271| 0.260| 0.286| 0.003
Kiéma/kuk 0.203| 0.642|  0.169| 0.000| 0.003| 0.004| 0.002| 0.977
Osteopenija | 4050|0060 -0.080| 0.462|-0.199| -0.196| -0.123| 0.164
Ki¢ma/kuk
0.510| 0.520 0.399| 0.001| 0.031| 0.033| 0.190| 0.076
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U celoj grupi nije uo¢ena znacajna korelacija izmedu beta cross laps, osteokalcina i
parametara HHA osovine izuzev pozitivne korelacije betacross laps i LDDST kortizola,
koji takode pozitivno korelira sa snizenim DHEAS. Beta cross laps i osteocalcin negativno
koreliraju sa BMD na nivou ki¢me, vrata i total femura i BMD celog skeleta. Nivo vitamina
D negativno korelira sa SH-DST1mg. Nije uo¢ena povezanost PTH sa parametrima HHA
osovine i BMD (Tabela 23).

Tabela 23 Korelacija kostanih markera, vitD, PTH sa parametrima HHA i BMD

LDDST SH DST SH DHEAS Total Vrat Total  Total
LDDST snizen L1-L4 femura femura skeleta
BMD BMD BMD BMD

0.062  0.009 0.010 0.195 -0.307 -0.319 -0.368 -0.231

osteocalein 470 0019 0907 0024 0001 <0.001 <0.001 0.011
N 0206 0026 0046 0188 -0339 -0281 -0316 -0344
0015 0761 0595 0.029 <0001 0002 <0001 <0.001
D 0123 0211 -0.130 -0.045 0056 0084 0086 0.043
0198 0026 0177 0641 0580 0406 0398 0.673
oTH 0.080 0094 0106 0.103 -0076 -0019 -0051 -0.150

0.337  0.263 0.207 0.223 0.395 0.829 0.567 0.094

4.4.2. Poredenje koStane gustine izmedu pacijenata sa UAI i BAI

Nezavisno od pola, pacijenti sa BAI su imali statisti¢ki znacajno nizi BMD na nivou
lumbalnog dela ki¢me, total kuka i celog skeleta. Samo na vratu butne kosti nije uoc¢ena
razlika u BMD, prevalenci osteoporoze i osteopenije izmedu grupa. Na osnovu T skora
ki¢me i kuka i celog skeleta pacijenti sa UAI su imali vecu ucestalost normalne koStane
gustine, dok je osteoporoza bila zastupljenija kod pacijenata sa BAI (p=0.004 i p =0.007 za
WB). Kada se posmatraju zajedno lumbalni deo ki¢me i kuk prevalenca osteoporoze je
iznosila 15.7% kod pacijenata sa UAI, a kod pacijenata sa BAI 37.1% (p=0.010). Izmedu
UAI i BAI pacijenata nije bilo razlike u procentu postmenopauzalnih zena i trajanju
menopauze, koStanim markerima, nivou vitD i PTH (tabela 24.)
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Tabela.24 Kostana gustina i prevalenca osteoporoze kod pacijenata sa UAI | BAI

Karakteristike Unilateralni Bilateralni p
L1-L4,n 80 33

BMD, g/cm? 0.96 £0.14 0.87+0.15 0.002

T score -1.08+1.23 -1.98+1.23 0.001

Z score 0.06£1.25 -0.36+1.27 0.074

Normalan, n (%) 34 (42.0) 9 (27.3)

Osteopenia, n (%) 39 (48.1) 12 (36.4)

Osteoporoza, n (%) 8(9.9) 12 (36.4) 0.003
Totalni kuk, n 79 33

BMD, g/cm? 0.90+£0.13 0.85+0.14 0.045

T score -0.72+£0.92 -1.03+£1.04 0.116

Z score 0.15+0.91 0.04£1.03 0.526

Normalan, n (%) 47 (59.5) 11 (33.3)

Osteopenia, n (%) 32 (40.5) 19 (57.6)

Osteoporoza, n (%) 0 (0.0) 3(9.1) 0.003
Vrat femura, n

BMD, g/cm? 94uni/40bil/134uk 0.74£0.12 0.71+0.12 0.111

T score 78../33../134 -1.30+0.98 -1.54+0.96 0.246

Z score 94../40.../134 -0.06+0.90 -0.13+0.97 0.716

Normalan n (%) 27 (33.8) 9 (25.7)

Osteopenia, n (%) 47 (58.8) 22 (62.9)

Osteoporoza, n (%) 6 (7.5) 4(11.4) 0.606
Prevalenca osteoporoze 13/83 13/35
Ki¢ma i vrat zajedno, % 15.7 37.1 0.010
Prevalenca osteopenije 53/83 16/35
Ki¢ma i vrat femura zajedno 63.9 45.7 0.068
WB celog skeleta, n 129 89/105 39/47

BMD, g/cm? 1.11+0.12 1.04+0.13 0.003

T score, n 92/ -0.59+1.70 -1.24+1.44 0.022

Z score, n 116/152 0.26+1.00 -0.08+1.20 0.108

Normalan, n (%) 39 (63.9) 11 (34.4)

Osteopenia, n (%) 19 (31.1) 14 (43.8)

Osteoporoza, n (%) 3(4.9) 7(21.9) 0.007
Osteokalcin, 139/152 17.8+9.1 18.949.03 0.531
Beta crosslaps, 139/152 0.42+0.24 0.83+£2.30 0.088
Ca (mmol/l), 152/152 2.4+0.1 2.4+0.1 0.180
P (mmol/l), 152/152 1.14+0.18 1.19+0.19 0.143
vitD (nmol/l), 112/152 35.6+15.8 39.8+20.6 0.233
PTH, 148/152 36.8+20.9 38.4+21.2 0.681
Postmenopauzalne Zene, n (%) 50 (73.5) 29 (76.3) 0.752
Trajanje menopauze, rang 11.8+7.8 (1-31) 15.5+9.3 (2 - 33) 0.860
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4.4.3. Uticaj polimorfizama GR na koStanu gustinu kod pacijenata sa UAI i BAI

U celoj grupi A3669G heterozigoti imaju znacajno manju ucestalost osteoporoze u
odnosu na WT (12.8 vs 29.9%, p=0.046) i uocena je slaba negativna korelacija izmedu
A3669G polimorfizma i pojave osteoporoze (rho=-0.193, p=0.047)

Kod pacijenata sa UAI nosioci duzeg C alela Bcll imaju statisticki znacajno veéu

prevalencu osteoporoze na nivou lumbalne kicme u odnosu na WT. (Tabela 25)
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Tabela 25 Bcll polimorfizam kod pacijenata sa UAI

WT Bcll Duzi C Bcll p
DXA lumbar spine
BMD, g/cm? 0.96+0.12 0.95+0.16 0.732
T score -1.02+1.0 -1.13+1.41 0.702
Z score 0.19+1.08 -0.10£1.43 0.290
Normal BMD, n (%) 14 (37.8) 17 (50.0)
Osteopenia, n (%) 22 (59.5) 11 (32.4) 0.025
Osteoporosis, n (%) 1(2.7) 6 (17.6)
DXA hip
BMD, g/cm? 0.90+0.13 0.88+0.12 0.543
T score -0.68+0.89 -0.86+0.88 0.398
Z score 0.20.+0.89 -0.01+0.87 0.277
Normal BMD, n (%) 22 (59.5) 19 (59.4)
Osteopenia, n (%) 15 (40.5) 13 (40.6) 0.994
Osteoporosis, n (%) 0 (0.0) 0(0.0)
DXA femoral neck
BMD, g/cm? 0.74£0.11 0.73+£0.12 0.873
T score -1.4+0.81 -1.35+1.03 0.865
Z score -0.06+0.85 -0.18+0.86 0.527
Normal BMD, n (%) 12 (30.8) 10 (32.3)
Osteopenia, n (%) 25 (64.1) 17 (54.8) 0.478
Osteoporosis, n (%) 2 (2.9) 4(12.9)
DXA WB total
BMD, g/cm? 1.10+£0.11 1.12+0.11 0.311
T score -0.77+1.45 -0.84+1.09 0.744
Z score 0.35+1.05 0.22+1.00 0.578
Normal BMD, n (%) 20 (66.7) 16 (64.0)
Osteopenia, n (%) 9 (30.0) 8(32.0) 0.976
Osteoporosis, n (%) 1(3.3) 1(4.0)
Prevalenca osteoporoze na nivou 3(7.7) 9 (26.5) 0.031
ki¢me i kuka, n (%)
Prevalenca osteopenije na nivou 29 (74.4) 18 (52.9) 0.057
kicme i kuka, n (%)
Postmenopauza, n (%) 23 (74.2) 21 (75.0) 0.943
Trajanje menopauze 11.2+8.0 11.2+8.1 0.981
osteokalcin 16.6x7.5 19.5+10.9 0.147
Beta cross laps 0.47+0.25 0.38+0.24 0.111
PTH 36.0+15.0 36.2+20.4 0.964
vitD 35.1+15.8 36.0+15.1 0.807

Kada se posmatraju polimorfizmi GR kod pacijenta sa UAI uocena je pozitivna
korelacija Bcll polimorfizma i pojave osteoporoze ki¢me i kuka, odnosno nosioci C alela
¢eS¢e imaju osteoporozu u odnosu na WT. Nije uocena korelacija drugih polimorfizama

kod UAI pacijenata (Tabela 26)
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Tabela 26 Korelacija polimorfizama GR sa koStanom gustinom kod pacijenata sa UAI i BAI

Unilateralni Bilateralni

Bell  N363S  Er22/23Ek  A3669G  Bcll  N363S  Er22/23Ek  A3669G
L1-L4 -0.028 0.038 -0.067 -0.188 -0.184 0.156 -0.100 -0.013
BMD 0.803 0.735 0.551 0.092 0.276 0.356 0.556 0.939
L1-L4 -0.039 0.070 0.075 -0.160 -0.112 0.245 -0.108 -0.032
T score 0.749 0.564 0.538 0.187 0.547 0.184 0.564 0.864
L1-L4 -0.024 -0.184 -0.088 0.043 0.047 -0.262 0.052 -0.005
T score.kat 0.840 0.125 0.468 0.722 0.804 0.154 0.782 0.979
L1-L4 -0.105 0.097 0.097 -0.171 -0.049 0.250 -0.374  0.036
Z score 0.343 0.384 0.381 0.121 0.775 0.136 0.022 0.834
Vrat femura -0.004 0.053 -0.092 -0.075 -0.143 0.187 -0.056  0.074
BMD 0.974 0.641 0.412 0.503 0.398 0.267 0.744  0.662
Vrat femura 0.009 0.121 0.086 -0.042 -0.123 0.276 0.065 0.110
T score 0.942 0.324 0.487 0.733 0.508 0.133 0.730  0.557
Vrat femura 0.039 -0.165 -0.078 -0.026 0.072 -0.272 -0.047 -0.005
T score kat 0.746 0.173 0.521 0.830 0.692 0.125 0.796  0.980
Vrat femura -0.060 0.117 0.084 -0.085 0.090 0.266 -0.293  0.049
Z score 0.595 0.297 0.458 0.450 0.598 0.112 0.078 0.775
Total femura  -0.038  0.005 -0.127 -0.104 -0.064 0.203 -0.107  0.113
BMD 0.739 0.966 0.259 0.354 0.707 0.228 0.527 0.505
Total femura  -0.111 -0.015 0.061 -0.110 0.018 0.286 0.032 0.155
T score 0.359 0.903 0.618 0.366 0.923 0.119 0.863 0.404
Total femura 0.001 0.033 -0.089 0.203 -0.087 -0.244 0.129 0.036
T score kat 0.994 0.787 0.469 0.094 0.643 0.186 0.490 0.846
Total femura  -0.129 0.083 0.053 -0.136 0.061 0.266 -0.300  0.152
Z score 0.246  0.455 0.632 0.221 0.718 0.112 0.071 0.369
WB total 0.124 0.026 -0.160 -0.186 -0.075 -0.057 -0.097 -0.078
BMD 0.269 0.816 0.154 0.097 0.662 0.741 0.575 0.652
WB total -0.034 0.172 0.095 0.004 0.058 0.032 -0.176  -0.043
T score 0.810 0.213 0.495 0.980 0.761 0.866 0.353 0.820
WB total 0.029 -0.098 0.039 -0.023 0.041 0.035 0.055 -0.041
T score kat 0.833 0.476 0.776  0.865 0.828 0.856 0.774 0.828
WB total -0.057 0.091 0.031 -0.127 -0.030 0.065 -0.256  -0.047
Zscore 0.642 0.455 0.800 0.298 0.864 0.706 0.133 0.784
Osteoporoza 0.253 0.074 0.069 0.168 -0.061 0.143 -0.005 0.115
kiéma i kuk 0.031 0.531 0.561 0.154 0.737 0.429 0.977 0.524
Osteopenija 0.223 0.226 0.120 -0.138 0.045 0.161 0.046 -0.122
kiéma i kuk 0.058 0.055 0.313 0.244 0.805 0.370 0.798 0.500
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U grupi BAI, 5 od 36 (13.6 %) pacijenata su heterozigoti za ER22/23EK. Uoceno je
da oni u odnosu na WT imaju na granici statisticke zna¢ajnosti nizi Z skor lumbalne ki¢me
(-1.400+0.800 vs -0.203+1.31, p=0.057) i nizi Z skor totalnog kuka (-0.680%0.873 vs
0.184+1.031, p=0.085). Kod pacijenata sa BAI nadena je negativna korelacija ER22/23EK
polimorfizma i Z skora lumbalne ki¢me. Ni kod pacijenata sa UAI, ni kod pacijenta sa BAI
nisu uoCene druge statisticki znaCajne razlike izmedu WT 1 nosioca ispitivanih
polimorfizama GR, kao ni znaCajne korelacije koStane gustine, koStanih markera i

polimorfizama GR (Tabela 26).

4.4.4. Parametri koStane gustine kod BAI i UAI pacijenata u zavisnosti od prisustva
SH

Pacijenati sa BAI sa SH-LDDST imaju statisticki zna¢ajno nizi BMD lumbalne
ki¢me, vrata femura i totalnog skeleta kao i vecu ucestalost osteoporoze ki¢me i kuka u
odnosu na pacijente sa BAl bez SH. Nije uocena statististicki znacajna razlika u koStanim
markerima, vitD i PTH, starosti i ucestalosti postmenopauzalnih zena. Kada posmatramo
pacijenate sa UAI nije nadena statisticki znaCajna razlika imedu pacijenata sa SH 1
parametara koStane gustine, ucestalosti i trajanju menopauze (tabela 27). Nije uocena
znacajna razlika u ucestalosti polimorfizama GR u zavisnosti od SH ni kod pacijenata sa
UAI, ni kod BAI pacijenata.

Tabela 27 Karakteristike koStanih parametara svih pacijenata u zavisnosti od prisustva SH

Bilateralni incidentalomi Unilateralni incidentalomi
SH - SH + p SH - SH + P
Mean+SD Mean+SD MeanzSD MeanzSD

L1-L4 BMD 0.91+0.14 0.80+0.15 0.027 0.97+0.14 0.90+0.12 0.095
Vrat femura BMD 0.73+0.09 0.64+0.12 0.020 0.75+0.12 0.72+0.13 0.508
Total femura BMD 0.87+0.11 0.80+0.13 0.067 0.91+0.13 0.85+0.13 0.129
WB BMD total 1.07+0.11 0.96+0.09 0.004 1.11+0.11 1.10+0.12 0.778
Osteoporoza kicma i kuk, % 19.0 66.7 0.006 14.3 23.1 0.423
osteokalcin 179485 21.5+10.5 0.248 18.2+9.2 15.6 £8.30 0.301
betacross 0.9+2.8 0.57+0.38 0.612 0.42+0.24 0.42+0.22 0.978
VitD 4354215 31.9+18.3 0.113 35.7415.6 35.4+17.8 0.966
PTH 37.9+246 39.8+12.1 0.795 36.9+22.0 35.9+12.3 0.858
Menopauza, n (%) 15(65.2) 12(92.3) 0.071 43 (71.7)  7(87.55) 0.340
Trajanje menopauze 12.9+7.2 17.2+10.5 0.275 12.0+7.6 11.0+10.6 0.769
starost 57.6+10.5 62.1+9.8 0.185 57.7+11.6 59.4+75 0.576
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4.4.5. Parametri koStane gustine kod svih pacijenata u zavisnosti od pola

Muskarci su bili znacajno stariji od zena. Kod 87% muSkaraca uocena je
osteopenija na nivou ki¢me i/ili kuka, dok je samo kod jednog uoc€ena osteoporoza i to na
nivou lumbalnog dela kicme. Kod Zena osteopenija je postojala kod 44.3%, a osteoporoza
kod 31.6% pacijentkinja. Zene su znadajno ¢e§ée imale snizen BMD lumbalne kiéme, vrata
femura 1 celog skeleta. Prevalencija osteoporoze je bila znaCajno veca kod zena, a

osteopenija kod muskaraca (Tabela 28).

Tabela 28 Ucestalost osteopenije i osteoporoze kod muskaraca i Zzena

Muskarci Zene p
N (%) N (%)

starost 61.8410.5 56.8410.6  0.008

L1-L4
Normalan 19 (50.0) 24 (31.6) 0.008
Osteopenija 18 (47.4) 33 (43.4)
Osteoporoza 1(2.6) 19 (25.0)

Vrat femura 0.050
normalan 12 (30.8) 24 (31.6)
Osteopenija 27 (69.2) 42 (55.3)
Osteoporoza 0 (0.0) 10 (13.2)

Total femura 0.140
normlan 24 (63.2) 34 (45.9)
Osteopenija 14 (36.8) 37 (50.0)
Osteoporoza 0 (0.0) 3(4.1)

Totalni skelet 0.042
Normlan 17 (73.9) 33 (47.1)
Osteopenija 6 (26.1) 27 (38.6)
Osteoporoza 0(0.0) 10 (14.3)

Osteopenija ki¢ma/kuk 34 (87.2) 35 (44.3) <0.001

Osteoporoza ki¢ma/kuk 1 (2.6) 25 (31.6) <0.001

4.45.1. Korelacije kod zena (BMD, starosti, menopauze, SH, veli¢ine nadbubrega)
Kada se posmatraju Zene u celoj grupi uocene su znacajne negativne korelacije

starosti sa BMD na nivou lumbalne ki¢me, vrata femura, totalnog femura i BMD celog

skeleta. BMI pozitivno korelira sa BMD na svim delovima skeleta. Menopauza znacajno

negativno korelira sa BMD na nivou ki¢me, BMD vrata i totalnog femura i BMD totalnog
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skeleta, dok znaCajno negativnho korelira sa kategorijom T skora odnosno pojavom
osteoporoze na svim delovima skeleta, osim na totalnom femuru i celom skeletu. SH-
LDDST znacajno negativno korelira sa BMD ki¢me, totalnog femura i celog skeleta, ne i
sa BMD vrata femura, a kada se posmatra korelacija SH i pojava osteoporoze, pozitivna
postoji na nivou ki¢me, totalnog femura i celog skeleta, ali ne i na nivou vrata butne kosti.
Veli¢ina nadbubrega znacajno pozitivno korelira sa pojavom osteoporoze na total femuru i
celom skeletu, odnosno na delovima skeleta gde postoji korelacija joS samo sa SH-LDDST
(tabela 29).

Tabela 29. Korelacije u grupi Zena sa UAI i BAI: starost, menopauza, vitD, SH, veli¢ina
nadbubrega, koStana gustina

starost BMI menopauza vitD LDDST Veci BAI

SH UAI

20.384  0.356 0516 0071  -0302 _ -0.008

TotalL1L4.BMD <0.001 <0.001 <0.001 0542 0004  0.940
0.179 -0.504 0257 -0.128 0346  0.048

TotL1.L4Tscorekat '35 0001 0.025 0308 0003  0.678
0461 0471 0518 0143 -0190  0.054

VratFEM.BMD <0.001 <0.001 <0.001 0219 0073  0.610
0221 -0.364 0306 -0.204 0203  0.073

VratFEM. Tsc. kateg 0.055 <0.001 0.007 0103 0083 0533
-0.394 0510 0477 0155 -0254  -0.059

TOTfemBMD <0.001 <0.001 <0.001 0182 0016  0.580
0.195 -0.452 0177 -0.138 0299 0312

TOTfem.T.kateg 0.095 <0.001 0132 0277 0011 0.007
0467 0241 0530 0097 -0314  -0.165

WB.BMD.TOTAL 551 <0001 <0.001 0405 0003 0121
0.205 -0.281 0.033 -0.195 0284  0.347

WB.BMD.Tsc.Kateg a9 <0.001 0.789 0132  0.019 0.003
steonoror kicmafku 0126 0385 0195 -0148 0357  -0.133
poroz. 0.270 <0.001 0085 0232 0001 0244
eoneniva kismarka | 0-105 0.030 0160 0012 0196  0.169
peny 0.356 0.795 0.160 0920  0.087 0.137

Kod Zena je uoCena znacajna negativna korelacija jutarnjeg kortizola sa BMD LS
ki¢me i celog skeleta, negativna UFC sa BMD femura, totalnog kuka i celog skeleta, a
pozitivna sa nastankom osteoporoze. DST-1mg kortizol znacajno negativno korelira sa
BMD LS ki¢me, totalnog femura i celog skeleta i pozitivno sa nastankom osteoporoze.

LDDST Kkortizol negativno korelira sa BMD svih delova skeleta i pozitivno sa nastankom
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osteoporoze. SH LDDST negativno korelira sa svim delovima skeleta izuzev vrata femura,
a pozitivno sa nastankom osteoporoze (Tabela 30).

Tabela 30. Korelacija HHA osovine i parametara koStane gustine kod Zena

Kortizol Kortizol UFC DST LDDST LDDST
8h 24h 1mg SH

-0.211  -0.128 -0.316 -0.219 -0.302 -0.302

L1-14BMD 0.043 0.234 0.074 0.037 0.003 0.004
L1-L4 T score 0.153 0.072 0.341 0.170 0.171 0.346
kategorija 0.186 0.550 0.070 0.145 0.140 0.003

-0.139  -0.023 -0.540 -0.167 -0.215 -0.190

vratfemura BMD 105 0833 0001 0113 0040 0073

Vrat femura T 0.065 -0.063 0.468 0.190 0.224 0.203
score kategorija 0.578 0.598 0.010 0.102 0.052 0.083
Total femura -0.147  -0.067 -0.472 -0.251 -0.280 -0.254
BMD 0.162 0.532 0.006 0.017 0.007 0.016
Total femura T 0.118 -0.011 0.482 0.380 0.350 0.299
score kategorija 0.316 0.930 0.008 0.001 0.002 0.011

-0.289 -0.241 -0.377 -0.267 -0.322 -0.314

Total BMD 0.006 0026 0036 0011 0002  0.003
Total BMD T 0.174 0171 0478 0306 0230 0284
score kategorija 0.150 0.170 0.012 0.010 0.056 0.019
Osteoporoza 0.033 0003 0535 0285 0248 0357
Ki¢ma i kuk 0.770 0982 0003 0011 0027  0.001

Prediktori nizeg BMD na nivou ki¢me, vrata femura i celog tela kod zena

Da bi smo ocenili prediktivnu mo¢ skupa nezavisnih promenljivih (starost,
menopauza i SH-LDDST) na odredeni deo skeleta, primenili smo standardnu viSestruku
regresiju. Statisticki znacajani prediktori snizenja L1-L4 BMD su menopauza i SH-LDDST
koji objasnjavaju 31% varijanse snizenja BMD, pri ¢emu menopauza najvise doprinosi

sniZzenju L1-L4 BMD (tabela 31).
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Tabela 31. Multivarijantna liearna viSestruka regresija: zavisna varijabla L1-L4 BMD

Nestandardizovani Standardizov
koeficijent ani P
koeficijent
B Std. Error Beta
Prediktori 0.723 0.042 0.000
R?=0.31 menopauza 0.161 0.030 0.479 <0.001
SH-LDDST -0.074 0.033 -0.204 0.027

Kada se radi o vratu femura menopauza predstavlja statisticki znacajan prediktor i

zajedno sa staroS¢u objasnjava 29 % varijanse snizenog BMD vrata femura (tabela 32).

Tabela 32. Multivarijantna liearna viSestruka regresija: zavisna varijabla BMD vrata femura

Nestandardizovani Standardizova
koeficijent ni
koeficijent p
B Std. Error Beta
Prediktori 0.746 0.132 0.000
R?=0.29 menopauza 0.099 0.039 -0.343 0.013
starost -0.003 0.002 -0.231 0.091

Linearna viSestruka regresija je pokazala da je menopauza statisticki znacajan
prediktor snizenog BMD totalnog femura (tabela 32), a da su menopauza i SH-LDDST
statistiCki znacajni prediktori snizenog BMD celog skeleta. Menopauza najvise doprinosi

sniZzenju BMD totalnog skeleta (tabela 33).

Tabela 33. Multivarijantna linearna visestruka regresija: zavisna varijabla BMD totalnog
femura

Nestandardizovani Standardizova
koeficijent ni
koeficijent p
B Std. Error Beta
Prediktori 0.691 0.042 0.000
R?*=0.25 Menopauza 0.142 0.031 0.440 <0.001
SH-LDDST -0.055 0.033 -0.150  0.100
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Tabela 34 Multivarijantna Linearna viSestruka regresija: zavisna varijabla BMD totalnog

skeleta
Nestandardizovani Standardizova
koeficijent ni
koeficijent p

B Std. Error Beta
Prediktori 0.911 0.036 0.000
R?=0.30 menopauza 0.128 0.026 0.463 <0.001
SH-LDDST -0.062 0.028 -0.204 0.031

Kako bi se ocenio uticaj vise faktora (starost, BMI, menopauza, vitD, SH-LDDST)

na nastanak osteoporoze ki¢me i kuka (T score < -2.5) sproveli smo multivarijantnu

logistiCku regresionu analizu. Kao nezavisni prediktor nastanka osteoporoze na nivou

ki¢me 1 kuka ostaju SH-LDDST (OR=5.77, 95% CI 1.423-23.426, p=0.014) i BMI.

Koli¢nik verovatnoce 5.77 ukazuje da pacijenti sa SH imaju skoro 6 puta veci rizik za

razvoj osteoporoze ki¢me i kuka (tabela 34).

Tabela 35. Multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza, varijabla osteoporoza ki¢me i kuka

Cl195%
B SE.  Wald p OR Donja Gornja
(Odds Ratio) granica granica
starost -0.025 0.042 0.364 0.546 0.974 0.898  1.059
menopauza -19.924 16666.537 0.000 0.999 0.000 0.000
vitD 0.012 0.018 0.465 0.495 1.013 0.977 1.049
SH-LDDST 1.753 0.714 6.023 0.014 5.775 1.423 23.426
BMI 0.204 0.069 6.023 0.003 1.226 1.071 1.405
Konstanta -6.010 1.940 9.600 0.002 0.002

Kada posmatramo markere koStanog prometa, nije nadena znacajna korelacija

izmedu beta cross laps, osteokalcina i parametara HHA osovine izuzev pozitivne korelacije

betacrosslaps i LDDST kortizola (tabela 36) Beta cross laps i osteocalcin negativno

koreliraju sa BMD na nivou ki¢me, vrata i total femura i celog skeleta. Nivo vitamina D

negativno korelira sa SH-DST1mg.
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Table 36 Korelacija kkoStanih markera, PTH i vitD sa parametrima HHA i BMD skeleta

Osteocalcin  Betacross  vitD PTH

-0.358 -0.343 0.071 -0.011
0.001 0.002 0.542 0.917
-0.371 -0.338 0.143 -0.077
0.001 0.002 0.219 0.474
-0.397 -0.344 0.155 -0.073

L1L4.BMD

VratFEM.BMD

TOTfemBMD 0.000 0002 0182  0.500

0335 0371 0097 -0.120
WB.BMD total 0.002 0001 0405  0.265
Osteoporoza -0.097 -0.171 0.148 0.017
kicma.i.vrat 0.425 0.156 0.232 0.884

0.108 0.068 -0.135 0.080
0.300 0.517 0.225 0.428
0.130 0.220 -0.168 0.073
0.210 0.032 0.126 0.468
0.033 0.027  -0.263 0.048
0.749 0.794 0.016 0.638
0.089 0.091 -0.203 0.092

0.394 0.386 0.068  0.367

Kortizol DST1mg

Kortizol LDDST

SH DST1 mg

SH LDDST

Korelacija parametara koStane gustine i polimorfizama GR kod Zena

Nije uoCena znacajna povezanost polimorfizama GR sa BMD 1 nastankom
osteoporoze kod Zena (Tabela 37). Logistickom regresijom polimorfizmi GR nisu imali
znacajan prediktivni efekat na smanjenje kosStane gustine ni jednog dela skeleta. Nosioci
sva tri N363S polimorfizma AG su bile Zene u postmenopauzi i sve tri su imale normalnu
koStanu gustinu na nivou ki¢me i kuka (nisu imale ni osteopeniju). Jedna je imala BAI,
prisutan SH, bila je heterozigot GC BCLI, WT Er22/23EK i WT A3669G u menopauzi je
bila 24 god, a BMI je bio 39kg/m2. Druge dve Zene su imale UAI, nisu imale SH, jedna od
njih je bila heterozigot GC za BCLI uz WT ER22/23EK i WT A3669G sa trajanjem
menopauze 7 god i BMI 32kg/m2, a druga je bila nosilac WT za ostala tri polimorfizama
BCLI, ER22/23EK i A3669G i trajanjem menopauze 7 godina, BMI 41kg/mz2.
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Table 37 Korelacija polimorfizma i parametara koStane gustine kod Zena

BCL | N363S ER22/23EK _ A3669G
0.121 0.119 -0.056 -0.055
L1-L4 BMD 0.280 0.290 0.619 0.626
L1- L4 T score 0.029 -0.269 -0.151 -0.060
kategorija 0.814 0.026 0.216 0.627
20.157 0.122 20.040 ~0.009
Vrat femura BMD 0161 0276 0.721 0.937
Vrat femura T score 0.081 -0.226 -0.095 -0.055
kategorija 0.508 0.061 0.437 0.653
-0.108 0.112 -0.080 -0.003
Total femura BMD 0.339 0.318 0.479 0.980
B 0.039 -0.093 ~0.090 0.062
Total femura T kategorija 0.756 0.455 0.468 0.619
~0.060 0.031 ~0.064 -0.016
Total WB BMD 0597  0.786 0.573 0.887
Total WB T score 0.060 -0.035 -0.064 -0.137
kategorija 0.639 0.786 0.616 0.281
Ot e vrat -0.198 0.147 0.124 0.225
steoporoza kicma 1 vra 0.096 0.216 0.299 0.058

Karakteristike koStanih parametara Zena u zavisnosti od prisustva SH

Zene sa SH imaju nizi BMD na nivou LS ki¢me, totalnog kuka, celog skeleta. Zene
koje nemaju SH imaju ¢eSce osteopeniju, a one sa SH znacajno ceSce osteoporozu. lako su
starije sa ¢eS¢om ucestalosti menopauze, nije uocena statisticki znacajna razlika u odnosu
na one bez SH. Nije bilo razlike u uSestalosti polimorfizma GR izmedu grupa. Pacijentkinje
sa SH su imale statisticki znacajno ve¢i adenom i ¢eS¢e BAI u odnosu na pacijentkinje bez

SH (Tab 38).
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Tabela 38 oredenje Zena u zavisnosti od prisustva SH-DEX |

SH- SH+ P
Mean+ SD Mean+ SD

L1L4.BMD 0.93+£0.13 0.83+0.15 0.005
Vrat femura BMD 0.72+0.11 0.66+£0.12 0.069
Total femura BMD 0.87+0.13 0.79+0.13 0.022
WB.BMD total 1.07+0.11 0.99+0.11 0.006
Osteoporoza kicma 1 kuk, % 22.0 61.1 0.002
Osteopenija ki¢ma kuk, % 81.2 18.8

osteocalcin 18.85+10.03  20.42+9.41 0.539
betacross 0.65+1.77 0.54+0.34 0.775
vitD 38.25£19.16 29.82+15.02 0.089
PTH 38.36+£22.85 38.30+12.45 0.990
starost 55.8+10.7 60.3+9.9 0.084
Menopauza, % 70.0 90.5 0.054
Trajanje menopauze 12.7+7.5 14.9+10.7 0.233
Velicina ve¢eg BAI 1 UAI 28.5+10.6 37.3+8.4 0.001
UAI, % 72.3 38.1 0.003
BAI, % 21.7 61.9

4.45.2 Korelacije BMD, starosti, SH i veli¢ine nadbubrega kod muskaraca u celoj
grupi

U celoj grupi, kod muskaraca je uoCena znaCajna negativna korelacija starosti 1
BMD lumbalnog dela ki¢me, ne i drugih delova skeleta i negativna korelacija testosterona i
pojave osteopenije na nivou vrata femura. Nisu uoCene druge statisticki znacajne korelacije
koStane gustine sa staroS¢u, testosteronom, snizenim DHEAS, veli¢inom nadbubrega
(tabela 39). Muskarci sa SH su u odnosu na one bez SH imali nizi BMD, nizi Z i T score na

svakom merenom mestu skeleta, medutim bez statisticke znacajnosti.
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Tabela 39 Korelacija BMD, starosti, DHEAS, vitD, testosterona i SH-DEX |

DHEAS . SH Veli¢ina
starost snizen Vit D Testosteron DEX | nadbubrega
L1L4 -0.312 0.040 -0.061 0.129 -0.229 -0.004
BMD 0.044 0.803 0.776 0.417 0.144 0.980
L1-L4 0.222 0.015 -0.075 0.083 -0.251 0.049
T score 0.181 0.929 0.976 0.622 0.128 0.771
L1-L4 Tsc Kat -0.116 -0.162 0.106 -0.099 0.184 -0.025
0.490 0.330 0.640 0.522 0.270 0.880
Vrat femura  -0.021 -0.200 -0.173 0.248 -0.121 -0.118
BMD 0.897 0.209 0.419 0.113 0.444 0.458
Vrat femura  -0.149 -0.211 0.009 0.131 -0.097 -0.176
T score 0.380 0.210 0.970 0.438 0.567 0.297
Vrat femura T  0.022 0.112 0.032 -0.415 0.122 0.020
score kateg 0.893 0.504 0.885 0.009  0.458 0.905
Total femura -0.055 -0.254 -0.369 0.220 -0.156 -0.149
BMD 0.731 0.109 0.076 0.162 0.325 0.345
Total femura -0.057 -0.256 -0.279 0.163 -0.121 -0.169
T score 0.731 0.121 0.208 0.327 0.468 0.311
Total femura 0.052 0.215 0.229 -0.152  0.059 0.055
T score kateg  0.755 0.194 0.304 0.363 0.724 0.744
WB Total -0.118 0.082 -0.225 0.073 0.013 0.043
BMD 0.474 0.623 0.290 0.659  0.939 0.794
WB Total -0.056 0.097 -0.097 0.100 -0.217 -0.184
T score 0.800 0.661 0.741 0.651 0.321 0.401
Osteopenija  -0.082 -0.064 -0.233 0.102 -0.179 0.003
Ki¢ma/kuk 0.620 0.703 0.285 0.535 0.275 0.984

Prediktori niZeg BMD na nivou ki¢me, kuka i celog tela i nastanka osteopenije
kod muskaraca

Standardnom viSestrukom regresijom i binarnom logistickom regresijom ispitivan je
uticaj starosti, nivoa testosterona i vitamina D i prisustva SH-DEX | na snizenje BMD i

nastanak osteopenije. Nisu nadeni statisticki znacajni prediktori.
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Korelacija parametara koStane gustine i polimorfizama GR kod muskaraca

Nije uoCena znaCajna povezanost polimorfizama GR sa BMD i nastankom
osteoporoze kod muskaraca. Logistickom regresijom polimorfizmi GR nisu imali znacajan
prediktivni efekat na smanjenje koStane gustine ni jednog dela skeleta. Osteoporozu je imao
samo jedan musSkarac koji je bio nosilac heterozigotnog GC polimorfizma BCIl, WT
N363S, WT ER22/23EK i WT A3669G, sa UAI, bez SH.

Korelacija koStanih parametara, parametara HHA osovine kod muskaraca
Muskarci sa visim pono¢nim kortizolom su imali nizi BMD 1 ¢eS¢e osteopeniju
lumbalne ki¢me. Visi jutarnji kortizol pozitivno korelira sa nastankom osteopenije na Total

femuru., a visi UFC pozitivno sa nastankom osteopenije totalnog skeleta (Tabela 40).

Tabela 40 Korelacija HHA osovine i parametara koStane gustine kod muskaraca

Kortizol Kortizol UFC DSTlmg LDDST LDDST
8h 24h SH

-0.126  -0.324 0.300 0.116 0.000 -0.229

L1-L4BMD 0.428 0.039 0.186 0.464 0.999 0.144
L1-L4 T score 0.063 0.363 0.520 0.114 -0.092 -0.251
kategorija 0.706 0.027 0.022 0.495 0.583 0.128

Vet fermura BMD 0272 0128 0193 -0003 -0.039 -0.121
0081 0424 0402 0984 0.806 0.444
Vrat femura T score 0.324 0.152 0.043 0.002 0.038 -0.097
kategorija 0051 0375 0.860 0992 0822 0567
0246 0030 0195 0072 -0.055 -0.156
Total femura BMD 0116  0.850 0397 0650 0729 0325
Total femura T score 0.324 0.006 0.127 0.016 0.059 -0.121
kategorija 0.047 0973 0604 0925 0725 0.468
20.180 0083 0409 0028 0041 0013

Total BMD 0272 0615 0074 0867 0805  0.939
Total BMD T score 0213 0216 0671 0092 0090 -0217
kategorija 0328 0322 0006 0678 0683 0321
Osteopenija 0.157 0.039 0.172 0.034 0.014 0.179
Kiema i kuk 0341 0816 0481 0837 0934 0275
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Nije nadena znacajna korelacija izmedu beta cross laps, osteokalcina i parametara
HHA osovine. Beta cross laps negativno korelira sa T skorom na nivou lumbalne ki¢me
(rho=-0.333, p=0.047). Nije uofena povezanost sa drugim delovima skeleta.

lako su muskarci sa SH-DEX I imali nizi BMD i veéi adenom nije nadena statisticki
znacajna razlika u odnosu na SH negativne muskarce. Svi muskarci (100%) sa SH su imali

osteopeniju, dok je bez SH 84.4% imalo osteopeniju (Tabela 41).

Tabela 41Poredenje muskaraca u zavisnosti od prisustva SH-DEX |

SH- SH+ P
Meanx SD Meanx SD

L1L4.BMD 1.00+0.14 0.92+0.10 0.183
Vrat femura BMD 0.78%0.10 0.74+£0.12 0.394
Total femura BMD 0.95%0.10 0.91+0.09 0.314
WB.BMD total 1.15+0.08 1.16+0.07 0.885
Osteopenija ki¢ma/kuk, % 84.4 100.0 0.263
osteocalcin 16.77£6.32  13.981£9.20 0.289
betacross 0.38+0. 17 0.38+£0.21 0.932
vitD 36.36+12.37 44.76£22.26 0.229
PTH 34.7+£22.2 36.6+13.3 0.807
starost 61.9£11.5 61.5+4.9 0.899
Velicina ve¢eg BAI 1 UAI 31.2+13.3 35.1+145 0.263
UAI, % 78.4 88.9 0.476
BAI, % 21.6 11.1

4.5.  Western Blot analiza GR i Heat Shock proteina

Western blot analiza izoformi GR u lizatima humanog normalnog adrenalnog
koreteksa, peritumorskog i adenomatoznog tkiva je pokazala dominantnu i sli¢nu ekspresiju
receptorskog proteina 53-56 kDa koji odgovara GR-D izoformi. U veéini tumorskih
uzoraka uocena je jedino izoforma GR-D, dok su druge N-terminalne izoforme GR

detektovane samo u netumorskom tkivu.
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AC PT T
Slika 7 Western blot analiza GR. (A) MCF-7 ¢elije i humani limfociti (Ly) su koris¢eni za

pozitivne kontrole. Monoklonska anti-GR antitela koja prepoznaju a i B transkripcione
izoforme GR, pokazuju prisustvo traka oko 100 kDa; dominantno 53-56 kDa receptorsku
izoformu koja odgovara GR-D koja je detektovana u normalnom adrenalnom korteksu
(AC) 1 peritumorskom tkivu (PT). U vecini tumorskih uzoraka (T), GR-D je jedina
izoforma. (B) Ekspresija GR-D je slicha u normalnom adrenalnom korteksu,

peritumorskom I tumorskom tkivu

Western blot analizom c¢elijskog lizata za heat shock proteine, u tumorskom,
peritumorskom i normalnom adrenokortikalnom tkivu detektovani su 73-kDa konstitutivni
heat shock cognate protein (Hsc70) i Hsp90, dok je stresom indukovana izoforma
molekulske tezine 72-kDa Hsp70 eksprimirana samo u tumorskom tkivu. Ekspresija
totalnog Hsp70 (dve proteinske izoforme) i Hsp90 u peritumorskom i tumorskom tkivu je
bila redukovana u poredenju sa normalnim adrenalnim koreteksom (p<0.01).

Genotipovi GR ispitivanih tumorskih tkiva i odgovaraju¢ih konstitutivnih DNK se

nisu razlikovali
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Slika 8 Western blot analiza c¢elijskog lizata za heat shock proteine (A) Inducibilna

izoforma Hsp70 (donja traka) je eksprimirana samo u tumorskom tkivu (T). (B) Ekspresija
ukupnog Hsp70 u tumoru (suma dve proteinske izoforme) i peritumorskom tkivu (PT) je
snizena u poredenju sa normalnim adrenalnim korteksom. (C) Ekspresija Hsp90 u
normalnom adrenalnom korteksu, adenomatoznom i peritumorskom tkivu. (D) Relativna
ekspresija Hsp90 je redukovana u adenoma i peritumorskom tkivu u poreZenju sa

normalnim adrenalnim korteksom (p < 0.01).
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5.0. DISKUSIJA
5.1.  Subklini¢ki hiperkorticizam kod pacijenata sa adrenalnim incidentalolom

Subklini¢ki hiperkorticizam (SH) se definise kao stanje izmenjene hipotalamo-
hipofizno-adrenalne aktivnosti u odsustvu klasi¢nih klini¢kih simptoma i znakova
hiperkorticizma [150, 151]. Poslednjih godina je interesovanje za dijagnozu i terapiju SH
postalo znacajnije zbog uocene velike prevalencije. Procenjuje se da je ucestalost SH 5-
30% kod pacijenata sa adrenalnim incidentalomima [152]. S obzirom da su Al prisutni kod
4-7% odraslih, prevalencija SH se procenjuje izmedu 0.2 1 2% populacije [151]. U upotrebi
je vie terimina, ranije “preklini¢ki” i “subklini¢cki KuSingov sy.”, a obzirom da je
progresija u manifestni KusSingov sy. vrlo retka [4] predlozen je naziv “subklini¢ki
hiperkorticizam”, a po novijim preporukama “mogu¢a autonomna sekrecija kortizola”
[143]. U ovom radu koristi se termin “subklinic¢ki hiperkorticizam” s obzirom da se Siroko
upotrebljava u najnovijoj strucnoj literaturi, a po naSem misljenju koje je u saglasnosti sa
drugim autorima [153] najprikladnije opisuje ovo stanje.

Iako je definicija SH prihvacena, ne postoji konsenzus o klinickim i biohemijskim
kriterijumima za postavljanje dijagnoze. Kod pacijenta sa Al postoje znacajne medusobne
razlike u nivou sekrecije kortizola, od normalnih do jasno povisenih, koja moze biti
kontinuirana i periodi¢na, a takode postoje i zna¢ajne intraindividualne varijacije sekresije
[150]. Osim toga, postoje interindividualne i tkivno specifi¢ne razlike u glukokortikoidnoj
senzitivnosti [95, 154]. Druge bolesti kao Sto su gojaznost i DM2 i brojni lekovi mogu
uticati na rezultat deksametazon supresivnog testa. Ovi razlozi uz razli¢ito definisane
kriterijume za procenu sekrecije kortizola neminovno vode u greSke pri selekciji nekih
pacijenata i diskordantne rezultate o prevalenciji SH kod pacijenata sa Al.

Rezultati naSe studije pokazuju znacajnu razliku u biohemijskim markerima
hiperkorticizma izmedu pacijenata sa UAI i BAIL Pacijenti sa BAI imaju nize vrednosti
ACTH 1 veée vrednosti kortizola nakon DST-1mg i nakon LDDST. Takode imaju viSe
vrednosti UFC, ali nije dostignuta statisticka znacajnost. Ovi rezultati ukazuju na znacajnije
suprimovanu aktivnost HHA osovine usled veée autonomne produkcije kortizola kod
pacijenata sa BAI. Kod pacijenata sa Al opisani su razli¢itih poremecaji u HHA aktivnosti
koji upucuju na SH. Kod znaCajnog broja pacijenata postojao je izostanak supresije

kortizola nakon 1mg ili 3mg prekonoénog DST i dvodnevnog LDDST [155], povisen 24h
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UFC [156], gubitak diurnalnog ritma kortizola [156, 157], izmenjen odgovor Kkortizola i
ACTH na CRH stimulaciju [158, 159], nizak jutarnji ACTH [160] i nizak DHEAS [161,
162].

lako se za dijagnozu SH najcesc¢e koristi DST-1mg, nisu usaglasena misljenja o cut
off vrednostima za supresiju kortizola u testu. Do sada je publikovano viSe vodica sa
razli¢itim preporukama [163, 164, 165, 166, 167]. Od strane pojedinih asocijacija kao
vrednost koja ukazuje na normalnu supresiju kortizola predlozena je vrednost od 138
nmol/l koja ima visoku specifi¢nost, dok je po drugim stanovistima to supresija ispod
50nmol/l [165], a po nekim autorima koji su procenjivali odgovor u kontrolnoj grupi
zdravih osoba, nivo kortizola ispod 30.1nmol/l se smatra normalnim odgovorom [168].
Spustanjem granice za normalan odgovor Kortizola svakako se dobija na senzitivnosti
(>98%), posebno kod pacijenata sa blagim hiperkorticizmom, a gubi na specifi¢nosti testa
(<80%), odnosno raste procenat lazno pozitivnih dijagnoza SH, poput brojnih stanja
pseudo-Kusingovog sy. kao $to su alkoholizam, psihijatrijski poremecaji, DM2, akutne i
hroni¢ne bolesti [169]. Misljenje pojedinih autora je da cutoff vrednost od 83 nmol/l nakon
DST-1mg predstavlja najbolji kompromis izmedu senzitivnosti i specificnosti za screening
SH [170]. Nasi rezultati pokazuju visoku ucestalost neadekvatne supresije nakon DST
Img, a jo§ znaCajnije nakon LDDST, sa znacajno veCom ucestaloS¢u izostanka supresije
kod pacijenata sa BAI, nezavisno od primenjenih kriterijuma. Bez obzira na koris¢enu cut
off vrednost za supresiju kortizola, znac¢ajan procenat pacijenata nije imao supresiju.

Prema nedavnim preporukama, za pacijente bez klinickih elemenata
hiperkorticizma i Al, nivo DST 1mg kortizola >140nmol/l oznacava postojanje “autonomne
sekrecije kortizola”, nivo kortizola od 51 do 140 nmol/l predstavlja “mogucu autonomnu
sekreciju kortizola”, odnosno SH, dok supresija < 50 nmol/l iskljucuje eksces kortizola
[143]. Dvodnevni niskodozni DST takode sluzi za dijagnozu SH bez prednosti u odnosu na
DST 1mg, izuzev §to ima vecu preciznost isklju¢enja pseudo-KuSingovog sy. [171]. S
obzirom da nije pogodan za izvodenje, primenjuje se kao konfirmativni test sa istim cut off
kriterijumima kao DST 1mg. Kod nasih pacijenata dijagnosticki kriterijum za iskljucenje
autonomne produkcije kortizola sa cut off vrednos¢u 50 nmol/l imalo je 63.5% pacijenata sa
UAI i 38.3% pacijenata sa BAI. “Mogucu autonomnu sekreciju kortizola” imalo je 28.8%

pacijenata sa UAI i 51.1% pacijenata sa BAI, dok je autonomnu sekreciju kortizola imalo

91



7.7% pacijenata sa UAI i 10.6% sa BAI. Nakon LDDST adekvatnu supresiju kortizola
imalo je 65.7% pacijenata sa UAI, a samo 40% sa BAI. Kada se razmatraju rezultati samo
na osnovu DST testova sa vrednoS¢u 50 nmol/l raste broj lazno pozitivnih dijagnoza SH,
dok je sa vredno$¢u 140nmol/l zacajno potcenjen broj pacijenata sa SH.

Drugi parametri HHA osovine pokazuju znac¢ajno manju prediktivnu mo¢. Nekoliko
studija kod pacijenata sa Al je pokazalo poviSene vrednosti UFC kod vise od 25%
pacijenata [156]. Medutim, UFC ne moze pouzdano da pokaze diskretno povecane
vrednosti kortizola u SH. Gubitak dnevnog ritma kortizola, odnosno poviSene vrednosti
ponoc¢nog kortizola su uocene u viSe studija sa Al i SH [150]. Iako je pono¢ni kortizol
znaCajan za dijagnozu SH (22), zahteva hospitalizaciju pacijenta, zbog cCega prakticno
predstavlja konfirmativni test. PoviSen serumski ili salivarni kortizol je pokazao
prihvatljivu pouzdanost u predikciji postoperativne pojave hipokorticizma (sensitivnost
64%, specificificnost 81%) $to je indirektan pokazatelj adrenalne autonomije [170]. O
potencijalnoj koristi pono¢nog salivarnog kortizola se raspravlja, s obzirom da je u nekim
studijama pokazana niska senzitivnost, a u drugim da osobe sa povremeno ili stalno
poviSenim vrednostima u stvari imaju SH [172, 173].

Nizak nivo ACTH je Cest nalaz kod pacijenata sa Al. Dok je nivo ACTH generalno
suprimovan kod pacijenata sa manifestnim ACTH nezavisnim hiperkorticizmom (14), kod
pacijenata sa SH pokazuje vrednosti od suprimovanih do normalnih, zbog cega je
senzitivnost za dijagnozu SH niska 41-66% [174]. Generalno ACTH nivo iznad 20pg/mi
ukazuje na ACTH zavisni, dok ACTH ispod 10pg/ml ukazuje na ACTH nezavisni uzrok
SH. Odredivanje ACTH nakon CRH stimulacije ne pokazuje prednost u dijagnostici SH,
medutim, upravo u situaciji intermedijernih vrednosti ACTH, ovaj test moze pomo¢i u
razlikovanju od ACTH zavisnog hiperkorticizma, posebno kod pacijenata sa unilateralnim
ili bilateralnim AIl. CRH stimulisan skok ACTH ispod 30pg/ml, prakti¢no isklju¢uje ACTH
zavisni SH [175]. Nizak serumski nivo DHEAS je naj¢eS¢e registrovana promena HHA
osovine kod pacijenata sa Al [176]. lako moze reflektovati autonomnu ACTH nezavisnu
hipersekreciju kortizola, podaci ne pokazuju da je nizak DHEAS pouzdan pokazatelj SH, s
obzirom da nivo DHEAS opada sa godinama [177].

U cilju poboljsanja specifi¢nosti, a bez uticaja na senzitivnost diagnostickih testova,

predlozena je kombinacija razli¢itih parametara aktivnosti HHA osovine kao §to su povisen
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UFC, kortizol nakon DST-1mg, poviSen pono¢ni kortizol, suprimovan bazalni ACTH ili
nizak odgovor ACTH na CRH stimulaciju [170]. Da bi se pojednostavilo, za
dijagnostikovanje SH se predlaze koris¢enje najmanje dva izmenjena parametra HHA. U
sluc¢aju intermedijernih vrednosti kortizola nakon DST 1mg (50-140nmol), da bi se
povecala senzitivnost dodaju se testovi sa manjom prediktivnom vrednosti (ACTH, UFC,
pono¢ni kortizol, DHEAS) [167].

U naSoj studiji u ukupnom broju pacijenata prevalencija SH iznosila je 20%, Sto je u
skladu sa rezultatima nedavno objavljenih studija u kojima se prevalencija procenjuje
izmedu 19.2 i 23.9% [178]. Kada smo evaluirali SH na osnovu rezultata kortizola nakon
DST 1mg u kombinaciji sa bar jednim abnormalnim hormonskim rezultatom (ACTH,
pono¢ni kortizol i UFC), prevalencija SH je imala trend vece ucestalosti kod pacijenata sa
BAI u odnosu na UAI (29.8 vs 16.3). Medutim, kada smo umesto DST 1mg kortizola uzeli
za kriterijum kortizol nakon LDDST, razlika izmedu pacijenata sa BAI i UAI je dostigla
statisticku znacajnost (31.1% vs 15.2%), Sto je ocekivano s obzirom na vecu senzitivnost
LDDST kao konfirmativnog testa.

Meta analiza, objavljena ove godine, je pokazala da je do sada objavljeno samo Sest
studija koje su poredile prevalenciju SH kod pacijenata sa UAI i BAI [178], od kojih su tri
pokazale razliku, a ostale nisu. NaSi rezultati su u skladu sa rezultatima studija koje su
koristile sli¢ne kriterijume za definisanje SH. Studije koje su koristile LDDST kao glavni
dijagnosticki kriterijum, Vassilatou i sar. (35.1 vs 17.9) [179] i Vassiliadi i sar. (41.5 vs
12.2) [180] su naSle znacajno vecu prevalenciju SH kod pacijenata sa BAI, dok studija
Androulalis i sar. ovim testom nije naSla razliku [181]. NaSi rezultati bazirani na DST 1mg
kortizolu su takode u skladu sa druge dve studije Yener i sar. [182] i Morelli i sar. [183]
koje nisu nasle znacajnu razliku koris¢enjem DST 1mg Kkortizola kao glavnog kriterijuma,
dok su Olsen i sar. pokazali postojanje znacajne razlike ovim testom kada se koristi kao
glavni kriterijum (42.0% vs 23.0%) [184]. Ove razlike se bar delimi¢éno mogu objasniti
koriS¢enjem razli¢itih biohemijskih kriterijuma sa dijagnostikovanje SH.

U naSoj studiji nivo ACTH je bio nizih vrednosti kod pacijenata sa BAI. Kod
pacijenata sa Al sekrecija kortizola varira od normalnih do jasno poviSenih vrednosti. Stoga
je ocekivano da koncentracija ACTH, pratec¢i nivo kortizola, bude u rasponu suprimovanih i

nesuprimovanih vrednosti, reflektujué¢i nivo autonomne produkcije kortizola. Neke od
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pomenutih studija su kao i naSa, pokazale viSe vrednosti ACTH kod pacijenata sa UAI u
odnosu na BAI [179, 180, 181], dok druge to nisu [183, 184]. Studije koje su prikazale
rezultate ponoénog kortizola i UFC nisu nasle znacajnu razliku izmedu UAI i BAI [179,
180] Sto je u skladu sa naSim nalazom.

U pojedinim studijama, ispitivana je povezanost mase adrenalnog tumora i
produkcije kortizola. U naSoj studiji dimenzija veceg bilateralnog adenoma je bila veca, ali
ne znaCajno u odnosu na dimenziju unilateralnog adenoma, ali je postojala veca
prevalencija SH kod pacijenata sa BAI. Ovakav nalaz je u potpunoj saglasnosti sa
rezultatima Vasilatou i sar. [179]. U drugim studijama, pokazano je da su i dimenzije i
prevalencija SH sli¢ni kod pacijenata sa UAI i BAI [181] ili postojanje sli¢ne prevalencije
SH uz veéu tumorsku masu koju su medutim racunali zbirom najve¢ih dijametra
bilateralnih tumora [183]. Kod nasih pacijenata uo¢ena je povezanost veli¢ine adrenalnog
tumora sa parametrima izmenjene aktivnosti HHA osovine i nastanka SH. Ovakav nalaz
perzistira kada se analiziraju odvojeno pacijenti sa UAI od pacijenata sa BAI.
Multivarijantna logistiC¢ka regresija je pokazala da je veli¢ina nadbubrega nezavisni
prognosticki faktor nastanka SH. To pokazuje da je neophodna kritiéna masa adrenalnog
tumora koja bi uslovila produkciju dovoljne koli¢ine kortizola za indukovanje SH. Druge
studije Vassiliadi i sar. [180, 185] i Olsen i sar. [184] su takode pokazale pozitivnu
korelaciju adrenalne mase i verovatnoée pojave SH. Smatra se da komparacija adrenalne
mase UAI sa veli¢inom veceg bilateralnog Al, pokazuje bolju procenu efekta blagog
kortizolskog ekscesa u odnosu na sabranu veli¢inu bilateralnih adenoma, jer je pokazano da
kod BAI ve¢i adenom najviSe participira u hipersekreciji kortizola [179]. Ovo miSljenje je
podrzano studijom u Kkojoj je unilateralna hipersekrecija kortizola detektovana
kateterizacijom kod pet od sedam pacijenata sa BAI i SH, a kod cetiri od ovih pet
pacijenata to je bila ve¢a adrenalna masa [186].

Medutim, moguée je da se radi 0 razli¢itoj etiopatogenezi tumorigeneze
unilateralnih i bilateralnih Al. U grupi sa BAI prisustvo ACTH nezavisne makronodularne
hiperplazije se ne moze sa sigurnoscu iskljuciti vizualizacionim metodama. Osim toga
izvestan broj pacijenata se inicijalno prezentuje unilateralnim tumorom, a kasnije dolazi do
nastanka i kontralateralnog tumora nadbubrega. Pojedine studije ukazuju da polimorfizam

GR moze imati ulogu u nastanku adrenalnih tumora.
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5.2.  Funkcionalni polimorfizmi GR i adenalni tumori

Majnik 1 sar. su pokazali da je N363S varijanta polimorfizma gena za GR ceSce
zastupljena kod pacijenata sa BAI u odnosu na UAI, ali nisu uocili razliku u sekreciji
hormona [187]. NaSi rezultati pokazuju da u odnosu na kontrolnu grupu zdrave populacije,
N363S polimorfizam ne pokazuje povezanost sa pojavom tumora nadbubrega, ve¢ da su
duzi alel Bcll i kraéi alel 9B A3669G polimorfizma povezani sa predispozicijom za
nastanak unilateralnih Al i snizenu senzivnost na GC. Nosioci duzeg C alela Bcll
polimorfizma imaju skoro dva puta veci, a homozigoti za duzi C alel skoro Cetiri puta veci
rizik za nastanak unilateralnog adrenalnog tumora. Heterozigoti, nosioci kraceg alela 93
polimorfizma GR imaju tri puta, a homozigoti Cetiri puta veci rizik za nastanak
unilateralnog adrenalnog tumora. Pokazali smo da nosioci ER22/23EK alela imaju 13 puta
vecéi rizik za nastanak adrenalnih tumora. Ovaj polimorfizam uzrokuje redukciju ekspresije
GRa translacione izoforme i pokazana je manja supresibilnost kortizola u DST 1mg, Sto
ukazuje na relativnu glukokortikoidnu rezistenciju [95]. Do sada nije opisana povezanost
Er22/23Ek polimorfizma Bcll sa predispozicijom za adrenalne tumore.

lako je kasnih sedamdesetih godina proslog veka bilo evidentno da GC imaju efekat
na adrenalnu Zlezdu pacova, [188] odnosno da sam adrenalni korteks predstavlja ciljno
tkivo za glukokortikoide, tek nedavno je dokazana ekspresija GR u humanom adrenalnom
koretksu [189, 190] i adrenalnim tumorima.| 191, 192,) Upotrebom RT-PCR, Western blot
i imunohistohemijske analize Paust i sar. su 2006 god. prvi put pokazali prisustvo GR
mRNA u adrenalnom korteksu, $to je potvrdeno na proteinskom nivou. Imunohistohemija
je pokazala slabije bojenje GR u adrenalnoj meduli, ali izrazito u zoni retikularis ukazujuéi
na ulogu u androgenoj biosintezi [190]. Osamdesetih godina pokazana je ekspresija GR u
humanoj adrenalnoj meduli [193] povecana ekspresija GR kod kortizol sekretujuceg
adenoma i adrenokortikalnog karcinoma [194] sto je potvrdeno nedavnim studijama [192].
Studija Bourdeau i sar. je pokazala ekspresiju GR mRNA u PPNAD tkivu i to u
kortikalnim ¢elijama nodula koji su glavno mesto steroidogeneze. Medutim, okolni korteks
nije pokazao pozitivnost. U normalnim adrenokortikalnim ¢elijama, ekspresija GR je bila
slaba, dominantna u zoni fascikulati, dok je kod adrenalnog adenoma i tkiva AIMAH bila

jedva primetna [195]. Nedavno je ucinjeno i ispitivanje ekspresije GRa i GRf mRNA i
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pokazano je da su obe izoforme znacajno povecane kod kortizol produkuju¢eg adenoma ali
ne i nefunkcijskog adenoma u odnosu na kontrolno normalno adrenokortikalno tkivo.
Pokazana je jaka imunoreaktivnost na anti-GRa antitelo nukleusa kod nefunkcijskog i
kortizol produkuju¢eg adenoma, dok je manja zapazena u nekim nukleusima normalnih
adrenokortikalnih ¢elija. GRp imunoreaktivnost je bila odsutna u normalnom tkivu i
nefunkcijskim adenomima, dok je jaka citoplazmatska i nuklearna imunopozitivnost nadena
kod kortizol produkuju¢eg adenoma. Ova ekspresija GRa i GRp u kortizol produkujuc¢em
adenomu ukazuje na mogucu ulogu u patofiziologiji ovih tumora [196].

U nasoj studiji smo pokazali da pored brojnih N-terminalnih izoformi GR normalan
humani adrenalni korteks, dominantno eksprimira GR-D izoformu. Medutim, veéinu
tumorskih uzoraka karakteriSe odsustvo drugih receptorskih izoformi, izuzev GR-D $§to je
praceno smanjenom ekspresijom molekula Saperona. In vitro, izoforma GRa-D je
lokalizovana u nukleusu vezana za GRE specifi¢nih ciljnih gena i nezavisno od prisustva ili
odsustva liganda pokazuje slabu transkripcionu aktivnost u odnosu na GRa-A [197] S
obzirom da se GRa i GR mRNA razlikuju samo na njihovim 3’ krajevima, pretpostavka je
da brojne N-terminalne izoforme postoje i za GRP [198]. Imunohistohemijskom analizom
pokazana je u adenomskom tkivu smanjena imunoreaktivnost za glukokortikoidni receptor,
kao 1 nukleusna lokalizacija GRP. Ovakav rezultat bi mogao da ukazuje na aktivnu ulogu
GRp u smanjivanju GRa transkripcione aktivnosti [148]. Dominantna ekspresija GR-D
izoforme u adenomima i smanjena ekspresija Hsp izgleda da je tkivno specificna i moze
biti odgovorna za fizioloSku rezistenciju adrenalnog korteksa na GC. Stecena
intraadenomatozna GC rezistencija moZe dovesti do disregulacije sinteze kortizola i
tumorskog rasta istovremeno [148]. S obzirom da GR obezbeduju feedback regulaciju
adrenokortikalne steroidne produkcije [199], konstitutivno uslovljena smanjena
senzitivnost HPA osovine dodatno modulira ove efekte [200]. Nasi rezultati pokazuju tri
nezavisna mehanizma GC rezistencije: konstitutivno redukovanu senzitivnost na GC,
selektivnu ekspresiju izoforme GR-D i smanjenu sintezu Hsp [148]. Da li su ove varijante
polimorfizma GR ukljucene u nastanak Al zahteva dalja istrazivanja. Opisana je moguca
uloga mutacije u genu za 21 hidroksilazu (CYP21) u patogenezi BAI i UAI [201].

Molekularne studije vezane za patogenezu sporadi¢nih kortizol sekretujuc¢ih adrenalnih
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tumora pokazuju razliCite poremecaje u ekspresiji specificne grupe gena ukljucenih u

steroidogenezu [202].

5.3. Adrenalni incidentalomi i pridruzene bolesti

Nakon prve studije Terzolo i sar. 2002 god [203], veliki broj studija je pokazao da
pacijenti sa Al imaju vecéu prevalenciju dijabetesa, hipertenzije, gojaznosti i dislipidemije
[203, 204, 205, 206, 207]. Pojedini autori naglaSavaju da pacijenti sa Al imaju isuvise
kriterijuma za MetS 1 da su Al prakticno neprepoznata manifestacija MetS, ukazujuci na
znacaj hiperinsulinemije kao glavnog proliferativnog faktora tumorskog rasta, bez uticaja
na steroidogenezu [208]. Medutim, ove bolesti se sa visokom prevalencijom javljaju u
opstoj polulaciji. Gojaznost, pre svega visceralna ima glavnu ulogu u patofiziologiji
insulinske rezistencije i posledi¢nih metaboli¢kih abnormalnosti [209, 210, 211]. U naSoj
populaciji pacijenata sa Al, pokazano je da gojazniji pacijenti, posebno sa abdominalnom
gojaznosti (merenom obimom struka), imaju ¢eS¢e hipertenziju, visi sistolni i dijastolni
pritisak, imaju ¢es¢e DM2, dislipidemiju, izraZeniju insulinsku rezistenciju i MetS. Porast
insulinske rezistencije (HOMAIR) dovodi do porasta glikemije naste i u 120min OGTT,
porasta TG i snizenja HDL. Kada se posmatra telesni sastav (meren DXA metodom), OS
pokazuje kompatibilnost sa abdominalnom masnom masom, procentom abdominalnog
masnog tkiva, ukupnom masnom masom 1 indeksom masne mase. Veca masa
abdominalnog masnog tkiva (DXA) vezana je za pojavu hipertenzije, visi sistolni i
znacajnije dijastolni Kkrvni pritisak, sa viSom glikemijom i insulinemijom naSte,
hipertrigiceridemijom, izrazenijom insulinskom rezistencijom i nastankom MetS kod nasSih
pacijenata.
kardiovaskularni poremecaj DM2 i hipertenzija. Kako je uticaj manifestnog
hiperkorticizma na metabolicki i kardiovaskularni sistem poznat, viSe autora je ispitivalo
potencijalni znacaj diskretne hipersekrecije kortizola koja moze dovesti do dugoro¢nih
komplikacija u smislu metaboli¢kih i kardiovaskularnih bolesti (KVB) kao $to su DM2,
dislipidemija, hipertenzija, gojaznost i osteoporoza. U jednoj od prvih studija Tauchmanova
I sar. su analizom 28 pacijenata sa SH pokazali prisustvo KVB (kardiomiopatija,
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obstruktivna vaskularna bolest, aterosklerotski plakovi karotida) kod 64% pacijenata.
[204]. Tek je studija sprovedena 2012 god, pokazala asocijaciju izmedu SH and KVB
[212]. Kod 348 pacijenata sa Al pokazan je progresivni porast prevalencije infarkta
miokarda kod pacijenata sa SH (kod 2.9% afunkcionalnih i 11.9% sa intermedijernih i
26.3% sa SH). Prevalencija koronarne bolesti kod intermedijarnog fenotipa je bila (OR 4.1,
95% CI 1.5-11.4, P=0.007) a kod pacijenata sa SH (OR 6.1, 95% CI 1.4-26.5, PZ0.016).
Tokom pracenja, pacijenti sa SH i pogorSanjem hipersekrecije su pokazali vecu incidencu
KVB u odnosu na afunkcionalne tumore. Rezultati ove studije su kasnije, 2014 god. od
strane istih autora potvrdeni. Retrospektivnhom analizom 198 pacijenata sa Al koji su
klasifikovani kao stabilna afunkcionalna, stabilna SH i progresivna SH grupa (prema DST
1mg cut off nivo 83nmol/l). Tokom praéenja od 7.5+3.2 godine, pacijenti sa SH i oni sa
progresijom SH su pokazali vecu incidencu KVB u odnosu na one sa nefunkcionalnim
incidentalomima. Sa porastom nivoa kortizola tokom perioda praéenja povecala se
ucestalost KVB (Hazard ratio (HR) 1.1, 95% CI 1.1-1.2, P<0.001) nezavisno od drugih
faktora rizika [206]. Jo$ jedna multicentri¢na retrospektivna studija, publikovana je 2014
god., sa 206 pacijenata, u kojoj je SH definisan na osnovu kortizola nakon DST veceg od
138 nmol/l i jo§ dva abnormalna hormonska testa, je pra¢enjem tokom 6 godina, pokazala
ve¢u incidencu kardiovaskularnih dogadaja kod pacijenata sa SH u odnosu na one sa
afunkcionalnim Al (OR 3.1, 95% CI 1.1-9.0, P<0.05) [213]. Sli¢ni rezultati su dobijeni
nedavnom retrospektivnom studijom sa 206 pacijenata, tokom pracenja 4.2+2.3 god, u
kojoj su pacijenti sa SH (definisanim na osnovu DST 1mg kortizolom iznad 83nmol/l)
pokazali ve¢i KVB morbiditet 1 mortalitet u odnosu na nesekretorne adenome, a veci
mortalitet od KVB i infekcija u odnosu na opStu populaciju [214]. lako se ne moze
proceniti direktan uzro¢no-posledi¢ni odnos, s obzirom da je veéina studija dizajnirana kao
studije preseka, njihovi rezultati pokazuju da hipersekrecija kortizola ima veoma vaznu
ulogu u nastanku KVB. Rezultati naSe studije kada se posmatraju u zavisnosti od pola, ne
pokazuju razliku kod pacijenata sa i bez SH u odnosu na BMI, OS, telesni sastav odnosno
masnu i mrSavu telesnu masu, prevalenciju hipertenzije, DM2, nivo lipida, HOMA IR i
prevalenciju MetS, izuzev §to Zene sa SH ¢esce piju hipolipemike. Pacijentkinje sa SH su
imale znacajno ¢eS¢e BAI u odnosu na UAI i imale su vecu veli¢inu BAI u odnosu na

veli¢inu UAI, dok kod muskaraca nije uoCena razika u ucestalosti i veli¢ini BAI i UAL.
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Pretpostavlja se da sliéni mehanizmi postoje i u suklinickom i overt hiperkorticizmu.
Moguce je da je za razvoj nezeljenih efekata, poSto se radi o blagoj hiperkotizolemiji,
neophodna izlozenost tokom duzeg vremenskog perioda.

Kod pacijenata sa SH poremecaj glukoznog metabolizma moze biti razli¢itog nivoa,
od oSte¢ene glikozne tolerancije i insulinske rezistencije koja se pogorSava sa porastom
hiperkortizolemije do manifestnog DM2 [215]. Patogenetska uloga kortizola u nastanku
oSte¢enog metabolizma glukoze obuhvata efekte na glukoneogenezu, oStec¢enje insulin
zavisnog preuzimanja glukoze u perifernim tkivima i inhibitornu ulogu na sekreciju
pankreasne beta celije. DM2 se javlja prose¢no kod trecine pacijenta sa SH, mada je
prevalencija procenjena u razli¢itim studijama od 5 do 69%. Medutim, subklinicka
hiperprodukcija kortizola moze i indirektnim mehanizmima uzrokovati poremecaj
glukoznog metabolizma. Nedavna studija Debono et al. je pokazala da pacijenti sa SH
imaju znacajno vec¢u akumulaciju visceralnog masnog tkiva (mereno CT skenom) u odnosu
na pacijente sa nefunkcijskim incidentalomima, ali nije bilo razlike u odnosu na pacijente
sa KuSingovim sy. [214]. U celoj grupi nasSih pacijenata, nije nadena znacajna korelacija
izmedu masnog tkiva i parametara HHA osovine i kako je pomenuto nije uocena razlika u
masi abdominalnog masnog tkiva merenog DXA metodom izmedu osoba sa i bez SH.
Medutim uocena je negativna korelacija mi$i¢ne mase ruku i nogu pojedina¢no, kao i u
zbiru (AMM) sa DST-1mg i LDDST kortizolom i negativna korelacija AMM i SH-DST,
Sto bi ukazivalo na katabolicki efekat hiperkortizolemije na metabolizam misic¢a. Takode su
nedavne studije pokazale da pacijenti sa SH imaju vecu prevalenciju nealkoholne masne
bolesti jetre i lipidne poremecaje, Koji su su nezavisno povezani sa sekrecijom kortizola
[216], a druge da u odsustvu poremecaja metabolizma glukoze prisustvo SH nema uticaja
na metabolizam lipida, odnosno da poremecaj glukoznog metabolizma ima uticaj na
metabolizam lipida nezavisno od prisustva SH [217]. U naSoj studiji uocena je povezanost
pojedinih parametara izmenjene aktivnosti HHA osovine sa metabolickim parametrima.
Pacijenti sa izostankom supresije kortizola u DST-1mg i LDDST ispod 50nmol/l imaju
vecu glikemiju Omin i u 120 min OGTT i nizi HDL holesterol. Pacijenti sa UFC veé¢im od
245nmol/l imaju znacajniju insulinsku rezistenciju. Dakle, iako moze imati znacajnu i
nezavisnu ulogu, hiperkortizolemija je dodatni u nizu faktora koji doprinosi razvoju

metaboli¢kih poremecaja.
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NaSsi rezultati pokazuju da uprkos vecoj prevalenciji SH kod pacijenata sa BAI nije
bilo razlike u ucestalosti metabolickih premecaja i hipertenzije. Pacijenti sa BAI i UAI su
imali slicne antropometrijske parametre, abdominalni tip gojaznosti i visoku prevalenciju
ali bez medusobne razlike DM2, dislipidemije i hipertenzije. Za poslednjih 10 godina
objavljeno je pomenutih 6 studija koje su ispitivale pored prisustva SH i potencijalne
komorbiditete. NaSi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima ovih studija koje takode nisu
uocile razliku u prevalenciji hipertenzije, DM2 i MetS, osim u jednoj u kojoj je uocCena
povezanost UAI i hipertenzije [179, 180, 181, 182, 183, 184].

Postavlja se pitanje da li je ova razlika u diskretanoj autonomnoj hipersekreciji
kortizola izmedu pacijenata sa UAI i BAI glavni uzrok metaboli¢kih abnormalnosti. Ovo bi
moglo biti posledica razli¢itog trajanja hiperkorticizma i interindividualne varijacije u
glukokortikoidnoj senzitivnosti, koje su posledica polimorfizama gena za GR [95] 1 11f-
HSD1 [154]. U jednoj studiji pokazano je da nosioci N363S polimorfizma ¢e$¢e imaju
DM2 kod pacijenata sa BAI u odnosu na UAI patients, ali bez razlike u hipersekreciji
kortizola [187].

5.4. Funkcionalni polimorfizami GR, aktivnost HHA osovine, telesni sastav i MetS

Pokazano je da je postojanje razli€itih varijanti NR3C1 gena povezano sa razli¢itom
osetljivos¢u na glukokortikoide, kako na nivou hipotalamusa i hipofize gde se ostvaruje
negativna povratna sprega, tako na nivou svih perifernih tkiva ukljucujuci i sam nadbubreg.
Razli¢ita senzitivnost GR ima ulogu u moduliranju efekta kortizolskog ekscesa. Mi smo
ispitivali povezanost funkcionalnog polimorfizma GR i telesnog sastava u odnosu na pol s
obzirom na Cinjenicu da se muskarci i Zene razlikuju u odnosu na procentualnu
zastupljenost misiénog i masnog tkiva [218].

Od kada su Weaver i sar. objavili povezanost insulinske rezistencije, odnosno
HOMA indeksa i homozigota za duZi alel Bcll polimorfizma kod gojaznih osoba,
sprovedene su brojne studije u kojima je ispitivana povezanost ovih polimorfizama hGR,
gojaznosti 1 metabolickog sy. [219]. Ove studije su pokazale povezanost duzeg C alela Bcll
polimorfizma sa parametrima koji upucuju na poveéan efekat GC usled povecane
osetljivosti GR, kao $to su abdominalna gojaznost [220], hiperinsulinemija [221], BMI

[222], poviSen sistolni krvni pritisak i povec¢an rizik od kardiovaskularnih bolesti [223,
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224]. Van Rossum i sar su pokazali da nosioci C alela Bcll polimorfizma pokazuju vecu
supresiju kortizola nakon DST-1mg kao i nakon 0.25mg deksametazona [223].

Suprotno, rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je u nasoj populaciji, kod Zena sa
Al, duZi C alel Bcl polimorfizma povezan sa manjom osetljivosti GR. Zene nosioci duzeg
C alela imaju manji nivo supresije kortizola nakon 0.5mg dexametazona, $to ukazuje na
relativnu rezistenciju HHA osovine. Takode, imaju manju prevalenciju IFG, IGT i DM2.
Zene, nosioci WT i C alela Bcll polimorfizma su imale veéu uéestalost abdominalng tipa
gojaznosti. Multivarijantnom regresionom analizom kao protektivni prognosticki faktor za
nastank DM2 ostao je Bcll polimorfizam, nezavisno od starosti, abdominane gojaznosti i
LBMI, odnosno prisustvo C alela BCII polimorfizma smanjuje rizik za nastanak DM2 za
80% kod pacijenata sa abdominalnim tipom gojaznosti. Medutim, kada se ovim faktorima
rizika doda HOMAIR, insulinska rezistencija postaje nezavisan negativni prognosticki
faktor, odnosno sa pogorsanjem IR, rizik od nastanka DM2 raste 1.8 puta.

Uoceno je da u odnosu na WT, nosioci polimorfizma imaju trend manje ukupne
misSi¢ne mase, znacajno manju misi¢nu masu na levoj ruci i levoj nozi, ne na desnoj ruci i
desnoj nozi (vecina su deSnjaci). Prisustvo duzeg alela Bcll polimorfizma korelira sa nizom
ukupnom misi¢énom masom, nizom miSi¢cnom masom ekstremiteta i veéim subkutanim
masnim tkivom na nogama. Takode, starenje, menopauza, sniZenje IGFI, znacajno
smanjuju AMM, te se ne moZe tacno proceniti u kojoj meri polimorfizam GR utie na
smanjenje AMM. Nakon kontrole za starost i Bcll polimorfizam, prisustvo SH i menopauze
multivarijantnom linearnom regresijom kao nezavisni prediktor smanjenja AMM ostaje
menopauza, a kada posmatramo ukupnu misSi¢énu masu u odnosu na iste faktore, trend
smanjenja postoji samo za prisustvo Bcll polimorfizma. Po svemu sude¢i osobe nosioCi
Bcell polimorfizma imaju predispoziciju za veéi gubitak miSi¢éne mase starenjem. To
ukazuje na selektivnost tkivne osetljivosti, s obzirom da se ova povecana osetljivost Bcll
polimorfizma GR uocava i u smanjenju koStane gustine 1 vecoj prevalenciji osteoporoze
kod pacijenata sa UAIL U studiji van Rossum i sar. pokazano je da kraci alel Bcll
polimorfizma ima uticaj na telesni sastav u smislu pove¢anja abdominalne gojaznosti kod
mladih, dok je uticaj suprotan kod starijih osoba u smislu nizeg BMI i to na ratun misi¢ne
mase, bez promena u masnoj masi. Zakljucili su da je ova miSi¢na atrofija zdravih starijih

osoba posledica glukokortikoidne hipersenzitivnosti kod nosioca Bcll polimorfizma [225].
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Nasi rezultati ukazuju na razli¢itu, tkivno specifi¢énu osetljivost GR. TKkivno
specificna varijabilnost u GC senzitivnosti je ispitivana u viSe studija, centralna GC
senzitivnost primenom 0.25mg i 0.5mg dexametazona, a periferna primenom dermalnog
vazokonstriktornog testa sa beklometazonom i merenjem uticaja na imuni sistem putem
inhibicije oslobadanja proinflamatornih citokina iz monocita i makrofaga [226].

Veci broj studija je pokazao da ne postoji intra-individualna podudarnost u tkivnom
odgovoru na GC [227, 228, 229]. GC senzitivnost je pod uticajem brojnih faktora. GC
ostvaruju razli¢ite efekte preko multiplih izoformi GR koje nastaju alternativnim
splajsovanjem egzona 9, a daljim post-translacionim modifikacijama receptorskog proteina
omogucena je vrlo heterogena receptorska funkcija, koja modulira odgovor na GC, koji je
tkivno 1 ¢elijski specifi¢an [230]. Ekspresija GR se razlikuje u pituitarnom tkivu u odnosu
na druga target tkiva za GC. Pituitarni GR u poredenju sa GR perifernih tkiva poput
imunog sistema ili mozga ne podleZzu nishodnoj regulaciji nakon davanja visokih doza
kortikosterona. Osim toga, intracelularna raspolozivost GC je modulirana 11B-HSD
enzimima. Obe izoforme su razli¢ito eksprimirane u razli¢itim tkivima. 113-HSD1 je vazna
I na pituitarnom nivou gde se odvija negativna povratna sprega i gde se modulira i efekat
dexametasona. Takode, postoje razlike u afinitetu vezujucih proteina za GC. Senzitivnost
na GC zavisi i od kompleksa heat shock proteina hsp90 i hsp70 koji su vezani za GR u
citoplazmi i odrzavaju receptor u transkripciono neaktivnoj strukturnoj formi, sa visokim
afinitetom za vezivanje liganda. Narocito je hsp90, koji je dominantno eksprimiran u
perifernim tkivima, potencijalni modulator razli¢ite GC senzitivnosti u ovim tkivima [231].

Pokazano je da N363S polimorfizam povezan sa poveéanm senzitivnosti na
egzogene GC. Osobe koje su nosioci ovog polimorfizma pokazuju vecu supresiju kortizola
na dexametazon in vivo i trend veée redukcije limfocitne proliferacije pod uticajem
dexametazona in vitro [97]. Medutim, uticaj Bcll polimorfizma na senzitivnost se razlikuje
in vivo i in vitro. Osobe koje su homozigoti za duzi C alel Bcll u odnosu na homozigote za
G alel, pokazuju vecu senzitivnost u dermalnom testu sa beklometazonom, a snizenu
senzitivnost na dexametazonom indukovanu inhibiciju lizozomalnog oslobadanja od strane
mononuklearnih Celija [229]. Bez obzira na intronsku lokalizaciju Bcll polimorfizma
njegov funkcionalni znacaj u regulaciji transkripcije nije umanjen, s obzirom da je lociran u

intronu 2, neposredno nakon egzona 2, koji je prvi kodirajuéi egzon u ovom genu.
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Pokazano je da ovaj polimorfizam moZze indirektno putem uticaja na pozitivne ili negativne
GRE u promotorskom regionu ciljnih gena uticati na modulaciju genske transkripcije i
tkivno specifiécnu GC senzitivnost, koja moze biti snizena ili povecana [229]. Ispitivanje
senzitivnosti Bcll polimorfizma GR kod PTSD pacijenata, sa 0.25mg dexametazonom i
dermalnim testom beklometazonom nije pokazalo razliku u senzitivnosti GR u odnosu na
kontrole u oba testa [232]. Treba imati u vidu da koekspresija drugih polimorfizama GR
odnosno prisustvo odredenih haplotipova utic¢e na tkivnu senzitivnost. Analiza haplotipova
nije obuhvaéena ovim radom.

Sve navedeno ukazuje da u naSoj grupi Zena sa Al, Bcll polimorfizam pokazuje
tkivno specificnu senzitivnost. Rezultati dex 0.5mg kortizola ukazuju na relativnu
rezistenciju na nivou HHA osovine. Zene se nisu razlikovale po zastupljenosti abdominalne
gojaznosti, koja kao metabolicki aktivno tkivo uslovljava hipertrigliceridemiju, insulinsku
rezistenciju i nastanak DM2. Prisustvo duzeg C alela Bcll polimorfizma na visceralnom
masnom tkivu sa smanjenom senzitivnosti na GC i/ili aktivnost 113-HSD1, doprinose
manjoj metabolickoj aktivnosti visceralnog masnog tkiva i Stite Zene sa abdominalnom
gojaznosti od poremecaja metabolizma glukoze i nastanka DM2. Sa druge strane BCII
polimorfizam GR na skeletnim miSi¢ima kao i na kostima kod zena sa UAI pokazuje
povecanu senzitivnost 1 potencira smanjenje miSi¢ne mase ekstremiteta koje je inace
uslovljeno staro$¢u i pojavom manopauze, ali i ukupne misi¢ne mase nezavisno od starosti
Sto ima odraza na insulinsku senzitivnost.

Vecina studija je fokusirana na distribuciju masnog tkiva u smislu opste i1
abdominalne gojaznosti. Samo nekoliko studija je ispitivalo povezanost masnog tkiva na
nogama sa metabolickim parametrima, adipokinima i inflamatornim markerima. Rezultati
su ukazali na protektivnu ulogu masnog tkiva nogu na metabolizam glukoze (233, 234,
235, 236, 237, 238], lipidni profil (233, 234, 235, 237, 238, 239], krvni pritisak (233, 234,
235, 238, 239, 240, 241] i druge faktore rizika za KVB [242]. Nedavno sprovedene studije
su pokazale da je vece masno tkivo na nogama povezano sa povoljnim profilom adipokina,
odnosno visim nivoom adiponektina [243, 244], a nizim nivoom PAI-1 [242, 245] i RBP4
[242] kod postmenopauzalnih Zena, odnosno da veéa masna akumulacija na nogama ¢ak u
prisustvu trunkalnog masnog tkiva, ne samo da ima manje Stetan efekat od abdominalnog,

ve¢ da pokazuje i protektivan efekat uticajem na adipokine i inflamtorne markere i da
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smanjuje rizik od MetS. Treba imati u vidu da je u ovim studijama kao i u nasoj procena
masnog tkiva vrSena DEX metodom kojom se ne moZe napraviti razlika visceralnog i
subkutanog trunkalnog masnog tkiva, kao i intramuskularnog i subkutanog masnog tkiva na
nogama.

NaSsi rezultati ukazuju da se sa pojavom SH usled autonomne produkcije kortizola iz
nadbubrega (¢ija veliCina korelira sa pojavom SH), gubi protektivna uloga Bcll
polimorfizma, te se zene nosioci ovog polimorfizma izjednacavaju sa nosiocima WT u
ucestalosti DM2 1 raste ucestalost MetS. Sa pojavom hiperkortizolemije moguce je da se
menja aktivnost lokalniog 11B-HSD1 enzima ili dolazi do nishodne regulacije, odnosno
smanjene ekspresije GR. Pokazano je da u prisustvu viska liganda, odnosno GC, nezavisno
od tkivno specifi¢nih transkripcionih faktora dolazi do nishodne regulacije ekspresije GR.
Identifikovan je negativni GRE u 6 egzonu gena za hGR koji ima vaznu ulogu u represiji
hGR gena. Nakon aktivacije ligandom, odnosno glukokortikoidima, vezivanje ovog nGRE
regrutuje NCoR1 (nuclear receptor corepressor) i HDAC3 (histone deacetylase 3) na
proksimalnom delu promotora formirajuéi represioni kompleks koji inhibira transkripciju
hGR. [246]. Ova nishodna regulacija GR je mehanizam odrzavanja homeostaze normalnih
¢elija, ali 1 mehanizam ogranicenja terapijskog odgovora na GC u inflamatornim i
malignim bolestima, a mogla bi biti i potencijalni mehanizam efekta hiperkortizolemije u
SH na nishodnu regulaciju Bcll polimorfizma GR u metaboli¢ki aktivhom visceralnom
masnom tkivu i gubitka njegove protektivne uloge kod nasih pacijentkinja. Sa prisustvom
SH uocava se CeS€a pojava hipertenzije, viSi sistolni 1 dijastolni krvni pritisak, visi
trigliceridi, veca insulinska rezistencija i ¢eS¢a pojava MetS. Takode je uocena povezanost
glikemija i1 insulinemija naSte, kao i insulinemije u 120 min OGTTa sa abdominalnom
masnom masom, totalnom masnom masom i FMI i da zene sa SH ¢esce piju hipolipemike.

Poznato je da distribucija masnog tkiva, odnosno abdominalno masno tkivo, ima
znacajnu ulogu u etiologiji IR i sa njom povezanim metabolickim abnormalnostima [247,
248, 249, 250]. U nekim studijama je pokazano da je ve¢a misi¢na masa povezana sa nizom
insulinskom rezistencijom i nizim rizikom za DM2, nezavisno od gojaznosti. Medutim i
mrsava telesna masa (lean body mass, LBM) koju ¢ini miSi¢na masa, dorinosi patogenezi
IR i MetS [251, 252]. Prvo su Krotkiewski i Bjorntorp jo$ 1986 god. pokazali da gojazne

zene sa manje trunkalne masti i nizim LBM imaju vecu insulinsku senzitivnost u odnosu na
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one sa muskularnim tipom i1 ve¢om trunkalnom akumulcijom masti. Nasi rezultati pokazuju
kao i nekoliko drugih studija [252, 253, 254, 255, 256] da gojazne Zene imaju ve¢i LBMI
koji je povezan sa IR, DM2 i hipertenzijom, odnosno MetS. U novije vreme, sa pojavom
preciznijih tehnika za procenu telesne kompozicije (DEX), distribucije masnog tkiva (CT) i
insulinske senzitivnosti (euglikemijski/hiperinsulinemijski klamp), pokazano je da insulin
rezistentne gojazne postmenopauzalne Zzene imaju zna¢ajno viSe visceralne masti i LBM u
odnosu na insulin senzitivne gojazne zene. Nedavne studije su pokazale da je kod starijih
gojaznih postmenopauzalnih zena MetS povezan sa ve¢om miSiénom masom i veéim
visceralnim masnim tkivom [255], a da je manja miSi¢na masa i manje visceralno masno
tkivo kod gojaznih povezano sa manjom inflamacijom (snizen CRP i alfa 1 antitripsin [253]

Ovo ukazuje da je miSi¢éna masa potencijalni modulator insulinske rezistencije kod
gojaznih postmenopauzalnih Zena. Pored razlicite ekspresije adipokin realted gena i
razli¢ita ekspresija i polimorfizam GR uti¢e na metaboli¢ki milje i nastanak MetS. U naSoj
studiji, Zene koje su nosioci BCI polimorfizma imaju manju mi$i¢énu masu i verovatno je i
to dodatni faktor koji participira u boljem metabolickom profilu i manjoj prevalenciji
dijabetesa. Zene heterozigoti za N363S polimorfizam u odnosu na WT imaju veéu ukupnu i
abdominalnu masnu masu i procenat masnog tkiva na ekstremitetima, bez znacajne razlike
u miSi¢noj masi ekstremiteta, ali granicne znaCajnosti LBMI. Uocena je pozitivna
korelacija N363S polimorfizma sa BMI, DM2, abdominalnim masnim tkivom, FMI. Imaju
hipertenziju znacajno duze u odnosu na WT, visi sistolni i dijastolni krvni pritisak. Sve
imaju DM2 i MetS ali bez razlike u nivou lipida. Nedavne studije su pokazale da N363S
polimorfizam povezan sa povecanom senzitivnosti GR, poveanim BMI 1 snizenom
koStanom gustinom [97, 257] i abdominalnom gojaznosti kod muskaraca [258] Suprotno,
nekoliko studija nije pokazalo uticaj na BMI [259, 260]. Kao $to je pomenuto kod naSe tri
pacijentkinje nije uofena smanjena koStana gustina, §to upucuje na povecanu senzitivnost
GR sa ovim polimorfizmom na metaboli¢ki aktivnom masnom tkivu, a relativnu
rezistenciju na kostanom tkivu, odnosno razli¢itu tkivnu osetljivost GR. S obzirom da se
radi o polimorfizmu GR sa niskom ucestalosti, da bi se potvrdila ova zapazanja, potrebna
su ispitivanja na ve¢em uzorku pacijenata.

Sa starenjem dolazi do promena na miSi¢ima koje su uslovljene genetskim,

hormonskim mahanizmima i fizickom neaktivno$¢u. Starenje je povezano sa promenama u
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funkciji HHAosovine 1 kod muskaraca i1 kod Zena, §to je pra¢eno povecanim vrednostima
kortizola, posebno pono¢nim i manjom supresijom kortizola u dexametazonskom testu,
mada pojedine studije ukazuju na normalne vrednosti kortizola [261, 262, 263]. Takode je
pokazano u viSe studija da musSkaraci imaju viSe vrednosti kortizola, mada postoje
nedoumice vezane za godine starosti u kojima se ovo uocava ali i studije koje pokazuju da
Zene sa starenjem imaju Vvisi nivo salivarnog kortizola [264]. Nivo kortizola fizioloski raste
sa starenjem 1 povezan je sa miSicnom slabosti. Stanja endogenog ili egzogenog
glukokortikoidnog ekscesa su pracena misi¢nom atrofijom i slabo$¢éu zbog katabolizma i
inhibicije sinteze muskularnih proteina, dominantno tipa II misi¢nih vlakana. Prva studija
koja je ispitivala uticaj kortizola na miSi¢nu masu i snagu kod starijih osoba, 2008 god, je
pokazala uticaj polimorfizama GR, ER22/23EK i N363S u smislu smanjuja povrsine, broja i
veli¢ine tipa II misi¢nih vlakana, $to rezultuje smanjenjem misi¢ne mase. Pokazana je veza
izmedu jutarnjegi ponoénog salivarnog kortizola i gubitka snage stiska Sake [265]. Druge
studije nisu pokazale povezanost serumskog kortizola i gubitka AMM, ve¢ da mladi
muskarci, nosioci ER22/23EK polimorfizma imaju ve¢u misi¢nu masu i snagu, za razliku od
zena kod kojih je pokazan samo trend smanjenja telesne masti [266]. U naSoj studiji, Zene
nosioci ER22/23EK polimorfizma imaju manju supresiju kortizola nakon DST 1mg i DEX
I u odnosu na WT Sto ukazuje na rezistenciju GR na nivou HHA osovine ili na vecu
autonomnu produkciju kortizola. Takode imaju nizi HDL. Nismo uocili druge metabolicke
razlike, kao ni razlike u telesnom sastavu. Neke studije su pokazale vecu visinu i mi§iénu
masu kod muskaraca nosioca ER22/23EK polimorfizma, Sto je objaSnjeno postojanjem
relativne rezistencije na GC [267]. Ista grupa autora je u starijoj populaciji pokazala da
nosioci polimorfizma ER22/23EK imaju bolju insulinsku senzitivnost i nizi totalni i LDL
holesterol. Uocili su vecu ucestalost ovog polimorfizma u starijoj populaciji, Sto je
ukazivalo na duZe prezivljavanje [268].

Kada posmatramo A3669G polimorfizam GR u naSoj studiji, nisu uocene
posebnosti vezane za zene. Muskarci nosioci ovog polimorfizma GR, imaju nizu ukupnu
misSi¢nu masu, miSiénu masu ruku i procenat masti na rukama. Postoji negativna korelacija
prisustva polimorfizma 1 AMM, polimorfizma 1 ukupne miSi¢ne mase. Nije postojala
korelacija izmedu parametara miSiéne mase, starosti, DHEAS 1 testosterona.

Multivarijantna linearna logisticka regresija je pokazala da prisustvo A3669G polimorfizma
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kod muskaraca predstavlja nezavisan prognosti¢ki faktor za nizu ukupnu miSi¢énu masu
nakon korekcije za starost, ukupno masno tkivo, testosteron i supresiju kortizola iznad
50nmol/l nakon LDDST.

Muskarci nosioci 98 polimorfizma u odnosu na WT, imaju znacajno visi insulin
naste i u 120min OGTT-a, Vvisi holesterol, vis$i HDL, visi LDL i imaju veéu insulinsku
rezistenciju. Multivarijantna linearna logistiCka regresija je nakon korekcije za starost,
abdominalno masno tkivo, LDDST kortizol >50nmol/l i prisustvo 9B polimorfizma
pokazala da su nezavisni prognosticki faktori insulinske rezistencije poviseni trigliceridi i
manja ukupna miSi¢éna masa kod muskaraca nosioca 9p polimorfizma. Svi metabolicki
parametri upucuju na povecanu osetljivost GR na misSi¢nom tkivu, koja dovodi do
smanjenja insulinske senzitivnosti. Uticaj koekspresije drugih polimorfizama nije
ispitivana.

Smanjenje misi¢ne mase i snage sa godinama, odnosno pojava sarkopenije [269],
karakteriSe se smanjenjem veli¢ine ukupnog broja skeletnih miSi¢nih vlakana [270], Sto je
posledica snizenog anabolizma i izrazenijeg katabolizma [271], a rezultuje smanjenjem
misi¢nog obima i povecanjem intramuskularnog sadrzaja masti [272, 273]. lako nije
identifikovan specificni mehanizam, sarkopenija se povezuje sa starenjem, malnutricijom,
sedanternim nac¢inom Zivota i inflamacijom [ 274, 275, 276], oksidativnim stresom [277] i
smanjenjem hormona rasta i testosterona [278]. Sarkopenija doprinosi nastanku insulinske
rezistencije i DM2 s obzirom da su skeletni misi¢i primarno mesto insulinom stimulisane
utilizacije glukoze i odrzavanja euglikemije [279, 280, 281, 282, 283]. Pored smanjenja
miSi¢ne mase, starenje je praceno disfunkcijom mitohondrijalne aktivnosti, odnosno
oksidativnog kapaciteta skeletnih misic¢a koje pogorSava insulinsku rezistenciju, a sa druge
stane IR potencira dalji gubitak misi¢ne mase [284]. Starenje je praceno redistribucijom
masnog tkiva, koje karakteriSe porast intermuskularnog, intramuskularnog masnog tkiva,
intrahepati¢ne i visceralne akumulacije masti $to sve uzrokuje IR. U ovom istrazivanju,
muskarci nosioci 9f polimorfizma pokazuju na misi¢nom tkivu vecu osetljivost GR na
katabolicke efekte GC. Tip II miSi¢nih vlakana su manje senzitivna na insulin u odnosu na
tip | misi¢nih vlakana, te stoga pokazuju vecu vulnerabilnost i sklonost atrofiji u uslovima
insulinske rezistencije, a posebno u slucaju povecane osetljivosti na GC. Medutim,

etiologija sarkopenije se verovatno razlikuje u razli¢itim uzrastnim grupama i zavisi od
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prisustva gojaznosti. U studijama je pokazano da prisustvo ovog polimorfizma dovodi do
povecane stabilnosti GRB mRNK i povecane ekspresije GRp proteina uzrokujuéi inhibiciju
transkripcije GRa, S$to rezultuje glukokortikoidnom rezistencijom. 9B polimorfizam
znac€ajno redukuje transrepresiju Sto uzrokuje proinflamatorno stanje i ovaj polimorfizam
neki dovode u vezu sa ve¢om ucestalosti reumatoidnog artritisa [105], dok drugi nisu nasli
tu povezanost [285]. Osobe koje su homozigoti za 9B imaju veéi rizik za kardiovaskularne
bolesti, najverovatnije zbog hroni¢nog proinflamatornog stanja [107]. Neke studije su
pokazale da je prisustvo A3669G alela povezano sa smanjenjem centralne gojaznosti kod
Zena i povoljnim lipidnim profilom kod muSkaraca [106], dok druge nisu pokazale
povezanost 9B polimorfizma sa BMI, abdominalnom gojaznosti, insulinskom senzitivnosti,
lipidnim statusom i CRP [286], niti razliku u supresibilnosti kortizola nakon DST izmedu
nosioca WT 1 9B polimorfizma [286, 287]. Kada se u naSoj studiji posmatraju parametri
HHA osovine u odnosu na prisustvo 9B polimorfizma GR, kod nosioca polimorfizma
uocena je CeSCe supresija kortizola iznad 50nmol/l nakon LDDST $to ukazuje na veéu

produkciju kortizola kod ovih pacijenata i/ili na relativnu rezistenciju.

5.5.  Adrenalni incidentalomi i koStana gustina

Dosadasnji podaci o uticaju SH na koStanu gustinu kod pacijenata sa Al su
kontradiktorni Sto je posledica razli¢itih kriterijuma za definisanje SH, pa samim tim i
selekcije pacijenata. Veci broj studija novijeg datuma, pre svega onih dizajniranih u pravcu
ispitivanja ovog problema, ukazuje da pacijenti sa Al i SH poput manifestnog CS imaju
smanjenu kostanu gustinu i vecu incidencu vertebralnih fraktura [158, 288, 289]. U prilog
tome idu podaci studije Tauchmanove i sar. koji nisu nasli znacajnu razliku u BMD 1
vertebralnim frakturama izmedu pacijenata sa subklinickim i manifestnim CS [290].
Rezultati nedavne studije Morelli i sar. koja je pratila tokom 24 meseca 103 pacijenta sa Al,
pokazuju da je pojava novih vertebralnih fraktura bila povezana sa SH (OR=12.3, 95% CI:
4.118-36.529) nezavisno od starosti, pola, BMI, BMD, indeksa spinalnog deformiteta i
duzine menopauze [291]. Kod pacijenta sa Al i SH u poredenju sa pacijentima bez SH, kao
kod manifestnog CS, indeks spinalnog deformiteta i trabekularni koStani skor ukazuju na

oste¢enu mikroarhitekturu i smanjen kvalitet kosti, nezavisno od starosti, pola i menopauze
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[292], Sto objaSnjava pojavu fraktura u odsustvu osteoporoze. Dve studije su ispitivale
prevalenciju SH kod pacijenata sa osteoporozom i rezultati su pokazali neocekivano visoku
ucestalost SH, 3.8% 1 4.8% [293, 294].

U naSoj studiji, kada posmatramo sve pacijente, nezavisno od pola, oni sa SH u
odnosu na one bez, imaju nizi BMD na svim delovima skeleta: lumbalnoj ki¢mi, vratu
femura, totalnom femuru i totalnom skeletu. UocCena je znacajna negativna korelacija
parametara HHA osovine (jutarnjeg kortizola, DST-1mg kortizola, LDDST kortizola, UFC
1 SH) i BMD lumbalne ki¢me, vrata femura, totalnog kuka i celog skeleta, a prisustvo SH
negativno korelira sa BMD svih merenih mesta (lumbalne ki¢me, vrata i totalnog femura 1
totalnog skeleta).

Medutim, ovaj negativni efekat SH je prisutan samo kod Zena, kod kojih dovodi do
snizenja koStane gustine na lumbalnom delu ki¢me, totalnom kuku i celom skeletu, ali ne i
na vratu femura. Zene sa SH u odnosu na one bez, imaju veéu prevalenciju osteoporoze
ki¢me 1 kuka. Takode je uoceno da starenje i pojava menopauze uzrokuju snizenje BMD
lumbalne ki¢me, totalnog femura, perifernog skeleta i sniZzenje vrata femura, dok gojaznost
ima protektivni efekat na svim BMD. lako su zene sa SH starije i sa ¢eS¢om pojavom
menopauze, nije uocena statisticki znacajna razlika u odnosu na one bez SH. Pacijentkinje
sa SH su imale statisticki znacajno veci adenom i ¢eS¢e BAI u odnosu na pacijentkinje bez
SH. Sa starenjem incidenca Al raste, te je znacajan broj Zena sa Al u postmenopauzi, zbog
Cega je tesko proceniti stepen uticaja SH na kosti. Nasi rezultati pokazuju da snizenju BMD
lumbalne ki¢me 1 celog skeleta doprinose zajedno SH i menopauza, snizenju BMD vrata
femura starost i menopauza, a BMD totalnog femura samo menopauza. Medutim,
multivarijantna regresiona analiza je pokazala da nezavisno od starosti, menopauze i nivoa
vitD, Zene sa SH imaju skoro 6 puta veci rizik za nastanak osteoporoze ki¢me i kuka, a da
porast BMI smanjuje rizik od osteoporoze za 22%. Proces gubitka koStane mase na
trabekularnoj 1 kortikalnoj kosti pocCinje kod oba pola nakon tre¢e decenije Zivota i
kotinuirano i postepeno se nastavlja tokom zivota. Neposredni postmenopauzalni period je
pracen intenzivnim gubitkom pre svega trabekularne kosti jer se u njoj odvija brze
remodeliranje [295]. Povecana stopa gubitka kosStane mase dostize ravnotezu priblizno 10
godina nakon menopauze, te prosecno posle 60-te godine Zivota nastavlja se kontinuirani

gubitak pretezno kortikalne kosti. Prospektivne longitudinalne studije su pokazale da u
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starijim godinama ubrzan koStani gubitak pogada uglavnom kuk. S obzirom da kortikalna
kost ¢ini 80% skeleta, a ostatak trabekularna, u sustini, gubitak je na oba nivoa, sa
posledi¢nim znacajnim procentom i vertebralnih i nevertebralnih fraktura [296].

Medutim, teSko je proceniti relativni doprinos starenja i nedostatka estrogena
snizenju koStane gustine. Sa druge strane, opSte prihvaceno stanoviste je da endogeni ili
egzogeni hiperkorticizam ima negativan efekat dominantno na trabekularnu kost [297,
298]. Podaci o uticaju na kortikalnu kost nisu konzistentni, verovatno usled malog uzorka,
razli¢itih dijagnostickih kriterijuma za SH, razli¢ite proporcije muskaraca i Zena i gonadnog
statusa [299, 171].

Rezultati naSe studije pokazuju negativan uticaj SH na BMD Ilumbalne ki¢me
(trabekularna kost), celog kuka (trabekularna i kortikalna) i perifernog skeleta (80%
kortikalna kost), izuzev vrata femura (75% kortikalna kost) koji je pod negativnim uticajem
starosti i menopauze. Torlontano i sar. su pokazali znacajnu redukciju BMD samo kod
postmenopauzalnih Zena sa SH §to ukazuje da deficit estrogena potencira efekat SH na
kosti [300]. ViSe studija je pokazalo negativan uticaj i na korikalnu kost, odnosno vrat
femura i periferni skelet [301, 302]. Analizom jutarnjeg serumskog kortizola i UFC kod 82
zdrave Zene, starosti 42-61 god. uocena je negativna korelacija sa BMD lumbalne ki¢me,
totalnog femura i vrata femura u ranom postmenopauzalnom periodu [303]. Hadjidakis i
sar. su kod 42 postmenopauzalne Zene, pokazali da Zene sa SH (definisanim na osnovu
LDDST kortizola>70 nmol/l) imaju nizi BMD vrata femura, trohantera i Ward-ovog
trougla, odnosno mesSovite trabekularno kortikalne kosti, ali ne lumbalnog dela ki¢me
[304]. Kristo sar. su pokazali da pacijenti sa aktivnim CS imaju niZu koStanu gustinu ne
samo na ki¢mi 1 vratu femura, vec¢ i totalnom skeletu, s tim §to je najveci efekat ispoljen na
trabekularnoj kosti [305]. Nakon hirurskog izlecenja CS, proces je reverzibilan i na
trabekularnoj i na kortikalnoj kosti. Registruje se porast BMD koji je inicijalno najizrazeniji
na lumbalnoj ki¢mi [306], a potom se vremenom povecava prvo BMD vrata femura, a
zatim i totalnog skeleta [307, 308].

I muskarci i Zene starenjem gube kostanu masu. Medutim, postoje znacajne razlike
zbog kojih muskarci manje i sporije gube BMD u odnosu na postmenopauzalne Zene.
Tokom Zivota Zene gube 35% kortikalne i 50% trabekularne kosti, dok muskarci gube

prosecno dve trecine tog iznosa [309]. Uloga polnih hormona je vazna kako u formiranju,
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tako i u gubitku kosStane gustine. Sporo ali progresivno sniZenje testosterona i jo§ znacajnije
estradiola direktno je odgovorno za snizenje BMD [310]. Ovo se pre svega odnosi na
gubitak trabekularne kosti ki¢me, potom na snizenje kortikalne komponente vrata femura, a
zatim na smanjenje trabekularne komponente vrata femura. Jacina povezanosti estradiola i
lumbalnog BMD je u zavisnosti od telesne tezine [311]. Prospektivna studija koja je
ispitivala 34 zdrava muSkarca starosti 61 do 72 god. pokazala je znacajnu negativnu
korelaciju serumskog kortizola i BMD lumbalne ki¢me i tri od pet femoralnih mesta, kao i
znacajnu pozitivnu korelaciju kortizola i kostanog gubitka na nivou lumbalne ki¢me i kuka
nakon CetvorogodiS$njeg pracenja [312]. Razlika postoji i u samom remodelirnju kosti. Kod
muskaraca trabekule postaju tanje, dok kod Zena trabekule gube povezanost [313].

Studija koja je obuhvatila 502 starije zdrave osobe, pokazala je negativnu
povezanost serumskog jutarnjeg kortizola i BMD na nivou kuka, vrata femura, trohantera,
intertrohantericnog dela 1 lumbalnog dela ki¢me kod Zena, dok ova poveznost nije uocena
kod muskaraca [314]. U naSoj studiji, kod 47 muskaraca koji su prose¢no 5 godina stariji
od Zena zabelezena je osteopenija kod 87% pacijenata, a osteoporoza samo kod jednog. Za
razliku od Zena kod kojih postoji znacajna povezanost BMD 1 brojnih parametara HHA,
kod muskaraca je uoCena samo negativna korelacija BMD lumbalne ki¢me sa pono¢nim
kortizolom 1 jutarnjeg kortizola sa pojavom osteopenije na totalnom femuru. Kod
muskaraca sa SH u odnosu na one bez, BMD, Z i T skor su bili nizi i na ki¢mi, vratu
femura 1 totalnom skeletu, ali nisu dostigli statistiCku znacajnost. Nije uocena znacajna
povezanost SH i parametara koStane gustine, $to ukazuje da protektivni efekat androgena
prevazilazi negativan efekat SH. Starenje uti¢e na gubitak koStane gustine na nivou
lumbalne kicme muSkaraca, a na vratu femura pojava osteopenije korelira sa padom
testosterona. Kod muskaraca nisu nadeni znacajni nezavisni prediktori nize koStane gustine.

U prvoj objavljenoj studiji o uticaju SH na koStanu gustinu musSkaraca sa Al
pokazano je da imaju znacajno nizi BMD 1 Z skor lumbalne kicme u odnosu na SH
negativne pacijente i zdravu kontrolu [315]. Prevalencija osteoporoze i osteopenije je bila
znacajno veéa kod pacijenata sa SH 84.6% vs 36.0%. Kod muskaraca u nasoj studiji
osteopenija je postojala kod 87% pacijenata, a osteoporoza samo kod jednog bez SH. Svi
muskarci sa SH su imali osteopeniju, a bez SH je imalo 84%. Koris¢enjem BMD cut off

vrednosti za muskarce [145] prose¢no 3-6% muskaraca starijih od 50 god. u Americi ima
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osteoporozu, a 28-47% ima osteopeniju. Analogni podaci kod Zena su 13-18% sa
osteoporozom i 37-50% sa osteopenijom [316]. Kada u svetlu prevalencije osteoporoze i
osteopenije u opstoj populaciji posmatramo naSe podatke, oni pokazuju znacajno vecu
prevalenciju u odnosu na opstu populaciju, ali su u skladu sa objavljenom prevalencom kod
muskaraca sa Al i SH [315]. Ogranicenje naSe studije je nedostatak kontrolne grupe zdravih
muskaraca za procenu koStane gustine.

Nedavno je objavljena studija iste grupe autora, Chiodini i sar., sprovedena kod 287
pacijenata sa Al, koja je pokazala da pacijenti sa SH u odnosu na pacijente bez SH imaju
nizu kostanu gustinu lumbalnog dela ki¢me i vrata femura, vecu prevalenciju vertebralnih
fraktura i indeksa spinalnog deformiteta. Postojala je pozitivna korelacija BMI i BMD
lumbalne ki¢me i vrata femura, a negativna BMD lumbalne ki¢me i UFC. Kao nezavisni
prediktori snizenog BMD lumbalne ki¢me, pokazani su SH, BMI, pol i menopauzalni
status, dok su nezavisni prediktori snizenog BMD vrata femura bili SH i BMI. Prisustvo
SH (OR=7.27), starenja (OR 1.05) i smanjenje BMD Z skora (OR=1.33) predstavljaju
nezavisne faktore rizika za nastanak vetebralnih fraktura. U ovoj studiji negativni efekat SH
je prisutan i kod muskaraca i1 kod Zena prevazilaze¢i protektivni efekat polnih hormona, a
kod zena nezavisno od starosti jer su premenopauzalne pacijentkinje sa SH imale vecu
prevalenciju vertebralnih fraktura u odnosu na postmenopauzalne Zene bez SH [317].

Suprotno navedenom, rezultati pojedinih studija nisu pokazali znacajnu razliku u
BMD lumbalne ki¢me i femura izmedu pacijenata sa Al vezano za prisustvo SH. Osella 1
sar. su sproveli ispitivanje kod 27 pacijenata (18 Zena i 9 muSkaraca) [318]. Upravo
prisustvo muskaraca sa verovatno manjom osetljivos¢u BMD na GC u odnosu na Zene,
moze objasniti izostank gubitka koStane gustine u celoj grupi. Razlike u dobijenim
rezultatima su posledica i nedefinisanih kriterijuma za dijagnozu SH, zbog Cega je ipak
preporuka da se koristi kombinacija tri kriterijuma HHA. U studijama Rossi i sar. i

Torlontano i sar. SH je definisan na osnovu jednog parametra poput 24h UFC [171].

Korelacije izmedu koncentracije kortizola i markera kostanog prometa
Nedavne studije su pokazale znacajnu negativnu korelaciju serumskog osteokalcina
1 serumskog jutarnjeg, pono¢nog i1 dex screening kortizola i1 salivarnog pono¢nog kortizola,

dok je pozitivna korelacija uocena izmedu karboksi i aminoterminalnih degradacionih
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produkata kolagena tipl i koncentracije kortizola kod pacijenata sa CS [319, 320].
Povezanost kortizola i markera koStanog prometa nije pokazana kod zdravih osoba [321],
Sto ukazuje na neohodnost koncentracije kortizola iznad odredenog praga da bi se ostvario
uticaj na ove markere [319].

Analiza odnosa kostanih markera i parametara HHA osovine kod naSih pacijenata je
pokazala zna¢ajnu pozitivnu korelaciju beta-crosslaps i LDDST kortizola, koja se zadrzava
kao znacajna samo kod Zena. Nisu uocene statisticki znacajne razlike u nivou koStanih
markera, vitD, PTH, Ca i P izmedu pacijenata sa UAI i BAI niti unutar grupa vezano za
prisustvo SH, kao ni znaCajne korelacije sa parametrima HHA osovine 1 polimorfizmima
GR. Kod Zena beta-crosslaps i osteocalcin negativno koreliraju sa BMD na nivou ki¢me,
vrata i total femura i BMD celog skeleta, dok se kod musSkaraca zadrzava negativna
korelacija beta-crosslaps sa T skorom na nivou lumbalne ki¢me i nije uocena povezanost sa
drugim delovima skeleta. U celoj grupi i kod Zena nivo vitamina D negativno korelira sa
SH-DST-1mg. Nije uoCena povezanost PTH sa parametrima HHA osovine 1 BMD, §to je
nalaz u velikom broju studija [322, 323].

Funkcionalni polimorfizmi GR i koStana gustina

Razlika u interindividualnoj osetljivosti kostanih ¢elija na GC kod zdravih i kod
pacijenata sa CS je uslovljena razli¢itim faktorima, medu kojima Su genetski odredena
varijabilnost GR i 11BHSD1 enzima. Uocene su znacajne korelacije izmedu varijanti 11B-
HSD1 gena i BMD kod zdravih postmenopauzalnih Zena i kod pacijenata sa CS [324, 325].
Vise studija je ispitivalo uticaj razli¢itih polimorfizama gena za GR na BMD, medu kojima
I ER22/23EK, Bcl I, N363S, and A669G [326]. Kod zdravih i kod pacijenata sa
hiperkorticizmom heterozigoti i izrazenije homozigoti CC za Bcll polimorfizam imaju nizi
BMD [314, 327]. Kostik i sar. su pokazali da C alel i GC genotip Bcl | imaju uticaj na
snizen BMD kod devoj€ica sa juvenilnim idiopatskim artritisom [328]. Medutim, druge
studije nisu pokazale povezanost Bcl I i koStanog metabolizma [329, 330]. Nedavna studija
Ragnarsson i sar., sprovedena kod 50 zena nakon izlecenja CS je pokazala povezanost Bcll
polimorfizma sa snizenim BMD celeg skeleta i vrata femura [331]. U naSoj studiji, kod
pacijenata sa UAI, heterozigotni i homozigotni nosioci C alela Bcll polimorfizma, imaju i

znacajno vecu prevalenciju osteoporoze na nivou lumbalne ki¢me u odnosu na WT. Uocena
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je pozitivna korelacija Bcll polimorfizma i pojave osteoporoze kiéme i kuka. Treba
napomenuti da manja mis$i¢na masa uoCena kod ovih pacijenata svakako doprinosi
smanjenju koStane gustine. Povecana prevalencija vertebralnih fraktura je nadena kod
heterozigotnih nosioca N363S i homozigota za Bcll polimorfizam GR nezavisno od
prisustva SH [183]. Majnik i sar. su pokazali da je N363S polimorfizam GR ucestaliji kod
pacijenata sa BAI u odnosu na UAI, mada nisu nasli razliku u hormonskoj sekreciji (187).
Time se otvorilo pitanje da li N363S varijanta gena za GR je ukljuc¢ena u nastanak i BAI i
glukokortikoidima indukovanoj osteoporozi.

Huizenga 1 sar. su pokazali da nosioci N363S polimorfizma imaju vecu osetljivost
na GC, da imaju trend nizeg BMD lumbalne ki¢me (z-scores: 20.48 vs. 0.02, p=0.08), dok
nije bilo razlike u BMD vrata femura [97], dok Szappanos i sar. i Van Schoor i sar. nisu
nasli povezanost sa nizim BMD [327]. U naSoj studiji, nosioci sva tri N363S polimorfizma
AG su bile Zene u postmenopauzi i sve tri su imale normalnu koStanu gustinu na nivou
ki¢me i kuka (nisu imale ni osteopeniju), a imale su viSestruke faktore rizika za smanjenje
kosStane gustine. Jedna je imala BAI, prisutan SH, bila je heterozigot GC Bcll, WT
ER22/23EK i WT A3669G u menopauzi je bila 24 god, a BMI je bio 39kg/m2. S obzirom
na starost od 74 god. ova pacijentkinja je mogla imati i degenerativne promene zbog ¢ega
bi efekat SH i drugih negativnih faktora mogao biti potcenjen. Druge dve Zene su imale
UAI, nisu imale SH, jedna od njih je bila heterozigot GC za Bcll uz WT ER22/23EK i WT
A3669G sa trajanjem menopauze 7 god i BMI 32kg/m2, a druga je bila nosilac WT za
ostala tri polimorfizama Bcll, ER22/23EK i A3669G i trajanjem menopauze 7 godina, BMI
41kg/m2. Ovo upucuje da N363S polimorfizam nema uticaj na smanjenje koStane gustine
ili da ima protektivni efekat. Slicno zdravim osobama, BMI korelira pozitivho sa BMD
pacijenata sa CS i ovaj protektivni efekat BMI je najizrazeniji na lumbalnoj ki¢mi [332,
333] i moguce je da gojaznost pored genetski determinisane BMD ima protektivnu ulogu
kod ovih pacijentkinja.

Do sada nije uocena povezanost polimorfizma ER22/23EK i BMD kod pacijenata
sa hiperkorticizmom. Kod nasih pacijenata sa BAI uoceno je da heterozigoti za ER22/23EK
imaju na granici statisticke znacajnosti nizi Z skor lumbalne ki¢me i nizi Z skor totalnog
kuka i nadena je negativna korelacija ER22/23EK polimorfizma i1 Z skora lumbalne ki¢me.

To ukazuje da u proseku mladi pacijenti koji su heterozigotni nosioci ER22/23EK
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polimorfizma imaju sklonost ka nizoj koStanoj gustini lumbalnog dela kicme. S obzirom da
se radi o malom broju pacijenata sa ovim polimorfizmom, rezultate treba sa rezervom
prihvatiti, odnosno ispitati na ve¢oj populacionoj grupi.

Rezultati ove studije pokazuju da svi pacijenti sa Al koji su heterozigoti za A3669G
imaju zna¢ajno manju ucestalost osteoporoze u odnosu na WT (12.8 vs 29.9%, p=0.046) i
uocena je negativna korelacija izmedu A3669G polimorfizma 1 pojave osteoporoze. Ova
protektivna uloga A3669G polimorfizma posledica je relativne rezistencije na GC.
Osteoporozu je imao samo jedan muskarac sa UAI, bez SH, koji je bio nosilac
heterozigotnog GC polimorfizma Bcll, WT N363S, WT ER22/23EK i WT A3669G.

Individualna koStana osetljivost na GC nije uslovljena samo polimorfizmom GR.
Pokazano je da izoenzimi 11B-HSD-1 i 2 moduliraju uticaj GC i mineralokortikoida na
kosti. Osobe sa vecom aktivnosti 113-HSD-2 u kostima, imaju vecéi rizik za razvoj GIO
[334]. Aktivaciju 11B-HSD-1 sa posledi¢nim stvaranjem kortizola iz kortizona u humanim
osteoblastima stimuliSu proinflamatorni citokini (TNF alfa, IL-1b i IL-6) i sami GC [335,
336]. Sa staros¢u povecava se aktivnost 11B-HSD-1, ¢ime doprinosi naglasenijem efektu
GC na skelet starijih osoba [337].

U naSoj studiji, kada se posmatraju nezavisno od pola, pacijenti sa BAI su imali
vecu prevalenciju SH 1 osteoporoze, iako to nije bilo praceno razlikom u ucestalosti
metaboli¢kih komplikacija i hipertenzije. Pacijenti sa BAI su imali znac¢ajno nizi BMD
lumbalne ki¢me i totalnog kuka u odnosu na pacijente sa UAIL Nije bilo razlike u
prevalenciji osteopenije i osteoporoze vrata femura izmedu pacijenata sa BAI i UAIL Kod
pacijenata sa UAI ili BAI nisu uocene znacajne razlike izmedu WT 1 nosioca ispitivanih
polimorfizama GR, niti vezano za SH i pol, kao ni znacajna povezanost koStane gustine,
koStanih markera i polimorfizama GR. Polimorfizmi GR nisu imali znac¢ajan prediktivni
efekat na smanjenje koStane gustine ni jednog dela skeleta.

Do sada je objavljena samo jedna studija koja je poredila koStanu gustinu izmedu
175 pacijenata sa UAI i 38 sa BAI, koja je nasla nizi BMD vrata femura kod pacijenata sa
BAI (-0.45+£0.86 vs 0.09+1.07, P=0.004) i vecu prevalenciju vertebralnih fraktura kod
pacijenata sa BAI (52.6 vs 28%, P=0.007) [183]. Kao i u nasoj studiji pacijenti sa BAI i
UAI se nisu medusobno razlikovali po starosti, prevalenciji menopuaze i trajanju

menopauze. Za razliku od naSih rezultata, nisu se razlikovali po prevalenciji SH. SH je
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dijagnostikovan u prisustvu dva od tri kriterijuma koja su obuhvatila UFC >193 nmol/24 h,
DST-1mg kortizol > 83 nmol/l ili ACTH<2.2 pmol/l. Prisustvo vertebralnih fraktura je bilo
povezano sa BAI (OR= 2.6, 95% CIl 1.2-5.6, p=0.016), nezavisno od prisustva SH
(OR=1.77, 95% CI 0.85-3.7, p=0.12), BMI (OR 1.06, 95% CI 0.98-1.13, p=0.1), godina
(OR 1.07, 95% CI 1.04-1.11, P=0.0001) i BMD lumbalne ki¢me (OR 1.31, 95% CI 1.03-
1.67, P=0.03). Kada su posmatrali SH u odnosu na prevalenciju fraktura, nasli su da je
povezana sa ve¢om prevalencijom samo kod UAI §to su ve¢ prethodno pokazali u svojim
radovima [291, 288, 289], ali ne kod pacijenata sa BAI. Zaklju¢ili su da zahvacenost kostiju
kod BAI pacijenata moZe biti povezana sa drugim uzrocima, ali da SH svakako doprinosi
koStanom gubitku.

Mogucée objaSnjenje razlike u klinickom fenotipu pacijenata je razliita
etiopatogeneza BAI and UAI [338, 339, 340]. Svakako, razli¢ito trajanje i diskretne
autonomne produkcije kortizola moze uticati na klini¢ku ekspresiju. Poznato je da je kod
pacijenata sa Al sekrecija kortizola podlozna fluktuacijama i da se u momentu hormonske
evaluacije ne mora detektovati povecana sekrecija kortizola. Stoga su neophodne
longitudinalne studije za procenu klinickih implikacija subklinickog hiperkorticizma.
Razlike u interindividualnoj glukokortikoidnoj senzitivnosti, ali 1 tkivno specifi¢ne razlike
u senzitivnosti, zavise od polimorfizma gena za GR i 11BHSD-1 koji mogu imati
protektivnu ili vulnerabilnu ulogu u ispoljavanju komorbiditeta [341]. Pored toga,
neophodno je usaglasiti kriterijume za dijagnozu SH. Rezultati naglaSavaju potrebu za
bliskim pracenjem pacijenata sa Al sa i bez SH, s obzirom da nemaju svi pacijenti sa SH
isti rizik za nastanak metabolic¢kih i kardiovaskularnih komplikacija. Stoga su neophodna
dalja ispitivanja koja ¢e omoguditi bolje okarakterisanje fenotipskih i hormonskih
karakteristika, odnosno koja ¢e pomoci identifikaciji subpopulacije pacijenata sa visokim

rizikom koji bi imali korist od hirurSkog lec¢enja ili intenzivnijeg leCenja komorbiditeta.
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ZAKLJUCCI

. Pacijenti sa UAI i pacijenti sa BAI se nisu medusobno razlikovali po starosti,
polu, BMI i OS. Vecina pacijenata je imala abdominalni tip gojaznosti. Izmedu
pacijenata sa UAI i BAI nije bilo razlike u prevalenciji DM2 i hipertenzije, trajanju
hipertenzije, visini sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska. Takode nije bilo razlike u
nivou lipida, HOMA-IR i prevalenciji MetS.

Izmedu pacijenata sa UAI i BAI postojala je znacajna razlika u biohemijskim
markerima hiperkorticizma. Pacijenti sa BAI imaju niZze vrednosti ACTH 1 vece
vrednosti kortizola nakon DST-1mg i nakon LDDST. Ovi rezultati ukazuju na
znacajnije suprimovanu aktivnost HHA osovine usled ve¢e autonomne produkcije
kortizola kod pacijenata sa BAI.

Kod pacijenata sa BAI postoji znacajno veca ucestalost izostanka supresije kortizola
nakon DST-1mg i nakon LDDST u odnosu na pacijente sa UAI, nezavisno od
primenjenih kriterijuma supresije (kortizol<50nmol/l; 50-137.9nmol/I; >138nmol/l).
U ukupnom broju pacijenata prevalencija SH na osnovu DST-1mg je iznosila
20.5%, a na osnovu LDDST iznosila je 20%.

Prevalencija SH je znacajno bila veéa kod pacijenata sa BAI u odnosu na pacijente
sa UAL.

. Nije bilo statisticki znacajne razlike u veli¢ini ve¢eg adrenalnog tumora u odnosu na
unilateralni adrenalni tumor.

. U celoj grupi pacijenata, veli¢ina tumora nadbubrega je nezavisan prediktor
nastanka subklinickog hiperkorticizma. Kod pacijenata sa UAI postoji znacajna
pozitivna korelacija veli¢ine nadbubrega i SH. Kod pacijenata sa BAI veli¢ina
veéeg adenoma pokazuje znacajnu korelaciju sa SH. To ukazuje da je neophodna
kriticna masa adrenalnog tumora koja bi uslovila produkciju dovoljne koli¢ine
kortizola za indukovanje SH.

. U celoj grupi, znacajno je ¢esce prisustvo nosilaca duzeg C alela Bcll polimorfizma,
prisustvo kraceg alela A3669G polimorfizma i Er22/23Ek polimorfizma u grupi

pacijenata u odnosu na zdravu populaciju.
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Duzi alel Bcell 1 kra¢i alel 98 A3669G polimorfizma su povezani sa predispozicijom
za nastanak unilateralnih Al. Nosioci duzeg C alela Bcll polimorfizma imaju 1.8
puta veci, a homozigoti za duzi C alel skoro Cetiri puta veéi rizik za nastanak
unilateralnog adrenalnog tumora. Heterozigoti, nosioci kraceg alela 9p
polimorfizma GR imaju tri puta, a homozigoti Cetiri puta veci rizik za nastanak
unilateralnog adrenalnog tumora. Nosioci ER22/23EK alela imaju 13 puta veci rizik
za nastanak adrenalnih tumora.

Normalan humani adrenalni korteks pored brojnih N-terminalnih izoformi GR,
dominantno eksprimira GR-D izoformu. Veéinu tumorskih uzoraka karakteriSe
odsustvo drugih receptorskih izoformi, izuzev GR-D §to je prac¢eno smanjenom
ekspresijom molekula Saperona. Ovo moze biti odgovorno za fizioloSku rezistenciju
adrenalnog korteksa na GC, disregulaciju produkcije kortizola i tumorski rast.

U celoj populaciji pacijenata, pokazana je znacajna korelacija gojaznosti, posebno
abdominalne gojaznosti (OS), sa hipertenzijom, sistolnim i dijastolnim krvnim
pritiskom, pojavom DM2, dislipidemije. Uocena je pozitivna korelacija OS sa
insulinskom rezistencijom i MetS.

Uocena je pozitivna korelacija HOMAIR sa glikemijom naste i u 120min OGTT,
pozitivna korelacija HOMAIR i TG i snizenog HDL.

Kada se posmatra telesni sastav (meren DXA metodom), OS pokazuje
kompatibilnost sa abdominalnom masnom masom, procentom abdominalnog
masnog tkiva, ukupnom masnom masom i indeksom masne mase.

Postoji pozitivna korelacija mase abdominalnog masnog tkiva (DXA) i pojave
hipertenzije, viSeg sistolnog i znacajnije dijastolnog krvnog pritiska. Takode
pozitivna korelacija sa glikemijom i insulinemijom naSte, hipertrigiceridemijom,
HOMAIR i nastankom MetS.

Analizom telesnog sastava DXA metodom, u celoj grupi, nije nadena znacajna
korelacija izmedu masne mase i parametara HHA osovine. Uocena je negativna
korelacija miSi¢ne mase ruku i nogu pojedinacno, kao i u zbiru (AMM) sa DST-
1mg i LDDST kortizolom i negativna korelacija AMM i SH-DST.

Uocena je znacajna pozitivna korelacija izostanka supresije kortizola u DST-1mg i

LDDST ispod 50nmol/l i glikemije Omin i u 120 min OGTT i negativna korelacija
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sa HDL holesterolom. Takode UFC ve¢i od 245nmol/l pozitivno korelira sa
HOMAIR.

Kod zena duzi C alel Bcl polimorfizma pokazuje tkivno specificnu senzitivnost.
Zene nosioci duzeg C alela imaju manji nivo supresije kortizola nakon 0.5mg
dexametazona, Sto ukazuje na relativnu GC rezistenciju na nivou HHA osovine.
Imaju manju prevalenciju IFG, IGT i DM2 Sto ukazuje na GC rezistenciju.
Prisustvo duzeg alela Bcll polimorfizma kod Zena korelira sa nizom ukupnom
misiénom masom, nizom miSicnom masom ekstremiteta 1 veéim subkutanim
masnim tkivom na nogama, $to ukazuje na povecanu GC senzitivnost. Starenje i
menopauza znacajno negativno koreliraju sa AMM. Zene nosioci Bcll polimorfizma
imaju predispoziciju za ve¢i gubitak miSi¢éne mase starenjem.

Prisustvo SH kod Zena pozitivho korelira sa pojavom hipertenzije, visinom
sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska, sa trigliceridima, HOMAIR i pojavom MetS.
Zene sa SH &esce piju hipolipemike.

Kod Zena je uocena povezanost glikemija i insulinemija naste, kao i insulinemije u
120 min OGTT-a sa abdominalnom masnom masom, totalnom masnom masom i
FMI

Zene heterozigoti za N363S polimorfizam u odnosu na WT imaju veéu ukupnu i
abdominalnu masnu masu i procenat masnog tkiva na ekstremitetima, bez znacajne
razlike u miSi¢noj masi ekstremiteta, ali grani¢ne znacajnosti LBMI. Uocena je
pozitivna korelacija N363S polimorfizma sa BMI, DM2, abdominalnim masnim
tkivom, FMI. Imaju hipertenziju znacajno duze u odnosu na WT, visi sistolni 1
dijastolni krvni pritisak. Sve imaju DM2 i MetS ali bez razlike u nivou lipida. Nije
uocena razlika u supresibilnosti kortizola na nivou HHA osovine.

Zene nosioci ER22/23EK polimorfizma imaju manju supresiju kortizola nakon DST
Img i LDDST u odnosu na WT §to ukazuje na rezistenciju GR na nivou HHA
osovine.

Muskarci nosioci A3669G polimorfizma GR, imaju nizu ukupnu misiénu masu,
miSi¢nu masu ruku i procenat masti na rukama. Postoji negativna Kkorelacija
prisustva A3669G polimorfizma i AMM, prisustva polimorfizma i ukupne misi¢ne

mase. Nije postojala korelacija izmedu parametara misi¢ne mase, starosti, DHEAS i
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29.

testosterona. Prisustvo A3669G polimorfizma kod muskaraca predstavlja nezavisan
prognosticki faktor za nizu ukupnu miSi¢énu masu.

Muskarci nosioci A3669G polimorfizma u odnosu na WT, imaju znacajno visi
insulin naste i u 120min OGTT-a, visi holesterol, visi HDL, visi LDL i imaju vecu
insulinsku rezistenciju. Nezavisni prognostic¢ki faktori insulinske rezistencije kod
muskaraca nosioca 9f polimorfizma su poviseni trigliceridi i manja ukupna mi$i¢na
masa. Svi metabolicki parametri upucuju na povecanu osetljivost GR na miSi¢nom
tkivu, koja dovodi do smanjenja insulinske senzitivnosti.

Kod muskaraca nosioca 9B polimorfizma GR uocena je ¢eSce supresija kortizola
iznad 50nmol/l nakon LDDST S§to ukazuje na vecu produkciju kortizola kod ovih
pacijenata i/ili na relativnu rezistenciju.

Kod svih pacijenata, nezavisno od pola, osobe sa SH u odnosu na one bez SH,
imaju nizi BMD na svim delovima skeleta: lumbalnoj ki¢mi, vratu femura, totalnom
femuru 1 totalnom skeletu. UoCena je znaCajna negativna korelacija parametara
HHA osovine (jutarnjeg kortizola, DST-1mg kortizola, LDDST kortizola, UFC i
SH) i BMD lumbalne ki¢me, vrata femura, totalnog kuka i celog skeleta, a prisustvo
SH negativno korelira sa BMD svih merenih mesta (lumbalne ki¢me, vrata i
totalnog femura i totalnog skeleta).

Kod Zena, prisustvo SH negativno korelira sa koStanom gustinom na lumbalnom
delu ki¢me, totalnom kuku i celom skeletu, ali ne i na vratu femura. Zene sa SH u
odnosu na one bez, imaju vecu prevalenciju osteoporoze ki¢me 1 kuka.

Starenje 1 pojava menopauze negativno koreliraju sa BMD lumbalne kic¢me,
totalnog femura, perifernog skeleta i vrata femura, dok gojaznost ima protektivni
efekat na svim BMD.

Pacijentkinje sa SH su imale statisticki znacajno ve¢i adenom i ¢eS¢e BAI u odnosu
na pacijentkinje bez SH. Nezavisan prediktor nastanka osteoporoze ki¢me i kuka
kod Zena je SH. Prisustvo SH pokazuje 6 puta veéi rizik za nastanak osteoporoze
ki¢me i kuka. Porast BMI smanjuje rizik od osteoporoze za 22%.

Kod muskaraca zabeleZena je osteopenija kod 87% pacijenata, a osteoporoza samo
kod jednog. Kod muskaraca je uoCena negativna korelacija BMD lumbalne ki¢me

sa pono¢nim kortizolom i jutarnjeg kortizola sa pojavom osteopenije na totalnom
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31.

32.

33.

34.

35.

36.

femuru. Starost korelira negativno sa koStanom gustinom na nivou lumbalne ki¢me,
a na vratu femura pojava osteopenije korelira sa padom testosterona.

U celoj grupi, uocena je znacajna pozitivna Kkorelacija beta-crosslaps i LDDST
kortizola, koja se zadrzava kao znacajna samo kod zena. Kod Zena beta-crosslaps i
osteocalcin negativno koreliraju sa BMD na nivou ki¢me, vrata i totalnnog femura i
BMD celog skeleta, dok se kod muskaraca zadrZzava negativna korelacija beta-
crosslaps sa T skorom na nivou lumbalne ki¢me.

Nisu uocene statisticki znacajne razlike u nivou kostanih markera, vitD, PTH, Ca i P
izmedu pacijenata sa UAI i BAI niti unutar grupa vezano za prisustvo SH, kao ni
znacajne korelacije sa parametrima HHA osovine i polimorfizmima GR.

Kod pacijenata sa UAI, nosioci duzeg C alela Bcll polimorfizma, imaju znacajno
vecu prevalenciju osteoporoze na nivou lumbalne ki¢me u odnosu na WT. Uocena
je pozitivna korelacija Bcll polimorfizma i pojave osteoporoze ki¢me i kuka. Ovo
ukazuje na vecu senzitivnost GR.

Nosioci N363S polimorfizma su bile Zene u postmenopauzi i sve tri su imale
normalnu koStanu gustinu na nivou ki¢me i kuka.

Pacijenti sa Al koji su heterozigoti za A3669G imaju znacajno manju ucestalost
osteoporoze u odnosu na WT 1 uoCena je negativna korelacija izmedu A3669G
polimorfizma i pojave osteoporoze. Ova protektivna uloga A3669G polimorfizma
posledica je relativne rezistencije na GC.

Kada se posmatraju nezavisno od pola, pacijenti sa BAI su imali znacajno nizi
BMD lumbalne ki¢me 1 totalnog kuka u odnosu na pacijente sa UAIL Nije bilo
razlike u prevalenciji osteopenije 1 osteoporoze vrata femura izmedu pacijenata sa
BAI i UAL.

Rezultati ukazuju na tkivno specifi¢nu razliku u glukokortikoidnoj senzitivnosti u
kojoj polimorfizmi gena za GR mogu imati protektivnu ili vulnerabilnu ulogu,
posebno u uslovima autonomne produkcije kortizola. Polimorfizmi gena za GR su
povezani sa predispozicijom za nastanak Al, intraadrenalnu rezistenciju korteksa na

GC i disregulaciju produkcije kortizola.
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