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Review

MJERENJE HORMONA U KONGENITALNOJ ADRENALNOJ HIPERPLAZI1JI -
DIJAGNOSTIKA I NOVORODENACKI PROBIR

VESNA KUSEC*

U laboratorijskoj dijagnostici najcesceg oblika kongenitalne adrenalne hiperplazije (KAH) uslijed manjka enzima 2 1-hidroksi-
laze dijagnosticki su vazne visoke koncentracije 17-hidroksiprogesterona i androgena, te snizene glukokortikoida i u nekim oblici-
ma bolesti, takoder mineralokortikoida. Ovisno o ostatnoj enzimskoj aktivnosti 21-hidroksilaze razlikuju se oblici KAH-a na teme-
lju klinickih obiljezja i laboratorijskih nalaza. U potvrdi dijagnoze se provodi test stimulacije sintetickim ACTH-om s definiranim
povecanjem koncentracije 17-hidroksiprogesterona, ali i drugih hormona. Kod bolesnika s manjkom drugih enzima u metabolickom
lancu sinteze kortizola, laboratorijska dijagnostika moze biti otezana jer neki metaboliti specificni za taj poremecaj nisu rutinske
pretrage klinickog laboratorija. Metode mjerenja 17-hidroksiprogesterona i vecine ostalih hormona vaznih u dijagnostici i prace-
nju KAH-a su preporucene od struke, temeljene na nacelu metoda s ligandima, a za njih postoje komercijalni kompleti reagensa za
automatsku, poluautomatsku ili rucnu izradu analiza. Novorodenacki probir za KAH uslijed manjka 21-hidroksilaze je zasnovan na
mjerenju 17-hidroksiprogesterona iz mrlje krvi na filter papiru, ali je u tumacenju rezultata vazno odrediti kriterije granicnih vrije-
dnosti normalnih i povisenih koncentracija, te ustanoviti postupnik daljnje potvrde dijagnoze. Poznavanje metodoloskih osobitosti
i ogranicenja postupaka laboratorijske dijagnostike vazno je u kvalitetnoj suradnji svih strucnjaka ukljucenih u medicinsku skrb

dijagnostike i pracenja bolesnika s KAH-om.

Deskriptori: KONGENITALNA ADRENALNA HIPERPLAZIJA, 17-HIDROKSIPROGESTERON, 21-HIDROKSILAZA, MJERENJE HORMONA

Uvod

Pravovremena dijagnostika u slué¢aju
bolesnika s kongenitalnom adrenalnom
hiperplazijom (KAH) je vrlo vazna zbog
sprje¢avanja stanja vitalne ugrozenosti i
odredivanja daljnjih medicinskih postu-
paka u zbrinjavanju ovih bolesnika, a
ukljucuje suradnju stru¢njaka klinickih
medicinskih specijalizacija i onih labo-
ratorijske medicine (1). Uzrok ovoj sku-
pini nasljednih (autosomno recesivnih)
bolesti je poremecaje sinteze kortizola iz
kolesterola u kori nadbubrezne Zlijezde
zbog mutacije jednog od pet enzima koji
sudjeluju u ovom metabolickom procesu.
Manjak kortizola uzrokuje pojacano lu-
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¢enje ACTH 1 hiperplaziju nadbubrezne
zlijezde. Nedostatak enzima, potpuni ili
djelomicni, zaustavlja daljnje metaboli-
ziranje i sintezu glukokortikoida i mine-
ralokortikoida. Uslijed mutacije enzima
i nemogucénosti daljnjeg metaboliziranja
nastaje nakupljanje preteca u metaboli-
¢kom lancu, a koje se dalje metabolizira-
ju u androgene. Shematski prikaz meta-
bolickog puta sinteze kortizola i enzima
ukljucenih u ove procese je prikazan na
Slici 1, a Citatelj se upucuje na literaturne
navode s odgovaraju¢im shemama (2, 7).
Ovisno o mutaciji, nedostatak hormona i
nakupljanje njihovih preteca i metaboli-
ta ¢e biti razliCit (Tablica 1). Suvremena
dijagnostika ukljuc¢uje metode moleku-
larne biologije za dokazivanje mutacije
enzima.

Laboratorijska dijagnostika hormona
kod manjka 21-hidroksilaze

U skupini KAH je najces¢i nedo-

statak 21-hidroksilaze, mikrosomskog
enzima citokroma P-450 (CYP21), ali s

razliitim opsegom nedostatka. Enzim
21-hidroksilaza katalizira metabolicki
proces pretvorbe 17-hidroksiprogeste-
rona u 11-deoksikortizol, koji je preteca
kortizola. Isti enzim je takoder vazan za
metabolizam progesterona u deoksikorti-
kosteron u metabolickom putu stvaranja
aldosterona. U bolesnika s nedostatkom
21-hidroksilaze nije moguca sinteza
kortizola, lucenje ACTH je pojacano sa
svthom poticanja sinteze u kori nadbu-
brezne Zlijezde, a takoder i stvaranje i
nakupljanje preteca kortizola. Metaboli-
ziranje preteca kortizola u androgene u
prenatalnom razdoblju uzrokuje virili-
zaciju. Isti poremeéaj kod potpunog ne-
dostatka enzima 21-hidroksilaze onemo-
gucuje sintezu aldosterona s posljedicom
gubitka soli i rizika vitalno ugrozenog
stanja Soka (2, 4). Na temelju klini¢kih
kriterija, pretraga hormona i genetickih
analiza razlikuju se tri oblika uslijed ra-
zlike u ostatnoj aktivnosti enzima 21-hi-
droksilaze; klasi¢ni s gubitkom soli, kla-
si¢ni virilizirajuéi i neklasiéni (2, 3). U
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Shema sinteze steroida u kori nadbubrezne zlijezde, preuzeto i prilagodeno prema New, Forest i White (2, 5, 7). Enzimi koji sudjeluju u metabolizmu su

prikazani malim slovima u "italic-u".

Figure 1

Pathways of steroid synthesis in the adrenal cortex modified according to New, Forest i White (2, 5, 7). Enzymes involved are in italic lowercase.

klasi¢nih oblika nema aktivnosti enzima
ili je vrlo niska (0-2%), a u neklasi¢nih
je djelomice ocuvana (20-60%) (2, 4).
Hormonsko obiljezje klasicnog oblika
su povecane koncentracije progesterona,
17-hidroksiprogesterona, androstendiona
1 testosterona u krvi, a u mokraci su me-
taboliti ovih steroida takoder poviseni. U
bolesnika s gubitkom soli postoji naku-
pljanje androgena i manjak aldosterona,
a sinteza aldosterona je ocuvana u klasi-
¢nom obliku s virilizacijom i u neklasi-
¢nom obliku. Mala rezidualna aktivnost
enzima od 1-2% je vjerojatno dostatna
za adekvatnu sintezu aldosterona u kla-
sicnom obliku bolesti s virilzacijom.

Na dijagnozu KAH se najc¢esce po-
sumnja ve¢ u novorodenceta na temelju
klinic¢ke slike virilizacije i dvosmislenog
spolovila u djevojc¢ica. U nelije¢enih bo-
lesnika s nedostatkom 21-hidroksilaze pri
postavljanju dijagnoze su koncentracije
17-hidroksiprogesterona visestruko po-
visene (>300 nmol/L, u zdrave djece <3-
6 nmol/L; referentni interval u odraslih:
muskarci 1,5-7 nmol/L, Zene luteinska
faza 2-15 nmol/L; prera¢unavanje ng/dL
% 0,0303=nmol/L) (5, 8). U bolesnika s
viriliziraju¢im oblikom su koncentracije
17-hidroksiprogesterona povisene (300-
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600 nmol/L), ali ne$to manje nego u bo-
lesnika s gubitkom soli, u kojih se mogu
izmjeriti koncentracije 17-hidroksipro-
gesterona vece od 600 nmol/L. Rezultati
mjerenja androstendiona ne omogudéuju
razlikovanje klinickih oblika. Od ostalih
pretraga je sniZzen aldosteron i kortizol,
te natrij, a reninska aktivnost i kalij su
poviseni. Koncentracija testosterona
je povisena u Zenske i muske djece (2,
5). U bolesnika s neklasi¢nim oblikom
manjka 21-hidroksilaze laboratorijski su
nalazi androgena umjereno poviseni ili
normalni te je u njih za dijagnostiku va-
zan rezultat testa stimulacije sintetickim
ACTH "synacten test" (2, 3, 5, 8).

Primjenom testa stimulacije sinte-
tickim ACTH potvrduje se dijagnoza
KAH-a. Provodi se ujutro zbog dne-
vnog kolebanja 17-hidroksiprogestero-
na. Uzorkovanje krvi je prije primjene
pripravka sintetickog ACTH i 60 min
poslije za mjerenje 17-hidroksiprogeste-
rona. U sluc¢aju nedostatka enzima 21-
hidroksilaze povecat ¢e se koncentracija
17-hidroksiprogesterona uslijed stimula-
cije ACTH-om i zbog zastoja u daljnjem
slijedu sinteze kortizola. Koncentraci-
ja 17-hidroksiprogesterona u 60 minuti
veca od 60 nmol/L ukazuje na manjak

aktivnosti enzima, a koncentracije an-
drogena ¢e takoder biti povecane (5). Na
temelju rezultata koncentracija 17-hidro-
ksiprogesterona na pocetku testa i nakon
stimulacije moguce je razlikovati skupi-
ne bolesnika s klasi¢nim i neklasi¢nim
KAH-om. Rezultati 17-hidroksiprogeste-
rona nakon stimulacije u bolesnika s gu-
bitkom soli su vrlo visoki (moguce dosti-
zu 3000 nmol/L), u onih s virilizirajuéim
oblikom visoki, a u onih koji su heterozi-
goti za mutaciju enzima 21-hidroksilaze
se preklapaju s onima zdravih osoba (2,
4, 7, 8). Kortizol u bolesnika s neklasi-
¢nim oblikom manjka 21-hidroksilaze je
normalan u obje to¢ke mjerenja u testu
stimulacije. Od ostalih analita mogu se
mjeriti androstendion, DHEAS i kortizol
u oba uzorkovanja krvi u ovom testu (2,
5). Neki autori predlazu u dijagnostici
i testu stimulacije mjerenje metabolita
nakupljanja 17-hidroksiprogesterona, i
to 21-deoksikortizola u bolesnika koji su
heterozigotni za mutaciju 21-hidroksila-
ze primjenom specijalnih tehnika, ali to
nije izvedivo u standardnom klini¢kom
laboratoriju budu¢i da nije rutinska ana-
liza (4, 9).
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Tablica 1.

Sazeti prikaz rezultata laboratorijskih pretraga u bolesnika s KAH-om prema nedostatku enzima. Analiti oznaceni zvjezdicom (*) nisu rutinske pretrage
klinickog laboratorija, veé¢ se provode samo u specijalnim ustanovama. Tablica je preuzeta i prilagodena prema New (2).

Table 1

Summary of hormonal profiles in CAH with different enzyme deficiencies. Hormones not routinely performed are marked with an asterisk (*), and their
measurement requires complex technology and expertise. The content of the table is modified according to New (2).

Mutacija enzima/klini¢ki oblik
Enzyme defect/Clilnical type

Povi$eni nalaz
Increased levels

Normalan nalaz
Normal levels

SniZeni nalaz
Decreased levels

21-hidroksilaza/klasi¢ni s gubitkom soli
21-Hydroxylase/classical salt wasting

21-hidroksilaza/klasi¢ni virilizirajuéi
21-Hydroxylase/classical simple virilizing

21-hidroksilaza/neklasi¢ni - djelomi¢ni nedostak
21-Hydroxylase/nonclassical

11-beta hidroksilaza/klasi¢ni/neklasi¢ni
11-beta Hydroxylase/classical/nonclassical

3-beta hidroksisteroid dehidrogenaza/klasi¢ni
3-beta Hydroxysteroid dehydrogenase/classical

3-beta hidroksisteroid dehidrogenaza/neklasi¢ni
3-beta Hydroxysteroid dehydrogenase/nonclassical

DHEAS

17-alfa hidroksilaza/17-20-liaza
17-alpha-Hydroxylase/17-20-lyase

StAR (steroidogeni akutni regulatorni protein)
StAR (Steroidogenic acute regulatory protein)

17-OH progesteron, progesteron,
DHEAS, androstendion, testosteron,
renin

17-OH, progesterone, progesterone,
DHEAS, androstendione,
testosterone, renin

17-OH progesteron, progesteron,
DHEAS, androstendion, testosteron
17-OH progesterone, progesterone,
DHEAS, androstendione,
testosterone

17-OH, testosteron, u testu
stimulacije sintetickim ACTH,
DHEAS, androstendion

17-OH progesterone, testosterone,
after ACTH stimulation: DHEAS,
androstendione

mineralokortikoidi, androgeni,
sljedeci analiti su takoder poviseni
i u testu stimulacije sintetickim
ACTH: *deoksikortikosteron, *11-
deoksikortizol
mineralocorticoids, androgens,
after ACTH stimulation:
*deoxycorticosterone, *11-
deoxycortisol

pretece androgena i androgeni, *17-
OH pregnenolon

androgens and its precursors, ¥*17-OH
pregnenolone

u testu stimulacije sintetickim ACTH:
*17-Oh pregnenolon i u omjeru s
kortizolom ili 17-OH progesteronom,
DHEAS

after ACTH stimulation: *17-OH
pregnenolone, also ratio with cortisol
or 17-OH progesterone

androstendion, testosteron
androstendione, testosterone

progesteron, *deoksikortikosteron
*kortikosteron, ACTH
progesterone, *deoxycorticosterone,
*corticosterone, ACTH

ACTH, renin
ACTH, renin

kortizol, aldosteron
cortisol, aldosterone

kortizol aldosteron
cortisol aldosterone
kortizol, aldosteron, renin
cortisol, aldosterone, renin
renin
renin

androstendion, testosteron,
aldosteron

androstendione, testosterone,
aldosterone

kortizol, androstendion,
DHEAS

testosteron, estradiol,
aldosteron, renin

cortisol, androstendione,
DHEAS, testosterone,
estradiol, aldosterone, renin

poremecaj sinteze svih
steroida;

kortizol, androstendion,
DHEAS, testosteron

defect in synthesis of

all steroids, cortisol,
androstendione, DHEAS,
testosterone

Metodoloske osobitosti

U provodenju laboratorijske dijagno-
stike mjerenjem 17-hidroksiprogesterona

u djece do godine dana starosti potrebno
jeiskljuciti interferenciju slicnih metabo-
lita (primjerice 17-hidroksi pregnenolon)
naslijedenih tijekom trudnoce iz organi-

zma majke. To se provodi jednostavnom
pripremom seruma putem ekstrakci-
je eterom, a §to se uobicajeno navodi u
uputi proizvodaca reagencija. Ovim po-
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Tablica 2.

Primjeri rezultata mjerenja 17-hidroksiprogesterona u serumu djece mlade od 1. godine sa i bez
ekstrakcije seruma eterom. Nakon ekstrakcije eterom su koncentracije 17-OH progesterona nize
buduci da su uklonjeni metaboliti zaostali iz fetalnog razdoblja, a koji su uzrokom krizne reakcije
u postupku odredivanja. Prikazani su rezultati bolesnika s KAH-om i drugih dijagnoza koje ne

ukljucuju poremecaj sinteze kortizola (ostali).

Table 2

17-hydroxyprogesteron results in infants (<I year) before and after extraction. The extraction
procedure removed interfering substances remaining in the circulation from the fetal period and
resulted in lower 17-hydroxyprogesterone levels. The presented results comprise CAH patients and

patients with other diagnoses.

17-OH progesteron u serumu 17-OH progesteron u serumu

Uzorak prije ekstrakcije (nmol/L) nakon ekstrakcije (nmol/L)

Sample 17-OH progesteron before 17-OH progesteron after
extraction extraction

KAH/CAH >3000 590

KAH/CAH >61 46

ostali/others 18,3 2,8

ostali/others >61 25,1

ostali/others 7,8 1,4

ostali/others 477 0,8

ostali/others 18,1 3,1

ostali/others 9,4 1,6

ostali/others >61 10,2

ostali/others 20 10,9

stupkom se uklone tvari koje mogu vrsiti
kriznu reakciju u postupku mjerenja te
rezultirati lazno povisenim nalazima 17-
hidroksiprogesterona (Tablica 2).

Metode mjerenja 17-hidroksiproge-
sterona su standardne i preporucene od
strukovnih udruga, uglavnom na nacelu
metoda s ligandima (radioimunokemij-
ske metode, enzimimunokemijske me-
tode). Za to postoje gotovi kompleti rea-
gensa mnogih proizvodaca s primjenom
za ru¢nu, poluautomatsku i automatsku
izradu analiza. Po cijeni su pristupacne,
izrada rezultata nije dugotrajna i omogu-
¢uje brzu obradu velikog broja uzoraka.
Ogranicenje ovih metoda je manjkava
specificnost protutijela odnosno krizna
reakcija sa slicnim spojevima u orga-
nizmu, te su posljedi¢no rezultat malo
povecani (10). U uvjetima rada dijagno-
stickog klinickog laboratorija vazno je
redovito provodenje unutarnje i vanjske
kontrole kvalitete, premda postoje doka-
zi da varijacije pri proizvodnji reagencija
mogu biti uzrokom promjena rezultata i
u uvjetima rada osoblja i strucnjaka sa
zadovoljavaju¢im iskustvom (11). Po-
boljSanje specifi¢nosti je moguée sloze-
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nim metodama i posebnim uredajima,
primjerice kromatografske metode ili
tandem masena spektrometrija s isto-
vremenim mjerenjem nekoliko hormona
(12). Ove metode i uredaji ¢e napretkom
tehnologije postati dostupni i u rutin-
skom radu klini¢kog laboratorija, uslijed
automatizacije, ali i smanjenja troskova i
trajanja izrade analize (12).

Mjerenje hormona u amnijskoj teku-
¢ini sa svrthom prenatalne dijagnostike
u suvremenom pristupu je zamijenjeno
metodama molekularna dijagnostike i
koristi se samo u iznimnim situacijama
kod neadekvatnog uzorkovanja ((13). Za
procjenu rezultata 17-hidroksiprogeste-
rona iz amnijske tekucine potrebno je
uciniti mjerenja sa i bez ekstrakcije, po
potrebi ukljuciti i druge analite te pozna-
vati koncentracije tih analita u amnijskoj
tekuéini u normalnoj trudno¢i (14-16).

Mjerenje hormona u bolesnika s KAH-
om uslijed manjka drugih enzima

Mutacije drugih enzima (Tablica 1,
Slika 1) ukljucenih u sintezu kortizola
imaju manju pojavnost u populaciji (2).

U slucaju rjedih mutacija enzima u sinte-
zi kortizola u laboratorijskoj dijagnosti-
ci su vazni analiti koji nisu ukljuceni u
standardni opseg pretraga klinickog la-
boratorija zbog toga §to te pretrage nisu
rutinske ili njihovo mjerenje zahtijeva
posebne reagencije i tehnologiju. Pri-
mjerice kod manjka 11-beta hidroksilaze
nastaje prekid u sintezi kortikosterona
iz deoksikortikosterona, te kortizola iz
11-deoksikortizola. Posljedi¢no su pove-
¢ane koncentracije (mineralokortikoida)
deoksikortikosterona i 11-deoksikortizo-
la, a renina snizene. U dijagnostici ovih
bolesnika je vazan test stimulacije sa sin-
tetickim ACTH.

Manjak enzima 3beta-hidroksiste-
roid dehidrogenaze (u kori nadbubrezne
zlijezde i gonadama) stvara poremecaj
daljnje pretvorbe pregnenolona i 17-hi-
droksipregnenolona. U ovih bolesnika su
u krvi niske koncentracije androstendio-
na, testosterona i aldosterona, a postoji
nakupljanje pregnenolona i prekursora
koji se metaboliziraju putem DHEA (de-
hidroepiandrosterona) u androgene te
uzrokuju virilizaciju. U blazem neklasi-
¢nom obliku stimulacijom sa sintetickim
ACTH povecane su koncentracije 17-hi-
droksipregnenolona i DHEA.

U bolesnika s manjkom 17alfa-hi-
droksilaze/17,20-liaze nastaje prekid u
metaboliziranju pregnenolona i 17-hi-
droksipregnenolona prema DHEA, uz
nakupljanje kortikosterona, deoksikorti-
kosterona i progesterona. Sinteza korti-
zola, aldosterona i spolnih hormona koji
se stvaraju u nadbubreznoj Zzlijezdi je
manjkava, a renin snizen.

Najtezi oblik ove heterogene sku-
pine bolesti je kongenitalna lipoidna
adrenala hiperplazija s poremecajem
aktivnosti enzima kolesterol dezmolaze
(steroidogeni akutni regulatorni protein)
koji vrsi promet kolesterola u mitohon-
drij. Daljnje metaboliziranje kolesterola
u pregnenolon je prekinuto kao i sinteza
svih steroida. Kolesterol i njegovi esteri
se nakupljaju u izvanstanicnom matriksu
u obliku lipidnih kapljica s posljedicnim
ostecenjem tkiva. U ovih bolesnika su
vrlo sniZzene koncentracija kortizola, te-
stosterona, DHEA, 1 androstendiona, a
povec¢ane ACTH i renina (6).
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Novorodenacki probir za KAH i
metodoloski pristup

U opseg pretraga novorodenackog
probira (engl. neonatal screening) mno-
gih zemalja je ukljucena dijagnostika ne-
dostatka 21-hidroksilaze u kongenitalnoj
adrenalnoj hiperplaziji. UCestalost ovog
stanja se procjenjuje na 1:13.000-20.000,
ali moze biti i znatno vecéa u nekim po-
pulacijskim skupinama. Izbor i opseg
pretraga ukljucenih u takve nacionalne
programe ovisi o moguénostima i pre-
porukama strukovnih udruga pojedinih
zemalja (17). Prednost ovakvog progra-
ma je pravovremena dijagnostika bole-
snika i u onih koji nemaju odgovarajucu
klini¢ku sliku i znacajan povoljan uci-
nak na novorodenacku smrtnost (18-24).
Primjerice programi novorodenackog
probira nisu jedinstveni za sve savezne
drzave SAD-a, a procjena odnosa tro-
Skova i uc€inka (engl. cost-effectiveness)
programa novorodenackog probira nije
jednoznacna (7, 25, 26). Radna grupa za
KAH s manjkom 21-hidroksilaze je obja-
vila 2002. preporuke za novorodenacki
probir i dijagnostiku, a koje se odnose i
na laboratorijski pristup (uzorak, meto-
dologija probira, potvrda rezultata), me-
dicinsku procjenu rezultata i organizaci-
ju javljanja rezultata (1). U meduvreme-
nu su suvremene tehnoloske moguénosti
poboljSane i omogucuju bolje otkrivanje
i potvrdu bolesnika.

Uzorkovanje se provodi u rodili-
Stu nekoliko dana nakon poroda gdje se
nekoliko kapi krvi dobivenih ubodom
u petu stavi na posebni filter papir. Na-
kon susenja na zraku uzorak je stabilan
u uvjetima sobne temperature dulje vri-
jeme. Za biokemijske analize iz osusene
kapi krvi na filter papiru danas se pri-
mjenjuju posebni uredaji za automatizi-
rano mjerenje 17-hidroksiprogesterona
standardnom metodom (metoda s ligan-
dima, prvobitno RIA, kasnije enzimimu-
nokemijska metoda). Analiza je brza i po
cijeni pristupacna te omogucéuje brzu
obradu velikog broja uzoraka. Ograni-
¢enje ove metode je slaba specifi¢nost
i krizna reakcija sa slicnim spojevima
(npr. 17-hidroksi pregnenolon) koji su
neki nastali tijekom trudnoce i presli iz
tijela majke u krvotok djeteta. Takva kri-
Zna reakcija moze dati "lazno pozitivan"
rezultat odnosno povisene koncentracije

17-OH progesterona te se postavlja su-
mnja na dijagnozu KAH-a. Posljedice la-
zno pozitivnih rezultata su viSestruke, te
ukljucuju troskove daljnje dijagnostike i
pracenja, ali i emocionalno opterecenje
roditelja. Metodolosko poboljsanje ova-
kve enzimimunokemijske metode ima
prednost u manjem opsegu kriznih rea-
kcija uz iste pogodnosti metode (22).

Koncentracija 17-hidroksiprogeste-
rona je povecana u prvim danima zivota,
u djece manje porodajne tezine i krace
gestacijske dobi, te u slucaju teze bolesti
ili intrauteringo stresnog stanja (27, 28).
U takvim slucajevima ¢ée rezultat 17-
hidroksiprogesterona novorodenackim
probirom biti poviSen. Stoga za potrebe
otkrivanja bolesnika s KAH-om je vazno
uspostaviti grani¢nu vrijednost (engl.
cut-off) koja omogucuje razlikovanje
normalnih od povisenih koncentracije na
temelju nekoliko standardnih kriterija.
To su zivotna dob (odnosno dani zivota)
te porodajna tezina i/ili gestacijska dob.
U podrucju Sjeverne Amerike, odno-
sno SAD i Kanade, u novorodenackom
probiru se koriste kriteriji granicnih
vrijednosti prema porodajnoj tezZini, a u
Europi i Japanu gestacijskoj dobi. U pro-
gramu novorodenackog probira vrlo je
vazno pri definiciji grani¢nih vrijednosti
izbjeéi lazno negativne rezultate tj. spri-
je€iti neprepoznavanje bolesnika. To se
postize uvodenjem postupaka ponovlje-
nog mjerenja ili uzorkovanja nakon ne-
koliko dana kod dvosmislenih rezultata
(4, 7). Novorodenacki probir ima bolju
osjetljivost za teze oblike odnosno klasi-
¢ne oblike KAH-a s vi§im koncentraci-
jama 17-hidroksiprogesterona, ali probir
nije optimalno usmjeren na otkrivanje
neklasi¢nih oblika (29). Varness i sur.
ukazuju na iskustvo nekoliko slucajeva
lazno negativnih rezultata u djevojcica
s KAH-om virilizirajuéeg oblika, ali i
na ¢injenicu da su koncentracije 17-hi-
droksiprogesterona malo (2 ng/dL=0,06
nmol/L), ali znacajno niZe u zdravih dje-
vojCica nego u zdravih djecaka (djecaci
17,5 ng/dL=0,53 nmol/L; djevojcice 15,4
ng/dL=0,47 nmol/L) (30).

Olgemoller i sur. su pokazali znatno
poboljsanje otkrivanja bolesnika s KAH-
om novorodenackim probirom koristeci
istovremeno kriterije tjelesne tezine i
zivotne dobi, s grani¢nim vrijednostima

razvrstanima po vise skupina tjelesne te-
zine 1 viSe skupina dana poslije rodenja
(31). Ovi autori su u pocetku rada sluzbe
novorodenackog probira koristili slabije
razradene kriterije zivotne dobi i tjele-
sne tezine, a revizija kriterija proizasla
je rezultirala manjim broj lazno poziti-
vnih nalaza i bolju predikciju dijagnoze
KAH-a (32).

Razlicitost kriterija u novorodena-
¢kom probiru ukazuju da struka nema
za sada jednoznacne stavove i preporuke
u ovom podrucju te je odluka prepuste-
na nacionalnim stru¢njacima i stru¢nim
udrugama (17). U postupku novorodena-
¢kog probira radi smanjenja udjela lazno
pozitivnih rezultata, osim primjene krite-
rija grani¢nih vrijednosti, koriste se do-
datne pretrage i postupci. Metodolosko
poboljSanje moze ukljuciti metode vece
specificnosti, primjerice kromatograf-
ske tehnike s prethodnom ekstrakcijom
(masena spektrometrija, tekucinska ili
plinska kromatografija) koje je moguce
primijeniti na uzorak krvi na filter papi-
ru ili uzorak seruma u slucaju potvrdne
dijagnostike KAH-a (12, 33, 34). Drugi
pristup problematici lazno pozitivnih re-
zultata ukljucuje istovremeno mjerenje
nekoliko analita iz uzorka krvi na filter
papiru, primjerice kortizol, androstendi-
on, testosteron, ali i analita koji nisu u
opsegu rutinskih pretraga, primjerice 11-
deoksikortizol ili 21-deoksikortizol (34,
35). Primjena rezultata nekoliko pretraga
ili njihovi omjeri omogucuju takoder pre-
ciznije razlikovanje pri sumnji na KAH.
Dugogodis$nje iskustvo nekih ustanova u
novorodenackom probiru je pokazalo da
uvodenje strategije postupaka tzv. dru-
gog stupnja probira (engl. second trier)
znatno smanjilo opterecenje nalazima
poviSenog 17-hidroksiprogesterona (34,
36). Ovaj postupnik obuhvaca ponovno
mjerenje 17-hidroksiprogestorona me-
todom vecée osjetljivosti (masena spek-
trometrija) u uzorcima koju su u prvom
navratu bili poviSeni. Uzorci koji su bili
poviSeni na temelju mjerenja vece speci-
fi¢nosti i osjetljivosti su dalje podvrgnuti
mjerenjima nekoliko analita steroida me-
todom povecane osjetljivosti (34, 36, 37).
Ovim pristupom je povecana ucinkovi-
tost novorodenackog probira za KAH i
smanjen broj lazno pozitivnih nalaza.
Provodenje molekularne dijagnostike
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istovremeno s hormonskim pretragama
takoder je moguée iz uzoraka krvi na fil-
ter papiru, a Sto provode neke ustanove u
okviru svojih programa tzv. drugog reda
novorodenanckog probira (38). U slucaju
sumnje na mutaciju 1lbeta-hidroksilaze
u novorodenceta s pozitivnom obitelj-
skom anamnezom i umjereno povisenom
koncentracijom 17-hidroksiprogesterona
u novorodenackom probiru, provedena je
daljnja endokrinoloska dijagnostika ana-
lizom istog uzorka krvi na filter papiru
primjenom slozenih analitickih metoda
(39).

U pristupu laboratorijske dijagnosti-
ke i pracenja bolesnika sa sumnjom na
KAH ukljuceno je vise pretraga hormo-
na. Od toga su najcesc¢e koristi mjerenje
17-hidroksiprogesterona i androstendi-
ona. Mjerenje ovih analita je danas po
cijeni pristupacno, tehnoloski dostupno
i metodoloski jednostavno primjenom
automatskih ili poluautomatskih susta-
va, ali i rucno. Na trZi$tu je mnogo proi-
zvodaca koji nude reagense ili uredaje za
ove analite. U procjeni klini¢kog znace-
nja rezultat ovih pretrage je neophodna
suradnja i dogovor stru¢njaka u labora-
toriju i na klini¢kim odjelima ukljucenih
u medicinsku skrb ovih bolesnika. Pri
uvodenju nove metode korisno je uspo-
staviti razmjenu uzoraka i suradnju s
ustanovom koja ve¢ ima odredeno isku-
stvo u tom podrucju, a §to ¢e omoguditi
brzo savladavanje i prihvacanje saznanja
o ograni¢enjima i moguénostima dija-
gnostike.
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HORMONAL ASSESSMENT IN CONGENITAL ADRENAL HYPERPLASIA - DIAGNOSIS AND SCREENING

V. KusSec

Hormone measurement in the most common form of congenital adrenal hyperplasia (CAH) due to 21-hydroxylase deficiency is
based on increased levels of 17-hydroxyprogesterone and androgens, decreased levels of glucocorticoids and mineralocorticoids
in some CAH forms. Depending on the residual 21-hydroxylase activity different clinical forms with characteristic hormonal pro-
files can be distinguished. Stimulation test with synthetic ACTH resulting in defined 17-hydroxyprogesterone rise is an important
diagnostic tool, and may include measurement of other hormones. Deficiency of other enzymes involved in the cortisol metabolic

pathway presents with different hormonal profiles and their measurement is not routinely performed. Concentration of 17-hydro-
xyprogesterone and other hormones is measured by recommended methods based on immunoassays with commercial reagents

manufactured for automated, semi-automated or manual procedure. Neonatal screening for 21-hydroxylase deficiency CAH by
17-hydroxyprogesterone assay from blood spots on filter paper requires established criteria for cut-off values and a protocol for di-
agnosis confirmation. Awareness of properties and limitations of hormonal measurement is essential in collaboration of all experts
involved in medical diagnosis, monitoring and care of CAH patients.

Descriptors: CONGENITAL ADRENAL HYPERPLASIA, 17-HYDROXYPROGESTERONE, 21-HYDROXYLASE, HORMONE MEASUREMENT
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