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     Актуальность проблемы
Причиной ожирения и артериальной гипертензии у детей и подростков могут быть различные заболевания гипофизарно-надпочечниковой системы. Синдром Иценко ̶ Кушинга у детей и подростков чаще является следствием гиперсекреции адренокортикотропного гормона аденомой гипофиза (Martínez Ruiz M. et al., 2003). Описаны случаи диагностики синдрома Иценко ̶ Кушинга гипофизарного генеза без клинических признаков гиперкортицизма в результате дефекта периферической конверсии кортизона в кортизол (Arai H. et al., 2008; Ueshiba H. et al., 1991). Основными показателями для лабораторной диагностики ожирения, связанного с гиперкортицизмом, являются определение экскреции свободного кортизола с мочой, уровней кортизола и кортикотропина в плазме крови (Arnaldy G. et al., 2003; Flick M.R. et al. 1992). Особую сложность представляет диагностика заболеваний коры надпочечников с субклиническим течением, что требует изучения не только секреции кортизола, но и промежуточных продуктов стероидогенеза (Terzolo M. et al., 1998; Suda T et al., 2002; Великанова Л.И. и соавт., 2006). 
Данные о субклиническом синдроме Иценко – Кушинга достаточно разноречивы. Так, неизвестна вероятность прогрессирования его в клинически выраженную форму заболевания, а точных диагностических критериев этого синдрома в литературе не существует. Кроме того, остается невыясненным предельное значение уровня кортизола крови, при превышении которого развивается патология (Tomlinson J.W. et al., 2002; Masaaki M. et al., 2000). Нет единой точки зрения в отношении лабораторных критериев стертых форм врожденной гиперплазии коры надпочечников, диагностика которых вызывает особые трудности у юношей. Актуальной проблемой является разработка четких алгоритмов диагностики заболеваний гипофизарно-надпочечниковой системы на фоне ожирения и выявление субклинических форм синдрома Иценко – Кушинга, стертых форм врожденной гиперплазии коры надпочечников, особенно с дефектом 11β-гидроксилазы (Arai H. et al., 2008).
Цель исследования: Изучить функциональное состояние гипофизарно-адреналовой системы у юношей с ожирением для оптимизации клинико-лабораторной диагностики заболеваний надпочечников.
Задачи исследования:
1. Изучить функциональное состояние коры надпочечников у юношей с избыточной массой тела и с ожирением на основании определения кортикостероидов в крови и моче методом обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии.
2. Установить информативные биохимические критерии заболеваний коры надпочечников у юношей с избыточной массой тела и с ожирением.

3. Определить особенности надпочечникового стероидогенеза и метаболизма кортизола у юношей с артериальной гипертензией и с различным индексом массы тела.

4. Выявить влияние гиперинсулинемии и инсулинорезистентности на надпочечниковый стероидогенез и метаболизм кортизола у юношей с ожирением.
Научная новизна
Получены новые данные об особенностях нарушения биосинтеза кортикостероидов на ранних стадиях заболеваний коры надпочечников у юношей с различным индексом массы тела с использованием качественного и количественного определения кортикостероидов в крови и моче методом обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии.
Показана информативность определения экскреции свободного кортизола и свободного кортизона с мочой, уровней в крови кортикостерона и 11-дезоксикортизола при проведении пробы с дексаметазоном, индексов кортизол/кортизон в крови и свободный кортизол/свободный кортизон в моче для дифференциальной диагностики органического и функционального гиперкортицизма. 

Определена взаимосвязь гиперинсулинемии, инсулинорезистентности и гиперлептинемии со снижением уровней в крови тестостерона и глобулина, связывающего половые гормоны у юношей с ожирением. Установлено увеличение экскреции свободного кортизона с мочой и выявлена взаимосвязь гиперинсулинемии и инсулинорезистентности с индексом свободный кортизол/свободный кортизон мочи у юношей с ожирением.
Впервые разработаны алгоритмы лабораторной диагностики субклинической формы синдрома Иценко – Кушинга, функционального гиперкортицизма и стертых форм врожденной гиперплазии коры надпочечников у юношей в зависимости от индекса массы тела.
Практическая значимость работы
Исследование качественных и количественных нарушений надпочечникового стероидогенеза методом обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии в динамике при проведении проб с дексаметазоном и с синтетическими аналогами кортикотропина позволяют на ранних стадиях диагностировать заболевания коры надпочечников у юношей с различным индексом массы тела. Для диагностики стертой формы врожденной гиперплазии коры надпочечников с дефектом 11β-гидроксилазы наиболее информативно проведение функциональной пробы с синтетическим аналогом кортикотропина с последующим определением в крови 11-дезоксикортизола, 11-дезоксикортикостерона, кортикостерона и андростендиона, с расчетом индексов кортизол/11-дезоксикортизол и кортизол/кортизон.
Определение в крови кортизола, кортикотропина, кортикостерона, 11-дезоксикортизола в комплексе с исследованием экскреции с мочой свободного кортизола и свободного кортизона  до и после проведения пробы с 2 мг дексаметазона необходимо для подтверждения диагноза субклинического синдрома Иценко – Кушинга.
Основные положения, выносимые на защиту
1. При диагностике заболеваний гипофизарно-надпочечниковой системы у юношей с различным индексом массы тела необходимо исследовать качественный и количественный состав кортикостероидов в крови и моче с проведением функциональных проб с дексаметазоном и с синтетическими аналогами кортикотропина методом обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии с целью выявления изменений в стероидогенезе надпочечников на ранних, субклинических стадиях.

2. Снижение уровней в крови кортикостерона и 11-дезоксикортизола, экскреции свободного кортизола и свободного кортизона с мочой при проведении пробы с дексаметазоном менее чем на 50% свидетельствует о наличии субклинического синдрома Иценко – Кушинга.

3. У юношей с индексом массы тела более 27,5 кг/м2  обнаружены изменения в стероидогенезе надпочечников, проявляющиеся нарушением циркадного ритма секреции кортизола, повышением надпочечниковых андрогенов и снижением уровня тестостерона. 

4. Увеличение 11-дезоксикортизола более чем на 50%, андростендиона более чем на 30% в сочетании с недостаточным подъемом индексов кортизол/11-дезоксикортизол и кортизол/кортизон при проведении пробы с синтетическим аналогом кортикотропина свидетельствует о наличии стертой формы врожденной гиперплазии коры надпочечников вследствие дефекта 11β-гидроксилазы.
Личное участие автора в проведении исследования 
Личное участие автора осуществлялось на всех этапах подготовки и проведения научной работы, включавших определение основной идеи исследования и методов его выполнения. Автором самостоятельно проведен аналитический обзор современной зарубежной и отечественной литературы, осуществлялось клиническое ведение больных, оценка и анализ результатов обследования.
Реализация работы и ее апробация
Основные положения диссертационной работы доложены на заседании кафедры эндокринологии им. В.Г. Баранова ГОУ ДПО «Санкт-Петербургская медицинская академия последипломного образования Федерального агентства по здравоохранению и социальному развитию» (СПбМАПО), на конференции «Врачи мира – пациентам» (СПб, 2007), на XII Международной научной  конференции «Здоровье семьи XXI век» (Израиль, 2008), «Балтийский форум современной эндокринологии» (СПб, 2008). Результаты работы внедрены в клиническую практику эндокринологических отделений Санкт-Петербургской городской Александровской больницы и Санкт-Петербургской городской больницы «Святой преподобномученицы Елизаветы». Материалы исследования используются в учебном процессе на кафедре эндокринологии им. В.Г. Баранова СПбМАПО. 
Структура и объем работы
Диссертация изложена на 115 листах машинописного текста и состоит из введения, обзора литературы, главы собственных исследований с обсуждениями, выводов, практических рекомендаций, приложения, списка литературы, включающего работы 57 отечественных и 138 зарубежных источников. Работа иллюстрирована 25 таблицами и 7 рисунками. 
Материалы и методы исследования
Диссертационное исследование основано на сравнительном анализе результатов обследования 142 юношей в возрасте от 15 до 23 лет, средний возраст составил 19,2±0,2 года (табл. 1). В соответствии с индексом массы тела (ИМТ) пациенты были распределены в 4 группы. 1-ю группу составили 15 больных с ИМТ от 25 до 27,4 кг/м2 (средний возраст 19,7±1,6 года). Во 2-ю группу вошли 25 юношей с ИМТ от 27,5 до 29,9 кг/м2 (средний возраст 18,5±2,7 года). В 3-ю группу было включено 54 пациента с ИМТ от 30 до 34,9 кг/м2 (средний возраст 19,8±1,4 года). 4 группу составили 26 больных с нормальным весом и артериальной гипертензией (средний возраст 18,9±1,5 года). В контрольную группу (группа 5) включено 22 здоровых юноши (средний возраст 18,3±0,9 года) с нормальными массой тела и артериальным давлением. Отбор больных производился на клинических базах кафедры эндокринологии им. В.Г.Баранова и клиниках основной базы СПбМАПО.

Общеклиническое обследование включало сбор анамнестических данных (черепно-мозговые травмы в прошлом, патология беременности у матери, наличие сопутствующих хронических заболеваний), физикальное обследование (оценка телосложения, измерение роста и веса пациентов с расчетом ИМТ). Большое значение придавалось характеру распределения подкожно-жировой клетчатки, наличию стрий, гинекомастии. Проводился осмотр наружных половых органов, измерение и мониторинг артериального давления. Артериальная гипертензия (АГ) оценивалась по характеру (постоянная, пароксизмальная, смешанная), а также по уровню артериального давления.
Для оценки степени ожирения определялся индекс массы тела, который рассчитывался как отношение массы тела в килограммах и роста человека в метрах, возведенный в квадрат (кг/м2). Согласно критериям ВОЗ (1998 г.) при ИМТ равном 25,0–29,9 кг/м² диагностировали избыток массы тела, при ИМТ равном 30,0–34,9 кг/м² – ожирение I степени, при значении ИМТ 35,0–39,9 кг/м² – ожирение II степени, а при ИМТ 40 кг/м² и более – ожирение III степени. В исследование были включены пациенты с ожирением I степени, избыточной массой тела и нормальным весом с сопутствующей артериальной гипертензией.

Таблица 1
Характеристика групп больных
	Группа обследо-ванных
	Характеристика
	Число

наблю-дений
	Средний возраст
(М±m, годы)
	ИМТ,
кг/м2

	1
	ИМТ 25,0 – 27,4 кг/м2
	15
	19,7±1,6
	26,8±0,7

	2
	ИМТ 27,5 – 29,9 кг/м2
	25
	18,5±2,7
	28,9±1,8

	3
	ИМТ 30,0  – 34,9 кг/м2
	54
	19,8±1,4
	33,9±1,6

	4
	Больные с нормальным   ИМТ и артериальной гипертензией
	26
	18,9±1,5
	23,1±0,5

	5
	Здоровые лица
	22
	18,3±0,9
	21,5±2,2


Для решения поставленных задач в работе были использованы методы определения гормонов с помощью обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии (ОФ ВЭЖХ), иммуноферментного анализа (ИФА), радиоиммунологического анализа (РИА). Проводились функциональные пробы с дексаметазоном и синтетическим аналогом кортикотропина («Синактен-депо»), а также глюкозотолерантный тест. 
Метод обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии кортикостероидов. Анализ кортикостероидов в сыворотке крови и моче проводился на жидкостном хроматографе HPP-4001 с ультрафиолетовым детектором LCD 2563 фирмы «Laboratorni Pristroje Praha» (Чехия) в режиме изократического элюирования с ультрафиолетовым детектированием (254 нм) и на жидкостном хроматографе фирмы «Shimadzu» (Япония) с диодно-матричным спектрофотометрическим детектором с градиентным элюированием, колонка Luna (5 мкм), 100, 150 х 2 мм. Количественно определяли в сыворотке крови уровни кортизола (F), кортизона (E), кортикостерона (B), 11-дезоксикортикостерона (DOC), 11-дезоксикортизола (S), а также экскрецию с мочой свободного кортизола (UFF) и свободного кортизона (UFE). Была получена количественная и качественная оценка стероидных профилей при различных заболеваниях коры надпочечников.

Радиоиммунологический метод количественного определения гормонов. Количественное определение содержания альдостерона, активности ренина плазмы (АРП), адренокортикотропного гормона (АКТГ), лютеинизирующего гормона (ЛГ), фолликулостимулирующего гормона (ФСГ), соматотропного гормона (СТГ), 17-гидроксипрогестерона (17-ОНП), кортизола (К), тестостерона (Т), эстрадиола (Э2), дегидроэпиандростерон сульфата (ДЭА-С) в сыворотке крови проводили радиоиммунологическим методом с помощью стандартных тест-наборов фирмы «IMMUNOTECH», Чехия. Забор крови на альдостерон и АРП  выполнялся пациентам после 20–30 минут пребывания в горизонтальном положении.

Иммуноферментные методы анализа (ИФА). Иммуноферментный анализ проводили с помощью стандартных тест-наборов фирмы DRG Instruments, Германия. Оптическую плотность измеряли на анализаторе STAT FAX – 2100 (США). Определяли следующие показатели: ∆4-андростендион, глобулин, связывающий половые гормоны (ГСПГ), инсулин, С-пептид, инсулиноподобный фактор роста-1, лептин, адреналин и норадреналин в моче, метанефрин и норметанефрин в крови и моче.
Для оценки состояния системы гипофиз – кора надпочечников определялись базальные уровни в крови АКТГ и кортизола (Ку)  в 9 ч утра, а также уровень кортизола в 21 ч (Кв), проводилась проба на подавление секреции кортизола с 2 мг дексаметазона. Оценка показателя, отражающего отклонение циркадного ритма секреции кортизола, рассчитывалась по следующей формуле: коэффициент ритма (k ритма) = (Кв / Ку) х 100%. 

Функциональные пробы с дексаметазоном. Юношам с избыточной массой тела и с ожирением проводили функциональную пробу с дексаметазоном. Использовалась методика пробы с 2 мг дексаметазона (малая дексаметазоновая проба). Исследуемый принимал внутрь дексаметазон по 0,5 мг каждые 6 ч (2 мг/сут) в течение 3 суток и 0,5 мг в 6 ч утра на 4-е сутки. На основании согласительного симпозиума в октябре 2002 г. в г. Анкона (Италия) явный синдром Иценко – Кушинга исключается при подавлении уровня кортизола после приема дексаметазона в утренние часы менее 50 нмоль/л. 
Проведение пробы включало: 
а) изучение фоновых уровней в крови кортизола, кортизона, кортикостерона, 11-дезоксикортикостерона, 11-дезоксикортизола и АКТГ и на 4-й день после приема дексаметазона; 
б) изучение суточной экскреции свободных кортизола и кортизона с мочой до проведения пробы и на за 3-и сутки приема дексаметазона. Пациентам, у которых отмечалось недостаточное подавление уровня кортизола крови при малой дексаметазоновой пробе, проводилась большая дексаметазоновая проба с 8 мг дексаметазона (по 2 мг дексаметазона через каждые 6 ч в течение 3 суток). Уровень кортизола на фоне пробы с 2 мг дексаметазона (Кпр) 50,0 нмоль/л и более свидетельствовал о нарушении регуляции гипофизарно-адреналовой системы. 
Функциональная проба с кортикотропином. Диагноз стертой формы врожденной гиперплазии коры надпочечников (ВГКН) вследствие дефекта 21-гидроксилазы устанавливали при проведении пробы с синтетическим аналогом кортикотропина пролонгированного действия («Синактен-депо») с определением в крови уровней кортизола и 17-гидроксипрогестерона в 9 ч утра  и через 9 ч после введения кортикотропина. Для диагностики дефекта 11β-гидроксилазы при пробе дополнительно оценивали динамику уровней в крови кортизола, кортизона, кортикостерона, 11-дезоксикортикостерона и 11-дезоксикортизола (Великанова Л.И и соавт., патент на изобретение  №2279090, 2004). 

Для выявления инсулинорезистентности проводился глюкозотолерантный тест (ГТТ) с определением в сыворотке крови уровней глюкозы, инсулина и С-пептида натощак и через 2 часа после нагрузки с 75 г глюкозы и расчетом индекса HOMA-IR по формуле: уровень инсулина (натощак в мкЕД/мл) x уровень глюкозы (натощак в ммоль/л) / 22,5. Значение выше 2,77 может свидетельствовать о нарушении восприимчивости тканей к инсулину (инсулинорезистентности).
Всем больным при подозрении на синдром Иценко – Кушинга для исключения образований гипофиза и надпочечников была проведена магнитно-резонансная томография (МРТ) головного мозга и надпочечников с контрастированием. МРТ производили на высокопольном томографе МАГНЕТОН 63SP («Siemens», Германия) с напряженностью магнитного поля 1,5 Тесла, сверхпроводящем, открытого типа, в Т1 и Т2 режимах. В режиме Т1 исследовали аксиальные (время повторения 570 мс, время эхо 10 мс, толщина среза 5 мм, расстояние между срезами 1 мм, матрица 224*320) и сагиттальные (время повторения 470 мс, время эхо 10 мс, толщина среза 5 мм, расстояние между срезами 1,5 мм, матрица 256*320) изображения. В режиме Т2 оценивали аксиальные изобра​жения (время повторения 5800 мс, время эхо 120 мс, толщина среза 5 мм, расстояние между срезами 1 мм, матрица 224*320).
Статистическая обработка данных осуществлялась с использованием программного пакета STATISTICA for WINDOWS (версия 5.5). Для создания матрицы данных использовалась программа Microsoft Exel 7.0. Количественные показатели представлены в виде средних значений (М) ± стандартная ошибка от среднего значения (m). Сравнение средних значений количественных показателей осуществлялось c использованием непараметрических методов (критерия Манна – Уитни, Вилкоксона, корреляции Спирмена). Выводы базировались только на статистически значимых различиях.
Результаты исследования
При опросе пациентов основными жалобами были: прибавка веса за последние 0,5–1 год (66,1%), головная боль неопределенной локализации (83,2%), повышение артериального давления (78,3%), утомляемость и снижение работоспособности (85,2%), акне (6%), аллопеция (1,6%), снижение внимания (48,4%), снижение настроения (74,3%), появление стрий на внутренней поверхности плеч, бедер, на ягодицах (65,1%). 

По данным анамнеза 25,7% обследованных перенесли легкой и средней степени тяжести черепно-мозговые травмы в детском и пубертатном периодах. Патология беременности у матери (хроническая фетоплацентарная недостаточность) отмечалась в 12,6% случаев. У 85,9% больных была ранее диагностирована вегетососудистая дистония, которая у 78,3% некоторых протекала по гипертоническому типу. При сборе анамнеза пациенты отрицали ранее выявленные сахарный диабет, наследственные синдромы. 
При осмотре у всех юношей отмечалось равномерное распределение подкожно-жировой клетчатки, стрии были выявлены у 78 человек (65,1%). У 56% больных они были полиморфные нежного розового цвета, а у 9,1% пациентов с субклиническим синдромом Иценко – Кушинга выявлялись фиолетовые стрии с атрофическим дном. В группе пациентов с ожирением были отмечены псевдоевнухоидные черты телосложения. Ложная гинекомастия в данной группе отмечалась у 22 обследованных (40,7%), она подтверждалась ультразвуковым исследованием молочных желез (не было получено данных за наличие железистой ткани). Рост больных колебался от 164 до 197 см и составил в среднем 180±0,7 см.
При осмотре наружных половых органов признаков гипогонадизма выявлено не было. Артериальная гипертензия отмечалась у 95 юношей (79,2%) и чаще имела кризовый характер. Стойкое повышение артериального давления было выявлено у 34 пациентов (36,1%). 
Всем больным проводилось исследование уровней пролактина и тиреотропного гормона в крови с целью исключения вторичных форм ожирения, наблюдающихся при гипотиреозе и гиперпролактинемии. Для исключения феохромоцитомы у юношей с артериальной гипертензией проводилось определение адреналина и норадреналина мочи, метаболитов катехоламинов (метанефрина и норметанефрина) в крови и в моче. 

Таблица 2
Частота встречаемости  заболеваний гипофизарно-надпочечниковой системы в группах с различным индексом массы тела (n=120)
	Заболевания гипофизарно-надпочечниковой системы
	Юноши с ИМТ  25,0-27,4 кг/м2 
(n=15)
	Юноши с избыточным весом с ИМТ 27,5-29,9 кг/м2 (n=25)
	Юноши с ожирением I ст. с ИМТ 30,0-34,9 кг/м2  (n=54)
	Юноши с нормальным весом и АГ 
(n=26)

	Функциональный гиперкортицизм (n=63)
	11 (73,3%)
	17 (68,0%)
	29 (50,0%)
	6

	Субклинический синдром Иценко – Кушинга (n=11)
	1 (6,67%)
	1 (8,0%)
	9 (16,6%)
	0

	ВГКН – стертая форма  (дефект 21-гидрокси-лазы) (n=4)
	2 (13,3%)
	2 (8,0%)
	0
	0

	ВГКН – стертая форма (дефект 11β гидрокси-лазы) (n=11)
	1 (6,67%)
	4 (16,0%)
	 0
	6 (23,1%)

	Синдром Иценко - Кушинга гипофизар-ного генеза (n=1)
	0
	0
	1 (1,8%)
	0


У юношей с избыточной массой тела и с ожирением отмечено увеличение глюкокортикоидной, минералокортикоидной и андрогенной функции коры надпочечников.
Среднее содержание в крови базального кортикотропина и кортизола было повышено у юношей с избыточной массой тела и ожирением по сравнению с группой здоровых лиц. Увеличение вечернего уровня кортизола по сравнению с группой контроля наблюдалось в группах с ИМТ выше 27,5 кг/м2, о чем свидетельствует увеличение коэффициента ритма секреции кортизола (Кв/Ку х 100%), который был выше 50%  в группах 2 и 3. Наиболее высокое значение коэффициента ритма секреции кортизола (67,3±2,5%) отмечено в группе с ожирением (табл. 3).
Таблица 3
Содержание гормонов в сыворотке крови 

у юношей с различным индексом массы тела

	Показатели
	Юноши с ИМТ  
25-27,4 кг/м2

(n=15)
	Юноши с ИМТ 

27,5-29,9
кг/м2

(n=25)
	Юноши с ИМТ 

30,0-34,9 кг/м2
(n=54)
	Юноши с нормальным весом и артериаль-ной гипер-тензией
(n=26)
	Здоровые юноши
(n=22)

	
	1
	2
	3
	4
	5

	Кортикотро-пин, пг/мл
	43,2±6,3**
	48,8±5,7**
	52,4±3,0**
	38,1±3,6*
	18,2±3,2

	Кортизол 

в 9 ч (Ку), нмоль/л
	579,1±37,4*
	560,1±28,6*
	556,7±26,7*
	431,1±23,8
	386,5±26,4

	Кортизол 

в 21 ч (Кв), нмоль/л
	207,7±21,9*
	314,1±17,2*
	380,7±16,5**
	172,7±19,1
	164,7±24,9

	(Кв/Ку)х100%
	35,8±5,2
	56,1±4,0*
	67,3±2,5**
	40,0±4,4
	44,4±3,7

	Кортизол при проведении пробы с 2 мг дексаметазонанмоль/л
	42,1±7,2
	62,8±15,8
	83,9±23,1
	36,6±14,3
	33,4±2,8

	Дегидроэпи-андростерон- сульфат, мкг/мл
	3,3±0,2
	4,9±0,3*
	4,7±0,3*
	3,1±0,5
	2,6 ±0,1

	Δ4-андростен- дион,
нг/мл
	3,1±0,5
	6,1±0,8**
	4,9±0,6*
	2,7±0,6
	1,7±0,2

	Альдостерон, пг/мл
	140,9±17,5**
	61,7±20,7**
	146,4±12,8*
	109,5±15,8*
	69,7±4,8

	Активность ренина плазмы, нг/мл/час
	1,8±0,7
	1,4±0,2
	1,5±0,2
	2,1±0,2*
	0,9±0,1


Примечание: р – уровень статистической значимости различий по сравнению с группой здоровых лиц. * – p<0,05; ** – p<0,001
Средние значения ДЭА-С были повышены в группах 2 и 3, т.е. у юношей с ИМТ больше 27,5 кг/м2. Увеличение уровней андростендиона и альдостерона отмечены у юношей с  избыточной массой тела (1 и 2 группы) и ожирением при сравнении с группой контроля. Увеличение в крови надпочечниковых андрогенов и альдостерона у этих больных, по-видимому, связано со стимулирующим влиянием кортикотропина в этих группах. 
У юношей с нормальным весом и АГ установлено повышение уровней альдостерона и АРП при сравнении с группой контроля (табл. 3). Однако уровень альдостерона, а также уровни кортизола и ДЭА-С были выше у юношей с ожирением и АГ при сравнении с соответствующими показателями у пациентов с нормальным ИМТ и АГ (р=0,048, р=0,01 и р=0,02 соответственно).
Инсулинорезистентность и гиперинсулинемия выявлены у пациентов с ИМТ более 27,5 кг/м2 (табл.4). 

Таблица 4

Содержание в сыворотке крови лептина, инсулина базального и постнагрузочного, тестостерона, эстрадиола и глобулина, связывающего половые гормоны, у юношей с различными индексами массы тела

	Показатели
	Юноши с ИМТ 
25,0-27,4

кг/м2

(n=15)
	Юноши с ИМТ 

27,5-29,9

кг/м2

(n=25)
	Юноши с ИМТ 

30,0-34,9

кг/м2

(n=54)
	Юноши с нормальным ИМТ и арте-риальной гипертензией

(n=26)
	Здоровые

юноши

(n=22)

	
	1
	2
	3
	4
	5

	Лептин, 

нг/мл
	5,7±3,7
	34,2±5,4**
	46,8±6,0**
	4,3±2,9
	3,9±0,7

	Инсулин, мкед/мл
	12,5±2,1
	20,3±2,1**
	27,1±1,1**
	10,2±1,4
	8,9±0,9

	Инсулин-2, мкед/мл
	19,3±4,1
	41,6±6,2*
	60,9±7,4**
	17,4±4,1
	15,49±1,3

	ГСПГ, нмоль/л
	22,3±4,8
	17,3±3,2*
	16,6±2,2**
	36,9±3,1
	44,8±2,2

	Тестостерон, нмоль/л
	18,1±2,1
	16,9±2,5*
	12,8±1,7**
	21,3±3,1
	22,6±1,0

	Эстрадиол, пг/мл
	33,5±1,7
	46,0±8,0*
	61,3±2,5**
	24,1±1,3*
	23,6±2,0


Примечание: Инсулин-2 –уровень инсулина через 2 часа после нагрузки глюкозой. ГСПГ – глобулин, связывающий половые гормоны. р – уровень статистической значимости различий по сравнению с группой здоровых лиц. * – p<0,05; ** – p<0,001
Индекс HOMA-IR в группе пациентов с ожирением составил 5,4±0,3, в группе больных с ИМТ от 27,5 до 29,9 кг/м2 – 4,0±0,2, тогда как в группе с ИМТ от 25,0 до 27,4 кг/м2 этот показатель составил 2,3±0,2, что сравнимо с соответствующими показателями в контрольной группе.
Из таблицы 4 следует, что в группе с ИМТ от 27,5 до 29,9 кг/м2 и с ожирением наблюдалось повышение уровней лептина и эстрадиола со снижением уровней глобулина, связывающего половые гормоны (ГСПГ), и тестостерона по сравнению с аналогичными показателями в группе контроля. 

Между тестостероном и ГСПГ выявлена прямая корелляционная связь (р=0,02, r=0,47), а между тестостероном и лептином – отрицательная (р=0,03, r=-0,43). У юношей с ИМТ от 25–27,4 кг/м2 уровни  тестостерона и лептина не отличались от соответствующих показателей у здоровых.
Таким образом, у юношей с ИМТ от 25 до 27,4 кг/м2 в отличие от юношей с ИМТ более 27,5 кг/м2 (2 и 3 группы) был сохранен ритм секреции кортизола, определялись нормальные уровни тестостерона, ДЭА-С, не отмечались гиперинсулинемия, инсулинорезистентность и гиперлептинемия. 

В дифференциальной диагностике различных форм гиперкортицизма большое значение имеют пробы с дексаметазоном. При проведении пробы с 2 мг дексаметазона у юношей с ожирением было отмечено неполное подавление уровня в крови кортизола, среднее содержание которого составило 83,9±23,1 нмоль/л.
У 20,2% юношей с избыточной массой тела и ожирением были выявлены гиперкортизолизм, нарушение ритма секреции кортизола и его уровень при проведении пробы с 2 мг дексаметазона более 50 нмоль/л. Это дает возможность предположить наличие субклинической формы синдрома Иценко – Кушинга у этих пациентов. Дополнительные критерии данного заболевания были получены с использованием метода ОФ ВЭЖХ.
При исследовании кортикостероидов с помощью ОФ ВЭЖХ более выраженные нарушения надпочечникового стероидогенеза обнаружены в группах 2 и 3 (с ИМТ от 27,5 кг/м2). У юношей 2-й группы (ИМТ от 27,5 до 29,9 кг/м2) установлено увеличение по сравнению с группой контроля уровня кортикостерона до 6,5±1,4 нг/мл (р=0,05), экскреции свободного кортизола и свободного кортизона до 25,1±3,0 мкг/с (р=0,003) и 67,8±17,2 мкг/с (р=0,0078). У юношей с ожирением отмечено повышение уровня кортикостерона и экскреции свободного кортизона с мочой. Индекс свободный кортизол/свободный кортизон мочи у юношей 1, 2 и 3  групп (с ИМТ от 25 кг/м2 и выше) не отличался от соответствующего показателя у здоровых (табл. 5).
Лабораторная диагностика субклинического синдрома Иценко – Кушинга. На основании данных, полученных при проведении пробы с дексаметазоном, субклинический СИК был диагностирован у 11 юношей (11,7% больных с избыточной массой тела и ожирением). Как при функциональном гиперкортицизме, так и при субклиническом СИК, было выявлено повышение в крови уровней кортизола, кортикостерона, экскреции свободных кортизола и кортизона с мочой. Однако только у юношей с субклиническим СИК отмечено увеличение уровня 11-дезоксикортизола и индексов кортизол/кортизон и свободный кортизол/свободный кортизон мочи (табл. 5). На фоне пробы с дексаметазоном у юношей с субклиническим СИК отмечено снижение экскреции с мочой свободных кортизола (до 26,2±2,3 мкг/сутки и кортизона до 43,5 ± 3,0 мкг/сутки, уровней в крови кортикостерона до 4,1±0,9 нг/мл и 11-дезоксикортизола до 7,9±0,5 нг/мл. У больных с функциональным гиперкортицизмом на пробе с дексаметазоном отмечено снижение экскреции свободного кортизола с мочой до 3,3±2,1 мкг/сутки, свободного кортизона с мочой до 13,4±2,76 мкг/сутки (больше 60%), уровня в крови кортикостерона до 1,0±0,5 нг/мл. По данным магнитно-резонансной томографии у 5 пациентов обнаружены микроаденомы гипофиза. 
Таблица 5
Данные ОФ ВЭЖХ кортикостероидов в сыворотке крови и моче у юношей с
индексом массы тела 27,5 - 29,9 кг/м2, ожирением и у здоровых лиц
	Показатель
	Здоровые
(n=22)
	Юноши с ИМТ 
от 27,5
 до 29,9 кг/м2

(n=25)
	Юноши с ИМТ
от 30,0 до 
34,9 кг/м2
(n=54)
	Синдром Иценко – Кушинга (субклиническая форма)
(n=11)

	Кортизол (F),
нг/мл
	65,9±5,6
	78,0±8,2*
	90,9±6,8*
	138,0± 10,4**

	Кортизон (E), 
нг/мл
	18,6±1,8
	22,2±1,9
	23,9±1,8
	25,4±3,2

	Кортикостерон, 
нг/мл
	2,2±0,3
	6,5±1,4*
	5,3±0,8*
	6,9±3,2*

	11-дезокси-кортикостерон,
нг/мл
	2,5±0,5
	4,0±1,0
	4,9±0,8
	3,2±0,2

	11-дезоксикортизол, 
нг/мл
	2,3±0,4
	2,9±0,5
	4,8±0,9*
	10,1±0,2*

	F/E
	3,5±0,2
	3,5±0,3
	4,0±0,9
	5,4±0,4*

	Свободный кортизол мочи (UFF),      мкг/с
	14,0±3,7
	25,1±3,0*
	28,3±5,0
	45,5±10,5**

	Свободный кортизон мочи (UFE),     мкг/с
	43,0±1,6
	67,8±17,2*
	75,4±10,9*
	73,7±12,5*

	UFF/UFE
	0,319±0,2
	0,3±0,11
	0,3±0,1*
	0,6±0,1*


Примечание: р – уровень статистической значимости различий по сравнению с группой здоровых лиц. * – p<0,05; ** – p<0,001
На основании данных ИФА, РИА, ОФ ВЭЖХ кортикостероидов крови и мочи получены следующие информативные критерии субклинического СИК у юношей: увеличение индексов кортизол/кортизон и свободный кортизол мочи/свободный кортизон мочи, повышение уровня кортизола в крови, уровень кортизола в крови после пробы с 2 мг дексаметазона больше            66 нмоль/л, увеличение экскреции свободных кортизола и кортизона с мочой, повышение уровней в крови кортикостерона и 11-дезоксикортизола и снижение данных показателей при проведении пробы с дексаметазоном менее чем на 50%. 
Критериями диагностики функционального гиперкортицизма у юношей являются следующие показатели:  повышение экскреции свободных кортизола и кортизона с мочой, уровней в крови кортизола и кортикостерона, подавление при проведении пробы с дексаметазоном экскреции с мочой свободного кортизола более чем на 70% (<7,0 мкг/с), свободного кортизона более чем на 60% (<10 мкг/с), уровня в крови кортикостерона более чем на 70% (<2,0 нг/мл), уровень в крови кортизола меньше 50 нмоль/л при проведении пробы с дексаметазоном, нормальные индексы кортизол/кортизон и UFF/UFE. 
Образцы хроматограмм кортикостероидов крови юношей с синдромом Иценко – Кушинга и с функциональным гиперкортицизмом представлены на рисунках 1 и 2.
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Рис.1. Хроматограмма кортикостероидов крови больного М., 18 лет с синдромом Иценко–Кушинга. Отмечаются качественные изменения хроматографического профиля (дополнительные пики кортикостероидов с относительным временем удерживания t1=9,2 мин, t2=17,4 мин). 
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Рис. 2. Хроматограмма кортикостероидов крови больного Х., 21 год, с функциональным гиперкортицизмом. Отсутствие качественных изменений хроматографического профиля кортикостероидов.

Артериальная гипертензия выявлена у 73,4% юношей с избыточной массой тела и с ожирением. У данных пациентов, в отличие от юношей с нормальным ИМТ и с АГ, были увеличены уровни кортизола в крови (87,6±5,0 нг/мл, р=0,04), кортикостерона (5,5±0,6 нг/мл, р=0,02) и 11-дезоксикортикостерона (4,2±0,7 нг/мл, р =0,03), экскреция свободного кортизола и свободного кортизона с мочой (табл. 6). Повышение уровня альдостерона в крови установлено у юношей как с ожирением, так и нормальным ИМТ. У 23,1% юношей с АГ с нормальным ИМТ установлен функциональный гиперкортицизм. У этих больных отмечено увеличение уровней кортизола в крови (127,3±5,8  нг/мл, р<0,0001) и  кортикостерона (10,2±2,3 нг/мл, р<0,001) и подавление их при пробе с дексаметазоном более чем на 75%.
Лабораторная диагностика стертых форм врожденной гиперплазии коры надпочечников. Изменения стероидогенеза в коре надпочечников, характерное для ВГКН с дефектом 11β-гидроксилазы, отмечено у 11 больных, что составило 9,1%. У юношей с нормальной массой тела и АГ при обследовании было выявлено наибольшее количество больных со стертой формой ВГКН с дефектом 11β-гидроксилазы (6 человек), что составило 23,1% из всех пациентов этой группы.

У всех больных с данной патологией основным симптомом была головная боль и повышение артериального давления.

У больных с подозрением на дефект 11β-гидроксилазы обнаружено фоновое увеличение в крови уровней 11-дезоксикортизола, 11-дезоксикортикостерона, АКТГ, активности ренина плазмы, альдостерона ДЭА-С и андростендиона, уменьшение уровня кортизола, индексов кортизол/11-дезоксикортизол, свободный кортизол мочи/свободный кортизон мочи и кортизол крови/кортизон крови при сравнении с группой здоровых лиц (табл. 6).

Таблица 6

Данные ОФ ВЭЖХ кортикостероидов в сыворотке крови и моче 

у юношей с артериальной гипертензией
	Показатель
	Здоровые
(n=22)
	Юноши с
 артериальной гипертензией
ИМТ
 25,0-34,9кг/м2
 (n=69)
	Юноши с артериальной гипертензией и нормальным ИМТ

(n=26)
	Юноши с дефектом 11β-гидроксилазы

(n=11)

	Кортизол (F),
нг/мл
	65,9±5,6
	87,6±5,0*
	70,4±9,1
	34,1±3,1*

	Кортизон (E), 
нг/мл
	18,6±1,8
	21,6±1,1
	22,8±4,3
	15,8±2,7

	Кортикостерон, 
нг/мл
	2,2±0,3
	5,5±0,6*
	3,7±0,8
	3,1±1,4

	11-дезокси-кортикостерон,
нг/мл
	2,5±0,5
	4,2±0,7*
	2,9±0,8
	6,1±3,2*

	11-дезокси-кортизол, 
нг/мл
	2,3±0,4
	4,0±0,6
	7,1±2,3
	11,5±1,7*

	F/E
	3,5±0,2
	3,6±0,1
	3,0±0,5
	2,1±1,4*

	Свободный кортизол мочи  (UFF),       мкг/с
	14,0±3,7
	27,5±1,5*
	24,3±7,8
	14,5±5,7

	Свободный кортизон мочи (UFE),       мкг/с
	43,0±1,6
	70,9±4,8*
	53,6±9,0
	75,7±36,2

	UFF/UFE
	0,32±0,2
	0,5±0,3
	0,4±0,6
	0,19±0,8**


Примечание: р – уровень статистической значимости различий по сравнению с группой здоровых лиц. * – p<0,05; ** – p<0,001
При проведении пробы с синтетическим аналогом кортикотропина установлены диагностические критерии стертой формы ВГКН с дефектом 11β-гидроксилазы: повышение 11-дезоксикортизола более чем на 50%, андростендиона более чем на 30%, увеличение индексов кортизол/кортизон и кортизол/11-дезоксикортизол крови менее чем в 2 раза по сравнению с исходными уровнями. В ходе пробы отмечено уменьшение прироста уровня кортикостерона при дефекте 11β-гидроксилазы по сравнению со здоровыми. При топической диагностике в этой группе по результатам магнитно-резонансной томографии надпочечников у 2 больных были обнаружены аденомы коры надпочечников (0,8x1,0x1,1 и 0,9x1,3x1,4 см), у 4-х юношей была выявлена гиперплазия коры надпочечников.
В группе пациентов со стертой формой ВГКН с дефектом 21-гидроксилазы при топическом обследовании у одного юноши обнаружено образование коркового слоя надпочечника размерами 1,4x1,1x0,9 см на фоне диффузного увеличения ткани надпочечника. Всего выявлено 4 больных с данной патологией, что составило 3,3% от общего количества обследуемых. 
Основным диагностическим критерием недостаточности 21-гидроксилазы при лабораторной диагностике является увеличение в крови базального уровня 17-гидроксипрогестерона (17-ОНП) и стимулированного кортикотропином. У юношей с недостаточностью 21-гидроксилазы кроме увеличения уровня в крови 17-ОНП до 7,1±3,4 нг/мл (р=0,015), отмечено повышение уровней андростендиона до 5,4±0,8 нг/мл (р=0,001), альдостерона до 342,2±22,5 пг/мл (р=0,02) и АРП до 5,3±2,2 нг/мл/час (р=0,035). Получены дополнительные биохимические критерии недостаточности 21-гидроксилазы по данным ОФ ВЭЖХ: увеличение уровня кортикостерона до 9,1±2,1 нг/мл (р=0,01) и снижение индексов кортизол/кортизон до 1,5±0,3 (р=0,006) и свободный кортизол мочи/свободный кортизон мочи до 0,21±0,1 (р=0,01) по сравнению с аналогичными показателями в группе контроля. На фоне пробы с кортикотропином отмечен подъем уровня 17-ОНП до 11,8±2,7 нг/мл, андростендиона до 7,05±2,6 нг/мл и индекса кортизол/кортизон до 2,6±0,8.

На основании полученных данных общим критерием стертых форм ВГКН с дефектом 21-гидроксилазы и 11β-гидроксилазы является снижение базального индекса кортизол/кортизон и после стимуляции синтетическим аналогом кортикотропина. Увеличение в крови уровня кортикостерона характерно для дефекта 21-гидроксилазы, а увеличение уровней 11-дезоксикортизола и 11-дезоксикортикостерона – для дефекта 11β-гидроксилазы. 

Таким образом, по данным ОФ ВЭЖХ кортикостероидов крови и мочи у больных можно выявить стертые формы ВГКН, диагностировать субклинический синдром Иценко – Кушинга на ранних этапах заболевания до проведения пробы с дексаметазоном. В сомнительных случаях рекомендуется проводить пробу с дексаметазоном, оценивая ее результат по данным ОФ ВЭЖХ кортикостероидов сыворотки и мочи.
При исследовании липидного профиля у юношей с различным индексом массы тела обнаружено, что изменения в липидограмме нарастают с увеличением массы тела и, если в группе с ИМТ от 25,0 до 27,4 кг/м2 уровень триглицеридов лишь незначительно изменяется, то у пациентов с ИМТ от 27,5 до 29,9 кг/м2 отмечено более выраженное нарастание этого показателя с незначительным снижением липопротеидов высокой плотности (ЛПВП) и подъемом коэффициента атерогенности по сравнению с этим показателем в группе контроля. У пациентов с ожирением снижается фракция ЛПВП и повышаются уровни триглицеридов и липопротеидов низкой плотности (ЛПНП) (р<0,001). У пациентов с нормальной массой тела и артериальной гипертензией статистически значимых различий показателей липидного спектра по сравнению с контрольной группой найдено не было. 
Из этого следует, что у пациентов с выраженными изменениями стероидогенеза коры надпочечников, повышением уровня кортикотропина в крови, нарушениями циркадного ритма секреции кортизола выявляются и более выраженные изменения в липидном спектре.
ВЫВОДЫ
1. У 67,0% юношей с избыточной массой тела и с ожирением выявлен функциональный гиперкортицизм, у 11,7% – субклиническая форма синдрома Иценко – Кушинга и у 5,3% – недостаточность  11β-гидроксилазы. У 23,1% юношей с нормальным весом и с артериальной гипертензией установлен функциональный гиперкортицизм и у 23,1% – недостаточность  11β-гидроксилазы.
2. У юношей с индексом массы тела более 27,5 кг/м2 установлено увеличение уровней в крови кортизола, кортикостерона, альдостерона, дегидроэпиандростерона сульфата, Δ4-андростендиона, экскреции свободного кортизона c мочой, отмечено нарушение ритма секреции кортизола, что свидетельствует о повышении активности глюкокортикоидной, минералокортикоидной и андрогенпродуцирующей функций коры надпочечников.
3. Снижение уровня в крови кортикостерона, экскреции с мочой свободного кортизола и свободного кортизона более чем на 60% при проведении пробы с дексаметазоном свидетельствует о функциональном гиперкортицизме, а снижение данных показателей и уровня в крови 11-дезоксикортизола менее чем на 50% является критерием диагностики субклинической формы синдрома Иценко ̶ Кушинга.

4. Критериями диагностики стертой формы врожденной гиперплазии коры надпочечников с дефектом 11β-гидроксилазы являются увеличение 11-дезоксикортизола более чем на 50%, андростендиона более чем на 30%, индексов кортизол/кортизон  и кортизол/11-дезоксикортизол менее чем в 3 раза по сравнению с исходным уровнем при проведении пробы с синтетическим аналогом кортикотропина.
5. Артериальная гипертензия у юношей с избыточной массой тела и с ожирением наиболее часто связана с функциональным и органическим гиперкортицизмом в отличие от юношей с нормальным весом и с артериальной гипертензией, у которых кроме функционального гиперкортицизма, установлены нарушения надпочечникового стероидогенеза и метаболизма кортизола, характерные для недостаточности 11β-гидроксилазы.
6. Гиперинсулинемия, инсулинорезистентность и гиперлептинемия, сопровождающиеся снижением в крови уровней глобулина, связывающего половые гормоны, и тестостерона отмечены у юношей с индексом массы тела более 27,5 кг/м2. Установлена роль гиперинсулинемии и инсулинорезистентности в увеличении экскреции свободного кортизона с мочой и уменьшении индекса свободный кортизол/свободный кортизон.
Практические рекомендации
1. Для диагностики субклинического синдрома Иценко – Кушинга при проведении пробы с дексаметазоном кроме определения в крови уровней кортизола и кортикотропина, необходимо исследовать экскрецию свободного кортизола и свободного кортизона с мочой и уровни в крови кортикостерона и 11-дезоксикортизола.
2. Для диагностики стертой формы врожденной гиперплазии коры надпочечников с дефектом 11β-гидроксилазы проба с кортикотропином оценивается по уровням в крови 11-дезоксикортизола, 11-дезоксикортикостерона, кортикостерона и андростендиона, индексам кортизол/11-дезоксикортизол и кортизол/кортизон крови.
3. У юношей с различным индексом массы тела при обнаружении в крови увеличения базальных уровней 11-дезоксикортизола и/или                       11-дезоксикортикостерона, уменьшении индексов кортизол/кортизон в крови и свободный кортизол/ свободный кортизон в моче рекомендуется проводить пробу с синтетическим аналогом кортикотропина для выявления стертых форм врожденной гиперплазии коры надпочечников. 
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Перечень использованных сокращений
АКТГ – адренокортикотропный гормон

АРП – активность ренина плазмы

А4 – ∆4-андростендион 
АГ – артериальная гипертензия 
БИК – болезнь Иценко – Кушинга

ВГКН – врожденная гиперплазия коры надпочечников 

ГСПГ – глобулин, связывающий половые гормоны

ДГЭА-С- дегидроэпиандростерон-сульфат

ИФА – иммуноферментный анализ

ИПФР-1 – инсулиноподобный фактор роста -1 

ИМТ – индекс массы тела

КА – коэффициент атерогенности

Ку – кортизол  утренний в 8.00 

Кв – кортизол вечерний в 20.00

Кпр – кортизол на пробе с 2 мг дексаметазона
ЛГ – лютеинизирующий гормон

ЛПВП – липопротеиды высокой плотности

ЛПНП – липопротеиды низкой плотности

ЛПОНП  –   липопротеиды низкой плотности

ОФ ВЭЖХ – обращенно-фазовая  высокоэффективная жидкостная хроматография

ОХ – общий холестерин

РИА – радиоиммунологический анализ

СИК – синдром Иценко-Кушинга

Т – тестостерон

ТГ – триглицериды

ФСГ – фолликулостимулирующий гормон

HOMA-IR – индекс Хома






