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Sammendrag
Bakgrunn: Primar hyperaldosteronisme (PHA) er en viktig og relativt vanlig arsak til hgyt

blodtrykk. Som screening ved mistanke om PHA males aldosteron, renin og aldosteron/renin-
ratio (ARR) i blodpraver. Referanseomradene for disse markarene er usikre, og hensikten
med denne studien er a estimere relevante referansegrenser for St. Olavs hospital i
Trondheim, Norge. Laboratoriene som utfgrer ARR-analysen i Norge, benytter i dag 35

pmol/mlU som beslutningsgrense for diagnosen PHA.

Metoder: 33 friske, normotensive deltakere fikk malt blodtrykk far sittende blodprgvetaking,
etter minst 10 minutter hvile. Aldosteron ble malt med en
vaeskekromatografi/massespektrometri-metode (LC-MS/MS), mens renin ble analysert med

en kjemiluminescensimmunoassay (CLIA, Liaison Direct Renin fra DiaSorin).

Resultater: Median alder for kvinner (n = 17) og menn (n = 16) var henholdsvis 52.0 og 26.0
ar. Gjennomsnittlig blodtrykk var 119 mmHg systolisk og 77 mmHg diastolisk. 95 %
referanseomrader var 41-544 pmol/L for aldosteron, 5.2-61.7 mIU/L for renin og 2-37
pmol/mIU for ARR. Median renin var lavere og ARR var hgyere hos kvinner enn hos menn,
og renin sank mens ARR gkte med alder. Antall deltakere var imidlertid for lavt til & estimere

kjenns- og aldersspesifikke referanseomrader.

Konklusjon: Vare resultater kan tyde pa at man ved St. Olavs hospital bgr benytte en noe
lavere nedre referansegrense for aldosteron enn det som brukes i dag, mens det ikke er
grunnlag for a foresla nye grenser for renin. Dagens beslutningsgrense for ARR ligger neer
den gvre referansegrensen estimert i var studie, og stetter at beslutningsgrensen har en hgy
diagnostisk spesifisitet rundt 97.5 % i en normotensiv populasjon. Relativt fa inkluderte
deltakere og brede konfidensintervaller for estimatene gjar at videre forskning er gnskelig for

& bekrefte validiteten av vare funn.
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Innledning
Primaer hyperaldosteronisme (PHA) betegner en tilstand med autonom overproduksjon av

hormonet aldosteron fra en eller begge binyrer, og sekresjonen av aldosteron er da uavhengig
av kroppens normale reguleringsmekanismer (1). Vanligvis skyldes den gkte
aldosteronfrigjgringen unilaterale adenomer i binyrene eller bilateral hyperplasi av
binyrebarken (1). Aldosteron binder seg til mineralkortikoidreseptorer (MR) blant annet i
nyrene, hvor det gker reabsorpsjon av natrium og sekresjon av kalium. Overskuddet av
aldosteron ved PHA medfarer vaeskeretensjon og ekt ekstracelluleert vaeeskevolum, med
gkning av blodtrykket som konsekvens i tillegg til redusert serum-kalium (2, 3). Den vanligste
kliniske presentasjonsformen ved PHA er hypertensjon, som ofte er behandlingsresistent (4),
og tilstanden er en utbredt og underdiagnostisert arsak til sekundzr hypertensjon (1). Man
regner med at PHA finnes hos mellom 5 og 12 % av alle hypertensive pasienter, med sarlig
hgy forekomst blant pasienter med medikamentresistent hypertensjon (1). Nyere studier
antyder imidlertid at PHA er enda vanligere. Markou og medarbeidere (5) estimerer
prevalensen av PHA blant hypertensive til 30 %, mens Funder (6) antyder prevalenstall helt

opp mot 50 % av alle hypertensive.

Pasienter med PHA har hgyere risiko for kardiovaskulere, renale og metabolske
komplikasjoner sammenlignet med pasienter med essensiell hypertensjon. Eksempelvis er det
pavist gkt forekomst av hypertrofi av venstre ventrikkel med sviktende diastolisk funksjon
(7), hjerneslag, hjerteinfarkt og atrieflimmer (8) samt metabolsk syndrom og diabetes mellitus
i denne gruppen (9). @kt aldosteronniva fagrer dessuten til gkt glomerular filtrasjonsrate
(GFR) og renalt perfusjonstrykk, det vil si en tilstand med hyperfiltrasjon i nyrene. | en studie
som undersgkte nyrefunksjon hos PHA-pasienter sank GFR og perfusjonstrykk betydelig etter
behandling av tilstanden, noe som kan forklares med at behandlingen avdekker en
underliggende nyreskade forarsaket av overproduksjonen av mineralkortikoider (10).
Behandlingen av PHA baseres pa en individuell vurdering, og er enten medikamentell med en
mineralkortikoidreseptor-antagonist (f.eks. spironolakton), eller kirurgisk fjerning av
adenomer. Begge alternativer har vist god effekt pa a forebygge ovennevnte komplikasjoner
(3), slik at det er viktig & oppdage pasienter med PHA.

Klinisk mistanke om PHA oppstar hos hypertensive pasienter som har farstegradsslektning
med PHA, svert hgyt blodtrykk (over 150/100 mmHg) eller blodtrykk som er vanskelig a
kontrollere medikamentelt, samt i en del andre situasjoner (1). Ved screening av pasienter

med gkt risiko for PHA males blant annet konsentrasjonen av aldosteron og renin i vengst
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blod, og disse markarene brukes til a regne ut aldosteron/renin ratio (ARR) (1). Pasienter med
PHA vil som regel ha forhgyet konsentrasjon av aldosteron med samtidig supprimert renin, og
felgelig blir ARR forhgyet. Til tross for at aldosteron fysiologisk sett stimulerer til ekskresjon
av kalium, ses hypokalemi likevel kun hos opp til ca. 1/3 av pasientene (11). Dersom ARR
males over en definert grenseverdi kan autonom overproduksjon av aldosteron bekreftes ved a
gjennomfare en intravengs saltvannsbelastning, mens binyrevenekateterisering og eventuelt
CT binyrer kan brukes til a skille mellom sykdom i én eller begge binyrer (1). Det har
samtidig blitt stilt spgrsmal ved validiteten av ARR som screeningtest for PHA (12).
Alternative diagnostiske metoder har blitt foreslatt for a kunne fange opp flere pasienter med
PHA, for eksempel maling av aldosteronkonsentrasjon i degnurin (6). Dette begrunnes blant
annet i at aldosteronsekresjonen gjennomgar en viss dggnvariasjon, noe som ikke

ngdvendigvis reflekteres i en blodprave tatt pa ett enkelt tidspunkt pa dagen (6).

Den biokjemiske diagnostikken av PHA er utfordrende, blant annet fordi de gjeldende
referanseomradene og beslutningsgrensene for aldosteron, renin og ARR har usikker
gyldighet, og kan variere mellom laboratorier. Renin kan analyseres enten som direkte
reninkonsentrasjon (DRC) eller som plasma-reninaktivitet (PRA). Analysemetodene for DRC
og PRA utviser darlig samsvar seg imellom, slik at omregning mellom metoder er
problematisk (13). I tillegg oppgis verdiene med forskjellige maleenheter, noe som resulterer i
en rekke numerisk ulike beslutningsgrenser for analysene for diagnosen PHA. | Norge brukes
ARR > 35 pmol/mlIU som felles beslutningsgrense ved samtlige laboratorier som analyserer
ARR (St. Olavs hospital, Haukeland universitetssykehus og Oslo universitetssykehus), en
verdi som er basert pa maling av DRC (1). Internasjonalt er en grenseverdi for ARR pa 30
ng/dL per ng/mL/h (da med PRA som mal pa renin) i utstrakt bruk i henhold til Endocrine
Societys retningslinjer fra 2016 (13). Retningslinjenes anbefaling som gjelder for samme
analysemetode (DRC) og maleenheter som den norske grenseverdien, er pa 91 pmol/miU,
selv om det bemerkes at verdien er usikker (13).

Hensikten med denne studien har vaert a estimere referansegrenser for aldosteron, renin og
ARR i en frisk populasjon med normalt blodtrykk og med bruk av de analysemetodene som er
i klinisk bruk ved St. Olavs hospital (StOH) i dag. Vi antar som nullhypotese at
resultatfordelingen for aldosteron, renin og ARR, malt med metodene som benyttes pa StOH i

en frisk, normotensiv populasjon, samsvarer med referanseomradene i bruk ved StOH i dag.
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Materiale og metode

Deltakere og rekruttering
Deltakere ble rekruttert i perioden september-november 2022 ved hjelp av plakater hengt opp

ved StOH, Norges teknisk-naturvitenskapelige universitet (NTNU) og andre offentlige
bygninger i Trondheim, Norge. En digital versjon av plakaten ble ogsa delt pa NTNUs interne
kommunikasjonskanal Innsida i tillegg til sosiale medier (Facebook). For & kunne inkluderes i
studien matte deltakere anse seg selv som friske, veere over 20 ar og forsta norsk. Alle
deltakere matte opp fysisk ved StOH for prgvetaking. Definerte eksklusjonskriterier var kjent
hypertensjon, bruk av faste medisiner som kan pavirke hormonanalysene (betablokkere,
diuretika, angiotensin-konverterende enzym-hemmere (ACE-hemmere), angiotensin I1-
reseptorblokkere (AT-11-blokkere), kalsiumantagonister og andre antihypertensiva, og ikke-
steroide antiinflammatoriske midler (NSAIDs)) eller hormonell prevensjon. Unntak ble gitt
for personer som brukte allergimedisiner og kolesterolsenkende midler, da vi ikke har sett i
litteraturen at disse har betydning for ARR. Dessuten ble det stilt krav til at deltakere ikke
hadde vert syke de siste 4 ukene far prgvetaking, og man ekskluderte gravide og pasienter
med kronisk nyresvikt, hypokalemi eller andre sykdommer som kan pavirke blodtrykket.

Prosjektet er godkjent av Regional komité for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk
(REK), avdeling Midt-Norge, med saksnummer 465815.

Prevetaking
Studiedeltakerne fikk avtale om prgvetaking ved StOH pa formiddager mellom kl 8 og 12.

Deltakerne var ikke fastende, men hadde blitt informert om at man matte vare oppegaende i
minst 2 timer far pravetaking, i trad med gjeldende retningslinjer for diagnostikk av PHA

(1, 13). I tillegg ble deltakerne anbefalt & unnga kaffe og kraftig fysisk aktivitet pa morgenen
far prevetaking, siden disse faktorene er kjent for a pavirke blodtrykket. Alle deltakere fikk
skriftlig informasjon om studien og ga sitt skriftlige samtykke til deltakelse i studien og
handtering av biologisk materiale. Deretter fylte man ut et kort sparreskjema om helse og
blodtrykk (se vedlegg 1), der det ble innhentet opplysninger om blodtrykksstatus, bruk av
faste medikamenter (inkludert prevensjon), menstruasjonsstatus for kvinner, ragyking, bruk av

snus og saltinntak.

Etter en hvileperiode pa minimum 5 minutter ble det malt blodtrykk hos alle studiedeltakerne
ved hjelp av et digitalt blodtrykksapparat (WelchAllyn Connex ProBP 3400, Welch Allyn Inc,
NY, USA eller BOSO Medicus X, BOSCH + SOHN GmbH, Jungingen, Tyskland).
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Blodtrykket ble malt pa hgyre arm og i sittende stilling. Det ble gjennomfart tre malinger med
3 minutters intervall mellom hver maling, og gjennomsnittet av 2. og 3. maling ble lagt til
grunn for statistisk analyse. Deltakere som fikk pavist blodtrykk over 140/90 mmHg ved
gjentatte prgvetakinger ble ekskludert fra studien, og oppfordret til & kontrollere blodtrykket

sitt hos fastlege.

Deltakerne hvilte sittende i minimum 10 minutter (regnet fra fgrste blodtrykksmaling) far
vengs blodpravetaking. Dette foregikk ogsa i sittende posisjon, med punksjon av en
albuevene pa hgyre eller venstre arm. Ved mislykket pregvetaking bisto bioingenigr ved StOHs
prgvetakingspoliklinikker. | disse tilfellene matte deltakeren ga ca. 100 meter til et nabobygg
pa sykehuset, og her ble det noe kortere hviletid far pravetaking, rundt 5 minutter. Det ble tatt
fem rar (totalt 25 ml blod) fra hver deltaker: to serumrgr til aldosteron og generelle praver
(natrium, kalium, kalsium, klorid, fritt T4, TSH, kreatinin, eGFR), ett plasmarar til renin og to
ror til biobanking. Prgvene ble sendt med rarpost til sykehusets laboratorium, oppbevart ved
romtemperatur (20 °C) i opptil 120 minutter etter prevetaking, og deretter sentrifugert i 10
minutter i 2200 G ved romtemperatur. Rgrene til analyse av aldosteron og renin ble sa
avpipettert og fryst ned til -20 °C far de ble tint og analysert, mens generelle serumprgver ble

analysert pa laboratoriets automasjonssystem uten nedfrysing.

Laboratorieanalyse
Aldosteron i serum ble analysert ved hjelp av kombinert veeskekromatografi/tandem

massespektrometri (LC-MS/MS). Apparatene brukt i analysen er Agilent 1290
haytrykksvaeskekromatograf koblet til Agilent 6490A Triple Quadrupole LC-MS/MS detektor
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). En studie fra StOH (14) med aktuelle
apparatur fant at laveste detekterbare verdi (LOD) for aldosteron var 5.00 pmol/L. Analysens
totale maleomrade var fra 10 pmol/L til 5 000 pmol/L. For (innen-serie) repeterbarhet var
analytisk variasjonskoeffisient (CV) 4.0 % ved lave verdier (60.0 pmol/L) og 2.6 % ved hgye
verdier (637 pmol/L). Analytisk CV for reproduserbarhet (malinger i flere analyseserier) i
lgpet av 14 maneder var pa 7.0 %, 4.8 % og 5.3 % ved konsentrasjoner pa henholdsvis 45.4,
184 og 1080 pmol/L (14).

Laboratoriet ved StOH byttet analysemetode for renin i august 2022 (15). Analysemetoden
som benyttes er Liaison Direct Renin, en kjemiluminescens-immunoassay (CLIA) som kjares
pa analyseinstrumentet Liaison XL (DiaSorin, Saluggia, Italia). Renin i EDTA-plasma males

som direkte renin-konsentrasjon (DRC), med nedre grense for maleomradet pa 2.0 mIU/L,
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mens gvre malegrense er 500 mIU/L (16). CV for repeterbarhet pa Liaison XL-instrumentet
er oppgitt av produsenten til 4.9 % ved 3.471 mIU/L og 4.3 % ved 267.9 mIU/L. For
reproduserbarhet i flere serier varierer CV fra 13.03 % ved lave verdier til 7.82 % ved hgye

verdier av renin (17).

Analyser av natrium (Na), kalium (K), kalsium (Ca), klorid (Cl), kreatinin, estimert
glomeruleer filtrasjonsrate (eGFR), fritt tyroksin (T4) og tyreoideastimulerende hormon (TSH)
ble utfart for & avdekke tilstander som kunne pavirket maleresultatene for aldosteron og renin.
Disse ble malt i serumprgver, og prinsippene for metodene er som falger (15):

e Na, K og Cl males via indirekte potensiometri med ioneselektiv elektrode.

e Ca bindes til fargestoffet Arsenazo 11, og fargeintensiteten males fotometrisk.

e Kreatinin baserer seg pa en enzymatisk metode. eGFR ble beregnet ved hjelp av CKD-

EPI-formelen.

e Fritt T4 og TSH estimeres ved hjelp av en immunologisk metode.
Alle disse analysene ble kjart ved hjelp av instrumenter fra Siemens Healthineers (Erlangen,
Tyskland), enten Siemens ADVIA Chemistry XPT (Na, K, Ca, kreatinin) eller Siemens
ADVIA Centaur XPT (fritt T4, TSH) (15).

Statistisk analyse
Variabler som passet med Gauss-fordeling etter Shapiro-Wilks test ble beskrevet med

gjennomsnitt og standardavvik (SD), mens data som ikke var Gauss-fordelte ble beskrevet
med median og verdier for nedre og gvre kvartil (Q1-Q3), hvis ikke annet er nevnt spesifikt.
Referanseomrader ble beregnet hovedsakelig etter parametrisk metode, med transformering
av data til en tilneermet Gauss-fordeling. Det blir presentert referanseomrader definert som
sentrale 95 %, altsa verdier for 2.5- og 97.5-persentilene, i tillegg til sentrale 90 % med 5- og
95-persentilene. Analyser for forskjell i sentraltendens mellom Gauss-fordelte variabler ble
gjort med t-test for uavhengige utvalg, mens for ikke-Gauss-fordelte variabler brukte man
Mann-Whitney U-test, begge med signifikansniva p < 0.05. Spearman-
korrelasjonskoeffisienter ble beregnet for ikke-Gauss-fordelte resultater, med p < 0.05 som
signifikansniva for univariat analyse og p < 0.001 for multivariat analyse. Statistisk analyse

ble fortrinnsvis gjort i MedCalc versjon 20 (MedCalc Software Ltd, Oostende, Belgia).
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Resultater
Totalt 44 deltakere fikk avtale om pregvetaking i perioden september til november 2022. Av

disse matte 3 avlyse pa grunn av sykdom, 1 pa grunn av andre avtaler, og 1 grunnet mislykket
prgvetaking. 3 andre deltakere fikk malt hayt blodtrykk over den definerte grensen pa 140/90
mmHg ved oppmgte, mens ytterligere 3 matte opp til pravetaking uten pa forhand a ha
oppgitt at de brukte hormonell prevensjon. Alle disse (n = 11) ble ekskludert fra studien, noe

som ga en referansegruppe pa totalt 33 personer, hvorav 17 kvinner og 16 menn.

Blant de 33 personene i referansegruppen var det 6 som fikk blodprgvene tatt av bioingenigr
grunnet utfordrende prevetaking, og hos 7 deltakere ble blodtrykket malt med BOSO

Medicus X. De resterende fikk venepunksjon utfart pa samme sted som blodtrykksmalingen

(n = 27), eller malt blodtrykket med apparat fra WelchAllyn (n = 26).

Yngste deltaker var 21 ar, mens eldste var 67 ar. Blant kvinnene var flest i aldersgruppen 50-
60 ar (n = 6), og median alder var 52.0 (Q1-Q3 38.3-58.8) ar. Mennene i studien hadde en
lavere median alder pa 26.0 (Q1-Q3 24.0-49.5) ar, men aldersforskjellen mellom menn og
kvinner var ikke statistisk signifikant ifglge Mann-Whitney U-test (p = 0.07). Flertallet av
mennene i referansegruppen (n = 10) var mellom 20 og 30 ar.

70}
& o
60 7 (éjo
50 1
40
30|
o]
8
20 ? 1
Kvinner (n = 17) Menn (n = 16)

Figur 3.1 — Punktdiagram for aldersfordeling blant deltakerne, sortert pa kjgnn. De lange horisontale linjene er medianer,
mens klammene viser 95 % Cl for medianen.

26 av deltakerne oppga ingen kroniske sykdommer, 5 hadde astma, allergi eller begge deler,
0g 2 hadde andre tilstander (lichen sclerosus, vitamin B12-mangel, psoriasis og -artritt,

artrose). Blant medisiner var antihistaminer vanligste preparat (n = 4), etterfulgt av statiner
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(n = 2). Jerntabletter, vitamin B12-tilskudd (Behepan), inhalasjonssteroider (Flutikason) og
topikale steroider (Dermovat) ble alle brukt av henholdsvis én deltaker. 3 av deltakerne hadde
veert forkjelet i lgpet av de siste 4 ukene far prgvetakingen. Ingen deltakere hadde kjent hayt
blodtrykk fra tidligere, mens rundt halvparten (n = 18) rapporterte forekomst av hgyt
blodtrykk hos minst ett biologisk familiemedlem. Av kvinnene i studien var det omtrent like
mange postmenopausale (n = 9) som menstruerende (n = 8). En deltaker raykte jevnlig, tre

brukte snus, og én oppga et habituelt lavt saltinntak.

Hayeste verdier for blodtrykk blant deltakerne i referansegruppen var 140 mmHg systolisk og
88 mmHg diastolisk. Bade systolisk og diastolisk blodtrykk var tilnzermet Gauss-fordelte
(figur 3.2), med henholdsvis 118.8 £ 9.6 mmHg og 76.7 + 6.2 mmHg som gjennomsnitt og

standardavvik.

8| 6
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Systolisk BT (mmHg) Diastolisk BT (mmHg)

Figur 3.2 — Histogrammer for resultatfordelingene for systolisk og diastolisk blodtrykk
Figur 3.3 pa neste side viser forholdet mellom systolisk og diastolisk blodtrykk gruppert pa
kjgnn. Hos menn var det systoliske trykket i gjennomsnitt 7.1 mmHg hgyere enn hos kvinner
(p = 0.03), mens forskjellen i diastolisk trykk (1.9 mmHg hgyere blant kvinner) ikke var
statistisk signifikant (p = 0.39). Det ble funnet en statistisk signifikant positiv korrelasjon
mellom systolisk og diastolisk blodtrykk bade hos kvinner (p = 0.001) og menn (p = 0.010).
En observasjon skilte seg markant fra de andre, med relativt hgyt systolisk trykk i forhold til
det diastoliske. Den aktuelle deltakeren brukte allergimedisin og hadde heyt blodtrykk i

familien, men alle praveresultatene var innenfor de respektive referanseomradene.
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Figur 3.3 — Spredningsplott med forholdet mellom systolisk og diastolisk BT, fordelt etter kjgnn. Merk en avvikende
observasjon i gvre venstre kvadrant.

Resultatene for kalium, natrium, kalsium og Kklorid var for de fleste deltakerne innenfor
laboratoriets referanseomrader. Unntaket var klorid, der man malte en verdi hos en enkelt
deltaker pa 109 mmol/L, som oversteg referanseomradet pa 101-108 mmol/L. Med et
referanseomrade pa 12.2-19.6 pmol/L for fritt T4 var det 2 deltakere som I3 under nedre
referansegrense (laveste 11.9 pmol/L), og 2 deltakere over gvre grense (hgyeste 21.7 pmol/L).
For TSH var alle malte verdier innenfor referanseomradet pa 0.50-4.00 mIU/L. Kreatinin
varierte mellom 45 og 73 pmol/L hos kvinner, og 60 og 85 umol/L hos menn. Medianene var
henholdsvis 65 (60-67) og 78 (72-80) umol/L. Den laveste verdien for eGFR var 79
mL/min/1.73 m?, og flertallet av deltakerne (n = 26) hadde eGFR over 90 mL/min/1.73 m?.

Resultatfordelingene for aldosteron, renin og ARR er fremstilt i figur 3.4. Dataene var ikke
Gauss-fordelte, og medianer med tilhgrende 90 % CI er oppgitt i tabell 3.1.

Antall {n)
Antall (n)

0 100 200 300 400 500 0 10 20 30 40 50 60 70 &0 0 20 40 60 80 100 120 140

Aldosteron (pmolll) Renin (miUL) ARR (pmol/mIU)

Figur 3.4 — Histogrammer for resultatfordelingene for aldosteron, renin og ARR
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Tabell 3.1 — Deskriptiv statistikk for aldosteron, renin og ARR

Antall (kvinner/menn) Laveste-hgyeste verdi Median 95 % Cl for median
Aldosteron (pmol/L) 33 (17/16) 47.9-501.0 145.0 108.6-180.8
Renin (mIU/L) 33(17/16) 2.0-73.2 18.7 13.0-21.1
ARR (pmol/mIU) 33 (17/16) 2.8-133.5 8.1 5.2-10.8

Medianverdier med tilhgrende 95 % konfidensintervaller sortert pa kjenn er angitt i vedlegg

2, tabell 1. Det var ingen statistisk signifikant forskjell mellom aldosteronnivaene hos kvinner
og menn (p = 0.9713). Renin var statistisk signifikant lavere hos kvinner enn hos menn

(p = 0.0002), og falgelig var ogsa ARR statistisk signifikant hayere hos kvinner (p = 0.0062).

Siden resultatene for aldosteron, renin og ARR i utgangspunktet ikke var Gauss-fordelte,
gjorde man analyser for statistiske ekstremverdier etter logaritmisk transformering av
maleresultatene. For aldosteron og renin resulterte dette i Gauss-fordelte data, og ifglge
generalisert ESD-test med alfa-niva 0.01 var det ingen sikre ekstremverdier. For ARR var
ikke logaritmisk transformering tilstrekkelig til & gjgre dataene Gauss-fordelte. Vi benyttet
derfor en Box-Cox-transformering med A = -0.427 (beregnet automatisk i MedCalc) for &
konvertere til en akseptabel Gauss-fordeling, og generalisert ESD-test (alfa-niva 0.01) ga

ingen utslag.

Til tross for at formell testing ikke viste noen sikre ekstremverdier, ser man av histogrammene
(figur 3.4) at en observasjon for ARR var langt hgyere enn flertallet. Den aktuelle malingen
hadde en verdi under den minste malbare verdien for analysemetoden for renin, og ble oppgitt
som <2 mIU/L. | statistiske analyser ble verdien satt til 2 mIU/L, og med en
korresponderende aldosteronverdi pa 267 pmol/L ble ARR beregnet til 133.5 pmol/mIU.
Aldosteronverdien er godt over medianen i datasettet, men i referanseomradet og illustrerer
hvordan ekstremt lave verdier av renin har stor innflytelse paA ARR. Man bgr vere
oppmerksom pa at ARR-verdien i dette tilfellet er enda hgyere enn beregnet, siden

reninverdien er sensurert og egentlig lavere enn 2 mIU/L.
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Figur 3.5 — Spredningsplott for aldosteron mot renin, fordelt etter kjgnn

Vi ser av spredningsplottet for aldosteron mot renin (figur 3.5) at flertallet av deltakerne,
uavhengig av kjgnn, ligger i nedre venstre kvadrant for disse to ngkkelmarkarene. Det kan se
ut som at det er stagrre spredning i reninverdiene for menn sammenlignet med kvinner, men
ifalge F-test etter logaritmisk transformering var denne forskjellen ikke statistisk signifikant
(p = 0.575). | dette plottet kommer ogsa observasjonen med sensurert renin frem som punktet
lengst til venstre i figuren, og stigningstallet for en rett linje fra origo gjennom punktet vil
vaere ARR, som er svaert hgy i dette tilfellet — betydelig hayere enn for de andre

observasjonene i datasettet.

Referanseomrdader for aldosteron, renin og ARR
Sentrale 95 % og 90 % referanseomrader for aldosteron, renin og ARR ble beregnet ved hjelp

av parametrisk metode etter konvertering av resultater til en tilneermet normalfordeling, og er
fremstilt i kolonnene under «Med sensurert verdi (n = 33)» i tabell 3.2. Fordi resultatene
inneholdt en sensurert verdi for renin, ma bruken av parametrisk metode anses som en
forenkling, og estimatene ma tolkes med forsiktighet. Referansegrensene er
tilbaketransformert basert pa logaritmisk transformerte data for aldosteron og renin. For ARR
var dataene ikke Gauss-fordelte etter logaritmisk transformering, og samme Box-Cox-

transformering som ovenfor (A = -0.427) ble anvendt til estimering av referanseomradet.
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Tabell 3.2 — Sentrale 95 % og 90 % referanseomrdder for aldosteron, renin og ARR, beregnet med og uten en observasjon
med sensurert verdi for renin. Til sammenligning er ndveerende referanseomrdder ved St. Olavs hospital listet opp.
Intervallene i parentes er respektive 90 % konfidensintervaller (Cl) for hver referansegrense.

Med sensurert verdi (n = 33) Uten sensurert verdi (n = 32) Referanse-
Nedre grense | @vre grense Nedre grense @vre grense omrader StOH

Aldosteron (pmol/L), 42.1 550.8 411 543.9 76-5881

95 % (30.3-58.4) (396.4-765.2) (29.4-57.5) (389.0-760.6)

Aldosteron (pmol/L), 51.7 447.9 50.6 442.0 76-5881

90 % (37.2-71.9) (322.4-622.3) (36.2-70.8) (316.1-618.1)

Renin (mIU/L), 95 % 4.0(2.8-5.8) 69.9 (48.5-100.8) | 5.2 (3.8-7.1) 61.7 (44.7-85.1) | N/A

Renin (mIU/L), 90 % 5.0 (3.5-7.3) 55.6 (38.5-80.1) 6.3 (4.6-8.7) 50.6 (36.7-69.8) | 4.4-46.1

ARR (pmol/mlU), 95 % | 2.47 86.58 1.91 36.60 N/A (> 35)2
(1.98-3.16) (35.91-360.41) (1.30-2.80) (24.94-53.70)

ARR (pmol/mlIU), 90% | 2.87 47.97 2.42 28.87 N/A (> 35)2
(2.27-3.74) (23.57-133.67) (1.65-3.55) (19.67-42.35)

1) Det er usikkert hvilke persentiler referanseomrddet representerer.
2) For ARR er oppgitt verdi dagens beslutningsgrense for diagnosen PHA.

Sensitivitetsanalyser
Som beskrevet tidligere hadde en observasjon sveert lav verdi for renin, og ARR for dette

tilfellet ble dermed betydelig hgyere enn resten av datasettet. Selv om observasjonen ikke
kunne pavises som en statistisk ekstremverdi, kan det veare relevant a gjgre analysene uten
den. Med en referansegruppe bestaende av de resterende 32 deltakerne, far man
referanseomrader som vist i kolonnene under «Uten sensurert verdi (n = 32)» i tabell 3.2.
Parametrisk metode ble benyttet ogsa her, og alle dataene er tilbaketransformert etter

logaritmisk transformering.

Korrelasjoner og multivariat analyse
Det ble ikke funnet en statistisk signifikant korrelasjon mellom aldosteron og alder (p = 0.63).

For renin var det en synkende trend med alder (rho =-0.42, p = 0.015), mens ARR gkte
samlet sett med alder (rho = 0.45, p = 0.0091). Se tabell 2 og figur 1 i vedlegg 2 for detaljer.
Til multivariabel-analyse ble Spearman-korrelasjonskoeffisienter beregnet ved hjelp av SAS
versjon 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, USA) for alle de biokjemiske markgrene som inngar i
prosjektet. Det ble funnet en statistisk signifikant korrelasjon mellom resultatene av kreatinin
og renin (p = 0.0005), med rho = 0.576. Likeledes hadde man for klorid og natrium en
statistisk signifikant korrelasjon (p = 0.0004) med rho = 0.583.
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Diskusjon
| denne studien har vi estimert referanseomrader for aldosteron, renin og ARR i en frisk,

normotensiv populasjon, rekruttert fra regionen rundt St. Olavs hospital i Trondheim (tabell
3.2). Det har ikke vaert mulig & avklare hvilke persentiler som er lagt til grunn for de
gjeldende referansegrensene for aldosteron, men heretter vil vi bruke estimatene for sentrale
95 % referanseomrader som utgangspunkt for drafting dersom ikke annet er oppgitt.
Sammenlignet med gjeldende referanseomrader ved StOH, beregnet vi en lavere nedre
referansegrense for aldosteron, mens grensene for renin samsvarte forholdsvis godt med
dagens grenser. @vre referansegrense for ARR beregnet uten en sensurert verdi for renin

(n = 32) var 36.60 pmol/mlU, og er nar dagens kliniske beslutningsgrense for ARR ved
mistenkt PHA pa 35 pmol/mIU.

Referanseomrader for aldosteron
Gjeldende referansegrenser for aldosteron ved StOH er omregnet fra referanseomradene som

ble brukt med metoden Coat-A-Count Aldosterone, en radioimmunoassay (RIA) fra Siemens
(18). Grensene som er vist i tabell 3.2, gjelder for oppegaende personer. Produsenten av
analysemetoden oppgir at grensene er basert pa et normalt saltinntak (19), men utover dette

foreligger ingen detaljer vedrgrende prgvetaking og preanalytiske faktorer.

De empiriske dataene i var studie tyder pa at nedre referansegrense for aldosteron kan ligge
noe lavere enn dagens grense, da 76 pmol/L ligger utenfor vare 90 % CI bade med og uten
sensurert verdi. En mulig arsak til den observerte forskjellen i de nedre referansegrensene for
aldosteron er forskjell mellom studiepopulasjonene, samt at omregningen av
referanseomradene fra RIA-metoden til LC-MS/MS medfarer usikkerhet pa grunn av
systematiske forskjeller mellom metodene. Referanseomrader for aldosteron med LC-MS/MS
har ogsa blitt estimert av Baron (20) og Meunier (21), som oppgir nedre referansegrenser pa

henholdsvis 42 pmol/L (verdi for 5-persentilen) og 50.8 pmol/L (2.5-persentilen).

Flere studier har dessuten vist at kroppsstilling ved prgvetaking har betydning for resultatene
for aldosteron, sa vel som for renin og ARR (22, 23). Prgvene ble tatt sittende etter
oppegaende aktivitet i var studie, men ettersom aldosteron gker fra liggende til staende stilling
(23), kan forskjeller i kroppsstilling tilsynelatende ikke bidra til & forklare den lavere
referansegrensen som ble estimert ved sittende prevetaking. Ut ifra dette styrkes mistanken

om at StOHSs nedre referansegrense for aldosteron kan veere noe for hay.
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For gvre referansegrense for aldosteron viser vare funn i tabell 3.2 relativt brede 90 % ClI, og
fordi vare estimater inneholder den gjeldende referansegrensen, er det ikke grunnlag for a
foresla justeringer her. | andre studier fant Baron (20) en ganske mye lavere verdi for gvre
referansegrense enn Meunier (21) og var studie, men vi bemerker at Barons gvre grense pa
309 pmol/L er definert som 95-persentilen, kontra 97.5-persentilen hos Meunier, som var 618
pmol/L. Studiene skilte seg ogsa i det at deltakerne hos Baron satt i minst 30 minutter far
pravetaking, begrunnet i at nivaene av markarene kan bruke opptil 30 minutter pa a stabilisere
seg etter en endring i kroppsstilling. Meunier (21) gjennomfarte prgvetaking etter minst 10-15
minutter sittende hvile, i likhet med praksis i var studie. Dersom man antar at deltakerne gikk
fra staende til sittende for pravetaking, er det sannsynlig at aldosteron sank til lavere nivaer

hos de som satt i en lengre periode.

Referanseomrader for renin
Referanseomradet for renin ved StOH er oppgitt av produsenten av analysemetoden Liaison

Direct Renin, basert pa blodprever tatt av 89 friske individer med normalt blodtrykk og
normalt fastende blodsukker (15). Gjeldende referansegrenser er 5- og 95-persentilene
(sentrale 90 %) for personer som har veert oppegaende i mer enn 30 minutter, og til
sammenligning bruker vi derfor ogsa sentrale 90 % referanseomrader. Nedre referansegrense
for renin er sa vidt utenfor 90 % CI i vart estimat uten sensurert verdi. Ellers ligger dagens
referansegrenser innenfor de respektive 90 % CI, og vi har ikke grunnlag for a anbefale a ta i

bruk nye grenser for renin.

Referansegrenser for Liaison Direct Renin er undersgkt i flere andre studier, med til dels
sveert varierende funn. Studiene som er referert i dette avsnittet, bruker alle sentrale 95 %
referanseomrader, og dermed bruker vi ogsa vare tilsvarende grenser som utgangspunkt for
diskusjon. Var nedre referansegrense pa 5.2 mIU/L ligger ner resultatene til Dorrian (24) og
Gruson (25), mens Deng (26) beregnet nedre referansegrense for renin til ca. 3 mIU/L. For
gvre referansegrense er spredningen stor mellom ulike studier, som har rapportert verdier fra
44.9 mIU/L (24) til ca. 100 mIU/L (26). Vare funn ligger omtrent midt i sjiktet med 61.7
mlU/L. Det er vanskelig a si noe sikkert om betydningen dette har for StOHs
referansegrenser, siden variasjonen blant annet kan skyldes ulikheter i studiepopulasjon og

studiedesign.
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Referanseomrader for ARR
ARR har klinisk nytteverdi som screeningprave for PHA hos hypertensive nar visse kriterier

er oppfylt (1). Var gvre referansegrense for ARR beregnet uten sensurert verdi er 36.60
pmol/mIU, altsa vil omtrent 97.5 % av friske individer ha verdier for ARR under denne
grensen. StOHs gjeldende kliniske beslutningsgrense er 35 pmol/mIU, og vare funn indikerer
at denne grensens diagnostiske spesifisitet er ca. 97.5 % nar man undersgker en frisk,
normotensiv populasjon. Dersom dette er et akseptabelt niva for spesifisiteten, kan vare
resultater statte bruken av ARR > 35 pmol/mIU som beslutningsgrense for a vurdere videre
utredning for PHA. Arbeidet gjort i denne studien gir derimot ikke grunnlag for a vurdere
testens sensitivitet, det vil si andelen av personer med PHA som har ARR-verdi over
beslutningsgrensen. Det kan heller ikke sis noe sikkert om spesifisiteten for ARR > 35
pmol/mlU i en hypertensiv populasjon, som sannsynligvis vil omfatte de fleste med klinisk
mistenkt PHA. Arsaken er at studien ikke har inkludert deltakere med hypertensjon eller

bekreftet PHA, og disse aspektene ma derfor undersgkes videre i annen forskning.

Vi vil understreke at vare estimater ma betraktes som noe usikre, da konfidensintervallene for
referansegrensene er relativt vide. Ytterligere usikkerhet kommer ogsa av at estimatet med
sensurert verdi (n = 33) gir en atskillig hayere gvre referansegrense pa 86.58 pmol/mIU og
sveert vide konfidensintervall. Den sensurerte observasjonen var under maleomradet for
reninanalysen, og demonstrerer den dominerende effekten av svert lave reninverdier pa ARR.
Siden aldosteronverdien ikke var veldig hay, er PHA heller ikke veldig sannsynlig hos den
aktuelle deltakeren. Dersom dette skyldes en feilmaling eller av andre arsaker ikke kan regnes
som gyldig, vil resultatene i studien var i starre grad kunne styrke valget av 35 pmol/mIU som
beslutningsgrense for PHA.

En gjennomgang viste at deltakeren med det sensurerte prgveresultatet hadde diastolisk
blodtrykk nzr var gvre grense (88 mmHg) og var en av to som gikk pa kolesterolmedisin
(statiner). Statiner er vist a pavirke reninsekresjonen, men det kan se ut som at pavirkningen
er usikker (27), og man kan ikke sikkert sla fast at statinbruk var arsaken til supprimert renin i
dette tilfellet. Den ngyaktige reninverdien er ukjent, men under 2 mIU/L, og en verdi for renin
pa 1 mIU/L ville for eksempel blitt regnet som en ekstremverdi etter logaritmisk
transformering (riktignok uten aksepterbar Gauss-fordeling). Vi har derfor valgt & presentere

to sett med referanseomrader, beregnet med og uten denne ene observasjonen.

Frem til august 2022 benyttet man en reninanalyse fra Cisbio (Renin I1l GENERATION) ved
StOH, med en tilhgrende beslutningsgrense for ARR pa 100 pmol/ng. Grunnlaget for
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grenseverdien var usikkert, men den ble satt for a «prioritere spesifisitet framfor sensitivitet»
(28). En metodesammenligning viser at ARR malt med dagens Liaison-metode for renin
oftest blir lavere i forhold til det man ville ha malt med Cishio-teknikken (se figur 2 og 3 i
vedlegg 2). For eksempel med aldosteronkonsentrasjoner pa 500 og 2000 pmol/L vil en ARR-
verdi pa 100 med Cisbio tilsvare ARR pa henholdsvis ca. 75 og 50 med Liaison, som begge er
over beslutningsgrensen for Liaison-metoden pa 35. Dette underbygger at dagens
beslutningsgrense pa 35 pmol/mlU gir en hgyere diagnostisk sensitivitet enn den tidligere

grensen pa 100 pmol/ng, samtidig som den teoretiske spesifisiteten ligger pa 97.5 %.

@vre referansegrense for ARR er klinisk sett viktigst for PHA-diagnostikken, men ogsa her er
det stor variasjon mellom ulike studier, selv om metodikken er sammenlignbar. Baron (20)
ligger lavest med en verdi for 95-persentilen pa 22.3 pmol/mlU, og er eneste grenseverdi for
ARR vi har funnet basert pa tilsynelatende samme analysemetodikk som ved StOH. Med vare
data er 95-persentilen som gvre grense 28.87 pmol/mlU, noe som fortsatt er en god del hayere
enn Barons funn. Forskjellen er sannsynligvis ikke statistisk signifikant, da verdien hos Baron
ligger innenfor 90 % CI for vart estimat. CLIA som metode for maling av aldosteron synes
generelt & fare til hgyere gvre referansegrense for ARR enn nar aldosteron males med LC-
MS/MS. De hgyeste verdiene for gvre referansegrense (97.5-persentil) for ARR basert pa
CLIA-aldosteron er beregnet av Gruson (25) med 64 pmol/mlU og Deng (26) med 68.4

pmol/mlU, sistnevnte kun hos kvinner.

Var opprinnelige 97.5-persentil for ARR med sensurert reninverdi (86.58 pmol/mIU) er
betraktelig hayere enn det som ellers er rapportert i litteraturen, men vi minner om at
Endocrine Societys retningslinjer oppgir 91 pmol/mIU som beslutningsgrense (13). Sistnevnte
er likevel et usikkert anslag, presentert fgrste gang i retningslinjene fra 2008 og basert pa
eldre metoder og maleteknikker. Samlet sett virker kanskje referansegrensen der den
sensurerte verdien er ekskludert (36.60 pmol/mIU) mest realistisk blant vare funn, da den
ligger naermest funnet med tilsvarende metodologi (20). Dette unngar ogsa problemet med at

laveste renin- og hgyeste ARR-verdi er sensurert.

Korrelasjoner og trender
| vart datamateriale var det ingen statistisk signifikant forskjell mellom aldosteronverdier hos

menn og kvinner. Kjgnnsforskjeller for aldosteron er omdiskuterte, og mens en studie (29) har
rapportert hgyere verdier hos kvinner, har andre funnet motsatt tendens (26, 30). I en studie
som kartla referanseomrader hos 50 friske deltakere var det ingen statistisk signifikant

kjgnnsforskjell for aldosteron (31). Samtidig fant Arnold (32) i en populasjonsbasert studie i
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Tyskland av over 5000 normotensive individer kun en «marginal forskjell» mellom kjgnnene
for aldosteron. Vare og andres funn gir derfor ikke grunnlag for a ta i bruk kjgnnsspesifikke

referanseomrader for aldosteron.

Median reninkonsentrasjon var lavere blant kvinner i var studie, og ikke overraskende ble da
ogsa ARR hgyere hos kvinner. Denne tendensen samsvarer generelt med det som er observert
i litteraturen (29, 30, 32). Hos Deng (2018) var det riktignok ingen statistisk signifikant
kjgnnsforskjell for renin, selv om ARR var signifikant hayere hos kvinner. Vi har imidlertid
ikke beregnet og sammenlignet referansegrenser for hvert kjgnn, pa grunn av et lavt antall
deltakere og usikre estimater. Det blir dermed vanskelig & vurdere behovet for
kjgnnsspesifikke referansegrenser.

For aldosteron var det ingen statistisk signifikant alderskorrelasjon, i trad med funn hos Deng
(26) og Abd-Allah (33). Renin sank og ARR steg med gkende alder, en trend tilsvarende det
som ble observert av Deng (26) og Hermanns (34), mens Hannemann (30) fant at alle tre
markarer sank med gkende alder. Her kan videre forskning med et stgrre populasjonsutvalg
bidra til & avklare behovet for aldersspesifikke referanseomrader, slik blant annet Hermanns
(34) har presentert tidligere.

Styrker og svakheter
Var studie hadde kun 33 deltakere, siden det var relativt fa personer som meldte interesse for

a delta. En mulig arsak til dette er de noksa strenge eksklusjonskriteriene som ble definert for
a rekruttere en adekvat referansegruppe. Dette resulterte i brede konfidensintervaller for
estimatene, som gjer det vanskelig a trekke sikre konklusjoner ut ifra funnene. Det har kun
veert mulig a beregne grenser for referansegruppen som helhet, da en inndeling etter kjgnn og
alder ville gitt for sma subgrupper til a gjare tilstrekkelig presise estimater. Effekten av andre
faktorer som menstruasjonssyklus, kroppsstilling og saltinntak har av samme arsak ikke blitt
undersgkt. Eksklusjon av gravide, personer som star pa hormonell prevensjon og de fleste

medikamenter betyr at vare estimater kan ha usikker gyldighet for slike individer.

Sa langt vi vet er dette farste studie som sgker a estimere referansegrenser for aldosteron,
renin og ARR ved StOH ved a studere en lokal, frisk normotensiv populasjon. Funnene vare
kan farst og fremst veere til nytte for klinikere i Midt-Norge som er involvert i diagnostikk av
PHA, ikke minst fordi vi har forsgkt & utforme studien tettest mulig opp mot gjeldende praksis
her. Studieprotokollen ble lagt opp for a kontrollere kjente variabler som pavirker markgrene
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av interesse, og datamaterialet gir derfor et bilde av ARR-profilen hos friske normotensive

individer i Trondheimsregionen.

Veien videre
For & kunne estimere mer robuste referansegrenser for aldosteron, renin og ARR er det

gnskelig at man gjennomfarer en ny, tilsvarende studie som inkluderer flere deltakere enn vi
har maktet i denne studien. Dette vil ogsa kunne muliggjere inndeling av referanseomradene

etter alder og kjgnn, og man kan studere effekten av ulike faktorer pa hormonnivaene.

Anerkjennelser
Takk til Endokrinologisk poliklinikk ved St. Olavs hospital, som stilte med lokaler for

prgvetaking, samt blodtrykksapparat. En stor takk ogsa til alle frivillige deltakere i prosjektet.
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