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1. Wykaz stosowanych skrotow
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2. Streszczenie w jezyku polskim

Glikokortykosteroidy (ang. glucocorticoids, GCs) to leki powszechnie stosowane
w terapii chorob przewleklych ze wzgledu na ich przeciwzapalne i immunosupresyjne
dziatanie. Mozliwym dzialaniem niepozadanym leczenia GCs jest zahamowanie osi
podwzgorze-przysadka-nadnercza (ang. hypothalamic—pituitary—adrenal, HPA), co moze
prowadzi¢ do niedoczynno$ci kory nadnerczy (ang. adrenal insufficiency, Al).
Posterydowa niedoczynno$¢ kory nadnerczy (ang. glucocorticoid-induced adrenal
insufficiency, GI-Al) to powiklanie wystepujace u chorych leczonych GCs mogace
skutkowa¢ zagrazajacym zyciu przetomem nadnerczowym. Czynniki wplywajace na
ryzyko wystapienia GI-Al obejmuja czas trwania terapii GCs, form¢ podawania, dawke

i site dzialania GCs, a takze stosowanie lekow wptywajacych na metabolizm GCs.

Zgodnie z rekomendacjami Europejskiej Grupy ds. Orbitopatii Tarczycowej (ang.
European Group on Graves’ Orbitopathy, EUGOGO) w leczeniu aktywnej, umiarkowanej
do cigzkiej orbitopatii tarczycowej (ang. Graves’ orbitopathy, GO) nalezy stosowac
dozylne pulsy metyloprednizolonu (ang. intravenous methylprednisolone, ivMP)

podawane co 7 dni przez 12 kolejnych tygodni w dawce kumulacyjnej 4,5 g lub 7,5 g.

Z uwagi na ryzyko wystapienia zagrazajacego zyciu przelomu nadnerczowego
w przebiegu GI-Al nalezy podkresli¢, ze weczesne rozpoznanie i odpowiednie leczenie tej
choroby jest niezwykle istotne. W dotychczas opublikowanych analizach nie stwierdzono
wystepowania Al po zakonczeniu leczenia aktywnej, umiarkowanej do cigzkiej GO
z zastosowaniem ivMP wedlug wytycznych EUGOGO. Natomiast uwage zwraca fakt,
ze badania te zostaty przeprowadzone na malej liczbie pacjentdw, z zastosowaniem jedne;j

metody diagnostyczne;j.

Niniejszg rozprawe doktorska tworzy cykl publikacji, celem ktoérych byla ocena
wptywu ivMP w schemacie 12 cotygodniowych pulséw o tacznej dawce 4,5 g lub 7,5 g na
funkcje kory nadnerczy. Analiz¢ wykonano na podstawie danych 35 pacjentow leczonych
z powodu aktywnej, umiarkowanej do ci¢zkiej GO zgodnie z zaleceniami EUGOGO.
Przeprowadzone badania miaty na celu: 1) analize wpltywu 12 cotygodniowych pulséw
ivMP w kumulacyjnej dawce 4,5 g na czynno$¢ kory nadnerczy z uzyciem testu
stymulacyjnego z syntetycznym analogiem hormonu adrenokortykotropowego (ang.
adrenocorticotropic hormone, ACTH) w dawce 250 ng; 2) ocen¢ czesto$ci wystepowania

GI-AI w trakcie stosowania 30 mg prednizonu w stopniowo zmniejszanej dawce po



zakonczeniu terapii ivMP 3) analize wpltywu 12 cotygodniowych pulséw ivMP
w kumulacyjnej dawce 4,5 g lub 7,5 g na funkcjonowanie kory nadnerczy z uzyciem testu
stymulacyjnego z syntetycznym ACTH w dawce 1 pg; 4) szczegdétowe podsumowanie
dotychczasowej wiedzy na temat epidemiologii, patofizjologii, diagnostyki i leczenia

GI-Al z uwzglednieniem dostgpnych schematdéw odstawiania przewlektej terapii GCs.

W pracy nr 1 dokonano analizy wptywu leczenia pulsami ivMP na funkcj¢ kory
nadnerczy. Ocenie poddano stezenie kortyzolu w surowicy, kortyzolu w §linie, siarczanu
dehydroepiandrosteronu (ang. dehydroepiandrosterone sulfate, DHEA-S) w surowicy
1 ACTH w osoczu. Czternascioro pacjentow otrzymato leczenie ivMP w skumulowanej
dawce 4,5 g w 12 cotygodniowych, dozylnych wlewach. Nastgpnie zastosowano prednizon
w poczatkowej dawce 30 mg zmniejszanej stopniowo przez okres trzech miesigcy.
Czynno$¢ nadnerczy oceniona w tescie z 250 pg syntetycznego analogu ACTH byta
prawidlowa u wszystkich pacjentow przed podaniem 12. pulsu ivMP. Po zakoficzeniu
leczenia prednizonem u jednego pacjenta zdiagnozowano GI-Al. Stezenie DHEA-S byto
istotnie nizsze przed 12. pulsem ivMP 1 po zastosowaniu doustnego prednizonu
(odpowiednio p=0,015 i p=0,00002) w pordwnaniu z oceng przed rozpoczeciem terapii.
Stezenia DHEA-S byly ponizej zakresu referencyjnego odpowiednio u jednego i trzech
pacjentéw przed 12. pulsem ivMP i po terapii prednizonem. Po raz pierwszy
zaobserwowano obnizenie st¢zenia kortyzolu w surowicy (p=0,05) i $linie (p=0,011) po
doustnym leczeniu prednizonem w poréwnaniu z warto$ciami przed rozpoczgciem terapii
ivMP. Przedstawione badanie potwierdzito, ze leczenie ivMP w lacznej dawce
4,5 g negatywnie wplywa na funkcje kory nadnerczy, powodujac uposledzenie produkcji
1 wydzielania DHEA-S. Ponadto zaobserwowano, iz dodatkowa terapia doustnymi GCs

wprowadzona po leczeniu z zastosowaniem ivMP moze prowadzi¢ do GI-Al.

W pracy nr 2 po raz pierwszy oceniono wptyw pulsow ivMP na rezerwe nadnerczowa
za pomocg testu stymulacji z uzyciem dozylnej formy syntetycznego analogu ACTH
w dawce 1 pg. Czynno$¢ nadnerczy oceniano u 21 pacjentéw z aktywna, umiarkowang do
cigzkiej GO leczonych za pomoca ivMP w cotygodniowych pulsach w tacznej dawce 4,5
g lub 7,5 g. Przed podaniem 1. i 12. pulsu ivMP oceniano stezenie kortyzolu i DHEA-S
w surowicy oraz ACTH w osoczu. U wszystkich pacjentow przeprowadzono test
stymulacji z zastosowaniem 1 ng ACTH przed zastosowaniem 12. pulsu ivMP. U dwéch
nie uzyskano wzrostu stezenia kortyzolu w surowicy >18,1 pg/dl w 30. i 60. minucie testu

1 zdiagnozowano GI-Al. Chorym zalecono przyjmowanie hydrokortyzonu w sytuacjach
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ostrego stresu jak infekcja czy zabieg stomatologiczny. Obaj pacjenci zostali ponownie
poddani ocenie w ciggu 4-7 tygodni po zaprzestaniu leczenia i wykazali prawidlowa
odpowiedz w tescie stymulacji z 1 ug ACTH i nocnym tescie z metyraponem. U wszystkich
pacjentdw zaobserwowano statystycznie istotny spadek st¢zenia DHEA-S (p=0,004) przed
podaniem 12. pulsu ivMP w poroéwnaniu do warto$ci wyjsciowych. W pracy nr 2 po raz
pierwszy wykazano, iz terapia z zastosowaniem 12 cotygodniowych pulséw ivMP zgodnie

z wytycznymi EUGOGO moze skutkowaé GI-Al.

W pracy nr 3 przedstawiono podsumowanie aktualnej wiedzy na temat GI-Al
i omowiono schematy leczenia GI-AIl. W sposdb szczegdlowy przeanalizowano
dotychczasowe liczne zalecenia dotyczace metod diagnostycznych GI-Al 1 sposobow
stopniowego zmniejszania dawki GCs. Ponadto zaproponowano schemat diagnostyki
GI-Al oraz odstawiania dlugotrwatej terapii GCs. Przedstawione w tej pracy
podsumowanie stanowi przydatne narzedzie w codziennej praktyce klinicznej, szczegolnie
w obliczu rozpoznawania GI-Al u pacjentéw leczonych GCs pomimo zastosowania

zalecanych schematow stopniowego zmniejszania dawki GCs.

Podsumowujac, powyzsze badania udowodnity, ze leczenie aktywnej, umiarkowanej
do cigzkiej GO za pomocg ivMP w dawce kumulacyjnej 4,5 g lub 7,5 g negatywnie wplywa
na funkcj¢ kory nadnerczy. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, iz terapia
z zastosowaniem 12 cotygodniowych pulséw ivMP zgodnie z wytycznymi EUGOGO
moze wywota¢ GI-Al. Na podstawie uzyskanych wynikéw rekomenduje si¢ oceng
czynno$ci kory nadnerczy po zaprzestaniu stosowania GCs u pacjentow z GO leczonych
cotygodniowym pulsami ivMP. W zwiazku z powyzszym u wybranych chorych nalezy
rozwazy¢ wykonanie testu stymulacyjnego z 1 pg syntetycznego analogu ACTH. Przeglad
wynikow prezentowanych w dostepnej literaturze przedmiotu wskazuje, iz nie tylko
doustne, ale takze wziewne, miejscowe, donosowe, dostawowe i dozylne stosowanie GCs
moze prowadzi¢ do zahamowania czynnos$ci kory nadnerczy. Przeprowadzona analiza
potwierdza, ze rowniez krotkotrwala terapia (<3 tygodnie) oraz mate dawki (<5 mg
prednizonu dziennie) GCs moga hamowa¢ o§ HPA. Powyzsze doniesienia potwierdzaja
konieczno$¢ oceny czynnos$ci kory nadnerczy po zakonczeniu leczenia pulsami ivMP
wedlug wytycznych EUGOGO. Z uwagi na sprzeczne doniesienia nie udowodniono

jednoznacznej przewagi stosowania dawki 1 pg nad 250 ng ACTH w diagnostyce GI-Al.
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Konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan, w szczegdlnos$ci o charakterze
prospektywnym 1 porownawczym, w celu okre$lenia czgstosci wystepowania GI-Al
w przebiegu terapii ivMP oraz okreslenia skutecznosci diagnostyki GI-Al z uzyciem 1 pg

1250 pg syntetycznego analogu ACTH.
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3. Streszczenie w jezyku angielskim

Glucocorticoids (GCs) are commonly used to treat chronic diseases due to their
anti-inflammatory and immunosuppressive effects. However, long-term wuse of
glucocorticoids (GCs) can suppress the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, leading
to glucocorticoid-induced adrenal insufficiency (GI-Al). GI-Al is a severe complication of
GC therapy that may cause life-threatening adrenal crises. The risk of GI-Al is determined
by various factors such as duration of GC therapy, form of administration, dose, potency

of GCs, and use of medication that affects the metabolism of GCs.

According to the guidelines published by the European Group on Graves'
Orbitopathy (EUGOGO), the recommended treatment for moderate-to-severe and active
Graves’ orbitopathy (GO) involves the administration of intravenous methylprednisolone
(ivMP) pulses every 7 days for 12 consecutive weeks in total cumulative dose

of45gor7.5g.

Early diagnosis and appropriate treatment of GI-Al are crucial due to the risk of
a life-threatening adrenal crisis. So far, the published analyses have described no cases of
Al in patients with moderate-to-severe and active GO treated with ivMP according to
EUGOGO guidelines. However, it is important to note that these studies were conducted

on a small number of patients and using one diagnostic method.

Presented doctoral dissertation includes three thematically consistent articles which
evaluate the impact of ivMP treatment administered in 12 weekly pulses with a total dose
of either 4.5 g or 7.5 g on the function of adrenal cortex. The analysis was performed using
data obtained from 35 patients treated for moderate-to-severe and active GO according to
EUGOGO recommendations. The conducted studies had the following objectives:
1) to analyze the effect of 12 weekly ivMP pulses at a cumulative dose of 4.5 g on the
adrenal cortex function using a stimulation test with a synthetic analog of
adrenocorticotropic hormone (ACTH) at a dose of 250 pg; 2) to assess the incidence
of GI-AI during the use of 30 mg of prednisone in a gradually reduced dose following
cessation of ivMP therapy; 3) to analyze the impact of 12 weekly ivMP pulses in
a cumulative dose of 4.5 g or 7.5 g on the functioning of the adrenal cortex using
a stimulation test with synthetic ACTH at a dose of 1 pg; 4) to provide a detailed summary

of current knowledge on the epidemiology, pathophysiology, diagnosis, and treatment of
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GI-Al, with particular emphasis on available schemes for discontinuing chronic

GC therapy.

Article number 1 aimed to analyze the impact of ivMP on adrenal function by
evaluating serum, salivary cortisol, serum dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S), and
plasma ACTH levels. Fourteen patients received ivMP treatment (cumulative dose of
4.5 g in 12 weekly infusions) followed by oral prednisone (for 3 months). In patients with
morning serum cortisol <10 pg/dl a high-dose (250 pg) ACTH stimulation test was
performed. GI-Al was ruled out if the serum cortisol level was >18.1 pg/dl at 30. or 60.
minute after ACTH administration. All patients showed normal adrenal function in the
ACTH stimulation test before the 12th ivMP pulse. Following prednisone treatment, one
patient was diagnosed with GI-Al. DHEA-S levels were significantly lower before the 12th
ivMP pulse and after oral prednisone (p=0.015 and p=0.00002, respectively) compared to
evaluation before therapy. DHEA-S levels were below the reference range in one and three
patients before the 12th ivMP pulse and after prednisone therapy, respectively. For the first
time, we observed decreased serum (p=0.05) and salivary (p=0.011) cortisol levels after
oral prednisone therapy compared to the evaluation before therapy. Treatment with ivMP
in a cumulative dose of 4.5 g affects adrenal function, causing a severe impairment of

DHEA-S secretion. Additional therapy with oral GCs following ivMP can cause GI-Al.

Article number 2 for the first time evaluated the impact of ivMP pulses on adrenal
reserve using a low-dose (1 pg) ACTH stimulation test. Adrenal function was assessed in
21 patients treated for moderate-to-severe and active GO with ivMP in weekly pulses in
a cumulative dose of 4.5 g or 7.5 g. Serum cortisol, plasma ACTH, and serum DHEA-S
levels were evaluated before the 1st and 12th ivMP pulse. We performed dynamic testing
using a | pg ACTH stimulation test before the 12th IVMP pulse in all patients. Two patients
failed to achieve serum cortisol levels >18.1 pg/dl at 30. and 60. minute and were diagnosed
with GI-Al. They were recommended to take hydrocortisone in situations of acute stress.
Both patients were reassessed within 4 to 7 weeks following treatment cessation and
showed an adequate response in the low-dose ACTH stimulation test and overnight
metyrapone test. We observed a statistically significant decrease in DHEA-S levels
(p=0.004) before the 12th ivMP pulse compared to the baseline in all patients. Our study
showed that ivMP in 12 weekly pulses may lead to GI-Al

14



Article number 3 summarizes current knowledge on the management of GI-Al,
including diagnostic methods and treatment schedules. This review provides detailed
recommendations on GC tapering regimens. The presented summary may be considered
a useful tool in daily clinical practice, especially while facing adrenal suppression despite

following recommended GC tapering regimens.

To summarize, the presented studies have shown that the use of ivMP for the treatment
of moderate-to-severe and active GO in a cumulative dose of 4.5 g or 7.5 g can negatively
affect the function of adrenal cortex. Additionally, the conducted research indicates that
therapy with 12 weekly ivMP pulses in line with EUGOGO guidelines may cause GI-Al.
Therefore, it is recommended to evaluate the function of the adrenal cortex in patients with
GO after discontinuing the treatment with weekly ivMP pulses. For certain patients, it may
be necessary to conduct a stimulation test using 1 pug of synthetic ACTH. Various studies
have shown that the use of GCs in different forms such as oral, inhaled, local, intranasal,
intra-articular, and intravenous, can result in the suppression of adrenal cortex function.
It has been confirmed that even short-term therapy (less than 3 weeks) and low doses (less
than 5 mg of prednisone per day) of GCs can also lead to inhibition of the HPA axis. The
above reports suggest that it is important to assess the function of the adrenal cortex after
completing the treatment with ivMP pulses according to EUGOGO guidelines. However,
no definitive advantage of using either a 1 pg or 250 pg dose of synthetic ACTH has been

proven, and recommendations on the matter are inconsistent.

Further studies, particularly prospective and comparative ones, are necessary to
determine the incidence of GI-Al during ivMP therapy and the effectiveness of using 1 ug
or 250 pg of a synthetic ACTH analog in the diagnosis of GI-Al
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4. Wstep
4.1 Dzialanie osi podwzgorze — przysadka — nadnercza

O$ podwzgorze — przysadka — nadnercza (ang. hypothalamic—pituitary—adrenal,
HPA) to uklad neurohormonalny, ktory za posrednictwem mechanizmdéw sprzg¢zenia
zwrotnego odpowiada za prawidtowa produkcje¢ i wydzielanie hormonow kory nadnerczy.
Podwzgorze jest struktura migdzymoézgowia zbudowang z komorek nerwowych
organizujacych si¢ w jadra. Neurony w jadrze przykomorowym podwzgodrza w rytmie
dobowym i w odpowiedzi na stres wydzielaja kortykoliberyne (CRH), wazopresyng i inne
neuropeptydy majace wptyw na o§ HPA (1). CRH jest transportowana splotem naczyn
wlosowatych ukladu wrotnego podwzgorze-przysadka do przedniego ptata przysadki
moézgowej. Przysadka mozgowa jest gruczotem znajdujacym sie pod podwzgorzem i jest
z nim potgczona poprzez szypule przysadki mozgowej (lejek). Komorki kortykotropowe
zlokalizowane w przednim ptacie przysadki, w odpowiedzi na CRH oraz w mniejszym
stopniu na wazopresyng, syntetyzuja i wydzielaja hormon adrenokortykotropowy (ang.
adrenocorticotropic hormone, ACTH), ktory stymuluje sekrecje glikokortykosteroidow
(ang. glucocorticosteroids, GCs) (gtownie kortyzolu i kortykosteronu) przez korg

nadnerczy, a takze powoduje wzrost syntezy androgendw nadnerczowych (2).

Kora nadnerczy jest zbudowana z trzech warstw: ktebkowatej (zona glomerulosa),
pasmowatej (zona fascicularis) 1 siatkowatej (zona reticularis). Hormony kory nadnerczy
wytwarzane s3 z cholesterolu w toku przemian metabolicznych. Komoérki warstwy
kigbkowatej produkuja gléwnie mineralokortykosteroidy, natomiast pasmowatej
1 siatkowatej syntetyzuja GCs 1 steroidy piciowe. W warunkach podstawowych GCs
uwalniane sg pulsacyjnie w rytmie dobowym pod wptywem ACTH, osiagajac najwyzsze
stezenia w godzinach porannych, a najnizsze w godzinach nocnych. W sytuacjach
stresowych (np. zabiegi chirurgiczne, stany zapalne, hipoglikemia) wydzielanie CRH,
ACTH 1 kortyzolu nasila si¢ proporcjonalnie do natgzenia stresu (3). Kortyzol wywiera
dzialanie glownie poprzez receptory jadrowe: glikokortykosteroidowe (GR) oraz
mineralokortykosteroidowe (MR) obecne w komorkach catego organizmu (4). Wzrost
stezenia kortyzolu skutkuje zahamowaniem syntezy CRH i ACTH poprzez mechanizm
ujemnego sprzgzenia zwrotnego za posrednictwem receptorow GR i MR zlokalizowanych
w podwzgorzu i przysadce mozgowej (5). Prawidlowa funkcja osi HPA jest niezbgdna do

utrzymania funkcji zyciowych.
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4.2 Niedoczynnos¢ kory nadnerczy

Niedoczynnos¢ kory nadnerczy (ang. adrenal insufficiency, Al) charakteryzuje si¢
brakiem lub niedostatecznym wytwarzaniem GCs, mineralokortykosteroidow
i androgendw nadnerczowych. Rozpoznajemy pierwotng i wtorng Al. Pierwotna Al wynika
z utraty funkcji kory nadnerczy. NajczeSciej wystepuje w  przebiegu
autoimmunologicznego zapalenia kory nadnerczy (choroba Addisona) oraz dziedzicznego
zaburzenia syntezy GCs na skutek wrodzonego przerostu nadnerczy (6). Wtorna Al jest
wynikiem upo$ledzonej podwzgdérzowo-przysadkowej regulacji syntezy kortyzolu.
W przypadku wtérnej Al wydzielanie mineralokortykosteroidow jest zachowane, gdyz
podlega regulacji uktadu renina-angiotensyna-aldosteron. Wystepuje m. in. w przebiegu
nowotworow okolicy podwzgorzowo-przysadkowej, ich leczenia chirurgicznego lub
radioterapii (7). Najczestszg przyczyng Al stanowi dlugotrwate leczenie egzogennymi GCs

(8,9).

Do objawéw Al naleza zmeczenie, brak energii, nudnosci, wymioty, utrata apetytu
1 masy ciata, bole migéni i stawdéw oraz bole brzucha. W badaniu przedmiotowym
u pacjentdow z rozpoznaniem pierwotnej Al mozna stwierdzi¢ charakterystyczne
przebarwienie skory spowodowane zwigkszonym pobudzeniem skornego receptora
melanokortyny 1 w wyniku nadmiernej syntezy ACTH, ktore nie wystgpuje w przypadku
wtornej Al z uwagi na niedobor ACTH. W diagnostyce laboratoryjnej Al obserwujemy
hiponatremi¢, a w przypadku pierwotnej Al takze hiperkaliemi¢ i hiperkalcemi¢ (10).

Kliniczne podejrzenie Al zawsze wymaga przeprowadzenia badan diagnostycznych.

4.3 Glikokortykosteroidy (GCs)

4.3.1 Farmakoterapia GCs

GCs sg uzywane w medycynie od 1948 roku. Obecnie GCs stosuje okoto 1-3%
populacji  ogoélnej, najczeSciej w  przebiegu  schorzen  hematologicznych,
reumatologicznych, autoimmunologicznych i przewlektych choréb zapalnych (11,12).
Dhugotrwate, tj. powyzej 3 tygodni, przyjmowanie doustnych GCs dotyczy nawet
0,5-1,8% populacji (13). Prednizolon, metyloprednizolon i deksametazon, GCs najcz¢$ciej
stosowane w leczeniu, majg bardzo podobng budowe do kortyzolu. Sg dobrze wchtaniane
w przewodzie pokarmowym, a nast¢pnie transportowane do tkanek gltéwnie przez

globuling wigzaca kortykosteroidy i albuming. Skutecznie przechodza przez btony
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biologiczne i wigza si¢ z wewnatrzkomorkowymi receptorami GR (14). GCs podawane
doustnie lub dozylnie moga przenika¢ do wickszosci tkanek, co wigze si¢ ze skutecznym
dziataniem przeciwzapalnym na poziomie ogoélnoustrojowym, ale takze ze znacznym

narazeniem tkanek niezwigzanych z leczonym schorzeniem na dziatania niepozadane.

Tabela 1. Charakterystyka preparatow syntetycznych GCs.

GC Dawka Czas dzialania Aktywnos¢

rownowazna [mg| [godziny] mineralokortykoidowa!

Hydrokortyzon 20 8-12 1

Prednizon 5 12-36 0.8

Metyloprenizolon 4 12-36 0.5

Triamcynolon 4 12-36 0

Deksametazon 0.75 36-72 0

Betametazon 0.6 36-72 0

"w odniesieniu do aktywnosci mineralokortykoidowej hydrokortyzonu
GC, glikokortykosteroid
Na podstawie Paragliola, R.M. et al. (15) w modyfikacji wtasnej.

4.3.2 Zastosowanie GCs w orbitopatii Gravesa

Choroba Gravesa Basedowa jest schorzeniem autoimmunologicznym wynikajagcym
z obecnos$ci autoprzeciwcial, dla ktorych antygen stanowi receptor TSH (ang. thyrotropin
receptor antibodies, TSHR-Ab). TSHR-AD laczac si¢ z receptorem TSH w komodrkach
tarczycy, powoduja jego pobudzenie, co prowadzi do zwigkszonego wydzielania
hormonoéw tarczycy i w konsekwencji do objawdéw nadczynnosci tarczycy. Orbitopatia
Gravesa (ang. Graves’ orbitopathy, GO) stanowi pozatarczycowa manifestacje choroby
Gravesa Basedowa. Prezentuje si¢ jako grupa objawow ocznych, ktérych patogeneza
zwigzana jest z powickszeniem migsni zewnatrzgatkowych oraz rozplemem tkanki
thuszczowej oczodolu. Wynika to z faktu, iz receptor TSH ulega ekspresji nie tylko
w tarczycy, ale rowniez m. in. w adipocytach i fibroblastach oczodotu (16). Pobudzenie
receptora TSH oraz receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 w komorkach
oczodotu prowadzi do aktywacji limfocytow T CD4+ i T CD8+ oraz wzrostu syntezy
cytokin (17), ktore stymuluja rozplem fibroblastéw i adipocytow (18). Na skutek

proliferacji komorek objetos¢ tkanki tacznej oczodotu ulega zwigkszeniu. Dodatkowo
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aktywowane fibroblasty wydzielaja hydrofilne glikozaminoglikany, prowadzac do
akumulacji plynu, obrzeku migéni zewnatrzgatkowych oraz wzrostu ci$nienia w oczodole.
Zmiany te wraz z adipogeneza w obrgbie oczodotu powoduja przesuniecie gatki ocznej do

przodu, rozw6j wytrzeszczu oraz obrzek tkanek okotooczodotowych (19).

Zgodnie z rekomendacjami Europejskiej Grupy ds. Orbitopatii Tarczycowe;j
(ang. European Group on Graves’ Orbitopathy, EUGOGO) w leczeniu pierwszego rzutu
aktywnej, umiarkowanej do ci¢zkiej GO stosuje si¢ metyloprednizolon dozylnie
(ang. intravenous methylprednisolone, ivMP) w postaci cotygodniowych wlewow
z jednoczasowym podaniem mykofenolanu sodu (20). Dawka kumulacyjna ivMP wynosi
4,5 g lub 7,5 g i jest podawana w formie 12 cotygodniowych pulsow. Mykofenolan sodu
jest stosowany w dawce 0,72 g na dobg przez 24 tygodnie. W poréwnaniu do GCs w formie
doustnej terapia ivMP jest skuteczniejsza (77-88% vs 51-63%), bezpieczniejsza

1 wywoluje mniej dziatah niepozadanych (21,22).

4.3.3 Dzialania niepozadane GCs

Leczenie z zastosowaniem GCs wigze si¢ z wystgpowaniem licznych dziatan
niepozadanych, ktérych nasilenie zalezne jest od czasu stosowania, drogi podania, dawki
kumulacyjnej, a takze predyspozycji osobniczych. Skutki uboczne terapii przedstawiono
w Tabeli 2. (23-25). Jednym z najbardziej niebezpiecznych powiktan przewlektej terapii
GCs jest posterydowa niedoczynno$¢ kory nadnerczy (ang. glucocorticoid-induced
adrenal insufficiency, GI-Al). Leczenie GCs stanowi najczestszg przyczyng wystgpowania

AL(8).
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Tabela 2. Dzialania niepozadane syntetycznych GCs.

Uklad Dzialanie niepozadane

Otylos¢ centralna z nagromadzeniem tkanki
thuszczowej na twarzy, tutowiu, w okolicy karku, tatwe
powstawanie siniakow, czerwone rozstepy, Scienczenie

skory, zaczerwienienie skory twarzy, miopatia

Objawy ogolne

Nadci$nienie tetnicze, dyslipidemia, choroba
Uktad krazenia wiencowa, niewydolno$¢ serca, zylna choroba
zakrzepowo-zatorowa, zaburzenia rytmu

Zapalenie blony §luzowej zotadka, choroba wrzodowa,

P y d k .
rZewod pokarmowy uszkodzenie watroby

Leukocytoza, limfopenia, nadptytkowos¢,

Uklad krwiotworezy podatno$¢ na infekcje
Ukladaendoleymny o et hiperandrogentsaia
Gospodarki weglowodanowa Hiperglikemia, cukrzyca
Uktad kostno-stawowy Osteoporoza, jatowa martwica kosci
Narzad wzroku Zacéma, jaskra

Depresja, mania, chwiejno$¢ emocjonalna, stany

Zaburzenia psychiczne .
psychotyczne, zaburzenia snu

GCs, glikokortykosteroidy
Na podstawie Miskiewicz, P. et al. (23) oraz Expert Opinion on Drug Safety (24), w
modyfikacji wlasnej.

4.4 Posterydowa niedoczynnos¢ kory nadnerczy (GI-Al)
4.4.1 Epidemiologia i patofizjologia

GI-Al jest jednym z najgrozniejszych skutkéw ubocznych stosowania egzogennych
GCs z uwagi na ryzyko wystapienia zagrazajacego zyciu przetomu nadnerczowego.
Stosowanie GCs powoduje zahamowanie wydzielania CRH i ACTH w mechanizmie
negatywnego sprzezenia zwrotnego, co w konsekwencji prowadzi do zmniejszonej
produkcji kortyzolu w nadnerczach. W przypadku utrzymujacego si¢ braku stymulacji
przez ACTH kora nadnerczy ulega hipotrofii, tracac zdolnos¢ do wytwarzania kortyzolu
i androgenoéw, a w najciezszych przypadkach ulega zanikowi (9). Po zakonczeniu
krotkotrwatego leczenia GCs w pierwszej kolejnos$ci nastgpuje wzrost wydzielania ACTH
i CRH, a nastgpnie kortyzolu i androgendéw (26). Diugotrwate leczenie GCs moze
powodowaé zanik komorek kortykotropowych przysadki, a takze hipoplazje lub atrofig

kory nadnerczy. Dlatego tez niewystarczajaca produkcja i wydzielanie kortyzolu moze
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utrzymywac si¢ dtugo po odstawieniu GCs lub przejs¢ w forme przetrwata (27). Przeglad
opublikowanych dotychczas badan prowadzi do wniosku, ze ryzyko wystapienia GI-Al
po odstawieniu GCs wynosi nawet 48,7% przy stosowaniu doustnym, 52% w przebiegu
iniekcji dostawowych, 7,8% przy podaniu wziewnym, 4,7% 1 4,2% przy podaniu
miejscowym i donosowym (28,29). Przyjmowanie prednizonu codziennie w dawce >5 mg
(lub innego GC w dawce odpowiadajacej 5 mg prednizonu) przez okres dluzszy niz
3 tygodnie wigze si¢ z wysokim ryzykiem wystapienia GI-Al (30). Inne czynniki
zwigkszajace ryzyko GI-AIl obejmuja dlugi biologiczny okres pottrwania GCs (15),
stosowanie GCs o duzej sile dziatania oraz przyjmowanie GCs w godzinach wieczornych
lub w wielu dawkach podzielonych (31). Interakcje lekowe takze wptywaja na ryzyko
rozwoju Al. Preparaty zwigkszajace biodostgpnos¢ GCs (np. inhibitory CYP3A4) (32) lub
hamujace dziatanie osi HPA (np. opioidy) (33) nasilaja ryzyko wystapienia Al.

Publikacje dotyczace GI-AI sugeruja, ze stosowanie GCs w formie dozylnych
pulséw lub podawanie GCs co drugi dzien wiaze si¢ z nizszym ryzykiem rozwoju Al wobec
wydhuzenia czasu regeneracji osi HPA pomiedzy kolejnymi dawkami (34). W dotychczas
opublikowanych badaniach, u pacjentow z GO leczonych cotygodniowymi pulsami ivMP
w dawce kumulacyjnej 4,5 g nie stwierdzano GI-AI po zakonczeniu terapii (35-37).
Natomiast metaanaliza 73 badan dotyczacych GI-Al wykazata, Ze moze ona wystapic¢
w wyniku nawet krotkotrwatego (<3 tygodnie) stosowania GCs, jak rowniez
po zastosowaniu dawek mniejszych niz 5 mg prednizonu (29). Russell i inni udowodnili,
ze pulsacyjne wydzielanie ACTH i kortyzolu hamowane jest natychmiast po dozylnym
wlewie prednizolonu (38). W badaniu prospektywnym u 15% pacjentéw, ktorzy otrzymali
deksametazon w co najmniej trzech krotkich kursach (od trzech do czterech dni)
w odstepach od dwoch do czterech tygodni, GI-Al rozwingta si¢ w ciagu trzech do szesciu

miesiecy (39).

Podsumowujac wyniki powyzszych badan, nalezy stwierdzié, ze obecnie brak jest
jednoznacznych wytycznych wskazujacych schemat stosowania i odstawiania GCs

skutecznie zapobiegajacy rozwojowi GI-Al

4.4.2 Diagnostyka GI-Al

GI-AI charakteryzuje réznorodny przebieg kliniczny. Pacjenci z rozpoznaniem
GI-Al moga nie zglasza¢ zadnych dolegliwosci lub prezentowaé objawy niedoboru

kortyzolu o réznym nasileniu, od niespecyficznych objawéw mogacych wystepowaé
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rowniez w przebiegu choroby podstawowej do zagrazajacego zyciu przetomu
nadnerczowego. Ponadto objawy GI-AI sa zazwyczaj mniej nasilone niz w przebiegu
pierwotnej Al. W zwigzku z powyzszym réznicowanie objawow GI-Al stanowi wyzwanie

w praktyce kliniczne;j.

Po zakonczeniu terapii GCs diagnostyke GI-Al nalezy przeprowadzi¢ w przypadku
wystapienia objawow sugerujacych hipokortyzolemie lub w przypadku wysokiego ryzyka
rozwoju Al (Tabela 3.). W celu przeprowadzenia diagnostyki nalezy stopniowo zmniejszac
dawke GCs do dawki rownowaznej 5 mg prednizonu na dobe. Dlugo dziatajace GCs (np.
deksametazon), nalezy zastapi¢ hydrokortyzonem w dawce substytucyjnej. Nast¢pnie
konieczne jest oznaczenie st¢zenia kortyzolu w godzinach porannych, po minimum
24 godzinach od zastosowania ostatniej dawki GCs. Niskie stg¢zenie kortyzolu w surowicy
(<3 pg/dl) w godzinach porannych pozwala rozpozna¢ Al (40,41). Stezenie kortyzolu >15
pg/dl wskazuje na prawidlowa czynno$¢ kory nadnerczy (42). Uwaza sie, ze stezenie
kortyzolu w zakresie 10-15 pg/dl w duzym stopniu sugeruje prawidlowg funkcje
nadnerczy, jednak u niewielkiego odsetka pacjentdw z Al st¢zenie kortyzolu moze miescié
si¢ w tym zakresie. U pacjentow, u ktorych stgzenie kortyzolu wynosi 3-15 pg/dl nalezy

wykona¢ test stymulacji celem rozpoznania lub wykluczenia GI-Al.

Ztotym standardem w diagnostyce Al jest test hipoglikemii poinsulinowej (43).
Dozylne podanie insuliny wywoluje hipoglikemig, ktora u pacjenta z zachowang
czynno$cig osi HPA powoduje wzrost stgzenia ACTH 1 w konsekwencji przyrost kortyzolu
powyzej 18 pg/dl. Z uwagi na ryzyko dziatan niepozadanych oraz przeciwwskazania
do wykonania testu hipoglikemii poinsulinowej u pacjentdow z chorobg niedokrwienng
serca, padaczka i u 0sob starszych, w diagnostyce Al najczesciej stosuje si¢ test z podaniem
syntetycznego analogu ACTH w dawce 250 pg lub 1 pg (44). Podanie analogu ACTH
powoduje wzrost stezenia kortyzolu w surowicy. Za prawidlowa odpowiedz na stymulacje
syntetycznym ACTH uwaza si¢ przyrost stezenia kortyzolu >18,1 pg/dl w 30. lub 60.
minucie testu (45). W tescie stymulacji ACTH mozna zastosowaé wysoka (250 pg) lub

niska (1 pg) dawke syntetycznego ACTH.

Niektorzy pacjenci z rozpoznaniem Al wykazuja prawidlowy wzrost stezenia
kortyzolu w tescie z ACTH w dawce 250 pg, dlatego w badaniach klinicznych analizie
poddano zastosowanie testu z dawka 1 pg syntetycznego ACTH (43,46). Niektore zrodta

wskazuja, iz w diagnostyce wtornej Al test ten jest czulszy 1 bardziej specyficzny niz test
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z dawka 250 pg ACTH (3,47-49). Uwaza sig, ze test z 1 pg powinien by¢ stosowany
szczegdlnie w diagnostyce tagodnej pierwotnej Al oraz wtornej Al trwajacej mniej niz
4-6 tygodni (43,50). Wiagze si¢ to z faktem, iz dawki ACTH stosowane podczas testu
z 1 ng ACTH nasladuja fizjologiczng stymulacje kory nadnerczy, podczas gdy dawka 250
pg uwazana jest za ponadfizjologiczng i moze by¢ wystarczajaca do wywotania
odpowiedzi pomimo cz¢sciowej atrofii kory nadnerczy (48). Jednak z uwagi na brak
komercyjnej dostepnosci roztworu syntetycznego ACTH w stezeniu 1 pg/ml, konieczno$¢

rozcienczania roztworu o stezeniu 250 pg/ml moze wptywac na doktadnos¢ testu (51).

Ocen¢ funkcji osi HPA mozna réwniez przeprowadzi¢ za pomocg testu
z metyraponem. Metyrapon hamuje konwersje 11-deoksykortyzolu do kortyzolu. Niedobor
kortyzolu powoduje stymulacje ACTH z nastgpczym wzrostem stgzenia
11-deoksykortyzolu. Za prawidlowa odpowiedz uznaje si¢ stezenie 11-deoksykortyzolu
w surowicy wynoszace 200—-635 nmol/l (70-220 ng/mL) (13). Nocny test stymulacji
metyraponem wykazuje podobng skutecznos$¢ jak test hipoglikemii poinsulinowej i lepsza
skuteczno$¢ niz testy stymulacji ACTH w rozpoznaniu Al spowodowanej niedoborem
ACTH (3,52,53). Jednak jego stosowanie jest ograniczone dost¢gpnoscia laboratoryjnych

oznaczen 11-deoksykortyzolu.

4.4.3 Odstawianie przewleklej glikokortykosteroidoterapii

Pomimo powszechnego stosowania GCs w leczeniu choréb zapalnych w dostepnej
literaturze brakuje jednoznacznych wytycznych okres$lajagcych schemat zakonczenia
dhlugotrwatego leczenia GCs. Wynika to prawdopodobnie z faktu, iz dotychczas nie
opublikowano badafh prospektywnych analizujacych powyzsze zagadnienie. Wyniki
przeprowadzonych analiz wskazuja, iz przed zakonczeniem dtugotrwatej terapii GCs
nalezy dokona¢ oceny ryzyka supresji osi HPA (54). Na podstawie czasu trwania terapii,
sredniej dawki GCs, wystgpowania objawow klinicznych zespotu Cushinga oraz
prawdopodobienstwa nawrotu choroby podstawowej ryzyko supresji osi HPA okresla si¢
jako prawdopodobne, posrednie/niepewne i mato prawdopodobne (Tabela 3.). Pacjenci
z prawdopodobnym 1 posrednim/niepewnym ryzykiem wymagaja stopniowego
zmniejszania dawki GCs, a nagle zaprzestanie stosowania GCs moze prowadzi¢ do
rozwoju objawow Al. U pacjentéw moga takze wystapi¢ objawy zespotu odstawiennego,

ktore sa nieswoiste i moga nasladowac GI-Al (55).
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Sugeruje si¢ zmniejszanie dawki GCs wedtug nastepujacego schematu (54):

e 5-10 mg/dobe co 1-2 tygodnie od dawki poczatkowej prednizonu >40 mg/dobeg
(lub inny GC w dawce rownowaznej, Tabela 1.),

¢ 5 mg/dobe co 1-2 tygodnie przy dawce prednizonu od 40 do 20 mg/dobe,

e 2.5 mg/dobg co 2-3 tygodnie przy dawce prednizonu od 20 do 10 mg/dobe,

e | mg/dobg co 2-4 tygodnie przy dawce prednizonu od 10 do 5 mg/dobe,

e 0,5 mg/dobg co 2-4 tygodnie przy dawkach prednizonu <5 mg/dobe.

Zmniejszanie dawki GCs zgodnie z przedstawionym schematem nie zawsze zapobiega
wystapieniu objawow Al. Wszystkim pacjentom nalezy udzieli¢ wyczerpujacej informacji
na temat objawoéw GI-Al 1 postgpowania w przypadku ich wystagpienia. W momencie
wystgpienia objawOw nalezy zaleci¢ stopniowe zwigkszenie dawki GCs do ostatniej
tolerowanej przez pacjenta dawki. Jezeli u pacjenta wystapia przedmiotowe lub
podmiotowe objawy Al w trakcie lub po odstawieniu GCs, nalezy przeprowadzi¢

diagnostyke czynnosci kory nadnerczy.

Obecnie nie zaleca si¢ wykonywania badan przesiewowych w kierunku GI-Al
kazdorazowo po zakonczeniu terapii GCs. U pacjentow z mato prawdopodobnym
ryzykiem zahamowania osi HPA (Tabela 3.) mozna rozwazy¢ odstawienie GCs bez
uprzedniego zmniejszania dawki. W przypadku stosowania prednizonu <5 mg/dobe¢
supresj¢ osi HPA obserwowano rzadko. Jednak nalezy podkresli¢ fakt, iz nawet leczenie

substytucyjnymi dawkami GCs moze prowadzi¢ do Al (56,57).

Tabela 3. Ryzyko supresji osi HPA podczas terapii GCs.

Prawdopodobne Posrednie/niepewne  Malo prawdopodobne

>20 mg/dziennie przez
>3 tygodnie lub
>5 mg/dziennie wieczorem

10 — 20 mg/dziennie

<3t o1
przez >3 tygodnie lub 3 tygodnie lub

Leczenie . e
stosowanie co drugi dzien

prednizonem! <10 mg/dziennie przez

kilka t il
przez kilka tygodni lub L Kilka tygodni

w dawce <10 mg
objawy zespotu Cushinga

Zalecane postepowanie

Zakonczenie terapii bez
stopniowego odstawiania
GCs jest akceptowalne

Stopniowe odstawianie ~ Stopniowe odstawianie
GCs GGCs

"lub innym GC w dawce rownowaznej (Tabela 1.)
GCs, glikokortykosteroidy; HPA, podwzgorze-przysadka-nadnercza
Na podstawie Furst, D. E. et al. (54) w modyfikacji wlasnej.
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4.4.4 Leczenie GI-Al

W terapii GI-AlI stosuje si¢ dawki substytucyjne do 15-20 mg krotko dzialajacego
GC, jednak zaleca si¢ indywidualne podejscie zalezne od wystepujacych u pacjenta
objawow. Hydrokortyzon w dwoch lub trzech dawkach dziennie jest lekiem zalecanym
w przypadku GI-AI (8). Potowe, do dwoch trzecich, dawki dobowej nalezy podawac rano
w celu nasladowania dobowego rytmu wydzielania kortyzolu i zapobiegania hamowania
porannej  sekrecji  ACTH.  Leczenie  GI-AI nie wymaga  stosowania

mineralokortykosteroidow.

Chorzy z rozpoznaniem pierwotnej Al w kazdym przypadku wymagaja stosowania
dawek substytucyjnych GCs. Natomiast pacjentdow z rozpoznaniem GI-Al cechuje
réznorodno$¢ stopnia niedoboru kortyzolu oraz nasilenia objawow. W zwigzku z tym
u niektorych pacjentdow z GI-Al mozna rozwazy¢ substytucje hydrokortyzonem jedynie
doraznie, w sytuacjach silnego stresu, odst¢pujac od pelnego leczenia substytucyjnego.
W dwoch badaniach obserwacyjnych dotyczacych GI-Al zalecono pacjentom substytucje
hydrokortyzonem jedynie w przypadku wystgpienia objawow  sugerujacych
hipokortyzolemi¢ (58,59). W przebiegu obserwacji klinicznej uznano te zalecenia za

bezpieczne, a substytucje w sytuacjach stresowych za wystarczajaca.

U pacjentow z rozpoznaniem GI-Al sugeruje si¢ coroczne powtarzanie testu
stymulacji z syntetycznym ACTH, jesli przyrost kortyzolu w tescie osiaga <3,6 pg/dl lub
stezenie kortyzolu w 30. minucie testu wynosi <12,7 pg/dl. Test stymulacji nalezy
wykonywa¢ co 6 miesigcy, jesli przyrost kortyzolu wynosi >3,6 pg/dl lub stezenie
kortyzolu w 30. minucie testu sigga >12,7 ng/dl (60). Dotychczasowe badania wskazuja,
iz po uzyskaniu prawidlowej odpowiedzi w tescie stymulacji zakonczenie leczenia

substytucyjnego jest bezpieczne.
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4.5 Uzasadnienie polaczenia prac w cykl publikacji

Prace tworzace cykl publikacji w sposdb spojny poruszaja tematyke wystgpowania
GI-AI w przebiegu stosowania cotygodniowych pulsow ivMP w terapii GO zgodnie
z zaleceniami EUGOGO, jednocze$nie omawiajagc diagnostyke i leczenie GI-Al oraz

schemat zakonczenia przewleklej terapii GCs.

W publikacji nr 1 przeanalizowano wplyw terapii 12 pulsami ivMP w dawce
kumulacyjnej 4,5 g na czynno$¢ kory nadnerczy poprzez oznaczenie st¢zenia DHEA-S
w surowicy, ACTH w osoczu oraz kortyzolu w surowicy, a takze przeprowadzenie testu
stymulacji syntetycznym ACTH w dawce 250 pg. Dodatkowo, w diagnostyce
Al zastosowano pomiary st¢zenia kortyzolu w $linie. Oceniono réwniez funkcje kory

nadnerczy po zastosowaniu 3 miesi¢cznej terapii prednizonem.

W publikacji nr 2 po raz pierwszy oceniono czynno$¢ kory nadnerczy za pomoca
testu z 1 pg syntetycznego ACTH po zastosowaniu leczenia GO pulsami ivMP w dawce
kumulacyjnej 4,5 g lub 7,5 g. Dawke 1 ug ACTH uzyto z uwagi na dane sugerujace wicksza
czuto$¢ 1 specyficznosé testu w porownaniu z dawka 250 pg. W badaniu po raz pierwszy

zaobserwowano wystepowanie GI-Al po zastosowaniu 12 pulsow ivMP w terapii

GO wedhug wytycznych EUGOGO.

W pracy nr 3 dokonano, w oparciu o analizg literatury przedmiotu, podsumowania
dotychczasowych wynikow badan 1 wiedzy na temat odstawiania przewlektej terapii GCs.

Zaprezentowano takze epidemiologi¢, patogeneze, diagnostyke i leczenie GI-Al.
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5. Zalozenia i cel pracy

GI-AI stanowi zagrazajace zyciu powiktanie przewlektej terapii GCs, ktore wymaga
pilnej diagnostyki oraz specjalistycznej terapii. Na podstawie przegladu dostepnej
literatury  postawiono hipoteze¢, iz zastosowanie terapii GO w schemacie
12 cotygodniowych pulsow ivMP w kumulacyjnej dawce 4,5 g lub 7,5 g zgodnie
z zaleceniami EUGOGO moze negatywnie wplywa¢ na czynnos$¢ kory nadnerczy i moze
wywotywaé GI-Al. Omowiono réwniez schematy zakonczenia przewlektej terapii GCs,

metody diagnostyki oraz leczenia GI-Al.
Badania przeprowadzone w zakresie niniejszej pracy doktorskiej miaty na celu:

1. analize wptywu 12 cotygodniowych pulsow ivMP w kumulacyjnej dawce 4,5 g lub
7,5 g na poszczegdlne parametry czynno$ci kory nadnerczy;

2. ustalenie czgstoSci wystepowania GI-Al u pacjentow leczonych ivMP
w kumulacyjnej dawce 4,5 g lub 7,5 g za pomoca zastosowania testu z 250 ng
i1 pg syntetycznego ACTH,;

3. ocen¢ wplywu terapii prednizonem w dawce 30 mg stopniowo zmniejszanej

w okresie 3 miesi¢cy na funkcje kory nadnerczys;

4. szczegdtowe podsumowanie dotychczasowej wiedzy na temat GI-Al oraz

schematow odstawiania przewlektej terapii GCs.
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6. Prace tworzace cykl publikacji

6.1
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Abstract: Treatment of active, moderate-to-severe Graves’ orbitopathy (GO) is the administration
of intravenous methylprednisolone (IVMP). IVMP may be followed by additional therapy with
oral prednisone. The aim of this study was to analyze the impact of IVMP on adrenal function by
evaluation of serum, salivary cortisol and serum dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S). Fourteen
patients received IVMP treatment (cumulative dose of 4.5 g in 12 weekly infusions) followed by oral
prednisone (for three months). All patients showed normal adrenal function before the 12th IVMP
pulse and one patient was diagnosed with secondary adrenal insufficiency (Al) after prednisone
treatment. DHEA-S was significantly lower before the 12th IVMP pulse and after oral prednisone
(p = 0.015 and p = 0.00002, respectively) in comparison to evaluation before therapy. DHEA-S levels
were below the reference range in one and three patients before the 12th IVMP pulse and after
prednisone therapy, respectively. We observed decreased serum (p = 0.05) and salivary (p = 0.011)
cortisol levels after oral prednisone therapy in comparison to evaluation before therapy. Treatment
with IVMP in a cumulative dose of 4.5 g affects adrenal function, causing more severe impairment of
DHEA-S secretion than that of cortisol but does not cause secondary Al Additional therapy with oral
glucocorticoids after IVMP can cause secondary AL

Keywords: adrenal insufficiency; dehydroepiandrosterone sulfate; glucocorticoids; Graves’
ophthalmopathy; Graves’ orbitopathy; methylprednisolone; salivary cortisol; serum cortisol

1. Introduction

Graves’ orbitopathy (GO) is an extra-thyroidal manifestation of Graves’ disease. It presents as
a group of ocular symptoms caused by an enlargement of extraocular muscles and orbital adipose
tissue due to autoimmunological inflammation. According to the European Group on Graves’
Orbitopathy (EUGOGO) protocol, management of active, moderate-to-severe GO is the administration
of intravenous methylprednisolone (IVMP) pulses [1]. Treatment with glucocorticoids (GCs) may cause
suppression of the hy pothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis and precipitate adrenal insufficiency
(AI). The influence of intravenous GCs on the HPA axis has not been sulfficiently investigated.

The aim of this study was to analyze possible adverse effects of therapy with IVMP on adrenal
function and to assess the use of salivary cortisol and serum dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S)
to evaluate the HPA axis function after treatment with IVMP and oral prednisone in patients with GO.

J. Clin. Med. 2020, 9, 3233; doi:10.3390/jcm9103233 www.mdpi.com/journal/jcm
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2. Material and Methods

2.1. Patients

Fourteen individuals (11 females) with active, moderate-to-severe GO according to the EUGOGO
criteria treated with IVMP and prednisone, were included in the study. The presence of >1 of the
following features of GO: inconstant or constant diplopia, lid retraction > 2 mm, moderate or severe
soft-tissue involvement or exophthalmos > 23 mm was categorized as moderate-to-severe GO [2].
Patients were admitted to the Department of Internal Medicine and Endocrinology, Medical University
of Warsaw, between 2013 and 2016. The inclusion criterion was euthyroidism within the last three
months before the study. Exclusion criteria were diagnosis of Al, treatment with GCs or medication
altering the plasma cortisol binding globulin (CBG) and serum DHEA-S levels within the last six
months before the study and medical conditions altering CBG levels (e.g., hepatitis, cirrhosis, diabetes,
nephrotic syndrome, polycystic ovary syndrome, hypoproteinemia and inflammation). The study was
approved by the Commission of Bioethics at the Medical University of Warsaw, Poland (KB 42/2011;
15 March 2011) and conducted with the written consent of all participants, in accordance with the
Declaration of Helsinki.

2.2. Study Design and Treatment

Four factors were statistically analyzed: serum cortisol, salivary cortisol, serum DHEA-S and
plasma adrenocorticotropic hormone (ACTH) levels. The factors were assessed at three time points:
directly before administration of the 1st and 12th IVMP pulses and after the cessation of oral prednisone
therapy. Blood and saliva samples were obtained between 8:00 and 9:00 a.m. For saliva collection, a
Salivette® commercial device (Sarstedt, Niimbrecht, Germany) was used. Patients were advised to
obtain saliva samples after fasting and without brushing their teeth. Serum and saliva samples were
stored at —20 °C until analysis.

We administered a cumulative dose of 4.5 g of IVMP every week following the protocol (6 weekly
infusions of 0.5 g and afterward, 6 weekly infusions of 0.25 g) according to EUGOGO recommendations
(1). Following this, patients received 30 mg of oral prednisone in a single daily dose, tapered on
a two-week schedule to 5 mg/day over 3 months. Afterward, oral substitution of hydrocortisone
10 mg/day was administered until the day of the examination of morning serum and salivary cortisol,
DHEA-S and ACTH (at least seven days after prednisone cessation). Secondary Al was ruled out
in patients who did not present clinical features of Al (weakness, fatigue, orthostatic hypotension,
muscle pain, hyperpigmentation, nausea, weight loss, hypoglycemia) and had morning serum cortisol
level > 10 pug/dL. In patients with morning serum cortisol < 10 ug/dL high-dose (250 pg), a synthetic
ACTH stimulation test was performed. Serum cortisol was evaluated before, 30 min and 60 min
after the injection. Secondary Al was ruled out if the serum cortisol level was >18 ng/dL after
stimulation with synthetic ACTH, and the patient showed a lack of symptoms of AL In these patients,
oral hydrocortisone was discontinued. In patients with a diagnosis of secondary Al, we continued
therapy with hydrocortisone 10 mg/day. A synthetic ACTH stimulation test was then performed every
three months until a proper response in the ACTH stimulation test was observed. At that point, we
discontinued hydrocortisone supplementation.

2.3. Assays

Serum and salivary cortisol concentrations were measured using a first-generation Elecsys®
cortisol assay (Roche Diagnostics Limited, Burgess Hill, UK). Serum DHEA-S and plasma ACTH levels
were measured using Elecsys® DHEA-S assay (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) and
Elecsys® ACTH assay (Roche Diagnostics Limited, Burgess Hill, UK), respectively. ACTH stimulation
tests were performed with synthetic ACTH (0.25 mg Synacthen® Novartis, Basel, Switzerland).
The normal ranges of morning salivary cortisol were established at 0.11-1.29 ug/dL, based on healthy
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control group values between the 2.5th and 97.5th percentile. For serum DHEA-S concentration, we
used age- and sex-adjusted reference ranges.

2.4. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the STATISTICA 13.3.721.1 64-bit (PL) program.
The results are expressed as mean + standard deviation. The distribution of variables was measured
using the Shapiro-Wilk test. A parametric test was used for the data with normal distribution—in this
case, the paired t-test. If the result from the Shapiro-Wilk test was statistically significant (p < 0.05),
the Wilcoxon test was used to compare the variables” nonparametric data. The decrease or increase of
a given parameter was compared with the Student’s {-test and the Wilcoxon test. The results were
considered statistically significant with p-value < 0.05.

3. Results

At the beginning of the treatment, all patients presented with DHEA-S levels within age and
sex-specific reference intervals. Before the 12th IVMP pulse, one of 14 (7%) patients had a DHEA-S
level below the reference range. After oral prednisone therapy, three of 14 (21%) patients presented
with DHEA-S levels below the reference range; one of these patients also had a morning serum cortisol
level < 10 pg/dL.

Morning serum cortisol levels < 10 pg/dL were observed in three (21%) patients before the 12th
IVMP pulse and in six (43%) patients after oral prednisone therapy. They underwent evaluation with a
high-dose (250 pg) synthetic ACTH stimulation test. All three patients with decreased morning serum
cortisol levels (<10 pg/dL) before the 12th IVMP pulse showed a proper response (serum cortisol level
> 18 pg/dL) in the ACTH stimulation test. After oral prednisone treatment, five out of six patients
with decreased morning serum cortisol levels showed a proper response in the ACTH stimulation
test. One patient was diagnosed with secondary Al (serum cortisol in ACTH stimulation tests were 0’:
5.53 pg/dL, 30": 14.61 pg/dL; 60": 17.37 pg/dL).

We found a statistically significant decrease of serum DHEA-S and no statistically significant
decrease of serum cortisol and salivary cortisol (p = 0.015, p = 0.165 and p = 0.638, respectively) before
administration of 12th IVMP pulse in comparison to evaluation before treatment. All patients fulfilled
the criteria (laboratory and clinical) of normal adrenal function (Table 1; Figure 1).

Table 1. The results at three time points.

Variables Before 1st Pulse Before 12th Pulse  After Oral Prednisone Therapy
TSC (ng/dL) 14.46 + 572 11.93 + 3.56 10.90 + 3.98 2
SC (ug/dL) 0.82 + 0.40 0.73 + 0.43 0.54 +0.14°
DHEA-S (ug/dL) 155.60 + 66.17 115.2 + 74.182 76.1 + 58.97 ¢
ACTH (pg/mL) 12.99 +7.48 13.49 + 10.04 9.1+872

Data are expressed as mean with standard deviation. Abbreviations: TSC, total serum cortisol (normal range:
6.2-19.4 pg/dL); SC, salivary cortisol (normal range: 0.11-1.29 ug/dL); DHEA-S, dehydroepiandrosterone sulfate
(serum DHEA-S age- and sex-adjusted reference ranges were used); ACTH, adrenocorticotropic hormone (normal
range: 7.2-63.6 pg/mL); statistically significant results are bolded; ? p < 0.05; b p £0.01; € p <0.00005, p values refer
to comparisons to measurements before the 1st pulse.
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Figure 1. Comparison of variables during intravenous methylprednisolone treatment. (A) and (B) show
cortisol levels in serum and saliva, respectively; (C) shows serum DHEA-S levels; (D) shows plasma
ACTH levels. Abbreviations: ACTH, adrenocorticotropic hormone; DHEA-S, dehydroepiandrosterone
sulfate; normal ranges: serum cortisol 6.2-19.4 pg/dL; salivary cortisol 0.11-1.29 ug/dL; ACTH 7.2-63.6
pg/mL; serum DHEA-S age and sex-adjusted reference ranges were used.

After oral prednisone therapy, we observed statistically significant decreases of serum DHEA-S,
serum and salivary cortisol (p = 0.00002, p = 0.05 and p = 0.011, respectively) in comparison to
assessment before treatment.

The difference between ACTH levels at three time points during the treatment was not statistically
significant. No statistically significant correlation between the age of the patients and serum DHEA-S,

serum and salivary cortisol level changes was observed. The results are presented in Table 1 and
Figure 1.

4. Discussion

Exogenous GCs may have a negative influence on the HPA axis, as secondary Al is frequently
reported after cessation of GCs treatment. Although IVMP has been proven to cause various side
effects [3], its impact on adrenal function has not been clearly established. Nonetheless, IVMP is
widely used in many disorders, including inflammatory, autoimmune diseases. Determination of
secondary Al remains challenging as diagnostic procedures are still being improved. Evaluation of
morning serum cortisol levels or peak serum cortisol levels 30 and 60 min after stimulation with
synthetic corticotropin is the recommended confirmatory test for Al [4]. Serum cortisol is bound to
CBG and albumin in 90% and 10% of cases, respectively [5,6]. The states that reduce (inflammation
and/or rare genetic syndromes) or increase (estrogen intake, pregnancy) these protein levels need to be
considered in the interpretation of serum cortisol levels [7]. Salivary cortisol reflects the free fraction of
cortisol, as it does not depend on albumin and CBG levels. Collecting a sample of salivary cortisol is
noninvasive and may be done at home. For this reason, salivary cortisol shows potential as a more
valuable screening biomarker of HPA axis dysfunction [8,9]. Dehydroepiandrosterone and DHEA-S
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are adrenal androgens also used in the assessment of the HPA axis. In clinical diagnostics, DHEA-S is
used more frequently because of its longer half-life and lack of circulating diurnal variations [10].

In our research, we did not find a statistically significant decrease of serum and salivary cortisol
before administration of the 12th IVMP pulse in comparison to evaluation before treatment, while one
study showed a statistically significant decrease of serum cortisol concentration before administration
of the 12th IVMP pulse [11]. The results of our study show that none of the patients developed
secondary Al at the cessation of IVMP treatment in a cumulative dose of 4.5 g. Previous studies did
not prove secondary Al after therapy with standard EUGOGO protocol (cumulative dose of 4.5 g
IVMP) as well [11-13]. However, dynamic testing with synthetic ACTH has low sensitivity in ruling
out secondary Al, especially when considering short-lasting (less than 4-6 weeks) Al [14]. For this
reason, we evaluated the impact of IVMP on adrenal function using for the first-time salivary cortisol
and DHEA-S level.

Although we did not observe secondary Al at the cessation of IVMP treatment, our study points
to a statistically significant decrease of DHEA-S levels between the first and last pulse of IVMP.
These results lead to the conclusion that therapy with IVMP in a cumulative dose of 4.5 g may
significantly affect the HPA axis, as it leads to a more severe decrease of DHEA-S secretion than
that of cortisol; therefore, therapy with a higher cumulative dose may possibly lead to secondary AL
Assessment of adrenal function should be considered after cessation of treatment with intravenous
GCs, especially in patients receiving higher single and cumulative doses of IVMP. Measuring serum
DHEA-S concentration may be helpful in assessing adrenal function before and after IVMP therapy
of GO. Al-Aridi, Abdelmannan et al. [15] recommend measurements of baseline serum cortisol and
serum DHEA-S levels in establishing the diagnosis of Al. They indicate that only very low (<5 pg/dL)
or clearly elevated levels of baseline serum cortisol measurements are helpful, whereas a normal age-
and sex-adjusted serum DHEA-S level practically rules out the diagnosis of AL. Charoensri et al. [16]
observed that normal age- and gender-specific DHEA-S levels predict intact HPA axis function with a
sensitivity of 87.1%, a specificity of 86.7% and a positive predictive value of 93.1%.

After three further months of therapy with oral prednisone, we found one case of secondary Al
and observed a statistically significant decrease of both serum DHEA-S and serum and salivary cortisol
in comparison to evaluation before treatment. These results show that the use of oral GCs even in a
relatively short period with low, tapered doses after IVMP administration in GO treatment may lead to
secondary Al Evaluation of the HPA axis after additional oral GCs treatment should be mandatory.

The use of salivary cortisol in the diagnosis of Al has been investigated in a great deal of research.
In two independent studies [17,18], it has been shown that morning salivary cortisol is sensitive enough
to be an alternative method for the ACTH stimulation test in the diagnosis of Al. The application of
salivary cortisol measurement is limited by deficiently standardized assays and the lack of a single,
validated reference range, as it was primarily intended for serum cortisol analysis [19]. Roche does not
provide the lower cutoff point for the first-generation assay for morning salivary cortisol. In our study,
we used the lower cutoff point established by the laboratory of the Department of Endocrinology
(0.11 pg/dL). Deutschbein et al. estimated a similar lower cutoff for salivary cortisol level of 3.2 nmol/L
(0.12 pg/dL with conversion factor for nmol/L to pg/dL: divide by 27.59) when screening for secondary
AI[20]. Another study showed yet different cutoffs for the first generation assay being 6.14 nmol/L at
waking and 5.42 nmol/L one-hour post-waking [21]. In our study, measurements of salivary cortisol
levels did not prove to be useful in diagnosing secondary Al After oral prednisone treatment, we did
not find a decreased morning salivary cortisol concentration in the patient who was simultaneously
diagnosed with Al using the synthetic ACTH stimulation test. According to recent studies [21,22],
the second-generation assay shows a better correlation with liquid chromatography—tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS), the gold standard for cortisol measurement, compared to Cortisol I assay.
Further research on the Roche Cortisol II assay may determine the use of salivary cortisol in the
diagnostic of Al in patients with GO treated with IVMP and oral prednisone.
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Regarding ACTH levels, the morning changes of ACTH are associated with pulsatile secretion
and its very short half-life. In our study, the median levels of ACTH oscillated around 13 pg/mL,
which is rather low. This could be an explanation for the fact that the ACTH levels did not change
simultaneously with the decrease of DHEA-S and cortisol levels.

The present study has possible limitations, the main being small groups of patients and
limited follow-up.

5. Conclusions

Treatment of active, moderate-to-severe GO with IVMP in a cumulative dose of 4.5 g causes a
statistically significant decrease of DHEA-s levels. Therapy with IVMP in a cumulative dose of 4.5 g
affects adrenal function, causing more severe impairment of DHEA-S secretion than that of cortisol but
does not lead to secondary Al Treatment with oral GCs after IVMP pulses, even for a relatively short
period of time with low, tapered doses, can lead to secondary Al Evaluation of the HPA axis after
additional oral GCs treatment should be mandatory.

Further research with a greater group of patients treated according to schedule with higher doses
of IVPM (6 weekly infusions of 0.75 g followed by 6 weekly infusions of 0.5 g) is needed to evaluate
possible changes in serum, salivary cortisol and serum DHEA-S levels.
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Abstract: Glucocorticoids (GCs) are widely used due to their anti-inflammatory and immunosup-
pressive effects. As many as 1-3% of the population are currently on GC treatment. Prolonged
therapy with GCs is associated with an increased risk of GC-induced adrenal insufficiency (AI). Alis
a rare and often underdiagnosed clinical condition characterized by deficient GC production by the
adrenal cortex. Al can be life-threatening; therefore, it is essential to know how to diagnose and
treat this disorder. Not only oral but also inhalation, topical, nasal, intra-articular and intravenous
administration of GCs may lead to adrenal suppression. Moreover, recent studies have proven that
short-term (<4 weeks), as well as low-dose (<5 mg prednisone equivalent per day) GC treatment can
also suppress the hypothalamic-pituitary—adrenal axis. Chronic therapy with GCs is the most com-
mon cause of AL GC-induced Al remains challenging for clinicians in everyday patient care. Properly
conducted GC withdrawal is crucial in preventing GC-induced AI; however, adrenal suppression
may occur despite following recommended GC tapering regimens. A suspicion of GC-induced Al
requires careful diagnostic workup and prompt introduction of a GC replacement treatment. The
present review provides a summary of current knowledge on the management of GC-induced Al,
including diagnostic methods, treatment schedules, and GC withdrawal regimens in adults.

Keywords: adrenal insufficiency; cortisol; glucocorticoid treatment; glucocorticoid withdrawal;
glucocorticoid-induced adrenal insufficiency

1. Introduction

Adrenal glands are composed of the adrenal medulla and adrenal cortex. The medulla
is responsible for the secretion of adrenaline, noradrenaline, and dopamine. The adrenal
cortex consists of three layers: zona glomerulosa, fasciculata, and reticularis, which produce
mineralocorticoids (aldosterone), glucocorticoids (GCs) (11-deoxycorticosterone, corticos-
terone, and cortisol), and androgens (mostly dehydroepiandrosterone (DHEA), DHEA
sulfate (DHEA-S), and androstenedione), respectively. Cortisol secretion depends on
the proper function of the hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis. Hypothalamic
corticotropin-releasing hormone (CRH) stimulates the secretion and synthesis of the adreno-
corticotropic hormone (ACTH) in the anterior pituitary. ACTH triggers the release of
cortisol and adrenal androgens by binding to the melanocortin-2 receptor on the cells of
the zona fasciculata and zona reticularis of the adrenal cortex [1].

Adrenal insufficiency (Al) is a condition resulting from the deficit of GCs. In primary
Al, decreased cortisol secretion is caused by altered function of the adrenal glands and is
accompanied by the lack of mineralocorticoids and adrenal androgens as well [2]. The rea-
son for secondary Al is impaired secretion of ACTH, either due to pituitary conditions or
due to decreased hypothalamic secretion of CRH. It is most commonly caused by chronic
therapy with GCs (GC-induced Al) [2]. The symptoms of secondary Al result from lack
of GCs only, as mineralocorticoid secretion is usually preserved, being dependent on the
renin-angiotensin system.
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A variety of GC preparations are used for the treatment of inflammatory, autoimmune
disorders, and malignancies. As many as 1-3% of the population are currently on GC
treatment [3,4]. Commonly used GCs differ in their anti-inflammatory potency, miner-
alocorticoid activity, and duration of biological effect, and therefore, ACTH suppression
(Table 1). Prednisone, methylprednisolone, and dexamethasone are used in chronic therapy
because of a stronger anti-inflammatory activity and lesser sodium retention effect than
hydrocortisone [5]. Hydrocortisone is preferably used as a replacement therapy in Al as its
short duration of action allows the HPA axis to recover between doses. Exogenous GCs
suppress CRH release and therefore ACTH secretion by negative feedback. It primarily
leads to an inadequate adrenal response to stress factors and/or a decreased baseline GC
levels. A prolonged (more than 4-6 weeks) insufficient ACTH secretion leads to an atrophy
of the zona fasciculata and reticularis and decreased ability to secrete cortisol [6]. Tapering
the dose of GCs helps the recovery of the HPA axis by resulting in the increase of ACTH

level and subsequent restoration of normal adrenal function and cortisol secretion.

Table 1. Characteristics of glucocorticoid preparations.

Equivalent Physiological Mineralocorticoid Activity

Glucocorticoids Doses [mg/Day] Duration of Action [Hours] Relative to Hydrocortisone
Hydrocortisone 20 8-12 1
Prednisone 5 12-36 0.8
Methylprednisolone 4 12-36 0.5
Triamcinolone 4 12-36 0
Dexamethasone 0.75 36-72 0
Betamethasone 0.6 36-72 0

Data from: Nieman, L.K. Pharmacologic use of glucocorticoids. UpToDate. Accessed on 29 March 2021.

It is certain that the administration of oral GCs, long-term and in high doses, may cause
GC-induced Al [7-10]. However, recent studies have found that even short-term (<4 weeks)
or low-dose (<5 mg prednisone equivalent per day) GC therapy can alter the function of
the HPA axis [11,12]. Abrupt reduction or cessation of exogenous GCs may precipitate
symptoms of Al or lead to adrenal crisis [13]. The probability of the suppression of the HPA
axis cannot be estimated given the potency, dose, or duration of GC treatment as it does not
only depend on these factors but also on different GC metabolism between patients [8,14,15].
Drugs inducing the enzyme CYP3A4 may also affect the metabolism of cortisol, resulting
in its faster inactivation to 6B-hydroxycortisol, hence, a need for an increased dose of
exogenous GCs per day [16]. Several studies have also proven that inhalation, topical, nasal,
intra-articular, as well as intravenous (IV) administration of GCs may cause the suppression
of the HPA axis [8,17-23]. Broersen et al. [7] estimated the percentages of patients diagnosed
with AT after GC withdrawal at 48.7% for oral administration, 7.8% for inhalation, 4.7%, and
4.2% for topical and nasal administration, respectively.

Recent studies have shown that the treatment with an IV methylprednisolone adminis-
tered every week protocol (cumulative dose of 4.5 g) does not cause GC-induced Al [24-27].
It was, however, proven that this therapy affects adrenal function, causing more severe
impairment of DHEA-S secretion than that of cortisol [25]. This subject requires further
investigation, as the possibility of the HPA axis suppression in patients receiving IV GCs
has not been sufficiently investigated.

2. Diagnosing GC-Induced Al

The diagnosis of GC-induced Al in adults is established by detecting low baseline
and/or stimulated serum cortisol and requires the etiology of the condition to be deter-
mined and introduction of the appropriate replacement treatment (Figure 1).
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Figure 1. Diagnostic algorithm for patients before and after glucocorticoid withdrawal. Diagnostic
workup should never postpone the start of GC replacement treatment when suspecting adrenal
crisis. Data from: Furst et al. Glucocorticoid withdrawal. UpToDate. Accessed on 29 March
2021; Fleseriu et al. Hormonal replacement in hypopituitarism in adults: an Endocrine Society
Clinical Practice Guideline (2016); Pofi et al. The short synacthen (corticotropin) test can be used to
predict recovery of hypothalamo-pituitary-adrenal axis function (2018). Abbreviations: Al, adrenal
insufficiency; GC, glucocorticoid; SST, short stimulation test with synthetic ACTH; 1 prednisone or
equivalent; 2 as described in the GC withdrawal paragraph. A cortisol: 30-min cortisol minus basal
cortisol.
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2.1. Symptoms of Al

Symptoms of Al are unspecific and, therefore, can be easily overlooked. Patients may
experience fatigue, lack of energy, nausea, vomiting, loss of appetite, weight loss, myalgia,
and abdominal pain. The most frequent biochemical finding is hyponatremia, while other
electrolyte abnormalities such as hyperkalemia and hypercalcemia are found only in
primary AL In GC-induced Al, patients may present with pale skin as a result of decreased
activation of skin melanocortin 1 receptor by ACTH. Characteristic hyperpigmentation of
the skin occurs only with primary AL Clinical suspicion of Al always requires performing
diagnostic workup. Diagnosing Al is challenging, especially because missing the diagnosis
can potentially be life-threatening.

2.2. Baseline Measurements

Baseline serum cortisol can be useful as a screening method for Al Secretion of cortisol
follows a circadian rhythm and peaks between 6:00 and 9:00 a.m. For that reason, a reference
range was established based on the samples collected between 8:00 and 9:00 a.m., and
therefore, morning serum cortisol should be measured at this time. As cortisol is 90% bound
to CBG, states altering CBG levels (e.g., inflammation, pregnancy, critical illness) have to
be considered before making a diagnosis of AI [28]. It has been established that serum
cortisol values below 3 pg/dL rule in the diagnosis of Al, while levels above 18 pg/dL
practically rule out AI [29-31]. Lower cutoffs for morning cortisol levels may vary for
different immunoassays [32]. Patients with both normal and impaired HPA axis may
present with serum cortisol levels ranging from 3 pg/dL to 18 pg/dL. The Endocrine
Society suggests performing dynamic testing, which is essential for making the diagnosis
of Al, when the morning cortisol level is between 3 and 15 pg/dL [33].

Salivary cortisol level is independent from CBG concentrations and reflects free serum
cortisol, which is the active fraction. It is suggested as an alternative for serum cortisol
measurement [34,35], especially when CBG levels are altered [36]. Methods for sampling
salivary cortisol does not require blood collection, therefore, a stress reaction causing
an increase of cortisol is insignificant [37]. However, the use of salivary cortisol in the
diagnosis of Al is limited due to a lack of validated reference ranges [38]. Various studies
have estimated different cutoff points for morning salivary cortisol and a lower cutoff
point has not been yet established [35,37,39,40]. Moreover, the specificity of the assays used
for salivary cortisol measurement (first and second-generation electrochemiluminescence
assays and liquid chromatography-mass spectrometry) was proven to be low [38].

ACTH level in plasma has a low value in diagnosing GC-induced Al, as its values can be
both low and normal in this condition. Detecting clearly elevated ACTH level (>100 pg/mL)
may be helpful in ruling out GC-induced Al as it is characteristic of primary AI [41].

DHEA-S level along with baseline serum cortisol level might be helpful in evaluating
adrenal function [42]. Normal age- and sex-adjusted serum DHEA-S level predict a proper
HPA axis function with a sensitivity of 87.1%, a specificity of 86.7% and a positive predictive
value of 93.1% [43]. However, a recent study indicated that DHEA-S alone is a worse
parameter for diagnosis of GC-induced AI compared to morning serum cortisol level [11].

2.3. Dynamic Tests

It is essential to perform dynamic tests when evaluating adrenal cortisol reserves. Di-
agnosing GC-induced Al should be performed after tapering the GC dose to the equivalent
of <5 mg/day of prednisone, preferably hydrocortisone, as long-acting GCs may alter the
results of cortisol levels for at least 48 h [33,44]. Hydrocortisone should be discontinued for
24 h before dynamic tests [44,45]. Diagnostic tests for Al include a short stimulation test
with synthetic ACTH (SST), insulin tolerance test (ITT), metyrapone stimulation test, CRH
stimulation test, and glucagon stimulation test.

SST measures the adrenal response to exogenous synthetic ACTH and is routinely
used for the diagnosis of AL It was judged reliable compared to ITT [46,47] and is safe
for the patients. Cortisol level is usually assessed at baseline, 30 and 60 min after IV
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administration of 250 pg (standard dose test-SDT) or 1 pug (low dose test-LDT) of synthetic
ACTH. Because of the low sensitivity of both tests, they are more useful in ruling in
secondary Al, more than ruling out the diagnosis [48]. However, a peak cortisol level
higher than 18-20 pg/dL (depending on assay-specific reference ranges) practically rule
out GC-induced Al [44,47]. Meta-analyses have demonstrated a moderate, yet similar,
diagnostic accuracy of standard and low dose stimulation tests in secondary Al [48,49].
While SDT is considered the “gold standard” for establishing primary AI diagnosis [50],
some researchers favor LDT in making the diagnosis of secondary AI [51].

ITT measures the response of the whole HPA axis to hypoglycemia, which is one of
its most potent stimulants. Patients receive soluble insulin (0.1 U/kg, IV), and the cortisol
level is measured 15 min before the insulin injection and every 15 min to 1 h and every 30
min to 2 h thereafter. Al is diagnosed if peak cortisol concentration is <18 pug/dL [52]. ITT
is valid when the level of glucose falls below 40 mg/dL and the signs and/or symptoms
of hypoglycemia are present. For that reason, ITT has many contraindications (>60 years,
cardiovascular or cerebrovascular disease, pregnancy) and potentially dangerous side
effects such as neuroglycopenia [44].

Metyrapone, CRH, and glucagon stimulation tests are less frequently performed.
They are useful in the assessment of the HPA axis function and may be helpful in di-
agnosing GC-induced Al Metyrapone inhibits the conversion from 11-deoxycortisol to
cortisol and causes the lowering of cortisol levels. In healthy individuals, it leads to a
subsequent rise in ACTH and 11-deoxycortisol level, which is measured in the morning
after metyrapone administration 8 h earlier. A lack of increase of 11-deoxycortisol can
indicate ACTH deficiency.

CRH stimulation test requires administration of CRH (1 pg/kg IV) and evaluation of
cortisol and ACTH levels at baseline and at 15, 30, 45, 60, 90, and 120 min. In those with
secondary Al there is little or no ACTH response. CRH stimulation test is not commonly
used because of the high cost of the CRH peptide and low sensitivity for detecting AI [53].
The glucagon test involves evaluation of cortisol level at 90 min and then every 30 min to 4
h after the intramuscular injection of 1 mg glucagon, which stimulates ACTH secretion.
Detecting insufficient cortisol response during the test is suggestive of Al The utility of
metyrapone, glucagon, and CRH stimulation tests in diagnosing GC-induced Al has not
yet been sufficiently investigated.

For diagnosis of GC-induced Al the use of LDT is recommended [45]. Some authors
suggest that LDT has higher sensitivity than SDT [54-56]. It is attributed to the fact that
doses of ACTH used during LDT mimic physiological stimulation of the adrenal glands,
while the supraphysiological dose used in SDT may be sufficient to produce a response in
partially atrophied glands [54]. Two main concerns have been raised regarding LDT use.
1 pg preparation is not commercially available, therefore preparing a 1 pg dose of ACTH
requires appropriate diluting a 250- pg vial. A lack of a standardized dilution protocol may
lead to the administration of variable doses of ACTH [57]. Another concern was proof that
administration of synthetic ACTH via long plastic tubing may lead to false results of LDT
due to the adherence of synthetic ACTH to the plastic [58].

2.4. MRI of the Hypothalamic-Pituitary Area

In case of a suspicion of GC-induced Al, other causes of central Al should be excluded,
and MRI of the hypothalamic—pituitary area should always be considered.

3. GC Withdrawal

GC withdrawal usually occurs after reaching the best or optimal therapeutic outcome.
Screening for Al is not generally recommended after every GC withdrawal. It is suggested
to assess the risk of the HPA axis suppression, which can be classified as probable, inter-
mediate /uncertain, and improbable (Table 2) [45]. Patients with a probable and intermedi-
ate/uncertain HPA axis suppression risk require a gradual decrease of GC dose. Abrupt ces-
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sation of GCs in these patients can lead to the development of Al symptoms. The patients
may also experience withdrawal symptoms that are unspecific and may mimic AI[59].

Table 2. Estimated risk of the suppression of the HPA axis with glucocorticoid therapy.

Probable Intermediate/Uncertain Improbable
>20 mg/day for >3 weeks or 10 to 20 mg/day for >3 weeks
. . d . < 3 weeks or
Treatment with prednisone (or >5 mg/day in the evening for or
. alternate-day approach at a
equivalent) more than a few weeks or <10 mg/day for more than a dose <10 m.
Cushingoid appearance few weeks &
Suggested approach

Cessation of GC therapy
Gradual GC withdrawal Gradual GC withdrawal without previous gradual

withdrawal is acceptable

GC, glucocorticoid. Data from: Furst, D. E.; Saag, K. G. Glucocorticoid withdrawal. UpToDate. Accessed on 29 March 2021.

GCs may be reduced according to the following scheme [45]:

e 5to 10 mg/day every one to two weeks from an initial dose >40 mg/day of prednisone
(or equivalent);

5 mg/day every one to two weeks at prednisone doses ranging from 40 to 20 mg/day;
2.5 mg/day every two to three weeks at prednisone doses ranging from 20 to 10 mg/day;
1 mg/day every two to four weeks at prednisone doses ranging from 10 to 5 mg/day;
0.5 mg/day every two to four weeks at prednisone doses <5 mg/day.

Tapering GCs according to the mentioned regimen does not always prevent symp-
toms of AL If patients develop signs or symptoms of Al during or after GC withdrawal,
then dynamic testing of adrenal function should be performed.

GCs can be discontinued without previous dose tapering in patients with an improba-
ble risk of HPA axis suppression (Table 2). The HPA axis suppression is uncommon with
prednisone doses less than 5 mg/day; however, some studies proved that even treatment
with physiological doses of GCs might precipitate AI[11,31].

4. Recovery of the HPA Axis

There are no specific guidelines concerning the evaluation of the recovery of the HPA
axis. Many studies have shown that GC-induced Al may last even up to 2—4 years after
GC withdrawal, as in most cases, adrenal atrophy is slowly reversible [8,11,60-62]. It is
suggested that after 4 years from the diagnosis of GC-induced Al recovery of the adrenal
function is unlikely to occur [63].

Performing SST can also be used to assess the HPA axis recovery after the diagnosis of
GC-induced AI [63]. Repeating SST annually is suggested if the patient shows a response
to SST with delta cortisol <3.6 pg/dL (where delta cortisol means a cortisol value at 30-min
minus basal cortisol value) or 30-min cortisol <12.7 ug/dL. SST should be performed every
6 months if delta cortisol is >3.6 pg/dL or 30-min cortisol >12.7 ug/dL. If the response in
SST is adequate, GC replacement can be safely withdrawn.

5. Treatment

The treatment of GC-induced Al is a physiological replacement of GCs. Current
estimates of endogenous daily cortisol production averages 6-11 mg/m?/day [64,65],
an amount equivalent to 15-20 mg/ day of exogenous hydrocortisone. The recommended
replacement dose for the treatment of GC-induced Al is therefore 15-20 mg of the short-
acting GC. It may be taken in two (in the morning and at dinner time) or three doses per
day [2]. Half to two-thirds of the daily dose should be administered in the morning to
mimic the circadian rhythm of cortisol and avoid suppressing the morning ACTH secretion.
An individualized approach concerning the patient’s symptoms and signs is recommended.
Mineralocorticoid replacement is not needed in GC-induced AL
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Prevention of Adrenal Crisis

During conditions that require an increased cortisol secretion, such as illness, patients
with GC-induced Al should increase the GC dose to prevent the occurrence of adrenal
crisis. In case of persistent vomiting, parenteral GC should be administered. It is important
to ensure that the patient and/or the family are informed that during GC treatment the
patient may require an administration of stress dose GC [66]. This concerns patients on GC
treatment with a diagnosis of GC-induced Al, as well as patients with a probable risk of
the HPA axis suppression (Table 2).

Peri-operative steroid cover in patients receiving supraphysiological doses of GCs
should always be considered if there is a possibility that the patient may be adrenally
suppressed. Recent guidelines from the Association of Anaesthetists, the Royal College of
Physicians and the Society for Endocrinology UK [67] suggest administration of hydrocor-
tisone 100 mg IV at induction, followed by a continuous infusion of hydrocortisone (200
mg over 24 h) for major surgery in case of patients receiving GCs in supraphysiological
doses and those with GC-induced Al Continuous IV hydrocortisone infusion should be
preferred to intermittent bolus administration in the prevention and treatment of adrenal
crisis during major stress [68]. Dexamethasone 6-8 mg IV may be used as an alternative,
sufficient for a period of 24 h. Moderate procedures require 50 to 75 mg IV hydrocor-
tisone (or equivalent) on the day of surgery and the first postoperative day. For minor
surgical stress, the supplementation of hydrocortisone 25 mg IV (or equivalent) has been
advised [69].

6. Conclusions

As much as 1-3% of the population is currently on chronic GC treatment, which may
cause GC-induced Al The predictors of this condition have not yet been well identified.
GC-induced Al is an underestimated clinical condition, resulting in the risk of adrenal
crisis while not properly treated. The diagnosis and treatment of GC-induced Al remain
challenging. Several concerns are still raised regarding the right choice of the stimulation
test to confirm the diagnosis. Patients with GC-induced Al require careful, prolonged
endocrinological care, as the HPA axis recovery time cannot be predicted. The current
literature lacks specific guidelines concerning the duration and regimen of GC withdrawal.
Discontinuation of chronic GC therapy requires an individual approach, taking into con-
sideration the risk of the HPA axis suppression in each treated patient.
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Abstract

Purpose We aimed to assess adrenal function following treatment of moderate-to-severe and active Graves’ orbitopathy
(GO) with intravenous methylprednisolone (IVMP) in weekly pulses in a cumulative dose of 4.5 or 7.5 g. We evaluated the
impact of IVMP pulses on adrenal reserve using a low-dose (1 pg) ACTH stimulation test (LDT) for the first time.
Methods In this prospective study we evaluated adrenal function in 21 patients with moderate-to-severe and active GO treated
with 12 weekly IVMP pulses according to the European Group on Graves’ Orbitopathy (EUGOGO) recommendations. We
assessed serum cortisol, plasma adrenocorticotropic hormone (ACTH), and dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S) levels
before the 1st and 12th IVMP pulse. We performed dynamic testing using LDT before the 12th IVMP pulse in all patients.
In those who failed LDT, adrenal function was reassessed with LDT and the overnight metyrapone test after 4-7 weeks.
Results Two patients failed to achieve serum cortisol levels > 18.1 pg/dL at 30 and 60 min in LDT and were diagnosed with
glucocorticoid-induced adrenal insufficiency (GC-induced AT). They were recommended to take hydrocortisone in situations
of acute stress. Both patients were reassessed within 47 weeks after treatment cessation and showed an adequate response
in LDT and overnight metyrapone test. We observed a statistically significant decrease in DHEA-S levels (p=0.004) before
the 12th IVMP pulse compared to baseline in all patients.

Conclusion For the first time, our research shows that administering IVMP in 12 weekly pulses can result in GC-induced
Al We suggest that patients should undergo careful evaluation for GC-induced Al, including LDT, after therapy with IVMP
according to EUGOGO guidelines. Screening for altered adrenal reserve could prevent life-threatening complications, par-
ticularly during acute stress situations.

Keywords Adrenal insufficiency - Low-dose corticotropin test - Cosyntropin - Glucocorticoids - Graves’ orbitopathy -
Methylprednisolone

Introduction Prolonged exposure to exogenous GCs may lead to atrophy

of the adrenal cortex [3]. Long-term suppression of pitui-

Treatment with glucocorticoids (GCs) may result in cor-
tisol deficiency and is one of the most common causes of
adrenal insufficiency (AI) [1, 2]. GCs suppress the produc-
tion of cortisol in the adrenal glands by suppressing both
the corticotropin-releasing hormone (CRH) and the pitui-
tary adrenocorticotropic hormone (ACTH) releasing cells.
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tary and adrenal function can persist even after discontinu-
ing GCs [4]. Glucocorticoid-induced AI (GC-induced AI)
imposes a risk of life-threatening adrenal crisis, especially
when not diagnosed promptly and treated correctly [5].
The risk of GC-induced AI depends on factors such as
dosage, half-life, and potency of the GC, as well as admin-
istration mode, and duration of therapy [6]. According to the
current knowledge, GC-induced Al can result from not only
oral but also inhalation [7, 8], topical [9], and intra-articular
[10] administration of GCs. Long-acting GCs, such as dexa-
methasone and betamethasone, or doses exceeding 5 mg of

@ Springer
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prednisolone equivalent, particularly when administered for
over 4 weeks or at bedtime, are associated with a high risk
of GC-induced AI [11]. Pulse therapy, alternate day dosing,
and administration lasting < 2 weeks, regardless of dose, are
less likely to cause GC-induced AI [12].

According to the European Group on Graves’ Orbitopathy
(EUGOGO) guidelines first-line treatment for patients diag-
nosed with moderate-to-severe and active GO consists of
intravenous methylprednisolone (IVMP) given in 12 weekly
pulses in a cumulative dose of either 4.5 g or 7.5 g [13]. So
far, there has been limited research on the effect of intrave-
nous GCs administered in weekly pulses on adrenal func-
tion [14—-16]. In our previous study, we examined adrenal
function in another group of patients treated for moderate-
to-severe and active GO with IVMP in a cumulative dose of
4.5 g [17]. We did not observe secondary Al in patients at
the cessation of IVMP treatment, however, we found that the
therapy affects adrenal function, causing a statistically sig-
nificant decrease in dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-
S) levels (p=0.015) [17]. The adrenal reserve was assessed
using a high-dose (250 pg) synthetic ACTH stimulation test
(HDT). Several studies proved that the use of HDT is less
sensitive in the detection of secondary AI compared to low-
dose (1 pg) synthetic ACTH stimulation test (LDT) [18, 19].

In this study for the first time, we evaluated the impact of
weekly pulses of IVMP on adrenal function using stimula-
tion with 1 pg synthetic ACTH. Moreover, we assessed the
influence of IVMP treatment on serum cortisol, DHEA-S,
and ACTH.

Materials and methods
Patients

This prospective clinical study was conducted in the Depart-
ment of Internal Medicine and Endocrinology, Medical Uni-
versity of Warsaw, between September 2021 and July 2023.
The study was approved by the Commission of Bioethics at
the Medical University of Warsaw, Poland (KB 61/A2021;
02 July 2021) and conducted with all participants’ written
consent, in accordance with the Declaration of Helsinki.

Consecutive patients with moderate-to-severe and active
GO, scheduled to undergo IVMP treatment, were enrolled
to participate in the study. Exclusion criteria were as fol-
lows: (i) AI; (ii) a documented history of treatment with
GCs or pharmacotherapy affecting serum DHEA-S levels
and/or plasma cortisol binding globulin (CBG) within the
last six months before the study; (iii) diseases considerably
affecting CBG levels (e.g., inflammation, diabetes, nephrotic
syndrome, polycystic ovary syndrome, hepatitis, cirrhosis,
and hypoproteinemia); (iv) pregnancy or puerperium.
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Study design and treatment

Patients were administered IVMP in 12 weekly pulses (6
infusions of 0.5 g or 0.75 g and afterward, 6 infusions of
0.25 g or 0.5 g; a cumulative dose of 4.5 g or 7.5 g, respec-
tively), according to the EUGOGO 2021 protocol [13]. The
dosage was chosen following a careful assessment of the
clinical activity of GO. Serum cortisol, serum DHEA-S, and
plasma ACTH levels were assessed between 8:00 a.m. and
9:00 a.m., directly before administration of the 1st and 12th
IVMP pulse. LDT was performed in all patients before the
administration of the 12th IVMP pulse. A 1 pg synthetic
ACTH (Synacthen®) solution was administered intrave-
nously through an intravenous line (Kit Kath+IV Cannula
18G, 38 mm). Every injection of synthetic ACTH was fol-
lowed with intravenous administration of 5 ml physiologic
saline (0.9%). Serum cortisol blood samples were obtained
30 and 60 min after ACTH administration.

GC-induced AI was ruled out when peak levels of serum
cortisol during LDT were > 18.1 pg/dL at 30 or 60 min post
ACTH injection [20]. Patients with cortisol levels < 18.1 pg/
dL were advised to take hydrocortisone in stress doses dur-
ing acute stress, such as infections or surgery. After 4 and
7 weeks, LDT and overnight metyrapone tests were con-
ducted to reassess the adrenal function in patients diagnosed
with GC-induced Al. Metyrapone was administered orally
at a dose of 30 mg/kg body weight at midnight. The next
day, between 7:00 a.m. and 9:00 a.m., serum 11-deoxy-
cortisol, ACTH, and cortisol were measured. Metyrapone
inhibits 11p-hydroxylase, which converts 11-deoxycortisol
into cortisol. This leads to increased secretion of ACTH
and 11-deoxycortisol due to reduced cortisol synthesis.
[21]. Normal response consisted of serum 11-deoxycortisol
level between 200-635 nmol/L (70-220 ng/mL, conversion
factor: 1 ng/mL =2.886 nmol/L), and the cortisol level less
than 5 pg/dL [12].

Preparation of 1 pg synthetic ACTH solution

Synthetic ACTH is commercially available in 250 pg/mL
ampoules. The 1 pg dose was freshly prepared just before
administration. A 250 pg Synacthen ampoule was diluted
in 49 ml of sterile 0.9% saline (final volume 50 ml). Next, a
2 ml syringe was used to draw 1 ml of physiological saline
(0.9%) and 0.2 ml of a Synacthen solution. This resulted in
a synthetic ACTH solution of 1 pg/1.2 mL.

Assays

Serum cortisol concentrations were determined using
a second-generation Elecsys® Cortisol II assay (Roche
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Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Serum DHEA-
S and plasma ACTH levels were measured using Elecsys®
DHEA-S assay (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany) and Elecsys® ACTH assay (Roche Diagnos-
tics GmbH, Mannheim, Germany), respectively. ACTH
stimulation tests were performed with tetracosactide (1-24
ACTH, Synacthen, Alfasigma S.p.A., Bologna, Italy). For
serum DHEA-S concentration reference values are age and
sex-dependent. Plasma ACTH and serum cortisol refer-
ence ranges were 7.2—-63.6 pg/mL and 6.2-19.4 pg/dL,
respectively.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism
9.5.1 software. Distributions of the variables were evalu-
ated with the Shapiro—Wilk test. Results were presented as
medians with an interquartile range. Categorical data were
expressed as numbers and percentage values (%). The Wil-
coxon test was used for comparing the results before and
after IVMP therapy. Comparisons of data between the two
groups were performed with the Mann—Whitney U test.
Correlations between levels of adrenal hormones before
the 12th IVMP pulse and parameters of thyroid disease at
baseline were measured using the Spearman correlation
coefficient. The results with p-value <0.05 were consid-
ered statistically significant.

Results

Twenty-one patients were eligible for the study. Charac-
teristics of the individuals are presented in Table 1. At
the cessation of the treatment, patients did not report
the symptoms of AI (nausea, vomiting, loss of appetite,
fatigue, weakness, muscle, or abdominal pain). During the
physical examination none of the patients presented with
orthostatic hypotension.

Morning serum cortisol level before administration of
the 12th IVMP pulse was not available for one patient
due to hemolysis. Cortisol levels below 10 pg/dL were
observed in twelve patients (57%) before the 12th IVMP
pulse.

DHEA-S was significantly lower before the 12th IVMP
pulse compared to the levels before the 1st IVMP pulse
(112.6 (118.3) vs 122 (143.2), p=0.004). We observed a
decrease in cortisol (9.71 (7.2) vs 13 (7.6)) and ACTH levels
(15.6 (17.2) vs 19.7 (18.1)) before the 12th IVMP pulse in
comparison to the evaluation before treatment. Still, it was
not statistically significant (p=0.277 and p=0.753, respec-
tively) (Fig. 1, Table 2).
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Table 1 Baseline characteristics of patients

Patients (n=21)

Age, years 57 (19.5)
Sex

Women 14 (67%)

Men 7 (33%)
BMI 24.77 (6.0)
Duration of thyroid disease, months 19 (29.8)
Duration of Graves’ orbitopathy, months 7(.5)
TSH, reference range: 0.27—4.2 pIU/mL 1.38 (3.0)
fT4, reference range:12.0-22.0 pmol/L 14.8 (4.1)
fT3, reference range: 3.1-6.8 pmol/L 4.57 (1.3)
TSHR-ADb, reference range: < 1.8 U/L 8.66 (18.5)
aTPO, reference range: < 34 [U/mL 79.6 (315.2)
aTG, reference range: < 115 IU/mL 17.5 (94.8)
Cortisol, reference range: 6.2—-19.4 pg/dL 13 (7.6)
DHEA-S, pg/dL 122 (143.6)
ACTH, reference range: 7.2-63.6 pg/mL 19.7 (18.0)

Data are presented as median (interquartile range) or number (per-
centage). DHEA-S concentration reference values are age and sex-
dependent

ACTH adrenocorticotropic hormone, aTPO thyroid peroxidase anti-
bodies, aTG thyroglobulin antibodies, BMI body mass index, DHEA-
S dehydroepiandrosterone sulfate, fT'3 free triiodothyronine, f74 free
thyroxine, TSH thyroid-stimulating hormone, TSHR-Ab thyrotropin
receptor autoantibodies,

Low-dose synthetic ACTH stimulation test

All twenty-one patients underwent LDT before the 12th
IVMP pulse. Median cortisol levels at 30 and 60 min were
23.5 (2.3) pg/dL and 20.8 (5.6) pg/dL, respectively. Two
patients, treated with IVMP in a cumulative dose of 4.5 g,
failed to achieve cortisol levels > 18.1 pg/dL in both 30 and
60 min post-Synacthen administration. Both patients were
diagnosed with GC-induced AI with peak cortisol levels at
30 min 17.8 pg/dL and 16.7 pg/dL, respectively. Patients
were then evaluated 4 and 7 weeks after discontinuing GCs,
respectively, and presented with proper responses in the
LDT and metyrapone test (Table 3).

Comparison between groups

Eleven patients received IVMP in a cumulative dose of 4.5 g,
and ten participants received a cumulative dose of 7.5 g.
There was no statistically significant difference in ACTH
(15.8 (18.2) vs 26.3 (14.2)), DHEA-S (129.2 (163.5) vs
(93.4 (148.1)), and cortisol levels (13.1 (8.5) vs 12.7 (6.7) at
baseline (p=0.314, p=0.918, and p=0.617, respectively),
nor before administration of 12th IVMP pulse (15.6 (17.3)
vs 15.5 (22.9), p=0.314; 113.6 (112.8) vs 76.9 (169.2),
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Table 3 Results of LDTs and

IstLDT 2nd LDT Metyrapone test
metyrapone test
SCo SC30° SCe60° SCO SC30° SC60° ACTH SC  1l-deoxicortisol
Group after a cumulative dose of 4.5 g IVMP
9.5 24.1 26.1
I 9.9 16.7 13.2 8.2 18.5 16.8 201 20 90.8
20.7 32.8 35.5
9.7 25.5 233
II 6.8 17.8 14.2 13.2 21.3 17.7 335 22 1123
9.7 224 19.4
15.1 22.8 20.4
17 23.8 233
18.2 23.8 20.6
8.5 19.3 14.6
15.8 227 18.7
Group after a cumulative dose of 7.5 g IVMP
74 30.1 20
8.5 20 20.8
9.5 24.7 243
18.3 229 229
15.5 27.9 24.6
7.4 24 24.7
9.0 19.8 14.7
Hemolysis  23.5 22.8
8.4 22.9 18.1
12.7 27.3 26.9

Serum cortisol levels that were below 18.1 pg/dL were highlighted in bold

Reference ranges: morning serum cortisol 6.2-19.4 pg/dL, ACTH 7.2-63.6 pg/mL. Before administering
the 12th IVMP pulse all patients underwent 1st LDT. Patients I and II, who were diagnosed with adrenal
insufficiency in 1st LDT, underwent 2nd LDT and overnight metyrapone tests after 7 weeks (patient I) and
4 weeks (patient IT). A normal response in LDT consists of a cortisol level > 18.1 pg/dL at 30 or 60 min. A
normal result for overnight metyrapone consists of serum 11-deoxycortisol levels from 70-220 ng/mL and
serum cortisol levels below 5 pg/dL

ACTH adrenocorticotropic hormone, LDT low-dose ACTH stimulation test, SC serum cortisol

Correlations

There was no correlation found between cortisol levels
before the 12th pulse and the parameters of thyroid disease.
There was a negative correlation between DHEA-S level
before the 12th pulse and baseline TSH level (R=—0.4571,
p=0.04), as well as the duration of Graves’ orbitopathy
(R=-0.62, p=0.003). Additionally, there was a positive
correlation between DHEA-S and fT3 levels (R=0.71,
p=0.0004).

Discussion
Patients treated for moderate-to-severe and active GO

receive a cumulative dose of 4.5 g or 7.5 g of IVMP for
12 weeks. According to the current knowledge, prolonged
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use of GCs may lead to GC-induced AI [6]. The data pub-
lished so far showed that the IVMP protocol recommended
by EUGOGO does not result in GC-induced AI [14-17].
However, previous studies assessed adrenal function using
only 250 pg of synthetic ACTH, and the sample sizes were
small. To our knowledge, this is the first study to evaluate
the influence of EUGOGO protocol on the adrenal reserve
using a 1 pg dose of Synacthen, which is recommended for
increased sensitivity in detecting secondary AI compared
to HDT [18, 19].

The ACTH stimulation test is a safer and more conveni-
ent alternative to the "gold standard" insulin tolerance test
(ITT) in the diagnosis of AI [22]. Additionally, it has no
contraindications. A meta-analysis assessing the diagnostic
performance of HDT and LDT showed that the accuracy
of both was moderate, mainly due to low sensitivity [23].
However, the dose of Synacthen used in HDT is considered
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to exceed greatly the amount required for maximum endog-
enous physiologic stimulus to the adrenal cortex [24]. Sev-
eral studies suggest that the LDT is superior to HDT due
to better diagnostic accuracy and fewer false positives [22,
23, 25, 26].

Our findings indicate that treatment with IVMP in weekly
pulses may cause GC-induced AI. Two patients in our study
did not reach the serum cortisol level of 18.1 pg/dL at 30
or 60 min in LDT performed before the 12th IVMP pulse.
When interpreting corticotropin tests, it is crucial to con-
sider the patient's clinical history and morning cortisol
levels. According to a recent study, a basal cortisol level
greater than 12.35 pg/dL was a reliable cutoff for excluding
AT with 98% sensitivity [27]. Willenber et al. and Kalaria
et al. suggest using a morning serum cortisol cut-off of less
than 10 pg/dL to suspect secondary and tertiary adrenal
insufficiency [28, 29]. Both individuals diagnosed with GC-
induced AI in our study presented with morning cortisol
below 10 pg/dL (9.87 and 6.79 pg/dL). Based on the previ-
ous GCs use (IVMP), morning cortisol level < 10 pg/dL,
and failure in LDT, these patients were diagnosed with GC-
induced Al, despite the absence of typical symptoms. There-
fore, they were prescribed stress doses of hydrocortisone, as
insufficient cortisol production in a situation of acute stress
may cause a life-threatening adrenal crisis [30]. The sup-
pression of the hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis
was transient and recovery of adrenal function was detected
after 4 and 7 weeks, respectively, in LDT and overnight
metyrapone tests, which were performed to exclude sub-
tle AL Nevertheless, the results of our study indicate that
the patients who completed IVMP treatment according to
EUGOGO guidelines should be carefully screened for signs
and symptoms of GC-induced AI. Moreover, patients with
basal cortisol below 10 pg/dL should undergo an LDT.

According to our research, therapy with weekly IVMP
pulses has been shown to significantly reduce DHEA-S
levels. The adrenal glands secrete dehydroepiandroster-
one under ACTH stimulation. DHEA-S is a product of the
sulfation of dehydroepiandrosterone. Its levels do not vary
throughout the day due to the longer half-life but depend on
age, gender, and factors such as medications or chronic ill-
ness. Measuring serum DHEA-S levels is a helpful tool in
diagnosing Al Individuals who have been diagnosed with
Al typically exhibit decreased levels of DHEA-S [31]. Kas-
sem et al. observed that patients with impaired HPA axis
function experience a greater reduction in DHEA secretion
compared to cortisol secretion [32]. Some authors suggest
performing dynamic testing when serum DHEA-S levels are
low or equivocal [33].

As the patients did not present with apparent symptoms
of cortisol deficiency the question remains whether the
biochemical GC-induced Al is clinically relevant. Due to
scarce data, we cannot rule out that acute stress situations
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such as infections and surgery in a patient with asympto-
matic, biochemically diagnosed GC-induced Al could cause
a life-threatening adrenal crisis [3, 12]. A meta-analysis of
original studies assessing the risk of AI after GC use found
that patients with GC-induced AI may go undiagnosed if
only symptomatic individuals are screened. In clinical prac-
tice, the threshold for assessing patients for GC-induced Al
should be set low [3]. We thoroughly discussed GC replace-
ment with the two patients who did not pass the ACTH test.
Both patients denied experiencing symptoms of cortisol
deficiency such as fatigue, and gastrointestinal or hypogly-
cemia symptoms. They did not have orthostatic hypotension.
As the GC-induced AI was not clinically evident but only
biochemical (with cortisol levels of 17.8 pg/dL and 16.7 pg/
dL at 30 min post-Synacthen), we advised patients to admin-
ister hydrocortisone during acute stress such as infections.
All the patients were scheduled for a prompt reevaluation of
their adrenal dysfunction.

According to the current guidelines, regardless of the
assay used, the expected normal response in LDT is cor-
tisol level > 18.1 pg/dL at 30 or 60 min after cosyntropin
administration [20]. However, recent studies have ques-
tioned the current threshold [34-37]. When interpreting
the results, it is important to consider the assay used for
evaluating basal and peak cortisol levels. A>18.1 pg/dL
cut-off was standardized for the Roche Elecsys Cortisol I
assay [38]. Using newer, more specific cortisol assays, such
as liquid chromatography-mass spectroscopy (LCMS/MS)
and Roche Elecsys Cortisol II may lead to overdiagnosis of
AL Cortisol levels were found to be approximately 20-30%
lower in these analyses compared to Roche Elecsys Cortisol
I [34, 35]. Javorsky et al. propose a new cortisol cutoff of
14-15 pg/dL in HDT for the diagnosis of AI with newer
cortisol assays [36]. Other studies assessed patients undergo-
ing ITT, glucagon stimulation, HDT, and LDT and obtained
a peak cortisol threshold of 12.7 pg/dL for Roche Elecsys
Cortisol II assay [35, 37]. The suggested values are much
lower than the cut-off advised in the current guidelines. As
a result, the patients diagnosed with GC-induced Al in our
study might have been misclassified with an altered adrenal
function. However, the threshold for LDT was established
based on a small sample size in both studies, with a total of
only 15 and 11 LDTs conducted, respectively. Additionally,
it is important to personalize the diagnostic threshold for
the corticotropin test based on the specific type of dynamic
test being performed and the patient group being examined.

Conclusion

This is the first study to prove that therapy of moderate-to-
severe and active GO with IVMP according to EUGOGO
guidelines may result in GC-induced AI. The adrenal
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function of patients treated with weekly IVMP pulses should
be evaluated in LDT at the cessation of GCs. Patients diag-
nosed with GC-induced Al should be treated with hydrocor-
tisone or prescribed hydrocortisone and educated about AI
symptoms and adrenal crises.
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7. Podsumowanie

Niniejszg rozprawe doktorska tworzy cykl publikacji, w ktorych w sposob spdjny
oméwiono tematyke GI-Al. Przeprowadzono wlasne badania oraz dokonano analizy
wynikoéw dotyczacych oceny funkcji kory nadnerczy u pacjentéw z aktywna, umiarkowang
do cigzkiej GO po zastosowaniu terapii ivMP i doustnymi GCs. W pracy zawarto rOwniez
propozycj¢ protokotu odstawienia dtugotrwatej terapii GCs i algorytmu diagnostycznego
GI-AI (Rycina 1.). Ponadto dokonano kompleksowej analizy wynikow badan w zakresie
GI-AI w oparciu o najnowszg literatur¢ przedmiotu.

W pracy nr 1 oceniono wpltyw leczenia 12 cotygodniowymi pulsami ivMP na
czynno$¢ kory nadnerczy. Analiza zostata przeprowadzona u pacjentow leczonych
z powodu aktywnej, umiarkowanej do cigzkiej GO za pomocg pulséw ivMP
w skumulowanej dawce 4,5 g wedlug EUGOGO. Oznaczono stezenie kortyzolu, DHEA-S
1 ACTH przed i po leczeniu, a takze po raz pierwszy wykorzystano w tym celu ocen¢
stezenia kortyzolu w $linie. U pacjentow, u ktorych stwierdzono stezenie kortyzolu
w surowicy <10 pg/dl, wykonano test stymulacji z syntetycznym ACTH w dawce 250 pg.

W badaniu nie stwierdzono istotnego statystycznie spadku st¢zenia kortyzolu
w surowicy 1 $linie przed podaniem 12. pulsu ivMP w poréwnaniu do oceny przed
leczeniem. Nie odnotowano biochemicznych cech GI-AI w tescie stymulacji
z syntetycznym ACTH. Natomiast po zakofczeniu leczenia ivMP uzyskano istotne
statystycznie obnizenie stezenia DHEA-S. Wyniki badania wskazuja, Zze ocena st¢zenia
kortyzolu w $linie z uzyciem testu Roche Elecsys pierwszej generacji nie jest przydatna
w diagnostyce GI-Al. Na podstawie otrzymanego wyniku stwierdzono, iz terapia ivMP wg
protokotu EUGOGO istotnie wplywa na czynno$¢ kory nadnerczy.

W kolejnym etapie leczenia pacjenci otrzymywali doustnie 30 mg prednizonu.
Przez okres 3 miesigcy dawke stopniowo redukowano co 2 tygodnie do momentu
osiggnigcia dziennej dawki 5 mg. Nastgpnie pacjentom wlaczono doustng substytucje
hydrokortyzonem w dawce 10 mg dziennie do dnia oceny czynnos$ci kory nadnerczy (co
najmniej 7 dni po odstawieniu prednizonu). U jednego pacjenta stwierdzono GI-Al w tescie
stymulacyjnym z 250 pg syntetycznego ACTH.

Z uwagi na fakt, ze testy dynamiczne z syntetycznym ACTH w dawce 250 pg maja
niska czuto$¢ w diagnostyce wtornej Al, zwlaszcza krotkotrwatej (krotszej niz 4-6
tygodni), w pracy numer 2 po raz pierwszy przedstawiono wnioski dotyczace wptywu

leczenia 12 pulsami ivMP w dawce kumulacyjnej 4,5 g lub 7,5 g na czynnos$¢ kory
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nadnerczy z zastosowaniem testu stymulacji z 1 ng ACTH w grupie 21 pacjentow.
U dwoch chorych nie uzyskano przyrostu stezenia kortyzolu >18,1 pg/dl w tescie
stymulacyjnym i rozpoznano GI-Al. Udowodniono, ze leczenie pacjentdéw z rozpoznaniem
aktywnej, umiarkowanej do ci¢zkiej GO pulsami ivMP moze wywota¢ GI-Al. Dodatkowo
stwierdzono statystycznie istotny spadek st¢zenia DHEA-S przed podaniem 12. pulsu
ivMP.

Powyzsze badania wskazuja na konieczno$¢ przeprowadzenia oceny czynnosci
kory nadnerczy u kazdego pacjenta po zakonczeniu terapii z zastosowaniem ivMP
w schemacie zalecanym przez EUGOGO. Ze wzgledu na zmienng manifestacj¢ objawow
choroby kazdy pacjent wymaga indywidualnego podej$cia zapewniajacego skuteczne
leczenie substytucyjne.

W pracy nr 3 przeprowadzono szczegoétowa analize wynikow badan zawartych
w dostepnej literaturze opisujacej GI-Al. W publikacji zebrano i podsumowano dane
dotyczace czgstosci wystepowania GI-Al w zaleznosci od formy podania GCs oraz
szczegblowo omowiono czynniki ryzyka wystgpienia zaburzen czynnosci kory nadnerczy
w przebiegu terapii GCs. Z aktualnego piSmiennictwa wynika, iz kazda forma podania GCs
moze wywota¢ GI-Al. W oparciu o dotychczasowe wyniki badan nie mozna réwniez
wykluczy¢ wystapienia GI-Al po krotkotrwalym zastosowaniu matych dawek GCs. Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze w obecnym piSmiennictwie brakuje jednolitych
rekomendacji dotyczacych diagnostyki GI-Al, a wybor testu stymulacyjnego w celu
potwierdzenia diagnozy nadal budzi wiele watpliwo$ci. Przedstawione w niniejszej pracy
zestawienie wynikow badan jest szczegdlnie istotne z uwagi na fakt, iz dotychczas nie
przedstawiono w usystematyzowany sposOb bezpiecznego sposobu zakonczenia
dlugotrwatej terapii z zastosowaniem GCs. W publikacji nr 3 w oparciu o przeglad
literatury zaproponowano schemat diagnostyki GI-Al oraz protokét odstawiania GCs.

Przeprowadzona analiza podkresla, ze zakonczenie terapii GCs wymaga
indywidualnego podejscia. U kazdego pacjenta leczonego GCs nalezy oceni¢ ryzyko
zahamowania osi HPA i rozwazy¢ diagnostyke w kierunku GI-Al. Z uwagi na ryzyko
wystapienia przelomu nadnerczowego, pacjenci z rozpoznaniem GI-Al wymagaja opieki
endokrynologicznej do czasu powrotu prawidlowej czynnosci osi HPA. Powyzsze
podsumowanie moze stanowi¢ uzyteczne narz¢dzie w codziennej praktyce klinicznej,
w szczegdlnosci z uwagi na brak jednolitych rekomendacji dotyczacych odstawiania

przewleklej glikokortykosteroidoterapii oraz  diagnostyki 1 leczenia GI-AlL
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Leczenie GCst:
< 3 tygodnie lub
stosowanie GCs co drugi
dzieri w dawce <10 mg

! !

Zakonczenie terapii
GCs bez
stopniowego
zmniejszania dawki

( ]
y
Objawy
niedoczynnosci
kory nadnerczy?

)
( |
Nie Tak
v
Rozpocznij

substytucje
GCs

1

Poranne
stezenie
Dalsza ocena kortyzolu Niedoczynnosé
i leczenie nie |4——>15 pg/di I 3 pg/dl—p| kory

sg wymagane l nadnerczy
3-15 pg/di

Leczenie GCst
>3 tygodnie lub objawy
zespotu Cushinga

Stopniowe
odstawianie
GCs?

SST: kortyzol
<18.1 pg/dl
w 30. lub 60. min

No- ]
Yes
y
GC-Al
Kontynuuj
substytucje
GCs

{

SST: kortyzol
>12.7 pg/dl
lub A kortyzolu
>3.6 pg/dl

rN ie—LTakj

l Powt6rz SST Powt6rz SST 1

co rok co 6 miesiecy

;‘_J

Zakoncz GCs, jesli
stezenie kortyzolu
w 30. lub 60. min
218.1 pg/dl

Rycina 1. Proponowany algorytm diagnostyczny GI-Al.

GCs, glikokortykosteroidy; GI-Al posterydowa niedoczynnos¢ kory nadnerczy, SST, test
stymulacji z syntetycznym analogiem ACTH

prednizon lub inny GC w dawce réwnowaznej (Tabela 1.);

2zgodnie z Tabelg 3. w podrozdziale Odstawianie przewlektej glikokortykosteroidoterapii.
A kortyzolu: roznica stezenia kortyzolu na poczgtku i w 30. minucie testu.

Na podstawie Fleseriu et al., (45), Furst et al.(54), Pofi et al.(60) w modyfikacji wlasnej.
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8. Wnhnioski

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzily stuszno$¢ wskazanych we wstepie

rozprawy hipotez badawczych 1 umozliwily sformutowanie nastgpujacych wnioskow:

1.

Terapia aktywnej, umiarkowanej do cigzkiej GO z zastosowaniem ivMP zgodnie z
wytycznymi EUGOGO moze powodowac¢ GI-Al.

U pacjentow leczonych ivMP z powodu aktywnej, umiarkowanej do cigzkiej GO
nalezy ocenia¢ czynno$¢ kory nadnerczy po zakonczeniu 12-tygodniowej terapii
ivMP.  Wyniki wlasnych badan sugeruja przeprowadzanie diagnostyki
z zastosowaniem testu z uzyciem syntetycznego ACTH w dawce 1 pg, z uwagi na
wigksza czuto$¢ 1 specyficzno$¢ dawki 1 pug, w poroéwnaniu do ponadfizjologicznej
dawki 250 pg w diagnostyce wtornej Al o niedawnym poczatku.

Leczenie aktywnej, umiarkowanej do ci¢zkiej GO za pomoca ivMP w dawce
kumulacyjnej 4,5 g powoduje statystycznie istotne obnizenie st¢zenia DHEA-S.
Leczenie doustnymi GCs po zakonczeniu terapii ivMP, nawet przez stosunkowo
krotki okres, w matych, stopniowo zmniejszanych dawkach, moze prowadzi¢ do
GI-AL Po zakonczeniu dodatkowego leczenia aktywnej, umiarkowanej do cigzkiej
GO z zastosowaniem doustnych GCs, nalezy przeprowadzi¢ ocen¢ osi HPA
za pomocg testow dynamicznych.

Oznaczanie st¢zenia kortyzolu w $linie z uzyciem testu Roche Elecsys pierwszej
generacji nie jest przydatne w diagnostyce GI-Al

Pacjenci leczeni syntetycznymi GCs sa narazeni na ryzyko rozwoju GI-AL
Zakonczenie przewlektej terapii GCs wymaga indywidualnego podejscia.
U kazdego leczonego pacjenta nalezy oceni¢ ryzyko zahamowania osi HPA
1 rozwazy¢ wykonanie testu stymulacyjnego w celu potwierdzenia diagnozy.
Pacjenci z rozpoznaniem GI-Al wymagaja leczenia substytucyjnego
hydrokortyzonem lub w przypadku braku objawow choroby zalecenia stosowania
hydrokortyzonu podczas infekcji, duzego stresu psychicznego i fizycznego. Chorzy
wymagaja dlugotrwalej specjalistycznej opieki endokrynologicznej do czasu

powrotu prawidlowej funkcji osi HPA.
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10. Opinia Komisji Bioetycznej

Komisja Bioetyczna
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym

Tel.: 022/57-20-303 ul. Zwirki i Wigury nr 61
Fax: 022/ 57 - 20 <165 02-091 Warszawa

c-mail: komisja.bioctyczna@wum.edu.pl
www.komisja-bioetyczna.wum.edu.pl

KBt /2011

Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym

po zapoznaniu si¢ z wnioskiem /wymieni¢ wnioskodawcg/ - w dniu 15 marca 2011r.
Dr Piotr Miskiewicz, Katedra i Klinika Choréb Wewnetrznych i Endokrynologii,
ul. Banacha 1a, 02-097 Warszawa,

dotyczgcym: wyrazenia opinii w sprawie badania pt.: ” Nowe markery biochemiczne
i molekularne oceniajace cigzko$é i przebieg choroby Gravesa i Basedowa.”

Uwagi Komisji-verte
wyraza nastgpujgca
opinieg
- stwierdza, ze sq one dopuszczalne i zgodne z zasadami naukowo-etycznymi®.
- stwierdza, z¢ sq-one niedopuszezalne i-niezgodne z zasadami-naukowo-
etycznymi.*

Pouczenie-w ciggu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przysluguje Prawo
odwolania do Komisji Odwolawczej za poSrednictwem Komisji Bioetycznej przy
Warszawskim Uniwersytecie Medyeznym.

Komisja dziala na podstawie art.29 ustawy z dnia 5.12,1996r, 0 zawodzie lekarza /DzU.nr 2897 poz.152
wraz z poin.zmJ, zarzydzenia MZIOS z dn.11.05.1999r. w sprawie szezegélowych zasad powolywania i
finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetyeznych /Dz.U.nr 47 poz.480/, Ustawy prawo
farmaceutyczne z dnia 6 wrzesnia 2001r, (Dz.U.Nr 126, poz. 1381 z pdin. zm.) Zarzgdzenie nr 56/2007

z dnia 15 pazdzicrnika 2007 r.w sprawie dzialania Komisji Bioctycznej przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym /Regulamin Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medyczaym/.

Komisja dziala zgodnie z zasadami GCP.

W zalgczeniu- skiad Komisji oraz lista obecnosci.

Przew
Komisji

Prof. nadzw.dr ed. na Tarchalska-Kryiska

» niepotrzebne skresli¢
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Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
w dniu 02 lipca 2021 r. po zapoznaniu sie¢ z wnioskiem:

Dr hab. n. med. Piotra Miskiewicza
Katedra i Klinika Choréb Wewngtrznych i Endokrynologii
ul. Banacha la, 02-097 Warszawa

dotyczacym: akceptacji zmian w dokumentacji obejmujacych:

-Program badania z opisem szczegdlowym i wzorem ogloszenia o naborze do badania,

wersja 2 z dnia 28.06.2021r.

-Informacija dla Pacjenta, wersja 2 z dnia 28.06.2021r.

-Formularz Swiadomej Zgody na Udzial w Badaniu Klinicznym wersja 2 z dnia 28.06.2021r.
do badania pt. .. Wplyw metyloprednizolanu podawanego dozylnie na metabolizm kostny u 0séb
z obitopatig Graves'a w obserwacji krétkoterminowe;j.”

wyraza nastepujacy
opinig

- stwierdza, ze sa one dopuszezalne i zgodne z zasadami naukowo-etycznymi®*.

Sree o Aptati i g atass - trCH e il e b

Komisja dziala na podstawie art.29 ustawy z dnia 5.12,1996r. 0 zawodzie lekarza /Dz.U.nr 28/97
poz.152 wraz z péin.zm./, zarzgdzenia MZiOS z dn.11.05.1999r. w sprawie szczegolowych zasad
powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych /Dz.U.nr 47 poz.480/,
Ustawy prawo farmaceutyczne z dnia 6 wrzesnia 2001r. (Dz.U.Nr 126, poz. 1381 z péZn. zm.) oraz
Zarzadzenie nr 56/2007 z dnia 15 pazdziernika 2007r. w sprawie dzialania Komisji Bioetycznej
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym /Regulamin Komisji Bioetycznej przy
Warszawskim Uniwersytecie Medycznynv/,

Komisja dziala zgodnic z zasadami GCP .

Przewodniczgcy osnisji Bioetycznej
M///‘?xé@

Prof. dr n.med. Magdalena Kuzma-Kozakiewicz

*niepotrzebne skreslié

63



11. Oswiadczenia wspolautorow

Warszawa, 22.01.2024 r.

Odwiadezenie o wspélautorstwie

Tytul artykulu: Treatment with Intravenous Methylprednisolone in Patients with Graves’
Orbitopathy Significantly Affects Adrenal Function: Assessment of Serum. Salivary Cortisol

and Serum Dehydroepiandrosterone Sulfate.
Autorzy: Katarzyna Pelewicz, Sebastian Szewczyk, Piotr Miskiewicz

Dane bibliometryczne: Journal of Clinical Medicine. 2020 9 (10), art. no. 3233, pp. 1-7.

Wspélautor: lek. Katarzyna Pelewicz

Oswiadczam, ze mdj wklad w powstanie powyzszej publikacji polegal na przegladzie

pismiennictwa, wspéludziale w napisaniu wszystkich czesci publikacji, przygotowaniu
ostatecznej wersji manuskryptu.

Moj udzial procentowy w przygotowaniu powyzszej publikacji szacuje na okolo 55%.

Podpis wspolautora:

64



Warszawa, 22.01.2024 r.

Os$wiadczenie o wspélautorstwie

Tytul artykulu: Treatment with Intravenous Methylprednisolone in Patients with Graves’
Orbitopathy Significantly Affects Adrenal Function: Assessment of Serum, Salivary Cortisol

and Serum Dehydroepiandrosterone Sulfate.
Autorzy: Katarzyna Pelewicz, Sebastian Szewczyk, Piotr Miskiewicz

Dane bibliometryczne: Journal of Clinical Medicine. 2020; 9 (10), art. no. 3233, pp. 1-7.

Wspélautor: lek. Sebastian Szewczyk

Oswiadczam, Zze méj wkiad w powstanie powyzszej publikacji polegal na przegladzie
pi$miennictwa, gromadzeniu i zestawianiu danych, opracowaniu statystycznym danych i

wsp6tudziale w napisaniu publikacji.

Mé6j udzial procentowy w przygotowaniu powyzszej publikacji szacujg na okoto 20%.

Podpis wspotautora:
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Warszawa, 22.01.2024 r.

Oswindezenic o wspélautorstwic

Tytul artykulu: Treatment with Intravenous Methylprednisolone in Patients with Graves®
Orbitopathy Significantly Affects Adrenal Function: Assessment of Serum, Salivary Cortisol

and Serum Dehydroepiandrosterone Sulfate.
Autorzy: Katarzyna Pelewicz, Sebastian Szewezyk, Piotr Miskiewicz

Dane bibliometryczne: Journal of Clinical Medicine. 2020; 9 (10), art. no. 3233, pp. 1-7.

Wspélautor: prof. dr hab. n. med. Piotr Miskiewicz
Oswiadezam, ze moj wklad w powstanie powyzszej publikacji polegal na okresleniu tematu,
szezegolowym zaplanowaniu koncepeji pracy, przegladzie pismiennictwa, wspoludziale w

napisaniu wszystkich czgsei publikacji, przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu oraz

ocenie merytoryeznej i recenzji pracy.

Moj udzial procentowy w przygotowaniu powyzszej publikacji szacuje na okolo 25%.

Podpis wspolautora:

Q .H(&\L{w{ct
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Warszawa, 22.01.2024 r.

Ofwiadczenie o wspélautorstwic

Tytul artykulu: Glucocorticoid withdrawal—an overview on when and how to diagnose

adrenal insufficiency in clinical practice.
Autorzy: Katarzyna Pelewicz, Piotr Miskiewicz

Dane bibliometryezne: Diagnostics. 2021:11 (4), art. no. 728.

Wspélautor: lek. Katarzyna Pelewicz
Oswiadezam, ze moj wklad w powstanie powyzszej publikacji polegal na szczegélowym
zaplanowaniu koncepcji pracy. zebraniu pismiennictwa, gromadzeniu i zestawieniu danych

oraz przygotowaniu oryginalnego tekstu.

Moj udzial procentowy w przygotowaniu powyzszej publikacji szacuj¢ na okolo 60%.

Podpis wspolautora:
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Warszawa, 22.01.2024 r.

Oswiadezenie o wspélautorstwie

Tytul artykulu: Glucocorticoid withdrawal—an overview on when and how to diagnose

adrenal insufficiency in clinical practice.

Autorzy: Katarzyna Pelewicz. Piotr Miskiewicz

Dane bibliometryczne: Diagnostics. 2021:11 (4), art. no. 728.

Wspélautor: prof. dr hab. n. med. Piotr Miskiewicz

Oswiadczam. ze moj wklad w powstanie powyzszej publikacji polegal na okresleniu tematu,
szezegdlowym zaplanowaniu koncepcji pracy, przegladzie pismiennictwa, wspotudziale w
napisaniu wszystKich czesci publikacji. przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu oraz

ocenie merytoryeznej i recenzji pracy.

M0j udzial procentowy w przygotowaniu powyzszej publikacji szacuj¢ na okolo 40%.

Podpis wspolautora:

@,Hi &\Q\n%
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Warszawa. 22.01 2024 r.

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Tytul artykulu: Glucocorticoid-induced adrenal insufticiency after therapy with intravenous

methylprednisolone in patients with moderate-to-severe and active Graves' Orbitopathy:

assessment with a low-dose corticotropin test.
Autorzy: Kalarzyna Pelewicz, Piotr Migkiewicz

Dane bibliometryezne: Journal of Endocrinological Investigation. 2024. doi:

10.1007/540618-024-02304-7

Wspoélautor: Iek. Katarzyna Pelewicz

Oswiadezam. ze moj wklad w powstanie powyzszej publikacji polegal na zaplanowaniu
Koneepeji pracy. ustalaniu metodologii. przegladzie pismiennictwa, gromadzeniu i zestawianiu

danych, opracowaniu statystycznym danych oraz na przygotowaniu manuskryptu.

Moj udzial procentowy w przygotowaniu powyzszej publikacji szacuje na okolo 70%.

Podpis wspolautora:
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Warszawa. 22.01.2024 r.

Oswiadezenie o wspélautorstwie

Tytul artykulu: Glucocorticoid-induced adrenal insufficiency after therapy with intravenous

methylprednisolone in patients with moderate-to-severe and active Graves’ Orbitopathy:

assessment with a low-dose corticotropin test,
Autorzy: Katarzyna Pelewicz, Piotr Miskiewicz

Dane bibliometryezne: Journal of Endocrinological Investigation. 2024. doi:
10.1007/540618-024-02304-7

Wspélautor: prof. dr hab. n. med. Piotr Migkiewicz
Oswiadezam. ze moj wklad w powstanie powyzszej publikacji polegal na zaplanowaniu
koncepceji pracy. przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu oraz ocenie merytorycznej i

recenzji pracy.

Moj udzial procentowy w przygotowaniu powyzszej publikacji szacuje na okoto 30%.

Podpis wspolautora:
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