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A Tumeurs corticales
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Cushing ACTH-indépendant,
hyperaldostéronismes
familiaux, autres
hyperminéralocorticismes

Carcinomes corticaux

A Phéochromocytomes
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Physiopathologie des métanéphrines
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Cortisol-sanguin

Cortisolémie
(ug/100 mL)
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CORTISOL

CORTISOL
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CORTISOL

CORTISOL

Transcortine

= CBG. CORTISOL
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grande affinité
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Intégration du-rythme nychteméral
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Recuell urinaire des 24 heures

H B
Créatinine Créatinine Créatinine
mmol/24h mmol/24h mmol/24h
Produite Filtrée Excrétée

Homme : 120-240 pmol/kg/]
Femme : 90-190 pumol/kg/]

Tynkevich E et al. Plos One (2014) Nov 17;9(11):e111949



Cortisol libre urinaire ?

o

o

Insuffisance rénale chronique ?
Valeurs de référence : tres larges
Fluctuations inter-journalieres

Methodes immunologiques :
RI'A, chi mil uminesce:!

Extraction des steroides ???
Méthodes séparatives :

Chromatographie ?
> 10 méthodes différentes



Comparaison intela

noratoires

15B503 / CORTISOL LIBRE (nmol'L)
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Concentration de Rénine Active

i Dosage immunologique de la moléecule de rénine.
A Reéaction antigene- anticorps : 3 kits différents

- Technigue manuelle - détection radioactive : Kit
CisBio

- Méthodes automatisées

Liaison DiaSorin® Isys, IDS®



Comparaisonrintelaboratoires

Groupes techniques/pairs Codage Histogramme n Cible CV E/M% Limites
ENSEMBLE DES RESULTATS M l i 46 33,57 9,7
BECKMAN "IRMA" BO 1 28,80 /
Cisbio Bioassays "RENIN III G" BN 15 3566 06,0 6,2 28,53-42,79
v J v
DIASORIN LIAISON S8 l 20 31,93 64 -4,9 2554-38,32
UKW, UKV J_" Note : TB  zscore -1,0 Biais -6.4%
¥ i Ml
IDS "ISYS" SG 9 3455 103 2,9 27.64-41,46
DKG
VAT b Y
Autres XX 1 31,07 /

< 20,00 27,50 3500 42550 50,00 >

ProgrammeProBioQual

Peu de difféerence entre les laboratoires A Std MRC Il 68/356

Attention aux unites A muUI/L essentiellement, encore
guelgues expressions en pg/mL (1 mUI/L environ 1,65 pg/mL)




| es concentrations de rénine active
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Manolopoulo et al, J Hypertens, 2015
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Concentration rénine

active (muUl/L)

Concentration 'de rénine-active
ou activité rénine plasmatigue ?

. ! ! : " ¥
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Activité rénine (ng/mL/h) Activité rénine (ng/mL/h) Activite rénine (ng/mL/h)

Activité renine plasmatique quasi abandonnée

Hartman D et al, Clin Chem 2004, 11;2159-61



Aldosterone plasmatique

Aldostérone
pmol/L



A Une cinguantaine de laboratoires
A Une 10ane de méthodes différentes
A Immuno-analyse : détection RIA

N smunoreed  ZCISOI0 (DA e
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" DiaSorin® Isys, IDS®



Comparaison intelaboratoires

Groupes techniques/pairs Codage Histogramme n Cible CV E/M% Limites
ENSEMBLE DES RESULTATS P 48  378,7 37.8
+ LC-MSMS : 469,0 pmol/L
BECKMAN "RIA" (IM1664) AO 18  275,8 24,9 -27.2 174,6 -377,0
Cisbio Bioassays "RIACT" AN 4 4557 /
DIASORIN "P2714 RIA" A9 3 598,77 /
DIASORIN LIAISON S8 9 470,3 11,3 24,2 297,7-6429
UKW, UKV Note : TB  zscore -0,7 Biais -8,4%
DIASource "RIA CT" AR 1 260,8 /
FE
DSL France "Active Coated Tube RIA" AS 2 5811 /
IDS - ISYS SG 6 3610 /
DKG
Autres XX 2 2950 /
Divers "TRITITUM" WX 1 6800 /
LC-MSMS 3M 2 3895 /

<

164,0

297.5

431,0

5645 6980

>

ProgrammeProBioQual



Comparaison intelaboratoires

Groupes techniques/pairs Codage Histogramme n Cible CV E/M% Limites
ENSEMBLE DES RESULTATS P 48  378,7 37.8
+ LC-MSMS : 469.0 pmol/L
BECKMAN "RIA" (IM1664) AO 18  275,8 24,9 -27.2 174,6 -377,0
Cisbio Bioassays "RIACT" AN 4 4557 /
DIASORIN "P2714 RIA" A9 3 598,77 /
DIASORIN LIAISON S8 9 470,3 11,3 24,2 297,7-6429
UKW, UKV Note : TB  zscore -0,7 Biais -8,4%
DIASource "RIA CT" AR 1 260,8 /
DSL France "Active Coated Tube RIA" AS 2 5811 /
IDS - ISYS SG 6 3610 /
DKG
Autres XX 2 2950 /
Divers "TRITITUM" WX 1 6800 /
LC-MSMS 3M 2 3895 /

<

164,0

297.5

431,0

5645 6980

>

ProgrammeProBioQual



LCMS/MSversusCLIADiaSorif) ?
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LCMS/MSversusRIA Beckmam®)
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Development and validation of a method using supported liquid @CWMM

extraction for aldosterone determination in human plasma by LC-MS/MS

Cécile Meunier ?, Dominique Blondelle ?, Patrice Faure *°, Jean-Philippe Baguet “®!, Caroline Le Goff ¢,
Olivier Chabre !, Véronique Ducros **

Clinica Chimica Acta 447 (2015) 8-15



LCMS/MSversusmmuno-analyse
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Fig. 2. Method comparison for aldosterone, between the LC-MS/MS method and an immunoassay in routine clinical use in the UK; (A) Passing—Bablock analysis yielded the
equation LC-MS/MS = 0.789(RIA)-41.7, linear regression r? =.88, n=>54. (B) Bland-Altman analysis demonstrated a mean negative bias of —148.7 pmol/L (95% CI —205.3 to

—92.1) for the UPLC-MS/MS method.

Quantitation of aldosterone in human plasma by ultra high performance liquid

chromatography tandem mass spectrometry

Edward Hinchliffe®*, Stephanie Carter?, Laura J. OwenP®, Brian G. Keevil

Journal of Chromatography B, 913-914 (2013) 19-23



LCMS/MS versus1-RS/MS
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Development and validation of a method using supported liquid @CmssMark
extraction for aldosterone determination in human plasma by LC-MS/MS

Cécile Meunier ¢, Dominique Blondelle ¢, Patrice Faure *°, Jean-Philippe Baguet %!, Caroline Le Goff ¢,
Olivier Chabre f, Véronique Ducros **

Clinica Chimica Acta 447 (2015) 8-15



Aldostérone

Rénine

Screening hyperaldosteronisme primaire
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Tiu SC et al, JCEM 2005, 90:72-78



Aldostérone
Rénine

g

A Les unitées !
I Rénine : pg/mL ou mUI/L ?
i Aldostéerone : pmol/L ou pg/mL ?

ALes m®t hodes de dosage



Aldostéronurie

- Hydrolyse a pH=1
A aldostérone libre (1%) + conjugués
A Intégration des 24 heures

- Dosages differents :
RIA, Chimiluminescence, LC-MS/MS

- Pas de standard international
- Peu de comparaison inter-laboratoire
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Noradrénaline

Dérivés méthoxylés

Adrénaline

Dopamine

Catecholamines i O 1 methyltransferase

Normétanéphrine

Meétanéphrine

Métabolisation

3 Méthoxytyramine

Dérivés sulfatés

SANG

URINE

URINE
pH1



Dérivés méthoxyles

A Dosage = Separation + Detection ___ =
| Séparation pa— 2
= Chromatographie liquide ;

i Détections :
AAmpérométrie ]- Il nterf ®rences anal Ai (
ACoulométrie
AMS/MS

A Interactions : antidepresseurs (IMAO,
ICOMT, ATC, | R&SNoAp,a,Be)eé,



Chromaogranine A

A Marqueurs de tumeur neuroendocrine

Protéine de 49 kDa

Specimen : CG156-8 n  Mean

ng/ml 45 756
CIS Bio ELISA (ng/ml) 15 348
Epitope Diagnostics (ng/ml) 1 6.7
Kryptor (ng/ml) 1h 177
Kryptor - CgA Il (ng/mL) 6 219
LDN Labor Diagnostika (ng/mL) 2 h39

nmol/L 13 14

Euro diagnostic-ELISA (nmol/L) 6 05
Euro diagnostic-RIA (nmol/L) 7 24
pmol/L 1 170
In house-RIA (pmoliL) 1 17.0

Deux interférences :
AHypergastrinémie : IPP
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Alnsuffisance rénale : clairance rénale
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Hyperaldostéronisme
Primaire

Hyperaldostéronisme
Secondaire

HTA maligne

Maladie renale

Stenose artérielle rénale
Déshydratation

Etiologies

alfl RAS RQ!R
Déficit en 21 hydroxylase

wSY A
l £ R2

<,

S @
GdSNRYS
Diabéte

Syndrome de Liddle
{8y RNRYS RQS
en mineralocorticoides
Hypercortisolisme

Déficit en 11 ou

17 hydroxylase



La cellule glomérulée
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Patients with Hypertension that are at Increased Risk for PA

'

\ - + Patient Unwilling/
PA Unlikely <«4———— ARR to Detect Cases (1|@@00) k=== === -
Y ARR to Detect Cases (1|/®@@®00) -:- Unable to Proceed
+ K, renin t iy :
* PAC >20 ng/dL .
[ I
PA Unlikely -+——— Confirmatory Testing (1]©@@00) ¥ i
+l g“ Need for | | roat with MR
onfirmatory A .
. ntagonist
Testing (2|®®00)
— Adrenal CT (1|@@@0) <+ -4 (2]®@000)"
I :
If Surgery Desired
Subtype If Surgery ¢ %
festing | Not Desired AVS (1|@@@0) Marked PA, Young Ag:e. and + CT (2|@000)F
| | :
Bilateral Unilateral 1
- [
L ¢ ¢ v
Treat with MR Antagonist Treat with Laparoscopic
(@@a0) Adrenalectomy (1|@@@0)

Funder et al., JCEM 2016, 101:1889



Prévalence

: Asdefinedby each
H Hl ARRa PAX=Yc
RAR >26 ng/mU | a U dzBrigera

10.2

ND

Framingham HS Primary care Referred patients
n=3326 n=3301/3014 n=9632/9664

Framingham HS: Newteg@ihehCet al, Hypertension 2007;49:846
Metaanalysidy HannemanrA et al, Hormondletab Res2012:44:157
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Pr.®vialience
48%
16,8%
7,1%

HTA essentielle

1125 patients

Adénome de Conn

Hyperplasie bilatérale

Rossi GP, PAPY Study J Am Coll Cardiol. 2006;48(11):2293-300.



R1 Un HAP doit étre recherche en presence

I HTA severe : grade 3, PA systolique> ou = 180 mmHg et/ou PA
diastolique> ou = 110 mmHg

T doune HTA r®si stant e

I une hypokaliéemie < ou= 3,5 mmol/l, permanente ou
intermittente, spontanée ou induite par un diurétique

I chez un patient normokaliemique si celui-ci présente une autre
raison de rechercher un HAP

i chez un patient porteur doune H

i doune HTA ou doune hypokalil ®mi e
de plus de 10 mm de diametre, de découverte fortuite :
incidentalome surrénalien

i doune HTA avec un retentissemen
morbidité cardiovasculaire disproportionnees avec le niveau et la
dur ®e do®volution de | OHTA.



Conditions de volémie

74 volontaires sains. Régime normosodé puis hyposodé
pendant 3 semaines puis riche en sel

Aldostérone Rénine
4001 40
3004 = 301
% ©
€
g_ e a
4 %)
[%2] 4 c
[ 4
2 / 2
T 2004 ’ 204
I= .’ b= & Rénine
3 x —— Aldo o
o S .
S h2S -¥. Natriurese §
S S
1004 104
\«'
0 L] L] L] O
Basal Low salt High salt ' ' ) '
Basal Low salt High salt

conditions de régime . o
conditions de régime



Arréts des médicaments

A 6 semaines avant les dosages
I Arr°t de | a spironol actone et
i Arrét des inhibiteurs de la rénine
A 15 jours avant:
I Arrét des IEC/ARAZ2
i Arrét des diurétiques
I Arrét des Béta bloguants

A Drospirenone

A Antihypertenseurs « neutres »

I Antihypertenseurs centraux, inhibiteurs calciques non
dihydropyridine, alpha bloquants



Effet des médicaments sur le RAR

Drugs Aldo RA RAR Diagnostic
b-Blockers, clonidine, a-methyldopa 1 u I FP
a-Blockers, hydralazine N N N N
Thiazides and loop diuretics I " 1 FN
Spironolactone, eplerenone I " 1 FN
ACEls [} 1 i FN
ARBs d FN
Renin-inhibitors (Aliskiren) 1 [} llt * FN/FP
Calcium-channel blockers =) 1 =) t =) 1 N/FN
NSAIDs 1 1 T FP
Low-potassium 1 N 1 FN
Low sodium I n 1 FN
High Sodium ! Q 1 FP

Phases du c yfalcubae p hase

Mulatero P, Hypertension 2002
Funder J, TES Guidelines JCEM 2016
Stowasser Physiol Rv 2016



o o Io Do o

R2. Dépistage HAP

Chez un patient suspect dOHAP, n o
depistage, de réaliser la mesure du rapport Aldostérone/Rénine
(RAR) préférentiellement en conditions standardisées :

- le matin, plus de 2 heures apres le lever

- en position assise depuis 5 a 15 minutes

- en régime normosode (Natriurese 100 a 200 mmol/24h)
- en normokaliémie

- les antihypertenseurs arrétes (depuis 2 semaines ou 6 semaines
pour les antag. du recepteur MC, et les inh. de la rénine)

| 0exception des inhibiteurs cal
des alpha-bloguants qui peuvent étre maintenus

les oestrogeness arrétes depuis 6 semaines



Correction de la rénine

A Pour éviter de prendre en compte une eléevation du RAR liée
uniguement a une valeur tres basse ou indétectable de la
rénine, on affectera :

une valeur de 5 mU/I a toute valeur de rénine active <c5muUl/l

une valeur de 0,2 ng/ ml/h ° to
plasmatique <0,2 ng/ml/h.

Bernini G et al, J Hypertens 2008, 26:988



Patients with Hypertension that are at Increased Risk for PA
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\ - + Patient Unwilling/
PA Unlikely <«4———— ARR to Detect Cases (1|@@00) k=== === -
Y ARR to Detect Cases (1|/®@@®00) -:- Unable to Proceed
+ K, renin t iy :
* PAC >20 ng/dL .
[ I
PA Unlikely -+——— Confirmatory Testing (1]©@@00) ¥ i
+l g“ Need for | | roat with MR
onfirmatory A .
. ntagonist
Testing (2|®®00)
— Adrenal CT (1|@@@0) <+ -4 (2]®@000)"
I :
If Surgery Desired
Subtype If Surgery ¢ %
festing | Not Desired AVS (1|@@@0) Marked PA, Young Ag:e. and + CT (2|@000)F
| | :
Bilateral Unilateral 1
- [
L ¢ ¢ v
Treat with MR Antagonist Treat with Laparoscopic
(@@a0) Adrenalectomy (1|@@@0)

Funder et al., JCEM 2016, 101:1889



Recommandations SFHTA-SFE

Suspected PA

|

Aldosterone and renin ( DR or PR} in standardized conditions
Calculate Aldosterone/frenin ratio (ARR) after correction of very low renin values
Compare ARR to Diagnostic Threshold (DT) in the appropriate unit system

| |

ARR=DT and ARR=>DT and ARR=<DT and/or
Aldo>550 pmol/L 240 pmol/L<Aldo<550 pmol/L Aldo<240 pmol/L
(200 pg/mi) (90 pg/ml) (200 pg/mi) (90 pg/ml)

! '

PA confirmed +——— S5aline infusion test * —————+ PA ruled out

Consensus Frangais Ann endoc 2016, 77(3):179



Association entre aldostéronémie poSlIT et KTVS (en cours de publicatiol

Not lateralized Lateralized Total
(ratio < 4) ONF OA2 X no
SIT<139pmol/L 29 12 (29%) 41
139>XKS1T< 277 pmol/L 37 26 (41%) 63
64 (67%
SIT%277 pmol/L 31 (67%) 95
p <0,001
Total 97 102 199

C Parmi les patients ayant une aldostéronémie freinéegs de 30% ont pourtant un HAP
CldAYSyGltaAzy RS £l LINEZO lalidstranange pBsSITY ¢ + {
C Le seuil de 277 pmol/iy QS &

LI & LIRHzNE SEQE dzNB £ S RAF 3y

4- Résultats



Les sous-tyy-pes~-doHAP

ARPri mair es oM Formes curables?

Adenome de Conn Adénome de Conn classique
Hyperplasie primitive Adénome de Conn rénine
Carcinome surrénal dépendant

Hyperplasie primitive

NSecondaire

Hyperplasie bilatérale

FH1: Glucocorticoid-

Responsive Aldosteronism
(et FH2?)

L Ed. Biglieri, Hypertension 1991;17:251
2 Irony, Am J Hypertens 1990;3:576



HAP avec ou sans tumeur

Adénome produisant de Hyperplasie
| 6al dost ®r one idiopathique



Cathétérisme des veines surrénales

Right intarior

adrenal PRI Sy

2 Right ad | artery
velin bt m-a Left superior adrenal

artery

| adrenal
vein




Indication - avant:35 ans?

A Présence de E2: “J’a | .f;
discordances entre les § 2 g © Tame
NBadzZ G Ga :‘f 0 o L.
le KTVS chez des 2 05 0
patients ayantentre 3! < o . &

et 40 ans. Age, Yr

Figure 2. Relationship between size of the adenoma and age of the
patients younger than 40 years.

Lim et al., JCEM 2014,99(8):2712



Interprétation du KTVS

Est-il sélectif ? A Index de sélectivité
] = CORTISOLIJEERE surrénale
CORTISO Lveine péeriphérique

Est-il latéralisé ?
A Index de latéralisation

ALDOSTERONE
CORTISOL veine surrénale dominante

~ ALDOSTERONE

CORTISOL veine surrénale non dominante

LI

A Index de suppression controlatérale
ALDOSTERONE

CORTISOL veine surrénale non dominante

CSI =

Interprétation

Index de sélectivité
A11A 5

Index de latéralisation
A2A 5

+/- Utilisation de

| 61 ndex de
controlatérale

+/-Ut i |l 1 sat. i
index de latéralisation

ALDOSTERONE
CORTISO], veinepériphérique

Rossi et al. JCEM 2012




Interprétation des KTVS

Brisbane Brisbane Brisbane Padoue Padoue Paris

Padoue Paris Turin Paris Turin Turin

N TN

Concordance@ 84% 83% 67% 74% @
Kappa 0.44 0.74 0.74 0.53 0.64 0.88

A 56% des KTVS classés de fagon uniforme par toutes les regles diagnostiques



Des alternatives? Utilisation de la
metanephrine

Mo, (%)Based Mo, (%)Based  No. (%) Based on 10°+ 1
on Cortisol on Cortisol Metanephrine B | A RAV
AVS Procedures  (Culoff 2.0) {Cutoff 2.0) {Cutoff 12.0) > 4 f: @ A e LAV
Monstimulated & 102 .f
RAV 26/34 (76) 3734 (o) 32734 ()" <>t .“ | ° AA
LAV 24134 (Mt 20734 (B5)1* 334 @ o 4 : E &\
Bilateral 19/34 (56}t 27134 (Tay" /M @) E 10"~ : : o=
AV indicates adrenal vein; AVS, AV sampling; LAV, left adrenal vein; and RAV, ﬁ o : : A
right adrenal vein Q |
*P0.05 higher than comresponding success rales determined by a cortisol- S : :
derived cutoff of 3.0, + 10°+ PO
TP=0.05 lower than comresponding success rale in cosyntropin-stimulated g : :
s |
1014 L1
! ] 1 |}
10 10° 101 107

Cortisol AV/IPV

A Ratio a 12 pour la métanéphrine

Dekkers, Hypertension 2013: 62, 1152



Enif

n

U=

e

275 mat indusion criteria

200 enrolled and randomly assigned

41 declined participation
34 met exclusion oriteria

L

|

b

4 ineligitde aftar randomisation

00 allocated to (T

o7 allocated to AVE®

¥

-

1 lost to follow-up before CT scan

—

2 lost to follow- up before treatment

Y

1 withdrew consent before AVS

47 treated with MRA
410 treatedwith adren

alactomnmmy

46 treatedwith MRA

50 treatedwith adrenalectomy§

4 discon tinved follow-up
1 intarcwrrent malignancy

L

4 discontinued follow-up
2 interowrrant malignancy

07 anahysed

46 CT-based adrenalactomy
46 CT-based M RA therapy

. —
—* 2 withdrew consant 1 intencurment stroke
1 lost to follow-up 1 withdrnew consent
¥ L4
02 analysed
46 AV 5 basad adrenalectomy§
46 AV 5 based MRA therapy

Dekkers, Lancet Endo Diab 2016:4:739

A

A

®tcude r

184 patients
randomisés

Obijectif principal:
nombre de
medicaments pour
obtenir le controle de
la PA apres un an de
Sulivi

a

Objectifs secondaires:

reponse hormonale,
qualité de vie, cout de
la prise en charge,
effets indésirables



Des résultats inattendusé

Total cohort Adrenalectomy Mineralocorticoid receptor antagonist
CT(n=92) AVS (n=92) pualue®  CT (n=46) AVS (n=45) pyale*  CT(n=45) AVS (n=46) pvalue
Defined daily dose 3-0(1-0-50) 30(11-59) 052 12 (0-30) 12 (0-3-0) 042 40 57 005
23-67) 3-4-87)

Mumber of 2i1-3) 2(1-3) 087 1{0-2)

1{0-2) 031 2(2-3) 3(2-4) 039

These findings challenge the recommendation to do AVS in all patients
with primary aldosteronism. Neither AVS nor CT should be considered as

gold standard tests for

identifying aldosterone-producing adenoma in all patients with primary

aldosteronism.

(3086}

Post-5SLT aldostercme

Suppressad 24 (53F%)

Indeterminate A7 (3]

Mot suppressed e
Biochemical cuwrtoome

Fersistent primany o (20%)

aldosternsni=m

Reschred aldosteronisme =F (BO%)

4.2 o-48
(4-0—4-4)

32 (F19)
2 [18%)
S (11%%)
5 (113%) 025

41 (EgEa)

Dekkers, Lancet Endo Diab 2016:4:739



R 4. SENCISIg=els e lslr (0)ikg8- Ne pas faire de CVS chez
®nt pas candidats a la chirurgi

Niveau de preuve: +

R 4.4 Nous suggéronde ne pas faire de CVS chez les
candidats a la chirurgie <40 ans qui ont une imagge
typique dadenome unilatéral

Niveau de preuve: ++

R 4.5.Nous recommandorde faire un CVS chez les
candidats a la chirurgie de plus de 40 ans quel qu
soit le résultat dedmagerie en coupes

Niveau de preuve: ++



