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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Anatomie und Physiologie der Nebennierenrinde

Die Nebenniere ist ein paarig angelegtes Organ, welches sich, von einer Kapsel
umgeben und in Fettgewebe eingebettet, am oberen Nierenpol befindet.
Schneidet man die Nebenniere auf, so lasst sich bereits makroskopisch eine
Gliederung in Rinde und Mark erkennen (Schiebler 2005). Entwicklungs-
geschichtlich entstehen die Rinde aus dem Mesoderm und das Mark aus dem
Ektoderm (Siegenthaler et Amann-Vesti 2006). Die Rinde erscheint makrosko-
pisch, aufgrund eines hohen Lipidgehalts, gelblich und lasst sich mikroskopisch
in drei Zonen einteilen. Dabei sind, von aullen nach innen, die Zona
glomerulosa (zG), die Zona fasciculata (zF) und die Zona reticularis (zZR) zu
unterscheiden. Die zG zeichnet sich dabei durch eine knauelartige Zellanord-
nung aus, wahrend die Zellen der zF eher saulenartig und die der zR eher
netzartig angeordnet imponieren.

Auch physiologisch betrachtet lasst sich die Nebenniere in Kompartimente ein-
teilen. Dabei ist die Rinde der Ort der Steroidbiosynthese, wahrend das Mark
fur die Produktion von Adrenalin und Noradrenalin zustandig ist. Den einzelnen
Zonen der Rinde kommen dabei unterschiedliche Aufgaben zu.

In der zG wird Uberwiegend das Mineralokortikoid Aldosteron gebildet, wohin-
gegen in der zF Uberwiegend Glukokortikoide, wie Cortisol, produziert werden.
Die zR ist in der Hauptsache fur die Synthese von Androgenvorstufen wie De-
hydroepiandrostendion (DHEA) und Androstendion verantwortlich (Siegenthaler
et Amann-Vesti 2006).

Die Sekretion der verschiedenen Hormone ist dabei hauptsachlich von zwei
Regelkreisen abhangig (Willenberg et al. 2008). Die Mineralokortikoidsekretion
unterliegt, neben den Stimuli durch Corticotropin (ACTH), Kalium und Natrium,
uberwiegend dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS). Die Gluko-
kortikoid- und Androgen-Sekretion hingegen hangen hauptsachlich vom Ein-
fluss der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse)
ab (Siegenthaler et Amann-Vesti 2006).
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Abb. 1 Schematische Darstellung des RAAS. Abk.: -> - Stimulation; = -8 = Hemmung; *=**» ﬁ = enzymatischer
Umsatz; 1 = Wertanstieg; | = Wertverminderung; Na* = Natrium; RR = arterieller Blutdruck; ACE = Angiotensin
Converting Enzym

Das RAAS wurde erstmalig 1958 beschrieben (Gross 1958) und bezeichnet ei-
nen Feedback-Mechanismus zwischen der Niere und der Nebennierenrinde —
dargestellt in Abbildung 1. Durch Natrium-, Volumen- und/oder Blutdruckver-
minderung kommt es im juxtaglomerularen Apparat der Niere zu einer
Reninausschittung. Renin ist ein proteolytisches Enzym und flhrt im Blut zur
Umsetzung von Angiotensinogen, einem ax-Globulin der Leber, zu Angio-
tensin I. Das Dekapeptid Angiotensin | wird durch das, Uberwiegend in der
Lunge lokalisierte, Angiotensin Converting Enzym (ACE) in das Octapeptid
Angiotensin Il umgewandelt. Dieses Angiotensin Il hat vasopressive Wirkung
und bindet in der Nebennierenrinde an den membranstandigen Angiotensin-II-
Rezeptor Typ 1 (AT4-R) der Zellen der zG und fuhrt so zur Aldosteronsekretion.
Das Aldosteron bewirkt anschlieRend eine gesteigerte Natriumrickresorption
und ADH-Sekretion, die zum Volumenanstieg und damit gemeinsam mit der
vasopressiven Wirkung des Angiotensin Il zur Steigerung des arteriellen Blut-
drucks fuhrt (Siegenthaler et Amann-Vesti 2006).

Die HPA-Achse beschreibt den Regelkreis — dargestellt in Abbildung 2 —, der
den grofdten Einfluss auf die Glukokortikoid- und Androgensekretion besitzt.
Eine Ausschittung von Corticoliberin (CRH), einem Peptidhormon aus dem
Hypothalamus, fuhrt in der Hypophyse zu einer Sekretion von Proopiomelano-
cortin (POMC). Aus POMC wird durch proteolytische Spaltung anschliel3end
ACTH, dem wichtigsten Faktor der Cortisol-Sekretion, gebildet.
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Abb. 2 Schematische Darstellung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse. Abk.: = = Stimulation;
= -8 = Hemmung; CRH = Corticoliberin; ACTH = Corticotropin; NNR = Nebennierenrinde

ACTH bewirkt durch Bindung an den membranstandigen und G-Protein gekop-
pelten ACTH-Rezeptor (MC2-Rezeptor) in der Nebennierenrinde anschliellend
eine Steroid-Sekretion. Das gebildete Cortisol fihrt wiederum durch negative
Ruckkopplung am Hypothalamus zu einer verminderten CRH- und an der Hy-
pophyse zu einer verminderten ACTH-Sekretion. Es entsteht so ein Cortisol-
ACTH-Gleichgewicht, welches, beispielsweise durch Stress, Uber Zytokine und
autonome neuronale Regulationsmechanismen an aufRere Umstande ange-

passt werden kann (Siegenthaler et Amann-Vesti 2006).

1.2 Mineralokortikoid- und Glukokortikoidsynthese

Die Mineralokortikoid- sowie die Glukokortikoidsynthese erfolgen in der Neben-
nierenrinde. Dabei werden, durch zonale Unterschiede in der Enzymexpression
bedingt, die Mineralokortikoide in der zG und die Glukokortikoide in der zF ge-
bildet (Ghayee et Auchus 2007).

In beiden Fallen handelt es sich um Steroidhormone, welche sich alle vom Ste-
rangerust des Cholesterols ableiten. Die Synthese der jeweiligen Hormone —
skizziert in Abbildung 3 — erfolgt de novo vornehmlich durch Regulation des
RAAS und der HPA-Achse.
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Abb. 3 Schematische Darstellung der Aldosteron- und Cortisolsynthese — angelehnt an Ghayee et Auchus 2007.
Abk.: StAR = steroidogenic acute regulatory protein; 11-DOC = 11-Desoxycorticosteron; 18-OH-B = 18-Hydroxy-
corticosteron; THA = Tetrahydroaldosteron; 17-OH-Pregnenolon = 17-Hydroxypregnenolon; 17-OH-Progesteron = 17-
Hydroxyprogesteron; 11-DOF = 11-Desoxycortisol; 18-OH-F = 18-Hydroxycortisol

Die ersten beiden Syntheseschritte sind fur alle Steroidhormone gleich. Zu-
nachst erfolgt der Transport des Cholesterols von der aul3eren zur inneren Mi-
tochondrienmembran durch das steroidogenic acute regulatory protein (StAR).
Anschlieltend wird das Cholesterol durch die Cholesterol-side-chain Cleavage
(CYP11A1) hydroxyliert und eine Kohlenstoffpaarbindung gespalten, sodass
Pregnenolon und Isocaproaldehyd entstehen. Der Transport durch die Mito-
chondrienmembran ist dabei der geschwindigkeitsbestimmende Schritt (Ghayee
et Auchus 2007). Nach der Bildung von Pregnenolon teilen sich die Wege zur
Mineralokortikoid- und Glukokortikoidproduktion.

Zur Mineralokortikoidsynthese wird in der zG das eben gebildete Pregnenolon
durch die 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (HSD3B2) zu Progesteron und
dieses anschlieBend durch die 21-Hydroxylase (CYP21A2) zu 11-Desoxy-
corticosteron (11-DOC) umgewandelt. Daraufhin erfolgt mithilfe der Aldosteron-
synthase (CYP11B2) die Umwandlung von 11-DOC uber die Zwischenstufen
Corticosteron (B) und 18-Hydroxycorticosteron (18-OH-B) zu Aldosteron.
Aldosteron wiederum kann ebenfalls durch CYP11B2 zu Tetrahydroaldosteron
(THA) umgewandelt werden.

Zur Synthese von Cortisol erfolgt zunachst mithilfe der 17a-Hydroxylase
(CYP17A1) eine Umwandlung von Pregnenolon zu 17-Hydroxypregnenolon
(17-OH-Pregnenolon). CYP17A1 befindet sich nur in der zF und zR, sodass in
der zG Aldosteron synthetisiert wird, weil CYP17A1 dort nicht beziehungsweise
in sehr geringem Ausmal} vorhanden ist (Harkins et al. 1974, Crivello et Gill
1983, Siegenthaler et Amann-Vesti 2006).




EINLEITUNG

17-OH-Pregnenolon wird anschlieBend durch HSD3B2 zu 17-Hydroxypro-
gesteron (17-OH-Progesteron) umgewandelt. Darauf folgt die Hydroxylierung
des 17-OH-Progesterons durch CYP21A2 zur Bildung von 11-Desoxycortisol
(11-DOF). Der letzte Schritt umfasst schlieRlich die Hydroxylierung von 11-DOF
durch die 11B-Hydroxylase (CYP11B1) zu Cortisol. Cortisol wiederum kann
weiterhin, ebenfalls durch CYP11B1, zu 18-Hydroxycortisol (18-OH-F) hydroxy-

liert werden.

1.3 Primarer Hyperaldosteronismus

Der primare Hyperaldosteronismus (PA) wurde ausfuhrlich 1955 von Jerome
Conn beschrieben (Conn 1955) und bezeichnet eine Stérung des Hormonhaus-
halts im Sinne einer vermehrten Aldosteronsekretion, welche unabhangig vom
RAAS ist. Die Ursache fur einen PA liegt bei circa 50% der Falle in einem Al-
dosteron produzierenden Nebennierenadenom (APA) und bei den anderen
knappen 50% der Falle in einer uni- oder bilateralen Nebennieren-
rindenhyperplasie. In seltenen Fallen kann der PA durch familiare Formen —
familiarer Hyperaldosteronismus Typ 1-3 — sowie durch Nebennierenkarzinome
bedingt sein (Fischer et al. 2011, Funder et al. 2008, Siegenthaler et Amann-
Vesti 2006, Born-Frontsberg et Quinkler 2009, Geller et al. 2008).

Die Pravalenz des PA unter Patienten mit einer arteriellen Hypertonie wurde
Uber lange Zeit diskutiert und es finden sich Angaben zwischen 1,4% und 32%,
im Median 8,8%, (Rossi 2011). Der PA wird dabei als die haufigste Ursache fur
eine sekundare arterielle Hypertonie genannt (Born-Frontsberg et Quinkler
2009).

Die Symptomatik kann sich je nach Auspragung und Patient unterscheiden. Die
haufigsten Symptome beziehungsweise klinischen Zeichen sind Kopfschmer-
zen, Sehstdrungen, Kardiomegalie und Wasserretention (Fischer et al. 2011,
Siegenthaler et Amann-Vesti 2006). In allen Fallen kommt es durch die ver-
mehrte Aldosteronproduktion zu einer vermehrten Natriumrickresorption im
Austausch gegen Kalium. Damit verbunden kommt es zu einer vermehrten
Flussigkeitsretention mit anschlie®Rendem Blutdruckanstieg und, bei voller Aus-

pragung des klinischen Bildes, zu einer Hypokaliamie. Weiterhin kann es durch
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eine vermehrte Ausscheidung von H'-lonen im renalen Sammelrohr zu einer
metabolischen Alkalose kommen (Siegenthaler et Amann-Vesti 2006).

Ferner werden bei Patienten mit PA eine erhohte Rate an kardio-, zerebro- und
renovaskularen Begleiterkrankungen beobachtet (Quinkler et al. 2010). Die er-
hohte Aldosteronkonzentration fuhrt zum Beispiel zu kardiovaskularen Umbau-
prozessen wie linksventrikularen Wandverdickungen (Rossi et al. 2002), einer
vermehrten Rate an Schlaganfallen (Nishimura et al. 1999) und einer
Mikroalbuminurie (Sechi et al. 2006).

Diagnostik und Therapie

Die aktuelle Leitlinie sieht vor, dass Patienten mit arterieller Hypertonie und fol-
genden Eigenschaften auf das Vorliegen eines PA untersucht werden sollten
(Funder et al. 2008):

- arterielle Hypertonie Grad 2

(systolisch: 160-179 mmHg und/oder diastolisch: 100-109 mmHg)
- arterielle Hypertonie Grad 3
(systolisch: > 180 mmHg und/oder diastolisch: > 110 mmHg)

- therapieresistente arterielle Hypertonie (> 3 Antihypertensiva)

- spontane Hypokaliamie oder diuretikainduzierte Hypokaliamie

- adrenales Inzidentalom

- zerebrovaskulares Ereignis im Alter < 40 Jahren

- positive Familienanamnese fur arterielle Hypertonie < 40 Jahren

- erstgradige Verwandtschaft zu Patienten mit PA
Die Abklarung folgt dabei einem typischen Schema, bestehend aus Screening,
Bestatigungstest, Differentialdiagnostik und Bildgebung (Willenberg et al. 2012).
Das Screening umfasst dabei zwei Schritte. Im ersten Schritt werden die Al-
dosteron- sowie Renin-Konzentrationen bestimmt, um daraus den Quotienten
(ARQ) zu errechnen. Ein ARQ oberhalb der Norm, die vom jeweils verwendeten
Hormonassay abhangig ist (Fischer et al. 2011), lasst anschliefend einen
Bestatigungstest folgen. Als Bestatigungstests gelten der Kochsalzbelastungs-
test, der Fludrocortison-Suppressionstest sowie der Captoprilbelastungstest.
Wird im Anschluss an einen dieser Tests ein erhohter Aldosteronwert gemes-

sen, so gilt der PA als bestatigt und es folgt eine Subtypisierung. Dazu werden
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die Computertomographie, die Magnetresonanztomographie sowie die selektive
Nebennierenvenenkatherisierung empfohlen.

Die Behandlung eines unilateralen Adenoms erfolgt mithilfe einer Adrenal-
ektomie, wahrend die bilaterale Nebennierenrindenhyperplasie von einer le-

benslangen antimineralokortikoiden medikamentdsen Therapie begleitet wird.

1.4 Cushing-Syndrom

Das Cushing-Syndrom (CS) beschreibt eine Reihe von klinischen Zeichen und
Symptomen, die aus einem, Uber langere Zeit bestehenden, Hyperkortisolismus
resultieren. Die haufigste Form des CS ist das iatrogene CS, das durch Medi-
kamentenverordnungen verursacht wird. Als weitere Form gibt es das endo-
gene CS, das in eine ACTH-abhangige und in eine ACTH-unabhangige Form
eingeteilt wird. Die ACTH-abhangige Form (70%) ist durch eine erhdhte ACTH-
Sekretion von hypophysar oder — seltener — ektop bedingt, wahrend die ACTH-
unabhangige Form (30%) in einer erhdhten adrenalen Kortisolsekretion ihre Ur-
sache findet (Nieman et al. 2008, Fischer et al. 2011).

Fir die Inzidenz finden sich Angaben zwischen 1,2 und 2,4 endogenen
Cushingfallen pro 1 Million Einwohner pro Jahr (Etxabe et Vazquez 1994,
Lindholm et al. 2001).

Die klinische Erscheinung und Symptomatik des CS kann interindividuell stark
schwanken. So gibt es neben dem Vollbild eines CS auch die praklinische Form
— das praklinische CS —, bei dem der Hyperkortisolismus lediglich durch labor-
diagnostische Verfahren nachgewiesen wird, da fur den ungeubten Untersucher
keine eindeutig fassbaren anamnestischen oder klinischen Zeichen fiir ein CS
vorliegen. Ebenso vielfaltig, wie die Wirkungen von Glukokortikoiden im
menschlichen Organismus, sind die Folgen eines Glukokortikoidexzesses. So
kann es zur Beeinflussung des Kohlenhydrat-, Eiwei3- und Fettstoffwechsels
kommen sowie zu Stérungen des hamatopoetischen Systems, des Bindegewe-
bes, des Knochenstoffwechsels, der Haut und des zentralen Nervensystems
(Siegenthaler et Amann-Vesti 2006).

Eines der haufigsten aber auch unspezifischsten Symptome ist die arterielle
Hypertonie, welche auf eine erhdhte Sensitivitat der glatten Gefallmuskulatur

gegenuber Angiotensin Il und Katecholaminen sowie die zunehmende
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mineralokortikoide =~ Wirkung der  Glukokortikoide  zurlckzuflhren ist
(Siegenthaler et Amann-Vesti 2006). Als weitere Symptome werden
Fettumverteilungsstérungen zum Beispiel mit Vollmondgesicht und Stammfett-
sucht, eine atrophe Haut mit Striae rubrae distensae und eine proximale Mus-
kelatrophie angegeben. Zudem finden sich haufig bei Frauen ein Hirsutismus
und Menstruationsstérungen sowie Impotenz bei Mannern (Fischer et al. 2011).
Jedes dieser Symptome ist, einzeln betrachtet, nicht zwangslaufig durch ein CS
bedingt, jedoch macht die Kombination mehrerer dieser Symptome die

Diagnose wahrscheinlich.

Diagnostik und Therapie

Die Symptome des CS konnen zum Teil sehr unspezifisch sein. Deshalb wird
empfohlen, nur ausgewahlte Patientengruppen zu untersuchen, bei denen be-
stimmte Symptomkonstellationen vorhanden sind (Nieman et al. 2008). Als
geeignet erscheinen folgende Symptome und Befunde:

- junges Alter kombiniert mit arterieller Hypertonie, Osteoporose, Diabetes

mellitus Typ 2 und dinner Haut
- schnelle Hamatombildung nach leichten Traumata, Plethora, proximale
Muskelschwache und Striae rubrae distensae

- Gewichtszunahme in Kombination mit Wachstumsstillstand bei Kindern

- adrenales Inzidentalom
Auch hier folgt die biochemische Diagnostik einem typischen Schema, welches
nach der kundigen Anamnese und korperlichen Untersuchung aus Screening,
Bestatigung, Differentialdiagnostik und abschlieRender Bildgebung besteht
(Willenberg et al. 2012). Zur initialen Diagnostik wird die Messung von freiem
Kortisol im 24h-Sammelurin, die zweimalige Speichelkortisolmessung um Mit-
ternacht beziehungsweise der niedrigdosierte Dexamethason-Suppressionstest
(DST) empfohlen. Zur Diagnosesicherung bedarf es zweier pathologischer Er-
gebnisse in entweder einem Test mit zweimaliger Wiederholung beziehungs-
weise — besser noch — zwei separaten unterschiedlichen Tests.
Sofern die Diagnose gesichert ist, folgt eine ACTH-Bestimmung zur Differenzie-
rung zwischen der ACTH-abhangigen beziehungsweise ACTH-unabhangigen
Form des endogenen CS. ACTH-Werte < 15 pg/ml definieren das ACTH-unab-

hangige CS und lassen eine bildgebende Diagnostik der Nebenniere mittels
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Computertomographie oder Magnetresonanztomographie folgen. Finden sich
inadaquat hohe ACTH-Werte, zum Beispiel uber 15 pg/ml, so spricht dies fur
ein ACTH-abhangiges CS und es schliel3en sich weitere diagnostische Verfah-
ren an.

Far gewohnlich folgt eine Therapie durch Tumorresektion. Im Fall der Inopera-
bilitat werden die Patienten mit Cortisol-Synthese-Hemmern, wie Mitotane und
Ketokonazol, behandelt (Fischer et al. 2011).

1.5 Ziel der Arbeit

In den letzten Jahren erschienen mehrere Artikel in Form von Falldarstellungen
beziehungsweise Fallserien Uber Patienten mit PA in Kombination mit einem
Hyperkortisolismus aufgrund von Aldosteron- und Cortisol-kosezernierenden
Nenbennierenadenomen (A/CPAs).

Das Ziel dieser Arbeit war die systematische Untersuchung von A/CPAs hin-
sichtlich ihrer Epidemiologie, Klinik, Labordiagnostik und histologischer Eigen-
schaften.

Mittels labordiagnostischer Verfahren, endokrinologischer Funktionstest und
immunhistochemischer Methoden sollten zwei Patientinnen untersucht und die
bereits publizierten Artikel hinsichtlich ihrer Gemeinsamkeiten und Unterschiede
analysiert werden. Dies sollte im Anschluss einen Vergleich der eigenen Unter-
suchungen mit den Erkenntnissen aus den bereits publizierten Artikeln ermogli-
chen.

Durch diese strukturierte Aufarbeitung der A/CPAs sollte ein Zwischenstand der
wissenschaftlichen Erkenntnisse widergespiegelt werden, der in Zukunft ge-

Zielte Forschung zu noch nicht geklarten Fragen ermaoglichen sollte.
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1. Patienten

2.1.1 Patientenvorstellung und klinische Untersuchungsbefunde

Patientin 1:

Zum Zeitpunkt der Vorstellung 57-jahrige Frau in der Postmenopause, die eine
hypertensive Krise mit Hypokaliamie erlitt und zur weiteren Abklarung in die en-
dokrinologische Ambulanz uUberwiesen wurde. Die Patientin berichtete Uber
Nykturie, Mundtrockenheit, sporadische Schwindelanfalle und innere Unruhe.
Sie war adipdés mit einer Koérperlange von 1,53 m bei einem Gewicht von
74,2 kg und einem Body-Mass-Index von 32 kg/m? I|hr Blutdruck lag bei
200/99 mmHg und der Puls bei 82 Schlagen pro Minute. Die Patientin zeigte
folgende Symptome eines Cushing-Syndroms: Stammfettsucht, Muskel-

schwache, Hirsutismus, Hautatrophie und Osteoporose.

Patientin 2:

Zum Zeitpunkt der Prasentation 49-jahrige Frau, die zur weiteren Abklarung ei-
nes PA Uberwiesen wurde. Zwei Monate vor der Visite am Universitatsklinikum
Dusseldorf (UKD) war sie wegen einer hypertensiven Krise bereits in einem an-
deren Krankenhaus in stationarer Behandlung gewesen.

Die Patientin litt an Depressionen und hatte eine 2-jahrige Vorgeschichte mit
erhdhtem Blutdruck und Gewichtszunahme. Sie berichtete Uber intermittierende
Mundtrockenheit, intensives Durstgefuhl und Nykturie. lhr Blutdruck lag bei
155/105 mmHg. Sie hatte weiterhin typische klinische Symptome eines
Cushing-Syndroms in diskreter Auspragung: lhre Haut zeigte eine moderate At-
rophie und sie litt an proximaler Skelettmuskelschwache. Diese auflerte sich
durch das Unvermdgen, nicht mehr aus der Hocke aufstehen zu kdnnen. In der
Familienanamnese war keine Vorgeschichte von Nebennierentumoren oder

arterieller Hypertonie ersichtlich.
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2.1.2 Hormondiagnostik und endokrine Funktionstests

Im Rahmen der Diagnostik wurden Natrium- und Kalium-Werte bestimmt. Dies
erfolgte im Zentralinstitut fur klinische Chemie und Labordiagnostik des UKD
(Direktor: Prof. Dr. med. F. Boege) mittels einer ionenselektiven Elektrode aus
Blutserum.

Die Hormone Aldosteron, ACTH, Cortisol (F), Dehydroepiandrostendionsulfat
(DHEA-S), 18-OH-Cortisol (18-OH-F), 18-OH-Corticosteron (18-OH-B),
Aldosteron-18-Glucuronid (A18G), Tetrahydroaldosteron (THA) und Renin wur-
den mit verschiedenen Immunoassays aus Blutplasma der Patienten bestimmt.
Die einzelnen Verfahren sind in den nachsten Absatzen jeweils getrennt auf-
gefluhrt.

Jegliche durchgefuhrte Untersuchung und Diagnostik erfolgte mit Patientenein-
verstandnis im Rahmen des Deutschen Conn-Registers (Registernummer:
3027).

Labordiagnostik

e Die Serumaldosteronkonzentration (PAC) wurde mittels des Radio-Immuno-
assays (COAT-A-Count, Siemens, Bad Nauheim, Deutschland) bestimmt.
Die Blutkonzentrationen andern sich in Abhangigkeit von Serumkaliumkon-
zentrationen, ACTH und Renin/Angiotensin |l. Werte uber 160 ng/l im Liegen
sind in der Regel zu hoch.

e ACTH und F wurden mithilfe des Elektrochemilumineszenz-Immunoassays
(Elecsys, Roche, Mannheim, Deutschland) bestimmt. Fur ACTH gelten
Richtwerte zwischen 7-46 pg/ml und fir F zwischen 6-19 ug/dl als normal.

e DHEA-S wurde mit dem Chemilumineszenz-Immunoassay (Immulite,
Siemens, Bad Nauheim, Deutschland) bestimmt. Hier gelten altersabhan-
gige Normbereiche, wobei Serumspiegel zwischen 80-350 ug/dl wahr-
scheinlich physiologisch sind.

e 18-OH-F, 18-OH-B, A18G und THA wurden durch das Steroidlabor des
Instituts fur Pharmakologie der Universitat Heidelberg mittels eines in house-
Radioimmunoassays bestimmt, ein Verfahren, das bereits an anderer Stelle
naher beschrieben wurde (Vecsei et al. 1983). Dabei gelten fur 18-OH-F
Werte im Bereich von 30-130 ng/dl und fur 18-OH-B Werte im Bereich von

12-55 ng/dl im Sitzen als normal.
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Fir A18G gilt eine Diurese von weniger als 12 ug/24 h bei starkerem Salz-
konsum mit einer Natriumtagesausscheidung von 200 mmol/die als normal.
Die Ausscheidung von THA sollte bei einer Normalperson weniger als
65 pg/24 h betragen (Balas et al. 2010).

Die Plasmareninkonzentration (PRC) wurde mittels des Chemilumineszenz-
immunoassay (CLIA, Liaison, Diasorin Dietzenbach, Deutschland) aus Pati-
entenplasma in Heidelberg (www.labor-limbach.de) bestimmt. Als nicht-
supprimiert gelten Spiegel uber 5 ng/l (Willenberg et al. 2009, Balas et al.
2010).

Funktionstests

Die klinischen Untersuchungen und Funktionstests wurden gemalf der aktuellen

klinischen Praxis-Leitlinie (Funder et al. 2008) im Konsens mit dem Deutschen

Fresenius-Conn-Register durchgefuhrt (www.conn-register.de, Diederich et al.

2010). Zur Diagnose eines PA wurde als Screeningverfahren der Aldosteron-

Renin-Quotient (ARQ) bestimmt und als Bestatigungstest der Fludrocortison-

Suppressionstest (FST) durchgefihrt. Zum Ausschluss eines Hyperkortisolis-

mus unterzogen sich die Patientinnen einem Dexamethason-Suppressiontest

(DST). Die genaue Durchfuhrung der einzelnen Tests ist in den folgenden Ab-

satzen zu finden.

ARQ: Als Screeningverfahren im Rahmen der Diagnostik eines PA wird der
Quotient aus der Aldosteronkonzentration (A) und der Plasmareninkon-
zentration (PRC) bestimmt. Da der ARQ durch Medikamente beeinflusst
werden kann (Funder et al. 2008, Tomaschitz et Pilz 2010), wurde vor der
Bestimmung des ARQ die Pharmakotherapie der Patientinnen umgestellt.
Dabei wurden zunachst vier Wochen vorher Aldosteronantagonisten und
eine Woche vor der ARQ Bestimmung Schleifendiuretika abgesetzt. Die
Blutentnahme zur ARQ Bestimmung erfolgte zwischen 9.00 Uhr und
10.00 Uhr nach vorangegangener 15-minutiger Ruhepause. Weiterhin soll-
ten die Patientinnen bereits mindestens zwei Stunden wach gewesen sein.
Als relativ sicherer Hinweis auf einen vorliegenden PA galt ein ARQ > 33
(Willenberg et al. 2009).

FST: Die Patientinnen erhielten Uber vier Tage alle 6 h eine Dosis von

0,1 mg Fludrocortison per os. Zusatzlich wurde wahrend dieser vier Tage
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alle 12-18 h eine Kalium-Brausetablette (40 millival) gegeben, um den
Plasma-Kalium-Wert nahe 4,0 mmol/l zu stabilisieren. Ferner wurden die
Patientinnen angehalten, sich kochsalzreich zu ernahren, um eine renale
Natriumausscheidung von > 200 mmol/die zu erreichen. Dazu wurde die
Natriumausscheidung anhand einer 24h-Sammelurinuntersuchung von
Tag 4 auf Tag 5 quantifiziert. Am funften Tag wurden um 9.00 Uhr Aldoste-
ron- sowie Reninspiegel bestimmt. Die Patientinnen befanden sich dabei je-
weils in einer sitzenden Korperhaltung. Ein Test wurde als pathologisch und
somit der PA als bestatigt gewertet, wenn die A am vierten Tag 60 ng/l
uberstieg. Weiterhin musste Renin kleiner als 5 ng/l sein. Auferdem wurde
der gesammelte Urin benutzt, um die 24h-Cortisoldiurese zu bestimmen.

e DST: Zwei Wochen nach dem FST wurden die Patientinnen erneut einbe-
stellt und es wurden fur drei Tage alle 6 h jeweils 0,5 mg Dexamethason in
Tablettenform verabreicht. Der Test wurde als pathologisch beziehungs-
weise als Hinweis auf das Vorliegen eines Hyperkortisolismus gewertet, so-
fern der, am Morgen nach der letzten Dexamethasongabe gemessene, Se-
rumkortisolwert groRer als 1,8 ug/dl war.

e Sechswochige Spironolactongabe: Zur praoperativen Vorbereitung und um
zu Uberprufen, ob sich die Blutdruck- und Hormonwerte der Patientinnen
mithilfe von Aldosteronantagonisten normalisieren liel3en, erfolgte fur sechs

Wochen die tagliche Gabe von 25-50 mg Spironolacton per os.

2.1.3 Bildgebende Diagnostik

Die Computertomogramme und Magnetresonanztomogramme wurden im In-
stitut fur Diagnostische und Interventionelle Radiologie des UKD (Direktor: Prof.
Dr. med. G. Antoch) angefertigt. Die sonographischen Untersuchungen wurden
in der Klinik fur Endokrinologie, Diabetologie und Rheumatologie des UKD
(Direktor: Prof. Dr. med. W. A. Scherbaum) am Sonoline Versa Plus (Siemens,
Muanchen, Deutschland) durchgefuhrt. Bei Patientin 1 wurde die Anreicherung
im Nebennierenrindentumor mittels Norcholsterol-Nebennierenszintigraphie
sichtbar gemacht. Diese Untersuchung wurde durch die Nuklearmedizinische
Klinik des UKD (Direktor: Prof. Dr. med. H.-W. Muller) vorgenommen.
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2.1.4 Immunhistologische Analysen

Préaparateauswahl

Far die in dieser Arbeit beschriebenen immunhistochemischen Untersuchungen
wurde Nebennieren-Gewebe genutzt, welches mit Patienteneinverstandnis im
Rahmen des Deutschen Conn-Registers (Registernummer: 3027) durch lapa-
roskopisch beziehungsweise retroperitoneoskopisch durchgefihrte Adrenalek-
tomien operativ gewonnen wurde. Dabei handelte es sich um neun reine
Aldosteron produzierende Adenome (APA), ein reines Cortisol produzierendes
Adenom (CPA), zwei Aldosteron- und Cortisol-kosezernierende Adenome
(A/CPAs) und schlieBlich um normale humane Nebennieren (NHN). Die

jeweiligen Organpraparate lagen bereits in Paraffinblocken eingebettet vor.

Anfertiqunq der Schnittpordparate

Die bereits in Paraffinblocken eingebetteten Organpraparate wurden mithilfe ei-
nes Mikrotoms (HM 400, Microm, Walldorf, Deutschland) auf die Dicke von
7 um zugeschnitten. Anschliefend wurden diese Schnitte in ein 37°C warmes
Wasserbad gegeben und von dort auf Sialin beschichtete Objekttrager
(Marienfeld Superior, Lauda Kdénigshofen, Deutschland) Ubertragen. Diese Ob-
jekttrager wurden anschliefend mit den jeweiligen Schnittpraparaten bei 60°C
fur 3 h in einen Ofen gegeben, um die Praparate auf den Objekttragern zu fixie-

ren.

Vorbereitung der Schnittprdparate

Um mit der Farbeprozedur beginnen zu kdnnen, mussten die angefertigten
Schnittpraparate zunachst entparaffiniert und rehydriert werden. Zur Entparaf-
finierung wurden die Schnitte zweimal hintereinander fur 10 min in ein Xylolbad
(100%) gegeben. Anschlieliend wurden die Schnitte zur Rehydrierung in eine
absteigende Ethanolverdinnungsreihe (3 min a 100%, 3 min a 100%, 2 min a
90%, 2 min a 70%) gegeben. AbschlieRend wurden die Schnitte in lauwarmem
Wasser (1 min) gespult und mit Tris-gepuffertem Salz mit Tween 20 (TBST)

(Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) fir 2 min gewaschen.
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Allgemeine Beschreibung der angewendeten Methodik

Vor der eigentlichen Immunmarkierung der zu untersuchenden Antigene
mussten zunachst noch einige vorbereitende Schritte erfolgen. Dies war zu-
nachst bei Farbungen gegen die 17a-Hydroxylase eine Antigendemaskierung.
Weiterhin erfolgte bei allen Farbungen eine Blockierung von gewebseigenem
Avidin, Biotin, der endogenen Peroxidase und unspezifischer Proteinbindungs-
stellen, um die Wahrscheinlichkeit von Hintergrundfarbungen zu minimieren und
die Spezifitat zu erhdhen.

Die Immunmarkierung, sowohl der MC2- und AT-Rezeptoren als auch der 17a-
Hydroxylase, erfolgte in sechs Farbeschritten mithilfe der Catalyzed-Signal-
Amplifikations-Methode (CSA) (Bobrow et al. 1989). Diese ist ausfuhrlich, in An-
lehnung an die Beschreibung aus dem Handbuch fur Immunchemische Farbe-
methoden (Boenisch 2003), in Abbildung 4 dargestellt und im folgenden Ab-

schnitt erlautert.

a ﬁq‘ %i%igl \j%‘ f%'
Ao A A ey wbe

Abb. 4 Schematische Darstellung der CSA-Farbemethode — angelehnt an Boenisch 2003. Im ersten Schritt erfolgt
die Bindung des Primérantikdrpers (Primdr-AK) an das zu untersuchende Antigen. Im zweiten Schritt erfolgt eine
Inkubation mit einem biotinylierten Sekundéarantikérper (Sekundér-AK), der gegen den F-Teil des PrimérantikGrpers
gerichtet ist. AnschlieBend wird ein Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex hinzugegeben, dessen Streptavidin an
die Biotinmolekiile des Sekundérantikérpers bindet. Im vierten Schritt wird ein Amplifikationsreagenz hinzugegeben,
welches Biotinyl-Tyramid, ein biotinhaltiges Substrat, enthélt, das wiederum durch die Peroxidase aus dem
Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex, aus dem vorherigen Schritt, katalytisch in eine unlésliche Form gebracht
wird. Dieses unlésliche Biotin-Substrat geht mit umliegenden Gewebsproteinen eine chemische Bindung ein und
wird im folgenden fiinften Schritt durch die Zugabe von einem Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase Komplex
(Streptavidin-HRP; HRP = horseraddish peroxidase) an Streptavidin gebunden. Diese Bindung in Kombination mit
einer hohen Anzahl von Peroxidasen der Umgebung des gesuchten Antigens fiihrt zu einem hohen Umsatz von,

anschlieBend im sechsten Schritt zugegebenen, Chromogen in ein Chromophor.

Konkrete Beschreibunqg der einzelnen Férbeschritte

Alle im Folgenden beschriebenen Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Ge-
nauere Informationen zu den Antikérpern und ihrer Verwendung liefert Tabelle 1

am Ende des Abschnitts.
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Antigendemaskierung:

Bei der Verwendung von Anti-17a-Hydroxylase-AKs bedurfte es eines
Schrittes zur Antigendemaskierung, da es sich um ein intrazellular gelege-
nes Enzym handelt. Dazu wurde zusatzlich zu den Ublichen Vorbereitungs-
schritten ein funfminltiges Bad in TritonX (Sigma Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA) —Phosphat-gepufferte-Salz (PBS) -Lésung (0,5%) eingefugt,
um durch Detergenzwirkung die Vernetzung der Membranproteine zu ver-
mindern.

Avidin-Biotin-Blockade:

Der Immunfarbung wurde jeweils eine Blockierung des gewebseigenen Avi-
dins und Biotins vorangestellt. Diese Blockade erfolgte mit dem Biotin-
Blocking-System (Dako, Hamburg, Deutschland). Dazu wurden die Proben
jeweils 10 min mit dem Avidin-Blocking Reagenz und anschlielRend, nach
einmaligem Abspulen mit Aqua dest., 10 min mit dem Biotin-Blocking Rea-
genz inkubiert. Anschliellend erfolgte ein funfminttiger Waschschritt in
TBST.

Peroxidase- und Protein-Block:

Peroxidase- und Protein-Block erfolgten mittels der jeweiligen Reagenzien
aus dem CSA-Kit (Dako, Hamburg, Deutschland). Zunachst wurde dazu das
Gewebe flr 5 min mit dem Peroxidase-Block Reagenz inkubiert. Dann er-
folgte ein funfminutiger Waschschritt in drei frischen Pufferbadern aus TBST
(nachfolgend als ,Pufferbad“ bezeichnet) und daran schloss sich eine funf-
minutige Inkubation mit dem Proteinblock-Reagenz an. Der Proteinblock
wurde nicht abgesplilt, sondern lediglich die tUberstehenden Tropfen abge-
klopft und es schloss sich der erste Schritt der Immunfarbung an.
Durchfihrung der Immunfarbung:

Als Erstes wurde das Gewebe mit Primar-AK, verdinnt in 2%-Normal-
schweineserum (Dako, Hamburg, Deutschland), fir 30 min inkubiert — die
jeweiligen AKs und dazugehdrigen Verdunnungen sind aus Tabelle 1 zu ent-
nehmen. Anschlielend erfolgte ein finfminatiges Pufferbad. Danach folgte
die Inkubation mit fertigen Sekundar-AK-Lésungen fir 15 min. Die Wahl des
Sekundar-AK richtete sich nach der Spezies des Primar-AK. Bei einem
Primar-AK von Mausen oder Kaninchen wurde der Sekundar-AK aus dem
CSA-Kit (K1500, Dako, Hamburg, Deutschland) und bei einem Primar-AK
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von der Ziege wurde der Sekundar-AK aus dem LSAB-Kit (KO679, Dako,
Hamburg, Deutschland) benutzt. Nach einem erneuten Pufferbad schloss
sich die 15-mindtige Inkubation mit dem Streptavidin-Biotin-Komplex an,
welcher zu Beginn der Entparaffinierung bereits angemischt wurde. Nach
erneutem Pufferbad wurde das Gewebe mit dem Amplifikationsreagenz be-
netzt. Nach 15 min erfolgte ein weiteres Pufferbad, an welches sich eine 15-
minutige Inkubation mit Streptavidin-HRP-Gemisch anschloss. Abschliel3end
erfolgte ein letztes Pufferbad.

Sowohl der Streptavidin-Biotin-Komplex als auch das Amplifikationsreagenz

sowie das Streptavidin-HRP-Gemisch entstammten dem CSA-Kit.

Anti- Antigen- . . Dilutions-

Korper Demaskierung Firma SN Spezies Verhiltnis

ATR nicht notwendig Bi?géin%ﬁ‘ézy sc-81671 mo&‘;ﬂgna' 1:200

MC2-R  nicht notwendig oana-Cruz o 43497  Polyklonal 1:500
Biotechnology Kaninchen

CYP17A1 notwenig Santa-Cruz o eney  POlyklonal 1:500
Biotechnology Ziege

Tabelle 1 Diese Tabelle zeigt die jeweiligen Antikdrper in Kombination mit der Anwendung einer Antigen-
Demaskierung und ihrer jeweiligen Verdiinnung. Abk.: SN = Seriennummer; AT;-R = Angiotensin-II-Rezeptor
Typ 1; MC2-R = Corticotropin-Rezeptor;

Nachbehandlung der Préaparate

Nach der Immunfarbung wurden die Praparate fir 10 min in 3-Amino-9-Ethyl-
carbazol (AEC, Dako, Hamburg, Deutschland) als Chromogen gebadet. AEC
wurde in ein Chromophor umgesetzt, welcher als sichtbarer roter Farbstoff im-
poniert. AnschlieBend erfolgten eine Gegenfarbung der Gewebeschnitte fur
1 min in Hamatoxylin und zwei Waschprozeduren mit Aqua dest..

Zur Konservierung wurden die Praparate mithilfe von Faramount-Aqueous-
Mounting Medium (Dako, Hamburg, Deutschland) unter Deckglaschen einge-
bettet.
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Kontrollen

Zur Uberpriifung der Farbungen wurden bei jeder Farbeprozedur Negativ-Kon-
trollen erstellt. Dazu wurde zusatzlich zu den zu untersuchenden Gewebspro-
ben ein Schnittpraparat von normaler humaner Nebenniere mitgefarbt, bei dem
in der Farbeprozedur der Primar-AK durch 2%-Normalschweineserum ersetzt
wurde. AulRerdem dienten normale Nebennierenmarkzellen aus dem angren-

zenden und nicht tumordsen Nebennierengewebe als interne Negativ-Kontrolle.

Bilderstellung

Zu Dokumentationszwecken wurden die Praparate photographiert. Dazu wurde
eine Kamera (Axiocam MRc, Carl Zeiss Microlmaging, Géttingen, Deutschland)
und das dazugehoérige Computerprogramm AxioVision 4.72 (Carl Zeiss Microl-
maging GmbH, Géttingen, Deutschland) benutzt.

Die Photos wurden bei 4-40 fachen VergroRerungen und einer sich automatisch

einstellenden Belichtungszeit aufgenommen.

2.1.5 Genetische Diagnostik

Zur Bestimmung eines moglichen chimaren CYP11B1/CYP11B2 Gens und dem
Ausschluss eines familiaren Hyperaldosteronismus Typ 1 (FHA 1) wurde eine
long-range PCR, gefolgt von einer Southern Blot-Hybridisierung, durchgefuhrt.
Dieses Verfahren erfolgte, wie bereits an anderer Stelle beschrieben (Yokota et
al. 2001), in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Humangenetik der Ruhr-

Universitat Bochum.

2.1.6 Western Blot-Analysen

Der Western Blot ist ein Verfahren zum spezifischen Proteinnachweis. Dazu
werden die Proteine aus dem zu untersuchenden Gewebe zunachst extrahiert
und entsprechend ihrer GroRe und Ladung durch Elektrophorese auf einem
Gelmedium aufgetrennt. AnschlieRend werden sie von diesem Gelmedium mit-
tels vertikal zum Gel angelegter Spannung auf eine Nitrocellulose-Membran
transferiert. Danach werden die Proteine mittels Immundetektion visualisiert.

Dabei bindet als Erstes ein antigenspezifischer AK an sein entsprechendes An-
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tigen. An diesen ersten AK bindet im nachsten Schritt ein zweiter biotinylierter
AK, der im darauf folgenden Schritt mittels Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase
und Entwicklerldsung sichtbar gemacht wird.

Der Western Blot wurde durchgefiihrt, um die Spezifitat des in der Immunhisto-
chemie verwendeten Anti-17a-Hydroxylase-AK zu kontrollieren und um so die
Ergebnisse der Immunfarbungen zu bestatigen.

Die konkreten Beschreibungen der sechs, nacheinander durchgeflihrten,

Schritte sind in den folgenden Abschnitten zu finden.

Schritt 1: Gewebeauswahl

Bei dem zu untersuchenden Gewebematerial handelte es sich um klinisch und
histologisch eindeutig identifizierte Nebennierenadenome von Patienten aus
dem klinikeigenen Patientenkollektiv. Das Material ist mit Patienteneinverstand-
nis, im Rahmen des Deutschen Conn-Registers (Registernummer: 3027), durch
die Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Kinderchirurgie entnommen und an-
schlie3end bei -80°C gelagert worden. Ein Tumor entsprach einem reinen CPA

und ein anderer einem reinen APA.

Schritt 2: Proteinisolation und Konzentrationsbestimmung

Reagenzien und Geriéte:

e Ultraschallsonde: Polytron (Kinematika AG, Luzern, Schweiz)

e CelLytic Puffer (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

e Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoScientific, Rockford, IL, USA)

e Protein Standard-Marker: Kaleidoscope Prestained Standards (BIO RAD,

Minchen, Deutschland)

Zum Nachweis von Proteinen mittels Western-Blot mussten die Proteine zu-
nachst aus dem Tumorgewebe extrahiert und isoliert werden. Dazu wurde je-
weils eine Spatelspitze der Tumoren in 350 ul CelLyticPuffer gegeben, um die
Tumorzellen zu lysieren. Anschlielend wurden die Zellsuspensionen jeweils
zweimal fur 30 s sonifiziert, sodass durch Ultraschall die Zellstrukturen auf-
gebrochen wurden. Der gesamte Vorgang erfolgte auf einem Eisblock, um die
Proteinstrukturen zu erhalten.
Im Anschluss erfolgte die Proteinbestimmung mithilfe des Pierce BCA Protein

Assay Kits nach Herstellerangaben. Daraufhin wurden jeweils 30 ug, 50 yg und
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70 ug Protein ad 15 yl mit Aqua dest. aufgefullt, um danach erneut 15 ul Pro-

benpuffer dazuzugeben.

Schritt 3: Aufbau der Apparatur und Giel3en der Gele

Reagenzien und Geriéte:

e Elektrophorese-Apparatur: Mini Protean 3 Cell (BIO RAD, Mdunchen,

Deutschland)
¢ Protein Standard-Marker: Kaleidoscope Prestained Standards (BIO RAD,
Muanchen, Deutschland)

e Aqua dest.

e 30%-Acrylamid

e 10%-Lauryl sulfat sodium salt (SDS)

e  10%-Ammoniumpersulfat (APS)

e N,N,N’,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

e Trenngel-Puffer: 1,5 M Tris pH: 8,8

e Sammelgel-Puffer: 0,5 M Tris pH: 6,8
Zunachst wurde die Elektrophorese-Apparatur entsprechend der Herstelleran-
gaben aufgebaut und die Gele entsprechend der Zusammensetzung aus
Tabelle 2 angemischt. Danach wurde zunachst das Trenngel mithilfe einer Pi-
pette zwischen die Glasplatten gegossen. AnschlieRend wurde die Trenngello-
sung mit Aqua dest. Uberschichtet und zur Polymerisation stehen gelassen.
Nach 25 min wurde das Aqua dest. abgegossen und durch die Sammelgell6-
sung ersetzt. In das noch flussige Sammelgel wurde ein Kamm eingesetzt, der
als Platzhalter fur die Geltaschen diente. Nach erneuter Polymerisationszeit von
10 min wurde der Kamm entfernt und die freien Geltaschen — wie im folgenden

Abschnitt beschrieben — mit der Probenlésung befllt.
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Komponenten Trenngel (12%) Sammelgel

Aqua dest. 1,6 ml 0,85 ml
30%-Acrylamid 2,0 mi 0,255 ml

Puffer 1,3 ml (Trenngelpuffer) 0,375 ml (Sammelgelpuffer)
10%-SDS 0,05 ml 0,015 ml
10%-APS 0,05 ml 0,0065 mi

TEMED 0,002 ml 0,0015 ml

Tabelle 2 Diese Tabelle zeigt die Zusammensetzung des Trenngels bzw. des Sammelgels.

Abk.: Aqua dest. = Destilliertes Wasser; SDS = Lauryl sulfat sodium salt; APS = Ammoniumpersulfat;
TEMED = N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Schritt 4: Elektrophorese

Reagenzien und Geriéte:

30%-Acrylamid/Bis-Solution 37,5:1 (BioRad, Minchen, Deutschland)
10%-SDS

10%-APS

TEMED

1,5 M Tris-HCI pH: 8,8

0,5 M Tris-HCI pH: 6,8

Proben-Puffer:

3,55 ml Aqua dest.

1,25 ml 0,5 M Tris-HCI; pH: 6,8

2,5 ml Glycerol

2,0 ml 10%-SDS

0,2 ml 0,5%-Bromphenolblau

Gebrauchslésung: 950 ul Proben-Puffer + 50 ul B-Mercaptoethanol
10 x SDS Sammelgel-Puffer:

30,3 g Tris-Base

144,0 g Glycin

10,0 g SDS in 1| Aqua dest.

Gebrauchslésung: Verdinnung 1:10 mit Aqua dest.

Transformator: Standard PowerPack P25 (Biometra GmbH, Géttingen,
Deutschland)
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Der Schritt der Gelelektrophorese dient der Auftrennung der Proteine entspre-
chend ihrer Gro3e und Ladung (Laemmli 1970). Dabei wird, wie in Abbildung 5
veranschaulicht, eine Spannung an das Gel angelegt, sodass die negativ gela-
denen Proteine zur Anode und die positiv geladenen Proteine zur Kathode
wandern. Je kleiner und je negativer Proteine geladen sind, desto schneller
wandern sie in Richtung Anode.

Fiar den Gellauf wurden zunachst die Probenlosungen — 15 ul Proteingemisch +
15 ul Probenpuffer — flir 4 min zur Proteindenaturierung bei 95°C erhitzt. An-
schlielend erfolgte die Beflllung der Geltaschen mit 30 yl Probenlésung be-
ziehungsweise mit 10 yl des Standard-Markers, der Proteine definierter Grofien
enthielt, anhand derer im Anschluss die gesuchten Proteine identifiziert werden
konnten. Die nicht beflllten Geltaschen dienten als Negativ-Kontrolle.

Nach Beflllen der Geltaschen wurde eine Spannung von 96 V an die
Elektrophoresekammer angelegt und die Proteintrennung gestartet. Nach
45 min wurde die Spannung abgeschaltet und als Nachstes erfolgte der im fol-

genden Abschnitt beschriebene Proteintransfer.

| Probe |
g Uyl glin iy
_____________ -
Kathode Sammelgel
- Trenngel
Anode
— Puffer

Abb. 5 Skizze der Gelelektrophoresekammer.

Schritt 5: Proteintransfer (Blotting)

Reagenzien und Geriéte:
e Blotting-Apparatur (TransBlot SD, BIO RAD Laboratories, Miunchen,
Deutschland)
e Elektrodenpuffer:
2,9 g Glycin (39 mM)
5,8 g Tris-Base (48 mM)
3,7 ml 10%-SDS (0,037%)
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200 ml Methanol (20%)
ad 11 Aqua dest.
e Filterpapier (Whatman, GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway,
NJ, USA)
¢ Nitrocellulose-Membran (PorengrofRe: 0,45 um; Whatman, GE Health-
care Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ, USA)
Der Proteintransfer vom Gel auf eine Nitrocellulose-Membran erfolgte in der
Blottingapparatur — zur Veranschaulichung dient Abbildung 6. Dazu wurden zu-
nachst 12 Lagen Filterpapier und die Nitrocellulose-Membran auf die GelgroRe
zugeschnitten. Je sechs Lagen Filterpapier wurden anschlieRend mit Elektro-

denpuffer getrankt und die Nitrocellulose-Membran mit Aqua dest. inkubiert.

I 4— Kathod
- athoae

<4— Filter

Gel

Sandwich
anawic < Membran

<+ Filter

k_ <4— Anode

Abb. 6 Schemazeichnung der Sandwich Blotting-Apparatur zum Proteintransfer vom Gel auf die Membran.

AnschlieRend wurden zunachst sechs Lagen feuchten Filterpapiers auf die Gra-
phit-Anode gelegt und mit einem sauberen Glasstab gewalzt, um eventuelle
Luftblasen zu entfernen. Danach wurde die Membran aufgetragen und ebenfalls
gewalzt. Daraufhin wurde das SDS-Gel aus der Elektrophoresekammer ent-
nommen und luftblasenfrei auf die Membran gelegt. Auf das Gel wurden dann
weitere sechs Lagen des feuchten Filterpapiers aufgelegt. AbschlieRend wurde
das gesamte Sandwich noch einmal gewalzt, um die letzten mdglichen Luftbla-
sen zu entfernen und anschlielend den Deckel der Blotting-Apparatur mit der
Kathode aufzulegen.

Der Transfer erfolgte mit einer vertikal zum Gel angelegten Spannung von 45V
uber eine Dauer von 1,75 h.
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Schritt 6: Immunreaktion

Reagenzien und Geréte:
e TBS: 0,1 M Tris/HCI/0,9% NaCl pH: 7,5
e Waschpuffer: TBS
e Blockpuffer:
2 g Bovines Serum-Albumin (BSA)
0,2 g Magermilchpulver
aufgefllt mit TBS ad 40 ml
e Verdunnungspuffer:
0,2gBSA
0,2 g Magermilchpulver
aufgefullt mit TBS ad 40 ml
e Schuttler: Rocking Shaker Unit AGT50 (Gentaur Molecular Products,
Kampenhout, Belgien)
¢ AKs:Nachweis von CYP17A1:
Primar: SN: sc-46084, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA
Sekundar: SN: E 0466, Dako, Hamburg, Deutschland
Nachweis von B-Actin:
Primar: SN: A5441, Sigma Aldrich Saint Louis, MO, USA
Sekundar: SN: E 0453, Dako, Hamburg, Deutschland
e Amersham ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (GE Health-
care Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ, USA)
e Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscata-
way, NJ, USA)
e Bildentwickler: AGFA Curix 60 (Siemens, Munchen, Deutschland)
Nach dem Proteintransfer wurde die Nitrocellulose-Membran mit AKs markiert,
um die Proteinbanden sichtbar zu machen. Wahrend aller Schritte der Immun-
reaktion befand sich die Membran auf einem Schittler. Zunachst wurde die
Membran mit Blockpuffer (5% BSA/0,5% Magermilchpulver/TBS) fur 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit dem Anti-17a-
Hydroxylase-AK als Primar-AK in einer Verdinnung von 1:200 in Verdunnungs-
puffer (0,5% BSA/0,5% Magermilchpulver/TBS) bei 4°C uber eine Nacht. An-
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schliefend erfolgte der erste Waschschritt. Dazu wurde die Membran kurz mit
TBS abgespult und danach dreimal fur jeweils 5 min in TBS gewaschen. Nun
erfolgte fur 1,5 h bei Raumtemperatur die Inkubation mit einem biotinylierten
gegen den Primar-AK gerichteten Sekundar-AK in einer Verdinnung von
1:5000 in Verdunnungspuffer. AnschlieRend erfolgte ein zweiter — wie oben be-
schriebener — Waschschritt. Danach wurde die Membran mit Streptavidin-HRP
in einer Verdunnung von 1:10000 in Verdlinnungspuffer fir 30 min inkubiert und
im Anschluss erneut — wie oben beschrieben — gewaschen. Ferner wurde die
Membran mit dem ECL plus Kit (40:1) fir 5 min inkubiert und anschlielend im
Bildentwickler mit einer Belichtungszeit zwischen 2 s und 20 s auf Film entwi-
ckelt.

Weiterhin erfolgte zum weiteren Nachweis von B-Actin als Ladekontrolle ein
Membran-Stripping zur Entfernung der bereits benutzten AKs, da die 17a-
Hydroxylase ein Molekulargewicht von 58 kDa und das B-Actin ein Molekular-
gewicht von 42 kDa aufwiesen. Das Stripping erfolgte mittels einer erneuten
Membran-Inkubation in 98 ul B-Mercaptoethanol/2,8 ml 10%-SDS/11,2 ml TBS
fur 30 min bei 60°C. Im Anschluss an das Membran-Stripping wurde die Mem-
bran zunachst 5 min, dann 10 min und schlieBlich 15 min in TBS gewaschen.
Daraufhin wurde die Membran mit Anti-B-Actin-AK in einer Verdinnung von
1:5000 in Verdlnnungspuffer fir 2 h bei Raumtemperatur erneut inkubiert. An-
schliefend wurde die Membran kurz mit TBS abgespdult und danach dreimal far
jeweils 5 min in TBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit einem bio-
tinylierten Multi-Link-AK in einer Verdinnung von 1:2500 in Verdinnungspuffer
fur 1,5h bei Raumtemperatur. Im Anschluss gestalteten sich die weiteren

Schritte, wie oben bereits beschrieben.

2.2 Literaturrecherche

Um die bereits veroffentlichten Fallberichte zu finden, wurde mithilfe der Such-
maschine PubMed® die MEDLINE® Datenbank durchsucht. Dabei wurden fol-
gende Sucheingaben vorgenommen:

e adrenal cortisol aldosterone case

e aldosterone-producing adenoma cortisol

e cortisol-producing adenoma aldosterone
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aldosterone cortisol adenoma
adrenocortical adenoma hormone excess
adrenal adenoma hormone excess
adrenal adenoma primary aldosteronism

adrenal adenoma primary aldosteronism cushing

Weiterhin wurden die Bibliographien der bereits gefundenen Artikel nach wei-
terfUhrenden Artikeln durchsucht.

2.2.1 Untersuchungskriterien

Die gefundenen Artikel wurden einzeln hinsichtlich Patientenkollektiv, Diagnos-

tik und Therapie untersucht. Dabei wurden folgende Punkte konkret beachtet:

Patientenkollektiv:

Anzahl der beschriebenen Falle, Geschlecht, Alter, Blutdruck, Body-

Mass-Index, Einweisungsgrund

Mineralokortikoidexzessdiagnostik:

- Blut: Kalium, Natrium, Renin, ARQ, 18-OH-F, 18-OH-B

- Urin: freies Aldosteron

- Kochsalzbelastungstest, Captopril-Test, Orthostase-Test,
Fludrocortison-Suppressionstest

Glukokortikoidexzessdiagnostik:

- Blut: Cortisol, ACTH, DHEA-S

- Urin: freies Cortisol, 17-OH-Kortikosteroide, 17-Ketosteroide

- Dexamethason-Suppressionstest, CRH-Test, Desmopressin-Test
ACTH-Stimulationstest

Lateralisationsdiagnostik/Tumordiagnostik:

Sonographie, CT, MRT, Nebennierenszintigraphie, Nebennierenvenen-

katheter

AuRerdem wurden die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen

und molekular-biologischen Untersuchungen analysiert.
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2.2.2 Umgang mit Laborwerten aus der Literatur

Die in der Literatur angegebenen Werte wurden in die heute Ublichen Stan-
dardeinheiten umgerechnet. Dabei wurden die Standardumrechnungskonstan-
ten benutzt, ohne Berlcksichtigung der Eigenschaften der jeweilig verwendeten
und in der Literatur haufig nicht angegebenen Assays. Als Normwertbereiche
fur die Berechnung der PRC- aus PAC-Werten legten wir die in der Praxisleitli-
nie (Funder et al. 2008) empfohlenen Werte zu Grunde. Wenn es in Artikeln An-
gaben gab, ob ein Wert zu hoch oder zu niedrig war, so wurden sie in unsere
Berechnungen einbezogen, sofern es um Berechnungen dieser Variablen ging.
Sie wurden nicht in Berechnungen von Mittelwerten oder Standardabweichun-
gen einbezogen. Zu diesen Berechnungen wurde das Programm Excel 2003
(Microsoft, Redmond, WA, USA) benutzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Patienten

3.1.1 Anamnestische Angaben und klinische Untersuchungsbefunde

Die beiden Patientinnen zeigten in der klinischen Untersuchung typische Symp-
tome fur ein Conn- und Cushing-Syndrom. Patientin 1 stellte sich wegen einer
hypertensiven Krise vor und klagte Uber Nykturie, Mundtrockenheit, sporadi-
sche Schwindelanfalle und innere Unruhe. Als typische Symptome eines
Cushing-Syndroms zeigte sie Stammfettsucht, Muskelschwache, Hirsutismus,
Hautatrophie und Osteoporose. Patientin 2 klagte Uber intermittierende Mund-
trockenheit, intensives Durstgefuhl und Nykturie. Ferner zeigte sie eine mode-
rate Hautatrophie und litt an proximaler Skelettmuskelschwache.

Genauere Angaben zur klinischen Diagnostik sind in der nachfolgenden

Tabelle 3 zu finden.

klinische Parameter Patientin 1 Patientin 2
Alter (Jahre) 57 49
Blutdruck (mmHg) 200/99 155/105
Hypertoniegrad 1 3

BMI (kg/m?) 32 -

Tabelle 3 Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der klinischen Untersuchungen und gibt Aufschluss (iber das Alter, den
Blutdruck, den Grad der arteriellen Hypertonie sowie den Body-Mass-Index (BMI).

3.1.2 Hormondiagnostik und endokrine Funktionstests

Die Ergebnisse der Hormonuntersuchungen der vorgestellten Patientinnen
zeigten praoperativ Hinweise flr eine autonome Aldosteron- und Cortisolsekre-
tion. Die genauen Ergebnisse der Mineralokortikoidexzessdiagnostik sind in
Tabelle 4 und die Ergebnisse der Glukokortikoidexzessdiagnostik in Tabelle 5

zu finden.
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Hormon Zeitpunkt Norm Patientin 1 Patientin 2
Aldosteron (ng/l) basal 11-160 278 291
nach FST <60 442 324
nach DST > 50 63 260
nach Spironolacton - 84 311
ﬁ(;’vst‘;f)r:igﬁv 11-160 14 20
Renin (ng/l) basal 5,0-25,0 <1 23
nach FST Ziel <5 1,7 2,1
nach DST - 29 4,0
nach Spironolacton  5,0-25,0 2,2 5,6
ARQ praoperativ <33 278 127
postoperativ <33 6,4 1,8
nach Spironolacton - 38 56
Natrium (mmol/l) basal, Serum 135-145 148 142
basal, Urin <200/d 55 45
Kalium (mmol/l) basal, Serum 3,5-4,5 29 2,7
basal, Urin <126/d 19 41
SUSPPUP (I/mmol) basal 55 6,0 17,7
ng?cci;) im 24h-Urin basal 3,5-17,5 17,6 i
THA im 24h-Urin basal 10-70 171,4 -
(kg/d) nach FST <50 60 210
18-OH-B (ng/dl) basal 12-55 106 170
nach FST - 220 143
nach DST - 25 141
nach Spironolacton - 8 139
postoperativ 12-55 5 30
18-OH-F (ng/dl) basal 30-130 246 485
nach FST - 480 433
nach DST - 225 599
nach Spironolacton - 124 481
postoperativ 30-130 39 18

Tabelle 4 Ergebnisse der Hormon- und Elektrolytbestimmungen zur Mineralokortikoidexzessdiagnostik: basal,

nach den Funktionstests und postoperativ. Abk.: FST = Fludrocortison-Suppressionstest; DST = Dexamethason-

Suppressionstest;

ARQ = Aldosteron-Renin-Quotient;

SUSPPUP = NatriumserumyNatriumuriny/(Kaliumserum)¥Ka-

liumwrin; A18G = Aldosteron-18-Glucuronid; THA = Tetrahydroaldosteron, 18-OH-B = 18-Hydroxycorticosteron; 18-
OH-F = 18-Hydroxycortisol; - = kein Wert vorhanden
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Hormon Zeitpunkt Norm Patientin 1 Patientin 2
Cortisol (ug/dl) basal 6,0-19,0 14,0 10,1
nach DST <18 8,4 10,2
postoperativ - 6,6 2,3
ACTH (pg/ml) basal 7-46 <1,0 <1,0
DHEA-S (ug/dl) basal 80-350 <15 <15

Tabelle 5 Uberblick der Untersuchungsergebnisse zur Glukokortikoidexzessdiagnostik.

Abk.: DST = Dexamethason-Suppressionstest; ACTH = Corticotropin, DHEA-S = Dehydroepiandrostendionsulfat

3.1.3 Bildgebende Diagnostik

Bei beiden Patientinnen wurde jeweils ein CT angefertigt und es wurden bei
beiden Fallen Tumoren nachgewiesen, sodass weitere Untersuchungen veran-
lasst wurden. Der CT-Befund wurde jeweils bestatigt. Genaueren Aufschluss
darlber gibt Tabelle 6.

Patientin Tumorgrofe (cm) Seite CT Szintigramm MRT

1 2,9 x 3,1 links ja ja nein

2 3,5 rechts ja nein ja

Tabelle 6 Diese Tabelle zeigt die gemessenen Tumorgréfen sowie die durchgefiihrten Untersuchungen.
Abk.: ja = Untersuchung durchgefiihrt; nein = Untersuchung nicht durchgefiihrt;, CT = Computertomogramm;

MRT = Magnetresonanztomogramm

3.1.4 Immunhistologische Analysen

In den histologischen Untersuchungen zeigte sich, dass die Tumoren der Pati-
entinnen 1 und 2 zum Groldteil aus Zellen des Zona glomerulosa-Typs bestan-
den. Das an den Tumor grenzende adrenerge Restgewebe war dinn und in
beiden Fallen histologisch unauffallig.

In den immunhistochemischen Untersuchungen zeigte sich fur die 17a-Hydro-
xylase eine starke Expression in allen untersuchten Geweben — den Tumoren
der beiden Patientinnen sowie im Cortisol produzierenden Adenom (CPA), dem
Aldosteron produzierendem Adenom (APA) und der normalen humanen Ne-
benniere (NHN). Eine Auswahl an Beispielbildern zur Farbung gegen 17a-

Hydroxylase liefert Abbildung 7. Der Angiotensin-lI-Rezeptor Typ 1 (AT¢-R) hin-
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gegen zeigte in den Tumoren der beiden Patientinnen und im CPA geringere
Auspragungen als im APA und in der NHN — Beispielbilder sind dargestellt in
Abbildung 9. Die Farbungen gegen den MC2-Rezeptor — Beispielbilder darge-
stellt in Abbildung 8 — zeigten in beiden Patienten-Tumoren und im CPA gerin-
gere Auspragungen als im APA und der NHN.

Die normalen Nebennierenmarkzellen, die als interne Negativ-Kontrolle dienten,
sowie die separaten Negativ-Kontrollen zeigten, wie erwartet, keine Antikdrper-

reaktion.

Beispielbilder fiir Farbungen gegen 17a-Hydroxylase

Patientin 1

APA

NHN Negativ-Kontrolle

Abb. 7 Diese Abbildung zeigt exemplarisch die Férbungsergebnisse gegen die 17a-Hydroxylase
in den Tumoren der vorgestellten Patientinnen, einem Cortisol produzierenden Nebennierena-
denom (CPA), einem Aldosteron produzierenden Nebennierenadenom (APA), einer normalen
humanen Nebenniere (NHN) sowie einer Negativ-Kontrolle. Abb. nach Willenberg et al. 2010.
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Beispielbilder fiir Farbungen gegen MC2-Rezeptor

NHN Negativ-Kontrolle
Abb. 8 Exemplarische Darstellung der Farbungsergebnisse gegen die MC2-Rezeptoren in den

Tumoren der vorgestellten Patientinnen, einem Cortisol produzierenden Nebennierenadenom
(CPA), einem Aldosteron produzierenden Nebennierenadenom (APA), einer normalen humanen
Nebenniere (NHN) sowie einer Negativ-Kontrolle. Abb. nach Willenberg et al. 2010.
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Beispielbilder fiir Farbungen gegen AT1-Rezeptor

5

}
Vs

NHN Negativ-Kontrolle
Abb. 9 Exemplarischer Uberblick iiber die Férbungsergebnisse gegen die AT:-Rezeptoren in
den Tumoren der vorgestellten Patientinnen, einem Cortisol produzierenden Nebennierenade-
nom (CPA), einem Aldosteron produzierenden Nebennierenadenom (APA), einer normalen hu-

manen Nebenniere (NHN) sowie einer Negativ-Kontrolle. Abb. nach Willenberg et al. 2010.

3.1.5 Genetische Diagnostik

Bei beiden Patientinnen waren die Untersuchungen hinsichtlich des Hybridgens
CYP11B1/CYP11B2 negativ.

Die Amplifikation dieses vergleichsweise groRen Gens war aus dem Paraffin-
gewebe der Patienten nicht mdglich. Somatische Mutationen kénnen somit we-

der nachgewiesen, noch ausgeschlossen werden.
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3.1.6 Western Blot-Analysen

In den Western Blots zum Nachweis von 17a-Hydroxylase (CYP17A1) (58 kDa)
und B-Actin (42 kDa) zeigten sich Banden der 17a-Hydroxylase sowohl im CPA
als auch im APA. Die Banden im CPA sind dabei starker ausgepragt als im
APA. Die Bande der B-Actin-Ladekontrolle ist im CPA etwas deutlicher als im
APA. Das Ergebnis zeigt Abbildung 10.

- ® =

Kontrolle APA  CPA

58 kDa, CYP17A1
| et

T~ 42 kDa, B-Actin

Abb. 10 Nachweis von CYP17A1 und -Actin sowohl im APA als auch im CPA. Die Kontrolle zeigt keine Reaktion
Abk.: CYP17A1 = 17a-Hydroxylase; APA = Aldosteron produzierendes Nebennierenadenom; CPA = Cortisol pro-
duzierendes Nebennierenadenom. Abb. nach Willenberg et al. 2010.

3.2 Literaturrecherche

Bei der Literaturrecherche wurden insgesamt 26 Artikel beziehungsweise 34
klinische Falle von A/CPAs in englischer Sprache gefunden:

1 Adachi et al. 2003

2. Allan et al. 2000

3 Baert et al. 1995

4. Fuijii et al. 2005

5.  Guthrie et Kotchen 1979
6 Hobma et al. 1990

7. Hoganetal 1977

8 Honda et al. 2001

9. Imaietal. 1991

10. Komiya et al. 1979
11. Makino et al. 2001
12. Markou et al. 2005
13. Nagae et al. 1991

14. Oki et al. 2008

15. Okura et al. 2006

16. Onoda et al. 2009
17. Rossi et al. 2008

18. Saito et al. 2007

19. Sasaki et al. 2006
20. Sugawara et al. 2003
21. Suzuki et al. 2007
22. Tanaka et al. 2002
23. Tsunoda et al. 2008
24. Tunny et al. 1990

25. Willenberg et al. 2010
26. Yamakita et al. 2002
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Weiterhin sind folgende Artikel zu erwahnen, die jedoch, da sie in japanischer
Sprache verfasst wurden, nicht in die Auswertung aufgenommen werden
konnten:

Abe 1994

Kajimi et al. 2004
Matsuo et al. 2007
Murakami et al. 1999
Naito et al. 1981
Omura et al. 2007
Suda et al. 2004
Tachiki et al. 2007
Takeno et al. 2003
0. Yamada et al. 2004

SVooNooORWN =

3.2.1 Klinisches Erscheinungsbild der Patienten mit A/CPA

Die beschriebenen Patienten mit A/CPA waren durchschnittlich 52 (34-80)
Jahre alt und Uberwiegend weiblichen Geschlechts. Die groRe Mehrheit der Pa-
tienten stellte sich wegen therapieresistentem arteriellen Hypertonus in Kombi-
nation mit Elektrolytverschiebungen vor. Eine Vorstellung wegen der Sympto-
matik eines Hyperkortisolismus erfolgte bei 14% der Patienten und bei 24% der
Falle waren klinische Zeichen eines Cushing-Syndroms bei Erstvorstellung be-
schrieben. Bei 74% war ein praklinisches Cushing-Syndrom oder eine subkli-
nische autonome Glukokortikoid-Hypersekretion beschrieben.

Abgesehen davon wurde bei zwei Patienten, aufgrund einer postoperativen Ne-

benniereninsuffizienz, ein Hyperkortisolismus nachtraglich diagnostiziert.

3.2.2 Aufarbeitung des PA

Bei 81,8% der Falle zeigte sich eine Hypokaliamie und der durchschnittliche
ARQ lag bei 506 — eine ausfiuhrliche Darstellung der erhobenen Laborparame-
ter zeigt Tabelle 7. Bei etwas mehr als der Halfte der Falle wurde ein Bestati-
gungstest zur Diagnose des PA herangezogen:

e oraler Kochsalzbelastungstest (4x)

e Fludrocortison-Suppressionstest (4x)

e Captopril-Suppressionstest (10x)

e Orthostase-Test (14x)
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e Bestimmung von Aldosteron beziehungsweise Aldosteronmetaboliten im
Urin (12x)

Dabei fiel auf, dass der Kochsalzbelastungstest bei 60% der Falle auffallige
Befunde lieferte. Der FST hingegen zeigte abnorme Werte bei 100% der Falle.
Die Captopril-Testung zeigte bei 80% einen nicht ausreichenden Anstieg der
Reninwerte und bei 100% einen unausreichenden Aldosteronabfall. Die Or-
thostasetests zeigten bei 84,6% keinen Reninanstieg und bei 38,5% einen Al-
dosteronanstieg. Bei 3 der 14 durchgeflhrten Tests kam es nach vierstindigem
Stehen beziehungsweise Gehen zu einem Abfall der Plasmaaldosteronkon-
zentration.

Eine abnorme Ausscheidung von Aldosteron(-metaboliten) wurde bei 37% be-

schrieben.
Laborparameter Alle Patienten mit A/ICPA
Serum Kalium (mmol/l) 3.1+0.8
Hypokaliamie (%) 81.8
Plasma Aldosteron (ng/l) 414.6 £ 429.5
Renin (ng/l) 2127
ARQ (ng/l : ng/l) 506.2 £ 629.5
ARQ abnormal (%) 90.9

Tabelle 7 Literaturauswertung hinsichtlich der Mineralokortikoidexzessdiagnostik. Mittelwerte +
Standardabweichung von Serum Kalium, Plasma Aldosteron, Renin und dem Aldosteron-Renin-Quo-
tienten. Abk.: A/CPA = Aldosteron- und Cortisol-kosezernierendes Nebennierenadenom; ARQ = Al-

dosteron-Renin-Quotient

3.2.3 Aufarbeitung des Hyperkortisolismus

Der DST wurde bei 32 Fallen durchgefuhrt, wobei bei 90,6% abnorme Werte fur
Cortisol festgestellt wurden — einen genaueren Uberblick Uber die Suppres-

siontests gibt Tabelle 8.
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Cortisol (ug/dl) Alle Patienten mit A/CPA
basal 14755
nach niedrig dosiertem . 100479
Dexamethason-Suppressionstest

h hoch dosiert
nach hoch dosiertem 79482

Dexamethason-Suppressionstest

Tabelle 8 Literaturauswertung hinsichtlich der Glukokortikoidexzessdiagnostik. Mittelwerte +
Standardabweichung von Cortisol — basal, nach niedrig bzw. hoch dosiertem Dexamethason-Sup-

pressionstest. Abk.: A/CPA = Aldosteron- und Cortisol-kosezernierendes Nebennierenadenom.

Weitere Tests auf Hyperkortisolismus waren:

e Corticotropin-Releasing-Hormon-(CRH)-Test (12x)

e Desmopressingabe (1x)

e ACTH-Test (7x)
Die CRH-Testungen zeigten einen erniedrigten Anstieg der ACTH-Konzentra-
tion bei 40% und einen nicht ausreichenden Anstieg der Cortisol-Konzentration
bei 70% der untersuchten Falle.
Die einmalig durchgeflihrte Desmopressingabe zeigte Veranderungen der Corti-
sol- beziehungsweise ACTH-Werte.
Die ACTH-Tests zeigten in jedem Fall eine normale Reaktion der Cortisol- und
Aldosteronspiegel und einen uneindeutigen Anstieg der 17-OH-Progesteron-
werte.
Bei 17% der Patienten erfolgte die Bestimmung von freiem Cortisol bezie-
hungsweise bei 42,9% von 17-Ketosteroiden und/oder 17-Hydroxykortiko-
steroiden jeweils im Urin. Zusatzlich zeigten sich bei 55,9% erniedrigte ACTH-
Werte. Eine Bestimmung von DHEA-S erfolgte bei 57,1% und bei 35% der un-

tersuchten Falle zeigten sich erniedrigte Werte.

3.2.4 Radiologische Untersuchungen und Subtypendifferenzierung

Zur radiologischen Diagnostik wurden die folgenden Methoden genutzt:
e CT (23x)
e MRT (8x)
e Abdomensonographie (3x)

e Pyelogramm (1x)
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Dabei zeigte sich eine korrekte Tumorlokalisation bei 100% der CT- bezie-
hungsweise bei 87,5% der MRT-Scans.

Mittels der oben aufgeflhrten Verfahren konnten bei 31 der 34 Falle Raumfor-
derungen festgestellt werden, wobei in einem Fallbericht keine genauen Anga-
ben gemacht wurden (Tunny et al. 1990).

Bei 29 Fallen (85,3%) wurden solitare Adenome gefunden, wahrend bei funf
Patienten (14,3%) multiple Raumforderungen festgestellt wurden. In drei der
letztgenannten Falle handelte es sich um bilaterale Auffalligkeiten. Der durch-
schnittlich gemessene Adenomdurchmesser betrug 26,2 mm.

Zur Seitendifferenzierung der Tumoren wurde eine selektive Nebennierenve-
nenkatheterisierung beziehungsweise eine Nebennierenszintigraphie bemuht.
Die Katheterisierung wurde bei zehn Patienten durchgeflihrt und ergab bei sie-
ben Fallen eine korrekte Tumorlokalisation. Bei zwei der drei unklaren Falle, bei
denen eine korrekte Tumorlokalisation durch die Katheterisierung initial nicht
madglich war, konnte die korrekte Lokalisation schlieRlich durch erneute Kathete-
risierung einige Jahre spater beziehungsweise durch pathologische Gewebs-
untersuchungen postoperativ doch noch festgestellt werden. Eine Cortisol-
Mehrsekretion fiel initial jedoch nicht auf und fuhrte zur Fehlinterpretation der
Ergebnisse. In einem Artikel wurde allerdings nicht erwahnt, ob die Katheterisie-
rung erfolgreich war; Daten wurden ebenfalls nicht gezeigt.

Die Methode der Nebennierenszintigraphie wurde bei 19 Fallen genutzt und
fuhrte immer zu einer korrekten Tumorlokalisierung. Bei einem Fall war dazu

allerdings eine Wiederholung der Untersuchung einige Jahre spater notig.

3.2.5 Chirurgische Therapie und postoperative Nebenniereninsuffizienz

Alle beschriebenen Patienten unterzogen sich einer Adrenalektomie. Dabei er-
folgte bei zwei Fallen praoperativ keine Abklarung hinsichtlich einer Aldosteron-
Cortisol-Kosekretion und die Patienten entwickelten postoperativ eine Neben-
niereninsuffizienz. Trotz der praoperativen Abklarung einer Aldosteron-Cortisol-
Kosekretion in den Ubrigen Fallen und einer postoperativen oralen Gabe eines
Glukokortikoids, zeigten weitere sechs Patienten die Symptome einer Neben-
niereninsuffizienz. Ein Patient bot diese Symptomatik zweimal, jeweils nach ei-

nem Reduktionsversuch der Glukokortikoiddosis.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei 17 Fallen eine postoperative Glu-
kokortikoidsubstitution stattfand und dass sich bei 12 dieser Falle keine Symp-

tome einer Nebenniereninsuffizienz zeigten.

3.2.6 Histologische und immunhistologische Untersuchungsergebnisse

Bei allen beschriebenen Fallen wurden die entfernten Tumoren histologisch
untersucht und immer wurde die Diagnose eines Adenoms gestellt. Dabei wur-
den bei funf Fallen die Weiss-Kriterien (Weiss et al. 1989) zur Klassifikation des
Tumorgewebes genutzt, um ein Malignom unwahrscheinlich zu machen. Bei
den restlichen Fallen fand die Klassifikation nach Weiss keine ausdrickliche
Erwahnung.

Makroskopisch zeigten alle Tumoren eine goldgelbe Schnittflache. Histologisch
zeigten sie grolie klare Zellen (Klarzellen, klZ) und kleine kompakte Zellen
(Kompaktzellen, koZ). Bei 37,1% (13 Falle) wurde eine Atrophie des angren-
zenden und nicht tumordsen Gewebes beschrieben.

Eine Untersuchung mit immunhistochemischen Methoden wurde bei 57,1% (20
Falle) vorgenommen — einen konkreten Uberblick liefert Tabelle 9 —, wobei die
Expressionen von CYP17A1 (20x), CYP11B1 (8x), CYP11B2 (2x), CYP11A1
(8x), CYP21A2 (8x), HSD3B2 (10x), DHEA-ST (9x), MC2-R (2x) und AT+-R
(2x) untersucht wurden.

Die Untersuchungen hinsichtlich CYP17A1 zeigten positive Reaktionen in allen
Fallen, wenn auch zum Teil nur fokal begrenzt. Auch die Farbungen gegen
CYP11A1, CYP21A2, CYP11B1 und CYP11B2 waren alle positiv. Dabei wurde
in einem Artikel eine positive Immunreaktion gegen CYP11B1, vorwiegend in
den Kompakizellen, und gegen CYP11B2, vorwiegend in den Klarzellen, be-
schrieben.

Eine HSD3B2-Expression wurde in allen Tumorgeweben festgestellt, wohinge-
gen sich in angrenzenden und nicht tumordsen Gewebsteilen keine Expression
zeigte.

Bei der Untersuchung von DHEA-ST zeigten drei Falle eine positive und sechs
Falle eine negative Reaktion. Bei den drei positiven Fallen gab es dabei keine

klinischen Daten, die eine Androgensekretion vermuten lieRen. Ferner zeigten
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alle dem Tumor angrenzenden Gewebsteile eine positive Immunreaktion far

DHEA-ST, jedoch waren sie bei 83% lediglich gering positiv oder erniedrigt.

Autor Pat- Cytochrom-P450 HSD3B2 DHEA-ST MC2- AT;-
Nr 17A 11B1 11B2 11A1 21A2 T NT T NT R R

Adachi 1 + + +

2 + -

3 +

4 + -

5 + +

6 + + -

7 +
Fujii + +

(koZ)  (kIZ)

Imai 1 + + + + +

2 + + + + +
Makino + + + + + - +
Oki + R R !
Okura + + + . i
Saito 1 ++ + + + + - -

(koZ)
2 + + + + + ~
(kiZ)

Sugawara fokal + + + - - ~
Suzuki fokal
Tanaka + + +
Willenberg 1 +

2 + \ \
Yamakita + + + + + - +

Tabelle 9 Ubersicht iber die immunhistochemischen Untersuchungen der bisher publizierten Artikel. Abk.: Pat-
Nr = Patientennummer; HSD3B2 = 3-B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase; DHEA-ST = Dehydroepiandrostendionsulfo-
transferase; T = tumoréses Gewebe; NT = angrenzendes nicht tumoréses Gewebe; MC2-R = Corticotropin-Rezeptor;
AT;-R = Angiotensin-Il-Rezeptor Typ 1, koZ = Kompaktzellen; kIZ = Klarzellen; + = positive Férbereaktion; - = negative

Farbereaktion; ¥ = erniedrigte Expression; ~ = gering positive Farbereaktion. Tabelle nach Spéth et al. 2011.

3.2.7 Molekularbiologische Untersuchungen

Molekularbiologische Untersuchungen wurden in vier Artikeln beschrieben. Da-
bei wurden die Expressionen von HSD3B2-, CYP17A1-, CYP11B1-, CYP11B2-,

40



ERGEBNISSE

CYP11A1-, CYP21A2- und DHEA-ST-mRNA sowohl in den Tumoren als auch
in nicht tumordsen Anteilen der A/CPAs untersucht.

Eine Analyse mittels Northern Blot erbrachte einen positiven Nachweis von
CYP11A1, CYP17A1 und CYP21A2 sowohl in tumordosem (T) als auch in nicht
tumorésem (NT) Gewebe. Aulderdem wurden, mittels densitometrischen Analy-
sen der Blottingbanden, mRNA-Quotienten von CYP17A1 aus T und angren-
zendem NT eines A/CPA errechnet und mit den Werten eines reinen APA, CPA
und nicht funktionellen Adenoms verglichen (Tabelle 10). Dabei zeigte sich im
A/CPA eine hdhere Expression von CYP17A1-mRNA in T als in NT. Demge-
genuber wurde im APA eine hohere Expression in NT als in T festgestellt. Bei
der Untersuchung des CPA wurde eine Expression nur in T festgestellt.
SchlieBlich zeigte die Untersuchung des nicht funktionellen Adenoms eine Ex-

pression nurin NT.

Tumor CYP17A1-mRNA

A/CPA Tumorgewebe > normales Restgewebe
APA Tumorgewebe < normales Restgewebe
CPA nur Tumorgewebe

nicht funktionelles Adenom nur normales Restgewebe

Tabelle 10 Darstellung der mRNA-Quotienten in einem A/CPA, APA, CPA und nicht funktionellen Adenom. Abk.:
CYP17A1-mRNA = Messenger Ribonukleinsédure der 17a-Hydroxylase; A/CPA = Aldosteron- und Cortisol-ko-
sezernierendes Nebennierenadenom; APA = Aldosteron produzierendes Nebennierenadenom; CPA = Cortisol

produzierendes Nebennierenadenom

Bei einem anderen Fall wurden bei einem Patienten multiple bilaterale Tumoren
beschrieben, die mittels in-situ Hybridisierung (ISH) untersucht wurden
(Tabelle 11). Dabei gab es einen Tumor auf der rechten, einen auf der linken
Seite und multiple kleine, beidseits lokalisierte Tumoren. Die ISH ergab auf der
rechten Seite eine starke Expression von CYP17A1 und HSD3B2 - laut der
Autoren kompatibel mit einer vorwiegenden Cortisol-Sekretion —, wahrend
CYP17A1, HSD3B2 und CYP11B auf der linken Seite eine normale Expression
zeigten, die — laut der Autoren — fiir eine Aldosteronproduktion sprachen. In den
kleinen bilateralen Knétchen wurden sowohl HSD3B2 als auch CYP11B festge-
stellt. Angrenzendes nicht tumordses Restgewebe zeigte jedoch supprimierte
Werte von HSD3B2 und CYP11B.
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Gewebe Protein Expressionsstarke
rechts CYP17A1, HSD3B2 +++
links CYP17A1, HSD3B2, +
CYP11B
bilaterale Knétchen HSD3B2, CYP11B +
Rest HSD3B2, DHEA-ST l

Tabelle 11 Darstellung der Ergebnisse der in-situ Hybridisierung. Abk.:  CYP17A1 = 17a-Hydroxylase ;
HSD3B2 = 3-B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase; CYP11B = Cytochrom-P450-11B; DHEA-ST = Dehydroepiandro-
stendionsulfotransferase; +++: Starke Expression; + = normale Expression; | = supprimierte Expression. Tabelle
nach Spéth et al. 2011.

Das Verfahren der real-time Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) fand in zwei
weiteren Untersuchungen Anwendung.

In dem einen Fall wurde das Verhaltnis von CYP17A1-mRNA zu CYP11B2-
MRNA eines A/CPA bestimmt und mit dem eines APA, CPA und einer NHN
verglichen. Diese Untersuchung zeigte, dass die Werte des A/CPA (1,9) zwi-
schen denen eines APA (0,9 £ 0,1) und denen eines CPA (2,3 £ 0,5) bezie-
hungsweise einer NHN (2,8) lagen.

In dem anderen Fall wurde das Verhaltnis von CYP11B2-mRNA zur Glycerin-
aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase eines APA bestimmt und mit dem eines
CPA verglichen. Dabei wurde zwischen Geweben unterschieden, die entweder
uberwiegend aus Klarzellen oder aus Kompaktzellen bestanden. Die Klarzellen
zeigten Werte ahnlich denen eines CPA und die Kompaktzellen zeigten Werte

ahnlich denen eines APA.
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4. Diskussion

Der primare Hyperaldosteronismus (PA) ist die haufigste Ursache einer sekun-
daren Hypertonie und ist Uberdies mit zusatzlichen Risiken flr zerebro-, kardio-
und renovaskularen Komplikationen assoziiert (Rossi et al. 2006, Quinkler et al.
2010). Neben den verschiedenen bekannten Ursachen fur einen PA, wie der
idiopathischen uni-/ bilateralen Nebennierenrindenhyperplasie, familiarem
Hyperaldosteronismus und dem Aldosteron produzierenden Nebennierenade-
nom, ist das Aldosteron- und Cortisol-kosezernierende Adenom (A/CPA) zu
erwahnen.

In unserem Patientengut befanden sich 5% an A/CPAs, jedoch liel3en sich dazu
keine systematischen Arbeiten finden. Daher wurden zwei Patientinnen aus un-
serem Patientengut mit postoperativer Nebenniereninsuffizienz genau unter-
sucht und die Literatur, soweit moglich, systematisch ausgewertet.

Nach den ersten Publikationen zum A/CPA im Jahre 1979 gab es hierzu in den
letzten Jahren viele weitere, vor allem aus dem japanischen Raum. Warum
A/CPAs vor allem in japanischer Gegend beschrieben wurden, ist vielleicht da-
durch zu erklaren, dass es Uberwiegend japanische Journale waren, bei denen
die Artikel publiziert wurden, sodass das Thema in dieser Region besondere
Aufmerksamkeit bekam. Zudem zeigte sich auch bei den Literaturrecherchen
zum reinen PA eine besondere Aufmerksamkeit der japanischen Arbeitsgrup-
pen. Ursachlich lasst sich dieser Zusammenhang jedoch nicht ergrinden und
verdient in Zukunft weiterer Betrachtung.

Bei den bereits publizierten Fallen handelte es sich Uberwiegend um Patienten
mit PA in Kombination mit einem praklinischen Cushing-Syndrom beziehungs-
weise — zu geringerem Anteil — mit einem klinisch erkennbaren Cushing-Syn-
drom. Alle Patienten, wie unsere eigenen, unterzogen sich einer Adrenalekto-
mie, wobei zwei Falle publiziert wurden, bei denen der Hyperkortisolismus pra-
operativ nicht diagnostiziert wurde. Diese beiden Patienten sowie sieben wei-
tere Patienten zeigten postoperativ die Symptome einer Nebenniereninsuffi-
zienz. Aufgrund der Haufigkeit und der Folgen einer Nebenniereninsuffizienz
nach Adrenalektomie bei A/CPAs bedarf diese Form des PA einer genauen

Betrachtung.
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Im Rahmen der Mineralokortikoiddiagnostik fanden wir bei unseren beiden Pa-
tientinnen erniedrigte Kaliumwerte. Dies entspricht den Angaben aus vorherigen
Publikationen, in denen zu 82% Patienten mit Hypokalidamie beschrieben wur-
den. Der Grund ist nicht ursachlich festzustellen, jedoch ist anzumerken, dass
einige Patienten vor der Einfihrung des Aldosteron-Renin-Quotienten (ARQ)
diagnostiziert wurden. Eine Hypokaliamie war damals zur Diagnose eines PA
notig, sodass Patienten ohne Hypokaliamie nicht in die Studien zum PA einbe-
zogen werden konnten. In zukinftigen Studien sollte dieser Sachverhalt noch
weiter evaluiert werden. In den meisten neueren Untersuchungen wurde, wie
bei uns, der ARQ zur Diagnose eines PA herangezogen, welcher in geringerer
Anzahl mit einem Bestatigungstest kombiniert wurde. Bei unseren Patientinnen
wurde der PA in beiden Fallen bestatigt und es fielen dariber hinaus deutlich
erhdhte Werte an 18-Hydroxycortisol (18-OH-F) und dessen Vorlaufer, 18-
Hydroxycorticosteron (18-OH-B), auf. Diese Parameter waren zuvor noch nicht
in Zusammenhang mit A/CPAs beschrieben worden.

In der Literatur wird zwischen Angiotensin Il - responsiven und -nichtresponsi-
ven APAs anhand der Produktion von Cortisol, der Zelltypen, dem Ausmal} der
Steroidsupprimierbarkeit durch Dexamethason und der Bildung von
Hybridsteroiden — wie 18-OH-F — unterschieden (Stowasser et al. 1993,
Stowasser et al. 1996, Gordon 1995). Leicht erhéhte Werte von 18-OH-B kon-
nen auch durch gewdhnliche APAs hervorgerufen werden (Funder et al. 2008).
AuRerdem konnte gezeigt werden, dass bei Gesunden bereits sezerniertes
Cortisol durch Zellen der Zona glomerulosa zu 18-OH-F metabolisiert werden
kann (Freel et al. 2004). Deshalb mégen malig erhdhte Hybridsteroide
eventuell auf eine UbermaRige Produktion von Aldosteron oder Cortisol bezie-
hungsweise deren Vorlaufern zurickzufuhren sein. Bei unseren ausfuhrlich be-
schriebenen Patientinnen fanden sich jedoch deutlich erhdhte Werte.

Erhdhte Werte von 18-OH-F sind ein typisches Merkmal von familiarem Hype-
raldosteronismus Typ 1 (FHA 1). Dabei handelt es sich um eine seltene Unter-
form des PA, die vorwiegend bei Patienten mit einer familiaren Haufung einer
arteriellen Hypertonie zu finden ist (Sutherland et al. 1966, New et Peterson
1967). Ursachlich ist ein ungleiches Crossing-over wahrend der meiotischen
Teilung zwischen CYP11B1 und CYP11B2 (Lifton et al. 1992, Pascoe et al.
1992). Das daraus resultierende chimare CYP11B1/CYP11B2-Gen flhrt zu ei-
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ner ACTH-abhangigen Aldosteron-Synthase-Aktivitat und der Fahigkeit 18-OH-
F aus 18-OH-B zu produzieren. Neben dem FHA 1 wurden auch beim familia-
ren Hyperaldosteronismus Typ 3 (FHA 3) stark erhéhte Werte von 18-OH-F
beschrieben (Geller et al. 2008). Die Ursache fur den FHA 3 liegt in einer Muta-
tion des, fur einen Kalium-Kanal kodierenden, KCNJ5-Gens (Choi et al. 2011).
Die Familienanamnese der beiden oben beschriebenen Patienten bot jedoch
keinen Anhalt fur eine familiare Belastung und auch das CYP11B1/CYP11B2-
Gen konnte nicht nachgewiesen werden. Eine Untersuchung in Hinblick auf die
KCNJ5-Mutation war nicht mdglich, da zu dem Zeitpunkt der Untersuchung
diese Mutation noch nicht publiziert war. Eine direkte Ursache fir die deutlich
erhdohten Werte bei den beschriebenen Patienten lie® sich damit nicht finden.
Bei zukiinftigen Fallen eines A/CPA ist es zur weiteren Evaluation daher sinn-
voll, 18-OH-F und 18-OH-B zu bestimmen, um weitere Untersuchungen an-
schliefen und eruieren zu kdnnen, ob es Regelmalligkeiten im Auftreten und
der Héhe von 18-OH-F/B gibt und ob sich diese beiden Hormone eventuell als
Screening-Methode flir A/CPAs eignen kénnten.

Bei der Betrachtung der maximalen Tumordurchmesser wiesen unsere beiden
Patientinnen GroRen oberhalb von 30 mm auf. Dies entspricht insofern den
Literaturangaben, bei denen A/CPAs im Durchschnitt 26,2 mm grol3 sind, als
dass sie damit deutlich grolRer als gewohnliche APAs waren. Fir gewdhnliche
APAs finden sich hierzu Angaben von 15 mm (Allan et al. 2000, Funder et al.
2008, Reznek et Armstrong 1994). Es fallt somit ein Unterschied von circa
10 mm auf, der einen auf die Fahrte eines malignen Geschehens flhren
konnte. Ein Anhalt fir Malignitat fand sich jedoch bei keinem Fall. Dieser Gro6-
Renunterschied kénnte jedoch ein Grund fir den labordiagnostisch messbaren
und zum Teil klinisch sichtbaren Hyperkortisolismus sein. Denn APAs, die rein
aus Zellen der Zona glomerulosa bestehen, sind selten. Fur gewohnlich beste-
hen APAs aus verschiedenen Zellarten (Ganguly 1992, Shigematsu et al. 2009,
Neville et O'Hare 1985), sodass grundsatzlich die Mdglichkeit der Aldosteron-
und Cortisol-Kosekretion besteht (Willenberg et al. 2010, Reincke et al. 1998).
Es bestehen drei mogliche Grinde, die zur Diagnose einer Cortisol-Kosekretion
fuhren. Erstens ist es mdglich, dass A/CPAs einen héheren Anteil an Cortisol
produzierenden Zellen als gewohnliche APAs haben — siehe Abbildung 11,

Option |. Zweitens ware es maglich, dass die produzierte Menge an Cortisol
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erst durch die vermehrte Tumorgrof3e klinisch und diagnostisch relevant wird,
obwohl das Verhaltnis zwischen Aldosteron und Cortisol produzierenden Zellen
gleich dem eines reinen APAs ist — siehe Abbildung 11, Option Il. Die dritte
Madglichkeit ist, dass Tumoren mit einem Durchmesser groer zwei Zentimetern
aufgrund der Uberdurchschnittlichen GroRe dem Untersucher suspekt erschei-

nen, sodass dieser eine ausgeweitete Diagnostik bemuht.

& &

AICPA APA AICPA
Option | Option ||
@ = Cortisol produzierende Zelle O = Aldosteron produzierende Zelle

Abb. 11 Darstellung der Ursachen einer klinisch relevanten Cortisol-Sekretion. Ein Vergleich zweier A/CPA-Vari-
anten mit einem APA. Abb. nach Spéth et al. 2011.

Auch die oben bereits erwahnte Auspragung der Cushing-Symptomatik lasst
einen Zusammenhang zwischen Klinik und TumorgréRe vermuten. Die Falle ei-
nes klinisch erkennbaren Cushing-Syndroms waren zwar in der Minderheit, je-
doch waren sie ausschlieRlich bei Tumoren mit einem Mindestdurchmesser von
28 mm zu finden. Typische Befunde eines praklinischen Cushing-Syndroms
hingegen lagen zwar auch bei relativ groien Durchmessern vor, jedoch waren
sie Uberwiegend bei Durchmessern < 20 mm vertreten. Eine kurzlich veroffent-
lichte Studie zum PA in Kombination mit praklinischem Hyperkortisolismus er-
gab, dass es bei 76 untersuchten Fallen nur einen Fall mit Aldosteron- und Cor-
tisol-Kosekretion gab (Fallo et al. 2011). Die untersuchten Tumoren lagen je-
doch in der GréRenordnung von 6-21 mm, wobei der einzige festgestellte Fall
der Kosekretion eine Grofe im Bereich der bereits publizierten Falle zeigte. Die
These der GroRenabhangigkeit wurde damit nicht widerlegt und bedarf noch
weiterer Untersuchung.

Zur Lateralisierungsdiagnostik wurde bei zehn Fallen das als Goldstandard
(Funder et al. 2008) beschriebene Verfahren der selektiven Nebennierenvenen-
katheterisierung (AVS) angewandt. Dabei wurden sowohl Aldosteron- als auch
Cortisol-Konzentrationen im Blut einer Nebennierenvene (AV) und einer peri-
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pheren Vene (PV) oder der Vena cava inferior (VCI) bestimmt. Der Vergleich
der Cortisol-Konzentrationen der PV/ VCI mit den Cortisol-Konzentrationen der
AV gab Anhalt fur die korrekte Lage des Katheters. Ferner wurden Aldosteron-/
Cortisolquotienten als sogenannte Selektivitatsindices bestimmt, wobei die
Cortisol-Konzentration als Korrekturwert fur den Konzentrationsvergleich von
Aldosteron in der AV beziehungsweise PV/ VCI diente (Mulatero et al. 2010).
Bei drei der zehn Patienten, die sich der Katheterisierung unterzogen, kam es
zu nicht eindeutigen Ergebnissen. Dies basierte mdglicherweise auf falsch
niedrigen Selektivitatsindices, aufgrund erhohter peripherer Cortisol-Konzentra-
tionen und kontralateraler Suppression. Dieser Fehler konnte unter Umstanden
bei anderen zukiinftigen Patienten zur falschlichen Diagnose einer bilateralen
Sekretion, und damit verbunden zur Wahl eines nicht geeigneten Therapie-
schemas fuhren (Funder et al. 2008: Abbildung 1). Dies ist, bei den zu A/CPAs
publizierten Artikeln, zwar nicht eingetreten, da sich alle Patienten einer
Adrenalektomie unterzogen, jedoch verdient diese Tatsache Beachtung und
sollte bei der Interpretation bedacht werden.

Unsere immunhistochemischen Untersuchungen zeigten eine geringe Expres-
sion sowohl von MC2- als auch von AT;-Rezeptoren, deren Expression in
A/CPAs bisher noch nicht untersucht worden war, und eine starke Expression
der 17a-Hydroxylase. Dies ist, in Anbetracht der multifaktoriell beeinflussten Al-
dosteronsekretion, plausibel (Willenberg et al. 2008).

Die Bindung von ACTH an seinen Rezeptor fuhrt zu einem intrazellularen An-
stieg von zyklischem Adenosin-Monophosphat (cCAMP) und einer Expression
vom Steroidogenem Faktor 1 (SF-1). Sowohl cAMP als auch SF-1 flhren zu ei-
ner positiven Verstarkung der MC2-Rezeptoren (Naville et al. 1999, Sarkar et
al. 2000). Die hier vorstellten Patientinnen zeigten jedoch geringe Plasmakon-
zentrationen von ACTH. Dies konnte eine Erklarung fur die geringe Expression
der MC2-Rezeptoren sein, da eine geringe Konzentration an ACTH, dem oben
beschriebenen Mechanismus folgend, in einer geringen Expression an MC2-
Rezeptoren mundet. Der geringe Nachweis von MC2-Rezeptoren im reinen
CPA bestatigte den bereits, bei in-vitro Tests, beschriebenen Sensitivitatsver-
lust von Nebennierenrindenzellen aus CPAs gegentber ACTH (Willenberg et al.
1998).
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Die geringere Expression von AT -Rezeptoren in A/CPAs, im Vergleich zu rei-
nen APAs, erscheint ebenfalls nachvollziehbar, da bereits an anderer Stelle
eine enge Korrelation der Regulation von ATs- und MC2-Rezeptoren durch
noch nicht identifizierte Einflussfaktoren vermutet wurde (Schubert et al. 2001).
Diesem Gedanken folgend, konnte bei A/CPAs eine geringe ACTH-Plasmakon-
zentration zu einer geringen Expression von sowohl MC2- als auch AT-Re-
zeptoren fuhren. Eine andere Erklarung — beziehungsweise der gemeinsame
Nenner — kdnnte in der, von Till Dringenberg auf der 10. Nebennierenkonferenz
2012 in Dresden, vorgestellten Hypothese zur Nebennierenrindenzonierung
bestehen. Sie hat zur Grundlage, dass die Expression von AT-Rezeptoren di-
rekt durch Glukokortikoide negativ reguliert wird (Bogdarina et al. 2009) und es
mit zunehmender GrolRe der APAs wahrscheinlicher wird, dass auch ein Gluko-
kortikoidexzess eintritt, der Uber einen negativen Feedback-Mechanismus die
ACTH-abhangige Expression des MC2-Rezeptors unterdrickt (Dringenberg et
al. 2012).

Die Untersuchungen zur Prasenz der 17a-Hydroxylase im Tumorgewebe erga-
ben einen relativ starken Nachweis bei den beiden A/CPAs sowie in den Gewe-
ben der APAs, des CPA und der NHN. Die 17a-Hydroxylase konnte ebenfalls
bei vielen weiteren immunhistochemischen Studien zu A/CPAs nachgewiesen
werden. Der starke Nachweis im APA erschien zunachst etwas ungewohnlich,
da es bei anderen Untersuchungen, als Enzym alleinig zur Cortisolbiosynthese
gehorend, zur Bestatigung der Cortisolproduktion der Tumoren herangezogen
wurde (Adachi et al. 2003, Dringenberg et al. 2012). Die Ergebnisse der
nachfolgenden Western Blot-Analysen bestatigten den Nachweis von 17a-
Hydroxylase-Protein bei den APAs. Auch andere Kollegen hatten bereits
ahnliche Ergebnisse beschrieben (Reincke et al. 1998). Der Anteil an 17a-
Hydroxylase bei A/CPAs und CPAs war, gemessen anhand der RNA-
Expression, hoher als bei reinen APAs (Suzuki et al. 2007). Diese
Untersuchungen zur RNA-Expression konnten in dieser Arbeit nicht
durchgefuhrt werden, jedoch zeigte sich auch im Western Blot, rein qualitativ
betrachtet, ein starkerer Nachweis von 17a-Hydroxylase im CPA als im APA.
Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass der Nachweis der 17a-
Hydroxylase im Tumorgewebe kein spezifischer Nachweis flr eine

Cortisolproduktion ist.
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DISKUSSION

Demzufolge ist es umso wichtiger mittels praoperativer diagnostischer Mal3-

nahmen die Diagnose eines A/CPA zu stellen. Die Erkenntnisse aus unseren

Untersuchungen zeigen, dass an ein A/CPA gedacht werden sollte, wenn ein

Patient folgende Kriterien erfullt:

1.
2.
3.

4.
5.

eine durch Bestatigungstests gesicherte Diagnose eines PA

eine verminderte Cortisolsuppression im Dexamethason-Suppressionstest
erhdhtes freies Cortisol im Urin beziehungsweise erniedrigte Plasmakon-
zentrationen von ACTH

erhdhte Hybridsteroide wie zum Beispiel 18-OH-F

ein Tumordurchmesser 2 2,5 cm (Willenberg et al. 2010, Spath et al. 2011).

Abschlieltend und schlussfolgernd lasst sich somit festhalten, dass das A/CPA

eine eigenstandige Unterform des PA darstellt. Zwar ist die Ursache der Al-

dosteron und Cortisol-Kosekretion dieser Tumoren noch nicht geklart und be-

darf weiterer Untersuchungen, jedoch verdienen die A/CPAs aufgrund ihrer

speziellen klinischen und diagnostischen Implikationen grélRere Beachtung bei

der Diagnostik eines PA, nicht zuletzt auch zur Pravention postoperativer Ne-

benniereninsuffizienzen.
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5. Zusammenfassung

Die aktuelle Leitlinie zur Diagnostik und Therapie des primaren Hyperaldostero-
nismus (PA) empfiehlt eine eindeutige Subtypisierung zur Therapieauswahl. Ein
Screening auf exzessive Hormonsekretion neben Aldosteron ist dabei nicht
vorgesehen, wobei ein PA selten durch reine Zona glomerulosa-Nebennieren-
adenome verursacht ist und in den letzten Jahren mehrere Patienten mit Al-
dosteron- und Cortisol-kosezernierenden Nebennierenadenomen (A/CPAs) be-
schrieben wurden.

Es wurden daher zwei A/CPAs anhand zweier Patientinnen hinsichtlich ihrer
klinischen, hormonellen und histologischen Charakteristika genau untersucht.
Die Hormondiagnostik, inklusive 18-Hydroxycorticosteron (18-OH-B)- und 18-
Hydroxycortisol (18-OH-F)-Analytik, erfolgte basal, nach Fludrocortison-
suppression, nach Dexamethasonsuppression, nach Spironolactontherapie so-
wie nach Adrenalektomie. Uberdies wurden immunhistochemisch die Expres-
sionen von Angiotensin-1I-Typ-1- (AT4-R) und Corticotropin-Rezeptoren (MC2-
R) sowie der 17a-Hydroxylase (CYP17A1) bei beiden A/CPAs untersucht.
Beide Patientinnen zeigten postoperativ die Symptome einer Nebennieren-
rindeninsuffizienz fir mehr als sechs Monate. Aldosteron, 18-OH-B und 18-OH-
F normalisierten sich innerhalb von acht Wochen. Die histologischen Unter-
suchungen ergaben in beiden Fallen eine schwache Expression von AT4-R und
MC2-R neben einer starken Expression von CYP17A1. Ein familiarer Hyperal-
dosteronismus Typ 1 wurde durch eine Genanalyse ausgeschlossen.

Ferner wurden die bisher veroéffentlichten Studien zu A/CPAs analysiert und die
Frage der Tumorgenese anhand verschiedener Hypothesen diskutiert.

Eine praoperative Diagnose von A/CPAs kann postoperativen Nebennierenin-
suffizienzen vorbeugen und insbesondere bei PA in Kombination mit Adenomen
gréler als 2,5 cm, nicht supprimierbarem Cortisol im Niedrigdosis-Dexametha-
son-Test, erhdhtem freien Cortisol im Urin beziehungsweise erniedrigten Plas-
makonzentrationen von ACTH und erhdhten Hybridsteroiden, wie 18-OH-F,

sollte an A/CPAs gedacht werden.
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7. Abkurzungsverzeichnis

11-DOC
11-DOF
17-OH-
18-OH-
A

A18G

A/CPA

A/ICPAs

ACE

ACTH
ADH

AEC
AK

AKs
APA

APAs
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ARQ

AT;-R
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AVS

11-Desoxycorticosteron
11-Desoxycortisol
17-Hydroxy-

18-Hydroxy
Aldosteronkonzentration
Aldosteron-18-
Glucuronid

Aldosteron- und Cortisol-
kosezernierdendes
Adenom

Aldosteron- und Cortisol-
kosezernierende
Adenome

Angiotensin Converting
Enzym

Corticotropin
Anti-diuretisches
Hormon
3-Amino-9-Ethylcarbazol
Antikérper (Singular)
Antikorper (Plural)
Aldosteron
produzierendes Adenom
Aldosteron
produzierende Adenome
Ammoniumpersulfat
Destilliertes Wasser
Aldosteron-Renin-
Quotient
Angiotensin-lI-Rezeptor
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Nebennierenvene
Nebennierenvenen-

katheterisierung
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cAMP

CPA

CPAs

CRH
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CSA

CT

CYP
CYP11A1

CYP11B1

CYP11B2
CYP17A1

CYP21A2
DHEA

DHEA-S

DHEA-ST

DST

FHA

Corticosteron
Body-Mass-Index

Korpergewicht(kg)
Korpergrée?(m)

Bovines Serum-Albumin
Zyklisches Adenosin-
Monophosphat

Cortisol produzierendes
Adenom

Cortisol produzierende
Adenome
Corticotropin-Releasing-
Hormon/ Corticoliberin
Cushing Syndrom
Catalyzed-Signal-
Ampflikations-Methode
Computertomogramm
Cytochrom-P450
Cholersterol-side-chain-

Cleavage

11,6-Hydroxylase

Aldosteronsynthase

17 a-Hydroxylase

21-Hydroxylase
Dehydroepiandrosten-
dion
Dehydroepiandrosten-
dionsulfat
Dehydroepiandrosten-
dionsulfotransferase
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Suppressionstest
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FST

H*-lon

HPA-Achse

HRP

HSD3B2
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koZ
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MC2-R
mRNA

MRT

Na*
NHN

NNR

NT
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POMC

Hyperaldosteronismus
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Wasserstoffion
Hypothalamus-
Hypophysen-
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Meerrettich-
(horseraddish)

Peroxidase
3-G-Hydroxysteroid-

Dehydrogenase (Typ 2)
in-situ Hybridisierung
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Kompakitzellen
Labeled-Streptavidin-
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Corticotropin-Rezeptor
Boten (messenger) RNA
Magnetresonanztomo-
gramm
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normale humane
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nicht tumordses Gewebe
Primarer
Hyperaldosteronismus
Serumaldosteron-
konzentration
Phosphat gepufferte
Salz-Lésung
Polymeraseketten-
reaktion

Proopiomelanocortin

PRC

PV
R
RAAS

RNA
RR
RT-PCR

SDS
SF-1
SN
StAR

SUSPPUP

TBS
TBST

TEMED

THA
UKD

VCI
zF
zG
zR

Plasmareninkonzen-
tration
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gesundes Restgewebe
Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System
Ribonukleinsaure
arterieller Blutdruck
Real-time Polymerase-
kettenreaktion

Lauryl sulfat sodium salt
Steroidogener Faktor 1
Seriennummer
steroidogenic acute
regulatory protein

Natriumserum)
Natri umurin)
(Kaliumserum))?
Kaliumurin)

tumordses Gewebe
Tris-gepuffertes Salz
Tris-gepuffertes Salz mit
20 Tween
N,N,N’,N'-Tetramethyl-
ethylendiamin
Tetrahydroaldosteron
Universtitatsklinikum
Dusseldorf

Vena cava inferior
Zona fasciculata
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