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Zusammenfassung

Der primare Aldosteronismus (PA) ist mit 5-12 % der haufigste Grund einer
sekundaren arteriellen Hypertonie, wobei der PA im Wesentlichen auf den
Boden einer idiopathischen bilateralen Hyperplasie der Zona glomerulosa oder
eines unilateralen Aldosteronproduzierenden Adenoms entsteht. Zur
Differenzierung dieser zwei Hauptursachen des PA empfiehlt sich die
seitengetrennte Nebennierenvenenblutentnahme mittels eines
Nebennierenvenenkatheters. Die Erfolgsrate far aussagekraftige
Testergebnisse ist vor allem von der korrekten Katheterlage abhangig, die
idealerweise mit Hilfe eines Schnelltests kontrolliert wird. Da aber die als
Goldstandard verwendeten Cortisolassays ca. 45 min dauern, hatten wir uns
als Ziel gesetzt, schnellere Verfahren zu testen. Es wurden 49
Nebennierenvenenproben von Patienten untersucht, bei denen ein PA
diagnostiziert wurde. Wir haben zwei Vitamin C-Streifenteste (VCTS1 und
VCTS2) untersucht. Ferner haben wir einen Adrenochrom-basierten
kolorimetrischen-Test (ABC) entwickelt, in dem die Katecholamine chemisch zu
Adrenochrom oxidiert wurden. Weiterhin haben wir einen Adrenalin-
(Epinephrin)-ELISA-Test und einen Methamphetamin-Test (MET) untersucht.
Hier zeigte sich, dass der ABC-Test gleich schnell ist wie der VCTS1, VCTS2
und MET-Test, gefolgt vom ELISA-Test. Dies ging auf Kosten der
Zuverlassigkeit (Sensitivitat zwischen 60 % und 80 % fur den ABC-Test und
VCTS1 oder etwa 10 % fiir den VCTS2 und MET, Spezifitat von 70 und 100 %
fur den ABC-Test und den VCTS1 oder eine Spezifitat zwischen 90 und 100 %
fur den VCTS2 und MET). Das beste Verhaltnis von Sensitivitat zu Spezifitat
wurde mit dem Cortisol-Schnelltest erreicht (Sensitivitat 96,7 %, Spezifitat 100
% bei einem Selektivitatsindex von 1,7). Die Dauer des Tests war jedoch die
langste (Mittelwert > 30 min). Die untersuchten Schnelltests konnten als
vielversprechende ,bedside“-Tests fur eine rasche Bestimmung der richtigen
Lage des Nebennierenvenenkatheters wahrend adrenal vein sampling (AVS)
fungieren. Obwohl die Ergebnisse ermutigend sind, weisen sie eine Rate an ca.
20-30 % falsch negativen Ergebnissen auf. Dies schafft die Notwendigkeit fur
weitere Verbesserungen in diesem Bereich. Solange wird der Cortisol-
Schnelltest noch Anwendung finden.



Abstract

Primary aldosteronism (PA) is the most common cause of secondary arterial
hypertension. The two main causes are idiopathic bilateral hyperplasia of the
zona glomerulosa or a unilateral aldosterone produced adenoma. For the
differentiation of these two main causes of the PA, adrenal vein blood sampling
(AVS) using adrenal vein catheter is recommended. The success rate for the
test results depends mainly on the correct catheter position, which is ideally
controlled by a rapid test. But since the gold standard cortisol assays take about
45 min, we set the goal of finding faster procedures. Patients diagnosed with
PA and undergoing an adrenal vein catheter have been studied. Two vitamin C
strip tests were investigated. Further, we developed an adrenochrome-based
colorimetric-test (ABC) in which the catecholamines were chemically oxidized to
adrenochrome. Due to the significantly higher adrenaline concentration in the
adrenal vein compared to the peripheral plasma, the formation of
adrenochrome resulted in a color change. We also investigated an epinephrine
ELISA test and a methamphetamine test (MET). 49 adrenal vein samples were
examined, of which material could be used for various tests. Here it was shown
that the ABC test was equally fast as the vitamin C strip tests and the
methamphetamine test, followed by the adrenalin ELISA test. This was at the
cost of reliability (sensitivity between 60 % and 80 % for the ABC test and
VCTS1 or about 10 % for VCTS2 and MET, specificity of 70 and 100 % for the
ABC test and the VCTS1 or a specificity between 90 and 100 % for the VCTS2
and MET). The best ratio of sensitivity to specificity was achieved with the
cortisol rapid test (sensitivity 96.7 %, specificity 100 % with a selectivity index of
1.7). The duration of the test, however, was the longest (mean > 30 min). These
tests could serve as promising "bedside tests" for a rapid determination of the
correct location of the adrenal vein catheter during AVS. The success of the
tests is assessed primarily on the basis of diagnostic specificity. Although the
results are very encouraging, they show an approximately 20-30 % rate of false

negative results. This creates the need for further improvements in this area.
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1. Einleitung

Nebenniere

Die Nebennieren sind paarig retroperitoneal gelegene endokrine Drusen und
sitzen den oberen Nierenpolen auf. Auf der dorsalen Seite besitzt jede
Nebenniere ein Hilum, aus dem Venen und Lymphgefalie austreten. Arterien
und Nerven dringen an mehreren Stellen der Oberflache in das Organinnere
ein. Die Nebenniere gliedert sich in Rinde und Mark. Die Nebennierenrinde
(Cortex) ist mesodermalen Ursprungs und besteht aus 3 Zonen, welche
unterschiedliche Steroidhormone produzieren. Die aulien gelegene Zona
glomerulosa (Ort der Aldosteronproduktion), die mittlere Zona fasciculata (Ort
der Cortisolproduktion) und die dem Mark anliegende Zona reticularis
(Beschrankung der Steroidbiosynthese auf Steroidhormonvorlaufer und
adrenale  Androgene).  Neuroektodermale  Zellen, die aus dem
Sympathikusgrenzstrang eingewandert sind, bilden das Nebennierenmark
(NNM). Das schwach basophile Zytoplasma der Markzellen enthalt Granula, die
sich durch Behandlung mit Chromsalzen in braunem Ton darstellen lassen. Aus
diesem Grund werden diese auch chromaffine Zellen genannt (Vrezas et al.,
2004). In Ihnen werden die Katecholamine, z.B. Adrenalin und Noradrenalin,
gebildet und in die Blutbahn abgegeben. Dies ist auch der Ort, aus dem 90 %
des peripher messbaren Metanephrins, Abbauprodukt des Adrenalins, stammt
(Lenders und Eisenhofer, 2014).

Steroidhormone

Die Steroidbiosynthese in der Nebennierenrinde (NNR) wird hauptsachlich
durch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), Kalium und das
adrenocorticotrope Hormon (ACTH) gesteuert (Mattsson und Young, 2006).
Weitere neurotrophe Faktoren, wie Neuropeptide und endotheliale Faktoren,
sind ebenfalls beschrieben (Ehrhart-Bornstein et al., 1998; Willenberg et al.,
2008). Diese stellen Regelkreise dar, in denen uber einen Feedback-
Mechanismus die  hormonelle  Produktion  gesteuert  wird. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt fir die Synthese aller Steroidhormone ist
die enzymatische Umwandlung der Ausgangssubstanz Cholesterin zu
Pregenolon. Der weitere Syntheseweg der Steroidhormone wird durch die
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Enzymexpression in den Zellen bestimmt (Payne und Hales, 2004). Durch
vielfache enzymatische Schritte werden in der Nebennierenrinde, ausgehend
von Pregenolon, Mineralkortikoide, Glukokortikoide und Androgene gebildet.
Das hypophysare Hormon ACTH stimuliert die Freisetzung der Glukokortikoide
und der Androgene, in geringem Ausmal}, auch die der Mineralkortikoide
(Payne und Hales, 2004). Die Aldosteronsekretion wird jedoch vorwiegend in
der Zona glomerulosa unter dem Einfluss des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems realisiert (Mattsson und Young, 2006) (Abb. 1).

Akute Senkung von
Blutdruck und
Flasmavolumen
7 - / 2 - .
————————————* Renin | [ ACE |
A / e P
Angiotensinogen |——— |  Angiotensin| |—————| Angiotensin Il —|  Aldosteron
Plasmavolumen Vasokonstriktion, Na Resorption
normalisiert, Verminderung des K Exkretion
Blutdruck renalen Blutflusses H20 Retention

narmalisiert

Abb.1: Regelkreis des RAAS. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System existiert als
gewebestandiges zirkulierendes System in Myokard, GefalRwanden, Niere und anderen
Organen. Die Freisetzung von Angiotensin Il fungiert als wichtiger Stimulus fir die
Aldosteronfreisetzung. Dies férdert den Rucktransport von Natrium und Wasser aus dem
Urin ins Blut, wodurch das Blutvolumen steigt. Eine UberschieRende Aktivierung des
Systems wird durch eine negative Rickkopplung vermieden. So wird durch einen héheren
Blutdruck, Angiotensin Il und Aldosteron die Freisetzung von Renin gehemmt (Gross, 1958).

Abkurzung; ACE: angiotensin converting enzyme, aktiviert (blauer Pfeil), hemmt (roter Pfeil).



Erkrankungen der Nebennieren manifestieren sich mit einer Uber- oder
Unterproduktion von Steroidhormonen und/oder einem autonomen Wachstum
und werden nach den vorwiegend gebildeten Hormonen differenziert. Eine
vermehrte Sekretion von Aldosteron wird Aldosteronismus genannt und wird in
einen primaren (Conn-Syndrom) und einen sekundaren Aldosteronismus
unterteilt (Conn, 1955).

1.1. Pathophysiologische Grundlagen -Aldosteron-

Die Begriffe ,Elektrocortin® und ,Mineralokortikoid® fur Aldosteron betonen die
Eigenschaft der Natriumregulation dieses Steroidhormons (Willenberg, 2017).
Aldosteron ist ein Derivat von Cholesterol und wird in der Zona glomerulosa der
Nebenniere produziert und hauptsachlich als Reaktion auf den Kaliumspiegel,
sowie die reninabhangige Ausschittung von Angiotensin |l freigesetzt.
Aldosteron ubt seine Wirkung durch Bindung an den nukledren
Mineralokortikoidrezeptor aus. In epithelialen Geweben, z.B. Nierentubulus,
Colon, Speichel- und Brustdrisen, erhoht Aldosteron die Rickresorption von
Natrium (Mattsson und Young, 2006). Die klinischen Merkmale des primaren
Aldosteronismus (PA) werden teilweise durch die renalen Wirkungen von
Aldosteron bestimmt. Die Hauptwirkung von Aldosteron besteht darin, die
Anzahl offener Natriumkanale im kortikalen Tubulus zu erh6hen, was zu einer
erhdhten Natriumresorption fuhrt (Masilamani et al., 1999). Daher senkt
Aldosteron die Natriumkonzentration im Urin und die Natriumexkretion durch
die Nieren. Daruber hinaus wird Natrium im Plasma streng reguliert und eine
erhdhte Natriumretention flhrt zur Verdinnung von Natrium durch
Wasserretention und Trinken (Willenberg, 2017). So entwickelt sich beim PA
ein Zustand der Hypervolamie, um der Salziberladung zu entgehen. Dies
begunstigt eine hypervolamische Hypertonie, eine Dilatation der Gefalde, sowie
eine Inflammation (Catena et al., 2015). Hohe Aldosteronwerte haben uber die
arterielle Hypertonie hinaus negative Auswirkungen auf das nichtepitheliale
Gewebe (Gilbert und Brown, 2010). Dazu gehdren der erhdhte oxidative Stress
und der Kollagenumbau. Dies fuhrt zu einer endothelialen Dysfunktion,
linksventrikularen Hypertrophie und Fibrosierung in Niere, Herz und
Blutgefallen (Brown, 2005). Die autonome Aldosteronsekretion ist auch mit
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weiteren Effekten Uber der Blutdruckerhdhung und den Herz-Kreislauf-
Komplikationen hinaus assoziiert (Mattsson und Young, 2006). Obwohl die
Pathogenese noch unklar ist, stellt sich das metabolische Syndrom bei
Patienten mit einem PA haufiger als bei Patienten mit einer essentiellen
Hypertonie dar (Fallo et al., 2006). Zusammenfassend ist bekannt, dass
Patienten mit PA bei gleicher Blutdruckhohe, wie ein Vergleichskollektiv
essentieller Hypertoniker, ein signifikant hoheres Risiko fur Schlaganfall,
Myokardinfarkt, linksventrikularer Hypertrophie und metabolischem Syndrom
haben (Milliez et al., 2005). Dies ist mdglicherweise durch die mit der
Salzretention assoziierten Hypertonie bedingt; zahlreiche nicht-genomische
proinflammatorische Wirkungen des Aldosterons werden ebenfalls diskutiert
(White, 2003; Willenberg, 2017). Die Folgen sind unabhangig von der Schwere
der arteriellen Hypertonie und machen die Erkennung und Behandlung dieses

wichtigen Krankheitsbildes umso wichtiger (Fritsch Neves und Schiffrin, 2003).

1.2. Definition und Klinik des primaren Aldosteronismus

Der primare Aldosteronismus ist die haufigste Form der sekundaren arteriellen
Hypertonie mit einer Pravalenz von 5-10 % aller Hypertoniker (Rossi et al.,
2006; Hannemann et al., 2012) und 10-20 % bei Patienten mit
therapieresistenter Hypertonie (Calhoun et al.,, 2002). Einen primaren, oft
normokalidmischen PA weisen ca. 6-12 % aller Hypertoniker auf (Buchner et
al., 2006). Patienten mit einem Conn-Syndrom haben im Vergleich zu Patienten
mit einer essentiellen Hypertonie bei ebenso schlechten Blutdruckwerten ein
erhdhtes Risiko flir kardiovaskulare Folgen (Milliez et al., 2005). Ferner haben
Patienten mit einem Aldosteronismus eine héhere Gefahr fir die Entwicklung
einer Niereninsuffizienz, sowie metabolischer Komplikationen (Fourkiotis et al.,
2012; Hanslik et al., 2015). Unter anderem wurde diese Erkrankung von
Jerome Conn im Jahr 1955 bei einer 34-jahrigen Hausfrau beschrieben, die
unter der Trias Hypertonie, Hypokalidamie und metabolischer Alkalose litt (Conn,
1955). Begleitsymptome waren intermittierende Tetanien, Muskelschwache,
Polyurie und Polydipsie. Im Urin der Patientin fand sich in hoher Konzentration
Aldosteron, welches in der Lage ist, Natrium zu retinieren. Im Labor stellte sich
zusatzlich zur hypokalidamischen, metabolischen Alkalose eine Hypernatriamie
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dar. Nach Adrenalektomie, die ohne Bildgebung und lediglich auf dem Boden
der Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen erfolgte, verschwanden die
Symptome. Die histologische Begutachtung erbrachte den Befund eines ca. 4
cm groldes Nebennierenrindenadenomes (Conn, 1955). Der PA oder Conn-
Syndrom ist demnach definiert als ein inadaquat hoher Aldosteronspiegel
(Funder et al., 2008). Die fruher beschriebene Pravalenz von < 1 % ist darauf
zurlckzufuhren, dass urspringlich nur Patienten mit den typischen Trias;
Hypertonie, Hypokaliamie und metabolischer Alkalose eine Diagnostik
bezlglich PA erhalten haben. Obwohl bereits Conn selbst 1965 (Conn et al.,
1965) das Krankheitsbild PA auch ohne das Vorhandensein dieser drei
Symptome beschrieb, dauerte es fast vierzig Jahre bis durch Einfuhrung des
Aldosteron-Renin-Quotienten (ARQ) die Diagnose des normokalidamischen PA
sensitiver gestellt werden konnte (Gordon, 2004). Spatere Studien haben
bestatigt, dass ein Groliteil der Patienten mit einem primaren Aldosteronismus
normokaliamisch ist (Calhoun et al. 2002; Rossi et al., 2002; Mulatero et al.,
2004).

1.3. Die verschiedenen Entitaten

Die beiden Hauptformen sind das unilaterale Aldosteronproduzierende Adenom
(APA), ein gutartiger Tumor der Nebennierenrinde, und die bilaterale adrenale
Hyperplasie (BAH), auch bekannt als idiopathischer Aldosteronismus (IHA)
(Reincke et al., 2003). Wahrend die Mehrzahl der Falle sporadisch auftreten,
sind 1-5 % der Falle familiare Formen. Derzeit sind drei verschiedene familiare
Formen bekannt: familiarer Hyperaldosteronismus Typ | (FH1), Typ Il (FH2) und
Typ Il (FH3) (Zennaro et al., 2015). In den letzten Jahren erschienen mehrere
Artikel in Form von Falldarstellungen uber Patienten mit PA in Kombination mit
einem  Hypercortisolismus aufgrund von Aldosteron- und Cortisol-
cosezernierenden Nebennierenrindenadenomen (A/CPAs) (Spath et al., 2011).
Mit 1 % der Patienten mit PA ist das Aldosteronproduzierende
Nebennierenrindenkarzinom mit einer schlechten Prognose als letzte und

aulderst seltene Form zu nennen (Seccia et al., 2005).



1.4. Diagnostik des primaren Aldosteronismus

Zu Beginn der Diagnostik wird versucht eine Unterscheidung der
Hypertoniepatienten in solche mit bzw. ohne sekundare Hypertonie zu treffen.
Wilnschenswert ware ein routinemalliges Screening auf sekundare Ursachen
bei allen neu diagnostizierten Hypertonikern. Insbesondere sollte die Diagnose
des primaren Aldosteronismus unter den folgenden Bedingungen in Betracht

gezogen werden (Funder et al., 2016; Baguet et al., 2016).

Indikationen fiir ein Screening:

» Hypertonie und spontane Hypokaliamie (< 3,5 mmol/l im ungestauten Blut)
oder Hypokaliamie, hervorgerufen durch Verabreichung eines niedrig
dosierten Diuretikums

» Junges Manifestationsalter der arteriellen Hypertonie in der
Familienanamnese oder zerebrovaskularer Vorfall im jungen Alter (< 40
Jahre)

» Therapieresistenter  arterieller  Hypertonus: drei  antihypertensive
Medikamente und RR > 140/90 mm Hg bzw. kontrollierte Hypertonie, RR <
140/90 mm Hg bei Erweiterung auf vier oder mehr Antihypertensiva

» Nachweis von Endorganschaden, die in keinem Verhaltnis zur Schwere der
Hypertonie stehen (linksventrikulare Hypertrophie, AV-Block,
Karotisstenose)

» Mittelschwere oder schwere Hypertonie Grad 2 oder 3, d.h. = 150 mmHg
systolisch und/oder = 100 mmHg diastolisch, in drei verschiedenen
Blutdruckmessungen an drei verschiedenen Tagen

» Hypertonie und Vorhandensein eines adrenalen Inzidentaloms

v

Arterielle Hypertonie in Kombination mit einem Schlafapnoesyndrom

» Wenn eine Evaluation flr sekundare Hypertonie in Betracht gezogen wird,
z.B. bei Testung auf Phaochromozytom oder renovaskularen Erkrankungen

» Bei hypertensiven erstgradigen Verwandten von Patienten mit primarem

Hyperaldosteronismus



Screening-Test fur PA: Aldosteron-Renin-Quotient (ARQ)

Da Kalium in der Niere durch Natrium ausgetauscht wird und durch die

Hypervolamie verdunnt wird, ist die Entwicklung einer Hypokalidamie bei
Patienten mit einer Hypertonie, eine spezifische Eigenschaft des PA. Das
Serumkalium ist allein jedoch nicht sensitiv genug, mildere Formen eines PA
anzuzeigen (Funder et al., 2016). Dennoch kann der Nachweis einer
Hypokalidamie und eines Kaliumverlustes Uber die Niere eine wertvolle
Information wahrend des Screeningprozesses sein, wie auch eine metabolische
Alkalose (Balas et al., 2010; Baguet et al., 2016). Als Screening-Parameter wird
heutzutage der Aldosteron-Renin-Quotient verwendet. Im Jahr 1976 wurde
zunachst der ARQ als Screening-Parameter vorgestellt (Dunn und Espiner,
1976), er wurde jedoch erst im Jahr 1981 als Routineverfahren eingefiihrt
(Hiramatsu et al., 1981; Weinberger und Fineberg, 1993). Beim primaren
Aldosteronismus findet sich ein Aldosteronspiegel, welcher im Vergleich zum
Reninspiegel zu hoch ist (Funder et al.,, 2008). Zu beachten ist, dass
Antihypertensiva, die den ARQ deutlich beeinflussen, vor dem Screening
madglichst pausiert werden missen (Funder et al., 2016). Die Sensitivitat und
Spezifitat des ARQ-Screenings kann gesteigert werden, wenn neben dem ARQ
auch Indizes der Aldosteronwirkung in das Screening mit einflieBen (Willenberg
et al., 2009; Balas et al.,, 2010). Da aulRer dem Reninspiegel und dem
Kaliumhaushalt auch weitere Faktoren Einfluss auf die Aldosteronsekretion
haben (Willenberg et al., 2008; Fischer et al., 2013) ist im Falle eines positiven
Screeningtests zur Diagnosesicherung ein Bestatigungstest notwendig (Funder
et al., 2008).

Bestatigungtests

Die aktuellen Leitlinien empfehlen bei positivem ARQ die Durchfiihrung eines
oder mehrerer Bestatigungstests, um die Diagnose endgultig zu bestatigen
oder auszuschlieen. Dies schliefdt falsch positive Testergebnisse aus, bevor
man zur Subtypendiagnostik voranschreitet. Auf weitere Bestatigungsverfahren
kann verzichtet werden, wenn folgende Kriterien zutreffen: spontane
Hypokaliamie, ein inadaquat hoher Aldosteronwert > 200 ng/l (550 pmol/l) und

ein Reninspiegel, welcher unter der Nachweisgrenze liegt (z.B. < 1,0 ng/l)
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(Funder et al., 2016). Es gibt keinen Bestatigungstest, der als Goldstandard gilt,
die Wahl des Testsverfahrens orientiert sich jeweils an den Komorbiditaten, der
Compliance des Patienten, sowie der lokalen Expertise (Funder et al., 2016).
Etwa zwei Wochen vor Testdurchfuhrung sollten nur Medikamente verwendet
werden, die das RAAS minimal beeinflussen (Solar et al., 2012). Es stehen vier
Bestatigungstests zur Verflgung. Die am haufigsten verwendeten
Bestatigungstests sind der Kochsalzbelastungstest und der Fludrocortison-
Suppressionstest (FST) (Mattsson and Young, 2006). Das zugrundeliegende
Prinzip dieser Tests besteht darin, dass ein Anstieg des intravasalen Volumens
die Reninfreisetzung und demzufolge auch die Aldosteronproduktion bei
Patienten ohne primaren Aldosteronismus reduzieren sollte (Haase et al.,
2014). Idealerweise zeigen diese Tests, dass der Aldosteronspiegel trotz
Kochsalzbelastung bzw. Exposition gegenutber Fludrocortison inadaquat hoch
fur die Volumenexpansion ist (Haase et al., 2014). Der Captopril-
Stimulationstest (CST) wurde ebenfalls als ein potentieller Bestatigungstest
eingefuhrt. Captopril hemmt die Konversion von Angiotensin | in Angiotensin |l,
wodurch bei gesunden Probanden die Aldosteronproduktion gehemmt und der

Reninspiegel erhoht wird (Rossi et al., 2007).

Subtypendiagnostik

Die Differenzierung der Subtypen ist entscheidend zur Bestimmung der
Behandlungsoptionen (Abb. 2). Eine einseitige Erkrankung wird mit einer
einseitigen Adrenalektomie und die bilaterale Erkrankung medikamentds
behandelt (Reincke et al., 2003). Eine korrekte Charakterisierung ist daher
unerlasslich, um auf der einen Seite den Patienten unnétige Operationen zu
ersparen und auf der anderen Seite die Patienten zu identifizieren, die von
einer Operation profitieren und bei denen eine lebenslange medikamentdse
Therapie vermieden werden koénnte (Wolley und Stowasser, 2017). Jeder
Patient mit PA sollte an erster Stelle eine Computertomographie (CT) der
Nebennieren erhalten, um ein Nebennierenrindenkarzinom auszuschlielen und
dem Radiologen oder gegebenenfalls Operateur wichtige anatomische
Informationen zu liefern (Funder et al., 2016). Die CT-Untersuchung erwies sich
jedoch als wenig sensitiv und spezifisch zur Diagnostik unilateraler

Erkrankungen, da ein betrachtlicher Anteil der Patienten falsch klassifiziert
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wurde (Young et al., 2004; Kempers et al., 2009; Kamemura et al., 2017). In
Studien wurden die Nebennierenvenenproben mit dem CT-Befund bei 62
Patienten verglichen und es konnte gezeigt werden, dass die CT-Ergebnisse in
68 % der Falle ungenau waren (Magill et al., 2001). In einer Ubersichtsarbeit
von Stowasser et al. waren Adenome mit einer Grélie von weniger als 1 cm fur
fast 50 % der Aldosteronproduzierenden Adenome verantwortlich, die
chirurgisch entfernt wurden (Stowasser et al., 2001). In einer weiteren Studie
hatten Patienten mit einem Adenom in 14,6 % der Falle in der CT-
Untersuchung, die Lokalisation der Erkrankung beim AVS bilateral.
Andererseits konnte, bei fehlerhafter Kanulierung der Nebennierenvenen die
asymmetrische Aldosteronsekretion dem Nachweis entgehen, sodass einigen
Patienten die mogliche Heilung des Bluthochdrucks durch operative
Intervention verwehrt wurde (Kempers et al., 2009). Konsensus-Richtlinien
legen daher nahe, dass bei den meisten Patienten ein adrenal vein sampling
(AVS) durchgefuhrt werden sollte (Funder et al., 2016). Eine Ausnahme stellen
jungere Patienten (< 30-35 Jahre) mit einem deutlichen primarem
Aldosteronismus und einem eindeutigen einseitigen CT-Befund dar. Dies
basiert auf der Tatsache, dass Nebennierenrindeninzidentalome in dieser
Altersgruppe selten sind und AVS- sowie CT-basierte Diagnosen eine hohe
Konkordanz haben (Zhu et al., 2016). In diesem Falle kann die unilaterale
Adrenalektomie ohne AVS erfolgen (Arlt, 2010) (Abb. 2).

1.5. Therapie des primaren Aldosteronismus

Das Hauptziel der Behandlung ist die Vorbeugung der Mortalitat vom
Aldosteronexzess und allen daraus resultierenden schwerwiegenden
kardiovaskularen Folgen. Durch die Behandlung (Adrenalektomie oder
medikamentdse Therapie) ist die kardiovaskulare Morbiditat reversibel (Rossi et
al., 2008). Die Adrenalektomie flhrt zum Rickgang der linksventrikularen
Hypertrophie (Catena et al., 2007), verbessert die diastolische linksventrikulare
Funktion (Rossi et al., 2013), reduziert die Dicke des Intima-Media-Komplexes
und fuhrt langfristig zur Verbesserung der Nierenfunktion (Wu et al., 2011; Lin
et al., 2012).
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Abb. 2: Empfohlenes diagnostisches Vorgehen bei Verdacht auf einen primaren
Aldosteronismus. Die Diagnostik bei Verdacht auf PA sollte einem Stufenschema folgen: 1)
Screening 2) Bestatigungstest 3) Differenzierung in uni- bzw. bilaterale Erkrankung 4) Einleitung
einer spezifischen Therapie (Funder et al.,, 2016). Es sollte betont werden, dass ein
Bestatigungstest bei hochverdachtiger Konstellation eines PA, d.h. junger Patient mit klar
pathologischem Aldosteron-Renin-Quotienten, (Aldosteron > 200 ng/l, Renin unterhalb der
Nachweisgrenze < 1,0 ng/l) schwerer hypokalidmischer Hypertonie und typischem

radiologischem Befund, nicht zwingend erforderlich ist (Arlt, 2010).
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Der postoperative Nutzen durch die Adrenalektomie ist gro3 und es besteht
eine geringe perioperative Komplikationsrate. Klinische und biochemische
Aspekte zur postoperativen Erfolgskontrolle sind die Besserung des
Blutdruckes mit Reduktion der antihypertensiven Medikation oder
Kaliumnormalisierung. Ferner sollte der Aldosteron- und Reninspiegel
kontrolliert werden (Young, 2003). Falls praoperativ eine Cortisol-Cosekretion
vorlag, sollte postoperativ eine Hydrocortisonsubstitution erfolgen (Willenberg et
al., 2017). Patienten, die eine bilaterale adrenale Hyperplasie haben oder die
nicht in der Lage sind, operiert zu werden bzw. eine Operation ablehnen, sollten
medikamentdos mit einem antimineralokortikoid-wirksamen Medikament
behandelt werden, beispielsweise mit Spironolacton, Eplerenon oder Amilorid

bis zur Normalisierung des Renins (Mattsson und Young, 2006).

1.6. Nebennierenvenenkatheter

Der Nebennierenvenenkatheter (engl. adrenal vein sampling, AVS) mit
selektiver Nebennierenvenenblutentnahme gilt als Goldstandard zur
Charakterisierung der haufigsten Formen des PA: zur Lokalisation
Aldosteronproduzierender Adenome und zur Abgrenzung von einer bilateralen
Nebennierenrindenhyperplasie (Magill et al., 2001; Espiner et al., 2003; Daunt,
2005; Rossi et al., 2014; Funder et al., 2016). Der Nebennierenvenenkatheter
zeigt an, ob die autonome Aldosteronproduktion bei Patienten mit PA uni- oder
bilateral stattfindet (Daunt, 2005). AVS ist ein sicheres und hoch effektives
Verfahren, welches bei 37,8 % aller PA-Patienten die Therapie in grokem Male
verbessert, die andernfalls basierend auf den Ergebnissen von bildgebenden
Verfahren nicht ordnungsgemall behandelt worden waren (Kempers et al.,
2009). Der AVS, der erstmals 1967 im New England Journal of Medicine
vorgestellt wurde, wird am haufigsten beim primaren Aldosteronismus
durchgefuhrt, da dies die haufigste Nebennierenerkrankung mit einer
ubermafligen Hormonproduktion ist (Melby et al., 1967; Dunnick et al., 1979;
Doppman und Gill, 1996; Young et al.,, 1996). AVS wird weniger haufig
verwendet, um andere funktionelle Nebennierenerkrankungen, einschlie3lich
dem Phaochromozytom und Cushing-Syndrom, zu beurteilen (Blondin et al.,
2015). Die venose Drainage der Nebennieren erfolgt beidseits Uber eine
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zentrale Vene (Anson et al.,, 1947). Die rechte Nebennierenvene (NNV) fliefl3t
direkt in die Hinterwand der V. cava inferior oberhalb der rechten Nierenvene
(Gagnon, 1956). Beide Nebennieren haben auch eine Vielzahl an oberflachlich
verlaufenden Kapselvenen, die auf der rechten Seite oft die Nierenkapsel
durchdringen und mit interkostalen, phrenischen und hepatischen Venen
verbunden sind (Gagnon, 1956). Die angiographische Darstellung der
oberflachlichen  Venen ermoglicht die Erkennung einer korrekten
Katheterposition (Blondin et al., 2015). Anatomische Varianten in der vendsen
Drainage beider Nebennierenvenen tragen zu den technischen Schwierigkeiten
bei der Probenentnahme bei (Magill et al., 2001). Zur selektiven
Nebennierenvenenblutentnahme wird eine Schleuse in die Femoralvene
platziert und die Position der Katheterspitze durch Kontrastmittel oder
Durchleuchtung verifiziert (Blondin et al., 2015). Das Verfahren wird optimal
morgens durchgefuhrt, der Patient sollte nichtern sein (Young und Stanson,
2009). AVS wird durch die Katheterisierung der rechten Femoralvene uber die
Seldinger-Technik  mit  darauffolgendem  Probegewinn aus  beiden
Nebennierenvenen durchgefihrt. In den meisten Zentren erfolgt die
Katheterisierung der linken Nebennierenvene zunachst, gefolgt von der rechten
Nebennierenvene und der V. cava inferior (Magill et al. 2001). Die Bestatigung
der korrekten Katheterlage erfolgt durch die Beurteilung der Cortisolspiegel, die
an jedem Sondierungsort asserviert werden (Daunt, 2005). Die Technik der
AVS geriet 1970 aufgrund der technischen Schwierigkeiten der
Katheterisierung, vor allem der rechten Nebennierenvene, in Kritik (Doppman
und Gill, 1996). Es wurde versucht, AVS durch andere diagnostische Verfahren
zu ersetzen, um Nebennierenraumforderungen zu unterscheiden. Die CT und
MRT Untersuchungen sind bei der Differenzierung aufierordentlich sensitiv,
bieten aber keine Informationen Uber die Nebennierenfunktion. Kein anderes
diagnostisches Verfahren ist in dieser Hinsicht so genau wie AVS (Magill et al.,
2001). Zur Sicherstellung der Genauigkeit der AVS sollten die
Nebennierenvenenprobenentnahmen in spezialisierten Zentren durchgefihrt
werden (Doppman und Gill, 1996). Bei der Untersuchung wird vendses Blut von
jeder Seite drainiert und fur Cortisol- und Aldosteronmessungen bei der
Abklarung des PA genutzt (Young und Stanson, 2009) (Abb. 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Nebennierenvenenkatheters. Die
Nebennierenvenen werden sequentiell mit einem Katheter kaniliert, Uber dem Bilut
abgenommen wird. Ob die Nebennierenvene "getroffen" wurde, stellt sich erst nach der
Hormonmessung heraus. Eine Methode, die schnell anzeigt, ob der Katheter erfolgreich in die

Nebennierenvene inseriert wurde und Nebennierenvenenblut ansaugt, ware winschenswert.

Da das Nebennierenvenenblut reich an Cortisol ist, wird dies als Marker fiir eine
erfolgreiche ~ Nebennierenvenenprobe  verwendet, @ wobei  bestimmte
Einschrankungen gelten (Spath et al., 2011; Dekkers et al., 2013; Blondin et al.,
2015). Es sind beidseits erfolgreiche kanulierte Nebennierenvenen (NNV)
erforderlich, um  sicher zwischen @ Adenom und idiopathischem
Hyperaldosteronismus (IHA) unterscheiden zu kénnen (Magill et al. 2001). Die
Erfolgsrate fur aussagekraftige Testergebnisse ist, vor allem von der korrekten
Lage des Nebennierenvenenkatheters abhangig, und bendtigt einen erfahrenen
interventionellen Radiologen. Zur Bestimmung der korrekten Lage des
Nebennierenvenenkatheters mussen sowohl technische als auch anatomische

Faktoren bertcksichtigt werden (Blondin et al., 2015).
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Auswertung der Blutproben bei Patienten mit PA - unilaterale oder
bilaterale Erkrankung?

In der Differenzierung der unilateralen vs. bilateralen Aldosteronproduktion,
definiert die Auswertung des Aldosteron-Cortisol-Quotienten (ACQ) den Subtyp
(Doppman und Gill, 1996). Im ersten Schritt bilden wir den Quotienten der
Cortisolkonzentrationen in der Nebennierenvene (adrenal vein, AV) und
peripheren Vene (peripheral vein, PV), der auch als Selektivitatsindex (Sl)
bezeichnet wird (SI= Cortisol AV / Cortisol PV) (Funder et al., 2008). Wenn eine
Nebennierenvenenprobe asserviert wird, wird deshalb zeitgleich eine periphere
Blutprobe zur Bestimmung der Cortisol- und Aldosteronspiegel gewonnen
(Stowasser et al., 2001). Eine einfache periphere Kontrolle wird Gber die in der
Leistenvene einliegenden Schleuse abgenommen. Empirisch wurde ein Sl von
> 2 fur eine erfolgreiche Katheterisierung festgelegt (Funder et al., 2008). Bei
einem S| < 2 handelt es sich um Blut, welches keine Nebenniere drainiert
(Blondin et al.,, 2015). Im zweiten Schritt werden die Aldosteron-Cortisol-
Verhaltnisse flr beide Nebennierenvenen (AV) berechnet und miteinander
verglichen (Aldosteron AV Seite 1 : Cortisol AV Seite 1 / Aldosteron AV Seite 2
: Cortisol AV Seite 2). Dieser Quotient wird auch als Lateralisationsindex (LI)
bezeichnet. Je hoher der LI, desto sicherer der Nachweis der Lateralisation
(Rossi et al., 2014; Funder et al., 2016). Ist der LI > 2, dann deutet dies auf eine
unilaterale Erkrankung hin (Rossi et al., 2014). Ist der LI > 3, dann liegt mit sehr
hoher Wahrscheinlichkeit ein APA vor. Wenn der ACQ in der sicher kanulierten
Nebennierenvene kleiner ist als im peripheren Blut, dann kann dies ein Hinweis
auf einen APA auf der kontralateralen Seite sein. Bei der bilateralen adrenalen
Hyperplasie, ist der ACQ in beiden Nebennierenvenen erhdht im Vergleich zur
peripheren Vene, als Hinweis auf eine bilaterale Aldosteronproduktion (Rossi et
al., 2014).
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Komplikationen

Komplikationen bei AVS sind sehr selten, wenn die richtigen Techniken und
Erfahrung angewandt werden und werden in den meisten Studien mit weniger
als 2,5 % beschrieben (Daunt, 2005; Rossi et al., 2012). Dabei kann es sich um
eine Thrombose oder Ruptur der Vene handeln, was mit einer Infarzierung oder
Blutung einhergeht. Andere mdgliche Komplikationen waren das Auftreten einer
Nebennierenrindeninsuffizienz oder einer hypertensiven Krise (Gross et al.,
1992).

Schnelltests zur Verbesserung des AVS

Im Jahr 2007 wurde erstmals von einer italienischen Gruppe eine Studie
veroffentlicht, die die Anwendung eines Cortisol-Schnelltests wahrend AVS bei
5 Probanden getestet hat (Mengozzi et al., 2007). Eine zweite Studie von
Auchus et al. bei 30 Patienten zeigte, dass die Verwendung eines Cortisol-
Assays bei AVS eine erneute Probenentnahme am gleichen Tag erlaubte und
die Erfolgsquote der Untersuchung erhohte (Auchus et al.,, 2009). Die
Erfolgsrate stieg von 73 % auf 97 % nach Einfuhrung des rapid cortisol assays
(RCA) und eines damit verbundenen Algorithmus (Auchus et al., 2009). Die
Dauer der Untersuchung dauerte ca. 1 Stunde (30 min fur den Transport, 10
min far Zentrifugation und Verdinnung und 20 min fur den Assay). Bis zum
Testergebnis wurden die Katheterschleusen beim Patienten belassen, wenn
das Resultat nicht erfolgreich war, wurde die Probeentnahme wiederholt
(Auchus et al., 2009). In einer Studie von 2011 wurde der Effekt des RCA auf
den Erfolg von AVS in einer Kontrollgruppe mit einer niedrigen Erfolgsquote
verglichen. Es wurden 46 Patienten mit 47 Patienten verglichen, die AVS ohne
RCA erhalten haben (Betz et al., 2011). In der Kohorte ohne RCA lag der Erfolg
von AVS bei 55 % (26 von 47 NNV-Proben). Nach Einfihrung des RCA stieg
die Erfolgsrate auf 85 % (39 von 46 Proben). Die Dauer der Untersuchung lag
bei ca. 25-30 min. Die beiden Haupteffekte des Cortisol-Schnelltests auf das
Ergebnis waren durch die erneute Kanulierung der rechten NNV und einen
verzogerten Trainingseffekt zurlickzufihren. Das macht den Assay vor allem flr
Zentren mit niedrigen Erfolgsraten besonders nuitzlich. Die Aufnahme eines
Cortisol-Assays in die AVS-Protokolle gilt als sichere und effektive Methode zur

Steigerung der Erfolgsraten (Betz et al., 2011).
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1.7. Weitere Sekretionsprodukte der Nebenniere und deren
Stellenwert beim Nebennierenvenenkatheter

Metanephrin
Ahnlich zu den Katecholaminen haben deren Metabolite (Normetanephrin und

Metanephrin) eine sehr schnelle zirkulatorische Clearance und eine viel kurzere
Plasmahalbwertszeit im Vergleich zu Cortisol (3-6 min gegenuber 70-120 min)
(Eisenhofer et al., 1995). Plasma-Metanephrin, der O-methylierte Metabolit von
Adrenalin, stellt einen alternativen Marker zu Cortisol bei AVS dar (Dekkers et
al., 2013). Mehr als 90 % des Plasma-Metanephrins wird im Nebennierenmark
produziert, wobei < 10 % des Epinephrins nach deren Freisetzung aus den
Nebennieren produziert wird (Eisenhofer et al., 1995). Durch die kurze
Halbwertszeit des Metanephrins im Vergleich zu Cortisol, kommt es zu einer
nahezu 100-fachen Zunahme der adrenalen im Vergleich zu den
periphervendsen Konzentrationen in Fallen, bei denen der Katheter richtig liegt
(Eisenhofer et al., 1995). Solch grol’e Gradienten liefern bei entsprechender
Analytik sensitivere Moglichkeiten, um die korrekte Stelle der Probenentnahme
zu ermitteln als die kleineren Gradienten des Plasma-Cortisols. Ferner erfolgt
die Produktion des Metanephrins in der Nebenniere kontinuierlich und
unabhangig von der Adrenalinfreisetzung (Eisenhofer et al., 1998). Daher
zeigen die Plasmakonzentrationen des Metanephrins eine relativ geringe
Zunahme auf  Stress. Dadurch werden Schwankungen des
Nebennierenvenenflusses oder andere Einflisse, die die Interpretation der
Aldosteronmessungen im Nebennierenvenenblut beeinflussen koénnten,

vermieden (Eisenhofer et al., 1995; Eisenhofer et al., 1998).

Vitamin C

Eine weitere wichtige Rolle in der Nebenniere hat das Vitamin C. Die
Nebennieren sind reich an Vitamin C und weisen Konzentrationen von bis zu 10
mmol/l auf (Levine und Morita, 1985). Aufgrund der Tatsache, dass die
Nebennieren nach Stress Vitamin C freisetzen und die Vitamin C Konzentration
in den Nebennierenvenen weit hoher ist als die der peripheren Venen wurden in
einer Studie von 2007 Patienten mit einem Aldosteronismus getestet, bei denen

AVS durchgefuhrt wurde (Padayatty et al., 2007). Bei diesen Patienten wurden
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die Vitamin C- und Cortisolkonzentrationen, sowohl in der Nebennierenvene als
auch in der peripheren Vene nach ACTH-Stimulation gemessen. In dieser
Studie wurde erstmals die simultane Ausschuittung von Vitamin C, sowohl aus
der zentralen als auch aus der peripheren Vene gezeigt. Nach der ACTH-
Stimulation stiegen die maximalen Vitamin C Konzentrationen in der NNV
signifikant mehr im Vergleich zu den entsprechenden peripheren Vitamin C
Konzentrationen an. Dies war kein anhaltender Anstieg, sondern ein
sekretorischer Peak, und der hochste Mittelwert bei 2 min war signifikant groRer
als die Werte bei 0, 6, 8, 10 und 15 min. Ein solcher Peak ist in der peripheren
Vene nicht aufgetreten. Die Freisetzung von Cortisol wurde durch Vitamin C
beschleunigt, das mit steigender Cortisolkonzentration abnahm (Padayatty et
al., 2007). Die lokalen Vitamin C Konzentrationen im NNM, die aus der ACTH-
induzierten Freisetzung von Vitamin C resultieren, kdénnen sicherstellen, dass
die Noradrenalinsynthese immer mit maximaler Geschwindigkeit stattfindet
(Dhariwal et al., 1989 und 1991). Da Noradrenalin das Substrat fur die
Adrenalinsynthese ist und da Cortisol lokal die Phenylethanolamin-N-
Methyltransferase hochreguliert, kann die kombinierte Wirkung von Vitamin C
und Cortisol angereichertem Blut aus der Nebennierenrinde auch daflr sorgen,
dass die Adrenalinsynthese auch maximal im Nebennierenmark fortschreitet
(Levine und Morita, 1985; Wurtman, 2002).

Chromogranin A

Ein anderer Ansatz ist durch den Stellenwert von Chromogranin A (CgA) zu
erklaren. Es gibt Hinweise fur die Messung von CgA anstelle von Cortisol zur
Beurteilung der Selektivitat von AVS (Rossi, 2007; Young und Stanson, 2009;
Stewart und Allolio, 2010; Auchus et al., 2010). Chromogranin A ist zusammen
mit den Katecholaminen in den chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks
lokalisiert und wird zusammen mit den Katecholaminen aus dem NNM
freigesetzt (Crivellato et al., 2008; Koshimizu et al., 2010). Obwohl CgA als
Marker fir neuroendokrine Tumore, einschlieBlich des Phaochromozytoms
bekannt ist (Barakat et al., 2004) sind seine Regulation, Sekretion und
Plasmahalbwertszeit noch unklar (Montero-Hadjadje et al., 2006). Es wurde die
Hypothese aufgestellt, dass CgA tonisch ins Nebennierenvenenblut freigesetzt

wird. Dies konnte dazu dienen, die Selektivitat von AVS zu beurteilen. Eine

17



Studie wurde entwickelt, um zu untersuchen, ob es einen Zusammenhang von
CgA zwischen der unteren Hohlvene und der Nebennierenvene gibt. Weiter
wurde getestet, ob CgA zur Bestimmung der Lateralisation von AVS verwendet
werden konnte und ob irgendwelche Vorteile gegenuber dem Cortisol-Assay
existieren (Seccia et al., 2011). Das erste Ergebnis dieser Studie hat gezeigt,
dass bei Patienten ohne Einnahme von Medikamenten, die die CgA-
Freisetzung verfalschen, z.B. Protonenpumpeninhibitoren (Modlin et al., 2010),
eine Erhéhung des CgA-Spiegels zwischen NNV und Vena cava inferior (VCI)
ersichtlich war. Diese Beobachtung zeigt, dass CgA kontinuierlich aus der
Nebenniere freigesetzt wird. Verglichen mit der VCI waren die CgA-Werte nur
auf der linken Seite signifikant hoher, da auf der linken Seite die Erfolgsrate
beim Erreichen einer selektiven Katheterisierung nahezu bei 100 %, wahrend
auf der rechten Seite bei ungefahr 85 % liegt. Die variable Erfolgsrate bei der
selektiven Katheterisierung auf der rechten Seite verwechselte die Bewertung
der CgA-Werte. Umgekehrt wird die Behauptung, dass CgA tonisch von der
Nebenniere ausgeschuttet wird, durch die Steigerung auf der linken Seite, wo
die Erfolgsrate fast vollstandig war, weiter gestitzt. Ferner ist gezeigt worden,
dass die Zunahme von CgA zwischen der VCI und der Nebennierenvene beider

Seiten viel kleiner ist als die von Cortisol (Seccia et al., 2011).
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1.8. Ziele der Arbeit

Hintergrund und Problemstellung

Der Erfolg von AVS wird dberwiegend durch die Genauigkeit und
Geschwindigkeit der Katheterinsertion in die rechte Nebennierenvene bestimmt,
die einen qualifizierten interventionellen Radiologen bendtigt, um die
Katheterspitze korrekt zu positionieren und eine selektive Probeenthahme von
Nebennierenvenenblut zu gewinnen. Die Genauigkeit kann durch Uberprifung
der Katheterlage aus Messungen des Cortisolspiegels in der Nebenniere im
Vergleich zum peripheren Plasmacortisolspiegel (Cortisol NNV : Cortisol
peripher-Quotient) wahrend des Verfahrens verbessert werden. Ein groles
Problem bei den Messungen von Plasmacortisol fur die Cortisol-Assays besteht
darin, dass diese in einem externen Labor durchgefihrt werden missen, was
die Uberprifung der korrekten Katheterlage betrachtlich verzégert und somit
auch die Zeit der AVS-Prozedur verlangert. Cortisol weist eine hohe
EiweilRbindung und eine langere Halbwertszeit als Aldosteron auf, weshalb sich
andere Marker far die Anzeige einer erfolgreichen
Nebennierenvenenkanulierung besser eignen als Cortisol. Da Cortisol eine
lange zirkulierende Halbwertszeit (ca. 70-120 min) aufweist, ist der Anstieg des
Cortisolspiegels in der Nebennierenvene im Vergleich zur peripheren Vene
relativ gering und in der Folge mit Interpretationsfehlern behaftet (Dekkers et
al., 2013). Die Konzentrationen im Nebennierenvenenplasma sind nur 3- bis 5-
fach hoher als im peripheren Plasma, was genaue Messungen erfordert.
Dartber hinaus wird Cortisol aufgrund physiologischer ACTH-Fluktuationen
variabel sezerniert, sodass fluktuierende Spiegel die Interpretation der AVS-
Selektivitat beeintrachtigen kénnen (Spark et al., 1974; Tanemoto et al., 2009;
Seccia et al., 2012). Da die Cortisolsekretion nicht konstant ist, kann die
Probenentnahme zu einer Zeit der geringen Cortisolsekretion zu schlechten
und ungenauen Cortisolgradienten und Unsicherheit tGber den Erfolg der
Nebennierenvenenkantlierung fihren. Ferner kann eine exzessive Sekretion
von Cortisol auch bei Aldosteronomen auftreten. Dies fuhrt bei ausgepragten
Fallen ebenfalls zur Entstehung eines Cushing-Syndroms auf dem Boden eines
endogenen Hypercortisolismus (Willenberg et al., 2010). Dieses Krankheitsbild

wird auch ,Connshing-Syndrom“ bezeichnet. In diesen Fallen kann die
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Interpretation des Nebennierenvenenkatheters ebenfalls problematisch werden
und zu Fehlern fuhren (Spath et al.,, 2011). Die genaue Pravalenz der
autonomen Cortisolsekretion beim primaren Aldosteronismus ist unklar, mit
Berichten von 4 % in einer groleren italienischen Studie (Fallo et al., 2011) bis
21 % in einer kleinen japanischen Kohorte (Hiraishi et al., 2011). Abgesehen
davon, dass nach der Adrenalektomie eine Nebennierenrindeninsuffizienz
auftreten kann, beeinflusst die Cortisol-Cosekretion moglicherweise die AVS-
Interpretation (Willenberg et al., 2010; Goupil et al., 2015). Im Gegensatz dazu
steht das Adrenalin im Plasma, welches eine extrem kurze Halbwertszeit von
weniger als 3 min hat. Das flhrt zu einer mindestens 100-fachen Zunahme der
Konzentration in der Nebennierenvene im Vergleich zur peripheren
Konzentration, wenn der Katheter korrekt platziert ist. Solche grolden
Gradienten erfordern eine weit weniger genaue und empfindliche Detektion als
fur den Nachweis des 3- bis 5-fachen Gradienten fir Plasma-Cortisol
(Eisenhofer et al., 1995).

Fragestellung und Hypothese

Ziel war es, einen Test zur leichteren Identifizierung der korrekten Position des
Katheters zu entwickeln, der moglichst schnell und sensitiv die ldentifizierung
von Blut aus der Nebennierenvene ermdglicht. Da Adrenalin im
Nebennierenvenenblut wegen seiner kurzen Halbwertszeit ca. 100-1000-fach
héher konzentriert ist als Cortisol, ergibt sich die Frage, ob Adrenalin ein
geeigneter Marker ist, der fur das Blut der Nebennierenvene charakteristisch ist
und fur eine schnelle und sensitive Nachweismethode benutzt werden kann
(Molinnus et al.,, 2015). AuRerdem ist heutzutage bekannt, dass sowohl die
Nebennierenrinde als auch das Nebennierenmark hohe Ascorbatmengen
akkumulieren. Ascorbinsaure ist ein Cofaktor, der sowohl in der Biosynthese
der Katecholamine, als auch in der Steroidogenese erforderlich ist (Patak et al.,
2004). Da der NNV-Katheter durch Variationen der Nebennierenvenendrainage
zusatzlich erschwert wird, ist oft unklar, ob niedrige Cortisolkonzentrationen im
Nebennierenvenenblut aus einer inkorrekten Katheterlage oder aus einem
anderen Grund resultieren. Wir haben geprift, ob der Nachweis von Vitamin C
in der NNV als zusatzliches Mall fur die Aussage Uber eine Kkorrekte

Katheterlage von Bedeutung sein kann.

20



Diese Arbeit verfolgte damit folgende Ziele:

Im Rahmen dieser Arbeit haben wir Blut von AVS-Untersuchungen analysiert,
welches im Rahmen von klinischen Studien in der Universitatsklinik Dusseldorf
gewonnen wurde. Diese bereits etablierten Studien wurden im weiteren Verlauf
zur prospektiven Bewertung der verschiedenen diagnostischen Tests weiter
ausgebaut. Unser Ziel war es, einen Schnelltest zu entwickeln, der dem
Untersucher innerhalb kurzer Zeit Auskunft darlber gibt, ob die
Nebennierenvene durch den eingefuhrten Katheter tatsachlich getroffen wurde.

Das bedeutet im Einzelnen:

I. Im Rahmen unserer ersten Fragestellung befassten wir uns mit der
Untersuchung des bisher verwendeten Cortisol-Schnelltests (RCA) im Vergleich
zu anderen neu entwickelten Tests. Gibt es einen besseren Test als den
Cortisol-Schnelltest, der in Zukunft eingesetzt werden kdonnte? Die untersuchten
Tests wurden in Hinsicht auf mehrere Parameter miteinander verglichen:
Geschwindigkeit, Sensitivitat und Spezifitat, sowie positiver und negativer
pradiktiver Wert.

II. Optimierung und Charakterisierung eines neuen Tests, des Adrenochrom-
basierten kolorimetrischen-Tests (ABC), der flr den Einsatz am Krankenbett bei
AVS entworfen wurde, um schnell die korrekte Lage des

Nebennierenvenenkatheters anzuzeigen.

[ll. Die Nebenniere stellt das Organ mit der héchsten Konzentration an Vitamin
C und Katecholaminen im Korper dar. Vitamin C und Katecholamine werden
von den Nebennierenzellen aktiv sezerniert. Dies fuhrt zu der Fragestellung, ob
Tests unter Verwendung dieser Analyte schnellere Verfahren als der Cortisol
NNV / Cortisol peripher-Quotient sein kénnten, um idealerweise im Sinne eines
,bedside“-Tests die korrekte Katheterlage anzuzeigen. Daher wurden zwei

Vitamin C-Streifentests untersucht.
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IV. Kann ein Drogenschnelltest auf Methamphetamin Uber die Kreuzreaktion
des verwendeten Antikorpers auch fur den Nachweis hoher Adrenalin-Spiegel
in der NNV klinisch verwendet werden? Konnte dieser Test im Alltag eingesetzt

werden, um die richtige Lage des NNV-Katheters anzuzeigen?

V. Kénnte basierend auf der gleichen ldee ein verkirzter Adrenalin-ELISA-Test
Anwendung finden? Dieser Test ist ein Sandwich-Enzymimmunoassay fiur die
in vitro diagnostische quantitative Bestimmung von Adrenalin (Epinephrin) im

NNV-Plasma.
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2. Patienten, Material und Methoden

In der Klinik fur Endokrinologie, Rheumatologie und Diabetologie des
Universitatsklinikums Dusseldorf haben wir von 2010 bis 2012 konsekutiv 49
Patienten untersucht, bei denen eine NNV-Katheteruntersuchung erfolgte und
verschiedene Schnelltests durchgeflihrt wurden. Die Studie wurde im Rahmen
des Conn-Registers und der ENSAT-Aktivitat durchgefuhrt und von der
Ethikkommission bewilligt (#3027 und #3919). Der Patient wurde ausfuhrlich

uber die Testuntersuchungen aufgeklart und hat sein Einverstandnis zugesagt.

Folgende Tests wurden angewendet und sind weiter unten naher beschrieben:

¢ Wir haben den bereits etablierten Cortisol-Schnelltest angewendet.

e Wir haben zwei Vitamin C-Streifentests untersucht.

e Wir haben ein schnelles chemisches Nachweisverfahren flr den qualitativen
Katecholaminnachweis entwickelt (ABC-Test).

e Wir haben einen Methamphetamin-Streifentest verwendet, der auch als
Drogenschnelltest genutzt werden kann.

e Ferner haben wir einen stark verkirzten Adrenalin-ELISA-Test (,quick and
dirty“) durchgeflhrt.

e Darlberhinaus haben wir die Performance der o0.g. alternativen
Testuntersuchungen im Vergleich zum bisherigen Cortisol ynv @ Cortisol
peripher -Quotienten untersucht.

e Wir haben im Durchschnitt die Zeiten ermittelt, die wir zur Durchflihrung
dieser vier neuen Testverfahren im Vergleich zum Cortisol-Schnelltest
gebraucht haben.

e Am Ende haben wir wichtige klinische und hormonelle Parameter erfasst,
ferner richtig und falsch positive, sowie richtig und falsch negative

Testergebnisse errechnet.

Die Voraussetzungen zur Durchfihrung unserer Testuntersuchungen waren
folgende: ein primarer Aldosteronismus lag bei den untersuchten Patienten vor,
d.h. es lag ein pathologischer Aldosteron-Renin-Quotient bzw. eine
hypokalidmische Hypertonie vor und es bestand keine hinreichende

Suppression von Aldosteron in den o.g. Bestatigungstests. Ferner lag kein
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Hinweis flur einen familiaren Aldosteronismus oder fir ein Cortisol-

cosezernierendes Aldosteronom vor.
2.1. Cortisol-Schnelltest

Wir haben das Zentrallabor informiert, dass an diesem Tag ein Cortisol-
Schnelltest durchgeflihrt wird. Zu jeder Blutabnahme aus der Nebennierenvene
(zentral, z) wurde eine Blutabnahme aus der Schleuse abgenommen (peripher,
p). Wir haben 2 LiHeparin (hellgrine) Rohrchen auf 2 Sonderscheine (1
Rohrchen pro Schein) vorbereitet. Diese wurden beschriftet, z.B. ,1. Versuch
zentral rechts® (,NNV re 1 bzw. ,zR1%) und ,peripher zum 1. Versuch zentral
rechts“ (,pNNV re 1 bzw. ,pR1%). Aus diesem LiHeparin-Réhrchen wurde
Cortisol bestimmt fur den Schnelltest im Zentrallabor und den Schnelltest im
Rahmen unserer Studie. Die Radiologen haben die rechte Nebennierenvene
dargestellt, und es erfolgte die Blutabnahme (1. Versuch rechts). Die
Spritzeninhalte wurden in ein LiHeparin Réhrchen gegeben (fir den Schnelltest
und die Studie) und in 1-2 gelbe Serumrdéhrchen fir die exakte Bestimmung von
Aldosteron und Cortisol hinterher. Fur die Aldosteronbestimmung haben wir viel
Blut bendtigt -  durch Nachverdinnung oder  gegebenenfalls
Doppelbestimmung. Deshalb haben wir nach Moglichkeit versucht, mindestens
ein ganz volles Rohrchen — besser noch 2 Réhrchen zu befullen. Es ist wichtig,
dass die Blutabnahme immer zentral und peripher erfolgen muss (flr peripher
reicht i.d.R. 1 Serumrdhrchen). In der Zwischenzeit haben die Radiologen die
linke Nebennierenvene dargestellt, es erfolgte die Blutabnahme von jeweils
einem Serumrohrchen fir die Hormonmessung und einem grunen
Plasmardhrchen fur die Studie (,NNV [i bzw. ,zL1“ und ,pNNV [i“ bzw. ,pL1%).
Falls der Schnelltest negativ ausfiel (Gradient von zentral : peripher < 2-3),
stellten die Radiologen die rechte NNV im 2. Versuch nochmal dar (,NNV re 2°
bzw. ,zR2“ und ,pNNV re 2“ bzw. ,pR2“). Daraufhin wurde die Schleuse
gezogen. Die  Cortisolbestimmung erfolgte in pg/dl  und die
Aldosteronbestimmung in ng/l. Dabei war wichtig, dass die Réhrchen nicht mit
hamolytischem Blut geflllt wurden, da durch den Sog, der zur Hamolyse flhrt,
auch Blut aus der V. cava / V. renalis gezogen wird. Dies gelang nicht immer.

Allgemein wird ein Selektivitatsindex von 2,0 angenommen, um sicher zwischen
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den Cortisolkonzentrationen in Nebennieren- und peripheren Venen zu
unterscheiden (Rossi et al., 2014; Funder et al., 2016). Um diese Empfehlung
zu Uberprufen, haben wir einen Grenzwert ermittelt, der den niedrigsten Sl bei
gesicherter Lateralisierung bzw. eindeutigen
Aldosteronkonzentrationsunterschieden angibt. Dieser Grenzwert sollte sich
aus der im Vergleich zum Nebennierenvenencortisol hochsten relativen
Cortisolkonzentration in einer peripheren Nebennierenvene und der maximalen
Schwankung zwischen Schnelltest-Cortisol und Endergebnis-Cortisol bzw.

Interassay-Koeffizient zusammensetzen.

2.2. Adrenochrom-basierter kolorimetrischer-Test (ABC-Test)

Da Adrenalin im Nebennierenvenenblut wegen seiner kurzen Halbwertszeit ca.
100-1000-fach hoher konzentriert ist als Cortisol (Dekkers et al., 2013), stellten
wir uns die Frage, ob Adrenalin ein geeigneter Marker ist, der fur das Blut der
Nebennierenvene charakteristisch ist und flr eine schnelle und sensitive
Nachweismethode benutzt werden kann. Nach Erhalt der
Nebennierenvenenproben haben wir einen adrenochrome-based colorimetric-
test (ABC-Test) durchgefuhrt.

Adrenalin Adrenochrom Adrenolutin

Abb. 4: Konversion von Adrenalin zu Adrenochrom und Adrenolutin. Es wurde gezeigt,
dass die Oxidation von Adrenalin zu Adrenochrom auf enzymatische (Bindoli et al., 1989) und
nicht-enzymatische Oxidationswege basiert (D’Ischia et al., 1988). Die Umwandlung von

Adrenochrom in das grun fluoreszierende Adrenolutin ist sehr schnell (Dhalla et al., 1989).

Auf Grund der erheblich hoheren Konzentration von Adrenalin in der

Nebennierenvene im Vergleich zum peripheren Plasma flhrt die Bildung von
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Adrenochrom bei der chemischen Oxidation der Katecholaminen (Abb. 4) zu
einem Farbumschlag. Dieser kann eingesetzt werden, um rasch die richtige
Lage des Katheters in der Nebennierenvene zu signalisieren. In der Praxis sieht
dieser Test, der sehr einfach und schnell durchzufihren ist, so aus, dass 1 ml
Plasma mit Oxidationsreagenzien reagiert. Die Probe muss gut geschiuttelt,
eventuell unter warmes Wasser gehalten werden. In einem weiteren Schritt
wurden mehrere Metalle, wie Silberoxid, Selenoxid und Manganoxid unter
verschiedenen Bedingungen getestet, und die kolorimetrischen Reaktionen
verschiedener Proben von Probanden sind dokumentiert worden. Dabei sahen
wir mit Silberoxid die besseren Reaktionen, sodass der Test in dieser Form

weiter Anwendung fand.

2.3. Vitamin C-Schnelltest

Die Nebennieren stellen das Organ mit den hdchsten Konzentrationen an

Katecholaminen und Vitamin C im Korper dar (Patak et al., 2004). Daher haben

wir uns bemuht, einen schnellen Vitamin C-Assay zu entwickeln, der eine

Antwort Uber die korrekte Lage geben wird, wahrend der Patient noch auf dem

Tisch liegt und bevor die Katheterisierung beendet ist (Padayatty et al., 2007).

Wir verwendeten zwei verschiedene Vitamin C-Schnellstreifen:

- Vitamin C-Schnelltest 1: entwickelt fur Urinuntersuchungen (Macherey-
Nagel)

- Vitamin C-Schnelltest 2: fiir die Obstdiagnostik entwickelt (Quantofix,
Macherey-Nagel; Bestellnummer: 91314) mit visuell sichtbaren Abstufungen
der Konzentrationen von 0/100/200/300/500/1000/2000 mg/I Ascorbinsaure.

Vitamin C ist in vielen Lebensmitteln, vor allem im Obst, enthalten. Es wird auch

als Stabilisator und Antioxidationsmittel zugesetzt. Durch Aufdricken auf die

Schnittflache von Frichten kann auch der Vitamin C Gehalt von Obst

orientierend ermittelt werden. Bei diesen Teststreifen haben wir die

Teststabchen fir 10 Sek. in Kontakt mit der Probe gebracht. Wir haben ca. 30

Sek. gewartet und daraufhin das Testfeld mit der Farbskala verglichen. Wenn

Vitamin C in der Probe vorhanden war, so hat sich das Testpapier grin bis blau

gefarbt. Dadurch hatten wir Ruckschlisse bekommen, ob der NNV-Katheter

erfolgreich war.
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2.4. Methamphetamin-Schnelltest

Methamphetamin ist eine synthetische Substanz gehérend zur Familie der
Phenylethylaminen, zu der auch die Katecholamine gehdren. Die Wirkung von
Methamphetamin setzt meist binnen 30 min ein, die Plasmahalbwertszeit
betragt etwa 9 Stunden (Logan, 2002). Basierend auf eine maogliche
Kreuzreaktion des verwendeten Antikorpers haben wir eine mogliche Rolle der
Methamphetamin Teststreifen zum Nachweis von Nebennierenvenenblut
getestet.

Bei diesem Test haben wir den Methylendioxyamphetamin (MDA)-Drogentest
(Diagnostik Nord) fur den in vitro Gebrauch verwendet. Das ist ein
immunchemischer Test zum schnellen und qualitativen Nachweis von MDA im
Urin. Es handelt sich dabei um eine Antigen-Antikdrper Reaktion um die Droge
im Urin nachzuweisen. Der Test kann bis zu einer Nachweisgrenze von 500
ng/ml eingesetzt werden und liefert ein visuelles Ergebnis. Bei dieser
Untersuchung sind die Teststreifen mit einem Tropfen Nebennierenvenenblut
und Blut vom peripheren Plasma fir mindestens 10 Sek. in Berlhrung
gekommen bis eine Kontrolllinie erscheint. Das Blut sollte nicht Uber der mit
MAX (Abb. 10) gekennzeichneten Ebene hinaus in Berihrung kommen.
Anschlieend wurde der Teststreifen auf eine saubere, trockene Unterlage
gelegt, die ihm keine Feuchtigkeit entzieht. Das Ergebnis konnte nach 5 min,
spatestens nach 15 min abgelesen werden. Bei der Auswertung betrachtet man
das Reaktionsfeld. Bei Erscheinen von zwei farbigen Banden ist der Test
negativ. Wenn nur in der Kontrollregion eine rote Bande erscheint, so deutet
das Fehlen einer roten Linie in der Testregion auf ein positives Testergebnis
hin. Wenn sich keine rote Linie in der Kontrollregion zeigt, ist der Test ungultig
und sollte wiederholt werden. Eine sehr schwache Linie in der Testregion zeigt
an, dass die Methamphetaminkonzentration nahe an der Nachweisgrenze liegt.
In unserem Falle haben wir durch die hochspezifische Antigen-Antikorper
Reaktion den Nachweis hoher Adrenalin Spiegel in der NNV erwartet. Wenn
Adrenalin in der Probe vorhanden ist, so musste auf dem Teststreifen nur eine

Bande erscheinen (Kontrollbande).
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2.5. Rapid-Adrenalin (Epinephrin)-ELISA-Test

Wir haben einen stark verkurzten ELISA-Test fur die Detektion von Adrenalin in
den AVS Proben untersucht (Abb. 5). Es wurde der Cusabio-ELISA (Katalog
Nr. CSB-E08677h) benutzt.

Schritte: 1. Nach der Zentrifugation (ca. 3 min) wird 50 pl
Nebennierenvenenplasma in Well A3 (von links gezahlt) pipettiert. 50 ul Plasma
aus einer peripheren Vene wird in Well A4 (von links gezahlt) pipettiert. 2.
Pipettieren von 50 pl Peroxidase-konjugiertes Adrenalin in die Wells A2, A3 und
A4 (von links gezahlt) 3. Pipettieren von 50 pl Anti-Adrenalin-Antikérper (blaue
Ldsung) in die Wells A2, A3 und A4, (von links gezahlt) gut mischen und ca. 3 -
5 min schutteln. 4 & 5. Entfernen von allen Flussigkeiten aus den Wells.
Hinzuftigen von 200 ul Waschpuffer in jedes Well, Entfernen des Waschpuffers.
Pipettieren von 50 pl Substrat A in die Wells A1, A2, A3 und A4 und Pipettieren
von 50 pl Substrat B in die Wells A1, A2, A3 und A4. Ca. 3 min schutteln. 50 pl
Stoppldsung in die Wells A1, A2, A3 und A4 geben, 3x lesen in einer ELISA-
Maschine bei 450 nm. Berechnen der mittleren optischen Dichten in einer
Excel-Tabelle beispielsweise wie folgt: ABS (,Well A2 / Well A1 x 100) fur
,positive Kontrolle“, ABS (,Well A4 / Well A3“ x 100) fur Patientenprobe.
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Abb. 5: Adrenalin-ELISA-Test. Die verschiedenen Schritte des Adrenalin-ELISA-Tests sind in
der Abbildung dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Cortisol-Schnelltest

Es gelang, 39 Cortisol-Schnelltests zu untersuchen. Der Frauenanteil betrug
51,9 %. Das durchschnittliche Alter lag bei 56 Jahren. Um die Sensitivitat des
Cortisol-Schnelltests zu verbessern, haben wir einen Grenzwert fur den Sli
ermittelt, Uber dem eine erfolgreiche Kanulierung der Nebennierenvene
gesichert werden konnte. Dabei zeigte sich, dass unter Bericksichtigung der
Interassay-Differenzen ein Selektivitatsindex von 1,7 sicher zwischen zentraler
und peripherer Cortisolkonzentration unterscheidet. Im Folgenden wurden
deshalb Auswertungen vorgenommen, die den empfohlenen Sl von 2,0 und
unseren ermittelten Sl von 1,7 berucksichtigen.

Bei einem zunachst zugrunde gelegten Sl von 2,0 konnte der Cortisol-
Schnelltest bei 73 % der NNV-Proben die korrekte Katheterlage rechts
anzeigen, bei einem Sl von 1,7 waren es 87,6 %. Der Cortisol-Schnelltest hat
zwischen 30 min bis 1 Stunde gedauert (Tabelle 1). Sensitivitat und Spezifitat

sind fur die unterschiedlichen Sl-Angaben in Tabelle 2 dargestellt.

Test n Dauer
rapid cortisol assay 39 ca. 45 min
Adrenochrom-Test 58 ca. 10 min
Methamphetamin-Test 52 ca. 10 min
Vitamin C-Test 1 24 ca. 10 min
Vitamin C-Test 2 49 ca. 9 min
Adrenalin-ELISA 33 ca. 20-30 min

Tabelle 1. Vergleiche zwischen den verschiedenen Assays. Die Tabelle fast summarisch
das Abschneiden verschiedener Schnelltests zusammen. Es zeigt sich, dass der ABC-Test
ungefahr ebenso schnell ist wie der Vitamin C-Test 1, Vitamin C-Test 2 und Methamphetamin-

Test, gefolgt vom Adrenalin-ELISA. Der Test mit der langsten Dauer ist der Cortisol-Schnelltest.
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Spezifitit  Sensitivitat PPW NPW

(in %) (in %) (in %) (in %)
Angaben fiir Sl von 2,0
Cortisol-Schnelltest 100 92,9 100 77,8
Adrenochrom-Test 70 56,5 89 25
Methamphetamin-Test 100 8,6 100 20
Vitamin C-Test 1 100 81 100 33,3
Vitamin C-Test 2 87 11 80 17
Adrenalin-ELISA 87 64 94 43
Angaben fiir Sl von 1,7
Cortisol-Schnelltest 100 96,7 100 87,5
Adrenochrom-Test 85,7 51 95,8 21
Methamphetamin-Test 100 8,3 100 15,4
Vitamin C-Test 1 66 77 93 33
Vitamin C-Test 2 83 11 80 13
Adrenalin-ELISA 86 62 94 37

Tabelle 2. Testcharakteristika basierend auf dem S| 2,0 nach Leitlinie und dem
selbstermittelten Sl von 1,7. In dieser Tabelle sind die Sensitivitdt und Spezifitat, sowie der
positiver und negativer pradiktiver Wert der verschiedenen Testuntersuchungen anhand des
Grenzwertes fur unterschiedliche Sls zusammengefasst. NPW=negativer pradiktiver Wert,

PPW=positiver pradiktiver Wert, SI=Selektivitatsindex.
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3.2. Adrenochrom-basierter kolorimetrischer-Test (ABC-Test)

Es wurden 58 ABC-Tests (30 mit Proben aus der linken NNV und 28 mit
Proben aus der rechten NNV) durchgefihrt. In 34 Fallen konnten die Tests die
richtige Katheterlage anzeigen, entsprechend einer Sensitivitat von ca. 57 %.
Bei der Oxidation von Adrenalin zu Adrenochrom kam es zu einem roten
Farbumschlag (Abb. 6). Dieser wurde genutzt, um die richtige Katheterlage
anzuzeigen. Weitere Assay-Spezifikationen sind den Tabellen 1 und 2 zu

entnehmen.
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Abb. 6: Darstellung des ABC-Tests. Die Entwicklung des adrenochrombasierten
kolorimetrischen (ABC)-Tests: Katecholamine werden zu Adrenochrom oxidiert, wobei das
gelbgriine Plasma in orange oder grau umgewandelt wird. Adrenalin wird zu Adrenochrom im

Plasma oxidiert. Der rote Farbumschlag zeigt Adrenochrom an.
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Wir haben fur die Durchfuhrung des ABC Tests im Durchschnitt ca. 10 min
gebraucht. Basierend auf den oben genannten Untersuchungen haben wir
Daten gesammelt, die darauf hindeuten, dass der ABC-Test ein
vielversprechender und schneller ,bedside“-Test flr die rasche Bestimmung der
richtigen Lage des Nebennierenvenenkatheters wahrend AVS werden kénnte.
Trotzdem wies der Test eine hohe Rate an falsch negativen Ergebnissen auf.
Infolgedessen ergibt sich ein niedriger negativer pradiktiver Wert von 25 %.
Trotz der durchschnittlich Uber 100-fach hoheren Adrenalinkonzentration im
Nebennierenvenenplasma im Vergleich zum peripheren Plasma, zeigt diese
eine betrachtliche Variabilitat (2.000 bis 20.000 pg/ml) (Abb. 7).

F<0.0001

- ]
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= 1004
=
[
= 104
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A Colrtisol A I\/Ieta;‘lephrin A Adr:analin

Abb. 7: Konzentrationen von Cortisol, Metanephrin und Adrenalin in der NNV im
Vergleich zur VCI. Cortisol (in ug/dl) ist im Nebennierenvenenblut nach Infusion mit oder ohne
Corticotropin (ACTH) niedriger konzentriert als Metanephrin (in pg/ml) oder Adrenalin (in
pg/ml) (Abkurzungen: NNV: Nebennierenvene, VCI: vena cava inferior/Schleuse).

Zusammenarbeit mit Prof. G. Eisenhofer, TU Dresden.
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Dies kdnnte eine Verdlinnung von Nebennierenvenenblut mit dem aus anderen
Quellen z.B. ungenaue Katheterlage, lokale Variationen des Blutflusses oder
physiologische Unterschiede in der Freisetzung der Katecholaminen aus dem
Nebennierenmark widerspiegeln. Folgendermalien reflektieren die Befunde von
falsch negativen Ergebnissen die unzureichende Sensitivitat des Tests, die
auch durch die Untersuchung mittels Absorptiometrie dokumentiert wird (Abb.
8). Der Test ist demnach wenig sensitiv und zeigt nur ,hochselektive Treffer”
richtig an. Eine mogliche Hamolyse generiert zudem falsch positive Befunde.

Angaben zu Zeit und Prazision des Assays finden sich in den Tabellen 1 und 2.

Adrenochrom-Absorptionsspektrum

—— 10ng/mLEPI
——S50ng/mLERI
———=100ng/mLEPI
——10.000ng/mL EP1

210 250 310 330 350 ET 390 410 430 450 40 430 510 530 550 570 590

Wellenlange A [in nm]

Abb. 8: Adrenochrom-Absorption. Beispiel fur einen ABC-Test (links) und in vitro-
Messungen fur die Konversion von Adrenalin (EPI) zu Adrenochrom (rechts). Der
Farbumschlag ist erst bei hdheren Konzentrationen ersichtlich. Abkurzungen; EPI:
Epinephrin, ng/ml: Nanogramm/Milliliter, nm: Nanometer. Zusammenarbeit mit Prof. G.

Eisenhofer, TU Dresden.
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3.3. Vitamin C-Schnelltest

Wir fuhrten 49 Untersuchungen mit Teststreifen fur den ,Vitamin C-Test 2“ bei
27 Patienten und 24 ,Vitamin C-Tests 1“ bei 12 Patienten durch. Beim ,Vitamin
C-Schnelltest 1“ lag der Frauenanteil bei 58,3 %, beim ,Vitamin C-Schnelltest 2°
bei etwa 51,8 %. Beim ,Vitamin C-Schnelltest 1“ konnten 10 der Streifen die
richtige Katheterlage rechts anzeigen, 2 der Teststreifen konnten richtig die
falsche Katheterlage nachweisen. Die Sensitivitat dieses Tests lag bei 77 %.
Bei 17 von 24 ,Vitamin C-Schnellstreifen 2 konnte korrekt die Lage des NNV-
Katheters vorhergesagt werden. Die Spezifitdt dieses Tests lag bei 83 % (s.
auch Tabellen 1 und 2). Bei dieser Untersuchung wird der Farbunterschied

zwischen der peripheren und der NNV-Probe verglichen (Abb. 9).

typische -~V I

Schnelltest-

streifen f% ~N | - .
VergroRerung C] D =
der Vit. C-Felder

Zuordnung RAV — LAV - PerV

Abb. 9: Vitamin C-Schnellstreifen. Die Teststdbchen dienen zur Schnellbestimmung von
Ascorbinsaure (Vitamin C). Die Testdurchfihrung ist sehr einfach und besteht nur aus
Eintauchen und Ablesen. Das Ergebnis liegt sofort vor. Nach 30 Sek. kann man das Testfeld
mit der Farbskala vergleichen. Ist Ascorbinsdure vorhanden, so farbt sich das Testpapier
grin bis blau. In diesem Falle konnte der Vitamin C-Streifentest die richtige Katheterlage
anzeigen. Das Testpapier der zentralen Vene ist «dunkler» als das der peripheren.

Abkurzungen; RAV: right adrenal vein, LAV: left adrenal vein, PerV: peripheral vein.
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3.4. Methamphetamin-Schnelltest

Insgesamt wurden 52 Methamphetamin Teststreifen bei 27 Patienten
durchgefuhrt. In 9 Fallen konnten die Tests die richtige Katheterlage anzeigen.
Die Sensitivitat lag bei 8,3 % bei einer Spezifitat von 100 %. Wir haben fur die
Durchfihrung der Tests im Durchschnitt 10 min gebraucht. Bei diesem Test
konkurrieren immobilisierte Molekule mit eventuell in der Probe enthaltenen
Adrenalinmolekulen um eine begrenzte Anzahl von Antikorperbindungsstellen
(Abb. 10). Wenn Adrenalin in der Probe vorhanden ist, konkurriert es mit den
Konjugaten in der Testregion um die Bindungsstellen an den Antikdrpern. Dies
setzt voraus, dass die Adrenalinkonzentration in der Probe hoch genug ist, um
die Bindungsstellen vollstandig zu besetzen. Ist Adrenalin nicht enthalten, so
binden die Antikdrper-Gold-Komplexe an die immobilisierten Konjugaten auf der
Membran und bilden eine sichtbare Linie. Deshalb bedeutet das Erscheinen
eines Farbbands in der Testregion ein negatives Ergebnis. Die schlechte
Sensitivitat des Tests kdnnte widerspiegeln, dass nur in den Proben mit einer
hohen Adrenalinkonzentration eine Antigen-Antikorper Reaktion entsteht. Auch
bei diesem alternativen Schnelltest haben wir zur Durchfuhrung maximal 10 min

gebraucht (s. Tabellen 1 und 2).

MED

- MAX WE T N‘ET F_T N“:-T ET
-— MAX N ) ‘ET FT N‘E _ME_ aaet ME
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Abb. 10: Methamphetamin-Teststreifen. Die Teststreifen werden fir mindestens 10 Sek. in
die Probe eigetaucht. Das Blut sollte dabei nicht Gber die mit MAX gekennzeichnete Ebene
hinaus in Berihrung kommen. Sobald eine Kontrollinie erscheint kann der Teststreifen von
der Blutprobe entfernt werden. Das Ergebnis kann nach spéatestens 15 min abgelesen
werden. Die Teststreifen zeigen eine Kreuzreaktion mit Epinephrinen an. In diesem Falle
erscheinen in der zentralen Probe zwei farbige Banden, entsprechend einem negativen

Ergebnis. z=central/adrenal vein sample, p=peripheral sample, MAX: maximal.
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3.5. Rapid-Adrenalin (Epinephrin)-ELISA-Test

Bei 19 Patienten wurden 33 rapid-Epinephrin-ELISA-Tests durchgefuhrt. In 23
Fallen lag der ELISA-Test richtig, einer Trefferquote von 69,7 % entsprechend.
Die Sensitivitat lag bei 64 % und die Spezifitat bei 87 %. Bei diesem Test wurde
der optische Unterschied zwischen der Nebennierenvenenprobe und der Probe
aus der peripheren Vene miteinander verglichen (Abb. 11).

Wir haben fuar die Durchfuhrung des Tests im Durchschnitt 20-30 min
gebraucht. Sensitivitat, Spezifitat, sowie positive und negative pradiktive Werte

wurden errechnet und sind in Tabelle 2 angegeben.

[ J L i J L ! -

& o8 @ @ B
' I > %\% Z) & g
ol 530 836 8%

"pos." control "neg." control” adrenal vein peripheral vein

Abb. 11: Rapid-Adrenalin-ELISA. Beispiel fur einen vereinfachten Adrenalin-ELISA (links
nochmal skizzenartige Darstellung, rechts Mikrotiterplatte mit Patientenproben). Man erkennt,
dass die Positivkontrolle (oben links auf der Mikrotiterplatte) hell bleibt und ein Ergebnis
produziert, als ob viel Adrenalin gebunden hatte. Die Negativkontrolle (daneben oben rechts auf
der Mikrotiterplatte) weist eine intensive Blaufarbung auf, weil markiertes Adrenalin ungehemmt
binden konnte. Nun erkennt man optisch bereits den Unterschied zwischen der
Nebennierenvenenprobe (unten links auf der Mikrotiterplatte), die mehr Adrenalin enthalt und
deshalb etwas heller ist als die Probe aus der peripheren Vene (unten rechts auf der

Mikrotiterplatte).
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4. Diskussion

Der primare Aldosteronismus wird heute als die haufigste sekundare endokrine
Ursache der Hypertonie anerkannt (Fardella et al., 2000; Calhoun et al., 2002),
die zu schwerwiegenden kardiovaskularen und renalen Komplikationen fluhren
kann (Savard et al., 2013; Mulatero et al., 2013; Monticone et al., 2018). Der
Therapieerfolg ist jedoch ausgezeichnet, wenn dieses Krankheitsbild
angemessen diagnostiziert und behandelt wird. Die korrekte Klassifikation ist
die Grundlage fur eine spezifische Therapie, wofur AVS aktuell noch eine
notwendige Voraussetzung ist, um zwischen unilateraler Erkrankung und
bilateraler Erkrankung eindeutig differenzieren zu kénnen ist (Funder et al.,
2016). Die Untersuchung mittels AVS hat aber den Nachteil, dass aufgrund
anatomischer Varianten die rechte Nebennierenvene nicht immer getroffen wird
(Young und Klee, 1988). Mehrere Zentren weisen eine deutliche Verbesserung,
bei zunehmender Haufigkeit der Untersuchungen und nach Einfiihrung eines
Schnelltests, (Cortisol-Schnelltest bzw. rapid cortisol assay) auf (Auchus et al.,
2009; Betz et al., 2011). Der Cortisol-Schnelltest ist sicher, reproduzierbar,
einfach zu interpretieren und kostenglnstig (Mengozzi et al., 2007). Die
Cortisolmessung wahrend der Durchfiihrung von AVS kann dem Radiologen,
eine Ruckmeldung geben, und mehrere Studien deuten darauf hin, dass dies
den AVS-Erfolg verbessert (Betz et al., 2011; Reardon et al., 2011). Allerdings
wurde der Selektivitatsindex, der zugrunde gelegt wird, nie systematisch
wissenschaftlich untersucht, und die bisher etablierten "schnellen" Methoden
erfordern einen relativ langen Zeitaufwand (ca. 30 min) — mit den o.g.

genannten Nachteilen (Wolley und Stowasser, 2017).

Daher hatten wir uns bei dieser Arbeit als Ziel gesetzt, einen Schnelltest zu
entwickeln, der dem Untersucher innerhalb kurzer Zeit Auskunft dartber gibt,
ob die Nebennierenvene durch den eingefuhrten Katheter tatsachlich getroffen
wurde, oder ob Blut aus einer anderen anatomischen Struktur asserviert wurde.
Der Cortisol-Schnelltest wies bei Auswertung unserer Ergebnisse die héchste
Spezifitat und Sensitivitat auf, ist aber mit ca. 45 min kein ,echter” Schnelltest.
Aus einigen wenigen Einrichtungen werden kirzere Zeiten berichtet (Page et

al., 2018). Es wurde deutlich, dass alternative Tests zur ldentifizierung von Blut
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aus der Nebennierenvene entwickelt werden mussen. Ferner wurde es deutlich,
dass andere Marker als Cortisol flr die Bestatigung einer erfolgreichen
Nebennierenvenenkanulierung von groRer Bedeutung sind (Dekkers et al.,
2013; Eisenhofer et al., 2016).

Als alternativen Marker haben wir die Katecholamine, einschl. Adrenalin, und
deren Abbauprodukte untersucht. Der Adrenochrom-basierte kolorimetrische-
Test (ABC) ist hinreichend kurz und vor allem dann gut, wenn die
Nebennierenvene hochselektiv getroffen wurde. Die Nachteile gewinnen an
Gewicht, wenn — gemessen am Cortisolgradienten — der Sl relativ niedrig ist
und deshalb falsch negative Testergebnisse entstehen oder weil eine
Rotfarbung des Plasmas durch Hamolyse zu falsch positiven Testergebnissen
fuhren kann.

Trotz der ermutigenden Ergebnisse weist der ABC-Test eine falsch negative-
Rate von ca. 20 % auf, was die Notwendigkeit fur eine weitere Verfeinerung
unterstitzt. Grinde hierfur sind nach unseren Erkenntnissen die erheblichen
Schwankungen der Adrenalinkonzentrationen im Nebennierenvenenblut und
der fur das menschliche Auge und auch in der Absorptiometrie nur
unzureichend erfassbare Farbumschlag bei relativ niedrigen, aber
physiologischen Adrenalinkonzentrationen im Nebennierenvenenblut.

Der Erfolg dieses Tests wird in erster Linie anhand der diagnostischen
Spezifitat beurteilt. Wenn diese durch eine weitere Optimierung des Tests
ausreichend hoch wird, konnte bei einem positiven Testergebnis die
Notwendigkeit fur Cortisolmessungen nur auf jenen Proben beschrankt werden,
die ein negatives Ergebnis fir den ABC-Test abgeliefert haben. Klinisch
erscheint dieses Vorgehen bisher jedoch noch wenig praktikabel.

Zusatzlich ware es sinnvoll, die Testergebnisse jeweils mit direkten Messungen
der Katecholaminen zu vergleichen. Dies war uns aufgrund des geringen
Probeaufkommens und der gleichzeitigen Anwendung anderer Tests in dieser
Studie nicht mdglich.

Zusammenfassend haben wir gesehen, dass der ABC-Test nicht in der Lage
ist, den Cortisol-Schnelltest zu ersetzen. Trotz seiner Vorteile der verkurzten

Dauer und einfachen Anwendung, muss dieser Test weiterentwickelt werden.
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Basierend auf der gleichen Idee der hohen Katecholaminkonzentration im
Nebennierenvenenblut, wie beim ABC-Test haben wir untersucht, ob ein
Drogenschnelltest auf Methamphetamin Uber die Kreuzreaktion des
verwendeten Antikorpers, auch fur den Nachweis hoher Adrenalinspiegel in der
NNV Kklinisch verwendet werden kann. Die Teststreifen waren einfach
anwendbar und kostenglnstig, wiesen jedoch eine hohe Rate an falsch
negativen Testergebnissen auf. Die Spezifitat des Tests ist hoch, es zeigte sich
aber eine niedrige Sensitivitat. Dies konnte damit erklart werden, dass die
Katecholaminkonzentrationen in der Probe nicht hoch genug sind, um die
Bindungsstellen vollstandig zu besetzen. Die schlechte Sensitivitat des Tests
konnte widerspiegeln, dass nur in den Proben mit einer hohen
Adrenalinkonzentration eine Antigen-Antikorper Reaktion entsteht. Ob dieses
Testprinzip ganzlich aufzugeben ist, kann allerdings erst beurteilt werden, wenn

auch andere Drogenschnelltests systematisch angeschaut werden.

Einen weiteren Stellenwert konnte das Metanephrin haben. Die Studie von
Dekkers et al. belegt die Verwendung des Plasma-Metanephrins als sensitivere
Alternative zu Cortisol, um die Selektivitdt von AVS zu beurteilen (Dekkers et
al., 2013). Da Metanephrin-lmmunoassays verfugbar sind, ware es
gegebenenfalls lohnenswert zu untersuchen, ob sich diese fir eine
Schnelltestentwicklung eignen. Unter den, mit Cortisol als selektiv bewerteten
Verfahren (S| > 2,0), war das Verhaltnis der Nebennierenvene zur peripheren
Vene fur Metanephrin 6-fach héher als das von Cortisol (94,0 vs. 15,5). Der
Selektivitatsindex fur Metanephrin wurde unter diesen Bedingungen mit 12
bestimmt, ware jedoch erneut bei einem Sl von 1,7 zu untersuchen. Da die
Erfolgsraten in den AVS-Proben fur Metanephrin hoher waren als die flr
Cortisol (91 % vs. 56 %), scheint dies ein aussichtsreiches Unterfangen.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Metanephrin im Vergleich zu Cortisol
einen  Uberlegenen  Analyten darstellt, um die Selektivitdt der
Nebennierenvenenblutentnahme bei den Verfahren ohne ACTH-Stimulation zu
bestimmen (Dekkers et al., 2013). Andere Erkenntnisse zur Metanephrin-
basierten Schnelltestentwicklung koénnen wir durch unsere Studie nicht

beisteuern.
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Der NNV-Katheter ist ein technisch anspruchsvolles Verfahren, welches durch
Variationen der Nebennierenvenendrainage zusatzlich erschwert wird. Es ist oft
unklar, ob niedrige Cortisolkonzentrationen im Nebennierenvenenblut aus einer
inkorrekten Katheterlage, oder aus einem Storfaktor resultieren (Padayatty et
al., 2007). Basierend auf den Erkenntnissen der Studie von Padayatty et al.
haben wir zwei Vitamin C-Assays untersucht. Beide Vitamin C-Schnelltests
waren sehr schnelle, einfach zu handhabende und gunstige Streifentests,
wobei die Anwendung von Teststreifen 1 bessere Daten produzierte.
Nichtsdestotrotz ist auch bei diesem alternativen Test die Sensitivitat auf einem
optimierungsbeddrftigen Niveau.

Der gute Vorhersagewert des Vitamin C-Schnelltests 2 ist am ehesten auf die
niedrige Sensitivitat zurdckzufihren und kein ,echter® Vorteil gegenlber
Streifentest 1. Aktuell sind diese fur die Routine nicht verwendbar, zumal falsch
positive Ergebnisse leicht durch das Auftragen hamolytischen Plasmas auf den

Streifen entstehen konnen.

Beim Adrenalin-ELISA-Test fuhren verklrzte Inkubationszeiten zu einem
schnellen Resultat. Der Test scheint insgesamt zu ungenau, da die verfligbaren
Antikorper gegen Adrenalin das gro3e Problem haben, zu unspezifisch auch an
z.B. Plasmaeiweil3e zu binden und eine relativ niedrige Affinitat zu Adrenalin
haben. Im Durchschnitt haben wir ca. 20-30 min gebraucht, da die Bindungs-
und Waschzeiten und die Anzahl der Waschschritte drastisch minimiert wurden.
Dennoch ist die Zeit zu lang, um als ,echter” Schnelltest benutzt zu werden,
obwohl die Verkurzung der Assayschritte bereits zu inakzeptablen Einbufl3en
der Assaygenauigkeit fuhrte, und auch das Ablesen mittels ELISA-Reader und
minimierter Eichkurve, die nur aus minimaler und maximaler Konzentration
bestand, keine Verbesserung mehr brachte und genauso gut oder schlecht war,
wie das optische Ablesen. Bei dessen Verklrzung wird der Immunoassay
inakzeptabel fehleranfallig und kann in dieser Form nicht fir die Anwendung

empfohlen werden.
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Eine Weiterentwicklung der oben geschilderten Schnelltests flir die rasche
Applikation am Krankenbett und die spezifische Identifikation von
Nebennierenvenenblut hatte mdogliche Vorteile gegenuber Messungen von
Cortisol zum Nachweis der korrekten Katheterlage wahrend AVS. Wir erwarten
dadurch eine mehr als 50 %-ige Reduktion der AVS-Prozedurzeit, ein Aspekt,
der fir Patienten, sicher bequem ist. AulRerdem wird mit einer erheblichen
Reduktion der Kosten bei dem Verfahren gerechnet. Aulderdem ist es denkbar,
dass die Durchfuhrung von AVS fur einen breiteren Nutzerkreis als nur in
spezialisieren Zentren geo6ffnet wird. Basierend auf diesen Erkenntnissen
konnte der Adrenochrom-basierte kolorimetrischer-Test ein vielversprechender
Schnelltest sein. Aulerdem ist eine weitere Verbesserung bezlglich der
Sensitivitat der Tests dadurch zu erwarten, dass Fortschritte im Bereich der
Materialien und Chemie gemacht werden, aber auch beispielsweise, weil durch
die Validierung der Konzentrationen von Katecholaminen und Metanephrin in

der Nebennierenvene andere Grenzwerte erarbeitet werden konnten.

Nennenswert sind weitere Verfahren, die bereits im Rahmen von Studien
getestet wurden oder mit denen wir in Zukunft rechnen konnten.

Eine neue Methode zur Subtypisierung von Patienten mit PA umfasst die
Messung zusatzlicher Steroide zu Aldosteron, einschlie3lich der Hybridsteroide,
18-Hydroxycortisol und 18-Oxocortisol (Stowasser et al., 1996; Nakamura et al.,
2011; Mulatero et al.,, 2012; Satoh et al., 2015). Dies wurde durch die
Entwicklung der Flussigchromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie
(LC-MS/MS) gefordert (Peitzsch et al., 2015). Diese Technologie ist nicht nur
genauer als die verfugbaren Immunoassays, sondern ermdglicht auch die
gleichzeitige Messung mehrerer Steroide in einer einzigen Probe, eine nutzliche
Methode flir die Diagnostik der Patienten mit primarem Aldosteronismus
(Eisenhofer et al., 2016). Manche Steroidprofile haben eine Signatur, die
typisch fur bestimmte Mutationen sind, die zu einem Conn-Syndrom fuhren. In
diesen Fallen ist eine hohe Selektivitat nicht notwendig, um das Vorhandensein
eines auf diese Art entstandenen Tumors zu zeigen (Williams et al., 2016).
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Ohnehin besteht aufgrund der technisch anspruchsvollen Aspekte des AVS
grol3es Interesse an anderen Methoden zur Bestimmung der Lateralisation. Die
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist in Kombination mit dem CT
vielversprechend und wurde in mehreren Studien mit markiertem Metomidat
untersucht (Wolley und Stowasser, 2017). Metomidat ist ein Inhibitor der 11B3-
Hydroxylase und kann als PET-Tracer eingesetzt werden. In einer Studie haben
39 Patienten mit einem primaren Aldosteronismus und funf mit
nichtfunktionellen Adenomen ein PET-CT mit Metomidat erhalten; dies wurde
mit dem Goldstandard AVS verglichen (Burton et al., 2012). Die Studie zeigte,
dass ein maximales Uptake-Verhaltnis von 1,25 : 1 zwischen den Nebennieren
eine Spezifitdt von 87 % und eine Sensitivitat von 76 % flr einseitige
Erkrankungen aufwies und die Spezifitat ist bei Patienten mit einem maximalen
Uptake-Quotienten der hoheren Seite von > 17 weiter angestiegen (Burton et
al., 2012). Obwohl dies weitere Bestatigungen erfordert, kdnnte die PET-CT-
Untersuchung daher in Zukunft eine nitzliche Erganzung fur die Lateralisation
sein, wenn AVS nicht verfugbar oder nicht erfolgreich ist. Es gibt jedoch
erhebliche technische Barrieren flr die Verwendung von 11C-Metomidat,
hauptsachlich die kurze Halbwertszeit von 20 min, die eine groRe Nahe zu
einem Zyklotron erforderlich macht (Wolley und Stowasser, 2017). Ein CT mit
Einzelphotonenemission unter Verwendung von 131l-6beta-lodmethyl-19-
norcholesterol kann unter bestimmten Umstanden ebenfalls nutzlich sein und
eine im Vergleich zur Szintigraphie verbesserte Auflésung bieten, obwohl das

erforderliche Protokoll schwierig ist (Yen et al., 2009).

Alternative Wege konnten im Nachweis von Cortisol bzw. Steroidhormonen
durch Farbung mit Tetrazolinium-Blau basieren. Bei dem Test, der ca. 10 min
dauert, werden Steroidhormone mit Tetrazolinium-Blau markiert. Wahrend der
Test in der Lage ist, prinzipiell doppelt so hohe Cortisolkonzentrationen wie in
der peripheren Vene zu identifizieren, hat er den Nachteil, dass er zu sehr mit
Bestandteilen des Plasmas bzw. Serums interferiert (Lau et al., 2013).

Daruberhinaus zeigte ein veroffentlichter Bericht, der einen
immunochromatographischen Ansatz in Form eines einfachen Teststreifens

verwendet, der semiquantitativ innerhalb von 5 min abgelesen werden kann,
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eine wesentliche Verbesserung des AVS-Erfolgs in einer multizentrischen
Studie (Yoneda et al., 2016).

Ferner koénnte ein 3',5-cyclic adenosine monophosphate (cCAMP)-Bioassay
weiterentwickelt werden. Hier werden Zellen mit einem cAMP-Sensor stabil
transfiziert und zeigen bei Abnahme der Fluoreszenz die Adrenalinwirkung an.
Das Protokoll dauert ca. 20 min, besteht allerdings aus mehreren Schritten
(Nikolaev et al., 2004).

Ein weiterer Ansatz ist die Entwicklung eines Nano-/biotechnologischen
Sensors. Da die Adrenalinkonzentration in der Nebennierenvene viel héher ist
als peripher (Bravo et al., 1981; Collste et al., 1986), kdnnte Adrenalin als ein
Biomarker zur Detektion der richtigen Lage des Nebennierenvenenkatheters
verwendet werden. Die Katecholamine Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin
werden Uber die Monoaminoxidase (MAO) zu Dihydroxyphenylglucol,
Dihydroxymandelsaure und DOPAC, sowie UuUber die Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) 2zu Metanephrin, Normetanephrin und 3-
Methoxytyramin metabolisiert. Ein auf einem Silizium-Chip immobilisiertes
Enzym verstoffwechselt die Katecholamine, wobei die Anderung der
elektrischen Ladung gemessen werden konnte (Molinnus et al., 2015). Bereits
erhobene Daten haben gezeigt, dass in Bioassays die Katecholaminwirkung,
die durch eine Veranderung im Fluoreszenzmuster einer manipulierten Zelle
auftritt, relativ schnell dargestellt werden kann. Ferner wurde gezeigt, dass ein
enzymbasierter Assay zu  verandertem  Sauerstoffverbrauch  und
Ladungsverschiebungen in einem Mikrokompartiment fuhrt, welche mittels
Chip-Technologie ausgelesen werden konnen (Molinnus et al.,, 2018).
Weiterflhrende Untersuchungen koénnten in Zukunft dazu dienen, den Assay
derart zu modifizieren bzw. miniaturisieren, dass er im klinischen Alltag

eingesetzt werden konnte.

Zusammenfassend wird klar, dass seit der ersten Beschreibung des primaren
Aldosteronismus durch Jerome Conn im Jahre 1955, dieses Krankheitsbild
immer mehr an Bedeutung gewonnen hat (Conn und Louis, 1956). Trotzdem
scheinen Erkennung und Screening in nicht spezialisierten Zentren suboptimal

zu sein (Mulatero et al.,, 2016; Gordon, 2016). Die Verbesserung des
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Bewusstseins und die Verbesserung der diagnostischen Abklarung vom
primaren Aldosteronismus werden die Erkennungsraten erhohen, was
letztendlich zur Verbesserung der Hypertonie in dieser Gruppe und daher zur
Senkung der Morbiditat und Mortalitat fuhren wird. Der diagnostische Prozess
ist mittlerweile weitestgehend etabliert und die Verbesserung hat sich in letzter
Zeit hauptsachlich aus den Verfeinerungen zusammengesetzt: Sicherstellen,
dass wir falsch positive und falsch negative Screening Ergebnisse minimieren
und, dass durch die Katheteruntersuchungen die chirurgisch behandelbaren

Formen besser charakterisiert werden (Wolley und Stowasser, 2017).
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5. Schlussfolgerungen

Die Verwirklichung o.g. Ziele besitzt ein erhebliches Potential zur
Revolutionierung der gegenwartigen Strategien fur die Diagnose und
Behandlung dieser wichtigen und einfach heilbaren Form der sekundaren
Hypertonie. Der Hauptfokus dieser Studie dient dazu, einen Schnelltest zu
entwickeln, der dem Kliniker  hilft, die korrekte Lage des
Nebennierenvenenkatheters anzuzeigen. Dies bietet mehrere Vorteile. Da
damit gerechnet wird, dass AVS-Untersuchungen in Zukunft nur bei bestimmten
Problemfallen eingesetzt werden, wird ein sicherer Schnelltest gerade in
Zukunft bendtigt, da die Erfahrungen mit dieser Technik bei zurlickhaltendem
Einsatz zurlickgehen konnten. Durch Anwendung eines validen Schnelltests
kann die Rate an nicht-informativen Katheteruntersuchungen gesenkt werden.
Durch die schnelle Verifizierung der korrekten Katheterlage werden auch die
Durchleuchtungszeiten und damit die Strahlenexposition, sowie die Menge an
Kontrastmittel gesenkt. Die anatomische Variabilitdt und die technischen
Herausforderungen fur eine korrekte Nebennierenvenenkatheterisierung
bleiben trotz aller Fortschritte bestehen. Einen Beitrag zur leichteren
Identifizierung der korrekten Position des Katheters kdnnte hier ein Test leisten,
der moglichst schnell und sensitiv die Identifizierung von Blut aus der
Nebennierenvene ermoglicht. Nichtsdestotrotz sind die untersuchten
Schnelltests aufgrund o.g. Nachteile bisher nicht in der Lage, den etablierten
Cortisol-Schnelltest vollstandig zu ersetzen. Wir haben im Rahmen der Studie
gesehen, dass der Cortisol-Schnelltest weiterhin ein allgemein akzeptiertes
Verfahren ist und in allen Fallen durchgefuhrt werden sollte. Die weitere
Entwicklung von Schnelltests, die als vielversprechende ,bedside“-Tests
wahrend des NNV-Katheters fungieren kénnten, sind jedoch weiterhin von
grolRer Bedeutung. Zusammenfassend haben wir bei Auswertung unserer
Testuntersuchungen gesehen, dass der Cortisol-Schnelltest gar kein echter
~Schnelltest® ist. Der Adrenochrom-basierte Test, der Adrenalin-ELISA und die
Ascorbinsaure-Tests stellen alternative schnellere Tests dar und bieten
teilweise Potential fur eine Weiterentwicklung; die auch eine Voraussetzung ist,
um einen klinischen Stellenwert zu bekommen. Bis dahin wird und sollte der

etablierte Cortisol-Schnelltest weiter Anwendung finden.
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