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1. Einleitung
1.1. Priméarer Hyperaldosteronismus

1.1.1. Grundlagen

Der primare Hyperaldosteronismus (PHA) wurde erstmals 1955 von dem
amerikanischen Professor fur Innere Medizin Jerome Conn beschrieben, als die
autonome  Sekretion des Mineralocorticoids ~ Aldosteron aus  einer
Nebennierenrindenhyperplasie bzw. aus einem Nebennierenrindenadenom (Conn
JW, 1955).

Aldosteron ist ein klassisches Steroidhormon, das in der Zona glomerulosa der
Nebennierenrinde aus Cholesterin gebildet wird und zu den Mineralocorticoiden
zahlt. Gelegentlich auch als das Dursthormon bezeichnet, gehdrt es zu der
Enzymkaskade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, das eine Schliisselrolle
in dem Mineral- und Wasserhaushalt, sowie auch in der Blutdruckregulation des
menschlichen Organismus spielt. Im Normalfall werden die Synthese bzw. die
Sekretion von Aldosteron bei Volumenmangel oder Hypotonie durch Angiotensin I
angeregt. Das fuhrt im distalen Nephron zu Na- bzw. Wasser- Retention, was
seinerseits eine Expansion des intravasalen Volumens und Anstieg des arteriellen
Blutdruckes zur Folge hat. Im Austausch gegen Natrium werden Kalium und
Protonen ausgeschieden. Eine Rickkoppelung erfolgt Gber den juxtaglomerularen
Apparat, der bei Bedarf die Reninausschittung anregt oder bremst. Renin ist der
Stimulus, welcher das inaktive Enzym Angiotensinogen in seine aktive Form
Angiotensin | umwandelt, welches seinerseits unter der Wirkung von Angiotensin

Converting Enzyme (ACE) in Angiotensin Il umgebaut wird (Abb. 1).

Eine autonome Aldosteronausschittung, die nicht dem oben beschriebenen
Mechanismus unterliegt, hat im Regelfall eine abnorme Natrium- und Wasser-
Retention zur Folge, die zu der klassischen Symptom-Trias des Conn-Syndroms -
Hypertonie, metabolische Alkalose und Hypokaliamie, sowie zu weiteren daraus
folgenden Organschaden fihrt. Der Aldosteroniiberschuss selbst ist weiterhin
verantwortlich flr endotheliale Dysfunktion, reduzierte Gefal3compliance und
prothrombotische Veranderungen der Plasmagerinnung. Daraus resultieren
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unabhéngig vom Bluthochdruck verursachte Organschaden, wie zum Beispiel eine
linksventrikulare  Hypertrophie, eine diastolische Dysfunktion oder eine
Fibrosebildung am Herzen (Rossi GP et al., 2008). Aul3erdem ist die Préavalenz von
Schlaganfallen und Niereninsuffizienz bei Patienten mit PHA deutlich héher als bei
Primarhypertonikern (Rossi GP et al., 2006; Milliez P et al., 2005; Reincke, JCEM
2008).

Dass eine mildere normokaliamische Variante des PHA existieren kann, zeigte Conn
zehn Jahre spater in einer weiteren Studie, bei der 14 Hypertoniker ohne
Hypokaliamie in der Vorgeschichte erfolgreich an einem Aldosteron-produzierenden

Nebennierenadenom operiert wurden (Conn JW, 1965).
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Abb.1. Regulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
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1.1.2. Epidemiologie und klinische Bedeutung

Das klassische Conn-Syndrom mit Hypokaliamie, Hypertonie und metabolischer
Alkalose wurde bisher mit einer Haufigkeit von 0,5-2% bei Patienten mit Hypertonie
angegeben. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass der PHA in seiner
milden normokalidmischen Variante eine der haufigsten monokausalen Ursachen
einer sekundaren arteriellen Hypertonie ist. Neueren Studien zufolge, konnte eine
Aldosteron-Uberproduktion bei bis zu 12% der hypertensiven Patienten festgestellt
werden (Fardella C 2000; Mulatero P, 2004; Rossi GP, 2006; Fogari R 2007). Bei bis
zu einem Viertel der Patienten mit einer therapierefraktaren Hypertonie liegt ein PHA
vor (Calhoun DA et al., 2004). Dabei steigt das Risiko der Erkrankung mit dem
Schweregrad der Hypertonie an. So konnte die Pravalenz des PHA bei Patienten mit
Hypertonie Grad | (RR <160/200mmHg), Grad Il und Grad Il (RR >180/110mmHg)
nach WHO mit 2%, 8% und 13% bestimmt werden (Mosso L et al., 2003). Auf die
Bundesrepublik hochgerechnet bedeutet dies, dass bei ca. 25 Millionen
Hypertonikern bis zu 2,5 Millionen Bundesburger einen PHA aufweisen kénnten
(Born-Frontsberg E et al., 2008). Auch wenn man annimmt, dass in den oben
genannten Studien mdogliche Selektionsbias aufgetreten sind (sie wurden in
Hypertonie-Spezialambulanzen durchgefuhrt, wo die Pravalenz der
normokalidmischen PHA vermutlich grof3er ist als in der Normalbevdélkerung), die zu
einer Uberschatzung um den Faktor 2-3 gefiihrt hatten, lage die Pravalenz immer

noch deutlich im 5-stelligen Bereich.

Der PHA wird meistens bei Patienten im mittleren Alter diagnostiziert
(durchschnittliches Alter bei Stellung der Diagnose 42 Jahre). In einer Studie mit 136
Patienten (Ferris JB et al., 1978) trat er bei mehr Frauen (64%) als Mannern (36%)

auf.

Ein PHA wird Uberwiegend durch ein Aldosteron-produzierendes Adenom (APA) oder
durch eine idiopathische adrenale Hyperplasie (IAH), in der Regel bilateral (BIAH),
verursacht. Sehr selten treten die drei familiaren Formen auf, die durch das vererbte
Auftreten von Adenomen bzw. Nebennierenhyperplasie und dem medikamentos fast
unbeherrschbarem Hypertonus im Kindes- und Jugendalter gekennzeichnet sind.
Wahrend der familiare Hyperaldosteronismus Typ | mit typischen genetischen
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Veranderungen assoziiert wird, ist die Genese der anderen zwei Typen unbekannt
(Tab. 1).

Bei etwa zwei Drittel der Patienten mit einem Conn Syndrom besteht eine bilaterale
Nebennierenhyperplasie, die eine lebenslange medikamentdése Behandlung mit
einem Mineralocorticoidantagonisten (z.B. Spironolacton) erfordert. Dabei handelt es
sich um eine genetisch noch nicht naher charakterisierte Erkrankung, fir die normale
oder kleinknotig veranderte hyperplastische Nebennieren typisch sind. Ein Drittel der
PHA-Falle beruhen auf Aldosteron-produzierenden Adenomen, die eine
Adrenalektomie erforderlich machen (Schirpenbach C et al., 2009). Die klassische
hypokaliamische PHA-Variante ist in 60 bis 90 % der Falle durch ein Adenom
verursacht (Phillips JL et al., 2000), fir die normokalidmische Variante ist in den
meisten Fallen (60%) eine bilaterale Hyperplasie die Ursache (Loh KC et al., 2000;
Gordon RD et al., 1994).

Tab. 1 Unterformen des primé&ren Hyperaldosteronismus

Unterform Haufigkeit Merkmal

Bilaterale idiopathische adrenale Ca. 70% der | Haufiger mit Normokalidmie

Hyperplasie (BIAH) Falle

Aldosteronproduzierendes Adenom | Ca. 30% der | Haufiger mit Hypokaliamie

(APA) Falle

Unilaterale Hyperplasie Selten Variabel

Familiarer Hyperaldosteronismus <1% Autosomal dominant, chiméres Gen aus

Typ | Aldosteronsynthase und 1113-
Hydrohylase; Hypertonus im
jugendlichen Alter; kein Ansprechen auf
Ubliche Antihypertensiva

Familiarer Hyperaldosteronismus <1% Familidgres Auftreten von Adenom

Typ Il und/oder Nebennierenhyperplasie;
autosomal dominant, unbekannter
Genlocus

Familiarer Hyperaldosteronismus Sehr selten Hypertonus im Kindesalter; starke

Typ Nebennierenhyperplasie; kein
Ansprechen auf Dexamethason

Aldosteronproduzierendes Sehr selten Meist groRe adrenale Raumforderung,

Karzinom infiltrativ, Bildung weiterer Steroide

Born-Frontsberg E , Quinkler M. Conn's syndrome. Internist (Berl). 2009 Jan;50(1):17-26.
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1.2. Aberrante Rezeptorexpression in Nebennierenrindentumoren

1.2.1. Aberrante Rezeptoren bei Cushing-Syndrom

Anfang der siebziger Jahre gab es erste Hinweise darauf, dass in der
Nebennierenrinde eine abnorme Rezeptoraktivitat vorkommen kénnte. Bei ihren in
vitro  Versuchen mit gesunden Rattennebennieren und solchen  mit
cortisolproduzierenden Tumoren konnten Ney und Mitarbeiter neben einer fir die
beiden Gruppen vergleichbaren physiologischen Reaktion auf die Stimulation mit
ACTH, eine abnorme Cortisolsekretion nach der Gabe von TSH und Adrenalin aus
den pathologisch veranderten Geweben feststellen (Schorr | et al., 1971, Hinshaw
HT etal. 1974). Als mégliche Erklarung dieser Beobachtungen wurde entweder eine
strukturelle Veranderung des ACTH-Rezeptors in den Tumorzellen, oder aber die
Existenz abnormer Hormonrezeptoren angenommen. 1987 haben Hamet und
Mitarbeiter als Erste eine so genannte ,food dependent” Cortisol-Produktion
vorgestellt (Hamet P et al.,, 1987). Sie beschrieben den Fall eines 41-jahrigen
Mannes mit sekunddrem Cushing Syndrom und einem unilateralen
Nebennierenadenom, dessen Cortisolkonzentrationen im Blut niichtern und nach
langeren Fastenintervallen normal waren, aber eindeutig in den pathologischen
Bereich nach jeder Mahlzeit anstiegen. Solche Cortisolanstiege nach
Nahrungszufuhr waren durch Gabe von Dexamethason nicht supprimierbar. Die
direkte Auswirkung des Gastrin inhibitorischen Peptidhormons (GIP) wurde in dieser
Studie nicht weiter charakterisiert. 1992 berichten zwei unabhangige
Forschungsgruppen dber jeweils eine Patientin mit ACTH unabh&ngigem
Hypercortisolismus. (Lacroix A et al. 1992, Reznik Y et al., 1992) In beiden Fallen
wurde die Cortisolproduktion durch den physiologischen postprandialen Anstieg von
GIP angeregt und diese Wirkung konnte durch Gabe von Somatostatin vor der
oralen Glukosezufuhr unterdriickt werden. Durch die Infusion von gastrointestinalem
Peptidhormon konnte man die Cortisolsekretion in den beschriebenen Fallen

stimulieren, bei gesunden Personen jedoch nicht.

In den folgenden Jahren wurden mehrere in vitro und in vivo Studien durchgefihrt,
die die Existenz eines Hypercortisolismus, der durch andere Hormone als ACTH
verursacht wird, bestatigen konnten (fur Review siehe Lacroix A et al., 2001 und
Christopoulos S et al., 2005). Es wurden Patienten mit adrenalem Cushing Syndrom
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untersucht, verursacht entweder durch ACTH unabhangige makronoduélre
Nebennierenhyperplasie (AIMAH), durch cortisolproduzierende Nebennieren-
adenome oder Inzidentalome mit einem begleitenden subklinischen Cushing
Syndrom. Bei fast allen Gewebeproben von AIMAH-Patienten konnte mindestens
eine Art aberranter Rezeptoren festgestellt werden, darunter GIP-, LH/hCG-,
Glukagon- und Interleukin 1-Rezeptoren. Die Uberexpression von B-adrenergen
Rezeptoren, sowie Serotonin- Vasopressin- und Angiotensin Il-Rezeptoren, die sich
physiologischerweise in der Nebennierenrinde befinden, scheint in manchen Fallen
auch als Trigger eines Hypercortisolismus zu wirken (Willenberg HS 1998, Arnaldi G
1998, Daidoh H 1998, Mircescu H 2000, Nakamura Y 2001, Cartier D 2003, Mannelli
M 2003, Louiset E 2008).

1999 entwickelte die Forschungsgruppe von André Lacroix in Montréal, Canada,
(Lacroix A et al.,, 1999) ein Testprotokoll zum systematischen Screening auf
aberrante Rezeptoren bei Cushing-Patienten. Unter standardisierten Bedingungen
wurden bei den Patienten Stimulationstests durchgefihrt (Orthostasetest,
Mahlzeitentest, ACTH-, GnRH-, TRH-, Glukagon-, AVP- und
Metoclopramidstimulation) und parallel die Cortisolkonzentrationen im Blut
gemessen. Bei einem eindeutigen Anstieg von Uber 50% des Basalwertes wurden
weitere Bestéatigungstests angestrebt, um die Existenz abnormer Rezeptoren zu
sichern oder zu spezifizieren. Yves Reznik und Mitarbeiter (Reznik Y et al., 2004)
fuhrten ein  &hnliches Protokoll bei 21 Patienten mit unilateralen
Nebenniereninzidentalomen durch und verglichen deren Ergebnisse mit sechs
gesunden Kontrollpersonen. Sie kamen zu der Schlussfolgerung, dass aberrante
Hormonrezeptoren eine sehr haufige Erscheinung bei Nebennierenadenomen mit

autonomer Funktion sind.

Die Entdeckung von aberranten adrenalen Rezeptoren bei Patienten mit ACTH
unabhéngigem Cushingsyndrom (nicht adenombedingt) eroffnet die Maoglichkeit
einer individuellen medikamentdsen Therapie der Erkrankung. In der Regel kénnen
solche Patienten nur durch eine bilaterale Adrenalektomie geheilt werden, was
seinerseits mit erheblichen gesundheitlichen Einschrdnkungen verbunden ist. Durch
die medikamentdse Blockade der atypischen endokrin aktiven Rezeptoren, zum
Beispiel mit Propranolol bei abnormen 3-Rezeptoren (Lacroix A et al., 1997) oder
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durch Antagonisierung der Hormonwirkung, wie zum Beispiel durch Gabe von
Octreotid (Somatostatinanalog) bei GIP-abhé&ngigem Hypercortisolismus (Reznik Y
et al., 1992), wird die Mdglichkeit einer konservativen Therapie eroffnet. Auch die
Therapie mit GnRH-Agonisten bei AIMAH Patienten mit LH-abhangigem Cushing-
Syndrom wird zurzeit erforscht (Bourdeau | et al., 2001; Goodarzi MO et al., 2003).
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1.2.2. Aberrante Rezeptoren beim priméren

Hyperaldosteronismus

Analog zu den oben genannten Studien hat die mogliche abnorme Expression von
Hormonrezeptoren bei Patienten mit primarem Hyperaldosteronismus in den letzten
Jahren das Interesse mehrerer Forschungsgruppen geweckt. Es wurden bis dato vor
allem in vitro Studien durchgefihrt, die die Existenz solcher Rezeptoren, zum
Beispiel durch Real-Time-PCR, in situ Hybridisation oder immunhistochemisch
nachweisen konnten. Dabei handelt es sich um Peptidhormonrezeptoren, die
entweder physiologisch auf der Nebennierenrinde vorkommen (ACTH-, AVP-,
Serotonin-Rezeptoren), jedoch nicht primar an der Aldosteronsynthese beteiligt sind,
oder solche, die im Normalfall entweder gar nicht, oder nur in sehr geringer Zahl (LH,
GnRH-Rezeptoren) an dieser Stelle vorhanden sind (Ye P et al., 2007). Es wurden
auch wenige in vivo Versuche beschrieben, bei denen die Auswirkungen von extern
verabreichten Rezeptorliganden beobachtet wurden (Perraudin V et al., 1998;
Lefebvre H et al., 2002).

Alle oben erwahnten Hormonrezeptoren gehdren zu der Gruppe der
membranstandigen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Das durch die Bindung eines
Peptidhormons aktivierte Gs-Protein stimuliert die Adenylatcyclase, was zu einem
Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels fuhrt. Vermittelt Gber diesen Second-
Messenger werden schliel3lich gewebespezifische Reaktionen eingeleitet. Die
Existenz abnormer Rezeptoren in der Nebennierenrinde, bzw. eine erhothte
Rezeptor-mRNA-Konzentration bedeutet nicht automatisch, dass eine hormonelle
Wirkung zu erwarten ist. Es stellt sich die Frage, ob auch aberrante Rezeptoren in
der Lage waren, die adrenale Adenylatcylase anzuregen und auf diese Weise den

intrazellularen Weg bis zur Aldosteronsynthese in Gang zu setzen.

Schon in den 70-er Jahren wurde von der Schlusselrolle des adrenocorticotropen

Hormons in der Steroidsynthese berichtet. Die Expression von ACTH-Rezeptoren
und die positive Auswirkung des Hormons auf die adrenale Adenylatcyclase konnte
sehr frih festgestellt werden (Matsukura et al., 1980). Allerdings wurde diese
Wirkung hauptsachlich auf die Cortisol-Synthese bezogen. Heutzutage weil3 man,
dass ein akuter ACTH-Anstieg physiologischerweise auch zu Aldosteronproduktion
fuhrt (Oelkers W et al., 1988). Fur Aldosteron-produzierende Adenome ist die ACTH-



19 Einleitung

Abhangigkeit des Aldosteronexzesses gut dokumentiert (Mancini T et al., 2003).
Dies korreliert mit der starken ACTH-Rezeptor-mRNA-Expression in
Aldosteronomen, die in mehreren Untersuchungen nachgewiesen werden konnte
(Reincke M et al.,, 1997,1998). Eine Regulation durch das RAA-System findet bei
dem grol3ten Teil der Adenome nicht mehr statt. Im Gegensatz dazu ist die
Aldosteronsekretion bei der idiopathischen Nebennierenhyperplasie typischerweise
von Angiotensin abhangig (Wisgerhof M et al., 1985).

Allerdings zeigte eine Untersuchung von Mune und Mitarbeitern (Mune T et al.,
1993), dass bei chirurgisch gesichertem aldosteron-produzierendem Adenom auch
andere Stimuli — in dem Fall Furosemid — eine Verdoppelung der Aldosteronsekretion
induzieren konnte. Nomura et al. (1992) stellten fest, dass bei sechs Patienten mit
gesichertem Adenom und Aldosteronanstieg unter Orthostase eine Angiotensin-II-
Infusion nur bei einer Minderheit der Patienten einen Aldosteronanstieg induzierte.
Diese Befunde deuten darauf hin, dass neben ACTH und Angiotensin Il auch andere
Hormone an der Aldosteronfreisetzung beteiligt sein kbnnten.

Eine besondere Stellung in der Steroidogenese in der Nebennierenrinde hat das
antidiuretische Hormon (ADH), mit anderem Namen Arginin-Vasopressin (AVP) . Es
wird durch Nervenzellen in den Kerngebieten des Hypothalamus gebildet und im
Hypophysenhinterlappen gespeichert. Die Wirkung von AVP entfaltet sich durch die
Bindung an drei verschiedene Rezeptoren. Die Vi Rezeptoren befinden sich vor
allem auf Gefal3zellen und vermitteln den blutdrucksteigernden Effekt von AVP. Sie
sind aber auch auf adrenocorticalen Zellen zu finden und haben dort einen direkten
stimulierenden Effekt auf die Aldosteron- und Cortisol-Sekretion (Perraudin V et al.,
2006; Mune T et al., 2002; Guillonet al., 1995). Die renalen V, Rezeptoren sind fir
die antidiuretische Wirkung verantwortlich. Durch die Bindung an die
hypophysenspezifischen V3 (V1) Rezeptoren wird die ACTH-Sekretion potenziert und
dadurch indirekt die Steroidsynthese (Gillies GE et al., 1982). Zusatzlich ist bekannt,
dass AVP nicht nur im Hypothalamus, sondern auch in der Medulla und in dem
Cortex der Nebenniere gebildet wird, was auf eine mdgliche autokrine und/oder
parakrine Regulation der Steroidsynthese vor Ort hinweist (Peraudin V et al., 1993).
Peraudin et al. (2006) konnten AVP-Produktion auch in APA-Praparaten nachweisen,
unter anderem auch in steroidogenen Zellen. Unter physiologischen Bedingungen

sind die zirkulierenden Vasopressinkonzentrationen nicht ausreichend um die
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adrenalen V; Rezeptoren zu aktivieren. Unter pathologischen Bedingungen
allerdings, wenn die Vasopressinkonzentration steigt (z.B. Hypotonie), kann es dazu
kommen, dass AVP die Steroidsekretion stimuliert. Rein hypothetisch kénnte das
bedeuten, dass die Produktion von Aldosteron unter Umstanden vollstandig durch die
Nebennieren stimuliert werden koénnte, indem seine Synthese durch adrenal

produziertes Vasopressin Uber V; Rezeptoren angeregt wird.

Ping Ye und Mitabeiter (2007) konnten die Existenz mehrerer abnormer
Hormonrezeptoren in Gewebepraparaten aus aldosteronproduzierenden Adenomen
nachweisen. LH- und GnRH-, sowie 5HT-4-, Glutamat- und Endothelin-Rezeptoren
waren in signifikant erhdhter Zahl vorhanden.

Das Gonadotropin Releasing-Hormon (GnRH) wird physiologischerweise im
Hypothalamus gebildet und bewirkt durch Bindung an seine Rezeptoren in der
Hypophyse die Synthese und Sekretion der sogenannten Gonadotropine - das
luteinisierende Hormon (LH) wund das follikelstimulierende Hormon (FSH). Diese
wiederum entfalten ihre Wirkung durch Bindung an Rezeptoren in den menschlichen
Keimdrisen (Eierstocke bzw. Testes). Eine direkte Verbindung zu der
Aldosteronsynthese besteht im Normalfall nicht. Allerdings entdeckten Saner-Amight
et al. (2005) bei manchen Aldosteron-produzierenden Adenomen (in ihrer Studie 9
von 18 Préparaten) eine sehr hohe Expression an LH-Rezeptor-mRNA. Gleichzeitig
konnten sie beweisen, dass das LH die Aktivitit des Aldosteronsynthase-Gens*
deutlich steigert, und deuteten das als alternativen Weg der Aldosteronproduktion in
APA.

In der Studie von Ping Ye (2007) wurde nur auf einem von 28 Adenomen eine
signifikante Erhéhung der LH-Rezeptoren nachgewiesen, allerdings wurden bei 11
von diesen Praparaten GnRH-Rezeptoren in viel hoherer Dichte als in gesunden
Nebennieren festgestellt. Unterstiitzend zu diesen Daten sind die Ergebnisse des in
vitro Teiles unserer Studie (hier nur zitiert), bei der in 4 von 15
aldosteronproduzierenden Nebennierentumoren eine GnRH-Rezeptor-Expression
nachgewiesen wurde. Im Vergleich zu gesundem Nebennierengewebe wurde in 14

von 15 Préparaten LH-Rezetor-mRNA tberexprimiert (Zwermann O et al., 2009).

! Die Aldosteronsynthase katalysiert die letzten drei Schritte in der Mineralocorticoid-Synthese, bei
denen in der Zona glomerulosa aus 11-Deoxycorticosteron Aldosteron gebildet wird.
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1983 untersuchte eine Forschungsgruppe in Indiana (Ganguly A et al., 1983) den
dopaminergen Effekt auf die Aldosteronproduktion. Nach der Gabe des
Dopaminantagonisten Metoclopramid registrierten sie bei allen getesteten Personen
(11 Gesunde, 8 PA-Patienten sowohl mit APA als auch mit Hyperplasie, und 5
Patienten mit glucocorticoidsupprimierbarem Hyperaldosteronismus(GSH)) einen
Aldosteronanstieg. Allerdings waren die Aldosteronkonzentrationen bei den
gesunden Personen, sowie bei den GSH-Patienten niedriger als bei den beiden
Formen des primaren Hyperaldosteronismus. Es ist bekannt, dass Metoclopramid an
Dopamin (D2)- und an Serotonin (5HT-3 und 5HT-4)-Rezeptoren bindet. Deshalb
konnte man nicht ausschlieBen, dass der o.g. Effekt durch die Wirkung auf die
Serotoninrezeptoren hervorgerufen wurde. Schon 1972 konnten Tait und Mitarbeiter
(Tait SA et al.,, 1972) Rattenglomerulosazellen mit Serotonin stimulieren, was als
Hinweis auf das Vorhandensein von 5-HT-Rezptoren interpretiert wurde. Anfang der
Achtziger zeigten Gross und Mitarbeiter (Gross MD et al., 1981) einen eindeutigen
Zusammenhang zwischen den Aldosteronkonzentrationen bei Patienten mit
idiopathischem Hyperaldosteronismus und der Gabe des Serotonininhibitors
Cyproheptidin. Einige Jahre spater konnten bei einigen Patienten mit APA durch die
Gabe des selektiven Serotoninantagonisten Ketanserin ein transienter Abfall des
Bluthochdruckes, sowie der Aldosteron- und Cortisolplasmakonzentrationen
nachgewiesen werden (Mantero F et al. 1985). Aktuellere Studien (Lefebvre H et al.,
2002; Cartier D et al., 2005) konnten eine deutliche Erh6hung der 5-HT4 Rezeptor-
MRNA in Proben aus aldosteronproduzierenden Tumoren messen. Gleichzeitig hat
die orale Gabe von Cisaprid (5HT-4-Rezeptoragonist) bei Patienten mit APA zu
einem signifikanten Aldosteronanstieg gefiihrt, ohne signifikante Anderung der
Spiegel von Renin, Cortisol oder Kalium. Zur Kontrolle wurde denselben
Testpersonen ein Plazebopraparat verabreicht, was keine Auswirkung auf den
Aldosteronspiegel zeigte. Allerdings konnten Lefebvre und Mitarbeiter eine
stimulierende (positive) Serotoninwirkung auf die Aldosteronsynthese nicht nur bei
Patienten mit idiopathischem Hyperaldosteronismus, sondern auch bei gesunden
Menschen feststellen. Daraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass sowohl
adenomatodse, als auch hyperplastische und normale Glomerulosazellen

funktionsfahige Serotoninrezeptoren exprimieren (Lefebvre H et al., 1995, 2000).
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Das Thyreotropin Releasing Hormon  (TRH) wird im Hypothalamus gebildet und
Uber das hypothalamisch-hypophysare Pfortadersystem zum Vorderlappen der
Hirnanhangsdrise (Adenohypophyse) transportiert. Dort stimuliert TRH die Bildung
und die Ausschiittung des Thyreoidea-stimulierenden Hormons (TSH). Uber das TSH
stimuliert das Thyreoliberin indirekt die Ausschuttung der Schilddrisenhormone T4
und T3. Bis dato wurde die Auswirkung von TRH bzw. TSH auf die Funktion der
Nebenniere in vivo nicht ndher erforscht. Es ist bekannt, dass TSH in vitro die cCAMP
Produktion in adrenocorticalen Tumoren bei Ratten und Menschen stimulieren kann
(Matsukura S et al., 1980; Schorr | & Ney RL 1971). Dutton et al. konnten TSH-
Rezeptor-mRNA in verschiedenen extrathyroidalen humanen Gewebsproben
nachweisen, unter anderem auch in der Nebenniere (Dutton CM et al., 1997). Ob
solche Rezeptoren auf der Nebennierenrinde exprimiert werden und ob diese eine

Auswirkung auf die Aldosteronproduktion haben, ist unbekannt.

Glukagon ist ein Peptidhormon, dessen Hauptaufgabe die Erh6hung des
Blutzuckerspiegels ist. Es wird Uber die Vorstufen Praproglukagon und Préaglukagon
in den Langerhans-Inseln des Pankreas (a-Inselzellen) gebildet. Bei Blutzuckerabfall,
aber auch nach einer proteinreichen Mahlzeit oder bei langer andauernder
korperlicher Arbeit sowie Stress, wird Glukagon von der Bauchspeicheldriise in die
Blutbahn abgegeben. Dieses Hormon ist in seiner Wirkung auf den Glucose-,
Protein- und Fettsaurestoffwechsel ein Gegenspieler des Insulins. Eine Auswirkung
auf die Aldosteronsynthese ist bis jetzt noch nicht beschrieben worden, jedoch haben
in der Reznik-Studie 4 von 21 Patienten mit ACTH-unabhangigem Cushing Syndrom
einen eindeutigen Cortisolanstieg nach Glukagon-Gabe gezeigt (Reznik Y et al.,
2004).
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2. Zielsetzung der Arbeit

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass das Morbiditatsrisiko von PHA-
Patienten deutlich hoher ist als das bei Patienten mit essentieller Hypertonie.
Andererseits, da eine Diagnostik (siehe 3.1.1.) bzw. Therapie in den meisten Féllen
maoglich ist, ist der PHA eine der wenigen kurierbaren Formen der arteriellen
Hypertonie. Daher wurde von Arbeitsgruppen der Ludwig-Maximilians-Universitat in
Minchen ein mehrteiliges, grundlagenwissenschaftliches und klinisches Projekt zu
diesem Thema entworfen. Innerhalb dieses Gesamtprojektes befassen sich die
einzelnen Teile, zu denen auch diese Arbeit gehort, mit der Verbesserung der
Diagnostik des Conn-Syndroms.

Es sind, wie bisher dargestellt, eine Reihe von Rezeptoren beschrieben worden, die
ektop in Nebennierentumoren exprimiert werden und sowohl in vitro, als auch in vivo
zu einer Hormonsekretion fihren kdnnen. Allerdings fehlt bis dato eine systematische
Studie, die auf der Basis eines standardisierten Testprotokolls die Existenz abnormer
Peptidhormonrezeptoren in der Nebennierenrinde von Patienten mit einem Conn-
Syndrom im Vergleich zu gesunden Probanden untersucht. Das Ziel dieser Studie ist
ein solches Protokoll zu erstellen, durchzufihren und klinisch zu untersuchen, ob
beim primaren Hyperaldosteronismus eine aberrante Rezeptorexpression vorkommt
und inwieweit sie Anteil an der Pathophysiologie der Aldosteronproduktion hat. Sollte
dies der Fall sein, kénnte das einerseits diagnostisch, andererseits therapeutisch
erhebliche Konsequenzen haben. Weiterhin soll die Hormonrezeptoraktivitat der zwei
haufigsten Subtypen des PHA, namlich des Aldosteron-produzierenden Adenoms
(APA) und der bilateralen idiopathischen Hyperplasie (BIAH), verglichen werden.
Dies konnte ndhere Hinweise auf die Entstehung und die Pathophysiologie der

Grunderkrankung bringen.



24 Patienten und Probanden

3. Methoden und Materialien

3.1. Patienten und Probanden

Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat in

Minchen begutachtet und freigegeben.

3.1.1. Einschlusskriterien

- schriftliche Zustimmung, volle Zustimmungsfahigkeit

- Alter Uber 18 Jahre

- fur die Patientengruppe: klinisch und laborchemisch gesicherte Diagnose
eines Conn-Syndroms (siehe 3.2.1.)

- fur die Probandengruppe: keine Klinischen Hinweise auf einen primaren

Hyperaldosteronismus bzw. keine essentielle Hypertonie

3.1.2. Ausschlusskriterien

- Alter unter 18 Jahre

- fehlende oder zweifelhafte Zustimmungsfahigkeit

- Kontrollgruppe: Vorbestehende schwere Erkrankungen, Dauermedikation
(Ausnahme: Schmerzmittel, Schilddriissenhormonsubstitution, Kontrazeptiva,
Antazida)

- jede schwere Erkrankung, die aus medizinischer Sicht eine Teilnahme am
Kochsalzbelastungstest oder den Stimulationstests risikobehaftet erscheinen
lasst (z.B. groRe Hypophysentumore, schlecht eingestellter Diabetes mellitus,
Phaochromozytom)

- fur die Kochsalzbelastung: hypertone Krise, akute Herzerkrankungen,
Herzinsuffizienz

- fur die Stimulationstests: hypertensive Entgleisung, akute Herzerkrankungen,
bekanntes Krampfleiden, bekannte Unvertraglichkeit einzelner der
verwendeten Pharmaka

- Schwangerschaft

- Alkohol- oder Drogenmissbrauch
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3.1.3. Abbruchkriterien

Bei den Stimulations- und Belastungstests erfolgt eine Abbruch der Untersuchung,
wenn
- starke Nebenwirkungen auftreten, die eine Behandlung an anderem Ort (z.B.
Uberwachungsstation) erforderlich machen.
- sich nachtraglich Ausschlusskriterien oder das Nichtvorhandensein von
Einschlusskriterien (siehe oben) herausstellen.
- der anwesende Arzt es aus medizinischen Grinden fur indiziert halt.

- der Patient / Proband seine Einwilligung widerruft.

Ein Abbruch der Gesamtstudie war aufgrund ihrer rein diagnostischen Natur nicht zu
erwarten und auch nicht vorgesehen.

Die Teilnahme an dieser klinischen Studie war freiwillig. Es stand jedem Teilnehmer
frei, die Studie ohne Angabe von Grinden vorzeitig zu verlassen bzw. seine

Einwilligung zurtckzuziehen.

3.1.4. Patienten

An der Studie nahmen insgesamt 12 Patienten mit klinisch und laborchemisch
gesichertem primaren Hyperaldosteronismus freiwillig teil. Alle Patienten entsprachen
den Einschlusskriterien. Es konnten keine Ausschlusskriterien festgestellt werden.
Die Diagnose “~“Conn-Syndrom™ basierte, wie unten beschrieben, auf dem
pathologischen Renin-Aldosteron-Quotienten und der insuffizienten Aldosteron-
suppression nach dem Kochsalzbelastungstest (2 Liter 0.9%NaCl-Infussion innerhalb
von 4 Stunden). Nach ausfihrlichem Aufklarungsgesprach mit dem betreuenden Arzt
unterschrieben alle Teilnehmer die Patienteneinwilligungserklarung fir diese Studie.

Keiner brach die Studie vorzeitig ab.

Die Patienten wurden weiterhin in zwei Untergruppen aufgeteilt — 7 Patienten mit
bilateraler  idiopathischer  adrenaler  Hyperplasie (BIAH) und 5 mit
aldosteronproduzierenden Adenomen der Nebennierenrinde (APA). Fir diese
Aufteilung wurden die Ergebnisse des Orthostasetests, die bildgebenden Verfahren

(Sonographie, MRT, CT), sowie die selektive Blutabnahme aus den
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Nebennierenvenen herangezogen. Sollten sich die Patienten nach Diagnostik und
Studienabschluss einer Adrenalektomie als therapeutische Mal3hahme unterzogen
haben, wurde die histologische Untersuchung der Operationspréparate ebenso zur
Kenntnis genommen. Auf diese Weise musste bei einem Patienten (P8) die
Diagnose Adenom durch unilaterale adrenale Hyperplasie (UAH) ersetzt werden. In

der Studie zéahlte er daher zu der Gruppe der BIAH-Patienten.

Alle Patientencharakteristika sind in Tabelle 1A und B zusammengefasst.

Spironolacton wurde fir mindestens vier Wochen vor Durchfihrung der
Stimulationstests pausiert. 3-Blocker und ACE-Hemmer wurden mindestens acht
Tage vor Anfang der Studie abgesetzt und durch andere Antihypertensiva ersetzt, die
die in der Studie gemessenen Parameter nicht beeinflussen (Ca-Antagonisten,
Alpha-Blocker).

Die Tests wurden bei 11 von 12 Patienten wéahrend ihres stationaren Aufenthalts in
der Medizinischen Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Muinchen an drei
aufeinanderfolgenden Tagen durchgefuihrt. Einer kam an zwei Wochenenden

ambulant in die Klinik.

Tabelle 1A: Klinische Charakteristika der 12 Patienten, Aldosteronkonzentrationen werden in

pg/ml angegeben

N Alter | Sex Diagnose RR MAP ARQ K+(mmaol/l)
1 63 m BIAH 155/90 111,7 118.8 3.3
2 60 w BIAH 160/100 120 37.1 3.6
3 65 m BIAH 160/100 120 15.4 34
4 63 w Adenom 180/110 133,3 247.8 3.1
5 62 m BIAH 190/110 136,7 49.9 4
6 28 w Adenom 155/110 125 32.8 1.9
7 45 w Adenom 130/90 103,3 286.5 2.6
8 58 m UAH/Adenom 170/100 123,3 50.9 3.4
9 64 m Adenom 150/90 110 63.1 3
10 47 m BIAH/Adenom 160/90 113,3 35 3.3
11 69 w BIAH 160/110 126,7 74.6 3.1
12 55 w Adenom 140/100 113,3 107.9 3.4

Norm <26
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Tabelle 1B: Klinische Charakteristika der 12 Patienten, Aldosteronkonzentrationen werden in

pg/ml angegeben

N Diagnose NaCl-Belastung Orthostase NN-Katheter
vor Nach 8:00** 12:00 NNV links NNV rechts
1 BIAH 234 96.2 189 369 1946.7 1334.5
2 BIAH 130.6 114.5 163 99 261.8* 2342
3 BIAH 35 36 35.972 54.726 40.7 1200
4 Adenom 231.5 286.6 612.7 446 1418 460
5 BIAH 454.3 258.7 88.5 256.9 162 513
6 Adenom 411.5 372.2 266.9 405.7 1200 233.9
7 Adenom 458.4 321.3 622.5 564.9 466.5 902.7
8 | UAH/Adenom 143.9 84.2 60.494 104.97 6906 3228
9 Adenom 139.8 5.5 83.753 178.189 38183 18392
10 | BIAH/Adenom 85 80 100 205 - -
11 BIAH 113.5 77.6 98.3 82.1 7074 101.2*
12 Adenom 215.8 101 240.3 172.7 5800 92
Norm <70 **|iegend *zentral

3.1.5. Probanden

Acht gesunde Personen wurden als Kontrollgruppe in die Studie eingeschlossen.
Nach grundlicher Anamnese und kérperlicher Untersuchung konnten keine schweren
Erkrankungen festgestellt werden, keiner litt an Hypertonie und es konnten keine
weiteren  Ausschlusskriterien festgestellt werden. Alle unterschrieben die
Probandeneinwilligungserklarung, und keiner brach die Studie vorzeitig ab. Die

Probandencharakteristika sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: Klinische Charakteristika der 8 Probanden

n Alter Sex RR MAP K+(mmol/l) ARQ

1 23 w 110/80 90 4.1 3.8
2 29 w 120/80 93.3 3.8 10.8
3 23 w 120/90 100 3.9 5.3
4 24 w 100/70 80 4 14.7
5 27 w 90/60 70 34 22.5
6 31 m 130/80 103.3 4.1 2.6
7 26 m 130/70 103.3 4.2 6.5
8 25 w 110/80 90 3.8 4.6
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Tabelle 3: Zusammenfassung der klinischen Charakteristika aller Studienteilnehmer

(Durchschnitt + Standardabweichung)

BIAH APA Control
N 7 5 8
Alter 60.6 +7.0 51 +14.9 26 +2.9
Art. Mitteldruck (durchschnittlich) 123.1 +9.5 117 +12.0 91.24 +11.7
min. K* Level (mmol/l) 3.44 +0.29 2.8 +0.6 3.9 +0.25
Aldosteron / Renin Ratio 54,5 +33.6 147.6 +113.2 8.8 +6.4
Aldo post NaCl (durchschnittlich) 107.7 +71.1 217.3 +156.5 n.d.
n Antihypertensiva (durchschittlich) 3.7+1.3 2.6 +0.6 0+0
n spontane Hypokalamien 3 4 0

3.2. Methoden
3.2.1. Diagnostik des Conn-Syndroms

Die Aufnahme eines Patienten in die Studie setzte eine ausfuhrliche Diagnostik zum
Beweis des Vorliegens eines primaren Hyperaldosteronismus voraus. Grundsatzlich
besteht der Verdacht auf einen PHA bei Patienten mit einer therapierefraktaren
Hypertonie, definiert als Nichterreichen des Zielblutdrucks von 140/90 mmHg trotz
Behandlung mit drei ausreichend dosierten Antihypertensiva, inklusive eines
Diuretikums (Calhoun DA et al., 2008). Eine Hypokalidmie als Teil des PHA-
Symptomenkomplexes ist, wie schon erwahnt, nicht obligatorisch. Trotzdem war das
Serumkalium bei allen bis auf einen teilnehmenden Patienten im unteren
(Tabelle 1A). Eine Ubersicht

diagnostischen Vorgehens bei Verdacht auf PHA vor Aufnahme in diese Studie gibt

Normbereich oder erniedrigt beziglich des

Abbildung 2 am Ende dieses Kapitels.

Als gangiges Screeningverfahren fir den PHA gilt zurzeit die Bestimmung der
absoluten Aldosteron-Serum-Konzentration  in Kombination mit dem Aldosteron-
Renin-Quotienten (ARQ). Das Prinzip dieses Tests besteht darin, dass mit einer
Dauererh6hung des Aldosteronspiegels in Folge einer Uberproduktion bei primarem
Hyperaldosteronismus der Reninspiegel im Blut unterdriickt wird, was zu héheren

ARQ-Werte fuhrt.  Antihypertensiva wie ACE-Hemmer, [3-Blocker und
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Aldosteronrezeptorantagonisten (Spironolacton) kénnen die Einzelparameter sowie
den Quotienten in unvorhersehbarer Weise beeinflussen. Aus diesem Grund wurde
nach Madglichkeit versucht, die oben genannten Medikamente mindestens eine
Woche (Spironolacton - 4 Wochen) vor der Durchfihrung der Diagnostik, wenn
klinisch vertretbar, abzusetzen oder zumindest umzustellen. Als Alternativpraparate,
welche kaum mit der Messung des ARQ interferieren, wurden Kalziumantagonisten
vom Nifedipintyp, sowie a;-Blocker angesetzt (Diederich S et al., 2008). Aufgrund der
zirkadianen Rhythmik von Renin und Aldosteron erfolgte die Messung jeweils am
frihen Vormittag zwischen 8 und 10 Uhr. Da die Werte von der Kdrperposition stark
abhéangig sind, mussten die Patienten mindestens 2 Stunden aufgestanden sein und

die Blutabnahme erfolgte dann nach 15 Minuten sitzender Position.

Um die Spezifitdt des Screenings zu verbessern, sollte eine erhdhte Aldosteron-
Renin-Ratio nur in Gegenwart einer ebenfalls erhdhten Aldosteronkonzentration
gewertet werden. Ist das der Fall, kbnnen verschiedene Tests verwendet werden, um
eine fehlende Supprimierbarkeit von Aldosteron zu bestatigen. Zu Sicherung der
Diagnose haben wir bei unseren Patienten einen NaCl-Belastungstest durchgefihrt.
Bei diesem Verfahren erhélt der Patient Uber 4 Stunden 2000ml 0,9% NaCl-Lésung,
wobei vor und nach der Infusion die Aldosteronkonzentration gemessen wird. Nach
einer akuten Volumenbelastung wird im Normalfall eine Suppression des RAA-
Systems bzw. des Serum-Aldosterons erwartet. Eine Aldosteronkonzentration
<50pg/ml (139 pmol/l) nach Kochsalzinfusion schliel3t die Diagnose PHA aus, bei
einer Aldosteronkonzentration von Uber 100pg/ml (277,4 pmol/l) gilt das Conn-
Syndrom als gesichert. Im Bereich zwischen 50 und 100pg/ml ist eine sichere
Aussage nicht mdglich (Funder JW et al., 2008). Eine engmaschige Uberwachung
der Patienten ist erforderlich, da als Nebenwirkung durch die massive
Volumenbelastung ein starker Blutdruckanstieg mdglich ist. Der alleinige NacCl-
Belastungstest gilt nicht mehr als sichere Screening-Methode fur den PHA, da er
eine geringe Spezifitdt (84-97%) und Sensitivitdt (90-100%) aufweist (E.Born-
Frontsberg, Der Internist 2009). In einer friheren Studie mit 1036 nicht
vorselektierten hypertensiven Patienten wurde mit diesem Test nur bei 2,2% ein PHA
diagnostiziert (Streeten DH et al., 1979). Eine Kkleinere Studie, bei der das
Plasmaaldosteron im Bezug zur Reninaktivitdt gemessen wurde, deutet darauf hin,

dass die Inzidenz des PHA bei ca. 10% der essentiellen Hypertoniker liegt (Gordon
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RD et al., 1994). Durch die Kombination beider Testverfahren kann jedoch eine sehr

hohe diagnostische Sicherheit erreicht werden.

Bei gesichertem PHA ist eine weitere Abklarung der Differentialdiagnosen APA vs.

BIAH im Hinblick auf die weitere Therapie notwendig. Hierfir werden sowohl
biochemische (Aldosteronbestimmung im Orthostasetest) als auch bildgebende
Verfahren (Sonographie, CT oder MRT) eingesetzt. Da in dieser Studie beide
Formen des PHA verglichen werden sollten, wurde auf diese ausgedehnte

Diagnostik viel Wert gelegt.

Fir den Orthostasetest wird die Serumaldosteronkonzentration um 8 Uhr bei
mindestens seit drei Stunden liegendem Patienten mit der Konzentration um 12 Uhr
bei stehendem Patienten verglichen. Ein scheinbar paradoxer Aldosteronabfall ist
charakteristisch fiir die Aldosteron-produzierenden Adenome, die eine ACTH-
abhangige  Hormonsekretion aufweisen, aber nicht mehr auf Angiotensin I
ansprechen (Mancini T et al., 2003). Im Gegensatz dazu ist die Aldosteronsekretion
bei der idiopathischen Nebennierenhyperplasie typischerweise Angiotensin II-
abhéangig (Wisgerhof M et al., 1985), was sich mit einem Anstieg der Aldosteron-
Konzentration unter Orthostase aufiert. Die Ergebnisse des Orthostasetests werden
mit denen der jeweiligen bildgebenden Untersuchungen  verglichen (in den meisten
Fallen MRT oder CT). Sollten die Diagnosen Ubereinstimmen, wird die
entsprechende  spezifische Therapie durchgefuhrt, bei APA einseitige

Adrenalektomie, bei BIAH Spironolactontherapie.

Allerdings sind ca. 30% aller Adenome Angiotensin IlI-sensibel und zeigen einen
Aldosteronanstieg bei aufrechter Korperhaltung (Nomura K et al., 1992). In solchen
Fallen, in denen die Ergebnisse des Orthostasetests denen der bildgebenden
Verfahren nicht entsprechen, und deshalb eine eindeutige Diagnose nicht gestellt
werden kann, ist eine selektive Venenblutentnahme mit Aldosteron- und
Cortisolbestimmung indiziert. Bei Patienten mit APA st ein Gradient des
Aldosteron/Cortisol-Quotienten von mindestens 3:1 zu der tumortragenden Seite zu
erwarten. Allerdings erfordert diese Untersuchung sehr viel Erfahrung und die
Fehlerquote ist relativ hoch. Die Erfolgsrate fur eine adaquate Durchfihrung der

Untersuchung und ein aussagekraftiges Ergebnis liegt etwa bei 63-97%.
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Die Studientests wurden unmittelbar nach der Diagnostik, aber vor dem Beginn der

Therapie durchgefihrt.

1. Screening " Aldosteron-Renin-Quotient ||

'

|[ NaCl - Belastungstest "

'

3. Differentialdiagnose Nebennierenbildgebung
und Orthostasetest

— T

2. Diagnosesicherung

4 N
- Abfall von Aldosteron - kein Abfall von Aldosteron
- Einseitiger Tumor - kein Tumor
- Lateralisierung im - keine eindeutige
NNV-Katheter Lateralisierung im NNV-
l \ Katheter )
Bilaterale
" Adenom || NN-Hyperplasie

Abb.2. Diagnostisches Vorgehen bei der Abklarung des primaren Hyperaldosteronismus bei
den Patienten dieser Studie.
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3.2.2. Testprotokoll

Als Grundlage fir diese Studie wurde ein Dreitages-Testprotokoll (Tabelle 4) aus den
Studien von Lacroix et al (2001) und Reznik et al (2004) adaptiert, mit dem die
Aktivitdt von aberranten Hormonrezeptoren untersucht werden sollte (Tabelle 5).
Acht endokrinologische Stimulationstests wurden an drei Tagen durchgefihrt und
aus den durchschnittlich halbstiindlich entnommenen Blutproben wurden Aldosteron-
Tagesprofile erstellt. Anhand dieser Tagesprofile wollte man spéater feststellen, durch
welche Botenstoffe eine Aldosteronausschiittung zu provozieren war. Parallel zu
den Blutenthahmen wurden auch Speichelproben gesammelt, die als Material fur
einen anderen Teil des Gesamtprojekts ,Conn-Syndrom* dienen sollten, und deshalb

hier nicht weiter erwahnt werden.

Tabelle 4: Dreitages-Testprotokoll

1. Tag 2. Tag 3. Tag
Liegen ab 5:00, Aufstehen erst nach 2. Blutentnahme |Keine Vorbereitung Keine Vorbereitung
Testsubstanz Blutentnahme Testsubstanz Blutentnahme Testsubstanz Blutentnahme

8:00 X liegend 8:00 X 8:00|Dex 0,5 mg X
8:15]Orthostase X liegend 8:15]100pug GnRH i.v. X 8:15]10 iIE AVP im. [X
8:30 aufstehen 8:30 8:30
8:45 X 8:45 X 8:45) X
9:00 9:00 9:00
9:15 9:15 X 9:15) X
9:30 9:30 9:30
9:45 9:45 X 9:45) X

10:00 10:00 10:00,

10:15 X 10:15 X 10:15) X

10:30 10:30 10:30J10 mg MCP i.v. [X

10:45 10:45 X 10:45

11:00 11:00 11:00 X

11:15 11:15 X 11:15

11:30 11:30J200pg TRH i.v. X 11:30 X

11:45 11:45 11:45

12:00 12:00 X 12:00 X

12:15 X 12:15 12:15

12:30]Testmahlzeit X 12:30 X 12:30 X

12:45 12:45 12:45

13:00 X 13:00 X 13:00

13:15 13:15 13:15

13:30 X 13:30 X 13:30,

13:45 13:45 13:45

14:00 X 14:00 X 14:00

14:15 14:15 14:15

14:30 X 14:30 X 14:30

14:45]250 pg ACTH i.v. |X 14:45]1mg Glukagon i.v. |X 14:45

15:00 15:00 15:00

15:15 X 15:15 X 15:15

15:30 15:30 15:30

15:45 X 15:45 X 15:45

16:00 16:00 16:00

16:15 X 16:15 16:15

16:30 16:30 16:30,

16:45 X 16:45 16:45

17:00 17:00 17:00

23:00 Dex 1 mg

Mit x sind die regelmafigen Blutabnahmen markiert
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Tabelle 5: Alle Stimulationstests mit den von ihnen zu stimulierenden Rezeptoren

Test Rezeptor

Orthostase AT II-/ B-adrenerge-Rezeptoren 4
Testmabhlzeit GIP-Rezeptoren &
ACTH-Stimulation ACTH-Rezeptoren "
GnRH-Stimulation LH/hCG-Rezeptoren .
TRH-Stimulation TRH/TSH-Rezeptoren %
Glukagon-Stimulation | Glukagon-Rezeptoren
AVP-Stimulation Vasopressin-Rezeptoren —
MCP-Stimulation 5-HT4-Rezeptoren %
3.22.1. Tagl

Am ersten Tag wurden ein Orthostasetest, ein Mahlzeit (Mixed Meal) — Test und
eine ACTH - Stimulation durchgefiihrt (Schema 1).

Mized Mes!
Orthostase ACTH 1-24

a&:00 12:00 18:00

Schema 1. Tag 1

08:15-12:15 Orthostasetest

Durch den Orthostasetest wurde der Einful3 von Katecholaminen und Angiotensin Il
auf die Aldosteronsekretion untersucht. Die Studienteilnehmer mussten ab funf Uhr
morgens liegen bleiben. Um 8 Uhr wurde ihnen eine Verweilkanile in eine Armvene
gelegt und die ersten zwei Blutproben im Abstand von 15 Minuten enthommen.
Danach wurden die Personen aufgefordert aufzustehen und die nachsten Stunden
aufrecht zu bleiben und sich dabei nach Madglichkeit ohne grol3e korperliche
Anstrengung zu bewegen. Weitere Blutproben fir diesen Test wurden um 8:45,
10:15 und 12:15 entnommen.
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12:30-14:30 Mahlzeit-Test

Um 12:30 wurde ein standardisiertes Mittagsmenu serviert und es wurden weiterhin
alle 30 Minuten Blutproben abgenommen. Mit der Testmahlzeit wurde die adrenale
Reaktion auf gastrointestinale Hormone getestet.

14:45-16:45 ACTH-Stimulation

Um 14:45 wurden 250ug ACTH 1-24 (Synacthen®, Novartis, Nurnberg, Deutschland)
intravents verabreicht, um die Aktivitat von ACTH-Rezeptoren auf der
Nebennierenrinde zu beobachten. Blutproben wurden halbstindlich bis 16:45

gesammelt.

3.2.2.2. Tag?2

Am Tag 2 wurden wurden GnRH-, TRH- und Glukagon-Stimulationen durchgefuhrt
(Schema 2). Um 8:00 wurde die erste Blutprobe abgenommen, die als Basalwert flir

den ersten Test dienen sollte.

EnRH TRH Glucagon Dex
TR m— l
| | | ]
I I | I
06 00 12:00 1200 24:00

Schema 2. Tag 2

08:15-11:15 GnRH-Stimulation
Um 8:15 wurde den Testpersonen 100ug GnRH (Relefact LHRH®, Aventis-Sanofi,
Frankfurt, Deutschland) injiziert. Blutproben wurden alle 30 Minuten bis anschliel3lich

11:15 gesammelt.

11:30-14:30 TRH-Stimulation

Nach einer TRH-Rezeptor-Aktivitat wurde durch die Gabe von 200ug TRH
(Antepan®, Henning, Berlin, Deutschland) gesucht. Das Medikament wurde um
11:30 intravends verabreicht, anschlieRend wurde bis 14:30 halbstindlich Blut

abgenommen.
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14:45-15:45 Glukagon-Stimulation

Als letzter Test des zweiten Tages wurde die Glukagon-Stimulation durchgefuhrt. Um
14:45 wurde den Studienteilnehmern 1mg Glukagon (GlucaGen®, NovoNordisk,
Mainz, Deutschland) intravends injiziert. Blutproben wurden halbstiindlich bis 16:45

gesammelt.
3.223. Tag3

Die Tests am Tag 3 wurden unter Dexamethason-Suppression durchgefuhrt: 1mg
Dexamethason wurde um 23:00 am Abend vor dem dritten Testtag per oral
verabreicht und 2mg um 8:00 am dritten Testtag. Dadurch sollte gewahrleistet sein,
dass die Ergebnisse der an diesem Tag laufenden Tests unabhangig von einer
moglichen ACTH-Ausschittung, insbesondere nach dem ersten Test mit
Vasopressin-Stimulation, sein werden. Als zweiter Test an diesem Tag wurde eine
Stimulation mit Metoclopramid durchgefuhrt (Schema 3). Die erste Blutabnahme

wurde als Basalwert fir den ersten Test abgenommen.

Dex

l AvH MCH

—

0&:00 12:00 18:00

Schema 3. Tag 3

08:15-10:15 Vasopressin-Stimulation

Zehn Einheiten L-Arginin-Vasopressin (Vasopressin Injektion USP®, American
Regent, Shirley, N.Y., USA) wurden um 8:15 intramuskuldr verabreicht und es
wurden alle 30 Minuten bis 10:15 Blutproben abgenommen. Dadurch sollte eine
Beteiligung von Vasopressinrezeptoren (V1) an der Aldosteronproduktion untersucht

werden. Alle Personen befanden sich unter standiger Blutdruckkontrolle.
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10:30-12:30 Metoclopramid-Stimulation

Um eine mogliche Expression von Serotonin-Typ-4-Rezeptoren (5 HT4-Rezeptoren)
zu untersuchen, wurden um 10:30 10mg Metoclopramid (Paspertin®, Solvay,
Hannover, Deutschland) intravends injiziert. Weitere vier Blutproben wurden im

Abstand von 30 Minuten abgenommen.

3.2.2.4. Tag4

Am vierten Tag wurde bei den Kontrollpersonen ein Aldosterontagesprofil erstellt,

ohne Gabe von Testsubstanzen und ohne vorgeschriebene Einschrankungen.
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Labormethoden

3.2.3.

Hormon Assays

3.2.3.1. Aldosteronbestimmung

Medium: kommerzielle RIAs - Coat-A-Count RIA (Coat-A-Count Aldosterone
(PITKAL-4, 2005-03-18) der DPC (Diagnostic Products Corporation -
Biermann, Bad Nauheim, Deutschland)

Messgerat: Wallac 1470 Wizard Gammacounter (Perkin-Elmer, Wellesley,
MA, USA)

3.2.3.2. Cortisolbestimmung

Medium: kompetitive Festphasen-Chemiluminiszenz-Immunoassays (Cortisol-
LIA, IBC-Immuno-Biological-Laboratories, Hamburg, Deutschland)

Messgerat: Victor 1420 multilable counter (Perkin-Elmer, Wellesley, MA,
USA)

3.2.3.3. Reninbestimmung

IRMA (Renin Il Generation IRMA, CISbhio International. Gif-sur-Yvette Cedex,

France)

3.3.

Klinische Labormaterialien und Aufbewahrung der Blutproben

Alle Blutproben wurden als EDTA-Blut abgenommen. Das Blut wurde gleich nach

dem Testtag zentrifugiert, das Serum abpipettiert und sofort bei -20C eingefroren.

So wurden die Proben bis zu den Messungen gelagert.
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3.4. Auswertung
3.4.1. Deskriptive Auswertung

Nach der Laborbestimmung von Aldosteron und Cortisol wurden fir jeden
Teilnehmer sowohl Aldosteron- als auch Cortisol-Tagesprofile erstellt, bei denen die
Hormonanstiege gut grafisch dargestellt werden konnten. Als Beispiel sind in
Abbildung 3 die Tagesprofile der drei Testtage von Patient 8 dargestellt. Alle
Anstiege innerhalb der ersten Stunde nach einer Stimulation wurden als prozentualer
Anstieg vom Basalwert (letzte Blutabnahme vor der entsprechenden
Hormonstimulation) umgerechnet und folgendermal3en bewertet: Anstieg unter 25%:
keine Antwort; Anstieg Uber 50%: definitive Antwort. Alle Prozente wurden nach der
folgenden Formel berechnet:

(H6chstwert nach 30’ bzw. 60’) - (Basalwert) x 100 = Anstieg in Prozent

Basalwert

Mit wenigen Ausnahmen wurden nur Aldosteronanstiege von tber 50% als positiv
gewertet. Die Cortisolwerte wurden herangezogen um die echten positiven Antworten
von den durch ACTH verursachten Aldosteronanstiegen abzugrenzen (siehe
Diskussion).

3.4.2. Statistische Auswertung

Alle Daten wurden mit Excel (Microsoft) und StatView (SAS Institute, Cary, NC, USA)
analysiert. Fur die statistische Analyse wurde der Mann-Whitney U Test eingesetzt,
um die Ergebnisse der Conn-Patienten mit denen der Testpersonen zu vergleichen.

Eine Signifikanz wurde bei p<0,05 angenommen.
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Abb.3. Testtagesprofile von Patient 8
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4. Ergebnisse

Nachdem im Ergebnisteil zuerst auf die Aldosteronkonzentrationen in den drei
verschiedenen Gruppen im Gesamtvergleich eingegangen wird, folgen die Zahlen
der Tests im Einzelnen. AnschlieRend werden die Konzentrationsveranderungen von
Aldosteron in den ersten 30 und 60 Minuten nach der Stimulation fur die drei
Personengruppen (APA, BIAH und Probanden) in separaten Abbildungen dargestellt.
Es sind nur die aussagekraftigen Ergebnisse abgebildet.

Zum Schluss werden ebenso die Cortisolwerte als prozentualer Anstieg vom
Basalwert prasentiert, um einen Uberblick zu schaffen, welche positiven Ergebnisse
maoglicherweise durch eine unerwinschte ACTH-Freisetzung oder aber durch eine

direkte Reaktion der Zona fasciculata verursacht wurden.

4.1. Allgemeine Beobachtungen

Der durchschnittliche Verlauf der Aldosteronkonzentrationen Uber die drei Testtage
fur die APA, BIAH und Kontrollpersonen ist in Abbildung 5 abzulesen.

An den ersten zwei Tagen wurden bei den Adenompatienten signifikant hohere
Aldosteronspiegel gemessen als bei den anderen zwei Gruppen (Basalwerte um 8:00
an Tag 1 fur Aldosteron +/-SEM: APA 432+/-113, BIAH 102+/-17 (p<0,05),
Probanden 58 +/-16 (p<0,006)). Am dritten Tag, nach der Gabe von insgesamt
1,5mg Dexamethason, wurden fir die APA-Patienten im Vergleich zu Tag 1 und 2
deutlich niedrigere Werte bestimmt (von 554 +/-164 um 8:00 an Tag 2 auf 236 +/-65
um 8:00 an Tag 3 (p<0,02). Im Vergleich, bei deutlich niedrigeren Absolutwerten,
reagierten die BIAH-Patienten schwacher mit einem durchschnittlichen
Aldosteronabfall von 139+/-43 auf 99+/-21 (p<0,9). Die Aldosteronkonzentration im
Blut der Probanden am dritten Tag (nach Suppression) war am hochsten im
Vergleich zu den ersten 2 Tagen und zu dem Kontrolltag.

Auf der Abbildung des Kontrolltages (Abb. 4A), der nur bei den gesunden Probanden
und ohne vorgegebene Einschrankungen durchgefihrt wurde, erkennt man durchaus

eine gewisse ACTH-abhangige Tagesrhythmik mit einem insgesamt hdherem
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Spiegel am Vormittag, mit einem Hoéchstanstieg direkt nach dem Aufstehen und einer
fast genau so hohen Konzentration am Mittag. Ansonsten sind keine dbermaliigen
Schwankungen des Aldosteronspiegels abzulesen (durchschnittliche Konzentration
+/- Standardabweichung = 125+/-36,85). Zum Vergleich sind in Abb. 4 B die
durchschnittlichen Konzentrationen von Cortisol am Kontrolltag abgebildet. Man sieht
eine insgesamt ruhigere Kurve, mit Hochstwerten in den Morgenstunden, einen
kontinuierlichen Abfall bis zum Mittag und dann einen leicht angedeuteten Anstieg in

die Abendstunden.

Kontrolle

Aldasteron(pg/i)

08:00 09:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00 17:00
Zeit(h)

Abb.4 A. Durchschnittliche Aldosteronkonzentration in pg/ml (+SEM) am Kontrolltag bei den

gesunden Probanden.

Kontrolle
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Cortisol (ug/dl)
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[
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08:00 09:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00 17:00
Zeit (h)

Abb.4 B. Durchschnittliche Cortisolkonzentration in pg/dl (+SEM) am Kontrolltag bei den

gesunden Probanden.
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Abb. 5. Durchschnittliche Aldosteronkonzentrationen in pg/ml (+SEM) wahrend der drei

Testtage fir die drei Gruppen (siehe Legende). Die Applikationen der Testsubstanzen

sind mit Pfeilen gekennzeichnet.




43 Ergebnisse

4.2. Testergebnisse

Die am ersten Tag durchgeflihrten Tests ergaben folgende Ergebnisse:

Einer von funf Patienten (20%) mit aldosteronproduzierendem Adenom, drei von
sieben Patienten (43%) mit adrenaler Hyperplasie und drei von acht (37%)
gesunden Probanden zeigten einen Aldosteronanstieg von Uber 50% im
Orthostasetest. Keine der getesteten Personen reagierte auf die Testmabhlzeit. Wie
erwartet, reagierten fast alle Patienten (11/12) und alle Probanden eindeutig auf die
Stimulation mit ACTH. Bei dem einzigen Patienten, der die 50% nicht erreichte
(41%), wurden insgesamt extrem hohen Aldosteronwerte gemessen. Keine von den
drei Gruppen zeichnete sich mit einem deutlich h6heren Prozentanstieg im Vergleich
zu den anderen (APA/BIAH p<0,29; APA/Kontrolle p<0,3; BIAH/Kontrolle p<0,06)
aus.

Dadurch, dass bei der Orthostase keine Medikamente verabreicht wurden, traten wie
erwartet keine Nebenwirkungen auf, genau so wie bei dem Mahlzeiten-Test. Alle
Personen vertrugen Synacthen® gut, und es traten keine allergischen Reaktionen

oder andere Nebenwirkungen auf.

Am zweiten Tag zeigten ein Patient mit APA (20%) und zwei Patienten mit BIAH
(29%) eine positive Antwort auf GnRH, im Gegensatz zu den gesunden Personen,
von denen keiner davon beeinflusst wurde (Abb.6). Es wurden weiterhin keine
Nebenwirkungen beobachtet.

Ein einziger Patient (14%) mit bilateraler Hyperplasie reagierte eindeutig auf TSH,
aber keiner mit Adenom sowie keine gesunde Person (Abb.7). Ahnlich wie fur das
Medikament beschrieben und in der Studienaufklarung erwahnt, traten bei dem
grofdten Teil der Testpersonen die folgenden leichten Nebenwirkungen auf:
Tachykardie, leichte Ubelkeit, verstarktes Schwitzen, innere Unruhe und Nervositat,
Hitzewallungen. Alle diese Nebenerscheinungen traten in den ersten 5 bis 15
Minuten nach Verabreichung von TRH auf und alle waren innerhalb der n&chsten
halben Stunde verschwunden. Dabei war keine Person dadurch therapiebedurftig.
Jeweils ein Patient mit APA (20%), mit BIAH (14%) und ein Proband (12%)
reagierten eindeutig auf Glukagon (Abb.8). Sowohl der Blutdruck als auch der
Blutzucker wurden vor und nach der GlucaGen®-Injektion kontrolliert. Bei keiner der

Personen wurde ein gefahrlicher Blutdruckanstieg oder eine therapiebedirftige
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Hyperglykdmie festgestellt. Als Nebenwirkung trat bei manchen Personen leichte
Ubelkeit auf.

Am dritten Tag zeigten zwei der Adenom-Patienten (40%), vier der Hyperplasie-
Patienten (57%) und drei der Probanden (37%) einen mindestens 50%igen
Aldosteronanstieg nach der Stimulation mit Vasopressin (Abb.9). Innerhalb der
ersten 30 Minuten nach der Vasopressin-Injektion wurden folgende Nebenwirkungen
beobachtet:

Bei einem (P9) der zwodlf Patienten trat ein starker Anstieg des Blutdruckes bis
200/110 mmHg auf, welcher von starker Ubelkeit begleitet wurde. Es wurden zwei
Hube Nitroglycerin verabreicht, daraufhin fiel der Blutdruck wieder in den
Normbereich ab. Gegen die Ubelkeit hatte der Patient eine Ampulle Kevatril® i.v.
erhalten. Nach Blutdrucknormalisierung ging es dem Patienten weiterhin gut und die
Tests konnten ununterbrochen erfolgen.

Bei funf Probanden (K1, 2, 4, 5, 8) — alle weiblich — traten mittel- bis sehr starke
Unterleibschmerzen auf, teilweise beschrieben wie Uteruskontraktionen. Dabei
erhielten zwei der Probandinnen (K2, 8) Buscopan®-Kurzinfusionen, was zur
schnellen Linderung der Schmerzen fiuhrte. Bei einer der Betroffenen traten
begleitend starke Ubelkeit und Erbrechen auf.

Einer der mannlichen Probanden (K6) klagte Uber ,starkes Unwohlsein und
Kreislaufprobleme®. Bei ihm wurde eine Blutdruckerh6hung bis 180/100 mmHg
gemessen. Nach Hinlegen und Hochlagern der unteren Extremitaten trat eine
schnelle Besserung ein, der Blutdruck fiel nach kurzer Zeit und eine medikamentose
Therapie war nicht notwendig.

Eine allergische Reaktion mit Urtikaria wurde als Spatkomplikation bei Patient 5 am
folgenden Tag festgestellt. Dabei sind keine lebensgefahrlichen anaphylaktischen
Erscheinungen aufgetreten. Gegen die Urtikaria und den begleitenden Juckreiz
wurde Fenistil® p.o. verabreicht. Die allergische Reaktion klang innerhalb der
folgenden 3-4 Tage langsam ab.

Nach der Gabe von Metoclopramid wurden positive Reaktionen bei allen BIAH- und
bei vier der APA-Patienten (80%) gemessen, sowie bei drei der gesunden Personen
(37%). Manche der Studienteilnehmer, vor allem die Probanden, berichteten von
einer allgemeinen psychischen Unruhe, die fast gleich nach der Injektion aufgetreten
ware und ca. 20 Minuten angehalten hatte. Alle Personen versplrten ein starkes

Midigkeitsgefuhl ca. 30 Minuten nach der Gabe des Medikamentes.
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Abb.6. Ergebnisse der GnRH-Stimulation der individuellen Patienten und

Kontrollen
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Abb. 7. Ergebnisse der TRH-Stimulation der individuellen Patienten und Kontrollen
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Abb. 8. Ergebnisse der Glukagon-Stimulation der individuellen Patienten

und Kontrollen
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Abb. 9. Ergebnisse der Vasopressin-Stimulation der individuellen Patienten

und Kontrollen
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4.3. Zusammenfassung der Aldosteronergebnisse

In Tabelle 6 sind die individuellen Ergebnisse aller Teilnehmer als prozentualer

Anstieg

innerhalb der ersten Stunde nach Verabreichung der Testsubstanz

dargestellt. Die als positiv bewerteten Ergebnisse (Anstieg gréRer als 50% tber dem

Basalwert) sind fett gedruckt. Eine Zusammenfassung dieser Ergebnisse ist in
Tabelle 7 und Abbildung 10 grafisch dargestellt.

Tabelle 6: Ergebnisse der Stimulationtests fur Aldosteron.

Patient | Diagnose | Orthostase |Mahlzeit | ACTH | GnRH TRH | Glukagon | AVP MCP
# 2h
4 Bilat. APA -21 -47 299 -35 12 65 56 95
6 APA -16 42 408 -7 -57 17 42 48
7 APA -27 -24 124 -50 14 -15 34 165
9 APA 146 8 142 57 2 8 96 114
12 APA -39 12 132 16 5 14 45 174
1 BIAH 192 -20 173 -40 -24 -55 -58 189
2 BIAH 105 -70 41 66 423 6 79 410
3 BIAH 23 35 129 -38 -66 240 103 108
5 BIAH -16 -44 279 -35 -12 2 -20 99
8 UAH 58 -40 230 128 -52 8 149 359
10 BIAH 16 -53 76 41 -17 -47 172 125
11 BIAH -25 -14 130 -55 -15 30 9 380
1 Kontrolle 94 -42 115 -41 -36 -51 -43 23
2 Kontrolle -69 50 357 -26 35 64 58 247
3 Kontrolle -12 -17 788 -58 -61 -33 -37 39
4 Kontrolle 134 -42 610 -10 225 -32 -44 71
5 Kontrolle 180 40 520 -47 -49 -64 16 41
6 Kontrolle 7 -46 237 -39 4 -13 -2 22
7 Kontrolle 12 -46 496 -33 27 4 112 203
8 Kontrolle 25 -20 72 -52 -64 -65 77 -19

Abzulesen sind die héchsten Anstiege in Prozent Gber dem Basalwert (=100%) in der ersten
Stunde (nach 30 oder 60 Minuten).
In fett: Anstieg Uber 50%
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Tabelle 7: Zusammenfassung der Aldosteronergebnisse des Testprotokolls.

APA BIAH Control

n=5 n=7 n=8
ATII-/ 3-adrenerge Rezeptoren 1 (20) 3 (43) 3(37)
GIP-Rezeptoren 0 (0) 0 (0) 0 (0)
ACTH-Rezeptoren 5 (100) 6 (86) 8 (100)
LH/hCG-Rezeptoren 1 (20) 2 (29) 0 (0)
TRH/ TSH-Rezeptoren 0 (0) 1(14) 0 (0)
Glukagon-Rezeptoren 1 (20) 1(14) 1(12)
Vasopressin-Rezeptoren 2 (40) 4 (57) 3(37)
5-HT4-Rezeptoren 4 (80) 7 (100) 3(37)

Abzulesen ist die Zahl der Patienten, die auf die Stimulationen positiv reagierten (in

Klammern die Prozentzahl in der zugehorigen Gruppe). Nur Aldosteronanstiege tber 50%

wurden als positiv gewertet.
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4.4. Zusammenfassung der Cortisolergebnisse

Im Hinblick auf die Diskussion stellen wir hier die Ergebnisse der Cortisolmessungen
zusammengefasst vor (Tab.8). Zur Kontrolle der Glukocorticoidachse wurden parallel
zu jeder Aldosteronmessung auch die entsprechenden Cortisolwerte bestimmt.
Hierdurch sollten positive Testergebnisse durch ACTH-Anstiege ausgeschlossen
werden. Wie aus Tabelle 8 abzulesen ist, konnte man zu einem grof3en Teil der
positiven Aldosteronantworten, insbesondere in der Gruppe der APA-Patienten, auch
eine Cortisolerhdhung von mehr als 50% Uber dem Basalwert messen. Da eine
Cortisolausschittung am wahrscheinlichsten durch ACTH stimuliert wird, mussten wir
in diesen Fallen eine ungewollte ACTH-Freisetzung in Betracht ziehen, die
moglicherweise auch die Aldosteronwerte beeinflusst haben kénnte. Zu diesen
Zeitpunkten wurden daher ergédnzend die ACTH-Werte nachbestimmt (Daten nicht
gezeigt), welche allerdings keinen relevanten Anstieg zeigten. Die Cortisol-Anstiege
sind somit in diesen Féllen durch eine teilweise physiologische Mitreaktion der Zona

fasciculata und nicht durch erhéhte HPA-AKktivitat zu erklaren (siehe Diskussion).

Wie erwartet, zeigten 100% aller Patienten und Probanden eine starke

physiologische Cortisolfreisetzung nach der Gabe von ACTH.

Der dritte Testtag (AVP- und MCP- Stimulation) wurde unter Dexamethason-
Suppression durchgefihrt, so dass die Cortisolwerte aller Studienteilnehmer deutlich
niedriger im Vergleich zu den ersten zwei Tagen ausfielen. Interessanterweise, trotz
Blockade der ACTH-Achse, sieht man einige markante Cortisolanstiege. Neun von
zwolf Patienten (vier APA und 5 BIAH), sowie drei von acht Probanden zeigten Werte
groRRer als 50% Uber dem Ausgangswert nach Vasopressin-Injektion. Drei Patienten

reagierten positiv auf die Metoclopramid-Gabe.
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Tabelle 8: Ergebnisse der Stimulationstests fur Cortisol.

Patient | Diagnose | Orthostase |Mahlzeit| ACTH | GnRH TRH | Glukagon | AVP MCP
# 2h
4 Bilat. APA -1 -35 146 -36 38 61 266 18
6 APA 9 143 265 71 -60 22 106 10
7 APA 67 -11 223 -20 14 -23 221 61
9 APA 325 -38 390 76 3 31 959 -59
12 APA -20 55 226 35 -35 43 -15 21
1 BIAH -36 -53 214 7 18 -33 0 0
2 BIAH -45 -49 130 -73 23 17 225 10
3 BIAH 61 109 82 -70 10 -33 111 -10
5 BIAH 25 16 98 -26 13 -56 -5 48
8 UAH* 231 27 643 77 -19 -22 145 9
10 BIAH 19 -51 193 -60 30 84 53 1497
11 BIAH -9 14 77 -27 -10 46 97 73
1 Kontrolle 26 14 106 -38 -53 19 -39 -16
2 Kontrolle -57 -54 174 -53 -18 127 35 -29
3 Kontrolle -34 14 275 -60 19 -55 6 -32
4 Kontrolle 132 111 116 -19 -46 -25 26 2
5 Kontrolle -19 -23 147 -34 47 -16 92 13
6 Kontrolle 3 37 475 -22 36 42 222 6
7 Kontrolle -31 -27 250 -33 -8 84 49 15
8 Kontrolle 17 -40 870 -49 36 45 1455 -50

Abzulesen sind die hochsten Anstiege in Prozent tber dem Basalwert (=100%) in der ersten
Stunde (nach 30 oder 60 Minuten).

In fett: Die Werte, die mit den positiven Aldosteronantworten tibereinstimmen.
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5. Diskussion

Der primare Hyperaldosteronismus (PHA), erstmalig beschrieben im Jahre 1955 von
Jerome Conn, ist mit einer Pravalenz von ca. 10% die haufigste Ursache der
sekundaren Hypertonie. Seitdem solche Zahlen bekannt sind, wird das Conn-
Syndrom immer ernster genommen und Patienten mit einem schwer kontrollierbaren
Hypertonus werden explizit darauf untersucht. Die Pathophysiologie dieser
Erkrankung ist seit Jahren Gegenstand vieler Untersuchungen, wobei die Diskussion
Uber ihre Entstehung, Beeinflussungsfaktoren und Therapiemoglichkeiten noch
immer anhalt. Nachdem bereits in den 90er Jahren mehrere Féalle eines ektopen
Hypercortisolismus beschrieben wurden, sowie die Existenz abnormer adrenaler
Hormonrezeptoren bei Patienten mit Cushing Syndrom, begann man nach mdglichen
Alternativmechanismen der Aldosteronproduktion und ihrer Regulation zu forschen.
Bald stellte man fest, dass insbesondere bei Patienten mit einem primaren
Hyperaldosteronismus, bei denen die Hormonregulation nicht mehr den
physiologischen Mechanismen unterliegt, eine Mehrzahl von aberranten
Peptidhormon-Rezeptoren in der Nebennierenrinde vorhanden sein kbnnen. Ob eine
RegelméaRigkeit bei der Expression dieser Rezeptoren gegeben ist, ob sie bei den
verschiedenen Typen von PHA (v.a. APA oder BIAH) unterschiedlich exprimiert
werden und welche Rolle sie in der Aldosteronsynthese spielen, wurde bis dato nicht
systematisch untersucht. Diese Arbeit versucht hier weitere Klarheit zu schaffen
indem, auf der Grundlage eines standardisierten Testprotokolls, die Auswirkung von
verschiedenen Peptidhormonen auf die Aldosteronausschittung bei Patienten mit

APA, BIAH sowie gesunden Personen untersucht wurde.

Einleitend sollen die Aldosteronwerte der drei Gruppen unabhangig von den
Hormontests erlautert und miteinander verglichen werden, um dann auf die einzelnen
Stimulationen naher einzugehen. Zuletzt werden dann die mdglichen Stdrfaktoren

und deren Auswirkungen auf die Ergebnisse diskutiert.
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5.1. Diskussion der allgemeinen Beobachtungen

Die Personen in den drei separaten Testgruppen zeigten innerhalb ihrer Gruppe in
der GrolRenordnung ahnlich hohe Werte, wobei sich die drei Gruppen in ihren
durchschnittichen Werten unterschieden. Die Adenompatienten fielen mit deutlich
hoheren Aldosteronbasalwerten auf. Ihr Durchschnittswert von 432+/-113pg/ml
(+/-SEM) um 8 Uhr am ersten Testtag ist mit einem p<0,05 bzw. p<0,006 signifikant
hoher verglichen mit den Patienten mit einer Nebennierenhyperplasie
(102+/-17pg/ml) bzw. den gesunden Kontrollpersonen (58 +/-16pg/ml). Das ist auch
der Grund, warum bei manchen Stimulationen bei sehr hohen Basalwerten die 50%
Marke teilweise nicht Uberschritten werden konnte, trotz eines eindeutigen
Aldosteronanstieges. Solche Ergebnisse haben wir mit Vorbehalt in der Diskussion
als ,positiv* gewertet. Obwohl die APA-Patienten mit besonders hohen Basalwerten
auffielen, waren diese durch die Gabe von Dexamethason vor dem dritten Tag sehr
gut supprimierbar - von 554 +/-164 um 8:00 an Tag 2 auf 236 +/-65 um 8:00 an Tag
3. Das entspricht ein p<0,02. Im Vergleich dazu reagierten die BIAH-Patienten viel
schwacher und heterogener auf das Dexamethason, mit einem Abfall von 139+/-
43mg/ml auf 99+/-35pg/ml, p<0,9, und die Probanden zeigten keine erkennbaren
Veranderung in den basalen Aldosteronwerten (p<0,3). Trotz Suppression blieben
die Aldosteronkonzentrationen der Adenompatienten héher als die der anderen zwei
Gruppen. Diese Beobachtungen bestatigen die bisherige Theorie Uber die
Regulationsmechanismen der  unterschiedlichen  Typen des  primaren
Hyperaldosteronismus. Obwohl ein ACTH-Anstieg physiologischerweise eine
Aldosteronausschittung verursachen koénnte, ist das im Normalfall nicht der
Primartrigger der Aldosteronproduktion, sondern das RAA-System. Deshalb fiihrte
die Dexamethason-Suppression bei den gesunden Personen zu keiner relevanten
Auswirkung auf ihren Aldosteronhaushalt. Im Gegensatz dazu lberwiegt bei den
meisten Aldosteron-produzierenden Adenomen die ACTH-Abhangigkeit und eine
Regulation durch das RAA-System findet beim gro3ten Teil nicht mehr statt (Mancini
T et al., 2003). Das passt exzellent zu der guten Aldosteron-supprimierbarkeit durch
Dexamethason bei unseren APA-Patienten. Andererseits ist die Aldosteronsekretion
bei der idiopathischen Nebennierenhyperplasie typischerweise noch Angiotensin Il
abhangig (Wisgerhof M et al., 1985). Eine ACTH-Regulation konnte trotzdem

vorkommen (s.u.). In diesem Sinne wurden unsere Patienten mit BIAH durch die
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Gabe von Dexamethason in ihren Aldosteronkonzentrationen beeinflusst, aber nicht

in dem Ausmalfl wie die APA-Patienten.

5.2. Diskussion der Ergebnisse des Orthostasetests

Der Orthostasetest gilt zurzeit in der Literatur als einer der Standardtests um
zwischen einem Aldosteron-produzierenden Adenom und einer Nebennieren-
hyperplasie zu differenzieren. Wegen seiner schlechten Sensitivitat und Spezifitat
wird jedoch die Nebennierenvenen-Blutentnahme empfohlen bzw. falls verfiigbar

vorgezogen.

Physiologischerweise wird bei einer gesunden Person nach Orthostase ein
Blutdruckabfall erwartet, der vor allem durch das RAA-System kompensiert wird. Es
kommt zu einer AT II- bzw. Aldosteronausschuttung. Das AT Il bewirkt als erstes eine
direkte Vasokonstriktion via Endothelin bzw. eine Adrenalinfreisetzung aus dem
Nebennierenmark (R-adrenerge Stimulation), des Weiteren fordert es direkt die
Natriumresorption im proximalen Tubulus (intravasales Volumen steigt). Das
Aldosteron vermindert ebenso die Salz- und Wasserausscheidung und fihrt so zu
einer VergroRerung des intravasalen Volumens. Der Blutdruck steigt an. Ein
scheinbar paradoxer Aldosteronabfall ist charakteristisch fur die Aldosteron-
produzierenden Adenome, die eine ACTH-abhangige Hormonsekretion aufweisen
aber nicht mehr auf Angiotensin Il ansprechen (Mancini T et al., 2003). Wenn man
annimmt, dass diese Personen dem Blutdruckabfall durch eine RAAS-unabhéngige
Erhohung des intravasalen Volumens entgegenwirken, kdnnte man die in unseren
Fallen nur leicht abfallenden Aldosteronwerte (zwischen 16 und 39%) sogar als
Verdunnungseffekt interpretieren. Allerdings sind ca. 30% aller Adenome Angiotensin
ll-abhé&ngig und zeigen einen Aldosteronanstieg bei aufrechter Korperhaltung
(Reincke M et al., Deutsches Arzteblatt, Januar 2003). In unserer Studie zeigte einer
von funf Adenom-Patienten (P9), entsprechend 20%, einen Aldosteronanstieg. Leider
konnten wir in diesem Fall keine dazu passende Renin-Erh6hung nachweisen. In
dem gleichen Zeitintervall beobachtet man eine starke Cortisolerhhung von 325%
vom Ausgangswert, was auf eine ACTH-Stimulation mit anschlielender Aldosteron-
Ausschuittung hindeutet. Allerdings kdnnte auch das Maximum der Renin-Stimulation

zum Zeitpunkt der Messung bereits vorbei gewesen sein, so dass die Renin-
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Bestimmung hier nicht weiterhilft, zumal bei PHA Ublicherweise sehr niedrige Werte

gemessen werden.

Wie oben schon erwahnt, ist die Aldosteronsekretion bei der idiopathischen
Nebennierenhyperplasie typischerweise Angiotensin ll-abhéngig, was sich mit einem
Anstieg der Aldosteronkonzentration unter Orthostase &auf3ert. Erwartungsgemal
reagierte der grof3te Teil der Hyperplasie-Patienten (71%) nach Orthostase mit einer
Erh6hung des Aldosteronblutspiegels, ebenso 75% der Kontrollpersonen.

Zwei BIAH-Patienten (P5,11) und zwei Probanden (K2,3) zeigten allerdings einen
Serum-Aldosteron-Abfall. Dies deutet auf eine mdgliche unzureichende AT II-
Regulation dieser vier Personen hin, oder auf Storfaktoren, die den Test negativ
beeinflussten. Um diese uneindeutigen Ergebnisse zu klaren, wurden die
Reninkonzentrationen bei allen Testpersonen nachtraglich bestimmt, um zu sehen,
bei welchen Personen das RAA-System nach Orthostase tatsachlich aktiviert
wurde, und bei welchen nicht. Mit Ausnahme eines Adenom-Patienten (P7), wurden
bei allen anderen elf Patienten vor und nach Orthostase wie erwartet supprimierte
Reninkonzentrationen gemessen (Daten nicht gezeigt). Bei einem APA-Patient (P7)
wurde ein leichter Reninanstieg von 11,3 auf 28,9 mU/I gemessen, welcher allerdings
nicht von einem relevanten Aldosteronanstieg gefolgt wurde. Im Gegensatz zu allen
Patienten, wurde bei sechs von acht Probanden 30 Minuten nach Orthostase eine
deutliche Erhéhung der Reninwerte gemessen. Bei finf von diesen sechs fihrte das
zu einem Aldosteronanstieg. Ein Proband (K3) zeigte trotz ReninerhOhung einen
Aldosteronabfall (-12%). Eine von den zwei gesunden Personen (K2), die keinen
Reninanstieg zeigten, wies ebenso einen Aldosteronabfall auf (-69%). Das heil3t,
dass bei diesen zwei Personen das RAA-System nicht in Gang gekommen war und
dass sie hochstwahrscheinlich den Blutdruckabfall nach der Orthostase durch andere
physiologische Mechanismen kompensierten, ebenso wie die zwei BIAH-Patienten,
bei denen ein Aldosteronabfall gemessen wurde (s.0.).

Ein gesunder Proband (K4) reagierte auf den Orthostasetest auf eine flr unsere
Studie sehr interessante Weise. Er zeigte einen absoluten Aldosteronanstieg von
134% trotz eines Reninabfalls. Ahnliche Ergebnisse finden wir bei den lbrigen sechs
Hyperplasie-Patienten. Das heil3t, dass in diesem einen gesunden Fall und in den

sechs Hyperplasie-Fallen die Aldosteronausschuttung nicht iber den Weg der Renin-
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Angiotensin lI-Regulation aktiviert wird, sondern auf eine alternative Art und Weise
hervorgerufen wird, z.B. durch ACTH-Stimulation. Um diese Theorie zu bestatigen,
mussen wir die Cortisol-Konzentrationen in dem gleichen Intervall nach Orthostase
betrachten. Bei der gesunden Person (K4) wurde 2 Stunden nach dem Aufstehen
(20.15 Uhr) eine 80% hohere Cortisol-Konzentration im Vergleich zum Ausgangswert
um 8.15 Uhr gemessen. Bei vier von den funf BIAH-Patienten stellt man auch eine
von schwach bis extrem starke Cortisolerh6hung fest. Das spricht fur eine ACTH-
Wirkung. Ein Patient (P2) wies einen Cortisolabfall auf. In diesem Fall lasst sich eine
weitere unbekannte Aldosteronstimulation vermuten. Da bei dieser Person keine
Gewebsprobe vorliegt, kobnnen wir keine in vitro Hinweise einbeziehen, um diese

Vermutung zu unterstutzen.

5.3. Diskussion der Ergebnisse des Mahlzeit-Tests

Wie bereits erwahnt, wurden schon mehrere Félle eines ,food dependent” Cushing -
Syndroms beschrieben bzw. erfolgreich durch Somatostatin-Gabe therapiert. In
dieser Studie haben wir ebenso nach einer aberranten GIP-Rezeptorexpression bei
PHA-Patienten gesucht, deren Existenz zu einem Aldosteronanstieg nach einer
oralen Glukosezufuhr, in diesem Fall nach einer Mahlzeit, fihren wirde. Wir konnten
bei keinem unserer zwolf Patienten und acht Probanden einen Anstieg der
Aldosteronkonzentration von tber 50% in der ersten Stunde nach der Testmahlzeit
feststellen. Mit diesem Ergebnis kommen wir zu dem Schluss, dass aberrante GIP-
Rezeptoren bevorzugt in der Zona fasciculata von cortisolproduzierenden
Nebennierenhyperplasien (AIMAH) exprimiert werden und dort ihre Wirkung auf die
Cortisolausschittung entfalten. Im Aldosteronhaushalt von Conn-Patienten und

Gesunden durften diese keine relevante Rolle spielen.

5.4. Diskussion der Ergebnisse der ACTH-Stimulation

Es ist bekannt, dass unter physiologischen Bedingungen ein akuter ACTH-Stol3 die
adrenale Aldosteronproduktion stark erhdohen kann, sowohl in vivo als auch in
isolierten Glomerulosazellen (Oelkers et al., 1988, Cozza et al., 1989,1990 a,b).

Die Existenz von ACTH-Rezeptoren sowohl auf der gesunden Nebennierenrinde als
auch bei APA und BIAH ist aus friiheren Studien bekannt (Reincke M et al., 1998,
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Schubert B et al.,, 2001). Dementsprechend zeigten alle unsere Patienten und
Probanden innerhalb einer Stunde nach der i.v. Gabe von ACTH einen deutlichen
Aldosteronanstieg. Keine der drei Gruppen zeichnete sich mit einem deutlich
hoherem Prozentanstieg im Vergleich zu den anderen aus, so dass man auch nicht

behaupten kdnnte, eine Gruppe reagiere viel starker auf die ACTH-Stimulation.

Fur Aldosteron-produzierende Adenome ist die ACTH-Abhangigkeit der
Aldosteronproduktion gut dokumentiert (Mancini T et al., 2003). Dies korreliert mit der
starken ACTH-Rezeptor-mRNA-Expression in Aldosteronomen, die in mehreren
Untersuchungen nachgewiesen werden konnte (Reincke M et al., 1997,1998). Es
stellt sich die Frage, ob bei diesen Patienten das Renin-Angiotensin II-System als
Regulator der Aldosteronproduktion komplett durch ACTH ersetzt wird oder nicht.
Studien haben gezeigt, dass die Dexamethason-Gabe bei Patienten mit APA in
manchen Féllen zum Abfall der Aldosteronwerte fihren kann, allerdings langst nicht
bei allen (Ganguley A et al., 1977; Hoefnagels WH et al., 1980). Dies spricht dafur,
dass die Rolle der ACTH-Stimulation nicht als einziger Regulationsmechanismus der
Aldosteronproduktion bei APA angenommen werden kann. Viel wahrscheinlicher ist,
dass neben der Vielzahl an ACTH-Rezeptoren, deren Existenz schon bewiesen ist,
auch andere hormonelle Einflisse kooperieren, bzw. andere Hormonrezeptoren

vorhanden sind.

5.5. Diskussion der Ergebnisse der GnRH-Stimulation

Bis zum heutigen Zeitpunkt konnte in einigen in vivo und in vitro Studien gezeigt
werden, dass GnRH- bzw. LH-Rezeptoren in aldosteron-produzierenden Adenomen
nicht selten Uberexprimiert werden, und dass durch ihre Stimulation die
Aldosteronsynthese angeregt werden kann.

Diese Ergebnisse wollten wir mit klinischen Daten verknipfen und haben unsere
PHA-Patienten und gesunden Probanden mit GnRH stimuliert. Drei der zwolf
Patienten (einer mit APA (P9) und zwei mit BIAH (P2, 8)) reagierten mit einem
eindeutigem Aldosteronanstieg innerhalb einer Stunde nach der GnRH-Injektion.
Eine Reaktion wurde bei keinem von den gesunden Probanden beobachtet.
Betrachtet man diese in vivo Ergebnisse zusammen mit den bisher bekannten in vitro

Daten von Saner-Amigh (2006) und Ping Je (2007) (siehe Einleitung), sowie denen
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von Zwermann (2009), kommt man zum Schluss, dass eine GnRH- und LH-
Rezeptoriberexpression bei aldosteronproduzierenden Nebennierentumoren auch
eine klinische Bedeutung haben konnte. Dies sind aberrante Rezeptoren in der
adrenalen Zona glomerulosa, deren Stimulation zu einer klinisch relevanten
Aldosteronproduktion fithren kénnte.

In der erweiterten Zwermann-Studie, die direkt an diese angeschlossen wurde,
wurden Gewebeproben von zwei der hier erwahnten Studienteilnehmern untersucht,
namlich von einem BIAH-Patienten (P8) und von einem APA-Patienten (P9). Der
BIAH-Patient reagierte mit einem starken Aldosteronanstieg von 128% uber dem
Ausgangswert und zeigte in der real-time-PCR sehr hohe GnRH-mRNA-Werte.
AuBBerdem wurde bei diesem Patienten auch eine starke CortisolerhGhung
gemessen, was sowohl auf eine ACTH-Beeinflussung, als auch auf GnRH-
Rezeptoren in der glukocorticoid-produzierenden Zona fasciculata hindeuten kénnte.
Leider konnten zu diesen Zeitpunkten keine zuverlassigen ACTH-Werte nachgeliefert
werden, da die Blutproben entweder nicht ausreichend oder schon mehrmals
aufgetaut worden waren.

Das Aldosteron bei dem APA-Patienten stieg eher mafRlig an, mit 57% Uber dem
Ausgangswert, bzw. zeigte eine nur maRige LH-mRNA-Erh6éhung. Eine
Cortisolerh6hung wurde ebenso festgestellt. Hier kdnnte man spekulativ annehmen,
dass entweder die klinische Auspragung dieses alternativen Regulationsweges direkt
mit der Menge an exprimierten aberranten Rezeptoren zusammenhangt, oder dass
die Aktivierung der Glukocorticoidachse zu einer Verstdrkung der aberranten
Aldosteronstimulation gefihrt hatte.

Bei dem Patienten P2 wurde eine reine positive Aldosteronreaktion gemessen,
begleitet von einem Cortisolabfall. Dies verstarkt noch einmal unsere These, dass
die Stimulation aberranter GnRH- bzw. LH-Rezeptoren die Aldosteronsynthese

anregen konnte.

5.6. Diskussion der Ergebnisse der TSH-Stimulation

In den bislang wenigen Berichten Uber TSH-Rezeptor-Expression handelt sich
ausschlief3lich um in vitro Studien, bei denen TSH-Rezeptor-mRNA in humanen- und

Ratten-Glomerulosazellen von priméren adrenalen Tumoren nachgewiesen wurde
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(Schorr I & Ney RL, 1971; Matsukura S et al, 1980). Auf’erdem wurden
TSH-Rezeptoren auch beim gesunden Gewebe festgestellt, u.a. auch in der
Nebennierenrinde (Dutton CM et al., 1997). Uber eine in vivo Aldosteronstimulation
durch TRH oder TSH wurde bislang nicht berichtet. In unserer Studie reagierte ein
einziger Patient (P2) mit Nebennierenhyperplasie eindeutig auf die TSH-Stimulation
mit einem Aldosteronanstieg von tber 423% uber dem Ausgangswert. Eine parallele
Cortisolerhohung wurde nicht gemessen. Interessant ist, dass der gleiche Patient auf
mehrere Stimulationen (GnRH, TRH, AVP und MCP) positiv reagierte, allerdings nur
schwacher auf ACTH. Dies spricht sehr dafir, dass unter bestimmten Umstanden die
Glomerulosazellen auf multiple Stimuli reagieren kénnten. Ob es sich eher um eine
Population undifferenzierter Zellen handelt, um mehrere Zellhaufen mit
unterschiedlichen funktionellen Charakteristika, oder ob mdglicherweise eine
mangelnde  ACTH-Rezeptor-Expression  durch  die  Produktion  anderer
Hormonrezeptoren ersetzt wurde, bleibt in diesem Fall unklar, da wir leider von
diesem Patienten keine Gewebeprobe fir weitere Untersuchungen entnehmen
konnten. Allerdings wurde in dem in vitro Teil unserer Studie noch ein weiteres APA-
Praparat gefunden, das sich als positiv fir TSH-Rezeptoren erwies (Zwermann O et
al., 2009). Dies weist darauf hin, dass eine mdgliche TRH/TSH-Sensibilitat bei

manchen, wenn auch seltenen Fallen von PHA vorhanden sein konnte.

5.7. Diskussion der Ergebnisse der Glukagon-Stimulation

Eine Auswirkung des Peptidhormons Glukagon auf die Aldosteronsynthese ist bis
jetzt noch nicht beschrieben worden, jedoch zeigten in der Reznik-Studie 4 von 21
Patienten mit ACTH-unabhangigem Cushing Syndrom einen eindeutigen
Cortisolanstieg nach Glukagon-Gabe. In unserer Studie war die Reaktion auf die
Glukagon-Stimulation in allen drei Testgruppen gleich - ein Proband (K2), ein
APA-(P4) und ein BIAH-(P3) Patient reagierten mit einem Aldosteronanstieg von
Uber 50%. Interessanterweise sehen wir bei dem gesunden Probanden und beim
APA-Patienten einen gleichzeitigen Cortisolanstieg, was entweder auf eine parallele
ACTH-Stimulation hinweist, oder auf eine direkte Cortisolstimulation durch Glukagon.
Wenn man die Cortisol- und Aldosteronkurven von dem Kontrolltag der gesunden
Person mit den Kurven vom zweiten Testtag vergleicht, sieht man im Normalfall

keinen Anstieg zum Tageszeitpunkt der Glukagonstimulation. Man kommt zum
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Schluss, dass in diesem einen gesunden Fall das Peptidhormon die Zona
glomerulosa und fasciculata der Nebennierenrinde zur Hormonproduktion anregt. Die
gleiche Aussage trifft auch fur den APA-Patienten (P4) zu. Ob dies uber eine
gemeinsame ACTH-Stimulation geschieht, oder durch direktes Andocken von
Glukagon an aberrante Rezeptoren, konnte zumindest fir den P4-Patienten in der
erweiterten Zwermann-Studie festgestellt werden. Bei der Gewebeuntersuchung
seines Nebennierenresektats konnten keine Glukagon-Rezeptoren nachgewiesen
werden. Am wahrscheinlichsten verbleibt in diesem Fall also die ACTH-Aktivitat, die

maoglicherweise durch Glukagon angeregt wurde.

Auf der anderen Seite reagierte ein BIAH-Patient (P3) ausschliel3lich mit einem
Aldosteronanstieg, aber nicht mit einer Veranderung der Cortisolkonzentration. Dies
schlieBt eine  ACTH-Stimulation aus und spricht eher fir eine
Glukagonrezeptorexpression in der hyperplastischen Zona glomerulosa dieses
Patienten. Auf Grund der klinischen Diagnose und der daraus resultierenden
Therapie mit Spironolacton konnte in diesem Fall leider keine Gewebeprobe

untersucht werden.

5.8. Diskussion der Ergebnisse der Vasopressin-Stimulation

Das antidiuretische Hormon nimmt durch seine vielfaltigen Wirkungsweisen eine
wichtige Rolle in der Regulation des Wasserhaushaltes bzw. des Blutdrucks ein. Die
Prasenz von Vasopressin-Rezeptoren vom Viu-Typ sowohl in gesundem
Nebennierengewebe, als auch in Nebennierenadenomen mit Cortisol- bzw.
Aldosteronproduktion oder AIMAH ist schon mehrmals beschrieben worden
(Perraudin V et al., 2006; Mune T et al.,, 2002; Guillonet al., 1995). Man weil}
inzwischen, dass die Stimulation dieser Rezeptoren eine direkte Auswirkung auf die
Cortisol- und Aldosteronsekretion hat. Zusatzlich hat das AVP eine
wasserretinierende Wirkung an den V,-Rezeptoren der renalen Sammelrohre und
wirkt zudem vasokonstriktorisch, indem es uUber endotheliale V;-Rezeptoren
Endothelin freisetzt. Diese Wirkung kommt besonders bei Blutdruckabfall,
Elektrolytverschiebungen oder Orthostase als Parallele zu dem RAA-System zum

Vorschein. Deshalb ist ein Zusammenspiel dieser zwei Hormonsysteme gut denkbar.
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Das ADH ist ein Hormon des Hypophysenhinterlappens, allerdings erreichen ADH-
fuhrende Neurone auch den Hypophysenvorderlappen und ADH reguliert dort
zusammen mit CRH (Corticotropin-releasing Hormon) die ACTH-Freisetzung. Dies
stimuliert wie schon erwdhnt nicht nur die Cortisol-, sondern auch die
Aldosteronproduktion. Um genau diese Wirkungsweise auszuschlieen wurde vor
der AVP-Stimulation bei allen Testpersonen eine Dexamethason-Suppression
vorgenommen, und auf diese Weise die ACTH-Ausschittung wahrend der letzten
zwei Tests gehemmt. Trotz dieser Suppression konnten wir mehrere starke
Aldosteronanstiege nach der i.m. Gabe von AVP feststellen, so dass wir hier von
einer rezeptorvermittelten Stimulation ausgehen. Bei zwei der APA-Patienten war der
Anstieg eindeutig tiber 50% und bei den anderen drei lag er knapp darunter. Vier von
sieben BIAH Patienten reagierten auch positiv auf AVP.

Bei neun der zwdlf Patienten konnte man allerdings, trotz Dexamethason-Gabe, eine
starke Cortisolreaktion von Uber 50% messen. Da die Dexamethason-Suppression
zu einer ACTH-Blockade fuhrt, muss diese durch Vasopressin-Rezeptoren in der
Zona fasciculata verursacht sein. Wir kommen zu dem Schluss, dass das
antidiuretische Hormon in der Lage ist sowohl die Mineralo - als auch die
Glukocorticoidproduktion direkt an ihrer Produktionsstelle - der Nebennierenrinde -

anzuregen.

Bei drei Patienten (P4 (APA), P5 (BIAH) und P10 (BIAH)) wurden spater
Gewebsproben aus den Nebennierenresektaten untersucht und sowohl V- als auch
V,-Rezeptoren detektiert. Interessanterweise zeigten nur zwei davon einen
Aldosteronanstieg. Bei Patient P5 war das Ausmald der Rezeptorexpression
allerdings nur sehr gering, so dass man spekulieren konnte, dass diese nicht
ausreichend waren, um eine positive Reaktion zu erzeugen. Es ist erwahnenswert,
dass bei allen 15 untersuchten Praparaten in dem zweiten Teil der Zwermann-Studie
beide Typen der AVP-Rezeptoren vorhanden waren.

Erwadhnenswert ist auch die positive Reaktion von drei gesunden Probanden auf die
AVP-Stimulation. Dies erhartet die Aussage der bisherigen Studien (Louiset E et al.,
2008, Cartier D et al. 2005, Mune T et al., 2002), die eine adrenale V;-Rezeptor-

Prasenz auch bei gesunden Nebennierenrinden postulieren.
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Zusammenfassend, spielt das antidiuretische Hormon eine wichtige Rolle flr die
Mineralocorticoidproduktion, sei es indirekt durch ACTH-Stimulation, oder ACTH-
unabhangig durch direkte Bindung an aberrante adrenale Rezeptoren, sowohl in

pathologisch veranderten, als auch in gesunden Nebennieren.

5.9. Diskussion der Ergebnisse der Metoclopramid-Stimulation

Uber die Rolle des Serotonins, bzw. des Metoclopramids als Serotoninagonist, in der
Steroidsynthese ist schon einiges bekannt. Bereits seit fast 30 Jahren weil3 man,
dass durch Gabe von Serotonin-Antagonisten (Ketanserin) der Bluthochdruck, bzw.
die Aldosteron- und Cortisolkonzentrationen bei manchen Patienten mit APA, AIMAH
oder Cushing Syndrom gesenkt werden kdnnen (Mantero et al 1985). Seit Anfang
dieses Jahrtausends wurde die Prasenz von 5-HT4-Rezeptoren sowohl in der
gesunden Nebenniere, als auch bei APA, AIMAH und Cushing-Patienten mehrmals
nachgewiesen. Inzwischen weil3 man, dass durch deren Stimulation bzw.
Suppression die adrenale Steroidsynthese gesteuert werden kann (Lefebvre H et al.,
1998, 2002; Cartier D et al., 2005,). Die Ergebnisse unserer Studie konnten diese
Daten nur bestatigen. Alle unsere Patienten, mit einer Ausnahme (P6, APA-Patient),
reagierten eindeutig mit einem starken Aldosteronanstieg nach der Gabe von MCP.
Der Patient P6 erreichte die 50%-Marke nur knapp nicht (48%), da aber seine
Aldosteronkonzentration mit sehr hohen Ausgangswerten einhergingen, werteten wir
seine Reaktion auch als positiv. Zusatzlich zeigten drei von acht gesunden
Probanden eine >50%-Antwort auf die Stimulation. Dieser Test wurde unter einer
Dexamethason-Suppression durchgefiihrt, so dass eine zusatzliche ACTH-Wirkung
auszuschlief3en ist. Wenn auch nur indirekt, so weisen diese in vivo Ergebnisse doch
auf eine adrenale Serotonin-Rezeptorexpression bei eindeutigem klinischen Korrelat
hin, was die Aldosteronsynthese betrifft. Daflir sprechen auch die in vitro Daten aus
der Zwermann-Studie, bei der 100% der untersuchten Gewebepraparate eine sehr
hohe 5-HT4-Rezeptor-Dichte zeigten. AbschlieRend kdnnte man an dieser Stelle
sagen, dass die Prasenz dieser Art Serotonin-Rezeptoren in der Nebennierenrinde
fast nicht mehr als aberrant bezeichnet werden sollte. Es scheint, dass sie eine feste
Rolle in der Pathophysiologie der Nebennierenrindenerkrankungen spielen, so dass
es sicherlich erstrebenswert ist, an dieser Stelle einen therapeutischen Ansatz zu
etablieren.



64 Diskussion

5.10. Diskussion der moglichen Storfaktoren

Noch vor Studienbeginn dachten wir Gber eine Reihe von Storfaktoren nach und

versuchten diese vorauszusehen und zu umgehen.

An erster Stelle stand die Uberlegung, dass die Aldosteronplasmakonzentrationen
viel variabler und durch alle mdéglichen Faktoren, wie zum Beispiel Korperhaltung
(Orthostase), physische Anstrengung und psychischen Stress beeinflussbarer sind
als die von Cortisol. Deshalb wiesen wir unsere Testpersonen darauf hin, wahrend
der Tests mdglichst wenig zu liegen, sondern eher aufrecht zu bleiben, spazieren zu
gehen, sich dabei aber nicht korperlich anzustrengen. Durch diese erwiinschte
kontinuierliche aufrechte Koérperhaltung sollte das RAA-System moglichst wenig
stimuliert werden. Psychischer Stress sollte nach Mdglichkeit auch vermieden
werden. Dadurch, dass die Tests zum grol3ten Teil stationar durchgefihrt wurden,
konnte dies durch das zustandige Klinikpersonal bzw. durch die
Studienbetreuungsperson kontrolliert werden. Die Bedeutung dieser Malinahmen
zeigte sich deutlich bei einem gesunden Probanden, bei dem es an einem Testtag
zu einer schweren psychischen Belastung aus privaten Grinden kam. Die
Aldosteronkonzentrationen dieser Person fielen sehr hoch aus, so dass wir den
ganzen Testtag nach psychischer Rekompensation wiederholen mussten. Die
zweiten Ergebnisse entsprachen den Werten einer gesunden Person, so dass wir

diese in unsere Auswertung einschlie3en konnten.

Um zuféllige Schwankungen in der Aldosteronkonzentration nicht als falsch positiv zu
werten, legten wir die Grenze fur eine positive Antwort auf mindestens 50% tber dem
Ausgangswert fest, so dass nur entsprechende Anstiege als positiv gewertet wurden.
An die drei Testtage wurde bei den gesunden Probanden ein vierter Tag ohne
Stimulationen angeschlossen, um ein normales Aldosterontagesprofil zu erstellen.
Dieses zeigte uns, dass unter den oben erwahnten ,normalen* Bedingungen die
Aldosteronkonzentrationen relativ konstant bleiben. Man konnte auch bei den
Normalpersonen eine ACTH-abhéngige Tagesrhythmik beobachten, die allerdings
nicht mit hohen Konzentrationsverschiebungen und vor allem mit keinen Peaks

verbunden ist.
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Da alle Patienten in dieser Studie an einer schweren Hypertonie litten, musste im
Vorfeld ihre Medikation nach bestimmten Regeln umgestaltet werden. ACE-Hemmer
und R-Blocker wurden mindestens eine Woche vor Studienbeginn abgesetzt,
Spironolacton mindestens vier. Als Alternativpraparate wurden a-Blocker, sowie
Calciumantagonisten bevorzugt, da sie am wenigsten mit dem RAA-System
interagieren. Das Testprotokoll wurde in der Regel mdglichst gleich nach der
Diagnosestellung durchgefuhrt, so dass eine angemessene Therapie direkt danach
angeschlossen werden konnte. Wie am Anfang schon erwahnt, handelte es sich
entweder um eine Spironolactontherapie bei den Patienten mit einer
Nebennierenhyperplasie, oder um eine Resektion der von dem Adenom betroffenen
Nebenniere. Bei den operierten Patienten, bei denen in der Regel mit einer Heilung
gerechnet wurde, konnten aus diesem Grund keine Nachuntersuchungen bzw.
Bestatigungstests durchgefihrt werden. Bei den medikamentds therapierten
Patienten wurde aus medizinischen und ethischen Griinden darauf verzichtet. Leider
konnte nur bei einem geringen Anteil der operierten Patienten eine Gewebeprobe
molekular untersucht werden, um so die Korrelation zwischen klinischen- und in vitro

Ergebnissen zu evaluieren.

Als bedeutendste Fehlerquelle in dieser Studie kann man die mdgliche Mitwirkung
der Glukocorticoidachse betrachten. Wie schon mehrfach erwéhnt, kann eine
Aldosteronausschuittung durchaus durch ACTH hervorgerufen werden. Aus diesem
Grund kann die Unterscheidung zwischen einer Aktivierung der HPA-Achse und
einer direkten Nebennierenstimulation schwierig sein. Um eine Verfalschung der
Ergebnisse auszuschlie3en, wurde der dritte Testtag unter einer Dexmethason-
Suppression durchgefihrt. Trotz dieser Malinahme wurden an diesem Tag mehrere
Aldosteronanstiege gemessen, welche nicht durch die HPA-Achse vermittelt sein
sollten. Um die mdoglichen falsch positiven ACTH-induzierten Antworten von den
glaubwirdigen zu unterscheiden, wurde in der Ergebnisauswertung und Diskussion
immer auf die parallel gemessenen Cortisolwerte geachtet. Zur sicheren
Unterscheidung wurde ACTH nachbestimmt, welches in keinem dieser fraglichen
Falle einen Anstieg zeigte. Auch wenn die nachtragliche ACTH-Messung selbst eine
mogliche Fehlerquellen darstellt (die Messungen erfolgten erst nach mehrfachem

Auftauen der Blutproben), gehen wir davon aus, dass nicht eine ACTH-Stimulation
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fur diese Ergebnisse verantwortlich war, sondern eher eine Stimulation via

Rezeptoren der Zona glomerulosa und fasciculata.

Um die HPA-Achse als Fehlerquelle auszuschlieRen, wirde es sich fur zukinftige
Studien sicherlich bewéhren, eine Dexamethason-Suppression fir die gesamte
Testprotokolldauer einzufihren. Ebenso wirde eine konsequente in vitro
Untersuchung von Gewebeproben der betroffenen Patienten eine wichtige
Unterstitzung fur die klinisch gewonnenen Daten bedeuten. Um statistisch relevante

Ergebnisse zu gewinnen, wére eine deutlich groRere Patientenzahl notwendig.
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6. Ausblick

Sicherlich kdnnte man Tumorpréparate von mehreren Conn-Patienten auf aberrante
Rezeptoren in vitro untersuchen lassen. Das wurde in der nahen Vergangenheit auch
Ofters mit positiven Ergebnissen belohnt. Eine Korrelation zwischen den in vitro
gewonnenen Daten und dem klinischen Verhalten eines Patienten ist jedoch weitaus
interessanter. Der Punkt ist, dass der reine molekulare Nachweis von atypischen
Rezeptoren in der Nebennierenrinde, sei es bei Gesunden oder Conn-Patienten,
nicht zwingend mit einer Aldosteroniiberproduktion einhergeht. Genau im Gegenteil -
die Tatsache, dass solche Rezeptoren auch in gesunden Nebennierenpraparaten
nachgewiesen wurden (Louiset E et al., 2008, Cartier D et al. 2005, Mune T et al.,
2002; Dutton CM et al., 1997), spricht dafur, dass diese moglicherweise eine
physiologische Funktion erflllen. In vivo zeigte ein Teil unserer Probanden auch
einen Aldosteronanstieg durch atypische Stimuli. Das heif3t, funktionstiichtige
Rezeptoren fir diese Substanzen sind auch bei Gesunden vorhanden, sie kénnen
stimuliert werden und dies fuhrt zu einer Aldosteronproduktion, allerdings ohne
Krankheitswert. Andererseits haben wir einige Beispiele geliefert, bei denen es durch
eine atypische Hormonstimulation zwar zu einem Aldosteronanstieg kam, dieser
wurde jedoch nicht auf die Prasenz von aberranten Rezeptoren zurtickgefihrt,

sondern auf parallel ablaufende Regulationsmechanismen.

Bei unseren Stimulationstests wurden zwei von den untersuchten Rezeptoren,
namlich TRH-R und GnRH-R, tatsachlich nur bei PA-Patienten und nicht bei
Kontrollpersonen nachgewiesen und somit als aberrante Rezeptoren identifiziert. Da
unsere Patienten- und Probandenzahlen verhaltnismaRig niedrig sind, fallt hier eine
kraftvolle Aussage schwer. Aulerdem waren unsere in vivo Versuche leider nur zu
einem sehr kleinen Teil durch einen molekularen Rezeptornachweis unterstitzt.
Weitere Forschungsprojekte, bei denen eine gréf3ere Patientenzahl eingeschlossen
und bei denen das von uns dargestellte klinische Testprotokoll von einem
systematischen in vitro Studienteil begleitet wird, sind sicherlich erstrebenswert. Im
Sinne der Vollstandigkeit eines so ausgedehnten Projekts, kbnnte man eine weitere
Klassifizierung der untersuchten Rezeptoren anstreben, z.B. GnRH vs. LH, TRH

vs.TSH, ATII- vs. B-adrenerge-Rezeptoren.
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Im weitesten Sinne hatte diese Studie auch einen therapeutischen Ansatz. Wie in der
Einleitung schon erwahnt, wurden bei Patienten mit einem Cushing-Syndrom durch
Blockade von aberranten Rezeptoren therapeutische Erfolge beschrieben. Ein
solcher Versuch bei Conn-Patienten, bei denen im Vorfeld solche Rezeptoren
nachgewiesen worden sind, koénnte fur das Projekt auch einen medizinisch-
praktischen Erfolg bedeuten, indem es die Moglichkeit einer individuellen
medikamentdésen  Therapie  eréffnet. Bei einem  TSH/TRH-abh&ngigem
Hyperaldosteronismus z.B. konnte allein das Verhindern einer Hypothyreose mit
erhohten TSH-Werten, bzw. das Anstreben einer latenten hyperthyreoten
Stoffwechsellage ohne klinische Beschwerden, zu einer gewissen Milderung der
Symptome fuhren. Eine TRH- bzw. TSH-Rezeptor-Blockade kdme sicherlich auch in
Frage, es musste allerdings fur eine ausreichende Schilddriisenhormon-Substitution
gesorgt werden.

Die Anwendung von GnRH-Agonisten (Leuprorelinacetat) zur Kontrolle des
LH-abhangigen Hypercortisolismus durch Suppression der LH-Synthese wurde
schon erfolgreich erprobt (Bourdeau | et al., 2001; Goodarzi MO et al., 2003) und
kénnte mdglicherweise einen therapeutischen Ansatz auch bei Conn-Patienten, bei
denen Gonadotropin-Rezeptoren festgestellt werden, bedeuten.

Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen den Aldosteronkonzentrationen bei
Patienten mit idiopathischem Hyperaldosteronismus und der Gabe des
Serotonininhibitors Cyproheptidin wurde schon Anfang der Achtziger Jahre
festgestellt (Gross MD et al., 1981). Man weil3 auch, dass die Gabe des selektiven
Serotoninantagonisten Ketanserin einen transienten Abfall des Bluthochdruckes,
sowie der Aldosteron- und Cortisolplasmakonzentrationen bei einigen Patienten mit
APA hervorrufen kann (Mantero F et al. 1985). In unserer Studie haben wir gesehen,
dass fast alle PHA-Patienten 5-HT4-Rezeptoren aufweisen. Es stellt sich die Frage,
ob sich die Gabe von Serotoninantagonisten nicht als therapeutischer
Standardversuch bewahren wirde, der eine Alternative zur Spironolacton-Therapie
bzw. Adrenalektomie darstellen kdnnte.

All diese therapeutischen Ansatze sind allerdings sehr theoretisch, da die
Aldosteron-Freisetzung bei den Conn-Patienten nicht zwingend, sogar eher
unwahrscheinlich, durch die Stimulation nur bestimmter aberranter Rezeptoren
hervorgerufen wird. In diesem Sinne wirde ihre Blockierung eventuell zu einer

Abschwachung der Krankheitssymptome (Blutdruckabfall, niedrigere
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Aldosteronwerte) fihren, aber weniger wahrscheinlich zur vélligen Symptomfreiheit.
Solche Therapieansatze werden sich sehr individuell und mit unterschiedlichsten

Erfolgsraten auszeichnen.

Als Nebenziel dieser Arbeit sollte die Hormonrezeptoraktivitat der zwei haufigsten
Subtypen des PHA - des Aldosteron-produzierenden Adenoms (APA) und der
bilateralen idiopatischen Hyperplasie (BIAH) - verglichen werden, um n&here
Hinweise auf die Entstehung und die Pathophysiologie der Grunderkrankung zu
gewinnen. Die bisherigen Studiendaten Uber die ACTH- bzw. AT llI-Abhangigkeit von
aldosteronproduzierenden Adenomen und Hyperplasien konnten nur bestétigt
werden. In den Fallen, bei denen mogliche aberrante Rezeptoren detektiert worden
sind, sind keine signifikanten Unterschiede zu berichten, es fehlen leider die
notwendigen Patientenzahlen, um eine statistisch relevante Aussage treffen zu

kdénnen.
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7. Zusammenfassung

Einer der wichtigsten Mechanismen zur Regulation des Wasser- und
Elektrolythaushaltes und des Blutdrucks im menschlichen Organismus ist das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System. Beim priméren Hyperaldosteronismus ist dieser
Regelkreis gestort und Aldosteron wird tUbermafiig produziert. Dies fuhrt bei den
Betroffenen zu einem sehr schwer kontrollierbaren Hypertonus, zur Hypokaliamie
und zu weiteren ernsten Gesundheitsstérungen. Obwohl das Conn-Syndrom eine der
haufigsten Ursachen einer sekundaren Hypertonie darstellt, ist bis dato sehr wenig
Uber seine molekulare Pathophysiologie bekannt. In vitro Studien haben gezeigt,
dass aberrante Hormonrezeptoren in der Nebennierenrinde bei Patienten mit PHA in
einer hoheren Zahl vorkommen als bei Gesunden und zum Teil fir eine autonome
Aldosteronsekretion verantwortlich sein kbnnen. In unserer in vivo Studie konnten wir
die bisherigen molekularen Kenntnisse mit klinischen Fakten unterstitzen. Wir haben
gezeigt, dass eine Aldosteronsekretion durch unterschiedliche, fur die
Nebennierenrinde unspezifische Peptidhormone zu induzieren ist. Bei einigen dieser
Substanzen wie Glukagon, ACTH, AVP oder MCP ist dieses Ph&nomen
krankheitsunspezifisch - es tritt sowohl bei PHA-Patienten als auch bei Gesunden auf
und ist deswegen zumeist nicht zwingend pathologisch. GIP-Rezeptoren konnten
weder bei Probanden, noch bei Patienten nachgewiesen werden. Eine Reaktion auf
die GnRH- und TRH-Stimulation war allerdings ausschliel3lich bei Erkrankten
nachzuweisen. Dies konnte bedeuten, dass diese Rezeptoren in einigen Fallen

krankheitsspezifisch fur den primaren Hyperaldosteronismus sein kénnen.

Weitere Studien Uber die Existenz, Funktion und Pathophysiologie von aberranten
Hormonrezeptoren bei Patienten mit einem primaren Hyperaldosteronismus sind
sicherlich erstrebenswert. Das hier vorgestellte in vivo Studienprotokoll, am besten
direkt mit einer in vitro Untersuchung von Gewebeproben der teilnehmenden
Personen kombiniert, stellt hierzu einen guten Ansatz dar. Um eine mdgliche
Regelmaligkeit und Systematik in der Expression solcher Rezeptoren festzustellen,
mussen allerdings an erster Stelle viel gro3ere Patientenzahlen angestrebt werden.
Eine Kombination von in vivo und in vitro Daten und der Vergleich zwischen
Gesunden und PHA-Patienten wirde mit gro3ter Wahrscheinlichkeit
aussagekraftigere Ergebnisse erzeugen.
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