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1 Einleitung

1.1 Klinische Grundlagen

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System reguliert das intravasale Flussigkeitsvolumen und
die Plasma-Elektrolytkonzentrationen. Die Plasma-Aldosteronkonzentration ist assoziiert mit
kardiovaskularen Erkrankungen, wie Schlaganfall, Myokardinfarkt, Vorhofflimmern und

49'55'71, und wird auch als kardiovaskularer Risikofaktor

gestorter linksventrikularer Funktion
betrachtet. Eine pathologisch erhéhte, autonome Aldosteronsekretion ist bei ca. 6 % aller
Hypertoniker und bei bis zu 20% der Patienten mit therapierefraktarer arterieller Hypertonie
nachweisbar. Der Aldosteronexzess ist damit die hadufigste Ursache einer chirurgisch

2731 Ursachlich liegen eine bilaterale adrenale

behandelbaren sekunddren Hypertonie
Hyperplasie (BAH) in 40 — 60 % und ein unilaterales Aldosteron produzierendes Adenom
(APA) in 43 — 52 % aller Falle vor**®!. Familidre Formen des Hyperaldosteronismus (ca. 1 %),
adrenokortikale Karzinome mit relevanter Aldosteronproduktion, oder eine ektope
Aldosteronproduktion (<1 %) sind dagegen sehr selten. Die von Jerome W. Conn initial
definierte typische Trias aus Hypertonie, Hypokalidgmie und Alkalose kommt nur bei einem
klinisch sehr ausgepragten Hyperaldosteronismus vor und lasst sich mittlerweile bei nur ca.
1% der Hypertoniker feststellen®. Eine isolierte Hypokaliamie liegt in 9 — 37 % der Conn-
Falle vor. Die milden, normokalidamischen Hyperaldosteronismusformen sind somit am
haufigsten, aufgrund der nur gering ausgepragten oder gar fehlenden Klinik aber viel
schwerer zu diagnostizieren. Friihzeitiges Erkennen und effektives Behandeln der
Erkrankung sind jedoch essentiell, fihrt die Therapie doch nachweislich zu einer Reduktion

kardiovaskuldrer und metabolischer Komorbidititen und der Mortalitit®®””.



APA werden vorzugsweise mittels unilateraler Adrenalektomie therapiert, wahrend bei
Inoperabilitat oder bei BAH die medikamentése Therapie mit einem

Mineralkortikoidantagonisten Mittel der ersten Wahl ist?.

In den letzten Jahren haben sich die Konzepte der molekularen Mechanismen und somit die
Theorien zur Pathogenese des primaren Hyperaldosteronismus erheblich verdandert. Diese

sind nun Grundlage fiir die Erforschung neuer Therapieformen.

1.2 Molekulare Ausgangssituation

Aldosteron ist ein Mineralkortikoid und wird in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde
produziert. Es ist in den Renin-Angiotensin-Aldosteron Regelkreis eingebunden und somit
malgeblich fiir die Salzhomoostase im Korper verantwortlich. Hauptstimulatoren der
physiologischen Aldosteronfreisetzung sind neben Angiotensin Il (iber den AT1 Rezeptor)
adrenocorticotrophes Hormon (ACTH, (iber den MC2-Rezeptor) und Kalium (K*), die jeweils
direkt oder indirekt zu einer Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration in den Zona

glomerulosa Zellen fiihren.

Calcium (Ca®") ist einer der am weitesten verbreiteten ,Second Messenger” in der zellulldren
Signalkaskade und wirkt vor allem Uiber den Calciumsensor Calmodulin (CaM), der durch
steigende intrazelluldare Calciumkonzentration aktiviert wird. Diese kommen durch
spannungsabhdngige, membranstandige lonenkandle oder Calcium-gesteuerte Rezeptoren
oder aus intrazelluldren Speichern zu Stande. In der Folge werden CaM-abhangige Kinasen
(CaMK) aktiviert’?. Die meisten Mitglieder der CaMK-Familie sind multifunktionelle Enzyme,
involviert in einer Vielzahl von zellularen Prozessen wie Gentranskription, Zellliiberleben, und
Reorganisation des Zytoskeletts72. Die Aktivitat der CaMK wird Uber Phosphorylierung

reguliert, fir die CaMKinasen-Kinasen verantwortlich sind®. Die subzellulire Lokalisation der

2.



CaMKinasen hangt von ihrem Phosphorylierungsgrad ab und ist somit Ausdruck ihrer

Aktivitat?®3?,

Angiotensin Il wirkt nach Bindung an einen Typl-Rezeptor (AT1) beispielsweise Uber die
Aktivierung der Phospholipase C und Produktion von Diacylglycerol und Inositol Triphosphat,
worauf iber mehrere Signalwege intrazellulare Ca2+—Speicher entleert werden. Besonders
sensitiv reagieren die Zellen der Zona glomerula auf Anderungen der extrazelluliren
Kaliumkonzentration. Steigt diese an, kommt den KCNK Kanalen, einschlieBlich der TWIK-
related acid sensitive K" 1 und 3 (TASK 1 und TASK 3) Kanile, eine besondere Bedeutung
zu®’>, Uber die eine Depolarisation der Zelle erfolgt, was die Aktivierung
spannungsabhangiger T-Typ Calciumkandle und damit ebenfalls eine Erhéhung der
intrazelluldren Ca**- Konzentration nach sich zieht*™. Die erhohte CaM-Aktivitit l6st die
Aktivierung der CaMKinasen | und IV aus, die wiederum die Aktivitdat wichtiger
Transkriptionsfaktoren wie cAMP response element-binding protein (CREB), nerve growth
factor induced clone B (NGFIB) oder Nur related factor 1 (NURR1) erhoht. Diese besitzen
Bindungsstellen auf dem Promotor des Aldosteronsynthase-Gens (CYP11B2), nach dessen
Synthese eine gesteigerte Umwandlung von 11-Deoxycorticosteron zu Aldosteron

9,10,23,45,58

resultiert . Eine schematische Zusammenfassung findet sich in Abbildung 1.

Im Gegensatz zu der gut untersuchten physiologischen Aldosteronproduktion sind die
Mechanismen der pathologischen Aldosteronfreisetzung in APA weit weniger erforscht. Es
gab mehrere Hinweise auf genetische Ursachen: Zum einen wurde in der Framingham Heart
Study eine hereditire Aldosteronvariabilitit von 11 % festgestellt™®. Dariber hinaus
bewirken Mutationen am Mineralkortikoidrezeptor” erhdhte Aldosteronkonzentrationen.

AuBerdem fihrten Alterationen an lonenkandlen der Zellmembran, die fir die



Aufrechterhaltung des Membranpotentials zustindig sind wie z.B. TASK 1 und 3, im

Mausmodell zu einem Phanotyp, der einem primaren Hyperaldosteronismus dhnelt?>3646.65
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Abbildung 1 Schematische vereinfachte Darstellung der Mechanismen der physiologischen
Adosteronproduktion in der Zona glomerulosa Zelle. Griin sind die aktivierten Mechanismen
nach physiologischer Stimulation dargestellt. In grau und schwarz weitere relevante
Zellprozesse unter Ruhebedingungen. Details sind dem Text zu entnehmen.

(modifizierte Elemente aus: scheffel.og.bw.schule.de, Akli Ayoub PLoS ONE2015, rndsystems.com,
cbc.chem.arizona.edu, Margioris Endotext 2016)

Ein direkter Zusammenhang zwischen einer molekularen Alteration und einem

entsprechenden Phanotyp beim Menschen liel} sich lange nicht herstellen.

2 Ungeklarte Fragen und der Beitrag der eigenen Arbeiten

Die molekularen Grundlagen des primaren Hyperaldosteronismus sind Hauptthema dieser

Habilitationsschrift. Dabei untersuchten wir zundchst ex vivo an pathologischen Prdparaten,
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in  wie weit die bekannten molekularen Mechanismen der physiologischen
Aldosteronproduktion auch bei humanen APA aktiv sind®. Fur in vitro Untersuchungen
bedarf es geeigneter Zellen, jedoch haben alle existierenden Zelllinien zur Erforschung des
Hyperaldosteronismus ihre Limitationen. Wir bedienten uns der humanen
Nebennierenkarzinomzelllinie NCI H295R, die neben einer Cortisol- auch eine
Aldosteronproduktion aufweist, und untersuchten sie im Detail auf ihre Eignung als Modell
der autonomen Aldosteronproduktion in unserem Labor**. In vivo suchten wir nach bisher
unbekannten regulierten Genen, indem wir das Nebennierentranskriptom im Mausmodell
nach unterschiedlicher Kaliumexposition mittels Microarray analysierten. Die resultierenden
Kandidatengene wurden anschlieBend in vitro an NCI H295R Zellen sowie an humanen

Aldosteron produzierenden Adenomen tberpriift®®.

Es gibt Hinweise, dass auch in APA eine abnorme Regulation von Transkriptionsfaktoren oder
Genen, die in Stammzellen wahrend der Embryonalentwicklung exprimiert werden,
pathophysiologisch bedeutsam sein kdnnen. Wir untersuchten den fiir die adulte
Nebenniere bisher unbekannten Transkriptionsfaktor Pbx1 genauer und ordneten ihn unter

Beriicksichtigung der etablierten Transkriptionsfaktoren der Nebenniere ein®.

Neuere Methoden, wie die Exom-Sequenzierung, erlauben die Identifizierung tUberzufillig
haufig auftretender genetische Verdanderungen zwischen den eingesetzten Proben. Mit
dieser Methode konnte im Verstandnis Uber die Pathogenese humaner APA 2011 ein
Durchbruch erzielt werden, als gezeigt wurde, dass in (iber 30 % der Fille somatische
Mutationen am KCNJ5-Gen, das fiur einen Kaliumkanal der Zellmembran kodiert,
nachweisbar sind, die sich durch Anderungen der Elektrophysiologie als

krankheitsverursachend herausstellten®’. Wir entwickelten daraufhin ein transgenes



Mausmodell zur nebennierenspezifischen Expression von mutiertem humanem KCNJ5, um
den Einfluss der Mutationen auf den Organismus naher untersuchen zu kénnen. Auch in
unserer Arbeitsgruppe wurde Exomsequenzierung eingesetzt, womit wir weitere somatische

Mutationen in APA™ und bei Insulinompatienten42 identifizieren konnten.

Unsere Arbeiten haben die aktuelle Entwicklung der Nebennierenforschung lber die letzten
Jahre begleitet und ihren Teil dazu beigetragen, dass Mechanismen der autonomen

Aldosteronproduktion heute besser verstanden werden.

3 Eigene Forschung zum Thema

3.1 Physiologische Mechanismen bei der autonomen Aldosteronproduktion

Publikation: Sackmann S, Lichtenauer U, Shapiro |, Reincke M, Beuschlein F. 2011. Aldosterone producing
adrenal adenomas are characterized by activation of calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaMK)
dependent pathways. Horm Metab Res 43(2):106-11.

CaM Kinasen spielen bei der physiologischen Regulation der Aldosteronsynthese und -
freisetzung eine Schliisselrolle. Zur Uberpriifung der Relevanz in der Pathogenese von
humanen APA untersuchten wir die Expression von CaM Kinasen auf mRNA- und
Proteinebene. In Real-time PCR Analysen fand sich eine zwischen den einzelnen Tumoren
sehr heterogene, insgesamt aber erwartungsgemiR deutliche Uberexpression der
Aldosteronsynthase (CYP11B2) im Vergleich zu normalem Nebennierengewebe (NAG; n=11,
752,7+298 vs. n=8, 10031 %; p=0,034, Abbildung 2A). Upstream fand sich als mogliche
Ursache fir die transkriptionelle Aktivierung CaMK | auf mRNA und Proteinebene im
Vergleich zu den Kontrollen ebenfalls signifikant Gberexprimiert (mRNA: n=11, 23849 vs.
N=8, 100+11 %; p<0,01, Protein: n=19, 274460 vs. N=13, 100£26%; p<0,01, Abbildung 2B).

23,33,58 .
. Wir

CaMK | wird Ublicherweise im Zytosol exprimiert und calciumabhangig stimuliert
fanden Uberraschend in den untersuchten APA immunohistochemisch dagegen vornehmlich
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eine nukledre Expression von CaMK |, was zu einem stimulatorischen Einfluss auf die
Transkription von CYP11B2 fiihren konnte (Abbildung 2C—F). Eine Mutation in der nuclear
export seqence (NES) schlossen wir aus. Dartiber hinaus fand sich fiir CREB, ein Zielprotein
von CaMKI, eine erhéhte Phosphorylierung bei APA im Vergleich zu normalen Nebennieren
und somit ein erhohter Aktivierungsgrad (n=21, 223443 vs. n=13, 100+31 %, p=0,05,

Abbildung 2G—H).
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Abbildung 2 Real-time PCR Expressionsanalyse von Cyp11B2 (A) und CamKI (B) in normalen
Nebennieren (NAG) und aldosteronproduzierenden Adenomen (APA). Normalisierung mit
dem Housekeeping Gen HPRT und dargestellt relativ zur NAG Expression. Prddominant
zytoplasmatische CamKI Lokalisation in NAG (C) und ausgepragt nuklear in APA (D, E, F).
Western blot Auszug der Gesamt- und phosphorylierten CREB Proteinmenge (G) in NAG und
APA. Graphische Darstellung normalisiert auf B-Actin und NAG (H). Sdulen mit Darstellung
der Standardabweichung, * = p<0,05. Adaptiert von Sackmann, HormMetabRes, 2011.

Zusammenfassend liel sich

in APA im Vergleich zu normalen Nebennieren eine

Uberexpression der Aldosteronsynthase im Sinne einer transkriptionell bedingten erhéhten
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Aldosteronproduktion zeigen. Dabei lieR sich auch eine Beteiligung wichtiger physiologischer
Regulatoren der Aldosteronsynthase sowohl auf Genexpressions-, als auch auf Proteinebene

nachweisen®?.

3.2 NCI H295R Zelllinie als Modell fiir den priméren Hyperaldosteronismus

Publikation: Lichtenauer UD, Shapiro |, Osswald A, Meurer S, Kulle A, Reincke M, Riepe F, Beuschlein F. 2013
Characterization of NCI-H295R cells as an in vitro model of hyperaldosteronism. Horm Metab Res 45:124-129.

Um weitere beteiligte, bisher unbekannte Gene zu identifizieren, kommen genomweite
Screeningverfahren zum Einsatz. Wir setzten ein Mausmodell und Microarray ein. Die
Auswahl der Stimulations- bzw. Testbedingungen fiir die in vitro Uberpriifung der Microarray
Ergebnisse sind entscheidend fiir die Ergebnisqualitat. Versuchsspezifische Unterschiede
allein kénnen bereits zu sich widersprechenden Ergebnissen fiihren (z.B. steigende48,
sinkende® oder gleichbleibende® Glukokortikoidkonzentrationen unter Kaliumstimulation).
Fir die humane Nebennierenkarzinomzelllinie NCI H295R sind unterschiedliche
Subpopulationen mit teils unterschiedlichen Charakteristiken beschrieben worden’®.
Gleichwohl zeichnet sie sich im Gegensatz zu der adrenokortikalen SW13 Zelllinie durch eine
Aldosteronproduktion aus. Im Folgenden wurde die Eignung der NCI H295R Zellen fiir die

Validierung der mittels Microarray erfassten Kandidatengene tberprift.

Im Steroidprofil zeigt sich erwartungsgemal3, dass vor allem Cortisol von NCI H295R Zellen
sezerniert wird (58,0%5,1 ng/dl; Abbildung 3A). Die Aldosteronkonzentration lag, ahnlich zur
Situation in vivo, mit 328 — 716 pg/ml deutlich darunter, lieB sich durch ACTH und
Angiotensin Il, vor allem aber durch Kalium dosisabhangig und selektiv - bei 20 mM Kalium
auf 8407+1013 pg/ml - um das 19,2-fache steigern (Abbildung 3B+C). Um einen reinen

Sekretionseffekt auszuschlieflen, erfassten wir auch die Expression von CYP11B2, die
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Abbildung 3 Basales NCI H295R Steroidprofil (A) und nach Kaliumstimulation (B). Unter
ansteigender Kaliumkonzentration dosisabhingige Anderung der Aldosteronkonzentration
(C) und der CYP11B2 Expression (D). Sdulen mit Darstellung der Standardabweichung.

* = p<0,05. 170HP: 17-Hydroxyprogesteron; 11 s: 11-Deoxycorticosteron;

21 s: 21-Deoxycortisol; Preg: Pregnenolon; Prog: Progesteron; DOC: Deoxycorticosteron;
18-OH-DOC: 18-Hydroxy-11-Deoxycorticosteron; Aldo: Aldosteron; DHEA: Dehydroepi-
androsteron; Testo: Testosteron. Ubernommen aus Lichtenauer, HormMetabRes 2013.




Die Ergebnisse machen deutlich, dass sich die NCI H295R Zelllinie durch eine robuste
Steroidhormonproduktion auszeichnet, mit einer gut definierbaren, dosisabhdngigen und
selektiven Steigerung der Mineralkortikoidproduktion. Kalium stellt sich dabei als
Hauptstimulator fir die Aldosteronausschiittung heraus. Letzteres deckt sich mit
Beobachtungen anderer Gruppen und wird vornehmlich darauf zuriickzufiihren sein, dass
NCI H295R Zellen weder den ACTH-Rezeptor (MC2-r), noch den Ca,3.2 T-Typ Calciumkanal

3557 AbschlieRend kénnen die Zellen fiir die weiterfiihrende

relevant exprimieren
Untersuchung der im Microarray ermittelten kaliumabhangig regulierten Gene als geeignet

bewertet werden®*.

3.3 Kaliumabhéngige Anderungen des Transkriptoms im Tiermodell

Publikation: Dierks A*, Lichtenauer UD*, Sackmann S, Spyroglou A, Shapiro I, Geyer M, Manonopoulou J,
Reincke M, Hantel C, Beuschlein F 2010. Identification of adrenal genes regulated in a potassium-dependent
manner. J Mol Endocrinol 45:193-206.

In dem vorherigen Experiment bestdtigte sich, dass die Aldosteronsekretion neben
Angiotensin |l malRgeblich durch extrazellulare Kaliumkonzentrationsanderungen beeinflusst
wird. Um kaliumabhangige transkriptionelle Veranderungen in vivo zu untersuchen, wurden
mittels Microarray das Nebennieren-Transkriptom von 90 CD1 Wildtyp Mausen untersucht,
die zuvor durch Nahrung und Trinkwasser unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen
ausgesetzt worden waren. Hierfiir wurden je 30 8-Wochen alte Wildtyptiere 28 Tage lang
einer kaliumreichen (11380 mg Kalium/kg sowie Wasser mit 2% KCl), einer kaliumarmen
(7171 mg Kalium/kg sowie destilliertes Wasser) und, als Kontrollgruppe, einer

Standardernahrung (9100 mg Kalium/kg sowie destilliertes Wasser) ausgesetzt.

Trotz einer morphologisch nur geringen Zunahme der Zona glomerulosa-Breite (122,249,5

vs. 100+3,8 %; p=0,04) fand sich in der hyperkalidam erndhrten Gruppe (HP) ein 3,5-facher

-10 -



Aldosteronanstieg (1151498 vs. 315146 pg/ml; p<0,01) und ein 12,5-facher Anstieg der
adrenalen Cyp11b2 Expression (1279,2+102,3 vs. 10045,4 %; p<0,01) im Vergleich zur regular

erndhrten Gruppe (Co; Abbildung 4).

A Serum aldosterone B Cyp11b2
1500 _ 1500
’::; 1000 - ;') 1000
S 3
2 500 & 5004
o T
LP Co HP LP Co HP
C Area of zona glomerulosa .
- 150 - Abbildung 4
g * Serumaldosteronkonzentration (A),
= — Cyp11b2 Expression (B) und relative Dicke
§3 1001 1 der Zona glomerulosa (C) muriner Neben-
?é nieren unter hypokalidmischen (LP),
é 2 504 normokalidamischen (Co) und hyper-
'g kaliamischen (HP) Bedingungen. Saulen
;E mit Darstellung der Standardabweichung,
0= s : o : = *** = p<0,05.
H . .
¢ » Ubernommen aus Dierks, JMolEndo, 2010.

Insbesondere in der hyperkaliam ernahrten Gruppe zeigten sich dann auch mit 2189
regulierten Genen relevante Expressionsunterschiede >1,5 im Vergleich zur Kontrollgruppe
(p<0,05). In der hypokaliam (LP) erndhrten Gruppe waren es 72 signifikant regulierte Gene
(Abbildung 5A). Die meisten der identifizierten Gene sind bisher noch nicht im
Zusammenhang mit der Nebennierenphysiologie oder der autonomen Aldosteronproduktion

beschrieben worden®*.
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Abbildung 5 Schematische Darstellung der mittels Microarray identifizierten relevant
regulierten Gene (A). Real-time PCR Ergebnis der Expression selektierter Kandidatengene in
murinen Nebennieren unter hypokalidgmischen (LP), normokalidamischen (Co) und
hyperkalidmischen Bedingungen (HP) (B). Sdulen mit Darstellung der Standardabweichung,
* = p<0,05; grauer Stern = p<0,05 zwischen LP und HP.

Ubernommen aus Dierks, JMolEndo, 2010.
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Wir konzentrierten uns daher zunachst vor allem auf die gegensatzlich regulierten Gene.
Mtus1 (HP 354,5+41,3 vs. Co 100+7,3, LP 85,3116,7 %; p<0,01), Smoc1 (HP 531,9+25,9 vs. Co
100£15,4, LP 44,946,1 %; p<0,01) und Gpr48 (HP 297+31.9 vs. Co 1006, LP 87,9+14,4 %;
p<0.01) waren in der HP Gruppe relevant liberexprimiert im Vergleich zur Kontroll- und Co-
Gruppe. Andersherum fand sich flr Tcf4 (LP 14314,8 vs. Co 100+9, HP 84+8%; p=0.006), Sos1
(LP 148,148.5 vs. Co 100+6.9, HP 90,5t7,1%; P=0.005) und Wwox (LP 202,8+13.3 vs. Co
100+4.9%; P<0.001) im Vergleich zu den anderen Gruppen eine relevante Uberexpression in

der LP Gruppe (Abbildung 5B).

Unter in vitro Bedingungen zeigte sich unter Kaliumstimulation der NCI H295R Zellen bei den
Kandidatengenen ein uneinheitliches Bild: Obwohl die Uberexpression vieler in der
Microarray Untersuchung signifikant regulierter Gene auch unter diesen Bedingungen zu
beobachten war, lieR sich dieser Effekt Uberraschenderweise fir die zuvor aufgefiihrten
differentiell regulierten Gene nur fir MTUS1 zeigen (10,8 mM K', 105+7,5 %, p=n.s.; 25,8
mmol K*, 130+9 %, vs. 5,8 mM K, 100+6,8 %, p<0,05), wihrend sich die Expression der
anderen Kandidatengene nicht signifikant, oder, flir WWOX, sogar entgegengesetzt dnderte
(10,8 mM K*, 149+15,3 %, p=0,01; 25,8 mmol K*, 262+21,5 %, vs. 5,8 mM K*, 100+2 %,
p<0,01). Interessanterweise ist WWOX als Tumor Suppressorgen in verschiedenen humanen
Tumorentitdten beschrieben worden und ist in die Regulation der Steroidogenese involviert.
Zudem wurde eine Herabregulation von Cypllal bei Wwox Knock-out Mausen
beobachtet®®. Somit kénnte WWOX bei der Regulation der kaliumabhangigen
Aldosteronsekretion durchaus eine interessante Rolle spielen. Die Uberexpression des fiir
die Zellzykluskontrolle bekannten Gpr48 kénnte als Reaktion auf das Kaliumiberangebot

interpretiert werden 30,
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Das Expressionsmuster der Kandidatengene wurde dariiber hinaus in 12 humanen
Aldosteron produzierenden Adenomen im Vergleich zu 8 normalen Nebennieren untersucht.
Hier fand sich bei den differentiell regulierten Kandidatengenen ein signifikanter
Expressionsunterschied fir MTUS1, das herunterreguliert war (54,7+7,1 vs. 100+£17,4 %,
p=0,01). In Zusammenschau mit der Hochregulation unter Kaliumstimulation in vivo und in
vitro, ist die Herabregulation in APA als physiologische Reaktion auf die Hypokalidamie zu
werten. Flir SPP1 lieR sich wiederum eine Suppression feststellen (24,4+11,7 vs. 100£26,2 %,
p=0,01). Es kodiert fiir das Protein Osteopontin, das vor allem in Knochen zu finden ist und
sich insbesondere durch seine Calcium-Bindungseigenschaften auszeichnet. Eine
Uberexpression fiihrt zur ektopen Calcifizierung™’®. Interessanterweise konnte SPP1 in einer
Metaanalyse als eins von 36 Genen identifiziert werden, das durch Suppression eine
pathophysiologische Rolle in der prihypertensiven Phase spielen kénnte*’. Die Suppression
von SPP1 in humanen APA koénnte somit relevant sein. Die Ubrigen ermittelten Gene
scheinen beim humanen primdren Hyperaldosteronismus keine wesentliche

pathophysiologische Rolle zu spielen®®.

3.4 Adrenale Transkriptionsfaktoren

Publikation: Lichtenauer UD, Duchniewicz M, Kolanczyk M, Hoeflich A, Hahner S, Else T, Bicknell AB, Zemojtel T,
Stallings NR, Schulte DM, Kamps MP, Hammer GD, Scheele JS, Beuschlein F 2007. Pre-B-cell transcription factor
1 and steroidogenic factor 1 synergistically regulate adrenocortical growth and steroidogenesis. Endocrinology
148:693-704.

Dass Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften in der Tumorgenese teilweise einen
entscheidenden Stellenwert haben konnen, hat in der letzten Zeit viel Aufmerksamkeit
erregt, stellt dieses Modell doch einen alternativen Erklarungsansatz zur etablierten 2-hit-
Hypothese dar, insbesondere was die Tumorheterogenitdt und die zu therapierenden

Zielzellen angeht. In diesem Zusammenhang ist in APA eine CTNNB1 Mutation gefunden
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worden, die zu einer Akkumulation von B-Catenin fiihren soll, womit eine LHCGR-vermittelte
Dedifferenzierung von adrenokortikalen Zellen mit nachfolgender Aktivierung gonadaler
Gene postuliert wird”®. In einer weiteren Publikation wurde gezeigt, dass in 70 % aller APA
eine Aktivierung des Wnt-Pathways gefunden wird, der in der Embryonalentwicklung und
der Kanzerogenese einen wichtigen Stellenwert hat'’. In dem zuvor beschriebenen
Microarray-Experiment konnten wir unter Kaliumstimulation passend hierzu eine
signifikante Hochregulation der Expression von Wnt4, notwendig fir die Entwicklung der
Zona glomerulosa der Nebenniere sowie fir die Steroidbiosynthese nachweisen (nicht
abgebildet)?*?. Gain of function Mutationen alleine kénnen diese Beobachtungen nicht

erkldaren, so die Untersuchung von involvierten Transkriptionsfaktoren sinnvoll erscheint.

Einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren in der Nebennierenentwicklung ist SF1. Flr SF1
und andere potentielle Nebennierenstammzellmarker ist eine Uberexpression in APA im

17,2 .
’ 0. Interessanterweise deuten

Vergleich zu normalen Nebennieren nachgewiesen worden
Pbxl Uberexpressionsexperimente auf einen inhibitorischen Effekt auf die
Aldosteronsynthase hin®. Pbx1 ist ebenfalls ein wichtiger adrenaler Transkriptionsfaktor und
war bisher fir die Initiierung der Sf1 Expression in der fetalen Nebenniere bekannt’. Pbx1
konnte aber in aldosteronproduzierenden Mikroadenomen eine Rolle spielen, konnte dort
doch eine transkriptionelle Aktivierung von CYP17 nachgewiesen werden®. Somit kénnte
PBX1 als ein wichtiger Regulator der CYP17 Aktivitat an einer Cortisol-Kosekretion beteiligt

sein und diese molekular erklaren®®3>154,

Pbx1 gehort zu der Gruppe der non-hox-homeodomain Transkriptionsfaktoren. Diese spielen
in der Embryonalentwicklung und der Organogenese eine wichtige Rolle, indem sie

bewirken, dass sich homeodomain Proteine mit hoherer Affinitdt und Spezifitdt an die Ziel-
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DNA binden kénnen. Bei Pbx1”" Mausen fiihrt das Fehlen der Pbx1 abhangigen Expression
von 17a—HydroxIase37, die flr die Biosynthese von Cortison und Androgene essentiell ist, zu
adrenaler Hypoplasie, gestérter Hamatopoese und Pankreasentwicklung, Nierenagenesie
und gestorter skeletaler und urogenitaler Entwicklung®®. Da der Pbxl1 knock-out an
Embryonaltag 15 - 16 letal ist, flihrten wir unsere Untersuchungen an Pbx1
haploinsuffizienten Tieren durch. Morphologisch waren die Nebennieren dieser Tiere
kleiner, mit einem relevant niedrigerem Gesamtgewicht im Vergleich zu Wildtyp Tieren
(4,440,4 vs. 7,5+0,3 mg, p<0,01). Der Proliferationsmarker Pcna war in Pbx"" Tieren deutlich
vermindert auf mRNA- (real time PCR 52413 vs. 100+8%, p=0,01) und Proteinebene.
Demgegeniiber fand sich eine Hypertrophie der Zona fasciculata (63,0+3,3 vs. 89,318,3%,
p=0.01). Unilaterale Adrenalektomie flihrte bei den Pbx1 haploinsuffizienten Tieren zu einem
deutlich reduzierten kompensatorischen Wachstum der verbleibenden Nebenniere
(+1,7£0,1 mg, p=0,65 vs. +2,7+0,1 mg, p<0,01). Beides konnte auf eine Beeintrachtigung
oder Suppression der subkapsuldren adrenalen Stammzellzone hindeuten - ebenso wie bei
Sf1 heterzygoten Tieren zuvor beschrieben®®. Tatsachlich konnten wir bei Pbx™" Tieren eine
relevant geringe Anzahl an side population Zellen, die meist einen hohen Stammzellanteil
besitzen, nachweisen®. Man kann spekulieren, dass die im Rahmen eines
Hyperaldosteronismus gefundene Uberexpression von SF1 zur Differenzierung von
adrenalen Vorldauferzellen in Zona glomerula Zellen beitragen kann. Obwohl die Plasma
Cortikosteronkonzentrationen zwischen Pbx”" und wt Tieren &hnlich war (18,816,2 vs.
16,7+4,7 ng/ml), fand sich eine deutlich reduzierte Stimulierbarkeit im ACTH-Test
(184,4+57,6 vs. 358,8+28,3 ng/ml) im Sinne einer kompensierten Nebenniereninsuffizienz.

14,15

Auch dieser Phdnotyp dhnelt dem der SF1 heterozygoten Kock-out Tiere und lasst sich im

Pbx™" Kontext moglicherweise auf die deutlich erniedrigte Expression des ACTH Rezeptors
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(Mc2-r; 77,747,9 vs. 100+2,8%, p=0,02) zuriickfiihren (Abbildung 6A). In vitro liel§ sich an
einem Mc2-r Konstrukt durch die 4 Bindungsstellen fiir Pbx1-Heterodimere eine Pbx1
abhangige Promotoraktivierung nachweisen, die der der Sfl Aktivierung durch die
bekannten 3 Sf1 Bindungsstellen dhnelt (Pbx 342,0+81,2 vs. pcDNA 100+4,7 %, p<0.01; Sf1
520,8+121,3 vs. 100%4,7%, p<0,01). Somit ist der Mc2-r ein direktes Ziel von Pbx1,
unabhangig von der Sfl1 Aktivitat. Die Stimulation mit Pbx1 und Sfl1 zusammen fihrte zu
einer noch starkeren Mc2-r-Aktivierung (1627,4+408,2%, p<0,01), so dass wir synergistische
Effekte von Sf1 und Pbx1l am Mc2-r Promotor postulierten (Abbildung 6B). Eine direkte

Bindung beider Transkriptionsfaktoren aneinander konnten wir nicht beobachten.

Am Pbx1 Promotor finden sich 4 potentielle Sf1 Bindungsstellen. Sf1 Stimulation fihrt zu
einer dosisabhdngigen Steigerung der Pbx1 Promotoraktivitat (125 ng Sf-1, 157,7 = 6,9,
p=0,02; 250 ng Sf-1, 188,4+8,9, p=0,01; 500 ng Sf-1, 272,2+17,0%, p<0,01 vs. pcDNA,
100+4.7%), was erklaren kéonnte, warum sich bei Sf1+/’ Mausen relevant geringere Pbx1
mRNA (43,3%15,3 vs. 100+12,7%, p=0,05) nachweisen lasst (Abbildung 6D). Die Pbx1
Promotoraktivitat lasst sich ebenso durch Stimulation mit Pbx1 selbst (331,1 +24,0 vs. 100
+4,7%, p<0,01) im Sinne eines positiven Feed-back loops signifikant steigern, was eine

stabilere Pbx1 Expression in den Zielzellen bewirken diirfte (Abbildung 6C).

Zusammengefasst kommen Sf1 und Pbx1 eine entscheidende Bedeutung nicht nur in der
Organogenese, sondern auch zum Organerhalt und zur Regulation in der adulten Nebenniere
zu. Die Rolle der Transkriptionsfaktoren beim Hyperaldosteronismus ist bisher aber nicht

sicher geklart.
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Abbildung 6 Die adrenale Mc2-r Expression in Pbx1”" Mausen im Vergleich zu Wildtyp
Kontrollen (A). Promotoraktivitdit nach Pbxl und Sfl Stimulation an einem Mc2-r
Promotorkonstrukt (B). Sf1 und Pbx1 induzierte dosisabhdngige Pbx1 Promotoraktivitat (C).
Pbx1 in vivo Expression in Sf1 haploinsuffizienten M&usen (D). Sdulen mit Darstellung der
Standardabweichung, * = p<0,05. Adaptiert von Lichtenauer, Endocrinology 2007.

3.5 Mutierte lonenkanale und Storung der elektrophysiologischen Homdostase

Publikationen: Lichtenauer UD*, Di Dalmazi G*, Slater EP, Wieland T, Kuebart A, Schmittfull A, Schwarzmayr T,
Diener S, Wiese D, Thasler WE, Reincke M, Meitinger T, Schott M, Fassnacht M, Bartsch DK, Strom TM,
Beuschlein F. 2015. Frequency and clinical correlates of somatic Ying Yang 1 mutations in sporadic insulinomas.
J Clin Endocrinol Metab 100(5):E776-82.

Beuschlein F, Boulkroun S, Osswald A, Wieland T, Nielsen HN, Lichtenauer UD, Penton D, Schack VR, Amar L,
Fischer E, Walther A, Tauber P, Schwarzmayr T, Diener S, Graf E, Allolio B, Samson-Couterie B, Benecke A,
Quinkler M, Fallo F, Plouin PF, Mantero F, Meitinger T, Mulatero P, Jeunemaitre X, Warth R, Vilsen B, Zennaro
MC, Strom TM, Reincke M 2013 Somatic mutations in ATP1A1 and ATP2B3 lead to aldosterone-producing
adenomas and secondary hypertension. Nat Genet 45:440-444, 444e441-442.

2011 konnten in 30 — 40 % aller APA sporadische DNA Mutationen im KCNJ5-Gen, das fir

16,22

einen wichtigen Kaliumkanal kodiert, gefunden werden. Der resultierende
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Natriumeinstrom fiihrt zur dauerhaften Depolarisation der Zona glomerulosa Zelle mit

nachfolgender dauerhafter Aktivierung der Aldosteronproduktion.

Um die molekularen Folgen des KCNJ5-abhdngigen Hyperaldosteronismus ndher zu
untersuchen, entwickelten wir ein Mausmodell mit dem Ziel, mittels DNA-Mikroinjektion
unter einem relativ nebennierenspezifischen Promotor zwei als besonders klinisch relevant

beschriebene KCNJ5-Mutationen, G451A und T503G, organspezifisch zu (iberexprimieren.

Hierfiir wurden 3 verschiedene Plasmide vorbereitet, die hinter einem 0,5 kb Fragment des
Akrlb7 Promotors entweder ein komplettes humanes KCNJ5 Wildtypgen oder ein
punktmutiertes Gen besitzen und in C57BL/6 Mause Ubertragen. Die detaillierten Ergebnisse
werden im Rahmen einer Doktorarbeit zurzeit zusammengetragen. Im Wesentlichen zeigen
sich, wie schon beim Kaliumstimulationsversuch der CD30 Mé&use, bei 8 Wochen alten Tieren
morphologisch keine Unterschiede zwischen den Nebennieren der verschiedenen Gruppen
(Abbildung 7A). KCNJ5 war erwartungsgemall bei den transgenen Tieren deutlich
Uberexprimiert (Abbildung 7D). Die Expression der Gene wichtiger Enzyme der
Steroidbiosynthese waren bei mutierten KCNJ5 Tieren ebenfalls signifikant erhdht im
Vergleich zu KCNJ5 Wildtyp Tieren. Als Beispiel fiir weibliche KCNJ5 T503G Tiere: 3RHsd
(124,149,9 vs. 100,0+1,8%, p=0,03), Cyp111 (133,5+9,1 vs. 100,0%5,4%, p<0,01) und
Cyp11R2 (151,8+14,6 vs. 100,0+15,3%, p=0,03 , Abbildung 6E-G). Trotzdem fanden sich nur
tendentiell erhohte Aldosteronspiegel in den KCNJ5-mutierten Tieren im Vergleich zu

Wildtyp-transgenen Tieren (Abbildung 7C).

-19 -



Darstellung der Standardabweichung, * = p<0,05.
Nicht publiziert, modifiziert von DGE Poster Liibeck, 2015.
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Abbildung 7 Wildtyp, KCNJ5 G451A und T503G Mutationskonstrukt (A).

Nebennierengewicht (B) und Aldosteronkonzentrationen im Blut (C) der Mausgruppen.
Real-time PCR Ergebnisse fiir humane KCNJ5 Expression (D), Real-time PCR Ergebnisse fir
murines 3BHsd (E), Cyp11b1 (F) und Cyp11b2 (G) der Gruppen. wt: C57BL/6 Wildtyp M&use,
KCNJ5 wt: Transgene C57BL/6 Mé&use mit Wildtyp KCNJ5 Gen. KCNJ5 G451A oder T503G:
Transgene C57BL/6 Mause mit G451 oder T503G punkmutiertem KCNJ5 Gen. Siulen mit

Obwohl die finale Bewertung der Ergebnisse noch aussteht, bleiben die phanotypischen

Verdnderungen trotz der gewiinschten Uberexpression von mutiertem KCNJ5 hinter den

Erwartungen zuriick, so dass das aktuelle Modell nicht fir

pharmakologische Interventionsstudien in Frage kommen wird.
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Die KCNJ5 Mutationen wurden mittels Exomsequenzierung identifiziert, ein relativ neues
Verfahren zum Massenscreening von Genverdanderungen. Allein auf dem endokrinen
Fachgebiet wurden mit Hilfe dieser neuen Methode wichtige Genalterationen wie z.B. PKA
Mutationen bei 34 % der Patienten mit floridem Cushing Syndrom13 und USP8 Mutationen
in 40 % der Falle mit corticotrophen Hypophysenadenomen60 gefunden. In einer eigenen
Untersuchung konnten wir mittels Exomsequenzierung bei 8 Insulinomen 41 somatische
Alterationen mit einer durchschnittlichen Mutationsrate von 5,1+2,1 (1 — 12) Mutationen
pro Probe identifizieren. Eine identische Thr372Arg Mutation im YingYangl Gen (YY1) lag in 2
Fallen vor, die sich im Sinne einer somatischen Mutation nicht in der korrespondierenden
Leukozyten DNA nachweisen lief. Die anschlieBende Sequenzierung des Gens bei insgesamt

47 Insulinompatienten zeigte eine YY1-Mutation in 6 Féllen (13 %)*.

In einem anderen Experiment suchten wir mittels Exomsequenzierung nach weiteren
genetischen Ursachen fiir den primaren Hyperaldosteronismus. 9 Aldosteron produzierende
Adenome und Kontrollgewebe wurden gescreened, wobei 4,1+1,4 (0 - 13)
proteinverandernde Mutationen pro Adenom identifiziert werden konnten. Diesmal fanden
sich multiple somatische Varianten in 2 Mitgliedern der p-Typ ATPase Genfamile: ATP1A1,
das fiir eine a-Untereinheit der Na*/K* ATPase kodiert und primar in der Zona glomerulosa
exprimiert wird, und ATP2B3, das fiir die Plasmamembran Ca’" ATPase kodiert und in allen 3
Zonen der Nebenniere exprimiert wird. Diese Pumpen sind essentiell fir die
Aufrechterhaltung des Membranpotentials. Im Verlauf untersuchten wir insgesamt 308
Adenome auf ATP1A1- und ATP2B3- Alterationen mittels Sequenzierung und fanden

insgesamt 21 Falle mit Mutationen (6,8%).
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Klinisch waren die betroffenen Patienten vor allem maénnlich (17/21 Mutationen; 81%),
hatten hohere praoperative Aldosteronkonzentrationen (Median 397,8 vs. 286,6 ng/l,
p=0,02) und signifikant niedrigere Kaliumkonzentrationen (2,6 vs. 3,1 mM, p=0,01) im

Vergleich zu Patienten ohne diese Mutationen, bzw. mit KCNJ5 Mutationen.

A Mutant B Mutant
Na*/K* Na*/Ca®* Ca®* Ca®* Na*/K* Na*/Ca®* Ca®* Ca®
ATPase exchanger channel ATPase ATPase exchanger channel ATPase
' X ) X X ‘ Ca%
< / 4
_— Depolanzatlon v J—
K* J K* ;
channel I channel l
= Aldosterone
—» —» Aldosterone -
Cytoplasm Nucleus ,/ Cytoplasm Nucleurs,//

Abbildung 8 Schematische Darstellung des moglichen Pathomechanismus der ATP1A1
Mutation, die die zur Depolarisation der Zelle und Aktivierung der Spannungsabhangigen
Ca2+-lonenkandle und somit héheren intrazelluldren Calciumionenkonzentrationen fiihrt
(A). ATP2B3 Mutation, die zu einem verminderten Calciumtransport nach extrazellular fihrt
(B). CYP11B2=Aldosteronsynthase. Ubernommen aus Beuschlein NatGenet, 2015.

Wir gehen davon aus, dass die Mutationen zu einer Inaktivierung der ATPasen fuhren und
damit durch ATP1A1 indirekt oder durch ATP2B3 direkt zu einer intrazelluldren
Calciumionenkonzentrationserhohung, was eine Depolarisation der Zelle auslost. In der
Folge kommt es zur Aktivierung der intrazellularen calciumabhangigen Signalkaskade mit

resultierender erhdhter Aldosteronausschittung (Abbildung 8).
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4 Schlussfolgerung und Ausblick

Aus den vorgenannten Arbeiten wird deutlich, dass sich das Detailwissen Uber die Ursachen
der autonomen Aldosteronproduktion inzwischen erheblich erweitert hat. Es zeigt sich aber
auch, wie komplex das Zusammenspiel auf molekularer Ebene ist, haben sich doch
verschiedene zelluldre, transkriptionelle, posttranskriptionelle und mutationsbedingte
elektrophysiologische Anderungen in unterschiedlicher Auspriagung als relevant pathologisch
gezeigt. Die Einordnung der verschiedenen Einzelergebnisse in einen Gesamtkontext fallt
nicht immer leicht, hat doch jedes der Experimente Limitationen. Dazu gehoren
speziesspezifische Unterschiede, aber auch die Tatsache, dass in vitro Modelle das komplexe
Organsystem Nebenniere nicht vollstandig abbilden kénnen. In vivo Modelle wiederum sind
nicht frei von Einflissen des Aldosteron-Renin Systems, der Hypothalamus-Hypophyse-
Nebennierenachse, des zellularen und parakrinen Netzwerks und weiteren

Regulationsmechanismen.

Trotz alledem finden sich aber auch Gemeinsamkeiten: Im Gegensatz zu einzelnen Arbeiten
anderer Gruppen, die teilweise sogar gleichbleibende oder geringere CYP11B2 Expression in

APA im Vergleich zu normalem Nebennierengewebe beobachtet haben?4°

, zeigt sich bei
uns sehr konstant (ber die verschiedenen Versuche hinweg, dass der primare
Hyperaldosteronismus hauptsachlich das Ergebnis einer erhohten transkriptionellen
Aktivierung oder einer Anderungen der mRNA Stabilitit ist. Eine erhebliche Zunahme der
Dicke der Zona glomerulosa in humanen APA und damit ein Tumormasseeffekt als Ursache
fir den Hyperaldosteronismus konnte hingegen in keinem der von uns durchgefihrten

Versuche beobachtet werden®. Das deckt sich auch mit der klinischen Erfahrung, dass

relevante APA zum Zeitpunkt der Diagnosestellung mit bildgebenden Methoden aufgrund
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ihrer kleinen GroRBe nicht immer zuverlassig dargestellt werden kdnnen.

Auf zelluldrer Ebene konnten wir zeigen, dass mit erhdhter CaMK | und Aldosteronsynthase
Expression wichtige bekannte physiologische Mechanismen der Aldosteronproduktion in
APA aktiviert sind. Mittels Microarray im Mausmodell konnten unter anderem Mtus1, Smoc1
und Gpr48 als weitere relevant regulierte, bisher unbekannte Gene identifiziert werden. Zur
Uberpriifung der gefundenen Microarray-Kandidatengene in vitro bedienten wir uns der
humanen Nebennierenkarzinomzelllinie NCI H295R, die wir ndher als Modell der autonomen
Aldosteronsekretion evaluierten. Diese zeichnet sich durch eine stabile Aldosteronsekretion
aus, die sich vor allem mit Kalium spezifisch weiter stimulieren lasst. Die zu erwartenden
Expressionsunterschiede lieBen sich aber nur fiir einen Teil der im Microarray detektierten
Gene, wie z.B. eine signifikante Herunterregulation von MTUS1, zeigen. Zusammen mit Real-
time Untersuchungen in humanen APA ist die Expression von MTUS1 als Folge des
Hyperaldosteronismus zu interpretieren. Fir SPP1 ist aber durch eine verminderte
Calciumbindung eine kausale Rolle moglich. Fiir dieses Gen hatte sich in friheren
Untersuchungen ein Zusammenhang zur prahypertensiven Phase bei Hypertonikern
herstellen lassen. Eine Wwox bedingte pathologische Uberexpression von Cypllal kann

ebenfalls diskutiert werden.

Mit der Entdeckung von KCNJ5-Mutationen in weit tGber 30 % der Falle konnten in humanen
APA erstmals Mutationen eines K*-Kanals nachgewiesen werden, die durch Anderungen der
lonenhdamostase zu einer permanenten Depolarisierung der Zelle mit konsekutiver
dauerhafter Aktivierung der Aldosteronsynthase fiihren. Durch unsere Arbeiten mit
derselben Screeningmethode, der Exomsequenzierung, gelang unserer Arbeitsgruppe nicht

nur der Nachweis einer Ying Yang 1 Mutation bei Insulinomen, sondern auch die
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Identifizierung von Mutationen in den Genen ATP1A1 und ATP2B3 (6,8 % der Falle) bei APA,
die durch defekte ATPasen ebenfalls zur Depolarisation der Zelle flihren. Zusammen mit der
CACNA1D Calciumkanal-Mutation, die sich in 4,9 % der Falle nachweisen IieB7'67, konnten
innerhalb weniger Jahre die genetischen Ursachen und die Pathomechanismen von knapp

50% aller sporadischen APA molekular aufgeklart werden (Abbildung 9).

Aldosteron BAH :
produzierende (60%) Abbildung 9
Adenome (40%) Bei den ca. 40 % unilateraler
S e aldosteronproduzierender
P LOH? Adenome konnte inzwischen
Weitere Mutationen? der Pathomechanismus und

1%
ATPIAL 5o 50%
CACNA1D 5-8%

35%

die molekulare Ursache der
Erkrankung in ca. 50 % der
Falle aufgeklart werden.

KCNJS

Neben der moglichst umfassenden Erforschung der zu Grunde liegenden
pathophysiologischen Mechanismen (Zusammenfassung: Abbildung 10) wird nun
zunehmend die Suche nach Strategien oder Substanzen in den Fokus riicken, die z.B. die
defekten lonenkandle blockieren kénnen und somit therapeutisch nutzbar waren. Um
diesem Ziel naher zu kommen, entwickelten wir ein Mausmodell zur
nebennierenspezifischen Expression von mutiertem KCNJ5. Obwohl die Auswertung der
Resultate noch nicht abgeschlossen ist, zeigen die transgenen Tiere die gewiinschten
spezifischen KCNJ5 Expressionsunterschiede. Der erwartete schwere Hyperaldosteronismus
hat sich aber nicht eingestellt, so dass hier zukiinftig weitere Anldaufe mit anderen Modellen

und Konzepten unternommen werden mussen.
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Wir arbeiteten heraus, dass der Transkriptionsfaktor Pbx1 neben SF1 nicht nur fir die
normale Nebennierenentwicklung essentiell ist, sondern auch beim adulten Organismus eine
wesentliche Rolle spielt. Indem Uber Pbx1 Bindungsstellen am SF1 Promotor die SF1
Expression verstarkt wird, wirken beide Faktoren synergistisch. SF1 wurde in APA als
Uberexprimiert beschrieben. Ebenso eine Aktivierung des Wnt Pathways mittels B-catenin
Akkumulation, die zu einer vermehrten Expression gonadaler Gene fiihrt. Interessanterweise
wurde flr Patienten mit APA und KCNJ5 Mutation ein spezifisches Steroidprofil gefunden,
ein ,Fingerabdruck” von 7 Steroiden, anhand dessen 92% der KCNJ5-Patienten korrekt
identifiziert werden konnten und bei dem die zwei Hauptsteroide der Cortisolproduktion
zuzuordnen sind’®. Hierzu kénnte auch der von uns niher untersuchten Transkriptionsfaktor
PBX1 in APA beitragen, ein wichtiger Regulator der fiir die Cortisolproduktion erforderlichen
CYP17-Aktivitat>®°*%°, Schon langer ist bekannt, dass es, zumindest auf zellularer Ebene, in
APA zu einer Cortisol-Kosekretion kommen kann. Klinisch und laborchemisch schien dies
bisher aber wenig relevant’®. Womaéglich wurde das Phanomen aber unterschitzt, zeigt sich
doch in neueren Arbeiten, dass die Konzentration von Glukokortikoiden und deren Vorstufen
bei APA der von Patienten mit subklinischem Cushing Syndrom dhneln kann und nur von
Patienten, die an einem floriden Cushing-Syndrom leiden, tbertroffen wird*”. Hier wird
kiinftig zu klaren sein, wie valide die errechneten Quotienten beim selektiven
Nebennierenvenenkatheter sind, bei dem bisher die Cortisolkonzentrationen zur
Normalisierung der Aldosteronwerte herangezogen wird. Es ergeben sich aber noch weitere
klinische Konsequenzen: Sind die beschriebenen erhéhte Osteoporoserate®® und die
kardiovaskularen Risikofaktoren bei APA Patienten moglicherweise zu einem groRRen Teil auf

den Cortisolexzess zuriickzufiihren? Falls ja, wird man sich der Frage stellen miissen, ob die
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erfolgreiche medikamentoése Therapie des Hyperaldosteronismus mittels

Mineralkortikoidrezeptorantagonisten alleine ausreichend ist.
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Abbildung 10: Schematische vereinfachte Darstellung der Mechanismen der in dieser Arbeit
diskutierten etablierten und postulierten pathologischen Mechanismen (rot) des primaren
Hyperaldosteronismus in einer Zona glomerulosa Zelle. Details sind dem Text zu entnehmen.

(modifizierte Elemente aus: scheffel.og.bw.schule.de, Akli Ayoub PLoS ONE2015, rndsystems.com,
cbc.chem.arizona.edu, Margioris Endotext 2016)

In jedem Fall ist davon auszugehen, dass die bisherige bindre Unterteilung in bilaterale
adrenale Hyperplasie bzw. unilaterales Adenom sowie medikamentdse Therapie mit einem
Mineralkortikoid Antagonisten bzw. Adrenalektomie zukilinftig differenzierter erfolgen wird,
hin zu einer auf die molekulare Ursache des individuellen Patienten zugeschnittenen

spezifischeren Therapieform®.
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