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1 Einleitung

1.1 Anatomie und Funktion der Nebenniere

Die Nebenniere ist ein paarig angelegtes retroperitoneales Organ, welches sich am jeweiligen
oberen Pol der Nieren befindet (1). Sie besteht aus zwei entwicklungsgeschichtlich getrennten
Anteilen: dem innen liegenden Nebennierenmark, welches aus der Neuralleiste entstammt
und an der Katecholaminsynthese mitbeteiligt ist, und der auBen liegenden Nebennierenrinde,
welche aus dem Zélomepithel entstammt und Steroidhormone produziert (2). Diese Arbeit

befasst sich mit der Nebennierenrinde.

1.1.1  Morphologie der Nebenniere

Die menschliche Nebennierenrinde besteht aus drei mikroskopisch differenzierbaren
Schichten: Zona glomerulosa (ZG), Zona fasciculata (ZF) und Zona reticularis (ZR) (2). Diese

Dreiteilung ist in Abb. 1 dargestellt.

Zona glomerulosa ====s) Mineralocorticoide

Zona fasciculata ===ms) Corticosteroide

Zona reticularis —) Androgene

Abb. 1 Die menschliche Nebennierenrinde
Adaptiert nach (2).

Die dulere, in Nestern direkt unterhalb der bindegewebsreichen Kapsel gelegene Zona
glomerulosa entspricht etwa 5% des Cortex und besteht aus kleinen, lipidarmen Zellen. Die
darunter gelegene Zona fasciculata macht mit etwa 75 % der Rinde den gréBten Anteil aus. Sie

besteht aus groBeren, saulenbildenden Zellen mit hohem Lipidanteil, welche in



paraffineingebetteten histologischen Schnitten einem klarzelligen Bild entsprechen. Die Zona
fasciculata dehnt sich von der Zona glomerulosa aus bis zur darunter liegenden Zona reticularis
(3, 4). Diese besteht aus mittelgroBen, kompakten Zellen mit stark azidophilem Zytoplasma,
vielen Lipofuszingranula und dichten Kernen. Die Zellen der ZR bilden verzweigte Strange und

grenzen nach innen an die Zellen des Nebennierenmarks (2).

1.1.2  Synthese der Steroidhormone in der Nebennierenrinde

Die Nebennierenrinde ist ein wichtiges Organ in der Synthese von Steroidhormonen. Die
verschiedenen Zonen unterscheiden sich neben ihrer Morphologie auch in ihrer Fahigkeit,
Hormone zu produzieren (2). Aldosteron wird in der ZG synthetisiert, Cortisol in der ZF und
adrenale Androgene, wie Dihydroepiandrosteron (DHEA), Dihydroepiandrosteron-Sulfat

(DHEA-S) und Androstendion in der ZR (3).

Die ersten enzymatischen Schritte der Steroidgenese in der Nebennierenrinde sind in allen
Zonen gleich, wahrend die letzten Schritte sich durch Zonen-spezifische Enzyme und Zonen-

definierende Produkte unterscheiden (3).

Zuerst wird intrazelluldres Cholesterol durch das Steroidogenic acute regulatory protein (StAR)
von der dulBeren zur inneren Mitochondrienmembran transportiert. Dort wird das Cholesterol
durch den Enzymkomplex P450scc durch Seitenkettenspaltung zu Pregnenolon verarbeitet.
Das Pregnenolon diffundiert anschliefend aus den Mitochondrien in das Zytoplasma (5). Im

darauffolgenden Schritt unterscheiden sich die Stoffwechselwege je nach NNR-Zone.

Cholesterol
CYP450scc Zona glomerulosa
v HSD3B1 CYpP21 CYP11B2 CYP11B2 CYP11B2
Pregnenolon === Progesteron =3  11-DESOXY- 5 Corticosteron == 18-Hydroxy- = Aldosteron
corticosteron Corticosteron
CYP17 CYP17
Zona fasciculata
v HSD3B2 CYP21 CYP11B1
17-Hydroxy- > 17-Hydroxy- e 11-DESOXY- i Cortisol
Pregnenolon Progesteron Cortisol
Abb. 2 Ubersicht iiber die Stoffwechselwege der Steroidogenese.

Schema erstellt nach (5, 6).



In der ZG verstoffwechselt das Enzym 3—beta-_Hydroxysteroiddehydrogenase 1 (HSD3B1) das
Pregnenolon im Endoplasmatischen Retikulum zu Progesteron. Dieses wird durch 21-
Hydroxylierung zu Desoxycorticosteron, welches zuriick in die Mitochondrien transportiert
wird (6, 7). Dort werden die weiteren Schritte tGber Corticosteron und 18-Hydroxycorticosteron
zu Aldosteron durch CYP11B2 durchgefiihrt. Dieses Enzym ist spezifisch fur die ZG (8), auch
wenn nicht alle Zellen, welche morphologisch dem ZG-Typ entsprechen, es auch exprimieren
(3).

In der ZF wird Pregnenolon durch die CYP17Al1-Hydroxylase, die 3-beta-
Hydroxysteroiddehydrogenase 2 (HSD3B2) und CYP21A2 zu 11-Desoxycortisol umgewandelt.

Dieses wird in den Mitochondrien durch CYP11B1 zu Cortisol umgewandelt (8).

Die in der ZR lokalisierte Androgensynthese ist fiir diese Arbeit weniger relevant und wird

somit nicht weiter ausgefiihrt.

1.1.3  Regulation der Synthese von Aldosteron und Cortisol

Aldosteron: Die wichtigsten physiologischen Stimuli der Aldosteronsynthese sind
Angiotensin Il als Teil des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und ein erhohter
Serumkaliumwert (9, 6). Auch das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) stimuliert kurzfristig

die Produktion von Aldosteron (10).

Im Rahmen des RAAS kommt es bei einem in den Epitheloidzellen des juxtaglomeruldren
Apparates der Niere gemessenen Abfall des Blutdrucks oder —volumen zu einer Freisetzung
des proteolytischen Enzyms Renin. Dieses spaltet das von der Leber produzierte
Angiotensinogen zu Angiotensin | (AT,). Die Endothelzellen von BlutgefdaBen, vor allem der
Lungengefalle, produzieren ein weiteres Enzym dieser Kaskade, das Angiotensin Converting
Enzyme (ACE). Das ACE spaltet AT, zu Angiotensin Il (AT,). Dieses hat eine direkte
vasokonstriktive Wirkung und fihrt iber die Bindung an Angiotensinrezeptoren in der NNR zur

Aldosteronproduktion (11).

Cortisol: Bei der Cortisolsekretion ist zwischen einer basalen und einer stimulierten Sekretion
zu unterscheiden. Die Basalsekretion folgt einem zirkadianen Rhythmus, der unter
Ruhebedingungen in den frilhen Morgenstunden seinen Hohepunkt hat und anschlieRend
abfallt. Dies muss bei der Interpretation laborchemisch bestimmter Cortisolwerte beachtet
werden. In Stresssituationen kommt es zudem zu einer belastungsabhdngig stimulierten

Sekretion von Cortisol (11).

Insgesamt unterliegt die Cortisolsekretion der Kontrolle des hypothalamisch-hypophysaren

Regelkreises. Das hypothalamische Hormon Corticotropin-Releasing-Hormone (CRH) induziert



die Sekretion des in der Adenohypophyse produzierten ACTH, welches wiederum die Synthese
von Cortisol induziert. Dieses inhibiert durch Feedback-Hemmung die Sekretion von CRH und

ACTH (5, 11).

1.1.4  Physiologische Funktion von Aldosteron und Cortisol

Aldosteron: Aldosteron bindet an die Mineralocorticoidrezeptoren, unter anderem in den
distalen Tubuli der Niere. Dadurch kommt es zu einer vermehrten Resorption von Na'-lonen
und einer vermehrten K'-Ausscheidung (6, 12, 13). Aldosteron stimuliert auch die
Ausschiittung von Antidiuretischem Hormon (ADH) aus der Hypophyse (14). Beides fihrt zu

einer Erhohung des Blutdrucks und —volumen (11).

Weiterhin fordert Aldosteron die Bildung von Bindegewebe im Herzen im Rahmen des cardiac

remodeling und steigert zentralnervos den Salzappetit (15, 16).

Blutvolumen ¥

Leber =mmmm) Angiotensinogen /

Renin Nlel'e

Angiotensin I
Endothelzellen Blutdruck ¥
der

LungengefaBe ACE

Angiotensin II

/ Blutdruck A Blutvolumen A
Vasokonstriktion \ ’

Nebennierenrinde

KA Na+ g\, K+ W
Aldosteron - Niere
Abb. 3 Schema des RAAS

Eigene Abbildung, adaptiert nach (11, 17).

Cortisol: Cortisol hat sowohl auf den allgemeinen Stoffwechsel als auch auf verschiedene
Organsysteme zahlreiche Wirkungen. So kann Cortisol iber Stimulation der Gluconeogenese
und Hemmung des Glucosetransportes und der Glucoseverwertung eine diabetogene Wirkung
haben. Gleichzeitig reduziert es Proteinspeicher und induziert Enzyme fiir den Katecholamin-

gesteuerten Abbau von Lipidspeichern (6).



Cortisol wirkt immunsuppressiv und hemmt Entziindungsprozesse. Es kann langerfristig zu
Osteoporose fiihren, hat eine hemmende Wirkung auf das Langenwachstum von Knochen,
sowie eine katabole Wirkung auf die Muskulatur. Durch Wirkung im ZNS kdnnen erhéhte
Cortisolwerte zu  Depressionen und Lernschwierigkeiten fiihren. Bei  hohen
Glucocorticoidkonzentrationen tritt eine mineralocorticoide Wirkung in der Niere mit

Natriumretention und Kaliumexkretion hinzu (6, 11).

1.2 Primarer Hyperaldosteronismus

1.2.1 Historische Einordnung und Prdvalenz

Das Konzept eines Primaren Hyperaldosteronismus wurde erstmals 1955 von Jerome W. Conn
am Fallbericht einer Frau mit stark erhohtem Blutdruck, Muskelkrampfen und Ldhmungen
beschrieben. Durch eine inaddquate Produktion von Aldosteron durch die Nebennieren mit
Entkopplung vom RAAS kommt es bei diesem Krankheitsbild zu einer Blutdruckerh6hung und

Hypokaliamie (18, 19).

Urspriinglich als seltene Ursache einer sekundadren Hypertonie angesehen, wurden durch
verbesserte diagnostische Moglichkeiten zunehmend hohere Pravalenzen des priméaren
Hyperaldosteronismus bekannt. Auch wenn genaue Zahlen zur Pradvalenz durch stark
variierende Angaben in der Literatur fehlen, ist der primare Hyperaldosteronismus heute als
eine der haufigsten Ursachen einer sekundaren Hypertonie anerkannt (20). Die Pravalenzen
variieren vor allem stark nach der untersuchten Population: Wahrend in einer nicht weiter
selektionierten Population mit Hypertonie die Prdvalenz nur bei 7 % liegt, steigt diese auf
11,2 % bei Patienten, die in spezialisierten Zentren behandelt werden (21, 22). Auch die Art der
Datenerhebung ist relevant. Insgesamt zeigen prospektive Studien niedrigere Pravalenzen als

retrospektive Untersuchungen auf (20).

Die haufigsten Ursachen fiir einen primaren Hyperaldosteronismus sind einseitige Aldosteron-
produzierende Adenome (APA) und eine bilaterale adrenale Hyperplasie (BAH). APA und BAH
machen Uber 90 % der Félle von primdarem Hyperaldosteronismus aus, wobei BAH etwas
haufiger auftreten als APA. In seltenen Fallen kann eine unilaterale Hyperplasie der NNR oder
ein Aldosteron-produzierendes Karzinom nachgewiesen werden (23). Familidre Formen des
Hyperaldosteronismus sind mit einer Prdvalenz von etwa 6 % selten, wobei auch das zufillige

Zusammentreffen sporadischer Falle nicht auszuschlieBen ist (24).



1.2.2 Klinik des primdren Hyperaldosteronismus

Der primare Hyperaldosteronismus ist haufig klinisch symptomarm mit normokalidmischem
Bluthochdruck. Nur eine Minderheit der Patienten weist die klassische, 1955 von Conn
beschriebene Trias mit Hypertonus, Hypokalidgmie und Alkalose auf, wobei die Hypokaliamie
jedoch bei Patienten mit APA haufiger ist als bei Patienten mit BAH (22, 25). Weiterhin wurden

Muskelschwache, -krampfe, Pardsthesien, Polyurie und Hypernatriamie beschrieben (26).

Bluthochdruck an sich hat bereits einen starken negativen Effekt auf die kardiovaskulare
Morbiditdt und Mortalitdt des Patienten, bei PA-Patienten ist das kardiovaskuldre Risiko
jedoch noch héher (27, 28). Zusatzlich weisen diese Patienten haufiger Diabetes mellitus und
ein metabolisches Syndrom, sowie Osteoporose, Depression, Angststérungen und ein
schlechteres allgemeines Wohlbefinden als vergleichbare Populationen mit essentieller

Hypertonie auf (29, 30, 31).

1.2.3 Diagnostik des primdren Hyperaldosteronismus

Die Diagnostik des primaren Hyperaldosteronismus erfolgt gemdB den Empfehlungen der
Endocrine Society in einem mehrstufigen Verfahren, welches graphisch in Abb. 4 dargestellt

ist.

1. Screening Aldosteron-Renin-Quotient

l erhoht

Kochsalz-Belastungstest
Keine Suppression
des Aldosterons

3. DD uni-/bilateral CT oder MRT der Nebennieren

l

Adrenal venous sampling Goldstandard

2. Bestatigung

Lateralisationsindex <4 l l Lateralisationsindex 24

Bilaterale adrenale Hyperplasie Aldosteron-produzierendes Adenom

Abb. 4 Workflow der Diagnostik des primaren Hyperaldosteronismus
Eigene Abbildung, nach (32).

Als erster Schritt des diagnostischen Algorithmus wird eine Selektion derjenigen Patienten

empfohlen, die eine erhohte Wahrscheinlichkeit haben, an einer sekunddren Form der



Hypertonie zu leiden. So wird beispielsweise bei Patienten mit einem Blutdruck
>140/90 mmHg und gleichzeitig Hypokalidmie, bei Patienten mit resistenter Hypertonie
(RR>140/90 mmHg, trotz Einnahme von drei Ublichen antihypertensiven Medikamenten),
sowie bei bei hypertensiven Patienten mit Inzidentalom der Nebenniere ein weiterfiihrendes

Screening auf PA mittels Aldosteron-Renin-Quotient (ARQ) empfohlen.

Da der ARQ storanfillig auf Interaktionen mit Medikamenten und den duferen Umstdnden
wahrend der Blutentnahme ist, wird im Falle eines pathologischen Ergebnisses ein
Bestatigungstest empfohlen. Drei verschiedene Methoden sind etabliert: der Kochsalz-
Belastungstest, der Fludrocortison-Suppressionstest und der Captopril-Test. Es gibt hierbei
keinen Goldstandard; in der endokrinologischen Ambulanz des Universitatsklinikums Minchen
wird jedoch fiir gewdhnlich der intravendse Kochsalz-Belastungstest durchgefiihrt. Bei diesem
kdme es beim Gesunden durch die NaCl-Infusion zu einer Suppression des Aldosterons, welche

bei der autonomen Produktion des Hormons im PA ausbleibt.

Fiir die spatere Therapie des Krankheitsbildes ist es danach erforderlich, den Subtyp des PA zu
bestimmen und eine maligne Entartung der Nebennierenrinde auszuschlieBen. Hierzu wird
zuerst eine Schnittbildgebung empfohlen, entweder mittels Computertomographie (CT) oder
Magnetresonanztomographie (MRT). Da im CT oder MRT jedoch sehr kleine Adenome
Ubersehen werden kdnnen und keine Aussage Uber die Hormonproduktion eines Adenoms
oder einer Hyperplasie getroffen werden kann, wird zur Lateralisationbestimmung eine
Katheterisierung der Nebennierenvenen (engl. Adrenal venous sampling, AVS) empfohlen (32).
Hierbei wird die lokale Konzentration von Aldosteron gemessen und mit der ebenfalls
gemessenen Cortisolkonzentration korrigiert. Anschliessend wird der Lateralisationsindex (LI)
bestimmt. Hierzu werden die Cortisol-korrigierten Aldosteronausscheidungen beider Seiten
verglichen. Betragt der LI mehr als 4:1, so ist eine unilaterale Aldosteronproduktion mit einer

Sensitivitat von 95% und einer Spezifitdt von 100 % nachgewiesen (33).

1.2.4 Therapie des primdren Hyperaldosteronismus

Die Therapie des primaren Hyperaldosteronismus ist je nach Subtyp der Erkrankung
unterschiedlich. Wenn im Rahmen der Stufendiagnostik die Diagnose BAH festgestellt wurde,
wird eine medikamentése Therapie mit einem Mineralocorticoidantagonisten (MRA), wie
Spironolacton oder Eplerenon empfohlen. Diese ist im Normalfall dauerhaft erforderlich, da
keine kausale Therapie erfolgt. Spironolacton ist effektiver und kostenglinstiger als Eplerenon,
hat jedoch antiandrogene Nebenwirkungen, die sich bei Mannern etwa in der Entwicklung

einer Gyndakomastie duBern kdnnen (32, 34).



Bei einem APA wird ein chirurgisches Vorgehen gewéhlt. Uber einen laparoskopischen Zugang
wird die betroffene Nebenniere reseziert. Dadurch wird die Quelle des
Aldosteroniiberschusses entfernt, was einer kausalen Therapie entspricht. Entsprechend
kommt es bei der groBen Mehrzahl der so behandelten Patienten zu einer Normalisierung
oder Verbesserung des Bluthochdrucks (32). Im Rahmen der Adrenalektomie kann es in
seltenen Fallen postoperativ zu einer Insuffizienz der ZG der gesunden Nebennierenrinde
kommen, da diese durch die Aldosteroniiberproduktion der kranken NNR supprimiert ist. Dies
kann eine kurzzeitige Substitution durch Fludrocortison verlangen. Um dies zu vermeiden, wird

vor dem Eingriff eine 6-8-wdchige Substitutionstherapie mit MRA empfohlen (35, 36).

1.2.5 Bestimmung des Therapieerfolgs nach Adrenalektomie bei APA

Die operative Therapie des APA mittels laparoskopischer Adrenalektomie fihrt, wenn die
korrekte Diagnose eines einseitigen Hyperaldosteronismus gestellt wurde, zur Normalisiernug
der biochemischen Werte, also insbesondere der Aldosteronsekretion. Eine
medikamentenfreie Normalisierung des Bluthochdrucks kann jedoch nur in einem Teil der Falle
(42 %) erreicht werden (37). In der Literatur ist eine erhebliche Varianz der Anzahl der
Patienten mit kompletter klinischer Remission zu finden (16-72 %). Dies kann sowohl durch
Komorbiditdten, wie zusatzlich bestehende primare Hypertonie, Niereninsuffizienz und
Aldosteron-bedingtes Vascular remodelling, als auch durch bis vor kurzem fehlende

standardisierte Outcome-Kriterien bedingt sein (38, 39, 40, 41).

Um die Outcome-Kriterien international zu standardisieren, wurde mit Hilfe der Delphi-Technik
ein Expertenkonsensus erzielt. Da kein a-priori-Zusammenhang zwischen dem biochemischen
und dem klinischen Outcome besteht, wird zwischen diesen unterschieden (38). Bei der
Delphi-Methode werden den Teilnehmern in mehreren Runden Fragebdgen ausgeteilt, deren
Antworten jeweils ausgewertet werden und hierbei bestimmte Kriterien erfiillen missen (42).
Die von Williams et al. bestimmten Outcome-Kriterien werden auch in dieser Arbeit

verwendet.

1.2.6 Pathogenese der Aldosteron-produzierenden Adenome

In den letzten Jahren kam es durch Next generation sequencing zu einem erweiterten
Verstandnis der genetischen Einflisse auf die autonome Aldosteronproduktion in APA. In etwa
60 % aller APA konnen mittlerweile sporadische Mutationen in verschiedenen Genen
nachgewiesen werden: KCNJ5, ATPA1A, ATP2B3, CACNA1D, CACNA1H, PRKACA, ARMC5 und
CTNNB1 (17).



1.2.6.1 KCNIJ5

KCNJ5 codiert fur den Kaliumkanal K;.3.4, der in vielen verschiedenen Geweben exprimiert ist.
Neben einem gehauften Auftreten in der ZG und den &ufleren Anteilen der ZF in der
Nebennierenrinde ist er auch in anderen endokrinen Geweben, im Herz, sowie im zentralen

und peripheren Nervensystem zu finden (17, 43).

Die verschiedenen Mutationen des KCNJ5-Gens fiihren zu einem Verlust der Spezifitat fir
Kalium, sodass auch Natriumionen in die Zelle einstrémen kénnen, was zu einer Depolarisation
der Zellmembran fiihrt. Dies hat die Offnung von spannungsabhingigen Kalziumkanilen zur
Folge und eine erhéhte Aldosteronproduktion (43). Mutationen in KCNJ5 sind bei 38 % der APA
zu finden und stellen somit die haufigste Mutation dar (44). Neben verschiedenen somatischen
Mutationen konnten auch Keimbahnmutationen in KCNJ5 nachgewiesen werden. Diese

Mutationen sind urséachlich fir den Familiaren Hyperaldosteronismus Typ Il (45).

1.2.6.2 Die Kalziumkanéle - CACNA1D und CACNA1H

Mutationen in den CACNAID- und CACNA1H-Genen fiihren (ber eine verlangerte
Offnungsdauer von membranstiandigen Kalziumkanilen zu einem erhéhten Kalziumeinstrom in
die betroffene Zelle mit anschlieRender Steigerung der Aldosteronproduktion. Wenn CACNA1D
betroffen ist fihrt dies zu einer verfrihten, bei niedrigeren Potentialen initiierte Aktivierung

des spannungsabhingigen Kalziumkanals Ca,1.3 mit verldngerter Offnung des Kanals (46, 47).

CACNA1H codiert fir den spannungsabhangigen Kalziumkanal Ca,3.2. Die Mutation fihrt dazu,
dass die Inaktivierung des Kanals verhindert wird und die Aktivierung bei hyperpolarisierten
Potentialen stattfinden kann. Auch dies fiihrt zu einer verlingerten Offnungszeit des

Kalziumkanals (48).

1.2.6.3 Die ATPasen — ATP1A1 und ATP2B3

ATP1A1 codiert fiir eine eine Na'/K*-ATPase, die im Austausch gegen zwei K*-lonen drei Na'-
lonen aus der Zelle herausbefordert unter hydrolytischem Verbrauch von Adenosintriphosphat
(ATP). Dies baut einen elektrochemischen Gradienten lber die Zellmembran auf, der fiir
andere lonentransporte bendtigt wird. Bei den von Beuschlein et al. beschriebenen
Mutationen in ATP1A1 ist die Aktivitdit der ATPase vermindert und die Nebennierenzellen
zeigen eine hohere Membranpolarisation auf. Dies fiihrt zur Offnung der

spannungsabhangigen Kalziumkanale (46, 49).
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Ein alternatives Erklarungsmodell fir die erhohte Aldosteronproduktion in ATP1A1-mutierten
APA beschreibt, dass eine Mutation der ATPase zu einem Protoneneinstrom in die Zelle und
einer Steigerung der Aldosteronproduktion ohne  Erhéhung der intrazelluliren Ca®'-

Konzentration fuhrt (50).

ATP2B3 codiert fir eine Ca**-ATPase, die unter Verbrauch von ATP Kalziumionen gegen den
Konzentrationsgradienten aus der Zelle transportiert und somit die Kalziumhomoostase
aufrechterhalt. Beim mutationsbedingten Ausfall der Pumpfunktion kommt es somit zum
Anstieg der intrazelluliren Ca®*-Konzentration mit darauffolgendem Anstieg der

Aldosteronproduktion (49, 51).

1.2.6.4 PRKACA

Die katalytische Untereinheit der cAMP-abhangigen Proteinkinase A (PKA) wird durch PRKACA
codiert. Die Mutation, die auch in Cortisol-produzierenden Nebennierentumoren und NNR-
Hyperplasien nachgewiesen werden konnte, fiihrt zu einer dauerhaften Aktivierung der PKA
(52). Diese fiuihrt zu einer abnormen Proliferation von pluripotenten Zellen (53). Verschiedene
Mutationen in PRKACA konnten ebenfalls in APA nachgewiesen werden, sind jedoch sehr

selten (54).

1.2.6.5 CTNNB1

CTNNB1 codiert fur das Signalprotein B-Catenin, welches als intrazelluldrer Transmitter im
WNT/ B-Catenin-Signalweg die Translation vieler Gene induziert. Der WNT/ B-Catenin-
Signalweg spielt allgemein eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung wie auch der
Proliferation vieler Tumore (55). Auch in der Nebenniere ist dieser Signalweg wichtig fir das
Wachstum und die Zonierung der Nebennierenrinde, besonders der Zona glomerulosa (56). B-
Catenin ist auch beteiligt an der Regulation der Expression von CYP11B2, und somit auch der

Aldosteronsynthese (57, 58). Mutationen in CTNNBI1 sind ein seltener Befund bei APA (59).

1.3 Morphometrie und Immunhistochemie

1.3.1 Morphologie von APA

Die Morphologie von APA kann ausgehend von der Morphologie der Zellen der gesunden
Nebennierenrinde, welche in Abschnitt 1.1.1. ndher erklart wird, beschrieben werden. So sind

in APA sowohl Zellen zu finden, die eher groB und klarzellig erscheinen und somit ZF-dhnlich
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sind, als auch eher kleine, lipidarme ZG-éhnﬁche Zellen. Auch mittelgroBe, kompakte, ZR-
dhnliche Zellen konnen enthalten sein. Die meisten APA weisen ein heterogenes Bild mit
unterschiedlichen Anteilen an diesen Zellmustern auf (4, 60). Die Zuordnung zu einem dieser
Typen wird Ublicherweise mit mikroskopisch unterstitztem Augenmall durchgefiihrt und
unterliegt somit Beobachter-abhangigen Varianzen.

Normales Gewebe Tumorgewebe
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Abb. 5 Vergleich von normalem und Tumorgewebe

Eigene Abbildung

1.3.2 Immunhistochemie von APA

Die Aminosaurensequenzen von CYP11B1 und CYP11B2 stimmen zu 93 % Uberein, weswegen
es lange Zeit nicht moglich war, spezifische Antikorper herzustellen. 2013 gelang es erstmals
monoklonale Antikérper gegen diese Gene herzustellen. Diese koénnen nun fir

immunhistochemische Untersuchungen und fiir Western-Blot-Analysen benutzt werden (8).

Nach diesen immunhistochemischen Farbungen weisen APA eine intratumorale Heterogenitat
der Expressionsmuster von CYP11B1 und CYP11B2 auf. So konnten Tumore mit alleiniger
CYP11B1- und CYP11B2-Expression, Tumore mit Co-Expression und ohne Expression eines der
Enzyme nachgewiesen werden (61). Die Beurteilung der Expression der Antikdrper erfolgt

Ublicherweise mittels visuell bestimmtem semi-quantitativem H-Score nach McCarty (62).
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1.3.3 Digitale Bildanalyse

Um Beobachter-abhangige Unterschiede in der Betrachtung von histologischen Schnitten zu
verringern, besteht heute die Maoglichkeit, die morphometrische Analyse mit digitalen
Bildanalyseprogrammen durchzufiihren. Morphometrie erlaubt eine computer-gestiitzte
Mustererkennung. Durch interaktives Training des Programmes kdnnen Zielstrukturen, wie
nukledre oder zytoplasmatische Strukturen wie Form, Farbe oder Farbintensitat erkannt und
definiert werden. Dabei werden nicht nur mit bloBem Auge sichtbare Strukturen aufgedeckt,
sondern auch solche, die nur durch das Programm erkennbar sind, wie die genaue
Zusammensetzung der Farbkomposition eines Bildes. Die digitale Bildanalyse ist
reproduzierbarer als die stets subjektive Wahrnehmung eines Beobachters. Die in dieser Arbeit
verwendete Software erwies sich der mikroskopischen Beobachtung Uberlegen in der
Differenzierung zwischen benignen Onkozytomen der Niere und malignen Subtypen von
Nierentumoren, wie dem klarzelligen, dem papilliren und dem chromophoben

Nierenzellkarzinom (63, 64).

Auch die Definition von Farbeintensititen kann mittels digitaler Bildanalyse durchgefiihrt
werden. Hiermit kann anstelle eines visuellen semi-quantitativen Scores wie dem H-Score nach
McCarty eine quantitative Betrachtung der Intensitdt und des Anteils am Gesamtbild der

immunhistochemischen Farbung durchgefiihrt werden (64, 65).

1.4 Ziele der Arbeit

Es wurde in vorangegangen Studien gezeigt, dass die Genotypen mit klinischen Parametern
wie dem Geschlecht, dem Alter, der TumorgrofRe und den Kaliumspiegeln im Patientenserum
korrelieren (44). Auch fir die Histopathologie wurde in einigen Studien ein Zusammenhang
zwischen Genotyp und Phdnotyp vorgeschlagen. So &hneln Aldosteron-produzierende
Adenome, in denen eine KCNJ5-Mutation nachgewiesen wurde, visuell eher Zellen vom Zona-
fasciculata-Typ, wahrend Tumore mit Mutationen in den CACNA1D-, ATP1A1- und ATP2B3-

Genen eher Zellen vom Zona-glomerulosa-Typ gleichen (23).

Diese wissenschaftliche Arbeit sollte eine Korrelation zwischen der Morphologie und der IHC-
Expression von Aldosteron-produzierenden Nebennierenadenomen mit dem genetischen
Profil der Tumore und den klinischen Daten der Patienten untersuchen. Die morphometrische
Analyse sollte mit dem computerbasierten Bildanalyseprogramm Definiens Developer XD
erstellt werden, um eine quantitative Beurteilung der Morphologie und der IHC-Expression zu

erlauben, anstelle einer semi-quantitativen Bewertung mittels eines visuellen Scores.
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Die Co-Expression von CYP11B1 und CYP11B2 wurde als korrelierend mit einem ZG-adhnlichen
Zellbild beschrieben, wahrend ZF-dhnliche Zellen eher einer vermehrten Expression von

CYP11B1 entsprechen (61).

Die Korrelation zwischen histopathologischem Phanotyp und klinischer Prasentation der
Krankheit sollte hier durch eine objektive, computerbasierte Quantifikation der Morphologie
und der immunhistochemischen Expression mit einer Vielzahl an klinischen, biochemischen

und genetischen Parametern dargestellt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendetes Gewebe und eingeschlossene Patienten

Zur Durchfiuhrung dieser Arbeit wurden APAs von 135 Patienten aus Miinchen und Wirzburg
mit gemaB der Guidelines der Endocrine Society diagnostiziertem primaren
Hyperaldosteronismus verwendet (32). Die Diagnosestellung, Differenzierung des Subtyps,
unilaterale Adrenalektomie und postoperative Verlaufskontrolle wurden zwischen 2005 und
2015 am Klinikum der Universitait Minchen beziehungsweise am Universitatsklinikum
Wirzburg durchgefiihrt. Die klinischen und biochemischen Daten der Patienten wurden
prospektiv im Rahmen des Deutschen Conn-Registers erhoben. Die operativ entnommenen
Préparate wurden routinemaRig am Institut fiir Pathologie des Universitatsklinikums Minchen
hinsichtlich ihrer Dignitat, Lokalisation, GréBe und Morphologie untersucht. Hierbei wurde
auch die Diagnose eines APA histologisch bestatigt. Die in dieser Arbeit verwendeten Tumore
wurden vom Pathologischen Institut als FFPE-Gewebe (engl. formalin-fixed, paraffin-

embedded, Formalin-fixiert, in Paraffin eingebettet) zur Verfliigung gestellt.

Samtliche Patienten gaben eine schriftliche Einverstiandniserklarung zur wissenschaftlichen
Verwendung ihres Nebennierengewebes und ihrer klinischen Daten. Die Ethikkommissionen

der beteiligten Institutionen stimmten der Durchfiihrung der Studie zu.

2.2 Herstellung eines Tissue Microarray (TMA)

Aus den fir diese Arbeit verwendeten FFPE-Nebennierengewebeblocken wurde ein Tissue
Microarray (TMA) konstruiert. Dies ist eine high-throughput-Technik, die es erlaubt, durch die
Auswahl von reprasentativen Gewebeproben eine schnellere und effizientere Analyse der

Charakteristika von Tumoren durchzufiihren (66).

Anhand reprasentativer HE-Schnitte der Gewebeblécke wurde durch den Pathologen Herrn
Prof. Dr. med. Axel Karl Walch vom Helmholtz-Zentrum Miinchen das Tumorgewebe
identifiziert und mit einem Filzstift markiert. AnschlieBend wurde der TMA mit einem
manuellen Tissue Arrayer MTA-1 (AlphaMetrix Biotech, Rédermark, Deutschland) erstellt. Es
wurden aus jedem Tumor-Spenderblock 3 reprasentative Gewebezylinder mit einem
Durchmesser von 1 mm mit Arrayer Punches (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI, USA)
entnommen und in einen Empfangerblock (ibertragen. Die Position im Empfangerblock wurde
manuell auf einer verstellbaren X-Y-Achse des Arrayers bestimmt und auf einem Plan mit der

Identitat des Spenderblocks festgehalten. Insgesamt wurden 7 Empfangerblocke hergestellt,
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mit 18 bis 27 Gewebetripletts pro Empfangerblock. Zur Kontrolle und Markierung wurden

unterschiedliche Orientierungsgewebe, wie Maus- oder Rattenleber hinzugefiigt.

Mit Hilfe eines halbautomatischen Rotationsmikrotoms (Microm HM 355S, Thermofisher®,
Walldorf, Deutschland) wurden 3 um dicke Schnitte des Microarrays angefertigt und auf

Objekttrager (Superfrost Plus, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) ibertragen.

Zur Kontrolle der korrekten Entnahme der Gewebezylinder wurde anschliefend ein weiterer

HE-Schnitt des Spenderblocks angefertigt.

2.3 HE- und immunhistochemische Farbung

Die HE — und immunhistochemischen Farbungen wurden unter standardisierten Bedingungen
mit Hilfe eines automatischen Discovery XT Stainers (Roche Diagnostics Switzerland /Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ, USA) durchgefiihrt. Hierzu wurden monoklonale Antikorper
gegen humanes CYP11B1 und CYP11B2 verwendet, die von Dr. Celso Gomez-Sanchez, Jackson,
MS, USA zur Verfligung gestellt wurden. Die Objekttrager wurden mit primaren Antikérpern
behandelt. Der monoklonale Antikérper gegen CYP11B1 enstammte der Ratte (rat monoclonal
anti-hCYP11B1 clone 80-2-2) und wurde in einem Verhéltnis von 1:20 in der
Verdiinnungslosung Dako REAL (Dako REAL antibody dilution, Cat.-No. $2022, Danemark)
verdiinnt. Der monoklonale Antikorper gegen CYP11B2 hat als Ursprungsspezies die Maus
(mouse monoclonal anti-hCYP11B2 clone 41-17B) und wurde in der gleichen
Verdiinnungslésung im Verhaltnis 1:100 verdinnt (8). Dann folgte die Detektion durch das
Discovery® DAB Map Kit (Roche Diagnostics, Switzerland / Ventana Medical Systems, Tucson,
AZ, USA), einschlieilich Inkubation mit den jeweiligen Sekundarantikdrpern (Anti-Ratte: Vector
BA 4001, 1:300; Anti-Ratte: universal secondary antibody REF 760-4205, rtu; Roche

Diagnostics, Schweiz/Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA).
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CYP11B1

CYP11B2

Abb. 6 Alle Tumorproben eines Patienten.

Oben: HE-Farbung. Mitte: IHC-Farbung gegen CYP11B1. Unten: IHC-Farbung gegen CYP11B2.

2.4 Computergestiitzte Bildanalyse

Die HE- und immunhistochemisch gefarbten Objekttrager wurden in 20-facher VergroRerung
mit einem digitalen Mirax Desk® Slide Scanner (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Gottingen,
Deutschland) und der Software Pannoramic Desk (3DHistech Ltd., Budapest, Ungarn)
eingescannt. Die Bildqualitdt der gescannten Dateien wurde mit dem Pannoramic Viewer
(3DHistech Ltd., Budapest, Ungarn) kontrolliert. Die Dateien wurden anschlieRend in das
Bildanalyseprogramm Definiens Developer XD2 (Definiens AG, Miinchen, Deutschland)

importiert.

Sowohl bei den HE- als auch bei den immunhistochemisch gefarbten Tumorproben wurden
manuell Regions of Interest (ROI) definiert. Dadurch konnten fiir die nachfolgende Bildanalyse
nicht-tumorrelevante Kompartimente, wie Farbeartefakte, Nerven, Blutgefdle oder
Bindegewebe von der Analyse ausgeschlossen werden. Diese Selektion wurde ohne Kenntnis

des genetischen und klinischen Hintergrundes der betroffenen Patienten getroffen.
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2.4.1 Bildanalyse der HE-Schnitte

Die Bildanalyse wurde mit dem Programm Definiens Developer XD 2 Tissue Studio 3.6.1
(Definiens AG, Minchen, Deutschland) durchgefiihrt. Hierzu wurde nach Definition der ROl mit
Hilfe einer vordefinierten Applikation des Programmes (Definiens Tissue Studio) Grenzwerte
definiert fir die Detektion von Bildparametern. Diese wurden auf alle Proben einer Serie
angewendet. Nuklei und Zytoplasma wurden durch den Thresholding- und

Segmentationsalgorithmus identifiziert. (Abb. 7)

Berechnung von Formparametern

Manuelle ROI-Definition
mit Ausschluss von
HE-Farbung nicht-tumorrelevanten

Kompartimenten

‘ : Algorithmische Detektion von
Nuklei und Zytoplasma

| Berechnung von Farbparametern

Abb. 7 Bildanalyse eines Probenkerns in HE-Farbung

Es wurden insgesamt 180 Parameter gesammelt, die Farbe, Form und Textur auf
verschiedenen Betrachtungsebenen beschreiben. In Tab. 1 wird ein Uberblick tber die

Herkunft der gesammelten Parameter gegeben.

beschriebene Ebene Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Farbparameter | Formparameter | Texturparameter

Gesamte ROl vor weiterer Analyse / / 7
Detektion des Zytoplasma 20 3 /
Detektion der Zellkerne 28 35 4
Gesamte ROl nach Segmentierung 35 35 5
Verhiltnis Zellkerne/Zytoplasma / / 8

nach Segmentierung

Gesamt | 83 | 73 | 24

Tabelle 1: Zusammensetzung aller erfassten morphometrischen Parameter.
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Formparameter beschreiben zum Beispiel, wie rund, elliptisch, rechteckig oder asymmetrisch
die detektierte Zelle oder der Zellkern ist, welche Flache der entdeckte Zellbestandteil hat oder
wie das Verhaltnis von Rand zu Flache ist. Farbparameter beschreiben die Brdune, die Eosin-
Intensitat, bildanalytisch errechnete Werte fiir den Anteil an rot, griin und blau in einem RGB-
Farbmodell oder die optische Dichte. Die Segmentierung erlaubt eine in der Helligkeit und
optischen Dichte der untersuchten Zellbestandteile basierte Unterteilung in hell, moderat und
dunkel. Die relative Flache der jeweiligen Kategorien wurde berechnet und als

Texturparameter extrahiert (63).

2.4.2 Bildanalyse der IHC-Schnitte

Auch die Bildanalyse der IHC-Schnitte wurde mit dem Programm Definiens Developer XD 2
Tissue Studio 3.6.1 (Definiens AG, Minchen, Deutschland) durchgefiihrt. Mithilfe dieses
Programms wurde ein Regelsatz zur Entdeckung und Quantifikation der Intensitat der braunen
IHC-Farbung definiert, der eine Unterteilung in hohe (,high“), mittlere (,medium®“) und
niedrige (,low”) Intensitat der Farbe sowie keine Farbung (,none”) erlaubt. Dieser Regelsatz
wurde auf alle Dateien der CYP11B2-Farbung angewendet. Die Dateien der CYP11B1-Farbung

wurden anschlieBend dem selben Procedere unterzogen.

Segmentation

Intensity of
CYP11B2 staining
- High
Medium
Low
B None
Abb. 8 Applikation des Regelsatzes auf die IHC-Schnitte am Beispiel eines Probenkerns nach

CYP11B2-Farbung
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Anhand dieser Segmentation wurden danach mit Definiens Developer XD2 die Bildanalyse
durchgefiihrt. Es wurden 17 immunhistochemische Parameter zu jeder der beiden Farbungen
berechnet. Vier davon beschreiben die durchschnittliche Intensitdt der Antikdrperfarbung
gesamt und bezogen auf die einzelnen Stufen. Vier weitere reprasentieren den Anteil der
Farbung an der Tumorprobe, ebenfalls unterteilt in die Intensitdtsstufen und die gesamte
Farbeflache. Sechs Parameter geben das Verhiltnis einer gefarbten Fliache zur gesamten
Tumorflache an. Zwei Parameter beschreiben die Brdaune der Farbung und ein Parameter

errechnete einen histologischen Score.

Diese Werte bezogen sich stets auf das gesamte TMA-Tumormaterial eines Patienten.

2.5 Erhebung der klinischen, biochemischen und tumorspezifischen

Daten

Die Erhebung der klinischen und biochemischen Daten im Rahmen dieser Arbeit basiert auf der
Datenbank des deutschen Conn-Registers. Dieses wurde 2006 in Minchen etabliert und
erfasste bis 2007 retrospektiv die klinischen Daten von Patienten mit der Diagnose PA. Ab

2008 wurden die Daten von neu-registrierten Patienten prospektiv eingespeichert (67).

Patienten mit dem Verdacht auf einen primadren Hyperaldosteronismus wurden einer
leitliniengerechten Diagnostik gemadR der Endocrine Society in den beteiligten
endokrinologischen Ambulanzen unterzogen. |hre Daten wurden prdoperativ sowie im

Rahmen routinemaRiger postoperativer Nachsorgeuntersuchungen erhoben.

Daten, die zum Zeitpunkt des Abrufs nicht im Conn-Register gefunden wurden, wurden, soweit
moglich, mit Hilfe von elektronischen oder physischen Patientenakten aus dem Klinikarchiv

eruiert. Diese Arbeit befasst sich mit klinischen, biochemischen sowie tumorbezogenen Daten.

Samtliche Daten wurden mit einer Microsoft Excel-2011-Tabelle (Microsoft Corporation,

Redmond, WA, USA) erfasst.

2.5.1 Klinische Daten

Die klinischen Daten umfassen den systolischen (RRys) und diastolischen Blutdruck (RRgi), die
antihypertensive Medikation (aHTM), gemessen als defined daily doses (DDD) nach Kriterien
des ATC/DDD Index 2010 (http://www.whocc.no/atc_ddd_index/2010) und den Body-Mass-
Index (BMI). Die Blutdruckmessungen wurden dreimal an beiden Armen bei den pra- und

postoperativen Routineuntersuchungen durchgefiihrt. Die hier benutzten Werte entsprechen
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dem Mittelwert der zweiten und dritten Messung beider Arme. Weiterhin wurden Geschlecht,
Alter bei Erstdiagnose (ED) des Bluthochdrucks, Alter bei Adrenalektomie und Dauer zwischen

ED und Adrenalektomie registriert.

2.5.2 Biochemische Daten

Die biochemischen Daten umfassen den Serumkaliumwert (K%), die Plasma-Aldosteron-
Konzentration (plasma aldosterone concentration, PAC), die Reninaktivitit und den
Aldosteron-Renin-Quotienten (ARQ). Der prioperative K'; entspricht dem Nadir, dem
niedrigsten im Verlauf gemessenen Wert. Die fir die statistischen Berechnungen verwendeten
PAC, Renin und ARQ entsprechen den Werten des Screeningtests. Zusatzlich wurden jene
Werte von PAC, Renin und ARQ, die im Rahmen des Salz-Belastungstests erhoben wurden, fir
die Berechnung der Outcomes erfasst. Bei einigen wenigen Patienten waren keine Werte des
Screeningtest zu eruieren, so dass hier PAC, Renin und ARQ vor dem Bestatigungstest fiir die

Auswertung verwendet wurden.

Zusatzlich konnten bei einigen Patienten praoperative Cortisolwerte erhoben werden, welche
bei der endokrinologischen Diagnostik miterfasst wurden. Diese Arbeit beschéaftigt sich mit
mitternachtlichen Speichelcortisol (late night salivary cortisol, LNSC) und Cortisol im 24-

Stunden-Sammelurin.

2.5.3  Tumor-spezifische Daten

Zu den Tumor-spezifischen Daten, die erfasst wurden, gehdren die TumorgréBe, der
Lateralisationsindex (LI) und die Genotypisierung. Die Bestimmung des Tumorgenotyps wird
naher in Kapitel 2.6 beschrieben. Die TumorgroRe wurde den Berichten des pathologischen
Instituts, das die Routineuntersuchung des Adrenalektomie-Gewebes durchgefiihrt hatte,
entnommen. Der Lateralisationsindex wurde aus den Berichten der endokrinologischen
Ambulanz oder aus den Berichten der interventionellen Radiologie nach Katheterisierung der
Nebennieren entnommen. Da ublicherweise beide Nebennierenvenen untersucht wurden,
wurde fir die Auswertung in dieser Arbeit darauf geachtet, dass stets die Werte der spater
operativ entfernten Nebenniere als Nenner des Seitenvergleiches des Lateralisationsindexes

verwendet wurden.
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2.5.4 Outcomes

In dieser Arbeit wurden die von Williams et al. beschriebenen und von der PASO-Gruppe
(Primary Aldosteronism Surgery Outcome) definierten Outcome-Kriterien fiir den
Therapieerfolg nach Adrenalektomie verwendet (38). Diese wurden in klinische und

biochemische Outcomes unterteilt. Die verwendeten Grenzwerte sind in Tab. 2 zu finden.

Parameter [Einheit] Referenzwerte Anmerkung

RRsys [mmHg] <140

RRgia [MmHg] <90

K*s [mmol/L] 3,5-5,0

PAC [ng/L] <236 Im Liegen

Renin [mU/L] 2,8-39,9 Im Liegen

ARQ [ng/mU] <12 Entspricht PAC/Renin

Tabelle 2: Referenzwerte der klinischen und biochemischen Parameter fiir die Outcome-Berechnung.
Die Blutdruckwerte entsprechen den Richtlinien der European Society of Hypertension und der European
Society of Cardiology von 2013 (68). Die biochemischen Grenzwerte entsprechen jenen des Instituts fiir
Laboratiumsmedizin des Klinikums der Universitat Minchen (02/2017) und des Endokrinologischen
Labors der Medizinischen Klinik und Poliklinik IV der Universitat Minchen (12/2016).

2.5.4.1 Klinisches Outcome

¢ Komplette klinische Remission: Normaler Blutdruck ohne aHTM.

* Partielle klinische Remission: Keine Verdanderung des Blutdrucks im Vergleich zu
praoperativ mit weniger aHTM oder Senkung des Blutdrucks mit der gleichen Anzahl

an aHTM oder weniger aHTM.

* Fehlende klinische Remission: Keine Veranderung oder Erhohung des Blutdrucks mit

der gleichen Anzahl an aHTM oder mehr aHTM.

Steigerung oder Senkung der Blutdruckwerte sind definiert als prd- zu postoperativer
Unterschied des RRqs 220 mmHg, des RRg, 2 10 mmHg, oder beide gemeinsam. Wenn die
Veranderung von RRs und RRyj, in unterschiedliche Richtungen stattgefunden hat, wurde die
Veranderung des RRys betrachtet. Eine postoperativ unveranderte Anzahl an aHTM (DDD) wird

definiert als eine Verdanderung von weniger 0,5 mal der DDD der praoperativen aHTM.

2.5.4.2 Biochemisches Outcome

* Komplette biochemische Remission: Normalisierung der Hypokalidmie, wenn diese
praoperativ bestand und Normalisierung des ARQ. Bei weiterhin erhéhtem ARQ
musste die Aldosteronsekretion in einem postoperativen Bestatigungstest, wie dem

Salzbelastungstest, supprimiert sein.
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* Partielle biochemische Remission: Normales K;, erhéhter ARQ mit entweder > 50 %
Verminderung der PAC oder abnormalem aber verbessertem postoperativen

Bestatigungstest.

* Fehlende biochemische Remission: Weiterhin bestehende Hypokalidamie, erhohter

ARQ oder beide. Keine Aldosteronsuppression im postoperativen Bestdtigungstest.

Die verwendeten Referenzwerte entsprechen jenen aus Tab. 2. Im postoperativen
Bestatigungstest in Form des Salzbelastungstests bestand eine Suppression der
Aldosteronsekretion in einer PAC<5ng/dL nach NaCl-Infusion, ein abnormaler aber
verbesserter postoperativer Salzbelastungstest musste nach NaCl-Infusion eine PAC von 5 —

10 ng/dL aufweisen.

2.6 Bestimmung des Genotyps

Bei den betroffenen APAs wurden somatische Mutationen mittels whole-exome sequencing
oder direkter bidirektionaler = Sanger-Sequenzierung identifiziert. Hierzu wurde
Desoxyribonukleinsaure (engl. deoxyribonucleic acid (DNA)) aus peripherem Blut der Patienten
und aus dem bei - 80 °C gefrorenen Tumorgewebe gewonnen. Hierzu wurden das Maxwell® 16
LEV Extraktor (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) mit dem Maxwell® Tissue DNA Kit
(Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) und dem Maxwell® Blood DNA Kit (Promega
GmbH, Mannheim, Deutschland) benutzt. Die Anwendung erfolgte gemadR den
Herstellerangaben. Die Qualitdt und Konzentration der extrahierten DNA wurden mit dem
Spektrophotometer NanoDrop 1000 (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland)

kontrolliert.

Es wurde nach Mutationen in den Genen KCNJ5, CACNA1D, ATP1A1, ATP2B3, PRKACA und
CTNNB1 gesucht. Diese Genabschnitte wurden in der extrahierten DNA mit Polymerase-
Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) vervielfiltigt. Hierzu wurde die GoTaq®
DNA-Polymerase (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) verwendet. Die extrahierte DNA
wurde verdinnt auf 50 ng/uL und dem PCR-Ansatz beigefligt. Die genaue Zusammensetzung
des PCR-Ansatzes ist in Tabelle 3 zu finden, die gewdahlten Primer in Tabelle 4. Das PCR-
Programm begann mit einer initialen Denaturierung bei 95 °C wdhrend zwei Minuten, 8
Amplifikationszyklen (15 Sekunden Denaturierung bei 95 °C, 15 Sekunden Annealing bei 65 °C
mit -1 °C bei jedem neuen Zyklus, und 30 Sekunden Extension bei 72 °C). Dann folgten 30
Amplifikationszyklen (15 Sekunden Denaturierung bei 95 °C, 15 Sekunden Annealing bei 58 °C

und 30 Sekunden bei 72 °C) und 5 Minuten finaler Extension bei 72 °C.
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Volumen pro Reaktion (uL)

Reagenz KCNJ5 ATP1A1/ATP2B3/CACNA1D
GoTaqg® Puffer 5 5

dNTPs 0,5 0,5

Forward Primer 0,75 1

Reverse Primer 0,75 1

H,0 16,8 16,3

Taq Polymerase 0,25 0,2

DNA Template (ca. 50 ng/uL) 1 1
Gesamtvolumen 25 25

Tabelle 3: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes fiir die DNA-Amplifikation.

Gen Exon Richtung Sequenz
KCNJ5 fwd GCTTCATTTGGTGGCTCATT
rev GAGATGACTGCGTTGTTGGA
CACNAID |6 fwd GTAAAGGAGGCATGGTTAGG
rev TGGCTCAGTAAATGTGCTGGT
8a fwd TTGAATTGCCCTGGGTGTAT
rev AATGTCTGGCAACCCCTCTT
8b fwd AGCTGCAACTGGGGCTC
rev GCAGCTAGGAGACACGCAG
14/15 fwd GTCCTGCATGGGTGTTCTGA
rev ACGAAGTGCTTTTCGGGGAA
16 fwd TAACACTTGGGACGGTCAC
rev CCA TGA TCCACAAAGCAGC
23 fwd CACGCTAACTGTGCAGGGA
rev TCAGCTCTGCCCAGAAGAG
32 fwd ACGGTTCTTCCTCACTGTCG
rev CTTCAGCAGAGGCATTTGGCT
ATP1A1 4 fwd TATATTGCCTTGTAAGTGCTGG
rev GAAGTGGGAGACAAAGACGG
8 fwd CGTGGCTTCCTTCAGGTTAG
rev AGAGTGTAACATTCGTGCAAGC
ATP2B3 8 fwd TTCTTCCCTCTTCCTGTCCC
rev TTCTTACCCCAGTTTCCGAG
CTNNB1 2 fwd AAAATCCAGCGTGGACAATGG
rev TGTGGCAAGTTCTGCATCATC
3 fwd GATTTGATGGAGTTGGACATGG
rev TGTTCTTGAGTGAAGGACTGAG
PRKACA 4 fwd ACTGGGACCCCACCTTG
rev AGGCATTACGGGGAAATGAGG
6/7 fwd GTTTCTGACGGCTGGACTG
rev AGTCCACGGCCTTGTTGTTGTAG

Tabelle 4: Verwendete Primer fiir die DNA-Amplifikation Die Annealing-Temperatur lag fir samtliche
Primer bei 58 °C.

Die Aufreinigung erfolgte per Gelelektrophorese mit dem Wizard ® SV PCR and Gel Clean-up
System (Promega, Mannheim, Deutschland). Dieses wurde wie in der Herstelleranleitung

beschrieben benutzt.
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Die Sequenzierung erfolgte bei Eurofins / MWG-Biotech. Die Resultate der automatischen
bidirektionalen Sanger-Sequenzierung wurden mit der Software Mutation Surveyor (Soft

Genetics, State College, PA, USA) analysiert.

Die Exom-Sequenzierung wurde am Institut fir Humangenetik des Helmholtz-Zentrum
Minchen mit Next generation sequencing, einer Sequenzierung mit sehr hohem Durchsatz,

durchgefihrt.

2.7 Statistische Auswertung der Daten

Die statistische Auswertung der Daten und ihre graphische Darstellung erfolgte mit dem
Programm R, Version 3.5.2 (69). Es wurden die Erweiterungspakete readxl, ggplot2, ggpubr,

gridExtra, xIsx, Hmisc, psych und corrplot verwendet (70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77).

Die klinischen und tumorspezifischen Messwerte wurden mit dem Shapiro-Wilks-Test auf
Normalverteilung untersucht. Normalverteilte Werte wurden als Mittelwert mit
Standardabweichung (MW + SD, SD fiir engl. Standard Deviation) dargestellt, nicht-
normalverteilte als Median mit Interquartilabstand (IQA) unter der Form ,Median (IQA)"

prasentiert.
Nominalskalierte Werte wurden untereinander mit dem Exakten Test nach Fisher verglichen.

Zwei Gruppen von intervall- oder verhaltnisskalierten Merkmalen wurden bei
Normalverteilung mit dem T-Test untersucht, bei Nicht-Normalverteilung mit dem Mann-
Whitney-U-Test. Bei Vergleichen von mehr als zwei Gruppen wurde flir normalverteilte Werte
eine einfache Analyse der Varianzen (ANOVA) durchgefiihrt, nicht-normalverteilte Werte
wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test untersucht. Wenn signifikante Abweichungen der
Varianzen oder Rangsummen auffielen, wurden anschlieBend paarweise Testungen mit dem T-

Test oder dem Whitney-U-Test durchgefiihrt.

Korrelationen von verhéltnis- und intervallskalierten Variablen wurden mit dem

Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman p; berechnet.

Bei multipler paarweiser Testung wurden die p-Werte mit der Methode nach Benjamini-

Hochberg korrigiert.

P-Werte wurden mit maximal 4 signifikanten Nachkommastellen aufgefiihrt. Werte, die kleiner

als 0,0001 waren, wurden als p < 0,0001 dargestellt.

Bei allen statistischen Tests wurde ein p-Wert von 0,05 oder weniger als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Kohorte

3.1.1 Erhobene Daten

Am OP-Material von 135 Patienten konnten sowohl komplette morphometrische als auch
immunhistochemische Daten bestimmt werden. Die Genotypen konnten bei 131 dieser
Patienten erhoben werden. Bei 126 Patienten konnte ein biochemischer Outcome errechnet
werden, wahrend ein klinischer Outcome nur bei 120 Patienten verfiigbar war. Bei allen
Patienten, fir die ein klinischer Outcome bestimmt wurde, wurde auch ein biochemischer
errechnet. Insgesamt konnten bei 116 Patienten sowohl die Genetik, als auch die Outcomes

bestimmt werden.

Die klinischen, biochemischen und tumorspezifischen Parameter, die nicht relevant fir die
Bestimmung der Outcomes waren, konnten teilweise nicht komplett erhoben werden. Die

Anzahl der jeweils eruierten Parameter wird in Tab. 7 in Kapitel 3.1.4 beschrieben.

3.1.2 Geschlechts- und Genotypverteilung

Unter den 135 Patienten dieser Studie waren 59 Frauen (43,7 %) und 76 Manner (56,3 %). Die

Geschlechtsverteilung ist in Abb. 9a) zusammengestellt.

Gemalk dem Exakten Test nach Fisher war die Geschlechtsverteilung liber die Genotypen nicht
unabhédngig (p < 0,0001). So wiesen Frauen haufiger Mutationen in KCNJ5 auf. Auch waren
jeweils die beiden Patienten mit Mutationen in PRKACA und CTNNB1 weiblichen Geschlechts.
Patienten ohne nachweisbare Mutation, mit nicht-rekurrenten Mutationen, sowie mit
Mutationen in ATP1A1, ATP2B3 und CACNA1D waren haufiger Manner. Dies ist auch in Abb.
9b) dargestellt.
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Abb. 9 Geschlechtsverteilungen. a) Aufteilung nach Geschlechtern. Von 135 Patienten waren

59 (43,7 %) weiblich und 76 (56,3 %) mannlich. b) Aufteilung der Patienten nach Geschlecht und
Genotyp (Legende: F = weiblich, M = méannlich)

Bei 4 der 135 Patienten konnte kein Genotyp erhoben werden. Es handelte sich hierbei um

drei Frauen und einen Mann.

In etwas weniger als zwei Dritteln der APAs (65,6 %) konnte eine somatische Mutation
nachgewiesen werden. Am haufigsten waren mit 49 Exemplaren Mutationen in KCNJ5
(37,4 %). Zehn APAs wiesen eine somatische Mutation in CACNA1D auf (7,6 %), 9 Adenome
(6,9 %) in ATP1A1, 6 (4,6 %) in ATP2B3 und jeweils 2 (1,5 %) in CTNNB1 und PRKACA. 9 (6,1 %)
Mutationen ohne weitere Haufung wurden im Folgenden als non-rekurrente Mutationen (NR)
bezeichnet. In 45 Adenomen (34,4 %) konnten keine somatischen Mutationen nachgewiesen

werden. Diese wurden im Folgenden als ,,Wildtyp“ (WT) bezeichnet.

Abb. 10 Haufigkeiten der
PRKACA NR Genotypen. In 34,4% der

1,5% APAs konnte keine Mutation
WIT hgewi den. A
y nachgewiesen werden. Am
34,4% haufigsten waren
Mutationen in KCNJ5 zu
KCNJ5 sehen (37,4%), gefolgt von
37,4% CACNAID (7,6 %), ATP1A1

(6,9 %) und ATP2B3 (4,6 %).
PRKACA und CTNNB1 wurden
je zweimal (1,5%) gefunden.
ATP2B3 6,1% konnten nur in jeweils

4,6% einem APA nachgewiesen
CTNNB1 CACNA1D werden und sind hier als
1,5% ATP1A1 7 6% nicht-rekurrent (NR)

6,9% aufgefiihrt.
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3.1.3 Altersverteilung

Die Werte fiir das Alter bei Erstdiagnose des aHT und bei Adrenalektomie sowie die Dauer der

aHT konnten fir alle 135 Patienten erhoben werden.

Der Shapiro-Wilk-Test zeigte, dass das Alter bei Erstdiagnose der arteriellen Hypertonie (p =
0,952) und das Alter bei Adrenalektomie (p =0,192) normalverteilt waren, die Dauer der

aHT jedoch nicht (p < 0,0001). Die Verteilungen sind in Abb. 11 dargestellt.
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Abb. 11 Histogramme der Altersverteilungen: a) Alter in Jahren bei Erstdiagnose der aHT. b)

Alter in Jahren bei Adrenalektomie. c) Dauer in Jahren der aHT bis zur Adrenalektomie. In roter Farbe
sind bei a) und b) dargestellt die Mittelwerte, da diese normalverteilt sind. Bei dem nicht-
normalverteilten c) ist der Median rot markiert.

Das Alter bei Erstdiagnose des arteriellen Bluthochdrucks lag zwischen 15 und 63 Jahren mit
einem Mittelwert von 39,6 + 8,9 Jahren. Die Altersverteilung bei der Operation lag zwischen 16
und 78 Jahren mit einem Mittelwert von 50,7 + 10,0 Jahren. Zwischen der erstmaligen
Feststellung eines erhdhten arteriellen Hypertonus und der Adrenalektomie vergingen
zwischen 0 und 44 Jahren. Hier lag der Median bei 10 Jahren, mit einem IQA von 13 Jahren

(Abb. 11).

Die Altersverteilungen unterschieden sich im Geschlechtsvergleich wie in Abb. 12 und Tab. 5
dargestellt. Frauen waren sowohl bei der Erstdiagnose des arteriellen Hypertonus (37,6 + 7,7
Jahre vs. 41,1 + 9,4 Jahre, p = 0,0201) als auch zum Zeitpunkt der Adrenalektomie (46,9 + 9,7
Jahre vs. 53,7 £ 9,3 Jahre, p < 0,0001) jinger als Manner. Die Geschlechter unterschieden sich

hingegen nicht signifikant in der Dauer des Bluthochdrucks bis zur operativen Therapie.
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Erstdiagnose aHT Alter bei Adrenalektomie Dauer aHT bis Adrenalektomie
T-test, p = 0.02 ol T-test, p = 7.8e-05 Wilcoxon, p = 0.064e
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Abb. 12 Vergleich der Altersverteilungen nach Geschlecht. Es zeigt sich bei einem

Signifikanzniveau von p < 0,05 ein Unterschied nach Geschlechtern in der Altersverteilung. Frauen waren
sowohl bei der Erstdiagnose der aHT als auch bei Adrenalektomie signifikant jinger als Manner

Gesamt [Jahre] Nach Geschlecht [Jahre]
Weiblich (W) | mannlich (M) | p-Wert
Alter bei ED aHT 39,6 £8,9 37,6+7,7 41,1+9,4 0,0201
Alter bei Adrenalektomie 50,7 £10,0 46,9 +9,7 53,7+9,3 <0,0001
Dauer aHT 10 (13) 8(12) 11 (14) 0,0640

Tabelle 5: Altersverteilung der Patienten im Gesamten und nach Geschlecht. Die Werte sind fiir
normalverteilte Parameter als MW * SD angegeben, fiir nicht-normalverteilte als Median (IQA). Die p-
Werte fir das Alter bei ED aHT und Alter bei Adrenalektomie wurden mit dem T-Test ermittelt, jene fiir
die Dauer der aHT mit dem Wilcoxon-Test.

Ein dhnliches Bild zeigte sich bei den Altersverteilungen im Vergleich zum Genotyp (Tab. 6,
Abb. 13). Die Varianzanalysen des Alters bei Erstdiagnose des Bluthochdrucks (p = 0,0353) und
bei Adrenalektomie (p = 0,0043) unterschieden sich nach dem Genotyp. In der anschlieRenden
paarweisen Testung wurde bei Patienten mit einer Mutation im Gen CACNAI1D signifikant
friiher ein arterieller Hypertonus festgestellt als bei Patienten mit einer nicht-rekurrenten
Mutation (p = 0,021). Ebenfalls zeigte sich in der paarweisen Testung, dass Patienten mit einer
Mutation in KCNJ5 bei der Operation signifikant jlinger waren als Patienten, bei denen keine

Mutation festgestellt wurde (p = 0,0022).
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Abb. 13 Vergleich der Altersverteilungen nach Genotyp. a) Vergleich der Altersverteilungen

bei Erstdiagnose des arteriellen Hypertonus nach Genotyp. b) Vergleich der Altersverteilungen bei
Adrenalektomie nach Genotyp. Die Altersverteilungen bei Erstdiagnose des arteriellen Hypertonus (p =
0,0353) und bei Adrenalektomie (p = 0,0043) unterscheiden sich in den Varianzanalysen. Die Dauer des
arteriellen Hypertonus bis Adrenalektomie zeigt keinen signifikanten Unterschied in den Rangsummen
der unterschiedlichen Genotypen und ist hier nicht dargestellt.

Gesamt Nach Genotyp [Jahre] p-
[Jahre] Wert
KCNJ5 | CACNAIA [ATP1A1 |ATP2B3 | CTNNBI [ PRKACA [NR  [wrT
Alter bei [39,6+8.9 [38,3+ [352+9,7 [43,6 40,8+ 36,5+ [33,0+ [483+ |40,4+ |0,0353
ED aHT 69 |* 7,4 7,0 19,1 1,4 93* |98
Alter bei [50,7 + 473+ [49,7+9,1 [532+ [54,7+ [395 41,5 58,3+ |53,6+ |0,0043
Adrenal- |10,0 9,2 ** 9,2 6,1 +17,7 |+13,4 |74 |10,1**
ektomie
Dauer |10(13) [7(9) [14(63) [5(13) [12,5(6) [3(1) 8,5(8,5) |95 |10(17) |0,2703
aHT (6,5)

Tabelle 6: Altersverteilung der Patienten nach Genotyp Die Werte sind fiir normalverteilte Parameter
als MW = SD angegeben, fiir nicht-normalverteilte als Median (IQA). Die p-Werte fiir das Alter bei ED
aHT und Alter bei Adrenalektomie wurden mit ANOVA ermittelt, jene fiir die Dauer der aHT mit dem
Kruskal-Wallis-Test. *In paarweisen Vergleichen des Alters bei ED aHT zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen dem Genotypen CACNA1D und NR (p = 0,021). ** In paarweisen Vergleichen des
Alters bei Adrenalektomie zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen dem Genotypen KCNJ5 und
WT (p = 0,0022).

3.1.4 Prdoperative klinische und laborchemische Parameter

Alle pra- und postoperativen klinischen und biochemischen Parameter bis auf den
praoperativen Cortisolwert im Sammelurin (p = 0,1753) erwiesen sich im Shapiro-Wilks-Test als

nicht-normalverteilt. Die ermittelten Werte sind in Tab. 7 zusammengefasst.
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Parameter | n | Gesamt Nach Geschlecht p-Wert
weiblich | mannlich
Werte mit Relevanz fiir die Outcome-Bestimmung
RRsys [mmHg] 135 150 (25,8) 148,5 (19,5) 155,6 (27,5) 0,0142
RRgia [MMHg] 135 100 (23,3) 102 (24,8) 98,6 (23) 0,7110
aHTM [DDD] 133 4,33 (3,5) 3,17 (3,9) 5(2,9) 0,0070
K*s [mmol/L] 134 2,9(0,7) 2,8(0,6) 3(0,7) 0,7753
PAC [ng/L] 134 268,5 (303,6) 271 (292,6) 257 (297) 0,5245
Renin [mU/L] 134 3,05 (4,0) 2,6 (3,6) 3,2 (5,05) 0,2861
ARR [ng/mU] 134 75,1 (101,0) 85,8 (86,8) 58,2 (112,4) 0,2063
Zusatzliche Werte
Cortisol [ug/dL] 103 12,6 (8,5) 12,4 (7,3) 13,3 (7,9) 0,3175
LNSC [ng/dL] 61 1(1,5) 1(1,4) 1(1,5) 0,9077
UC [ug/24h] 43 239,0 £ 109,5 243,8 +106,9 373,6 £728,9 0,8099
BMI [kg/m’] 126 27,4 (5,5) 26,1 (5,8) 29,0 (4,7) 0,0002

Tabelle 7: Praoperative klinische und biochemische Parameter. Die Werte sind fiir normalverteilte
Parameter als MW = SD angegeben, fir nicht-normalverteilte als Median (IQA). Es zeigen sich
signifikante Unterschiede zwischen den Geschlechtern beim RRy, bei der aHTM, sowie beim BMI. Die
Tabelle ist in zwei geteilt, wobei der obere Anteil jene Werte auffiihrt, die relevant fir die Bestimmung
des Outcomes sind, und der untere Anteil Werte aufweist, die zusatzlich eruiert werden konnten. n gibt
die Anzahl der jeweils erhobenen Werte an.

Der Geschlechtsvergleich zeigte, dass einige signifikante Unterschiede in der klinischen
Prasentation der Patienten bestehen. So wiesen Manner einen héheren systolischen Blutdruck
auf als Frauen (p = 0,0142) und nahmen zum Zeitpunkt der Diagnose mehr antihypertensive
Medikamente ein (p = 0,0070). Des weiteren hatten die in dieser Kohorte untersuchten
Manner einen signifikant hoheren Koérpermasseindex (BMI) als Frauen (p = 0,0002). Zwar
unterschieden sich auch die biochemischen Parameter nach den Geschlechtern, diese blieben

jedoch ohne statistische Signifikanz.

Der Vergleich der Rangsummen nach Kruskal-Wallis der klinischen und biochemischen
Parameter zwischen den verschiedenen Genotypen zeigte signifikante Unterschiede im
praoperativen Serumkaliumwert (p = 0,0282), im prdoperativen ARQ (p = 0,0472) und im
praoperativen BMI (p = 0,0280). Die paarweise Testung mit dem Mann-Whitney-U-Test mit
Korrektur des p-Wertes durch die Methode nach Benjamini-Hochberg zeigte jedoch bei keinem
dieser drei Parameter einen signifikanten Unterschied auf. Trotzdem kann erwdhnt werden,
dass der mediane K, —Wert am héchsten bei Patienten mit nicht-rekurrenten Mutationen und
mit Mutationen in CTNNB1 und am niedrigsten bei Patienten mit Mutationen in den ATPasen-
Genen war. Der mediane ARQ war klar am héchsten bei Patienten mit Mutationen in ATP2B3
und am niedrigsten bei Patienten, bei denen eine nicht-rekurrente Mutation gefunden wurde.
Patienten mit einer CTNNB1-Mutation weisen den niedrigsten medianen BMI auf, jene mit

ATP2B3-Mutation den hochsten.
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3.1.5 Postoperative klinische und laborchemische Parameter

Alle postoperativen klinischen und biochemischen Parameter bis auf den postoperativen
diastolischen Blutdruck (p = 0,0743) und den postoperativen BMI (p = 0,2088) waren gemal

dem Shapiro-Wilks-Test nicht normalverteilt.

Postoperativ unterschieden sich die gleichen klinischen und biochemischen Parameter
signifikant zwischen den Geschlechtern wie praoperativ (Tab. 8). Frauen hatten nach der
Adrenalektomie weiterhin einen niedrigeren RRys (p = 0,0056), einen niedrigeren BMI (p =

0,0019) und einen niedrigeren Bedarf an aHTM (p = 0,0181) als Manner.

Parameter n Gesamt Nach Geschlecht p-Wert
Weiblich Mannlich
RRsys [mmHg] | 124 | 131(21,3) 131,5(18,5) 140 (18,3) 0,0056
RRgia [MmHg] | 124 | 87,0+11,0 85,5+11,9 88,2+ 10,2 0,1847
aHTM [DDD] 120 | 2(3,3) 1(2,3) 2(3,13) 0,0181
K*s [mmol/L] 130 | 4,2(0,5) 4,2 (0,5) 4,3 (0,5) 0,2016
PAC [ng/L] 126 | 51,5(48,0) 59,1 (54) 43 (35,8) 0,0872
Renin [mU/L] | 126 | 16,2 (23,2) 16,2 (30,7) 16,3 (20,9) 0,5233
ARQ [ng/mU] | 126 | 3,8(6,7) 3,8 (6,6) 3,7 (6,0) 0,6854
BMI [kg/m’] 106 | 28,0+4,5 26,6 +4,8 29,3+3,8 0,0019

Tabelle 8: Postoperative klinische und biochemische Parameter. Die Werte sind fiir normalverteilte
Parameter als MW = SD angegeben, fiir nicht-normalverteilte als Median (IQA).

Auch der Vergleich der postoperativen klinischen und biochemischen Parameter zwischen den
Genotypen dhnelte dem pradoperativen Bild. Der Vergleich der Rangsummen zeigt signifikante
Abweichungen bei RRy (p = 0,0384) und beim BMI (p = 0,0058). Der paarweise Vergleich der
einzelnen Genotypen mit Korrektur der p-Werte nach Benjamini-Hochberg wies keine
Auffélligkeiten bei RRgs auf, wohl jedoch beim BMI. So hatten Patienten mit Mutation in

ATP2B3 einen signifikant héheren BMI als Patienten mit KCNJ5-Mutation (p = 0,019).

3.1.6 Tumorgréfie und Lateralisationsindex

Die TumorgroRe konnte bei allen 135 Patienten aus dem Bericht des Pathologischen Institutes
erhoben werden. Sie war laut Shapiro-Wilk-Test nicht normalverteilt und hatte einen Median
von 15 mm mit einem IQA von 8 mm. Der grofSte erfasste Tumor hatte einen Durchmesser von
55 mm, der kleinste maf 2 mm. Die Tumorgrofe unterschied sich signifikant nach
Geschlechtern (p = 0,0006). Frauen hatten mit 16 (6,5) mm im Median grofRere Tumore als

Manner mit einer medianen TumorgrofRe von 13,5 (8) mm. Im Vergleich nach Genotypen der
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TumorgroRen zeigte sich eine stark signifikante Abweichung der Rangsummen (p < 0,0001).

Der paarweise Vergleich zeigte, dass APAs mit Mutation in KCNJ5 signifikant gréBer waren als

Wildtyp-Tumore (p = 0,0003).
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Vergleich der TumorgroBe mit dem Geschlecht und dem Genotyp a) Vergleich der
TumorgroBe mit dem Geschlecht. Bei Frauen wurden signifikant (p = 0,0006) groRBere APAs festgestellt
als bei Mannern. b) Vergleich der TumorgréRe mit dem Genotyp. Im paarweisen Vergleich sind APAs
mit KCNJ5-Mutation signifikant (p = 0,0003) grofer als Wildtyp-APAs.

Parameter n Gesamt Nach Geschlecht p-Wert
weiblich mannlich

TumorgroRe [mm] 135 |15 (8) 16 (6,5) 13,5 (8) 0,0006

il 121 |12,3(28,9) 12,9 (30,8) 11,4 (22,8) 0,6385

Tabelle 9: Tumor-spezifische Parameter im Geschlechtsvergleich. Die Werte sind fiir normalverteilte
Parameter als MW £ SD angegeben, fiir nicht-normalverteilte als Median (IQA). Da iLl ein Index ist, ist
dieser Wert ohne Einheit.

Gesamt Nach Genotyp [Jahre] p-Wert
KCNJ5 CACNA1D | ATP1A1 |ATP2B3 |CTNNB1 | PRKACA | NR wTt
Tumor- [15(8) |17(5)* |11,5(5) |14(6) |18(3,8) |16(8,5) |10,5 15,5 |*10 |<0,0001
grolRe (1,5) (6) (8)
[mm]
iLl 12,3 16,2 5,0(26,0) | 12,0 9,9 10,5 15,7 12,4 11,7 0,6705
(28,9) |(34,0) (9,0) (68,3) |(12,6) |(8,5) (11,3) |(21,3)

Tabelle 10: Tumor-spezifische Parameter im Vergleich mit den
normalverteilte Parameter als MW + SD

Genotypen. Die Werte sind fir
angegeben, flr nicht-normalverteilte als Median (IQA).

* Im paarweisen Vergleich unterscheiden sich APAs mit Mutation in KCNJ5 und WT-APAs signifikant in
der GrolRe (p = 0,0003).

Die ipsilateralen Lateralisationsindices unterschieden sich nicht nach Geschlechtern oder

Genotypen.
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Die Untersuchung, ob die TumorgroRe mit den prdoperativen klinischen und biochemischen
Parametern zusammenhangt, zeigte Korrelationen der TumorgrofRe mit der PAC (p = 0,0122),
mit dem ARQ (p = 0,0056) und mit dem BMI (p = 0,0247). Die nach Spearman errechneten
Korrelationskoeffizienten und die dazugehorigen p-Werte sind in Tab. 11 aufgefiihrt. Patienten

mit einem gréBeren Tumordurchmesser wiesen hohere PAC und ARQ sowie einen niedrigeren

BMI auf.

Parameter | Spearman’s Rho (p;) p-Wert
RRsys -0,0873 0,3137
RRgia 0,0154 0,8592
aHTM -0,0702 0,4218
K -0,1601 0,0647
PAC 0,2133 0,0133
Renin 0,0485 0,578
ARQ 0,2378 0,0056
Cortisol -0,0597 0,5492
LNSC 0,2075 0,1085
uc 0,1717 0,2709
BMI -0,2001 0,0247

Tabelle 11: Korrelation der TumorgroRe mit den

praoperativen klinischen und biochemischen Parametern.
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Abb. 15 Korrelationen der TumorgréBe. a) Korrelation der TumorgroBe mit der PAC. Die

TumorgréRe korrelierte positiv mit der PAC (ps=0,2133; p=0,0133). b) Korrelation der TumorgréBe mit
dem ARQ. Auch hier bestand eine positive Korrelation (ps=0,2378; p=0,0056). c) Korrelation der
TumorgréBe mit dem BMI. Diese beiden Parameter korrelierten negativ (ps=-0,2001; p=0,0247).

3.1.7 Klinisches und biochemisches Outcome nach Adrenalektomie

Der klinische Therapieerfolg konnte bei 120 Patienten ermittelt werden, der biochemische bei
126 Patienten. Bei 119 Patienten konnten beide Outcomes bestimmt werden. Die Verteilung

ist in Abb. 16 dargestellt.
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Abb. 16 Verteilung des Therapieerfolgs. a) Verteilung des klinischen Therapieerfolgs (n =
120). b) Verteilung des biochemischen Therapieerfolgs (n = 126). Darstellung der Anteile der jeweiligen
Outcome-Kategorien.

Bei 30 von 120 Patienten (25%) blieb der klinische Therapieerfolg aus. Bei 66 Patienten (55%)

war die Adrenalektomie partiell klinisch erfolgreich, bei 24 (20%) komplett.

Hundertdreizehn von 126 (89,7%) Patienten waren postoperativ biochemisch geheilt. Vier
Patienten (3,2%) wiesen einen partiellen biochemischen Therapieerfolg auf und bei 9 (7,1%)

blieb dieser aus.

Der klinische und der biochemische Therapieerfolg unterschieden sich im exakten Test nach
Fisher nicht nach Geschlechtern, wie in Tab. 12 dargestellt. Trotzdem fiel auf, dass mehr
Frauen als Manner einen kompletten Therapieerfolg hatten, obwohl die Kohorte mehr Manner
als Frauen umfasste. Auch der Vergleich des klinischen (p = 0,0861) und biochemischen

(p =0,8696) Outcomes nach Genotypen wies keinen signifikanten Unterschied auf.

Therapieerfolg Geschlecht Exakter Test
weiblich | ménnlich | nach Fisher
Klinisch (n) 55 65
Komplett 14 10
Partiell 31 35 p=0,186
Ausbleibend 10 20
Biochemisch (n) | 56 74
Komplett 48 65
Partiell 3 1 p=0,3838
Ausbleibend 5 4

Tabelle 12: Geschlechtsvergleich des klinischen und biochemischen Therapieerfolgs. Es zeigten sich
keine signifikanten Geschlechtsunterschiede im Therapieerfolg nach Fishers exaktem Test.
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In der Analyse des Zusammenhangs des biochemischen Outcomes mit den prdoperativen
klinischen, biochemischen und tumor-spezifischen Parametern zeigte sich, wie in Tab. 13
dargestellt, einzig ein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Kategorien bei
den Rangsummen des praoperativen diastolischen Blutdrucks (p = 0,0219). Der paarweise

Vergleich war hier jedoch unauffallig.

Parameter Biochemisches Outcome Klinisches Outcome
(p-Wert) (p-Wert)

Alter bei ED aHT 0,367 0,543
Alter bei Adrenalektomie 0,557 **<0,0001
Dauer aHT 0,4726 0,436
RRsys 0,7024 0,4357
RRyia *0,0219 0,2455
aHTM 0,9937 0,1025
K 0,2258 0,9447
PAC 0,5095 0,4854
Renin 0,6581 0,4608
ARR 0,5089 0,5003
Cortisol 0,3014 0,4343
LNSC 0,25 0,1983
uc 0,633 0,256
BMI 0,7415 0,3924
TumorgroRe 0,6199 *%%0,0463
iLl 0,5366 0,4841

Tabelle 13: Vergleich des biochemischen und klinischen Outcomes mit praoperativen klinischen,
biochemischen und tumor-spezifischen Parametern. Die Vergleiche des Outcomes mit dem Alter bei
Erstdiagnose aHT und bei Adrenalektomie sowie mit UC wurden wegen der Normalverteilung dieser
Parameter mit dem ANOVA-Test durchgefiihrt, alle anderen mit dem Kruskal-Wallis-Test.

*RRgi und das biochemische Outcome wiesen in den paarweisen Vergleichen keine Signifikanz auf.

**In den paarweisen Vergleichen wiesen alle Kombinationen ein Signifikanzniveau p < 0,05 auf.
ykomplett” vs. ,partiell” (p = 0,0061); ,partiell“ vs. ,ausbleibend” (p = 0,0047); ,komplett” vs.
»ausbleibend” (p < 0,0001).

***Die TumorgroRe und das klinische Outcome wiesen im paarweisen Vergleich mit p-Wert-Korrektur
nach Benjamini-Hochberg keine signifikanten Unterschiede auf.

Beim Vergleich des klinischen Therapieerfolgs mit den praoperativen klinischen,
biochemischen und tumor-spezifischen Parametern wiesen die Rangsummen der Tumorgrofle
signifikante Differenzen (p = 0,043) zwischen den Gruppen auf. Im paarweisen Vergleich
erwiesen sich die GroRenunterschiede der APAs zwischen den Outcome-Kategorien jedoch
nicht als signifikant. Die Tumoren von Patienten, die spater eine komplette klinische Remission
hatten, waren mit einem medianen Durchmesser von 16 (6,3) mm zwar grofer als die 14
(8,8) mm groRen APAs von Patienten mit partieller Remission des PA, dieser Unterschied

erreichte jedoch kein statistisch relevantes Signifikanzniveau. APAs von Patienten mit
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ausbleibendem klinischen Therapieerfolg maRRen im Median 16 (7,8) mm. Dies wird auch in

Abb. 17b) dargestellt.

Bei der Varianzanalyse des Alters bei Adrenalektomie in den verschiedenen Outcome-
Kategorien zeigten sich stark ausgepradgte Differenzen mit hohem Signifikanzniveau
(p <0,0001). Patienten, die spater einen kompletten Therapieerfolg hatten, waren im Mittel
zum Zeitpunkt des operativen Eingriffs mit 44,3 + 7,7 Jahren signifikant jlinger als Patienten
mit partieller Remission (p = 0,0047). Diese waren bei der Adrenalektomie im Durchschnitt
49,9 + 9,5 Jahre alt. Patienten, bei denen die Remission postoperativ ausblieb, waren mit
56,4 + 9,1 Jahren am d&ltesten zum Zeitpunkt des Eingriffs. Diese Vergleiche sind auch in

Abbildung 17a) graphisch dargestellt mit Auffihrung der jeweiligen Signifikanzniveaus.
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Abb. 17 Vergleiche des klinischen Therapieerfolgs mit Alter und TumorgroBe. a) Vergleich des

Alters bei Adrenalektomie mit dem klinischen Therapieerfolg. Patienten mit klinischem Therapieerfolg
waren bei der Operation signifikant jlinger als Patienten mit partiellem Erfolg (p = 0,0047) und als jene
mit weiterbestehender klinischer Symptomatik (p < 0,0001). Auch jene Patienten mit partiellem
klinischen Therapierfolg waren jiinger als die mit ausbleibendem Erfolg. b) Vergleich der TumorgroRe
mit dem klinischen Therapieerfolg Zwar unterschieden sich die Rangsummen der TumorgréRen der
unterschiedlichen Kategorien des Therapieerfolgs (p = 0,0463), der paarweise Vergleich wies jedoch
keine signifikanten Differenzen auf.

3.2 Morphometrische Analyse

3.2.1 Erhobene Parameter und interne Korrelationen

Der Vergleich der 180 erhobenen morphometrischen Parameter untereinander ergab 16110

Korrelationspaare. Von diesen korrelierten 8465 auf einem Signifikanzniveau von p < 0,05,
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5875 waren hoch signifikant mit einem P-Wert < 0,001. Der Korrelationsplot ist in Abb. 18

dargestellt.

0.8

0.6

0.2

Abb. 18 Korrelationsplot der internen Korrelationen der morphometrischen Parameter
untereinander. Positive Korrelationen nach Spearman sind in blauer Farbe dargestellt, negative rot. Die
Intensitdt beschreibt, wie in der seitlich abgebildeten Skala dargestellt, die Auspragung des
Korrelationskoeffizienten. Nur Korrelationen mit p < 0,001 sind hier aufgefiihrt.

Diese internen Korrelationen bildeten die Grundlage fir die im Folgenden getroffenen

Entscheidungen, welche morphometrischen Parameter weitergehend exploriert wurden.

Einige dieser genauer untersuchten Parameter werden in Abb. 19 mit Darstellung

reprasentativer Areale ihrer hohen und niedrigen Ausdrucksform vorgestellt.
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Abb. 19 Beispielbilder der Morphometrie. a) Vergleich von zwei APAs mit hohem und
niedrigem Verhiltnis der Zelllinge zur Zellbreite. b) Vergleich von zwei Tumoren mit niedriger und
hoher Zellkernvariabilitdt. c) Vergleich von zwei Tumoren mit niedriger und hoher Intensitidt der
zytoplasmatischen Hamatoxylinfarbung. d) Vergleich von zwei APAs mit hoher und niedriger
Auspragung des Farbparameters ,Layer 2“. Dieser beschreibt den Anteil der griinen Farbe in einer

RGB-Palette.

3.2.2 Geschlechtsunterschiede in der Morphometrie

Keiner der 180 untersuchten morphometrischen Parameter wies im Mann-Whitney-U-Test

nach Korrektur der p-Werte mit der Methode nach Benjamini-Hochberg einen signifikanten

Geschlechtsunterschied auf.
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3.2.3 Unterschiede in der Morphometrie nach Genotyp

Siebenundsechzig der untersuchten morphometrischen Messwerte wiesen einen signifikanten
Unterschied in ihren Rangsummen nach den Genotypen auf. Die Untersuchung wurde mit dem

Kruskal-Wallis-Test mit p-Wert Korrektur nach Benjamini-Hochberg durchgefiihrt.

Um einen moglichst korrekten Uberblick tiber die tatsichliche Phanotyp-Genotyp-Korrelation
zu erhalten, wurden 7 Parameter, die unterschiedliche Aspekte der Morphologie beschreiben
und eine moglichst hohe Signifikanz aufweisen, genauer untersucht. Dazu gehodren 2
Formparameter und 1 Farbparameter, die sich auf die detektierten Zellen beziehen. Ein
Parameter beschreibt die zytoplasmatische Farbe und einer bezieht sich auf die Textur der

Zellkerne.

Die morphometrischen Parameter der Zellform sind der ,Border Index“ und die ,,Roundness”.
Der erstgenannte beschreibt, wie zerkliftet die Form der Zellen ist. Je zerkliifteter, desto
hoher ist der Wert. Der zweitgenannte beschreibt, wie rund eine identifizierte Zelle ist: Hierzu
wird der Radius des groRtmoglichen Kreises innerhalb der Zellgrenzen vom Radius des
kleinstmoglichen Kreises, der die ganze Zelle umkreist, subtrahiert. Je kleiner also der Wert ist,
desto runder ist die Form. Der Farbparameter auf dem Niveau der ganzen Zelle beschreibt die
Helligkeit. Ein hoherer Wert entspricht hier einem helleren Aspekt. Der zytoplasmatische
Farbparameter misst die Intensitdt der Hamatoxylinfarbung und der nukledre Texturparameter
gibt die Standardabweichung der ZellkerngroRe an. Diese wird gleichgesetzt mit der

Variabilitat der GroRRe des Zellkerns.

Aus Abb. 20a) ist ersichtlich, dass die APAs sich in ihrem ,Border Index” nach den Genotypen
unterschieden (p = 0,0002). Zellen von APAs mit Mutation in KCNJ5 waren zerklifteter als
solche von Tumoren mit ATP1A1- (p = 0,0046), AT2B3- (p = 0,0055), CACNA1D- (p = 0,0051)
und Wildtyp-APAs (p = 0,0002). Tumore mit nicht-rekurrenten Mutationen waren zerklifteter
als ATP1A1- (p = 0,0138), ATP2B3- (p = 0,0163), CACNAI1D- (p = 0,0163) und Wildtyp-Adenome
(p = 00156).

In Abb. 20b) zeigte sich, dass die Tumore sich auch nach der Helligkeit ihres Gewebes
unterschieden (p = 0,0018). Das Gewebe von KCNJ5-Tumoren war signifikant heller als jenes

von ATP1A1- (p = 0,0395), CACNAID (p = 0,0053) und Wildtyp-APAs (p < 0,0001).

Wie in Abb. 20c) dargestellt, war auch die ,,Rundheit” der Zellen zwischen den verschiedenen
Genotypen unterschiedlich (p = 0,0005). APAs mit KCNJ5-Mutation waren signifikant weniger
rund als ATP1A1- (p = 0,0091), AT2B3- (p = 0,0074), CACNA1D- (p = 0,0036) und Wildtyp-APAs
(p =0,0015). ATP1A1- (p = 0,0443), ATP2B3- (p = 0,0443), CACNA1D- (p = 0,0246) und Wildtyp-

Adenome (p = 0,0352) waren signifikant runder als Tumore mit nicht-rekurrenten Mutationen.
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Abb. 20 Vergleiche von morphometrischen Parametern nach Genotyp. a) Vergleich des

»Border Index“ mit den Gentoypen (p = 0,0002) Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die paarweisen
Vergleiche nicht in der Abbildung, sondern in Tabelle 14 dargestellt. b) Vergleich der Helligkeit des
Gewebes nach Genotypen (p = 0,0018) Im paarweisen Vergleich unterschieden sich APAs mit Mutation
in KCNJ5 signifikant von Tumoren mit Mutation in ATP1IA1 (p = 0,0395), in CACNA1D (p = 0,0053) und
von Wildtyp-APAs (p < 0,0001). c) Vergleich der Rundheit der Zellen nach Genotypen (p = 0,0005) Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit sind die paarweisen Vergleiche nicht in der Abbildung, sondern in Tab. 14
dargestellt.

Zu KCNJ5 vs. NR vs.

Abb. ATP1A1 | ATP2B3 | CACNA1D | WT ATP1A1 | ATP2B3 | CACNA1D | WT
20a) 0,0046 0,0055 0,0051 0,0002 | 0,0138 0,0163 0,0163 0,0156
20c¢) 0,0091 0,0074 0,0036 0,0015 | 0,0443 0,0443 0,0246 0,0352

Tabelle 14: Signifikante p-Werte der paarweisen Vergleiche zu Abb. 20.

Aus den in Abb. 21a) zusammengefassten Ergebnissen kann gefolgert werden, dass die
zytoplasmatische Hamatoxylinfarbung von Tumoren mit KCNJ5-Mutation signifikant intensiver

war als die von Wildtyp-Adenomen (p = 0,0086).

Die Variabilitdit der detektierten Zellkerne unterschied sich ebenfalls nach Genotypen
(p <0,0001). Dies ist in Abb. 21b) dargestellt. In den paarweisen Vergleichen zeigte sich, dass
insbesondere KCNJ5-mutierte Adenome eine groRere Variabilitdt der Zellkerne aufwies als die
meisten anderen Genotypen. So waren die Zellkerne von ATP1A1- (p = 0,0012), ATP2B3-
(p =0,0125), CACNAID- (p = 0,0002), PRKACA- (p = 0,0439), nicht-rekurrent-mutierten
(p =0,0012) und Wildtyp-APAs (p < 0,0001) signifikant weniger variabel als die Nuklei von

Adenomen mit Mutation in KCNJ5.
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Abb. 21 Weitere Vergleiche der Morphometrie nach Genotyp. a) Vergleich des

Hamatoxylinwertes mit den Gentoypen (p = 0,0002) b) Vergleich der Variabilitdt der ZellkerngroBe
nach Genotypen (p = 0,0018) Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die paarweisen Vergleiche nicht in
der Abbildung, sondern in Tab. 15 dargestellt.

KCNJ5 vs.
ATP1A1 ATP2B3 CACNA1D CTNNB1 NR PRKACA wT
Abb. 21b) | 0,0012 0,0125 0,0002 0,0565 0,0012 0,0439 <0,0001

Tabelle 15: P-Werte der paarweisen Vergleiche von KCNJ5-APAs zu Abb. 21.

3.2.4 Korrelationen der Morphometrie mit klinischen, biochemischen und Tumor-spezifischen

Parametern

Der Vergleich der Korrelationen der 29 biochemischen, klinischen und Tumor-spezifischen
Parameter mit den 180 morphometrischen Messwerten ergab insgesamt 5220 Paare. Von
diesen wiesen 164 einen signifikanten Zusammenhang auf. Die Korrelationen sind in Abb. 22

dargestellt. Eine Auswahl dieser signifikanten Korrelationen wird im Weiteren genauer

beschrieben.
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Abb. 22 Plot der Korrelationen der biochemischen, klinischen und tumor-spezifischen
Messwerte mit den morphometrischen Parametern. Positive Korrelationen nach Spearman sind in
blauer Farbe dargestellt, negative rot. Die Intensitdt beschreibt, wie in der seitlich abgebildeten Skala
dargestellt, die Auspragung des Korrelationskoeffizienten. Nur Korrelationen mit einem p-Wert < 0,05
sind hier dargestellt. Der Plot ist auf der x-Achse zweigeteilt: Jeweils 90 morphometrische Parameter
sind in der oberen und unteren Bildhélfte dargestellt. Auf der Y-Achse sind in jeder Bildhalfte die 29
biochemischen, klinischen und Tumor-spezifischen Parameter abgebildet.

Das Alter bei Adrenalektomie korrelierte signifikant mit 4 morphometrischen Parametern, die
Dauer des aHT bis zur operativen Versorgung mit 6. Zwei Farbparameter und ein
Formparameter, der das Verhéltnis der Ldange zur Breite beschreibt, korrelierten mit den

beiden Zeitangaben.

Jeweils eine Korrelation mit der Morphometrie wiesen der praoperative systolische Blutdruck,
die praoperative PAC und der prdoperative ARQ auf. Die prdoperative antihypertensive
Medikation, der postoperative Serumkaliumwert und der postoperative systolische Blutdruck
korrelierten mit jeweils zwei morphometrischen Messwerten, der postoperative diastolische

Bludruck mit 5 und der praoperative BMI mit 6.

Auffallend waren die Korrelationen der praoperativen Cortisolmessungen mit der
Morphometrie durch ihre relativ hohen Korrelationskoeffizienten, dargestellt in Abb. 22 durch
die intensivere Farbe. Der pradoperative Cortisolwert im Sammelurin korrelierte mit 13

morphometrischen Messungen, das mitternachtliche Speichelcortisol mit 7.

Der postoperative BMI korrelierte mit 22 bildanalytischen Messungen, die postoperative

antihypertensive Medikation mit 27. Weiterhin konnten 29 signifikante Korrelationen des
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ipsilateralen Lateralisationsindex und 33 der TumorgrofRe mit der Morphometrie festgestellt

werden.

Eine moglichst reprasentative Auswahl dieser Korrelationen wird im Folgenden tiefergehend

beschrieben.

3.2.4.1 Altersverteilung

Die Helligkeit, dargestellt durch den Parameter ,Brightness” (ps = -0,2567; p = 0,008) und die
Intensitdat der Hamatoxylinfarbung der Zellen (ps = -0,2595; p = 0,0072) korrelierten negativ
mit dem Alter bei Adrenalektomie. Je dlter die Patienten also beim operativen Eingriff waren,

desto dunkler waren die Zellen und desto starker die Intensitat des Himatoxylins.

Die Intensitat der Hamatoxylinfarbung korrelierte auch negativ mit der Dauer des arteriellen
Hypertonus bis zur OP (ps = -0,2179; p = 0,0293). Dies ist auch in Abb. 23a) graphisch
aufbereitet. Ebenso korrelierte ein Formparameter, der das Verhaltnis des Randes einer Zelle
zu ihrer berechneten Flache ausdriickt, negativ mit der Bluthochdruckdauer (ps = -0,2696;

p = 0,0049).

Diese Auswahl an Korrelationen wird in Tab. 16 aufgezahlt.

Morphometrischer Parameter Anderer Messwert Ps p-Wert

Morphol6 | Farbparameter "Brightness" Alter bei Adrenalektomie -0,2567 0,008
Morpho51 | Farbparameter "Hamatoxylin" Alter bei Adrenalektomie -0,2595 0,0072
Morphol4 | Formparameter "Rand/Flache" Dauer aHT -0,2179 0,0293
Morpho51 | Farbparameter "Hamatoxylin" Dauer aHT -0,2696 0,0049

Tabelle 16: Auswahl signifikanter Korrelationen zwischen der Morphometrie und der Altersverteilung.

3.2.4.2 Klinische Parameter

Auch mit den klinischen Messwerten korrelierte eine Vielzahl an morphometrischen
Parametern. Eine Auswahl wird in Tab. 17 prasentiert. Da nur vereinzelte Korrelationen
zwischen den prdoperativen klinischen Messwerten und der Morphometrie bestanden,

werden diese im Folgenden nicht weiter beschrieben.

Bei Patienten, die hellere APAs aufwiesen, hatten postoperativ einen niedrigeren diastolischen
Blutdruck, ausgedriickt durch die negative Korrelation (ps = -0,2326; p = 0,0251) der beiden
Parameter. Die postoperative Dosis der antihypertensiven Medikation wies ebenso einige
negative Korrelationen mit morphometrischen Parametern auf, darunter mit dem auch in Abb.
23e) dargestellten bildanalytischen Farbparameter , Layer 2 Class 4“ (p; = -0,2877; p = 0,0248),

einem Formparameter, der das Verhdltnis der Zellrdander zur Zellfliche beschreibt (ps= -
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0,2757; p = 0,0332) und einem, der das Verhéltnis der Lange zur Weite der detektierten Zellen

beschreibt (ps =-0,2727; p = 0,0355).

Weiterhin korrelierte der postoperative BMI mit dem gleichen Farbparameter ,Layer 2 Class 4“
wie die postoperative Medikation (ps = -0,2692; p = 0,015), sowie mit einem Texturparameter,
der mit Hilfe der Standardabweichung der gefundenen Zellkernfliche die Variabilitat der
Zellkerne ausdriickt (ps = -0,2683; p = 0,0153). Diese Korrelation der Textur mit dem BMI wird
auch in Abbildung 23d) prasentiert. Der Formparameter ,,Roundness” hing ebenfalls negativ
mit dem postoperativen BMI zusammen (p; = -0,2559; p = 0,0221). Ein weiterer

Formparameter, ,Rectangular Fit“, der beschreibt wie gut die Zellen in eine rechteckige Form

passen, korrelierte positiv mit dem BMI nach Adrenalektomie (p; = -0,2683; p = 0,0153).

Morphometrischer Parameter Anderer Messwert Ps p-Wert
Morpho19 Farbparameter "Brightness" Postoperativer RRyj, -0,2326 | 0,0251
Morphol4 Formparameter "Rand/Flache" Postoperative aHTM -0,2757 | 0,0332
Morpho39 Farbparameter "Layer2" Postoperative aHTM -0,2877 | 0,0248
Morpho49 Formparameter "Lange/Breite" Postoperative aHTM -0,2727 | 0,0355
Morpho39 Farbparameter "Layer2" Postoperativer BMI -0,2692 0,015
Morpho59 Formparameter "Rectangular Fit" Postoperativer BMI 0,2518 | 0,0248
Morpho64 Formparameter "Roundness" Postoperativer BMI -0,2559 | 0,0221
Morphol44 | Texturparameter "Zellkernvariabilitdt" | Postoperativer BMI -0,2683 | 0,0153

Tabelle 17: Auswahl signifikanter Korrelationen zwischen der Morphometrie und den klinischen

Messwerten.

3.2.4.3 Biochemische Parameter

Bei den Korrelationen zwischen den biochemischen Messwerten mit den morphometrischen

Merkmalen waren besonders jene mit den praoperativen Cortisolwerten auffallig. Einige von

diesen sind in Tab. 18 aufgefihrt.

Morphometrischer Parameter Anderer Messwert Ps p-Wert
Morpho50 Formparameter "Lange/Weite" Préaoperatives LNSC 0,4707 | 0,0005
Morpho65 Formparameter "Roundness" Préaoperatives LNSC 0,3625 0,012
Morphol8 Farbparameter "Brightness" Prdaoperatives UC 0,5604 | 0,0004
Morpho65 Formparameter "Roundness" Préaoperatives UC 0,4159 | 0,0157
Morphol107 | Farbparameter "Optische Dichte" | Prdoperatives UC 0,4272 | 0,0124

Tabelle 18: Auswahl signifikanter Korrelationen zwischen der Morphometrie und den biochemischen

Messwerten.
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Der Formparameter ,Liange/Breite” korrelierte positiv mit dem spatabendlichen Cortisol im
Speichel (ps = 0,4707; p = 0,0005). Dies ist in Abb. 23c) abgebildet. Die Farbparameter
»Brightness” (ps = 0,5604; p = 0,0004) und , Optische Dichte” (des Zellkerns) (ps = 0,4272;
p = 0,0124) wiesen positive Zusammenhange mit dem Cortisol im 24-Stunden-Sammelurin auf.

Die Korrelation der ,,Brightness” mit dem UC wird auch in Abb. 23b) dargestellt.

Zusatzlich war der Formparameter ,,Roundness” sowohl mit dem LNSC (ps = 0,3625; p = 0,012)

als auch mit dem UC (ps = 0,4159; p = 0,0157) korreliert.

3.2.4.4 Tumor-spezifische Messwerte

Eine Auswahl der Korrelationen der Morphometrie mit den Tumor-spezifischen Messwerten ist

in Tab. 19 dargestellt.

Die Helligkeit der Tumore (ps = 0,2758; p = 0,0039) und der Farbparameter ,Layer 2“
(ps=0,2439; p = 0,0127) korrelierten positiv mit der GroRRe. Ebenso hingen das Verhiltnis der
Ldnge der Zellen zu ihrer Breite (ps = 0,2766; p = 0,0038) und der ,,Shape Index“ (ps = 0,2671;
p = 0,0054), ein Parameter, der beschreibt wie glatt der Rand eines Objektes, also hier der
entdeckten Zellen ist, mit der TumorgréRe zusammen. Der Zusammenhang des Verhaltnisses
Lange/Breite zur TumorgroRe ist auch in Abb. 23f) dargestellt. Zudem korrelierte auch die

Zellkernvariabilitdt mit der TumorgrofRe (ps = 0,2546; p = 0,0073).

Es korrelierten weiterhin mehrere Parameter, insbesondere solche, die den Zellkern
beschreiben, mit dem ipsilateralen Lateralisationsindex. Darunter sind die Zellkernvariabilitat
(ps = 0,2546; p = 0,0139), die nukledre ,Roundness”, also die Beschreibung, wie rund die
detektierten Nuklei sind (ps = 0,2739; p = 0,0072) und der nukledre Shape Index (p; = 0,3197;

p = 0,0006).

Morphometrischer Parameter Anderer Messwert | ps p-Wert
Morpho19 Farbparameter "Brightness" TumorgroRe 0,2758 | 0,0039
Morpho39 Farbparameter "Layer2" TumorgroRe 0,2439 | 0,0127
Morpho49 Formparameter "Lange/Breite" TumorgroRe 0,2766 | 0,0038
Morpho66 Formparameter "Shape Index" TumorgroRe 0,2671 | 0,0054
Morphol44 | Texturparameter "Zellkernvariabilitat" TumorgroRe 0,2546 | 0,0073
Morpho96 Formparameter "nukledre Roundness" iLl 0,2739 | 0,0072
Morpho98 Formparameter "nukledrer Shape Index" | iLl 0,3197 | 0,0006
Morphol44 | Texturparameter "Zellkernvariabilitat" iLl 0,2546 | 0,0139

Tabelle 19: Auswahl signifikanter Korrelationen zwischen

spezifischen Messwerten

der Morphometrie und den Tumor-
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Abb. 23 Korrelationen der Morphometrie zu klinischen, biochemischen und Tumor-

spezifischen Parametern. a) Korrelation der Dauer des aHT bis zur Adrenalektomie zur Intensitit der
Hamatoxylinfarbung (ps = -0,2696 ; p = 0,0049) b) Vergleich des Sammelurincortisols mit dem
Parameter ,Brightness” (ps = 0,5604 ; p = 0,0004) c) Zusammenhang zwischen dem spétabendlichen
Speichelcortisol und dem Verhiltnis der Linge zur Breite der detektierten Zellen (p; = 0,4707 ;
p =0,0005) d) Korrelation zwischen dem postoperativen BMI und der nukledren Variabilitit (ps= -
0,2683 ; p = 0,0153). e) Zusammenhang der postoperativen aHTM mit einem berechneten
Farbparameter (p; = -0,2877 ; p = 0,0248). f) Korrelation der TumorgréBe mit dem Lingen-Breiten-
Verhdltnis der entdeckten Zellen (ps = 0,2766 ; p = 0,0038). Es sind die Korrelationskoeffizienten nach
Spearman und die p-Werte nach Benjamini-Hochberg-Korrektur dargestellt.

3.2.5 Korrelationen der Morphometrie mit dem Therapieerfolg

Weder beim klinischen noch beim biochemischen Therapieerfolg wiesen die Outcome-

Gruppen signifikante Unterschiede in ihren Rangsummen der Werte der Morphometrie auf.
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3.3 Immunhistochemische Analyse_der CYP11B1-Expression

3.3.1 Erhobene Parameter und interne Korrelationen

Der in Abb. 24 dargestellte Korrelationsplot zeigt, dass die IHC-Parameter der CYP11B1-

Expression stark untereinander korrelieren. P4B1

(Durchschnittliche Intensitat der
Markerfarbung) wies starke Korrelationen mit samtlichen anderen Parametern bis auf P14B1
(Ratio der Farbung zur gesamten als ROl definierten Tumorflache) auf. Weiterhin ist ersichtlich,

dass P14B1 die wenigsten Korrelationen mit anderen Parametern hat.

O OOOOODOD
NOONOOONONNONO~ NS OO~
LR e aaaannn Abb. 24 Korrelationsplot der
PB1 @ 00000°0000000000 ! immunhistochemischen Parameter der
P2B1 @@ e @ 00000 ® Mos CYP11B1-Expression untereinander. Positive
P3S{IB1.... 200000 S’ L4 06 Korrelationen nach Spearman sind in blauer
PSB’:: .::::: ‘ : ' Farbe dargestellt, negative rot. Die Intensitat
P6BT @ 000000 @[ beschreibt, wie in der seitlich abgebildeten
P7B1 @ 0.2 Skala dargestellt, die Auspragung des
PB1 @00 000000 Korrelationskoeffizienten. Das
P81 99000 o 0

Signifikanzniveau wird durch die GrolRe des

o
P10B1 @O0® ©¢0
P11B1 @@® ®

0.2 jeweiligen Kreises dargestellt: Je groRer,

P1281 @@ * 000 desto hoher ist das Signifikanzniveau. Nur
P13B1 @ 0000 04 Korrelationen mit p < 0,001 sind hier
P14B1 @@@®® llos aufgefiihrt.
P15B1 @@®
P16B1 @@ l°3
P17B1 @

Zwar wird bei allen Analysen stets angegeben wie viele der untersuchten Parameter
korrelierten, aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden jedoch nur die durchschnittliche
Intensitdat der Farbung und die Ratio der Farbung zur gesamten Tumorfliche im Weiteren
detaillierter dargestellt. Diese bildliche Darstellung dieser beiden Parameter ist auch in Abb. 25
beispielhaft gezeigt. Teilweise wurden zusatzlich weitere Parameter in dieser Arbeit analysiert,

wenn sich dies aus Griinden einer klareren Darstellung anbot.
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Abb. 25 Beispielbilder der CYP11B1-Firbung a) Vergleich von Tumoren mit niedriger und
hoher CYP11B1-Farbeintensitdt. b) Vergleich von APAs mit niedriger und hoher Ratio der CYP11B1-
gefdrbten zur gesamten ROI-Flache.

3.3.2 Geschlechtsunterschiede in der CYP11B1-Expression

Der Vergleich der ermittelten immunhistochemischen Parameter, welche die CYP11B1-
Expression der APAs beschreiben, mit dem Geschlecht der zugehorigen Patienten zeigte, dass
11 der 17 ermittelten Parameter sich nach dem Geschlecht unterschieden. Darunter befanden
sich die durchschnittliche Intensitdt der Immunfarbung, sowie die Anteile der
Intensitdtsabstufungen ,niedrig”, ,mittel” und ,hoch” an der gesamten Farbeflache. Wie in
Abb. 26a) zu sehen ist, hatten Prdparate von mannlichen Patienten insgesamt eine hdhere
durchschnittliche Intensitdt der Immunfarbung als solche von Frauen (p = 0,0025). Auch waren
bei Mannern die Anteile an den Farbeintensitatsklassen ,mittel“ und , hoch” signifikant grofRer
als bei Frauen. Die APAs von Frauen hingegen wiesen einen héheren Anteil der Klasse ,niedrig”
auf als Tumore mannlichen Ursprungs. Die Ratio der Farbung zur Tumorflache korrelierte nicht

signifikant mit dem Geschlecht (p = 0,4339).
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Abb. 26 Geschlechtsvergleich der CYP11B1-Firbung. a) Geschlechtsvergleich der

durchschnittlichen Intensitit der immunhistochemischen Farbung (p-Wert nach Benjamini-Hochberg-
Korrektur = 0,0025). b) Anteil der Intensitdtsklasse ,niedrig” an der markierten Flache (p-Wert nach
Benjamini-Hochberg-Korrektur = 0,0025). c) Anteil der Intensititsklasse , mittel“ an der markierten
Flache (p-Wert nach Benjamini-Hochberg-Korrektur = 0,0025). d) Anteil der Intensitdtsklasse ,,hoch” an
der markierten Flache (p-Wert nach Benjamini-Hochberg-Korrektur = 0,0025).

3.3.3 Unterschiede in der CYP11B1-Expression nach Genotyp

Zwolf der 17 untersuchten immunhistochemischen Parameter unterschieden sich in ihren

Rangsummen nach den Genotypen.

Die durchschnittliche Markerintensitdt und die Anteile der Intensitdtsgradienten an der
Farbeflache unterschieden sich allesamt hochsignifikant (p < 0,0001) nach den Genotypen. Der
paarweise Vergleich zeigte, dass APAs mit Mutation in KCNJ5 eine niedrigere Intensitdt der
CYP11B1-Markierung hatten als APAs mit Mutation in ATP1IA1 (p = 0,0094), CACNA1D
(p =0,0009), mit nicht-rekurrenter Mutation (p = 0,0482) und mit Wildtyp-Genotyp
(p<0,0001). KCNJ5-APAs wiesen einen signifikant hoheren Anteil der niedrigen
Intensitdtsklasse an der gesamten Farbung auf als ATP1IA1- (p = 0,0145), CACNAI1D-
(p =0,0004), NR- (p = 0,0400) und WT-Tumore (p < 0,0001). Der Anteil der mittleren
Intensitdtsklasse war bei KCNJ5-Tumoren dagegen niedriger als bei ATP1A1- (p = 0,0121),
CACNA1D- (p = 0,0004), NR- (p = 0,0433) und WT-Tumoren (p < 0,0001). Auch der Anteil der
hochsten Farbeintensitatsklasse war bei KCNJ5-Tumoren signifikant niedriger als bei CACNA1D-

(p = 0,0013), NR- (p = 0,0023) und WT-APAs (p < 0,0001). Dies wird auch in Abb. 27 und der
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dazugehorigen Tab. 20 dargestellt. Das Verhaltnis der markierten zur gesamten Tumorflache

unterschied sich nicht signifikant nach Genotypen (p = 0,2778).
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Abb. 27 Vergleich der CYP11B1-Farbung nach Genotypen. a) Vergleich der durchschnittlichen

Markerintensitidt nach Genotypen. (p < 0,0001) b) Vergleich des Anteils der Intensititsklasse , niedrig”
an der markierten Flache nach Genotypen. (p < 0,0001) c) Vergleich des Anteils der Intensitdtsklasse
,mittel “ an der markierten Fliche nach Genotypen. (p < 0,0001) d) Vergleich des Anteils der
Intensitadtsklasse ,,hoch” an der markierten Flache nach Genotypen. (p < 0,0001) Die hier aufgefiihrten
p-Werte entsprechen dem Rangsummenvergleich der unterschiedlichen Genotypen nach Kruskal-Wallis
mit p-Wert-Korrektur nach Benjamini-Hochberg. Die Signifikanzniveaus der paarweisen Vergleiche der
Genotypen sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht in dieser Abbildung dargestellt, sondern
werden in Tab. 20 aufgefiihrt.

Zugehorige | KCNJ5 vs. KCNJ5 vs. KCNJ5 vs. NR | KCNJ5 vs. WT
Abbildung | ATP1A1 CACNA1D
Intensitat Abb. 273) 0,0094 0,0009 0,0482 <0,0001
Anteil ,,niedrig” | Abb. 27b) 0,0145 0,0004 0,0400 <0,0001
Anteil ,mittel” | Abb. 27c) 0,0121 0,0004 0,0433 <0,0001
Anteil ,hoch” Abb. 27d) 0,0864 0,0013 0,0023 <0,0001

Tabelle 20: P-Werte nach Benjamini-Hochberg-Korrektur der sich signifikant unterscheidenden
paarweisen Vergleichen von CYP11B1-spezifischen IHC-Parametern nach Genotypen.
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3.3.4 Korrelationen der CYP11B1-Expression mit klinischen und biochemischen Parametern

Beim Vergleich der 24 klinischen, biochemischen und tumor-spezifischen Parameter mit den
17 Parametern der CYP11BI1-Expression wurde insgesamt bei 408 Paaren ein
Korrelationskoeffizient nach Spearman und der dazugehorige p-Wert berechnet. Hierbei

zeigten sich wie im Korrelationsplot in Abb. 28 dargestellt 37 signifikante p-Werte.

prpotetepoppapmpatsalsifealesleslstlesle] i i
e e 1 Abb. 28. !(orrelatl_orrsplot mit den
— OO U E D ababasababababe Korrelationen zwischen klinischen,

aaaoao D_LLu_ELClu_CL aoaoooan
biochemischen und Tumor-spezifischen

Messwerten (y-Achse) und
immunhistochemischen Parametern der
.4+ CYP11B1-Expression. Positive Korrelationen
nach Spearman sind in blauer Farbe
a2z dargestellt, negative rot. Die Intensitat
beschreibt, wie in der seitlich abgebildeten
Skala dargestellt, die Ausprdagung des
Korrelationskoeffizienten. Das
Signifikanzniveau wird durch die GroRe des
4 jeweiligen Kreises dargestellt: Je groRer,
desto hoher ist das Signifikanzniveau.
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Im Folgenden werden, bedingt durch die in Kapitel 3.3.1. beschriebenen internen
Korrelationen der Parameter der CYP11B1-Expression, nur die Ratio der gefarbten Flache zur

gesamten Tumorflache sowie die durchschnittliche Intensitdt der Markierung dargestellt.

Die Ratio korrelierte mit keinem der biochemischen, klinischen und tumor-spezifischen
Messwerte. Die durchschnittliche Intensitat der Markerfarbung korrelierte positiv mit dem
praoperativen BMI (p;= 0,2503; p = 0,0214), dem postoperativen BMI (ps= 0,2825; p = 0,0160)
und der Anzahl der postoperativ benétigten antihypertensiven Medikation (ps = 0,3756;
p = 0,0032). Dieser IHC-Parameter korrelierte zudem negativ mit der TumorgrofRe (ps=-0,2757;
p = 0,0065). Die Korrelationen des IHC-Parameters mit dem postoprerativen BMI und der

postoperativen aHTM sind exemplarisch in Abb. 29a) und 29b) dargestellt.
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Abb. 29 Korrelationen der CYP11B1-Expression mit klinischen Prametern. a) Korrelation der

durchschnittlichen Markerintensitit mit dem postoperativen BMI (ps = 0,2825; p = 0,0160) b)
Korrelation der durchschnittlichen Markerintensitit mit der postoperativen aHTM (ps = 0,3756;
p =0,0032)

3.3.5 Korrelationen der CYP11B1-Expression mit dem Therapieerfolg

Das biochemische Outcome korrelierte mit keinem der untersuchten immunhistochemischen

CYP11B1-Parameter.

Flinfzehn der 17 erhobenen immunhistochemischen Parameter wiesen Unterschiede zwischen
den verschiedenen Klassen des klinischen Outcomes auf. Wie in Abb. 30 und Tab. 21
dargestellt, hatten die APAs von Patienten, die nach der Operation eine komplette Remission
ihres PA aufwiesen eine signifikant niedrigere durchschnittliche Intensitdt der IHC-Farbung
und einen kleineren immunhistochemisch gefarbten Anteil an der gesamten Tumorflache als
Patienten mit partieller und ausbleibender Heilung. Auch zwischen den Gruppen mit
partiellem und ausbleibendem Therapieerfolg unterschied sich die Intensitdt der Farbung

signifikant (p = 0,0351).
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Abb. 30 Vergleich der CYP11B1-Farbung mit dem klinischen Therapieerfolg. a) Vergleich

durchschnittlichen Markerintensitdt nach klinischem Therapieerfolg (p = 0,0052). b) Vergleich der
Ratio der gefarbten Fliche zur Gesamttumorflache nach klinischem Outcome (p = 0,0245). Die hier
aufgefihrten p-Werte entsprechen dem Rangsummenvergleich der unterschiedlichen Kategorien des
Therapieerfolgs nach Kruskal-Wallis mit p-Wert-Korrektur nach Benjamini-Hochberg. Die paarweisen
Vergleiche sind in Tabelle 21 aufgefiihrt. (ns = nicht signifikant)

Parameter p-Wert nach | Komplett vs. | Partiell vs. Komplett vs.
Kruskal- partiell ausbleibend ausbleibend
Wallis

P4B1 Intensitat 0,0052 0,0264 0,0351 0,0025

P9B1 Anteil ,,niedrig” 0,0061 0,0395 0,0395 0,0032

P10B1 | Anteil ,mittel” 0,0065 0,043 0,043 0,004

P11B1 | Anteil ,,hoch” 0,0166 0,064 0,064 0,020

P15B1 Markierung/Tumor 0,0245 0,042 0,228 0,028

Tabelle 21: Vergleich des Therapieerfolgs mit ausgewahlten IHC-Parametern fiir CYP11B1. Der p-Wert
nach Kruskal-Wallis bildet den Rangsummenvergleich ab. Es sind weiterhin die paarweisen Vergleiche
der Gruppen nach Therapieerfolg abgebildet. Samtliche p-Werte wurden mit der Methode nach
Benjamini-Hochberg korrigiert.

Die Analyse des Vergleichs der Intensitdtsklassenanteile mit dem Therapieerfolg zeigte, wie in
Abb. 31 dargestellt, dass die APAs von Patienten mit postoperativ komplettem klinischen
Therapieerfolg einen groBeren Anteil der niedrigen CYP11B1-Markierungsklasse und einen
kleineren Anteil der mittleren Klasse als die beiden anderen Gruppen hatten. Der Anteil an der
niedrigen Klasse war auch bei Patienten mit partiellem Therapieerfolg groRer als bei Patienten

mit weiterbestehender klinischer Symptomatik. APAs von Patienten mit ausbleibendem




54

Therapieerfolg wiesen desweiteren einen grofReren Anteil an der Markierung der mittleren und

hohen Klasse auf als Patienten mit komplettem oder partiellem Therapieerfolg.
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Abb. 31 Vergleich der anteiligen CYP11B1-Farbung mit dem klinischen Therapieerfolg. a)

Vergleich des Anteils der Intensitdtsklasse ,niedrig”“ an der markierten Fliche nach klinischem
Therapieerfolg (p = 0,0061). b) Vergleich des Anteils der Intensitdtsklasse ,mittel “ an der markierten
Flache nach klinischem Outcome (p = 0,0065). c) Vergleich des Anteils der Intensitdtsklasse ,hoch” an
der markierten Fliche nach Genotypen (p = 0,0166). Die hier aufgeflihrten p-Werte entsprechen dem
Rangsummenvergleich der unterschiedlichen Kategorien des Therapieerfolgs nach Kruskal-Wallis mit p-
Wert-Korrektur nach Benjamini-Hochberg. Die paarweisen Vergleiche sind in Tab. 21 aufgefiihrt. (ns =
nicht signifikant)



55

3.4 Immunhistochemische Analyse_der CYP11B2-Expression

3.4.1

Erhobene Parameter und interne Korrelationen

Analog zum Vorgehen bei den Parametern der CYP11B1-Expression, wurden auch die

Korrelationen der

Korrelationsplot dargestellt (Abb. 32).

NN NN NN
NN N NNNNNNDODOOOMOOO
OO0 ONODNDO~NMSS WO
CTANNTOLONMNOD ™« — ™ ™
[ W W o W o W o My o W o My o W o Iy o W Y o A W Wy o B 0 8

P1B2 9000000000000 00

P82 900000000000 00
PB2 99000000000 ©
P48 99000000000 ©

P5B2 900000000 00
PeE2 90000000 ©
P782 9000000 ©

PsE2 900000 00

P2 90000 ©°

P1082 @000 ©©
P11B2 @@® @
P12B2 ‘. ()

P1B2 @ @O

P14B2 @ © @

P15B2 @@

P16B2 @

P17B2

000 0000000000000 -

0.8

0.6

04

0.2

e

immunhistochemischen Parameter der CYP11B2-Expression in einem

Abb. 32 Korrelationsplot der
immunhistochemischen Parameter der
CYP11B2-Expression untereinander. Positive
Korrelationen nach Spearman sind in blauer
Farbe dargestellt, negative rot. Die Intensitat
beschreibt, wie in der seitlich abgebildeten
Skala dargestellt, die Ausprdagung des
Korrelationskoeffizienten. Das
Signifikanzniveau wird durch die GroRe des
jeweiligen Kreises dargestellt: Je groRer,
desto hoher ist das Signifikanzniveau. Nur
Korrelationen mit p < 0,001 sind hier
aufgefihrt.

Aus diesem ist ersichtlich, dass alle IHC-Parameter sehr stark untereinander korrelieren. P4B2

entspricht der durchschnittlichen Markerintensitat und wurde, anolog zu der Situation bei den

CYP11B1-Parametern, als reprdsentativer Parameter gewahlt. P14B2 (Ratio der Farbung zur

gesamten als ROI

Korrelationen mit den anderen

definierten Tumorflache) bildet eine Ausnahme und weist wenig

immunhistochemischen Parametern auf. Auch dieser

Parameter wird im Folgenden genauer analysiert. Diese beiden Parameter werden weiterhin in

Abb. 33 dargestellt.
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Abb. 33 Beispielbilder der CYP11B2-Farbung. a) Vergleich von Tumoren mit niedriger und
hoher CYP11B2-Farbeintensitidt. b) Vergleich von APAs mit niedriger und hoher Ratio der CYP11B2-
gefdarbten zur gesamten ROI-Flache.

Bei allen Analysen wird angegeben, wie viele der immunhistochemischen Parameter
signifikante Korrelationen aufwiesen. Zusatzlich zu den bereits erwdhnten IHC-Parametern

werden auch besonders auffillige andere genauer analysiert und im Folgenden dargestellt.

3.4.2 Geschlechtsunterschiede in der CYP11B2-Expression

Die untersuchten immunhistchemischen Parameter der CYP11B2-Expression wiesen keine

signifikanten Geschlechtsunterschiede auf.

3.4.3 Unterschiede in der CYP11B2-Expression nach Genotyp

Acht von 17 untersuchten Parametern der CYP11B2-Expression wiesen in den Rangsummen

Unterschiede nach dem Genotyp auf.

Zu diesen IHC-Parametern gehorte, wie in Abb. 34a) dargestellt, die durchschnittliche
Markerintensitat (p = 0,0454). Der paarweise Vergleich der Genotypen wies hier darauf hin,
dass KCNJ5-APAs eine signifikant weniger intensive Farbung mit anti-CYP11B2-Antikorpern
aufweisen als Tumore mit Mutation in ATP1A1. Die Ratio der gefarbten Flache zur gesamten

Tumorflache unterschied sich knapp nicht signifikant nach Genotypen (p = 0,0502).

Unter den signifikanten Messwerten fiel besonders jener Parameter auf, der das Verhaltnis der
Farbeflache der Intensitatsklasse ,niedrig” zur gesamten Tumorgewebefliche reprasentiert.

Dieser hatte im Rangsummenvergleich nach Kruskal-Wallis einen p-Wert von < 0,0001 und ist
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in Abb. 34b) dargestellt. Der paarweise Vergleizh der Genotypen zeigte, dass APAs mit KCNJ5-
Mutation ein signifikant hoéheres Verhaltnis der Flache der niedrigen Farbintensitdat zur
Tumorflache hatten als Tumore mit Mutation in ATP1A1 (p = 0,0002), ATP2B3 (p = 0,0073),
CACNA1D (p < 0,0001) und PRKACA (p = 0,0351), sowie Wildtyp-APAs (p < 0,0001).
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Abb. 34 Vergleich der CYP11B2-Expression nach Genotypen. a) Vergleich der

durchschnittlichen Markerintensitdt nach Genotypen (p = 0,0454). Im paarweisen Vergleich
unterschieden sich Tumore mit Mutation in ATPA1A signifikant von Tumoren mit Mutation in KCNJ5
(p=0,0019). b) Verhdltnis der Markerfliche der Klasse ,niedrig” zur Gesamttumorfliche nach
Genotypen (p < 0,0001). Die Signifikanzniveaus der paarweisen Vergleiche der Genotypen sind aus
Griinden der Ubersichtlichkeit nicht in dieser Abbildung dargestellt, sondern werden in Tab. 22
aufgefihrt.

ATP1A1 ATP2B3 CACNA1D | CTNNB1 KCNJ5 NR PRKACA
ATP2B3 0,8044 / / / / / /
CACNAID | 0,3646 0,5455 / / / / /
CTNNB1 0,6516 0,5455 0,5656 / / / /
KCNJ5 0,0002 0,0073 <0,0001 0,1373 / / /
NR 0,5455 0,5455 0,1851 0,8889 0,0576 / /
PRKACA 0,1851 0,3077 0,5455 0,5455 0,0351 0,1351 /
wT 0,4677 0,5456 0,7959 0,5455 <0,0001 0,1358 0,2763

Tabelle 22: Paarweise Vergleiche des Verhiltnisses der Markerflache der Klasse ,,niedrig” zur
Gesamttumorflache nach Genotypen mit p-Wert-Korrektur nach Benjamini-Hochberg
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3.4.4 Korrelationen der CYP11B2-Expression mit klinischen und biochemischen Messwerten

Zwischen den 24 biochemischen, klinischen und Tumor-spezifischen Parametern sowie den 17
immunhistochemischen Parametern der CYP11B2-Expression wurden insgesamt 408
paarweise Korrelationen nach Spearman untersucht. Insgesamt wiesen 39 dieser Paare eine

signifikante Korrelation auf.

Abb. 35 Korrelationsplot mit den
Korrelationen zwischen klinischen,
biochemischen und Tumor-spezifischen
Messwerten (y-Achse) und
immunhistochemischen Parametern der
CYP11B2-Expression. Positive Korrelationen
nach Spearman sind in blauer Farbe
dargestellt, negative rot. Die Intensitat
beschreibt, wie in der seitlich abgebildeten
Skala dargestellt, die Ausprdagung des
Korrelationskoeffizienten. Das
Signifikanzniveau wird durch die GroRRe des
jeweiligen Kreises dargestellt: Je groRer, dest
hoher ist das Signifikanzniveau.

Wie in Abb. 35 dargestellt, wies der Parameter P4B2, die durchschnittliche Intensitdt der
Markerfarbung, eine positive Korrelation mit dem praoperativen PAC (ps= 0,2380; p = 0,0253)

und mit dem postoperativen K'; (ps= 0,2948; p = 0,0038) auf.

Die Ratio der gefarbten Flache zur ROI-Tumorfliche (P14B1) hatte einen negativen
Zusammenhang mit dem postoperativen BMI (ps=-0,2641; p = 0,0275) und einen positiven mit

der TumorgroRe (ps=0,3387; p = 0,0003).

3.4.5 Korrelationen der CYP11B2-Expression mit dem Therapieerfolg

Der Vergleich der Parameter der CYP11B2-Expression der APAs wies weder fir den klinischen
noch fir den biochemischen Therapieerfolg signifikante Unterschiede in den Rangsummen

nach Kruskal-Wallis der jeweiligen Klassen auf.
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3.5 Zusammenhdnge der bildanalyt_ischen Parametern

3.5.1 Korrelationen zwischen der Morphometrie und der CYP11B1-Expression

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden in diesem Kapitel ausschlieRlich die Korrelationen
zwischen der durchschnittlichen Intensitdt der Markerfabung und der Ratio der Farbung am
Tumorgewebe mit den morphometrischen Parametern zusammengefasst. Zum Vergleich
dieser ebengenannten Parameter mit der Morphometrie wurde eine Auswahl an
morphometrischen Parameter auf Basis der in den vorangegegangenen Kapiteln dieser Arbeit

getroffen und in Tab. 23 dargestellt.

Morphometrie P4B1 P14B1
Parameter | Charakter Ps p-Wert | p; p-Wert
Morpho6 Formparameter "Border Index" -0,3695 | <0,0001 | 0,2224 0,0463
Morphol4 Formparameter "Rand/Flache" -0,0633 | 0,5518 -0,1572 | 0,1842
Morpho19 Farbparameter "Brightness" -0,1364 | 0,1721 0,0322 0,8717
Morpho39 Farbparameter "Layer2" -0,3394 | 0,0002 0,0583 0,7006
Morpho49 Formparameter "Lange/Breite" -0,1123 | 0,2748 -0,1026 | 0,4256
Morpho51 Farbparameter "Hamatoxylin" -0,3026 | 0,0011 -0,0242 | 0,8918
Morpho59 Formparameter "Rectangular Fit" -0,0568 | 0,6030 0,1550 0,1897
Morpho61 Formparameter "Roundness" -0,3371 | 0,0002 0,1563 0,1897
Morpho66 Formparameter "Shape Index" -0,3930 | <0,0001 | 0,2184 0,0505
Morpho96 Formparameter "nukledre -0,0274 | 0,8112 0,0153 0,9284
Roundness"
Morpho98 Formparameter "nukledrer Shape -0,1751 | 0,0739 0,0428 0,8234
Index"
Morpho128 | Farbparameter "Hamatoxylin -0,4787 | <0,0001 | 0,1683 0,1582
Zellkern"
Morphol44 | Texturparameter -0,3325 | 0,0003 -0,0798 | 0,5657
"Zellkernvariabilitat"

Tabelle 23: Auswahl von Korrelationen zwischen Morphometrie und CYP11B1-Expression.

Der Parameter P4B1, die durchschnittliche Intensitat der CYP11B1-IHC-Farbung, korrelierte mit
92 morphometrischen Parametern auf einem signifikanten Niveau. APAs mit einer starkeren
CYP11B1-Farbung hatten einen signifikant niedrigeren Border Index (ps = -0,3965; p < 0,0001)
und Shape Index (ps = -0,3325; p < 0,0001), waren also weniger zerkliftet als weniger stark
gefarbte Tumore. Zudem wiesen die starker gefarbten Tumore weniger Himatoxylin auf Ebene
des Zellkerns (ps=-0,4787; p < 0,0001) und insgesamt (ps=-0,3026; p = 0,0011) auf und hatten
einen kleineren Anteil am Farbparameter ,Layer 2 (ps=-0,3394; p = 0,0002). Auch waren ihre

Zellkerne weniger variabel in ihrer GroRe (ps=-0,3325; p = 0,0003).
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Der Parameter P14B1, die Ratio der gefarbten zur gesamten ROI-Flache, korrelierte mit 37
morphometrischen Messwerten auf signifikantem Niveau. Es bestand unter anderem eine

positive Korrelation zum Border Index (ps=0,2224; p = 0,0464).

3.5.2  Korrelationen zwischen der Morphometrie und der CYP11B2-Expression

Auch bei den Korrelationen zwischen der Morphometrie und der CYP11B2-Farbung wurde die
Analyse auf die Parameter der durchschnittlichen Markerintensitat und auf das Verhéltnis der

gefarbten zur gesamten ROI-Fliche eingeschrankt. Es wurde eine Auswahl an

morphometrischen Parametern mit  deren  Vergleich mit den  genannten

immunhistochemischen Messwerten auf Basis der in den vorangegegangenen Kapiteln dieser

Arbeit gewahlten Parameter getroffen und in Tab. 24 dargestellt.

Morphometrie P4B2 P14B2
Parameter Charakter Ps p-Wert | ps p-Wert
Morpho6 Formparameter "Border Index" -0,3225 | 0,0011 0,4911 <0,0001
Morphol4 Formparameter "Rand/Flache" -0,3732 | 0,0001 0,3172 0,0006
Morpho19 Farbparameter "Brightness" -0,2687 | 0,0070 0,4998 <0,0001
Morpho39 Farbparameter "Layer2" -0,2642 | 0,0078 0,4608 <0,0001
Morpho49 Formparameter "Ldnge/Breite" -0,3111 | 0,0016 0,3645 <0,0001
Morpho51 Farbparameter "Hamatoxylin" -0,0573 | 0,6186 0,2796 0,0029
Morpho59 Formparameter "Rectangular Fit" 0,3109 0,0016 -0,2747 | 0,0035
Morpho61 Formparameter "Roundness" -0,2467 | 0,0124 0,3982 <0,0001
Morpho66 Formparameter "Shape Index" -0,3003 | 0,0023 0,4811 <0,0001
Morpho96 Formparameter "nukledre Roundness" -0,2237 | 0,0241 -0,0311 | 0,7857
Morpho98 Formparameter "nukledrer Shape Index" | -0,1737 | 0,0863 -0,0045 | 0,9667
Morpho128 | Farbparameter "Hamatoxylin Zellkern" -0,2206 | 0,0257 0,4320 <0,0001
Morphol44 | Texturparameter "Zellkernvariabilitat" -0,1514 | 0,1349 0,5031 <0,0001

Tabelle 24: Auswahl von Korrelationen zwischen Morphometrie und CYP11B2-Expression.

Die durchschnittliche Intensitat der CYP11B2-Farbung, ausgedriickt durch P4B2, korrelierte mit

78 morphometrischen Messwerten auf signifikantem Niveau.

Die Ratio der markierten zur gesamten ROI-APA-Fliche, wie durch P14B2 reprasentiert,
korrelierte mit 82 Parametern der Morphometrie. Hier war auffillig, dass starke positive
Korrelationen zu Formparametern bestanden. Je groRRer die Ratio der gefarbten Flache zur
gesamten APA-ROIl war, desto grofRer waren die Werte des Border Index (ps = 0,4911;
p < 0,0001), des Shape Index (ps= 0,4811; p < 0,0001), des Verhiltnisses der Lange zur Breite
der Zellen (ps = 0,3645; p < 0,0001) und der Zellkernvariabilitdt (ps = 5031; p < 0,0001). Diese
waren auch heller, wie durch den Farbparameter ,Brightness” ausgedrickt, (p; = 0,4998;
p < 0,0001), und hatten hohere Hamatoxylinwerte im Zellkern (ps = 0,4320; p < 0,0001) und
insgesamt (ps=0,2796; p = 0,0029).
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3.5.3 Korrelationen der immunhistochemischen Férbungen

Die CYP11B1- und CYP11B2-Farbungen der jeweiligen APAs wiesen untereinander zahlreiche

Zusammenhénge auf. Diese sind im Korrelationsplot in Abb. 36 dargestellt.

Abb. 36 Korrelationsplot mit den
Korrelationen zwischen den Parametern der

o E CYP11B1-Expression (Y-Achse) und jenen
P3B1 der CYP11B2-Expression (X-Achse). Positive
:iE Korrelationen nach Spearman sind in blauer
‘E : Farbe dargestellt, negative rot. Die Intensitat
P7B1 beschreibt, wie in der seitlich abgebildeten
-,E ‘ Skala dargestellt, die Auspragung des

P10B1 Korrelationskoeffizienten. Das

% ‘g: Signifikanzniveau wird durch die GréRe des
P13B1 jeweiligen Kreises dargestellt: Je groRer, dest
:~E: hoher ist das Signifikanzniveau.

P1681 ‘

P17B1

Insgesamt korrelierten 212 von 289 Paaren auf einem signifikanten Niveau. Im Korrelationsplot
war auffdllig, dass vor allem negative Korrelationen bestanden. Tatsachlich sind nur 23

Korrelationen positiv, 189 hingegen negativ.

Weiterhin fiel auf, dass die Parameter des Ausdrucks der durchschnittlichen Intensitdten der
immunhistochemischen Farbungen (P4B1 und P4B2) keine signifikante Korrelation aufwiesen.
Die durchschnittliche CYP11B1-Markierungsintensitdt wies jedoch eine Korrelation mit der
Ratio der CYP11B2-Markierfliche an der gesamten APA-ROI (P14B2) auf (ps = -0,2007;
p = 0,0250). Ebenso korrelierte die durchschnittliche CYP11B1-Markierungsintensitat negativ
mit P14B1, der Ratio der CYP11B1-Markierfliche an der gesamten APA-ROI (ps = -0,4056;
p <0,0001). Auch zwischen den beiden Verhaltnissen der Markierungsfliche zur ROI-

Tumorflache bestand ein postiver Zusammenhang (ps=0,1935; p = 0,0308).
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4 Diskussion

4.1 Betrachtung der Studienpopulation

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse aus Kapitel 3.1 mit der bestehenden Literatur

verglichen und kommentiert.

4.1.1 Geschlechtsverteilung

Unter den 135 untersuchten Patienten dieser Studie befanden sich 59 Frauen (43,7 %) und 76
Manner (56,3 %). In einer groReren multizentrischen Studie von Williams et al. wurden
innerhalb unterschiedlicher klinischer Zentren starke Unterschiede der Geschlechtsverteilung
mit einem Frauenanteil zwischen 24 und 60 % beschrieben. Neun von 12 Zentren dieser Studie
wiesen jedoch mehr Manner als Frauen auf und im Mittel lag der Frauenanteil bei 44 %. Diese
Studie schloss Zentren aus mehreren europdischen Lindern, den Vereinigten Staaten,
Australien und Japan ein, sodass unterschiedliche Ausgangspopulationen eine Rolle auf die
Geschlechtsverteilung gespielt haben kdnnen (38). In dieser Studie wurde auch nicht zwischen
APAs und unilateraler Hyperplasie der Nebennierenrinde unterschieden, wobei die relative

Seltenheit der unilateralen adrenokortikalen Hyperplasie zu beachten ist.

Eine italienische Studie, die die Pravalenz und klinische Manifestation von PA in der
Primdrversorgung in Turin und Umgebung untersuchte, fand unter 99 PA-Patienten eine
Geschlechtsverteilung von 59,6 % Manner und 40,4 % Frauen (78). Hierin waren sowohl

Patienten mit APA als auch BAH eingeschlossen.

Die Geschlechtsverteilung in dieser Arbeit ist also sowohl vergleichbar mit dem Mittelwert
einer multizentrischen globalen Studie als auch mit der lokalen europaischen

Geschlechtsverteilung des PA im Allgemeinen.

4.1.2 Genotypverteilung

Bei 65,6 % der Patienten konnte entweder in der bidirektionalen Sequenzierung nach Sanger
oder im Whole exome sequencing eine somatische Mutation festgestellt werden. Im Folgenden

werden die Haufigkeiten der Genotypen eingehender diskutiert.
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4.1.2.1 KCNIJ5

In 37,4 % der Adenome der aktuellen Studie konnte eine Mutation im KCNJ5-Gen
nachgewiesen werden. Damit war dies die am haufigsten gefundene Mutation. In der Literatur
wurden fiir europdische und westliche Populationen dhnliche Haufigkeiten dieser Mutation
beschrieben. So wurden in einer groRen europdischen Multicenter-Studie bei 180 von 474
Proben (38 %) Mutationen in KCNJ5 gefunden (44). Auch andere Gruppen fanden in westlichen
Kohorten dhnliche Pravalenzen, wobei die Haufigkeit von KCNJ5-Mutationen zwischen 34 und
47 % variierte (59, 79, 80).

In der Literatur ist beschrieben, dass besonders Frauen Mutationen in KCNJ5 aufweisen (44,
60, 81, 82). So beschrieben Williams et al. in einer Meta-Analyse, dass 73 % der westlichen
Patienten mit KCNJ5-Mutation weiblichen Geschlechts sind. Diese Beobachtung konnte auch in

dieser Studie gemacht werden (82).

In asiatischen Populationen sind Mutationen in KCNJ5 wesentlich haufiger. So finden sich hier
Haufigkeiten von 65,2 bis 75,4 % in unterschiedlichen ostasiatischen Staaten (83, 84, 85). Der
Ursprung dieses ethnischen Unterschieds in der Haufigkeit dieser Mutation ist zur Zeit noch
ungeklart (86).

Der Zusammenhang der KCNJ5-Mutation mit dem weiblichen Geschlecht kann in asiatischen

Populationen, anders als in westlichen Studiengruppen, nicht beobachtet werden (87).

4.1.2.2 CACNA1D

In dieser Arbeit wurde bei 7,6 % der Patienten eine Mutation in CACNA1D gefunden.
Fernandes-Rosa et al. fanden diese Mutation in einer groBen paneuropaischen Untersuchung
bei 9,3 % der Patienten mit APA (44). Auch, dass die Mehrzahl der Patienten mit dieser
Mutation mannlichen Geschlechts sind, wie auch in dieser Arbeit ermittelt wurde, ist in der

Literatur vorbeschrieben (88).

4.1.2.3 Die ATPasen — ATP1A1 und ATP2B3

ATP1A1 wies in der vorliegenden Arbeit bei 6,9 % der Patienten eine Mutation auf. Bei 4,6 %
der Patienten konnte eine Mutation in ATP2B3 nachgewiesen werden. In der Veroffentlichung
von Fernandes-Rosa et al. werden die Haufigkeiten insgesamt mit 5,3 % fiir ATP1A1 und 1,7 %

flir ATP2B3 angegeben (44).
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In dieser Arbeit konnten beide Mutationen haufiger bei Mannern als bei Frauen nachgewiesen

werden. Diese Geschlechtsverteilung wurde ebenfalls bereits vorbeschrieben (88).

4.1.2.4 CTNNB1

In dieser Studie wurde bei zwei Patienten (1,5 %) eine Mutation in CTNNB1 nachgewiesen.
Beide waren weiblich. CTNNB1-Mutationen bei APAs sind als seltene Funde vorbeschrieben.
Die Pravalenz variiert in der Literatur von 2,1 % bis 3,7 % und die Mehrzahl dieser Mutationen

wurde bei Frauen nachgewiesen (46, 81, 89, 90, 91).

4.1.2.5 PRKACA

In der Kohorte, die in dieser Arbeit beschrieben wird, fanden sich zwei APAs (1,5 %) mit
Mutation in PRKACA. Diese Patienten, die beide weiblich sind, sind genauer in der Arbeit von
Rhayem et al. beschrieben (54). Es handelte sich hierbei um die Erstbeschreibung dieses
Phdnomens, entsprechend kann kein Vergleich mit der Prédvalenz in anderen Populationen
gezogen werden. Vorher waren Mutationen in PRKACA (berwiegend bei Patienten mit
Cortisol-produzierenden Nebennierentumoren, dem Cushing-Syndrom beschrieben (52, 92,

93).

4.1.2.6 Wildtyp und nicht-rekurrente Mutationen

Etwa 6 % der Tumore wiesen Mutationen auf, die in der gesamten Kohorte nur einmal
auftraten und entsprechend als nicht-rekurrent bezeichnet wurden. Bei 34,4 % aller APAs in
der vorliegenden Studie konnten keine somatischen Mutationen nachgewiesen werden. Diese
wurden als Wildtyp bezeichnet. Es fallt schwer, einen Vergleich der Haufigkeiten von nicht-
rekurrenten Mutationen und Wildtyp-Genotypen mit der Literatur zu erzielen, da

unterschiedliche Definitionen von , Wildtyp“ benutzt werden.

So fanden Fernandes-Rosa et al. bei 45,2 % der Patienten aus ihrer Kohorte keine Mutation
(44). Williams et al. beschrieben bei 45,6 % die Abwesenheit einer somatischen Mutation (82).
In beiden Arbeiten war das Procedere jedoch so, dass per direkter Sequenzierung spezifisch
nach Mutationen in KCNJ5, CACNA1D, ATP1A1 und ATP2B3 gesucht wurde. Wu et al. fanden
einen Wildtyp-Anteil von 40,6 %, jedoch wurde auch hier mit einer direkten Sequenzierung
nach Sanger und der Suche nach KCNJ5, CACNA1D, ATP1A1, ATP2B3 und CTNNB1 vorgegangen
(89).
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Das in der vorliegenden Arbeit benutzte Vorgehen mit zusatzlichem Whole exome sequencing
fiihrte zur Bildung einer weiteren Kategorie, jener der APAs mit nicht-rekurrenten Mutationen,
welche bei alleiniger direkter Sequenzierung zur Kategorie der nicht-mutierten oder Wildtyp-
Tumoren gezdhlt wiirden. Bei Beachtung dieser Besonderheit dhnelt die Summe der in unserer
Studie gefundenen Haufigkeiten von nicht-rekurrent mutierten und Wildtyp-Adenomen mit

etwa 40 % den in der Literatur vorbeschriebenen Zahlen.

4.1.3 Altersverteilung

Die Patienten in dieser Studie waren bei Adrenalektomie im Mittel 50,7 + 10,0 Jahre alt. Dies
liegt im Mittelfeld der von Williams et al. prdsentierten Altersdaten, welche je nach
Referenzzentrum von 47,7 + 10,3 bis 54,4 + 11,1 Jahren reichen (38). Patienten mit Tumoren
mit Mutation in KCNJ5 beim operativen Eingriff waren signifikant jinger als Patienten mit
Wildtyp-APA. Auch dies ist vorbeschrieben (86). Der hier festgestellte Geschlechtsunterschied,
nachdem Manner bei Adrenalektomie signifikant dlter waren als Frauen, basiert vermutlich auf
dem in den vorangegegangenen Kapiteln beschriebenen haufigeren Auftreten von KCNJ5-

Mutationen bei Frauen.

Bei erstmaliger Diagnose der arteriellen Hypertonie waren die Patienten unserer Studie im
Durchschnitt 39,6 *+ 8,9 Jahre alt. Auch hier waren Frauen jinger als Manner. Zusatzlich waren
Patienten, die eine Mutation in CACNAID aufwiesen, bei Erstdiagnose der arteriellen
Hypertonie signifikant jinger als Patienten mit nicht-rekurrenter Mutation. Hier war noch
auffallig, dass bei CACNA1D-Patienten mit 14 (6,3) Jahren die gréRte Zeitdifferenz zwischen der
Erstdiagnose eines arteriellen Hypertonus und der Adrenalektomie lag. Diese Beobachtung

wird in Kapitel 4.2.6 erneut aufgegriffen.

4.1.4 Prdoperative biochemische und klinische Messwerte

Vor der Adrenalektomie bestanden Unterschiede zwischen den Geschlechtern in der klinischen
und laborchemischen Prasentation der Patienten. So hatten Manner einen signifikant hoheren
systolischen Blutdruck trotz einer hoheren taglichen Dosis an antihypertensiver Medikation als

Frauen. Frauen wiesen erwartungsgemal einen niedrigeren BMI auf.

4.1.5 Postoperative biochemische und klinische Messwerte

Auch nach der chirurgischen Intervention unterschieden sich die Geschlechter in ihrer

klinischen und biochemischen Pradsentation. Manner hatten weiterhin einen signifikant
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hoheren systolischen Blutdruck trotz einer hoéheren Anzahl an blutdrucksenkenden

Medikamenten. Auch wiesen Frauen weiterhin einen niedrigeren BMI auf.

Der postoperative Vergleich zwischen den Genotypen wies darauf hin, dass Patienten, die eine
Mutation in ATP2B3 hatten, einen hoheren BMI hatten als jene mit KCNJ5-Mutation. An
diesem Unterschied ist wahrscheinlich erneut die unterschiedliche Geschlechtsverteilung
zwischen den Genotypen mitbeteiligt. So sind AP2B3-Patienten eher maénnlich, KCNJ5-

Patienten eher weiblich.

4.1.6  Tumor-spezifische Parameter

Die untersuchten Tumore wiesen eine mediane GroRe von 15 (8) mm auf. Es fiel ein
signifikanter GroRenunterschied zwischen APAs mit Mutation in KCNJ5 und Wildtyp-
Adenomen auf. Erstere maBen im Median 17 (5) mm, letztere 10 (8) mm. Dieser

GroRenunterschied ist in der Literatur mehrfach vorbeschrieben (44, 60, 86).

Der ebenfalls bestehende Geschlechtsunterschied mit groferen Tumoren bei Frauen als bei
Mannern wird in der Literatur nicht explizit erwdhnt. Da jedoch die groRe Mehrzahl der KCNJ5-
mutierten Tumore von Frauen stammt, und mit diesem Genotyp ein hoherer
Tumordurchmesser assoziiert ist, scheint hier ein Zusammenhang naheliegend. Weiterhin
werden in der Literatur eher die verschiedenen Genotypen als die Geschlechter untereinander

verglichen.

Ebenfalls beschrieben ist, dass APAs mit Mutation in CACNAID generell am unteren
GroRenspektrum liegen und speziell kleiner als KCNJ5- und Wildtyp-APAs sind (44, 46, 47).
Auch in der vorliegenden Kohorte waren Tumoren mit CACNAI1D-Mutation mit 11,5 (5) mm
eher klein, wenngleich Wildtyp und PRKACA-APAs noch kleiner waren und keine statistisch
signifikanten Unterschiede im GroRenvergleich zwischen CACNA1D-APAs und Adenomen
anderen Genotyps nachgewiesen werden konnten. Besonders der in der Literatur
beschriebene GroRenunterschied zwischen Wildtyp- und CACNA1D-APAs scheint durch die
unterschiedlichen Definitionen des ,Wildtyps” fraglich. Die Tatsache, dass CACNA1D-APAs
oftmals klein sind, kann einen Erklarungsansatz liefern, warum bei diesen, wie in Kapitel 4.2.3.
beschrieben, die langste Zeitspanne zwischen erstmaliger Diagnose des arteriellen Hypertonus
und der Adrenalektomie besteht. Diese werden namlich ob ihrer geringen Grofe in
bildgebenden Verfahren ofter libersehen, und entsprechend kommt es erst spater zu einer

korrekten Diagnose (46, 94, 95).
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4.1.7 Bewertung des Therapieerfolgs

Die Bestimmung des Therapieerfolgs wurde gemafll der in einem internationalen Konsensus
festgelegten Kriterien, welche in Kapitel 2.5.4 zusammengefasst sind, durchgefiihrt (38). Die
von Williams et al. beschriebene PASO-Studie umfasste Patienten aus mehreren Zentren aus
verschiedenen Staaten, darunter auch aus Minchen. Die in unserer Studie beschriebene
Population deckt sich deswegen in Teilen mit der Miinchener Kohorte des PASO-Kollektivs, da

beide Rickgriff auf die Patienten des Deutschen Conn-Registers nehmen.

4.1.7.1 Bewertung des biochemischen Therapieerfolgs

In der vorliegenden Kohorte hatten 89,7 % der Patienten biochemisch einen kompletten
postoperativen Therapieerfolg, 3,2 % einen partiellen wahrend bei 7,1 % der Erfolg ausblieb.
Williams et al. fanden dhnliche Anteile: 94 (83 - 100) % mit komplettem, 4 (0 — 15) % mit
partiellem und 2 (0 - 5) % mit ausbleibendem Therapieerfolg (38). In der Literatur wird die
biochemische Normalisierung aus pathophysiologischen Uberlegungen gerne als post-hoc-
Kontrolle der korrekten Diagnose eines unilateralen APAs eingesetzt. So hatten Patienten mit
partiellem oder ausbleibendem Therapieerfolg eher eine BAH oder bilaterale APAs mit einem

Seitenunterschied in der Aldosteronproduktion (37, 38, 96).

Es konnten weder zwischen den Geschlechtern noch zwischen den Genotypen signifikante
Unterschiede im biochemischen Outcome gefunden werden. Auch die Altersverteilungen, die
biochemischen, die klinischen und die tumor-spezifischen Messwerte zeigten keine
Unterschiede zwischen den Kategorien des biochemischen Therapieerfolgs. Einzig die
Rangsummen des praoperativen diastolischen Blutdrucks wiesen Unterschiede zwischen den
Kategorien auf. Diese waren jedoch im paarweisen Vergleich nicht signifikant, vermutlich
bedingt durch die geringe Anzahl an Patienten in den Gruppen mit partiellem und

ausbleibendem Therapieerfolg.

4.1.7.2 Bewertung des klinischen Therapieerfolgs

In unserer Kohorte hatten 20 % der Patienten einen kompletten, 55 % einen partiellen und 25
% einen ausbleibenden Therapieerfolg. Williams et al. fanden dhnliche Werte. So hatten in der
Multicenter-Studie insgesamt 37 % der Patienten einen kompletten Therapieerfolg, wobei die
Haufigkeit dieser Outcome-Kategorie nach Zentrum von 17 bis 62 % variierte. Durchschnittlich

47 %, mit Zentren-spezifischen Schwankungen von 35 bis 66 %, hatten einen partiellen



68

Therapieerfolg. Bei 16 % insgesamt und 0 bis 32 % je nach Zentrum blieb der Therapieerfolg
aus (38).

Mehrere Arbeiten fanden heraus, dass Frauen ein besseres klinisches Outcome hatten als
Manner (37, 38, 97). Dies konnte in der vorliegenden Kohorte zumindest nicht auf einem
statistisch signifikanten Niveau repliziert werden. Trotzdem war auch hier auffallig, dass mehr
Frauen als Manner einen kompletten klinischen Therapieerfolg hatten, obwohl insgesamt
weniger Frauen in der Kohorte eingeschlossen waren. Williams et al. erklaren dies durch den
vasoprotektiven Effekt von Ostrogenen (38). Zu denken ist auch an eine geringere
Grundwahrscheinlichkeit fir eine essentielle Hypertonie bei Frauen als bei Mannern des
gleichen Alters. Auch ein vorbeschriebenes besseres Outcome bei Patienten mit APA mit
Mutation in KCNJ5 als mit Wildtyp- oder anderen APAs konnte bei unseren Patienten nicht
repliziert werden, wobei jedoch beachtet werden muss, dass in den in der Literaturrecherche

gefundenen Arbeiten nicht die PASO-Kriterien verwendet wurden (98, 99).

Der weitere Vergleich des klinischen Outcomes mit den prdoperativen biochemischen,
klinischen und tumor-spezifischen Messwerten zeigte eine starke Korrelation mit dem Alter bei
Adrenalektomie. Je jinger die Patienten waren, desto besser war deren Outcome. Dies
spiegelt sich auch in der verfligbaren Literatur wider (37, 38). Williams et al. erklaren dies
durch die mit steigendem Alter hohere Wahrscheinlichkeit, dass durch den langer
bestehenden Einfluss von Aldosteron irreversible Gefdl3- und Nierenschdaden oder zusatzlich
zur Aldosteron-bedingten eine essentielle Hypertonie bestehen (38). Andere Messwerte mit
vorbeschriebenen Zusammenhdngen mit dem Outcome, wie die prdaoperative antihypertensive
Medikamentendosis und der BMI wiesen hier keine Rangsummenunterschiede zwischen den

Kategorien des Therapieerfolgs auf.

4.2 Morphometrie

4.2.1 Anmerkungen zur Morphometrie

Der groBte Unterschied zwischen der vorliegenden Arbeit und der Mehrzahl der
vorangegangen Studien liegt in der Art der Erfassung der Morphometrie. Die meisten anderen
Studien stitzen sich auf optische Betrachtungen der HE-Farbungen von APAs und klassifizieren
die Zellen in ZG- und ZF-dhnlich. Teilweise werden noch Anteile von ZF- und ZG-Zellen am
Gesamtbild angegeben. Somit wird die Morphologie meist in kategorialen Daten beschrieben.
Die in unserer Arbeit verwendete Bildanalysesoftware detektiert jedoch Parameter, die

intervall- und kardinalskaliert sind. Zwar kann nicht von jedem Parameter ein direkter Schluss
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gezogen werden, ob der Grad seiner Ausprdagung eher auf ein ZG- oder ZF-dhnliches Bild
hinweist, da nicht immer ein klares optisches Korrelat besteht. Trotzdem wird in der folgenden
Diskussion versucht, die hier gefundene Deskription der Morphologie in den bestehenden

Kontext der Differenzierung von ZG- und ZF-Zellen und —Tumoren zu tberlagern.

4.2.2 Geschlechts- und Genotypverteilung

Unsere Analyse der Morphometrie nach Genotypen ergab, dass die Zellen von KCNJ5- und NR-
APAs zerklUfteter waren als jene von ATP1A1-, ATP2B3-, CACNA1D- und Wildtyp-APAs. Tan et
al. beschrieben, dass KCNJ5-Tumoren mit ZF-Aspekt mehr atypische Zellen aufweisen als ZG-
Zellen. GleichermafRen waren die Zellen von ATP1A1-, ATP2B3-, CACNA1D- und Wildtyp-
Tumoren runder als jene von KCNJ5- und NR-APAs (100). Insbesondere die runde Zellform
wirde zu der klassischen Beschreibung von ZG-Zellen passen (4). Das Gewebe von KCNJ5-
Tumoren in unserer Kohorte war heller als jenes von ATP1A1-, CACNA1D-, und Wildtyp-APAs.
Dies wiederum passt zum vorbeschriebenen ZF-dhnlichen Aspekt von KCNJ5-Tumoren (60, 94).
Tumoren mit KCNJ5-Mutation wiesen auRerdem mehr Hamatoxylin als Wildtyp-Tumoren auf.
Da das Hamatoxylin in der HE-Farbung basophile Zellbestandteile, wie den Zellkern und das
raue endoplasmatische Retikulum anfarbt, kann vermutet werden, dass davon mehr in KCNJ5-
Tumoren vorhanden sind. Tan et al. fanden mit groeren Zellkernen bei KCNJ5-APAs einen
dhnlichen Befund. In dieser Studie fand auch die von uns gefundene groRere Variabilitdt der
ZellkerngroRe von KCNJ5-Tumoren im Vergleich zu APAs anderen Genotyps eine
Korrespondenz. So beschrieben die Autoren bei ZG-dhnlichen Tumoren mit ATP1A1- und
CACNA1D-Mutation monomorphe, einfache Zellkerne, wahrend ZF-dhnliche KCNJ5-APAs groRe
Nuklei mit vielen Nukleoli prasentieren (100). Die hier gefundenen genotypspezifischen
Unterschiede in der Morphologie scheinen also die vorbeschriebene Tendenz von KCNJ5-APAs
zu einem ZF-dhnlichen und von ATP1A1-, CACNA1D- und Wildtyp-APAs zu einem ZG-ahnlichen
Bild zu bestatigen. Interessant ist weiterhin, dass Tumore mit nicht-rekurrenten Mutationen

teilweise dem morphometrischen Bild von KCNJ5-Tumoren entsprechen.

Manner und Frauen unterschieden sich in unserer Kohorte nicht in der Morphometrie. In der
Literatur ist keine Assoziation von Geschlecht und Morphologie beschrieben, wenngleich
vorstellbar ware, dass die vorbeschriebenen Assoziationen von KCNJ5-Tumoren mit einem ZF-

dhnlichen Aspekt und dem weiblichen Geschlecht auch hierauf Effekte hatten (44, 60, 82, 94).



70

4.2.3 Biochemische, klinische und Tumor-spezifische Parameter in Abhdngigkeit vom

Therapieerfolg

In unserer Population war der postoperative diastolische Blutdruck von Patienten niedriger, je
heller die Zellen deren APAs waren. Die postoperative antihypertensive Medikation war
niedriger, je groBer das Verhaltnis der Zellen von Lange zu Breite war und je groRer jenes des
Zellrandes zur —flache. Je niedriger der postoperative BMI war, desto groRer waren die
Zellkernvariabilitdt und die Rundheit der Zellen. Diese Zusammenhange lassen sich durch die
Assoziation von ZF-Zellen mit der KCNJ5-Mutation und von dieser mit dem weiblichen

Geschlecht erklaren.

Der Vergleich der Morphometrie mit den biochemischen Messwerten der Patienten zeigte
starke Korrelationen einiger Parameter mit dem praoperativen mitternachtlichen Cortisol und
dem Cortisol im 24-Stunden-Sammelurin. Die gefundenen Parameter lassen sich jedoch nicht
eindeutig in ZG- und ZF-beschreibend einordnen. So wirde das Verhaltnis Ldnge/Breite der
Zellen eher Zellen mit ZF-Charakter beschreiben, die ,,Rundheit” eher ZG-dhnliche Zellen. Beide
wiesen jedoch eine positive Korrelation mit dem Mitternachtscortisol auf. Je groBer die
optische Dichte des Zellkerns war, desto mehr Cortisol wurde im Sammelurin gefunden. Diesen
Parameter kdonnte man als ZF-charakterisierend beschreiben, da beschrieben ist, dass ZG-
Zellen eher blande Zellkerne aufweisen (100). Auch fanden wir, dass die Anwesenheit hellerer,
womaoglich ZF-ahnlicher Zellen mit mehr Cortisol im Urin einherging. Hingegen wies auch der
Parameter der zelluldren Rundheit, der eher ZG-dhnliche Zellen beschreibt, einen positiven

Zusammenhang mit der Cortisolausscheidung im Urin auf.

In Arlt et al. wird anhand von 57 auch in dieser Studie eingeschlossenen APAs beschrieben,
dass die Tumormorphologie unterschiedlich war je nach Glucocorticoidausschiittung (101). So
hatten Patienten mit ZF-ahnlichen APAs eine niedrigere Glucorticoidausschiittung, Patienten
mit einer ZG-ahnlichen Gewebearchitektur eher eine hohe Exkretion. Diese Bewertung wurde
jedoch optisch getroffen. In den folgenden Kapiteln dieser Arbeit werden die bei Arlt et al.

beschriebenen Befunde weiter aufgegriffen.

Die in unserer Kohorte gefundene positive Korrelation der TumorgroRe mit der Helligkeit und
der Zellkernvariabilitdt scheinen sich einzureihen in die vorbeschriebene Assoziation von ZF-
APAs mit dem KCNJ5-Genotyp und dessen Assoziation zur TumorgrofRe. Auch ein hohes
Verhéltnis der Zelllainge zur —breite kann, durch die bekannte Anordnung von ZF-Zellen in
Saulen, als ein Kriterium der ZF-Zellen eingeordnet werden (4). Die ebenfalls gefundenen
Korrelationen der Glatte der Zellrdinder und eines speziellen Farbparameters mit der

TumorgroRe konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht eingeordnet werden.
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Weiterhin konnten wir feststellen, dass APAs mit Zellen mit runden, glattrandigen Zellkernen
variabler GrolRe einen héheren Lateralisationsindex aufwiesen als andere. Auffallig ist, dass vor

allem nukledre Parameter den Lateralisationsindex zu beeinflussen scheinen.

Insgesamt scheint der Vergleich der morphometrischen Parameter mit biochemischen,
klinischen und tumor-spezifischen Messwerten im Sinne einer Einteilung in ZG- und ZF-
dhnliche Tumoren zu kurz zu greifen, da teilweise widerspriichliche Ergebnisse auftauchen.
Auch in der bestehenden Literatur wird wenig auf eine Assoziation von diesen Messwerten mit
der Morphologie der Adenome eingegangen. Insofern lasst sich sagen, dass durchaus ein
Zusammenhang zwischen der Bildanalyse der Morphologie und dem klinischen und
biochemischen Profil des Patienten besteht, wie durch die gefundenen Korrelationen
unterlegt, dieses jedoch nicht unbedingt ein fiir einen Betrachter zugangliches optisches
Korrelat hat. Monticone et al. untersuchten in ihrer Arbeit ebenfalls ZG- und ZF-Tumore nach
ihren Unterschieden in der klinischen und biochemischen Prasentation der Patienten und
fanden keine im Alter, im Blutdruck, im Serumkaliumwert, in der Aldosteron- und

Reninmessung sowie im ARQ, in der TumorgréRe oder im Lateralisationsindex (94).

Keiner der morphometrischen Parameter korrelierte mit dem klinischen oder biochemischen
Outcome. Zusammen mit der ebenfalls in dieser Studie beschriebenen fehlenden Relevanz des
Genotyps fir den Therapieerfolg, konnte dies darauf hindeuten, dass der Genotyp zwar die
Morphologie des Tumors bestimmt, andere Faktoren jedoch relevanter flir den Therapieerfolg

sind.

4.3 CYP11B1-Expression

4.3.1 Geschlechts- und Genotypverteilung

In der vorliegenden Kohorte hatten Frauen eine niedrigere durchschnittliche Intensitdt der
CYP11B1-Farbung als Manner. Sie hatten einen groReren Anteil der niedrigen
Intensitdtskategorie an der gesamten Farbung und jeweils einen kleineren Anteil der mittleren
und hoheren Kategorie. Auch die Genotypen wiesen ein solches Bild auf: KCNJ5-APAs hatten
eine niedrigere durchschnittliche Intensitat der CYP11B1-Farbung, einen groReren Anteil an
der niedrigen Markierungskategorie und jeweils einen kleineren Anteil an der mittleren und
hoéheren Markierungskategorie als ATP1A1-, CACNA1D-, Wildtyp- und nicht-rekurrent mutierte
Tumore. Hier liegt die Vermutung nahe, dass dies wiederum durch die Assoziation des

weiblichen Geschlechts mit der KCNJ5-Mutation bedingt ist.
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Monticone et al. fanden heraus, dass weibliche Patienten mit KCNJ5-Mutation 6fter APAs mit
hoherer CYP11B1-Expression hatten (94). Dies scheint den in unserer Kohorte gefundenen
Resultaten jedoch zu widersprechen. Auch, dass CYP11B1 physiologisch in der normalen ZF,
der KCNJ5-APAs laut Literatur &hneln, vorkommt, scheint unseren Resultaten zu
widersprechen (7, 8). In der vorliegenden Studie wird jedoch nicht wie in der Arbeit von
Monticone et al. die bloRe Anwesenheit einer CYP11B1-Farbung registriert, sondern deren
Intensitdt und die Anteile ihrer kategorialen Einteilung an der gesamten Farbeflache
gemessen. Auch Fernandes-Rosa et al. fanden keine Assoziation der CYP11BI1-mRNA-
Expression mit dem Mutationsstatus (44). Es ist jedoch schwierig, hieraus einen direkten
Vergleich mit unserer Kohorte zu ziehen, da dies voraussetzen wiirde, dass die mRNA-
Expression mit dem proteinischen Expressionsmuster von CYP11B1 gleichgesetzt werden kann.
Unsere Resultate scheinen sich also in die unterschiedlichen Ergebnisse in der Literatur

einzureihen.

4.3.2 Biochemische, klinische, Tumor-spezifische Messwerte und Therapieerfolg

In der Kohorte dieser Arbeit korrelierte die durchschnittliche Intensitat der CYPB11B1-Farbung
positiv. mit dem pra- und postoperativen BMI und der postoperativ bendtigten
antihypertensiven Medikation. Je starker die Markierung ausgepragt war, desto hoher war der
BMI der betroffenen Patienten und desto mehr Medikamente zur Blutdruckregulierung
wurden postoperativ bendtigt. Es war ebenfalls auffallig, dass ein kompletter Therapieerfolg
mit einer niedrigeren Intensitdt der Farbung und einer geringeren Farbeflache im Vergleich
zum partiellen und ausbleibenden Therapieerfolg einherging. Die Intensitdt der CYP11B1-
Markierung war ebenfalls niedriger bei Patienten mit partiellem als bei Patienten mit

ausbleibendem Therapieerfolg.

In der Arbeit von Arlt et al., in der ein Teil der Patienten unserer Studie mitsamt ihrer digitalen
Analyse der immunhistochemischen Expression eingeschlossen war, konnte eine Assoziation
der CYP11B1-Expression bei APAs mit der Exkretion von Glucocorticoiden und dem
Metaboliten 11R-Hydroxyandrosteron festgestellt werden. Dies wurde als Hinweis auf das
»Connshing-Syndrom”, einem Syndrom der Co-Sekretion von Aldosteron und Cortisol,
gewertet. Diese zusatzliche Ausscheidung von  Glucocorticoiden wirde eine
pathophysiologische Erkldarung bieten fiir einige vorher beschriebene Comorbiditdten, fur die
die Wirkungen von Aldosteron keinen zufriedenstellenden Pathomechanismus bieten (101). So
konnten bei PA-Patienten Insulinresistenz, ein erhohtes Risiko osteoporotischer

Knochenbriiche und haufigere Depressionen als relevante Comorbiditdten erkannt werden



73

(31, 102, 103, 104). Auch der in unserer Arbeit festgestellte hohere BMI und hohere Bedarf an
Blutdrucksenkern nach der OP wirden zu einem Glucocorticoid-bedingten metabolischen
Syndrom passen. Dieses kdonnte auch einen Erklarungsansatz fir das schlechtere Outcome bei

hoher CYP11B1-Expression liefern.

Die ebenfalls festgestellte negative Korrelation der CYP11B1-Expressionsintensitit mit der
TumorgroRe konnte bedingt sein durch die Assoziation von KCNJ5-Tumoren mit einem

grolReren Durchmesser.

4.4 CYP11B2-Expression

Es fielen in unserer Kohorte keine signifikanten Zusammenhéange der CYP11B2-Expression in
den APAs mit der Geschlechtsverteilung und dem therapeutischen Erfolg auf. Zwischen den
Genotypen unterschieden sich die Tumoren jedoch nach dem immunhistochemischen
Expressionsmuster. KCNJ5-Tumore waren eher wenig reaktiv auf die immunhistochemische
Farbung gegen CYP11B2. So hatten APAs mit Mutation in KCNJ5 eine signifikant geringere
durchschnittliche Intensitat als ATP1IA1-Tumore. Noch auffalliger war jedoch, dass der Anteil
der niedrigen Markierungsklasse zur ROI-Tumorflache bei KCNJ5-Tumoren signifikant hoher

war als bei allen anderen Genotypen bis auf die nicht-rekurrenten Mutationen.

Tan et al. berichten Uber ein sehr dhnliches Expressionsmuster. So wurde in dieser Arbeit,
anders als in unserer, das Scoring der immunhistochemischen Expression nicht digital
durchgefiihrt, sondern optisch durch einen Histopathologen mit einer Bewertung der
Intensitdt von 0 bis 100 %. Die Autoren beschrieben, dass KCNJ5-APAs weniger CYP11B2-
Expression aufwiesen als ATP1A1- und CACNA1D-mutierte Tumore. Noch pragnanter war
dieser Unterschied wohl in der CYP17-Farbung, die in unserer Arbeit nicht einging. Weiterhin
wiesen bei Tan et al. die KCNJ5-APAs einen ZF-dhnlichen Phanotyp auf, wahrend ATP1A1- und

CACNA1D-Tumore einen ZG-dhnlichen Aspekt hatten (100).

Die in unserer Arbeit gefundenen Korrelationen des Anteils der IHC- zur ROI-Flache wirden
auch in diesen Kontext passen: Je mehr Flache gefarbt war, desto niedriger war der BMI und
desto groRer war der Tumor. KCNJ5-Tumore haben, wie in Kapitel 4.1.6 beschrieben, einen
grolReren Durchmesser. Da Patienten mit KCNJ5-mutiertem Tumor o6fter weiblich sind, und
diese einen im Median niedrigeren BMI haben als Manner, ist auch der niedrigere BMI zu
erklaren. Auch die von Monticone et al. und Ono et al. gefundene Assoziation von hoher
CYP11B2-Expressionsintensitat zu kleiner TumorgrofRe wiirde in diesen Kontext passen (94,

105).
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Die positive Korrelation zwischen der durchschnittlichen Intenstdt der CYP11B2-Expression,
welche fur die Aldosteron-Synthase codiert und der praoperativen PAC erscheint mindestens
pathophysiologisch sinnvoll. Monticone et al. wiesen in ihrer Arbeit darauf hin, dass die
Expression von CYP11B2 mit der Aldosteronsekretion korreliert, wenn eine Korrektur fiir die

TumorgroRe durchgefihrt wird (94).

4.5 Interaktionen der Bildanalyse

In der Literatur ist vorbeschrieben, dass ZG-APAs mehr CYP11B2 exprimieren. Die CYP17-
Expression gilt als Marker fiir ZF-ahnliche Zellen. CYP11B1 und CYP17 sind beide in der ZF der
gesunden Nebenniere ausgedriickt. Es ist eine starke Korrelation der CYP17-Expression mit der
CYP11B1-Expression vorbeschrieben, so dass die in unserer Kohorte gefundenen zahlreichen
negativen Korrelationen der Parameter der CYP11B1- und CYP11B2-Expression diese
Bipolaritat ausdricken konnten (8, 94, 100, 106). Gleichzeitg fanden wir jedoch, dass die
durchschnittliche Intensitdt der Expression der beiden IHC-Farbungen keine Beziehung
zueinander hatte. Auch war interessant, dass die Verhéltnisse der jeweiligen
immunhistochemischen Farbeflichen zur ROI-Tumorfliche eine positive Korrelation
untereinander aufwiesen. Wenn also ein grofRerer Anteil des Tumors positiv fir die eine

Farbung war, war er es ebenfalls fir die andere.

Die durchschnittlichen Intensitdten der CYP11B1- und CYP11B2-Expression sowie die Ratio der
gefarbten CYP11B2-Flache zur Tumor-ROI-Fliche korrelierten mit wesentlich mehr

morphometrischen Parametern als die Ratio der CYP11B1-Farbeflache zur ROI.

Wie bereits in den vorangehenden Kapiteln dieser Arbeit beschrieben, ist es schwierig, eine
direkte Konkordanz der morphometrischen Parameter zur klassischen ZG- und ZF-dhnlichen
Deskription von APAs herzustellen. Trotzdem kann aufgrund der zahlreichen Korrelationen von
einem Zusammenhang der Expressionen von CYP11B1 und CYP11B2 mit der Morphometrie

der Zellen ausgegangen werden.

4.6 Starken und Schwachen dieser Studie

4.6.1 Stdrken und Schwdchen in Bezug auf die Arbeit mit einem Tissue-Microarray

Tissue-Microarrays sind eine gut etablierte Methode zur Charakterisierung von Tumoren, die
einen hohen Durchsatz an Untersuchungen mit wenig Gewebematerial erlauben (66). Es

wurde durch einen qualifizierten Facharzt fiir Pathologie sichergestellt, dass die ausgewahlten
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Stanzen, die fiir den TMA benutzt wurden, reprasentativ fir den untersuchten Tumor waren.
Trotzdem besteht eine Schwierigkeit darin, dass eine Heterogenitdt der Zellmorphologie
moglicherweise nur unzureichend durch die 3 Proben von 1 mm Durchmesser abgebildet ist.
Die Selektion wurde auf Basis eines HE-Schnitts und ohne Farbung der Aldosteron-Synthase
getroffen, so dass weiterhin die Moglichkeit besteht, dass ein Areal, das besonders stark an der
autonomen Aldosteronausschiittung beteiligt war, Gbersehen wurde. Gleichzeitig kdnnen
jedoch auch nur Areale ohne Expression eingeschlossen werden. Dieses Risiko besteht vor
allem bei der CYP11B1-Farbung, die in einigen Arbeiten nicht quantifiziert wird, sondern deren

Anwesenheit im Tumorgewebe nur bestatigt oder ausgeschlossen wird (61, 94).

Weiterhin kann mit den Informationen die dieser Arbeit zugrundeliegen nicht garantiert
werden, dass der untersuchte Tumor die einzige Quelle der erhohten Aldosteronsekretion der
entfernten Nebenniere war. So besteht die Moglichkeit, dass zusatzlich zum makro- und
mikroskopisch auffalligen Tumor Aldosteron-produzierende Zellcluster (APCC, englisch
Aldosterone-producing cell clusters) aullerhalb von jenem bestehen. Mit dem TMA wiirden
diese Ubersehen werden. APCC sind CYP11B2-exprimierende Zellnester, die sowohl in
Nebennieren mit APA als auch in physiologischen Nebennierenrinden nachgewiesen wurden,
und womoglich eine zusatzliche Quelle autonomer Aldosteronproduktion prasentieren (107,
108). Weiterhin werden sie als Vorstufe von APAs vorgeschlagen, was impliziert, dass trotz
eines bereits bestehenden APAs weitere in der gleichen Nebenniere entstehen kdnnen, was zu
einem multinoduldren Bild fihren kénnte. Multinoduldre Nebennierenprdparate wurden in
der vorliegenden Studie nicht verwendet, es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass
eines der vorliegenden mononoduldren Prdparate sich bei langerem Verbleib im Kérper zu
einem solchen entwickelt hatte. Der spekulative Charakter dieser Uberlegung schrankt ihre

Relevanz fir die vorliegende Studie jedoch ein.

4.6.2 Stdrken und Schwdchen der digitalen Bildanalyse

Die digitale Bildanalyse hat ihren Vorteil gegeniber der klassischen optischen Bewertung von
Morphologie und IHC-Expression darin, dass die Intra- und Interobserver-Variabilitdt stark
verringert wird (109, 110). Feuchtinger et al. konnten mit der auch in dieser Arbeit
verwendeten Software eine Uberlegenheit der digitalen IHC-Bildanalyse gegeniiber einem
visuellen Scoring-System in Bezug auf das Uberleben bei Patienten mit Adenokarzinom der

Speiserdhre beweisen (64).

Die morphometrische Analyse der HE-Schnitte erlaubt durch interaktives Training der Software

eine Feststellung von Parametern unabhdngig von einem visuellen Korrelat. Die dadurch
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vermiedene Subjektivitat in der Einordnung von Pradparaten in Klassen wie ZG- und ZF-dhnliche
Tumore und Zellen vereinfacht zwar die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, stellt in unserem
Fall jedoch einen angestrebten Vergleich mit der bestehenden Literatur vor Probleme (63). Es
wurde versucht, eine Selektion der signifikanten Parameter so zu treffen, dass ein Vergleich

moglich ist, dies war jedoch nur teilweise und nicht zufriedenstellend moglich.

Dennoch kdnnen die aktuellen Ergebnisse vor allem durch ihre Reproduzierbarkeit einen Wert
haben. Es konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass insbesondere die verschiedenen
Genotypen unterschiedliche Aspekte in ihrer Morphologie aufweisen. Mit Hilfe der

Morphometrie kdnnte somit eine neue Ebene im Verstandnis von APAs eroffnet werden.

4.6.3 Stdrken und Schwdchen der verwendeten Studienkohorte

Die in dieser Arbeit verwendete Kohorte weist mit insgesamt 135 Patienten eine sehr gute
GrolRe auf im Vergleich zu anderen nicht-multizentrischen Studien aus der Literatur. Auch, dass
bei 131 von diesen Patienten der Genotyp, bei 126 das biochemische Outcome und bei 120 der
klinische Therapieerfolg bestimmt werden konnte, zeigt, dass die Datenerhebung relativ
vollstandig war. Das Eruieren einzelner biochemischer und klinischer Messwerte war,
besonders beim LNSC und UC mit nur 61 beziehungsweise 43 registrierten Messwerten,
weniger erfolgreich. Dies spiegelt das Fehlen des derzeit noch nicht etablierten, jedoch
beispielsweise von Arlt et al. im Rahmen des ,Connshing-Syndrom“ vorgeschlagenen
zusatzlichen Screening von PA-Patienten auf Hypercortisolismus im derzeitigen
Diagnoseschema von PA (101). Diese Limitation schriankt vor die Aussagekraft der
Korrelationen der Morphometrie mit Parametern der Cortisol-Sekretion, durch die separate
Betrachtung vieler Aspekte in dieser Studie sind andere Bereiche jedoch nicht dadurch

betroffen.

4.7 Schlussfolgerungen und Ausblick

4.7.1 Charakterisierung von APAs

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Charakterisierung einer Kohorte von APA-Patienten
beziglich ihrer klinischen und biochemischen Pradsentation und der morphologischen und

immunhistochemischen Aspekte der Tumore anhand eines TMA durchgefiihrt.

Unsere Ergebnisse stlitzen die vorherrschende Sichtweise, dass Frauen in Europa haufiger

grolle APAs mit KCNJ5-Mutation aufweisen, diese jinger sind und ein besseres Outcome
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aufweisen. Manner hingegen tragen héufiger_APAs mit CACNA1D-, ATPasen-, und Wildtyp-
Mutationen, sind eher &lter und weisen ein schlechteres Outcome auf (111). Die
vorbeschriebene Tendenz von KCNJ5-Tumoren zu einer ZF-Morphologie und Wildtyp-, ATP1A1-
und CACNA1D-APAs zu einer ZG-Morphologie konnte zwar z.B. mit der unterschiedlichen
Helligkeit und der unterschiedlichen Zellkernvariabilitait nur teilweise auf einer optisch
korrelierenden Ebene dargestellt werden. Die Morphometrie erlaubt jedoch auf einer
bildanalytischen Ebene eine klare Aussage dazu, dass der Genotyp eine Auswirkung auf das
mikroskopische Aussehen des Tumors hat. Besonders klar wird in unserer Analyse der
morphologische Unterschied von KCNJ5-APAs zu den meisten anderen Genotypen. Ein
weiterer interessanter Aspekt unserer Studie ist, dass die Morphometrie und auch der
Genotyp keinen signifikanten Einfluss auf den Therapieerfolg hatten. Dies scheint zumindest
im Hinblick auf das vorbeschriebene bessere Outcome von KCNJ5-APAs erstaunlich und wird in

Kapitel 4.7.2 weiter aufbereitet.

Genaue Pathomechanismen kénnen mit dem Design der vorliegenden Studie nicht
nachgewiesen werden, sondern es kénnen nur Aspekte dargestellt werden, die mogliche

Ausgangspunkte zur weiteren Ursachenforschung darstellen.

Eine kdirzlich erschienene Studie von Yamazaki et al. verwendete eine digitale
Bildanalysetechnik mit einer anderen Methodik als die von uns benutzte sowie zusatzlich
transmissionselektronenmikroskopischen Bildern als Basis der Analyse. Die Autoren konnten
feststellen, dass KCNJ5-APAs im Vergleich zu Wildtyp-Adenomen mehr klarzellige Tumorzellen
mit vielen Lipidtropfen aufwiesen, die Vorgangermolekiile des Aldosterons enthalten kdnnten.
Die Autoren konnten auch eine Aktivitdt der teilweise als ruhend beschriebenen klaren Zellen
durch CYP11B2 belegen und wiesen darauf hin, dass diese im Vergleich zu Wildtyp-APAs mehr
kleine Mitochondrien mit ausgepragteren Cristae aufweisen, was auf eine hohere biologische
Aktivitat in Bezug auf die Aldosteron-Biosynthese hindeuten kann (112). Wenn dies zu héheren
Aldosteronwerten im Serum fiihrt, kann dies einen Erklarungsansatz fur die frihere und
haufigere Detektion von KCNJ5-APAs mit entsprechend besserem Therapieerfolg nach

Adrenalektomie liefern.

4.7.2 Die CYP11B1-Expression im Kontext des ,,Connshing-Syndroms*

Die friihere Betrachtungsweise, dass Aldosteron- und Cortisol-produzierende Tumore separate
Entitdten darstellen und eine Co-Sekretion der beiden Hormone ein seltenes Phdanomen ist
wird zunehmend revidiert (113, 114). Auch, dass die Expression der zonendefinierenden

Hormone CYP11B1 und CYP11B2 in einer Zelle sich gegenseitig ausschlielt ist widerlegt.
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Dadurch liegt der Fokus der aktuellen Forschung eher darauf, dass zwischen dem Cortisol-
sekretierenden Cushing-Adenom und dem Aldosteron-sekretierenden Conn-Adenom ein
Spektrum besteht, innerhalb dessen Tumore unterschiedliche Mengen der beiden Hormone
sezernieren (61, 101). Hieraus ergibt sich, dass eine weitere Charakterisierung von

Nebennierentumoren notwendig ist.

Neben der zahlreich vorbeschriebenen schadlichen Wirkung von Aldosteron auf das
Herzkreislaufsystem muss somit auch untersucht werden, inwiefern diese Glucocorticoid-
bedingt sind. So konnten Arlt et al. nachweisen, dass PA-Patienten eine erhohte
Glucocorticoid-Ausschiittung hatten, die mindestens genau so hoch waren wie bei Patienten
mit subklinischem Cushing-Syndrom, fir die Cortisol-bedingte kardiovaskulare und

metabolische Folgeschaden nachgewiesen sind (101, 115, 116).

In Bezug auf das Outcome wiesen Williams et al. darauf hin, dass eine langere Exposition mit
Aldosteron zur Gefadllschadigung fiihrt. Diese Schadigung besteht auch nach der
Adrenalektomie weiter und bedingt ein schlechteres Outcome bei Patienten mit einer langeren
Dauer des endokrinen Bluthochdrucks (38). Eine Parallele kann hier zu der Wirkung von
Glucocorticoiden gezogen werden: Ein hierdurch bedingtes metabolisches Syndrom mit seinen
Folgeschdaden wird nicht unmittelbar durch die Adrenalektomie behoben. Auch die von uns
gefundene Korrelation des prd- und postoperativen BMI und der postoperativen
antihypertensiven Medikatikon mit der CYP11B1-Expression konnen in diesem Kontext

verstanden werden.

Wir fanden eine starkere Expression von CYP11B1 bei Patienten mit ausbleibendem oder nur
partiellem klinischen Therapieerfolg und keine Relevanz des Genotyps KCNJ5 auf das klinische
Outcome. Gleichzeitig wiesen Patienten mit KCNJ5-Mutation eine schwachere CYP11B1-
Expression auf. Dies wirft die Frage auf, ob das oftmals beschriebene bessere Outcome von
operierten KCNJ5-Tumoren nicht auch auf einer geringeren gefdRschadigenden Wirkung von
Glucocorticoiden basiert. Dieser Ansatz konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter gestarkt

werden und sollte in der Zukunft weitergehender untersucht werden.

4.7.3 Implikationen auf die Subtyp-Differenzierung bei PA-Patienten

Die Verdanderung des Krankheitsverstandnisses hin zu einem Spektrum zwischen einem
Hyperaldosteronismus und einem Hypercortisolismus impliziert weiterhin die Notwendigkeit
einer Reevaluierung der Katheterisierung der Nebennierenvenen zur Bestimmung des
Lateralisationsindex als Goldstandard. Tumore, die eine Co-Sekretion von Cortisol und

Aldosteron aufweisen, haben ein hoheres Risiko, wegen eines durch hohere
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Cortisolmessungen  niedrigeren Lateralisaaonsindex Ubersehen zu werden. Der
Nebennierenkatheter als Goldstandard wurde auch bereits in letzter Zeit durch verbesserte
Bildgebung in Frage gestellt. Auch der invasive Charakter des AVS mit Verletzungsrisiko und
der durch die Erfahrung und Konnen des Untersuchers bestimmten Aussgekraft des
Ergebnisses mit fehlender Standardisierung ndhren die Zweifel an seinem Status als
Goldstandard der Differenzierung zwischen uni- und bilateralen Formen des PA (117). Alleinige
CT-Bildgebung als ausreichende alternative Diagnosemethode wird diskutiert, hier
unterscheidet sich jedoch die Interpretation vorliegender Ergebnisse (118, 119, 120). So
fanden Dekkers et al. nur insignifikante Unterschiede zwischen durch CT und AVS
diagnostizierte PA-Patienten in Bezug auf das biochemische Outcome und die
gesundheitsbezogene Lebensqualitdt in einer prospektiven Kohorte und schlossen, dass der
Goldstandard-Status des AVS nicht berechtigt ist. Trotzdem rdaumten die Autoren ein, dass
wegen der geringen Anzahl an eingeschlossenen Patienten nicht ausgeschlossen werden kann,
dass diese Unterschiede in groferen Kohorten signfikant waren (118). Williams et al.
wiederum fanden in einer grofReren retrospektiven Kohorte ein besseres biochemisches, nicht
jedoch klinisches Outcome nach PASO-Kriterien der mit AVS diagnostizierten gegenitber mit CT
diagnostizierten PA-Patienten. Dieser Unterschied war jedoch nicht in einer Subkohorte zu
sehen, in der nur Patienten, die jinger als 35 Jahre waren, eingeschlossen waren, so dass
Williams et al. eine rein CT-basierte Subtypdifferenzierung nur bei jungen PA-Patienten mit

klarem Phanotyp empfehlen (120).

Zahlreiche alternative Moglichkeiten der Subtypdifferenzierung wurden vorgeschlagen und
werden derzeit untersucht. Darunter sind bildgeberische Innovationen wie funktionnelles
PET/CT-Scanning mit Tracern, die an spezifische Strukturen, wie CYP11B2, c_Metomidat oder
CXCR4, ein Chemokinrezeptor der haufig in APAs vorkommt und eine hohe Korrelation mit der
Expression von CYP11B2 aufweist, binden (121, 122, 123). Auch die Erstellung eines
Steroidprofils aus peripher-venésem Blut wird als Alternative vorgeschlagen (124, 125).
Besonders hier ist die Wichtigkeit der Co-Exkretion von Cortisol und Aldosteron und ihren

Derivaten nicht zu unterschéatzen.

Diese Methoden kénnten eine nicht-invasive und Untersucher-unabhangige Bestimmung der
Differenzierung von APA und BAH bei PA-Patienten ermoglichen und unterlegen die
Wichtigkeit eines tieferen Verstdndnisses der Funktionalitdt von Nebennierentumoren, die

nicht zuletzt mit histomorpholgischen Ergebnissen korreliert.
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5 Zusammenfassung

Der Priméare Hyperaldosteronismus (PA) ist eine der haufigsten Ursachen fiir einen sekundaren
Bluthochdruck und betrifft bis zu 20 % aller Patienten mit therapieresistenter Hypertonie. Die
haufigsten dem PA zugrunde liegenden Ursachen sind die bilaterale adrenale Hyperplasie und
das unilaterale Aldosteron-produzierende Adenom (APA) der Nebennierenrinde. Bei der
Mehrzahl der APAs konnten somatische Mutationen in unterschiedlichen Genen (KCNJ5,
CACNA1D, ATP1A1, ATP2B3, CTNNB1, PRKACA) nachgewiesen werden, die einen Einfluss auf
die autonome Aldosteronproduktion oder die Tumorigenese haben. Bei diesen Genotypen
konnten Korrelationen mit klinischen, biochemischen und Tumor-spezifischen Parametern
nachgewiesen werden. Auch wurde eine histopathologische Genotyp-Phédnotyp-Korrelation
mit einer Tendenz von KCNJ5-Tumoren zu einem Zona-fasciculata-dhnlichen Aspekt und
CACNA1D-, ATP1A1- und ATP2B3-APAs zu einem Zona-glomerulosa-ahnlichen Aussehen
beschrieben. Nicht alle Patienten erreichen nach einer Adrenalektomie eine komplette
Normalisierung der Hypertonie und der laborchemischen Werte, was die ldentifizierung

pradiktiver Parameter erstrebenswert macht.

EinhundertfiinfunddreiBig Patienten aus Minchen und Wirzburg, bei denen ein APA
diagnostiziert wurde, die zwischen 2006 und 2015 einer unilateralen Adrenalektomie
unterzogen wurden, wurden in die aktuelle Kohorte eingeschlossen. Das resezierte
Nebennierengewebe wurde gesammelt und durch direkte Sequenzierung oder Whole Exome
Sequencing genotypisiert. Das Tumorgewebe wurde durch einen Pathologen identifiziert und
zur Etablierung eines Tissue Microarray (TMA) benutzt. Die Schnitte des TMA wurden auf
Objekttrager Ubertragen und mittels HE- und immunhistochemischer Farbung von CYP11B1
und CYP11B2 gefarbt. Die Objekttrager wurden daraufhin gescannt und in das
Bildanalyseprogramm Definiens Developer XD2 geladen. Einhundertachtzig morphometrische
Parameter wurden analysiert, die Form, Farbe, Textur und Verhaltnis zueinander von Zellkern
und Zytoplasma beschreiben. In den immunhistochemischen Serien wurden Grenzwerte
festgelegt, welche die Intensitdt der Antikérperfarbung in vier Stufen einteilen, die eine

quantitative Bewertung der Immunoexpression von CYP11B1 und CYP11B2 ermdglichte.

Die Resultate dieser Bildanalyse sollten mit dem genetischen Expressionsmuster der Tumoren,
den prospektiv erhobenen klinischen, biochemischen und Tumor-spezifischen Daten der
Patienten sowie dem biochemischen und klinischen Outcome der Adrenalektomie korreliert

werden.
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Wir konnten in unserer Studienkohorte_ die vorbeschriebenen Haufigkeiten der
Geschlechterverteilungen, Genotypen und des postoperativen Outcomes weitestgehend
bestdtigen. Auch die gefundenen Korrelationen der biochemischen, klinischen und Tumor-
spezifischen Messwerte mit den Geschlechtern, den Genotypen und dem Therapieerfolg
passten in den bestehenden Rahmen des Krankheitsverstindnisses. Zahlreiche
morphometrische Parameter wiesen Korrelationen mit dem Genotyp, nicht jedoch mit dem
Therapieerfolg auf. So unterschieden sich vor allem KCNJ5-APAs von APAs mit anderen
Mutationen. Auch die CYP11B2-Expression korrelierte mit dem Genotyp, nicht jedoch mit dem
Outcome. Die CYP11B1-Expression hingegen wies sowohl mit dem Genotyp als auch mit dem
klinischen Therapieerfolg Assoziationen auf. So wiesen Patienten mit KCNJ5-APA eher wenig
CYP11B1-Expression auf und eine stark ausgepragte IHC-Farbung von CYP11B1 war mit einem

schlechteren klinischen therapeutischen Erfolg assoziiert.

Aus der vorliegenden Studie kann geschlossen werden, dass bei APA eine Genotyp-Phanotyp-
Assoziation besteht, diese jedoch womoglich nicht die determinierende Ursache fiir einen
ausbleibenden oder nur teilweise erreichten klinischen Therapieerfolg ist. Die hier gefundene
Assoziation der CYP11B1-Expression mit dem klinischen Outcome und die zusatzlich zur bereits
bestehenden Aldosteron-bedingten gefaRschiadigende Wirkung von Cortisol im Rahmen des
"Connshing-Syndroms" konnen eine Perspektive bilden fir zukiinftige Ursachenanalysen

ausbleibenden Therapieerfolgs nach Adrenalektomie bei APAs.
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7 Verzeichnis der Abkiirzungen und Akronyme

ACE
ACTH
ADH
aHT
aHTM
APA
APCC
ARQ
AT,
ATZ
ATP
AVS
BAH
BMI
ca2+
cAMP
CRH
CT
DDD
DHEA
DHEA-S
DNA
dNTPs
ED
FFPE
HE
HSD3B1
HSD3B2
IHC
iLl
IQA
K

LI
LNSC
MRA
mRNA
MRT
MW
NaCl
NNR
NR
oP
PA
PAC
PASO
PBS
PCR
PKA
RAAS

Angiotensin Converting Enzyme
Adrenocorticotropes Hormon
Antidiuretisches Hormon

arterielle Hypertonie
antihypertensive Medikation
Aldosteron-produzierendes Adenom
Aldosterone producing cell cluster
Aldosteron-Renin-Quotient
Angiotensin 1

Angiotensin 2

Adenosintriphosphat

Adrenal venous sampling

Bilaterale adrenale Hyperplasie

Body Mass Index

Kalzium

cyclisches Adenosinmonophosphat
Corticotropine releasing hormone
Computertomographie
Defined daily dosage
Dihydroepiandrosteron
Dihydroepiandrosteron-Sulfat
Desoxyribonukleinsaure
Deoxyribonukleotidtriphosphat
Erstdiagnose

Formalin-fixed paraffin-embedded
Hamatoxylin-Eosin
3-beta-Hydroxysteroiddehydrogenase 1
3-beta-Hydroxysteroiddehydrogenase 2
Immunhistochemie

ipsilateraler Lateralisationsindex
Interquartilsabstand
Serumkaliumwert
Lateralisationsindex

Late night salivary cortisol
Mineralocorticoidrezeptorantagonist
Messenger RNA
Magnetresonanztomographie
Mittelwert

Natriumchlorid

Nebennierenrinde

Nicht rekurrent

Operation

Primédrer Hyperaldosteronismus
Plasma aldosterone concentration
Primary Aldosterone Surgery Outcome
Phosphate-buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
Proteinkinase A
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
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RNA
ROI
RR
RRdia
RRsys
SD
TMA
uc
WT
ZF
ZG
ZNS
ZR

Ribonukleinsdure
Region of interest
Methode nach Riva-Rocci
Diastolischer Blutdruck
Systolischer Blutdruck
Standard deviation
Tissue Microarray
Urinary cortisol

Wildtyp

Zona fasciculata

Zona glomerulosa
Zentrales Nervensystem
Zona reticularis
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