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1. Einleitung und Grundlagen

1.1 Nebenniere

1.1.1 Entwicklung und Anatomie

Die Nebennieren (Glandulae suprarenales) sind paarig angelegte Organe, die
retroperitoneal dem oberen Nierenpol aufsitzen und von einer
Fettgewebskapsel (Capsula adiposa renalis) umgeben sind. Die arterielle
Versorgung wird durch einen oberflachlichen Gefaliplexus gewahrleistet, der
aus drei Nebennierenarterien, A. suprarenalis superior aus der A. phrenica
inferior, A. suprarenalis media aus der Aorta abdominalis und A. suprarenalis
inferior aus der A. renalis, gespeist wird. Uber sinusoide Kapillaren durchflielt
das Blut zunachst die Nebennierenrinde und anschlieRend die Sinusoide des
Markes. Weitere Aste des Plexus versorgen das Nebennierenmark direkt. Der
venose Abfluss erfolgt Uber Markvenen in die V. suprarenalis, die links in die V.
renalis und rechts direkt in die V. cava inferior mundet [1,2].

Makroskopisch lasst sich die Nebenniere in Rinde und Mark unterteilen. Die
Nebennierenrinde umschlie3t das Nebennierenmark komplett und stellt sich
aufgrund des hohen Lipidgehalts gelblich dar. Mikroskopisch gliedert sich die
Rinde, von aul3en nach innen, weiter in drei Schichten: Zona glomerulosa, Zona
fasciculata und Zona reticularis (Abbildung 1). Die Zellen aller drei Schichten
synthetisieren  bedarfsangepasst  verschiedene  Steroidhormone  aus
Cholesterinestern, die in Lipidtropfchen gespeichert sind. Die unterschiedlichen
Enzyme der Steroidhormonbiosynthese befinden sich in den Membranen der
tubularen Mitochondrien, sowie des glatten endoplasmatischen Retikulums [3].
Die Zona glomerulosa liegt als schmalste Schicht der Nebennierenrinde direkt
subkapsular. Ihre Zellen sind eher klein, wenig lipidhaltig, bilden Zellcluster und
synthetisieren Mineralocorticoide.

Im Gegensatz dazu macht die Zona fasciculata den grofdten Teil der
Nebennierenrinde aus. Die strangartig angeordneten Zellen enthalten viele
Lipidgranula und dienen der Glucocorticoidproduktion.

Die Zona reticularis sezerniert hauptsachlich Androgen-Vorstufen. Ihre Zellen
sind im Vergleich zur Zona fasciculata netzartig verzweigt, kleiner, enthalten
weniger Lipidtropfchen und sind reicher an Lipofuszingranula.

Das Nebennierenmark sezerniert Katecholamine (Adrenalin, Noradrenalin) und



besteht hauptsachlich aus Strangen und Nestern feingranulierter, epithelartiger,
chromaffiner Zellen. Weiterhin enthalt das Nebennierenmark multipolare
sympathische Ganglienzellen [1,4-6].

ZG

ZF

ZR

Abbildung 1: HE-Farbung der Nebennierenrinde. Vergrolerung 10x. ZG=Zona glomerulosa,
ZF=Zona fasciculata, ZR=Zona reticularis. HE-Farbung freundlicherweise zur Verfligung gestellt

von M. Zink, Endokrinologisches Labor, Universitatsklinikum Wurzburg.

Die Nebennierenrinde ist mesodermalen Ursprungs. Bereits in der 5.
Entwicklungswoche migrieren Zélomepithelzellen in das Mesenchym zwischen
Mesenterialwurzel und Gonadenanlage. Dort differenzieren diese zu Zellen der
fetalen Nebennierenrinde. Diese macht zu diesem Zeitpunkt 80-90% der
Nebennierenrinde aus und ist Ort der Androgensynthese (insbesondere
Dehydroepiandrosteron). Kurz darauf wird die fetale Nebennierenrinde von
weiteren, kleineren Zolomephithelzellen umwachsen, die spater die definitive
Nebennierenrinde bilden und fur die Cortisolproduktion verantwortlich sind.
Postnatal kommt es rasch zur Ruckbildung der fetalen Nebennierenrinde, mit
Ausnahme der auReren Schicht, die sich zur Zona reticularis entwickelt.
Abgeschlossen ist der endgultige Umbau der Nebennierenrinde allerdings erst
kurz vor der Pubertat [7,8].

Das Nebennierenmark entsteht aus Ektoderm. Wahrend der Entwicklung der
fetalen Nebennierenrinde kommt es zur Einwanderung von Sympathikoblasten

aus der Neuralleiste, die ein modifiziertes sympathisches Ganglion bilden [2,8].



1.1.2 Physiologie

1.1.2.1 Synthese und Funktion der Nebennierenrindenhormone

Die Nebennierenrinde ist fur die Synthese verschiedener Steroidhormone
verantwortlich. Hierzu zahlen insbesondere Androgenvorstufen, Glucocorticoide
und Mineralocorticoide. Als gemeinsamer Ausgangspunkt der Steroidhormone
dient jeweils das Cholesterol.

Die Sexualsteroide werden hauptsachlich in der Zona reticularis synthetisiert.
Hierbei handelt es sich vor allem um Dehydroepiandrosteron (DHEA) und sein
Sulfat DHEAS, sowie Androstendion. Diese konnen in den Zielgeweben zu
Testosteron, Dihydrotestosteron und Ostradiol umgewandelt werden [9].

Zellen der Zona fasciculata produzieren Glucocorticoide, insbesondere Cortisol,
welche uber die Bindung an den zytoplasmatischen Glucocorticoidrezeptor eine
Vielzahl von Wirkungen entfalten konnen. Diese dienen vor allem der
Adaptation des Korpers an Belastungssituationen. So stimulieren
Glucocorticoide die hepatische Gluconeogenese, wirken katabol auf Muskulatur
und Knochen, sowie synergistisch mit Katecholaminen. Auf’erdem haben sie
immunsuppressive und antiinflammatorische Effekte und beeinflussen auf
neuronaler Ebene Aufmerksamkeit, Lernbereitschaft und Stimmung [10]. Der
Cortisoltransport im Blut erfolgt hauptsachlich Uber Bindung an Cortisol-
bindendes Globulin und Albumin [11]. An der Biosynthese der Glucocorticoide
ist in entscheidendem Malie das Enzym CYP11B1 (118-Hydroxylase) beteiligt.
Dies wird hauptsachlich von Zellen der Zona fasciculata und Zona reticularis
exprimiert, weniger in der Zona glomerulosa. CYP11B1 ist in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisiert und katalysiert die 11p-Hydroxylierung von
11-Desoxycorticosteron oder 11-Desoxycortisol zu Corticosteron bzw. Cortisol
[3].

Als von den Glomerulosazellen synthetisiertes Mineralocorticoid, spielt
Aldosteron eine zentrale Rolle im Wasserhaushalt und der Blutdruckregulation.
Es wirkt Uber die Bindung an den zytosolischen Mineralocorticoidrezeptor, der
insbesondere in den Sammelrohren der Niere, aber auch dem Colon und den
Schweil3drisen zu finden ist. Seine Aktivierung fuhrt u. a. zur gesteigerten
Expression eines apikalen Natriumkanals (ENaC) und der Na'/K'-ATPase. In
der Niere bewirkt Aldosteron eine Ruckresorption von Natrium und Wasser am

distalen Tubulus und Sammelrohr, wie auch eine vermehrte Ausscheidung von
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Kalium-, Wasserstoff- und Ammoniumionen. Die Kaliumkonzentration im Serum
nimmt in der Folge ab, das Blutvolumen nimmt zu und der Blutdruck steigt an.
In Schweil3- und Speicheldrisen und im Darm kommt es zusatzlich zu einer
verlangsamten Natriumausscheidung [12]. Schlisselenzym der
Aldosteronsynthese ist CYP11B2, das im Gegensatz zu CYP11B1 zur Katalyse
sowohl der 11p-Hydroxylierung von 11-Desoxycorticosteron als auch der
anschliefenden 18-Hydroxylierung und Oxidation fahig ist (Abbildung 2) [3,13].

Cholesterin

Desmolase
(r D
3p-HSD CYP21 . ) .
Pregnenolon Prog on 11-Di ycorticosteron Corticost 18-OH-Corticost

CYP17 lcva

3B-HSD cYP21 [
17-OH-Pregnenol BHSD, 17-OH-Progesteron 11-Desoxycortisol —»i
CYP17 CYp17

3pHSD - 178-HSD . Aromatase
d !

Dehydroepiandrosteron Te

Abbildung 2: Steroidhormonbiosynthese. Modifiziert nach [12,14].

1.1.2.2 Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse

Die Glucocorticoidsynthese in der Nebenniere wird Uber das Zusammenspiel
von Hypothalamus und Hypophyse gesteuert. Durch verschiedene Ausloser
(z. B. Hypoglykamie, Stress), oder im Rahmen der zirkadianen Rhythmik erfolgt
die Ausschuttung des Corticotropin-Releasing-Hormons (CRH) aus Neuronen
im Nucleus paraventricularis des Hypothalamus. Uber die Bindung von CRH an
G-Protein  gekoppelte = Rezeptoren auf corticotropen  Zellen des
Hypophysenvorderlappens, kommt es zur Ausschuttung von
Adrenocorticotropem  Hormon  (ACTH), das durch Spaltung von
Proopiomelanocortin (POMC) gebildet wird. Bei diesem Vorgang entstehen
zusatzlich melanozytenstimulierendes Hormon (MSH), B-Lipotropin und [3-
Endorphin. ACTH wiederum bindet in der Nebenniere an den G-Protein
gekoppelten Melanokortinrezeptor 2, was uber verschiedene weitere
Zwischenschritte (u. a. Aktivierung von StAR, Expression von Enzymen der
Steroidbiosynthese) zur Synthese von Cortisol fuhrt. Die Regulation des
Cortisolspiegels erfolgt Uber eine negative Ruckkopplung durch Cortisol auf
CRH und ACTH [9,10,12,15,16].



1.1.2.3 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Im Gegensatz zum Cortisol und dessen Regulation durch die HPA-Achse, ist
Aldosteron mafl3geblich in das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
involviert. Dieses dient insbesondere der Regulation des Blutdrucks und des
intravasalen  Blutvolumens. Die Freisetzung von Renin aus den
juxtaglomerularen Zellen der Niere wird hauptsachlich durch einen Abfall des
renalen Perfusionsdruckes, aber auch einen erhohten Sympathikotonus,
Prostaglandine, sowie eine erniedrigte Natriumkonzentration an der Macula
densa der Niere gefordert [17]. Durch seine proteolytische Aktivitat spaltet
Renin das in der Leber gebildete Angiotensinogen in Angiotensin I.
Anschliel3end erfolgt die Umwandlung in Angiotensin Il durch das Angiotensin-
converting Enzym (ACE) (Abbildung 3).

Angiotensinogen
Leber

Renin
Niere
Angiotensin |
Blut
ACE
Lunge
Angiotensin Il
Blut
Aldosteron
Nebenniere

Abbildung 3: Renin-Angiotensin-Aldosteron-System. Modifiziert nach [17].

Angiotensin Il stellt wiederum Uber seine Wirkung an G-Protein gekoppelten
AT1-Rezeptoren den Hauptstimulus der Aldosteronsynthese dar. Zusatzlich

wird diese durch die extrazellulare Kaliumkonzentration und in geringerem
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MaRe durch ACTH beeinflusst [17]. Angiotensin Il selbst fuhrt neben der
Steigerung von Aldosteron auflerdem u.a. zu einer Vasokonstriktion,
vermehrter Natrium-Resorption am proximalen Tubulus der Niere und einer

Stimulation der ADH-Freisetzung [9].

1.2  Primarer Hyperaldosteronismus

1.2.1 Definition, Klinik und Komorbiditéaten

Der primare Hyperaldosteronismus (PA) stellt mit einer Pravalenz von bis zu
12 % unter hypertensiven Patienten die haufigste endokrine Ursache einer
sekundaren Hypertonie dar [18,19]. Dieses erstmals 1954 von Jerome W. Conn
beschriebene Krankheitsbild beruht auf einer Ubersekretion von Aldosteron, die
zu einer Retention von Natrium und gleichzeitiger Kaliumexkretion im distalen
Tubulus und Sammelrohr der Niere fuhrt. In seiner klassischen Verlaufsform
geht der PA mit arterieller Hypertonie, Hypokaliamie und metabolischer
Alkalose einher [20]. Die Hypokaliamie als charakteristisches Merkmal der
Erkrankung liegt allerdings nur bei ca. 10 % der Patienten bei Diagnosestellung
vor [19]. Meist beruht der Aldosteronexzess entweder auf einem unilateralen
Aldosteron-produzierenden Adenom (APA), oder — in ca. 2/3 der Falle — auf
einer bilateralen Nebennierenhyperplasie (BAH) (Abbildung 4) [21-23]. Eine
unilaterale Nebennierenhyperplasie, genetische Formen des primaren
Hyperaldosteronismus, oder ein Aldosteron-produzierendes
Nebennierenrindenkarzinom stellen weitere, seltene Ursachen des PA dar [24].
Seit Aufkommen des Next-Generation-Sequencing hat sich das Verstandnis der
molekularen Mechanismen in APA ebenfalls erweitert. Haufige somatische
Mutationen betreffen insbesondere vier Gene, die fur verschiedene Kanale und
ATPasen kodieren und mit Unterschieden in der Expression von CYP11B2
einhergehen (Tabelle 1) [25,26].

Klinische Symptome der Erkrankung sind meist unspezifisch. Zu diesen
Beschwerden zahlen beispielsweise Abgeschlagenheit, Polyurie,
Muskelschwache und Parasthesien, die auf eine begleitende Hypokaliamie
zuruckzufuhren sind [27,28].

Der PA ist auRerdem mit diversen Komorbiditaten assoziiert. Beispielsweise
treten bei Patienten mit PA im Vergleich mit Patienten mit essentieller
Hypertonie (EH) haufiger kardio- und zerebrovaskulare Ereignisse, wie



koronare Herzerkrankung, Vorhofflimmern, Herzinsuffizenz und Apoplex auf
[29-33]. Daruber hinaus fuhrt der anhaltende Aldosteronexzess zu renalen,

metabolischen und psychischen Komplikationen [29,34-39].

VAN A\ /\ /\

Unilaterales Aldosteron- Bilaterale
produzierendes Adenom Nebennierenhyperplasie

Abbildung 4: Schematische Darstellung der haufigsten Entitdten des priméaren
Hyperaldosteronismus. Links: unilaterales Aldosteron-produzierendes Adenom. Rechts:

Bilaterale Nebennierenhyperplasie.

Vorkommen in

Gen Protein sporadischen APA
KCNJ5 Kalium-Kanal GIRK4 10 - 68 %
CACNA1D L-Typ-Calcium-Kanal Cay1.3 9,3 %
ATP1A1 Na'/K*-ATPase, a-Untereinheit 5,2 %
ATP2B3 Ca**-ATPase 1,6 %

Tabelle 1: Ubersicht haufiger Mutationen in sporadischen Aldosteron-produzierenden
Adenomen (APA). Modifiziert nach [40-42].

1.2.2 Diagnostik

1.2.2.1 Screening

Grundsatzlich erfolgt die Diagnostik des PA in Stufen (Abbildung 5). Nach der
,Clinical Practice Guideline® der Endocrine Society aus dem Jahr 2016 wird
empfohlen, insbesondere Patienten mit einem erhohten Risiko auf das
Vorliegen eines PA zu screenen. Hierzu gehoren Patienten mit einer
persistierenden Hypertonie > 150/100 mmHg an drei verschiedenen Tagen, mit
Hypertonie > 140/90 mmHg unter Therapie mit drei verschiedenen
Antihypertensiva, oder mit kontrollierter Hypertonie > 140/90 mmHg unter
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mindestens vierfacher antihypertensiver Medikation. Aul3erdem zahlen hierzu
Hypertoniker mit Hypokaliamie, Nebenniereninzidentalom, Schlafapnoe, oder
einer Familienanamnese von Hypertonie oder zerebrovaskularen Ereignissen in
jungen Jahren (< 40 Jahre). Alle hypertensiven Verwandten ersten Grades von
Patienten mit bekanntem PA sollten ebenfalls gescreent werden [40].

Die Bestimmung des Aldosteron-Renin-Quotienten (ARQ) stellt aktuell die
zuverlassigste Screening-Methode dar. Allerdings wird dieser durch
verschiedene aulere Einflussfaktoren verandert, wie Dbeispielsweise
Medikamente (insbesondere Antihypertensiva mit Einfluss auf das RAAS),
Elektrolythaushalt, Alter, Schwangerschaft, Nierenfunktion, aber auch
Entnahmebedingungen wie Tageszeit und Korperposition. Daher sollte die
Blutentnahme madglichst unter standardisierten Bedingungen erfolgen [40].
Aufgrund verschiedener Untersuchungsbedingungen und unterschiedlicher
verfugbarer Assays zur Messung von Aldosteron und Renin existiert allerdings
kein einheitlicher Cut-off-Wert zur Interpretation des ARQ und Vorhersage fur

das Vorliegen eines PA [40].

1.2.2.2 Bestatigungstest

Aufgrund der verschiedenen Einflussfaktoren auf den ARQ reicht ein
pathologisch erhohter Quotient alleine nicht zur Diagnosestellung eines PA aus.
An einen auffalligen ARQ sollte sich daher die Durchfuhrung eines
Suppressionstests anschlieRen, der eine autonome Aldosteronproduktion
bestatigt. Hierfur stehen beispielsweise der Kochsalzbelastungstest (oral oder
intravends), der Captopril-Test oder der Fludrocortison-Test zur Verfugung [43].

1.2.2.3 Lokalisationsdiagnostik

An die Bestatigung des PA sollte sich eine Lokalisationsdiagnostik zur
Differenzierung zwischen uni- oder bilateraler Erkrankung anschlie3en, da sich
die Therapie dieser beiden Entitaten grundlegend unterscheidet. Empfiehlt man
bei unilateraler Erkrankung eine operative Entfernung des Adenoms bzw. der
betroffenen Nebenniere, so wird im Gegensatz dazu die bilaterale Erkrankung
lebenslang medikamentos mit Mineralokortikoidrezeptor-Antagonisten
behandelt [40].



Alle Patienten mit PA sollten zunachst eine Computertomographie (CT) der
Nebennieren erhalten. Diese dient primar der Beurteilung der
Nebennierenmorphologie und Anatomie des vendsen Abflusses. Da allerdings
mit zunehmendem Alter die Inzidenz endokrin inaktiver Nebennierenadenome
steigt, ist bei Vorliegen eines Nebennierentumors im CT eine BAH somit nicht
ausgeschlossen [44]. In der Literatur betragt die Sensitivitat der CT-Diagnostik
zur Differenzierung zwischen APA und BAH alleine nur ca. 50-80 % [40,45-47].
Daher wird aktuell als Referenzstandard der Subtypdifferenzierung bei PA die
Durchfihrung eines Nebennierenvenenkatheters (NNVK) bei Patienten
empfohlen, bei denen eine Operation grundsatzlich moglich scheint und
gewulnscht ist. Bei dieser Untersuchung wird Uber einen Zugang in der
Femoralvene selektiv Blut aus den Nebennieren und aus der Peripherie (z. B.
V.cava) zur Bestimmung von Aldosteron und Cortisol entnommen. Die
Darstellung der Gefalle erfolgt unter rontgenologischer Durchleuchtung nach
Injektion von Kontrastmittel Uber die Katheterspitze [48,49]. Der NNVK ist
allerdings mit verschiedenen Nachteilen behaftet. Beispielsweise existiert kein
allgemein standardisiertes Vorgehen hinsichtlich der Durchfuhrung der
Untersuchung. Dies gilt insbesondere im Hinblick auf die Verwendung der
ACTH-Stimulation, die Lokalisation der Entnahmeorte, sowie die zeitliche
Abfolge der Blutenthahme aus den Nebennierenvenen [40]. Auch finden
zentrumsabhangig zur Interpretation der Ergebnisse unterschiedliche cut-off-
Werte zur Beurteilung der Selektivitdt und Lateralisierung Anwendung [48].
AuRerdem gestaltet sich die beidseits selektive Katheterisierung der
Nebennierenvenen schwierig. Nach einer Auswertung innerhalb des Deutschen
Conn-Registers liegt die Quote fur bilateral erfolgreiche Katheter bei 30,5 %
und ist deutlich abhangig von der Erfahrung des durchfuhrenden Radiologen
[50]. Durch Einfuhrung einer intrainterventionellen Cortisol-Schnellmessung zur
Uberprifung der korrekten Katheterlage kann diese allerdings auf bis zu 85 %
angehoben werden [51]. Weitere Nachteile des NNVK liegen aul3erdem in
seiner Invasivitat, hohen Kosten und der Applikation von Rontgen-
Kontrastmittel bei renal vorgeschadigten Patienten [35]. Ein zudem haufig
angefuhrtes Argument gegen den NNVK liegt in der mit diesem Verfahren

verbundenen Strahlenexposition. Obwohl Risiken durch hohe



Strahlenbelastung bekannt sind, wie beispielsweise die Induktion maligner
Neoplasien, wurde diese fur den NNVK bis dato nicht systematisch evaluiert.
Seit Veroffentlichung der SPARTACUS-Studie steht auch die Relevanz des
NNVK im Hinblick auf das Outcome der Patienten zur Diskussion. Hierbei
handelt es sich um eine randomisierte, kontrollierte Studie, in der die
Subtypendifferenzierung bei 184 Patienten mit gesichertem PA entweder
mittels alleiniger CT-Untersuchung (n=92) oder NNVK (n=92) erfolgte. Ein Jahr
nach Therapie auf Basis der jeweiligen Ergebnisse (Adrenalektomie bei APA
oder medikamentose Therapie bei BAH) wurde das Outcome der Patienten
primar anhand der taglich zur Blutdruckkontrolle notigen antihypertensiven
Therapie verglichen. Bei Follow-Up bestanden Uberraschenderweise weder
signifikante Unterschiede hinsichtlich der antihypertensiven Therapie noch in
Bezug auf die biochemische Remission des PA zwischen CT und NNVK [47].
Allerdings sind zur Beurteilung dieser Ergebnisse einige Punkte zu beachten:
Beispielsweise verlangten die Einschlusskriterien der Studie das Vorliegen
eines PA in Kombination mit therapieresistenter Hypertonie oder Hypokaliamie,
wodurch besonders schwere Falle mit hoher Wahrscheinlichkeit fur das
Vorliegen eines APA ausgewahlt wurden, weshalb die Studienkohorte nicht als
reprasentativ zu erachten ist [52]. Auch wurde als primarer Endpunkt die
antihypertensive Therapie bei Follow-Up gewahlt und nicht die biochemische
Remission des PA, welche den Erfolg der Adrenalektomie zuverlassiger
beurteilen lasst. Zur Beurteilung des gewahlten Endpunktes lag in der
SPARTACUS-Studie allerdings eine zu niedrige statistische Power vor [53,54].
Zusatzlich erfolgte die Durchfuhrung des NNVK unter ACTH-Stimulation, was
eine Ubertragung der Ergebnisse auf alle NNVK erschwert [55].

1224 Alternativen zum Nebennierenvenenkatheter

Vor diesem Hintergrund wird die Notwendigkeit eines alternativen Vorgehens
zur Differentialdiagnostik bei PA deutlich. Ein Vorschlag hierfur besteht in der
Anwendung klinischer Vorhersage-Scores fur das Vorliegen einer unilateralen
Erkrankung. Dies hat zum Ziel, die Untergruppe an Patienten zu ermitteln,
welche ohne Durchfuhrung eines NNVK korrekterweise eine Adrenalektomie
erhalten konnten. Allerdings reichen diese Scores alleine bisher nicht aus, um
den NNVK zuverlassig zu umgehen [56-60]. Die Bestimmung eines
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Steroidprofils mittels Massenspektrometrie stellt einen weiteren interessanten
Ansatz zur ldentifizierung von Patienten mit APA dar. Hierbei handelt es sich
insbesondere um die Messung von 18-Hydroxycorticosteron, das durch
CYP11B2 aus Desoxycorticosteron synthetisiert wird (vgl. Abbildung 2, S. 4)
und bei Patienten mit APA hohere Konzentrationen im Serum aufweist als bei
Patienten mit BAH. AulRerdem sind zwei weitere Uber CYP11B2 synthetisierte
Steroide (18-Oxocortisol und 18-Hydroxycortisol, beide aus 11-Desoxycortisol)
ebenfalls bei APA hoher nachweisbar als bei BAH [61-63].

Verschiedene SPECT- (Single Photon Emission Computed Tomography) oder
PET- (Positronen-Emissions-Tomographie) basierte funktionelle
Bildgebungsmethoden wurden ebenfalls als Alternativen zum NNVK diskutiert.
Bereits in den 1970er Jahren erfolgte die Evaluation von NP-59 (131I-63-
lodomethyl-19-Norcholesterol) als moglicher Tracer. Wahrend die Verbindung
zwischen anatomischen Verhaltnissen und funktioneller Aktivitat hierdurch zwar
moglich ist, ist die Sensitivitat der Untersuchung bei kleinen Tumoren (< 1,5 cm)
limitiert. Auch ist die Verbreitung der Substanz eingeschrankt, weswegen NP-59
in der Differentialdiagnostik des PA mittlerweile nur noch eine untergeordnete
Rolle spielt [40,64-67].

Im Jahr 2012 konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine PET-Bildgebung
mittels 11C-Metomidat, eine Substanz, die an CYP11B1 und CYP11B2 bindet,
grundsatzlich fur die Identifikation Aldosteron-produzierenden Gewebes
geeignet ist. Aufgrund der fehlenden Selektivitat fur CYP11B2 ist allerdings eine
Vorbehandlung mit Dexamethason zur Verminderung der Traceraufnahme in
normalem Nebennierengewebe noétig. Der Hauptnachteil von 11C-Metomidat
liegt in der Notwendigkeit eines Zyklotrons zur Synthese des Tracers, wodurch
sich der Einsatz dieser Substanz deutlich einschrankt. Zudem weisen endokrin
inaktive Nebennierenadenome oft eine Expression von CYP11B1 auf, die auch
durch Vorbehandlung mit Dexamethason moglicherweise nicht suffizient
reduziert wird, sodass Fehlinterpretationen maoglich sind [68-70].

Erst kiurzlich erfolgte die Evaluation des CYP11B2-spezifischen PET-Tracers
18F-CDP2230 in vitro und in Ratten. Hierbei zeigte sich eine insgesamt niedrige
Affinitat zu CYP11B1 und CYP11B2 im Vergleich zu 11C-Metomidat; allerdings
war die Selektivitat fur CYP11B2 deutlich hoher. Biodistributions-Experimente in
Ratten wiesen eine Akkumulation von 18F-CDP2230 in den Nebennieren mit
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nur niedriger Hintergrundaktivitat auf. Eine weiterfUhrende Studie des Inhibitors

an Patienten mit PA bleibt allerdings abzuwarten [71].

1.2.3 Therapie

Die Therapie des PA hangt ab von der Lokalisation des Aldosteron-Exzesses.
Bei Vorliegen eines unilateralen APA stellt die laparoskopische Adrenalektomie
die Therapie der Wahl dar [40]. Nach dem Eingriff stellen sich bei nahezu allen
Patienten mit APA und praoperativer Hypokaliamie normale Serum-Kalium-
Werte ein. Auch kann eine deutliche Besserung der Hypertonie, bis hin zur
kompletten Remission (ca. 50 % der Patienten, Blutdruck < 140/90 mmHg)
beobachtet werden [40]. Insbesondere Frauen, sowie Patienten in jungerem
Alter, weisen eine hohere Wahrscheinlichkeit fur eine komplette klinische
Remission des PA nach Adrenalektomie auf [54].

Patienten mit gesicherter bilateraler Erkrankung, sowie Patienten mit APA, bei
denen keine Operabilitdt gegeben ist oder eine Operation abgelehnt wird,
sollten medikamentos mit einem Mineralokortikoid-Antagonisten therapiert
werden [40]. Unter Spironolacton kann sowohl eine effektive Reduktion des
Blutdrucks als auch begleitender Antihypertensiva verzeichnet werden.
Allerdings ist die Einnahme von Spironolacton mit dosisabhangigen
Nebenwirkungen, wie Gynakomastie, Verlust der Libido und Zyklusstorungen
verbunden, welche durch die zusatzliche antiandrogene und Progesteron-
agonistische Wirkung des Praparates bedingt sind [40]. Derartige Effekte
werden unter Therapie mit dem selektiven Mineralokortikoid-Rezeptor-
Antagonisten Eplerenon nicht beobachtet. Allerdings betragt die Potenz von
Eplerenon im Vergleich zu Spironolacton nur ca. 50 %. AuRerdem ist Eplerenon
bisher in Deutschland fur die Therapie des PA nicht zugelassen [72].

Eine aktuelle Analyse des kardiovaskularen Outcomes bei Patienten mit PA
unter medikamentoser Therapie zeigte interessanterweise ein erhohtes Risiko
fur kardiovaskulare Ereignisse bei Patienten mit PA, bei welchen die Renin-
Aktivitat unter Therapie weiterhin supprimiert blieb (< 1 ug/l/h) im Vergleich zu
denjenigen mit nicht supprimiertem Renin (= 1 pg/l/h), weshalb eine Messung
des Renins und daran orientierte Titration der Spironolacton-Dosis

empfehlenswert scheint [73].
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Aldosteron-Renin-Quotient

Bestatigungstest

CT der Nebennieren

OP moglich und
gewunscht

OP nicht

moglich/gewinscht
Nebennierenvenenkatheter

Mineralokortikoidrezeptor-

Antagonist Adrenalektomie

Abbildung 5: Grundziige des diagnostischen und therapeutischen Algorithmus bei primarem

Hyperaldosteronsimus. Modifiziert nach [40].

1.3 Chemokine und Chemokinrezeptoren

1.3.1 Grundlagen und Physiologie

Chemokine sind zwischen 8 und 10 kDa grof3e, sekretorische Peptide, welche
chemotaktische Wirkungen entfalten. Bis dato sind uber 50 verschiedene
Chemokine und mehr als 20 korrespondierende Chemokinrezeptoren bekannt.
Die Klassifikation der Chemokine unterscheidet anhand der Anzahl N-terminal
konservierter Cysteinreste und dazwischen liegender Aminosauren vier
Gruppen: CXC-, CC-, (X)C- und CX3C. Abhangig davon, ob ein Chemokin oder
ein Rezeptor vorliegt, wird diese Bezeichnung um ein R (Rezeptor) oder L
(Ligand) erganzt [74-76]. Auch funktionell lasst sich eine Einteilung in
Jnflammatorische® und ,homoostatische® Chemokine treffen. Wahrend
inflammatorische Chemokine insbesondere bei Entzundungsprozessen,
Infektionen und Gewebeschaden sezerniert werden, dienen homoostatische
Chemokine der Regulation physiologischer Vorgange, wie beispielsweise der

Ausbildung des Immunsystems [77].
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Funktionell sind Chemokine an verschiedenen Prozessen beteiligt, die eine
gerichtete Migration von Zellen anhand eines Gradienten erfordern. Hierzu
zahlen  beispielsweise = Lymphozyten-Trafficking und der Transport
hamatopoietischer Stammzellen und corticaler Interneurone [78-83]. Auch
haben Chemokine Einfluss auf Angiogenesevorgange und die Metastasierung
verschiedener maligner Tumore [84-89]. Eine Ubersicht der vielfaltigen
Chemokin-Effekte ist in Abbildung 6 aufgefuhrt.

Wundheilung

Tumormetastasierung Zellmigration

Chemokine

Inflammation T-Zell-Entwicklung

Angiogenese

Abbildung 6: Ubersicht (iber Funktionen von Chemokinen. Modifiziert nach [75].

Chemokine entfalten ihre Wirkungen uber Chemokinrezeptoren. Diese sind
meist Gi-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben Transmembrandomanen.
Wenige Chemokinrezeptoren fungieren stattdessen als Scavenger-Rezeptoren
oder folgen dem [-Arrestin-Signalweg [90]. Die klassischen G;-Protein-
gekoppelten Chemokinrezeptoren binden bis auf wenige Ausnahmen mehrere
Chemokine; umgekehrt ist ein Chemokin meist in der Lage, mehrere
Rezeptoren zu aktivieren. Nach Aktivierung des Rezeptors dissoziiert der Gi-
Komplex in seine Untereinheiten (G, und Gg,). Uber die Aktivierung des MAP
(mitogen-activated protein)-Kinase-Pathway, des Phosphatidylinositol-3-Kinase-
Pathway, der Proteinkinase C, sowie der Phospholipase C, welche ihrerseits
die Bildung von Diacylglycerol und Inositoltriphosphat induziert, werden die
jeweiligen Effekte wie Zellproliferation und —migration vermittelt [89,91]. Welche
Chemokine bzw. Chemokinrezeptoren allerdings in der Nebenniere vorhanden

sind, ist bisher nicht bekannt.
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1.3.2 Die CXCR4/CXCL12/CXCR7-Achse

Der Chemokinrexeptor CXCR4 zahlt zu den am meisten untersuchten
Chemokinrezeptoren. Er gehort ebenfalls zu den G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren und wird in vielen verschiedenen Zellen und Geweben, wie zum
Beispiel in Gehirn, Colon, Niere, Herz, Lunge, sowie auf hamatopoietischen
Zellen (Stammzellen, T- und B-Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten,
Neutrophile, Eosinophile) exprimiert [92]. Eine Besonderheit von CXCR4 liegt in
der Eigenschaft, selektiv nur einen Liganden — CXCL12 (Stromal-derived factor
1a, SDF1a) — zu binden. CXCR4 und CXCL12 sind mafgeblich an der
regelrechten embryologischen Entwicklung beteiligt. Ein Knock-Out von CXCR4
oder CXCL12 in Mausen fuhrt zu einer fehlregulierten Kolonisation des
Knochenmarks mit hamatopoietischen Stammzellen und Defekten in der
Entwicklung von Herz, Gehirn und groRen Gefallen. Diese Organschaden sind
bereits in utero todlich [93-97]. CXCR4 spielt ebenfalls eine Rolle in
pathologischen Prozessen, insbesondere bei der Entstehung maligner Tumore.
Bis dato sind mindestens 23 Tumorentitaten bekannt, deren Zellen CXCR4
exprimieren. Hierzu zahlen unter anderem hamatologische Neoplasien (B-CLL,
CML, AML, B-ALL, Non-Hodgkin Lymphom, follikulares Lymphom) [98-103],
multiple Myelome [104], Neuroblastome [105] und Karzinome von Mamma
[88,106], Pankreas [107], Prostata [108], Colon [109], aber auch der
Nebenniere [110-112]. [113] Hinsichtlich seiner Funktion in malignen Tumoren
wird am haufigsten eine direkt durch Aktivierung von CXCR4 induzierte
Migration von Zellen anhand eines CXCL12-Gradienten beschrieben, was
insbesondere im Hinblick auf das Metastasierungsverhalten dieser Tumore von
Relevanz ist [105,107,113-117]. Auch kdénnen CXCL12/CXCR4 in manchen
Karzinomen die Proliferation von Tumorzellen stimulieren [113,118-120].

Im Jahr 2005 wurde zum ersten Mal ein zweiter Chemokinrezeptor
beschrieben, der ebenfalls in der Lage ist CXCL12, aber auch CXCL11 zu
binden (CXCR7) [121,122]. CXCR7 zahlt zu den atypischen
Chemokinrezeptoren, da zum einen die Signaltransduktion nicht Gber G-
Proteine vermittelt wird und zum anderen dessen Aktivierung nicht direkt in
Chemotaxis und Zellmigration resultiert [123,124]. Im Vergleich zu CXCR4
besitzt CXCR7 eine ca. 10fach hohere Affinitat zu CXCL12. Aulderdem konnte
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gezeigt werden, dass CXCR7 groRere Mengen an CXCL12 abbauen und
internalisieren kann, weshalb ihm eine Funktion als Scavenger-Rezeptor in der

Regulation des Chemokin-Angebotes zugeschrieben wird [125-128].

1.3.3 CXCR4-spezifische PET-Bildgebung

Aufgrund der hohen CXCR4-Expression in malignen Tumoren und dessen
moglicher Rolle als therapeutisches Target, wurden verschiedene Substanzen
als Tracer fur eine CXCR4-spezifische funktionelle Bildgebung evaluiert [129].
Diese Art der Bildgebung bietet zum einen die Maoglichkeit der Detektion
CXCR4-positiver Lasionen in vivo und zum anderen, in einem nachsten Schritt,
einer CXCR4-gerichteten Radiotherapie bei malignen Erkrankungen.
Insbesondere der von Wester et al. entwickelte PET-Tracer 68Ga-Pentixafor ist
zwischenzeitlich sowohl in vitro als auch in vivo etabliert [130-134].
Beispielsweise wurde bereits das Speicherverhalten der Substanz bei Patienten
mit lymphoproliferativen Erkrankungen, multiplen Myelomen,
Pleuramesotheliomen, Nebennierenkarzinomen, aber auch bei Patienten nach

Myokardinfarkt oder mit Atherosklerose genauer untersucht [110,135-140].

1.4 Risiken erhohter Strahlenexposition

Es ist bekannt, dass eine erhdhte Strahlenexposition mit verschiedenen Risiken
einhergeht. Hierbei kann grundsatzlich zwischen deterministischen und
stochastischen Effekten unterschieden werden. Unter deterministischen Folgen
erhohter Strahlenbelastung sind beispielsweise Hautreaktionen und die
Entstehung von Katarakten zu verstehen, die sich oberhalb eines geschatzten
Dosisschwellenwertes von 500 mSv manifestieren [141]. Stochastische Risiken
bestehen klassischerweise in der Entstehung von DNA-Schaden und Induktion
maligner Neoplasien, welche im Gegensatz zu den deterministischen Effekten
nicht einer bestimmen Schwellendosis zugeordnet werden kdnnen, sondern
interindividuell mit verschiedener Wahrscheinlichkeit auftreten [142,143].
Beispielsweise zeigte sich in einer Subgruppe von Atombomben-Uberlebenden,
die niedrigeren Strahlendosen zwischen 5 und 150 mSv ausgesetzt waren,
bereits eine signifikante Zunahme des Krebsrisikos [144,145].

In den letzten Jahrzehnten ist eine stetige Zunahme an medizinischen

Bildgebungen zu verzeichnen. Wahrend 1998 in den USA noch 26 Millionen
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CT-Untersuchungen durchgefuhrt wurden, stieg diese Zahl auf mehr als 70
Millionen im Jahr 2008 an [146]. Insbesondere durch die lange Latenz zwischen
Strahlenexposition und dem Auftreten maligner Tumore stellt es sich allerdings
sehr schwierig dar, diese als Ursache einer malignen Erkrankung im weiteren
Verlauf zu identifizieren. Zur Vermeidung zu hoher Strahlenbelastungen bei
Patienten im Rahmen medizinischer Untersuchungen, existieren in Deutschland
Referenzwerte fur einzelne Prozeduren, herausgegeben vom Bundesamt fur
Strahlenschutz. Das Dosisflachenprodukt einer routinemafdigen
Koronarangiographie sollte beispielsweise nicht mehr als 2800 cGy cm? (=28
Gy cmz) betragen, wohingegen im Rahmen eines interventionellen Verfahrens,
wie der transarteriellen Chemoembolisation (TACE) ein maximales DFP von
30000 cGy cm? (=300 Gy cm?) nicht Uiberschritten werden sollte (Tabelle 2).

Dosisflachenprodukt

Untersuchung )
cGy cm
Rontgen Thorax p.a. 15
Abdomen a.p. 230
Koronarangiographie 2800
Koronarangiographie + PCI 5500
TACE 30000

Tabelle 2: Referenzwerte des Bundesamtes fir Strahlenschutz fir ausgewahlte radiologische
Untersuchungen in cGy cm’. Modifiziert nach [147]. PCl=Perkutane coronare Intervention,
TACE=Transarterielle Chemoembolitation.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Wahrend  verschiedene  Nachteile des aktuellen Standards  zur

Subtypendifferenzierung bei PA, dem NNVK, im Laufe der Jahre untersucht

wurden, existieren bisher keine Daten zur Strahlenbelastung, der Patienten mit

PA im Rahmen dieser Untersuchung ausgesetzt werden. Im ersten Teil dieser

Arbeit soll diese Strahlenbelastung an verschiedenen Zentren erfasst und

ausgewertet werden. Hierbei geht es insbesondere um folgende Aspekte:

1. Wie hoch ist die Strahlenbelastung und Durchleuchtungszeit an den
beteiligten Zentren generell?

2. Bestehen interinstitutionelle Unterschiede hinsichtlich der
Strahlenbelastung?

3. Unterscheiden sich die einzelnen Zentren im Hinblick auf die jeweiligen
Untersuchungsmodalitaten?

Aus den oben erdrterten Nachteilen des NNVK zur Lokalisationsdiagnostik bei

PA wird ersichtlich, dass eine Alternative zu dieser Untersuchung von hohem

klinischen Nutzen ware. Aullerdem wurde das Vorkommen von

Chemokinrezeptoren in der Nebenniere und benignen Nebennierentumoren bis

dato nicht evaluiert.

Ziel dieser Arbeit ist es, diese beiden Punkte und deren Zusammenhang

genauer zu beleuchten, weswegen im zweiten Abschnitt der Arbeit folgende

Fragestellungen behandelt werden sollen:

1. Sind Chemokinrezeptoren in Nebennierengewebe, insbesondere in
Nebennierenadenomen, nachweisbar und wenn ja, welche?

2. Wie gestaltet sich die Expression nachgewiesener Chemokinrezeptoren,
explizit CXCR4, in Zusammenschau mit CYP11B1 und CYP11B2 in der
normalen Nebenniere sowie in adrenocorticalen Adenomen?

3. Stellt eine CXCR4-gerichtete PET-Bildgebung eine potentielle Alternative
zum NNVK in der Differentialdiagnostik des PA dar?
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3. Patienten, Material und Methoden
3.1 Patienten

3.1.1 Nebennierenvenenkatheter

Zur Erfassung der Strahlenbelastung bei NNVK erfolgte eine multizentrische
retrospektive Analyse. Das Einverstandnis mit der DurchfiGhrung der
Untersuchung aller Patienten wurde im Rahmen der klinischen Routine im
Einvernehmen mit den jeweiligen ortlichen Bestimmungen eingeholt. Auf die
Unterzeichnung einer zusatzlichen Einverstandniserklarung wurde in
Abstimmung mit der Ethikkommission der Universitat Wurzburg verzichtet
(AZ121/17). 658 NNVK zwischen 1999 und 2017 aus Berlin (n=53), Leipzig
(n=52), Munchen (n=400) und Waurzburg (n=151) mit dokumentierten
Informationen zu Dosisflachenprodukt (DFP), Durchleuchtungszeit (DLZ) und,
falls verfugbar, durchfuhrendem Radiologen, Erfolg der Katheterisierung der
Nebennierenvenen, basierend auf der HoOhe der Cortisolwerte, sowie
Schwierigkeit der Kanulierung (Dokumentation im radiologischen Befund),
wurden in die Analyse eingeschlossen. Aullerdem wurde die Durchfuhrung von
Cortisol-Schnellmessungen erfasst. Spezielle Ausschlusskriterien kamen nicht

zur Anwendung.

3.1.2 Patientenmaterial

Die Sammlung von Paraffingewebe und korrespondierender klinischer Daten
erfolgte an funf verschiedenen Universitatskliniken: Berlin, Essen, Munchen,
Turin und Wurzburg. Diese wurde durch die Ethikkommission der einzelnen
Zentren genehmigt (Wurzburg 88/11, Essen 01-187-1787-Z, Charité Berlin
EA1/169/08, Munchen 379/10, Turin CEI/349). Dementsprechend wurde nach
arztlicher Aufklarung eine schriftliche Einverstandniserklarung eingeholt.

3.1.21 Aldosteron-produzierende Adenome

Die Diagnostik von Patienten mit unilateralem APA erfolgte anhand der
Endocrine Society Clinical Practice Guideline aus dem Jahr 2008 [148]. Als
Screening-Test fur das Vorliegen eines PA erfolgte die Bestimmung des ARQ
nach Absetzen moglicher interferierender Medikation. Anschliel3end erfolgte zur

Bestatigung der Diagnose ein Kochsalzbelastungstest. 103 von 117 Patienten
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erhielten darauffolgend einen NNVK zur Lokalisationsdiagnostik. Bei den
ubrigen 14 Patienten fiel die Entscheidung zur Adrenalektomie basierend auf
konventioneller Nebennierenbildgebung (CT oder MRT) in Kombination mit
jungem Alter (< 45 Jahre) und/oder positivem Orthostase-Test. Im Anschluss an
die Operation erfolgte die histologische Begutachtung durch einen lokalen
Pathologen. Die Einseitigkeit der Erkrankung wurde durch die Normalisierung
des ARQ und des Kaliums, sowie Heilung oder Besserung des Hypertonus bei
Follow-Up bestatigt (verfugbar fur 113 von 117 Patienten).

3.1.2.2 Cortisol-produzierende Adenome

Alle Patienten mit CPA wiesen einen abnormalen Dexamethason-
Suppressionstest auf (Serum-Cortisol nach Gabe von 1 mg Dexamethason
> 1,8 yug/dl). Serum-Cortisol nach Dexamethason lag im Mittel bei 15,9 pg/dl
(2,2 — 30,6). Zusatzlich war das Vorliegen eines weiteren pathologischen Tests
zum Einschluss erforderlich: Cortisol im 24-Stunden-Sammelurin Uber der
Norm, oder auffalliges Cortisol um 24 Uhr im Serum oder auffalliges Cortisol um
24 Uhr im Speichel.

3.1.2.3 Endokrin-inaktive Adenome

Patienten mit EIA wiesen weder klinisch noch laborchemisch (normwertiger
ARQ, normwertiges Cortisol) einen Anhalt fur einen Hormonexzess auf. Das
Vorliegen eines adrenocorticale Adenoms (ACA) wurde durch die jeweiligen
ortsansassigen Pathologen bestatigt.
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3.2 Material
3.2.1 Geriéte

Gerat

Firma

Magnetic Stirrer MMS-3000
RET Basic
Kryostat CM 1850

InLab®Easy pH Meter
Imageplate Reader CR35

Schnellkochtopf Sicomatic®-T

THL 1097 Einzelkochtafel 1000 Watt
UNOLD Electro 8125 Wasserkocher
1,0L

Mastercycler personal

Analysenwaage ABJ 120-4M

Pipetten Research Plus

Transferpette®

Axioskop 2 plus
Laborofen

Eurostar 20 digital

Heraeus™ Biofuge Fresco

Zentrifuge MIKRO 200R

NanoDrop™ 2000/2000¢

Mikrotom HN-40

Grant Instruments, Royston, UK

IKA, Staufen, Deutschland

Leica Biosystems, Wetzlar,
Deutschland

Mettler Toledo, Columbus, Ohio, USA
Durr Medical, Bietigheim-Bissingen,
Deutschland

Silit, Riedlingen, Deutschland

Rommelsbacher, Dinkelsbuhl,
Deutschland
Unold, Hockenheim, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kern & Sohn GmbH, Balingen,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brand GmbH & Co.KG, Wertheim,
Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
IKA, Staufen, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Andreas Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Reichert-Jung, Leica Microsystems,
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CFX96™ Real-Time PCR Detection
System
Glashomogenisator

Wetzlar, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules,
Kalifornien, USA
B. Braun Biotech, Berlin, Deutschland

Tabelle 3: Gerate.

3.2.2 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Firma

Objekttrager Superfrost Plus

Pipettenspitzen
Save Seal Micro Tubes
PCR Soft Tubes

QIAshredder Mini Spin Column
RNeasy Mini Spin Column
ImmEdge Hydrophobic Barrier PAP
Pen

Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Qiagen, Alameda, Kalifornien, USA
Qiagen, Alameda, Kalifornien, USA
Vector Laboratories, Burlingame,
Kalifornien, USA

Tabelle 4: \Verbrauchsmaterialien.

3.2.3 Puffer, Lésungen und Reagenzien

Bezeichnung

Firma

PBS

(Phosphatgepufferte Salzlésung)
Ethanol

Methanol

Xylol

TRIS-Puffer
(2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-
1,3-diol)

PFA
(Paraformaldehyd)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland
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Tween BioChemica, Darmstadt, Deutschland

Citronensauremonohydratpuffer 10 mM Citronensauremonohydrat,
pH 6,5 NaOH
beides Merck Millipore, Darmstadt,
Deutschland

H202 Merck Millipore, Darmstadt,
Deutschland

TagMan Gene Expression Master Mix Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Tabelle 5: Puffer, Lésungen und Reagenzien.

3.2.4 Kits

Bezeichnung Firma

RNeasy mini Kit Qiagen, Alameda, Kalifornien, USA

QuantiTect Reverse Transcription Kit  Qiagen, Alameda, Kalifornien, USA

EnVision+ System HRP Dako, Santa Clara, USA
DAB Substrate Kit Vector Laboratories, Burlingame,
Kalifornien, USA

Tabelle 6: Kits.

3.3 Methoden

3.3.1 Parameter der Strahlenbelastung bei NNVK

Zur Beurteilung der Strahlenbelastung bei NNVK erfolgte die Auswertung von
DFP, DLZ und ED. Das DFP ist definiert als das Produkt der Strahlendosis zu
Luft, multipliziert mit der Flache des Rontgenfeldes. Dies wird gemessen durch
eine am Rontgenkollimator angebrachte lonisationskammer. Basierend auf dem
DFP wird zur Ermittlung des stochastischen Risikos durch ionisierende
Strahlung die ED wie folgt berechnet:

ED (mSv) = DFP (Gy cm? x 0.2 mSv/Gy cm?) [149].

Die an den verschiedenen beteiligten Zentren verwendeten Rontgenanlagen
sind in Tabelle 7 aufgelistet.
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Zentrum Anlage Firma

Berlin ALLURA Xper FD System  Philips Healthcare, Hamburg,
Deutschland
Leipzig Innova 4100 GE Healthcare, Milwaukee,
USA
Axiom Artis BA Siemens Healthcare, Erlangen,

Deutschland

Miinchen Multistar TOP Alle Siemens Healthcare
Artis Zee MP
Axiom Artis XA C
Polystar XA

Wirzburg Artis Zee MP Siemens Healthcare

Tabelle 7: Rontgenanlagen der teilnehmenden Zentren.

3.3.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Das Grundprinzip der PCR liegt in der Amplifikation von Genfragmenten in vitro.
Dies geschieht in verschiedenen Schritten: Zunachst erfolgt die Trennung der
DNA-Doppelstrange (Denaturierung, ca. 95 °C). Anschlielend lagern sich
spezifische Primer an die DNA an (Annealing, ca. 55-65 °C). In einem letzten
Schritt, der Elongation, wird nun der komplementare Strang durch die DNA-
Polymerase vervollstandigt. Bei der sogenannten Real-Time-PCR kann
aullerdem durch Hinzugabe eines Fluoreszenzfarbstoffs das entstandene
Produkt in Echtzeit quantifiziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
spezifische TagMan-Sonden verwendet, die an entgegengesetzten Enden mit
einem Quencher und einem Reporter markiert sind. Durch die 95-3'-
Exonuclease-Aktivitat der TagMan-Polymerase erfolgt die Trennung von
Reporter und Quencher, wodurch ein charakteristisches Emmissionsspektrum
des Reporters sichtbar wird, da dessen Fluoreszenz aufgrund der raumlichen
Entfernung nicht mehr durch den Quencher (als Akzeptor-Fluorochrom)
ausgeloscht werden kann. Die Quantifizierung beruht auf Ct (threshold cycle) —
Werten, die den Zyklus beschreiben, in dem die gemessene Fluoreszenz zum
ersten Mal die Hintergrundfluoreszenz Ubersteigt [150,151].
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3.3.2.1 RNA-Extraktion

Zunachst wurde aus bei -80 °C tiefgefrorenem Gewebe von normalen
Nebennieren (nNNN, n=4) und adrenocorticalen Adenomen (ACA), bestehend
aus APA (n=12), Cortisol-produzierenden Adenomen (CPA, n=11) und
endokrin-inaktiven Adenomen (EIA, n=3) unter Verwendung des RNeasy mini
Kits (Qiagen, Alameda, Kalifornien, USA) RNA isoliert. Das Gewebe wurde
hierfar in 600 pl Puffer RLT mit R-Mercaptoethanol (Konzentration 10 pl/ml) fur
30 sec homogenisiert. Anschlieend wurde das Lysat bei 10000 rpm fur 3 min
zentrifugiert, mit 600 pl 70 % Ethanol gemischt und in ein RNeasy Rohrchen
uberfuhrt. Dieses Rohrchen ermoglicht bei bestimmten Salzkonzentrationen
eine Bindung von RNA mit Mindestgrof3e von 200 Basen. Hierauf folgten drei
Waschschritte (RW1-Puffer, 2 x RPE-Puffer). Abschlielend wurde die so
gewonnene RNA in RNase-freiem Wasser gelost. Die Messung des RNA-
Gehaltes im Eluat erfolgte mittels Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA).

3.3.2.2 Herstellung von cDNA aus RNA

Die Umschreibung der gewonnenen RNA in cDNA erfolgte mittels QuantiTect
Reverse Transcription Kit (Qiagen, Alameda, Kalifornien, USA). In einem 0,2 ml
Eppendorf-Gefall wurde zunachst die Template-RNA (1000 ng) mit gDNA
Wipeout Buffer (4 yl) und RNase-freiem Wasser (bis zu einem Gesamtvolumen
von 28 pl) fur 5 min bei 42 °C zur Elimination genomischer DNA inkubiert. Im
nachsten Schritt wurde ein Mastermix aus Quantiscript Reverse Transcriptase
(2 pl), Quantiscript RT Buffer (8 yl) und RT Primer Mix (2 pl) erstellt und
zusammen mit der Template-RNA fur 15 min bei 42 °C inkubiert. Zur
Inaktivierung der Reversen Transcriptase wurde nach Ablauf der 15 min die
Temperatur fur weitere 3 min auf 95 °C erhoht.

3.3.2.3 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Fur die qRT-PCR wurden 40 ng cDNA pro Reaktion verwendet. Diese wurde in
einer 96-Well Platte jeweils im Duplikat durchgefuhrt. Der TagMan Gene
Expression Master Mix enthalt alle fur die qRT-PCR noétigen Substanzen wie

beispielsweise Polymerasen und Nukleotide und wurde von der Firma Applied
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Biosystems (Darmstadt, Deutschland) kommerziell erworben. Der Ansatz einer
PCR-Reaktion pro Well ist in Tabelle 8, die spezifischen TagMan
Genexpressions-Assays in Tabelle 9 dargestellt. Anschlie3end wurde die qRT-
PCR nach dem in Tabelle 10 aufgefuhrten Programm gestartet. Nach
automatischer Auswertung der Daten mittels Bio-Rad CFX Manager Software
2.0, erfolgte die Normalisierung der erhaltenen CT-Werte gegenuber B-Actin
[152].

Substanz Menge
Master Mix 12,5 ul
H20 9,25
Sonden-Primer-Mix 1,25 pl
cDNA 2 ul
Gesamtvolumen 25 ul

Tabelle 8: Ansatz qRT-PCR pro Well.

Gen Assay Nummer
CCR1 Hs00928897_s1
CCR2 Hs00704702_s1
CCR3 Hs01847760_s1
CCR4 Hs00747615_s1
CCR5 Hs99999149 s1
CCRG6 Hs10890706_s1
CCR7 Hs01013469_m1
CCRS8 Hs00174764_m1
CCR9 Hs01890924_s1
CCR10 Hs00706455_s1
CCR11 Hs00664347_s1
CXCR1 Hs01921207_s1
CXCR2 Hs01891184_s1
CXCR3 Hs01847760_s1
CXCR4 Hs00607978_s1
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CXCR5 Hs00540548_s1

CXCR®6 Hs01890898_s1
CXCR? Hs00664172_s1
B-Actin Hs9999903 m1

Tabelle 9: Spezifische Tagman Genexpression-Assays von Applied Biosystems, Darmstadt,

Deutschland.

Zyklen Temperatur Zeit
1 95°C 3 min
50 95°C 30 sec
50 60°C 30 sec
50 72°C 30 sec
Abkiihlen 15°C

Tabelle 10: Programmierung des Thermocyclers.

3.3.3 Immunhistochemie

3.3.3.1 Durchflhrung

Zur Analyse der Expression von CXCR4, CYP11B1 und CYP11B2 wurden
immunhistochemische Farbungen an formalinfixiertem Paraffingewebe von 2
NNN und 220 ACA (117 APA, 54 CPA, 49 EIA) durchgefuhrt. Zusatzlich erfolgte
die Beurteilung der dem Tumorgewebe anhangenden Nebennierenrinde, sowie
eine Analyse von CXCL12 bei jeweils 5 APA, CPA und EIA. Paraffinschnitte
wurden zunachst in Xylol deparaffiniert (2 x 12 min) und anschlieRend in einer
Ethanolreihe rehydriert (10 %, 90 %, 80 %, 70 % fur jeweils 5 min). Zur
Entfernung Uberschissigen Ethanols wurden die Schnitte mit destilliertem
Wasser gewaschen. Nach Antigendemaskierung in 10 mM
Citronensauremonohydrat-Puffer (pH 6,5) fur 13 min bei 120°C im
Schnellkochtopf, erneuter Spulung mit destilliertem Wasser, Umrandung der
Schnitte mittels Fettstift und Hemmung der endogenen Peroxidase (3 % H2O2 in
Methanol fur 10 min, anschlieRend Spulung mit destilliertem Wasser) wurden
unspezifische Protein-Antikorper-Bindungsstellen durch Inkubation mit 20 %
humanem AB-Serum (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) in PBS fur 1
Stunde bei Raumtemperatur blockiert. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit
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den jeweiligen Antikorpern (Tabelle 11) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur. Als
Negativkontrolle diente N-Universal Negative Control Anti-Rabbit/Rat/Mouse
(jeweils Dako, Santa Clara, USA). Anschlieend wurden die Schnitte 5 Mal mit
PBS gespdult. Signalamplifikation wurde mittels EnVision+ System HRP (Dako)
fur 40 min (2 x 20 min, dazwischen je 3 x 5 min Waschen mit PBS) fur CXCR4,
CXCR7 und CXCL12 bzw. Anti-Rat-IgG (CYP11B1, bereitgestellt von Celso
Gomez-Ranchez) oder Anti-Mouse IgG (CYP11B2, bereitgestellt von Celso-
Gomez-Ranchez) fur 1 Stunde erreicht und anschlieBend mit dem
Diaminobenzidin Substrate Kit (Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien,
USA) fur 10 min nach Herstellerangaben entwickelt. Nach Spulung mit
Leitungswasser wurden die Zellkerne mit Hamatoxylin fir 2 min gegengefarbt.
AbschlieRend wurden die Schnitte fur 5 min unter laufendem Leitungswasser
geblaut, kurz mit Ethanol (100 %) gespult und fur ca. 20 min bei 56 °C

getrocknet.
Antikorper Verdiinnung Firma

Anti-CXCR4 1:100 Abcam (12824), Cambridge,
Vereinigtes Kdnigreich

Anti-RDC1 (CXCR7) 1:1000 Abcam (72100), Cambridge,
Vereinigtes Konigreich

Anti-CXCL12 1:750 Abcam (9797), Cambridge,
Vereinigtes Kdnigreich

Anti-CYP11B1 1:100 Die Antikorper gegen CYP11B1

Anti-CYP11B2 1:200 und CYP11B2 wurden

freundlicherweise von Celso
Gomez-Sanchez, Universitat
Mississippi (USA) zur Verfiugung
gestellt.

Tabelle 11: Auflistung der zur Immunhistochemie verwendeten Antikérper und Verdiinnungen.

3.3.3.2 Auswertung
Die semiquantitative Beurteilung der Expression mittels h-score erfolgte durch
C. T. Ful3 und Dr. B. Heinze. Zur Ermittlung des Scores wurde zunachst die
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Farbeintensitat mit 0, 1, 2, oder 3 entsprechend keiner, einer schwachen,
moderaten oder starken Farbung, erhoben. AnschlieRend wurde die Anzahl
positiver Zellen eines jeden Schnittes evaluiert und mit O bei 0 %, 0,1 bei 1-9 %,
0,5 bei 10-49 % oder 1 bei > 50 % positiver Zellen gewertet. Die Berechnung
des endgultigen h-scores erfolgte anschlieBend durch Multiplikation der
Farbeintensitat mit dem der Anzahl positiver Zellen zugeordneten Wert [153].
Die Berechnung des h-scores wurde separat fur Membran und Zytoplasma,
sowie die anhangende Nebenniere durchgefuhrt. Ein h-score <1 wurde als
niedrig, ein h-score > 1 als hoch gewertet.

3.3.4 Bildgebung mit 68Ga-Pentixafor

3.3.4.1 Synthese

Die Synthese von 68Ga-Pentixafor erfolgte in der Nuklearmedizin des Klinikums
der Universitat Wdulrzburg anhand einer bereits vorbeschriebenen
standardisierten Labeling-Sequenz in einer vollautomatischen Prozedur gemaf
der Richtlinien der Guten Herstellungspraxis unter Verwendung eines GRP-
Modules (Scintomics GmbH, Furstenfeldbruck, Deutschland) ausgestattet mit
Einweg-Kassetten-Kits (ABX, Radeberg, Deutschland) [132,133,154].

3.34.2 Bindungsstudien

Zur Evaluation des Bindungsverhaltens von 68Ga-Pentixafor an Nebennieren
und Nebennierentumoren (4 APA, 4 EIA, 2 Nebennierenkarzinome, 3 normale
Nebennieren) erfolgten Bindungsstudien. Hierfur wurde Kryogewebe
verwendet, welches direkt nach Entnahme in flissigen Stickstoff uberfuhrt
wurde und bei -80 °C gelagert wurde. Vor Anfertigung der Schnitte wurden
diese bei -20 °C aufbewahrt. Anschlielfend wurden 20 um dicke Schnitte
hergestellt, jeweils 2 davon nebeneinander auf Superfrostobjekttrager
aufgezogen und bei -80 °C gelagert. Zunachst erfolgte die Umrandung der
Schnitte mit einem Fettstift. Zu Beginn erfolgte die Fixierung der Schnitte mit
4 % PFA in PBS fur 10 min. Nach zweimaligem Waschen mit PBS, wurden die
Schnitte fur 5 min bei Raumtemperatur in TRIS-Puffer inkubiert (pH 7,4,
50 mM). AnschlieBend wurden die Schnitte zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mit 20 % humanem AB-Serum (in PBS) behandelt. Hierauf

erfolgte die Inkubation jeweils eines Schnittes desselben Praparates mit 2 MBq
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68Ga-Pentixafor bzw. 2 MBq 68Ga-Pentixafor plus 10 uM des nicht-
radioaktiven Compounds zum Blocken der radioaktiven Substanz (1 h). Nach
zweimaligem Waschen mit PBS folgte ein erneuter Waschschritt mit 50 mM
TRIS mit 0,05 % Tween (insg. 10 min). Anschlieliend wurden die Schnitte bei
80 °C getrocknet (ca. 10 min), fur 30 min auf die Imager Plates in
entsprechenden Kassetten aufgelegt und am CR35BIO Imageplate Scanner
(Durr  Medical, Bietigheim-Bissingen, Deutschland) ausgelesen. Die
Datenauswertung erfolgte mit den Softwares CR Reader (Durr Medical),
Microsoft Excel 2007 (Microsoft, Redmond, Washington, USA) und Amide
Version 0.9.0 [155].

3.34.3 Patientenbildgebung

Zur genaueren Beurteilung von 68Ga-Pentixafor in vivo bei Patienten mit PA,
wurde bei insgesamt 9 Patienten mit PA aus den Universitatskliniken Minchen
(n=6, 5 mittels PET/MRT, 1 mittels PET/CT) und Wirzburg (n=3, alle PET/CT)
ein 68Ga-Pentixafor-PET durchgefuhrt. Nach ausfuhrlicher arztlicher Aufklarung
und Bedenkzeit wurde eine schriftliche Einverstandniserklarung der Patienten
eingeholt. Vor Injektion der Substanz wurde die Qualitat des 68Ga-Pentixafor
gemald der Standards der europaischen Pharmacopoe fur 68Ga-Edotreotide
(Europaische Pharmacopde, Monograph 01/2013:2482, verfugbar auf
www.edgm.eu). Die radiochemische Reinheit des Tracers wurde durch
Hochleistungsflissigkeitschromatographie, sowie Dunnschichtchromatographie
bestatigt und lag bei > 99 %. Die Verabreichung von 68Ga-Pentixafor erfolgte in
Einvernehmen mit dem Arzneimittelgesetz (AMG §13 2b) und der Regierungen
von Unterfranken und Oberbayern, Deutschland [155].

Bei 4 Patienten mit PA, die eine PET/CT-Bildgebung erhielten, wurde die
korrespondierende CT mittels low-dose Protokoll erstellt (20 mA, 120 keV, 512
x 512 Matrix, 5 mm Schichtdicke, 30 mm/s Inkrement, Rotationszeit 0,5 s, Pitch-
Index 0,8), einschliel3lich Schadelbasis und proximale Oberschenkel. Daten zur
PET Emission wurden in einem dreidimensionalen Modus erfasst (200 x 200
Matrix, 2-3 min Emissionszeit pro Position). Nach Korrektur fur Streuung und
Zerfall erfolgte die Bildrekonstruktion mithilfe der Software Esoft (Siemens
Healthcare, Erlangen, Deutschland). Die Ubrigen 5 Patienten erhielten eine
kombinierte PET/MRT-Bildgebung. Hierbei wurden PET- und MRT-Daten
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gleichzeitig uber 20 Minuten an einem integrierten PET/MRT-System 50 bis 69
Minuten nach Injektion von 68Ga-Pentixafor erhoben. Die PET-Aufnahme
erfolgte im 3D-list-mode inklusive PET-basierter Atemtriggerung. Eine
Schwachungskorrektur wurde mittels Dixon-basierter MR-Sequenzen erzielt.
Zur anatomischen Korrelation wurden zusatzlich axiale T1w und fettgesattigte
T2, sowie koronare T2w Sequenzen erfasst.

Die injizierte Aktivitat lag zwischen 115 und 207 MBq und die Aufnahmen
wurden 50 bis 86 Minuten nach Injektion begonnen.

Alle Untersuchungen wurden jeweils an einem PET/CT-System (Siemens
Biograph mCT 64 und 128, Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland), oder
PET/MRT-System (Siemens Biograph mMR; Siemens Healthcare, Erlangen,
Germany) durchgefuhrt. Die semiquantitative Auswertung des PET erfolgte
durch Berechnung der hochsten metabolischen Aktivitat in jeder Nebenniere
(maximum standardized uptake values = SUVax) mittels 2D regions of interest
(ROI) mit einem Durchmesser von 1 cm. Aullerdem erfolgte eine qualitative
Analyse des CT zur Beurteilung der Lage und GrolRe des vorliegenden
Nebennierentumors. Alle Aufnahmen wurden durch einen erfahrenen
Radiologen (CT, MRT) oder Nuklearmediziner (PET) befundet.

Referenzwerte fur den 68Ga-Pentixafor-Uptake in normalen Nebennieren
wurden durch eine retrospektive Auswertung des Tracer-Uptakes (Bestimmung
des SUVax mittels 2D ROI von 1 cm Durchmesser) im 68G-Pentixafor-PET von
Patienten mit multiplen Myelomen (n=20) [140], Pleuramesotheliomen (n=6)
und gastrointestinalen Tumoren (n=18). Das 68Ga-Pentixafor-PET erfolgte bei
diesen Patienten zur Evaluation einer moglichen Therapieoption der
zugrundeliegenden Tumorerkrankung mittels 177Lu-Pentixather. Keiner dieser
Patienten wies eine im konventionellen CT sichtbare

Nebennierenraumforderung auf.

3.3.5 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Daten wurden SPSS, Version 23.0 und 24.0
(IBM, Chicago, lllinois, USA) und Graphpad PRISM 6 (La Jolla, California, USA)
verwendet. Normalverteilte kontinuierliche Daten wurden mittels t-Test, nicht
normalverteilte mittels Mann-Whittney U Test verglichen. Zur Berechnung des
DFP und der DLZ zwischen verschiedenen Radiologen wurde der Kruskal-
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Wallis-Test mit anschlielender post-hoc Analyse nach Dunn-Bonferroni
verwendet. Zum Vergleich zwischen APA, CPA und EIA gruppiert nach hoher
und niedriger CXCR4-Expression wurde der Chi-Quadrat-Test eingesetzt. Zur
Ermittlung einer Korrelation CXCR4- und CYP11B2-Expression erfolgte die
Berechnung des Pearson-Korrelations-Koeffizienten. Eine ROC (Receiver
Operating Characteristic) — Kurve fur den SUV s in APA und Kontrollen wurde
mit Graphpad PRISM 6 erstellt. Die Darstellung nicht normalverteilter Werte
erfolgt als Median [Minimum — Maximum], normalverteilter Werte als Mittelwert
+ Standardabweichung. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant
erachtet.
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4. Ergebnisse

41 Erfassung der Strahlenbelastung bei Nebennierenvenenkathetern

4.1.1 Allgemeine Daten

Insgesamt wurden 658 NNVK evaluiert. Aufgrund unzureichender Daten flr
DFP, DLZ und ED wurden 2 Untersuchungen nicht in die endgultige Analyse
aufgenommen (n=656). Das mediane Alter der Patienten betrug 53 Jahre [16 —
85]. Von allen Patienten wurden insgesamt 10 einem NNVK zweimal
unterzogen. Die  Durchfuhrung von intrainterventionellen  Cortisol-
Schnellmessungen zur Evaluation einer regelrechten Katheterlage erfolgte in
den Zentren Minchen (n= 400/400) und Wurzburg (n=81/151). Hinsichtlich der
Schwierigkeit der Untersuchung auf Grundlage des radiologischen Befundes
lagen Informationen aus Leipzig und Wurzburg vor. In jeweils 44,2 % und
13,2 % war die Katheterisierung als erschwert dokumentiert. In 79,9 % der
Falle gestaltete sich die Kanulierung erfolgreich, allerdings mit deutlicher
Variabilitat unter den beteiligten Zentren. Die Erfolgsrate zeigte signifikante
Unterschiede zwischen NNVK mit und ohne Cortisol-Schnellmessung (88,6%
vs. 55,8%, p<0,001) (Tabelle 12).

Zentrum Alter Geschlecht Cortisol- Erfolgreiche
MW + SD w % (n) Schnellmessung Kaniilierung
m % (n) % (n)
Berlin 45,3 (24)
49,4 + 11,7 Nein 58,5 (31)
n=53 54,7 (29)
Leipzig 58,0 (30) .
54,8 +12,2 Nein 60,8 (31)
n=52 42,0 (22)
Miinchen 64,0 (256)
51,8 £ 10,7 Ja 90,3 (361)
n=400 36,0 (144)
Wiirzburg 37,7 (57) 50,0 (35/70)*
56,7 £ 10,8 Ja
n=151 62,3 (94) 81,5 (66/81)**
Gesamt 53,3 £ 11,1 36,5 (201) 79,9 (524)
63,5 (350)

Tabelle 12: Aligemeine Daten zu Alter, Geschlecht, Cortisol-Schnellmessung und Erfolg der
Kandlierung. Leipzig: n=51 fir Erfolgreiche Kanilierung. * AVS ohne Cortisol-Schnellmessung,
** AVS mit Cortisol-Schnellmessung. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung, w=weiblich,

m=mannlich.
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4.1.2 Dosisflachenprodukt, Effektive Dosis und Durchleuchtungszeit

Das mediane DFP uber alle Zentren hinweg lag bei 32,5 Gy cm? [0,3 — 3180,9].
Allerdings waren deutliche Unterschiede des DFP zwischen den einzelnen
Zentren zu verzeichnen (DFPgerin= 147,0 Gy cm? [1,1 — 1185,8] vs. DFPminchen
= 16,2 Gy cm? [0,3 — 3180,9]) (Tabelle 13). Insbesondere zwischen Munchen
und allen anderen beteiligten Zentren zeigten sich signifikante Unterschiede im
DFP (alle p<0,001; Abbildung 7). Die aus dem DFP berechnete ED betrug

6,5 mSyv [0,05 — 636,2] mit erneut hoher Variabilitat zwischen den Zentren.

Zentrum DFP 2 ED DITZ
Gy cm mSv min
Berlin 147,0[1,1-1185,8] 29,4[0,2-237,2] 21,6[5,3-40,1]
Leipzig 48,0 [10,0 — 609,6] 9,6 [2,0 — 121,9] 19,6 [0,8 — 50,0]
Miinchen 16,2 [0,3 — 3180,9] 3,2[0,1-636,2] 15,8[0,3-184,2]

Wiirzburg 143,7 [8,2-1166,1] 28,7 [1,6 —233,2] 26,7 [4,0-115,7]

Tabelle 13: Dosisflachenprodukt (DFP, Gy cm?), effektive Dosis (ED, mSv) und
Durchleuchtungszeit (DLZ, min) an beteiligten Zentren. Werte sind dargestellt als Median

[Minimum — Maximum].
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Abbildung 7: Dosisflachenprodukt (DFP, Gy cm?) in Berlin, Leipzig, Munchen und Wirzburg.
Berlin vs. Miinchen p<0,001, Leipzig vs. Minchen p<0,001, Minchen vs. Wirzburg p<0,001.
***p=<0,001.
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Eine fur Wurzburg vorgenommene Analyse der einzelnen durchfuhrenden
Radiologen, zeigte eine Tendenz zur niedrigeren Strahlendosis, sowie
signifikant klrzerer Durchleuchtungszeit mit steigender Erfahrung des
Untersuchers (Abbildung 8 und Abbildung 9). Bei insgesamt 10 Patienten
erfolgte die zweimalige Durchfihrung des NNVK. Hierbei war eine kumulative
effektive Strahlendosis von 35,6 mSv [0,92 — 114,0] zu verzeichnen.

Die DLZ insgesamt lag bei 18,3 min [0,3 — 184,2]. Auch hier waren
zentrumsabhangig signifikante Unterschiede erkennbar. Beispielsweise stellte
sich die DLZ in Muinchen mit 15,8 min [0,3 — 184,2] im Vergleich zu Wurzburg
mit 26,7 min [4,0 — 115,7] signifikant niedriger dar (p<0,001) (Tabelle 13 und
Abbildung 10).
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Abbildung 8: Unterschiede des Dosisflachenprodukt (DFP, Gy cm?) zwischen verschiedenen
Radiologen in Wirzburg, sowie Anzahl durchgefuhrter Nebennierenvenenkatheter (X-Achse:

Radiologe Nummer 1 — 7, n=Anzahl an Untersuchungen). 4 vs. 7 p=0,006. ** p<0.01.
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Abbildung 9: Unterschiede in der Durchleuchtungszeit (DLZ, min) zwischen verschiedenen
Radiologen in Wirzburg, sowie Anzahl durchgefuhrter Nebennierenvenenkatheter (X-Achse:
Radiologe Nummer 1 — 7, n=Anzahl an Untersuchungen). 2 vs. 6 p= 0,036, 2 vs. 7 p=0,007, 3

vs. 6 p=0,035, 3 vs. 7 p=0,006. * p<0,05, ** p<0,01.
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Abbildung 10: Durchleuchtungszeit (DLZ, min) in Berlin, Leipzig, Minchen und Wirzburg.
Berlin vs. Wiirzburg p=0,001, Leipzig vs. Wirzburg p=0,002, Miinchen vs. Wirzburg p<0,001.

* p<0,05, ** p<0,01.
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War die Durchfuhrung des NNVK als schwierig dokumentiert (n=43/202),
stiegen DFP, ED und DLZ auf 141,6 Gy cm? [14,5 — 824,0] (p=0,072), 28,3 mSv
[2,9 — 164,8] (p=0,072) und 30,8 min [11,0 — 115,7] (p=0,001). AufRerdem
waren DFP, ED und DLZ signifikant niedriger bei NNVK mit erfolgreicher
Kanulierung  (DFPerfoigreicn=25,2 Gy cm? [0,3 - 3180,9], DFPricn
erfolgreich=79,5 Gy cm? [1,1 — 1185,8], EDerfoigreich =5,0 mSv [0,1 — 636,2], EDpicnt
erfolgreich=15,9 mSv [0,2 — 237,2], DLZeroigreich =16,3 min [0,3 — 184,2], DLZicht
erfolgreich =27,9 min [4,4 — 115,7]; alle p<0,001).

Eine Auswertung der Strahlenbelastung im zeitlichen Verlauf, zeigte signifikante
Unterschiede fur DFP, DLZ und ED. Insbesondere zwischen Kathetern, welche
vor 2009 und nach 2009 durchgefuhrt wurden, war dies deutlich sichtbar.
Insgesamt lief3 sich ein weitgehend konstanter Verlauf der Strahlenexposition in
den kurzer zuruckliegenden Jahren verzeichnen (Abbildung 11 und Abbildung
12).
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Abbildung 11: Dosisflachenprodukt (DFP, Gy cm?2) im zeitlichen Verlauf. <2009: n=39, DFP
2457 [9,2 — 888,4]; 2009/2010: n=75, DFP 74,4 [1,1 — 705,3]; 2011/2012: n=119, DFP 21,8 [0,8
— 789,3]; 2013/2014: n=177 , DFP 17,6 [1,2 — 1166,9]; 2015/2016: n=212, DFP 40,8 [0,3 —
3180,9]; 2017: n=24, DFP 52,9 [2,5 — 222,0]. *p<0,05, ***p=<0,001.
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Abbildung 12: Durchleuchtungszeit (DLZ, min) im zeitlichen Verlauf. <2009: n=39, DLZ 27,9
[15,0 — 98,6]; 2009/2010: n=75, DLZ 21,8 [2,6 — 115,7]; 2011/2012: n=119, DLZ 16,4 [0,8 —
104,0]; 2013/2014: n=177 , DLZ 15,2 [1,9 — 102,5]; 2015/2016: n=212, DLZ 18,8 [0,3 — 184,3];
2017: n=24,DLZ 15,6 [4,0 — 63,0]. ** p<0,01, *** p<0,001.

4.1.3 Untersuchungsmodalitédten

Die Anzahl der verschiedenen Blutentnahmestellen lag zwischen drei
(Minchen) und sechs (Berlin, Leipzig, Wurzburg). Digitale Subtraktions-
Angiographien (DSA) wurden standardmal3ig an drei Zentren fur zwei, drei oder
alle sechs Entnahmestellen durchgefuhrt (Berlin, Leipzig, Wurzburg), ebenso
wie bei unklaren anatomischen Verhaltnissen der Nebennierenvenen. Dem
entgegengesetzt wurden die Entnahmeorte in Munchen mittels last-image hold
und nicht mittels DSA dokumentiert. Hinsichtlich der Anzahl an Bildern pro
Sekunde lagen diese an den beteiligten Zentren zwischen 7,5 und 15 (Tabelle
14). An allen Zentren wurden low-dose-Programme der entsprechenden
Rontgenanlagen verwendet. Auch wurde die durchleuchtete Korperflache durch
alle Radiologen auf das noétige Minimum reduziert. Zudem zeigten sich
zwischen den einzelnen in Munchen verwendeten Rontgenanlagen signifikante
Unterschiede im DFP (Tabelle 15).
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Bilder

Zentrum Rontgenanlage E"K‘:Zgwﬁs(;?tl)len Anzgr‘?lp(‘o ) S pro
ekunde
Berlin ALLURA Xper FD 6 3* 2
System (LNNV, RNNV, (2 x RNNV,
2 x LNV, 2 x VCI) LNNV)
Leipzig Innova 4100 6 2 15
Axiom Artis BA (LNNV, RNNV, (LNNV,
2 xVCI, RNV, RNNV)
LNV)
Miinchen Multistar TOP 3 0 7.5
Artis Zee MP (LNNV, RNNV,
Axiom Artis XAC  LFV oder RFV)
Polystar XA
Wirzburg Artis Zee MP 6 6 7.5
(LNNV, RNNV, (LNNV,
VCI, VCS, RNV, RNNV, VCI,
LNV) VCS, RNV,
LNV)

Tabelle 14: Ubersicht der Untersuchungsmodalititen der teilnehmenden Zentren.
DSA=Digitale-Subtraktionsangiographie, = LNNV=linke = Nebennierenvene, = RNNV=rechte
Nebennierenvene, VCI=Vena cava inferior, RNV=rechte Nierenvene, LNV=linke Nierenvene,
LFV=linke Femoralvene, RFV=rechte Femoralvene, VCS=Vena cava superior. * im Falle

unklarer anatomischer Verhaltnisse erfolgten weitere DSA.

Anlage DFP
Miinchen Gy cm?
Multistar TOP 12,5[0,8 — 229,4]
Artis Zee MP 25,2 [0,26 — 3180,9]
Axiom Artis XA C 12,8 [1,3 —42,8]
Polystar XA 24,4 [4,2 — 235,3]

Tabelle 15: Ubersicht des Dosisflaichenproduktes (DFP, Gy cm?) an  verschiedenen
Roéntgenanlagen in Minchen. Werte sind angegeben als Median [Minimum — Maximum].
Multistar TOP vs. Artis Zee MP p<0,001, Multistar TOP vs. Polystar XA p=0,003, Artis Zee MP
vs. Axiom Artis XA C p=0,035, Axiom Artis XA C vs. Polystar XA p=0,027.
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4.2 Quantitative Analyse der Expression verschiedener
Chemokinrezeptoren

Die Evaluation der relativen quantitativen Expression verschiedener
Chemokinrezeptoren in der  normalen Nebenniere (n=4) und
Nebennierenadenomen (APA, n=12; CPA, n=11; EIA, n=3) erfolgte mittels qRT-
PCR. Im Speziellen wurde die mRNA-Expression von insgesamt 18
Chemokinrezeptoren analysiert. Diese waren jeweils vom CC- (CCR 1 — 11)
oder CXC- (CXCR1 — 7) Motiv. Hierbei zeigte sich die hochste mRNA-
Expression fur die Rezeptoren CXCR4 und CXCR7, welche sowohl in der nNN,
als auch APA, CPA und EIA nachweisbar waren. In der nNN, sowie EIA
uberwog die mRNA-Expression von CXCRY7. Dies verhielt sich bei APA und
CPA umgekehrt. Insgesamt zeigte sich allerdings eine deutliche Variation der
MmRNA-Expression, sowie dementsprechend keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen adrenocorticalen Adenomen. Desweiteren waren auch
andere Chemokinrezeptoren auf deutlich niedrigerem Expressionsniveau
nachweisbar. Hierzu gehorten insbesondere CCR2, CCR3, CCR4, CCRS,
CCR7, CCR8 und CCR11, sowie CXCR2 und CXCRS5 (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Chemokinrezeptor mRNA Expression in adrenocorticalen Adenomen. CC-
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Chemokinrezeptoren (links), CXC-Chemokinrezeptoren (rechts) in normaler Nebenniere (nNN,
n=4), Aldosteron-produzierenden Adenomen (APA, n=12), Cortisol-produzierenden Adenomen

(n=11) und endokrin-inaktiven Adenomen (EIA, n=3).

4.3 Immunhistochemie

4.3.1 Normale Nebenniere

Auf Grundlage der Ergebnisse der gqRT-PCR erfolgte insbesondere die

Beurteilung der Expression von CXCR4 auf Proteinebene mittels
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Immunhistochemie. In der nNN war CXCR4 insbesondere in der subkapsularen
Nebennierenrinde nachweisbar, wohingegen die Expression zu den inneren
Schichten der Nebennierenrinde hin abnahm (Abbildung 14A). Der fir CXCR4
spezifische Ligand CXCL12 zeigte ein zu CXCR4 komplementares
Expressionsmuster in der nNN mit deutlicher Positivitat der inneren Schichten
der Nebennierenrinde und nach auf’en hin abnehmender Expression
(Abbildung 14B). Zusatzlich erfolgte die immunhistochemische Farbung der
Schlusselenzyme der Cortisol- und Aldosteronsynthese CYP11B1 und
CYP11B2. CYP11B2-positive Zellen formten subkapsulare Cluster in der
Nebennierenrinde, wohingegen CYP11B1-positive Zellen ubiquitar in der
Nebenniere lagen, insbesondere aber in der Zona fasciculata und reticularis
(Abbildung 14C+D). Der fur CXCR4 positive Bereich stellte sich allerdings
insgesamt grolRer dar als derjenige fur CYP11B2. Aufgrund der deutlich
nachweisbaren mMRNA-Expression von CXCR7 und der physiologischen
Funktion als Rezeptor fur CXCL12 erfolgte aulerdem die
immunohistochemische Evaluation von CXCRY7 in der nNN. Diese ergab eine
ubiquitare, nicht zonenspezifische Expression des Rezeptors auf Proteinebene
(Abbildung 15).
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Abbildung 14: Reprasentative immunhistochemische Farbung fliir CXCR4, CXCL12, CYP11B1
und CYP11B2 der normalen Nebenniere. VergroRerung 2,5x.
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Abbildung 15: Reprasentative immunhistochemische Farbung fir CXCR?7 in der normalen

Nebenniere. VergroRerung 10x.

4.3.2 Nebennierenadenome

Da in der nNN vor allem Aldosteron-produzierende Zellen der Zona
glomerulosa Positivitat fur CXCR4 zeigten, erfolgte im Anschluss die genauere
Charakterisierung der Expression von CXCR4, CYP11B1 und CYP11B2 in
APA, verglichen mit CPA und EIA. Diese wies deutliche Unterschiede zwischen
den einzelnen Entitdten auf. Wahrend APA sich stark positiv fur CXCR4
darstellten, war der Rezeptor in EIA nur vereinzelt nachweisbar (Abbildung
16). In CPA war die CXCR4-Farbung weniger ausgepragt als in APA, allerdings
starker als in EIA (Abbildung 17 und Abbildung 18). Ahnlich wie fir die nNN
war auch in den untersuchten adrenocorticalen Adenomen (jeweils n=5 fur
APA, CPA und EIA) die Expression von CXCR4 und CXCL12 komplementar
zueinander (Abbildung 18).
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CYP11B1 CYP11B2

Abbildung 16: Reprasentative immunhistochemische Farbung eines Aldosteron-
produzierenden Adenoms fur CXCR4, CYP11B1 und CYP11B2. VergroRRerung 10x.

CXCR4 CYP11B1 CYP11B2

Abbildung 17: Reprasentative immunhistochemische Farbung eines Cortisol-produzierenden
Adenoms fir CXCR4, CYP11B1 und CYP11B2. VergréRRerung 10x.
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Abbildung 18: Reprasentative immunhistochemische Farbung fir CXCR4, CXCL12 und
CYP11B2. A: Aldosteron-produzierendes Adenom, B: Endokrin-inaktives Adenom.

aNN=anhangende Nebenniere, A=Adenom. Vergrélerung 10x.
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Insgesamt zeigten 71 % der APA, 26 % der CPA und 4 % der EIA eine hohe
CXCR4-Expression (Tabelle 16). 8 EIA waren ganzlich CXCR4-negativ. Ein
Vergleich der Intensitat der Membranfarbung ergab signifikante Unterschiede
zwischen APA und EIA (p<0,001), APA und CPA (p<0,001), ebenso wie CPA
und EIA (p=0,002). Eine Koexpression von CYP11B1 war aul3erdem in 81 %
der APA, 100 % der CPA und 98 % der EIA vorhanden. Des Weiteren liel3 sich
eine signifikante positive Korrelation der CXCR4- und CYP11B2-Expression in
APA beobachten (r=0,42; p<0,01; Abbildung 20). Die CXCR4-Expression der
dem Tumor anhangenden Nebenniere zeigte keine Unterschiede innerhalb der
einzelnen Adenomtypen und war in allen Fallen nachweisbar (Tabelle 17 und
Abbildung 19). Innerhalb der Gruppe der APA zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in Bezug auf verschiedene klinische Parameter (Alter,
Geschlecht, Blutdruck, Aldosteron in Plasma, Kalium im Serum) in Abhangigkeit
von der CXCR4-Expression (Tabelle 18).

& CYP11B2

Cc D
GXORY < .. CYP11B2

Abbildung 19: CXCR4 und CYP11B2 in zwei Aldosteron-produzierenden Adenomen. A:
Adenom 1, CXCR4; B: Adenom 1, CYP11B2; C: Adenom 2, CXCR4; D: Adenom 2, CYP11B2.
VergréRRerung 2,5x.
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Tumor n CXCR4 h-score £1 CXCR4 h-score >1

n (%) n (%)
APA 17 34 (29) 83 (71)
CPA 54 40 (74) 14 (26)
EIA 49 47 (96) 2 (4)

Tabelle 16: H-score der CXCR4-Membranexpression in Nebennierenadenomen.
APA=Aldosteron-produzierendes Adenom, CPA=Cortisol-produzierendes Adenom,

EIA=Endokrin-inaktives Adenom. APA vs. EIA p<0,001, APA vs. CPA p<0,001, CPA vs. NFA
p=0,002.
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Abbildung 20: Verhélinis zwischen CXCR4 und CYP11B2 in Aldosteron-produzierenden
Adenomen. Abbildung erstellt von Dr. B. Heinze.

aNN n CXCR4 h-score £1 CXCR4 h-score >1
n (%) n (%)

APA 108 66 (61) 42 (39)

CPA 47 31 (66) 16 (34)

EIA 36 26 (72) 10 (28)

Tabelle 17: H-score der CXCR4-Membranexpression in der anhdngenden Nebenniere (aNN)
verschiedener Nebennierenadenome. APA=Aldosteron-produzierendes Adenom,

CPA=Cortisol-produzierendes Adenom, EIA=Endokrin-inaktives Adenom.
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Klinische Daten CXCR4 h-score =1 CXCR4 h-score >1 p-Wert

n=34 n=83

Alter bei ED 49 [26 — 67] 49 [18 - 75] 0,9
Jahre
Median [Min-Max]
Geschlecht 44/56 39/61 0,6
m/w, %
RRsyst 170 + 22 160 + 26 0,1
mmHg
RRyiast 100 + 12 100 + 15 0,2
mmHg
Kalium 3,0+£0,6 3,0£0,7 0,9
mmol/|
Aldosteron n=23 n=48 0,5
ng/l

20 [208 — 1950 500 [57 — 1148
Median [Min-Max] 520 [208 ] [ ]
CYP11B1- 73 84 0,2

Expression (IHC)
%

Tabelle 18: Klinische Daten der Patienten mit Aldosteron-produzierenden Adenomen nach
CXCR4-Expression. RRs,s=systolischer Blutdruck, RRgissi=diastolischer Blutdruck, m=mé&nnlich,

w=weiblich, IHC=Immunhistochemie.

4.4 Bildgebung mit 68Ga-Pentixafor

4.4.1 Ex vivo Bildgebung

Nach dem immunhistochemischen Nachweis einer hohen CXCR4-Expression
in APA sollte zunachst die Bindung des CXCR4-spezifischen PET-Tracers

68Ga-Pentixafor an Nebennierengewebe ex vivo evaluiert werden. Dies erfolgte
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mittels Bindungsstudien an Kryogewebe von nNN, APA, adrenocorticalen
Karzinomen (ACC) und EIA. Hierbei zeigte sich eine spezifische Bindung des
Tracers im Randbereich der nNN, in APA, sowie in ACC. Im Gegensatz dazu
gelang kein Nachweis einer Bindung von 68Ga-Pentixafor an EIA (Abbildung
21).

heil kalt

niedrig

Abbildung 21: Bindungsstudie mit 68Ga-Pentixafor an Kryogewebe von normaler Nebenniere
(nNN), Aldosteron-produzierenden Adenomen (APA), Nebennierenkarzinom (ACC) und
endokrin-inaktiven Adenomen (EIA). Heil3: 2MBq 68Ga-Pentixafor, Kalt: 2MBq 68Ga-Pentixafor
+ 10 yM des nicht-radioaktiven Liganden. Rot: starke Bindung, Blau: schwache Bindung.
Abbildung partiell erstellt von Dr. B. Heinze.

4.4.2 Patientenbildgebung

FUr eine erste Einschatzung des diagnostischen Potentials des 68Ga-
Pentixafor-PET bei PA erhielten 9 Patienten mit diagnostiziertem PA ein 68Ga-
Pentixafor-PET. Zur Bestimmung eines Referenzwertes fur den 68Ga-
Pentixafor-Uptake in normalen Nebennieren wurden zusatzlich die SUV-Werte
der Nebennieren von Patienten mit malignen Erkrankungen ohne sichtbare
Nebennierenraumforderung in der konventionellen Bildgebung (n=44) ermittelt.
Weiterfuhrende Informationen zu den untersuchten Patienten mit PA sind in
Tabelle 19, S. 51 aufgefuhrt. 8 der 9 untersuchten Patienten mit PA wiesen

einen CT/MRT-graphisch sichtbaren Tumor mit einer Gro3e zwischen 6 und 37

48



mm auf. Der mediane SUVax von 68-Ga-Pentixafor innerhalb des Tumors bei
Patienten mit PA lag bei 8,6 [4,7 — 18,3]. In der kontralateralen Nebenniere von
Patienten mit PA war der mediane SUVnax mit 4,0 [2,3 — 6,5] signifikant
niedriger als innerhalb des Tumors (p<0,001). Nur ein Patient mit APA von
6 mm GrolRe zeigte auf Seite der spateren OP einen niedrigeren 68Ga-
Pentixafor-Uptake. Innerhalb der Kontroligruppe reichten die SUVnax —Werte
von 1,0 bis 5,8 (linke Nebenniere: 3,4 + 1,4, rechte Nebenniere: 3,0 £ 1,4,
jeweils Mittelwert + Standardabweichung) (Abbildung 22A, S. 52).

Die Diagnose eines ACA wurde postoperativ durch einen Pathologen bestatigt.
Bei 4 Patienten wurde auRerdem immunhistochemisch eine hohe CXCR4-
Expression im APA nachgewiesen (3 Patienten mit h-score=2, 1 Patient mit h-
score=3). Alle Tumore waren auf3erdem CYP11B2 — positiv.

Zusatzlich wurden Quotienten der SUVmax —Werte in Kontrollen und Patienten
mit PA berechnet. Wahrend bei Kontrollen die Seite des hoheren SUV,ax durch
die kontralaterale Seite mit niedrigerem SUVmax dividiert wurde, erfolgte bei
Patienten mit PA die Division des SUV s auf Seite des APA durch den SUVyax
auf der Gegenseite. Hierbei zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen
Quotienten von Patienten mit PA und Kontrollen (PA: 2,8 + 0,5; Kontrollen: 1,5
1 0,08; p<0,001; jeweils Mittelwert + Standardabweichung).

Die ROC — Analyse ergab bei einem Cutoff des SUVax von 4,9 eine Sensitivitat
von 88,9 % (95 %-Konfidenzintervall, 51,8 — 99,7) und eine Spezifitdt von
87,2 % (95 %-Konfidenzintervall, 78,3 — 93,4) fur die Diagnose eines APA. Bei
einer Spezifitat von 100 % ergab sich ein Cutoff fur den SUVmax von 7,3 bei
einer Sensitivitat von 77,8 %, wohingegen eine Sensitivitat von 100 % bei
einem Cut-off von 4,7 (Spezifitat 83,7 %) erreicht wurde (Abbildung 22B).

In Abbildung 23 und Abbildung 24 ist jeweils ein 68Ga-Pentixafor-PET/CT, in
Abbildung 25 ein 68Ga-Pentixafor PET/MRT bei APA beispielhaft dargestellt.
Zusatzlich zum Tracer-Uptake im Adenom ist physiologischerweise auch eine
Anreicherung in den Nieren (renale Elimination der Substanz) und der Milz,
sowie dem Knochenmark zu verzeichnen. Auch ist in Abbildung 23B eine

Speicherung in der kontralateralen, linken Nebenniere visuell abgrenzbar,
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wohingegen die kontralaterale Nebenniere im 68Ga-Pentixafor-PET der
Patientin in Abbildung 25B keinerlei Uptake aufweist.
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Geschlecht Alter Seite GroRe NNVK SUVnax SL.JVmax OP Outcome
Jahre Tumor mm rechts links
w 47 Rechts 23 Kanulierung rechts nicht 13,0 3,6 Rechts KBR
erfolgreich, Suppression links
W 57 Rechts 17 Lateralisation nach rechts, 15,1 2,8 Rechts KBR
keine Suppression links
W 55 Rechts 37 Keine Lateralisation 8,6 4.0 Rechts KBR
M 50 Rechts 6 Lateralisation nach rechts 49 6,1 Rechts KBR
w 47 Rechts 14 nicht durchgefuhrt 18,3 4,2 Rechts KBR
M 63 Links 18 Lateralisation nach links 2,3 4.7 Links KBR
M 57 Links 28 Keine Lateralisation 3,9 15,9 Links KBR
M 44 Kein Kein Lateralisation nach rechts 6,9 6,5 Keine OP Keine OP
Tumor  Tumor

M 65 Links 12 Lateralisation nach links 4.6 8,6 Keine OP Keine OP

Tabelle 19: Klinische Daten der mit 68Ga-Pentixafor untersuchten Patienten. W=weiblich, M=mannlich, NNVK=Nebennierenvenenkatheter, SUV yax

rechts=maximum standardized uptake values der rechten Nebenniere, SUV .. links=maximum standardized uptake values der linken Nebenniere,

OP=Adrenalektomie, KBR=Klinische Besserung und biochemische Remission.
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Abbildung 22: A: Maximum standardized uptake values (SUVn.) fiir 68Ga-Pentixafor in
normalen Nebennieren (Kontrollen), verglichen mit Patienten mit Aldosteron-produzierenden
Adenomen sowohl im Tumor (APA Tumor) als auch in der kontralateralen Nebenniere (APA
kontralateral). SUV.x — Werte der Kontrollgruppe sind gepoolt dargestellt (rechte und linke
Nebennieren). B: Receiver Operating Characteristic Analyse der SUV..x — Werte von

Kontrollen (n=44; 86 Werte von Messungen in der rechten und linken Nebenniere; bei 2

Patienten nur Messung der linken Nebenniere mdglich) und Aldosteron-produzierenden
Adenomen (n=9). Area under the curve, 0,964 (95 % CI, 0,92-1,01).

Abbildung 23: 68Ga-Pentixafor-PET/CT einer Patientin mit Aldosteron-produzierendem
Adenom. A: CT axial, B: PET/CT axial. WeiB3e Pfeile: Adenom.
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Abbildung 24: 68Ga-Pentixafor-PET/CT eines Patienten mit Aldosteron-produzierendem
Adenom. A: CT axial, B: PET/CT axial. Weil3e Pfeile: Adenom.

Abbildung 25: 68Ga-Pentixafor-PET/MRT einer Patientin mit Aldosteron-produzierendem
Adenom. A: MRT T2 koronar, B: PET/MRT koronar, C: PET axial, D: MRT T2 spat axial. Pfeile

weild und schwarz: Adenom; Pfeile orange: kontralaterale Nebenniere.
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5. Diskussion

5.1 Strahlenbelastung durch Nebennierenvenenkatheter

Wahrend verschiedene Arbeiten zu beispielsweise der Qualitat der bilateralen
Katheterisierung, zur Komplikationsrate und zum Einfluss der Cortisol-
Schnellmessung existieren, wurde bis dato keine systematische Analyse der
Strahlenbelastung bei NNVK durchgefuhrt. Im Rahmen dieser ersten
multizentrischen, deutschlandweiten, retrospektiven Studie konnte gezeigt
werden, dass die Durchfuhrung eines NNVK mit einer hohen Strahlenbelastung
behaftet ist. Die ED Uber alle Zentren hinweg lag bei 6,5 mSv, zeigte allerdings
eine deutliche Variabilitat innerhalb der einzelnen Zentren und Untersuchungen
(0,1 — 636 mSv). Die hochste mediane ED an einem teilnehmenden Zentrum
lag bei 29,4 mSv. Legt man eine Strahlendosis von 0,02 mSyv fur eine Rontgen-
Thorax-Aufnahme zugrunde, entsprache dies 1470 Aufnahmen, oder auch dem
12fachen der natlrlichen Strahlenbelastung von ca. 2,4 mSv pro Jahr
[156,157]. Betrachtet man nun die Referenzwerte des Bundesamtes fur
Strahlenschutz und zieht  zum Vergleich beispielsweise die
Koronarangiographie heran, so ware dieser Grenzwert von 53 % der
untersuchten NNVK Uberschritten worden (vgl. Tabelle 2, S. 17).

Ein klinisch relevantes Ergebnis dieser Studie liegt in der unterschiedlichen
Strahlenexposition zwischen den teilnehmenden Zentren. Insbesondere in
Munchen konnte eine signifikant niedrigere Strahlenbelastung im Vergleich zu
allen anderen Zentren verzeichnet werden. Dieser Unterschied ist durch die
Untersuchungsmodalitdten an den einzelnen Zentren erklarbar. Im Gegensatz
zu allen anderen Zentren wurden in Minchen keinerlei DSA zur Darstellung der
GefalRe verwendet. Stattdessen erfolgte die  Dokumentation der
Katheterisierung der Nebennierenvenen ausschliel3lich mittels dynamischer
Fluoroskopie oder last image hold, das eine Speicherung des letzten Bildes auf
dem Bildschirm auch nach Beendigung der Fluoroskopie ermoglicht. Die
alleinige Verwendung von DSA verursacht bereits eine ca. 10fach hohere
Strahlenbelastung. Somit stellt dieser technische Unterschied nicht nur eine
plausible, sondern auch eine behebbare Ursache der erhohten
Strahlenexposition dar. Aullerdem sind weitere Faktoren mit Einfluss auf die
Strahlendosis denkbar. Hierzu zahlen der Abstand des Patienten zur
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Rontgenanlage und zum Rontgendetektor, der korrekte Einsatz des
Kollimators, die Gerateeinstellung mit jeweiligem verwendetem Organprogramm
des Herstellers und die Anzahl an Bildern pro Sekunde. Keines der beteiligten
Zentren nutzte 30 Bilder pro Sekunde, sodass dieser Faktor bereits als
weitgehend optimiert anzusehen ist.

Ein interessantes Detail dieser Analyse liegt in den Unterschieden der
Erfolgsrate bilateraler Katheterisierungen zwischen Zentren mit und ohne
Cortisol-Schnellmessung. Dies unterstreicht den bereits vorbeschriebenen
Nutzen dieser Technik zur Kontrolle und Verbesserung der Katheterlage, ohne
zu einer hoheren Strahlenbelastung zu fuhren [51,158].

Basierend auf diesen Ergebnissen wird deutlich, dass Optimierungsbedarf
hinsichtlich der technischen Durchfuhrung des NNVK zur Einsparung von
Strahlung besteht. Mogliche Ansatzpunkte liegen in der Beschrankung von DSA
auf ein Minimum und stattdessen haufigerer Nutzung von last image hold zur
Dokumentation der Nebennierenvenen. Auch konnte eine Reduktion der
Entnahmeorte (zwischen 3 und 6 an den beteiligten Zentren) die
Strahlenbelastung vermindern. Zwar existiert keine Aufschlisselung der
Strahlenbelastung pro Entnahmeort, dennoch ist an Zentren, die an jeder
Entnahmestelle DSA-Aufnahmen anfertigen, bereits durch eine geringere
Anzahl an Entnahmeorten ein deutlicher Effekt auf die Strahlenexposition zu
erwarten. Dies sollte moglich sein, ohne die Aussagekraft der Untersuchung zu
kompromittieren. Derartige Anpassungen der Untersuchungsprotokolle sollten
aulderdem nicht nur in Bezug auf die Exposition der Patienten, sondern auch
auf die des Untersuchers in Betracht gezogen werden [159,160].

Wahrend einerseits die Verbesserung der Untersuchungsmodaliaten zur
Reduktion der Strahlendosis eine Notwendigkeit darstellen, sollte diese
Belastung auch bedacht werden, wenn Patienten zum NNVK Uberwiesen
werden. Insbesondere bei jungen Patienten sollte darauf geachtet werden, die
Mdglichkeit des leitliniengerechten Uberspringens des NNVK im diagnostischen
Algorithmus zu nutzen. In der Clinical Practice Guideline von 2016 ist explizit
die Moglichkeit genannt, bei Patienten unter 35 Jahre mit ausgepragtem
Aldosteron-Exzess, Hypokaliamie und zu einem APA passender
Nebennierenraumforderung im CT ohne Lokalisationsdiagnostik mittels NNVK
eine unilaterale Adrenalektomie durchzufthren [40].
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Lang et al. konnten in einer Arbeit zum Auftreten maligner Erkrankungen bei PA
zeigen, dass die Lebenszeitpravalenz bei PA 9,6 % betrug, wohingegen sie in
einer Kohorte hypertensiver Kontrollen bei 6,0 % lag. Dieser Unterschied war
allerdings statistisch nicht signifikant (p=0,08). Insbesondere konnte eine hohe
Pravalenz an Nierenzellkarzinomen beobachtet werden. In einigen Fallen traten
maligne Erkrankungen bereits vor Durchfuhrung des NNVK auf. Langzeitdaten
zum Auftreten maligner Neoplasien nach NNVK fehlen ebenfalls. Dennoch
sollte auch vor diesem Hintergrund eine Reduktion der Strahlenbelastung durch
den NNVK angestrebt werden [161].

5.2 Chemokinrezeptoren in der Nebenniere und adrenocorticalen

Adenomen

5.2.1 Normale Nebenniere

Mittels gqRT-PCR normaler Nebennieren erfolgte eine erste quantitative
Einschatzung der Expression von Chemokinrezeptoren des CXC- und CC-
Motives. Hier wurde erstmals das Vorhandensein von Chemokinrezeptoren auf
MRNA-Ebene gezeigt. Grundsatzlich konnten die Chemokinrezeptoren CCR2,
CCRS3, CCR4, CCR5, CCR7, CCR8, CCR11, CXCR2, CXCRS5 und in héherem
MalRe CXCR4 und CXCR7 nachgewiesen werden. Aufgrund der im Gegensatz
zu den restlichen Rezeptoren hohen Expression von CXCR4 und CXCR7
wurden diese beiden Chemokinrezeptoren weiterfUhrend immunhistochemisch
evaluiert. Interessanterweise war eine charakteristische Verteilung von CXCR4
in der nNN zu verzeichnen. CXCRA4-positive Zellen safl’en vor allem
subkapsular in den aufleren Schichten der Nebennierenrinde, wohingegen
CXCL12 als solitarer Ligand von CXCR4 eine hierzu komplementare
Expression aufwies. Dem entgegengesetzt war CXCRY7 ubiquitar in der
Nebennierenrinde nachweisbar.

Diverse Arbeiten sprechen dafur, dass undifferenzierte, subkapsulare
Progenitorzellen in der Nebennierenrinde den Ausgangspunkt fur die
Differenzierung zu Glomerulosa-Zellen bilden, die anschlieBend eine
zentripetale Wanderung in Richtung des Nebennierenmarkes vollziehen und
hierbei eine Transdifferenzierung zu Glucocorticoid- und Androgen-
produzierenden Zellen der Zona fasciculata bzw. Zona reticularis durchlaufen
[162]. Dieses Modell der zentripetalen Zellmigration als zentralen Mechanismus
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der postnatalen Zonierung der Nebennierenrinde wurde bereits in den 1940er
Jahren von Salmon und Zwemer vorgeschlagen [163]. Freedman et al. konnten
mittels Lineage-Tracing-Studien im Tiermodell zeigen, dass postnatal die
einzelnen Zonen der Nebennierenrinde durch Konversion von Glomerulosa- in
Fasciculata-Zellen entstehen, dieser Mechanismus erneut auftritt im Rahmen
einer adrenalen Regeneration nach Behandlung mit Dexamethason und diese
Differenzierung malfigeblich vom Vorhandensein des Steroidogenic Factor 1
(SF-1) abhangt. Interessanterweise konnte, obwohl SF-1-defiziente
Glomerulosa-Zellen nicht mehr zur Differenzierung in Fasciculata-Zellen fahig
waren, in diesem Fall dennoch eine langfristige Aufrechterhaltung einer intakten
Zona fasciculata beobachtet werden, was das Vorhandensein weiterer,
alternativer Mechanismen der zentripetalen Migration nahelegt [164]. Im
Rahmen verschiedener Studien konnte bereits eine Migration CXCR4-positiver
Zellen anhand eines Gradienten des Liganden CXCL12 nachgewiesen werden,
weshalb es grundsatzlich moglich scheint, dass die CXCR4/CXCL12-Achse in
der Nebenniere einen dieser alternativen Mechanismen darstellt [89,165].

Eine weitere Hypothese hinsichtlich der physiologischen Rolle von CXCR4 in
der Nebennierenrinde liegt in deren ultrastruktureller Organisation. Dies konnte
beispielsweise, ebenfalls am Tiermodell, unter anderem flr die Ausbildung von
Glomeruli und Podozyten der Niere gezeigt werden [166].

Sowohl CXCR4 als auch CXCRY7 sind in der Lage, uber B-Arrestin 2, welches
die Aktivitat G-Protein-gekoppelter Rezeptore reguliert, Signale zu Ubertragen.
Coggins et al. haben die Signaltransduktion Uber [B-Arrestin 2 in einer
Mammakarzinom-Zelllinie, abhangig von der Expression von entweder nur
CXCR4 oder CXCR7, oder CXCR4 und CXCR7 genauer untersucht. Hierbei
zeigte sich, dass im Falle einer Coexpression von CXCR4 und CXCR7, das
Vorhandensein von CXCR7 das Recruitment von (B-Arrestin 2 vermindert und
eine erhohte Konzentration von CXCL12 zur Auslosung eines Signales natig ist
und somit CXCR7 modulierend auf die Aktivierung von CXCR4 wirkt [167].

Die genaue physiologische Rolle von CXCR4, CXCL12 und CXCR7 in der nNN
ist allerdings bisher nicht abschlieRend geklart und Gegenstand weiterfUhrender
Untersuchungen.

Des Weiteren waren immunhistochemisch positive Zellen far CYP11B2
insbesondere in Clustern in der Zona glomerulosa auffindbar, wohingegen
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CYP11B1 hauptsachlich eine Expression in der Zona fasciculata aufwies.
Wahrend CXCR4 durchgehend im Randbereich der Nebennierenrinde
vorhanden war, stellten sich die CYP11B2-positiven Zonen schmaler dar. Die
Expressionsmuster der beiden Enzyme im Rahmen dieser Arbeit decken sich
ebenfalls mit vorherigen Untersuchungen. Eine Publikation von Aiba und
Fujibayashi aus dem Jahr 2011 beschreibt bereits eine Veranderung der
Enzymausstattung und Morphologie der Nebennierenrinde mit zunehmendem
Alter. Wahrend die CYP11B2-positiven Glomerulosa-Zellen bei Sauglingen,
Kindern und jungen Patienten eine dunne, kontinuierliche Schicht bilden, nimmt
mit steigendem Alter das Vorkommen CYP11B2-positiver Zellcluster zu,
wohingegen eine durchgehende Zona glomerulosa nicht mehr abzugrenzen ist
[168,169].

5.2.2 Nebennierenadenome

In einem nachsten Schritt sollten auch benigne Nebennierentumore hinsichtlich
ihres  Chemokinrezeptorprofils  untersucht  werden.  Aufgrund  des
Expressionsmusters von CXCR4 in der Zona glomerulosa als Ort der
Aldosteronproduktion war der Vergleich zwischen APA und anderen ACA von
besonderem Interesse. Mittels qRT-PCR konnten in APA, CPA und EIA
dieselben Chemokinrezeptoren gefunden werden, welche bereits in der nNN
detektierbar waren, allerdings mit hoherer mRNA-Expression von CCR2, CCR5,
CCR11 und CXCR2. Wiederum zeigte sich eine hohe Expression der
Rezeptoren CXCR4 und CXCRY7, wobei diese in APA am ausgepragtesten war.
In EIA war auf mRNA-Ebene ebenfalls CXCR4 detektierbar, allerdings in
niedrigerem Male als CXCR7. Statistisch signifikante Unterschiede ergaben
sich nicht, was auf die hohe Variabilitat innerhalb der einzelnen untersuchten
Tumore zuruckgefuhrt werden kann. Als weiterer beeinflussender Faktor kann
auch die Mdoglichkeit einer nicht vollstandig selektiven RNA-Isolation aus dem
Tumorgewebe, sondern beispielsweise kleiner Teile noch anhangenden Fett-
oder Nebennierengewebes, nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
Immunhistochemisch zeigten sich zur gRT-PCR kongruente Ergebnisse in
Bezug auf die CXCR4-Expression in APA, CPA und EIA. Auch waren die
Unterschiede zwischen den einzelnen ACA deutlicher ausgepragt. Passend zur
Hypothese, dass Aldosteron-produzierende Zellen hoch positiv fir CXCR4 sein
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konnten, zeigten 71 % der untersuchten APA hohe h-scores fur CXCRA4,
wohingegen nur 29 % eine niedrige Expression aufwiesen. Die Korrelation
zwischen CXCR4-Expression und Expression von CYP11B2 im Tumor
unterstreicht ebenfalls die aulRergewdhnlich hohe Expression von CXCR4 in
Aldosteron-produzierendem Gewebe. Bemerkenswert ist weiterhin der
signifikante Unterschied zu EIA und CPA. Wahrend nur 4 % der EIA eine hohe
CXCRA4-Expression zeigten, nahmen CPA hinsichtlich ihrer CXCR4-Expression
auf Proteinebene eine Mittelstellung zwischen EIA und APA ein. 8 EIA waren
komplett CXCR4-negativ, wohingegen bei beiden Tumoren mit hoher CXCR4-
Expression im zeitlichen Verlauf ein GroRenwachstum dokumentiert war und
zur Entscheidung fur eine operative Entfernung fuhrte. Die CXCR4-Expression
in APA war weiterhin unabhangig von klinischen Parametern wie Geschlecht,
Alter, Blutdruck, Aldosteron, oder Kaliumwerten.

In den Dbezuglich ihrer CXCL12-Expression untersuchten ACA war
interessanterweise ebenfalls ein komplementares Expressionsmuster von
CXCR4 wund CXCL12 nachweisbar, ebenso zeigte das anhangende
Nebennierengewebe eine der nNN entsprechende Verteilung fur CXCRA4.
Wahrend bereits beschrieben wurde, dass Nebennierenkarzinome eine hohe
CXCR4-Expression aufweisen, ist dies fur APA bisher nicht bekannt.
Hinsichtlich der pathophysiologischen Rolle sind allerdings Unterschiede
zwischen Nebennierenkarzinomen und APA anzunehmen. Im Gegensatz zu
APA, stellt eine Aldosteronproduktion durch Nebennierenkarzinome eine
Seltenheit dar [170,171]. Wahrend bei Nebennierenkarzinomen die CXCR4-
Expression am ehesten auf die Malignitat und die Bedeutung von CXCR4 in der
Tumormetastasierung zuruckzufuhren ist, erscheint bei PA die Entwicklung von
APA aus Zellen der Zona glomerulosa, die ihrerseits Positivitat fur CXCR4
aufweisen, plausibel [74].

Die Expression von CYP11B2 in den untersuchten APA stellte sich
unterschiedlich dar: Manche APA wiesen eine recht gleichmafRige CYP11B2-
Expression auf, andere zeigten wiederum eine deutlich hdhere Inhomogenitat,
bis hin zu einer CYP11B2-Positivitat einzelner Zellcluster innerhalb des APA. In
der Literatur ist bereits beschrieben, dass unter anderem das Vorliegen
somatischer Mutationen (KCNJ5, ATP1A1, ATP2B3, CACNA1D) das
Expressionsmuster von CYP11B1 und CYP11B2 beeinflusst. Beispielsweise
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konnten Monticone et al. an einer Gruppe von 71 Patienten mit PA zeigen, dass
APA mit KCNJ5-Mutationen histopathologisch Zellen der Zona fasciculata
ahneln und eher CYP11B1 exprimieren, wohingegen APA mit ATP1A1-,
ATP2B3-, oder CACNA1D-Mutation morphologisch eher Glomerulosa-artige
Zellen mit hoher CYP11B2-Expression aufweisen [172].

5.3 Funktionelle Bildgebung bei primarem Hyperaldosteronismus

Die korrekte Subtypdifferenzierung zwischen APA und BAH ist von essentieller
Bedeutung fur die weitere Therapieplanung (Adrenalektomie vs.
Mineralokortikoidrezeptor-Antagonist) bei PA. Als aktueller Goldstandard in der
Lokalisationsdiagnostik gilt der Nebennierenvenenkatheter. Wie bereits
einleitend erwahnt, ist diese Untersuchung allerdings mit Nachteilen behaftet,
wozu unter anderem die mangelnde Standardisierung der Durchfuhrung und
Interpretation, die Schwierigkeit einer bilateral korrekten Katheterisierung, die
Invasivitat und nicht zuletzt auch die hohen Kosten, die mit der Untersuchung
und einem stationdren Aufenthalt verbunden sind, gehdren [40,48,50,51].
Daher existieren bereits diverse Arbeiten zur Etablierung klinischer Algorithmen,
welche die konventionelle Bildgebung, klinische Daten, Laborchemie und
weitere Verfahren (Kochsalzbelastungstest, Orthostasetest) mit einbeziehen
[57,173,174]. Ziel der Weiterentwicklung solcher Algorithmen sollte in der
Limitation der Durchfihrung des NNVK auf ein selektiertes Patientengut liegen.
Wahrend die konventionelle Bildgebung (CT oder MRT) alleine nur
eingeschrankt zur Lokalisationsdiagnostik verwendbar ist, erscheint die
Applikation einer funktionellen Bildgebungsmethode (PET oder SPECT) zur
Differenzierung  zwischen  unilateraler und  bilateraler = Erkrankung
vielversprechender [48]. Hinsichtlich der funktionellen Beurteilung von
Nebennierenraumforderungen existieren diverse eingesetzte Substanzen. Zur
Einschatzung der Stoffwechselaktivitat einer Raumforderung insbesondere vor
dem Hintergrund der Malignitdt kann  grundsatzlich auch  Dbei
Nebennierentumoren ein  18F-Fluordeoxyglucose-PET zur Anwendung
kommen. Allerdings ist hierbei keine weiterfihrende Aussage mdglich, ob es
sich um nebenniereneigenes Gewebe handelt [175]. Um dies genauer zu
beurteilen erfolgte die Entwicklung von Radiotracern, die spezifisch an die
Schlusselenzyme der Steroidbiosynthese CYP11B1 und CYP11B2 binden.

60



Hierzu gehoren beispielsweise die Substanzen 11C-Metomidat und 123I-
lodmetomidat. Wahrend durch den Einsatz eines 123I-lodmetomidat-
SPECT/CT bei kurzer Untersuchungsdauer und niedriger Strahlenbelastung
eine Sensitivitat von 89 % und Spezifitdt von 85 % hinsichtlich der
Differenzierung von Lasionen adrenocorticalen und nicht-adrenocorticalen
Ursprungs erzielt werden konnte, war in allen untersuchten ACA (APA n=3, EIA
n=5, CPA n=4) ein Uptake von 123l-lodmetomidat nachweisbar [176]. In einer
Serie von 212 11C-Metomidate-PET-Bildgebungen (hiervon 26 histologisch
gesicherte ACA) bei 173 Patienten zeigte sich ebenfalls eine gute Eignung zur
Detektion adrenocorticaler Lasionen (Sensitivitat 0,98, Spezifitat 0,96). Auch
war in allen ACA ein Uptake von 11C-Metomidat sichtbar, allerdings mit einer
Tendenz zu hoheren SUV-Werten bei Patienten mit APA [177]. Die Eignung
von 11C-Metomidat in der Lokalisationsdiagnostik des PA wurde von Burton et
al. an 35 Patienten mit PA und 5 Patienten mit EIA naher untersucht. Hierbei
zeigte sich eine Sensitivitat von 76 % und Spezifitat von 87 % fur die Detektion
von APA. Eine grundsatzliche Problematik an der Verwendung von 11C-
Metomidat liegt allerdings in der Notwendigkeit eines am Untersuchungsort
vorhandenen Zyklotrons bei sehr kurzer Halbwertszeit der Substanz (ca. 20
Minuten) [70]. Ein neuer Ansatz in der Entwicklung von Tracern fur den Einsatz
bei PA besteht in einer Erhohung der Selektivitat fur CYP11B2 vor dem
Hintergrund, hierdurch hauptsachlich Aldosteron-produzierendes Gewebe
darstellen zu konnen [71]. Eine klinische Studie bei Patienten mit PA steht
allerdings noch aus.

Der Einsatz der altesten fur den Einsatz bei PA vorgeschlagenen Substanz NP-
59 ist aufgrund der zeitintensiven Untersuchung (mehrere Tage), der relativ
hohen Strahlenbelastung und der eingeschrankten Sensitivitat klinisch nicht

mehr von Relevanz [40,64].

5.4 Evaluation von 68Ga-Pentixafor in Aldosteron-produzierenden
Adenomen

Auf Basis der immunhistochemischen Untersuchungen in ACA und der

signifikant hoheren CXCR4-Expression in APA erfolgte die Evaluation einer

moglichen klinischen Anwendung dieser Ergebnisse in der

Subtypdifferenzierung bei PA. 68Ga-Pentixafor als CXCR4-spezifischer PET-
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Tracer ist bereits im Rahmen maligner Erkrankungen, wie bespielsweise dem
Multiplen Myelom und anderen lymphoproliferativen Erkrankungen an Patienten
etabliert [134,139]. Das Bindungsverhalten von 68Ga-Pentixafor an nNN und
Nebennierentumore wurde zunachst an Kryogewebe untersucht. Hierbei zeigte
sich, passend zu den Ergebnissen der Immunhistochemie und bereits
publizierten Daten zu CXCR4 in Nebennierenkarzinomen, eine Anreicherung
des Tracers in den au3eren Schichten der nNN, den untersuchten APA, ebenso
wie an Nebennierenkarzinomen [110-112]. Demgegenuber war, ebenfalls in
Einklang mit der Immunhistochemie, keine Bindung an EIA nachweisbar.
Wahrend die PET-basierte Bildgebung mit 11C-Metomidat bei PA zwar in der
Lage ist, Patienten mit APA mit hoher Bildqualitat zu identifizieren, bindet diese
Substanz mit hoher Affinitat sowohl an CYP11B1 als auch CYP11B2. Dies ist
durch die auch im Rahmen dieser Arbeit gesehene Expression beider Enzyme
in der Mehrzahl an APA gut erklart. Allerdings exprimierten auch 98 % der EIA
immunhistochemisch CYP11B1. Dies spiegelt sich in der Bindung von sowohl
11C-Metomidat als auch 123l-lodmetomidat an EIA im Rahmen vorheriger
klinischer Studien wider [176,177]. Es scheint zwar moglich, eine Down-
Regulation in  normalem umgebenden Nebennierengewebe durch
Vorbehandlung mit Dexamethason erzielen zu koénnen und somit die
Hintergrundaktivitat durch Bindung der Substanz an CYP11B1 einzudammen;
Ob sich dies allerdings in ACA ahnlich verhalt, ist aufgrund der bereits 1999
vorbeschriebenen niedrigen Expression des ACTH-Rezeptors in ACA unklar
[178]. Eine CXCR4-gerichtete PET-Bildgebung konnte somit eine
vielversprechende Alternative darstellen.

Eine erste Anwendung des 68Ga-Pentixafor-PET erbrachte bei 9 Patienten mit
PA vielversprechende Ergebnisse. Bei allen untersuchten Patienten war ein
fokaler 68Ga-Pentixafor-Uptake in der Nebennierenraumforderung mit einem
SUVnax zwischen 4,7 und 18,3 (Mittelwert: 10,7) nachweisbar, wohingegen der
mittlere SUVmax in Kontrollen 3,3 betrug. Der 68Ga-Pentixafor-Uptake in APA
zeigte sowohl verglichen mit der kontralateralen Nebenniere als auch mit
Kontrollen signifikant hohere Werte. In einem einzigen Fall wurde durch das
68Ga-Pentixafor-PET ein Tumor nicht identifiziert. Hier betrug die Grof3e des
Tumors nur 6 mm. Dies weist auf eine erschwerte ldentifikation kleiner Tumore

bedingt durch eine limitierte raumliche Auflosung hin. Im Gegensatz hierzu
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konnte bei 2 Patienten mittels 68Ga-Pentixafor-PET ein Tumor lokalisiert
werden, bei denen dies mittels NNVK nicht moglich war.

Zukunftig ware beispielsweise eine Kombination aus initialer Steroidanalytik mit
Bestimmung von 18-Oxocortisol und 18-Hydroxycortisol zur Identifikation von
Patienten mit APA und KCNJ5-Mutation und anschlieRender funktioneller
Bildgebung mittels 68Ga-Pentixafor-PET als nicht-invasive Diagnostik bei
einem Teil der Patienten mit PA denkbar [61-63]. Es bliebe einzig die
Untergruppe der Patienten mit APA und niedriger CXCR4-Expression Uubrig
(29 %), welche weiterhin eine Lokalisationsdiagnostik mittels NNVK bendtigen
wurden. 96 % der EIA zeigten eine schwache bis gar keine Farbung fur
CXCRA4, sodass kein Uptake von 68Ga-Pentixafor in vivo zu erwarten ware,
was ebenfalls einen Vorteil gegenuber des 11C-Metomidate-PET darstellen
konnte. Allerdings ist eine geringe Rate an falsch-positiven Ergebnissen bei
Patienten mit EIA zu erwarten, da in unserer Analyse 4 % der EIA eine hohe
CXCR4-Expression aufwiesen. Da allerdings auch Nebennierenkarzinome mit
einer erhohten CXCR4-Expression einhergehen, konnte in einem derartigen
Fall eher die Entscheidung zur Adrenalektomie getroffen werden. Dies bedarf
allerdings genauerer Betrachtung im Rahmen einer klinischen Studie mit

hoherer Patientenzahl.

5.5 Limitationen

5.5.1 Evaluation der Strahlenbelastung bei Nebennierenvenenkathetern

In Bezug auf die Analyse der Strahlenbelastung von NNVK sind mogliche
Einschrankungen der Arbeit zu nennen: Die erfassten NNVK erfolgten nicht
nach einem standardisierten Untersuchungsprotokoll, weshalb ein Bias
grundsatzlich nicht ausgeschlossen werden kann. Aufgrund des retrospektiven
Studiendesigns war es aulerdem nicht moglich, vollstandige Informationen
hinsichtlich der Umstande des NNVK zu erlangen, die Uber den radiologischen
Befund hinausgingen (z. B. Schwierigkeit der Untersuchung, Anzahl der
Kanulierungsversuche der rechten Nebennierenvene). Des Weiteren wurde der
Body-Mass-Index (BMI), der beispielsweise in einer Publikation zur
Strahlenbelastung bei Pulmonalvenenisolationen einen Einfluss auf das DFP
hatte, nicht erfasst [179]. Dass die grole Variabilitat der Strahlenbelastung
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zwischen den einzelnen Zentren hauptsachlich auf einer ungleichmaligen
Verteilung des BMI beruht, ist allerdings nicht anzunehmen.

Hinsichtlich der Unterschiede in DFP, ED und DLZ innerhalb der verschieden
Jahre, ist zu berucksichtigen, dass die Datensammlung an den einzelnen
Zentren zu unterschiedlichen Zeiten begonnen wurde (Berlin: 2008, Leipzig:
1999, Minchen: 2009, Wurzburg: 2005). Die signifikant hoheren Werte flr
NNVK zwischen 1999 und 2008 (n=39) und 2009 verglichen mit den folgenden
Jahren konnen zu einem kleineren Teil auf im zeitlichen Verlauf verbesserte
Werte (z.B. aufgrund zunehmender Erfahrung) an zwei Zentren und
hauptsachlich auf das Fehlen von Daten aus Munchen zuruckgefuhrt werden
(<2009: n=0, 2009: n=2).

Abschlieend ist auch zu bedenken, dass diese Auswertung an
Referenzzentren fur NNVK durchgefuhrt wurde, an denen die Pravalenz des PA
deutlich hoher ist im Vergleich zu weniger spezialisierten Zentren. Es ist davon
auszugehen, dass diese Untersuchung auch an kleineren Zentren mit weniger
Expertise = vorgenommen wird, was eine weitere Erhohung der

Strahlenbelastung bedingen konnte.

5.5.2 68Ga-Pentixafor-PET bei primdrem Hyperaldosteronismus

Wahrend das 68Ga-Pentixafor-PET zwar ein vielversprechendes neues
diagnostisches Tool bei PA darstellt, ist dies dennoch mit Limitationen
verbunden: Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte keine standardisierte klinische
Studie hinsichtlich des Speicherverhaltens von 68Ga-Pentixafor an gesunden
Personen. Stattdessen wurden als Kontrollgruppe Daten einer Patientenkohorte
mit malignen Grunderkrankungen genutzt, die diese Bildgebung aus anderen
klinischen Grunden erhalten hatten. Nach aktuellem Stand ist unklar, ob eine
begleitende = Chemotherapie eine Alteration der CXCR4-Expression
insbesondere in der Nebenniere zur Folge hat. Eine Subgruppenanalyse der 3
Patientengruppen, die nach verschiedenen Therapieregimen behandelt wurden,
zeigte allerdings keine Unterschiede hinsichtlich der SUVmax —Werte. AuRerdem
kann, trotz unauffalliger Nebennierenmorphologie in der konventionellen
Bildgebung, das Vorliegen einzelner CXCR4-positiver Mikrometastasen nicht
vollstandig ausgeschlossen werden.

Ein Grundproblem der funktionellen Bildgebung bei PA liegt in der Grof3e der zu
erwartenden Nebennierenraumforderungen. Zahlreiche APA Uberschreiten eine
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Grolle von 1 cm nicht, was generell die Sensitivitat eines PET-basierten
Verfahrens aufgrund der raumlichen Auflosung einschrankt [180]. Die
Expression von CXCR4 in der normalen Nebenniere und die entsprechende
Tracerbindung im Rahmen der Diagnostik kann die Sensitivitat der Detektion
insbesondere kleinerer APA reduzieren. Aullerdem ist die Anzahl der im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patienten zu gering, um eine endgultige
Aussage hinsichtlich der diagnostischen Performance des 68Ga-Pentixafor-
PET bei PA treffen zu konnen. Aufgrund der Anzahl an APA, die eine
immunhistochemisch niedrige CXCRA4-Expression aufwiesen, ist nicht zu
erwarten, dass das 68Ga-Pentixafor den NNVK zur Subtypendifferenzierung
bei PA ganzlich ersetzen kann, weshalb eine kleine selektierte Untergruppe an
Patienten diese Untersuchung weiterhin benotigen wird.

5.6 Ausblick

Auf der Basis dieser Arbeit ergeben sich weitere interessante Fragestellungen:
Hinsichtlich der Strahlenbelastung bei NNVK ergeben sich, wie bereits erwahnt,
verschiedene Implikationen fur die klinische Praxis (z. B. Standardisierung der
Untersuchungsprotokolle, Verzicht auf DSA, Reduktion der Entnahmeorte). Hier
bleibt abzuwarten, ob diese umsetzbar sein werden und tatsachlich zu einer
Reduktion der Strahlenexposition fuhren. Aullerdem ware ein Vergleich
zwischen kleineren und zusatzlichen grollen Zentren, sowie zwischen
verschiedenen Landern, perspektivisch ebenfalls interessant.

Die genaue Rolle der CXCR4/CXCL12/CXCR7-Achse in der normalen
Nebennierenphysiologie ist bisher ganzlich unbekannt. Im Rahmen funktioneller
Analysen kann diese in Zukunft naher beleuchtet werden.

Bereits jetzt ist mit 68Ga-Pentixafor ein Tracer verfugbar, der potentiell bei
Patienten, die den NNVK ablehnen, bei denen ein NNVK nicht aussagekraftig
war und/oder eine Nebennierenraumforderung > 1 cm aufweisen, im Einzelfall
diagnostisch eingesetzt werden konnte. Zur endgultigen Beurteilung des
diagnostischen Potentials des 68Ga-Pentixafor-PET im Vergleich zum NNVK ist
eine prospektive klinische Studie notig.
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6. Zusammenfassung

Der erste Teil dieser Arbeit widmet sich der Einschatzung der
Strahlenbelastung durch den Nebennierenvenenkatheter, die bis dato keiner
systematischen Evaluation unterzogen wurde. Dies erfolgte in einer
multizentrischen, deutschlandweiten, retrospektiven Studie. Hauptergebnis ist
der Nachweis einer hohen Strahlenexposition durch den
Nebennierenvenenkatheter, welche eine deutliche Variabilitat innerhalb der
beteiligten Zentren aufwies. Diese war insbesondere durch unterschiedliche
Untersuchungsbedingungen und —protokolle an den jeweiligen Zentren bedingt,
sowie abhangig von der Erfahrung des Radiologen. Auch konnte gezeigt
werden, dass sich die Rate bilateral erfolgreicher Katheter in Zentren mit
standardmaRiger Cortisolschnellmessung zur Uberpriifung der korrekten
Katheterlage deutlich hoher darstellte und ihrerseits nicht mit einer Erhohung
der Strahlendosis verknupft war. Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass es fur
die Durchfihrung des Nebennierenvenenkatheters eines erfahrenen
Radiologen bedarf, allerdings zentrumsabhangig deutliche Mdoglichkeiten der
Verbesserung zu Reduktion der Strahlenexposition von Patienten mit primarem
Hyperaldosteronismus  bestehen.  AulRerdem  sollte  einerseits die
Strahlenbelastung, der Patienten im Rahmen dieser Untersuchung ausgesetzt
werden, bedacht werden, wenn Patienten zum Nebennierenvenenkatheter
uberwiesen werden, andererseits aber auch ein einheitliches Protokoll zur
Reduktion vermeidbarer Strahlenbelastung etabliert werden.

Aufgrund der vielfaltigen Nachteile der aktuellen Lokalisationsdiagnostik mittels
Nebennierenvenenkatheter bei Patienten mit primdrem Hyperaldosteronismus,
sind Alternativen zu dieser Untersuchungsmethode klinisch von hoher
Relevanz. Vor diesem Hintergrund erfolgte im zweiten Teil dieser Arbeit die
Analyse verschiedener Chemokinrezeptoren. Chemokine sind kleine
sekretorische Peptide, die an der gerichteten Migration von Zellen im Rahmen
physiologischer Prozesse beteilgt sind. Die vorliegende Arbeit beschreibt zum
ersten Mal das Vorhandensein verschiedener Chemokinrezeptoren in der
Nebenniere. Speziell zeigte sich in immunhistochemischen Untersuchungen
eine charakteristische Expression von CXCR4 und dem dazugehorigen
Liganden CXCL12 innerhalb der normalen Nebenniere. Wahrend CXCR4
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insbesondere in den subcorticalen, &duferen Schichten der Nebenniere
vorzufinden war, war fur CXCL12 ein hierzu komplementares
Expressionsmuster insbesondere in den inneren Schichten der Nebenniere
nachweisbar. Da vor allem die Aldosteron-produzierenden Zellen der Zona
glomerulosa Positivitat fur CXCR4 zeigten, stellte sich anschlieend die Frage,
ob dementsprechend auch Aldosteron-produzierende Adenome eine hohe
CXCR4-Expression aufweisen. Dem wurde durch weitere
immunhistochemische Untersuchungen von CXCR4, CYP11B1 und CYP11B2
in Aldosteron-produzierenden, Cortisol-produzierenden und endokrin-inaktiven
Nebennierenandenomen weiter nachgegangen. Hier liel sich eine signifikant
hohere CXCR4-Expression in  Aldosteron-produzierenden  Adenomen,
verglichen mit Cortisol-produzierenden (p<0,001) und insbesondere endokrin
inaktiven Adenomen (p<0,001), nachweisen.

Auf Basis dieser Ergebnisse erfolgte im nachsten Schritt eine erste Evaluation
der Bindung des bereits etablierten CXCR4-spezifischen PET-Tracers 68Ga-
Pentixafor als mogliches neues differentialdiagnostisches Tool. Ex vivo zeigte
sich, passend zu den Ergebnissen der Immunhistochemie, eine deutliche
Bindung des Tracers an die Randzone der normalen Nebenniere, aber auch an
Aldosteron-produzierende Adenome und Nebennierenkarzinome, wohingegen
keine Anreicherung des Tracers in endokrin-inaktiven Adenomen detektierbar
war. Erste Versuche der diagnostischen Anwendung von 68Ga-Pentixafor-
Bildgebung bei 9 Patienten mit primarem Hyperaldosteronismus zeigten eine
deutliche Speicherung des Tracers in den jeweiligen Nebennierentumoren,
sowohl verglichen mit der kontralateralen Nebenniere als auch mit Kontrollen,
die auf Grund anderer Tumorerkrankung eine 68Ga-Pentixafor-Bildgebung
erhalten hatten. Auf Basis dieser Ergebnisse stellt die CXCR4-spezifische PET-
Bildgebung einen vielversprechenden Ansatz in der Lokalisationsdiagnostik des
primaren Hyperaldosteronismus dar, deren diagnostisches Potential im
Vergleich zum Nebennierenvenenkatheter im Rahmen einer klinischen Studie

prospektiv evaluiert werden wird.
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