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1 Einleitung 

1.1 Anatomie und Embryologie der Nebennieren 

Für die Bildung der paarig vorliegenden Nebennieren (Glandulae suprarenales) zeigen 

sich sowohl Derivate des Ektoderms, als auch des Mesoderms verantwortlich. Während 

das spätere Nebennierenmark (Medulla) aus Zellen der Neuralleiste entsteht, entwickelt 

sich die Nebennierenrinde (Kortex) aus dem Seitenplattenmesoderm [1-3]. 

Die Nebennierenrinde umschließt das Mark vollständig und zeichnet sich durch eine 

gelbliche Farbe, bedingt durch einen hohen Lipidgehalt, aus. Sie lässt sich mikroskopisch 

in drei Schichten, die Zonae glomerulosa, -fascicularis und -reticularis, unterteilen. Der 

Zona glomerulosa liegt eine zarte fibröse Kapsel an, die wiederum die komplette Neben-

niere umschließt [3-5]. 

 

ABB. 1 HISTOLOGISCHER AUFBAU DER NEBENNIERE 

Eigene Darstellung; Beschriftung nach [3, 5, 6] CYP11B2 exprimierende Zellen wurden mittels 

Immunhistochemie dunkelbraun angefärbt (siehe Abschnitt 4.1.3). Normale Nebenniere. 
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Beide Nebennieren liegen retroperitoneal, jeweils auf dem apikalen Pol der Nieren, in-

nerhalb der Capsula adiposa, die sowohl die Niere, als auch die Nebenniere umgibt. Sie 

haben eine Größe von jeweils ca. 4 x 4 x 2 cm3 und ein Gewicht von etwa 5 g. Trotz ihrer 

geringen Größe verfügen beide Nebennieren über eine ausgeprägte Blutversorgung, ins-

gesamt drei Arterien bilden einen Gefäßplexus innerhalb der Kapsel, von dem feine Äste 

in das Organparenchym ziehen. Es handelt sich hierbei um die Arteria suprarenalis su-

perior, die aus der Arteria phrenica inferior entspringt, die Arteria suprarenalis media, 

die direkt von der Aorta abdominalis abgeht und um die Arteria suprarenalis inferior, 

welche ein Ast der Arteria renalis ist. Zahlreiche sinusoide Kapillaren ziehen von außen 

bis ins Nebennierenmark, mehrere Venen sammeln das Blut der Kapillaren und vereini-

gen sich zur Vena suprarenalis. Diese tritt am Hilum aus der Nebennierenkapsel und 

mündet auf der rechten Seite direkt in die Vena cava inferior, auf der linken Seite hinge-

gen zunächst in die Vena renalis sinistra [1, 4, 6]. 

1.2 Physiologie der Nebennieren 

Schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts erkannte man, dass die Nebennieren lebenswich-

tige Organe sind. Bei einseitiger Adrenalektomie hypertrophiert die verbliebene Neben-

niere um den Funktionsverlust auszugleichen; eine beidseitige Entfernung ist ohne Hor-

monsubstitution nicht mit dem Leben vereinbar [7, 8].  

1.2.1 Katecholaminsynthese 

Das Nebennierenmark (NNM) besteht überwiegend aus modifizierten zweiten Sympathi-

kusneuronen, den chromaffinen Zellen. In ihnen findet die Biosynthese der Katechola-

mine Adrenalin und Noradrenalin aus der gemeinsamen Vorstufe Tyrosin statt. Tyrosin 

wird über die Zwischenstufe L-DOPA in Dopamin umgewandelt, welches anschließend 

durch die Dopamin-β-Hydroxylase zu Noradrenalin umgewandelt wird. Im Gegensatz zu 

den noradrenergen Neuronen werden im Nebennierenmark 80 % des Noradrenalins durch 

Methylierung zu Adrenalin umgewandelt. Adrenalin und Noradrenalin werden anschlie-

ßend mit ATP in chromaffinen Granula gespeichert [1, 3, 5, 7]. 

Bei physischem und psychischem Stress wird im ZNS vermehrt Kortikotropin-Releasing-

Hormon (CRH) sezerniert. CRH fördert über die Hypothalamus-Hypophysen-
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Nebennierenrinden-Achse die Ausschüttung von Kortisol und stimuliert direkt den Sym-

pathikus. Das von den sympathischen Neuronen ausgeschüttete Acetylcholin fördert 

ebenso wie Kortisol die Transkription der an der Katecholaminsynthese beteiligten En-

zyme. Dadurch wird insgesamt die Biosyntheseaktivität gesteigert [7, 9]. 

1.2.2 Steroidhormosynthese 

Im Kortex der Nebennieren (NNR = Nebennierenrinde) findet die Biosynthese der Stero-

idhormone statt, deren gemeinsame Ausgangssubstanz Cholesterin ist. Der Großteil des 

Cholesterins für die Synthese stammt aus LDL (Low Density Lipoprotein), es wird aber 

auch teilweise vor Ort neu synthetisiert [7, 9]. 

Über das Enzym Cholesterin-Desmolase wird die Bindung zwischen C-20 und C-22 ge-

trennt, es entsteht Pregnenolon. Pregnenolon ist das gemeinsame Prohormon aller Stero-

idhormone (siehe Abb. 2). Durch eine Vielzahl von Oxidationen und Hydroxylierungen 

entstehen aus Pregnenolon die verschiedenen Steroidhormone und ihre Zwischenstufen. 

Nahezu alle diese Reaktionen werden von Enzymen der Cytochrom P450-Familie kata-

lysiert [7, 9]. Dabei erfolgt in den Mitochondrien die Reaktion von Desoxykortisol zu 

Kortisol mittels der 11β-Hydroxylase (CYP11B1), sowie die Umwandlung von Korti-

kosteron zu Aldosteron. Letztere wird ausschließlich von der Aldosteronsynthase 

(CYP11B2) katalysiert (vgl. Abb. 2) [9, 10]. Die histologische Schichteneinteilung der 

Nebennierenrinde (vgl. Abschnitt 1.1) korreliert auch mit deren Funktion. So werden in 

der äußersten Schicht, der Zona glomerulosa, die Mineralokortikoide gebildet, deren 

wichtigster Vertreter Aldosteron ist. Die Glukokortikoide mit dem wichtigsten Vertreter 

Kortisol werden hingegen hauptsächlich in der Zona fasciculata synthetisiert. In der innen 

liegenden Zona reticularis erfolgt dann vorwiegend die Bildung von Androgenen, insbe-

sondere Androstendion und Dehydroepiandrosteron (DHEA) [7, 9]. In jüngeren Studien 

zeigte sich, dass bei erwachsenen Menschen die Aldosteron produzierenden Zellen zu-

nehmend in Form einzelner Cluster vorliegen und nicht als kontinuierliche Zellschicht 

[11, 12]. 



1 Einleitung 

4 

 

 

ABB. 2 ÜBERBLICK ÜBER DIE STEROIDHORMONSYNTHESE 

Eigene Darstellung nach [7, 9, 13]. Hervorgehoben sind die Aldosteronsynthase (CYP11B2) und 

die 11β-Hydroxylase (CYP11B1). 

Da sich die Struktur aller Steroidhormone von Cholesterin ableitet, sind diese lipophil 

und können somit die Zellmembran überwinden. Intrazellulär bilden sie einen Komplex 

mit den passenden Rezeptoren und beeinflussen direkt im Zellkern die Transkription. Ne-

ben diesem langfristigen Effekt werden auch kurzfristige Effekte beobachtet, wie die di-

rekte Aktivierung von Ionenkanälen und Kinasen, beispielsweise durch Aldosteron in-

nerhalb weniger Minuten [9]. 

1.2.3 Wirkung und Regulation der Glukokortikoide 

Die Biosynthese der Glukokortikoide, mit Kortisol als ihren wichtigsten Vertreter, unter-

liegt einer strengen Regulation über die Hypothalamus-Hypophyse-Nebennierenachse. 

Durch Ausschüttung von CRH (Kortikotropin-Releasing-Hormon) und auch ADH (Anti-

diuretisches Hormon) des Hypothalamus wird die Freisetzung von ACTH (Kortikotropin) 

aus dem Hypophysenvorderlappen stimuliert. ACTH hingegen fördert in der Zona fasi-

culata der Nebennierenrinde Synthese und Sekretion von Kortisol. Über einen negativen 

Feedback-Mechanismus hemmt das freigesetzte Kortisol wiederum die CRH- und 

ACTH-Sekretion in Hypothalamus und Hypophyse (siehe Abb. 3) [3, 7]. 
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ABB. 3 REGULATION DER KORTISOLSYNTHESE 

Eigene Darstellung nach [5, 7, 9] Die Ausschüttung von CRH stimuliert die ACTH-Sekretion, 

diese wiederum wirkt stimulierend auf die Kortisol-Sekretion. Über einen negativen Feedback-

Mechanismus wird durch Kortisol die Ausschüttung von CRH und ACTH gehemmt. CRH = Kor-

tikotropin-Releasing-Hormon, ADH = Antidiuretisches Hormon, ACTH = Adrenokortikotropes 

Hormon 

CRH wird unter Stressfreiheit pulsatil ausgeschüttet, wobei in den frühen Morgenstunden 

die Puls-Amplitude am höchsten ist. Hierdurch variieren auch die Plasmakortisolspiegel, 

welche typischerweise in den frühen Morgenstunden am höchsten sind und im Laufe des 

Tages abnehmen. Unter körperlichen oder psychischem Stress wird die Kortisolausschüt-

tung bis auf das Zehnfache gesteigert, u.a. durch den stimulierenden Einfluss der Kate-

cholamine auf die ACTH-Sekretion der Hypophyse [5, 7, 9]. 

Im adulten Organismus wirkt Kortisol als „Stresshormon“, es bindet an intrazelluläre Re-

zeptoren (vgl. Abschnitt 1.2.2) und stimuliert oder inhibiert direkt im Zellkern die Tran-

skription bestimmter Gene. Physiologisch wirken Glukokortikoide durch Hemmung der 

Proteinsynthese katabol, stimulieren die Lipolyse und die Glukoneogenese [7, 9]. Kor-

tisol hat ebenfalls eine hohe Affinität zu Mineralokortikoidrezeptoren, wird jedoch unter 

physiologischen Kortisolspiegeln durch die 11β-Dehydrogenase 2 in die inaktive Form 

Kortison umgewandelt, sodass die mineralokortikoide Wirkung von Kortisol vermindert 

ist. Bei langfristig erhöhten Kortisolspiegeln kommt es zu einer vermehrten 
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mineralokortikoiden Wirkung, sowie zu einer Umverteilung des peripheren Fettgewebes 

nach zentral und insgesamt zur Gewichtszunahme [7, 14, 15].  

 

1.2.4 Wirkung und Regulation der Mineralokortikoide 

Aldosteron ist der wichtigste Vertreter der Mineralokortikoide. Im Gegensatz zu der Kor-

tisolsynthese wird die Aldosteronsynthese kaum über die Hypothalamus-Hypophyse-Ne-

bennieren-Achse mittels ACTH gesteuert, sondern unterliegt hauptsächlich der Regula-

tion durch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) (siehe Abb. 4) [7, 10]. 

 

ABB. 4 ÜBERSICHT ÜBER DAS RENIN-ANGIOTENSIN-ALDOSTERON-SYSTEM 

Eigene Darstellung nach [7, 10, 13]. Angiotensin II wirkt inhibitorisch auf die Ausschüttung von 

Renin, welche durch Blutdruckabfall, geminderte Nierendurchblutung und Katecholamine 

stimuliert wird. RR = Blutdruck („Riva-Rocci“), ACE = Angiotensin-Converting-Enzyme, 

ADH = Anti-diuretisches Hormon 

Renin wird in den Zellen des juxtaglomerulären Apparates der Niere gebildet und fungiert 

als Protease, die aus Angiotensinogen das Angiotensin I abspaltet. Dieses wird durch eine 

weitere Protease, das Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE), in Angiotensin II umge-

wandelt. Angiotensin II erhöht direkt das Extrazellularvolumen indem es die Natrium-

Resorption im proximalen Tubulus stimuliert und steigert durch Vasokonstriktion den 
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Blutdruck. Außerdem wird durch Angiotensin II die Aldosteron-Sekretion in der Zona 

glomerulosa der Nebennieren gefördert (siehe Abb. 4). Inhibiert wird die Aldosteronfrei-

setzung hingegen von einer niedrigen Kaliumkonzentration im Blut und durch das atriale 

natriuretische Peptid (ANP). ANP wird in den Vorhöfen des Herzens bei erhöhtem zent-

ralvenösem Druck gebildet, hemmt neben der Aldosteron- auch die Renin-, ADH- und 

ACTH-Sekretion und wirkt gefäßerweiternd [1, 3, 5, 7]. 

Aldosteron wirkt als Steroidhormon über intrazelluläre Rezeptoren. Der Mineralokor-

tikoidrezeptor bildet bei Bindung einen Komplex mit Aldosteron und diffundiert als sol-

cher in den Zellkern, wo er als Transkriptionsfaktor wirkt. Diese „genomische Wirkung“ 

tritt erst nach einer Latenzzeit von etwa 30 bis 60 Minuten auf, da erst nach Beeinflussung 

der Transkription die veränderte Proteinsynthese erfolgt. Durch verstärkte Expression der 

serum- and glucocorticoide-inducible kinase (SGK) wird der Abbau der Na+/K+-ATPase, 

sowie von Natrium- (ENaC = Epithelial Natrium Channel) und Kaliumkanälen 

(ROMK = Renal Outer Medullary Potassium Channel) gehemmt. Zusätzlich wird die 

Synthese von ENaC, ROMK und der Na+/K+-ATPase auch direkt durch Aldosteron ge-

steigert. Insgesamt führt die genomische Wirkung dadurch zu einer vermehrten Ausschei-

dung von Kaliumionen, während gleichzeitig die Natriumionenrückresorption gesteigert 

wird (vgl. Abb. 4). Die gesteigerte Resorption von Na+-Ionen führt wiederum zu einer 

stärkeren Wasserresorption, wodurch das Plasmavolumen gesteigert wird. Durch eine 

ebenfalls vermehrte Expression und Einbau der H+-ATPase kommt es außerdem zu einer 

gesteigerten Ausscheidung von Protonen und NH4
+ [7, 9, 16]. Neben der verzögerten, 

genomischen Wirkung von Aldosteron gibt es auch „nicht-genomische“ Mechanismen, 

die binnen weniger Minuten wirken. Durch vermehrte Phosphorylierung der genannten 

Ionentransportproteine wird auch kurzfristig die Resorption von Na+- und Sekretion von 

K+- und H+-Ionen gesteigert [7, 9]. Aldosteronrezeptoren finden sich ebenfalls in Herz, 

Gefäßendothel und im ZNS. So steigert Aldosteron den Salzappetit und verstärkt das kar-

diale Remodeling, sprich eine Hypertrophie und Fibrose des Myokards. Im Gefäßsystem 

erhöht Aldosteron die Empfindlichkeit für Katecholamine, was zu einer Vasokonstriktion 

führt [7, 15, 17, 18]. 

Zusammengefasst hat Aldosteron eine blutdrucksteigernde Wirkung durch die vermehrte 

Resorption von Natriumionen und Wasser und die Sensibilisierung für Katecholamine. 
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Gleichzeitig wird durch Aldosteron auch die Ausscheidung von Kalium-ionen und Pro-

tonen gesteigert [7, 15]. 

1.3 Primärer Hyperaldosteronismus 

Zu den häufigsten Ursachen einer sekundären Hypertonie zählt der Hyperaldosteronis-

mus [19]. Während der sekundäre Hyperaldosteronismus durch eine Überaktivierung des 

RAAS (vgl. Abb. 4), zum Beispiel im Rahmen einer Nierenarterienstenose oder chroni-

schen Niereninsuffizienz zustande kommt, liegt beim primären Hyperaldosteronismus 

(PHA) eine autonome, vom RAAS entkoppelte, Aldosteronsekretion vor (vgl. Ab-

schnitt 1.3.3) [14, 19]. 

1.3.1 Historie und Klassifikation 

Die erste Beschreibung des primären Hyperaldosteronismus stammt von dem amerikani-

schen Endokrinologen Jerome W. Conn, der 1955 von einer 34-jährigen Patientin berich-

tete, die unter einer ausgeprägten arteriellen Hypertonie, Muskelkrämpfen und Parästhe-

sien litt. Conn gelang es, neben einer Hypernatriämie, Hypokaliämie und metabolischen 

Alkalose, eine erhöhte Aldosteron-Konzentration im Urin der Patientin festzustellen, 

weshalb er die Erkrankung als primären Hyperaldosteronismus bezeichnete. Als Ursache 

des erhöhten Aldosteronspiegels konnte ein Nebennierenadenom gefunden werden; spä-

ter wurde dieses Krankheitsbild als Conn-Syndrom bekannt [20]. 

Als häufige Ursache des primären Hyperaldosteronismus kommt neben Aldosteron pro-

duzierenden Adenomen (APA) auch eine idiopathische bilaterale Hyperplasie der Neben-

nierenrinde (IHA = idiopathischer Hyperaldosteronismus) vor (siehe Abb. 5). Unterschie-

den werden weiter seltenere Ursachen, wie Aldosteron produzierende Karzinome, unila-

terale Hyperplasien und der familiäre Hyperaldosteronismus. Beim familiären Hyperal-

dosteronismus werden drei verschiedene Typen unterschieden, die allesamt autosomal-

dominant vererbt werden [10, 14, 21, 22]. 
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ABB. 5 SCHEMATISCHER VERGLEICH DER HÄUFIGEN URSACHEN EINES PHA 

Eigene Darstellung. Aldosteron-produzierende Areale sind orange dargestellt. 

Weiterhin werden normokaliämische und hypokaliämische Verläufe unterschieden. Ins-

besondere bei Aldosteron produzierenden Adenomen kommt es häufiger zur klassischen 

Conn-Trias aus Hypokaliämie, arterieller Hypertonie und metabolischer Alkalose; insge-

samt sind aber normokaliämische Verläufe deutlich häufiger [10, 14, 23, 24]. 

1.3.2 Epidemiologie 

Etwa jeder dritte Europäer leidet an arterieller Hypertonie. Mit zunehmendem Alter und 

Adipositas steigt die Prävalenz erheblich, durch die oft langjährige Symptomfreiheit gibt 

es zudem eine hohe Dunkelziffer an nicht-behandelten Hypertonikern [14, 15]. Circa 

90 % aller Hypertoniker leiden an einer primären, „essentiellen“ Hypertonie, bei nur ca. 

10 % der Betroffenen liegen der Hypertonie sekundäre Ursachen zugrunde, wie ein 

Schlafapnoe-Syndrom, eine renale oder endokrine Hypertonie oder auch eine Vaskulitis 

[14, 15]. Während die Rolle des primären Hyperaldosteronismus lange Zeit unterschätzt 

wurde, zeigte sich in den letzten Jahren, dass insbesondere die normokaliämische 
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Verlaufsform häufiger ist, als bisher angenommen. Aktuelle Schätzungen gehen von ei-

ner Prävalenz des normokaliämischen PHA von 5-10 % aller Hypertoniker aus. Somit ist 

der normokaliämische PHA die häufigste Ursache einer sekundären Hypertonie. Insbe-

sondere bei therapierefraktärer Hypertonie, jungem Erkrankungsalter und sogenannten 

Non-Dippern (nächtlicher Blutdruckabfall um weniger als 10 %) sollte nach einer sekun-

dären Hypertonieform gesucht werden [14, 25-27]. 

Häufigste Ursache eines primären Hyperaldosteronismus ist die idiopathische bilaterale 

Hyperplasie der Aldosteron-produzierenden Zellen der Nebennierenrinde (vgl. Abb. 5); 

sie liegt in etwa ⅔ der Fälle vor und verläuft meist milder. Bei etwa einem Drittel der 

Betroffenen liegt ein endokrin aktives Adenom der Nebennierenrinde vor (vgl. Abb. 5) 

[14, 15, 26, 27]. 

1.3.3 Genexpression, Symptomatik und Pathogenese 

Die Aldosteronsynthase ist das Schlüsselenzym der Aldosteronproduktion (vgl. Abb. 2), 

sie wird ausschließlich in Aldosteron produzierenden Zellen exprimiert [7, 9, 11]. Eine 

deutlich gesteigerte Expression des für die Aldosteronsynthase codierenden CYP11B2-

Gens (siehe Abschnitt 1.2.2), findet sich sowohl in Aldosteron sezernierenden Adeno-

men, als auch bei der idiopathischen Hyperplasie. Insbesondere beim APA findet sich 

meistens eine deutlich erhöhte CYP11B2-Expression, trotz dauerhaft erniedrigter Renin-

spiegel. Da die kontralaterale Nebenniere beim APA weiterhin der Regulation durch das 

RAAS unterliegt (vgl. Abb. 4) wird die Expression der Aldosteronsynthase dort durch die 

kontinuierlich erhöhten Hormonspiegel supprimiert (siehe auch Abb. 5) [11, 12, 28-31]. 

In der ersten Beschreibung des PHA von Jerome Conn diagnostizierte dieser bei seiner 

34-jährigen Patientin eine deutliche arterielle Hypertonie, Hypokaliämie und metaboli-

sche Alkalose. Die Patientin klagte über Muskelschwäche und periodische Spasmen der 

Hände und Parästhesien [20]. Diese Symptome und die sogenannte „Conn-Trias“, aus 

arterieller Hypertonie, Hypokaliämie und Hypernatriämie, lassen sich durch die Wirkung 

von Aldosteron erklären (siehe Abschnitt 1.2.4). Aldosteron erhöht den Blutdruck durch 

Erhöhung des Plasmavolumens und gesteigerte Katecholaminempfindlichkeit. Die Stei-

gerung der Sekretion von Kalium und Protonen in den Urin führt wiederum zu 
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Hypokaliämie und zur metabolischen Alkalose. Typische Symptome einer Hypokaliämie 

sind Muskelschwäche und Adynamie, aber auch EKG-Veränderungen, Polyurie und Po-

lydipsie. Durch den Verlust von Protonen steigt der pH-Wert, was zu Parästhesien, Mus-

kelzittern und Tetanie führen kann [14, 15]. 

Patienten, die an einem primären Hyperaldosteronismus leiden, zeigen eine stärkere Mor-

bidität als Vergleichsgruppen mit ähnlichen Blutdruckwerten, gleichem Alter und Ge-

schlecht. Dies betrifft vor allem hypokaliämische PHA-Fälle, deren kardiovaskuläre Mor-

bidität noch über der der normokaliämischen Patienten liegt [17, 32, 33]. Die Prävalenz 

kardiovaskulärer Komplikationen, wie Angina pectoris, Vorhofflimmern und Myokardi-

nfarkte, lag in einer Studie des deutschen Conn-Registers bei hypokaliämischen PHA-

Patienten bei 30,5 %, bei normokaliämischen hingegen bei 20,6 % [17]. Neben den kar-

diovaskulären Komplikationen ist bei PHA-Patienten auch die zerebrovaskuläre Morbi-

dität erhöht, bei essenziellen Hypertonikern liegt die Prävalenz bei 3,4 %, während sie 

bei PHA-Patienten auf 12,9 % ansteigt [34]. Interessanterweise korrelieren hohe Aldoste-

ronspiegel auch mit Auftreten und Schweregrad einer Schlafapnoe und Niereninsuffizi-

enz [17, 34, 35]. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass unter gezielter Therapie des 

primären Hyperaldosteronismus (siehe Abschnitt 1.3.5) das kardiovaskuläre Risiko wie-

der auf das Niveau essentieller Hypertoniker sinkt [17, 32, 36].  

1.3.4 Diagnostik und Subtypendifferenzierung 

Insbesondere therapierefraktäre Verläufe und ein junges Erkrankungsalter sollten bei Hy-

pertonikern an sekundäre Hypertonieformen denken lassen. Da der PHA eine der häu-

figsten Ursachen einer sekundären Hypertonie darstellt (siehe oben), sollte ein Screening 

stets auch die Bestimmung des Aldosteron-Renin-Quotienten umfassen (siehe unten). 

Weitere Indikationen für ein Screening auf PHA sind bekannte „Inzidentalome“ der Ne-

benniere, die bei ca. 3 % der 50-Jährigen vorliegen [37, 38] (siehe auch Abschnitt 1.3.4.2) 

und das Auftreten von arterieller Hypertonie oder Schlaganfällen bei nahen Verwandten 

vor dem 50. Lebensjahr [27, 39, 40]. Die früher häufig praktizierte Bestimmung des Se-

rum-Kaliums hat eine zu geringe Sensitivität, da meist die normokaliämische Variante 

des PHA vorliegt [23, 26]. Dennoch sollte eine Hypokaliämie bei Patienten mit Bluthoch-

druck natürlich stets an einen Hyperaldosteronismus denken lassen [27, 39-41]. Aufgrund 
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der hohen Prävalenz des PHA bei Hypertonikern und der erhöhten Morbidität (siehe Ab-

schnitt 1.3.3) wird teilweise schon gefordert, alle Patienten mit Bluthochdruck auf das 

Vorliegen eines primären Hyperaldosteronismus zu screenen [42]. 

 

ABB. 6 ÜBERSICHT ÜBER DAS DIAGNOSTISCHE VORGEHEN BEI VERDACHT AUF EINEN PHA 

Eigene Darstellung nach [14, 24, 33] PHA = primärer Hyperaldosteronismus, NNR = Nebennie-

renrinde 

Für die Bestimmung der Aldosteron-Renin-Ratio (ARR) wird der Quotient aus der Al-

dosteronkonzentration in Plasma oder Serum und der Reninkonzentration im Plasma ge-

bildet. Vor dem Screening mittels ARR sollten Medikamente, die das RAAS beeinflus-

sen, abgesetzt werden, sofern der Zustand der Patienten dies zulässt. Dazu zählen Al-

dosteron-Rezeptor-Antagonisten, wie Spironolacton und Eplerenon, Kalium-sparende 

Diuretika, wie Triamteren und Amilorid, β-Blocker, sowie Serotonin-Reuptake-Inhibito-

ren. Ebenso sollte auf den Verzehr von Lakritz verzichtet werden, da übermäßiger Lak-

ritz-Konsum durch die Inhibition der 11β-Dehydrogenase eine vermehrte Stimulation der 

Aldosteronrezeptoren durch Kortisol bewirken kann (vgl. Abschnitt 1.2.3) [14, 43]. Die 

Abnahme muss morgens in sitzender Position und in Ruhe erfolgen. Zur Interpretation 

der Aldosteron-Renin-Quotienten müssen stets die spezifischen Normwerte des analysie-

renden Labors genutzt werden. Auffällige Screening-Untersuchungen werden zunächst 

wiederholt; zeigt sich auch hier ein erhöhter Quotient, so muss die Diagnose mittels 
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Bestätigungstests verifiziert werden. Als Goldstandard für die Diagnosesicherung gilt der 

Fludrokortison-Hemmtest, welcher jedoch sehr aufwendig ist und unter stationären Be-

dingungen durchgeführt werden sollte [14, 33, 44]. Beim Fludrokortison-Hemmtest wird 

der negative Feedback-Mechanismus des RAAS ausgenutzt (siehe Abb. 4). Beim Gesun-

den sinkt nach wiederholter Gabe von Fludrokortison die Aldosteronkonzentration auf 

weniger als 50 ng/l, Werte über 60 ng/l bestätigen den PHA [14]. Häufiger erfolgt die 

Diagnosesicherung in der Praxis über den Kochsalzbelastungstest. Hierbei erhält der Pa-

tient über 4 Stunden 2 Liter 0,9 %iger NaCl-Lösung intravenös, liegt die Aldosteronkon-

zentration danach über 50 ng/l, so gilt die Diagnose als gesichert. Herz- und Niereninsuf-

fizienz oder Herzrhythmusstörungen sind relative Kontraindikationen für den Kochsalz-

belastungstest [14, 15]. Als weitere Alternative kann ein Captopriltest durchgeführt wer-

den, bei dem zur Diagnostik versuchsweise ein ACE-Hemmer gegeben wird. Nach Si-

cherung der Diagnose PHA sollte immer eine Subtypendifferenzierung (vgl. Abb. 5) er-

folgen, da sich die Therapie von Aldosteron produzierenden Adenomen und der idiopa-

thischen bilateralen Hyperplasie grundlegend unterscheidet (siehe Abschnitt 1.3.5) [14, 

33, 44]. Hierfür wird zunächst eine Schnittbildgebung mittels Dünnschicht-CT oder MRT 

vorgenommen. Aufgrund der hohen Rate von Inzidentalomen der Nebennierenrinde 

reicht die CT- oder MRT-Diagnostik allerdings nicht alleine zur Subtypendifferenzierung 

aus. Erschwerend kommt hinzu, dass die Adenome der Nebennierenrinde oftmals weni-

ger als 5 mm Durchmesser haben und somit auch von modernen Geräten leicht übersehen 

werden können [24, 33, 40]. Daher folgt einem Nachweis eines unilateralen Nebennie-

rentumors stets die weitere Abklärung mittels Orthostasetest und/oder seitengetrennter 

Katheterisierung der Nebennierenvenen (siehe Abb. 7 und Abschnitt 1.3.4.1) [33, 37]. 
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ABB. 7 ÜBERBLICK ÜBER DIE SUBTYPENDIFFERENZIERUNG BEI GESICHERTEM PHA 

Eigene Darstellung nach [33, 37, 41, 45] 

Bei Nachweis einer einseitigen Raumforderung wird zunächst ein Orthostasetest durch-

geführt. Hierfür wird bei dem Patienten zunächst morgens in Ruhe die Renin-, Aldoste-

ron- und Kortisol-Konzentration bestimmt und erneut nach zwei- bis vierstündiger Or-

thostase. Physiologisch kommt es durch die Orthostase zu einer Aktivierung des RAAS 

und somit zu einer Angiotensin-II-vermittelten Aldosteronsekretion. Während bei der idi-

opathischen bilateralen Hyperplasie meist noch ein Anstieg über mindestens 30 % des 

Ausgangswertes messbar ist, ist die Mehrzahl der Aldosteron produzierenden Adenome 

völlig von der RAAS-Regulation entkoppelt – es kommt zu keinem relevanten Anstieg 

der Aldosteronkonzentration oder sogar zu einem Abfall. Die Bestimmung der Kortisol-

Konzentration dient dem Ausschluss einer ACTH-vermittelten Stimulation der Aldoste-

ronsekretion. Da aber auch etwa jedes dritte Conn-Adenom noch auf Angiotensin II rea-

giert, kann ein Anstieg des Aldosterons im Orthostasetest ein APA nicht ausschließen, 

sondern nur bestätigen [14, 32, 33]. Goldstandard zur Subtypendifferenzierung des pri-

mären Hyperaldosteronismus ist die selektive Katheterisierung der Nebennierenvenen 

mit seitengetrennter Messung von Aldosteron und Kortisol (siehe Abschnitt 1.3.4.1); sie 

sollte bei allen unklaren Fällen erfolgen, sofern eine operative Therapie prinzipiell mög-

lich und gewünscht ist [24, 32, 33]. 
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1.3.4.1 Nebennierenvenenkatheter 

Die selektive Blutentnahme aus beiden Nebennierenvenen (AVS = Adrenal Vein Samp-

ling) stellt derzeit den Goldstandard der Subtypendiagnostik dar. Über einen venösen Zu-

gang, zum Beispiel der Vena femoralis, wird unter Durchleuchtung ein Katheter in beide 

Nebennierenvenen vorgeschoben und Blut aus beiden Venae suprarenalis, der Vena cava 

superior und der Vena cava inferior entnommen. Im Anschluss erfolgt aus allen Blutpro-

ben die Bestimmung der Aldosteron- und Kortisolkonzentration. Liegt der Kortisolspie-

gel der Nebennierenvenen 2-3fach über dem der Vena cava, so kann von einer korrekten 

Platzierung des Katheters ausgegangen werden. Diese gestaltet sich insbesondere bei der 

rechten Vena suprarenalis sehr schwierig, da sie direkt in die Vena cava inferior mündet 

(siehe Abschnitt 1.1) [46]. Im Anschluss wird für alle vier Lokalisationen der Quotient 

aus Aldosteron und Kortisol gebildet. Zeigt sich zwischen den beiden Nebennierenvenen 

ein Gradient über 3, so liegt eine einseitige Erhöhung vor und es kann von einem APA 

ausgegangen werden. Ein Gradient unter 3 spricht hingegen für eine bilaterale Hyperpla-

sie der Aldosteron produzierenden Zellen. Gelingt nur die einseitige Katheterisierung ei-

ner Nebennierenvene, so kann von einem kontralateralen APA ausgegangen werden, 

wenn der Aldosteron-Kortisol-Quotienten der katheterisierten Nebennierenvene unter 

dem der Vena cava inferior liegt [32, 33, 40, 47].  

Die Katheterisierung der Nebennierenvenen zur Subtypendifferenzierung ist ein äußerst 

komplexes Verfahren, das zudem mit einer teilweise hohen Strahlenbelastung für Patien-

ten und Untersucher einhergeht[48]. Maßnahmen wie standardisierte Untersuchungsab-

läufe und die Einführung schneller Kortisolassays können die Rate an erfolgreichen 

Durchführungen zwar erhöhen [32, 46], wichtigster Faktor ist jedoch die Erfahrung des 

Untersuchers. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Er-

folgsrate deutlich steigt, sondern auch die Rate an Komplikationen drastisch abnimmt, 

wenn das Verfahren in Zentren mit großen Fallzahlen durchgeführt wird. Dies hat aller-

dings zur Folge, dass es aktuell nur wenige Zentren gibt, in denen die Diagnostik via AVS 

angeboten wird. Wichtigste Komplikation bei der Katheterisierung der Nebennierenve-

nen ist eine Ruptur der katheterisierten Vene. Als Folge kann es zu Einblutungen der 

Nebenniere kommen und die Durchführung späterer Operationen erschwert werden [32, 

49-51]. Interessanterweise verhält sich die Rate an Nebennierenvenenrupturen 
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antiproportional zur Anzahl durchgeführter AVS des Untersuchers [49]. Uneinigkeit be-

steht nach wie vor darüber, ob die Durchführung einer ACTH-Stimulation sinnvoll ist 

und falls ja, welche Dosierung und Applikationsform genutzt werden sollte [46, 49, 51].  

1.3.4.2 Spezifische Nebennierenbildgebung 

Trotz der Nachteile des Nebennierenvenenkatheters gilt dieser nach wie vor als Goldstan-

dard in der Subtypendifferenzierung des primären Hyperaldosteronismus. Die starke Un-

tersucherabhängigkeit, die Strahlenbelastung [48], die Invasivität und die seltene Verfüg-

barkeit des selektiven Nebennierenvenenkatheters wecken aber den Wunsch nach einer 

Alternative für die Subtypendifferenzierung. Die klassische Schnittbildgebung mittels CT 

oder MRT ist zwar Teil der diagnostischen Kaskade des PHA, reicht aber zur sicheren 

Differenzierung zwischen Aldosteron produzierenden Adenomen und der idiopathischen 

bilateralen Hyperplasie nicht aus. Hormonproduzierende Adenome können bildmorpho-

logisch nicht von häufig auftretenden, endokrin inaktiven Inzidentalomen unterschieden 

werden, kleine Adenome können übersehen werden [32, 50, 52]. Zur Unterscheidung 

zwischen benignen und malignen Nebennierentumoren kann ergänzend zur Schnittbild-

gebung ein [18F]FDG-PET (Fluordesoxyglukose-Positronen-Emissions-Tomographie) 

durchgeführt werden. FDG reichert sich als Strukturanalogon von Glukose in Geweben 

mit hoher metabolischer Aktivität an und kann somit Neoplasien detektieren. Da es aber 

nicht gewebespezifisch bindet, kann mittels [18F]FDG-PET nicht zwischen Metastasen 

anderer Tumore und adrenalen Herden unterschieden werden [53]. 

In den 80er Jahren wurde bei der Gabe des Hypnotikums Etomidat eine Inhibition von 

Nebennierenrindenenzymen beobachtet [54-56]. Aufgrund dieser Erfahrung wurden auf 

Basis von Etomidat Tracer synthetisiert, die spezifisch an die adrenalen Enzyme 

CYP11A1, CYP11B1 und CYP11B2 binden und somit sehr gut zwischen Tumoren der 

Nebennierenrinde, Phäochromozytomen und Metastasen eines anderen Organs differen-

zieren können [53, 57]. Es konnte gezeigt werden, dass mittels [11C]Metomidat-PET auch 

kleine APAs nachgewiesen werden konnten. Prinzipiell ist der Uptake von [11C]Metomi-

dat in Conn-Adenomen größer als in inaktiven Inzidentalomen, sodass es als ergänzende 

Diagnostik in Betracht gezogen werden kann. Ein großer Nachteil am [11C]Metomidat-

PET ist jedoch die geringe Halbwertszeit von [11C] von nur ca. 20 Minuten. Ein Transport 
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des Tracers in andere Kliniken ist somit unmöglich, weshalb die Technik nur in Kliniken 

mit eigenem Zyklotron durchgeführt werden kann [53, 58, 59]. [123I]Iodmetomidat 

([123I]IMTO), ein weiteres Etomidat-Derivat löst dieses Problem. Es bindet ebenfalls spe-

zifisch an die Aldosteronsynthase und die 11β-Hydroxylase, [123I] hat aber eine Halb-

wertszeit von ca. 13 Stunden, wodurch der Tracer auch gut transportiert werden kann. 

Nachteil des [123I]IMTO-SPECT ist die schlechtere Auflösung im Vergleich zum PET, 

wodurch kleinere Läsionen übersehen werden können [53, 60, 61]. Zur Zeit wird außer-

dem an [124I]IMTO geforscht, einem weiteren möglichen PET-Tracer mit einer nochmals 

längeren Halbwertszeit von etwa zwei Tagen [62]. Außerdem wurde ein weiteres Derivat, 

[131I]IMTO im Rahmen von Studien bereits erfolgreich in der Therapie von Nebennieren-

karzinomen (ACC = Adrenokortikales Karzinom) eingesetzt [63].  

Allen auf Metomidat-basierenden Bildgebungen ist jedoch gemein, dass ihre Einsatzmög-

lichkeiten beim primären Hyperaldosteronismus begrenzt sind. Durch die Bindung so-

wohl an die 11β-Hydroxylase als auch an die Aldosteronsynthase kann zwar zwischen 

adrenokortikalem und anderem Gewebe differenziert werden, es ist aber nicht möglich, 

zwischen der Expression von CYP11B1 und CYP11B2 zu unterscheiden. Da sich gezeigt 

hat, dass viele hormoninaktive Inzidentalome eine 11β-Hydroxylase-Expression aufwei-

sen, ist es somit nicht möglich, ein APA mit Tracern aus Metomidat-Derivaten sicher 

nachzuweisen [59, 64-67]. Hierfür wäre beispielsweise ein Tracer notwendig, der aus-

schließlich an die Aldosteronsynthase bindet und somit lediglich Aldosteron produzie-

rende Zellen nachweist. Ein potenter Inhibitor der Aldosteronsynthase zeigte hier bereits 

vielversprechende Ergebnisse [68]. Aufgrund der großen strukturellen Ähnlichkeit von 

CYP11B1 und CYP11B2 ist die Entwicklung eines selektiven Aldosteronsynthase-Inhi-

bitors (siehe auch Abschnitt 1.3.5.1) jedoch sehr schwierig und Gegenstand aktueller For-

schung [69-72]. Ein weiterer interessanter Ansatz ist die Nutzung eines [68Ga]Pentixafor-

PET. [68Ga]Pentixafor bindet spezifisch an dem CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 

(CXCR4), dieser wird in vielen Gewebearten exprimiert und findet sich insbesondere 

auch in vielen Tumoren. Es konnte nachgewiesen werden, dass APA eine hohe Expres-

sion an CXCR4 aufweisen, während endokrin inaktive Nebennieren-Tumoren allenfalls 

eine schwache Expression zeigten. Erste Versuche einer Bildgebung mit [68Ga]Pentixafor 

bei APA-Patienten waren bereits erfolgreich, sodass es sich hierbei um ein gutes 
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diagnostisches Mittel in der PHA-Diagnostik handeln könnte. Da jedoch auch die nor-

male Nebenniere eine hohe CXCR4-Expression aufweist, könnte die Sensitivität der 

[68Ga]Pentixafor-PET Bildgebung eingeschränkt sein [65]. 

1.3.5 Therapie  

Die zielgerichtete Therapie des PHA ist von großer Bedeutung, da PHA-Patienten einer-

seits oftmals nur schlecht auf die klassische antihypertensive Therapie ansprechen (vgl. 

Abschnitt 1.3.4), und andererseits unter einer erhöhten Morbidität im Vergleich zu essen-

tiellen Hypertonikern leiden (vgl. Abschnitt 1.3.3) [17, 32, 33]. Die Therapieansätze sind 

dabei abhängig vom jeweiligen Subtyp [14]. 

Bei Aldosteron produzierenden Adenomen ist insbesondere bei jüngeren Patienten eine 

laparoskopische Adrenalektomie der langfristig erfolgreichere therapeutische Ansatz. 

Hierdurch kann in bis zu 80 % der Fälle der Blutdruck normalisiert werden und auch eine 

bestehende Hypokaliämie (die bei APA gehäuft auftritt) bessert sich in der Regel. Durch 

eine Suppression der kontralateralen Aldosteronproduktion wegen der durch das Adenom 

erhöhten Hormonspiegel kann es postoperativ zu einem passageren Hypoaldosteronismus 

kommen, der durch Substitution mit Fludrocortison therapiert wird. Durch präoperative 

Behandlung mit Mineralokortikoid-Rezeptor-Antagonisten (MRA), wie z.B. Spironolac-

ton, wird das Auftreten eines postoperativen Hypoaldosteronismus verringert [14, 24, 32, 

33]. 

Patienten mit einer idiopathischen bilateralen Hyperplasie der Zona glomerulosa sollten 

medikamentös therapiert werden, da eine einseitige Adrenalektomie kaum erfolgsver-

sprechend ist. Als wichtigste Substanzklasse gelten hierbei die Mineralokortikoid-Rezep-

tor-Antagonisten, wie Spironolacton. MRA lindern die rezeptorvermittelten Symptome 

des Aldosteronexzesses, haben aber keinen Einfluss auf die nicht-rezeptorvermittelten 

Effekte. In bis zu 10 % der Fälle tritt unter Behandlung mit Spironolacton eine Gynäko-

mastie auf, es kommt außerdem zu erektiler Dysfunktion bei männlichen und Zyklusstö-

rungen bei weiblichen Patienten. Als Alternative kann Eplerenon verabreicht werden, 

dieses ist aber teurer, benötigt höhere Dosierungen und ist derzeit noch nicht für die The-

rapie des PHA zugelassen [14, 24, 32, 33, 40, 73]. Reicht die Therapie mit MRA nicht 
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aus, so kann die Gabe von ACE-Inhibitoren sinnvoll sein. Unter MRA-Therapie entfällt 

das negative Feedback auf das RAAS (siehe Abschnitt 1.2.4 und Abb. 4), wodurch es zu 

einer gesteigerten Konzentration von Angiotensin II kommen kann. ACE-Inhibitoren 

hemmen die Umwandlung von Angiotensin I in Angiotensin II [19, 32, 40, 73]. Weiterhin 

können zur Behandlung einer Hypokaliämie kaliumsparende Diuretika und zur ergänzen-

den antihypertensiven Therapie Nifedipin eingesetzt werden [14, 32]. 

Derzeit wird intensiv an der Entwicklung von direkten Inhibitoren der Aldosteronsyn-

thase geforscht (siehe Abschnitt 1.3.5.1), die durch eine Hemmung der Aldosteronpro-

duktion neben den rezeptorvermittelten auch die nicht-rezeptorvermittelten Symptome 

bessern könnten [44, 74].  

1.3.5.1 Selektive Aldosteronsynthase-Inhibitoren  

Mineralokortikoid-Rezeptor-Antagonisten sind heute nicht nur fester Bestandteil in der 

Therapie des primären Hyperaldosteronismus, sondern auch in der der Herzinsuffizienz. 

Es konnte gezeigt werden, dass sich unter der Therapie mit MRA die Mortalität, Hospi-

talisierungsrate und Prognose der Patienten bessert [14, 24, 75]. Zu den rezeptorvermit-

telten Wirkungen von Aldosteron kommen jedoch auch Rezeptor-unabhängige Wirkun-

gen, die durch MRA nicht positiv beeinflusst werden können [32, 36, 70]. Zwar vermögen 

Renin-Antagonisten und ACE-Inhibitoren die Aldosteronkonzentration zu senken, es hat 

sich aber gezeigt, dass trotzdem relevante Mengen an Aldosteron produziert werden [74, 

76].  

Die große strukturelle Ähnlichkeit der Aldosteronsynthase und der 11β-Hydroxylase er-

schweren jedoch die Entwicklung eines selektiven Inhibitors, der nur die Aldosteron-, 

nicht aber die Kortisolsynthese hemmt [69-72]. Nachdem man Ende des letzten Jahrhun-

derts merkte, dass der Aromatasehemmer Fadrozol die Aldosteronsynthese hemmt [77], 

versuchte man dessen D-Enantiomer, FAD286, als selektiven Aldosteronsynthaseinhi-

bitor zu verwenden [77-79]. FAD286 schaffte es jedoch nie in klinische Studien, sodass 

erst die strukturell ähnliche Substanz LCI699 als erster oraler Aldosteronsynthaseinhi-

bitor an Patienten getestet wurde. Nach anfangs vielversprechenden Ergebnissen zeigte 

sich, dass die Spezifität für die Aldosteronsynthase doch zu gering ausgeprägt war und es 
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zu einer relevanten Suppression der Kortisolsynthese kam. Als Folge dessen wird derzeit 

wegen der starken Suppression der 11β-Hydroxylase sogar in klinischen Studien ein Ein-

satz von LCI699 in der Therapie des Cushing-Syndroms erforscht [80-82]. Neuere Sub-

stanzen wie BI 689648 oder Dihydro-Benzisoxazol-Verbindungen, zeigten erste vielver-

sprechende Ergebnisse. So wurde in einem Makaken-Affen-Modell für BI 689648 eine 

11.000fache in-vivo-Selektivität für die Aldosteronsynthase gegenüber der 11β-Hydro-

xylase beschrieben [82, 83]. Ob diese aussichtsreichen Substanzen auch in klinischen 

Studien ihre hohe Selektivität behalten, werden weitere Studien zeigen müssen. 
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2 Fragestellung und Ziel der Dissertation 

Gegenstand dieser Arbeit ist es, einen neuen, selektiven Inhibitor der Aldosteronsynthase 

zu finden, der als radiofluorierter PET-Tracer in der Differentialdiagnostik des primären 

Hyperaldosteronismus eingesetzt werden kann. Dies dient dem langfristigen Ziel, den 

problematischen Nebennierenvenenkatheter als Goldstandard in der Diagnostik des 

Conn-Syndroms abzulösen und eine einfache, ubiquitär verfügbare Alternative zu finden. 

Wie in Abschnitt 1.3.4.1 geschildert, geht die selektive Katheterisierung der Nebennie-

renvenen nicht nur mit einer hohen Strahlenbelastung der Patienten und Untersucher ein-

her, sondern ist, nicht zuletzt wegen der großen Untersucherabhängigkeit, nur in wenigen 

Zentren verfügbar. Da die PET-Diagnostik jedoch flächendeckend zur Verfügung steht, 

böte ein passender Tracer mit ausreichend langer Halbwertszeit, so auch außerhalb spe-

zialisierter Zentren die Möglichkeit einer Differenzierung zwischen Aldosteron produzie-

renden Tumoren und bilateralen Hyperplasien. 

Dafür wurden 11 Stoffe aus den Klassen der Naphthylpyridine, Cyanofluorphenylpyri-

dine und Trifluormethylfluorphenylpyridine, hinsichtlich folgender konkreter Fragen un-

tersucht: 

• Selektive Inhibition der Aldosteronsynthase in vitro und Einflüsse auf die gesamte 

Hormonsekretion der Nebennierenrinde, insbesondere jedoch auf die Funktion 

der 11β-Hydroxylase 

• In-vitro-Effekte auf adrenale Rattenenzyme im Zellkulturmodell, zur besseren 

Einordnung der nachfolgenden Ergebnisse in murinen in-vivo-Modellen 

• Selektive Inhibition der Aldosteronsynthase in vivo im teilhumanisierten Maus-

modell 

• Selektive Bindung radiofluorierter Inhibitoren an CYP11B2-exprimierende Regi-

onen in humanen Gewebeschnitten. Überprüfung der Ergebnisse anhand immun-

histochemischer Färbungen der Gewebeschnitte. 

Dies dient dem Ziel Substanzen zu finden, die selektiv an die Aldosteronsynthase binden 

und später in klinischen Studien zum Einsatz kommen können. 
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3 Materialien 

3.1 Geräte 

TAB. 1 ÜBERSICHT ÜBER DIE VERWENDETEN GERÄTE 

 

Geräte  Hersteller 

Analysewaage 120-4NM Kern ABJ 

Automatischer Zellzähler Countess II FL Thermo Fisher Scientific 

Brutschrank Serie C Binder 

Flüssigstickstofftank KGW 

Gefrierschrank  Therma Fisher Scientific 

Imageplate Reader CR 35 BIO Dürr Medical 

Immulite 2000 Siemens 

Kryostat CM 1850 Leica 

Kühlschrank gastroline Liebherr 

Kühlschrank Premium NoFrost Liebherr 

Magnetrührer MMS-3000 Biosan 

Magnetrührer RET basic IKA 

Mikroskop Axioskop 2 Zeiss 

Mikroskop PrimoVert Zeiss 

Multilabel Reader Victor³ PerkinElmer 

Pipetten (2,5 µl, 10 µl, 20 µl, 50 µl, 100 µl) Brand 

Pipettierhelfer accu-jet® pro Brand 

Repetitive Pipette HandyStep® electronic Brand 

Schüttler VTX-3000L Mixer Uzusio CLN Freising 

Sterilarbeitsbank MSC-Advantage Thermo Fisher Scientific 

Transferpette S Brand 

Trockenschrank T 5042 Heraeus 

Wasserbad Exatherm P5 electronic Julabo 

Zentrifuge Megafuge 1.0R Thermo Fisher Scientific 

Zentrifuge Mikro 200R Hettich 
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3.2 Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Antikörper, Zelllinien 

und Tiermodelle 

TAB. 2 ÜBERSICHT ÜBER DIE VERWENDETEN VERBRAUCHSMATERIALIEN 

 

Verbrauchsmaterialien  Hersteller 

Combitips Plus (10 ml) Eppendorf 

Deckgläschen Marienfeld 

Falcons (15 ml, 50 ml) Greiner 

Objektträger Superfrost Plus Thermo Fisher Scientific 

Pipettenspitzen mit und ohne Filter  Sarstedt 

Präzisions Dispenser Tips (12,5 ml, 25 ml, 50 ml) Brand 

Reaktionsgefäße (1 ml, 1,5 ml, 2 ml) Sarstedt 

Spritzen steril (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml) Becton Dickinson 

Zählkammer Countess Invitrogen 

Zellkulturflaschen Falcon (50 ml, 250 ml und 750 ml) Becton Dickinson 

Zellkulturplatten (steril) (6, 12 und 24 Wells) Costar 

 

TAB. 3 ÜBERSICHT ÜBER DIE VERWENDETEN CHEMIKALIEN 

 

Chemikalien Hersteller Konzentration 

Aceton Sigma-Aldrich Co. ≥99,5% 

Desoxykortikosteron Sigma-Aldrich Co. 5 mM 

Desoxykortisol Sigma-Adlrich Co. 5 mM 

Diaminobenzidin (DAB) Dako North America Inc.  

DMEM AQ Medium mit 

4500 mg/L Glucose, L-

Alanyl-L-Glutamin, Natri-

umpyruvat und Natriumbi-

karbonat 

Sigma-Aldrich Co.  

Entellan Merck KGaA  

Eosin G – wässrige Lösung Carl Roth GmbH + Co. KG 1% 
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Chemikalien Hersteller Konzentration 

Ethanol Sigma-Aldrich Co. ≥99,8% 

FCS (Fetales Kälberserum) Sigma-Aldrich Co.  

Genetecin Gibco 50 mg/ml 

Wasserstoffperoxid Merck KGaA  

Alaun-Hämatoxylin-Lösung 

(sauer nach Mayer) 

Carl Roth GmbH + Co. KG  

Human serum type AB 

(male) 

Sigma-Aldrich Co.  

ImmEdge Pen Vector Laboratories  

Insulin Lösung Sigma-Aldrich Co.  

Methanol Sigma-Aldrich Co.  

Natrium-Selenit Sigma-Aldrich Co. 4 µg/ml 

Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth GmbH + Co. KG 4 % in PBS 

PBS (Phosphate buffered 

saline) 

Sigma-Aldrich Co. 10 mM Phosphat 

Puffer; 2,7 mM Kali-

umchlorid; 137mM 

Natriumcholid 

RPMI -1640 Medium mit L-

Glutamin und Natriumbi-

karbonat 

Sigma-Aldrich Co.  

Transferrin Sigma-Aldrich Co. 10 mg/ml 

TRIS (Tris-hydroxymethyl-

aminomethan) pH 7,4 

Carl Roth GmbH + Co. KG 50 mM 

Trypanblau Sigma-Aldrich Co. 0,4 % 

Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich Co. 0,25 % Trypsin, 0,2 

% EDTA 

Tween 20 (Polysorbat 20) BioChemica  

Wasser, destilliert Fresenius Kabi AG  

Zeocin Invitrogen 100 mg/ml 
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TAB. 4 ÜBERSICHT ÜBER DIE VERWENDETEN MONOKLONALEN ANTIKÖRPER 

(vgl. Abschnitt 4.1.3) 

Antikörper Hersteller 

Rat Monoclonal Antibody hCYP11B1 The University of Missis-

sippi – Medical Center – 

Prof. Gomez-Sanchez  

Mouse Monoclonal Antibody hCYP11B2 The University of Missis-

sippi – Medical Center – 

Prof. Gomez-Sanchez 

AK-HRP (Horseradish-Peroxidase) konjugiert Dako North America Inc. 

Anti-CYP11B1-Antikörper Keio Universität Tokyo – 

Prof.  Kuniaki Mukai 

Anti-CYP11B2-Antikörper Keio Universität Tokyo – 

Prof.  Kuniaki Mukai 

 

TAB. 5 ÜBERSICHT ÜBER DIE VERWENDETEN ZELLLINIEN UND TIERMODELLE 

(vgl. Abschnitte 4.2 und 4.3) 

Zelllinien 

NCI-H295 

V79-CYP11B1 

V79-CYP11B2 

Y1-hsCYP11B1 

Y1-hsCYP11B2 

 

Tiermodelle Hersteller 

Humanisierte Mäuse: MRK0301 Taconic Biosciences 

 

3.3 Aldosteronsynthase-Inhibitoren und Tracer 

Für diese Arbeit wurden im Rahmen eine Kooperation mit der Klinik und Poliklinik für 

Nuklearmedizin des Universitätsklinikums Würzburg von Dr. Andreas Schirbel potenti-

elle Aldosteronsynthase-Inhibitoren und Tracer aus den Substanzgruppen der 
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Naphthylpyridine, Cyanofluorphenylpyridine und Trifluormethylfluorphenylpyridine 

(siehe Abb. 8) synthetisiert.  

 

ABB. 8 STOFFKLASSEN DER UNTERSUCHTEN SUBSTANZEN 

Eigene Darstellung der verwendeten Stoffklassen Naphthylpyridine, Cyanofluorphenylpyridine, 

Trifluormethylfluorphenylpyridine  

Für die Testung potentieller PET-Tracer wurden die synthetisierten Substanzen mit [18F] 

markiert; sie werden in dieser Dissertation als Tracer bezeichnet. Die Markierung erfolgte 

unmittelbar vor der Durchführung der Versuche. Hierfür wurde [18F] im Zyklotron der 

Uniklinik hergestellt, es hat eine Halbwertszeit von ca. 110 Minuten [84]. Die nicht radi-

oaktiv markierten Substanzen werden in dieser Arbeit hingegen (Aldosteronsynthase-) 

Inhibitoren genannt. Sie wurden bei einer Temperatur von ca. 6-8 °C gelagert und vor 

Durchführung der Versuche auf Raumtemperatur gebracht. Außerdem wurden von Dr. 

Schirbel als Vergleichssubstanzen FAD286 und IMTO synthetisiert. In Tab. 6 sind die 

getesteten Substanzen dargestellt, bei den Substanzen 1 und 2 handelt es sich um Naph-

thylpyridine, bei den Substanzen 3-8 um Cyanofluorphenylpyridine und bei den Substan-

zen 9-11 um Trifluormethylfluorphenylpyridine. Die Radiofluorierung der Naphthylpy-

ridine und Cyanofluorphenylpyridine gestaltete sich sehr schwierig, sodass eine radioak-

tive Markierung nur bei den Substanzen 2-5 und 9-11 gelang. Die anderen Inhibitoren 

konnten daher im Rahmen dieser Arbeit nicht mit Bindungsstudien untersucht werden.  
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TAB. 6 ÜBERSICHT DER UNTERSUCHTEN SUBSTANZEN MIT STRUKTURFORMELN 

Bei den Substanzen 1 und 2 handelt es sich um Naphthylpyridine, bei den Substanzen 3-8 um 

Cyanofluorphenylpyridine und bei den Substanzen 9-11 um Trifluormethylfluorphenylpyridine. 

Nummer Strukturformel 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

 

7 

 

8 

 

9 
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Nummer Strukturformel 

10 

 

11 

 

 

3.4 Kits 

TAB. 7 ÜBERSICHT ÜBER DIE VERWENDETEN KITS 

 

Kit Hersteller Inhalt 

Advance HRP Dako North America Inc. Advance HRP Link  

Sekundäre Anti-Maus- & 

Anti-Kaninchen-Anti-

körper 

Advance HRP Enzyme 

Mit HRP polymerisierte 

AK in TRIS-HCl-Puffer 

ELISA: 17-OH-Progeste-

ron- 

IBL Mikrotiterwellplatte (96 

Wells), Enzymkonjugat, 

Substrat-Lösung, Stop-Lö-

sung, Standard- und Kon-

trolllösungen (lyophili-

siert), Waschlösung 

ELISA: Aldosteron IBL Mikrotiterwellplatte (96 

Wells), Enzymkonjugat, 

Substrat-Lösung, Stop-Lö-

sung, Standard- und Kon-

trolllösungen (lyophili-

siert), Waschlösung 
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Kit Hersteller Inhalt 

ELISA: Kortikosterone 

(Mensch, Ratte, Maus) 

IBL Mikrotiterwellplatte (96 

Wells), Enzymkonjugat, 

Substrat-Lösung, Stop-Lö-

sung, Standard- und Kon-

trolllösungen (lyophili-

siert), Waschlösung 

EnVision + System HRP Dako North America Inc. DAB + Chromogen 

DAB + Substratpuffer 

Mit HRP polymerisierte 

Anti-Kaninchen-AK 

 

3.5 Verwendete Software 

TAB. 8 ÜBERSICHT ÜBER DIE VERWENDETE SOFTWARE 

 

Software Hersteller 

Amide Andreas Loening 

ChemDraw Professional 17.0 PerkinElmer 

Corel Draw X9 Corel Cooperation 

CR Reader Dürr Medical 

EndNote X8 Thomson Reuters 

GraphPadPrism 7 Graphpad Software, Inc. 

Microsoft Office 365 Microsoft 

ZEN (blue Edition) Zeiss 
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4 Methoden 

4.1 Zellbiologische Verfahren 

Mit den zellbiologischen Versuchen wurde die selektive Inhibition der Aldosteronsyn-

thase in vitro getestet. Hierfür wurden NCI-h295-, Y1- und V79-Zelllinien verwendet 

(siehe auch Tab. 4). Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Arbeiten bei Raumtem-

peratur unter sterilen Kautelen an einer Sterilarbeitsbank durchgeführt. Die Zelllinien 

wurden bei 37,5 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2-Gehalt in sterilen Zellkulturfla-

schen kultiviert. Gewaschen wurde stets mit sterilem PBS ohne Zusätze. Zum Ablösen 

der adhärenten Zelllinien Y1 und V79 wurde Trypsin-EDTA verwendet, beim Passagie-

ren der Zellen wurden stets neue Zellkulturflaschen verwendet. Vor allen Versuchen wur-

den Wachstum und Vitalität der Zellen beurteilt. Zur Bestimmung der Anzahl vitaler Zel-

len wurde die Trypanblau-Methode gewählt. Hierfür wurden 10 µl Zellsuspension mit 

10 µl Trypanblau gemischt und mit einem automatischen Zellzähler ausgewählt. Vitale 

Zellen nehmen den Farbstoff nicht auf, während abgestorbene Zellen sich intensiv blau 

färben [85]. 

4.1.1 Y1-hsCYP11B1 und Y1-hsCYP11B2-Zelllinien (adhärent) 

Bei den Y1-Zelllinien handelt es sich um adhärente, murine Zellen eines endokrin aktiven 

ACC, die 1966 von Yasumura et al. entwickelt wurden [86]. Verwendet wurden zwei 

verschiedene Zelllinien, die durch Transfektion stabil die humane 11β-Hydroxylase (Y1-

hsCYP11B1), bzw. die Aldosteronsynthase (Y1-hsCYP11B2) exprimieren [87, 88]. An 

den Y1-Zelllinien wurde die Wirkung der Inhibitoren auf die jeweiligen Enzyme getestet. 

Sie wurden alle 48 Stunden passagiert, das Medium bestand aus DMEM AQ (Dulbecco`s 

Modified Eagle Medium) mit 4,5 g/l Glukose, welches mit 10 % FCS und 1 mg/ml Ze-

ocin, einem gängigen Antibiotikum für Zellkulturen [85], versetzt wurde. 

4.1.2 NCI-H295-Zelllinien (Suspension) 

Vor knapp 30 Jahren gelang es Gazdar et al., eine Zellkulturlinie auf Basis eines Neben-

nierenrindenkarzinoms zu etablieren. Diese NCI-H295-Zellen können eigenständig Cho-

lesterin synthetisieren und auf Basis dessen über 30 verschieden Steroidhormone der 
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Nebennierenrinde produzieren [89-91]. Dadurch ist es möglich, die Auswirkungen von 

Inhibitoren nicht nur auf die Aldosteronsynthase (CYP11B2) und 11β-Hydroxylase 

(CYP11B1) zu überprüfen, sondern auch auf die weiteren Enzyme der Steroidhormon-

synthese (vgl. Abb. 2) [89, 92]. Die NCI-Zellen wurden in RPMI-1640-Kulturmedium 

mit Zusatz von 10 % FCS, 5 µg/ml Insulin, 100 µg/ml Transferrin und 5,2 ng/ml Natri-

umselenit gehalten. Sie erhielten alle 48 Stunden ein Mediumwechsel, dabei wurden ca. 

30 % des alten Mediums wiederverwendet um synthetisierte Wachstumsfaktoren zu er-

halten [85, 89, 93]. Im Wechsel dazu erfolgte alle vier bis fünf Tage eine Passagierung 

der Zellen. 

4.1.3 V79CYP11B1 und V79CYP11B2-Zelllinien (adhärent) 

Bei den V79-Zellen handelt es sich ebenfalls um adhärent wachsende Zelllinien, welche 

aus Lungenfibroblasten des Chinesischen Hamsters gewonnen wurden [94]. Durch Trans-

fektion exprimierten die beiden Zelllinien die 11β-Hydroxylase bzw. die Aldosteronsyn-

thase der Ratte stabil. Ziel der Versuche mit den V79-Zellen war es, die Wirkung der 

Inhibitoren auf Rattenenzyme mit der Wirkung auf die humanen Enzyme zu vergleichen, 

um die Ergebnisse der in-vivo-Experimente am murinen Tiermodell besser einordnen zu 

können. Die V79 wurden in gleicher Weise kultiviert und passagiert wie die Y1-Zellen, 

das Medium bestand aus DMEM AQ, versetzt mit 10 % FCS und 0,1 mg/ml Geneticin, 

einem üblichen Antibiotikum für Zellkulturen [85]. 

4.1.4 Vergleich der selektiven Inhibition der CYP11B1- und CYP11B2-

Enzyme in den vorgestellten Zelllinien 

Die Aldosteronsynthase-Inhibitoren wurden an allen vorgestellten Zelllinien getestet. Da-

für wurden je 500.000 vitale Zellen pro Well einer beschichteten 6-Well-Platte ausgesät 

und in jedes Well der zu testende Inhibitor in festgelegten Konzentrationen hinzugegeben. 

Jeder Inhibitor wurde mit jeder Zelllinie in drei unabhängigen Versuchen getestet, bei 

jedem Durchgang wurde jede Konzentration in zwei getrennten Wells getestet (vgl. Abb. 

9). Außerdem wurden bei jedem Durchgang als Negativkontrollen in vier Wells Zellen 

ausgesät, ohne einen Inhibitor zu verabreichen. Die Zellen wurden für 48 Stunden mit 

dem Inhibitor inkubiert, danach wurden aus den Überständen die Hormonkonzentratio-

nen bestimmt (siehe auch Abschnitte 4.2.4.1 und 4.2.4.2). Nach der Bestimmung der 
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Hormonkonzentration wurden für alle Inhibitorkonzentrationen Mittelwerte und Stan-

dardabweichungen, sowie IC50-Werte errechnet. Bei den IC50-Werten handelt es sich um 

eine rechnerische Größe, die die nötige Konzentration eines Inhibitors angibt um die Hor-

monproduktion exakt um 50 % gegenüber den Negativkontrollen zu reduzieren. Für den 

Vergleich der 11β-Hydroxylase- und Aldosteronsynthase-Hemmung wurden im An-

schluss Selektivitätsfaktoren aus den jeweiligen IC50-Werten ermittelt. Dabei wurde fol-

gende Formel verwendet: 
IC50 CYP11B1

IC50 CYP11B2
. Daraus ergibt sich, dass Substanzen, die die Al-

dosteronsynthase bereits in geringeren Konzentrationen hemmen, die 11β-Hydroxylase 

jedoch erst in höheren Konzentrationen, einen Selektivitätsfaktor größer 1 erhalten. Je 

größer der Selektivitätsfaktor, desto selektiver wir die Aldosteronsynthase gehemmt. 

 

ABB. 9 PIPETTIERSCHEMA DER INHIBITORVERSUCHE 

Dargestellt sind die 6-Well-Platten von oben, in jedes Well wurden zuvor 500.000 vitale Zellen 

eingesät, der zu untersuchende Inhibitor wurde in den dargestellten Konzentrationen hinzugege-

ben. Eigene Darstellung. 

4.1.4.1 Y1- und V79-Zelllinien 

Nach der Aussaat der Zellen in die 6-Well-Platten wurden diese über 24 Stunden im Brut-

schrank gelagert, bevor die Inhibitoren dazugegeben wurden. Auf diese Weise konnten 

sich die adhärenten Zellen an den Boden der Wells anheften. Die Y1-hsCYP11B1-Zellen 

benötigen für die Kortisolsynthese eine Substitution mit der Vorläufersubstanz Desoxy-

kortisol, die Y1-hsCYP11B2-Zellen sind hingegen für die Aldosteronsynthese auf die 

Zugabe von Desoxykortikosteron angewiesen. Die beiden V79-Zelllinien sind ebenfalls 

auf die Zugabe dieser Vorstufen für die Produktion von Kortikosteron bzw. Aldosteron 
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angewiesen. Sie wurden deshalb bei den genannten Zelllinien im Rahmen eines komplet-

ten Mediumwechsels in einer 1 µM Konzentration zusammen mit den Inhibitoren am 

zweiten Tag zugeführt. Nach 48 Stunden wurden die Überstände abpipettiert und bei -

20 °C in Reaktionsgefäßen gelagert. Die Bestimmung der Kortisol-Konzentration (Y1-

hsCYP11B1) wurde mittels Immulite durchgeführt (siehe Abschnitt 4.4.1), die Bestim-

mung der Aldosteron- (Y1-hsCYP11B2 und V79CYP11B2) bzw. Kortikosteron-Kon-

zentration (V79CYP11B1), mittels ELISA (siehe Abschnitt 4.4.2). Bei den Inhibitoren 1-

3 erfolgte die Durchführung der Versuche mit Y1-Zellen durch andere Mitglieder unserer 

Arbeitsgruppe. 

4.1.4.1 NCI-H295-Zelllinie 

Für die Versuche mit den NCI-H295-Zellen wurde zunächst die Zellsuspension für fünf 

Minuten mit 1200 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und der komplette Überstand 

abpipettiert. Das entstandene Zellpellet wurde mit frischem Medium wieder in Suspen-

sion gebracht und die Zellen nach der oben beschriebenen Trypanblaumethode gezählt. 

Da die NCI-H295-Zellen ohne Zusätze in der Lage sind, Steroidhormone zu produzieren 

[93], konnten sie gleich nach dem Aussäen in die 6-Well-Platten (siehe oben) mit den 

Inhibitoren inkubiert werden. Nach 48 Stunden bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuch-

tigkeit mit den Inhibitoren wurde die Suspension jedes Wells in ein eigenes Reaktionsge-

fäß abpipettiert, welches dann bei 4000 Umdrehungen pro Minute für 3 Minuten zentri-

fugiert wurde. Danach wurde der Überstand abpipettiert, 1 ml wurde direkt zur Kortisol- 

und Androstendion-Bestimmung mithilfe des Immulite 2000 gebracht (siehe Ab-

schnitt 4.4.1). Der restliche Überstand wurde in Reaktionsgefäßen bei -20 °C gelagert, 

später wurde daraus mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) die Konzent-

rationen von Aldosteron und 17-Hydroxy-Progesteron gemessen (siehe Abschnitt 4.4.2). 

4.2 In-vivo-Experimente an teilhumanisierten Mäusen 

Es liegt eine Genehmigung für die Tierversuche unter dem Aktenzeichen 55.2-2531.01-

56/13 vor. Die in-vivo-Versuche wurden an den teilhumanisierten Mäusen MRK0301 der 

Firma Taconic Biosciences durchgeführt. Diese exprimieren die humane Aldosteronsyn-

thase, wodurch eine Aussage über das in-vivo-Verhalten der Aldosteronsynthase-Inhibi-

toren getroffen werden kann. Da eine der Hauptschwierigkeiten in der Entwicklung neuer 
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Aldosteronsynthase-Inhibitoren die große Homologie zwischen CYP11B1 und CYP11B2 

ist, wäre ein Versuch mit nicht-humanisierten Mäusen wenig zielführend, da die murine 

Aldosteronsynthase nur zu etwa 69 % mit der humanen Aldosteronsynthase überein-

stimmt [95], während zwischen der humanen 11β-Hydroxylase und der humanen Al-

dosteronsynthase ein Homologie von 93 % besteht [69-72]. Am Tag vor den eigentlichen 

Experimenten erhielten die Versuchstiere mit 2 % KCl versetztes Trinkwasser um die 

Aldosteronproduktion anzuregen. Für die Experimente wurden den Mäusen die zu unter-

suchenden Inhibitoren in die Schwanzvene injiziert. Nach 30, 60 oder 120 Minuten wur-

den die Versuchstiere durch CO2-Inkubation euthanisiert. Nach dem Exitus erfolgte der 

Zugang über einen medianen thorakolumbalen Schnitt, mit einer sterilen Kanüle und 

Spritze wurde intrakardial Blut entnommen und in ein Reaktionsgefäß überführt, welches 

auf Trockeneis gelagert wurde. Aus dem entnommenen Blut wurde mittels ELISA die 

Konzentration von Aldosteron und Kortikosteron ermittelt (siehe Abschnitt 4.4.2) als 

Vergleichswerte wurde auf gleiche Weise Blut von Mäusen abgenommen und analysiert, 

die zwar ebenfalls KCl-versetztes Trinkwasser, jedoch keinen Inhibitor erhalten hatten. 

4.3 Messen der Hormonkonzentrationen 

4.3.1 Kortisol und Androstendion (Immulite) 

Für die Bestimmung der Kortisol- und Androstendion-Konzentrationen wurde das „Im-

mulite 2000“-Immunoassay-System von Siemens verwendet. Hierbei handelt es sich um 

ein vollautomatisiertes System, welches auf Basis eines Enzymimmunoassays Chemilu-

mineszenz nutzt, um die Konzentration des gesuchten Hormons zu bestimmen. Grundlage 

von Immunoassays ist die spezifische Antigen-Antikörper-Reaktion. Ein spezifischer An-

tiköper bindet an die nachzuweisende Substanz (hier Kortisol bzw. Androstendion), au-

tomatisch werden mehrere Zwischenschritte ausgeführt, letztendlich kommt es durch die 

Reaktion des spezifisch gebundenen Enzyms zur Chemilumineszenz. Die Lichtemmis-

sion wird quantifiziert und mittels Standardkurven wird hieraus die Konzentration der 

untersuchten Substanz berechnet [96]. Die Herstellerangaben wurden streng befolgt und 

Kontrollen wurden bei jedem Durchgang durchgeführt. 
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4.3.2 Aldosteron, Kortikosteron und 17-OH-Progesteron (ELISA) 

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Standardverfahren zum Nach-

weis und zur Quantifizierung von Hormonkonzentrationen. An die Wells der Mikrotiter-

platten sind Antikörper gebunden, diese binden das nachzuweisende Antigen. Bei dem 

verwendeten kompetitiven ELISA wird nun ein enzymmarkiertes Antigen in bekannter 

Konzentration hinzugegeben. Durch Waschschritte werden dann nicht gebundene enzym-

markierte Antigene entfernt. Je mehr Bindungsstellen durch das nachzuweisende Antigen 

besetzt sind, desto weniger enzymmarkierte Antigene können binden und desto schwä-

cher fällt die davon katalysierte Farbreaktion aus. Daher ist die Farbintensität antipropor-

tional zur Hormonkonzentration und kann mithilfe einer Standardkurve bestimmt werden 

[9, 96]. Bei der Durchführung wurden die Herstellerangaben streng befolgt, in jedem 

Durchgang wurden Standardprobe, Positiv- und Negativkontrollen mitgeführt. Direkt 

nach der Durchführung wurden die optische Dichte der einzelnen Wells bei 450 nm aus-

gelesen, hierfür wurde der „Multilabel Reader Victor³“ von PerkinElmer genutzt. 

4.1 Histologische Verfahren 

4.1.1 Gefrierschnitte von humanem Gewebe 

Für die Bindungsstudien und histologischen Färbungen wurden Gefrierschnitte von ge-

sunden Nebennieren (nNN = normale Nebenniere), Aldosteron produzierenden Tumoren 

(APA), Kortisol produzierenden Tumoren (CPA), Nebennierenkarzinomen (ACC = ad-

renokortikales Karzinom), sowie zum Vergleich von Colon, Schilddrüse, Lunge, Niere 

und Leber angefertigt. Die verschiedenen Gewebearten waren Teil der endokrinologi-

schen Tumorbank ENSAT oder wurden der Arbeitsgruppe freundlicherweise in anony-

misierter Form ohne klinische Annotation vom Pathologischen Institut der Würzburger 

Universitätsklinik bereitgestellt. Die Patienten hatten zuvor der Verwendung der Gewebe 

zu Forschungszwecken vorgestellt. Es liegt ein Votum der Würzburger Ethikkommission 

unter der Nummer 88/11 vor. Nach Entnahme wurden die Gewebestücke in flüssigem 

Stickstoff schockgefrostet und im Anschluss bei -80 °C gelagert, der Transport erfolgte 

stets auf Trockeneis. Mithilfe des Kryostaten CM 1850 wurden die Gefrierschnitte bei 

einer Temperatur von -20 °C hergestellt. Dabei wurden je zwei 20 µm dicke Schnitte für 

die Immunhistochemie (siehe Abschnitt 4.1.3) und Bindungsstudien (siehe 
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Abschnitt 4.1.4) auf einen Superfrost-Objektträger aufgezogen und fixiert. In regelmäßi-

gen Abständen wurden außerdem 8 µm dicke Schnitte für Hämatoxylin-Eosin-Färbungen 

hergestellt. Die Schnitte wurden ebenfalls auf Trockeneis transportiert und anschließend 

bei -80 °C gelagert. 

4.1.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbungen 

Bei der Hämatoxylin-Eosin-Färbung (H.E.-Färbung) handelt es sich um ein histologi-

sches Standardverfahren, das sich vor allem für Übersichtsfärbungen von Gewebeschnit-

ten eignet. Verwendet wurde Alaun-Hämatoxylin, ein basischer Farbstoff, der sich somit 

an negativ geladenen Strukturen anlagert. Dadurch kommt es zu einer kräftigen Blaufär-

bung basophiler Strukturen, beispielsweise der Zellkerne. Eosin hingegen ist ein saurer 

Farbstoff, der dementsprechend positiv geladene Strukturen anfärbt, eine rötliche Fär-

bung des Zytoplasmas und anderer acidophiler Strukturen wird somit erreicht [3-5]. 

Es wurden 8 µm dicke Gefrierschnitte verwendet, die bei -80 °C gelagert wurden. Diese 

wurden direkt nach der Entnahme aus dem Gefrierschrank für 10 Minuten mit 4 °C kaltem 

Aceton inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte für je 5 Minuten in einer absteigen-

den Alkoholreihe mit 100 prozentigem, 95 prozentigem und 50 prozentigem Ethanol in-

kubiert. Danach wurden sie mit destilliertem Wasser gespült und dann für 5 Minuten in 

Hämalaun inkubiert, um negative geladene Bestandteile zu färben. Unter fließendem Lei-

tungswasser wurden die Schnitte für 10 Minuten gebläut und im Anschluss erneut mit 

destilliertem Wasser gespült. Es erfolgte die Färbung acidophiler Strukturen mittels Eosin 

für weitere 2 Minuten. Danach wurde eine weitere Spülung mit destilliertem Wasser 

durchgeführt. Die gefärbten Schnitte wurden daraufhin zum Entwässern sofort für zwei 

Minuten in reines Ethanol gestellt, nach einer Minute wurde das Ethanol ausgewechselt. 

Nach Trocknung der Schnitte für 20 min bei 56 °C im Trockenschrank wurden die ge-

färbten Schnitte mit Entellan eingedeckt. Zur Fotodokumentation wurde die ZEN (blue 

Edition)-Software am Axioskop 2-Mikroskop verwendet. 

4.1.3 CYP11B1- und CYP11B2-Immunhistochemie 

Grundlage der immunhistochemischen Färbung ist das spezifische Binden monoklonaler 

Antikörper (Primärantikörper) an Epitope. Nicht gebundene Antikörper werden durch 
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Waschschritte entfernt und in einem nächsten Schritt werden Sekundärantikörper hinzu-

gegeben. Letztere sind gegen die Primärantikörper gerichtet, sie binden deren fc-Frage-

mente und bleiben somit indirekt an den Epitop haften. Die Sekundärantikörper sind mit 

einem Enzym konjugiert, welches eine Farbreaktion katalysiert. Nach Zugabe eines pas-

senden Substrates wird dieses von den gebundenen Enzymen umgesetzt, wodurch eine 

Färbung der gebundenen Region eintritt. Wir verwendeten hierfür Meerrettichperoxidase 

(Horse-radish-peroxidase = HRP) als Enzym und Diaminobenzidin (DAB) als chromo-

genes Substrat, woraus eine intensive Braunfärbung am Reaktionsort resultierte. Die Ver-

wendung von HRP erforderte hierfür eine vorausgehenden Blockade der endogenen Per-

oxidase um einen unspezifischen Umsatz des Substrats zu verhindern, hierfür verwende-

ten wir eine methanolische Wasserstoffperoxid-Lösung  [5, 97]. Als Primärantikörper 

wurden uns freundlicherweise sowohl von Prof. Gomez-Sanchez, (University of Missis-

sippi) als auch von Prof. Mukai (Keio Universität Tokyo) spezifische Antikörper gegen 

CYP11B1 bzw. gegen CYP11B2 zur Verfügung gestellt. 

4.1.3.1 Primärantikörper der University of Mississippi  

Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgeführt, sofern nicht anders angegeben.  

Nach dem Auftauen und Umranden der Schnitte, wurden diese für 5 Minuten mit -20 °C 

kaltem Paraformaldehyd (4 %) inkubiert und im Anschluss einmal in phosphatgepufferter 

Salzlösung (Phosphat bufferde saline = PBS) gewaschen. Zur Hemmung der endogenen 

Peroxidase wurden auf jeden Schnitt 150 µl einer dreiprozentigen Wasserstoffperoxid-

in-Methanol-Lösung gegeben. Nach 10 Minuten Inkubation mit der H2O2-Lösung wur-

den die Schnitte fünfmal mit destilliertem Wasser gespült. Anschließend wurde humanes 

Antikörper-Serum 1:5 in PBS verdünnt und je 150 µl auf jeden Schnitt gegeben. Nach 

einer Stunde Inkubationszeit wurde das Antikörper-Serum abgekippt und die Primäranti-

körper auf die Schnitte gegeben. Hierfür wurden die CYP11B1-Antikörper 1:100, die 

CYP11B2-Antikörper 1:200 mit PBS verdünnt und je 200 µl des jeweiligen Antikörpers 

auf einen Schnitt gegeben. Die Schnitte wurden so über Nacht bei 4 °C mit den Primäran-

tikörpern inkubiert. 
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Am Folgetag wurden die Primärantikörper vorsichtig abgekippt und die Schnitte fünfmal 

in PBS gewaschen. Danach erfolgte für 20 Minuten die Inkubation mit den HRP-gekop-

pelten Sekundärantikörpern bei Raumtemperatur. Nach drei fünfminütigen Waschschrit-

ten mit PBS wurde im Dunkeln für weitere 20 Minuten die Enzymlösung auf die Schnitte 

gegeben. Nach erneutem dreimaligem Waschen für fünf Minuten mit PBS erfolgte für 10 

Minuten die Inkubation mit DAB. Dafür wurden 30 µl DAB in 1,5 ml Substratpuffer ge-

geben. Zur Gegenfärbung wurden die Gefrierschnitte nach dreimaligem Waschen mit 

Leitungswasser für zwei Minuten in Hämalaunlösung gestellt und anschließend für fünf 

Minuten unter fließendem Leitungswasser gebläut. Nach kurzem Abspülen mit reinem 

Ethanol wurden die gefärbten Gewebeschnitte für 20 Minuten bei 56 °C im Trocken-

schrank getrocknet, bevor sie mit Entellan eingedeckt wurden. 

4.1.3.2 Primärantikörper der Keio Universität Tokyo 

Diese Färbung, entsprach bis auf die nachfolgenden Abweichungen, dem Protokoll der 

Antikörper von Prof. Gomez-Sanchez (siehe Abschnitt 4.1.3.1). Die Primärantikörper 

(Anti-CYP11B1- und Anti-CYP11B2-Antikörper), wurden 1:1000 in PBS verdünnt und 

ebenfalls über Nacht auf die Gewebeschnitte gegeben. Am Folgetag wurden die so be-

handelten Schnitte fünfmal in PBS gewaschen und dann mit HRP-gekoppelten Anti-Rab-

bit-Sekundärantikörpern für eine Stunde inkubiert. Die Applikation von DAB und Ge-

genfärbung mit Hämalaun erfolgte wieder wie in Abschnitt 4.1.3.1 geschildert. 

4.1.4 Bindungsstudie an Gefrierschnitten  

Für die Bindungsstudien wurden je zwei 20 µm dicke Gewebeschnitte auf einen Super-

frost-Objektträger aufgezogen. Sie dienten dazu, eine selektive Bindung der [18F]Tracer 

an CYP11B2-expimierenden Arealen zu überprüfen. Die Gefrierschnitte wurden zur Vor-

bereitung bei Raumtemperatur aufgetaut und dann für fünf Minuten in -20 °C kaltes PFA 

gegeben. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden sie für weitere fünf Minuten in 

50 mM Tris-hydroxymethyl-aminomethan (TRIS) mit einem pH von 7,4 gegeben. Im 

Anschluss erfolgte die Inkubation mit humanem Antikörper-Serum für eine Stunde, die-

ses wurde danach abgekippt und dann sofort die frisch synthetisierten Tracer appliziert. 

Um die selektive Bindung zu überprüfen, wurde immer ein Schnitt des Objektträgers mit 

200 µl Tracer-Lösung inkubiert, der zweite Schnitt als Negativkontrolle mit 200 µl einer 
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Tracer-Lösung, zu der eine 10 µM Lösung des zugehörigen, nicht [18F]-markierten Al-

dosteronsynthase-Inhibitors gegeben wurde. Dieser Schritt diente dazu auf diesem Schnitt 

die Bindungsstellen zu blockieren und so ein Anhaften des Tracers zu verhindern. 

Für die einzelnen Substanzen wurden eigene Protokolle für die weitere Durchführung 

entwickelt, die im Folgenden beschrieben werden.  

4.1.4.1 Substanz 3 und 4 

Die Schnitte wurden mit je 1 MBq des Tracers für eine Stunde inkubiert. Es folgte ein 

zweimaliges Waschen mit PBS, wobei PBS direkt auf die Schnitte pipettiert wurde, um 

ein Vermischen der geblockten mit der markierten Seite zu verhindern. Im Anschluss 

wurden sie für zweimal fünf Minuten in einer 50 mM TRIS-Lösung mit Zusatz von 

0,05 % Tween 20 gewaschen. Die so behandelten Schnitte wurden dann für 30 Minuten 

auf die Imageplatte gelegt. 

4.1.4.2 Substanz 5 

Die Schnitte wurden mit je 1 MBq des Tracers für eine Stunde inkubiert. Es folgte ein 

zweimaliges Waschen mit PBS, wobei PBS direkt auf die Schnitte pipettiert wurde, um 

ein Vermischen der geblockten mit der markierten Seite zu verhindern. Im Anschluss 

wurden sie für zweimal fünf Minuten in einer 50 mM TRIS-Lösung gewaschen. Die so 

behandelten Schnitte wurden dann für eine Stunde auf die Imageplatte gelegt. 

4.1.4.3 Substanz 10 

Die Schnitte wurden mit je 2 MBq des Tracers für eine Stunde inkubiert. Es folgte ein 

zweimaliges Waschen mit PBS, wobei PBS direkt auf die Schnitte pipettiert wurde, um 

ein Vermischen der geblockten mit der markierten Seite zu verhindern. Im Anschluss 

wurden sie für fünf Minuten in einer 50 mM TRIS-Lösung mit Zusatz von 2 % Tween 20 

gewaschen. Die so behandelten Schnitte wurden dann für 30 Minuten auf die Imageplatte 

gelegt. 
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4.1.4.4 Substanz 11 

Die Schnitte wurden mit je 2 MBq des Tracers für eine Stunde inkubiert. Es folgte ein 

zweimaliges Waschen mit PBS, wobei PBS direkt auf die Schnitte pipettiert wurde, um 

ein Vermischen der geblockten mit der markierten Seite zu verhindern. Danach wurden 

vier verschiedene Waschstrategien getestet: Dreimal fünf Minuten in TRIS waschen, ein-

mal fünf Minuten in TRIS mit 0,05 % Tween 20, zweimal fünf Minuten in TRIS mit 

0,05 % Tween 20 oder dreimal fünf Minuten TRIS mit 0,05 % Tween 20. Die so behan-

delten Schnitte wurden dann für 30 Minuten auf die Imageplatte gelegt. 

4.1.4.5 Auswertung der Imageplatte 

Die belichteten Imageplatten wurden nach den Versuchen mit dem Imageplate Reader 

CR 35 BIO ausgelesen. Dafür wurde die Software CR Reader genutzt. Die Bilder wurden 

in den Dateiformaten „.dat“ und „.xyz“ gespeichert und mit der Amide-Software [98] 

ausgewertet. 
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5 Ergebnisse 

5.1 Zellbiologische Verfahren 

Insgesamt wurden 11 Inhibitoren und als Referenz FAD286 in je drei getrennten Ansät-

zen getestet. Aus den jeweiligen Hormonkonzentrationen der vier Kontroll-Wells 

(500.000 Zellen/Well ohne Inhibitor) wurde für jeden Ansatz der Mittelwert bestimmt 

und als 100 %-Wert gewertet. Auf Basis dessen wurde für jede Substanz in jedem Durch-

gang der IC50-Wert der Hormonproduktion bestimmt und daraus die Selektivitätsfaktoren 

errechnet. Alle Inhibitoren und FAD286 wurden in den fünf Zellreihen NCI-H295, Y1-

hsCYP11B1, Y1-hsCYP11B2, V79CYP11B1 und V79CYP11B2 getestet. 

5.1.1 Effekte der Inhibitoren auf Y1-hsCYP11B1- und Y1-hsCYP11B2-

Zellen 

In den beiden Y1-Zelllinien wurden die Inhibitoren in zwei getrennten Ansätzen jeweils 

in drei Durchgängen getestet und daraus die Mittelwerte bestimmt. Die Substanzen zeig-

ten hierbei Selektivitätsfaktoren zwischen 24,4 (Substanz 8) und 129,9 (Substanz 9), der 

Selektivitätsfaktor von FAD286 lag bei 4,7. Tab. 9 zeigt die IC50-Werte mit Standardab-

weichungen und Selektivitätsfaktoren aller getesteten Substanzen. Inhibitor 4 hatte mit 

1,1 nM den niedrigsten IC50-Wert für die CYP11B2-Inhibition.  

TAB. 9 IC50-WERTE UND SELEKTIVITÄTSFAKTOREN DER INHIBITOREN IN BEIDEN Y1-ZELLLINIEN 

Vergleich der Inhibitoren und FAD286 in Y1-hsCYP11B1- und Y1-hsCYP11B2-Zellen. 

 

Nr. Strukturformel IC50 CYP11B1 

[nM] 

IC50 CYP11B2 

[nM] 

Selektivitäts-

faktor 

FAD286 

 

 

65,8 ± 25,4 

 

13,9 ± 0,8 

 

4,7 

1  

 

 

1515,0 ± 90,1 

 

25,6 ± 6,9 

 

59,2 

2  

 

 

377,7 ± 37,1 

 

7,0 ± 2,5 

 

54,0 
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Nr. Strukturformel IC50 CYP11B1 

[nM] 

IC50 CYP11B2 

[nM] 

Selektivitäts-

faktor 

3 

 

 

179,5 ± 10,1 

 

6,5 ± 2,4 

 

27,6 

4 

 

 

40,2 ± 16,3 

 

1,1 ± 0,4 

 

36,5 

5 

 

 

169,5 ± 74,5 

 

2,3 ± 0,9 

 

73,7 

6 

 

  

85,0 ± 21,8 

 

2,8± 0,9 

 

30,4 

7 

 

   

79,2 ± 26,8 

 

1,9 ± 0,6 

 

41,7 

8 

 

  

107,3 ± 39,5 

 

4,4 ± 2,1 

 

24,4 

9 

 

 

441,7 ± 175,0 

    

3,4 ± 1,1 

 

129,9 

10 

 

 

1392,7 ± 146,1 

 

21,4 ± 5,5 

 

65,1 

11 

 

 

1184,3 ± 210,7 

 

12,1 ± 2,8 

 

97,9 

 

In Abb. 10 und Abb. 11 sind die Inhibition der Kortisol- und Aldosteron-Synthese in den 

beiden Y1-Zelllinien für die Inhibitoren 1 und 2, bzw. 3-8 graphisch dargestellt. Abb. 12 

zeigt die Inhibition der Kortisol- und Aldosteronsynthase nach Gabe der Inhibitoren 9-

11. Der 100 %-Wert entspricht der Konzentration in den vier Kontrollen, die ohne Zugabe 

eines Inhibitors gemessen wurden. Bei allen gezeigten Inhibitoren findet unter einer 
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10 nM Konzentration keine relevante Inhibition der Kortisol-Synthese statt, während die 

Aldosteron-Konzentration schon bei kleineren Inhibitoren-Konzentrationen fällt. 
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ABB. 10 GRAPHISCHE AUSWERTUNG DER NAPHTYLPYRIDINE (INHIBITOREN 1 UND 2) IM VERGLEICH 

ZU FAD286 IN Y1-HSCYP11B1- UND Y1-HSCYP11B2-ZELLEN 

Gezeigt sind jeweils die Kortisol- und Aldosteron-Konzentration nach 48 Stunden Inkubation mit 

dem jeweiligen Naphtylpyridin in Konzentrationen zwischen 0,1 nM und 10 µM. 
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ABB. 11 GRAPHISCHE AUSWERTUNG DER CYANOFLUORPHENYLPYRIDINE (INHIBITOREN 3-8) IM VER-

GLEICH ZU FAD286 IN Y1-HSCYP11B1- UND Y1-HSCYP11B2-ZELLEN 
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Gezeigt sind jeweils die Kortisol- und Aldosteron-Konzentration nach 48 Stunden Inkubation mit 

dem jeweiligen Cyanofluorphenylpyridin in Konzentrationen zwischen 0,1 nM und 10 µM. 
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ABB. 12 GRAPHISCHE AUSWERTUNG DER TRIFLUORMETHYLFLUORPHENYLPYRIDINE (INHIBITOREN 

9-11) IM VERGLEICH ZU FAD286 IN Y1-HSCYP11B1- UND Y1-HSCYP11B2-ZELLEN 

Gezeigt sind jeweils die Kortisol- und Aldosteron-Konzentration nach 48 Stunden Inkubation mit 

dem jeweiligen Trifluormethylfluorphenylpyridine in Konzentrationen zwischen 0,1 nM und 10 

µM. 

5.1.2 Effekte der Inhibitoren auf NCI-H295-Zellen 

Neben dem Einfluss auf die Kortisol- und Aldosteron-Synthese wurde in den NCI-H295-

Zellen auch die Konzentration von 17-Hydroxy-Progesteron und Androstendion nach Zu-

gabe der Inhibitoren bestimmt. Da NCI-H295-Zellen die zuständigen Enzyme simultan 

exprimieren, konnten alle Hormonkonzentrationen aus einem gemeinsamen 
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Versuchsansatz bestimmt werden. Als Vergleichssubstanz diente wieder FAD286, dessen 

Selektivitätsfaktor in NCI-H295-Zellen bei 3,8 lag. Die getesteten Inhibitoren wiesen hin-

gegen Selektivitätsfaktoren zwischen 6,1 (Substanz 8) und 64,4 (Substanz 1) auf.  

TAB. 10 IC50-WERTE UND SELEKTIVITÄTSFAKTOREN DER INHIBITOREN IN DER NCI-H295-ZELLLINIE 

Vergleich der Inhibitoren und FAD286 in den NCI-H295-Zellen-H295-Zellen. 

Nr. Strukturformel IC50 CYP11B1 

[nM] 

IC50 CYP11B2 

[nM] 

Selektivitäts-

faktor 

FAD286 

 

 

74,3 ± 55,3 

 

19,4  ± 12,8 

 

3,8 

1   

 

1094,3 ± 75,6 17,0 ± 6,2 64,4 

2  

 
128,3 ± 102,0 5,6 ± 1,4 22,9 

3 

 

56,0 ± 36,1 2,3 ± 1,0 24 

4 

 

 

14,5 ± 8,1 

 

1,0 ± 0,4 

 

14,5 

5 

 

 

47,9 ± 9,9 

    

5,2 ± 2,5 

 

9,2 

6 

 

 

24,4 ± 22,7 

 

1,9 ± 0,8 

 

12,8 

7   

23,6 ± 18,8 

 

1,1 ± 0,5 

 

23,4 

8 

 

 

20,8 ± 14,1 

 

3,4 ± 1,0 

 

6,1 



5 Ergebnisse 

47 

 

Nr. Strukturformel IC50 CYP11B1 

[nM] 

IC50 CYP11B2 

[nM] 

Selektivitäts-

faktor 

9 

 

 

158,0 ± 110,8 

 

8,5 ± 5,2 

 

18,6 

10 

 

 

258,4 ± 84,8 

 

23,2 ± 6,3 

 

11,1 

11 

 

  

561,9 ± 264,9 

 

16,7 ± 9,8 

 

33,6 

 

Durch das gleichzeitige Exprimieren aller Enzyme konnte neben den Einflüssen der 

Inhibitoren auf die Kortisol- und Aldosteron-Synthese auch die Effekte auf die Synthese 

der anderen Steroidhormone getestet werden. Die Konzentrationen der verschiedenen 
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Hormone unter steigender Inhibitor-Dosis werden in den nachfolgenden Abbildungen, 

getrennt nach Stoffklasse, gezeigt. Als Vergleichsubstanz ist immer FAD286 dargestellt. 
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ABB. 13 GRAPHISCHE AUSWERTUNG DER NAPHTHYLPYRIDINE (INHIBITOREN 1 UND 2) IM VERGLEICH 

ZU FAD286 IN NCI-H295-ZELLEN 

Gezeigt sind jeweils die Kortisol-, Aldosteron-, 17-Hydroxy-Progesteron und Androstendion-

Konzentration nach 48 Stunden Inkubation mit dem jeweiligen Naphthylpyridin in Konzentrati-

onen zwischen 0,1 nM und 10 µM. 
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ABB. 14 GRAPHISCHE AUSWERTUNG DER CYANOFLUORPHENYLPYRIDINE (INHIBITOREN 3-8) IM VER-

GLEICH MIT FAD286 IN NCI-H295-ZELLEN 

Gezeigt sind jeweils die Kortisol-, Aldosteron-, 17-Hydroxy-Progesteron und Androstendion-

Konzentration nach 48 Stunden Inkubation mit dem jeweiligen Cyanofluorphenylpyridin in Kon-

zentrationen zwischen 0,1 nM und 10 µM. 
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ABB. 15 GRAPHISCHE AUSWERTUNG DER TRIFLUORMETHYLFLUORPHENYLPYRIDINE (INHIBITOREN 

9-11) IM VERGLEICH ZU FAD286 IN NCI-H295-ZELLEN 

Gezeigt sind jeweils die Kortisol-, Aldosteron-, 17-Hydroxy-Progesteron und Androstendion-

Konzentration nach 48 Stunden Inkubation mit dem jeweiligen Trifluormethylfluorphenylpyri-

dine in Konzentrationen zwischen 0,1 nM und 10 µM. 

 

Allen Stoffklassen ist gemein, dass ab einer 10 nM Inhibitor-Konzentration, neben einer 

Inhibition der Aldosteron- und/oder Kortisol-Synthese eine initiale Zunahme der 

Androstendion- und 17-Hydroxy-Progesteron-Konzentration zu beobachten ist, die in hö-

heren Konzentrationen wieder abnimmt. Ähnliche Effekte haben in der Vergangenheit 

bereits Studien mit anderen Imidazolderivaten wie Etomidat gezeigt (vgl. Abschnitt 

1.3.4.2). So konnte nach Gabe von Etomidat in niedrigen Dosierungen zunächst eine In-

hibition von CYP11B1 und CYP11B2 beobachtet werden, die Konzentration von 



5 Ergebnisse 

51 

 

Kortisol und Aldosteron sank. Dadurch kam es zu einer Akkumulation der Hormonvor-

stufen und einer vermehrten Androgenproduktion – die Konzentration von 17-Hydroxy-

Progesteron und Androstendion stieg. In hohen Dosen kam es jedoch zu einer zunehmen-

den Inhibition des side chain cleavage-Enzyms CYP11A1 (Cholesterin-Desmolase), wel-

ches die Umwandlung von Cholesterin zu Pregnenolon katalysiert (vgl. Abschnitt 1.2.2). 

Als Folge dessen kam die gesamte Steroidhormonsynthese zum Erliegen und die Kon-

zentration sämtlicher getesteter Steroidhormone nahm ab [54, 56, 61, 99]. Es ist daher 

wahrscheinlich, dass die von uns beobachteten Konzentrationsschwankungen durch den 

gleichen Mechanismus hervorgerufen wurden. 

5.1.3 Effekte der Inhibitoren auf V79CYP11B1- und V79CYP11B2-Zel-

len 

Bei den Versuchen mit den beiden V79-Zelllinien lag der Selektivitätsfaktor von FAD286 

bei 1,5. Inhibitor 1 hatte einen Selektivitätsfaktor von 1,6. Alle anderen Inhibitoren zeig-

ten Selektivitätsfaktoren unter 1, sie hemmten die Kortikosteron-Synthese folglich stärker 

als die Aldosteron-Synthese (siehe Tab. 11). 
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TAB. 11 IC50-WERTE UND SELEKTIVITÄTSFAKTOREN DER INHIBITOREN IN BEIDEN V79-ZELLLINIEN 

Vergleich der Inhibitoren und FAD286 in V79CYP11B1- und V79CYP11B2-Zellen. 

Nr. Strukturformel IC50 CYP11B1 

[nM] 

IC50 CYP11B2 

[nM] 

Selektivitäts-

faktor 

FAD286 

 

 

594,9 ± 445,6 

 

386,7 ± 266,3 

 

1,5 

1  

 

 

318,4 ± 0,2 

 

205,4 ± 288,3 

 

1,6 

2  

 

 

0,2 ± 0,3 

 

774 ± 127,9 

 

<0,1 

3 

 

 

1,2 ± 1,1 

 

411 ± 341,5 

 

<0,1 

4 

 

 

156,2 ± 262,9 

 

650,2 ± 183,5  

 

0,2 

5 

 

 

57,4 ± 92,2 

 

576,9 ± 396,4 

 

0,1 

6 

 

 

132,1 ± 227 

 

413,5 ± 190,4 

 

 

0,3 

7 

 

 

78,4 ± 114,8 

 

1027,9 ± 196,22 

 

0,1 

8 

 

 

35,2 ± 43,9 

 

593,3 ± 320,4 

 

0,1 

9 

 

 

9,8 ± 15,5 

 

253,1 ± 422,1 

 

<0,1 
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Nr. Strukturformel IC50 CYP11B1 

[nM] 

IC50 CYP11B2 

[nM] 

Selektivitäts-

faktor 

10 

 

 

166,6 ± 9,8 

 

2659,6 ± 2785,1 

 

0,1 

11 

 

 

86,1 ± 149,2 

 

1666,3 ± 103,8 

 

0,1 

 

5.2 In-vivo-Experimente 

In den in-vivo-Experimenten wurde einerseits der Einfluss einer KCl-Substitution über 

das Trinkwasser der Versuchstiere auf die Kortikosteron- und Aldosteron-Sekretion un-

tersucht. Andererseits wurden die in-vivo-Wirkung der Inhibitoren 4 und 5 getestet. 

5.2.1 Einfluss der KCl-Stimulation auf die Steroidhormonsynthese 

Um die Effekte der Inhibitoren auf eine gesteigerte Aldosteronproduktion abzuschätzen, 

wurde versucht, mittels Kaliumsubstitution die Aldosteron-Synthese der Versuchstiere zu 

stimulieren. Hierfür wurde am Vortag der eigentlichen Experimente dem Trinkwasser der 

Versuchstiere 2 % Kaliumchlorid (KCl) beigefügt. Wie in Abb. 16 dargestellt, kam es 

hierunter zu einer deutlichen Zunahme der Aldosteronkonzentration von im Mittel 
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269,6 pg/ml auf 752,2 pg/ml. Die Kortisol-Konzentration stieg hingegen nur von 

131,7 ng/ml auf 218,4 ng/ml. 
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ABB. 16 EINFLUSS DER KALIUMCHLORID-SUBSTITUTION AUF KORTIKOSTERON UND ALDOSTERON 

Gezeigt sind die Hormon-Konzentrationen der Versuchstiere vor und einen Tag nach KCl-Sub-

stitution. 

 

5.2.2 Effekte der Inhibitoren auf die Steroidhormonsynthese im Ver-

gleich 

Getestet wurden sowohl unterschiedliche Inkubationszeiten, als auch verschiedene Dosen 

der Inhibitoren, immer im Vergleich zu FAD286. Stets wurde die Kortikosteron- und die 

Aldosteron-Konzentration in den Versuchstieren mittels ELISA bestimmt. Als Ausgangs-

werte wurden die in Abb. 16 dargestellten Hormon-Konzentrationen nach KCl-Stimula-

tion genommen. 

In Abb. 17 werden die Wirkungen von FAD286 und Inhibitor 4 nach 30, 60 und 120 

Minuten auf die Kortikosteron- und Aldosteron-Synthese der teilhumanisierten Mäuse 

dargestellt. Bei FAD286 sank die Kortikosteron-Konzentration erst nach 120 Minuten re-

levant von initial 196,0 ng/ml auf 89,4 ng/ml, die Aldosteron-Konzentration fiel bereits 

nach 30 Minuten von 752,2 pg/ml auf 194 pg/ml. Nach 120 Minuten stieg unter FAD286 

die Aldosteron-Konzentration wieder auf 346,0 pg/ml. Dreißig Minuten nach der Gabe 

von Inhibitor 4 sank die Kortikosteron-Konzentration von 196,0 ng/ml auf 78,0 ng/ml, 

die Aldosteron-Konzentration sank von 752,2 pg/ml auf 167,2 pg/ml. Für die weiteren 
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Versuche, in denen die Inhibitoren 4 und 5 in verschiedenen Konzentrationen getestet 

wurden, wurde auf Basis dieser Ergebnisse stets der 60 Minuten-Wert bestimmt (siehe 

Abb. 18 und Abb. 19). 
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ABB. 17 VERGLEICH DER WIRKUNG VON FAD286 UND INHIBITOR 4 NACH 30, 60 UND 120 MINUTEN 

Auf der linken Bildhälfte ist der Verlauf der Kortikosteron-, auf der rechten Bildhälfte der Verlauf 

der Aldosteron-Konzentration dargestellt. 

In den beiden nachfolgenden Abbildungen wird der Einfluss verschiedener Inhibitor-

Konzentrationen auf die murine Kortikosteron- und Aldosteron-Synthese gezeigt. Unter 

FAD286 sank die Aldosteron-Konzentration in jeder Konzentration stärker als nach Gabe 

der Inhibitoren 4 oder 5, die Kortikosteron-Konzentration sank bei Inhibitor 5 am we-

nigsten (Mittelwert aller Dosierungen 162,8 ng/ml) und bei Inhibitor 4 am stärksten (Mit-

telwert aller Dosierungen 91,7 ng/ml). Unter FAD286 sank die Kortikosteron-Konzent-

ration von 196,0 ng/ml auf 132,0 ng/ml (Mittelwert aller Dosierungen). 
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ABB. 18 EINFLUSS DER INHIBITOREN 4 UND 5 AUF DIE KORTIKOSTERONSYNTHESE IM VERGLEICH ZU 

FAD286 

Gezeigt ist die Änderung der Kortikosteron-Spiegel nach Gabe der Inhibitoren, bzw. nach Gabe 

von FAD286 in Konzentrationen zwischen 0,01 µmol/kg und 1µmol/kg. Als Ausgangswert gilt 

jeweils die Kortikosteron-Konzentration nach eintägiger Substitution von Kaliumchlorid über das 

Trinkwasser. 
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ABB. 19 EINFLUSS DER INHIBITOREN 4 UND 5 AUF DIE ALDOSTERONSYNTHESE IM VERGLEICH ZU 

FAD286 

Gezeigt ist die Änderung der Aldosteron-Spiegel nach Gabe der Inhibitoren, bzw. nach Gabe von 

FAD286 in Konzentrationen zwischen 0,01 µmol/kg und 1 µmol/kg. Als Ausganswert gilt jeweils 

die Aldosteron-Konzentration nach eintägiger Substitution von Kaliumchlorid über das Trink-

wasser. 

5.3 Histologische Verfahren 

Die Primärantikörper, die uns von Prof. Gomez-Sanchez (University of Mississippi) und 

von Prof. Mukai (Keio Universität Tokyo) zur Verfügung gestellt worden waren, konnten 

erfolgreich in der immunhistochemischen Färbung von humanen Gewebeschnitten ein-

gesetzt werden. Nach Inkubation der vorbereiteten Gefrierschnitte über Nacht mit den 

jeweiligen Primärantikörpern zeigte sich eine intensive Bindung in den typischen 
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Regionen. Die Antikörper von Prof. Gomez-Sanchez und von Prof. Mukai zeigten gleich-

wertige Ergebnisse (siehe Abb. 20). 

 

ABB. 20 VERGLEICH DER HÄMATOXYLIN-EOSIN-FÄRBUNG UND DER IMMUNHISTOCHEMIE  

Dargestellt sind benachbarte Schnitte einer normalen Nebenniere, zum Vergleich mit einer Hä-

matoxylin-Eosin- und immunhistochemischer Färbung. Die immunhistochemische Färbung er-

folgte bei den oberen Aufnahmen mit den Antikörpern der Keio Universität Tokyo, bei den un-

teren mit den Antikörpern der University of Mississipi. Die Pfeile zeigen auf die Zona Glomeru-

losa. 
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ABB. 21 DETAILAUFNAHME DER MITTELS IMHMUNHISTOCHEMIE GEFÄRBTEN NEBENNIERE 

Gezeigt werden Detailaufnahmen der in Abb. 10 gezeigten Nebenniere nach immunhistochemi-

scher Färbung mit den Antikörpern der Keio Universität Tokyo. In der oberen Bildhälfte in 2,5-

facher Vergrößerung, in der unteren Bildhälfte in 10-facher Vergrößerung. 

 

ABB. 22 DETAILAUFNAHME EINER MITTELS IMMUNHISTOCHEMIE GEFÄRBTEN NEBENNIERE 

10-fache Vergrößerung. Nach Färbung mit den Antikörpern der University of Mississippi zeigen 

sich charakteristische Cluster mit CYP11B2-Expression (rechts), in denen keine CYP11B1-Ex-

pression erkennbar ist (links).   
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Hierbei zeigten sich die erwarteten CYP11B2-exprimierenden Zellcluster, die in der Li-

teratur beschrieben werden [11, 29]. Weiterhin konnten in gesicherten Aldosteron produ-

zierenden Tumoren, Regionen mit sehr starker CYP11B2-Expression nachgewiesen wer-

den (siehe Abb. 13). In gesicherten Kortisol produzierenden Tumoren, zeigte wiederum 

die Verwendung von Anti-CYP11B1-Antikörpern eine intensive Färbung, wohingegen 

die Anti-CYP11B2-Antikörper die Schnitte kaum färbten (siehe Abb. 14). 

 

ABB. 23 IMMUNHISTOCHEMISCHE FÄRBUNG EINES GESICHERTEN APA (ANTI-CYP11B2-AK) 

Das Bild zeigt zwei Aufnahmen desselben Schnittes nach der Färbung mit Anti-CYP11B2-Anti-

körpern der University of Mississippi in 2,5- und 5-facher Vergrößerung. 

 

ABB. 24 IMMUNHISTOCHEMISCHE FÄRBUNG EINES GESICHERTEN CPA  

10-fache Vergrößerung. Benachbarte Gefrierschnitte eines Kortisol produzierenden Adenoms 

wurden mit Anti-CYP11B1- (links), bzw. mit Anti-CYP11B2-Antikörpern der Keio Universität 

Tokyo gefärbt. Die Färbung mit Anti-CYP11B1-Antikörpern zeigt eine intensive Färbung, wo-

hingegen der Nachbarschnitt kaum gefärbt ist. 
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5.3.1 Ergebnisse der Bindungsstudien an Gefrierschnitten 

Für die Bindungsstudien an humanen Gewebeschnitten standen die Substanzen 3-5, 10 

und 11 zur Verfügung. Bei den restlichen Inhibitoren gelang während der Durchführung 

dieser Arbeit keine Radiofluorierung, sodass sie nicht mittels Bindungsstudien untersucht 

werden konnten.  

 

ABB. 25 VERGLEICH DER BINDUNGSSTUDIEN MIT DEN TRACERN 3, 4, 5 UND 10 

Ergebnisse der Bindungsstudien mit verschiedenen Gewebeschnitten. Jeweils links wurde als Ne-

gativkontrolle zusätzlich der nicht radiofluorierte Inhibitor zugegeben um die Bindungsstellen zu 

blockieren. 

nNN = normale Nebenniere, APA = Aldosteron produzierendes Adenom, CPA = Kortisol pro-

duzierendes Adenom und ACC = Adrenokortikales Karzinom 

Zur Beurteilung der spezifischen Bindung an die Gewebeschnitte wurde eine immunhis-

tochemische Färbung benachbarter Gefrierschnitte vorgenommen und den Ergebnissen 

der Bindungsstudien gegenübergestellt (siehe Abb. 26). Aufgrund begrenzter Gewebe-

vorräte mussten für verschiedene Tracer teilweise unterschiedliche Nebennieren und A-

denome genommen werden.  
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ABB. 26 VERGLEICH VON BINDUNGSSTUDIEN UND IMMUNHISTOCHEMIE 

Eigene Darstellung. Gezeigt sind die Ergebnisse der Bindungsstudien mit den Tracern 3, 4 und 

5, jeweils links daneben wurden die korrelierenden immunhistochemischen Färbungen der ver-

wendeten Schnitte eingefügt. B1 entspricht hierbei der Färbung mit Anti-CYP11B1-Antikörpern, 

B2 der Färbung mit Anti-CYP11B2-Antikörpern. nNN = normale Nebeniere, APA = Aldosteron 

produzierendes Adenom, CPA = Kortisol produzierendes Adenom und ACC = Adrenokortikales 

Karzinom. 

Alle untersuchten Tracer wurden in mehreren Versuchsansätzen mit verschiedenen Vari-

ationen der Waschschritte, Belichtungszeit und der verwendeten Aktivität untersucht. 

Insbesondere bei den sehr lipophilen Trifluormethylfluorphenylpyridinen war es jedoch 

sehr schwierig, unspezifisch gebundenen Tracer von den Gewebeschnitten zu waschen. 

Bei Substanz 11 gelang es trotz verschiedener Variationen nicht, die unspezifische Bin-

dung mit Waschschritten zu beseitigen (siehe Abb. 27). 

 

ABB. 27 VERGLEICH VIER VERSCHIEDENER ANSÄTZE FÜR BINDUNGSSTUDIEN MIT TRACER 11 

Alle Schnitte wurden zweimal mit PBS gewaschen und im Anschluss entweder mit TRIS (rechts 

oben) oder mit TRIS + 0,05 % Tween 20 in 1-3 fünf minütigen Waschgängen (siehe Bild). Bei 

allen Varianten konnte die unspezifische Bindung nicht gelöst werden, die mit nicht-radiofluo-

rierten Inhibitor blockierten Kontrollschnitte (jeweils links) zeigen eine starke Aktivität, ebenso 

die Leberschnitte. 
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6 Diskussion 

Die 11 getesteten Substanzen zeigten allesamt eine deutlich selektivere Inhibition der Al-

dosteronsynthase als die Vergleichssubstanz FAD286 in den murinen Y1-Zelllinien. Am 

stärksten war der Unterschied zu FAD286 bei Inhibitor 9, der in den Y1-Zelllinien einen 

Selektivitätsfaktor von 129,9 aufwies. Da die verwendeten Y1-Zelllinien die humane Al-

dosteronsynthase nicht simultan mit der 11β-Hydroxylase exprimieren [61, 88], konnte 

mit ihnen jedoch nicht untersucht werden, wie sich die Selektivität in direkter Konkurrenz 

der beiden Enzyme verhält. Deshalb wurden sämtliche Substanzen auch in NCI-H295-

Zellen getestet. Da diese alle relevanten Enzyme der Steroidhormonsynthese exprimieren 

[93], konnte somit untersucht werden, bei welchen Inhibitoren es neben der Wirkung auf 

die Aldosteronsynthase auch zu einer relevanten Inhibition der 11-β-Hydroxylase und 

anderer Enzyme der Steroidhormonsynthese kommt. Die Experimente mit den NCI-

H295-Zellen bestätigten die hohe Affinität der getesteten Inhibitoren für die Aldosteron-

synthase, die Selektivitätsfaktoren lagen zwischen 6,1 und 64,4 – FAD286 konnte im 

Vergleich dazu nur einen Selektivitätsfaktor von 3,8 aufweisen, es kam bereits in niedri-

gen Dosierungen zu einer Inhibition der 11β-Hydroxylase. Erfahrungen mit Patienten, die 

an einem adrenogenitalen Syndrom leiden, haben gezeigt, dass es durch Funktionslosig-

keit eines späteren Enzyms der Steroidhormonsynthese zu stark erhöhten Spiegeln der 

Vorläufersubstanzen kommt [100, 101].  

Die Verwendung von NCI-H295-Zellen-H295-Zellen bietet die Möglichkeit, auch diese 

potentielle Wirkung der Inhibitoren zu testen. Tatsächlich kam es bei allen Substanzen ab 

einer Inhibitor-Dosis von 10 nmol/l zu einem Anstieg von 17-Hydroxy-Progesteron und 

Androstendion. Bei höheren Konzentrationen sanken die 17-Hydroxy-Progesteron und 

Androstendion-Konzentrationen wieder, sodass von einer zusätzlichen Inhibition weite-

rer Enzyme der Steroidhormonsynthese ausgegangen werden muss.  In der Vergangenheit 

konnte beispielsweise gezeigt werden, dass das Imidazolderivat Etomidat in hohen Dosen 

auch die Cholesterin-Desmolase (CYP11A1) direkt inhibiert und somit die gesamte Ste-

roidhormonsynthese unterbindet . [54, 56, 61, 99].  

Angesichts der Sekretionshemmung von 17-Hydroxyprogesteron und Androstendion ist 

zu vermuten, dass dieser Effekt auch bei den von uns getesteten Substanzen in hohen 
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Dosen eintritt. Zur weiteren Evaluation welche Enzyme der Steroidhormonsynthese bei 

welchen Inhibitorkonzentrationen gehemmt werden könnten im Rahmen weiterer Studien 

zum Beispiel mittels Massenspektrometrie die Konzentrationen aller Steroidhormone und 

-Prohormone erfolgen. Gleichzeitig entspricht die gleichzeitige Expression der verschie-

den Enzyme der Steroidhormonsynthese nicht den Verhältnissen einer physiologischen 

Nebenniere, es fehlt die in Abb. 1 dargestellte zonale Gliederung der Nebennierenrinde. 

Da beispielsweise sowohl Aldosteron, als auch Kortisol aus der Vorstufe Desoxykorti-

kosteron entstehen (siehe Abb. 2), konkurrieren 11β-Hydroxylase und Aldosteronsyn-

thase im Zellkulturmodell um ihr gemeinsames Substrat, was in einer zonal gegliederten 

Nebenniere nicht geschieht. Weiterhin kann nur aufgrund der Konzentrationen von Kor-

tisol, Aldosteron, 17-Hydroxy-Progesteron und Androstendion nicht auf den genauen Ef-

fekt einer Substanz auf ein einzelnes Enzym geschlossen werden, da es zu einem kom-

plexen Nebeneinander von Enzymblockaden und Hochregulationen kommt. Es ist nicht 

auszuschließen, dass bei einer selektiven Inhibition der Aldosteronsynthase vermehrt 

Vorstufen akkumulieren, was möglicherweise bei Patienten zu unerwünschten Wirkun-

gen führen kann. Trotz der höheren Selektivitätsfaktoren der getesteten Inhibitoren, 

kommt es wegen der 93%igen Sequenzhomologie der Aldosteronsynthase mit der 11β-

Hydroxylase [70, 71] auch bei den getesteten Substanzen in höheren Konzentrationen 

immer zu einer gewissen Inhibition der Kortisol-Produktion. Diese ist in der in vitro-

Diagnostik schwächer als bei FAD286, aber ein potentieller limitierender Faktor für den 

zukünftigen Einsatz in der medikamentösen Therapie des Hyperaldosteronismus. Dies 

war letztendlich auch der Grund, weshalb der vielversprechende Aldosteronsynthase-In-

hibitor LCI699 mittlerweile in der Therapie des Cushing-Syndroms eingesetzt wird [81]. 

Mithilfe der Experimente mit den V79-Zelllinien wurde untersucht, inwiefern sich die 

Ergebnisse der Inhibitoren bei Nagetieren und Menschen unterscheiden, u.a. um zu klä-

ren, inwieweit ein Ratten-in vivo Modell für eine weitere Evaluation geeignet wäre, wie 

bereits durch andere Arbeitsgruppen eingesetzt [68, 102] IC50-Werte und Selektivitäts-

faktoren unterschieden sich deutlich von den in den Y1- und NCI-H295-Zellen erhobenen 

Werten, lediglich bei Inhibitor 1 kam es zu einer stärkeren CYP11B2- als CYP11B1-

Hemmung. Dieser Umstand lässt sich mit der vergleichsweise niedrigen Ähnlichkeit der 

Rattenenzyme mit den humanen Pendants [95] erklären. So liegt die 



6 Diskussion 

64 

 

Aminosäurensequenzhomologie von CYP11B1 und CYP11B2 zwischen Menschen und 

Ratten nur bei 64%, bzw. 69%. Mit diesem Hintergrund scheint eine in-vivo-Testung in 

nicht-humanisierten Mäusen wenig sinnvoll und auch die Ergebnisse bereits publizierter 

Daten sind diesbezüglich kritisch zu hinterfragen.  

Daher wurden für die in-vivo-Untersuchungen teilhumanisierte Mäuse verwendet, die die 

humane Aldosteronsynthase exprimieren. Somit konnte die Inhibition des Zielenzyms 

auch im murinen Modell gut in vivo getestet werden. Entgegen der Ergebnisse der in-

vitro-Versuche hatte FAD286 im teilhumanisierten Mausmodell den stärksten inhibitori-

schen Effekt auf die Aldosteronsynthese. Innerhalb von 60 Minuten nach Gabe von 

0,1 µmol/kg FAD286 sank die Konzentration von 752,2 pg/ml in der Vergleichsgruppe 

auf durchschnittlich 118,7 pg/ml. Die gleiche Dosis an Inhibitor 4 senkte den Aldoste-

ronspiegel nach einer Stunde nur auf 186,4 pg/ml, bei Inhibitor 5 lag der Ein-Stunden-

Wert mit 407,5 pg/ml noch deutlich darüber. Die Kortikosteronsynthese wurde von 

FAD286 am wenigsten beeinflusst, während es bei den Inhibitoren 4 und 5 zu einer deut-

lichen Abnahme kam. Die hohe Selektivität für die Aldosteronsynthase von FAD286 im 

Nagetiermodell wurde bereits beschrieben [103] und ist mit unseren Ergebnissen verein-

bar. Jedoch ist es kaum möglich, daraus auf die Wirkung der Inhibitoren im Menschen zu 

schließen. Das zentrale Problem in der Entwicklung eines selektiven Aldosteronsynthase-

Inhibitors liegt in der großen Homologie von Aldosteronsynthase und 11β-Hydroxylase 

[70], die Struktur der murinen Enzyme stimmt jedoch nur teilweise mit den humanen 

Enzymen überein, eine selektive Bindung an humane Enzyme ist deshalb im Mausmodell 

nicht evaluierbar. Durch die Verwendung teilhumanisierter Mäuse konnte zwar die inhi-

bitorische Wirkung auf die humane Aldosteronsynthase im Tiermodell bestimmt werden, 

über den Effekt auf die 11β-Hydroxylase lässt sich jedoch nichts sagen, da diese im ver-

wendeten Modell nicht humanisiert war. Weiterhin kann durch ein unspezifisches Binden 

an murinen Enzymen die Inhibition der Aldosteronsynthase schwächer ausfallen, als es 

im Menschen zu erwarten wäre. Ein humanisiertes Mausmodell, das auch die übrigen 

adrenalen Enzyme, insbesondere die humane 11β-Hydroxylase exprimiert, böte eine bes-

sere Aussagekraft für die selektive Bindung an das Zielenzym, ist derzeit jedoch nicht 

verfügbar. Ebenso würde eine größere Zahl an Versuchstieren die Aussagekraft erhöhen, 

da Schwankungen in den Hormonkonzentrationen der einzelnen Tiere weniger stark ins 
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Gewicht fielen. Dies wäre aber auch im Rahmen des Tierschutzes kritisch zu betrachten. 

Da für die Messung der Hormonkonzentrationen eine ausreichende Menge an Blut ent-

nommen werden musste, war die Abnahme aus der Schwanzvene nicht praktikabel. Au-

ßerdem wäre bei der Abnahme aus der Schwanzvene eine stressbedingte Erhöhung der 

Kortikosteronkonzentration nicht auszuschließen, was die Ergebnisse verzerrt hätte. Des-

halb wurden die Tiere durch CO2-Insufflation euthanasiert und anschließend das Blut mit 

einer sterilen Kanüle intrakardial entnommen. Dadurch gab es aber keine Möglichkeit für 

die Erhebung von Langzeitdaten nach der Gabe des Inhibitors. Außerdem lässt sich trotz 

größter Vorsicht und schonenden Umgangs mit den Versuchstieren nicht ausschließen, 

dass es durch die Versuche zu einer Stressreaktion mit erhöhten Kortikosteronpegeln 

kam.  

Durch die erfolgreiche, neu etablierte immunhistochemische Färbung der Gefrierschnitte 

humanen Gewebes, konnten die Ergebnisse der Bindungsstudien mit der CYP11B2-Ex-

pression verglichen werden. Andererseits wurden, nicht zuletzt dadurch, viele Gewebe-

schnitte benötigt, weshalb es nicht möglich war, die verschiedenen Tracer an denselben 

Gewebestücken zu testen. Erschwerend kam hinzu, dass CYP11B2 auch innerhalb von 

Adenomen in Clustern exprimiert wird [67], weshalb auch innerhalb eines Gewebestü-

ckes nicht alle Schnitte verwendet werden konnten. Ein Problem bei den Bindungsstudien 

war oftmals die unspezifische Bindung der lipophilen Tracer an die Gewebeschnitte. Ins-

besondere bei Trifluormethylfluorphenylpyridin waren intensive Waschschritte nötig, die 

wiederum die Gewebeschnitte stark in Mitleidenschaft zogen. Bei Tracer 11 gelang es 

auch durch ausgeprägte Waschschritte nicht, das unspezifische Kleben an den Negativ-

kontrollen zu lösen, ohne dabei die Gewebeschnitte zu zerstören. Eine weitere Option 

wäre auch der Versuch für die Bindungsstudien Paraffinschnitte zu verwenden, welche 

widerstandsfähiger sind, zudem wurden die verwendeten Anti-CYP11B1- und Anti-

CYP11B2-Antikörper für die immunhistochemische Färbung von Paraffinschnitten ent-

wickelt [11, 12].  

Bei den Tracern 3, 4 und 5 konnte eine Bindung an CYP11B2-exprimierende Regionen 

gezeigt werden (siehe Abb. 25), allerdings band Tracer 5 auch an den Schnitt eines Kor-

tisol produzierenden Adenoms, sodass von einer partiellen Bindung an CYP11B1 ausge-

gangen werden muss. Die Radiofluorierung der Inhibitoren ist äußerst komplex und war 



6 Diskussion 

66 

 

nicht immer erfolgreich, dadurch konnte nur ein Teil der Substanzen getestet werden. 

Diese könnten aber in Zukunft beispielsweise auch in vivo mit einem Kleintier-PET ge-

testet werden, um die Entwicklung klinisch nutzbarer Substanzen weiter voranzutreiben 

und eine alternative Methode zu den Bindungsstudien an Gewebeschnitten zu haben.  

Ein prinzipielles Problem in der Differentialdiagnostik des primären Hyperaldosteronis-

mus via Radiotracer ist die Frage der Auflösung in der Bildgebung. Kleinere Aldosteron 

produzierende Adenome kommen häufig vor und werden in der klassischen Schnittbild-

gebung oft übersehen [104], gleichwohl ist die CYP11B2-Expression sowohl in Aldoste-

ron produzierenden Adenomen, als auch bei der bilateralen idiopathischen Hyperplasie 

gegenüber dem physiologischen Nebennierengewebe meistens gesteigert [31, 67]. Es er-

scheint daher plausibel, dass ein selektiver Tracer in diesen pathologischen Geweben 

stark bindet und ein deutliches Signal erzeugt, zumal bei kleineren Adenomen eine Zu-

nahme der CYP11B2- und eine Abnahme der CYP11B1-Expression beschrieben wurde 

[105, 106] 

Die Entwicklung selektiver Inhibitoren der Aldosteronsynthase ist aktuell Forschungsziel 

mehrerer Arbeitsgruppen weltweit. Von einer erfolgreichen, zielgerichteten Suppression 

der Aldosteron-Synthese verspricht man sich nicht nur eine bessere Therapie des Conn-

Syndroms, sondern auch der Herzinsuffizienz [107]. Die große Rolle von Aldosteron bei 

der kardialen Morbidität zeigt sich unter anderem in den positiven Effekten der Mineralo-

kortikoid-Rezeptor-Antagonisten, die nachweislich bei Herzinsuffizienz die Mortalität 

senken [14, 75]. Gleichwohl lassen sich dadurch die nicht-rezeptorvermittelten Effekte 

des Aldosterons nicht beeinflussen und auch unter Therapie mit Renin-Antagonisten und 

ACE-Hemmern kommt es zu einer signifikanten Produktion von Aldosteron [74, 76]. Mit 

FAD286 und LCI699 wurden in der Vergangenheit bereits vielversprechende Substanzen 

entwickelt, von denen man sich eine selektive Inhibierung der Aldosteronsynthase ver-

sprach. Die im Tiermodell ausgeprägten Selektivitätsfaktoren beider Substanzen bestä-

tigten sich jedoch nicht, was sich unter anderem durch die geringe Homologie der huma-

nen und murinen Enzyme erklären lässt [70, 103]. Eine weitere Substanz, BI 689648, 

wurde deshalb in Primaten getestet, wovon die Autoren sich eine bessere Aussagekraft 

für die Verhältnisse beim Menschen erhoffen [82]. Der Einfluss von LCI699 auf die hu-

mane 11β-Hydroxylase ist tatsächlich so stark ausgeprägt, dass ein Einsatz in der 
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Therapie des Cushing-Syndroms erforscht wird [81]. Ein Einsatz von LCI699 in der The-

rapie des primären Hyperaldosteronismus könnte daher mit einer, unter Umständen le-

bensbedrohlichen [108, 109], Suppression der Kortisol-Synthese einhergehen. Anderer-

seits zeigen neuste Studien, dass es sowohl bei Aldosteron produzierenden Adenomen, 

als auch bei der bilateralen idiopathischen Hyperplasie zu einer relevanten Produktion 

von Kortisol kommen kann [110, 111]. Dieser Umstand könnte auch eine Erklärung sein 

für das gehäufte Auftreten von Diabetes mellitus, dem metabolischen Syndrom und psy-

chischen Begleiterkrankungen beim Conn-Syndrom [112-114]. Außerdem könnte ein re-

levanter Glukokortikoidexzess mitverantwortlich für die hohe kardiovaskuläre Morbidi-

tät der betroffenen Patienten sein [14, 114]. Diese neuen Erkenntnisse werfen ein anderes 

Licht auf die aktuellen Empfehlungen für die Therapie des primären Hyperaldosteronis-

mus. Einerseits muss in klinischen Studien erforscht werden, ob eine zusätzliche Hem-

mung der Kortisolsynthese oder -wirkung für die Betroffenen einen Benefit darstellt, an-

dererseits sollte untersucht werden, ob es durch die gesteigerte Glukokortikoidsynthese 

zu einer Suppression der kontralateralen Nebennierenrinde kommt. In diesem Fall könnte 

die Entfernung eines Adenoms eine vital bedrohliche Addison-Krise auslösen [14, 15, 

109], was in der Therapieplanung zwingend berücksichtigt werden muss. Sollten klini-

sche Studien in Zukunft zeigen, dass Patienten von einer Anti-Glukokortikoiden-Thera-

pie profitieren, so wäre ein Aldosteronsynthase-Inhibitor, der zu einem geringen Umfang 

auch die 11β-Hydroxylase hemmt, unter Umständen sogar einem reinen Aldosteronsyn-

thase-Inhibitor überlegen. 

Bei der Anwendung radiofluorierter Inhibitoren wäre wiederum eine hohe Selektivität 

der Substanzen für die Aldosteronsynthase besonders wünschenswert. Die Möglichkeit 

der Radiofluorierung hochselektiver Inhibitoren bietet das Potential zur Entwicklung ei-

nes PET-Tracers, der den selektiven Nebennierenvenenkatheter als diagnostischen Gold-

standard zumindest teilweise ablösen könnte. Dies würde nicht nur das Problem der star-

ken Untersucherabhängigkeit [46, 52] und mitunter hohen Strahlenbelastung [48] lösen, 

sondern böte dank der vergleichsweise langen Halbwertszeit von [18F] [84] auch eine 

breitere Verfügbarkeit einer adäquaten Diagnostik. Momentan kann diese nur in wenigen 

Zentren erfolgen [46], was bei der hohen Prävalenz des primären Hyperaldosteronismus 

problematisch ist. Die bisherigen bildgebenden Verfahren werden diesem Anspruch 
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jedoch noch nicht gerecht. Eine einfache CT- oder MRT-Aufnahme kann nicht zwischen 

klinisch irrelevanten Inzidentalomen und Aldosteron produzierenden Tumoren unter-

scheiden, außerdem können kleine Adenome leicht übersehen werden [40, 52]. Tracer 

wie [11C]Metomidat und [123I]IMTO zeigen gute Ergebnisse in der Differenzierung zwi-

schen adrenokortikalem und nicht-adrenokortikalem Gewebe [53, 58, 61], sind jedoch 

nicht in der Lage, eine Aussage über die endokrine Aktivität eines adrenalen Herdes zu 

treffen, da sie durch die Bindung sowohl an CYP11B1, als auch an CYP11B2 nahezu in 

allen adrenokortikalen Zellen aufgenommen [64, 66]. Hinzu kommt die sehr kurze Halb-

wertszeit von [11C]Metomidat [66], die einen Transport in Kliniken ohne eigenen Zyklot-

ron unmöglich macht.  

Sehr interessant ist in diesem Kontext die Entdeckung, dass CXCR4 in Regionen mit 

CYP11B2-Expression ebenfalls exprimiert wird, was bereits in ersten erfolgreichen 

PET/CT-Untersuchungen mit dem CXCR4-Tracer [68Ga]Pentixafor mündete [65]. Da je-

doch auch in normalem adrenokortikalem Gewebe CXCR4 exprimiert wird, ist insbeson-

dere die Detektion kleinerer Aldosteron produzierender Tumore aufgrund der starken 

Hintergrundaktivität erschwert. In Zukunft werden klinischen Studien den möglichen 

Einsatz von [68Ga]Pentixafor evaluieren müssen.  

Von den in dieser Arbeit getesteten Substanzen zeigten vor allem die Inhibitoren 4 und 

5, beides Cyanofluorphenylpyridine, vielversprechende Ergebnisse. Mit Selektivitätsfak-

toren von 36,5 in Y1- und 14,5 in NCI-H295-Zellen (Inhibitor 4), beziehungsweise 73,7 

in Y1- und 9,2 in NCI-H295-Zellen (Inhibitor 5) zeigten beide in vitro gute Resultate. 

Nach erfolgreicher Radiofluorierung konnte bei beiden Substanzen eine Bindung an 

CYP11B2-exprimierende Strukturen gezeigt werden, allerdings band Tracer 5 auch an 

CYP11B1-exprimierende Teile der Gewebeschnitte. Es kann nicht ausgeschlossen wer-

den, dass trotz vielfältiger Anpassungen des Versuchsaufbaus die Waschschritte nicht 

ausreichten um ein unspezifisches Festkleben der Tracer auf der Oberfläche der Gewebe-

schnitte zu verhindern. Auch bei den in-vivo-Experimenten trat nach Gabe der beiden 

Inhibitoren jeweils eine deutliche Suppression der Aldosteronproduktion auf. Weitere Ex-

perimente mit Versuchstieren, die auch die humane 11β-Hydroxylase exprimieren und 

vor allem Kleintier-PET-Untersuchungen sind nötig, um den Stellenwert der Substanzen 

als mögliche diagnostische Instrumente in der Differentialdiagnostik des primären 
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Hyperaldosteronismus zu klären. Auch Inhibitor 11 konnte in vitro mit Selektivitätsfak-

toren von 97,9 (Y1-Zellen) und 33,6 (NCI-H295-Zellen) überzeugen, allerdings gelang 

es im Rahmen dieser Arbeit nicht, ein Protokoll für die Bindungsstudien mit dieser Sub-

stanz zu etablieren. 

Vor allem bei kleinen Läsionen wird der Nebennierenvenenkatheter wahrscheinlich auch 

in Zukunft eine wichtige Rolle im diagnostischen Algorithmus einnehmen. Durch die 

Entwicklung einer funktionellen Bildgebung könnte man diesen aber möglicherweise nur 

noch bei einzelnen Patienten benötigen, deren Fälle durch diese nicht abschließend ge-

klärt werden konnten. Gleichzeitig kann die Diagnostik durch zunehmend differenziertere 

Laborchemie ergänzt werden, die mittels genauer Steroidanalytik in Zukunft möglicher-

weise zwischen uni- und bilateralen Erkrankungen differenzieren kann [115]. 
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7 Zusammenfassung 

Mit einer durchschnittlichen Prävalenz von ca. 50 % aller Erwachsenen ist die arterielle 

Hypertonie der häufigste kardiovaskuläre Risikofaktor [14, 19]. Aktuelle Studien konnten 

zeigen, dass mit ca. 5 –10 % der primäre Hyperaldosteronismus die häufigste Ursache 

einer sekundären Hypertonie darstellt [19, 26]. Damit handelt es sich bei dem sogenann-

ten Conn-Syndrom um eine weit verbreitete Erkrankung, für die vor allem bei jungen 

Patienten eine potentiell kurativen Therapie existiert. Gleichzeitig können auch die nicht 

kurativ behandelbaren Patienten von einer gezielten Therapie mit Mineralokortikoid-Re-

zeptor-Antagonisten profitieren [24, 33].  

Unabdingbar ist jedoch eine an die jeweilige Ätiologie angepasste Therapie. Während 

Aldosteron produzierende Adenome durch eine Adrenalektomie geheilt werden können, 

sollten Patienten mit idiopathischen bilateralen Hyperplasien Mineralokortikoid-Rezep-

tor-Antagonisten erhalten [14, 33, 44]. Zur Unterscheidung zwischen Hyperplasien und 

Adenomen ist man aktuell auf die selektive Katheterisierung der Nebennierenvenen an-

gewiesen, ein Verfahren das sehr aufwendig ist, eine oftmals hohe Strahlenbelastung für 

Patienten und Untersucher bedeutet, komplikationsreich ist und aufgrund der großen Un-

tersucherabhängigkeit nur in wenigen Zentren verfügbar ist [24, 32, 116]. Die momentan 

zur Verfügung stehenden bildgebenden Verfahren sind wiederum nicht aussagekräftig 

genug, um zwischen den verschiedenen Formen zu differenzieren. Ein selektiver PET-

Tracer, der nur an Aldosteron produzierende Zellen bindet und mit [18F] markiert werden 

kann, wäre eine mögliche Alternative und könnte, dank der relativ langen Halbwertszeit 

von [18F] [84], auch in Kliniken transportiert werden, die nicht über ein Zyklotron verfü-

gen.  

Zu diesem Zweck wurden 11 Substanzen aus den Stoffklassen der Naphthylpyridine, 

Cyanofluorphenylpyridine und Trifluormethylfluorphenylpyridine im Rahmen dieser Ar-

beit untersucht. In in-vitro-Experimenten wurde für alle Stoffe die selektive Hemmung 

der Aldosteronsynthase in verschiedenen Zellkulturmodellen getestet. Außerdem erfolg-

ten nach erfolgreicher Radiofluorierung der Substanzen erste Bindungsstudien an huma-

nen Gewebeschnitten. Diese wurden mit der neu etablierten immunhistochemischen Fär-

bung benachbarter Schnitte verglichen. Einzelne, vielversprechende Substanzen wurden 
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außerdem in vivo in transgenen Mäusen getestet, die durch Transfektion die humane Al-

dosteronsynthase exprimieren. Auf Basis dieser Ergebnisse, müssen künftige Untersu-

chungen mit einem Kleintier-PET und Tests im Rahmen klinischer Studien erfolgen, um 

die Entwicklung eines geeigneten PET-Tracers weiter voranzutreiben und so mittelfristig 

die Differentialdiagnostik des primären Hyperaldosteronismus zu verbessern.
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