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1 Einleitung

1.1 Phaochromozytome und Paragangliome

Phaochromozytome und Paragangliome (PPGL) sind Katecholamin-produzierende,
neuroendokrine Tumore des chromaffinen Gewebes (1). Entsteht ein solcher Tumor aus
Zellen des Nebennierenmarks, wird er als Phaochromozytom (PCC) bezeichnet. Mit ei-
nem Anteil von 80-85% stellen diese die grofdte Gruppe innerhalb der PPGL dar (2, 3).
Ein Paragangliom (PGL) beschreibt hingegen eine extra-adrenale Tumormanifestation,
die von den paravertebralen sympathischen Ganglien ausgeht. Histologisch sind
Phaochromozytome und Paragangliome kaum voneinander unterscheidbar. Sie zeigen
in Zellballen angeordnete Tumorzellen, die von sogenannten Sustentakularzellen und
einem kapillaren Netzwerk umgeben sind (4).

Tumore aus parasympathischen Gewebe im Kopf- und Nackenbereich werden ebenfalls
als Paragangliome bezeichnet, diese zeigen jedoch meist keine Hormonaktivitat und

werden in dieser Arbeit nicht betrachtet (3).

1.1.1 Epidemiologie und Dignitat

Phaochromozytome und Paragangliome sind seltene Tumore. Bei Patient*innen mit Hy-
pertonie wird die Pravalenz in der Literatur mit 0.2-0.6 % angegeben (5-7). Eine relativ
hohe Pravalenz in Autopsie-Studien (0.05-0.1 %) legt jedoch nahe, dass die tatséchliche
Krankheitshaufigkeit in der Gesamtpopulation hoher ist und viele PPGL zu Lebzeiten
unentdeckt bleiben (8-10).

Malignitat ist bei PPGL definiert durch das Vorliegen von Metastasen in Geweben, in
denen normalerweise keine chromaffinen Zellen vorkommen, wie beispielsweise Kno-
chen und Lymphknoten. Die Malignitatsbestimmung am histopathologischen Préparat
des Primartumors ist nicht moglich. Betrachtet man die Dignitat der Phdochromozytome
und Paragangliome, ist mit 85-90 % die groRe Mehrheit der Tumore gutartig. Das Vor-
liegen spezifischer Risikofaktoren kann die Rate maligner Phdochromozytome und Pa-
ragangliome jedoch auf 30-40 % steigern. Hierzu z&ahlen ein junges Manifestationsalter,
eine TumorgrofRe tber 5 cm, Mutationen im Succinat-Dehydrogenase B (SDHB)-Gen,
eine multifokale Lokalisation, extra-adrenale Tumore sowie ein dopaminerger Phanotyp
(1, 11, 12).



1.1.2 Genetik

Insbesondere Fortschritte der molekulargenetischen Forschung legen eine Anpassung
der traditionellen 10er Regel nahe. Diese besagt, dass 10 % der Tumore bilateral und
10 % extra-adrenal lokalisiert sind, 10 % der PPGL maligne und 10 % hereditaren Ur-
sprungs sind (2, 13). So kann beispielsweise bei der Multiplen Endokrinen Neoplasie
Typ Il (MEN 1) sowie bei dem Von-Hippel-Lindau-Syndrom (VHL) die Rate der bilatera-
len Tumore Uber 10 % liegen (14-16). Ferner ist besonders eine Keimbahnmutation in
dem SDHB-Gen und anderen fir die Untereinheiten der Succinatdehydrogenase codie-
renden Genen (SDHx) mit einem deutlich erh6hten Risiko fur Malignitat assoziiert (17-
19).

Weiterhin weisen neuere Untersuchungen darauf hin, dass deutlich mehr Neoplasien als
bisher angenommen Pradispositionssyndromen zuzuordnen sind. Die aktuelle Studien-
lage geht davon aus, dass bei 30-40 % der Patient*innen mit PPGL eine Keimbahnmu-
tation in einem der bekannten Suszeptibilitdtsgenen nachweisbar ist. Bei den restlichen
60 % der Phdochromozytome und Paragangliome handelt es sich vermutlich um spora-
dische Félle, von denen mindestens ein Drittel eine somatische Mutation aufweist (14,
15, 20).

Insgesamt sind Mutationen in mehr als 20 Genen bekannt, welche basierend auf der
Aktivierung verschiedener Signalwege in drei Cluster unterteilt werden kdnnen. Cluster
1 umfasst Genmutationen, die eine zellulare Hypoxie nachahmen. Hierzu zahlen unter
anderem Mutationen der Succinat-Dehydrogenase-Untereinheiten (SDHXx), der Fuma-
rat-Hydratase (FH), der Malat-Dehydrogenase 2 (MDH2) und der Isocitrat-Dehydro-
genase 1 (IDH1). Diese miinden letztendlich in einer Aktivierung des (Pseudo-) Hypoxie-
Signalweges und der Stabilisierung des Hypoxie-induzierten Faktors a (HIF- a), wobei
insbesondere die Isoformen HIF-1a und HIF-2a bedeutsam sind. HIF-a ist ein Transkrip-
tionsfaktor, welcher bei der Regulierung der Zelladaption an eine mangelnde Sauer-
stoffversorgung beteiligt ist und eine wichtige Rolle in der Tumorgenese einnimmt. Es
kommt zur Induktion von Zielgenen und Aktivierung von Signalwegen, die mit Angioge-
nese, Hamatopoese, Glykolyse und Zellproliferation assoziiert sind (20-22) .

Tumore des Clusters 2 zeigen Mutationen in Rearranged-during-Transfection (RET),
Neurofibromin 1 (NF1), H-RAS- und K-RAS- Protoonkogenen, Transmembran-Protein
127 (TMEM127) und Myc-assoziierter Faktor X (MAX). Diese fuhren zur Aktivierung ver-

schiedener Kinase-Signalwege, welche Zellwachstum, Proliferation, Apoptose und



Angiogenese regulieren. Weiterhin fuhrt die Aktivierung dieser Signalwege zu einer Sta-
bilisierung von HIF-a, welches die Verbindung zu Cluster 1 darstellt (11, 20, 21, 23).

Cluster 3 umfasst das Cold shock domain-containing E1 (CSDE1) Gen sowie das Mas-
termind-like transcriptional coactivator 3 (MAML3) Fusionsgen. Diese nehmen Einfluss
auf den Wnt-Signalweg und begiinstigen somit Tumorproliferation, Invasion und Metas-

tasierung (24).

1.1.3 Klinische Symptomatik

Die klinischen Manifestationen bei Patient*innen mit Phaochromozytomen oder Para-
gangliomen sind meist durch die im Uberschuss produzierten Katecholamine bedingt
und kénnen eine Vielzahl anderer Erkrankungen imitieren (2, 25). Aufgrund der starken
Variabilitdt der Symptomatik wird das Phaochromozytom daher auch als ,the great mi-
mic* bezeichnet (26, 27). Die klinischen Zeichen und Symptome bei Patient*innen mit
PPGL sind bekannt, trotzdem wird die Diagnosestellung haufig durch deren geringe Spe-
zifitéat erschwert. Zu den Leitsymptomen zahlt die Hypertonie, die sich als Dauerhyper-
tonus oder als paroxysmaler Bluthochdruck manifestieren kann. Typischerweise kommt
es zu anfallsartigen Episoden, die Minuten bis Stunden anhalten. Es gibt jedoch auch
Patient*innen mit PPGL, die keine erhthten Blutdruckwerte aufweisen (28-30). Weiterhin
gehdren zu den haufigsten Symptomen Kopfschmerz, Tachykardie und Palpitationen,
Schwitzen sowie Blasse. Seltener kdnnen Ubelkeit, Fieber, Gewichtsverlust, Miidigkeit,
Hitzewallungen oder Angstzustande auftreten (2, 28, 30). Es ist jedoch auch eine klini-
sche Prasentation mit nur leichten oder keinen Symptomen mdglich (31).

Eine grol3e Gefahr sind akute, durch schlagartige Freisetzung von Katecholaminen aus-
geldste Krisen. Diese kénnen Kardiomyopathien, ein Lungenddem, eine Enzephalopa-
thie sowie weitere Organschaden und Dysfunktionen zur Folge haben und stellen einen
endokrinologischen Notfall dar (32-36). Solche Krisen kdnnen idiopathisch entstehen o-
der durch vielfaltige Faktoren wie mechanische Manipulation, beispielsweise im Rahmen
einer Operation, Medikamenteneinnahme oder emotionalen Stress ausgeldst werden

und bis zum Tod der Patient*innen fihren (37, 38).

1.1.4 Diagnostik und Therapie

Aufgrund der variablen und unspezifischen Symptomatik ist die Diagnosestellung eines

PPGL auch heute noch eine Herausforderung im klinischen Alltag. Bei Verdacht auf ein



PPGL (Tabelle 1) sollte zuerst der biochemische Nachweis des Katecholaminexzesses
angestrebt werden (39). Dieser erfolgt bevorzugt durch die Bestimmung der Katechola-
minabbauprodukte Metanephrin (MN) und Normetanephrin (NMN) im Plasma oder im
24-Stunden-Sammelurin, wobei aktuelle Erkenntnisse eine bessere diagnostische Leis-
tung der Testung im Plasma andeuten (40). Beide Testmdglichkeiten sind jedoch der
direkten Messung der Katecholamine Adrenalin (EPI) und Noradrenalin (NE) sowie der
Quantifizierung der Vanillinmandelsaure Uberlegen. Dieser Vorteil ist durch die kontinu-
ierliche Freisetzung der Metanephrine bedingt, welche der pulsatilen Ausschittung der
Katecholamine gegenubersteht. Weiterhin bleiben Normetanephrin und Metanephrin
durch die Erregung des sympatho-adrenalen Systems weitgehend unbeeinflusst (41-
43). Bei einem negativen Testergebnis lasst sich ein PPGL somit mit sehr hoher Wahr-
scheinlichkeit ausschliel3en (44).

Tabelle 1: Indikationen fiir biochemische Testung auf Phdochromozytome/ Pa-
ragangliome (PPGL)

nach (11)

Anzeichen oder Symptome eines Katecholaminexzess, inshesondere bei anfallsarti-
gem Auftreten

Unerwartete Blutdruckreaktion auf Medikamente, Operationen oder Narkose
Unerklarte Blutdruckvariabilitat

Inzidentalom, auch bei normotensiven Patient*innen

Behandlungsresistente Hypertonie

Vorherige Behandlung eines PPGL

Hereditares Risiko fir PPGL

Merkmale eines PPGL assoziierten hereditdren Syndrom

Trotz der hohen diagnostischen Sicherheit durch biochemische Testung wird die Dia-
gnose eines PPGL aufgrund fehlender Berlicksichtigung der Erkrankung in der Differen-
tialdiagnose mit einem durchschnittlichen Verzug von drei Jahren gestellt (11). Um
schwere Verlaufe und Komplikationen zu verhindern, ist jedoch eine friihzeitige Diagno-
sestellung unabdingbar.

Da die Metanephrin- und insbesondere die Normetanephrinkonzentration durch externe
Faktoren beeinflusst werden kénnen, stellen falsch-positive Ergebnisse eine diagnosti-
sche Herausforderung dar. So kénnen Koffein, Nikotin, kdrperliche Anstrengung sowie

bestimmte Medikamente, insbesondere Phenoxybenzamin, trizyklische Antidepressiva



und R-Blocker die gemessenen Metanephrin- und Normetanephrinkonzentrationen ver-
falschen. Auch die Korperlage beeinflusst die biochemischen Laborparameter (45-47).
Daher wird die Blutentnahme nach mindestens 20-minutiger liegender und ruhender Po-
sition empfohlen (39). Bei uneindeutigen Ergebnissen kann die Spezifitdt durch einen
Suppressionstest mit Clonidin erhéht werden (46). Eine hohe Plasmakonzentration von
Methoxytyramin (MTY), ein Abbauprodukt von Dopamin (DA), kann ein Hinweis auf ein

erhohtes Risiko flr maligne und extra-adrenale Tumore sein (48).

Weiterhin ermdglicht das biochemische Profil Riickschlisse auf die zugrunde liegende
Mutation bei hereditaren PPGL-Syndromen. Mutationen des Clusters 1 sind mit einem
noradrenergen Phanotyp verbunden. Tumore mit einer VHL-Mutation fihren dabei meist
zu einer isolierten Erhéhung der NMN-Werte. SDHx-Mutationen weisen meist eine zu-
satzlich gesteigerte Produktion von MTY auf. Mutationen des Clusters 2 sind dahingegen
durch einen adrenergen Phanotyp charakterisiert (20, 49).

Bei biochemischem Nachweis eines PPGL sollte eine Bildgebung angeschlossen wer-
den. Hierbei ist die Computertomografie (CT) das Mittel der Wahl (50-52). Eine Mag-
netresonanztomografie (MRT) wird bei metastasiertem PPGL, einer Lokalisation im Na-
cken oder an der Schadelbasis, postoperativen Clips, einer Kontrastmittelallergie und
bei Patient*innen, bei denen generell eine geringe Strahlenbelastung angezeigt ist, emp-
fohlen (39, 53). In Kombination mit einer funktionellen Bildgebung kann neben der Loka-
lisation des Primartumors der Ausschluss von Metastasen erfolgen. Ein ¥F-FDA PET/
CT ist fur diesen Zweck aktuell das sensitivste Verfahren (54-56). Falls diese Methode
nicht verfugbar ist, wird die *2%I-MIBG Szintigraphie oder ein **F-DOPA PET/(CT) emp-
fohlen (39). Bei bekannter Metastasierung sollte die bildgebende Diagnostik in Abhan-

gigkeit des genetischen Status gewahlt werden (57).

Eine genetische Diagnostik sollte grundsatzlich bei allen Patient*innen mit PPGL in Er-
wagung gezogen werden. Insbesondere ist sie bei Risikopatient*innen mit positiver Fa-
milienanamnese, metastasierten PPGL, PPGL-assoziierten Syndromen oder bekannten
Mutationen in PPGL-assoziierten Genen angezeigt. Es wurde aufgrund der Genotyp-
Phanotyp-Beziehung vorgeschlagen, die Sequenz der untersuchten Gene an der Klinik,
der Lokalisation und dem katecholaminergen Phanotyp zu orientieren (39). Mit der Ver-
flgbarkeit von Panel-Next Generation Sequencing-Technologie riickt dies jedoch in den
Hintergrund (58).

10



Bei der Therapie von PPGL steht die operative Resektion des Tumors im Vordergrund,
wobei laparoskopische Verfahren bevorzugt werden (59-62). Da intraoperative Manipu-
lationen zu einem lebensgefahrlichen Katecholaminexzess fihren kdnnen, ist die
praoperative Blockade der adrenergen Rezeptoren ein zentraler Bestandteil des peri-
operativen Managements (2, 63, 64). Haufig genutzte Medikamente sind hierbei Phen-
oxybenzamin als nicht-selektiver a-Rezeptorblocker sowie Doxazosin, ein selektiver ai-
Rezeptorblocker (65, 66).

Postoperativ sollte ein engmaschiges Monitoring sowie ein Follow-Up mit Messung der
Metanephrinwerten erfolgen. Ebenfalls wird eine lebensléangliche, jahrliche biochemi-
sche Kontrolle empfohlen (39). Das Risiko eines Rezidivs nach einer erfolgreichen Ope-
ration liegt bei circa 5 % innerhalb von funf Jahren. Der Grof3teil der Patient*innen kann
jedoch durch die operative Tumorentfernung langfristig geheilt werden (67).

1.2 Metabolomics

Ein Metabolit ist ein Zwischen- oder Endprodukt des Stoffwechsels und tritt als Substrat
oder Produkt von Enzymen auf. Die Metabolite spiegeln die finale Reaktion eines biolo-
gischen Systems auf genetische und umweltbedingte Veranderungen wider (68). Im Ge-
gensatz zu Proteinen und Genen werden Metabolite nicht durch epigenetische Regula-
tionen und post-translationale Modifikationen beeinflusst und sind somit direkt mit der
biochemischen Aktivitat assoziiert (69).

Der Begriff Metabolom wird analog zu den Begriffen Genom, Transkriptom und Proteom
verwendet (Abbildung 1) und beschreibt die Gesamtheit aller Metabolite einer Zelle, ei-
nes Gewebes oder Organismus (70).

[ Gonom ) (ransiptom Jommp [ protsom | b [ waeaboiom ] o,

Transkription Translation Enzymreaktionen Phinotyp

- mRNAs -[ Proteine }-[ Metabolite ] ‘

Abbildung 1.  Der Weg vom Genotyp zum Phanotyp
nach (71)
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Die genaue Anzahl der Metabolite des menschlichen Stoffwechsels ist noch nicht be-
kannt. Die Erforschung des Metaboloms gewinnt jedoch zunehmend an Bedeutung und
fuhrt zu einem Anstieg der Anzahl beschriebener Metabolite. Die vierte Version (2018)
der Human Metabolome Database umfasst 114 100 Metabolite. Dies entspricht einer
Verdreifachung der Gesamtanzahl der bekannten Metabolite innerhalb von finf Jahren
(72).

1.2.1 Definition

Die Metabolomik (engl.: Metabolomics) beschreibt die Identifizierung und Quantifizie-
rung des Metaboloms und somit die Analyse der Metaboliten eines Organismus (68).
Dies ermoglicht es, den Einfluss genetischer Variationen, Therapien, der Erndhrung oder
Erkrankungen auf die Stoffwechsellage zu betrachten und die resultierenden Effekte die-
ser Einflusse auf den Phanotyp darzustellen (73, 74).

Grundsatzlich lassen sich zwei Ansétze bei metabolomischen Untersuchungen unter-
scheiden: Untargeted Metabolomics und Targeted Metabolomics. Bei Untargeted Meta-
bolomics wird die Gesamtheit der analytisch und methodisch erfassbaren Metabolite in
einer Probe detektiert, mit dem Ziel, diese anschlieRend zu identifizieren und zumindest
relativ zu quantifizieren. Die grolie Datenmenge, die hierbei generiert wird, sowie die
Zuordnung detektierter, aber bisher unbekannter Analyte stellen Herausforderungen die-
ses Ansatzes dar. Methodisch ist der Ansatz ,Untargeted Metabolomics® in der Regel
semiguantitativ ausgelegt. Targeted Metabolomics beschreibt hingegen die Messung
und Quantifizierung vordefinierter Metabolite, die bereits chemisch charakterisiert und
beschrieben sind. Hierdurch wird die Zuordnung der detektierten Metabolite und mogli-
che Riickschlisse auf biochemische Stoffwechselvorgange erleichtert (75, 76). Zudem
erleichtert die Begrenzung auf eine bestimmte Auswahl an Metaboliten die Entwicklung
quantitativer Methoden. Besonders bei der Betrachtung von ausgesuchten Stoffwech-
selwegen bietet dieser Ansatz Vorteile gegeniiber Untargeted Metabolomics (77).

Ein wichtiges Ziel der Metabolomik ist die Identifikation solcher Metabolite, die eine Un-
terscheidung zwischen erkrankten und gesunden Personen ermdglichen (73). Da be-
sonders Tumorerkrankungen zu tumorspezifischen Veranderungen im metabolischen
Phanotyp des Organismus fuhren, erhofft man sich durch die Entwicklung von Metabo-
litenprofilen und Metabolitensignaturen (,metabolic profiling“), gegebenenfalls unter Zu-
hilfenahme von bioinformatischen Anséatzen, Fortschritte in der Diagnostik, der Therapie

und der Kontrolle des Therapieerfolges (74).
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1.2.2 Technische Aspekte

Die bedeutendsten Messmethoden flr metabolomische Studien sind die Kernspinreso-
nanzspektroskopie (engl.: nuclear magnetic resonance, NMR) und die Massenspektro-
metrie (MS). Beide erméglichen die Identifikation und Quantifizierung von Metaboliten in
einer Probe, wobei sie hierbei unterschiedliche Schwachen und Starken aufweisen. Eine
ganzheitliche Betrachtung des Metaboloms ist daher mit einer einzelnen Methode kaum

moglich und erfordert die erganzende Kombination mehrerer Verfahren (73, 78).

NMR-Spektroskopie

Die Kernspinresonanzspektroskopie nutzt das Phdnomen der kernmagnetischen Reso-
nanz zur Analyse von Molekilzusammensetzungen und -strukturen. Sie basiert auf dem
Verhalten des Kernspins innerhalb eines starken duf3eren Magnetfeldes und den daraus
resultierenden Energiedifferenzen (79). Wichtige Atomkerne fur die Kernspinresonanz-
spektroskopie sind *H, 3C, N und 3!P. Aufgrund der héheren Sensitivitat und des hau-
figen Vorkommens von 'H in organischen Stoffen ist die *H-NMR die meist genutzte
Methode im Bereich Metabolomics (80). Die gute Reproduzierbarkeit, die minimalen An-
forderungen an die Probenvorbereitung und die quantitativen Fahigkeiten sind Vorteile
der NMR-Spektroskopie, die in metabolomischen Studien genutzt werden. Besonders
die Fahigkeit der Analyse von metabolischen Vorgangen in lebenden Zellen und Gewebe
ist ein Alleinstellungsmerkmal dieser Methode. Allerdings kénnen die gemessenen Da-
ten durch pH, Temperatur, Konzentrationen und Ladungszustande leicht beeinflusst
werden. Des Weiteren ist die Sensitivitat im Vergleich zu massenspektrometrischen Ver-

fahren geringer (80, 81).

Massenspektrometrie

Massenspektrometrische Analysen basieren auf der Bestimmung des Verhaltnisses von
Masse und Ladung (m/q) geladener Teilchen anhand deren Verhalten in einem elektro-
magnetischen Feld. Zunachst werden die Molekile der Probe ionisiert und mithilfe eines
elektromagnetischen Felds beschleunigt. AnschlieRend werden sie nach ihrem Masse-
Ladungsverhéltnis aufgetrennt und letztendlich mithilfe eines Detektors registriert.

Um die Spezifitat des Messsystems zu erhdhen, kbénnen zwei oder mehr Massenanaly-
satoren gekoppelt werden. Ein solches System wird als Tandem-Massenspektrometrie
(MS/MS) bezeichnet. Durch eine zwischengeschaltete Kollisionszelle wird eine Frag-
mentierung der Analyten induziert. Das Masse-Ladungsverhéltnis der Fragmente ist ent-

sprechend charakteristisch fur den jeweiligen Analyten. Somit kann dieses Verfahren zur
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Charakterisierung von Substanzen mit gleicher Molekilmasse (isobare Substanzen) ge-
nutzt werden. Eine gangige Konfiguration dieses Prinzips stellen Triple-Quadrupol-Mas-
senspektrometer dar, deren schematischer Aufbau in Abbildung 2 dargestellt ist (82).
Ein Quadrupol besteht aus vier parallelen Stabelektroden, an denen eine Kombination
aus Gleich- und Wechselspannung angelegt ist. Hierdurch kdnnen nur lonen mit einem
bestimmten Masse-Ladungsverhéltnis den Quadrupol passieren. Die den Analyt bein-
haltende Flissigkeit wird zunachst ionisiert und in der Quelle durch starkes Erhitzen ent-
fernt. AnschlieRend wird der lonenstrahl in Quadrupol 0 (QO0) fokussiert und durchtritt
anschlieRend zwei Quadrupole zur Massenfilterung (Q1 und Q3). Diesen zwischenge-
schaltet befindet sich eine Kollisionszelle (Q2), in der die lonen auf ein inertes Gas treffen
und in kleinere Fragmente zerfallen (83).

Qo Q1 Q2 Q3

Fokussierung Massenfilterung Kollisionszelle Massenfilterung
W ( ) ( ) ( ) [ )
( ] ( ] ( ] ( )
lonen- R

q“e“eJ[ ] ] ] )
( ] ] ] )

Abbildung 2.  Schematischer Aufbau eines Triple-Quadrupol-Massenspektro-
meters

Der lonenstrahl trifft auf hintereinander geschaltene Quadrupole (Q), welche
aus vier parallel angeordneten Stabelektroden bestehen. Durch eine
angelegte Kombination aus Gleich- und Wechselspannung kdnnen nur lone
mit bestimmen Masse-Ladungsverhaltnis passieren. In Q0 wird der

lonenstrahl fokussiert und durchtritt Q1 und Q3 zur Massenfilterung.

Zwischengeschaltet befindet sich Q2, in welchem die lonen durch Auftreffen
auf ein inertes Gas in kleinere Fragmente zerfallen

Um eine weitere Separation der Metabolite und gegebenenfalls die Entfernung stérender
Matrixbestandteile zu erreichen, wird die Massenspektrometrie oft mit einem chromato-
graphischen Verfahren wie der Flissigchromatographie (engl.: liquid chromatography;
LC) oder Gaschromatographie (engl.: gas chromatography; GC) gekoppelt (84, 85).
Hierdurch wird die Komplexitat des in das Massenspektrometer eintretenden Substanz-
gemisches reduziert und zugleich werden die einzelnen Metabolite konzentriert. Die
Chromatographie-gekoppelten MS-Verfahren (LC-MS/ GC-MS) besitzen dadurch eine
hohe Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit. Ein weiterer Vorteil ist die geringe Menge an

benttigtem Probenmaterial im Bereich von Mikrolitern und die hohe Flexibilitdt des
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verwendbaren Biomaterials wie beispielsweise Blut, Urin, Speichel, Zellmedien oder Ge-
webe (73). Neben Konzentration, Gewicht und der chemischen Struktur der Probe haben
Matrix-Interferenzen Einfluss auf die detektierte Signalstarke. Fir eine verlassliche
Quantifikation der Metabolite ist daher die Verwendung stabiler, Isotopen-markierter in-

terner Standards nétig (86).

1.3 Aktuelle Studienlage: Metabolomische Veranderungen

bei Patient*innen mit PPGL

Es ist bekannt, dass Katecholamine direkte Auswirkungen auf den Energiehaushalt des
Kdrpers haben. Dies spielt insbesondere bei der physiologischen Reaktion des Korpers
auf Stress (,Fight and Flight“-Reaktion) eine besondere Rolle. Die gesteigerte Glykolyse
sowie die vermehrte Bereitstellung von Glukose durch gesteigerte Glykogenolyse und
Gluconeogenese fiihren zu einer hyperglykdmischen und hyperlaktatdmischen Stoff-
wechsellage der Patient*innen (87-89). Weiterhin kommt es zu einem verstarkten Abbau
von Triglyzeriden sowie einer gesteigerten Ketonkorpersynthese und Fettsdurenproduk-
tion (90).

Neben den systemischen Auswirkungen von PPGL haben sich neuere Studien im Be-
reich Targeted und Untargeted Metabolomics vor allem mit den Auswirkungen des Ge-
notyps auf das tumoreigene Metabolom befasst. Insbesondere fiir die Klassifikation von
SDHx-assoziierten PPGL scheint hierbei Succinat als diagnostischer Maker bedeutsam
zu sein. So zeigte die Analyse des Metabolitenprofils in Tumorgewebe mithilfe einer
High-Resolution-Magic-Angle-Spinning (HR-MAS) NMR-Spektroskopie bei Patient*in-
nen mit SDHx-assoziierten PPGL eine héhere Abundanz von Succinat im Vergleich zu
nicht-SDHx-assoziierten PPGL sowie zu sporadisch auftretenden PPGL. Die Succinat-
konzentration erlaubte in dieser Studie eine Unterscheidung zwischen SDHXx vs. nicht-
SDHXx sowie zwischen SDHXx vs. sporadische PPGL mit einer 100%igen Sensitivitat und
Spezifitdt (91). Rao et al. (92) konnten ebenfalls zeigen, dass tumoreigene Metabolite
die Zuordnung von PPGL zu verschiedenen Genotypen erlauben. Basierend auf der
Analyse mittels NMR-Spektroskopie erfolgte die Unterscheidung vor allem auf erhéhter
Succinatkonzentration sowie erniedrigtem ATP/ADP/AMP bei PPGL mit SDH-Mutation
und hohen Adrenalin-Werten bei RET-mutierten-Tumoren. Hohe Laktatlevel unterschei-
den VHL-Tumore von RET-Tumoren. Weiterhin konnten Richter et al. (93) zeigen, dass

die Charakterisierung von Tumorgewebe mittels einer auf LC-MS/MS basierten Analyse
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von Metaboliten des Citratzyklus als Anhaltspunkt fur die Identifikation zugrunde liegen-
der Mutationen dienen kann. Ein hohes Succinat zu Fumarat Verhaltnis erwies sich auch
hier als Indikator fur eine SDHx-Mutation. Unterschiedliche Konzentrationen von Citrat,
Isocitrat und Cis-Aconiat ermdglichten eine weitere Unterteilung der Tumore und spie-
gelten die Cluster-Bildung von PPGL gemaf des Transkriptionsprofils wider. So wiesen
PPGL mit Mutationen in VHL, FH und IDHx niedrige Konzentrationen dieser Metabolite
auf. Hingegen waren Tumore mit Mutationen im Kinasesignalweg (RET, NF1,
TMEM2127) durch hdhere Konzentrationen von Citrat, Isocitrat und cis-Aconitat gekenn-
zeichnet.

Mit der Studie von Wallace et al. (94) wurde unlangst die Metabolitensignatur von Pati-
ent*innen mit PPGL als Diagnostikwerkzeug zur Identifikation beziehungsweise zum
Ausschluss von SDHx-Mutationen beschrieben. In Kombination mit einer immunhisto-
chemischen Untersuchung zeigte sich ein Vorteil gegeniber der Anwendung nur einer
der beiden Methoden. Gemessen wurden hierflr sieben Metabolite des Citratzyklus mit-
tels LC-MS/MS.

Im Rahmen einer prospektiven Kohortenstudie verglichen Erlic et al. (95) mittels Tar-
geted Metabolomics das intraindividuelle Metabolitenprofil im Plasma bei 56 Patient*in-
nen mit PPGL vor und nach der operativen Tumorentfernung. Postoperativ wiesen ins-
gesamt sieben Metabolite signifikante Unterschiede auf, darunter Histidin, Kreatinin, die
vier Glycerophospholipide Phosphatidylcholin diacyl (PC aa) C42:0, Phosphatidylcholin
acyl-alkyl (PC ae) C42:5, PC ae 44:5 und PC ae C44:6 sowie die Summe der Hexosen
(Tabelle 2). Die Betrachtung der Patient*innen im Alter = 45 Jahren identifizierte eine
postoperative Erhéhung der Tyrosin- und PC ae C34:2 Konzentrationen. PPGL mit ei-
nem noradrenergem Phanotyp zeigten ausgepragtere Veranderungen als solche mit ei-
nem adrenergem Phanotyp. Die Subgruppenanalysen nach Geschlecht erbrachten
keine signifikanten Unterschiede. Ein schwacher, aber signifikanter Zusammenhang mit
der Konzentration der Gesamtkatecholamine im Urin fand sich bei acht der 15 Metabo-
lite.

In Bezug auf diese Studie untersuchten Bliziotis et al. (96) ebenfalls das intraindividu-
elle Metabolitenprofil im Plasma bei 36 Patient*innen mit PPGL mit jeweils einer pra-
und postoperativen Messung. Im Gegensatz zu Erlic et al. wahlten sie einen Untar-
geted NMR Metabolomic Ansatz, womit 30 Metabolite identifiziert wurden. In Uberein-
stimmung mit den Ergebnissen von Erlic et al. zeigte sich in der Gesamtgruppe posto-
perativ eine signifikante Verminderung der Glukosekonzentration sowie eine Erhéhung

der Histidinkonzentration. Weiterhin fiel bei Tyrosin und Ornithin eine signifikante
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postoperative Konzentrationserhéhung auf, welche bei Erlic et al. in der Gesamtgruppe
nicht auftrat, jedoch in der Subgruppenanalyse der PPGL mit noradrenergem Phanotyp
ebenfalls erhdht war. Insgesamt wiesen die Ergebnisse der Studie auf eine Beeinflus-
sung der Ketonkorper- und Glukosestoffwechselwege bei Patient*innen mit PPGL hin.
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Tabelle 2: Intraindividuelle Unterschiede im Metabolitenprofil pra- vs. postope-
rativ und deren Korrelation mit den Gesamtkatecholaminen im Urin

nach (95)
Gruppe Korrelation mit Urin
Metabolite post- K
OF  Gesamt Na BMI<25 Alter . )
kg/m?2 2 45
Aminosauren/ biogene Amine
Kreatinin 1 X X -0.229 0.03
Histidin 1 X X -0.294 <0.01
Ornithin 1 X -0.132 0.20
Sarcosin 1 X -0.21 0.05
Tyrosin 1 X X -0.218 0.04
Glycerophospholipide
PC aa C38:1 1 X 0.143 0.17
PC aa C42:0 l X X 0.296 <0.01
PC ae C34:2 0 X 0.005 0.96
PC ae C40:2 ! X 0.184 0.08
PC ae C42:5 l X X 0.270 0.01
PC ae C44:5 l X 0.214 0.04
PC ae C44:6 ! X 0.195 0.06
Sphingolipide
SM C24:1 l X 0.17 0.10
SM C26:1 l X 0.145 0.16
Monosaccharide
Hexose l X 0.422 <0.01

Pfeile geben eine erhdhte (1) und eine verminderte (|) Konzentration der Metabolite postoperativ
an. Signifikante Korrelationen (rs, nach Spearman) (p < 0.05) zwischen dem Metabolit und den
Gesamtkatecholaminen im Urin sind schwarz hervorgehoben.

Die Benennung der Lipide (,Cx:y“) erfolgt durch den zugehorigen Kurznamen sowie die Nennung
der Gesamtlange der Seitenketten (,x“) und Anzahl der Doppelbindungen (,y*).

aa=diacyl; ae=acyl-alkyl; BMI=Body Mass Index; C=carbon; F=Frauen; GK=Gesamtkatechola-
mine; NA=noradrenerger Phanotyp; PC=Phosphatidylcholin; SM=Sphingomyelin
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1.4  Fragestellungen dieser Arbeit

Phaochromozytome und Paragangliome sind seltene Tumore, die bei rechtzeitiger Dia-
gnosestellung potenziell heilbar sind. Wird ein solcher Tumor jedoch nicht rechtzeitig
erkannt, kann es zu lebensbedrohlichen Folgen kommen. Welche Auswirkungen der tu-
morcharakteristische Katecholaminexzess auf die Stoffwechsellage der Patient*innen
hat, ist noch weitgehend unbekannt. Mit der Untersuchung intraindividueller Unter-
schiede vor und nach operativer Tumorentfernung konnten bereits signifikante Verande-
rungen des Metabolitenprofils im Plasma von Patient*innen mit PPGL gezeigt werden.
Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, das Verstandnis fur die metabolischen Effekte
dieser seltenen Tumore zu erweitern und den Stellenwert metabolomischer Analysen fur
diagnostische Mdglichkeiten zu erkunden.

Ziel dieser Arbeit ist daher die Analyse der interindividuellen Unterschiede des Metabo-
litenprofils mithilfe eines LC-MS/MS-basierten Targeted Metabolomic-Ansatzes bei Pa-
tient*innen mit Phaochromozytom oder Paragangliom im Vergleich zu Kontrollen, bei
denen ein PPGL ausgeschlossen wurde.

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden bereits verdffentlicht (97).

Folgende Fragen sollen hierbei beantwortet werden:

o Welche Metabolite sind bei Patient*innen mit PPGL im Vergleich zu Kontrollen,
bei denen ein PPGL ausgeschlossen wurde, signifikant verandert?

e Bestehen Korrelationen zwischen signifikant veranderten Metaboliten und Kate-
cholaminwerten?

e Bestehen geschlechtsspezifische Veranderungen im Metabolitenprofil bei Pati-
ent*innen mit PPGL?

o Bestehen phéanotypspezifische Verdnderungen im Metabolitenprofil bei Pati-
ent*innen mit PPGL?

¢ Bestehen Hinweise auf eine diagnostische Wertigkeit des Metabolitenprofils?
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2 Material und Methoden

2.1 Auswahlkriterien des Patient*innenkollektivs

Die in diese Studie eingeschlossenen Patient*innen und Kontrollen wurden im Rahmen
der Prospective Monoamine-Producing Tumor (PMT)-Studie rekrutiert. Die PMT-Studie
ist eine internationale, multizentrische Studie mit dem Ziel, neue diagnostische Biomar-
ker fir PPGL und gastroenteropankreatische Tumore zu identifizieren. Studienzentren
sind das Universitatsklinikum Carl-Gustav-Carus an der Technischen Universitat Dres-
den, die Medizinische Klinik Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen,
das Universitatsklinikum der Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg sowie die Rad-
boud University in Nijmegen, Niederlande, und das Institute of Cardiology in Warschau,
Polen.

Die untersuchte Stichprobe der vorliegenden Arbeit stammt ausschlief3lich aus dem Stu-
dienzentrum Wirzburg.

Die Rekrutierung und Charakterisierung erfolgte nach dem PMT-Protokoll, das von Ei-
senhofer G. et al. (40) bereits im Detail beschrieben wurde. Kurz zusammengefasst wur-
den Personen mit bestehendem Verdacht auf ein PPGL in die PMT-Studie aufgenom-
men, wenn sie mindestens ein Einschlusskriterium erfilliten und kein Ausschlusskrite-
rium vorlag (Tabelle 3 und 4). Zunachst erfolgte die Bestimmung der Metanephrin- und
Normetanephrinkonzentrationen im Plasma und im 24h-Sammelurin. Waren diese
Werte unaufféllig, ist ein PPGL mit hoher Wahrscheinlichkeit auszuschlie3en und es
wurde eine Follow-Up-Untersuchung zur Kontrolle im Verlauf angestrebt. Bei unklaren
Befunden wurde zusétzlich ein Clondin-Suppressionstest und die Messung des Plasma-
Chromogranin A sowie der fraktionierten Metanephrine im Urin Gber Nacht durchgeftihrt.
Nur Patient*innen mit biochemisch gesicherten PPGL wurden anschlielend mit weiteren
Untersuchungen genauer charakterisiert. Hierzu zahlte die Vervollstdndigung des bio-
chemischen Profils, eine Bildgebung und Echokardiographie, 24h-Blutdruckmessung,
mMiRNA-Profile und eine genetische Testung. Nach chirurgischer Tumorentfernung wur-
den zusatzlich die pathologischen Daten und operativen Besonderheiten erfasst. Das
Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Universitdt Wuirzburg beraten
(104/11), es bestanden keine Einwande gegen das Forschungsvorhaben. Die schriftli-

che Einverstandniserklarung der teilnehmenden Personen liegt vor.
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Tabelle 3: Einschlusskriterien fur die Teilnahme an der PMT-Studie
nach (40)

Einschlusskriterien

1. Klinische Zeichen und Symptome eines Katecholaminexzesses
2. Hereditéres Risiko fur ein PPGL

(positive Familienanamnese, bekannte genetische Mutation)
3. Inzidentalom

4. Bekanntes, reseziertes PPGL in der Anamnese

Einschlusskriterien gelten fur Frauen und Méanner jeden Alters, sowie fur Kinder tber funf Jah-
ren. Mindestens ein Kriterium muss erfullt sein.

PMT-Studie= Prospektive Monoamin-Produzierende Tumore-Studie; PPGL= Phaochromozy-
tome und Paragangliome

Tabelle 4: Ausschlusskriterien fur die Teilnahme an der PMT-Studie oder Tei-
len der Studie

nach (40)

Ausschlusskriterien fur die Teilnahme an der Studie

1. Eingeschréankte mentale Leistungs- oder Urteilsfahigkeit
2. Dauermedikation, die Untersuchungsergebnisse beeinflussen kann

(z.B. trizyklische Antidepressiva, L-Dopa)

Ausschlusskriterien fur die Teilnahme an Teilen der Studie

1. Klaustrophobie, Metallimplantate (Schrittmacher, kiinstliche Gelenke etc.)

2. Schwangerschaft

Bei Klaustrophobie oder Metallimplantaten war eine Magnetresonanztomografie (MRT)-Unter-

suchung nicht méglich. Bei Schwangerschaft war der Einsatz einer MIBG-Szintigrafie, Positro-

nen-Emissions-Tomografie (PET)-Untersuchung und Computertomografie (CT) nicht sowie der
Einsatz einer MRT-Untersuchung nur eingeschrankt moglich.

PMT-Studie= Prospektive Monoamin-Produzierende Tumore-Studie

2.1.1 PPGL-Gruppe

In die PPGL-Gruppe wurden 36 Patient*innen mit biochemisch gesichertem Phaochro-

mozytom oder Paragangliom eingeschlossen, die zu dem Zeitpunkt an der PMT-Studie
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teilnahmen und am Universitatsklinikum Wirzburg angebunden waren. Es wurden so-
wohl maligne als auch benigne, adrenale und extraadrenale PPGLs eingeschlossen. Vo-
raussetzung fur die Auswahl der in dieser Arbeit betrachteten Plasmaproben war das
Vorhandensein eines PPGL zum Zeitpunkt der Blutentnahme.

Malignitat ist in dieser Arbeit durch das Vorhandensein von Metastasen definiert, also
den Nachweis von chromaffinem Gewebe in Organen, die normalerweise keine sympa-
thischen Paraganglien aufweisen. Der sekretorische Phanotyp ist anhand der Metaneph-
rin- und Normetanephrinwerte im Plasma nach einem publizierten Algorithmus in adr-

energ und noradrenerg eingeteilt (98).

2.1.2 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe wurden 36 Personen herangezogen, die aufgrund eines initialen Ver-
dachts auf ein PPGL in die PMT-Studie am Universitatsklinikum Wirzburg eingeschlos-
sen wurden. Die Auswabhl erfolgte gematcht nach Geschlecht, Alter bei Probenentnahme
und verwendeten Zusatzstoffen bei der Plasmagewinnung (EDTA vs. Heparin) zu den
Patient*innen der PPGL-Gruppe. Bei 21 Kontrollen basierte der Verdacht eines PPGL
auf dem Zufallsbefund eines Nebennierentumors im Rahmen einer Bildgebung, neun
Patient*innen wurden aufgrund klinischer Zeichen und Symptome eingeschlossen und
bei sechs bestand eine therapieresistente Hypertonie. Patient*innen mit einem auffalli-
gen Routinescreening bei einer bekannten Mutation oder einem hereditaren Syndrom
wurden nicht als Kontrollen beriicksichtigt. Das Vorliegen eines PPGL wurde durch ne-
gative biochemische Testung, Remission der Symptomatik, eine alternative Diagnose

oder negative Bildgebung ausgeschlossen.

2.2 Randbedingungen der Blutentnahme und Probenaufbe-

wahrung

Die Blutentnahme erfolgte unter standardisierten Bedingungen (40). Die Patient*innen
wurden angehalten tGber Nacht zu fasten sowie auf Alkohol, Nikotin, koffeinhaltige und
entkoffeinierte Getrénke fur 12 Stunden vor Probenentnahme zu verzichten. Weiterhin
sollte kein Paracetamol in den vorherigen finf Tagen eingenommen werden. Die Blut-
entnahme erfolgte nach 30-mindtiger Ruhezeit in Ruckenlage. Den Patient*innen wurde

7,5 ml venéses Vollblut in Lithium-Heparin Sarstedt Monovetten® und 7,5 ml in EDTA
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Sarstedt Monovetten® enthommen, diese wurden anschlieRend sofort auf Eis gekihilt.
Die Proben wurden daraufhin finf Minuten mit 4000 U/min bei 20°C zentrifugiert und das
Plasma der Lithium-Heparin-Proben aliquotiert. AnschlieBend wurden die Proben bei -

80°C tiefgefroren.

2.3  Messung der Metanephrine im Plasma und der Katechola-

mine im Urin

Die Messung von Metanephrin, Normetanephrin und Methoxytyramin im Plasma sowie
die Messung der Katecholamine im 24-Stunden-Sammelurin wurde an der Universitats-
Klinik Dresden mittels LC-MS/MS Messung nach einem validierten Verfahren durchge-
fuhrt (99-101).

2.4  Messung des Metabolitenprofils: Targeted Metabolomics

Fur die Charakterisierung des Metabolitenprofils wurde ein Targeted Metabolomics An-
satz gewahlt.

24.1 AbsolutelDQ®-p180 Kit

Fur die Quantifikation der Metabolite wurde das AbsolutelIDQ® p180 Kit von Biocrates
(Biocrates Life Sciences AG, Innsbruck, Osterreich) verwendet. Das Kit erlaubt die ge-
zielte Analyse von 188 Metaboliten in einem Plasmavolumen von 10 ul (Tabelle 5). Nach
der Probenaufbereitung erfolgt die Messung der Metabolite in zwei Schritten: einem Se-
parationsschritt mittels Fliissigchromatografie (engl.: liquid chromatography, LC) und ei-
ner FlieRinjektionsanalyse (engl.: flow injection analysis, FIA), an die sich jeweils die
Detektion mittels einer Tandem-Massenspektrometrie anschlie3t (LC-MS/MS und FIA-
MS/MS).

Das Kit erméglicht die Quantifikation von 42 Metaboliten im Rahmen der LC-MS/MS
Messung. Hierbei werden 21 Aminosauren und 21 biogene Amine mithilfe von sieben,
in verschiedenen Konzentrationen vorliegenden Kalibratoren quantifiziert. Die Messung
der Aminosauren und biogenen Amine ist absolut quantitativ validiert. Mithilfe der FIA-

MS/MS-Methode lassen sich unter Nutzung einer Ein-Punkt-Kalibrierung mit
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reprasentativen internen Standards weitere 146 Metabolite erfassen: 40 Acylcarnitine
(AC), 38 Phosphatidylcholine mit acyl/acyl-Seitenkette (PC aa), 38 Phosphatidylcholine
mit acyl/alkyl-Seitenkette (PC ae), 14 Lysophosphatidylcholine (LysoPC), 15 Sphingoli-
pide (SM) und die Summe der Hexosen (H1). Die genauere Aufteilung in Hexose-Unter-
formen, beispielsweise Glukose, Galaktose, Fruktose und Mannose ist mit dem Absolu-
teIDQ® p180 nicht moglich, weshalb nur die Summe aller in einer Probe vorhandenen
Hexosen gemessen wird. 12 Acylcarnitine sowie die Summe der Hexosen sind absolut
quantitativ validiert. Aufgrund fehlender spezifischer Standards werden die Lipide und
die restlichen Acylcarnitine nur ,semi-quantitativ’ gemessen. Weiterhin bilden die ge-
messenen Lipidkonzentrationen die Gesamtkonzentrationen moglicher Isobaren und
Strukturisomeren ab. Die Benennung der Lipide erfolgt durch den zugehérigen Kurzna-
men sowie die Nennung der Gesamtlange der Seitenketten und Anzahl der Doppelbin-
dungen (102, 103).

Eine Liste aller erfassten Metabolite des AbsolutelIDQ® p180 Kits ist im Anhang 1 dar-
gestellt.

Tabelle 5: Ubersicht der Metabolitenklassen im AbsolutelDQ®-p180 Kit

nach (102)

Metabolitenklasse Anzahl LC-MS/MS FIA-MS/MS
Aminosauren 21 X

Biogene Amine 21 X

Phosphatidylcholine 76 X
Acylcarnitine 40 X
Sphingolipide 15 X
Lysophosphatidylcholine 14 X
Summe der Hexosen 1 X

FIA= Flow injection analysis; LC= Liquid chromatography; MS/MS= Tandem-Massen-
spektrometrie

Des Weiteren enthalt das Kit die AbsolutelDQ Kit Platte, eine leere 96-Well-Mikrotiter-
platte, drei Plasmaproben in verschiedenen Konzentrationen als Qualitatskontrollen, ei-
nen internen Standardmix, sieben Kalibratoren fur die Quantifizierung der Aminoséuren
und biogenen Amine sowie die Software MetIDQ (102, 103).
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2.4.2 Messanordnung der Proben

Die Proben wurden nach einem festen Schema auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte ange-
ordnet (Abbildung 3). Die Vertiefung 1A blieb leer (Blank). Die Positionen 1B-1D wurden
lediglich mit Phosphat-Puffer und internem Standard geftllt (Zero Sample). Position 1E-
1H und 2A-2C enthielten die im Kit mitgelieferten Kalibratoren. An Vertiefung 2D-2F wur-
den die ebenfalls mitgelieferten Qualitatskontrollen eingefiillt. Finf Vertiefungen (2G, 5B,
7F, 10C, 12H) wurden mit Referenzplasma beflllt, das aus einem Plasmapool des Helm-
holtz-Zentrums Minchen stammt und eine Normalisierung der Messergebnisse zwi-
schen verschiedenen Messplatten ermdglicht. In die Gbrigen Positionen wurden die Plas-
maproben der PPGL-Patient*innen und Kontrollen in abwechselnder Reihenfolge gege-

ben.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A B Cal 5 P2 P10 P18 P25 P33 P40 P48 P56 P63 P71
B Zero Cale P3 P11 Ref P26 P34 P41 P49 P57 Ped P72
C Zero Cal7 P4 P12 P19 P27 P35 P42 P50 Ref P65 P73
D Zero Qac1 P5 P13 P20 P28 P36 P43 P51 P58 P 66 P74
E Call Qcz P6 P14 P21 P29 P37 P44 P52 P59 P67 P75
F Cal 2 Qacs3 P7 P15 P22 P30 Ref P45 P53 P60 P68 P76
G Cal3 Ref P8 P16 P23 P31 P38 P46 P54 P61l P69 P77
H Cal4 P1 P9 P17 P24 P32 P39 P a7 P55 P62 P70 Ref

Abbildung 3: Schematische Anordnung der Proben auf einer 96 Well-Platte

B=Blank; Cal=Kalibratoren; P=Plasmaprobe; QC=Qualitatskontrolle; Ref=Referenzplasma;
Zero=Zero Sample

2.4.3 Probenvorbereitung und Probenmessung

Die Vorbereitung der Plasmaproben erfolgte nach den Herstellervorgaben. Zunachst

wurden alle Vertiefungen der 96-Well-Mikrotiterplatte mit Ausnahme der Blank-Position
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Al (Abbildung 3) mit 10 pl internem Standard sowie 10 pl der jeweiligen Probe (Kalibra-
toren, Qualitatskontrollen oder Plasmaproben) befillt. Anschlieend wurden die Proben
fir 30 Minuten unter Stickstoffstrom getrocknet. Im néachsten Schritt erfolgte die Deriva-
tisierung der biogenen Amine und Aminosauren mit 50 pl 5 % Phenylisothiocyanat, ge-
folgt von einer Inkubation fur 20 Minuten bei Raumtemperatur sowie einer erneuten
Trocknung unter Stickstoffstrom fir weitere 60 Minuten. Die Metaboliten wurden mit 300
ul eines organischen Losungsmittels (19 mg Ammoniumacetat in 50 ml Methanol) extra-
hiert und 30 Minuten mit 450 rpm bei Raumtemperatur geschdttelt. Die Filtration in dem
unteren Anteil der 96-Well-Platte wurde durch zweiminitige Zentrifugation bei 500xg er-
reicht. Fir die LC-MS/MS-Messung wurde nun aus jeder Vertiefung 50 pl in eine zweite
96-Well-Mikrotiterplatte tbertragen und jeweils 250 pl 40 % Methanol hinzugeben. Bei
der urspringlichen 96-Well-Platte wurden in jede Vertiefung 380 pl der mobilen Phase
(Biocrates Losungsmittel | mit 290 ml Methanol) fur die FIA-MS/MS Analyse hinzugefiigt.
Anschlielend wurden beide Mikrotiterplatten fir zwei Minuten bei 600 rpm geschiittelt.
Fur die LC-Messung wurden die Proben bei einer Flussrate von 0.80 ml/min in die Saule
injiziert. Die FIA-Messung wurde mit einer Flussrate von 0.03 ml/min begonnen, nach
2.4 Minuten auf 0.20 ml/min gesteigert und nach drei Minuten wieder auf 0.03 ml/min
reduziert.

Die verwendeten Gerate, Chemikalien und Lésungsmittel sind in Tabelle 6 und 7 in Ab-

schnitt 2.4.4 angegeben.

2.4.4 Material

Die Messung der Metabolite erfolgte in der Zentraleinheit Klinische Massenspektromet-
rie der Universitatsklinik Wirzburg. Es wurde ein SCIEX QTRAP® 4500MD Triple-
Quadrupol Massenspektrometer gekoppelt an eine Agilent 1290 Infinity Ultra-Hochleis-
tungsflussigkeitschromatografie-Anlage (engl.: Ultra High Performance Liquid Chroma-
tography, UHPLC) verwendet. Fir die Datenverarbeitung wurde die Analyst® Software
(Version 1.6.3 MD) verwendet. Die Messvorbereitungen, technische Validierung und
Verarbeitung der MS-Daten wurden mittels der im AbsolutelDQ® p180-Kit enthaltenen
Biocrates MetIDQ™ Software (Version 5.5.4-DB100 Boron-2623, Biocrates Life Sci-
ences AG, Austria) durchgefuhrt. Die verwendeten Gerate und Chemikalien sind in Ta-

belle 6 und 7 dargestellt.
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Tabelle 6: Verwendete Geréte

Gerat Hersteller
QTRAP® 4500MD LC-MS/MS System SCIEX, Darmstadt, D
1290 Infinity Il UHPLC Anlage Agilent, Santa Clara, USA
ACQUITY UPLC BEH C18 1.7 um 2.1 Xx75 mm Waters, Eschborn, D
ACQUITY BEH C18 1.7 ym VanGuard Waters, Eschborn, D
MS 3 digital, Schiittler IKA, Staufen, D
Universal 320, Zentrifuge Hettich AG, Bach, CH
Eppendorf Reference® 2, Pipetten Eppendorf, Hamburg, D
Stickstoff-Evaporator VLM, Bielefeld, D

Tabelle 7: Verwendete Chemikalien und Losungsmittel

Chemikalien/ Lésungsmittel Hersteller
Ammoniumacetat VWR, Darmstadt, D
Methanol VWR, Darmstadt, D
Phenylisothiocyanat VWR, Darmstadt, D
Phosphate Buffered Saline (PBS) VWR, Darmstadt, D
Wasser (LC-MS grade) VWR, Darmstadt, D

2.3  Statistische Auswertung

Metabolite, bei denen mehr als 40 % der Konzentrationen unterhalb der Quantifizie-
rungsgrenze (engl.: lower limit of quantification, LLOQ) und/oder des unteren Detekti-
onslimits (engl.: lower limit of detection, LOD) lagen, wurden von der weiteren statisti-
schen Auswertung ausgeschlossen. In den verbleibenden Metaboliten wurden die Werte
unterhalb dieser Grenzen unverandert tbernommen. Konnte fir einen Metabolit kein

Signal detektiert werden, wurde der fehlende Wert durch eine Zufallskonzentration er-

setzt: c = % X (Zufallszahl zwischen 0.75 — 1.25).

Die Konzentration der Metaboliten wurde in umol/l angegeben. Kategoriale Variablen der
Baseline-Charakteristika wurden als Haufigkeiten und numerische Variablen als Median

(Md) mit Interquartilenabstand (engl.: interquartile range, IQR) dargestellt. Der Vergleich
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der Urin- und Plasmadaten zwischen den Gruppen wurde mittels des Mann-Whitney-U
Test durchgefihrt und p-Werte < 0.05 als signifikant festgelegt.

Um die metabolomischen Veranderungen durch PPGL zu erfassen, wurden die Metabo-
litenkonzentrationen der PPGL-Gruppe mit denen der Kontrollgruppe verglichen (Mann-
Whitney-U-Test) und Subgruppenanalysen nach Geschlecht (Manner vs. Frauen) und
Phanotyp (adrenerg vs. noradrenerg) durchgefihrt. Bei der phénotypspezfischen Be-
trachtung wurden jeweils nach Alter und Geschlecht gematchte Kontrollen verglichen.
Korrelationen wurden mit dem Spearman-Test berechnet und als Spearman-Korrelati-
onskoeffizient rs angegeben. Es wurde ein Signifikanzniveau von p < 0.05 festgelegt. Fir
die Durchfuihrung der statistischen Analysen wurde das Programm SPSS (IBM, New
York, USA) Version 25 verwendet. Fur die Hauptkomponentenanalyse (engl.: principal
component analysis, PCA) wurde MetaboAnalyst, Version 5.0 genutzt.
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3 Ergebnisse

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in Frontiers in Endocrinology im Septem-
ber 2021 veroffentlicht (97).

3.1 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 72 Patient*innen in diese Studie eingeschlossen. Die PPGL-Gruppe
umfasst hierbei 36 Patient*innen, die mit 36 nach Geschlecht und Alter bei der Proben-
entnahme gematchten Kontrollen verglichen wurden. Die Basisauswertung der Pati-
ent*innencharakteristika, sowie Plasma- und Urindaten sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

In beiden Gruppen sind jeweils 17 (47 %) Frauen und 19 (53 %) Manner. Bei 18 (50 %)
Personen der Kontroll-Gruppe erfolgte nach mindestens sechs Monaten eine Follow-Up
Untersuchung zum Ausschluss eines PPGL. Fir die restlichen Kontrollen kann kein do-
kumentiertes Follow-Up nachgewiesen werden. In der PPGL-Gruppe sind sieben (19 %)
der Tumore extraadrenal lokalisiert und elf (31 %) maligne. Der mediane Tumordurch-
messer betragt 4.1 cm (IQR=3.3—6.1 cm). 15 (42 %) Patient*innen mit PPGL weisen
einen adrenergen Phanotyp auf. Von den Patient*innen mit PPGL sind bei sechs (17 %)
ein Diabetes mellitus bei Studienbeginn bekannt. Der mediane Body-Mass-Index (BMI)
innerhalb der PPGL-Gruppe betragt 25.2 kg/m? (IQR=23.6—-26.7 kg/m?), innerhalb der
Kontroll-Gruppe 28.6 kg/m? (IQR=26.0-31.2 kg/m?) und zeigt einen signifikanten Unter-
schied (p=0.043) zwischen den Gruppen.

Fur alle Patient*innen beider Gruppen liegen Plasmadaten vor, davon jeweils 20 (56 %)
EDTA-Proben und 16 (44 %) Lithium-Heparin-Proben. Das mediane Alter bei Proben-
entnahme betragt in beiden Gruppen 51 Jahre. In der PPGL-Gruppe zeigen sich im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéhte Werte (Median, IQR in pg/ml) fir Normeta-
nephrin (1144.4, 561.4-2327.8 vs. 82.8, 62.3-121.7, p<0.001), Metanephrin (66.7,
31.0-596.2 vs. 28.4, 21.0-45.4, p<0.001) und Methoxytyramin (14.1, 7.8-111.6 vs. 5.5,
3.4-8.8. p<0.001).

Vollstandige Urindaten liegen fir 27 Patient*innen der PPGL-Gruppe und 31 Personen
der Kontrollgruppe vor, auch hier ist das mediane Alter zum Zeitpunkt der Probenent-
nahme zwischen beiden Gruppen vergleichbar. Freies Adrenalin und Noradrenalin im
Urin liegen bei der PPGL-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe in signifikant erhhten
Konzentrationen (Median, IQR in pg/24h) vor (9.6, 2.8-34.6 vs. 4.0, 2.3-5.9, p=0.011
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und 75.0, 38.0-160.9 vs. 20.6, 15.0-37.9, p<0.001). Das freie Dopamin im Urin weist
vergleichbare Werte in beiden Gruppen auf.

Zusammenfassend zeigt die Gruppe der Patient*innen mit einem Phaochromozytom o-
der Paragangliom sowohl signifikant erhéhte Metanephrine im Plasma als auch Gesamt-

katecholamine im Urin. Eine graphische Darstellung ist als Boxplot in der Abbildung 4

dargestellt.
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Abbildung 4. Boxplot der Katecholaminwerte im Plasma und Urin PPGL vs.
Kontrollen

Plasma Konzentrationen fur (A) Metanephrin, MN, (B) Normetanephrin, NMN und (C) Methoxyty-
ramin, MTY im Plasma in pg/ml sowie die Konzentration der (D) Gesamtkatecholamine im Urin
in pg/24h.

Angabe der logarithmisch skalierten Daten. Signifikante Unterschiede (p<0.01) sind mit ** mar-
kiert. Vollstandige Plasmadaten verfugbar fur alle PPGL und Kontrollen. Vollstandige Urindaten
verfugbar fur PPGL n=27 und Kontrollen n=31. Ausreiler mit Werten zwischen dem 1.5- und 3-
fachem Interquartilenbereich sind als Kreise (°) markiert.

PPGL= Phaochromozytome und Paragangliome
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Tabelle 8: Patient*innencharakteristika, Plasma- und Urindaten

nach (97)
Kontroll-Gruppe PPGL-Gruppe p-Wert
Patient*innen, n 36 36
Frauen, n (%) 17 (47) 17 (47)
Extraadrenale Tumore, n (%) 7 (19)
Maligne Tumore, n (%) 11 (31)
Adrenerger Phé&notyp, n (%) 15 (42)
Tumordurchmesser in cm 4.1 (3.3-6.1)
Diabetes mellitus, n (%) 6 (17)
BMI in kg/m? 28.6 (26.0-31.2) 25.2 (23.6-26.7) 0.043
FUP = 6 Monate, n (%) 18 (50)
Plasmadaten
EDTA-Plasma, n (%) 20 (56) 20 (56)
Heparin-Plasma, n (%) 16 (44) 16 (44)

Alter bei Probenentnahme in 50.9 (43.7-62.2) 50.7 (41.7-61.4) 0.884

Jahren

NMN in pg/ml 82.8 (62.3-121.7) 1144.4 <0.001
(561.4-2327.8)

MN in pg/ml 28.4 (21.0-45.4) 66.7 (31.0-596.2) <0.001

MTY pg/ml 5.5 (3.4-8.8) 14.1 (7.8-111.6)  <0.001

Urindaten

Alter bei Probenentnahme in 52.5 (46.8-62.9) 53.7 (43.3-61.7) 0.953

Jahren

Freies NE in pg/24h 20.6 (15.0-37.9) 75.0 (38.0-160.9) <0.001
Freies EPI in pg/24h 4.0 (2.3-5.9) 9.6 (2.8-34.6) 0.011
Freies DA in pug/24h 218.5 (165.1-249.8) 217.1 (144.3-288.0) 0.767
Gesamtkatecholamine in 245.7 (192.0-297.4) 360.3 (221.0-469.7) 0.003
ng/24h

TumorgréRe, BMI, Alter bei Probenentnahme, Metanephrine im Plasma und Katecholamine im
Urin als Median mit (Interquartilenabstand) angegeben. P-Werte mittels Mann-Whitney-U Test
berechnet. Plasmadaten fiir alle Patient*innen und vollstdndige Urindaten fir 27 PPGL und 31
Kontrollen verfugbar. Angaben zur Tumorgrof3e bei 32 PPGL vorhanden.

BMI=Body Mass Index; DA=Dopamin; EPI=Adrenalin; FUP=Follow Up; MN=Metanephrin;
MTY=Methoxytyramin; NE=Noradrenalin, NMN=Normetanephrin, PPGL=Ph&ochromozytome
und Paragangliome
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3.2 Metabolomische Veranderungen bei Patient*innen mit

Phaochromozytom oder Paragangliom

Von den insgesamt 188 gemessenen Metaboliten wurden 130 in die statistische Aus-
wertung dieser Arbeit eingeschlossen, darunter sechs Acylcarnitine, 21 Aminosauren,
funf biogene Amine, 83 Glycerophospholipide, 14 Sphingolipide und die Summe der
Hexosen. 58 Metabolite wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen (Abbildung
5).

> 60% der Werte > LLOQ?

nein ja

Ausgeschlossene Metabolite (58) Eingeschlossene Metabolite (130)

Acylcarnitine (6) < » Summe der Hexosen (1)

A

Aminosduren (21) > Sphingolipide (14)

A
A

Biogene Amine (5) Glyerophospholipide (83)

Abbildung 5:  Flow Chart der analysierten Metabolite

LLOQ=lower limit of quantification

3.3.1 Metabolitenprofil PPGL vs. Kontrollgruppe

In Abbildung 6 ist das Metabolitenprofil der Patient*innen mit PPGL im Vergleich zu dem
Profil der Kontrollgruppe dargestellt. Die Graphik zeigt einen Uberblick tiber die 130 Me-
tabolite, die in die statistische Auswertung aufgenommen wurden. Die Werte sind in lo-
garithmischer Skala angegeben. Ausreil3er und Extremwerte sind in dieser Graphik aus
Ubersichtsgriinden nicht abgebildet. Eine detaillierte Auflistung der Metabolite sowie der
zugehorigen Medianwerte und Interquartilenabstande innerhalb der beiden Gruppen ist

dem Anhang 1 zu entnehmen.
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Abbildung 6:  Metabolitenprofil PPGL vs. Kontrollgruppe
nach (95)

Darstellung der 130 in die statistische Auswertung aufgenommenen Metabolite in logarithmi-
scher Skala. Darunter sechs Alcylcarnitine (hellblau), 21 Aminosauren (grun), funf biogene A-
mine (rot), 83 Glycerophospholipide (dunkelblau), 14 Sphingomyeline (orange) und die Summe
der Hexosen (gelb).

AusreiRer und Extremwerte sind aus Ubersichtsgriinden nicht angegeben. PPGL n=36, Kontrol-
len n=36.

PPGL=Ph&ochromozytome und Paragangliome

33



3.3.2 Histidin, Threonin, LysoPC a C28:0 und die Summe der
Hexosen als signifikant verdnderte Metabolite bei Patient*in-
nen mit PPGL

Von den 130 betrachteten Metaboliten weisen vier Metabolite signifikante Unterschiede
zwischen Patient*innen mit PPGL und den Probanden der Kontrollgruppe auf (Tabelle
9).

Tabelle 9: Signifikante metabolomische Verdnderung bei Patient*innen mit
PPGL im Vergleich zu der Kontrollgruppe

_ PPGL-Gruppe Kontroll-Gruppe p-

Metabolit _ _

M| Md (IQR) in pumol/l Md (IQR) in umol/l  Wert
Histidin ! 75.40 (61.03-87.05) 86.40 (75.63-96.35) 0.004
Threonin ! 105.00 (88.57-125.00) 128.00 (93.32-147.50) 0.008
LysoPC a 280 | 0.11 (0.10-0.12) 0.12 (0.11-0.14) 0.044
H1 1T 4844.00 (4325.50- 4215.50 (3791.00— 0.018

5364.50) 5086.00)

Daten als Median (Md) mit Interquartilenabstand (IQR) in pmol/l angegeben. Der Pfeil zeigt die
Erhéhung (1) oder Verminderung (|) der Metabolitenkonzentration in der PPGL-Gruppe im Ver-
gleich zu der Kontrollgruppe an. P-Wert mittels Mann-Whithney-U Test ermittelt.
H1=Summe der Hexosen; LysoPC= Lysophosphatidylcholin; PPGL=Phaochromozytome und Pa-
ragangliome

Die Aminosauren Histidin und Threonin liegen in der PPGL-Gruppe in niedrigeren Kon-
zentrationen (Median, IQR in umol/l) als bei den Kontrollen vor (75.40, 61.03—87.05 vs.
86.40, 75.63-96.35, p=0.004 und 105.00, 88.57-125.00 vs. 128.00, 93.32-147.50,
p=0.008). Bei den Glycerophospholipiden weist LysoPC a C28:0 innerhalb der PPGL-
Gruppe ebenfalls signifikant verminderte Werte auf (0.11, 0.10-0.12 vs. 0.12, 0.11-0.14,
p=0.044). Die Summe der Hexosen ist bei Patient*innen mit PPGL im Vergleich zu den
Kontrollen als einziger Metabolit signifikant erhoht (4844.00, 4325.50-5364.50 vs.
4215.50, 3791.00-5086.00, p=0.018). Alle untersuchten biogenen Amine, Acylcarnitine
und Sphingolipide zeigen vergleichbare Konzentrationen zwischen beiden Gruppen. Die
vier signifikant veranderten Metabolite Histidin, Threonin, LysoPC a 28:0 und H1 sind in

Abbildung 7 als Boxplot graphisch dargestellt.
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Abbildung 7:  Boxplot der signifikant veranderten Metabolite PPGL vs. Kontrol-
len

Plasmakonzentrationen fur (A) Histidin, (B) Threonin, (C) LysoPC a C28:0 sowie (D) die Summe
der Hexosen, H1. Angabe der Daten in pmol/l

Ausrei3er mit Werten zwischen dem 1.5- und 3-fachen Interquartilenbereich sind als Kreise
markiert. Extremwerte, die mehr als das 3-fache des IQR vom Kastenende entfernt liegen, sind
als Sternchen gekennzeichnet. Ein Extremwert der Kontrollgruppe von LysoPC a C28:0 bei 1.1
umol/l ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht angeben. Signifikante Unterschiede sind mit *
(p<0.05) und ** (p<0.01) gekennzeichnet. PPGL n=36, Kontrollen n=36.

LysoPC= Lysophosphatidylcholin; PPGL=Ph&ochromozytome und Paragangliome

3.3.3 Korrelationen zwischen Plasma-Metanephrinen, Urin-Kate-

cholaminen und Plasma-Metaboliten

Um einen etwaigen Zusammenhang zwischen den signifikant veranderten Metaboliten
bei Patient*innen mit PPGL und Metanephrin, Normetanephrin und Methoxytyramin im
Plasma sowie den Katecholaminen im Urin zu untersuchen, wurde eine Spearman-Kor-
relation durchgefuhrt und der Spearman-Korrelationskoeffizient in einer Heatmap farb-
lich visualisiert (Abbildung 8). Die Interpretation des Korrelationskoeffizienten rs erfolgt
nach Cohen (104), wobei Irl=0,10 fur eine schwache bzw. geringe Korrelation, 1rl=0,30
fur eine mittlere bzw. moderate Korrelation und Irl=0,50 fiir eine groRe bzw. starke Kor-

relation spricht.
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Abbildung 8: Heatmap der Korrelationen zwischen den Metaboliten im Plasma
und den Katecholaminen im Urin sowie Metanephrinen im Plasma

nach (95)

Dargestellt ist der Betrag des Spearman-Korrelationskoeffizienten (rs). Signifikante Korrelationen
sind mit einem Stern markiert.

DA=Dopamin; EPI=Adrenalin; H1=Summe der Hexosen; LysoPC= Lysophosphatidylcholin;
MN=Metanephrin; MTY=Methoxytyramin; NE=Noradrenalin; NMN=Normetanephrin

Insgesamt zeigen sich fir alle vier Metabolite signifikante Korrelationen mit Metanephri-
nen im Plasma oder Katecholaminen im Urin, allerdings liegen lediglich schwache bis
moderate Zusammenhénge nach Cohen vor (Tabelle 10).

So zeigt Histidin eine signifikante, aber schwache, negative Korrelation mit Normeta-
nephrin und Methoxytyramin im Plasma (rs=-0.287, p=0.015 und rs=-0.242, p=0.044),
sowie eine moderate negative Korrelation mit Adrenalin und Dopamin (rs=-0.408,
p=0.001 und rs=-0.300, p=0.021) sowie mit den Gesamtkatecholaminen im Urin (rs=-
0.407, p=0.002). Threonin korreliert schwach negativ mit der Konzentration von Me-
thoxytyramin im Plasma sowie Noradrenalin und den Gesamtkatecholaminen im Urin
(rs=-0.266, p=0.026 sowie rs=-0.255, p=0.045 und rs=-0.275, p=0.037). Zuséatzlich weist
es eine moderate negative Korrelation mit Adrenalin im Urin auf (rs=-0.304, p=0.017).

LysoPC a C28:0 prasentiert eine schwache, negative Korrelation mit Dopamin und den
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Gesamtkatecholaminen im Urin (rs=-0.260, p=0.047 und rs=-0.269, p=0.041). Die
Summe der Hexosen zeigt eine positive Korrelation mit den Plasmakonzentrationen von
Normetanephrin, Metanephrin und Methoxytyramin sowie mit Noradrenalin im Urin
(rs=0.337, p=0.004, rs= 0.276, p=0.019 und rs=0.339, p=0.004 sowie rs=0.437, p<0.001).

Tabelle 10: Korrelationen zwischen den signifikant veranderten Metaboliten bei
PPGL und den Katecholaminen im Urin sowie Metanephrinen im

Plasma
Histidin Threonin LysoPC a H1
C28:0
-0.287* -0.229 -0.169 0.337**
Plasma NMN (0.015) (0.053) (0.157) (0.004)
-0.219 -0.054 -0.147 0.276*
Plasma MN (0.065) (0.655) (0.217) (0.019)
-0.242* -0.266* -0.144 0.339**
Plasma MTY (0.044) (0.026) (0.233) (0.004)
_ -0.239 -0.255* -0.212 0.437**
Urin NE (0.061) (0.045) (0.097) (<0.001)
_ -0.408** -0.304* -0.219 0.145
Urin EPI (0.001) (0.017) (0.090) (0.264)
_ -0.300* -0.161 -0.260* -0.046
Urin DA (0.021) (0.224) (0.047) 0.728
_ -0.407* -0.275* -0.269* 0.221
Urin GK (0.002) (0.037) (0.041) (0.096)

Angabe des Spearman-Korrelationskoeffizienten rs und des p-Werts in Klammern. Signifikante
Korrelationen sind fett markiert. * Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 signifikant (zwei-
seitig). ** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant (zweiseitig).

DA=Dopamin; EPI=Adrenalin; GK=Gesamtkatecholamine; H1=Summe der Hexosen; LysoPC=
Lysophosphatidylcholin; MN=Metanephrin; MTY=Methoxytyramin; NE=Noradrenalin; NMN=Nor-
metanephrin; PPGL=Phaochromozytome und Paragangliome
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3.4 Geschlechtsspezifische metabolomische Veranderungen
und deren Korrelationen mit Plasma-Metanephrinen und

Urin-Katecholaminen

In exploratorischen Analysen wurden Subgruppen von Patient*innen separat untersucht,

um etwaige Einflussfaktoren auf die genannten Ergebnisse zu identifizieren.

34.1 Frauen

Bei der Betrachtung der Frauen mit PPGL im Vergleich zu den weiblichen Kontrollen
zeigen sich funf Metabolite mit signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen (Ta-
belle 11). So tritt die Aminosaure Histidin in der PPGL-Gruppe in verminderter Konzent-
ration (Median, IQR in umol/l) auf (64.10, 56.70-78.30 vs. 85.90, 71.70-104.50, p=
0.001). PC ae C38:1 zeigt ebenfalls erniedrigte Werte im Vergleich zu der Kontroll-
Gruppe (0.37, 0.28-1.24 vs. 0.71, 0.47-1.69, p=0.022). Die Glycerophospholipide
LysoPC a C20:4, PC aa C36:4 und PC aa C38:4 liegen bei den Patient*innen mit PPGL
im Vergleich zu den Kontrollen mit erhéhten Werten vor (3.95, 3.50-4.95 vs. 2.62, 2.44—
3.54, p=0.006, 203.00, 165.00-249.50 vs. 160.00, 124.00-211.00, p=0.041 und 94,10,
77.35-107.00 vs. 82.60, 64.40-91.55, p= 0.049). Eine graphische Darstellung als
Boxplot befindet sich im Anhang 2.

Tabelle 11: Signifikante metabolomische Veranderungen bei Frauen

_ PPGL-Gruppe Kontroll-Gruppe p-

Metabolit , .

M| Md (IQR) in pumol/l Md (IQR) in pumol/l Wert
Histidin ! 64.10 (56.70-78.30) 85.90 (71.70-104.50) 0.001
LysoPC a C20:4 1 3.95 (3.50-4.95) 2.62 (2.44-3.54) 0.006
PC aa C36:4 1t 203.00 (165.00-249.50) 160.00 (124.00-211.00) 0.041
PC ae C38:1 ! 0.37 (0.28-1.24) 0.71 (0.47-1.69) 0.022
PC aa C38:4 1 94.10 (77.35-107.00) 82.60 (64.40-91.55) 0.049

Daten als Median (Md) mit Interquartilenabstand (IQR) in pmol/l angegeben. Der Pfeil zeigt die
Erhéhung (1) oder Verminderung (|) der Metabolitenkonzentration in der PPGL-Gruppe im Ver-
gleich zu der Kontrollgruppe an. P-Wert mittels Mann-Whitney-U Test ermittelt.

LysoPC= Lysophosphatidylcholin; PC=Phosphatidylcholin; PPGL=Ph&ochromozytome und Pa-
ragangliome
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Alle Metabolite weisen signifikante Zusammenhange mit Metanephrinen im Plasma oder
Katecholaminen im Urin auf (Tabelle 12). So korreliert die Konzentration von Histidin
signifikant negativ mit Normetanephrin im Plasma und Adrenalin sowie den Gesamtka-
techolaminen im Urin (rs=-0.428, p=0.012 und rs=-0.434, p=0.024 sowie rs=-0.479,
p=0,012). LysoPC a C20:4 weist eine positive Korrelation mit Normetanephrin und Me-
thoxytyramin im Plasma sowie Noradrenalin und Adrenalin im Urin auf (rs=0.471,
p=0.005 und rs=0.438, p=0.012, sowie rs=0.537, p=0.004 und rs=0.412, p=0.033). Zu-
satzlich zeigt sich ein starker positiver Zusammenhang mit den Gesamtkatecholamin-
werten im Urin (rs=0.538, p=0.004). Des Weiteren liegt eine signifikant positive Korrela-
tion zwischen PC aa C36:4 und Normetanephrin, Metanephrin und Methoxytyramin im
Plasma vor (rs=0.356, p=0.039, rs =0.514, p=0.002 und rs=0.525, p=0.002). Es besteht
ein negativer Zusammenhang von PC ae C38:1 mit Normetanephrin und Metanephrin
im Plasma sowie mit Adrenalin im Urin (rs=-0.368, p=0.032 und rs=-0.474, p=0.005 sowie
rs=-0.531, p=0.004). PC aa C38:4 korreliert signifikant positiv mit den Metanephrin- und
Methoxytyraminkonzentrationen im Plasma (rs =0.535, p=0.001 und rs=0.508, p=0.003).
Eine detaillierte Ubersicht der Korrelationen befindet sich im Anhang 3.

Tabelle 12: Korrelationen der signifikant veranderten Metabolite mit den
Plasma-Metanephrinen und Urin-Katecholaminen bei Frauen

Korrelationen

Metabolit Plasma Urin

NMN MN MTY NE EPI DA GK
Histidin X* - - - X* - X*
LysoPC a C20:4 X** - X* X** X* - X**
PC aa C36:4 X* X** X% - - - -
PC ae C38:1 X* X** - - X** - -
PC aa C38:4 - X** X% - - - -

Signifikante Korrelationen nach Spearman sind mit X markiert. * Die Korrelation ist auf dem Ni-
veau von 0,05 signifikant (zweiseitig). ** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant
(zweiseitig).

DA=Dopamin; EPI=Adrenalin; GK=Gesamtkatecholamine; MN=Metanephrin; MTY=Methoxytyra-
min; NE=Noradrenalin; NMN=Normetanephrin, LysoPC= Lysophosphatidylcholin; PC=Phos-
phatidylcholin
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3.4.2 Manner

Beim Vergleich der mannlichen PPGL-Patienten mit den mannlichen Kontrollen fallen
ebenfalls funf Metabolite mit signifikant unterschiedlichen Konzentrationen zwischen den
Gruppen auf (Tabelle 13). Threonin liegt in der PPGL-Gruppe mit erniedrigten Werten
(Median, IQR in umol/1) vor (102.00, 85.50-127.00 vs. 132.00, 104.00-156.00, p=0.008).
Ebenfalls vermindert in der PPGL-Gruppe zeigt sich LysoPC a C16:1 (1.68, 1.09-1.79
vs. 1.89, 1.54-2.16, p=0.025). Dahingegen sind das Glycerophospholipid PC ae C30:2
und das Sphingolipid SM (OH) C14:1 sowie die Summe der Hexosen bei Patienten mit
PPGL im Vergleich zu den mannlichen Kontrollen erhéht (0.07, 0.06—0.08 vs. 0.06, 0.06—
0.07, p=0.040 und 4.77, 3.20-5.43 vs. 3.46, 2.59-4.38, p=0.040 sowie 4845.00,
4489.00-5285.00 vs. 4079.00, 3789.00-5131.00, p=0.050). Eine graphische Darstel-
lung als Boxplot befindet sich im Anhang 4.

Tabelle 13:  Signifikante metabolomische Veranderungen bei Ma&nnern

Metabolit PPGL-Gruppe Kontroll-Gruppe p-
M Md (IQR) in umol/l Md (IQR) in umol/l Wert
Threonin ! 102.00 (85.50- 132.00 (104.00- 0.008
127.00) 156.00)
LysoPC a C16:1 | 1.68 (1.09-1.79) 1.89 (1.54-2.16) 0.025
PC ae C30:2 1 0.07 (0.06-0.08) 0.06 (0.06-0.07) 0.040
SM (OH) C14:1 1 4.77 (3.20-5.43) 3.46 (2.59-4.38) 0.040
H1 1 4845.00 (4489.00- 4079.00 (3789.00- 0.050
5285.00) 5131.00)

Daten als Median (Md) mit Interquartilenabstand (IQR) in umol/l angegeben. Der Pfeil zeigt die
Erhéhung (1) oder Verminderung (|) der Metabolitenkonzentration in der PPGL-Gruppe im Ver-
gleich zu der Kontrollgruppe an. P-Wert mittels Mann-Whitney-U Test ermittelt.

H1=Summe der Hexosen; LysoPC= Lysophosphatidylcholin; PC=Phosphatidylcholin
PPGL=Phé&ochromozytome und Paragangliome; SM= Sphingolipid

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen den Katecholaminwerten und der Konzent-
ration der Metabolite zeigt sich lediglich fir Threonin und die Summe der Hexosen (Ta-
belle 14). Threonin korreliert negativ mit Normetanephrin im Plasma und Adrenalin im
Urin (rs=-0.328, p=0.044 und rs=-0.345, p=0-046). Eine positive Korrelation fallt weiterhin

zwischen der Summe der Hexosen und Normetanephrin im Plasma sowie Noradrenalin
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im Urin auf (rs=0.381, p=0.018 und rs =0.425, p=0.011). Eine detaillierte Ubersicht der

Korrelationen befindet sich im Anhang 5.

Tabelle 14: Korrelationen der signifikant veranderten Metabolite mit den
Plasma-Metanephrinen und Urin-Katecholaminen bei Mannern

Korrelationen

Metabolit Plasma Urin

NMN MN MTY NE EPI DA GK
Threonin xX* - - - X* i B
LysoPC a C16:1 - - - - - - ;
PC ae C30:2 - - - - - - .
SM (OH) C14:1 - - - - - . :
H1 X* - - X* - - §

Signifikante Korrelationen nach Spearman sind mit X markiert. * Die Korrelation ist auf dem Ni-
veau von 0,05 signifikant (zweiseitig).

DA=Dopamin; EPI=Adrenalin; GK=Gesamtkatecholamine; H1= Summe der Hexosen; MN=Me-
tanephrin; MTY=Methoxytyramin; NE=Noradrenalin; NMN=Normetanephrin; LysoPC= Lysophos-
phatidylcholin; PC=Phosphatidylcholin, SM= Sphingolipid
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3.5 Phéanotypspezifische metabolomische Veranderungen

In exploratorischen Analysen wurden Subgruppen von Patient*innen separat untersucht,

um etwaige Einflussfaktoren auf die genannten Ergebnisse zu identifizieren.

3.5.1 Kohortenkollektiv

Um metabolomische Auswirkungen des sekretorischen Phénotyps zu charakterisieren,
wurden die 15 Patient*innen mit einem adrenergen sowie die 21 Patient*innen mit einem
noradrenergen PPGL mit nach Alter und Geschlecht gematchten Personen aus der Kon-
trollgruppe verglichen (Tabelle 15). In der Kohorte der PPGL mit adrenergen Phanotyp
befinden sich neun (60 %) Frauen, keine extraadrenalen und drei (20 %) maligne Tu-
more. Bei Probanden mit noradrenergem Phéanotyp sind dahingegen acht (38 %) weib-
lich. Weiterhin sind hier sieben (33 %) der Tumore extraadrenal lokalisiert und acht (38
%) maligne. Das Alter zum Zeitpunkt der Urinprobe ist flr die Gruppe mit adrenergem
und noradrenergem Phéanotyp zwischen PPGL und Kontrollen vergleichbar (p=0.742 und
p=0.798). Auch das Alter bei der Plasmaentnahme zeigt keinen signifikanten Unter-

schied zwischen den Gruppen (adrenerg p=0.838 und noradrenerg p=0.753).

Tabelle 15: Charakterisierung des Patientenkollektivs nach sekretorischem

Phéanotyp
Adrenerg Noradrenerg

PPGL Kontrollen PPGL Kontrollen
Patient*innen, n 15 15 21 21
Frauen, n (%) 9 (60) 9 (60) 8 (38) 8 (38)
Extraadrenale Tumore, n (%) 0 (0) 7 (33)
Maligne Tumore, n (%) 3 (20) 8 (38)
Alter bei Urinprobe in Jahren 51 (43-59) 49 (46-55) 55 (43—64) 55 (47-64)
Alter bei Plasmaprobe in 50 (41-55) 49 (44-54) 53 (42-62) 53 (44-64)

Jahren

Alter bei Probenentnahme als Median mit Interquartilenabstand angegeben. Das Alter bei Plas-
maprobe war fir alle Personen vorhanden. Alter bei Urinprobe bei adrenergem Phanotyp vor-
handen fur n=12 PPGL und n=14 Kontrollen. Alter bei Urinprobe bei noradrenergem Phanotyp
vorhanden fur n=16 PPGL und n=18 Kontrollen.

PPGL=Ph&ochromozytome und Paragangliome
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3.5.2 Adrenerger Phanotyp

Bei alleiniger Betrachtung der Patient*innen mit einem adrenergen PPGL zeigen sich im
Vergleich zu den Kontrollen vier Metabolite signifikant veréndert (Tabelle 16). Die Ami-
nosaure Glycin sowie das Glycerophospholipid LysoPC a C20:4 weisen innerhalb der
PPGL-Gruppe erhdhte Konzentrationen (Median, IQR in pumol/l) auf (221.00, 182.00—
373.00 vs. 167.00, 145.00-192.00, p=0.007 sowie 3.99, 3.37-5.18 vs. 3.10, 2.46-4.04,
p=0.019). Histidin und LysoPC a C28:0 zeigen hingegen verminderte Plasmawerte im
Vergleich zu den Kontrollen (69.00, 58.40-76.10 vs. 85.10, 71.30-93.60, p=0.004 und
0.11, 0.08-0.11 vs. 0.13, 0.11-0.14, p=0.026). Diese Ergebnisse sind im Anhang 6 in
Form einer graphischen Darstellung als Boxplot zu finden.

Tabelle 16:  Signifikante metabolomische Verdnderungen bei adrenergem Pha-

notyp
_ PPGL-Gruppe Kontroll-Gruppe p-

Metabolit _ .

M| Md  (IQR) in umol/l Md (IQR) in pumol/l Wert
Glycin 1 221.00 (182.00-373.00) 167.00 (145.00-192.00) 0.007
Histidin | 69.00 (58.40-76.10) 85.10 (71.30-93.60) 0.004
LysoPC a C20:4 1 3.99 (3.37-5.18) 3.10 (2.46-4.04) 0.019
LysoPCa C28:.0 | 0.11 (0.08-0.11) 0.13 (0.11-0.14) 0.026

Daten als Median (Md) mit Interquartilenabstand (IQR) in umol/l angegeben. Der Pfeil zeigt die
Erhéhung (1) oder Verminderung (|) der Metabolitenkonzentration in der PPGL-Gruppe im Ver-
gleich zu der Kontrollgruppe an. P-Wert mittels Mann-Whitney-U Test ermittelt.

LysoPC= Lysophosphatidylcholin; PPGL=Phé&ochromozytome und Paragangliome

Die Betrachtung etwaiger Korrelationen zwischen den Metaboliten und den Metaneph-
rin- beziehungsweise Katecholaminkonzentrationen im Plasma und Urin ergibt signifi-
kante Zusammenhange fir alle vier Metabolite (Tabelle 17). So zeigt Glycin eine mode-
rate Korrelation mit Metanephrin und Normetanephrin im Plasma (rs=0.490, p=0.006 und
rs=0.464, p=0.010). Ein Zusammenhang mit den Katecholaminwerten im Urin besteht
nicht. Im Gegensatz dazu weist LysoPC a C20:4 keine Korrelationen mit den Meta-
nephrinen im Plasma auf, zeigt jedoch einen positiven signifikanten Zusammenhang mit
Noradrenalin und Adrenalin im Urin (rs=0.461, p=0.016 und rs=0.477, p=0.012). LysoPC
a C28:0 korreliert lediglich negativ mit NMN im Plasma (rs=-0.371, p=0.043). Die Amino-
saure Histidin zeigt eine moderate bis starke negative Korrelation mit Normetanephrin,
Metanephrin und Methoxytyramin im Plasma (rs=-0.597, p<0.001, rs=-0.494, p=0.006
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und rs=-0.535, p=0.003) sowie mit Noradrenalin, Adrenalin und den Gesamtkatechola-
minwerten im Urin (rs=-0.412, p=0.033, rs=-0.499, p=0.008 und rs=-0.459, p=0.018). Eine

detaillierte Ubersicht tiber alle Korrelationen ist im Anhang 7 zu finden.

Tabelle 17: Korrelationen der signifikant veradnderten Metabolite mit den
Plasma-Metanephrinen und Urin-Katecholaminen bei adrenergem

Phanotyp
Korrelationen
Metabolit Plasma Urin
NMN MN MTY NE EPI DA GK
Glycin Xx* Xx* - - - B _
Histidin Xx* X** Xx* X* X** - X*
LysoPC a C20:4 - - - X* X* . ;
LysoPC a C28:0 X* - - - - , _

Signifikante Korrelationen nach Spearman sind mit X markiert. * Die Korrelation ist auf dem Ni-
veau von 0.05 signifikant (zweiseitig). ** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0.01 signifikant
(zweiseitig).

DA=Dopamin; EPI=Adrenalin; GK=Gesamtkatecholamine; LysoPC= Lysophosphatidylcholin;
MN=Metanephrin; MTY=Methoxytyramin; NE=Noradrenalin; NMN=Normetanephrin

3.5.3 Noradrenerger Phanotyp

Die Patient*innen mit einem noradrenergen PPGL zeigen signifikante metabolomische
Veranderungen bei insgesamt vier Metaboliten (Tabelle 18). Darunter befand sich das
Acylcarnitin CO, das in der PPGL-Gruppe in verminderter Konzentration (Median, IQR in
pmol/l) auftritt (35.60, 28.70-41.15 vs. 43.00, 34.05-48.70, p=0.042). Auch die Amino-
sauren Asparagin und Threonin zeigen ebenso wie das biogene Amin ADMA erniedrigte
Werte in der Gruppe der Patient*innen mit PPGL (37.20, 32.00—41.95 vs. 42.00, 38.65—
48.05, p=0.013 und 112.00, 96.20-127.50 vs. 133.00, 120.00-151.00, p=0.002 sowie
0.51, 0.39-0.80 vs. 0.62, 0.55-0.91, p=0.048). Eine graphische Darstellung als Boxplot
befindet sich im Anhang 8.

44



Tabelle 18: Signifikante metabolomische Verdnderungen bei noradrenergem

Phanotyp
PPGL-Gruppe Kontroll-Gruppe
Metabolit _ PP _ PP p-Wert
1l Md (IQR) in pmol/l Md (IQR) in umol/l
Co | 35.60 (28.70-41.15) 43.00 (34.05-48.70) 0.042
Asparagin 1 37.20 (32.00-41.95) 42.00 (38.65-48.05) 0.013
Threonin | 112.00 (96.20-127.50) 133.00 (120.00- 0.002
151.00)
ADMA l 0.51 (0.39-0.80) 0.62 (0.55-0.91) 0.048

Daten als Median (Md) mit Interquartilenabstand (IQR) in umol/l angegeben. Der Pfeil zeigt die
Erhéhung (1) oder Verminderung (|) der Metabolitenkonzentration in der PPGL-Gruppe im Ver-
gleich zu der Kontrollgruppe an. P-Wert mittels Mann-Whitney-U Test ermittelt.
PPGL=Ph&ochromozytome und Paragangliome

Bei Untersuchung der Korrelationen weisen lediglich Threonin und ADMA einen Zusam-
menhang mit Urin-Katecholaminen beziehungsweise Plasma-Metanephrinen im Urin o-
der Plasma auf (Tabelle 19). Threonin zeigt eine moderate negative Korrelation mit Nor-
metanephrin und Methoxytyramin im Plasma (rs=-0.344, p=0.026 und rs=-0.351,
p=0.023) sowie einen moderaten, ebenfalls negativen Zusammenhang mit Noradrenalin
und den gesamten Katecholaminwerten im Urin (rs=-0.472, p=0.004 und rs=-0.494,
p=0.004). ADMA weist eine ebenfalls negative moderate Korrelation mit Noradrenalin im
Urin auf (rs=-0.399, p=0.018). Fr CO und Asparagin kann kein Zusammenhang nachge-
wiesen werden. Eine vollstéandige Darstellung der Korrelationen ist in Anhang 9 zu fin-

den.
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Tabelle 19: Korrelationen der signifikant veranderten Metabolite mit den
Plasma-Metanephrinen und Urin-Katecholaminen bei noradrener-
gem Phénotyp

Korrelationen

Metabolit Plasma Urin

NMN MN MTY NE EPI DA GK
Co - - - - - - -
Asparagin - - - - - - -
Threonin X* - X* Xx* - - X**
ADMA - - - X* - - -

Signifikante Korrelationen nach Spearman sind mit X markiert. * Die Korrelation ist auf dem Ni-
veau von 0,05 signifikant (zweiseitig). ** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0.01 signifikant
(zweiseitig).

DA=Dopamin; EPI=Adrenalin; GK=Gesamtkatecholamine; MN=Metanephrin; MTY=Methoxytyra-
min; NE=Noradrenalin; NMN=Normetanephrin

3.6 Hauptkomponentenanalysen

Um die Frage nach einem mdglichen diagnostischen Nutzen des Metabolitenprofils zu
beantworten, wurden Hauptkomponentenanalysen in der Gesamtkohorte im Hinblick auf
die Diagnose, Malignitat und den sekretorischen Phanotyp durchgefihrt. Hierbei kann
jedoch keine Diskrimination der Gruppen durch die gemessenen Metabolite gezeigt wer-
den (Anhang 10). Weiterhin ergeben Analysen bei alleiniger Betrachtung der Frauen
beziehungsweise Méanner keine Hinweise auf diskriminierende Parametersets, um ge-

schlechtsspezifisch zwischen PPGL und Kontrollen zu unterscheiden (Anhang 11).
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4 Diskussion

Es ist hinreichend beschrieben, dass Phdochromozytome und Paragangliome durch ei-
nen Katecholaminexzess zu einer typischen klinischen Symptomatik sowie einer erhoh-
ten kardiovaskuldren Morbiditat und Mortalitéat der betroffenen Patient*innen fihren (2,
11, 36, 105, 106). Ein Zusammenhang mit erhdhten Blutglukosewerten und PPGL als
sekundare Ursache eines Diabetes mellitus ist ebenfalls etabliert (107-109).

Der genaue Einfluss des Katecholaminexzesses auf den Metabolismus bei PPGL im
Vergleich zu tumorfreien Kontrollen ist jedoch bisher weitgehend unbekannt. In kirzlich
publizierten Studien untersuchten Erlic et al. (95) sowie Bliziotis et al. (96) das Metabo-
litenprofil von Patient*innen mit PPGL vor und nach der operativen Tumorentfernung und
konnten signifikante intraindividuelle Unterschiede im pra- und postoperativen Vergleich

nachweisen.

In der vorliegenden Arbeit werden die interindividuellen metabolischen Veranderungen
bei Patient*innen mit PPGL im Vergleich zu PPGL-freien Kontrollen innerhalb einer pros-
pektiven Kohortenstudie mit einem Targeted-Metabolomics Ansatz untersucht. Zwi-
schen beiden Gruppen zeigen sich Histidin, Threonin, LysoPC a C28:0 und die Summe
der Hexosen signifikant verandert. Alle vier Metabolite weisen Korrelationen mit Meta-
nephrinen im Plasma beziehungsweise Katecholaminen im Urin auf. Subgruppenanly-
sen ergeben weiterhin geschlechtsspezifische und phéanotypspezifische Veranderungen
im Metabolitenprofil bei Patient*innen mit PPGL. Hinweise auf eine diagnostische Wer-
tigkeit des Metabolitenprofils im Hinblick auf eine Diskrimination zwischen PPGL und
Kontrollen kann nicht nachgewiesen werden Die Bedeutung der Ergebnisse im Hinblick
auf das Verstandnis der Stoffwechselvorgdnge bei PPGL und Hinweise flr das Risi-
koprofil bei Patient*innen mit PPGL wird im Folgenden diskutiert.

4.1 PPGL und Veranderungen der Glukosehomdostase

Es ist bekannt, dass Katecholamine Uber alpha- und beta-Adrenorezeptoren Einfluss auf
die Glukosehomdostase nehmen und zu einer hyperglykamischen Stoffwechsellage fih-
ren (110-112). Es wird angenommen, dass es bei PPGL durch den Katecholaminexzess

zu einer Beeintrachtigung der Insulinsekretion und dadurch zu einer gestorten
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Glukosetoleranz kommt (113, 114). Ein manifester Diabetes mellitus bei Patient*innen
mit einem PPGL wird mit einer Pravalenz von 15-18 % angegeben. Studien mit aktiver
Testung auf das Vorliegen eines Diabetes mellitus zeigen sogar eine Pravalenz von 21-
37 % (107). In der vorliegenden Studie war bei sechs Patient*innen (17%) ein Diabetes
mellitus als Nebendiagnose vorbekannt. Weiterhin ist auch in dieser Arbeit die Konzent-
ration der Summe der Hexosen innerhalb der Patient*innen mit PPGL im Vergleich zu
den Personen der Kontrollgruppe signifikant erhéht. Dieses Ergebnis war im Hinblick auf

die Literatur zu erwarten.

Ferner wird ein verringerter Plasmaspiegel von Histidin bei Patient*innen mit PPGL in
der Gesamtgruppe sowie in der Subgruppenanalyse der Frauen und bei PPGL mit adr-
energem Phéanotyp beobachtet. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der Studien
von Erlic et al. (95) und Bliziotis et al. (96). Hier zeigen sich bei Patient*innen mit PPGL
praoperativ niedrigere Histidin-Konzentrationen als postoperativ. Erniedrigte Histidin-Le-
vel kbénnen mit einer Insulinresistenz in Verbindung stehen (115). Weitere Studien, die
nicht den Zusammenhang mit einem PPGL untersuchen, beschreiben ebenfalls einen
Zusammenhang zwischen niedrigen Histidin-Konzentrationen und Pradiabetes bezie-
hungsweise Diabetes mellitus Typ 2 (116-118). Hingegen zeigt eine Metaanalyse von
Guasch-Ferré et al. keine Assoziation von Histidin mit einem Diabetes mellitus Typ 2
(119).

Es scheinen inshesondere verzweigtkettige Aminosauren und aromatische Aminosau-
ren eine relevante Assoziation mit der Entwicklung eines Diabetes mellitus zu haben
(119-121). Mit der Ausnahme von Histidin zeigen diese in der vorliegenden Studie jedoch
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patient*innen mit PPGL und den Kon-
trollen, bei denen ein PPGL ausgeschlossen wurde. Zusammengenommen mit den Er-
gebnissen von Erlic et al. (95) scheint es sich um einen zuséatzlichen Effekt der PPGL-
assoziierten Katecholaminsekretion auf den Stoffwechsel zu handeln, der moglicher-

weise unabhangig von einem Diabetes vorliegt.

4.2  Verringerte Lysophosphatidycholinkonzentrationen als

Hinweis auf ein tumordses Geschehen

Innerhalb der 83 Glycerophospholipide und 14 Sphingolipide, die in die statistische Aus-

wertung der vorliegenden Studie eingeschlossen wurden, zeigt sich allein LysoPC a
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C28:0 bei Patient*innen mit PPGL signifikant verandert und tritt innerhalb dieser Gruppe
in verminderter Konzentration auf. Lysophosphatidylcholine entstehen durch Abspaltung
eines Fettsaurerestes via Phospholipase A, aus Phosphatidylcholinen (122).
Verringerte Plasmakonzentrationen von LysoPC sind mit einem erhdhten Risiko fir
Krebserkrankungen assoziiert und wurden bereits als Befund bei Patient*innen mit kolo-
rektalen Karzinomen, Brust- sowie Prostatakrebs beschrieben (123-126). Weiterhin ist
bei verschiedenen Krebserkrankungen eine Uberexpression der Lysophosphatidylcho-
lin-Acyltransferase (LPCAT) bekannt. Diese katalysiert die Umwandlung von LysoPC in
PC durch direkte Acylierung mit Acyl-CoA und fiihrt somit zu reduzierten LysoPC-Levels
(227).

Ferner ist eine gesteigerte Expression von Autotaxin mit malignen Tumorerkrankungen
assoziiert. Autotaxin ist ein Enzym mit Lysophospholipase-D-Aktivitat, welches extrazel-
lulare LysoPC in Lysophosphatidsauren (LPA) umwandelt. Erhdhte LPA-Level stimulie-
ren wiederum Tumorwachstum, Metastasierung und Angiogenese (128). Der genaue
Zusammenhang zwischen verringerten LysoPC-Konzentrationen und Krebsrisiko ist je-
doch bisher nicht bekannt.

Assoziationen mit PPGL sind in der Literatur bisher nicht beschrieben. Es ist jedoch zu
beachten, dass in der vorliegenden Studie lediglich LysoPC a C28:0 mit signifikantem
Unterschied in der Gesamtgruppe der Patient*innen mit und ohne PPGL auftritt. Sub-
gruppenanalysen zeigen zwei zusatzliche, verringerte LysoPC innerhalb der PPGL-
Gruppe. Allerdings wurden ebenfalls zwei LysoPC mit erhéhter Konzentration nachge-
wiesen. Eine Aussage lber einen Zusammenhang zwischen verminderten LysoPC-Kon-

zentrationen und PPGL ist somit nur eingeschréankt moglich.

4.3 Vermindertes Threonin und Histidin als Hinweis auf Hypo-

xie-induzierte Tumorgenese

Die Aminosauren Histidin und Threonin treten bei Patient*innen mit PPGL in geringerer
Plasmakonzentration auf. Zuséatzlich ist eine von beiden auch in jeder Subgruppenana-
lyse vermindert nachweisbar. Der Abbau von Threonin liefert unter anderem Succinyl-
CoA, dessen anaplerotische Wirkung Verluste im Citratzyklus auffiillen kann. Auch His-
tidin kann tGber den Abbau zu Glutamat in den Citratzyklus eingehen (129).

Insbesondere bei PPGL mit Mutationen in SDHx-Genen ist eine Storung des Citratzyklus

beschrieben, deren Nachweis mittel Metabolit-Profiling bereits als diagnostisches Mittel
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beschrieben wurde (94). Es kommt zu einer Akkumulation von Succinat, welches in er-
héhter Konzentration als Onkometabolit die Tumorgenese durch die Stabilisierung von
HIF.a fordert (130). Aktuelle Daten stiitzen die These, dass HIF-a mittels Aktivierung
von (Pseudo)-Hypoxie-Signalwegen ein wichtiger Faktor der Tumorgenese bei PPGL ist
und eine Verknipfung zwischen Cluster 1- sowie Cluster 2-Tumoren darstellt (21).

Die Verbindung zwischen Tumorgenese und Veranderungen im Metabolismus der ent-
arteten Zellen ist ein zentrales Gebiet der Krebsforschung. Mittlerweile geht man davon
aus, dass die Aktivierung vieler onkogener Signalwege zu einem veranderten Stoffwech-
selin den Tumorzellen fuhrt und somit deren Wachstum und Uberleben begtinstigt (131).
Die (intrazellulare) Konzentration von Succinat wurde in der vorliegenden Studie nicht
bestimmt. Es bleibt daher spekulativ, ob die verminderten Level von Histidin und Threo-
nin Hinweise auf die Stérung des Citratzyklus darstellen und die These einer Pseudohy-
poxie-bedingten Tumorgenese in PPGL unterstitzen. Es ist anzumerken, dass andere
Aminosauren mit anaplerotischer Wirkung wie beispielsweise Valin und Isoleucin in die-
ser Studie zwischen Patient*innen mit und ohne PPGL keine signifikanten Konzentrati-

onsunterschiede zeigen.

4.4  Korrelation mit Katecholaminen und Metanephrinen

In der vorliegenden Studie zeigen sich bei Patient*innen mit PPGL in vier Metaboliten
signifikante Konzentrationsunterschiede im Vergleich zu Kontrollen. Diese Beobachtung
steht unter der Annahme, dass die Veranderungen im Metabolitenprofil auf den Kate-
cholaminexzess bei PPGL zurlickzufiihren sind.

Alle signifikant veranderten Metabolite weisen einen Zusammenhang mit den Meta-
nephrinen im Plasma beziehungsweise den Katecholaminen im Urin auf. Auch eine Viel-
zahl der Metabolite mit signifikanten Veranderungen in den Subgruppenanalysen zeigen
solche Korrelationen. Dies stiitzt die Hypothese, dass die deutlich erhdhte Katechola-

minproduktion bei PPGL zu den metabolomischen Veréanderungen beitragt.
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4.5 Metabolitenprofil als Hinweis auf erhdhtes kardiovaskula-

res Risiko

Patient*innen mit einem Phaochromozytom oder Paragangliom besitzen ein erhdhtes
Risiko fur kardiovaskulare Komplikationen. Neben einer Hypertonie kénnen kardiale Ar-
rhythmien, Schocks, akute Myokardinfarkte und Kardiomyopathien auftreten (2, 132-
134). Weiterhin sind bei PPGL Stérungen der Endothelfunktion und Verdickungen der
Intima/Media beschrieben, welche Einfluss auf die Pathogenese kardiovaskularer Er-
krankungen nehmen kénnen (133, 135, 136). Auch das in dieser Studie gemessene Me-
tabolitenprofil bei Patient*innen mit PPGL weist Assoziationen mit einem erhéhten Risiko
fur kardiovaskulare Komplikationen auf. Im Folgenden sollen die bereits oben beschrie-
benen Veranderungen spezifisch unter dem Blickwinkel des kardiovaskularen Risikos

diskutiert werden.

45.1 Hyperglykamie als Risikofaktor fur kardiovaskulare Kompli-
kationen bei PPGL

Das Metabolitenprofil von Patient*innen mit PPGL weist eine erhdhte Konzentration der
Summe der Hexosen im Plasma auf, wobei bei sechs Patient*innen ein Diabetes mellitus
bekannt war. Eine Hyperglykamie ist insbesondere im Zusammenhang mit Diabetes
mellitus als Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen bekannt (137-140). Exempla-
risch zeigt sich in der EpiDREAM Kohorten-Studie (141), dass die Erhdhung der Niich-
tern-Plasmaglukose um 1 mmol/l zu einer Risikozunahme von 17% fiir zuklnftige kardi-
ovaskulare Ereignisse filhrt. Eine hyperglykdmische Stoffwechsellage aktiviert diverse
biochemische Signalwege, welche die Entstehung atherosklerotischer Veranderungen
begiinstigen. Uber die Aktivierung der Proteinkinase C, die erhohte Produktion von Ad-
vanced Glycation Endproducts (AGE) sowie die Stimulation des Polyol- und Hexosamin-
wegs entsteht oxidativer Stress (142-144). Dieser induziert wiederum endotheliale Dys-
funktionen und beschleunigt die Entwicklung von Atherosklerose (145-147). Es ist somit
anzunehmen, dass die signifikant erhdhte Plasmakonzentration der Summe der Hexo-
sen innerhalb der Gruppe der Patient*innen mit einem PPGL im Vergleich zu Patient*in-
nen, bei denen ein solcher Tumor ausgeschlossen wurde, zu dem erhéhten kardiovas-
kularen Risiko bei PPGL beitragt.
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4.5.2 Verminderte Lysophosphatidylcholin-Konzentration als

Hinweis auf ein kardiovaskulares Risikoprofil

Ublicherweise werden Lysophosphatidylcholine mit einer inflammatorischen sowie
atherogenen Wirkung in Verbindung gebracht (148, 149). In mehreren aktuellen Studien
wird jedoch Uberraschenderweise auch ein protektiver Zusammenhang zwischen erhoh-
ten LysoPC-Konzentrationen und kardiovaskuléaren Risiken gezeigt. Lee et al. (150) be-
schreiben beispielsweise niedrige LysoPC-Konzentrationen als Risikofaktor fur kardi-
ovaskulare Komplikationen. Im Rahmen einer Lipidomic-Studie von Stegemann et al.
(151) tritt ein inverser Zusammenhang zwischen LysoPC und kardiovaskularen Erkran-
kungen auf. Auch die Ergebnisse von Ganna et al. (152) weisen in die gleiche Richtung.
Im Zuge einer Untargeted-Metabolomics-Studie mit Gber 1000 Patient*innen wird hier
eine negative Assoziation von LysoPC mit Inflammationsmarkern, dem BMI sowie kar-
diovaskularen Erkrankungen beschrieben.

Als moglicher Grund fiir die verminderte LysoPC-Konzentration wird eine herabgesetzte
Aktivitat der Lecithin-Cholesterol-Acyltransferase (LCAT) diskutiert. Diese katalysiert die
Bildung von LysoPC enthaltenden Cholesterinestern. Eine erniedrigte LCAT-Aktivitat ist
wiederum mit einem erhdhten Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen assoziiert (153).
Im Rahmen der vorliegenden Studie zeigt sich das Lysophosphatidylcholin LysoPC a
C28:0 in signifikant verminderter Konzentration bei der Gruppe der Patient*innen mit
PPGL. Insofern kann dieses Ergebnis ein weiterer Hinweis auf das erhéhte kardiovas-
kulare Risikoprofil bei Patient*innen mit einem Katecholamin-produzierenden Tumor
sein. Die 13 weiteren gemessenen Lysophosphatidylcholine zeigen allerdings keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Bei den Subgruppenanalysen wird bei
PPGL mit adrenergem Phéanotyp ebenfalls ein erniedrigte Konzentration von LysoPC a
C28:0 nachgewiesen, auch bei alleiniger Betrachtung der Manner mit PPGL zeigt sich
fur ein weiteres LysoPC, LysoPC a C16:1, eine verminderte Konzentration. Daneben
zeigen sich jedoch mit jeweils einem erhdhten LysoPC in der Subgruppe der adrenergen
PPGL und der Frauen diskrepante Ergebnisse. Auch hier kann die vermindert gemes-
sene Konzentration dieses Metaboliten lediglich als Hinweis auf einen méglichen Zu-

sammenhang gedeutet werden.
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4.5.3 Proinflammatorische Wirkung durch verminderte Histidin-

Konzentration

Ein anti-inflammatorischer Effekt von Histidin ist in der Literatur ausfuhrlich beschrieben
(154, 155). Insbesondere im Hinblick auf das kardiovaskulare System wurde eine pro-
tektive Wirkung von Histidin beschrieben. Teilweise ist dies auf die Fahigkeit als Fanger
von Hydroxylradikalen und Singulett-Sauerstoff zurtickzufuhren (155, 156). In einer Stu-
die von Hasegawa et al. (157) zeigt sich eine Hemmung der endothelialen Inflammation
in menschlichen Koronararterienzellen durch Histidin. Die Aminoséure inhibiert die Akti-
vierung von NF-kB (nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells).
Dieser Transkriptionsfaktor ist an der Aktivierung von Endothelzellen beteiligt und spielt
eine Rolle bei der Pathogenese von Atherosklerose. Zusatzlich hemmt Histidin die
CD62E-Expression sowie die Interleukin-6-Produktion (158, 159). Uberdies deutet eine
Studie von Son et al. (160) mit intestinalen Epithelzellen darauf hin, dass Histidin die
durch Wasserstoffperoxid und TNF-alpha induzierte Sekretion des proinflammatorischen
Zytokins Interleukin-8 hemmt und dadurch eine antiinflammatorische Wirkung besitzt.
Weiterhin wurde bei Patient*innen mit einer chronischen Nierenerkrankung eine Assozi-
ation zwischen niedrigen Histidin-Konzentrationen im Plasma und kardiovaskularen Er-
krankungen gefunden (161).

In der vorliegenden Studie tritt die Aminosaure Histidin in der Gesamtgruppe der Pati-
ent*innen mit PPGL sowie in den Subgruppen der Frauen und der PPGL mit adrenergem
Phanotyp in signifikant verminderter Konzentration auf. Dieses Ergebnis steht im Ein-
klang mit der Studie von Erlic et al. (95) und Bliziotis (96). Hier findet sich bei Patient*in-
nen mit PPGL préoperativ eine niedrigere Histidin-Konzentration als nach der operativen
Tumorentfernung. Ob und inwiefern die geringere Konzentration von Histidin bei Pati-
ent*innen mit einem Phaochromozytom oder Paragangliom zu dem erhéhten kardiovas-

kularen Risiko dieses Patientenkollektivs beitragt, bendtigt weitere Untersuchungen.

4.6 Limitationen der Studie

Die vorliegende Studie weist Limitationen auf, die bei der Interpretation der Ergebnisse

bertcksichtigt werden missen.

Obgleich 36 Patient*innen mit PPGL und 36 nach Geschlecht und Alter bei Probenent-

nahme gematchte Kontrollen in die Untersuchungen eingeschlossen werden konnten,
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ist die GroRRe der Stichprobe klein. Die Gruppengréf3e wird durch die monozentrische
Rekrutierung der Proband*innen sowie die geringe Inzidenz der Erkrankung begrenzt.
Insbesondere flr Subgruppenanalysen stellt die geringe StichprobengroRe eine mali3-
gebliche Limitation dar.

Die Personen der Kontrollgruppe entstammen ebenso wie die Patient*innen mit PPGL
dem Kollektiv der PMT-Studie. Somit gab es auch bei den Kontrollen zunéchst den Ver-
dacht auf ein PPGL, der zu dem Einschluss in die PMT-Studie fuhrte. So wurden neun
Kontrollen aufgrund klinischer Symptome und sechs mit einer therapieresistenten Hy-
pertonie in das Kollektiv aufgenommen. Daraus konnte sich ein Selektionsbias ergeben.
Dies wurde dementsprechend Ruckschliisse auf die Normalbevdlkerung einschranken.
Zusatzlich kénnen die Ergebnisse durch Komorbiditaten wie Diabetes mellitus oder die
Einnahme von Medikamenten, die Wechselwirkungen mit Adrenorezeptoren aufweisen,
beeinflusst werden.

Die Gewinnung der Plasmaproben erfolgte unter standardisierten Bedingungen auf
Grundlage des PMT-Protokolls, mit dem Ziel, mogliche Einflisse auf die Messung der
Metanephrine zu minimieren. Praanalytische Einflussfaktoren fur die Messung der Me-
tabolite wurden bei der Probengewinnung nicht speziell berticksichtigt. So wurden be-
kannte Faktoren mit Auswirkungen auf das Metabolitenprofil, wie beispielsweise
Blutcholesterin und Nikotinabusus, im Voraus nicht erfasst (162, 163). Auch Fettleibig-
keit kann bekanntermalRen metabolomische Daten beeinflussen (164) . Die Gruppen un-
terscheiden sich in dieser Studie signifikant anhand ihres BMI, wobei die PPGL-Gruppe
erhdhte Werte aufweist. Jedoch befindet sich der mediane BMI bei beiden Gruppen im
Bereich des Ubergewichts unterhalb der Grenze fiir Adipositas (165). Andere etablierte
Variablen mit Effekt auf das Ergebnis in metabolomischen Studien konnten ausgeschlos-
sen werden. So wurden die Proband*innen der Kontrollgruppe nach Geschlecht und Al-
ter zum Zeitpunkt der Probenentnahme gematcht (166, 167). Weiterhin wurde das Blut

bei allen Personen morgens und somit zur selben Tageszeit entnommen (168).

4.7 Ausblick

Die vorliegende Studie zeigt, dass das Metabolitenprofil von Patient*innen mit PPGL in
der untersuchten Stichprobe signifikante Unterschiede zu Personen ohne einen solchen
Katecholamin-produzierenden Tumor aufweist. Um die Reproduzierbarkeit der Ergeb-

nisse und die Ubertragung auf die Gesamtbevolkerung zu prifen, ware eine
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weiterfuhrende Studie mit einer gréReren Kohorte erforderlich. Die geringe Inzidenz von
PPGL stellt dabei jedoch eine Herausforderung dar.

Weiterhin zeigt das Metabolitenprofil Veranderungen, die Hinweise auf ein erhdhtes kar-
diovaskulares Risikoprofil geben. Diese Erkenntnisse lieRen sich durch eine detaillierte
Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen und weiterer Auswirkungen ergan-
zen. Insbesondere bei Patient*innen mit malignem PPGL, fur die eine Heilung durch
operative Strategien nicht méglich ist, sind die durch den Katecholaminexzess bedingten
Folgeerkrankungen von Interesse. Hier wéare eine Untersuchung des Zusammenhangs
zwischen dem Metabolitenprofil bei malignen PPGL und den im Verlauf auftretenden
kardiovaskularen Erkrankungen denkbar, um Risikopatient*innen zu identifizieren und
gegebenenfalls gezielte klinische Verlaufskontrollen zur Reduktion von kardiovaskularen

Komplikationen zu etablieren.
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5 Zusammenfassung

Phaochromozytome und Paragangliome sind seltene, katecholaminproduzierende, neu-
roendokrine Tumore des chromaffinen Gewebes. Phdochromozytome beschreiben hier-
bei Raumforderungen des Nebennierenmarks, wohingegen Paragangliome eine extra-
adrenale Tumormanifestation bezeichnen. Die Erkrankung ist durch die Uberproduktion
von Katecholaminen gekennzeichnet und kann lebensbedrohliche Folgen haben. Ob
und auf welche Weise der Katecholaminexzess die Stoffwechselvorgange beeinflusst,
ist bisher weitgehend unbekannt. Die Analyse der Metabolite eines Organismus wird als
Metabolomik (engl.: metabolomics) bezeichnet. Targeted Metabolomics beschreibt die
Messung und Quantifizierung von im Voraus definierten Metaboliten in einer Probe.
Hauptziel der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie ist die Untersuchung der interin-
dividuellen Unterschiede im Metabolitenprofil bei Patient*innen mit PPGL im Vergleich
zu Kontrollen. Hierfir wurden mittels eines Targeted Metabolomics-Ansatzes Plasma-
proben von 36 Patient*innen mit PPGL und 36 nach Geschlecht und Alter bei Proben-
entnahme gematchten Kontrollen mittels einer Fliissigchromatographie-Massenspektro-
metrie-Kopplung analysiert. Von den 188 gemessenen Metaboliten zeigen vier Metabo-
lite eine signifikanten Veranderung zwischen den Gruppen (Histidin p=0.004, Threonin
p=0.008, LysoPC a C28:0 p=0.044, Summe der Hexosen p=0.018). Fur alle ist ein Zu-
sammenhang mit Katecholaminen im Urin beziehungsweise Metanephrinen im Plasma
nachweisbar. Subgruppenanalysen ergeben fir Frauen (n=17) und Manner jeweils flnf
signifikant veranderte Metabolite sowie je vier Metabolite bei adrenergem (n=15) und
noradrenergem Phanotyp. Eine Differenzierung der Gruppen anhand des Metaboliten-
profils als Hinweis auf diagnostische Marker ist nicht méglich. Es wird jedoch gezeigt,
dass Phaochromozytome und Paragangliome zu signifikanten Verdnderungen im Plas-
mametabolom fuhren. Inwieweit die veranderten Metabolite Hinweise auf ein erhdhtes
kardiovaskulares Risikoprofil geben, bleibt zu diskutieren. Die grof3te Limitation der Stu-
die besteht in dem geringen Stichprobenumfang. Eine Studie mit einer gré3eren Kohorte
ware daher wiinschenswert, auch wenn dies durch das seltene Auftreten der Erkrankung

erschwert wird.
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PPGL - Gruppe

Kontroll - Gruppe

Metabolit Metabolitenklasse |% <LLOQ | LC-MS/MS | FIA-MS/MS - - p -Wert
Median IQR Median IQR
Co Acylcarnitine 0% X 35,6 29,40 -41,18 37,95 31,55 - 45,78 0,224
Cc2 Acylcarnitine 1% X 5,09 3,79-7,51 5,80 4,74 -7,03 0,475
C3 Acylcarnitine 42% X
C3-DC (C4-0OH) Acylcarnitine 94% X
C3-OH Acylcarnitine 100% X
C3:1 Acylcarnitine 100% X
C4 Acylcarnitine 94% X
C4:1 Acylcarnitine 100% X
C5 Acylcarnitine 99% X
C5-DC (C6-0OH) Acylcarnitine 99% X
C5-M-DC Acylcarnitine 99% X
C5-OH (C3-DC-M) | Acylcarnitine 99% X
C5:1 Acylcarnitine 100% X
C5:1-DC Acylcarnitine 100% X
C6 (C4:1-DC) Acylcarnitine 97% X
C6:1 Acylcarnitine 100% X
C7-DC Acylcarnitine 99% X
C8 Acylcarnitine 92% X
C9 Acylcarnitine 99% X
C10 Acylcarnitine 85% X
C10:1 Acylcarnitine 81% X
C10:2 Acylcarnitine 100% X
C12 Acylcarnitine 100% X
C12-DC Acylcarnitine 100% X
Cl2:1 Acylcarnitine 40% X
Cl14 Acylcarnitine 100% X
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Ci4:1 Acylcarnitine 14% X 0,05 0,04 — 0,07 0,05 0,04 - 0,08 0,392
C14:1-OH Acylcarnitine 99% X
C14:2 Acylcarnitine 39% X 0,02 0,02 -0,03 0,02 0,02 -0,03 0,404
C14:2-OH Acylcarnitine 99% X
C16 Acylcarnitine 99% X
C16-OH Acylcarnitine 100% X
Ci6:1 Acylcarnitine 97% X
C16:1-OH Acylcarnitine 97% X
C16:2 Acylcarnitine 100% X
C16:2-OH Acylcarnitine 100% X
C18 Acylcarnitine 99% X
c18:1 Acylcarnitine 0% X 0,11 0,09-0,14 0,11 0,09-0,15 0,677
C18:1-OH Acylcarnitine 100% X
C18:2 Acylcarnitine 0% X 0,03 0,03-0,05 0,03 0,03-0,05 0,640
Alanin Aminosauren 0% X 343,5 278,50 — 404,75 387,00 311,50 — 485,25 0,092
Arginin Aminosauren 1% X 69,55 53,78 — 94,03 69,90 48,40 — 90,43 0,765
Asparagin Aminosauren 0% X 37,25 31,63 -42,20 40,55 32,10 - 46,75 0,171
Asparaginsaure Aminosauren 36% X 5,24 3,24 -9,38 7,78 4,45 - 13,55 0,079
Citrullin Aminosauren 0% X 30,35 25,75 - 34,78 30,90 24,63 — 38,30 0,551
Glutaminsaure Aminosauren 0% X 535 436,75 — 564,50 535,50 469,75 - 633,75 0,581
Glutamin Aminosauren 0% X 100,45 78,13 — 126,50 107,00 81,23 -170,50 0,414
Glycin Aminosauren 0% X 225,00 192,75 - 291,50 205,00 167,00 — 256,75 0,081
Histidin Aminosauren 0% X 75,40 61,03 — 87,05 86,40 75,63 — 96,35 0,004
Isoleucin Aminosauren 0% X 73,55 60,53 — 81,00 69,20 61,08 — 88,68 0,879
Leucin Aminosauren 0% X 131,00 113,25 - 157,50 135,50 115,50 — 156,00 0,532
Lysin Aminosauren 0% X 207,50 176,00 — 241,75 220,50 191,25 - 256,75 0,383
Methionin Aminosauren 0% X 19,40 16,38 — 22,58 20,30 18,45 — 23,60 0,151
Ornithin Aminosauren 0% X 64,65 55,53 - 82,35 78,40 58,05 - 110,00 0,086




Phenylalanin Aminosauren 0% X 58,85 51,78 — 64,73 59,35 52,43 - 65,63 0,471
Prolin Aminosauren 0% X 189,00 141,75 - 220,25 190,00 153,50 — 260,00 0,398
Serin Aminosauren 0% X 110,50 92,58 — 133,00 108,50 88,70 — 132,75 0,656
Threonin Aminosauren 0% X 105,00 88,58 — 125,00 128,00 93,33 — 147,50 0,008
Tryptophan Aminosauren 0% X 54,85 47,55 - 67,43 59,70 51,85 - 64,53 0,313
Tyrosin Aminosauren 0% X 56,80 48,08 - 69,15 61,80 55,38 - 67,75 0,175
Valin Aminosauren 0% X 233,00 197,25 — 256,25 234,50 201,75 - 269,25 0,408
Ac-Orn Biogene Amine 71% X
ADMA Biogene Amine 14% X 0,53 0,41-0,82 0,67 0,57 -0,93 0,056
alpha-AAA Biogene Amine 86% X
c4-OH-Pro Biogene Amine 100% X
Carnosine Biogene Amine 100% X
Creatinine Biogene Amine 0% X 65,55 55,33 - 75,08 66,50 59,20 - 81,30 0,464
DOPA Biogene Amine 100% X
Dopamine Biogene Amine 100% X
Histamine Biogene Amine 100% X
Kynurenine Biogene Amine 0% X 2,37 1,86 — 2,96 2,48 2,00 - 2,97 0,585
Met-SO Biogene Amine 100% X
Nitro-Tyr Biogene Amine 100% X
PEA Biogene Amine 100% X
Putrescine Biogene Amine 46% X
Sarcosine Biogene Amine 11% X 1,84 1,34 -2,32 1,95 1,32 - 2,66 0,322
SDMA Biogene Amine 0% X 0,40 0,32 -0,47 0,42 0,34 -0,50 0,510
Serotonin Biogene Amine 40% X
Spermidine Biogene Amine 63% X
Spermine Biogene Amine 83% X
t4-OH-Pro Biogene Amine 56% X
Taurine Biogene Amine 40% X




lysoPC a C14:0 Glyercophospholipide 100% X

lysoPC a C16:0 Glyercophospholipide 0% X 52,30 41,65 - 64,75 56,15 41,83 - 67,95 0,454
lysoPC a C16:1 Glyercophospholipide 0% X 1,58 1,25-2,03 1,70 1,35-1,97 0,371
lysoPC a C17:0 Glyercophospholipide 0% X 0,98 0,69-1,08 0,91 0,67 -1,20 0,727
lysoPC a C18:0 Glyercophospholipide 0% X 13,30 10,23 -17,43 14,65 11,48 -18,78 0,319
lysoPC a C18:1 Glyercophospholipide 0% X 11,15 9,75 -14,45 12,50 8,61 —14,90 0,853
lysoPC a C18:2 Glyercophospholipide 0% X 13,80 10,70 -17,33 13,80 9,28 - 18,30 0,817
lysoPC a C20:3 Glyercophospholipide 0% X 1,24 0,95 -1,68 1,22 1,01 -1,68 0,796
lysoPC a C20:4 Glyercophospholipide 0% X 3,97 3,36 —5,26 3,63 2,62 4,46 0,083
lysoPC a C24:0 Glyercophospholipide 1% X 0,07 0,06 — 0,08 0,07 0,07 - 0,08 0,689
lysoPC a C26:0 Glyercophospholipide 35% X 0,08 0,07 -0,10 0,09 0,07 -0,11 0,327
lysoPC a C26:1 Glyercophospholipide 39% X 0,05 0,04 - 0,06 0,05 0,03 - 0,06 0,791
lysoPC a C28:0 Glyercophospholipide 25% X 0,11 0,10-10,12 0,12 0,11-0,14 0,044
lysoPC a C28:1 Glyercophospholipide 0% X 0,19 0,16 - 0,21 0,18 0,14 - 0,23 0,408
PC aa C24:0 Glyercophospholipide 54% X

PC aa C26:0 Glyercophospholipide 99% X

PC aa C28:1 Glyercophospholipide 0% X 2,22 1,95-2,59 2,32 1,83 -2,65 0,892
PC aa C30:0 Glyercophospholipide 0% X 3,46 2,62 -3,74 3,30 2,44 — 4,55 0,796
PC aa C30:2 Glyercophospholipide 50% X

PC aa C32:0 Glyercophospholipide 0% X 14,65 12,85 - 16,10 13,45 12,10 - 16,85 0,411
PC aa C32:1 Glyercophospholipide 0% X 17,75 13,13 - 27,20 16,75 13,60 — 28,40 0,848
PC aa C32:2 Glyercophospholipide 0% X 3,74 2,79 -4,92 3,78 2,94 - 4,69 0,857
PC aa C32:3 Glyercophospholipide 0% X 0,43 0,37 -0,50 0,41 0,33-0,53 0,499
PC aa C34:1 Glyercophospholipide 0% X 233,50 215,00 — 284,50 225,00 195,00 — 289,25 0,669
PC aa C34:2 Glyercophospholipide 0% X 401,00 360,00 — 433,50 386,00 349,00 — 436,00 0,440
PC aa C34:3 Glyercophospholipide 0% X 14,85 11,90 - 18,65 14,00 11,85-21,73 0,800
PC aa C34:4 Glyercophospholipide 0% X 1,94 1,33-2,38 1,74 1,25-2,44 0,933
PC aa C36:0 Glyercophospholipide 0% X 1,82 1,49 -2,41 2,03 1,54 - 2,59 0,401




PC aa C36:1 Glyercophospholipide 0% X 40,50 32,45 - 47,23 40,85 33,90 - 52,33 0,506
PC aa C36:2 Glyercophospholipide 0% X 204,00 179,25 - 219,75 199,50 172,50 — 244,00 0,600
PC aa C36:3 Glyercophospholipide 0% X 119,00 101,75 - 142,50 113,50 100,13 - 142,50 0,566
PC aa C36:4 Glyercophospholipide 0% X 186,50 155,50 — 230,50 179,00 132,00 — 209,75 0,295
PC aa C36:5 Glyercophospholipide 0% X 23,05 16,35 - 31,40 25,30 15,30 - 32,03 0,955
PC aa C36:6 Glyercophospholipide 0% X 0,81 0,57-1,01 0,78 0,58-1,11 0,562
PC aa C38:0 Glyercophospholipide 0% X 1,79 1,51-2,29 1,92 1,54-2,33 0,569
PC aa C38:1 Glyercophospholipide 0% X 0,81 0,61-1,04 0,74 0,64 — 0,95 0,660
PC aa C38:3 Glyercophospholipide 0% X 40,25 31,03 -47,58 38,60 32,63 - 46,60 0,866
PC aa C38:4 Glyercophospholipide 0% X 89,55 73,53 - 108,25 87,90 64,48 — 96,83 0,267
PC aa C38:5 Glyercophospholipide 0% X 45,60 36,05 — 55,48 41,20 32,68 —52,18 0,241
PC aa C38:6 Glyercophospholipide 0% X 62,80 50,60 — 71,93 57,85 43,33 -82,50 0,644
PC aa C40:1 Glyercophospholipide 74% X

PC aa C40:2 Glyercophospholipide 0% X 0,20 0,15-10,28 0,20 0,17 -0,28 0,748
PC aa C40:3 Glyercophospholipide 0% X 0,39 0,33 -0,47 0,41 0,34 - 0,46 0,892
PC aa C40:4 Glyercophospholipide 0% X 2,27 1,93-2,78 2,24 2,07 -2,68 0,919
PC aa C40:5 Glyercophospholipide 0% X 6,55 543 -7,64 5,87 5,04 - 7,57 0,499
PC aa C40:6 Glyercophospholipide 0% X 17,70 13,58 — 22,30 17,85 12,60 — 25,35 0,870
PC aa C42:0 Glyercophospholipide 0% X 0,32 0,25-0,42 0,33 0,24 -0,37 0,593
PC aa C42:1 Glyercophospholipide 0% X 0,15 0,12 -0,18 0,16 0,12 -0,18 0,973
PC aa C42:2 Glyercophospholipide 3% X 0,14 0,12 -0,18 0,14 0,11 -0,17 0,796
PC aa C42:4 Glyercophospholipide 0% X 0,12 0,09 -0,15 0,11 0,09-0,13 0,604
PC aa C42:5 Glyercophospholipide 0% X 0,21 0,19-0,26 0,22 0,19-0,27 0,719
PC aa C42:6 Glyercophospholipide 0% X 0,26 0,22 -0,29 0,27 0,20-0,32 0,787
PC ae C30:0 Glyercophospholipide 0% X 0,28 0,23-0,32 0,29 0,21-0,40 0,371
PC ae C30:1 Glyercophospholipide 13% X 0,07 0,04 -0,10 0,07 0,03-0,11 0,822
PC ae C30:2 Glyercophospholipide 0% X 0,07 0,06 — 0,08 0,07 0,06 — 0,08 0,681
PC ae C32:1 Glyercophospholipide 0% X 2,56 2,28 -2,93 2,56 2,20-3,21 0,955




PC ae C32:2 Glyercophospholipide 0% X 0,66 0,54 -0,76 0,66 0,57 -0,80 0,636
PC ae C34.0 Glyercophospholipide 0% X 1,49 1,21-1,65 1,38 1,06 -1,82 0,731
PC ae C34:1 Glyercophospholipide 0% X 10,00 8,99 -11,70 9,67 7,91-11,60 0,566
PC ae C34:2 Glyercophospholipide 0% X 10,05 8,80-11,48 10,55 8,83 -13,45 0,421
PC ae C34:3 Glyercophospholipide 0% X 5,95 4,71 -7,69 6,63 5,27 -7,89 0,547
PC ae C36:0 Glyercophospholipide 0% X 0,75 0,63 -0,87 0,78 0,64 - 0,90 0,973
PC ae C36:1 Glyercophospholipide 0% X 8,10 6,20 — 9,43 7,39 5,93 -9,75 0,562
PC ae C36:2 Glyercophospholipide 0% X 12,45 10,65 - 15,18 11,45 9,96 — 15,28 0,660
PC ae C36:3 Glyercophospholipide 0% X 6,24 5,43 -7,00 6,68 5,66 — 7,93 0,213
PC ae C36:4 Glyercophospholipide 0% X 15,60 13,05 - 20,00 16,40 13,08 - 19,88 0,875
PC ae C36:5 Glyercophospholipide 0% X 10,70 9,36 — 13,95 10,75 8,51 -13,55 0,558
PC ae C38:0 Glyercophospholipide 0% X 1,45 1,24-1,96 1,63 1,26 — 2,02 0,660
PC ae C38:1 Glyercophospholipide 0% X 0,41 0,30 -0,90 0,48 0,41-0,86 0,188
PC ae C38:2 Glyercophospholipide 0% X 1,59 1,17 - 2,09 1,62 1,28 -2,32 0,765
PC ae C38:3 Glyercophospholipide 0% X 3,92 3,23-5,28 3,91 3,24 -5,21 0,761
PC ae C38:4 Glyercophospholipide 0% X 11,30 9,48 — 13,08 10,70 9,10-12,30 0,424
PC ae C38:5 Glyercophospholipide 0% X 14,20 12,03 - 18,23 14,50 12,58 - 17,73 0,740
PC ae C38:6 Glyercophospholipide 0% X 5,45 4,57 -7,13 5,89 4,58 — 6,98 0,978
PC ae C40:1 Glyercophospholipide 0% X 0,92 0,75-1,11 0,84 0,76 — 1,03 0,386
PC ae C40:2 Glyercophospholipide 0% X 1,48 1,17 -1,97 1,46 1,21 -1,66 0,550
PC ae C40:3 Glyercophospholipide 0% X 0,85 0,70-1,33 0,97 0,70 -1,30 0,951
PC ae C40:4 Glyercophospholipide 0% X 1,89 1,61-2,44 1,89 1,56 — 2,28 0,765
PC ae C40:5 Glyercophospholipide 0% X 2,95 2,36 — 3,83 2,80 2,27 - 3,36 0,395
PC ae C40:6 Glyercophospholipide 0% X 3,00 2,53 -3,60 2,96 2,52 -3,54 0,624
PC ae C42:0 Glyercophospholipide 99% X

PC ae C42:1 Glyercophospholipide 3% X 0,26 0,22 -0,34 0,26 0,21 -0,30 0,636
PC ae C42:2 Glyercophospholipide 0% X 0,41 0,33-0,48 0,38 0,31-0,47 0,804
PC ae C42:3 Glyercophospholipide 0% X 0,47 0,39-0,61 0,48 0,37 -0,59 0,901




PC ae C42:4 Glyercophospholipide 0% X 0,59 0,50-0,71 0,60 0,45 -0,69 0,748
PC ae C42:5 Glyercophospholipide 0% X 1,53 1,32-1,97 1,55 1,34-1,84 0,551
PC ae C44:3 Glyercophospholipide 47% X

PC ae C44:4 Glyercophospholipide 0% X 0,23 0,19-10,28 0,25 0,19-10,29 0,389
PC ae C44:5 Glyercophospholipide 0% X 1,17 0,87 -1,33 1,03 0,86 -1,24 0,220
PC ae C44:6 Glyercophospholipide 0% X 0,68 0,50-10,81 0,60 0,51-0,76 0,303
SM (OH) C14:1 Sphingolipide 0% X 4,63 3,76 — 5,16 4,00 3,30-5,15 0,237
SM (OH) C16:1 Sphingolipide 0% X 2,21 1,88-2,71 2,02 1,59 -2,47 0,224
SM (OH) C22:1 Sphingolipide 0% X 6,63 5,24 — 8,03 6,35 4,79-7,15 0,207
SM (OH) C22:2 Sphingolipide 0% X 5,55 4,65 -6,76 5,31 3,97 - 6,23 0,146
SM (OH) C24:1 Sphingolipide 0% X 0,52 0,45 -0,69 0,56 0,41 -0,65 0,875
SM C16:0 Sphingolipide 0% X 78,50 65,85 — 89,35 75,60 61,40 — 84,03 0,258
SM C16:1 Sphingolipide 0% X 10,80 9,18 — 11,88 9,94 8,76 — 12,10 0,562
SM C18:0 Sphingolipide 0% X 15,65 13,43 - 19,35 15,00 13,10 - 17,38 0,330
SM C18:1 Sphingolipide 0% X 7,43 6,00 — 8,38 6,92 5,40 - 7,66 0,215
SM C20:2 Sphingolipide 0% X 0,22 0,17 - 0,27 0,20 0,15 -0,27 0,517
SM C22:3 Sphingolipide 97% X

SM C24:0 Sphingolipide 0% X 10,20 8,64 — 12,15 10,30 8,13 -12,35 0,620
SM C24:1 Sphingolipide 0% X 24,15 21,75-29,18 25,35 19,23 - 30,55 0,562
SM C26:0 Sphingolipide 0% X 0,07 0,05 -0,09 0,07 0,05 -0,09 0,946
SM C26:1 Sphingolipide 0% X 0,18 0,15-0,24 0,16 0,12 -0,23 0,398
H1 Summe der Hexosen 0% X 4844,00 | 4325,50 —5364,50 |4215,50 | 3791,00 — 5086,00 | 0,018

Metabolite, die aus der statistischen Auswertung ausgeschlossen wurden, sind rot markiert. Signifikant veranderte Metabolite (p<0.05) zwischen PPGL und Kontrollen
sind gelb markiert. Berechnung des p-Werts mittels Mann-Whitney-U Test.

FIA=flow injection analysis, IQR=Interquartilenabstand, LC=liquid chromatography, LLOQ=Ilower limit of quantification, MS/MS=Tandem-Massenspektrometrie,
PPGL=Ph&aochromozytome und Paragangliome



Anhang 2: Boxplot der signifikant veranderten Metabolite bei
Frauen PPGL vs. Kontrollen
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Plasmakonzentrationen fur Histidin (A), LysoPC a C20:4 (B), PC aa C36:4 (C), PC ae C38:1 (D)
sowie PC aa C38:4 (E). Angabe der Daten in pmol/I.

Ausreil3er mit Werten zwischen dem 1.5- und 3-fachem Interquartilenbereich sind als Kreise
markiert. Extremwerte, die mehr als das 3-fache des IQR vom Kastenende entfernt liegen, sind
als Sternchen gekennzeichnet. Ein Extremwert der Kontrollgruppe von PC ae C38:1 bei 14.1
umol/l ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht angegeben. Signifikante Unterschiede sind
mit * (p<0.05) und ** (p<0.01) gekennzeichnet. PPGL n=17, Kontrollen n=17.
LysoPC=Lysophosphatidylcholin; PC=Phosphatidylcholin; PPGL=Ph&ochromozytome und Pa-
ragangliome



Pmma P'mna P',\"jl‘?’ya Urin NE | Urin EPI | Urin DA | Urin GK Eg;}i Egg"’}j 'égé":‘i ;yé‘;gi Histidin

Plasma |7 1,000 | 655" | 765" | 672" | 405 | 0,007 | 0,345 | -368 | 0325 | 356 | 4i | -428
NMN p-Wert 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,036 | 0,971 | 0,078 | 0,032 | 0,060 | 0,039 | 0,005 | 0,012
Plasma | T 555" | 1,000 | 563" | 0,234 | 619" | 0097 | 0246 | w474 | 535" | 514" | 0273 | 0,339
MN p-Wert | 0,001 0,000 | 0,240 | 0,000 | 0,630 | 0,216 | 0,005 | 0,000 | 0,002 | 0,118 | 0,050
Plasma s 765" | 563 | 1,000 [ B12° | 405 | 0048 | 0366 | 0,137 | 508" | ,525° | 438 | -0,301
MTY p-Wert | 0,000 | 0,001 0,000 | 0,044 | 0821 | 0,072 | 0453 | 0,008 | 0,002 | 0,012 | 0,095
_ rs 672" | 0234 | 512" | 1,000 | 533" | 0,196 | 582" | 0,353 | 0,120 | 0,117 | 587" | -0,364
Urin NE - Wert | 0,000 | 0,240 | 0,009 0,004 | 0,327 | 0,001 | 0071 | 0550 | 0,560 | 0,004 | 0,062
rs 405 | 619" | 405 | 533" | 1,000 | 474 | 606" | 581" | 0,197 | 0,022 | 412 | -434

Urin BRI Wert | 0,036 | 0,001 | 0,044 | 0,004 0,013 | 0,000 | 0,004 | 0,325 | 0913 | 0,033 | 0,024
_ e 20,007 | 0,097 | 0,048 | 0,196 | 474 | 1,000 | ,838" | -0,048 | -0,093 | -0,256 | 0,302 | -0,294
Urin DA FoWert | 0,971 | 0630 | 0821 | 0,327 | 0,013 0,000 | 0,812 | 0,643 | 0,197 | 0,126 | 0,137
. e 0,345 | 0246 | 0,366 | 582" | 606" | 838" | 1,000 | -0,225 | 0,002 | -0,123 | 688" | -479°
Urin GK -~ Wert | 0,078 | 0216 | 0,072 | 0,000 | 0,002 | 0,000 0,260 | 0,993 | 0,540 | 0,004 | 0,012
PC ae e ~368° | 474" | 0,137 | 0353 | -581" | -0,048 | -0,225 | 1,000 | -0,298 | -0,150 | -354 | 0,230
c38:1 p-Wert | 0,032 | 0,005 | 0453 | 0071 | 0,004 | 0,812 | 0,260 0,087 | 0,397 | 0,040 | 0,190
PC aa re 0325 | 535" | 508" | 0,120 | 0,197 | -0,093 | 0,002 | -0,298 | 1,000 | 866" | 442" | -0,065
C38:4 p-Wert | 0,060 | 0,000 | 0,003 | 0550 | 0,325 | 0,643 | 0,993 | 0,087 0,000 | 0,009 | 0,717
PC aa re 356 | 514" | 525° | 0,117 | 0022 | 0256 | 0,123 | 0,150 | 856" | 1,000 | 0,252 | 0,023
C36:4 p-Wert | 0,039 | 0,002 | 0,002 | 0560 | 0913 | 0,197 | 0,540 | 0,397 | 0,000 0,150 | 0,896
ysoPCa | s 471" | 0273 | 438 | 537 | 412 | 0302 | 538 | -354 | 442" | 00252 | 1,000 | -0,180
C20:4 p-Wert | 0,005 | 0,118 | 0,012 | 0,004 | 0,033 | 0,126 | 0,004 | 0,040 | 0,009 | 0,150 0,309
I -428° | 0,339 | 0,301 | -0,364 | -434 | -0,294 | -479° | 0,230 | -0,065 | 0,023 | -0,180 | 1,000

Histidin -~ et | 0,012 | 0,050 | 0,095 | 0062 | 0024 | 0137 | 0,012 | 0190 | 0,717 | 0,896 | 0,309

Angabe des Spearman-Korrelationskoeffizienten rs. Signifikante Korrelationen sind fett markiert. * (hellgrau), die Korrelation ist auf
dem Niveau von 0,05 signifikant (zweiseitig). ** (dunkelgrau), die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant (zweiseitig).

DA=Dopamin; EPI=Adrenalin; GK=Gesamtkatecholamine; MN=Metanephrin; MTY=Methoxytyramin; NE=Noradrenalin;
NMN=Normetanephrin
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Anhang 4: Boxplot der signifikant ver&dnderten Metabolite bei Man-
nern PPGL vs. Kontrollen
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Plasmakonzentrationen fir Threonin (A), LysoPC a C16:1 (B), PC aa C30:2 (C), SM (OH) C14:1
(D) sowie Summe der Hexosen, H1 (E). Angabe der Daten in pmol/l.

Ausreil3er mit Werten zwischen dem 1.5- und 3-fachem Interquartilenbereich sind als Kreise mar-
kiert. Signifikante Unterschiede sind mit * (p<0.05) und ** (p<0.01) gekennzeichnet. PPGL n=19,
Kontrollen n=19.
LysoPC=Lysophosphatidylcholin; PC=Phosphatidylcholin; PPGL=Phaochromozytome und Para-
gangliome, SM=Sphingolipid



e | Plasma | Pema | yinne |0 | unnoa|unin ok | Treo |LsoPe | Peae | ony |
Plasma |Ts 1,000 | 0,213 | ,683* | ,586** | 0,090 | 0,000 385 | -328* | -0,295 | 0,244 | 0,266 ,381*
NMN p-Wert 0,200 0,000 | 0,000 | 0,612 1,000 | 0,032 0,044 | 0,072 0,140 | 0,107 0,018
Plasma | s 0,213 | 1,000 | 0,212 | 0,081 | ,580* | 0,003 | -0,012 | -0,206 | 0,163 | -0,168 | -0,157 | 0,068
MN p-Wert 0,200 0,201 | 0,642 | 0,000 | 0,988 | 0,948 | 0,215 | 0,329 | 0,314 | 0,347 | 0,686
Plasma |Ts ,633** | 0,212 | 1,000 | 0,316 | -0,027 | -0,038 | 0,244 | -0,226 | -0,147 | 0,071 | -0,060 | 0,306
MTY p-Wert 0,000 0,201 0,064 | 0,880 | 0,837 0,186 0,173 0,380 | 0,672 0,720 | 0,062
Urin NE rs ,586** | 0,081 | 0,316 | 1,000 ,361* A11* | 722% | 0,269 | -0,329 | 0,185 | 0,071 ,A25*
p-Wert | 0,000 | 0,642 | 0,064 0,036 | 0,019 | 0,000 | 0,118 | 0,053 | 0,287 | 0,685 | 0,011
Urin EPI r's 0,090 | ,580** | -0,027 | ,361* 1,000 A446* | 499% | -345* | 0,042 | -0,181 | -0,151 | -0,020
p-Wert 0,612 | 0,000 | 0,880 | 0,036 0,012 | 0,004 | 0,046 | 0,813 | 0,306 | 0,393 | 0,911
Urin DA rs 0,000 | 0,003 | -0,038 | ,411* ,A46* 1,000 | ,845* | -0,085 | -0,102 | -0,208 | -0,253 | -0,097
p-Wert 1,000 | 0,988 | 0,837 | 0,019 | 0,012 0,000 | 0,643 | 0,579 | 0,254 | 0,162 | 0,598
Urin GK r's ,385* | -0,012 | 0,244 | ,722** | 499** | 845* | 1000 | -0,212 | -0,184 | -0,040 | -0,084 | 0,206
p-Wert | 0,032 | 0,948 | 0,186 | 0,000 | 0,004 | 0,000 0,252 | 0,322 | 0,832 | 0,654 | 0,265
Threonin r's -,328* | -0,206 | -0,226 | -0,269 | -,345* | -0,085 | -0,212 | 1,000 | 0,051 | -,414* | -428% | 0,004
p-Wert | 0,044 | 0,215 | 0,173 | 0,118 | 0,046 | 0,643 | 0,252 0,761 | 0,010 | 0,007 | 0,979
LysoPCa | s -0,295 | 0,163 | -0,147 | -0,329 | 0,042 | -0,102 | -0,184 | 0,051 | 1,000 | -0,239 | -0,283 | -0,097
Cil6:1 p-Wert 0,072 0,329 0,380 0,053 0,813 0,579 0,322 0,761 0,149 0,085 0,563
PC ae r's 0,244 | -0,168 | 0,071 | 0,185 | -0,181 | -0,208 | -0,040 | -,414** | -0,239 | 1,000 | ,845* | 0,120
C30:2 p-Wert 0,140 | 0,314 | 0,672 | 0,287 | 0,306 | 0,254 | 0,832 | 0,010 | 0,149 0,000 | 0,475
SM (OH) | 0,266 | -0,157 | -0,060 | 0,071 | -0,151 | -0,253 | -0,084 | -428* | -0,283 | ,845* | 1,000 | 0,070
Cl4:1 p-Wert 0,107 0,347 0,720 0,685 0,393 0,162 0,654 | 0,007 0,085 0,000 0,677
H1 r's ,381* 0,068 | 0,306 ,425* | -0,020 | -0,097 | 0,206 | 0,004 | -0,097 | 0,120 | 0,070 | 1,000
p-Wert | 0,018 | 0,686 | 0,062 | 0,011 | 0,911 | 05598 | 0,265 | 0,979 | 0,563 | 0,475 | 0,677

Angabe des Spearman-Korrelationskoeffizienten rs. Signifikante Korrelationen sind fett markiert. * (hellgrau), die Korrelation ist auf
dem Niveau von 0,05 signifikant (zweiseitig). ** (dunkelgrau), die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant (zweiseitig).

DA=Dopamin; EPI=Adrenalin; GK=Gesamtkatecholamine; MN=Metanephrin; MTY=Methoxytyramin; NE=Noradrenalin;
NMN=Normetanephrin
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Anhang 6: Boxplot der signifikant verédnderten Metabolite bei ad-
renergem Phanotyp PPGL vs. Kontrollen
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Plasmakonzentrationen fur Glycin (A), Histidin (B), Lyso PC a C20:4 (C) sowie LysoPC a C28:0
(D). Angabe der Daten in pmol/l.

Ausreil3er mit Werten zwischen dem 1.5- und 3-fachem Interquartilenbereich sind als Kreise
markiert. Signifikante Unterschiede sind mit * (p<0.05) und ** (p<0.01) gekennzeichnet. PPGL
n=15, Kontrollen n=15.

LysoPC=Lysophosphatidylcholin; PPGL=Ph&ochromozytome und Paragangliome



P:\?I\s/ma Plil/lsl\rlna Pll\'jﬁ_r?a Urin NE Lér;rl] Urin DA | Urin GK | Glycin | Histidin ;ygggi ;ygg;g
Plasma | s 1,000 | ,862** | ,684* | 521* | 703** | -0,061 | 0,279 | ,464** | -597** | 0,353 | -,371*
NMN p-Wert 0,000 | 0,000 | 0005 | 0000 | 0,769 | 0,168 | 0,010 | 0,000 | 0,056 | 0,043
Plasma |'s ,862** | 1,000 | ,675** | 0,304 | ,762** | -0,088 | 0,199 | ,490** | -494* | 0,317 | -0,236
MN p-Wert | 0,000 0,000 | 0,123 | 0,000 | 0670 | 0,329 | 0,006 | 0,006 | 0,088 | 0,210
Plasma | s ,684* | 675 | 1,000 0,212 ,497* | -0,147 | 0,217 | 0,258 | -535* | 0,082 | -0,336
MTY p-Wert | 0,000 0,000 0,310 0,012 0,492 0,585 0,186 0,003 0,679 0,080
Urin NE r's ,521** | 0,304 | 0,212 1,000 | ,676** | 0,357 | ,670* | 0,280 | -412* | ,461* | -0,345
p-Wert | 0,005 | 0,123 | 0,310 0,000 | 0074 | 0000 | 0,157 | 0,033 | 0,016 | 0,078
Urin P r's 703 | 762* | 497* | 676** | 1,000 | 0,160 ,488* 0,376 | -,499* | 477* | -0,327
p-Wert | 0,000 | 0,000 | 0,012 | 0,000 0,434 | 0,011 | 0,053 | 0,008 | 0,012 | 0,096
Urin DA r's -0,061 | -0,088 | -0,147 | 0,357 | 0,160 1,000 | ,883* | 0,108 | -0,315 | 0,087 | -0,211
p-Wert | 0,769 | 0,670 | 0,492 0,074 | 0,434 0,000 | 0600 | 0,117 | 0,674 | 0,301
Urin GK rs 0,279 | 0,199 | 0,217 | ,670* | ,488* | ,883* | 1,000 | 0,297 | -459* | 0,283 | -0,297
p-Wert | 0,168 | 0,329 | 0,585 | 0,000 | 0,011 | 0,000 0,141 | 0,018 | 0,261 | 0,141
Glycin r's A64** | 490** | 0,258 0,280 | 0,376 | 0,108 | 0,297 1,000 | -0,087 | ,401* 0,020
p-Wert | 0,010 | 0,006 | 0,186 0,157 | 0,053 | 0,600 | 0,141 0,646 | 0,028 | 0,916
Histidin r's 597 | - 494* | _535** | _A12% | -499% | 0,315 | -459* | -0,087 | 1,000 | -0,052 | 0,337
p-Wert | 0,000 | 0,006 | 0,003 0,033 | 0,008 | 0,117 | 0,018 | 0,646 0,785 | 0,069
LysoPCa |'s 0,353 | 0,317 | 0,082 461* ATT* 0,087 | 0,283 ,401* | -0,052 | 1,000 | -0,218
C20:4 p-Wert | 0,056 0,088 0,679 0,016 0,012 0,674 0,161 0,028 0,785 0,247
LysoPCa |'s -371* | -0,236 | -0,336 | -0,345 | -0,327 | -0,211 | -0,297 | 0,020 | 0,337 | -0,218 | 1,000
C28:0 p-Wert | 0,043 0,210 0,080 0,078 0,096 0,301 0,141 0,916 0,069 0,247

Angabe des Spearman-Korrelationskoeffizienten rs. Signifikante Korrelationen sind fett markiert. * (hellgrau), die Korrelation ist

auf dem Niveau von 0,05 signifikant (zweiseitig). ** (dunkelgrau), die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant

(zweiseitig).

DA=Dopamin; EPI=Adrenalin; GK=Gesamtkatecholamine; MN=Metanephrin; MTY=Methoxytyramin; NE=Noradrenalin;
NMN=Normetanephrin
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Anhang 8: Boxplot der signifikant veranderten Metabolite bei norad-
renergem Phanotyp PPGL vs. Kontrollen
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Plasmakonzentrationen fur CO (A), Asparagin (B), Threonin (C) sowie ADMA (D). Angabe der
Daten in pmol/l.

Ausreil3er mit Werten zwischen dem 1.5- und 3-fachem Interquartilenbereich sind als Kreise
markiert. Signifikante Unterschiede sind mit * (p<0.05) und ** (p<0.01) gekennzeichnet. PPGL
n=21, Kontrollen n=21.

PPGL=Phaochromozytome und Paragangliome



Plasma

Plasma

Plasma

Urin

Aspara-

Threo-

NMN MN MTY Urin NE EPI Urin DA | Urin GK (0] gin nin ADMA

Plasma | s 1,000 ,307* | ,684** | 676* | 0,056 | 0,035 ,430* | -0,226 | -0,252 | -,344* | -0,258

NMN p-Wert 0,048 0,000 0,000 0,751 0,848 0,014 0,149 0,108 0,026 0,099

Plasma |'s ,307* 1,000 | ,408** | 0,215 | 0,309 | 0,122 | 0146 | 0,201 | 0,129 | 0,064 | -0,041

MN p-Wert | 0,048 0,007 | 0,215 | 0,076 | 0,499 | 0,424 | 0,202 | 0,416 | 0,687 | 0,795

Plasma |'s ,684* | 408 | 1,000 | ,454** | 0,038 | 0,082 ,390* | -0,234 | -0,124 | -351* | -0,132

MTY p-Wert | 0,000 0,007 0,006 0,831 0,650 0,027 0,136 0,435 0,023 0,404

Urin NE rs 676 | 0,215 | ,454** | 1,000 | ,466** | 0,276 | ,648* | -0,114 | -0,254 | -472* | - 399*

p-Wert | 0,000 | 0,215 | 0,006 0,006 | 0,120 | 0,000 | 0,515 | 0,141 | 0,004 | 0,018

Urin P r's 0,056 | 0,309 | 0,038 | ,466** | 1,000 | ,698** | ,674** | -0,089 | -0,060 | -0,199 | -0,029

p-Wert | 0,751 | 0,076 | 0,831 | 0,006 0,000 [ 0000 | 0616 | 0,736 | 0,260 | 0,871

Urin DA rs 0,035 | 0,122 | 0,082 | 0,276 | ,698* | 1,000 | ,829* | -0,342 | -0,116 | -0,307 | -0,001

p-Wert | 0,848 | 0,499 | 0650 | 0,120 | 0,000 0,000 | 0,051 | 0522 | 0,082 | 0,997

Urin GK rs ,430* 0,146 ,390* | ,643* | 674** | 829** | 1000 | -0,290 | -0,193 | -,494** | -0,195

p-Wert | 0,014 | 0,424 | 0027 | 0000 | 0,000 | 0,000 0,108 | 0,289 | 0,004 | 0,285

o r's -0,226 | 0,201 | -0,234 | -0,114 | -0,089 | -0,342 | -0,290 | 1,000 | ,452* | 0,240 | 0,114

p-Wert | 0,149 | 0,202 | 0136 | 0515 | 0616 | 0051 | 0,108 0,008 | 0,125 | 0,472

Aspara- |Ts -0,252 | 0,129 | -0,124 | -0,254 | -0,060 | -0,116 | -0,193 | ,452* | 1,000 | ,534** | -0,018

gin p-Wert | 0,108 | 0416 | 0435 | 0141 | 0,736 | 0522 | 0,289 | 0,003 0,000 | 0,912

Threonin r's -344* | 0,064 | -351* | -472* | -0,199 | -0,307 | -,494* | 0,240 | ,534** | 1,000 | 0,152

p-Wert | 0,026 | 0687 | 0023 [ 0004 | 0260 | 0082 | 0004 | 0,125 | 0,000 0,338

ADMA r's -0,258 | -0,041 | -0,132 | -399* | -0,029 | -0,001 | -0,195 | 0,114 | -0,018 | 0,152 1,000
p-Wert | 0,099 | 0,795 | 0404 | 0018 | 0871 | 0997 | 0,285 | 0,472 | 0,912 | 0,338

Angabe des Spearman-Korrelationskoeffizienten rs. Signifikante Korrelationen sind fett markiert. * (hellgrau), die Korrelation ist

auf dem Niveau von 0,05 signifikant (zweiseitig). ** (dunkelgrau), die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant

(zweiseitig).

DA=Dopamin; EPI=Adrenalin; GK=Gesamtkatecholamine; MN=Metanephrin; MTY=Methoxytyramin; NE=Noradrenalin;
NMN=Normetanephrin
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Anhang 10: Hauptkomponentenanalysen der Gesamtkohorte

a) Diagnose (PPGL vs. Kontrolle)

Scores Plot
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Kontrollen sind als Dreieck und PPGL als Kreuze dargestellt. Daten von 130 Metaboliten nach
logarithmischer Normalisierung. Darstellung der 95%-Konfidenz-Region. PPGL n =36, Kontrollen
n=36.

PPGL=Phé&ochromozytome und Paragangliome



b) Malignitat (benigne vs. maligne vs. Kontrollen)

Scores Plot
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Maligne PPGL sind als Kreuz, benigne PPGL als Kreis und Kontrollen als Dreieck dargestellt.
Daten von 130 Metaboliten nach logarithmischer Normalisierung. Darstellung der 95%-Kon-

fidenz-Region. Maligne n=11, benigne n=25, Kontrollen n=36.




c) Sekretorischer Phanotyp (adrenerg vs. noradrenerg vs. Kontrollen)

Scores Plot
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PPGL mit adrenergem Phénotyp sind als Kreis, PPGL mit noradrenergem Phénotyp als Kreuz
und Kontrollen als Dreieck dargestellt. Daten von 130 Metaboliten nach logarithmischer Normali-
sierung. Darstellung der 95%-Konfidenz-Region. Adrenerger Phanotyp n=15, noradrenerger Phéa-
notyp n=21, Kontrollen n=36.



Anhang 11: Hauptkomponentenanalysen nach Geschlecht

a) Frauen (PPGL vs. Kontrollen)

Scores Plot
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PPGL sind als Kreuz und Kontrollen als Dreieck dargestellt. Daten von 130 Metaboliten nach
logarithmischer Normalisierung. Darstellung der 95%-Konfidenz-Region. PPGL n=17, Kontrollen
n=17.

PPGL=Phaochromozytome und Paragangliome



b) Manner (PPGL vs. Kontrollen)

Scores Plot
& control
+ PPGL
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PC1(145%)

PPGL sind als Kreuz und Kontrollen als Dreieck dargestellt. Daten von 130 Metaboliten nach
logarithmischer Normalisierung. Darstellung der 95%-Konfidenz-Region. PPGL n=19, Kontrollen
n=19.

PPGL=Phaochromozytome und Paragangliome
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