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Vorwort Willenberg — Mechanismen der adrenokortikalen Stimulation

Vorwort

Die Hormone der Nebenniere sind an der Regulation des Salzhaushaltes und des Blutdrucks sowie der
Stoffwechselvorgange und intrazellulédren Signale von nahezu allen Zellen grundlegend beteiligt. Dysfunktionen
der Nebennierenrindenzellen kénnen zu HormonexzeRsyndromen oder zur Entstehung von Nebennierentumoren
fuhren. Diese treten vergleichweise haufig auf, und eine vermehrte Sekretion von Nebennierenrindenhormonen
kann komplexe Stérungen im Immunsystem, im Glukose-, EiweiRl-, und Fettstoffwechsel, im Kalzium- und
Knochenstoffwechsel verursachen oder eine arterielle Hypertonie und Herzrhythmusstorungen zur Folge haben.
Die Steuerung der Nebennierenrindenfunktion wird durch zwei wichtige Regelkreise gewahrleistet, der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrindenachse und dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System. Liegt
beispielsweise ein Funktionsausfall der Hypophyse vor, so entsteht als Folge auch eine Unterfunktion der
Nebennierenrinde. Liegt hingegen ein adrenaler Hormonexzel’ vor, so ist die Synthese der trophen Mediatoren
der Regelkreise auf hypothalamisch-hypophysarer bzw. renaler Ebene durch die negative Riickkopplung
gehemmt. Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeiten wurden Mechanismen untersucht, die zur Aktivierung
der Nebennierenrindenfunktion unabhangig von der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrindenachse
und dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System flhren konnen und damit eine Autonomie auf der Ebene

der Nebennierenrinde bewirken.
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Kapitel | - Einleitung Willenberg — Mechanismen der adrenokortikalen Stimulation

l. Einleitung

Von Erkrankungen und Fehlfunktionen der Nebenniere sind mehr als 5% der Menschen betroffen. Zu
diesen zahlen Stérungen der Steroidbiosynthese, die ganz mild sein und sich als Zyklus- oder/und
Fertilitatsstorung bei der Frau bemerkbar machen konnen. Am Ende des Spektrums stehen komplexe,
zum Teil lebensgefahrliche Funktionsveranderungen, die Salzverlustkrisen zur Folge haben konnen
[reviewed in 1-4]. Zu den Erkrankungen der Nebenniere zahlen aullerdem Nebennierentumore. Diese
sind in einem grolRen Prozentsatz benigner Natur und bewirken oft keinen mefbaren HormonexzeR. Sie
konnen aber auch maligne sein oder biologisch derart aktiv, dal sie autonom Aldosteron oder Cortisol
sezernieren. Bei der autonomen Aldosteronsekretion konnen sie zu schweren Formen der arteriellen
Hypertonie und somit zu einer erheblichen Zunahme des kardiovaskularen Risikos fuhren. Bei einer
autonomen Cortisolsynthese ist oft ein Cushing-Syndrom die Folge, welches in einem schweren Verlauf
durch Immunsuppression, Osteoporose, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Eiwei- und
Fettstoffwechselstérungen mit Muskel und Hautatrophie, psychischen Veranderungen und Suppression
von anderen endokrinen Driisen charakterisiert ist [reviewed in 5, 6, 7: Willenberg et al. Internist 2007].
Die Morbiditat und Mortalistat sind bei derartigen HormonexzeRsyndromen deutlich erhoht.

In den vorliegenden Arbeiten bin ich zusammen mit meiner Arbeitsgruppe der Frage nachgegangen,
welche Mechanismen zu einer Autonomie der Nebennierenrinde filhren konnen. Flr die Beantwortung
der Fragestellung haben wir normales und tumordses Nebennierenrindengewebe, normale humane
Nebennierenzellen und die Nebennierenrindenkarzinomzellinie NCI-H295R untersucht. Wir haben dabei
in situ und in vitro die Expression von Rezeptoren, die Effekte spezifischer Faktoren, Endothel- und
Fettzellprodukte, Signalwege und die Expression von Faktoren analysiert, die fir eine intakte

Nebennierenrindenfunktion essentiell sind.
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Kapitel Il — Ergebnisse und Diskussion, Teil 1 Willenberg — Mechanismen der adrenokortikalen Stimulation

Il. Corticotropin-unabhangige Mechanismen der adrenalen Stimulation -

Darstellung der Ergebnisse und Diskussion

1. Einfiihrung

Die Anatomie, die Vorgange und Wirkungen der Glukokortikoide, die der Umstellung des Stoffwechsels
bei Strel und zur Organisation der Anpassungsreaktion im Model von Hans Selye und Walter Cannon
dienen, haben wir in einer groRen Referenzenzyklopadie dargestellt und diskutiert [8: Willenberg et al.
Encyclopedia of Stress 2007]. Hier sind wir insbesondere auf die Frage des Aufbaus und der Interaktion
zwischen humoralem und nervalem Schenkel des StreRsystems und des sympathisch-
adrenomedullaren/parasympathischen Systems eingegangen. Beide Schenkel des Strefsystems
werden durch Corticotropin-Relasing Hormone (CRH) aktiviert und stimulieren in der Endstrecke die
Synthese von Katecholaminen und den Glukokortikoiden.

Limbisches
System

Hypothalamus )|
sympatho- < CRH
adrenale HPA-Achse
Achse T
ypophysen- \,
vorderlappen '
Nn. splanchnici Fmre S,
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\glutzeller}f/
Katecholamine L1, 16, e
NN-Mark NN-Rinde Endotoxine,
Neuropeptide
N
Glukokortikoide, Gestagene

Androgene, Mineralokortikoide

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Strelsystems mit Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse und dem
Sympathoadrenalen System ohne Beriicksichtigung des systemischen Nervensystems, aber unter Beriiksichtigung von
Komponenten des Immunsystems. Abkiirzungen: ACTH - Corticotropes Hormon, CRH - Corticoliberin, HPA-Achse —
Hypothalamus-pituitary-adrenal-Axis, IL-1 — Interleukin-1, IL-6 — Interleukin-6, NN-Mark — Nebennierenmark, NN-Rinde —
Nebennierenrinde. Abbildung nach [9: Willenberg et al. Stdrungen der neuro-, immuno- und endokrinen Regulation in der
Nebenniere 2006].
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Kapitel Il — Ergebnisse und Diskussion, Teil 1 Willenberg — Mechanismen der adrenokortikalen Stimulation

Die hypothalamische Sekretion von CRH steuert die hypophysare Synthese und Sekretion von
Corticotropin (ACTH). Die Wirkungen von ACTH auf die Zielzellen der Nebennierenrinde sind vielfaltig.
Nachdem ACTH an seinem G-Protein-gekoppelten Rezeptor (MC2R) mit akzessorischem Protein
gebunden hat, wird die Synthese der Steroidhormone in der Hauptsache Uber die Aktivierung einer
Adenylatzyklase mit der Bildung von cAMP und dem Proteinkinase A-Weg bis zur Produktion des
Steroidogenen Faktors-1 (SF-1) vermittelt. Bindungsstellen fiir SF-1 finden sich in den Promotoren von
StAR  (steroidogenic acute regulatory protein) und in mehreren Cytochromen, die an der
Steroidbiosynthese beteiligt sind. Die durch die Nebennierenrindenzellen daraufhin gebildeten und
sezernierten Glukokortikoide unterdriicken die Bildung von CRH und ACTH. Damit schlielt sich ein
Regelkreis, die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden (HPA)-Achse, welche dem humoralen

Schenkel des StreRsystems entspricht (Abbildung 1).

I.2.  Die Nebenniere ist als Erfolgsorgan des StreRsystems bei Suizidopfern vergroRert

Die Synthese und Sekretion der Glukokortikoide kann im Rahmen einer Vielzahl von systemischen,
neurodegenerativen und affektiven Erkrankungen gestort oder verandert sein. Eine chronische
StreRreaktion fuhrt zu Adaptationsvorgangen, die Uber funktionelle Veranderungen hinausgehen und in
morphologischen  Veranderungen sichtbar werden. So wurde nach Einfihrung der
Computertomographie in die Medizin als bildgebendes Verfahren gefunden, dal® die Nebennieren bei
Patienten mit Depression vergroBert sind [10]. Nachfolgend fand die Arbeitsgruppe um Zis und
Dorovini-Zis ein grofReres Nebennierengewicht bei Suizidopfern [11]. Wir zeigten in postmortalen
gewebemorphometrischen Untersuchungen, daR die Nebennieren von Suizidopfern gegentber
Kontrollen ca. 1,6 fach vergroRert sind [12: Willenberg et al. Endocr Res 1998].

Das Erklarungsmodell beriicksichtigte, dal die Depression die haufigste Ursache fiir Suizid ist und als
Form endogenen Stresses mit einer vermehrten Aktivitat der HPA-Achse einhergeht. Auf
gewebestruktureller Ebene beschrieben wir eine Verbreiterung der Zona reticularis und der Zona
fasciculata. Um zu Uberprifen, ob eine gestorte Apoptose oder eine vermehrte Proliferation zugrunde
liegt, untersuchten wir die Nebennieren von Suizidopfern mittels TUNEL-Assay und Ki-67- sowie PCNA-
Immunohistochemie und verglichen die Befunde mit denen, die an Nebennieren von
Stralkenverkehrsopfern, Akutverstorbenen nach Myokardinfarkt oder Nierenkarzinomoperierten erhoben
wurden. Wir sahen bei den Suizidopfern eine veranderte Regulation von Proliferation und Apoptose,
wobei die absolute Anzahl an apoptotischen Zellnuklei, aber auch der Zellen, die proliferierten, konstant
blieb. Daflr war die Dichte der apoptotischen Zellen in den betroffenen Zonen relativ zur
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Kapitel Il — Ergebnisse und Diskussion, Teil 1 Willenberg — Mechanismen der adrenokortikalen Stimulation

GroRenzunahme reduziert [11: Willenberg et al. Endocr Res 1998]. Der Mechanismus war also am
ehesten eine GroRenzunahme durch Hypertrophie. In den 1990er Jahren wurde auch versucht, die
Veranderungen bei Suizidopfern fiir forensische Zwecke zu verwerten, wobei die Uberschreitung eines
Grenzgewichtes der Nebennierenrinde eines Verstorbenen als Hinweis flr einen Suizid verstanden
wurde [13].

3. CRH hat eine direkte Wirkung auf die Nebennierenrinde und stimuliert die
Steroidbiosynthese, CRH Rezeptoren sind auf Nebennierenrindentumoren aberrant

Uiberexprimiert

Eine Hypophysektomie fiihrt normalerweise zu einer vollstandigen Atrophie der Nebennierenrinde. Die
Arbeitsgruppe Bornstein und Scherbaum konnte in einem Rattenmodell zeigen, daB diese Atrophie
durch eine Behandlung der Tiere mit CRH verhindert werden kann [14]. In vitro zeigte sich an isolierten
fetalen Nebennierenzellen ebenfalls eine Hormonsekretion, die Uber die basale Hormonsynthese
hinausging, wenn die Zellen mit CRH inkubiert wurden [15, 16]. Um zu untersuchen, ob sich auch ein
Effekt bei adulten Nebennieren ergibt, flhrten wir Zellkulturuntersuchungen mit primaren adulten
Nebennierenzellen durch. In diesem in vitro-Modell fanden wir mittels Polymerase-Kettenrektion (PCR)
fur ACTH und CRH-Rezeptoren kodierende Boten-Ribonukleinsaure (mRNA) sowie eine stimulierende
Wirkung von CRH auf die adrenale Steroidogenese mit Steigerung der Cortisolsekretion. Zur
Identifizierung des CRH-Rezeptor-Subtyps, ber den diese Wirkung vermittelt werden kdnnte, setzten
wir den spezifischen nichtpeptidischen CRH Typ 1-Rezeptor-Antagonisten Antalarmin in der Zellkultur
ein. Da die CRH-Wirkung durch Koinkubation mit Antalarmin blockiert werden konnte, schlulfolgerten
wir, da die steroidogene Wirkung von CRH spezifisch iber CRH Typ 1-Rezeptoren vermittelt wird [17:
Willenberg et al. Mol Psych 2000].

Zunachst gingen andere und wir davon aus, dal® die Bindungsstellen fir CRH im Nebennierenmark,
z.B. auf chromaffinen Zellen, lokalisiert sind und CRH Uber dort synthetisiertes ACTH die
Nebennierenrindenzellen stimuliert. Spater griffen wir die Frage nochmal auf, welcher Zelltyp
Rezeptoren fiur CRH tragt. Durch die Verfugbarkeit eines CRH-Rezeptor-Antikorpers wurden wir in die
Lage versetzt, Nebennierengewebe zu untersuchen. Hierbei fanden wir, dall vor allem
Nebennierenrindenzellen immunoreaktive Rezeptoren fur CRH tragen. Als Konsequenz studierten wir
mittels in situ-Hybridisierung, ob ob sich das Muster aus der Immunhistochemie mit der Expression von
mRNA deckt und fanden eine Ubereinstimmung derart, da wiederum das Signal fiir CRH-Rezeptoren

in Nebennierenrindenzellen lokalisiert wurde. In einem nachsten Schritt isolierten wir mittels
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Kapitel Il — Ergebnisse und Diskussion, Teil 1 Willenberg — Mechanismen der adrenokortikalen Stimulation

Lasermikrodissektion Nebennierenrinden- und Nebennierenmarkzellen aus normalen humanen
Nebennieren und aus benignen Nebennierentumoren, isolierten die mRNA und quantifizierten die
mRNA Expression flir CRH Typ 1 und Typ 2 Rezeptoren durch PCR [18: Willenberg et al. Methods
Enzymol 2002, 19: Willenberg et al. Neuroendocrinology 2005]. Auch hierbei zeigte sich, dal
Nebennierenrindenzellen Typ 1 und Typ 2 Rezeptoren fiir CRH tragen.

Praparationen aus Nebennierenmarktumoren, Pheochromozytomen, die reich an chromaffinen Zellen
und arm an Nebennierenrindenzellen waren, zeigten nur einen geringen Gehalt an CRH-Rezeptor-
mRNA, was indirekt die Hypothese stltzt, dall die CRH-Wirkung auf die Steroidbiosynthese direkt an
der Nebennierenrindenzelle und nicht iber den Umweg durch chromaffine Zellen im Nebennierenmark
und die von ihnen sezernierten Produkte vermittelt wird [19: Willenberg et al. Neuroendocrinology 2005].
Weiterhin fanden wir, dall die CRH-Rezeptoren bei hormoninaktiven, vor allem aber auch bei
hormonaktiven Nebennierenrindenadenomen im Vergleich zur normalen humanen Nebennierenrinde
deutlich (iberexprimiert sind. Der Grund der Uberexpression von CRH-Rezeptoren bei
Nebennierenrindenadenomen ist nicht bekannt, fir Tumorgenesestudien ist das Konzept einer ektopen
Expression bzw. eutopen Uberexpression G-Protein-gekoppelter Rezeptoren jedoch interessant, weil es
ein gutes Erklarungsmodell flr die Entstehung einer adrenalen Autonomie darstellt. Die aberrant
exprimierten Rezeptoren gewinnen Anschluf® an die Signaltransduktionskaskade von ACTH und kdnnen
Faktoren binden, die durch Glukokortikoide in physiologischen Konzentrationen nicht negativ
zuriickgekoppelt ~ werden  [20, 21]. Die  Folge  kbénnen  HormonexzelR  sowie
Nebennierenrindenhyperplasie oder sogar die Formation von Nebennierenrindentumoren sein [20].
Dieser Mechanismus wurde in verschiedenen Féllen einer ACTH-unabhangigen makronoduléren
adrenalen Hyperplasie mit Hypercortisolismus und beim Nebennierenrindenkarzinom beschrieben.
Identifiziert wurden bisher Rezeptoren fir das Gastrische Inhibitorische Polypeptid, Luteinisierendes
Hormon, Thyreoliberin, Vasopressin, Serotonin, Adrenalin und auch andere [20, 21].

DaB dieses Konzept auch klinische Auswirkungen hat, zeigt unter anderem die Tatsache, daR die
Behandlung mit spezifischen Rezeptorantagonisten im Falle einer aberranten Hormonrezeptorexpression
erfolgreich sein kann. Dies wurde bisher fur die medikamentose Behandlung mit B-Blockern bei der
ektopen Expression von B-Adrenorezeptoren und fUr die Therapie mit Leuprolid bei einem adrenalen
Cushing-Syndrom aufgrund einer Uberexpression von Rezeptoren fiir Luteinisierendes Hormon im
Heilversuch demonstriert [20, 21]. Wie unsere in vitro-Daten zeigen, ist eine solche Strategie fur die
Anwendung von Antagonisten des CRH Typ 1 Rezeptors ebenfalls denkbar, generell aber auch fur
andere Substanzen, die an Peptidrezeptoren binden, wert untersucht zu werden [17: Willenberg et al.
Mol Psych 2000].
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Kapitel Il — Ergebnisse und Diskussion, Teil 1 Willenberg — Mechanismen der adrenokortikalen Stimulation

I1.4. Nebennierenrindentumoren sind mit Veranderungen der immuno-adrenalen Achse

assoziiert

Ein zweiter, kaum wahrgenommener, klinisch aber bedeutsamer Regelkreis, der die
Nebennierenrindenfunktion beeinfluflt, schliet sich unter der Beteiligung des Immunsystems. Die
Immunmediatoren Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6), die vor allem bei chronischer
Inflammation und bei Sepsis stark hochreguliert werden, stimulieren auf der Ebene des Hypothalamus
und der Hypophyse die Steroidogenese [22]. Dies wurde mittels intrathekaler Injektionen der Zytokine
bei Nagern, durch intravendse Applikation bei Menschen und in Zellkulturuntersuchungen demonstriert
[23-26]. Die Bildung von Interleukinen ist auf genomischer Ebene durch NF-xB positiv reguliert,
welches durch IxB gebunden wird. Letzteres wird dann induziert, wenn Cortisol an den
Glukokortikoidrezeptor gebunden hat. Auf diese Weise hemmt Cortisol die Synthese von Interleukinen
und damit Kommunikation und Stimulation der Immunzellen untereinander, worin sich ebenfalls ein
inhibitorischer Feed-back-Mechanismus ergibt [27] (Abbildung 1). Wichtig ist dieser Regelkreis fir
Adaptationsvorgange bei Infektionen und betrifft die Feineinstellung zwischen dem Glukokortikoidbedarf
fur Stoffwechselumstellungen auf der einen Seite und die Gefahr der Immunsuppression auf der
anderen.

Interleukin-1 wurde als potenter Stimulator der HPA-Achse identifiziert und deshalb auch als
"glucocorticoid-inducible factor" bezeichnet. Da durch die Arbeitsgruppe Bornstein-Scherbaum IL-1
mRNA und Protein auch in normalen humanen Nebennierenrindenzellen nachgewiesen werden konnte
[28], aber offen blieb, ob IL-1 auch auf Ebene der Nebennierenrinde wirkt, untersuchten wir, ob
Interleukin-1 auch einen direkten Effekt auf die Steroidbiosynthese austbt. Flr diese Untersuchungen
benutzen wir immunhistochemische, molekularbiologische und Zellkulturmethoden und inkubierten
primare Nebennierenrindenzellen mit Interleukin-1. Hierbei fanden wir eine maRige Steigerung der
Steroidbiosynthese unter dem Einflu von IL-1 im Vergleich zur basalen Steroidogenese [29: Willenberg
et al. New Engl J Med 1998]. Weil wir durch PCR nach reverser Transkription (RT-PCR) isolierter
mRNA und Immunhistochemie auf Nebennierenrindenzellen keine Interleukin-1 Rezeptoren (IL1R)
nachweisen konnten, diskutierten wir eine Aktivierung der adrenalen Steroidbiosynthese indirekt Gber
chromaffine Zellen. Anhaltspunkte daftr, dall Interleukin-1 (ber chromaffine Zellen die
Adrenalinsekretion fordert und dartiber die Steroidogenese aktiviert, ergaben sich aus Arbeiten an
Rattennebennierenkulturen, bei denen die Blockade von katecholaminergen a-Rezeptoren durch
Phentolamin den stimulierenden Effekt von IL-1 auf die Corticosteroidsekretiopn aufhob [30].

Ob dieses Phanomen bei Nebennierentumoren verandert ist, war weiterhin unklar. Wir untersuchten

deshalb das Nebennierentumorgewebe von Patienten mit ACTH-unabhangigem Hyperkortisolismus.
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Hierbei fanden wir in einem Fall, eine Uberschiellende Stimulierbarkeit von Cortisol durch IL-1 in vitro.
Die Analyse der monoklonalen Tumorzellen mittels RT-PCR und anschlielendem Endonukleaseverdau
ergab, dal in diesem Fall eine aberrante Expression des IL1R vorlag. Das Signal der mRNA Expression
konnte in der in situ-Hybridisierung in die Tumorzellen lokalisiert werden. Das bestatigte sich auch in der
Immunhistochemie. Wir schluRfolgerten deshalb, daR in diesem Fall die aberrante Uberexpression des
IL1R1 mit der Entwicklung eines Cortisol-produzierenden Nebennierentumors assoziiert war. Der ektop
exprimierte Rezeptor konnte den steroidogenen Effekt von IL-1 vermittellt haben. Es fand sich
aulerdem eine starke Infiltration des Tumors durch CD45- und CD68-tragende Immunzellen, die durch
einen parakrinen Mechanismus zur Cortisolsekretion und zum Gewebewachstum geflihrt haben
kdnnten. In den anderen untersuchten Nebennierenrindentumoren fanden wir keine Uberexpression von
IL1R, sodaB wir kein generelles Prinzip ableiten konnten [29: Willenberg et al. New Engl J Med 1998].
Interleukin-6 wird nicht nur von Immunzellen, sondern auch in anderen Geweben synthetisiert und
sezerniert, so zum Beispiel im Fettgewebe und GefalRendothel [31, 32, 33: Willenberg et al. Exp Clin
Endocrinol Diabetes 2008). Dieses Zytokin spielt eine Rolle bei generalisierten Entzlindungsreaktionen,
wie z.B. bei Vaskulitiden. Wie wir und andere zeigen konnten, stimuliert es auBerdem die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse auf zentraler und peripherer Ebene [24-26]. Interleukin-
6 selbst und sein Rezeptor-System findet sich in und auf normalen Nebennierenrindenzellen [26, 34].
Um zu untersuchen, ob dieses System auch in autonomen Nebennierenrindenzellen intakt ist, fihrten
wir molekulare und in vitro-Untersuchungen an gefrorenen, paraffin-eingebetteten und kultivierten
Nebennierenadenomen sowie an der Nebennierenrindenkarzinomzellinie NCI-H295R durch [35:
Willenberg et al. Ann NY Acad Sci 2002). Hierbei fanden wir mit semiquantitativer RT-PCR, daR bei
adenomatdsen und karzinomatésen Nebennierenzellen die Rezeptoren fiir IL-6 und ACTH im Vergleich
zu normalen humanen Nebennieren tendenziell zwar niedriger, jedoch nicht signifikant unterschiedlich
exprimiert sind, daR® aber — gemessen am steroidogenen Effekt von IL-6 in vitro — die Funktionalitaten
gegenuber ihren physiologischen Liganden IL-6 und ACTH deutlich niedriger als in normalen humanen
Nebennierenrindenzellen sind. Mdglicherweise werden physiologische Regulatoren durch diesen Schritt
in der adrenalen Tumorgenese von ihrem EinfluR auf die Steroidbiosynthese und auf die
Zelldifferenzierung entkoppelt [35: Willenberg et al. Ann NY Acad Sci 2002].
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I.5. Der Transaktivator CITED2 wird auch unabhangig vom cAMP/Proteinkinase A-

Signalweg reguliert

11.5.1. CITED2 wird in der Nebennierenrinde exprimiert

CITED2 ist ein CBP/p300 interagierender Transaktivator mit ED-reichem Anhang. Mause, die CITED2
nicht exprimieren, sind unter anderem durch eine adrenale Agenesie charakterisiert [36]. Da die Mause
auch durch Defekte der Neuralleiste auffallen, wurde die CITED2-Expression primar im
Nebennierenmark vermutet. Eine Analyse zur Lolkalisation der CITED2-Expression wurde jedoch nicht
durchgefuhrt. Wir untersuchten deshalb Gewebe von fotalen und adulten humanen Nebennieren mit
einem Antikérper gegen CITED2. Hierbei zeigte sich, dal CITED2 in der frihen Embryogenese (8.
Woche) bereits in Nebennieren detektiert werden konnte, obwohl zu diesem Zeitpunkt chromaffine
Zellen noch gar nicht in das spater Nebennierenmark eingewandert waren [37: Haase et al. J
Endocrinol 2007]. Auch in den adulten Nebennieren fand sich die CITED2-Immunoreaktivitat in den
Kernen der Rindenzellen.

Bisher existierten keine Daten, an denen ablesbar war, wie CITED2 reguliert wird. Daher flihrten wir in
vitro-Studien durch, wobei die Nebennierenrindenkarzinomzellinie NCI-H295R verwendet wurde. Wir
fanden bei den in vitro Untersuchungen an kultivierten Nebennierenrindenzellen, die den Rezeptor fir
ACTH tragen, dafl CITEDZ iber eine Aktivierung der Proteinkinase A, aber auch iiber Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAPK) angeschaltet werden kann [37: Haase et al. J Endocrinol 2007]. MAP Kinasen
sind intrazellulare Enzyme, die eine Signalkaskade bilden und in die Kontrolle von Differenzierung,
Proliferation und Uberleben von Zellen involviert sind [38]. Der ACTH-Stimulus und die konsekutive
Aktivierung des cAMP/PKA-Signalwegs flihrt chronisch auch zur Aktivierung von MAP-Kinasen,
hauptsachlich unter Einbeziehung von ERK1/2 [39-41].

11.5.2. CITED2 wird durch das Endothel requliert

Aus verschiedenen Studien wurde bekannt, dafy ACTH den Grad der Vaskularisation und den BlutfluB®
durch die Nebenniere reguliert und damit auch indirekt einen EinfluB auf die Steroidbiosynthese der
Nebennierenrinde ausiibt [42, 43]. Die Nebenniere besitzt ein ausgedehntes Kapillarnetz, wobei nahezu
jede Nebennierenrindenzelle Kontakt zu einer Endothelzelle unterhalt und damit eine groRe Oberflache
zum Austausch von Stoffen zwischen Endothel und Nebennierenrinde zur Verfligung steht [42-45].
Maglicherweise wird dies durch eine ACTH-vermittelte NO- und Prostaglandin E2>-Synthese in der
Gefalwand vermittelt [46]. Dieser Mechanismus flihrt auferdem auch kurzfristig zu einer
Steroidsekretion, wie an Nebennieren von Ratten gezeigt werden konnte. Einerseits konnen uber die
groe Kontaktiflache Steroidhormone aus dem Organ ausgeschwemmt und in den systemischen
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Blutkreislauf ~eingebracht werden, andererseits konnen Endothelzellen ihre Produkte an
Nebennierenrindenzellen weitergeben.

Da die Interaktion zwischen Endothelzellen und Nebennierenrindenzellen bei der Organogenese eine
Vorraussetzung ist, untersuchten wir, ob Endothelzellen Faktoren sezernieren, die CITED2 regulieren.
Hierbei fanden wir eine konzentrationsabhéngige Aktivierung des CITED2-Promoters in mit
Reporterplasmiden transfizierten NCI-H295R-Nebennierenrindenzellen, welche durch Koinkubation mit
dem MEK1-Inhibitor, einem MAP-Kinase-Hemmer, reversibel war. Die Promoteraktivierung von CITED2
hatte auch eine gesteigerte Synthese von CITED2-mRNA und CITED2-Protein zur Folge, wie wir mittels
quantitativer RT-PCR und Western-Blot gezeigt haben [47: Haase et al. Cell and Tissue Res 2009].

In anderen Untersuchungen an NCI-H295R-Zellen, die mit einem CITED2-Reportergen transfizierten
wurden, demonstrierten wir, daB der basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) unabhangig von ACTH den
Promotor von CITED2 dosisabhangig hochreguliert und dal® die Hemmung von MAPKs durch PD98059
ebenfalls in einer verminderten Promotoraktivierung von CITED2 resultiert [37: Haase et al. J Endocrinol
2007]. Die Promotoraktivierung flhrte auch hier zur Expression von mRNA, wie durch quantitative RT-
PCR sichtbar wurde, wund zur CITED2-Proteinsynthese. Letzteres konnten wir mit
Immununfluoreszenzzytologie sichtbar machen.

Da eine CITED2-Uberexpression zur onkogenen Transformation und gesteigerten Zellproliferation
fuhren kann [48-50], schluBfolgerten wir, da® CITED2 eine wichtige Rolle wahrend der adrenokortikalen
Organogenese spielt und moglicherweise auch in die adrenokortikale Tumorgenese einbezogen zu sein

scheint.

I.6.  Neue Ergebnisse zur Storung der Steroidbiosynthese in der Nebenniere

11.6.1.  Neuere Daten zur funktionellen Charakterisierung von Nebennierentumoren

In der Nebennierenrinde werden eine Reihe von Steroidhormonen und Peptiden gebildet. Ausgangsstoff
der Steroidbiosynthese ist das Cholesterin, welches in veresterter Form in den Rindenzellen
gespeichert werden kann. Der limitierende Schritt in der Synthesekette von Steroidhormonen ist die
Bildung von Pregnenolon aus Cholesterol in den Mitochondrien. Dieser Schritt wird von ACTH gesteuert
und durch Faktoren wie SF-1 und StAR vermittelt. Unter der Beteiligung verschiedener Enzyme und
Cytochrome  kénnen die Zellen der Nebennierenrinde in  mehreren  Schritten  mit
Elektronentransferprozessen mineralokortikoid-, glukokortikoid- und schwach androgen wirksame

Steroide produzieren (Abbildung 2).
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Die Steroidbiosynthese ist bei Nebennierenrindentumoren haufig gestort [51]. Obwohl
Nebennierentumore zu den haufigsten Tumoren beim Menschen zahlen — im Alter Gber 70 Jahren
liegen sie in 7-10% der Falle vor, wie Autopsie-Studien und Untersuchungen mittels
Computertomographie und Magnetresonanztomographie gezeigt haben -, sind ausgepragte
Hormonexzellsyndrome vergleichsweise selten [reviewed in 5, 6; 7: Willenberg et al. Internist 2007].
Diese Steroidbiosynthesestorungen konnen mittels ACTH-Test durch UberschieBende Anstiege von
17a-Hydroxyprogesteron und 11-Desoxycortisol erkannt und charakterisiert werden [51]. Wir gingen bei
unserer Untersuchung einen Schritt weiter und zeigten in diesem Zusammenhang, dal man dieses
Phanomen klinisch nutzen kann, um primare Nebennierenrindenlasionen von sekundaren
Nebennierentumoren und Nebennierenmarkgeschwiilsten zu unterscheiden [52: Willenberg et al.
Endocr Res 2002].

scc ( CYPITA ) _ Sulfotransferase
170-OH-
Cholesterol - Pregnenolon Pregnenolon DHEA DHEAS
3B-HSD
Progesteron 17d-OH- Androstendion
_ Progesteron
CYP21B M
11-Desoxy-
corticosteron 11-Desoxy- ~_ 21-Desoxy-
cortisol ' cortisol
Corticosteron
CYP11B2 CYP11B1
' 18-Hydroxy-
Corticosteron
Aldosteron Cortisol

Abbildung 2: Ubersicht iber die wichtigsten Schritte der Steroidbiosynthese in der Nebennierenrinde, die Produkte und
die Intermediate der Steroidogenese und die daran beteiligten Enzyme. Die Enzyme werden in den unterschiedlichen
Zonen differentiell exprimiert, so die 17a-Hydroxylase nur in den inneren beiden Zonen und die Aldosteronsynthase
(CYP11B2) nur in der Zona glomerulosa. Abklrzungen: § -HSD - 3B-Hydroxysteroiddehydrogenase, CYP11B1 — 11p-
Hydroxylase Typ 1, CYP11B2 — 11B-Hydroxylase Typ 2, CYP17A — 17a-Hydroxylase, CYP21 — 21a-Hydroxylase, DHEA -
Dehydroepiandrosteronsulfat, DHEAS — DHEA-Sulfat, SCC - "Side Chain Cleavage"-Enzym.
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Patienten mit Metastasen und Phaochromozytomen reagierten nicht mit einem Uberschiefenden
Anstieg von Intermediarsteroiden nach ACTH-Gabe, wahrend Patienten mit Nebennierenrindenlasionen
dies in ca. 80% der Falle taten. So konnte bei 9 von 16 Patienten mit Malignom und Verdacht auf
Nebennierenmetasten eine Filialisierung unwahrscheinlich gemacht werden. Dies ist insbesondere von
klinischer Bedeutung, da der Ausschlu® von Nebennierenmetastasen eine Korrektur des Stageings zur
Folge haben kann und dem Patienten unter Umstanden Operationen und Punktionen erspart [52:
Willenberg et al. Endocr Res 2002].

11.6.2.  Neuere Daten zur Identifizierung einer adrenalen Hyperandrogendmie

Differentialdiagnostisch muf} allerdings auch eine angeborene Steroidbiosynthestorung, wie sie zum
Beispiel bei einem heterozygoten 21-Hydroxylasemangel oder 11B-Hydroxylasemangel bzw.
Cytochrom-P450 Oxidoreduktasedefekt in Erwagung gezogen werden [53]. Diese sind in der Regel
ebenfalls mittels ACTH-Test diagnostizierbar und konnen durch Messung anderer Steroidhormone wie
Androstendion und DHEA aufgrund der Hyperandrogen@mie bei Frauen identifiziert werden [54:
Willenberg et al. Steroids 2008]. Hintergrund der Studie war das Ziel der Klarung von der Frage, ob die
Messung von Testosteron und DHEAS zur Identifizierung einer adrenalen Hyperandrogen@mie
ausreichend ist. Wir konnten bei der Untersuchung von 464 Frauen mit klinischen Zeichen einer
Hyperandrogenamie zeigen, dafll die Testosteronbestimmung und die Bildung des freien
Androgenindexes zwar hilfreich sind, aber nicht ausreicht, um alle Patienten zu identifizieren, die nach
labordiagnostischen Kriterien eine adrenale Steroidbiosynthesestdrung haben. Hierfiir ist die
Bestimmung von Androstendion und DHEA ebenfalls notwendig und hilfreicher als DHEAS. Das kdnnte
auch Konsequenzen flr das Management von Nebennierentumoren haben. Da eine
Hyperandrogenamie auch die Folge eines Nebennierenrindentumors sein kann, ist es mdglich, daB die
Bestimmung von Testosteron oder DHEAS nicht ausreichend ist, im eine Androgen-produzierende
Nebennierenrindenlasion zu charakterisieren. Dieses Problem wurde zwar durch unsere Arbeiten
jedoch noch nicht hinreichend gelost, weil keine Falle mit Androgen-produzierenden
Nebennierenrindenlasionen in die Studie eingeschlossen waren, dafir liefert sie aber erstmalig gute
Referenzwerte [54: Willenberg et al. Steroids 2008].
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lll.  Angiotensin Il-unabhangige Mechanismen der adrenalen Stimulation -

Darstellung der Ergebnisse und Diskussion

1. Einfilhrung

Wahrend die Glukokortikoide (ber den Kohlenhydrat-, Eiweill- und Fettstoffwechsel Einflul auf
Stoffwechselwege von Zellen nehmen, bedingen die Mineralokortikoide rezeptorvermittelt im
wesentlichen die Rickresorption von Natrium in der Niere. Die Natriumretention filhrt zur Ausschittung
von Vasopressin und dber Aquaporine zum Durchtritt freien Wassers vom Primarharn in den
Blutkreislauf und damit zur Volumenexpansion. Sowohl der hohe Natriumgehalt der Vasa efferentia der
Nierenglomeruli und die durch die Mesangiumzellen verbundene Adenosinfreisetzung als auch die mit
der Natrium- und Wasserretention verbundene Volumenexpansion fiihren zur Suppression der
Reninbildung (Abbildung 3).

Adrenalin

Angiotensinogen CRH, ADH

Anglotensml—-—r Angiotensin Il " ?— ACTH
) Aldosteron Cortisol
Adenosin aus
Mesiangiumzellen \ ________ -
[ N Cortison
ADH <— Natriumriickresorption ‘ Blutdrucksteigerung | Vasokonstriktion

[
4’| Volumenexpansion {
|

4»| Vasokonstriktion }—.‘ Hypertension ‘

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Aldosteronsystems (RAAS) im Zusammenhang mit der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse (HPA-Achse). Abkiirzungen: 11BHSD2 - 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase
Typ 2, ACE - Angiotensin-converting Enzyme, ACTH - Adrenocorticotropes Hormon, ADH - Antidiuretisches
Hormon/Vasopressin. Abbildung nach [55: Willenberg HS, Roman J Endocrinol Metab 2007].
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Cortisol besitzt ebenfalls eine hinreichende Affinitat zum Mineralokortikoidrezeptor (friher auch als
Glukokortikoidrezeptor Typ 1 bezeichnet) und ist aufgrund seiner im Vergleich zu Aldosteron viel
hoheren Konzentration im Blut ein kompetetiver Ligand. Cortisol wird jedoch durch die 11p-
Hydroxysteroiddehydrogenase in der Niere zu Cortison umgewandelt, welches kaum noch Affinitat zu
Mineralokortikoid- und Glukokortikoidrezeptoren besitzt. Somit steht die Aktivierung des renalen

Mineralokortikoidrezeptors auf indirektem Wege erheblich unter der Regulation durch Renin.

lI.2. Das Endothel reguliert direkt die de novo Aldosteronsynthese

Endothelin-1 (ET-1), ein Endothelzellprodukt, erhdht nach intravendser Applikation bei Hunden den
Blutdruck [56], was man zunachst auf die vasokonstriktiven Eigenschaften des Peptids zuriickfuhrte.
Spater konnte gezeigt werden, da ET-1 direkt die Synthese von Aldosteron Uber Typ B Rezeptoren
stimuliert und Nebennierenrindenzellen tber Typ A Rezeptoren zur Proliferation anregt [57-60].

Gut charakterisiert ist ein 3000 Dalton Protein, dem der Ansieg der Aldosteronproduktion kultivierter
Zona glomerulosa Zellen nach Inkubation mit Endothelzellmedium oder nach Koinkubation mit
Endothelzellen zugeschrieben wird [61, 62]. Hierbei ist die Aldosteronsekretion ein akuter Prozel® und
unabhangig von cAMP. Wie bei der Ang Il- und Kalium-vermittelten Stimulation wird der Anstieg der
Aldosteronkonzentration im  Zellkulturiberstand  durch einen Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration begleitet [62].

In eigenen Arbeiten fanden wir einen bis jetzt unbekannten Faktor, der an der Regulation der
Aldosteronsynthese beteiligt ist. In einer Reihe von in vitro Untersuchungen, bei denen der
Zellkulturiberstand von Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (HUVEC) untersucht wurde,
konnten wir zeigen, daf dieses Endothelzell-konditionierte Medium (ECCM) eine de novo Synthese von
Aldosteron bewirkt und die Effekte von Angiotensin Il (Ang II) und Forskolin signifikant potenziert [63:
Ansurudeen et al. Horm Metab Res 2006]. Versuche mit Hitzeinaktivierung lassen vermuten, dal es
sich hierbei um ein kleines Protein bzw. Peptid handelt, welches schneller und langanhaltender als Ang
Il wirkt. Die Koinkubation mit AT1-Antagonisten und mit Salzen, die Endothelin-A- und —B-Rezeptoren
blockieren, zeigte, daB es sich um einen Ang Il und Endothelin-unabhé@ngigen Mechanismus handelt,
der durch den Endothelzellfaktor auslost wird [63: Ansurudeen et al. Horm Metab Res 2006, 64:
Ansurudeen et al. Mol Cell Endocrinol 2007]. Da Endothelzellen eine Quelle von IL-6 darstellen, haben
wir untersucht, ob der IL-6-Signalweg in den Nebennierenrindenzellen die Effekte des ECCMs
vermittelt. Durch Hemmung des JAK/STAT-Signaltransduktionsweges konnten wir ausschlielen, dal
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das vom Endothel produzierte IL-6 die Aldosteronsynthese in den Nebennierenrindenzellen signifikant
aktiviert [33: Willenberg et al. Exp Clin Endocrinol Diabetes 2008].

In einer Reihe von Experimenten konnten wir nachweisen, daRl die Aldosteronsynthese unter
Einbeziehung von Proteinen wie StAR, SF-1 und CREB stattfindet und daB die Aldosteronsynthase
(CYP11B2) auf Promotor- und mRNA-Ebene reguliert wird [64: Ansurudeen et al. Mol Cell Endocrinol
2007]. Der Nachweis einer vermehrten CREB-Phosphorylierung in Nebennierenrindenzellen unter
ECCM-EinfluR und die Aktivierung des CRE-Enhancer-Elements deuten auf die Einbeziehung von
CREB als Mediator der ECCM-induzierten Wirkung auf die Aldosteronsynthese hin [64: Ansurudeen et
al. Mol Cell Endocrinol 2007]. Dies wird unterstutzt durch unsere in vitro Arbeiten, in denen wir zeigten,
dal ECCM (ber einen cAMP-abhangigen, durch Bredfeldin-A hemmbaren, also Proteinkinase A-
unabhangigen Mechanismus die Aldosteronsynthese reguliert und dabei sehr wahrscheinlich die
Proteinkinase B involviert [65: Ansurudeen et al. Mol Cell Endocrinol 2009].

Damit bestehen Hinweise dafir, dal das Gefalendothel auch unabhangig von ACTH oder Ang Il bei
der Regulation von Nebennierenrindenzellen und somit moglicherweise auch bei der Organo- bzw.
Tumorgenese, z.B. bei der Entstehung eines primaren Aldosteronismus, involviert sein kann [reviewed
in 66: Willenberg et al. Horm Metab Res 2008].

lIl. 3. Adipokine stimulieren die Aldosteronsekretion unter Beteiligung des Wnt-Signalwegs

Der Zusammenhang zwischen Adipositas und Bluthochdruck ist schon lange bekannt. Gegenlber
Normalpersonen haben bergewichtige und adipése Menschen erhdhte Aldosteronblutspiegel, die man
teilweise mit einer Aktivierung des RAAS erklart [67-72]. Es konnte auflerdem durch Beobachtungs-
und Interventionsstudien gezeigt werden, dal® eine Gewichtsabnahme die Blutdruckwerte verbessert
und Aldosteronwerte senkt [67, 68, 71, 72]. Mehrere Studien konzentrierten sich auf einzelne
Komponenten des RAAS, zum Beispiel auf die Reninaktivitat [67, 69, 70], Angiotensinogen [73, 74]
bzw. das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE) [73, 73].

Fettzellprodukte, die durch Filtration von konditioniertem Medium aus primaren kultivierten Fettzellen
isoliert werden, konnen die Wirkung von Ang Il auf die Aldosteronsynthese verstarken. Dazu sind auch
zum Beispiel LDLs (Low-densitiy Lipoproteine) in der Lage [76]. Auch dieser Vorgang ware eine
Erklarung, die den Zusammenhang zwischen Adipositas und Hypertonie erklaren konnte. Der
Zusammenhang zwischen Fettstoffwechsel und erhdhtem Plasma-Aldosteronspiegel im Blut
ubergewichtiger Menschen wurde durch eine andere Gruppe beobachtet, die bei ihreren
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Untersuchungen zu der Auffassung gelangt ist, dal bestimmte Oxidationsprodukte von Fettsauren die
Aldosteronproduktion in Nebennierenzellen stimulieren [77].

Wir fokussierten uns in unseren Arbeiten auf Mechanismen, die die beobachteten erhéhten Aldosteron-
Renin-Quotienten bei adipdsen Patienten mit Bluthochdruck erklaren kénnten, und suchten sowie
charakterisierten deshalb spezifische Faktoren, die sich aus Adipozyten isolieren lieRen. Wir fanden in
Adipozyten-konditionierten Medien eine Aktivitat, die eine Ang Il unabhéngige Aldosteronfreisetzung
aus humanen Nebennierenzellen vermittelte [78: Ehrhart-Bornstein et al. Proc Natl Acad Sci USA 2003].
Einer dieser Faktoren ist sehr wahrscheinlich ein Protein mit einer GroRe von >50kDa. Dieses Protein
bewirkt die Hochregulation von StAR auf mRNA-Ebene, und die Aktivierung tritt unabhangig von
gebildetem cAMP und der Proteinkinase A-Aktivitat auf. Durch Hemmung der MAP-Kinasen ERK 1/2
lalt sich der Effekt auf die Aldosteronsekretion aufheben [79].

Um den Faktor besser zu charakterisieren, untersuchten wir die Beteiligung verschiedener Signalwege,
um dann auf das Protein riickschlieBen zu konnen. Da bereits gezeigt werden konnte, dal® Wnt-
Molekiile eine Schlusselrolle in der embryonalen Entwicklung von Gonaden und Nebenniere spielen
[80, 81] und neben der Stimulation der Steroidbiosynthese auch eine vermehrte Expression der Gene
der 17a-Hydroxylase und 21-Hydroxylase unabhangig von cAMP bewirken [82], studierten wir, ob der
Whnt-Signalweg bei der Entstehung des steroidogenen Effektes durch Fettzellprodukte involviert ist.
Wnt-Molekile sind Liganden spezifischer Membranrezeptoren, Frizzled, und Wnt-Signaltransduktion ist
bei der Regulation von Entwicklungsprozessen sowie bei der Entstehung verschiedener Karzinomarten
beteiligt [83, 84].

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Schinner fanden wir zunachst in der
Immunhistochemie, dal} immunoreaktive Frizzled-Rezeptoren flr Wnt-Proteine auf und B-Catenin in
normalen Nebennierenrindenzellen exprimiert werden. Durch in vitro Experimente in der NCI-H295R-
Zellinie zeigten wir, daB transfiziefle -Catenin-abhangige Reportergene (TOPFLASH) durch
Adipozyten-konditioniertes Medium konzentrationsabhéngig aktiviert werden [85: Schinner et al. Int J
Obes 2007]. Dieser Effekt war auch imitierbar durch Stimulation kultivierter Nebennierenrindenzellen mit
wnt-Molekulen-angereichertem Medium sowie durch Transfektion einer konsekutiv-aktiven Mutante von
B-Catenin. Hierbei wurde auch die Beteiligung von SF-1 bei der Aktivierung des StAR-Promoters in den
Reportergenassays sichtbar. Durch l0sliche wnt-Rezeptoren, solubles Frizzled, welches wnt-
Signalmolekile binden kann und an der Membranbindung hindert, war die Aktivierung reversibel.
Daraufhin haben wir das Adipozyten-konditionierte Medium nach der Prasenz von Wnt-Molekulen
untersucht und fanden sowohl Wnt3a und Wnt10b als typische Aktivatoren des kanonischen Wnt-
Signalwegs. Wir schluffolgerten, daB die Aktivierung des wnt-Signalwegs zur StAR- und SF-1

vermittelten Hochregulation der Steroidbiosynthese in der Nebenniere, gemessen am Cortisol und
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Aldosteron, bewirken und dal® dber den Wnt-Signalweg ein Teil der Effekte der von Adipozyten
sezernierten Produkte vermittelt wird [85: Schinner et al. Int J Obes 2007].

Die Ergebnisse von Forschungsarbeiten anderer Gruppen stltzen unsere Hypothese. So wurde
aulerdem gefunden, dall bestimmte Wnt-Molekile die Bildung von Nebennierenrindentumoren
bewirken kénnen, insbesondere aber die Zona glomerulosa stimulieren [82]. Andere Arbeitsgruppen
entdeckten, dall Aldostern-produzierende Nebennierenadenome oft durch aktivierende Mutationen im
B-Catenin-Gen charakterisiert sind und eine Uberaktive wnt-Signaltransduktion aufweisen [86].
Molekulare Analysen erbrachte auerdem, dal® in nahezu 40 % der Nebennierenrindenadenome und 75
% der Nebennierenrindenkarzinome eine aktivierende somatische Mutation im B-Catenin-Gen vorliegt
[87].

Die Ergebnisse unserer Forschungsarbeiten geben einen weiteren Beleg dafir, da® das Fettgewebe
nicht nur Energie in Form von Fett speichert, sondern als endokrines Organ begriffen werden kann,
welches in viele metabolische Zusammenhange eingreift. Sie stellen auRerdem einen Zusammenhang
zwischen verschiedenen Phanomenen her, die beim metabolischen Syndrom beobachteten werden und
bieten damit Anhaltspunkte fur die Entwicklung spezifischer Therapien, die nicht nur einzelne
Krankheiten oder Komplikationen betreffen, sondern das metabolische Syndrom in einem
Gesamtkonzept behandeln helfen konnten.
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IV.3. Zusammenfassung

Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrindenachse und das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System sind die zwei Hauptregelkreise, die die Funktion der Nebennierenrinde kontrollieren. Bei
adrenalen HormonexzefRsyndromen sind die trophen Stimulatoren der Nebennierenrinde, ACTH
und/oder Angiotensin I, supprimiert. Zusammen mit meiner Arbeitsgruppe habe ich Mechanismen
charakterisiert, die bei der Entstehung von Nebennierenrindentumoren, von HormonexzeRsyndromen
oder bei der adrenalen Organogenese beteiligt sind.

Dabei haben wir gefunden, dafl Produkte von Endothelzellen, Fettzellen und Immunzellen unabhangig
von den bisher bekannten Regelkreisen Einflu auf die Funktion von Nebennierenrindenzellen nehmen.
Wir fanden, dal} Endothelzellprodukte die adrenale Steroidbiosynthese und die Expression essentieller
Transkriptionsfaktoren wie SF-1 und CITED2 regulieren. Wir charaterisierten die beteiligten Signalwege
und konnten zeigen, daB die Aktivitat nicht durch Proteine vermittelt wird, die als Endothelzellprodukte
schon lange bekannt sind. Die sekretorischen Effekte setzen die Bildung von zyklischem AMP voraus
und beziehen nicht die Proteinkinase A mit ein. Bei Wachstumsprozessen scheint hingegen die
Proteinkinase A und die Signaltransduktion Gber MAP-Kinasen involoviert zu sein.

Weiterhin zeigten wir, daf} durch Fettzellprodukte die B-Catenin-abhangige Transkription verstarkt wird.
Hier haben wir Wnt-Molekile, die von Fettzellzellen sezerniert werden, als Mediatoren identifiziert, die
den kanonischen Wnt-Signalweg (ber ihre Rezeptorbindung aktivieren. Die Charakterisierung der
beteiligten Signalwege erlaubt nun die Entwicklung von spezifischen Hemmstoffen und eréffnet die
Maglichkeit einer medikamentosen Therapie von Nebennierenautonomien. Durch eine solche Strategie
konnte nicht nur ein HormonexzeB, sondern auch das Wachstum bei Nebennierenrindentumoren
unterdriickt werden.

AuBerdem haben wir gezeigt, auf welche Weise und Uber welche molekulare Prozesse,
Regulationsprinzipien ausgehebelt werden. Wir fanden in Nebennierenrindentumoren eine im Vergleich
zu normalem Nebennierengewebe starkere Expression von CRH-Rezeptoren, die bei hormonaktiven
Adenomen noch ausgepragter war als bei hormoninaktiven Nebennierenrindenneoplasien. Wir fanden
in einem Fall auch eine ektope Expression von Interleukin-1-Rezeptoren und eine gesteigerte
Sensitivitat der Tumorzellen gegeniber Interleukin-1. In einem die Nebennierenfunktion regulierenden
System aus Zell-Zell-Interaktion, bei dem Endothelzellen, Immunzellen oder auch Fettzellen beteiligt
sind, konnen diese Veranderungen zu Hormonexzel und Tumorgenese fiihren, ohne daR der
physiologische Stimulus prasent sein muf. Aus unseren Daten ergibt sich nun die Option, spezifische

Rezeptorantagonisten flr den Einsatz bei Patienten mit Nebennierenrindentumoren zu entwickeln.
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In  einem klinisch orientiertem Ansatz untersuchten wir angeborene und erworbene
Steroidbiosynthestorungen. Wahrend die angeborenen Formen haufig eine Ursache fir eine
Hyperandrogenamie mit Hirsutismus, Zyklusstérungen und verminderter Fertilitdt bei Frauen darstellen,
sind erworbene Steroidbiosynthesestorungen haufig bei Patienten mit Nebennierenrindentumoren
anzutreffen. Wir zeigten, dal® die Messung von Testosteron und Dehydroepiandrostendion-Sulfat nicht
ausreicht, um adrenale Enzymdefekte zu diagnostizieren, sondern dall der Bestimmung von
Intermediarsteroiden wie Androstendion und Dehydroepiandrostendion eine groRere Rolle zukommt.

Wir zeigten aulerdem, daR erworbene Strérungen der adrenalen Sterodibiosynthese bei
Nebennierenrindenlasionen eintreten und dal aus diesem grund diese Tumoren mittels ACTH-Test von
Metastasen abgrenzbar sind. So kdnnen nun priméare Nebennierenrindenlasionen von sekundéren
Tumoren differenziert werden. Das ist vor allem fir diejenigen Patienten vorteilhaft, die eine maligne
Grunderkrankung und einen Nebennierentumor haben, und bei denen das Vorliegen einer isolierten
Metastase Uber das Tumorstadium und damit tber die Therapie entscheidet. Die Labordiagnostik kann
in diesen Fallen die Aussage der Bildgebung erganzen, sodal} eine Computertomographie-gesteuerte

Punktion verzichtbar wird.
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