Aus der Klinik fiir Endokrinologie und Diabetologie

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Funktionsbereich Endokrinologie

Arztlicher Leiter: Univ.-Prof. Dr. med. Matthias Schott

Die Expression von Komponenten des Hedgehog-Signalwegs in
humanen normalem und tumorésem Nebennierengewebe sowie

ihre Regulation in vitro

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von

Pascal Werminghaus

2016



Als Inauguraldissertation gedruckt mit der Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
gez.:

Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Joachim Windolf

Erstgutachter: Prof. Dr. Willenberg

Zweitgutachter: Univ.-Prof. Dr. Wesselborg



Meiner Ehefrau Maika und meinen Eltern in Dankbarkeit



Zusammenfassung

Diese Arbeit beschreibt die Rolle des Hedgehog (Hh)-Signalwegs in der menschlichen
Nebenniere. Aktuell wird der mogliche Einfluss von Sonic Hedgehog (Shh) auf die
Entwicklung der Nebenniere bei Mausen und die Bedeutung des Signalwegs fiir die
Regulation von Wachstum der Nebennierenrinde diskutiert. Wenig ist ber die
Bedeutung von SHH fiir die menschliche Nebenniere und einen maoglichen Einfluss
auf die adrenale Tumorgenese bekannt. Daher untersuchten wir die Expression aus-
gewadhlter Komponenten des Hh-Signalwegs in der menschlichen Nebenniere an
adultem tumordésen und nicht-tumorésen Gewebe sowie in adrenalen Zellkultur-
linien. Mit Immunhistochemie wiesen wir GL/ family zinc finger 1 (GLI1) in humanen
Nebennierenrinden (NHA) nach, was gleichbedeutend mit dem Nachweis eines
aktiven Hh-Signalwegs im adulten adrenalen Gewebe ist. Mit semiquantitativer
Polymerasekettenreaktion erfassten wir Expressionsunterschiede von SHH-,
Smoothened (SMO)-, Patched1l (PTCH1)- und GLII-mRNA in NHAs im Vergleich zu
adrenokortikalen Karzinomen (ACCs), Cortisol-produzierenden (CPAs) und hormon-
inaktiven Adenomen (NPAs). Auffallig war die stark erhohte Expression aller unter-
suchten Komponenten in den NPAs im Vergleich zu der Expression in NHAs als Hin-
weis auf eine mogliche Rolle bei der Pathogenese dieser Tumorentitat. Funktionelle
in vitro Daten konnten wir in der humanen Nebennierenrindenkarzinomzelllinie NCI-
H295R und in einer immortalisierten adulten humanen Nebennierenrindenzelllinie
(ihNHAc) gewinnen. Ein Antagonismus des Hh-Signalwegs durch Behandlung der
NCI-H295R Zellen mit Cyclopamin fiihrte zu einer Inhibition der adrenalen Prolifera-
tionsrate der Zellen sowie zu einer verringerten Aldosteron- und
Dehydroepiandrosteron-Sekretion der Zellen. Die Hemmung des adrenalen
Zellwachstums durch Cyclopamin bestatigten wir in der ihNHAc. Stimulation der NCI-
H295R Zellen mit Forskolin flihrte zu einer Inhibition der Expression von GLI1 und
SMO. Somit konnten wir in unserer Arbeit zeigen, dass der Hh-Signalweg in der
menschlichen adulten Nebenniere aktiv ist, durch Forskolin in seiner Aktivitat
beeinflusst werden kann und ein Antagonismus der Signalkaskade die Proliferation

und Hormonproduktion adrenaler Zelllinien inhibiert.



Abklirzungsverzeichnis

3B-HSD

ACC

ACE

ACTH
AGTI1R

APA

bFGF

cAMP

CTNNB1

Cited2

CPA

CRH

CRH-R

CRH-R1

3B-hydroxysteroid-
dehydrogenase
Nebennierenrinden-
karzinom

Angiotensin | converting
enzyme

Corticotropin
Angiotensin Il receptor,
type 1

Aldosteron-
produzierendes Adenom
Fibroblast growth factor 2
(basic)

3'-5"-cyclic adenosine
monophosphate

catenin (cadherin-
associated protein),
beta 1
Cbp/p300-interacting
transactivator, with
Glu/Asp-rich carboxy-
terminal domain, 2
Cortisol-produzierendes
Adenom
Corticotropin-releasing
hormone
Corticotropin-releasing
hormone receptor
Corticotropin-releasing

hormone receptor 1

CYP11B2

DAX1/Dax1

DHEA
DHH/Dhh
Dik1

EGF
ERK

FGF
Foxd2

Gli-Proteine

GLI1/Gli1
GLI2/Gli2
GLI3/Gli3
Hh

HHN-Achse

ihNHACc

IHH/Ihh
IGF
IL

cytochrome P450, family
11, subfamily B,
polypeptide 2

Nuclear receptor
subfamily O, group B,
member 1
Dehydroepiandrosteron
Desert hedgehog
Delta-like 1 homolog
(Drosophila) protein
Epidermal growth factor
Extracellular reqgulated
MAP kinase

Fibroblast growth factor
Forkhead box protein D2
GLI family of zinc finger
transcription factors

GLI family zinc finger 1
GLI family zinc finger 2
GLI family zinc finger 3
Hedgehog
Hypothalamus-
Hypophysen-
Nebennieren-Achse
immortalisierte humane
Nebennierenrindenzell-
linie

Indian hedgehog
Insulin-like growth factor

Interleukin

11



LC/NE-System

MAPK

MC2-Rezeptor
Mek
mRNA

NCI

NPA
NHA

Pbx1

PC1
PC2
PCR

PKA
POMC
PTCH1/Ptch1

Locus-coeruleus-
norepinephrin-System
Mitogen-activated protein
kinase

Melanocortin 2 receptor
MAP kinase-ERK kinase
messenger ribonucleic
acid

National Cancer Institute

hormoninaktives Adenom
Normale humane
Nebenniere

Pre-B-cell leukemia
transcription factor 1
Prohormone convertase 1
Prohormone convertase 2
Real time polymerase
chain reaction

Protein kinase A
Proopiomelanocortin

Patched1

PTCH2/Ptch2 Patched2
RAAS Renin-Angiotensin-

Aldosteron-System

Salll Sal-like 1 (Drosophila)
protein

SAG Smoothened Agonist

SF-1 Steroidogenic factor 1

SHH/Shh Sonic hedgehog

SMO/Smo Smoothened

StAR Steroidogenic acute
regulatory protein

SuFu Suppressor of Fused

VEGF Vascular endothelial
growth factor

wit1l Wilms tumor protein

WNT/Whnt Whnt signaling pathway

WNT4 WNT protein 4

zF Zona fasciculata
2G Zona glomerulosa
zR Zona reticularis

II1



Inhaltsverzeichnis

1.1

1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.1.4

4.1
4.2
4.3

EINLEIEUNG .ottt e s 1
Entwicklung, Wachstum und Regulation der Nebenniere........ccccocereereereunnce. 1
Die Entwicklung der NeDeNNIere. ......oeneereeseesseeeesseesessesseeseessessessesssessesssessees 1
Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse.........cooeeneenrencereennens 4
Renin-Angiotensin-AldOSteron SYStEM ........oeeenrerneereeseeseeseessesssesseessesseesseseees 7

Kortikochromaffine Interaktionen und neurale

RegulationsSmechaniSmMen ... sesses e ssessssssessesssessees 9
Der Hh-SigNnalWeg ...t seesssesses s ssesssssses s s ssseas 10
Ziele der ATDEIt ... s 12

Hedgehog-signaling is upregulated in non-producing human adrenal
adenomas and antagonism of hedgehog-signaling inhibits proliferation of
NCI-H295R cells and an immortalized primary human adrenal cell line,
Werminghaus, P; Haase, M; Hornsby, PJ; Schinner, S; Schott, M;
Malendowicz, LK; Lammers, BJ; Goretzki, PE; Miiller-Mattheis, V;
Giessing, M; Willenberg, HS; The Journal of Steroid Biochemistry and

Molecular Biology, Volume 139, Pages 7-15, (2014)...neneensersnesinens 13
D AL T3 T ) o N 23
Nachweis des Hh-Signalwegs in der adulten humanen Nebenniere......... 24
Der Hh-Signalweg in Nebennierenrindentumoren.........oooeneeneeneeeseennenneens 25
Einfliisse des Hh-Signalwegs auf das Verhalten humaner

adrenocorticaler Zellkulturlinien in Vitro........n. 29
Mogliche Interaktionen mit anderen Einflussfaktoren.........ooneenneenees 33
SChIUSSTOIGEIUNG ..ottt 35
Literatur- und QuellenverzeiChnis ... e eeseesenens 36

IV



1. Einleitung

1.1 Entwicklung, Wachstum und Regulation der Nebenniere

Die Nebenniere ist ein humorales Effektororgan des Stresssystems (Selye, 1950). Sie
besteht aus zwei anatomischen und physiologischen Kompartimenten, der
Nebennierenrinde und dem Nebennierenmark. Die hier gebildeten Substanzen,
Glukokortikoide, Mineralokortikoide und Androgenvorstufen wie
Dehydroepiandrosteron (DHEA) und Androstendion auf der einen und die
Katecholamine auf der anderen Seite, helfen dem Organismus bei der Adaptation.
Die Regulation der Nebenniere ist bestimmt durch die Interaktion verschiedener
Systeme. In einem komplexen Zusammenspiel regulieren das Corticotropin-releasing
hormone (CRH)/Corticotropin (ACTH) -System, das Renin-Angiotensin-Aldosteron
System (RAAS), neuronale Innervation, das Immunsystem, vaskuldr sezernierte
Faktoren und lokale Wachstumsfaktoren das Wachstum der Nebennierenzellen und

die Steroidbiosynthese.

1.1.1 Die Entwicklung der Nebenniere

Die fetale Nebenniere entwickelt sich ab der vierten Embryonalwoche und
unterscheidet sich vom adulten Organ durch das Fehlen des zonalen Aufbaus von
Zona glomerulosa (zG), Zona fasciculata (zF), Zona reticularis (zR) und
Nebennierenmark. Sie besteht zundchst aus zwei Zonen mesodermaler
Abstammung: der definitiven und der fetalen Zone (Mesiano, Jaffe, 1997). Erst
spater, etwa bis zur 9. Woche sind Zellen der Neuralleiste in die fetale Nebenniere
eingewandert und bilden erste Nester aus Katecholamin-produzierenden
Vorlauferzellen des spateren Nebennierenmarks (Molenaar u. a., 1990). Eine die
Nebenniere umgebende Kapsel aus Bindegewebe entsteht in der 9. Woche
(Hammer u. a., 2005).

Die Entwicklung des Organs ist ein Komplex aus Migration, Hyperplasie,

Hypertrophie und Apoptose. Die dabei bedeutsamen, beeinflussenden Faktoren sind



auch an der Regulation der Steroidbiosynthese beteiligt. Daneben sind
Transkriptions- und Wachstumsfaktoren, Signalmolekiile sowie Regulatoren von
Zellzyklus und Angiogenese von Bedeutung (Kempna, Fliick, 2008). Primarer
Regulator von Wachstum und Funktion der fetalen Nebenniere ist ACTH unter dem
Einfluss von CRH aus der fetalen Hypophyse und der maternalen Plazenta (Mesiano,
Jaffe, 1997), (Hammer u. a., 2005), (Yates u. a., 2013). Der Ursprung der
embryonalen Nebenniere liegt in der gemeinsamen Anlage mit den Gonaden, die
sich aus einer Kondensation von Zélomepithelzellen entwickelt. Diese gemeinsame
Anlage befindet sich im medialen Teil der Urogenitalleiste zwischen Aorta und
Mesenterialwurzel. In den adrenogonadalen Zélomepithelzellen ist Steroidogenic
factor 1 (SF-1) nachweisbar und diese lassen sich so zu den umgebenden Zellen
abgrenzen (Hatano u. a., 1996). An der Regulation der Entstehung dieser ersten
adrenogonadalen Anlage sind eine Vielzahl parakriner Faktoren wie Wilms tumor
protein (WT1), WNT protein 4 (WNT4), Forkhead box protein D2 (Foxd2), Pre-B-cell
leukemia transcription factor 1 (PBX1), Sal-like 1 (Drosophila) protein (SALL1), GL/
family zinc finger 3 (GLI3), SF-1 und Nuclear receptor subfamily 0, group B, member 1
(DAX1) beteiligt. GLI3 ist Bestandteil der Hh-Signalkaskade, sodass der Hh-Signalweg
bereits an den ersten Schritten der Nebennierenentwicklung beteiligt ist (Else,
Hammer, 2005).

Im weiteren Verlauf kommt es zur unterschiedlichen Migration der Zellen, sodass
die zur Z6lomhohle orientierten Zellen zur gonadalen Anlage, die zur dorsalen Aorta
orientierten Zellen zur adrenalen Anlage differenzieren (Hammer u. a., 2005).
Herauszustellen bei der Regulation dieser Vorgange ist dabei die Rolle von
Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain, 2
(CITED2), denn im Gegensatz zu SF-1 und DAX1, die sowohl die adrenale als auch
gonadale Differenzierung beeinflussen, wobei SF-1 die Transkription von Dax1
reguliert (Kawabe u. a., 1999), fihrt eine Stérung der CITED2-Transkription zur
Nebennierenaplasie ohne Beeintrachtigung der Gonadenentwicklung (Bamforth u.

a., 2001).



In der adrenalen Anlage findet eine erste Zonierung der fetalen Nebenniere in eine
fetale und definitive Zone statt. Morphologisch dominiert die fetale Zone, eine im
Inneren der fetalen Nebenniere gelegene Zone groBer, in Clustern angeordneter
Zellen. Sie wird umgeben von der definitiven Zone, einem schmalen Zellsaum ohne
nennenswerte hormonelle Aktivitdt bis in die spate Gestation hinein. Wahrend die
peripheren Zellen eher klein und blastenartig sind, stark proliferieren und als
adrenokortikale Vorlauferzellen angesehen werden, zeigen die Vorlauferzellen der
fetalen Zone durch grofReren Aufbau und die Expression von 17a-Hydroxylase
bereits morphologische und funktionelle Hinweise auf ihre steroidogene Potenz
(Erhart-Bornstein u.a., 1997). Tatsachlich werden in diesem Stadium hauptsachlich
adrenale Androgenvorlaufer gebildet, die der maternalen Plazenta als Substrat fir
die Estradiolbiosynthese dienen. In der Spatphase der Gestation exprimieren die
Zellen auch 3B-hydroxysteroiddehydrogenase (3B-HSD), was sie zur de novo
Produktion von Glukokortikoiden befadhigt, die als Reifungsstimulus fir die fetalen
Organe groRe Bedeutung fiir eine erfolgreiche Endphase der Schwangerschaft
haben. Doch bereits in der Frihphase der Embryonalentwicklung zwischen der 7.
und 12. embryonalen Woche kommt es zur kurzfristigen Expression der 33-HSD zum
Schutz vor Virilisierung in einer Phase, die kritisch fiir die sexuelle Differenzierung
des Embryos ist. Unter dem Einfluss der Glukokortikoide differenzieren in diesem
Zeitraum die aus der Neuralleiste eingewanderten Zellen zu chromaffinen,
katecholaminproduzierenden Vorlduferzellen des Nebennierenmarks (Mesiano,
Jaffe, 1997), (Coulter, 2004).

Nach der Geburt atrophiert die fetale Zone und es kommt zur Zonierung der
bekannten adulten Form der Nebenniere. Zum genauen Ablauf der adrenalen
Zonierung bestehen unterschiedliche Hypothesen und unsere Kenntnisse werden
weiterhin durch neue Studiendaten aus in vitro- oder Mausmodellexperimenten
erweitert (Yates u. a., 2013). Interessanterweise konnten Zubair et al. spezifische
Vorlauferzellen fir Zellen der adulten Zonen in einem sehr frilhen Stadium der

Nebennierenentwicklung, noch vor Ausbildung der fetalen und definitiven Zone,



nachweisen (Zubair u. a., 2008). Die Literaturrecherche und Studien unserer
Arbeitsgruppe flihrten zu einer interessanten Hypothese. Bereits die fetale
Nebenniere ist stark vaskularisiert, und durch den zentripetalen Blutfluss durch die
Nebenniere wird aufgrund der externen Stimulation von Corticotropin und
Angiotensin ein Glukokortikoidgradient aufgebaut, der das intrazellulare Milieu und
die Aktivitdit der Hormone der Steroidbiosynthese der Nebennierenzellen so
beeinflusst, dass die Nebennierenrindenzellen entlang dieses Gradienten
verschiedene Funktionszustande einnehmen, die letztendlich zur Differenzierung
und Ausbildung der typischen Zonierung der Nebennierenrinde fiihren (Hornsby,
1987), (Dringenberg u. a., 2012). Diese Hypothese erweitert daher bestehende
Modelle iber eine subkapsuldre Stammzellzone, von der sowohl die Zonierung als
auch im adulten Organ eine konstante Zellerneuerung ausgeht. Pluripotente
Stammzellen migrieren zentripetal in die Nebennierenrinde zu den verschiedenen
Zonen, wobei die Zellen eher, wie oben beschrieben, unterschiedliche
Funktionszustdande annehmen, als, wie zuvor angenommen, aufgrund externer, fir
die jeweilige Zone spezifischer Signale zur typischen Nebennierenrindenzelle von zG,

zF oder zR differenzieren (Vinson, 2003), (Kim, Hammer, 2007).

1.1.2 Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse

Einer der wichtigsten regulatorischen Stimuli fir die Funktion der Nebennierenrinde
ist ACTH, das in den basophilen Zellen des Hypophysenvorderlappens synthetisiert
wird. Obwohl funktionelle Zusammenhdnge zwischen ACTH und der Nebenniere
bereits in den 1950er Jahren bekannt waren, fiihrte erst die Entdeckung von CRH,
das unter anderem im Nucleus paraventricularis des Hypothalamus gebildet wird
und die ACTH-Freisetzung kontrolliert, Anfang der 1980er Jahre durch Vale et al. zur
Vervollstandigung des Modells der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse
(Conn, Fajans, 1952), (Vale u. a., 1981). CRH wird pulsatil aus dem Hypothalamus
freigesetzt und stimuliert synergistisch mit Arginin-Vasopressin die Abspaltung von
ACTH aus Proopiomelanocortin. Ausgehend vom CRH-Rezeptor Typ 1 vermittelt CRH
seine Wirkung Uber die Aktivierung der Adenylatcyclase und Erhéhung von
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intrazellularem 3'-5'-cyclic adenosine monophosphate (cAMP). Es kommt zur
Aktivierung der Prohormon-Konvertasen Prohormone convertase 1 (PC1) und
Prohormone convertase 2 (PC2) und damit zur Spaltung von Proopiomelanocortin in
pro-y-Melanozyten-stimulierendes Hormon, ACTH und B-lipotrophes Hormon, die
jeweils weiter gespalten werden konnen. Das genaue quantitative Verhaltnis der
verschiedenen Spaltprodukte von Proopiomelanocortin (POMC), den POMC-related
peptides, ist vom Verhdltnis von PC1 zu PC2 in den CRH-Zielzellen abhangig
(Benjannet u. a., 1991), (Day u. a., 1992). Bindet ACTH am hochspezifischen G-
Protein-gekoppelten, 7fach transmembrandsen Melanocortin 2 receptor (MC2-
Rezeptor) in der Nebennierenrindenzelle, wird die stimulierende Untereinheit des G-
Proteins freigesetzt und die Adenylatcyclase aktiviert. Konsekutiv steigt der
intrazellulare cAMP-Spiegel und die cAMP-abhangige Protein kinase A (PKA) wird
aktiviert (Sala u. a., 1979), (Sewer, Waterman, 2003). Uber die Phosphorylierung der
Zielproteine kommt es zur weiteren Signaltransduktion und letztendlich zur
Modulation der Nebennierenfunktion. So werden Uber SF-1 vermittelt die
Schliisselenzyme fiir die Steroidbiosynthese aktiviert und die Steroidbiosynthese der
Zielzelle wird gesteigert (Stocco u. a., 2005). Daruber hinaus werden aber auch
Wachstum und Proliferation der Nebennierenrinde Uber eine ACTH-abhangige
Aktivierung von Mitogen-activated protein kinase (MAPK) reguliert (Robinson-White
u. a. 2006), (Winnay, Hammer, 2006). Eine Aktivierung der
Nebennierenrindenzellen durch ACTH flihrt zu einer gesteigerten Phosphorylierung
der MAP kinase-ERK kinase (Mek) und der MAPK Extracellular regulated MAP kinase
(ERK)1/2, vermutlich unabhangig von PKA (Le, Schimmer, 2001), (Janes u. a., 2008).
ERK1/2 kontrollieren die Aktivitat von mehr als hundert Substraten wie z.B.
Transkriptionsfaktoren und anderen signallibertragenden Proteinen, sodass in der
Nebennierenrinde sowohl die Steroidbiosynthese als auch das Zellwachstum
beeinflusst werden (Yoon u. a., 2006), (Wu u. a., 2002). Neben ACTH koénnen
weitere, von der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren (HHN)-Achse weitgehend

unabhangige Liganden wie zum Beispiel Vascular endothelial growth factor (VEGF),



Epidermal growth factor (EGF), Insulin-like growth factor (IGF) und Fibroblast growth
factor 2 (basic) (bFGF), die MAPK regulieren (Hoeflich, Bielohuby, 2009).
Abweichende Muster innerhalb der beschriebenen Signalkaskaden kdnnen mit
Stérungen in der Hormonproduktion und mit adrenalem Tumorwachstum
einhergehen, wie von Haase et Willenberg zusammengefasst (Haase, Willenberg,
2009).

Die Regulation der HHN-Achse ist ein Zusammenspiel verschiedener Systeme; das
endokrine System, das Nervensystem und das Immunsystem wirken in komplexer
Interaktion. Als Reaktion auf chronischen Stress findet man vermehrte Expression
des Corticotropin-releasing hormone receptor 1 (CRH-R1) in den corticotrophen
Zellen der Hypophyse, also eine erhdhte Sensibilitat auf den Stimulus CRH (Luo u. a.,
1994). Der Locus coeruleus und andere noradrenerge Zellpopulationen in Hirnstamm
und Brucke bilden das Locus-coeruleus-norepinephrin-System (LC/NE-System) und
sezernieren Epinephrin, das neurovegetative Funktionen hemmt und den
Hippocampus, die Amygdala, das Striatum und auch die HHN-Achse beeinflusst. Als
morphologisches Korrelat flir diese enge Verzahnung ist die Expression von
Corticotropin-releasing hormone receptor (CRH-R) in den Zellen des Locus coeruleus
und al-Rezeptoren fiir Adrenalin im Nucleus paraventricularis anzusehen, Uber die
eine gegenseitige Stimulation stattfindet. Vermittelt und moduliert wird die
Stressantwort im ZNS vom mesolimbischen System, Amygdala und Hippocampus,
LC/NE-System und CRH/ACTH-System (Chrousos, 1998). Darlber hinaus beeinflusst
das Immunsystem die HHN-Achse. Die meisten Kenntnisse haben wir lber den
Einfluss von Tumornekrosefaktor-a, Interleukin (IL)-1 und IL-6, die jeweils die HHN-
Achse stimulieren. IL-6, dessen Produktion von den anderen beiden genannten
Zytokinen, aber auch von Katecholaminen geférdert, von Glukokortikoiden hingegen
gehemmt wird, hat auf die ACTH-Produktion dabei einen gréReren Effekt als hohe
Dosen CRH, vermutlich Uber zusatzliche Aktivierung von Arginin-Vasopressin

(Chrousos, 1995).



Glukokortikoide (iben auf die HHN-Achse ein lUberwiegend negatives Feedback aus.
So wird der Organismus vor den antireproduktiven, immunsuppressiven und
katabolen Effekten der Glukokortikoide geschiitzt. In weiten Teilen des ZNS befinden
sich intrazelluldre Glukokortikoidrezeptoren. Dabei bindet Kortisol im ZNS sowohl an
den Glukokortikoidrezeptor Typ | (Mineralokortikoidrezeptor) als auch an den
Glukokortikoidrezeptor Typ Il (Glukokortikoidrezeptor). Je nach Lokalisation der
Rezeptoren kommt es zu positivem oder negativem Feedback auf die HHN-Achse,
deren Aktivitat somit durch Kortisol moduliert wird. Wahrend der ndchtlichen
Ruhephase der HHN-Achse aktiviert der niedrige Kortisolspiegel vor allem hoch
affine Mineralokortikoidrezeptoren und erhalt so eine niedrige Basalaktivitat. In den
Phasen hoher CRH-Sekretion des circadianen Rhythmus oder in Stresssituationen
begrenzen die hohen Dosen an Kortisol die CRH-Sekretion {iber die
Glukokortikoidrezeptoren in Hypothalamus und Hypophyse (Reul, de Kloet, 1985),
(Spencer u. a., 1998), (Tsigos, Chrousos, 2002).

Neben der ,klassischen” HHN-Achse wird auch ein intraadrenaler, von
hypophysarem ACTH unabhangiger Effekt von CRH auf die adrenale
Steroidbiosynthese beschrieben. Voraussetzung ist die Expression der CRH-Rs auf
adrenocorticalen Zellen (Willenberg u. a., 2005). Sowohl in kultivierten fetalen
Nebennierenzellen als auch in adulten Nebennierenzellkulturmodellen stimuliert
CRH die Steroidbiosynthese Uber Aktivierung des CRH-R Typ 1 (Sirianni u. a., 2005),
(Willenberg u. a., 2000).

1.1.3 Renin-Angiotensin-Aldosteron System

Die  besondere  Bedeutung des RAAS fir die  Blutdruck- und
Mineralokortikoidregulation wurde von Franz Gross erkannt (Gross, 1958). Auf einen
Volumen-, Druck- oder Natriumverlust im juxtaglomeruldaren Apparat der Niere wird
reaktiv Renin sezerniert, das als Protease wirkt und aus dem in der Leber
produzierten Angiotensinogen das Dekapeptid Angiotensin | abspaltet. Das
Angiotensin | converting enzyme (ACE) katalysiert die Umwandlung in das
Oktapeptid Angiotensin Il, das auf die Erfolgsorgane des RAAS wirkt. Klinisch kommt
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es Uber einen Anstieg des Salzgehalts des Blutes zu Durst, zur ADH-vermittelten
Wasserriickresorption und damit zur Erhéhung des Blutvolumens (Peach, 1977). Ein
Erfolgsorgan fiir Angiotensin Il ist die Nebennierenrinde, in der es die
Aldosteronproduktion stimuliert. Angiotensin |I-Rezeptoren finden sich prinzipiell in
allen Zonen der Nebennierenrinde, lassen sich aber auferhalb der zG erst durch
hohe Dosen Angiotensin Il aktivieren. Der Angiotensin Il receptor, type 1 (AGT1R) der
zG hingegen ist hochspezifisch fir Angiotensin Il (Douglas u. a., 1984), (Balla u. a.,
1991). Die Aktivierung des AGTI1R fiihrt einerseits zu einer Hemmung der
Adenylatcyclaseaktivitdat, verbunden mit einer Erniedrigung des cAMP-Spiegels,
andererseits zu einem Anstieg des intrazelluldren Kalziumspiegels Uber die
Aktivierung von Dihydropyridin-sensitiven, spannungsabhdngigen Kalziumkanalen
sowie Uber die Aktivierung der Phospholipase C mit konsekutiver
Inositoltriphosphatbildung und Freisetzung von Kalziumionen aus intrazelluldren
Speichern. Die hohe intrazelluldare Kalziumkonzentration inhibiert die ansdssigen
Subtypen 5 und 6 der Adenylatcyclase in der zG-Zelle, wahrend Proteinkinase C und
calmodulin  kinase und letztendlich die Enzyme der Steroidbiosynthese,
insbesondere cytochrome P450, family 11, subfamily B, polypeptide 2 (CYP11B2), die
Aldosteronsynthase, aktiviert werden (Ohnishi u. a., 1992), (Dringenberg u. a.,
2012).

Wahrend die gesteigerte Aldosteronbiosynthese eher als akute Reaktion der zG auf
Angiotensin |1l angesehen werden kann, hat eine salzarme Erndhrung, die zur
langandauernden Freisetzung von Angiotensin Il fihrt, einen proliferativen Effekt
auf diese Zone (Aguilera, Catt, 1983).

Analog zum intraadrenalen CRH/ACTH-System konnten Studien die Existenz eines
intraadrenalen RAAS belegen. Sowohl auf messenger ribonucleic acid- (mRNA) als
auch auf Protein-Ebene wurden intraadrenales Prorenin, Angiotensinogen und ACE
sowie die aktiven Komponenten des Systems, Renin und Angiotensin |,

nachgewiesen (Ehrhart-Bornstein u. a., 1998).



1.1.4 Kortikochromaffine Interaktionen und neurale
Regulationsmechanismen

Lange Zeit wurden Nebennierenrinde und —mark vollig unabhangig voneinander
betrachtet. Bereits auf morphologischer Ebene zeigt sich aber eine mdgliche
funktionelle Verkniipfung, da sowohl chromaffine Zellen in der kortikalen Zone als
auch kortikale Zellen im Nebennierenmark gehauft in der Nahe medullarer Gefalle
gefunden wurden. Die adrenomedulldren sekretorischen Produkte Adrenalin und
Noradrenalin stimulieren die Steroidbiosynthese von Nebennierenrindenzellen in
vivo und in vitro Uber a-Rezeptoren. AuRerdem haben die darliber hinaus von den
chromaffinen Zellen sezernierten Neuropeptide regulatorische Einfllisse auf die
Nebennierenrinde (Ehrhart-Bornstein u.a. 1998), (Schinner, Bornstein, 2005). In vitro
Untersuchungen mit Kokulturen von adrenokortikalen und chromaffinen Zellen
zeigten einen parakrin-stimulierenden Effekt von chromaffinen Zellen auf die
kortikale Steroidbiosynthese (Haidan u. a., 1998). Elektronenmikroskopische
Untersuchungen konnten die Verbindung von Nebennierenrindenzellen mit gap-
junctions aufzeigen, die interzellularen Austausch von hydrophilen Molekilen
ermoglichen und so die Weiterleitung parakriner Effekte ermoglichen (Davis u. a.,
2002). In direktem Kontakt zu hormonproduzierenden Zellen der Rinde stehen
vesikelgefillte Nervenendigungen der den Kortex zur Medulla durchziehenden
Nerven, sodass eine nervale Innervation des Kortex nahe liegt (Dorovini-Zis, Zis,
1991). Baro- und Chemorezeptoren in der Nebennierenrinde werden von
Nervenfasern versorgt, die teilweise aus Nervenzellen der adrenalen Medulla
stammen, teilweise aber von aullerhalb gelegenen Ganglien entlang der
versorgenden GefdRe in den adrenalen Cortex gelangen (Niijima, Winter, 1968),
(Hinson, 1990). Die Funktionen dieser Innervation sind vielfdltig, unter anderem
scheint adrenales Wachstum neural reguliert zu werden, da es bei einseitiger
Adrenalektomie kompensatorisch zu neural vermittelter Hypertrophie der

kontralateralen Nebenniere kommt (Dallman u. a., 1977), (Holzwarth u. a., 1987).



1.2 Der Hh-Signalweg

Das Hh-Gen wurde erstmals 1980 von der Arbeitsgruppe um Christiane Nusslein-
Volhard und Eric Wieschaus bei Mutationsanalyen an Drosophila zur Identifikation
von Genen mit Beteiligung an der Segment-Polarisation beschrieben (Nusslein-
Volhard, Wieschaus, 1980). Im Verlauf wurden zunidchst in Méausen die drei
Drosophila Hh-Homologe fiir Sdugetiere, Shh, Desert hedgehog (Dhh) und Indian
hedgehog (lhh), entdeckt und erstmals eine entscheidende Rolle fir Shh in der
Entwicklung des ZNS postuliert (Echelard u. a., 1993). Mittlerweile konnte diesen
Hh-Homologen eine essentielle Bedeutung in der embryonalen Entwicklung
zugeschrieben werden, wobei der Hh-Signalweg nicht nur die Zelldifferenzierung,
das —wachstum und die Gewebeentwicklung in der Embryologie reguliert, sondern
auch im adulten Organismus fiir die Kontrolle von Homodostase und
Stammzellaktivitat von Belang ist (Ingham, McMahon, 2001).

Die Kaskade zur Signaltransduktion wird durch Bindung der Hh-Proteine an den 12-
fach transmembrandsen Rezeptor Ptchl bzw. Patched2 (Ptch2) der entsprechenden
Zielzellen induziert. Es kommt zu einer Internalisierung der Rezeptoren (Carpenter u.
a., 1998). Daraufhin wird ein zweiter Rezeptor, der 7-fach transmembrandse
Rezeptor Smo, an seinem intrazelluldaren carboxyterminalen Anteil phosphoryliert
und aus intrazellularen Vesikeln in die Zellmembran des primaren Ziliums der
Zielzelle eingebaut und damit reaktiviert. Die genauen Mechanismen, wie die Ptch-
Rezeptoren und Smo interagieren, sind noch nicht vollstandig geklart. Ein direkter,
physischer Kontakt gilt aber als unwahrscheinlich (Chen, 2004), (Huangfu, Anderson,
2006). Die eigentliche Signaltransduktion des Hh-Signalwegs wird durch die Familie
der GLI family of zinc finger transcription factors (Gli-Proteine) vermittelt. Im
inaktivierten Zustand der Hh-Signalweg-Zielzelle werden die Gli-Proteine durch PKA
und durch Suppressor of Fused (SuFu) inhibiert (Wang u. a., 2000), (Kogerman u. a.,
1999). Erst nach erfolgter Aktivierung von Smo wird die durch PKA und SuFu

vermittelte Inhibition gestoppt und die Gli-Proteine werden aktiviert. Am Ende der
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Kaskade induziert Glil schlieBlich im Zellkern die Translation der Hh-Signalweg-
Zielgene (Ingham, McMahon, 2001).

Ein gestorter Ablauf innerhalb der komplexen Signalkaskade kann zu einer
UbermafRigen Aktivierung oder Inhibition des Hh-Signalwegs flihren. Entsprechend
der physiologischen Rolle der Hh-Proteine kann es zu Fehlbildungen in der
Entwicklung, im adulten Gewebe aber auch zur Tumorentstehung kommen (Ingham,
McMahon, 2001). So zeichnet eine inaktivierende Mutation im Rezeptor PTCH im
Menschen filir das Gorlin-Goltz-Syndrom verantwortlich, charakterisiert durch das
gehaufte Auftreten von Basalzellkarzinomen, Rhabdomyosarkomen und
Medulloblastomen (Gorlin, 2004), (Hahn u. a., 1996). Ein erster Hinweis auf eine
mogliche Rolle des Hh-Signalwegs in der Nebenniere waren Kenntnisse Uber eine
Mutation von GL/3 im Pallister-Hall Syndrom, bei dem klinisch unter anderem eine
Hypoplasie der Nebenniere beobachtet werden kann (Kang u. a., 1997). Ein weiterer
Ausgangspunkt unserer Arbeit, den Hh-Signalweg in der humanen Nebenniere zu
untersuchen, waren Veroffentlichungen, die den Einfluss des Hh-Signalwegs auf die
Tumorgenese der Hypophyse und die ACTH-Produktion der Hypophyse sowie auf die
Entwicklung der Leydig-Zellen und der Steroidbiosynthese in den Gonaden
beschrieben (Vila u. a., 2004), (Vila u. a., 2005), (Yao u. a., 2002), (Clark u. a., 2000).
Im Laufe unserer Experimente wurden zudem erste Erkenntnisse zur Rolle von Shh
in der Entwicklung der Nebenniere der Maus veroffentlicht, die uns in unseren

Bemihungen bestarkt haben (King u. a., 2009), (Ching, Vilain, 2009).
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2. Ziele der Arbeit

In den letzten Jahren wurde die Rolle des Hh-Signalwegs bei der Entwicklung der
Nebenniere der Maus ndahergehend untersucht (Laufer u.a., 2012). Bisher war wenig
Uber die Rolle beim Menschen und adultem adrenalen Gewebe bekannt. Dartiber
hinaus wurden Studien zur Rolle des Hh-Signalwegs bei der Steroidbiosynthese in
den Gonaden sowie zur Regulation der ACTH-Sekretion und Tumorentstehung in der
Hypophyse publiziert (Clark u.a., 2000), (Vila u.a., 2004), (Vila u.a., 2005). Unsere
Hypothese war daher, dass der Hh-Signalweg neben seiner Rolle bei der
Nebennierenentwicklung auch in physiologische und pathophysiologische Prozesse
der adulten, humanen Nebenniere involviert ist. Es war unser Ziel, die Expression
wichtiger Komponenten der Hh-Signalkaskade in adulten humanen Nebennieren zu
untersuchen. Falls Komponenten des Signalwegs in den Nebennierenrindenzellen
vorhanden sind, wollten wir untersuchen, ob Stérungen des Hh-Signalwegs - wie in
anderen Organen auch - fir die adrenale Tumorgenese bedeutsam sind. Wir
verfolgten deshalb die Hypothese, dass Expressionsunterschiede der Hh-
Signalkaskade im Vergleich zwischen adrenalen Tumoren und Normalgewebe
vorliegen.

Um von Expressionsunterschieden auf mogliche funktionelle Stérungen
zurilickschlieBen zu koénnen, wollten wir den regulatorischen Einfluss des Hh-
Signalwegs auf die Funktion und das Wachstum humaner adrenaler Zellen in einem
in vitro-System studieren. In Fokus nahmen wir dabei die Interaktion mit dem
cAMP/PKA-Signalweg, der einerseits die Funktion des Hh-Signalwegs in anderen
Geweben inhibiert, gleichzeitig aber auch entscheidend fiir die Regulation der

Nebennierenrindenfunktion ist.
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3. Hedgehog-signaling is upregulated in non-producing human adrenal
adenomas and antagonism of hedgehog-signaling inhibits proliferation
of NCI-H295R cells and an immortalized primary human adrenal cell line
Werminghaus, P., Haase, M., Hornsby, PJ., Schinner, S., Schott, M.,
Malendowicz, LK., Lammers, BJ., Goretzki, PE., Mller-Mattheis, V.,
Giessing, M., Willenberg, HS., The Journal of Steroid Biochemistry and
Molecular Biology, Volume 139, Pages 7-15 (2014).
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4. Diskussion

Der Hh-Signalweg ist in die embryonale Entwicklung verschiedener Organe zentral
eingebunden. Im adulten Gewebe kontrolliert er das Verhalten und die Homdostase
der entsprechenden Stammzellen (Ingham, McMahon, 2001). Fiir die regelrechte
Entwicklung der Gonaden und fiir die Regulierung der gonadalen Steroidbiosynthese
ist Dhh entscheidend. Mannliche Mause, bei denen das Dhh-Gen ausgeschaltet
wurde, entwickeln eine fehlerhafte Spermatogenese und zeigen morphologisch
abweichende Varianten der Leydigzellen mit einer reduzierten Expression von Sf-1
(Yao u. a., 2002), (Clark u. a., 2000). Seit einigen Jahren beschéaftigen sich
verschiedene Arbeitsgruppen mit der Beteiligung des Hh-Signalwegs an der
Nebennierenentwicklung und konzentrieren sich dabei auf die Rolle von Shh an der
Entwicklung der Nebenniere in Mausen und Ratten (King u. a., 2009), (Ching, Vilain,
2009), (Huang u. a., 2010).

So konnten die Bestandteile der Hh-Signalkaskade Shh, Glil, GLI family zinc finger 2
(Gli2) und Gli3 in der Nebennierenrinde wahrend des gesamten
Entwicklungszeitraumes nachgewiesen werden. Wird Shh inaktiviert, so lassen sich
eine Hypoplasie und darliber hinaus auch eine Aufhebung der regelhaften
Morphologie des Kortex beobachten (Laufer u. a., 2012). Shh scheint daher
bedeutsam fir das GréRenwachstum der Nebennierenrinde zu sein, eine Beteiligung
an der Differenzierung in die bekannten Zonen des adulten Organs wird diskutiert,
wobei hier vermutlich andere Mechanismen im Vordergrund stehen (Guasti u. a.,
2013b), (Yates u. a., 2013), (Dringenberg u. a., 2012).

Fiir uns stellte sich die Frage, ob ahnlich wie bei anderen, fiir die adrenale
Embryogenese bedeutenden Wachstumsfaktoren, auch der Hh-Signalweg an der
Physiologie, dem Wachstum und damit gegebenenfalls auch an der Tumorgenese

der adulten humanen Nebenniere beteiligt ist (Haase u. a., 2007).
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4.1 Nachweis des Hh-Signalwegs in der adulten humanen Nebenniere

Glil ist sowohl der primare Transkriptionsfaktor als auch ein Zielgen der Hh-
Signalkaskade, sodass der Nachweis bedeutet, dass die Signalkaskade unterhalb des
Rezeptors Smo auch tatsachlich aktiv ist (Ingham, McMahon, 2001), (Vokes u. a.,
2007). In unserer Arbeit konnten wir mit GLI1-Antikorpern die adulten humanen
Nebennieren anfarben. Besonders auffillig war die Farbung subkapsular in der zG
und in der zR; die zF war aber ebenfalls positiv fiir GLI1, sodass wir postulieren, dass
der Hh-Signalweg im gesamten humanen adulten adrenalen Kortex aktiv ist. Unsere
Ergebnisse wurden von einer unabhangigen Arbeitsgrupppe um Gomes et al.
bestatigt (Gomes u.a., 2014). Passend zu diesen Daten detektierten Huang et al. in
Mausen die Expression von Glil, Ptchl und Shh im adrenalen Kortex von adulten
Mausen, wobei Glil und Ptchl kapsuldr, Shh hingegen subkapsuldr nachgewiesen
werden konnten (Huang u. a., 2010). Interessanterweise wird Shh dabei von relativ
undifferenzierten steroidogenen Zellen exprimiert; diese Beobachtung veranlasste
die Arbeitsgruppe um King und Laufer dazu, ein Modell der Nebennierenentwicklung
aufzustellen, das genauer auf die Bedeutung des Hh-Signalwegs eingeht. Wahrend
die Entwicklung des adrenalen Primordiums weitestgehend Hh-unabhangig reguliert
wird, ist Shh entscheidend an Reifung und Erhaltung der adrenalen Kapsel
verantwortlich (Laufer u. a., 2012). Der Nachweis und die Lokalisationsbestimmung
von SHH-Protein in der Nebennierenrinde mit Immunhistochemie, die diese These
stltzen kdnnten, gestalteten sich in unserer Studie als Herausforderung. Die von uns
untersuchten Nebennieren lieen sich nicht eindeutig mit einem SHH-Antikérper
anfarben. Die kommerziell erhdltlichen Antikérper wurden primar fir Western-Blot
Untersuchungen entwickelt, sodass eine Garantie fir Funktionalitdit in
immunhistochemischen Verfahren nicht gegeben war. Aufgrund der limitierten
Gewebemenge, die uns fir unsere Studie zur Verfligung stand, entschieden wir uns
dennoch gegen eine Western-Blot Analyse und fiir die morphologische
Untersuchung von adrenalen Schnitten mit Immunhistochemie, sodass wir die

bereits beschriebenen morphologischen Unterschiede fiir die GLI1-Expression
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aufdecken konnten. Dem SHH-Protein aufgrund des fehlenden Nachweises auf
Proteinebene in unserer Studie die Bedeutung fiir die Regulation adrenaler
Funktionen abzusprechen, ist jedoch unzuldssig, da wir SHH auf mRNA-Ebene und
des Weiteren GLI1, SMO und PTCH1 in allen untersuchten Nebennieren nachweisen
konnten und mit diesen Ergebnissen mit den Daten anderer Arbeitsgruppen
Ubereinstimmen. So konnten die Bestandteile der Hh-Signalkaskade teilweise auf
mRNA-, teilweise auf Proteinebene nachgewiesen werden (King u. a., 2008), (Ching,

Vilain, 2009), (Huang u. a., 2010), (Laufer u. a., 2012) (Gomes u.a., 2014).

4.2 Der Hh-Signalweg in Nebennierenrindentumoren

Stérungen innerhalb der Hh-Signalkaskade, die mit einer nicht-physiologischen
Aktivitat des Signalweges einhergehen, fiihren zu krankhaften Zustanden des
Organismus. Besonders die Entstehung maligner Erkrankungen scheint beglinstigt.
Im Gorlin-Goltz-Syndrom, das mit dem generalisierten Auftreten multipler
Basalzellkarzinome, mit Medulloblastomen und Rhabdomyosarkomen einhergeht,
konnte eine den Rezeptor Patched inaktivierende Mutation nachgewiesen werden,
die auf diese Art den Hh-Signalweg bei den Betreffenden unkontrolliert aktiviert
(Gorlin, 2004), (Hahn u. a., 1996). Andere Kklinische Beispiele tumordser
Erkrankungen, in deren Pathophysiologie die Hh-Signalkaskade eingebunden ist, sind
das kleinzellige Lungenkarzinom, Karzinome der Speiserdhre, des Magens, des
Gallengangsystems und des Pankreas (Berman u. a., 2003), (Watkins u. a., 2003).
Besonders interessante Einblicke in mogliche pathophysiologische Mechanismen des
Hh-Signalwegs in der Nebenniere bieten die Studien von Vila et al. in der
Hypophyse, dem der Nebenniere funktionell nahestehenden Organ. Obwohl SHH
wichtig flr eine normale Entstehung der Hypophyse ist, und neben SHH auch PTCH
und GLI1 in corticotrophen Zellen nachweisbar sind, exprimieren ACTH-
sezernierende Hypophysenadenome kein SHH (Treier u. a., 2001), (Vila u. a., 2005).
Dennoch scheint SHH in die hypophysare Hormonsekretion eingebunden zu sein, da
SHH sowohl die Expression des CRH-R1 als auch die ACTH-Sekretion Uber eine GLI-
abhangige Aktivierung von POMC steigert (Vila u. a., 2004), (Vila u. a., 2005).
25



Aufgrund dieser Voriberlegungen stellten wir uns also die Frage einer moglichen
Beteiligung des Hh-Signalwegs an der Tumorgenese der humanen Nebenniere und
untersuchten daher Nebennierenkarzinome und Nebennierenrindenadenome,
sowohl hormonproduzierende als auch hormoninaktive Tumoren auf die Expression
der wichtigsten Hh-Signalweg-Komponenten. Obwohl wir GLI1 in der normalen
Nebenniere immunhistochemisch nachweisen konnten, waren die von uns
untersuchten adrenalen Tumoren weder positiv fiir GLI1 noch fiir SHH. Gomes et al.
hingegen konnten in der Mehrzahl, aber nicht in allen untersuchten Tumorproben
GLI1 immunhistochemisch anfarben, SHH hingegen nur in wenigen Tumoren (Gomes
u.a., 2014). Passend dazu konnten wir auf mRNA-Ebene GLI/1, SHH, SMO und PTCH1
nicht nur im humanen adrenalen Normalgewebe, sondern auch in allen
untersuchten Tumoren nachweisen. Dartiber hinaus wurden in der
semiquantitativen Real time polymerase chain reaction (PCR) teilweise erhebliche
guantitative Unterschiede im Expressionsmuster in den einzelnen Gewebearten
auffallig.

Sowohl bei hormonaktiven Adenomen als auch bei Nebennierenrindenkarzinomen
zeigte sich eine zwei- bzw. sechsfache Erhéhung der SHH-mRNA-Expression im
Vergleich zur Expression in der normalen Nebenniere. Diese Ergebnisse gingen
jedoch einher mit relativ geringen Unterschieden fiir die Expression von GL/1-, SMO-
und PTCH1-mRNA, passend zu Daten aus der Arbeitsgruppe von Gary Hammer, die
bei Genexpressionsanalysen adrenocorticale Tumoren mit normalen Nebennieren
prifte und keinen statistisch signifikanten Unterschied in der Expression von SHH
und GLI1 im Vergleich von Nebennierenrindenkarzinomen, Nebennierenadenomen
und normalen Nebennieren feststellen konnte (Giordano, 2010). Die Daten zur
Expression von Komponenten des Hh-Signalwegs in Nebennierenrindentumoren
sind in der Literatur jedoch bislang duRerst heterogen. So konnten Gomes et al.
innerhalb der untersuchten Population adrenocorticaler Tumoren
Expressionssteigerungen fir PTCH1-, SMO-, GLI3- und SUFU-mRNA in ACC im

Vergleich zu normalen adulten Nebennieren messen, nicht aber fiir Shh-mRNA. In
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den von ihnen untersuchten Nebennierenadenomen fanden sie hingegen keine
statistisch  signifikanten  Expressionsunterschiede. In  Tumorgewebe von
padiatrischen Patienten zeigte sich eine verminderte Expression flir SHH-, GLI1-,
PTCH1-, SMO- und GLI3-mRNA im Vergleich zu normalen padiatrischen
Nebennieren. Boulkroun et al. verglichen die Expression von SHH in normalen
menschlichen Nebennieren mit der in Aldosteron-sezernierenden
Nebennierenadenomen. Wahrend sie im Kontrollgewebe nur eine schwache SHH-
Expression einiger Zellen ausschlieBlich subkapsuldr in der Nebennierenrinde
nachwiesen, war SHH in allen untersuchten Tumoren schwach exprimiert, davon bei
etwa 29% homogen im gesamten Knoten, bei der Mehrheit der Tumoren aber
heterogen im Tumorgewebe (Boulkroun u. a., 2011). In Zusammenschau dieser
Daten kann die exakte Rolle des Hh-Signalwegs in der Tumorgenese
hormonproduzierender adrenocorticaler Tumoren weiterhin nicht vollstandig
geklart werden. Immerhin weisen sowohl unsere Ergebnisse als auch die
aufgefiihrten Studien auf eine mogliche Beteiligung von SHH bei diesen Neoplasien
hin, wohingegen sich jedoch bislang keine Hinweise auf eine fiihrende Rolle in der
Entstehung und der Wachstumsregulation dieser Tumorentititen ergeben.
Interessante Ergebnisse brachten unsere weiteren Experimente zur Expression der
Hh-Signalweg-Molekile SHH, GLI1, SMO und PTCH in hormoninaktiven Adenomen -
auch im Hinblick auf die eben diskutierten Ergebnisse unserer Studien in ACC und
hormonproduzierenden Adenomen. Es zeigte sich neben einer signifikant erhdhten
Expression von SHH auch eine erhdohte Expression der weiteren Komponenten GLI/1,
SMO und PTCH1 fiir die hormoninaktiven Adenome. Diese Ergebnisse sprechen fir
eine Beteiligung des Hh-Signalwegs an der Pathophysiologie dieser Tumorentitat.
Die Studien der Arbeitsgruppe um Ed Laufer und Peter King geben Erklarungsansatze
Uber die moglichen funktionellen Zusammenhange zwischen Hh-Signalweg und der
Tumorgenese in Nebennierenrindentumoren (King u. a., 2009). So ist eine exzessive
Stimulation von SHH-exprimierenden Zellen bzw. eine Expansion dieser Zellart

denkbar. Nicht-hormonaktive Zellen, die sensibel flir SHH sind, kénnten Gbermalig
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aktiviert werden, sodass es Uber die weitere Kaskade mit konsekutiver Aktivierung
von SMO und GLI1 innerhalb dieser zweiten Zellart zur Proliferation und
Tumorentstehung kommt. Alternativ kdnnte auch eine autonome, SHH-unabhangige
Aktivierung des Hh-Signalwegs in den nicht-steroidogenen Zellen die ausgepragt
erhohte Expression von GLI/1 in dieser Tumorentitdt erklaren. Passenderweise
beschreiben King et al. in ihren Arbeiten eine Glil+/SF-1- Zellpopulation in den
untersuchten Nebennieren von Mausen, die durch SF-1+/Shh+ Zellen aktiviert
werden (King u. a., 2009). Unsere oben diskutierten Ergebnisse zur
Expressionssteigerung von SHH-mRNA in ACC und hormonproduzierenden
Adenomen ohne einhergehende Steigerung der Expression der weiteren Hh-
Signalweg-Bestandteile untermauern diese Theorie, da hormonaktive Tumoren
vermutlich vermehrt aus der Sf+/Shh+ Zellpopulation bestehen und die Gli1+/SF-1-
Zellen supprimiert sein konnten. AuRerdem ist bei dieser Tumorentitat eine erhdhte
Aktivierung des cAMP/PKA-Signalwegs zu vermuten, der wiederum inhibierenden
Einfluss auf die Hh-Signalkaskade ausilibt (Sheng u. a., 2006). Um dies auch in
Nebennierenrindenzellen bestatigt zu wissen, kultivierten wir NCI-H295R-Zellen mit
Forskolin und konnten die Expression von SMO- und GL/II-mRNA auf diese Art
hemmen. Es ist daher zu vermuten, dass in ACC und hormonproduzierenden
Adenomen der Hh-Signalweg iber den cAMP/PKA-Signalweg negativ reguliert wird,
wohingegen in den NPA der Hh-Signalweg aktiv bleibt.

Die Studien von Boulkroun et al. zeigen eine signifikante Expressionssteigerung des
Hh-Signalwegs im peritumoralen Gewebe der untersuchten Adenome und der
angrenzenden zG-Zellen der von einem Aldosteron-produzierenden Adenom (APA)
befallenen Nebennieren im Vergleich zum Haupttumorgewebe oder zu normalen
Nebennieren. Diese Beobachtungen lieRen die Autoren schlussfolgern, dass eine
UbermafRige Aktivierung des Hh-Signalwegs im adulten Gewebe zu einer
Reaktivierung fetaler Wachstumsmuster und damit zu unkontrolliertem adrenalen
Wachstum fihrt (Boulkroun u. a., 2011). Auch wir und andere (Gomes u.a., 2014)

haben bei unserer immunhistochemischen Analyse eine erhdéhte Expression von
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GLI1 in den subkapsuldaren Gebieten der zG im Vergleich zur etwas schwacheren
Farbung der zF gefunden. Da wir nur sehr wenig Gewebe der hormoninaktiven
Tumoren zur Verfligung hatten, mussten wir uns auf die deskriptiven Studien zur
MRNA-Expression konzentrieren und konnten das  Gewebe nicht
immunhistochemisch untersuchen. Unsere Ergebnisse insbesondere im Hinblick auf
die Daten der Gruppe um King und Laufer in Mausen, die Daten von Gomes et al. in
ACC und Nebennierenrindenadenomen und die dullerst heterogenen Daten von
Boulkroun et al. in APA sind jedoch vielversprechend, lassen eine entscheidende
Rolle des Hh-Signalwegs bei dieser Tumorentitdt vermuten und sollten daher in

grofReren Studien zu NPA vertieft werden.

4.3 Einflisse des Hh-Signalwegs auf das Verhalten humaner
adrenocorticaler Zellkulturlinien in vitro

Wir konnten zeigen, dass ein gezielter Antagonismus mit Cyclopamin des Hh-
Signalwegs in verschiedenen adrenocorticalen Zellkulturmodellen mit einer
gehemmten Zellproliferation und Steroidbiosynthese einhergeht. Wir untersuchten
dabei zwei etablierte Zellkulturlinien: Die NCI-H295R-Zelllinie adrenocorticaler
Karzinomzellen sowie eine in Zusammenarbeit mit Prof. Hornsby etablierte
immortalisierte, primare humane Nebennierenrindenzelllinie. Unsere Versuche, den
Hh-Signalweg exogen Uber die Stimulation der Nebennierenrindenzellen mit SHH
und Smoothened Agonist (SAG) zu aktivieren, zeigten jedoch keinen statistisch
signifikanten Effekt auf die Proliferation und die Steroidbiosynthese. Der von uns
beobachtete inhibierende Einfluss von Cyclopamin verblieb dabei ohne statistisch
signifikante Veranderung der Expression von Steroidogenic acute regulatory protein
(StAR)-, MAPK- und SF-I-mRNA oder der Aktivitdt des StAR-Promoters.
Interessanterweise zeigte sich aber zumindest eine leichte, jedoch nicht signifikante
Erhéhung der Expression von StAR und SF-1-mRNA nach Stimulation der NCI-H295R-
Zelllinie mit SAG und SHH.
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Um die Ergebnisse von Agonismus und Antagonismus durch SHH, SAG und
Cyclopamin auf die Nebennierenrindenzellen zu diskutieren, sind tiefergehende
Kenntnisse Uber die Signaltransduktion der Hh-Signalkaskade essentiell. Zunachst
soll hier die zentrale Rolle von SMO, des zweiten Rezeptors innerhalb der
Signalkaskade, diskutiert werden. Die Aktivitat des Hh-Signalweges ist mit der
Lokalisation von Smo im Primarzilium, einem mikrotubuldren, hauchdiinnen
Zellfortsatz, den die meisten Zellen von Saugetieren tragen und der in
Proteintransportmechanismen involviert ist, verknlipft (Garcia-Garcia u. a., 2005),
(Rohatgi u. a., 2007). Der in unseren Studien benutzte Hh-Agonist SAG bindet direkt
an SMO, sorgt fir dessen Kumulation im Primarzilium und steigert so die Aktivitat
der Hh-Signalkaskade (Chen u. a., 2002b). Der spezifische Antagonismus von
Cyclopamin, einem Steroidalkaloid, ist auf die direkte Bindung an Smo und eine so
verursachte und die weiteren Funktionen inhibierende Verdnderung der
Proteinstruktur von Smo zuriickzufiihren (Chen u. a., 2002a). Die Proteinkinase A
wiederum aktiviert Smo Uber Phosphorylierung und fuhrt so zu einer vermehrten
Aktivierung der Hh-Signalkaskade (Jia u. a., 2004). Die Proteinkinase A ist aber auch
entscheidend an der Aktivierung der Steroidbiosynthese in adrenocorticalen Zellen
beteiligt (Sewer, Waterman, 2003). Méglicherweise greift Cyclopamin in unseren
Experimenten durch die Konformationsanderung von SMO so gravierend in die
Homoostase der Nebennierenrindenzelle ein und veradndert die Verfligbarkeit der
PKA, sodass die PKA-assoziierte Aktivierung der Zellproliferation und der
Steroidbiosynthese nachhaltig gestort wird.

Bemerkenswert ist, dass der cAMP/PKA-Signalweg trotz der aktivierenden PKA-
assoziierten Phosphorylierung von Smo prinzipiell ein starker Antagonist der Hh-
Signalkaskade ist (Epstein u. a., 1996), (Hammerschmidt u. a., 1996), (Noveen u. a.,
1996). Die PKA reguliert direkt die Lokalisation und Aktivitdit des
Transkriptionsfaktors Glil (Sheng u. a., 2006). Dieser Mechanismus kénnte erklaren,
warum unsere Experimente mit den Agonisten SAG und SHH keinen statistisch

signifikanten Effekt auf die Proliferation und Steroidbioynthese in den
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adrenocorticalen Zellkulturmodellen hatten: besonders in der
Nebennierenkarzinomzelllinie, aber auch in der immortalisierten, primaren
humanen Nebennierenrindenzelllinie kdnnte aufgrund der hohen intrinsischen
Aktivitait des cAMP/PKA-Signalwegs in Nebennierenrindenzellen GLI1 nicht
ausreichend exogen aktiviert werden, um die hemmenden Effekte von cAMP und
PKA zu kompensieren. Unsere Daten zeigen, dass Forskolin die Expression von SMO
und GL/I-mRNA in Nebennierenrindenkarzinomzellen hemmt. Damit konnten wir
belegen, dass dieser Effekt des cAMP/PKA-Signalwegs prinzipiell auch in
Nebennierenrindenzellen existiert.

Unsere Studien offenbaren einen eindeutig hemmenden Effekt von Cyclopamin auf
die Proliferation und die Steroidbiosynthese in den untersuchten
Nebennierenrindenzelllinien. Obwohl Cyclopamin als spezifischer Inhibitor des Hh-
Signalweges Uber die oben beschriebenen Effekte auf den Rezeptor Smo etabliert ist
(Jia u. a., 2004) und auf &ahnliche Weise wie bei uns in Studien anderer
Arbeitsgruppen genutzt wurde (Taipale u. a., 2000), (Alinger u. a., 2009), (Mazumdar
u. a., 2011), (Mozet u. a., 2013), sind unspezifische Effekte von Cyclopamin nicht
vollstandig auszuschlieen, da wir die Ergebnisse nicht Uber eventuelle
Aktivitatsanderungen des GL/1-Promotors nach Cyclopamin-Stimulation der
Zelllinien oder Uber Tomatidin, einem strukturell verwandten Steroidalkaloid ohne
Effekt auf die Hh-Signalkaskade, kontrolliert haben. Unabhangig von unseren
Ergebnissen konnten auch Gomes et al. mit Cyclopamin in bereits relativ geringen
Dosen die Zelllebensfihigkeit der NCI-H295R Zelllinie nach 96 Stunden
Inkubationszeit inhibieren (Gomes u.a., 2014). Diese Studie stlitzt unsere eigenen
Befunde wund I3sst unspezifische Effekte von Cyclopamin unwahrscheinlich
erscheinen.

Klinisch ist die Spezifitat von Cyclopamin als Hh-Antagonist ebenfalls weithin
akzeptiert, sind doch modifizierte Analoga von Cyclopamin als spezifische selektive

Therapeutika gegen Hh-induzierte Tumoren bereits zugelassen oder wurden in
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aktuellen Studien auf klinische Wirksamkeit geprift (Fan u. a., 2011), (Jimeno u. a.,
2013), (Poggi, Kolesar, 2013).

In unseren Experimenten haben wir die in der Literatur etablierten und von den
Herstellern empfohlenen Dosen fir SAG und SHH genutzt, um die
Nebennierenrindenzellen zu stimulieren. Einige Studien weisen darauf hin, dass
nicht die absolute Konzentration von Hh-Protein, sondern vielmehr kleine
Konzentrationsveranderungen im fir die Zielzelle spezifischen Gradienten von Hh-
Protein die Funktion des Hh-Signalwegs verandern (Charron u. a., 2003), (Martinelli,
Fan, 2007), (Ahn, Joyner, 2004). Wir haben deshalb die Konzentration der
Stimulantien SAG und SHH-Protein variiert, ohne durchgreifende Unterschiede in
der Proliferation der Nebennierenrindenzellen messen zu kénnen.

Bei dem von uns genutzten, kommerziell erhdltlichen SHH-Protein handelt es sich
nicht um das komplette Protein, sondern um das N-terminale Peptid, der
eigentlichen Signaleinheit des Hh-Proteins. /n vivo wird das sezernierte Shh-Protein
mehrfach kovalent modifiziert, um nicht nur die Zellen, die die sezernierende Zelle
direkt umgeben, sondern auch weiter entfernte Zellen zu erreichen und zu
stimulieren (Gallet u. a., 2006), (Mann, Beachy, 2004). Fiir diese Fernwirkungen
benotigen die Hh-Proteine in vivo Lipoproteinpartikel (Eaton, 2008). Moglicherweise
reicht die Signaleinheit von SHH allein nicht aus, um die Nebennierenrindenzellen in
vitro zu stimulieren, da mogliche Co-Faktoren nicht an der Signaleinheit binden
kénnen und essentielle Bindungsproteine oder Co-Rezeptoren fehlen. In aktuellen
Studien konnte gezeigt werden, dass Delta-like 1 homolog (Drosophila) protein
(DIk1) Uber B-Integrin- und ERK1/2-assoziierte Wege die Glil-Transkription aktiviert,
was als weiterer Hinweis fur die komplexen Regulationsmechanismen des Hh-
Signalweges in der Nebennierenzelle zu werten ist (Guasti u. a., 2013b).
Zusammenfassend konnten wir mit unseren Studien zeigen, dass ein selektiver
Antagonismus der Hh-Signalkaskade sowohl die Proliferation als auch die
Steroidbiosynthese der untersuchten Nebennierenrindenzelllinien in vitro inhibiert.

In der Diskussion dieses Abschnitts haben wir mogliche Erklarungsansatze dargelegt,
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warum in unseren Studien keine statistisch signifikanten Ergebnisse durch die

Stimulation mit Hh-Agonisten gemessen werden konnten.

4.4 Mogliche Interaktionen mit anderen Einflussfaktoren

AbschlieBend sollen in diesem Abschnitt tiber diese Arbeit hinausgehende mogliche
Mechanismen, die fiir die Rolle des Hh-Signalwegs in der Nebennierenrinde relevant
sein kdnnen, diskutiert werden.

Unsere Arbeitsgruppe hat weitreichende Daten zum Einfluss des Whnt signaling
pathway (Wnt)-Signalwegs auf die Steroidbiosynthese publiziert (Schinner u. a.,
2009). Der Hh-Signalweg-Rezeptor Smo gehort zur Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren und ist eng verwandt mit den Frizzled Rezeptoren des Wnt-
Signalwegs (Ingham, McMahon, 2001). Dariber hinaus wurden in verschiedenen
Organsystemen fiir die Pathogenese der Organe Uberschneidungen von Wnt- und
Hh-Signalweg gefunden, wobei die genauen Mechanismen weiterhin Gegenstand
aktueller Studien sind (Kim u. a., 2010), (Ulloa u. a., 2007), (lwakura u. a., 2013). So
konnten Gomes et al. kirzlich zeigen, dass die Hemmung der Hh-Signalkaskade mit
Cyclopamin in NCI-H295R-Zellen mit einer Inhibition der catenin (cadherin-
associated protein), beta 1 (CTNNB1)-mRNA Expression einhergeht (Gomes u.a.,
2014). Insbesondere fir die Nebennierenentwicklung werden Interaktionen
zwischen diesen beiden Signalkaskaden vermutet. Aus nicht-steroidogenen Zellen
unmittelbar subkapsular in der fetalen Nebenniere sekretiertes Shh ist entscheidend
fir die regulare GroRenentwicklung der adrenalen Kapsel, der vermuteten
Stammzellzone der Nebennierenrinde (Huang u. a., 2012). Die von Shh aktivierten
Zellen der Kapsel migrieren in die Nebennierenrinde, wo sie ihre Sensibilitat fiir Shh
verlieren und zu steroidogenen Zellen differenzieren (Laufer u. a., 2012). DIk1 und
Fibroblast growth factor (FGF)-Rezeptoren scheinen an der Regulation dieser
Mechanismen entscheidend beteiligt, aber auch eine Beteiligung des Wnt-
Signalwegs wird diskutiert (Guasti u. a., 2013a), (Yates u. a., 2013).

Ein anderer, flir die Nebenniere potentiell relevanter Aspekt ldsst sich aus den
Studien zur Rolle von Shh in der Hypophyse ableiten. In der Hypophyse kommt es zu
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einer GLI1-abhdngigen CRH-R Typl-Expression, einer erhéhten GLI1-Transkription
nach CRH-Stimulation sowie zu einer Steigerung der ACTH-Produktion, wenn SHH
additiv zu CRH hinzugegeben wird (Vila u. a., 2004). In Kenntnis der aus unserer
Arbeitsgruppe beschriebenen intraadrenalen Expression der CRH-Rezeptoren und
einer moglichen intraadrenalen CRH-ACTH-Achse ist eine Beteiligung der Hh-
Signalkaskade an diesen Mechanismen denkbar (Seres u. a., 2004), (Willenberg u. a.,

2005).
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5. Schlussfolgerung

Mit unseren Studien zum Hh-Signalweg in der humanen Nebenniere konnten wir
nachweisen, dass die Komponenten des Hh-Signalwegs in der menschlichen
Nebenniere und in Nebennierenrindentumoren exprimiert werden und dass der Hh-
Signalweg aktiv ist.

Wir fanden Expressionsunterschiede zwischen den einzelnen Tumorentitaten
untereinander und im Vergleich zum Normalgewebe und konnten den inhibierenden
Einfluss des cAMP/PKA-Signalwegs auf die Aktivitdit des Hh-Signalwegs in
adrenocorticalen Zellkulturzellen belegen, sodass wir auch in Zusammenschau mit
der aktuellen Literatur erldauternde Hypothesen fir die beobachteten
Expressionsunterschiede formulieren konnten, die eine Rolle des Hh-Signalwegs in
der Tumorgenese der NPA nahelegen und die in Zukunft in weiteren Studien
Uberprift werden sollten.

Des Weiteren konnten unsere in vitro-Studien einen inhibierenden Einfluss des Hh-
Signalweg-Antagonisten Cyclopamin auf die Proliferation und die Steroidbiosynthese
verschiedener adrenocorticaler Zellkulturmodelle nachweisen.

Zusammenfassend vermag diese Arbeit nicht endglltig die Rolle des Hh-Signalwegs
in der Nebenniere aufzukldren; die anfangs formulierten Ziele wurden jedoch erflllt.
Unsere Studien ergeben Hinweise, dass die Hh-Signalkaskade nicht nur in der
Embryonalzeit fir die Nebenniere von Bedeutung ist, sondern sowohl in
physiologische als auch pathophysiologische Prozesse des adulten Organs
eingebunden ist und somit, gerade auch in Kenntnis der klinischen Anwendung von
selektiven  Hh-Signalweg-Antagonisten in anderen Tumorentitdten, eine

Weiterfiihrung spezifischer Studien lohnend erscheint.
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