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1. Einleitende Zusammenfassung 

“It is not stress that kills us, it is our reaction to it”, dieses Zitat von Hans Selye, dem 

Erstbeschreiber des Stressmodells von 1956, macht deutlich, dass die Regulation der 

Stresshormone von lebenswichtiger Bedeutung ist [47]. Die Sekretion von Cortisol als eines 

der wichtigsten Stresshormone ist im Körper eng reguliert.  

Neben der klassischen Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse gibt es weitere, 

insbesondere intraadrenale Regulationssysteme, die für die Feinregulierung der Stressantwort 

entscheidend sind [1, 37]. 

Das übergeordnete Ziel dieser Habilitation ist es, diese Regulationssysteme abseits der 

kanonischen Regulationsachse zu erforschen. Als Modell für einen Teil der Arbeiten wurde 

das Cushing Syndrom gewählt [18]. Aufgrund des endogenen Hypercortisolismus ist diese 

sehr seltene Erkrankung ein ideales Modell, um zu erkunden, welche Mechanismen in der 

Nebenniere zu einer Übersekretion an Cortisol führen bzw. welche Gegenregulationen es 

dabei gibt. Hierfür habe ich die Regulation der Stressantwort auf der hormonellen, 

epigenetischen und transkriptionellen Ebene analysiert.  

Auf allen drei untersuchten Ebenen konnte ich Mechanismen finden, die für die Feinregulation 

der adrenalen Stressantwort verantwortlich sind. Ein Verständnis dieser eng abgestimmten 

Regulationsmechanismen ist entscheidend für die Suche nach neuen therapeutischen 

Optionen zur Behandlung des Hypercortisolismus.   



 

 

 
Dr. med. Anna Riester      5 
 

2. Hintergrund und Einleitung 

 

2.1. Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse und Cortisol-Synthese 

In den neuroendokrinen Neuronen des paraventrikulären Nukleus des Hypothalamus wird das 

Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH oder CRF, Coritcotropin-Releasing-Faktor) 

synthetisiert und ausgeschüttet. Dieses gelangt über den Hypophysenstiel zum 

Hypophysenvorderlappen und stimuliert dort die Sekretion des Adrenocorticotropen Hormons 

(ACTH), welches in den Blutkreislauf sezerniert wird. In der Nebenniere bindet ACTH an den 

Melanocortin-Rezeptor Typ 2 und regt in der Zona fasciculata die Cortisolproduktion an. Zur 

Regulation der Steroidbiosynthese besteht ein negatives Feedback durch Cortisol sowohl auf 

hypothalamischer als auch hypophysärer Ebene [15]. Da über die Regulation und die 

Feedbacksysteme der beschriebenen Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse 

bereits relativ viel bekannt ist, gilt diese als Paradigma für andere neuroendokrine 

Regulationskreisläufe [27]. 

CRH ist ein 41 Aminosäuren langes Peptidhormon, welches im Hypothalamus in den 

parvozellulären Neuronen des Nucleus paraventricularis durch proteolytische Prozessierung 

aus einem Prohormon gebildet wird. Es gelangt über den portalen Kreislauf in die 

Adenohypophyse, wo es an den CRF1-Rezeptor, einen  membranständigen G-Protein-

gekoppelten Rezeptor, bindet und eine Aktivierung des  cAMP-Pathway bewirkt. Dadurch wird 

die Freisetzung und Synthese von ACTH veranlasst [8, 52]. ACTH wird nach 

posttranslationaler Prozessierung aus dem Vorläuferhormon Proopiomelanocortin (POMC) in 

den corticotropen Zellen der Adenohypophyse gebildet. Es besteht aus 39 Aminosäuren und 

bindet in der Nebenniere an den ACTH-Rezeptor (Melanocortin-Rezeptor Typ 2). Dort wird via 

Anstieg der cAMP-Konzentration Proteinkinase A aktiviert, welche die Steroidbiosynthese 

aktiviert. Dabei wird zum einen die Cholesterinzufuhr in die Mitochondrien und zum anderen 

die Transkription der erforderlichen CYP450-Enzyme angeregt. CRH und ACTH werden 
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pulsatil ausgeschüttet und unterliegen einer zirkadianen Rhythmik, wobei die höchsten Level 

in den Morgenstunden erreicht werden [33].  

Die Cortisolproduktion besteht aus mehreren Schritten: Als Vorläufersubstrat dient 

Cholesterol, welches entweder über die Nahrung aufgenommen wird oder auch im Körper 

synthetisiert werden kann. Als erster geschwindigkeitsbestimmender Schritt erfolgt der 

Transport von Cholesterol in das Mitochondrium mittels eines Translokators (Steroid Acute 

Regulatory Protein, StAR). Cholesterol wird in Pregnenolone durch das Enzym „Cholesterol 

side-chain cleavage enzyme” (CYP11A1) umgewandelt. Nach Transport in das 

endoplasmatische Retikulum erfolgen mehrere Modifizierungen bis letztendlich durch die 

Steroid-11β-Hydroxylase (CYP11B1) 11-Deoxycortisol in das bioaktive Cortisol umgewandelt 

wird. Dieses wird in den Blutkreislauf sezerniert [35].  

2.2. Urocortine und CRH-Rezeptoren 

Urocortine (UCN) sind drei verschiedene Peptidhormone und gehören zu der Familie des 

Corticotropin-Releasing-Hormons (CRH): Urocortin 1 (UCN1; Urotensin-like Molecul), 

Urocortin 2 (UCN2; Stresscopin-related Peptide) und Urocortin 3 (UCN3, auch Stresscopin 

genannt). UCN1 wurde 1995 entdeckt [53], 2001 folgten UCN2 und UCN3, welche eine sehr 

hohe (>80 %) Homologie ihrer Aminosäuresequenz haben [31, 43].  

Urocortine und CRH können an zwei verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezeptoren binden: 

den CRF1-Rezeptor und den CRF2-Rezeptor. Der CRF1-Rezeptor wird hauptsächlich im 

Gehirn, dagegen der CRF2-Rezeptor hauptsächlich in peripheren Geweben exprimiert [51]. 

Neben dem Expressionsmuster ist auch die Bindungsaffinität zu den jeweiligen Liganden 

unterschiedlich: UCN1 bindet mit gleicher Affinität an den CRF1- und CRF2-Rezeptor, 

während UCN2 und UCN3 spezifische Liganden für den CRF2-Rezeptor sind (s. Abb. 1). CRH 

dagegen hat eine höhere Affinität zum CRF1-Rezeptor [17, 28]. 
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Abb. 1: CRF und Urocortine sowie deren Rezeptoren. Adaptiert nach [32, 50]. 

 

Während bereits bekannt ist, dass Urocortine eine wichtige Rolle bei der Regulation von 

Stress, aber auch Angstzuständen, Depressionen und Suchtverhalten im zentralen 

Nervensystem spielen [11, 14, 23] , ist deren Rolle in der Nebenniere noch weitgehend 

ungeklärt. Untersuchungen zeigen, dass UCN1 tendenziell zu einer gesteigerten 

Stressantwort führt, während für UCN2 und UCN3 eher „Stress-Coping“-Mechanismen 

beschrieben sind [23, 32, 50]. Da Urocortine und ihre Rezeptoren in der Nebenniere exprimiert 

sind, wird eine direkte parakrine oder autokrine Regulationsschleife der adrenalen 

Stressantwort vermutet [12, 13, 21, 25].  

2.3. miRNAs 

MicroRNAs (miRNAs) sind einzelsträngige, kleine, nicht-kodierende RNAs mit 21-24 

Basenpaaren, welche erstmals in den 90er-Jahren beschrieben wurden [30, 58]. In der 

Zwischenzeit wurde viel bezüglich der Funktion der kleinen Moleküle in physiologischen sowie 

pathologischen Prozessen geforscht. Bisher sind ca. 2000 miRNAs identifiziert [22]. Die 

meisten der miRNAs sind intrazellulär zu finden. Daneben können miRNAs auch in 

extrazellulären Räumen detektiert werden, wobei hier noch unklar ist, ob diese durch Sekretion 

und/oder passiv bei Zelltod dorthin gelangen [9, 16, 34, 36]. Dies macht sich insbesondere die 

Onkologie zunutze und verwendet zirkulierende miRNAs als Biomarker für bestimmte 
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Krebsarten [26]. In Geweben können miRNAs an korrespondierende mRNA-Abschnitte 

binden, welche vor allem in der 3`UTR Region lokalisiert sind (s. Abb. 2). Dies führt in den 

meisten Fällen zu einer Degradation der mRNA und damit zu einer Repression der Translation 

[5, 24]. Ca. 60% aller Protein-kodierenden Gene sind so durch miRNAs reguliert [20]. Wobei 

eine mRNA durch verschiedene miRNAs reguliert sein kann und eine miRNA an verschiedene 

mRNA  binden kann. 

 

Abb. 2: Degradation der mRNA durch Bindung von miRNA an korrespondierende mRNA-
Abschnitte im Bereich der 3’UTR Region. 

2.4. Cushing Syndrom 

Das Cushing Syndrom (CS) entsteht durch eine länger andauernde Exposition gegenüber 

Glucocorticoiden. Das exogene CS ist hierbei wesentlich häufiger und entsteht durch erhöhte 

Zufuhr von Glucocorticoiden im Rahmen einer medikamentösen Therapie oder im Rahmen 

eines schädlichen Gebrauchs. Das endogene CS ist eine sehr seltene Erkrankung mit einer 

jährlichen Inzidenz von 2-8/Millionen [42, 49], welches unbehandelt mit einer sehr hohen 

Morbidität und Mortalität einhergeht  [3].  

Man unterscheidet hierbei zwischen ACTH-abhängigen und ACTH-unabhängigen Formen [6, 

19]. Am häufigsten (ca. 80 %) ist ein meist gutartiger ACTH-produzierender Tumor der 

Hypophyse für das CS verantwortlich [18]. Selten kommen ektope ACTH-produzierende 



 

 

 
Dr. med. Anna Riester      9 
 

Tumore vor. Diese beiden Formen führen zu einer beidseitigen Hyperplasie der Nebennieren. 

Bei den ACTH-unabhängigen Formen ist die Ursache in der Nebenniere lokalisiert. Am 

häufigsten (10 %) sind gutartige Cortisol-produzierende Adenome (CPA), gefolgt von Cortisol-

produzierenden adrenocorticalen Karzinomen (ACC). Seltener sind Primäre Bilaterale 

Makronoduläre Adrenale Hyperplasien (PBMAH) und Mikronoduläre Bilaterale Adrenale 

Hyperplasien (MiBAH) [10, 29].  

Patienten mit CS leiden an einer Vielzahl von Symptomen und Erkrankungen, unter anderem 

Diabetes mellitus durch Insulinresistenz, arterieller Hypertonie, Adipositas, Osteoporose und 

Myopathie [4]. Zusätzlich besteht ein erhöhtes Risiko für kardiovaskuläre Ereignisse sowie 

Infektionen durch Immundefizienz, was zu einer erhöhten Mortalität führt. In der klinischen 

Untersuchung finden sich charakteristische Befunde wie ein Stiernacken, Plethora, Striae 

rubrae und Stammfettsucht.  Da es sich um ein sehr seltenes Krankheitsbild handelt und sich 

die Symptome teils mit anderen internistischen Krankheitsbildern überschneiden – 

insbesondere mit dem metabolischen Syndrom und dem polyzystisches Ovarsyndrom –, 

kommt es häufig zu einer sehr späten Diagnosestellung [46]. Es werden drei Screeningtests 

zur Diagnostik des CS empfohlen: der Cortisolwert im Speichel um Mitternacht, der 

niedrigdosierte Dexamethason-Suppressionstest sowie die Bestimmung des freien Cortisols 

im 24h Sammelurin [39]. Neuere Methoden bedienen sich massenspektrometrischer 

Untersuchungen im Urin oder im Serum und können neben Cortisol auch die Präkursoren und 

Metabolite, das sogenannte Steroidome, bestimmen [2, 41].  

In München wurde 2012 das Deutsche Cushing Register gegründet, wodurch ein großer 

prospektiver und auch retrospektiver Datensatz von CS Patienten vorliegt. Aktuell sind mehr 

als 450 Patientinnen und Patienten eingeschlossen. Diese werden einmal jährlich strukturiert 

anamnestiziert und untersucht. Außerdem werden in einer Biobank verschiedene Blut-, Urin-, 

Speichel- und auch Tumorproben dieser Patienten gesammelt [40]. Diese bilden die 

Grundlage der in dieser Habilitation durchgeführten Experimente.   
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3. Ergebnisse und Diskussion der eigenen Publikationen  

3.1. Urocortin-abhängige Stimulation der adrenalen Stressantwort 

Zugrunde liegende Publikation [45]: 

Riester, A., A. Spyroglou, A. Neufeld-Cohen, A. Chen, and F. Beuschlein. "Urocortin-

Dependent Effects on Adrenal Morphology, Growth, and Expression of Steroidogenic 

Enzymes in Vivo." J Mol Endocrinol 48, no. 2 (Apr 2012): 159-67. 

https://dx.doi.org/10.1530/jme-11-0144 

 

Das Ziel der Arbeit war es, potenzielle Urocortin-abhängige Effekte auf die Struktur und 

Funktion der Nebenniere zu untersuchen. Dazu wurden fünf verschiedene Knock-out 

Mausmodelle, in denen Urocortine in unterschiedlichen Kombinationen deletiert wurden, im 

Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen (WT) untersucht. Die Mäuse wurden am Weizmann-Institut für 

Science in Rehovot, Israel, von der Gruppe von Prof. Alon Chen gezüchtet. Die Nebennieren 

wurden uns zur Verfügung gestellt [7, 38, 57]. 

 

Abb. 3: Urocortin-KO Mausmodelle. Folgende Modelle wurden in der vorliegenden Arbeit 
verwendet: Ucn1 KO, Ucn2 KO, Ucn3 KO, Ucn2/Ucn3 KO, Ucn1/Ucn2/Ucn3 KO (Triple KO). 
UCN, Urocortin; KO, Knockout. 

 

Die Nebennieren der verschiedenen Mäuse wurden morphologisch mit verschiedenen 

Färbungen untersucht. In den HE-Färbungen (Hematoxylin/Eosin) wurde das Verhältnis von 
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Medulla zu Cortex sowie die Struktur der Cortex-Zonen (Zona fasciculata und Zona 

glomerulosa) gemessen. Es erfolgte außerdem eine Quantifizierung der Zellgröße bzw. 

Zellzahl durch Zählung der Zellkerne pro Feld (highpowerfield, hpf). In der Zona glomerulosa 

zeigte sich eine signifikant erhöhte Zellkernzahl pro hpf in allen Ucn-KO Mäusen außer in den 

Ucn2/Ucn3-KO Mäusen in Vergleich zu den WT-Mäusen, was einer Hypotrophie entspricht (s. 

Abb. 4A). Eine Hypotrophie der Zona fasciculata konnte in den Ucn1/Ucn2-KO Mäusen sowie 

in den tripleKO Mäusen dokumentiert werden. Das Verhältnis von Cortex zu Medulla 

unterschied sich in keinem der untersuchten Mausmodellen signifikant von den WT-Mäusen. 

Auf transkriptioneller Ebene wurden mittels QPCR wichtige Gene der Steroidbiosynthese 

(StAR: Steroidogenic Regulatory Protein, Cyp11a1: Cholesterin-Desmolase, Cyp11b1: 11ß-

Hydroxylase, Cyp11b2: Aldosteronsynthase) sowie der Katecholaminsynthese (TH: 

Tyrosinhydroxylase, PNMT: Phenylethanolamin-N-methyltransferase) untersucht. Während 

der Effekt in den Single-KO Mäusen gering oder nicht vorhanden war, zeigten die Double-KO 

Mäuse sowie die Triple-KO Mäuse ausgeprägte Effekte. In den Ucn2/Ucn3-KO Mäusen fand 

sich eine gesteigerte Expression der Gene der Steroidbiosynthese, in den Ucn1/Ucn2-KO 

Mäusen sowie in den Triple-KO Mäusen eine verringerte Expression. Die Expression der Gene 

für die Katecholaminproduktion waren in den Ucn2/Ucn3-KO Mäusen signifikant erhöht, 

während in Ucn1-KO und Ucn2-KO Mäusen eine verringerte Expression festgestellt werden 

konnte (s. Abb. 4B).  
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Abb. 4: (A) Repräsentative HE-Färbungen der Nebennieren der verschiedenen Ucn-KO 
Mäuse und morphologische Studien der Zona fasciculata und Zona glomerulosa. (B) 
Genexpression wichtiger Enzyme der Steroidbiosynthese in den Nebennieren der 
verschiedenen Ucn-KO Mäuse im Vergleich zu WT Mäusen. M: Nebennierenmark, C: 
Nebennierenrinde, Skalierungsbalken entspricht 50 µm. ncl/hpf, nuclei per highpowerfield, 
Zellen pro Highpowerfield. StAR: Steroidogenic Regulatory Protein, Cyp11a1: Cholesterin-
Desmolase, Cyp11b1: 11ß-Hydroxylase, Cyp11b2: Aldosteronsynthase. * p-Wert < 0,05. ** p-
Wert < 0,01. 

 

Insgesamt ist damit festzustellen, dass in Single-KO Mäusen ein geringerer Einfluss auf die 

Zellproliferation und die Steroidsynthese zu sehen war. Dagegen zeigten Double- und Triple-

KO Mäuse im Vergleich zu WT-Mäusen ausgeprägtere Veränderungen der untersuchten 

Parameter, was auf eine funktionelle Redundanz innerhalb der Familie der Urocortine hinweist.  
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In zusätzlichen Experimenten wurde die spezifische Wirkung einer organspezifischen 

Überexpression von Ucn2 untersucht. Hierbei wurden Mäuse auf der Basis des Cre-Lox-

Systems gezüchtet, die abhängig vom Promotor des Steroidogenic Factor 1-Gens (SF1) Ucn2 

überexprimieren [48]. Dies führte - neben einer Überexpression in den Gonaden - vor allem zu 

einer erhöhten Expression in der Nebenniere. Hormonkonzentrationen im Plasma unter Basal-

Bedingungen, nach einem ACTH-Stimulationstest und nach einem Restraint-Stress-Test 

zeigten, dass eine Überexpression von Ucn2 mit einer erniedrigten Steroidbiosynthese in der 

Nebenniere assoziiert ist.  

Diese in vivo Studien legen nahe, dass ein intraadrenales Regulationssystem existiert, das 

durch die Balance aller Urocortine und deren Rezeptoren die Steroidbiosynthese der 

Nebenniere beeinflusst. 
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3.2. Epigenetische Regulation der adrenalen Stressantwort: Die Rolle der miRNAs  

Zugrunde liegende Publikationen [44, 55, 56]: 

Riester, A.*, O. Issler*, A. Spyroglou*, S. H. Rodrig, A. Chen, and F. Beuschlein. "ACTH-

Dependent Regulation of MicroRNA as Endogenous Modulators of Glucocorticoid Receptor 

Expression in the Adrenal Gland." Endocrinology 153, no. 1 (Jan 2012): 212-22. 

https://dx.doi.org/10.1210/en.2011-1285. 

Vetrivel, S., R. Zhang, M. Engel, A. Osswald, D. Watts, A. Chen, B. Wielockx, S. Sbiera, M. 

Reincke, and A. Riester. "Characterization of Adrenal miRNA-Based Dysregulations in 

Cushing's Syndrome." Int J Mol Sci 23, no. 14 (Jul 12 2022). 

https://dx.doi.org/10.3390/ijms23147676. 

Vetrivel, S., R. Zhang, M. Engel, B. Altieri, L. Braun, A. Osswald, M. Bidlingmaier, M. 

Fassnacht, F. Beuschlein, M. Reincke, A. Chen, S. Sbiera, and A. Riester. "Circulating 

microRNA Expression in Cushing's Syndrome." Front Endocrinol (Lausanne) 12 (2021): 

620012. https://dx.doi.org/10.3389/fendo.2021.620012. 

 

3.2.1. miRNAs als endogene Modulatoren des Glucocorticoid-Rezeptors in der 

Nebenniere 

In einer initialen Studie, die ich im Rahmen eines Forschungsaufenthaltes am Weizmann 

Institute of Science in Rehovot, Israel, durchgeführt habe, wurde die Expression von miRNAs 

in der murinen Nebenniere unter basalen Bedingungen sowie nach ACTH-Stimulation 

untersucht.  

Es wurden jeweils die Nebennieren von Mäusen (n=4 je Gruppe) nach Injektion von ACTH 

nach verschiedenen Zeitpunkten (0min, 10 min, 30 min, 60 min) entnommen (s. Abb. 5).  Die 

Expression mit miRNAs wurde mittel miR Microarray untersucht. Cluster-Analysen ergaben, 

dass die meisten Unterschiede zwischen der 10min Gruppe und den anderen Gruppen lagen.  
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Abb. 5: (A) Versuchsaufbau zum ACTH Stimulationstest in Mäusen mit vier verschiedenen 
Gruppen. (B) Cluster Analysen zur adrenalen miRNA Expression in den verschiedenen 
Gruppen.  

 

Für die weiteren Analysen wurden fünf miRNAs (miR-96, miR-101a, miR-142-3p, miR-18a und 

miR-433) selektiert, welche zwischen der 10 min Gruppe und den jeweilig anderen Gruppen 

signifikant erhöht exprimiert waren. In silico Analysen zeigten, dass vier dieser miRNAs (miR-

96, miR-101a, miR-142-3p, und miR-433) Bindungsstellen an der 3’UTR-Region des Nr3c1 

Gens (nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1), das für den Glucocorticoid-Rezeptor 

kodiert, haben. QPCR Analysen des Nr3c1 Gens ergaben eine signifikant erhöhte Expression 

10 min nach ACTH Injektion und eine signifikant erniedrigte Expression nach 60 min (s. Abb. 

6). 

 

Abb. 6: Nr3c1 Expression in den murinen Nebennieren unter Basal-Bedingungen und 10 min, 
30 min und 60 min nach ACTH-Injektion. * p-Wert < 0,05. 
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Mögliche Interaktionen zwischen den selektierten miRNAs und dem Nr3c1 Gens wurden 

mittels in vitro Luciferase Assay bestimmt. Es zeigte sich, dass alle vier untersuchten miRNAs 

zu einer Degradation der 3’UTR-Region des Nr3c1 Gens führen (s. Abb. 7). Möglicherweise 

können daher die intraadrenal hochexprimierten miRNAs miR-96, miR-101a, miR-142-3p und 

miR-433 eine stärkere Expression des Nr3c1 durch Degradation verhindern.  

  

 

Abb. 7: (A) Bindungsstellen von miR-96, miR-101a, miR-142-3p und miR-433 auf dem Nr3c1 
Gen, welches für den Glucocorticoid Rezeptor kodiert. (B) Luciferase Assay: Repression der 
Nr3c1 3’UTR nach Transfektion mit miR-96, miR-101a, miR-142-3p und miR-433 Vektoren. 
Renilla Luciferase Aktivität des psiCHECK2-3’UTR Plasmids normalisiert zur Firefly Luciferase 
Aktivität des HSV-TK Promotors.  * p-Wert < 0,05. 

 

Zusammenfassend konnte mit dieser Studie gezeigt werden, dass eine ACTH-Stimulation das 

Expressionsmuster der adrenalen miRNAs beeinflusst und selektierte miRNAs die Expression 

des Glucocorticoid-Rezeptor regulieren. Dies deutet darauf hin, dass innerhalb der Nebenniere 

ein negativer Feedbackloop über miRNAs existiert.  



 

 

 
Dr. med. Anna Riester      17 
 

3.2.2. Expression adrenaler miRNAs bei Patienten mit Cushing Syndrom 

In einem zweiten Ansatz wurde mittels Next-Generation-Sequencing die miRNA Expression in 

Nebennieren von Patienten mit verschiedenen Formen von CS untersucht. Hierbei wurden 

zuerst Nebennierenproben von Patienten mit Cortisol-produzierenden Adenomen (CPA, n=7) 

und von Patienten mit zentralem CS nach bilateraler Adrenalektomie als letzter 

therapeutischer Option (Cushing’s disease, CD, n=8) untersucht. Als Kontrollkohorte 

fungierten Proben aus Nebennierenrinden von Patienten mit Phäochromozytom (Controls, 

n=8). 

Die Untersuchungen ergaben, dass es verschiedene miRNA Expressionsprofile bei den 

Subtypen gibt (s. Abb. 8). Wenn man CPA und CD als eine Kohorte (Cushing’s syndrome, CS) 

im Vergleich zu der Kontrollgruppe bewertete, zeigten sich 42 signifikant unterschiedliche 

miRNAs. Beim Vergleich von CPA vs. Controls und CD vs. Controls fanden sich 38 bzw. 17 

miRNAs mit signifikant unterschiedlicher Expression, wobei davon die meisten miRNAs bei 

CPA vs. Controls bzw. alle miRNAs bei CD vs. Controls eine Herunterregulierung zeigten.  

 

 

Abb. 8: Unterschiedlich exprimierte miRNAs aus den Sequenzierungsdaten. Volcano Plot zeigt 
den Zusammenhang zwischen log2 fold change und statistischer Signifikanz (-log10 p value). 
Rote Punkte zeigen signifikant hochregulierte miRNAs und blaue Punkte zeigen signifikant 
herunterregulierte miRNAs. CPA, Cortisol produzierende Adenome; CD, Cushing’s disease; 
CS, Cushing’s Syndrome (CPA und CD zusammen). [56] 
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Zur Validierung der Ergebnisse erfolgten zusätzliche QPCR-Untersuchungen in unabhängigen 

Nebennierenproben: CPA, CD, PBMAH, ektopisches CS sowie weitere Kontrollen. Bei den 

herunterregulierten miRNAs konnten keine der untersuchten miRNAs bestätigt werden. Bei 

miR-379-5p war in der CD und in der PBMAH Kohorte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine 

gesteigerte Expression zu sehen (s. Abb. 9). Bei miR-1247-5p fand sich ein erhöhtes 

Expressionslevel in ACTH-unabhängigem CS (PBMAH und CPA) im Vergleich zu ACTH-

abhängigem CS (CD und ektopisches CS) und der Kontrollgruppe.  

 

Abb. 9: Validierung mittels QPCR der zwei ausgewählten miRNAs. Die Daten werden als 
Mittelwert ± Standardabweichung des dCT-Werts gezeigt. * p-Wert < 0,05. [56] 

 

Diese zwei miRNAs wurden daher für in silico Analysen genutzt, um mögliche miRNA-mRNA 

Interaktionen aufzudecken. Dabei wurden RNA-Sequenzierungsdatensätze genutzt, die wir 

aus den entsprechenden Proben zusätzlich hatten. Es wurden verschiedene Programme und 

Datensätze für die Signalweg-Untersuchung verwendet (Targetscan, Reactome, miRTarBase 

und Panther). Interessanterweise ergaben die Analysen, dass beide miRNAs (miR-379-5p und 

miR-1247-5p) Gene des WNT-Signalwegs regulieren (s. Abb. 10).  
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Abb. 10: Signalweg-Analysen der Zielgene der zwei ausgewählten miRNAs (miR-379-5p und 
miR-1247-5p). (A) Die vorhergesagten Zielgene wurden mit den RNA-Sequenzierungsdaten 
gematcht. Die signifikant veränderten Zielgene wurden dann mittels Reactome zur 
Signalweganalyse untersucht. (B) Die experimentell validierten Zielgene von der Datenbank 
miRTarBase wurden bezüglich ihrer Rolle in Signalwegen in der Panther Datenbank 
untersucht. Dargestellt sind die Zielgene mit den jeweiligen Signalwegen. [56] 

 

Zusammenfassend kann aus dieser Studie geschlossen werden, dass es ein subtyp-

spezifisches miRNA-Expressionsmuster gibt. Dabei könnten die veränderten miRNAs über 

eine Regulation des WNT-Signalwegs zu einer CS Pathologie beitragen.  
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3.2.3. Zirkulierende miRNAs als Biomarker bei Patienten mit Cushing Syndrom 

Im Anschluss wurden zirkulierende miRNAs als minimal invasive Biomarker bei Patienten mit 

CS untersucht. Hierbei wurden drei Subtypen inkludiert: Patienten mit CPA (n=5), Patienten 

mit CD (n=10) und Patienten, bei denen ein CS ausgeschlossen worden war (Controls, n=10). 

Aus den prä- und teils postoperativen Serumproben wurde das miRNA-Profil mittels Next-

Generation-Sequencing bestimmt. Die Ergebnisse wurden dann mit QPCR und einer 

unabhängigen Validierungskohorte überprüft (CPA, n=11; CD, n=10, Controls, n=9).  

Die miRNA-Sequenzierung ergab, dass zwischen CS (CPA und CD zusammen) vs. Controls 

überraschenderweise keine signifikant unterschiedlichen Expressionsprofile bestehen (s. Abb. 

11). Auch zwischen CPA vs. Controls zeigten sich lediglich drei miRNAs (miR-185-5p, miR-

146b-5p und miR-342-3p) und bei CD vs. Controls nur eine miRNA (miR-182-5p) signifikant 

unterschiedlich exprimiert. Die meisten Unterschiede im miRNA Expressionsmuster fanden 

sich bei CPA vs. CD (miR-96-5p, miR-146b-5p, miR-183-5p, miR-185-5p, miR-616-5p, und 

miR-629-5p). 

 

 

Abb. 11: Unterschiedlich exprimierte miRNAs der Sequenzierungsdaten. Volcano Plot zeigt 
den Zusammenhang zwischen log2 fold change und statistischer Signifikanz (-log10 p value). 
CPA, Cortisol produzierende Adenome; CD, Cushing’s disease; CS, Cushing Syndrom (CPA 
und CD zusammen). [55] 
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In den postoperativen Proben ergab die Sequenzierung vier signifikant unterschiedlich 

exprimierte miRNAs (miR-429, miR-141-3p, miR-215-5p, miR-200a-3p) zwischen CPA and 

Controls, wohingegen sich keine signifikanten Unterschieden bei den anderen Vergleichen 

zeigten (CS vs. Controls,  CD vs. Controls und CPA vs. CD).  

Bei der Validierung der Sequenzierungsergebnisse mittels QPCR konnte keine miRNA aus 

der postoperativen Gruppe bestätigt werden, jedoch fünf von acht miRNAs aus der 

präoperativen Gruppe (s. Abb. 12). Diese fünf miRNAs (miR-185-5p, miR-183-5p, miR-182-

5p, miR-146b-5p, and miR-96-5p) wurden in der unabhängigen Validierungskohorte 

untersucht, wobei sich nur miR-182-5p in der CD und in der CPA Gruppe im Vergleich zur 

Kontrollgruppe signifikant hochreguliert zeigte.  

 

Abb. 12: Ergebnisse der Validierung mittels QPCR der signifikanten zirkulierenden 
präoperativen miRNAs der Entdeckungskohorte (A) und der unabhängigen 
Validierungskohorte (B). Die Daten werden als Mittelwert ± Standardabweichung des dCT-
Werts gezeigt. * p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01. [55] 
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Um den diagnostischen Nutzen von miR-182-5p zu evaluieren wurden ROC (Receiver 

Operating Characteristics) Analysen durchgeführt (s. Abb. 13). Dabei zeigte sich für CD vs. 

Controls das beste Ergebnis mit einer AUC (area under curve, Fläche unter der Kurve) von 

0.87, (95% Konfidenzintervall: 0.7 bis 1.0, p = 0.0003). Für die gepoolte CS Gruppe (CD und 

CPA zusammen) fand sich eine AUC von 0.84 (95% Konfidenzintervall: 0.7 bis 0.9, p = 

0.0002).  

 

Abb.13: ROC Analysen für zirkulierende miR-182-5p für CS vs. Controls (A), CD vs. Controls 
(B) und CPA vs. Controls. CPA, Cortisol produzierende Adenome; CD, Cushing’s disease; CS, 
Cushing Syndrom (CPA und CD zusammen); AUC, area under the curve. [55] 

 

Zusammenfassend fanden wir miR-182-5p als zirkulierender Biomarker für das CS. Wobei die 

Ergebnisse dafürsprechen, dass das Vorhandensein von ACTH mindestens so relevant für 

das miRNA-Profil ist wie der Hypercortisolismus selbst.  
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3.3. Transkriptionelle Ebene der Regulation der adrenalen Stressantwort: PPARG als 

wichtiger Signalweg bei Hypercortisolismus 

Zugrunde liegende Publikation [54]: 

Vetrivel, S., M. Tamburello, A. Osswald, R. Zhang, A. Khan, S. Jung, J. E. Baker, W. E. 

Rainey, E. Nowak, B. Altieri, M. Detomas, D. Watts, T. A. Williams, B. Wielockx, F. 

Beuschlein, M. Reincke, S. Sbiera, and A. Riester. "PPARG Dysregulation as a Potential 

Molecular Target in Adrenal Cushing's Syndrome." Front Endocrinol (Lausanne) 14 (2023): 

1265794. https://dx.doi.org/10.3389/fendo.2023.1265794. 

Um wichtige Signalwege der Steroidbiosynthese zu verstehen, wurden erneut Nebennieren 

von Patienten mit verschiedenen Subtypen des CS als Modell verwendet. Eine Analyse des 

Transkriptoms erfolgte mittels Next-Generation-Sequencing von Nebennieren von Patienten 

mit PBMAH (n=10) sowie Kontrollpatienten (controls, n=8). Die Ergebnisse wurden mit 

Nebennierenproben einer unabhängigen Kohorte von PBMAH Patienten (n=11), Patienten mit 

CPA (n=7) und Patienten nach einer bilateralen Adrenalektomie bei CD (n=8) untersucht. 

Neben normalen Nebennieren als Kontrollen (normal adrenals, n=10) wurden als zusätzliche 

Kontrollgruppe Aldosteron-produzierende Adenome (APA, n=10) verwendet.  

Die Transkriptom-Analyse fand 1104 signifikant unterschiedlich exprimierte Gene zwischen 

der PBMAH-Kohorte und der Kontrollkohorte (s. Abb. 14). Fast 70% davon waren 

herunterreguliert. 
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Abb. 14: Unterschiedlich exprimierte mRNAs der Sequenzierungsdaten PBMAH vs. Controls. 
Volcano Plot zeigt den Zusammenhang zwischen log2 fold change und statistischer 
Signifikanz (-log10 p value). PBMAH, Primäre bilaterale makronoduläre adrenale Hyperplasie. 
[54] 

 

Um zu analysieren, welche Signalwege dabei betroffen sind, erfolgte anhand des Transkiptom-

Profils eine Mapping der Signalwege mit Hilfe von ShinyGO online. Hierbei zeigten sich vor 

allem zwei große Signalweg-Clusters: (1): Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren 

(“peroxisome proliferator-activated receptors” (PPARs)) und (2) Signalwege, welche mit 

neuronalen Funktionen und Erkrankungen verknüpft sind (s. Abb. 15).  
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Abb. 15: Signalweg-Analysen anhand der signifikant unterschiedlich exprimierten Gene 
(log2FC > abs (2), p<0.05) mit ShinyGO online. (A) Top signifikante KEGG Signalwege. Ein 
hohes Fold Enrichment entspricht einer höheren Repräsentation der Gene. (B) Hierarchisches 
Clustering der signifikanten Signalwege. [54] 

 

Für weitere Untersuchung des PPARG Signalwegs wurden die am stärksten herunterregulierte 

Gene des Signalwegs (ADIPOQ, APOA1, FABP4, PCK1 und PLIN1) untersucht, wobei das 

Ergebnis für ADIPOQ, FABP4, PLIN1 sowie PPARG validiert werden konnte (s. Abb. 16).  

 

Abb. 16: Ergebnisse der Validierung der Expressionslevel relevanter Gene des PPARG 
Signalwegs mittels QPCR.  Die Daten werden als Mittelwert ± Standardabweichung des dCT-
Werts gezeigt. * p-Wert < 0,05. PBMAH, Primäre bilaterale makronoduläre adrenale 
Hyperplasie. [54] 
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Die QPCR-Analysen in den unabhängigen Validierungskohorten bestätigten eine niedrigere 

PPARG Expression in allen CS Subtypen im Vergleich zu den normalen Nebennieren und zu 

den APAs (s. Abb. 17).  

 

Abb. 17: Expression von PPARG in unabhängigen Validierungskohorten.    Die Daten werden 
als Mittelwert ± Standardabweichung des dCT-Werts gezeigt. * p-Wert < 0,05. PBMAH, 
Primäre bilaterale makronoduläre adrenale Hyperplasie. CPA, Cortisol produzierendes 
Adenom; BADX-CD, Patienten nach einer bilateralen Adrenalektomie bei Cushing’s disease; 
APA,  Aldosteron-produzierende Adenome. [54] 

 

In einem weiteren Schritt erfolgte die Validierung in drei verschiedenen adrenocorticalen 

Zelllinien (NCI-H295R, CU-ACC2, MUC1). In vitro fand sich nach Behandlung mit dem PPARG 

Aktivator Rosiglitazon ein erniedrigtes Zellüberleben in MUC1 und NCI-H295R (p<0.0001) 

sowie eine signifikant niedrigere Konzentration von Aldosteron, Cortisol und Cortison in NCI-

H295R und Dihydrotestosteron (DHT) in MUC1 Zellen (p<0.05).  

Zusammenfassend zeigte sich eine ACTH unabhängige Downregulation des PPARG 

Signalwegs in den verschiedenen CS-Subtypen. In vitro Daten konnten zeigten, dass 

Rosiglitazon als PPARG Aktivator zu signifikanten Effekten bezüglich Zellüberleben, 

Genexpression und Steroidogenese führen können und damit als ein mögliches 

therapeutisches Agens bei Unterformen des CS gesehen werden kann.  
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4. Synthese und Fazit 

In den oben genannten Arbeiten wurden verschiedene Ebenen der Regulation der 

Steroidbiosynthese dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass neben der Hypothalamus-

Hypophysen-Nebennieren-Achse, sicherlich dem wichtigsten Regulationsmechanismus der 

Cortisolproduktion, weitere Regulationsmechanismen intraadrenal aktiv sind. Dabei greift das 

System auf mehreren Ebenen: klassisch hormonell, epigenetisch und transkriptionell. Die 

Ergebnisse sprechen dafür, dass diese insbesondere in der Feinregulation der adrenalen 

Stressantwort von Bedeutung sind. Außerdem sind die Regulationsmechanismen teilweise 

redundant, um einzelne Ausfälle oder Fehlregulationen ausgleichen zu können.  

In der vorgelegten Arbeit wurde das CS als Modell einer dysregulierten adrenalen 

Stressantwort gewählt, um darüber Rückschlüsse auch auf die physiologische Regulation der 

Steroidbiosynthese ziehen zu können. Dies ist von entscheidender Bedeutung, um die 

Cortisolregulation im Körper zu verstehen und gegebenenfalls bei Fehlregulationen auch 

gezielter eingreifen zu können.  

Zusammenfassend soll mit dieser Habilitation ein weiterer Baustein zum Verständnis der 

Regulation der adrenalen Stressantwort hinzufügt werden.  
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