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Einführung 1

1. Einführung 
 

Im Jahre 1965 wurde das humane Steroidhormon-bindende Globulin  (hSHBG) von 

Mercier [127 (S. 212)] entdeckt, doch gelang es erst ein Jahrzehnt später reines 

hSHBG aus dem menschlichen Serum mittels einer affinitätschromatographischen 

Methode aufzureinigen [85 (S. 815), 120 (S. 58), 127 (S. 212), 157 (S. 735), 184 (S. 

703)].  

1978 erkannte Petra, dass es sich dabei um ein dimeres Protein handelt, dessen 

mittleres Molekulargewicht 95 kD beträgt [78 (S. 544), 84 (S. 71), 85 (S. 818), 157 

(S. 736)]. Dunn et al. untersuchten Anfang der 80er Jahre die steroidalen 

Bindungspartner des hSHBG und deren sterische Eigenschaften zur Bindung an 

hSHBG. Dazu entwickelten sie einen Verdrängungsassay, der die Bestimmung der 

relativen Bindungsaffinität (RBA) und der Assoziationskonstanten (Ka-Werte) von 

hSHBG zu unterschiedlichen Steroidhormonen erlaubte [48 (S. 58-68)]. 

Aus einer Gruppe von 21 endogenen steroidalen Hormonen und 70 Medikamenten 

gehören 5α-Dihydrotestosteron, Testosteron und 17β-Estradiol, sogenannte 17β-

Hydroxyandrostan- und 17β-Hydroxyestranderivate mit polarer Gruppe in Ring A, zu 

den stärksten Bindungspartnern des hSHBG`s [48 (S. 60), 78 (S. 545), 84 (S. 71f.), 

120 (S. 58), 157 (S. 741), 168 (S. 71), 195 (S. 456)].   

Ab Mitte der 80er Jahre war es möglich hSHBG als Analyt mittels eines IRMA 

(Immunoradiometrischer Assay) im Serum zu bestimmen und seine Konzentration zu 

messen [81 (S. 603ff)]. Dadurch hielt die hSHBG-Messung Einzug in das klinisch-

chemische Labor und kann als Parameter bei Erkrankungen wie Hirsutismus, 

Gynäkomastie, Hyperthyreose, hormonabhängigen Tumoren, wie Prostata- und 

Mamma-Carcinom und Diabetes mellitus u.v.a. wertvolle Zusatzinformationen zu 

Genese und Verlauf dieser Erkrankungen liefern [3 (S. 69), 120 (S. 62f)]. 

Zur gleichen Zeit wurde durch direkte Sequenzierung und durch Klonen der cDNA 

die Primärstruktur aufgeklärt [65 (S. 132), 80 (S. 102), 172 (S. 405), 180 (S. 703), 

220 (S. 7548)]. Zunächst entdeckte man für Glykoproteine typische 

Kohlenhydratseitenketten, nämlich zwei N-verknüpfte biantennäre Oligosaccharide 

und eine O-verknüpfte Kohlenhydratseitenkette an einem monomeren hSHBG aus 

ca. 400 Aminosäureresten [84 (S. 71), 85 (S. 822), 157 (S. 737), 202 (S. 519)]. 

Neben zwei Disulfidbrücken zwischen den Cysteinresten Cys164 und Cys188 sowie 

Cys333 und Cys361, die in der Sekundärstruktur eine Schlinge bilden [11 (S. 345), 
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78 (S. 544), 84 (S. 72)], mindestens zwei Bindungsstellen für zweiwertige Kationen, 

bedeutsam für Integrität des Proteins und Dimerisierung [7 (S. 25920), 21 (S. 10622), 

87 (S. 300], wurde zudem eine Steroidbindungsdomäne um den Aminosäurerest an 

Position 139 (Met139) von Hammond beschrieben [78 (S. 543)], welche eine niedrig 

dielektrische Höhlung darstellt, die mit einer Hydroxylgruppe am C3-Atom des 

Steroids interagiert [150 (S. 2686), 157 (S. 741), 186 (S. 240)].  

Die Frage, wie viele Steroidmoleküle an einem hSHBG-Dimer binden, war zu dieser 

Zeit noch umstritten. Petra postuliert, dass ein Steroid in einer Bindungstasche pro 

hSHBG-Dimer gebunden wird [87 (S. 299), 155 (S. 699), 156(S. 191), 157 (S. 740)]. 

In einem anderen Modell von Petra geht man vom gleichen Bindungsverhältnis aus, 

postuliert jedoch, dass die Bindung eines Steroids an einer Untereinheit hSHBG eine 

Konformationsänderung bewirkt und die Steroidbindungsstelle so vor weiterer 

Bindung durch andere Steroide schützt [154 (S. 10), 157 (S. 740)]. 

Das neueste Modell von Grishkovskaya aus dem Jahre 2000 zeigt, dass jedes 

Monomere fähig ist, ein Steroid in einer spezifischen Bindungstasche zu binden [6 

(S. 34454), 72 (S. 621), 73 (S. 32086)].  

 

Eine neue Methode zur spezifischen Untersuchung dieser Interaktionen zwischen 

Steroid und hSHBG stellt die Surface Plasmon Resonance (Oberflächenplasmon- 

resonanz/SPR) dar, eine biosensorische Nachweismethode, die ein biologisches 

Element enthält. Man unterscheidet je nach Transducer optische, chemische, 

mechanische und elektrische Biosensoren [24 (S. 1), 115 (S. 1)].  

Bei einem Immunosensor ist das biologische Element beispielsweise ein Antikörper, 

der auf einer Festphase immobilisiert ist. Die reversible biospezifischen Interaktionen 

des Antigens mit einem Antikörper verändert die optischen Eigenschaften des 

Mediums, so dass durch eingestrahltes Licht ein Signal ausgelöst wird, welches 

mittels eines Transducers (Signalwandlers) dargestellt werden kann [24 (S. 1), 115 

(S. 5)]. 

Die Vorteile moderner Biosensor-Systeme liegen im Einsatz von markierungsfreien 

Reaktanden und einem kontinuierlichen Flusssystem zur Detektion in Echtzeit [19 

(2.1.), 24 (S. 7), 115 (S. 17), 123 (S. 335), 190 (S. 1230)]. Durch diese 

Echtzeitanalyse in Form des Signalverlaufs in relativen Units (RU) im Verhältnis zur 

Zeit, erhält man ein Vielfaches an Informationen über kinetische Wechselwirkungen 

der Analyten, als beispielsweise ein Radioimmunoassay im Gleichgewichtszustand 
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liefern kann [115 (S. 18)]. Damit dient die biosensorische Nachweismethode der 

Oberflächenplasmonresonanz als hervorragende analytische Technik zur genaueren 

Beschreibung der Wechselwirkung des hSHBG und seinen steroidalen 

Bindungspartnern im Serum. 
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2. Allgemeiner Teil – Einleitung  
 

2.1. hSHBG – Steroid Hormone-Binding Globulin 
 

2.1.1. Funktion und Bedeutung im menschlichen Körper 
 

hSHBG (human sex hormone-binding globulin oder Sexualhormon-bindendes 

Globulin) ist das Produkt eines singulären Gens auf dem kurzen Arm von 

Chromosom 17 und wird hauptsächlich in den Hepatozyten synthetisiert [16 (S. 65), 

78 (S. 543), 95 (S. 1356), 98 (S. 4166)]. Androgene, Insulin und Prolaktin hemmen 

die Expression, Estrogene und Schilddrüsenhormone fördern diese [180 (S. 706), 

181 (S. 83)]. Ein kleiner Anteil wird außerdem in den Sertoli-Zellen des männlichen 

Geschlechtstraktes, sowie dem zentralen Nervensystem (ZNS) synthetisiert [82 (S. 

577f), 87 (S. 301), 99 (S. 771)].  

Im humanen Serum bindet hSHBG als typisches Beta-(β)-Globulin ca. 70-80% der 

verschiedenen im Blut zirkulierenden Sexualhormone mit hoher Affinität und 

Spezifität, jedoch mit einer im Vergleich zum Albumin geringeren Bindungskapazität 

[87 (S. 298), 120 (S. 58)].  

Die hohe Affinität und Spezifität gilt vor allem für hydroxylierte Steroide mit planarem 

A/B-Ring, wie beispielsweise die 17β-hydroxylierten Androgene 5α-

Dihydrotestosteron (DHT), dem stärksten Bindungspartner in vivo und Testosteron 

(T) der einen etwas weniger affinen Bindungspartner darstellt. Des weiteren werden 

weibliche Geschlechtshormone, wie 17β-Estradiol, von hSHBG gebunden, jedoch mit 

geringerer Affinität im Vergleich zu den 17β-hydroxilierten Androgenen [48 (S. 59), 

168 (S. 70)]. 

hSHBG übt in der Zirkulation eine Pufferwirkung für die gebundenen Steroid- 

Hormone aus. Durch die Bindung an hSHBG können Sexualhormone an ihren 

Zielzellen und  Zielgeweben nicht wirksam werden [84 (S. 65), 157 (S. 745), 168 (S. 

73)]. Denn nur Protein-ungebundene Formen der Sexualhormone besitzen 

biophysiologische Aktivität und können als Transkriptionsfaktoren wirksam werden 

[182 (S. 815)]. 

Die Bedeutung der Bindung von Steroiden an hSHBG liegt generell in einer 

Aufrechterhaltung des steady-states der Konzentration an Sexualhormonen im 
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Plasma. hSHBG dient als Regulator der freien Steroidkonzentrationen im Plasma 

und gibt nach Bedarf Steroide ab oder bindet diese. 

hSHBG modifiziert und vermittelt auch die Wirkung von Sexualhormonen, in dem es 

beim Transport von Sexualhormonen durch Membranen in Wechselwirkung mit 

einem spezifischen hSHBG-Membranrezeptor tritt. Der Hormoninflux in die Zelle ist 

dabei sowohl sensitiv für die Konzentration an Sexualhormon-hSHBG-Komplex-

Konzentration, als  auch für die Änderung der Rezeptordichte auf der Zelloberfläche 

[157 (S. 745f)].  

 

2.1.2. Struktur und Proteinchemie 
 

2.1.2.1. Primärstruktur 
 

hSHBG liegt unter physiologischen Bedingungen als Homodimer mit einem 

Molekulargewicht von ca. 95000 Dalton (D) vor [78 (S. 544), 84 (S. 71), 85 (S. 818), 

157 (S. 736)]. Es besteht aus zwei unterschiedlich großen Untereinheiten (UE) zu 52 

kD (schwere UE) und 48 kD (leichte UE), die in einem Verhältnis von ca. 10 

(schwere UE) zu 1 (leichte UE) vorliegen. In manchen Individuen findet man 

zusätzlich eine dritte Untereinheit mit einem Massengewicht von 56 kD, ungefähr in 

gleicher Menge wie die schwere UE [85 (S. 822), 202 (S. 521)]. Bei Denaturierung 

des Proteins erhält man nur eine einzige Polypeptidkette, was ein Beweis dafür ist, 

dass hSHBG nur von einem Gen kodiert wird [84 (S. 71), 85 (S. 817)].  

Eine Untereinheit eines hSHBG-Moleküls setzt sich aus 402 Aminosäuren 

zusammen, wobei die Aminosäurereste 1-29 ein hydrophobes Signalpolypeptid 

bilden, welches auf Grund limitierter Proteolyse durch Serumproteasen variabel sein 

kann, also ein heterogenes N-terminales Ende darstellt. 

Die darauffolgenden 373 Aminosäuren werden an den Cysteinresten Cys164 und 

Cys188, sowie Cys333 und Cys361 über jeweils eine Disulfidbrücke miteinander 

verbunden, die  in der Sekundärstruktur als zwei Schlingen imponieren [11 (S. 345), 

78 (S. 544), 84 (S. 72)]. 

Dazu besitzt eine monomere Untereinheit einen Kohlenhydratanteil von 18-23%, der 

größtenteils aus Säureresten besteht und zudem aus 3 Oligosacchariden, von denen 

zwei über N-Brücken an den Aminosäureresten Asparagin (Asn351) und (Asn367) 
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und eine über eine O-Brücke am Aminosäurerest Threonin (Thr6) angeknüpft sind 

[82 (S. 822), 86 (S. 71), 157 (S. 737), 202 (S. 519)]. 

 
2.1.2.2. Säure- und Oligosaccharidreste 

 

Die Oligosaccharide werden über N-Acetyllactosaminreste an Aminosäurereste 

angelagert: die beiden N-verknüpften Oligosaccharidketten mit biantennärer Struktur 

an Asparaginreste (Asn351, Asn367), die singuläre biantennäre O-verknüpfte 

Oligosaccharidkette an einen Threoninrest (Thr6) [84 (S. 71), 85 (S. 822), 157 (S. 

737), 202 (S. 519)]. 

N-verknüpfte Oligisaccharide werden ausschließlich C-terminal gefunden. Deshalb 

vermutet man, dass es sich dabei um strukturelle Determinanten handelt, die für die 

Wiedererkennung von hSHBG durch seinen Membranrezeptor von Bedeutung sind 

[87 (S. 300)]. Die Anzahl der N-verknüpften Oligosaccharide hat außerdem Einfluss 

auf die Halbwertszeit von hSHBG, im Sinne einer positiven Korrelation der Anzahl 

der Ketten mit der Länge der Halbwertszeit (HWZ), d.h. je mehr N-verknüpfte Ketten 

vorhanden sind, desto länger ist die HWZ von hSHBG [40 (S. 115)]. 

Eine zusätzliche Stelle zur N-Glykosylierung findet man in der dritten 56 kD 

schweren UE, die auf einem genetischen Polymorphismus beruht, bei welchem die 

Aminosäure Asparagin an Stelle 327 durch Aspartat ersetzt wird [78 (S. 544)]. 

Alle Kohlenhydratketten stellen sterische Komponenten dar, die zur Dimerisierung 

der hSHBG-Monomere beitragen, die räumliche Struktur stabilisieren und mit den 

Plasmamembranen der Sexualhormon-kontrollierten Zellen in Wechselwirkung treten 

und die Bindung und Signalwirkung des hSHBG an seinen hSHBG-Bindungsrezeptor 

unterstützen [87 (S. 300)]. 

 

2.1.2.3. Mikroheterogenität des hSHBG-Moleküls 
 
Hypothetisch handelt es sich bei hSHBG um ein Homodimer. Da in einer SDS-Page 

drei Banden mit sehr ähnlichen Molekulargewichten auftreten, spricht man von einer 

Mikroheterogenität von hSHBG [85 (S. 822), 202 (S. 521)].  

Erklärbar ist die Mikroheterogenität des Ein-Gen Produktes hSHBG durch die 

Veränderungen, die während seiner Aufreinigung und Lagerung auftreten. Dadurch 

variiert der Kohlenhydratgehalt sowie die Anzahl der Säurereste. Eine limitierte 
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Proteolyse durch Serumproteasen verändert in vivo die Aminosäuresequenz am N-

terminalen Ende der Polypeptidkette [85 (S. 822), 157 (S. 739)]. Genetische 

Variationen tragen ebenfalls zu veränderten Molekülstrukturen bei, aus welchen 

funktionsfähige isomere  Formen entstehen [156 (S. 199)].  

 
2.1.2.4. Steroid-Bindungsdomäne 

 
Bei der Steroid-Bindungsstelle handelt es sich um eine hydrophobe Höhlung mit 

(1+x) Protonenakzeptoren, die mit der Hydroxylgruppe am C3-Atom des 

Steroidgerüstes von Equilenin interagiert, welche in der Region um die Aminosäure 

Methionin an der Stelle 139 (Met139) von hSHBG liegt. Diese Region ist weiterhin für 

die Dimerisierung von hSHBG von Bedeutung [150 (S. 2686), 157 (S. 741), 186 (S. 

240)]. Dabei üben N-terminal von Met139 gelegene Aminosäuren, vermutlich von 

Lys134 bis Stelle Phe148, bereits C-terminal von Met139 gelegen, Einfluss auf die 

Bindungsspezifität an das Glykoprotein aus [69 (S. 7609), 78 (S. 543)]. Met139 

beeinflusst die Interaktion mit dem B-Ring des Steroids, die Stellen 134-139 treten 

sowohl mit dem A-, als auch dem B-Ring des Steroidgerüstes in Wechselwirkung. 

Die Aminosäuresequenz 139-148, ein C-terminal von Met139 gelegener Anteil an der 

Bindungsdomäne, interagiert mit dem bindenden Steroiden und beeinflusst 

gleichzeitig die Formation der Bindungsstelle [79 (S. 199)].  Funktionelle Beteiligung 

hat außerdem die Aminosäuresequenz 248-291, sowie die Sequenz von Position 

296 bis zu 35 hydrophoben Aminosäureresten am C-terminalen Ende der 

Polypeptidkette, die über Ausbildung von Faltblattstrukturen in enger räumlicher 

Beziehung zur Region um Met139 stehen [157 (S. 738)]. 

 
2.1.2.5. Carboxy- (C-)  und Amino- (N-) terminale Region 

 
Die Region um Met139 teilt hSHBG in zwei funktionelle Bereiche. N-terminal von 

Met139 gelegene Strukturen bilden die Steroid-Bindungsdomäne. C-terminal davon 

befinden sich Komponenten, welche die strukturelle Stabilität des Gesamtproteins 

und der Steroid-Bindungsdomäne gewährleisten, die HWZ determinieren und die 

Zelloberflächenerkennung von hSHBG durch seinen Membranrezeptor garantieren 

[78 (S. 543)].  
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2.1.2.6. Weitere funktionelle Domänen 
 
Im hSHBG-Molekül findet man zwei „ProteinS-like“-Domänen. Eine in Nähe der 

Cysteinreste, zwischen welchen sich die Disulfidbrücken von hSHBG ausbilden, die 

Zweite zwischen den Aminosäureresten 48-57, einen Teil einer Domäne, die an der 

Bindung von hSHBG an seinem Membranrezeptor beteiligt ist [87 (S. 298)]. 

Zusätzlich existieren vier Metallbindungsstellen für zweiwertige Kationen, alle in 

enger struktureller Beziehung zur Steroidbindungsdomäne um Met139 stehend: 

eine Calciumbindungsstelle (Ca2+-binding-site) liegt im C-terminalen Bereich und 

gewährleistet die strukturelle Integrität von hSHBG. Die restlichen drei liegen im N-

terminalen Bereich. Die N-terminale Site I ist eine weitere Ca2+-binding Site, 

wohingegen Site II und III Zinkbindungsstellen (Zn2+-binding-site) darstellen [7 (S. 

25920)].  

Site I stabilisiert die Steroidbindungsstelle von hSHBG und verbessert gleichzeitig 

dessen Dimerisierung. Site II liegt nahe der Steroidbindungsdomäne. Das Zn2+-Ion 

wird von den Seitenketten an His83, His136 und der Carboxylatgruppe an Asp65  

koordiniert. Das zweiwertige Kation verändert die Konformation der Histidinreste, 

sowie einer zusätzlichen „ungeordneten“ Region der Steroidbinungsstelle und 

verhindert gleichzeitig die Interaktion von Asparagin mit der 17β-OH-Gruppe 

bindender Steroide. Das in Site III gelegene zweiwertige Kation vergrößert den 

Abstand zwischen den Seitenketten am His101  und der Carboxylatgruppe am Asp 

117.  

Die Veränderungen an Site II und III führen zu einer Verminderung der Affinität von 

Estrogen zu hSHBG, wobei die Abspaltung des Steroids, sowie die Bindung von 

Androgenen nicht beeinflusst wird [7 (S. 25920)]. 

   
2.1.2.7. Dimerisierung des hSHBG-Moleküls 

 
Für die Dimerisierung der beiden Monomere spielen die Aminosäurereste 138-142  -  

auf dem C-Terminus gelegen - eine entscheidende Rolle. Sie bilden das 

Dimerisierungsinterface, das die beiden Untereinheiten in exakte und korrekte 

räumliche Beziehung zueinander bringt und so ihre starke Assoziation garantiert.  

Eine ähnliche Rolle spielt die Sequenz sich abwechselnder Leucinreste von Position 

267-281, die ebenfalls ein Dimerisierungsinterface darstellt [78 (S. 543)]. 
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Aus der strukturellen Beschaffenheit beider Sequenzen resultiert die 

Dimerisierungsenergie für die Assoziation von hSHBG-Monomeren. Steroidhormone 

tragen ebenfalls zu dieser Energie bei, was durch die Beobachtung, dass 

denaturiertes hSHBG unter Anwesenheit von DHT teilweise renaturiert, bestätigt 

wird. Die nicht-kovalent assoziierten Dimere werden  durch Calciumionen im 

umgebenden Medium und C-terminal gelegene Kohlenhydratketten strukturell 

stabilisiert [7 (S. 25920), 78 (S. 543), 157 (S. 735)]. 

 

2.1.2.8. Räumliche Struktur 
 

hSHBG besteht zu 15% aus α-helikalen Anteilen, zu 43% aus β-sheet 

(Haarnadelstruktur) und zu 10-16% aus β-Faltblattstrukturen. Das Dimer weist eine 

langgezogene, gestreckte Form, ähnlich einem Zylinder, auf, dessen Länge 11±3 nm 

und Breite 3±1 nm beträgt. Unter dem Rasterelektronenmikroskop erscheint es als 

kurzer ellipsoider Stab in kompakter Konformation [11 (S. 13)].   
 

2.1.2.9. hSHBG-bindender Membranrezeptor 
 

hSHBG bindet an einen hochspezifischen plasmalemnalen und membranständigen 

Rezeptor, auf den Plasmamembranen von Hepatozyten, Sertoli-Zellen, 

Prostatagewebe, Deziduazellen des Endometriums, sowie der Syncytiotrophoblasten 

der Plazenta [83 (S. 100), 180 (S. 697), 181 (S. 80), 202 (S. 519)]. hSHBG 

organisiert den Transport der Hormone zu den Geweben im Sinne eines Shuttle-

Mechanismus und spielt eine wichtige Rolle als Modulator der Signaltransduktion in 

den Zellen, und somit der direkten Hormonwirkung auf die Zielgewebe. hSHBG 

entfaltet  seine Wirkung jedoch nur über den Kontakt mit seinem Rezeptor und einem 

Steroidhormon an der extrazellulären Seite der Plasmamembran, ohne selbst in die 

Zelle internalisiert zu werden [202 (S. 519)]. 
Die extrazelluläre Bindung des Glykoproteins als Ligand an den membranständigen 

Rezeptor erfordert eine Umwandlung in ein intrazelluläres Signal. Für diesen, als 

Signaltransduktion bezeichneten Vorgang, existieren u.a. Guaninnucleotid-bindende 

Proteine, die sogenannten G-Proteine, die als molekulare Schalter dienen [184 (S. 

481)]. Im Falle des hSHBG hat ein unligantiertes dimeres Molekül an seinen 

Rezeptor gebunden nur eine geringe Wirkung. Bindet ein Steroidhormon an das 
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hSHBG-Dimer, nachdem es selbst bereits an seinen Rezeptor angedockt hat, so 

wird über einen allosterischen Reaktionsmechanismus ein G-Protein aktiviert [184 

(S. 481), 185 (S. 513)]. Mit Steroidhormon beladenes hSHBG kann nicht an den 

hSHBG-Rezeptor binden, da durch das Hormon die Membranbindungsstelle 

allosterisch verändert wird [157 (S. 735), 184 (S. 481)].  

Die G-Proteine kommen dabei in zwei unterschiedlichen Zuständen vor, die sich nur 

durch das jeweils gebundene Guaninnucleotid unterscheiden. In aktiver From ist es 

mit GTP beladen und kann das Adenylatcyclasesystem zu aktivieren. Durch eine 

GTPase-Aktivität wird GTP zu GDP und das G-Protein in seine inaktive Form 

überführt. Nach Abspaltung des GDP durch sogenannte Guaninnucleotid-releasing-

Proteine (GNRP), kann neues, hochaffines GTP binden und das G-Protein ist 

regeneriert und reaktiviert. Durch Aktivierung der Adenylatcyclase durch das G-

Protein erfolgt eine Aktivitätszunahme der auf der Innenseite der Zellmembran 

lokalisierten katalytischen Einheit, welche die Reaktion von Adenosintriphosphat 

(ATP) zu cyclo-AMP (cAMP) katalysiert. cAMP ist ein Vermittler der Wirkung von 

hSHBG sowie vieler anderer Hormone und wird auch als second messenger  

bezeichnet. Durch den Anstieg an cAMP an der Innenseite der Zellmembran erfolgt 

eine Verstärkung der Funktion von Steroidhormonen als Transkriptionsfaktoren [114 

(S. 774f.)].      

 

2.2. hSHBG und seine physiologischen Liganden 
 

2.2.1. Steroidhormone 
 

2.2.1.1. Hauptklassen und Herkunft 
 
Alle Steroidhormone leiten sich vom Cholesterin ab. Die fünf Hauptklassen sind die 

Gestagene, die Glucocorticoide, die Mineralocorticoide, die Androgene und  die 

Estrogene. Von besonderem Interesse sind hier die Androgene und Estrogene, die in 

der Nebennierenrinde und den Gonaden synthetisiert werden. Androgene bewirken 

die Ausbildung der sekundären männlichen, Estrogene die Ausbildung der 

sekundären weiblichen Geschlechtsmerkmale [114 (S. 837, S. 842), 203 (S. 739)]. 
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2.2.1.2.  Synthese der Androgene und Estrogene aus Pregnenolon 
 
Cholesterin, bestehend aus 27 C-Atomen, dient als Ausgangsmolekül zur Synthese 

steroidaler Hormone. Steroide bestehen aus 21 oder weniger C-Atomen. Der erste 

Schritt in der Biosynthese der Steroide besteht in der Entfernung eines C-6-Restes 

aus der Seitenkette, wobei Pregnenolon entsteht. Anschließend werden C-20 und C-

22 hydroxyliert, wodurch die Bindung zwischen diesen beiden Atomen gespalten 

wird. Durch Oxidation der 3-Hydroxylgruppe zur 3-Ketogruppe und Isomerisirung der 

∆5-Doppelbindung zur ∆4-Doppelbindung entsteht Progesteron.  

Die Synthese der Androgene und Estrogene beginnt mit der Hydroxylierung von 

Progesteron an C-17. Durch Abspaltung der Seitenkette aus C-20 und C-21 erhält 

man Androstendion, durch Reduktion der 17-Ketogruppe des Androstendions, 

Testosteron. Diese Androgene besitzen 19 C-Atome.  

Estrogene entstehen durch Entfernung der C-19-Methylgruppe und anschließender 

Aromatisierung von Ring A [114 (S. 466)]. 

 

2.2.2. Sterische Anforderungen an Steroide zur Bindung an hSHBG 
 
Die Steroidbindungsstelle von hSHBG stellt spezielle sterische und elektrostatische 

Ansprüche an seine Bindungspartner. Hohe Affinität zu hSHBG haben nur 

Steroidhormone mit einer Ringstruktur aus 18 bzw. besser 19 C-Atomen mit 

folgenden strukturellen Eigenschaften: zwischen Ring A und Ring B ist eine planare 

„Transdecalin“-Ringkonfiguration erforderlich. Zusätzlich müssen die Sexualhormone 

mit einer hydroxylierten Gruppe in β-Konfiguration am C-Atom 17 im D-Ring 

ausgestattet sein [84 (S. 65), 120 (S. 57)]. Diese funktionelle Gruppe ist unbedingt 

erforderlich, um mit hSHBG interagieren zu können. Eine Keton- oder 

Hydroxylgruppe an C-Atom 3 im A-Ring fördert die Affinität zur Steroidbindungsstelle. 

Die Hydroxylgruppe kann sowohl α-, als auch β-konfiguriert sein [157 (S. 735)].  
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2.2.3. Spezifische Liganden von hSHBG  
 

2.2.3.1. Androgene: Testosteron und 5α-Dihydrotestosteron 

 

Testosteron fördert Wachstum und Differenzierung der männlichen 

Fortpflanzungsorgane wie Samenleiter, Prostata, Vesikulardrüsen und Penis 

(androgene Wirkung) während der Embryogenese und nach der Geburt [161 (S. 66)]. 

Die Ausbildung sekundärer Geschlechtsmerkmale wie Bartwuchs, virile Behaarung, 

Vergrößerung des Kehlkopfes und Verdickung der Stimmbänder ist ebenfalls 

androgenabhängig. Weiterhin stimulieren sie die Produktion von Erythropoietin, das 

Wachstum der Brustmuskulatur, Spermatogenese und fördern Libido und Potenz. 

Für einen Teil dieser Wirkungen ist die intrazelluläre Umwandlung des Testosteron in 

DHT durch die 5α-Reduktase erforderlich [114 (S. 837), 161 (S. 66)]. 

 

2.2.3.2. Estrogene - 17β-Estradiol  

 
Estrogene sind im Vergleich zu den Androgenen weitaus schwächere 

Bindungspartner von hSHBG [61 (S. 385)]. Sie werden vor allem im Ovar der Frau 

und zu einem geringen Anteil auch in der Nebennierenrinde gebildet. Zusammen mit 

den Gestagenen regulieren sie die Gonadotropinsekretion durch die Hypophyse über 

eine Änderung der Amplitude oder der Häufigkeit der LH-RH-Freisetzung aus dem 

Hypothalamus. Sie wirken auch direkt auf Hypophysenzellen: 17β-Estradiol 

potenziert die Wirkung von LH-RH und bewirkt eine positive Rückkoppelung, d.h. es 

fördert die Freisetzung von LH-RH und somit dessen Wirkung auf die Hypophyse 

und damit die Freisetzung von LH, dem wichtigsten Hormon während der ersten 

Zyklusphase der Frau und hemmt gleichzeitig die Freisetzung von FSH.  

Estrogene induzieren die Proliferationsphase des Zyklus und bereiten den Uterus 

somit auf die anschließende Gestagenwirkung und eine mögliche Schwangerschaft 

vor. Sie sind für die Ausprägung und Aufrechterhaltung der sekundären weiblichen 

Geschlechtsmerkmale, wie Wachstum der Mammae, verantwortlich. Allgemein 

haben sie Einfluss auf Stoffwechselparameter, darunter gesteigerte 

Gewebsdurchblutung, verstärktes Wachstum, Wasserretention, Senkung der 

Körperkerntemperatur und Veränderung des Serumlipoprotein-Musters (Senkung 

von LDL und Erhöhung von HDL) [114 (S. 843)]. 
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2.2.4. Bindungsmodelle der Steroide an SHBG 
 

2.2.4.1. Bindung von 1 mol Steroid pro mol SHBG-Dimer: Sandwich-Modell 
 
Hammond und Petra postulierten auf der Grundlage, dass es sich bei hSHBG um ein 

Homodimer nicht kovalent-gebundener Untereinheiten mit einer 

Steroidbindungsstelle handelt, die Bindung von einem mol Steroid pro mol dimeres 

hSHBG. Die Hypothese war, dass sich die beiden ellipsoiden SHBG-Monomere 

symmetrisch aneinander lagern und eine Schleife oder ein Sandwich bilden, in deren 

Zentrum die Bindungstasche für Steroide entsteht [109 (S. 373), 157 (S. 735)]. Die 

Kohlenstoffatome C17 und C1 des Steroids binden an der Steroid-Bindungsstelle, 

die zwischen den beiden monomeren hSHBG-Molekülen entsteht, so dass die 

Oberfläche des Steroids nach außen steht [155 (S. 699)]. 

Ein zweites Modell, das die oben genannte Stöchiometrie von 1:1 berücksichtigte, 

war das negative Kooperationsmodell: Die Bindung eines Steroids an eine hSHBG-

Untereinheit bewirkt eine Konformationsänderung der anderen Untereinheit 

dahingehend bewirkt, dass kein zweites Steroid mehr an das Protein binden kann 

[145 (S. 18345), 156 (S. 191), 157 (S. 735)]. 

 
2.2.4.2. Bindung von 1 mol Steroid pro mol SHBG-Monomer 

 
Grishkovskaya und Avvakumov zeigten im Jahre 2000 mittels einer 

kristallographischen Analyse von hSHBG, dass beide Monomere eines homodimeren 

Komplexes fähig sind, je ein Steroid zu binden. Das bedeutet, dass jedes Monomere 

hSHBG eine Steroidbindungsstelle besitzt. Es existieren zwei 14-fach gefaltete β-

Faltblattstrukturen, die sich über eine gedachte symmetrische Achse mittels 

Wasserstoffbrücken zu einem Dimer zusammenlagern und in deren entstehender 

Tasche ein Steroid anbinden kann [6 (S. 34453), 71(S. 504), 72 (S. 621), 73 (S. 

32086)]. 

  

2.3. Bestimmung und Messung von hSHBG im Serum 
 

Die Bioverfügbarkeit und die natürliche Balance von Testosteron und 17β-Estradiol 

im Körper wird durch die Liganden-Bindung an hSHBG reguliert. Kommt es zu einer 
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Störung im Regelkreis der Androgene und Estrogene, d.h. zu extrem hohen oder 

niedrigen Konzentrationen dieser Geschlechtshormone oder ihres 

Haupttransportproteins hSHBG, so kommt man durch Messung der freien 

Steroidkonzentrationen und zusätzlich des hSHBG, der Ursache näher.  

So kann z.B. eine extrem niedrige Androgenkonzentration ihre Ursache auch in 

hohen hSHBG-Konzentrationen haben, d.h. viel hSHBG bindet vermehrt freie 

Androgene, bei gleichbleibender gesamt-Androgenkonzentration. Auf diese Weise 

dient die Bestimmung von hSHBG der richtigen Interpretation von freien Androgen- 

und Estrogenspiegeln [120 (S. 57), 157 (S. 735)].  

 
2.3.1. Stabilität des Proteins  

 
Durch Lagerung von Proben bei 4°C im Kühlschrank ist   hSHBG im Serum bis zu 8 

Wochen stabil, wohingegen es bei einer Temperatur von 37°C einem rapiden 

Aktivitätsverlust unterliegt, was vor allem auf der Spaltung und Zerstörung des 

Glykoproteins durch Serumproteasen beruht. Tiefgefroren ist es über viele Monate 

stabil und behält nahezu seine volle Immunoreaktivität [198 (S. 1253)]. 

 
2.3.2. Immunradiometrischer Assay für hSHBG 

 
Der Nachweis erfolgt mittels eines Immunradiometrischen Assays (IRMA), welcher 

auf den Prinzipien eines nicht-kompetitiven „liquid-phase“-Sandwichassays beruht. 

Man inkubiert Serumproben mit 125I-markierten monoklonalen SHBG-Antikörpern und 

polyklonalen Kaninchen-anti-SHBG-Antiserum. Gleiches geschieht mit bekannten 

Kontrollproben und Standards. Nach einstündiger Inkubation gibt man  solid-phase 

Esel anti-Kaninchen IgG-Antiserum zu, zentrifugiert, hebt den Überstand ab und 

verwirft diesen. 

Die zurückgebliebenen SHBG-Moleküle an der Festphase der Analyseröhrchen 

werden im γ-counter analysiert. Die Menge an gemessener Radioaktivität ist direkt 

proportional zur SHBG-Konzentration. 
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Population 

 
hSHBG-Konzentration (nmol/l) 

Kinder 
Jungen und Mädchen, 2-4 Jahre 

Jungen und Mädchen, 11-14 Jahre 

 

ca. 90 

ca. 60  

Männer ca. 35 

Frauen (prämenopausal) ca. 55 

Schwangere im 3. Trimeon ca. 400 

Estrogenbehandlung 
bei Frauen 

 

 

bei Männern 

 
bis auf das 3-fache des Normalwertes erhöht, 

abhängig von Art und Dosis des verabreichten 

Estrogens 

bis auf das 5-fache des Normalwertes erhöht bei 

Antiandrogen-behandelten 

Prostatakarzinompatienten   
 
Tab. 1.: Referenzwerte bei verschiedenen Personengruppen in nmol/l  
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2.3.3. Diagnostische Anwendungsbeispiele für die hSHBG-Serumbestimmung 

 

Schilddrüse Hyperthyreote Patienten zeigen einen signifikanten, zur 

hyperthyreoten Stoffwechselllage positiv korrelierenden Anstieg von 

hSHBG. Bei einer Überdosierung mit Amiodaron dient hSHBG somit 

zur Einschätzung des Verlaufes einer Thyreotoxikose [37 (S. 387), 

61 (S. 385), 157 (S. 735), 165 (S. 841), 180 (S. 697)]. 

Hirsutismus Testosteron (erhöht) und hSHBG (erniedrigt) dienen der Feststellung 

des Grades einer Hyperandrogenämie. HSHBG dient als Parameter 

zur Abschätzung der freien Konzentration an Testosteron zum 

gebundenen bzw. Gesamttestosteron [103 (S. 129), 118 (S. 132), 

119 (S. 139)]. 

Gynäkomastie Bei betroffenen Patienten können niedrige hSHBG-Serumspiegel in 

Kombination mit moderatem Hypogonadismus zur Erklärung der 

Pathogenese der Gynäkomastie beitragen [165 (S. 841)]. 

Diabetes Mellitus Typ II Man nimmt an, dass hSHBG ein Marker für Inulinresistenz ist. Je 

höher der Insulin-Spiegel im Blut, desto niedriger ist hSHBG und 

desto höher die Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines späteren 

Diabetes Mellitus Typ II [153 (S. 279), 157 (S. 735)]. 

Adipositas Körperfettmasse, intraabdominelle Fettgewebsakkumulation, 

erhöhter BMI (Body Mass Index) und erhöhte Cholesterinspiegel im 

Blut, spiegeln sich in einer Erniedrigung des Blut-hSHBG-Spiegels 

und einer Hyperinsulinämie wieder [165 (S. 841), 175 (S.1545), 225 

(S. 81)]. 

Anorexia nervosa Starke Erhöhung der hSHBG-Spiegel ist eines der Zeichen für eine 

Anorexie [50 (S. 571)]. 

 
Tab. 2: Diagnostische Anwendungsbeispiele zur Serumbestimmung von 
hSHBG. 
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3. Themenstellung der vorliegenden Dissertation 
 

In der vorliegenden experimentellen Studie der Wechselwirkung von hSHBG mit 

seinen Liganden wurden mittels Gleichgewichtsmessungen in Lösung unter 

Gleichgewichtsbedingungen und mittels Surface Plasmon Resonance-Biosensorik 

(Oberflächenplasmonresonanz/SPR) verschiedene 1α- und 17α-Amino-5α-DHT-

Derivate untersucht. Das Ziel war es, Androgene zu finden, die als immobilisierte 

Liganden auf der Chipoberfläche in Wechselwirkung mit hSHBG treten. Mittels 

kinetischer Daten über Assoziation und Dissoziation von hSHBG sollte eine bessere 

funktionelle Charakterisierung der Anbindung von Sexualhormonen an hSHBG 

ermöglicht werden. 

 

Folgende Kriterien waren dabei zu erfüllen: 

- Die Androgenderivate müssen den beiden stärksten Bindungspartnern an 

hSHBG, 5α-DHT und Testosteron, strukturell möglichst ähnlich sein. 

- Die Steroidhormone müssen in der Gleichgewichtsreaktion eine starke 

Anbindung an hSHBG zeigen, um bei Immobilisation auf dem Biosensor-Chip 

ein ausreichendes Signal bei der Protein-Steroid-Wechselwirkung mit hSHBG 

auszulösen. 

- Die ermittelten Ergebnisse in Lösung und auf der heterogenen 

Biosensoroberfläche müssen für die unterschiedlichen Androgenderivate 

vergleichbar sein. 

 

Die Arbeitshypothese lautete: 

1α- und 17α-Amino-5α-DHT-Derivate stellen gute, den physiologischen 

Bindungspartnern an hSHBG homologe Substanzen dar, die immobilisiert auf der 

Chipoberfläche, ein auswertbares Signal zur Analyse der kinetischen 

Wechselwirkung zwischen Steroid und hSHBG liefern.
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4. Spezieller Teil – Methodik und Experimente 
 

4.1. Verdrängungsassay zur Bestimmung der relativen Affinitäten von 
Androgenen zu hSHBG 

 

Das Bindungsvermögen von Androgenen an hSHBG wurde mittels eines 

Verdrängungsassays unter Gleichgewichtsbedingungen mit radioaktiv markiertem 

Testosteron (3H-Testosteron) als Tracer durchgeführt. Dazu wurden die relativen 

Bindungsaktivitäten (RBA) der Androgene an hSHBG bei 37°C bestimmt, indem man 

nach Koinkubation des jeweiligen Steroids mit dem kompetitiven 3H-Testosteron-

Tracer das Glykoprotein hSHBG an ConA-Sepharose band und die Radioaktivität 

des nichtgebundenen Tritium-Testosterons im Überstand mittels eines Szintillations-

β-Counters maß [48]. Nicht-markiertes Cortisol diente dabei zur Absättigung des auf 

dem Gelsediment immobilisierten Cortisol-bindenden Globulin (CBG), um eventuelle 

Wechselwirkungen mit den Sexualhormonen und daraus resultierenden 

Analysefehlern für die hSHBG-Bindung zu vermeiden. 

  

4.1.1. Materialien 
 

ConA-Sepharosegel stammte von der Firma Pharmacia Biotech, Amersham, UK. 

und wurde bei + 4°C gelagert.  Affinitätschromatographisch gereinigtes hSHBG 

stammte von Fitzgerald Industries International, Concord, MA, USA und wurde in 

einer molaren Konzentrationen von 1,1 µmol/l in PBS Puffer (0,3% NaN3) bei einem 

pH von 7,4 gelöst und bei – 20°C gelagert. 

Cortisol (11β-17α-21-Trihydroxy-4-pregnen-3-20-dion) und Testosteron (17β-

Hydroxy-4-androsten-3-on) stammten von Sigma, Deisenhofen, Deutschland.  

Der radioaktive Tracer [1, 2, 6, 7-3H]-Testosteron (Molekulargewicht 293 g/mol) 

wurde bei Amersham Pharmacia Biotech, Amersham, UK mit einer spezifischen 

Aktivität von 3,55 TBq/mmol bezogen und bei einer Temperatur von – 20°C gelagert. 

Opti-Fluor-Szintillationslösung stammte von Packard Instruments, Groningen, 

Niederlande. 

Gemessen wurde mit dem β-Counter 1219 Rackbeta Liquid Scintillation Counter der 

Fa. Wallac, Bromma, Sweden. 
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4.1.2. Aktivität des affinitätschromatographisch gereinigten hSHBG 
 
Man ermittelte die Konzentration an freiem Testosteron in einer Serumprobe 

gesunder Männer vor und nach Zugabe von hSHBG mittels eines 125I-markierten 

freien Testosteron Coat-A-Count® RIA von DPC-Biermann, Bad Nauheim, 

Deutschland. Der β-Count erfolgte mit einem 1277 Gamma master counter von LKB 

Wallac, Bromma, Schweden. Dabei erwartete man einen sinkenden 

Testosterongehalt in den Serumproben nach Zugabe von hSHBG.  

Außerdem  wurde die hSHBG-Konzentrationen in den Serumproben vor und nach 

Zugabe von 40 µl hSHBG (1,1 mmol/l) zu 180 µl Serumprobe bestimmt, womit eine 

Endkonzentration von ca. 200 nmol/l an hSHBG pro Serumprobe erreicht wurde. 

Kontrollen wurden durch Zugabe von 40 µl PBS-Puffer zu 180 µl Serum 

durchgeführt. 
 

4.1.3. Versuchsaufbau und Durchführung 
  
Den Verdrängungsassay von hSHBG für verschiedene Sexualhormone und deren 

Derivate wurde analog zu Dunn et al [48 (S. 58ff.)]. Die Experimente wurden bei 

22°C und 37°C nach von Grenot et al. nach oberer Vorschrift durchgeführt [69 (S. 

7609)]. 

Assaypuffer bestand aus 1.000 ml isotonischer NaCl-Lösung, 0,24 g NaH2PO4 und 

1,44 g Na2HPO4 und wurde auf einen physiologischen pH-Wert von 7,4 eingestellt. 

Das ConA-Sepharosegel wurde bei Raumtemperatur 1h lang auf dem 

Rotationsschwenker 30 Minuten durchmischt und 20 ml in Vials gegeben. Dieses 

wurde zweimal mit jeweils 20 ml Assaypuffer gewaschen. 

Affinitätschromatographisch gereinigtes hSHBG der Fa. Fitzgerald wurde bei 

Raumtemperatur aufgetaut und anschließend mit Assaypuffer auf eine Konzentration 

von 100 nmol/l verdünnt (hSHBG-Gebrauchslösung). 

2000 µg Cortisol wurden mit 1 ml Ethanol gemischt und mit Assaypuffer um den 

Faktor 2500 verdünnt, was eine Cortisol-Gebrauchslösung  mit einer Konzentration 

von 0,8 µg/ml ergab. Im Ansatz erfolgte eine weitere Verdünnung um den Faktor 10, 

woraus eine Endkonzentration von 0,08 µg/ml resultierte, Testosteron wurde von 

einer Stocklösung zu 10 mmol/l in Ethanol mit Assaypuffer auf Konzentrationen von 

50000, 10000, 1000, 750, 500, 250, 100, 50 und 10 nmol/l verdünnt.  
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 Testosteron 
MW: 288,43 g/mol 

Stocklösung 10 mmol/l = 2,8 mg in 1000 µl Ethanol 

V1 10 mmol/l = 10 000 µmol/l = 10 000 000 nmol/l 

                            

Tab. 3: Herstellung einer Stocklösung V1 für Testosteron mit c = 10 mmol/l. 
 
 

           
Konzentration 
nmol/l 

Verdünnung 
 

Assaypuffer
µl 

Lösung 
µl 

V2: 50000 aus V1 1 : 200 1492,5 7,5 

10000 aus V2 1 : 5 1200 300 

1000 aus V2 1 : 50 1470 30 

100 aus V2 1 :  500 1497 3 

50 aus V2 1 :  1000 1498,5 1,5 

10 aus V2 1 :  5000 2499,5 0,5 

 

 

 

 

 
Tab. 4: Verdünnungsreihe für Testosteron ausgehend von einer Lösung mit 

einer Konzentration von 10 mmol/l (V1). 
 

Herstellung der Gebrauchslösung des 3H-Testosteron-Tracers: nach Dunn et al. 

wurde ein Wert an Total counts (T0) von 50000 dpm (desintegrations per minute) im 

β-Counter eingestellt. Dazu verdünnte man die Stocklösung an [1,2,6,7-3H]-

Testosteron mit Assaypuffer  um den Faktor 1900, was einer molaren Konzentration 

von 7 nmol/l  bei einer spezifischen Aktivität von 77,0 Ci/mmol und einer radioaktiven 

Konzentration von 1 mCi/ml, entsprach.  
 

 ³H-Testosteron 
Spezifische Aktivität: 77,0 Ci/mmol 

Molekulargewicht: 293 g/mol 

Radioaktive Konzentration: 1 mCi/ml 

Total-count-Wert von 50000 dpm 77 Ci/mmol = 77000 mCi/mmol =  

1 mCi / 12,987 nmol in 1 ml 

Verdünnung 12987 nmol/l / 7 nmol/l = 1855 ⇒ Verdünnung von 1 : 1900 

Ansatz 2µl ³H-Testosteron mit 3,8ml Assaypuffer verdünnen 

 

Tab. 5: Herstellung der Tritium-Tracer-Gebrauchslösung für einen T0-Wert von 
50 000 dpm. 
 
Die Ansätze wurden bei Raumtemperatur in 5 ml Glasröhrchen angesetzt. Für jede 

Konzentration des Testosterons (Probenröhrchen) und für T0 erfolgten 

Doppelbestimmungen; zusätzlich wurden jeweils 4 Leerwertbestimmungen 
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durchgeführt. Zuerst wurde in die Proben- und die Leerwertröhrchen jeweils 100 µl 

der SHBG-Gebrauchslösung und darauf 300 µl des 50%igen ConA-Sepharosegels 

gegeben, die Lösung gemischt und anschließend für 30 Minuten im 

Schüttelwasserbad bei 37°C inkubiert.  
 

 

 T0-Wert 
µl 

Leerwert 
µl 

Proben 
µl 

hSHBG-
Gebrauchslösung 

- 100 100 

50 %-ige 
Con A Sepharose-
Suspension 

- 300 300 

 
Tab. 6: Testansatz in 5 ml Glasröhrchen hSHBG-Gebrauchslösung inkubiert mit 

ConA-Sepharosegel. 
 

Das ConA-Sepharose-Gel interagiert dabei mit Glykoproteinen, die mindestens eine 

N-verknüpfte biantennäre oder eine Kohlenhydratkette vom high-mannose-type 

besitzen [41 (S. 235)]. Dadurch erhielt man eine feste Phase in Form des 

Gelsediments, mit daran gebundenen Glykoproteinen. 

Danach wurden zum Waschen zwei Mal 2 ml Assaypuffer zugegeben, für 5 Minuten 

bei 4000 Upm zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Dabei wurden 

Plasmaproteine, wie Albumin, die nicht von ConASepharosegel absorbiert werden, 

aus dem Ansatz entfernt. 900 µl Assaypuffer wurden in die T0-Röhrchen, 800 µl in 

die Leerwertröhrchen, sowie 700 µl in die Probenröhrchen gegeben. In die 

Probenröhrchen wurden 100 µl der verdünnten Testosteronlösungen gefüllt, dann 

wurden 100 µl des [1,2,6,7-3H]-Testosteron-Tracers und 100 µl der 

Cortisolgebrauchslösung in die Proben- und Leerwertröhrchen gegeben, so dass 

sich in jedem Röhrchen ein Endvolumen von 1000 µl befand.  

 
 T0-Wert 

µl 
Leerwert 

µl 
Proben 

µl 

Assaypuffer 900 800 700 

Steroid - - 100 

³H-Testosteron 100 100 100 

Cortisol - 100 100 

                   

        Tab. 7: Versuchsansatz  



Spezieller Teil – Methodik und Experimente 22 

 

Die Ansätze wurden gemischt, für 60 Minuten unter Schütteln und dann für weitere 

30 Minuten ohne Schütteln im Wasserbad bei 37°C inkubiert, damit sich das Gel 

absetzen konnte.  

Danach wurden 750 µl des Überstandes in Analysevials mit je 5 ml 

Szintilationslösung gegeben und jeweils 180 Sekunden im β-Counter gemessen. 

 
4.1.4. Standardkurve für die Bindung von Testosteron  an hSHBG 

 
Um die Bindungsfähigkeit der einzelnen Androgenderivate miteinander vergleichen 

zu können, mußte eine Bezugssubstanz erstellt werden. Testosteron eignete sich als 

Referenz, da es ein starker Bindungspartner für hSHBG ist. Daher wurde mit 

unterschiedlichen Testosteronkonzentrationen eine Standardkurve erstellt. 

Aussagekräftiger  Punkt in der Standardkurve für die Bindungsfähigkeit eines 

Steroids an hSHBG, ist der B/B0-Wert bei 50%. Dieser zeigt an, wie hoch die 

Konzentration an Steroid sein muss, um 50% an radioaktivem Tracer aus der 

Bindung an hSHBG verdrängen zu können. Je niedriger also der B/B0-Wert bei 50% 

ist, desto stärker ist die Bindungsfähigkeit des Steroids an hSHBG bzw. das 

Bindungsvermögen der Steroidbindungsstelle am hSHBG. 

 

 

Rechenparameter in der Übersicht: 

 
T0  total counts (dpm), gesamte Menge an radioaktivem Tracer im 

Versuchsansatz 

TSteroid(x) Menge an freiem Tracer bei einer Konzentration x eines bestimmten 

Steroids in der Reaktion um die Bindung an hSHBG 

LSteroid Leerwert für ein bestimmtes Steroid 

B T0 – TSteroid(x) 

B0 T0 – LSteroid

T0 – Ü  alle Werte von T0 – TSteroid(x)  und T0 – LSteroid

 

Der Versuchsansatz erfolgte wie in Kapitel 4.1.2. beschrieben. 
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Abb. 1: Standardkurve für die Bindung von T an hSHBG. 
 

4.1.5. Scatchard-Plot zur Bestimmung des Ka-Werts von  
Testosteron 

 

Zur Auswertung wurde ein lineares Koordinatensystem nach Scatchard verwendet 

[188 (S. 660)]. Dabei wird auf der x-Achse die Konzentration des gebundenen Anteils 

des Tracers (3H-Tracer-bound) und auf der y-Achse der Quotient aus der 

Radioaktivität im Überstand (Ü) und der Totalen Menge an Radioaktivität (T0) minus 

der Radioaktivität im Überstand (Ü) aufgetragen.   

Die Steigung der resultierenden Geraden war äquivalent zur Affinitätskonstante Ka 

des Testosterons, der Schnittpunkt mit der x-Achse (n) war proportional zur 

Konzentration des Tracers und der Schnittpunkt der Geraden mit der y-Achse ergab 

den Quotienten aus n/Kd, mit n = Konzentration des Tracers  und Kd = 

Dissoziationskonstante.  
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Für die Standardauswertung müssen folgende Kriterien erfüllt sein:  

a.) Protein und Ligand reagieren in einer eins zu eins Reaktion ohne 

allosterische Effekte, 

b.) die Trennung der gebundenen und ungebundenen Anteile im 

Reaktionsansatz ist komplett, 

   c.) das System ist im Gleichgewicht, 

  d.) markierter und unmarkierter Ligand haben beide gleiche Affinität  

  zum Makromolekül.  

Weitere Einflussgrößen sind Temperatur, pH, Länge der Inkubation und Änderung 

der Matrix [188 (S. 660), 214 (S. 487)].   

 

Verdünnungsreihe von Testosteron ausgehend von einer Konzentration von 100.000 

nmol/l an Testosteron: 

 
Konzentration 
nmol/l 

Verdünnung 
 

Assaypuffer 
µl 

Lösung 
µl 

50000 1 : 2 750 750 

10000 1 : 5 1200 300 

7500 1 : 6,7 1276 224 

5000 1 : 10 1350 150 

2500 1 : 20 1425 75 

1000 1 : 50 1470 30 

500 1 : 100 1485 15 

100 1 :  500 1497 3 

10 1 :  5 000 2499,5 0,5 

   

4.1.6. Bindungsvermögen von 5α-Dihydrotestosteronderivaten an 

hSHBG 
 
Für die Experimente auf dem Biosensor benötigt man Steroid-Liganden, durch deren 

Immobilisation auf den Biosensorchips mit einer Dextranmatrix geeignete 

Oberflächen zur experimentellen Erforschung der Eigenschaften von hSHBG 

geschaffen werden. Dazu wurden die Bindungseigenschaften von synthetischen 

Steroidhormonderivaten an hSHBG zunächst in Lösung mittels des 

Verdrängungsassays getestet, um Aussagen über die Bindungsstärke der einzelnen 

Sexualhormonderivate an hSHBG im Vergleich zu Testosteron zu erhalten. 

Verschiedene synthetische Steroidhormonderivate wurden in den 

Gleichgewichtsmessungen bzgl. der Affinität zu hSHBG getestet. Die Synthese 
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dieser Steroidhormonderivate stellt einen komplizierten mehrstufigen organisch-

chemischen Prozess dar. Die synthetischen Prinzipien werden in [88 (S. 629ff.)] 

ausführlich dargestellt. 

Im einzelnen wurden folgende Amino-DHT-Derivate als hSHBG-Liganden getestet: 

 
IUPAC-Name Abkürzung Massengewicht 

g/mol 
c(Stocklösung) 

nmol/l 

17α-Aminocaproylethyl-17β-hydroxy-5α-

androstan-3-on 

17α-DHT-C6-NH2 492 10 

17α-Aminoethylethyl-17β-hydroxy-5α-

androstan-3-on 

17α-DHT-C2-NH2 379 2,24 

17α-Aminopropyl-17β-hydroxy-5α-

androstan-3-on 

17α-DHT-C3-NH2 392 1 

1α-Aminohexyl-17β-hydroxy-5α-

androstan-3-on 

1α-DHT-C6-NH2 383 6,44 

 
Tab. 8: Amino-DHT-Derivate als Liganden an hSHBG. 
 

In der nachfolgenden Abb. 2 sind die Strukturen der Liganden dargestellt: 
 

1.) 17α-DHT-C6-NH2 

O

OH

O

NH2

H

H

H

H

 
 

2.) 17α-DHT-C2-NH2 

 

O

OH

H2N

H

H

H

H
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3.) 17α-DHT-C3-NH2 

 

O
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H

H

H

 
 

4.) 1α-DHT-C6-NH2 
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OH

NH2

H

H

H

H

 
 

 
4.2. Grundlagen der Biosensorik 
 
4.2.1. Einführung  

   
Ein Biosensor ist ein miniaturisiertes Analysesystem, das einen reagiblen 

biologischen Baustein enthält, welcher dazu dient, eine gesuchte Substanz unter 

einer Fülle anderer – auch ähnlicher – herauszufinden. Mit diesem werden 

Informationen über die biochemische Zusammensetzung einer Analysenprobe oder 

über biospezifische Interaktionen von Bindungspartnern in Echtzeit erhalten. Als 

biologische Komponente fungieren Enzyme, Rezeptoren, spezifische Liganden, 

einsträngige DNA, Proteine, Antikörper(-fragmente), Zellen und Viren, welche  

markierungsfrei auf der Sensoroberfläche immobilisiert werden können. Dabei 

interagiert der Analyt, je nach Funktionsweise und Eigenschaften, mit dem 

biologischen Baustein des Sensors. Die daraus resultierende Antwort basiert auf 

biochemischen oder chemischen Reaktionen, auf der Änderung von optischen, 

elektrischen oder mechanischen Eigenschaften oder einem anderen verlässlich 

quantifizierbaren Geschehen.  
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Die biospezifischen Abläufe im Biosensor werden schließlich von einem geeigneten 

Transducer, einem Signalwandler, in ein messbares Signal umgewandelt und dann 

elektrisch verstärkt. Biosensoren kombinieren somit hohe analytische Spezifität mit 

den Vorzügen moderner Elektronik, um möglichst sensitive, gleichzeitig aber 

spezifische Signale zu erhalten [24 (S. 6), 115 (S. 1)].  

 

4.2.2. Optische Biosensoren am Beispiel der Surface Plasmon  Resonance:   
SPR (Oberflächenplasmonresonanz) 

 
Das Grundprinzip beruht darauf, dass linear polarisiertes Licht von einem Prisma von 

einer Schicht mit hohem Refraktionsindex (RI) zu einer Schicht mit geringerem RI 

geleitet wird, woraus unter Bedingungen der Totalreflektion eine Abschwächung der 

Intensität des reflektierten Lichts resultiert. Die Analyseprobe wird auf einer Schicht 

mit geringerem RI immobilisiert. Im Zwischenraum zwischen dem Prisma und der 

Probe liegt ein ca. 50 nm dünner Goldfilm.   

Durch Energietransfer aus dem Licht werden die Oberflächenelektronen, die 

sogenannten Plasmonen entlang des Goldfilmes in einen kollektiven 

Schwingungszustand versetzt. Daraus resultiert eine exponentiell abfallende, 

evaneszente Welle, die eine definierte Strecke in das Medium mit niedrigem RI 

eindringt und eine charakteristische Änderung des Winkels des reflektierten Lichtes 

unter Intensitätsabschwächung hervorruft.  
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Abb. 3: Oberflächenplasmonresonanz – SPR. Abgebildet ist ein B1-Chip mit  
immobilisierten Aminosteroiden und Antikörpern an einer Dextranmatrix, die 
auf einen dünnen Goldfilm an einem Transducer aufgebracht ist. Polarisiertes 
Licht wird durch ein Prisma geschickt und versetzt die Plasmonen entlang des 
Goldfilms in einen kollektiven Schwingungszustand, deren evanszente Welle 
weiter Richtung Goldfilm vordringt. Dadurch wird der Winkel des reflektierten 
Lichts geändert und die Intensität abgeschwächt. Diese optischen Phänomene 
können aufgezeichnet und als  Signal ausgewertet werden. 
 

So wird ein direkter Einblick in die Veränderungen des RI an der Oberfläche der 

biologischen Schicht möglich und durch Registrierung der Intensität und des 

Resonanzwinkels des reflektierten Lichts die biospezifische Interaktion visualisiert. 

Am Beispiel des Biacore X®  kann man dieses Prinzip durch Bindung von 

Steroidhormonderivaten an eine carboxymethylierte Dextranmatrix und der Reaktion 

des Komplexes mit hSHBG zur Charakterisierung ihrer Interaktionen nutzen. Bindet 

hSHBG an Steroidhormone, die als Liganden auf die Oberfläche aufgebracht 

werden, ändert dies die optische Dichte und damit auch den Winkel des reflektierten 

Lichtes, das als Sensorsignal dient. Wichtig ist, dass die  Steroidbindungsdomäne 

des sich frei in Lösung befindlichen hSHBG optimal zur Verfügung steht, was hohe 

Signalintensitäten zur Folge hat und sich in typischen Assoziations- und 

Dissoziationskurven zeigt [111 (S. 1), 115 (S. 1), 200 (S. 66)]. 
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Abb. 4: Darstellung einer typischen Oberflächenplasmonresonanz-
Messkurve1: Injektionsstart, 2-3: Assoziationsphase, 4: Injektionsstopp, 
5-6: Dissoziationsphase, 7: Stop der Messung 

 

Die sogenannte Echtzeitanalyse von biomolekularen Interaktionen (BIA) erkennt die 

Formation und Dissoziation von biomolekularen Komplexen auf der 

Sensoroberfläche unmittelbar bei Auftreten der Wechselwirkungen. Dazu 

immobilisiert man Moleküle kovalent auf der Sensoroberfläche und fügt die Analyten 

in Lösung, über einen kontinuierlichen Fluss, zu. Konzentrationsveränderungen auf 

der Sensoroberfläche können bis zu einem Zeitintervall von 0,1 sec aufgelöst 

werden. Die Bandbreite der analysierbaren Substanzen reicht von Proteinen, 

Nucleinsäuren und Lipidmizellen, bis zu großen Partikeln, wie Viren und ganzen 

Zellen [19 (2.1), 115 (S. 1)]. 
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sensor-Chips sind B1-Chips, d.h. sie 

besitzen eine Dextranmatrix mit einem geringen Grad an Carboxylierung, was zwar 

ihre Beladungskapazität und Dichte im Vergleich zu häufig eingesetzten CM 5-Chips 

erniedrigt, jedoch im Gegensatz nicht-spezifische Bindungsphänomene von positiv 

geladenen Molekülen erheblich reduziert [19 (2.1)]. 
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Abb. 5: Schema eines SPR-Biosensors. Man erkennt die 3 grundlegenden 
Elemente eines optischen Biosensors (c.)): a.) zeigt  das Prinzip der 
Oberflächenplasmonresonanz, b.) zeigt einen typischen Analysechip mit einer 
CM-Dextran-Matrix, die über eine Verbindungsschicht und Goldschicht auf 
einem Glasgrund aufgebracht wurde und d.) eine integrierte Mikroflusszelle 
(IFC), für einen kontinuierlichen Fluss über die Sensoroberfläche. 
 

4.2.3. Materialien 
 
Zur Ligandenkopplung wurden 0,05 M NHS (N-Hydroysuccinimid), 0,2 M EDC (N-

Ethyl-N`-(-dimethylaminopropyl-)-carbodimid) und 1 M Ethanolamin-hydrochlorid bei 

pH = 8,5 benutzt. Diese Reagenzien stammten von Biacore, Uppsala, Schweden.  

Die monoklonalen Antikörper MAK-T3 (M2111244), MAK-T19 (M212051a) und MAK-

E2-3 (M40557) stammten von der Fa. Fitzgerald.  

Als Abspaltungslösung bzw. Konditionierungslösungen diente Phosphorsäure 

(H3PO4: 100mM in PBS, pH = 1,60). Der PBS-Puffer wurde mit 2,6 mM KCl, 138 mM 

NaCl, 10mM Na2HPO4 x H2O, 1,8 mM H2KPO4 und 0,1% NaN3 in Aqua dest. 

hergestellt und auf einen pH =  7,55 – 7,65 eingestellt. Niedrigionischer 

Phosphatpuffer/Laufpuffer wurde mit 0,2 M NaH2PO4, 0,2 M Na2HPO4, 500 mM 

K2SO4 und 1 M CaCl2 in Aqua dest. angesetzt und auf einen pH = 7,3-7,5 eingestellt. 
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Boratpuffer (H3BO3) wurde mit 100 nM und einem pH =  8,30 in Aqua dest.  

hergestellt und diente der Verdünnung der Aminosteroide. 

Natriumacetat wurde mit 10 mM und einem pH = 4,50 benutzt. 

hSHBG wurde mittels PBS-Puffer in Lösung gebracht. Durch PNGase-Verdau mittels 

Zugabe von 5 Einheiten PNGase pro µg hSHBG, 30minütiger Inkubation bei 37°C 

und anschließender Gelfiltration über eine ConA-Sepharose-Säule erfolgte eine 

Abspaltung der N-glykosidischen Seitenketten von hSHBG, wodurch störende 

Oligomere entfernt wurden. Das behandelte hSHBG wurde in Aliquots  (V = 50 µl, pH 

= 7,53,  zu c = 1,1 µM und c = 2,2 µM)  bei  –20°C gelagert. Die analysierten 

Aminosteroide (17α-DHT-C3-NH2, 17α-DHT-C9-NH2 und 1α-DHT-C6-NH2) stammten 

von Prof. Hauptmann, Universität Regenburg. 

 
4.2.4. Beladung der Chipoberfläche mit Steroidliganden 

 
Alle Versuche wurden bei einer Temperatur von 25°C auf dem Biacore X© und bei 

Flussgeschwindigkeiten von 5 µl/min bzw. 10 µl/min durchgeführt. Zunächst wurde 

der Sensor solange konditioniert eine konstant verlaufende Basislinie (siehe Abb. 6) 

in beiden Flusskammern (FC1 und FC2) mittels kontinuierlichen Flusses von 

niedrigionischem Phosphatpuffer (Laufpuffer) erhalten wurde. FC1 diente bei der 

späteren Analyse als Messzelle, mit an der Dextranmatrix gekoppelten 

Aminosteroiden. FC2 als Referenzzelle, mittels welcher bei der Auswertung 

unspezifische Signale eliminiert werden. Danach erfolgte die weitere Konditionierung 

der Chipoberfläche durch dreimalige Injektion von 10 µl H3PO4 (100 mM in PBS-

Puffer). Durch die Konditionierung erfolgte eine Abspaltung von unspezifisch 

angebundenen Substanzen auf der Chipoberfläche, die Einfluss auf das 

Messergebnis haben könnten.  
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Abb. 6: Konditionierung der Flusszellen durch dreimalige Injektion von  10 µl 
H3PO4 (100 mM in PBS-Puffer). Der Abfall an RU zeigt jeweils die Injektion von 
H3PO4 an. Die Basislinie verläuft hier bei ca. 16350 RU. 
 

Im nächsten Zyklus erfolgte die Beladung von FC1. Injektion von 35 µl EDC (400 

mM)/NHS (100 mM) und anschließendem Delay von 30 sec. Unter Delay versteht 

man dabei die Zeit, in der das System bei kontinuierlichem Fluss des Laufpuffers 

einen Gleichgewichtszustand erreicht hatte.  

Durch Injektion einer Kombination aus N-Hydroxysuccimid (NHS) und N-Ethyl-N´-

(dimethyl-aminopropyl)-carbodiimid (EDC) wurden N-Hydroxysuccinimid-Ester auf 

die Chipoberfläche aufgebracht und so die Carboxymethylgruppen der 

Dextranoberfläche des B1-Chips aktiviert (siehe Abb. 10) [19], was sich in einem 

Anstieg des SPR-Signals (RU) zeigte, das nach Stopp des Laufes wieder auf die 

etablierte Basislinie abfiel.  
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Abb. 7: Aminkopplung an die Dextranmatrix des B1-Chips. 
 

Durch Injektion von 40 µl Ethanolaminhydrochlorid (1 M) wird die 

Aktivierungsreaktion mit einem nachfolgendem Delay von 100 sec gestoppt. Dadurch 

werden nichtreagierte NHS-Ester inaktiviert. Durch Injektion von 10 µl H3PO4 

(100mM in PBS) wurde danach die Deaktivierungsreaktion von Ethanolamin mit den 

NHS-Estern gestoppt und dadurch eine stabile Basislinie erreicht. 
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Abb. 8: Inaktivierung der überschüssigen aktivierten NHS-Ester mittels 
Ethanolamin 
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Abb. 9: Aktivierung der Dextranoberfläche in FC1 (Referenzkammer) mittels 
Injektion von 35 µl EDC (400 mM)/ NHS (100 mM). Die Basislinie ist bei ca. 
16350 RU erkennbar. Nach Injektion des EDC/NHS-Aktivierungsreagens (180 s) 
bei steigt das SPR-Signal auf ca. 22000 RU an. Injektion von Ethanolamin (750 
s) inaktiviert nicht reagierte NHS-Ester auf der Chipoberfläche. Injektion von 
H3PO4 beendet die Deaktivierungsreaktion und etabliert die Basislinie. 
 

Die Beladung von FC2 erfolgte nach dem gleichen Schema wie bei FC1, mit dem 

Unterschied, dass nach Aktivierung der Dextranoberfläche die NHS-Ester nicht 

mittels Ethanolamin deaktiviert wurden, sondern zusätzlich 30 µl des jeweiligen 

Aminosteroids in einer Konzentration von 200 µM injiziert und mit einem 

nachfolgenden Delay von 600 sec auf die Oberfläche des B1-Chips aufgebracht 

wurden.  

Somit befanden sich am Ende des Beladungsvorgangs auf der Chipoberfläche des 

B1-Chips in FC1 an die Dextranmatrix gekoppelte Amiosteroide (Aminkopplung) und 

in FC2 an die Dextranmatrix nur gebundenes Ethanolamin. 
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Abb. 10:  Aktivierung der Detranoberfläche in FC2 mittels EDC/NHS (120s), 
Inaktivierung mittels Ethanolaminhydrochlorid (670s) und Beladung der 
Chipoberfläche mit Aminosteroid mittels Injektion von 30 µl Aminosteroid in 
einer Konzentration von 200 µM (1400s) und abschließender Abspaltung 
mittels H3PO4 (2200s). 
 

Nach erfolgter Beladung wurde das Beladungsergebnis durch Injektion monoklonaler 

anti-DHT-Antikörper kontrolliert. Dazu injizierte man nacheinander jeweils 50 µl von 

MAK-T19, MAK-E2-3 und MAK-T3 zu c = 0,04 mg/ml bei einer Flussgeschwindigkeit 

von 10 µl/min., einem Delay von 600 sec. und anschließender Abspaltung mit 10 µl 

H3PO4 (100mM in PBS). Dabei war das Signal  bei Injektion von MAK-T19 für 17α-

DHT-C3-NH2 und 17α-DHT-C9-NH2 stärker als bei Injektion von MAK-T3. Bei 1α-

DHT-C6-NH2 war das Signal für MAK-T3 höher, als für MAK-T19. Der anti-E2 

Antikörper MAK-E2-3 diente der Negativkontrolle.    
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Abb. 11: MAK-T19-Kontrolle der Anbindung von 17α-DHT-C3-NH2 auf der 
Sensoroberfläche des B1-Chips. Man sieht eine deutliche Zunahme der RU in 
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FC2 von 250 RU auf 600 RU im Intervall von 100 s bis 400 s, was für eine 
hochaffine Anbindung des Antikörpers spricht.  

 
4.2.5. Durchführung der Messungen 

 
Die Amino-DHT-Derivate 17α-DHT-C3-NH2, 17α-DHT-C6-NH2 und 1α-DHT-C6-NH2 

wurden wie oben beschrieben auf der Dextranoberfläche verschiedener B1-Chips 

kovalent gebunden. Ihre Bindungseigenschaften an hSHBG wurden mittels Analyse 

ihrer Assoziations- und Dissoziationseigenschaften untersucht. Es wurden für jedes 

Aminosteroid 7 µl hSHBG in individuell unterschiedlichen Konzentrationen  injiziert 

(siehe Tab.: 9). Die Flussgeschwindigkeit betrug 10 µl/min. Die Delay-Zeit betrug für 

17α-DHT-C3-NH2 und 17α-DHT-C6-NH2 600 sec sowie 1000 sec für 1α-DHT-C6-NH2. 

Die spezielle Beschaffenheit der integrierten Mikroflusskammer (IFC) und die 

Klappenmechanismen gewährleisteten ein kontinuierliches, pulsationsfreies, 

kontrolliertes und nahezu verzögerungsfreies Flusssystem, in dem eine konstante 

Konzentration des injizierten hSHBG während der Assoziationsphase auf dem 

Sensorchip herrschte. Zusätzlich ermöglichte die integrierte Mikroflusskammer, dass 

die Probenlösung an hSHBG gleichzeitig durch beide Flusskammern FC1 und FC2 

des Sensorchips floss und somit eine parallele Untersuchung der beiden 

unterschiedlichen Oberflächen von FC1 und FC2 möglich war. Durch Subtraktion der 

RU-Werte der Referenzzelle FC2 von den RU-Werten von FC1 wurden 

Nettosensorgramme berechnet, aus denen mittels der Biacore-Software 

BIAevaluation 3.0 die Assoziationskonstanten der Aminosteroide für hSHBG ermittelt 

wurden. 

 hSHBG – Konzentrationen 
(nM)  

n 
(Anzahl der Versuche) 

17α-DHT-C6-NH2 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250 4 

17α-DHT-C3-NH2 50, 75, 100, 125, 150 4 

1α-DHT-C6-NH2 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200, 300, 350, 

400, 800 

4 

 
Tab. 9: hSHBG-Konzentrationen (nM) und Anzahl der  Versuche. 
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5. Ergebnisse 
 

5.1. Aktivität des affinitätschromatographisch gereinigten hSHBG 

 
Abb. 12: Nachweis der biologischen Aktivität des hSHBG: hSHBG-
Konzentration in den Seren A-C. 
 

Drei Seren (A-C) von gesunden Erwachsenen Männern mit niedrigen endogenen 

hSHBG-Spiegeln (ca. 20 nmol/l) und einen mittleren freien Testosteron im Serum 

von 12,33 pg/ml wurden mit affinitätschromatographisch gereinigtem hSHBG 

aufgestockt. In den aufgestockten Seren stieg dadurch die hSHBG-Konzentration im 

Mittel auf 175nmol/l, die Konzentration des freien Testosterons fiel dagegen auf 4,2 

pg/ml. Dadurch ist die Bioaktivität und funktionelle Integrität der für die 

Biosensorversuche benutzten hSHBG-Präparationals gegeben anzunehmen. Das 

Diagramm in Abb.: 13 zeigt die Konzentration an hSHBG im Serum bei Zugabe von 

200 nmol/l hSHBG(F) und in einer Kontrollmessung bei Zugabe von PBS zu den 

Serumproben der drei Kontrollpersonen A, B und C. Man sieht, dass die hSHBG-

Konzentration im Serum von durchschnittlich 21,1 nmol/l auf 174,0 nmol/l stieg. Das 

folgende Säulendiagramm in Abb. 14 zeigt die im 125I-markierten freien Testosteron 
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Coat-A-Count® RIA ermittelten Konzentrationen an freiem Testosteron im Serum der 

drei Versuchspersonen A, B, C nach  Zugabe von hSHBG und in einer 

Kontrollmessung nach Zugabe von PBS-Puffer. Bei allen drei Personen nahmen 

nach Zugabe von hSHBG(F) die Konzentration an freiem Testosteron deutlich ab. 

Von durchschnittlich 12,33 pg/ml an freiem Testosteron im Serum sank  der Wert auf 

4,20 pg/ml an freiem Testosteron im Serum. 
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Abb. 13: Nachweis der biologischen Aktivität des hSHBG: Konzentration des 
freien Testosteron in den Seren A-C. 
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5.2. Gleichgewichtsanalysen 
 

5.2.1. Auswertung der Kompetitionsversuche 
 

Die relative Bindungsaktivitäten (RBA) der einzelnen Androgenderivate wurden unter 

Gleichgewichtsbedingungen bei 37 °C mit Hilfe von ConA-Sepharose zur 

Festphasenseparation und 3H-Testosteron als Tracer durchgeführt. In Detail wurde 

diese Technik von Dunn et al. [48] beschrieben. Das Prinzip in Kürze: Die 

Gleichgewichtsmessungen wurden wie ein Radioimmunoassay (RIA) durchgeführt 

und die Bindungskurven ausgewertet. Statt eines Antikörpers wurde jedoch hSHBG 

als spezifischer Bindungspartner für Androgene eingesetzt. Die Bindung des 

hSHBGs an Con A-Sepharose erlaubte die bound-from-free Trennung des 

Reaktanden. Als Tracer wurde der Betastrahler 3H-Testosteron eingesetzt, die 

Analyten waren die verschiedenen Androgenderivate, die eine niedrigere Affinität zu 

SHBG zeigten als Testosteron. Daher sind die Bindungskurven im Vergleich zu 

Testosteron nach rechts verschoben. Bezogen auf die 50%-Verdrängung des 3H-

Tracers wurden die relative Bindungsaktivitäten im Vergleich zu Testosteron mit 

folgender Gleichung bestimmt: 

  

RBA = (C0,5, T/C0,5, competitor) × 100  

 

(mit C0,5 = aktuelle Konzentration des radioinerten Kompetitors, die benötigt wird, die 

spezifische Bindung des 3H-Testosteron um 50% zu reduzieren; der RBA-Wert des 

Testosteron wurde dabei auf 100% gesetzt).  
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5.2.2. Scatchard-Plot für Testosteron 
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Abb. 14: Assoziationskonstante von Testosteron für hochreines hSHBG, 
ermittelt aus dem Scatchard-Plot (n = 5). 

 

Die Bestimmung der Assoziationskonstanten Ka von Testosteron wurde durch die 

Zugabe von unmarkiertem Testosteron in Endkonzentrationen von 1 bis 1000 nM 

durchgeführt. Aus dem Anstieg der Ausgleichsgerade des Scatchard Plots (siehe 

Abb.: 15, y = n/Kd = 8,6 , n = 2,7) wurde der Ka-Wert mit  3,19 ± 0,32 (SD) × 109 M-1 

(n = 5) bestimmt. Daraus errechneten sich die Assoziationkonstanten für  die 

Verbindungen 17α-DHT-C2-NH2, 17α-DHT-C3-NH2 17α-DHT-C6-NH2 und 1α-DHT-

C6-NH2 nach der Gleichung:  KaCompetitor = KaT/((1 + R)/RBA) - R (mit R = B/B0 bei 

50% Verdrängung [168 (S. 69)]. Zunächst wurde analog zum kompetitiven 

Verdrängungsessay die B/B0-Werte für die verschiedenen Konzentrationen der 
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Steroide berechnet. Für die besondere Darstellung in Form des Scatchard-Plots 

wurde die Konzentration des gebundenen Anteils des Tracers (3H-Tracer-Bound) für 

jede Steroidkonzentration x in nmol/l, der auf der x-Achse (Abszisse) aufgetragen 

wurde, benötigt. Berechnet wurde dieser, indem man den Quotienten aus dem 

Produkt der Gesamtkonzentration an 3H-Tracer (x nmol/l) und der gebundenen 

Menge an radioaktivem Marker in dpm (T0 – Ü) bei einer Konzentration x eines 

bestimmten Steroids in der Reaktion um die Bindung an hSHBG, also (T0 – TSteroid(x))   

und der absoluten freien Menge an radioaktivem Tracer (T0), bildete.  

 

c(3H -Tracer-Bound) = cges(Tracer) x [T0 – TSteroid(x)] / T0

 

Auf der y-Achse wurde der Quotient aus der freien Menge an radioaktivem Tracer 

(Ü), hier TSteroid(x)  in dpm und der gebundenen Menge an radioaktivem Marker in 

dpm (T0 – Ü) bei einer Konzentration x eines bestimmten Steroids in der Reaktion um 

die Bindung an hSHBG, also (T0 – TSteroid(x)) aufgetragen. Die Auftragung erfolgte in 

ein lineares Koordinatensystem. Die x-Achse war die 3H-Testosteron-gebundene 

Konzentration. Die Steigung der resultierenden Geraden war äquivalent zur 

Affinitätskonstante Ka, der Schnittpunkt mit der x-Achse (n) war proportional zur 

Konzentration des Tracers und der Schnittpunkt der Geraden mit der y-Achse ergab 

den Quotienten aus n/Kd, mit n = Konzentration des gebundenen Tracers  und Kd = 

Dissoziationskonstante.  

1/ Kd = Ka 

 
Testosteron 

Ka (109 M-1) 

n = 5 
 3,25 

2,64 

3,4 

3,28 

3,4 

Ø 3,19 ± 0,32 

 

Tab. 10: Assoziationskonstante von Testosteron für hSHBG ermittelt aus dem 
Scatchard-Plot in Abb. 15 (n = 5). 
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5.2.3. Ergebnisse der Gleichgewichtsanalysen 
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Abb. 15: Bindung von DHT-Aminosteroidderivaten an 
affintätschromatographisch gereinigtem hSHBG. 

 

17α-DHT-C3-NH3 

B/B0(50%) (nmol/l) 
n=4 

17α-DHT-C2-NH3 

B/B0(50%) (nmol/l) 
n=4 

17α-DHT-C6-NH3 

B/B0(50%) (nmol/l) 
n=4 

1α-DHT-C6-NH2 

B/B0(50%) (nmol/l) 
n=6 

2510 3588 3056 37 

2998 4380 3450 39 

2241 3080 2665 31 

2735 4364 3344 41 

60    

45 

Ø 2621 ± 322 Ø 3853 ± 634 Ø 3129 ± 351 Ø 42 ± 5,8 
 

     Tab. 11: B/B0(50%)-Werte der 4 Amino-DHT-Derivate. 
 

Die nachfolgende Tabelle 13 zeigt die starke Bindungsfähigkeit der Amino-DHT-

Derivate an hSHBG. Der am stärksten bindende Partner an hSHBG war 1α-DHT-C6-

NH2 (B/B0(50%) = 42 nmol/l, Ka = 1,4 x 109 M-1). Diese Verbindung band knapp 100 

mal stärker an hSHBG band, als die 17α-DHT-Aminderivate (17α-DHT-C2-NH2 
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(B/B0(50%) = 3853 nmol/l, Ka = 1,3 x 107 M-1) 17α-DHT-C3-NH2 (B/B0(50%) = 2621 

nmol/l, Ka = 2,2 x 107 M-1) 17α-DHT-C9-NH2 (B/B0(50%) = 3129 nmol/l, Ka = 1,5 x 107 

M-1).  

 
 RBA 

Ø ± 1 SD 
R 

Ø ± 1 SD 
B/B0 = 50% 
Ø ± 1 SD 
(nmol/l) 

Ka

Ø ± 1 SD 
(109 M-1) 

Testosteron 

n = 5 

 

1 

 

- 

 

21 ± 4,6 

 
3,19 ± 0,320 

1α-DHT-C6-NH2 

n = 6 

0,52 ± 0,112 0,483 ± 0,041 42 ± 5,8 1,4 ± 0,320 

17α-DHT-C2-NH2 

n = 4 

0,0063 ± 0,00051 0,44 ± 0,024 3853 ± 634 0,013 ± 0,079 

17α-DHT-C3-NH2 

n = 4 

0,0098 ± 0,0019 0,48 ± 0,01 2621 ± 322 0,022 ± 0,0039 

17α-DHT-C9-NH2 

n = 4 

0,006 ± 0,0001 0,40 ± 0,0058 3129 ± 351 0,015 ± 0,0010 

 
Tab. 12: RBA-Werte, B/B0-Werte und Assoziationskonstanten der Amino-DHT-
Derivate im Vergleich.  
 

5.3. Auswertung der Biosensor-Messungen  
 

5.3.1. Datenprozessierung und Sensorgramm 
 

Zunächst wurden die Rohdaten mittels BIAevaluation 3.0 bearbeitet. Ausgewertet 

wurden die Sensorgramme, die sich nach Subtraktion der Referenzzelle FC1 von der 

Messzelle FC2 ergaben. Dadurch wurden unspezifische Signale eliminiert, welche 

durch den kontinuierlichem Fluss von Substanzen über die Oberfläche und durch die 

Substanzinjektion zu Beginn einer Messung entstanden. 

Dann erfolgt das „Fitting“, die Anpassung der Sensorgramme, indem man die 

wichtigsten Punkte auf dem Sensorgramm manuell markierte. Man wählte den 

Injektionsstart von hSHBG (Position 1 in Abb. 5), die Assoziationsphase (Positionen 

2-3 in Abb. 5) in dem Bereich der Kurve, der eine konstante Steigung aufwies, die 

Dissoziationsphase (Position 5-6 in Abb. 5), nach Stopp der Injektion (Position 4 in 

Abb. 5) von hSHBG und Umschalten auf kontinuierlichen Fluss, in dem sich hSHBG 

wieder von den Steroiden auf der Chipoberfläche ablöste und den Stopppunkt der 

Messung (Position 7 in Abb. 5). Anhand dieser Marken berechnete die 
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Auswertesoftware zunächst das wahrscheinlichste Bindungsmodell der Reaktanden. 

Zur Auswahl standen dabei die aus der Theorie der dynamischen Reaktionskinetik 

an festen Oberflächen möglichen Szenarien: 

 

- 1:1 – Bindung (nach Langmuir) 

- 1:1 – Bindung mit Massentransferanteil des löslichen Reaktionspartners an 

      eine hochaffine Oberfläche (mit hoher Ligandendichte) 

- bivalente Bindung 

- Bindung mit konsekutiver konformationeller Strukturänderung 

 

Aus den Sensorgrammen mit immobilisierten Steroiden und löslichem hSHBG 

ergaben sich aus einem globalen Fitting einheitlich nur das Fittingmodell „Bivalent 

analyte“. Die einzelnen Assoziations- und Dissoziationsraten waren daraus für die 1. 

und anschließende 2. Bindungsreaktion ableitbar. 

 

 

 

            ka1 

1.) hSHBG + AminoDHT    [hSHBG-AminoDHT]
            kd1 

 
                             ka2 

2.) [hSHBG-AminoDHT] + AminoDHT    [hSHBG-(AminoDHT)2] 
                  kd2

 

 

 

Somit erhielt man für den jeweiligen Reaktionsschritt die Assoziationskonstanten Ka1 

(M-1) und Ka2 (RU-1). Es gilt: Ka1 = (ka1 / kd1) und Ka2 = (ka2 / kd2).  

Der Beschreibung der Geschlossenheit eines Angleichungsprozesses diente χ2, eine 

statistische Prüfgröße, welche bei der Auswertung der Sensorgramme vom 

Auswertungsprogramm nach folgender Formel berechnet wurde: 

 

 



Ergebnisse 45

                        n 

χ2     =     ∑ (rf – rx)  ⁄  (n – p) 
                    1

   rf  gefitteter Wert an einem gegebenen Punkt 

   rx experimenteller Wert am gleichen Punkt 

   n Anzahl der Datenpunkte 

   p Anzahl der gefitteten Parameter 

   n – p ≈ n (Anzahl der Datenpunkte >> Anzahl der gefitteten Punkte) 

 

Es können χ2-Werte ≤ |5| akzeptiert werden. Die Form der gefitteten Kurve und die 

Residualwerten geben Aufschluss über die Qualität der Messung [17 (C.1.4), 18 

(A.5.1)]. 
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Abb. 16: Reaktion von 1α-DHT-C6-NH2 mit hSHBG auf einem B1-Chip. Im 

oberen Ausschnitt erkennt man die typischen Anbindungskurven. Im 
Ausschnitt darunter sind Residualwerte für die Assoziations- und 
Dissoziationsphase im „Bivalent-Analyte“-Modell dargestellt. hSHBG-Zugabe: 
75-800 nM, (n = 5). 
 
Je näher sich die Residualwerte an der Nulllinie befanden und je geringer die 

Streuung war, umso deutlicher entsprach das angewandte Reaktionsmodell dem 

tatsächlichen Reaktionsgeschehen auf der Chipoberfläche. Ausreißer zu Beginn 

bzw. am Injektionsstopp einer Messung konnten in den meisten Fällen auf  

Injektionsartefakte zurückgeführt werden [139 (S. 2468)]. 
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5.3.2. Bindungskurven der Amino-Dihydrotestosteron-Derivate 
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Abb. 17:  17α-DHT-C3-NH2 immobilisiert auf einen B1-Sensorchips. Der 
Kurvenverlauf zeigt die Assoziation und Dissoziation von hSHBG an den 
Aminosteroiden auf der Sensoroberfläche und darunter die Residualwerte. 
hSHBG-Zugabe: 50-150 nM, (n = 4). 
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Abb. 18: 17α-DHT-C9-NH2 immobilisiert auf B1-Sensorchips. Der Kurvenverlauf 
zeigt die Assoziation und Dissoziation von hSHBG an den Aminosteroiden auf 
der Sensoroberfläche und darunter die Residualwerte. hSHBG-Zugabe: 125-250 
nM, (n = 4). 
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Abb. 19: 1α-DHT-C6-NH2 immobilisiert auf B1-Sensorchips. Der Kurvenverlauf 
zeigt die Assoziation und Dissoziation von hSHBG an den Aminosteroiden auf 
der Sensoroberfläche und darunter die Residualwerte. hSHBG-Zugabe: 75-800 
nM, (n = 4).  
 

Es wurde eine vergleichende Fitting-Analyse mittels der Auswertungssoftware für die 

Interaktion der Aminosteroide 17α-DHT-C3-NH2 (c[hSHBG] = 50 bis 150 nM), 17α-

DHT-C6-NH2 (c[hSHBG] = 25 bis 250 nM) und 1α-DHT-C6-NH2 (c[hSHBG] = 25 bis 

800 nM) mit hSHBG bei 25°C und einer Versuchanzahl von n = 4 pro Steroid 

durchgeführt. Verglich man explizit die Response-Werte am Ende der 

Assoziationsphase der drei Substanzen für einzelne Konzentrationen an hSHBG 

untereinander, so konnte man bereits eine Tendenz bezüglich der Stärke der 

Steroid-Protein-Wechselwirkung auf der Chipoberfläche erkennen. Bei einer 

Konzentration von 50 nM hSHBG lag der Response-Wert für 17α-DHT-C3-NH2 bei 

ca. 50 RU, für 17α-DHT-C6-NH2 bei ca. 90 RU und für 1α-DHT-C6-NH2 bei ca. 200 
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RU, für 100 nM hSHBG bei 80 RU zu 140 RU zu 166 RU und für 150 nM hSHBG bei 

100 RU zu 180 RU zu 200 RU. Das belegte, dass 1α-DHT-C6-NH2 im Vergleich zu 

17α-DHT-C6-NH2 und 17α-DHT-C3-NH2 die stärkste Steroid-Protein-Wechselwirkung 

mit hSHBG in Bezug auf das Responsesignal am Ende der Assoziationsphase 

zeigte. 

 
5.3.3. Thermodynamische Auswertung 

 
Wie unter 5.3.1. bereits erwähnt standen vier mögliche kinetische Modelle zur 

Verfügung. Auf Grund der niedrigen χ2-Werte der globalen Fitting-Analyse für die drei 

Liganden, war das Bivalent analyte-Modell dasjenige, welches mit höchster 

Wahrscheinlichkeit dem wahren Reaktionsgeschehen auf der Chipoberfläche 

entsprach. 

 
 ka1 

(104 M-1s-1) 

x ± 1 SD 

kd1

(10-3  s-1) 

x  ± 1 SD 

ka2 

(10-3  RU-1s-1) 

x ± 1 SD 

kd2

(10-3  s-1) 

x ± 1 SD 

Ka1 

(107  M-1) 

x ± 1 SD 

Ka2 

(10-1 RU-1) 

x ± 1 SD 

χ2 

 

x ± 1 SD 

17α-DHT-C3-NH2 

 
n = 4 

3,69 

± 

0,79 

25,2 

± 

9,11 

0,05 

± 

0,02 

0,18 

± 

0,03 

0,156 
± 

0,044 

3,05 

± 

1,59 

1,65 

± 

0,42 

17 α-DHT-C6-NH2 

 
n = 4 

0,91 

± 

0,24 

0,55 

± 

0,08 

11,9 

± 

13,9 

674 

± 

160 

1,64 
± 

0,236 

0,15 

± 

0,14 

4,63 

± 

0,36 

1 α-DHT-C6-NH2 

 
n = 4 

2,15 

± 

0,60 

0,18 

± 

0,02 

24,7 

± 

36,4 

323 

± 

291 

11,7 
± 

2,12 

0,67 

± 

0,42 

4,64 

± 

1,71 

 
Tab. 13: Kinetische und thermodynamische Parameter 
 

Die thermodynamischen Parameter sind in Tab. 13 dargestellt. Aus den 

Assoziations- und Dissoziationsraten konnte schließlich die Assoziationskonstante 

Ka1 (M-1) für den 1. Reaktionsschritt der vermuteten bivalenten Interaktion von 

hSHBG mit den Amino-DHT-Derivaten errechnet werden. Die Assoziationskonstante 

für 1α-DHT-C6-NH2 (1,2 x 108 M-1) war dabei deutlich höher, als die Werte für 17α-

DHT-C3-NH2 (1,6 x 106 M-1) und 17α-DHT-C6-NH2 (16 x 106 M-1). 
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6. Diskussion 
 
In der vorliegenden experimentellen Studie der Wechselwirkung von hSHBG mit 

seinen Liganden wurden mittels Gleichgewichtsmessungen in Lösung und Surface 

Plasmon Resonance-Biosensorik (Oberflächenplasmonresonanz/SPR) verschiedene 

Amino-DHT-Derivate untersucht. Das Ziel war es Steroidhormone zu finden, die als 

immobilisierte Liganden auf der Chipoberfläche in Wechselwirkung mit hSHBG 

treten. Mittels kinetischer Daten über Assoziation und Dissoziation von hSHBG sollte 

eine funktionelle Charakterisierung der Anbindung von Sexualhormonen an hSHBG 

erfolgen. 

 

6.1. Strukturvergleich der Steroidhormonderivate mit Testosteron und 
DHT 

 
Hohe Affinität zu hSHBG haben nur Steroidhormone mit einer Ringstruktur aus 18 

bzw. 19 C-Atomen mit der strukturellen Bedingung, dass zwischen Ring A und Ring 

B eine planare „trans“-Konfiguration vorliegt [84 (S. 65), 120 (S. 57)]. Zusätzlich 

müssen die Sexualhormone eine Hydroxylgruppe in β-Konfiguration am C-Atom 17 

im D-Ring haben [13 (S. 637), 21 (S. 10622)]. Diese funktionelle Gruppe ist 

erforderlich, damit der Ligand mit hSHBG interagieren kann. Eine Keton- oder 

Hydroxylgruppe an C-Atom 3 im A-Ring fördert die Affinität zur Steroidbindungsstelle. 

Die Hydroxylfunktion kann sowohl α-, als auch β-konfiguriert sein [22 (S. 227)]. Die 

optimalen Liganden für hSHBG sind demnach Testosteron und 5α-DHT. 
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Abb. 20: Strukturen von Testosteron und 5α-DHT 
 

Die synthetisierten Steroidhormonderivate sollten daher möglichst ähnliche 

Eigenschaften wie Testosteron oder 5α-DHT aufweisen und zusätzlich eine Gruppe 

oder Kette am Steroidgerüst besitzen, die eine kovalente Anbindung an die 
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Chipoberfläche ermöglicht, ohne die Bindung an hSHBG durch sterische Faktoren zu 

behindern. Als besonders günstige Positionen für solche Seitenketten erwiesen sich 

dabei die Positionen 7α, 17α  und 1α [88 (S. 629), 89 (S. 537), 128 (S. 13735), 189 

(S. 718)]. 

 

Abb. 2 und 23 zeigen die Amino-DHT-Derivate mit typischem 5α-DHT-Gerüst und 

jeweils unterschiedlich langen Aminketten an C-Atom 17 in α-Position (C17) und 1 in 

α-Position (C1). Damit waren gute Voraussetzungen zur Bindung an hSHBG und 

gleichzeitig zur Immobilisation auf Biosensoroberflächen mit Carboxymethyl-

Dextranmatrix im gegeben. 

 

6.2. Assoziationskonstante (Ka- Wert) von Testosteron  
 
Die aus den in den Gleichgewichtsmessungen erhaltenen Scatchard-Plots ergab sich  

eine Assoziationskonstante Ka von Testosteron für affinitätschromatographisch 

gereinigtes hSHBG von 3,19 x 109 M-1 bei 37°C. 

Dieser Wert stimmte gut mit den in der Literatur angegebenen überein: 

Dunn und Nisula gaben eine Assoziationskonstante von Testosteron für Serum-

hSHBG von 1,6 x 109 M-1 bei 37°C an [48 (S. 58)]. Martin fand eine 

Assoziationskonstante von Testosteron für dialysiertes hSHBG von 0,37 x 109 M-1 bei 

20°C [126 (S. 429)]. Bei Vigersky lag sie von Testosteron für dialysiertes hSHBG bei 

3,7 x 109 M-1 bei 37°C und bei 0,7 x 109 M-1 bei 0°C [218 (S. 899)]. Die Werte von 

Mappus und Grenot  lagen bei 0,9 x 109 M-1 für Testosteron für chromatographisch 

gereinigtes hSHBG bei einer Temperatur von 22°C [124 (S. 459)]. 

Aus den Ergebnissen wird deutlich, dass die Werte zum einen von der Reinheit des 

verwendeten hSHBG und zum anderen von der Temperatur abhängen. Somit lässt 

sich der Unterschied von Ka für Testosteron für hochreines hSHBG, ermittelt bei 

einer Temperatur von 37°C, im Vergleich zu den Literaturangaben erklären, die bei 

anderen Temperaturen und/oder mit unterschiedlichen hSHBG-Aufbereitungen 

ermittelt wurden.   
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6.3. RBA-Werte unter Gleichgewichtsbedingungen 
 

Die strukturell ähnlichen 5α-DHT-Aminoderivate 17α-DHT-C2-NH2 (B/B0/50% = 3853, 

n = 4), 17α-DHT-C3-NH2 (B/B0/50% = 2621, n = 4) und 17α-DHT-C9-NH2 (B/B0/50% = 

3129, n = 4) zeigten im Verdrängungsassay unter Gleichgewichtsbedingungen im 

Vergleich zu Testosteron (B/B0/50% = 21, n = 5) eine relativ gute Bindung an hSHBG 

und reagierten nahezu gleich. 1α-DHT-C6-NH2 (B/B0/50% = 42, n = 6) dagegen ist ein 

hervorragender Bindungsligand, was sich in der Berechnung der 

Assoziationskonstanten bestätigte. Diese lag für 1α-DHT-C6-NH2 (B/B0/50% = 42, n = 

6) bei 1,4 x 109 M-1 bei 37°C und damit im Bereich von Testosteron selbst. Die Ka-

Werte von 17α-DHT-C2-NH2 (B/B0/50% = 3853, n = 4, Ka = 0,013 x 109 M-1), 17α-DHT-

C3-NH2 (B/B0/50% = 2621, n = 4, Ka = 0,022 x 109 M-1) und 17α-DHT-C6-NH2 (B/B0/50% 

= 3129, n = 4, Ka = 0,015 x 109 M-1) lagen deutlich niedriger.  

Zusammenfassend kann man sagen, dass die funktionellen Seitenketten 

unterschiedlicher Länge und chemischer Zusammensetzung in Position 17α von der 

Steroidbindungsdomäne des hSHBG-Moleküls gut toleriert werden [73 (S. 32086), 

88 (S. 629), 128 (S. 13735)]. Entscheidend ist die Position des Steroidgerüstes von 

5α-DHT, an der die Seitenketten angebracht werden und die β-ständige 17-

Hydroxylfunktion. 

 

6.4. Warum das „Bivalent-Analyte“ - Modell? 
 
Bisher hatte man angenommen [87 (S. 298), 154 (S. 699), 156 (S. 191), 157 (S. 

735)], dass homodimeres hSHBG nur eine aktive Steroidbindungsdomände, wie von 

Petra postuliert, besitzt. Dieses Modell besagt, dass ein Steroid in einer 

Bindungstasche pro hSHBG-Dimer gebunden wird. Das Postulat bedeutet, dass das 

Steroid sandwich-artig oben und unten von je einem hSHBG-Monomerern 

eingeschlossen werden musste (siehe Abb. 21). In einem alternativen Modell von 

Petra ging man vom gleichen Bindungsverhältnis aus, glaubte jedoch, dass die 

Bindung eines Steroids an einer Untereinheit hSHBG eine Konformationsänderung 

bewirkt und die Steroidbindungsstelle so vor weiterer Bindung durch andere Steroide 

schützt [154 (S. 10), 157 (S. 735)].  
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Abb. 21: Bindung von 1mol Steroid an die Steroidbindungsdomäne im 
dimeren Interface. 

 

Dieses Konzept wurde mittels zahlreicher Gleichgewichtsmessungen mit 

radioaktiven steroidalen Liganden, einschließlich Scatchard-Plots, bei 

unterschiedlichen Temperaturen und mit unterschiedlichen hSHBG-Präparationen, 

respektive Serumproben, etabliert [84 (S. 65)].   

Neue Röntgenstrukturdaten des hSHBG von Grishkovskaya zeigten jedoch, dass 

jedes Monomere hSHBG fähig ist, ein Steroid in einer speziellen Bindungstasche im 

Bereich der Laminin-G-ähnlichen-Domäne zu binden. Avvakumov zeigte zudem, 

dass zur Dimerisierung unfähige hSHBG-Varianten eine Bindungsdomäne besitzen, 

die gleiche Affinität und Spezifität wie der Wild-Typ besitzen [6 (S. 34453), 72 (S. 

621), 73 (S. 32086)]. Aus diesen neuen Daten resultierte eine Bindungsstöchiometrie 

für hSHBG von zwei Untereinheiten plus zwei steroidale Liganden. 

 

Zur funktionellen Überprüfung dieser Theorien musste zunächst ein globales Fitting 

der Biosensorgramme vorgenommen werden, welches die möglichen Szenarien 

Bindungskinetik berücksichtigt: 

 

- 1:1 – Bindung (nach Langmuir) 

- 1:1 – Bindung mit Massentransferanteil des löslichen Reaktionspartners an 

      eine hochaffine Oberfläche (mit hoher Ligandendichte) 

- bivalente Bindung 

- Bindung mit konsekutiver konformationeller Strukturänderung 
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Abb. 22 a-d zeigt, dass der Fitting-Algorithmus bei den Modellen „Langmuir-binding 

(1:1)“ und „two state reaction (with conformational change)“ die Sensorgramme nicht 

kongruent approximierte. Daher lagen die Residualwerte bei beiden genannten 

Modellen in weiten Bereichen der Assoziationsphase deutlich über dem statistischen 

Grenzwert von ± 10 um die Nulllinie (χ2 = 64 „langmuir-binding (1:1)“ und χ2 =  32 

„two state reaction (with conformational change)“). 

In Abb. 25 c. erkennt man, dass bei der Auswertung mit dem „bivalent-analyte“-

Modell alle geforderten Bedingungen erfüllt waren: Die Auswertung erkannte die 

Sensorgramme nahezu deckungsgleich, die Residualwerte liegen maximal ± 9 um 

die Nulllinie (χ2 = 3). Die selben Veränderungen waren bei der Auswertung der B1-

Chips mit immobilisiertem 17α-DHT-C2-NH2, 17α-DHT-C3-NH2 und 17α-DHT-C9-NH2 

beobachtbar. Daraus ist zu schließen, dass sowohl das Versuchsdesign des B1-

Chips, als auch das Bindungsmodell realitätsnah gewählt waren. 
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a, (χ2  =  54) 
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Abb. 22. a-d.: Residualwerte, erhalten aus einer globalen vergleichenden 
Fitting-Analyse der hSHBG-Sensorgramme. Injektion unterschiedlicher 
Konzentrationen an hSHBG auf eine B1-Chipoberfläche mit einem 
amingekoppeltem 1a-DHT-Derivat. Die kinetischen Modelle sind 1:1 – Bindung 
(nach Langmuir) (a),1:1 – Bindung mit Massentransferanteil des löslichen 
Reaktionspartners an eine hochaffine Oberfläche (mit hoher Ligandendichte) 
(b), bivalente Bindung (c), Bindung mit konsekutiver konformationeller 
Strukturänderung (d). 
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Die hSHBG-Lösung wurde mit PNGase vorbehandelt, wodurch die 

Kohlenhydratseitenketten abgespalten und so Wechselwirkungen dieser mit der 

Carboxymethyl-Dextran-Matrix auf der Chipoberfläche verhindert wurden, was u.U. 

zu einer erhöhten Dissoziationsrate geführt hätte. 

Die Seitenketten der kovalent und in niedriger Dichte auf der Carboxymethyldextran-

Matrix des B1-Chips gebundenen Amino-DHT-Derivate ermöglichten eine 

hervorragende Interaktion der gegenüberliegenden funktionellen Gruppen an 

Position 17 und 3 des Steroidderivats mit der Steroidbindungdomäne am hSHBG. 

Die optimale sterische Interaktion der immobilisierten Liganden und des gelösten 

hSHBG wurde durch die außerordentlich hohe Flexibilität der polymerisierten 

Dextranmatrix gewährleistet, welche ca. 100 nm aus der Chipoberfläche herausragt. 
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Abb. 23.: Sterische Verhältnisse auf der CM-Dextran-Sensoroberfläche für 17α- 

und 1α-Amino-DHT-Derivate. 

 
Das ermöglicht ein lokales Arrangement von zwei immobilisierten Liganden in der Art 

und Weise, dass sie gleichzeitig an die End-zu-End-konfigurierte Bindungsstelle am 

hSHBG binden könnten, woraus höhere Sensorsignale für Anbindung und 

Abspaltung resultieren.  

 



Diskussion 56 

6.5. Thermodynamischen Bindungswerte, erhalten im Biosensorsystem 
 
Die initiale intermolekulare Bindung wurde durch die Affinitätskonstante Ka1 mit der 

Dimension M-1 definiert. Die Affinitätskonstante für das zweite Bindungsereignis auf 

der Chipoberfläche ist Ka2 mit der unkonventionellen Einheit RU-1, weil die zweite 

Assoziationsratenkonstante ka2 in RU-1s-1 ausgedrückt wurde, nachdem die 

Konzentration des initial gebundenen Komplexes, der an einen Liganden auf der 

Chipoberfläche bindet (hSHBG-Amino-DHT), während des Anpassungsprozesses 

aus den gemessenen RU-Werten berechnet wurde. Die Gesamt-Affinitätskonstante 

resultierte folglich aus der Summe der freien Energieänderungen, die während der 

beiden Bindungsvorgänge auftraten. Somit errechnete sich die Affinitätskonstante Ka 

aus dem Produkt der beiden Bindungskonstanten Ka1 und Ka2 (Ka = Ka1 x Ka1) mit der 

Einheit M-1RU-1. Die Oberflächenkapazität für die drei Amino-DHT-Liganden wurde 

mit 100-200 RU berechnet. Vergleicht man die Assoziationskonstanten aus den 

Biosensormessungen mit denen aus den Gleichgewichtsmessungen, muss man sie 

mit 150 multiplizieren. Die kinetischen Werte der Wechselwirkungen des ersten 

Reaktionsschrittes mit dem Komplex (hSHBG-Amino-DHT) waren für alle drei Amino-

DHT-Liganden ähnlich. Die Dissoziationsraten kd1 waren hingegen hoch für 17α-

DHT-C3-NH2, mittel für  17α-DHT-C6-NH2 und niedrig für 1α-DHT-C6-NH2 (Tab. 14), 

was die stärkere Bindungsaffinität von 1α-DHT-C6-NH2 erklärt. Im zweiten 

Reaktionsschritt bindet der hSHBG-AminoDHT-Komplex an einen weiteren 

immobilisierten Amino-DHT-Liganden und bildet einen divalenten Komplex 

(hSHBG(Amino-DHT)2). Für diesen zweiten Schritt waren sowohl die 

Assoziationsraten ka2, als auch die Dissoziationsraten kd2 für 1α-DHT-C6-NH2 am 

höchsten, mit abnehmender Tendenz für 17α-DHT-C3-NH2 und 17α-DHT-C6-NH2. 
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7.          Zusammenfassung 
 
 

hSHBG (humanes Steroidhormon-bindendes Globulin) ist ein ca. 95 kD schweres 

Transportprotein der β-Globulin-Fraktion, das ca. 70-80% der im Blut frei 

zirkulierenden Sexualhormone mit hoher Affinität und Spezifität bindet. Für diese 

Bindung der Steroide an hSHBG existieren mehrere Theorien. Petra postuliert, dass 

ein Steroid in einer Bindungstasche pro hSHBG-Dimer gebunden wird [87 (S. 299), 

155 (S. 699), 156 (S. 191), 157 (S. 740)]. Das neueste Modell von Grishkovskaya 

aus dem Jahre 2000 zeigt, dass jedes Monomere hSHBG fähig ist, ein Steroid in 

einer spezifischen Bindungstasche zu binden [6 (S. 34454), 72 (S. 621), 73 (S. 

32086)].  

In der vorliegenden experimentellen Studie wurden mittels 

Gleichgewichtsmessungen in Lösung und Surface Plasmon Resonance-Biosensorik 

(Oberflächenplasmonresonanz/SPR) verschiedene Amino-DHT-Derivate in ihren 

Wechselwirkung mit hSHBG untersucht. Ziel war es, Steroidhormone zu finden, die 

als immobilisierte Liganden auf der Chipoberfläche in Wechselwirkung mit hSHBG 

treten. Mittels kinetischer und thermodynamischer Daten über Assoziation und 

Dissoziation der Liganden, sollte eine funktionelle Charakterisierung der Anbindung 

von Sexualhormonen an hSHBG erfolgen. 

Die Gleichgewichtsmessungen wurden mit den 1α- und 17 α-DHT-Aminderivaten 1α-

DHT-C6-NH2, 17α-DHT-C2-NH2, 17α-DHT-C3-NH2 und 17α-DHT-C6-NH2 bei 37°C 

durchgeführt. Die Stärke der Bindungsfähigkeit der Liganden an hSHBG wurde 

mittels der Parameter  B/B0(50%) und Ka (Assoziationskonstante) im Vergleich zu 

Testosteron (B/B0(50%) = 21 ± 4,6 nmol/l, Ka = 3,19 ± 0,320 x 107 M-1) angegeben. Der 

am stärksten bindende Partner an hSHBG war 1α-DHT-C6-NH2 (B/B0(50%) = 42 

nmol/l, Ka = 1,4 x 109 M-1), welches knapp 100 mal stärker an hSHBG band als die 

17α-Amino-DHT-Derivate 17α-DHT-C2-NH2 (B/B0(50%) = 3853 nmol/l, Ka = 1,3 x 107 

M-1), 17α-DHT-C3-NH2 (B/B0(50%) = 2621 nmol/l, Ka = 2,2 x 107 M-1) und 17α-DHT-C6-

NH2 (B/B0(50%) = 3129 nmol/l, Ka = 1,5 x 107 M-1). 1α-DHT-C6-NH2 zeigte gleichzeitig 

eine deutlich höhere Assoziationskonstante Ka für die Bindung an hSHBG als die 

17α-Amino-DHT-Derivate. Dies war eine Beleg dafür, dass die Position der 

Seitenkette am DHT-Derivat in sterischer Hinsicht wichtig für die Bindung an hSHBG 

ist. 
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Mit der SPR-Biosensorik wurden die Bindungseigenschaften von 1α- und 17 α-

Amino-DHT-Derivaten 1α-DHT-C6-NH2, 17α-DHT-C3-NH2 und 17α-DHT-C6-NH2 an 

hSHBG auf einer hochflexiblen polymerisierten Carboxymethyl-Dextranmatrix 

untersucht. Die Assoziationskonstante Ka1 (M-1) für den 1. Reaktionsschritt der 

bivalenten Interaktion von hSHBG mit den Amino-DHT-Derivaten betrug für 1α-DHT-

C6-NH2 1,2 x 108 M-1 und war dabei deutlich höher als die Werte für 17α-DHT-C3-NH2 

(1,6 x 106 M-1) und 17α-DHT-C6-NH2 (16 x 106 M-1). 

Der Vergleich der Assoziationskonstanten aus beiden Methoden, 

Gleichgewichtsmessung und Biosensorik, zeigte dass die Werte für 17α-DHT-C6-NH2 

(Ka = 1,5 x 107 M-1, Ka1 = 16 x 106 M-1) nahezu identisch sind. Der Ka-Wert von 17α-

DHT-C3-NH2 aus den Verdrängungsassays (2,20 x 107 M-1) war höher als der Ka1-

Wert aus den Biosensorversuchen (0,16 x 107 M-1). Das 1α-DHT-Aminoderivat 

lieferte ebenfalls einen weitaus höheren Ka-Wert aus dem Verdrängungsassay (140 x 

107 M-1). In den SPR-Biosensorversuchen lag der Ka1-Wert für das 1α-DHT-

Aminoderivat mit 11,7 x 107 M-1 nur bei etwa 10% des Wertes aus den 

Gleichgewichtsmessungen.  

Zusammenfassend konnte mittels Oberflächenplasmonresonanz die bivalente 

Interaktion von hSHBG mit 1α- und 17α-Amino-DHT-Derivaten gezeigt werden. 

Diese Ergebnisse bestätigten somit die Präsenz von zwei aktiven Bindungsstellen 

am hSHBG, wie es Grishkovskya et al. [72 (S. 621), 73 (S. 32086)] mittels röntgen-

christallographischer Analysen und Avvakumov et al. [6 (S. 34453)] mittels 

Bindungsstudien an hSHBG-Monomeren, die nicht zur Dimerisierung fähig waren, 

zeigen konnten.  

Die Ergebnisse zeigen, dass 1α- und 17α-Amino-DHT-Derivate geeignete, den 

physiologischen Bindungspartnern an hSHBG ähnliche Liganden darstellen, die 

immobilisiert auf der Oberfläche eines Biosensors eine Analyse der kinetischen 

Wechselwirkung zwischen Steroid und hSHBG ermöglichen und dadurch funktionelle 

Schlussfolgerungen bzgl. der Strukturoptimierung von hSHBG-Liganden zulassen. 
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8.      Abkürzungen 
 

 

ABP   Androgen bindendes Protein 

ADP   Adenosindiphosphat 

Asn   Asparagin 

ATP   Adenosintriphosphat 

BIA   biospecific interaction analysis 

cAMP   cyclo-Adenosinmonophosphat 

CBG   Corticoid-bindendes Globulin 

cDNA    complementary DNA, komplementäre DNA 

ConA   Concanvalin A 

Cys   Cystein 

D   Dalton 

DHT   5α-Dihydrotestosteron 

DNA   Desoxyribonucleinsäure 

E2   17β-Estradiol 

FSH   Follikel-stimulierendes Hormon 

GDP   Guanosindiphosphat 

GNRP   Guanonucleotid Releasing Faktor 

G-Proteine  Guaninnucleotid-bindende Proteine 

GTP   Guanosintriphosphat 

His   Histidin 

hSHBG  humanes Steroidhormon-bindendes Globulin 

HWZ   Halbwertszeit 

IRMA   Immunradiometrischer Assay 

Ka   Assoziationskonstante 

kD   Kilodalton  

LH   Luteinisierendes Hormon, Lutropin 

LH-RH  Lutropin-Releasinghormon 

Lys   Lysin  

M   mol/l, molar 

Met   Methionin 

mM   mmol/l, 10-3 mol/l, millimolar 
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µM   µmol/l, 10-6 mol/l, mikromolar 

N   Stickstoff 

nM    nmol/l, 10-9 mol/l, nanomolar 

O   Sauerstoff 

pg/ml   10-12 g/ 10-3 l, Pikogramm pro Milliliter 

Phe   Phenylalanin 

Pro   Prolin   

RBA   relative binding association 

RU   relative Units 

SD   standard deviation  

SDS   Natriumdodecylsulfat 

SPR   Surface Plasmon Resonance – Oberflächenplasmonresonanz  

T   Testosteron 

Thr   Threonin 

UE   Untereinheit  
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