Institut fiir Klinische Chemie und Pathobiochemie des Klinikums rechts der Isar

der Technischen Universitit Miinchen

Die Androgenbindung des Sexualhormon-bindenden
Globulins

bei mannlichen Patienten mit Leberzirrhose

Markus Alexander Thaler



Institut fiir Klinische Chemie und Pathobiochemie des Klinikums rechts der Isar
der Technischen Universitit Miinchen

(Direktor: Univ.-Prof. Dr. D. Neumeier)

Die Androgenbindung des Sexualhormon-bindenden
Globulins

bei mannlichen Patienten mit Leberzirrhose

Markus Alexander Thaler

Vollstindiger Abdruck der von der Fakultit fiir Medizin der Technischen Universitidt Miinchen zur
Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Medizin (Dr. med.)

genehmigten Dissertation.
Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. D. Neumeier
Priifer der Dissertation:

1. apl. Prof. Dr. P. B. Luppa

2. Univ.-Prof. Dr. R. M. Schmid

Die Dissertation wurde am 26.02.2007 bei der Technischen Universitit Miinchen eingereicht und

durch die Fakultit fiir Medizin am 27.06.2007 angenommen.






Teile der vorliegenden Dissertation wurden bereits veréffentlicht unter:

1. Thaler M, Metzger J, Schreiegg A, Denk B, Gleixner A, Hauptmann H, Luppa PB. Immunoassay
for sex hormone-binding globulin in undiluted serum is influenced by high-molecular-mass

aggregates. Clin Chem 2005; 51:401-407.

2. Luppa PB, Thaler M, Schulte-Frohlinde E, Schreiegg A, Huber U, Metzger J. Unchanged androgen-
binding properties of sex hormone-binding globulin in male patients with liver cirrhosis. Clin Chem

Lab Med 2006; 44:967-973.






Fiir meine Familie






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1. Einleitung
1.1. Physiologie des SHBG

1.1.1. Vorkommen beim Menschen

1.1.2.  SHBG-Gen

1.1.3. Proteinchemischer Aufbau
Glykosilierung
Dimerisierungsdoméne und rdumliche Struktur des Dimers
Steroidbindung und Steroidbindungsdoméne
Rezeptorbindungsdoméine

1.1.4. Regulation der SHBG-Konzentration
Nichthormonale Regulation
Hormonale Regulation
Abbau des SHBG

1.1.5. SHBG-Spiegel unter physiologischen Bedingungen

1.1.6. SHBG-Membranrezeptor

1.1.7. Biologische Funktionen des SHBG
Plasmafunktion
Membran- und Zellfunktion

1.2. SHBG und Erkrankungen auBler Leberzirrhose

1.3.

1.2.1. Allgemeines

1.2.2. Hyperandrogenismus bei Frauen

1.2.3.  Hypogonadismus bei Minnern

1.2.4.  Schilddriisenerkrankungen

1.2.5. Hypophysenerkrankungen

1.2.6. Metabolisches Syndrom

1.2.7. Medikamente und Alkohol

Leberzirrhose

1.3.1. Einfithrung

1.3.2. Serum-Androgenspiegel bei Leberzirrhose

1.3.3.

Serum-Estrogenspiegel bei Leberzirrhose

S.7

11
11
11
12
13
14
15
18
19
19
19
20
20
22
23
23
25

25
25
26
26
27
27
28
29

29
29
32
33



1.4.

1.5.

1.3.4. Hepatischer Androgen- und Estrogenmetabolismus bei Leberzirrhose
1.3.5. Gonadotropine und Prolaktin bei Leberzirrhose
1.3.6. Serum-SHBG-Spiegel bei Leberzirrhose

1.3.7. Klinische Relevanz der Hormonverinderungen
Biosensorik
1.4.1.  Prinzip und Aufbau des Surface Plasmon Resonance-Biosensors

1.4.2.  MeBsystem fiir die Androgen-SHBG-Interaktion

Zielsetzung der Arbeit

2. Patienten und Probanden, Material und Methoden

2.1.
2.2.
2.3.

24.

25.

2.6.

2.7.

2.8.

Patienten und Probanden
Laborgerite und Verbrauchsmaterialien
Chemikalien

Allgemeine Reagenzien

Allgemein verwendete Losungen und Puffer
Aufgereinigtes SHBG und PNGase-Verdau

Rekonstitution des Lyophilisats

PNGase-Verdau
Gelfiltrationschromatographie

Prinzip

Durchfiihrung der Gelfiltration
Gelelektrophorese

Prinzip

GiefBlen der Gele

Vorbehandlung der Gelfiltrationsfraktionen fiir die Gelelektrophorese

Durchfiihrung der Gelelektrophorese
Western-Blot

Prinzip

Transfer

Entwicklung der Blots
Biosensor-Messungen

Allgemeines

Beladung des CM-Dextran-Chips

Messung der Gelfiltrationsfraktionen der Seren

wn

.33

35
36

.37

.38

.38

.39

.41

.43

43
44
45
45
45
45
46
46
46
46
47
48
48
49
50
50
51
51
52
54
55
55
55
57



2.9.

2.10.

Ermittlung der Chip-spezifischen Kalibrationskurven fiir die SHBG-
Anbindung

Auswertung der Biosensormessungen

Protein-, Enzym- und Hormonmessungen

SHBG-Messungen

Andere Bestimmungen

Statistische Auswertung

3. Ergebnisse

3.1.

3.2.

Biosensorisch-experimenteller Teil

3.1.1.
3.1.2.
3.1.3.
3.14.

Gelfiltration, Gelelektrophorese und Western-Blot
Biosensormessungen der Seren

SHBG-Kalibrationskurven der Biosensorchips

Zusammenhang zwischen SHBG-Serum-Konzentration und funk-

tionaler SHBG-Aktivitat

Laboratoriumsmedizinisch-statistischer Teil

4. Diskussion

4.1.
4.2.

4.3.

3.2.1. Zusammensetzung der Studiengruppen und Erfiillung der Einschluss-
kriterien

3.2.2. Leberfunktionsparameter

3.2.3. Sexualsteroide und FSH

3.2.4. Transportproteine

Fragestellung

Biosensoruntersuchungen

4.2.1. Kombination aus Gelfiltration und SPR-Biosensor

4.2.2. Biosensormessungen

Hormonanalysen

4.3.1. Ein- und Ausschlusskriterien und Bestimmungsmethoden
4.3.2. Leberfunktionsparameter

4.3.3. Sexualsteroide und FSH

4.3.4. Transportproteine

95]

95]

58
59
59
59
59
61

.62

62
62
65
67

70

.73

73
76
78
80

.82

82
82
82
84
85
85
88
88
90



4.4. Wertung der gewonnenen Erkenntnisse zur Pathogenese der hormonellen

Storungen bei Leberzirrhose S.92

4.4.1. Allgemeines S.92

4.4.2. Synthese und Metabolismus S.92

4.4.3. Feedback-Regulation S. 95

4.4.4. Plasma-Transport S. 95

4.4.5. Folgerungen S. 98

4.5. Ausblick S. 99
Zusammenfassung S. 101
Danksagung S. 103
Abkiirzungen S. 104
Verzeichnis der Tabellen und Abbildungen S. 108
8.1. Tabellenverzeichnis S. 108
8.2. Abbildungsverzeichnis S. 108
Literaturverzeichnis S. 110

10



1. Einleitung

1.1. Physiologie des SHBG

1.1.1. Vorkommen beim Menschen

Das humane Sexualhormon-bindende Globulin (SHBG) ist ein Serumprotein, dass Androgene und
Estrogene mit hoher Affinitdt und Spezifitit bindet. Es wird in der Leber synthetisiert und ins Blut
sezerniert, wo es sich in der B-Globulin-Fraktion findet [68 (S. 198); 108 (S. 703); 109 (S. 533)].
Neben den Leberparenchymzellen wurde SHBG auch in vielen weiteren, vor allem Sexualsteroid-
sensitiven Zellen und Geweben nachgewiesen. Dazu zihlen u.a. die Sertoli-Zellen, der Ductus
epididymis, Prostatazellen und —gewebe, Ovarialfollikelzellen und Follikelfliissigkeit, Endometrium,
Brustdriisengewebe, Plazenta, Zellen der Nebennierenrinde, Astrozyten und andere neuronale Zellen
[22 (S. 5680f); 68 (S. 256ff); 69 (S. 118)]. SHBG ist dabei vornehmlich zytoplasmatisch lokalisiert
[22 (S. 5680); 64 (S. 26620)]. In der Prostata wird SHBG hauptsichlich von den epithelialen Zellen
synthetisiert und sezerniert [64 (S. 26620f)]. Fiir die anderen Gewebe ist allerdings bislang ungeklért,
ob SHBG tatsichlich lokal exprimiert oder nur aus dem Plasma internalisiert wird und ob es sich um
leberspezifisches SHBG oder um eine veridnderte Form des Proteins handelt [22 (S. 5681); 64 (S.
266211); 69 (S. 118)].

1.1.2. SHBG-Gen

SHBG wird beim Menschen von einem einzelnen Gen (Shbg) auf dem kurzen Arm des Chromosoms
17 in der Region p12-p13 kodiert [15 (S. 66); 51 (S. 197); 68 (S. 240); 69 (S.113); 108 (S. 706)] und
nach den Mendel schen Gesetzen einfach autosomal vererbt [15 (S. 65); 55 (S. 74); 108 (S. 706); 127
(S. 233)]. Die beiden kodominanten Allele SHBG' und SHBG* kommen mit einer Frequenz von 85-
99% bzw. 1-15% vor und kodieren fiir Proteine mit unterschiedlichem Molekulargewicht (MG) [siehe
unten; 31 (S. 236); 120 (S. 137f)]. Shbg setzt sich aus 8 zwischen 90 und 208 Basenpaaren (bp) langen
Exons und ungewohnlich kleinen Introns mit einer Linge zwischen 133 und 331 bp zusammen. Die
einzige Ausnahme hiervon bildet das 733 bp umfassende Intron zwischen Exon 7 und 8. Damit wird
die gesamte Gen-kodierende Region mit nur 3,2 Kilo-Basen (kb) incl. der Introns extrem kurz [53 (S.
1871); 68 (S. 246); 69 (S. 113)]. Es wird angenommen, dass eine hochkonservierte, 600 bp lange
Region unmittelbar upstream des kodierenden Bereichs die wichtigsten regulatorischen Elemente
enthilt [68 (S. 246)]. Ein eindeutiger Promotor konnte jedoch noch nicht identifiziert werden [55 (S.
75); 100 (S. 744)]. So finden sich in der 5’-flankierenden Region der kodierenden Sequenz keine

11



TATA- oder CAAT-Boxen [55 (S. 75); 100 (S. 744)]. 115 bp 5’-wiirts des Initiationscodons befindet
sich eine Sequenz, die mit dem Leber-spezifischen Enhancer im Promotor des menschlichen al-
Proteinase-Inhibitor-Gens verwandt ist. Diese Region konnte fiir die SHBG-Expression in der
menschlichen Leber verantwortlich sein [53 (S. 1871)]. Eine Sequenz des P450-Aromatase-Gens ist
ebenfalls im SHBG-Gen konserviert und konnte als spezifischer Sertoli-Zell-Enhancer fiir die Bildung
von Androgen-bindendem Protein (ABP), einem SHBG-homologen Protein, im Hoden sorgen [68 (S.
246)]. Dariiber hinaus befinden sich in der vermuteten Promotorregion viele weitere
Proteinbindungsstellen, z.B. fiir den Hepatocyte nuclear factor-4 und fiir Stimulating protein-1 (SP-1)
[68 (S. 246); 69 (S. 113)]. Nach der Translation der Messenger-Ribonukleinsdure (mRNA) kann das
Produkt von Shbg unterschiedlich, moglicherweise in Zelltyp-spezifischer Weise glykosiliert werden
[50 (S. 545)]. Das SHBG-Gen kodiert neben SHBG und ABP auch fiir zwei weitere testikulire
mRNAs [15 (S. 65)]. Diese weisen beide veridnderte Exon 1-Sequenzen auf. Bei einem der Transkripte
fehlt Exon 7 [53 (S. 1870)]. Die zwei alternativen Exon 1-Sequenzen sind etwa 2 kb 5°-wirts des
regulidren Initiationscodons gelegen [68 (S. 251)] und sollen durch andere, bisher nicht niher
charakterisierte Promotoren kontrolliert werden [69 (S. 113)]. Die zugehdrigen Proteine wurden nie in
Blut, Samenfliissigkeit oder Gewebshomogenisaten nachgewiesen und ihre biologische Funktion ist

unklar [51 (S. 197)].

1.1.3. Proteinchemischer Aufbau

Natives SHBG ist ein homodimeres Glykoprotein [125 (S. 7589)] mit einem MG von etwa 90 Kilo-
Dalton (kDa) [127 (S. 246)]. Das MG des Monomers betrigt etwa 50 kDa [127 (S. 246)], wovon der
Peptidanteil 40 499 Dalton (Da) ausmacht [108 (S. 704); 112 (S. 520)].

SHBG geht aus einem 402 Aminosduren (AS) umfassenden Vorlduferpeptid hervor, von dem die
ersten 29 AS ein Signalpeptid bilden [50 (S. 544); 51 (S. 197)]. Nach dessen Abspaltung besteht das
fertige Protein dann aus 373 AS-Resten [50 (S. 544); 51 (S. 197); 112 (S. 520)]. Der N-Terminus von
aufgereinigtem SHBG ist aufgrund eines teilweisen proteolytischen Abbaus wihrend Lagerung
und/oder Aufreinigung heterogen: mit gleicher relativer Héiufigkeit finden sich eine ldngere und eine
kiirzere aminoterminale Peptidsequenz, die sich nur durch das Fehlen von bis zu drei der endstidndigen
AS unterscheiden [50 (S. 544); 52 (S. 822f); 125 (S. 7589)]. Von Leucin (Leu)-267 bis Glycin (Gly)-
281 ist ein ungewohnliches Muster alternierender Leucine in der Sequenz vorhanden. An den
Positionen 164, 188, 333 und 361 des SHBG befinden sich Cystein (Cys)-Reste. Zwischen Cys-164
und -188 und zwischen Cys-333 und -361 bilden sich jeweils Disulfidbriicken aus, die fiir die richtige
Faltung des Proteins und die Aufrechterhaltung der Tertidrstruktur sorgen [19 (S. 10628); 68 (S. 213)].
Hinsichtlich der Sekundérstruktur setzt sich SHBG v.a. aus einer groen Anzahl an B-Faltblittern

zusammen, wovon 99% antiparallel verlaufen [11 (S. 341)].
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Das SHBG-Monomer wird durch Prolin (Pro)-200 [54 (S. 103)] in zwei Teile geteilt [11 (S. 345)], die
eine Tandem-Wiederholung von Laminin-G-dhnlichen Doménen darstellen [47 (S. 504f)]. Die N-
terminale G-Domédne (AS-Reste 1-200) nimmt eine kugelige Form an und besteht aus zwei
siebenstringigen, antiparallel aufeinander liegenden [B-Faltblittern. Die B-Stringe 1-4 und 11-14
bilden ein ,,Schweizerrolle-Motiv*, wihrend sich 5-7 und 8-10 mit ihren unmittelbaren Nachbarn zu
einem antiparallelen B-Faltblatt verbinden. Daneben existieren zwei einfache Windungen a-helikaler
Segmente innerhalb des ,,Schweizerrolle-Motivs*: eine stellt mit 15 AS-Resten die Verbindung der -
Stringe 11 und 12 her, bei der anderen handelt es sich vermutlich um die zwischen den Faltblittern
kreuzende Verbindung der B-Striange 10 und 11. N- und C-terminale G-Doméne werden nur durch ein
5 AS-Reste kurzes Stiick verbunden, so dass die Beweglichkeit der C-terminalen Doméne stark

eingeschrénkt ist [47 (S. 505ff)].

Glykosilierung

Kohlenhydrate machen etwa 14% des gesamten MG des SHBG aus [100 (S. 736)]. An jedes SHBG-
Monomer sind drei Kohlenhydratketten angeheftet. Dabei handelt es sich zum einen um zwei
biantenndre Oligosaccharide, die N-glykosidisch mit den Aspargin (Asn)-Resten an den Positionen
351 und 367 verkniipft sind [50 (S. 544); 54 (S. 102); 68 (S. 212); 112 (S. 519f); 125 (S. 7589)]. Zum
anderen findet sich ein O-glykosidisch verkniipfter Kohlenhydratrest am Threonin (Thr) in Position 7
[54 (S. 102); 68 (S. 210); 112 (S. 519f); 125 (S. 7589)]. Die Oligosaccharidketten setzen sich
hauptsidchlich aus N-Acetylglucosamin, Mannose, Sialinsdure, Galactose sowie einem variablen
Gehalt an Fucose zusammen [52 (S. 821); 112 (S. 520)].

Unter der Mikroheterogenitit des SHBG versteht man, dass sich die SHBG-Monomere eines
Individuums in definierte, relativ dhnliche, jedoch nicht identische Subpopulationen auftrennen lassen
[73 (S. 471)]. Beim hdufigsten Genotyp SHBG 1-1 teilt sich das SHBG in der Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) im Verhiltnis von 10:1 in eine schwere Hauptbande
von etwa 50 bis 55 kDa und in eine leichte Nebenbande von etwa 46 bis 50 kDa auf (sog. zwei-
bandiges SHBG). Ursache ist eine unterschiedliche Glyksolierung der SHBG-Protomere: je nachdem,
ob eine oder zwei N-glykosidische Oligosaccharidketten an das Monomer angeheftet werden,
entstehen leicht unterschiedliche MG der Monomere. Das Dimer ist dann eine Mischung von
Untereinheiten verschiedenen MG, wobei die schweren Isoformen vorherrschen [32 (S. 2815); 38 (S.
8432); 55 (S. 71); 68 (S. 212f); 73 (S.467); 108 (S. 703); 120 (S. 138)].

Bei Menschen mit den Genotypen SHBG 1-2 und SHBG 2-2 teilt sich SHBG in der SDS-
PAGE in drei Banden mit einer zusitzlichen Bande bei 56 kDa auf (sog. drei-bandiges SHBG). Beim
SHBG 1-2 sind beide schweren Banden annédhrend gleich stark und wesentlich stirker als die leichte

Bande gefirbt, beim SHBG 2-2 zeigt die schwerste Bande bei 56 kDa mit Abstand die intensivste
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Farbung [38 (S. 8432ff); 120 (S. 138)]. Die zusitzliche Bande bei 56 kDa entsteht durch eine
Punktmutation im Allel SHBG?, die zum Austausch der Asparaginsiure (Asp) an Position 327 durch
Asn fiihrt. An diese neue N-Glykosilierungsstelle wird eine weitere bisialysierte Polysaccharidkette
angehédngt und es entstechen SHBG-Monomere mit einem hdheren MG [102 (S. 1068f)]. Trotzdem
finden sich bei der drei-bandigen Form die gleichen Steroidbindungscharakteristika wie bei zwei-
bandigem SHBG [68 (S. 219f); 102 (S. 1068); 120 (S. 138)].

Bisherige Untersuchungen deuten darauf hin, dass eine verdnderte Glykosilierung weder Einfluss
auf die Dimerisierung des SHBG noch auf die Affinitit und Spezifitit seiner Steroidbindung hat [32
(S. 2816); 50 (S. 545); 51 (S. 199); 68 (S. 213); 112 (S. 527, S. 530)]. Evtl. weisen aber die einzelnen
Isoformen unterschiedliche Affinititen fiir die verschiedenen Steroide auf [116 (S. 642)]. Mindestens
eine N-Glykosilierung scheint fiir die effiziente Produktion und/oder Sekretion von SHBG notwendig
zu sein [50 (S. 547); 51 (S. 198)]. Des Weiteren modulieren die Kohlenhydratketten die Bindung von
SHBG an verschiedene Oligosaccharidrezeptoren, insb. den hepatischen Asialoglykoproteinrezeptor,
und beeinflussen damit die SHBG-Elimination und dessen biologische Halbwertszeit (HWZ) [31 (S.
238f); 102 (S. 1069)]. Die Integritdt der Oligosaccharidketten ist auch essentiell fiir die Bindung des
SHBG an seinen Membranrezeptor [51 (S. 200); 112 (S. 527, S. 530)] und konnte eine differenzierte
Regulation der Hormonbelieferung von Geweben ermoglichen [112 (S. 531)]. Unterschiedliche

biologische Funktionen der SHBG-Isoformen sind also nicht auszuschlieBen [50 (S. 5471)].

Dimerisierungsdomine und rdumliche Struktur des Dimers

Die Dissoziationskonstante fiir die nicht-kovalente Assoziation der SHBG-Untereinheiten zum Dimer
liegt als Hinweis auf eine sehr starke Interaktion in der GréBenordnung von 107" bis 10" M [6 (S.
34453); 50 (S. 546); 68 (S. 207)]. Das Protein liegt entsprechend im Blut bei physiologischen SHBG-
Konzentrationen nahe 10”7 mol/l fast ausschlieBlich als Dimer vor [50 (S. 546); 68 (S. 207); 100 (S.
736f); 112 (S. 523)]. Sowohl mit hoher Affinitit bindende Steroide (z.B. 5a-Dihydrotestosteron (173-
Hydroxy-5a-androstan-3-on, DHT), Testosteron (17B-Hydroxy-4-androsten-3-on, T) oder Estradiol
(3,17B-Dihydroxy-1,3,5(10)-estratrien, E2)) als auch divalente Kationen wie Calcium und Zink
fordern die Assoziation der Monomere und stabilisieren das Dimer, wahrscheinlich iiber voneinander
unabhiéngige Mechanismen [19 (S. 10628); 51 (S. 199); 100 (S. 737, S. 740)].

Da AS-Substitutionen zwischen den Resten Methionin (Met)-139 und Phenylalanin (Phe)-148
zu einer deutlichen Beeintrichtigung der Dimerisierungsfiahigkeit fithren, war klar, dass dieser
Proteinabschnitt eine wichtige Komponente der Dimerisierungsstelle bildet [19 (S. 10627); 50 (S.
550)]. Kristallstrukturanalysen zufolge wird sie von vier verschiedene Segmenten der N-terminalen G-

Domine des SHBG gebildet: den Stringen B7 und B10 sowie den Verbindungen zwischen den
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Strangen B5/p6 und B11/B12 [6 (S. 34454)]. Der B-Strang 7 eines Monomers liegt dabei dem B-Strang
10 des zweiten Monomers an und umgekehrt [47 (S. 506f)].

Je 24 AS-Reste von jedem Monomer [6 (S. 34454)] nehmen unter Ausbildung von insgesamt
8 Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Hauptketten an der Dimerisierung teil [47 (S. 506)].
Die p-Faltblitter dehnen sich dabei iiber die Dimerisierungsstelle hinweg aus, so dass sich zwei durch-
gingige 14-stringige B-Blitter ergeben [47 (S. 506)]. Im Zentrum der Kontaktstelle lagern sich die
hydrophoben Seitenketten der phylogenetisch hochkonservierten AS-Reste Alanin (Ala)-85, Leu-87,
Valin (Val)-89, Ala-91, Val-121, Leu-122 und Leu-124 dicht aneinander an [6 (S. 34454f)]. Dieser
hydrophobe Kern spielt die zentrale Rolle bei der Homodimerisierung. Er wird durch die Zwischen-3-
Faltblatt-Wasserstoffbriickenbindungen sowie eine Vielzahl polarer Interaktionen, wie etwa zwei
symmetrische Salzbriicken zwischen Asp-73 und Arginin (Arg)-125, erginzt [6 (S. 34455); 47 (S.
506)].
Die C-terminalen G-Doménen jedes Monomers befinden sich rechts und links der dimerisierten N-
terminalen G-Dominen, so dass sich fiir das SHBG-Dimer eine elongierte, zylindrische Form dhnlich
einem kurzen Stab ergibt. Jede der vier globuldren Untereinheiten hat einen Durchmesser von 4,3 nm.
In der Elektronenmikroskopie ist das Dimer etwa 19 nm lang und 3 nm dick [11 (S. 344); 47 (S.
5071)].

Steroidbindung und Steroidbindungsdomine

Steroidbindung

Humanes SHBG bindet Sexualsteroide. Die Stirke der SHBG-Steroid-Interaktion nimmt bei den
natiirlichen SHBG-Liganden in der Reihenfolge DHT, 2-Methoxy-Estradiol (1,3,5(10)-Estratrien-
2,3,17B-triol 2-methyl ether, 2MeOE2), T, Androstendiol, Androstandiol, E2, Estron (3-Hydroxy-
1,3,5(10)-estratrien-17-on, E1) ab. Alle diese Liganden binden mit relativ hoher Affinitit
(Assoziationskonstante (K,) > 10* M) [34 (S. 60); 68 (S. 215)]. Andere natiirliche Steroide werden
nur mit sehr viel geringeren Affinitdten gebunden [68 (S. 215)]. Die in der Literatur beschriebenen K,
der wichtigsten drei physiologischen Liganden des SHBG liegen fiir T etwa bei 0,5 bis 1,7 x 10° M
[2 (S. 72); 34 (S. 59); 38 (S. 8430); 45 (S. 7612); 88 (S. 59); 127 (S. 250)], fiir DHT bei 2,0 bis
3,7 x 10° M [38 (S. 8430); 45 (S. 7612); 63 (S. 6049); 88 (S. 59); 127 (S. 250)] und fiir E2 bei 2,2 bis
7,2 x 10° M [34 (S. 59); 38 (S. 8430); 45 (S. 7612); 88 (S. 59); 127 (S. 250)]. Die Dissoziations-
konstanten (K ) der Steroide korrelieren invers mit den Assoziationskonstanten [127 (S. 251)] und
betragen fiir DHT 0,27 bis 1,5 x 10° M [20 (S. 1724); 100 (S. 736); 108 (S. 704); 124 (S. 901f)], fiir T
0,31 bis 2,1 x 10” M [108 (S. 704); 124 (S. 901)] und fiir E2 0,3 x 10" bis 4,8 x 10 M [108 (S.
704); 124 (S. 901f)]. Die Dissoziation folgt dabei einer Kinetik 1. Ordnung [127 (S. 251)]. Bei
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niedrigen Temperaturen ist die Affinitit des SHBG zu den Steroiden grofler als bei hohen
Temperaturen, da mit sinkender Temperatur die Dissoziationskonstanten stirker abfallen als die
Assoziationskonstanten [2 (S. 74)]. Bei Temperaturen > 60 °C sowie bei pH-Werten < 5 wird die
Steroidbindungsaktivitit irreversibel zerstort [109 (S. 532f)]. Es existiert jedoch kein scharfes pH-
Optimum fiir eine hochaffine Steroidbindung, welche zwischen pH 5,4 und 11,2 erfolgen kann [127
(S. 251)]. Daneben wurde beschrieben, dass gesittigte, unveresterte Fettsduren (FS) die
Steroidbindung an SHBG verstidrken, wihrend ungesittigte FS sie hemmen [68 (S. 226)].
Fiir eine hochaffine Bindung an SHBG sind folgende drei Hauptmerkmale in der Steroidstruktur
notwendig:
1. eine planare A- und B-Ring-Konformation [19 (S. 10622); 50 (S. 545)] mit einem moglichst
kleinen Beugungswinkel zwischen Ring A und der Ebene der Ringe B, C und D [127 (S.
260)],
2. eine freie 17B-Hydroxylgruppe [19 (S. 10622); 50 (S. 545); 88 (S. 58)] und
3. eine elektronegative, funktionelle Gruppe am C3 [19 (S. 10622); 50 (S. 545)], wobei sowohl
Steroide mit axialer oder dquatorialer Hydroxylgruppe als auch Steroide mit einer Oxogruppe
binden [88 (S. 58f); 127 (S. 261)].
Abgesehen von C17 und C3 fiihren Substitutionen an anderen Kohlenstoff-Atomen (C-Atomen) der
hochaffinen SHBG-Liganden in den meisten Fillen zu einer Verminderung der Affinitit, die bei den
einzelnen Steroiden, abhingig von Grofle und Polaritit der Substituenten, unterschiedlich stark
ausgepragt ist [100 (S. 741); 127 (S. 261ff)]. Auch die Einfilhrung einer oder mehrerer
Doppelbindungen hat an den meisten Stellen eine Verminderung der Affinitdt zur Folge [127 (S.
263)].
Lange Zeit war unumstritten, dass das homodimere SHBG nur eine einzige, hochaffine
Ligandenbindungsstelle besitzt [68 (S. 207); 112 (S. 523)] und entsprechend 1 mol Dimer 1 mol
Steroid bindet [68 (S. 207); 108 (S. 703); 112 (S. 523)]. Hierbei wurde angenommen, dass beide
Monomere als ,,Sandwich® zusammen die Bindungsstelle bilden und das Steroid genau an der
Dimerisierungsstelle bindet [68 (S. 207); 100 (S. 740)]. Alternativ wurde ein negativ kooperativer
Effekt vorgeschlagen [68 (S. 207); 112 (S. 523)], bei dem die Bindung des Steroids an eine der
Untereinheiten zu einer Konformationsidnderung fiihrt, die die Bindung eines weiteren Steroids an die
andere Untereinheit verhindert [19 (S. 10628); 73 (S. 471); 112 (S. 523)]. In letzter Zeit konnte jedoch
mittels verschiedener Techniken gezeigt werden, dass zwei mol Steroid pro mol Dimer gebunden
werden [6 (S. 34455f); 47 (S. 506f); 91 (S. 13743f)]. Trotz gewisser methodischer Einwinde [47 (S.
507); 91 (S. 13744)] scheint es also wahrscheinlich, dass jedes SHBG-Homodimer zwei gleich aktive
Steroidbindungsstellen enthélt [6 (S. 34456)].

16



Steroidbindungsdomdne

Nach géngiger Meinung konkurrieren alle SHBG-Liganden um die gleiche Bindungsstelle am SHBG
[45 (S. 7609); 46 (S. 32086)]. Es sei allerdings erwihnt, dass auch Hinweise gefunden wurden, T und
E2 konnten an unterschiedliche SHBG-Isoformen binden [116 (S. 642)]. Mit Photoaffinitéts-
markierungen wurden zunéchst ein hydrophobes Fragment in der Ndhe des C-Terminus zwischen den
AS-Resten 296 und 338, Histidin (His)-235, Met-139 sowie Lysin (Lys)-134 als mogliche in die
Steroidbindung involvierte AS identifiziert [45 (S. 7618); 50 (S. 545); 54 (S. 102ff); 94 (S. 18348);
100 (S. 7411)]. In nachfolgenden gezielten molekularbiologischen Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die hydrophile, phylogenetisch schlecht konservierte Region im Bereich der AS-Reste
134-138 unmittelbar an der Steroidbindung beteiligt ist [19 (S. 10627); 21 (S. 228f); 50 (S. 5491)]. Als
das fiir eine anndhrend normale Steroidbindung benétigte kiirzeste Peptid wurde die Sequenz von Leu-
18 bis Isoleucin (Ile)-177 ermittelt [60 (S. 3234)]. Die beiden SHBG-Monomere sollten demnach, wie
oben bereits beschrieben, eine AB zu BA ,,Sandwich*-Struktur mit einer hochaffinen Steroidbindungs-
tasche an ihrer Beriihrungsstelle ausbilden [11 (S. 345); 19 (S. 10628); 20 (S. 1727); 50 (S. 550); 51
(S. 199); 52 (S. 823); 94 (S. 18349); 100 (S. 741)]. Die AS-Reste 134-139 konnten dann mit den A/B-
Ring-Konformationen der Steroidliganden interagieren [19 (S. 10628)] und die Bindung hauptséchlich
tiber hydrophobe Krifte, daneben aber auch iiber van-der-Waals-Krifte und Wasserstoffbriicken-
bindungen erfolgen [88 (S. 58); 109 (S. 532)].

Durch Kiristallstrukturanalysen konnte die Steroidbindungstasche des SHBG charakterisiert und
damit obiges klassisches Modell widerlegt werden. Die Steroide interkalieren so im hydrophoben
Kern der N-terminalen G-Domine des SHBG zwischen die beiden [B-Blitter, dass sich optimale
Wasserstoffbriicken-Netzwerke mit den funktionellen Gruppen am C3 und C17 ausbilden. Daraus
resultieren unterschiedliche Orientierungen fiir C18- und fiir C19-Steroide in der Bindungstasche. Die
hydrophoben Interaktionen zwischen Steroid und den AS-Seitenketten hingegen konnen sich flexibel
an verschiedene Liganden anpassen [46 (S. 32090)]. C19-Steroide, wie z.B. DHT und T, zeigen mit
ihrer elektronegativen funktionellen Gruppe am C3 in das Innere des Proteins und sind am Serin (Ser)-
42 mittels einer Wasserstoffbriickenbindung verankert. Zwischen der OH-Gruppe am C17 und Asp-65
und Asn-82 bilden sich ebenfalls Wasserstoffbriicken aus, die beide signifikant zur Bindung beitragen.
Die hydrophobe Bindungstasche selbst ist von AS-Resten aus acht B-Stringen umgeben. Als
wichtigste AS werden hier Phe-67, Met-107 und Met-139 angesehen. Die AS-Reste 130-135 bilden
eine Art Deckel iiber der Steroidbindungsstelle. Konformationsdnderungen dieser Schleifenstruktur im
Rahmen der Ligandenbindung fiihren zu den unterschiedlichen Bindungskonstanten bei den
verschiedenen Steroiden [46 (S. 32088f); 47 (S. 508)].

C18-Steroide, wie z.B. E2, besetzen die Bindungstasche genau in umgekehrter Richtung wie
C19-Steroide. Das Ser-42 bildet in diesem Fall eine Wasserstoffbriickenbindung mit der OH-Gruppe
am C17 aus. Daneben ist die Hydroxylgruppe am C17 des E2 als Wasserstoffbriickendonator noch
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iber eine zusitzliche Wasserstoffbriicke mit dem Peptidcarbonyl des Val-105 verbunden, wobei diese
Wasserstoffbriicke wahrscheinlich funktionell sogar wichtiger ist als diejenige zum Ser-42.
Entsprechend der Orientierung in der Bindungstasche bilden C18-Steroide eine weitere
Wasserstoffbriicke zwischen der C3-OH-Gruppe und Asp-65 aus. Die Interaktion mit Asn-82 ist beim
E2 dagegen nur relativ schwach ausgeprigt [46 (S. 32089f)]. Die umgekehrte Lokalisation des E2 in
der Steroidbindungsstelle fiihrt dazu, dass das Schleifensegment Leu-131 bis His-136 in die
Bindungstasche hinein gezogen wird und es in der Folge zu einer dezenten Konformationsédnderung
des Proteins kommt [46 (S. 32090f)]. Die Flexibilitiat der Schleifenstruktur, die durch die beiden
flankierenden Pro-130 und -137 vermindert wird, beeinflusst entsprechend die Bindung von C18-

Steroiden [5 (S. 45224); 46 (S. 32092)].

Metallbindung des SHBG und ihr Einfluss auf die Steroidbindung

Jedes SHBG-Monomer besitzt drei Metallbindungsstellen. An Stelle I wird Ca®* koordinativ
gebunden, was zur Stabilisierung des Dimers beitrdgt. Sie befindet sich am Rand des p-Blatt-
Sandwiches genau gegeniiber und damit weit entfernt von der Steroidbindungstasche. Ein Einfluss auf
die Steroidbindung ist daher nicht anzunehmen [7 (S. 25920f); 47 (S. 507)]. Bei Metallbindungsstelle
I handelt es sich um eine Zn**-Bindungsstelle. Das Zinkion ist dabei in der Nachbarschaft der
Schleife iiber der Steroidbindungstasche lokalisiert und soll fiir den spezifischen inhibitorischen Effekt
von Zn** auf die E2- und 2MeOE2-Bindung verantwortlich sein. In Anwesenheit von Zn** wird das
optimale Wasserstoffbriickennetzwerk der E2- und 2MeO2-Bindung zerstort, da sich die Seitenkette
von Asp-65 nach auflen und damit weg vom Steroid dreht und zusammen mit His-83 und His-136 an
der Zinkbindung teilnimmt [7 (S. 25920f, S. 25923f)]. Metallbindungsstelle III ist eine weitere Zn®*-
Bindungsstelle des SHBG. Das dort gebundene Zinkion interkaliert zwischen die beiden Verbindungs-
stringe B7/p8 und P9/B10 und vergroBert damit den Abstand der Salzbriicke zwischen den
funktionellen Gruppen von His-101 und Asp-117. Da Stelle III nahe des Dimer-Interface gelegen ist,

dient auch sie moglicherweise der Gesamtstabilisierung des Monomers [7 (S. 25922ff)].

Rezeptorbindungsdomiine

Als Region fiir die Interaktion von SHBG mit einem méglichen Membranrezeptor wurde das Peptid
von AS-Rest 48 bis 57 vorgeschlagen [68 (S. 218); 69 (S. 114)], was sich experimentell aber nicht
eindeutig beweisen lieB [11 (S. 339); 47 (S. 508)]. Da die Liganden-abhédngigen
Konformationsidnderungen der  Schleifenregion eine  steroidspezifische Interaktion  mit

Plasmamembranrezeptoren ermdéglichen wiirden, wird neuerdings die unmittelbare Nachbarschaft der
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Steroidbindungstasche als mogliche Rezeptorbindungsdoméne diskutiert [5 (S. 45224); 46 (S. 32091);
47 (S. 508)].

1.1.4. Regulation der SHBG-Konzentration

Nichthormonale Regulation

Energiebilanz und Korperfettzusammensetzung, die wiederum von Nahrungsaufnahme und
korperlicher Belastung abhédngen, sind offensichtlich bei gesunden Menschen die wichtigsten
Regulatoren des SHBG-Plasmaspiegels [105 (S. 242f)]. Die SHBG-Konzentrationen korrelieren dabei
selbst bei normalgewichtigen Personen negativ mit dem Body-Mass-Index (BMI), der Waist-to-Hip-
Ratio (WHR) und dem Korpergewicht [83 (S. 294)]. Die Zusammensetzung der Nahrung beeinflusst
ebenfalls die SHBG-Spiegel. So fiihrt eine niedrige Proteinaufnahme, moglicherweise vermittelt iiber
Insulin, genauso wie ein niedriger Fettgehalt der Nahrung zu einer Erhhung des SHBG [83 (S. 294);
104 (S. 153); 105 (S. 241); 109 (S. 533)]. Ein niedriger Kohlenhydrat- bzw. Ballaststoffgehalt der
Nahrung hingegen vermindert das SHBG [83 (S. 294); 104 (S. 153); 105 (S. 241)]. Auch die
Kalorienaufnahme an sich konnte ein wichtiger regulierender Faktor des SHBG-Spiegels sein [105 (S.

241)].

Hormonale Regulation

Hormone sind entscheidend an der Regulation des SHBG-Spiegels beteiligt [105 (S. 242)]. Bei
HepG2-Zellen, einer humanen Hepatoblastom-Zelllinie [86 (S. 791); 108 (S. 705)], sind folgende
Hormoneffekte zu beobachten:
e Estrogene und Thyroxin steigern die SHBG-Produktion, wihrend
e Androgene, Insulin, Insulin like growth factor-1 (IGF-1), Prolaktin, Epidermal Growth Factor
(EGF) und Transforming Growth Factor-a (TGF-a) diese vermindern [68 (S. 254); 86 (S.
793); 98 (S. 280); 104 (S. 149); 108 (S. 705f); 109 (S. 533); 128 (S. 84)].
Riickschliisse auf die in vivo-Wirkung der jeweiligen Hormone bleiben aber schwierig. So sind
Androgene in vivo zwar meist mit einem verminderten Plasma-SHBG assoziiert [108 (S. 706); 127 (S.
231)], abweichend von der in vitro-Situation gelang es aber zum Teil nicht, einen Effekt dieser
Hormonklasse auf den SHBG-Spiegel zu zeigen [128 (S. 85)]. Estrogene sollen fiir die hohere SHBG-
Konzentration bei Frauen, den leichten Unterschied in den SHBG-Spiegeln zwischen Luteal- und
Follikelphase und den SHBG-Anstieg wihrend der Schwangerschaft (SS) verantwortlich sein [108 (S.

706)]. Offensichtlich miissen sie aber in vivo eine bestimmte Grenzkonzentration iiberschreiten, bevor
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sie die hepatische SHBG-Synthese induzieren konnen [127 (S. 230)]. Daher wird vermutet, dass
Sexualsteroide nur dann einen merklichen Effekt auf die SHBG-Produktion haben, wenn die
Hepatozyten gegeniiber supraphysiologischen Konzentrationen exponiert sind [128 (S. 85)].

Insulin und IGF-1 inhibieren die SHBG-Produktion von HepG2-Zellen. Aulerdem konnten
verschiedene in vivo-Studien eine negative Korrelation zwischen Insulinspiegel und SHBG zeigen [98
(S. 280f); 104 (S. 152); 108 (S. 707); 115 (S. 530); 128 (S. 84)]. Andererseits ist der Effekt von
Insulin/IGF-1 auf SHBG in der Zellkultur relativ unspezifisch [104 (S. 152)] und es existieren genauso
Studien am Menschen, in denen keine Assoziation zwischen Insulin- und SHBG-Spiegeln gefunden
wurde [98 (S. 281)]. So ist die in vivo-Wirkung von Insulin auf den SHBG-Spiegel umstritten. Da die
SHBG-Konzentration negativ mit der Hiufigkeit der Insulinimpulse korreliert, spielt moglicherweise
die Pulsatilitit der Insulinfreisetzung die entscheidende Rolle. Der Abfall des SHBG mit héufigeren
Impulsen konnte durch einen ineffizienten Rezeptor-Kreislauf erkldart werden, der zu einer
prolongierten Inhibition der SHBG-Synthese fiihrt [98 (S. 281)].

Bei den Schilddriisen-Hormonen und Insulin ist eine direkte Regulation auf Ebene der Gene
denkbar, wurde aber noch nicht eindeutig nachgewiesen [3 (S. 249); 68 (S. 255); 70 (S. 502)]. Bei den
ibrigen Hormonen sind wohl andere Mechanismen beteiligt. So kénnten Sexualhormone ihre Effekte
iber posttranskriptionale Regulation oder wahrscheinlicher auf Ebene der Clearance ausiiben [68 (S.
255f)]. Thre Wirkung konnte auch kombiniert, teils direkt mediiert, teils durch Verdnderungen der
metabolischen Clearance-Rate, evtl. sogar durch eine intermediédre Substanz wie IGF-1, das iiber die

Growth Hormon (GH)-Sekretion durch Sexualhormone beeinflusst wird, entstehen [108 (S. 707)].

Abbau des SHBG

Die Sialinsdurereste des SHBG verhindern einen schnellen hepatischen Abbau des Proteins [109 (S.
534)], werden jedoch im Laufe seiner Lebenszeit zunehmend entfernt. Das Asialoglykoprotein konnte
dann an den hepatischen Asialoglykoproteinrezeptor binden und internalisiert werden. Die

Plasmahalbwertszeit von SHBG betrigt dabei etwa 5 bis 6 Tage [108 (S. 704); 127 (S. 232)].

1.1.5. SHBG-Spiegel unter physiologischen Bedingungen

Folgende Werte konnen als Anhaltspunkte fiir normale SHBG-Plasmaspiegel gelten:

¢ Kinder (Méddchen und Jungen): etwa 85 nmol/l [127 (S. 228)]

e  Minner: etwa 30 nmol/l [2 (S. 85)]
e Frauen: etwa 70 nmol/l [2 (S. 85)]
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Im Laufe des Lebens kommt es beim Menschen zu physiologischen Anderungen des SHBG-Spiegels.
So haben zum Zeitpunkt der Geburt Kinder beider Geschlechter niedrige SHBG-Spiegel im Bereich
von gesunden Ménnern [2 (S. 82); 55 (S. 70); 123 (S. 1472)], da die fetalen Androgene aus der Neben-
nierenrinde (NNR) die SHBG-Synthese trotz hoher Estrogen-Spiegel inhibieren [2 (S. 82)]. Schon
bald nach der Geburt steigt das SHBG an [2 (S. 82)] und erreicht vor der Pubertiit bei Middchen und
Jungen dann sehr dhnliche, relativ hohe Konzentrationen von bis zu 90 nmol/l mit einem Maximum
zwischen 5 und 7 Jahren [2 (S. 80); 55 (S. 70); 109 (S. 534); 127 (S. 227f)]. Aufgrund der geringen
prapubertiren Produktion von T und E2 wird in diesem Lebensabschnitt die SHBG-Synthese wohl
nicht durch Sexualhormone beeinflusst, sondern eher durch die Schilddriisen-Hormonspiegel bestimmt
[2 (S. 80)].
Wihrend der Pubertit kommt es zu einem Abfall des SHBG, der bei Jungen deutlicher ausgeprigt ist
als bei Midchen [2 (S. 80); 104 (S. 152)]. Die einsetzende adrenale und gonadale Androgenproduktion
ist hierfiir verantwortlich. Da bei Frauen gleichzeitig auch die Estrogensynthese ansteigt, féllt bei
ihnen das SHBG nicht so stark ab wie bei Ménnern [2 (S. 81)]. Der Erwachsenen-SHBG-Spiegel wird
bei Frauen im Alter von 20 Jahren, bei Ménnern im Alter von 18 Jahren erreicht [109 (S. 535)] und ist
bei Frauen etwa doppelt so hoch wie bei Ménnern [2 (S. 80); 30 (S. 387)]. Die SHBG-Spiegel erhthen
sich bei beiden Geschlechtern mit Erreichen des Erwachsenenalters wieder langsam [109 (S. 535)].
Bei Minnern bleibt das SHBG bis zur 6. Lebensdekade anndhernd konstant und beginnt dann
deutlicher anzusteigen [2 (S. 81); 80 (S. 691)]. Ursache hierfiir ist, dass mit zunehmendem Lebensalter
bei Minnern das Gesamt-Testosteron (GT) abfillt und das Gesamt-Estradiol (GE2) ansteigt. Der
SHBG-Anstieg sorgt dafiir, dass in dieser Lebensphase das freie Testosteron (fT) im Verhiltnis zum
GT noch starker abfillt [80 (S. 692); 83 (S. 293); 104 (S. 152); 127 (S. 229)]. Bei Frauen wird eine
Veridnderung des SHBG-Spiegels im Rahmen der Menopause aufgrund des relativen
Androgeniiberschusses diskutiert. In dieser Lebensphase wurden aber sowohl unverédnderte als auch
erhohte und erniedrigte SHBG-Spiegel beschrieben [25 (S. 2833); 115 (S. 530); 127 (S. 229)]. Als
wichtigste Regulatoren des SHBG bei postmenopausalen Frauen gelten Fettmasse, korperliche
Aktivitit, Alkoholaufnahme, E2 und IGF-1, die allesamt den SHBG-Spiegel vermindern [128 (S. 84)].
Als Sonderfall ist die SS zu nennen, in der es von der 7. bis zur 30. Woche zu einer
merklichen Zunahme der SHBG-Konzentration auf etwa 250-500 nmol/l kommt [2 (S. 81); 88 (S. 62);
109 (S. 535); 127 (S. 231)]. SHBG bleibt bis zu Geburt hoch [2 (S. 81); 127 (S. 231)] und fillt danach
entsprechend seiner HWZ wieder auf Normalwerte ab [2 (S. 81)]. Dieser ausgeprigte SHBG-Anstieg
beruht wahrscheinlich auf den hohen Estrogenspiegeln wéhrend der SS [123 (S. 1478)].
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1.1.6. SHBG-Membranrezeptor

SHBG interagiert mit Proteinen auf der Plasmamembran einer Vielzahl von Androgen- und Estrogen-
sensitiven Zellen und Geweben [35 (S. 661); 67 (S. 579); 68 (S. 232); 108 (S. 709)]. Dazu zéhlen die
Brustkrebszelllinie MCF-7, die Prostatakarzinomzelllinie LnCaP, Brustgewebe, Lebergewebe,
deziduales und prdmenopausales Endometrium, Synzytiotrophoblast der Plazenta, ménnliche
Keimzellen, Testes, Epididymis, Prostatagewebe und Gewebe von benigner Prostatahyperplasie [67
(S.579); 68 (S. 229); 108 (S. 709)]. Das MG des SHBG-Rezeptors wurde zu etwa 170 kDa bestimmt,
ansonsten konnte er auf molekularer Ebene noch nicht ndher charakterisiert werden [68 (S. 230)].
Moglicherweise wird das SHBG fiir die Bindung an den Membranrezeptor von den rezeptortragenden
Zellen selbst synthetisiert, was eine lokale Regulation dieses Signaltransduktionsweges ermoglichen
wiirde [64 (S. 26622)].

Zur Steroidabhingigkeit der SHBG-Membranrezeptorinteraktion wurden stark wider-
spriichliche Ergebnisse prisentiert. In vielen Studien wurde gezeigt, dass nur mit spezifischen
Steroidliganden beladenes SHBG an den zelluldren Rezeptor bindet [100 (S. 746); 108 (S. 710); 111
(S. 462); 112 (S. 526)]. Durch die Bindung des Liganden sollen bestimmte strukturelle Elemente des
SHBG eine ligandenspezifische rdumliche Anordnung annehmen, welche dann durch fiir genau diese
Determinante spezifische Membranrezeptoren auf den Zielzellen des jeweiligen Steroids erkannt wird.
Nach Bindung an den Rezeptor dissoziiert der SHBG-Steroid-Komplex und das gebundene Steroid
kann in die Zelle gelangen, wihrend SHBG die Membran wieder verldsst [111 (S. 463); 112 (S.
529f)]. Mit Hilfe dieses Shuttle-Mechanismus konnten die Zielzellen zusitzlich selektiv auch die
SHBG-gebundene Hormonfraktion aufnehmen [111 (S. 465)].

Allerdings wird auch in zahlreichen Studien beschrieben, dass nur unbeladenes SHBG an den
Membranrezeptor bindet und erst die nachfolgende Bindung eines Steroids zur biologischen Wirkung
fihrt [35 (S. 665); 63 (S. 6050f); 92 (S. 403)]. Der SHBG-Rezeptor scheint sein Signal dabei iiber ein
G-Protein und eine Adenylatcyclase (AC) zu iibertragen [35 (S. 666f); 93 (S. 214f)]. Sowohl aktive als
auch inaktive Steroide mit hoher Affinitit zu SHBG koénnen die Bindung an den Membranrezeptor
inhibieren. Die Induktion der AC-Aktivitit ist jedoch beschridnkt auf Steroide mit biologischer
Aktivitdt [63 (S. 6049f); 92 (S. 403); 108 (S. 712)]. Entsprechend dieser Theorie ist SHBG ein
allosterisches Protein, bei dem die Besetzung der Steroidbindungstasche zu einer Konformations-
dnderung fiihrt, durch die die Rezeptorbindungsdomine maskiert wird. Nur unbeladenes SHBG kann
mit dem Rezeptor interagieren und dann auch weiterhin Steroide binden. Bindet ein biologisch aktives
Steroid an den SHBG-Rezeptor-Komplex, so wird vermittelt iiber G-Proteine die AC induziert und es
kommt zu einem intrazelluldren Anstieg von 3’-5’-cyclo-Adenosinmonophosphat (cAMP) [35 (S.
665); 63 (S. 6053f); 69 (S. 114f); 92 (S. 402f); 108 (S. 711f)]. Das SHBG-Rezeptor-Cyclase-System
konnte somit ein vom  Steroid-Rezeptor unabhédngiger, 2nd-Messenger  vermittelter

Wirkungsmechanismus fiir Steroidhormone sein [92 (S. 403)].
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Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass es sich beim SHBG-Rezeptor um Megalin handeln
konnte [49 (S. 758)]. Megalin ist ein Mitglied der Low Density Lipoprotein (LDL)-Rezeptor-
Genfamilie und wird in vielen Steroid-sensitiven Geweben, insb. den Reproduktionsorganen,
exprimiert [49 (S. 751)]. Es konnte gezeigt werden, dass Megalin als endozytotischer Rezeptor mit
SHBG unabhiingig von evtl. gebundenen Steroiden interagiert, dann internalisiert und in Lysosomen
abgebaut wird. Falls das SHBG mit Steroiden beladen war, werden diese dabei freigesetzt und konnen
Steroid-sensitive Gene induzieren. Auf diese Weise wiirde die Zelltyp-spezifische Aufnahme von

proteingebundenen Sexualsteroiden ermdglicht [49 (S. 758, S. 760)].

1.1.7. Biologische Funktionen des SHBG

Um die Funktionen des SHBG zu verstehen, muss zunéchst auf die Theorien zu den Wirkungsweisen
der Steroidhormone eingegangen werden. Im Blut verteilen sich Steroidhormone auf eine frei
zirkulierende und eine proteingebundene Fraktion [2 (S. 72); 62 (S. 629)]. Sexualsteroide werden
dabei im Plasma von Albumin mit geringer Spezifitdt und Affinitdt, jedoch hoher Bindungskapazitit
[2 (S. 72); 68 (S. 225)] und von SHBG mit hoher Sperzifitit und Affinitit, aber niedriger
Bindungskapazitit gebunden [68 (S. 225)].

Nur freie Steroide konnen passiv aus dem Plasma durch die Zellmembran diffundieren. Die
klassische ,,freie Hormon-Hypothese* postuliert daher, dass nur diese Fraktion als biologisch aktiv
anzusehen ist [2 (S. 72); 68 (S. 225); 96 (S. 173); 108 (S. 697); 127 (S. 199)]. Allerdings mehren sich
die Hinweise, dass nicht nur die freie Hormonfraktion die Zellen mit Steroiden versorgt [62 (S. 630);
96 (S. 173f); 111 (S. 459)]. Entsprechend wurde die sog. ,,proteingebundene Hormon-Hypothese*
entwickelt, nach der eine oder mehrere der proteingebundenen Formen, wahrscheinlich insb. die
Albumin-gebundene Fraktion, fiir den Transport {iber biologische Membranen zur Verfiigung stehen
[62 (S. 630); 96 (S. 173f)]. Welche der beiden Hypothesen richtig ist, ldsst sich augenblicklich noch
nicht endgiiltig beurteilen.

SHBG ist ein Serumprotein und bindet DHT, T und E2 mit hoher Affinitit im Blut. Aus dieser

Tatsache resultieren mehrere seiner Funktionen.

Plasmafunktion

Zunichst fungiert SHBG als Transportprotein fiir die hydrophoben Estrogene und Androgene in einem
wissrigen Kompartiment des Organismus, dem Blut [61 (S. 609)]. Allgemein akzeptiert ist, dass es
sich bei SHBG um das Haupttransportprotein fiir DHT, T, Androstandiol und Androstendiol handelt
[34 (S. 66)]. Die quantitative Bedeutung des SHBG fiir den Transport von E2 ist noch nicht definitiv
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gekldrt [124 (S. 902f)], wahrscheinlich spielt es aber auch hier eine wichtige Rolle [34 (S. 66); 127 (S.
257, S. 260)].

Da aufgrund der hohen Dissoziationsraten bei physiologischen Temperaturen die gebundenen Steroide
schnell fiir die Zielzellen verfiigbar gemacht werden konnen, wirkt SHBG dariiber hinaus als
Reservoir und Puffer fiir bioverfiigbare Sexualsteroide [68 (S. 225); 88 (S. 65); 109 (S. 534); 112 (S.
528f)]. Hierdurch werden schnell verlaufende Schwankungen des freien Hormons, z.B. durch
verstirkte Aufnahme in die Zellen, ausgeglichen bzw. verlangsamt und eine akkurate Uberwachung
durch den Hypothalamus erst ermdéglicht [2 (S. 73); 26 (S. 39); 88 (S. 65); 112 (S. 528)].

Aufgrund seiner hohen Affinitit gegeniiber den Sexualsteroiden reguliert SHBG das
Verhiiltnis der einzelnen Hormonfraktionen (frei, SHBG-gebunden, Albumin-gebunden) untereinander
und beeinflusst damit iiber die Gréfe der freien Fraktion auch die zelluldre Verfiigbarkeit der
Sexualsteroide [67 (S. 579); 68 (S. 225)]. Einigkeit besteht darin, dass SHBG der Regulation der
freien Konzentrationen von T, DHT und anderen 178-Hydroxy-Androgenen (17-OHA) dient.
Umstritten ist hingegen, ob es angesichts der geringeren Affinitét in kleinerem Ausmal} auch die freie
Fraktion des E2 beeinflusst [68 (S. 226); 124 (S. 902f)].

Durch die unterschiedlichen Affinititen von Androgenen und Estrogenen reguliert SHBG
auch das Verhéltnis von fT zu freiem Estradiol (fE2) und beeinflusst damit die Geschlechtshormon-
Balance [127 (S. 200)]. Da SHBG T mit hoherer Affinitéit bindet als E2 und die SHBG-Konzentration
selbst vom Estrogen-Androgen-Verhiltnis abhingt, wirkt SHBG als Verstirker der
Sexualhormonwirkung. Ist das E2 erhoht, dann steigt das SHBG und das Verhiltnis fT/fE2 sinkt. Dies
fiihrt wiederum zu einer verstirkten Estrogenwirkung. Sind jedoch die Androgene erhoht, so sinkt der
SHBG-Spiegel, der Quotient aus fT und fE2 steigt an und die Testosteronaktivitdt dominiert noch
stirker [2 (S. 77f); 26 (S. 39f); 88 (S. 65)]. Werden die Anderungen der SHBG-Konzentration durch
Androgene oder Estrogene ausgelost, entsteht dadurch ein sich selbst verstiarkender Mechanismus [26
(S. 40)].

Als weitere wichtige Plasmafunktion des SHBG ist sein Effekt auf die metabolische Clearancerate
(MCR) der Sexualsteroide zu nennen [99 (S. 742f)]. Durch die Bindung an SHBG wird der hepatische
Abbau der Steroide vermindert und damit deren MCR kontrolliert [2 (S. 78); 68 (S. 225); 104 (S.
149)]. Es besteht dabei eine inverse Beziehung zwischen MCR und Affinitidt zu SHBG, so dass die
MCR von Androstendion > E2 > T > DHT [2 (S. 78)]. SHBG erfiillt damit eine Art ,,0konomische
Funktion*: es vermindert die notwendigen Steroid-Produktionsraten zur Aufrechterhaltung eines
bestimmten freien Hormonspiegels [2 (S. 73)]. Es ist allgemein akzeptiert, dass SHBG in der
Regulation der MCR von T eine wichtige Rolle spielt [99 (S. 743f)]. Weniger klar sind hingegen die
Effekte von SHBG auf die MCR des E2 [101 (S. 311)]. Neben SHBG wird die MCR auch noch von
anderen Faktoren, wie z.B. den Steroid-metabolisierenden Enzymen, beeinflusst. Bei E2 scheint der

Einfluss dieser Faktoren grofier zu sein als bei T [99 (S. 744); 101 (S. 313, S. 316)].
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Membran- und Zellfunktion

Die Existenz von SHBG-Membranrezeptoren legt nahe, dass SHBG neben seinen Aufgaben im
Blutplasma weitere, zelluldre Funktionen erfiillt. Die géngigste Vermutung besteht darin, dass es mit
Hilfe der Membranrezeptoren am Transport von Sexualsteroiden iiber die Zellmembran beteiligt ist
[100 (S. 745ff); 112 (S. 529f)]. Dabei konnte es sich um einen, zusétzlich zur passiven Diffusion
vorhandenen, aktiven Transportmechanismus handeln, der durch die Zelle selbst reguliert werden kann
und die Moglichkeit einer selektiven Versorgung von Zielzellen mit Sexualhormonen bietet [68 (S.
226f); 99 (S. 744)]. Dariiber hinaus moduliert SHBG moglicherweise auch zusitzlich das Signal des
Hormons: die SHBG-Interaktion mit den Rezeptoren an der Zellmembran konnte {iiber die
beschriebenen G-Proteine und cAMP zu einer Signaltransduktion via Proteinkinase A fiihren, die
wiederum eine Translokation oder Aktivierung nukleédrer Steroid-Rezeptoren bewirkt [67 (S. 584)].
Die vermutete SHBG-Produktion in Prostata- und Brustzellen deutet auf einen Effekt des SHBG bei
der lokalen Modifikation der Steroidhormoneffekte hin. Das durch die lokal regulierte, intrazellulére
Synthese und Sekretion in den Zielzellen entstehende SHBG konnte an der Signaltransduktion iiber
den SHBG-Rezeptor unabhingig vom Plasma-SHBG teilnehmen oder die intrazelluldren freien
Hormonspiegel kontrollieren und dadurch den Zugang der entsprechenden Steroide zu den intra-
zelluldren Hormonrezeptoren beeinflussen [64 (S. 26622); 69 (S. 118)]. Uber die tatsichliche
biologische Wirkung der Signaliibertragung durch den SHBG-Rezeptor ist wenig bekannt. Es konnte
gezeigt werden, dass der SHBG-Signaltransduktionsweg mit einem Androgen-Rezeptor vermittelten
Ereignis verbunden ist. Daneben scheint die SHBG-Signalkaskade auch das Zellwachstum zu

beeinflussen [69 (S. 115, S. 118)].

1.2. SHBG und Erkrankungen auBler Leberzirrhose

1.2.1. Allgemeines

Im Folgenden sollen kurz SHBG-Verinderungen bei verschiedenen pathologischen Zustinden
beschrieben werden. Auf den Zusammenhang von SHBG und Leberzirrhose (Lci) wird im Anschluss
daran separat und ausfiihrlicher eingegangen. Grundsitzlich gilt, dass hohe SHBG-Spiegel eher einen
feminisierenden Einfluss, niedrige SHBG-Spiegel eher eine maskulinisierende Wirkung haben [26 (S.
40)]. Aufgrund der hohen Affinitit zu T ist der Einfluss von SHBG auf dieses Steroid besonders
ausgepragt [109 (S. 534)]. Finden die SHBG-Veridnderungen in einem geschlossenen System mit
intaktem Regelkreis aus Hypothalamus, Hypophyse und Hoden statt, dann kann durch eine addquate
Gegenregulation der Gonadotropine das fT im normalen Bereich gehalten werden [37 (S. 385)]. Die

diagnostische Bedeutung des SHBG liegt v.a. in der Abschitzung des bioverfiigbaren T und damit des
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Androgenstatuses und der peripheren Androgenaktivitit [109 (S. 537)]. Die alleinige Bestimmung des
GT ist hierzu nicht ausreichend [62 (S. 634)]. Mit Hilfe des sog. freien Androgen-Indexes (FAI) =
(GT/SHBG) x 100 erhélt man jedoch ein sensitives MaB fiir den Androgenstatus [109 (S. 536)].

1.2.2. Hyperandrogenismus bei Frauen

Ein Hyperandrogenismus tritt bei Frauen hiufig im Rahmen eines Polyzystischen Ovarialsyndroms
(PCOS) auf und &duBert sich klinisch in Form von Akne, Hirsutismus und Virilisierungserscheinungen
[109 (S. 536)]. Nur bei etwa der Hilfte der Patientinnen findet sich ein erhohtes GT und fT, bei in fast
allen Fillen normalem fE2 [2 (S. 82); 10 (S. 899); 27 (S. 258); 109 (S. 536); 127 (S. 237f)]. Die
Androgen-Estrogen-Imbalance entsteht also durch einen Anstieg des fT [127 (S. 238)]. 60% der
Frauen mit Hyperandrogenismus, insb. jene mit normalem GT, weisen unterschiedlich stark
erniedrigte SHBG-Spiegel von etwa 35 nmol/l auf [2 (S. 82); 27 (S. 257); 104 (S. 151); 108 (S. 707);
109 (S. 536); 123 (S. 1473); 127 (S. 237)]. Entsprechend steigt das Konzentrationsverhiltnis 17-
OHA/SHBG und der T/SHBG-Index an und die MCR des T erhoht sich [2 (S. 82); 10 (S. 900); 27 (S.
257); 109 (S. 536); 127 (S. 237f)]. Das verminderte SHBG ist zumindest teilweise durch die erhchten
Androgene zu erkldren [108 (S. 707)], konnte aber auch durch den erhohten BMI und die erhdhten
Insulinspiegel bedingt sein [104 (S. 151)].

Der diagnostische Wert eines Anstieges von Parametern wie GT/SHBG oder nicht-SHBG-
gebundenes T ist grofer als der des GT-Anstieges, da GT/SHBG und SHBG bei Hyperandrogenismus
hiufiger abnormale Werte zeigen als GT oder fT. Die hohere diagnostische Genauigkeit von
GT/SHBG gegeniiber dem fT erklidrt sich wahrscheinlich aus einer betrdchtlichen biologischen
Aktivitdt der Albumin-gebundenen T-Fraktion, deren GroéBe wiederum durch den SHBG-Spiegel
mitbestimmt wird [27 (S. 260); 104 (S. 151f); 127 (S. 236)]. Dariiber hinaus kann der SHBG-Spiegel
oder noch besser der 17-OHA/SHBG-Quotient zur pathogenetischen Einordnung des Hirsutismus
verwendet werden: sinkt das SHBG bzw. steigt 17-OHA/SHBG an, so ist eine primédr hormonale
Abnormalitit zu vermuten; ist das SHBG bzw. das 17-OHA/SHBG-Verhiltnis dagegen normal,
handelt es sich eher um eine verstirkte Androgen-Sensitivitit der Haut bei normalen Androgen-

spiegeln [2 (S. 82); 109 (S. 5361)].

1.2.3. Hypogonadismus bei Minnern

Hypogonade Minner weisen durch die Gonadeninsuffizienz niedrige Spiegel an GT auf. Dies fiihrt zu
einem ausgeprigten Anstieg des SHBG auf etwa 100 nmol/l. Niedriges GT und hohes SHBG

bedingen zusammen ein deutlich erniedrigtes fT mit starker Beeintriachtigung der T-Wirkung in den
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Zielzellen [2 (S. 86); 109 (S. 535); 123 (S. 1472f); 127 (S. 233)]. Bei Therapie des minnlichen
Hypogonadismus mittels Androgen-Ersatztherapie oder humanem Choriongonadotropin (hCG) sinkt

das SHBG [109 (S. 535); 127 (S. 234)].

1.2.4. Schilddriisenerkrankungen

Bei einer latenten Hyperthyreose steigt das SHBG tendentiell, bei einer manifesten Hyperthyreose
signifikant gegeniiber Euthyreoten an [30 (S. 387); 56 (S. 758)]. Die GroBle des Anstieges ist dabei
unabhiéngig vom Vorhandensein etwaiger Schilddriisen-Autoantikorper [3 (S. 251f); 56 (S. 758)] und
der Geschlechtsunterschied der SHBG-Spiegel bleibt erhalten [30 (S. 388)]. Eine Thyreotoxikose fiihrt
zu SHBG-Spiegeln von etwa 140 nmol/l bei Ménnern und 170 nmol/l bei Frauen [127 (S. 234)]. Das
erhohte SHBG bedingt einen Abfall der MCR von T und E2 bei Hyperthyreose [124 (S. 903)]. Selbst
die hohen SHBG-Spiegel im Rahmen einer Thyreotoxikose kénnen durch thyreostatische Behandlung
wieder normalisiert werden [2 (S. 88f); 108 (S. 706)].

Ein weiter Bereich moglicher SHBG-Werte von normal bis schwach erniedrigt wurde bei Hypo-
thyreose gemessen [2 (S. 86); 56 (S. 759); 104 (S. 150); 108 (S. 706); 127 (S. 234)]. Der nur geringe
Einfluss der Hypothyreose auf die SHBG-Spiegel konnte dadurch entstehen, dass ein groerer Anteil
an SHBG-Isoformen mit einem hoheren Gehalt an Sialinsdure vorliegt, der zu einem Anstieg der
HWZ fiihrt [24 (S. 101)]. Bei sdmtlichen hypothyreoten Zustinden normalisiert sich das SHBG durch
die Substitution von Schilddriisen-Hormon [2 (S. 86); 56 (S. 759); 108 (S. 706)].

1.2.5. Hypophysenerkrankungen

Der hemmende Einfluss von Prolaktin und dem GH-assoziierten IGF-1 auf die hepatische SHBG-
Produktion bedingt SHBG-Veridnderungen bei Hypophysenerkrankungen.

Beim Prolaktinom findet sich entsprechend bei beiden Geschlechtern ein vermindertes SHBG
(Miénner etwa 17 nmol/l, Frauen etwa 43 nmol/l) [108 (S. 708); 109 (S. 535f); 127 (S. 234)]. Trotz
niedriger GT-Spiegel ist der prozentuale Anteil des fT durch das verminderte SHBG erhoht, so dass
die MCR von T und DHT ansteigt [127 (S. 234)]. Durch Behandlung mit Bromocriptin kann der
SHBG-Spiegel wieder normalisiert werden [108 (S. 708); 127 (S. 234)].

Die vermehrte GH-Sekretion bei Akromegalie vermindert den SHBG-Spiegel bei Ménnern auf
etwa 20 nmol/l und bei Frauen auf etwa 25 nmol/l [109 (S. 535f); 127 (S. 232)]. In der Folge kommt
es zu einem Anstieg des fT, der zum einen das niedrige GT durch negative Riickkopplung auf die
Hypophyse erklart [127 (S. 232)] und zum anderen bei Frauen den bei dieser Erkrankung hiufig zu

beobachtenden Hirsutismus induziert [2 (S. 86)].
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1.2.6. Metabolisches Syndrom

Mehrere der Komponenten des metabolischen Syndroms weisen eine Assoziation mit dem SHBG-
Spiegel auf. So werden entsprechend der schon bei Normalgewichtigen zu beobachtenden negativen
Korrelation zwischen SHBG und Korpergewicht bei beiden Geschlechtern mit bis zu 8,5 nmol/l bei
stark Fettleibigen die niedrigsten SHBG-Spiegel iiberhaupt beobachtet [79 (S. 150); 105 (S. 238); 108
(S. 707); 109 (S. 536); 127 (S. 235)]. Als mogliche Ursache wird die begleitende Hyperinsulindmie
oder eine veridnderte Insulinpulsatilitit diskutiert [98 (S. 281); 108 (S. 707f); 115 (S. 531)]. Durch
Gewichtsreduktion kann das SHBG wieder erhoht werden [105 (S. 238); 108 (S. 707); 109 (S. 533)].
Der SHBG-Abfall fiihrt zu einer verstdrkten Elimination des T und kénnte damit das verminderte GT
und fT bei adiposen Minnern erkldren [70 (S. 505); 77 (S. 605); 108 (S. 707); 115 (S. 527f)]. Bei
Frauen hingegen ist Fettleibigkeit mit einem mehr androgenen Geschlechtshormonprofil assoziiert
[115 (S. 530)]. Dies konnte bei adiposen Frauen eine zusétzliche Erkldrung fiir die beobachtete
Verminderung des SHBG sein [105 (S. 239)].

Dariiber hinaus zeigt sich in den meisten Studien eine positive Korrelation zwischen SHBG und
High Density Lipoprotein (HDL) bzw. Apolipoprotein-Al und eine negative mit den
Triglyceridspiegeln [70 (S. 505); 79 (S. 148); 105 (S. 242); 108 (S. 708f); 115 (S. 530)]. Dies liegt
wohl an der Wirkung des SHBG auf das Estrogen-Androgen-Gleichgewicht, das wiederum die
Konzentration der Lipoproteine und Apolipoproteine des Serums mitbestimmt [105 (S. 242)].
Beispielsweise konnte SHBG die hepatische Lipasesynthese modulieren, indem es das Verhiltnis der
Synthese-stimulierenden Androgene und der Synthese-hemmenden Estrogene reguliert [115 (S. 531)].

Ein niedriges SHBG ist auch mit Hyperinsulinimie, Insulinresistenz und Glucoseintoleranz
assoziiert und damit ein unabhéngiger Risikofaktor fiir das Auftreten von Diabetes mellitus Typ 2 [70
(S.505); 77 (S. 601); 98 (S. 279); 104 (S. 153); 115 (S. 530)]. Dies passt gut zur negativen Korrelation
zwischen SHBG und Adipositas, die ja ebenfalls einen Risikofaktor fiir die Entwicklung des Typ 2-
Diabetes darstellt [70 (S. 505)].

Bei Minnern mit einem nicht-diabetischen metabolischen Syndrom finden sich insgesamt
niedrigere Spiegel an GT, fT und SHBG und folglich héaufiger ein Hypogonadismus als bei gesunden
Minnern [70 (S. 506); 77 (S. 605)]. Nicht-diabetische Ménner mit niedrig-normalem GT, fT und
SHBG weisen entsprechend ein erhohtes Risiko fiir das metabolische Syndrom auf. Der milde
Hypoandrogenismus kann daher als frilhes Symptom des metabolischen Syndroms betrachtet werden.
Die Ursache hierfiir liegt in der biologischen Wirkung des T. Es fiihrt zum Anstieg der Muskelmasse
auf Kosten der Fettmasse, so dass sich die Insulinsensitivitit erhoht und die abdominelle Fettleibigkeit

durch Hemmung der Lipoproteinlipase sinkt [77 (S. 605f)].
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1.2.7. Medikamente und Alkohol

Zahlreiche Medikamente verindern iiber eine Beeinflussung der Syntheserate den SHBG-Spiegel [109
(S. 535)]. So steigt nach Thyroxin-Gabe die SHBG-Sekretion an [108 (S. 705)]. Auch exogen
verabreichte Estrogene fithren zu einem SHBG-Anstieg bis auf 350 nmol/l. Dabei ist der Anstieg bei
peroraler Administration ausgeprégter als bei perkutaner Gabe, da bei ersterer das Estrogen direkt in
das Portalsystem gelangt und damit die Leber sehr hohen Konzentrationen ausgesetzt wird [104 (S.
151); 108 (S. 706); 109 (S. 535); 127 (S. 231)]. Androgengabe bei hypogonaden Minnern fiihrt zu
einem SHBG-Abfall, an dem wahrscheinlich noch andere regulierende Faktoren wie z.B. Insulin oder
IGF-1 beteiligt sind [104 (S. 151)]. Antiestrogene wie Tamoxifen oder Clomifen haben durch eine
inhérente, schwache, estrogene Aktivitit einen SHBG-Anstieg auf etwa 80 nmol/l zur Folge [104 (S.
151); 127 (S. 233)]. Das Antiandrogen Cyproteron-Acetat fiihrt aufgrund seiner Androgen-dhnlichen
Wirkung und/oder der zusitzlichen gestagenen Eigenschaften zu einem SHBG-Abfall auf etwa 25
nmol/l [104 (S. 151); 127 (S. 233)]. Danazol, welches zur Suppression des Hypophysenvorderlappens
(HVL) verwendet wird, bewirkt langfristig ebenfalls einen drastischen Abfall des SHBG [127 (S.
233)]. Daneben erhohen hepatische Enzyminduktoren, wie z.B. Phenytoin, Barbiturate und
Rifampicin, den SHBG-Spiegel, wihrend Glucocorticoide ihn senken [70 (S. 502); 108 (S. 705); 109
(S.535); 123 (S. 1476)].

Bei miBiger Alkoholaufnahme wurden erniedrigte SHBG-Spiegel gemessen, die vermutlich in
Zusammenhang mit der Alkohol-induzierten verstirkten Aromatisierung von T stehen [105 (S. 243);
128 (S. 85)]. Nicht-zirrhotische Alkoholiker weisen hingegen erhthte SHBG-Konzentrationen (etwa
130 nmol/l) mit einer verdnderten Kohlenhydratzusammensetzung des Bindungsproteins auf. So
enthilt das SHBG bei Alkoholikern komplexere Oligosaccharidketten und/oder einen hoheren Anteil
unglykosilierter Formen. Wahrscheinlich beeintrichtigt die chronische Alkoholaufnahme die
Glykosilierung im Rahmen der SHBG-Synthese, z.B. durch Hemmung der Sialyltransferase der
Hepatozyten [119 (S. 278f)]. Die erhohten SHBG-Konzentrationen kdnnten zu dem bei Alkoholikern
hiufig zu beobachtenden Hypoandrogenismus beitragen [119 (S. 276)].

1.3. Leberzirrhose

1.3.1. Einfiihrung

Bei der Lci handelt es sich um eine chronische, diffuse Lebererkrankung, bei der es durch eine
entziindliche Fibrose mit Ausbildung bindegewebiger Septen zur Zerstérung der Léppchen- und

Gefilstruktur der Leber kommt [59 (S. 461); 103 (S. 641)].
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Die Lci ist die gemeinsame Endstrecke verschiedenster Noxen, die zu einem chronischen Untergang
von Leberzellen fithren. In Europa und Nordamerika steht Alkoholabusus an erster Stelle der
Ursachen, gefolgt von den chronischen Virushepatitiden B, C und D. Daneben kann noch eine
Vielzahl anderer Erkrankungen ebenfalls zur Lci fithren [59 (S. 461); 103 (S. 642); 106 (S. 1296)].

Die Symptomatik der Lci ist vielgestaltig. Hiufig finden sich unspezifische Allgemein-
symptome wie Abgeschlagenheit, Leistungsminderung, Druck- und Véllegefiihl im Oberbauch und
Gewichtsabnahme. Auflerdem sind meist Leberhautzeichen vorhanden. Dazu zédhlen u.a. Spider naevi,
Palmar- und Plantarerythem, ,,Lacklippen® und ,,Lackzunge®. Typischerweise weisen die Patienten
auch Zeichen hormoneller Storungen auf. So leiden Minner hiufig an Hypogonadismus- und
Feminisierungssymptomen: verminderte Libido, Potenzstdrungen, Verlust der ménnlichen Sekundir-
behaarung (Bauchglatze) und Gynidkomastie [59 (S. 461); 70 (S. 502); 103 (S. 641)]. Hiufig findet
sich dabei eine Hodenatrophie mit verminderter Spermatogenese und peritubulédrer Fibrose [70 (S.
502)]. Diese Auffilligkeiten deuten auf eine verminderte androgene und eine erhohte estrogene
Aktivitédt hin [72 (S. 749); 121 (S. 87)]. Auch Frauen zeigen endokrine Symptome und klagen iiber
Menstruationsstdrungen und sekundidre Amenorrhoe [59 (S. 461); 103 (S. 641)]. Der Schweregrad und
damit auch die Prognose der Lci kann mit Hilfe des Child-Pugh-Scores abgeschétzt werden. Mit den
Kriterien Albuminspiegel, Bilirubinspiegel, Quick-Wert und Vorhandensein und Schwere von Aszites
und Enzephalopathie wird zunichst ein Punktwert errechnet. Anhand dessen erfolgt dann eine
Einteilung in die Klassen A, B oder C, wobei von Klasse A zu Klasse C die Schwere der Erkrankung
zunimmt [59 (S. 462f); 106 (S. 1298f)].

Die Prognose der Lci wird zum einen durch die Atiologie und die daraus resultierenden
Moglichkeiten einer ursédchlichen Behandlung bestimmt. So zeigt die alkoholtoxische Lci bei
Abstinenz einen verhdltnismaBig giinstigen Verlauf. Zum anderen bestimmen die Schwere der Lci und
das Auftreten von Komplikationen entscheidend die Prognose. Patienten im Stadium Child A
iiberleben im Durchschnitt zwischen 5 und 10 Jahre, widhrend Child C-Patienten nur eine mittlere
Uberlebenszeit von mehreren Monaten haben. Die hiufigsten Todesursachen sind Leberversagen,
Varizenblutung und das Leberzellkarzinom [59 (S. 463); 106 (S. 1299)].

Sowohl bei Miénnern als auch bei Frauen mit Lci finden sich also Symptome, die auf das
Vorhandensein hormoneller Stérungen hinweisen. Entsprechend des sich stark unterscheidenden
Hormonhaushalts von Ménnern und Frauen ist anzunehmen, dass auch die hormonellen Stérungen bei
Lci voneinander abweichen. In dieser Arbeit wurde die Androgenbindung von minnlichen
Leberzirrhotikern untersucht. Dementsprechend beziehen sich alle folgenden Ausfithrungen
ausschlieBlich auf Mznner. Einen Uberblick iiber die wichtigsten Parameter des Sexual-
Hormonhaushaltes, wie sie in bisherigen Studien bei midnnlichen Patienten mit Lci bestimmt wurden,

gibt Tabelle (Tab.) 1.
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Parameter GT (nmol/l) fT (pmol/l) Androstendion (nmoll) DHEAS (nmoll)  GE2 (pmol/l) LH (mIU/ml) ESH (mIU/ml) Prolaktin (mIU/ml) SHBG (nmol/l)

gesunde Ménner 104-34,7 20-39:31-94 42-16,8 35-54:1190-11500  36,7-110,1 1,0-7,0 1,0-10,0 < 0,504 20-50
[1(S. 59)] 40-59: 25-80 [1(S. 47)] ab 55:434-3800 [1(S. 56)] [1(S. 56)] [1(S. 52)] [1(S. 58)] [1(S. 59)]
60-80: 19-68 [1(S. 50)]
[Herstellerangaben]
Lci ohne nihere Angabe [ 36 (S. 99); 41 (S. 566f); 48 (S. 204); 11,8-219 36,4-43.4 3,5-20,2 1670 91,8-201,9 4,7 57 0. A. 58,9-168,8

75 (S. 1022f); 84 (S. 630); 95 (S. 820); 114 (S. 5107)]

nach Atiologie
alkoholische Lci [72 (S. 747); 122 (S. 41ff); 126 (S. 533)] 10,8-20,8 51,0 15,0 1190 135,8-2239 7,6-22,0 9,7-20,0 0,263 68

virale Lci [72 (S. 747); 122 (S. 41ff); 126 (S. 533)] 104-25,3 66,6 150 1520 128,5-220,2 73-26,6 11,0-28,1 0,233 66

nach Schwere

Child A [12 (S. 369)] 23,1 170 0. A. o. A. 0. A. o. A. 0. A. 0. A. 166
Child B [12 (S: 369)] 15,8 140 0. A. 0. A. 0. A. 0. A. 0. A. 0. A. 194
Child C [12 (S. 369)] 6,0 100 0. A. 0. A. 0. A. o. A. o. A. o. A. 189
Lci ohne Aszites [33 (S. 275)] 192 89.5 6,98 0. A. 97,6 11 18,8 0,142 735
Lci mit Aszites [33 (S. 275)] 8,0 3838 5.7 0. A. 86,6 132 119 0214 499
Lci mit Aszites und Enzephalopathie [33 (S. 275)] 55 364 1,39 0. A. 106 19.9 14,7 0,485 50.8
Endstadium vor Transplantation [89 (S. 463)] 8.4 49 o. A. o. A. 206,7 42 43 0,430 63,1

Tab. 1: Hormonhaushalt bei Méannern mit Lci (Mittelwerte; o. A., ohne Angabe).




1.3.2. Serum-Androgenspiegel bei Leberzirrhose

Bei Lci wurden ein vermindertes [8 (S. 153); 42 (S. 1020); 48 (S. 206); 70 (S. 502); 84 (S. 631); 89 (S.
463); 126 (S. 533)], niedrig-normales [8 (S. 153); 33 (S. 273); 65 (S. 370)], normales [41 (S. 566); 72
(S. 747)] und, zumindest in den kompensierten Stadien, sogar ein erhohtes GT [40 (S. 376)] gemessen
(siehe Tab. 1). Typischerweise zeigt sich, dass die GT-Spiegel stirker als bei gesunden Minnern
variieren [40 (S. 375); 41 (S. 566)]. Teilweise wurde eine verminderte T-Synthesekapazitit der Testes
festgestellt [75 (S. 1021)], die insb. bei Gabe von hCG deutlich wird [8 (S. 165, S. 168)]. Folglich
muss ein hoherer Anteil des Plasma-T aus der peripheren Konversion von Androstendion stammen [42
(S. 1022)]. Angesichts der verminderten testikuldren T-Synthese wurde eine evtl. erhohte T-Konzen-
tration durch die mit der Leberzirrhose assoziierte SHBG-Erhohung erkldrt, die zu einer
Verminderung der MCR von T fiihrt. Daneben soll bei Mannern mit alkoholischer Lci T bedingt durch
das Ethanol insgesamt langsamer metabolisiert werden [40 (S. 376)]. Das GT korreliert bei Lci positiv
mit dem fT, Androstendion, Albumin und Triiodthyronin (T3), wobei es sich bei den letzten beiden
Parametern um eine Kovariation mit der Schwere des Leberschadens handelt [12 (S. 371); 33 (S. 273);
41 (S. 566)]. Charakteristischerweise vermindert sich mit zunehmender Schwere der Lci sowohl das
GT als auch das nicht-SHBG-gebundene T [12 (S. 369); 40 (S. 376); 65 (S. 370)]. Dabei fillt die
Produktionsrate (PR) des T auf ein Viertel und die Konversion des Androstendions in T wird deutlich
gesteigert. Gleichzeitig vermindert sich auch die Eliminationsrate des T [65 (S. 370)].

Einheitlicher stellt sich die Situation bei den fT-Spiegeln dar (siehe Tab. 1), die in fast allen
Studien als vermindert ermittelt wurden [8 (S. 156); 33 (S. 273); 36 (S. 100); 40 (S. 375); 41 (S. 566);
65 (S. 370); 72 (S. 747); 89 (S. 463)], z.T. auch kombiniert mit einem erniedrigten nicht-SHBG-
gebundenem T [40 (S. 375); 41 (S. 566)]. Ein etwaiger Abfall des GT bei Lci wird zusitzlich durch
das erhohte SHBG verstirkt, so dass der Abfall des freien, biologisch aktiven T groBer ist als der
Abfall des GT vermuten ldsst [8 (S. 149); 84 (S. 632); 89 (S. 465)]. Auch das fT vermindert sich bei
abnehmender Leberfunktion [33 (S. 273); 40 (S. 376); 41 (S. 566); 65 (S. 371); 72 (S. 747)].

Androstendionmessungen bei ménnlichen Leberzirrhotikern (sieche Tab. 1) zeigten z.T.
Erhohungen des Hormons [9 (S. 258); 33 (S. 273); 42 (S. 1020); 48 (S. 206); 72 (S. 747)], z.T. aber
auch keinen Unterschied zu gesunden Minnern [84 (S. 631)]. Eine erhohte Aktivitit des 17-Oxido-
Reduktase-Weges, eine vermehrte adrenale Produktion oder eine vermehrte periphere Konversion von
anderen Vorldaufern als T konnten die Androstendionerhohung erklidren [42 (S. 1023f)]. Bei sehr
fortgeschrittener Erkrankung ist ein abrupter Abfall des zunichst supranormalen Androstendions auf
stark erniedrigte Werte zu beobachten [33 (S. 273)]. Da eine verstirkte periphere Konversion von T zu
Androstendion bei Lci bekannt ist, konnte die verminderte T-Produktion bei schwerer zirrhotischer
Leberschidigung die Ursache fiir diesen Androstendion-Abfall sein [33 (S. 273f)].

Bei Lci wurde weiterhin ein mit 6,6 + 3,1 nmol/l vermindertes Dehydroepiandrosteron (3f-

Hydroxy-5-androsten-17-on, DHEA) gefunden (Normalwert: 13,9-24,3 nmol/l) [48 (S. 204); 70 (S.
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502)]. Da es sich bei DHEA um den Precursor des Dehydroepiandrosteron-Sulfats (33-Hydroxy-5-
androsten-17-on-sulfat, DHEAS) handelt [81 (S. 3)], verwundert es nicht, dass bei minnlichen
Leberzirrhotikern, insb. in fortgeschrittenen Stadien, auch z.T. erniedrigte DHEAS-Spiegel gemessen
wurden [9 (S. 258f); 72 (S. 747); 85 (S. 306f)]. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um ein Zeichen
einer erschopften adrenalen Reserve [13 (S. 437)]. Die genaue Ursache der DHEAS-Verminderung bei

Lci sowie ihre Folgen konnten bisher noch nicht gekldrt werden.

1.3.3. Serum-Estrogenspiegel bei Leberzirrhose

Bei minnlichen Lci-Patienten wurden fiir GE2 Werte von normal [8 (S. 152); 33 ( S. 273); 65 (S.
371)] tiber mifBig bis deutlich erhoht [8 (S. 152); 36 (S. 100); 41 (S. 568); 48 (S. 206); 65 (S. 371); 70
(S. 205); 72 (S. 747); 84 (S. 631); 126 (S. 533)] beschrieben (sieche Tab. 1). Dabei waren in den
meisten, jedoch nicht in allen Studien, sowohl die Konzentrationen des fE2 als auch des nicht-SHBG-
gebundenen E2 erhoht [2 (S. 86); 8 (S. 156); 39 (S. 385)]. Der Anteil des fE2 am GE2 ist vermindert
[8 (S. 156)], was wahrscheinlich durch das erhéhte SHBG bedingt ist.

Eine Erhohung des Gesamt-Estrons (GE1), die wesentlich deutlicher ausfillt als eine evtl. GE2-
Erhohung, ist bei minnlichen Lci-Patienten ein relativ konsistenter Befund [33 (S. 273); 48 (S. 204);
65 (S. 371); 84 (S. 631)]. Da bei Lci die MCR sowohl von Estradiol als auch z. T. von E1 als normal
bestimmt wurden [84 (S. 631); 121 (S. 90)], vermutet man, dass der erhohte Spiegel des E1-Vorldufers
Androstendion und die verstirkte Konversion von Androstendion zu E1 bei gleichbleibender
Konversion von T zu E2 fiir die stirkere Erhohung des GE1 im Vergleich zum GE2 verantwortlich ist
[48 (S. 207); 121 (S. 90)]. Auch eine Erhohung des Estriols ist iiber die verschiedenen Studien hinweg
ein relativ konstanter Befund bei Lci [9 (S. 258)].

Mit zunehmendem Leberschaden steigt der Spiegel von E1 und E2 deutlich an [33 (S. 273); 41 (S.
568); 65 (S. 371); 72 (S. 747); 75 (S. 1022)].

1.3.4. Hepatischer Androgen- und Estrogenmetabolismus bei Leberzirrhose

Die Abnormalititen der Sexualhormonspiegel bei Lci entstehen durch eine Kombination von
Verinderungen der PR, des peripheren Metabolismus und der hepatischen Elimination [48 (S. 206f)].
Der periphere Metabolismus gewinnt bei Lci an Bedeutung, da bei normaler Auswurfleistung des
Herzens und einem geringeren Blutfluss durch die Leber der periphere Blutfluss und damit auch der
Steroidmetabolismus durch diese Gewebe ansteigt [84 (S. 632)].

Die PR des T ist bei Lci signifikant erniedrigt, so dass eine verminderte testikuldre Sekretion

angenommen wird [8 (S. 158); 42 (S. 1020); 84 (S. 631f)]. Ein wesentlich groBerer Anteil des T
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stammt dabei aus der peripheren Konversion von Androstendion [42 (S. 1022)]. Bei Lci wurde meist
eine Verminderung der MCR des T nachgewiesen [8 (S. 158); 42 (S. 1020); 84 (S. 631)], die durch
den Anstieg des SHBG-gebundenen T, dass dem Metabolismus nicht sofort zur Verfiigung steht, und
den bei Lci verminderten Blutfluss durch die Leber zu begriinden ist [84 (S. 632)]. Entsprechend
besteht eine negative Korrelation zwischen der MCR von T und der SHBG-Bindungskapazitit [8 (S.
161)]. Beim Androstendion hingegen ist die PR bei Lci als normal [84 (S. 631)] bzw. erhoht [42 (S.
1020)] beschrieben worden. Da dieses Androgen zu einem groferen Anteil aus der NNR stammt als T,
ist seine Synthese durch eine bei Lci moglicherweise vorliegende testikuldre Funktionsstérung
weniger betroffen [84 (S. 632)]. Die MCR von Androstendion ist bei Lci normal [42 (S. 1020); 84 (S.
631)].

Bei den Estrogenen zeigt sich, dass die PR sowohl von E1 als auch von E2 erhoht ist, wobei analog zu
den Konzentrationen auch diejenige von E1 stérker ansteigt. Dieser Unterschied erklért sich durch die
normale PR von Androstendion, dem Hauptvorldufer des El, und die verminderte PR von T, dem
Hauptvorldufer von E2 [84 (S. 631)]. Die MCR von El ist bei Lci grofier als bei gesunden Ménnern,
die von E2 zeigt keinen signifikanten Unterschied [8 (S. 158); 42 (S. 1025); 84 (S. 631); 96 (S. 184);
105 (S. 243); 124 (S. 903); 127 (S. 235)]. Fiir den ,,Hyperestrogenismus* bei Lci ist also eher eine
verstirkte Estrogenproduktion als ein verminderter Estrogenabbau verantwortlich [84 (S. 632)].

Die differenzierten Verdnderungen der MCR der einzelnen Steroide bei Lci entstehen durch
den SHBG-Anstieg. Androstendion, E1 und E2 werden nur schwach an SHBG gebunden und die
MCR bleibt gleich bzw. steigt bei E1 sogar an, wihrend die MCR des T, das eine hohe Affinitiit zu
SHBG aufweist, absinkt [84 (S. 632f)]. Fiir die normale MCR des E2 wird daneben noch eine Vielzahl
an anderen moglichen Erkldrungen diskutiert. So konnte der Abfall des Albumins den Effekt des
SHBG-Anstiegs ausgleichen [2 (S. 86)], SHBG-gebundenes E2 teilweise fiir den Transport in die
peripheren Gewebe zur Verfiigung stehen und dort metabolisiert werden [8 (S. 169); 105 (S. 243); 127
(S. 235)] oder die selektive Verdnderung der E2-bindenden Isoformen des SHBG bei Lci die normale
MCR bedingen [70 (S. 502); 116 (S. 643)]. Die absolute hepatische Extraktionsrate der einzelnen
Steroide wird dariiber hinaus auch vom Ausmalf} des Leberschadens mitbestimmt, da eine verminderte
Hepatozytenzahl sowie intrahepatische Shunts ebenfalls die MCR verringern [48 (S. 205f)].

Bei Lci bestehen zusitzlich gravierende Verdnderungen im peripheren Metabolismus der
Sexualsteroide. Die Konversionsraten von Androstendion zu E2 und von T zu E1 sind bei Lci erhoht,
die der Estrogene E1 und E2 untereinander bleiben unveridndert. Demgegeniiber wurde die Konversion
von Androstendion zu T als normal bis erhoht und von T zu Androstendion als erhoht gemessen. Die
Aromatisierungsrate von T zu E2 wurde teils als normal, teils als erhoht, diejenige von Androstendion
zu E1 immer als erhoht beschrieben [42 (S. 1019f); 84 (S. 631f)]. Ursache hierfiir ist die SHBG-
Erhohung, die dazu fiihrt, dass das T trotz erhohten Blutflusses weniger fiir den FEintritt in die
aromatisierenden Gewebe zur Verfiigung steht. Damit entsteht auch weniger E2 in der Peripherie.

Androstendion hingegen wird nicht an SHBG gebunden, steht vollstindig fiir den Eintritt in die
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Gewebe zur Verfiigung und wird dementsprechend auch verstirkt zu E1 aromatisiert [84 (S. 633)].
Damit triagt Androstendion bei ménnlichen Leberzirrhotikern maBgeblich zu den erhohten Estrogen-
spiegeln bei und ist aufgrund seiner bei Lci meist erhohten Konzentration im Vergleich zu gesunden
Minnern ein wesentlich wichtigerer Vorldaufer des T [42 (S. 1022)].

Aus den Veridnderungen der Hormonspiegel resultiert bei Lci eine Verschiebung des Estrogen-
Androgen-Gleichgewichts: das GE2/GT- und das GE1/GT-Verhiltnis ist erhoht. Die androgene
Aktivitdt vermindert sich weitgehend parallel zur Verschlechterung der Leberfunktion, wihrend die
Korrelation zwischen Zunahme der estrogenen Aktivitit und der Schwere der Leberdysfunktion
wesentlich schwiicher ist. Trotzdem steigt mit zunehmender Einschrinkung der Leberfunktion der
Estrogen/Androgen-Quotient zunehmend an, d.h. das Estrogeniibergewicht verstirkt sich [9 (S. 258);
12 (S. 369); 33 (S. 273); 40 (S. 376); 41 (S. 568); 65 (S. 371); 70 (S. 502); 72 (S. 747)]. Dariiber
hinaus ist auch das fiir die biologische Wirkung entscheidende fE2/fT-Verhiltnis erhéht und konnte
fiir die regelmifig zu beobachtende Feminisierung verantwortlich sein. So fand sich ein erhohtes

fE2/fT-Verhiltnis insbesondere bei Patienten mit zusitzlicher Gyndkomastie [90 (S. 435)].

1.3.5. Gonadotropine und Prolaktin bei Leberzirrhose

Bei chronischem Leberversagen kommt es zu einer hypothalamischen Dysfunktion mit gestorter
Gonadotropin Releasing-Hormon (GnRH)-Sekretion [89 (S. 461)]. Die resultierenden Spiegel an
Luteinisierendem Hormon (LH) und Follikelstimulierendem Hormon (FSH) zeigt Tab 1. Bei
mannlichen Leberzirrhotikern wurden sowohl normale [42 (S.1022); 65 (S. 370)] als auch erhohte LH-
Spiegel [8 (S. 154); 65 (S. 370)] sowie eine aufgehobene LH-Pulsatilitit gefunden [9 (S. 260)]. Auch
fir FSH wurden normale [42 (S. 1022); 72 (S. 747)] bis erhohte Spiegel gemessen [8 (S. 154); 41 (S.
568); 75 (S. 1023)]. Fiir beide Hormone gilt aber, dass, selbst wenn eine Erhohung ihrer Konzentration
beobachtet wurde, der Anstieg bezogen auf den Abfall des fT inadédquat niedrig ist [33 (S. 273); 41 (S.
568); 65 (S. 370); 72 (S. 749); 75 (S. 1024); 126 (S. 534)]. Dieser relative Gonadotropinmangel ist
wohl hauptsichlich durch die erhohten Estrogene bedingt, die iiber negative Feedback-Mechanismen
LH und FSH supprimieren [70 (S. 502); 75 (S. 1023); 89 (S. 464f); 126 (S. 534)].

Von Prolaktin wurden bei Lci sowohl normale [72 (S. 747)] als auch erhohte [89 (S. 463); 126 (S.
533)] Spiegel berichtet (siche Tab. 1), wobei letztere v.a. in Féllen mit schwerer hepatischer
Dekompensation vorkamen [33 (S. 273); 89 (S. 462f)]. Moglicherweise fiihrt die portalsystemische
Enzephalopathie zu einer Verdnderung verschiedener Neurotransmitter der Prolaktinregulation und im

Endeffekt zu einer Hyperprolaktindmie [33 (S. 275)].
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1.3.6. Serum-SHBG-Spiegel bei Leberzirrhose

Fiir gewohnlich werden bei Ménnern mit Lci erhohte SHBG-Spiegel gefunden [siehe Tab. 1; 8 (S.
156); 33 (S. 273); 36 (S. 100); 40 (S. 375); 65 (S. 370); 71 (S. 139); 72 (S. 747); 89 (S. 463); 105 (S.
242)]. SHBG korreliert dabei positiv mit der Cholinesterase [90 (S. 435)] und mit dem GT, zeigt aber
keine negative Assoziation mit dem fT [33 (S. 273); 40 (S. 375)]. Das T/SHBG-Verhiltnis ist
vermindert und zeigt eine positive Korrelation mit dem fT [90 (S. 435)]. Unter der Annahme, dass E2
und T an verschiedene Isoformen des SHBG binden, konnte gezeigt werden, dass es bei Lci zu einer
Verschiebung selektiv der E2-bindenden Isoformen in Richtung Anode mit isoelektrischen Punkten
(IEP) in saureren Bereichen kommt. Dies konnte erkldren, warum bei Lci offensichtlich das SHBG-
gebundene E2, aber nicht das SHBG-gebundene T fiir die Aufnahme in die Gewebe zur Verfiigung
steht [70 (S. 502); 96 (S. 184); 116 (S. 642f)].

Da bei Lci erhdhtes SHBG, testikuldre Unterfunktion und erhdhte Estrogen-Spiegel gleichzeitig
vorkommen, ist es schwierig zu kldren, ob der SHBG-Anstieg in der Leberdysfunktion selbst oder in
den endokrinen Nebeneffekten der Lci begriindet ist [105 (S. 243)]. Bisher ist es auch nicht gelungen,
bei Lci eine klare Assoziation zwischen SHBG- und Sexualhormonspiegeln nachzuweisen [8 (S. 171);
33 (S. 274f); 36 (S. 100); 71 (S. 142)]. Auch die Schilddriisen-Hormone konnen den SHBG-Anstieg
bei Lci nicht erkldren [12 (S. 370f)]. Bis jetzt ist daher die genaue Ursache der SHBG-Erhohung bei
Lci unklar. Am wahrscheinlichsten ist wohl eine hepatische Synthesesteigerung durch das Ungleich-
gewicht zwischen Androgenen und Estrogenen [2 (S. 87); 127 (S. 235)], die zu variablen Anteilen
auch durch die Leberdysfunktion mitbeeinflusst wird, so dass die Assoziationen zwischen SHBG und
Sexualhormonen maskiert werden [8 (S. 171)].

Zum Einfluss des Schweregrades der Lci auf den SHBG-Spiegel wurden widerspriichliche
Resultate ermittelt. Trotz mancher gegenteiliger Untersuchungen, in denen die SHBG-Konzen-
trationen nicht vom Grad der Leberdysfunktion abhingen [8 (S. 162); 12 (S. 370); 40 (S. 376)] bzw. in
fortgeschrittenen Stadien sogar ansteigen [71 (S. 140); 72 (S. 747)], erscheint ein Absinken des
SHBG-Spiegels mit zunehmender Einschrinkung der Lebersyntheseleistung am plausibelsten [33 (S.
273); 90 (S. 435)]. Dabei konnte der Anstieg zu Beginn der Erkrankung durch das Androgen-
Estrogen-Ungleichgewicht oder eine gestorte Clearance des SHBG entstehen, wihrend in spiteren
Stadien die verminderte hepatische Syntheseleistung ein groeres Gewicht erlangt [33 (S. 275); 89 (S.
465)].

Unumstritten sind dagegen die Folgen des erhohten SHBG. Bei intakter Steroidbindung wiirden die
biologisch aktiven Fraktionen fT und nicht-SHBG-gebundenes T absinken [12 (S. 367); 41 (S. 566)].
Dadurch erklart sich die oben beschriebene Verminderung der MCR des T [41 (S. 568); 65 (S. 370)].
Auferdem wiirden die bei Lci sowieso schon zumindest grenzwertig niedrigen GT-Spiegel durch die
SHBG-Erhohung verstidrkt und der Abfall des fT wire noch ausgeprigter als der des GT [84 (S. 632);

89 (S. 465)]. Da SHBG aufgrund seiner unterschiedlichen Bindungsaffinititen zu den einzelnen
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Steroiden bei einer Erhdhung zudem zu einer Verschiebung des Estrogen/Testosteron-Verhiltnisses
zugunsten der Estrogene fithrt [41 (S. 568); 65 (S. 371); 71 (S. 143)], scheint es in der Pathogenese
von Hypogonadismus und Feminisierung bei minnlichen Lci-Patienten eine entscheidende Rolle zu
spielen [72 (S. 749)]. Allerdings reicht der erhohte SHBG-Spiegel allein nicht aus, um die endokrinen
Symptome zu erzeugen. Hierfiir sind zusitzlich die oben beschriebenen Storungen des Sexualsteroid-
metabolismus notwendig, die dann durch das hohe SHBG in betridchtlichem Mafle verstirkt werden

[26 (S. 391); 71 (S. 143)].

1.3.7. Klinische Relevanz der Hormonverinderungen

Die klinischen Folgen des abnormalen Hormonhaushalts wurden kontrovers diskutiert, da es lange
nicht gelang, eine Assoziation zwischen den Veridnderungen der Sexualhormonspiegel und der
endokrinen Symptomatik herauszuarbeiten [8 (S. 173f); 9 (S. 258f); 33 (S. 273); 41 (S. 568f); 65 (S.
371); 84 (S. 633)]. In neueren Studien mit groBeren Fallzahlen konnte jedoch genau dieser
Zusammenhang gezeigt werden. So weisen minnliche Leberzirrhotiker mit Gynidkomastie hohere
SHBG-, El-, GE2- und Androstendion- sowie niedrigere GT-Spiegel auf als Erkrankte ohne
Gyndkomastie [71 (S. 139)]. Die hormonellen Symptome bei Lci resultieren dabei wohl eher aus
einem Abfall des fT als aus einem Anstieg des fE2 [2 (S. 87)]. Die Schwere der endokrinen
Symptomatik nimmt &hnlich der Ausprigung der hormonellen Veridnderungen mit sich ver-
schlechternder Leberfunktion zu [41 (S. 569)].

Das Sexualhormonungleichgewicht mit erhdhtem E1 und E2 und vermindertem T, das zusitzlich
durch die SHBG-Erhohung verstdrkt wird, ist also offensichtlich fiir die bei chronischen Leber-
erkrankungen zu beobachtende Gynikomastie und den Hypogonadismus verantwortlich [74 (S. 275)].
Es scheint so, dass die Feminisierungssymptome weniger mit den Plasma-Estrogenspiegeln assoziiert
sind, sondern dass das Estrogen-Androgen-Verhiltnis und die stark unterschiedliche Sensitivitit von
minnlichem Brustgewebe auf Estrogene viel wichtigere Faktoren sind [65 (S. 371); 70 (S. 502)]. Bei
Lci konnten daneben auch die erhdhten Prolaktinspiegel oder zyklische Verdnderungen der Schwere
der Lebererkrankung im Sinne einer Wiederauffiitterungsgynidkomastie zur Symptomatik beitragen [8

(S. 172; S. 174); 70 (S. 502)].
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1.4. Biosensorik

1.4.1. Prinzip und Aufbau des Surface Plasmon Resonance-Biosensors

Ein Biosensor ist eine analytische Einheit aus einem Festphasen-gebundenem biologischen Element,
das zur reversiblen biospezifischen Interaktion mit einem Analyten zur Verfiigung steht, und einem
Signalwandler zur Detektion dieser Interaktion [87 (S. 5)]. Fiir die vorliegende Arbeit wurde ein
optischer Biosensor verwendet, der nach dem sog. Surface Plasmon Resonance (SPR)-Prinzip arbeitet
und die durch biospezifische Interaktionen ausgelosten Konzentrationsidnderungen an einer Messchip-

Oberfliche anhand der dabei entstehenden Verdnderungen des Refraktionsindexes (RI) quantifiziert.

Licht-
quelle
Detektor
Intensitiitssenke
monochromatisches, Prisma reflektiertes
polarisiertes Licht (hoher RI) Licht

Sensor-
/ chip
Gold-
folie
(AN A NN NN NN >\
Analyt i i
(in Puffer mit l())lg:::-%'llésiill:‘;
niedrigem RI)

immobilisierter
Ligand

Flusskanal -

Abb. 1: Prinzip des SPR-Effektes. Bei biospezifischer Interaktion an der Sensorchipoberfliche ver-

schiebt sich die Intensititssenke des reflektierten Lichtes von Position I in Position II.

Zum Phinomen der SPR kommt es, wenn monochromatisches, polarisiertes Licht unter den
Bedingungen der Totalreflexion von einem Medium mit hoherem RI in ein Medium mit niedrigerem
RI eingestrahlt wird und sich an deren Kontaktstelle eine diinne Schicht aus sog. freiem Elektronen-
Metall befindet. Dabei tritt bei einem bestimmten Einfallswinkel eine Intensititssenke des reflektierten
Lichtes auf (siehe Abbildung (Abb.) 1). Ursache hierfiir ist, dass die eingestrahlte Lichtenergie die

Oberflichen-Elektronen des Metallfilms (Plasmone) zu Oszillationen anregt. Dabei entsteht eine
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exponentiell abfallende elektromagnetische Welle, die sog. evaneszente Welle, welche etwa eine
Wellenlinge weit in das Medium mit niedrigerem RI eindringt. Der Energiegehalt der evaneszenten
Welle erklért den Intensitétsverlust des reflektierten Lichtes [18 (S. 4-1ff); 66 (S. 297f); 87 (S. 11)].

Der Winkel der Intensitéitssenke des reflektierten Lichtes (sog. Resonanzwinkel) reagiert sehr
sensitiv auf Verdnderungen des RI einer diinnen Schicht zwischen Metall und Medium mit
niedrigerem RI. Werden dort Biomolekiile adsorbiert oder interagieren sie mit schon immobilisierten
Liganden, so vergroBert sich der Resonanzwinkel (Abb. 1) und ermoglicht damit eine Echtzeit-
Messung der Konzentrationsdnderungen an der Oberfldche [18 (S. 4-3f); 66 (S. 298); 87 (S. 11)].

Zum Aufbau des Biosensors: zwischen einem Glasprisma mit hohem RI und der Pufferlosung
mit niedrigem RI befindet sich eine diinne Goldfolie (50 nm), auf deren der Pufferlosung zugewandten
Seite der Ligand immobilisiert ist. Die Pufferlosung mit dem Analyten fliet kontinuierlich iiber die
Goldoberfldche, so dass Analyt und Ligand miteinander interagieren kénnen (Abb. 1). Hilt man alle
anderen Faktoren, die den Resonanzwinkel beeinflussen, konstant, dann gibt dieser Auskunft {iber den
RI der wissrigen Schicht unmittelbar tiber der Goldoberflidche [18 (S. 4-3); 87 (S. 11)].

Zur Detektion des Resonanzwinkels wird mit einer Leuchtdiode und einem Linsensystem ein
keilformiger Lichtstrahl mit einer Wellenlidnge nahe des Infrarotspektrums generiert. Dieser trifft mit
einem festgelegten Bereich von Einfallswinkeln zwischen 66° und 69° auf die Goldoberfliche des
Sensorchips. Der eingestrahlte Lichtstrahl wird entsprechend den Bedingungen der Totalreflexion
reflektiert und auf die Bildpunktreihen der Photodetektoreinheit projiziert (Abb. 1). Jede Reihe
entspricht dabei einem definierten Punkt auf der aktiven Fliche der biospezifischen Kontaktstelle. Aus
den Informationen der Detektoreinheit kann dann die Lage des Resonanzwinkels errechnet werden.
Die Darstellung der Messung erfolgt in einem sog. Sensorgramm, in dem der Resonanzwinkel, ausge-
driickt in der willkiirlich festgelegten Einheit Resonance Unit (RU), als Funktion der Zeit aufgetragen
wird. Im Sensorgramm lassen sich damit in Echtzeit die fortschreitenden Interaktionen an der Chip-
oberfliche verfolgen. Eine Verschiebung der Position der Intensitdtssenke um 0,1° fiihrt zu einer
Anderung des SPR-Signals von 1000 RU, was etwa einer Anderung der Proteinkonzentration an der
Chipoberfliche von 1 ng/mm” entspricht. Dies gilt fiir alle Proteine auBer Glyko- und Lipoproteine,
bei denen das SPR-Signal bei Anbindung an die Oberfliche weniger stark zunimmt [18 (S. 4-3ff); 66
(S. 306f)].

1.4.2. MeBsystem fiir die Androgen-SHBG-Interaktion

Zur Untersuchung der Androgenbindung von SHBG bei Lci sollte ein Androgen auf der Chipober-
fliche eines SPR-Biosensorsystems immobilisiert und dessen Interaktion mit aus den entsprechenden
Seren stammendem SHBG analysiert werden. In [57 (S. 631ff)] und [91 (S. 13737)] wurde eine
Methodik beschrieben, mit der das DHT-Derivat 1la-Aminohexyl-17p-hydroxy-5a-androstan-3-on
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(10-C6-DHT; siehe Abb. 2) synthetisiert und mittels N-Ethyl-N’-(3-diethylaminopropyl)-carbodiimid
(EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) auf einem Carboxymethyl (CM)-Dextran-Sensorchip
immobilisiert werden kann. Da 10-C6-DHT eine relativ hohe Affinitit zu SHBG aufweist und die
damit beladene Chipoberfldche duBerst stabil ist [57 (S. 636); 91 (S. 13739)], schien dies das geeignete
Steroid fiir die geplanten Messungen zu sein.

Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit der EDC/NHS-Chemie ist, dass der Ligand ungeladene
Aminogruppen enthilt. Dies trifft auf 10-C6-DHT zu, das in der a-Position der Hexylgruppe am C1
eine solche besitzt. Im ersten Schritt der Aminkopplung wird eine Mischung aus EDC und NHS auf
die Dextranoberfliache gegeben. Zunichst aktiviert das EDC die Carboxylgruppen des CM-Dextrans.
Das NHS kann dann das EDC von den Carboxylgruppen verdringen und mit ihnen einen NHS-Ester
bilden. Diese Succinimid-Ester sind sehr reaktiv und reagieren spontan mit ungeladenen, priméren
Aminogruppen. Entsprechend erfolgt im zweiten Schritt die Immobilisation des Liganden. Gibt man
1a-C6-DHT zu, so reagiert dessen Aminogruppe mit der Carboxylgruppe des CM-Dextrans unter
Abspaltung des NHS zu einem stabilen Sdureamid (Abb. 2). In einem abschlieenden, dritten Schritt
werden dann mittles Ethanolamin die verbleibenden Ester durch Abspaltung von NHS inaktiviert und
es bildet sich anstelle der aktivierten Gruppe ein Hydroxyethylamid [16 (S. 4-3f); 17 (S. 37ff); 66 (S.
3190)].

N-Ethyl-N‘~(-dimethylamino- 1\ ,

_ A a-Acylisoharn- N-Hydroxy-
CM-Dextran propyl-)-carbodiimid A N7 stoffester succinimid
(EDC) N HN instabil (NHS)
W’§§
O
HO N
N
oo \
O NH ) OH

la-Aminohexyl-17B-hydroxy-5a-

androstan-3-on (1a-C6-DHT) 0 Flh
i o b
HN \ '

A

o
o

n-2Z-
o T

0 R-NH,
N Amin-reaktiver Isoharnstoff-
e ) NHS-Ester Nebenprodukt
Amidbindung (0] OH semi-stabil

stabil

Abb. 2: Prinzip der Aminkopplung von 10-C6-DHT an CM-Dextran mittels EDC/NHS-Chemie [17
(S. 371); 58 (S. 139f; S. 170f); 66 (S. 319f); 91 (S. 13737)].
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

In der Pathogenese der hormonellen Storungen bei Lci wird dem Anstieg des SHBG-Spiegels [siehe
Tab. 1; 8 (S. 156); 40 (S. 376); 65 (S. 370f); 71 (S. 143); 72 (S. 749); 89 (S. 465); 105 (S. 243)] eine
zentrale Rolle zugeschrieben. Aufgrund der hohen Affinitidt zu T und der niedrigen Affinitit zu E2 soll
das erhohte SHBG die vorhandenen Storungen des Sexualsteroidmetabolismus verstdrken [26 (S. 39f);
41 (S. 568)]. Vom GT, das meist ohnehin schon erniedrigt ist, werde ein groerer Anteil durch SHBG
gebunden, so dass das fT stirker absinke als es die GT-Spiegel vermuten lassen [71 (S. 138); 84 (S.
632); 89 (S. 465)]. Umgekehrt werde von den sowieso schon erhdhten Estrogenen nur ein geringerer
Anteil durch SHBG gebunden und das fE2 steige ungleich stérker an als das GE2 [41 (S. 568)]. Da die
freie Fraktion der jeweiligen Hormone deren biologische Aktivitidt bestimmt, ist anzunehmen, dass die
SHBG-Spiegel entscheidend an der Entwicklung von Hypogonadismus und Feminisierung beteiligt
sind [72 (S. 749)]. Daneben fiihren im Sinne eines sich selbst verstirkenden Mechanismus erniedrigtes
fT und erhohtes fE2 wiederum zu einer Steigerung der SHBG-Synthese, so dass sich dessen Spiegel
weiter erhohen und die Symptome sich zunehmend verschlimmern wiirden [26 (S. 39f)]. SHBG wire
damit entscheidend an der Aufrechterhaltung der hormonellen Storungen beteiligt.

Voraussetzung fiir diese zentrale Rolle des SHBG ist, dass dessen Steroidbindung voll
funktional ist. Da bei der Lci mit der Leber der Ort der SHBG-Synthese [68 (S. 198); 108 (S. 703);
109 (S. 533)] geschidigt ist, kann aber eine physiologische SHBG-Steroid-Interaktion bei diesem
Krankheitsbild nicht automatisch als gegeben angenommen werden. So ist bekannt, dass bei Leber-
erkrankungen die hepatische Synthese von Serumglykoproteinen mit der Folge einer veridnderten
Kohlenhydratzusammensetzung gestort ist. Beispielsweise konnte nachgewiesen werden, dass bei
alkoholischer Lci ein Anteil des Haptoglobins, des al-Antitrypsins und des Albumins eine verdnderte
Glykosilierung aufweist [44 (S. 83f)]. Im Zusammenhang mit chronischem Leberschaden ist auch das
bei Alkoholikern vermehrt vorkommende Carbohydrate-deficient Transferrin zu nennen, bei dem
negativ geladene Sialinsdure-, Galactose- und N-Acetylglucosamin-Reste am Ende der Glykankette
fehlen [44 (S. 80ff)]. Allgemein scheint bei Lci der Anteil der Asialoglykoproteine erhoht zu sein [4
(S. 2361)]. Da schon bei nichtzirrhotischen, asymptomatischen Alkoholikern eine Verinderung des
Kohlenhydratgehaltes von SHBG nachgewiesen werden konnte [119 (S. 279)], ist es angesichts
vorgenannter Erkenntnisse sehr wahrscheinlich, dass auch bei Leberzirrhotikern die Glykosilierung
des SHBG verindert ist. Dass dies Folgen auf die Steroidbindungsaktivitdt haben kann, wird dadurch
illustriert, dass es bei Lci zur anodalen Verschiebung der E2-bindenden SHBG-Isoformen kommit.
Dies konnte als Hinweis auf Abnormalitéiten in der Struktur und Funktion des SHBG bei Lci gewertet
werden [116 (S. 462f)]. Zudem beobachteten De Besi et. al., dass es in kompensierten Stadien der Lci
bei normalem GT trotz Anstieg des SHBG-Spiegels nicht zu einem Abfall des fT kommt [33 (S. 275)],
ebenfalls ein Befund, der nicht zu den typischen Steroidbindungseigenschaften des SHBG passt. Da
die Ursache der SHBG-Erhohungen bei Lci bislang noch nicht geklirt ist [105 (S. 243)], besteht
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weiterhin die Moglichkeit, dass die erhohten SHBG-Spiegel durch eine gestorte hepatische Clearance
[33 (S. 275); 89 (S. 465)] mit resultierendem Vorhandensein iiberalterter SHBG-Formen im Blut oder
durch die Leberzellschddigung mit Freisetzung unreifer SHBG-Vorlduferpeptide entstehen. Auch in
diesen Fillen ist eine normale Steroidbindung nicht als selbstverstdndlich vorauszusetzen.

Einerseits tragen also die erhohten SHBG-Spiegel bei Lci entscheidend zur Entstehung der
endokrinen Symptomatik bei, andererseits wurde bisher noch nie der Frage nachgegangen, ob die
Steroidbindung des in den Zirrhosegraden Child-Pugh A und B erhohten SHBG auch tatsichlich
unverindert ist. Dieses ist aber eine unabdingbare Voraussetzung fiir vorgenannte zentrale Rolle des
SHBG in der Pathogenese der hormonellen Storungen und ist aufgrund der oben dargestellten
experimentellen Hinweise anzuzweifeln. Ziel dieser Arbeit war es daher, fiir den Bereich der
Androgene zu klédren, ob bei Lci die Steroidbindung an SHBG normal ist oder in irgendeiner Form
Abnormalititen aufweist. Zusitzlich sollten die sich daraus ergebenden Folgen fiir den
Sexualhormonhaushalt untersucht werden.

Hierfiir wurde zunichst mit Hilfe eines fiir hochaufgereingtes SHBG schon etablierten
Biosensorsystems die Anbindungscharakteristik des SHBG aus individuellen Seren an ein
Testosteronderivat ermittelt. Die verwendeten Seren stammten zum einen von Lci-Patienten, zum
anderen von Personen mit anderen physiologischen und pathologischen Zustinden, bei denen keine
Verianderungen der Steroidbindung des SHBG zu erwarten sind, so dass die Anbindungskurven
miteinander verglichen werden konnten. Hierzu war es auch notwendig, einen moglichst wenig
zeitintensiven Aufreinigungsschritt der Seren vorzuschalten und das Biosensorsystem hinsichtlich der
Messung von nur partiell aufgereinigtem SHBG anzupassen. Um die Ergebnisse der Biosensor-
untersuchungen in die hormonelle Gesamtsituation bei Lci einordnen zu kdnnen, wurden anschlieBend
im Hinblick auf Hypogonadismus, Feminisierung und Lci relevante Laborparameter bestimmt. Auf
diese Weise sollte der Sexualhormonhaushalt der Leberzirrhotiker analysiert und hinsichtlich der
SHBG-Konzentrationen interpretierbar werden. In der Zusammenschau aller Befunde sollte sich die
Funktionalitdt der Androgenbindung von SHBG bei Lci und ihre Bedeutung fiir die Entstehung der
endokrinen Symptomatik kldren lassen. Fiir die Studie wurden als Lci-Patienten nur Ménner ausge-
wihlt, da die zyklischen Schwankungen der Sexualhormone bei Frauen eine Interpretation der

Messungen erheblich erschweren wiirden.
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2. Patienten und Probanden, Material und Methoden

2.1. Patienten und Probanden

Fir die Untersuchungen wurden Serumproben von ménnlichen Lci-Patienten und von gesunden
Minnern gleichen Alters verwendet.

Die Seren der Leberzirrhotiker stammten aus der Abteilung fiir Hepatologie der IL
Medizinischen Klinik des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitdt Miinchen (MRI).
Einschlusskriterien fiir die Rekrutierung der Patienten waren ménnliches Geschlecht, Alter zwischen
35 und 75 Jahre und histologisch nachgewiesene Leberzirrhose im Child-Pugh-Stadium A oder B.
Einen Uberblick zur Ermittlung des Child-Pugh-Stadiums gibt Tab. 2. Ausgeschlossen wurden
Leberzirrhotiker mit Himochromatose, vorbestehendem Hypogonadismus anderer Genese, insulin-

abhingigem Diabetes mellitus oder aktiver Hyperthyreose.

Parameter Punktezahl
1 2 3
Albumin (g/dl) >35 2,8 bis 3,5 <28
Bilirubin (mg/dl) <20 2,0 bis 3,0 >3,0
Quick-Wert (%) > 50 30 bis 50 <30
Aszites kein wenig moderat
Enzephalopathie keine Grad I oder I Grad III oder IV
Cl;:iiﬁ:iﬁh- Punktezahl
A 5 bis 6
B 7 bis 9
C 10 bis 15

Tab. 2: Ermittlung der Child-Pugh-Score [106 (S. 1298)].

Als altersgematchte Kontrollgruppe dienten gesunde Minner im Alter zwischen 35 und 75 Jahren.
Mittels klinischer Untersuchung und laborchemischer Analysen wurden akute oder chronische
Erkrankungen ausgeschlossen. Die Kontrollpersonen mussten hierbei im himatologischen,
himostaseologischen und serumchemischen Routinebefund in allen Parametern innerhalb des
Referenzbereichs liegen und einen SHBG-Spiegel unter 60 nmol/l aufweisen.

Die Blutentnahme erfolgte in beiden Gruppen mittels Venenpunktion am niichternen Patienten
zwischen 8 und 9 Uhr morgens. Das Serum der gewonnenen Proben wurde innerhalb der néichsten

Stunde durch Zentrifugation bei 2000 x g abgetrennt. AnschlieBend wurden alle klinisch-chemischen
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Routineparameter bestimmt. Fiir die Hormonanalysen und Biosensormessungen wurden Aliquots der

Serumproben bei -70 °C tiefgefroren und unmittelbar vor ihrer Verwendung wieder aufgetaut.

Die Ethikkommission des MRI unter dem Vorsitz von Prof. Dr. Albert Schomig hat der Studie
zugestimmt. Alle Studienteilnehmer gaben schriftlich ihre Einwilligung zu den entsprechenden

Untersuchungen ihrer Blutproben. Es wurde keine Aufwandsentschiadigung gewéhrt.

Um das Anbindungsverhalten von SHBG iiber einen weiten Konzentrationsbereich verfolgen zu
konnen, wurden zusitzliche Serumproben mit einem SHBG-Spiegel von iiber 100 nmol/l am
Biosensor vermessen. Hierfiir wurden Seren von Schwangeren und Hyperthyreoten verwendet. Bei
den Schwangeren handelte es sich um Patientinnen der Abteilung fiir Geburtshilfe und Gynikologie
des MRI im zweiten Trimenon. Die Seren der Hyperthyreotiker wurden von der nuklearmedizinischen
Klinik des MRI zur Verfiigung gestellt. Aufnahmekriterium bei diesen Patienten war eine manifest-
hyperthyreote Stoffwechsellage: erhohtes freies Triiodthyronin (fT3; > 6,5 pmol/l) und erhohtes freies
Thyroxin (fT4; > 23 pmol/l) bei gleichzeitig erniedrigtem Thyreoidea-stimulierenden Hormon (TSH; <
0,1 uplU/ml). Die Werte dieser drei Stoffwechselparameter wurden von Labors der
nuklearmedizinischen Klinik bestimmt. Fiir die Messungen der Hyperthyreotiker und der
Schwangeren wurde anonymisiertes Restmaterial im Rahmen der klinischen Routineuntersuchungen

benutzt.

Insgesamt wurden die Seren von 33 minnlichen Leberzirrhotikern, 32 gesunden Minnern, 19

Schwangeren und 20 Hyperthyreotikern in die Studie einbezogen.

2.2. Laborgerite und Verbrauchsmaterialien

Destilliertes Wasser wurde mit Hilfe der Milli-Q-Plus-Anlage von Millipore (Billerica, MA, USA)
gewonnen. Zur Temperatureinstellung von Losungen und Reaktionsansitzen wurde das Wasserbad
Typ 3043 von Kottermann (Uetze-Hinigsen, Deutschland) verwendet. Die benutzten Eppendorf-
reaktionsgefifie 1,5 ml stammten von der Firma Eppendorf (Hamburg, Deutschland). Alle fiir die

Versuche benétigten Glaswaren wurden von Schott (Mainz, Deutschland) bezogen.
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2.3. Chemikalien

Allesemeine Reagenzien

KH,PO,, Na,HPO, x 2H,0O, NaCl und Natriumdodecylsulfat (SDS) wurden bei Fluka (Buchs,
Schweiz) gekauft, wihrend Methanol (HPLC-Qualitdt), Ethanol, Eisessig, HCl 37%, NaOH-
Plitzchen, KCl und Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) von Merck (Darmstadt, Deutschland)

stammten.

Allgemein verwendete Losungen und Puffer

5 mol/l Natronlauge: 20 g NaOH-Plitzchen ad 100 ml destilliertes Wasser (Aqua dest.)

10% SDS-Stammlosung: 5 g SDS ad 50 ml Aqua dest.

Phosphate-buffered Saline (PBS)-Puffer:

e 2,6 mmol/l KCI (0,199 g/)

138 mmol/l NaCl (8,06 g/1)

e 10 mmol/l Na,HPO, x 2H,0 (1,78 g/l)
e 1,8 mmol/l KH,PO, (0,245 g/1)

¢ in Aqua dest.
e pH7,55-7,65

Die Einstellung des pH-Wertes von Puffern und anderen Losungen erfolgte mit HC1 37% und 5 mol/l

Natronlauge.

2.4. Aufgereinigtes SHBG und PNGase-Verdau

Um bei den Biosensormessungen Unterschiede in der Chip-Beladung auszugleichen, wurden Titra-
tionskurven mit SHBG-Losungen bekannter Konzentration erstellt. Hierfiir wurde kommerziell
erhiltliches, affinitdtschromatographisch aufgereinigtes, humanes SHBG von Fitzgerald Industries

International (Concord, MA, USA) verwendet.
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Rekonstitution des Lyophilisats

Das in Form eines Lyophilisats vorliegende SHBG wurde mit zweifach destilliertem Wasser auf eine
Konzentration von 11 pumol/l gebracht und in Aliquots bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

eingefroren.

PNGase-Verdau

Um die Homogenitét des aufgereinigten SHBG im Biosensor zu gewihrleisten, wurde es mit Peptid
N-Glykosidase (PNGase) verdaut [91 (S. 13737)]. Dabei handelt es sich um ein Enzym, dass N-
glykosidische Kohlenhydratseitenketten von Glykoproteinen abspaltet. Wie in [91 (S. 13739)]
beschrieben, wird die Bindungsaktivitit des SHBG dadurch nicht beeintrichtigt.

Bendétigte Losungen und Materialien:

e Rekonstituiertes SHBG 11 umol/l
e PNGase F 500 000 IU/1 von New England BioLabs (Beverly, MA, USA)

e Reagenzglas

e Wasserbad

Das gewiinschte Volumen der 11 umol/I-SHBG-Lo6sung wurde in ein Reagenzglas vorgelegt. Pro
eingesetztem ug SHBG wurden dann fiinf [U PNGase F zugegeben und diese Mischung fiir 30 min im
Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Das N-deglykosilierte SHBG wurde direkt nach dem Verdau ohne

weitere Zwischenlagerung in den entsprechenden Experimenten eingesetzt.

2.5. Gelfiltrationschromatographie

Prinzip

Um fiir die Biosensormessungen Proben zu erhalten, in denen das SHBG des zu messenden Serums
spezifisch angereichert ist, wurde eine Gelfiltrationschromatographie durchgefiihrt. Mit dieser
Methode konnen Proteine nach ihrem MG aufgetrennt werden. Hierfiir wird das Proteingemisch auf
eine Siule gegeben, die sich aus etwa 100 pm groBen, pordsen Kiigelchen zusammensetzt, die aus

einem unloslichen, aber stark hydratisierten Polymer (wie z.B. die Kohlenhydrate Dextran oder
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Agarose) oder Polyacrylamid bestehen. Die Kiigelchen sind so beschaffen, dass kleine Molekiile im
Unterschied zu grof3en leicht in sie eindringen kdnnen. Entsprechend verteilen sich kleine Molekiile in
der wissrigen Losung innerhalb und auBlerhalb der Kiigelchen, wihrend der Verteilungsraum groBerer
Molekiile auf die fliissige Phase auflerhalb der Gelmatrix begrenzt ist. Wegen des kleineren
Verteilungsvolumens passieren groBe Molekiile die S&dule schneller, so dass diese friih, kleine

Molekiile hingegen erst spit eluieren [14 (S. 89f); 82 (S. 62)].

Durchfithrung der Gelfiltration

benotigte Losungen und Materialien:

e Serumprobe

e PBS-Puffer: sieche Abschnitt Chemikalien

e AKTA-Fast Performance Liquid Chromatography (FPLC)-Anlage mit Fraktionensammler Frac
900 von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland)

e Superdex 200 HR 10/30-Gelfiltrationssidule (hochgradig quervernetzte, pordse Agarose mit
kovalent gebundenem Dextran) von Amersham Pharmacia Biotech

® Probenauffanggefifle fiir den Fraktionssammler

e Mikroliterspritze 500 pl von Hamilton (Bonaduz, Schweiz)

Die Gelfiltration wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt, die Detektion der eluierenden Proteine
erfolgte mit Hilfe einer Ultraviolett (UV)-Lampe bei einer Wellenldnge von 280 nm. Als Laufpuffer
diente PBS. Zunichst wurde die Gelfiltrations-Séule in der FPLC-Anlage mit PBS gespiilt bis sich
eine konstante Nulllinie des UV-Signals ergab. Dann wurde die Anlage bei einer Flussrate von 0,2
ml/min neu gestartet. Nach etwa 2 min wurden 300 bis 400 pl des Serums mit der Mikroliterspritze
moglichst luftblasenfrei aufgezogen und in den Sample Loop injiziert, aus dem dann effektiv 100 ul
auf die Siule aufgetragen wurden. Nach einer Laufzeit von 20 min wurde mit der Sammlung von 0,25
ml groflen Fraktionen des Eluats begonnen. Nach vollstindiger Elution der Proteine — erkennbar an
der erneuten Nulllinie in der UV-Detektion - wurde der Fraktionssammler gestoppt und der
Gelfiltrationslauf beendet. Die relevanten Fraktionen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

gelagert.
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2.6. Gelelektrophorese

Prinzip

Zum Nachweis von SHBG in den einzelnen Fraktionen der Gelfiltration wurden diese zunichst in
einer SDS-PAGE nach Laemmli [78 (S. 680)] eingesetzt. Die SDS-PAGE ist ein schnelles und
empfindliches Verfahren, um Proteine ihrer Groe nach aufzutrennen. Unter Elektrophorese versteht
man das Phidnomen, dass Molekiile mit einer Nettoladung im elektrischen Feld wandern. Da Proteine
ebenfalls so gut wie immer positive oder negative Nettoladungen aufweisen, trifft dies auch auf sie zu.
Als Matrix fiir die Elektrophorese von Proteinen eignet sich vor allem Polyacrylamid, das in
Anwesenheit quervernetzender Substanzen wie z. B. N, N, N’, N’-Tetra-methyl-ethylendiamin
(TEMED) auspolymerisiert wird. Polyacrylamidgele besitzen folgende Vorteile: sie sind chemisch
inert, leicht herzustellen und durch Variation der Konzentrationsverhiltnisse zwischen Acrylamid und
Quervernetzern ldsst sich die Porengroe des Gels optimal auf die jeweiligen Erfordernisse einstellen.
Meistens werden Elektrophoresen von Proteinen in Polyacrylamidgelen unter denaturierenden
Bedingungen in Anwesenheit von SDS durchgefiihrt. SDS ist der Schwefelsdureester des Dodekanols
und wirkt als anionisches Detergens. Etwa ein SDS-Molekiil pro zwei Aminosdurereste lagert sich mit
seinem unpolaren, aliphatischen Rest an hydrophobe Bereiche des Proteins an, so dass fast alle
nichtkovalenten Wechselwirkungen in nativen Proteinen zerstort werden und sich das Molekiil
entfaltet. Aulerdem werden alle Wechselwirkungen mit anderen Proteinen und Lipiden aufgehoben.
Zusitzlich werden oft Mercaptoethanol oder Dithiothreitol zugegeben. Beide Substanzen reduzieren
Disulfidbriicken, so dass diese gespalten und etwaige dadurch stabilisierte Konformationen oder
Verbindungen zwischen Proteinkomplexen zerstdrt werden. Durch das SDS lagern sich so viele
negative Ladungstriger an das Protein an, dass die Eigenladung des Proteins vernachldssigbar wird
und sich eine negative Gesamtladung ergibt. Die negative Ladung ist dabei der Masse des Proteins
ungefdhr proportional, so dass die Proteine nur aufgrund ihres MG aufgetrennt werden. Entsprechend
ihrer Ladung wandern in der SDS-PAGE die SDS-Protein-Komplexe zur Anode. Dies erfolgt umso
schneller, je kleiner das Molekiil ist, weil es dann weniger durch das polymere Netzwerk in seiner
Bewegung gehindert wird. Niedermolekulare Proteine kommen also am Ende der Elektrophorese in
der Nihe der Anode zu liegen. Die Beweglichkeit der Proteine ist dabei dem Logarithmus der Masse
indirekt proportional. Allerdings wandern manche kohlenhydratreichen Proteine oder Membran-
proteine in atypischer Weise, so dass in diesen Fillen o.g. Beziehung nicht unbedingt gelten muss [14
(S. 91ff); 82 (S. 65)]. Dem Trenngel, das der eigentlichen Auftrennung der Proteine dient, wurde in
der vorliegenden Arbeit zur Konzentrierung der Proben und Erhohung der Signalschirfe im

nachfolgenden Western Blot ein Sammelgel vorgeschaltet.
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GieBlen der Gele

benotigte Losungen und Materialien:

e Aqua dest.
®  40% Acrylamid-Losung (19:1) von Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

e 3 x Gelpuffer-Stammldsung:

>
>
>
>

3,0 mol/l Tris (36,34 g/100 ml)

0,3% SDS-Losung (3 ml 10% SDS-Stammlésung/100 ml)
in Aqua dest.

pH 8,45

e Trenngel-Stamml6sung (7,5%):

>
>
>
>

10 ml 3 x Gelpuffer

5,6 ml 40% Acrylamid-Losung (19:1)

4 g Glycerin von Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
10,4 ml Aqua dest.

¢ Sammelgel-Stammldsung:

>
>
>

® 10% Ammonium Persulfat (APS)-Losung: 80 mg APS von Sigma-Aldrich in 800 ul Aqua dest.

3,1 ml 3 x Gelpuffer
1,2 ml 40% Acrylamid-Losung (19:1)
8,2 ml Aqua dest.

e TEMED von Bio-Rad
e 100% Ethanol

e GelgieBstand, Halterahmen, vorgeschliffene Glasplatten und Probenkamm aus dem MiniProtean 3

cell system von Bio-Rad

e Papiertiicher

Die mit Ethanol und Aqua dest. gereinigten Glasplatten wurden entsprechend ihrem Schliff in den
Rahmen eingespannt, und dieser wiederum im GelgieBstand festgeklemmt. Zur Herstellung des
Trenngels wurden zu 5 ml Trenngel-Stammlosung 50 pl 10% APS-Lésung und 5 ul TEMED gegeben
und diese Mischung unmittelbar nach der TEMED-Zugabe bis auf 2/3 der Plattenhohe zwischen die
Glasplatten eingefiillt. AnschlieBend wurden die Gele mit 100% Ethanol iiberschichtet, wodurch ein
Austrocknen verhindert und der polymerisationshemmende Kontakt mit Luftsauerstoff vermieden
wird. Nach Abschluss der Polymerisation des Trenngels wurde das Ethanol abgegossen und die Gel-
oberfliche mit Aqua dest. gespiilt. Alles Aqua dest. wurde anschlieBend mit einem Papiertuch

entfernt. Fiir das Sammelgel wurden 3,5 ml Sammelgel-Stammldsung mit 50 ul 10% APS-Losung und

49



5 ul TEMED versetzt. Wiederum unmittelbar nach dem Zusatz von TEMED wurde diese Mischung
bis zur Oberkante der Glasplatten in die Gelkammer gefiillt und der Probenkamm eingesetzt. Nach

Polymerisation des Sammelgels wurde der Probenkamm vorsichtig herausgezogen.

Vorbehandlung der Gelfiltrationsfraktionen fiir die Gelelektrophorese

benotigte Losungen:

e Fraktionen aus der Gelfiltration
¢ Roti-Load reduzierend von Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Eppendorfgefilie

Zur Vorbereitung auf die Gelelektrophorese wurden aus den gewiinschten Gelfiltrations-Fraktionen
jeweils 37,5 pl abgenommen und in einem Eppendorfgefil mit 12,5 ul reduzierendem
Elektrophorese-Ladepuffer (Roti-Load) versetzt. Die Proben wurden bis zu ihrer Verwendung in der

SDS-PAGE bei —20 °C aufbewabhrt.

Durchfithrung der Gelelektrophorese

benotigte Losungen und Materialien:

e mit Ladepuffer versetzte Proben aus der Gelfiltration
e geschliffene Glasplatten mit Gelen vom Gelgief3en

e Kathodenpuffer:

0,1 mol/l Tris (12,11 g/1)

0,1 mol/l Tricin (17,92 g/1) von Roth

0,1% SDS (10 ml 10% SDS-Stamml6sung/1)

in Aqua dest.

pH 8,25

V V V V V

¢ Anodenpuffer:
» 0,2 mol/l Tris (24,23 g/1)
» in Aqua dest.
> pHS8)9

e Rainbow-Marker von Amersham Pharmacia Biotech
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e Elektrophoresekammer aus dem MiniProtean 3 cell system von Bio-Rad
e Netzgerit Power Pac 200 von Bio-Rad

e Heizblock Thermomixer 5433 von Eppendorf

e Draht

Die Gele wurden in die Elektrophoresekammer eingespannt und das innere Kompartiment der
Kammer mit Kathodenpuffer, das dullere Kompartiment mit Anodenpuffer aufgefiillt. Falls durch das
Eingieen der Puffer Luftblasen in der Kammer entstanden waren, wurden diese zur Gewihrleistung
eines gleichmiBigen elektrischen Feldes mit Hilfe eines Drahtes entfernt. AnschlieBend wurden die
Taschen der Gele mit Kathodenpuffer aus dem inneren Kompartiment gespiilt, um sie von evtl.
vorhandenen Gelresten zu sdubern. Dann wurden in der linken dufleren Tasche jedes Gels 15 pl
Rainbow-Marker aufgetragen und in die restlichen Taschen jeweils 25 pl der zuvor fiir 5 min im
Heizblock auf 95 °C erhitzten Proben eingebracht. Fiir die Passage durch das Sammelgel wurde mit
Hilfe des Netzgerites eine Spannung von 25 V angelegt. Mit Eintritt der Proben in das Trenngel,
erkennbar an der beginnenden Auftrennung der farbigen Markerproteine, wurde diese auf 65 V erhoht.
Sobald der blaue Farbstoff Bromphenolblau zur Markierung der Lauffront aus dem Gel
herausgelaufen war, wurde die Elektrophorese gestoppt und die Gele aus der Kammer

herausgenommen.

2.7. Western Blot

Prinzip

Nach der Gelelektrophorese wurde zur Identifikation der SHBG-haltigen Fraktionen ein Western Blot
durchgefiihrt. Der Western Blot dient dem Nachweis sehr geringer Mengen eines bestimmten Proteins
mittels spezifischer Antikorper (Ak). Das Verfahren lehnt sich an den Southern Blot [110 (S. 503ff)]
an, bei dem DNA aus Gelen auf Nitrozellulosemembranen transferiert wird. Beim erstmalig 1979
beschriebenen Western Blot [107 (S. 3117)] wird analog ein ,,Abklatsch* (engl. blot) der Proteine aus
Gelen auf einer Trigermembran angefertigt. Heute verwendet man hauptséchlich die Variante des sog.
Elektroblottings, bei der mittels Elektroelution versucht wird, eine moglichst quantitative Ubertragung
der Proteine zu erzielen [118 (S. 4350f)]. Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden vom
Gel auf eine geeignete Polymerschicht wie z.B. Nitrocellulosepapier oder Nylonfolien transferiert
(sog. Blotting), indem Gel und Membran in direkten Kontakt gebracht und iiber diese Kombination
eine Spannung angelegt wird. Die Kathode liegt dabei dem Gel und die Anode der Membran an.

Durch die SDS-bedingte negative Gesamtladung werden die Proteine in Richtung Anode gezogen und
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gelangen dadurch vom Gel auf die Membran. Auf dieser bleiben sie durch unspezifische
Wechselwirkungen fest gebunden und bilden so einen ,,Abklatsch® des Gels. Zum Nachweis des
gesuchten Proteins gibt man dann zunéchst einen Primérantikorper auf die Membran, der gegen das
gewiinschte Protein gerichtet ist. Die dadurch auf der Polymerschicht entstehenden Antigen (Ag)-Ak-
Komplexe lassen sich sichtbar machen, indem man einen markierten Sekundirantikérper hinzufiigt,
der den F.-Teil des ersten Ak erkennt. Die Markierung der Ak kann mit radioaktiven Verbindungen
erfolgen, so dass sich die Proteine auf einem auf den Blot aufgelegten Rontgenfilm als dunkle Bande
darstellen. Alternativ besteht die Moglichkeit, einen Enzym-konjugierten Sekundér-Ak zu verwenden.
Durch Hinzufiigen eines chromogenen Farbstoffes entsteht dann ein farbiger oder fluoreszierender
Niederschlag an der Stelle der Ag-Ak-Komplexbildung und identifiziert so das gewiinschte Protein
[14 (S. 112f); 82 (S. 322f)].

Transfer

benotigte Losungen und Materialien:

e Aqua dest.
e Gele aus der Gelelektrophorese
e 10 x Transferpuffer-Stammldsung:
» 250 mmol/1 Tris (30 g/1)
» 192 mmol/l Glycin (144 g/1) von Merck
» 0,1% SDS (10 ml 10% SDS-Stammlosung/1)
» in Aqua dest.
e 1 x Transferpuffer:
» 100 ml 10 x Transferpuffer-Stammlosung
» 200 ml Methanol
» 700 ml Aqua dest.
e Methanol
¢ Coomassie-Destain:
> 90 ml Methanol
» 90 ml Aqua dest.
» 10 ml Eisessig
e | x Tris-buffered Saline (TBS):
» 20 mmol/l Tris (2,42 g/)
» 500 mmol/l NaCl (29,24 g/1)
» in Aqua dest.
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» pH7)5
¢ 1 x Tween-Tris-buffered Saline (TTBS): 2 ml Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (TWEEN 20)
von Sigma-Aldrich in 11 TBS
e Blocking-Solution:
» 5% Skim Milk Powder (5 g/100 ml) von Fluka
» 1% Polyvinylpyrrolidon 10.000 (1 g/100 ml) von Sigma-Aldrich
» 1% Polyethylen-Glycol 3.350 (1 g/100 ml) von Sigma-Aldrich
» in 1 xTTBS
e zwei Wattman-Papiere Mini Trans-Blot Filter Paper von Bio-Rad
e Polyvinyliden-Fluorid (PVDF)-Membran Immobilon-P Transfer Membrane von Millipore
e Gelhalterung, zwei Fiber-Pads und Blotting-Kammer aus dem MiniProtean 3 cell system von Bio-
Rad
e Netzgerit Power Pac 200 von Bio-Rad
e Kunststoffschale
e Reagenzglas

¢ Reinstwasserleitung

Die Blotting-Kammer wurde bis auf die fehlenden Gelhalterungen komplett zusammengesetzt und mit
Transferpuffer gefiillt. Dann wurde das Gel vorsichtig aus den Glasplatten herausgeldst und kurz mit
1 x Transferpuffer benetzt. Die PVDF-Membran wurde 1 min lang in Methanol gelegt und die Fiber-

Pads und Wattman-Papiere mit Transferpuffer getrankt.

Danach wurde die Gelhalterung in folgender Reihenfolge zusammengebaut:

UNTEN: durchsichtige Fliche (Anode)
Fiber Pad

Wattman-Papier

PVDF-Membran

SDS-PAGE-Gel

Wattman-Papier

Fiber Pad

OBEN: schwarze Fliache (Kathode)

Um Luftblasen zu vermeiden wurde die Gelhalterung in einer mit Transferpuffer gefiillten Schale
zusammengesetzt und der gesamte Aufbau vor Verschluss der Halterung mit einem Reagenzglas

ausgewalzt. Nach Einsetzen der Gelhalterung in die Blotting-Kammer erfolgte der Transfer bei einer

53



mittels des Netzgerites konstant gehaltenen Stromstidrke von 0,3 A fiir 75 bis 90 min bei 4 °C in einem
Kiihlraum. Die Blot-Membran wurde anschlieBend zunichst 2 x 5 min mit Coomassie-Destain
gewaschen, dann reichlich unter flieBendem Reinstwasser gespiilt und abschlieend nochmals 5 min
mit TBS gewaschen. Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte eine Inkubation des

Blots mit 20 ml Blocking-Solution iiber Nacht bei 4 °C.

Entwicklung der Blots

benotigte Losungen und Materialien:

e 1 xTTBS: sieche Abschnitt Transfer

¢ Primérantikorper-Losung: 20 pl einer rabbit anti-human-SHBG Ak-Prédparation von Dako A/S
(Glostrup, Déanemark) in 20 ml Blocking-Solution (siehe Abschnitt Transfer)

e Sekundirantikorper-Losung: 2 ul einer Horseradish Peroxidase (HRP)-konjugierten donkey anti-
rabbit Ak-Priparation von Amersham Pharmacia Biotech in 20 ml Blocking-Solution (siehe
Abschnitt Transfer)

¢ Entwickler-Losung 1 (Luminol/Enhancer-Losung) und Entwickler-Losung 2 (Peroxid-Puffer) aus
dem Super Signal West Dura Entwicklungs-Kit von Pierce (Rockford, IL, USA)

e (Glatte, durchsichtige Prospekthiillen von Esselte-Leitz (Stuttgart, Deutschland)

¢ Filmkassette Hypercassette von Amersham Pharmacia Biotech

¢ Chemilumineszenz-Film Hyperfilm ECL von Amersham Pharmacia Biotech

¢ Film-Entwicklungsgerit Hyperprocessor von Amersham Pharmacia Biotech

Zunichst wurde die Blocking-Solution abgekippt. Direkt danach wurde der Blot bei Raumtemperatur
zuerst vier Stunden mit der Primérantikorper-Losung und dann fiir eineinhalb bis zwei Stunden mit der
Sekundidrantikorper-Losung inkubiert. Zwischen diesen beiden Inkubationsschritten sowie nach Ende
der zweiten Inkubation wurden die Membranen jeweils 5 X 5 min mit 1 x TTBS gewaschen.
Nachfolgend konnte der Blot entwickelt werden: die Entwicklerlosungen wurden im Verhiltnis 1:1
gemischt und diese Mischung fiir 2 bis 3 min mit dem Blot inkubiert. Dieser wurde anschlieBend
moglichst luftblasenfrei in die Prospekthiille und mit dieser in die Filmkassette gegeben. In einem
dunklen Raum wurde dann zusitzlich der Chemilumineszenz-Film in die Filmkassette gelegt und

solange belichtet, bis bei der nachfolgenden Entwicklung ein deutliches Signal zu erkennen war.
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2.8. Biosensor-Messungen

Allgemeines

Zur Bestimmung des Bindungsverhaltens von SHBG an DHT in den einzelnen Serumproben wurde
ein SPR-Biosensor benutzt. Auf das Prinizip der SPR-Messungen und die Theorie der Kopplung eines
Amins an die CM-Dextran-Oberfldche eines Goldchips wurde in der Einleitung ausfiihrlich
eingegangen. Im Folgenden soll daher nur eine Darstellung der praktischen Durchfithrung der
Beladung des Chips und der Messungen erfolgen. Es konnte gezeigt werden, dass 10-C6-DHT, ein an
der la-Position modifiziertes Derivat des DHT, mit einer K, von 1,40 x 10° M! eine relativ hohe
Bindungsaffinitdt zu SHBG hat [57 (S. 636f)]. Daher wurde fiir die Versuche dieser Studie 10-C6-
DHT als immobilisierter Bindungspartner des SHBG ausgewihlt. Im Biosensor wurden zum einen die
SHBG-positiven Fraktionen der gelfiltrierten Serumproben gemessen und zum anderen mit Hilfe des
aufgereinigten, deglykosilierten SHBG Chip-spezifische Kalibrationskurven erstellt. Letzteres war
notwendig, um die auf verschiedenen Chips durchgefiihrten Patientenbestimmungen miteinander

vergleichen zu konnen.

Allgemein fiir die Biosensormessungen benotigte Losungen und Materialien:

¢ Biacore X-Biosensor von Biacore AB (Uppsala, Schweden)

e (0,2 um-Sterilfilter FP 30/0,2 CA-S Filtereinheit von Schleicher & Schuell (Dassel, Deutschland)
e Helium aus Heliumgasflasche von SWF (Friedrichshafen, Deutschland)

¢ Eis aus Flockeneisbereiter

e 100 mmol/l H;PO,: 580 ul Phosphorsiure 85% (v/v) von Fluka ad 100 ml Aqua dest.

Beladung des CM-Dextran-Chips

Die Beladung der CM-Dextran-Oberfliche des Chips mit 1-a-C6-DHT erfolgte mittels der
aminreaktiven Crosslinker EDC und NHS wie von Metzger et al. beschrieben [91 (S. 13737)].

benotigte Losungen und Materialien:

e 400 mmol/l EDC von Biacore AB
e 100 mmol/l NHS von Biacore AB

e | mol/l Ethanolamin-HCI von Biacore AB
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®  99+% Ethanolamin von Sigma-Aldrich
e Methanol
e Boratpuffer:
» 100 mmol/l Boratsdure (61,83 g/1) von Merck
» in Aqua dest.
» pH9,0
e 1o-C6-DHT-Lyophilisat: wurde von Hagen Hauptmann vom Institut fiir Organische Chemie der
Universitdt Regensburg entsprechend des in [57 (S. 631ff)] dargestellten Verfahrens synthetisiert
e Stocklosung 1: 400 umol/l Ethanolamin in Boratpuffer (1 ul 99+% Ethanolamin/ 9011,5 pl)
e Stocklosung 2: 200 pmol/l 1a-C6-DHT in Methanol-Boratpuffer-Mischung (77 mg 1a-C6-DHT-
Lyophilisat ad 200 ml Methanol, diese Losung 1:5 verdiinnt mit Boratpuffer)
¢ 1a-C6-DHT/Ethanolamin-Gemisch:
» 50 pl Stockldsung 1
» 100 pl Stocklosung 2
e HEPES-buffered Saline mit Surfactant P-20 (HBS-P-Puffer) von Biacore AB, enthilt:
0,01 mol/l N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfonsdure] (HEPES)
0,15 mol/l NaCl
0,005% Surfactant P20 (Polyoxyethylensorbitan)
in Aqua dest.
pH 7.4

YV V V V V

e Testosteron-Antikorper-Losung: monoklonaler Ak T3 (clone M211244) von Fitzgerald Industries
International 0,04 mg/ml in HBS-P

e Estrogen-Antikdrper-Losung: monoklonaler Ak E2-3 (clone M40557) von Fitzgerald Industries
International 0,04 mg/ml in HBS-P

¢ (CM4-Chip von Biacore AB: Goldoberfldche, beschichtet mit stabiler CM-Dextran-Matrix mit

niedrigem Carboxylierungsgrad

Zu Beginn der Beladung wurde der CM4-Chip in den Biosensor eingelegt und das MeBsystem auf den
zuvor 0,2 pm-sterilfiltrierten, dann 10 min mit Helium entgasten und auf Eis gestellten Laufpuffer
HBS-P gesetzt. Alle fiir die Beladung verwendeten Reagenzien und Losungen wurden ebenfalls mit
Eis gekiihlt. Die Messtemperatur wurde auf 25 °C eingestellt und zur Konditionierung der Chipober-
fliche in beide Flusszellen bei einer Flussrate von 10 pl/min drei Mal 10 ul 100 mmol/l H;PO,
injiziert.

Dann erfolgte die Beladung der Referenzzelle (Fc1) bei einer Flussgeschwindigkeit von 5 ul/min. 400
mmol/l EDC und 100 mmol/l NHS wurden im Verhiltnis 1:1 gemischt und 35 pl von dieser Losung
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injiziert. Anschlieend erfolgte eine Injektion von 40 pul 1 mol/l Ethanolamin und von 10 pl 100
mmol/l H;PO,.

Nachfolgend wurde die spezifische MeBzelle (Fc2) beladen. Wie bei der Beladung von Fcl wurde die
Flussrate auf 5 pl/min gesetzt und von einer 1:1 Mischung aus 400 mmol/l EDC und 100 mmol/l NHS
35 ul injiziert. AnschlieBend erfolgte die Injektion von 30 pl 1a-C6-DHT/Ethanolamin-Gemisch zur
Ligandenkopplung. Angestrebt wurde dabei eine stabile Anbindung des Steroids von etwa 200 bis 300
RU. Als letzter Schritt wurden wie bei Fcl 40 ul 1 mol/l Ethanolamin und 10 pl 100 mmol/l H;PO,
injiziert.

Um die Qualitit der Kopplung zu iiberpriifen, wurde nun bei einem Fluss von 10 pl/min die
Anbindung je eines Testosteron- und Estradiol-spezifischen Ak aufgezeichnet. Hierzu wurden 50 pl
der jeweiligen 0,04 mg/ml-Antikdrperlosung injiziert. Durch nachfolgende zweimalige Injektion von
10 pl 100 mmol/l H;PO,4 wurden an das Steroid gebundene Antikorper wieder abgespalten. Wenn das
1-a-C6-DHT wie gewiinscht auf der Chipoberfliche immobilisiert worden war, sollte der Testosteron-
Antikorper im Sensorgramm eine starke und der Estrogen-Antikorper eine deutlich schwéchere

Anbindung zeigen.

Messung der Gelfiltrationsfraktionen der Seren

benotigte Losungen und Materialien:

e PBS-Puffer
e SHBG-positive Fraktionen der gelfiltrierten Serumproben
e 10-C6-DHT beladener CM4-Chip

Zunichst wurde der mit 1a-C6-DHT beladene Chip in den Biosensor eingelegt. Anschlieend wurde
der PBS-Puffer 0,2 um-sterilfiltriert, 10 min lang heliumentgast, auf Eis gestellt und an das
MefBsystem angeschlossen. Die zu messenden Fraktionen wurden aufgetaut und ebenfalls mit Eis
gekiihlt. Fiir die folgenden Experimente wurde am Biosensorsystem die Flussgeschwindigkeit auf 10
pul/min und die Temperatur auf 25 °C gestellt. Zur Konditionierung des Chips erfolgte nun drei Mal
eine Injektion von 10 pul 100 mmol/l H;PO,.

Sobald das Sensorgramm eine konstante Basislinie zeigte, wurden die einzelnen Proben,
beginnend mit der niedrigsten Fraktion, nach folgendem Schema gemessen: von der jeweiligen
Fraktion wurden 45 pl mit einer Dissoziationszeit von 300 s injiziert. Nach Ende der Dissoziationszeit
erfolgte die Abspaltung des gebundenen SHBG durch zweimalige Injektion von 10 ul 100 mmol/l
H;PO,. Die maximale Anbindung des SHBG in einer Probe an das immobilisierte 1a-C6-DHT wurde
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als Differenz der RU-Werte zwischen der Basislinie und dem Umschlagspunkt beim Ubergang von
der Assoziations- in die Dissoziationsphase bestimmt.

Aufgrund des arbeitsaufwéndigen Verfahrens wurden nicht alle gesammelten Seren von
Leberzirrhotikern und gesunden Ménnern am Biosensor vermessen. Vielmehr wurden von den 33
Leberzirrhoseseren 23 und von den 32 Kontrollseren 20 zufillig ausgewdhlt, deren
Anbindungsverhalten dann ermittelt wurde. Im Gegensatz dazu wurden alle 19 Schwangeren- und alle

20 Hyperthyreoseseren untersucht.

Ermittlung der Chip-spezifischen Kalibrationskurven fiir die SHBG-Anbindung

benotigte Losungen und Materialien:

e Aqua dest.
e HEPES-Laufpuffer:
» 0,01 mol/l HEPES (2,38 g/1) von Sigma-Aldrich
» 0,15 mol/l NaCl (8,78 g/l)
» in Aqua dest.
> pHS8.)S
e aufgereinigtes, N-deglykosiliertes SHBG (Konzentration 11 umol/l)
¢ 10-C6-DHT beladener CM4-Chip

Analog zu den Messungen der Gelfiltrationsfraktionen wurde der Chip in den Biosensor eingelegt, der
HEPES-Laufpuffer mit sterilen 0,2 pm-Filtern filtriert, 10 min mit Helium entgast, schlieBlich auf Eis
gestellt und als Laufpuffer an den Biosensor angeschlossen. Fiir die Messungen wurde eine Flussrate
von 10 ul/min und eine Temperatur von 25 °C gewihlt. Dann erfolgte die Konditionierung der Chip-
oberfliche durch dreimalige Injektion von 100 mmol/l H;PO,.

Das aufgereinigte, deglykosilierte SHBG mit einer Konzentration von 11 pmol/l wurde 1:10
mit Aqua dest. verdiinnt und von dieser Losung dann entsprechend dem Schema von Tab. 3 mit
HEPES-Laufpuffer verschiedene Verdiinnungsstufen erstellt. Diese wurden dann bis zu ihrer
Verwendung auf Eis gelagert.

Im Biosensor wurden die hergestellten Losungen (SHBG-Gehalt von 25, 50, 100, 200, 400
und 800 nmol/l) vermessen, indem jeweils 45 pl mit 600 s Dissoziationszeit injiziert wurden. Nach
Ende der Dissoziationszeit erfolgte die Regeneration der Chipoberfliche mit 100 mmol/l H;PO,. Bei
den Sensorgrammen der einzelnen Verdiinnungen wurde die maximale Anbindung in der gleichen

Weise bestimmt, wie fiir die Messung der Fraktionen aus der Gelfiltration beschrieben.
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SHBG-Loésung 1100 nmol/l HEPES-Laufpuffer resultierende SHBG-Konz.
58 ul 22 ul 800 nmol/l
29 ul 51 ul 400 nmol/1
14,5 ul 65,5 ul 200 nmol/1l
7,2 ul 72,8 ul 100 nmol/1
3,6 ul 76,4 ul 50 nmol/l
1,8 ul 78,2 ul 25 nmol/l

Tab. 3: Verdiinnungsschema fiir aufgereingtes, deglykosiliertes SHBG.

Auswertung der Biosensormessungen

Die auf dem Biosensorsystem bei der Messung der Gelfiltrationsfraktionen und den Verdiinnungs-
experimenten erhaltenen Sensorgramme wurden mit Hilfe der BIAevaluation 3.2 RC1-Software von

Biacore AB ausgewertet.

2.9. Protein-, Enzym- und Hormonbestimmungen

SHBG-Messungen

Bei allen Seren wurde die SHBG-Konzentration mittels eines Elektrochemilumineszenz-
Immunoassays (ECLIA) nach dem Sandwich-Prinzip im Elecsys 2010 von Roche (Mannheim,
Deutschland) bestimmt. Die Leistungsdaten des SHBG-ECLIAs sind in Tab. 4 aufgefiihrt.
Serumproben, die mit einer SHBG-Konzentration von mehr als 200 nmol/l auflerhalb des Mess-
bereichs lagen, wurden entsprechend den Empfehlungen des Herstellers 1:10 mit Diluent Universal
Elecsys von Roche verdiinnt. Die verdiinnte Probe wurde dann nochmals gemessen und zur Ermittlung
des tatsdchlichen SHBG-Gehalts der mit der Verdiinnung erhaltene Wert mit dem Faktor 10

multipliziert.

Andere Bestimmungen

Zusitzlich zur SHBG-Bestimmung wurden bei allen Seren von ménnlichen Leberzirrhotikern und
gesunden Miénnern zum Vergleich der endokrinen Verhiltnisse weitere Protein-, Enzym- und
Hormonmessungen durchgefiihrt. Alle verwendeten Mefsysteme sind kommerziell erhiltlich und

werden in der klinisch-chemischen Routinediagnostik eingesetzt.
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Im Einzelnen wurden folgende Parameter bestimmt:

¢ Gesamteiweiss, Albumin, Alanin-Aminotransferase (ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST),

Gamma-Glutamyltransferase (GGT) und Pseudocholinesterase (PChE) auf dem Modular PP von

Roche

e GT, GE2, FSH und TSH auf dem Elecsys 2010 und DHEAS auf dem Elecsys 1010, beides Gerite

von Roche

¢ Androstendion auf dem Immulite-System von DPC Biermann (Bad Nauheim, Deutschland)

o T mit Hilfe des kompetitiven Radioimmunoassays (RIA) Coat-A-Count freies Testosteron von

DPC Biermann auf dem Gamma-Counter 14 70 Wizard der Firma Wallac (Turku, Finnland)

e 17a-Hydroxy-Progesteron (17a-Hydroxy-4-pregnen-3,20-dion, 17-OHP) mit dem kompetitiven
RIA DSL-5000 ACTIVE 170-OHP von DSL (Sinsheim, Deutschland), ebenfalls auf oben

genanntem Gamma-Counter

Die Daten der Hersteller zu benutzter Messmethode, Messbereich und Interassay-Variationskoeffizient

(VKk) sind Tab. 4 zu entnehmen.

Parameter

17-OHP
Albumin

ALT
Andros-
tendion

AST
DHEAS
FSH
fT
GE2
Gesamt-
eiweiss
GGT
GT
PChE
SHBG
TSH

Methode

kompetitiver coated-tube RIA
Bromcresolgriin-Methode

enzymatischer Farb-Test nach IFCC bei 37°C
kompetitiver Festphasen-Chemilumineszenz-
Immunoassay

enzymatischer Farb-Test nach IFCC bei 37°C
ECLIA nach Kompetitionsprinzip

ECLIA nach Sandwichprinzip

kompetitiver coated-tube RIA

ECLIA nach Kompetitionsprinzip

Biuret-Methode

enzymatischer Farb-Test nach IFCC bei 37°C
ECLIA nach Kompetitionsprinzip
enzymatischer Farb-Test nach IFCC bei 37°C
ECLIA nach Sandwichprinzip

ECLIA nach Sandwichprinzip

Messbereich

0,30-60,60 nmol/1
1,0-7,0 g/dl
4-600 U/

1,04-35 nmol/l

4-800 1U/N
3-27000 nmol/l
0,100-200,0 mIU/ml
1,9-173 pmol/l
18,4-15781 pmol/l

0,2-15 g/dl

3-1200 1UN
0,069-52,00 nmol/l
35-16000 IU/N
0,350-200 nmol/1
0,005-100,0 uIU/ml

Interassay-Vk
(Humanserum)

6,3-10,8%
1,71%
4,4%

6,4-15,2%

3.2%
2,4-4,7%
3,8-5,3%

8,0-18,3 %
2,3-6,2%

0,95%

1,3%
1,7-7,4%
1,4%
2,7-5,6%
3,3-8,7%

Tab. 4: Leistungsdaten der Protein-, Enzym- und Hormonbestimmungen [Herstellerangaben; IFCC,

International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine].
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2.10. Statistische Auswertung

Zur Beurteilung eventueller Unterschiede im Hormonhaushalt von gesunden Ménnern und ménnlichen
Leberzirrhotikern wurden die Biosensoranalysen sowie die Protein-, Enzym- und Hormon-
bestimmungen mit Hilfe des Add-in-Makros Analyse-it von Analyse-it Software (Leeds,
Grofbritannien) in der Tabellenkalkulation Windows-Excel der Firma Microsoft (Redmond, WA,
USA) statistisch ausgewertet. Aus den erhaltenen Messdaten wurden die Mittelwerte (MW) mit ihrer
Standardabweichung (SD), die Median- und Quartilwerte sowie die 95%-Konfidenzintervalle von
MW und Median errechnet. Die graphische Darstellung erfolgte in Box-and-Whisker-Plots. Mittels
des nicht-parametrischen U-Tests von Mann, Whitney und Wilcoxon wurden die Unterschiede
zwischen den beiden Studiengruppen hinsichtlich der Hormonanalysen und der Biosensorergebnisse
auf Signifikanz hin tiberpriift. Als Signifikanzniveau wurde 5% gewihlt. Fiir die Regressionsanalyse
der Chip-spezifischen Kalibrationskurven wurde ein exponentielles, fiir die Regressionsanalyse der
Beziehung zwischen den am Biosensor ermittelten Max-exp-Werten (siehe Abschnitt 3.1.4. und Tab.

5) und der SHBG-Konzentration im Serum ein lineares Regressionsmodell verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Biosensorisch-experimenteller Teil

3.1.1. Gelfiltration, Gelelektrophorese und Western-Blot

Die Untersuchungen im biosensorisch-experimentellen Teil zielten darauf ab, die Interaktion von
SHBG mit einem immobilisierten Androgen individuell fiir jedes einzelne Serum am Biosensor zu
vermessen. Angesichts der zahlreichen unterschiedlichen Serumproteine, von denen SHBG nur einen
kleinen Bruchteil ausmacht, erschien eine direkte Injektion von Serum am Biosensor wenig erfolg-
versprechend. Daher wurde ein Aufreinigungsschritt in Form einer Gelfiltrationschromatographie vor-
geschaltet, so dass bei der SHBG-10-C6-DHT-Wechselwirkung potentiell interferierende Proteine,
insbesondere Albumin, stark abgereichert oder ganz entfernt wurden.

Entsprechend wurden jeweils 100 pl des zu untersuchenden Serums auf die Gelfiltrationssédule
aufgetragen. Die mittels UV-Detektion bei einer Wellenlidnge von 280 nm aufgezeichneten Elutions-
profile sind in Abb. 3 anhand je eines typischen Beispiels fiir jede der experimentellen Gruppen
dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sich die Chromatogramme hinsichtlich Verteilung und Gré8e der
einzelnen Peaks z.T. betrédchtlich unterscheiden. Wie hier nicht dargestellt, waren auch innerhalb der
einzelnen Studiengruppen deutliche Unterschiede beziiglich des Elutionsverhaltens festzustellen. Um
zu kldren, zu welchen Retentionszeiten das SHBG eluiert, wurden alle gesammelten Fraktionen
anschliefend in Gelelektrophorese und Western-Blot eingesetzt.

Im Western-Blot sind die SHBG-haltigen Fraktionen eindeutig durch eine dunkle Bande auf
dem zugehorigen Chemilumineszenzfilm zu identifizieren (Abb. 3). Unabhéngig von den starken
Variationen des Gelfiltrationschromatogramms zeigt sich hier ein recht einheitliches Bild: bei allen
untersuchten Seren und in jeder Gruppe eluiert das SHBG zwischen den Retentionszeiten 60 min und
72 min mit einem Konzentrationspeak bei ungefihr 65 min. Ein Vergleich mit affinitits-
chromatographisch hochaufgereinigtem SHBG zeigt, dass die Retentionszeit des Maximums damit
genau derjenigen entspricht, zu der die Elution des SHBG bei der Gelfiltraton aufgrund seines MG
auch zu erwarten ist (Daten nicht dargestellt). Bei allen Seren befindet sich das maximale Western-
Blot-Signal also ungefihr in der Senke zwischen den beiden letzten grofen Peaks des Elutionsprofils
und wird sowohl zu fritheren als auch zu spiteren Retentionszeiten hin zunehmend schwicher, bis es
schlieBlich ganz verschwindet. Albumin eluiert mit dem vorletzten groBen Peak, so dass dieses Protein

in den SHBG-haltigen Fraktionen stark abgereichert ist.
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Abb. 3: Elutionsprofile und Western-Blots mit Fraktionsnummern fiir je ein typisches Lci-, normales Ménner-, Schwangeren- und Hyperthyreose-Serum (M,

Marker fiir Molekulargewicht). SHBG-Konzentrationen in Klammern. SHBG-haltige Fraktionen sind im Chromatogramm mit einem roten Balken markiert.




Die Signalstirke des Maximums im Western-Blot ist umso grofer, je hoher die SHBG-Konzentration
im urspriinglichen Serum war: die Intensitit des Maximums steigt von gesunden Ménnern iiber ménn-
liche Leberzirrhotiker und Hyperthyreote bis hin zu den Schwangeren an. Der Einfluss der SHBG-
Serum-Konzentration auf die Breite des ,,SHBG-Peaks* hingegen ist gering. So eluiert das Protein in
allen Gruppen iiber etwa sieben bis neun Fraktionen verteilt, mit einer nur leichten Tendenz zur
Elution in einer groeren Anzahl von Fraktionen bei hoheren SHBG-Spiegeln im untersuchten Serum.

Bei einigen, jedoch nicht bei allen Schwangerenseren konnten im Western-Blot-Screening
zusitzliche SHBG-haltige Gelfiltrationsfraktionen bei kiirzeren Retentionszeiten nachgewiesen
werden. Ein Beispiel fiir ein solches Schwangerenserum ist in Abb. 4 dargestellt. Dieses Serum zeigt
intensiv gefdrbte Banden im Bereich der Fraktionen 32 bis 45 und schwéchere Western-Blot-Signale
bei den Fraktionen 18 bis 25. Bei Zuordnung der Western-Blots zum Chromatogramm ergibt sich
damit fiir dieses Schwangerenserum folgendes Bild: die Hauptmasse des Serum-SHBG eluiert bei
Retentionszeiten zwischen etwa 60 min und 75 min und verteilt sich damit auf die beiden gréften
Peaks des Elutionsprofils bei 61 min und 70 min. Dies entspricht dem charakteristischen, durch das
MG von etwa 90 kDa zu erwartenden Peak des homodimeren SHBG, wie er auch bei den anderen
Seren zu detektieren ist. Daneben enthalten weiterhin die Fraktionen des breiten Peaks im hoch-
molekularen Bereich bei etwa 45 min, entsprechend einem MG von ungefihr 1000 kDa, das

Bindungsprotein.

Schwangerenserum mit SHBG > 300 nmol/l:

mAU

1000

500

40.0 50.0 60.0 70

M -16/17-18/19-20/21-22/23- 24/25-26/27-28/29  30/31-32/33- 34/35- 36/37- 38/39- 40/41-42/43-44/45

Abb. 4: Gelfiltrationschromatogramm eines Schwangerenserums mit zugehorigem Western-Blot, bei
dem sich eine zusdtzliche SHBG-Elution im hochmolekularen Bereich findet. SHBG-haltige

Fraktionen sind im Chromatogramm mit einem roten Balken markiert.
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3.1.2. Biosensormessungen der Seren

Zur Untersuchung der SHBG-Androgen-Interaktion bei Lci wurde im Biosensor das Anbindungs-
verhalten des in den jeweiligen Fraktionen der Gelfiltration enthaltenen SHBG an das auf dem Chip
immobilisierte 1a-C6-DHT ermittelt.

Fir je ein charakteristisches Serum aus jeder Studiengruppe sind die sich bei diesen
Messungen ergebenden Sensorgramme beispielhaft in Abb. 5 gezeigt. In allen Gruppen und allen
Fraktionen ist die grundsitzliche Form der Anbindungskurve nahezu gleich, bestehend aus einem
steilen Anstieg des Biosensorsignals in der Assoziationsphase und einem verhéltnismifig langsamen
Abfall in der Dissoziationsphase. Der glatte, hyperbole Verlauf der Anbindungskurven ist bei keiner
der Gruppen durch Knicke oder Briiche gestdrt. Anhand der ermittelten Sensorgramme lésst sich das
Fraktions-Anbindungsmaximum bestimmen. Unter Fraktions-Anbindungsmaximum wird im
Folgenden die Biosensorsignaldifferenz zwischen der Basislinie am Beginn der Injektion und dem
Umschlagspunkt von Assoziations- zu Dissoziationsphase im Sensorgramm, ausgedriickt als A RU,
verstanden (Tab. 5). Die Fraktions-Anbindungsmaxima jedes untersuchten Serums steigen in allen
Studiengruppen zunéchst bis zu einem Maximalwert an, um dann wieder abzufallen bis schlieBlich gar
keine Anbindung mehr zu detektieren ist. Notwendigerweise ergibt sich daraus eine entsprechende Zu-
und Abnahme der Anstiegssteilheit des Sensorgramms in der Assoziationsphase (Abb. 5). Dieses
Verhalten korrespondiert gut mit dem Verlauf der Stirke des Western-Blot-Signals. Es ist jedoch
anzumerken, dass die Fraktion mit der maximalen Anbindung am Biosensor nicht zwangsldufig
derjenigen mit dem maximalen Western-Blot-Signal entspricht, sondern dass sich letzteres zum Teil

auch eine Fraktion frither oder spéter finden kann.

Fraktions-Anbindungsmaximum:
Biosensorsignaldifferenz zwischen der Basislinie am Beginn der Injektion und dem
Umschlagspunkt von Assoziations- zu Dissoziationsphase im Sensorgramm (in ARU)

Serum-Anbindungsmaximum:

vom Betrag grofites Fraktions-Anbindungsmaximum aller Fraktionen eines Serums (in ARU)

SHBG-Konzentration:
im ECLIA gemessenen SHBG-Konzentration im urspriinglichen Serum (in nmol/I)

Max exp:
mit Hilfe der Chip-spezifischen Biosensor-Kalibrationskurven errechnete Konzentration an

funktionalem SHBG in der Fraktion eines Serums mit dem Serum-Anbindungsmaximum (in
nmol/l SHBG)

Tab. 5: Begriffserlduterungen zu den Biosensormessungen.
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Abb. 5: Sensorgramme der vier Gelfiltrationsfraktionen mit den hochsten Anbindungen fiir je ein typisches Lci-, normales Ménner-, Schwangeren- und Hyperthyre-

ose-Serum. SHBG-Konzentrationen in Klammern, Fraktionsnummer oben links im Sensorgramm.



Die einzelnen Gruppen der Studie zeigen zwar alle die gleiche Form des Sensorgramms, jedoch
ergeben sich deutliche Unterschiede beim Vergleich der Serum-Anbindungsmaxima. Als Serum-
Anbindungsmaximum wurde in dieser Studie das vom Betrag her groBte Fraktions-
Anbindungsmaximum aller Fraktionen eines Serums bezeichnet, das daher genauso in ARU gemessen
wird (Tab. 5). In Abb. 6 ist neben der gleichen Form der Anbindungskurve bei allen Studiengruppen
zu erkennen, dass mit zunehmender SHBG-Ausgangskonzentration im Serum in der Reihenfolge
gesunde Minner, ménnliche Leberzirrhotiker, Hyperthyreotiker, Schwangere auch das Serum-
Anbindungsmaximum ansteigt. Aufgrund der nur begrenzten Zahl an Seren, die auf einem einzelnen
Chip vermessen werden konnen, bevor dieser unbrauchbar wird, war es nétig, fiir diese Studie ins-
gesamt sieben verschiedene Chips zu beladen. Da die tatsdchlich auf dem Chip immobilisierte
Steroidmenge trotz einheitlichen Beladungsprotokolls variierte und ein Einfluss der Beladungsdichte
auf die Fraktions-Anbindungsmaxima und damit auch auf die Serum-Anbindungsmaxima zu vermuten
war, konnte der gefundene Zusammenhang zwischen SHBG-Serum-Konzentration und Serum-

Anbindungsmaximum daher zunéchst nur als Tendenz gewertet werden.

Resp. Diff.
(RU)
375+
Schwangere
(318 nmol/l; 352 RU)

325+
2757
225+

1759 Hyperthyreose

(162 nmol/I; 190 RU)

Lci (123 nmol/1; 126 RU)
Gesunder Mann
(32 nmol/l; 75RU)

125+

75+

25+

) It .
25 75 175 275 375 475 Time (s)

Abb. 6: Serum-Anbindungsmaxima in den verschiedenen experimentellen Gruppen. In Klammern

SHBG-Konzentration und Serum-Anbindungsmaximum des jeweiligen Serums.

3.1.3. SHBG-Kalibrationskurven der Biosensorchips

Um die Messungen auf den einzelnen Chipoberflichen trotz unterschiedlicher 1a-C6-DHT-
Immobilisationsraten vergleichen zu konnen, wurde jeder Chip mit hochaufgereinigtem, PNGase-
verdautem SHBG kalibriert. Ziel war, jedem gemessenen Serum-Anbindungsmaximum eine definierte
Konzentration an bioaktivem SHBG zuordnen zu konnen, die unabhingig von der Beladungsdichte

des jeweiligen Messchips ist.
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Zur Erstellung der Kalibrationskurven wurden SHBG-Losungen bekannter Konzentration hergestellt,
auf dem jeweiligen Chip vermessen und das Anbindungsmaximum fiir jede einzelne
Verdiinnungsstufe analog zur Bestimmung des Fraktions-Anbindungsmaximums ermittelt. Die
Bestimmung der Kalibrationskurve ist am Beispiel des Chips CM4-53 illustriert, da auf ihm die grofite
Zahl an Seren untersucht wurde. Die fiir diesen Chip dabei erhaltenen Sensorgramme sind in Abb. 7
dargestellt. Auch hier ist wieder ersichtlich, dass, unabhidngig von der injizierten SHBG-
Konzentration, die Bindungskurven alle die gleiche, typische Form aufweisen. Diese entspricht im
Wesentlichen dem schon bei der Vermessung der Gelfiltrationsfraktionen beobachteten Verlauf der
Sensorgramme. Wihrend sich in der Dissoziationsphase keine relevanten Abweichungen im
Bindungsverhalten der einzelnen Verdiinnungen ergeben, ist in der Assoziationsphase der Anstieg des
Resonanzsignals umso grofer, je hoher konzentriert das SHBG eingesetzt wird. Entsprechend
resultieren auch hohere relative Anbindungen am Ende der Assoziationsphase. Beim Vergleich dieser
Anbindungsmaxima fillt auf, dass sich bei den Konzentrationen 25 nmol/l bis 200 nmol/l abhéngig
vom Anstieg der SHBG-Konzentration in etwa gleichem Maf} auch die maximale Anbindung an die
Chipoberfliche erhoht. Bei den 400 nmol/l-, 600 nmol/l- und 800 nmol/l-konzentrierten SHBG-
Losungen hingegen ist das Anbindungsmaximum im Verhiltnis zur Erhdhung der SHBG-
Konzentration zu niedrig. Ein einfacher, direkter Zusammenhang zwischen SHBG-Gehalt und
Biosensormaximum ist bei diesen Verdiinnungen somit nicht mehr gegeben. Dies hat Konsequenzen
fiir die Auswertung der Sensorgramme bei Injektion von Losungen mit einer SHBG-Konzentration
von mehr als 200 nmol/l.

Um aus einem gemessenen Anbindungsmaximum den Gehalt an funktionalem SHBG der
untersuchten Losung bestimmen zu konnen, wurden die injizierten SHBG-Konzentrationen in
Abhingigkeit von den ermittelten ARU am Ende der Assoziationsphase aufgetragen (Abb. 7). Hierbei
ist noch klarer zu erkennen, dass das Biosensorsignal nicht linear mit der SHBG-Konzentration
ansteigt. Vielmehr zeigten Regressionsanalysen, dass die Beziehung zwischen diesen beiden Grofen
am besten durch eine Exponentialfunktion beschrieben wird. Fiir das Beispiel des CM4-53-Chips ist

die exponentielle Regressionskurve durch die Gleichung
y = 12,605 x e *%%27%
charakterisiert, wobei es sich bei x um die maximale Anbindung in ARU und bei y um die SHBG-

Konzentration der injizierten Probe handelt. Das BestimmtheitsmaB (1°) fiir die Regressionsfunktion

betrigt im Falle des CM4-53-Chips 0,9949.
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In analoger Weise wurde die exponentielle Regression auch bei den anderen Chips auf die Messwerte
der Verdiinnungsreihen angewendet. Die Daten zur Steroidbeladung der Chips sowie die Ergebnisse
fiir die Regressionskurven und r* sind in Tab. 6 dargestellt. Bei allen Chips wird der Verlauf der
Kalibrationskurve durch eine Exponentialfunktion mit r* zwischen 0,9464 und 0,9978 sehr gut
beschrieben. Mit der exponentiellen Regressionsfunktion bestand damit die Moglichkeit, fiir jeden
Chip aus den gemessenen Anbindungsmaxima die Konzentration an funktionalem SHBG der jeweils
injizierten Losung zu berechnen. Durch diese Vorgehensweise konnten die Ergebnisse auf den
verschiedenen Chipoberflichen untereinander verglichen und ein Maf fiir die Menge an bioaktivem

SHBG erstellt werden.

@ 3 2
= g — g 9 y
- 87 998 o Z
;§.'| g a 5| w2 3E § § =
& = g & = 3| 3| 5 2
= =0 g 93 ?
-5} E m
B1-31 112 y=1317xe*™** 09859 8 1 4 0 13
B1-40 242 y=8993xe®™¥** 09978 4 2 0 0
B1-CM4-41 569 y=6751xe®®** 0989 1 8 0 0
CM4-51 251 y=12,881xe®™™*>** 09926 2 3 4 6 15
CM4-53 244 y=12,605xe*™*** 09949 8 5 8 9 30
CM4-55 95 y=19,516 xe*"** 09464 0 1 2 5 8
CM4-56 262 y=18,888xe*™*** 09525 0 0 1 0 1
Summe: 23 20 19 20 82

Tab. 6: Biosensormesschips.

3.1.4. Zusammenhang zwischen SHBG-Serum-Konzentration und funktionaler SHBG-

Aktivitit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Funktionalitit der Androgenbindung von SHBG bei minnlichen
Lci-Patienten untersucht werden. Als Vergleichsgruppen dienten neben den gesunden Ménnern auch
schwangere Frauen und Hyperthyreote, da sie im Normalfall sehr hohe SHBG-Spiegel aufweisen [2
(S. 81); 30 (S. 387); 56 (S. 758); 109 (S. 535); 127 (S. 231)]. Wie oben beschrieben, ergab sich in der
qualitativen Analyse der aufgenommenen Sensorgramme bei allen Gruppen die gleiche Anbindungs-
charakteristik von SHBG an 10-C6-DHT. Die Chip-spezifischen Kalibrationskurven boten nun
zusitzlich die Moglichkeit, unabhingig von der Steroidbeladung des jeweiligen Messchips, die

Serum-Anbindungsmaxima quantitativ zu vergleichen.
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Hierzu wurde zunichst fiir jedes Serum die Gelfiltrationsfraktion mit dem betragsmifBig groBten
Fraktions-Anbindungsmaximum ausgewdhlt. Dieses im Biosensor beobachtete Anbindungsmaximum
wurde gleichgesetzt mit dem Serum-Anbindungsmaximum (siehe oben, Tab. 5). Mit Hilfe der
exponentiellen Regressionsfunktion fiir den jeweiligen Messchip konnte dann die sich hieraus
ergebende korrespondierende Konzentration an funktionalem SHBG in dieser Fraktion berechnet
werden. Jeder Studienteilnehmer ist damit neben dem mittels ECLIA immunologisch in nmol/l im
urspriinglichen Serum gemessenen SHBG-Spiegel, der im Folgenden als ,,SHBG-Konzentration*
bezeichnet wird (Tab. 5), durch einen zweiten Wert charakterisiert. Dieser wird fiir jedes Serum mit
Hilfe der Chip-spezifischen Biosensor-Kalibrationskurven ermittelt und spiegelt die Konzentration an
bioaktivem SHBG in der Fraktion mit dem Serum-Anbindungsmaximum wider. Er wird in dieser
Arbeit ,,Max exp‘ genannt und in nmol/l SHBG angegeben (Tab. 5).

Insgesamt wurden fiir diese Studie auf sieben verschiedenen Biosensorchips 82 Seren
vermessen. Aufgrund der arbeitsaufwindigen Methodik wurden von den insgesamt 33 Lci- und 32
Kontrollseren normaler Minner zufillig 23 bzw. 20 Seren fiir die Biosensorexperimente ausgewéhlt,
daneben noch zu Vergleichszwecken die Seren von 19 schwangeren Frauen und von 20

Hyperthyreose-Patienten (siehe Tab. 6, Tab. 7).

A. Anzahl der Seren in den beiden methodischen
Ansitzen
5 3
EE o 8 3 £
2| £ £ = = 3
ERE 3 £ s 3 8
S :
g g Q 2 % Q E
Q A an)
—
Biosensor 23 von 33 20von32 19 20 82
Statistik 33 32 keine keine 65
B. Aufteilung der Lci-Gruppe
Atiologie: Alkohol 12
Perchlorethylen 1
+Alkohol
Hepatitis B 5
Hepatitis C 14
Autoimmunhepatitis 1
Schweregrad: Child-Pugh A 24
Child-Pugh B 9
Therapie: ohne Spironolacton: 22
mit Spironolacton: 11

Tab. 7: Anzahl der gemessenen Seren.
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Vergleicht man die ermittelten Max exp-Werte von Leberzirrhotikern und gesunden Ménnern
miteinander, so stellt man fest, dass die MW in der Patientengruppe mit 28,5 + 8,0 nmol/l SHBG (MW
+ SD) signifikant (p < 0,0001) hoher liegen als bei der gesunden Kontrollgruppe mit 15,3 + 5,4 nmol/l
SHBG (Abb. 8, Tab. 8).

Max exp (nmol/l SHBG)

45 -

401 Abb. 8: Vergleich der Max exp-Werte von Lci-

357 Patienten und gesunden Minnern (schwarz: Median

30 4 e B und oberes und unteres Quartil, Konfidenzintervall

27 des Medians in schrigen Linien; blau: Mittelwert mit

7 e Konfidenzintervall; rotes Kreuz: naher Ausreiller).

Leci gesund

Ein differenzierteres Bild ergibt sich, wenn man SHBG-Konzentration und Max exp fiir alle am
Biosensor vermessenen Seren auf einer doppelt-logarithmischen Skala gegeneinander auftriigt. Dabei
erhélt man das in Abb. 9 dargestellte zweidimensionale Diagramm. In diesem ist zu erkennen, dass mit
Zunahme der SHBG-Konzentration auch die an Max exp ablesbare funktionale SHBG-AKktivitit
zunimmt. Ein Spearman-Korrelationskoeffizient fiir diese Assoziation von 0,81 bestitigt statistisch
den visuell nur zu vermutenden Zusammenhang. In der Regressionsanalyse zeigte sich, dass eine

Gerade mit der Gleichung
log (SHBG) = 0,8872 x log (Max exp) + 0,7275
bei einem r* von 0,6529 die Beziehung beider GroBen am besten widerspiegelt.

Differenziert man die Messwerte nach den einzelnen Studiengruppen, so stellen sich diese als
teilweise iiberlappende Punktwolken dar (Abb. 9). Aufgrund der niedrigsten SHBG-Konzentrationen
und den gleichzeitig niedrigsten Max exp-Werten findet sich die Gruppe der gesunden Minner im
Diagramm links unten, wihrend die Schwangeren mit den héchsten Werten dieser beiden Groéfen
rechts oben zu liegen kommen. Die ménnlichen Leberzirrhotiker und die Hyperthyreoten schlieen
entsprechend ihrer mittelhohen SHBG-Konzentrationen und mittleren Max exp-Werte mit ihren
Punktwolken die Liicke zwischen diesen beiden Extremen. Es ist evident, dass sich die Messwerte der
ménnlichen Leberzirrhotiker gut in den Verlauf der Messwerte der restlichen drei Studiengruppen

einfiigen und weder zu hoheren noch zu niedrigeren Max exp-Werten verschoben sind. Auch die
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Regressionsgerade liegt in unmittelbarer Nihe der Punkte von ménnlichen Leberzirrhotikern und
beschreibt damit bei ihnen den Zusammenhang zwischen SHBG-Konzentration und Max exp und

somit das Verhalten der funktionalen SHBG-Aktivitit sehr gut.

28] [log (SHBG) = 0.8872 x (log Max exp) + 0.7275 | /
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Abb. 9: Regressionanalyse des Zusammenhanges zwischen Max exp-Werten und SHBG-Konzentra-
tionen. Regressionsgleichung im Diagramm dargestellt. Symbole: m, gesunde Minner; ¢, Lci; X,

Hyperthyreote; A, Schwangere; Regressionsgerade in schwarz.

3.2. Laboratoriumsmedizinisch-statistischer Teil

3.2.1. Zusammensetzung der Studiengruppen und Erfiillung der Einschlusskriterien

Im laboratoriumsmedizinisch-statistischen Teil der Arbeit wurden Enzym-, Hormon- und Protein-
messungen eingesetzt, um die Ergebnisse der Biosensorexperimente in die hormonelle
Gesamtsituation der Leberzirrhotiker einordnen zu konnen. Hierfiir wurden relevante Laborparameter
bei ménnlichen Lci-Patienten bestimmt und mit gesunden Ménnern als Normalkollektiv verglichen.
Mit dem U-Test von Mann und Whitney wurde nach signifikanten Unterschieden zwischen beiden
Studiengruppen gesucht. Die zugehorige statistische Auswertung der erhobenen Daten mit den

charakteristischen Kennzahlen fiir jeden Parameter ist in Tab. 8 gezeigt.
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Leberzirrhotiker gesunde Méinner p
MW = SD Median MW = SD Median

Biosensormessungen Anzahl n=23 n =20

Max exp (nmol/l

SHBG) 28,5+8,0 28,8 153+54 15,1 < 0,0001
Basischarakteristika Anzahl n=233 n=232

Alter (Jahre) 56,1 +9,4 57,0 54,5+9,3 56,0 ns

TSH (uIU/ml) 1,75 +0,90 1,71 1,32 + 0,80 1,35 ns
Leberfunktionsparameter ALT (IU/1) 79,3 +71,8 62,0 26,8 £ 11,1 25,0 < 0,0001

AST (IU/N) 93,4 +92,1 62,0 279+738 28,0 < 0,0001

GGT U/ 173,0 +£169,9 100,0 33,6 +13,13 30,5 < 0,0001

PChE (IU/1) 5610 £+ 2505 5336 8413 + 1789 8222 < 0,0001
Sexualsteroide GT (nmol/l) 18,0 £ 8,6 15,3 15,6 +3,7 14,9 ns

fT (pmol/1) 232+ 14,4 21,5 37,2+19,8 40,8 0,0047

Androstendion 10,5+4.8 10,5 9,1 +34 7.5 ns

(nmol/T)

DHEAS (nmol/l) 1493 + 1410 1013 5099 + 2844 4587 < 0,0001

GE2 (pmol/l) 152 + 60 138 96 +29 94 < 0,0001

17-OHP (nmol/1) 57+39 4.8 51+25 43 ns

GT/GE2-Verhiltnis 134 + 53 135 187 +78 166 0,0066
Gonadotropine FSH (mIU/ml) 14,2 £ 19,6 7,1 6,7+32 6,1 ns
Transportproteine Albumin (g/dl) 3,89 +£0,75 4,03 4,50 £0,45 4,57 0,0003

SHBG (nmol/l) 91,6 + 33,5 91,3 40,9 +£10,5 41,5 < 0,0001
Sonstige Gesamteiweiss (g/dl) 7,33 +0,79 7,49 7,34 +£0,52 7,40 ns

Tab. 8: Statistische Kennzahlen zum Vergleich von ménnlichen Leberzirrhotikern und gesunden Méannern (MW, Mittelwert; SD

Standardabweichung; p, zweiseitiger p-Wert im U-Test nach Mann und Whitney; ns, nicht signifikant).




Entsprechend den im Teil Material und Methoden dargestellten Einschlusskriterien wurden insgesamt
65 Probanden in die statistische Untersuchung aufgenommen. Bei 32 dieser Individuen handelte es
sich um gesunde Minner, die restlichen 33 Patienten litten unter einer Lci. Die hdufigsten Ursachen
der Lci waren Hepatitis C (14 Patienten) und Alkoholabusus (12 Patienten). Bei den restlichen Lci-
Patienten konnte in 5 Fillen die Leberzirrhose &tiologisch auf eine Hepatitis-B-Virus-Infektion
zuriickgefiihrt werden, daneben in je einem Fall auf eine Autoimmunhepatitis und auf eine
Kombination aus Alkoholabusus und beruflicher Perchlorethylenbelastung. 24 der Leberzirrhotiker
befanden sich im Child-Pugh-Stadium A, 9 im Child-Pugh-Stadium B. Zum Zeitpunkt der Blutent-
nahme standen elf der Leberzirrhose-Patienten unter diuretischer Therapie mit Spironolacton bzw.

anderen Aldosteronantagonisten (siehe Tab. 7).

Alter (Jahre) TSH (uIU/ml)
75 - 4 4
70 4 3,5 1
65 4 3 4 ’
60 4 2,5 1
551 e 6 21
50 - 1,5 1 6
45 1 e B
40 4 0,54
» Lci ' gesund ' ’ Lci gesund

Abb. 10: Basischarakteristika der Studiengruppen (schwarz: Median und oberes und unteres Quartil,
Konfidenzintervall des Medians in schrigen Linien; blau: Mittelwert mit Konfidenzintervall; rotes

Kreuz: naher Ausreiller).

Voraussetzung fiir die Teilnahme des jeweiligen Probanden an der Studie war die Erfiillung der
Einschlusskriterien. Um einen altersunabhédngigen Vergleich der beiden Studienpopulationen zu
gewihrleisten, wurden nur Individuen im Alter zwischen 35 und 75 Jahren zugelassen. Das mittlere
Alter der gesunden Minner betrug 54,5 + 9,3 Jahre, dass der Lci-Patienten 56,1 + 9,4 Jahre, wobei der
Unterschied entsprechend des Ergebnisses des U-Tests als nicht signifikant einzustufen ist (Abb. 10,
Tab. 8). Damit kann von einer Altersgleichheit der Gruppen ausgegangen werden. Eine aktive Hyper-
thyreose galt als Ausschlusskriterium. Vergleicht man den mittleren TSH-Wert der Leberzirrhotiker
von 1,75 + 0,90 pIU/ml mit dem gesunder Ménner von 1,32 + 0,80 uIU/ml, so wird deutlich, dass die
TSH-Spiegel bei Ersteren leicht hoher liegen (Abb. 10). In beiden Studiengruppen befinden sich die
MW jedoch innerhalb des Referenzbereichs und der Unterschied ist statistisch nicht signifikant (Tab.

8). Entsprechend ist anzunehmen, dass die Forderung nach einer nicht-hyperthyreoten Stoffwechsel-
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lage sowohl bei den Leberzirrhotikern als auch bei den gesunden Ménnern erfiillt ist und hinsichtlich
der Schilddriisenfunktion keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen existieren.

Die restlichen Ein- und Ausschlusskriterien der Leberzirrhosepatienten (histologisch
nachgewiesene Leberzirrhose, Stadium Child-Pugh A oder B, kein vorbestehender Hypogonadismus,
keine Hidmochromatose, kein insulinabhingiger Diabetes mellitus) entzogen sich einer einfachen
laboratoriumsmedizinischen Uberpriifung, konnten aber durch Einsicht in die Krankenakten fiir jeden
der teilnehmenden Leberzirrhotiker verifiziert werden. In der Kontrollgruppe der gesunden Ménner
ergaben sich bei der klinischen Untersuchung und den laborchemischen Routineanalysen keine
Hinweise auf akute oder chronische Erkrankungen. Insgesamt lésst sich also festhalten, dass seitens

der Probanden alle Voraussetzungen fiir die Studie erfiillt waren.

3.2.2. Leberfunktionsparameter

Um die Syntheseleistung und Funktionsfihigkeit der Leber bei den ménnlichen Leberzirrhotikern und
den gesunden Minnern ndher zu charakterisieren, wurden neben der Ermittlung der Hormonwerte
auch mehrere leberspezifische Parameter bestimmt und die erhaltenen Daten statistisch evaluiert.

Als klassische Marker fiir eine Leberzellschiddigung gelten die Aminotransferasen ALT und
AST. Vergleicht man die erhaltenen Messwerte der beiden Studiengruppen, so stellt sich heraus, dass
bei den Leberzirrhotikern fiir beide Enzyme die mittlere Enzymaktivitit deutlich hoher ist als bei den
gesunden Minnern (Abb. 11, Tab. 8): 79,3 + 71,8 IU/I gegeniiber 26,8 + 11,1 TU/1 bei der ALT bzw.
93,4 + 92,1 TU/l gegeniiber 27,9 + 7,8 1U/l bei der AST. Aus Abb. 11 sowie aus den Standard-
abweichungen (Tab. 8) geht eindeutig hervor, dass bei beiden Aminotransferasen die
Enzymaktivititen der Lci-Patienten wesentlich stirker variieren. Bei gesunden Miénnern bewegen sich
die gemessenen Aktivititen innerhalb des Referenzbereichs von 10 bis 50 U/, wihrend sich bei den
Leberzirrhotikern die niedrigsten Messwerte im oberen Referenzbereich finden und die meisten ALT-
bzw. AST-Aktivititen diesen deutlich nach oben iiberschreiten. Insbesondere zeigen sich bei den Lci-
Patienten auch einzelne stark erhthte Aminotransferasenwerte zwischen 200 und 600 IU/1. Die schon
visuell klar erkennbaren Differenzen zwischen beiden Gruppen spiegeln sich auch im Ergebnis des U-
Tests wider: sowohl fiir die ALT als auch fiir die AST ist der p-Wert < 0,0001. Damit sind die
Unterschiede zwischen den beiden Studiengruppen statistisch als hochsignifikant zu betrachten.

Vergleicht man als weiteren Parameter zur Einschitzung eines Leberschadens die GGT, so
ergibt sich ein dhnliches Bild wie bei den Aminotransferasen (Abb. 11): die GGT-Aktivitdt im Serum
ist bei den Leberzirrhose-Patienten mit einem MW von 173,0 £ 169,9 TU/I hoher als bei den gesunden
Minnern, bei denen die mittlere Aktivitit 33,6 + 13,13 TU/1 betrigt (Tab. 8). Auch hier liegen die
gemessenen Enzymaktivititen bei den gesunden Minnern im Referenzbereich. Bei den Leber-

zirrhotikern hingegen variieren die Messwerte stirker und erstrecken sich zum allergrofiten Teil ober-
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halb der Normwerte, mit nur vereinzelt hochnormalen GGT-Werten und einzelnen Patienten mit stark

erhohten GGT-Aktivitdten. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen hinsichtlich der GGT ist mit

einem p-Wert von < 0,0001 ebenfalls statistisch hochsignifikant.

Zusitzlich zu den oben genannten Enzymbestimmungen wurde bei allen Teilnehmern der

Studie zur Abschitzung der Lebersyntheseleistung die PChE gemessen. Die mittlere PChE-Aktivitét

bei Leberzirrhotikern wurde mit 5610 + 2505 IU/] niedriger bestimmt als bei den normalen Minnern

(8413 + 1789 IU/1). Bei letzteren liegen bis auf einen Ausreifler nach oben alle Messwerte innerhalb

des Normalbereichs. Die PChE-Aktivititen bei den Leberzirrhotikern liegen entweder im unteren oder

unterhalb des Referenzbereichs (Abb. 11). Auch im Falle der PChE sind die Unterschiede zwischen

beiden Gruppen bei einem p-Wert von < 0,0001 hochsignifikant (Tab. 8).
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Abb. 11: Leberfunktionsparameter (schwarz: Median und oberes und unteres Quartil, Konfidenzinter-

vall des Medians in schrigen Linien; blau: Mittelwert mit Konfidenzintervall; rotes Kreuz: naher Aus-

reifler; roter Kreis: weiter Ausreif3er).
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3.2.3. Sexualsteroide und FSH

GT (nmol/l) fT (pmol/l) Androstendion (nmol/l)
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Abb. 12: Sexualsteroide (schwarz: Median und oberes und unteres Quartil, Konfidenzintervall des
Medians in schrigen Linien; blau: Mittelwert mit Konfidenzintervall; rotes Kreuz: naher Ausreifler;

roter Kreis: weiter Ausrei3er).

Von entscheidender Bedeutung fiir die Auspridgung der endokrinen Symptomatik bei Lci sind die
peripheren Spiegel der Sexualhormone. Die GT-Spiegel bei Lci sind mit einem MW von 18,0 + 8,6
nmol/l nicht signifikant gegeniiber normalen Minnern veréindert, die eine mittlere GT-Konzentration
von 15,6 + 3,7 nmol/l aufweisen. Allerdings verteilen sich bei den Leberzirrhotikern die Werte iiber
einen grofleren Bereich als bei Gesunden, was sich auch in der grofleren SD widerspiegelt (Abb. 12,
Tab. 8). Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Studiengruppen finden sich jedoch beim fT,
welches mit einem MW von 23,2 + 14,4 pmol/l bei Lci-Patienten deutlich niedriger ist als bei
normalen Minnern, deren mittlere fT-Spiegel zu 37,2 + 19,8 pmol/l bestimmt wurden (p = 0,0047;
Abb. 12, Tab. 8). Eine stirkere Variation der Konzentrationen bei Leberzirrhotikern wie beim GT

kann jedoch im Fall des fT nicht festgestellt werden. Zur Beurteilung des Androgenstatuses miissen
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dariiber hinaus auch die adrenalen Androgene beriicksichtigt werden. Wihrend die mittleren
Androstendion-Spiegel in der Patientengruppe gegeniiber der Kontrollgruppe unverédndert sind (10,5 +
4,8 nmol/l vs. 9,1 £ 3.4 nmol/l; nicht signifikant; Abb. 12, Tab. 8), zeigten sich fiir DHEAS
ausgepragte Unterschiede. Die Leberzirrhotiker weisen in der vorliegenden Studie mit einer mittleren
DHEAS-Konzentration von 1493 + 1410 nmol/l deutlich niedrigere Spiegel auf als gesunde Minner
mit 5099 + 2844 nmol/l, wobei die Abweichung zwischen beiden Gruppen mit einem p-Wert < 0,0001
statistisch hochsignifikant ist (Abb. 12, Tab. 8).

Im Bereich der Estrogene wurden bei Lci mit einem MW von 152 + 60 pmol/l signifikant
hohere GE2-Spiegel (p < 0,0001) als bei gesunden Minnern (96 + 29 pmol/l) gefunden, wobei dhnlich
dem GT auch beim GE2 die Spiegel bei der Patientengruppe stirker variieren (Abb. 12, Tab. 8).
Hinsichtlich der Lage der Werte des wichtigen Gestagens 17-OHP waren jedoch keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen Lci-Patienten und gesunden Ménnern nachzuweisen (5,7 £ 3.9
nmol/l vs. 5,1 £ 2,5 nmol/l; nicht signifikant; Abb. 12, Tab. 8).

Als Maf fiir das Androgen-Estrogen-Gleichgewicht wurde aus den ermittelten Daten das
molare Konzentrationsverhiltnis von GT zu GE2 errechnet. Dieses ist bei den Leberzirrhotikern mit
134 + 53 gegeniiber gesunden Minnern mit 187 + 78 signifikant erniedrigt (p = 0,0066; Abb. 13, Tab.
8).
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Fir die Interpretation der peripheren Sexualhormonspiegel sind etwaige Verdnderungen der
Gonadotropine ebenfalls von Bedeutung. In dieser Studie wurde daher FSH bestimmt. Angesichts der
mittleren FSH-Spiegel bei den gesunden Ménnern von 6,7 + 3,2 mIU/ml schienen bei Lci-Patienten
mit einem MW von 14,2 + 19,6 mIU/ml tendentiell hohere Werte vorhanden zu sein. Allerdings
entstehen die hohen MW bei Lci durch vereinzelte Ausreifler mit extrem erhohten FSH-Spiegeln bis

hin zu 100 mIU/ml. Entsprechend weichen die Medianwerte deutlich weniger voneinander ab (7,1
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mlU/ml bei Lci vs. 6,1 mIU/ml bei gesunden Minnern) und der Unterschied zwischen beiden Studien-
gruppen erweist sich als statistisch nicht signifikant (Abb. 14, Tab. 8).
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3.2.4. Transportproteine

Gesamteiweiss (g/dl) Albumin (g/dl) SHBG (nmol/l)
8,5 1 5,5 1 160 -
5 140 1
8
45 e E 120
7,5-6 e g 4_6 B 100-@
3,5 80
7 4
3 60
1 2,5 40 4 o E
t
6 2 20
Lci gesund Lci gesund Lci gesund

Abb. 15: Gesamteiweiss und Transportproteine fiir Sexualsteroide (schwarz: Median und oberes und
unteres Quartil, Konfidenzintervall des Medians in schrigen Linien; blau: Mittelwert mit Konfidenz-

intervall; rotes Kreuz: naher Ausreiller).

Die wichtigsten Transportproteine fiir Sexualsteroide im Blut sind Albumin und SHBG, daneben in
geringerem MaBe auch Transcortin (CBG; siehe Abschnitt 4.3.4.). Wihrend das Gesamteiweiss bei
den Leberzirrhotikern dieser Studie im Vergleich zu den gesunden Ménnern nicht verdndert war (7,33

+ 0,79 g/dl vs. 7,34 + 0,52 g/dl; nicht signifikant), wurden in der Patientengruppe mit 3,89 + 0,75 g/dl
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signifikant niedrigere (p = 0,0003) Albuminkonzentrationen gemessen als in der Kontrollgruppe, in
der die mittleren Albuminspiegel 4,50 + 0,45 g/dl betrugen (Abb. 15, Tab. 8). Die Situation beim
SHBG stellt sich genau umgekehrt dar. Hier wiesen die Lci-Patienten mit mittleren Spiegeln von 91,6
+ 33,5 nmol/l deutlich hohere Konzentrationen auf als die gesunden Minner mit 40,9 £ 10,5 nmol/l,
wobei sich bei ersteren zusitzlich die SHBG-Spiegel iiber einen groBeren Bereich verteilten. Auch
hier war im U-Test der Unterschied zwischen beiden Gruppen hochsignifikant (p < 0,0001; Abb. 15,
Tab. 8).
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4. Diskussion

4.1. Fragestellung

Wie in der Einleitung beschrieben, gibt es Hinweise auf eine gestorte hepatische Produktion von
Serumglykoproteinen sowie auf ein atypisches Bindungsverhalten von Steroidliganden an SHBG bei
Lci. Eine normale SHBG-Steroid-Interaktion kann daher bei dieser Erkrankung nicht als selbst-
verstiandlich angesehen werden, wire aber die Voraussetzung schlechthin fiir die postulierte
Schliisselfunktion des SHBG in der Entwicklung der begleitenden hormonellen Stérungen.

Bis dato existieren noch keine Studien, welche der Frage nachgehen, ob die erhohte SHBG-
Biosynthese in leichten und mittelschweren Zirrhosestadien mit einem verdnderten Steroidtransport
einhergeht. Ziel der Arbeit war daher, die Funktionalitit der Androgenbindung von SHBG bei Lci zu
untersuchen und den Einfluss der erhohten SHBG-Spiegel auf den Hormonstatus bei diesem
Krankheitsbild zu analysieren. Hierzu wurden Biosensormessungen und Hormonbestimmungen

durchgefiihrt, die im Folgenden interpretiert und eingeordnet werden sollen.

4.2. Biosensoruntersuchungen

4.2.1. Kombination aus Gelfiltration und SPR-Biosensor

Fiir den SPR-Biosensor ist bereits eine Methodik entwickelt worden, mit der das funktionalisierte
DHT-Derivat 1a-C6-DHT [57 (S. 631ff)] unter Zuhilfenahme von EDC und NHS stabil auf der
Oberfliache eines CM-Dextran-Biosensorchips immobilisiert werden kann [91 (S. 13737)]. Bisher
wurde in diesem System nur kommerziell erhéltliches, affinitidtschromatographisch hochaufgereinigtes
SHBG aus gepoolten Schwangerenseren vermessen [91 (S. 13737)]. Die Zielsetzung der vorliegenden
Arbeit sah jedoch vor, die Bindung des SHBG an das immobilisierte Androgenderivat in einer
Vielzahl normaler und pathologischer Serumproben zu untersuchen. Die direkte Injektion nativer
Seren am Biosensor erwies sich aufgrund einer Interferenz des Mefsystems mit anderen
Serumproteinen, insb. dem Albumin, als nicht durchfiihrbar. Daher wurde den Biosensormessungen
eine Gelfiltrationschromatographie vorgeschaltet, bei der das SHBG zu einer definierten Retentions-
zeit eluiert (Abb. 3). Im Biosensor liefert das auf diese Weise partiell aufgereinigte SHBG qualitativ
hochwertige Sensorgramme (Abb. 5). Das auf hochaufgereinigtes SHBG adaptierte MeB3system [91 (S.
13737)] konnte dabei direkt zur Messung der Fraktionen aus der Gelfiltration verwendet werden und

bedurfte keiner weiteren Optimierung.
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Uberraschenderweise fand sich bei Schwangerenseren mit sehr hohen SHBG-Konzentrationen in der
Gelfiltration nicht nur der erwartete Elutionspeak, welcher der Retentionszeit des Dimers entspricht,
sondern zusitzlich noch ein zweiter im hochmolekularen Bereich bei einem MG von etwa 1000 kDa
(Abb. 4). Die Existenz von SHBG-Aggregaten in Seren mit hohen Spiegeln des Bindungsproteins
erklart das bei der Kalibration eines kommerziell erhiltlichen SHBG-ECLIA beobachtete Phdnomen,
dass bei SHBG-Losungen ab einer Konzentration von 200 nmol/l die erwarteten Signalstirken nicht
mehr erreicht werden. Auch der in dieser Arbeit gefundene exponentielle Zusammenhang zwischen
Biosensoranbindung und injizierter SHBG-Konzentration (Abb. 7) entsteht durch vorgenannte
Aggregatbildung. Damit erfiillt die Gelfiltration neben der Abreicherung von in der SPR-Messung
potentiell interferierenden Serumproteinen die weitere wichtige Funktion, moglicherweise im Serum
vorhandene und bei den Biosensormessungen storende SHBG-Oligomere zu entfernen. Aufgrund der
bei der Gelfiltration zwangsldufig auftretenden Verdiinnung der Serumprobe ist im aufgefangenen
Eluat keine SHBG-Aggregatbildung mehr zu erwarten. Da bei der Injektion von 100 pl Serum das
SHBG iiber ein Volumen von 2 ml von der Gelfiltrationssdule eluiert, liegt der errechnete
Verdiinnungsfaktor bei 20, so dass in keiner der Gelfiltrationsfraktionen die Grenzkonzentration fiir
die Oligomerbildung von 200 nmol/l iiberschritten werden sollte.

Des Weiteren konnte durch Messung der T- und E2-Konzentration einzelner Seren vor und
nach Gelfiltration gezeigt werden, dass durch diesen Schritt endogene Androgene und Estrogene
komplett aus der SHBG-Bindungsbucht entfernt werden (Daten nicht gezeigt). Es kann daher davon
ausgegangen werden, dass das partiell aufgereinigte SHBG bei Injektion in den Biosensor keine
gebundenen Steroide mehr enthilt.

Folglich sollten die Messergebnisse am Biosensor weder durch die Interferenz von Serum-
proteinen noch durch die von SHBG-Oligomeren oder endogenen Steroiden gestort werden. Da es sich
bei der Gelfiltrationschromatographie an der FPLC-Anlage aufgrund der niedrigen Driicke und der
Verwendung eines Puffers mit anndhernd physiologischem pH-Wert um eine besonders schonende
Methode zur Aufreinigung von Proteinen unter Funktionserhalt handelt, ist eine Verdnderung der
strukturellen oder funktionellen Eigenschaften des SHBG durch diese Prozedur unwahrscheinlich.
Entsprechend weist das messbare Signal am Biosensor darauf hin, dass es, zumindest fiir 1a-C6-DHT,
durch die Gelfiltration zu keiner oder nur zu einer geringen Beeintrichtigung der
Steroidbindungsaktivitit des SHBG kommt.

Durch den der Biosensormessung vorgeschalteten Gelfiltrationsschritt war es moglich, das
SHBG aus sehr geringen Probenmengen unter Erhalt seiner vollen Funktionalitit zu isolieren. Dies
wurde auch in Scatchard-Analysen mit radioaktivem T als Tracer bestitigt (Daten nicht gezeigt). Auf
diese Weise konnte die SHBG-Androgen-Interaktion in einer groBen Zahl an Seren schnell und
effizient untersucht werden. Die entsprechend des Verfahrens aus [91 (S. 13737)] erzeugten 10-C6-
DHT-konjugierten CM4-Chips wiesen dabei eine derart hohe Stabilitit auf, dass fiir sdmtliche Bio-

sensormessungen dieser Studie insgesamt nur 7 verschiedene Chips beladen werden mussten (Tab. 6).
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4.2.2. Biosensormessungen

Aufgrund der arbeitsintensiven und kostspieligen Methodik wurden nicht alle verfiigbaren Seren am
Biosensor vermessen. Vielmehr wurden die Seren von 23 Leberzirrhotikern und 20 gesunden Ménnern
nach dem Zufallsprinzip ausgewihlt und untersucht. Zusétzlich wurde die Bindung von SHBG an 1o-
C6-DHT auch bei 19 Schwangeren- und 20 Hyperthyreoseseren ermittelt. In der SS entsteht der
SHBG-Anstieg durch eine Estrogen-induzierte [123 (S. 1478)], bei Hyperthyreose durch eine
Thyroxin-induzierte Steigerung der hepatischen Synthese des Bindungsproteins [68 (S. 254); 108 (S.
705f); 109 (S. 533)]. Schwangere und Hyperthyreote eignen sich daher in besonderem Maf} als
Vergleichsgruppen zur Beurteilung einer méglicherweise verdnderten Androgenbindung des SHBG
bei Lci: in beiden Fillen tritt ebenfalls eine Erhohung des SHBG-Spiegels auf, im Unterschied zur Lci
gehen sie jedoch nicht mit einer Leberzellschdadigung einher. Damit sind auch keine strukturellen oder
funktionellen Storungen des vermehrt synthetisierten SHBG zu erwarten. Entsprechend konnte gezeigt
werden, dass das SHBG bei SS voll funktional ist [2 (S. 81)].

Ein Vergleich der am Biosensor erhaltenen Anbindungskurven zeigt, dass, abgesehen von
unterschiedlich hohen Anbindungsraten, keine relevanten Unterschiede zwischen den Lci-Patienten
und den anderen Gruppen auftreten (Abb. 5, Abb. 6). Zudem entspricht der Kurvenverlauf bei den
partiell aufgereinigten Seren auch dem von affinititschromatographisch hochaufgereinigtem SHBG
(Abb. 7). Somit liefert die qualitative Analyse der SHBG-1a-C6-DHT-Interaktion keine Hinweise auf
eine verdnderte Androgenbindung des SHBG bei Lci.

Durch Vergleich der maximalen Biosensorantwort jedes individuellen Serums mit einer Chip-
spezifischen Kalibrationskurve, die mit Hilfe von kommerziell erhiltlichem, hochaufgereinigtem
SHBG erstellt wurde, konnte ein Max exp-Wert als MaB fiir die Konzentration an bioaktivem SHBG
definiert werden. Wihrend des langen und intensiven Aufreinigungsprozesses des kiuflichen,
hochreinen SHBG ist eine funktionelle Inaktivierung eines bestimmten Prozentsatzes des Proteins
anzunehmen. Es sei daher darauf hingewiesen, dass trotz Angabe der Max exp-Werte in nmol/l
SHBG, diese Grofle mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht exakt der Konzentration an funktionalem
Protein entspricht, sondern dass diese wohl, je nach Anteil des inaktivierten Proteins, etwas niedriger
ist. In der vorliegenden Studie stellt dies jedoch kein Problem dar, da nicht die exakte Bestimmung der
funktionellen Proteinkonzentration bendtigt wurde, sondern lediglich ein Vergleichsmafstab fiir die
Menge an funktionellem Protein. Durch die GroBe Max exp wird diese Anforderung trotz vorge-
nannter Einschrinkungen klar erfiillt. Die Definition des Max exp-Wertes ermoglichte die quantitative
Analyse der Biosensordaten, unabhingig von der Beladungsdichte des verwendeten Messchips.

Da sich die Messwerte fiir die SHBG-Konzentrationen und dadurch auch die errechneten Max
exp-Werte iiber eine weiten Bereich erstreckten, wurde der Zusammenhang beider Grofen auf einer
doppelt-logarithmischen Skala dargestellt (Abb. 9). Die nachfolgend durchgefiihrte Regressions-

analyse offenbarte eine lineare Assoziation zwischen den jeweils logarithmierten Werten der mittels
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ECLIA in nativen Serumproben bestimmten SHBG-Konzentration und Max exp. Dieser
Zusammenhang gilt gleichermafen fiir alle vier untersuchten Studiengruppen. Die Messwerte der
Leberzirrhotiker passen dabei gut zum linearen Verlauf der Messwerte der anderen drei Gruppen. Sie
weichen mit ihren Messpunkten auch nicht stirker von der Regressionsgerade ab als dies fiir gesunde
Minner, Schwangere oder Hyperthyreote zu beobachten ist. SHBG bindet also bei Lci im Verhéltnis
zu seiner Serumkonzentration dieselbe Menge an Androgenen wie bei den Kontrollgruppen mit
hoheren oder niedrigeren SHBG-Spiegeln. Die genaue quantitative Auswertung der Biosensordaten
bestiitigt somit die bereits zuvor vermutete volle Funktionalitit der Androgenbindung von SHBG bei
Lci.

Es lasst sich daher festhalten, dass sowohl die qualitative als auch die quantitative Evaluation der SPR-
Messungen bei Lci auf eine unveridnderte, bivalente Interaktion des SHBG mit dem auf der
Chipoberfliche immobilisierten Androgenliganden 10-C6-DHT hindeuten, so wie es auch schon fiir
hochaufgereinigtes SHBG in der Literatur beschrieben wurde [91 (S. 13739f)]. Obwohl
Verinderungen der Oligosaccharidstruktur des SHBG bei Lci sehr wahrscheinlich sind, scheint dessen
funktionelle Integritiit, zumindest hinsichtlich der Androgenbindung, dadurch nicht beeintrichtigt zu
sein. Dies deckt sich gut mit zahlreichen anderen Untersuchungen, in denen nachgewiesen werden
konnte, dass Verdnderungen der Glykosilierung keinen Einfluss auf Spezifitit und Affinitdt der
Steroidbindung haben [32 (S. 2816); 50 (S. 547); 51 (S. 199); 68 (S. 212, S. 219f); 112 (S. 527, S.
530); 119 (S. 279)].

4.3. Hormonanalysen

4.3.1. Ein- und Ausschlusskriterien und Bestimmungsmethoden

Erginzend zu den Biosensormessungen wurden bei den 33 Lci-Patienten und den 32 gesunden
Minnern zur Abschitzung der durch die Androgenbindung von SHBG verursachten Verdnderungen
im Sexualhormonhaushalt weitere Kenngréfen im Serum bestimmt. Hinsichtlich der Lci bestanden als
Voraussetzung fiir die Teilnahme an der Studie eine histologische Sicherung der Diagnose sowie eine
Einordnung in Stadium A oder B nach Child-Pugh. Es wurden sowohl Patienten mit alkoholischer als
auch mit nicht-alkoholischer Lci in die Studie aufgenommen. Bei den Hormonanalysen wurde die
Gruppe der Leberzirrhotiker nicht weiter nach der Atiologie differenziert. Dieses Vorgehen wird im
Folgenden niher begriindet.

Der Einfluss der Atiologie der Lci auf die Ausprigung der endokrinen Verinderungen wurde
lange Zeit kontrovers diskutiert. Traditionell vertraten amerikanische Autoren die Meinung, dass
Alkohol die Hauptursache fiir die hormonellen Stérungen bei Lci sei [9 (S. 258); 122 (S. 44)]. Gestiitzt

wurde dies durch die Erkenntnis, dass Alkohol auch ohne Lebererkrankung eine Dysfunktion der
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Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse auslosen kann [122 (S. 39)] und dass Ethanol bei Ratten
zu einer frithen und starken Verminderung des GT und damit zu einem Verlust von durch Androgene
regulierten Leberfunktionen fiihrt [113 (S. 1140)]. In einzelnen Studien konnte auch gezeigt werden,
dass Feminisierung und Hypogonadismus bei alkoholischer Zirrhose hiufiger und schwerer als bei
nicht-alkoholischer Zirrhose auftreten [41 (S. 568); 122 (S. 42f)]. Nach diesem Modell sollte die
Pathogenese der Lci-assoziierten Stérungen des Hormonhaushalts je nach Atiologie auf spezifischen,
unterschiedlichen Mechanismen beruhen und nicht ausschlieBlich durch die Leberdysfunktion hervor-
gerufen werden [122 (S. 44)].

Allerdings war es nie moglich, klar nachzuweisen, ob vorgenannte Ergebnisse tatsichlich
allein durch den Alkohol oder nur durch die bei Alkoholikern wesentlich hiufiger vorkommenden,
schwereren Ausprigungen der Lebererkrankung entstehen [8 (S. 167)]. Die Mehrzahl der
europdischen Autoren ist daher der Ansicht, dass der Leberschaden an sich die entscheidende Rolle bei
der Entwicklung der endokrinen Symptome spielt [9 (S. 258); 72 (S. 750)]. So wurde gefunden, dass
dhnliche, wenn auch nicht so gravierende Hormonverdnderungen wie bei der Lci zum Teil bei
Patienten mit Fettleber sowie bei gesunden dlteren Menschen auftreten [74 (S. 275)]. Auch zeigte sich,
dass Storungen des Steroidhormonstoffwechsels bei kardialer und infektioser Lci in gleicher
Ausprdgung wie bei alkoholischer Lci vorkommen [9 (S. 259); 33 (S. 272); 41 (S. 568); 71 (S. 139);
72 (S. 750); 84 (S. 633); 126 (S. 532f)]. AuBerdem sind alle hormonellen Verdnderungen, unabhéngig
von der Atiologie, durch eine Lebertransplantation wieder voll reversibel: fT und GT steigen an, GE2,
Prolaktin und SHBG fallen ab, die Spermiendichte normalisiert sich und es kommt zu einer deutlichen
Verbesserung der Sexualfunktion [76 (S. 358); 89 (S. 463)]. Insgesamt lésst sich also festhalten, dass
nach heutigem Stand die endokrinen Abnormalititen bei Lci unabhiingig von der jeweiligen Atiologie
sind und nur durch den Schweregrad der Leberdysfunktion bestimmt werden [72 (S. 750); 76 (S. 359);
89 (S. 463); 126 (S. 533f)]. Ethanol hat allenfalls durch seine direkt toxischen Wirkungen auf die
Testes einen leichten Zusatzeffekt auf die durch den Leberschaden ausgeldsten
Sexualhormonverschiebungen [9 (S. 259)]. Aus diesen Griinden ist ein Vorgehen, bei dem in der
Analyse der erhaltenen Hormondaten keine Unterteilung beziiglich der Atiologie der Lci erfolgt,

gerechtfertigt.

Eine symptomatische Therapie der Leberzirrhotiker mit Spironolacton war in der vorliegenden Studie
erlaubt. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme stand ein Drittel der Lci-Patienten unter diuretischer
Therapie mit dieser Substanz (Tab. 7). Auch hierauf muss nédher eingegangen werden. Spironolacton
ist ein bei Lci hdufig verabreichter Rezeptorantagonist von Aldosteron und T, der auch Steroide vom
SHBG verdriangen kann. Es soll zu einer Verminderung des GT und zu einem leichten Anstieg des
GE2 fithren und konnte damit fiir die bei Lci oft zu beobachtende Impotenz und Gynidkomastie
verantwortlich sein [8 (S. 175); 23 (S. 492); 65 (S. 371); 70 (S. 502)]. Diese Symptome treten jedoch

nur bei Gabe von hohen Dosen iiber einen ldngeren Zeitraum auf [71 (S. 140)]. Zudem konnte in
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mehreren Studien kein signifikanter Effekt von Spironolacton auf die hormonellen Storungen bei Lci
gezeigt werden [8 (S. 175); 40 (S. 377); 41 (S. 567)]. Daher macht es keinen Sinn, Lci-Patienten unter
Spironolactontherapie generell von Untersuchungen des Hormonhaushalts auszuschliefen,
insbesondere wenn ihnen, wie in dieser Studie, das Medikament nur fiir kurze Zeit verabreicht wurde.
Das in der vorliegenden Arbeit bei der Lci-Gruppe unverdnderte GT (Tab. 8) spricht dafiir, dass bei
diesen Patienten Spironolacton keinen bzw. noch keinen Effekt auf den Sexualhormonhaushalt hatte.
Beziiglich Alter und TSH-Spiegel bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen Lci-
Patienten und gesunden Minnern (Tab. 8), so dass man von zwei altersgleichen Gruppen mit
unauffilliger Schilddriisen-Funktion ausgehen kann. Die restlichen Ein- und Ausschlusskriterien
wurden klinisch-anamnestisch sowie anhand der Krankenakte iiberpriift. Alle teilnehmenden

Probanden erfiillten dabei die jeweiligen Voraussetzungen.

Samtliche fiir die Protein-, Enzym- und Hormonbestimmungen eingesetzten Mefsysteme sind auch in
der klinischen Routineanalytik erprobt. Bei fast allen ermittelten Parametern betragen die Interassay-
Vk maximal etwa 10% (Tab. 4), was, v.a. bei den Hormonmessungen, ein akzeptabler Wert ist.
Lediglich fiir Androstendion und fT konnen laut Hersteller die Interassay-Vk bis zu 15,2% bzw.
18,3% betragen. Mit Ausnahme des SHBG liegen alle gemessenen Konzentrationen und Aktivititen
innerhalb des zugelassenen Messbereichs des jeweiligen Assays (Tab. 4, Tab. 8). Auf den Sonderfall
der SHBG-Bestimmung wird weiter unten eingegangen. Fiir die Messungen im Rahmen des
laboratoriumsmedizinisch-statistischen Teils der Arbeit erfolgte eine Qualitidtskontrolle entsprechend
der Richtlinien der Bundesédrztekammer. Es ist daher festzuhalten, dass fiir die Enzym-, Hormon- und
Proteinbestimmungen geeignete und hochwertige Methoden Verwendung fanden, die auch technisch
einwandfrei ausgefiihrt wurden.

Zur Ermittlung der SHBG-Konzentrationen ist im Hinblick auf die Auswertung der
Biosensoruntersuchungen anzumerken, dass in dieser Studie im Biosensor auch Seren von
Schwangeren und Hyperthyreose-Patienten mit einem SHBG-Spiegel von mehr als 200 nmol/l
vermessen wurden. Da der Messbereich des SHBG-ECLIA nur bis 200 nmol/l ausgewiesen ist, wurde
in einem solchen Fall das entsprechende Serum gemill den Empfehlungen des Assay-Herstellers
verdiinnt. Wie oben beschrieben findet eine Oligomerbildung des SHBG erst ab einer Konzentration
von 200 nmol/l statt und ist durch Verdiinnung vollstindig reversibel. Damit lassen sich durch dieses
Vorgehen auch iiber den eigentlichen Messbereich des Assays hinausgehende SHBG-Spiegel

bestimmen und eine Stérung der Messung durch Bildung von SHBG-Aggregaten wird umgangen.
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4.3.2. Leberfunktionsparameter

Bei der Analyse der Leberfunktionsparameter ergab sich das erwartete Bild. Die signifikant
verminderte PChE (Tab. 8) in der Gruppe der Lci-Patienten resultiert aus der verminderten
Syntheseleistung der zirrhotischen Leber [59 (S. 462); 103 (S. 642)]. Der gleichzeitige, in den meisten
Féllen aber nur miBige Anstieg der Indikatoren einer Leberzellschdadigung AST, ALT und GGT
deuten auf eine zum Zeitpunkt der Blutentnahme bestehende akute entziindliche Phase bei der
Mehrzahl der Patienten hin [59 (S. 462); 103 (S. 642)]. Da die AST tendentiell stiarker als die ALT
ansteigt (Tab. 8), ist ein, bei Lci wenig verwunderlicher, schwererer Leberzellschaden zu vermuten.
Die gemessenen ALT- und AST-Werte passen gut zu den Ergebnissen anderer Studien, bei denen
ebenfalls moderate, aber doch signifikante Erhohungen beider Enzyme in dhnlichen Aktivitits-

bereichen beobachtet wurden [33 (S. 272); 72 (S. 746); 126 (S. 532)].

4.3.3. Sexualsteroide und FSH

Die Ergebnisse der Steroidhormonanalysen stimmen im Wesentlichen mit denen anderer Studien
tiberein. In der vorliegenden Arbeit war das GT bei den Lci-Patienten gegeniiber den gesunden
Minnern nicht signifikant verindert (Tab. 8). Auch in mehreren anderen Untersuchungen wurde in
den frithen Stadien der Lci iiber ein unauffilliges GT in einem &dhnlichen Konzentrationsbereich
berichtet [33 (S. 273); 41 (S. 566); 72 (S. 747)]. Die bei Leberzirrhotikern bereits bekannte stirkere
Variation des GT-Spiegels bei normalem MW [40 (S. 375); 41 (S. 566)] wurde auch bei den in dieser
Studie untersuchten Patienten beobachtet (Abb. 12). Trotz unveridndertem GT war bei den Lci-
Patienten das fT im Vergleich zu normalen Ménnern signifikant erniedrigt (Tab. 8). Ein vermindertes
fT ist iiber die verschiedenen Studien hinweg ein relativ konsistenter Befund bei Lci [8 (S. 156); 36 (S.
100); 40 (S. 375); 41 (S. 566); 72 (S. 747); 89 (S. 463)]. Allerdings ist anzumerken, dass der MW des
fT in dieser Arbeit zu 23,2 pmol/l bestimmt wurde und damit niedriger liegt als in den meisten anderen
Untersuchungen (Tab. 1). Nur durch Unterschiede im Schweregrad der Lci bei den Probanden der
verschiedenen Studien ldsst sich diese Diskrepanz nicht erkldren, da insb. in den leichteren Stadien
meist nochmals deutlich hohere fT-Spiegel ermittelt wurden. Moglicherweise sind die Abweichungen
in der Methodik begriindet, da bei den élteren Studien das fT mit weniger zuverlidssigen Methoden
bestimmt bzw. z. T. auch nur errechnet wurde.

Die bei Lci héufig berichtete Erhohung des Androstendions [9 (S. 258); 33 (S. 273); 42 (S.
1020); 48 (S. 206); 72 (S. 747)] konnte in dieser Arbeit, dhnlich wie in einer Studie von Longcope et
al. [84 (S. 631)], nicht nachgewiesen werden. Die Androstendion-Spiegel der in der vorliegenden
Studie untersuchten Leberzirrhotiker waren gegeniiber den gesunden Minnern nicht signifikant

verdndert (Tab. 8). Angesichts des noch nicht endgiiltig gekldrten Zusammenhangs von
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Androstendion-Spiegel und Schwere der Lebererkrankung, konnte die Abweichung der hier
vorgestellten Ergebnisse von der groBen Mehrheit der Untersuchungen in der Einbeziehung
unterschiedlicher Schweregrade der Lci in den jeweiligen Studien begriindet sein.

Besser zu den Ergebnissen anderer Untersuchungen passt die gefundene signifikante
Erniedrigung des DHEAS bei den Leberzirrhotikern (Tab. 8). Bereits mehrmals wurden in der
Literatur bei Minnern mit fortgeschrittener Lci dhnlich verminderte DHEAS-Spiegel beschrieben [9
(S. 258%); 72 (S. 747); 85 (S. 306f)]. Ein DHEAS-ADbfall in leichten und mittelschweren Stadien der
Lci, wie bei den Teilnehmern dieser Studie, war jedoch bisher nicht bekannt. Bei sehr schweren
Erkrankungen finden sich generell sowohl in der akuten als auch in der chronischen Phase extrem
niedrige DHEAS-Spiegel in Assoziation mit hohen Cortisol-Werten [13 (S. 435f)]. Offensichtlich
kommt es also zur Verschiebung des Pregnenolon-Metabolismus weg vom Mineralocorticoid- und
Androgen- hin zum Glucocorticoidweg und damit, je nach Schweregrad, zu Cortisolerh6hungen und
DHEAS-Verminderungen. Ursachen hierfiir konnten eine verminderte 17,20-Desmolase-Aktivitit
oder eine stress-induzierte, prolongierte Sekretion von adrenocorticotropem Hormon (ACTH) mit
verminderter Stimulation der adrenalen Steroide sein [13 (S. 436); 85 (S. 309); 97 (S. 952)]. Insgesamt
konnen die erniedrigten DHEAS-Spiegel bei schweren Erkrankungen als Zeichen einer erschopften
adrenalen Reserve interpretiert werden. Sie sind dabei wohl eher als sekunddres Phinomen und
weniger als ein spezifischer Indikator schwerer oder chronischer Erkrankungen zu werten. Die
genannten Verschiebungen des adrenocorticalen Steroidmetabolismus dienen der Maximierung der
Cortisolproduktion, die fiir das Uberleben notwendig ist. Gleichzeitig bedingen sie eine Minimierung
des Pregnenolon-Verbrauchs fiir Mineralokortikoid- und Androgensynthese, da diese beiden
Steroidgruppen schon in ausreichendem Mall vorhanden sind. Allerdings entsteht durch das
Ungleichgewicht zwischen dem immunsuppressiven Cortisol und dem immunstimulatorischen
DHEAS auch eine erhohte Empfinglichkeit gegeniiber Infektionen. Entsprechend kann der
DHEAS/Cortisol-Quotient moglicherweise als prognostischer Indikator fiir den Verlauf schwerer
Erkrankungen verwendet werden [13 (S. 436f); 85 (S. 309); 97 (S. 952)]. Die genaue Ursache und die
Folgen der DHEAS-Erniedrigung in frithen Stadien der Lci sind bisher noch nicht geklirt.
Moglicherweise ist jedoch im Cortisol-DHEAS-Ungleichgewicht, wie oben beschrieben, teilweise die
erhohte Infektionsneigung der Lci-Patienten begriindet. In jedem Fall ist die DHEAS-Verminderung

aber ein weiterer Faktor, der zur Lci-assoziierten Hypoandrogenidmie beitrédgt [72 (S. 749)].

Im Bereich der weiblichen Sexualhormone war bei den Estrogenen das GE2 der Leberzirrhotiker
signifikant erhoht (Tab. 8). Dies stimmt mit der Mehrzahl der Untersuchungen zum Hormonhaushalt
bei Lci iiberein, in denen ebenfalls ein GE2-Anstieg von meist dhnlicher Gré3enordnung beschrieben
wurde [Tab. 1; 8 (S. 153); 36 (S. 100); 41 (S. 568); 48 (S. 204); 65 (S. 371); 70 (S. 502); 72 (S. 747);
84 (S. 631); 126 (S. 533)]. Das resultierende Estrogeniibergewicht wird durch die signifikante

Verminderung des GT/GE2-Verhiltnisses bei minnlichen Leberzirrhotikern gegeniiber gesunden
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Minnern illustriert (Tab. 8). Auch dieser Befund konnte bereits in einer anderen Studie erhoben
werden [74 (S. 275)]. Das Uberwiegen der estrogenen Aktivitit bei Lci ist allerdings noch wesentlich
starker ausgeprigt, als es das Verhidltnis GT/GE2 vermuten lidsst, da im Gegensatz zu dem im
Quotienten verwendeten, unverdnderten GT das biologisch aktive fT vermindert ist. In Kombination
fiihren niedrige fT- und hohe GE2-Spiegel zu einer vornehmlich estrogenen Umgebung und passen
gut zu den Hypogonadismus- und Feminisierungssymptomen bei dieser Erkrankung.

Fiir das Gestagen 17-OHP wurde bei den Lci-Patienten eine mittlere Konzentration von 5,7 nmol/l
bestimmt (Tab. 8). Diese entspricht in etwa dem von Nolte et al. ermittelten 17-OHP-Spiegel bei
Leberzirrhotikern, liegt aber ungefihr doppelt so hoch wie der von Guechot et al. gemessene Wert [48
(S. 204); 95 (S. 820)]. Insgesamt scheint dieses Steroid jedoch fiir die endokrinen Stoérungen bei Lci
nur von untergeordneter Bedeutung zu sein, da sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in der
Literatur [48 (S. 204)] kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollgruppe
gefunden wurde (Tab. 8).

Exemplarisch fiir die Gonadotropine als wichtigstes Regulationssystem der Sexualsteroide
wurde in dieser Studie der FSH-Spiegel bestimmt. Dieser zeigte bei den Leberzirrhotikern, trotz einer
scheinbaren Tendenz zu hoheren Werten, keine signifikante Abweichung vom FSH-Spiegel gesunder
Minner (Tab. 8). Normale FSH-Spiegel sind bei Lci zwar kein durchgingiger, aber doch ein
regelmifBiger Befund [42 (S. 1022); 72 (S. 747)]. Bei der Patientengruppe dieser Studie spricht das
normale FSH bei gleichzeitig vermindertem fT fiir eine inaddquate Feedback-Regulation von Seiten
des Hypothalamus-Hypophysen-Systems. Dies konnte durch die erhohten E2-Spiegel bedingt sein. Ein
zusitzlicher, primdrer hypothalamisch-hypophysirer Defekt kommt jedoch ebenfalls in Frage [8 (S.
172); 70 (S. 502); 75 (S. 1023); 89 (S. 464£); 126 (S. 534)].

4.3.4. Transportproteine

Steroidhormone verteilen sich im Blut auf eine freie und eine proteingebundene Fraktion, die
entsprechend dem Massenwirkungsgesetz in einem dynamischen Gleichgewicht stehen [2 (S. 72); 109
(S. 534)]. Beim Menschen werden Androgene und Estrogene vornehmlich von SHBG und Albumin
gebunden. Daneben erfolgt auch eine Bindung durch CBG und a,-Glykoprotein, die aber unter den
meisten physiologischen und pathologischen Bedingungen vernachlassigt werden kann [88 (S. 58)].
Albumin besitzt beim Transport von Sexualsteroiden eine geringe Spezifitit und Affinitdt, weist
jedoch aufgrund seiner hohen Serumspiegel eine grole Bindungskapazitit auf [2 (S. 72); 68 (S. 225)].
Bei gesunden Minnern stellt Albumin das Haupttransportprotein fiir fast alle wichtigen endogenen
Steroide dar, wobei mehr als 99% der verfiigbaren Bindungsstellen unbesetzt bleiben [34 (S. 62f)]. Im
Gegensatz zu Albumin ist SHBG durch eine hohe Spezifitit und Affinitét fiir Sexualsteroide bei

niedriger Bindungskapazitiit charakterisiert [68 (S. 225)]. SHBG ist bei gesunden Ménnern das

90



bedeutendste Transportprotein fiir DHT und Androstendiol. Beim T-Transport hingegen erfiillt das
Albumin die wichtigere Funktion. T besetzt 36,4%, Androstendiol 9,3% und DHT 3,6% der
Bindungsstellen des SHBG und 44,3% bleiben frei [34 (S. 60f)].

Zur Beurteilung der Folgen der Androgenbindung durch SHBG bei Lci wurden sowohl in der
Patienten- als auch in der Kontrollgruppe zusitzlich zu den Sexualhormonspiegeln die
Konzentrationen ihrer wichtigsten Transportproteine, Albumin und SHBG, bestimmt. Bei den Lci-
Patienten dieser Studie konnte im Vergleich zu gesunden Minnern eine Verminderung des Albumins
bei einem gleichzeitigen Anstieg des SHBG gefunden werden (Tab. 8). Ein Abfall des Albumins ist
bei Lci ein wohlbekanntes Phianomen [41 (S. 564); 59 (S. 462); 103 (S. 642)]. Die in der vorliegenden
Arbeit ermittelten Albumin-Konzentrationen stimmen mit denen anderer Studien iiberein, in denen
Patienten mit dhnlichem Schweregrad der Lci untersucht wurden [33 (S. 272); 95 (S. 820)]. Genau wie
der Abfall der PChE (siehe oben) entsteht der erniedrigte Albumin-Spiegel durch eine eingeschrinkte
Syntheseleistung der Leber [59 (S. 462); 103 (S. 642)].

Wie in der Literatur vielfach beschrieben, sind auch die erhohten SHBG-Spiegel ein typischer Befund
bei der Lci [8 (S. 156); 33 (S. 273); 36 (S. 100); 40 (S. 375); 65 (S. 370); 71 (S. 139); 72 (S. 747); 89
(S. 463); 105 (S. 242)]. Das Ausmal der gefundenen SHBG-Erhthung unterscheidet sich allerdings
z.T. betrdachtlich. Die mittlere SHBG-Konzentration wurde in dieser Studie zu 91,6 nmol/l bestimmt.
In anderen Studien hingegen wurden sowohl hohere [12 (S. 369); 40 (S. 375)] als auch niedrigere
SHBG-Spiegel berichtet [33 (S.275); 36 (S. 98); 48 (S. 204); 72 (S. 747); 89 (S. 463); 95 (S. 820); 114
(S. 5107)]. Da diese Unterschiede auch dann fortbestehen, wenn man nur Patienten mit dhnlicher
Einschrinkung der Leberfunktion vergleicht, scheinen sie in methodischen Unterschieden bei der
Bestimmung der SHBG-Konzentration begriindet zu sein. Wie bereits in der Einleitung erwihnt, ist
die Ursache des SHBG-Anstiegs bei Lci bis heute noch nicht endgiiltig geklirt. In Anbetracht der
euthyreoten Stoffwechsellage der untersuchten Leberzirrhotiker (Tab. 8) schliefen die Daten dieser
Studie einen durch Schilddriisen-Hormone ausgelosten SHBG-Anstieg aus. Am wahrscheinlichsten
erscheint daher, dass das Absinken der androgenen und der Anstieg der estrogenen Aktivitit eine
Steigerung der hepatischen SHBG-Synthese bedingt [70 (S. 502)]. Das Vorhandensein einer diese
Verinderung begiinstigenden hormonellen Situation wird durch den Abfall des GT/GE2-Verhiltnisses
bei den Leberzirrhotikern illustriert (Tab. 8).

Bei Lci kommt es also zu einer Verschiebung der Konzentrationen der Sexualhormon-
spezifischen Transportproteine. In den Biosensormessungen konnte zudem die Intaktheit der
Androgenbindung von SHBG bei diesem Krankheitsbild nachgewiesen werden. Das Zusammenspiel
der beiden vorgenannten Ergebnisse ldsst ausgeprigte Effekte des SHBG auf die freien Hormon-
konzentrationen vermuten. Da die freie Hormonfraktion entsprechend der ,,freien Hormon-Hypothese*

als biologisch aktive Fraktion betrachtet wird [2 (S. 72); 68 (S. 225); 96 (S. 173); 108 (S. 697); 127 (S.
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199)], kommt diesen Verdnderungen eine wichtige Rolle in der Entstehung der endokrinen Stdrungen

bei Lci zu.

4.4. Wertung der gewonnenen Erkenntnisse zur Pathogenese der hormonellen

Storungen bei Lci

4.4.1. Allgemeines

In der vorliegenden Arbeit konnte durch SPR-Biosensormessungen gezeigt werden, dass SHBG im
Serum von Minnern mit kompensierter Lci unveridnderte Androgenbindungseigenschaften aufweist.
Gleichzeitig bestitigen die Daten dieser Studie beziiglich GT, fT und GE2 das Vorherrschen eines
estrogenen Milieus bei ménnlichen Leberzirrhotikern, wie es auch schon in zahlreichen anderen
Studien beschrieben wurde [8 (S. 167); 33 (S. 273); 36 (S. 100); 41 (S. 568); 48 (S. 206); 65 (S. 370f);
70 (S. 502); 72 (S. 747); 84 (S. 632); 89 (S. 463); 126 (S. 533)]. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass sich die fT-Spiegel durch den Anstieg des SHBG trotz unverdndertem GT vermindern und es so
zu einer zusitzlichen Verschiebung des Sexualhormon-Ungleichgewichts zugunsten der Estrogene
kommt. Da SHBG auch die Konzentration des fE2 entscheidend mitbestimmt, scheinen die erhohten
SHBG-Spiegel eine der wichtigen Ursachen fiir das Auftreten von Hypogonadismus- und
Feminisierungserscheinungen bei ménnlichen Leberzirrhotikern zu sein. Es wurden verschiedenste
Hypothesen zur Pathogenese der endokrinen Abnormalititen bei Lci kontrovers diskutiert [9 (S. 260);
28 (S. 50441); 29 (S. 2532f); 41 (S. 568); 65 (S. 370ff); 70 (S. 502); 72 (S. 749); 75 (S. 1024); 121 (S.
89); 126 (S. 534)]. Im Folgenden soll versucht werden, die Erkenntnisse dieser Studie in das nach
aktuellem Stand favorisierte Modell fiir die Entstehung der Hormonstdrungen einzuordnen (Abb. 16).
Die zugrunde liegenden, komplexen Mechanismen koénnen dabei durch folgende drei Punkte

spezifiziert werden: Synthese/Metabolismus, Feedback-Regulation und Plasma-Transport.

4.4.2. Synthese und Metabolismus

Um die hormonellen Verdnderungen bei Lci richtig einschiitzen zu kdnnen, ist es zunichst notwendig,
die Gesamtspiegel der einzelnen Hormone zu betrachten, die sich aus dem Zusammenspiel von

Synthese und Abbau des jeweiligen Steroids ergeben (Abb. 16).
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Nach heutigem Verstindnis finden sich bei Lci durch eine verstidrkte Synthese in den NNR und durch
einen verminderten Metabolismus in der Leber hohe Spiegel an Androstendion und anderen
schwachen Androgenen. Aufgrund der portalen Hypertension mit Verschiebung des Blutflusses von
der Leber in die Peripherie und durch die verminderte hepatozelluldre Funktion entkommen diese
Androgene dem unmittelbaren Abbau im portalvendsen Blut und erreichen den systemischen
Kreislauf. Dort werden sie verstirkt durch die periphere Aromatase in Estrogene umgewandelt.
Androstendion ist dabei der quantitativ wichtigste Androgen-Vorldufer fiir die Estrogenbildung. Die
vermehrte Aromatisierung findet v.a. im Haut- und Unterhautgewebe sowie im Fett- und Muskel-
gewebe statt [9 (S. 260); 33 (S. 273); 40 (S. 377); 42 (S. 1024); 48 (S. 207); 65 (S. 370f); 72 (S. 749);
75 (S. 1022f); 84 (S. 632f); 89 (S. 465); 95 (S. 823); 121 (S. 89); 126 (S. 534)]. Da Alkohol die
Aromatase-Aktivitit zusétzlich steigert [43 (S. 20ff); 65 (S. 371)], fiihrt er bei alkoholischer Lci wohl
zu einer weiteren Erhohung der Estrogen-Spiegel [65 (S. 372); 70 (S. 502)]. Moglicherweise werden
durch die geschidigte Leber die Estrogene dariiber hinaus auch in geringerem Ausmal} abgebaut [48
(S.207); 65 (S.371); 76 (S. 358); 89 (S. 462); 95 (S. 823)]. Da jedoch bei Lci keine Verminderung der
MCR von E2 gefunden wurde [84 (S. 632)], scheint dieser Effekt, wenn iiberhaupt, nur wenig zum
Estrogenanstieg beizutragen.

Bei Lci ist die systemische Eliminationsrate fiir T durch das erhohte SHBG und die
verminderte Leberfunktion erniedrigt [41 (S. 568); 84 (S. 632)]. Gleichzeitig sind aber verschiedene
andere Mechanismen wirksam, die ein Absinken des GT verursachen konnen. So fiihrt die
verminderte Lebersyntheseleistung zu einem IGF-1-Mangel, der die Aufrechterhaltung der
funktionellen Integritit des Hodens beeintrichtigt. In der Folge vermindern sich zellulidre Proliferation
und Spermatogenese im Hoden und es kommt zur testikuldren Atrophie mit Einschrinkung der T-
Produktion [29 (S. 2532f); 70 (S. 503)]. Die testikulidre Funktion wird damit proportional zur Schwere
der Erkrankung gestort. Auch der Estrogeniiberschuss fiihrt zu einer weiteren Verringerung von GT
und {T. Durch die inhibitorische Wirkung von Estrogenen auf das Cytochrom-Isoenzym CYP450c17,
das im Hoden fiir die T-Synthese benotigt wird, kommt es zu einer direkten, gonadalen Hemmung der
T-Produktion der Leydig-Zellen [23 (S. 492); 40 (S. 377); 41 (S. 568)]. Neben diesen beiden
Mechanismen, welche die T-Produktionsrate bei Lci vermindern, werden zusitzlich durch die
vermehrte periphere Aromatisierung Androgene verstirkt verbraucht [23 (S. 493)]. Bei den Patienten
dieser Studie wurden allerdings unverdnderte GT-Konzentrationen gefunden (sieche Tab. 8). Es ist
daher anzunehmen, dass in den kompensierten Stadien der Zirrhose diejenigen Mechanismen, die den
T-Spiegel senken, ihre Wirkung noch nicht entfalten bzw. noch durch die zentrale Regulation
kompensiert werden konnen (siehe unten).

Im Endeffekt ist bei Lci jedoch das Verhiltnis der Gesamtkonzentrationen von E2 und T im
Sinne eines Ubergewichts der Estrogene verdndert [41 (S. 571); 76 (S. 358)], wie es auch fiir die

Patienten dieser Studie gezeigt werden konnte.
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4.4.3. Feedback-Regulation

Veridnderungen der peripheren Sexualhormon-Spiegel rufen in aller Regel eine Reaktion von
Hypothalamus und Hypophyse hervor. Dementsprechend muss fiir das Verstindnis der endokrinen
Storungen bei Lci auch auf die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse eingegangen werden
(Abb. 16).
Estrogene sind potente Inhibitoren der hypophysidren Gonadotropin-Freisetzung, insb. der LH-
Sekretion. Es wird daher angenommen, dass es bei Lci durch die erhdhten Estrogene nicht nur zu der
oben beschriebenen, direkten, gonadalen, sondern auch zu einer indirekten, hypothalamisch-
hypophysidren Hemmung der T-Produktion durch die Leydig-Zellen kommt [23 (S. 492); 40 (S. 377);
41 (S. 568); 89 (S. 465); 126 (S. 534)]. Der miBige Anstieg der peripheren Estrogenkonzentration
scheint dabei v.a. die Pulsatilitit der Gonadotropinfreisetzung und weniger deren Gesamtproduktion
zu storen [9 (S. 260)]. Es sei allerdings erwihnt, dass von einigen Autoren die Feedback-Effekte von
E2 auf die ménnliche Hypophyse in Frage gestellt bzw. als nicht relevant eingestuft werden [117 (S.
737)]. Auch die bei Lci hdufig vorhandene Hyperprolaktinimie wirkt hemmend auf die Sekretion von
LH und FSH [70 (S. 502)].

Daneben wurde bei Lci regelmédBig eine hypothalamisch-hypophysire Stérung identifiziert,
die verhindert, dass die Hypophyse addquat auf verminderte T-Spiegel reagieren kann [72 (S. 749)].
Es konnte gezeigt werden, dass die Ausprigung des Hypogonadismus unabhiingig von der Atiologie
nur durch den Schweregrad der Lci bedingt ist [72 (S. 750); 126 (S. 532f)]. Hieraus kann gefolgert
werden, dass die testikuldre Funktion proportional zur Schwere der Leberschidigung beeintrichtigt
und die GT-Spiegel vermindert sein miissten. Im Patientenkollektiv dieser Studie wurden jedoch trotz
der eingeschrinkten Leberfunktion normale GT-Spiegel gemessen (Tab. 8), was auf einen
funktionierenden Feedback-Mechanismus der Androgene auf Hypothalamus und Hypophyse
hindeutet. Auf der anderen Seite ist die Hypophyse jedoch offensichtlich nicht in der Lage, die
verminderten fT-Spiegel auszugleichen (Tab. 8). Entsprechend bestitigen die Ergebnisse dieser Arbeit
eine nur partiell intakte, zentrale Gegenregulation in kompensierten Stadien der Zirrhose und deuten
auf einen moglichen beginnenden hypothalamischen oder hypophysédren Schaden hin. Da auch die
DHEAS-Sekretion durch ACTH stimuliert wird [81 (S. 2)], ldsst sich zudem spekulieren, ob der
beobachtete DHEAS-Abfall moglicherweise durch die Dysregulation von Hypothalamus und

Hypophyse mit verursacht wird.

4.4.4. Plasma-Transport

Bei den Steroidhormonen wird nur die freie Fraktion als biologisch aktiv und damit fiir eine klinisch

sichtbare endokrine Symptomatik als relevant angesehen [2 (S. 72); 68 (S. 225); 96 (S. 173); 108 (S.
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697); 127 (S. 199)]. Der freie Hormonspiegel hingt dabei nach Selby [109 (S. 534)] von der
Konzentration der Bindungsproteine, der Affinitdt des Steroids zu den Transportproteinen, dem
Einfluss etwaiger um die Bindung kompetitierender Molekiile sowie der Gesamtkonzentration des
jeweiligen Hormons ab. Das Verhalten der E2- und T-Spiegel bei Lci wurde beziiglich Synthese,
Metabolismus und zentraler Regulation bereits diskutiert. Zur vollstandigen Erfassung der endokrinen
Dysfunktion miissen jedoch auch die beiden wichtigsten Transportproteine fiir T und E2 im Blut,
SHBG und Albumin, in die Uberlegungen mit einbezogen werden.

Hinsichtlich der Konzentrationen der Bindungsproteine ist bei Lci eine Kombination aus
vermindertem Albumin- und erh6htem SHBG-Spiegel, wie sie auch in dieser Studie gefunden wurde,
charakteristisch. Jede dieser beiden Verdnderungen wiirde schon fiir sich allein betrachtet zu einem
Abfall der Albumin- und einem Anstieg der SHBG-gebundenen Hormonfraktion fiithren [34 (S. 64f)].
Kommt es sowohl zu einem Albumin-Abfall als auch zu einem SHBG-Anstieg, so ist entsprechend ein
noch ausgeprigterer Effekt beziiglich der vorgenannten Verschiebung des proteinabhédngigen T- und
E2-Transportes zu erwarten. Als Konsequenz steigt die Bedeutung des SHBG fiir die Lage des
Androgen-Estrogen-Gleichgewichts bei Lci im Vergleich zu gesunden Ménnern deutlich an. Der
Anteil der freien Fraktion eines Sexualhormons an der Gesamthormonkonzentration wird durch diese
Verinderungen der Transportproteinspiegel unterschiedlich beeinflusst: wihrend der Albumin-Abfall
ihn erhoht, wird er durch den SHBG-Anstieg vermindert [34 (S. 64f)].

Um das Verhalten der freien Fraktion von T und E2 beurteilen zu konnen, miissen zuséitzlich
die Affinititen dieser Steroide fiir die Transportproteine beriicksichtigt werden. Albumin bindet E2
mit hoherer Affinitit als T [2 (S. 72); 68 (S. 226)], wodurch ein prozentual groBBerer Anteil des E2 an
Albumin gebunden wird [34 (S. 61); 124 (S. 902)]. Aus der Erniedrigung des Albumins sollte daher
ein stiarkerer Anstieg des fE2 als des fT resultieren. Beim SHBG stellt sich die Situation genau
umgekehrt dar: es bindet T mit hoherer Affinitét als E2 [34 (S. 59); 68 (S. 215)] und ein prozentual
groferer Anteil des T ist an SHBG gebunden [34 (S. 61); 124 (S. 902)]. Bei voller Funktionalitit des
SHBG beziiglich der Androgenbindung sollte die SHBG-Erhohung daher zu einem stéirkeren Abfall
des prozentualen Anteils des fT gegeniiber dem des fE2 fiithren. Es ldsst sich somit feststellen, dass
durch den Abfall des Albumins weniger T, aber mehr E2 freigesetzt und durch das erhohte SHBG
mehr T und weniger E2 gebunden wird. Insgesamt ist daher anzunehmen, dass die freie Fraktion des T

sinkt und die des E2 steigt.

Die Verdnderungen von T, E2, Albumin und SHBG konnen jedoch nicht isoliert betrachtet werden.
Auch die Kompetition von T und E2 um die Bindungsstellen am SHBG sowie die Konzentrationen
und Affinititen anderer SHBG-bindender Steroide miissen bei den Uberlegungen beriicksichtigt
werden. Selbst bei Lci wird E2 trotz des deutlichen Anstiegs seiner Konzentration wohl nicht in der
Lage sein, das hoher affine T in nennenswerten Mengen vom SHBG zu verdringen, da die GE2-

Spiegel dann immer noch um etwa den Faktor 100 kleiner sind als die GT-Spiegel (Tab. 1, Tab. 8).
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Als weitere natiirliche Steroidhormone, die durch ihre hochaffine Bindung an SHBG Einfluss auf die
freien Hormonfraktionen des T und E2 nehmen konnen, soll im Folgenden auf DHT, 2MeOE2,
Androstendiol, Androstandiol und E1 niher eingegangen werden [34 (S. 60); 68 (S. 215)]. DHT weist
von allen natiirlichen Liganden die hochste Affinitét fiir SHBG auf [88 (S. 58); 127 (S. 250f)]. Da die
DHT-Konzentration bei Lci als normal [39 (S. 385)] bis eher niedrig beschrieben wurde [9 (S. 258);
84 (S. 631)] und selbst unter physiologischen Bedingungen nur 3,6% der SHBG-Bindungsstellen von
DHT besetzt sind [34 (S. 60)], ist anzunehmen, dass in Anbetracht der hormonellen Besonderheiten
bei Lci DHT nicht dazu in der Lage ist, T oder E2 in grofleren Mengen vom SHBG zu verdrédngen. Die
Beurteilung der Wirkungen von 2MeOE2, Androstendiol und Androstandiol wird dadurch erschwert,
dass bisher noch keine Studien existieren, in denen die Konzentrationen dieser drei Steroide bei Lci
ermittelt wurden. 2MeOE2 konnte als Metabolit der bei Lci erhohten Estrogene in grolerem Ausmal
gebildet werden und aufgrund seiner sehr hohen Affinitit zu SHBG zur Erhohung der freien
Fraktionen von T und E2 fiihren. Als Abbauprodukt von DHEAS und Androstendion, deren Spiegel in
dieser Studie als erniedrigt bzw. normal bestimmt wurden (siehe Tab. 8), sollte Androstendiol bei Lci
keine erhohten Konzentrationen aufweisen. Auferdem wird es aufgrund seiner geringen
Albuminbindung [34 (S. 61)] auch durch die Verminderung dieses Proteins nicht vermehrt freigesetzt.
Ein signifikanter Einfluss des Androstendiols auf die fT- und fE2-Fraktion ist daher eher
unwahrscheinlich. Androstandiol hingegen wird als Stoffwechselprodukt von T und DHT
entsprechend der normalen bzw. erniedrigten Spiegel dieser beiden Steroide [8 (S. 153); 9 (S. 258); 41
(S.566); 72 (S. 747); 84 (S. 631)] bei Lci zwar nicht in erhohtem Maf3e produziert, konnte aber wegen
eines relativ grolen Albumin-gebundenen Anteils [34 (S. 61)] durch den Albumin-Abfall verstéirkt
freigesetzt werden. Wenn dies in ausreichend groem Umfang geschieht, konnte Androstandiol
aufgrund seiner Affinitét, die zwischen der von T und der von E2 und E1 liegt, selektiv die Estrogene
vom SHBG verdringen und damit deren freie Spiegel erhdhen, wihrend die fT-Fraktion unverindert
bleibt.

Klarer als bei den drei vorgenannten Steroiden stellt sich die Situation beim E1 dar. Bei Lci werden
regelmifig erhohte Serumspiegel dieses Hormons gemessen [33 (S. 273); 65 (S. 371); 84 (S. 631)].
Trotz der Zunahme der Konzentration liegt der E1-Spiegel auch bei Lci immer noch deutlich niedriger
als der GT-Spiegel, so dass E1, auch im Hinblick auf die hohere Affinitéit des T, wahrscheinlich nicht
in der Lage istt T vom SHBG zu verdringen. Auch E2 wird durch El nicht von seinen
Bindungsstellen am SHBG verdringt, da die GE2-Konzentration ebenfalls, wenn auch nicht ganz so
stark wie die GE1-Konzentration, ansteigt [36 (S. 100); 41 (S. 568); 48 (S. 204); 65 (S. 371); 72 (S.
747); 84 (S. 631); 126 (S. 533)] und E2 stirker an SHBG bindet [34 (S. 60); 68 (S. 215)].
Moglicherweise findet sogar umgekehrt eine Verdriangung des gebundenen E1 durch E2 statt, so dass
sich die freie El-Fraktion erhoht. Insgesamt ldsst sich also festhalten, dass neben T und E2 bei Lci

noch weitere Steroide die freie Hormonfraktion dieser beiden Sexualhormone beeinflussen. Eine
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genaue Beurteilung wird durch die diirftige Studienlage erschwert. Wahrscheinlich ist ihr Einfluss

aber als eher gering einzustufen.

Aufgrund des bereits Gesagten ist anzunehmen, dass es bei Lci zu einem Abfall des Anteils des fT am
GT sowie zu einem Anstieg des Anteils des fE2 am GE2 kommt. Fiir die eigentliche physiologische
oder pathologische Wirkung der Sexualhormone ist aber nicht der Anteil der freien Fraktion am
Gesamthormon entscheidend, sondern die tatsdchliche Konzentration an freiem Hormon. In
Anbetracht der sowohl in dieser als auch in vielen anderen Untersuchungen gefundenen Erhthung des
GE2 [Tab. 8; 8 (S. 153); 36 (S. 100); 41 (S. 568); 48 (S. 204); 65 (S.371); 72 (S. 747); 84 (S. 631);
126 (S. 533)] bei unverdndertem GT [Tab. 8; 41 (S. 566); 72 (S. 747)] ergibt sich bei Lci das im
Folgenden beschriebene Bild (Abb. 16). Durch die Verminderung des Albumins und die Erhhung des
SHBG kommt es iiber die oben vorgestellten Mechanismen zum Abfall des Anteils des fT und Anstieg
des Anteils des fE2 am Gesamthormonspiegel. Dadurch wird das aufgrund verdnderter Synthese- und
Metabolismusraten sowie verdnderter hypothalamisch-hypophysirer Regulation bei Lci ohnehin schon
vorhandene Androgen-Estrogen-Ungleichgewicht beziiglich der Gesamt-Hormonspiegel verstirkt an
die tatsdchlichen freien Hormon-Spiegel weitergegeben. So sinkt, obwohl das GT noch normal ist, der
fT-Spiegel schon signifikant ab. Dieses Phdnomen konnte sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch
in vielen anderen Studien beobachtet werden [36 (S. 98); 40 (S. 375); 41 (S. 566); 72 (S. 749)].
Andererseits steigt der fE2-Spiegel im Verhiltnis zum fT-Spiegel noch viel stirker an, als es die GE2-
Konzentrationen bereits vermuten lassen. Dazu passend wurde in vielen Studien bei Lci ein erhohter

fE2-Spiegel nachgewiesen [8 (S. 156); 39 (S. 385)].

4.4.5. Folgerungen

In der vorliegenden Untersuchung wurde mittels Biosensormessungen gezeigt, dass die Androgen-
bindung des bei Lci erhohten SHBG voll intakt ist. Die Bedeutung dieser Tatsache fiir die Entstehung
der hormonellen Verdnderungen bei minnlichen Leberzirrhotikern konnte dann mit Hilfe von
Hormonanalysen herausgearbeitet werden.

Durch veridnderte Synthese- und Clearanceraten sowie eine verdnderte zentrale Regulation
entsteht bei midnnlichen Leberzirrhotikern eine Verschiebung der T-E2-Balance hin zum Estrogen. Die
Kombination aus erhohtem Estrogen und vermindertem Androgen fiihrt wahrscheinlich zum Anstieg
des SHBG-Spiegels [41 (S: 567)]. Da gleichzeitig das Albumin durch die eingeschrinkte hepatische
Syntheseleistung vermindert ist [59 (S. 462)], kommt damit dem SHBG die entscheidende Bedeutung
fiir die Regulation des Androgen-Estrogen-Gleichgewichts zu. Die Bindungsaffinitit des SHBG ist fiir
T groBer als fir E2, so dass das erhohte GE2 kaum durch den SHBG-Anstieg beeinflusst wird,

wihrend das sowieso bereits verminderte T jetzt auch noch einer stirkeren SHBG-Bindung unterliegt.
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Folglich ist die Verschiebung des Gleichgewichts von fT und fE2 zugunsten des Estrogens durch die
Wirkung des SHBG noch wesentlich ausgeprigter als es das ohnehin vorhandene Ungleichgewicht der
Gesamtkonzentrationen dieser beiden Sexualhormone vermuten ldsst [Abb. 16; 2 (S.77f); 26 (S. 39f);
88 (S. 65)]. Burke und Anderson bezeichneten dieses Phinomen als Estrogen-Verstirker-Effekt des
SHBG bei Estrogeniiberschuss [26 (S. 39f)]. Voraussetzung hierfiir ist jedoch, dass, trotz einer aller
Wabhrscheinlichkeit nach veridnderten Glykosilierung in der zirrhotisch geschiddigten Leber, die
Steroidbindung des SHBG intakt ist. Fiir den Bereich der Androgene konnte dies in der vorgelegten
Studie gezeigt und damit die wichtige Rolle des SHBG in der Entstehung der hormonellen Stérungen
bei Lci bewiesen werden.

Die Wirkung des SHBG auf die freien Hormonfraktionen ist bedeutsam fiir das klinische
Erscheinungsbild der Hormonstorungen bei Lci, da die freien Hormone die biologisch aktive Form
eines Steroids darstellen [2 (S. 72); 68 (S. 225); 96 (S. 173); 108 (S. 697); 127 (S. 199)].
Hypoandrogenismus und Hyperestrogenismus fiihren zusammen zu den typischen Symptomen von
Hypogonadismus und Feminisierung bei midnnlichen Leberzirrhotikern [8 (S. 149); 9 (S. 258); 70 (S.
502)]. Ohne die verstirkende Wirkung des erhohten SHBG mit einer intakten Androgenbindung

wiren die endokrinen Symptome wesentlich weniger stark ausgeprigt.

4.5. Ausblick

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Funktionalitit des SHBG beziiglich der
Androgenbindung bei Ménnern mit Lci nicht durch den zugrunde liegenden Leberzellschaden
beeintrichtigt wird und entscheidend an der Entwicklung von Hypogonadismus und Feminisierung
beteiligt ist. Entsprechend den vielschichtigen hormonellen Stérungen dieses Krankheitsbildes sind
jedoch weitere Untersuchungen notwendig, um das Wechselspiel von SHBG, endokrinen
Verinderungen und Leberdysfunktion besser zu verstehen.

Zunichst gilt es zu klédren, ob auch die Estrogenbindung des SHBG bei Lci unverédndert ist.
Dies ist insb. von Interesse, da eine anodale Verschiebung der E2-bindenden Isoformen des SHBG bei
Lci auf eine abnormale Struktur des Proteins hindeuten konnte [116 (S. 642f)]. Nur wenn auch die
Estrogenbindung des SHBG voll intakt wire, konnte man die Rolle des Bindungsproteins als
Estrogen-Verstirker bei Lci endgiiltig als erwiesen ansehen. Allerdings ist fraglich, ob dazu ein
Biosensorsystem dhnlich wie in dieser Arbeit verwendet werden kann. Zum einen miisste dazu ein
immobilisierbares Estrogenderivat synthetisiert werden, zum anderen ist unklar, ob man aufgrund der
geringeren Affinitdt der Estrogene und der niedrigen SHBG-Konzentrationen der injizierten
Fraktionen iiberhaupt ein messbares Biosensorsignal erhalten wiirde.

Weiterhin sollte der Einfluss des SHBG auf die Ausprigung der endokrinen Stérungen

quantifiziert werden. Solange der Anteil der SHBG-Erhohung an der Verdnderung der einzelnen
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hormonellen Parameter nicht klar ist, lidsst sich die tatsdachliche Bedeutung des SHBG fiir die
Pathogenese der hormonellen Storungen nur schwer abschitzen. Aufgrund des weiten Bereiches der
gemessenen SHBG-Konzentrationen bei ménnlichen Leberzirrhotikern wiirde sich hierfiir beispiels-
weise ein Vergleich des Hormonhaushaltes von Patienten mit leicht, mittel und stark erhohten SHBG-
Spiegeln anbieten.

Eine ebenfalls bisher nicht behandelte Frage sind mogliche geschlechtsspezifische Besonderheiten in
der Rolle des SHBG bei der Entstehung der Lci-assoziierten hormonellen Storungen. Angesichts der
unterschiedlich hohen SHBG-Ausgangsspiegel, der betrichtlichen Unterschiede in der Regulation des
Sexualhormonhaushalts und der verschieden schweren Verldufe von Lebererkrankungen bei Ménnern
und Frauen ist nicht auszuschlieBen, dass bei Frauen mit Lci SHBG-Verdnderungen andere
Konsequenzen haben.

Auch die Ursache der SHBG-Erhohung bei Lci liegt noch im Unklaren. Da SHBG bei Lci, wie
in dieser Studie gezeigt, Androgene vollig normal bindet, ist eine intakte rdumliche Struktur des
Proteins anzunehmen. Es erscheint daher wahrscheinlicher, dass tatsdchlich die SHBG-Synthese
hochreguliert ist und nicht ein defektes oder unvollstindiges Protein aus den geschidigten
Hepatozyten freigesetzt wird. Um dies endgiiltig zu bestitigen und um zu kldren, welche Faktoren im
Einzelnen die Steigerung der SHBG-Synthese bei Lci auslosen, sind weitere Untersuchungen notig.
Da sich das SHBG trotz der sich selbst verstirkenden Estrogenwirkung nur auf etwa die doppelte
Konzentration von Gesunden erhoht, wire in diesem Zusammenhang auch von Interesse, welche
Mechanismen dem SHBG-Anstieg entgegenwirken.

Zudem gilt es auch, die nebenbefundlich in dieser Studie gefundene DHEAS-Verminderung in
frithen Stadien der Lci ndher abzukldren. Die Ermittlung des Zusammenhangs zwischen ACTH und
DHEAS-Spiegeln bei Lci wire hierfiir ein erster Schritt. DHEAS konnte dariiber hinaus moglicher-
weise als prognostischer Marker fiir den Verlauf einer Lci verwendet werden. Auch ein positiver

Effekt einer DHEAS-Substitution auf das Befinden der Leberzirrhotiker wire denkbar.
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5. Zusammenfassung

SHBG ist ein homodimeres Glykoprotein, das in der Leber synthetisiert wird und Sexualsteroide im
Plasma bindet. Seine Affinitit zu T ist dabei grofer als zu E2. Estrogene bewirken einen Anstieg,
Androgene einen Abfall des SHBG-Spiegels. SHBG dient als Reservoir fiir Sexualsteroide im Blut
und reguliert ihre freie Hormonfraktion, ihre metabolische Clearance sowie das Androgen-Estrogen-
Gleichgewicht. Weiterhin wurde ein SHBG-Membranrezeptor auf der Oberfliche vieler Androgen-
und Estrogen-sensitiver Zellen mit noch nicht endgiiltig geklarter biologischer Funktion beschrieben,
bei dem es sich wohl um Megalin handelt. Die bei Lci erhohten SHBG-Spiegel sind entscheidend an
der Entstehung von Hypogonadismus und Feminisierung bei minnlichen Patienten beteiligt.
Voraussetzung hierfiir ist eine intakte Steroidbindung des SHBG. Da bei der Lci der Ort der SHBG-
Synthese geschidigt ist, kann dies nicht als selbstverstindlich angesehen werden, insb. angesichts der
Tatsache, dass der genaue Mechanismus der SHBG-Erhohung bisher nicht definitiv geklirt ist. So ist
bekannt, dass bei Lebererkrankungen die hepatische Synthese von vielen Glykoproteinen gestort ist.
Zudem wurde bei Lci eine Verdnderung im elektrophoretischen Verhalten einzelner SHBG-Isoformen
beschrieben. Ziel der Arbeit war es daher, zu kldaren, ob die SHBG-Steroid-Interaktion bei Lci normal
oder verdndert ist. Zusidtzlich sollten die sich daraus ergebenden Folgen auf den
Sexualhormonhaushalt untersucht werden.

Hierzu wurden die Seren von 33 ménnlichen Lci-Patienten im Child-Pugh Stadium A oder B
und von 32 altersgleichen gesunden Ménnern sowie von 19 Schwangeren und 20 Hyperthyreotikern in
die Studie einbezogen. Das SHBG wurde individuell aus 23 der Lci-, 20 der gesunden Minner- sowie
aus allen Schwangeren- und Hyperthyreose-Seren mittels einer Gelfiltrationschromatographie auf
einer Agarose-Dextran-Sdule mit PBS als Laufpuffer partiell aufgereinigt. Durch eine SDS-PAGE und
anschlieBenden Western-Blot mit einem SHBG-spezfischen Ak konnten die SHBG-haltigen
Fraktionen identifiziert werden. Diese wurden nachfolgend an einem SPR-Biosensor injiziert und ihr
Anbindungsverhalten an ein geeignetes, auf der Oberfliche des Sensorchips immobilisiertes
Androgenderivat ermittelt. Zu Kalibrationszwecken wurde auch die Anbindung von
hochaufgereinigtem SHBG auf den einzelnen Messchips aufgezeichnet. Weiterhin wurden bei allen
Lci-Patienten und gesunden Ménnern die Serumspiegel von SHBG, Albumin, GT, fT, DHEAS,
Androstendion, GE2 und 17-OHP sowie das Gesamteiweiss, FSH und TSH und die Aktivititen der
ALT, AST, PChE und GGT mit gut etablierten MeBsystemen aus der klinisch-chemischen
Routinediagnostik bestimmt. Die Unterschiede zwischen beiden Gruppen wurden mit dem Mann-
Whitney-U-Test bei einem Signifkanzniveau von 5% auf Signifikanz hin tiberpriift.

Bei der Analyse der Biosensormessungen zeigte sich in allen Studiengruppen die gleiche,
hyperbole Anbindungskurve von SHBG an das Androgen. Die Injektion von hochaufgereinigtem
SHBG am Biosensor lieferte ebenfalls die gleichen Sensorgramme wie die Studiengruppen und

ermoglichte die Erstellung einer Chip-spezifischen Kalibrationskurve. Hierdurch gelang ein von der
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Beladungsdichte des jeweiligen Chips unabhingiger, quantitativer Vergleich der Biosensordaten.
Dabei konnte nachgewiesen werden, dass SHBG bei Lci im Vergleich zu den Kontrollgruppen
gesunde Minner, Hyperthyreote und Schwangere dieselbe Menge an Androgenen im Verhiltnis zu
seiner Serumkonzentration bindet. Bei der Evaluation der im statistischen Teil der Arbeit ermittelten
Laborparameter zeigten sich beziiglich des GT und FSH keine signifikanten Unterschiede zwischen
Patienten- und Kontrollgruppe. Die Leberzirrhotiker wiesen jedoch ein signifikant htheres GE2 und
SHBG sowie ein signifikant niedrigeres fT, DHEAS, Albumin und GT/GE2-Verhiltnis auf.

Durch den der Biosensormessung vorgeschaltenen Gelfiltrationsschritt gelang es, SHBG aus
sehr geringen Probenmengen unter Erhalt seiner Funktionalitét bei gleichzeitiger Abreicherung evtl.
interferierender Serumproteine, SHBG-Oligomere und endogener Steroide effizient zu isolieren. Die
SHBG-Androgen-Interaktion konnte damit in einer groen Zahl an Seren individuell bestimmt
werden. Insgesamt deuten die erhaltenen Biosensordaten auf ein unverindertes Anbindungsverhalten
von Androgenliganden an SHBG bei Lci hin, dass sich nicht von dem gesunder Minner, dem von
Hyperthyreotikern oder dem von Schwangeren unterscheidet. Die festgestellten verminderten
DHEAS-Werte in frilhen Stadien der Lci waren bisher nur bei fortgeschrittenen Verldufen dieser
Erkrankung bekannt. Sie beruhen wohl auf einer Erschopfung der adrenalen Corticoid- und Androgen-
Reserve und stellen einen weiteren Faktor dar, der zur Hypoandrogendmie bei Lci beitrigt. Ansonsten
bestitigen die Ergebnisse der statistischen Analyse das Vorherrschen eines estrogenen Milieus bei
minnlichen Lci-Patienten. Pathogenetisch betrachtet gelangen bei der Lci Androgene durch die portale
Hypertension vermehrt in die Peripherie, wo aus ihnen durch die periphere Aromatase verstirkt
Estrogene gebildet werden. Gleichzeitig beeintrichtigen ein IGF-1-Mangel und die erhdhten Estrogene
die testikuldre Androgensynthese. Hinzu kommt, dass bei der Lci eine hypothalamisch-hypophysare
Storung vorliegt, die verhindert, dass die Hypophyse addquat auf die verminderten T-Spiegel reagieren
kann. Es bildet sich daher ein Hypoandrogenismus und Hyperestrogenismus aus. Hinsichtlich des
Plasma-Transportes der Sexualsteroide ist bei Lci eine Kombination aus vermindertem Albumin- und
erhohtem SHBG-Spiegel typisch. Die Bedeutung des SHBG fiir die Lage des Androgen-Estrogen-
Gleichgewichts steigt damit deutlich an. Bei voller Funktionalitit der Androgenbindung des SHBG
sinkt durch die unterschiedlichen Affinitdten von SHBG und Albumin zu den einzelnen Steroiden die
freie Fraktion des T und die des E2 steigt. Durch das erhohte SHBG und dessen intakte
Androgenbindung, welche in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen wurde, wird also das Androgen-
Estrogen-Ungleichgewicht verstiarkt auf die freien Hormonspiegel iibertragen. So sinken in
kompensierten Stadien der Zirrhose trotz noch normalen GT schon die fT-Spiegel ab und es entwickelt

sich eine ausgeprigtere endokrine Symptomatik als dies ohne SHBG-Erhohung der Fall wiére.
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