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Steroiden en bindende eiwitten

A. VERMEULEN*

De steroide hormonen circuleren in het plasma ge-
bonden aan eiwitten en een geringe fractie, slechts
enkele procenten, is vrij en ongebonden. Merkwaar-
dig hierbij is dat over het algemeen alleen de actieve
hormonen aan specifieke eiwitten met beperkte bin-
dingscapaciteit zijn gebonden, terwijl de inactieve
prohormonen of metabolieten aspecifiek zijn gebon-
den: cortisol is gebonden aan corticosteroid-bindend
globuline (CBQG), cortison vrijwel niet; testosteron
(T) en dihydrotestosteron (DHT) zijn gebonden aan
sexhormoon-bindend globuline (SHBG), androsteen-
dion en DHEA vrijwel niet; oestradiol is gebonden,
oestron vrijwel niet.

Het is merkwaardig dat het specifiek gebonden hor-
moon vrijwel inactief is, echter het steroidhormoon-
eiwitcomplex kan wel met membraanreceptoren
reageren en aldus niet-genomische effecten, via sti-
mulatie van het c-AMP, uitlokken. Dit doet dan
meteen de vraag rijzen naar de functie van deze
bindingseiwitten. Men heeft lange tijd gedacht dat
transporteiwitten de lipofiele steroiden in plasma op-
losbaar maken. Evenwel, de hoogstens micromolaire
concentratie der steroiden in plasma vereist geen
transporteiwitten ter solubilisatie in een waterig mi-
lieu. Met Ekins en Mendel (1, 2) kan men aannemen
dat deze eiwitten de opname in de cel en derhalve de
afbraak en biologische activiteit van het hormoon
vertragen, terwijl ze tevens acute schommelingen in
de plasmaconcentratie, als gevolg van de pulsatiele
secretie, voorkomen en een homogene distributie
over het organisme verzekeren.

Steroidhormoonbindende eiwitten in humaan plasma
zijn albumine, Op-zure globuline (AAG), CBG en
SHBG.

Albumine heeft een vrijwel onbeperkte bindingscapa-
citeit, dankzij de hoge concentratie (6,2 x 10" mol/l);
de associatieconstanten met de sterothormonen zijn
laag (voor testosteron 4 x 10*1/mol, voor oestradiol
4,2 x 10*1/mol en voor DHT 6,6 x 10*1/mol (3), zodat
de albuminegebonden fractie gemakkelijk dissocieert
gedurende de capillaire transittijd (9 sec). Derhalve is
het albumine gebonden hormoon beschikbaar voor de
weefsels en behoort het tot de bio-actieve hormoon-
fractie van het plasma hormoon.

De concentratie van het AAG bedraagt ongeveer 750
mg/l en bij een moleculair gewicht van £ 41.000 is de
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molaire concentratie 1,8 x 103 mol/l, terwijl de asso-
ciatieconstante bij 37 °C, 2,5 x 10° 1/mol is voor T,
0,4 x 10°1/mol voor cortisol en oestradiol en 0,8 x 10°
I/mol voor cortison. De bindingscapaciteit is zeer
groot, waaruit voortvloeit dat de aan AAG gebonden
fractie ( Kaag x conc. AAG) ongeveer eenmaal de
vrije fractie is!

Het CBG is een B-globuline met een moleculair ge-
wicht van £ 52.000 en een bindingcapaciteit van 7 X
107 mol/l. De associatieconstante bij 37 °C is 5 x 107
voor cortisol, 1,4 x 10° voor T en 2 x 10*1/mol voor
oestradiol.

Het SHBG is een B-globuline met een MW van +
90.000 en een bindingscapaciteit van 3-6 x 108 mol/I
bij de man, bij de vrouw 4-8 x 108 mol/l. De associa-
tieconstante bij 37 °C is voor T, androsteendiol en D5-
androsteendiol =1 x 10° 1/mol, al lopen de literatuur-
gegevens daaromtrent nogal uiteen, voor oestradiol
0,5 x 10%, voor DHT 3,9 x 10°1/mol.

De verdeling van het cortisol in plasma is: 90% ge-
bonden aan CBG, 7% aan albumine en 3,9% vrij (4).
Wat het testosteron betreft is ongeveer 2% vrij (bij de
vrouw 1,5%), 2% gebonden aan AAG, 3,5% aan
CBG, 50% aan albumine, 45% aan SHBG; bij de
vrouw is 1-1,5% vrij, 25-35% gebonden aan albu-
mine en 70% gebonden aan SHBG. De verdeling van
het oestradiol bij de man is: 2,5% vrij; 20% SHBG-
gebonden en 78% albumine-gebonden; bij de vrouw,
(buiten de zwangerschap) met een lagere albumine-
concentratie (6,2 x 10*t.0.v. 6,6 x 10* mol/l bij de
man) (3) is de binding aan albumine slechts 52%, ter-
wijl 45% aan SHBG gebonden is.

Wat is de biologisch actieve fase?

Om hun effecten uit te oefenen moeten de steroiden
door de celmembraan heen de specifieke receptor be-
reiken. Algemeen wordt aangenomen dat dit een pas-
sief diffusieproces is. Het is duidelijk dat het eiwitge-
bonden hormoon niet door de celmembraan heen kan
diffunderen, hetgeen wel voor het vrij hormoon moge-
lijk is. Evenwel, steroid-eiwit-complexen met een ge-
ringe associatieconstante kunnen tijdens de capillaire
transittijd door de weefsels (9 sec) dissoci€éren, wat
ook deze fractie voor de weefsels beschikbaar maakt.
Zo konden Georgi et al. (5) aantonen dat bij perfusie
van prostaatweefsel het albumine-gebonden testos-
teron dissocieert. Bijkomende argumenten hiervoor
zijn, dat de metabolic clearance rate (MCR) van de an-
drogenen negatief gecorreleerd is met de affiniteit voor
het SHBG, maar positief is gecorreleerd met het per-
centage steroid gebonden aan het albumine, waarbij de
variaties in de associatieconstante een rol spelen.
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Tabel 1. Beinvloeding van de concentratie aan bindingseiwit-
ten door pathofysiologische factoren

Verhoging van de
SHBG-concentratie

Verlaging van de
SHBG-concentratie

Leeftijd Obesitas
Oestrogenen Androgenen; anabolica
Thyroidhormoon Groeihormoon; IGF-1
Anti-epileptica Insuline
Barbituraten Prolactine
Progestativa: Lynestrenol

Norethisterone

Norgestrel

MPA

Gestrinone
Tamoxifen, clomid
Anti-androgenen: Anandron

Cyproteronacetaat

Verhoging van de
CBG-concentratie

Verlaging van de
CBG-concentratie

Oestrogenen Corticoiden in hoge dosis

Anti-epileptica Septische shock

Androgenen in hoge dosis

Toch dient er op te worden gewezen dat de vrije hor-
moonfractie steeds in labiel evenwicht is met de ei-
witgebonden fracties en dat iedere daling van de vrije
fractie haar weerslag heeft op alle eiwitgebonden
fracties, zij het dat de dissociatiehalfwaardetijd ver-
schillend is voor de verschillende bindingseiwitten.
Daar de bindingscapaciteit van de specifiek bindende
eiwitten nauwelijks de fysiologische concentraties
van de steroidhormonen overtreft, zullen variaties in
de bindingscapaciteit de vrije hormoonfractie bein-
vloeden. De concentratie aan bindingseiwitten wordt
door meerdere pathofysiologische factoren beinvloed
(zie tabel 1). Een verhoging van het albuminegehalte
gaat in de regel gepaard met een verlaging van de
vrije fractie en stijging totaal testosteron, maar met
een normaal bioactief testosteron; het omgekeerde
doet zich voor bij een laag albuminegehalte.

Bepaling van de bioactieve hormoonfractie

Als men er van uitgaat dat het specifiek gebonden
steroidhormoon niet beschikbaar is voor de weefsels,
kan men zich de vraag stellen: hoe de bioactieve frac-
tie bepalen? (6). Dit probleem doet zich vooral voor
het testosteron, omdat voor het cortisol de urinaire
uitscheiding een goede parameter is van het vrij corti-
sol, dat evenwel eveneens in het plasma kan worden
gemeten.

Het bioactief steroidhormoon wordt gevormd door
het vrij en (ten dele?) door het albuminegebonden
hormoon. Het specifiek bindend eiwit is een globu-
line dat, i.t.t het albumine, neerslaat in een half verza-
digde ammoniumsulfaatoplossing: ammoniumsulfaat-
precipitatie is dan ook een bruikbare methode om het
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bioactief hormoon (in oplossing) van het specifiek
gebonden hormoon (neergeslagen) te scheiden. Het
resultaat wordt niet beinvloed door de aanwezigheid
van andere specifiek gebonden steroiden of variaties
in de associatieconstante van het eiwit en het hor-
moon en is een uitstekende methode om het bioactief
steroidhormoon te meten. De methode is evenwel
omslachtig en moeilijk te automatiseren. De niet-
SHBG-gebonden fractie van het testosteron bedraagt
bij de normale man 45-50%, met als onderste nor-
male grens 5,2 nmol/l. Bij de vrouw is de albumine-
concentratie geringer en de geprecipiteerde SHBG-
gebonden fractie is hoger: + 70%. Voor cortisol
bedraagt de bio-actieve fractie £70%.
Evenwichtsdialyse bij 37 °C geeft een vrije T-fractie
van ongeveer 2% bij de man op middelbare leeftijd.
Tengevolge van het stijgen van de SHBG-bindingsca-
paciteit met de leeftijd is de fractie bij de bejaarde
man slechts 1,5%; bij de niet zwangere vrouw 1-1,5%;
voor cortisol bedraagt de vrije fractie ongeveer 3%.
Direct meten van het vrij testosteron door middel van
een testosteronanaloog levert waarden op die welis-
waar gecorreleerd zijn met het vrij testosteron geme-
ten door dialyse, maar zijn er slechts een fractie van.
De correlatie met het vrij T bekomen door dialyse is
1+ 0,67, volgens de producent van de kit, DPC (7, 8).
De vrijehormoonindex, 100H/Sp.Bind.Prot geeft
slechts een betrouwbare index van het vrije hormoon
wanneer het gebonden hormoon slechts een kleine
fractie van de bindingscapaciteit uitmaakt: dit is voor
testosteron het geval bij de vrouw maar bij de man is
deze index niet bruikbaar (6).

Tenslotte kan het vrije hormoon berekend worden uit
het totale hormoon, de bindingscapaciteit van het
specifieke eiwit en het albuminegehalte. Inderdaad,
het vrije hormoon in het plasma beantwoordt aan de
wet der massawerking en wanneer aan de voorwaar-
den van deze wet is voldaan, geeft de berekening een
betrouwbare waarde van het vrije hormoon (6, 9).

Welke zijn de voorwaarden?

a. Uiteraard moeten de methodes om het totale hor-
moon, de bindingscapaciteit en het albuminege-
halte te bepalen betrouwbaar zijn.

b. De immunoreactiviteit moet overeen komen met
de bindingscapaciteit voor het betreffende hor-
moon. De voornaamste foutenbron is de aanwe-
zigheid van substanties welke in competitie treden
met het hormoon voor de bindingsplaatsen: voor
testosteron is dit vooral het dihydrotestosteron (na
testosteronundecanoaat of transdermaalgel bij-
voorbeeld), mesterolon en danazol en voor corti-
sol het corticosteron.

Niet steroidale verbindingen welke zouden kun-
nen interfereren met de steroidbinding zijn de
vrije vetzuren (10), maar Meikle et al. (11) von-
den geen verschil in de vrije testosteronconcentra-
tie of de SHBG-bindingscapaciteit na een vetrijke
maaltijd, terwijl Schulz (12) aantoonde dat fysio-
logische concentraties van vrije vetzuren de vrije
oestradiolfractie niet beinvloeden. Dit sluit uiter-
aard de mogelijkheid niet uit dat bij patiénten met
extreem hoge vrije vetzuurspiegels, de berekening
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lagere FT-waarden zou opleveren dan verkregen
na dialyse of via precipitatie. Derhalve is het aan
te bevelen het bloedmonster enkel bij nuchtere
personen af te nemen. In feite hebben we nooit
een discrepantie gevonden tussen de de immuno-
reactiviteit en de bindingscapaciteit, en bij warmte-
denaturatie verdwijnen beide in parallel.

c. Volgens de producent van de kit dient het SHBG
gemeten te worden in serum, daar de waarden die
met heparineplasma zijn verkregen 3-6% lager
zijn, met EDTA-plasma 17,5% en met citraat-
plasma 34,8% lager.

d. Het is evident dat de in de berekening aange-

wende associatieconstante van het bindend eiwit
voor het steroidhormoon de berekende vrije frac-
tie zal beinvloeden.
Voor het SHBG zijn de in de literatuur gebruikte
associatieconstanten zeer uiteenlopend. De oorza-
ken hiervan zijn niet duidelijk. Wij gebuiken een
associatieconstante die een berekende vrije fractie
geeft, welke vergelijkbaar is met de bio-actieve
fractie die door ammoniumsulfaatprecipitatie is
verkregen.

e. Een mogelijke bron van fouten is het voorkomen
van variaties in de associatieconstante door het
bestaan van isovormen van het bindend eiwit (13,
14); dit zou verband kunnen houden met het effect
van het koolhydraatgedeelte op de conformatie
van de steroidbindende site van het eiwit, aange-
zien er geen evidentie is voor heterogeniteit van
de polypeptideketen. Toch kon Hammond nooit
enig verschil in bindingsaffiniteit vaststellen.

f. Tenslotte zij er op gewezen dat de bindingseiwit-
ten en dan vooral het SHBG thermolabiel zijn en
reeds bij 40 °C denatureren; herhaaldelijk vriezen
en ontdooien van het plasmamonster wordt dan
ook ontraden.

Wanneer aan deze voorwaarden is voldaan, geeft de
berekening een waarde voor het vrij hormoon welke
in goede overeenstemming is met de waarden die
door evenwichtsdialyse zijn verkregen.
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