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Hormon-Rezeptoren sind Proteine, die sich an der Zellmembran oder im Cytoplasma der
Zelle befinden. Sie haben die Aufgabe, das Hormon zu erkennen und zu binden; die biol ‘ gischen
Wirkungen des Hormons gehen vom Hormon-Rezeptor-Komplex aus. Inzwischen sind fiir
alle Hormone spezifische Rezeptoren gefunden worden. Die Verfolgung der Gleichgewichtsein-
stellung zwischen Hormon, Rezeptor und Hormon-Rezeptor-Kompiex (,,Bestimmung der Rezep-
tor-Bindung*) ermdoglicht quantitative Hormon-Bestimmungen, hilft bei der Charakterisierung
endokriner Stérungen und trigt zur Aufklirung von Struktur-Affinitits-Beziechungen bei.

1. Einleitung

Ein Merkmal aller Hormone ist ihre Beteiligung an der
Steuerung biologischer Vorginge. Hormone wirken durch
Weitergabe von Informationen, die zur Auslosung zellspezifi-
scher Aktivititen fithren. Die Aufgabe als ,first messenger
konnen die Hormone nur dann erfiillen, wenn sie von ihren
,.Erfolgsorganen® erkannt und von anderen Verbindungen dif-
ferenziert werden. Ein entscheidender Schritt des Erkennungs-
vorganges ist die Bindung des Hormons an seinen Rezeptor
(ein Protein). Die biologische Aktivitit eines Hormons (oder
einer Hormon-analogen Verbindung) wird durch die Konzen-
tration des Hormon-Rezeptor-Komplexes am Wirkort und
durch die als intrinsic activity*!!-?! bezeichnete spezifische
Wirkung des Komplexes bestimmt. Die Konzentration des
Hormon-Rezeptor-Komplexes hiingt von der Verfiigbarkeit
des Hormons am Wirkort und von der Affinitidt des Hormons
zum Rezeptor ab (Abb. 1).
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Abb. 1. Faktoren, die in vivo die Konzentration des Hormon-Rezeptor-Kom-
plexes und damit die biologische Aktivitit beeinflussen.

Der Hormon-Rezeptor-Komplex kann sich an oder in der
Zelle bilden. Im ersten Fall findet das Hormon seinen spezifi-
schen Rezeptor an der Oberfliche der Zellmembran. Es
braucht nicht in die Zelle einzudringen, sondern [6st durch
Bindung an den Membran-gebundenen Rezeptor einen intra-
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zelluldren Vorgang aus. Im zweiten Fall muB das Hormon
in die Zelle eindringen. Erst dort erfolgt die Bildung des
Hormon-Rezeptor-Komplexes. Zur ersten Gruppe gehoren
alle Peptid- und Protechormone, die Hormone vom Typ der
biogenen Amine und die Prostaglandine, zur zweiten Gruppe
alle Steroidhormone sowie Thyroxin und Triiodthyronin.

2. Der Hormon-Rezeptor-Komplex

Die Existenz spezifischer Hormon-Rezeptoren und ihre Be-
deutung fiir die Wirkungsweise der Hormone wurden schon
friihzeitig postuliert’. Der experimentelle Nachweis der nur
in sehr geringer Konzentration vorkommenden Rezeptoren
scheiterte jedoch lange Zeit am Fehlen analytischer Methoden.
Der Nachweis gelang erst, nachdem es mdoglich war, Hormone
ausreichend hoch radioaktiv zu markieren. Anfang der sechzi-
ger Jahre haben Jensen et al. unter Verwendung von Tritium-
markiertem Ostradiol den ersten cytoplasmatischen (intrazel-
luliren) Hormon-Rezeptor charakterisiert’*). Wenige Jahre
spiter konnten Cuatrecasas'™!, Lefkowitz et al.l®! sowie Good-
friend et all”), ausgehend von mit radioaktivem Iod markier-
tem ACTH, Insulin bzw. Angiotensin, die ersten Membran-ge-
bundenen Rezeptoren nachweisen. In der Folgezeit wurden
fiir alle Hormone spezifische Rezeptoren beschrieben und Vor-
stellungen iiber die Bildung des Hormon-Rezeptor-Komplexes
und seine Bedeutung fiir die Hormonwirkung entwickelt.

2.1. Definition des Hormon-Rezeptors

Ein spezifischer Hormon-Rezeptor muB eine Reihe von Vor-
aussetzungen erfiillen!®!:

1. Die Spezifitdt des Rezeptors muf} sehr hoch sein und den
bekannten Beziehungen zwischen Struktur und biologischer
Wirkung entsprechen.

2. Die Anzahl der Bindungsstellen muB} begrenzt sein.

3. Das Vorkommen von Rezeptoren in verschiedenen Gewe-
ben solite mit der Ansprechbarkeit dieser Gewebe auf das
Hormon iibereinstimmen.

4. Wegen der sehr niedrigen physiologischen Hormon-Kon-
zentrationen muB der Rezeptor eine hohe Affinitit zum
Hormon haben.
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5. Die Hormon-Rezeptor-Bindung muf} reversibel sein, um
den physiologischen Effekt zu beenden und eine neue Stimu-
lierung zu ermoglichen.

Es ist wichtig, die Rezeptor-Bindung, die durch hohe Affini-
tét bei geringer Kapazitit gekennzeichnet ist, von der unspezi-
fischen Bindung an andere Hormon-Bindungsproteine zu diffe-
renzieren. Fiir diese ist eine niedrige Affinitdt bei sehr hoher
Kapazitit typisch.

2.2. Der Zellmembran-gebundene Hormon-Rezeptor

Die durch die Bindung eines Hormons an seinen Membran-
gebundenen Rezeptor ausgelGsten intrazelluliren Reaktions-
schritte werden nicht durch das Hormon, sondern durch die
Eigenschaften der Zelle bestimmt. So stimulieren z.B. das
Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) und das Interstitialzel-
len-stimulierende Hormor (ICSH, LH) die gleiche Reaktion
—die Umwandlung von Cholesterin in Pregnenolon (3-Hydro-
xy-5-pregnen-20-on). Daf} trotzdem unterschiedliche Endpro-
dukte entstehen (in der Nebennierenrinde bevorzugt die Corti-
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Abb. 3. Schema der Hormonwirkung iiber einen Membran-gebundenen Re-
zeptor.

werden, nachdem das Enzym Adenylat-Cyclase aktiviert wor-
den ist. Cuatrecasast® nimmt an, daB Rezeptor und Enzym
zunichst getrennt in der Membran vorliegen. Erst der Hor-
mon-Rezeptor-Komplex vereinigt sich mit dem Enzym und
bewirkt damit seine Aktivierung.
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Abb. 2. Hormonale Stimulierung der Steroid-Produktion in der Nebennierenrinde und in den Keimdriisen (nach [7a]). ACTH: Adrenocorticotropes Hormon,

ICSH: Interstitialzellen-stimulierendes Hormon.

coide und in den Keimdriisen bevorzugt die Androgene, Ostro-
gene und Gestagene), ist auf die spezifische Enzym-Ausstattung
dieser Zellen zuriickzufiithren (Abb. 2).

Die intrazelluliren Vorginge werden durch einen Ubertri-
ger gesteuert. In vielen Fillen erfiillt das cyclische 3',5'-Adeno-
sinmonophosphat (3,5-cAMP) die Rolle dieses ,second mes-
senger® (Abb. 3). 3',5-cAMP kann aber erst aus ATP erzeugt
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2.3. Der cytoplasmatische Hormon-Rezeptor

Die Bindung des Hormons an einen cytoplasmatischen (in-
trazelluliren) Rezeptor erfordert das Eindringen des Hormons
in die Zelle. Wihrend frither dafiir eine einfache Diffusion
angenommen wurde, gibt es heute Anhaltspunkte, daB der
Transport in die Zelle ein spezifischer, moglicherweise durch
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Membran-gebundene Proteine gesteuerter aktiver Vorgang
ist!®!. In der Zelie bildet sich zunidchst der Hormon-Rezeptor-
Komplex, der nach einer Aktivierung in den Zellkern eindrin-
gen kann (Abb. 4). Diese Aktivierung ist temperaturabhangig
und mit einer Anderung der Sedimentationskonstante verbun-
den!'%l Fiir die Komplex-Bildung und -Aktivierung werden
mehrere Modelle vorgeschlagen, wobei allosterische Vorgéange,
Dimerisation des Hormon-Rezeptor-K omplexes und seine Ag-
gregation mit anderen Proteinen diskutiert werden. Im Zell-
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Abb. 4. Schema der Hormonwirkung liber einen cytoplasmatischen Rezeptor.

kern wird ein fiir den Hormon-Rezeptor-Komplex spezifischer
Akzeptor angenommen, der z.B. durch die Ablosung eines
Repressors iiber die Transkription und Translation die Synthe-
se der fiir die Hormonwirkung wichtigen Proteine bewirkt.

3. Die Bildung des Hormon-Rezeptor-Komplexes

Bei Untersuchungen zur Bildung des Hormon-Rezeptor-
Komplexes sind theoretische und praktische Probleme zu
beachten, die im folgenden diskutiert werden.

3.1. Die Bildung des Hormon-Rezeptor-Komplexes als Gleich-
gewichtsreaktion

Zum Verstindnis der Hormon(H)-Rezeptor(R)-Bindung ge-
niigt es, im Falle der Membran-gebundenen Rezeptoren (a)
und der cytoplasmatischen (intrazellulidren) Rezeptoren (b)
jeweils zwei Gleichgewichte zu betrachten:

a) Membran-gebundener Rezeptor

H + R = H-R ? H-R-Cyclase

Cyclasc

b) Cytoplasmatischer Rezeptor

H + R == H-R = H--Rutivient

Diese sind die Bildung des Hormon-Rezeptor-Komplexes
H—R (bei a und b) sowie bei (a) die Aktivierung des Cyclase-
Systems (vgl. Abb. 3) und bei (b) die temperaturabhingige
Aktivierung des Hormon-Rezeptor-Komplexes (vgl. Abb. 4).
In Abhingigkeit von der Art des Bindungstestes und von
den Versuchsbedingungen wird entweder bevorzugt nur das
erste Gleichgewicht oder mehr oder weniger die Summe beider
Gleichgewichte bestimmt.
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3.2. Die ,,direkte’ Bestimmung der Rezeptor-Bindung

Liegt das Hormon oder Hormonanalogon in radioaktiv
markierter Form vor, so kann seine Bindung an den Rezeptor
direkt gemessen werden. Als variable GroBen werden bevor-
zugt die leicht meBbaren Konzentrationen des Hormon-Re-
zeptor-Komplexes ({[H—R]) und des freien Hormons ([H])
verwendet. Besonders vorteilhaft sind graphische Darstel-
lungen der Komplexbildung, die zu einer Geraden fiihren
(Abb. S)'!1 Steigung und Schnittpunkte erlauben dann die
Berechnung von Bindungsparametern. Am hiufigsten wird
die von Scatchard''?! angegebene Gleichung verwendet (vgl.
auch Abb. Se), die im folgenden abgeleitet wird.

T al b) cl
(H) —= log (H] —= log (H} —
T d T
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4
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Abb. 5. Graphische Darstellung der Bildung des Hormon-Rezeptor-Komple-
xes (H—R). a) [H—R]={[H]; b) [H—R]=flog[H]); ¢) log[H—R]
=fllog[H]): d) 1/[H—R]=f(1/[H]); ) [H—R]/[H]=f[H—R]) (Darstel-
lung nach Scatchard).

[H-R] _

H+Re2H-R und =
[H][R]

K

Setzt man
[R]=[Ro]-[H—-R]
so folgt

[H-R]

(A (RoJ-[H-R) ~ <

oder

[H—R]_ ) _ _
[H] = K-([Ro]-[H~-R])
[H-R] _ . [Ro)-[H-R]

[H][Ro] [Ro]
[H-R] _ . /, [H-R]

[HIRa] ~ © (’ [Ro] )

In der Praxis setzt man anstelle der im allgemeinen nicht
bekannten Konzentration des freien Rezeptors [R] die Kon-
zentration des gesamten Rezeptors [Ro] ein, die als proportio-
nal zur leicht meBbaren Protein-Konzentration angenommen
wird. Aus der Steigung der Geraden kann die Affinitits-
konstante K abgeleitet werden. Der Schnittpunkt mit der
Abszisse ist ein MaB fir die Zahl der Bindungsstellen.
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Abb. 6. Schematische Darstellung der ,,direkten” Messung der Rezeptor-Bin-
dung. @: Hormon mit hoher Affinitat, o: Hormon mit geringer Affinitit
zum Rezeptor.

Um das Massenwirkungsgesetz anwenden zu konnen, muB
man unterhalb des Sattigungsbereiches des Rezeptors arbeiten
(Abb. 6). Nach der Einstellung des Gleichgewichtes werden
freies und Rezeptor-gebundenes Hormon getrennt und gemes-
sen. Die Rezeptor-Konzentration in einer Priparation liegt
normalerweise in der GroBenordnung von <10~ ® mol/l. Zur
Messung derartig niedriger Konzentrationen werden Hormo-
ne mit spezifischen Aktivititen von mehr als 10 Ci/mmol
bendétigt. In der Praxis haben sich Tritium- und, speziell fir
Proteohormone, lodisotope eingebiirgert. Die Anwesenheit
eines oder mehrerer Tritiumatome in einem Molekiil hat prak-
tisch keinen EinfluB auf seine Affinitdt zum Rezeptor. Die
Einfiihrung eines lodatoms, das etwa die Grofle eines Benzol-
ringes hat, kann aber durchaus zu sterischen und physikalisch-
chemischen Verdnderungen des Molekiils fiihren und seine
Affinitdt zum Rezeptor verringern. Die Verhiltnisse werden
noch komplizierter dadurch, daB ein Proteohormon im allge-
meinen mehr als eine iodierbare Aminosdure enthalt. Es ist
daher mit der Anwesenheit verschieden stark iodierter Analo-
ga, die moglicherweise unterschiedliche Affinititen zum Rezep-
tor haben, neben nichtiodiertem Hormon zu rechnen. Dal3
an verschiedenen Stellen monoiodierte Derivate eines Proteo-
hormons den gesamten Bereich von unwirksam bis voll wirk-
sam umfassen konnen, wurde durch die gezielte Synthese von
Monoiod-Analoga des Insulins bewiesen!!3 =31,

Die graphischen Darstellungen ermdéglichen durch den Ver-
gleich berechneter und experimenteller Kurven die Uberprii-
fung theoretischer Bindungsmodelle. So weist eine Scatchard-
Kurve, die vor dem linear abfallenden Bereich zunichst einen
Anstieg mit einem Maximum zeigt, auf einen kooperativen
Effekt bei der Komplexbildung hin (Abb. 7a).
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Abb. 7. Scatchard-Darstellung a) bei kooperativer Bindung und b) bei Anwe-
senheit von zwei Bindungsstellen.

Die graphische Darstellung der Scatchard-Gleichung ergibt
gelegentlich durchgebogene Kurven. Dies kann auf das Vor-
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handensein von mehr als einer Bindungsstelle zuriickgefiihrt
werden. Solche Kurven lassen sich nidherungsweise gra-
phisch!'®! oder durch Iteration mit einem Computer in zwei
oder mehr Geraden zerlegen (Abb. 7b). Fiir viele Hormone
wie Insulin und Prostaglandine wurden auf diese Weise zwei
Bindungsstellen nachgewiesen!! - 181,

Eine nichtlineare Scatchard-Kurve kann ihre Ursache auch
darin haben, daB kein einheitliches Hormon, sondern ein Ge-
misch aus Verbindungen mit unterschiedlichen Affinitédten vor-
lag. Dies ist vor allen Dingen bei lod-markierten Proteohormo-
nen zu erwarten!!® 201,

Bei der ,direkten“ Messung der Rezeptor-Bindung mu@
davon ausgegangen werden, daB neben der Bildung des Hor-
mon-Rezeptor-K omplexes auch das zweite Gleichgewicht —
die Aktivierung des Cyclase-Systems oder des Rezeptor-Kom-
plexes - erfaBt wird. Die erhaltenen scheinbaren Assoziations-
konstanten sind zu hoch.

3.3. Die Bestimmung der Hormon-Rezeptor-Bindung nach der
Methode der kompetitiven Protein-Bindung

Liegt die Testsubstanz (Hormon oder Hormonanalogon)
nicht in radioaktiv markierter Form vor, muB8 die Methode
der kompetitiven Protein-Bindung angewendet werden. Bei
diesem Verfahren wird eine radioaktiv markierte Bezugssub-
stanz benotigt. Der vom Rezeptor gebundene Anteil der Be-
zugssubstanz wird durch die Testsubstanz herabgesetzt (Abb.
8). Diese Verringerung der Rezeptor-Bindung wird als Kompe-
tition bezeichnet. Sie hidngt von der Konzentration der Test-
substanz und von ihrer Affinitdt zum Rezeptor ab. Im Gegen-
satz zur ,direkten* Bestimmung der Bindung muB im Sitti-
gungsbereich des Rezeptors gearbeitet werden. Nach der Inku-
bation sind die Bindungsstellen des Rezeptors abgesittigt.
Die Folgereaktion (Aktivierung des Hormon-Rezeptor-Kom-
plexes oder des Cyclase-Systems) sollte daher keinen EinfluB
aufdas Verhiltnis haben, in dem Bezugssubstanz und Testsub-
stanz vom Rezeptor gebunden werden.
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Abb. 8. Schematische Darstellung der kompetitiven Messung der Rezeptor-
Bindung. e: Radioaktiv markierte Bezugssubstanz (Tracer): ¢: nicht radioak-
tive Testsubstanz (Hormon) mit der gleichen Affinitdt zum Rezeptor wie
die Bezugssubstanz: o: nicht radioaktive Testsubstanz (Hormon) mit kleinerer
Affinitdt zum Rezeptor als die Bezugssubstanz.

Die mit verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanz
bei konstanter Konzentration der Bezugssubstanz erhaltenen
Kompetitionskurven haben den fiir eine Protein-Bindung typi-
schen sigmoiden Verlauf. Sie lassen sich innerhalb eines weiten
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Bereiches linearisieren, z.B. durch die von Rodbard fiir den
Radioimmunotest entwickelte logit-log-Transformation!*"!
(Abb. 9).
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Abb. 9. a) Kompetitionskurve und b} deren Linearisierung durch logit-
log-Transformation nach Rodbard [21]. In[%Bindung/(100—%;Bindung)]
=f(logCres). CTest = Konzentration der Testsubstanz.

Ein Nachteil der Methode der kompetitiven Protein-Bin-
dung ist, daB} die mit mehreren Testsubstanzen am gleichen
Rezeptor erhaltenen Kompetitionskurven oft nicht parallel
sind. Daher kann aus diesen Kompetitionskurven die relative
Affinitét nicht in einfacher Weise berechnet werden. Zu ihrer
Bestimmung ist ein grofler experimenteller und mathemati-
scher Aufwand erforderlich. In der Praxis umgeht man dieses
Problem dadurch, daB man willkiirlich festgelegte Punkte die-
ser Kurven, meistens die der 50proz. K ompetition, miteinander
in Beziehung setzt. Die Erfahrung mit nicht parallelen Kompe-
titionskurven kann durch Simulierung am Analog-Computer
und durch Berechnung solcher Kurven'*?! bestiitigt werden
(Abb. 10).

—
(=1
[=1

Bindung [%e] ——=—
3

AT [H] (mot/l] —=

Abb. 10. Durch Simulation am Analog-Computer erhaltene Kompetitionskur-
ven. K, =relative Dissoziationskonstante (vorgegeben), KF =, Kompeti-
tionsfaktor”. Einzelheiten siehe Text.

Die drei Kurven, die fiir relative Dissoziationskonstanten
(Kcer) von 0.1, 0.01 und 0.001 berechnet wurden, sind nicht
parallel. Auch stehen die aus ihnen ermittelten Konzentratio-
nen fiir 50proz. Kompetition nicht im Verhiltnis 1:10 bzw.
1:100, sondern im Verhiiltnis 1:2.5 und 1:12.5. Diese Werte
diirfen deshalb nicht als relative Affinitit bezeichnet werden.
Fiir sie wird der Begriff ,,Kompetitionsfaktor* (KF) vorge-
schlagen. Er ist definiert als Quotient aus den Konzentrationen
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der Testsubstanz (cyes) und der Bezugssubstanz (cgrer.), die
fiir 50proz. Kompetition erforderlich sind:

KF

_ Crest bei 50 % Kompetition

" Crer, bei 50 % Kompetition

4. Die Gewinnung von Rezeptor-Priiparationen

Rezeptor-Praparationen werden bevorzugt aus typischen
Erfolgsorganen des betreffenden Hormons gewonnen. Fiir
manche Hormone eignen sich mehrere Gewebe (Tabelle 1).

Tabelle 1. Zur Gewinnung von Rezeptor-Priparationen geeignete Gewebe.

Hormon Gewebe
ACTH (Adrenocorticotropes
Hormon) Nebenniere
Calcitonin Niere, Knochen, Lymphocyten
Glucagon Leber, Pankreas, Fettgewebe, Herz

Gonadotropine:
HCG {Humanes
Choriongonadotropin)
LH/ICSH (Interstitial-
zellen-stimulierendes
Hormon)
FSH {Follikel-
stimulierendes Hormon)

Insulin

Catecholamine

Oxytocin
Prolactin
Prostaglandine

Testes, Ovar

Testes, Ovar

Ovar

Leber, Fettgewebe, Lymphocyten, Muskel
Myocard, Leber, Erythrocyten, Uterus,
Fettgewebe, Gehirn

Froschhaut, Mamma, Fettgewebe, Uterus
Mamma

Uterus, Ovar, Fettgewebe, Leber, Niere,

Nebenniere, Schilddriise, Thrombocyten

Welches Gewebe man wihlt, richtet sich oft nach der zu
bearbeitenden Fragestellung. So werden Zusammenhénge zwi-
schen Insulin und dem Fettstoffwechsel vorteilhaft an den
Rezeptoren der Fettzelle oder der Leber untersucht. Auch
die Wahl der Tierspezies kann von Bedeutung sein. Fiir den
Corticoid-Rezeptor!?®! konnten z.B. von Spezies zu Spezies
recht wesentliche K onzentrationsunterschiede in den Geweben
nachgewiesen werden (Tabelle 2).

- Tabelle 2. Konzentration des Corticoid-Rezeptors in Ratten- und Kaninchen-

geweben.
Gewebe Juvenile Juveniles
Ratte Kaninchen
[pmol Rezeptor/mg Protein]

Leber 0.64 0.12
Skelettmuskel 0.06 0.03
Herz 0.26 0.13
Gehirn Q.19 0.12
Niere 0.23 0.16
Testes 0.15 0.22
Thymus 0.45 0.65
Lunge 0.02 0.53
Magen 0.08 0.19

Milz 0.07 0.27

Die Isolierung eines Rezeptors ist sehr aufwendig. Daher
wird in der Praxis hdufig mit ziemlich rohen Rezeptor-Pripara-
tionen gearbeitet. Relativ einfach ist die Aufarbeitung der
cytoplasmatischen Rezeptoren. Als Priiparation wird fast aus-
schlieBlich das nach Homogenisierung des Gewebes und Zen-
trifugation zugingliche Cytosol verwendet.

Mehr Variationsmoglichkeiten bietet die Gewinnung einer
Priparation des Membran-gebundenen Rezeptors. Beschrie-
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ben ist das Arbeiten mit Zellen, die bereits als solche vorliegen
(z. B. Erythrocyten, Lymphocyten) oder die durch proteolyti-
sche Enzyme aus einem groBeren Zellverband freigesetzt wer-
den (Leberzellen, Fettzellen usw.). Bei Verwendung ganzer
Zellen 148t sich oft parallel zu den Hormon-Bindungsstudien
eine biologische Folgereaktion messen, z. B. die Aktivierung
des Adenylat-Cyclase-Systems. Haufiger als ganze Zellen wer-
den meist recht unreine Membranfraktionen als Rezeptor-Pri-
paration eingesetzt. SchlieBlich ist es gelungen, Membran-ge-
bundene Rezeptoren durch Behandlung mit vorzugsweise
nichtionischen Detergentien in Losung zu bringen, ohne ihre
Bindungsfahigkeit wesentlich zu beeintrichtigen. Allerdings
steht der Beweis noch aus, daB ein solcher 16slicher Hormon-
Rezeptor-Komplex nach Rekonstitution noch eine biologisch
relevante ,,intrinsic activity” besitzt.

5. Die Durchfiihrung des Rezeptor-Bindungs-Testes

Rezeptor-Priaparation und Hormon miissen unter Bedin-
gungen inkubiert werden, unter denen die Stabilitdt des Rezep-
tors und die Gleichgewichtseinstellung (siche Abschnitt 3.1)
gewihrleistet sind. Mit den nicht sehr stabilen 16slichen (cyto-
plasmatischen) Rezeptoren wird hiufig zwischen 4 und 15°C,
seltener bei hoheren Temperaturen gearbeitet. Inkubationen
mit den stabileren Membran-gebundenen Rezeptoren werden
oft bei Raumtemperatur, gelegentlich auch bei 37°C durchge-
fihrt. Zur Einstellung des Gleichgewichts geniigen im allgemei-
nen wenige Minuten bis einige Stunden. Besondere Beachtung
erfordert die Trennung von freiem und Rezeptor-gebundenem
Hormon; sie sollte unter Bedingungen vorgenommen werden,
unter denen eine moglichst geringe Dissoziation des Hormon-
Rezeptor-Komplexes zu erwarten ist. Im allgemeinen sind
Kompromisse zwischen optimalen Trennverfahren und ratio-
neller Durchfiihrung erforderlich.

In der Literatur sind Verfahren beschrieben, die auf sehr
verschiedenen Trennprinzipien beruhen. Unterschiede in der
Dichte werden bei der Trennung mit der Ultrazentrifuge ausge-
nutzt(232 Bei groBen Dichteunterschieden, z. B. bei Membran-
fraktionen oder ganzen Zellen, reicht eine niedertourige Zentri-
fugation aus!*°!. Ein besonders elegantes Verfahren fiir Fettzel-
len ist die Flotation durch eine Olschicht mittleren spezifischen
Gewichtes!?**!. Eine Trennung nach der MolekiilgroBe gelingt
an Membranfiltern!23<! oder durch Gelchromatographie!2*%,
Unterschiede in der Ladung werden bei der Gelelektrophorese
ausgenutzt!?*l. Eine Trennung ist auch durch Bindung des
freien Hormons an Adsorbentien moglich. Diese Adsorptions-
verfahren, speziell mit Dextran-behandelter Aktivkohle, wer-
den hiufig angewendet. Sie haben allerdings den Nachteil,
daB sich die hohe Affinitit des Adsorptionsmittels zum Hor-
mon storend auf das Gleichgewicht auswirken kann. Bet allen
Trennverfahren ist es empfehlenswert, zur Zuriickdrangung
der Dissoziation des Hormon-Rezeptor-Komplexes bei tiefen
Temperaturen zu arbeiten.

6. Anwendungsmoglichkeiten des Rezeptor-Bindungs-
Testes

Nach der Diskussion der theoretischen und methodischen
Grundlagen des Rezeptor-Bindungs-Testes soll seine Anwen-

dung an einigen Beispielen besprochen werden.
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6.1. Der Radiorezeptor-Test als Methode der quantitativen Hor-
mon-Bestimmung

Der Radiorezeptor-Test kann wie ein radioimmunologi-
scher Test!22% zur Bestimmung von Hormon-Konzentrationen
in Geweben und Korperfliissigkeiten dienen. Anstelle von
Antikorpern wird eine Hormon-spezifische Rezeptor-Prépara-
tion verwendet.

Wihrend mit dem Radioimmunotest strukturell @hnliche
Verbindungen, unabhingig von ihrer biologischen Wirkung,
gemessen werden, erfait der Radiorezeptor-Test Substanzen
mit der Hormon-spezifischen biologischen Aktivitat, unabhén-
gig davon, ob sie mit dem originalen Hormon verwandt sind.

Ein Nachteil ist die im Vergleich zu den Immunglobulinen
haufig geringere Stabilitidt der Rezeptoren. Dies gilt in besonde-
rem Mafe fiir die cytoplasmatischen Rezeptoren. Mit diesen
ist ein Radiorezeptor-Text bisher auch nur fiir Ostradiol be-
kannt geworden!?*.. Fiir Hormone mit den stabileren Mem-
bran-gebundenen Rezeptoren wurden Teste fiir ACTHI!?5],
Glucagon!2®!, Insulin!2”], Wachstumshormon!2® und die Go-
nadotropine!2® ~3! sowie fiir Prostaglandin E,'*% beschrieben.
Auf der Basis des Rezeptor-Testes fiir HCG (Humanes Cho-
riongonadotropin) konnte ein hochst empfindlicher Schwan-
gerschaftstest ausgearbeitet werden, der einen Nachweis der
Schwangerschaft bereits sechs bis acht Tage nach der Konzep-
tion erlaubt!?3),

6.2. Der Rezeptor-Bindungs-Test zur Charakterisierung endo-
kriner Storungen

In einigen Fillen ist es gelungen, einen Zusammenhang
zwischen endokrinen Erkrankungen und dem Rezeptor-Ge-
halt der beteiligten Gewebe nachzuweisen. Besonders gut un-
tersucht ist der Zusammenhang von Stérungen des Kohlenhy-
drat- und Fettstoffwechsels mit dem Gehalt an Insulin-Rezep-
toren. Beim Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel von Mensch
und Tier gibt es eine Reihe pathologischer Zustinde, die durch
erhohte oder erniedrigte Insulin-Spiegel im Plasma charakteri-
siert sind'**!, Die in diesen Fillen gemessenen Konzentratio-
nen an Insulin-Rezeptor scheinen sich umgekehrt wie die Insu-
lin-Konzentration zu verhalten (Tabelle 3). Daraus konnte
geschlossen werden, daB das Insulin selbst die Rezeptor-Kon-
zentration reguliert. Da bei hohen Insulin-Spiegeln das Gleich-
gewicht stark auf der Seite der Komplex-Bildung liegt, geniigt
fur die physiologische Wirkung des Insulins eine geringe An-
zahl von Rezeptoren. Umgekehrt wird bei niedrigen Insulin-
Konzentrationen die Bildung des Komplexes durch eine Zu-
nahme der Rezeptor-Konzentration gefordert3% 3. Am Tier
und am Menschen konnte gezeigt werden, da3 nach Normali-
sierungdes pathologischen Zustandes, z. B. durch eine geeigne-
te Didt, mit dem Erreichen normaler Insulin-Spiegel auch
weitgehend normale Rezeptor-Konzentrationen erhalten wer-
den.

Besonderes Interesse beansprucht zur Zeit die Bestimmung
von Ostrogen-Rezeptoren bei Brustkrebs (Mammacarcinom).
In etwa der Hilfte der untersuchten Tumorgewebe konnten
Ostrogen-Rezeptoren nachgewiesen werden. In diesen Fillen
héngt das Wachstum der Tumoren von der Anwesenheit von
Ostrogenen ab (Hormon-abhingige Tumoren). Die durch
Ostrogene nicht beeinfluBbaren Tumoren werden als autonom
bezeichnet!37 =39, Im Falle Ostrogen-abhingiger Tumoren be-
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Tabelle 3. Bezichung zwischen Insulin-Konzentration im Plasma und Insulin-
rezeptor-Konzentration (gemessen an verschiedenen Geweben) bei endokrinen
Storungen. 1: erhohte, |: erniedrigte Konzentrationen.

Insulin- Rezeptor-
Konzentration  Konzentration

Mensch:

Fettsucht 1 !
Fettsucht + Diit normal normal
Altersdiabetes normal oder { l
Altersdiabetes + Sulfonylharnstoff normal normal
Tier:

Diabetes (Streifenhamster) 1 I
Hypophysektomie l 1
Adrenalektomie 1 T
Corticoid-Uberschufl 1 1

steht eine gute Prognose, durch Behandlung mit Antidstroge-
nen, seltener auch mit Androgenen, eine Regression zu errei-
chen. Zur Ausschaltung der Produktion endogener Hormone

wird die Hormontherapie oft durch Ovarektomie, Adrenalek--

tomie, gelegentlich auch durch Hypophysektomie, unterstiitzt.
Inetwa 60 % der Fille kann so eine Besserung erreicht werden.
Bei autonomen Tumoren sind Hormonbehandlung und unter-
stiitzende ablative chirurgische MaBnahmen praktisch immer
ohne Erfolg. Hier ist eine Behandlung mit Cytostatika erforder-
lich (Abb. 11).

Bstrogen»Rezeptor in Mamma-Gewebe

=

negativ 50 %

positiv 50 %

Hormon-Behandlung

und/oder
ablative Chirurgie
Regression  kein Erfolg —>  Behandlung mit
60 % 40 % Cytostatika

Ostrogen-abhingiger Tumor autonomer Tumor

A 138,11

Abb. 11. Behandlungsmoglichkeiten des Mammacarcinoms je nach seinem
Gehalt an Ostrogen-Rezeptor.

Der Rezeptor-Bindungs-Test ermdglicht eine Zuordnung
des Tumors und damit die Festlegung der notwendigen
Behandlungsform. Im Falle autonomer Tumoren knnen so
die sehr drastischen chirurgischen Eingriffe vermieden werden.

6.3. Der Rezeptor-Bindungs-Test zur Ermittlung von Struktur-
Affinitits-Beziehungen

Der Rezeptor-Bindungs-Test spielt eine bedeutende Rolle
bei der Erforschung der Beziehungen zwischen chemischer
Struktur und biologischer Wirkung von Hormonen. Wesent-
liches Ziel dieser verallgemeinert auch als ,Drug Design®
bezeichneten Arbeiten ist die Entwicklung von Wirkstoffen,
die dem nativen Hormon iiberlegen sind. Von Interesse konnen
Verbindungen mit verstirkter Wirkung sein, die durch eine
hohere Konzentration am Wirkort, Steigerung der Affinitét
zum Rezeptor oder Erhohung der ,,intrinsic activity” des Hor-
mon-Rezeptor-Komplexes erreicht werden kann (vgl. Abb.
1). Viele Hormone haben ein breites Spektrum biologischer
Wirkungen. Aus pharmakologischer Sicht sind oft solche Ver-
bindungen von Interesse, die eine dieser Wirkungen in ver-
stirktem MaBe besitzen.
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Fiir Insulin konnte der EinfluB von Modifikationen auf
die Bindung an den Rezeptor nachgewiesen werden!*®~42],
Verschiedene Insulin-Analoga werden an Fettzellen oder an
Leberzell-Membranen in geringerem Ausmall als das native
Hormon gebunden. Meistens geht auch die in vitro gemessene
biologische Aktivitit zuriick. Dabei kann mit einer von der
Modifikation abhangigen, ausreichend hohen Konzentration
immer der maximale biologische Effekt erreicht werden. Durch
die Modifizierung wird demnach zwar die Affinitit zum Rezep-
tor, nicht aber die ,,intrinsic activity“ des Rezeptor-K omplexes
verindert. Die Untersuchungen am Insulin wurden dadurch
erleichtert, daB Modifizierungen am Molekiil in iiberschauba-
rer Weise moglich sind. Eine Abspaltung der N- oder C-termi-
nalen Aminosiuren der A-Kette oder die Abspaltung eines
C-terminalen Penta- oder Octapeptids der B-Kette fiihrt zu
einem deutlichen Affinitdtsverlust. Im Gegensatz dazu wird
die Abspaltung der N-terminalen Aminosdure der B-Kette
durchaus toleriert (Abb. 12).

Vernetzung
Spaltung Spaltung
, I |

A

% A-Kette 5 Substitution
Substitution

Phe Arg — Phe — Lys-Ala

1 B-fette 7 p By B

Spaltung Spaltung  Spaltung

Octa- Penta- i

peptid

Abb. 12. Modifizierungen am Insulin.

Durch Substitution der terminalen Aminogruppen oder
durch Einfiihrung intramolekularer Briicken wird die Affinitét
verringert, geht aber nicht vollig verloren. Viele dieser Derivate
bewirken dennoch in vivo eine relativ starke Blutzuckersen-
kung. Dieser Effekt wird durch die hohere Stabilitit des modifi-
zierten Molekiils gegeniiber dem enzymatischen Abbau in
der Leber erklirt.

Als weiteres Beispiel soll die Rezeptor-Bindung von Gluco-
corticoiden dienen (Abb. 13)1431, Ausgehend von Cortisol fiihrt
der Verzicht auf die 11p-Hydroxyl-Gruppe (Cortexolon), nicht
aber auf die 17a-Hydroxyl-Gruppe (Corticosteron) zu einer
Verringerung des gebundenen Anteils. Eine Oxidation zum
11-Keton (Cortison) beeintrichtigt die Affinitdt stark. Die
trotzdem vorhandene biologische Aktivitit der 11-Oxo-corti-
coide ist auf ihre in-vivo-Reduktion zum 11-Hydroxyderivat
zuriickzufiihren. Durch Einfiihrung einer 1,2-Doppelbindung
(Prednisolon) wird eine hohere Affinitit zum Rezeptor erreicht.
Dabei steigt auch die biologische Wirkung. Glucocorticoide
mit noch stiarkerer Bindung an den Rezeptor werden durch
die Einfithrung von Fluoratomen in die 9a- oder 6a-Stellung
erhalten. Vorteilhaft ist auch eine Methyl-Gruppe in 16a-Stel-
lung. Die Veresterung der 21-Hydroxy-Funktion mit einer
kurzkettigen Carbonsdure hat praktisch keinen EinfluB@ auf
den gebundenen Anteil. Erst der Ester mit der lingerkettigen
Valeriansdure wird vom Rezeptor in geringerem MaB gebun-
den.

Eine neue Klasse von Glucocorticoiden!**! sind die Pregna-
dien-21-carbonsiureester. Sie werden, abhingig von der Ket-
tenlidnge der Alkoholkomponente, maBig bis gut vom Rezeptor
gebunden. Trotz dieser Affinitdt sind die Derivate in allen
systemischen Entziindungstesten unwirksam. Grund dafir ist
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Cortexolon, KF = 3

CH,OH

18u
.
L

Dexamethason,
KF = 0.08

((EHZOH
=Q

GH,OH

C=0
HO o? ; i-’OH
o) o

i

Corticosteron, KF = 1

CHzOH
Cc=0
HO OH

4

Cortisol, KF = 1

|

CIHZOH

H --OH

&

Prednisolon, KF = 0.3

5%
asd

|
|

Cortison, KF = 120

G H,OH

Bu
O y O -
CHj

F
Fluocortolon, Methylprednisolon,
KF =10,11 KF = 0,17
CH;O0-C—CH;,4

Cc=0
-CH3;

©)

Fluocortolon-21-acetat,
KF = 0,10

Abb. 13. Bindung von Glucocorticoiden an den Rezeptor (Rattenthymus). KF =, Kompetitionsfaktor

(siche Abschnitt 3.3).

die schnelle Hydrolyse zur freien Sdure, die keine Affinitit
zum Rezeptor besitzt (Abb. 14).

GOOC H,
C=0
HO. CH,

O

i

¥

reversible Bindung
am Rezeptor

(FOOH
Plasma ¢=0
Gewebe HO = H3
=
O =

F
keine Bindung
am Rezeptor

Abb. 14. Topisch wirksames Corticoid mit einer ,,Sollbruchstelle* zur Verhin-
derung einer systemischen Wirkung.

Angew. Chem. / 88. Jahrg. 1976 / Nr. 23

Als topische Entziindungshemmer mit praktisch fehlenden
systemischen Nebenwirkungen sind diese Verbindungen von
sehr groBem Interesse.

7. Ausblick

Seit der Beschreibung des ersten Rezeptor-Proteins sind
viele Aspekte des Hormon-Rezeptor-Gebietes bearbeitet wor-
den. Trotzdem bleiben Fragen unbeantwortet, z.B. nach der
Isolierung und Charakterisierung der Rezeptor-Proteine, nach
der Aminosiuresequenz und Konformation oder nach der
Struktur des Rezeptor-Molekiils als Teil der Zellmembran.
Unbekannt sind weiterhin der Mechanismus der Rezeptor-ge-
steuerten Gen-Expression und die Regulation der Rezeptor-
Biosynthese.
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Neuere Ergebnisse auf all diesen Gebieten werden zur Ver-
tiefung unseres Wissens iiber die Hormonwirkung beitragen.
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Zuschriften sind kurze vorldufige Berichte iiber
Forschungsergebnisse aus allen Gebieten der Che-
mie. Vom Inhalt der Arbeiten mul3 zu erwarten
sein, daf} er aufgrund seiner Bedeutung, Neuartig-
keit oder weiten Anwendbarkeit bei sehr vielen
Chemikern allgemeine Beachtung finden wird.
Autoren von Zuschriften werden gebeten. bei Ein-
sendung threr Manuskripte der Redaktion mitzu-
teilen, welche Griinde in diesem Sinne fiir eine vor-
dringliche Veroffentlichung sprechen. Die gleichen
Griinde sollen im Manuskript deutlich zum Aus-
druck kommen. Manuskripte. von denen sich bei
eingehender Beratung in der Redaktion und mit
auswirtigen Gutachtern herausstellt. daB sie diesen
Voraussetzungen nicht entsprechen, werden den
Autoren mit der Bitte zuriickgesandt, sie in einer
Spezialzeitschrift erscheinen zu lassen, die sich
direkt an den Fachmann des behandelten Gebietes
wendet.
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Konformationsuntersuchungen an zwolfgliedrigen Hete-
rocyclen. Kristallstruktur von 5,18-Dimethyl-5,18-di-
azatribenzo[a,e,i|cyclododecen-6,17(5H,18 H)-dion

Von W. David Ollis, Julia Stephanidou Stephanatou, J. F raser
Stoddart, Andrew Quick, Donald Rogers und David J. Wil-
liamsL']

Synthese und Konformationsverhalten von N,N’,N"-Trime-
thyl-!"? und N,N',N"-Tribenzyltrianthranilid® sind vor kur-
zem beschrieben worden. Wir berichten jetzt iiber die Konfor-
mationseigenschaften der N,N’-Dimethyl- (2) und N,N'-Di-
benzyl-Derivate (3) des zwolfgliedrigen ungesittigten Bislac-
tams (/)P
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