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Thyroxine-Binding Globulin (TBG):
Preparation, Radioimmunoassay
and Clinical Significance

Summary. In order to establish a direct method for
the determination of thyroxine-binding globulin, the
preparation of TBG was performed by five subse-
quential chromatographical steps: first, TBG was
concentrated 640-fold from pooled human serum by
affinity chromatography on agarose to which triiodo-
thyronine was covalently bound over six carbon long
spacer groups using the bromine cyanide activation
method. The further purification was performed by
anion exchange chromatography on QAE- and
DEAE-Sephadex A-50, and affinity chromatography
for glycoproteins on ConA-Sepharose. The final en-
richment of TBG was 4500 fold, the overall yield
was approximately 20%. This preparation was shown
to be highly purified by disc electrophoresis (three
different concentrations of polyacrylamide and two
different pH values) and by equimolar binding for
T, and T;. Microheterogeneity was shown by three
different protein bands in isoelectric focusing in the
pH range from 4.0 to 4.5. The indirectly calculated
content of carbohydrates was about 15%.

This TBG preparation was used for immunization
of rabbits and for labelling with '2%iodide by the
chloramine T-method. The inter assay precision of

_the radioimmunoassay was satisfactory, the coeffi-
cient of variation being 4.3%. Serum dilution curves
were found to be on the standard curve, proving no
immunological heterogeneity, also in samples from
subjects with quantitative TBG-variations.

The normal range of TBG levels (23.0+4.0 mg/l,
X+ SD) was shown to be in good agreement with

* Mit Unterstiitzung des Sonderforschungsbereichs 51 Medizini-
sche Molekularbiologie und Biochemie

**  Diese Arbeit wurde mit dem ersten ,,von Basedow-Forschungs-
preis Schilddriise 1977 der Deutschen Gesellschaft fiir Endokrino-
logie ausgezeichnet

the literature. But there existed a significant age de-
pendency : The high TBG levels in the neonatal period
were found to decrease until the age of 15 years re-
maining at this low level up to 50 years. Thercafter
they increased continously. After the neonatal period
there was a significant correlation between total T,
and TBG levels in serum. Consequently the T,/TBG
ratio remained constant (3.2+0.7, X4 SD), climinat-
ing the age dependency of both, T, and TBG for
diagnostic purposes.

There existed no sex differences in any period of
life and no fluctuations during menstrual cycle. The
estrogen induced rise of TBG levels could be
confirmed quantitatively in females (pregnancy and
estrogen therapy), similarly in males TBG increase
could be demonstrated during fosfestrol therapy. In
drug induced states of estrogen deficiency inversely
a decrease of TBG levels could be shown in females
during danazol therapy. These estrogen influences on
TBG seem to be long term effects.

Variations of TBG levels in primary thyroid disor-
ders reported in the literature could not be confirmed
by the direct radioimmunological measurement: In
hyperthyroidism (20.0+ 3.5 mg/l), endemic goiter
(21.1 + 4.6 mg/l) and hypothyroidism (21.6 + 7.0 mg/l)
TBG was essentially in the normal range. In these
states of thyroid disorders the variations of T,/TBG
ratio are caused by variations of T,-levels, whereas
T,/TBG ratio was found to be normal in states of
TBG excess or TBG deficiency. Consequently this
T4/TBG ratio was elevated only in hyperthyroidism
and decreased only in hypothyroidism.

Key words: Thyroxine-Binding Globulin (TBG) —
Estrogen dependency — Danazol — Age dependency
— T,/TBG ratio.

Zusammenfassung. Zum Aufbau einer spezifischen ra-
dioimmunologischen  Bestimmungsmethode  von
Thyroxin-bindendem Globulin (TBG) im Serum
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wurde eine reine TBG-Priaparation hergestellt. Die
erste Anreicherung des TBG aus humanem Pool-
plasma um den Faktor 640 wurde mit einer Affinitéts-
chromatographie {iber Sepharose 4-B erreicht, an die
Trijodthyronin (T ;) kovalent gebunden war. Die wei-
tere Reinigung mit einer Gesamtanreicherung um ei-
nen Faktor von 4500 erfolgte iiber Anionenchromato-
graphie (QAE- und DEAE-Sephadex A-50) und Affi-
nitdtschromatographie mit Concanavalin A (ConA-
Sepharose). Die Wiederfindung von TBG fiber alle
Schritte lag bei 20%. Das isolierte TBG, das in der
Disc-Elektrophorese in drei verschiedenen Polyacryl-
amidkonzentrationen bei zwei verschiedenen pH-
Werten (pH 7,0 und pH 8,9) als eine homogene Bande
zur Darstellung kam, band Thyroxin (T,) oder Tri-
jodthyronin (T3) dquimolar. Als Zeichen einer ,,Mi-
kroheterogenitit“ kamen beim isoelectric focusing im
pH-Bereich von 4,0—4,5 drei Banden zur Darstel-
lung. Der indirekt ermittelte Zuckeranteil der TBG-
Préiparation betrug 15%.

Diese TBG-Priaparation wurde zur Immunisierung
von Kaninchen und zur *?3Jod-Markierung mit der
Chloramin-T-Methode benutzt. Die Prézision des Ra-
dioimmunoassay von TBG von Tag zu Tag war mit
einem Variationskoeffizienten von 4,3% gut. Die Ver-
dinnungskurven aller bisher gepriiften Serumproben
— auch bei quantitativen TBG-Varianten — lagen
auf der Kalibrierstandardkurve: Hinweise auf eine
immunologische Heterogenitit des TBG ergaben sich
damit nicht.

Bei Kontrollpersonen mit einem mittleren TBG-
Spiegel von 23,0+4,0 mg/l (Xx+5) zeigte sich eine
zweigipflige Altersabhidngigkeit der TBG-Konzentra-
tionen im Serum: In den ersten vier postnatalen Le-
benswochen fanden sich die hochsten TBG-Spiegel,
die bis zum generationsfihigen Alter abfielen, um jen-
seits des 50. Lebensjahres wieder anzusteigen. Nach
Abschlul} der Perinatalphase bestand eine signifikante
Korrelation zwischen dem Gesamt-T, und TBG. Der
T.,/TBG-Quotient war altersunabhingig konstant
(3,2+0,7; ¥+ ) und folglich der geeignete diagnosti-
sche Parameter.

Ein Geschlechtsunterschied der TBG-Spiegel fand
sich in keinem Lebensalter, ebenso konnten keine zyk-
lischen Schwankungen bei Frauen im generationsfa-
higen Alter nachgewiesen werden. Der bekannte An-
stieg der TBG-Spiegel unter Oestrogeneinfiuf3 konnte
bei Frauen (Antiovulantien und Graviditdt) und bei
Minnern (Fosfestrol) quantitativ bestétigt werden.
Umgekehrt konnte ein Abfall der TBG-Spiegel bei
therapeutisch induziertem Oestrogenmangel (Dana-
zol) erstmals aufgezeigt werden.

Bei primiren Schilddriisenfunktionsstérungen
fanden sich keine signifikanten Anderungen der TBG-
Spiegel, auch nicht bei direktem Vergleich zwischen
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Hyperthyreose (20,0 +3,5 mg/l) und Hypothyreose
(21,6 +7,0 mg/t). Verinderte T,/TBG-Quotienten
spiegeln bei diesen Erkrankungen folglich die von der
Norm abweichende Schilddriisenfunktion wider, Von
diesen Schilddriisenfunktionsstérungen lassen sich an
Hand der normalen T,/TBG-Quotienten alle Zu-
stdinde mit erhohten bzw. erniedrigten Gesamt-T,-
Spiegeln abgrenzen, die priméar auf einer quantitativen
Anderung der TBG-Spiegel beruhen.

Schliisselworter: Thyroxzin-bindendes Globulin (TBG)
— Qestrogenabhingigkeit — Danazol — Altersab-
hingigkeit — T,/TBG-Quotient.

1. Einleitung

Die Schilddrisenhormone Thyroxin (T,) und Trijod-
thyronin (T'5) zirkulieren im Blut nur zu einem gerin-
gen Anteil in freier Form, mehr als 99% sind als
biologisch nicht direkt aktives Reservoir an spezifi-
sche Transportproteine gebunden, vor allem an das
Thyroxin-bindende Globulin (TBG). Die Beurteilung
dieser Serumkonzentrationen von TBG erfolgte bis-
her vorwiegend mit indirekten Verfahren, wie dem
Ts-in vitro-Test (T3 U) oder der T ,-Bindungskapazitat
des Serums. Schwierigkeiten fiir die direkte Bestim-
mung des TBG bereitete bis jetzt vor allem die Her-
stellung ciner reinen TBG-Préparation. In letzter Zeit
wurden zuerst von den Arbeitsgruppen um Marshall
[25, 28] und Cavalieri [4] iiber Verfahren fiir die Isolie-
rung von TBG aus dem Serum mit Hilfe der Affinitéts-
chromatographie [8] berichtet. Mit Hilfe verschiede-
ner Modifikationen der Affinitdtschromatographie
konnten jetzt reinere TBG-Priparationen hergestelit
werden und ferper eine radioimmunologische Bestim-
mungsmethode aufgebaut und Untersuchungen zur
klinisch-diagnostischen Bedeutung des TBG-Gehalts
im Serum durchgefiihrt werden.

2. Material und Methoden

2.1. Reagentien

Die stabilen Schilddriisenhormone L-Trijodthyronin und L-Thyro-
xin p.a. wurden von der Firma Henning, Berlin, die radioaktiven
Verbindungen L-Trijodthyronin-***Jod (ca. 500 mCi/mg Tj), L~
Thyroxin-12°Jod (ca. 100 mCi/mg T,) und Natrium-**Jodid (ca.
10 Ci/mg J) von der Firma Hoechst, Frankfurt/M., bezogen. Die
Trigergele fir die Affinitdtschromatographie Sepharose 4B, CH-
Sepharose 4B und ConA-Sepharose, die Ionenaustauschergele
DEAE-Sephadex A-50, QAE-Sephadex A-50 und A-25 und die
Dextrangele Sephadex G-25 waren von der Firma Pharmacia, Upp-
sala/Schweden, das Hydroxylapatit Bio-Gel HTP von der Firma
Biorad, Miinchen; ferner Gamma-Globulin aus Rinderserum
(Firma Serva, Heidelberg), Rinderalbumin (Pentex®) und «-Me-
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thyl-D-Mannosid (Firma Roth, Karlsruhe), Bromzyan (Firma
Fluka, Buchs/Schweiz), Polyithylenglycol 6000 und die {ibrigen
Chemikalien fiir die Herstellung der iiblichen Pufferlgsungen (p.a.-
Substanzen der Firma E. Merck, Darmstadt). Das unter Zusatz
von Acid-citrate-dextrose (ACD) hergestellte Blutplasma wurde
frisch von der Blutbank bezogen und sofort aufgearbeitet.

2.2. Allgemeine Methoden

Die Schilddriisenhormonanalytik mit Gesami-T, (T,D), radioim-
munologische T;-Bestimmung (T;-RIA) und Ty-in vitro-Test
(T3U) wurde nach dem frither beschriebenen Prinzip der simulta-
nen Sidulenchromatographie durchgefithrt [19]. Der Nachweis von
TBG bei den verschiedenen Priparierschritten erfolgte zundchst
indirekt mit einem nach dem Ti-in vitro-Test modifizierten T,-
Test: Die Auftrennung eines Inkubationsgemisches von unbekann-
ter Probe mit T,-Tracer in TBG-gebundene und freie Fraktion
erfolgte tber kleine Sdulen mit 1,5 ml Sephadex G-25 medium
(vgl. 2.3.4). Bei spiiteren Priparationen wurde TBG direkt radioim-
munologisch in einem ,,Kurzassay” bestimmt (vgl. 2.6). Zur elek-
trophoretischen Uberpriifung der Priaparationen wurde die konven-
tionelle Zellulose-Acetat-Elektrophorese mit Tris-Acetatpuffer
pH 8,9  durchgefithrt, die Polyacrylamidgel-Elektrophorese
(PAGE) nach dem von Maurer beschriebenen Verfahren mit Gly-
cin-Acetatpuffer pH 8,9 und Tris-Veronal pH 7,0 [27]. Die Eiweil3-
konzentrationen in den S#uleneluaten wurden als optische Dichte
bei 280 nm in einem Zeiss-Spektralphotometer gemessen, der Ge-
samteiweiligehalt mit der Methode nach Lowry [23]. Die quantita-
tive Aminosdureanalyse erfolgte nach saurer Hydrolyse mit dem
Aminosiureanalysator Durrum D 500!,

! Fiir die Durchfithrung der Aminosiureanalysen danken wir
Herrn Dr. rer. nat. E. Fink, Institut fiir Klinische Chemie und
Klinische Biochemie der Universitidt Miinchen
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2.3. Isolierung von TBG
2.3.1. Koppiung von T4 an Sepharose

Nach dem Prinzip von Cuatrecasas [8] wurden zunichst 50 ml
Sepharose 4B mit Bromzyan aktiviert, mit Lysin gekoppelt und
pach einer neuerlichen Bromzyan-Aktivierung T; kovalent {iber
diesen Lysinspacer an die Sepharose gebunden. Durch Einsatz von
CH-Sepharose 4B, einem Trigergel mit freien ,,six carbon long
spacer** Carboxylgruppen konnte dieses Verfahren vereinfacht wer-
den: 10 g CH-Sepharose 4B wurden in einem UberschuB von
0,5 molft NaCl-Losung gequellt und mit 500 m! 0,5 molfi
NaHCO;-Lsung tiber eine Fritte gewaschen. Diese feuchte Sepha-
rose wurde danach zur Aktivierung in eine Lésung von 10 g Brom-
zyan in 100 ml Aqua bidest. gegeben. Unter kontinuierlichem
Schiitteln und pH-Kontrolle wurde in den ndchsten 15 min laufend
0,5 mol/l NaOH zugegeben, bis der pH-Wert bei 8,5 nahezu kon-
stant blieb, Dieses Bromzyan-aktivierte Gel wurde wieder mit
500 ml 0,5 mol/l NaHCO; iiber eine Fritte gewaschen. Anschlie-
Bend wurden 100 mg stabiles T3 mit einer Tracerdosis von 2 uCi
T5-#%] in 20 ml 0,1 mol/l NaOH geldst, mit 0,5 mol/l NaHCO;-
Losung ad 100 ml verdiinnt und dabei auf einen pH-Wert von
9.4 eingestellt. Mit dieser T5-Lésung wurde die aktivierte Sepharose
iiber Nacht geschiittelt. Uberschiissige Bindungsstellen der Sepha-
rose wurden durch Ausschiitteln mit 1 mol/l Glycinpuffer pH 9,5
4 h inaktiviert. Das nicht kovalent gebundene T, wurde durch
exzessives Waschen der T;-Sepharose mit 10mal alternierend
1 mol/l Glycinpuffer pH 12 und 1 mol/l Natriumacetatpuffer
pH 4,0 entfernt. Bei einer Wiederfindung des T;-Tracers von insge-
samt 20% im Gel errechnete sich ein T;-Gehalt der Sepharose
von 0,7 mg/ml.

2.3.2. Affinitdtschromatographie

Zwei Liter Human-Plasma wurden mit 30 ml Ts-Sepharose bei
4° C im Kiihlraum 60 min ausgeschiittelt. Nach Absaugen des ex-
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trahierten Plasmas iiber ein Papierfilter in einer Porzellannutsche
und Auswaschen der unspezifisch gebundenen Proteine mit 2 1 kal-
tem 0,05 mol/l Veronalpuffer pH 9,0 wurde die T;-Sepharose in
eine 1,5 x 30 cm Glasséiule mit Temperiermantel gepackt. Anschlie-
Bend wurde das extrahierte TBG von der T;-Sepharose bei 30°C
mit einer T3-Losung pH 9,1 eluviert (Abb. 1). Dazu wurden 12 mg
T;5in 5 ml 0,1 mol/l NaOH geldst und mit 0,05 mol/l Veronalpuffer
pH 8,6 ad 100 mi verdiinnt.

2.3.3. Weitere saulenchromatographische Reinigung

QAE-Sephadex A-50 wurde tiber Nacht in 0,05 mol/l Tris-HCl-,
0,1 mol/t NaCl-Pufferlosung pH 8,6 gequellt und in eine Glassiule
von 2,5 x 25 cm gepackt. Die TBG-Fraktionen von der T;-Sepharo-
sesdule (Gesamtvolumen 50 ml) wurden direkt im geschlossenen
System anf diese QAE-Sephadex-A-50-Siule eluiert und dabei kon-
zentriert. Nach der Elution von Proteinverunreinigungen mit
130 ml 0,05 mol/l Tris-HCl-Puffer pH 7,4 mit einem NaCl-Gehalt
von 0,125 mol/l erfolgte die Elution des TBG durch ErhShung
der Salzkonzentration auf 0,225 mol/i NaCl (Abb. 1). Con A-Se-
pharose wurde in eine Sdule von 1,0x20cm gepackt und mit
einem 0,05 mol/l Tris-HCl-Puffer pH 7,4 vorgespiilt. Der TBG-
Peak von der QAE-Sephadex A-50-Siule wurde wiederum im ge-
schlossenen System auf diese ConA-Sepharose eluiert: Das TBG
blieb als Glykoprotein gebunden, wihrend Albuminverunreinigun-
gen eluiert und verworfen wurden. Mit 0,02 mol/l a-methyl-D-man-
nosid in 0,05 mol/l Tris-HC], 0,1 mol/l NaCl-Puffer pH 8,6 erfolgte
die Elution des TBG-Peaks. Dieser wurde auf einer nachfolgenden
DEAE-Sephadex A-50-Saule (1,5 x 30 cm), die mit dem Tris-NaCl-
Puffer pH 8,6 vorgespiilt war, wieder konzentriert. Mit einem linea-
ren Gradienten von 0,15 gegen 0,20 mol/l NaCl in 0,05 mol/l Tris-
HCl-Puffer pH 8,6 wurde TBG eluiert und gleich wieder auf ConA-
Sepharose konzentriert (Abb. 1). Mit 0,02 mol/l a-methyl-D-man-
nosid in 0,05 mol/t Tris-HCl-, 0,25 mol/l NaCl-Puffer pH 8,9 wurde
TBG wieder eluiert und zur Extraktion des gebundenen T; iiber
eine 1,5 % 30 ¢cm Séule mit QAE-Sephadex A-25 chromatographiert.
Nach Konzentrierung und Dialyse gegen Aqua bidest. in einer
Kollodiumbhiilse (Fa. Sartorius, Membranfilter, Go6ttingen) wurde
TBG noch auf eine Bio-Gel HTP-Sdule (1,5x30cm) gebracht,
mit einem linearen Gradienten von 0,03 gegen 0,08 mol/l Natrium-
phosphatpuffer pH 6,8 wieder eluiert (Abb. 1) und in einer Kollo-
diumhiilse mehrfach gegen Aqua bidest. dialysiert und dabei kon-
zentriert. Diese salzfreie TBG-Losung wurde zum Schlul3 gefrierge-
trocknet und bei —60° C aufbewahrt.

2.3.4. Bestimmung der Bindungskapazitit
des isolierten TBG fiir T, und T4

Zu 1 pg TBG in 100 pl 0,05 mol/l Tris-HCI-Puffer pH 8,6 wurden
steigende Konzentrationen an stabilem T, bzw. T; und konstante
Tracerdosen von T,-125] bzw. T4-12%] gegeben. Nach einer Inkuba-
tion von je 15 min bei Zimmertemperatur und anschlieBend im
Kiihlraum bei 4° C wurden die Ansdtze mit einem Gesamtvolumen
von jeweils 300 ul auf kleine Sulen mit 1,5 ml Sephadex G-25
medium gebracht. Der TBG-Peak mit dem gebundenen T, bzw.
T, (B) wurde mit Tris-HCl-Puffer pH 8,6 eluiert. Der freie, an
Sephadex adsorbierte Anteil von T, oder T; (F) wurde anschlie-
Bend mit 200 pl Serum ausgewaschen [19]. Die Bindungskapazitit
und die Assoziationskonstanten des TBG fir T, und T, wurden
mit Hilfe des Scatchard-Plots berechnet ([10], vgl. Abb. 4).

2.4. Radicaktive Markierung von TBG

Zu 10 pg TBG und 1 mCi*?*J wurden 30 pg Chloramin-T zugege-
ben und die Reaktion nach 5 s mit 60 pg Natriummetabisulfit abge-
brochen [14]. Das Gesamtvolumen von 60 ul wurde auf eine kleine
Siule mit 1ml ConA-Sepharose gebracht. Das iiberschiissige
12570did wurde mit 0,05 mol/l Natriumphosphatpuffer pH 7,4 aus-
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Abb. 2. Prozentuale Bindung des TBG-Tracers in Abhiingigkeit
von der Verdiinnung des TBG-Antiserums. Bei Einsatz von 100 pl
1:5600 verdiinntem Antiserum wurden 50% des Tracers gebunden

Abb. 3. Untersuchung des isolierten TBG mit Hilfe des isoelectric
focusing auf Mikroheterogenitét. In zwei verschiedenen Ampholy-
ten mit einem pH-Bereich von 3,5 — 10,0 (rechte Sdule) bzw. 3,5~ 5,0
(linke Sdule) trennt sich das TBG in drei Banden zwischen pH
4,0 und 4,5 auf. Die Anfirbung des Proteins erfolgte mit Bromphe-
nolblau

gewaschen und danach das TBG mit 0,02mol/l a-methyl-D-
mannosid in 0,05 mol/l Natriumphosphatpuffer pH 7.4 eluiert. Die
Wiederfindung der Radioaktivitdt im TBG-Peak lag zwischen 25
und 50%. Der TBG-Tracer wurde mit 2 g/l Rinderalbumin in
0,05 mol/l Natriumphosphatpuffer pH 7,4 auf eine Gebrauchs-
16sung von ca. 40000 IpM/100 ul verdiinnt und bei 4° C aufbe-
wahrt. Eine zusitzliche Chromatographie iiber T;-Sepharose,
DEAE-Sephadex A-50 oder Bio-Gel HTP brachte keine weitere
Reinigung des TBG-Tracers.

2.5. Gewinnung eines TBG-Antiserums

Zwei Kaninchen wurden dreimal im Abstand von 3 Wochen mit
jeweils 75 pg TBG in inkomplettem Freundschem Adjuvans immu-
nisiert. Zehn Tage nach der leizten Booster-Impfung konnte ein
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Abb. 4. Bestimmung der Bindung von T, und T an das isolierte
TBG mit Hilfe des Scatchard-Plots. Die Menge des TBG-gebunde-
nen Schilddriisenhormons (bT, und bT;, Abszisse) berechnete sich
jeweils als Produkt aus prozentualer Tracerbindung (B/T) und der
molaren Konzentrationen der eingesetzten T,- bzw. T5-Standards,
auf der Ordinate sind die entsprechenden B/F-Raten aufgezeichnet.
Die Assoziationskonstanten sind dabei die Reziproken der Regres-
sionskoeffizienten

brauchbares TBG-Antiserum gewonnen werden: Die maximale
Tracerbindung dieses Antiserums lag tiber 90%, in einer Verdiin-
nung von 1:5600 wurden 50% des eingesetzten TBG-Tracers ge-
bunden (Abb. 2).

2.6. Radioimmunologische TBG-Bestimmung®

100 ul Kalibrierstandardlésung oder verdiinnte Serumprobe wur-
den mit 100 pi TBG-Tracer und 100 ul Antikérperldsung iiber
Nacht inkubiert. Nach Zusatz von 100 ul 10 g/l Rinder-y-Globu-
lin-Losung erfolgte die Fallung des Antikérper-gebundenen Tracers
mit 500 pl 250 g/1 Polyathylenglycol in 0,05 mol/l Tris-HCl-Puffer
pH 7,4 [9]. Fiir einen semiquantitativen TBG-Nachweis in den Siu-
leneluaten bei den Préparierschritten wurde in den Ansitzen mit
10 pl Probe, 50 ul TBG-Tracer und 20 pl Antikérperlésung (1:800
Verdiinnung) schon nach einer Inkubationszeit von 30 min die Fil-
lung mit Polyathylenglycol durchgefiihrt (,,TBG-Kurzassay*),

3. Methodische Ergebnisse
3.1. Prdparation des TBG

Mit dem ersten Praparierschritt, der Affinitédtschromatographie auf
T;-Sepharose, konnte aus 21 Humanplasma das TBG gegeniiber
den iibrigen Serumproteinen um den Faktor 640 angereichert wer-
den, dic Wiederfindung von TBG betrug 35% (Tabelle 1). Auf
den Versuch, bessere Wiederfinderaten zu erzielen, etwa durch Fin-
satz einer groBeren Menge T ;-Sepharose oder durch Reduzierung

¥ Mit dieser Arbeit werden friihere, vorldufige Ergebnisse mit
P. Livesey (Livesey, P.G., F. Erhardt, K. Horn, P.C. Scriba, Acta
endocr. (Kbh.) Suppl. 184 (1974) 81) und P. Wagner (Wagner,
P., K. Horn, F. Erhardt, P.C. Scriba, Acta endocr. (Kbh.) Suppl.
199 (1975) 306) zum Teil korrigiert
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Tabelle 1. Wiederfindung und Anreicherung des TBG bei den
einzelnen chromatographischen Reinigungsschritten. Die Differenz
zwischen Abwaage und Proteinbestimmung bei dem reinen TBG
ist auf einen Zuckeranteil des TBG von 15% zuriickzufithren

Wiederfindung
Protein TBG
[mg] | [ms]

TBG : Protein
[mg : mg])

Ausgangsmaterial
(21 Nativserum)

143000 | 37. 8 113783

(1) T3~ Sepharose 78.6 | 13.2 11586
(2) QAE-Sephadex A-50 17.4 | 1.4 1:1.53
(3) Con A-Sepharose 9.5 10.3 1092
(4) DEAE-Sephadex A-50 6.8 8.1 t 1 0.84
(5} Con A-Sepharose 6.2 7.3 1 085

desmit TBG-Verlusten verbundenen Waschschrittesnach der Serum-
extraktion wurde verzichtet, um die Kontamination des TBG
mit anderen Serumproteinen moglichst gering zu halten. In dem
Celluloseacetatelektropherogramm des Proteinpeaks von der Ts-
Sepharose (Abb. 1) fanden sich neben einer TBG-Bande im Inter-o-
Globulin-Bereich noch Albumin, sowie f- und y-Globuline. Von
der nachfolgenden QAE-Sephadex A-50 Sdule wurden mit Tris-
HCI-Puffer pH 7,4 bei einer Kochsalzkonzentration von 0,125 mol/
1 zunichst die y- und B-Globuline eluiert und verworfen, Nach
Erhdéhung der NaCl-Konzentration auf 0,225 mol/l wurde TBG
in einem scharfen Peak (Abb. 1) vor den Albuminen eluiert, das
TBG war jetzt 2470fach gegeniiber den anderen Serumproteinen
angereichert (Tabelle 1). Bei der anschlieBenden Affinititschroma-
tographie iber Con A-Sepharose wurden weitere Verunreinigun-
gen, vor allem Reste von Albumin entfernt. Eine weitere Anreiche-
rung des TBG um einen Faktor von schlieSlich 4500 (iiber alles)
konnte noch durch eine lonenaustauschchromatographie i{iber
DEAE-Sephadex A-50 mit einem flachen Kochsalzgradienten von
0,15 auf 0,20 mol/l in Tris-HCl-Puffer pH 8,6 erzielt werden. Zu-
sitzliche chromatographische Schritte, wie nochmalige Affinitits-
chromatographie auf Con A-Sepharose oder Adsorptionschroma-
tographie auf Hydroxylapatit (Bio-Gel HTP), bewirkten nur mehr
Substanzverlust, aber keine weitere Reinigung der TBG-Prapara-
tion. Die Wiederfindung des TBG tber alle Préparationsschritte
war mit 20% sehr zufriedenstellend. Die Differenz zwischen der
eingewogenen Substanz (7,3 mg) und dem in ihr ermittelten
Proteingehalt (6,2 mg) 146t auf einen Zuckeranteil des TBG von
etwa 15% schlieBen (Tabelle 1).

3.2. Charakterisierung des TBG

Als erstes Reinheitskriterium fiir das isolierte TBG fanden wir bei
der Disc-Elektrophorese in drei verschiedenen Konzentrationen des
Polyacrylamidgels (5;7,5; und 10% T) mit 2 verschiedenen Puffersy-
stemen (Glycin-Acetatpuffer pH 8,9 und Tris-Veronalpuffer
pH 7,0) jeweils eine homogene Bande.

Auflerdem wurde das TBG mit der Technik des isoelectric
focusing bei zwei verschiedenen pH-Gradienten iiberprift. Dam
wurden Ampholine Triger-Ampholyte (LKB Produkter, Bromma,
Schweden) mit den pH-Bereichen 3,5— 10,0 bzw. 3,5— 5,0 benutzt 3.
*  Untersuchungen mit Herrn Dr. med. M. Jensen, Kinderpolikli-
nik der Universitdt Miinchen
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Tabelle 2. Aminosiureanalyse zweier verschiedener TBG-Pripa-
rationen. Bei Annahme eines Molekulargewichts von 57000 ist
in den linken Spalten die Zahl der Aminosfurereste pro mol
TBG aufgetragen. Bei einem Kohlehydratanteil von 15% er-
gibt sich ein Molekulargewicht des Proteinanteils von 48500
Die rechten Spalten geben den Anteil der einzelnen Aminosiuren
auf Gewichtsbasis am Polypeptidrest der TBG-Praparationen wider

Aminosiuren: mol pro mol TBG g pro 100 g Polypeptid
Praparation
I T 1 I
Lysin 28 28 8.4 8.4
Histidin 12 13 3.8 4.1
Axginin 0 8 2.2 2.7
Asparaginsdure 36 40 10.0 111
Threonin 24 27 6.0 6.7
Serin 30 31 6.5 6.8
Glutaminsiure 44 47 13.3 14.1
Prolin 16 wenig 3.9 -
Glycin 19 21 2.9 3.3
Alanin 28 30 5.1 5.5
Cystein wenig wenig - —
Valin 23 24 5.5 59
Methionin 20 10 6.0 3.2
Isoleucin 19 20 5.1 5.5
Leucin 39 42 10.6 113
Tyrosin 9 10 32 3.7
Phenylalanin 22 23 7.6 7.8
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Abb. 5. Steilbeit der Kalibrierstandardkurve fiir TBG bei Einsatz
von TBG-Antiserum in Verdiinnmungen von 1:5600 (linke, ge-
strichelte Kurve) und 1:800 (rechte, durchgezogene Kurve). Die
Berechnung (% +s) erfolgte aus 3fach Analysen der einzelnen auf
der Abszisse angegebenen TBG-Konzentrationen nach dem Spline-
Approximationsverfahren [24]. Eingezeichnet sind ferner die untere
Nachweisgrenze und der 50% Intercept der beiden Kalibrierkurven
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In beiden Systemen bildete die TBG-Priparation nur drei scharf
voneinander getreinte Banden im pH-Bereich von 4,0—4,5
(Abb. 3). Bei Einsatz von 1?°J-Thyroxin-beladenem TBG fand sich
die Radioaktivitit in einem gleich breiten, noch nicht aufgetrennten
Peak im gleichen pH-Bereich. Diese vorlaufigen Ergebnisse stehen
in Ubereinstimmung mit der schon von Marshall [26] postulierten,
noch gréBeren Mikroheterogenitit. Mdogliche Unterschiede in der
Struktur dieser drei Banden und deren Bindungsfihigkeit fiir
Schilddriisenhormone milssen noch weiter untersucht werden. Ein
weiteres Reinbeitskriterium fiir die TBG-Praparation war die dqui-
molare Bindung von T, oder T,: Mit Hilfe des Scatchard-Plot
berechnete sich fiir 1 pg eingesetztes TBG eine maximale Bindungs-
kapazitit von 12 ng T, oder 10 ng T, Die verglichen mit der
Literatur zu niedrig gefundenen Assoziationskonstanten des TBG
fiir T4 (7 % 107° L/M) und T3 (6 x 10~ 8 L/M) sind methodisch durch
die Stdrung des Aquilibriums bei der Abtrennung des TBG-gebun-
denen vom freien T, und T auf Sephadex G-25 bedingt (Abb. 4).
Das Ergebnis der quantitativen Aminosaureanalyse des TBG, die
in zwei verschiedenen Priparationen nahezu identische Resultate
ergab, ist in Tabelle 2 aufgefithrt.

3.3. Radioimpunologische Bestimmung des TBG

Bei einer Verdiinnung des gewonnenen TBG-Antissrums von
1:5600 wurden ohne Einsatz von kaltem TBG 50% des Tracers
gebunden (B,-Bindung, vgl. Abb. 2). Die Kalibrierstandardkurve
war mit einer unteren Nachweisgrenze von weniger als 0,2 ng
TBG pro Ansatz (3fache Standardabweichung der Bo-Bindung)
und einem 50% Intercept (50% der B,-Bindung) bei 2,8ng
TBG pro Ansatz sehr empfindlich (Abb. 5). Fiir die Bestim-
mung von Serumproben war der so erzielte Mef3bereich allerdings
unpraktisch, da fiir hinreichend exakte Messungen Vorverdiinnun-
gen der Seren bis 1:1000 erforderlich waren. Durch Einsetzen des
Antiserums in einer Verdiinnung von 1:800 wurde deshalb die
Empfindlichkeit der Methode soweit reduziert, daBl praktisch alle
Serumproben nach einer Vorverdiinnung von 1:50 bestimmt wer-
den konnten (Abb. 5).

Die Prizision der Methode von Tag zu Tag wurde mit einem
gepoolten Kontrollserum bestimmt, sie war mit einem Variations-
koeffizienten von 4,3% (16,6 +0,7 mg/l TBG, X&s, N=31) sehr
zufriedenstellend. Die Wiederfinderaten von TBG-Kalibrierstan-
dards im Serum lagen bei 100%.

Ein FinfluB der verschiedenen Konzentrationen des Serums
an T, und T, konnte ausgeschlossen werden. Auch bei Zugabe
eines zehnfachen Uberschusses der Normalkonzentrationen von
T, und T, zum Ansatz konnte keine Verdringung des TBG-Tracers
vom TBG-Antiserum beobachtet werden. Auch die sogenannien
TBG-blockenden Substanzen wie 8-Anilino-1 Naphthalensulfon-
saure (ANS), Thimerosal, Natriumsalicylat zeigten keine Kreuz-
reaktion mit dem TBG-Antiserum.

Die MeBwerte verschiedener Verdimmnungen der Serumproben
lagen jeweils auf der Kalibrierstandardkurve, Hinweise auf eine
immunologische Heterogenitit von TBG ergaben sich damit nicht,
sie wurden bisher auch nicht bei quantitativen TBG-Varianten
(TBG-Mangel und TBG-Exzess) gefunden.

4. Diagnostische Ergebnisse

4.1. TBG-Spiegel im Serum von schilddriisengesunden
Personen
4.1.1. Altersabhingigkeit

Bei 233 schilddriisengesunden Probanden vom Neu-
geborenenalter bis zum Senium (ménnlich: N=109;
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Abb. 6. Altersabhingigkeit der TBG-Spiegel bei gesunden Kon-
trollpersonen (N=233)

weiblich: N=124) zeigten die T,-Spiegel mit
73,7+17,8 pg/l (Xx£s) und der Ts-in vitro-Test mit
33,3+4,8% eine gute Ubereinstimmung mit den frii-
her in unserem Labor ermittelten Normalbereichen
[20]. Dementsprechend war der Index der freien
Schilddriisenhormone mit 25,446,2 normal. Die
TBG-Spiegel lagen in dem Gesamtkollektiv im Mittel
bei 23,0 +4,0 mg/l.

Bei graphischer Darstellung der TBG-Konzentra-
tionen gegen das Lebensalter dieser Probanden wurde
eine deutliche Altersabhiingigkeit des TBG erkennbar
(Abb. 6): Die hochsten TBG-Spiegel wurden in der
Perinatalphase gefunden, sie fielen bis etwa zum 15.
Lebensjahr kontinuierlich ab, blieben dann bis zum
50. Lebensjahr auf einem Niveau, um im h&heren
Lebensalter wieder anzusteigen. Aus diesem Grund
wurde das Gesamtkollektiv in fiinf Altersgruppen
unterteilt (Tabelle 3). Diese Unterteilung deckte eine
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parallele Altersabhédngigkeit der Gesamtthyroxinspie-
gel zum TBG auf. Die TBG- und T,-Spiegel aller
anderen Altersgruppen waren im Vergleich zu den
Erwachsenen zwischen 16 und 49 Jahren jeweils stati-
stisch (t-Test nach Student) signifikant héher
(p <0,001). Entsprechend korrelierten die T, und
TBG-Spiegel des Gesamtkollektivs signifikant (r=
0,5739; p<0,001). Der Ts-in vitro-Test zeigte als indi-
rekter Parameter fiir TBG erwartungsgemiB ein zu
TBG und T, umgekehrt proportionales Verhalten.
Wihrend der Index der freien Schilddriisenhormone
noch eine signifikante Altersabhingigkeit aufwies,
blieb der T,/TBG-Quotient nach der Perinatalphase
altersunabhingig konstant mit 3,2+0,7 (X +s). In der
Perinatalphase waren die T,-Spiege!l erwartungsge-
mil auf Grund des postnatalen, TSH-induzierten T 4-
Anstiegs disproportioniert zum TBG erhoht. Der
mittlere T,/TBG-Quotient betrug 4,94+1,45 (Xt )
(Tabelle 3).

4.1.2. Geschlechtsunterschiede

Wegen des bekannten Einflusses von Oestrogenen anf
die Serumkonzentrationen von TBG und damit auch
auf die Gesamtschilddriisenhormone mufiten die bei
den Kontrollpersonen gemessenen TBG-Spiegel auf
Geschlechtsunterschiede tberpriift werden. Im Ge-
samtkollektiv war der mittlere TBG-Spiegel der Mén-
ner mit 22,6 +4,0 mg/l nicht von dem der Frauen
mit 23,2+4,0 mg/l (x+s) verschieden. Auch bei
Unterteilung in die 5 verschiedenen Altersgruppen er-
gab sich kein statistisch signifikanter Geschlechts-
unterschied. Selbst im generationsfahigen Alter
(Gruppe von 16 —49 Jahren) war der mittlere TBG-
Spiegel der Frauen mit 20,0+ 3,5 mg/l nicht hoher
als der der Ménner mit 19,8 +2,8 mg/l.

4.2. Einfluff von Oestrogen auf die TBG-Spiegel

Der aus indirekten Verfahren bekannte Anstieg der
TBG-Spiegel unter Oestrogentherapie und in der Gra-

Tabelle 3. Serumspiegel von TBG, Gesamt-Thyroxin, T;-in vitro-Test, Index der freien Schilddriisenhormonspiegel und T,/TBG-Quotient
bei schilddriisengesunden Kontrollpersonen in den verschiedenen Altersgruppen. Die Signifikanz wurde jeweils gegen die Gruppe der

Erwachsenen zwischen 16 und 49 Jahren berechnet (p <0,001)

N TBG (mg/l) T,D (ug/h TU (%) Index T, T,/TBG-Quotient
X s X Ky X K X § X N
Neugeborene bis 4 Wochen 13 34,3 4,1 147,7 23,5 26,8 4,7 44,7 12,8 4,94 1,45
Séuglinge bis 1 Jahr 19 29,4 6,9 92,4 155 29,5 4,6 28,5 5,9 3,39 0,69
Kinder 115 Jahre 105 25,5 5.4 754 16,2 31,7 5,6 23,8 6,7 3,04 0,75
Erwachsene 16 —49 Jahre 50 20,1 4.4 60,2 13,0 36,3 6,0 22,5 7,2 3,17 0,88
Erwachsene dlter als 30 22,9 6,0 80,4 16,6 35,7 7,3 27,9 8,3 3,55 0,95

49 Jahre
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Ta.helle.&t. Ergel?nisse der TBG-Bestimmung und Schilddriisenlaboratoriumsdiagnostik bei graviden und Oestrogen-behandelten Frauen,
bei Patienten mit priméaren Schilddriisenfunktionsstérungen und bei Probanden mit quantitativen TBG-Varianten

N TBG (mg/)) T,D (ugfl) ToU (%) Index fT, T./TBG-Quotient
X s x N X s x s X s
Graviditat 31 40,4 12,0 93,3 33,3 20,8 5,0 19,0 7,2 2,42 0,87
Antiovulantien 80 31,4 5.2 89,4 272 26,3 4,1 23,4 7,6 2,92 1,04
Hypothyreose 20 21,6 7.0 25,1 9,3 29,8 7,1 7,3 3,9 1,18 0,63
Struma 64 21,1 4,6 58,5 16,2 34,2 5,3 19,9 6,4 2,86 0,90
Hyperthyreose 42 20,0 3,5 160,2 57,0 62,5 15,5 102,0 59,0 7,85 2,85
TBG-Mangel 30 9,0 4,3 28,5 11,1 54,4 11,3 14,9 53 3,61 1,20
TBG-Uberschul 6 42,2 1,7 104,06 35,1 23,1 4,5 25,3 12,2 2,49 0,86
viditdt mufBite mit der spezifischen TBG-Bestimmung 186
quantitativ iberpriift werden. k:ogf .
L]
.
4.2.1. Graviditat 60 . e . .
Bei 66 graviden Frauen lagen die TBG-Spiegel im . . *
Mittel mit 40,4+ 12,9 mg/1 signifikant hdéher als bei sor . L
Kontrollpersonen vergleichbaren Alters (Tabelle 4, . /f'—“'_—'—
vgl. Tabelle 3). Im Verlauf der Graviditit zeigte sich sof * /“ e e R .
nach den ersten 8 Wochen ein mittlerer’ Anstieg des I o e
TBG auf 24,1+6,2 mg/l (Abb. 7). Im weiteren Ver- ol e AN ’ *
lauf stiegen die TBG-Spiegel kontinuierlich bis zum kAL I
Beginn des 3. Trimenon an und blieben dann auf * . }/ o o
einem Plateau (51,3 + 10,8 mg/l). Parallel zum TBG- 2or /° o*
Anstieg fand sich erwartungsgemifl ein Anstieg des .
T4 auf 107,8i42’0 ug/l im 3' Trlmenon und des Ge. ol Pl U A L L LA L A e UL ]
samt-Ty auf 2,13+0,77 pg/l  (Normalbereich:
1,15+0,18 pg/l). Auffilligerweise war der T,/TBG- obo e,
Quotient bei den Graviden im Mittel mit 2,42+0.87 AR R e

signifikant niedriger als der der Kontrollgruppe ent-
sprechenden Alters (p <0,0005, Abb. 8), ebenso der
Index der freien Schilddriisenhormone (19,0+7.2,
p<0,025). Dies kann als ein Hinweis auf einen nicht
adiquaten Anstieg des T, mit dem TBG bei kompen-
satorischer ,, T ;-Mehrsekretion® [20] gedeutet werden.

4.2.2. Qestrogenbehandlung bei Frauen

Bei 80 schilddriisengesunden Frauen, die langzeitig
unter Kontrazeptiva standen oder im Klimakterium
mit Oestrogen behandelt wurden, lagen die mittleren
TBG- und T,-Spiegel mit 31,4+52mg/l bzw.
89,0 +26,8 pg/l signifikant hdher als bei Unbehandel-
ten (p <0,0005, vgl. Tabelle 4).

4.2.3. Oestrogentherapie bei Mannern

Der EinfluB von pharmakologischen Oestrogendosen
auf die TBG-Spiegel bei Mannern konnte bei zehn
Patienten iberpriift werden, bei denen wegen eines
Prostatacarcinoms eine Behandlung mit tdglich zwi-

Abb. 7. TBG-Anstieg im Verlauf der Graviditat: Aufgetragen sind
die individuellen TBG-Spiegel von 66 schwangeren Frauen gegen
die jeweilige Schwangerschaftswoche. Die beiden waagrechten Bal-
ken markieren den fiir weibliche Kontrollpersonen zwischen 16
und 49 Jahren berechneten Normalbereich fiir TBG (vgl. Tabelle 3)

schen 0,5 und 1,5 g Fosfestrol (Honvan®) eingeleitet
wurde*. Wihrend des beobachteten Behandlungszeit-
raumes zwischen 7 und 18 Tagen war es bei 7 Patien-
ten zu einer deutlichen, bei 3 Patienten zu keiner
Verdnderung der TBG-Spiegel gekommen. Der An-
stieg des TBG, der besser mit der applizierten Ge-
samtdosis als mit der Behandlungsdauer korrelierte,
war signifikant nach Uberschreiten einer Gesamtdosis
von 4,5 g Fosfestrol. Diese Befunde zeigen, daB3 auch
bei Minnern die TBG-Spiegel unter Oestrogenwir-
kung innerhalb von Tagen ansteigen und etwa die
Hoéhe der TBG-Spiegel Oestrogen-behandelter
Frauen errcichen (Tabelle 5, vgl. Tabelle 4).

4

Wir danken Herrn Dr. med. F.J. Marx, Urologische Klinik
der Universitit Miinchen, fiir die Uberlassung der Serumproben
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Tabelle 5. Anderung der TBG-Spiegel, des Gesami-T,, des Tj-in vitro-Tests, Index der freien Schilddrﬁsenhormgne uqd des
T./TBG-Quotienten bei 10 Mannern unter einer parenteralen Behandlung mit téglich 0,5~ 1,5 g Fosfestrol (Honvan®) iiber eir%en‘Zeltye.tum
von 7-18 Tagen. Gegeniibergestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen der gemessenen Parameter und die jeweiligen

zwischenzeitlich erreichten Gesamtdosen von Fosfestrol

Fosfesirol-Behandlung (Gesamtdosis)

Vor Fosfestrol 45g 9.0g 15g

x 5 x N X 5 X N
TBG (mg/h 17,4 59 18,2 5,7 25,8 3,8 27,5 82
T,D {(ug/ 89,1 24,8 82,4 16,5 97,6 22,0 113,7 235
T,U (%) 39,2 9,7 39,7 10,1 28,9 4,6 27,4 6,3
fT,-Index 32,5 7,1 31,1 5,3 28,1 10,3 31,0 11,5
T,/TBG-Quotient 5,3 1,6 4,7 1,1 3,8 1,0 4.4 1,6

Tabelle 6. Anderung der TBG-Spiegel und der Frgebnisse der Schilddriisenlaboratoriumsdiagnostik bei 7 Frauen unter einer Behandlung
mit tdglich 400 mg Danazol iiber einen Zeitraum von 12—20 Wochen

400 mg Danazol tédglich

Vor Danazol 4 8 > 12 Wochen

X s X N X s x s
TBG (mg/l) 17,6 3,1 8.8 2,5 6,9 1,8 6,8 1,6
T.D (pg/) 63,7 5,5 52,8 22,1 37,6 9,1 34.6 8.6
T,U (%) 36,3 5,1 57,0 11,5 62,7 8,4 63,4 8,7
fT,-Index 23,1 4,3 23,9 4,2 23,1 4,4 23,4 34
Ts-RIA (ug/l) 1,22 0,29 0,81 0,25 0,78 0,16 0,75 0,16
T,/T3-Quotient 54,6 12,3 51,3 6,7 54,5 16,7 49.6 12,6
T,/TBG-Quotient 3,7 0,7 5.1 1,1 5,5 0,7 5,7 1,5

4.2.4. Behandlung mit dem ,,Antigonadotropin® Da-
nazol

Dem 2,3-Isoxozol-Derivat des 17-a-Athinyltestoste-
ron (Danazol, Fa. Winthrop, GieBen) wird eine anti-
gonadotrope Wirkung zugeschrieben, es soll zu einem
Abfall der endogenen Oestrogenspiegel fithren [1, 12,
13, 35]. Bei chronischer Applikation kommt es zu
einer sekundiren Amenorrhoe. Bei 7 Frauen, die we-
gen Endometriose oder Mastopathia cystica mit
400 mg Danazol tiglich behandelt wurden, wurden die
TBG-Spiegel und die Laborparameter fiir die Beurtei-
lung der Schilddriisenfunktion {ber einen Behand-
lungszeitraum 12—20 Wochen verfolgt® (Tabelle 6):
In allen Fillen fielen die TBG-Spiegel innerhalb der
ersten vier Wochen signifikant ab, im Mittel auf etwa
die Halfte des Ausgangswertes. Das Gesamt-T, und
Ts im Serum fiel ebenfalls ab, der T;-in vitro-Test
stieg an. Auffilligerweise stieg unter der Danazol-
Behandlung der T,/TBG-Quotient signifikant an,

®  Wir danken Herrn Priv. Doz. Dr. med. R. Goebel, 1. Frauven-

klinik der Universitit Miinchen, fiir die Uberlassung der Serumpro-
ben

wéhrend der Index der freien Schilddriisenhormone
konstant blieb (Umverteilung auf andere bindende
Serumproteine?). Bei zwei Patientinnen konnten die
Anderungen der TBG-Spiegel nach Absetzen der Me-
dikation kurzfristig verfolgt werden. Dabei zeigte sich
ein kontinuierlicher Anstieg des TBG, nach sechs Wo-
chen waren die Ausgangsspiegel vor Danazol wieder
erreicht.

4.2.5. Zyklusabhdngigkeit der TBG-Spiegel

Zur Priifung der Frage, ob schon die kurzfristigen
zyklischen Schwankungen der endogenen Oestrogen-
spiegel bei Frauen im generationsfahigen Alter zu An-
derungen der TBG-Spiegel fithren, wurden diese bei
5 gesunden Frauen im Alter von 2228 Jahren in
drei- bis fiinftigigen Abstinden bestimmt. Zyklusab-
hiangige Verdnderungen des TBG lieBen sich hierbei
nicht erkennen, die Variationskoeffizienten der indivi-
duellen Werte waren nicht groBer als der Variations-
koeffizient der TBG-Bestimmungsmethode in diesem
MeBbereich von 4,3% (Tabelle 7). Kurzfristige endo-
gene Anderungen der Oestrogenspiegel fithren also
nicht zu Anderungen der TBG-Spiegel.
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Tabelle 7. TBG-Spiegel im Verlauf eines Menstruationszyklus bei
5 jungen Frauen. Aus den individuellen Werten wihrend des Zyklus
wurden jeweils Mittelwert und Variationskoeffizient berechnet

Tagim  TBG-Spiegel (mg/l)
Zyklus
B.C M.M. F.R. S.U. B.P.
2317, 23 7. 28 7. 26 7. 25 1.
3-7 17,1 20,4 14,5 18,9 20,1
g—11 18,4 19,1 144 19,0 —
13—14 16,2 16,9 13,8 20,9 19,7
15-18 17,3 18,4 14,7 20,4 20,1
1921 17,1 18,7 15,4 20,0 184
22-25 17,8 19,8 - 20,0 -
28—29 17,3 19,0 14,3 - 19,8
Xt+s 17,3+0,7 189+1,1 14,5+0,5 199+0,8 196407
VK 3,9% 5,9% 3,6% 4,0% 3,6%

4.3. TBG-Spiegel bei primdren
Schilddriisenfunktionsstirungen

Bei 20 Patienten mit primérer, thyreogener Hypothy-
reose waren im Mittel das Gesamt-T, mit
25,0+9,0 pg/l (x+s), der Tsin vitro-Test mit
29,8 +7,1% und folglich der Index der freien Schild-
driissenhormone mit 7,3+3,9 signifikant gegeniiber
den schilddriisengesunden Kontrollpersonen ernied-
rigt. Die mittleren TBG-Spiegel waren mit
21,6 + 7,0 mg/l gegeniiber 23,0 + 4,0 mg/l bei Normal-
personen jedoch nicht signifikant verschieden (Ta-
belie 4). Auch bei den 64 untersuchten Patienten mit
blander Struma waren die TBG-Spiegel mit einem
Mittelwert von 21,1 44,6 mg/l normal. Bei 42 Patien-
ten mit unbehandelter , klassischer Hyperthyreose
[20] waren Gesamt-T, (160 + 57 pg/l), Ts-in vitro-Test
(62,5+15,5%) und entsprechend der fT,-Index
(102,0+ 59) signifikant erhoht, die TBG-Spiegel wa-
ren jedoch mit 20,04 3,5 mg/l normal. Bei priméren
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Schilddrisenfunktionsstérungen fanden sich damit
keine Verdnderungen der TBG-Spiegel im Vergleich
zu schilddriisengesunden Kontrollpersonen, auch der
Unterschied zwischen den TBG-Spiegeln bei Hypo-
thyreose und Hyperthyreose war nicht signifikant
(Tabelle 4). Die erniedrigten oder erhdhten Werte des
T;-in vitro-Tests zeigen bei diesen Patienten also nicht
eine Verdnderung der TBG-Spiegel an, sie sind viel-
mehr darauf zorickzuofiihren, daBl die Bindung des
in vitro zugegebenen T,-Tracers an das endogene
TBG von der endogenen T,-Konzentration im Serum
abhingig ist.

4.4. Quantitative TBG-Varianten

Der Verdacht auf eine quantitative Anderung der zir-
kulierenden TBG-Spiegel ergibt sich aus einer unge-
wohnlichen Konstellation der Parameter der konven-
tionellen Schilddriisenlaboratoriumsdiagnostik :
Niedrige T,-Spiegel bei gleichzeitig erhéhtem Ts-in
vitro-Test weisen auf einen TBG-Mange! hin, umge-
kehrt erhohte T,-Spiegel bei erniedrigtem T4-in vitro-
Test auf einen TBG-Exzess.

4.4.1. TBG-Mangel

Bei 30 Patienten war im Mittel das Gesamt-T, mit
29,0+ 11,0 pg/l erniedrigt, der T,-in vitro-Test mit
54,4+11,3% erhoht und der Mittelwert der TBG-
Spiegel mit 9,0+4,3 mg/l signifikant erniedrigt (Ta-
belle 4). Der Index der freien Schilddriisenhormone
war mit 14,9+5,3 gegeniiber den Kontrollpersonen
signifikant erniedrigt (Umverteilung auf Prdalbumin
und Albumin}; dabei ergaben sich bei diesen Patien-
ten an Hand der Klinik und der in allen Féllen norma-
len TSH-Spiegel keine Hinweise auf eine Hypothy-
reose. Dementsprechend war der T,/TBG-Quotient
mit 3,6 + 1,2 in Ubereinstimmung mit der Klinik nor-

Abb. 8. Gesamt-T,, TBG und

T,/ TBG-Quotient bei Patienten mit
priméren
Schilddriisenfunktionsstérungen, bei
Frauen wihrend einer Graviditat oder
Oestrogenbehandlung und bei
Probanden mit quantitativen
TBG-Varianten, Die Mittelwerte mit
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mal (Tabelle 4, Abb. 8). Die Ursache fiir den TBG-
Mangel war bei 4 Patienten eine Lebercirrhose, bei
2 Patienten ein schwerer kataboler Stoffwechselzu-
stand bei Colitis ulcerosa und bei 3 Patienten ein
nephrotisches Syndrom bzw. Dysproteindmien bei
z.B. Plasmozytomen. Ein genetischer TBG-Mangel [2,
21} konnte auf Grund von Familienuntersuchungen
bei 6 Probanden nachgewiesen und bei weiteren §
vermutet werden. Die Ursache des TBG-Mangels bei
den tibrigen 7 Personen blieb bisher noch unbekannt.

4.2.2. TBG-UberschuB

Bei 6 Probanden waren ohne exogene oder endogene
Erhohung der Oestrogenspiegel und ohne Hinweise
auf eine Lebererkrankung die T,-Spiegel im Mittel
mit 104+ 35 pg/l erhéht und der Ti-in vitro-Test mit
23,1 4+4,5% erniedrigt. Die TBG-Spiegel lagen indivi-
duell zwischen 41 und 45 mg/l, im Mittel bei
42,2 +1,7 mg/l (Tabelle 4). Extrem hohe TBG-Spiegel
von 122 mg/l fanden sich bei einem weiteren minn-
lichen Probanden (K.K.) ohne Hinweis auf eine orga-
nische Erkrankung. Bei ihm betrug das Gesamt-T,
204 ug/l, das Gesamt-T3 (T3-RIA Normalbereich:
0,8—1,5 ng/l [20]) 5,8 pg/l, der Ts-in vitro-Test 9,4%
und der fT,-Index 19,2. Die TSH-Spiegel stiegen
30 min nach 200 ng TRH iv. von 2,0 auf 15 pE/ml
normal an.

5. Diskussion

Die Schilddriisenhormone T, und T; sind im Serum
zum iiberwiegenden Teil an spezifische Transport-
proteine gebunden, nur weniger als 1% liegt in der
direkt biologisch aktiven, freien Form vor. Das quan-
titativ wichtigste Transportprotein ist das Thyroxin-
bindende Globulin (TBG), das nach elektrophoreti-
schen Untersuchungen normalerweise 70 —80% des
Gesamt-T, mit einer hohen Assoziationskonstante
von etwa 1071 L/M bindet. Wihrend das Thyroxin-
bindende Priaalbumin (TBPA) immerhin noch 15%
des T, mit ca. 1078 L/M bindet, hat die Bindung
des T, an Albumin (TBA) normalerweise keine grofe
Bedeutung [15, 34]. Die Serumkonzentrationen von
TBG wurden bisher iiberwiegend indirekt mit Hilfe
des Ts-in vitro-Test, der T,-Bindungskapazitit des
Serums oder neuerdings des kompetitiven Radioligan-
denassays abgeschitzt [7, 19, 31, 33]. Zur nidheren
Untersuchung der biologischen Bedeutung des TBG
und zur quantitativen Uberpriifung der mit indirekten
Verfahren gewonnenen Kenntnisse i{iber die Bezie-
hung zwischen Gesamtschilddriisenhormon- und
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TBG-Spiegeln mufite zunéchst eine spezifische, di-
rekte Bestimmungsmethode fiir TBG aufgebaut wer-
den. Die Schwierigkeiten liegen hierbei vorwiegend
in der Isolierung von reinen TBG-Priparationen, die
bisher noch nicht zur Verfiljgung stehen.

3.1. Prdparation und Radioimmunoassay von TBG

Basierend auf den Verfahren von Marshall [25, 28] und Cavalieri
[4] wurde fir die erste Anreicherung des TBG aus Humanplasma
eine Affinitdtschromatographie mit T;-Sepharose eingesetzt. Dazu
wurde an Sepharose iiber ,,six carbon long spacer-Gruppen nach
Bromzyanaktivierung kovalent T, gekoppelt. Beide Schilddrii-
senhormone T, und T3 werden spezifisch an das TBG gebunden.
Wir gaben fiir die Affinititschromatographie dem T, den Vorzug,
da die Assoziationskonstante von Tj fiir die Bindung an TBG
mit 2% 107% L/M um eine Zehnerpotenz niedriger liegt als die
des T, und daher die nachfolgende Elution des extrahierten TBG
unter schonenderen Bedingungen ohne Einsatz von verdiinnter Ka-
lilauge méglich war. Zusitzlich zu der von anderen Autoren eben-
falls eingesetzten Anionenaustauschchromatographie auf DEAE-
und QAE-Sephadex A-50 wurde von uns zur weiteren Reinigung
des TBG die Affinitdtschromatographie auf Con A-Sepharose ein-
gefithrt. Der besondere Vorzug dieses Schrittes ist die quantitative
Extraktion und Konzentrierung von Glykoproteinen auf kleinen
Siulen, wihrend andere Proteine, vor allem Albumine, eluiert wer-
den. Die Adsorptionschromatographie auf Hydroxylapatit zeigte
sich bei unseren Untersuchungen zur Abtrennung des TBG von
anderen Proteinen ebenfalls als geeignet. Nachgeschaltet an die
vorausgegangenen Chromatographien brachte diese jedoch bei der
erzielten Reinheit der TBG-Prédparation keine weitere Anreiche-
rung des TBG mehr.

Die Wiederfindung tiber alle Praparationsschritte war mit 20%
im Vergleich zu anderen Autoren sehr zufriedenstellend. Als ein
Kriterium fiir die Reinheit der Priparation wanderte TBG bei
der Disc-Elekirophorese in 3 verschiedenen Acrylamidkonzentra-
tionen mit 2 verschiedenen pH-Werten jeweils in einer homogenen
Bande. Ferner berechnete sich beim Scatchard-Plot eine steile Re-
gressionsgerade, die Bindung von T, oder T,y war bei Annahme
eines Molekulargewichtes des TBG von 57000 [11] 4quimolar. Mit
Hilfe des isoelectric focusing fanden sich drei scharfe Banden im
Bereich von pH 4,0—4,5. Dieser Befund zeigt in unserer Prépara-
tion eine geringere Mikroheterogenitit, als die bisher [26] beschrie-
bene (artefizielle?). Zur Frage einer chemischen Mikroheterogenitét
sind allerdings noch weitere Untersuchungen des Protein- und des
Zuckeranteils erforderlich [26].

Die quantitative Aminoséureanalyse von 2 verschiedenen Pri-
parationen war nahezu identisch, der Tyrosinanteil lag bei 3,7%
(Tabelle 2). Eine schonende Markierung des TBG mit **°Jod berei-
tete daher keine Schwierigkeiten, die Reaktionszeit mit Chloramin-
T konnte mit 5s extrem kurz gehalten werden. Nach einer einzigen
Affinitdtschromatographie des gewonnenen Tracers iiber 1 ml Con
A-Sepharose war die maximale Tracerbindung des TBG-Antise-
rums von iiber 90% sehr zufriedenstellend. Eine weitere chromato-
graphische Reinigung des Tracers, die nach anderen Autoren uner-
1aBlich ist [11, 18], war bei uns nicht erforderlich. Dieses TBG-
Radioimmunoassay-System zeigte eine gute Prizision von Tag zu
Tag mit einem Variationskoeffizienten von 4,3%. Die Serumver-
diinnungskurven auch von Probanden mit quantitativen TBG-Va-
rianten lagen sdmtlich auf der Kalibrierstandardkurve, Hinweise
auf eine Immunoheterogenitat von TBG ergaben sich somit nicht.
Bei der Ermittlung des Normalbereiches fiir TBG, der bei uns
zwischen 15,0 und 31,0 mg/! lag, fand sich eine sehr gute Uberein-
stimmung mit anderen Autoren [6, 11, 22, 31].
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5.2. Klinisch-diagnostische Ergebnisse der TBG-Be-
stimmung

Im Vordergrund der klinischen Untersuchungen
stand die Bedeutung der TBG-Bestimmung in der
Schilddriisenfunktionsdiagnostik in physiologischen
und pathologischen Situationen, da Anderungen der
Schilddriisenhormonspiegel im Serum entweder auf
einer Anderung der Schilddriisenfunktion oder auf
einer Anderung der TBG-Spiegel selbst beruhen kon-
nen,

Altersabhingigkeit

Eine zweigipflige Altersabhingigkeit der Serumkon-
zentrationen von TBG, die bereits mit Hilfe von indi-
rekten Methoden aufgedeckt worden war [3], konnte
von uns bestitigt werden: Die hochsten TBG-Spiegel
fanden wir in der postnatalen Lebensphase bis zur
vierten Woche. Sie fielen bis zum 15. Lebensjahr kon-
tinuierlich ab, blieben im Erwachsenenalter zwischen
16 und 49 Jahren auf dem Niveau und stiegen mit
zunehmendem Alter wieder kontinuierlich an
(Abb. 6). Im Gegensatz zu anderen Autoren [18]
konnten wir bei Kontrollpersonen eine zum TBG pa-
rallele Altersabhingigkeit der T,-Spiegel nachweisen.
Aus diesem Befund miilite die Forderung abgeleitet
werden, daB fiir die verschiedenen Altersgruppen je-
weils eigene Normalbereiche nicht nur fiir das Ge-
samt-T,, sondern auch fiir den Index der freien
Schilddriisenhormone zu erstellen sind (Tabelle 3).

Dicse diagnostische Schwierigkeit 1468t sich mit
Hilfe der TBG-Bestimmung umgehen: Zwischen Ty
und TBG besteht eine altersunabhingig signifkante
Korrelation (r=0,574, p<0,001); der T,/ TBG-Quo-
tient ist daher bei den Kontrollpersonen praktisch
altersunabhingig konstant und betrdgt im Mittel
3,2+ 0,7 (X +5). Ausgenommen werden miissen natiir-
lich die Neugeborenen, bei denen wegen des bekann-
ten postnatalen TSH-induzierten T,-Anstiegs die T,/
TBG-Quotienten erhdht sind.

Einflu} von Oestrogen

Der EinfluB von Qestrogen auf die TBG-Spiegel ist
aus zahlreichen Untersuchungen hinreichend be-
kannt. Bei Kontrollpersonen fanden wir fiir die TBG-
Konzentrationen im Serum auffélligerweise keine Ge-
schlechtsunterschiede, selbst nicht im generationsféhi-
gen Alter. Dieser Befund steht in guter Ubereinstim-
mung mit dem bekanntlich fehlenden Geschlechts-
unterschied der Gesamtschilddriisenhormonspiegel.
Im Verlauf der Graviditit stiegen die TBG-Spiegel
erwartungsgemif an und zwar bereits signifikant
nach der 8. Schwangerschaftswoche; schon zu Beginn
des 3. Trimenon wurde ein Plateau erreicht. Unter
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Oestrogenbehandlung war der TBG-Anstieg deutlich
geringer als in der Schwangerschaft, allerdings wurde
die unterschiedliche Oestrogenwirksamkeit der ver-
schiedenen Préparate nicht beriicksichtigt. Auch bei
Minnern konnte die Induzierbarkeit eines TBG-An-
stiegs durch Oestrogene gemessen werden: Unter der
Behandlung mit Fosfestrol (Honvan®) wegen eines
Prostatacarcinoms erreichten die TBG-Spiegel im
Mittel Werte der gleichen GréBenordnung wie bei
Oestrogen-behandelten Frauen. Auch der Anstieg des
TBG unter Oestrogentherapie 148t somit quantitativ
keinen Geschlechtsunterschied erkennen. Die kurzfri-
stigen endogenen Schwankungen der Oestrogenspie-
gel im Menstruationszyklus lieBen dagegen keinen
EinfluB} auf die TBG-Spiegel erkennen. Somit schei-
den zyklische Anstiege des TBG mit intermittieren-
dem Absinken der freien Schilddriisenhormone als
Erkldrung fiir die deutlich gréBere Strumahdufigkeit
der Frauen aus.

Die TBG-Konzentrationen im Serum sind aber
nicht nur durch eine vermehrte, sondern auch durch
eine verminderte Oestrogenwirkung manipulierbar:
Die Substanz Danazol, ein Derivat des 17-a-Athinyl-
Testosterons, fithrt bei Frauen morphologisch zu den
Zeichen eines Oestrogenmangels am Endometrium
[1], es supprimiert als antigonadotrope Substanz die
L.H- und FSH-Sekretion [12, 13, 32] und fihrt zu
einem Abfall der endogenen Oestrogenspiegel [35].
Jetzt konnten wir bei 7 Patientinnen einen Abfall der
TBG-Spiegel — im Mittel auf etwa die Hilfte der
Ausgangswerte nach einer vierwdchentlichen Behand-
lungsdauer mit 400 mg Danazol téglich — nachwei-
sen. Dieser Abfall der TBG-Spiegel muB als indirekter
Effekt des Danazols iiber eine Senkung der endogenen
Qestrogenspiege! gedeutet werden. Interessant wire
noch der Einflull von Danazol auf die TBG-Spiegel
bei ménnlichen Kontrollpersonen; von derartigen
Untersuchungen wurde jedoch Abstand genommen,
da sich die moglichen Nebenwirkungen dieser Thera-
pie z.B. auf die Fertilitdt derzeit noch nicht sicher
abschitzen lassen.

Im Hinblick auf diese Manipulierbarkeit der
TBG-Spiegel mit einem Anstieg unter vermehrter Oe-
strogenwirkung und einem Abfall bei artifizieller Sen-
kung der Oestrogenwirkung tiberrascht sowohl der
fehlende Geschlechtsunterschied in der Héhe der
TBG-Spiegel als auch der Anstieg des TBG im Alter,
z.B. in der Postmenopause. Neben einem eindeutigen
Oestrogeneffekt miissen somit weitere regulierende
Faktoren fiir die TBG-Spiegel angenommen werden.

TBG-Spiegel bei Schilddriisenfunktionsstorungen

Nach fritheren Untersuchungen mit indirekten Ver-
fahren zur Bestimmung des TBG, — mit der maxima-
len Bindungskapazitit des Serums fiir T [3] und auch
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mit dem kompetitiven Radioligandenassay [7, 31} -
wurden fiir die Hyperthyreose niedrige und fiir die
Hypothyreose hohere TBG-Spiegel im Vergleich zu
Normalpersonen angenommen. Eine regulatorische
Beziehung zwischen T; und TBG wurde diskutiert
[5, 17]. Mit der direkten radioimmunologischen TBG-
Bestimmung, die unabhingig vom endogenen Schild-
driisenhormongehalt des Serums ist, fanden wir in
Ubereinstimmung mit anderen Autoren [22] keine
iiberzeugenden Unterschiede der TBG-Spiegel in Ab-
hingigkeit von der Schilddriisenfunktion, auch nicht
bei direktem Vergleich zwischen Hypothyreose und
Hyperthyreose. Die verinderten Ergebnisse der T,-
Bindungstests bei diesen Patienten mussen auf die be-
kannte Abhangigkeit dieser Tests von der endogenen
T4-Konzentration bezogen werden: Die Bindung des
in vitro zugegebenen T;-Tracers in Serumproben wird
zwar durch die Hohe der TBG-Spiegel bestimmt, aber
dariiber hinaus auch durch die endogene Beladung
dieses TBG mit T, erheblich beeinfluft.

Das Prinzip des Radioligandenassays fiir TBG ist
die Kompetition zwischen den endogenen Transport-
proteinen im Serum und in vitro zugesetztem T;-Anti-
korper um exogenen Tj-Tracer. Voraussetzung flir
die exakte Abschitzung der TBG-Spiegel mit dieser
Methode ist daher die quantitative Extraktion des
endogenen Schilddriisenhormons aus dem Serum. Die
diskrepanten Befunde des Radioligandenassay zum
Radioimmunoassay bei Schilddriisenfunktionsstérun-
gen miissen wobl auf eine quantitativ nicht ausrei-
chende Extraktion von T, bezogen werden, da einer-
seits Bindungsstellen des TBG blockiert bleiben und
andererseits das T, nicht mit einem T;-Antiserum
kreuzreagiert. Nach ersten Beobachtungen ist es aller-
dings moglich, daB bei langerem Verlauf einer schwe-
ren Hyperthyreose die TBG-Spiegel auf Grund einer
verminderten Syntheseleistung der Leber oder eines
erhdhten Eiweilkatabolismus absinken kénnen.

Diagnostische Relevanz des T,/TBG-Quotienten

Die Notwendigkeit, zusdtzlich zur Bestimmung der
Gesamthormonspiegel prinzipiell einen Bindungstest
in der Schilddriisenfunktionsanalytik durchzufiihren,
ist allgemein unbestritten. Der erste Vorteil des TBG-
Radioimmunoassay gegeniiber den bisher gebriduch-
lichen Bindungstests liegt in der besseren Standardi-
sierung und der Mdoglichkeit der Automatisierung.
Der zweite wesentliche Vorteil ist die Spezifitdt des
Radioimmunoassay gegeniiber den bisher iiblichen in-
direkten Verfahren: Die Ergebnisse werden nicht
durch die Anderungen der endogenen Schilddriisen-
hormone beeinfluBt. Anderungen der Gesamt-T,-
Spiegel auf Grund verdnderter TBG-Spiegel konnen
durch die Berechnung des T,/TBG-Quotienten er-
kannt werden. In welchem AusmaB medikamentds
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(z.B. Diphenylhydantoin) oder Stoffwechsel-bedingte
(Fasten) Anderungen der Bindung von Schilddriisen-
hormonen an die Transportproteine, die am Ts-in
vitro-Test erkennbar sind, zu einer Anderung des T,/
TBG-Quotienten fiihren, mufl durch vergleichende
Untersuchungen weiter gepriift werden.

Die diagnostische Bedeutung des T,/TBG-Quo-
tienten wurde am Beispiel der Altersabhingigkeit der
Normalbereiche von T, und TBG, am Oestrogenein-
fluB und bei anderen quantitativen TBG-Varianten
aufgezeigt (Tabellen 3 und 4). Bei Patienten mit
blander Struma und besonders bei TBG-Mangel
tduschte der Index der freien Schilddriisenhormone
als Produkt von Gesamt-T-Spiegel und T;-in vitro-
Test einen peripheren Schilddriisenhormonmangel
vor. Der T,/TBG-Quotient dagegen zeigt eine gute
Ubereinstimmung mit den klinischen Befunden und
der TSH-Bestimmung {vgl. {16, 29, 30]).

Auf Grund der hier aufgezeigten Spezifitit, Stan-
dardisierbarkeit und der Méglichkeit zur Automati-
sierung ist der TBG-Radioimmunoassay den bisher
eingesetzten Bindungstests iberlegen und diirfte diese
in der Schilddriisenlaboratoriumsdiagnostik in abseh-
barer Zeit weitgehend ablosen.
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