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1. EINLEITUNG 

1.1. Einführung in das Thema 

Dehydroepiandrosteron-Sulfat (DHEAS), der Sulfatester des Dehydroepiandrosteron 

(DHEA), ist das im menschlichen Körper am häufigsten vorkommende Steroidhormon. 

Die Serumkonzentration von DHEAS ist 300 bis 500 mal größer als die von DHEA und 

20 mal größer als die jedes anderen Steroids (Ebeling and Koivisto 1994). Zum 

Stoffwechsel von DHEA und DHEAS ist die gängige Hypothese in der Literatur, dass 

zum einen DHEA und DHEAS frei ineinander umgewandelt (interkonvertiert) werden 

können, und dass zum anderen DHEAS der Regeneration des unkonjugierten DHEA 

dient. Eine Prüfung dieser Hypothese könnte durch eine Untersuchung der Enzyme 

gelingen, von denen bekannt ist, dass sie an der DHEA/DHEAS-Interkonversion 

partizipieren: 1. das Enzym STS (Steroidsulfatase), dass die Desulfatierung von 

DHEAS katalysiert und 2. das Enzym Hydroxysteroid-Sulfotransferase 2A1 (auch als 

DHEA-Sulfotransferase bezeichnet), das den Transfer einer Sulfatgruppe auf das 

DHEA-Molekül katalysiert. 

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist daher die Untersuchung des Beitrags der hepatischen 

Konversion von DHEA und DHEAS zur Interkonversion dieser beiden Steroide beim 

Menschen.  
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1.2. Dehydroepiandrosteron (DHEA) und sein Sulfatester (DHEAS) 

1.2.1. Struktur und chemische Eigenschaften von DHEA und DHEAS 

Dehydroepiandrosteron (DHEA) und sein Sulfatester (DHEAS) wurden erstmals 1934 

von Butenandt (Butenandt and Dannebaum 1934) aus humanem Urin und im Jahre 

1954 von Migeon  (Migeon and Plager 1954) aus humanem Plasma isoliert. DHEA ist 

ein ungesättigtes Hydroxyketon und wird chemisch als 3β-Hydroxy-5-androsten-17-on 

bezeichnet. DHEAS ist aufgrund der zusätzlichen polaren Sulfatgruppe chemisch 

stabiler und deutlich hydrophiler als DHEA - HWZ im Blut: 4 h versus 20 min 

(Rosenfeld et al. 1972). 

Beide Hormone werden im Blut vorwiegend an Albumin und zu einem geringen Anteil 

an SHBG (sexualhormonbindendes Globulin) gebunden (Sonka 1976; Dunn et al. 1981; 

Longcope 1995).  

Die Produktion von DHEA und DHEAS macht 90-95% der Gesamtproduktion der 

adrenalen Zona reticularis aus und bildet daher den mengenmäßig größten Anteil der 

Steroidhormone im menschlichen Körper (Arlt 2004). Interessanterweise ist die 

Serumkonzentration des DHEAS ungefähr 20mal größer als die des Serum-Cortisols,  
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Abbildung 1: Strukturformeln von DHEA (Dehydroepiandrosteron) und DHEAS 

(Dehydroepiandrosteron-Sulfat): Diese unterscheiden sich voneineander durch die Hydroxy-bzw. 

Sulfatgruppe an Position 3 des Steroidgerüstes. 
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während die Konzentration des DHEA nur ca. 1/20 des Serum-Cortisols beträgt. Die 

sehr hohe Serumkonzentration von DHEAS ist zum einen durch die hohe Sekretionsrate 

und zum anderen durch die geringe metabolische Clearance bedingt (Oelkers 1999). 

 

 

1.2.2. Synthese von DHEA / DHEAS 

Die DHEA-Synthese wird zu 90-95% in der adrenalen Zona reticularis durch das 

Enzym P450c17 katalysiert (siehe Abbildung 2). Neben der Nebenniere besitzen jedoch 

auch die Gonaden die Fähigkeit zur DHEA-Synthese. Aufgrund der hohen Expression 

von 3β-Hyroxysteroid-Dehydrogenasen in den Gonaden kommt es jedoch zu einer 

raschen Konversion zu Androstenedion und aktiven Sexualsteroiden. Aus diesem Grund 

tragen die Gonaden nur zu einem kleinen Teil zu dem im systemischen Kreislauf 

vorkommenden DHEA bei. Es wird angenommen, dass DHEA aufgrund seiner 

lipophilen Eigenschaften passiv per Diffusion durch die Zellmembran in den 

systemischen Kreislauf gelangt. Im Gegensatz dazu erfordert der Influx-Transport des 

hydrophilen DHEAS aus dem systemischen Kreislauf in die Zielzellen  einen aktiven 

Transport durch multispezifische Steroid-Carrier, die Organic Anion Transporting 

Polypeptides (OATPs). Von diesen wurden bisher 11 verschiedene Subtypen beim 

Menschen identifiziert (Hagenbuch and Meier 2004). DHEAS wurde als Substrat von 

mehreren dieser Subtypen identifiziert, dabei handelt es sich um die beiden 

leberspezifischen Subtypen OATP1B1 und OATP1B3 (Konig et al. 2000; Konig et al. 

2000) und den Subtyp OATP2B1, welcher neben der Leber auch noch in verschiedenen 

anderen Geweben exprimiert wird (Kullak-Ublick et al. 2001). Der Transport des 

DHEAS aus den Zellen in den systemischen Kreislauf (Efflux-Transport, siehe 

Abbildung 2) erfolgt über Multidrug Resistance Proteine (insbesondere Mrp 4). Diese 

gehören zur Superfamilie der „ATP–binding cassette“- Transporter (ABC). 
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Abbildung 2:  DHEA-Synthese in der adrenalen  Zona reticularis: Das dort produzierte DHEA 

kann per Diffusion ins Gefäßsystem gelangen, bzw. in derselben Zelle direkt in DHEAS 

umgewandelt werden, welches die Zellmembran mittels multispezifischer Transportproteine (Mrp4 

= Multidrug resistance protein) verlassen kann. Vom Gefäßsystem aus erfolgt der Influx-Transport 

in die peripheren Zielzellen mittels OATP (Organic Anion Transporter Peptide). P450C17 = 

Cytochrom P450-17α-Hydroxylase; Preg = Pregnenolon; STS = Steroidsulfatase; SULT = 

Sulfotransferase.                       
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1.2.3. Interkonversion und Metabolismus von DHEA und DHEAS 

1.2.3.1. Interkonversion durch die Enzyme STS und SULT 

1.2.3.1.1. Steroidsulfatase (STS) 

Das Enzym Steroidsulfatase (auch Arylsulfatase C genannt, im Folgenden als STS 

abgekürzt), ist verantwortlich für die Hydrolyse von Alkylsulfaten (z.B. DHEAS) und 

Arylsulfaten (z.B. Östronsulfat) (Reed et al. 2005). Damit bewirkt die STS die 

Umwandlung von DHEAS zu DHEA (siehe Abbildung 3) durch Abspaltung der 

Sulfatgruppe. Die STS ist Mitglied einer Großfamilie von 12 verschiedenen Säugetier-

Sulfatasen (Bond et al. 1997; Ferrante et al. 2004). Das Gen für die humane STS ist auf 

dem distalen kurzen Arm des X-Chromosoms lokalisiert (XP22.3-Xpter) und kodiert für 

ein Protein aus 583 Aminosäuren. Dieses Gen ist jedoch pseudoautosomal und entgeht 

somit der X-Inaktivierung. Auf dem Y-Chromosom gibt es ein Pseudogen für STS, 

welches jedoch transkriptionell inaktiv ist (Yen et al. 1988; Reed et al. 2005).  

Die STS wurde bisher in Hoden, Ovar, Nebennieren, Plazenta, Prostata, Haut, Hirn, 

fetaler Lunge, Viszerum, Endometrium, peripheren Blut-Lymphozyten, Aorta, Niere, 

und Knochen nachgewiesen. Dieses Enzym scheint somit, wenn auch nur in geringen 

Mengen, nahezu ubiquitär im menschlichen Körper vorzukommen, bevorzugt aber im 

reproduktiven Trakt. Die höchsten Konzentrationen finden sich in der Plazenta, 

ebenfalls sehr hohe Konzentrationen wurden in der adulten Leber und den Nebennieren 

nachgewiesen  (Reed et al. 2005).  
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1.2.3.1.2. Sulfotransferasen 

Die Umwandlung von DHEA in DHEAS erfolgt durch enzymkatalysierte Sulfonierung. 

Unter Sulfonierung versteht man den Transfer einer Sulfonat-Gruppe (SO3
-1) von dem 

universellen Sulfonat-Donor 3´-Phosphoadenosin-5´-Phosphosulfat (PAPS) auf ein 

geeignetes Empfänger-Molekül. Diese Reaktion wird durch die Enzymfamilie der 

Sulfotransferasen katalysiert. Diese Familie wird gegenwärtig in der Literatur in zwei 

Klassen unterteilt, basierend darauf, ob sie löslich oder membranassoziiert vorliegen. 

Die wasserlöslichen bzw. zytosolischen Sulfotransferasen sulfonieren eine breit 

gefächerte Anzahl von Substraten, wie z.B. Hormone, Neurotransmitter, Medikamente 

und Xenobiotika. Membranassoziierte Sulfotransferasen sind im Trans-Golgi-Komplex 

lokalisiert. Dort sind sie in die posttranslationale Modifikation von Makromolekülen 

wie z.B. sekretorischen Proteinen und Glykosaminoglykanen involviert (Strott 2002). 

Abbildung 3: Die DHEA- bzw. DHEAS-interkonvertierenden Enzyme: SULT2A1 = Sulfotransferase 

2A1; SULT2B1a = Sulfotransferase 2B1a; SULT2B1b = Sulfotransferase 2B1b; STS = 

Steroidsulfatase. 

DHEA DHEAS

Steroid-Sulfatase (STS)

SULT2B1a / SULT2B1b

Sulfotransferasen:

SULT2A1
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Unabhängig von der offiziellen Nomenklatur hat sich für die zytosolischen 

Sulfotransferasen und deren Gene die Abkürzung „SULT“ eingebürgert (Falany 1996). 

In der Klasse der Säugetiere sind zurzeit 44 zytosolische Sulfotransferasen bekannt, die 

sich zu fünf SULT-Familien zusammenfassen lassen, (Nagata and Yamazoe 2000). 

Innerhalb dieser fünf SULT-Familien sind die im folgenden Teil beschriebenen Enzyme 

SULT2A1, SULT2B1a und SULT2B1b aus der SULT2-Familie für die vorliegende 

Arbeit von Relevanz.  

 

 

SULT2A1 (= DHEA-Sulfotransferase) 

Das Enzym SULT2A1, dessen Gen auf Chromosom 19 (19q13.3) lokalisiert ist, gilt als 

Prototyp der humanen Hydroxysteroid-Sulfotransferasen, deren Hauptsubstrat DHEA 

ist, weswegen es häufig auch als DHEA-Sulfotransferase bezeichnet wird (Kong et al. 

1992; Otterness et al. 1992).  

Darüberhinaus ist für die SULT2A1 eine breite Substratspezifität gezeigt worden. 

Neben DHEA werden etliche weitere Steroide und Sterole, wie z.B. Substanzen mit 

einer 3α-Hydroxyl-Gruppe (Androsteron und Gallensäuren), einer 3β-Hydroxyl-Gruppe 

(Pregnenolon), einer 17β-Hydroxyl-Gruppe (Testosteron und Östradiol) oder einer 

Phenol-Hydroxyl-Gruppe (Östradiol und Östron) sulfoniert (Radominska et al. 1990; 

Aksoy et al. 1993; Falany et al. 1994; Falany and Wilborn 1994; Falany 1997; Strott 

2002).  

Die humane SULT2A1 wird am stärksten in Organen der Steroidogenese (Nebennieren 

und Ovarien), in Androgen-abhängigen Geweben (Prostata), in Geweben des Magen-

Darm-Traktes (Magen, Dünndarm und Kolon), und in der Leber exprimiert (Javitt et al. 

2001). 
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SULT2B1 

Das SULT2B1-Gen liegt ebenfalls auf Chromosom 19 (19q13.3), ungefähr 500kb 

telomerwärts des Gen-Lokus der SULT2A1. Die Isoformen a und b der humanen 

SULT2B1, die sich nur an ihrem aminoterminalen Ende unterscheiden, entstehen durch 

den alternativen Gebrauch des Exon 1 (Her et al. 1998). Die beiden SULT2B1-

Isoformen sind bezüglich ihrer Aminosäuresequenz zu 94% identisch (Geese and 

Raftogianis 2001). Alle bisher klonierten Mitglieder der Großfamilie der zytosolischen 

Sulfotransferasen variieren in ihrer Größe etwa zwischen 282 und 295 Aminosäuren 

(Rikke and Roy 1996; Weinshilboum et al. 1997). Die Isoformen der humanen 

SULT2B1 hingegen bestehen aus etwa 350-365 Aminosäuren. Vergleicht man die 

SULT2A1- und die SULT2B1-Proteine, liegt der Unterschied in den verlängerten 

amino- und carboxyterminalen Enden der SULT2B1. Bezüglich ihrer 

Aminosäuresequenz sind die SULT2A1-und die SULT2B1-Proteine zu 37% identisch. 

Basierend auf  der vergleichenden Analyse der Aminosäuresequenze aller SULT 

erscheint es plausibel, dass die SULT2B1 durch Gen-Duplikation aus der SULT2A1 

entstanden ist (Strott 2002).  

Anders als die SULT2A1 scheint keine der SULT2B1-Subtypen effizient - also in 

größerem Umfang - DHEA zu sulfonieren (Strott 2002). Ebenfalls im Gegensatz zur 

SULT2A1 sulfonieren sie auch nicht Androsteron, Gallensäuren, Testosteron, Östrogen 

oder Cortisol (Her et al. 1998; Geese and Raftogianis 2001; Javitt et al. 2001; Meloche 

and Falany 2001). Für die beiden Isoformen der humanen SULT2B1 sind deutliche 

Unterschiede in der Substratspezifität beschrieben worden (Strott 2002). Das Isoenzym 

SULT2B1a zeigt eine deutliche Präferenz für Pregnenolon, während Cholesterol nur in 

sehr geringem Umfang umgesetzt wird. Im Gegensatz dazu sulfoniert das Isoenzym 

SULT2B1b in großem Umfang Cholesterol und nur zu einem geringeren Anteil 

Pregnenolon. Dies spricht dafür, dass die humane SULT2A1 und die SULT2B1-

Isoenzyme selektive und individuelle physiologische Rollen ausfüllen (Strott 2002).  

Für die SULT2B1b-Isoform ist eine deutlich breitere Gewebeexpression beschrieben als 

für die SULT2B1a-Isoform (Javitt et al. 2001). Die SULT2B1b wird am stärksten in 

Kolon, Niere, Lunge, Plazenta, Prostata, Haut, Dünndarm, Magen, Thymus und 
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Schilddrüse exprimiert. In geringerem Umfang wird sie in Nebennieren, Ovar, Milz und 

Leber exprimiert und sehr schwach in Knochenmark und Gehirn.  

Die SULT2B1a-Isoform findet sich dagegen nur in der Plazenta, Prostata und Haut, in 

geringem Umfang auch in Niere, Lunge, Ovar und Dünndarm.  

 

 

1.2.3.2. Downstreamkonversion zu Androgenen/Östrogenen/Intermediärsteroiden 

Nur desulfatiertes DHEA ist biologisch aktiv und kann in den peripheren Zielzellen zu 

Downstream-Sexualsteroiden konvertiert werden (siehe Abbildung 4). DHEA ist das 

wichtigste Vorläuferhormon der Biosynthese der menschlichen Sexualhormone. Die 

Richtung der Umwandlung des DHEA und die damit verbundenen spezifischen 

biologischen Wirkungen in den jeweiligen Zielgeweben werden durch die 

gewebespezifische Expression der Enzyme der Steroidogenese bestimmt. Daher wird 

das Verhältnis von DHEA-Aktivierung (durch Konversion zu Sexualsteroiden) zu 

DHEA-Inaktivierung (durch Sulfatierung zu DHEAS) im Wesentlichen durch die lokale 

Expression und Aktivität der DHEA-Sulfotransferasen (hauptsächlich SULT2A1) und 

Steroidsulfatase bestimmt (Arlt 2004). DHEA wird durch die 3β-Hydroxsteroid-

Dehydrogenase (3β-HSD) zu Androstenedion umgewandelt und danach durch 

Isoenzyme der 17β-HSD und P450-Aromatase zu Testosteron und Östradiol 

weiterkonvertiert.  

Studien über die Biokonversion und Pharmakokinetik von DHEA bei Menschen mit 

niedrigen DHEAS-Konzentrationen im Serum zeigten, dass es nach Gabe von DHEA 

zu einer geschlechtspezifisch unterschiedlichen Konversion kam. So kam es bei den 

weiblichen Probanden vor allem zu einer Zunahme der zirkulierenden Androgene (Arlt 

et al. 1998), wohingegen es bei den männlichen Probanden zu einer Zunahme der 

zirkulierenden Östrogene kam (Arlt et al. 1999). Dies legt die Vermutung nahe, dass 

DHEA bei Frauen eher androgene Effekte und bei Männer eher östrogene Effekte 

bewirkt. 

Die gewebespezifische Androgenwirkung des DHEA lässt sich am besten durch die 

Messung zirkulierender Androgen-Metabolite bestimmen. In der Literatur werden 

hierzu insbesondere die Messung von Androstanediol-Glucuronid (ADG) und 
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Androsteron-Glucuronid (ATG) beschrieben (Labrie, Belanger, Cusan and Candas 

1997). Beide stiegen nach Gabe von oralem DHEA an Männer signifikant an, während 

die Serumkonzentrationen der zirkulierenden Androgene jedoch gleich blieben (Arlt et 

al. 1999). Da ADG der Hauptmetabolit des Dihydrotestosteron ist (Giagulli et al. 1989), 

spiegelt seine Produktion sehr gut die Bildung von DHT in peripheren Androgen-

Zielgeweben wieder (Arlt 2004). 

Die Expression von 3β-HSD, 17β-HSD, 5α-Reduktase und P450-Aromatase in 

verschiedenen Zielgeweben (Leber, Gehirn, Haut, Prostata, Brust, Knochen etc.) führt 

zu einer nahezu ubiquitären peripheren Bildung von Sexualsteroiden aus DHEA (Martel 

et al. 1994; Jakob et al. 1997; English et al. 2000). Neben seiner Rolle als 

entscheidender Vorläufer der Sexualsteroide, kann DHEA auch zu sogenannten 

Intermediär-Steroiden konvertiert werden (wie z.B. Androstenediol und 

Androstanedion, siehe Abbildung 4), von denen allerdings bislang unklar ist, welche 

physiologische Bedeutung diese besitzen (Arlt 2004). Ein gutes Beispiel hierfür ist das 

Androstenediol (∆5-diol), dem immunmodulatorische Fähigkeiten zugeschrieben 

werden (Padgett and Loria 1994).  

DHEA verdeutlicht somit paradigmatisch das Konzept der Intrakrinologie. Dieses 

beschreibt die Aktivierung bzw. Inaktivierung und Wirkung von Steroiden in ein und 

derselben peripheren Zielzelle (Allolio and Arlt 2002).  
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1.2.4. Sekretionsmuster 

Die DHEA- bzw. DHEAS-Sekretion zeigt ein charakteristisches altersabhängiges 

Muster (Reiter et al. 1977; Orentreich et al. 1984; Palmert et al. 2001). Postnatal finden 

sich hohe DHEAS-Serumspiegel aufgrund einer ausgeprägten Synthese in den fetalen 

Nebennieren. Wenig später sinkt die DHEAS-Konzentration jedoch stark ab und steigt 

erst wieder zwischen dem 6. und 10. Lebensjahr an. Nach dem Erreichen der 

intraindividuell maximalen DHEAS-Werte im dritten Lebensjahrzehnt, sinkt die 

DHEAS-Serumkonzentration kontinuierlich mit zunehmenden Lebensalter ab und 

erreicht dann etwa im Alter von 70 Jahren einen Wert von 10-20% des Maximalwertes 

(Orentreich et al. 1984; Orentreich et al. 1992).  
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(∆4dion; Adion)

Androstanedion
(Anedion)

3β-HSD 3α-HSD

Androsteron
(AT)

17β-HSDs 17β-HSDs17β-HSDs

STS

Testosteron 

(T)

5α-Dihydro-

testosteron

(DHT)

5α-

Androstanediol

(AD)

5α-
Androstanediol-

Glucuronid

(ADG)

3α-HSD5α-Red

5α-Red

3β-HSD

Abbildung 4: Metabolismus des DHEA: STS = Steroidsulfatase; SULT = Sulfotransferase; HSD = 

Hydroxysteroid-Dehydrogenase; Red = Reduktase.  
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Während die DHEAS-Serumkonzentration (Referenzbereich ♂ 2-15 µmol/l; ♀ 1-12 

µmol/l) nicht im Tagesverlauf variiert, zeigt die DHEA-Serumkonzentration (♂ 5-40 

nmol/l; ♀ 3-35 nmol/l) eine diurnale Periodik ähnlich der von Cortisol (Arlt 2004).  

 

 

1.2.5. Spezielle Wirkungen  

Es gibt eine zunehmende Anzahl von Hinweisen für eine direkte Wirkungsweise von 

DHEA, obgleich es bisher nicht gelungen ist einen spezifischen DHEA-Rezeptor zu 

klonieren. Auf murinen und auf humanen T-Lymphozyten wurden bereits 

Bindungstellen mit einer hohen Affinität zu DHEA beschrieben (Meikle et al. 1992; 

Okabe et al. 1995). Allerdings ist deren Spezifität für DHEA im Vergleich zu anderen 

aktiven Androgenen Gegenstand kontroverser Diskussionen (Arlt 2004). 

In bovinen endothelialen Zellen wurden hoch affine Bindungsstellen für DHEA 

gefunden und es wurde gezeigt, dass DHEA die endotheliale NO-Synthetase (eNOS) 

über einen G-Protein gekoppelten Plasmamembran-Rezeptor aktivieren kann (Liu and 

Dillon 2002; Simoncini et al. 2003). In ähnlicher Weise scheint DHEA die durch 

extrazelluläre Signale regulierte Kinase I (ERK-I) in den glatten Muskelzellen von 

humanen Gefäßen zu beeinflussen (Williams et al. 2002). Dies wiederum spricht dafür, 

das DHEA in den Zellen der Gefäße über spezifische Rezeptoren direkte Wirkungen 

entfalten könnte (Arlt 2004). 

 

 

1.2.5.1. DHEA und der Alterungsprozess  

Niedrige DHEAS-Spiegel stellen einen unspezifischen Marker für einen schlechten 

Gesundheitszustand dar und sind darüber hinaus mit einem erhöhten Risiko für schwere 

Krankheit und Tod assoziiert (Arlt 2004). In einer Studie über gesunde sehr alte Männer 

(90-106 Jahre) waren niedrige DHEAS-Werte mit einem schlechtem Allgemeinzustand 

assoziiert (Ravaglia et al. 1996). Niedrige DHEAS-Serumkonzentrationen wurden bei 

chronischen Erkrankungen wie systemischem Lupus erythematodes, Demenz, Brust-

Krebs und rheumatoider Arthritis beschrieben, wobei ein inverser Zusammenhang 
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zwischen der DHEAS-Serumkonzentration und dem Schweregrad der jeweiligen 

Krankheiten besteht (Deighton et al. 1992).  

 

 

1.2.5.2. DHEA als Neurosteroid 

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass P450c17 und andere Schlüsselenzyme der 

Steroidsynthese im Nervensystem exprimiert werden. Somit ist auch dieses Gewebe in 

der Lage Steroidhormone de novo zu synthetisiern (Corpechot et al. 1981; Compagnone 

and Mellon 1998; Zwain and Yen 1999). DHEA beeinflusst die neuronale Aktivität 

durch Interaktion mit Neurotransmitter-Rezeptoren, wie z.B. dem NMDA-Rezeptor, 

dem Sigma-Rezeptor und dem GABA-Rezeptor (Majewska et al. 1990; Demirgoren et 

al. 1991; Bergeron et al. 1996). Darüberhinaus konnte sowohl tierexperimentell als auch 

in vitro gezeigt werden, dass DHEA das Wachstum und die Entwicklung von Neuronen 

fördert, die Überlebensfähigkeit der Gliazellen verbessert und die Lernfähigkeit und 

Gedächtnisleistung steigert (Compagnone and Mellon 1998; Svec and Porter 1998).  

 

 

1.2.5.3. DHEA-Substitution bei speziellen Erkrankungen 

Zum momentanen Zeitpunkt gibt es noch keine etablierte Indikation und keine 

allgemein akzeptierte pharmakologische Präparation, die DHEA als Therapie vorsieht. 

Allerdings scheint die DHEA-Substitution bei Patienten mit Nebenniereninsuffizienz in 

einem großen Teil der Fälle positive Effekte zu bewirken (Oelkers 1999; Achermann 

and Silverman 2001; Arlt and Allolio 2003). Im Gegensatz hierzu rechtfertigt die 

physiologische, altersassoziierte Abnahme der zirkulierenden DHEAS-Spiegel in 

gesunden Individuen jedoch nicht die Substitution von DHEA (Arlt 2004).  

 

 

1.2.5.4. DHEA und das Immunsystem 

In der Literatur gibt es vielfältige Hinweise darauf, dass DHEA ein Steroid mit 

immunregulativer Funktion ist. In vivo Studien an Ratten bzw. Mäusen beschreiben eine 
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DHEA-induzierte Hochregulation der Il-2-Sekretion (Daynes et al. 1990), eine 

Herabregulation von IL-6 (Yang et al. 1998) und eine Zunahme der Zytotoxizität von 

Monozyten und Natural-Killer-Zellen (Risdon et al. 1991; McLachlan et al. 1996; 

Corsini et al. 2002). Diese Effekte konnten in in vitro mit humanen Zellen bestätigt 

werden (Straub et al. 1998; Solerte et al. 1999). Bis heute fehlen jedoch 

widerspruchsfreie, humane in vivo Daten zu  möglichen immunologischen Effekten von 

DHEA (Arlt 2004). Es gibt jedoch Hinweise, dass bei systemischem Lupus 

erythematodes (SLE) die IL-2-Sekretion mit der Menge an zirkulierendem DHEAS 

korreliert. Außerdem konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass in vitro 

DHEA die IL-2 Sekretion der T- Lymphozyten der SLE-Patienten wieder zu 

normalisieren vermag (Suzuki et al. 1995). Ferner konnte in klinischen Studien bei 

Patienten mit SLE sowohl ein glukokortikoid-sparender Effekt durch DHEA-Gabe als 

auch eine klinische Verbesserung der Krankheitsaktivität gezeigt werden (van 

Vollenhoven et al. 1995; Chang et al. 2002; Petri et al. 2002). 

Grundsätzlich scheint DHEA bei Krankheiten mit einer TH2-betonten Immunantwort 

eher antiinflammatorische Effekte und bei Krankheiten mit einer TH1-betonten 

Immunantwort eher proinflammatorische Effekte zu bewirken (Straub et al. 2002). Es 

ist jedoch noch ungeklärt, ob es sich um direkte Effekte von DHEA oder vielmehr um 

Effekte seiner Downstream-Metaboliten handelt, wie sie z.B. für Androstenediol und 

Androstenetriol beschrieben worden sind (Padgett and Loria 1994; Whitnall et al. 2000; 

Offner et al. 2002).  

Frühere Publikationen (Parker et al. 1985; Vermes et al. 1995; Beishuizen et al. 2002) 

hatten über ein Absinken der zirkulierenden DHEAS-Menge im septischen Schock 

berichtet. Dies wurde aufgrund des zeitgleichen Anstiegs der Serumkonzentrationen von 

Cortisol als ein möglicher intraadrenaler Shift von der Androgen-Synthese hin zur 

Glukokortikoid-Synthese interpretiert (Parker et al. 1985; Vermes and Beishuizen 2001; 

Beishuizen et al. 2002). Detaillierte Untersuchungen (Arlt et al. 2006) stellen diese 

Ergebnisse jedoch in Frage, da es im Rahmen des septischen Schocks zwar zu einer 

Abnahme der DHEAS-Spiegel, gleichzeitig jedoch zu einem Anstieg der DHEA- 

Konzentrationen kommt. Als mögliche Erklärung für diesen Befund wurde eine 

Herabregulation der SULT2A1 (welche DHEA zu DHEAS inaktiviert) als möglicher 

regulativer Mechanismus vermutet (Arlt et al. 2006). 
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1.2.6. Einfluss von proinflammatorischen Zytokinen auf Steroidhormon-

konvertierende Enzyme  

Im Rahmen einer akuten Entzündungsreaktion kommt es als Teil der Akut-Phase-

Antwort unter anderem zur Produktion und Freisetzung der proinflammatorischen 

Zytokine Il-1β und TNF-α. Dies hat eine Aktivierung der Hypophysen-Nebennieren-

Achse, und über diesen Weg auch eine Erhöhung der Konzentration an zirkulierenden 

Glukokortikoiden zur Folge (Besedovsky and del Rey 1996). Diverse Studien haben 

Hinweise ergeben, dass proinflammatorische Zytokine wie TNF-α, Il-1β und auch Il-6 

in vitro an unterschiedlichen Stufen der Steroidogenese modulierend eingreifen können 

(Orava et al. 1989; Jaattela et al. 1991; Lin et al. 1991; Path et al. 1996; Lin et al. 1998; 

Mauduit et al. 1998; Budnik et al. 1999; Ogilvie et al. 1999). Eine derartige Modulation 

durch proinflammatorische Zytokine ist bereits für das Enzym 11β-Hydroxysteroid-

Dehydrogenase Typ 1 (11β-HSD 1) beschrieben worden, welches inaktives Cortisol in 

aktives Cortison überführt, und damit den wichtigsten regulativen Mechanismus zur 

Kontrolle der gewebespezifischen Aktivierung von Glukokortikoiden darstellt (Stewart 

and Krozowski 1999; Cooper et al. 2001; Tomlinson et al. 2001; Walker and Stewart 

2003). In diesen Zusammenhang wurde gezeigt, dass die Expression und die 

funktionelle Aktivität der 11β-HSD 1 durch die proinflammatorischen Zytokine TNF-α 

und Il-1β in Fettgewebe und Knochen hochreguliert wird.  

Auch für die DHEA/DHEAS-Interkonversion bzw. für die Enzyme STS und SULTs 

gibt es Hinweise sowohl auf eine Regulation durch proinflammatorische Zytokine als 

auch durch die antiinflammatorisch wirksamen Glukokortikoide wie z.B. 

Dexamethason. Il-1β beispielsweise reduziert die mRNA-Expression und Aktivität der 

STS in humanen Stroma-Zellen des Endometriums (Matsuoka et al. 2002). TNF-α 

scheint ein potenter Inhibitior der STS in murinen Makrophagen zu sein (Hennebold 

and Daynes 1994). Ferner ist beschrieben worden, dass die proinflammatorischen 

Zytokine TNF-α und IL-1 eine signifikante Abnahme der mRNA-Menge der humanen 

SULT2A1 in humanen Hepatoma-Zellen (Hep3B-Zellen) bewirken (Kim et al. 2004). 

Weiterhin fand man, dass die mRNA-Menge der SULT2A1 in Mäuse-Lebern während 

einer durch LPS induzierten Akut-Phase-Reaktion signifikant reduziert war. Für die 

Inkubation mit Dexamethason ist sowohl in Ratten- und Mäuse-Hepatozyten, als auch 
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in Primärkulturen von humanen Hepatozyten eine konzentrationsabhängige Zunahme 

der mRNA-Expression der SULT2A1 demonstriert worden (Runge-Morris et al. 1996; 

Wu et al. 2001; Duanmu et al. 2002).  
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1.3. Fragestellungen dieser Arbeit 

 
Aus den in den vorhergehenden Abschnitten darsgestellten theoretischen Grundlagen 

ergeben sich folgende, für diese Arbeit relevante Fragestellungen: 

 
A) Ist DHEAS der zirkulierende Speicher für die kontinuierliche Regeneration 

von DHEA?  

 

Um diese Frage zu beantworten wurde in dieser Arbeit die Interkonversion von DHEA 

und DHEAS in der Leber in HepG2-Zellen als Leberzellmodell untersucht.  

 

Daraus ergeben sich folgende spezielle Fragen: 

B) Welche Rolle spielen die DHEA-konvertierenden Enzyme (STS und SULT) 

in der Leber? 

C) Entspricht die Enzymexpression in der HepG2-Zelllinie der der humanen 

Leberzellen? 

D) Sind HepG2-Zellen somit ein geeignetes Modell für die Untersuchungen? 

E) In welchem Umfang und in welchem zeitlichen Rahmen werden DHEA und 

DHEAS in den HepG2-Zellen interkonvertiert bzw. welche Richtung der 

Umwandlung dominiert? 

F) Wie verändert sich die Expression bzw. Aktivität der Enzyme STS, 

SULT2A1, SULT2B1a, SULT2B1b (und damit die Interkonversion 

DHEA/DHEAS) zum einen unter dem Einfluss von proinflammatorischen 

Zytokinen wie IL-6, Il-1 β und TNF-α und zum anderen unter dem Einfluss 

von antiinflammatorisch wirksamem Dexamethason? 
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2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1. Zellmodell 

2.1.1. Zelllinie 

Es wurden HepG2-Zellen (Celline Service, Heidelberg) verwendet, dabei handelt es 

sich um eine sehr gut differenzierte Zellinie eines humanen hepatozellulären 

Karzinoms, in der die wesentlichen Funktionen normalen Lebergewebes erhalten sind 

(Knowles et al. 1980). Die HepG2-Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 in 250ml 

Zellkulturflaschen (Greiner BioOne) in DMEM-F12-Ham + 10% FCS (Sigma) 

kultiviert. 

 

 

2.1.2. Zellkultur 

Zur Passage der Zellen wurde zunächst das alte Medium abpipettiert und die Zellen mit 

8ml PBS (PAN Biotech) gewaschen. Zur Ablösung der Zellen wurden diese zunächst 

mit 2ml EDTA-0,002%-Lösung für 3min bei Raumtemperatur und anschliessend mit 

2ml Trypsin/EDTA-Lösung (Sigma) bei 37°C für 1,5min inkubiert. Anschließend 

erfolgte unverzüglich die Neutralisierung des Trypsins mit Medium (DMEM-F12-Ham 

+ 10% FCS). Hierbei wurden noch an der Kulturflasche anhaftende Zellen durch 

Abspülen gelöst. Die Zellen wurden alle 7 Tage im Verhältnis 1:3 bzw. 1:4 passagiert, 

ein Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. 

 

 

2.1.3. Aussähprotokoll für die Hauptversuche 

Für die Hauptversuche (Beschreibung siehe Abschnitt 2.3.1 bis 2.3.4) wurden die Zellen 

in Six-Well-Plates kultiviert. Dazu wurden zunächst die im Abschnitt 2.1.2 beschrieben 

Schritte bis zum Ablösen der Zellen mittels Trypsin durchgeführt. Danach wurde das  

Trypsin mit 6 ml Medium inaktiviert. Zur Quantifizierung der Zellen wurden 100µl 



 Material und Methoden    
 

- 19 - 

Zellsuspension mit 100µl Trypanblau vermischt und ein Aliquot auf eine Neuendorfer-

Zählkammer aufgetragen. Nach Auszählen der Felder wurde die Zelldichte nach 

folgender Formel berechnet: 

 

Mittelwert der 4 Ergebnisse × Zählkammerfaktor (104) × Verdünnungsfaktor (×2) = Zellzahl pro ml 

 

Anschließend wurde die Zellsuspension auf eine Konzentration von 1 Mio/ml verdünnt 

und je 1ml (= 1 Mio Zellen) in die 6-Well-Plates (Falcon) ausgesät. 

 

 

2.2. Polymerasekettenreaktion (PCR) 

2.2.1. RNA-Isolation aus HepG2-Zellen 

Analog der im Abschnitt 2.1.2 beschriebenen Schritte wurden die Zellen abgelöst. 

Aufgrund des kleineren Volumens der Six-Well-Plates wurden hier jedoch nur je Well 

1ml EDTA-Lösung. und anschließend 500µl Trypsin verwendet. Danach erfolgte die 

Inaktivierung des Trypsins mit 2,5ml Medium je Well und die Überführung in 15ml 

Falcon-Tubes, wobei jeweils die Zellen von zwei Wells zusammengeführt wurden. Die 

Ermittelung der Zellzahl pro ml erfolgte analog der Beschreibung in Abschnitt 2.1.3. 

Anschließend wurden die Zellen kurz bei 125rcf für 2min abzentrifugiert und dann der 

Überstand entfernt. Im weiteren Verlauf wurde die RNA mit einer Ein-Schritt-

Extraktionsmethode (RNeasy® Mini Kit, Qiagen) gemäß dem Protokoll des Herstellers 

extrahiert. Die RNA-Konzentration wurde mittels Spektrophotometrie bei A260 ermittelt 

und die Reinheit wurde mittels der Messung des RNA/DNA-Verhältnisses bei A260/280 

bestimmt. 

 

 

2.2.2. cDNA-Synthese 

Die Total-RNA wurde aus 2.9 x 107 HepG2 Zellen wie in 2.2.1. beschrieben extrahiert. 

Zur Expressionsanalyse der Steroidsulfatase und der Hydroxysteroid-Sulfotransferase 

wurden Aliquots von je 2µg totaler humaner Leber- und Kolon-RNA (Clontech) oder  
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2µg Total-RNA von HepG2 Zellen unter Verwendung von Random-Decamer-Primern 

mittels des RETROscript® Kits 1710 (Ambion) gemäß dem Protokoll des Herstellers 

für eine Stunde bei 44°C revers transkribiert.  

 

 

2.2.3. Semiquantitative RT-PCR mit 18S  

Zur simultanen Amplifikation der Zielgene und des internen Standards 18S wurden 

200ng der cDNA in einem Reaktionsvolumen von 50µl amplifiziert, welches je 200µM 

dNTP, 0.4µM je spezifischem Forward- und Reverse-Primer, 400nM QuantumRNA 

18S Interne Standards (Ambion) [optimiertes Verhältnis: 18S Primer : Competimer = 

1:9 (SULT2B1a, SULT2B1b) oder 2:8 (STS, SULT2A1)], 10x PCR Puffer und 2,5U 

HotStart Taq Polymerase (Qiagen) enthielt. Die PCR-Reaktionsansätze wurden erst 

einer initialen HotStart Taq-Aktivierung für 15min bei 94°C zugeführt, daran schlossen 

sich 30 Zyklen (STS, SULT2A1) bzw. 36 Zyklen (SULT2B1a, SULT2B1b) an. Jeder 

Zyklus umfasste jeweils einen Denaturierungs-Schritt bei 94°C für 30sec, einen 

Annealing-Schritt bei 64°C für 30sec, und einen Extensions-Schritt bei 72°C für 30sec. 

Die PCR Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und unter 

UV-Licht (360nm) visualisiert. 

 

Verwendete Primer:  

Steroidsulfatase (STS) : 
 

Sinn-(Forward) Primer: AGGACTTCCCACCGATGAGATTACCTT TG 

Tm: 64,1°C; GC: 48%; 29 bp 
Gegensinn-(Reverse) Primer: AAAAGGGTCAGGATTAGGGCTGCTAGGAA 
Tm:64,7°C; GC: 48%; 29bp 
 

Länge des amplifizierten Fragmentes: 363 bp 

Humane  Hydroxsteroid-Sulfotransferase SULT2A (DHEA-ST):  
 

Sinn-(Forward) Primer: TGAAGTTTATTAAGAAACCAAAGTCATGGGAAGAAT 
Tm: 63,7°C; GC: 31%, 36 bp 
Gegensinn-(Reverse) Primer: TGCTTTGTCCACTACATAATCAACACTCAGGA 
Tm: 63,6°C; GC:41%, 32 bp 
 

Länge des amplifizierten Fragmentes: 320 bp 
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Human Hydroxysteroid-Sulfotransferase SULT2B1 (Geese and Raftogianis 2001): 
 

SULT2B1a-Isoform [Sinn-(Forward) Primer ]: 
ATGGCGTCTCCCCCACCTTTCC 
Tm: 64 °C; GC: 64%; 22 bp  
SULT2B1b-Isoform [Sinn-(Forward) Primer]: CCCGCCGAGCCCCAGATCC 
Tm: 65 °C; GC: 79%; 19 bp  
Gemeinsamer Gegensinn-(Reverse) Primer: ATGAGGCGGGGGCTGTACTGGTC 
Tm: 64 °C; GC: 65%; 23 bp 
 

Länge des amplifizierten SULT2B1a-Fragmentes: 320 bp 
Länge des amplifizierten SULT2B1b-Fragmentes: 356 bp 
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2.3. Bestimmung der Sulfotransferase- und Steroidsulfatase-Aktivität 

in HepG2-Zellen 

2.3.1. Übersicht und Vorversuche 

Um die bisher in der Literatur nicht näher beschriebene Aktivität der STS 

(Steroidsulfatase) und der SULT (Sulfotransferase) in der menschlichen Leber zu 

untersuchen, wurden die in den folgenden Abschnitten detailliert beschriebenen 

Inkubationsexperimente entwickelt, wobei HepG2-Zellen als Modellsystem für die 

menschliche Leber dienten. Im Rahmen dieser Inkubationsexperimente wurden 

einererseits durch Inkubation der HepG2-Zellen mit DHEA bzw. DHEAS basale 

Enzymaktivitäten der Zellen ermittelt, und andererseits in den darauffolgenden 

Experimenten der Einfluß von proinflammatorischen Modulatoren  (Il-1β, Il-6 und 

TNF-α) und von antiinflammatorischen Modulatoren (Dexamethason) auf die Zellen 

untersucht. Den Versuchen lag folgendes Schema zugrunde: Die Zellen wurden in Six-

Well-Plates kultiviert, nach 24h erfolgte ein Mediumwechsel. Das frische Medium 

enthielt eine definierte Konzentration der oben genannten Substanzen, für die ein 

Einfluß auf die STS bzw. SULT-Aktivität vermutet wurde. Nach 72h wurde die eine 

Gruppe der Six-Well-Plates (Gruppe 1) mit radioaktiv markiertem DHEA bzw. DHEAS 

für 90 min inkubiert, die andere Gruppe der Six-Well-Plates (Gruppe 2) wurde mit 

nichtradioaktivem DHEA bzw. DHEAS inkubiert. Danach wurde aus der radioaktiven  

Gruppe 1 gemäß der ausführlichen Beschreibung in Abschnitt 2.4 die Steroide 

extrahiert, mittels Dünnschichtchromatographie aufgetrennt und mittels Phosphoimager 

detektiert und quantifiziert. Dabei wurde diese Gruppe 1 nocheinmal unterteilt in den 

Medium-Anteil (Steroide die aus dem Medium extrahiert wurden) und den Zell-Anteil 

(intrazelluläre Steroide). Da der Zellgehalt der einzelnen Six-Wells geringen 

Schwankungen unterliegen konnte, wurde aus dem Zellysat mittels Bradford–Assay der 

Proteingehalt der einzelnen Six-Wells ermittelt, um die in den Inkubationsversuchen 

bestimmte Enzymaktivität (der STS bzw. SULT) auf die Menge der jeweils 

verwendeten Zellen normieren zu können. Die Enzymaktivität wurde anschließend als 

Umsatz Substrat zu Produkt in pmol pro mg Protein (je Well) pro Stunde berechnet.  
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Aus der nichtradioaktiven Gruppe 2 wurde gemäß der Beschreibung in Abschnitt 2.2.1 

die RNA-isoliert. In einer Reihe von Vorversuchen, deren Daten hier nicht präsentiert 

werden, wurden ferner zum einen die Extraktionsbedingungen optimiert und 

andererseits die optimale Menge an verwendetem DHEA ermittelt. Die in den 

Hauptversuchen eingesetzte DHEA-Konzentration wurde mit 100nM so gewählt, dass 

sie noch im höchsten Normbereich der Serumkonzentration liegt. Die in den 

Vorversuchen verwendete DHEAS-Konzentration (800nM) entspricht dem niedrigsten 

Normbereich der physiologischen Serumkonzentration. 

 

 

2.3.2. Basale Interkonversion von DHEA zu DHEAS 

Um die basale Interkonversion von DHEA und DHEAS in vitro zu untersuchen, wurden 

die HepG2-Zellen in Six-Well-Plates (1x106 Zellen pro Well) mit Ham’s F12 (Sigma-

Aldrich) inkubiert, welches 10% Fötales Kälberserum (FCS, PAN Biotech) enthielt. 

Das Medium wurde nach 24h gewechselt. Nach 48h und bei annähernd 70% Konfluenz 

wurden die Zellen in 2ml serumfreiem Ham’s F10 Medium mit 0.1-10µM DHEA 

(Sigma-Aldrich) zur Bestimmung der Sulfotransferase-Aktivität und mit 0.01-10µM 

DHEAS (Sigma-Aldrich) zur Bestimmung der Steroidsulfatase-Aktivität inkubiert. Jede 

Inkubation enthielt außerdem 22,200 cpm 4-[14C]-DHEA (47.8 mCi/mmol, NEN Life 

Science Products) oder 222,000 cpm [3H]-DHEAS (60 mCi/mmol, NEN Life Science 

Products). Diese Assays wurden mit einer Inkubationszeit von 90min im linearen 

Zeitrahmen der enzymatischen Reaktion durchgeführt, der durch vorangehende 

Zeitverlaufs-Experimente ermittelt worden war. Nach dieser Zeit wurde die Inkubation 

gestoppt, indem das Medium je Well in ein 50ml Falcon-Tube überführt wurde. Das 

Medium in diesen 50ml Tubes wurde dann zusammen mit den nur noch den Zellrasen 

enthaltenden Six-Well-Plates bei -80°C tiefgefroren. 

Mit dem tiefgefrorenen Mediumanteil wurde wie in Abschnitt 2.4. beschrieben 

verfahren. 
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2.3.3. Interkonversion von DHEA u. DHEAS nach Koinkubation mit 

proinflammatorischen Zytokinen (Il-1β, Il-6 und TNF-α) 

Die Vorbereitung und die Aussaat der Zellen erfolgte analog zu den oben beschriebenen 

Experimenten zur basalen Interkonversion von DHEA zu DHEAS. Nach 24h wurden 

die Zellen in 2ml serumfreiem Ham’s F12 Medium, welches verschiedene 

Konzentrationen an Il-1β, Il-6 oder TNF-α (Sigma-Aldrich; 0ng/ml als Kontrolle, 

1ng/ml; 10ng/ml; gelöst in PBS + 0,1% BSA) enthielt, inkubiert. 48 h nach Beginn der 

Zytokin-Inkubation, wurde das Medium erneut gewechselt und die Zellen für 60 min 

mit 2ml Medium (ohne FCS) je Well inkubiert, welches 22,200 cpm 4-[14C]-DHEA 

(47.8 mCi/mmol, NEN Life Science Products) und 100nM kaltes DHEA in insgesamt 

3µl EtOH gelöst enthielt (gilt für Gruppe 1 aus Beschreibung 2.3.1). Die Zellen der 

nichtradioaktiven Six-Well-Plates Gruppe 2 aus Beschreibung 2.3.1 wurden dagegen 

nur mit 200nM kaltem DHEA inkubiert. Die weitere Verarbeitung von Gruppe 1 

erfolgte analog der Beschreibung der Steroidextraktion und 

Dünnschichtchromatographie in Abschnitt 2.4. Aus der nichtradioaktiven Gruppe 2 

wurde gemäß der Beschreibung in Abschnitt 2.2.1 die RNA-isoliert. 

 

 

2.3.4. Interkonversion von DHEA u. DHEAS nach Koinkubation mit 

Dexamethason 

Um den Einfluss von Dexamethason auf die Interkonversion von DHEA and DHEAS in 

vitro zu untersuchen, wurden die HepG2-Zellen in Six-Well-Plates (1x106 Zellen pro 

Well) mit Ham’s F12 (Sigma-Aldrich) inkubiert, welches 10% Fötales Kälberserum 

(FCS, PAN Biotech) enthielt. Nach 24h wurde das Medium gegen neues Medium, das 

verschiedene Konzentrationen an Dexamethason (Sigma-Aldrich; 10-8 bzw. 10-7 M) 

enthielt, ausgetauscht, und die Zellen wurden für weitere 48h inkubiert. Anschliessend 

wurde das Medium erneut gewechselt und die Zellen für 60min mit 2ml Medium (ohne 

FCS) je Well inkubiert, welches 22,200 cpm 4-[14C]-DHEA (47.8 mCi/mmol, NEN Life 

Science Products) und 100nM kaltes DHEA in insgesamt 3µl EtOH gelöst enthielt (gilt 

für Gruppe 1 aus Beschreibung 2.3.1). Die Zellen der nichtradioaktiven Six-Well-Plates 
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Gruppe 2 aus Beschreibung 2.3.1 wurden dagegen nur mit 200nM kaltem DHEA 

inkubiert.  Die weitere Verarbeitung von Gruppe 1 erfolgte analog der Beschreibung der 

Steroidextraktion und Dünnschichtchromatographie in Abschnitt 2.4. Aus der 

nichtradioaktiven Gruppe 2 wurde gemäß der Beschreibung in Abschnitt 2.2.1 die 

RNA-isoliert. 
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2.4. Dünnschichtchromatographie 

2.4.1. Extraktion von Steroidhormonen 

Vor der eigentlichen Steroid-Extraktion wurde das Medium mit einer definierten Menge 

NaCl (Merck, ca. 90mg) abgesättigt, um durch die daraus resultierende Polarisierung 

der wässrigen Phase die anschließende Extraktion des hydrophilen DHEAS zu 

erleichtern. Vorexperimente zu diesem Vorgehen zeigten eine 99,8%-ige 

Extraktionsrate des DHEAS. Daran schloss sich ein Durchmischungsschritt (Vortex) für 

15sec mit maximaler Geschwindigkeit an. Die Steroid-Extraktion erfolgte durch Zugabe 

von 10ml Ethylacetat (Roth) pro Probe mittels Glaspipette mit anschließender 

Wiederholung des vorangegangenen Vortexens. Die sich in der organischen Phase 

befindlichen Steroide wurden durch Zentrifugation bei 21°C und 4500rcf über 4min von 

der wässrigen Phase getrennt und in 50ml Falcon-Tubes überführt.  

Anschließend erfolgte ein erster Evaporations-Schritt zur Konzentration der extrahierten 

Steroide. Dazu wurden die 50ml Falcon-Tubes, in welche wie in Abschnitt 2.3.2 

beschrieben das aus den radioaktiven Six-Well-Plates entnommene Medium überführt 

worden war, in speziellen Gestellen platziert, die zur Beschleunigung der Evaporation 

in einem warmen Wasserbad positioniert waren. Oberhalb der geöffneten Tubes befand 

sich eine eigens für diesen Zweck entwickelte Stickstoff-Begasungseinheit, aus deren 

dünnen Metallnadeln Stickstoff in die 50ml Falcon-Tubes strömte. Nachdem dieser 

Evaporations-Schritt nach ca. 30min abgeschlossen war, wurden die im Bodenbereich 

des Falcon-Tubes anhaftenden Steroide in 500µl Ethylacetat resuspendiert und in 1,5ml 

Eppendorf-Tubes überführt. Danach erfolgte ein zweiter Evaporations-Schritt analog 

zum ersten Evaporations-Schritt. Die so extrahierten Steroide wurden entweder bei -4°C 

bis zur weiteren Verarbeitung zwischengelagert oder es wurde direkt anschließend ein  

TLC-Lauf durchgeführt (detailierte Beschreibung in 2.4.3). 

Um den Steroidgehalt der auf dem Boden der radioaktiven Six-Well-Plates (Gruppe 1, 

siehe Beschreibung in 2.3.1) anhaftenden Zellen zu analysieren, wurden die Zellen wie 

folgt lysiert: Die bei -80°C tiefgefrorenen Six-Well-Plates wurden ca. eine Stunde 

aufgetaut  und dann je Well 500µl autoklaviertes Wasser zugegeben. Die Plates wurden 

anschließend erneut für 10 min bei -80°C zur Lyse der Zellen tiefgefroren, und 

aufgetaut. Letzte, noch immer dem Boden anhaftende Zellen wurden sodann mittels 
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eines Cell-Scrapers (Sarstedt) mechanisch abgelöst. 100µl der 500µl lysierten 

Zellsuspension wurden jeweils in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß umpippettiert und bis 

zur weiteren Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bradford-Assay (siehe Abschnitt 

2.4.4.1) bei -20°C gelagert. Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte, um eine 

Normierung der Enzymaktivität auf die Menge an Protein - und damit die Menge an 

Zellen pro Well - zu ermöglichen. Aus den verbleibenden 400µl Zellsuspension erfolgte 

analog dem oben ausführlich beschriebenen Verfahren eine Extraktion und Auftrennung 

der Steroide mittels Dünnschichtchromatographie. 

 

 

2.4.2. Laufmittel 

Um die extrahierten, radioaktiv markierten Steroidhormone qualitativ und quantitativ 

auswerten zu können wurde eine Auftrennung mittels des Prinzips der 

Dünnschichtchromatographie (Thin layer chromatography = TLC) durchgeführt. Dabei 

erfolgt eine Auftrennung von Stoffgemischen anhand spezifischer chemischer 

Eigenschaften wie Molekülgewicht und Lipophilie bzw. Hydrophilie.  Um dabei eine 

optimale räumliche Auftrennung der Steroide in der TLC zu erreichen, erwies es sich 

aufgrund der sehr unterschiedlichen Laufeigenschaften des hydrophilen DHEAS und 

des im Gegensatz dazu lipophileren DHEA als sinnvoll, eine Kombination zweier 

verschiedener TLC-Laufmittel zu benutzen. Dabei handelte es sich zum einen um ein 

Gemisch aus Chloroform/Methanol/Aceton/Essigsäure/Wasser (8:2:4:2:1) (Fuda et al. 

2002) das im Folgenden als Laufmittel 1 bezeichnet wird, und zum anderen um ein 

Dichlormethan/Aceton-Gemisch (92,5:7,5), das im Folgenden als Laufmittel 2 

bezeichnet wird.  

 

 

Laufmittel 2:  Dichlormethan/Aceton (92,5:7,5) 
 

Laufmittel 1: Chloroform/Methanol/Aceton/Essigsäure/Wasser (8:2:4:2:1) 
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2.4.3. Auftragen der Proben und Lauf 

Initial wurden die in den 1,5ml Eppendorf-Tubes bei -4°C gelagerten evaporierten 

Steroide nach einer kurzen Auftauphase von 30min mit 20µl Ethylactetat resuspendiert. 

Nach kurzem Vortexen und Abzentrifugieren wurden die Steroide mittels feiner 

Glaskapillaren (0,2µl; Drummond Microcaps) im Abstand von 1,5 cm entlang einer 

Linie auf PE SIL G/UV Silica-Gel-Platten (Whatman) aufgetragen. Anschließend 

erfolgte der erste TLC-Lauf mit Laufmittel 1 für 30 min und nach einer etwa ebenso 

langen Trocknungsphase der zweite TLC-Lauf mit Laufmittel 2 für 90 min.  

 

 

2.4.4. Auswertung 

Die „gelaufenen“ TLC-Platten wurden für 72h auf IP-Screens (Raytest) exponiert, und 

anschließend mittels Phosphoimager digitalisiert (Fuji Film FLA 3000 

Phosophorimager). Anschließend wurden die Intensitäten der durch Zerfall der 

radioaktiv markierten Steroide geschwärzten Areale mittels der Software Image Gauge 

V.3.4 (Fujifilm) quantifiziert. Substrate und Konversions-Produkte wurden durch den 

Vergleich zu in Vorversuchen mitlaufenden kalten Referenz-Steroiden (alle von Sigma-

Aldrich) identifiziert. Eine Visualisierung erfolgte mittels Liebermann-Burchard-

Reagenz (siehe Abb. 5). 

Die entsprechenden Enzymaktivitäten wurden durch Bildung des Quotienten aus 

Intensität des Produktes und des Substrates errechnet. Die so ermittelten Konversions-

Raten wurden gegen die mittels Bradford-Assay (Bio-Rad) bestimmten Proteingehalte 

normalisiert. Alle Assays wurden in Triplicate durchgeführt und die Daten werden als 

Durchschnittswerte ± Standardabweichung präsentiert. 

 

2.4.4.1. Proteinbestimmung mittels Bradford-Assay 

Der Bradford-Assay (Bradford 1976) ist eine der gebräuchlichsten kolorimetrischen 

Methoden zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen. Der Test beruht auf einer 

Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine in saurer Lösung; 

durch diese Bindung verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 
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auf 595 nm. Anhand von Eichkurven lassen sich so Proteinkonzentrationen von 

wenigen mg in Flüssigkeiten bestimmen. Mittels eines Standards (0, 2, 4, 6, 8, 12µl 

BSA; Konz. 1µg/µl) wurde eine Eichkurve erstellt, anhand derer die Protein-

Konzentration der Probe ermittelt werden konnten. Die Standards und die Probe (10µl) 

wurden anschließend mit Aqua dest. auf 800µl aufgefüllt und dann 200µl Bradford-

Reagenz (Bio-Rad) hinzugegeben und in 1000µl Küvetten (Sarstedt) umgefüllt. 

Abschließend erfolgte die photometrische Auswertung der Proben gemäß obig 

beschriebenem Prinzip .  

 

2.4.4.2. Liebermann-Burchard-Nachweis  

Der Liebermann-Burchard-Nachweis ist eine erstmalig in 1885 beschriebene  und später 

von Burchard für die Analyse von Cholesterol modifizierte Methode zum 

kolorimetrischen Nachweis von Steroiden (Liebermann 1885; Burchard 1890). Zur 

Erstellung eines modifizierten Liebermann-Bouchard-Reagenz wurden zu 2ml 

Essigsäure-Anhydrid langsam 8ml konzentrierte Schwefelsäure hinzugegeben. Unter 

vorsichtigem Schwenken wurde anschließend langsam 24ml Ethanol hinzugefügt und 

aufgrund der starken Hitzeentwicklung gekühlt. Das fertige Gemisch wurde in einen 

Glas-Zerstäuber überführt und mittels diesem die TLC-Platten gleichmäßig besprüht. 

Abschließend wurden die Platten für 30min bei 120°C im Ofen erhitzt. Die Steroide 

stellten sich auf der TLC-Platten deutlich angefärbt dar (siehe Abbildung 5) und 

konnten anhand des zweidimensionalen Verteilungsmusters und durch den Vergleich 

mit mitlaufende Marker-Steroiden indentifiziert werden (siehe Mix in Abbildung 5, alle 

von Sigma-Aldrich), für die die Laufstrecke und das Verteilungsmuster in 

Vorversuchen bestimmt worden war .  

 

2.4.4.3. Statistik 

Die Ergebnisse der Versuche unter den einzelnen Bedingungen werden als Mittelwert 

mit Standardabweichung dargestellt. Die in Abbildung 12 präsentierten Signifikanz-

Analysen wurden mittels Kruskal-Vallis bzw. Mann-Whitney-U-Tests durchgeführt. 

Signifikanz wurde definiert als P < 0,05. 
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Abbildung 5: Visualisierung der in der Dünnschichtchromatographie (Laufmittel 1 für 30 min.; 

Laufmittel 2 für 90 min.) aufgetrennten Steroide mittels Liebermann-Burchard-Nachweis; A = 

Androstenedion; 5α = 5α-Androstanedion; AT = Androsteron; ET = Etiocholanolon = 5β-Androsteron; 

T = Testosteron; DHT = 5α-Dihydro-testosteron; AD = 5α- Androstenediol; Adiol = Androstenediol; 

Atriol = Androstenetriol 
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3. ERGEBNISSE 

3.1. Expression von STS und SULTs in humaner Leber und HepG2-

Zellen 

Mittels semiquantitativer RT-PCR wurde eine Expressionsanalyse von humaner Leber 

im Vergleich zu HepG2-RNA durchgeführt. Wie in der in Abbildung 6 A dargestellten 

Agarosegel-Auftrennung zu erkennen ist, zeigte sich, dass die Steroidsulfatase (STS) in 

den HepG2-Zellen etwas stärker exprimiert wurde, als in den Leber-Zellen. Für die 

Sulfotransferase SULT2A1 (siehe Abbildung 6 B), dem wichtigsten Enzym der 

hepatischen DHEA-Sulfonierung, zeigte sich, dass diese in beiden Zelltypen etwa 

gleich stark exprimiert wurde. 

Bezüglich der Sulfotransferase SULT2B1 fand sich, dass die SULT2B1a-Isoform weder 

in der Leber noch in HepG2-Zellen exprimiert wurde (siehe Abbildung 6 C) und die 

SULT2B1b-Isoform auf niedrigem Niveau sowohl in der Leber als auch in HepG2-

Zellen gering exprimiert wurde (siehe Abbildung 6 D). 
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Abbildung 6: Enzymexpression normale humane Leber vs. HepG2 : Semiquantitative RT-PCR der 

Steroidsulfatase (A, STS) und verschiedener Sulfotransferase-Formen (B, SULT2A1; C SULT2B1a; 

D, SULT2B1b) in normaler Leber (Liver) und der Leberzelllinie HepG2 (Positivkontrolle = Kolon 

(Colon)). Auftrennung und Darstellung mittels Agarosegel-Elektrophorese und UV-

Fluoreszenzfärbung.  
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3.2. Enzymaktivitäts-Assays 

3.2.1. Basale Interkonversion von DHEA zu DHEAS 

Zur Aktivitätsbestimmung der an der Umwandlung von DHEAS und DHEA beteiligten 

Steroidsulfatase wurden zunächst HepG2-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen 

an radioaktiv markiertem DHEAS inkubiert. Hierbei ließ sich jedoch keinerlei 

Konversion von DHEAS zu DHEA nachweisen (Abbildung 7). Analog hierzu wurde 

die kumulative Aktivität der Sulfotransferasen durch Inkubation der HepG2-Zellen mit 

verschiedenen Konzentrationen DHEA (0,1µM bis 2µM) bestimmt. Hierbei zeigte sich 

eine konzentrationsabhängige Umwandlung von DHEA zu DHEAS (Abbildung 7).  
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Abbildung 7: Substratabhängige Aktivität der Sulfotransferase (DHEA → DHEAS) bzw. der 

Sulfatase (DHEAS → DHEA): HepG2-Zellen wurden mit radioaktivem DHEA/DHEAS inkubiert 

und die entsprechenden Konversionen zu DHEAS und DHEA berechnet. 
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Der Anteil der intrazellulär verbliebenen radioaktiven Steroide war in allen 

Experimenten verschwindend gering und wird daher im Folgenden nicht dargestellt. 

Zur Bestimmung der maximalen Aktivität und der Michaelis-Menten-Konstante (Km) 

der Sulfotransferase für DHEAS wurde aus den in diesem Experiment gewonnenen 

Daten mit dem Programm Enzfitter (Biosoft) eine Lineweaver-Burk-Darstellung 

(Abbildung 8) der Sulfotransferase-Aktivität erstellt. Daraus errechnete sich eine Vmax 

von 43.76 pmol/mg/min und ein KM Wert von 0,45 µmol/l.  

 

 

Abbildung 8: Lineweaver-Burke Darstellung der Sulfotransferase-Aktivität: auf der X-Achse ist 1/Km 

(µmol) und auf der Y-Achse ist 1/Vmax (pmol/mg/min) aufgetragen. Vmax wurde mit 43,76 

pmol/mg/min und Km mit 0,45µmol berechnet. 
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3.2.2. Interkonversion von DHEA u. DHEAS nach Koinkubation mit 

proinflammatorischen Zytokinen (Il-1β, Il-6 und TNF-α) 

Um den Einfluss der proinflammatorischen Zytokine Il-1β, Il-6 und TNF-α auf die 

Enzymaktivität der Sulfotransferasen im Modell der HepG2-Zellen zu untersuchen, 

wurden Inkubationsversuche mit zwei verschiedenen Konzentrationen der 

proinflammatorischen Zytokine (1ng/ml; 10ng/ml) durchgeführt. Zur Kontrolle erfolgte 

eine Inkubation ohne Zytokine. Die in diesen Versuchen eingesetzte DHEA-

Konzentration wurde mit 100nM so gewählt, dass sie noch im höchsten Normbereich 

der physiologischen Serumkonzentration liegt. Die Versuche wurden jeweils wiederholt 

und in Triplicate durchgeführt. Hierbei zeigte sich jedoch überraschenderweise keinerlei 

Einfluss von proinflammatorischen Zytokinen auf die Aktivität der Sulfotransferase 

(Abbildung 9-11). Aufgrund dieser Tatsache verzichteten wir auf die ursprünglich 

geplante quantitative Auswertung der aus dem nichtradioaktiven Versuchsteil (Gruppe 

2)  gewonnenen RNA mittels Realtime-PCR. 
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Abbildung 9: Sulfotransferase-Aktivität (Konversion von DHEA zu DHEAS in pmol/mg 

protein/h) in HepG2-Zellen nach 48 h-Inkubation mit Il-6.  
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B) Inkubation mit Il-1β 

 

C) Inkubation mit TNF-α 
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Abbildung 11: Sulfotransferase-Aktivität (Konversion von DHEA zu DHEAS in pmol/mg 

protein/h) in HepG2-Zellen nach 48 h-Inkubation mit TNF-α.  

Abbildung 10: Sulfotransferase-Aktivität (Konversion von DHEA zu DHEAS in pmol/mg 

protein/h) in HepG2-Zellen nach 48 h-Inkubation mit Il-1β.  
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3.2.3. Interkonversion von DHEA und DHEAS nach Koinkubation mit 

Dexamethason 

Dieser Versuch hatte zum Ziel nach den in Abschnitt 3.2.2 beschriebenen Versuchen 

mit proinflammatorischen Zytokinen nun den Einfluss von antiinflammatorischen 

Immunmodulatoren wie z.B. Glukokortikoiden auf die Interkonversion von DHEA und 

DHEAS zu untersuchen. 

Hierfür wurden die HepG2-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen 

Dexamethason (10-8M bzw. 10-7M) für 48h inkubiert. Hierbei zeigte sich ein 

signifikanter konzentrationsabhängiger Anstieg der Sulfotransferase-Aktivität bei 10-7M 

Dexamethason (siehe Abbildung 12). Als Kontrolle diente eine Inkubation ohne 

Dexamethason.  

 

 

Abbildung 12: Sulfotransferase-Aktivität (Konversion von DHEA zu DHEAS in pmol/mg protein/h) in 

HepG2-Zellen nach 48h-Inkubation mit Dexamethason. 
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4. DISKUSSION 

4.1. Enzym-Expression  

In den im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten RT-PCR-Experimenten 

konnte in Übereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (Miki et al. 

2002; Reed et al. 2005) gezeigt werden, dass die STS in Leberzellen deutlich exprimiert 

wird. Darüberhinaus konnte gegenüber den normalen Leberzellen eine geringfügig 

stärkere Expression der STS in den HepG2-Zellen festgestellt werden.  

Für die Expression der SULT2A1 konnte demonstriert werden, dass diese in HepG2- 

und Leber etwa gleich stark ausgeprägt ist. Dieses Ergebnis stimmt im Bezug auf die 

Leberzellen mit dem in der Literatur beschriebenen Expressionmuster der SULT2A1 

überein (Javitt et al. 2001). Desweiteren konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass 

die SULT2A1 in HepG2-Zellen gleichstark exprimiert wird (siehe Abbildung 6B). Von 

dem Enzym SULT2B1 (bzw. seinen beiden Isoformen SULT2B1a und b) wird 

vermutet, dass es, wenn auch in geringerem Umfang als die SULT2A1, ebenfalls zur 

Sulfonierung von DHEA in der Lage ist und beiträgt (Her et al. 1998). In 

Übereinstimmung mit dem von Javitt et al. beschriebenen Expressionsmuster der 

SULT2B1a und SULT2B1b fand sich in der vorliegenden Arbeit in Leberzellen keine 

Expression der SULT2B1a-Isoform; für die SULT2B1b-Isoform konnte lediglich eine 

schwache Expression in Leberzellen gefunden werden. Trotz Verwendung der gleichen 

SULT2B1-Isoformen-Primer konnte die in der Literatur (Geese and Raftogianis 2001) 

beschriebene ausgeprägte Expression der SULT2B1b in normalem Lebergewebe nicht 

bestätigt werden. In den HepG2-Zellen wurde ein den Leberzellen analoges 

Expressionsmuster der SULT2B1a und SULT2B1b nachgewiesen, jedoch fand sich 

eine geringfügig stärkere Expression der b-Isoform im Vergleich zu den Leberzellen. 

Somit konnte gezeigt werden, dass die HepG2-Zellen aufgrund des ähnlichen 

Expressionsmuster der STS, SULT2A1 und den SULT2B1-Isoformen im Vergleich zur 

normalen Leber ein geeignetes Modellsystem für die im Rahmen dieser Arbeit 

durchgeführten Versuche darstellen. Hingegen konnte eine Herabregulation der 

SULT2A1 in humanen hepatozellulären Karzinom-Zellen (denen die HepG2-Zelllinie ja 
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ebenfalls entstammt) wie sie von der Gruppe um Huang (Huang et al. 2005) in 50 % 

aller HCCs beschrieben wurde, nicht bestätigt werden. 

Die oben beschriebene Beobachtung, dass unter den Sulfotransferasen (SULT2A1; 

SULT2B1-Isoformen) die SULT2A1 sowohl in der Leber als auch in HepG2 Zellen 

deutlich stärker als die SULT2B1 exprimiert wird, spricht dafür, dass die DHEA-

Sulfonierung in der Leber hauptsächlich vom Enzym SULT2A1 katalysiert wird und 

diesem Enzym somit eine Schlüsselrolle für die Sulfonierung von DHEA zu DHEAS 

zukommt.  

 

4.2. Basale Interkonversion von DHEA und DHEAS 

Wie in Abschnitt 3.2.1 dargestellt zeigten in vitro Versuche zur basalen Interkonversion 

von DHEA und DHEAS im HepG2-Zellmodell eine deutliche, von der Menge des 

zugegebenen Substrates DHEA abhängige Konversion von DHEA zu DHEAS. Wie in 

Abschnitt 4.1. dargestellt wurde, ist für diesen Sulfonierungs-Schritt im Wesentlichen 

die Sulfotransferase SULT2A1 verantwortlich. 

Trotz der starken Expression von STS fand sich überraschenderweise in HepG2-Zellen 

keinerlei messbare Konversion von DHEAS zu DHEA. Wie zuvor in Abschnitt 4.1 

dargestellt, entsprechen HepG2-Zellen in ihrem Expressionsmuster der DHEA und 

DHEAS interkonvertierenden Enzyme dem der Leber. Die für die Desulfatierung von 

DHEAS zu DHEA verantwortliche Steroidsulfatase (STS) wird in HepG2 und Leber 

deutlich exprimiert. Daher wäre eine deutlich messbare Umwandlung von DHEAS zu 

DHEA zu erwarten gewesen, insbesondere weil DHEAS in dem Versuch analog zu den 

Konzentrationsverhältnissen im menschlichen Organismus mit einer Konzentration von 

800nM im Verhältnis zu DHEA mit 100nM in einer deutlich höheren Konzentration 

vorlag. Somit ist das Ergebnis dieses Versuches sehr unerwartet, was jedoch die 

Vermutung nahlegt, dass das Verhältnis von DHEA zu DHEAS massgeblich durch die 

Aktivität der Sulfotransferase SULT2A1 bestimmt wird. Diese scheint somit 

geschwindigkeitsbestimmend für die Verfügbarkeit von DHEA zu sein. In diesem 

Zusammenhang muss diskutiert werden, ob nach bisherigem Stand der Erkenntnis nur 

DHEA, nicht jedoch DHEAS, weiter downstream metabolisiert wird. Insofern würde 

eine verminderte SULT2A1-Aktivität die Menge an lokal verfügbarem DHEA erhöhen 

bzw. umgekehrt eine erhöhte SULT2A1-Aktivität die Menge an lokal verfügbarem 
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DHEA senken. Ebenso dürfte dies auch Einfluß auf die DHEA-Konzentration im Serum 

haben, da die Leber ja das zentrale Stoffwechselorgan des menschlichen Organismus 

darstellt.  

Diese im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen in vitro Ergebnisse ergänzen 

sich mit den von Hammer et al. veröffentlichten in vivo Ergebnissen, nach denen es 

nach intravenöser Gabe von 25mg DHEAS bei gesunden Probanden zu keinem 

signifikanten Anstieg des zirkulierenden DHEA kam (Hammer et al. 2005). Darüber 

hinaus scheint es durch intravenös apppliziertes DHEAS auch nicht zu einer 

Downstreamkonversion zu Androgenen zu kommen, da es nach Gabe von DHEAS im 

Gegensatz zu DHEA nicht zu einem Anstieg des charakteristischen Androgen-

Metaboliten ADG kam (Labrie, Belanger, Cusan and Candas 1997; Arlt et al. 1999; 

Hammer et al. 2005). Dies lässt sich dadurch erklären, dass in den von Hammer et al. 

durchgeführten in vivo Studien allem Anschein nach keine wesentliche Konversion von 

appliziertem DHEAS zu DHEA stattgefunden hat. Folglich werden die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit durch die von Hammer et al. durchgeführten Untersuchungen 

gestützt und stehen damit im deutlichen Widerspruch zur bisher in der Literatur 

verbreiteten Vorstellung, dass es sich bei DHEAS im Wesentlichen um einen 

zirkulierenden Speicher-Pool für die DHEA-Regeneration handelt. Diese Vorstellung  

geht davon aus, dass im menschlichen Körper eine ständige Umwandlung von DHEAS 

zu DHEA stattfindet und somit DHEAS den wesentlichen Vorläufer-Metaboliten des 

DHEA darstellt (Longcope 1996). Die Grundlage für diese Überlegungen bilden 

Studien zur Bestimmung der metabolischen Clearance-Raten von DHEA und DHEAS 

aus den 70er und 80er Jahren (Feher and Halmy 1974; Bird et al. 1978; Bird et al. 

1984). In einem 1998 veröffentlichten Review (Tait and Tait 1998) kamen die Autoren 

jedoch zu dem Schluss, dass keine dieser früheren Studien direkte Hinweise für eine 

kontinuierliche Regeneration von DHEA aus DHEAS liefern konnte. Somit gibt es also 

keine wirklich evidente Grundlage für die Vorstellung der Rolle von DHEAS als 

Speicherpool für die DHEA-Regeneration. Nichtsdestotrotz kann nicht ausgeschlossen 

werden, dass in verschiedenen Zielgeweben des menschlichen Körpers, z.B. in 

Brustgewebe und der Prostata DHEAS mittels lokal exprimierter STS zu DHEA 

aktiviert wird (Labrie et al. 2003; Reed et al. 2005). Beispielsweise ist in der Literatur 

beschrieben, dass bei schwangeren Frauen DHEA aus DHEAS generiert wird (Lindberg 
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et al. 1966). Dies dürfte jedoch am ehesten auf die ausgeprägte lokale Expression der 

STS in der Plazenta zurückzuführen sein (Reed et al. 2005). Ferner kann ebenfalls nicht 

ausgeschlossen werden, dass DHEAS auch direkte, DHEA-unabhängige Wirkungen 

haben könnte. 

Zusammenfassend muss jedoch festgestellt werden, dass das im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit untersuchte Leberzellmodell (HepG2) keine relevante Rolle für die 

Konversion von DHEAS zu DHEA im menschlichen Organismus zu spielen scheint, 

obwohl das diese Reaktion katalysierende Enzym (STS) in HepG2 deutlich exprimiert 

wird. Es stellt sich daher die Frage, welche Funktion DHEAS als mengenmäßig 

häufigstes Steroidhormon im menschlichen Körper hat, da es allem Anschein nach nicht 

als zirkulierender Speicher für den DHEA-Nachschub dient. Die genaue Funktion bzw. 

Rolle des DHEAS im DHEA-Metabolismus bleibt somit auch weiterhin unklar, und 

könnte Ansatzpunkt für künftige weiterführende Untersuchungen auf diesem Gebiet 

sein. 
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4.3. Interkonversion von DHEA u. DHEAS nach Koinkubation mit 

proinflammatorischen Zytokinen (Il-1β, Il-6 und TNF-α) 

Es gibt zahlreiche Untersuchungen sowohl zur Wirkung von proinflammatorischen 

Zytokinen auf die Expression von STS und SULT in der Leber (Jakobs et al. 2002; Kim 

et al. 2004) als auch in anderen Geweben wie z.B. in PBMC (Straub et al. 1998), in 

Makrophagen (Hennebold and Daynes 1994) und in Synovial-Zellen (Weidler et al. 

2005). 

In einer aktuellen Arbeit stellen Arlt et al. die Hypothese einer Sepsis-assoziierten 

Herabregulation der SULT2A1 auf, als mögliche Erklärung für die von ihnen 

festgestellte Erhöhung der Serum-DHEA-Werte im septischem Schock trotz gleichzeitg 

erniedrigter Serum-DHEAS-Werte (Arlt et al. 2006). Diese Hypothese deckt sich mit 

der beobachteten Herabregulation der SULT2A1 im Rahmen von Lipopolysacharid-

induzierter Sepsis in Mäusen (Kim et al. 2004).  

Als beispielhaft für die Untersuchung des Einflusses von proinflammatorischen 

Zytokinen auf die Enzyme der humanen Steroidogenese gelten die von Cooper et al. 

und Tomlinson et al. publizierten Ergebnisse zum Einfluß von proinflammatorischen 

Zytokinen auf das Enzym 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 1 (11β-HSD 1), 

welches inaktives Cortisol in aktives Kortison überführt (Tomlinson et al. 2001; Cooper 

and Stewart 2003). In diesen Arbeiten ist im Zellkulturmodell eine Regulation der 11β-

HSD 1 durch Inkubation mit Il-1β, Il-6 und TNF-α gezeigt worden, weshalb sich die 

Auswahl der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zytokine und der jeweiligen 

untersuchten Konzentrationen an den Erkenntnissen dieser Untersuchungen orientierte. 

Im Gegensatz zu den von Cooper und von Tomlinson beschriebenen Beobachtungen zur 

Regulation der 11β-HS11β-HSD1 durch proinflammatorische Zytokine konnte jedoch 

bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Versuchen (siehe Abschnitt 

3.2.2) eine Regulation der SULT2A1 durch proinflammatorische Zytokine (Il-1β, Il-6 

und TNF-α) nicht gefunden werden. Eventuell findet eine derartige Regulation durchaus 

statt, wird jedoch über andere als die hier untersuchten Zytokine vermittelt. 
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4.4.  Interkonversion von DHEA u. DHEAS nach Koinkubation mit 

Dexamethason 

Die in Abschnitt 3.2.3 beschriebenen Versuche wurden durchgeführt, um zu 

untersuchen, wie sich die Interkonversion von DHEA und DHEAS unter dem Einfluss 

des antiinflammatorisch wirksamen Dexamethasons verändert. Hierbei zeigte sich, dass 

es nach Inkubation mit 10-7M-Dexamethason zu einer signifikanten Erhöhung der 

Sulfotransferase-Aktivität der SULT2A1 kam. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit 

Ergebnissen von Maus- und Ratten-Leberprimärkulturen, bei denen sich ebenfalls eine 

konzentrationsabhängige Zunahme der mRNA-Expression der SULT2A1 bei 

Inkubation mit Dexamethason zeigte (Runge-Morris et al. 1996; Wu et al. 2001). 

Ebenso ist in Versuchen an humanen Hepatozyten eine dosisabhängige Induktion der 

hepatischen SULT2A1 (dem entscheidenen Enzym der Konversion von DHEA zu 

DHEAS) durch Dexamethason beschrieben worden (Duanmu et al. 2002). Ein 

Widerspruch ergibt sich jedoch in diesem Zusammenhang zu den in Abschnitt 4.3 

vorgestellten Ergebnissen von Arlt et al., die eine Herabregulation der SULT2A1 bei 

Sepsis beschrieben haben. Im Rahmen einer Sepsis findet sich, ähnlich wie in den in der 

vorliegenden Arbeit durchgeführten Versuchen mit antiinflammatorischem 

Dexamethason, ebenfalls eine Erhöhung der zirkulierenden Glukokortikoid-Spiegel. 

Daher wäre nach den Ergebnissen meiner Versuche im Falle einer Sepsis eher eine 

Heraufregulation und nicht, wie von Arlt et al. beschrieben, eine Herabregulation der 

SULT2A1 zu erwarten. Ein möglicher Erklärungsansatz könnte jedoch in dem im 

Rahmen einer Sepsis auftretenden hochkomlexen Muster an ausgeschütteten Zytokinen 

liegen, welches in den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimenten nur zu 

einem Bruchteil abgebildet wird.  
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

Diese Arbeit hatte zum Ziel, die Interkonversion der adrenalen Prekursor-Hormone 

DHEA und seines Sulfatesters DHEAS in Leberzellen zu untersuchen. Zunächst konnte 

mit Hilfe semiquantitativer RT-PCR gezeigt werden, dass die Expression der an der 

Interkonversion von DHEA und DHEAS beteiligten Schlüsselenzyme (STS, SULT2A1, 

SULT2B1a und SULT2B1b) in der Leberzelllinie HepG2 der von normalen 

Lebergewebe entspricht und sich die HepG2-Zellen somit als Modell für die 

physiologischen Abläufe in der menschlichen Leber eignen. Es zeigte sich weiterhin, 

dass sowohl in der Leber als auch in den HepG2-Zellen die Sulfotransferase SULT2A1 

im Vergleich zu den beiden SULT2B1-Isoformen deutlich stärker exprimiert wird und 

daher eine prädominante Rolle für die Sulfonierung von DHEA spielen dürfte. 

Weiterhin zeigte sich, dass in den HepG2 Zellen keine Konversion von DHEAS zu 

DHEA zu beobachten war. Umgekehrt konnte jedoch eine deutliche Konversion von 

DHEA zu DHEAS gezeigt werden. 

Ausserdem wurde der Einfluss der proinflammatorischen Zytokinen (IL-6, Il-1β und 

TNF-α) auf die Interkonversion von DHEA und DHEAS untersucht, wobei sich kein 

Einfluss auf die Enzymaktivität von STS oder SULT beobachten ließ. Im Gegensatz 

dazu fand sich jedoch eine konzentrationsabhängige Aktivierung der Sulfotransferase-

Aktivität nach Inkubation mit Dexamethason, das ein potentes antiinflammatorisches 

Therapeutikum darstellt. 

Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass die Sulfotransferase-Aktivität in 

HepG2-Zellen im Vergleich zur Sulfatase-Aktivität deutlich überwiegt und daher die 

Leber, entgegen der bisherigen Vorstellung, kein Ort der DHEA-Regenerierung aus 

DHEAS zu sein scheint. Einen Einfluss der proinflammorischen Zytokinen auf die 

Sulfotransferase Aktivität ließ sich nicht nachweisen, jedoch zeigte sich nach 

Inkubation mit Dexamethason eine konzentrationsabhängige Aktivitätssteigerung.  
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7. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

µg        Mikrogramm 

5α        5α-Androstanedion  

7α-OHase     7α-Hydroxylase  

A        Adenosin 

A        Androstenedion  

A260         Absorbierung der Wellenlänge 260 nm 

AD       5α- Androstenediol  

ADG       Androstanediol-Glucuronid 

Adiol       Androstenediol 

AT       Androsteron 

Atriol      Androstenetriol 

bp        Basenpaare (base pairs) 

°C        Celsius 

C        Cytosin 

cpm       Zählung pro Minute (counts per minute) 

DC-Platten     Dünnschicht-Chromatographie-Platten 

DHEA      Dehydroepiandrosteron 

DHEAS      Dehydroepiandrosteron-Sulfat 

DHT       5α-Dihydro-testosteron;  

DMEM      Dulbecco’s modified eagle medium  

DNA       Desoxyribonukleinsäure (desoxy ribonuclein acid) 

dNTP      Desoxyribonukleotidtriphosphat 

DPBS      Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  

EDTA      Ethylendiamintetrazetat  

ET       Etiocholanolon = 5β-Androsteron 

FCS       Fötales Kälberserum (fetal calf serum)        

G        Guanin 

GC       Guanin-Cytosin-Verhältnis 

h         Stunde (hour)  

HSD       Hydroxysteroid-Dehydrogenase 
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HSD       Hydroxysteroid-Dehydrogenase 

HWZ       Halbwertszeit 

IP-Sreens  Radioaktivitätssenitive Belichtungsplatten (imaging plate 

screens) 

Km       Michaelis-Menten-Konstante 

LPS       Lipopolysaccharid 

M        Molar 

mCi       Milli-Curie 

min       Minute (minute)   

Mio.        Million 

ml        Milliliter 

Mrp4       Multidrug Resistance Protein 4 

OATP  Multispezifischer Steroid-Carrier (Organic Anion Transporting 

Polypeptide)       

P450aro      Cytochrom P450 Aromatase  

P450C17     Cytochrom-P450-17α-hydroxylase 

PAPS      3’-Phosphoadenosine 5’-Phosphosulfat 

PBMC  Periphere mononukleäre Blut-Zellen (peripheral blood 

mononuclear cells) 

PCR       Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

Preg        Pregnenolon 

rcf        Relative Zentrifugalkraft (relative centrifugal force) 

RNA       Ribonukleinsäure (ribonuclein acid)  

rpm       Drehzahl (bei Zentrifugen) (rounds per minute) 

sec       Sekunde (second)     

SLE       Systemischer Lupus erythematodes 

STS       Steroid-Sulfatase  

SULT      Sulfotransferase 

T        Testosteron 

T        Thymidin 

TLC       Dünnschichtchromatographie (thin layer chromatography) 

Tm       Schmelztemperatur  
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U        Einheit (unit) 

Vmax       Maximale Reaktiosgeschwindigkeit   
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