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Streszczenie

Wstep: Na podstawie wczes$niejszych badan mozna stwierdzi¢, ze przeciwciala przysadkowe skierowane przeciw autoantygenom frakcji
mikrosomalnej ludzkich przysadek wystepuja w surowicach pacjentéw z chorobami przysadki, jak réwniez u pacjentéw z chorobami
autoimmunizacyjnymi gruczotéw dokrewnych. Dotychczas nie udalo sie jednak dokona¢ szczegélowej charakterystyki antygenu przy-
sadkowego. Dlatego celem niniejszej pracy byla préba izolacji autoantygenu przysadkowego metoda chromatografii powinowactwa,
z zastosowaniem surowic chorych o wysokim mianie autoprzeciwcial przysadkowych, oraz frakcji mikrosomalnej ludzkich przysadek.
Material i metody: Do izolacji immunoglobulin uzyto surowic pacjentéw z chorobami przysadki, choroba Addisona oraz choroba Grave-
sa-Basedowa, ktére wykazywaly silng reakcje immunologiczng z antygenami przysadkowymi w metodzie immunoblottingu. Do izolacji
antygenu przysadkowego uzyto frakcji mikrosomalnej ludzkich przysadek, otrzymanej drogg ultrawirowania i solubilizacji. Izolacje im-
munoglobulin przeprowadzono na kolumnie sefaroza 4B-bialko A, ktére nastepnie wykorzystano do sporzadzenia immunosorbentu na
CNBr-aktywowanej sefarozie. Desorpcji bialek antygenowych dokonano przy uzyciu glicyny (0,2 mol/l) oraz guanidyny (1 mol/li 3 mol/l).
Ocene wyizolowanych bialek przeprowadzono metoda immunoblottingu.

Wyniki: Izolacje immunoglobulin z surowic chorych przeprowadzono 12-krotnie, otrzymujac 8,5-13,5 mg IgG z 1-1,5 ml surowicy.
W wyniku desorpcji antygenéw przysadkowych z immunosorbentu otrzymano 0,026-0,150 mg bialek antygenowych. Dla okreslenia
masy czasteczkowej i czystosci antygenu mikrosomalnego przysadek uzyskanego droga chromatografii powinowactwa, wyizolowane
biatka byly znakowane izotopem '%I oraz rozdzielone elektroforetycznie w Zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) z nastepowg autoradio-
grafig. Wyniki autoradiograméw wykazaly obecnos$é¢ dwoéch silnie zaznaczonych prazkow biatek o masie 67 kDa i 55 kDa oraz bialka
niskoczasteczkowe.

Whioski: Izolacja autoantygenu przysadkowego z zastosowaniem metody chromatografii powinowactwa pozwolita otrzymac¢ dwie frakgcje
bialek antygenowych o réznych ciezarach wlasciwych — 55 kDa i 67 kDa. (Endokrynol Pol 2009; 60 (6): 455-460)

Stowa kluczowe: autoantygen przysadkowy, izolacja, autoprzeciwciata przysadkowe

Abstract

Introduction: In sera of pituitary disease patients and other autoimmune endocrine disease are detectable pituitary autoantibodies. Until
now characterization of pituitary antigen is still unknown. The aim of our study was isolation and characterization of pituitary autoanti-
gen by affinity chromatography. For isolation we have used microsomal fraction of human pituitary.

Material and methods: For immunoglobulins isolation have been used sera of pituitary disease, Addison disease and Graves-Basedow
disease patients with detectable pituitary autoantibodies. For pituitary antigen isolation have been used microsomal fraction of human
pituitary obtained by ultracentrifugation and solubilisation. Immunoglobulins isolation was performed on Sepharose 4B-Protein A. Im-
munosorbent was performed on CNBr-activated Cl-4B Sepharose. Desorbtion was conducting by 0.2 mol/L glicine and 1 mol/L, 3 mol/L
guanidine. The estimation of isolated proteins was performed by immunoblotting.

Results: Isolation of immunoglobulins from patients sera was done 12 times receiving from 8.5 up to 13.5 mg of IgG from 1-1.5 ml of sera.
In desorbtion we have received from 0.026 up to 0.150 mg of antigen proteins. For molecular weight estimation isolated proteins have been
labeled by '*T and run on SDS/PAGE with autoradiography. Autoradiography shown us two lines with 67 kDa and 55 kDa and low weight
protein line.

Conclusions: Isolation of pituitary autoantigen by affinity chromatography shown two different antigen proteins with 67 kDa and 55 kDa.
(Pol J Endocrinol 2009; 60 (6): 455-460)
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Wstep

Wystepowaniem przeciwcial przysadkowych zaintere-
sowano sie po raz pierwszy w 1962 roku, kiedy to Gou-
die i Pinkerton [1] zaobserwowali zanik przysadki
u mlodej kobiety z wolem Hashimoto. Jednak systema-
tyczne badania dotyczace tego problemu rozpoczely sie
w latach 70. XX wieku. W latach 1974-1975 Bottazzo
iwsp. [2, 3] wykazali metodg immunofluorescencyjna,
ze u chorych z choroba Addisona mozna stwierdzi¢ nie-
jednokrotnie obecnos¢ przeciwcial narzadowych.
Stwierdzili oni rowniez [4-6], ze przeciwciala skierowa-
ne s przeciw skfadnikom bton komérkowych oraz frak-
¢ji mikrosomalnej komorek. W 1982 roku Bottazzo [7]
opublikowal dane dotyczace wystepowania przeciwcial
przeciwwyspowych i przeciwprzysadkowych u chorych
na cukrzyce typu 1. Crock [8] badal wystepowanie prze-
ciwcial przysadkowych z zastosowaniem immunoblot-
tingu w réznych endokrynopatiach na podtozu auto-
immunologicznym, uzywajac autoantygenéw przysad-
kowych izolowanych z frakcji cytozolowej przysadek.
Badania te wykazaty obecnos¢ przeciwciat przeciw bial-
ku ludzkich przysadek o ciezarze 40 kDa i 49 kDa u 70%
chorych z limfocytarnym zapaleniem przysadki oraz
u 42% pacjentéw z choroba Addisona i 15% z choroba
Gravesa-Basedowa.

Identyfikacja i charakterystyka autoantygenéw swo-
istych dla danych gruczoléw wydzielania wewnetrz-
nego stanowi integralng czes¢ w zrozumieniu patoge-
nezy choréb autoimmunologicznych. W wiekszosci
przypadkow, swoiste narzagdowo autoantygeny sa cza-
steczkami biatkowymi o dobrze poznanej aktywnosci
i funkgji jak enzymy, receptory czy tez inne struktury
komoérkowe [9]. W zwigzku z tym celem niniejszej pra-
cy byla proba izolacji autoantygenu przysadkowego,
z zastosowaniem surowic chorych o wysokim mianie
autoprzeciwcial przysadkowych, oraz frakcji mikroso-
malnej ludzkich przysadek.

Izolacje antygenu przysadkowego prowadzono
metoda chromatografii powinowactwa, wykorzystujac
immunosorbent sporzadzony z immunoglobulin izo-
lowanych z surowic wspomnianych chorych.

Materiatl i metody

Do badan autorzy niniejszej pracy wybrali surowice
pacjentéw z chorobami przysadki oraz z chorobg Ad-
disona i Gravesa-Basedowa wykazujace silng reakcje
immunologiczng z biatkami frakcji mikrosomalnej przy-
sadek o ciezarach wlasciwych 55 kDa, 60 kDa i 67 kDa,
jako najczesciej wystepujace.

Frakcje mikrosomalng przysadek ludzkich, wyko-
rzystywana do izolacji autoantygenu przysadkowego,
otrzymywano metoda ultrawirowania i solubilizacji
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w 1-procentowym roztworze dezoksycholanu sodu
(DOCQ). Do izolacji zastosowano ludzkie przysadki
otrzymywane z autopsji, przechowywane do czasu izo-
lacji frakcji mikrosomalnej w temperaturze —70°C.

Zasadniczymi etapami wyzej wymienionej metody
byty:

— izolacja autoprzeciwcial przysadkowych z surowicy
chorych o wysokim mianie autoprzeciwcial na ko-
lumnie sefaroza 4B-biatko A (retencja IgG na kolum-
nie);

— desorpcja zatrzymanych na kolumnie IgG 0,56-pro-
centowym kwasem octowym;

— sporzadzenie immunosorbentu, czyli immobilizacja
IgG na podtozu stalym CNBr-aktywowanej sefarozie;

— saczenie solubilizowanych bialek mikrosomalnych
przysadki przez immunosorbent;

— usuniecie biatek nieswoiscie zaadsorbowanych;

— eluowanie antygenu glicyna i guanidyna z naste-
powa dializg i liofilizacja;

— analiza czystosci antygenu mikrosomalnego;

— okreSlenie masy czasteczkowej antygenu mikroso-
malnego.

Etap 1 i 2: Izolacja immunoglobulin G

Z surowic chorych o wysokim mianie autoprzeciwciat
przysadkowych izolowano immunoglobuliny na ko-
lumnie z zastosowaniem zloza sefaroza 4B-biatko A.
Kolumne sporzadzono z 1 g sefarozy. Na tak przygoto-
wang kolumne nanoszono 1-1,5 ml surowicy pacjenta
iinkubowano. Nie zaadsorbowane na zelu biatka suro-
wicy wyplukiwano z kolumny 20 ml buforu fosforano-
wo-solnego (PBS). Zwigzane z biatkiem A — sefaroza
immunoglobuliny desorbowano 0,56-procentowym
kwasem octowym. Stezenie bialka w eluacie oznacza-
no spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 280 nm.

Etap 3: Przygotowanie immunosorbentu

W celu sporzadzenia immunosorbentu immunoglobu-
liny pacjentéw sprzegano kowalencyjnie z CNBr-akty-
wowang sefarozg. Na kolumne utworzona z 1 g CNBr-
sefarozy nanoszono wczesniej wyizolowane immuno-
globuliny. Dla usunigcia niezwigzanych z zelem immu-
noglobulin kolumne ptukano 5-krotnie buforami
o zmiennym pH, na zmiane 0,1 mol/l buforem octano-
wym o pH 4,01 0,05 mol/l buforem boranowym o pH 8,6.

Etap 4 i 5: Izolacja autoantygenu przysadkowego

Na kolumne immunosorbentu nanoszono solubilizowa-
ne bialka mikrosomalne przysadek w ilosciach 30-50 mg
w 4 ml 0,05 mol/l buforu fosforanowego o pH 7,4 z do-
datkiem 0,1-procentowego DOC. Inkubacje prowadzo-
no 3 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie
kolumne ptukano 0,05 mol/l buforem fosforanowym
w celu usuniecia niezwigzanych bialek, do czasu uzy-
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Tabela 1. Wyniki izolacji IgG z surowic chorych z przeciwciatami przysadkowymi

Table 1. The results of 1gG isolation from pituitary antibodies patients sera

Lp Pacjent Rodzaj Pteé Wiek Cigzar drobinowy Objetos¢ llosé
choroby (K/\M1) (lata) autoantygenéw SDS-PAGE surowicy wyizolowanego
i Western-blotting (kDa) [mi] lgG [mg]

1. P.J. Akromegalia M 54 67 kDa 1,5 ml 12,8 mg
2. U.W. Prolaktynoma M 49 55 kDa, 60 kDa, 67 kDa Tml 8,2mg
3. K.H. Empty sella M 31 55 kDa, 60 kDa, 67 kDa 1,5ml 11,2 mg
4. J.M. Empty sella K 43 55 kDa, 60 kDa, 67 kDa 1,5ml 13,5mg
5. M.M. Hypopituitarismus K 48 18 kDa, 55 kDa, 60 kDa, 67 kDa 1,5 ml 10,4 mg
6. C.L Choroba Addisona K 35 67 kDa Tml 9,3mg
1. P.W. Choroba Addisona K 50 55 kDa, 60 kDa, 67 kDa 1,5 ml 10,2 mg
8. M.M. Choroba Addisona K 50 55 kDa, 67 kDa 1,5ml 10,8 mg
9 R.K.  Choroba Gravesa-Basedowa M 58 55 kDa 1 ml 8,5 mg
10 R.A Choroba Gravesa-Basedowa M 41 67 kDa 1,5 ml 12,2 mg
11. M.P.  Choroba Gravesa-Basedowa K 37 67 kDa 1,5 ml 11,7mg
12. M.G.  Choroba Gravesa-Basedowa K 52 55 kDa 1,5ml 10,9 mg

skania spektrofotometrycznie absorbancji ponizej
0,01 (OD 280 nm).

Etap 6: Desorpcja biatek antygenowych

Desorpcji zwigzanych z przeciwcialami biatek antyge-
nowych dokonano przy uzyciu 0,2 mol/l buforu glicy-
ny-HCL o pH 2,8 i guanidyny (1 mol/l1i 3 mol/l), zbiera-
jac frakcje 1 ml do probéwek zawierajacych bufor fos-
foranowy 0,05 mol/l o pH 7,4. Zawartos¢ biatka ocenia-
no spektrofotometrycznie (OD 280 nm).

Etap 71 8: Analiza czystosci oraz ocena masy
czgsteczkowej antygenu mikrosomalnego
Wyizolowane bialka liofilizowano, a nastepnie rozdzie-
lano elektroforetycznie w 12-procentowym zelu polia-
krylamidowym (1,5M TRIS-HCL), stosujac niskoczg-
steczkowe standardy jako markery masy czgsteczkowe;j.

Wyniki

Do izolacji immunoglobulin uzyto surowice pacjentéw
z chorobami przysadki, chorobg Addisona oraz chorobg
Gravesa-Basedowa, ktére wykazywaly silng reakcje
immunologiczna z biatkami frakcji mikrosomalnej przy-
sadek o ciezarach 55 kDa, 60 kDa i 67 kDa. Jednoczes-
nie byly to surowice, ktére reagowaly z jak najmniejsza
liczba biatek antygenowych ludzkich przysadek. Izolacje
IgG przeprowadzono na kolumnie sefaroza 4B-biatko
A. Izolacje immunoglobulin przeprowadzono 12-krot-
nie, a wyniki przedstawiono w tabeli I. Przykladowa
proporcje zawartosci bialka w poszczegdlnych frakcjach
otrzymanych podczas desorpcji IgG z surowicy chore-

g0 0 wysokim mianie autoprzeciwcial przysadkowych
przedstawiono na rycinie 1.

Dializowane immunoglobuliny pacjentéw sprzegano
kowalencyjnie z CNBr-aktywowana sefarozg. Sprzega-
nie takie wykonano 10-krotnie. Wydajnos¢ sprzegania
immunoglobulin kazdorazowo kontrolowano, dodajac
do 10 mgIgG takze znakowang '*I-IgG. Po intensywnym
plukaniu Zelu buforem PBS pomiar radioaktywnosci
zatrzymanej na kolumnie wynosit 70%, co wskazywato,
ze 70% IgG, czyli 7 mg zostalo zwigzane z sorbentem
(agarozg).

Dla izolacji autoantygenu przysadkowego, na przy-
gotowang kolumne immunosorbentu nanoszono solu-
bilizowane biatka mikrosomalne ludzkich przysadek
w celu przeprowadzenia chromatografii powinowactwa.
Powyzszej izolacji bialek antygenowych przysadki do-
konano 10-krotnie, nanoszac na kolumne za kazdym
razem 30-50 mg biatek mikrosomalnych ludzkich przy-
sadek otrzymanych droga ultrawirowania.

Desorpcje biatek antygenowych przeprowadzono
przy uzyciu glicyny oraz guanidyny, zbierajac 10 frak-
¢ji eluatu o objetosci 1 ml. Zawarto$¢ biatka oznaczono
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 280 nm. Z ob-
serwacji autoréw niniejszej pracy wynika, ze najwiek-
sze stezenie izolowanych bialek uzyskano w 2.1 3. frak-
qji oraz, ze bufor glicynowy desorbowat w poszczegol-
nych badaniach 2-3-krotnie wieksza ilo$¢ biatka niz
w dalszym etapie desorpcji uzywany roztwér guani-
dyny. Dalsze badania autoréw niniejszej pracy wyka-
zaly, ze w metodzie fazy stalej RIA antygeny desorbo-
wane glicyna nie stracily zdolnosci wigzania przez prze-
ciwciala przysadkowe. Natomiast biatka antygenowe
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Nr frakcji  Zawartosé Zawartos¢ biatka (1gG) [mg]
lgG[mg] ;g0
1. 0,13
2 351 6,00
3. 6,60 5,00 -
4, 2,73
5. 0,39 4001
6. 0,25 3,00 A
7. 0,19
8. 017 2001
9. 0,14 1,00
10. 0,13
0,00 +
Kolejnosc zbieranych frakeji 1 2 3

——0—0
8 9

4 5 6 7 10

Rycina 1. Zawartos¢ biatka w poszczegdlnych frakcjach podczas desorpcji IgG z surowicy chorego z akromegalig (pacjent nr 1, w tab. I)

Figure 1. The results of IgG isolation from sera of patient with acromegaly (patient nr 1 from table I)

Tabela II. Wyniki desorpcji antygendw przysadkowych z immunosorbentu

Table IL. The results of pituitary antigens desorption from immunosorbent

llosé saczonych biatek

Desorpcja 0,2 mol/l

Guanidyna-HCL

mikrosomalnych przysadek glicyna-HCl pH 2,8 1 mol/l, 3 mol/l
1. 50 mg 0,148 mg 0,082 mg
2. 50 mg 0,124 mg 0,056 mg
3. 50 mg 0,054 mg 0,090 mg
4. 50 mg 0,060 mg 0,032 mg
5. 100 mg 0,075 mg 0,026 mg
6. 35 mg 0,112 mg 0,055 mg
7. 32 mg 0,118 mg Nie wykonano
8. 32 mg 0,150 mg Nie wykonano
9. 32mg 0,120 mg Nie wykonano
10. 25mg 0,042 mg Nie wykonano
desorbowane guanidyng po liofilizacji z trudem roz- Dyskusja

puszczaly si¢ w buforze i w mniejszym stopniu byly
wigzane przez przeciwciala przysadkowe. Z tego wzgle-
du w dalszych badaniach dokonywano desorpcji wy-
facznie buforem glicynowym o pH 2,8. Wyniki powyz-
szych badan przedstawiono w tabeli II.

W celu okreélenia masy czasteczkowej i czystosci
antygenu mikrosomalnego przysadek, uzyskanego
droga chromatografii powinowactwa, wyizolowane
biatka byly znakowane izotopem '*I metoda chlorami-
nowa [10] oraz rozdzielone elektroforetycznie w zelu
poliakrylamidowym (SDS-PAGE) z nastepowa autora-
diografia. Wyniki autoradiograméw wykazaty obecnos¢
dwoch silnie zaznaczonych prazkéw biatek radioaktyw-
nych o masie 67 kDa i 55 kDa oraz biatka niskoczastecz-
kowe (ryc. 2).
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Identyfikacja swoistych narzagdowo autoantygenéw
umozliwia potwierdzenie autoimmunologicznego cha-
rakteru choroby, jak réwniez pozwala ocenic tfo odpo-
wiedzi immunologicznej zaréwno ze strony limfocy-
tow B, jak i T. Proby wyizolowania autoantygenéw
odpowiedzialnych za procesy autoagresji otwieraja
wiele mozliwoéci opracowania i rozwoju metod ozna-
czania autoprzeciwcial i ich charakterystyki [11, 12].
W $wietle dotychczasowych badan [13, 14], znajac
reakcje biatek antygenowych ze swoistymi autoprze-
ciwcialami, stosuje sie izolacje i oczyszczanie autoanty-
genéw z natywnych tkanek ludzkich przez zastosowa-
nie metod, takich jak: chromatografia powinowactwa,
cieczowa chromatografia kolumnowa, chromatografia
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Rycina 2. Znakowane I — biatka antygenowe przysadek po
izolacji metodg chromatografii powinowactwa oraz rozdzielone
metodg SDS-PAGE/Western-blottingu (Zel 12,5%) z nastgpowq
autoradiografig. Widoczne wyrazne dwa prqzki o masie 67 kDa
i 55 kDa oraz biatka niskoczgsteczkowe

Figure 2. Labeled '] — pituitary antigen proteins after affinity
chromatography isolation on SDS-PAGE/Western-blotting (gel
12.5%) with autoradiography. Visible two lines 67 kDa and
55 kDa and low weight proteins

ogniskowania czy tez wysokocisnieniowa chromatogra-
fia przeplywowa.

Wyniki badania Komatsu i wsp. [15] sugerowaty po-
wiazanie obecnosci przeciwcial skierowanych przeciw
komérkom przysadki z atrofig przysadkii zespolem pu-
stego siodla. Hansen i wsp. [16] w badaniach immuno-
cytochemicznych stwierdzili obecno$¢ przeciwciat przy-
sadkowych reagujacych przede wszystkim z komorka-
mi syntetyzujgcymi hormon wzrostu i prolaktyne.

Wercammen i wsp. [17] opisali w surowicach cho-
rych ze $wiezo rozpoznang cukrzycg insulinozalezng
obecnos¢ przeciwcial reagujacych z antygenami przy-
sadkowymi. Baekkeskov i wsp. [18] w swoich szczego-
towych badaniach dowodzg, Ze przeciwciala te reaguja
w wiekszodci przypadkéw z biatkami antygenowymi
ludzkich przysadek o ciezarach drobinowych 22 kDa
i 64 kDa. Bensing i wsp. [19] oraz Kasperlik-Zaluska
iwsp. [20] opisali obecnosé przeciwciat przysadkowych
w izolowanym niedoborze hormonu adrenokortyko-
tropowego (ACTH, adrenocorticotropic hormone). Do ba-
dan wykorzystano biatka antygenowe izolowane z frak-

qji cytozolowej, gdzie w 19% przypadkow stwierdzo-
no przeciwciala przeciwko antygenowi 36 kDa i49 kDa.
W kolejnych badaniach O’'Dwyer i wsp. [21] zidentyfi-
kowali antygen przysadkowy o ciezarze drobinowym
49 kDa jako neurospecyficzng a-enolaze.

Whioski

W swietle dotychczasowych badan uwaza sie, ze cze-
sto$¢ wystepowania przeciwcial przysadkowych skie-
rowanych przeciw autoantygenom przysadek o cieza-
rze wlasciwym 67 kDa w powigzaniu z cukrzyca insuli-
nozalezna [22] moze sugerowad, ze autoantygenem
przysadkowym (podobnie jak w cukrzycy typu 1) moze
by¢ dekarboksylaza kwasu glutaminowego (GAD, glu-
tamic acid decorboxylase). Jak wynika z danych przyta-
czanych powyzej, istnieje wiele doniesien opisujacych
wykladniki proceséw autoimmunologicznych zwigza-
nych z antygenami przysadki, jednak istota tych zmian,
ich znaczenie i natura autoantygenéw wymagaja jesz-
cze dalszych wyjasnieni. W badaniach wtasnych proby
wyizolowania autoantygenu przysadkowego z zasto-
sowaniem metody chromatografii powinowactwa po-
zwolily autorom niniejszej pracy otrzymaé dwie frak-
¢je bialek antygenowych o réznych ciezarach drobino-
wych — 67 kDa i 55 kDa. Niestety zaréwno ilos¢, jak
i czysto$¢ wyizolowanych autoantygendéw nie pozwo-
lita na ich dalsza i dokladniejszg charakterystyke.
W zwiazku z tym konieczne sa jeszcze kolejne bada-
nia, majgce na celu otrzymanie oczyszczonej postaci au-
toantygenu przysadkowego w takiej ilosci, aby mozna
bylto przeprowadzi¢ badania nie tylko jakoiciowe, ale
rowniez iloSciowe oraz méc odtworzyé chorobe na mo-
delu zwierzecym.
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