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Streszczenie

Wstep: Choroba Addisona, czyli pierwotna niedoczynnos¢ kory nadnerczy, cechuje sie zespotem objawéw zaleznych od niedoboru hor-
monéw syntetyzowanych w obrebie tego narzadu. Najczestsza przyczyna choroby Addisona jest proces autoimmunologiczny. U pacjen-
tow z choroba Addisona stwierdzono czeste wystepowanie innych schorzen autoimmunologicznych oraz obecnos¢ ré6znych autoprze-
ciwcial. Celem obecnej pracy byla ocena wystepowania autoprzeciwcial przysadkowych u chorych z autoimmunologiczna postacig cho-
roby Addisona.

Materiat i metody: Do badan wlaczono surowice 19 chorych na chorobe Addisona. Wsréd chorych bylo 16 kobiet w wieku 28-63 lat (sr.
43,5 + 8,9) oraz 3 mezczyzn w wieku 18-45 lat ($r. 30,6 + 9,8). Wszyscy chorzy mieli typowe objawy kliniczne i biochemiczne. Surowice
kontrolne pochodzity od 10 zdrowych oséb, wéréd ktérych znajdowalo sie 7 kobiet oraz 3 mezczyzn w wieku 21-45 lat ($r. 30,6 + 7,1). Do
oceny autoprzeciwcial wykorzystano metode rozdziatu elektroforetycznego w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) i western-blottingu
(immunoblottingu). Frakcje mikrosomalne otrzymano z homogenatéw tkankowych przysadek na drodze ultrawirowania i solubilizacji
w 1-procentowym dezoksycholanie sodu.

Wyniki: W surowicach chorych na chorobe Addisona w 14 sposréd 19 przypadkéw wystepowaly przeciwciala reagujace z antygenem
67 kDa, 12 surowic reagowalo z antygenem 60 kDa oraz 10 surowic z antygenem 55 kDa. Warto zaznaczy¢, ze 10 surowic zawieralo
przeciwciala przeciwko antygenom 67 i 55 kDa oraz to, Ze 9 surowic reagowato z antygenami 55, 60 i 67 kDa.

Whioski: W grupie badanych chorych na chorobe Addisona stwierdzono czeste wystepowanie autoprzeciwcial przysadkowych. Wiek-
sz0$¢ surowic reagowalo z antygenami o ciezarze drobinowym 55, 60 i 67 kDa. (Endokrynol Pol 2008; 59 (6): 490-494)

Stowa kluczowe: choroba Addisona, autoprzeciwciata przysadkowe, autoantygeny przysadkowe

Summary

Introduction: Addison disease (primary insufficience of adrenal cortex) characterized by clinical signs and symptoms associated with
deficiency of adrenal hormones. The most frequent etiopathogenesis of Addison disease is related with autoimmunization. In sera of
Addison patients are detectable autoantibodies against another endocrine glands. The aim of the study was evaluation of pituitary autoan-
tibodies in Addison disease patients using immunoblotting methods.

Material and methods: Studies were performed in 19 Addison disease patients, 16 women (age range: 28-63 yrs, median: 43.5 = 8.9) and
3 men (age range: 18-45 yrs, median: 30.6 + 9.8). All patients presented signs and symptoms typical of primary insufficiency of adrenal
cortex. Sera of control subjects were obtained from 10 healthy blood donors, 7 women, 3 men (age range 21-45 yrs, median: 30.6 + 7.1).
Incidence of pituitary autoantibodies was assessed by polyacrylamide electrophoresis gel and western-blotting. Pituitary microsomes
were obtained from human pituitary tissues by ultracentrifugation and solubilisation in 1% desoxycholic acid.

Results: In 14 sera from 19 we detected autoantibodies against pituitary microsomal antigen 67 kDa, 12 sera were recting with 60 kDa and
10 sera with 55 kDa. It is important to note that 10 sera were reacting with 67 and 55 kDa, and 9 sera with 55, 60 and 67 kDa.
Conclusions: In sera of Addison disease patients autoantibodies against pituitary microsomal antigens can be frequently detected. The
most frequent are antibodies against 55, 60 and 67 kDa antigens. (Pol ] Endocrinol 2008; 59 (6): 490-494)
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Wstep reaguja najczesciej z biatkiem 54/55 kDa i sg skierowa-
ne przeciw steroidowej 21-hydroksylazie (21-OH), en-
Chorobe Addisona, czyli przewlekla pierwotng niedo- ~ zymowi nadnerczowego cytochromu p450 [2—4], ale

czynnoé¢ kory nadnerczy, wywoluje najczedciej proces  takze przeciw innym enzymom z grupy cytochromu
autoimmunologiczny [1]. W badaniach ostatnich lat  p450, takim jak 17a-hydroksylaza (17a-OH) (55 kDa)
wykazano, ze autoprzeciwciala w chorobie Addisona i enzym odczepiajacy laficuch boczny p450 (p450scc,
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p450 side chain cleavage enzym) (53 kDa) [5, 6]. Sposréd
wymienionych enzymdéw steroidogenezy jedynie 21-OH
jest specyficzna dla nadnerczy. Wykazano obecno$é
17-OH w nadnerczach i gonadach, natomiast p450scc
w nadnerczach, gonadachitozysku [7, 8]. W badaniach
Furmaniak i wsp. [9, 10] wykazano, ze immunoglobuli-
ny G izolowane z surowic chorych na chorobe Addiso-
na moga hamowac zdolno$¢ 21-OH do przeksztalcania
progesteronu w deoksyprogesteron. Ten hamujacy ak-
tywnosc¢ 21-OH efekt przeciwcial przeciw 21-OH nie
zostal jednak wykazany in vivo [11]. Prace Winqvist
i wsp. [12] wskazuja ponadto na inny rozpoznawany
przez autoprzeciwciala autoantygen o masie 51 kDa,
ktéry zidentyfikowano jako dekarboksylaze aromatycz-
nych L-aminokwaséw (AADC, aromatic-L-amino-acid
decarboxylase) komorek § trzustki [13], uczestniczacag w
generacji serotoniny i dopaminy, a wykazang wczesniej
w monoaminoergicznych neuronach obwodowych,
centralnym ukladzie nerwowym oraz w watrobie i ner-
kach [14, 15]. Wyniki najnowszych badan Husebye
i wsp. [16] wskazuja na czeste (51%) wystepowanie
przeciwcial AADC w surowicach chorych z APS (auto-
immune polyglandular syndrome) typu 1. U pacjentéw
z idiomatyczng chorobg Addisona stwierdzono czeste
wystepowanie innych schorzen autoimmunologicz-
nychiobecnosé r6znych przeciwciat narzadowych [17].
Wedlug aktualnych badan u okolo 56% 0s6b z choroba
Addisona wspélistnieja inne schorzenia autoimmuno-
logiczne i w grupie tej typ I APS stwierdza sie w 34%,
a typ Il APS w 66% przypadkéw.

Kosowicz i wsp. [18] opracowali radioimmunolo-
giczng metode oznaczania autoprzeciwcial technika
fazy stalej z zastosowaniem probéwek oplaszczonych
solubilizowanymi biatkami mikrosomalnymi ludzkich
przysadek. Umozliwilo to wykazanie duzej czestosci
wystepowania autoprzeciwcial przysadkowych u cho-
rych na chorobe Addisona, Gravesa-Basedowa czy na
chorobe Hashimoto [19].

Crock i wsp. [20] technikg immunoblottingu wyka-
zali u chorych z niedoborem hormonu wzrostu obec-
nos¢ przeciwcial przeciw biatkom cytozolowym przy-
sadek o ciezarze 45 kDa, natomiast Stromberg i wsp.
[21] opisali wystepowanie przeciwcial przeciw antyge-
nowi przysadkowemu o ciezarze drobinowym 49 kDa
w niedoczynnodci przysadki. Wyniki badan oparte na
metodzie immunoblottingu dowiodly, ze w surowicach
pacjentéw z réznymi chorobami autoimmunizacyjny-
mi gruczoléw dokrewnych s obecne przeciweciata skie-
rowane przeciwko bialkom antygenowym przysadki
w zakresie 14-98 kDa, przy czym cze$¢ surowic reaguje
z wieloma antygenami, a niektére tylko z jednym bial-
kiem o okreslonym ciezarze drobinowym [22]. Przed-
miotem niniejszej pracy bylo badanie wystepowania
autoprzeciwcial przeciw frakcji mikrosomalnej przysa-

dek oraz charakterystyka ciezaru czasteczkowego au-
toantygenéw metoda immunoblottingu u chorych na
chorobe Addisona.

Materiat i metody

Do badan wiaczono surowice chorych na chorobe Ad-
disona z przewlekla niedoczynnoscig kory nadnerczy
na podlozu autoimmunologicznym. W badanej grupie
znajdowalo sie 16 kobiet w wieku 28-63 lat ($r. 43,5 +
+ 8,9) oraz 3 mezczyzn w wieku 18-45 lat ($r. 30,6 +
+ 9,8). Wszyscy chorzy mieli typowy wywiad i objawy
kliniczne, a na podstawie badai dodatkowych (pod-
stawowe badania lekarskie, RTG ptuc, CT nadnerczy,
stezenie kortyzolu i ACTH [adrenocorticotropic hormone]
w surowicy krwi, u wiekszosci test z Synactenem oraz
badania stezenia innych hormonéw: fTa, fT,, TSH, LH,
FSH, testosteron, PRL, HGH) z duzym prawdopodobien-
stwem wykluczono gruzlice jako przyczyne choroby.

Surowice kontrolne pochodzity od 10 oséb zdro-
wych, wsréd ktérych znajdowalo sie 7 kobiet oraz
3 mezczyzn w wieku 21-45 lat (Sr. 30,6 = 7,1).

Przysadki ludzkie (20 sztuk) pobrane w czasie ba-
dan autopsyjnych, homogenizowano w buforze fosfo-
ranowym 0,01 mol/l pH 7,4 w 0,15 mol/l NaCl w sto-
sunku buforu do tkanki wynoszacym 4:1. Po usunieciu
tkanki 1acznej homogenat wirowano przez 20 minut
w temperaturze 4°C przy 900 x g w chlodzonej wirédwce.
Usunieto osad, a nastepnie poddano 30-minutowemu
wirowaniu przy 27 000 x g. Osad zawierajacy gtéwnie
mitochondria, lizosomy i jadra komérkowe odrzuco-
no. Nadsacz wirowano przy 105 000 x g w ciggu godzi-
ny, uzyskany osad zawieszono w buforze fosforanowo-
solnym i ultrawirowanie powtarzano 4-krotnie. Zawar-
toé¢ biatka w otrzymanym osadzie oznaczono metoda
spektrofotometryczng. Tak otrzymanga frakcje mikroso-
malna ludzkich przysadek solubilizowano nastepnie
w 1-procentowym dezoksycholanie sodu.

Do oceny autoprzeciwcial wykorzystano metode
rozdzialu elektroforetycznego w zelu poliakrylamido-
wym (SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis) i western-blottingu (immunoblottin-
gu). Przygotowano 12,5-procentowy Zel rozdzielajacy
oraz 6-procentowy zel zageszczajacy (30-procentowy
akrylamid, 0,8-procentowy bisakrylamid, 1M TRIS-HCI,
20-procentowy SDS, nadsiarczam amonu, TEMED
— firmy Sigma). Frakcje mikrosomalng denaturowano
w roztworze o sktadzie: 0,3 mol/l TRIS-HCI o pH 6,8,
6-procentowy SDS, 30-procentowy glicerol, 6-procen-
towy 2-merkaptoetanol i 0,1-procentowy blekit bromo-
fenolowy w takich proporcjach, aby uzyskac stezenie
biatek 1 mg/ml. Prébki umieszczano we wrzacej tazni
wodnej na 3 minuty. Tak przygotowane preparaty frak-
¢ji mikrosomalnej przysadek nanoszono w ilosci 40 ul
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Tabela I. Wyniki SDS-PAGE i Western blottingu surowic chorych na chorobe Addisona z autoantygenami przysadkowymi

Table 1. The results of SDS-PAGE and Western blot from Addison disease patients sera with pituitary autoantigens

Nr Pacjent Pte¢ (K/M) Wiek (lata) Ciezar drobinowy antygenéw przysadkowych [kDa]
1 D.R. K 28 18, 55, 60, 67

2 P.W. K 50 55, 60, 67

3 P.J. M 39 55, 60, 67, 102

4 G.M. K 56 18, 60, 67

5 K.K. K 43 60, 62, 67

6 B.S. M 18 20, 60, 62, 67, 102

7 SJ. K iy 55, 60, 67, 95

8 G.E. K 39 18, 55, 60, 67, 95, 102, 110
9 J.Z M 45 55, 60, 67

10 M.W. K 35 55, 60, 67

1 W.A. K 43 55, 60, 67, 102, 110

12 C.L K 35 67

13 W.M. K 63 18, 55, 60, 67, 95, 102, 110
14 M.M. K 50 55, 67

na kazda kieszonke Zelu. Podobnie postepowano z bial-
kami wzorcowymi (firmy Pharmacia). Po zakoficzeniu
rozdzialu na SDS-PAGE bialka przenoszono elektrofo-
retycznie na blone nitrocelulozowa (firmy Bio-Rad)
w obecnosci buforu (25 Mm TRIS, 190 Mm glicyna,
20-procentowy metanol) o pH 8,3. Inkubacje z badany-
mi surowicami prowadzono w temperaturze +4°C
przez 16 godzin w rozcieficzeniu 1: 200. Inkubacje
z drugim przeciwciatem (anty-human IgG znakowane
chrzanowa peroksydazga) prowadzono w temperaturze
pokojowej przez 1 godzine i nastepnie poddawano re-
akcji chemiluminescencji z nastepowa autoradiografia
(zestaw ECL firmy Amersham).

Wyniki

W badaniach autoprzeciwcial przysadkowych metoda
immunoblottingu w surowicach chorych na chorobe
Addisona w 14 spoérdéd 19 przypadkéw wystepowaly
przeciwciala reagujace z biatkiem frakcji mikrosomal-
nej przysadek o ciezarze wlasciwym 67 kDa. Dodatko-
wo 12 surowic wykazywalo reakcje z biatkiem o cieza-
rze drobinowym 60 kDa, 10 surowic z antygenem o cie-
zarze 55 kDa, 5 surowic z biatkiem o ciezarze 102 kDa
oraz 3 surowice z antygenami przysadkowymi o cieza-
rach wlasciwych 951 110 kDa. Poza tym niektére suro-
wice w tej grupie chorych wykazywaly reakcje z anty-
genami przysadkowymi o nizszych ciezarach drobino-
wych: 4 surowice zawieraly przeciwciala reagujace
z antygenem przysadkowym o ciezarze drobinowym
18 kDa oraz 1 surowica zawierala przeciwciala reagujace
z biatkiem o ciezarze 20 kDa. Warto réwniez zaznaczyg¢,
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ze 10 surowic z 14 badanych zawieralo przeciwciala
skierowane przeciwko antygenom o ciezarach wlasci-
wych 67155 kDa oraz to, Ze 9 surowic reagowato wspol-
nie z bialkami antygenowymi o ciezarach drobinowych
55, 601 67 kDa. Natomiast tylko jedna surowica reago-
wala z jednym bialkiem antygenowym frakcji mikro-
somalnej przysadek ludzkich o ciezarze wlasciwym
67 kDa. Pozostale surowice reagowaly z kilkoma bial-
kami antygenowymi, przy czym maksymalnie z 7 o r6z-
nych ciezarach od 18 do 110 kDa. Szczegétowe wyniki
badan immunoblottingu surowic chorych na chorobe
Addisona przy uzyciu bialek mikrosomalnych przysa-
dek przedstawiono w tabeli I oraz na rycinie 1. Cze-
stos¢ wystepowania antygenéw przysadkowych w gru-
pie badanych chorych na chorobe Addisona przedsta-
wiono w tabeli II. W grupie kontrolnej oséb zdrowych
jedna surowica sposréd 10 badanych dala slaba reakcje
tylko z jednym bialkiem frakcji mikrosomalnej przysa-
dek o ciezarze wlasciwym 102 kDa.

Dyskusja

Wyniki powyzszych badan opartych na metodzie im-
munoblottingu wskazujg, ze w surowicach chorych na
chorobe Addisona czesto stwierdza sie wystepowanie
autoprzeciwcial przysadkowych skierowanych gtéwnie
przeciwko autoantygenom frakcji mikrosomalnej ludz-
kich przysadek o ciezarach wlasciwych 55, 60 i 67 kDa.
Powyzsze wyniki §wiadcza o ztozonosci proceséw au-
toimmunizacji, ktéra moze wiaza¢ sie z przedstawiciel-
stwem antygenowym w réznych tkankach. Szerokie
spektrum autoprzeciwcial przysadkowych w chorobach
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Rycina 1. Immunoblotting przysadkowych biatek mikrosomalnych
i surowic pacjentow z chorobg Addisona (1-14) oraz surowic grupy
kontrolnej 0s6b zdrowych (15-18)

Figure 1. Immunoblotting of pituitary microsomal proteins with
sera from Addison disease patients (1-14) and from control subjects
(15-18)

autoimmunologicznych moze wynika¢ ze zréznicowa-
nego typu komorek przedniego plata przysadki oraz
réznorodnoéci wydzielanych hormondw.

Bensing i wsp. [23] oraz Kasperlik-Zatuska i wsp. [24]
opisali obecnoé¢ przeciwcial przysadkowych w izolo-
wanym niedoborze ACTH. Do badaii wykorzystano
biatka antygenowe izolowane z frakcji cytozolowej
przysadek, gdzie w 18,5% przypadkow stwierdzono
przeciwciala przeciwko antygenowi 36 kDa oraz
w 21,5% przypadkéw przeciwko antygenowi 49 kDa.
Obecnie wiemy, ze autoprzeciwciala przysadkowe
moga by¢ skierowane przeciwko hormonom lub bial-

Tabela II. Czgstos¢ wystgpowania antygenow przysadkowych
w grupie badanych chorych na chorobe Addisona

Table II. The incidence of the pituitary antigens in Addison
disease patients

Cigzar drobinowy Czestosc wystgpowania
antygenéw w grupie badanych chorych
przysadkowych [kDa] na chorobe Addisona (%)
67 11,1

60 66, 6

55 55,5

102 21,1

18 22,2

95 16, 6

110 16, 6

20 55

kom o aktywnosci enzymatycznej bioracym udziat
w syntezie hormondéw [25].

Crock [26] oceniat obecno$¢ przeciwcial przysadko-
wych z zastosowaniem immunoblottingu w endokry-
nopatiach o podlozu autoimmunizacyjnym, stosujac au-
toantygeny przysadkowe izolowane z frakcji cytozolo-
wej przysadek. W badaniach tych stwierdzono czeste
wystepowanie przeciwcial przeciw biatku ludzkich
przysadek o ciezarze 40 i 49 kDa. W kolejnych bada-
niach O'Dwyer i wsp. [27, 28] zidentyfikowali antygen
przysadkowy o ciezarze drobinowym 49 kDa jako neu-
rospecyficzng a-enolaze. W powyzszych badaniach
stwierdzono wystepowanie wspomnianych przeciwciat
u 58% pacjentéw z zespolem APS typu I (autoimmune
polyglandular syndrome) oraz to, ze niektére surowice
reagowaly dodatkowo z autoantygenami przysadko-
wymi o ciezarach drobinowych 40, 45, 601 105 kDa [29].

Yabe i wsp. [30], stosujagc metode immunoblottin-
gu, ocenili, ze przeciwciala przysadkowe sa obecne
u 36% o0s6éb z choroba Hashimoto oraz choroba Addi-
sona, 29% chorych na chorobe Gravesa-Basedowa
iu40% chorych na cukrzyce insulinozalezna.

Obecnos¢ przeciwcial przysadkowych skierowa-
nych przeciw autoantygenom o ciezarach wlasciwych
65 i 67 kDa w powiazaniu z cukrzyca typu I sugeruje,
ze jednym z autoantygenéw przysadkowych moze by¢
dekarboksylaza kwasu glutaminowego (GAD, glutamat-
decarboxylase). Izoforma tego enzymu o masie 67 kDa
wystepuje gtéwnie w komérkach nerwowych mézgu,
gdzie odpowiedzialna jest za synteze kwasu gamma-
aminomastowego (GABA, anti-gamma-aminobutyric acid),
jednego z gtéwnych transmiteréw hamujacych [31]. Do
tej pory udalo sie zidentyfikowac jedynie nieliczne au-
toantygeny przysadkowe jak ¢d-enolaza, hormon wzro-
stu czy chociazby prolaktyna [32]. Wspélistnienie
w chorobie Addisona przeciwcial nadnerczowych



Wystepowanie autoprzeciwcial przysadkowych w chorobie Addisona

Pawel Gut i wsp.

i przysadkowych moze by¢ przyczyna dodatkowych
endokrynopatii o podlozu autoimmunologicznym. Izo-
lacjaicharakterystyka pozostatych antygenéw przysad-
kowych umozliwi szersze poznanie tego problemu
i ewentualne zrozumienie jego wplywu na zaburzenia

hormonalne.
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