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Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo przedstawienie genéw kodujacych biatka enzymatyczne szlaku syntezy aldosteronu i kortyzolu, metod oce-
ny ich aktywnosci transkrypcyjnej, jak réwniez ekspresji ich mRNA w obrebie kory prawidlowych nadnerczy, w gruczolakach kory
nadnerczy usunietych chorym z zespolami Conna i Cushinga oraz w gruczolakach kory nadnerczy usunietych chorym, u ktérych nie
wykazano nadczynnosci hormonalnej guza.

Z przedstawionych doniesienr wynika, ze najlepiej poznano ekspresje mRNA omawianych genéw w tkance uzyskanej z guzéw nadner-
czy usunietych chorym z zespolem Conna. Natomiast aktywnos¢ transkrypcyjng tych genéw w obrebie pozostatych gruczolakéw kory
nadnerczy udokumentowano w mniejszym stopniu. Dotyczy to szczegdlnie analiz materiatu tkankowego uzyskanego od pacjentéw,
u ktoérych aktywnosci hormonalnej guzéw nadnerczy nie udato sie wykazaé za pomoca badan biochemicznych. Warto podkreéli¢ réwniez
fakt, ze ukladem odniesienia wiekszosci analiz molekularnych tkanki guzéw kory nadnerczy byl material uzyskany z niewielkiej liczby
prawidlowych nadnerczy, co w pewnym stopniu zmniejsza wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw. Powyzsze uwagi stanowa podstawe do
prowadzenia dalszych badan na podstawie wiekszego materiatu, uzyskanego zaréwno z prawidlowych nadnerczy, jak i z gruczolakéw
wywodzacych sie z kory tego narzadu. (Endokrynol Pol 2008; 59 (4): 330-339)
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Abstract

The aim of the study is to present genes encoding enzymatic proteins of aldosterone and cortisol synthesis pathway, methods of their
transcriptional activity measurement, mRNA expression of the genes in normal adrenal cortex, in adrenocortical adenomas excised from
patients with Conn and Cushing syndromes, as well as in adrenocortical adenomas excised from patients, in which hormonal activity of
the tumour was not confirmed.

According to presented papers mRNA expression of analyzed genes is best known in tissue obtained from tumours excised from patients
with Conn syndrome. On the other hand transcriptional activity of the genes within the other adrenocortical adenomas is documented in
lesser degree. It concerns particularly analyses of tissue material obtained from patients, in which hormonal activity of adrenal tumours
was not confirmed with biochemical tests.

It should be also considered, that the frame of reference for the majority of molecular analyses of adrenocortical tumour tissues was
material obtained from little number of normal adrenals, what decreases in some degree credibility of obtained results. Mentioned above
remarks may be the basis for conduction of further investigations based on larger material, obtained both from normal adrenals and
adrenocortical adenomas. (Pol J Endocrinol 2008; 59 (4): 330-339)
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Wstep tyzol poprzez swoje wielokierunkowe dziatanie wpty-
Wytwarzany w obrebie warstwy klebkowatej korynad- ~ wa réwniez na wartoSci ci$nienia tetniczego [1, 3]. Nad-
nerczy aldosteron jest jednym z najwazniejszych hor-  mierna produkcja aldosteronu w obrebie gruczolakéw
monoéw regulujacych ci$nienie tetnicze [1, 2]. Syntety-  kory nadnerczy stanowi najczestsza przyczyne nadcis-
zowany w warstwie pasmowatej kory nadnerczy kor-  nienia hormonalnego [4]. Natomiast zwiekszona
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produkcja kortyzolu objawia si¢ nadci$nieniem tetni-
czym w 74-90% przypadkow [5, 6].

W obu omawianych zespotach jedynie chirurgicz-
ne usuniecie guza stwarza szanse na wyleczenie nadci-
$nienia tetniczego i uwolnienie chorego od objawéw
klinicznych towarzyszacych nadci§nieniu [7-16]. Z dru-
giej strony u czesci pacjentdw, mimo usunigcia czyn-
nego hormonalnie gruczolaka nadnercza, utrzymuja sie
podwyzszone wartosci ciSnienia tetniczego [7, 8, 13-15,
17-20].

Osobnym problemem klinicznym sa wykrywane
przypadkowo guzy nadnercza — incydentaloma [21-24].
U chorych z takimi guzami najczeéciej rozpoznawanym
zaburzeniem jest subkliniczny zespo6t Cushinga, jednak
u czesci z nich nawet wnikliwa diagnostyka biochemicz-
na nie wykazuje nadmiernej aktywnosci hormonalnej
uwidocznionego guza [21-25]. Szczegdlnie trudnym
problemem klinicznym jest sytuacja, w ktérej z brakiem
potwierdzenia nadczynnosci hormonalnej przypadko-
wo wykrytego guza nadnercza mamy do czynienia
u chorych z nadci$nieniem tetniczym, zaburzona tole-
rancjq glukozy lub insulinoopornoscia [25-28]. Na uwa-
ge zasluguje fakt, ze konsekwencjq chirurgicznego usu-
niecia guza typu incydentaloma u pewnego odsetka
chorych jest poprawa kontroli ci$nienia tetniczego
i cukrzycy [14, 25, 26, 29, 30].

Utrzymujacego sie po adrenalektomii nadci$nienia
tetniczego u chorych z pierwotnym hiperaldosteroni-
zmem i hiperkortyzolemig, jak réwniez ustgpienia lub
poprawy kontroli ciSnienia tetniczego po usunieciu guza
typu incydentaloma nie mozna wyjaséni¢ jedynie na pod-
stawie badan biochemicznych i hormonalnych.

Analiza podstaw molekularnych syntezy aldostero-
nu i kortyzolu w obrebie omawianych guzéw stanowi
jedna z potencjalnych mozliwosci wyjasnienia przyczyn
powyzszych obserwagcji klinicznych.

Celem niniejszej pracy bylo przedstawienie genéw
kodujacych biatka enzymatyczne odpowiedzialne za
synteze aldosteronu i kortyzolu, metod oceny ich ak-
tywnosci transkrypcyjnej, jak réwniez ekspresji ich
mRNA w obrebie kory prawidlowych nadnerczy,
w gruczolakach kory nadnerczy usunietych chorym
z potwierdzonymi za pomocg badani biochemicznych
zespotami Conna i Cushinga oraz w gruczolakach kory
nadnerczy usunietych chorym, u ktérych nie wykaza-
no nadczynnosci hormonalnej guza.

Metody oceny aktywnosci transkrypcyjnej
gen6w kodujacych biatka enzymatyczne
syntezy aldosteronu i kortyzolu

W badaniach majgcych na celu ocene aktywnosci trans-
krypcyijnej genéw kodujacych bialka enzymatyczne ste-
roidogenezy w obrebie nadnerczy wykorzystuje sie

poliloéciowq technike detekcji RNA metoda hybrydy-
zacji northern blot [31-34]. Aby okresli¢ lokalizacje eks-
presji odpowiedniego mRNA, hybrydyzacje mozna
wykona¢ in situ w zamrozonych lub utrwalonych
w formalinie skrawkach badanego materiatu [33, 35, 36].

W przypadku genéw, ktérych ekspresja mRNA jest
niewielka, analiza iloSciowa przeprowadzana metoda
hybrydyzacji northern moze by¢ za malo czuta. W tej
sytuacji konieczne jest namnozenie mRNA przy uzy-
ciu tancuchowej reakcji polimerazy poprzedzonej od-
wrotng transkrypcja (RT-PCR, reverse transcriptase and
polymerase chain reaction), ktérej pierwszym etapem jest
przepisanie RNA na cDNA za pomocg odwrotnej trans-
kryptazy, a kolejnym — amplifikacja wybranego frag-
mentu flankowanego przez pary specyficznych oligo-
nukleotydéw startowych (primeréw) [31, 36, 37].

Ograniczeniem metody PCR jest czasochlonny etap
detekcji produktu reakcjiijego ilosci. Uzywa sie w tym
celu technik, takich jak elektroforeza w Zelu agarozowym
lub poliakrylamidowym, Southern blot czy ELISA,
ktére umozliwiajg analize zaréwno jakosciowy, jak
iilosciowa.

Metoda PCR pozwalajaca na bardzo szybka analize
iloéci produktu w kazdym cyklu reakcji PCR jest laiicu-
chowa reakcja polimerazy z analizg ilosci produktu
w czasie rzeczywistym (real time PCR, real-time polyme-
rase chain reaction). W tej technice obok pary specyficz-
nych primeréw wystepuje wyznakowana fluorescen-
cyjnie sonda komplementarna do Sciéle okreslonego
miejsca pomiedzy primerami. Wzrost poziomu fluore-
scencji spowodowany wbudowaniem sondy w ampli-
fikowany fragment cDNA mierzy si¢ po kazdym cyklu
reakcji. W badaniach majgcych na celu wykazanie eks-
presji mRNA zastosowanie znajduje tancuchowa reak-
cja polimerazy poprzedzona odwrotng transkrypcja
zanaliza iloéci produktu w czasie rzeczywistym (RT real-
time PCR, reverse transcriptase real-time polymerase chain
reaction), gdzie na pierwszym etapie konieczne jest réw-
niez przepisanie RNA na cDNA za pomoca odwrotnej
transkryptazy [38, 39].

W celu wykazania ekspresji mRNA genéw oraz
w celach przesiewowych coraz czesciej stosuje sie mi-
kromacierze genowe [33, 39-41], chociaz dla analizy ilo-
$ciowej RT real-time PCR pozostaje metoda bardziej
czula.

Aby potwierdzi¢ obecnos¢ bialek enzymatycznych
kodowanych przez okreslone geny, wykorzystuje sie
réwniez analize stezenn produktéw katalizowanych
przez nie reakcji (czyli hormonéw steroidowych)
w tkance nadnerczowej lub w izolowanych komérkach
nadnerczowych przy uzyciu technik radioimmunolo-
gicznych [32].

Badania majace na celu okreslenie ekspresji oma-
wianych genéw w prawidlowych nadnerczach wyko-
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Tabela I. Enzymy biorgce udzial w biosyntezie kortyzolu i aldosteronu [48]

Table 1. Enzymes involved in the biosynthesis of cortisol and aldosterone [48]

Nazwa enzymu Symbol biatka

Aktywnosc¢ enzymu Symbol genu

enzymatycznego kodujacego enzym
Enzym rozszczepiajacy P450scc 22-hydroksylaza, CYP 11A1
tancuch boczny cholesterolu 20-hydroksylaza,
zawierajacy cytochrom P-450 20,22-liaza
Hydroksylaza 17a-steroidowa P450c17 hydroksylaza 17a-steroidowa, CYP 17A1
17,20-liaza
Hydroksylaza 21-steroidowa P450c21 hydroksylaza 21-steroidowa CYP21A2
Hydroksylaza 113-steroidowa P450c113 hydroksylaza 113-steroidowa CYP 11B1
Syntetaza aldosteronowa P450c11AS 11-hydroksylaza, CYP11B2
18-hydroksylaza,
18-hydroksydehydrogenaza
Dehydrogenaza 33-hydroksysteroidowa; 3B-HSD Il dehydrogenaza 33-hydroksysteroidowa; HSD 3B2

A 5,4-izomeraza

Ab,4-izomeraza

Tabela II. Lokalizacja enzymow biorgcych udziat w biosyntezie aldosteronu i kortyzolu w obrebie komorki i poszczegolnych

warstw kory nadnerczy [48]

Table II. Location of enzymes involved in the biosynthesis of cortisol and aldosterone within the cell and adrenal cortex zones [48]

Symbol biatka Lokalizacja komérkowa

Lokalizacja w obrebie

Udziat w syntezie

enzymatycznego warstwy kory nadnerczy hormonu

P450scc Mitochondrium Wszystkie Aldosteron lub kortyzol

P450c17 Siateczka $rédplazmatyczna Pasmowata Kortyzol
Siatkowata

P450c21 Siateczka $rodplazmatyczna Wszystkie Aldosteron lub kortyzol

P450c118 Mitochondrium Pasmowata Kortyzol
Siatkowata

P450c11AS Mitochondrium Kiebkowata Aldosteron

3B-HSD I Siateczka Srodplazmatyczna; Kiebkowata Aldosteron lub kortyzol

mitochondrium Pasmowata

> Siatkowata

nuje sie najczeéciej w tkance nadnerczowej uzyskanej
od zmartych dawcéw narzadéw, po pobraniu nerek do
przeszczepu [31, 42-45]. Niektérzy badacze oceniaja
ekspresje genow steroidogenezy w nadnerczach usu-
nietych wraz z nerka i tkanka okolonerkowa u chorych
poddanych nefrektomii z powodu raka nerki, po wy-
kluczeniu przerzutéw do nadnercza [32, 38, 46]. W nie-
ktérych pracach ukladem odniesienia jest dodatkowo
tkanka nadnerczowa z niezmienionej guzowato czesci
nadnercza [47].

Biatka enzymatyczne syntezy
aldosteronu i kortyzolu i ekspresja
mRNA genéw je kodujacych w korze
prawidiowych nadnerczy

W biosyntezie aldosteronu i kortyzolu kluczowa role
odgrywa sze$¢ enzymoéw, ktorych nazwy, symbole
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iaktywnos¢ enzymatyczna oraz nazwy genéw koduja-
cych wspomniane biatka enzymatyczne przedstawio-
no w tabeli I.

Zréznicowang lokalizacje poszczegdlnych enzy-
moéw, zardbwno w obrebie komorki, jak i w poszczegdl-
nych warstwach kory nadnerczy oraz udzial w synte-
zie aldosteronu i kortyzolu przedstawiono w tabeli II
oraz na rycinie 1.

Enzym rozszczepiajqcy taricuch boczny
cholesterolu zawierajgcy cytochrom P-450

Szlak syntezy steroidow nadnerczowych rozpoczyna
enzym rozszczepiajacy laficuch boczny cholesterolu
zawierajacy cytochrom P-450 (P450scc) [EC 1.14.15.67].
Biatko enzymatyczne P450scc o masie 60 180 daltonéw
zbudowane jest z 521 aminokwaséw [50]. Katalizowa-
na przez ten enzym reakcja sklada sie z 3 etapow:
hydroksylacji cholesterolu przy weglu w pozycji 22,
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Cholesterol

l P450scc
P450c17*

P450c17* + b,

Pregnenolon ———p 17-Hydroksypregnenolon ——— - Dehydroepiandrosteron

l 3BHSD Il
P450c17*

Progesteron ——»

l P450c21

11-Deoksykortykosteron
l P450c11AS**

l P450c21

11-Deoksykortyzol
l P450c118***

Kortykosteron
l P450c11AS**

Kortyzol

18-hydroksykortykosteron
l P450c11AS**

Aldosteron

Rycina 1. Schemat szlaku biosyntezy aldosteronu i kortyzolu [49]

Figure 1. Biosynthesis pathway of aldosterone and cortisol [49]

hydroksylacji 22-hydroksycholesterolu przy weglu
w pozycji 20 i odszczepienia 6-weglowego faficucha od
20,22-dihydroksycholesterolu [48].

Ludzki gen CYP 11A1, kodujacy biatko enzymatycz-
ne P450scc, jest zlokalizowany na chromosomie
15w pozycji q23—q24 i zbudowany z 29 977 par zasad [40,
48, 50, 51]. Ekspresja mRNA genu kodujacego biatko
P450scc jestindukowana w warstwie pasmowatej i siat-
kowatej przez cAMP [52, 53], a w warstwie klebkowej
przez wewnatrzkomoérkowa kinaze proteinowaq C [54].
Racz i wsp. [32] wykazali za pomocg metody hybrydy-
zacji northern blot obecno$¢ mRNA genu kodujacego
biatko P450scc w obrebie kory nadnerczy uzyskanych
z tkanki okolonerkowej chorych poddanych nefrekto-
mii z powodu raka nerki. Podobnie ekspresje mRNA
genu CYP 11A1 przy uzyciu techniki RT-PCR i hybry-
dyzacji typu northern blot wykazali Zenker i wsp. [31].
Bassettiwsp. [39] potwierdzili ekspresje genu CYP 11A1
na poziomie RNA, stosujac RT real-time PCR. Analizu-
jac strukture prawidlowych nadnerczy uzyskanych od
zmartych dawcéw narzadéw, Reincke i wsp. wykazali,
przy uzyciu hybrydyzacji in situ, poréwnywalng eks-
presje mRNA genu kodujgcego biatko P450scc we
wszystkich warstwach kory nadnerczy [35]. Suwaiwsp.
potwierdzili, stosujac metode hybrydyzacji northern blot
w homogenacie tkanki nadnerczowej, transkrypcje
genu CYP 11A1 lacznie w warstwie klebkowatej i pa-
smowatej, jak rowniez w warstwie siatkowatej, z nie-
wielkg przewaga ekspresji w tej ostatniej [33]. Trans-
krypcja genu kodujacego biatko P450scc w obrebie kory

l 38HSD Il
P450c17* + b,

17-Hydroksyprogesteron ——— » Androstendion ——— » (Testosteron)

*P450c17 wystepuje tylko w warstwie pasmowatej
**P450c11AS wystepuje tylko w warstwie kigbkowatej
***P450c11p wystepuje w warstwie pasmowate;j i siatkowatej,
nie posiada zdolno$ci hydroksylacji w pozycji 18 b, cytochrom by

nadnerczy stanowi kontrole dla wielu doswiadczen
dotyczacych ekspresji genéw kodujacych bialka enzy-
matyczne steroidogenezy w obrebie guzéw kory nad-
nerczy [31, 35, 42, 44].

Hydroksylaza 17a-steroidowa

Hydroksylaza 17a-steroidowa (P40c17) [EC 1.14.99.9]
jest kluczowym enzymem szlaku syntezy kortyzolu
[55]. Bialko enzymatyczne P450c17 sktada sie z 508
aminokwaséw o masie 57 371 daltonéw [50]. Odpowia-
da ono za dwie reakcje enzymatyczne: hydroksylacje
pregnenolonu lub progesteronu w pozycji 17 (17a-hy-
droksylaza) oraz odszczepienie tanicucha bocznego
(17,20-liaza) [55-57]. 17a-hydroksylaza dziala na pregne-
nolon lub rzadziej na progesteron. Jeéli reakcja przy
weglu 21 poprzedzi reakcje przy weglu 17, to nastepu-
je zahamowanie aktywno$ci 17a-hydroksylazy,
a w konsekwencji aktywacja szlaku syntezy kortyko-
steronu i aldosteronu [58]. Aktywnos¢ lityczna P450c17
ulega wzmocnieniu w obecnosci cytochromu b, [59, 60]
oraz przy zmniejszonej ilosci dehydrogenazy 3f-hy-
droksysteroidowej; A 5,4-izomerazy (38-HSD II) w war-
stwie siatkowatej kory nadnerczy [59, 61-63].

U czlowieka za synteze P450c17 odpowiada gen CYP
17A1, zlokalizowany na chromosomie 10 w pozycji q24.3
i zbudowany z 7002 par zasad [40, 50, 55-57]. Racz
i wsp. wykazali, stosujac metode hybrydyzacji northern
blot, ekspresje mRNA genu kodujacego biatko P450c17
w obrebie kory nadnerczy uzyskanych z tkanki okofo-
nerkowej chorych poddanych nefrektomii z powodu
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raka nerki [32]. Obecno$¢ mRNA genu CYP 17A1 po-
twierdzili niezaleznie Curnow i wsp. przy uzyciu tech-
niki RT-PCR [37], jak réwniez Bassett i wsp. [39] oraz
Fallo i wsp. [38] oznaczajacy iloé¢ kopii genu kodujace-
go biatko P450c17 technikg RT real time PCR. Analizu-
jac strukture prawidlowych nadnerczy uzyskanych od
zmartych dawcéw narzadéw, Reincke i wsp. wykazali,
przy uzyciu hybrydyzacji in situ, wysoka aktywnos¢
transkrypcyjna genu kodujacego biatko P450c17 w war-
stwie pasmowatej i siatkowatej oraz jej brak w warstwie
kiebkowej [35].

Hydroksylaza 21-steroidowa

Hydroksylaza 21-steroidowa (P450c21) [E.C. 1.14.99.10]
jest enzymem uczestniczgcym w syntezie zaréwno mi-
neralo-, jak i glukokortykoidéw. Bialko P450c21 jest ko-
dowane przez gen CYP 21A2 (inaczej CYP 21B), zlokali-
zowany na chromosomie 6 w pozycji p21.1, skladajacy
sie z 3365 par zasad [40, 50, 64]. Ludzkie bialko P450c21
wystepuje tylko w nadnerczach [48]. Jest ono zbudowa-
ne z 494 aminokwasow i posiada mase 55 887 daltonéw
[50]. Omawiany enzym katalizuje hydroksylacje proge-
steronu i 17-hydroksyprogesteronu w pozycji 21.

Gen CYP 21A2 lezy w poblizu pseudogenu CYP
21A1, w srodku locus HLA, ktére jest bardzo zmienne.
Powstajace tam mutacje powoduja czesto zmniejszong
ekspresje bialka enzymatycznego P450c21, ktérego nie-
dobor nalezy do najczestszych autosomalnych choréb
recesywnych [48]. Racz i wsp. wykazali, stosujac meto-
de hybrydyzacji northern blot, ekspresje mRNA genu
kodujgcego biatko P450c21 w obrebie kory nadnerczy
uzyskanych z tkanki okolonerkowej chorych podda-
nych nefrektomii z powodu raka nerki [32]. Wynik ten
potwierdzili przy uzyciu metody ilosciowej Bassett
i wsp. [39]. Réwniez ekspresja genu kodujacego biatko
P450c21 na poziomie mRNA w obrebie kory prawidiowych
nadnerczy moze stanowi¢ uklad odniesienia dla analizy
ekspresji genéw w obrebie guzéw kory nadnerczy [42].

Hydroksylaza 11f-steroidowa
Hydroksylaza 113-steroidowa (P450c11p) [E.C. 1.14.15.4]
sktada sie z 503 aminokwaséw i posiada mase 57 529 dal-
tonéw [50]. Obecnos¢ bialka enzymatycznego P450c113
potwierdzono immunohistochemicznie w warstwie pa-
smowatej i siatkowatej [65]. Bialko enzymatyczne
P450c11p posiada jedynie aktywnos¢ 118-hydroksylazy,
niezbednej do syntezy kortyzolu, natomiast nie jest w sta-
nie przeksztalci¢ kortykosteronu w aldosteron [49]. Re-
gulacja syntezy P450c115 odbywa sie przy udziale cAMP
w odpowiedzi na podwyzszone stezenie adrenokortyko-
tropiny (ACTH, adrenocorticotropic hormone) [37, 52].

U czlowieka biatko P450c11f jest kodowane przez
gen CYP 11B1, zlokalizowany na chromosomie 8 w po-
zycji q21 [34, 40, 50, 66, 67]. Gen CYP 11B1 zawiera
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7463 par zasad [50, 67]. Obecnoé¢ transkryptu genu CYP
11B1 w obrebie ludzkich nadnerczy potwierdzili nieza-
leznie Pascoe i wsp. [36] oraz Mornet i wsp. [34], stosujac
metode hybrydyzacji northern blot, Curnow i wsp. przy
uzyciu metody RT-PCR [37], jak réwniez Fallo i wsp.
[38] oraz Bassett i wsp. [39] z zastosowaniem RT-PCR
z analizg ilosci produktu w czasie rzeczywistym. Hy-
brydyzacja in situ ludzkich nadnerczy wykazata obec-
nos$¢ mRNA genu CYP 11B1 w warstwie pasmowatej
i siatkowatej, chociaz byla ona réwniez widoczna
w warstwie ktebkowatej [36].

Syntetaza aldosteronowa
Podobnie jak bialko enzymatyczne P450c118, synteta-
za aldosteronowa (P450c11AS) [E.C. 1.14.15.4 i E.C.
1.14.15.5] posiada aktywnos¢ 118-hydroksylazy, ale
dodatkowo dokonuje dwéch oksygenacji niezbednych
do syntezy aldosteronu [49]. Aktywno$¢ biatka enzy-
matycznego P450c11AS jest ograniczona do warstwy
klebkowatej kory nadnerczy [48]. Czynnikiem sprzyja-
jacym aktywnosci 18-hydroksylazy i 18-hydroksydehy-
drogenazy w warstwie kltebkowatej jest mata aktyw-
nos¢ 17-hydroksylazy, ograniczajacej ilosé¢ steroidéw,
ktore moga by¢ poddane wspomnianym reakcjom [48].
U czlowieka syntetaza aldosteronowa jest kodowa-
na przez odrebny gen CYP 11B2, znajdujacy sie na chro-
mosomie 8 w pozycji q21-q22 [34, 50, 67, 68]. Gen CYP
11B2 zawiera 7284 par zasad i w obrebie sekwencji ko-
dujacej wykazuje 95-procentowa homologie do genu
CYP 11B1 [67]. Kodowane przez gen CYP 11B2 biatko
enzymatyczne zbudowane jest z 503 aminokwaséw
ima mase 57 560 daltonéw [50]. Transkrypcja genu ko-
dujacego biatko P450c11AS zachodzi poprzez aktywa-
c¢je kinazy proteinowej C pod wplywem angiotensyny
11[37, 69]. W badaniach Mornet i wsp. przy uzyciu tech-
niki hybrydyzacji northern blot nie udato si¢ wykry¢
mRNA, bedacego transkryptem genu CYP 11B2 w ob-
rebie ludzkiej tkanki nadnerczowej [34]. Moze to wy-
nika¢ z faktu, ze produkcja aldosteronu jest 1000-krot-
nie nizsza niz kortyzolu i ekspresja genu kodujacego
enzym o aktywnosci 18-oksydazy jedynie w warstwie
kiebkowatej moze by¢ niewykrywalna metoda hybry-
dyzacji northern blot w materiale uzyskanym ze wszyst-
kich warstw kory nadnercza [34]. Obecnoé¢ transkryp-
tu genu CYP 11B2 w obrebie kory nadnerczy udalo sie
wykazaé dopiero Curnow i wsp. metoda RT-PCR [37].
W analizie RT real-time PCR Bassett i wsp. [39], jak réw-
niez Fallo i wsp. [38] wykazali ekspresje mRNA genu
CYP 11B2 w obrebie tkanki nadnerczowej na bardzo
niskim poziomie. Pascoe i wsp. potwierdzili metoda
hybrydyzacji in situ silng ekspresje genu CYP 11B2 na
poziomie mRNA w warstwie klebkowatej ludzkich nad-
nerczy i prawie jej brak w dwéch pozostatych war-
stwach [36].
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Tabela III. Ekspresja gendw kodujgcych bialka enzymatyczne biorgce udzial w biosyntezie aldosteronu (wyszczegdlnione
pogrubionq czcionkg) i kortyzolu w gruczolakach kory nadnerczy usunigtych chorym z potwierdzonym za pomocq badati

biochemicznych zespotem Conna

Table III. Expression of genes encoding enzyme proteins involved in the biosynthesis of aldosterone (bold) and cortisol in
adrenal cortical adenomas resected from patients with biocemically confirmed Conn’s syndrome

Autor Rok Liczba CYpP cYp cYp CYP cYp HSD
guzéw 11A1 17A1 21A2 11B1 11B2 3B2

Racz i wsp. [32] 1993 9 49% 118% 104%

Wu i wsp. [47] 1995 6 40% 23% 1967%

Reincke i wsp. [44] 1997 9 100%

Reincke i wsp. [35] 1998 3 86 17%

Beuschlein i wsp. [42] 1998 6 83% 108% 84%

Fallo i wsp. [38] 2002 12 76% 11% 172%

Bassett i wsp. [39] 2005 12* 131% 53% 247% 122% 1555% 367%

*19 guzéw dla CYP 11B1iCYP 1182

Dehydrogenaza 34-hydroksysteroidowa;

A 5,4-izomeraza

Ludzkie biatko enzymatyczne dehydrogenaza 3f-hy-
droksysteroidowa; A 5,4-izomeraza (35-HSD) [E.C.
1.1.1.145 (dehydrogenaza) i E.C. 5.3.3.1 (izomeraza)]
zbudowane jest z 372 aminokwaséw, a jego masa wy-
nosi 42 052 daltonéw [50]. Katalizuje ono dwuetapowo
konwersje steroidéw z A5 w A4, niezbedna do syntezy
zaréwno mineralo-, jak i glukokortykoidéw [70]. 33-HSD
zlokalizowana jest zarowno w siateczce srédplazma-
tycznej, jak i w mitochondrium — i w obu tych orga-
nellach ma jednakowa aktywnosé [71, 72].

U czlowieka zidentyfikowano 2 geny odpowiedzial-
ne za synteze 34-HSD, zlokalizowane na chromosomie
1w pozycji p13.1[50, 70], z ktérych gen HSD 3B2 odpo-
wiada za synteze 33-HSD typu II w obrebie kory nad-
nerczy, a przede wszystkim w obrebie warstwy kieb-
kowej i pasmowatej [48, 61, 73]. Gen HSD 3B2 zawiera
7950 par zasad [50, 70].

Obecnoé¢ mRNA genu HSD 3B2 w obrebie prawidlo-
wych nadnerczy potwierdzili w badaniu RT real-time PCR
Bassett i wsp. [39]. Ponadto Suwa i wsp. wykazali za po-
moca metody hybrydyzacji northern blot, ze ekspresja genu
HSD 3B2 na poziomie mRNA jest znacznie wyzsza
w lacznie badanej warstwie pasmowatej i kiebkowatej
w poréwnaniu z warstwg siatkowg kory nadnerczy [33].

Ekspresja genéw kodujacych biatka
enzymatyczne syntezy aldosteronu
i kortyzolu w gruczolakach kory nadnerczy

Gruczolaki kory nadnerczy produkujgce
aldosteron

Aktywnos¢ transkrypcyjna genéw kodujacych biatka
enzymatyczne biorace udzial w biosyntezie aldosteronu
i kortyzolu w gruczolakach kory nadnerczy usunietych

chorym z potwierdzonym za pomoca badan biochemicz-
nych zespotem Conna przedstawiono w tabeli III.

W prezentowanych pracach zwraca uwage 15-20-
-krotnie wieksza aktywnos¢ transkrypcyjna genu CYP
11B2 w poréwnaniu z warto$ciami mierzonymi w pra-
widlowych nadnerczach [39, 47]. Wynika to po czesci
z faktu, ze w homogenacie tkanki prawidlowych nad-
nerczy stuzacych jako kontrola iloé¢ komoérek warstwy
kilebkowatej jest znikoma w poréwnaniu z dwoma po-
zostalymi warstwami i w konsekwencji aktywnos$é
transkrypcyjna genu CYP 11B2 jest bardzo mala [39, 47].

Ekspresja genéw kodujacych bialka enzymatyczne
wspolne dla szlaku syntezy aldosteronu i kortyzolu
w badaniach wiekszosci autoréw w gruczolakach pro-
dukujacych aldosteron jest poréwnywalna lub wyzsza
od ich aktywnosci transkrypcyjnej w prawidiowych
nadnerczach [32, 35, 39, 42, 44]. Znaczne wahania w ak-
tywnosci transkrypcyjnej omawianych genéw w wielu
pracach mozna po czeéci thumaczy¢ zréZznicowaniem
ekspresji genéw w réznych obszarach guzéw, co po-
twierdzono miedzy innymi w przypadku genu kodu-
jacego biatko enzymatyczne P450scc metoda hybrydy-
zacji in situ, przeprowadzonej w guzach produkujacych
aldosteron [35].

Potwierdzeniem wzmozonej ekspresji aktywnosci
transkrypcyjnej genéw szlaku syntezy aldosteronu jest
podwyzszona zawartos¢ aldosteronu i 18-hydroksykor-
tykosteronu w omawianych guzach [32].

Mimo faktu, ze biatka enzymatyczne P450c17
i P450c118 nie sa niezbedne do syntezy aldosteronu, kil-
ku autoréw stwierdzito ich wysoka ekspresje w obrebie
gruczolakow kory nadnerczy produkujacych aldosteron
[32, 38, 39, 42]. Obserwacje te potwierdzono w badaniach,
stosujac technike hybrydyzacji in situ, w ktérych wyka-
zano obecno$¢ mRNA genu kodujacego biatko P450c17
w gruczolakach produkujacych aldosteron [35].
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Tabela IV. Ekspresja gendw kodujgcych biatka enzymatyczne biorqce udzial w biosyntezie aldosteronu i kortyzolu
(wyszczegdlnione pogrubiong czcionkq) w gruczolakach kory nadnerczy usunietych chorym z potwierdzonym za pomocq badari

biochemicznych ACTH-niezaleznym zespotem Cushinga

Table IV. Expression of genes encoding enzyme proteins involved in the biosynthesis of aldosterone and cortisol (bold) in
adrenal cortical adenomas resected from patients with biocemically confirmed ACTH-independent Cushing’s syndrome

Autor Rok Liczba cYp cYp cYp cYp CcYpP HSD
guzow 11A1 17A1 21A2 11B1 11B2 3B2

Reincke i wsp. [44] 1997 5 82%

Beuschlein i wsp. [42] 1998 96% 144% 101%

Reincke i wsp. [35] 1998 142% 116%

Bassett i wsp. [39] 2005 12* 167% 183% 157% 235% 38% 384%

*14 guzéw dla CYP 11B1iCYP11B2

Obecnos¢ mRNA gendéw szlaku syntezy kortyzolu
obserwowanych w gruczolakach produkujacych aldo-
steron moze wynika¢ ze znacznej liczby komorek po-
dobnych do komérek warstwy pasmowatej [38]. Guzy
produkujace aldosteron s3 w przewazajacym stopniu
zbudowane z komoérek zblizonych do komérek war-
stwy pasmowatej i jedynie w niewielkim stopniu wi-
doczne sg w nich komorki, ktére posiadajg cechy ko-
morek warstwy klebkowatej [32, 38, 74]. Wu i wsp.
wykazali, ze im wiecej jest komoérek warstwy pasmo-
watej w badanym guzie, tym wieksza jest aktywnosé
transkrypcyjna genéw kodujacych biatka P450113
i P450AS [47].

Dodatkowym czynnikiem, wplywajacym na pro-
dukcje aldosteronu w obrebie omawianych gruczola-
kow jest obecnoé¢ receptoréw ACTH. Reincke i wsp.
wykazali wysoka korelacje ekspresji mRNA genu CYP
11B2 z ekspresja mRNA genu kodujacego biatko recep-
tora ACTH w obrebie tagodnych guzéw kory nadner-
czy produkujacych aldosteron [44]. Ponadto Pilon
i wsp. wykazali nadprodukcje aldosteronu w omawia-
nych guzach pod wplywem stymulacji ACTH [75].

Wu i wsp. przeprowadzili dodatkowo analize eks-
presji wybranych genéw w tkance nadnercza otaczaja-
cego guz [47]. W tkance nadnerczy otaczajacej gruczo-
laka produkujacego aldosteron transkrypcja genu ko-
dujacego bialko P450c17 byla poréwnywalna z eks-
presja w prawidlowych nadnerczach (82%), natomiast
genéw kodujacych bialka enzymatyczne P450113
i P450AS — znacznie nizsza — odpowiednio 43,0%
133,5% [47].

Gruczolaki kory nadnerczy produkujgce kortyzol
Aktywnos¢ transkrypcyjna genéw kodujacych biatka
enzymatyczne biorace udzial w biosyntezie aldostero-
nu i kortyzolu w gruczolakach kory nadnerczy, usu-
nietych chorym z potwierdzonym za pomoca badan
biochemicznych ACTH-niezleznym zespolem Cushin-
ga przedstawiono w tabeli IV.
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W gruczolakach kory nadnerczy produkujgcych
kortyzol praktycznie nie stwierdzono obecnosci trans-
kryptu genu CYP 11B2 [39]. Natomiast aktywnos¢ trans-
krypcyjna genéw kodujacych bialka enzymatyczne
szlaku syntezy kortyzolu byta poréwnywalna lub znacz-
nie przekraczala wartoéci mierzone w prawidlowej
tkance nadnerczowej [35, 39, 42, 44]. Szczegblnie wy-
soka ekspresje obserwowali Bassettiwsp. dla genu HSD
3B2 [39]. Hybrydyzacja in situ potwierdzila obecnosé
transkryptu genu kodujacego biatka P450scc oraz
P450c17 w gruczolakach produkujacych kortyzol, cho-
ciaz, podobnie jak w przypadku gruczolakéw wydzie-
lajgcych aldosteron, poziom ekspresji tych genoéw byt
rézny w réznych miejscach guzéw [35].

Na uwagge zasluguje fakt, ze w przypadku gruczo-
lakéw produkujacych kortyzol u chorych z subklinicz-
nym zespolem Cushinga aktywnos¢ transkrypcyjna
genu CYP 11A1 byta obnizona [44].

Podobnie jak w przypadku gruczolakéw produku-
jacych aldosteron aktywno$¢ transkrypcyjna genu ko-
dujacego P450scc w gruczolakach kory nadnercza pro-
dukujacych kortyzol korelowala z aktywnoscig trans-
krypcyjna genu kodujacego receptor ACTH [42, 44].

Nieczynne hormonalnie gruczolaki

kory nadnerczy

Aktywnos¢ transkrypcyjna genéw kodujacych biatka
enzymatyczne biorace udzial w biosyntezie aldostero-
nu ikortyzolu w gruczolakach kory nadnerczy usunie-
tych chorym, u ktérych w badaniach biochemicznych
nie wykazano nadmiernej produkgji tych hormonéw
przedstawiono w tabeli V.

Z przedstawionych powyzej analiz wynika, ze eks-
presja genéw syntezy hormondéw steroidowych w ob-
rebie nieczynnych hormonalnie guzéw nadnerczy jest
wyrazna, cho¢ obnizona [32, 35, 42, 44]. Dlatego nie
mozna wykluczy¢, Ze nie s one catkowicie pozbawio-
ne zdolnosci syntezy steroidéw [32]. Za faktem tym
przemawia ponadto odpowiedz komérek guzéw na
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Tabela V. Ekspresja genow kodujgcych biatka enzymatyczne biorgce udzial w biosyntezie aldosteronu i kortyzolu
w gruczolakach kory nadnerczy usunigtych chorym, u ktorych nie wykazano nadmiernej produkcji tych hormonow w badaniach

biochemicznych

Table V. Expression of genes encoding enzyme proteins involved in the biosynthesis of aldosterone and cortisol in adrenal
cortical adenomas resected from patients without biochemical evidences of increased hormone production

Autor Rok Liczba CYpP cYp cYp CYP cYp HSD
guzéw 11A1 17A1 21A2 11B1 11B2 3B2

Racz i wsp. [32] 1993 6 37% 43% 32%

Reincke i wsp. [44] 1997 4 41%

Beuschlein i wsp. [42] 1998 2 52% 2% 10%

Reincke i wsp. [35] 1998 1 30% 8%

stymulacje ACTH, ktéra wywoluje zwiekszong produk-
cje kortyzolu w nieczynnych klinicznie guzach kory
nadnerczy (podobnie jak w gruczolakach kory produ-
kujacych aldosteron), wieksza niz komérki prawidto-
wych nadnerczy [32].

Sporna pozostaje kwestia, czy obnizona aktywnosé
jednego, konkretnego enzymu odpowiada za zahamo-
wanie produkgji kortyzolu w obrebie guzéw nieczyn-
nych hormonalnie. Wedlug Racza i wsp. niewydolnos¢
biatka enzymatycznego P450c21 w obrebie guzéw nie-
czynnych hormonalnie jest przyczyng zwiekszonego
wich obrebie steZenia 17-hydroksyprogesteronu [32]. Na-
tomiast zdaniem Reinckego i wsp. w obrebie nieczyn-
nych hormonalnie gruczolakéw nie mamy do czynienia
zniedoborem 21-hydroksylazy, poniewaz podanie cho-
rym ACTH powoduje wyzsze stezenie osoczowe nie tyl-
ko 17-hydroksyprogesteronu, ale réwniez 11-deoksykor-
tyzolu i 11-deoksykortykosteronu, do syntezy ktérych
niezbedna jest bialtko enzymatyczne P450c21 [76]. We-
dlug autoréw tego zespolu podwyzszony wspoélczyn-
nik 11-deoksykortyzol/kortyzol oraz 11-deoksykortyko-
steron/kortykosteron sugeruja tagodny niedobor
118-hydroksylazy w omawianych guzach [76].

Podsumowanie

Z przedstawionego piémiennictwa wynika, ze dotych-
czas w znacznym stopniu poznano strukture i lokaliza-
cje gendw kodujacych biatka enzymatyczne szlaku syn-
tezy aldosteronu i kortyzolu. Poza tym, wspoélczesne
metody badawcze pozwalaja na dokladny pomiar ak-
tywnosci transkrypcyjnej omawianych genéw na po-
ziomie mRNA w tkance uzyskanej z nadnerczy.
Cytowane doniesienia dowodzg, Ze najlepiej pozna-
no ekspresje mRNA genéw kodujacych biatka enzyma-
tyczne szlaku syntezy aldosteronu i kortyzolu w tkan-
ce uzyskanej z guzéw nadnerczy usunietych chorym
z zespolem Conna. Natomiast aktywnos¢ transkryp-
cyjng omawianych genéw w obrebie pozostalych gru-
czolakéw kory nadnerczy udokumentowano w mniej-

szym stopniu. Dotyczy to szczegdlnie analiz materiatu
tkankowego uzyskanego od chorych, u ktérych aktyw-
nosci hormonalnej guzéw nadnerczy nie udato sie wy-
kazaé za pomocg badan biochemicznych. Na uwage za-
stuguje réwniez fakt, ze uktadem odniesienia wigkszo-
§ci analiz molekularnych tkanki guzéw kory nadner-
czy byl material uzyskany z niewielkiej liczby (2-6)
prawidlowych nadnerczy, co do pewnego stopnia
zmniejsza wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw [32, 35,
38,47]. Powyzsze uwagi stanowia podstawe do prowa-
dzenia dalszych badan z zastosowaniem nowoczesnych
technik badawczych i na podstawie wiekszego mate-
rialu, uzyskanego zaréwno z prawidlowych nadnerczy,
jak i z gruczolakéw wywodzacych sie z kory tego na-
rzadu. Powigzanie uzyskanych wynikéw z obserwacja
Kliniczng stworzy szanse lepszego zrozumienia przyczyn
przetrwalego nadci$nienia tetniczego po adrenalektomii
u chorych z zespotami Conna i Cushinga oraz jego ustg-
pienia po usunieciu zmian typu incydentaloma.
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