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Streszczenie

Wstep: W dotychczasowych badaniach opartych na metodzie immunofluorescencyjnej wykazano, ze autoprzeciwciala
przysadkowe s3 obecne w surowicach wiekszosci chorych z chorobami przysadki, jak réwniez u chorych z chorobami
autoimmunizacyjnymi gruczoléw dokrewnych, jak choroba Gravesa-Basedowa czy choroba Addisona. Nowsze badania
opierajace sie na metodzie western-blottingu dowiodly, ze w surowicach pacjentéw z r6znymi chorobami autoimmuniza-
cyjnymi gruczoléw dokrewnych sa obecne przeciwciala skierowane przeciwko bialkom antygenowym przysadek o r6z-
nych ciezarach drobinowych. Celem niniejszej pracy bylo badanie przy uzyciu metody immunoblottingu wystepowania
autoprzeciwcial przeciw antygenom frakcji mikrosomalnej ludzkich przysadek u chorych na chorobe Gravesa-Basedowa.
Material i metody: Do badan wigczono surowice 32 chorych na chorobe Gravesa-Basedowa. Wsréd chorych byto 25 kobiet
w wieku 31-67 lat (§r. wieku 49,9 + 9,4) oraz 7 mezczyzn w wieku 41-58 lat (§r. wieku 51 + 7,1). Wszyscy chorzy mieli
typowe objawy kliniczne nadczynnoéci tarczycy potwierdzone badaniami laboratoryjnymi (TSH, fT,, fT,) oraz potwier-
dzong obecnos$¢ w surowicy przeciwcial przeciw receptorowi dla TSH. Surowice kontrolne pochodzily od 10 zdrowych
0s6b, wsrdd ktérych znajdowalo sie 7 kobiet oraz 3 mezczyzn w wieku 2145 lat (§r. wieku 30,6 + 7,1). Do oceny autoprze-
ciwcial 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: Wsréd 32 przebadanych chorych na chorobe Gravesa-Basedowa w 23 przypadkach stwierdzono obecnos¢ auto-
przeciwcial przysadkowych. Surowice 16 chorych reagowaly z biatkiem frakcji mikrosomalnej przysadek o ciezarze wla-
Sciwym 55 kDa. W pozostalych przypadkach 10 surowic reagowalo z antygenem 67 kDa, 6 surowic z bialkiem 60 kDa,
5 surowic z antygenem 52 kDa, 4 surowice z biatkiem 105 kDa. Nalezy zwréci¢ uwage, ze 6 surowic reagowato z bialkami
67155 kDa, a 5 surowic — z bialkami o ciezarach 55, 60 i 67 kDa.

Whioski: W surowicach chorych na chorobe Gravesa-Basedowa bardzo czesto stwierdza sie wystepowanie autoprzeciw-
cial przysadkowych skierowanych przeciwko autoantygenom frakeji mikrosomalnej przysadek ludzkich. W badaniach
z zastosowaniem metody immunoblottingu wykazano, ze w surowicach chorych na chorobe Gravesa-Basedowa najczesciej
wystepuja przeciwciala skierowane przeciwko autoantygenom przysadkowym o ciezarach wlasciwych 55, 60 i 67 kDa.

(Endokrynol Pol 2007; 58 (3): 195-200)
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Abstract

Introduction: It is known that in the sera of patients with Graves, Addison and other autoimmune endocrine diseases we
can detect autoantibodies against pituitary antigens. The aim of the study was evaluation of pituitary autoantibodies in
Graves’ disease patients using immunoblotting methods.
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Material and methods: Studies were performed in 32 Graves’ disease patients, 25 women (age range: 31-67 yrs, median:
49.9 + 9.4) and 7 men (age range: 41-58 yrs, median: 51.0 + 7.1). All patients presented signs and symptoms typical of
thyrotoxicosis. The diagnosis was confirmed by laboratory tests (TSH, fT,, fT N TSH-R antibodies). 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 23 sera from 32 we detected autoantibodies against pituitary microsomal antigens. 16 sera were reacting with
55 kDa antigen, 10 sera with 67 kDa, 6 sera with 60 kDa, 5 sera with 52 kDa and 4 sera with 105 kDa. It is important to note
that 6 sera were reacting with 57 and 55 kDa, and 5 sera with 55, 60 and 67 kDa.

Conclusions: In sera of Graves” 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 2007; 58 (3): 195-200)
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Wstep

W dotychczasowych badaniach wykazano, ze autoprze-
ciwciala przysadkowe sa obecne w surowicach wiek-
szosci 0s6b z chorobami przysadki [1-3], jak réwniez
u chorych z innymi chorobami autoimmunizacyjnymi
gruczolow dokrewnych, jak choroba Gravesa-Basedowa
czy choroba Addisona [4, 5]. Do wykazania obecnosci
w surowicy autoprzeciwcial stosowano zwykle technike
immunofluorescencji z uzyciem mrozonych skrawkéw
ludzkich przysadek [6] lub linie komérek przysadko-
wych w hodowli na przyktad szczurze GH3 lub mysie
AtT2017, 8]. Bottazzoiwsp. [9, 10] jako pierwsi w 1975 roku
metoda immunofluorescencji u chorych z wielogruczo-
fowym zespolem autoimmunologicznym wykryli obec-
nos¢ autoprzeciwcial przysadkowych. Przebadali oni
réwniez 287 pacjentéw z réznymi autoimmunologicz-
nymi chorobami gruczoléw dokrewnych — w 19 przy-
padkach stwierdzili immunofluorescencyjnie obecnos¢
przeciwcial skierowanych przeciwko komérkom lakto-
tropowym przysadki.

Hanseniwsp. [11] przy uzyciu badan immunocyto-
chemicznych opisali obecno$é¢ przeciwcial przysadko-
wych reagujacych gléwnie z komérkami syntetyzuja-
cymi hormon wzrostu i prolaktyne. Przeciwciala te
stwierdzono w surowicach 64% chorych ze §wiezo roz-
poznang chorobg Gravesa-Basedowa oraz u 9,1% cho-
rych z zapaleniem typu Hashimoto.

Kosowicz i wsp. [12, 13] opracowali radioimmuno-
logiczna metode oznaczania autoprzeciwcial technika
fazy stalej z zastosowaniem probéwek oplaszczonych
solubilizowanymi biatkami mikrosomalnymi ludzkich
przysadek. Pozwolito to na wykazanie duzej czestosci
wystepowania autoprzeciwcial przysadkowych u chorych
na chorobe Gravesa-Basedowa, chorobe Hashimoto [14]
oraz na chorobe Addisona i cukrzyce typu 1 [15, 16].

Nowsze badania oparte na metodzie immunoblottingu
z zastosowaniem antygenéw wyizolowanych z ludzkich
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przysadek dowiodly, Ze w surowicach pacjentéw z r6z-
nymi chorobami autoimmunizacyjnymi gruczoléw do-
krewnych sg obecne przeciwciala skierowane przeciwko
biatkom antygenowym przysadki w zakresie 14-98 kDa,
przy czym cze$¢ surowic reaguje z wieloma biatkami
antygenowymi o réznych ciezarach drobinowych,
a czesc tylko z jednym biatkiem o okreslonym ciezarze
wlasciwym [17].

Crockiwsp. [18] u chorych z niedoborem hormonu
wzrostu technikg immunoblottingu wykazali obecnos¢
przeciwcial przeciw bialkom cytozolowym przysadek
o ciezarze 45 kDa, natomiast Stromberg i wsp. [19] opi-
sali wystepowanie przeciwcial przeciw antygenowi
przysadkowemu o ciezarze drobinowym 49 kDa
u wiekszosci chorych z niedoczynnoscig przysadki.

Przedmiotem obecnej pracy bylo badanie wystepo-
wania autoprzeciwcial przeciw frakcji mikrosomalnej
przysadek oraz charakterystyka ciezaru czgsteczkowe-
go autoantygendéw metoda immunoblottingu u chorych
na chorobe Gravesa-Basedowa.

Materiat i metody

Do badan wlaczono surowice 32 pacjentéw z choroba
Gravesa-Basedowa. Wéréd chorych bylo 25 kobiet
w wieku 31-67 lat (Sr. wieku 49,9 = 9,4) oraz 7 mez-
czyzn w wieku 41-58 lat (1. wieku 51,0 + 7,1). Wszyscy
chorzy mieli typowe objawy kliniczne nadczynnosci tar-
czycy potwierdzone badaniami laboratoryjnymi (hor-
mon tyreotropowy [TSH, thyroid stimulating hormone],
fT,, fT,) oraz potwierdzong obecnos$¢ w surowicy prze-
ciwcial przeciw receptorowi dla TSH. Surowice kontro-
Ine pochodzily od 10 oséb zdrowych, wsréd ktérych
znajdowalo sie 7 kobiet oraz 3 mezczyzn w wieku
21-45 lat (5r. wieku 30,6 * 7,1)

Ludzkie przysadki (20 sztuk) pobrane w czasie
badan autopsyjnych, homogenizowano w buforze fos-
foranowym 0,01 mol/l pH 7,4 w 0,15 mol/l NaCl
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w stosunku buforu do tkanki wynoszacym 4:1. Po usu-
nieciu tkanki 1gcznej homogenat wirowano przez
20 minut w temperaturze 4°C przy 900 X g w chiodzo-
nej wiréwce. Usunieto osad, a nastepnie poddano
30-minutowemu wirowaniu przy 27 000 X g. Osad za-
wierajgcy gléwnie mitochondria, lizosomy i jadra komor-
kowe odrzucono. Nadsacz wirowano przy 105000 X g
w ciggu godziny, uzyskany osad zawieszono w bufo-
rze fosforanowo-solnym i ultrawirowanie powtarzano
4-krotnie. Zawarto$¢ biatka w otrzymanym osadzie
oznaczono metoda spektrofotometryczng. Tak otrzy-
mang frakcje mikrosomalna ludzkich przysadek solu-
bilizowano nastepnie w 1-procentowym dezoksycho-
lanie sodu.

Do oceny autoprzeciwcial wykorzystano metode
rozdzialu elektroforetycznego w Zzelu poliakrylamido-
wym (SDS-PAGE) i western-blottingu (immunoblottingu).
Przygotowano 12,5-procentowy zel rozdzielajacy oraz
6-procentowy zel zageszczajacy (30-procentowy akryla-
mid, 0,8-procentowy bisakrylamid, 1M bufor trisowo-sol-
ny, 20-procentowy siarczan sodowy dodecylu (SDS, so-
dium dodecyl sulphate) nadsiarczan amonu, TEMED — fir-
my Sigma). Frakcje mikrosomalng denaturowano w roz-
tworze o skladzie: 0,3 mol/l bufor trisowo-solny o pH
6,8, 6-procentowy SDS, 30-procentowy glicerol, 6-procen-
towy 2-merkaptoetanol i 0,1-procentowy btekit bromo-
fenolowy w takich proporcjach, aby uzyskac stezenie
bialek 1 mg/ml. Probki umieszczano we wrzacej lazni
wodnej na 3 minuty. Tak przygotowane preparaty frak-
cji mikrosomalnej przysadek nanoszono w objetosci
40 1l na kazda kieszonke zelu. Podobnie postepowano
z bialkami wzorcowymi (firmy Pharmacia). Po zakon-
czeniu rozdzialu na SDS-PAGE biatka przenoszono
elektroforetycznie na blone nitrocelulozowg (firmy Bio-
Rad) w obecnosci buforu (25 Mm TRIS, 190 Mm glicy-
na, 20-procentowy metanol) o pH 8,3. Inkubacje z ba-
danymi surowicami prowadzono w temperaturze +4°C
przez 16 godzin w rozcienczeniu 1:200. Inkubacje z drugim
przeciwciatem (anty-human IgG znakowane chrzanowg
peroksydazg) prowadzono w temperaturze pokojowej
przez godzine i nastepnie poddawano reakcji chemilu-
minescencji z nastepowaq autoradiografia (zestaw ECL
firmy Amersham)

Wyniki

Wiréd 32 przebadanych chorych na chorobe Gravesa-
-Basedowa w 23 przypadkach stwierdzono obecno$é
autoprzeciwcial przysadkowych. Surowice 16 chorych
reagowaly z bialkiem frakcji mikrosomalnej przysadek
o ciezarze wlasciwym 55 kDa. W pozostalych przypad-
kach 10 surowic reagowalo z antygenem przysadkowym
o ciezarze wlasciwym 67 kDa. Dodatkowo 6 surowic
reagowalo z antygenem 60 kDa, 5 surowic z biatkiem

52 kDa, 4 surowice z biatkiem 105 kDa, 3 surowice
z antygenem 97 kDa oraz 2 surowice z antygenem przy-
sadkowym o ciezarze drobinowym 92 kDa. Niektore
z surowic reagowaly réwniez z biatkami antygenowy-
mi przysadek o nizszych ciezarach drobinowych; 6 su-
rowic zawieralo przeciwciala skierowane przeciwko
bialku o ciezarze 20 kDa i 36 kDa oraz jedna surowica
reagowala z antygenami o ciezarach 18 i 44 kDa. Nale-
zy zwréci¢ uwage, ze 6 surowic reagowalo zaréwno
z biatkiem frakcji mikrosomalnej ludzkich przysadek
o ciezarze wlasciwym 67155 kDa, a 5 surowic reagowa-
to z bialkami o ciezarach 55, 60167 kDa. W grupie cho-
rych na chorobe Gravesa-Basedowa 4 surowice reago-
waly tylko z jednym antygenem przysadkowym o cie-
zarze drobinowym 55 kDa oraz 3 surowice tylko z jed-
nym biatkiem o ciezarze 67 kDa. Pozostale surowice
z tej grupy chorych reagowaly z kilkoma biatkami mi-
krosomalnymi przysadek, maksymalnie z 6 o r6znych
ciezarach drobinowych od 18 do 105 kDa. Szczegodto-
we wyniki badan immunoblottingu surowic chorych na
chorobe Gravesa-Basedowa z uzyciem bialek mikroso-
malnych przysadek przedstawiono w tabeli I oraz na
rycinach 11 2. Czesto$¢ wystepowania antygenéw przy-
sadkowych w grupie badanych chorych na chorobe Gra-
vesa-Basedowa przedstawiono w tabeli II. W grupie kon-
trolnej os6b zdrowych jedna surowica sposréd 10 bada-
nych dala stabg reakcje tylko z jednym biatkiem frakcji
mikrosomalnej przysadek o ciezarze wlasciwym 102 kDa.

Dyskusja

W niniejszych badaniach opartych na metodzie immu-
noblottingu autorzy zaobserwowali, ze w surowicach
chorych na chorobe Gravesa-Basedowa czesto stwier-
dza sie wystepowanie autoprzeciwcial przysadkowych
skierowanych gléwnie przeciwko autoantygenom frak-
¢ji mikrosomalnej ludzkich przysadek o ciezarach wia-
Sciwych 55, 60 i 67 kDa. Powyzsze wyniki moga suge-
rowac zlozonoé¢ procesu autoimmunizacji, poniewaz
w grupie chorych na chorobe Gravesa-Basedowa wy-
stepuje mnogos¢ autoprzeciwcial skierowanych prze-
ciwko wielu antygenom mikrosomalnym przysadek.
Aby ustali¢ ich charakter konieczne beda kolejne bada-
nia obejmujgce charakterystyke ich swoistosci. Niewy-
kluczone, ze mozemy mie¢ tutaj do czynienia z bardziej
zréznicowanym procesem autoimmunologicznym,
znajdujacym swoje przedstawicielstwo antygenowe
w réznych tkankach. Tak szerokie spektrum autoprze-
ciwcial przysadkowych wystepujacych w chorobach au-
toimmunologicznych moze wigzac sie z istnieniem
5 zr6znicowanych typéw komorek przedniego plata
przysadki, wydzielajacych 6 r6znych hormonéw.
Bensing oraz Kasperlik-Zatuska i Czarnocka [20, 21]
opisali obecnos¢ przeciwcial przysadkowych w izolo-
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Tabela I
Wyniki SDS-PAGE i western-blottingu surowic chorych na
chorobe Gravesa-Basedowa z autoantygenami przysadkowymi

Table I
The results of SDS-PAGE and Western blot from Graves’disease
patients sera with pituitary autoantigens

Nr Pacjent Plec¢ Wiek
K/M (lata)

Ciezar drobinowy
antygenéw
przysadkowych (kWa)

1 M.C. K 54 20, 55, 60, 67, 97, 105
2 SU K 42 20, 55, 60, 67, 97
3 PH K 61 55

4 7K K 49 55

5 MG K 52 55

6 WL K 63 20, 55, 60, 67

7 WD K 57 20, 55, 60, 67, 97, 105
8 KA K 47 36, 55

9 KK K 49 36, 55

10 RK M 58 55

11 NZ K 59 55, 105

12 RA. M M 67

13 N.J K 66 44, 67

14 S.B. K 58 20, 36, 52, 55
15  S.M. K 42 52, 55, 67, 92
16 M.P. K 37 67

17  D.M. K 52 52

18 ST K 4 18, 52, 92, 105
19 PG K 33 67

20 S.V. K 56 20, 55, 60, 67
21 KG. K 37 36, 55

22 LA K 62 36, 52, 55

23 0. K 48 36, 60

wanym niedoborze ACTH. Do badah wykorzystano
biatka antygenowe izolowane z frakgji cytozolowej przy-
sadek, gdzie w 18,5% przypadkéw stwierdzono prze-
ciwciala przeciwko antygenowi 36 kDa oraz w 21,5%
przypadkéw przeciwko antygenowi 49 kDa. Chorzy
z przeciwciatami przeciwko antygenowi przysadkowemu
o ciezarze wlasciwym 36 kDa dodatkowo wykazywali
silng reakcje immunologiczng przeciwko tyreoglobulinie,
jednakze bez nastepstw klinicznych. Powszechnie wia-
domo, Ze autoprzeciwciala przysadkowe moga by¢ skie-
rowane bezposrednio przeciwko hormonom przysadko-
wym, jednak wiekszos¢ zidentyfikowanych do tej pory
autoantygenéw to gléwnie biatka o aktywnosci enzyma-
tycznej biorgce udzial w syntezie hormonéw [22].

Crock i wsp. [23] badali wystepowanie przeciwcial
przysadkowych z zastosowaniem immunoblottingu
w réznych endokrynopatiach na podlozu autoimmu-
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Rycina 1. Immunoblotting przysadkowych biatek mikrosomalnych
i surowic pacjentow z chorobg Gravesa-Basedowa (1-12) oraz
surowic grupy kontrolnej 0séb zdrowych (Zdr.).

Figure 1. Immunoblotting of pituitary microsomal proteins with
sera from Graves’ disease patients (1-12) and from control subjects

nologicznym, stosujac autoantygeny przysadkowe izo-
lowane z frakcji cytozolowej przysadek. W badaniach
tych wykazano obecno$é przeciwciat przeciw biatku
ludzkich przysadek o ciezarze 40 i 49 kDa u 70% cho-
rych z limfocytarnym zapaleniem przysadki oraz u 15%
0s6b z choroba Gravesa-Basedowa. W dalszych pracach
O’Dwyer i wsp. [24, 25] zidentyfikowali antygen przy-
sadkowy o ciezarze drobinowym 49 kDa jako neuro-
specyficzng a-enolaze.

Nishino i wsp. [26] wykazali obecnoé¢ autoprze-
ciwcial przysadkowych u 22,4% oséb z chorobg Gra-
vesa-Basedowa, nie widzac jednak korelacji miedzy
obecnosciag powyzszych przeciwciat a dysfunkcja hor-
monalng przysadki. Nieznaczng zalezno$¢ zauwazyli
natomiast miedzy obecnoscig przeciwcial anty-GH
a choroba Hashimoto. Nishiki i wsp. [27] stwierdzili obec-
nosc przeciwcial przeciw bialkom blonowym przysadek
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Rycina 2. Immunoblotting przysadkowych biatek mikrosomalnych
i surowic pacjentow z chorobg Gravesa-Basedowa (13-23) oraz
surowic grupy kontrolnej 0séb zdrowych (Zdr.)

Figure 2. Immunoblotting of pituitary microsomal proteins with
sera from Graves’ disease patients (13-23) and from control
subjects

o ciezarze drobinowym 68, 49 i 43 kDa u chorych
zlimfocytarnym zapaleniem przysadki, jak réwniez u cho-
rych z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.

W innych chorobach autoimmunizacyjnych Wercam-
men i wsp. [28] w surowicach chorych ze §wiezo rozpo-
znang cukrzycg insulinozalezng opisali obecnos¢ przeciw-
ciat klasy IgM i IgG reagujacych z antygenami przysadko-
wymi. Kobayashi i wsp. [29], stosujac metody immunoen-
zymatyczne, zaobserwowali obecno$¢ autoprzeciwciat
przysadkowych w surowicach 24,7% ze 150 chorych z cu-
krzycg insulinozalezng. Ocena tych chorych z zastosowa-
niem immunoblottingu wykazala obecno$c przeciwciat prze-
ciw antygenom przysadkowym o ciezarze 22 kDa.

Yabe i wsp. [30] réwniez przy uzyciu metod immu-
noenzymatycznych dowiedli, Ze przeciwciala przysad-
kowe mogg by¢ obecne u 36% 0s6b z chorobg Hashi-
moto, 29% chorych na chorobe Gravesa-Basedowa oraz
u 39% chorych na cukrzyce insulinozalezna.

Tabela II

Czestosé wystepowania antygenow przysadkowych w grupie
badanych chorych na chorobg Gravesa-Basedowa

Table II

The incidence of the pituitary antigens in Graves’ disease
patients

Cigzar drobinowy antygenéw  Czesto$¢ wystepowania

przysadkowych (kDa)  w grupie badanych chorych na

chorobe Gravesa-Basedowa (%)
55 69,5
67 43,5
60 26,0
36 26,0
20 26,0
52 21,7
105 17,4
97 13,0
92 8,7

W $wietle dotychczasowych badah uwaza sie, ze
czesto$¢ przeciwcial przysadkowych skierowanych
przeciw autoantygenom przysadek o ciezarze wlasci-
wym 65167 kDa w powigzaniu z cukrzyca typu 1 suge-
ruje, ze autoantygenem przysadkowym moze by¢ de-
karboksylaza kwasu glutaminowego (GAD). Do tej pory
poznano dwie izoformy dekarboksylazy kwasu glutami-
nowego, o réznych ciezarach drobinowych 65 i 67 kDa
(GAD,, i GAD,)). Izoforma dekarboksylazy kwasu glu-
taminowego o ciezarze drobinowym 65 kDA jest kodo-
wana przez gen znajdujacy sie na chromosomie 10i wy-
stepuje gléwnie w komoérkach trzustki. Natomiast
GAD,, jest kodowana przez gen znajdujacy sie na chro-
mosomie 2 i wystepuje gléwnie w komédrkach nerwo-
wych mézgu, gdzie odpowiedzialna jest za synteze
kwasu gamma-aminomaslowego (GABA), jednego
z gléwnych transmiteréw hamujacych [31].

Sawicka i wsp. [32] zauwazyla, Ze czesto$¢ wyste-
powania przeciwcial przysadkowych w chorobach gru-
czoléw dokrewnych o podlozu autoimmunizacyjnym
wynosi 41% oraz, ze przeciwciala te reaguja najczesciej
z autoantygenem o cigzarze 68 kDa.

Mimo wielu prowadzonych badan do tej pory uda-
fo sie zidentyfikowac jedynie nieliczne autoantygeny
przysadkowe odpowiedzialne za procesy autoimmu-
nizacji. Naleza do nich miedzy innymi hormon wzro-
stu, neurospecyficzna a-enolaza oraz opisane ostatnio
przez Tanaka i wsp. [33] PGSFla o masie czgsteczko-
wej 16 kDa oraz PGSF2 o masie 27 kDa. Izolacja i cha-
rakterystyka pozostatych opisywanych autoantygenéw
przysadkowych zapewne umozliwi szersze poznanie
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procesu powstawania autoprzeciwciat przysadkowych
oraz pozwoli zrozumieé jak wplywaja one na czynnoé¢
hormonalng przysadki.
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