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1 Einleitung

Eine angeborene oder erworbene Hypophysenhormondefizienz kann sich in isolierter oder
kombinierter Form manifestieren (isolated pituitary hormone deficiency, IPHD; combined
pituitary hormone deficiency, CPHD). Den angeborenen Defizienzen liegen Mutationen
einer Reihe der fir die fetale Organogenese essenziellen Transkriptionsfaktoren
(Abbildung 1) zu Grunde (23, 50), erworbene Defizienzen kdnnen durch Traumata, Tumo-
ren, ionisierende Strahlen, vaskulare Stérungen (post-partum-Nekrosen), Infektionen oder
durch Autoimmunprozesse verursacht werden. Als Kennzeichen hypophysérer Autoim-
munprozesse gilt die seltene lymphozytére Hypophysitis (Autoimmunhypophysitis) (13, 33,
60), deren Pravalenz bei <1 % der transsphenoidalen Interventionen liegt (12, 41). Die am
haufigsten anzutreffende Form ist die den Hypophysenvorderlappen (HVL) betreffende,
erstmals von Goudie und Pinkerton (32) unter dem Verdacht einer Autoimmunpathogene-
se beschriebene lymphozytare Adenohypophysitis (LAH). Betroffen sind Uberwiegend
Frauen im 4. Lebensdezennium, Assoziationen mit bestehenden oder abgelaufenen
Schwangerschaften sind haufig (5, 60). Die im MRT meist darstellbare Hypertrophie der
Hypophyse kann Kopfschmerzen, Visusbeschwerden und Diplopien verursachen. Etwa
die Halfte der Patienten entwickelt im Verlauf der Erkrankung einen Hypopituitarismus mit
isolierten oder kombinierten ACTH- (32 %), TSH- (15 %), Gonadotropin- (14 %), Prolaktin-
(7,5 %) oder seltener Somatotropin- (GH-)-Defizienzen (5, 14).
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PIT-1 stellt einen fir die Entwicklung von somatotropen, laktotropen und thyreotropen Zellen
essenziellen Transkriptionsfaktor dar, der auch fur die spatere Hormonsekretion von Bedeutung ist.
Sein Ausfall in postpubertarem Alter kann zu einer kombinierten GH-, PRL- und TSH-Defizienz bei
Personen mit normaler KorpergroBe fihren. PIT-1 ist etwa ab der 7. SSW nachweisbar. Bisher
wurden Autoantikérper gegen die beiden Transkriptionsfaktoren PIT-1 (Anti-PIT-1-Antikdrper-
Syndrom) und TPIT beschrieben (siehe Text, Abbildung in Anlehnung an 68, 69).

Als Indizien fur die Immunpathogenese der lymphozytaren Hypophysitis (LH) gelten 1. die
lympho-monozytaren Infiltrate mit CD4* T-Zellen, 2. ihre haufige Assoziation oder familiare
Koinzidenz mit anderen organspezifischen oder seltener mit systemischen Autoimmuner-
krankungen wie Hashimoto Thyreoiditis, Morbus Basedow, Adrenalitis, perniziéser Ana-
mie, Diabetes mellitus Typ 1, autoimmunen polyglanduléren Syndromen (APS) oder sys-
temischem Lupus erythematodes und 3. die in bis zu 60 % der Falle von LH mit Hormon-
defizienz auftretenden anti-hypophysaren Autoantikorper (anti-pituitary antibodies, APA),
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Tabelle 1 Kandidaten-Antigene von Autoantikérpern bei autoimmuner (lymphozytérer)
Hypophysitis. Angegeben sind die Pravalenzen (Prav) der mit dem indirekten Immunfluo-
reszenztest (IIFT) bzw. der mit dem antigenspezifischen Radioimmunoprazipitationsassay
(RIPA) nachgewiesenen Autoantikorper, die Organspezifitat (Ospez) der Antigene und die
Krankheitsspezifitat (Kspez) der Autoantikérper.

Kandidaten-Antigene Ospez Krankheiten Prav [%] Kspez Lit
Laktotrope Zellen-IIFT ja Autoimmune Endokrinopathie 7,0 11
Hashimoto Thyreoiditis Kasuistik 38
Gonadotrope Zellen-IIFT ja IHH 38,1 21
IHH 21,0 22
Kallmann-Syndrom 20,0 21
Gesunde Kontrollen 6,0
Kortikotrope Zellen-IIFT ja ACTH-Defizienz 14,8 21
Somatotrope Zellen-IIFT ja GH-Defizienz 26,0 21
Somatotropin, GH (RIPA) ja LAH 20,0 nein** 62
LINH 333 61
ACTH-Defizienz 10,0
TSH-Defizienz 25,0
PGSF1a (RIPA) ja LINH 8818 nein * 62
ACTH-D 20,0
PGSF2 (RIPA) ja LAH 20,0 nein * 62
LINH 1.1
ACTH-Defizienz 10,0
TSH-Defizienz 50,0
LAH 9i5 nein** 57
a-Enolase (RIPA) nein  LH 412 nein *¢ 63
Hypophysenadenome 46,2
y-Enolase, NSE (RIPA) partiell LH 2,3 | G
TPIT (RIPA) ja LH 10,5 nein*' 57
CHD8 (RIPA) nein LH 8,1 nein
Piccolo (RIPA) nein LH 815! nein
CADPS (RIPA) nein  LH 14,0 nein
Segretogranin |l nein  ESS (Empty-Sella-Syndrom) Kasuistik ? 8
TDRDS6 (RIPA) LH 0,0
APSH 49,0
APS1 und GH-Defizienz 50,0
HCS (HPL) nein  LH S ? 45
C140rf166, CGI99, hCLE ja LH *7 nein
Pit-1 (POU1F1) ELISA ja LH (GH-, PRL-, TSH-Defekt) Kasuistik ja 66
IHH idiopathischer hypogonadotroper Hypogonadismus
LAH lymphozytare Adenohypophysitis
LINH lymphozytére Infundibulo-Hypophysitis
LH lymphozytare Hypophysitis
APS1 autoimmunes polyendokrines Syndrom Typ 1

PGSF1a  Pituitary gland specific factor 1a (c190rf30)
PGSF2 Pituitary gland specific factor 2

Fortsetzung Tabelle siehe Seite 4




Fortsetzung Tabelle1

TPIT T-box factor pituitary (T-box transcription factor TBC19), Transkriptionsfaktor kortikotro-
per Zellen, genetischer Defekt verursacht isolierte ACTH-Defizienz.

CHD8 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 8.

TDRD6 Tudor domain containing protein 6.

Piccolo 553 kDa Protein, beteiligt an der Fusion sekretorischer Vesikel mit der Plasmamembran.

CADP Calcium-dependent activator protein for secretion, Vesikelexozytose neuroendokriner
Zellen.

C140rf166 RNA-bindendes, in Nukleus und Zytoplasma vorkommendes Protein, involviert in RNA-
Metabolismus. Assoziiert mit RNAP II, an Orten der RNAP lI-gesteuerten RNA Transkrip-

tion.
HCS Human chorionic somatomammotropin
HPL humanes Placentalaktogen
*1 Biopsie-bestatigte LH 4,8 %, Verdacht auf LH 9,3 %, ACTH-Defizienz 10,0 %, ESS +

ACTH-Defizienz 16,7 %, Verdacht auf LINH + Diabetes insipidus 50 %, auch bei M.
Addison, APS1, M. Basedow, Hashimoto Thyreoiditis, Typ 1 DM.

*2 Biopsie-bestatigte Falle von LH. Pravalenzen bei Verdacht auf LH 2,3 %, 16,7 % bei
ESS, 25 % bei Diabetes insipidus und 2,2 % bei Gesunden.

*3 Nicht in Biopsie-bestatigten Fallen. 1 von 6 mit ESS (16,7 %), 1 von 2 mit ESS + ACTH-
Defizienz (50 %).

*4 Das beim Screening mit LH-Seren erhaltene Sequenzmotiv findet sich auch in den
Isoformen 1 - 3 von GH1 sowie in den Isoformen 1 von CSH1 und CSH2.

*5 Sonstige Autoimmunerkrankungen (3,2 - 6,5 %, 43,5 % bei rheumatoider Arthritis [64]).

*6 Andere Erkrankungen der Hypophyse 20,0 % (ACTH-, TSH-Defizienz, Sheehan-
Syndrom).

*7 Fragliches Autoantigen bei lymphozytéarer Hypophysitis.

deren pathogene Bedeutung, Organ- und Krankheitsspezifitat jedoch als sehr unsicher
anzusehen sind, da sie haufig auch bei anderen hypophysaren und extra-hypophysaren
Erkrankungen (Empty-Sella- oder Sheehan-Syndrom, Diabetes insipidus, Hyperprolakti-
namie, Hypophysentumoren, M. Addison, M. Basedow, Hashimoto-Thyreoiditis, APS,
Diabetes, u.a.) gefunden werden(5, 6; 9, 10, 13, 16, 19, 20, 21, 23, 34). Ein Hinweis auf
ihre pathogene und/oder prognostische Bedeutung wurde auch darin gesehen, dass
innerhalb von funf Jahren 18,8 % der Antikorper-positiven APS-Patienten (APS-3, APS-4)
einen Hypopituitarismus entwickelten, nicht aber die antikérper-negativen Patienten (6).

Zum Nachweis von APA wurde neben Komplementfixationstest (26), Western Blot und
Immunoblot (18) oder Radioimmunopréazipitationsassay (RIPA; Tabelle 1; Abbildung 5)
Uberwiegend der indirekte Immunfluoreszenztest (IIFT) an humanen oder tierischen Hypo-
physen eingesetzt, mit dem der Nachweis von Antikdrpern gegen Prolaktin- (PRL-) sezer-
nierende (11) und andere hormonbildende Zellen erfolgte (Ubersicht: 5, 14). Da sich diese
Antikdrper nicht gegen die Hormone selbst sondern gegen unbekannte Zielantigene in
den hormonbildenden Zellen richteten (11), waren die Ergebnisse wegen deren mangeln-
der Charakterisierung in hypophyséaren Proteinextrakten mit Hilfe von Western Blots erwar-
tungsgeman widerspruchlich (14, 18, 51, 52). Einige Kandidaten-Antigene wurden in den
letzten Jahren auch molekularbiologisch charakterisiert (Tabelle 1). Ob die korrespondie-
renden Antikdrper aber ursachlich fur die Entstehung der Hypophysitis und der Hormon-
defizienzen verantwortlich sind, bleibt fraglich, da sie vielfach weder gewebe- noch krank-




heitsspezifisch sind. In der Diagnostik der lymphozytaren Hypophysitis haben Untersu-
chungen auf Autoantikérper daher keinen besonderen Stellenwert erzielt.

Ein wichtiger Schritt in Richtung der Aufklarung der Autoimmunpathogenese hypophyséarer
Hormondefekte gelang mit dem Nachweis gewebe- und krankheitsspezifischer Autoanti-
korper gegen den Transkriptionsfaktor PIT-1 (POU1F1) bei Patienten mit einer erworbenen
kombinierten Somatotropin-, Prolaktin- und Thyreotropin-Defizienz, einem auch als ,Anti-
PIT-1 Antibody-Syndrome* bezeichnetem Krankheitsbild (4, 66).

2 PIT-1 Struktur und Funktion

Der im Hypophysenvorderlappen exprimierte Transkriptionsfaktor PIT-1 (POU1F1; Abbil-
dung 2) kommt in zwei Isoformen (PIT-1A, Mr. 35,7 kDa und PIT-1B, Mr. 32,9 kDa) vor, die
beide eine konservierte POU-Domane enthalten (37, 50). POU-Doménen, ein Akronym,
abgeleitet aus den drei mit konservierten homologen Doméanen ausgestatteten Transkrip-
tionsfaktoren Pit-1, Oct-2 und Unc-86, erkennen und binden an spezifische DNA-
Sequenzen in Promotor-, Enhancer- und Silencer-Regionen der zu steuernden Gene (29).
Die POU-spezifische (PUO-s) Doméane von PIT-1 umfasst 75 Aminosauren (aa 124 - 198).
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Abbildung 2 Molekulstruktur von PIT-1 (POU1F1). PIT-1 (growth hormone factor-1, GHF-1,
OMIM 173110) wird in zwei, durch alternatives SpleiBen entstandenen Isoformen exprimiert, einer
kirzeren Isoform PIT-1B (GHF-1, P28069-1; 291 aa, Mr 32,9 kDa, oben dargestellt), welche der
kanonischen Sequenz entspricht und einer langeren Isoform A (PIT-1A, GHF-2, P28069-2; 317 aa,
Mr 35,7 kDa) mit einer nach Threonin 47 beginnenden, 27 Aminosduren umfassenden Insertion
(Sequenz angegeben). Im N-terminalen Bereich findet sich eine Transaktivierungsdoméne, C-
terminal davon gelegen sind die POU-Domane mit der POU-spezifischen Sequenz (POU-s) und
der durch einen Linker von 16 aa getrennten POU-Homeobox-Sequenz (POU-h). Die Tertiarstruktu-
ren der DNA-bindenden Regionen (POU-s und POU-h) sind durch 3 bzw. 4 Helix-Motive gekenn-
zeichnet. Die Orte der beim Menschen beschriebenen, mit kombinierten Hormondefekten (GH,
PRL, BTSH) assoziierten PIT-1-Mutationen, sind angegeben.

Sie ist von der C-terminal gelegenen 60 aa groBen POU-homdo-Doméane (POU-h, aa 214 -
273) durch einen Linker von 16 aa getrennt. POU-h ist flr weitere Protein-Protein-
Interaktionen mit anderen Faktoren wichtig. Die Tertiarstruktur des PIT-1 bildet Helix-Motive
aus, welche fur die Auffaltung dieser Proteindomane und den direkten Kontakt mit der
DNA verantwortlich sind (Abbildung 3). Die Zielsequenzen von PIT-1 sind AT-reiche Se
quenzabschnitte welche das Sequenzmotiv (A/T)(A/T)TATNCAT als Kernmotiv aufweisen.
Das Somatotropin-Gen enthalt zwei dieser Sequenzmotive in seinem Promotor, der Pro-
laktin-Genpromotor weist vier solcher Bindungsstellen auf (27). Pit-1 bildet Homodimere
im Bereich der DNA-Doppelhelix aus, die durch Interaktion mit weiteren Faktoren die
Zielgene aktivieren. Fur die hochaffine Bindung von PIT-1 an die GH-, PRL- und B-TSH-
kodierenden Gene ist die Prasenz beider Untereinheiten der POU-Domane notwendig.

PIT-1 ist ein fur die Gentranskription bei der Spezifizierung und Expansion von somato-,
lakto- und thyreotropen Zelllinien essenzieller Transkriptionsfaktor. Bei Erwachsenen
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reguliert er die Transkription der GH-, PRL- und B-TSH-kodierenden Gene, sowie des GH-
releasing-hormone-(GHRH-, Somatocrinin-)-Rezeptor-Gens (49) und des Pit-1-Gens
selbst (50). Bei fehlender fetaler PIT1-Expression ist die Entwicklung und Funktion dieser
endokrinen Zellen grundlegend gestort (15, 25, 37, 40, 42 , 43, 44, 46, 47, 48, 55, 56, 58,
65).

Beim Menschen wurde eine extrahypophyséare Expression von PIT-1 in gesundem und
neoplastischem Mamma-Gewebe (31), in Placenta (2, 54) in hamatopoetischen und
lymphoiden Geweben sowie in HL60-, Raji-Zellen (17) und MCF-7-Zellen (30) beschrieben.
Eine erhohte Expression von PIT-1 fand sich in Hypophysen-Tumoren (24, 1, 53).

Bei Snell- und Jackson- Zwergméausen bestehen GH-, PRL- und TSH-Defizienzen, die
durch Mutationen im PIT-1-Gen verursacht werden (42). Die Tiere zeigen eine Hypoplasie
des HVL und Zwergwuchs. Beim Menschen wurden zahlreiche Mutationen des PIT-1-Gens
beschrieben von denen die meisten im Bereich der POU-Doméanen liegen (Abbildung 2).
Sie kénnen eine kongenitale kombinierte Hypophysenhormon-Defizienz mit Minderwuchs,
Hypothyreoidismus und PRL-Defizienz ausldsen (50).

POU,,; POUsg, Abbildung 3
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tide stromaufwarts des Startcodons gelegen. Das Motiv entspricht der Konsensussequenz
[(A/T)(A/T)TATNCAT], die fur die Bindung von PIT-1 regulierten Genen in Promotoren und Enhan-
cern beschrieben wurde. Die beiden Monomere sind in entgegengesetzter Orientierung an die DNA
angelagert, sodass sich das Dimer zwischen der Homeodoméne des einen und der spezifischen-
Domane des anderen Monomers ausbildet (nach 39).

3 Autoantikorper gegen PIT-1 (anti-PIT-1)

Antikdrper gegen PIT-1 wurden bei drei Patienten mit einer adulten Form einer kombinier-
ten GH-, PRL- und B-TSH-Defizienz entdeckt (,Anti-PIT-1-Antibody-Syndrome®, 66). Die
den Immunglobulinklassen 1gG; und IgG; angehérenden Autoantikorper reagierten im
Western Blot und ELISA mit nativem humanem und murinem PIT-1 aus hypophyséren
Proteinextrakten, mit PIT-1 aus GH3-Zellen (einer PIT-1 exprimierenden, GH und PRL
sezernierenden, aus einem Hypophysenadenom der Ratte etablierten Zelllinie) sowie mit
rekombinantem PIT-1, das in E. coli oder mittels in vitro Transkription und Translation (ivTT)
synthetisiert wurde. Im indirekten Immunfluoreszenztest farbten sie die korrespondieren-
den hormonbildenden Zellen humaner und muriner Hypophysen. Die von den Antikérpern
erkannten immunreaktiven Epitope lagen sowohl im Bereich der POU- als auch der Trans-
aktivierungsdomane (66).

Anti-PIT-1 ist weitgehend spezifisch flr diese Form der adulten, kombinierten GH-, PRL-
und B-TSH-Defizienz. Sie lieBen sich weder bei gesunden Kontrollpersonen noch bei
Patienten mit anderen Endokrinopathien wie Hypophysitis, Hypophysentumoren, Shee-
han-Syndrom, Empty-Sella-Syndrom, isolierter ACTH-Defizienz, Typ 1 Diabetes mellitus,
Autoimmunthyreoiditis, autoimmunem polyglandularem Syndrom, M. Addison, Anti-
Insulin-Antikérper-Syndrom und systemischen rheumatischen Autoimmunerkrankungen
nachweisen. Es fanden sich bei den drei Patienten auch keine Antikorper gegen die in
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Tabelle 1 aufgelisteten Zielantigene Enolase, Somatotropin oder TDRD6. Die Antikorper
waren jedoch mit anderen, fir autoimmune Endokrinopathien charakteristischen, organ-
spezifischen Autoantikdrpern wie anti-Thyreoideaperoxidase, anti-Thyreoglobulin, anti-
GDA (Glutamatdecarboxylase) oder anti-Parietalzellen vergesellschaftet, sodass das ,Anti-
PIT-1-Autoantikdrper-Syndrom® in den Definitionsbereich der autoimmunen polyglandula-
ren Syndrome (APS) fiele. Es fehlten jedoch die klinischen Zeichen des APS-1 wie Hypo-
parathyreoidismus und Candidiasis sowie die fur das APS-2 charakteristischen HLA-
Haplotypen.

Die Serumspiegel der von PIT-1 gesteuerten Hormone waren bei allen drei Patienten bei
normalem Langenwachstum deutlich vermindert. Bei keinem der Patienten fanden sich
Hinweise auf Hyperplasien der Hypophyse, einer zeigte im MRT Anzeichen einer HVL-
Atrophie. Histologisch und immunhistochemisch zeigte einer der dahin gehend untersuch-
ten Patienten eine Atrophie der GH-, PRL- und TSH-sezernierenden Zellen verbunden mit
CD8*-T-Zellen enthaltenden lympho-plasmazellularen Infiltraten, welch letztere auch in
Nebennieren, Schilddrise, Magenschleimhaut, Leber und Pankreas anzutreffen waren.

3 Immunpathologie

Die Ursachen fur das Auftreten von Autoantikérpern gegen PIT-1 sind noch unbekannt.
Die drei Patienten besaBen keinen gemeinsamen HLA-Haplotyp, was eine Beteiligung von
HLA-Loci an der Entstehung der Autoantikdrper eher unwahrscheinlich macht. Mutationen
des PIT-1-Gens, mit der Expression potenziell immunogener Proteine lagen nicht vor.
Auffallig war, dass alle drei Patienten eine heterozygote Variante des Einzelnukleotidpoly-
morphismus A467N SIAE-Variante (c.400C>T,rs7941523) der Sialinsaureacetylesterase
aufwiesen (67). Katalytisch defektive Varianten der Sialinséureacetylesterase sind mit einer
Reihe von Autoimmunerkrankungen assoziiert (36, 59). Sialinsaureacetylesterase ist ein
negativer Regulator der B-Zell Signalisierung, der auf inhibitorische Rezeptoren wirkt und
bei Mausen fuhrt ein SIAE-Defekt zum Verlust der B-Zelltoleranz und zur spontanen Ent-
wicklung von Autoantikdrpern (59). Da der hier gefundene Einzelnukleotidpolymorphismus
jedoch keinen Esterasedefekt nach sich zieht, bleibt seine mdogliche Bedeutung fiur die
Genese von Autoantikdrpern vorerst unklar (67). Bei einem der dahin gehend untersuchten
Patienten lieBen sich jedoch mittels EliSpot PIT-1-reaktive zytotoxische T-Zellen nachwei-
sen (4), sodass moglicherweise auf noch unbekanntem Wege entstandene immunreaktive
zytotoxische T-Zellen hypophysare Zellen, die PIT-1-Peptide zusammen mit MHC |-
Molekulen auf ihrer Oberflache exprimieren, zerstdren kénnten. Im Verlaufe eines solchen
Prozesses konnte sich in einem proinflammatorischen Umfeld eine humorale Immunant-
wort gegenuber PIT-1 aufbauen. Die bei einem der Patienten nachgewiesenen lymphozy-
taren Infiltrate in Hypophyse, Thyreoidea, Nebenniere, Leber und Pankreas waren ein
moglicher Hinweis auf eine pathologische T-Zellfunktion (4, 66).

Unklar bleibt auch, ob den Autoantikdrpern selbst eine pathologische Rolle bei der Gene-
se des EntzUndungsprozesses und der Zerstérung PIT-1 exprimierender Zellen im HVL
zugeschrieben werden kann. In vitro zeigten die Antikdrper keine komplementabhangigen
zytotoxischen Effekte gegentber PIT-1 exprimierenden GH3-Zellen oder gegenuber Zellen
aus Primarkulturen muriner Hypophysen. Sie beeinflussten weder die Proliferationsrate von
GH3-Zellen noch deren PIT-1-Transkription und GH- oder PRL-Sekretion. PIT-1 als intra-
nuklearer Transkriptionsfaktor ist fur zirkulierende Antikérper auch nicht akzessibel. Anti-
PIT-1 kdnnen immunpathologische Reaktionen erst sekundar nach Schédigung und
Freisetzung von PIT-1 aus den exprimierenden Zellen initiieren. Die Antikdrper stellen somit
eher ein Epiphanomen des Krankheitsprozesses dar, das wegen seiner Assoziation mit
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dem Krankheitsbild jedoch von diagnostischer Bedeutung sein kénnte. Der Nachweis von
PIT-1-spezifischen reaktiven zytotoxischen T-Zellen spricht daftr, dass in erster Linie
zellulare Immunprozesse fur die Entstehung dieser Form der Hypophysitis verantwortlich
sein durften wobei aber die kombinierte Defizienz von GH, PRL und TSH, den drei von PIT-
1 gesteuerten Hormonen und die Anwesenheit eines spezifisch gegen PIT-1 gerichteten
Autoantikérpers im Kontext einer lymphozytaren Hypophysitis mit selektivem Untergang
der korrespondierenden hormonproduzierenden Zellen vermuten lassen, dass diesen
Antikdérpern auch eine noch unbekannte Roll in der Pathogenese der Erkrankung zukom-
men koénnte. Es wére zu Uberprufen, ob Patienten mit derartigen kombinierten Hormonde-
fizienzen ohne Mutationen im PI/T-1-Gen ahnliche Autoimmunphanomene entwickeln,
zumal da sich bei den meisten Patienten mit CPHD keine Mutationen in den Genen der
beteiligten Transkriptionsfaktoren nachweisen lassen.

Da die fur ein differenziertes therapeutisches Vorgehen erforderliche sichere Abgrenzung
der autoimmunen Hypophysitis von anderen pathologischen Prozessen zur Zeit nur histo-
logisch, d. h. nach transsphenoidaler Intervention, moglich ist, kdnnte dem Nachweis
krankheitsspezifischer Autoantikdrper gegen Transkriptionsfaktoren auch bei anderen
Formen nicht genetisch bedingter Hormon-Defizienzen eine diagnostische Bedeutung
zukommen. Antikdrper gegen den fur die terminale Differenzierung kortikotroper Zellen
bendtigten Transkriptionsfaktor TPIT wurden bei Patienten mit Hypophysitis und ACTH-
Defizienz beobachtet (57), solche gegen die Transkriptionsfaktoren SOX9, und SOX10 bei
APS-1-Patienten (35).

4 Nachweismethoden

Fur den Nachweis von PIT-1-Autoantikérpern stehen verschiedene Methoden zur Verfi-
gung:

4.1 Indirekter Immunfluoreszenztest: In Gewebeschnitten humaner oder muriner
Hypophysen reagieren die Antikorper spezifisch mit intranukledr gelegenem PIT-1 GH-,
PRL- und B-TSH synthetisierender Zellen. Ein positiver vier-stufiger IIFT (Nachweis einer
spezifischen Bindung der im Patientenserum vorkommenden Antikdrper bei simultaner
immunologischer Markierung der hormonsezernierenden Zelle) erlaubt den Verdacht auf
die Anwesenheit von anti-PIT-1-Antikérpern, der allerdings mit antigenspezifischen Me-
thoden bestatigt werden muss.

4.2 ELISA: Ein ELISA mit kommerziellem, rekombinantem in HEK293-Zellen exprimier-
tem PIT-1-Protein (SantaCruz Biochemicals) wurde von Yamamoto und Mitarbeitern be-
schrieben (66).

4.3 Western Blot: Die Antikorper reagieren im Western Blot mit PIT-1 in elektrophore-
tisch aufgetrennten murinen (Maus, Ratte) oder humanen hypophysaren Proteinextrakten
sowie auch mit Extrakten aus GH3-Zellen (rat pituitary adenoma cells) und hPIT-1 expri-
mierenden Cos7- oder HEK293-Zellen. Sie erkennen eine dem Molekulargewicht von PIT-1
entsprechende Proteinbanden von 32,9 bzw. 35,7 kDa (66).

4.4 Lineblot: Rekombinantes, gereinigtes in E. coli oder HEK293-Zellen synthetisiertes
PIT-1-Protein kann, auf Nitrozellulosemembranen gespruht, in Form von Lineblots zum
einfachen Nachweis von PIT-1-Antikérpern herangezogen werden. Da auf einem Blot-
Streifen verschiedene Antigenmengen aufgebracht werden koénnen, ermdglicht der Test
eine semiquantitative Einschatzung der im Serum vorhandenen Antikérperkonzentration
(Abbildung 4).




anti-PIT1-Titer [ng] Abbildung 4 Nachweis von Autoantikdrpern

N, N. P, P. 64 8 4 1 05025 gegen PIT-1 mittels Lineblot. Rekombinantes, in

ngBIre \J‘ * E. coli exprimiertes PIT-1 (kanonische Sequenz,

o | e pET-21a-Vektor [Novagen]) wurde nach Reini-

\ gung mittels Ni#*-Affinitatschromatografie in den

[ auf der Ordinate angegebenen Konzentrationen

| | * [ng/mL] auf Nitrozellulosemembranen gespriiht

4.8- o || (Plotter: SX sciDROP NANO, Scienion AG, Ber-

lin). Die angegebenen Proteinkonzentrationen

entsprechen der sich in einer Spur des 3 mm

[ H L] * breiten Blotstreifens befindenden  absoluten

9= ;- R g Antigenmenge. Die Verwendung unterschiedli-

[ cher Antigenkonzentrationen erlaubt eine semi-

quantitative Abschétzung der im Serum vorhan-

* denen Antikérperkonzentration. Als Funktions-

19,3— -ﬁ | kontrolle (Fko) ist in der funften Spur anti-human-

IgG vom Kaninchen aufgebracht. Gebundene

Antikérper wurden mit Hilfe von mit alkalischer

Fko— -rm: EEEEEEEEES Phosphatase markierten Zweitantikérpern sicht-
] bar gemacht.

N,, N,: Negativkontrollen, Humanserum, Verdinnung 1:200. P,, P, Positivkontrollen. Bei der Titra-
tion eines anti-PIT-1 positiven Serums (Antikorper-Titer in ng Immunglobulin/mL angegeben; Sig-
ma, HPA041646) zeigt sich beim Unterschreiten der Antikérpersattigung eine der Antigenkonzen-
tration angenahert proportionale Abnahme der Farbreaktion (*).

4.5 Radioimmunoprazipitation: Fir den spezifischen Nachweis von Autoantikérpern
gegen PIT-1 wurde von uns ein Radioimmunoprézipitationsassay entwickelt, bei dem in
vitro transkribiertes und translatiertes **S-Methionin-markiertes PIT-1 als Antigen eingesetzt
wird (Abbildung 5).

A B Abbildung 5 Nachweis von  Autoantikdrpern
kDa Alehtio gegen PIT-1 mittels Radioimmunoprazipitationsas-
250 say (RIPA).

160 A Autoradiogramm eines mittels SDS-PAGE aufge-
1;8 trennten, in vitro transkribierten und translatierten
0 sowie **S-Methionin markierten vollstandigen, 6

Histidin-Tags enthaltenden PIT-1-Proteins mit (296
50 Aminosauren, Mr 33,5 kDa) nach Chromatografie
40 auf Sephadex G25 zur Entfernung nicht eingebauten
30 Methionins. Die fur die Synthese als Template
20 dienende cDNA wurde aus dem Plasmid pCMV6-

O e e Entry-POU1F1 (Origene, RC216327) mit sequenz-
0 10 20 30 40 50 60 spezifischen Primern amplifiziert (100 % Uberein-
fezipioker Seumitar simmung ~ mit  der  Konsensus-Sequenz;
NP_000297.1) und in einen modifizierten pCITE-4a-
Vektor (Novagen) kloniert. Das radioaktive Antigen ist frei von Kontaminationen und besitzt das
zu erwartende Molekulargewicht.

B RIPA-Standardkurve: Prazipitation von *S-Methionin-PIT-1 mit einer Mischung zweier polyva-
lenter anti-PIT-1-Antikorper vom Kaninchen (Sigma, HPA041646, SAB4200002). Die Auswertung
des Assays erfolgte nach Frey und Mitarbeitern (28) mit 5 humanen Negativkontrollen.
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