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Wyniki licznych badan wskazuja, iz hormony
plciowe wywieraja duzy wplyw na funkcjono-
wanie ukladu odpornosciowego. U kobiet po
menopauzie w wyniku spadku produkeji hormo-
néw jajnikowych dochodzi do szeregu zaburzen
endokrynnych 1 metabolicznych prowadzacych
do wzrostu ryzyka wystgpowania miazdzycy
tetnic lezacej u podstaw choroby niedokrwienne;j
serca, osteoporozy oraz choroby Alzheimera [1,
3, 5, 9]. Zdrugiej strony w patogenezie tych
choréb duza rolg odgrywa wzmozona aktywnos¢
prozapalna uktadu odpornosciowego [7, 5, 6].
Wiadomo takze, ze stosowanie hormonalnej
terapii zastgpczej (HTZ) u kobiet po menopauzie
moze zapobiegaé wystepowaniu powyzszych
schorzen badz spowolni¢ ich przebieg [8, 2, 4,
9]. Przypuszcza si¢ wigc, iz estrogeny, poza
swoim dziataniem bezposrednim, moga takze
posrednio wplywa¢ na zmniejszenie ryzyka roz-
woju poznych nastepstw menopauzy poprzez
regulacje ekspresji hormonopodobnych pepty-
dow 1 niskoczasteczkowych biatek okreslanych
mianem cytokin i odgrywajacych duza role we
wszystkich reakcjach zapalnych.

Celem niniejszej pracy byla wigc ocena
wplywu menopauzy oraz stosowania HTZ na
ekspresj¢ dwoch cytokin odgrywajacych poten-
cjalng rolg w patogenezie poznych nastepstw
menopauzy: czynnika martwicy guza (TNF)
oraz interleukiny-6 (IL-6).

* Dominik Rachon byl stypendysta ,,Fundacji na rzecz
Nauki Polskiej” — Stypendium Krajowe dla Mlodych Naukow-
coéw na rok 2004.

2 MATERIAL I METODY BADAWCZE
2.1 Material badawczy

Do badan =zakwalifikowano dziewigédziesiat
osiem zdrowych kobiet w wieku pomenopauzal-
nym z objawami niedoboru estrogenow (45-71
lat) oraz siedemdziesiat trzy zdrowe, regularnie
miesigczkujace ochotniczki w wieku od 19 do
32 lat. Po wykluczeniu przeciwwskazan, wszyst-
kim kobietom z grupy pomenopauzalnej zapro-
ponowano rozpoczecie HTZ. Sposréd dziewigc-
dziesigciu osmiu z nich tylko czterdziesci dwie
wyrazity cheé¢ poddania si¢ tego rodzaju terapii
(42.8%). U dziesigciu z nich zastosowano HTZ
droga doustna, natomiast u trzydziestu dwoch
droga parenteralna. Wszystkie zastosowane pre-
paraty zwieraly naturalny 17f3-estradiol w po-
rownywalnych dawkach dobowych. Kobietom
z zachowana macica, ktére przyjmowaty pre-
parat zawierajacy sam E2, celem ochrony endo-
metrium, dodatkowo przez 10 dni w miesiacu
podawano doustnie 10mg octanu medroksypro-
gesteronu. Pacjentki przychodzily na kolejne
wizyty lekarskie po trzech, szesciu i1 dwunastu
miesigcach stosowania terapii. Z pobranej pod-
czas kolejnych wizyt krwi zylnej izolowano
surowice oraz jednojadrzaste komoérki krwi
obwodowej (PBMC), w ktorych badano eks-
presj¢ gendw dla TNF oraz IL-6 metoda
RT-PCR. Wyizolowane PBMC w stgzeniu
10°ml, inkubowano przez 24h bez lub zdo-
datkiem lipopolisacharydu (LPS), w dawce
10ng/ml. Zaktadano takze 24h hodowle PBMC
z dodatkiem rdéznych stezen: 17B-estradiolu
(E2), progesteronu (PG), norethisteronu (NETS)
oraz dexamethasonu (DEXA). W zebranych
surowicach oraz nadsaczach z hodowli PBMC
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oznaczano bioaktywne poziomy TNF oraz IL-6
przy uzyciu linii komérkowych wrazliwych na
te cytokiny (bioassay). Do oznaczenia bioak-
tywnych pozioméw TNF uzyto linii komodrko-
wej WEHI 164, natomiast do oznaczen IL-6 linii
B9. Oznaczen poziomow folikulotropiny (FSH)
oraz E2 dokonano metoda immuno-enzymatycz-
na przy uzyciu komercyjnych zestawow firmy
Biosource (Nivelles, Belgia) wedtug wskazdwek
producenta.

2.2 Analiza statystyczna otrzymanych wynikow

Wszystkich analiz statystycznych dokonano
przy uzyciu programu STATISTICA. Testowanie
normalnosci rozkladu przeprowadzono przy
uzyciu testu W Shapiro-Wilka. Za miar¢ ten-
dencji centralnej przyjeto mediang, a rozstep
mi¢dzykwartylowy zostal uzyty jako miara
rozproszenia. Ze wzgledu na to, iz zmierzone
zmienne nie spelniaty zalozenia normalnosci
rozktadu, w testowaniu hipotez statystycznych
postuzono si¢ testami nieparametrycznymi. Lite-
ra ,,N” oznaczono liczb¢ przypadkéow w danym
tescie. Warto$¢ P<0.05 przyjeto za znamienng
statystycznie. W zaleznosci od modelu doswiad-
czalnego zastosowano nastgpujace testy:

— porownywanie dwodch prob mezaleznych mie-
rzonych W skali nominalnej: test y*> Pearsona
lub test 3> z poprawka Yatesa (jesli liczeb-
nos¢ grupy N>40 1 ktorakolwiek z liczebnosci
oczekiwanych <5 lub 20<N<40 i wszystkie
liczebnosci oczekiwane >5) Iub dokladny
dwustronny test Fishera (jesli 20<N<40
1 ktérakolwiek z liczebnosci oczekiwanych <5
lub N<20);

— poréwnywanie dwoch prob niezaleznych mie-
rzonych w skali interwalowej lub porzadko-
wej: test U Manna-Whitneya;

— poréwnywanie dwoch prob zaleznych mie-
rzonych w skali nominalnej: test McNemara;

— porownywanie dwoch prob zaleznych mie-
rzonych w skali interwalowej lub porzad-
kowej: test kolejnosci par Wilcoxona;

— ocena wptywu wybranych zmiennych objas-
niajacych (niezaleznych) na wartos¢ zmienne;j
zaleznej: metoda analizy regresji  wie-
lokrotne;j.

3 WYNIKI
3.1 Ocena ekspresji genu dla TNF oraz IL-6

W wyniku przeprowadzonych analiz ekspresji
genu dla badanych cytokin w PMBC kobiet
w wieku pomenopauzalnym z klinicznymi obja-
wami niedoboru estrogenow 1 niestosujacych
HTZ wykazano znamiennie czgstsze wystgpo-
wanie jej dodatnich wynikéw, zaréwno dla genu
dla TNF, jak 1IL-6, w porownaniu z kobietami
miodymi. Badajac ekspresj¢ in vitro powyz-
szych cytokin na poziomie bioaktywnego biatka
w hodowlach PBMC, stwierdzono, iz w grupie
kobiet niepalacych, zarowno spontaniczna, jak
i stymulowana LPS-em produkcja TNF oraz
IL-6 przez PBMC kobiet pomenopauzalnych
byla istotnie wigksza w poréwnaniu do kobiet
mlodych. U kobiet po menopauzie, stwierdzono
takze znamiennie wyzsze surowicze poziomy
bioaktywnego TNF i IL-6.

Badajac wplyw wybranych zmiennych kli-
nicznych na podwyzszone poziomy TNF, oraz
IL-6 w surowicy krwi kobiet pomenopauzal-
nych, wykazano, iz w znacznym stopniu korelu-
Jq one z diugosmq okresu od menopauzy. Suro-
wicze poziomy bioaktywnej IL-6 wtej grupie
kobiet byty ponadto silnie dodatnio skorelowane
z warto$ciami wskaznika masy ciata (BMI). Pa-
lenie papierosow mialo istotny wpltyw na po-
ziomy TNF iIL-6 w surowicy. Dodatni wynik
ekspresji genu dla TNF w PMBC kobiet z grupy
pomenopauzalnej miat takze istotny wplyw na
wysoka bioaktywnos$¢ tej cytokiny w surowicy
(tabela 1).

Tabela 1. Wptyw parametréw klinicznych na surowicze pozio-
my TNF oraz IL-6 u kobiet pomenopauzalnych.

TNF 1L-6
B P B P

Czas od menopauzy 0,234 | 0,031 | 0,208 | 0,039
BMI -0,038 | 0,720 | 0,303 | 0,003
Palenie papierosow* 0,249 | 0,020 | 0,215 | 0,041
Poziom FSH 0,109 | 0,327 | 0,142 [ 0,181
Poziom E2 -0,075 | 0,499 | -0,022 | 0,831
Ekspresja genu danej

cytokiny w PBMC* 0,259 | 0,018 | 0,170 | 0,114

B — wspotczynnik regresji, wartos¢ P<0,05 przyjeto za istotng
statystycznie; * zmienne zebrane w skali nominalnej (palenie
papierosow oraz ekspresja genu) byly wlaczone do analizy

w postaci numerycznej: 1 — obecno$¢ danej cechy oraz 0 — brak
danej cechy.
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3.2 Ocena wplywu E2, PG i NETS na produkcje
in vitro bioaktywnego TNF oraz IL-6 przez
PBMC kobiet z grupy pomenopauzalnej

W grupie kobiet pomenopauzalnych, sponta-
niczna produkcja in vitro bioaktywnego TNF
przez PBMC bytla istotnie mnierjsza w obecnosci
PG w stezeniach 10°M 110™°M oraz NETS
w stezeniach 10™M oraz 10°M (rys. 1).

hioaktywry THF (pofml)

¥ p<0.05

EZ
PG
NETS

steFenia horrmonow

Rys. 1. Wptyw E2, PG, NETS oraz DEXA na spontaniczna
produkcje in vitro bioaktywnego TNF przez PBMC kobiet
Z grupy pomenopauzalnej.

Ponadto w tej grupie kobiet NETS w stezeniu
10°M zmniejszat spontaniczna produkcje bioak-
tywnej IL-6. DEXA w stezeniach 107°M-10"*M
znamiennie hamowal spontaniczng produkcje
bioaktywnego TNF oraz IL-6. Inkubacja PBMC
kobiet pomenopauzalnych zE2 w st¢zeniach
10"°M-10"™M istotnie zmniejszata spontaniczng
produkcje bioaktywnego TNF oraz w stgzeniach
10°M i 10°*M bioaktywnej IL-6, ale tylko przez
PBMC kobiet z niskimi stgzeniami E2 w suro-
wicy (<33pmol/l) (rys. 2).
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Rys. 2. Wptyw E2 na spontaniczng produkcj¢ in vitro bioak-
tywnego TNF oraz bioaktywnej IL-6 przez PBMC kobiet
z grupy pomenopauzalnej z niskimi poziomami E2 w surowicy
(<33pmol/l).

3.3 Ocena ekspresji genu dla TNF oraz IL-6
u kobiet pomenopauzalnych w trakcie
stosowania HTZ

Kolejnym etapem badan byta ocena ekspresji
genu dla TNF oraz IL-6 w PBMC kobiet pome-
nopauzalnych w trakcie dwunastu miesiecy sto-
sowania HTZ. Stwierdzono, 1z odsetek dodat-
nich wynikéow ekspresji genu dla TNF zmniej-
szyl si¢ istotnie po szesciu i dwunastu miesia-
cach trwania terapii tylko u kobiet niepalacych
(tabela 2). Takze po dwunastu miesigcach stoso-
wania HTZ u kobiet, ktore nie pality papiero-
sow, doszto do istotnego spadku odsetka dodat-
nich wynikow ekspresji genu dla IL-6 (tabela 3).

Tabela 2. Ocena ekspresji genu dla TNF w PBMC kobiet
w wieku pomenopauzalnym w trakcie stosowania HTZ.

Odsetek dodatnich wynikéw w badanych probkach
Przed HTZ|Po 3 m HTZ|Po 6 m HTZ|Po 12 m HTZ
N=41 N=36 N=40 N=38
U WS 19441 12/36 15/40 17/38
kobiet (46%) (33%) (37%) (45%)
U pala- 11/20 6/19 10/18 12/19
cych (55%) (31%) (55%) (63%)
U niepa- 8/21 6/17 5/22 5/19
lacych (38%) (35%) (23%) * (26%) *

m — miesiacach, N — liczba zbadanych probek; * p<0,05
w stosunku do wyniku sprzed rozpoczgcia HTZ. Roznice
pomig¢dzy grupami oceniano testem McNemara (A/D).

Tabela 3. Ocena ekspresji genu dla IL-6 w PBMC kobiet
w wieku pomenopauzalnym w trakcie stosowania HTZ.

Odsetek dodatnich wynikéw w badanych probkach

Przed HTZ|Po 3 m HTZ[Po 6 m HTZ|Po 12 m HTZ
N=41 N=36 N=40 N=38
u Vlzlsczhy UL 2041 20/36 17/40 15/38
Kobiet (51%) (55%) (42%) (39%)
U pala- 12/20 12/19 11/18 11/19
cych (60%) (63%) (61%) (58%)

U niepa- 10/21 8/17 6/22 4/19

lacych (48%) (47%) (27%) (21%)

m — miesiacach, N — liczba zbadanych probek; * p<0,05
w stosunku do wyniku sprzed rozpoczgcia HTZ. Roznice
pomiedzy grupami oceniano testem McNemara (A/D).

3.4 Ocena bioaktywnych poziomow TNF i IL-6
w nadsqczach znad hodowli PBMC kobiet

pomenopauzalnych w trakcie stosowania
HTZ

Badajac stgzenia bioaktywnego TNF oraz IL-6
w nadsaczach znad hodowli PBMC kobiet stosu-
jacych HTZ, zaobserwowano, iz sa one takze
istotnie nizsze w porownaniu do okresu sprzed
rozpoczgcia terapii. Roéznice te byly istotne
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statystycznie juz po trzech miesigcach w przy-
padku IL-6 oraz szesciu w przypadku TNF
(rys. 3). Nie zaobserwowano natomiast wptywu
stosowania HTZ na stymulowang LPS-em pro-
dukcje in vitro powyzszych cytokin przez PBMC.
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Rys. 3. Ocena spontanicznej produkcji in vitro bioaktywnego
TNF iIL-6 przez PBMC kobiet pomenopauzalnych w trakcie
stosowania HTZ.

3.5 Ocena poziomow bioaktywnego TNF oraz
IL-6 w surowicy kobiet pomenopauzalnych
w trakcie stosowania HTZ

Ostatnim etapem badan byta ocena poziomoéw
bioaktywnego TNF iIL-6 w surowicy krwi ko-
biet stosujacych HTZ.
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Rys. 4. Poziomy bioaktywnego TNF w surowicy krwi kobiet
pomenopauzalnych w trakcie stosowania HTZ.
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Rys. 5. Poziomy bioaktywnej IL-6 w surowicy krwi kobiet
pomenopauzalnych w trakcie stosowania HTZ.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzo-
no, iz po dwunastu miesiacach stosowania HTZ
surowicze poziomy bioaktywnego TNF oraz
IL-6 sa istotnie nizsze w poréwnaniu do okresu
sprzed rozpoczgcia terapii, ale tylko wsrod
kobiet niepalacych papierosow (rys. 4, 5).

4 WNIOSKI

Wyniki powyzszych badan wskazuja, iz meno-
pauza wiaze si¢ z nadekspresja TNF oraz IL-6,
natomiast stosowanie HTZ zapobiega tym zmia-
nom. Poniewaz zarowno TNF jak iIL-6 zdaja
si¢ odgrywaé duza role w patogenezie pdznych
nastgpstw menopauzy, do ktorych zalicza si¢
chorob¢ niedokrwienng serca, osteoporoz¢ oraz
chorobg Alzheimera, mozna przypuszczaé, iz
dzialanie to jest jednym z posrednich mechaniz-
mow ochronnego wpltywu HTZ przed rozwojem
tych schorzen.
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