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Estrogeny posiadaj¹ w³aœciwoœci przeciwmia¿d¿ycowe, jakkolwiek dok³adne mechani-
zmy tego dzia³ania nie zosta³y w pe³ni poznane. Mia¿d¿yca w ostatnich latach zyska³a mia-
no przewlek³ej choroby zapalnej, w której znacz¹c¹ rolê odgrywa zaburzenie homeostazy cy-
tokin, w tym tak¿e interleukiny-6 (IL-6). Celem naszej pracy by³o zbadanie wp³ywu prze-
zskórnej estrogenoterapii na produkcjê IL-6 u kobiet w wieku pomenopauzalnym. Do badañ
zosta³o zakwalifikowanych 50 zdrowych kobiet w wieku pomenopauzalnym, wœród których
wyodrêbniono 2 grupy. W grupie I znalaz³y siê kobiety, które wyrazi³y chêæ poddania siê hor-
monalnej terapii zastêpczej (grupa HTZ), natomiast w grupie II pacjentki, które nie wyrazi-
³y zgody na tego typu leczenie (grupa kontrolna). W surowicy oraz w nads¹czach znad ho-
dowli jednoj¹drzastych komórek krwi obwodowej wyizolowanych z krwi ¿ylnej, zosta³y ozna-
czone wyjœciowe oraz po 6. i 12. mies. obserwacji, poziomy bioaktywnej IL-6 metod¹ biolo-
giczn¹. Po 12. mies. obserwacji, poziomy IL-6 w surowicy kobiet z „grupy HTZ” znacznie
siê obni¿y³y i by³y znamiennie ni¿sze w porównaniu do grupy kontrolnej. Produkcja IL-6 przez
niestymulowane jednoj¹drzaste komórki krwi obwodowej kobiet przyjmuj¹cych HTZ tak¿e ule-
g³a zmniejszeniu w porównaniu do wartoœci wyjœciowych. Podsumowuj¹c wyniki naszych ba-
dañ, mo¿na stwierdziæ, i¿ przezskórna estrogenoterapia zmniejsza produkcjê IL-6 u kobiet
w wieku pomenopauzalnym, co mo¿e byæ jednym z poœrednich mechanizmów przeciwmia¿-
d¿ycowego dzia³ania estrogenów. 

Has³a przedmiotowe: interelukina-6, estrogeny, mia¿d¿yca, menopauza, HRT, cytokiny.
(Przegl¹d Menopauzalny 2002, 2: 23–27) 

WWssttêêpp

Wyniki wielu badañ wykaza³y, ¿e estrogeny posia-
daj¹ w³aœciwoœci przeciwmia¿d¿ycowe, jakkolwiek do-
k³adne mechanizmy tego dzia³ania nie zosta³y w pe³ni

poznane [2, 3, 4]. Mia¿d¿yca w ostatnich latach zyska³a
miano przewlek³ej choroby zapalnej [16], czego dowo-
dem jest obecnoœæ nacieków komórek uk³adu odporno-
œciowego (makrofagów, limfocytów) w blaszkach mia¿-
d¿ycowych [8] oraz obecnoœæ markerów stanu zapalne-
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go w surowicy krwi chorych na mia¿d¿ycê i/lub choro-
bê niedokrwienn¹ serca [19]. Cytokiny s¹ to hormono-
podobne peptydy i niskocz¹steczkowe bia³ka wp³ywa-
j¹ce na funkcje komórek i warunkuj¹ce ich wzajemne
oddzia³ywanie. Do najbardziej znanych przedstawicieli
cytokin zdolnych do indukcji stanu zapalnego nale¿¹:
czynnik martwicy guza (TNF), interleukina-1 (IL-1),
interleukina-8 (IL-8) oraz interleukina-6 (IL-6). 

IL-6 jest plejotropow¹ cytokin¹ o masie cz¹stecz-
kowej 26 kDa, produkowan¹ przez ró¿ne komórki or-
ganizmu ludzkiego. Bierze ona udzia³ w regulowaniu
odpowiedzi immunologicznej, hematopoezie oraz re-
akcji ostrej fazy [10]. Poza wp³ywem na odpornoœæ hu-
moraln¹, aktywacjê limfocytów T [9], dojrzewanie me-
gakariocytów [20] oraz produkcjê bia³ek ostrej fazy
[13], zdaje siê tak¿e braæ udzia³ w patogenezie ró¿nych
chorób, w tym tak¿e mia¿d¿ycy i jej póŸnych na-
stêpstw [5, 7, 15,17, 18]. 

Celem naszej pracy by³o zbadanie wp³ywu prze-
zskórnej estrogenoterapii na produkcjê IL-6 u kobiet
w wieku pomenopauzalnym. Byæ mo¿e przeciwmia¿-
d¿ycowy efekt dzia³ania estrogenów zwi¹zany jest
z ich hamuj¹cym wp³ywem na produkcjê IL-6 – cyto-
kiny zdaj¹cej siê odgrywaæ du¿¹ rolê w patogenezie
mia¿d¿ycy i jej póŸnych powik³añ. 

MMaatteerriiaa³³

W badaniach wziê³o udzia³ 50 zdrowych kobiet
w wieku od 45 do 71 lat, z klinicznymi objawami niedo-
boru estrogenów i poziomami FSH >40 U/l. Pacjentki
podzielono na 2 grupy. W grupie I znalaz³y siê kobiety,
które wyrazi³y chêæ poddania siê hormonalnej terapii za-

stêpczej (grupa HTZ), natomiast w grupie II pacjentki,
które nie wyrazi³y zgody na tego typu leczenie (grupa
kontrolna). W tab. I przedstawiono ogóln¹ charaktery-
stykê badanych kobiet z obydwu grup. Po wykluczeniu
przeciwwskazañ do estrogenoterapii, kobiety z grupy
HTZ rozpoczê³y przyjmowaæ 17β-estradiol w dawce 50
µg/dobê drog¹ przezskórn¹ (Estraderm 50MX, Novartis
PharmaAG, Bazyleja) przez wszystkie dni w mies. oraz
10 mg octanu medroksyprogesteronu (Provera, Pharma-
cia and Upjohn, Ascoli Piceno) drog¹ doustn¹ przez 10
dni w mies. Od wszystkich kobiet przed oraz po 6. i 12.
mies. obserwacji pobrano 20 ml krwi ¿ylnej do badañ.
Zgoda na przeprowadzenie powy¿szych badañ zosta³a
wydana przez Niezale¿n¹ Komisjê Etyki Badañ Nauko-
wych przy Akademii Medycznej w Gdañsku. 

MMeettooddyy  bbaaddaawwcczzee

1. Uzyskiwanie surowic 
Surowice uzyskiwano z 5 ml krwi ¿ylnej, któr¹ po-
brano do sterylnej probówki. Krew wirowano
przez 15 min przy prêdkoœci 2 500 obrotów/min.
Nastêpnie surowicê zbierano do sterylnych plasti-
kowych probówek o pojemnoœci 1 ml i przechowy-
wano w temperaturze -70oC do dnia badania. 

2. Izolacja jednoj¹drzastych komórek krwi obwo-
dowej (PBMC)
15 ml krwi ¿ylnej pobranej do sterylnej probówki
na EDTA, rozcieñczano w buforowanym roztworze
soli fizjologicznej (PBS) (Gibco BRL, Life Techno-
logies, Berlin) w stosunku 1:1 i nawarstwiano na
mieszaninê Ficollu (Amersham Pharmacia Biotech
AG, Uppsala) i Uropoliny (Polfa, Starogard) o gê-
stoœci 1,077 g/ml. Nastêpnie wirowano przez 15

Tab. I. Porównanie kobiet z obydwu grup na pocz¹tku badania

Grupa HTZ Grupa kontrolna
n=30 n=20

wiek (lata) 51,75±5,09 52,91±4,6

czas od ostatniej miesi¹czki (lata) 3,1±3,87 3,78±6,03

BMI 25,85±2,97 27,89±5,68

palenie papierosów (%) 11 (37%) 7 (35%)

poziomy FSH w surowicy (IU/L) 68,69±27,54 69,84±20,04

poziomy 17β-estradiolu w surowicy (pmol/l) 124,62±196,72 135,75±155,23

poziomy IL-6 w surowicy (pg/ml) 7,82±5,17 7,11±4,98

poziomy IL-6 w nads¹czach z hodowli PBMC 11,11±4,44 10,78±3,97

grupa HTZ – kobiety, które wyrazi³y chêæ stosowania hormonalnej terapii zastêpczej

grupa kontrolna – kobiety, które nie wyrazi³y zgody na hormonaln¹ terapiê zastêpcz¹
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min przy prêdkoœci 2 500
obrotów/min. Pipet¹ paste-
rowsk¹ œci¹gano interfazê,
która zawiera³a PBMC. Po
3-krotnym p³ukaniu komó-
rek w PBS, zawieszano je
w medium RPMI 1640
(Gibco BRL, Life Technolo-
gies, Berlin) z dodatkiem
5% p³odowej surowicy cie-
lêcej (FCS) (Gibco BRL, Li-
fe Technologies, Berlin). 

3. Hodowle PBMC
Hodowle z PBMC zak³ada-
no na 24-do³kowych plasti-
kowych p³ytkach zawiesza-
j¹c 1 x 106 komórek w 1 ml
medium RPMI 1640 z do-
datkiem 5% FCS. Po 24
godz. inkubacji w temp.
37oC, w atmosferze zawieraj¹cej 5% CO2, w 100%
wilgotnoœci, zbierano nads¹cze (supernatanty)
znad hodowli i przechowywano w temperaturze -
70oC do dalszych oznaczeñ. 

4. Oznaczanie aktywnoœci IL-6
Aktywnoœæ IL-6 w surowicy i supernatantach znad
hodowli PBMC oznaczano u¿ywaj¹c linii komór-
kowej B9 wra¿liwej na ludzk¹ IL-6 (dar od dr Lu-
cien Aarden, Holenderski Czerwony Krzy¿, Am-
sterdam). Komórki B9 hodowano w medium RPMI
1640 z 2-merkaptoetanolem (2-ME), penicylin¹,
streptomycyn¹, glutamin¹, pirogronianem i 10
U/ml ludzkiej rekombinowanej IL-6 (Sigma). Do
do³ków eksperymentalnych na 96-do³kowej, steryl-
nej plastikowej p³ytce p³askodennej dodawano 10 x
103/50 (l komórek B9, uprzednio wyp³ukanych czy-
stym RPBMI 1640, zawieszonych w medium zawie-
raj¹cym RPMI 1640, 5% FCS, 2 mM L-glutaminê
oraz penicylinê i streptomycynê oraz 10 µl rozcieñ-
czonej 1:10 próbki (badanej surowicy lub superna-
tantu znad hodowli PBMC). Próby wykonano
w trzech powtórzeniach. Nastêpnie p³ytki inkubo-
wano przez 48 godz. w cieplarce w temp. 37oC,
w atmosferze zawieraj¹cej 5% CO2 i 100% wilgot-
noœci. ¯ywotnoœæ komórek mierzono testem kolory-
metrycznym przy u¿yciu (3-4.5 dimethylthiazol-2-
yl)-2.5 diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) (Sig-
ma, Steinheim). Po 48-godzinnej inkubacji do ka¿-
dego do³ka 96-do³kowej p³ytki dodano po 20 µl roz-
tworu sterylnego MTT – o stê¿eniu 5 mg/ml i inku-
bowano przez nastêpne 3 godz. w cieplarce w temp.
37oC w atmosferze zawieraj¹cej 5% CO2 i 100%
wilgotnoœci. Po inkubacji do ka¿dego do³ka doda-
wano 100 µl kwaœnego izopropanolu 0,04 NHCl

i wytrz¹sano przez 15 min do rozpuszczenia krysz-
ta³ków MTT. Odczyt gêstoœci optycznej wykonano
przy pomocy urz¹dzenia Labsystems Multiscan®

MCC/340, przy d³ugoœci fali 570 nm. Otrzymane
wyniki z do³ków eksperymentalnych porównywano
z wynikami otrzymanymi z do³ków zawieraj¹cych
seryjne rozcieñczenia ludzkiej rekombinowanej 
IL-6. Aby potwierdziæ specyficznoœæ testu do wy-
branych losowo do³ków dodawano poliklonalne
przeciwcia³o anty-IL-6 (Genzyme, Russelsheim)
w mianie 1:10, 1:20 oraz 1:50 do wybranych do³-
ków. Przeciwcia³o to ca³kowicie hamowa³o zdol-
noœæ komórek B9 do IL-6 zale¿nej proliferacji. 

5. Oznaczenia poziomów hormonów
Oznaczeñ wyjœciowych poziomów FSH i 17β-es-
tradiolu w surowicy dokonano metod¹ immunoen-
zymatyczn¹ przy u¿yciu komercyjnego zestawu
firmy Abbott AxSYM (Abbott Park, IL, USA). 

6. Statystyczne opracowanie wyników
Otrzymane wyniki analizowano przy u¿yciu pro-
gramu komputerowego Statistica’99 dla Windows.
Ró¿nice pomiêdzy dwoma badanymi grupami oce-
niano przy u¿yciu testu Studenta dla prób niezale¿-
nych. Wp³yw HTZ na poziomy IL-6 oceniano te-
stem Studenta dla prób zale¿nych. 

WWyynniikkii

Wyjœciowe poziomy IL-6 w surowicy krwi oraz
w nads¹czach z hodowli PBMC kobiet z obydwu grup
nie ró¿ni³y siê w obydwu badanych grupach (tab. I). Po
12. mies. obserwacji w surowicy kobiet z grupy HTZ,
poziomy bioaktywnej IL-6 by³y znamiennie ni¿sze po

Ryc. 1. Wp³yw przezskórnej estrogenoterapii na poziomy IL–6 w surowicy kobiet
w wieku pomenopauzalnym

P<0.05
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12. mies. obserwacji w porównaniu do kobiet z grupy
kontrolnej (6,62±4,68 pg/ml vs 9,5±5,4 pg/ml, p<0,05),
u których dosz³o do niewielkiego ich wzrostu (ryc. 1.). 

Ponadto w grupie kobiet przyjmuj¹cych HTZ pro-
dukcja bioaktywnej IL-6 przez niestymulowane
PBMC znacznie siê obni¿y³a po 12. mies. jej trwania
(14,83±6,37 pg/ml vs 11,11±4,44 pg/ml, p<0,05)
(ryc. 2.). W grupie kontrolnej spontaniczna produk-
cja IL-6 przez PBMC po 12. mies. obserwacji nie-
znacznie siê zwiêkszy³a, jakkolwiek ró¿nica ta nie
by³a istotna statystycznie (p>0,05). 

Podsumowuj¹c uzyskane wyniki mo¿na stwierdziæ,
¿e przezskórna estrogenoterapia zmniejsza produkcjê IL-
6 u kobiet w wieku pomenopauzalnym. 

DDyysskkuussjjaa

Wyniki licznych badañ wykaza³y, i¿ estrogeny po-
siadaj¹ w³aœciwoœci przeciwmia¿d¿ycowe, a hormo-
nalna terapia zastêpcza opóŸnia rozwój mia¿d¿ycy [3,
4]. Dok³adne mechanizmy tego zjawiska nie zosta³y
jednak w pe³ni poznane. IL-6 jako jeden z g³ównych
mediatorów reakcji zapalnej, mo¿e braæ udzia³ w pato-
genezie mia¿d¿ycy i jej póŸnych nastêpstw. Wyniki ba-
dañ na zwierzêcym modelu mia¿d¿ycy dowiod³y, i¿
17β-estradiol hamuje ekspresjê IL-6 w p³ytkach mia¿-
d¿ycowych [18]. 

Celem naszej pracy by³o zbadanie wp³ywu prze-
zskórnego podawania 17β-estradiolu na produkcjê IL-6

u kobiet w wieku pomenopau-
zalnym. Wyniki naszych badañ
wykaza³y, i¿ po 12. mies. przyj-
mowania przezskórnej estroge-
noterapii, zarówno poziomy
IL-6 w surowicy, jak i sponta-
niczna produkcja IL-6 przez
niestymulowane PBMC by³a
znamiennie ni¿sza w porówna-
niu do kobiet, które nie wyrazi-
³y zgody na leczenie hormonal-
ne i u których po roku obserwa-
cji poziomy IL-6 w surowicy
nieznacznie siê podwy¿szy³y.
Poprzednie wyniki wielolet-
nich badañ naszego zespo³u
wykaza³y, i¿ produkcja IL-6 ro-
œnie wraz z wiekiem. Ponadto
jednoj¹drzaste komórki krwi
osób starych charakteryzuj¹ siê
konstytutywn¹ ekspresj¹ genu
koduj¹cego IL-6 [14]. Jaki jest
jednak udzia³ wzrastaj¹cej pro-
dukcji IL-6 w rozwoju mia¿-

d¿ycy? Okazuje siê, i¿ IL-6 mo¿e braæ zarówno poœred-
ni, jak i bezpoœredni udzia³ w patogenezie mia¿d¿ycy
i jej póŸnych powik³añ. IL-6 posiada w³aœciwoœci che-
motaktyczne w stosunku do niektórych komórek, two-
rz¹cych naciek w obrêbie p³ytki mia¿d¿ycowej [1]. Po-
nadto poprzez zwiêkszanie produkcji p³ytkowego czyn-
nika wzrostu (PDGF), IL-6 pobudza proliferacjê komó-
rek miêœniówki g³adkiej naczyñ, co jest jednym z klu-
czowych mechanizmów aterogenezy [6]. Obecnoœæ pod-
wy¿szonych poziomów IL-6 wiele lat przed wyst¹pie-
niem zawa³u serca sugeruje udzia³ tej cytokiny w proce-
sie uszkodzenia p³ytki mia¿d¿ycowej [15]. Aktywowane
przez IL-6 limfocyty T s¹ obecne w p³ytce mia¿d¿yco-
wej i prawdopodobnie poprzez produkowanie cytokin
prozapalnych przyczyniaj¹ siê do jej destabilizacji i ro-
zerwania [11]. IL-6 jako silny induktor produkcji bia³ek
ostrej fazy, zwiêksza stê¿enie fibrynogenu w surowicy
[12]. Ponadto IL-6 stymuluje trombopoezê i aktywacjê
trombocytów [20]. Te prokoagulacyjne efekty dzia³ania
IL-6 zwiêkszaj¹ ryzyko zakrzepów oraz tak¿e prowadz¹
do destabilizacji p³ytki mia¿d¿ycowej. Stosowanie wiêc
terapii zmniejszaj¹cych nadmiern¹ produkcjê IL-6 mo¿e
mieæ dzia³anie przeciwmia¿d¿ycowe. 

WWnniioosskkii

Podsumowuj¹c wyniki naszych badañ, mo¿na
stwierdziæ, i¿ przezskórna estrogenoterapia zmniejsza
produkcjê IL-6 u kobiet w wieku pomenopauzalnym co
mo¿e byæ jednym z poœrednich mechanizmów prze-
ciwmia¿d¿ycowego dzia³ania estrogenów. 

Ryc. 2. Wp³yw przezskórnej estrogenoterapii na produkcjê IL–6 przez niestymu-
lowane jednoj¹drzaste komórki krwi obwodowej (PBMC) kobiet w wieku pome-
nopauzalnym in vitro

wyjœciowe po 6 mies. po 12 mies.
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Summary
Objective: To investigate the influence of transdermal oestrogen replacement therapy on

interleukin-6 (IL-6) production in postmenopausal women. 
Design: Prospective study. 
Materials and Methods: Both the serum levels and spontaneous IL-6 production by pe-

ripheral blood mononuclear cells (PBMC) in postmenopausal women were measured befo-
re and after 6 and 12 months of HRT using the B9 hybrydoma bioassay. The subjects were
50 healthy postmenopausal women who were divided into two groups. The HRT group
(n=30) started receiving transdermal oestrogen (17ß-oestradiol 50 µg/day) with a 10 day
progestogen regimen (oral medroxyprogesteron acetate 10 mg/day). The control group con-
sisted of 20 women who did not agree to HRT. 

Results: At baseline, women from both groups had similar mean IL-6 levels in the sera
and PBMC cultures. After 12 months, serum IL-6 levels were significantly lower among wo-
men from the HRT group compared to the control group (p<0.05). HRT also decreased spon-
taneous IL-6 production by PBMC after 12 months (p<0.05). 

Conclusions: Our results indicate that transdermal oestrogen replacement therapy de-
creases IL-6 production among postmenopausal women. This effect may contribute to the
antiatherogenic properties of oestrogens. 

Key words: interleukin-6, oestrogen, atherosclerosis, menopause, hormone replacement
therapy (HRT), cytokines.


