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Estrogeny posiadajg wiasciwosci przeciwmiazdzycowe, jakkolwiek doktadne mechani-
zmy tego dziatania nie zostaty w petni poznane. Miazdzyca w ostatnich latach zyskata mia-
no przewlekltej choroby zapalnej, w ktorej znaczqcq role odgrywa zaburzenie homeostazy cy-
tokin, w tym takze interleukiny-6 (IL-6). Celem naszej pracy byto zbadanie wptywu prze-
zskdrnej estrogenoterapii na produkcje IL-6 u kobiet w wieku pomenopauzalnym. Do badari
zostato zakwalifikowanych 50 zdrowych kobiet w wieku pomenopauzalnym, wsrod ktorych
wyodrebniono 2 grupy. W grupie I znalazty si¢ kobiety, ktore wyrazity cheé poddania sig hor-
monalnej terapii zastgpczej (grupa HTZ), natomiast w grupie Il pacjentki, ktore nie wyrazi-
ty zgody na tego typu leczenie (grupa kontrolna). W surowicy oraz w nadsqczach znad ho-
dowli jednojqdrzastych komorek krwi obwodowej wyizolowanych z krwi Zylnej, zostaty ozna-
czone wyjsciowe oraz po 6. i 12. mies. obserwacji, poziomy bioaktywnej IL-6 metodq biolo-
giczng. Po 12. mies. obserwacji, poziomy IL-6 w surowicy kobiet z ,,grupy HTZ” znacznie
sig obnizyty i byly znamiennie nizsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Produkcja IL-6 przez
niestymulowane jednojqgdrzaste komorki krwi obwodowej kobiet przyjmujgcych HTZ takze ule-
gla zmniejszeniu w porownaniu do wartosci wyjsciowych. Podsumowujqc wyniki naszych ba-
dan, mozna stwierdzic, iz przezskorna estrogenoterapia zmniejsza produkcje IL-6 u kobiet
w wieku pomenopauzalnym, co moze byc jednym z posrednich mechanizmow przeciwmiaz-
dzycowego dziatania estrogenow.

Hasta przedmiotowe: interelukina-6, estrogeny, miazdzyca, menopauza, HRT, cytokiny.
(Przeglqd Menopauzalny 2002, 2: 23-27)

Wstgp poznane [2, 3, 4]. Miazdzyca w ostatnich latach zyskata
miano przewleklej choroby zapalnej [16], czego dowo-

Wyniki wielu badan wykazaly, ze estrogeny posia-  dem jest obecnos¢ naciekéw komérek uktadu odporno-
daja whasciwosci przeciwmiazdzycowe, jakkolwiek do-  Sciowego (makrofagéw, limfocytéw) w blaszkach miaz-
ktadne mechanizmy tego dzialania nie zostaly w pelni ~ dzycowych [8] oraz obecnos¢ markeréw stanu zapalne-
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Tab. 1. Poréwnanie kobiet z obydwu grup na poczatku badania

Grupa HTZ Grupa kontrolna

n=30 n=20
wiek (lata) 51,75+5,09 52,91+4,6
czas od ostatniej miesigczki (lata) 3,1+3,87 3,78+6,03
BMI 25,85+2,97 27,89+5,68
palenie papierosow (%) 11 (37%) 7 (35%)
poziomy FSH w surowicy (IU/L) 68,69+27,54 69,84+20,04
poziomy 17B-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 nadsaczach z hodowli PBMC 11,11+4,44 10,78+3,97

grupa HTZ — kobiety, ktdre wyrazity chec stosowania hormonalnej terapii zastgpczej
grupa kontrolna — kobiety, ktdre nie wyrazity zgody na hormonalng terapie zastgpczq

go w surowicy krwi chorych na miazdzycg i/lub choro-
be niedokrwienng serca [19]. Cytokiny sg to hormono-
podobne peptydy i niskoczgsteczkowe biatka wptywa-
jace na funkcje komérek i warunkujgce ich wzajemne
oddziatlywanie. Do najbardziej znanych przedstawicieli
cytokin zdolnych do indukcji stanu zapalnego nalezg:
czynnik martwicy guza (TNF), interleukina-1 (IL-1),
interleukina-8 (IL-8) oraz interleukina-6 (IL-6).

IL-6 jest plejotropowq cytoking o masie czastecz-
kowej 26 kDa, produkowang przez ré6zne komérki or-
ganizmu ludzkiego. Bierze ona udzial w regulowaniu
odpowiedzi immunologicznej, hematopoezie oraz re-
akcji ostrej fazy [10]. Poza wptywem na odpornos¢ hu-
moralng, aktywacje¢ limfocytéw T [9], dojrzewanie me-
gakariocytow [20] oraz produkcj¢ bialek ostrej fazy
[13], zdaje si¢ takze brac udziat w patogenezie réznych
choréb, w tym takze miazdzycy i jej péZnych na-
stepstw [5, 7, 15,17, 18].

Celem naszej pracy byto zbadanie wpltywu prze-
zskérnej estrogenoterapii na produkcje IL-6 u kobiet
w wieku pomenopauzalnym. By¢ moze przeciwmiaz-
dzycowy efekt dzialania estrogenéw zwigzany jest
z ich hamujacym wplywem na produkcje IL-6 — cyto-
kiny zdajacej si¢ odgrywac duzg role w patogenezie
miazdzycy i jej péZznych powiktari.

Materiat

W badaniach wzigto udzial 50 zdrowych kobiet
w wieku od 45 do 71 lat, z klinicznymi objawami niedo-
boru estrogenéw i poziomami FSH >40 U/l. Pacjentki
podzielono na 2 grupy. W grupie I znalazty si¢ kobiety,
ktére wyrazity cheé poddania si¢ hormonalnej terapii za-
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stepczej (grupa HTZ), natomiast w grupie Il pacjentki,
ktére nie wyrazily zgody na tego typu leczenie (grupa
kontrolna). W tab. I przedstawiono ogdlng charaktery-
styke badanych kobiet z obydwu grup. Po wykluczeniu
przeciwwskazan do estrogenoterapii, kobiety z grupy
HTZ rozpoczety przyjmowaé 17B-estradiol w dawce 50
lg/dobe drogg przezskérng (Estraderm SOMX, Novartis
PharmaAG, Bazyleja) przez wszystkie dni w mies. oraz
10 mg octanu medroksyprogesteronu (Provera, Pharma-
cia and Upjohn, Ascoli Piceno) drogg doustng przez 10
dni w mies. Od wszystkich kobiet przed oraz po 6.1 12.
mies. obserwacji pobrano 20 ml krwi zylnej do badari.
Zgoda na przeprowadzenie powyzszych badafi zostata
wydana przez Niezalezng Komisj¢ Etyki Badan Nauko-
wych przy Akademii Medycznej w Gdansku.

Metody badawcze

1. Uzyskiwanie surowic
Surowice uzyskiwano z 5 ml krwi zylnej, ktérg po-
brano do sterylnej probowki. Krew wirowano
przez 15 min przy predkosci 2 500 obrotéw/min.
Nastepnie surowice zbierano do sterylnych plasti-
kowych probéwek o pojemnosci 1 ml i przechowy-
wano w temperaturze -70°C do dnia badania.

2. Izolacja jednojadrzastych komérek krwi obwo-
dowej (PBMC)
15 ml krwi zylnej pobranej do sterylnej probéwki
na EDTA, rozcieficzano w buforowanym roztworze
soli fizjologicznej (PBS) (Gibco BRL, Life Techno-
logies, Berlin) w stosunku 1:1 i nawarstwiano na
mieszaning Ficollu (Amersham Pharmacia Biotech
AG, Uppsala) i Uropoliny (Polfa, Starogard) o g¢-
stosci 1,077 g/ml. Nastepnie wirowano przez 15
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min przy predkosci 2 500 0
obrotéw/min. Pipetg paste-
rowska sciggano interfaze, 18 —e— grupa kontrolna
ktéra zawierata PBMC. Po | = == grupa HTZ
3-krotnym ptukaniu komé6- §0 -
rek w PBS, zawieszano je E 14 N T
w medium RPMI 1640 | ¥ |, - .
(Gibco BRL, Life Technolo- | £ : : :
gies, Berlin) z dodatkiem | z 10 ' :
5% plodowej surowicy cie- ‘j 8 a — .
lecej (FCS) (Gibco BRL, Li- | 7 n RRRRRRLELEEE . PN . shsc* P<0.05
fe Technologies, Berlin). £ 6 i
g 4 - - - 4
. Hodowle PBMC - : z
Hodowle z PBMC zaktada- 2 - X -
no na 24-dotkowych plasti- 0
kowych ptytkach zawiesza- wyjsciowe po 6 mies. po 12 mies.

jac 1 x 10° komérek w 1 ml

medium RPMI 1640 z do- Ryc. 1. Wplyw przezskdérnej estrogenoterapii na poziomy IL-6 w surowicy kobiet
datkiem 5% FCS. Po 24 W wieku pomenopauzalnym

godz. inkubacji w temp.
37°C, w atmosferze zawierajacej 5% CO,, w 100%
wilgotnosci, zbierano nadsgcze (supernatanty)
znad hodowli i przechowywano w temperaturze -
70°C do dalszych oznaczeri.

. Oznaczanie aktywnosci IL-6
Aktywnos¢ IL-6 w surowicy i supernatantach znad
hodowli PBMC oznaczano uzywajac linii komor-
kowej B9 wrazliwej na ludzka 1L-6 (dar od dr Lu-
cien Aarden, Holenderski Czerwony Krzyz, Am-
sterdam). Komorki B9 hodowano w medium RPMI
1640 z 2-merkaptoetanolem (2-ME), penicylina,
streptomycyng, glutaming, pirogronianem i 10
U/ml ludzkiej rekombinowanej IL-6 (Sigma). Do
dotkéw eksperymentalnych na 96-dotkowe;j, steryl-
nej plastikowej ptytce ptaskodennej dodawano 10 x
10%/50 (1 komérek B9, uprzednio wyptukanych czy-
stym RPBMI 1640, zawieszonych w medium zawie-
rajacym RPMI 1640, 5% FCS, 2 mM L-glutaming
oraz penicyling i streptomycyne oraz 10 pl rozcien-
czonej 1:10 prébki (badanej surowicy lub superna-
tantu znad hodowli PBMC). Préby wykonano
w trzech powtérzeniach. Nastgpnie ptytki inkubo-
wano przez 48 godz. w cieplarce w temp. 37°C,
w atmosferze zawierajacej 5% CO’ i 100% wilgot-
nosci. Zywotnos¢ komérek mierzono testem kolory-
metrycznym przy uzyciu (3-4.5 dimethylthiazol-2-
y)-2.5 diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) (Sig-
ma, Steinheim). Po 48-godzinnej inkubacji do kaz-
dego dotka 96-dotkowej ptytki dodano po 20 pl roz-
tworu sterylnego MTT — o stgzeniu 5 mg/ml i inku-
bowano przez nastepne 3 godz. w cieplarce w temp.
37°C w atmosferze zawierajacej 5% CO:2 1 100%
wilgotnosci. Po inkubacji do kazdego dotka doda-
wano 100 pl kwasnego izopropanolu 0,04 NHCI
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1 wytrzasano przez 15 min do rozpuszczenia krysz-
tatkow MTT. Odczyt gestosci optycznej wykonano
przy pomocy urzadzenia Labsystems Multiscan®
MCC/340, przy dtugosci fali 570 nm. Otrzymane
wyniki z dotkéw eksperymentalnych poréwnywano
z wynikami otrzymanymi z dotkéw zawierajacych
seryjne rozcieficzenia ludzkiej rekombinowanej
IL-6. Aby potwierdzi¢ specyficznos¢ testu do wy-
branych losowo dotkéw dodawano poliklonalne
przeciwciatlo anty-IL-6 (Genzyme, Russelsheim)
w mianie 1:10, 1:20 oraz 1:50 do wybranych dot-
koéw. Przeciwcialo to catkowicie hamowato zdol-
nos¢ komérek B9 do IL-6 zaleznej proliferacii.

5. Oznaczenia pozioméw hormonéw
Oznaczeri wyjsciowych pozioméw FSH i 17B-es-
tradiolu w surowicy dokonano metoda immunoen-
zymatyczng przy uzyciu komercyjnego zestawu
firmy Abbott AxXSYM (Abbott Park, IL, USA).

6. Statystyczne opracowanie wynikéw
Otrzymane wyniki analizowano przy uzyciu pro-
gramu komputerowego Statistica’99 dla Windows.
Réznice pomigdzy dwoma badanymi grupami oce-
niano przy uzyciu testu Studenta dla préb niezalez-
nych. Wptyw HTZ na poziomy IL-6 oceniano te-
stem Studenta dla préb zaleznych.

Wyniki

Wyjsciowe poziomy IL-6 w surowicy krwi oraz
w nadsaczach z hodowli PBMC kobiet z obydwu grup
nie réznity si¢ w obydwu badanych grupach (tab. I). Po
12. mies. obserwacji w surowicy kobiet z grupy HTZ,
poziomy bioaktywnej IL-6 byly znamiennie nizsze po
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12]

u kobiet w wieku pomenopau-
zalnym. Wyniki naszych badar
wykazaly, iz po 12. mies. przyj-
mowania przezskornej estroge-
noterapii, zaréwno poziomy
IL-6 w surowicy, jak i sponta-
niczna produkcja IL-6 przez
niestymulowane PBMC byta
zZnamiennie nizsza w poréwna-

p<0,05

IL-6 w nadsgczach z hodowli PMBC (pg/ml)

niu do kobiet, ktére nie wyrazi-
ty zgody na leczenie hormonal-
ne i u ktérych po roku obserwa-
cji poziomy IL-6 w surowicy
nieznacznie si¢ podwyzszyly.
Poprzednie wyniki wielolet-
nich badain naszego zespotu

wyjsciowe po 6 mies.

po 12 mies.

wykazaty, iz produkcja IL-6 ro-
$nie wraz z wiekiem. Ponadto
jednojadrzaste komoérki krwi

Ryc. 2. Wplyw przezskérnej estrogenoterapii na produkcje IL-6 przez niestymu-
lowane jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej (PBMC) kobiet w wieku pome-

nopauzalnym in vitro

12. mies. obserwacji w poréwnaniu do kobiet z grupy
kontrolnej (6,62+4,68 pg/ml vs 9,5+5,4 pg/ml, p<0,05),
u ktérych doszto do niewielkiego ich wzrostu (ryc. 1.).

Ponadto w grupie kobiet przyjmujacych HTZ pro-
dukcja bioaktywnej IL-6 przez niestymulowane
PBMC znacznie si¢ obnizyta 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 si¢ zwiekszyla, jakkolwiek réznica ta nie
byla istotna statystycznie (p>0,05).

Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢,
ze przezskorna estrogenoterapia zmniejsza produkcje IL-
6 u kobiet w wieku pomenopauzalnym.

Dyskusja

Wyniki licznych badan wykazaty, iz estrogeny po-
siadaja wilasciwosci przeciwmiazdzycowe, a hormo-
nalna terapia zastgpcza op6zZnia rozwéj miazdzycy [3,
4]. Doktadne mechanizmy tego zjawiska nie zostalty
jednak w pelni poznane. IL-6 jako jeden z giéwnych
mediatoréw reakcji zapalnej, moze brac¢ udziat w pato-
genezie miazdzycy i jej péZnych nastepstw. Wyniki ba-
dafd na zwierzgcym modelu miazdzycy dowiodly, iz
17B-estradiol hamuje ekspresje IL-6 w ptytkach miaz-
dzycowych [18].

Celem naszej pracy bylo zbadanie wptywu prze-
zskérnego podawania 17B-estradiolu na produkcje IL-6
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0s6b starych charakteryzujg si¢
konstytutywng ekspresja genu
kodujacego IL-6 [14]. Jaki jest
jednak udzial wzrastajacej pro-
dukcji IL-6 w rozwoju miaz-
dzycy? Okazuje sig, iz IL-6 moze bra¢ zaréwno posred-
ni, jak i bezposredni udziat w patogenezie miazdzycy
i jej p6Znych powiktar. IL-6 posiada wlasciwosci che-
motaktyczne w stosunku do niektérych komorek, two-
rzacych naciek w obrebie ptytki miazdzycowej [1]. Po-
nadto poprzez zwigkszanie produkcji ptytkowego czyn-
nika wzrostu (PDGF), IL-6 pobudza proliferacj¢ komé-
rek miesniowki gtadkiej naczyn, co jest jednym z klu-
czowych mechanizmoéw aterogenezy [6]. Obecnos¢ pod-
wyzszonych pozioméw IL-6 wiele lat przed wystgpie-
niem zawatu serca sugeruje udziat tej cytokiny w proce-
sie uszkodzenia ptytki miazdzycowej [15]. Aktywowane
przez IL-6 limfocyty T sg obecne w ptytce miazdzyco-
wej 1 prawdopodobnie poprzez produkowanie cytokin
prozapalnych przyczyniajg si¢ do jej destabilizacji i ro-
zerwania [11]. IL-6 jako silny induktor produkcji biatek
ostrej fazy, zwigksza stezenie fibrynogenu w surowicy
[12]. Ponadto IL-6 stymuluje trombopoez¢ i aktywacje
trombocytéw [20]. Te prokoagulacyjne efekty dziatania
IL-6 zwigkszaja ryzyko zakrzepéw oraz takze prowadza
do destabilizacji ptytki miazdzycowej. Stosowanie wigc
terapii zmniejszajacych nadmierng produkcje¢ IL-6 moze
mie¢ dziatanie przeciwmiazdzycowe.

Whioski

Podsumowujac wyniki naszych badad, mozna
stwierdzi¢, iz przezskdrna estrogenoterapia zmniejsza
produkcje IL-6 u kobiet w wieku pomenopauzalnym co
moze byé jednym z posrednich mechanizméw prze-
ciwmiazdzycowego dzialania estrogenow.
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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 (17/3-oestradiol 50 ug/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.
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