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hormonalnej terapii zastepczej
na priming neutrofili TNF-a
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TNF-a petni w organizmie ludzkim rolg mediatora wielu procesow zarowno fizjologicz-
nych, jak i patologicznych. Cytokina ta spetnia bardzo wazing role w reakcjach procesu za-
palnego. Jest jednym z najsilniejszych modyfikatorow funkcji neutrofili TNF-a. W badaniach
wtasnych udowodniono zmniejszanie nasilenia zjawiska primingu neutrofili w czasie stoso-
wania hormonalnej terapii zastepczej. Celem pracy jest poréwnanie wptywu doustnej i prze-
zskornej hormonalnej terapii zastgpczej u kobiet w okresie pomenopauzalnym na priming

neutrofili TNF-c.
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TNF-o petni w organizmie ludzkim role mediatora
wielu proceséw zaréwno fizjologicznych, jak i patolo-
gicznych. Cytokina ta spetnia bardzo wazna rolg¢ w reak-
cjach procesu zapalnego. Jest biatkiem o masie 17 000
daltonéw, w sktad ktérego wchodzi 157 aminokwaséw.
Nazwa tej cytokiny wywodzi si¢ z badari prowadzo-
nych przez Carswella [1], ktory wykryt jej obecnos¢
w 0soczu zwierzat po podaniu endotoksyny.

Jest jednym z najsilniejszych modyfikatoréw funk-
cji neutrofili [2, 3]. Ma zdolnos¢ indukcji aktywnosci
cytostatycznej i cytotoksycznej neutrofili w stosunku
do komérek nowotworowych [4]. Neutrofile wykazuja
zdolnos¢ do chemotaksji, adherencji, fagocytozy i de-
strukcji sfagocytowanych mikroorganizméw przy po-
mocy mechanizméw tlenowych i pozatlenowych oraz
do degranulacji i uwalniania ziarnistosci wewnatrzko-
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moérkowych 1 produktéw metabolizmu tlenowego ko-
morki. Mogg takze produkowaé cytokiny zapalne [2].
Sa jednym z najwazniejszych Zrédet reaktywnych form
tlenu w organizmie [2].

Funkcje neutrofili, takie jak migracja, fagocytoza,
degranulacja, wytwarzanie reaktywnych form tlenu pod-
legaja regulacji pod wptywem réznych mediatoréw [2].

Stwierdzono, ze pod bezposrednim wptywem TNF-o
dochodzi do zwigkszonej ekspresji receptoréw integry-
nowych neutrofila, nasilenia fagocytozy oraz do nie-
wielkiego wzmocnienia wybuchu oddechowego [5].

Termin priming zostal wprowadzony w 1984 r. przez
Guthrie 1 wsp. [6] do okreslenia zjawiska wzrostu gene-
racji wolnych rodnikéw przez stymulowane neutrofile
po uprzedniej ich preinkubacji z lipolisacharydami. Ten
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sam termin zostal zastosowany w odniesieniu do wzmo-
zonej odpowiedzi neutrofili na stymulatory, obserwowa-
nej po preaktywacji czynnikiem pochodzgcym z aktywo-
wanych komoérek jednojadrzastych [7]. Czynnik ten zo-
stal wyizolowany i zidentyfikowany jako TNF-o [8].
Pé7zniejsze badania potwierdzily zdolnos¢ TNF-o do
preaktywacji neutrofili tzw. primingu. W wyniku preak-
tywacji neutrofili przy uzyciu tej cytokiny, w odréznie-
niu od dziatania bezposredniego, dochodzito do wzmo-
zonej ich odpowiedzi na nastgpny bodziec.

Opisano zwigkszenie wybuchu tlenowego po inku-
bacji neutrofili z TNF-a i fMLP [5]. Inne badania po-
twierdzaty, ze TNF-o sam nie aktywowal wytwarzania
reaktywnych form tlenu i nie nasilal agregacji i degra-
nulacji, ale preinkubacja neutrofili z TNF-a nasilata
znacznie odpowiedZ komérek na stymulatory (np.
fMLP). Stwierdzono, ze efekt preaktywacji zalezat od
stezenia TNF-a, czasu preinkubacji i temperatury oto-
czenia [9]. Wiles [10] opisal znaczne zwickszenie po-
ziomu wybuchu tlenowego indukowanego fMLP, C5a,
opsonizowanym zymosanem po preinkubacji neutrofili
7z TNF-a. Neutrofile preinkubowane z TNF-o, w po-
réwnaniu do GM-CSF, G-CSF i IL-8 wykazywaly naj-
wigkszy poziom wybuchu oddechowego po stymulacji
fMLP. Jednoczesnie preaktywacja przez TNF-a najbar-
dziej zwigkszata intensywnos¢ wigzania fMLP ze swo-
istym receptorem na neutrofilu [11].

TNF-a taczy si¢ na powierzchni komoérki z recepto-
rami TNF-R (p55, CD120a i p75, CD120b). Mecha-
nizm transdukcji sygnatu na tej drodze receptorowej
jest stabo poznany. Przypuszczalnie dochodzi do wzro-
stu aktywnosci oksydazy NAD (P) H oraz poprzez ja-
drowe czynniki transkrypcyjne NF-KB do zmiany
transkrypcji genéw szeregu biologicznie waznych me-
diatoréw wtérnych, m.in. IL-1, 6, 8 oraz czynnikéw:
PAF, NGF, TGF-f, LTB4, GM-CSF, G-CSF [12, 13].

W badaniach wlasnych udowodniono zmniejszanie
nasilenia zjawiska primingu w czasie stosowania hor-
monalnej terapii zastgpczej [14].

Cel pracy

Poréwnanie wptywu doustnej i przezskérnej hor-
monalnej terapii zastgpczej u kobiet w okresie pomeno-
pauzalnym na priming neutrofili TNF-a.

Metodyka

Badang grupe stanowilo 89 pomenopauzalnych pa-
cjentek Poradni Kliniki Ginekologii i Choréb Meno-
pauzy ICZMP w Lodzi.

Kryteriami wykluczajacymi byly istnienie przeciw-
wskazain do hormonalnej terapii zastgpczej, cukrzyca,
ostre lub przewlekte choroby zapalne, HTZ w okresie
ostatnich 6 mies., stosowanie lekow o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych.
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Na wykonywanie badar uzyskano zgode Komisji
Etyki Badan Naukowych przy Akademii Medycznej
w Lodzi.

Pacjentki zakwalifikowano do hormonalnej terapii
zastepczej. U 46 pacjentek zastosowano HTZ doustng
zawierajacg 17-beta-estradiol i octan norethisteronu.
U 43 kobiet wlaczono terapi¢ przezskoérna, skladajacy
si¢ mikronizowanego estradiolu i octanu norethisteronu.

Efekt antyoksydacyjny HTZ okreslano, poréwnu-
jac generacje¢ reaktywnych form tlenu przez neutrofile
krwi obwodowej pacjentek oceniang na podstawie po-
miaru chemiluminescencji (CL) w czasie tzw. wybu-
chu tlenowego tych komérek przed rozpoczgciem hor-
monalnej terapii zastepczej oraz po 3 i po 6 mies. sto-
sowania tej terapii. Do wywotania wybuchu tlenowego
neutrofili zastosowano nastepujace stymulatory: for-
mylo-metionylo-leucylofenyloalanina (fMLP), octan
mirystynianu forbolu (PMA) i zymosan firmy Sigma-
-Aldrich. Jako wzmacniacza chemiluminescencji bez-
posredniej uzyto luminolu (Sigma-Aldrich). Do preak-
tywacji (primingu) neutrofili uzywano rekombinowane-
go ludzkiego TNF-a (5x107 U/mg) (Sigma-Aldrich).
Ptyn PBS (fizjologiczny roztwér NaCl zbuforowany
fosforanami) pochodzit z firmy Biomed.

Pomiaru chemiluminescencji dokonywano przy uzy-
ciu aparatu LUMINOMETR 1251 (Pharmacia LKB).
Badania przeprowadzano w stalej temp. 37°C+0,1. Lumi-
nometr w ciggu 30 min dokonywat 15 pomiaréw. Kazda
seri¢ pomiar6w wykonywano na 4 prébkach krwi powta-
rzajac ja 2-krotnie. Na podstawie wynikéw pomiaréw ob-
liczano parametry chemiluminescencji: a) pole po-
wierzchni pod krzywa emisji w funkcji czasu liczong
w ciggu 30 min, wyrazajace catkowitg ilos¢ energii wy-
emitowang przez komoérki w czasie pomiaru, b) maksi-
mum krzywej emisji. Oceniano chemiluminescencje
spontaniczng (BS) i stymulowang fMLP, PMA i zymosa-
nem neutrofili. Probki, w ktérych oceniano wybuch tle-
nowy neutrofili spoczynkowych zawieraty — 20 pl krwi
petnej, — 20 pl luminolu, — 20 pl PBS (BS), lub 20 pl
fMLP (2x10° M/ml), lub 20 pul PMA (2x10* M/ml) lub
30 pl zymosanu (10 mg/ml), — PBS do Iacznej objetosci
1 000 pl. Prébki w ktérych oceniano wybuch tlenowy
neutrofili preaktywowanych byty inkubowane przez 30
min z TNF-a (10 ng/ml) przed dodaniem stymulatoréw.

Do oceny istotnosci zmian wartosci parametrow che-
miluminescencji w czasie stosowania HTZ zastosowano
metody analizy wariancji dla zmiennych zaleznych.

Wyniki

Poréwnujac preaktywacje TNF-o w grupach stosu-
jacych rézne rodzaje terapii, interakcje pomigdzy cza-
sem stosowania HTZ a drogg jej podania wystgpity tyl-
ko w przypadku CL spontanicznej (tab. I). Analizujgc
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Tab. 1. Preaktywacja neutrofili TNF-a. w zaleznosci od rodzaju terapii HTZ (doustna/przezskoérna) i okresu jej stosowania

Parametry chemiluminescencji Parametry statystyczne Okres stosowania HTZ
0 3 mies. 6 mies.
BS>¢ HTZ doustna (n=46) Srednia+SD 1,01+0,33 1,09+0,27 1,09+0,33
minimum-maks. 0,85+1,11 1,08+1,44 0,89+1,53
By HTZ przezskérna (n=43) SredniaxSD 1,54+0,73 1,18+0,50 1,1120,27
g minimum-=maks. 1,14+1,96 0,67+1,74 0,80+1,16
=
§ fMLP® HTZ doustna (n=46) Srednia+=SD 1,90+0,41 1,38+0,27 1,36+0,29
g* minimum-=maks. 1,29+2,85 0,98+2,13 1,03+2,41
[
<
5 HTZ przezskérna (n=43) srednia+SD 1,97+0,53 1,33+0,30 1,41+0,25
§ minimum-maks. 1,32+3,47 0,72+2,07 1,02+1,98
>
§ PMA® HTZ doustna (n=46) Srednia+=SD 1,83+0,34 1,31+0,15 1,32+0,40
g“ minimum-=maks. 1,31+2,49 0,93+1,56 0,97+3,07
=%
Lol HTZ przezskérna (n=43) srednia+SD 2,05+0,65 1,37+0,25 1,40+0,29
l—? minimum-+-maks. 1,41+4,24 0,98+1,89 1,02+2,21
Q
§ z° HTZ doustna (n=46) Srednia+SD 1,79+0,37 1,34+0,27 1,25+0,20
& minimum-maks. 1,21+2,43 1,00+2,03 1,03+1,93
HTZ przezskérna (n=43) SredniaxSD 1,78+0,44 1,24+0,28 1,34+0,36
minimum-maks. 1,21+3,02 0,22+1,65 1,04+2,69
BS*" HTZ doustna (n=46) Sredniax=SD 1,03+0,31 0,59+0,31 1,07+0,38
minimum-+-maks. 0,76+1,05 0,19+1,12 0,76+1,64
g HTZ przezskérna (n=43) sredniaxSD 1,57+0,77 0,89+0,44 1,21+0,37
E» minimum-maks. 1,26+1,95 0,16-1,8 0,79+1,43
<
Q‘é fMLP® HTZ doustna (n=46) srednia+=SD 1,96+0,44 1,36+0,41 1,65+1,23
E minimum-maks. 1,28+2,78 0,87+2,88 0,89+7,12
E'? HTZ przezskérna (n=43) srednia+SD 1,97+0,65 1,37+0,44 1,40+0,32
; minimum-+-maks. 1,11+:3,59 0,75+2,48 0,67+2,01
=
§ PMA® HTZ doustna (n = 46) Srednia+SD 1,77+0,50 1,24+0,27 1,46+0,52
g‘ minimum-maks. 0,84-+-3,00 0,64+1,71 0,73+2,97
=%
1
\% HTZ przezskérna (n=43) SredniaxSD 1,97+1,00 1,35+0,34 1,41+0,45
i minimum-maks. 1,08+5,10 0,88+2,30 0,82+2,44
A
g z° HTZ doustna (n=46) Sredniax=SD 1,71+0,40 1,24+0,29 1,24+0,31
§ minimum-+maks. 1,05+2,60 0,64+1,82 0,62+2,13
17}
HTZ przezskérna (n=43) sredniaxSD 1,69+0,47 1,12+0,35 1,37+0,41
minimum-maks. 1,21+2,80 0,21+1,91 0,86+2,84

BS — bez stymulacji; fMLP — stymulacja formylo-metionylo-leucylofenyloalaning; PMA — stymulacja octanem mirystynianu forbolu; Z — stymulacja zymosanem
a — wartosci parametréw rozniq sie¢ w zaleznosci od rodzaju terapii HTZ (p<0,05),

b — wartosci parametrow zmieniajq si¢ w sposob istotny statystycznie w czasie stosowania HTZ (p<0,05),

¢ — istnieje interakcja miedzy czasem stosowania HTZ i rodzajem terapii HTZ (doustna/przezskorna) (p<0,05)

stosunki p6l wykazano, ze prektywacja w przypadku  przezskornej malata w pierwszych 3 mies. stosowania
drogi przezskérnej HTZ malata w czasie, a przy zasto- HTZ szybciej niz w grupie z terapig doustng, a w na-

sowaniu drogi doustnej nieznacznie wzrastala.
Przy analizie stosunkéw wartosci maksymalnych  wartosci preaktywacji byly nizsze u kobiet stosujgcych

stegpnych 3 mies. wzrastala wolniej. Z drugiej strony

stwierdzono, ze preaktywacja po zastosowaniu drogi  terapi¢ doustng.
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Dyskusja

Poréwnujgc preaktywacj¢ neutrofili u pacjentek
stosujacych terapi¢ doustng i terapi¢ przezskérng
stwierdzono tylko pewne nieznaczne réznice, m.in.
interakcje, ktére nie upowazniajg do ustalenia ogdl-
niejszych trendéw i zaleznosci. Preaktywacja neutro-
fili TNF-a nie zalezy zatem od drogi podania hormo-
noterapii zastepczej.

W dostgpnym pismiennictwie nie znaleziono od-
niesiefi do powyzszej zaleznosci. Jedynie McManus
i wsp. prowadzili poréwnawcze badania hormonalnej
terapii doustnej i przezskdrnej, oceniajagc wptyw roz-
nych drég podania HRT na metabolizm reaktywnych
form tlenu (ROI) [15]. Nie oceniali oni jednak zjawisk
zwigzanych z generacjg ROI, takich jak priming, ale
wtérne efekty tych czasteczek (peroksydacje lipidow).

Summary

Dostgpne badania nad TNF-o dotycza natomiast
tylko jednego rodzaju terapii, doustnej badZ przezskor-
nej. Brooks-Asplund i wsp. stwierdzili 2-krotny wzrost
stezei TNF-o po zastosowaniu zaréwno terapii estro-
genowej, jak 1 estrogenowo-gestagenowej [16].

Podobnie w badaniach Porter i wsp. w grupie 27
kobiet pomenopauzalnych stosujagcych HRT estrogeno-
wo-gestagenowg poziomy TNF-a byly wyzsze niz
w grupie kobiet niestosujacych tej terapii [17].

Zupelnie przeciwstawne wyniki uzyskali Bernard-
-Poenaru i wsp., ktérzy w swoich badaniach odnoto-
wali statystycznie istotny spadek wydzielania TNF-a
przez komérki krwi obwodowej po 6 mies. HTZ [18].

Zmniejszenie produkcji wybranych cytokin pod
wplywem 17-beta-estradiolu, w tym réwniez TNF-a,
uzyskano takze w badaniach in vitro prowadzonych na
hodowlach monocytéw [19].

Objective: To compare effects of oral and transdermal HRT in postmenopausal women
on priming of neutrophils by TNF-a, measured in peripheral blood using the method of

chemiluminescency.

Material and methods: Study group consists of postmenopausal women diagnosed and
treated in Outpatient Clinic and Clinical Department of Gynaecology and Menopausal
Diseases in our institute. 46 women were treated oral HTR and 43 women were on transdermal
HRT. Oxydative burst of neutrophils was evaluated in 20 pl peripheral blood sample before,
after 3 and 6 months of this therapy. Oxydative burst was observed after neutrophils acivation
with stimulators: fMLP, PMA and zymosan with or without previous preactivation with 10 ng.
TNF-o. Chemiluminescency associated with oxydation burst was measured with Luminometr
1251, BioOrbit, Turku, Finland in stable temperature during 30 minutes (15 readings).

Result sand Conclusions: Decreasing effect of HRT on priming of neutrophils by TNF-a
did not depend on which way was HRT administrated.

Key words: neutrophils, TNF-a, priming, HRT
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