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Spis skréotéw zastosowanych w pracy

A - adenina

ACE - (ang. angiotensin-converting enzyme) konwertaza angiotensyny
ACTH - hormon adrenokortykotropowy

ApoE - (ang. apolipoprotein E) apolipoproteina E

C - cytozyna
CABG - (ang. coronary artery bypass grafting) zabieg pomostowania tgtnic
wiencowych

CCS - Kklasyfikacja nasilenia dolegliwosci dtawicowych wedtug kryteriow
Kanadyjskiego Towarzystwa Kardiologicznego

CD - (ang. cluster of differntation) antygeny réznicowania

ChNS - choroba niedokrwienna serca

CNTF - (ang. ciliary neurotropic factor) rzgskowy czynnik neurotropowy

CRE - (ang. cAMP responsive element) element odpowiedzi na cAMP

CRP - biatko C reaktywne

DMSO - dimerkaptosulfotlenek

DNA - kwas dezoksyrybonukleinowy

EDTA - wersenian sodowy

ER - receptor dla estrogenow

EuroSCORE - (ang. European System for Cardiac Operative Risk Evaluation)
punktacja ryzyka zgonu okotooperacyjnego po zabiegach
kardiochirurgicznych

FasL - ligand czasteczki Fas

FcR - receptor dla fragmentu Fc immunoglobuliny

FCS - (ang. fetal calf serum) ptodowa surowica cielgca

FSC - (ang. forward scater) rozproszenie czotowe $wiatta lasera

G - guanina

ep - glikoproteina

GR - receptor dla glikokortykoidow

GRE - (ang. glucocorticoid response element) element odpowiedzi
na glikortykoidy

HDL - (ang. high density lipoprotein) lipoproteina o wysokiej gestosci

ICAM - (ang. intercellular adhesion molecule) czasteczka adhez;ji

migdzykomodrkowej
IFN - interferon
IGF - (ang. insulin-like growth factor) insulinopodobny czynnik wzrostu
IL - interleukina

IL-6R - receptor dla interleukiny 6

IP-10 - (ang. IFN-inducible protein of 10kDa) indukowane przez interferon biatko
o masie 10kDa

I-TAC - (ang. IFN gamma—inducible T cell chemoattractant) czynnik
chemotaktyczny limfocytow T indukowany przez interferon gamma

kDa - kilo Daltonow

KPU - krazenie pozaustrojowe

kz - kilo zasad

LDL - (ang. low density lipoprotein) lipoproteina o niskiej ggstosci
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LDLR - (ang. low density lipoprotein receptor) receptor dla lipoprotein o niskiej
gestosci

LFA - (ang. leukocyte function-associated antigen) antygen zwiazany
z funkcjonowaniem leukocytow

LIF - (ang. leukemia inhibitory factor) czynnik hamujacy biataczki

LPL - (ang. lipoprotein lipase) lipaza lipoproteinowa

LPS - lipopolisacharyd Scian bakteryjnych

LVEF - frakcja wyrzutowa lewej komory

MAPK - (ang. mitogen-activated protein kinase) kinaza biatkowa aktywowana
mitogenami

MCP-1 - (ang. monocyte chemoattractant protein-1) biatko chemotaktyczne
monocytow-1

M-CSF - (ang. macrophage colony stimulating factor) czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii makrofagdéw

MIDCAB - (ang. minimally invasive direct coronary artery bypass) minimalnie
inwazyjne bezposrednie pomostowanie aortalno-wiencowe

Mig - (ang. monokine induced by IFN-gamma) monokina indukowana
interferonem gamma

min. - minuta

MMP - (ang. matrix metalloproteinase) metaloproteinaza macierzy

MRE - (ang. multi response element) element odpowiedzi na wiele czynnikéw

mRNA - (ang. messenger RNA) matrycowy (informacyjny) RNA

MSR - (ang. macrophage scavenger receptor) receptor zmiatajacy makrofagow

MTT - bromek (3-4.5 dimethylthiazol-2-yl)-2.5 diphenyl-tetrazolium

NF-kB - (ang. nuclear factor kB) czynnik transkrypcyjny kB

NF-IL-6 - (ang. nuclear factor IL-6) czynnik transkrypcyjny IL-6

OPCABG - (ang. off-pump coronary artery bypass grafting) pomostowanie aortalno-
-wiencowe bez krazenia pozaustrojowego

OR - (ang. odds ratio) iloraz szans

OSM - (ang. oncostatin M) onkostatyna M

ox-LDL - oksydacyjnie zmodyfikowane LDL

PAI-1 - (ang. plasminogen activator inhibitor-1) inhibitor aktywatora
plazminogenu-1

PBL - (ang. peripheral blood lymphocytes) limfocyty krwi obwodowe;j

PBMC - (ang. peripheral blood mononuclear cells) mononuklearne komorki krwi

obwodowej

PBS - zbuforowany roztwor soli fizjologiczne;j

PCI - (ang. percutaneous coronary intervention) przezskorna interwencja
wiencowa

PCR - (ang. polymerase chain reaction) tancuchowa reakcja polimerazy

PDGF - (ang. platelet-derived growth factor) czynnik wzrostu pochodzenia
plytkowego

PHA - fitohemaglutynina

PMA - (ang. phorbol-12-myristate-13-acetate) octan mirystynianu forbolu, ester
forbolu

PPAR - (ang. peroxisome proliferator-activated receptor) receptory aktywowane
proliferatorami peroksysoméw

RFLP - (ang. restriction fragment length polymorphism) polimorfizm dtugosci
fragmentow restrykcyjnych

RNA - kwas rybonukleinowy
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SAA - (ang. serum amyloid A) surowiczy amyloid A

sek. - sekunda

SNP - (ang. single nucleotide polymorphism) polimorfizm pojedynczego
nukleotydu

SS - (ang. side scater) rozproszenie boczne §wiatla lasera

STAT - (ang. signal transducers and activators of transcription) biatka przekazujace
sygnat i aktywujace transkrypcje

T - tymina

TGF - (ang. transforming growth factor) transformujacy czynnik wzrostu

TNF - (ang. tumor necrosis factor) czynnik martwicy nowotworow

VCAM - (ang. vascular cell adhesion molecule) czasteczka adhezyjna komorek
naczyniowych

VLA - (ang. very late antigen) pdzny antygen

WBC - (ang. white blood cells) biate krwinki

WHO - (ang. World Health Organization) - Swiatowa Organizacja Zdrowia
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1. WSTEP

Wedtug raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) w 2002 roku
16,7 min zgondéw na $wiecie, czyli 29,2% calkowitej liczby zgonoéw, spowodowane
byto chorobami uktadu krazenia'. Sposréd nich najczestsza przyczyna byla choroba
niedokrwienna, stanowiac przyczyng 7,2 mln zgonéw. Co ciekawe, mimo
iz choroby uktadu krazenia uwazane sa za choroby cywilizacyjne, okoto 80%
wszystkich zgondéw z powodu choréb uktadu krazenia mialo miejsce w krajach
o niskim lub $rednim dochodzie. W Polsce w 2002 roku zgony z powodu chordb
uktadu krazenia stanowity 41,8% wszystkich zgondw u mezczyzn i 53,1% zgonow u
kobiet, a wérdd nich najczgstsza przyczyna zgonow byta choroba wiencowa.
Choroba niedokrwienna serca (ChNS) okres$lana jest takze czgsto mianem choroby
wiencowej, ze wzgledu na to, iz najczgstsza przyczyna niedokrwienia migsnia
sercowego jest zwezenie lub zamknigcie $wiatla tetnic wiencowych spowodowane
rozwojem w ich $cianach blaszek miazdzycowych. Konsekwencja zwgzenia $wiatta
tetnic wiencowych jest ograniczenie doptywu krwi i tlenu do mig$nia sercowego,
co moze powodowac jego dysfunkcj¢ az do zatrzymania pracy serca.

Do istotnych czynnikdéw ryzyka choroby niedokrwiennej serca zalicza sig:
palenie papierosOw, nadci$nienie tgtnicze, cukrzycg, podwyzszone stgzenie
cholesterolu LDL, niskie st¢zenie cholesterolu HDL, wiek, pte¢ megska, otylos§¢
1 nadwage¢ oraz czynniki genetyczne. Opisuje si¢ réwniez role czynnikow
srodowiskowych, statusu socjoekonomicznego, narazenia na infekcje. Powstanie
1 przebieg choroby jest wynikiem nalozenia si¢ dziatania wielu czynnikow,
a wspolnym efektem ich oddzialywania jest wywolywanie i modulowanie stanu

zapalnego.

1.1. Rola zapalenia w patogenezie choroby wiencowej

Najnowsze teorie powstawania i rozwoju zmian miazdzycowych w $cianach

naczyn zwracaja uwage na kluczowa rolg procesu zapalnego w patogenezie tych
. . 2 .. .

zmian. Teoria zaproponowana przez Rossa” zaktada, iz proces powstawania

1 rozwoju blaszki miazdzycowej jest przewleklym procesem zapalnym w $cianie
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naczynia zapoczatkowanym uszkodzeniem lub aktywacja komorek s$rodbtonka.
Gloéwne czynniki ryzyka ChNS, takie jak nadci$nienie tgtnicze, palenie papierosow,
hiperglikemia, modyfikowane czasteczki LDL moga przyczynia¢ si¢ do dysfunkcji
srodblonka 1 aktywacji czasteczek adhezyjnych, wydzielania czynnikdéw
chemotaktycznych dla monocytow 1 limfocytow T. Kluczowymi komoérkami
odpowiedzialnymi za podtrzymywanie stanu zapalnego i aktywnymi na kazdym
etapic choroby sa wywodzace si¢ z monocytdow makrofagi oraz limfocyty T°.
Komoérki te wydzielaja szereg cytokin, chemokin, czynnikdw wzrostu i enzymow

proteolitycznych, ktdre przyczyniaja si¢ dalszego rozwoju blaszki miazdzycowe;.

Etapy powstawania i rozwoju blaszki miazdzycowej wg Libby’iego*:

wstepne uszkodzenie — aktywacja komorek srodblonka, ekspresja czasteczek
adhezyjnych i1 czynnikow chemotaktycznych dla leukocytow, przyciaganie

leukocytow, gromadzenie pozakomorkowych lipidow;

nacieczenie wildknisto-ttuszczowe — roéznicowanie si¢ monocytdéw w makrofagi,
a nastgpnie w wypetnione lipidami komorki piankowate, migracja i proliferacja

komorek migsniowych gtadkich, wytwarzanie cytokin i czynnikoéw wzrostu,

stabilna blaszka — blaszka otoczona kolagenowa pokrywa, wewnatrz blaszki duze
ilosci komoérek migsniowych gladkich oraz komoérek piankowatych, obecne

niewielkie ogniska martwicy i1 apoptozy, wytwarzanie cytokin prozapalnych;

niestabilna blaszka podatna na pgknigcie — nasilone wydzielanie metaloproteinaz
1 cytokin prozapalnych, liczne ogniska martwicy, peknigcie pokrywy wiokniste;,
powstanie zakrzepu; na tym etapie moze doj$¢ do zamknigcia $wiatla naczynia

przez powstajacy zakrzep i w efekcie do ostrego zespotu wiencowego;

uwapniona, widknista blaszka — powstaje czgsto po resorpcji zakrzepu, w wyniku
procesOw naprawczych dochodzi do znacznej proliferacji komorek migsniowych
gladkich i zwigkszenia grubosci pokrywy wioknistej; na tym etapie blaszka

powoduje znaczne zwezenie tetnicy 1 wywotuje objawy dlawicy piersiowe;.

Juz w bardzo wczesnych zmianach miazdzycowych obserwuje si¢ naptyw
leukocytow do S$ciany naczynia, co zaobserwowano zardwno w zwierzecych
modelach, jak i u ludzi. Na przyklad we fragmentach naczyn pobranych od dzieci

1 mtodych os6b, bez klinicznych objawow choroby niedokrwiennej serca
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stwierdzono obecno$¢ nacieczen tluszczowych 1 infiltracje $ciany naczyn
przez monocyty’. W warunkach fizjologicznych komorki s$rodblonka naczyn
nie wykazuja ekspresji czasteczek adhezyjnych, ktére umozliwiaja adhezjg
1 rekrutacje komorek odpowiedzi zapalnej. Uszkodzenie badz aktywacja komoérek
srodbtonka inicjuje na nich ekspresj¢ selektyn, integryn oraz innych czasteczek
adhezyjnych. Spo$rod nich najistotniejsza rolg¢ wydaje sig¢ petni¢ VCAM-1 (CD106),
czasteczka bedaca receptorem dla integryny a4f1 (VLA-4) na monocytach
i limfocytach T®. Wykazano, iz ekspresja tej czasteczki jest gwaltownie indukowana
przy zaburzeniach przeptywu krwi badz w odpowiedzi na wzrost stgzenia
cholesterolu we krwi, a ponadto lokalizowana jest w miejscach podatnych
na powstawanie blaszek miazdzycowych’. Co wigcej, myszy z genetycznym
defektem ekspresji VCAM-1 charakteryzowaly si¢ znacznym zahamowaniem
powstawania zmian miazdzycowych w naczyniach®. Inna czasteczka adhezyjna
zaangazowana Ww patogenez¢ procesu miazdzycowego jest ICAM-1 (CD54),
dla ktorej ligandami sa intergyny LFA-1 (CD18/CD11a) na limfocytach T 1 Mac-1
(CD18/CD1b) na monocytach. Oddzialywanie czasteczek adhezyjnych
z odpowiadajacymi im ligandami na powierzchni monocytow 1 limfocytow T

umozliwia ich migracj¢ do btony podstawnej naczyn.

Charakterystyczna cecha miazdzycowego procesu zapalnego jest akumulacja
w naczyniach tylko monocytow 1 limfocytow, bez naptywu granulocytow
wystgpujacego  w  typowej reakcji  zapalne;j. Kluczowymi  czynnikami
chemotaktycznymi odpowiedzialnymi za transmigracj¢ leukocytow sa MCP-1
dla monocytow’ '° oraz chemokiny z rodziny CXC: IP-10, Mig i I-TAC
dla limfocytow T''. Biatko chemotaktyczne monocytéw-1 (MCP-1) jest
produkowane przez komorki mig$niowki gladkiej, komodrki $rodbtonka
oraz makrofagi we wszystkich fazach procesu miazdzycowego'?, a ciagly naptyw
monocytow oraz aktywacja powstalych z nich makrofagéw sa kluczowe
dla powstawania oraz progresji blaszki miazdzycowej. Udzial makrofagow
1 monocytow w patogenezie miazdzycy zwiazany jest z ich zdolno$cia
do podtrzymywania i wzmacniania lokalnego stanu zapalnego przez produkcje
cytokin, sktadowych dopeiniacza, proteaz, wolnych rodnikow tlenowych,
jak réwniez inicjowanie odpowiedzi swoistej poprzez prezentacje antygenow

limfocytom T.
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Monocyty, ktore naptyngly do Sciany naczyn, rdznicuja si¢ w makrofagi
zdolne do akumulacji lipidow. W procesie pobierania lipidow biorg udzial receptory
zmiatacze (ang. scavenger receptors) m.in. SR-A 11 II, CD36, MARCO, SR-PSOX
oraz CD68".  Receptory zmiatacze zdolne sa do rozpoznawania motywow
charakterystycznych dla patogenéw, komodrek apoptotycznych oraz modyfikowanych
lipoprotein. W $cianie naczyn gtéwnymi ligandami tych receptoréw sa oksydacyjnie
badZz enzymatycznie modyfikowane czasteczki LDL (ox-LDL, e-LDL).
Internalizacja lipoprotein prowadzi do przeksztalcania lipidow w estry cholesterolu,
w efekcie makrofagi przeksztatcaja si¢ w obladowane lipidami komorki piankowate.
Akumulacja lipidow jest sygnatem aktywacji dla makrofagow stymulujac ekspresje

k' '°. Aktywowane

m.in. IL-1'* oraz sygnalem proproliferacyjnym dla komére
makrofagi 1 komorki piankowate produkuja TNFa, IL-1, IL-6, TGFf, PDGF, IGF-1
— cytokiny 1 czynniki wzrostu odpowiedzialne za aktywacjg i proliferacj¢ komorek
migsni gladkich, limfocytow T, samych makrofagow' .

Proces dojrzewania blaszki miazdzycowe] charakteryzuje si¢ dalszym
naplywem 1 gromadzeniem si¢ makrofagdw, komorek tucznych i aktywowanych
limfocytow T wewnatrz blaszki. Dodatkowo dochodzi do proliferacji komoérek
migsni gladkich, ktore produkuja duze ilosci kolagenu i innych elementéw macierzy
pozakomorkowej przyczyniajac sie do powstawania pokrywy widknistej blaszki'®.
W miar¢ gromadzenia si¢ komorek stanu zapalnego i1 powstawania komorek
piankowatych zaczynajq by¢ rowniez wydzielane czynniki inicjujace apoptoz¢ (TNF,
FasL) i dochodzi do powstawania poczatkowo niewielkich ognisk apoptozy' *° ',

W niestabilnej blaszce miazdzycowej rdzen lipidowy staje si¢ obszerny,
zwigksza si¢ liczba komoérek stanu zapalnego w ramionach blaszki, a tzw. czapka

wloknista staje sie cienka i podatna na pekniccia®® *.

Szczegbdlna role
w destabilizacji blaszki pelnia metaloproteinazy (MMP) produkowane przez
makrofagi. Powoduja one destrukcje czapki widknistej oraz stymuluja wydzielanie
cytokin prozapalnych, biatek ostrej fazy i kolejnych metaloproteinaz®® 2.
Przerwanie ciaglosci pokrywy widknistej blaszki miazdzycowej prowadzi
do powstania skrzepliny w tetnicach wiencowych. Pokrywa wtoknista blaszki ulega
stalej dynamicznej przebudowie, a procesy syntezy i degradacji kontrolowane
sa przez mediatory stanu zapalnego. Cytokiny prozapalne stymuluja syntezg

metaloproteinaz, a w szczego6lnosci kolagenaz trawiacych witokna kolagenowe
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odpowiedzialne za mechaniczna wytrzymatos¢ pokrywy wioknistej. Z drugiej strony
cytokiny te maja réwniez zdolno§¢ do hamowania syntezy kolagenu
przez komoérki migsniowki gladkiej’® oraz moga indukowaé apoptoze tych

L 127 28 2
komorek?’ 2% %

, przez co takze przyczyniaja si¢ do niestabilnosci blaszki.
Stwierdzono réwniez, iz odsetek makrofagéw 1 limfocytow T wsérod komorek
znajdujacych si¢ w obrebie blaszki jest wyzszy u pacjentow, u ktorych wystapit ostry
epizod wieficowy w poréwnaniu do pacjentdw ze stabilna dusznica bolesna.
Do uszkodzenia blaszki dochodzi najczesciej na krawedziach pokrywy widknistej w
ramionach blaszki, czyli w tych jej regionach, gdzie dochodzi do akumulacji
komoérek stanu zapalnego®'.

Innym mechanizmem prowadzacym do powstawania skrzeplin w naczyniach
wienicowych jest powstawanie powierzchniowej nadzerki blony wewngtrznej bedace;j
wynikiem apoptozy komorek $rodbtonka badz ich zhluszczania pod wplywem
metaloproteinaz i w efekcie odslonigcie macierzy podsroblonkowej o silnych
whasciwosciach koagulacyjnych®. Co ciekawe, wykazano, iz nadzerki powstaja
czesto na powierzchni blaszek z niewielkimi naciekami komoérek stanu zapalnego,
a obfitujacymi w komorki migsni gladkich, czgsto blaszki tego typu obserwowano
u kobiet i mtodych 0sob™.

Badania angiograficzne wykazaty, i1z ws$réd blaszek prowadzacych
do zawatéw okoto 60% stanowity blaszki strukturalnie podatne na uszkodzenie,
o cienkiej pokrywie z duzym rdzeniem zlozonym z lipidéw i ogniskami zapalenia
1 martwicy, a pozostale 40% blaszek bylo blaszkami funkcjonalnie podatnymi
na uszkodzenie z nadzerkami $§rédbtonka i procesem zapalnym przebiegajacym

od strony $wiatta naczynia'.

Opisany powyzej proces powstawania i rozwoju blaszek miazdzycowych
prowadzacy do powstania choroby niedokrwiennej serca w znacznym stopniu zalezy
od komodrek uktadu immunologicznego — makrofagéw 1 limfocytow T

oraz produkowanych przez nie cytokin, w tym interleukiny 6.
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1.2. Reakcja zapalna powstajaca w wyniku zabiegu
pomostowania tetnic wiencowych

Przyjete schematy terapeutyczne leczenia choroby wiencowej zakladaja
farmakoterapig, przezskérna angioplastykg naczyn lub zabieg kardiochirurgiczny
w zaleznosci od nasilenia objawdw choroby i stopnia zwezenia naczyn. Operacyjne
pomostowanie tetnic wiencowych jest najbardziej obciazajaca ze stosowanych metod
leczenia, ale daje szybka i znaczaca poprawe stanu chorego®* *°.

Dwa podstawowe typy zabiegu pomostowania tetnic to klasyczny zabieg
z wykorzystaniem krazenia pozaustrojowego oraz coraz powszechniej stosowany
zabieg bez krazenia pozaustrojowego (OPCABG; ang. off-pump coronary artery
bypass grafting). Oba typy zabiegdbw wywoluja uogolniona reakcje zapalna
objawiajaca si¢ aktywacja dopelniacza, leukocytow oraz ptytek krwi. Reakcja
zapalna jest generalnie uwazana za odpowiedz adaptacyjna, ale u niektérych osoéb ma
tak duze nasilenie, ze moze prowadzi¢ do zawalu serca, udaru czy zespolu
niewydolnosci wielonarzadowej. Do czynnikéw wywolujacych reakcje zapalna
naleza: uraz operacyjny, reperfuzja niedokrwionych organdéw, endotoksyny
oraz w przypadku zabiegow z krazeniem pozaustrojowym — kontakt krwi

z elementami systemu krazenia pozaustrojowego™’.

W trakcie zabiegu pomostowania t¢tnic dochodzi do aktywacji dopelniacza
na drodze alternatywnej. Juz po kilku minutach od rozpoczgcia zabiegu obserwuje
si¢ podwyzszone poziomy skladowych C3a i C5a, a w okresie od pot godziny
do 2 godzin po zabiegu stwierdzane byly najwyzsze poziomy tych sktadowych
1 to zarowno w przypadku zabiegdw przeprowadzanych w krazeniu pozaustrojowym,
jak i bez’’. W przypadku zabiegbéw z krazeniem pozaustrojowym maksymalne
stezenia C3a i C5a byly wyzsze niz w przypadku zabiegow OPCABG, a poczawszy
od 4 godziny po zabiegu poziomy aktywowanych sktadowych dopelniacza zaczynaty
si¢ wyrownywac. Tej wczesnej odpowiedzi zapalnej towarzyszy wyrzut cytokin
regulujacych odpowiedz zapalna: IL-6, IL-8, TNFo’®. Sygnaly te inicjuja reakcje
ostrej fazy, ktéra pojawia si¢ niezaleznie od typu zabiegu, jaki byt wykonywany.

Najwigksze nasilenie reakcji ostrej fazy i najwyzsza aktywacja odpowiedzi zapalnej
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wystepuje w przypadku zabiegdw pomostowania tgtnic z wykorzystaniem krazenia
pozaustrojowego 1 jest szczegdlnie nasilona w trakcje zabiegu i w bardzo wczesnym
okresie pozabiegowym. W kolejnych okresach nasilenie odpowiedzi zapalnej
stopniowo opada, osiagajac podobne natezenie dla obu typoéw zabiegu. Jednym
z wczesnych etapow jest mobilizacja neutrofili ze szpiku kostnego 1 zwiazana z tym
obserwowana leukocytoza. Sa prace wskazujace, iz aktywacja neutrofili pojawia sig
tuz po rozpoczgciu operacji, a jeszcze przed podiaczeniem do krazenia
pozaustrojowego>’, co §wiadczy o tym, Ze sam uraz operacyjny jest wystarczajacym

czynnikiem do wywotania silnej odpowiedzi zapalne;j.

1. 3. Biologia interleukiny 6 (IL-6)
1.3.1. Cytokiny rodziny IL-6

Na podstawie struktury trzeciorzedowej biatka oraz zdolno$ci wiazania
do wspdlnej podjednostki receptora wyrdzniono rodzing cytokin IL-6. W sklad tej
rodziny wchodza: IL-6, IL-11, LIF (czynnik hamujacy biataczkg), OSM
(onkostatyna M), CNTF (rzgskowy czynnik neurotropowy), CT-1 (kardiotropina 1)
oraz CLC (cytokina podobna do kardiotropiny). Cytokiny rodziny IL-6 maja
zarOwno pro-, jak 1 antyzapalne wlasciwosci, biora udzial w aktywacji reakcji ostrej
fazy, regulacji odpowiedzi immunologicznej, hematopoezie™. W zaleznosci od typu
komorki docelowej i stanu jej aktywacji moga prowadzi¢ do aktywacji genow
odpowiedzialnych za proliferacje, réznicowanie, aktywacj¢ badz apoptoze komorek.
Czgsciowo pokrywajace si¢ funkcje cytokin rodziny IL-6 wynikaja z ich
oddzialywania na komoérki poprzez wspdlna podjednostke receptora gp130.

Dane z doswiadczen na zwierzgtach z nokautowanymi genami kodujacymi
cytokiny rodziny IL-6 wykazaty, iz kazda z nich posiada charakterystyczny
dla siebie zestaw funkcji biologicznych, dajac unikalny fenotyp po inaktywacji''.
Inaktywacja IL-6 skutkuje uposledzeniem reakcji ostrej fazy oraz odpowiedzi
przeciwwirusowej’’, nokaut czynnika hamujacego biataczke (LIF) objawia sig
zenska nieplodnoscia wynikajaca z defektu implantacji embrionow™®, a delecja

rzgskowego czynnika neurotropowego (CNTF) skutkowata degeneracja neuronow
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motorycznych®. Natomiast delecja wspélnej podjednostki receptora gpl30 byla

.. . . . 45
letalna juz na etapie rozwoju embrionalnego ™.

1.3.2. Receptory IL-6

Funkcjonalny receptor dla IL-6 sktada si¢ z dwodch podjednostek: gp130,
ktora odpowiedzialna jest za przekazywanie sygnatu pobudzenia do wngtrza komoérki
oraz podjednostki o specyficznej dla IL-6 - IL-6Ra (gp80) odpowiedzialnej
za rozpoznawanie i wigzanie IL-6. Ekspresja podjednostki alfa jest $cisle
regulowana 1 ograniczona tylko do niektorych typow komorek (hepatocyty,
monocyty, neutrofile, limfocyty T 1 B), natomiast podjednostka gp130 jest obecna
na wigkszosci typow komorek. Obie podjednostki sa biatkami btonowymi I typu
z jedna domeng przezbtonowa i1 N-koncowa cze$cia zewnatrzkomorkowa, w ktorej
znajduje si¢ charakterystyczny motyw czterech zakonserwowanych reszt
cysteinowych oraz motyw WSXWS*.

Uwaza sig, ze kompleks aktywujacy komorke jest heksamerem sktadajacym
si¢ z dwoch czasteczek IL-6, dwoch podjednostek o oraz dwoch czasteczek gp130*.
Alternatywna hipoteza zaktada istnienie tetramerycznego kompleksu sktadajacego
si¢ z dwoch czasteczek gpl130 oraz IL-6Ra i IL-6". IL-6 w pierwszej kolejnosci
wiaze si¢ z receptorem specyficznym (IL-6Ra), nastepnie dochodzi do wiazania
z podjednostkami  gpl30 1 ich dimeryzacja aktywuje sygnalizacje
wewnatrzkomorkowa. Homodimeryzacja podjednostki gpl130 prowadzi
do aktywacji kinaz tyrozynowych zwiazanych z cytoplazmatycznym odcinkiem
gpl130: Jakl, Jak2 i Tyk2 oraz fosforylacji czynnikéw transkrypcyjnych STATI
i STAT3® °. Poza szlakiem sygnalizacji Jak/STAT IL-6 aktywuje réwniez
w komorkach sygnalizacj¢ poprzez kinazy MAP i prowadzi do aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych NF-IL-6, AP-1>'. Do aktywacji kinaz MAP dochodzi poprzez
aktywacje biatek Ras i Raf, ta droga sygnalizacji wydaje si¢ by¢ szczegoélnie istotna
dla efektu proliferacyjnego wywieranego przez IL-6.

Obie podjednostki receptora dla IL-6 moga wystgpowa¢ w formie
rozpuszczalnej w surowicy krwi i wptywacé na efekt wywierany przez cytoking. O ile
rozpuszczalna forma podjednostki alfa (sIL-6Ra) dziata agonistycznie i uwrazliwia

na IL-6 takze te komorki, ktore nie sa zdolne do ekspresji IL-6Ra™, to rozpuszczalna
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forma gp130 (sgp130) dziata antagonistycznie™®. W obecnosci rozpuszczalnej formy
gpl30 rozpuszczalna forma podjednostki alfa potgguje antagonistyczny efekt
sgp130”. Uwaza sie, iz rozpuszczalne formy receptorow IL-6 dziataja jako rodzaj
systemu buforujacego ogdlnoustrojowa odpowiedz na IL-6°.

Podwyzszone st¢zenia sIL-6Ra obserwowano migdzy innymi w szpiczaku
mnogim®’, reumatycznym zapaleniu stawow, zakazeniu wirusem HIV™.
Rozpuszczalna forma receptora IL-6Ra moze powstawa¢ w wyniku alternatywnego
ciecia i sktadania mRNA®, jak réwniez w wyniku enzymatycznej proteolizy formy
blonowej®'. Natomiast rozpuszczalna forma gpl30 powstaje wytacznie w wyniku

alternatywnego cigcia i sktadania mRNA®.,

1.3.3. Regulacja ekspresji i dziatania IL-6

Ludzki gen kodujacy interleuking 6 znajduje si¢ na chromosomie 7 (7p21)®
i sktada sie z 5 egzonéw i 4 intronéw®. Sekwencja kodujaca ma wielko$é okoto 5kz.
Ludzka interleukina 6 ma mase¢ molekularng 21-28 kDa w zaleznos$ci od modyfikacji
posttranslacyjnych. Lancuch biatkowy powstajacy na matrycy genu sklada sig¢ 212
aminokwasow, z ktérych 28 tworzy sekwencj¢ sygnatowa, po jej odcigciu powstaje

dojrzate biatko zbudowane ze 184 aminokwasow®.

Regulacja ekspresji IL-6 jest bardzo ztozona, odbywa si¢ na kilku gltéwnych
poziomach: poprzez regulacj¢ poziomu transkrypcji, regulacj¢ translacji, regulacjg
wydzielania.  Dodatkowo istnieja takze liczne mechanizmy regulacji efektu
biologicznego wywieranego przez t¢ cytoking zwiazane z obecno$cia
rozpuszczalnych receptorow w ptynach ustrojowych, z wiazaniem krazacej IL-6

z przeciwciatami anty-IL-6 i anty-IL-6R oraz z tempem jej eliminacji z krazenia.

1.3.3.1. Regulacja transkrypcji

Najistotniejszy wplyw na poziom ekspresji IL-6 wydaje si¢ mie¢ regulacja
na poziomie transkrypcji. W obrgbie regionu promotorowego genu IL-6 opisano
sekwencje TATA box i GATA box oraz miejsca wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych: AP-1, NF-kB oraz tzw. sekwencj¢ MRE (ang. multiple response
element). Sekwencja MRE obejmuje odcinek -174 do -145 i posredniczy
w aktywacji promotora IL-6 miedzy innymi przez TNF, IL-1a, forskoling, PMA.
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W obrebie sekwencji MRE wyrdzni¢ mozna: miejsce wigzania czynnika NF-IL-6
(-158 do -145), sekwencj¢ CRE (element odpowiedzi na cAMP, miejsce wiazania
czynnika CREB; -163 do -158) oraz domeng regulacji negatywnej (NRD; -174
do -164) 5 ©7 68

13 I

Egzon 1 Egzon 2 Egzon 3 Egzon 4 Egzon 5

/

GRE GRE AP-1 MRE NF-kB TATA

557
-456

Rysunek 1.3.3.1.1. Schemat genu IL-6 z zaznaczonymi miejscami regulacji transkrypciji.
GRE — miejsce wigzania receptora glikokortykoidowego, AP-1 — miejsce wigzania czynnika
AP-1, MRE — element odpowiedzi na wiele czynnikéw, NRD — domena regulacji negatywnej,
CRE - element odpowiedzi na cAMP, miejsce wigzania CREB, NF-IL-6 — miejsce wigzania
czynnika NF-IL-6, NF-xB — miejsce wigzania czynnika NF-xB. Modyfikacja wiasna
na podstawie Park i wsp.®

Oprocz czynnikow dziatajacych aktywujaco na ekspresj¢ IL-6 opisano
réwniez szereg czynnikéw dziatajacych hamujaco, np. glikokortykoidy, estrogeny,
androgeny, IL-4, TGFpB, c-Fos. Wsdrdd elementéw promotora odpowiedzialnych
za hamowanie ekspresji wyrézni¢ mozna miejsca Wwiazania receptora
glikokortykoidowego (GRE; -466 do -461 oraz -557 do -552) i domeng regulacji
negatywnej w obrgbie sekwencji MRE. Czg$¢ czynnikow dzialajacych hamujaco
na ekspresj¢ IL-6 dziala takze poprzez wplyw na aktywno$¢ czynnikow
transkrypcyjnych takich jak NF-kB, NF-IL-6, AP-1. Wykazano, iz receptor
dla glikokortykoidow (GR) wiaze si¢ z podjednostka p65 NF-kB i hamuje aktywacj¢
promotora IL-6"°. Glikortykoidy maja takze zdolnos¢ do indukcji syntezy I-kB,
co skutkuje sekwestracja NF-xB w cytoplazmie’'. Rowniez estrogeny wykazuja
hamujacy wptyw na ekspresje IL-6, mimo braku sekwencji wiazacej receptor

estrogenowy (ER) w obrebie promotora IL-6"*. Efekt ten w duzej mierze wynika
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z oddzialywania ER z NF-kB i NF-IL-6 i hamowania ich zdolnosci do wiazania si¢

zDNA”,

W aktywacji promotora genu IL-6 bierze udziat kilkanascie biatek: czynniki
transkrypcyjne (NF-xB, NF-IL-6, CREB, AP-1), kompleks holoenzymu polimerazy
RNA 1I oraz liczne koaktywatory i biatka adaptorowe (Rys. 1.3.3.1.2.). Dodatkowo
zdolno$¢ do ekspresji jest rowniez modulowana (hamowana) przez biatka
represorowe, aktywowane receptory hormonow sterydowych oraz dostgpno$é

czynnikow transkrypcyjnych.

o

> X

T RPB-Jkappa

Rysunek 1.3.3.1.2. Model aktywnego transkrypcyjnie promotora genu IL-6
wraz z kompleksem holoenzymu polimerazy RNA |l, czynnikami transkrypcyjnymi
oraz biatkami adaptorowymi. RNA-Pol Il, TFIIH, TFIIE, IIA, 1IB, TAFIl 105, TAFII 250 i TBP —
— sktadniki holoenzymu polimerazy RNA 1lI, p50 i p65 — podjednostki NF-kB, p300/CBP —
— biatko wigzace CREB, koaktywator, ER — receptor dla estrogenéw, GR — receptor
dla glikokortykoidow, RPB-Jk — represor, biatko Jk wigzgce sekwencje sygnatowg
rekombinacji. Modyfikacja wiasna na podstawie Vanden Berghe i wsp.”.

1.3.3.2. Regulacja stabilno$ci mRNA

W przypadku IL-6, podobnie jak i innych cytokin, jednym z elementéw
regulacji produkcji jest regulacja stabilnoéci mRNA. mRNA IL-6 posiada
w niepodlegajacym translacji odcinku 3’ sekwencj¢ bogata w AU (ang. AU-rich
sequence) odpowiedzialng za szybka degradacje¢ mRNA. Zauwazono, iz aktywacja
szlaku sygnalizacji wewnatrzkomorkowej poprzez aktywowana stresem kinazg MAP

p38 (p38 MAPK) prowadzi do stabilizacji mRNA wielu cytokin, w tym IL-6".
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1.3.3.3. Regulacja na poziomie bialka

IL-6 jest rowniez regulowana na poziomie proteolizy aktywnego bialka.
Cytokina ta indukuje uwalnianie proteaz serynowych przez neutrofile, takich jak
elastaza, proteinaza 3 i katepsyna G, ktore poza innymi dzialaniami moga réwniez
rozktada¢ IL-6'°. Jak wydaje sig, proces ten jest jednym z elementéw negatywnego
sprzg¢zenia zwrotnego prowadzacego do wygaszania lokalnego stanu zapalnego,
a IL-6 moze by¢ czeSciowo chroniona przed inaktywacja poprzez zwiazanie
z rozpuszczalnym receptorem’ .

Innym mechanizmem regulacji dzialania IL-6 jest szybkie usuwanie cytokiny
z krazenia. Kiedy podawano szczurom znakowana jodem IL-6, jej okres pottrwania
w krazeniu wynosit 2 min.”®. Organem odpowiedzialnym za akumulacje i usuwanie
IL-6 byla watroba”. IL-6 wiazata si¢ z receptorami na powierzchni hepatocytow
i byla wraz z nimi internalizowana, powodujac catkowity, przejSciowy zanik
ekspresji receptordw w ciagu 30-60 min.™.

Kolejny mechanizm regulacji efektu wywieranego przez IL-6 na komorki
zwiazany jest z obecno$cia w plynach ustrojowych rozpuszczalnych receptoréw
dla tej cytokiny. Kompleks IL-6/sIL-6Ra dziata aktywujaco na komoérki, umozliwia
rowniez cytokinie oddzialywanie na te typy komorek, ktore nie posiadaja ekspresji
btonowej formy IL-6Ra. Natomiast rozpuszczalna forma gp130 (sgp130) hamuje
wiazanie kompleksu IL-6/sIL-6Ra do btonowej formy gp130, hamujac w ten sposéb
zdolno$¢ oddziatywania na komorkg. Wykazano jednakze, iz sgp130 hamuje tylko
efekt wywierany przez sIL-6Ra, nie wplywajac na aktywacj¢ posredniczona

przez blonowa forme IL-6Ra™".

1.3.4. Biologiczne dziatanie IL-6

Interleukina 6 produkowana jest przez szereg réznych komorek podczas
infekcji, stanu zapalnego czy uszkodzenia tkanek, a jej stezenie w surowicy krwi
znacznie wzrasta w roznych stanach chorobowych. Wsréd komoérek zdolnych
do produkcji IL-6 sa zaro6wno komorki ukladu immunologicznego: monocyty,
limfocyty T 1 B, neutrofile, komérki NK, jak i szereg innych typow komorek,
m. in. takich jak: keratynocyty, fibroblasty, komorki $rédblonka, komorki

SRR 7
migsniowe .
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Cytokinie tej poczatkowo nadano szereg réznych nazw wynikajacych z jej
plejotropowego dzialania, takich jak: interferon 2, czynnik stymulujacy hepatocyty,
czynnik roznicowania limfocytow B, czynnik ro6znicowania cytotoksycznych
limfocytow T. Jednymi z pierwszych opisanych efektow dziatania IL-6 byla
zdolno$é¢ do indukeji produkcji bialek ostrej fazy przez hepatocyty™, a takze wptyw
na roznicowanie limfocytow B® oraz aktywacje i proliferacje limfocytow T™.
Wykazano takze wplyw tej cytokiny na hematopoeze poprzez stymulacje proliferacji
hematopoetycznych komoérek macierzystych® " oraz stymulacje dojrzewania

. fo s . . r 88 89
1 roznicowania megakarlocytow .

IL-6 wykazywata in vitro zdolno$¢
do hamowania wzrostu fibroblastow i komorek s$rodblonka oraz stymulowata
roznicowanie neurondéw’’. Waznym efektem dziatania IL-6 jest takze zdolno$é¢ do

indukcji ACTH oraz jej dzialanie pirogenne’' **.

IL-6 pelni istotna rolg jako cytokina regulujaca odpowiedz immunologiczna
zarowno w odpowiedzi na infekcje, jak 1 w stanie zapalnym wywolanym innymi
czynnikami. Poza wspomnianym wcze$niej] wplywem na mechanizmy efektorowe
humoralnej i komorkowej odpowiedzi swoistej cytokina ta wywiera rowniez istotny
wplyw na funkcjonowanie komorek odpowiedzi nieswoistej: uwrazliwia monocyty
i neutrofile na bodzce wywolujace wybuch tlenowy’” oraz zwicksza aktywno$é
cytotoksyczna komorek NK**.

W stanie zapalnym oddzialywanie kompleksu IL-6/sIL-6Ro na komorki
srodblonka, czyli tzw. transsygnalizacja IL-6, powoduje zmiang produkcji chemokin
odpowiedzialnych za naptyw neutrofili (IL-8) na chemokiny odpowiedzialne

za rekrutacje monocytow (MCP-1)".

Przyjeto si¢ uwaza¢ IL-6 za cytoking prozapalna, jednakze wywiera ona rowniez
szereg efektow o charakterze przeciwzapalnym. Charakteryzuje si¢ migdzy innymi
zdolnoscia do obnizania produkcji cytokin prozapalnych TNFo 1 IL-1
przez stymulowane PBMC in vitro’®. Moze rowniez oddziatywaé systemowo
na cytokiny prozapalne poprzez aktywacje syntezy agonisty receptora IL-1 (IL-1Ra)
1 uwalniania rozpuszczalnego receptora p55 dla TNF, hamujacego dziatanie tej
cytokiny’’ oraz poprzez indukcje wydzielania glikokortykosterydow™. Rowniez

cze$¢ biatek ostrej fazy wydzielanych w odpowiedzi na IL-6 ma charakter
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przeciwzapalny, migdzy innymi inhibitory proteaz, takie jak antytrypsyna,
antychymotrypsyna.

W modelu wstrzasu septycznego wywotanego przez LPS wykazano protekcyjne
dzialanie IL-6°. Wyniki te zostaly takze potwierdzone w badaniach u myszy
z nokautowanym genem IL-6, gdzie dowiedziono, iz IL-6 jest odpowiedzialna
za hamowanie zaré6wno lokalnej, jak 1 systemowej odpowiedzi zapalnej na LPS
poprzez zmniejszanie akumulacji neutrofili oraz produkcji cytokin prozapalnych,

takich jak TNFa., IFNy, GM-CSF'®.

W wielu stanach chorobowych obserwuje si¢ znaczne podwyzszenie st¢zenia
IL-6 w surowicy krwi i bada zwiazek tej cytokiny z procesami patofizjologicznymi.
Stwierdzono podwyzszone stezenia IL-6 w chorobach limfoproliferacyjnych (m. in.

101 102

w szpiczaku mnogim , przewleklej biataczce limfatycznej'®), osteoporozie'™,

105 1 . r1 :
05 06, reumatycznym zapaleniu stawow 07, toczniu trzewnym

chorobie Alzheimera
uktadowym'® i innych chorobach o charakterze autoimmunologicznym badz

zapalnym.

1.4. Rola IL-6 w patogenezie choroby niedokrwiennej serca

Jak wynika z przedstawionego wczesniej opisu powstawania i rozwoju
blaszki miazdzycowej, komorki stanu zapalnego oraz wydzielane przez nie czynniki,
w tym cytokiny, pehnia istotng rol¢ na kazdym etapie tego procesu. Szczegélnie
istotna wydaje si¢ by¢ rola interleukiny 6, cytokiny waznej zarowno dla przebiegu
lokalnej reakcji zapalnej w obrgbie blaszki miazdzycowej, jak 1 wywotujacej szereg
efektow ogodlnoustrojowych, w tym reakcj¢ ostrej fazy. Nie bez znaczenia
dla przebiegu procesu miazdzycowego jest rOwniez immunoregulacyjne dzialanie tej

cytokiny.

1.4.1. Rola IL-6 w powstawaniu zmian miazdzycowych

Badania in vitro wykazaty, iz IL-6 moze by¢ produkowana przez wigkszos¢

typow komorek zaangazowanych w patogenez¢ miazdzycy. Duze ilosci IL-6
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wytwarzaja makrofagi 1 powstajace z nich komoérki piankowate oraz proliferujace

badz aktywowane przez IL-1 komorki migsniowki gladkiej'® ''°.

Réwniez
aktywowane komorki $rodbtonka naczyn sa zdolne do produkcji IL-6.
Co ciekawe, w kohodowlach komorek §rodbtonka i monocytow aktywowanych

IFNy wykazano, iz to komorki $rodblonka byty gtéownym zrodtem IL-6""".

Szereg prac wykazato obecnos¢ IL-6 w blaszkach miazdzycowych zaré6wno

12 113 . 1 - - - 114 . - -
, jak 1 w badaniach na zwierzgtach °. Badania immunohistochemiczne

u ludzi
wykazaly, iz IL-6 produkowana jest przez makrofagi i komorki migsniowe gladkie
obecne w blaszce miazdzycowej'">. Co wigcej - zaobserwowano réwniez liniowa

116 = podanie

korelacje migdzy lokalna produkcja tej cytokiny a wielkoscia blaszki
rekombinowanej IL-6 myszom z genetycznie uwarunkowana sktonnoscia
do miazdzycy (ApoE'/') nasilato tworzenie wczesnych blaszek miazdzycowych''.
Ponadto wstrzyknigcie IL-6 wywotywato wzrost stgzenia IL-6, IL-1p, TNFa
oraz fibrynogenu, natomiast pozostawalo bez wpltywu na st¢zenie cholesterolu
w surowicy badanych zwierzat.

Z kolei podwdjnie nokautowane myszy ApoE'/' IL-6"  hodowane
na normalnej diecie wykazywaly podwyzszone stezenia  cholesterolu
oraz zwigkszone tworzenie blaszek miazdzycowych w stosunku do pojedynczo
nokautowanych myszy ApoE” oraz IL-6", jak rowniez myszy szczepu dzikiego''®.
Natomiast naplyw komorek stanu zapalnego do blaszki miazdzycowej byt u myszy
ApoE”™ IL-6" znaczaco zahamowany w stosunku do myszy ApoE”, podobnie
zahamowana byla ekspresja 1 wydzielanie IL-10. Autorzy sugeruja podwdjna
modulujaca role IL-6 w miazdzycy, polegajaca z jednej strony na hamowaniu
gromadzenia si¢ lipidow w blaszce, a z drugiej strony na zwigkszaniu naptywu

leukocytow do powstajacej blaszki.

Omawiana cytokina w znaczacy sposob wplywa rowniez na aktywacje
komorek zaangazowanych w patogeneze miazdzycy. IL-6 stymuluje makrofagi
do produkeji TNF-a w odpowiedzi na LPS'" oraz aktywuje monocyty do produkcji
MCP-1'%; czyli czynnikéw ktére badz poteguja lokalny stan zapalny, jak TNF,
badZz zwigkszaja naplyw monocytow do $ciany naczynia, jak MCP-1. W stosunku

121 122

do komorek migsniowki gladkiej IL-6 dziata proproliferacyjnie oraz stymuluje
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ich migracje'”. Interesujacy jest wptyw IL-6 na pobieranie cholesterolu LDL
przez makrofagi oraz na ekspresj¢ receptorow dla r6znych form LDL na powierzchni
tych komorek. IL-6 stymuluje ekspresjg receptora zmiatacza CD36 oraz zwigksza

124

degradacj¢ oksydatywnie zmodyfikowanych LDL (ox-LDL) . Z drugiej strony inni

badacze wykazali, iz IL-6 hamuje wiazanie 1 pobieranie acetylowanych LDL

(ac-LDL) przez receptor MSR (ang. macrophage scavenger receptor)' .

1.4.2. IL-6 a czynniki ryzyka ChNS

U os6b palacych papierosy stwierdza si¢ podwyzszone poziomy zarowno
cytokin prozapalnych IL-6 i TNF, jak i1 bialek ostrej fazy, co prawdopodobnie
wynika z przewleklej reakcji zapalnej toczacej sie phlucach palaczy'?®. Takze
przewlekle infekcje w réznych narzadach indukuja produkcje IL-6, ktora
poprzez swoje dzialanie ogdlnoustrojowe oraz wplyw na komorki $ciany naczyn
przyczynia sie do postepu procesu miazdzycowego'’’.  Wykazano, iz stres
psychosocjalny podwyzsza stezenie IL-6 w surowicy krwi, prawdopodobnie poprzez
dziatanie katecholamin na komorki tkanki ttuszczowej. Podwyzszone st¢zenia 1L-6
stymuluja 0§ podwzgorze-przysadka-nadnercza prowadzac do opornosci na insuling,
otytosci centralnej oraz dyslipidemii. Co wigcej, wynikajacy z tego przyrost masy
tkanki ttuszczowej prowadzi do dalszego wzrostu stezenia IL-6. Dowiedziono, iz u
0sOb otytych oraz pacjentdw z cukrzyca typu 2 wystgpuja podwyzszone poziomy
krazacej IL-6, szczegdlnie u tych pacjentow, ktéry maja réwniez cechy zespotu

metabolicznego'*® '%.

1.4.3. IL-6 w chorobie niedokrwiennej serca

Liczne wyniki badan stezenia IL-6 w surowicy krwi wykazaly zwiazek
migdzy podwyzszonym st¢zeniem tej cytokiny w surowicy krwi oséb zdrowych
a przysztym ryzykiem wystapienia choroby niedokrwiennej serca i jej powiktan.
Wykazano zwiazek migdzy podwyzszonymi stgzeniami IL-6 1 CRP a $miertelnos$cia
w grupie zdrowych 0sob powyzej 70-tego roku zycia'>’. Podobnie w badaniu 620

kobiet w wieku powyzej 65 lat wysokie stgzenie IL-6 w surowicy krwi zwiazane
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bylo ze zwickszona $miertelnoécia>'. W duzym, prospektywnym badaniu
obejmujacym 14 916 zdrowych megzczyzn zaobserwowano, iz wyzsze wyjsciowe
stegzenia IL-6 ponad dwukrotnie zwigkszaly ryzyko wystapienia zawalu serca

. ;. . . 132
w okresie szesciu lat od rozpoczecia badania'*”.

Wydaje sig, ze IL-6 moze by¢ réwniez markerem niestabilnosci blaszki
miazdzycowej. Obserwowano wyzsza produkcje IL-6 w niestabilnych blaszkach
miazdzycowych w poréwnaniu do stabilnych, dodatkowo wspotwystgpowata
rowniez zwigkszona produkcja IL-8 i IL-18 oraz metaloproteinaz MMP-2
i MMP-9'%*. Wyzsze stezenia IL-6 w surowicy byly zwiazane z niska echogenno$cia
blaszek, bedaca cecha charakterystyczna niestabilne;j blaszki'*.

Podwyzszone poziomy IL-6 oraz IL-1Ra w czasie dwodch pierwszych dni
hospitalizacji z powodu niestabilnej dusznicy bolesnej byly zwiazane z ryzykiem
wystapienia ostrych zdarzen sercowych w trakcie hospitalizacji'®>. Co ciekawe,
w innej pracy tej grupy zauwazono, iz stgzenia IL-6 oraz CRP 1 SAA
po angioplastyce przezskornej nie zmienialy si¢ istotnie u pacjentow ze stabilng
choroba wiencowa oraz u pacjentdow z niestabilna choroba wiencowa, ktérzy
wykazywali si¢ prawidlowymi poziomami tych markeréw stanu zapalnego
przed zabiegiem. Natomiast u pacjentdOw z niestabilng dusznica bolesna z wyj$ciowo
podwyzszonymi st¢zeniami markerow stanu zapalnego obserwowano znaczne

podwyzszenie ich stezen takze po zabiegu'*°.

Autorzy spekuluja, iz uszkodzenie
blaszki miazdzycowej samo z siebie nie jest glownym czynnikiem wywolujacym
wzrost stgzenia bialek ostrej fazy, a obserwowane podwyzszone poziomy markerow

stanu zapalnego sa wyrazem nadreaktywnosci uktadu immunologicznego.

1.4.4. Interleukina 6 w reakcji zapalnej na zabieg pomostowania
tetnic wiencowych

Zabieg pomostowania tgtnic, stosowany u pacjentow z choroba
niedokrwienng serca w celu przywrdcenia wlasciwego przeptywu krwi w tetnicach
wiencowych, wywotuje reakcje zapalna, ktorej jednym z przejawow jest znaczny

wzrost stezenia cytokin prozapalnych w surowicy krwi.
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Stezenie IL-6 w surowicy krwi bardzo szybko i gwaltownie wzrasta
niezaleznie od typu zabiegu operacyjnego. Poréwnano stgzenia cytokin
po zabiegu pomostowania tetnic z krazeniem pozaustrojowym, przezskornej
interwencji wiencowej (ang. percutaneous coronary intervention, PCI) z krazeniem
pozaustrojowym 1 tradycyjnej przezskornej interwencji wiencowej bez krazenia
pozaustrojowego'>’.  Takie podejécie pozwolito poréwnaé wplyw krazenia
pozaustrojowego oraz uszkodzenia tkanek wywotanego zabiegiem operacyjnym
na wyrzut cytokin. Najwyzsze st¢zenie IL-6 zaobserwowano u chorych poddanych
pomostowaniu tetnic  (640+£165,4 pg/ml), nizsze u chorych poddanych PCI
z krazeniem pozaustrojowym (170,4+165,4 pg/ml) i najnizsze u osdéb poddanych
tradycyjnemu PCI (13,6122,3 pg/ml). Z przedstawionych danych wynika, iz uraz
operacyjny ma wigkszy wptyw na podwyzszenie st¢zenia IL-6 w surowicy niz samo
zastosowanie krazenia pozaustrojowego. Te wyniki sa zgodne z danymi z prac
porownujacych wplyw pomostowania tetnic z krazeniem pozaustrojowym
(ang. on-pump coronary artery bypass grafting, CABG) 1 bez krazenia
pozaustrojowego (ang. off-pump coronary artery bypass grafting, OPCABG)
oraz minimalnie inwazyjnego bezposredniego pomostowania aortalno-wiencowego
(ang. minimally invasive direct coronary artery bypass, MIDCAB). Zabiegi
z krazeniem pozaustrojowym (CABG) lub bez (OPCABG) nie r6znily si¢ dynamika

6% 3% lub roznity tylko nieznacznie'*’. Natomiast u chorych

wyrzutu IL-
z jednonaczyniowa choroba poddanych zabiegowi minimalnie inwazyjnemu
(MIDCAB) stwierdzono nizszy poziom IL-6 po 24 godzinach po zabiegu
w poréwnaniu do 0sob z tréjnaczyniowa choroba wiencowa operowanych tradycyjna
metoda z krazeniem pozaustrojowym'*'. Co ciekawe, w tym samym badaniu,
w punkcie maksymalnego wyrzutu cytokiny — 4 godziny po zabiegu nie byto rdznic
w stezeniu IL-6 w zaleznosci od typu zabiegu.

Wyniki opisywanych oraz licznych innych badan wskazuja, iz stgzenie IL-6
w surowicy krwi po zabiegu koreluje z wielkoscia urazu operacyjnego'*>. Wysokie
stezenia tej cytokiny zwiazane byly takze z wystgpowaniem pooperacyjnych

. , . . 14
epizodéw niedokrwiennych'*.
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1.5. Polimorfizm regionu promotorowego genu IL-6

Szacuje sig, ze konwencjonalne czynniki ryzyka ChNS takie jak wiek, ptec,
wskaznik masy ciala, nadci$nienie tgtnicze, cukrzyca, palenie tytoniu odpowiadaja
za okolo 50% zachorowan'**. Poza wymienionymi czynnikami istotny wplyw
na ryzyko rozwoju choroby maja czynniki genetyczne'*. Do dobrze opisanych
genetycznych markeréw ryzyka naleza polimorfizmy 1 mutacje w obregbie genow
kodujacych apolipoproteine E (ApoE)'*’, enzym konwertujacy angiotensyne
(ACE)", lipaze lipoproteinowa (LPL)'*®, receptor dla LDL (LDLR), $rédblonkowa
syntaze tlenku azotu'*, inhibitor aktywatora plazminogenu-1 (PAI-1)"°.

Ze wzgledu na role IL-6 w przebiegu stanu zapalnego oraz w patogenezie
ChNS roéwniez polimorfizm genu IL-6 moze peli¢ rolg czynnika ryzyka
badz czynnika wptywajacego na przebieg choroby.

W genie kodujacym IL-6 opisano istnienie kilku miejsc polimorficznych.
W regionie promotorowym istnieja trzy substytucje pojedynczych nukleotydow
(SNP) w pozycjach: -174, -572 1 -597 oraz miejsce o rdznej iloSci powtorzen AT
(AnTn) w pozycji -392 do -373"'. Polimorfizmy -174 i -572 sa substytucjami
G na C, a polimorfizm -597 G na A. Dodatkowo opisano réwniez istnienie
polimorfizmu w regionie niekodujacym 3’ genu IL-6'.

Polimorfizm -174 1IL-6 lezy obrgbie waznego elementu regulujacego
transkrypcj¢ genu — sekwencji MRE (ang. multi response element). Fragment
migdzy -225 a -164, w obrgbie ktorego znajduje si¢ miejsce polimorficzne -174,
okreslono jako region regulacji negatywnej'>, co wiecej - zamiana G na C w pozycji
-174  powoduje  powstanie  potencjalnego miejsca  wigzania  czynnika

transkrypcyjnego NF-1'* 1%

. Natomiast pozostale miejsca polimorficzne znajduja
si¢. w regionach, w ktorych nie stwierdzono wiazania si¢ czynnikéw

transkrypcyjnych badz represoréw transkrypcji.
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Rysunek 1.5.1. Rozmieszczenie miejsc polimorficznych w obrebie promotora genu IL-6.
GRE — miejsce wigzania receptora glikokortykoidowego, AP-1 — miejsce wigzania czynnika
AP-1, MRE — element odpowiedzi na wiele czynnikéw, NRD — domena regulacji negatywnej,
CRE - element odpowiedzi na cAMP, miejsce wigzania CREB, NF-IL-6 — miejsce wigzania
czynnika NF-IL-6, NF-kB — miejsce wigzania czynnika NF-xB. Modyfikacja wtasna
na podstawie Park i wsp.®

Polimorfizmy, szczegbélnie te znajdujace si¢ w obrgbie regionow
promotorowych, moga wplywac na ekspresje genow badz poprzez zmiang sekwencji
wiazace] czynnik transkrypcyjny, badz tez powodujac zmiany konformacyjne
w DNA wplywajace na sil¢ wiazania czynnikéw transkrypcyjnych i biatek
pomocniczych. W zaleznos$ci od typu komorki oraz stopnia i sposobu jej aktywacji
odmienne szlaki sygnalizacji oraz czynniki transkrypcyjne moga by¢ zaangazowane
w aktywacj¢ transkrypcji. To tlumaczy otrzymane przez badaczy rozne efekty
oddziatywania polimorfizmu na aktywno$¢ transkrypcyjna promotora w badaniach in

vitro z wykorzystaniem roéznych konstruktéow genetycznych'>' ',

Wiele prac
opisuje rowniez zwiazek migdzy polimorfizmem regionu promotorowego,
w szczegolnoSci w pozycji -174, a przebiegiem wielu chordb, zwlaszcza schorzen

158 159

. . . 1 1 ’ ’ s .
o podtozu autoimmunologicznym'® "7 badz zapalnym Badano réwniez

zalezno$¢ migdzy polimorfizmem genu IL-6 a schorzeniami uktadu krazenia, w tym

. . o 160 161
choroba niedokrwienna serca, zawalem migénia sercowego

, 1 miazdzyca
naczyn obwodowych'®®.  Wyniki tych prac nie sa jednoznaczne, co wynika
z kompleksowego, wieloczynnikowego podloza patogenetycznego tych choréb, tym
niemniej wplyw polimorfizmu na lokalne wydzielanie cytokiny oraz jej rola
w przebiegu odpowiedzi zapalnej sklaniaja do przeprowadzenia szczegdtowej

analizy tej zalezno$ci.
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2. CELE PRACY

Okreslenie czgsto$ci wystgpowania polimorfizmow: -174, -572 i -597 genu
IL-6 oraz tworzonych przez nie ztozonych genotypéw u chorych z choroba

niedokrwienng serca.

Ocena zwiazku polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6

ze zdolnos$cia monocytow krwi obwodowej do produkcji tej cytokiny.

Okreslenie zwiazku polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6

z nasileniem reakcji zapalnej po zabiegu pomostowania tgtnic wiencowych.

Ocena zwiazku polimorfizmu genu IL-6 z wystgpowaniem powiklan

okolooperacyjnych po zabiegu pomostowania tgtnic wiencowych.
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3. MATERIALY | METODY

3.1. Badana populacja

Do badan zakwalifikowano 318 oséb poddawanych zabiegowi pomostowania
tetnic wiencowych z powodu przewleklej choroby niedokrwiennej serca. Doboru
dokonano losowo sposrod pacjentow Kliniki Kardiochirurgii Akademii Medyczne;j
w Gdansku (kierownik: prof. dr hab. Jan Rogowski) poddawanych zabiegowi
pomostowania t¢tnic. Materiat do badan pobierano od 4 os6b operowanych
w jednym dniu tygodnia.

Grupe kontrolng stanowily 103 zdrowe osoby w zblizonym wieku,
bez objawow choroby niedokrwiennej serca, u ktorych na podstawie wywiadu
lekarskiego 1 przyje¢tych kryteriow kardiologicznych wykluczono chorobg wiencowa.

Osoby biorace udzial w badaniach poinformowane zostaty o ich celach
1 przebiegu oraz wyrazily zgodg¢ na uczestnictwo w nich. Projekt badania zostal
zaakceptowany przez Komisj¢ Etyczna Akademii Medycznej w Gdansku.

Material do badan stanowita krew zylna obwodowa pobierana do probowek
z EDTA (do oznaczen polimorfizmu), z heparyna (do oznaczen cytometrycznych)

oraz probowek bez antykoagulanta (do oznaczen poziomow cytokin w surowicy).

Dane kliniczne gromadzono w  Klinice Kardiochirurgii AMG
przeprowadzajac wywiad lekarski oraz analizujac kart¢ zgloszenia chorego
do Kliniki. Zbieraniem danych oraz przygotowaniem bazy danych zajmowat sig
dr Krzysztof Szyndler z Kliniki Kardiochirurgii. Zbierano dane dotyczace:
czynnikow ryzyka choroby niedokrwiennej serca, charakterystyki klinicznej
choroby, przyjmowanych lekow, charakterystyki zabiegu pomostowania tetnic
wienicowych oraz dane dotyczace powiktan pooperacyjnych.

Dane na temat czgstosci wystgpowania czynnikow ryzyka ChNS
obejmowaty: wiek, pte¢, wskaznik masy ciata (BMI, body mass index), nadci$nienie
tetnicze, cukrzyce, palenie tytoniu, wystgpowanie incydentéw wiencowych w
najblizszej rodzinie (krewni pierwszego stopnia) przed 60. rokiem zycia, warto$¢
frakcji lipidowych. Dodatkowo dokumentowano czas trwania choroby wiencowej
(Jako czas od wystapienia pierwszych dolegliwosci dtawicowych badz rozpoczgcia

leczenia zachowawczego do momentu leczenia operacyjnego), wystgpowanie w
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przesztoSci zawatlu serca badz migotania przedsionkdéw, niestabilng chorobe

wiencowa wedlug kryteriow Braunwalda'®

, warto$¢ frakcji wyrzutowej lewej
komory serca (LVEF), nasilenie dolegliwosci dtawicowych okreslane za pomoca
klasyfikacji Kanadyjskiego Towarzystwa Kardiologicznego — CCS, ryzyko zgonu
okolooperacyjnego okreslane za pomoca punktacji EuroSCORE '*, liczba istotnie
zwegzonych tetnic w badaniu angiograficznym (>50% $wiatta naczynia dla pnia lewe;j
tetnicy wiencowej oraz >75% dla galgzi przedniej zstgpujacej lewej tetnicy
wiencowej, galezi okalajacej lewej tetnicy wiencowej lub prawej tetnicy wiencowej).

Tabela 3.1.1. Wystepowanie czynnikow ryzyka choroby wiehcowej oraz charakterystyka
kliniczna pacjentéw w analizowanej populaciji.

Srednia+SD Minimum-
lub % -maksimum

Ple¢ meska, n (%) 234 (72,9%) -
Wiek, lata 62,4118,86 42-82
BMI, kg/m’ 28,23+4,07 17,3-44,14
Nadciénienie tetnicze, % 68,4% -
Czas trwania nadcis$nienia tgtniczego, lata 11,3549,55 0,25-40
Cukrzyca, % 26,8% -
Czas trwania cukrzycy, lata 9,8718,18 0,25-30
Cholesterol catkowity, mg/dl 217,46151,44 98-363
Cholesterol LDL, mg/dl 136,72+43,82 38-283
Cholesterol HDL, mg/dl 44,66+13,53 9-97
Trojglicerydy, mg/dl 167,3+104,39 31-982
Kreatynina, mg/dl 1,1440,25 0,7-2,8
Palenie tytoniu, %: niepalacy/palacz/ex-palacz 26,92 /9,44 / 63,64 -
Choroba wiencowa w wywiadzie rodzinnym,% 52,3% -
Ci$nienie skurczowe, mmHg 137,21+£21,25 80-215
Ci$nienie rozkurczowe, mmHg 82,17+£12,97 50-130
Czas trwania dtawicy piersiowej, lata 8,02+7,14 0,12-35
Niestabilna dtawica piersiowa, % 14,8% -
Zawal serca w wywiadzie, % 64,1% -
Migotanie przedsionkow w wywiadzie, % 11,2% -
Frakcja wyrzutowa, % 53,06+10,06 20-70
Liczba zwezonych naczyn, %: 1/2/3 5,38 /29,75 / 64,87 -
CCS, pkt; mediana (rozstep kwartylny) 3(2-3) 0-4
NYHA, pkt; mediana (rozstgp kwartylny) 0 (0-2) 0-3
EuroSCORE, pkt; mediana (rozstep kwartylny) 3 (1-5) 0-13
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Na podstawie wywiadu lekarskiego oceniano farmakoterapi¢ choroby
wiencowej ze szczegdlnym uwzglednieniem czgsto$ci przyjmowania: statyn,
inhibitorow enzymu konwertujacego angiotensyny Ilub blokerow receptoréw
angiotensyny, kwasu acetylosalicylowego, beta-blokeréw, nitratéw 1 blokerow

kanatu wapniowego.

Tabela 3.1.2. Charakterystyka farmakoterapii choroby wiericowej w badanej grupie.

%

Kwas acetylosalicylowy, % 92,7
Beta-blokery, % 82,6
Nitraty, % 79,8
Statyny, % 78,5
Blokery enzymu konwertujacego lub 62,3
receptora angiotensyny, %

Blokery kanalu wapniowego, % 22,5

Charakterystyka zabiegu pomostowania tgtnic obejmowata rodzaj zabiegu,
liczbg  wykonanych  pomostow  naczyniowych, czas trwania krazenia
pozaustrojowego (KPU), czas pobytu na oddziale pooperacyjnym (POP) oraz faczny
czas hospitalizacji po zabiegu (tabela 3.1.3.).

Tabela 3.1.3. Charakterystyka zabiegu oraz przebiegu pooperacyjnego w badanej grupie.

Srednia+SD Minimum-
lub % -maksimum
Liczba wykonanych pomostow tetniczych 2,68+0,92 1-5
Zabieg w KPU, % 50,8% -
Czas trwania KPU, min 85,71+£30,33 34-214
Czas pobytu na POP, godziny 35,5+30,07 4-235
Czas do wypisu, dni 6,35+1,97 4-30

KPU - krazenie pozaustrojowe; POP — oddziat pooperacyjny

Dodatkowo zbierano dane dotyczace okresu pooperacyjnego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem wystepowania powiklan okotooperacyjnych. Wyr6zniono cigzkie
powiktania okolooperacyjne, do ktorych zaliczono: zgon okotooperacyjny (w ciagu
30 dni od zabiegu), zawal mig$nia sercowego (definiowany przy wystapieniu dwoch
z nastgpujacych zaburzen: nowe patologiczne Q w EKG, CK-MB>30 U/l lub nowe

zaburzenia kurczliwo$ci w obrazie echokardiograficznym) oraz zespot matego rzutu
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(konieczno$¢ stosowania wspomagania krazenia za pomoca kontrapulsacji
wewnatrzaortalnej oraz ci$nienie skurczowe <80mmHg, wskaznik objetosci
minutowej lewej komory < 2,0 I/min/m’ ciénienie zaklinowania w tetnicy
ptucnej>20mmHg).

W grupie 50 oso6b poddawanych zabiegowi pomostowania te¢tnic z uzyciem
krazenia pozaustrojowego przeprowadzono szczegotowa analiz¢ odpowiedzi
zapalnej na zabieg. Od osob tych pobierano krew na dzien przed zabiegiem, 3, 24

172 godziny po zakonczeniu zabiegu.

3.2. Materiaty
3.2.1. Odczynniki

2-merkaptoetanol (Serva, Niemcy);

agaroza (Roth, Niemcy);

alkohol etylowy absolutny (POCh, Polska);

azydek sodu (Sigma, USA);

bis-akrylamid, akrylamid (Roth, Niemcy);

bromek etydyny (Sigma, USA);

cieleca surowica ptodowa (FCS) (Gibco BRL, USA);

dNTPs - wodny roztwoér zawierajacy dATP, dCTP, dGTP i dTTP
w stezeniu 10mM kazdy (Fermentas, Litwa);

EDTA (Sigma, USA);

enzym restrykcyjny BseGlI (Fokl) (Fermentas, Litwa);

enzym restrykcyjny SfaNI (NEB, Wielka Brytania);

Ficoll-Paque (Amersham Pharmacia, Szwecja);

GolgiStop (BD Pharmingen, USA);

interleukina 6 (Sigma, USA);

kwas borowy (Serva, Niemcy);

lowastatyna (Polpharma, Polska)

LPS E.coli 0128:B12 (Difco, USA);

mewalonian (Sigma, USA);

PHA (Sigma, USA);

PMA (Sigma, USA);

Polimeraza DNA DyNAzyme Il (Finnzymes, Finlandia);

31



Joanna Wieckiewicz, Praca doktorska: Materialy i metody

roztwor penicylina/streptomycyna (Sigma, USA);

RPMI 1640; (BioMed, Polska);

saponina (Sigma, USA);

Sybr Gold®, czuty barwnik fluoryzujacy po zwiazaniu z DNA (Molecular Probes,
USA);

Tris (Serva, Niemcy);

Uropolina (POCh, Polska)

woda redestylowana wolna od nukleaz (Promega Corp., USA);

wzorzec masowy pUC Mix (Fermentas, Litwa)

zestaw do izolacji genomicznego DNA z krwi DNA Blood Mini
(A&A Biotechnology, Polska);

3.2.2. Bufory i roztwory

Bufor PBS bez Ca®" i Mg®" do barwien cytometrycznych

NaCl 8,59¢
Na,HPO, 1,25¢g
NaNj 0,98¢g

EDTA (dwusodowy) 3,7¢g
Woda redestylowana 1000ml
Ustali¢ pH 7,4, autoklawowac, przechowywac w 4°C w ciemnosci

Bufor SB do barwien cytometrycznych antygenow wewnatrzkomorkowych
Inaktywowana FCS  1ml
NaN3 0,098¢
PBS bez Ca*" i Mg*" do 100ml
Ustali¢ pH 7,4, przefiltrowac¢ (filtr 0,22um), przechowywaé w 4°C
w ciemnosci

Bufor PW do barwien cytometrycznych antygenéw wewnatrzkomoérkowych
Saponina 0,1g
NaNj3 0,098¢g
PBS bez Ca*" i Mg®" do 100ml
Ustali¢ pH 7,4-7,6, przefiltrowa¢ (filtr 0,22um), przechowywa¢ w 4°C
W ciemnosci

Bufor CC do barwien cytometrycznych antygenow wewnatrzkomérkowych
Inaktywowana FCS  1ml
Saponina 0,1
NaN3 0,098¢
PBS bez Ca*" i Mg*" do 100ml
Ustali¢ pH 7,4-7,6, przefiltrowa¢ (filtr 0,22pum), przechowywac w 4°C
W ciemnosci
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Bufor utrwalajacy do barwien cytometrycznych antygenow wewnatrzkomorkowych
Paraformaldehyd 4g
PBS bez Ca®" i Mg*™ 100ml
Ustali¢ pH 7,4-7,6, paraformaldehyd rozpuszcza¢ w PBS w 56°C,
przechowywac¢ w 4°C w ciemnosci

Bufor TBE (5% st¢zony):
Tris 54¢g
Kwas borowy 27,5g
0,5M EDTA pH 8,0 20ml
H,0 destylowana  do 1000ml

30% roztwor akrylamidéw (29g akrylamidu, 1g N,N’-metylenbisakrylamidu
w 100ml wody)

Bufor obciazajacy do elektroforezy agarozowej
0,25% w/v biekit bromofenolowy
40% w/v sacharoza
0,IM EDTA pH 8,0
0,55% w/v SDS

Mieszanina Ficoll/Uropolina, gestos¢ 1,007g/cm’
24 czesci 9% w/v Ficoll
10 czgs$ci 33,9% w/v Uropolina

Roztwor bromku etydyny Smg/ml (w/v)

Roztwér wzorca masy molekularnej pUC Mix
10ul wzorca masy pUC Mix (0,5mg/ml)
20 ul buforu obciazajacego (6x)
90 ul wody dejonizowanej

Roztwory do lizowania i utrwalania krwi pelnej do barwien cytometrycznych
antygenoéw powierzchniowych

Roztwoér A — lizujacy (600ul/50ul krwi)

Kwas mrowkowy 0,6ml
Woda destylowana do 500ml
Roztwor B — stabilizujacy btony komoérkowe leukocytow (240ul/50ul krwi)
Weglan sodu 1,5¢
Chlorek sodu 3,63¢g
Siarczan sodu 7,83¢g

Woda destylowana  250ml

Roztwor C — utrwalajacy komorki (100 pl/50ul krwi)
Paraformaldehyd lg
Woda destylowana  100ml
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Roztwoér lowastatyny

Lowastatyng w nieaktywnej formie laktozowej otrzymano w darze od firmy
POLPHARMA  S.A. Aktywna  forme¢  hydroksykwasu  otrzymano
przez rozpuszczenie 40mg laktonu w 1ml absolutnego alkoholu etylowego,
dodanie 1,5ml 0,IM roztworu NaOH i inkubacje przez 2 godziny w 50°C .
Ustalono pH 7,2, uzupetniono woda destylowana do objgtosci 20ml, a nastgpnie
przefiltrowano przez filtr o $rednicy 0,22um (Millipore). Otrzymany roztwor
0 st¢zeniu SmM rozporcjowano i przechowywano w temperaturze -20°C.

Roztwor mewalonianu

ImM mewalonianu (0,126g) rozpuszczono w Iml alkoholu etylowego 99,6%
1 uzupetniono 9ml wody. Otrzymany roztwoér przefiltrowano filtrem o $rednicy
0,22um (Millipore). Uzyskany roztwor o stgzeniu 100mM rozporcjowano

1 przechowywano w -20°C.

3.2.3. Materialy jednorazowego uzytku

Butelki do hodowli komoérkowych (NUNC, Dania)
Filtry strzykawkowe 0,22um (Milipore)

Pipety jednorazowe typu balonik (Sigma, USA)

Ptytki 24-dotkowe (NUNC, Dania)

Plytki 96-dotkowe, ptaskodenne (NUNC, Dania; Sarstedt, USA)
Probowki do cytometru (Medlab, Polska; Falcon, USA)
Probowki typu Eppendorf 1,5ml (Medlab, Polska)
Probowki typu Eppendorf 2ml (Medlab, Polska)
Probowki typu Falcone na 15ml (Medlab, Polska)
Probowki typu Falcone na 50ml (Medlab, Polska)
Szalki do hodowli (NUNC, Dania)

Tipsy do pipet (Medlab, Polska)

3.2.4. Przeciwciata monoklonalne

CDl11a (LFA-1) FITC, klon G43-25B, mysie IgGa,, k; (BD Pharmingen, USA)
CDI11b (Mac-1) PE, klon ICRF44, mysie IgG;, k; (BD Pharmingen, USA)

CD14 FITC, klon TUK4, mysie [gG,,, k; (DakoCytomation, Dania)

CD14 FITC, klon M5E2, mysie IgGy,, k; (BD Pharmingen, USA)

CD14 ECD, klon RMOS52, mysie 1gG;,; (Immunotech, Beckman Coulter, Francja)
CD16 FITC, klon 3G8, mysie IgGi, k; (BD Pharmingen, USA)

CD16 PE-Cy35, klon 3G8, mysie IgGy, k; (BD Pharmingen, USA)
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CD54 PE, klon HASS, mysie IgGy, k; (BD Pharmingen, USA)

IL-6 PE, klon MQ2-6A3, szczurze 1gGa,, k; (BD Pharmingen, USA)

Kontrola izotypowa FITC, klon MOPC-21, mysie IgGy, k; (BD Pharmingen, USA)

Kontrola izotypowa FITC, klon G155-178, mysie 1gGa,, k; (BD Pharmingen, USA)

Kontrola izotypowa FITC, klon DAK-GOS, mysie 1gG2,, ¥ (DakoCytomation,
Dania)

Kontrola izotypowa PE, klon MOPC-21, mysie IgG, k; (BD Pharmingen, USA)

Kontrola izotypowa PE-Cy5, klon MOPC-21, mysie I1gGi, x; (BD Pharmingen,
USA)

Kontrola izotypowa ECD, klon 679,1Mc7, mysie [gG,; (Immunotech, Beckman
Coulter, Francja)

Kontrola izotypowa PE do barwien wewnatrzkomoérkowych, klon R35-95, szczurze

IgGa,, x; (BD Pharmingen, USA)

3.2.5. Podtoza hodowlane

Podloze do hodowli PBMC
RPMI z 5% FCS, L-glutamina, pirogronianem

Podtoze do hodowli komorek linii B9
RPMI 1640 z 3% FCS, 20uM 2-merkaptoetanolu (2-ME), L-glutamina,
pirogronianem, penicyling, streptomycyna i 10U/ml rekombinowanej ludzkiej

IL-6 (Sigma, USA)

3.2.6. Linie komorkowe

B9 — linia mysia, komorki linii ciaglej szpiczaka, wrazliwe na IL-6; dar dr L. Aarden,

Netherland Red Cross, Amsterdam, Holandia

3.2.7. Aparatura

aparat do elektroforezy agarozowej (Kucharczyk, Polska)
aparat do elektroforezy akrylamidowej (Bio-Rad, USA)
cytometr przeptywowy Epics XL (Coulter, USA)
cytometr przeptywowy LSRII (BD, USA)

czytnik plytek Sumal PE2 (Niemcy)
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fluorescencyjny czytnik ptytek BIO-TEK FL600 (USA)

inkubator z regulowanym przeptywem CO, (Heraeus, Niemcy)

komora laminarna (Heraeus, Niemcy; Polon, Polska)

mieszadetko magnetyczne (IKA, Niemcy)

mikroskop odwrécony LM2

mikroskop $wietlny Studer

pH-metr uniwersalny @ 32 (Beckman, USA)

spektrofotometr MBA2000 (Perkin Elmer, USA)

termoblok (JWElectronic, Polska)

termocykler T3 (Biometra, Niemcy)

termocykler Tgradient (Biometra, Niemcy)

urzadzenie do lizy i utrwalania komorek Qprep Epics Immunology Workstation
(Coulter, USA)

vortex (IKA, Niemcy)

waga elektroniczna (Rad-Wag, Polska)

wirowka 3K 15 (Sigma, USA)

wirowka 4K 15 (Sigma, USA)

zamrazarka -80°C Polar 550H (AS Biomedica, Wtochy)

zestaw do fotografowania 1 analizy obrazu (UVP, Niemcy)

3.2.8. Programy komputerowe

BD Cytometric Bead Array Software (BD, USA) — analiza danych CBA

FacsDiva (BD, USA) — system zarzadzajecy cytometrem przeptywowym LSRII (BD,
USA)

Grab-It (UVP, Niemcy) — utrwalanie i obrobka zdjg¢ z transiluminatora

KCS5 (Biotec, Japonia) — analiza danych uzyskanych z czytnikéw plytek

Statistica, wersja 7.1 (StatSoft Inc., USA) — analiza statystyczna wynikoéw

System II 3.0 (Coulter, USA) — system zarzadzajacy cytometrem przeptywowym
Epics XL (Coulter, USA), wstgpna analiza wynikoéw badan cytometrycznych

WinMDI 2.8 — analiza wynikéw badan cytometrycznych, program stworzony przez

Josepha Trottera, dostepny pod adresem: http://facs.scripps.edu/software.html

36



Joanna Wieckiewicz, Praca doktorska: Materialy i metody

3.3. Metody

3.3.1. lzolacja genomicznego DNA z krwi

DNA bylo izolowane przy pomocy zestawu Blood Mini firmy A&A
Biotechnology.
Do 1ml krwi dodawano 0,5ml buforu lizujacego erytrocyty, cato$¢ mieszano,
az roztwor stal si¢ szkartatnie przezroczysty, a nastgpnie wirowano przez 3 minuty
przy 12 tys. obrotow/min. Supernatant usuwano, a do osadu dodawano 100ul buforu
Tris i doktadnie pipetowano. Nastgpnie dodawano 200ul uniwersalnego buforu
lizujacego 1 20ul Proteinazy K, calo$¢ mieszano i inkubowano 30 min. w 37°C.
Po inkubacji probke intensywnie worteksowano i nanoszono na minikolumng
do oczyszczania DNA. Kolumng wirowano 1 min. przy 12 tys. obrotéw/min.
i dodawano 500ul buforu pluczacego Al. Po kolejnym wirowaniu (1 min., 12 tys.
obrotow/min.) minikolumng przenoszono do nowej proboéwki, dodawano 400ul
buforu Al i wirowano 2 min. przy 12 tys. obrotow/min. Minikolumng przenoszono
do nowej probowki i dodawano 200ul buforu Tris (10mM TRIS.HCL pHS,5),
probke inkubowano 5 min. w temperaturze pokojowej, a nastgpnie wirowano 1 min.
przy 12 tys. obrotow/min. Minikolumng wusuwano, a uzyskane DNA

przetrzymywano w -20°C do czasu dalszych analiz.

3.3.2. Oznaczanie polimorfizmu regionu promotorowego
genu IL-6

3.3.2.1. Oznaczanie polimorfizmu w pozycjach -174, -572 i -597 oraz okreSlanie
haplotypu
Polimorfizm genu IL-6 w pozycjach -174, -572, -597 okres§lano metoda PCR
przy uzyciu starterow specyficznych dla alleli. Zastosowano 6 starterow
o sekwencjach:
- 5> AAGTAACTGCACGAAATTTGAGGG 3>  —oznaczony -597 G
-5 AAGTAACTGCACGAAATTTGAGGA 3°  —oznaczony -597 A
- 5" GGCCAGGCAGTTCTCTACAACAGCCG 3’ — oznaczony -572 G
- 5" GGCCAGGCAGTTCTCTACAACAGCCC 3’ — oznaczony -572 C
- 5" TGCAATGTGACGTCCTTTAGCATG 3°  —oznaczony -174 G
-5 TGCAATGTGACGTCCTTTAGCATC 3’ —oznaczony -174 C
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Dla kazdej badanej osoby przeprowadzano 8 reakcji PCR z zastosowaniem

wymienionych wyzej starter6w w nastgpujacych kombinacjach:

Numer 1-cji| Zastosowane startery Amplifikacja, jesli w pozycji: Diugos¢ produktu
PCR 597 572 174 PCR (bp)
1 -597Gi-174 C G G 471
2 -597Gi1-174 G G C 471
3 -597Ai1-174C A G 471
4 597 A1-174 G A C 471
5 -572Gi1-174 C G G 438
6 -572Gi-174 G G C 438
7 -572Ci-174 C C G 438
8 -572Ci-174 G C C 438

Warunki reakcji PCR: 40ng genomowego DNA, po 10pmoli starteréw,
200uM dNTP, 2mM MgCl,, 0.4U polimerazy, woda do objgtosci 25ul. Profil
temperaturowy: 3 min. 95°C, 5 cykli: 35 sek. 95°C, 45 sek. 70°C, 35 sek. 72°C,
21 cykli: 25 sek. 95°C, 50 sek. 65°C, 40 sek. 72°C, 4 cykle: 35 sek. 95°C, 60 sek.
55°C, 90 sek. 72°C. Po zakonczeniu reakcji PCR przeprowadzano elektroforezg

produktow reakcji w 1,5% zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny.

Wystepowato sze$¢ podstawowych kombinacji wynikow reakcji PCR
przedstawionych na rysunku 3.3.2.1.1., odpowiadajacych poszczegdlnym ztozonym
genotypom. Byly to kombinacje: 1456 (odpowiadajaca genotypowi GGG/AGC),
46 (GGG/GGG), 15 (AGC/AGC), 157 (GGG/GCG), 1467 (AGC/GCQG)
oraz 17 (GCG/GCQ).
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W1 2 3 45 6 7 8 1.2 3 4 5 6 7 8

+ + + o+ + +
2 3 4 5 6 7 8 3 4 5 6
2 3 4 5 6 7 8 2 3 4

Rysunek 3.3.2.1.1. Wyniki elektroforezy produktéw PCR oznaczania polimorfizméw -597,
-572 i -174 oraz ztozonych genotypéw IL-6. W — oznacza wzorzec masowy, 1-8 — kolejne
reakcje PCR wedtug schematu przedstawionego powyzej. Poczgwszy od lewego gérnego
rogu kolejno przyktadowe wyniki dla osoby o genotypie AGC/GCG, AGC/AGC, GGG/GCG,
GGG/AGC, GGG/GGG i GCG/GCG.

3.3.2.2. OKkreslanie polimorfizmu genu IL-6 w pozycji -174

W czgsci probek polimorfizm genu IL-6 w pozycji -174 okreslono dodatkowo
metoda PCR-RFLP w celu potwierdzenia wynikoéw uzyskanych poprzednia metoda.
Reakcjg PCR przeprowadzano z uzyciem starterow o sekwencji:
5" CAGAAGAACTCAGATGACTGG 3’ (starter 5°)
5" GCTGGGCTCCTGGAGGGG 3’ (starter 3°)
Warunki reakcji PCR: 40ng genomowego DNA, po 10pmoli starterow, 200uM
dNTP, 2mM MgCl,, 0.4U polimerazy, woda do objgtosci 50ul. Profil

temperaturowy: 95°C 1 min., 63°C 1 min., 72°C 2 min. przez 30 cykli, koncowe
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wydhuzanie 72°C 10 min. Produkty reakcji PCR cigto enzymem restrykcyjnym
SfaNI w 37°C przez 12 godzin a nastgpnie przeprowadzano elektroforezg w 2% zelu

agarozowym barwionym bromkiem etydyny.

w1 2 3 4 5 6 7 8

Rysunek 3.3.2.2.1. Wyniki analizy metodg PCR-RFPL polimorfizmu -174 IL-6. W — oznacza
wzorzec masowy, 1-8 — kolejno produkty reakcji PCR przed i po cieciu enzymem SfaNI.

3.3.2.3. Okreslanie polimorfizmu genu IL-6 w pozycji -597

W czgsci probek polimorfizm genu IL-6 w pozycji -597 okreslono dodatkowo
metoda PCR-RFLP w celu potwierdzenia wynikow uzyskanych poprzednia metoda.
Reakcje PCR przeprowadzano z uzyciem starteréw o sekwencji
5" GGAGACGCCTTGAAGTAACTGC 3’ (starter 5°)
5" GAGTTTCCTCTGACTCCATCGCAG 3’ (starter 3”)
Warunki reakcji PCR: 40ng genomowego DNA, po 25pmoli starteréw, 200uM
dNTP, 2mM MgCl,, 1U polimerazy, woda do objgtosci S0ul. Profil temperaturowy:
94°C 40 sek., 55°C 40 sek., 72°C 1 min. przez 35 cykli, koncowe wydtuzanie 72°C
3 min. Produkty reakcji PCR cigto enzymem restrykcyjnym BseGI (Fokl) w 55°C
przez 16 godzin, a nastgpnie przeprowadzano elektroforez¢ w 3% zelu agarozowym
barwionym bromkiem etydyny lub 8% zelu poliakrylamidowym wybarwianym

bromkiem etydyny.

Rysunek 3.3.2.3.1. Wyniki analizy metodg PCR-RFPL polimorfizmu -597 IL-6. W — oznacza
wzorzec masowy, 1-8 — kolejno produkty reakcji PCR przed i po cieciu enzymem BseGl.
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3.3.3. Elektroforeza poliakrylamidowa DNA

Szklane plyty myto i odtluszczano metanolem, nastgpnie wktadano
przektadki 1 umieszczano w aparacie do wylewania zeli. Przygotowano roztwor
na 8% zel skladajacy si¢ z 5,32ml 30% roztworu akrylamidéw, 2ml 10xTBE,
12,54ml wody, 200ul 10% nadsiarczanu amonu i 20pul TEMED. Po uszczelnieniu
aparatu wlewano przygotowany roztwor az do napelnienia aparatu, a nastgpnie
wktadano grzebien. Po polimeryzacji zelu (ok. 30-60 min.) wyjmowano grzebien
1 wstawiano zel do aparatu do elektroforezy. Aparat napetniano buforem 1xTBE
1 nanoszono na zel po 20ul probki po cigciu enzymem restrykcyjnym wymieszanej
z 4ul buforu obciazajacego, naprzemiennie z 15ul produktu reakcji PCR
przed cigciem wymieszanego z 4ul buforu obciazajacego. Podtaczano zasilanie
1 przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny.  Po rozdziale zel delikatnie
zdejmowano z plyt i umieszczano w naczyniu zawierajacym wodny roztwor bromku

etydyny (0,5ug/ml). Barwiono 10-20 min. i ogladano w swietle UV.

3.3.4. Uzyskiwanie surowic

Krew pobrana do probéwek bez antykoagulanta (5ml) wirowano przez 15
min. 2500 obrotéw/min., a uzyskana surowic¢ rozdzielano do sterylnych probéwek

typu eppendorf i przechowywano w -80°C do czasu wykonania dalszych analiz.

3.3.5. Uzyskiwanie mononuklearnych komérek krwi obwodowej
(PBMC)

Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC) uzyskiwano droga
wirowania krwi w gradiencie stgzen mieszaniny Ficollu i uropoliny o ggstosci
1,077g/ml. Krew pobierano do sterylnej probowki z heparyna sodowa, nastgpnie
rozcienczano ja w buforze PBS w stosunku 1:1 1 nawarstwiano na mieszaning Ficollu
1 uropoliny. Probowki wirowano przez 15 min. przy predkosci 2500 obrotow/min.,
a nastgpnie za pomoca pipetki pasterowskiej delikatnie $ciagano obtoczek
leukocytarny. Uzyskane komorki dwukrotnie plukano buforem PBS
1 odwirowywano, a nastgpnie zawieszano w pozywce RPMI 1640 z dodatkiem

5% plodowej surowicy cielgcej (FCS) (Gibco).
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3.3.6. Metody hodowli komérek

3.3.6.1 Hodowle mononuklearnych komérek krwi obwodowej (PBMC)

Po wyizolowaniu PBMC komoérki zawieszano w stezeniu 1x10%ml
w pozywce RPMI 1640 z dodatkiem 5% FCS (Gibco). Hodowle komorkowe
zaktadano na 24-dotkowych plastikowych plytkach (Nunc) dodajac po Imiln
komorek na dotek.

Dla kazdego z pacjentow przygotowywano hodowle:
1) niestymulowane (kontrola, spontaniczna produkcja IL-6)
2) inkubacja z lowastatyna w stezeniu 10°M (badanie wpltywu lowastatyny

na spontaniczng produkcje IL-6)

3) LPS w stezeniu 1pg/ml (stymulowana produkcja IL-6)

4) LPS lpg/ml i lowastatyna 10°M (badanic wplywu lowastatyny

na indukowana LPS-em produkcj¢ 1L.-6)

Dodatkowo u 10 pacjentow wprowadzono trzy dodatkowe inkubacje z:

1) mewalonianem 5x107°M,

2) lowastatyna 10°M i mewalonianem 5x10"°M

3) LPS-em lpug/ml, lowastatyna 10°M i mewalonianem 5x10~°M.
Mewalonian jest produktem reakcji hamowanej przez lowastatyng, dodanie go
do hodowli stuzyto jako kontrola specyficzno$ci dziatania lowastatyny. Dodanie
mewalonianu do hodowli z lowastatyna badz lowastatyna i LPS-em odwracato
dziatanie lowastatyny w 75-98%, natomiast sam mewalonian tylko nieznacznie
wptywat na komorki.

Inkubacje z lowastatyna (oraz mewalonianem) przeprowadzano przez noc,
nastgpnie do wszystkich dotkéw dodawano GolgiStop (BD) (odczynnik hamujacy
transport przez aparat Golgiego, rutynowo stosowany przy cytometrycznym
oznaczaniu cytokin wewnatrzplazmatycznych) oraz do odpowiednich dotkow LPS
1 przeprowadzano 5-godzinng inkubacj¢. Po inkubacji zbierano komorki z ptytki
1 wykonywano barwienie cytometryczne.

W poczatkowych doswiadczeniach sprawdzono efekt dziatania roznych
stgzen lowastatyny na zywotno$¢ komoérek. Po 24- i 48-godzinnych hodowlach
w obecno$ci lowastatyny w stezeniach od 10*M do 10°M komorki wybarwiano
0,4% roztworem (w/v) Trypanu Blue (Sigma) i zliczano martwe komorki (niebieskie,

matowe). Stezenia 10°-10°M nie zmniejszaly zywotnoéci komorek, dajac <3%
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martwych komorek po 24- i 48-godzinnej hodowli. Do dalszych badan wybrano
stezenie lowastatyny 10°M.

3.3.6.2. Hodowla linii komérkowej B9
3.3.6.2.1. Pasazowanie

Komorki linii B9 hodowano w cieplarce w 37°C w atmosferze zawierajacej
5% CO,; w pozywce RPMI 1640 [z 3% FCS, 20uM 2-merkaptoetanolu (2-ME),
L-glutamina, pirogronianem, penicylina, streptomycyna i 10U/ml rekombinowane;j
ludzkiej IL-6 (Sigma)]. Co dwa dni hodowlg¢ odmladzano poprzez rozpipetowanie
komorek 1 usunigcie pozywki wraz z wigkszo$cia komorek. Do pozostatych
komoérek dodawano nowa pozywke.
3.3.6.2.2. Mrozenie i rozmrazanie

Zamrozone komorki przechowywano w ciektym azocie. Po wyjgciu
z cieklego azotu ampulke z komodrkami umieszczano w tazni wodnej o temperaturze
37°C 1 ogrzewano az do zaobserwowania ostatniego krysztatka lodu. Nastgpnie
komorki przenoszono do proboéwki wirowniczej, dodawano pozywki 1 wirowano
1500 obrotéw/min. przez 5 min. w celu usunigcia DMSO. Nadsacz zlewano, osad
komorek zawieszano w nowej pozywce i przenoszono do butelki hodowlane;.
W celu zamrozenia komorek zbierano je z butelki, odwirowywano 1500
obrotOw/min. przez 5 min. i po usuni¢ciu nadsaczu zawieszano w Iml pozywki
do mrozenia zawierajacej DMSO, a nastgpnie przenoszono do krioamputek.

Zamrazano stopniowo: najpierw w -80°C, a potem przenoszono do ciektego azotu.

3.3.7. Oznaczanie poziomu bioaktywnej IL-6 w surowicy

Poziom bioaktywnej IL-6 w surowicy oznaczano z wykorzystaniem linii
komorkowej B9 wrazliwej na IL-6. Metoda pomiaru biologicznej aktywnosci IL-6
jest do wielu lat wykonywana w Katedrze Histologii i Immunologii AMG'® '¢7 1%,
Komorki linii B9 w stezeniu 1x10%/50ul zawieszone w pozywce RPMI 1640 z 3%
FCS, L-glutamina, pirogronianem, penicyling 1 streptomycyna inkubowano
w 96-dotkowej sterylnej ptytce plaskodennej w obecnosci 5Sul rozcienczonej
1:10 prébki. Wszystkie proby wykonywano w trzech powtdrzeniach. Plytki

inkubowano 48 godzin w cieplarce w 37°C w atmosferze zawierajacej 5% CO,,
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przy wysokiej wilgotnosci. Aktywno$¢ biologiczna IL-6 okreslano za pomoca
pomiaru proliferacji komoérek B9 po inkubacji przy uzyciu testu kolorymetrycznego
MTT. Do kazdego z dotkow dodawano 20ul sterylnego roztworu MTT
[bromek 3-4.5 dimethylthiazol-2-yl)-2.5 diphenyl-tetrazolium] (Sigma) o stgzeniu
Smg/ml i inkubowano 3 godziny w cieplarce. Nastgpnie do kazdego z dotkow
dodawano 100ul kwasnego izopropanolu z 0,04N HCl i1 wytrzasano ptytke
przez 15 min. do rozpuszczenia krysztatkow MTT. Ggstos¢ optyczna odczytywano
przy dhugosci fali 570nm uzywajac czytnika plytek FL600 (Biotek). Specyficznos¢
testu potwierdzano dodajac do dotkow przeciwciato blokujace anty-1L-6 (Genzyme)
w mianie 1:10, 1:20 i 1:50, uzyskujac zahamowanie efektu wywieranego przez IL-6.
Wyniki uzyskane z dotkéw eksperymentalnych odnoszono do krzywej standardowe;j
uzyskanej z dotkéw zawierajacych seryjne rozcienczenia rekombinowanej ludzkiej

IL-6 (Sigma).

3.3.8. Oznaczenia cytometryczne

Oznaczenia cytometryczne antygendow zewnatrzkomorkowych oraz cytokin
wewnatrzplazmatycznych wykonano przy uzyciu cytometru przeptywowego Epics
XL (Coulter), a badanie st¢zenia cytokin metoda CBA wykonano przy uzyciu
cytometru przeptywowego LSRII (BD).

3.3.8.1. Barwienie antygen6w powierzchniowych

Barwienie wykonywano w ciagu godziny od pobrania krwi. Do probéwek
cytometrycznych rozdzielano po 50ul peinej krwi. Nastgpnie do probowek
dodawano po 100ul rozcienczen odpowiednich przeciwcial zawieszonych w PBS
z 1% FCS przygotowanych tuz przed barwieniem. Probki inkubowano 30 minut
w ciemnosci w temperaturze 4°C delikatnie wytrzasajac. Nastgpnie lizowano
erytrocyty i1 utrwalano komoérki za pomoca roztworow A, B i C [rozdziat 3.3.2.]
przy uzyciu urzadzenia do lizy i utrwalania komoérek QPrep Epics Immunology
Workstation (Coulter). Przygotowane probki analizowano w cytometrze
przeplywowym, a uzyskane wyniki analizowano za pomoca programu WinMDI 2.8.

W celu okreslenia specyficzno$ci wiazania przeciwcial monoklonalnych

stosowano kontrole izotypowe potaczone z takimi samymi barwnikami jak uzywane
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we wlasciwym barwieniu.  Korekcj¢ naktadajacych si¢ widm fluorescencji
barwnikéw uzyskano przeprowadzajac przed rozpoczgciem analiz kompensacje
naktadajacych si¢ widm stosujac odpowiednie pojedyncze i podwdjne barwienia
(swoiste przeciwcialo z jednym fluorochromem i kontrola izotypowa z innym).
Regiony do analizy wybierano na podstawie obrazu FSS [ang. forward
scatter; rozproszenie czotowe (odbicie) $wiatta lasera odpowiadajace wielkoS$ci
komoérki] 1 SS [side scatter; rozproszenie boczne (ugigcie) S$wiatla lasera
odpowiadajace ziarnistosci komorki]. Bramkowano populacj¢ monocytow,
limfocytéw badz granulocytow, a kolejne bramkowania subpopulacji wykonywano
na podstawie analizy fluorescencji odpowiednich fluorochroméw zwiazanych
z zastosowanymi przeciwciatami. [Doktadne bramkowania przedstawione sa

w rozdziale Wyniki przy odpowiednich analizach.]

3.3.8.2. Barwienie antygenow powierzchniowych i cytokin

wewnatrzplazmatycznych

Komoérki rozdzielano do probowek cytometrycznych, dodawano 2ml buforu
SB, rozpipetowywano i wirowano 5 min. przy 1500 obrotoéw/min. Supernatant
usuwano i do kazdej z probowek dodawano 100ul buforu SB zawierajacego
odpowiednie przeciwciato przeciwko antygenom zewnatrzkomorkowym. Probki
inkubowano 20 min. w ciemnosci, nastgpnie dodawano 2ml buforu SB i wirowano
Smin. przy 1500 obrotéw/min. Supernatant usuwano, a do osadu komorek
dodawano po 200ul buforu utrwalajacego, rozpipetowywano i1 inkubowano 20 min.
w ciemnosci. Do kazdej proboéwki dodawano po 2ml buforu CC, inkubowano
w ciemnos$ci przez 30 min., a nast¢pnie wirowano 5 min. przy 1500 obrotow/min.
1 usuwano supernatant. Do kazdej probowki dodawano 100ul buforu PW
zawierajacego odpowiednia ilos¢ przeciwciala do barwienia antygenow
wewnatrzkomorkowych, rozpipetowywano i inkubowano 30 min. w ciemnosci.
Nastgpnie dodawano po 2ml buforu PW, probki wirowano 5 min.
przy 1500 obrotéw/min. i usuwano supernatant. Do kazdej préboéwki dodawano
0,5ml 2% formaliny w PBS bez Ca’ i Mg® i analizowano w cytometrze

przeplywowym. Sktad buforow SB, PW 1 CC podano w rozdziale 3.2.2.
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3.3.8.3. Oznaczanie stezenia cytokin w surowicy krwi metoda CBA (Cytometric

Bead Array)

Stezenie cytokin uktadu Th1/Th2 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFa 1 IFNy)
oznaczano w surowicy krwi pacjentow metoda CBA (Cytometric Bead Array)
z wykorzystaniem zestawu Human Th1/Th2 Cytokine Kit II firmy BD Biosciences.
Metoda CBA oparta jest na wykorzystaniu cytometrii przeptywowej
do jednoczesnego pomiaru wielu rozpuszczalnych czastek przy uzyciu znakowanych
fluorescencyjnie kulek. Sze$¢ rodzajow kulek o rdznej intensywnosci fluorescencji
pokrytych przeciwcialami przeciwko badanym cytokinom mieszanych jest
z przeciwcialami do detekcji oraz badanymi probkami tworzac kompleks: kulka-
-cytokina-przeciwciato detekcyjne. Po pomiarze cytometrycznym dane analizowane
sq pomoca programu BD CBA Analysis Software.

Wykonanie testu:

Liofilizowane standardy cytokin rozpuszczano w buforze do rozcienczen,
a nastgpnie przygotowano seryjne rozcienczenia standardow (5000, 2500, 1250, 625,
312,5, 156, 80, 40, 20 1 0 pg/ml). Przygotowano mieszaning kulek (Capture Beads)
po 10ul/prébke z kazdej z kulek 1 rozdzielono po 50ul mieszaniny
do probowek cytometrycznych. Nastgpnie do probowek dodano po 50ul przeciwciat
do detekcji (PE Detection Reagent) oraz po 50ul surowicy lub przygotowanych
standardow. Otrzymane mieszaniny reakcyjne inkubowano w ciemnosci
przez 3 godziny w temperaturze pokojowej. Po inkubacji probki ptukano (1ml Wash
Buffer) 1 wirowano 5 minut 200xg. Usuwano supernatant i do osadu dodawano
300ul buforu (Wash Buffer). Tak przygotowane probki analizowano za pomoca
cytometrii przeplywowe;.

Analiza cytometryczna:

Probki analizowano przy uzyciu cytometru LSR II (BD) i programu
FacsDIVA. Przed analiza dokonano kalibracji cytometru i ustawienia parametrow
odczytu za pomoca dotaczonych do zestawu kulek kalibracyjnych (Cytometer Setup
Beads). Na podstawie cytogramu FSS/SS bramkowano kulki i odczytywano
fluorescencj¢ na detektorach FL1, FL2 oraz FL3. Zbierano po 1800 sygnaléw

z bramki. Nastgpnie dane analizowano za pomoca programu BD CBA Software.
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3.3.9. Obliczenia statystyczne

Obliczenia statystyczne wykonywano przy uzyciu programu Statistica, wersja
7.1. (Statsoft Inc.). Zgodno$¢ rozkladu zmiennych iloSciowych z rozktadem
normalnym analizowana byta za pomoca testu Kotmogorowa-Smirnowa. Zmienne
niezalezne spelniajace zalozenia dla testow parametrycznych analizowane byty
za pomoca testu t Studenta (poréwnania dwoch grup zmiennych) badZz analizy
wariancji (ANOVA) (poroéwnania wielu prob). Zmienne niezalezne niespetniajace
zatozen testbw parametrycznych analizowane byly za pomoca testow
nieparametrycznych: testu U Manna-Whitneya (poréwnania dwoch prob) badz testu
ANOVA rang Kruskala-Wallisa (poréwnania wielu prob). Zmienne zalezne
spelniajace zalozenia dla testow parametrycznych analizowane byly za pomoca testu
t Studenta dla zmiennych zaleznych (poréwnania dwéch préb). Zmienne zalezne
niespelniajace zalozen testow parametrycznych analizowane byly za pomoca testow
nieparametrycznych: testu Wilcoxona lub testu znakow (poréwnania dwoch prob)
badz testu ANOVA rang Friedmana (poréwnania wielu prob). Zmienne jako$ciowe
poréwnywane byly za pomoca testu x> . Jedno- i wielowymiarowa analize wariancji
dla zmiennych z powtarzanymi pomiarami przeprowadzono za pomoca testu

ANOVA z powtarzanymi pomiarami.

Iloraz szans (OR — odds ratio) obliczano za pomoca regresji logistyczne;.
W modelu, w ktorym zaktadano kodominujacy (addytywny) efekt haplotypu GGG,
genotyp GGG/GGG kodowano jako 2, GGG/X jako 1, a X/X jako 0. Przy zatozeniu
recesywnego wpltywu haplotypu GGG genotyp GGG/GGG kodowano jako 1,
a genotypy GGG/X 1 X/X jako 0. W modelu przyjmujacym dominujacy efekt
haplotypu GGG genotypy GGG/GGG 1 GGG/X oznaczano jako 1, a genotyp X/X
jako 0. Jako X oznaczano wszystkie inne haplotypy niz GGG. Analogiczne
kodowanie do wykonania regresji logistycznej przyjeto dla pojedynczych

polimorfizméw.
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4. WYNIKI

4.1. Analiza rozkfadow pojedynczych polimorfizméw
oraz poszerzonych genotypow genu IL-6 w populacji chorych
oraz w populacji kontrolnej

4.1.1. Polimorfizmy -597, -572 oraz -174 IL-6 w populacji chorych

oraz w populacji kontrolnej

W obrgbie regionu promotorowego genu interleukiny 6 (IL-6) opisano

istnienie trzech jednonukleotydowych substytucji (SNP — ang. single nuleotide

polymorphism) w pozycjach: -174 (zamiana G na C), -572 (zamiana G na C) 1 -597

(zamiana G na A).

Tabela 4.1.1.1. przedstawia rozktad poszczegélnych genotypdéw i alleli w populacji

0s0b z choroba wiencowa oraz w grupie kontrolnej obejmujacej osoby zdrowe.

Tabela 4.1.1.1. Wyniki oznaczania polimorfizmu -174, -572 i -597 regionu promotorowego
genu IL-6 w populacji chorych z chorobg wierncowg oraz w populacji kontrolnej.

Chorzy Grupa kontrolna poziomy p
-174 G/C
GG (%) 92 (28,9%) 35 (34%)
GC (%) 151 (47,5%) 47 (45,6%)
CC (%) 75 (23,6%) 21 (20,4%)
Xz =1,4; p=0,5
czestos¢ allelu C 47,3% 43,2% p=0,3
-572 G/C
GG (%) 279 (87,7%) 85 (82,5%)
GC (%) 35 (11%) 16 (15,5%)
CC (%) 4 (1,3%) 2 (2%)
v*=1,8; p=0,4
czestos¢ allelu C 9,7% p=0,16
-597 G/A
GG 92 (28,9%) 36 (35%)
GA 151 (47,5%) 46 (44,6%)
AA 75 (23,6%) 21 (20,4%)
Xz =1,1; p=0,6
czestos¢ allelu A 47,3% 42,7% p=0,25
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Nie stwierdzono istotnych réznic w rozktadzie genotypow lub alleli miedzy
badanymi grupami. Polimorfizmy -174 i -597 okazaly si¢ by¢ ze soba sprzgzone
(allel G -174 sprzgzony z allelem G -597; allel C -174 sprzgzony z allelem A -597),
dlatego tez w dalszej analizie pojedynczych polimorfizméw pominigto polimorfizm
-597. Czgsto$¢ wystgpowania allelu C -174 1L-6 wynosita 47,3% w populacji 0osob
chorych oraz 43,2% w populacji 0sob zdrowych (p=0,3), czgstos¢ allelu A -597 IL-6
ze wzgledu na sprzgzenie byla podobna — w populacji chorych wynosita 47,3%,
a w grupie kontrolnej 42,7% (p=0,25). Allel C polimorfizmu -572 IL-6 byt
natomiast allelem wystepujacym rzadko w populacji, jego czgstos¢ w grupie osob

chorych wynosita 6,8%, a w grupie kontrolnej 9,7% (p=0,16).

Poréwnanie liczebnosci obserwowanych oraz oczekiwanych zgodnie
z rozkltadem wedlug prawa Hardy’ego-Weinberga dla poszczeg6élnych genotypow
polimorfizméw -174 1 -572 IL-6 przedstawia tabela 4.1.1.2.

Tabela 4.1.1.2. Poréwnanie obserwowanych i oczekiwanych liczebnosci genotypow
polimorfizméw -174 i -572 IL-6 w grupie chorych oraz w grupie kontrolnej.

Chorzy Grupa kontrolna

GG GC CC p GG GC CC p
-174
obserwowane, 92 151 75 35 47 21
n (%) (28,9%) (47,5%) (23,6%) x*=0,4 (43%) (45,6%) (20,4%) x*=0,3
oczekiwane, 88 159 71 p=0,82 33 51 19  p=0,85
n (%) (27,8%) (49,85%) (22,3%) (32,3%) (49%) (18,7%)
-572
obserwowane, 279 35 4 85 16 2
n (%) (87,7%) (11%)  (1,3%) ¢*=1 (82,5%) (15,5%) (%) x*=5
oczekiwane, 276 40 2 p=0,6 84 18 1 p=0,79
n (%) (86,9%) (12,7%) (0,46%) (81,5%) (17,5%) (0,94%)

Zaré6wno w grupie chorych, jak 1 w grupie zdrowych nie stwierdzono
istotnych odchylen rozktadu genotypow od rozkladu opisywanego prawem
Hardy’ego-Weinberga, dla wszystkich grup warto$¢ p dla testu chi-kwadrat byta
wigksza od 0,05.
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4.1.2. Rozkiad haplotypéw oraz ztozonych genotypéw genu IL-6
w populacji chorych oraz w populacji kontrolnej

Analiza haplotypéw wykazata istnienie pigciu haplotypow: GGG, AGC,
GCG, GGC 1 AGG (oznaczanych kolejno: allel wystepujacy w pozycji -597 , -572
1 -174). Ze wzgledu na to, iz haplotypy GGC i1 AGG wystepowaly tylko
w pojedynczych przypadkach (po jednym haplotypie AGG 1 GGC w grupie chorych
i jeden haplotyp GGC w grupie kontrolnej) haplotypéw tych nie uwzglgdniano
w dalszej analizie statystyczne;.
Ztozone (poszerzone) genotypy obejmowaty jednoczesna analiz¢ obu haplotypow
wystgpujacych u  danej osoby (pochodzacych =z obu chromosoméw).
Zaobserwowano wystgpowanie szeSciu podstawowych ztozonych genotypow:
GGG/GGG, GGG/AGC, AGC/AGC, GGG/GCG, GCG/AGC i GCG/GCG
oraz dwoch bardzo rzadkich: GGG/AGG oraz GCG/GGC. Ze wzgledu na bardzo
niska czgstos¢ wystgpowania, ztozone genotypy GGG/AGG 1 GCG/GGC pominigto
w toku dalszej analizy statystycznej. Wystgpowanie poszczego6lnych haplotypow

przedstawiono w tabeli 4.1.2.1.

Tabela 4.1.2.1. Rozktad haplotypéw w populacji chorych z chorobg wiecowg
oraz w populacji kontrolnej.

Chorzy Grupa kontrolna poziomy p
Haplotyp GGG
GGG 0* 88 (27,7%) 30 (29,1%)
GGG 1 169 (53,1%) 50 (48,5%)
GGG 2 61 (19,2%) 23 (22,3%)
xz =0,76; p=0,7
czestos¢ GGG 45,8% 46,6% p=0,8
Haplotyp AGC
AGCO 93 (29,2%) 36 (35%)
AGC 1 150 (47,2%) 45 (43,7%)
AGC 2 75 (23,6%) 22 (21,3%)
v'=1,2; p=0,5
czgstos¢ AGC 47,2% 43% p=0,3
Haplotyp GCG
GCGO 279 (87,7%) 85 (82,5%)
GCG 1 35 (11%) 16 (15,5%)
GCG2 4 (1,3%)) 2 (2%)
v =1,8; p=0,4
czestose GCG 6,8% 9,7% p=0,16

* - liczby 0, 1 i 2 przy poszczegdlnych haplotypach oznaczaja, ile razy dany haplotyp wystepuje
u danej osoby
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Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic w czgstosci wystgpowania
poszczego6lnych haplotypéw migdzy badanymi grupami. Czgstos¢ wystgpowania
haplotypu GGG wynosita w grupie chorych 45,8%, a w grupie kontrolnej 46,6%.
Haplotyp AGC wystgpowal czg$ciej w grupie chorych (47,2%) niz w grupie
kontrolnej (43%), ale roznica nie byta istotna statystycznie. Rzadki haplotyp GCG
wystgpowal czgsciej w grupie osob bez choroby niedokrwiennej (9,7%) niz w grupie

chorych (6,8%), ale réznica ta rbwniez nie byta istotna (p=0,16).

Tabela 4.1.2.2. Rozktad ztozonych genotypow w populacji chorych z chorobg wiehcowg
oraz w populacji kontrolne;.

Chorzy Grupa kontrolna
Zlozone genotypy

GGG/AGC 141 (44,3%) 40 (38,8%)
AGC/AGC 75 (23,6%) 21 (20,4%)
GGG/GGG 61 (19,2%) 23 (22,3%)
GGG/GCG 26 (8,2%) 10 (9,7%)
GCG/AGC 9(2,8%) 6 (5,8%)
GCG/GCG 4 (1,3%) 2 (1,9%)
GGG/AGG 1 (0,3%) 0 (0%)
GGG/GGC 1 (0,3%) 1 (0,97%)

v =4,7; p=0,7

Rowniez rozktad wystepowania ztozonych genotypdéw nie réznit si¢ migdzy
grupami (p=0,7). Najczgsciej] wystepujacym ztozonym genotypem byt genotyp
GGG/AGC (heterozygoty dwoch podstawowych haplotypow). Czgsto wystgpowaly
rowniez homozygoty AGC/AGC i GGG/GGG. Pozostate genotypy wystepowaty
z czgstoscig ponizej 10%, a dwa z nich (GGG/AGG 1 GGG/GGC) wystapity tylko
w pojedynczych przypadkach (czgstos¢ ponizej 1%).

Poréwnanie liczebno$ci oczekiwanych zgodnie z rozkltadem wedtug prawa

Hardy’ego-Weinberga oraz liczebnosci obserwowanych w badanych populacjach

przedstawia tabela 4.1.2.3.

51



Joanna Wieckiewicz, Praca doktorska: Wyniki

Tabela 4.1.2.3. Poréwnanie obserwowanych i oczekiwanych liczebno$ci ztozonych
genotypow genu IL-6 w grupie chorych oraz w grupie kontrolne;j.

Chorzy Grupa kontrolna
obserwowane, oczekiwane, p obserwowane, oczekiwane, P
n (%) n (%) n (%) n (%)

Z}ozone
genotypy
GGG/AGC 141 (44,3%) 137(47,2%) 40 (38,8%) 41 (40%)
AGC/AGC 75 (23,6%) 71 (22,3%) 21(20,4%) 19 (18,5%)
GGG/GGG 61 (19,2%) 66 (21%) Xz =6  23(22,3%) 22 (21,7%) X2=1
GGG/GCG 26 (8,2%) 20 (6,2%) p=0,31 10(9,7%) 9(9%) p=0,6
GCG/AGC 9 (2,8%) 20 (6,4%) 6 (5,8%) 9 (8,3%)
GCG/GCG 4 (1,3%) 2 (0,46%) 2 (1,9%) 1 (0,94%)

Czesto$¢ wystgpowania zlozonych genotypéw w obu badanych grupach

zgodna byla z rozkltadem wynikajacym z prawa Hardy’ego-Weinberga (p>0,05

w tescie ).

Podsumowanie

Rozktad genotypow oraz czestosci wystepowania alleli i haplotypédw genu

IL-6 nie réznit sie miedzy badanymi grupami osob z chorobg niedokrwienng serca

oraz oséb z grupy kontrolnej. Czestosci wystepowania pojedynczych genotypéw

oraz ztozonych genotypow w obu badanych grupach byly zgodne z rozktadem

wynikajacym z prawa Hardy’ego-Weinberga.
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4.2. Analiza przedoperacyjna chorych w aspekcie
polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6

4.2.1. Analiza przedoperacyjna chorych, podziat pod wzgledem
ztozonych genotypow IL-6

Analiz¢ danych przedoperacyjnych chorych, podzielonych pod wzgledem

ztozonych genotypow IL-6 przedstawia ponizsza tabela.

Tabela 4.2.1.1. Analiza czynnikéw ryzyka choroby niedokrwiennej serca w aspekcie
ztozonych genotypow IL-6

Ztozony GGG/GGG GGG/AGC AGC/AGC GGG/GCG GCG/AGC GCG/GCG p
genotyp
n=316 61 141 75 26 9 4 -

Ple¢ meska, n  46(75,4%) 99(70,2%) 56(74,7%) 20(76,9%) 6(66,7%)  3(75%) 0,94
(%)
Wiek, lata 643487 61488 63,1484 633102 6685  56+7,2 0,03

BMI, kg/m®  27,643,5  28,7+4  28,1+4  28,1+4 2647 27243 0,14

Nadci$nienie 63,9 72,7 65,7 61,5 66,7 50 0,68
tetnicze, %
Cukrzyca, % 36,1 24,5 20,1 26,9 33,3 25 0,43
Cholesterol 21347 222454 214450 214447 206£53 234458 0,87
catk., mg/dl
Cholesterol 14946 134+41 134445 129439 12554 174£34 0,19
LDL, mg/dl
Cholesterol 45+13 45+14 45+12 42+11 43423 45+5 0,79
HDL, mg/dl
Trojglicerydy,  150+60 179125  164+100 15075 165102  235+83 0,56
mg/dl
Palenie, %
niepalacy 27,8 25,6 30,3 20 22,2 75
palacz 9,3 9,3 13,6 5 0 0 0,5
eks-palacz 62,9 65,1 56,1 75 77,8 25
Obcigzony
wywiad 57,4 52,1 559 26,3 55,6 50 0,3

rodzinny,%

Rozktad czynnikéw ryzyka choroby niedokrwiennej serca nie roznit sig
istotnie migdzy grupami. Istotna roznica dotyczyla tylko wieku chorych
w momencie operacji (p=0,03). Co ciekawe, chorzy nie réznili si¢ istotnie

statystycznie wiekiem w momencie wystapienia pierwszych objawow, natomiast
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roznili si¢ czasem trwania dlawicy piersiowej (p=0,009) (tabela 4.2.1.2.).
Ze wzgledu na brak normalno$ci rozktadu obie zmienne byly analizowane testem
nieparametrycznym ANOVA Kruskala-Wallisa. Poréwnujac poszczegodlne grupy
genotypowe wykazano istotna roéznice w wieku pacjentow w momencie operacji
tylko dla grupy osoéb o genotypie GGG/GGG 1 GGG/AGC. Pozostate grupy
nie roznily si¢ migdzy soba. Natomiast czas trwania choroby niedokrwiennej byt
bardziej zréznicowany w poszczegdlnych grupach: homozygoty GGG/GGG
charakteryzowaty si¢ dluzszym czasem trwania choroby w poréwnaniu do oséb
o genotypach GGG/AGC, AGC/AGC oraz GCG/GCG. U os6b o genotypie
GCG/AGC $redni czas trwania diawicy piersiowej byt najdluzszy, istotne
statystycznie roznice wykazano w stosunku do osob o genotypach GGG/AGC
1 AGC/AGC. Osoby o najrzadszym genotypie GCG/GCG charakteryzowaty si¢
bardzo krotkim czasem trwania choroby, istotnie krotszym od warto$ci w grupach
GGG/GCG 1 GCG/AGC, ale trzeba zaznaczy¢, iz bylta to grupa o bardzo niewielkiej

liczebnosci, stad nalezy ostroznie interpretowac wyniki uzyskane dla tej grupy.

Gdy przeprowadzono analizg rozktadu czynnikow ryzyka ChNS w kontek$cie
haplotypow IL-6 zauwazono, iz osoby homozygotyczne pod wzgledem haplotypu
GGG (grupa GGG2, genotyp GGG/GGG) w stosunku do potaczonych pozostatych
grup charakteryzowaly si¢ wyzszym poziomem cholesterolu LDL (p=0,028)
1 wigkszym odsetkiem wystepowania cukrzycy (p=0,051).
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Tabela 4.2.1.2. przedstawia analizg charakterystyki klinicznej choroby

wiencowej u chorych podzielonych pod wzgledem ztozonych genotypow IL-6.

Tabela 4.2.1.2. Analiza charakterystyki klinicznej choroby wiencowej w aspekcie ztozonych
genotypow IL-6

Ztozony GGG/GGG GGG/AGC AGC/AGC GGG/GCG GCG/AGC GCG/GCG p
genotyp

n=316 61 141 75 26 9 4

Wiek 54,7€11,3 53,7£10,3 56,3£10,7 53%9,1 52,7¢10,6  54,1+7,1 0,67
zachorowania,

lata

Czas trwania

dtawicy 9,848,2 7,3£6,3 7£7,2 9,84+7,9 13,348 1,9+1 0,009
piersiowej,

lata

Niestabilna 14,7 15,1 14,9 11,5 22,2 0 0,93
dtawica

piersiowa, %

Zawal serca w 66,7 64,7 60,8 60 77,8 50 0,87
wywiadzie, %

Migotanie 13,3 8,9 10,1 13,4 222 25 0,69
przedsionkéw

w wywiadzie,

%

Frakcja 52,9£10,6  5349,5 54,848,5  49,9+11 50+16,6  48,7+19,3 0,55
wyrzutowa, %

Liczba

zwe¢zonych

naczyn, %

1 1,6 9,4 2,7 0 11,1 0

2 24,6 31,9 35,1 26,9 0 0 0,059
3 73,8 58,7 62,2 73,8 88,9 100
EuroSCORE,

pkt 3,6+2,6 342,3 3,142,2 3,1+2,2 4,143,6 2,5+2,5 0,58

Nie wykazano réznic migdzy grupami genotypowymi a frakcja wyrzutowa
lewej komory, przebytymi zawatami serca, migotaniem przedsionkow, liczba oséb
z niestabilna dlawica piersiowa, punktacja EuroSCORE i liczba istotnie zwgzonych
tetnic wiencowych, cho¢ w tym ostatnim przypadku wartos¢ p byla zblizona
do istotnej statystycznie. Bardziej szczegblowa analiza liczby zwgzonych naczyn
w poszczegdlnych grupach wykazata, iz grupa osob o genotypie GGG/GGG
wraz ze wszystkimi osobami, ktore posiadaty rzadki haplotyp GCG,

charakteryzowala si¢ wysokim odsetkiem (powyzej 70% o0s6b) wystepowania
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trojnaczyniowej choroby wiencowej (p=0,025 dla GGG/GGG+GCG/X vs
GGG/AGC 1 AGC/AGO).

Podsumowanie:

Nie stwierdzono r6znic w rozktadzie czynnikow ryzyka choroby
niedokrwiennej serca w zaleznosci od polimorfizmu regionu promotorowego genu
IL-6. Rowniez podstawowa charakterystyka kliniczna choroby nie roznita sie u osob
posiadajgcych rézne warianty alleliczne badanego genu.

Szczegodtowa analiza wykazata, iz grupa o genotypie GGG/GGG wykazywata
pewne cechy charakterystyczne: wiekszy odsetek chorych z cukrzyca, wyzsze
stezenia cholesterolu LDL, wiekszy odsetek chorych z trojnaczyniowg chorobg
wiencowg, co mogitoby wskazywac¢ na inny przebieg procesow miazdzycowych

u tych osaob.
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4.3. Produkcja interleukiny 6 in vitro

Uwaza sig, 1z aktywno$¢ transkrypcyjna genu moze by¢ modyfikowana
poprzez istnienie miejsc polimorficznych w regionach regulacji transkrypcji
szczeg6lnie, je$li zmiany sekwencji dotycza miejsc wiazania czynnikow
transkrypcyjnych. Badania in vitro sa uznanym sposobem analizy tego efektu.
Ze wzgledu na to, iz literatura podaje rozbiezne dane dotyczace wptywu
polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6 na ekspresj¢ tej cytokiny,
postanowiono go okresli¢ wybierajac jako badany model monocyty, begdace
komorkami produkujacymi duze ilosci IL-6, a dodatkowo petniacymi istotng role
W patogenezie miazdzycy.

Metoda cytometrii przeptywowej analizowano zdolno$¢ monocytéw do produkeji
wewnatrzplazmatycznej I1L-6.  Jak wspomniano we wstgpie, monocyty sa
kluczowymi komoérkami uktadu immunologicznego bioracymi udziat zaréwno
w procesach prowadzacych do powstania blaszki miazdzycowej, jak i w patogenezie
powiktan choroby wiencowej. Zastosowano model badawczy, w ktorym komorki
PBMC hodowano bez zadnych dodatkow (okreslanie zdolnosci komoérek
do spontanicznej produkcji IL-6), inkubowano w obecnosci lowastatyny (badanie
wpltywu statyny na spontaniczna produkcj¢ IL-6), stymulowano LPS-em (badanie
wplywu silnego stymulanta) badz hodowano w obecnosci LPS-u i1 lowastatyny
(badanie wptywu lowastatyny na indukowana przez LPS produkcjg IL-6).
[Doktadny opis metodyki znajduje si¢ w rozdziale Materialy 1 metody.]
Zastosowana metoda pozwala na okreslenie zdolnosci do produkcji badanej cytokiny
przez okreslone komoérki, w tym przypadku monocyty, przy zachowaniu warunkow

zblizonych do fizjologicznych, czyli mozliwosci oddziatywan z limfocytami.
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4.3.1. Produkcja IL-6 przez monocyty os6b zdrowych oraz os6b
z choroba wiencowa

W pierwszej kolejnosci zbadano zdolno$¢ do produkcji IL-6 przez PBMC
pochodzace od o0so6b z grupy kontrolnej oraz z grupy chorych. W zastosowanych

warunkach doswiadczalnych tylko monocyty (komorki CD14+) produkowaty IL-6.
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Rysunek 4.3.1.1. Oznaczanie wewnatrzplazmatycznej IL-6 w monocytach oséb z grupy
chorych oraz z grupy kontrolnej. K — bez stymulacji, LOV - inkubacja z lowastatyng (10'6M),
LPS — stymulacja LPS-em (1ug/ml), L+L — stymulacja LPS-em (1ug/ml) oraz lowastatyng
(10'6M). Wykresy przedstawiajg mediane oraz rozstep kwartylny, * - oznacza réznice istotne
statystycznie (p<0,05). Pordéwnania miedzy grupg chorych a grupag kontrolng wykonano
testem U Manna-Whitneya, natomiast poréwnania pomiedzy réznymi inkubacjami
(K vs LOV oraz LPS vs L+L) wykonano testem Wilcoxona dla kazdej z grup oddzielnie.

Zgodnie z oczekiwaniami spontaniczna produkcja IL-6 byla niska,
a stymulacja przez LPS wywotata w obu grupach znaczna indukcj¢ produkeji IL-6
przez monocyty (Rys. 4.3.1.1.). Efekt dziatania lowastatyny obserwowany byt jako
zmniejszenie odsetka komorek zdolnych do produkeji IL-6. Lowastatyna hamowata
spontaniczna produkcje IL-6 przez monocyty, efekt ten byt istotny statystycznie
zarbwno w grupie chorych, jak 1 w grupie kontrolnej. Réwniez produkceja IL-6
indukowana LPS-em byla hamowana w czasie jednoczesnej inkubacji z lowastatyna

1 LPS-em. W obu badanych grupach efekt ten byt istotny statystycznie.
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Poréwnanie migedzy komoérkami pochodzacymi od 0so6b chorych oraz osob
z grupy kontrolnej wykazalo, iz spontaniczna produkcja IL-6 byla
na porownywalnym poziomie w obu badanych grupach, natomiast po stymulacji
LPS-em odsetek komoérek IL-6+ byl znaczaco nizszy u pacjentow w poroOwnaniu
do grupy kontrolnej (p=0,009) (Rys. 4.3.1.1.). Nie zaobserwowano istotnych roznic
migdzy badanymi grupami w poziomie komodrek IL-6+ po inkubacji z lowastatyna

oraz lowastatyng i LPS-em.

Podsumowujgc, monocyty pochodzace od pacjentdw z chorobg wiencowg
charakteryzowaly sie nizszg reaktywnoscig na LPS niz komoérki pochodzace
od os6b grupy kontrolnej, natomiast spontaniczna produkcja cytokiny byta
na podobnym poziomie w obu badanych grupach. Hamujacy wptyw statyny
na indukowang oraz spontaniczng produkcje IL-6 byt istotny statystycznie i podobny

w obu badanych grupach.

4.3.2. Zwigzek polimorfizmu genu IL-6 z produkcja IL-6
przez monocyty

Kolejnym krokiem byla analiza wptywu polimorfizmu regionu
promotorowego genu IL-6 na produkcje wewnatrzplazmatycznej IL-6

przez monocyty osob chorych.

Wptyw ztozonych genotypow na produkcje IL-6 przedstawiono na rysunkach
43.2.1. 1 43.2.2. Do analizy wlaczono cztery najczgsciej wystgpujace ztozone

genotypy IL-6: GGG/GGG, GGG/AGC, AGC/AGC oraz GGG/GCG.
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Rysunek 4.3.2.1. Wplyw zlozonych genotypow na wewnatrzplazmatyczng produkcje IL-6
przez monocyty (procent monocytéw IL-6+). A) spontaniczna produkcja, B) wptyw inkubacji
z lowastatyng. Dane przedstawione jako mediana i rozstep kwartylny. * - istotne
statystycznie r6znice miedzy grupami o r6znych genotypach.

Spontaniczna produkcja IL-6 istotnie statystycznie rdznifa si¢ u posiadaczy
roznych ztozonych genotypow IL-6 (p=0,013) (Rys 4.3.2.1.A.). Hodowle komoérek
pochodzacych od posiadaczy genotypu GGG/GCG charakteryzowatly si¢ nizsza
spontaniczna produkcja IL-6 niz hodowle pochodzace od posiadaczy genotypu
GGG/GGG (p=0,04), GGG/AGC (p=0,038) 1 AGC/AGC (p=0,0014). Ponadto
monocyty  homozygot AGC/AGC  produkowaly istotnie wigcej IL-6
niz 0séb o genotypie GGG/AGC (p=0,033).

Zdolnos¢ do produkcji IL-6 po inkubacji z lowastatyna takze rdéznita sig

migdzy komodrkami pochodzacymi od o0s6b o rdéznych genotypach (p=0,018)
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(Rys. 4.3.2.1.B.). Monocyty osob o genotypie AGC/AGC charakteryzowaty si¢
wigksza zdolno$cia do produkcji IL-6 niz komorki pochodzace od pozostatych osob.
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Rysunek 4.3.2.2. Wplyw ztozonych genotypéw na wewnatrzplazmatyczng produkcje IL-6
przez monocyty (procent monocytéw IL-6+). A) produkcja IL-6 indukowana LPS-em
oraz B) stymulacja LPS-em w obecnosci lowastatyny. Dane przedstawione jako mediana
i rozstep kwartylny. * - istotne statystycznie réznice miedzy grupami o réznych genotypach.

Efekt stymulacji LPS-em istotnie rdznit si¢ u posiadaczy rdznych ztozonych
genotypow (p=0,015) (Rys. 4.3.2.2.A.). Monocyty pochodzace od homozygot
GGG/GGG (stanowiace wigksza cze$¢ grupy homozygot GG -174) byty silniej
indukowane do produkcji IL-6 niz komoérki od oséb z grupy GGG/AGC (p=0,009)
oraz AGC/AGC (p=0,002). Po jednoczesnej inkubacji komoérek z lowastatyna
i LPS-em odsetek monocytéw produkujacych IL-6 nie ro6znit si¢ migdzy grupami
(p=0,65) (Rys. 4.3.2.2.B.).
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Rysunek 4.3.2.3. Wptyw lowastatyny na produkcje wewnatrzplazmatycznej IL-6 w r6znych
grupach genotypowych. A) spontaniczna produkcja (jasne stupki) oraz wplyw inkubacji
z lowastatyng (ciemne stupki), B) produkcja IL-6 indukowana LPS-em (jasne stupki)
oraz stymulacja LPS-em w obecnosci lowastatyny (ciemne stupki). Dane przedstawione
jako mediana i rozstep kwartylny. * - istotny statystycznie wptyw inkubacji z lowastatyng
w poszczegodlnych genotypach.

Okreslono réwniez wplyw inkubacji z lowastatyna na obnizZenie
spontanicznej produkcji  IL-6 w  poszczegdlnych grupach genotypowych
(Rys. 4.3.2.3.). Mimo, iz w calej grupie pacjentow efekt lowastatyny byl istotny
statystycznie szczegdtowa analiza wykazala, iz tylko w komorkach pochodzacych
od os6b o genotypach GGG/GGG 1 GGG/AGC produkcja IL-6 byla znaczaco
zahamowana (p<0,05) (Rys. 4.3.2.3.A.).  Analogicznie wplyw lowastatyny
na zdolno$¢ monocytow do produkcji IL-6 po stymulacji LPS-em byt istotny tylko
w hodowlach pochodzacych od os6b o genotypach GGG/GGG 1 GGG/AGC
(Rys. 4.3.2.3.B.).
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Kolejnym krokiem byta analiza zwiazku haplotypu IL-6 z produkcja tej
cytokiny. Wplyw haplotypu najsilniej uwidocznit si¢ po stymulacji LPS-em
(p=0,005). Osoby posiadajace dwa haplotypy GGG (grupa GGG2; GGG/GGG)
charakteryzowaty si¢ silniejsza indukcja produkcji IL-6 niz osoby z grupy GGGl
(posiadajace jeden haplotyp GGG, drugi dowolny inny) (p=0,007) oraz osoby
z grupy GGGO (posiadajace oba haplotypy inne niz GGG) (p=0,002).

Waznym wskaznikiem skutecznosci stymulacji jest takze zdolnos¢
do aktywacji ponad poziom spontanicznej produkcji. Reaktywno$¢ monocytow
wobec LPS-u obrazuje tzw. indeks stymulacji. Wyraza on stosunek komorek
produkujacych IL-6 po stymulacji LPS-em w odniesieniu do produkcji IL-6
w hodowlach niestymulowanych. Analiza indeksu stymulacji IL-6 przez LPS
wykazata istotne roznice w odpowiedzi na LPS dla komodrek pochodzacych od osob
o roznych ztozonych genotypach (p=0,024) (Rys. 4.3.2.4.). Osoby o genotypie
AGC/AGC (odpowiadajace homozygotom CC -174 IL-6) charakteryzowaly sig
nizsza reaktywnoscia w odpowiedzi na LPS w poréwnaniu do oséb o genotypach

GGG/AGC i GGG/GCG (w obu przypadkach p<0,05).
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Rysunek. 4.3.2.4. Wplyw ztozonych genotypow IL-6 na indeks stymulacji LPS-em. Indeks
stymulacji LPS-em wyrazony jako stosunek komaérek produkujgcych IL-6 po stymulacji LPS-
em w odniesieniu do produkcji IL-6 w hodowlach niestymulowanych. * - oznacza p<0,05.
Dane przedstawione jako mediana i rozstep kwartylny.
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Podsumowanie:

Zdolnos¢ do produkcji IL-6 przez monocyty pochodzace od os6b o réznych
wariantach polimorficznych genu IL-6 réznita sie w zaleznosci od czynnika
indukujgcego produkcje cytokiny.

Reaktywnos$¢ na silny czynnik indukujagcy — LPS wyrazona jako indeks
stymulacji LPS-em byla najnizsza w grupie AGC/AGC (odpowiadajgcej grupie
homozygot CC -174 IL-6). Prawdopodobnie wynika to z faktu, iz byta to grupa, ktéra
charakteryzowata sie najwyzszg spontaniczng produkcjg tej cytokiny. Najwiekszy
odsetek komoérek zdolnych do produkcji IL-6 po stymulacji LPS-em stwierdzono
w grupie GGG/GGG, natomiast najwyzszg reaktywnoscig na LPS mierzong
indeksem stymulacji charakteryzowaty sie komoérki osoéb z grupy GGG/GCG
(obie grupy odpowiadajg grupie homozygot GG -174 IL-6).

Inkubacja z lowastatyng wykazywata istotny wplyw zaréwno na spontaniczna,
jak i indukowang LPS-em produkcje IL-6. Wykazano hamujacy efekt lowastatyny
na zdolnosé¢ do produkcji IL-6 w hodowlach pochodzacych od oséb o genotypach
GGG/GGG i GGG/AGC. W pozostatych grupach inkubacja z lowastatyng

nie wptywata znaczaco na zdolnos¢ monocytow do produkcji IL-6.
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4.4. Produkcja interleukiny 6 in vivo

4.4.1. Poziomy interleukiny 6 w surowicy krwi chorych
w kontekscie polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6

Poziom IL-6 mierzony w surowicy krwi jest wypadkowa produkcji tej
cytokiny przez rézne komodrki organizmu (m.in. monocyty, adipocyty, komorki
srodblonka), a takze szybkosci jej usuwania z krazenia oraz wystgpowania w formie
wolnej badZ zwiazanej z rozpuszczalnymi receptorami. Dlatego tez poza badaniem
wydzielania in vitro tej cytokiny przez komorki krwi [rozdzial 4.3.] postanowiono
przeanalizowa¢ zwiazek polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6
z poziomem tej cytokiny mierzonym w surowicy krwi.  Wybrano metodg
biologiczna pomiaru poziomu IL-6, ktéora ma t¢ zalet¢ nad metodami pomiaru
opartymi na wiazaniu IL-6 przez swoiste przeciwcialo, ze mierzy aktywno$¢
biologiczna cytokiny, a nie tylko wykrywa samo biatko, ktéore moze juz by¢
inaktywowane. Metoda biologiczna pozwala takze na okreslenie aktywnosci calego
kompleksu cytokina-rozpuszczalne receptory.

Analiza wptywu pojedynczych polimorfizméw wykazata istotny wplyw
polimorfizmu -174 IL-6 na poziom bioaktywnej IL-6 w surowicy krwi (p=0,0048)
(Rys. 4.4.1.1.), natomiast polimorfizm -572 IL-6 nie wptywal istotnie na ilo$¢ tej
cytokiny w surowicy. W przypadku polimorfizmu -174 homozygoty CC
charakteryzowatly si¢ znaczaco nizszymi poziomami IL-6 w surowicy krwi niz dwie

pozostate grupy (p<0,05).
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Rysunek 4.4.1.1. Poziom bioaktywnej IL-6 w surowicy chorych w kontekscie polimorfizmu
-174 IL-6. * - p<0,05
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Poziom bioaktywnej IL-6 w surowicy krwi chorych réznit si¢ istotnie w
zalezno$ci od zlozonego genotypu IL-6 (p=0,011) (Rys. 4.4.1.2.). Szczegédtowa
analiza wykazata, iz grupa o genotypiec AGC/AGC (odpowiadajaca osobom o
genotypie CC -174 IL-6) charakteryzowala si¢ nizszym poziomem IL-6 niz grupy
0sob o genotypie GGG/GGG oraz GGG/AGC (p<0,05).
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Rysunek 4.4.1.2. Poziom bioaktywnej IL-6 w surowicy chorych w kontekscie ztozonych
genotypow IL-6. * - p<0,05

Podsumowanie
Poziom bioaktywnej IL-6 w surowicy krwi u o0sob chorych na chorobe

niedokrwienng serca zalezny byt od polimorfizmu regionu promotorowego genu
IL-6. Osoby o genotypie AGC/AGC, dla ktérych wykazano wczesniej nizszg
reaktywnos$¢ na stymulacje LPS-em, charakteryzowaty sie takze nizszym poziomem

IL-6 w surowicy.

4.4.2. Dynamika wyrzutu IL-6 w okresie okotooperacyjnym

W grupie 30 pacjentow przeprowadzono badanie poziomu IL-6 w surowicy
krwi w okresie okolooperacyjnym. Krew do badania pobierano przed zabiegiem,
a takze 3, 24 1 72 godziny po zabiegu. Badanie wykonano metoda CBA (cytometric
bead array) przy uzyciu zestawu CBA Th1/Th2 firmy BD.
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Poziom IL-6 w surowicy krwi w okresie okotooperacyjnym przedstawia Rys. 4.4.2.1.
Zaobserwowano znaczace roznice w poziomie IL-6 w surowicy po zabiegu
w porownaniu do pozioméw tej cytokiny przed zabiegiem (p<0,001 dla wszystkich
punktéw czasowych).  Najwyzszy poziom IL-6 obserwowano trzy godziny
po zabiegu, nastepnie ilo$¢ krazacej cytokiny stopniowo obnizata sig, pozostajac
jednak w ostatnim badanym punkcie czasowym (72 godziny po zabiegu)

podwyzszona w porownaniu do iloci tej cytokiny przed zabiegiem.
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Rysunek 4.4.2.1. Stezenia IL-6 w surowicy chorych w okresie okotooperacyjnym.

Analiza korelacji poziomoéw IL-6 przed zabiegiem z poziomami tej cytokiny
mierzonymi po zabiegu wykazata istotng statystycznie dodatnia korelacje
dla pozioméw IL-6 mierzonych w surowicy krwi 24 1 72 godziny po zabiegu

(odpowiednio: r=0,57, p=0,001 oraz r=0,49, p=0,004) .

Stgzenie IL-6 w surowicy krwi istotnie roznito si¢ w  okresie
okolooperacyjnym w zalezno$ci od posiadanego polimorfizmu genu IL-6.
W analizie uwzgledniono trzy najczgs$ciej wystepujace zlozone genotypy:
GGG/GGG, GGG/AGC 1 AGC/AGC. Analiza statystyczna wykazala istotny wptyw
polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6 na poziom tej cytokiny (ANOVA
efekt glowny genoypu F=3,38 p=0,049; efekt interakcji: F=2,48 p=0,029)
(Rys. 4.4.2.2.B.). W badanych punktach istotna réznica dotyczyta trzech godzin po
zabiegu (p=0,008), gdzie osoby o genotypie GGG/GGG charakteryzowaty si¢

wyzszym poziomem IL-6 w surowicy w poréwnaniu do grup GGG/AGC
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1 AGC/AGC (p<0,01). Osoby o genotypie GGG/GCG wykazywaty podobna
tendencje do wysokich stgzen IL-6 w surowicy trzy godziny po zabiegu, jednak ze
wzgledu na niewielka liczebno$¢ tej grupy wynik nie byt istotny statystycznie.
Analogiczne wyniki uzyskano biorac pod uwagg wylacznie polimorfizm
-174. Osoby posiadajace allel C i homozygoty GG roznily si¢ stezeniem tej cytokiny
w okresie okotooperacyjnym (ANOVA efekt glowny genotypu F=5,46 p=0,026; efekt
interakcji: F=3,87 p=0,012) (Rys. 4.4.2.2.A.). Punkt najwyzszego wyrzutu IL-6,
3 godziny po zabiegu, byt punktem dla ktorego stwierdzono réznice migdzy

poréwnywanymi grupami.
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Rysunek 4.4.2.2. Wptyw polimorfizmu genu IL-6 na stezenie IL-6 w surowicy krwi w okresie
okotooperacyjnym. A) Analiza polimorfizmu -174 IL-6. B) Analiza ztozonych genotypow
IL-6. Dane przedstawione jako srednia i 95% przedziat ufnosci, * - p<0,05.
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Warto zwr6ci¢ uwage, iz mimo generalnie nizszych wartosci stgzen IL-6
uzyskiwanych metoda CBA w poréownaniu do danych uzyskanych metoda
biologiczna [Rozdziat 4.4.1.], w przypadku obu metod pomiaru uzyskano
analogiczne wyniki wplywu polimorfizmu genu na poziom cytokiny w surowicy.
Obserwowana roznica w poziomach IL-6 wynika z zastosowania rdéznych metod
pomiaru — metody oparte] na wiazaniu IL-6 przez specyficzne przeciwciala (test
CBA) oraz metody badajacej efekt biologiczny cytokiny (metoda biologiczna). Taki

wynik obu testow jest zgodny z oczekiwaniami.

Podsumowanie

Stezenie IL-6 w surowicy istotnie roznito sie w okresie okotooperacyjnym
w zaleznosci od posiadanego polimorfizmu genu IL-6. Osoby o genotypie
GGG/GGG, dla ktérych wykazano wczesniej najwiekszg zdolnosé do produkcji tej
cytokiny po stymulacji LPS-em, wykazywaly sie réwniez najbardziej nasilong

produkcjq tej cytokiny w odpowiedzi na zabieg operacyjny.
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4.5. Analiza zwigzku polimorfizmu genu IL-6 z parametrami
ostrej reakcji zapalnej powstajacej w wyniku zabiegu
pomostowania tetnic

Zabieg pomostowania tgtnic wiencowych jest zabiegiem wywotujacym
uogdlniona odpowiedz organizmu, migdzy innymi ostra reakcj¢ zapalna
charakteryzujaca si¢ znaczna leukocytoza, wzrostem temperatury ciala, wyrzutem
szeregu cytokin, aktywacja komoérek uktadu immunologicznego oraz komorek
srodbtonka.

Ze wzgledu na to, iz typ zabiegu (zabieg w krazeniu pozaustrojowym lub bez)
moze modulowa¢ przebieg i1 intensywno$¢ reakcji zapalnej w analizie wptywu
zabiegu na parametry morfologii krwi obwodowej, uwzgledniono typ zabiegu jako
dodatkowa zmienna, natomiast w pozostatych analizach (cytokin, markerow
aktywacji, fenotypu 1 stanu aktywacji monocytdw) uwzgledniono tylko osoby

poddane zabiegowi w krazeniu pozaustrojowym.

4.5.1. Wptyw zabiegu na parametry morfologii krwi

Jak wczesniej wspomniano, ze wzgledu na to, iz typ zabiegu wplywa
na parametry morfologii krwi obwodowej, analizy wplywu polimorfizmu genu IL-6
na parametry morfologiczne dokonano wilaczajac do analizy statystycznej rodzaj
zabiegu (zabieg w krazeniu pozaustrojowym lub bez) jako dodatkowa zmienna
jakosciowa. Analizowano liczbg leukocytow, neutrofili, monocytéw, limfocytow
oraz ptytek krwi u oséb poddanych zabiegowi pomostowania tgtnic przed zabiegiem,
pierwszego dnia po zabiegu rano i popoludniu, drugiego dnia oraz czwartego
lub piatego dnia. Dla wszystkich analizowanych parametréw krwi zmiany w okresie
okotooperacyjnym byly istotne statystycznie. Liczba biatych krwinek, neutrofili
oraz monocytow gwaltownie wzrastala po zabiegu, obnizata si¢ natomiast liczba
limfocytéw 1 ptytek krwi (Tabela 4.5.1.1.). W obu typach zabiegu (z krazeniem
pozaustrojowym 1 bez) dynamika zmian liczby komorek krwi byla istotna

statystycznie (p<0,001), gwaltowne zmiany pojawiaty si¢ juz w pierwszej dobie
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po zabiegu 1 utrzymywaty do drugiego dnia po zabiegu, wracajac do poziomow

zblizonych do istniejacych przed zabiegiem w czwartej, piatej dobie od zabiegu.

Tabela 4.5.1.1. Zmiany parametrow morfologicznych w okresie okotooperacyjnym,
z uwzglednieniem typu zabiegu operacyjnego.

Typ Przed 1. dzien 1. dzien 2. dzien 4-5. dzien P
zabiegu (godz 6-9) (godz14-17)

Leukocyty z KPU 7,114 108434 10,7428 104425 78+22  <0,001
(G/)  bezKPU  77+1,7 12,8434  13+3,8 11,143,7  8,343,5 <0,001
Neutrofile z KPU 4,3+1,2 8,9+3,2 8,242,6 7,812 4,8+1,7 <0,001
(G/)  bezKPU  47+1.4 10,7+3 10,5+3,5  8,443,3 5,142,7 <0,001
Monocyty z KPU 0,53+0,14 0,8+0,31  0,93+0,32 0,89+0,33 0,76+0,23 <0,001
(G/)  bezKPU  0,6+0,22  0,9440,35 1,04+0,4  0,92+0,35 0,7+0,22  <0,001
Limfocyty zKPU 2,0840,66 1,0840,43 1,5240,95 1,65+0,66 1,85+0,61 <0,001
(G/)  bezKPU  209+0,89 1,2240,8 1,51+0,63 1,8+0,84  2,02+0,91 <0,001
Plytki krwi z KPU 2314542 169+422  167,9+69,3 151,2439,8 217,8+73,9 <0,001
(G/)  bezKPU = 249+69,1 212,6+56,7 205,9+56,6 191,8454,2 238,9+74,7 <0,001

KPU - krazenie pozaustrojowe; dane przedstawione jako $redniatodchylenie standardowe.
Test ANOVA Friedmana

Kolejnym krokiem analizy danych byto sprawdzenie czy polimorfizm genu
IL-6 moze mie¢ zwiazek z dynamika zmian liczby komodrek krwi w okresie
okotooperacyjnym.

Wplyw genotypu IL-6 na liczbe¢ leukocytéw byt istotny statystycznie
(ANOVA efekt gltowny genotypu F=3,4 p=0,037), rowniez rodzaj zabiegu wptywal
istotnie na liczbg leukocytow (ANOVA efekt gldéwny pu zabiequ F=6,3 p=0,014),
natomiast efekt interakcji genotypu i typu zabiegu byl nieistotny statystycznie
(ANOVA efekt interakcji genotypxtyp zabieeu F=1,3 p=0,26), co Swiadczy o tym,
iz wpltyw genotypu na liczbg bialych krwinek jest niezalezny od typu zabiegu.
We wszystkich analizach, gdzie wptyw genotypu jest niezalezny od typu zabiegu,
wplyw genotypu przedstawiano dla wszystkich analizowanych przypadkow lacznie.
Na rysunku 4.5.1.1. mozna zaobserwowac, iz osoby o genotypie GGG/GGG
charakteryzuja si¢ wyzsza liczba biatych krwinek w przebiegu pooperacyjnym.
Réznice osiagaja istotno$¢ statystyczng w 2. dobie oraz 4-5. dobie po zabiegu

(Rys. 4.5.1.1.A.).
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Rysunek 4.5.1.1. Liczba biatych krwinek (A) i neutrofili (B) w okresie okotooperacyjnym
(0 — dzien zabiegu, 1A — pierwszy dzien po zabiegu godz. 6-9, 1B — pierwszy dzien
po zabiegu godz. 14-17, 2 — drugi dzien po zabiegu, 4-5 — czwarty lub pigty dzien
po zabiegu). Dane przedstawione jako srednia i 95% przedziat ufnosci, * - oznacza p<0,05.

Ze wzgledu na to, iz liczba biatych krwinek u dorostych zalezy w duzej
mierze od liczby neutrofili, analogiczne wyniki uzyskano analizujac liczbe neutrofili.
Takze w tym wypadku wplywy genotypu oraz typu zabiegu byly istotne
statystycznie, natomiast ich wzajemna interakcja nie (ANOVA efekt gldéwny genotypu
F=3,8 p=0,026; efekt glowny iypu zabiceu F=6,2 p=0,015; efekt interakcji genotypxtyp zabiegu
F=1,2 p=0,3). Analogicznie liczba neutrofili byla wyzsza u homozygot GGG/GGG,
osiagajac istotnos¢ statystyczna w 2. oraz 4-5. dobie po zabiegu (Rys. 4.5.1.1.B.).

Podobne tendencje jak u oséb o genotypie GGG/GGG wykazywala liczba
leukocytow 1 neutrofili u 0s6b o genotypie GGG/GCG.
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W przypadku monocytdéw ani genotyp, ani typ zabiegu nie byty samodzielnie
istotne, natomiast interakcja tych dwodch czynnikow uzyskiwala istotno$¢
statystyczna, co $wiadczy o tym, iz typ zabiegu wptywal na efekt, jaki wywieral
polimorfizm (ANOVA efekt glowny genotypu F=0,28, p=0,75; efekt gldéwny iypu zabiegu
F=0,49, p=0,49; efekt interakcji genotypxtyp zabiegu F=3,6, p=0,033). Zabieg z krazeniem
pozaustrojowym wiazat si¢ z wyzsza liczba monocytow dla homozygot GGG/GGG,
natomiast zabieg bez krazenia pozaustrojowego — z wyzsza liczba monocytow

dla homozygot AGC/AGC (Rys. 4.5.1.2.).
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Rysunek 4.5.1.2. Liczba monocytéw w okresie okotooperacyjnym z uwzglednieniem typu
zabiegu (0 — dzieh zabiegu, 1A — pierwszy dzieh po zabiegu godz. 6-9, 1B — pierwszy dzien
po zabiegu godz. 14-17, 2 — drugi dzien po zabiegu, 4-5 — czwarty lub pigty dzien
po zabiegu). Dane przedstawione jako srednia i 95% przedziat ufno$ci, * - oznacza p<0,05.
CABG - zabieg w krazeniu pozaustrojowym, OPCABG - =zabieg bez krazenia
pozaustrojowego.

0,2

Podsumowanie

Podsumowujgc, pacjenci z genotypem GGG/GGG, dla ktérego wykazano
wczesniej wiekszg zdolnos¢ do produkcji IL-6 zaréwno w warunkach indukcji
in vitro, jak i w odpowiedzi na zabieg operacyjny, charakteryzowali sie wyzszymi

liczbami leukocytéw i neutrofili w okresie pooperacyjnym.
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4.5.2. Wptyw zabiegu na stezenie cytokin w surowicy krwi

W trakcie reakcji zapalnej dochodzi do wyrzutu zaréwno cytokin
prozapalnych, jak i antyzapalnych. Traktujac zabieg jako bodziec wywotujacy
odpowiedz organizmu, zbadano wyrzut cytokin w okresie okolooperacyjnym.
Analizowano cytokiny Thl (odpowiedz prozapalna): IFNy, TNFoa i IL-2
oraz cytokiny Th2 (odpowiedz antyzapalna): IL-4, IL-10 i IL-6. Materiat pobierano
przed zabiegiem oraz 3, 24 1 72 godziny po zabiegu. Wsrod cytokin Th2
zaobserwowano znaczace roznice dla IL-10 oraz IL-6, natomiast wsrdd cytokin Thl

tylko dla IL-2 nastapil znaczacy wzrost stezenia (Tabela 4.5.2.1.).

Tabela 4.5.2.1. Stezenia cytokin w surowicy krwi w okresie okotooperacyjnym

przed 3 godz. 24 godz. 72h godz. p
IL-10 1,127 10,6+12,3 5,7£12,5 2,315,2 <0,0001
IL-6 1,6+5 227,8€135,6 129+96,8 42,2+25,6 <0,0001
1L-4 1,743 1,3+2,5 1,2+2.5 12,2 0,65
TNFa 1,312,1 2,443,1 1,1£1,5 1,913.4 0,12
IFNy 1,914,2 5,1£11,25 1,5£2,9 2,716,2 0,078
IL-2 1+3,8 2,249,1 3,2£13,6 2+8.3 0,034

Dane przedstawione jako $redniatodchylenie standardowe. Test ANOVA Friedmana

Wptyw polimorfizmu genu IL-6 na poziom IL-6 w surowicy krwi
przedstawiono w Rozdziale 4.4.2. Ws$rod pozostatych cytokin istotny wpltyw
polimorfizmu genu IL-6 zaobserwowano tylko dla IL-10 — jednej z cytokin, ktérych
poziom istotnie zwigkszat si¢ w okresie pooperacyjnym. W analizie uwzgledniono
trzy najczgsciej wystgpujace zlozone genotypy: GGG/GGG, GGG/AGC
oraz AGC/AGC. Poziomy IL-10 byly wyzsze u oséb o genotypie AGC/AGC, efekt
byt istotny dla genotypu i niezalezny od interakcji z czasem (ANOVA efekt gtowny
genotyp F=3,92 p=0,032; efekt interakcji crasxgenotyp F=1,12 p=0,35) (Rys. 4.5.2.1.).
Efekt byt jeszcze bardziej nasilony przy analizie homozygot AGC/AGC w stosunku
do wszystkich pozostatych genotypow.

74



Joanna Wieckiewicz, Praca doktorska: Wyniki

40

- GGG/GGG
* IL-10 - GGG/AGC |
30 T __ < AGC/AGC |

25

20

15

10

IL-10 (pg/ml)

=0,032
przed 3 godz. 24 godz. 72 godz.

10 Pefekt of genotvp

Rysunek 4.5.2.1. Poziomy IL-10 w surowicy krwi w okresie okotooperacyjnym w kontekscie
polimorfizmu IL-6. Dane przedstawione jako $rednia i 95% przedziat ufnosci Srednie;.

Podsumowanie

Podsumowujgc, istotny zwigzek polimorfizmu 2z poziomem cytokin
zaobserwowano dla interleukiny 10 i co ciekawe, osoby o genotypie AGC/AGC,
charakteryzujace sie nizszg produkcjg in vitro i in vivo IL-6, wykazywaty sie

wyzszym wyrzutem IL-10 w okresie okotooperacyjnym.

4.5.3. Wptyw zabiegu na markery aktywacji komorek krwi

Zabieg pomostowania t¢tnic wywotuje reakcje zapalng organizmu, ktéra
charakteryzuje si¢ migdzy innymi aktywacja komoérek uktadu immunologicznego.
Analizowano intensywno$¢ fluorescencji oraz procent komoérek pozytywnych
dla czasteczek: CD54 (ICAM-1), CD11a 1 CD11b. W badaniu skoncentrowano si¢
na monocytach jako populacji komorek, ktore szybko 1 efektywnie ulegaja aktywacji
w odpowiedzi na bodziec. = Wykazano znaczace roznice w intensywnos$ci
fluorescencji dla czasteczki CD54 oraz réznice w odsetku komodrek pozytywnych

dla CD54 oraz CD11b (p<0,01) (Tabela 4.5.3.1.).
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Tabela 4.5.3.1. Srednie intensywnosci fluorescencji (MFI) oraz odsetek komérek
wykazujacych ekspresje markerow aktywacji w przebiegu okotooperacyjnym.

Przed 3 godz. 24 godz. 72 godz. ]

% CD54+ 96,5+3,3 94,913 96,513,1 97,6+1,3  <0,001
CD54 MFI 40+£13 30,8%13,7  39,7+11 47,6+16,5 <0,001
% CDl1la+ 69,6+25,2 65,4+23,6 68,7122 74,2420,1 0,47
CDI1la MFI 18,1+7,6 14,845,8 1745,7 18,217 0,1
% CD11b+ 90,5£7.,9 95,6£3,9 94,616 94,3£5 0,007
CDI11b MFI 49,7+30,5 449+16,2 45,1+21,4 74,1+442 0,17
% CD11a+CD11b+ 66,3+26,4 65,9+20,3 66,5£21,6 72,9+19,7 0,87

Dane przedstawione jako $redniatodchylenie standardowe. Przedstawiono dane dotyczace ekspresji
antygenow na monocytach. Test ANOVA Friedmana

IL-6 moze wptywaé na ekspresje¢ czasteczek adhezyjnych na powierzchni
leukocytow. Przeanalizowano zwiazek IL-6 z ekspresja CD54 (ICAM-1), CD1l1a
oraz CD11b na powierzchni monocytéw. Stwierdzono istnienie dodatniej korelacji
migdzy poziomem IL-6 trzy godziny po zabiegu, a wigc w punkcie najwigkszego
mierzonego wyrzutu tej cytokiny a warto$cia Sredniej intensywnos$ci fluorescencji
(MFI) CD11b na monocytach w czasie 3 i 24 godzin od zabiegu (odpowiednio
r=0,73 przy p<0,001 oraz r=0,51 przy p=0,004).

Analiza zwiazku polimorfizmu genu IL-6 z ekspresja badanych markeréw
aktywacji wykazala zwiazek tylko z ekspresja CD11b. W analizie pojedynczych
polimorfizméw tylko polimorfizm -174 wplywatl na poziom ekspresji CD11b —
— homozygoty GG charakteryzowaty si¢ wyzszym MFI CDI11b w okresie
pooperacyjnym niz posiadacze allelu C (ANOVA efekt glowny genoryp F=10,1
p=0,0043) 1 efekt ten byl niezalezny od czasu (efekt interakcji czasxgenotyp F=0,84
p=0,47) (Rys. 4.5.3.1.A.). Istotno$¢ statystyczna dotyczyta okresu 3 i 24 godzin

po zabiegu.
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Rysunek 4.5.3.1. Srednia intensywnos¢ fluorescencji  (MFI) czasteczki CD11b
na monocytach w kontekscie polimorfizmu -174 IL-6 (A) oraz ztozonych genotypow IL-6 (B).
* - p<0,05. Dane przedstawione jako $rednia i 95% przedziat ufnosci Srednie;.

Roéwniez analiza poszerzonych genotypow wykazata zwiazek z ekspresja
CD11b na monocytach. Wplyw genotypu byt istotny statystycznie (ANOVA efekt
glowny genotyp F=5,25 p=0,013), na granicy istotnosci byl réwniez efekt interakcji
czasu 1 genotypu (efekt interakcji ciasxgenoyp F=2,24 p=0,05) (Rys. 4.5.3.1.B.).
Analiza post-hoc wykazala istotne roznice dla oséb o genotypie GGG/GGG
w stosunku do pozostatych grup 24 godziny po zabiegu oraz dla 0os6b o genotypie

AGC/AGC w stosunku do pozostatych grup 72 godziny po zabiegu.
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Podsumowanie

Podsumowujgc, ws$réd badanych markeréw aktywaciji tylko ekspresja
czasteczki CD11b na powierzchni monocytdw wykazata dodatnig korelacje
Z poziomami IL-6 w surowicy krwi, zaobserwowano rowniez réznice w dynamice
zmian ekspresji tej czasteczki na monocytach w okresie okotooperacyjnym
u posiadaczy roznych wariantéw allelicznych genu IL-6. Wyzszg ekspresjg
charakteryzowaly sie osoby o genotypie GGG/GGG, dla ktérych wykazano tez

wczesniej wiekszg zdolnos¢ do produkgji IL-6.

4.5.4. Wptyw zabiegu na fenotyp i stan aktywacji monocytéow

4.5.4.1. Charakterystyka zdolnos$ci subpopulacji monocytéw do produkcji IL-6

Monocyty stanowia gtéwne zrédto IL-6 wsréd komorek krwi, petnia réwniez,
jako osiadte w $cianie naczynia makrofagi, istotng role w procesach prowadzacych
do powstawania 1 rozwoju blaszek miazdzycowych. Co wigcej, krazace monocyty
moga réwniez bra¢ udzial w procesach prowadzacych do powiklan blaszki
miazdzycowej. Uwaza si¢ rowniez, iz stan aktywacji i fenotyp monocytow moga
odzwierciedla¢ stan zapalny toczacy si¢ w organizmie. Ws$rod monocytow
znajdujacych si¢ w krazeniu opisano dwie gtowne populacje rézniace si¢ ekspresja
antygenow powierzchniowych CD14 (receptor LPS) oraz CD16 (FcyRIII). Gltéwna
populacja monocytow o fenotypie CD14+CD16- stanowi S$rednio okoto 90%
wszystkich monocytéw, reszt¢ stanowia monocyty CDI14+CD16+ uwazane
za populacj¢ monocytéw prozapalnych ze wzgledu na opisana zdolno$¢ do produkeji

duzych ilosci TNFa.

78



Joanna Wieckiewicz, Praca doktorska: Wyniki

1023

Rysunek 4.5.4.1.1.

10t

107

CD16 Cy Chrome

o

10°

% CD14+CD16+

O] Mediana
T 25%-75%

ChNS

kontrole

Poréwnanie odsetka monocytow CD14+CD16+ wsrdd krazacych

monocytdw u osdb z grupy chorych i z grupy kontrolnej. A) bramkowanie monocytéw, B)
bramkowanie monocytéw CD14+CD16+, C) poréwnanie odsetka krgzacych monocytéw

CD14+CD16+ u os6b chorych i grupy kontrolne;.

mediana i rozstep kwartylny. * - p<0,05.

Dane na wykresie przedstawione jako

Poréwnanie odsetka krazacych monocytéw prozapalnych CD14+CD16+

u pacjentéw z grupy chorych i u kontroli wykazalo istotnie wyzszy poziom tych

komorek u chorych (Rys. 4.5.4.1.1.).
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Analiza produkcji wewnatrzplazmatycznej IL-6 przez subpopulacje
monocytow wykazala istotnie wyzsza zdolno$¢ do produkcji tej cytokiny
przez monocyty prozapalne (CD14+CDI16+) w poréwnaniu do subpopulacji
CD14+CDI16- (Rys. 4.5.4.1.2.). Roéznica ta dotyczyla zardwno spontanicznej, jak i

indukowanej LPS-em produkcji IL-6.

4.5.4.2. Wplyw zabiegu na sklad procentowy subpopulacji monocytow

Kolejny ciag obserwacji dotyczyt dynamicznych zmian w poziomach
subpopulacji monocytéw w okresie okotooperacyjnym.  Rysunek 4.5.4.2.1.
przedstawia przyktadowe zmiany w procencie krazacych komorek dla subpopulacji
CD14+CDI16+ (bramka R2), CD14loCD16+ (bramka R4) oraz CD14++CD16lo
(bramka RS5). Subpopulacje CD141oCD16+ i CD14++CDI16lo sa sktadowymi
subpopulacji CD14+CDI16+ wyrdznianymi na podstawie réznic w ekspresji
antygenéw CDI14 i CDI16. Zauwazy¢ mozna charakterystyczny spadek odsetka
krazacych prozapalnych monocytéw w trzeciej godzinie po zabiegu oraz znaczny

wzrost 24 godziny po operacji.

= rzed 3 godz. 24 godz. 72 godz.
przed P g 20 g
o 2
£ CD14+CD16+ 7,9% 1,13% 24,04% 15.7%
(8] i (R2)
G 2
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8 ®R4)
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. >~ ®s
- 10° 10° 10° 10° 10t
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Rysunek 4.5.4.2.1. Przyktad zmian w procencie krgzacych monocytéw CD14+CD16+
(bramka R2), CD14loCD16+ (bramka R4) oraz CD14++CD16lo (bramka R5) w okresie
okotooperacyjnym. Tabelka przedstawia procent jaki stanowi dana subpopulacja w catej
populacji krgzacych monocytéw u wybranego pacjenta przed zabiegiem oraz 3, 24 i 72
godziny po zabiegu.
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W tabeli 4.5.4.2.1. przedstawiono zmiany w procencie krazacych monocytéw
1 ich subpopulacji w okresie okotooperacyjnym. Zaréwno zmiany w odsetku
krazacych monocytéw, jak i ich subpopulacji byly istotne statystycznie. Odsetek
krazacych monocytow spadat w 3. godzinie po zabiegu, w 24. godzinie po zabiegu
byl nieznacznie wyzszy niz przed zabiegiem, a 72 godziny po zabiegu powracat
do poziomu wyjsciowego. W przypadku subpopulacji monocytéw zmiany
odsetkowe byly bardziej nasilone. Odsetek monocytow prozapalnych CD14+CD16+
gwaltownie zmniejszat si¢ 3 godziny po zabiegu, nastgpnie gwattownie wzrastal
24 godziny po zabiegu, a 72 godziny po zabiegu pozostawal nieznacznie
podwyzszony. Wsrod subpopulacji sktadajacych si¢ na monocyty prozapalne:
CD14loCD16+ 1 CDI14++CD16lo, subpopulacja CD14++CDl16lo wykazywata
dynamike podobna do catej subpopulacji CD14+CD16+ z obserwowanym spadkiem
w 3. godzinie i wzrostem w 24. godzinie po zabiegu. Natomiast w przypadku

subpopulacji CD141oCD16+ nie wystapit wzrost odsetka w 24. godzinie od operacji.

Tabela 4.5.4.2.1. Odsetek kragzacych monocytéw oraz subpopulacji monocytéw w okresie
okotooperacyjnym.

przed 3 godz. 24 godz. 72 godz. p

% monocytow (CD14+) 7,05+1,96 6,48t2,14 8,06+2,12 7,06%1,88 0,005
(jako % leukocytow)

% CDI14+CDl16+ (R2) 10,16+3,34  1,92+1,05 22,8148,17 13,98+6,2 <0,0001

(jako % monocytow)

% CD14loCD16+ (R4)  6,0442,08 0,86+0,38 5,22+4,11 7,78+4,47 <0,0001

(jako % monocytow)

% CD14++CD]16lo (R5) 4,45+2.,61 1,05£0,79 17,83+8,36 6,46+4,59 <0,0001

(jako % monocytow)

Dane przedstawione jako $redniatodchylenie standardowe. Test ANOVA Friedmana

Kolejnym krokiem byla analiza zwiazku polimorfizmu genu IL-6
z odsetkowym sktadem krazacych monocytow. Analizowano trzy podstawowe

ztozone genotypy GGG/GGG, GGG/AGC oraz AGC/AGC.
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Rysunek 4.5.4.2.2. Odsetek krazacych monocytow CD14+CD16+ w przebiegu
okotooperacyjnym w kontekscie ztozonych genotypow IL-6. Dane przedstawione jako
srednia i 95% przedziat ufnosci sredniej. * - p<0,05

Odsetek krazacych monocytéw o charakterze prozapalnym (monocytow
CD14+CDI16+) roznit sig istotnie w zaleznosci od genotypu IL-6 (ANOVA efekt
glowny genotypu F=8,1 p=0,0017) 1 efekt ten byl zalezny od czasu (ANOVA efekt
interakcji genotypxezas F=3,3 p=0,0059). Zalezno$¢ wptywu genotypu od czasu wynika
z warto$ci otrzymanych 3 godziny po zabiegu, gdzie wszystkie grupy miaty
podobne, bliskie zeru wyniki. Przeprowadzono réwniez analizg korelacji stg¢zenia
IL-6 w surowicy krwi z odsetkiem krazacych monocytéw CD14+CD16+. Odsetek
monocytow CD14+CD16+ 24 i 72 godziny po zabiegu korelowat ze st¢zeniem IL-6
trzy godziny po zabiegu, a wigc w okresie najwigkszego obserwowanego wyrzutu
IL-6 (1=0,68 p=0,0001 oraz r=0,59 p=0,001).

Genotyp GGG/GGG, charakteryzujacy si¢ wysoka produkcja IL-6
po stymulacji LPS-em [Rozdzial 4.3.2.] oraz duzym wyrzutem IL-6 w okresie
pooperacyjnym [Rozdziat 4.4.2.], charakteryzowat si¢ rdwniez wyzszym procentem
krazacych monocytow CD14+CD16+ w okresie okotooperacyjnym (Rys. 4.5.4.2.2.).
Efekt ten byt istotny statystycznie 24 1 72 godziny po zabiegu.
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Rysunek 4.5.4.2.3. Procent kragzacych monocytéw CD14++CD16lo (A) oraz monocytéw
CD14loCD16+ (B) w przebiegu okotooperacyjnym w kontekscie ztozonych genotypow IL-6.
Dane przedstawione jako srednia i 95% przedziat ufnosci sredniej. * - p<0,05

Analiza subpopulacji sktadajacych si¢ na monocyty prozapalne, czyli
CD14++CD16lo (Rys. 4.5.4.23.A.) oraz CD14loCD16+ (Rys. 4.5.4.2.3.B.)
wykazata istotny wpltyw polimorfizmu tylko w przypadku monocytow
CD14++CD16lo. Podobnie jak w przypadku catej populacji CD14+CD16+, odsetek
krazacych monocytow CD14++CD16lo réznil sig istotnie w zaleznosci od genotypu
IL-6 (ANOVA efekt glowny genotypu F=5,47 p=0,015) 1 efekt ten byt zalezny od czasu
(ANOVA efekt interakcji genotypxezas F=2,36 p=0,043).  Analogicznie genotyp
GGG/GGG charakteryzowal si¢ wigkszym odsetkiem krazacych monocytow
CD14++CD16lo w okresie okotooperacyjnym (Rys. 4.5.4.2.3.A.). Efekt ten byt
istotny statystycznie 24 1 72 godziny po zabiegu. We wszystkich analizach
subpopulacji monocytéw komorki osob o genotypie GGG/GCG wykazywaty
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podobne tendencje jak komoérki pochodzace od os6b GGG/GGG, jednak ze wzgledu

na niewielka liczebno$¢ grupy osob tych nie wiaczano do analizy statystyczne;.

Podsumowanie

Podsumowujgc, dynamika zmian subpopulacji krgzacych monocytow
réznita sie miedzy osobami o réznych genotypach IL-6. Osoby o genotypie
GGG/GGG charakteryzowaly sie wyzszym odsetkiem monocytéw CD14+CD16+
oraz CD14++CD16lo.

4.5.4.3. Wplyw zabiegu na ekspresj¢ czasteczek CD14 i CD16 na powierzchni
monocytow
Kolejne badania dotyczyly analizy ekspresji czasteczek CD14 i CDI16

na powierzchni monocytéw. Ekspresja czasteczki CD14 wyrazona jako $rednia
intensywno$¢ fluorescencji (MFI) mierzona byta w catej populacji monocytow
oraz jej subpopulacjach: CDI14+CD16-, CDI14+CD16+, CDI14loCD16+
oraz CD14++CDI16lo. Ekspresja czasteczki CD16 mierzona byla na komorkach
CD14+CD16+, CD141oCD16+ oraz CD14++CD16lo.

Tabela 4.5.4.3.1. przedstawia analiz¢ wplywu zabiegu pomostowania tgtnic
wiencowych na ekspresj¢ czasteczek CD14 1 CD16 na powierzchni réznych
subpopulacji monocytow.

Tabela 4.5.4.3.1. Wplyw zabiegu na ekspresje czasteczek CD14 i CD16 na powierzchni
réznych subpopulacji monocytow.

przed 3 godz. 24 godz. 72 godz. p
MFI CD14 57+33,1 50,1£23 62,4t29,3  60,97+42,8 0,03
monocyty
MFI CD14 61,4+34,6 51,4233  60,41£26,2  64+43,3 0,015
CD14+CD16-
MFI CD14 32,3+£12,7  38,5+16,7 8524359  54,4+454  <0,001
CD14+CDl16+
MFI CD16 139,9+80,2 88,6+53,9  107,4+51 159,9+£59,7 <0,001
CD14+CDl16+
MFI CD14 19,417 19,315 32,6124 33,4428,2  <0,001
CD14loCD16+
MFI CD16 259,8+172,5 264,6+129,6 284,9+139,9 306,4+132 0,18
CD14loCD16+
MFI CD14 63,3£33,7  55,8420,9 94,7+37,1  84,2+51,3  <0,001
CD14++CDl6lo
MFI CD16 69,5153 45,6+19,2  87,7+50,1  76,9+47,3  <0,001
CD14++CD16lo

Analiza wykona testem ANOVA Friedmana. Dane przedstawione jako $rednia i odchylenie standardowe.
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Zaobserwowano istotny wptyw zabiegu na ekspresje czasteczki CDI14
w analizowanych populacjach, przy czym warto zauwazy¢, iz efekt ten rdznit sig
w zaleznos$ci od populacji (Tabela 4.5.4.3.1.). Glowna subpopulacja monocytow:
CD14+CD16-, a co za tym idzie rowniez cala populacja monocytéw (komorki
CD14+), charakteryzowata si¢ spadkiem ekspresji CD14 w trzeciej godzinie
po zabiegu, nastgpnie komorki powracatly do wyjsciowego poziomu ekspres;ji.
Odmienny wplyw zabiegu na ekspresj¢ CD14 zaobserwowano w subpopulacji
CD14+CD16+ oraz jej sktadowych CD141oCD16+ i CD14++CD16lo. Tu ekspresja
CD14 wyraznie rosta w 24. godzinie i pozostawala podwyzszona az do 72. godziny
po zabiegu. Zabieg pomostowania tgtnic wplywal réwniez istotnie na ekspresje
czasteczki CD16 na powierzchni monocytow CD14+CD16+ oraz CD14++CD16lo
(spadek w trzeciej godzinie i nastgpujacy wzrost ekspresji), natomiast jej ekspresja
na powierzchni monocytow CD14loCD16+ nie zmieniala si¢ istotnie w okresie
okotooperacyjnym.

W dalszej kolejnosci analizowano czy polimorfizm genu IL-6 moze mieé
zwiazek z ekspresja czasteczek CD14 1 CD16 na powierzchni monocytow.
Analizowano trzy najczesciej wystgpujace zlozone genotypy: GGG/GGG,
GGG/AGC 1 AGC/AGC. W calej populacji monocytéw (wszystkie komorki
CD14+) wplyw polimorfizmu IL-6 byl istotny statystycznie (ANOVA efekt glowny
genotypu  F=7,7 p=0,0027) 1 niezalezny od czynnika powtarzanych pomiaréw
(Pdla  interakeji=0,17). Generalnie osoby posiadajace genotyp GGG/GGG
charakteryzowaty = si¢  wyzsza  ekspresja CD14  (Rys. 4.54.3.1.A)).
Dla poszczegélnych punktéw istotna statystycznie rodznica dotyczyla osob

o genotypie GGG/GGG 1 GGG/AGC w 24. godzinie po zabiegu (test NIR p=0,013).
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Rysunek 4.5.4.3.1. Wptyw ztozonych genotypow IL-6 na ekspresje czasteczki CD14
na powierzchni komorek CD14+ (cata populacja monocytéw) (A) oraz monocytow
CD14+CD16+ (B) w okresie okotooperacyjnym. * - p<0,05. Dane przedstawione
jako srednia i 95% przedziat ufnosci Srednie;j.

W  populacji monocytow CDI14+CD16- nie zaobserwowano zwiazku
polimorfizmu z ekspresja czasteczki CD14. Natomiast w populacji prozapalnych
monocytow CD14+CD16+ efekt polimorfizmu byt analogiczny do efektow
obserwowanych dla calej populacji monocytéw — wptyw polimorfizmu byt istotny
1 niezalezny od czynnika powtarzanych pomiarow (ANOVA efekt glowny genotyp
F=7.4 p=0,0039; efekt interakcji crasxgenotyp F=0,9 p=0,47) (Rys. 4.5.4.3.1.B.).
Podobnie jak w analizie calej populacji monocytow testy post-hoc wykazatly istotna
statystycznie roznicg migdzy osobami o genotypie GGG/GGG 1 GGG/AGC
w 24. godzinie po zabiegu (test NIR p=0,027). Ekspresja czasteczki CD16
na powierzchni monocytow CD14+CD16+ nie roznita si¢ istotnie u 0sob o réznych

ztozonych genotypach.
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Analiza ekspresji czasteczek CD14 1 CD16 na powierzchni monocytéw
CD14loCD16+ nie wykazata istotnych roznic migdzy posiadaczami roéznych
genotypow IL-6, natomiast w przypadku monocytéw CD14++CD16lo wykazano
istotne roznice zaréwno w ekspresji CD14, jak i CD16 (Rys. 4.5.4.3.2.A.).
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Rysunek 4.5.4.3.2. Wplyw zlozonych genotypow IL-6 na ekspresje czasteczki CD14 (A)
oraz czasteczki CD16 (B) na powierzchni monocytow CD14++CD16lo w okresie
okotooperacyjnym. * - p<0,05. Dane przedstawione jako $rednia i 95% przedziat ufnosci
Sredniej.

Zwiazek migdzy polimorfizmem genu IL-6 a ekspresja CD14 byt istotny
1 niezalezny od czasu (ANOVA efekt gléwny genoryp F=7 p=0,006; efekt interakcji
casxgenotyp F=1,5 p=0,18) (Rys. 4.5.4.3.2.A.). Analiza testami post-hoc wykazata
znaczaco wyzsza ekspresj¢ CD14 u oso6b o genotypie GGG/GGG w poréwnaniu
do grup GGG/AGC 1 AGC/AGC 24 godziny po operacji (testy NIR odpowiednio
p=0,005 i p=0,03). Podobnie polimorfizm genu IL-6 wptywal rowniez istotnie

na ekspresj¢ czasteczki CD16 na tych komorkach 1 efekt ten byt niezalezny od czasu
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(ANOVA efekt glowny genotyp F=6,6 p=0,007; efekt interakcji crasxgenotyp F=0,9
p=0,49) (Rys. 4.5.4.3.2.B.). Dla poszczegbdlnych punktoéw istotna statystycznie
roznica dotyczyla oséb o genotypie GGG/GGG 1 GGG/AGC w 24 godzinie
po zabiegu (test NIR p=0,014).

Podsumowanie

Polimorfizm genu IL-6 pozostawat w zwigzku z ekspresjg czasteczek CD14
i CD16 na powierzchni réznych subpopulacji monocytéw. Genotyp GGG/GGG
charakteryzowat sie wyzszg ekspresjg CD14 na powierzchni monocytéw CD14+,
CD14+CD16+ oraz CD14++CD16lo. Osoby o tym genotypie wykazywaty takze
ekspresje czagsteczki CD16 na monocytach CD14++CD16lo. Obserwowane roznice
w ekspresji byty najbardziej widoczne 24 godziny po zabiegu — w okresie, w ktérym
generalnie podwyzszona byta ekspresja tych czasteczek oraz obserwowano wyzsze

odsetki monocytow prozapalnych wérdd krgzgcych monocytow.
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4.6. Wystepowanie powikian okofooperacyjnych, analiza
w kontekscie polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6

W calej badanej grupie chorych poréwnano charakterystyke zabiegu
operacyjnego, analizujac migdzy innymi: liczb¢ wykonanych pomostow
naczyniowych, odsetek zabiegow w krazeniu pozaustrojowym, czas trwania krazenia
pozaustrojowego oraz czas od zabiegu do wypisu z oddzialu. Nie zaobserwowano

istotnych statystycznie r6znic (Tabela 4.6.1.).

Tabela 4.6.1. Charakterystyka zabiegu operacyjnego w aspekcie ztozonych genotypéw

Ztozony GGG/ GGG/ AGC/ GGG/ GCG/ GCG/ p
genotyp GGG AGC AGC GCG AGC GCG

N=316 61 141 75 26 9 4

Liczba 2,840,9 2,6+0,9 2,6+0,9 2,840,8 2,8+0,8 2,741,2 0,56
pomostow

naczyniowych

Zabieg 459 48,9 56,8 50 22,2 100 0,12
w KPU, %

Czas trwania  72,3+48,6 68,5+43,7 77,542 70,3+31,2 487, 98,5122 0,23

KPU, min

Czas pobytuw  3231437,7 37,7432,3 33,9+24,8 34,5+29,3  34+16 28+9.4 0,41

POP, godziny

Czas 6,4t1,4 6,512,6 6,2+1,2 610,7 6,4t1,4 6,5£1,3 0,74

do wypisu, dni

KPU — krazenie pozaustrojowe, POP - -oddziat pooperacyjny

Zabieg pomostowania tetnic wiencowych zwiazany jest z ryzykiem
pojawienia si¢ powiktan pooperacyjnych. W badanej grupie czgsto$¢ powiklan
wynosita odpowiednio: migotanie przedsionkéw w czasie hospitalizacji - 23,86%,
okotooperacyjny zawal migs$nia sercowego - 4,81%, reoperacja - 4,49%, zespot
matego rzutu - 3,85%, reanimacja - 2,24%, zgon - 1,6%.

Przeprowadzono poroOwnanie czgstoSci wystgpowania poszczegdlnych
powiktan w zaleznos$ci od posiadanego genotypu IL-6, nie stwierdzono istnienia
istotnych statystycznie réznic. Jedynie $miertelno$§¢ wewnatrzszpitalna wykazywata
tendencje do czgstszego wystgpowania w grupie GGG/GGG (GGG2) - 4,92%
przy 1,2% dla os6b z grupy GGGl (GGG/X, X oznacza dowolny inny haplotyp)
1 0% dla os6b z grupy GGGO (X/X) (p=0,054). Wprowadzono rowniez punkt
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koncowy cigzkich powiktan obejmujacy: zgon wewnatrzszpitalny, zespdt matego
rzutu oraz okotooperacyjny zawal migsnia sercowego. Punkt koncowy cigzkich
powiktan wystapit u 21 osob, co stanowilo 6,73% badanej grupy. Rozklad tej
zmiennej nie osiagnal istotnosci statystycznej dla pojedynczych polimorfizmow,
natomiast uwzglednienie zlozonych genotypéw dato rozktad istotny statystycznie

(p=0,032) (Tabela 4.6.2.).

Tabela 4.6.2. Rozktad czestosci wystepowania ciezkich powiktan okotooperacyjnych
w kontekscie polimorfizmoéw -174 i -572 IL-6 oraz ztozonych genotypow IL-6.

ciezkie -174 IL-6 -572 IL-6 haplotyp GGG
powiklania®
GG 9 (10%) 20 (7,33%) GGG2* 8 (13,33%)
GC 11 (7,43%) 0 (0%) GGGl 11 (6,67%)
CC 1 (1,35%) 1 (25%) GGGO 2 (2,3%)
p=0,079 p=0,09 p=0,032
& _ cigzkie powiklania obejmowaty: zgon, zespot matego rzutu oraz okotooperacyjny zawat mieénia
sercowego

# - liczby 0, 1 1 2 oznaczaja ile razy haplotyp GGG wystgpuje u danej osoby

Powiktania takie jak zgon, zesp6t matego rzutu lub okolooperacyjny zawat
migsnia sercowego wystapily u 13,3% osob z grupy GGG2 (genotyp GGG/GGQG),
natomiast tylko u 2,3% o0s6b z grupy GGGO 1 6,7% os6b z grupy GGG1 (p=0,032).

Wykonano rowniez analiz¢ regresji logistycznej wplywu pojedynczych
1 ztozonych polimorfizméw genu IL-6 na ryzyko zgonu badz wystapienia cigzkich
powiktan, biorac takze pod uwage fakt, iz wptyw polimorfizmu moze si¢ objawiac
w sposob addytywny, dominujacy badz recesywny (Tabela 4.6.3.). Ze wzgledu
na stwierdzona w niniejszej pracy wysoka reaktywno$¢ osob o genotypie GGG/GGG
w analizie wystgpowania powiktan skupiono si¢ na posiadaczach haplotypu GGG.
W modelu addytywnym osoby z grupy GGG2 (posiadajace dwa haplotypy GGGQG)
kodowano jako 2, osoby z grupy GGGI1 (jeden haplotyp GGG, drugi inny)
kodowano jako 1, a osoby z grupy GGGO (oba haplotypy inne niz GGG) kodowano
jako 0. W modelu recesywnym kodowano GGG?2 jako 1, a GGGI1 i GGGO jako 0.
Wreszcie w modelu dominujacym przyjeto kodowanie GGG2 1 GGGI1 jako 1,
a GGGO jako 0. Metoda regresji logistycznej dla kazdego z trzech wariantow
wptywu polimorfizmu obliczono iloraz szans (OR) wraz z 95% przedziatem ufno$ci

oraz poziom p.
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Stwierdzono istotny wplyw haplotypu GGG na wystapienie zgonu
badZz punktu koncowego cigzkich powiktan zarowno w modelu addytywnym,
jak 1 w modelu recesywnym (Tabela 4.6.3.). Iloraz szans (OR) dla modelu
recesywnego wynosit 2,8 (95% przedziat ufnosci 1,1-7,2) przy poziomie
prawdopodobienstwa p=0,029, co oznacza 2,8 razy wigksze ryzyko wystapienia
punktu koncowego cig¢zkich powiktan u osoéb z grupy GGG2 (genotyp GGG/GGG)
niz u pozostatych oséb. W modelu addytywnym OR 2.4 (1,2-4,8) przy poziomie
prawdopodobienstwa p=0,012 takze wskazuje na wigksze prawdopodobienstwo

wystapienia cigzkich powiktan u oséb posiadajacych haplotyp GGG.

Tabela 4.6.3. Wyniki analizy regresji logistycznej wptywu pojedynczych polimorfizmoéw
oraz ztozonych genotypéw genu IL-6 na ryzyko wystapienia zgonu lub ciezkich powiktan
okotooperacyjnych.

-174 IL-6 -572 IL-6 haplotyp
GGG
zZgon
Poziom p i iloraz szans (OR) p=0,115 # p=0,04
dla modelu addytywnego* OR 3,4 (0,7-16,2) OR 54 (1,1-26,7)
Poziom p i iloraz szans (OR) # # #
dla modelu dominujacego”
Poziom p i iloraz szans (OR) p=0,15 # p=0,044
dla modelu recesywnego” OR 3,7 (0,6-22,8) OR 6,5 (1,05-39)
ciezkie powiklania&
Poziom p i iloraz szans (OR) dla p=0,042 p=0,56 p=0,012
modelu addytywnego” OR 1,96 (1,02-3,8) OR 2,4 (1,2-4,8)
Poziom p i iloraz szans (OR) dla p=0,06 p=0,12 p=0,07
modelu domlnu]acego OR 7 (0,9-53,3) OR 3,9 (0,9-17,3)
Poziom p i iloraz szans (OR) dla p=0,2 p=0,27 p=0,029
modelu recesywnego OR 1,8 (0,7-4,3) OR 2,8 (1,1-7,2)

& _ ciezkie powiktania obejmowaty: zgon, zespot matego rzutu oraz okotooperacyjny zawat serca
- poziom p oraz iloraz szans (OR) wraz z 95% przedziatem ufno$ci wyznaczone metoda regresji
logistycznej dla modelu addytywnego (GG=2, GC=1 i CC=0 lub GGG2=2, GGG1=1 i GGG0=0)
- poziom p oraz iloraz szans (OR) wraz z 95% przedzialem ufnosci wyznaczone metoda regresji
logistycznej dla modelu dominujacego (GG i GC=1, CC=0 lub GGG2 i GGG1=1 i GGG0=0)
- poziom p oraz iloraz szans (OR) wraz z 95% przedziatlem ufnosci wyznaczone metoda regresji
logistycznej dla modelu recesywnego (GG=1, GC i CC=0 lub GGG2=1, GGGI1 i GGG0=0)

* - wykonanie obliczef niemozliwe

Wykazano, iz posiadanie haplotypu GGG istotnie zwigkszato ryzyko zgonu
okotooperacyjnego - OR 5,4 (1,1-26,7) w modelu addytywnym oraz OR 6,5
(1,05-39) w modelu recesywnym. W przypadku pojedynczych polimorfizméw
jedynie polimorfizm -174 IL-6 istotnie wptywal na ryzyko wystapienia punktu
koncowego poszerzonych powiklan (OR 1,96 (95%CI 1,02-3,8)), nie wywierat

natomiast istotnego wpltywu na ryzyko zgonu. Swiadczy to o tym, iz oznaczanie
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haplotypu IL-6 ma wigksze znaczenie dla oceny ryzyka niz tylko oznaczanie

pojedynczych polimorfizmow.

Uznanym parametrem oceny ryzyka zgonu okotooperacyjnego jest punktacja
EuroSCORE. W badanej grupie model uwzgledniajacy tylko wptyw punktacji
EuroSCORE na ryzyko zgonu byt nieistotny statystycznie (p=0,056) (Tabela 4.6.4,
model 1), po uwzglednieniu haplotypu GGG model uzyskal istotnos¢ (p=0,015),
cho¢ zadna ze zmiennych nie byla istotna statystycznie (Tabela 4.6.4, model 2).
Analizujac punkt koncowy cigzkich powiklan zauwazy¢ mozna wysoka istotno$¢
modelu 1, jak i samej zmiennej. Dopasowanie modelu do danych (ang. goodness
of fit) jest dodatkowo poprawione przez dolaczenie haplotypu GGG (model 2).
Roéznica w dopasowaniu miedzy modelem 1 (tylko z EuroSCORE) a modelem 2
(EuroSCORE wraz z haplotypem GGG) jest istotna statystycznie (p=0,0013),
co wskazuje, iz dotaczenie analizy haplotypu poprawia dopasowanie modelu
do danych. Iloraz szans (OR) dla haplotypu wynosit 2,3 (95% przedziat ufnosci
1,14-4,49) przy poziomie prawdopodobienstwa p=0,02, co oznacza 2,3 razy wigksze
ryzyko powiktan u 0sob posiadajacych haplotyp GGG.

Tabela 4.6.4. Woyniki analizy regresji logistycznej okre$lenia zdolnosci predykcyjnej

klasyfikacji EuroSCORE oraz haplotypu GGG IL-6 do szacowania ryzyka zgonu lub ciezkich
powiktan okotooperacyjnych.

Model 1 Model 2
(zm. niezalezna (zm. niezalezne: EuroSCORE i haplotyp GGG)
EuroSCORE) EuroSCORE haplotyp GGG
zgon

dla modelu”: v’=3,6 p=0,056 ’=8,33 p=0,015
dla zmiennej™": p=0,046 p=0,08 p=0,055

OR 1,36 (1-1,85) OR 1,35(0,96-1,9) OR 4,7 (0,97-23,1)

ciezkie
powiklania®
dla modelu”: v*=10,2 p=0,0014 y’=14,8 p=0,00061
(réznica z modelem 1: x*=10,3; p=0,0013)

dla zmiennej™: p=0,0014 p=0,0042 p=0,02

OR 1,3 (1,1-1,54) OR 1,28 (1,08-1,5) OR 2,3 (1,14-4,49)

& - cigzkie powiktania obejmowaty: zgon, zespdt matego rzutu oraz okotooperacyjny zawat serca
# - dla modelu podawane y” dobroci dopasowania modelu do danych wraz z poziomem
prawdopodobienstwa

## - dla zmiennej podawany poziom p oraz iloraz szans (OR) wraz z 95% przedziatem ufnos$ci
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Podsumowanie:

Analiza ryzyka wystgpienia  powiktan  pooperacyjnych  wykazata,
iz posiadanie haplotypu GGG (a w szczegodlnosci genotypu GGG/GGG) istotnie
zwiekszato ryzyko zgonu okofooperacyjnego oraz ryzyko wystgpienia punktu
koncowego poszerzonych powikfan pooperacyjnych. Co wiecej, uwzglednienie
haplotypu GGG wnosito dodatkowg informacje do modelu oceny ryzyka
zawierajagcego skale oceny ryzyka EuroSCORE. Warto zauwazyC, iz osoby
o0 genotypie GGG/GGG scharakteryzowano w przedstawianej pracy jako osoby
o0 wysokiej produkcji IL-6 w odpowiedzi na zabieg oraz znacznym nasileniu
odpowiedzi zapalnej w okresie pooperacyjnym wyrazonym znaczng leukocytoza,
wzrostem ekspresji markeréw aktywacji na monocytach oraz zwiekszeniem odsetka

monocytéw prozapalnych wsrdd krgzacych monocytéw.
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5. DYSKUSJA

Prezentowana praca porusza kwesti¢ wystgpowania polimorfizmu regionu
promotorowego genu IL-6 u chorych z choroba niedokrwienna serca poddawanych
zabiegowi pomostowania tgtnic wiencowych. Badanie obejmowato pordéwnanie
czgstosci wystgpowania trzech polimorfizméw genu IL-6: -174 G\C, -572 G\C
1 -597 G\A. Poroéwnano czgstos¢ wystgpowania analizowanych polimorfizmow
w grupie osob chorych oraz dobranej pod wzgledem wieku grupie kontrolnej oséb
bez choroby niedokrwiennej serca. Allel C -174 IL-6 1 allel A -597 wystgpowaly
stosunkowo czesto w obu badanych grupach — z okoto 47% czgsto$cia w grupie 0sob
z choroba niedokrwienna serca oraz okoto 43% czgsto$cia w grupie kontrolnej. Oba
allele byly rowniez ze soba sprz¢zone. Natomiast allel C -572 byt allelem rzadkim,
wystepujacym z czgstoscia 6,8% w grupie chorych i1 9,7% w grupie kontrolne;j.
Zaréwno w grupie osob z choroba niedokrwienng serca, jak i w grupie kontrolnej
rozktady genotypow dla kazdego z polimorfizméw nie odbiegaly od rozktadu
opisywanego prawem Hardy’ego-Weinberga, co $wiadczy o tym, iz nie bylo presji
selekcyjnej na ktory§ z alleli, a analizowane polimorfizmy prawdopodobnie
nie wptywaja bezposrednio na ryzyko zachorowania na chorobg wiencowa.
Swiadczy o tym réwniez wykazany brak réznic miedzy rozktadami genotypdéw
oraz poszczeg6lnych alleli w grupie osob chorych oraz w grupie kontrolne;.

Poza analiza wystgpowania pojedynczych polimorfizméw przeanalizowano
rowniez roéznice w czgstosci wystgpowania haplotypdéw oraz zlozonych genotypow
genu IL-6. To podejscie jest stosunkowo rzadko stosowane w literaturze, mimo
iz pozwala wuzyska¢ doktadniejsza informacj¢ o wplywie polimorfizmow,
uwzgledniajac ich ewentualne interakcje oraz wystgpujace migdzy nimi sprz¢zenia.
Z tego wzgledu w przedstawianej pracy duzy nacisk potozono na analizg¢ haplotypow
1 poszerzonych genotypoéw. Stwierdzono wystgpowanie trzech podstawowych
haplotypow: GGG, AGC i1 GCG (oznaczanych jako allel wystepujacy kolejno
w pozycji -597, -572 1 -174). Haplotypy GGG 1 AGC wystepowaly
w obu badanych populacjach czgsto (czgstos¢ powyzej 40%), natomiast haplotyp
GCG posiadajacy rzadki allel C -572 wystgpowatl z czestoScia ponizej 10%.

Nie stwierdzono istotnych roznic w czgstosci wystgpowania poszczegodlnych
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haplotypéw migdzy badanymi grupami, co $wiadczy o braku wptywu haplotypow
genu IL-6 na ryzyko zachorowania na chorobg¢ niedokrwienna.

Ztozone lub inaczej poszerzone genotypy IL-6 oznaczaja rézne kombinacje
haplotypow. Zaobserwowano wystepowanie szesciu podstawowych ztozonych
genotypow: GGG/GGG, GGG/AGC, AGC/AGC, GGG/GCG, GCG/AGC
oraz GCG/GCG. Heterozygoty dwdch podstawowych haplotypow, czyli genotyp
GGG/AGC byly najczgsciej wystepujaca kombinacja haplotypow. Homozygoty
GGG/GGG oraz AGC/AGC takze byly czgste w obu populacjach. Natomiast
ztozone genotypy, w sktad ktorych wchodzit rzadki haplotyp GCG,
charakteryzowaly si¢ czgstoscia wystgpowania ponizej 10%.  Sposrdd nich
najczgsciej spotykanym byt genotyp GGG/GCG. Nie stwierdzono istotnych roznic
w rozkladzie wystgpowania ztozonych genotypow migdzy grupa chorych a grupa
kontrolna. Ponadto w obu grupach rozktady wystepowania poszerzonych genotypow
byly zgodne z rozktadem Hardy’ego-Weinberga. Podobnie jak w przypadku analizy
pojedynczych polimorfizméw, haplotypy oraz ztozone genotypy IL-6 wydaja sig nie

wplywac na ryzyko zachorowania na chorobg niedokrwienng serca.

W analizowanej grupie pacjentéw rozktad czynnikéw ryzyka choroby
niedokrwiennej serca nie roznit si¢ istotnie migdzy grupami o réznym genotypie
IL-6. Istotne réznice wykazano tylko dla wieku chorych w momencie operacji
oraz dla czasu trwania dtawicy piersiowej, przy czym chorzy nie réznili si¢ istotnie
wiekiem w czasie wystapienia pierwszych objawow. Ro&znice dotyczyly glownie
oséb o genotypie GGG/GGG oraz GCG/AGC, ktére w odniesieniu do grup
GGG/AGC 1 AGC/AGC charakteryzowaly si¢ dluzszym czasem trwania objawowej

choroby wiencowe;.

Kolejnym celem niniejszej pracy byla ocena wplywu polimorfizmu regionu
promotorowego genu IL-6 na zdolno$¢ monocytow krwi obwodowej do produkc;ji tej
cytokiny. Komorki  pochodzace od o0s6b o genotypie GGG/GGG
charakteryzowaty si¢ wyzsza reaktywnos$cia na LPS niz komodrki pochodzace
od pozostatych os6b. Natomiast spontaniczna produkcja cytokiny byta najnizsza
w komorkach pochodzacych od 0séb o genotypie GGG/GCG. Dodatkowo oceniono
wplyw jednej ze statyn (lowastatyny) na produkcje IL-6 in vitro. Lowastatyna

hamowata zdolno§¢ monocytow do produkcji IL-6 zaré6wno spontanicznej,
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jak 1 indukowanej LPS-em, a efekt ten byt najsilniej widoczny w przypadku komoérek
pochodzacych od 0sob o genotypie GGG/GGG oraz GGG/AGC. Monocyty 0s6b
o genotypie AGC/AGC praktycznie nie reagowaly na lowastatyng, charakteryzowaty
si¢ takze niska reaktywnos$cia na LPS.

W dalszej cze$ci pracy oceniono wplywu polimorfizmu regionu
promotorowego genu IL-6 na przebieg i nasilenie reakcji zapalnej po zabiegu
pomostowania tgtnic wiencowych. Okre$lono zarowno dynamike zmian st¢zenia
IL-6 w surowicy krwi, jak i dynamike zmian parametrow morfologicznych, ekspresje
markerow aktywacji, zmiany stezen cytokin, zmiany subpopulacji monocytow.
Zabieg pomostowania tetnic wywotywal znaczacy wzrost stg¢zenia IL-6 w surowicy.
Trzy godziny po zabiegu obserwowany byt szczyt st¢zenia cytokiny w surowicy
krwi, a najwyzsze stezenia stwierdzono u homozygot GGG/GGG. Reakcja
organizmu na zabieg wiazala si¢ réwniez z wysoka leukocytoza, przy czym
najwyzsze liczby bialych krwinek obserwowano u homozygot GGG/GGG,
czyli oséb, u ktorych stwierdzono rowniez najwigkszy wyrzut inteleukiny 6
w odpowiedzi na zabieg. Podobne wyniki uzyskano analizujac liczbg neutrofili:
homozygoty GGG/GGG charakteryzowaly si¢ wigksza liczba neutrofili w okresie
pooperacyjnym niz pozostali chorzy. Liczba monocytow w okresie pooperacyjnym
takze byta wyzsza u 0so6b o genotypie GGG/GGG, z tym, ze dotyczyto to wylacznie
0s6b poddawanych zabiegowi z uzyciem krazenia pozaustrojowego.

W mniejszej grupie o0sob poddanych zabiegowi z uzyciem krazenia
pozaustrojowego przeprowadzono takze bardziej szczegdlowa analiz¢ wplywu
zabiegu na aktywacje komodrek krwi. Osoby o genotypie GGG/GGG
charakteryzowaly si¢ w okresie pooperacyjnym wyzsza ekspresja markera aktywacji
CD11b na powierzchni monocytow, wyzszym odsetkiem monocytéw prozapalnych
CD14+CD16+ i ich subpopulacji CD14+CD16lo oraz wyzsza ekspresja czasteczek
CD14 i CD16 na subpopulacjach monocytow.

Dodatkowo przeanalizowano takze wystgpowanie cigzkich powiktan
okotooperacyjnych, takich jak zgon, okotooperacyjny zawal mig$nia sercowego
oraz zespot matego rzutu. Osoby o genotypie GGG/GGQG, dla ktorych stwierdzono
wczesnie] wigkszy wyrzut IL-6 w okresie pooperacyjnym oraz bardziej nasilong
reakcj¢ zapalna, charakteryzowaly si¢ takze wigksza czgstoscia wystgpowania

cigzkich powiktan.
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Jak wynika z uzyskanych w niniejszej pracy wynikéw, polimorfizm genu
IL-6 nie wptywa istotnie na ryzyko choroby niedokrwiennej serca, natomiast moze
modulowaé zdolno$¢ do wydzielania tej cytokiny i poprzez to wplywaé na stan
zapalny, co szczeg6lnie ujawnia si¢ w uogolnionej odpowiedzi zapalnej na zabieg
operacyjny. Wykazano, iz osoby o genotypie GGG/GGG charakteryzuja si¢ wigksza
zdolnos$cia do produkeji IL-6 po silnej stymulacji oraz nasilona odpowiedzia zapalna
na zabieg pomostowania tgtnic wiencowych. Co wigcej, osoby te charakteryzuja sig

takze wigksza czgstoscig wystgpowania ciezkich powiktan pooperacyjnych.

5.1. Zwiazek polimorfizmu genu IL-6 z ryzykiem choroby
niedokrwiennej serca

Analizowana w niniejszej pracy grupa chorych nie rdznila si¢ od populacji kontrolne;j
pod wzgledem czgstosci wystepowania genotypow i alleli genu IL-6. Brak istotnych
roznic w rozktadzie dotyczyl zaréwno pojedynczych polimorfizméw, jak
1 haplotypow oraz ztozonych genotypow. Ponadto w obu grupach rozktady czestosci
genotypéw byly zgodne z rozkladem Hardy’ego-Weinberga, co $wiadczy
o braku presji selekcyjnej na ktorykolwiek z analizowanych alleli. Mozna stad
wnioskowac, iz polimorfizm IL-6 nie wplywa na ryzyko zachorowania na chorobg
niedokrwienna serca. Wigkszos¢ dostepnych danych literaturowych takze

nie wykazata zwiazku polimorfizmu genu IL-6 z ryzykiem ChNS.

Opublikowano liczne prace badajace zwiazek polimorfizmu regionu
promotorowego genu IL-6 z ryzykiem zachorowania na chorob¢ niedokrwienna
serca, czynnikami ryzyka ChNS oraz powiktaniami tej choroby. Najczgsciej
badanym polimorfizmem byl polimorfizm -174 IL-6, prace uwzglg¢dniajace pozostate
dwa polimorfizmy analizowane w przedstawianej pracy byty nieliczne. Wyniki
duzych badan, takich jak badanie LURIC uwzgledniajace 3304 osoby,
nie wykazaly zwiazku polimorfizmu -174 IL-6 z ryzykiem choroby wiencowe;j
i zawatu serca'®. Podobnie w innym badaniu obejmujacym 6434 osoby

nie wykazano wptywu polimorfizmu -174 IL-6 na ryzyko choroby niedokrwiennej,
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cho¢ allel C zwiazany byt z wyzszym stezeniem CRP'”°. W innej pracy wykazano
staby zwiazek polimorfizmu -174 IL-6 z ryzykiem ChNS, badanie wykonano
w 2751-osobowej grupie megzczyzn w $Srednim wieku, a najwyzsze ryzyko
stwierdzono dla palaczy o genotypie GC'"', w tej samej pracy stwierdzono réwniez
wyzsze cisnienie skurczowe u oséb posiadajacych allel C -174. Stwierdzono
réwniez zwiazek allelu C -174 z ryzykiem zawatu serca i co ciekawe, allel C byt
rowniez czgstszy u pacjentow, ktorzy mieli w badaniu angiograficznym znaczaco
zwezone jedno lub dwa naczynia wiencowe' .

W  prezentowanej pracy nie wykazano zwiazku polimorfizmu genu IL-6
z ryzykiem zachorowania na chorobg wiencowa. Brak bylto réznic w czestosci
wystgpowania poszczegdlnych alleli 1 genotypow migdzy grupa 0sob chorych i grupa
kontrolna. Ponadto w obu badanych populacjach rozktady genotypéw dla kazdego
z analizowanych polimorfizméw nie odbiegaly od rozkladu opisywanego prawem
Hardy’ego-Weinberga. Cennym wynikiem prezentowanej pracy jest
przeprowadzenie analiz dla haplotypow 1 zlozonych genotypdéw, ktore byty
analizowane w tym kontekscie tylko w nielicznych badaniach.

Oceniany w niniejszej pracy rozktad czgsto$ci genotypow -174 IL-6 byt
podobny do wynikow innych badaczy analizujacych zdrowe osoby z populacji
polskiej'”. W cytowanej pracy rozktad genotypow byt nastepujacy: GG 28,8%,
GC 49,3% 1 CC 21,9%. Rozklad czgstosci genotypow -174 IL-6 w wynikach
wlasnych w grupie kontrolnej: GG 34%, GC 45,6%, CC 20,4%; natomiast w grupie
0s0b z choroba wiencowa: GG 28,9%, GC 47,5%, CC 20,4%. Zauwazy¢ mozna,
1z rozktad genotypow -174 IL-6 u oséb z grupy chorych z niniejszej pracy byl bardzo
zblizony do rozktadu tego genotypu w populacji oséb zdrowych z pracy
Kurzawskiego i wsp.'”, co dodatkowo umacnia wniosek o braku réznic w rozktadzie
genotypoéw IL-6 migedzy grupami chorych i zdrowych oraz o braku zwiazku tego
polimorfizmu z ryzykiem zachorowania na chorobg niedokrwienna serca.

Poréwnujac rozklady frekwencji genotypow -174 IL-6 w populacjach osob
zdrowych pochodzacych z réznych regiondéw geograficznych, zauwazy¢é mozna
bardzo duza rozpigtos¢ danych. Wsroéd osob rasy kaukaskiej rozkiad podobny
do polskiego wystepowal w populacji niemieckiej'”* i brytyjskiej'””, natomiast
bardzo roznit si¢ w populacji whoskiej'’® oraz amerykanskiej'’’ gdzie obserwowano
znacznie zwigkszona czgstos¢ wystgpowania genotypu GG 1 allelu G. Podobnie

wérod przedstawicieli ras innych niz kaukaska, allel C -174 byt bardzo rzadki'™ .

98



Joanna Wieckiewicz, Praca doktorska: Dyskusja

Obserwowane geograficzne roznice moga wynika¢ z selekcji $rodowiskowej
specyficznej dla danego regionu, zwiazane] ze zrdéznicowaniem narazenia
na patogeny zwlaszcza, ze réwniez dla innych cytokin wykazano podobne

re ot - 180 181 182
geograficzne zroznicowanie .

W analizowanej grupie pacjentéw rozktad czynnikéw ryzyka choroby
niedokrwiennej serca nie roznit si¢ istotnie migdzy grupami o réznym genotypie
IL-6. Istotne réznice wykazano tylko dla wieku chorych w momencie operacji
oraz czasu trwania dlawicy piersiowej, przy czym chorzy nie roznili si¢ istotnie
wiekiem w czasie wystapienia pierwszych objawow. Roznice dotyczyly glownie
osob o genotypie GGG/GGG oraz GCG/AGC, ktére w odniesieniu do grup
GGG/AGC i AGC/AGC charakteryzowaly si¢ dluzszym czasem trwania objawowe;j
choroby wiencowej. Warto jednoczesnie zauwazy¢, iz grupa osOb o genotypie
GGG/GGG wraz ze wszystkimi osobami, ktére posiadaty rzadki haplotyp GCG,
charakteryzowala si¢ takze wysokim odsetkiem (powyzej 70%) o0sob
z trojnaczyniowa choroba wiencowa. U homozygot AGC/AGC 1 heterozygot
GGG/AGC odsetek ten wynosit odpowiednio 62,2% oraz 58,7% (p=0,01
dla poréwnania AGC/AGC, GGG/AGC i taczonych pozostatych). Takze w pracy
Georges i wsp.'”? zauwazono czestsze wystepowanie choroby trojnaczyniowej
u osob o genotypie GG -174 IL-6. Zaobserwowany zwiazek moze tlumaczy¢
stwierdzona w niniejszej pracy wigksza zdolno$¢ monocytéw pochodzacych od osoéb

z genotypem GG -174 IL-6 do produkcji IL-6.

5.2. Wplyw polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6
na produkcje IL-6

5.2.1. Spontaniczna oraz stymulowana LPS-em produkcja IL-6

W  prezentowanej] pracy w kompleksowy sposéb zbadano wplyw
polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6 na produkcje tej cytokiny
w warunkach in vitro, jak réwniez na wydzielanie tej cytokiny in vivo.
Cennym i unikalnym wynikiem pracy bylo okreslenie zdolno$ci monocytow
do produkcji tej cytokiny wykonane metoda cytometrycznego oznaczania

wewnatrzplazmatycznej [L-6.  Zaleta zastosowane] metody jest mozliwo$¢
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stwierdzenia, jaki odsetek komorek produkuje badane biatko oraz jakie doktadnie sa
to komorki. W pracy badano jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC),
w sktad ktérych wchodza monocyty i limfocyty. Zdolnos¢ do produkcji IL-6
w zastosowanym schemacie badawczym krotkiej 5-godzinnej stymulacji
wykazywaty tylko monocyty, ktore sa uwazane za gilowne zrédto IL-6 sposrod
komorek krwi'®.  Zastosowanie w opisywanych do$wiadczeniach kohodowli
monocytow 1 limfocytow pozwala na odtworzenie in vitro naturalnego modelu
wzajemnego oddziatywania monocytéw 1 limfocytow. Badanie obejmowalo
okreslenie zdolnosci do spontanicznej produkcji cytokiny oraz okreslenie wplywu
inkubacji ze statyna na spontaniczna produkcje. Ponadto zbadano zdolno$¢
do indukcji IL-6 przez silny czynnik stymulujacy — lipopolisacharyd $cian
bakteryjnych (LPS) oraz okreslono wptyw inkubacji ze statyna na indukowana
LPS-em produkcje tej cytokiny.

LPS jest naturalnym czynnikiem stymulujacym wydzielanie IL-6 w przebiegu
zakazenia bakteryjnego i1 zastosowanie go pozwala przyblizy¢ sposob reagowania
komoérek na prawdziwa infekcje. W prezentowanej pracy poréwnano zdolno$¢
do indukcji IL-6 przez LPS u o0séb z choroba niedokrwienna serca oraz u oséb
w podobnym wieku z grupy kontrolnej bez choroby niedokrwiennej serca. Osoby
z grupy chorych charakteryzowaty si¢ nizszym odsetkiem monocytow zdolnych

do produkcji IL-6 po stymulacji LPS-em w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Wplyw  polimorfizmu genu IL-6 na produkcje cytokiny
przez monocyty uwidocznit si¢ zar6wno w przypadku spontanicznej, jak
1 indukowanej LPS-em produkcji. Spontaniczna produkcja byta najnizsza u osoéb
o zlozonym genotypie GGG/GCG, natomiast po indukcji LPS-em najwyzszym
odsetkiem monocytéw IL-6+ charakteryzowaty si¢ osoby o genotypie GGG/GGG.
Oba genotypy: GGG/GCG oraz GGG/GGG odpowiadaja homozygotom GG -174,
dla ktorych opisywano wicksza zdolno$¢ do produkeji IL-6 po indukcji IL-1'*.
Rowniez w niniejszej pracy posiadanie genotypu GG -174 IL-6 wiazato si¢
z silniejsza odpowiedzia na LPS. Reaktywnos$¢ na LPS, wyrazona jako indeks
stymulacji, wzgledem kontroli byta najnizsza w grupie homozygot AGC/AGC
(odpowiadajacych osobom o genotypie CC -174), co wynikato ze stosunkowo

niskiego odsetka monocytow produkujacych IL-6 w odpowiedzi na LPS.
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W prezentowanej pracy komorki izolowane od osob o rzadkim genotypie
GGG/GCG charakteryzowaly si¢ nizsza spontaniczng produkcja IL-6 niz komorki
pobrane od pozostatych o0sob, natomiast reaktywno$¢ na stymulacj¢ LPS-em
wyrazona indeksem stymulacji byta wysoka w hodowlach komoérek pochodzacych
od tych osob. Wskazuje to na podobienstwo fenotypowe tych oséb do grupy
o genotypie GGG/GGQG, dla ktorej wykazano wysoka odpowiedz na stymulacj¢ LPS-
em oraz duze nasilenie reakcji zapalnej po zabiegu pomostowania tgtnic. U 0sob
o rzadkim genotypie GGG/GCG takze obserwowano duze nasilenie reakcji zapalnej
na zabieg. Mozna wnioskowaé, iz prawdopodobnie allel C w pozycji -572

nie wptywa istotnie na aktywno$¢ promotora.

Dane literaturowe dotyczace zwiazku polimorfizmu z produkcja IL-6 in vitro
sa niejednoznaczne, w pracy Olivieri i wsp.'™ wykazano iz IL-6 wydzielana in vitro
przez niestymulowane monocyty byla wyzsza u oséb o genotypie GG -174
w porownaniu do posiadaczy allelu C, w innej pracy najwyzsza spontaniczna
produkcja IL-6 obserwowana byla u heterozygot GC'®. W badaniu in vitro
z zastosowaniem konstruktoéw genetycznych promotora IL-6 i genu reporterowego
zaobserwowano w komodrkach HeLa wyzsza aktywno$¢ promotora dla allelu G -174,
zarobwno po aktywacji LPS, jak i IL-1"*. W innej pracy stopien aktywacji
promotora byl zalezny od haplotypu, haplotyp GGG charakteryzowat si¢ wigksza
aktywacja po stymulacji IL-1 w komodrkach $rodbtonkowych ECV304, natomiast
w komoérkach HeLa réznice migdzy haplotypami byly nieznaczne'”'. W ciekawej
pracy z zastosowaniem metody EMSA stwierdzono, iz oligonukleotydy
odpowiadajace odcinkowi -161 do -181 promotora IL-6 zawierajace w pozycji -174
guaning silniej wiaza biatka z ekstraktu jadrowego niz sondy posiadajace cytozyng
w pozycji -174, co wigce] wykazano takze, iz badany polimorfizm nie wptywat
na wiazanie czynnikow transkrypcyjnych: NF-kB, NF-IL-6 1 AP-1, co sugeruje

zaangazowanie jeszcze innych czynnikéw traskrypeyjnych'®®.

5.2.2. Wptyw statyn na wydzielanie IL-6

Jednym z czynnikéw o dziataniu immunomodulujacym moze by¢ stosowanie

statyn. Statyny sa inhibitorami kluczowego enzymu szlaku syntezy cholesterolu -
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- reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A (HMG-CoA), stosowanymi
w celu obnizenia st¢zenia cholesterolu LDL. Poza dziataniem hipolipemicznym
statyny wplywaja rowniez na funkcj¢ $rodbtonka, odpowiedZ zapalna, stabilno$¢

%7 Takie plejotropowe dziatanie statyn

phytki miazdzycowej i tworzenie zakrzepow'
wynika z tego, iz hamuja one syntez¢ mewalonianu, ktory jest prekursorem nie tylko
cholesterolu, ale rowniez farnezolu 1 geranylo-geraniolu, bioracych udziat
w izoprenylacji bialek zaangazowanych w sygnalizacj¢ wewnatrzkomorkowa, takich
jak biatko Ras czy Rho'™,

Wykazano, iz statyny moga hamowa¢ produkcj¢ cytokin przez monocyty.
Simwastatyna hamowata produkcj¢ IL-6, IL-8, MCP-1 przez monocyty pochodzace
od 0s6b z hipercholesterolemia'™ i, jak wykazano, efekt ten moze byé posredniczony
poprzez indukowanie ekspresji biatka SOCS-3 - negatywnego regulatora ekspresji

190

cytokin . W badaniach klinicznych wykazano obnizenie st¢zenia IL-6 w surowicy

krwi u pacjentow przyjmujacych statyny'™' %

W przedstawianej pracy wykazano hamujacy wplyw lowastatyny
na produkcj¢ IL-6 zar6wno spontaniczng, jak i indukowana LPS-em. Co ciekawe,
po przeanalizowaniu wptywu polimorfizmu genu na efekt wywierany
przez lowastatyne okazalo sig, iz do istotnego statystycznie obnizenia spontanicznej
produkcji IL-6 dochodzilo w hodowlach komoérek pochodzacych od o0sob
o genotypie GGG/GGG 1 GGG/AGC, natomiast komorki oséb o genotypie
AGC/AGC tylko w niewielkim stopniu reagowaly na statyng.  Podobnie
po stymulacji LPS-em dodanie lowastatyny do hodowli hamowato produkcj¢ IL-6
w komoérkach pochodzacych od homozygot GGG/GGG oraz heterozygot
GGG/AGC, natomiast w pozostatych grupach efekt dziatania lowastatyny byt
nieistotny statystycznie. Te wyniki r6znia si¢ od danych literaturowych, w badaniu
WOSCOPS stosowanie prawastatyny przez rok skutkowalo nizszym ryzykiem
rozwoju ChNS oraz wigkszym obnizeniem stgzenia cholesterolu LDL w surowicy
krwi u 0s6b o genotypie CC -174'", co odpowiada osobom AGC/AGC. Warto
zauwazyC¢ jednak, iz autorzy nie badali st¢zenia IL-6 po roku stosowania statyny,
a badane stgzenia CRP nie wykazaly roznic migdzy grupami genotypowymi.
Uzyskane wyniki wskazuja, iz rézne rodzaje statyn moga w zrdznicowany sposob
wptywaé na produkcje¢ cytokin w zaleznosci od polimorfizmu odpowiadajacych

genow. Jesli ta hipoteza okazataby si¢ prawdziwa okreslenie polimorfizmu genow
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mogloby w przysziosci prowadzi¢ do indywidualizacji terapii farmakologicznej
1 pozwalalo dobra¢ najbardziej efektywny lek dla danego pacjenta. Podobny efekt
wigksze] wrazliwosci ze strony osob o genotypie GG -174 (odpowiadaja osobom
z grup GGG/GGG 1 GGG/GCQG) na lek zaobserwowano w badaniu oceniajacym
wpltyw leczenia inhibitorami agregacji plytek na stgzenia CRP 1 IL-6

. A 194
po angioplastyce naczyn wiencowych .

5.2.3. Produkcija IL-6 in vivo

Wyniki badan in vitro znalazty swoje odzwierciedlenie rowniez w badaniach
in vivo. Poziom bioaktywnej IL-6 w surowicy krwi chorych istotnie réznit si¢
w zalezno$ci od posiadanego wariantu allelicznego. Najnizsze stgzenie cytokiny
w surowicy krwi obserwowano u homozygot AGC/AGC, u ktérych w badaniach
in vitro stwierdzono najmniejsza reaktywno$§¢ na LPS. Warto zwrdci¢ uwage
na zastosowana metod¢ biologiczna dajaca mozliwo$¢ pomiaru aktywnos$ci
biologicznej IL-6, co pozwala na ocen¢ aktywnosci catego kompleksu cytokina —

— rozpuszczalne receptory.

W przedstawianej pracy dla mniejszej grupy pacjentdow okreslono réwniez
zmiany stezenia IL-6 w okresie okotooperacyjnym. Zabieg pomostowania tetnic
wiencowych jest zabiegiem wywotujacym silna odpowiedZ organizmu, ktorej
przejawem jest migdzy innymi produkcja IL-6. Zgodnie z doniesieniami innych
badaczy'*' zaobserwowano gwaltowny wyrzut IL-6 trzy godziny po operacji,
stgzenie cytokiny nastepnie opadalo, ale 72 godziny po operacji pozostawato jeszcze
podwyzszone w stosunku do poziomu wyjsciowego przed operacja. Wplyw
polimorfizmu genu IL-6 na dynamikg¢ wyrzutu IL-6 byt znaczacy. Rdznica migdzy
poszczegoblnymi genotypami ujawnita si¢ w trzeciej godzinie po zabiegu, czyli
w punkcie najwigkszego obserwowanego wyrzutu tej cytokiny. Osoby o genotypie
GGG/GGG (odpowiadajace homozygotom GG -174 IL-6) charakteryzowaly sig
najwyzszym st¢zeniem IL-6. Warto zaznaczy¢, iz monocyty od osob o tym
genotypie takze najsilniej reagowaly na bodziec stymulujacy w badaniach in vitro,
wykazujac najwyzszy odsetek IL-6+ komoérek po stymulacji LPS-em. Wynik ten

pozostaje w zgodzie z wynikami grupy wioskiej'””, gdzie obserwowano wyzsze
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stgzenia IL-6 24, 48 1 72 godziny po zabiegu u osob o genotypie GG -174, co wigcej
osoby te pozostawaly takze dtuzej na oddziale intensywnej terapii oraz poddawane
byty dluzszej hospitalizacji. Z drugiej strony w innej pracy wykazano wyzsze
stezenia IL-6 6 godzin po zabiegu u oséb o genotypie CC -174 oraz u posiadaczy

allelu C polimorfizmu -572"°

5.3. Intensywnosé reakcji zapalnej na zabieg pomostowania
tetnic wiencowych a polimorfizm genu IL-6

Jednym z celow niniejszej pracy byla analiza ostrej reakcji zapalnej
wywolanej zabiegiem pomostowania tetnic wiencowych, jak réwniez okreslenie
zwiazku polimorfizmu genu IL-6 z przebiegiem reakcji zapalnej u badanych
pacjentow.

Zmiany w morfologii krwi obwodowej pod wptywem zabiegu sa do$¢ dobrze
opisane w literaturze. Zgodnie z oczekiwaniami wykazano istotny wptyw zabiegu
na parametry morfologii krwi. Niezaleznie od typu zabiegu — z krazeniem
pozaustrojowym badz bez — dynamika zmian byta podobna: liczba biatych krwinek,
neutrofili 1 monocytdw wzrastala, natomiast limfocytéw i ptytek krwi obnizala sig
po zabiegu.

W prezentowanej pracy zaobserwowano dodatnia korelacj¢ miedzy stezeniem
IL-6 w surowicy krwi 24 godziny po zabiegu a liczba leukocytow, neutrofili
1 monocytow; co wigcej, wykazano takze zwiazek migdzy polimorfizmem genu IL-6
a wspomnianymi parametrami morfologicznymi. = Wykazano wigksza liczbg
leukocytow u pacjentéw posiadajacych ztozony genotyp GGG/GGG. Sa to ci sami
pacjenci, dla ktorych wykazano wyzsze stezenia IL-6 w surowicy krwi po zabiegu,
jak réwniez wysoka reaktywnos¢ monocytow na LPS. Co wigcej, wykazano
rowniez, iz st¢zenie IL-6 w surowicy mierzone 24 godziny po zabiegu korelowato
z liczba leukocytow w pierwszym dniu po zabiegu. Podobne wyniki uzyskano
analizujac liczbe neutrofili: pacjenci o genotypie GGG/GGG charakteryzowali si¢
wigkszym wyrzutem neutrofili po zabiegu, a stezenie IL-6 w pierwszej dobie

po zabiegu korelowato z liczba neutrofili w tym samym okresie. Wyniki te pozostaja
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w zgodzie z danymi literaturowymi wykazujacymi zwiazek migdzy IL-6

. . . C g -197 198
a leukocytoza zwiazana z r6znymi stanami klinicznymi .

W  prezentowanej pracy zaobserwowano zwigkszone stezenia IL-10
w surowicy krwi w przebiegu pooperacyjnym w porownaniu do stezenia tej cytokiny
przed zabiegiem. IL-10 jest cytoking o silnym dziataniu przeciwzapalnym
1 immunomodulujacym. Ma ona zdolno$¢ hamowania produkcji cytokin
prozapalnych przez makrofagi'” ** i neutrofile®. Wplywa rowniez
na roéznicowanie si¢ monocytow w makrofagi’’>, hamuje ich zdolno$é
do wydzielania wolnych rodnikéw tlenowych®”, ekspresjc czasteczek
adhezyjnych®™, zdolno$¢ do prezentacji antygenow*". Cytokina ta wplywa rowniez
na limfocyty Th indukujac réznicowanie w kierunku Th2*® oraz na komorki
srodblonka hamujac ekspresje czasteczek adhezyjnych®’. Liczne badania wykazaty,
iz odpowiedz na zabieg operacyjny wiaze si¢ z natychmiastowym wydzieleniem
duzych ilosci cytokin prozapalnych i nast¢pujacym po nim badZ réwnoczesnym
wydzieleniem mediatorow antyzapalnych, w tym IL-10. Wykazano, iz glownym
zrodtem cytokin prozapalnych TNFa., IL-6, IL-8 jest migsien sercowy™ ", natomiast
wiekszo$¢ IL-10 jest produkowana przez watrobe™” .
Co ciekawe, kiedy badana grupg podzielono pod wzgledem polimorfizmu genu IL-6,
najwyzsze stgzenia IL-10 stwierdzono u posiadaczy genotypu AGC/AGC,
charakteryzujacego si¢ niskimi st¢zeniami IL-6. Efekt ten, cho¢ nie wydaje sig¢ by¢
zwiazany z bezposrednim hamowaniem wydzielania IL-10 przez IL-6, moze
przyczynia¢ si¢ do zaburzenia mechanizmu kompensacji efektu dziatania cytokin
prozapalnych przez IL-10. Zwykle u pacjentéw, u ktorych oprocz reakcji zapalnej
rozwija si¢ kompensacyjna reakcja przeciwzapalna, okres pooperacyjny przebiega
bez powiklan, natomiast u pacjentow, u ktérych odpowiedz przeciwzapalna jest
zahamowana, obserwuje si¢ liczne powiklania, w tym zesp6t niewydolnosci
wielonarzadowej”'’.  Stwierdzone w niniejszej pracy niskie stezenia IL-10
w potaczeniu z wysokimi stgzeniami IL-6 u osoéb o genotypie GGG/GGG moga
przyczynia¢ si¢ do obserwowanej u tych o0sob wyzszej czgstoSci wystgpowania

ciezkich powiktan pooperacyjnych.
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5.3.1. Ekspresja markerow aktywacji w okresie okotooperacyjnym

Wzrost ekspresji integryn oraz czasteczek adhezyjnych na powierzchni
monocytow moze wpltywaé na uszkodzenie tkanek poprzez zwigkszanie adhezji
leukocytéw do komorek $rodblonka i ich infiltracje do tkanek. W prezentowanej
pracy obserwowano spadek ekspresji CD54 (ICAM-1), CDIlla i CDI1b
na powierzchni monocytow w trzeciej godzinie po zabiegu, w kolejnych badanych
punktach ekspresja tych antygendw wzrastata, w przypadku CD54 1 CD11b osiagajac
72 godziny po zabiegu poziom wyzszy od obserwowanego przed zabiegiem.
Wecezesniejsze prace wykazywaly zwigkszona ekspresj¢ CD11b na powierzchni
zarOwno monocytoéw, jak 1 neutrofili 1 wskazywaty na kluczowa rolg tej czasteczki
w indukowanej adhezja aktywacji tych komorek po zabiegach wykonywanych

211 212

w krazeniu pozaustrojowym . Zastosowanie aprotyniny pozwolito na redukcje

ekspresji CD11b w trakcie i bezposrednio po zabiegu i jednoczes$nie redukowato
krwawienie oraz konieczno$¢ wykonywania transfuzji preparatow krwi*® %
Ostatnio opisano, iz podwyzszona ekspresja CD11b na monocytach zwigksza ryzyko
wystapienia migotania przedsionkéw”"”, a podwyzszona eckspresja tego antygenu
na neutrofilach koreluje z wystepowaniem pooperacyjnej niewydolnosci nerek”'°.
W prezentowanej pracy ekspresja tego antygenu korelowata ze stezeniem IL-6
w surowicy krwi. Badania Duits’a 1 wsp. wskazuja, ze IL-6 moze mie¢ bezposredni
wplyw na ekspresj¢ CD11b na powierzchni monocytow'’. W pracy tej ekspresja
CDI11b, jak rowniez CD18 i CDl1c na powierzchni komorek linii monocytarne;j
U937 byta zalezna od IL-6 w sposob zalezny od jej dawki, a przeciwciata przeciwko
IL-6 hamowaty ten efekt.

W prezentowanej pracy stwierdzono dodatnia korelacj¢ migdzy poziomem
IL-6 trzy godziny po zabiegu, a wigc w punkcie najwyzszego obserwowanego
wyrzutu tej cytokiny, a ekspresja CD11b na monocytach 3 i 24 godziny po zabiegu.
Co wigcej, zwigkszong ekspresj¢ CD11b na monocytach obserwowano u posiadaczy
genotypu GGG/GGG IL-6, czyli u 0so6b charakteryzujacych si¢ wigkszym wyrzutem
tej cytokiny do surowicy krwi w okresie okolooperacyjnym, jak réwniez wigksza

zdolnos$cia do indukcji produkcji IL-6 po stymulacji.
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5.3.2. Subpopulacje monocytéw krwi obwodowej w okresie
okotooperacyjnym

Monocyty jako osiadte w $cianie naczynia makrofagi moga bra¢ udziat
w powstawaniu ztogéw lipidowych i rozwoju blaszek miazdzycowych. Natomiast
krazace we krwi monocyty biora czynny udzial w powstawaniu niestabilnej blaszki
miazdzycowej 1 zwiazanych z nia powikltan.  Najnowsze dane kliniczne
1 eksperymentalne wskazuja, iz proces zapalny w $cianie naczynia jest kluczowym
czynnikiem decydujacym o tempie powstawania blaszki miazdzycowe;j

218 Hipoteza odpowiedzi

oraz ujawniania si¢ klinicznych objawow choroby
na uszkodzenie (ang. response-to-injury) zaproponowana przez Ross’a” zaktada,
iz jaki§ czynnik (lub uszkodzenie) inicjuje kaskadg zapalna w $cianie naczynia,
w wyniku ktérej dochodzi do akumulacji makrofagéw i innych komorek uktadu
immunologicznego. Najnowsze badania wskazuja, iz poza naplywem monocytow
do blaszki miazdzycowej, réwniez zaburzenia w ich recyrkulacji biora udziat
w progresji blaszki’'®.  Weczeéniej wykazano, iz znaczaca cze$é krazacych
monocytéw po migracji do tkanek moze roznicowac si¢ w komoérki dendrytyczne,
ktore nastgpnie wedruja do weztdéw chtonnych, gdzie biora udziat w prezentacji

220221 T lodra i wsp.*** stwierdzili, iz balans miedzy

antygenow limfocytom T
komorkami naptywajacymi do tkanki a opuszczajacymi ja moze by¢ zaburzony przez
niektore lipidy o wlasciwosciach aterogennych. Co wigcej, wykazali oni réwniez,
iz opuszczanie blaszki miazdzycowej przez komorki wywodzace si¢ z monocytow
jest znacznie zredukowane w warunkach, ktére promuja miazdzycg, takich jak
hipercholesterolemia. W omawianej pracy gwattowna normalizacja poziomow
cholesterolu skutkowata regresja blaszki o 50% w ciagu trzech dni 1 jednocze$nie
obserwowano zwigkszenie liczby opuszczajacych blaszke komoérek pochodzenia
monocytarnego przy zachowanym poziomie naptywu nowych monocytdéw.
W powyzsze] pracy wykazano takze, ze pochodzace z monocytéw komorki
dendrytyczne moga przechodzi¢ z blaszki z powrotem do krwi. W innej pracy tego
zespolu wykazano, iz subpopulacja monocytow CD14+CD16+ preferencyjnie
roznicuje sie w komoérki dendrytyczne®. Opisane powyzej wyniki badan zwracaja
uwage na role krazacych monocytow oraz ich subpopulacji.

Krazace monocyty podzielono na subpopulacje rozniace si¢ ekspresja

antygenow CDI14 i CD16™**.  Monocyty CD14+CD16+, stanowiace okoto 10%
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wszystkich monocytow, okresla si¢ jako monocyty prozapalne ze wzgledu
na zdolno$¢ do produkcji cytokin prozapalnych, gidéwnie TNFa, przy zahamowane;

zdolno$ci do produkeji IL-10%*

. Dodatkowo ta subpopulacja monocytow wykazuje
ekspresj¢ antygendw charakterystycznych dla makrofagow, co $wiadczy o ich
dojrzatym fenotypie™®. Pozostata pule monocytéw stanowia klasyczne monocyty
CD14+CD16-. Podwyzszenie odsetka monocytéw prozapalnych wsrdd krazacych
monocytow obserwowano u pacjentéw z sepsa>- ', zakazonych wirusem HIV>*®, 0s6b

1 29, ., 230
dializowanych™” 1 pacjentow z astma™".

W prezentowanej pracy porownano odsetek krazacych monocytéw
CD14+CD16+ u o0s6éb chorych oraz oséb z grupy kontrolnej. Znaczaco wyzszy
odsetek monocytow CD14+CD16+ stwierdzono u 0s6b z choroba niedokrwienna
serca, co znalazto potwierdzenie takze w pracy Schlitt’a i wsp.”'. Waznym
stwierdzeniem prezentowanej pracy jest takze dowod, iz w subpopulacji monocytéw
CD14+CD16+ odnotowano znaczaco wigcej komorek zdolnych do produkeji IL-6,
zar6wno spontanicznie, jak i po stymulacji LPS-em.

Przeprowadzono réwniez analiz¢ zmian odsetka subpopulacji monocytow
w okresie okotooperacyjnym w wydzielonej grupie oséb poddanych zabiegowi
w krazeniu pozaustrojowym. Odsetek monocytow prozapalnych CD14+CD16+
gwaltownie zmniejszat si¢ 3 godziny po zabiegu, nastgpnie gwaltownie wzrastat
24 godziny po zabiegu, a 72 godziny po zabiegu pozostawal nieznacznie
podwyzszony. Dynamike¢ zmian subpopulacji monocytow w odpowiedzi na zabieg

. . : 232
analizowano juz w literaturze

, jednak badanie bylo przeprowadzone tylko
na siedmioosobowej grupie pacjentow 1 badano komoérki przed zabiegiem,
bezposrednio po zakonczeniu zabiegu i nastgpnie po 24 godzinach. Badacze
zaobserwowali spadek odsetka monocytow CD14+CD16+, jednak nie byt on tak
nasilony jak w prezentowanej pracy 3 godziny po zabiegu. Obserwowany spadek
odsetka monocytow CD14+CD16+ w krazeniu moze wynika¢ z aktywacji ich
adhezji do komorek $rodbtonka i migracji do tkanek. Natomiast obserwowany
nastgpnie znaczny wzrost odsetka tych komoérek wynika ze zwigkszonego
wydzielenia nowych monocytow ze szpiku, jak rowniez moze po czesci wynikac

z recyrkulacji komorek z powrotem z tkanek do krazenia.
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W prezentowanej pracy wyrdézniono rowniez subpopulacje skladajace sig
na subpopulacj¢ CD14+CDI16+: CDI14loCD16+ 1 CD14++CD16lo, wsrod nich
subpopulacja CD14++CD16lo wykazywata dynamik¢ zmian podobna do zmian calej
subpopulacji CD14+CD16+. Istnienie mniejszych subpopulacji sktadajacych sig
na monocyty prozapalne opisywali juz inni autorzy®>. Uwaza sie, ze monocyty
CD14loCD16+ sa najbardziej dojrzala subpopulacja krazacych monocytow,
natomiast monocyty CD14++CD16lo charakteryzuja si¢ posrednim fenotypem
miedzy populacjami CD14+CD16- a CD14loCD16+ ***. Monocyty CD14loCD16+
wykazuja si¢ wysoka ekspresja integryn CDlla (LFA-1) i CD49d (VLA-4)
oraz czasteczki CD45RA charakterystycznej dla aktywowanych komorek.
Natomiast cecha charakterystyczna dla monocytow CD14++CD16lo jest wysoka
ekspresja CD11b (Mac-1). Zréznicowana ekspresja integryn i markeréw aktywacji
swiadczy nie tylko o réznych stadiach dojrzewania komorek, ale takze
o zroznicowanej zdolnosci do adhezji do komorek $rodblonka. Ekspresja CD1l1a
1 CD11b wiaze si¢ ze zdolnoscia do adhezji do niestymulowanych komorek
srodblonka, natomiast czasteczka CD49d bierze udzial w przyleganiu do komorek

srodblonka aktywowanych cytokinami®* .

Sugeruje sig, ze reakcja zapalna
lub odpowiedz immunologiczna inicjuje réznicowanie si¢ monocytow w kierunku
komorek o fenotypie CD14loCD16+. Uzyskane w przedstawianej pracy wyniki
wydaja si¢ potwierdzaé t¢ teorig, przed zabiegiem obserwowano wyzszy odsetek
monocytow CDI14loCD16+ niz komérek CD14++CD16lo, natomiast po zabiegu
obserwowano najpierw wzrost odsetka posredniej populacji monocytow

CD14++CD16lo, a potem najbardziej zréznicowanych komoérek CD141oCD16+.

W niniejszej pracy okreslono rowniez dynamike zmian ekspresji czasteczek
CDI14 1 CD16 na powierzchni réznych subpopulacji monocytéw. Tak doktadna
analiza nie zostata dotad opublikowana, jedynie we wspomnianej wcze$niej pracy
Hiesmayr’a i wsp.”> stwierdzono spadek ekspresji czasteczki CD16 po zabiegu.
Zaobserwowano istotny wplyw zabiegu na ekspresje czasteczki CD14
w analizowanych populacjach, przy czym efekt ten réznit si¢ w zalezno$ci
od populacji monocytow. Glowna subpopulacja monocytéw (CD14+CD16-)
charakteryzowata si¢ spadkiem ekspresji CD14 w trzeciej godzinie po zabiegu,

nastepnie komodrki powracaly do wyjsciowego poziomu ekspresji. Natomiast
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w pozostatych subpopulacjach: CD14+CD16+, CD14loCD16+ 1 CD14++CDI16lo
ekspresja CD14 wyraznie rosta w 24. godzinie 1 pozostawata podwyzszona az do 72.
godziny po zabiegu. Taka dynamika zmian moze $wiadczy¢é o aktywacji
monocytow, co znajduje potwierdzenie zarowno w wynikach innych badaczy, jak
1 wilasnych wynikach analizy ekspresji markeréw aktywacji na powierzchni
monocytow.

W literaturze wykazano, iz poziom ekspresji czasteczki CD14 na monocytach

237 238 . )
7238 7auwazono tez

wzrasta po ich aktywacji LPS-em™°, jak réwniez ox-LDL
podwyzszona ekspresje tej czasteczki na monocytach pochodzacych od pacjentow
z ostrymi epizodami sercowymi w poroOwnaniu do jej ekspresji na komorkach
od 0s6b z grupy kontrolnej lub pacjentow ze stabilna dusznica bolesna™”. Co wiecej,
poddanie si¢ przez pacjentow rutynowej terapii farmakologicznej powodowalo
spadek ekspresji czasteczki CD14 w ciagu 6 tygodni. Sugeruje sig, iz monocyty
o podwyzszonej ekspresji CD14 moga by¢ nadreaktywne na stymulacje, szczegolnie
ta posredniczong przez CD14.

Ekspresja czasteczki CD16 na powierzchni monocytéw CD14loCD16+
nie zmieniata si¢ istotnie w okresie okotooperacyjnym, natomiast na powierzchni
monocytow CD14+CD16+ oraz CD14++CD16lo obserwowano spadek w trzeciej
godzinie od zabiegu i nast¢pujacy wzrost jej ekspresji. Podobna dynamike zmian
ekspresji CD16 na powierzchni monocytow zaobserwowali inni badacze
w dziesigcioosobowej grupie pacjentdéw poddanych zabiegowi pomostowania tetnic
wienicowych z uzyciem krazenia pozaustrojowego’*’. Uwaza sig, iz ekspresja
czasteczki CD16 na monocytach jest fenotypowym wyrazem ich bardziej dojrzatego
stadium rozwojowego, jako Ze monocyty takie przypominaja tkankowe makrofagi
swoja zdolnoscia do produkcji TNF-a przy zahamowanej zdolnosci do produkcji
IL-10, a takze eckspresja czasteczek adhezyjnych i markerow aktywacji’®.
Obserwowany spadek ekspresji czasteczki CD16 w trzeciej godzinie po zabiegu jest
wynikiem aktywacji monocytow i ich migracji do tkanek®*', natomiast nastepujacy
pozniej wzrost ekspresji wynika prawdopodobnie zarowno z aktywacji dojrzewania
monocytow przez cytokiny IL-6** i IL-10%* jak i wyrzutu ze szpiku kostnego

nowych monocytow i recyrkulacji monocytow z tkanek.
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Bardzo interesujacym wynikiem prezentowanej pracy jest zaobserwowana
réznica zarowno w odsetku monocytow CDI14+CD16+ 1 CDI14++CD16lo,
jak 1 w ekspresji na ich powierzchni czasteczek CD14 i CD16 w zaleznosci
od posiadanego genotypu IL-6. Zauwazono, iz warto$ci omawianych parametréw
sa wyzsze u posiadaczy genotypu GGG/GGG, dla ktorego opisano wigkszy wyrzut
tej cytokiny do surowicy krwi w okresie okotooperacyjnym, jak rowniez wigksza
zdolnos$¢ do indukcji produkeji IL-6 po stymulacji. Co wigcej, stwierdzono rowniez
istnienie dodatniej korelacji migdzy stg¢zeniem IL-6 w surowicy krwi 3 godziny
po zabiegu (czyli w punkcie najwyzszego mierzonego wyrzutu tej cytokiny)
a odsetkiem monocytow CD14+CDI16+ 24 i 72 godziny po zabiegu. Taki efekt
moze wynika¢ zar6wno z bezposredniego wptywu IL-6 na dojrzewanie i aktywacje
monocytow>*', jak i moze byé wynikiem posredniego oddziatywania cytokiny
poprzez obserwowane wzmozenie stanu zapalnego i reakcji ostrej fazy. Nie mozna
rowniez wykluczy¢, iz zaobserwowana prawidtowos$¢ nie ma zwiazku przyczynowo—
—skutkowego, tym niemniej zastanawiajaca jest duza reaktywno$¢ u oséb o
genotypie GGG/GGG obserwowana w okresie pooperacyjnym i wyrazona wysokim
stezeniem IL-6 w surowicy krwi, wyzsza liczba leukocytéw (w tym neutrofili i
monocytow), wyzsza ekspresja CDIlb na powierzchni monocytow oraz
omawianymi wyzszymi odsetkami monocytow CD14+CD16+ i CD14++CD16lo, a
takze wyzsza ekspresja na ich powierzchni czasteczek CD14 1 CD16.

W literaturze opisywano juz wczesniej zwiazek polimorfizmu z réznicami
w odsetkach r6znych subpopulacji monocytéw. Posiadanie allelu apoE4 zwiazane
byto z wyzszym odsetkiem monocytow CD14loCD16+ zaré6wno u pacjentow
z hipercholesterolemia, jak i u 0sob z grupy kontrolnej**>. Co wigcej, monocyty
pochodzace od 0s6b homozygotycznych pod wzgledem apoE4 wykazywaty in vitro
wyzszy wzrost ekspresji CD16 pod wptywem M-CSF w porownaniu do komoérek
pochodzacych od 0s6b apoE3/E3**.

W prezentowanej pracy wykazano zwiazek polimorfizmu genu IL-6
z subpopulacja CD14++CD16lo. Co cickawe, dane literaturowe wskazuja,
iz omawiana subpopulacja moze mie¢ wplyw na patogenezg procesu
miazdzycowego, jako ze enzymatycznie modyfikowane LDL preferencyjnie wiaza
si¢ do komoérek z tej subpopulacji i indukuja powstawanie z nich komorek

24
h24,

piankowatyc Prezentowana praca wigze si¢ natomiast z rola tych komorek

w odpowiedzi zapalnej. Zaobserwowano znaczny wzrost odsetka tych komorek

111



Joanna Wieckiewicz, Praca doktorska: Dyskusja

wsréd monocytow krwi obwodowej oraz ich nasilona aktywacj¢ w okresie

pooperacyjnym.

5.4. Wystepowanie powikian okotooperacyjnych
a polimorfizm genu IL-6

Kliniczne konsekwencje stanu zapalnego wywotanego zabiegiem moga
bardzo rozni¢ si¢ pomigdzy poszczegdlnymi pacjentami, poczawszy od wzrostu
stgzenia mediatoréw stanu zapalnego nie objawiajacego si¢ istotnymi zmianami
stanu pacjenta az do pojawienia si¢ objawdéw niewydolno$ci wielonarzadowej,
a w pewnych przypadkach nawet do $mierci pacjenta247. Poza oczywistym
wptywem stanu klinicznego pacjenta przed operacja oraz przebiegu samej operacji
na obserwowane osobnicze réznice w intensywnosci stanu zapalnego i czestosci
powiktan pooperacyjnych moze réwniez wplywaé indywidualne zréznicowanie
w zdolnos$ci do produkcji markerow stanu zapalnego warunkowane istnieniem
polimorfizméw w obrgbie gendw kodujacych te markery. Ze wzgledu na kluczowa
role IL-6 w regulacji stanu zapalnego bardzo istotna role wydaje si¢ pethié

polimorfizm genu IL-6.

Zwiazek polimorfizmu genu IL-6 z powiktaniami po zabiegu pomostowania
tetnic byl juz badany wczes$niej. Stwierdzono migdzy innymi, iz homozygoty
GG -174 IL-6 charakteryzowaly si¢ dtuzszym okresem hospitalizacji po zabiegu'®”.
Kolejna praca tego zespotu wykazata rowniez, iz posiadanie tego genotypu wigzato
si¢ z gorsza funkcja nerek i ptuc po operacji*®®. Jednocze$nie posiadanie genotypu
GG -174 IL-6 wiazato si¢ z wyzszymi stgzeniami IL-6 mierzonymi po zabiegu,
a stgzenie IL-6 korelowato z parametrami upo$ledzenia funkcji nerek i ptuc. Jeszcze
inna praca wykazata zwiazek allelu C -572 IL-6 z uszkodzeniem funkcji nerek
po zabiegu pomostowania tetnic*”. W naszym badaniu wykazano istotne réznice
w czestosci wystepowania cigzkich powiklan pooperacyjnych, takich jak zgon,
zespot matego rzutu i okotooperacyjny zawal migs$nia sercowego u posiadaczy
réznych wariantdéw polimorficznych genu IL-6. Osoby o genotypie GGG/GGG
(w grupie tej znajduje si¢ wigkszo$¢ posiadaczy genotypu GG -174 IL-6)

charakteryzowaly si¢ czgstszym wystgpowaniem cig¢zkich powiklan niz pozostate
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grupy ( p=0,032). Wczesniej wykazano, iz osoby o tym genotypie produkuja istotnie
wigcej IL-6 w okresie pooperacyjnym, charakteryzuja si¢ wyzszym odsetkiem
monocytow produkujacych IL-6 po stymulacji LPS-em oraz charakteryzuja sig
bardziej nasilong reakcja zapalna w odpowiedzi na zabieg. Wigksze nasilenie
odpowiedzi zapalnej u osob o genotypie GGG/GGG charakteryzowato si¢ omawiang
wczesniej zwigkszona leukocytoza, wigksza ekspresja czasteczki CDI11b
na monocytach, zwigkszeniem odsetka monocytow prozapalnych 24 godziny
po zabiegu oraz nasileniem ekspresji czasteczek CD14 i CD16 na powierzchni
monocytow.

W przedstawianej pracy metoda regresji logistycznej przeprowadzono rowniez
analiz¢ wptywu polimorfizmu genu IL-6 na ryzyko wystapienia cigzkich powiktan
pooperacyjnych.  Posiadanie haplotypu GGG wiazalo si¢ z ponad dwukrotnie
wyzszym ryzykiem wystapienia ci¢zkich powiktan (OR > 2). Roéwniez ryzyko
zgonu okolooperacyjnego byto znaczaco wyzsze u posiadaczy haplotypu GGG
(OR >5), jednak wynik ten ze wzgledu na matq liczbg zgondéw charakteryzowat si¢
bardzo duza rozpigtoscia 95% przedziatu ufnosci i musi by¢ interpretowany z duza
ostroznoscia. Nasze wyniki wskazuja, iz oznaczanie haplotypu regionu
promotorowego genu IL-6 mogloby by¢ dodatkowym wskaznikiem ryzyka
wystapienia cigzkich powiktan pooperacyjnych. Warto zauwazy¢, iz oznaczanie
haplotypu ma wigksza sitl¢ predykcyjna niz oznaczanie tylko polimorfizmu -174
IL-6, ktory jest najcze$ciej oznaczany u innych autorow (OR 2.4 przy p=0,012
dla haplotypu GGG 1 OR 1,96 przy p=0,042 dla -174 IL-6).

Uznanym klinicznym wskaznikiem oceny ryzyka powiktan pooperacyjnych jest
klasyfikacja EuroSCORE®™’. W przedstawianej pracy stworzono dwa modele
okreslajace ryzyko powiklan: model 1 uwzgledniajacy tylko klasyfikacje
EuroSCORE oraz model 2 uwzgledniajacy klasyfikacje EuroSCORE oraz haplotyp
GGG. Wykazano, iz uwzglednienie haplotypu zwigkszalo dopasowanie modelu
do danych zaréwno przy analizie ryzyka zgonu, jak i ryzyka cigzkich powiktan

pooperacyjnych.

Ogolnoustrojowa reakcja zapalna jest waznym czynnikiem prowadzqcym
do powiktan po operacjach kardiochirurgicznych. Uwaza sie, iz nasilenie tej reakcji
w duzym stopniu moze zaleze¢ od czynnikow genetycznych. Okreslenie wplywu tych

czynnikow mogtoby w przysztosci pozwoli¢ na modyfikacje skal szacowania ryzyka
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powikian  pooperacyjnych, jak rowniez na indywidualizowanie terapii
immunomodulacyjnych i przeciwzapalnych u pacjentow wysokiego ryzyka. Wyniki
przedstawianej pracy wskazujq, iz jednym z czynnikow genetycznych modulujqcych
odpowiedz zapalnq na zabieg pomostowania tetnic wiencowych jest polimorfizm
regionu promotorowego genu IL-6.  Uzyskane rezultaty sugerujq, iz osoby
o genotypie GGG/GGG charakteryzujqce sie wysokimi stezeniami IL-6 w okresie
pooperacyjnym oraz duzq reaktywnosciq na LPS sq jednoczesnie osobami
narazonymi na nadmiernq aktywacje odpowiedzi zapalnej na zabieg

oraz wystgpienie ciezkich powikian pooperacyjnych.
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6. WNIOSKI

WNIOSKI SZCZEGOLOWE

1. Polimorfizm regionu promotorowego genu IL-6 nie ma zwiazku z ryzykiem
zachorowania na chorobg wiencowa, moze natomiast modulowac przebieg choroby

oraz nasilenie odpowiedzi zapalnej na zabieg pomostowania t¢tnic wiencowych.

2. Monocyty pochodzace od os6b o genotypie GGG/GGG 1 GGG/GCG
charakteryzuja si¢ wigksza zdolnoscia do produkcji IL-6 po stymulacji LPS-em.

3. Nasilenie odpowiedzi zapalnej na zabieg wyrazone iloscia leukocytow, neutrofili

oraz aktywacja komorek zapalnych jest wigksze u osob o genotypie GGG/GGG.

4. Cigzkie powiktania okolooperacyjne, takie jak: zgon, zesp6t matego rzutu
1 okolooperacyjny zawal migénia sercowego wystepuja czgsciej u 0sOb

o genotypie GGG/GGG.

WNIOSKI OGOLNE

Uzyskane wyniki wskazujg, iz ciezkie powiklania okotooperacyjne
obserwowane w grupie chorych o genotypie GGG/GGG moga byé pochodng
wiekszej aktywacji komérek zapalnych oraz wzmozonego stanu zapalnego w tej
grupie chorych.

Oznaczanie polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6 mogtoby by¢
w przysztodci cennym wskaznikiem podatnosci na nadmierng reakcje zapalng
po zabiegu pomostowania tetnic wiencowych i pozwolitoby na zindywidualizowanie
terapii lekami przeciwzapalnymi, co mogtoby znacznie ograniczy¢ ryzyko ciezkich

powikfan w okresie okotooperacyjnym.
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7. STRESZCZENIE PRACY

Liczne prace opublikowane w ostatnich latach udowodnity rol¢ procesu
zapalnego w patogenezie zmian miazdzycowych prowadzacych do rozwoju choroby
niedokrwiennej serca. Duze znaczenie przypisano mediatorom stanu zapalnego,
w tym interleukinie 6. Uwaza sig, iz cytokina ta moze by¢ zarowno czynnikiem
inicjujacym rozwoj zmian miazdzycowych we wczesnej fazie choroby,
jak 1 podtrzymujacym stan zapalny w jej poznej fazie. Badania nad polimorfizmem
genu IL-6 wykazaly, iz indywidualne zr6znicowanie w zdolnos$ci do produkcji IL-6
moze by¢ zalezne od polimorfizmu regionu promotorowego tego genu.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie czgstosci wystgpowania biallelicznych
polimorfizméw genu IL-6 w pozycjach: -174, -572 1 -597 w grupie pacjentow
z choroba niedokrwienna serca i w polskiej populacji oséb zdrowych oraz okreslenie
zwiazku polimorfizmu ze zdolno$cia monocytéw do produkcji tej cytokiny

1 z nasileniem reakcji zapalnej na zabieg pomostowania tgtnic wiencowych.

Badanie obejmowato poréwnanie czgstosci  wystgpowania  trzech
polimorfizméw genu IL-6: -174 G\C, -572 G\C i -597 G\A. Pordéwnano czgstos¢
wystepowania analizowanych polimorfizméw w grupie 318 0so6b chorych z choroba
niedokrwienng serca poddawanych zabiegowi pomostowania tg¢tnic wiencowych
oraz w dobranej pod wzgledem wieku grupie kontrolnej. Nie stwierdzono rdznic
w czestosci wystepowania alleli 1 genotypdw migdzy badanymi grupami. W obu
grupach rozktady genotypéw dla kazdego z polimorfizméw nie odbiegaty
od rozktadu opisywanego prawem Hardy’ego-Weinberga.

Poza analiza wystgpowania pojedynczych polimorfizméw przeanalizowano
roOwniez roznice w czgstosci wystepowania haplotypdéw oraz ztozonych genotypow
genu IL-6. Stwierdzono wystgpowanie trzech podstawowych haplotypow: GGG,
AGC 1 GCG (oznaczanych jako allel wystgpujacy kolejno w pozycji -597, -572
1-174). Nie stwierdzono istotnych réznic w czgstosci wystgpowania poszczegolnych
haplotypéw migdzy badanymi grupami, co §wiadczy o braku wptywu haplotypow
genu IL-6 na ryzyko zachorowania na chorobg¢ niedokrwienna.

Ztozone lub inaczej poszerzone genotypy IL-6 oznaczaja rézne kombinacje
haplotypéw. Zaobserwowano wystgpowanie szesciu podstawowych ztozonych

genotypow: GGG/GGG, GGG/AGC, AGC/AGC, GGG/GCG, GCG/AGC
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oraz GCG/GCG. Heterozygoty dwoch podstawowych haplotypdw, czyli genotyp
GGG/AGC, byly najczgsciej wystgpujaca kombinacja haplotypéow. Homozygoty
GGG/GGG oraz AGC/AGC takze byly czgste w obu populacjach. Natomiast
ztozone genotypy, w sktad ktorych wchodzit rzadki haplotyp GCG,
charakteryzowaly si¢ czgstoscia wystgpowania ponizej 10%.  Sposrdd nich
najczgsciej spotykanym byt genotyp GGG/GCG. Nie stwierdzono istotnych roznic
w rozktadzie wystgpowania ztozonych genotypow migdzy grupa chorych a grupa
kontrolna. Ponadto w obu grupach rozktady wystepowania poszerzonych genotypow
byly zgodne z rozkladem Hardy’ego-Weinberga. Podobnie jak w przypadku analizy
pojedynczych polimorfizmow, haplotypy oraz ztozone genotypy IL-6 wydaja sig¢ nie

wptywac na ryzyko zachorowania na chorobg niedokrwienna serca.

W analizowanej grupie pacjentow rozklad czynnikow ryzyka choroby
niedokrwiennej serca nie roznit si¢ istotnie migdzy grupami o rdéznym genotypie
IL-6. Istotne roznice wykazano tylko dla wieku chorych w momencie operacji
oraz czasu trwania dlawicy piersiowej, przy czym chorzy nie roznili si¢ istotnie

wiekiem w czasie wystapienia pierwszych objawow.

Kolejnym celem niniejszej pracy byla ocena wplywu polimorfizmu regionu
promotorowego genu IL-6 na zdolno$¢ monocytéow krwi obwodowej do produkc;ji tej
cytokiny. Komorki pochodzace od oséb o genotypie GGG/GGG charakteryzowaty
si¢ wyzsza reaktywnoscia na LPS niz komorki pochodzace od pozostatych osob.
Natomiast spontaniczna produkcja cytokiny byla najnizsza w komodrkach
pochodzacych od 0s6b o genotypie GGG/GCG. Dodatkowo oceniono wptyw jednej
ze statyn (lowastatyny) na produkcje IL-6 in vitro. Lowastatyna hamowata zdolno$¢
monocytow do produkcji IL-6 zarowno spontanicznej, jak 1 indukowanej LPS-em,
a efekt ten byl najsilniej] widoczny w przypadku komoérek pochodzacych od osob
o genotypie GGG/GGG oraz GGG/AGC. Monocyty osob o genotypie AGC/AGC
praktycznie nie reagowaly na lowastatyng, charakteryzowaly si¢ takze niska

reaktywnos$cia na LPS.

W dalszej czgéci pracy oceniono wplywu polimorfizmu regionu
promotorowego genu IL-6 na przebieg i nasilenie reakcji zapalnej po zabiegu

pomostowania te¢tnic wiencowych. Okreslono zaréwno dynamik¢ zmian stezenia
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IL-6 w surowicy krwi, jak 1 dynamike¢ zmian parametréw morfologicznych, ekspresje
markeréw aktywacji, zmiany stezen cytokin, zmiany subpopulacji monocytow.
Zabieg pomostowania tgtnic wywotywal znaczacy wzrost st¢zenia IL-6 w surowicy.
Trzy godziny po zabiegu obserwowany byl szczyt stezenia cytokiny w surowicy
krwi, a najwyzsze st¢zenia stwierdzono u homozygot GGG/GGG. Reakcja
organizmu na zabieg wiazata si¢ rowniez z wysoka leukocytoza, przy czym
najwyzsze liczby bialych krwinek obserwowano u homozygot GGG/GGG,
czyli oséb, u ktorych stwierdzono roéwniez najwigkszy wyrzut inteleukiny 6
w odpowiedzi na zabieg. Podobne wyniki uzyskano analizujac liczbg neutrofili:
homozygoty GGG/GGG charakteryzowaly si¢ wigksza liczba neutrofili w okresie
pooperacyjnym niz pozostali chorzy. Liczba monocytow w okresie pooperacyjnym
takze byta wyzsza u 0so6b o genotypie GGG/GGG, z tym, ze dotyczyto to wylacznie
0s6b poddawanych zabiegowi z uzyciem krazenia pozaustrojowego.

W mniejszej grupie o0sob poddawanych zabiegowi z uzyciem krazenia
pozaustrojowego przeprowadzono takze bardziej szczegdlowa analiz¢ wptywu
zabiegu na aktywacje komodrek krwi. Osoby o genotypie GGG/GGG
charakteryzowaly si¢ w okresie pooperacyjnym wyzsza ekspresja markera aktywacji
CD11b na powierzchni monocytow, wyzszym odsetkiem monocytéw prozapalnych
CD14+CD16+ i ich subpopulacji CD14+CD16lo oraz wyzsza ekspresja czasteczek
CD14 i CD16 na subpopulacjach monocytow.

Dodatkowo przeanalizowano takze wystgpowanie cigzkich powiktan
okotooperacyjnych, takich jak zgon, okotooperacyjny zawal mig$nia sercowego
oraz zespol matego rzutu. Osoby o genotypie GGG/GGG, dla ktérych stwierdzono
wczesnie] wigkszy wyrzut IL-6 w okresie pooperacyjnym oraz bardziej nasilong
reakcj¢ zapalna, charakteryzowaly si¢ takze wigksza czgstoscia wystgpowania

cigzkich powiktan.

Jak wynika z uzyskanych w niniejszej pracy wynikéw, polimorfizm genu
IL-6 nie wptywa istotnie na ryzyko choroby niedokrwiennej serca, natomiast moze
modulowaé zdolno$¢ do wydzielania tej cytokiny i poprzez to wplywac na stan
zapalny, co szczegdlnie ujawnia si¢ w uogdlnionej odpowiedzi zapalnej na zabieg
operacyjny. Wykazano, iz osoby o genotypie GGG/GGG charakteryzuja si¢ wigksza

zdolnoscia do produkeji IL-6 po silnej stymulacji oraz nasilona odpowiedzia zapalna
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na zabieg pomostowania t¢tnic wiencowych. Co wigcej, osoby te charakteryzuja sig

takze wigksza czgstoscia wystepowania cigzkich powiktan pooperacyjnych.

Okreslenie wplywu czynnikdw genetycznych na nasilenie reakcji zapalnej
po zabiegu mogloby w przysztosci pozwoli¢ na modyfikacje skal szacowania ryzyka
powiktan  pooperacyjnych, jak rowniez na indywidualizowanie terapii
immunomodulacyjnych i przeciwzapalnych u pacjentow wysokiego ryzyka. Wyniki
przedstawianej pracy wskazuja, iz jednym z czynnikdéw genetycznych modulujacych
odpowiedz zapalna na zabieg pomostowania tgtnic wiencowych jest polimorfizm
regionu promotorowego genu IL-6. Uzyskane rezultaty sugeruja, iz osoby
o genotypie GGG/GGG charakteryzujace si¢ wysokimi stezeniami IL-6 w okresie
pooperacyjnym oraz duza reaktywnoscia na LPS s3 jednocze$nie osobami
narazonymi na nadmierng aktywacj¢ odpowiedzi zapalnej na zabieg oraz wystapienie

cigzkich powiktan pooperacyjnych.
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