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Spis skrótów 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 tętnic 

wieńcowych 
CCS  - klasyfikacja nasilenia dolegliwości dławicowych według kryteriów 

Kanadyjskiego Towarzystwa Kardiologicznego  
CD  - (ang. cluster of differntation) antygeny różnicowania 
ChNS  -  choroba niedokrwienna serca 
CNTF  - (ang. ciliary neurotropic factor)  rzęskowy czynnik neurotropowy 
CRE - (ang. cAMP responsive element) element odpowiedzi na cAMP 
CRP  - białko C reaktywne 
DMSO - dimerkaptosulfotlenek  
DNA  - kwas dezoksyrybonukleinowy 
EDTA  - wersenian sodowy 
ER - receptor dla estrogenów 
EuroSCORE - (ang. European System for Cardiac Operative Risk Evaluation) 

punktacja ryzyka zgonu okołooperacyjnego po zabiegach 
kardiochirurgicznych 

FasL - ligand cząsteczki Fas 
FcR  - receptor dla fragmentu Fc immunoglobuliny 
FCS  - (ang. fetal calf serum) płodowa surowica cielęca  
FSC  - (ang. forward scater) rozproszenie czołowe światła lasera 
G  - guanina 
gp  - glikoproteina 
GR - receptor dla glikokortykoidów 
GRE  - (ang. glucocorticoid response element) element odpowiedzi  

na glikortykoidy 
HDL  - (ang. high density lipoprotein) lipoproteina o wysokiej gęstości 
ICAM  - (ang. intercellular adhesion molecule) cząsteczka adhezji 

międzykomórkowej 
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 białko  

o masie 10kDa 
I-TAC  - (ang. IFN gamma–inducible T cell chemoattractant) czynnik 

chemotaktyczny limfocytów T indukowany przez interferon gamma 
kDa  - kilo Daltonów 
KPU  - krążenie pozaustrojowe 
kz  - kilo zasad 
LDL  - (ang. low density lipoprotein) lipoproteina o niskiej gęstości 
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LDLR  - (ang. low density lipoprotein receptor) receptor dla lipoprotein o niskiej 
gęstości 

LFA  - (ang. leukocyte function-associated antigen)  antygen związany  
z funkcjonowaniem leukocytów 

LIF  - (ang. leukemia inhibitory factor) czynnik hamujący białaczki 
LPL  - (ang. lipoprotein lipase)  lipaza lipoproteinowa 
LPS  - lipopolisacharyd ścian bakteryjnych 
LVEF  - frakcja wyrzutowa lewej komory 
MAPK - (ang. mitogen-activated protein kinase) kinaza białkowa aktywowana 

mitogenami 
MCP-1 - (ang. monocyte chemoattractant protein-1) białko chemotaktyczne 

monocytów-1 
M-CSF - (ang. macrophage colony stimulating factor) czynnik stymulujący 

tworzenie kolonii makrofagów 
MIDCAB - (ang. minimally invasive direct coronary artery bypass) minimalnie 

inwazyjne bezpośrednie pomostowanie aortalno-wieńcowe  
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 czynników 
mRNA - (ang. messenger RNA)  matrycowy (informacyjny) RNA 
MSR  - (ang. macrophage scavenger receptor)  receptor zmiatający makrofagów 
MTT  - bromek (3-4.5 dimethylthiazol-2-yl)-2.5 diphenyl-tetrazolium 
NF-κB - (ang. nuclear factor κB) czynnik transkrypcyjny κB 
NF-IL-6 - (ang. nuclear factor IL-6) czynnik transkrypcyjny IL-6 
OPCABG - (ang. off-pump coronary artery bypass grafting)  pomostowanie aortalno-

-wieńcowe bez krążenia 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 obwodowej 
PBMC - (ang. peripheral blood mononuclear cells)  mononuklearne komorki krwi 

obwodowej 
PBS  - zbuforowany roztwór soli fizjologicznej 
PCI  - (ang. percutaneous coronary intervention)  przezskórna interwencja 

wieńcowa 
PCR  - (ang. polymerase chain reaction)  łańcuchowa reakcja polimerazy 
PDGF  - (ang. platelet-derived growth factor) czynnik wzrostu pochodzenia 

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

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

proliferatorami peroksysomów 
RFLP  - (ang. restriction fragment length polymorphism)  polimorfizm długości 

fragmentów 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 światła lasera 
STAT  - (ang. signal transducers and activators of transcription) białka przekazujące 

sygnał i aktywujące transkrypcję  
T  - tymina 
TGF  - (ang. transforming growth factor) transformujący czynnik wzrostu 
TNF  - (ang. tumor necrosis factor) czynnik martwicy nowotworów 
VCAM - (ang. vascular cell adhesion molecule)  cząsteczka adhezyjna komórek 

naczyniowych 
VLA  - (ang. very late antigen) późny antygen 
WBC  - (ang. white blood cells) białe krwinki 
WHO  - (ang. World Health Organization)  -  Światowa Organizacja Zdrowia 
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1.  WSTĘP 
 
 

Według raportu Światowej Organizacji Zdrowia (WHO) w 2002 roku  

16,7 mln zgonów na świecie, czyli 29,2% całkowitej liczby zgonów, spowodowane 

było chorobami układu krążenia1.  Spośród nich najczęstszą przyczyną była choroba 

niedokrwienna, stanowiąc przyczynę 7,2 mln zgonów.  Co ciekawe, mimo  

iż choroby układu krążenia uważane są za choroby cywilizacyjne, około 80% 

wszystkich zgonów z powodu chorób układu krążenia miało miejsce w krajach  

o niskim lub średnim dochodzie.  W Polsce w 2002 roku zgony z powodu chorób 

układu krążenia stanowiły 41,8% wszystkich zgonów u mężczyzn i 53,1% zgonów u 

kobiet, a wśród nich najczęstszą przyczyną zgonów była choroba wieńcowa. 

Choroba niedokrwienna serca (ChNS) określana jest także często mianem choroby 

wieńcowej, ze względu na to, iż najczęstszą przyczyną niedokrwienia mięśnia 

sercowego jest zwężenie lub zamknięcie światła tętnic wieńcowych spowodowane 

rozwojem w ich ścianach blaszek miażdżycowych.  Konsekwencją zwężenia światła 

tętnic wieńcowych jest ograniczenie dopływu krwi i tlenu do mięśnia sercowego,  

co może powodować jego dysfunkcję aż do zatrzymania pracy serca.   

Do istotnych czynników ryzyka choroby niedokrwiennej serca zalicza się: 

palenie papierosów, nadciśnienie tętnicze, cukrzycę, podwyższone stężenie 

cholesterolu LDL, niskie stężenie cholesterolu HDL, wiek, płeć męską, otyłość  

i nadwagę oraz czynniki genetyczne.  Opisuje się również rolę czynników 

środowiskowych, statusu socjoekonomicznego, narażenia na infekcje.  Powstanie  

i przebieg choroby jest wynikiem nałożenia się działania wielu czynników,  

a wspólnym efektem ich oddziaływania jest wywoływanie i modulowanie stanu 

zapalnego. 

 

1.1.  Rola zapalenia w patogenezie choroby wieńcowej 
 

Najnowsze teorie powstawania i rozwoju zmian miażdżycowych w ścianach 

naczyń zwracają uwagę na kluczową rolę procesu zapalnego w patogenezie tych 

zmian.  Teoria zaproponowana przez Rossa2 zakłada, iż proces powstawania  

i rozwoju blaszki miażdżycowej jest przewlekłym procesem zapalnym w ścianie 
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naczynia zapoczątkowanym uszkodzeniem lub aktywacją komórek śródbłonka.  

Główne czynniki ryzyka ChNS, takie jak  nadciśnienie tętnicze, palenie papierosów, 

hiperglikemia, modyfikowane cząsteczki LDL mogą przyczyniać się do dysfunkcji 

śródbłonka i aktywacji cząsteczek adhezyjnych, wydzielania czynników 

chemotaktycznych dla monocytów i limfocytów T.  Kluczowymi komórkami 

odpowiedzialnymi za podtrzymywanie stanu zapalnego i aktywnymi na każdym 

etapie choroby są wywodzące się z monocytów makrofagi oraz limfocyty T3.  

Komórki te wydzielają szereg cytokin, chemokin, czynników wzrostu i enzymów 

proteolitycznych, które przyczyniają się dalszego rozwoju blaszki miażdżycowej. 

 

Etapy powstawania i rozwoju blaszki miażdżycowej wg Libby’iego4: 

- wstępne uszkodzenie – aktywacja komórek śródbłonka, ekspresja cząsteczek 

adhezyjnych i czynników chemotaktycznych dla leukocytów, przyciąganie 

leukocytów, gromadzenie pozakomórkowych lipidów; 

- nacieczenie włóknisto-tłuszczowe – różnicowanie się monocytów w makrofagi,  

a następnie w wypełnione lipidami komórki piankowate, migracja i proliferacja 

komórek mięśniowych gładkich, wytwarzanie cytokin i czynników wzrostu; 

- stabilna blaszka – blaszka otoczona kolagenową pokrywą, wewnątrz blaszki duże 

ilości komórek mięśniowych gładkich oraz komórek piankowatych, obecne 

niewielkie ogniska martwicy i apoptozy, wytwarzanie cytokin prozapalnych; 

- niestabilna blaszka podatna na pęknięcie – nasilone wydzielanie metaloproteinaz  

i cytokin prozapalnych, liczne ogniska martwicy, pęknięcie pokrywy włóknistej, 

powstanie zakrzepu; na tym etapie może dojść do zamknięcia światła naczynia 

przez powstający zakrzep i w efekcie do ostrego zespołu wieńcowego; 

- uwapniona, włóknista blaszka – powstaje często po resorpcji zakrzepu, w wyniku 

procesów naprawczych dochodzi do znacznej proliferacji komórek mięśniowych 

gładkich i zwiększenia grubości pokrywy włóknistej; na tym etapie blaszka 

powoduje znaczne zwężenie tętnicy i wywołuje objawy dławicy piersiowej. 

 

 

Już w bardzo wczesnych zmianach miażdżycowych obserwuje się napływ 

leukocytów do ściany naczynia, co zaobserwowano zarówno w zwierzęcych 

modelach, jak i u ludzi.  Na przykład we fragmentach naczyń pobranych od dzieci  

i młodych osób, bez klinicznych objawów choroby niedokrwiennej serca 
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stwierdzono obecność nacieczeń tłuszczowych i infiltrację ściany naczyń  

przez monocyty5.  W warunkach fizjologicznych komórki śródbłonka naczyń  

nie wykazują ekspresji cząsteczek adhezyjnych, które umożliwiają adhezję  

i rekrutację komórek odpowiedzi zapalnej.  Uszkodzenie bądź aktywacja komórek 

śródbłonka inicjuje na nich ekspresję selektyn, integryn oraz innych cząsteczek 

adhezyjnych.  Spośród nich najistotniejszą rolę wydaje się pełnić VCAM-1 (CD106), 

cząsteczka będąca receptorem dla integryny α4β1 (VLA-4) na monocytach  

i limfocytach T6.  Wykazano, iż ekspresja tej cząsteczki jest gwałtownie indukowana  

przy zaburzeniach przepływu krwi bądź w odpowiedzi na wzrost stężenia 

cholesterolu we krwi, a ponadto lokalizowana jest w miejscach podatnych  

na powstawanie blaszek miażdżycowych7.  Co więcej, myszy z genetycznym 

defektem ekspresji VCAM-1 charakteryzowały się znacznym zahamowaniem 

powstawania zmian miażdżycowych w naczyniach8.  Inną cząsteczką adhezyjną 

zaangażowaną w patogenezę procesu miażdżycowego jest ICAM-1 (CD54),  

dla której ligandami są intergyny LFA-1 (CD18/CD11a) na limfocytach T i Mac-1 

(CD18/CD1b) na monocytach.  Oddziaływanie cząsteczek adhezyjnych  

z odpowiadającymi im ligandami na powierzchni monocytów i limfocytów T 

umożliwia ich migrację do błony podstawnej naczyń. 

 

Charakterystyczną cechą miażdżycowego procesu zapalnego jest akumulacja 

w naczyniach tylko monocytów i limfocytów, bez napływu granulocytów 

występującego w typowej reakcji zapalnej.  Kluczowymi czynnikami 

chemotaktycznymi odpowiedzialnymi za transmigrację leukocytów są MCP-1  

dla monocytów9 10 oraz chemokiny z rodziny CXC: IP-10, Mig i I-TAC  

dla limfocytów T11.  Białko chemotaktyczne monocytów-1 (MCP-1) jest 

produkowane przez komórki mięśniówki gładkiej, komórki śródbłonka  

oraz makrofagi we wszystkich fazach procesu miażdżycowego12, a ciągły napływ 

monocytów oraz aktywacja powstałych z nich makrofagów są kluczowe  

dla powstawania oraz progresji blaszki miażdżycowej.  Udział makrofagów  

i monocytów w patogenezie miażdżycy związany jest z ich zdolnością  

do podtrzymywania i wzmacniania lokalnego stanu zapalnego przez produkcję 

cytokin, składowych dopełniacza, proteaz, wolnych rodników tlenowych,  

jak również inicjowanie odpowiedzi swoistej poprzez prezentację antygenów 

limfocytom T.   
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Monocyty, które napłynęły do ściany naczyń, różnicują się w makrofagi 

zdolne do akumulacji lipidów.  W procesie pobierania lipidów biorą udział receptory 

zmiatacze (ang. scavenger receptors) m.in. SR-A I i II, CD36, MARCO, SR-PSOX 

oraz CD6813.  Receptory zmiatacze zdolne są do rozpoznawania motywów 

charakterystycznych dla patogenów, komórek apoptotycznych oraz modyfikowanych 

lipoprotein.  W ścianie naczyń głównymi ligandami tych receptorów są oksydacyjnie 

bądź enzymatycznie modyfikowane cząsteczki LDL (ox-LDL, e-LDL).  

Internalizacja lipoprotein prowadzi do przekształcania lipidów w estry cholesterolu, 

w efekcie makrofagi przekształcają się w obładowane lipidami komórki piankowate.  

Akumulacja lipidów jest sygnałem aktywacji dla makrofagów stymulując ekspresję 

m.in. IL-114 oraz sygnałem proproliferacyjnym dla komórek15 16.  Aktywowane 

makrofagi i komórki piankowate produkują TNFα, IL-1, IL-6, TGFβ, PDGF, IGF-1 

– cytokiny i czynniki wzrostu odpowiedzialne za aktywację i proliferację komórek 

mięśni gładkich, limfocytów T, samych makrofagów17.   

 Proces dojrzewania blaszki miażdżycowej charakteryzuje się dalszym 

napływem i gromadzeniem się makrofagów, komórek tucznych i aktywowanych 

limfocytów T wewnątrz blaszki.  Dodatkowo dochodzi do proliferacji komórek 

mięśni gładkich, które produkują duże ilości kolagenu i innych elementów macierzy 

pozakomórkowej przyczyniając się do powstawania pokrywy włóknistej blaszki18.   

W miarę gromadzenia się komórek stanu zapalnego i powstawania komórek 

piankowatych zaczynają być również wydzielane czynniki inicjujące apoptozę (TNF, 

FasL) i dochodzi do powstawania początkowo niewielkich ognisk apoptozy19 20 21. 

 
W niestabilnej blaszce miażdżycowej rdzeń lipidowy staje się obszerny, 

zwiększa się liczba komórek stanu zapalnego w ramionach blaszki, a tzw. czapka 

włóknista staje się cienka i podatna na pęknięcia22 23.  Szczególną rolę  

w destabilizacji blaszki pełnią metaloproteinazy (MMP) produkowane przez 

makrofagi.  Powodują one destrukcję czapki włóknistej oraz stymulują wydzielanie 

cytokin prozapalnych, białek ostrej fazy i kolejnych metaloproteinaz24 25.  

Przerwanie ciągłości pokrywy włóknistej blaszki miażdżycowej prowadzi  

do powstania skrzepliny w tętnicach wieńcowych.  Pokrywa włóknista blaszki ulega 

stałej dynamicznej przebudowie, a procesy syntezy i degradacji kontrolowane  

są przez mediatory stanu zapalnego.  Cytokiny prozapalne stymulują syntezę 

metaloproteinaz, a w szczególności kolagenaz trawiących włókna kolagenowe 
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odpowiedzialne za mechaniczną wytrzymałość pokrywy włóknistej.  Z drugiej strony 

cytokiny te mają również zdolność do hamowania syntezy kolagenu  

przez komórki mięśniówki gładkiej26 oraz mogą indukować apoptozę tych  

komórek27 28 29, przez co także przyczyniają się do niestabilności blaszki.  

Stwierdzono również, iż odsetek makrofagów i limfocytów T wśród komórek 

znajdujących się w obrębie blaszki jest wyższy u pacjentów, u których wystąpił ostry 

epizod wieńcowy w porównaniu do pacjentów ze stabilną dusznicą bolesną30.   

Do uszkodzenia blaszki dochodzi najczęściej na krawędziach pokrywy włóknistej w 

ramionach blaszki, czyli w tych jej regionach, gdzie dochodzi do akumulacji 

komórek stanu zapalnego31.   

Innym mechanizmem prowadzącym do powstawania skrzeplin w naczyniach 

wieńcowych jest powstawanie powierzchniowej nadżerki błony wewnętrznej będącej 

wynikiem apoptozy komórek śródbłonka bądź ich złuszczania pod wpływem 

metaloproteinaz i w efekcie odsłonięcie macierzy podśróbłonkowej o silnych 

właściwościach koagulacyjnych32.  Co ciekawe, wykazano, iż nadżerki powstają 

często na powierzchni blaszek z niewielkimi naciekami komórek stanu zapalnego,  

a obfitującymi w komórki mięśni gładkich, często blaszki tego typu obserwowano  

u kobiet i młodych osób33. 

 Badania angiograficzne wykazały, iż wśród blaszek prowadzących  

do zawałów około 60% stanowiły blaszki strukturalnie podatne na uszkodzenie,  

o cienkiej pokrywie z dużym rdzeniem złożonym z lipidów i ogniskami zapalenia  

i martwicy, a pozostałe 40% blaszek było blaszkami funkcjonalnie podatnymi  

na uszkodzenie z nadżerkami śródbłonka i procesem zapalnym przebiegającym  

od strony światła naczynia31.  

 
 Opisany powyżej proces powstawania i rozwoju blaszek miażdżycowych 

prowadzący do powstania choroby niedokrwiennej serca w znacznym stopniu zależy 

od komórek układu immunologicznego – makrofagów i limfocytów T  

oraz produkowanych przez nie cytokin, w tym interleukiny 6. 
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1.2.  Reakcja zapalna powstająca w wyniku zabiegu 
pomostowania tętnic wieńcowych 
  

Przyjęte schematy terapeutyczne leczenia choroby wieńcowej zakładają 

farmakoterapię, przezskórną angioplastykę naczyń lub zabieg kardiochirurgiczny  

w zależności od nasilenia objawów choroby i stopnia zwężenia naczyń.  Operacyjne 

pomostowanie tętnic wieńcowych jest najbardziej obciążającą ze stosowanych metod 

leczenia, ale daje szybką i znaczącą poprawę stanu chorego34 35.  

 Dwa podstawowe typy zabiegu pomostowania tętnic to klasyczny zabieg  

z wykorzystaniem krążenia pozaustrojowego oraz coraz powszechniej stosowany 

zabieg bez krążenia pozaustrojowego (OPCABG; ang. off-pump coronary artery 

bypass grafting).  Oba typy zabiegów wywołują uogólnioną reakcję zapalną 

objawiającą się aktywacją dopełniacza, leukocytów oraz płytek krwi.  Reakcja 

zapalna jest generalnie uważana za odpowiedź adaptacyjną, ale u niektórych osób ma 

tak duże nasilenie, że może prowadzić do zawału serca, udaru czy zespołu 

niewydolności wielonarządowej.  Do czynników wywołujących reakcję zapalną 

należą: uraz operacyjny, reperfuzja niedokrwionych organów, endotoksyny  

oraz w przypadku zabiegów z krążeniem pozaustrojowym – kontakt krwi  

z elementami systemu krążenia pozaustrojowego36. 

 

W trakcie zabiegu pomostowania tętnic dochodzi do aktywacji dopełniacza 

na drodze alternatywnej.  Już po kilku minutach od rozpoczęcia zabiegu obserwuje 

się podwyższone poziomy składowych C3a i C5a, a w okresie od pół godziny  

do 2 godzin po zabiegu stwierdzane były najwyższe poziomy tych składowych  

i to zarówno w przypadku zabiegów przeprowadzanych w krążeniu pozaustrojowym, 

jak i bez37.  W przypadku zabiegów z krążeniem pozaustrojowym maksymalne 

stężenia C3a i C5a były wyższe niż w przypadku zabiegów OPCABG, a począwszy 

od 4 godziny po zabiegu poziomy aktywowanych składowych dopełniacza zaczynały 

się wyrównywać.  Tej wczesnej odpowiedzi zapalnej towarzyszy wyrzut cytokin 

regulujących odpowiedź zapalną: IL-6, IL-8, TNFα38.  Sygnały te inicjują reakcję 

ostrej fazy, która pojawia się niezależnie od typu zabiegu, jaki był wykonywany.  

Największe nasilenie reakcji ostrej fazy i najwyższa aktywacja odpowiedzi zapalnej 
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występuje w przypadku zabiegów pomostowania tętnic z wykorzystaniem krążenia 

pozaustrojowego i jest szczególnie nasilona w trakcje zabiegu i w bardzo wczesnym 

okresie pozabiegowym.  W kolejnych okresach nasilenie odpowiedzi zapalnej 

stopniowo opada, osiągając podobne natężenie dla obu typów zabiegu.  Jednym  

z wczesnych etapów jest mobilizacja neutrofili ze szpiku kostnego i związana z tym 

obserwowana leukocytoza.  Są prace wskazujące, iż aktywacja neutrofili pojawia się 

tuż po rozpoczęciu operacji, a jeszcze przed podłączeniem do krążenia 

pozaustrojowego39, co świadczy o tym, że sam uraz operacyjny jest wystarczającym 

czynnikiem do wywołania silnej odpowiedzi zapalnej.  

 

 

1. 3.  Biologia interleukiny 6 (IL-6) 

1.3.1.  Cytokiny rodziny IL-6 
 

Na podstawie struktury trzeciorzędowej białka oraz zdolności wiązania  

do wspólnej podjednostki receptora wyróżniono rodzinę cytokin IL-6.  W skład tej 

rodziny wchodzą: IL-6, IL-11, LIF (czynnik hamujący białaczkę), OSM 

(onkostatyna M), CNTF (rzęskowy czynnik neurotropowy), CT-1 (kardiotropina 1) 

oraz CLC (cytokina podobna do kardiotropiny).  Cytokiny rodziny IL-6 mają 

zarówno pro-, jak i antyzapalne właściwości, biorą udział w aktywacji reakcji ostrej 

fazy, regulacji odpowiedzi immunologicznej, hematopoezie40.  W zależności od typu 

komórki docelowej i stanu jej aktywacji mogą prowadzić do aktywacji genów 

odpowiedzialnych za proliferację, różnicowanie, aktywację bądź apoptozę komórek.  

Częściowo pokrywające się funkcje cytokin rodziny IL-6 wynikają z ich 

oddziaływania na komórki poprzez wspólną podjednostkę receptora gp130.   

Dane z doświadczeń na zwierzętach z nokautowanymi genami kodującymi 

cytokiny rodziny IL-6 wykazały, iż każda z nich posiada charakterystyczny  

dla siebie zestaw funkcji biologicznych, dając unikalny fenotyp po inaktywacji41.  

Inaktywacja IL-6 skutkuje upośledzeniem reakcji ostrej fazy oraz odpowiedzi 

przeciwwirusowej42, nokaut czynnika hamującego białaczkę (LIF) objawia się 

żeńską niepłodnością wynikającą z defektu implantacji embrionów43, a delecja 

rzęskowego czynnika neurotropowego (CNTF) skutkowała degeneracją neuronów 
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motorycznych44.  Natomiast delecja wspólnej podjednostki receptora gp130 była 

letalna już na etapie rozwoju embrionalnego45. 

 

1.3.2.  Receptory IL-6 
 

Funkcjonalny receptor dla IL-6 składa się z dwóch podjednostek: gp130, 

która odpowiedzialna jest za przekazywanie sygnału pobudzenia do wnętrza komórki 

oraz podjednostki α specyficznej dla IL-6 - IL-6Rα (gp80) odpowiedzialnej  

za rozpoznawanie i wiązanie IL-6.  Ekspresja podjednostki alfa jest ściśle 

regulowana i ograniczona tylko do niektórych typów komórek (hepatocyty, 

monocyty, neutrofile, limfocyty T i B), natomiast podjednostka gp130 jest obecna  

na większości typów komórek.  Obie podjednostki są białkami błonowymi I typu  

z jedną domeną przezbłonową i N-końcową częścią zewnątrzkomórkową, w której 

znajduje się charakterystyczny motyw czterech zakonserwowanych reszt 

cysteinowych oraz motyw WSXWS46.   

Uważa się, że kompleks aktywujący komórkę jest heksamerem składającym 

się z dwóch cząsteczek IL-6, dwóch podjednostek α oraz dwóch cząsteczek gp13047.  

Alternatywna hipoteza zakłada istnienie tetramerycznego kompleksu składającego 

się z dwóch cząsteczek gp130 oraz IL-6Rα i IL-648.  IL-6 w pierwszej kolejności 

wiąże się z receptorem specyficznym (IL-6Rα), następnie dochodzi do wiązania  

z podjednostkami gp130 i ich dimeryzacja aktywuje sygnalizację 

wewnątrzkomórkową.  Homodimeryzacja podjednostki gp130 prowadzi  

do aktywacji kinaz tyrozynowych związanych z cytoplazmatycznym odcinkiem 

gp130: Jak1, Jak2 i Tyk2 oraz fosforylacji czynników transkrypcyjnych STAT1  

i STAT349 50.  Poza szlakiem sygnalizacji Jak/STAT IL-6 aktywuje również  

w komórkach sygnalizację poprzez kinazy MAP i prowadzi do aktywacji czynników 

transkrypcyjnych NF-IL-6, AP-151.  Do aktywacji kinaz MAP dochodzi poprzez 

aktywację białek Ras i Raf, ta droga sygnalizacji wydaje się być szczególnie istotna 

dla efektu proliferacyjnego wywieranego przez IL-652.   

 Obie podjednostki receptora dla IL-6 mogą występować w formie 

rozpuszczalnej w surowicy krwi i wpływać na efekt wywierany przez cytokinę. O ile 

rozpuszczalna forma podjednostki alfa (sIL-6Rα) działa agonistycznie i uwrażliwia 

na IL-6 także te komórki, które nie są zdolne do ekspresji IL-6Rα53, to rozpuszczalna 
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forma gp130 (sgp130) działa antagonistycznie54.  W obecności rozpuszczalnej formy 

gp130 rozpuszczalna forma podjednostki alfa potęguje antagonistyczny efekt 

sgp13055.  Uważa się, iż rozpuszczalne formy receptorów IL-6 działają jako rodzaj 

systemu buforującego ogólnoustrojową odpowiedź na IL-656.   

Podwyższone stężenia sIL-6Rα obserwowano między innymi w szpiczaku 

mnogim57, reumatycznym zapaleniu stawów58, zakażeniu wirusem HIV59.  

Rozpuszczalna forma receptora IL-6Rα może powstawać w wyniku alternatywnego 

cięcia i składania mRNA60, jak również w wyniku enzymatycznej proteolizy formy 

błonowej61.  Natomiast rozpuszczalna forma gp130 powstaje wyłącznie w wyniku 

alternatywnego cięcia i składania mRNA62. 

 

1.3.3.  Regulacja ekspresji i działania IL-6 
 

Ludzki gen kodujący interleukinę 6 znajduje się na chromosomie 7 (7p21)63  

i składa się z 5 egzonów i 4 intronów64.  Sekwencja kodująca ma wielkość około 5kz.  

Ludzka interleukina 6 ma masę molekularną 21-28 kDa w zależności od modyfikacji 

posttranslacyjnych.  Łańcuch białkowy powstający na matrycy genu składa się 212 

aminokwasów, z których 28 tworzy sekwencję sygnałową, po jej odcięciu powstaje 

dojrzałe białko zbudowane ze 184 aminokwasów65.   

 
Regulacja ekspresji IL-6 jest bardzo złożona, odbywa się na kilku głównych 

poziomach: poprzez regulację poziomu transkrypcji, regulację translacji, regulację 

wydzielania.  Dodatkowo istnieją także liczne mechanizmy regulacji efektu 

biologicznego wywieranego przez tę cytokinę związane z obecnością 

rozpuszczalnych receptorów w płynach ustrojowych, z wiązaniem krążącej IL-6  

z przeciwciałami anty-IL-6 i anty-IL-6R oraz z tempem jej eliminacji z krążenia.  

 

1.3.3.1.  Regulacja transkrypcji 

Najistotniejszy wpływ na poziom ekspresji IL-6 wydaje się mieć regulacja  

na poziomie transkrypcji.  W obrębie regionu promotorowego genu IL-6 opisano 

sekwencje TATA box i GATA box oraz miejsca wiązania czynników 

transkrypcyjnych: AP-1, NF-κB oraz tzw. sekwencję MRE (ang. multiple response 

element).  Sekwencja MRE obejmuje odcinek -174 do -145 i pośredniczy  

w aktywacji promotora IL-6 między innymi przez TNF, IL-1α, forskolinę, PMA.   
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W obrębie sekwencji MRE wyróżnić można: miejsce wiązania czynnika NF-IL-6  

(-158 do -145), sekwencję CRE (element odpowiedzi na cAMP, miejsce wiązania 

czynnika CREB; -163 do -158) oraz domenę regulacji negatywnej (NRD; -174  

do -164) 66 67 68. 

 

 
Rysunek 1.3.3.1.1.  Schemat genu IL-6 z zaznaczonymi miejscami regulacji transkrypcji.   
GRE – miejsce wiązania receptora glikokortykoidowego, AP-1 – miejsce wiązania czynnika 
AP-1, MRE – element odpowiedzi na wiele czynników, NRD – domena regulacji negatywnej, 
CRE – element odpowiedzi na cAMP, miejsce wiązania CREB, NF-IL-6 – miejsce wiązania 
czynnika NF-IL-6, NF-κB – miejsce wiązania czynnika NF-κB. Modyfikacja własna  
na podstawie Park i wsp.69 

 

Oprócz czynników działających aktywująco na ekspresję IL-6 opisano 

również szereg czynników działających hamująco, np. glikokortykoidy, estrogeny, 

androgeny, IL-4, TGFβ, c-Fos.  Wśród elementów promotora odpowiedzialnych  

za hamowanie ekspresji wyróżnić można miejsca wiązania receptora 

glikokortykoidowego (GRE; -466 do -461 oraz -557 do -552) i domenę regulacji 

negatywnej w obrębie sekwencji MRE.  Część czynników działających hamująco  

na ekspresję IL-6 działa także poprzez wpływ na aktywność czynników 

transkrypcyjnych takich jak NF-κB, NF-IL-6, AP-1.  Wykazano, iż receptor  

dla glikokortykoidów (GR) wiąże się z podjednostką p65 NF-κB i hamuje aktywację 

promotora IL-670.  Glikortykoidy mają także zdolność do indukcji syntezy I-κB,  

co skutkuje sekwestracją NF-κB w cytoplazmie71.  Również estrogeny wykazują 

hamujący wpływ na ekspresję IL-6, mimo braku sekwencji wiążącej receptor 

estrogenowy (ER) w obrębie promotora IL-672.  Efekt ten w dużej mierze wynika  
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z oddziaływania ER z NF-κB i NF-IL-6 i hamowania ich zdolności do wiązania się  

z DNA73. 

  
 

W aktywacji promotora genu IL-6 bierze udział kilkanaście białek: czynniki 

transkrypcyjne (NF-κB, NF-IL-6, CREB, AP-1), kompleks holoenzymu polimerazy 

RNA II oraz liczne koaktywatory i białka adaptorowe (Rys. 1.3.3.1.2.).  Dodatkowo 

zdolność do ekspresji jest również modulowana (hamowana) przez białka 

represorowe, aktywowane receptory hormonów sterydowych oraz dostępność 

czynników transkrypcyjnych. 

 

 
Rysunek 1.3.3.1.2.  Model aktywnego transkrypcyjnie promotora genu IL-6  
wraz z kompleksem holoenzymu polimerazy RNA II, czynnikami transkrypcyjnymi  
oraz białkami adaptorowymi.  RNA-Pol II, TFIIH, TFIIE, IIA, IIB, TAFII 105, TAFII 250 i TBP – 
– składniki holoenzymu polimerazy RNA II, p50 i p65 – podjednostki NF-κB, p300/CBP –  
– białko wiążące CREB, koaktywator, ER – receptor dla estrogenów, GR – receptor  
dla glikokortykoidów, RPB-Jκ – represor, białko Jκ wiążące sekwencję sygnałową 
rekombinacji.  Modyfikacja własna na podstawie Vanden Berghe i wsp.74.   
 

1.3.3.2.  Regulacja stabilności mRNA 

W przypadku IL-6, podobnie jak i innych cytokin, jednym z elementów 

regulacji produkcji jest regulacja stabilności mRNA.  mRNA IL-6 posiada  

w niepodlegającym translacji odcinku 3’ sekwencję bogatą w AU (ang. AU-rich 

sequence) odpowiedzialną za szybką degradację mRNA.  Zauważono, iż aktywacja 

szlaku sygnalizacji wewnątrzkomórkowej poprzez aktywowaną stresem kinazę MAP 

p38 (p38 MAPK) prowadzi do stabilizacji mRNA wielu cytokin, w tym IL-675. 
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1.3.3.3.  Regulacja na poziomie białka 

IL-6 jest również regulowana na poziomie proteolizy aktywnego białka.  

Cytokina ta indukuje uwalnianie proteaz serynowych przez neutrofile, takich jak 

elastaza, proteinaza 3 i katepsyna G, które poza innymi działaniami mogą również 

rozkładać IL-676.  Jak wydaje się, proces ten jest jednym z elementów negatywnego 

sprzężenia zwrotnego prowadzącego do wygaszania lokalnego stanu zapalnego,  

a IL-6 może być częściowo chroniona przed inaktywacją poprzez związanie  

z rozpuszczalnym receptorem77. 

Innym mechanizmem regulacji działania IL-6 jest szybkie usuwanie cytokiny 

z krążenia.  Kiedy podawano szczurom znakowaną jodem IL-6, jej okres półtrwania 

w krążeniu wynosił 2 min.78.  Organem odpowiedzialnym za akumulację i usuwanie 

IL-6 była wątroba79.  IL-6 wiązała się z receptorami na powierzchni hepatocytów  

i była wraz z nimi internalizowana, powodując całkowity, przejściowy zanik 

ekspresji receptorów w ciągu 30-60 min.80.  

Kolejny mechanizm regulacji efektu wywieranego przez IL-6 na komórki 

związany jest z obecnością w płynach ustrojowych rozpuszczalnych receptorów  

dla tej cytokiny.  Kompleks IL-6/sIL-6Rα działa aktywująco na komórki, umożliwia 

również cytokinie oddziaływanie na te typy komórek, które nie posiadają ekspresji 

błonowej formy IL-6Rα.  Natomiast rozpuszczalna forma gp130 (sgp130) hamuje 

wiązanie kompleksu IL-6/sIL-6Rα do błonowej formy gp130, hamując w ten sposób 

zdolność oddziaływania na komórkę.  Wykazano jednakże, iż sgp130 hamuje tylko 

efekt wywierany przez sIL-6Rα, nie wpływając na aktywację pośredniczoną  

przez błonową formę IL-6Rα81.   

 
 

1.3.4.  Biologiczne działanie IL-6 
 

Interleukina 6 produkowana jest przez szereg różnych komórek podczas 

infekcji, stanu zapalnego czy uszkodzenia tkanek, a jej stężenie w surowicy krwi 

znacznie wzrasta w różnych stanach chorobowych.  Wśród komórek zdolnych  

do produkcji IL-6 są zarówno komórki układu immunologicznego: monocyty, 

limfocyty T i B, neutrofile, komórki NK, jak i szereg innych typów komórek,  

m. in. takich jak: keratynocyty, fibroblasty, komórki śródbłonka, komórki 

mięśniowe82.  
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Cytokinie tej początkowo nadano szereg różnych nazw wynikających z jej 

plejotropowego działania, takich jak: interferon β2, czynnik stymulujący hepatocyty, 

czynnik różnicowania limfocytów B, czynnik różnicowania cytotoksycznych 

limfocytów T.  Jednymi z pierwszych opisanych efektów działania IL-6 była 

zdolność do indukcji produkcji białek ostrej fazy przez hepatocyty83, a także wpływ  

na różnicowanie limfocytów B84 oraz aktywację i proliferację limfocytów T85.  

Wykazano także wpływ tej cytokiny na hematopoezę poprzez stymulację proliferacji 

hematopoetycznych komórek macierzystych86 87 oraz stymulację dojrzewania  

i różnicowania megakariocytów88 89.  IL-6 wykazywała in vitro zdolność  

do hamowania wzrostu fibroblastów i komórek śródbłonka oraz stymulowała 

różnicowanie neuronów90.  Ważnym efektem działania IL-6 jest także zdolność do 

indukcji ACTH oraz jej działanie pirogenne91 92.   

 

IL-6 pełni istotną rolę jako cytokina regulująca odpowiedź immunologiczną 

zarówno w odpowiedzi na infekcję, jak i w stanie zapalnym wywołanym innymi 

czynnikami.  Poza wspomnianym wcześniej wpływem na mechanizmy efektorowe 

humoralnej i komórkowej odpowiedzi swoistej cytokina ta wywiera również istotny 

wpływ na funkcjonowanie komórek odpowiedzi nieswoistej: uwrażliwia monocyty  

i neutrofile na bodźce wywołujące wybuch tlenowy93 oraz zwiększa aktywność 

cytotoksyczną komórek NK94. 

W stanie zapalnym oddziaływanie kompleksu IL-6/sIL-6Rα na komórki 

śródbłonka, czyli tzw. transsygnalizacja IL-6, powoduje zmianę produkcji chemokin 

odpowiedzialnych za napływ neutrofili (IL-8) na chemokiny odpowiedzialne  

za rekrutację monocytów (MCP-1)95.  

 
Przyjęło się uważać IL-6 za cytokinę prozapalną, jednakże wywiera ona również 

szereg efektów o charakterze przeciwzapalnym.  Charakteryzuje się między innymi 

zdolnością do obniżania produkcji cytokin prozapalnych TNFα i IL-1  

przez stymulowane PBMC in vitro96.  Może również oddziaływać systemowo  

na cytokiny prozapalne poprzez aktywację syntezy agonisty receptora IL-1 (IL-1Ra) 

i uwalniania rozpuszczalnego receptora p55 dla TNF, hamującego działanie tej 

cytokiny97 oraz poprzez indukcję wydzielania glikokortykosterydów98.  Również 

część białek ostrej fazy wydzielanych w odpowiedzi na IL-6 ma charakter 
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przeciwzapalny, między innymi inhibitory proteaz, takie jak antytrypsyna, 

antychymotrypsyna. 

W modelu wstrząsu septycznego wywołanego przez LPS wykazano protekcyjne 

działanie IL-699. Wyniki te zostały także potwierdzone w badaniach u myszy  

z nokautowanym genem IL-6, gdzie dowiedziono, iż IL-6 jest odpowiedzialna  

za hamowanie zarówno lokalnej, jak i systemowej odpowiedzi zapalnej na LPS 

poprzez zmniejszanie akumulacji neutrofili oraz produkcji cytokin prozapalnych, 

takich jak TNFα, IFNγ, GM-CSF100.   

 

 W wielu stanach chorobowych obserwuje się znaczne podwyższenie stężenia 

IL-6 w surowicy krwi i bada związek tej cytokiny z procesami patofizjologicznymi.  

Stwierdzono podwyższone stężenia IL-6 w chorobach limfoproliferacyjnych  (m. in. 

w szpiczaku mnogim101 102, przewlekłej białaczce limfatycznej103), osteoporozie104, 

chorobie Alzheimera105 106, reumatycznym zapaleniu stawów107, toczniu trzewnym 

układowym108 i innych chorobach o charakterze autoimmunologicznym bądź 

zapalnym. 

 

 

1.4.  Rola IL-6 w patogenezie choroby niedokrwiennej serca 
 

Jak wynika z przedstawionego wcześniej opisu powstawania i rozwoju 

blaszki miażdżycowej, komórki stanu zapalnego oraz wydzielane przez nie czynniki, 

w tym cytokiny, pełnią istotną rolę na każdym etapie tego procesu.  Szczególnie 

istotna wydaje się być rola interleukiny 6, cytokiny ważnej zarówno dla przebiegu 

lokalnej reakcji zapalnej w obrębie blaszki miażdżycowej, jak i wywołującej szereg 

efektów ogólnoustrojowych, w tym reakcję ostrej fazy.  Nie bez znaczenia  

dla przebiegu procesu miażdżycowego jest również immunoregulacyjne działanie tej 

cytokiny.  

 

1.4.1.  Rola IL-6 w powstawaniu zmian miażdżycowych 
 

Badania in vitro wykazały, iż IL-6 może być produkowana przez większość 

typów komórek zaangażowanych w patogenezę miażdżycy.  Duże ilości IL-6 
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wytwarzają makrofagi i powstające z nich komórki piankowate oraz proliferujące 

bądź aktywowane przez IL-1 komórki mięśniówki gładkiej109 110.  Również 

aktywowane komórki śródbłonka naczyń są zdolne do produkcji IL-6.   

Co ciekawe, w kohodowlach komórek śródbłonka i monocytów aktywowanych  

IFNγ wykazano, iż to komórki śródbłonka były głównym źródłem IL-6111.   

 

Szereg prac wykazało obecność IL-6 w blaszkach miażdżycowych zarówno  

u ludzi112 113, jak i w badaniach na zwierzętach114.  Badania immunohistochemiczne 

wykazały, iż IL-6 produkowana jest przez makrofagi i komórki mięśniowe gładkie 

obecne w blaszce miażdżycowej115.  Co więcej - zaobserwowano również liniową 

korelację między lokalną produkcją tej cytokiny a wielkością blaszki116.  Podanie 

rekombinowanej IL-6 myszom z genetycznie uwarunkowaną skłonnością  

do miażdżycy (ApoE-/-) nasilało tworzenie wczesnych blaszek miażdżycowych117.  

Ponadto wstrzyknięcie IL-6 wywoływało wzrost stężenia IL-6, IL-1β, TNFα  

oraz fibrynogenu, natomiast pozostawało bez wpływu na stężenie cholesterolu  

w surowicy badanych zwierząt.   

Z kolei podwójnie nokautowane myszy ApoE-/- IL-6-/- hodowane  

na normalnej diecie wykazywały podwyższone stężenia cholesterolu  

oraz zwiększone tworzenie blaszek miażdżycowych w stosunku do pojedynczo 

nokautowanych myszy ApoE-/- oraz IL-6-/-, jak również myszy szczepu dzikiego118.  

Natomiast napływ komórek stanu zapalnego do blaszki miażdżycowej był u myszy 

ApoE-/- IL-6-/- znacząco zahamowany w stosunku do myszy ApoE-/-, podobnie 

zahamowana była ekspresja i wydzielanie IL-10.  Autorzy sugerują podwójną 

modulującą rolę IL-6 w miażdżycy, polegającą z jednej strony na hamowaniu 

gromadzenia się lipidów w blaszce, a z drugiej strony na zwiększaniu napływu 

leukocytów do powstającej blaszki.   

 

Omawiana cytokina w znaczący sposób wpływa również na aktywację 

komórek zaangażowanych w patogenezę miażdżycy.  IL-6 stymuluje makrofagi  

do produkcji TNF-α w odpowiedzi na LPS119 oraz aktywuje monocyty do produkcji 

MCP-1120, czyli czynników które bądź potęgują lokalny stan zapalny, jak TNF,  

bądź zwiększają napływ monocytów do ściany naczynia, jak MCP-1.  W stosunku  

do komórek mięśniówki gładkiej IL-6 działa proproliferacyjnie121 122 oraz stymuluje 
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ich migrację123.  Interesujący jest wpływ IL-6 na pobieranie cholesterolu LDL  

przez makrofagi oraz na ekspresję receptorów dla różnych form LDL na powierzchni 

tych komórek.  IL-6 stymuluje ekspresję receptora zmiatacza CD36 oraz zwiększa 

degradację oksydatywnie zmodyfikowanych LDL (ox-LDL)124.  Z drugiej strony inni 

badacze wykazali, iż IL-6 hamuje wiązanie i pobieranie acetylowanych LDL  

(ac-LDL) przez receptor MSR (ang. macrophage scavenger receptor)125. 

 

 

1.4.2.  IL-6 a czynniki ryzyka ChNS 
 

U osób palących papierosy stwierdza się podwyższone poziomy zarówno 

cytokin prozapalnych IL-6 i TNF, jak i białek ostrej fazy, co prawdopodobnie 

wynika z przewlekłej reakcji zapalnej toczącej się płucach palaczy126.  Także 

przewlekłe infekcje w różnych narządach indukują produkcję IL-6, która  

poprzez swoje działanie ogólnoustrojowe oraz wpływ na komórki ściany naczyń 

przyczynia się do postępu procesu miażdżycowego127.  Wykazano, iż stres 

psychosocjalny podwyższa stężenie IL-6 w surowicy krwi, prawdopodobnie poprzez 

działanie katecholamin na komórki tkanki tłuszczowej. Podwyższone stężenia IL-6 

stymulują oś podwzgórze-przysadka-nadnercza prowadząc do oporności na insulinę, 

otyłości centralnej oraz dyslipidemii.  Co więcej, wynikający z tego przyrost masy 

tkanki tłuszczowej prowadzi do dalszego wzrostu stężenia IL-6.  Dowiedziono, iż u 

osób otyłych oraz pacjentów z cukrzycą typu 2 występują podwyższone poziomy 

krążącej IL-6, szczególnie u tych pacjentów, który mają również cechy zespołu 

metabolicznego128 129.   

 

1.4.3.  IL-6 w chorobie niedokrwiennej serca 
 

Liczne wyniki badań stężenia IL-6 w surowicy krwi wykazały związek 

między podwyższonym stężeniem tej cytokiny w surowicy krwi osób zdrowych  

a przyszłym ryzykiem wystąpienia choroby niedokrwiennej serca i jej powikłań.  

Wykazano związek między podwyższonymi stężeniami IL-6 i CRP a śmiertelnością 

w grupie zdrowych osób powyżej 70-tego roku życia130.  Podobnie w badaniu 620 

kobiet w wieku powyżej 65 lat wysokie stężenie IL-6 w surowicy krwi związane 
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było ze zwiększoną śmiertelnością131.  W dużym, prospektywnym badaniu 

obejmującym 14 916 zdrowych mężczyzn zaobserwowano, iż wyższe wyjściowe 

stężenia IL-6 ponad dwukrotnie zwiększały ryzyko wystąpienia zawału serca  

w okresie sześciu lat od rozpoczęcia badania132.   

 

Wydaje się, że IL-6 może być również markerem niestabilności blaszki 

miażdżycowej.  Obserwowano wyższą produkcję IL-6 w niestabilnych blaszkach 

miażdżycowych w porównaniu do stabilnych, dodatkowo współwystępowała 

również zwiększona produkcja IL-8 i IL-18 oraz metaloproteinaz MMP-2  

i MMP-9133.  Wyższe stężenia IL-6 w surowicy były związane z niską echogennością 

blaszek, będącą cechą charakterystyczną niestabilnej blaszki134. 

Podwyższone poziomy IL-6 oraz IL-1Ra w czasie dwóch pierwszych dni 

hospitalizacji z powodu niestabilnej dusznicy bolesnej były związane z ryzykiem 

wystąpienia ostrych zdarzeń sercowych w trakcie hospitalizacji135.  Co ciekawe,  

w innej pracy tej grupy zauważono, iż stężenia IL-6 oraz CRP i SAA  

po angioplastyce przezskórnej nie zmieniały się istotnie u pacjentów ze stabilną 

chorobą wieńcową oraz u pacjentów z niestabilną chorobą wieńcową, którzy 

wykazywali się prawidłowymi poziomami tych markerów stanu zapalnego  

przed zabiegiem.  Natomiast u pacjentów z niestabilną dusznicą bolesną z wyjściowo 

podwyższonymi stężeniami markerów stanu zapalnego obserwowano znaczne 

podwyższenie ich stężeń także po zabiegu136.  Autorzy spekulują, iż uszkodzenie 

blaszki miażdżycowej samo z siebie nie jest głównym czynnikiem wywołującym 

wzrost stężenia białek ostrej fazy, a obserwowane podwyższone poziomy markerów 

stanu zapalnego są wyrazem nadreaktywności układu immunologicznego.     

 

 

1.4.4.  Interleukina 6 w reakcji zapalnej na zabieg pomostowania 
tętnic wieńcowych 
  

 Zabieg pomostowania tętnic, stosowany u pacjentów z chorobą 

niedokrwienną serca w celu przywrócenia właściwego przepływu krwi w tętnicach 

wieńcowych, wywołuje reakcję zapalną, której jednym z przejawów jest znaczny 

wzrost stężenia cytokin prozapalnych w surowicy krwi. 
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Stężenie IL-6 w surowicy krwi bardzo szybko i gwałtownie wzrasta 

niezależnie od typu zabiegu operacyjnego.  Porównano stężenia cytokin  

po zabiegu pomostowania tętnic z krążeniem pozaustrojowym, przezskórnej 

interwencji wieńcowej (ang. percutaneous coronary intervention, PCI) z krążeniem 

pozaustrojowym i tradycyjnej przezskórnej interwencji wieńcowej bez krążenia 

pozaustrojowego137.  Takie podejście pozwoliło porównać wpływ krążenia 

pozaustrojowego oraz uszkodzenia tkanek wywołanego zabiegiem operacyjnym  

na wyrzut cytokin.  Najwyższe stężenie IL-6 zaobserwowano u chorych poddanych 

pomostowaniu tętnic (640±165,4 pg/ml), niższe u chorych poddanych PCI  

z krążeniem pozaustrojowym (170,4±165,4 pg/ml) i najniższe u osób poddanych 

tradycyjnemu PCI (13,6±22,3 pg/ml).  Z przedstawionych danych wynika, iż uraz 

operacyjny ma większy wpływ na podwyższenie stężenia IL-6 w surowicy niż samo 

zastosowanie krążenia pozaustrojowego.  Te wyniki są zgodne z danymi z prac 

porównujących wpływ pomostowania tętnic z krążeniem pozaustrojowym  

(ang. on-pump coronary artery bypass grafting, CABG) i bez krążenia 

pozaustrojowego (ang. off-pump coronary artery bypass grafting, OPCABG)  

oraz minimalnie inwazyjnego bezpośredniego pomostowania aortalno-wieńcowego 

(ang. minimally invasive direct coronary artery bypass, MIDCAB).  Zabiegi  

z krążeniem pozaustrojowym (CABG) lub bez (OPCABG) nie różniły się dynamiką 

wyrzutu IL-6138 139 lub różniły tylko nieznacznie140.  Natomiast u chorych  

z jednonaczyniową chorobą poddanych zabiegowi minimalnie inwazyjnemu 

(MIDCAB) stwierdzono niższy poziom IL-6 po 24 godzinach po zabiegu  

w porównaniu do osób z trójnaczyniową chorobą wieńcową operowanych tradycyjną 

metodą z krążeniem pozaustrojowym141.  Co ciekawe, w tym samym badaniu,  

w punkcie maksymalnego wyrzutu cytokiny – 4 godziny po zabiegu nie było różnic 

w stężeniu IL-6 w zależności od typu zabiegu.   

Wyniki opisywanych oraz licznych innych badań wskazują, iż stężenie IL-6  

w surowicy krwi po zabiegu koreluje z wielkością urazu operacyjnego142.  Wysokie 

stężenia tej cytokiny związane były także z występowaniem pooperacyjnych 

epizodów niedokrwiennych143. 
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1.5.  Polimorfizm regionu promotorowego genu IL-6 

Szacuje się, że konwencjonalne czynniki ryzyka ChNS takie jak wiek, płeć, 

wskaźnik masy ciała, nadciśnienie tętnicze, cukrzyca, palenie tytoniu odpowiadają  

za około 50% zachorowań144.  Poza wymienionymi czynnikami istotny wpływ  

na ryzyko rozwoju choroby mają czynniki genetyczne145.  Do dobrze opisanych 

genetycznych markerów ryzyka należą polimorfizmy i mutacje w obrębie genów 

kodujących apolipoproteinę E (ApoE)146, enzym konwertujący angiotensynę 

(ACE)147, lipazę lipoproteinową (LPL)148, receptor dla LDL (LDLR), śródbłonkową 

syntazę tlenku azotu149, inhibitor aktywatora plazminogenu-1 (PAI-1)150. 

Ze względu na rolę IL-6 w przebiegu stanu zapalnego oraz w patogenezie 

ChNS również polimorfizm genu IL-6 może pełnić rolę czynnika ryzyka  

bądź czynnika wpływającego na przebieg choroby. 

 W genie kodującym IL-6 opisano istnienie kilku miejsc polimorficznych.   

W regionie promotorowym istnieją trzy substytucje pojedynczych nukleotydów 

(SNP) w pozycjach: -174, -572 i -597 oraz miejsce o różnej ilości powtórzeń AT 

(AnTn) w pozycji -392 do -373151.  Polimorfizmy -174 i -572 są substytucjami  

G na C, a polimorfizm -597 G na A.  Dodatkowo opisano również istnienie 

polimorfizmu w regionie niekodującym 3’ genu IL-6152.  

Polimorfizm -174 IL-6 leży obrębie ważnego elementu regulującego 

transkrypcję genu – sekwencji MRE (ang. multi response element).  Fragment 

między -225 a -164, w obrębie którego znajduje się miejsce polimorficzne -174, 

określono jako region regulacji negatywnej153, co więcej - zamiana G na C w pozycji  

-174 powoduje powstanie potencjalnego miejsca wiązania czynnika 

transkrypcyjnego NF-1154 155.  Natomiast pozostałe miejsca polimorficzne znajdują 

się w regionach, w których nie stwierdzono wiązania się czynników 

transkrypcyjnych bądź represorów transkrypcji.  
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Rysunek 1.5.1.  Rozmieszczenie miejsc polimorficznych w obrębie promotora genu IL-6.   
GRE – miejsce wiązania receptora glikokortykoidowego, AP-1 – miejsce wiązania czynnika 
AP-1, MRE – element odpowiedzi na wiele czynników, NRD – domena regulacji negatywnej, 
CRE – element odpowiedzi na cAMP, miejsce wiązania CREB, NF-IL-6 – miejsce wiązania 
czynnika NF-IL-6, NF-κB – miejsce wiązania czynnika NF-κB.  Modyfikacja własna  
na podstawie Park i wsp.69 

 

Polimorfizmy, szczególnie te znajdujące się w obrębie regionów 

promotorowych, mogą wpływać na ekspresję genów bądź poprzez zmianę sekwencji 

wiążącej czynnik transkrypcyjny, bądź też powodując zmiany konformacyjne  

w DNA wpływające na siłę wiązania czynników transkrypcyjnych i białek 

pomocniczych.  W zależności od typu komórki oraz stopnia i sposobu jej aktywacji 

odmienne szlaki sygnalizacji oraz czynniki transkrypcyjne mogą być zaangażowane 

w aktywację transkrypcji.  To tłumaczy otrzymane przez badaczy różne efekty 

oddziaływania polimorfizmu na aktywność transkrypcyjną promotora w badaniach in 

vitro z wykorzystaniem różnych konstruktów genetycznych151 154.  Wiele prac 

opisuje również związek między polimorfizmem regionu promotorowego,  

w szczególności w pozycji -174, a przebiegiem wielu chorób, zwłaszcza schorzeń  

o podłożu autoimmunologicznym156 157 bądź zapalnym158 159.  Badano również 

zależność między polimorfizmem genu IL-6 a schorzeniami układu krążenia, w tym 

chorobą niedokrwienną serca, zawałem mięśnia sercowego160 161, i miażdżycą 

naczyń obwodowych162.  Wyniki tych prac nie są jednoznaczne, co wynika  

z kompleksowego, wieloczynnikowego podłoża patogenetycznego tych chorób, tym 

niemniej wpływ polimorfizmu na lokalne wydzielanie cytokiny oraz jej rola  

w przebiegu odpowiedzi zapalnej skłaniają do przeprowadzenia szczegółowej 

analizy tej zależności.  
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2.  CELE PRACY 
 

 

1. Określenie częstości występowania polimorfizmów: -174, -572 i -597 genu 

IL-6 oraz tworzonych przez nie złożonych genotypów u chorych z chorobą 

niedokrwienną serca. 

 

2. Ocena związku polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6  

ze zdolnością monocytów krwi obwodowej do produkcji tej cytokiny. 

 

3. Określenie związku polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6  

z nasileniem reakcji zapalnej po zabiegu pomostowania tętnic wieńcowych. 

 

4. Ocena związku polimorfizmu genu IL-6 z występowaniem powikłań 

okołooperacyjnych po zabiegu pomostowania tętnic wieńcowych. 
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3.  MATERIAŁY I METODY 
 

3.1.  Badana populacja 
Do badań zakwalifikowano 318 osób poddawanych zabiegowi pomostowania 

tętnic wieńcowych z powodu przewlekłej choroby niedokrwiennej serca. Doboru 

dokonano losowo spośród pacjentów Kliniki Kardiochirurgii Akademii Medycznej  

w Gdańsku (kierownik: prof. dr hab. Jan Rogowski) poddawanych zabiegowi 

pomostowania tętnic. Materiał do badań pobierano od 4 osób operowanych  

w jednym dniu tygodnia. 

Grupę kontrolną stanowiły 103 zdrowe osoby w zbliżonym wieku,  

bez objawów choroby niedokrwiennej serca, u których na podstawie wywiadu 

lekarskiego i przyjętych kryteriów kardiologicznych wykluczono chorobę wieńcową. 

 Osoby biorące udział w badaniach poinformowane zostały o ich celach  

i przebiegu oraz wyraziły zgodę na uczestnictwo w nich. Projekt badania został 

zaakceptowany przez Komisję Etyczną Akademii Medycznej w Gdańsku. 

Materiał do badań stanowiła krew żylna obwodowa pobierana do probówek  

z EDTA (do oznaczeń polimorfizmu), z heparyną (do oznaczeń cytometrycznych) 

oraz probówek bez antykoagulanta (do oznaczeń poziomów cytokin w surowicy). 

 

Dane kliniczne gromadzono w Klinice Kardiochirurgii AMG 

przeprowadzając wywiad lekarski oraz analizując kartę zgłoszenia chorego  

do Kliniki.  Zbieraniem danych oraz przygotowaniem bazy danych zajmował się  

dr Krzysztof Szyndler z Kliniki Kardiochirurgii.  Zbierano dane dotyczące: 

czynników ryzyka choroby niedokrwiennej serca, charakterystyki klinicznej 

choroby, przyjmowanych leków, charakterystyki zabiegu pomostowania tętnic 

wieńcowych oraz dane dotyczące powikłań pooperacyjnych.   

Dane na temat częstości występowania czynników ryzyka ChNS 

obejmowały: wiek, płeć, wskaźnik masy ciała (BMI, body mass index), nadciśnienie 

tętnicze, cukrzycę, palenie tytoniu, występowanie incydentów wieńcowych w 

najbliższej rodzinie (krewni pierwszego stopnia) przed 60. rokiem życia, wartość 

frakcji lipidowych.  Dodatkowo dokumentowano czas trwania choroby wieńcowej 

(jako czas od wystąpienia pierwszych dolegliwości dławicowych bądź rozpoczęcia 

leczenia zachowawczego do momentu leczenia operacyjnego), występowanie w 
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przeszłości zawału serca bądź migotania przedsionków, niestabilną chorobę 

wieńcową według kryteriów Braunwalda163, wartość frakcji wyrzutowej lewej 

komory serca (LVEF), nasilenie dolegliwości dławicowych określane za pomocą 

klasyfikacji Kanadyjskiego Towarzystwa Kardiologicznego – CCS, ryzyko zgonu 

okołooperacyjnego określane za pomocą punktacji EuroSCORE 164, liczba istotnie 

zwężonych tętnic w badaniu angiograficznym (>50% światła naczynia dla pnia lewej 

tętnicy wieńcowej oraz >75% dla gałęzi przedniej zstępującej lewej tętnicy 

wieńcowej, gałęzi okalającej lewej tętnicy wieńcowej lub prawej tętnicy wieńcowej).   
 
Tabela 3.1.1.  Występowanie czynników ryzyka choroby wieńcowej oraz charakterystyka 
kliniczna pacjentów w analizowanej populacji. 

 Średnia±SD 
lub %  

Minimum- 
-maksimum 

Płeć męska, n (%) 234 (72,9%) - 

Wiek, lata 62,41±8,86 42-82 

BMI, kg/m2 28,23±4,07 17,3-44,14 

Nadciśnienie tętnicze, % 68,4% - 

Czas trwania nadciśnienia tętniczego, lata 11,35±9,55 0,25-40 

Cukrzyca, % 26,8% - 

Czas trwania cukrzycy, lata 9,87±8,18 0,25-30 

Cholesterol całkowity, mg/dl 217,46±51,44 98-363 

Cholesterol LDL, mg/dl 136,72±43,82 38-283 

Cholesterol HDL, mg/dl 44,66±13,53 9-97 

Trójglicerydy, mg/dl 167,3±104,39 31-982 

Kreatynina, mg/dl 1,14±0,25 0,7-2,8 

Palenie tytoniu, %:  niepalący/palacz/ex-palacz 26,92 / 9,44 / 63,64 - 

Choroba wieńcowa w wywiadzie rodzinnym,% 52,3% - 

Ciśnienie skurczowe, mmHg 137,21±21,25 80-215 

Ciśnienie rozkurczowe, mmHg 82,17±12,97 50-130 

Czas trwania dławicy piersiowej, lata 8,02±7,14 0,12-35 

Niestabilna dławica piersiowa, % 14,8% - 

Zawał serca w wywiadzie, % 64,1% - 

Migotanie przedsionków  w wywiadzie, % 11,2% - 

Frakcja wyrzutowa, % 53,06±10,06 20-70 

Liczba zwężonych naczyń, %:  1 / 2 / 3 5,38 / 29,75 / 64,87 - 

CCS, pkt; mediana (rozstęp kwartylny) 3 (2-3) 0-4 

NYHA, pkt; mediana (rozstęp kwartylny)  0 (0-2) 0-3 

EuroSCORE, pkt; mediana (rozstęp kwartylny) 3 (1-5) 0-13 
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Na podstawie wywiadu lekarskiego oceniano farmakoterapię choroby 

wieńcowej ze szczególnym uwzględnieniem częstości przyjmowania: statyn, 

inhibitorów enzymu konwertującego angiotensyny lub blokerów receptorów 

angiotensyny, kwasu acetylosalicylowego, beta-blokerów, nitratów i blokerów 

kanału wapniowego.   
 
Tabela 3.1.2.  Charakterystyka farmakoterapii choroby wieńcowej w badanej grupie. 

 %  

Kwas acetylosalicylowy, % 92,7 

Beta-blokery, % 82,6 

Nitraty, % 79,8 

Statyny, % 78,5 

Blokery enzymu konwertującego lub 
receptora angiotensyny, % 

62,3 

Blokery kanału wapniowego, % 22,5 

  
 
 

Charakterystyka zabiegu pomostowania tętnic obejmowała rodzaj zabiegu, 

liczbę wykonanych pomostów naczyniowych, czas trwania krążenia 

pozaustrojowego (KPU), czas pobytu na oddziale pooperacyjnym (POP) oraz łączny 

czas hospitalizacji po zabiegu (tabela 3.1.3.).   
 
Tabela 3.1.3.  Charakterystyka zabiegu oraz przebiegu pooperacyjnego w badanej grupie. 

 Średnia±SD 
lub %  

Minimum- 
-maksimum 

Liczba wykonanych pomostów tętniczych 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 – krążenie pozaustrojowe; POP – oddział pooperacyjny 
 

Dodatkowo zbierano dane dotyczące okresu pooperacyjnego, ze szczególnym 

uwzględnieniem występowania powikłań okołooperacyjnych.  Wyróżniono ciężkie 

powikłania okołooperacyjne, do których zaliczono: zgon okołooperacyjny (w ciągu  

30 dni od zabiegu), zawał mięśnia sercowego (definiowany przy wystąpieniu dwóch  

z następujących zaburzeń: nowe patologiczne Q w EKG, CK-MB>30 U/l lub nowe 

zaburzenia kurczliwości w obrazie echokardiograficznym) oraz zespół małego rzutu 
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(konieczność stosowania wspomagania krążenia za pomocą kontrapulsacji 

wewnątrzaortalnej oraz ciśnienie skurczowe <80mmHg, wskaźnik objętości 

minutowej lewej komory < 2,0 l/min/m2, ciśnienie zaklinowania w tętnicy 

płucnej>20mmHg). 

W grupie 50 osób poddawanych zabiegowi pomostowania tętnic z użyciem 

krążenia pozaustrojowego przeprowadzono szczegółową analizę odpowiedzi 

zapalnej na zabieg.  Od osób tych pobierano krew na dzień przed zabiegiem, 3, 24  

i 72 godziny po zakończeniu zabiegu. 

 

3.2.  Materiały 

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); 

cielęca surowica płodowa (FCS) (Gibco BRL, USA); 

dNTPs - wodny roztwór zawierający dATP, dCTP, dGTP i dTTP  

w stężeniu 10mM każdy (Fermentas, Litwa); 

EDTA (Sigma, USA); 

enzym restrykcyjny BseGI (FokI) (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 II (Finnzymes, Finlandia); 
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roztwór penicylina/streptomycyna (Sigma, USA); 

RPMI 1640; (BioMed, Polska); 

saponina (Sigma, USA); 

Sybr Gold®, czuły barwnik fluoryzujący po związaniu 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 Ca2+ i Mg2+ do barwień cytometrycznych 
 NaCl   8,59g 
 Na2HPO4  1,25g 
 NaN3   0,98g 
 EDTA (dwusodowy) 3,7g 
 Woda redestylowana 1000ml 
 Ustalić pH 7,4, autoklawować, przechowywać w 4ºC w ciemności 
 
Bufor SB do barwień cytometrycznych antygenów wewnątrzkomórkowych 
 Inaktywowana FCS 1ml 
 NaN3   0,098g 
 PBS bez Ca2+ i Mg2+ do 100ml 
 Ustalić pH 7,4, przefiltrować (filtr 0,22µm), przechowywać w 4ºC  

w ciemności  
 
Bufor PW do barwień cytometrycznych antygenów wewnątrzkomórkowych 
 Saponina  0,1g 
 NaN3   0,098g 
 PBS bez Ca2+ i Mg2+ do 100ml 
 Ustalić pH 7,4-7,6, przefiltrować (filtr 0,22µm), przechowywać w 4ºC  

w ciemności  
 
Bufor CC do barwień cytometrycznych antygenów wewnątrzkomórkowych 
 Inaktywowana FCS 1ml 
 Saponina  0,1 
 NaN3   0,098g 
 PBS bez Ca2+ i Mg2+ do 100ml 
 Ustalić pH 7,4-7,6, przefiltrować (filtr 0,22µm), przechowywać w 4ºC  

w ciemności  
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Bufor utrwalający do barwień cytometrycznych antygenów wewnątrzkomórkowych 
 Paraformaldehyd  4g 
 PBS bez Ca2+ i Mg2+ 100ml 
 Ustalić pH 7,4-7,6, paraformaldehyd rozpuszczać w PBS w 56ºC, 

przechowywać w 4ºC w ciemności 
 
Bufor TBE (5× stężony): 
 Tris   54g 
 Kwas borowy  27,5g 
 0,5M EDTA pH 8,0 20ml 
 H2O destylowana do 1000ml 
 
30% roztwór akrylamidów (29g akrylamidu, 1g N,N’-metylenbisakrylamidu  

w 100ml wody) 
 
Bufor obciążający do elektroforezy agarozowej 
 0,25% w/v błękit bromofenolowy 
 40% w/v sacharoza 
 0,1M EDTA pH 8,0 
 0,55% w/v SDS 
 
Mieszanina Ficoll/Uropolina, gęstość 1,007g/cm3 
 24 części 9% w/v Ficoll 
 10 części 33,9% w/v Uropolina 
 
Roztwór bromku etydyny 5mg/ml (w/v) 

 
Roztwór wzorca masy molekularnej pUC Mix 
 10µl wzorca masy pUC Mix (0,5mg/ml) 
 20 µl buforu obciążającego (6×) 
 90 µl wody dejonizowanej 
 

Roztwory do lizowania i utrwalania krwi pełnej do barwień cytometrycznych 
antygenów powierzchniowych 
 
Roztwór A – lizujący (600µl/50µl krwi) 
 Kwas mrówkowy  0,6ml 
 Woda destylowana  do 500ml 
 
Roztwór B – stabilizujący błony komórkowe leukocytów (240µl/50µl krwi) 
 Węglan sodu  1,5g 
 Chlorek sodu  3,63g 
 Siarczan sodu  7,83g 
 Woda destylowana 250ml 
 

Roztwór C – utrwalający komórki (100 µl/50µl krwi) 
 Paraformaldehyd  1g 
 Woda destylowana 100ml 
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Roztwór lowastatyny 
Lowastatynę w nieaktywnej formie laktozowej otrzymano w darze od firmy 
POLPHARMA S.A. Aktywną formę hydroksykwasu otrzymano  
przez rozpuszczenie 40mg laktonu w 1ml absolutnego alkoholu etylowego, 
dodanie 1,5ml 0,1M roztworu NaOH i inkubację przez 2 godziny w 50ºC165.  
Ustalono pH 7,2, uzupełniono wodą destylowaną do objętości 20ml, a następnie 
przefiltrowano przez filtr o średnicy 0,22µm (Millipore).  Otrzymany roztwór  
o stężeniu 5mM rozporcjowano i przechowywano w temperaturze -20ºC. 

 
Roztwór mewalonianu 

1mM mewalonianu (0,126g) rozpuszczono w 1ml alkoholu etylowego 99,6%  
i uzupełniono 9ml wody.  Otrzymany roztwór przefiltrowano filtrem o średnicy 
0,22µm (Millipore).  Uzyskany roztwór o stężeniu 100mM rozporcjowano  
i przechowywano w -20ºC. 

 

3.2.3.  Materiały jednorazowego użytku 

Butelki do hodowli komórkowych (NUNC, Dania) 

Filtry strzykawkowe 0,22µm (Milipore) 

Pipety jednorazowe typu balonik (Sigma, USA) 

Płytki 24-dołkowe (NUNC, Dania) 

Płytki 96-dołkowe, płaskodenne (NUNC, Dania; Sarstedt, USA) 

Probówki do cytometru (Medlab, Polska; Falcon, USA) 

Probówki typu Eppendorf 1,5ml (Medlab, Polska) 

Probówki typu Eppendorf 2ml (Medlab, Polska) 

Probówki typu Falcone na 15ml (Medlab, Polska) 

Probówki typu Falcone na 50ml (Medlab, Polska) 

Szalki do hodowli (NUNC, Dania) 

Tipsy do pipet (Medlab, Polska) 

 

3.2.4.  Przeciwciała monoklonalne 

CD11a (LFA-1) FITC, klon G43-25B, mysie IgG2a, κ;  (BD Pharmingen, USA) 

CD11b (Mac-1) PE, klon ICRF44, mysie IgG1, κ;  (BD Pharmingen, USA) 

CD14 FITC, klon TUK4, mysie IgG2a, κ; (DakoCytomation, Dania) 

CD14 FITC, klon M5E2, mysie IgG2a, κ;  (BD Pharmingen, USA) 

CD14 ECD,  klon RMO52, mysie IgG2a; (Immunotech, Beckman Coulter, Francja) 

CD16 FITC, klon 3G8, mysie IgG1, κ;  (BD Pharmingen, USA) 

CD16 PE-Cy5, klon 3G8, mysie IgG1, κ;  (BD Pharmingen, USA) 
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CD54 PE, klon HA58, mysie IgG1, κ;  (BD Pharmingen, USA) 

IL-6 PE, klon MQ2-6A3, szczurze IgG2a, κ;  (BD Pharmingen, USA) 

Kontrola izotypowa FITC, klon MOPC-21, mysie IgG1, κ;  (BD Pharmingen, USA) 

Kontrola izotypowa FITC, klon G155-178, mysie IgG2a, κ;  (BD Pharmingen, USA) 

Kontrola izotypowa FITC, klon DAK-GO5, mysie IgG2a, κ  (DakoCytomation, 

Dania) 

Kontrola izotypowa PE, klon MOPC-21, mysie IgG1, κ;  (BD Pharmingen, USA) 

Kontrola izotypowa PE-Cy5, klon MOPC-21, mysie IgG1, κ;  (BD Pharmingen, 

USA) 

Kontrola izotypowa ECD, klon 679,1Mc7, mysie IgG1;  (Immunotech, Beckman 

Coulter, Francja) 

Kontrola izotypowa PE do barwień wewnątrzkomórkowych, klon R35-95, szczurze 

IgG2a, κ;  (BD Pharmingen, USA) 

 

3.2.5.  Podłoża hodowlane 

Podłoże do hodowli PBMC 

 RPMI z 5% FCS, L-glutaminą, pirogronianem 

Podłoże do hodowli komórek linii B9 

 RPMI 1640 z 3% FCS, 20µM 2-merkaptoetanolu (2-ME), L-glutaminą, 

pirogronianem, penicyliną, streptomycyną i 10U/ml rekombinowanej ludzkiej 

IL-6 (Sigma, USA) 

 

3.2.6.  Linie komórkowe 

B9 – linia mysia, komórki linii ciągłej szpiczaka, wrażliwe 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 przepływowy Epics XL (Coulter, USA) 

cytometr przepływowy LSRII (BD, USA) 

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

inkubator z regulowanym przepływem CO2  (Heraeus, Niemcy) 

komora laminarna (Heraeus, Niemcy; Polon, Polska) 

mieszadełko magnetyczne (IKA, Niemcy) 

mikroskop odwrócony LM2 

mikroskop świetlny Studer 

pH-metr uniwersalny Φ 32 (Beckman, USA) 

spektrofotometr MBA2000 (Perkin Elmer, USA) 

termoblok (JWElectronic, Polska) 

termocykler T3 (Biometra, Niemcy) 

termocykler Tgradient (Biometra, Niemcy) 

urządzenie do lizy i utrwalania komórek Qprep Epics Immunology Workstation 

(Coulter, USA) 

vortex (IKA, Niemcy) 

waga elektroniczna (Rad-Wag, Polska) 

wirówka 3K15 (Sigma, USA) 

wirówka 4K15 (Sigma, USA) 

zamrażarka -80°C Polar 550H (AS Biomedica, Włochy) 

zestaw do fotografowania i analizy obrazu (UVP, Niemcy) 

 

3.2.8.  Programy komputerowe 

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

FacsDiva (BD, USA) – system zarządzajęcy cytometrem przepływowym LSRII (BD, 

USA) 

Grab-It (UVP, Niemcy) – utrwalanie i obróbka zdjęć z transiluminatora 

KC5 (Biotec, Japonia) – analiza danych uzyskanych z czytników płytek 

Statistica, wersja 7.1 (StatSoft Inc., USA) – analiza statystyczna wyników 

System II 3.0 (Coulter, USA) – system zarządzający cytometrem przepływowym 

Epics XL (Coulter, USA), wstępna analiza wyników badań cytometrycznych 

WinMDI 2.8 – analiza wyników badań cytometrycznych, program stworzony przez 

Josepha Trottera, dostępny pod adresem: http://facs.scripps.edu/software.html 
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3.3.  Metody 

3.3.1.  Izolacja genomicznego DNA z krwi 

DNA było izolowane przy pomocy zestawu Blood Mini firmy A&A 

Biotechnology. 

Do 1ml krwi dodawano 0,5ml buforu lizującego erytrocyty, całość mieszano,  

aż roztwór stał się szkarłatnie przezroczysty, a następnie wirowano przez 3 minuty 

przy 12 tys. obrotów/min. Supernatant usuwano, a do osadu dodawano 100µl buforu 

Tris i dokładnie pipetowano.  Następnie dodawano 200µl uniwersalnego buforu 

lizującego i 20µl Proteinazy K, całość mieszano i inkubowano 30 min. w 37ºC.   

Po inkubacji próbkę intensywnie worteksowano i nanoszono na minikolumnę  

do oczyszczania DNA.  Kolumnę wirowano 1 min. przy 12 tys. obrotów/min.  

i dodawano 500µl buforu płuczącego A1.  Po kolejnym wirowaniu (1 min., 12 tys. 

obrotów/min.) minikolumnę przenoszono do nowej probówki, dodawano 400µl 

buforu A1 i wirowano 2 min. przy 12 tys. obrotów/min.  Minikolumnę przenoszono 

do nowej probówki i dodawano 200µl buforu Tris (10mM TRIS.HCL pH8,5), 

próbkę inkubowano 5 min. w temperaturze pokojowej, a następnie wirowano 1 min. 

przy 12 tys. obrotów/min.  Minikolumnę usuwano, a uzyskane DNA 

przetrzymywano w -20ºC 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 określanie 

haplotypu 

Polimorfizm genu IL-6 w pozycjach -174, -572, -597 określano metodą PCR 

przy użyciu starterów specyficznych dla alleli. Zastosowano 6 starterów  

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 każdej badanej osoby przeprowadzano 8 reakcji PCR z zastosowaniem 

wymienionych wyżej starterów w następujących kombinacjach: 

 
Amplifikacja, jeśli w pozycji: Numer r-cji 

PCR 

Zastosowane startery 

-597 -572 -174 

Długość produktu 

PCR (bp) 

1  -597 G i -174 C G  G 471 

2  -597 G i -174 G G  C 471 

3  -597 A i -174 C A  G 471 

4  -597 A i -174 G A  C 471 

5  -572 G i -174 C  G G 438 

6 -572 G i -174 G  G C 438 

7 -572 C i -174 C  C G 438 

8 -572 C i -174 G  C C 438 

 

Warunki reakcji PCR: 40ng genomowego DNA, po 10pmoli starterów, 

200µM dNTP, 2mM MgCl2, 0.4U polimerazy, woda do objętości 25µl. 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 zakończeniu reakcji PCR przeprowadzano elektroforezę 

produktów reakcji w 1,5% żelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny. 

 

Występowało sześć podstawowych kombinacji wyników reakcji PCR 

przedstawionych na rysunku 3.3.2.1.1., odpowiadających poszczególnym złożonym 

genotypom.  Były to kombinacje: 1456 (odpowiadająca genotypowi GGG/AGC),  

46 (GGG/GGG), 15 (AGC/AGC), 157 (GGG/GCG), 1467 (AGC/GCG)  

oraz 17 (GCG/GCG). 
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ysunek 3.3.2.1.1.  Wyniki elektroforezy produktów PCR oznaczania polimorfizmów -597,  
572 i -174 oraz złożonych genotypów IL-6.  W – oznacza wzorzec masowy, 1-8 – kolejne 
eakcje PCR według schematu przedstawionego powyżej.  Począwszy od lewego górnego 
ogu kolejno przykładowe wyniki dla osoby o genotypie AGC/GCG, AGC/AGC, GGG/GCG, 
GG/AGC, GGG/GGG i GCG/GCG. 

.3.2.2.  Określanie polimorfizmu genu IL-6 w pozycji -174 

W części próbek polimorfizm genu IL-6 w pozycji -174 określono dodatkowo 

etodą PCR-RFLP w celu potwierdzenia wyników uzyskanych poprzednią metodą. 

eakcję PCR przeprowadzano z użyciem starterów o sekwencji: 

’ CAGAAGAACTCAGATGACTGG 3’ (starter 5’) 

’ GCTGGGCTCCTGGAGGGG 3’ (starter 3’) 

arunki reakcji PCR: 40ng genomowego DNA, po 10pmoli starterów, 200µM 

NTP, 2mM MgCl2, 0.4U polimerazy, woda do objętości 50µl. Profil 

emperaturowy: 95°C 1 min., 63°C 1 min., 72°C 2 min. przez 30 cykli, końcowe 
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wydłużanie 72°C 10 min. Produkty reakcji PCR cięto enzymem restrykcyjnym 

SfaNI w 37ºC przez 12 godzin a następnie przeprowadzano elektroforezę w 2% żelu 

agarozowym barwionym bromkiem etydyny.  

  

   
Rysunek 3.3.2.2.1.  Wyn
wzorzec masowy, 1-8 – k
 

3.3.2.3.  Określanie po

W części próbe

metodą PCR-RFLP w 

Reakcję PCR przeprow

5’ GGAGACGCCTTG

5’ GAGTTTCCTCTGA

Warunki reakcji PCR

dNTP, 2mM MgCl2, 1

94°C 40 sek., 55°C 40

3 min.  Produkty reak

przez 16 godzin, a nas

barwionym bromkiem

bromkiem etydyny. 

 

   
Rysunek 3.3.2.3.1.  Wyn
wzorzec masowy, 1-8 – k
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iki analizy metodą PCR-RFPL polimorfizmu -174 IL-6.  W – oznacza 
olejno produkty reakcji PCR przed i po cięciu enzymem SfaNI. 

limorfizmu genu IL-6 w pozycji -597 

k polimorfizm genu IL-6 w pozycji -597 określono dodatkowo 

celu potwierdzenia wyników uzyskanych poprzednią metodą. 

adzano z użyciem starterów o sekwencji  

AAGTAACTGC 3’ (starter 5’) 

CTCCATCGCAG 3’ (starter 3’) 

: 40ng genomowego DNA, po 25pmoli starterów, 200µM 

U polimerazy, woda do objętości 50µl. Profil temperaturowy: 

 sek., 72°C 1 min. przez 35 cykli, końcowe wydłużanie 72°C  

cji PCR cięto enzymem restrykcyjnym BseGI (FokI) w 55ºC 

tępnie przeprowadzano elektroforezę w 3% żelu agarozowym 

 etydyny lub 8% żelu poliakrylamidowym wybarwianym 
 W      1      2      3     4      5     6      7      8
 
iki analizy metodą PCR-RFPL polimorfizmu -597 IL-6.  W – oznacza 
olejno produkty reakcji PCR przed i po cięciu enzymem BseGI. 
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3.3.3.  Elektroforeza poliakrylamidowa DNA 

Szklane płyty myto i odtłuszczano metanolem, następnie wkładano 

przekładki i umieszczano w aparacie do wylewania żeli.  Przygotowano roztwór  

na 8% żel składający się z 5,32ml 30% roztworu akrylamidów, 2ml 10×TBE, 

12,54ml wody, 200µl 10% nadsiarczanu amonu i 20µl TEMED.  Po uszczelnieniu 

aparatu wlewano przygotowany roztwór aż do napełnienia aparatu, a następnie 

wkładano grzebień.  Po polimeryzacji żelu (ok. 30-60 min.) wyjmowano grzebień  

i wstawiano żel do aparatu do elektroforezy.  Aparat napełniano buforem 1×TBE  

i nanoszono na żel po 20µl próbki po cięciu enzymem restrykcyjnym wymieszanej  

z 4µl buforu obciążającego, naprzemiennie z 15µl produktu reakcji PCR  

przed cięciem wymieszanego z 4µl buforu obciążającego.  Podłączano zasilanie  

i przeprowadzano rozdział elektroforetyczny.  Po rozdziale żel delikatnie 

zdejmowano z płyt i umieszczano w naczyniu zawierającym wodny roztwór bromku 

etydyny (0,5µg/ml).  Barwiono 10-20 min. i oglądano w świetle UV.   

 

3.3.4.  Uzyskiwanie surowic 

Krew pobraną do probówek bez antykoagulanta (5ml) wirowano przez 15 

min. 2500 obrotów/min., a uzyskaną surowicę rozdzielano do sterylnych probówek 

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

 

3.3.5.  Uzyskiwanie mononuklearnych komórek krwi obwodowej 
(PBMC) 
Jednojądrzaste komórki krwi obwodowej (PBMC) uzyskiwano drogą 

wirowania krwi w gradiencie stężeń mieszaniny Ficollu i uropoliny o gęstości 

1,077g/ml.  Krew pobierano do sterylnej probówki z heparyną sodową, następnie 

rozcieńczano ją w buforze PBS w stosunku 1:1 i nawarstwiano na mieszaninę Ficollu 

i uropoliny.  Probówki wirowano przez 15 min. przy prędkości 2500 obrotów/min.,  

a następnie za pomocą pipetki pasterowskiej delikatnie ściągano obłoczek 

leukocytarny.  Uzyskane komórki dwukrotnie płukano buforem PBS  

i odwirowywano, a następnie zawieszano w pożywce RPMI 1640 z dodatkiem  

5% płodowej surowicy cielęcej (FCS) (Gibco).   
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3.3.6.  Metody hodowli komórek 

3.3.6.1  Hodowle mononuklearnych komórek krwi obwodowej (PBMC) 

Po wyizolowaniu PBMC komórki zawieszano w stężeniu 1×106/ml  

w pożywce RPMI 1640 z dodatkiem 5% FCS (Gibco).  Hodowle komórkowe 

zakładano na 24-dołkowych plastikowych płytkach (Nunc) dodając po 1mln 

komórek na dołek.   

Dla każdego z pacjentów przygotowywano hodowle: 

1) niestymulowane (kontrola, spontaniczna produkcja IL-6) 

2) inkubacja z lowastatyną w stężeniu 10-6M (badanie wpływu lowastatyny  

na spontaniczną produkcję IL-6) 

3) LPS w stężeniu 1µg/ml (stymulowana produkcja IL-6) 

4) LPS 1µg/ml i lowastatyna 10-6M (badanie wpływu lowastatyny  

na indukowaną LPS-em produkcję IL-6) 

Dodatkowo u 10 pacjentów wprowadzono trzy dodatkowe inkubacje z:  

       1)  mewalonianem 5×10−6M,  

       2)  lowastatyną 10-6M i mewalonianem 5×10−6M  

       3)  LPS-em 1µg/ml, lowastatyną 10-6M i mewalonianem 5×10−6M.   

Mewalonian jest produktem reakcji hamowanej przez lowastatynę, dodanie go  

do hodowli służyło jako kontrola specyficzności działania lowastatyny.  Dodanie 

mewalonianu do hodowli z lowastatyną bądź lowastatyną i LPS-em odwracało 

działanie lowastatyny w 75-98%, natomiast sam mewalonian tylko nieznacznie 

wpływał na komórki. 

 Inkubacje z lowastatyną (oraz mewalonianem) przeprowadzano przez noc, 

następnie do wszystkich dołków dodawano GolgiStop (BD) (odczynnik hamujący 

transport przez aparat Golgiego, rutynowo stosowany przy cytometrycznym 

oznaczaniu cytokin wewnątrzplazmatycznych) oraz do odpowiednich dołków LPS  

i przeprowadzano 5-godzinną inkubację.  Po inkubacji zbierano komórki z płytki  

i wykonywano barwienie cytometryczne. 

W początkowych doświadczeniach sprawdzono efekt działania różnych 

stężeń lowastatyny na żywotność komórek.  Po 24- i 48-godzinnych hodowlach  

w obecności lowastatyny w stężeniach od 10-4M do 10-9M komórki wybarwiano 

0,4% roztworem (w/v) Trypanu Blue (Sigma) i zliczano martwe komórki (niebieskie, 

matowe).  Stężenia 10-6-10-9M nie zmniejszały żywotności komórek, dając <3% 
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martwych komórek po 24- i 48-godzinnej hodowli. Do dalszych badań wybrano 

stężenie lowastatyny 10-6M. 

 
 

3.3.6.2.  Hodowla linii komórkowej B9 

3.3.6.2.1.  Pasażowanie 

Komórki linii B9 hodowano w cieplarce w 37ºC w atmosferze zawierającej 

5% CO2 w pożywce RPMI 1640 [z 3% FCS, 20µM 2-merkaptoetanolu (2-ME),  

L-glutaminą, pirogronianem, penicyliną, streptomycyną i 10U/ml rekombinowanej 

ludzkiej IL-6 (Sigma)].  Co dwa dni hodowlę odmładzano poprzez rozpipetowanie 

komórek i usunięcie pożywki wraz z większością komórek.  Do pozostałych 

komórek dodawano nową pożywkę.  

3.3.6.2.2.  Mrożenie i rozmrażanie 

Zamrożone komórki przechowywano w ciekłym azocie.  Po wyjęciu  

z ciekłego azotu ampułkę z komórkami umieszczano w łaźni wodnej o temperaturze 

37ºC i ogrzewano aż do zaobserwowania ostatniego kryształka lodu.  Następnie 

komórki przenoszono do probówki wirowniczej, dodawano pożywki i wirowano 

1500 obrotów/min. przez 5 min. w celu usunięcia DMSO.  Nadsącz zlewano, osad 

komórek zawieszano w nowej pożywce i przenoszono do butelki hodowlanej. 

W celu zamrożenia komórek zbierano je z butelki, odwirowywano 1500 

obrotów/min. przez 5 min. i po usunięciu nadsączu zawieszano w 1ml pożywki  

do mrożenia zawierającej DMSO, a następnie przenoszono do krioampułek.  

Zamrażano stopniowo: najpierw w -80ºC, a potem przenoszono do ciekłego azotu. 

 
 

3.3.7.  Oznaczanie poziomu bioaktywnej IL-6 w surowicy 

 Poziom bioaktywnej IL-6 w surowicy oznaczano z wykorzystaniem linii 

komórkowej B9 wrażliwej na IL-6.  Metoda pomiaru biologicznej aktywności IL-6 

jest do wielu lat wykonywana w Katedrze Histologii i Immunologii AMG166 167 168.   

Komórki linii B9 w stężeniu 1×104/50µl zawieszone w pożywce RPMI 1640 z 3% 

FCS, L-glutaminą, pirogronianem, penicyliną i streptomycyną inkubowano  

w 96-dołkowej sterylnej płytce płaskodennej w obecności 5µl rozcieńczonej  

1:10 próbki.  Wszystkie próby wykonywano w trzech powtórzeniach.  Płytki 

inkubowano 48 godzin w cieplarce w 37°C w atmosferze zawierającej 5% CO2,  
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przy wysokiej wilgotności.  Aktywność biologiczną IL-6 określano za pomocą 

pomiaru proliferacji komórek B9 po inkubacji przy użyciu testu kolorymetrycznego 

MTT.  Do każdego z dołków dodawano 20µl sterylnego roztworu MTT  

[bromek 3-4.5 dimethylthiazol-2-yl)-2.5 diphenyl-tetrazolium] (Sigma) o stężeniu 

5mg/ml i inkubowano 3 godziny w cieplarce.  Następnie do każdego z dołków 

dodawano 100µl kwaśnego izopropanolu z 0,04N HCl i wytrząsano płytkę  

przez 15 min. do rozpuszczenia kryształków MTT.  Gęstość optyczną odczytywano 

przy długości fali 570nm używając czytnika płytek FL600 (Biotek).  Specyficzność 

testu potwierdzano dodając do dołków przeciwciało blokujące anty-IL-6 (Genzyme) 

w mianie 1:10, 1:20 i 1:50, uzyskując zahamowanie efektu wywieranego przez IL-6.  

Wyniki uzyskane z dołków eksperymentalnych odnoszono do krzywej standardowej 

uzyskanej z dołków zawierających seryjne rozcieńczenia rekombinowanej ludzkiej 

IL-6 (Sigma).   

 
 

3.3.8.  Oznaczenia cytometryczne 

Oznaczenia cytometryczne antygenów zewnątrzkomórkowych oraz cytokin 

wewnątrzplazmatycznych wykonano przy użyciu cytometru przepływowego Epics 

XL (Coulter), a badanie stężenia cytokin metodą CBA wykonano przy użyciu 

cytometru przepływowego LSRII (BD).   

 

3.3.8.1.  Barwienie antygenów powierzchniowych 

 Barwienie wykonywano w ciągu godziny od pobrania krwi. Do probówek 

cytometrycznych rozdzielano po 50µl pełnej krwi.  Następnie do probówek 

dodawano po 100µl rozcieńczeń odpowiednich przeciwciał zawieszonych w PBS  

z 1% FCS przygotowanych tuż przed barwieniem.  Próbki inkubowano 30 minut  

w ciemności w temperaturze 4°C delikatnie wytrząsając.  Następnie lizowano 

erytrocyty i utrwalano komórki za pomocą roztworów A, B i C [rozdział 3.3.2.]  

przy użyciu urządzenia do lizy i utrwalania komórek QPrep Epics Immunology 

Workstation (Coulter).  Przygotowane próbki analizowano w cytometrze 

przepływowym, a uzyskane wyniki analizowano za pomocą programu WinMDI 2.8. 

 W celu określenia specyficzności wiązania przeciwciał monoklonalnych 

stosowano kontrole izotypowe połączone z takimi samymi barwnikami jak używane 
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we właściwym barwieniu.  Korekcję nakładających się widm fluorescencji 

barwników uzyskano przeprowadzając przed rozpoczęciem analiz kompensację 

nakładających się widm stosując odpowiednie pojedyncze i podwójne barwienia 

(swoiste przeciwciało z jednym fluorochromem i kontrola izotypowa z innym). 

Regiony do analizy wybierano na podstawie obrazu FSS [ang. forward 

scatter; rozproszenie czołowe (odbicie) światła lasera odpowiadające wielkości 

komórki] i SS [side scatter; rozproszenie boczne (ugięcie) światła lasera 

odpowiadające ziarnistości komórki].  Bramkowano populację monocytów, 

limfocytów bądź granulocytów, a kolejne bramkowania subpopulacji wykonywano 

na podstawie analizy fluorescencji odpowiednich fluorochromów związanych  

z zastosowanymi przeciwciałami.  [Dokładne bramkowania przedstawione są  

w rozdziale Wyniki przy odpowiednich analizach.] 

 

3.3.8.2.  Barwienie antygenów powierzchniowych i cytokin 

wewnątrzplazmatycznych 

Komórki rozdzielano do probówek cytometrycznych, dodawano 2ml buforu 

SB, rozpipetowywano i wirowano 5 min. przy 1500 obrotów/min. Supernatant 

usuwano i do każdej z probówek dodawano 100µl buforu SB zawierającego 

odpowiednie przeciwciało przeciwko antygenom zewnątrzkomórkowym.  Próbki 

inkubowano 20 min. w ciemności, następnie dodawano 2ml buforu SB i wirowano 

5min. przy 1500 obrotów/min.  Supernatant usuwano, a do osadu komórek 

dodawano po 200µl buforu utrwalającego, rozpipetowywano i inkubowano 20 min.  

w ciemności.  Do każdej probówki dodawano po 2ml buforu CC, inkubowano  

w ciemności przez 30 min., a następnie wirowano 5 min. przy 1500 obrotów/min.  

i usuwano supernatant.  Do każdej probówki dodawano 100µl buforu PW 

zawierającego odpowiednią ilość przeciwciała do barwienia antygenów 

wewnątrzkomórkowych, rozpipetowywano i inkubowano 30 min. w ciemności.  

Następnie dodawano po 2ml buforu PW, próbki wirowano 5 min.  

przy 1500 obrotów/min. i usuwano supernatant.  Do każdej próbówki dodawano 

0,5ml 2% formaliny w PBS bez Ca2+ i Mg2+ i analizowano w cytometrze 

przepływowym.  Skład buforów SB, PW i CC podano w rozdziale 3.2.2. 
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3.3.8.3.  Oznaczanie stężenia cytokin w surowicy krwi metodą CBA (Cytometric 

Bead Array)  

Stężenie cytokin układu Th1/Th2 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFα i IFNγ) 

oznaczano w surowicy krwi pacjentów metodą CBA (Cytometric Bead Array)  

z wykorzystaniem zestawu Human Th1/Th2 Cytokine Kit II firmy BD Biosciences.   

Metoda CBA oparta jest na wykorzystaniu cytometrii przepływowej  

do jednoczesnego pomiaru wielu rozpuszczalnych cząstek przy użyciu znakowanych 

fluorescencyjnie kulek.  Sześć rodzajów kulek o różnej intensywności fluorescencji 

pokrytych przeciwciałami przeciwko badanym cytokinom mieszanych jest  

z przeciwciałami do detekcji oraz badanymi próbkami tworząc kompleks: kulka- 

-cytokina-przeciwciało detekcyjne.  Po pomiarze cytometrycznym dane analizowane 

są pomocą programu BD CBA Analysis Software.   

Wykonanie testu: 

Liofilizowane standardy cytokin rozpuszczano w buforze do rozcieńczeń,  

a następnie przygotowano seryjne rozcieńczenia standardów (5000, 2500, 1250, 625, 

312,5, 156, 80, 40 , 20 i 0 pg/ml).  Przygotowano mieszaninę kulek (Capture Beads) 

po 10µl/próbkę z każdej z kulek i rozdzielono po 50µl mieszaniny  

do probówek cytometrycznych.  Następnie do probówek dodano po 50µl przeciwciał 

do detekcji (PE Detection Reagent) oraz po 50µl surowicy lub przygotowanych 

standardów.  Otrzymane mieszaniny reakcyjne inkubowano w ciemności  

przez 3 godziny w temperaturze pokojowej.  Po inkubacji próbki płukano (1ml Wash 

Buffer) i wirowano 5 minut 200×g.  Usuwano supernatant i do osadu dodawano 

300µl buforu (Wash Buffer).  Tak przygotowane próbki analizowano za pomocą 

cytometrii przepływowej. 

Analiza cytometryczna: 

Próbki analizowano przy użyciu cytometru LSR II (BD) i programu 

FacsDIVA.  Przed analizą dokonano kalibracji cytometru i ustawienia parametrów 

odczytu za pomocą dołączonych do zestawu kulek kalibracyjnych (Cytometer Setup 

Beads).  Na podstawie cytogramu FSS/SS bramkowano kulki i odczytywano 

fluorescencję na detektorach FL1, FL2 oraz FL3.  Zbierano po 1800 sygnałów  

z bramki.  Następnie dane analizowano za pomocą programu BD CBA Software. 

 

 

 46



                                                      Joanna Więckiewicz, Praca doktorska: Materiały i metody 

3.3.9.  Obliczenia statystyczne 

 
Obliczenia statystyczne wykonywano przy użyciu programu Statistica, wersja 

7.1. (Statsoft Inc.).  Zgodność rozkładu zmiennych ilościowych z rozkładem 

normalnym analizowana była za pomocą testu Kołmogorowa-Smirnowa.  Zmienne 

niezależne spełniające założenia dla testów parametrycznych analizowane były  

za pomocą testu t Studenta (porównania dwóch grup zmiennych) bądź analizy 

wariancji (ANOVA) (porównania wielu prób).  Zmienne niezależne niespełniające 

założeń testów parametrycznych analizowane były za pomocą testów 

nieparametrycznych: testu U Manna-Whitneya (porównania dwóch prób) bądź testu 

ANOVA rang Kruskala-Wallisa (porównania wielu prób).  Zmienne zależne 

spełniające założenia dla testów parametrycznych analizowane były za pomocą testu 

t Studenta dla zmiennych zależnych (porównania dwóch prób).  Zmienne zależne 

niespełniające założeń testów parametrycznych analizowane były za pomocą testów 

nieparametrycznych: testu Wilcoxona lub testu znaków (porównania dwóch prób) 

bądź testu ANOVA rang Friedmana (porównania wielu prób).  Zmienne jakościowe 

porównywane były za pomocą testu χ2 .  Jedno- i wielowymiarową analizę wariancji 

dla zmiennych z powtarzanymi pomiarami przeprowadzono za pomocą testu 

ANOVA z powtarzanymi pomiarami. 

 

Iloraz szans (OR – odds ratio) obliczano za pomocą regresji logistycznej.   

W modelu, w którym zakładano kodominujący (addytywny) efekt haplotypu GGG, 

genotyp GGG/GGG kodowano jako 2, GGG/X jako 1, a X/X jako 0.  Przy założeniu 

recesywnego wpływu haplotypu GGG genotyp GGG/GGG kodowano jako 1,  

a genotypy GGG/X i X/X jako 0.  W modelu przyjmującym dominujący efekt 

haplotypu GGG genotypy GGG/GGG i GGG/X oznaczano jako 1, a genotyp X/X 

jako 0.  Jako X oznaczano wszystkie inne haplotypy niż GGG.  Analogiczne 

kodowanie do wykonania regresji logistycznej przyjęto dla pojedynczych 

polimorfizmów. 
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 4.  WYNIKI 

4.1.  Analiza rozkładów pojedynczych polimorfizmów  
oraz poszerzonych genotypów 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 obrębie 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) i -597 

(zamiana G na A).   

Tabela 4.1.1.1. przedstawia rozkład poszczególnych genotypów i alleli w populacji 

osób z chorobą wieńcową oraz w grupie kontrolnej obejmującej osoby zdrowe.  

 
Tabela 4.1.1.1.  Wyniki oznaczania polimorfizmu -174, -572 i -597 regionu promotorowego 
genu IL-6 w populacji chorych z chorobą wieńcową 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%)  

 χ2 =1,4; p=0,5  
częstość 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%)  

 χ2 =1,8; p=0,4  
częstość allelu C 6,8% 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%)  

 χ2 =1,1; p=0,6  
częstość allelu A 47,3% 42,7% p=0,25 
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Nie stwierdzono istotnych różnic w rozkładzie genotypów lub alleli między 

badanymi grupami.  Polimorfizmy -174 i -597 okazały się być ze sobą sprzężone 

(allel G -174 sprzężony z allelem G -597; allel C -174 sprzężony z allelem A -597), 

dlatego też w dalszej analizie pojedynczych polimorfizmów pominięto polimorfizm  

-597.  Częstość występowania allelu C -174 IL-6 wynosiła 47,3% w populacji osób 

chorych oraz 43,2% w populacji osób zdrowych (p=0,3), częstość allelu A -597 IL-6 

ze względu na sprzężenie była podobna – w populacji chorych wynosiła 47,3%,  

a w grupie kontrolnej 42,7% (p=0,25).  Allel C polimorfizmu -572 IL-6 był 

natomiast allelem występującym rzadko w populacji, jego częstość w grupie osób 

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

 

Porównanie liczebności obserwowanych oraz oczekiwanych zgodnie  

z rozkładem według prawa Hardy’ego-Weinberga dla poszczególnych genotypów 

polimorfizmów -174 i -572 IL-6 przedstawia tabela 4.1.1.2.  

Tabela 4.1.1.2.  Porównanie obserwowanych i oczekiwanych liczebności genotypów 
polimorfizmów -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, 
n (%) 

92 
(28,9%) 

151 
(47,5%) 

75 
(23,6%)

35 
(43%) 

47 
(45,6%) 

21 
(20,4%)

oczekiwane,  
n (%) 

88 
(27,8%) 

159 
(49,85%)

71 
(22,3%)

 
χ2 =0,4
p=0,82

 
33 

(32,3%)
51 

(49%) 
19 

(18,7%)

 
χ2 =0,3
p=0,85

 
         
-572         
obserwowane, 
n (%) 

279 
(87,7%) 

35 
(11%) 

4 
(1,3%) 

85 
(82,5%)

16 
(15,5%) 

2 
(2%) 

oczekiwane,  
n (%) 

276 
(86,9%) 

40 
(12,7%) 

2 
(0,46%)

 
χ2 =1 
p=0,6 

 
84 

(81,5%)
18 

(17,5%) 
1 

(0,94%)

 
χ2 =5 

p=0,79
 

         
 

Zarówno w grupie chorych, jak i w grupie zdrowych nie stwierdzono 

istotnych odchyleń rozkładu genotypów od rozkładu opisywanego prawem 

Hardy’ego-Weinberga, dla wszystkich grup wartość p dla testu chi-kwadrat była 

większa od 0,05. 
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4.1.2.  Rozkład haplotypów oraz złożonych genotypów genu IL-6  
w populacji chorych oraz w populacji kontrolnej 

 
Analiza haplotypów wykazała istnienie pięciu haplotypów: GGG, AGC, 

GCG, GGC i AGG (oznaczanych kolejno: allel występujący w pozycji -597 , -572 

 i -174).  Ze względu na to, iż haplotypy GGC i AGG występowały tylko 

 w pojedynczych przypadkach (po jednym haplotypie AGG i GGC w grupie chorych 

i jeden haplotyp GGC w grupie kontrolnej) haplotypów tych nie uwzględniano  

w dalszej analizie statystycznej.  

Złożone (poszerzone) genotypy obejmowały jednoczesną analizę obu haplotypów 

występujących u danej osoby (pochodzących z obu chromosomów).  

Zaobserwowano występowanie sześciu podstawowych złożonych genotypów: 

GGG/GGG, GGG/AGC, AGC/AGC, GGG/GCG, GCG/AGC i GCG/GCG  

oraz dwóch bardzo rzadkich: GGG/AGG oraz GCG/GGC.  Ze względu na bardzo 

niską częstość występowania, złożone genotypy GGG/AGG i GCG/GGC pominięto 

w toku dalszej analizy statystycznej.  Występowanie poszczególnych haplotypów 

przedstawiono w tabeli 4.1.2.1. 

Tabela 4.1.2.1.  Rozkład haplotypów w populacji chorych z chorobą wieńcową  
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%)  

 χ2 =0,76; p=0,7  
częstość GGG 45,8% 46,6% p=0,8 

    
Haplotyp AGC    

AGC 0 93 (29,2%) 36 (35%)  
AGC 1 150 (47,2%) 45 (43,7%)  
AGC 2 75 (23,6%) 22 (21,3%)  

 χ2 =1,2; p=0,5  
częstość AGC 47,2% 43% p=0,3 

    
Haplotyp GCG    

GCG 0 279 (87,7%) 85 (82,5%)  
GCG 1 35 (11%) 16 (15,5%)  
GCG 2 4 (1,3%) 2 (2%)  

 χ2 =1,8; p=0,4  
częstość GCG 6,8% 9,7% p=0,16 

* - liczby 0, 1 i 2 przy poszczególnych haplotypach oznaczają, ile razy dany haplotyp występuje 
u danej osoby 
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Nie stwierdzono istotnych statystycznie różnic w częstości występowania 

poszczególnych haplotypów między badanymi grupami.  Częstość występowania 

haplotypu GGG wynosiła w grupie chorych 45,8%, a w grupie kontrolnej 46,6%.  

Haplotyp AGC występował częściej w grupie chorych (47,2%) niż w grupie 

kontrolnej (43%), ale różnica nie była istotna statystycznie.  Rzadki haplotyp GCG 

występował częściej w grupie osób bez choroby niedokrwiennej (9,7%) niż w grupie 

chorych (6,8%), ale różnica ta również nie była istotna (p=0,16).   

 

Tabela 4.1.2.2.  Rozkład złożonych genotypów w populacji chorych z chorobą wieńcową  
oraz w populacji kontrolnej. 

 Chorzy Grupa kontrolna 
Złożone 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%) 

 χ2 =4,7; p=0,7 
   

 
Również rozkład występowania złożonych genotypów nie różnił się między 

grupami (p=0,7).  Najczęściej występującym złożonym genotypem był genotyp 

GGG/AGC (heterozygoty dwóch podstawowych haplotypów).  Często występowały 

również homozygoty AGC/AGC i GGG/GGG.  Pozostałe genotypy występowały  

z częstością poniżej 10%, a dwa z nich (GGG/AGG i GGG/GGC) wystąpiły tylko  

w pojedynczych przypadkach (częstość poniżej 1%).   

 

Porównanie liczebności oczekiwanych zgodnie z rozkładem według prawa 

Hardy’ego-Weinberga oraz liczebności obserwowanych w badanych populacjach 

przedstawia tabela 4.1.2.3. 
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Tabela 4.1.2.3.  Porównanie obserwowanych i oczekiwanych liczebności złożonych 
genotypów genu IL-6 w grupie chorych oraz w grupie kontrolnej. 

Chorzy Grupa kontrolna  
obserwowane, 

n (%) 
oczekiwane,

n (%) 
p obserwowane,  

n (%) 
oczekiwane,

n (%) 
P 

Złożone 
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%) 23 (22,3%) 22 (21,7%) 
GGG/GCG 26 (8,2%) 20 (6,2%) 10 (9,7%) 9 (9%) 
GCG/AGC 9 (2,8%) 20 (6,4%) 6 (5,8%) 9 (8,3%) 
GCG/GCG 4 (1,3%) 2 (0,46%) 

 
 

χ2 =6 
p=0,31

 
2 (1,9%) 1 (0,94%) 

 
 

χ2 =1
p=0,6

 

       
 

Częstość występowania złożonych genotypów w obu badanych grupach 

zgodna była z rozkładem wynikającym z prawa Hardy’ego-Weinberga (p>0,05  

w teście χ2). 

 

 

 

Podsumowanie 
  

Rozkład genotypów oraz częstości występowania alleli i haplotypów genu  

IL-6 nie różnił się między badanymi grupami osób z chorobą niedokrwienną serca 

oraz osób z grupy kontrolnej.  Częstości występowania pojedynczych genotypów  

oraz złożonych genotypów w obu badanych grupach były zgodne z rozkładem 

wynikającym 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, podział pod względem 
złożonych genotypów IL-6 
 

Analizę danych przedoperacyjnych chorych, podzielonych pod względem 

złożonych genotypów IL-6 przedstawia poniższa tabela.   

 
Tabela 4.2.1.1.  Analiza czynników ryzyka choroby niedokrwiennej serca w aspekcie 
złożonych genotypów IL-6 
Złożony 
genotyp 

GGG/GGG GGG/AGC AGC/AGC GGG/GCG GCG/AGC GCG/GCG p 

n=316 61 141 75 26 9 4 - 
        
Płeć męska, n 
(%) 

46(75,4%) 99(70,2%) 56(74,7%) 20(76,9%) 6(66,7%) 3(75%) 0,94 

Wiek, lata 
 

64,3±8,7 61±8,8 63,1±8,4 63,3±10,2 66±8,5 56±7,2 0,03 

BMI, kg/m2 27,6±3,5 28,7±4 28,1±4 28,1±4 26±4,7 27,2±3 0,14 
        
Nadciśnienie 
tętnicze, % 

63,9 72,7 65,7 61,5 66,7 50 0,68 

Cukrzyca, % 
 

36,1 24,5 20,1 26,9 33,3 25 0,43 

Cholesterol 
całk., mg/dl 

213±47 222±54 214±50 214±47 206±53 234±58 0,87 

Cholesterol 
LDL, mg/dl 

149±46 134±41 134±45 129±39 125±54 174±34 0,19 

Cholesterol 
HDL, mg/dl 

45±13 45±14 45±12 42±11 43±23 45±5 0,79 

Trójglicerydy, 
mg/dl 

150±60 179±125 164±100 150±75 165±102 235±83 0,56 

Palenie, % 
niepalący

palacz
eks-palacz

 
27,8 
9,3 
62,9 

 
25,6 
9,3 

65,1 

 
30,3 
13,6 
56,1 

 
20 
5 

75 

 
22,2 

0 
77,8 

 
75 
0 

25 

 
 
0,5 
 

Obciążony 
wywiad 
rodzinny,% 

 
57,4 

 
52,1 

 
55,9 

 
26,3 

 
55,6 

 
50 

 
0,3 

        
  
 
 Rozkład czynników ryzyka choroby niedokrwiennej serca nie różnił się 

istotnie między grupami.  Istotna różnica dotyczyła tylko wieku chorych  

w momencie operacji (p=0,03).  Co ciekawe, chorzy nie różnili się istotnie 

statystycznie wiekiem w momencie wystąpienia pierwszych objawów, natomiast 
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różnili się czasem trwania dławicy piersiowej (p=0,009) (tabela 4.2.1.2.).   

Ze względu na brak normalności rozkładu obie zmienne były analizowane testem 

nieparametrycznym ANOVA Kruskala-Wallisa.  Porównując poszczególne grupy 

genotypowe wykazano istotną różnicę w wieku pacjentów w momencie operacji 

tylko dla grupy osób o genotypie GGG/GGG i GGG/AGC.  Pozostałe grupy  

nie różniły się między sobą.  Natomiast czas trwania choroby niedokrwiennej był 

bardziej zróżnicowany w poszczególnych grupach: homozygoty GGG/GGG 

charakteryzowały się dłuższym czasem trwania choroby w porównaniu do osób  

o genotypach GGG/AGC, AGC/AGC oraz GCG/GCG.  U osób o genotypie 

GCG/AGC średni czas trwania dławicy piersiowej był najdłuższy, istotne 

statystycznie różnice wykazano w stosunku do osób o genotypach GGG/AGC  

i AGC/AGC.  Osoby o najrzadszym genotypie GCG/GCG charakteryzowały się 

bardzo krótkim czasem trwania choroby, istotnie krótszym od wartości w grupach 

GGG/GCG i GCG/AGC, ale trzeba zaznaczyć, iż była to grupa o bardzo niewielkiej 

liczebności, stąd należy ostrożnie interpretować wyniki uzyskane dla tej grupy.    

 

Gdy przeprowadzono analizę rozkładu czynników ryzyka ChNS w kontekście 

haplotypów IL-6 zauważono, iż osoby homozygotyczne pod względem haplotypu 

GGG (grupa GGG2, genotyp GGG/GGG) w stosunku do połączonych pozostałych 

grup charakteryzowały się wyższym poziomem cholesterolu LDL (p=0,028)  

i większym odsetkiem występowania cukrzycy (p=0,051).   
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 Tabela 4.2.1.2. przedstawia analizę charakterystyki klinicznej choroby 

wieńcowej u chorych podzielonych pod względem złożonych genotypów IL-6.   

 
Tabela 4.2.1.2.  Analiza charakterystyki klinicznej choroby wieńcowej w aspekcie złożonych 
genotypów IL-6 
Złożony 
genotyp 

GGG/GGG GGG/AGC AGC/AGC GGG/GCG GCG/AGC GCG/GCG p 

n=316 61 141 75 26 9 4  
        
Wiek 
zachorowania, 
lata 

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 

Czas trwania 
dławicy 
piersiowej, 
lata 

 
9,8±8,2 

 
7,3±6,3 

 
7±7,2 

 
9,8±7,9 

 
13,3±8 

 
1,9±1 

 
0,009

Niestabilna 
dławica 
piersiowa, % 

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

Zawał serca w 
wywiadzie, % 

66,7 64,7 60,8 60 77,8 50 0,87 

Migotanie 
przedsionków  
w wywiadzie, 
% 

13,3 8,9 10,1 13,4 22,2 25 0,69 

Frakcja 
wyrzutowa, %

52,9±10,6 53±9,5 54,8±8,5 49,9±11 50±16,6 48,7±19,3 0,55 

Liczba 
zwężonych 
naczyń, % 
1 
2 
3 

 
 
 

1,6 
24,6 
73,8 

 
 
 

9,4 
31,9 
58,7 

 
 
 

2,7 
35,1 
62,2 

 
 
 

0 
26,9 
73,8 

 
 
 

11,1 
0 

88,9 

 
 
 

0 
0 

100 

 
 
 
 
0,059
 

EuroSCORE, 
pkt 

 
3,6±2,6 

 
3±2,3 

 
3,1±2,2 

 
3,1±2,2 

 
4,1±3,6 

 
2,5±2,5 

 
0,58 

        
 
 

Nie wykazano różnic między grupami genotypowymi a frakcją wyrzutową 

lewej komory, przebytymi zawałami serca, migotaniem przedsionków, liczbą osób  

z niestabilną dławicą piersiową, punktacją EuroSCORE i liczbą istotnie zwężonych 

tętnic wieńcowych, choć w tym ostatnim przypadku wartość p była zbliżona  

do istotnej statystycznie.  Bardziej szczegółowa analiza liczby zwężonych naczyń  

w poszczególnych grupach wykazała, iż grupa osób o genotypie GGG/GGG  

wraz ze wszystkimi osobami, które posiadały rzadki haplotyp GCG, 

charakteryzowała się wysokim odsetkiem (powyżej 70% osób) występowania 
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trójnaczyniowej choroby wieńcowej (p=0,025 dla GGG/GGG+GCG/X vs 

GGG/AGC i AGC/AGC).   

 

 

Podsumowanie: 
 Nie stwierdzono różnic w rozkładzie czynników ryzyka choroby 

niedokrwiennej serca w zależności od polimorfizmu regionu promotorowego genu 

IL-6.  Również podstawowa charakterystyka kliniczna choroby nie różniła się u osób 

posiadających różne warianty alleliczne badanego genu.   

 Szczegółowa analiza wykazała, iż grupa o genotypie GGG/GGG wykazywała 

pewne cechy charakterystyczne: większy odsetek chorych z cukrzycą, wyższe 

stężenia cholesterolu LDL, większy odsetek chorych z trójnaczyniową chorobą 

wieńcową, co mogłoby wskazywać na inny przebieg procesów miażdżycowych  

u tych osób. 
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4.3.  Produkcja interleukiny 6 in vitro 
 

Uważa się, iż aktywność transkrypcyjna genu może być modyfikowana 

poprzez istnienie miejsc polimorficznych w regionach regulacji transkrypcji 

szczególnie, jeśli zmiany sekwencji dotyczą miejsc wiązania czynników 

transkrypcyjnych.  Badania in vitro są uznanym sposobem analizy tego efektu.   

Ze względu na to, iż literatura podaje rozbieżne dane dotyczące wpływu 

polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6 na ekspresję tej cytokiny, 

postanowiono go określić wybierając jako badany model monocyty, będące 

komórkami produkującymi duże ilości IL-6, a dodatkowo pełniącymi istotną rolę  

w patogenezie miażdżycy.   

Metodą cytometrii przepływowej analizowano zdolność monocytów do produkcji 

wewnątrzplazmatycznej IL-6.  Jak wspomniano we wstępie, monocyty są 

kluczowymi komórkami układu immunologicznego biorącymi udział zarówno  

w procesach prowadzących do powstania blaszki miażdżycowej, jak i w patogenezie 

powikłań choroby wieńcowej.  Zastosowano model badawczy, w którym komórki 

PBMC hodowano bez żadnych dodatków (określanie zdolności komórek  

do spontanicznej produkcji IL-6), inkubowano w obecności lowastatyny (badanie 

wpływu statyny na spontaniczną produkcję IL-6), stymulowano LPS-em (badanie 

wpływu silnego stymulanta) bądź hodowano w obecności LPS-u i lowastatyny 

(badanie wpływu lowastatyny na indukowaną przez LPS produkcję IL-6).  

[Dokładny opis metodyki znajduje się w rozdziale Materiały i metody.]  

Zastosowana metoda pozwala na określenie zdolności do produkcji badanej cytokiny 

przez określone komórki, w tym przypadku monocyty, przy zachowaniu warunków 

zbliżonych do fizjologicznych, czyli możliwości oddziaływań z limfocytami. 

 
 
 

 57



                                                                         Joanna Więckiewicz, Praca doktorska: Wyniki 

 

4.3.1.  Produkcja IL-6 przez monocyty osób zdrowych oraz osób  
z chorobą wieńcową 
 

W pierwszej kolejności zbadano zdolność do produkcji IL-6 przez PBMC 

pochodzące od osób z grupy kontrolnej oraz z grupy chorych.  W zastosowanych 

warunkach doświadczalnych tylko monocyty (komórki CD14+) produkowały IL-6.   

 
 

 
Rysunek 4.3.1.1. Oznaczanie wewnątrzplazmatycznej IL-6 w monocytach osób z grupy 
chorych oraz z grupy kontrolnej. K – bez stymulacji, LOV – inkubacja z lowastatyną (10-6M),  
LPS – stymulacja LPS-em (1µg/ml), L+L – stymulacja LPS-em (1µg/ml) oraz lowastatyną 
(10-6M).  Wykresy przedstawiają medianę oraz rozstęp kwartylny, * - oznacza różnice istotne 
statystycznie (p<0,05).  Porównania między grupą chorych a grupą kontrolną wykonano 
testem U Manna-Whitneya, natomiast porównania pomiędzy różnymi inkubacjami  
(K vs LOV oraz LPS vs L+L) wykonano testem Wilcoxona dla każdej z grup oddzielnie.  
 

Zgodnie z oczekiwaniami spontaniczna produkcja IL-6 była niska,  

a stymulacja przez LPS wywołała w obu grupach znaczną indukcję produkcji IL-6  

przez monocyty (Rys. 4.3.1.1.). Efekt działania lowastatyny obserwowany był jako 

zmniejszenie odsetka komórek zdolnych do produkcji IL-6.  Lowastatyna hamowała 

spontaniczną produkcję IL-6 przez monocyty, efekt ten był istotny statystycznie  

 zarówno w grupie chorych, jak i w grupie kontrolnej.  Również produkcja IL-6 

indukowana LPS-em była hamowana w czasie jednoczesnej inkubacji z lowastatyną 

 i LPS-em.  W obu badanych grupach efekt ten był istotny statystycznie. 
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Porównanie między komórkami pochodzącymi od osób chorych oraz osób  

z grupy kontrolnej wykazało, iż spontaniczna produkcja IL-6 była  

na porównywalnym poziomie w obu badanych grupach, natomiast po stymulacji 

LPS-em odsetek komórek IL-6+ był znacząco niższy u pacjentów w porównaniu  

do grupy kontrolnej (p=0,009) (Rys. 4.3.1.1.).  Nie zaobserwowano istotnych różnic 

między badanymi grupami w poziomie komórek IL-6+ po inkubacji z lowastatyną  

oraz lowastatyną i LPS-em.   

 

 

Podsumowując, monocyty pochodzące od pacjentów z chorobą wieńcową 

charakteryzowały się niższą reaktywnością na LPS niż komórki pochodzące  

od osób grupy kontrolnej, natomiast spontaniczna produkcja cytokiny była  

na podobnym poziomie w obu badanych grupach.  Hamujący wpływ statyny  

na indukowaną oraz spontaniczną produkcję IL-6 był istotny statystycznie i podobny 

w obu badanych grupach. 

 

 

4.3.2.  Związek polimorfizmu genu IL-6 z produkcją IL-6  
przez monocyty 
 

Kolejnym krokiem była analiza wpływu polimorfizmu regionu 

promotorowego genu IL-6 na produkcję wewnątrzplazmatycznej IL-6  

przez monocyty osób chorych.     

 
Wpływ złożonych genotypów na produkcję IL-6 przedstawiono na rysunkach 

4.3.2.1. i 4.3.2.2.  Do analizy włączono cztery najczęściej występujące złożone 

genotypy IL-6: GGG/GGG, GGG/AGC, AGC/AGC oraz GGG/GCG.   
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Rysunek 4.3.2.1.  Wpływ złożonych genotypów na wewnątrzplazmatyczną produkcję IL-6 
przez monocyty (procent monocytów IL-6+).  A) spontaniczna produkcja, B) wpływ inkubacji 
z lowastatyną.  Dane przedstawione jako mediana i rozstęp kwartylny.  * - istotne 
statystycznie różnice między grupami o różnych genotypach.  
 

Spontaniczna produkcja IL-6 istotnie statystycznie różniła się u posiadaczy 

różnych złożonych genotypów IL-6 (p=0,013) (Rys 4.3.2.1.A.).  Hodowle komórek 

pochodzących od posiadaczy genotypu GGG/GCG charakteryzowały się niższą 

spontaniczną produkcją IL-6 niż hodowle pochodzące od posiadaczy genotypu 

GGG/GGG (p=0,04), GGG/AGC (p=0,038) i AGC/AGC (p=0,0014).  Ponadto 

monocyty homozygot AGC/AGC produkowały istotnie więcej IL-6  

niż osób o genotypie GGG/AGC (p=0,033).   

Zdolność do produkcji IL-6 po inkubacji z lowastatyną także różniła się 

między komórkami pochodzącymi od osób o różnych genotypach (p=0,018)  
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(Rys. 4.3.2.1.B.).  Monocyty osób o genotypie AGC/AGC charakteryzowały się 

większą zdolnością do produkcji IL-6 niż komórki pochodzące od pozostałych osób. 

 

 
Rysunek 4.3.2.2.   Wpływ złożonych genotypów na wewnątrzplazmatyczną produkcję IL-6 
przez monocyty (procent monocytów IL-6+).  A) produkcja IL-6 indukowana LPS-em  
oraz  B) stymulacja LPS-em w obecności lowastatyny.  Dane przedstawione jako mediana  
i rozstęp kwartylny.  * - istotne statystycznie różnice między grupami o różnych genotypach. 

 

Efekt stymulacji LPS-em istotnie różnił się u posiadaczy różnych złożonych 

genotypów (p=0,015) (Rys. 4.3.2.2.A.).  Monocyty pochodzące od homozygot 

GGG/GGG (stanowiące większą część grupy homozygot GG -174) były silniej 

indukowane do produkcji IL-6 niż komórki od osób z grupy GGG/AGC (p=0,009)  

oraz AGC/AGC (p=0,002).  Po jednoczesnej inkubacji komórek z lowastatyną  

i LPS-em odsetek monocytów produkujących IL-6 nie różnił się między grupami 

(p=0,65) (Rys. 4.3.2.2.B.).   
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Rysunek 4.3.2.3.  Wpływ lowastatyny na produkcję wewnątrzplazmatycznej IL-6 w różnych 
grupach genotypowych.  A) spontaniczna produkcja (jasne słupki) oraz wpływ inkubacji  
z lowastatyną (ciemne słupki),  B) produkcja IL-6 indukowana LPS-em (jasne słupki)  
oraz stymulacja LPS-em w obecności lowastatyny (ciemne słupki).  Dane przedstawione 
jako mediana i rozstęp kwartylny.  * - istotny statystycznie wpływ inkubacji z lowastatyną  
w poszczególnych genotypach.   

 

Określono również wpływ inkubacji z lowastatyną na obniżenie 

spontanicznej produkcji IL-6 w poszczególnych grupach genotypowych  

(Rys. 4.3.2.3.). Mimo, iż w całej grupie pacjentów efekt lowastatyny był istotny 

statystycznie szczegółowa analiza wykazała, iż tylko w komórkach pochodzących  

od osób o genotypach GGG/GGG i GGG/AGC produkcja IL-6 była znacząco 

zahamowana (p<0,05) (Rys. 4.3.2.3.A.).  Analogicznie wpływ lowastatyny  

na zdolność monocytów do produkcji IL-6 po stymulacji LPS-em był istotny tylko  

w hodowlach pochodzących od osób o genotypach GGG/GGG i GGG/AGC  

(Rys. 4.3.2.3.B.). 
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Kolejnym krokiem była analiza związku haplotypu IL-6 z produkcją tej 

cytokiny.  Wpływ haplotypu najsilniej uwidocznił się po stymulacji LPS-em 

(p=0,005).  Osoby posiadające dwa haplotypy GGG (grupa GGG2; GGG/GGG) 

charakteryzowały się silniejszą indukcją produkcji IL-6 niż osoby z grupy GGG1 

(posiadające jeden haplotyp GGG, drugi dowolny inny) (p=0,007) oraz osoby  

z grupy GGG0 (posiadające oba haplotypy inne niż GGG) (p=0,002).   

 

Ważnym wskaźnikiem skuteczności stymulacji jest także zdolność  

do aktywacji ponad poziom spontanicznej produkcji.  Reaktywność monocytów 

wobec LPS-u obrazuje tzw. indeks stymulacji.  Wyraża on stosunek komórek 

produkujących IL-6 po stymulacji LPS-em w odniesieniu do produkcji IL-6  

w hodowlach niestymulowanych.  Analiza indeksu stymulacji IL-6 przez LPS 

wykazała istotne różnice w odpowiedzi na LPS dla komórek pochodzących od osób 

o różnych złożonych genotypach (p=0,024) (Rys. 4.3.2.4.).  Osoby o genotypie 

AGC/AGC (odpowiadające homozygotom CC -174 IL-6) charakteryzowały się 

niższą reaktywnością w odpowiedzi na LPS w porównaniu do osób o genotypach 

GGG/AGC i GGG/GCG (w obu przypadkach p<0,05).   

 

 
Rysunek. 4.3.2.4.  Wpływ złożonych genotypów IL-6 na indeks stymulacji LPS-em.  Indeks 
stymulacji LPS-em wyrażony jako stosunek komórek produkujących IL-6 po stymulacji LPS-
em w odniesieniu do produkcji IL-6 w hodowlach niestymulowanych.  * - oznacza p<0,05.  
Dane przedstawione jako mediana i rozstęp kwartylny. 
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Podsumowanie: 
 
 Zdolność do produkcji IL-6 przez monocyty pochodzące od osób o różnych 

wariantach polimorficznych genu IL-6 różniła się w zależności od czynnika 

indukującego produkcję cytokiny.  

Reaktywność na silny czynnik indukujący – LPS wyrażona jako indeks 

stymulacji LPS-em była najniższa w grupie AGC/AGC (odpowiadającej grupie 

homozygot CC -174 IL-6).  Prawdopodobnie wynika to z faktu, iż była to grupa, która 

charakteryzowała się najwyższą spontaniczną produkcją tej cytokiny.  Największy 

odsetek komórek zdolnych do produkcji IL-6 po stymulacji LPS-em stwierdzono  

w grupie GGG/GGG, natomiast najwyższą reaktywnością na LPS mierzoną 

indeksem stymulacji charakteryzowały się komórki osób z grupy GGG/GCG  

(obie grupy odpowiadają grupie homozygot GG -174 IL-6). 

Inkubacja z lowastatyną wykazywała istotny wpływ zarówno na spontaniczną, 

jak i indukowaną LPS-em produkcję IL-6.  Wykazano hamujący efekt lowastatyny  

na zdolność do produkcji IL-6 w hodowlach pochodzących od osób o genotypach 

GGG/GGG i GGG/AGC.  W pozostałych grupach inkubacja z lowastatyną  

nie wpływała znacząco na zdolność monocytów 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 kontekście polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6 
 

Poziom IL-6 mierzony w surowicy krwi jest wypadkową produkcji tej 

cytokiny przez różne komórki organizmu (m.in. monocyty, adipocyty, komórki 

śródbłonka), a także szybkości jej usuwania z krążenia oraz występowania w formie 

wolnej bądź związanej z rozpuszczalnymi receptorami.  Dlatego też poza badaniem 

wydzielania in vitro tej cytokiny przez komórki krwi [rozdział 4.3.] postanowiono 

przeanalizować związek polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6  

z poziomem tej cytokiny mierzonym w surowicy krwi.  Wybrano metodę 

biologiczną pomiaru poziomu IL-6, która ma tę zaletę nad metodami pomiaru 

opartymi na wiązaniu IL-6 przez swoiste przeciwciało, że mierzy aktywność 

biologiczną cytokiny, a nie tylko wykrywa samo białko, które może już być 

inaktywowane.  Metoda biologiczna pozwala także na określenie aktywności całego 

kompleksu cytokina-rozpuszczalne receptory.  

Analiza wpływu pojedynczych polimorfizmów wykazała istotny wpływ 

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 wpływał istotnie na ilość tej 

cytokiny w surowicy.  W przypadku polimorfizmu -174 homozygoty CC 

charakteryzowały się znacząco niższymi poziomami IL-6 w surowicy krwi niż dwie 

pozostałe grupy (p<0,05).   

 
Rysunek 4.4.1.1.  Poziom bioaktywnej IL-6 w surowicy chorych w kontekście polimorfizmu  
-174 IL-6.    * - p<0,05 
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 Poziom bioaktywnej IL-6 w surowicy krwi chorych różnił się istotnie w 

zależności od złożonego genotypu IL-6 (p=0,011) (Rys. 4.4.1.2.).  Szczegółowa 

analiza wykazała, iż grupa o genotypie AGC/AGC (odpowiadająca osobom o 

genotypie CC -174 IL-6) charakteryzowała się niższym poziomem IL-6 niż grupy 

osób o genotypie GGG/GGG oraz GGG/AGC (p<0,05).   

 

 
Rysunek 4.4.1.2.  Poziom bioaktywnej IL-6 w surowicy chorych w kontekście złożonych 
genotypów IL-6.  * - p<0,05 
 

 

Podsumowanie 
Poziom bioaktywnej IL-6 w surowicy krwi u osób chorych na chorobę 

niedokrwienną serca zależny był od polimorfizmu regionu promotorowego genu  

IL-6.  Osoby o genotypie AGC/AGC, dla których wykazano wcześniej niższą 

reaktywność na stymulację LPS-em, charakteryzowały się także niższym poziomem  

IL-6 w surowicy. 

 

4.4.2.  Dynamika wyrzutu IL-6 w okresie okołooperacyjnym 
 

W grupie 30 pacjentów przeprowadzono badanie poziomu IL-6 w surowicy 

krwi w okresie okołooperacyjnym.  Krew do badania pobierano przed zabiegiem,  

a także 3, 24 i 72 godziny po zabiegu.  Badanie wykonano metodą CBA (cytometric 

bead array) przy użyciu zestawu CBA Th1/Th2 firmy BD. 
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Poziom IL-6 w surowicy krwi w okresie okołooperacyjnym przedstawia Rys. 4.4.2.1.  

Zaobserwowano znaczące różnice w poziomie IL-6 w surowicy po zabiegu  

w porównaniu do poziomów tej cytokiny przed zabiegiem (p<0,001 dla wszystkich 

punktów czasowych).  Najwyższy poziom IL-6 obserwowano trzy godziny  

po zabiegu, następnie ilość krążącej cytokiny stopniowo obniżała się, pozostając 

jednak w ostatnim badanym punkcie czasowym (72 godziny po zabiegu) 

podwyższona w porównaniu do ilości tej cytokiny przed zabiegiem.   
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Rysunek 4.4.2.1.  Stężenia IL-6 w surowicy chorych w okresie okołooperacyjnym.  

 

Analiza korelacji poziomów IL-6 przed zabiegiem z poziomami tej cytokiny 

mierzonymi po zabiegu wykazała istotną statystycznie dodatnią korelację  

dla poziomów IL-6 mierzonych w surowicy krwi 24 i 72 godziny po zabiegu 

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

 

 

Stężenie IL-6 w surowicy krwi istotnie różniło się w okresie 

okołooperacyjnym w zależności od posiadanego polimorfizmu genu IL-6.   

W analizie uwzględniono trzy najczęściej występujące złożone genotypy: 

GGG/GGG, GGG/AGC i AGC/AGC.  Analiza statystyczna wykazała istotny wpływ 

polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6 na poziom tej cytokiny (ANOVA 

efekt główny genotypu F=3,38 p=0,049; efekt interakcji: F=2,48 p=0,029)  

(Rys. 4.4.2.2.B.).  W badanych punktach istotna różnica dotyczyła trzech godzin po 

zabiegu (p=0,008), gdzie osoby o genotypie GGG/GGG charakteryzowały się 

wyższym poziomem IL-6 w surowicy w porównaniu do grup GGG/AGC  
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i AGC/AGC (p<0,01).  Osoby o genotypie GGG/GCG wykazywały podobną 

tendencję do wysokich stężeń IL-6 w surowicy trzy godziny po zabiegu, jednak ze 

względu na niewielką liczebność tej grupy wynik nie był istotny statystycznie.  

Analogiczne wyniki uzyskano biorąc pod uwagę wyłącznie polimorfizm  

-174.  Osoby posiadające allel C i homozygoty GG różniły się stężeniem tej cytokiny 

w okresie okołooperacyjnym (ANOVA efekt główny genotypu F=5,46 p=0,026; efekt 

interakcji: F=3,87 p=0,012) (Rys. 4.4.2.2.A.).  Punkt najwyższego wyrzutu IL-6,  

3 godziny po zabiegu, był punktem dla którego stwierdzono różnice między 

porównywanymi grupami. 

 

 
Rysunek 4.4.2.2.  Wpływ polimorfizmu genu IL-6 na stężenie IL-6 w surowicy krwi w okresie 
okołooperacyjnym.  A) Analiza polimorfizmu -174 IL-6. B) Analiza złożonych genotypów  
IL-6.  Dane przedstawione jako średnia i 95% przedział ufności, * - p<0,05.   
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Warto zwrócić uwagę, iż mimo generalnie niższych wartości stężeń IL-6 

uzyskiwanych metodą CBA w porównaniu do danych uzyskanych metodą 

biologiczną [Rozdział 4.4.1.], w przypadku obu metod pomiaru uzyskano 

analogiczne wyniki wpływu polimorfizmu genu na poziom cytokiny w surowicy.  

Obserwowana różnica w poziomach IL-6 wynika z zastosowania różnych metod 

pomiaru – metody opartej na wiązaniu IL-6 przez specyficzne przeciwciała (test 

CBA) oraz metody badającej efekt biologiczny cytokiny (metoda biologiczna).  Taki 

wynik obu testów jest zgodny z oczekiwaniami.   

 

 

Podsumowanie 
Stężenie IL-6 w surowicy istotnie różniło się w okresie okołooperacyjnym  

w zależności od posiadanego polimorfizmu genu IL-6. Osoby o genotypie 

GGG/GGG, dla których wykazano wcześniej największą zdolność do produkcji tej 

cytokiny po stymulacji LPS-em, wykazywały się również najbardziej nasiloną 

produkcją tej cytokiny w odpowiedzi na zabieg operacyjny. 
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 4.5.  Analiza związku polimorfizmu genu IL-6 z parametrami 
ostrej reakcji zapalnej powstającej w wyniku zabiegu 
pomostowania tętnic 
 

Zabieg pomostowania tętnic wieńcowych jest zabiegiem wywołującym 

uogólnioną odpowiedź organizmu, między innymi ostrą reakcję zapalną 

charakteryzującą się znaczną leukocytozą, wzrostem temperatury ciała, wyrzutem 

szeregu cytokin, aktywacją komórek układu immunologicznego oraz komórek 

śródbłonka.   

Ze względu na to, iż typ zabiegu (zabieg w krążeniu pozaustrojowym lub bez) 

może modulować przebieg i intensywność reakcji zapalnej w analizie wpływu 

zabiegu na parametry morfologii krwi obwodowej, uwzględniono typ zabiegu jako 

dodatkową zmienną, natomiast w pozostałych analizach (cytokin, markerów 

aktywacji, fenotypu i stanu aktywacji monocytów) uwzględniono tylko osoby 

poddane zabiegowi w krążeniu pozaustrojowym. 

 

4.5.1. Wpływ zabiegu na parametry morfologii krwi 
 

Jak wcześniej wspomniano, ze względu na to, iż typ zabiegu wpływa  

na parametry morfologii krwi obwodowej, analizy wpływu polimorfizmu genu IL-6 

na parametry morfologiczne dokonano włączając do analizy statystycznej rodzaj 

zabiegu (zabieg w krążeniu pozaustrojowym lub bez) jako dodatkową zmienną 

jakościową.  Analizowano liczbę leukocytów, neutrofili, monocytów, limfocytów 

oraz płytek krwi u osób poddanych zabiegowi pomostowania tętnic przed zabiegiem, 

pierwszego dnia po zabiegu rano i popołudniu, drugiego dnia oraz czwartego  

lub piątego dnia.  Dla wszystkich analizowanych parametrów krwi zmiany w okresie 

okołooperacyjnym były istotne statystycznie.  Liczba białych krwinek, neutrofili  

oraz monocytów gwałtownie wzrastała po zabiegu, obniżała się natomiast liczba 

limfocytów i płytek krwi (Tabela 4.5.1.1.).  W obu typach zabiegu (z krążeniem 

pozaustrojowym i bez) dynamika zmian liczby komórek krwi była istotna 

statystycznie (p<0,001), gwałtowne zmiany pojawiały się już w pierwszej dobie  
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po zabiegu i utrzymywały do drugiego dnia po zabiegu, wracając do poziomów 

zbliżonych do istniejących przed zabiegiem w czwartej, piątej dobie od zabiegu. 

 
Tabela 4.5.1.1.  Zmiany parametrów morfologicznych w okresie okołooperacyjnym,  
z uwzględnieniem typu zabiegu operacyjnego. 

 Typ 
zabiegu 

Przed 1. dzień 
(godz 6-9) 

1. dzień 
(godz14-17)

2. dzień 4-5. dzień p 

Leukocyty 

(G/l) 

z KPU 

bez KPU 

7,1±1,4 

7,7±1,7 

10,8±3,4 

12,8±3,4 

10,7±2,8 

13±3,8 

10,4±2,5 

11,1±3,7 

7,8±2,2 

8,3±3,5 

<0,001 

<0,001 

Neutrofile 

(G/l) 

z KPU 

bez KPU 

4,3±1,2 

4,7±1,4 

8,9±3,2 

10,7±3 

8,2±2,6 

10,5±3,5 

7,8±2 

8,4±3,3 

4,8±1,7 

5,1±2,7 

<0,001 

<0,001 

Monocyty 

(G/l) 

z KPU 

bez KPU 

0,53±0,14 

0,6±0,22 

0,8±0,31 

0,94±0,35 

0,93±0,32 

1,04±0,4 

0,89±0,33 

0,92±0,35 

0,76±0,23 

0,7±0,22 

<0,001 

<0,001 

Limfocyty 

(G/l) 

z KPU 

bez KPU 

2,08±0,66 

2,09±0,89 

1,08±0,43 

1,22±0,8 

1,52±0,95 

1,51±0,63 

1,65±0,66 

1,8±0,84 

1,85±0,61 

2,02±0,91 

<0,001 

<0,001 

Płytki krwi 

(G/l) 

z KPU 

bez KPU 

231±54,2 

249±69,1 

169±42,2 

212,6±56,7

167,9±69,3

205,9±56,6

151,2±39,8

191,8±54,2

217,8±73,9 

238,9±74,7 

<0,001 

<0,001 

KPU – krążenie pozaustrojowe; dane przedstawione jako średnia±odchylenie standardowe.  
Test ANOVA Friedmana   
 

 

Kolejnym krokiem analizy danych było sprawdzenie czy polimorfizm genu 

IL-6 może mieć związek z dynamiką zmian liczby komórek krwi w okresie 

okołooperacyjnym.  

Wpływ genotypu IL-6 na liczbę leukocytów był istotny statystycznie 

(ANOVA efekt główny genotypu F=3,4 p=0,037), również rodzaj zabiegu wpływał 

istotnie na liczbę leukocytów (ANOVA efekt główny typu zabiegu F=6,3 p=0,014), 

natomiast efekt interakcji genotypu i typu zabiegu był nieistotny statystycznie 

(ANOVA efekt interakcji genotyp×typ zabiegu F=1,3 p=0,26), co świadczy o tym,  

iż wpływ genotypu na liczbę białych krwinek jest niezależny od typu zabiegu.   

We wszystkich analizach, gdzie wpływ genotypu jest niezależny od typu zabiegu, 

wpływ genotypu przedstawiano dla wszystkich analizowanych przypadków łącznie.  

Na rysunku 4.5.1.1. można zaobserwować, iż osoby o genotypie GGG/GGG 

charakteryzują się wyższą liczbą białych krwinek w przebiegu pooperacyjnym.  

Różnice osiągają istotność statystyczną 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 białych krwinek (A) i neutrofili (B) w okresie okołooperacyjnym  
(0 –- dzień zabiegu, 1A – pierwszy dzień po zabiegu godz. 6-9, 1B – pierwszy dzień  
po zabiegu godz. 14-17, 2 – drugi dzień po zabiegu, 4-5 – czwarty lub piąty dzień  
po zabiegu). Dane przedstawione jako średnia i 95% przedział ufności, * - oznacza p<0,05.   
 

Ze względu na to, iż liczba białych krwinek u dorosłych zależy w dużej 

mierze od liczby neutrofili, analogiczne wyniki uzyskano analizując liczbę neutrofili.  

Także w tym wypadku wpływy genotypu oraz typu zabiegu były istotne 

statystycznie, natomiast ich wzajemna interakcja nie (ANOVA efekt główny genotypu 

F=3,8  p=0,026; efekt główny typu zabiegu F=6,2 p=0,015; efekt interakcji genotyp×typ zabiegu 

F=1,2  p=0,3).  Analogicznie liczba neutrofili była wyższa u homozygot GGG/GGG, 

osiągając istotność statystyczną w 2. oraz 4-5. dobie po zabiegu (Rys. 4.5.1.1.B.).  

Podobne tendencje jak u osób o genotypie GGG/GGG wykazywała liczba 

leukocytów i neutrofili u osób o genotypie GGG/GCG. 
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W przypadku monocytów ani genotyp, ani typ zabiegu nie były samodzielnie 

istotne, natomiast interakcja tych dwóch czynników uzyskiwała istotność 

statystyczną, co świadczy o tym, iż typ zabiegu wpływał na efekt, jaki wywierał 

polimorfizm (ANOVA efekt główny genotypu F=0,28, p=0,75; efekt główny typu zabiegu 

F=0,49, p=0,49; efekt interakcji genotyp×typ zabiegu F=3,6, p=0,033).  Zabieg z krążeniem 

pozaustrojowym wiązał się z wyższą liczbą monocytów dla homozygot GGG/GGG, 

natomiast zabieg bez krążenia pozaustrojowego – z wyższą liczbą monocytów  

dla homozygot AGC/AGC (Rys. 4.5.1.2.). 

 

 
Rysunek 4.5.1.2. Liczba monocytów  w okresie okołooperacyjnym z uwzględnieniem typu 
zabiegu (0 – dzień zabiegu, 1A – pierwszy dzień po zabiegu godz. 6-9, 1B – pierwszy dzień 
po zabiegu godz. 14-17, 2 – drugi dzień po zabiegu, 4-5 – czwarty lub piąty dzień  
po zabiegu). Dane przedstawione jako średnia i 95% przedział ufności, * - oznacza p<0,05.  
CABG – zabieg w krążeniu pozaustrojowym, OPCABG – zabieg bez krążenia 
pozaustrojowego.  
 

 

Podsumowanie 
Podsumowując, pacjenci z genotypem GGG/GGG, dla którego wykazano 

wcześniej większą zdolność do produkcji IL-6 zarówno w warunkach indukcji 

 in vitro, jak i w odpowiedzi na zabieg operacyjny, charakteryzowali się wyższymi 

liczbami leukocytów i neutrofili w okresie pooperacyjnym.   
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4.5.2. Wpływ zabiegu na stężenie cytokin w surowicy krwi 
 

W trakcie reakcji zapalnej dochodzi do wyrzutu zarówno cytokin 

prozapalnych, jak i antyzapalnych.  Traktując zabieg jako bodziec wywołujący 

odpowiedź organizmu, zbadano wyrzut cytokin w okresie okołooperacyjnym.  

Analizowano cytokiny Th1 (odpowiedź prozapalna): IFNγ, TNFα i IL-2  

oraz cytokiny Th2 (odpowiedź antyzapalna): IL-4, IL-10 i IL-6.  Materiał pobierano 

przed zabiegiem oraz 3, 24 i 72 godziny po zabiegu.  Wśród cytokin Th2 

zaobserwowano znaczące różnice dla IL-10 oraz IL-6, natomiast wśród cytokin Th1 

tylko dla IL-2 nastąpił znaczący wzrost stężenia (Tabela 4.5.2.1.).    
 
Tabela 4.5.2.1.  Stężenia cytokin w surowicy krwi w okresie okołooperacyjnym 

 przed 3 godz. 24 godz. 72h godz. p 

IL-10 1,1±2,7 10,6±12,3 5,7±12,5 2,3±5,2 <0,0001 

IL-6 1,6±5 227,8±135,6 129±96,8 42,2±25,6 <0,0001 

IL-4 1,7±3 1,3±2,5 1,2±2,5 1±2,2 0,65 

TNFα 1,3±2,1 2,4±3,1 1,1±1,5 1,9±3,4 0,12 

IFNγ 1,9±4,2 5,1±11,25 1,5±2,9 2,7±6,2 0,078 

IL-2 1±3,8 2,2±9,1 3,2±13,6 2±8,3 0,034 

Dane przedstawione jako średnia±odchylenie standardowe.  Test ANOVA Friedmana 
 

Wpływ polimorfizmu genu IL-6 na poziom IL-6 w surowicy krwi 

przedstawiono w Rozdziale 4.4.2.  Wśród pozostałych cytokin istotny wpływ 

polimorfizmu genu IL-6 zaobserwowano tylko dla IL-10 – jednej z cytokin, których 

poziom istotnie zwiększał się w okresie pooperacyjnym.  W analizie uwzględniono 

trzy najczęściej występujące złożone genotypy: GGG/GGG, GGG/AGC  

oraz AGC/AGC.  Poziomy IL-10 były wyższe u osób o genotypie AGC/AGC, efekt 

był istotny dla genotypu i niezależny od interakcji z czasem (ANOVA efekt główny 

genotyp F=3,92 p=0,032; efekt interakcji czas×genotyp F=1,12 p=0,35) (Rys. 4.5.2.1.).  

Efekt był jeszcze bardziej nasilony przy analizie homozygot AGC/AGC w stosunku 

do wszystkich pozostałych genotypów.   
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Rysunek 4.5.2.1.  Poziomy IL-10 w surowicy krwi w okresie okołooperacyjnym w kontekście 
polimorfizmu IL-6.  Dane przedstawione jako średnia i 95% przedział ufności średniej. 
 

 

Podsumowanie 
Podsumowując, istotny związek polimorfizmu z poziomem cytokin 

zaobserwowano dla interleukiny 10 i co ciekawe, osoby o genotypie AGC/AGC, 

charakteryzujące się niższą produkcją in vitro i in vivo IL-6, wykazywały się 

wyższym wyrzutem IL-10 w okresie okołooperacyjnym. 

 

 

 

4.5.3. Wpływ zabiegu na markery aktywacji komórek krwi 
 

Zabieg pomostowania tętnic wywołuje reakcję zapalną organizmu, która 

charakteryzuje się między innymi aktywacją komórek układu immunologicznego.  

Analizowano intensywność fluorescencji oraz procent komórek pozytywnych  

dla cząsteczek: CD54 (ICAM-1), CD11a i CD11b.  W badaniu skoncentrowano się 

na monocytach jako populacji komórek, które szybko i efektywnie ulegają aktywacji 

w odpowiedzi na bodziec.  Wykazano znaczące różnice w intensywności 

fluorescencji dla cząsteczki CD54 oraz różnice w odsetku komórek pozytywnych  

dla CD54 oraz CD11b (p<0,01) (Tabela 4.5.3.1.). 
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Tabela 4.5.3.1.  Średnie intensywności fluorescencji (MFI) oraz odsetek komórek 
wykazujących ekspresję markerów aktywacji w przebiegu okołooperacyjnym. 

 Przed 3 godz. 24 godz. 72 godz. p 

% CD54+ 96,5±3,3 94,9±3 96,5±3,1 97,6±1,3 <0,001 

CD54 MFI 40±13 30,8±13,7 39,7±11 47,6±16,5 <0,001 

% CD11a+ 69,6±25,2 65,4±23,6 68,7±22 74,2±20,1 0,47 

CD11a MFI 18,1±7,6 14,8±5,8 17±5,7 18,2±7 0,1 

% CD11b+ 90,5±7,9 95,6±3,9 94,6±6 94,3±5 0,007 

CD11b MFI 49,7±30,5 44,9±16,2 45,1±21,4 74,1±44,2 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 średnia±odchylenie standardowe.  Przedstawiono dane dotyczące ekspresji 
antygenów na monocytach.  Test ANOVA Friedmana 
 

 

IL-6 może wpływać na ekspresję cząsteczek adhezyjnych na powierzchni 

leukocytów.  Przeanalizowano związek IL-6 z ekspresją CD54 (ICAM-1), CD11a 

oraz CD11b na powierzchni monocytów.  Stwierdzono istnienie dodatniej korelacji 

między poziomem IL-6 trzy godziny po zabiegu, a więc w punkcie największego 

mierzonego wyrzutu tej cytokiny a wartością średniej intensywności 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 związku polimorfizmu genu IL-6 z ekspresją badanych markerów 

aktywacji wykazała związek tylko z ekspresją CD11b.  W analizie pojedynczych 

polimorfizmów tylko polimorfizm -174 wpływał na poziom ekspresji CD11b –  

– homozygoty GG charakteryzowały się wyższym MFI CD11b w okresie 

pooperacyjnym niż posiadacze allelu C (ANOVA efekt główny genotyp F=10,1 

p=0,0043) i efekt ten był niezależny od czasu (efekt interakcji czas×genotyp F=0,84 

p=0,47) (Rys. 4.5.3.1.A.).  Istotność statystyczna dotyczyła okresu 3 i 24 godzin  

po zabiegu. 
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Rysunek 4.5.3.1.  Średnia intensywność fluorescencji (MFI) cząsteczki CD11b  
na monocytach w kontekście polimorfizmu -174 IL-6 (A) oraz złożonych genotypów IL-6 (B). 
* - p<0,05.  Dane przedstawione jako średnia i 95% przedział ufności średniej. 
 

Również analiza poszerzonych genotypów wykazała związek z ekspresją 

CD11b na monocytach.  Wpływ genotypu był istotny statystycznie (ANOVA efekt 

główny genotyp F=5,25 p=0,013), na granicy istotności był również efekt interakcji 

czasu i genotypu (efekt interakcji czas×genotyp F=2,24 p=0,05) (Rys. 4.5.3.1.B.).  

Analiza post-hoc wykazała istotne różnice dla osób o genotypie GGG/GGG  

w stosunku do pozostałych grup 24 godziny po zabiegu oraz dla osób o genotypie 

AGC/AGC w stosunku do pozostałych grup 72 godziny po zabiegu.  
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Podsumowanie 
Podsumowując, wśród badanych markerów aktywacji tylko ekspresja 

cząsteczki CD11b na powierzchni monocytów wykazała dodatnią korelację  

z poziomami IL-6 w surowicy krwi, zaobserwowano również różnice w dynamice 

zmian ekspresji tej cząsteczki na monocytach w okresie okołooperacyjnym  

u posiadaczy różnych wariantów allelicznych genu IL-6.  Wyższą ekspresją 

charakteryzowały się osoby o genotypie GGG/GGG, dla których wykazano też 

wcześniej większą zdolność do produkcji IL-6. 

 

 

4.5.4.  Wpływ zabiegu na fenotyp i stan aktywacji monocytów 
 
4.5.4.1.  Charakterystyka zdolności subpopulacji monocytów do produkcji IL-6 
 

Monocyty stanowią główne źródło IL-6 wśród komórek krwi, pełnią również, 

jako osiadłe w ścianie naczynia makrofagi, istotną rolę w procesach prowadzących 

do powstawania i rozwoju blaszek miażdżycowych.  Co więcej, krążące monocyty 

mogą również brać udział w procesach prowadzących do powikłań blaszki 

miażdżycowej.  Uważa się również, iż stan aktywacji i fenotyp monocytów mogą 

odzwierciedlać stan zapalny toczący się w organizmie.  Wśród monocytów 

znajdujących się w krążeniu opisano dwie główne populacje różniące się ekspresją 

antygenów powierzchniowych CD14 (receptor LPS) oraz CD16 (FcγRIII).  Główna 

populacja monocytów o fenotypie CD14+CD16- stanowi średnio około 90% 

wszystkich monocytów, resztę stanowią monocyty CD14+CD16+ uważane  

za populację monocytów prozapalnych ze względu na opisaną zdolność do produkcji 

dużych ilości TNFα.   
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Rysunek 4.5.4.1.1.  Porównanie odsetka monocytów CD14+CD16+ wśród krążących 
monocytów u osób z grupy chorych i z grupy kontrolnej.  A) bramkowanie monocytów, B) 
bramkowanie monocytów CD14+CD16+, C) porównanie odsetka krążących monocytów 
CD14+CD16+ u osób chorych i grupy kontrolnej.  Dane na wykresie przedstawione jako 
mediana i rozstęp kwartylny.  * - p<0,05. 
 

Porównanie odsetka krążących monocytów prozapalnych CD14+CD16+  

u pacjentów z grupy chorych i u kontroli wykazało istotnie wyższy poziom tych 

komórek u chorych (Rys. 4.5.4.1.1.).   

 

 

Rysunek 4.5.4.1.2.  Porównanie spontanicznej oraz indukowanej LPS-em produkcji 
wewnątrzplazmatycznej IL-6 przed monocyty CD14+CD16+ i klasyczne monocyty 
CD14+CD16-.  Dane przedstawione jako mediana i rozstęp kwartylny.  * - p<0,05. 
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Analiza produkcji wewnątrzplazmatycznej IL-6 przez subpopulacje 

monocytów wykazała istotnie wyższą zdolność do produkcji tej cytokiny  

przez monocyty prozapalne (CD14+CD16+) w porównaniu do subpopulacji 

CD14+CD16- (Rys. 4.5.4.1.2.).  Różnica ta dotyczyła zarówno spontanicznej, jak i 

indukowanej LPS-em produkcji IL-6.  

 
4.5.4.2.  Wpływ zabiegu na skład procentowy subpopulacji monocytów 

 
Kolejny ciąg obserwacji dotyczył dynamicznych zmian w poziomach 

subpopulacji monocytów w okresie okołooperacyjnym.  Rysunek 4.5.4.2.1. 

przedstawia przykładowe zmiany w procencie krążących komórek dla subpopulacji 

CD14+CD16+ (bramka R2), CD14loCD16+ (bramka R4) oraz CD14++CD16lo 

(bramka R5).  Subpopulacje CD14loCD16+ i CD14++CD16lo są składowymi 

subpopulacji CD14+CD16+ wyróżnianymi na podstawie różnic w ekspresji 

antygenów CD14 i CD16.  Zauważyć można charakterystyczny spadek odsetka 

krążących prozapalnych monocytów w trzeciej godzinie po zabiegu oraz znaczny 

wzrost 24 godziny po operacji. 

 

 
Rysunek 4.5.4.2.1. Przykład zmian w procencie krążących monocytów CD14+CD16+ 
(bramka R2), CD14loCD16+ (bramka R4) oraz CD14++CD16lo (bramka R5) w okresie 
okołooperacyjnym.  Tabelka przedstawia procent jaki stanowi dana subpopulacja w całej 
populacji krążących monocytów 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 krążących monocytów 

i ich subpopulacji w okresie okołooperacyjnym.  Zarówno zmiany w odsetku 

krążących monocytów, jak i ich subpopulacji były istotne statystycznie.  Odsetek 

krążących monocytów spadał w 3. godzinie po zabiegu, w 24. godzinie po zabiegu 

był nieznacznie wyższy niż przed zabiegiem, a 72 godziny po zabiegu powracał  

do poziomu wyjściowego.  W przypadku subpopulacji monocytów zmiany 

odsetkowe były bardziej nasilone.  Odsetek monocytów prozapalnych CD14+CD16+ 

gwałtownie zmniejszał się 3 godziny po zabiegu, następnie gwałtownie wzrastał  

24 godziny po zabiegu, a 72 godziny po zabiegu pozostawał nieznacznie 

podwyższony.  Wśród subpopulacji składających się na monocyty prozapalne: 

CD14loCD16+ i CD14++CD16lo, subpopulacja CD14++CD16lo wykazywała 

dynamikę podobną do całej subpopulacji CD14+CD16+ z obserwowanym spadkiem 

w 3. godzinie i wzrostem w 24. godzinie po zabiegu.  Natomiast w przypadku 

subpopulacji CD14loCD16+ nie wystąpił wzrost odsetka w 24. godzinie od operacji.   

 

 
Tabela 4.5.4.2.1.  Odsetek krążących monocytów oraz subpopulacji monocytów w okresie 
okołooperacyjnym. 

 przed 3 godz. 24 godz. 72 godz. p 

% monocytów (CD14+) 
(jako % leukocytów) 

7,05±1,96 6,48±2,14 8,06±2,12 7,06±1,88   0,005 

% CD14+CD16+ (R2) 
(jako % monocytów) 

10,16±3,34 1,92±1,05 22,81±8,17 13,98±6,2 <0,0001

% CD14loCD16+ (R4) 
(jako % monocytów) 

6,04±2,08 0,86±0,38 5,22±4,11 7,78±4,47 <0,0001

% CD14++CD16lo (R5)  
(jako % monocytów) 

4,45±2,61 1,05±0,79 17,83±8,36 6,46±4,59 <0,0001

Dane przedstawione jako średnia±odchylenie standardowe.  Test ANOVA Friedmana 
 

 

Kolejnym krokiem była analiza związku polimorfizmu genu IL-6  

z odsetkowym składem krążących monocytów.  Analizowano trzy podstawowe 

złożone genotypy GGG/GGG, GGG/AGC oraz AGC/AGC. 
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Rysunek 4.5.4.2.2.  Odsetek krążących monocytów CD14+CD16+ w przebiegu 
okołooperacyjnym w kontekście złożonych genotypów IL-6.  Dane przedstawione jako 
średnia i 95% przedział ufności średniej. * - p<0,05 
 

Odsetek krążących monocytów o charakterze prozapalnym (monocytów 

CD14+CD16+) różnił się istotnie w zależności od genotypu IL-6 (ANOVA efekt 

główny genotypu F=8,1 p=0,0017) i efekt ten był zależny od czasu (ANOVA efekt 

interakcji genotyp×czas F=3,3 p=0,0059).  Zależność wpływu genotypu od czasu wynika 

z wartości otrzymanych 3 godziny po zabiegu, gdzie wszystkie grupy miały 

podobne, bliskie zeru wyniki.  Przeprowadzono również analizę korelacji stężenia 

IL-6 w surowicy krwi z odsetkiem krążących monocytów CD14+CD16+.  Odsetek 

monocytów CD14+CD16+ 24 i 72 godziny po zabiegu korelował ze stężeniem IL-6 

trzy godziny po zabiegu, a więc w okresie największego obserwowanego wyrzutu 

IL-6 (r=0,68 p=0,0001 oraz r=0,59 p=0,001).   

Genotyp GGG/GGG, charakteryzujący się wysoką produkcją IL-6  

po stymulacji LPS-em [Rozdział 4.3.2.] oraz dużym wyrzutem IL-6 w okresie 

pooperacyjnym [Rozdział 4.4.2.], charakteryzował się również wyższym procentem 

krążących monocytów CD14+CD16+ w okresie okołooperacyjnym (Rys. 4.5.4.2.2.).  

Efekt ten był istotny statystycznie 24 i 72 godziny po zabiegu. 
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Rysunek 4.5.4.2.3. Procent krążących monocytów CD14++CD16lo (A) oraz monocytów 
CD14loCD16+ (B) w przebiegu okołooperacyjnym w kontekście złożonych genotypów IL-6.  
Dane przedstawione jako średnia i 95% przedział ufności średniej. * - p<0,05 
 

Analiza subpopulacji składających się na monocyty prozapalne, czyli 

CD14++CD16lo (Rys. 4.5.4.2.3.A.) oraz CD14loCD16+ (Rys. 4.5.4.2.3.B.) 

wykazała istotny wpływ polimorfizmu tylko w przypadku monocytów 

CD14++CD16lo.  Podobnie jak w przypadku całej populacji CD14+CD16+, odsetek 

krążących monocytów CD14++CD16lo różnił się istotnie w zależności od genotypu 

IL-6 (ANOVA efekt główny genotypu F=5,47 p=0,015) i efekt ten był zależny od czasu 

(ANOVA efekt interakcji genotyp×czas F=2,36 p=0,043).  Analogicznie genotyp 

GGG/GGG charakteryzował się większym odsetkiem krążących monocytów 

CD14++CD16lo w okresie okołooperacyjnym (Rys. 4.5.4.2.3.A.).  Efekt ten był 

istotny statystycznie 24 i 72 godziny po zabiegu.  We wszystkich analizach 

subpopulacji monocytów komórki osób o genotypie GGG/GCG wykazywały 
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podobne tendencje jak komórki pochodzące od osób GGG/GGG, jednak ze względu 

na niewielką liczebność grupy osób tych nie włączano do analizy statystycznej. 

 
Podsumowanie 

Podsumowując, dynamika zmian subpopulacji krążących monocytów  

różniła się między osobami o różnych genotypach IL-6.  Osoby o genotypie 

GGG/GGG charakteryzowały się wyższym odsetkiem monocytów CD14+CD16+  

oraz CD14++CD16lo. 

 

4.5.4.3. Wpływ zabiegu na ekspresję cząsteczek CD14 i CD16 na powierzchni 
monocytów 

Kolejne badania dotyczyły analizy ekspresji cząsteczek CD14 i CD16  

na powierzchni monocytów.  Ekspresja cząsteczki CD14 wyrażona jako średnia 

intensywność fluorescencji (MFI) mierzona była w całej populacji monocytów  

oraz jej subpopulacjach: CD14+CD16-, CD14+CD16+, CD14loCD16+  

oraz CD14++CD16lo.  Ekspresja cząsteczki CD16 mierzona była na komórkach 

CD14+CD16+, CD14loCD16+ oraz CD14++CD16lo. 

Tabela 4.5.4.3.1. przedstawia analizę wpływu zabiegu pomostowania tętnic 

wieńcowych na ekspresję cząsteczek CD14 i CD16 na powierzchni różnych 

subpopulacji monocytów.   
Tabela 4.5.4.3.1.  Wpływ zabiegu na ekspresję cząsteczek CD14 i CD16 na powierzchni 
różnych subpopulacji monocytów. 

 przed 3 godz. 24 godz. 72 godz. p 

MFI CD14 
monocyty 

57±33,1 50,1±23 62,4±29,3 60,97±42,8   0,03 

MFI CD14 
CD14+CD16- 

61,4±34,6 51,4±23,3 60,4±26,2 64±43,3   0,015 

MFI CD14 
CD14+CD16+ 

32,3±12,7 38,5±16,7 85,2±35,9 54,4±45,4 <0,001 

MFI CD16 
CD14+CD16+ 

139,9±80,2 88,6±53,9 107,4±51 159,9±59,7 <0,001 

MFI CD14 
CD14loCD16+ 

19,4±7 19,3±5 32,6±24 33,4±28,2 <0,001 

MFI CD16 
CD14loCD16+ 

259,8±172,5 264,6±129,6 284,9±139,9 306,4±132   0,18 

MFI CD14 
CD14++CD16lo 

63,3±33,7 55,8±20,9 94,7±37,1 84,2±51,3 <0,001 

MFI CD16 
CD14++CD16lo 

69,5±53 45,6±19,2 87,7±50,1 76,9±47,3 <0,001 

Analiza wykona testem ANOVA Friedmana.  Dane przedstawione jako średnia i odchylenie standardowe. 
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Zaobserwowano istotny wpływ zabiegu na ekspresję cząsteczki CD14  

w analizowanych populacjach, przy czym warto zauważyć, iż efekt ten różnił się  

w zależności od populacji (Tabela 4.5.4.3.1.).  Główna subpopulacja monocytów: 

CD14+CD16-, a co za tym idzie również cała populacja monocytów (komórki 

CD14+), charakteryzowała się spadkiem ekspresji CD14 w trzeciej godzinie  

po zabiegu, następnie komórki powracały do wyjściowego poziomu ekspresji.  

Odmienny wpływ zabiegu na ekspresję CD14 zaobserwowano w subpopulacji 

CD14+CD16+ oraz jej składowych CD14loCD16+ i CD14++CD16lo.  Tu ekspresja 

CD14 wyraźnie rosła w 24. godzinie i pozostawała podwyższona aż do 72. godziny 

po zabiegu.  Zabieg pomostowania tętnic wpływał również istotnie na ekspresję 

cząsteczki CD16 na powierzchni monocytów CD14+CD16+ oraz CD14++CD16lo 

(spadek w trzeciej godzinie i następujący wzrost ekspresji), natomiast jej ekspresja 

na powierzchni monocytów CD14loCD16+ nie zmieniała się istotnie w okresie 

okołooperacyjnym. 

W dalszej kolejności analizowano czy polimorfizm genu IL-6 może mieć 

związek z ekspresją cząsteczek CD14 i CD16 na powierzchni monocytów.  

Analizowano trzy najczęściej występujące złożone genotypy: GGG/GGG, 

GGG/AGC i AGC/AGC.  W całej populacji monocytów (wszystkie komórki 

CD14+) wpływ polimorfizmu IL-6 był istotny statystycznie (ANOVA efekt główny 

genotypu F=7,7 p=0,0027) i niezależny od czynnika powtarzanych pomiarów  

(pdla interakcji=0,17).  Generalnie osoby posiadające genotyp GGG/GGG 

charakteryzowały się wyższą ekspresją CD14 (Rys. 4.5.4.3.1.A.).   

Dla poszczególnych punktów istotna statystycznie różnica dotyczyła osób  

o genotypie GGG/GGG i GGG/AGC w 24. godzinie po zabiegu (test NIR p=0,013). 
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Rysunek 4.5.4.3.1.  Wpływ złożonych genotypów IL-6 na ekspresję cząsteczki CD14  
na powierzchni komórek CD14+ (cała populacja monocytów) (A) oraz monocytów 
CD14+CD16+ (B) w okresie okołooperacyjnym.  * - p<0,05.  Dane przedstawione  
jako średnia i 95% przedział ufności średniej. 
 

W populacji monocytów CD14+CD16- nie zaobserwowano związku 

polimorfizmu z ekspresją cząsteczki CD14.  Natomiast w populacji prozapalnych 

monocytów CD14+CD16+ efekt polimorfizmu był analogiczny do efektów 

obserwowanych dla całej populacji monocytów – wpływ polimorfizmu był istotny  

i niezależny od czynnika powtarzanych pomiarów (ANOVA efekt główny genotyp 

F=7,4 p=0,0039; efekt interakcji czas×genotyp F=0,9 p=0,47) (Rys. 4.5.4.3.1.B.).  

Podobnie jak w analizie całej populacji monocytów testy post-hoc wykazały istotną 

statystycznie różnicę między osobami o genotypie GGG/GGG i GGG/AGC  

w 24. godzinie po zabiegu (test NIR p=0,027).  Ekspresja cząsteczki CD16  

na powierzchni monocytów CD14+CD16+ nie różniła się istotnie u osób o różnych 

złożonych genotypach. 
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Analiza ekspresji cząsteczek CD14 i CD16 na powierzchni monocytów 

CD14loCD16+ nie wykazała istotnych różnic między posiadaczami różnych 

genotypów IL-6, natomiast w przypadku monocytów CD14++CD16lo wykazano 

istotne różnice zarówno w ekspresji CD14, jak i CD16 (Rys. 4.5.4.3.2.A.).   

 
Rysunek 4.5.4.3.2.  Wpływ złożonych genotypów IL-6 na ekspresję cząsteczki CD14 (A)  
oraz cząsteczki CD16 (B) na powierzchni monocytów CD14++CD16lo w okresie 
okołooperacyjnym. * - p<0,05.  Dane przedstawione jako średnia i 95% przedział ufności 
średniej. 

 

Związek między polimorfizmem genu IL-6 a ekspresją CD14 był istotny  

i niezależny od czasu (ANOVA efekt główny genotyp F=7 p=0,006; efekt interakcji 

czas×genotyp F=1,5 p=0,18) (Rys. 4.5.4.3.2.A.).  Analiza testami post-hoc wykazała 

znacząco wyższą ekspresję CD14 u osób o genotypie GGG/GGG w porównaniu  

do grup GGG/AGC i AGC/AGC 24 godziny po operacji (testy NIR odpowiednio 

p=0,005 i p=0,03).  Podobnie polimorfizm genu IL-6 wpływał również istotnie  

na ekspresję cząsteczki CD16 na tych komórkach i efekt ten był niezależny od czasu 

 87



                                                                         Joanna Więckiewicz, Praca doktorska: Wyniki 

(ANOVA efekt główny genotyp F=6,6 p=0,007; efekt interakcji czas×genotyp F=0,9 

p=0,49) (Rys. 4.5.4.3.2.B.).  Dla poszczególnych punktów istotna statystycznie 

różnica dotyczyła osób o genotypie GGG/GGG i GGG/AGC w 24 godzinie  

po zabiegu (test NIR p=0,014). 

 

 

Podsumowanie 
Polimorfizm genu IL-6 pozostawał w związku z ekspresją cząsteczek CD14  

i CD16 na powierzchni różnych subpopulacji monocytów.  Genotyp GGG/GGG 

charakteryzował się wyższą ekspresją CD14 na powierzchni monocytów CD14+, 

CD14+CD16+ oraz CD14++CD16lo.  Osoby o tym genotypie wykazywały także 

ekspresję cząsteczki CD16 na monocytach CD14++CD16lo.  Obserwowane różnice 

w ekspresji były najbardziej widoczne 24 godziny po zabiegu – w okresie, w którym 

generalnie podwyższona była ekspresja tych cząsteczek oraz obserwowano wyższe 

odsetki monocytów prozapalnych wśród krążących monocytów. 
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4.6.  Występowanie powikłań okołooperacyjnych, analiza  
w kontekście polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6 

 

W całej badanej grupie chorych porównano charakterystykę zabiegu 

operacyjnego, analizując między innymi: liczbę wykonanych pomostów 

naczyniowych, odsetek zabiegów w krążeniu pozaustrojowym, czas trwania krążenia 

pozaustrojowego oraz czas od zabiegu do wypisu z oddziału.  Nie zaobserwowano 

istotnych statystycznie różnic (Tabela 4.6.1.).   

 
Tabela 4.6.1.  Charakterystyka zabiegu operacyjnego w aspekcie złożonych genotypów 
Złożony 
genotyp 

GGG/ 
GGG 

GGG/ 
AGC 

AGC/ 
AGC 

GGG/ 
GCG 

GCG/ 
AGC 

GCG/ 
GCG 

p 

N=316 61 141 75 26 9 4  
        
Liczba 
pomostów 
naczyniowych 

2,8±0,9 2,6±0,9 2,6±0,9 2,8±0,8 2,8±0,8 2,7±1,2 0,56

Zabieg  
w KPU, % 

45,9 48,9 56,8 50 22,2 100 0,12

Czas trwania 
KPU, min 

72,3±48,6 68,5±43,7 77,5±42 70,3±31,2 48±7,1 98,5±12,2 0,23

Czas pobytu w 
POP, godziny 

32,31±37,7 37,7±32,3 33,9±24,8 34,5±29,3 34±16 28±9,4 0,41

Czas  
do wypisu, dni 

6,4±1,4 6,5±2,6 6,2±1,2 6±0,7 6,4±1,4 6,5±1,3 0,74

KPU – krążenie pozaustrojowe, POP - -oddział pooperacyjny 
 

 

Zabieg pomostowania tętnic wieńcowych związany jest z ryzykiem 

pojawienia się powikłań pooperacyjnych.  W badanej grupie częstość powikłań 

wynosiła odpowiednio: migotanie przedsionków w czasie hospitalizacji - 23,86%, 

okołooperacyjny zawał mięśnia sercowego - 4,81%, reoperacja - 4,49%, zespół 

małego rzutu - 3,85%, reanimacja - 2,24%, zgon - 1,6%.   

Przeprowadzono porównanie częstości występowania poszczególnych 

powikłań w zależności od posiadanego genotypu IL-6, nie stwierdzono istnienia 

istotnych statystycznie różnic.  Jedynie śmiertelność wewnątrzszpitalna wykazywała 

tendencję do częstszego występowania w grupie GGG/GGG (GGG2) - 4,92%  

przy 1,2% dla osób z grupy GGG1 (GGG/X, X oznacza dowolny inny haplotyp)  

i 0% dla osób z grupy GGG0 (X/X) (p=0,054).  Wprowadzono również punkt 
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końcowy ciężkich powikłań obejmujący: zgon wewnątrzszpitalny, zespół małego 

rzutu oraz okołooperacyjny zawał mięśnia sercowego.  Punkt końcowy ciężkich 

powikłań wystąpił u 21 osób, co stanowiło 6,73% badanej grupy.  Rozkład tej 

zmiennej nie osiągnął istotności statystycznej dla pojedynczych polimorfizmów, 

natomiast uwzględnienie złożonych genotypów dało rozkład istotny statystycznie 

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

 
Tabela 4.6.2.  Rozkład częstości występowania ciężkich powikłań okołooperacyjnych  
w kontekście polimorfizmów -174 i -572 IL-6 oraz złożonych genotypów IL-6. 

ciężkie 
powikłania& 

-174 IL-6 -572 IL-6  haplotyp GGG 

     
GG 9 (10%) 20 (7,33%) GGG2# 8 (13,33%) 
GC 11 (7,43%) 0 (0%) GGG1 11 (6,67%) 
CC 1 (1,35%) 1 (25%) GGG0 2 (2,3%) 

 p=0,079 p=0,09  p=0,032 
& - ciężkie powikłania obejmowały: zgon, zespół małego rzutu oraz okołooperacyjny zawał mięśnia 

sercowego 
# - liczby 0, 1 i 2 oznaczają ile razy haplotyp GGG występuje u danej osoby 

 

Powikłania takie jak zgon, zespół małego rzutu lub okołooperacyjny zawał 

mięśnia sercowego wystąpiły u 13,3% osób z grupy GGG2 (genotyp GGG/GGG), 

natomiast tylko u 2,3% osób z grupy GGG0 i 6,7% osób z grupy GGG1 (p=0,032).   

 

Wykonano również analizę regresji logistycznej wpływu pojedynczych  

i złożonych polimorfizmów genu IL-6 na ryzyko zgonu bądź wystąpienia ciężkich 

powikłań, biorąc także pod uwagę fakt, iż wpływ polimorfizmu może się objawiać  

w sposób addytywny, dominujący bądź recesywny (Tabela 4.6.3.).  Ze względu  

na stwierdzoną w niniejszej pracy wysoką reaktywność osób o genotypie GGG/GGG 

w analizie występowania powikłań skupiono się na posiadaczach haplotypu GGG.  

W modelu addytywnym osoby z grupy GGG2 (posiadające dwa haplotypy GGG) 

kodowano jako 2, osoby z grupy GGG1 (jeden haplotyp GGG, drugi inny) 

kodowano jako 1, a osoby z grupy GGG0 (oba haplotypy inne niż GGG) kodowano 

jako 0.  W modelu recesywnym  kodowano GGG2 jako 1, a GGG1 i GGG0 jako 0.  

Wreszcie w modelu dominującym przyjęto kodowanie GGG2 i GGG1 jako 1,  

a GGG0 jako 0.  Metodą regresji logistycznej dla każdego z trzech wariantów 

wpływu polimorfizmu obliczono iloraz szans (OR) wraz z 95% przedziałem ufności 

oraz poziom p.  
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Stwierdzono istotny wpływ haplotypu GGG na wystąpienie zgonu  

bądź punktu końcowego ciężkich powikłań zarówno w modelu addytywnym,  

jak i w modelu recesywnym (Tabela 4.6.3.).  Iloraz szans (OR) dla modelu 

recesywnego wynosił 2,8 (95% przedział ufności 1,1-7,2) przy poziomie 

prawdopodobieństwa p=0,029, co oznacza 2,8 razy większe ryzyko wystąpienia 

punktu końcowego ciężkich powikłań u osób z grupy GGG2 (genotyp GGG/GGG)  

niż u pozostałych osób.  W modelu addytywnym OR 2,4 (1,2-4,8) przy poziomie 

prawdopodobieństwa p=0,012 także wskazuje na większe prawdopodobieństwo 

wystąpienia ciężkich powikłań u osób posiadających haplotyp GGG. 

 
Tabela 4.6.3.  Wyniki analizy regresji logistycznej wpływu pojedynczych polimorfizmów  
oraz złożonych genotypów genu IL-6 na ryzyko wystąpienia zgonu lub ciężkich powikłań 
okołooperacyjnych. 

 -174 IL-6 -572 IL-6 haplotyp  
GGG 

zgon    
Poziom p i iloraz szans (OR)  
dla modelu addytywnego* 

p=0,115 
OR 3,4 (0,7-16,2) 

# p=0,04 
OR 5,4 (1,1-26,7) 

  

Poziom p i iloraz szans (OR)  
dla modelu dominującego** 

# # #   

Poziom p i iloraz szans (OR)  
dla modelu recesywnego*** 

p=0,15 
OR 3,7 (0,6-22,8) 

# p=0,044 
OR 6,5 (1,05-39) 

  

    
ciężkie powikłania&    

Poziom p i iloraz szans (OR) dla 
modelu addytywnego* 

p=0,042 
OR 1,96 (1,02-3,8) 

p=0,56 p=0,012 
OR 2,4 (1,2-4,8) 

  

Poziom p i iloraz szans (OR) dla 
modelu dominującego** 

p=0,06 
OR 7 (0,9-53,3) 

p=0,12 p=0,07 
OR 3,9 (0,9-17,3) 

  

Poziom p i iloraz szans (OR) dla 
modelu recesywnego*** 

p=0,2 
OR 1,8 (0,7-4,3) 

p=0,27 p=0,029 
OR 2,8 (1,1-7,2) 

  

     
& - ciężkie powikłania obejmowały: zgon, zespół małego rzutu oraz okołooperacyjny zawał serca 

* - poziom p oraz iloraz szans (OR) wraz z 95% przedziałem ufności wyznaczone metodą 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% przedziałem ufności wyznaczone metodą regresji 
logistycznej dla modelu dominującego (GG i GC=1, CC=0 lub GGG2 i GGG1=1 i GGG0=0)  

*** - poziom p oraz iloraz szans (OR) wraz z 95% przedziałem ufności wyznaczone metodą regresji 
logistycznej dla modelu recesywnego (GG=1, GC i CC=0 lub GGG2=1, GGG1 i GGG0=0) 

#  - wykonanie obliczeń niemożliwe  
 

Wykazano, iż posiadanie haplotypu GGG istotnie zwiększało ryzyko zgonu 

okołooperacyjnego - OR 5,4 (1,1-26,7) w modelu addytywnym oraz OR 6,5  

(1,05-39) w modelu recesywnym.  W przypadku pojedynczych polimorfizmów 

jedynie polimorfizm -174 IL-6 istotnie wpływał na ryzyko wystąpienia punktu 

końcowego poszerzonych powikłań (OR 1,96 (95%CI 1,02-3,8)), nie wywierał 

natomiast istotnego wpływu na ryzyko zgonu.  Świadczy to o tym, iż oznaczanie 

 91



                                                                         Joanna Więckiewicz, Praca doktorska: Wyniki 

haplotypu IL-6 ma większe znaczenie dla oceny ryzyka niż tylko oznaczanie 

pojedynczych polimorfizmów.   

 

 

Uznanym parametrem oceny ryzyka zgonu okołooperacyjnego jest punktacja 

EuroSCORE.  W badanej grupie model uwzględniający tylko wpływ punktacji 

EuroSCORE na ryzyko zgonu był nieistotny statystycznie (p=0,056) (Tabela 4.6.4, 

model 1), po uwzględnieniu haplotypu GGG model uzyskał istotność (p=0,015), 

choć żadna ze zmiennych nie była istotna statystycznie (Tabela 4.6.4, model 2).  

Analizując punkt końcowy ciężkich powikłań zauważyć można wysoką istotność 

modelu 1, jak i samej zmiennej.  Dopasowanie modelu do danych (ang. goodness  

of fit) jest dodatkowo poprawione przez dołączenie haplotypu GGG (model 2).  

Różnica w dopasowaniu miedzy modelem 1 (tylko z EuroSCORE) a modelem 2 

(EuroSCORE wraz z haplotypem GGG) jest istotna statystycznie (p=0,0013),  

co wskazuje, iż dołączenie analizy haplotypu poprawia dopasowanie modelu  

do danych.  Iloraz szans (OR) dla haplotypu wynosił 2,3 (95% przedział ufności 

1,14-4,49) przy poziomie prawdopodobieństwa p=0,02, co oznacza 2,3 razy większe 

ryzyko powikłań u osób posiadających haplotyp GGG. 

 
Tabela 4.6.4.  Wyniki analizy regresji logistycznej określenia zdolności predykcyjnej 
klasyfikacji EuroSCORE oraz haplotypu GGG IL-6 do szacowania ryzyka zgonu lub ciężkich 
powikłań okołooperacyjnych. 

Model 2  
(zm. niezależne: EuroSCORE i haplotyp GGG) 

 Model 1  
(zm. niezależna 
EuroSCORE) EuroSCORE haplotyp GGG 

zgon    
dla modelu#: χ2=3,6    p=0,056 χ2=8,33    p=0,015 

dla zmiennej##: p=0,046 
OR 1,36 (1-1,85) 

p=0,08 
OR 1,35 (0,96-1,9) 

p=0,055 
OR 4,7 (0,97-23,1) 

ciężkie 
powikłania& 

   

dla modelu#: χ2=10,2  p=0,0014 χ2=14,8    p=0,00061 
(różnica z modelem 1: χ2=10,3; p=0,0013) 

dla zmiennej##: p=0,0014 
OR 1,3 (1,1-1,54) 

p=0,0042 
OR 1,28 (1,08-1,5)

p=0,02 
OR 2,3 (1,14-4,49)

    
& - ciężkie powikłania obejmowały: zgon, zespół małego rzutu oraz okołooperacyjny zawał serca 
# - dla modelu podawane χ2 dobroci dopasowania modelu do danych wraz z poziomem 
prawdopodobieństwa 
## - dla zmiennej podawany poziom p oraz iloraz szans (OR) wraz z 95% przedziałem ufności 
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Podsumowanie: 
 

Analiza ryzyka wystąpienia powikłań pooperacyjnych wykazała,  

iż posiadanie haplotypu GGG (a w szczególności genotypu GGG/GGG) istotnie 

zwiększało ryzyko zgonu okołooperacyjnego oraz ryzyko wystąpienia punktu 

końcowego poszerzonych powikłań pooperacyjnych.  Co więcej, uwzględnienie 

haplotypu GGG wnosiło dodatkową informację do modelu oceny ryzyka 

zawierającego skalę oceny ryzyka EuroSCORE.  Warto zauważyć, iż osoby  

o genotypie GGG/GGG scharakteryzowano w przedstawianej pracy jako osoby  

o wysokiej produkcji IL-6 w odpowiedzi na zabieg oraz znacznym nasileniu 

odpowiedzi zapalnej w okresie pooperacyjnym wyrażonym znaczną leukocytozą, 

wzrostem ekspresji markerów aktywacji na monocytach oraz zwiększeniem odsetka 

monocytów prozapalnych wśród krążących monocytów. 
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5.  DYSKUSJA 
 

 Prezentowana praca porusza kwestię występowania polimorfizmu regionu 

promotorowego genu IL-6 u chorych z chorobą niedokrwienną serca poddawanych 

zabiegowi pomostowania tętnic wieńcowych.  Badanie obejmowało porównanie 

częstości występowania trzech polimorfizmów genu IL-6: -174 G\C, -572 G\C  

i -597 G\A.  Porównano częstość występowania analizowanych polimorfizmów  

w grupie osób chorych oraz dobranej pod względem wieku grupie kontrolnej osób 

bez choroby niedokrwiennej serca.  Allel C -174 IL-6 i allel A -597 występowały 

stosunkowo często w obu badanych grupach – z około 47% częstością w grupie osób 

z chorobą niedokrwienną serca oraz około 43% częstością w grupie kontrolnej.  Oba 

allele były również ze sobą sprzężone.  Natomiast allel C -572 był allelem rzadkim, 

występującym z częstością 6,8% w grupie chorych i 9,7% w grupie kontrolnej.  

Zarówno w grupie osób z chorobą niedokrwienną serca, jak i w grupie kontrolnej 

rozkłady genotypów dla każdego z polimorfizmów nie odbiegały od rozkładu 

opisywanego prawem Hardy’ego-Weinberga, co świadczy o tym, iż nie było presji 

selekcyjnej na któryś z alleli, a analizowane polimorfizmy prawdopodobnie  

nie wpływają bezpośrednio na ryzyko zachorowania na chorobę wieńcową.  

Świadczy o tym również wykazany brak różnic między rozkładami genotypów  

oraz poszczególnych alleli w grupie osób chorych oraz w grupie kontrolnej.   

 Poza analizą występowania pojedynczych polimorfizmów przeanalizowano 

również różnice w częstości występowania haplotypów oraz złożonych genotypów 

genu IL-6.  To podejście jest stosunkowo rzadko stosowane w literaturze, mimo  

iż pozwala uzyskać dokładniejszą informację o wpływie polimorfizmów, 

uwzględniając ich ewentualne interakcje oraz występujące między nimi sprzężenia.  

Z tego względu w przedstawianej pracy duży nacisk położono na analizę haplotypów 

i poszerzonych genotypów.  Stwierdzono występowanie trzech podstawowych 

haplotypów: GGG, AGC i GCG (oznaczanych jako allel występujący kolejno  

w pozycji -597, -572 i -174).  Haplotypy GGG i AGC występowały  

w obu badanych populacjach często (częstość powyżej 40%), natomiast haplotyp 

GCG posiadający rzadki allel C -572 występował z częstością poniżej 10%.   

Nie stwierdzono istotnych różnic w częstości występowania poszczególnych 
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haplotypów między badanymi grupami, co świadczy o braku wpływu haplotypów 

genu IL-6 na ryzyko zachorowania na chorobę niedokrwienną.   

 Złożone lub inaczej poszerzone genotypy IL-6 oznaczają różne kombinacje 

haplotypów.  Zaobserwowano występowanie sześciu podstawowych złożonych 

genotypów: GGG/GGG, GGG/AGC, AGC/AGC, GGG/GCG, GCG/AGC  

oraz GCG/GCG.  Heterozygoty dwóch podstawowych haplotypów, czyli genotyp 

GGG/AGC były najczęściej występującą kombinacją haplotypów.  Homozygoty 

GGG/GGG oraz AGC/AGC także były częste w obu populacjach.  Natomiast 

złożone genotypy, w skład których wchodził rzadki haplotyp GCG, 

charakteryzowały się częstością występowania poniżej 10%.  Spośród nich 

najczęściej spotykanym był genotyp GGG/GCG.  Nie stwierdzono istotnych różnic 

w rozkładzie występowania złożonych genotypów między grupą chorych a grupą 

kontrolną.  Ponadto w obu grupach rozkłady występowania poszerzonych genotypów 

były zgodne z rozkładem Hardy’ego-Weinberga.  Podobnie jak w przypadku analizy 

pojedynczych polimorfizmów, haplotypy oraz złożone genotypy IL-6 wydają się nie 

wpływać na ryzyko zachorowania na chorobę niedokrwienną serca.   

 

 W analizowanej grupie pacjentów rozkład czynników ryzyka choroby 

niedokrwiennej serca nie różnił się istotnie między grupami o różnym genotypie  

IL-6.  Istotne różnice wykazano tylko dla wieku chorych w momencie operacji  

oraz dla czasu trwania dławicy piersiowej, przy czym chorzy nie różnili się istotnie 

wiekiem w czasie wystąpienia pierwszych objawów.  Różnice dotyczyły głównie 

osób o genotypie GGG/GGG oraz GCG/AGC, które w odniesieniu do grup 

GGG/AGC i AGC/AGC charakteryzowały się dłuższym czasem trwania objawowej 

choroby wieńcowej. 

 

 Kolejnym celem niniejszej pracy była ocena wpływu polimorfizmu regionu 

promotorowego genu IL-6 na zdolność monocytów krwi obwodowej do produkcji tej 

cytokiny.  Komórki pochodzące od osób o genotypie GGG/GGG  

charakteryzowały się wyższą reaktywnością na LPS niż komórki pochodzące  

od pozostałych osób.  Natomiast spontaniczna produkcja cytokiny była najniższa  

w komórkach pochodzących od osób o genotypie GGG/GCG.  Dodatkowo oceniono 

wpływ jednej ze statyn (lowastatyny) na produkcję IL-6 in vitro.  Lowastatyna 

hamowała zdolność monocytów do produkcji IL-6 zarówno spontanicznej,  
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jak i indukowanej LPS-em, a efekt ten był najsilniej widoczny w przypadku komórek 

pochodzących od osób o genotypie GGG/GGG oraz GGG/AGC.  Monocyty osób  

o genotypie AGC/AGC praktycznie nie reagowały na lowastatynę, charakteryzowały 

się także niską reaktywnością na LPS. 

 

W dalszej części pracy oceniono wpływu polimorfizmu regionu 

promotorowego genu IL-6 na przebieg i nasilenie reakcji zapalnej po zabiegu 

pomostowania tętnic wieńcowych.  Określono zarówno dynamikę zmian stężenia  

IL-6 w surowicy krwi, jak i dynamikę zmian parametrów morfologicznych, ekspresję 

markerów aktywacji, zmiany stężeń cytokin, zmiany subpopulacji monocytów.  

Zabieg pomostowania tętnic wywoływał  znaczący wzrost stężenia IL-6 w surowicy.  

Trzy godziny po zabiegu obserwowany był szczyt stężenia cytokiny w surowicy 

krwi, a najwyższe stężenia stwierdzono u homozygot GGG/GGG.  Reakcja 

organizmu na zabieg wiązała się również z wysoką leukocytozą, przy czym 

najwyższe liczby białych krwinek obserwowano u homozygot GGG/GGG,  

czyli osób, u których stwierdzono również największy wyrzut inteleukiny 6  

w odpowiedzi na zabieg.  Podobne wyniki uzyskano analizując liczbę neutrofili: 

homozygoty GGG/GGG charakteryzowały się większą liczbą neutrofili w okresie 

pooperacyjnym niż pozostali chorzy.  Liczba monocytów w okresie pooperacyjnym 

także była wyższa u osób o genotypie GGG/GGG, z tym, że dotyczyło to wyłącznie 

osób poddawanych zabiegowi z użyciem krążenia pozaustrojowego.   

W mniejszej grupie osób poddanych zabiegowi z użyciem krążenia 

pozaustrojowego przeprowadzono także bardziej szczegółową analizę wpływu 

zabiegu na aktywację komórek krwi.  Osoby o genotypie GGG/GGG 

charakteryzowały się w okresie pooperacyjnym wyższą ekspresją markera aktywacji 

CD11b na powierzchni monocytów, wyższym odsetkiem monocytów prozapalnych 

CD14+CD16+ i ich subpopulacji CD14+CD16lo oraz wyższą ekspresją cząsteczek 

CD14 i CD16 na subpopulacjach monocytów.   

Dodatkowo przeanalizowano także występowanie ciężkich powikłań 

okołooperacyjnych, takich jak zgon, okołooperacyjny zawał mięśnia sercowego 

 oraz zespół małego rzutu.  Osoby o genotypie GGG/GGG, dla których stwierdzono 

wcześniej większy wyrzut IL-6 w okresie pooperacyjnym oraz bardziej nasiloną 

reakcję zapalną, charakteryzowały się także większą częstością występowania 

ciężkich powikłań.   
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 Jak wynika z uzyskanych w niniejszej pracy wyników, polimorfizm genu  

IL-6 nie wpływa istotnie na ryzyko choroby niedokrwiennej serca, natomiast może 

modulować zdolność do wydzielania tej cytokiny i poprzez to wpływać na stan 

zapalny, co szczególnie ujawnia się w uogólnionej odpowiedzi zapalnej na zabieg 

operacyjny.  Wykazano, iż osoby o genotypie GGG/GGG charakteryzują się większą 

zdolnością do produkcji IL-6 po silnej stymulacji oraz nasiloną odpowiedzią zapalną 

na zabieg pomostowania tętnic wieńcowych.  Co więcej, osoby te charakteryzują się 

także większą częstością występowania ciężkich powikłań pooperacyjnych.  

 

 

 

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

 
Analizowana w niniejszej pracy grupa chorych nie różniła się od populacji kontrolnej 

pod względem częstości występowania genotypów i alleli genu IL-6.  Brak istotnych 

różnic w rozkładzie dotyczył zarówno pojedynczych polimorfizmów, jak  

i haplotypów oraz złożonych genotypów.  Ponadto w obu grupach rozkłady częstości 

genotypów były zgodne z rozkładem Hardy’ego-Weinberga, co świadczy  

o braku presji selekcyjnej na którykolwiek z analizowanych alleli.  Można stąd 

wnioskować, iż polimorfizm IL-6 nie wpływa na ryzyko zachorowania na chorobę 

niedokrwienną serca.  Większość dostępnych danych literaturowych także  

nie wykazała związku polimorfizmu genu IL-6 z ryzykiem ChNS. 

 

 Opublikowano liczne prace badające związek polimorfizmu regionu 

promotorowego genu IL-6 z ryzykiem zachorowania na chorobę niedokrwienną 

serca, czynnikami ryzyka ChNS oraz powikłaniami tej choroby.  Najczęściej 

badanym polimorfizmem był polimorfizm -174 IL-6, prace uwzględniające pozostałe 

dwa polimorfizmy analizowane w przedstawianej pracy były nieliczne.  Wyniki 

dużych badań, takich jak badanie LURIC uwzględniające 3304 osoby,  

nie wykazały związku polimorfizmu -174 IL-6 z ryzykiem choroby wieńcowej  

i zawału serca169.  Podobnie w innym badaniu obejmującym 6434 osoby  

nie wykazano wpływu polimorfizmu -174 IL-6 na ryzyko choroby niedokrwiennej, 
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choć allel C związany był z wyższym stężeniem CRP170.  W innej pracy wykazano 

słaby związek polimorfizmu -174 IL-6 z ryzykiem ChNS, badanie wykonano  

w 2751-osobowej grupie mężczyzn w średnim wieku, a najwyższe ryzyko 

stwierdzono dla palaczy o genotypie GC171, w tej samej pracy stwierdzono również 

wyższe ciśnienie skurczowe u osób posiadających allel C -174.  Stwierdzono 

również związek allelu C -174 z ryzykiem zawału serca i co ciekawe, allel C był 

również częstszy u pacjentów, którzy mieli w badaniu angiograficznym znacząco 

zwężone jedno lub dwa naczynia wieńcowe172.   

W prezentowanej pracy nie wykazano związku polimorfizmu genu IL-6  

z ryzykiem zachorowania na chorobę wieńcową.  Brak było różnic w częstości 

występowania poszczególnych alleli i genotypów między grupą osób chorych i grupą 

kontrolną.  Ponadto w obu badanych populacjach rozkłady genotypów dla każdego  

z analizowanych polimorfizmów nie odbiegały od rozkładu opisywanego prawem 

Hardy’ego-Weinberga.  Cennym wynikiem prezentowanej pracy jest 

przeprowadzenie analiz dla haplotypów i złożonych genotypów, które były 

analizowane w tym kontekście tylko w nielicznych badaniach. 

 Oceniany w niniejszej pracy rozkład częstości genotypów -174 IL-6 był 

podobny do wyników innych badaczy analizujących zdrowe osoby z populacji 

polskiej173.  W cytowanej pracy rozkład genotypów był następujący: GG 28,8%,  

GC 49,3% i CC 21,9%.  Rozkład częstości genotypów -174 IL-6 w wynikach 

własnych w grupie kontrolnej: GG 34%, GC 45,6%, CC 20,4%; natomiast w grupie 

osób z chorobą wieńcową: GG 28,9%, GC 47,5%, CC 20,4%.  Zauważyć można,  

iż rozkład genotypów -174 IL-6 u osób z grupy chorych z niniejszej pracy był bardzo 

zbliżony do rozkładu tego genotypu w populacji osób zdrowych z pracy 

Kurzawskiego i wsp.173, co dodatkowo umacnia wniosek o braku różnic w rozkładzie 

genotypów IL-6 między grupami chorych i zdrowych oraz o braku związku tego 

polimorfizmu z ryzykiem zachorowania na chorobę niedokrwienną serca.   

 Porównując rozkłady frekwencji genotypów -174 IL-6 w populacjach osób 

zdrowych pochodzących z różnych regionów geograficznych, zauważyć można 

bardzo dużą rozpiętość danych.  Wśród osób rasy kaukaskiej rozkład podobny  

do polskiego występował w populacji niemieckiej174 i brytyjskiej175, natomiast 

bardzo różnił się w populacji włoskiej176 oraz amerykańskiej177 gdzie obserwowano 

znacznie zwiększoną częstość występowania genotypu GG i allelu G.  Podobnie 

wśród przedstawicieli ras innych niż kaukaska, allel C -174 był bardzo rzadki178 179.  
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Obserwowane geograficzne różnice mogą wynikać z selekcji środowiskowej 

specyficznej dla danego regionu, związanej ze zróżnicowaniem narażenia  

na patogeny zwłaszcza, że również dla innych cytokin wykazano podobne 

geograficzne zróżnicowanie 180 181 182. 
 
 

W analizowanej grupie pacjentów rozkład czynników ryzyka choroby 

niedokrwiennej serca nie różnił się istotnie między grupami o różnym genotypie  

IL-6.  Istotne różnice wykazano tylko dla wieku chorych w momencie operacji  

oraz czasu trwania dławicy piersiowej, przy czym chorzy nie różnili się istotnie 

wiekiem w czasie wystąpienia pierwszych objawów.  Różnice dotyczyły głównie 

osób o genotypie GGG/GGG oraz GCG/AGC, które w odniesieniu do grup 

GGG/AGC i AGC/AGC charakteryzowały się dłuższym czasem trwania objawowej 

choroby wieńcowej.  Warto jednocześnie zauważyć, iż grupa osób o genotypie 

GGG/GGG wraz ze wszystkimi osobami, które posiadały rzadki haplotyp GCG, 

charakteryzowała się także wysokim odsetkiem (powyżej 70%) osób  

z trójnaczyniową chorobą wieńcową.  U homozygot AGC/AGC i heterozygot 

GGG/AGC odsetek ten wynosił odpowiednio 62,2% oraz 58,7% (p=0,01  

dla porównania AGC/AGC, GGG/AGC i łączonych pozostałych).  Także w pracy 

Georges i wsp.172 zauważono częstsze występowanie choroby trójnaczyniowej  

u osób o genotypie GG -174 IL-6.  Zaobserwowany związek może tłumaczyć 

stwierdzona w niniejszej pracy większa zdolność monocytów pochodzących od osób 

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

 
 
 

5.2.  Wpływ polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6 
na produkcję IL-6 

5.2.1.  Spontaniczna oraz stymulowana LPS-em produkcja IL-6 
 W prezentowanej pracy w kompleksowy sposób zbadano wpływ 

polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6 na produkcję tej cytokiny  

w warunkach in vitro, jak również na wydzielanie tej cytokiny in vivo.   

Cennym i unikalnym wynikiem pracy było określenie zdolności monocytów  

do produkcji tej cytokiny wykonane metodą cytometrycznego oznaczania 

wewnątrzplazmatycznej IL-6.  Zaletą zastosowanej metody jest możliwość 
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stwierdzenia, jaki odsetek komórek produkuje badane białko oraz jakie dokładnie są 

to komórki.  W pracy badano jednojądrzaste komórki krwi obwodowej (PBMC),  

w skład których wchodzą monocyty i limfocyty.  Zdolność do produkcji IL-6  

w zastosowanym schemacie badawczym krótkiej 5-godzinnej stymulacji 

wykazywały tylko monocyty, które są uważane za główne źródło IL-6 spośród 

komórek krwi183.  Zastosowanie w opisywanych doświadczeniach kohodowli 

monocytów i limfocytów pozwala na odtworzenie in vitro naturalnego modelu 

wzajemnego oddziaływania monocytów i limfocytów.  Badanie obejmowało 

określenie zdolności do spontanicznej produkcji cytokiny oraz określenie wpływu 

inkubacji ze statyną na spontaniczną produkcję.  Ponadto zbadano zdolność  

do indukcji IL-6 przez silny czynnik stymulujący – lipopolisacharyd ścian 

bakteryjnych (LPS) oraz określono wpływ inkubacji ze statyną na indukowaną  

LPS-em produkcję tej cytokiny.   

LPS jest naturalnym czynnikiem stymulującym wydzielanie IL-6 w przebiegu 

zakażenia bakteryjnego i zastosowanie go pozwala przybliżyć sposób reagowania 

komórek na prawdziwą infekcję.  W prezentowanej pracy porównano zdolność  

do indukcji IL-6 przez LPS u osób z chorobą niedokrwienną serca oraz u osób  

w podobnym wieku z grupy kontrolnej bez choroby niedokrwiennej serca.  Osoby  

z grupy chorych charakteryzowały się niższym odsetkiem monocytów zdolnych  

do produkcji IL-6 po stymulacji LPS-em w porównaniu do grupy kontrolnej.   

 

 Wpływ polimorfizmu genu IL-6 na produkcję cytokiny  

przez monocyty uwidocznił się zarówno w przypadku spontanicznej, jak  

i indukowanej LPS-em produkcji.  Spontaniczna produkcja była najniższa u osób  

o złożonym genotypie GGG/GCG, natomiast po indukcji LPS-em najwyższym 

odsetkiem monocytów IL-6+ charakteryzowały się osoby o genotypie GGG/GGG.  

Oba genotypy: GGG/GCG oraz GGG/GGG odpowiadają homozygotom GG -174, 

dla których opisywano większą zdolność do produkcji IL-6 po indukcji IL-1154.  

Również w niniejszej pracy posiadanie genotypu GG -174 IL-6 wiązało się  

z silniejszą odpowiedzią na LPS.  Reaktywność na LPS, wyrażona jako indeks 

stymulacji, względem kontroli była najniższa w grupie homozygot AGC/AGC 

(odpowiadających osobom o genotypie CC -174), co wynikało ze stosunkowo 

niskiego odsetka monocytów produkujących IL-6 w odpowiedzi na LPS.   

 100



                                                                      Joanna Więckiewicz, Praca doktorska: Dyskusja 

W prezentowanej pracy komórki izolowane od osób o rzadkim genotypie 

GGG/GCG charakteryzowały się niższą spontaniczną produkcją IL-6 niż komórki 

pobrane od pozostałych osób, natomiast reaktywność na stymulację LPS-em 

wyrażona indeksem stymulacji była wysoka w hodowlach komórek pochodzących 

od tych osób.  Wskazuje to na podobieństwo fenotypowe tych osób do grupy  

o genotypie GGG/GGG, dla której wykazano wysoką odpowiedź na stymulację LPS-

em oraz duże nasilenie reakcji zapalnej po zabiegu pomostowania tętnic.  U osób  

o rzadkim genotypie GGG/GCG także obserwowano duże nasilenie reakcji zapalnej 

na zabieg.  Można wnioskować, iż prawdopodobnie allel C w pozycji -572  

nie wpływa istotnie na aktywność promotora.   

 

Dane literaturowe dotyczące związku polimorfizmu z produkcją IL-6 in vitro 

są niejednoznaczne, w pracy Olivieri i wsp.184 wykazano iż IL-6 wydzielana in vitro 

przez niestymulowane monocyty była wyższa u osób o genotypie GG -174  

w porównaniu do posiadaczy allelu C, w innej pracy najwyższa spontaniczna 

produkcja IL-6 obserwowana była u heterozygot GC185.  W badaniu in vitro  

z zastosowaniem konstruktów genetycznych promotora IL-6 i genu reporterowego 

zaobserwowano w komórkach HeLa wyższą aktywność promotora dla allelu G -174, 

zarówno po aktywacji LPS, jak i IL-1154.  W innej pracy  stopień aktywacji 

promotora był zależny od haplotypu, haplotyp GGG charakteryzował się większą 

aktywacją po stymulacji IL-1 w komórkach śródbłonkowych ECV304, natomiast  

w komórkach HeLa różnice między haplotypami były nieznaczne151.  W ciekawej 

pracy z zastosowaniem metody EMSA stwierdzono, iż oligonukleotydy 

odpowiadające odcinkowi -161 do -181 promotora IL-6 zawierające w pozycji -174 

guaninę silniej wiążą białka z ekstraktu jądrowego niż sondy posiadające cytozynę  

w pozycji -174, co więcej wykazano także, iż badany polimorfizm nie wpływał  

na wiązanie czynników transkrypcyjnych: NF-κB, NF-IL-6 i AP-1, co sugeruje 

zaangażowanie jeszcze innych czynników traskrypcyjnych186.  

 

5.2.2.  Wpływ statyn na wydzielanie IL-6 
 

Jednym z czynników o działaniu immunomodulującym może być stosowanie 

statyn.  Statyny są inhibitorami kluczowego enzymu szlaku syntezy cholesterolu -  
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- reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A (HMG-CoA), stosowanymi 

w celu obniżenia stężenia cholesterolu LDL.  Poza działaniem hipolipemicznym 

statyny wpływają również na funkcję śródbłonka, odpowiedź zapalną, stabilność 

płytki miażdżycowej i tworzenie zakrzepów187.  Takie plejotropowe działanie statyn 

wynika z tego, iż hamują one syntezę mewalonianu, który jest prekursorem nie tylko 

cholesterolu, ale również farnezolu i geranylo-geraniolu, biorących udział  

w izoprenylacji białek zaangażowanych w sygnalizację wewnątrzkomórkową, takich 

jak białko Ras czy Rho188.   

Wykazano, iż statyny mogą hamować produkcję cytokin przez monocyty.  

Simwastatyna hamowała produkcję IL-6, IL-8, MCP-1 przez monocyty pochodzące 

od osób z hipercholesterolemią189 i, jak wykazano, efekt ten może być pośredniczony 

poprzez indukowanie ekspresji białka SOCS-3 - negatywnego regulatora ekspresji 

cytokin190.  W badaniach klinicznych wykazano obniżenie stężenia IL-6 w surowicy 

krwi u pacjentów przyjmujących statyny191 192. 

 

W przedstawianej pracy wykazano hamujący wpływ lowastatyny  

na produkcję IL-6 zarówno spontaniczną, jak i indukowaną LPS-em.  Co ciekawe,  

po przeanalizowaniu wpływu polimorfizmu genu na efekt wywierany  

przez lowastatynę okazało się, iż do istotnego statystycznie obniżenia spontanicznej 

produkcji IL-6 dochodziło w hodowlach komórek pochodzących od osób  

o genotypie GGG/GGG i GGG/AGC, natomiast komórki osób o genotypie 

AGC/AGC tylko w niewielkim stopniu reagowały na statynę.  Podobnie  

po stymulacji LPS-em dodanie lowastatyny do hodowli hamowało produkcję IL-6  

w komórkach pochodzących od homozygot GGG/GGG oraz heterozygot 

GGG/AGC, natomiast w pozostałych grupach efekt działania lowastatyny był 

nieistotny statystycznie.  Te wyniki różnią się od danych literaturowych, w badaniu 

WOSCOPS stosowanie prawastatyny przez rok skutkowało niższym ryzykiem 

rozwoju ChNS oraz większym obniżeniem stężenia cholesterolu LDL w surowicy 

krwi u osób o genotypie CC -174193, co odpowiada osobom AGC/AGC.  Warto 

zauważyć jednak, iż autorzy nie badali stężenia IL-6 po roku stosowania statyny,  

a badane stężenia CRP nie wykazały różnic między grupami genotypowymi.  

Uzyskane wyniki wskazują, iż różne rodzaje statyn mogą w zróżnicowany sposób 

wpływać na produkcję cytokin w zależności od polimorfizmu odpowiadających 

genów.  Jeśli ta hipoteza okazałaby się prawdziwa określenie polimorfizmu genów 
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mogłoby w przyszłości prowadzić do indywidualizacji terapii farmakologicznej  

i pozwalało dobrać najbardziej efektywny lek dla danego pacjenta.  Podobny efekt 

większej wrażliwości ze strony osób o genotypie GG -174 (odpowiadają osobom  

z grup GGG/GGG i GGG/GCG) na lek zaobserwowano w badaniu oceniającym 

wpływ leczenia inhibitorami agregacji płytek na stężenia CRP i IL-6  

po angioplastyce naczyń wieńcowych194. 

 

5.2.3.  Produkcja IL-6 in vivo 
  

Wyniki badań in vitro znalazły swoje odzwierciedlenie również w badaniach 

in vivo.  Poziom bioaktywnej IL-6 w surowicy krwi chorych istotnie różnił się  

w zależności od posiadanego wariantu allelicznego.  Najniższe stężenie cytokiny  

w surowicy krwi obserwowano u homozygot AGC/AGC, u których w badaniach  

in vitro stwierdzono najmniejszą reaktywność na LPS.  Warto zwrócić uwagę  

na zastosowaną metodę biologiczną dającą możliwość pomiaru aktywności 

biologicznej IL-6, co pozwala na ocenę aktywności całego kompleksu cytokina – 

– rozpuszczalne receptory.   

 

W przedstawianej pracy dla mniejszej grupy pacjentów określono również 

zmiany stężenia IL-6 w okresie okołooperacyjnym.  Zabieg pomostowania tętnic 

wieńcowych jest zabiegiem wywołującym silną odpowiedź organizmu, której 

przejawem jest między innymi produkcja IL-6.  Zgodnie z doniesieniami innych 

badaczy141 zaobserwowano gwałtowny wyrzut IL-6 trzy godziny po operacji, 

stężenie cytokiny następnie opadało, ale 72 godziny po operacji pozostawało jeszcze 

podwyższone w stosunku do poziomu wyjściowego przed operacją.  Wpływ 

polimorfizmu genu IL-6 na dynamikę wyrzutu IL-6 był znaczący.  Różnica między 

poszczególnymi genotypami ujawniła się w trzeciej godzinie po zabiegu, czyli  

w punkcie największego obserwowanego wyrzutu tej cytokiny.  Osoby o genotypie 

GGG/GGG (odpowiadające homozygotom GG -174 IL-6) charakteryzowały się 

najwyższym stężeniem IL-6.  Warto zaznaczyć, iż monocyty od osób o tym 

genotypie także najsilniej reagowały na bodziec stymulujący w badaniach in vitro, 

wykazując najwyższy odsetek IL-6+ komórek po stymulacji LPS-em.  Wynik ten 

pozostaje w zgodzie z wynikami grupy włoskiej195, gdzie obserwowano wyższe 

 103



                                                                      Joanna Więckiewicz, Praca doktorska: Dyskusja 

stężenia IL-6 24, 48 i 72 godziny po zabiegu u osób o genotypie GG -174, co więcej 

osoby te pozostawały także dłużej na oddziale intensywnej terapii oraz poddawane 

były dłuższej hospitalizacji.  Z drugiej strony w innej pracy wykazano wyższe 

stężenia IL-6 6 godzin po zabiegu u osób o genotypie CC -174 oraz u posiadaczy 

allelu C polimorfizmu -572196. 

 

 

5.3.  Intensywność reakcji zapalnej na zabieg pomostowania 
tętnic wieńcowych a polimorfizm genu IL-6 

 

Jednym z celów niniejszej pracy była analiza ostrej reakcji zapalnej 

wywołanej zabiegiem pomostowania tętnic wieńcowych, jak również określenie 

związku polimorfizmu genu IL-6 z przebiegiem reakcji zapalnej u badanych 

pacjentów.   

Zmiany w morfologii krwi obwodowej pod wpływem zabiegu są dość dobrze 

opisane w literaturze.  Zgodnie z oczekiwaniami wykazano istotny wpływ zabiegu  

na parametry morfologii krwi.  Niezależnie od typu zabiegu – z krążeniem 

pozaustrojowym bądź bez – dynamika zmian była podobna: liczba białych krwinek, 

neutrofili i monocytów wzrastała, natomiast limfocytów i płytek krwi obniżała się  

po zabiegu.   

W prezentowanej pracy zaobserwowano dodatnią korelację między stężeniem 

IL-6 w surowicy krwi 24 godziny po zabiegu a liczbą leukocytów, neutrofili  

i monocytów; co więcej, wykazano także związek między polimorfizmem genu IL-6 

a wspomnianymi parametrami morfologicznymi.  Wykazano większą liczbę 

leukocytów u pacjentów posiadających złożony genotyp GGG/GGG.  Są to ci sami 

pacjenci, dla których wykazano wyższe stężenia IL-6 w surowicy krwi po zabiegu, 

jak również wysoką reaktywność monocytów na LPS.  Co więcej, wykazano 

również, iż stężenie IL-6 w surowicy mierzone 24 godziny po zabiegu korelowało  

z liczbą leukocytów w pierwszym dniu po zabiegu.  Podobne wyniki uzyskano 

analizując liczbę neutrofili: pacjenci o genotypie GGG/GGG charakteryzowali się 

większym wyrzutem neutrofili po zabiegu, a stężenie IL-6 w pierwszej dobie  

po zabiegu korelowało z liczbą neutrofili w tym samym okresie.  Wyniki te pozostają 
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w zgodzie z danymi literaturowymi wykazującymi związek między IL-6  

a leukocytozą związaną z różnymi stanami klinicznymi197 198.  

 

W prezentowanej pracy zaobserwowano zwiększone stężenia IL-10  

w surowicy krwi w przebiegu pooperacyjnym w porównaniu do stężenia tej cytokiny 

przed zabiegiem.  IL-10 jest cytokiną o silnym działaniu przeciwzapalnym  

i immunomodulującym.  Ma ona zdolność hamowania produkcji cytokin 

prozapalnych przez makrofagi199 200 i neutrofile201.  Wpływa również  

na różnicowanie się monocytów w makrofagi202, hamuje ich zdolność  

do wydzielania wolnych rodników tlenowych203, ekspresję cząsteczek 

adhezyjnych204, zdolność do prezentacji antygenów205.  Cytokina ta wpływa również 

na limfocyty Th indukując różnicowanie w kierunku Th2206 oraz na komórki 

śródbłonka hamując ekspresję cząsteczek adhezyjnych207.  Liczne badania wykazały, 

iż odpowiedź na zabieg operacyjny wiąże się z natychmiastowym wydzieleniem 

dużych ilości cytokin prozapalnych i następującym po nim bądź równoczesnym 

wydzieleniem mediatorów antyzapalnych, w tym IL-10.  Wykazano, iż głównym 

źródłem cytokin prozapalnych TNFα, IL-6, IL-8 jest mięsień sercowy208, natomiast 

większość IL-10 jest produkowana przez wątrobę209. 

Co ciekawe, kiedy badaną grupę podzielono pod względem polimorfizmu genu IL-6, 

najwyższe stężenia IL-10 stwierdzono u posiadaczy genotypu AGC/AGC, 

charakteryzującego się niskimi stężeniami IL-6.  Efekt ten, choć nie wydaje się być 

związany z bezpośrednim hamowaniem wydzielania IL-10 przez IL-6, może 

przyczyniać się do zaburzenia mechanizmu kompensacji efektu działania cytokin 

prozapalnych przez IL-10.  Zwykle u pacjentów, u których oprócz reakcji zapalnej 

rozwija się kompensacyjna reakcja przeciwzapalna, okres pooperacyjny przebiega 

bez powikłań, natomiast u pacjentów, u których odpowiedź przeciwzapalna jest 

zahamowana, obserwuje się liczne powikłania, w tym zespół niewydolności 

wielonarządowej210.  Stwierdzone w niniejszej pracy niskie stężenia IL-10  

w połączeniu z wysokimi stężeniami IL-6 u osób o genotypie GGG/GGG mogą 

przyczyniać się do obserwowanej u tych osób wyższej częstości występowania 

ciężkich powikłań pooperacyjnych. 
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5.3.1.  Ekspresja markerów aktywacji w okresie okołooperacyjnym 
 

Wzrost ekspresji integryn oraz cząsteczek adhezyjnych na powierzchni 

monocytów może wpływać na uszkodzenie tkanek poprzez zwiększanie adhezji 

leukocytów do komórek śródbłonka i ich infiltrację do tkanek.  W prezentowanej 

pracy obserwowano spadek ekspresji CD54 (ICAM-1), CD11a i CD11b  

na powierzchni monocytów w trzeciej godzinie po zabiegu, w kolejnych badanych 

punktach ekspresja tych antygenów wzrastała, w przypadku CD54 i CD11b osiągając 

72 godziny po zabiegu poziom wyższy od obserwowanego przed zabiegiem.  

Wcześniejsze prace wykazywały zwiększoną ekspresję CD11b na powierzchni 

zarówno monocytów, jak i neutrofili i wskazywały na kluczową rolę tej cząsteczki  

w indukowanej adhezją aktywacji tych komórek po zabiegach wykonywanych  

w krążeniu pozaustrojowym211 212.  Zastosowanie aprotyniny pozwoliło na redukcję 

ekspresji CD11b w trakcie i bezpośrednio po zabiegu i jednocześnie redukowało 

krwawienie oraz konieczność wykonywania transfuzji preparatów krwi213 214.  

Ostatnio opisano, iż podwyższona ekspresja CD11b na monocytach zwiększa ryzyko 

wystąpienia migotania przedsionków215, a podwyższona ekspresja tego antygenu  

na neutrofilach koreluje z występowaniem pooperacyjnej niewydolności nerek216.   

W prezentowanej pracy ekspresja tego antygenu korelowała ze stężeniem IL-6  

w surowicy krwi.  Badania Duits’a i wsp. wskazują, że IL-6 może mieć bezpośredni 

wpływ na ekspresję CD11b na powierzchni monocytów217.  W pracy tej ekspresja 

CD11b, jak również CD18 i CD11c na powierzchni komórek linii monocytarnej 

U937 była zależna od IL-6 w sposób zależny od jej dawki, a przeciwciała przeciwko 

IL-6 hamowały ten efekt.   

W prezentowanej pracy stwierdzono dodatnią korelację między poziomem 

IL-6 trzy godziny po zabiegu, a więc w punkcie najwyższego obserwowanego 

wyrzutu tej cytokiny, a ekspresją CD11b na monocytach 3 i 24 godziny po zabiegu.  

Co więcej, zwiększoną ekspresję CD11b na monocytach obserwowano u posiadaczy 

genotypu GGG/GGG IL-6, czyli u osób charakteryzujących się większym wyrzutem 

tej cytokiny do surowicy krwi w okresie okołooperacyjnym, jak również większą 

zdolnością do indukcji produkcji IL-6 po stymulacji.  
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5.3.2.  Subpopulacje monocytów krwi obwodowej w okresie 
okołooperacyjnym 
 

Monocyty jako osiadłe w ścianie naczynia makrofagi mogą brać udział  

w powstawaniu złogów lipidowych i rozwoju blaszek miażdżycowych.  Natomiast 

krążące we krwi monocyty biorą czynny udział w powstawaniu niestabilnej blaszki 

miażdżycowej i związanych z nią powikłań.  Najnowsze dane kliniczne  

i eksperymentalne wskazują, iż proces zapalny w ścianie naczynia jest kluczowym 

czynnikiem decydującym o tempie powstawania blaszki miażdżycowej  

oraz ujawniania się klinicznych objawów choroby218.  Hipoteza odpowiedzi  

na uszkodzenie (ang. response-to-injury) zaproponowana przez Ross’a2 zakłada,  

iż jakiś czynnik (lub uszkodzenie) inicjuje kaskadę zapalną w ścianie naczynia,  

w wyniku której dochodzi do akumulacji makrofagów i innych komórek układu 

immunologicznego.  Najnowsze badania wskazują, iż poza napływem monocytów  

do blaszki miażdżycowej, również zaburzenia w ich recyrkulacji biorą udział  

w progresji blaszki219.  Wcześniej wykazano, iż znacząca część krążących 

monocytów po migracji do tkanek może różnicować się w komórki dendrytyczne, 

które następnie wędrują do węzłów chłonnych, gdzie biorą udział w prezentacji 

antygenów limfocytom T220 221.  Llodra i wsp.222 stwierdzili, iż balans między 

komórkami napływającymi do tkanki a opuszczającymi ją może być zaburzony przez 

niektóre lipidy o właściwościach aterogennych.  Co więcej, wykazali oni również,  

iż opuszczanie blaszki miażdżycowej przez komórki wywodzące się z monocytów 

jest znacznie zredukowane w warunkach, które promują miażdżycę, takich jak 

hipercholesterolemia.  W omawianej pracy gwałtowna normalizacja poziomów 

cholesterolu skutkowała regresją blaszki o 50% w ciągu trzech dni i jednocześnie 

obserwowano zwiększenie liczby opuszczających blaszkę komórek pochodzenia 

monocytarnego przy zachowanym poziomie napływu nowych monocytów.   

W powyższej pracy wykazano także, że pochodzące z monocytów komórki 

dendrytyczne mogą przechodzić z blaszki z powrotem do krwi.  W innej pracy tego 

zespołu wykazano, iż subpopulacja monocytów CD14+CD16+ preferencyjnie 

różnicuje się w komórki dendrytyczne223.  Opisane powyżej wyniki badań zwracają 

uwagę na rolę krążących monocytów oraz ich subpopulacji. 

 Krążące monocyty podzielono na subpopulacje różniące się ekspresją 

antygenów CD14 i CD16224.   Monocyty CD14+CD16+, stanowiące około 10% 
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wszystkich monocytów, określa się jako monocyty prozapalne ze względu  

na zdolność do produkcji cytokin prozapalnych, głównie TNFα, przy zahamowanej 

zdolności do produkcji IL-10225.  Dodatkowo ta subpopulacja monocytów wykazuje 

ekspresję antygenów charakterystycznych dla makrofagów, co świadczy o ich 

dojrzałym fenotypie226.  Pozostałą pulę monocytów stanowią klasyczne monocyty 

CD14+CD16-.  Podwyższenie odsetka monocytów prozapalnych wśród krążących 

monocytów obserwowano u pacjentów z sepsą227, zakażonych wirusem HIV228, osób 

dializowanych229 i pacjentów z astmą230. 

 

 

W prezentowanej pracy porównano odsetek krążących monocytów 

CD14+CD16+ u osób chorych oraz osób z grupy kontrolnej.  Znacząco wyższy 

odsetek monocytów CD14+CD16+ stwierdzono u osób z chorobą niedokrwienną 

serca, co znalazło potwierdzenie także w pracy Schlitt’a i wsp.231.  Ważnym 

stwierdzeniem prezentowanej pracy jest także dowód, iż w subpopulacji monocytów 

CD14+CD16+ odnotowano znacząco więcej komórek zdolnych do produkcji IL-6, 

zarówno spontanicznie, jak i po stymulacji LPS-em.   

Przeprowadzono również analizę zmian odsetka subpopulacji monocytów  

w okresie okołooperacyjnym w wydzielonej grupie osób poddanych zabiegowi  

w krążeniu pozaustrojowym.  Odsetek monocytów prozapalnych CD14+CD16+ 

gwałtownie zmniejszał się 3 godziny po zabiegu, następnie gwałtownie wzrastał  

24 godziny po zabiegu, a 72 godziny po zabiegu pozostawał nieznacznie 

podwyższony.  Dynamikę zmian subpopulacji monocytów w odpowiedzi na zabieg 

analizowano już w literaturze232, jednak badanie było przeprowadzone tylko  

na siedmioosobowej grupie pacjentów i badano komórki przed zabiegiem, 

bezpośrednio po zakończeniu zabiegu i następnie po 24 godzinach.  Badacze 

zaobserwowali spadek odsetka monocytów CD14+CD16+, jednak nie był on tak 

nasilony jak w prezentowanej pracy 3 godziny po zabiegu.  Obserwowany spadek 

odsetka monocytów CD14+CD16+ w krążeniu może wynikać z aktywacji ich 

adhezji do komórek śródbłonka i migracji do tkanek.  Natomiast obserwowany 

następnie znaczny wzrost odsetka tych komórek wynika ze zwiększonego 

wydzielenia nowych monocytów ze szpiku, jak również może po części wynikać  

z recyrkulacji komórek z powrotem z tkanek do krążenia.   
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W prezentowanej pracy wyróżniono również subpopulacje składające się  

na subpopulację CD14+CD16+: CD14loCD16+ i CD14++CD16lo, wśród nich 

subpopulacja CD14++CD16lo wykazywała dynamikę zmian podobną do zmian całej 

subpopulacji CD14+CD16+.  Istnienie mniejszych subpopulacji składających się  

na monocyty prozapalne opisywali już inni autorzy233.  Uważa się, że monocyty 

CD14loCD16+ są najbardziej dojrzałą subpopulacją krążących monocytów, 

natomiast monocyty CD14++CD16lo charakteryzują się pośrednim fenotypem 

między populacjami CD14+CD16- a CD14loCD16+ 233.  Monocyty CD14loCD16+ 

wykazują się wysoką ekspresją integryn CD11a (LFA-1) i CD49d (VLA-4)  

oraz cząsteczki CD45RA charakterystycznej dla aktywowanych komórek.  

Natomiast cechą charakterystyczną dla monocytów CD14++CD16lo jest wysoka 

ekspresja CD11b (Mac-1).  Zróżnicowana ekspresja integryn i markerów aktywacji 

świadczy nie tylko o różnych stadiach dojrzewania komórek, ale także  

o zróżnicowanej zdolności do adhezji do komórek śródbłonka.  Ekspresja CD11a  

i CD11b wiąże się ze zdolnością do adhezji do niestymulowanych komórek 

śródbłonka, natomiast cząsteczka CD49d bierze udział w przyleganiu do komórek 

śródbłonka aktywowanych cytokinami234 235.  Sugeruje się, że reakcja zapalna  

lub odpowiedź immunologiczna inicjuje różnicowanie się monocytów w kierunku 

komórek o fenotypie CD14loCD16+.  Uzyskane w przedstawianej pracy wyniki 

wydają się potwierdzać tę teorię, przed zabiegiem obserwowano wyższy odsetek 

monocytów CD14loCD16+ niż komórek CD14++CD16lo, natomiast po zabiegu 

obserwowano najpierw wzrost odsetka pośredniej populacji monocytów 

CD14++CD16lo, a potem najbardziej zróżnicowanych komórek CD14loCD16+.   

 

 

W niniejszej pracy określono również dynamikę zmian ekspresji cząsteczek 

CD14 i CD16 na powierzchni różnych subpopulacji monocytów.  Tak dokładna 

analiza nie została dotąd opublikowana, jedynie we wspomnianej wcześniej pracy 

Hiesmayr’a i wsp.232 stwierdzono spadek ekspresji cząsteczki CD16 po zabiegu.  

Zaobserwowano istotny wpływ zabiegu na ekspresję cząsteczki CD14  

w analizowanych populacjach, przy czym efekt ten różnił się w zależności  

od populacji monocytów.  Główna subpopulacja monocytów (CD14+CD16-) 

charakteryzowała się spadkiem ekspresji CD14 w trzeciej godzinie po zabiegu, 

następnie komórki powracały do wyjściowego poziomu ekspresji.  Natomiast  
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w pozostałych subpopulacjach: CD14+CD16+, CD14loCD16+ i CD14++CD16lo 

ekspresja CD14 wyraźnie rosła w 24. godzinie i pozostawała podwyższona aż do 72. 

godziny po zabiegu.  Taka dynamika zmian może świadczyć o aktywacji 

monocytów, co znajduje potwierdzenie zarówno w wynikach innych badaczy, jak  

i własnych wynikach analizy ekspresji markerów aktywacji na powierzchni 

monocytów. 

W literaturze wykazano, iż poziom ekspresji cząsteczki CD14 na monocytach 

wzrasta po ich aktywacji LPS-em236, jak również ox-LDL237 238.  Zauważono też 

podwyższoną ekspresję tej cząsteczki na monocytach pochodzących od pacjentów  

z ostrymi epizodami sercowymi w porównaniu do jej ekspresji na komórkach  

od osób z grupy kontrolnej lub pacjentów ze stabilną dusznicą bolesną239.  Co więcej, 

poddanie się przez pacjentów rutynowej terapii farmakologicznej powodowało 

spadek ekspresji cząsteczki CD14 w ciągu 6 tygodni.  Sugeruje się, iż monocyty  

o podwyższonej ekspresji CD14 mogą być nadreaktywne na stymulację, szczególnie 

tą pośredniczoną przez CD14. 

Ekspresja cząsteczki CD16 na powierzchni monocytów CD14loCD16+  

nie zmieniała się istotnie w okresie okołooperacyjnym, natomiast na powierzchni 

monocytów CD14+CD16+ oraz CD14++CD16lo obserwowano spadek w trzeciej 

godzinie od zabiegu i następujący wzrost jej ekspresji.  Podobną dynamikę zmian 

ekspresji CD16 na powierzchni monocytów zaobserwowali inni badacze  

w dziesięcioosobowej grupie pacjentów poddanych zabiegowi pomostowania tętnic 

wieńcowych z użyciem krążenia pozaustrojowego240.  Uważa się, iż ekspresja 

cząsteczki CD16 na monocytach jest fenotypowym wyrazem ich bardziej dojrzałego 

stadium rozwojowego, jako że monocyty takie przypominają tkankowe makrofagi 

swoją zdolnością do produkcji TNF-α przy zahamowanej zdolności do produkcji  

IL-10, a także ekspresją cząsteczek adhezyjnych i markerów aktywacji226.  

Obserwowany spadek ekspresji cząsteczki CD16 w trzeciej godzinie po zabiegu jest 

wynikiem aktywacji monocytów i ich migracji do tkanek241, natomiast następujący 

później wzrost ekspresji wynika prawdopodobnie zarówno z aktywacji dojrzewania 

monocytów przez cytokiny IL-6242 i IL-10243, jak i wyrzutu ze szpiku kostnego 

nowych monocytów i recyrkulacji monocytów z tkanek.  
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Bardzo interesującym wynikiem prezentowanej pracy jest zaobserwowana 

różnica zarówno w odsetku monocytów CD14+CD16+ i CD14++CD16lo,  

jak i w ekspresji na ich powierzchni cząsteczek CD14 i CD16 w zależności  

od posiadanego genotypu IL-6.  Zauważono, iż wartości omawianych parametrów  

są wyższe u posiadaczy genotypu GGG/GGG, dla którego opisano większy wyrzut 

tej cytokiny do surowicy krwi w okresie okołooperacyjnym, jak również większą 

zdolność do indukcji produkcji IL-6 po stymulacji.  Co więcej, stwierdzono również 

istnienie dodatniej korelacji między stężeniem IL-6 w surowicy krwi 3 godziny  

po zabiegu (czyli w punkcie najwyższego mierzonego wyrzutu tej cytokiny)  

a odsetkiem monocytów CD14+CD16+ 24 i 72 godziny po zabiegu.  Taki efekt 

może wynikać zarówno z bezpośredniego wpływu IL-6 na dojrzewanie i aktywację 

monocytów244, jak i może być wynikiem pośredniego oddziaływania cytokiny 

poprzez obserwowane wzmożenie stanu zapalnego i reakcji ostrej fazy.  Nie można 

również wykluczyć, iż zaobserwowana prawidłowość nie ma związku przyczynowo–

–skutkowego, tym niemniej zastanawiająca jest duża reaktywność u osób o 

genotypie GGG/GGG obserwowana w okresie pooperacyjnym i wyrażona wysokim 

stężeniem IL-6 w surowicy krwi, wyższą liczbą leukocytów (w tym neutrofili i 

monocytów), wyższą ekspresją CD11b na powierzchni monocytów oraz 

omawianymi wyższymi odsetkami monocytów CD14+CD16+ i CD14++CD16lo, a 

także wyższą ekspresją na ich powierzchni cząsteczek CD14 i CD16.   

W literaturze opisywano już wcześniej związek polimorfizmu z różnicami  

w odsetkach różnych subpopulacji monocytów.  Posiadanie allelu apoE4 związane 

było z wyższym odsetkiem monocytów CD14loCD16+ zarówno u pacjentów  

z hipercholesterolemią, jak i u osób z grupy kontrolnej233.  Co więcej, monocyty 

pochodzące od osób homozygotycznych pod względem apoE4 wykazywały in vitro 

wyższy wzrost ekspresji CD16 pod wpływem M-CSF w porównaniu do komórek 

pochodzących od osób apoE3/E3245.   

W prezentowanej pracy wykazano związek polimorfizmu genu IL-6  

z subpopulacją CD14++CD16lo.  Co ciekawe, dane literaturowe wskazują,  

iż omawiana subpopulacja może mieć wpływ na patogenezę procesu 

miażdżycowego, jako że enzymatycznie modyfikowane LDL preferencyjnie wiążą 

się do komórek z tej subpopulacji i indukują powstawanie z nich komórek 

piankowatych246.  Prezentowana praca wiąże się natomiast z rolą tych komórek  

w odpowiedzi zapalnej.  Zaobserwowano znaczny wzrost odsetka tych komórek 
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wśród monocytów krwi obwodowej oraz ich nasiloną aktywację w okresie 

pooperacyjnym. 

 

5.4.  Występowanie powikłań okołooperacyjnych  
a polimorfizm genu IL-6 
 

Kliniczne konsekwencje stanu zapalnego wywołanego zabiegiem mogą 

bardzo różnić się pomiędzy poszczególnymi pacjentami, począwszy od wzrostu 

stężenia mediatorów stanu zapalnego nie objawiającego się istotnymi zmianami 

stanu pacjenta aż do pojawienia się objawów niewydolności wielonarządowej,  

a w pewnych przypadkach nawet do śmierci pacjenta247.  Poza oczywistym 

wpływem stanu klinicznego pacjenta przed operacją oraz przebiegu samej operacji  

na obserwowane osobnicze różnice w intensywności stanu zapalnego i częstości 

powikłań pooperacyjnych może również wpływać indywidualne zróżnicowanie  

w zdolności do produkcji markerów stanu zapalnego warunkowane istnieniem 

polimorfizmów w obrębie genów kodujących te markery.  Ze względu na kluczową 

rolę IL-6 w regulacji stanu zapalnego bardzo istotną rolę wydaje się pełnić 

polimorfizm genu IL-6. 

 

 Związek polimorfizmu genu IL-6 z powikłaniami po zabiegu pomostowania 

tętnic był już badany wcześniej.  Stwierdzono między innymi, iż homozygoty  

GG -174 IL-6 charakteryzowały się dłuższym okresem hospitalizacji po zabiegu195.  

Kolejna praca tego zespołu wykazała również, iż posiadanie tego genotypu wiązało 

się z gorszą funkcją nerek i płuc po operacji248.  Jednocześnie posiadanie genotypu 

GG -174 IL-6 wiązało się z wyższymi stężeniami IL-6 mierzonymi po zabiegu,  

a stężenie IL-6 korelowało z parametrami upośledzenia funkcji nerek i płuc.  Jeszcze 

inna praca wykazała związek allelu C -572 IL-6 z uszkodzeniem funkcji nerek  

po zabiegu pomostowania tętnic249.  W naszym badaniu wykazano istotne różnice  

w częstości występowania ciężkich powikłań pooperacyjnych, takich jak zgon, 

zespół małego rzutu i okołooperacyjny zawał mięśnia sercowego u posiadaczy 

różnych wariantów polimorficznych genu IL-6.  Osoby o genotypie GGG/GGG 

(w grupie tej znajduje się większość posiadaczy genotypu GG -174 IL-6) 

charakteryzowały się częstszym występowaniem ciężkich powikłań niż pozostałe 
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grupy ( p=0,032).  Wcześniej wykazano, iż osoby o tym genotypie produkują istotnie 

więcej IL-6 w okresie pooperacyjnym, charakteryzują się wyższym odsetkiem 

monocytów produkujących IL-6 po stymulacji LPS-em oraz charakteryzują się 

bardziej nasiloną reakcją zapalną w odpowiedzi na zabieg.  Większe nasilenie 

odpowiedzi zapalnej u osób o genotypie GGG/GGG charakteryzowało się omawianą 

wcześniej zwiększoną leukocytozą, większą ekspresją cząsteczki CD11b  

na monocytach, zwiększeniem odsetka monocytów prozapalnych 24 godziny  

po zabiegu oraz nasileniem ekspresji cząsteczek CD14 i CD16 na powierzchni 

monocytów.   

W przedstawianej pracy metodą regresji logistycznej przeprowadzono również 

analizę wpływu polimorfizmu genu IL-6 na ryzyko wystąpienia ciężkich powikłań 

pooperacyjnych.  Posiadanie haplotypu GGG wiązało się z ponad dwukrotnie 

wyższym ryzykiem wystąpienia ciężkich powikłań (OR > 2).  Również ryzyko 

zgonu okołooperacyjnego było znacząco wyższe u posiadaczy haplotypu GGG  

(OR > 5), jednak wynik ten ze względu na małą liczbę zgonów charakteryzował się 

bardzo dużą rozpiętością 95% przedziału ufności i musi być interpretowany z dużą 

ostrożnością.  Nasze wyniki wskazują, iż oznaczanie haplotypu regionu 

promotorowego genu IL-6 mogłoby być dodatkowym wskaźnikiem ryzyka 

wystąpienia ciężkich powikłań pooperacyjnych.  Warto zauważyć, iż oznaczanie 

haplotypu ma większą siłę predykcyjną niż oznaczanie tylko polimorfizmu -174  

IL-6, który jest najczęściej oznaczany u innych autorów (OR 2,4 przy p=0,012  

dla haplotypu GGG i OR 1,96 przy p=0,042 dla -174 IL-6).   

Uznanym klinicznym wskaźnikiem oceny ryzyka powikłań pooperacyjnych jest 

klasyfikacja EuroSCORE250.  W przedstawianej pracy stworzono dwa modele 

określające ryzyko powikłań: model 1 uwzględniający tylko klasyfikację 

EuroSCORE oraz model 2 uwzględniający klasyfikację EuroSCORE oraz haplotyp 

GGG.  Wykazano, iż uwzględnienie haplotypu zwiększało dopasowanie modelu  

do danych zarówno przy analizie ryzyka zgonu, jak i ryzyka ciężkich powikłań 

pooperacyjnych.   

 

Ogólnoustrojowa reakcja zapalna jest ważnym czynnikiem prowadzącym  

do powikłań po operacjach kardiochirurgicznych.  Uważa się, iż nasilenie tej reakcji 

w dużym stopniu może zależeć od czynników genetycznych.  Określenie wpływu tych 

czynników mogłoby w przyszłości pozwolić na modyfikacje skal szacowania ryzyka 
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powikłań pooperacyjnych, jak również na indywidualizowanie terapii 

immunomodulacyjnych i przeciwzapalnych u pacjentów wysokiego ryzyka. Wyniki 

przedstawianej pracy wskazują, iż jednym z czynników genetycznych modulujących 

odpowiedź zapalną na zabieg pomostowania tętnic wieńcowych jest polimorfizm 

regionu promotorowego genu IL-6.  Uzyskane rezultaty sugerują, iż osoby  

o genotypie GGG/GGG charakteryzujące się wysokimi stężeniami IL-6 w okresie 

pooperacyjnym oraz dużą reaktywnością na LPS są jednocześnie osobami 

narażonymi na nadmierną aktywację odpowiedzi zapalnej na zabieg  

oraz wystąpienie ciężkich powikłań pooperacyjnych. 
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6.  WNIOSKI 
 

WNIOSKI SZCZEGÓŁOWE 

 

1.  Polimorfizm regionu promotorowego genu IL-6 nie ma związku z ryzykiem 

zachorowania na chorobę wieńcową, może natomiast modulować przebieg choroby 

oraz nasilenie odpowiedzi zapalnej na zabieg pomostowania tętnic wieńcowych. 

 

2. Monocyty pochodzące od osób o genotypie GGG/GGG i GGG/GCG 

charakteryzują się większą zdolnością do produkcji IL-6 po stymulacji LPS-em.   

 

3.  Nasilenie odpowiedzi zapalnej na zabieg wyrażone ilością leukocytów, neutrofili  

oraz aktywacją komórek zapalnych jest większe u osób o genotypie GGG/GGG.   

 

4.  Ciężkie powikłania okołooperacyjne, takie jak: zgon, zespół małego rzutu  

i okołooperacyjny zawał mięśnia sercowego występują częściej u osób  

o genotypie GGG/GGG. 

 

 

WNIOSKI OGÓLNE 

 

Uzyskane wyniki wskazują, iż ciężkie powikłania okołooperacyjne 

obserwowane w grupie chorych o genotypie GGG/GGG mogą być pochodną 

większej aktywacji komórek zapalnych oraz wzmożonego stanu zapalnego w tej 

grupie chorych.   

Oznaczanie polimorfizmu regionu promotorowego genu IL-6 mogłoby być  

w przyszłości cennym wskaźnikiem podatności na nadmierną reakcję zapalną  

po zabiegu pomostowania tętnic wieńcowych i pozwoliłoby na zindywidualizowanie 

terapii lekami przeciwzapalnymi, co mogłoby znacznie ograniczyć ryzyko ciężkich 

powikłań w okresie okołooperacyjnym. 
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7.  STRESZCZENIE PRACY 
 

Liczne prace opublikowane w ostatnich latach udowodniły rolę procesu 

zapalnego w patogenezie zmian miażdżycowych prowadzących do rozwoju choroby 

niedokrwiennej serca.  Duże znaczenie przypisano mediatorom stanu zapalnego,  

w tym interleukinie 6.  Uważa się, iż cytokina ta może być zarówno czynnikiem 

inicjującym rozwój zmian miażdżycowych we wczesnej fazie choroby,  

jak i podtrzymującym stan zapalny w jej późnej fazie.  Badania nad polimorfizmem 

genu IL-6 wykazały, iż indywidualne zróżnicowanie w zdolności do produkcji IL-6 

może być zależne od polimorfizmu regionu promotorowego tego genu. 

Celem niniejszej pracy było określenie częstości występowania biallelicznych 

polimorfizmów genu IL-6 w pozycjach: -174, -572 i -597 w grupie pacjentów  

z chorobą niedokrwienną serca i w polskiej populacji osób zdrowych oraz określenie 

związku polimorfizmu ze zdolnością monocytów do produkcji tej cytokiny  

i z nasileniem reakcji zapalnej na zabieg pomostowania tętnic wieńcowych. 

 
 Badanie obejmowało porównanie częstości występowania trzech 

polimorfizmów genu IL-6: -174 G\C, -572 G\C i -597 G\A.  Porównano częstość 

występowania analizowanych polimorfizmów w grupie 318 osób chorych z chorobą 

niedokrwienną serca poddawanych zabiegowi pomostowania tętnic wieńcowych  

oraz w dobranej pod względem wieku grupie kontrolnej.  Nie stwierdzono różnic  

w częstości występowania alleli i genotypów między badanymi grupami.  W obu 

grupach rozkłady genotypów dla każdego z polimorfizmów nie odbiegały  

od rozkładu opisywanego prawem Hardy’ego-Weinberga. 

 Poza analizą występowania pojedynczych polimorfizmów przeanalizowano 

również różnice w częstości występowania haplotypów oraz złożonych genotypów 

genu IL-6.  Stwierdzono występowanie trzech podstawowych haplotypów: GGG, 

AGC i GCG (oznaczanych jako allel występujący kolejno w pozycji -597, -572  

i -174).  Nie stwierdzono istotnych różnic w częstości występowania poszczególnych 

haplotypów między badanymi grupami, co świadczy o braku wpływu haplotypów 

genu IL-6 na ryzyko zachorowania na chorobę niedokrwienną.   

 Złożone lub inaczej poszerzone genotypy IL-6 oznaczają różne kombinacje 

haplotypów.  Zaobserwowano występowanie sześciu podstawowych złożonych 

genotypów: GGG/GGG, GGG/AGC, AGC/AGC, GGG/GCG, GCG/AGC  
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oraz GCG/GCG.  Heterozygoty dwóch podstawowych haplotypów, czyli genotyp 

GGG/AGC, były najczęściej występującą kombinacją haplotypów.  Homozygoty 

GGG/GGG oraz AGC/AGC także były częste w obu populacjach.  Natomiast 

złożone genotypy, w skład których wchodził rzadki haplotyp GCG, 

charakteryzowały się częstością występowania poniżej 10%.  Spośród nich 

najczęściej spotykanym był genotyp GGG/GCG.  Nie stwierdzono istotnych różnic 

w rozkładzie występowania złożonych genotypów między grupą chorych a grupą 

kontrolną.  Ponadto w obu grupach rozkłady występowania poszerzonych genotypów 

były zgodne z rozkładem Hardy’ego-Weinberga.  Podobnie jak w przypadku analizy 

pojedynczych polimorfizmów, haplotypy oraz złożone genotypy IL-6 wydają się nie 

wpływać na ryzyko zachorowania na chorobę niedokrwienną serca.   

 

 W analizowanej grupie pacjentów rozkład czynników ryzyka choroby 

niedokrwiennej serca nie różnił się istotnie między grupami o różnym genotypie  

IL-6.  Istotne różnice wykazano tylko dla wieku chorych w momencie operacji  

oraz czasu trwania dławicy piersiowej, przy czym chorzy nie różnili się istotnie 

wiekiem w czasie wystąpienia pierwszych objawów.   

 

 Kolejnym celem niniejszej pracy była ocena wpływu polimorfizmu regionu 

promotorowego genu IL-6 na zdolność monocytów krwi obwodowej do produkcji tej 

cytokiny.  Komórki pochodzące od osób o genotypie GGG/GGG charakteryzowały 

się wyższą reaktywnością na LPS niż komórki pochodzące od pozostałych osób.  

Natomiast spontaniczna produkcja cytokiny była najniższa w komórkach 

pochodzących od osób o genotypie GGG/GCG.  Dodatkowo oceniono wpływ jednej 

ze statyn (lowastatyny) na produkcję IL-6 in vitro.  Lowastatyna hamowała zdolność 

monocytów do produkcji IL-6 zarówno spontanicznej, jak i indukowanej LPS-em,  

a efekt ten był najsilniej widoczny w przypadku komórek pochodzących od osób  

o genotypie GGG/GGG oraz GGG/AGC.  Monocyty osób o genotypie AGC/AGC 

praktycznie nie reagowały na lowastatynę, charakteryzowały się także niską 

reaktywnością na LPS. 

 

W dalszej części pracy oceniono wpływu polimorfizmu regionu 

promotorowego genu IL-6 na przebieg i nasilenie reakcji zapalnej po zabiegu 

pomostowania tętnic wieńcowych.  Określono zarówno dynamikę zmian stężenia  
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IL-6 w surowicy krwi, jak i dynamikę zmian parametrów morfologicznych, ekspresję 

markerów aktywacji, zmiany stężeń cytokin, zmiany subpopulacji monocytów.  

Zabieg pomostowania tętnic wywoływał  znaczący wzrost stężenia IL-6 w surowicy.  

Trzy godziny po zabiegu obserwowany był szczyt stężenia cytokiny w surowicy 

krwi, a najwyższe stężenia stwierdzono u homozygot GGG/GGG.  Reakcja 

organizmu na zabieg wiązała się również z wysoką leukocytozą, przy czym 

najwyższe liczby białych krwinek obserwowano u homozygot GGG/GGG,  

czyli osób, u których stwierdzono również największy wyrzut inteleukiny 6  

w odpowiedzi na zabieg.  Podobne wyniki uzyskano analizując liczbę neutrofili: 

homozygoty GGG/GGG charakteryzowały się większą liczbą neutrofili w okresie 

pooperacyjnym niż pozostali chorzy.  Liczba monocytów w okresie pooperacyjnym 

także była wyższa u osób o genotypie GGG/GGG, z tym, że dotyczyło to wyłącznie 

osób poddawanych zabiegowi z użyciem krążenia pozaustrojowego.   

W mniejszej grupie osób poddawanych zabiegowi z użyciem krążenia 

pozaustrojowego przeprowadzono także bardziej szczegółową analizę wpływu 

zabiegu na aktywację komórek krwi.  Osoby o genotypie GGG/GGG 

charakteryzowały się w okresie pooperacyjnym wyższą ekspresją markera aktywacji 

CD11b na powierzchni monocytów, wyższym odsetkiem monocytów prozapalnych 

CD14+CD16+ i ich subpopulacji CD14+CD16lo oraz wyższą ekspresją cząsteczek 

CD14 i CD16 na subpopulacjach monocytów.   

Dodatkowo przeanalizowano także występowanie ciężkich powikłań 

okołooperacyjnych, takich jak zgon, okołooperacyjny zawał mięśnia sercowego  

oraz zespół małego rzutu.  Osoby o genotypie GGG/GGG, dla których stwierdzono 

wcześniej większy wyrzut IL-6 w okresie pooperacyjnym oraz bardziej nasiloną 

reakcję zapalną, charakteryzowały się także większą częstością występowania 

ciężkich powikłań.   

 

 

 Jak wynika z uzyskanych w niniejszej pracy wyników, polimorfizm genu  

IL-6 nie wpływa istotnie na ryzyko choroby niedokrwiennej serca, natomiast może 

modulować zdolność do wydzielania tej cytokiny i poprzez to wpływać na stan 

zapalny, co szczególnie ujawnia się w uogólnionej odpowiedzi zapalnej na zabieg 

operacyjny.  Wykazano, iż osoby o genotypie GGG/GGG charakteryzują się większą 

zdolnością do produkcji IL-6 po silnej stymulacji oraz nasiloną odpowiedzią zapalną 
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na zabieg pomostowania tętnic wieńcowych.  Co więcej, osoby te charakteryzują się 

także większą częstością występowania ciężkich powikłań pooperacyjnych.  

 

 Określenie wpływu czynników genetycznych na nasilenie reakcji zapalnej  

po zabiegu mogłoby w przyszłości pozwolić na modyfikacje skal szacowania ryzyka 

powikłań pooperacyjnych, jak również na indywidualizowanie terapii 

immunomodulacyjnych i przeciwzapalnych u pacjentów wysokiego ryzyka. Wyniki 

przedstawianej pracy wskazują, iż jednym z czynników genetycznych modulujących 

odpowiedź zapalną na zabieg pomostowania tętnic wieńcowych jest polimorfizm 

regionu promotorowego genu IL-6.  Uzyskane rezultaty sugerują, iż osoby  

o genotypie GGG/GGG charakteryzujące się wysokimi stężeniami IL-6 w okresie 

pooperacyjnym oraz dużą reaktywnością na LPS są jednocześnie osobami 

narażonymi na nadmierną aktywację odpowiedzi zapalnej na zabieg oraz wystąpienie 

ciężkich powikłań pooperacyjnych. 
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