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Streszczenie
Cytokiny prozapalne, interleukina-6 (IL-6) oraz czynnik martwicy nowotworów α (TNF-α) zaanga˝owane w osteokla-
stogenez´ i odpowiedzialne za proces resorpcji koÊci, biorà istotny udzia∏ w patogenezie osteoporozy. W badaniach
in vitro wykazano, ˝e polimorfizmy typu pojedynczego nukleotydu genów IL-6 oraz TNF-α mogà wp∏yw na proces
transkrypcji genów, a tym samym na poziom cytokin.
Cel: Ocena wp∏ywu polimorfizmów -174G/C promotora genu IL-6 oraz -308G/A promotora genu TNF-α na warto-
Êci g´stoÊci mineralnej koÊci (BMD) oraz oszacowanie ich zwiàzku z wyst´powaniem osteoporozy w populacji ko-
biet z regionu Wielkopolski.
Materia∏ i metody: W grupie 267 kobiet w wieku po menopauzie (Êrednia wieku 58,5±5,9 lat, Êredni wiek wystà-
pienia ostatniej miesiàczki 49,8±3,9 lat) dokonano pomiaru g´stoÊci mineralnej koÊci w odcinku l´dêwiowym kr´-
gos∏upa (L2 – L4) za pomocà metody podwójnej absorpcjometrii rentgenowskiej (DXA). 
Oznaczanie cz´stoÊci wyst´powania genotypów przeprowadzono metodà reakcji ∏aƒcuchowej polimerazy z zasto-
sowaniem polimorfizmu d∏ugoÊci fragmentów restrykcyjnych (PCR/RFLP) przy u˝yciu odpowiednich enzymów re-
strykcyjnych Lwe I oraz Faq I. 
Analizowano równie˝ zwiàzek polimorfizmów badanych genów z wartoÊciami wskaênika masy cia∏a (BMI), masy
urodzeniowej, wieku wystàpienia pierwszej i ostatniej miesiàczki oraz d∏ugoÊci lat reprodukcyjnych.
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Wst´p

W zwiàzku z wyd∏u˝eniem przeci´tnej d∏ugoÊci ˝ycia ludz-
kiego, szczególnie w krajach Europy Zachodniej i USA, oste-
oporoza sta∏a si´ obecnie du˝ym problemem medycznym
i spo∏ecznym. JednoczeÊnie osteoporoza jest chorobà majàcà
z∏o˝one pod∏o˝e etiologiczne w którym, oprócz czynników
hormonalnych i Êrodowiskowych, istotnà rol´ pe∏nià tak˝e
czynniki genetyczne. Niektóre wi´c strategie badawcze skupia-
jà si´ na poszukiwaniu zale˝noÊci pomi´dzy fenotypowymi
wyznacznikami osteoporozy a czynnikami genetycznymi [1].
Wi´kszoÊç z tych badaƒ koncentruje si´ na wp∏ywie czynni-
ków genetycznych na wartoÊç BMD [2, 3, 4, 5].

W patomechanizmie rozwoju osteoporozy sugeruje si ,́
poÊród wielu innych, du˝y udzia∏ czynników kontrolujàcych
proces resorpcji koÊci. Cytokiny takie jak interleukina 6 (IL-6
– interleukin 6) i czynnik martwicy nowotworów alfa (TNF-α
– tumor necrosis factor), zaanga˝owane bezpoÊrednio lub po-
Êrednio we wszystkie etapy osteoklastogenezy, znane sà jako
jedne z najsilniejszych stymulatorów resorpcji koÊci [6]. Myszy
po ooforektomii, u których wy∏àczono dzia∏anie genów 

TNF-α oraz IL-6 nie wykazywa∏y resorpcji koÊci w przeci-
wieƒstwie do zwierzàt o niezmienionej funkcji tych genów. Po-
dobnie, podawanie inhibitorów dla IL-6 lub TNF-α, bàdê
przeciwcia∏ swoistych dla tych cytokin, chroni∏o gryzonie
przed utratà masy kostnej [7]. Obecnie wiadomo ju˝, ˝e cyto-
kiny te wp∏ywajà one zarówno na proliferacj ,́ jak i ró˝nicowa-
nie prekursorów osteoklastów, wzmagajà iloÊç cykli resorpcji
przeprowadzanych przez osteoklasty, mogà indukowaç oste-
oblastogenez ,́ a tak˝e zmieniaç metabolizm osteoblastów,
przyspieszajàc proces apoptozy [8]. 

Zarówno w genie IL-6, jak i w genie TNF-α opisane zosta-
∏y polimorfizmy typu zamiany pojedynczego nukleotydu
(SNPs), dla których sugeruje si´ mo˝liwà korelacj´ z wartoÊcià
BMD. Szczególnie intensywnie badany jest polimorfizm 
-174G/C w regionie promotorowym genu kodujàcego IL-6
oraz miejsce polimorficzne -308G/A w regionie promotoro-
wym genu TNF-α [9, 10]. Sà to miejsca przy∏àczania czynni-
ków transkrypcyjnych: NF-IL6 (nuclear factor) i CRE
(cAMP response element) w przypadku genu interleukiny 6
[11] oraz elementu AP-2 dla genu TNF-α [12]. 
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Wyniki: Nie stwierdzono statystycznie istotnego zwiàzku pomi´dzy badanymi wariantami genetycznymi a wartoÊcià
g´stoÊci mineralnej koÊci BMD w badanej grupie kobiet po menopauzie. Rozk∏ad cz´stoÊci genotypów by∏ zgodny
z prawem Hardy-Weinberga. Nie wykazano równie˝ statystycznie istotnych powiàzaƒ pomi´dzy badanymi w pracy
parametrami klinicznymi a wyst´powaniem genotypów IL-6 i TNF-α.
Wnioski: Polimorfizm -174G/C genu IL-6 oraz -308G/A genu TNF-α nie wp∏ywajà na wartoÊç g´stoÊci mineralnej
koÊci (BMD) w badanej populacji kobiet z regionu Wielkopolski.

S∏owa kluczowe: osteoporoza / g´stoÊç mineralna koÊci / interleukina-6 /
/ czynnik martwicy nowotworu α / polimorfizm genetyczny /

Summary
Proinflammatory cytokines, interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha (TNF-α), involved into osteoclasto-
genesis and responsible for bone resorption process, participate in the pathogenesis of the osteoporosis. In vitro
studies have shown that single nucleotide polymorphisms of IL-6 and TNF-α genes could influence the transcription
process of the genes and the cytokines level.
Aim: Assessment of the influence of IL-6 and TNF-α gene polymorphisms on bone mineral density (BMD) and eval-
uation of their connection with osteoporosis prevalence in women from Wielkopolska region.
Material and methods: In the group of 267 postmenopausal women (average age 58,5±5,9 years, average age
of last period 49,8±3,9 years) bone mineral density in lumbar spine (L2-L4) was performed using dual energy X-ray
absorptiometry (DXA). Genotypes frequencies were determined by polymerase chain reaction with restriction frag-
ment length polymorphism (PCR/RFLP) using restriction enzymes Lwe I and Faq I, respectively. 
The connection between the polymorphisms of investigated genes and body mass index, age of menarche and
menopause and length of reproductive age had been analyzed as well.
Results: No statistically significant association was found between examined genetic factors and the value of bone
mineral density in the investigated group of postmenopausal women. The frequencies of investigated genotypes
were in compliance with Hardy-Weinberg equilibrium. The correspondence between evaluated clinical parameters
and IL-6 i TNF-α genotypes frequencies has not been proven.
Conclusions: The -174G/C polymorphism in the IL-6 and -308G/A polymorphism in TNF-α genes have no influence
on bone mineral density value (BMD) in the investigated population of women from Wielkopolska region.

Key words: osteoporosis / bone mineral density / interleukin-6 / tumor necrosis factor alpha /
/ genetic polymorphism /



Miejsca te sà potencjalnie wa˝ne dla regulacji procesu tran-
skrypcji, podejrzewa si´ bowiem, i˝ zwiàzek obydwu polimor-
fizmów z patologià osteoporozy wynika z ich wp∏ywu na sto-
pieƒ transkrypcji genów IL-6 oraz TNF-α, a w konsekwencji
na poziom ekspresji i st´˝enie cyrkulacyjne IL-6 oraz TNF-α
w osoczu [13, 14].

Cel pracy
Celem pracy by∏o okreÊlenie cz´stoÊci wyst´powania geno-

typów i alleli polimorfizmu -174G/C genu IL-6 oraz polimor-
fizmu -308G/A genu TNF-α oraz oszacowanie zwiàzku po-
mi´dzy tymi polimorfizmami a wartoÊcià BMD i wyst´powa-
niem osteoporozy w populacji kobiet z regionu Wielkopolski.

Materia∏ i metody
Grupa badana: Grup´ badanà stanowi∏o 267 kobiet (Êred-

nia wieku 58,5±5,9 lat), u których menopauza wystàpi∏a przy-
najmniej przed rokiem, i które nie stosowa∏y terapii hormo-
nalnej (HT – hormonal therapy) oraz ˝adnych leków wp∏ywa-
jàcych na mas´ kostnà. Ârednia wieku wystàpienia ostatniej
miesiàczki dla ca∏ej grupy wynosi∏a 49,8±3,9 lat. Wszystkie
kobiety nale˝a∏y do rasy kaukaskiej i pochodzi∏y z regionu
Wielkopolski. Kobiety te zakwalifikowano do trzech grup ze
wzgl´du na wartoÊç wspó∏czynnika t-score: 110 kobiet z oste-
oporozà (t-score < -2,5), 95 kobiet z osteopenià (t-score po-
mi´dzy -2,5 a -1) oraz 62 zdrowych kobiet (t-score >-1).

Z grupy badanej wy∏àczono pacjentki po przebytej opera-
cji obustronnej ooforektomii oraz te, u których wyst´powa∏y
choroby o potencjalnym wp∏ywie na g´stoÊç i utrat´ masy
kostnej. Z pacjentkami przeprowadzono szczegó∏owy wywiad
dotyczàcy wyst´powania chorób, stosowania leków, wieku
wystàpienia pierwszej i ostatniej miesiàczki, liczby cià˝ oraz
masy urodzeniowej. Na podstawie wzrostu i masy cia∏a obli-
czano wskaênik masy cia∏a (BMI – body mass index) ze stan-
dardowego wzoru. Po ocenie cz´stoÊci wyst´powania polimor-
fizmów badanych genów badano ich zwiàzek z wartoÊciami
BMI, masy urodzeniowej, wieku wystàpienia pierwszej i ostat-
niej miesiàczki oraz d∏ugoÊci lat reprodukcyjnych. Wszystkie
pacjentki zosta∏y poinformowane o celu i zakresie badaƒ i wy-
razi∏y zgod´ na uczestnictwo w badaniach. Na przeprowadze-
nie badaƒ uzyskano zgod´ Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu.

Analiza densytometryczna: G´stoÊç mineralnà koÊci
(BMD – bone mineral density) w odcinku l´dêwiowym L2 do
L4 kr´gos∏upa oznaczono za pomocà metody podwójnej ab-
sorpcjometrii rentgenowskiej (DXA – dual energy X-ray ab-
sorptiometry). Badania przeprowadzono za pomocà aparatu
LUNAR DPX 100 (Lunar Corp., Madison, USA). Bez-
wzgl´dne wyniki pomiarów g´stoÊci mineralnej koÊci podano
w g/cm2, a nast´pnie przedstawiono za pomocà wskaêników
t-score i z-score, które odnoszà si´ do wartoÊci Êrednich dla
BMD w danej grupie wiekowej. Oznaczono równie˝ wskaêni-
ki Êredniej g´stoÊci mineralnej koÊci badanych w porównaniu
do Êredniej dla m∏odych doros∏ych (YA – young adults) i Êred-
niej dla danego wieku (AM – age matched).

Analiza genetyczna: 
Do oznaczenia cz´stoÊci wystepowania genotypów oby-

dwu badanych polimorfizmów: -174G/C w genie IL-6 oraz 
-308G/A w genie TNF-α wykorzystano reakcj´ ∏aƒcuchowà

polimerazy (PCR – polymerase chain reaction) oraz reakcj´
polimorfizmu d∏ugoÊci fragmentów restrykcyjnych (RFLP –
restriction fragment length polymorphism). Badany DNA wy-
izolowany zosta∏ z leukocytów krwi obwodowej pacjentek za
pomocà kitu QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc.,
Niemcy). Warunki reakcji PCR dla fragmentu promotora ge-
nu IL-6 i TNF-α oraz sekwencje starterów (Tib MolBiol, Pol-
ska) przedstawiono w tabeli I oraz II. 

Do trawienia produktów reakcji PCR wykorzystano enzy-
my resrtykcyjne: LweI dla oznaczenia polimorfizmu genu IL-
6 (Fermentas, Litwa) oraz FaqI dla polimorfizmu genu TNF-
α (Fermentas, Litwa). Próby inkubowano przez 16 godzin
w temperaturze 37°C. Fragmenty otrzymane w wyniku trawie-
nia przedstawiono w tabeli III. 

Produkty reakcji hydrolizy rozdzielano elektroforetycznie
na ˝elu agarozowym (Sigma Aldrich, USA) z dodatkiem
bromku etydyny (Sigma Aldrich, USA) oraz dokumentowano
przy u˝yciu systemu UV1-KS4000i/Image PC.

Analiza statystyczna: Do statystycznego opracowania
otrzymanych wyników zastosowano program statystyczny
SPSS 12.5 PL dla Windows oraz program STATISTICA 5.1
PL dla Windows. Wp∏yw polimorfizmów genów IL-6 i TNF-
α na wartoÊci parametrów klinicznych badano stosujàc jedno-
czynnikowà analiz´ wariancji ANOVA. Szczegó∏owà analiz´
danych post-hoc NIR (najmniejszych istotnych ró˝nic) wyko-
nywano za pomocà testu Bonferroniego, przy za∏o˝eniu praw-
dopodobieƒstwa istotnoÊci ró˝nic p<0,05.

Wyniki
Parametry zwiàzane z g´stoÊcià kostnà: BMD L2-L4, t-

score, z-score, BMD L2-L4 YA (%) oraz BMD L2-L4 AM (%)
ró˝ni∏y si´ znamiennie pomi´dzy badanymi grupami kobiet
z osteoporozà, osteopenià oraz z prawid∏owà masà kostnà
(p<0,001).

Analiza cz´stoÊci genotypów w poszczególnych grupach
kobiet, podzielonych na pacjentki z osteoporozà, osteopenià
i z prawid∏owà wartoÊcià t-score nie wykaza∏a istotnych staty-
stycznie ró˝nic (p=ns). Obserwowano jedynie niewielkiego
stopnia przewag´ wyst´powania genotypu zmutowanego AA
polimorfizmu -308G/A genu TNF-α w grupie z osteopenià
(4,2%) oraz z osteoporozà (2,7%) w porównaniu z grupà kon-
trolnà (ró˝nica nieistotna statystycznie). Rozk∏ad cz´stoÊci ge-
notypów by∏ zgodny z prawem Hardy-Weinberga. (Tabela IV).

Cz´stoÊci poszczególnych alleli dla polimorfizmów genu
IL-6 i TNF-α, nie odbiega∏y od cz´stoÊci alleli prezentowa-
nych w populacjach rasy kaukaskiej.

JednoczeÊnie jednoczynnikowa analiza ANOVA dla geno-
typów IL-6 i TNF-α nie wykaza∏a istotnych statystycznie po-
wiàzaƒ z badanymi w pracy parametrami klinicznymi.

Dyskusja
Wp∏yw polimorfizmów genów badanych w pracy cytokin

wynika z ich mo˝liwego wp∏ywu na procesy zwiàzane z re-
sorpcjà koÊci. Mo˝liwy zwiàzek polimorfizmu -174G/C genu
IL-6 z rozwojem osteoporozy zwiàzany jest z regulacjà trans-
krypcji genów poprzez przy∏àczanie do odcinka promotoro-
wego czynników transkrypcyjnych. Wp∏ywa to na stopieƒ
transkrypcji cytokiny IL-6, a w konsekwencji na poziom eks-
presji i st´˝enie cyrkulacyjne IL-6 w osoczu. 
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We wczeÊniejszych publikacjach wykazano, ˝e transkryp-
cja genu IL-6 w komórkach HeLa jest zmniejszona w obecno-
Êci allela C w miejscu promotorowym -174 [15]. Jednak˝e uzy-
skane wyniki w tym zakresie sà niejednoznaczne i wymagajà
dalszego wyjaÊnienia [12]. W przypadku genu TNF-α przy∏à-
czenie do odcinka promotorowego czynnika transkrypcyjne-
go m.in. elementu AP-2 [11], w przypadku nosicielstwa rzad-
ko wyst´pujàcego allela A w miejscu –308, wià˝e si´ z obecno-
Êcià wy˝szego poziomu TNF-α w osoczu [16].

Wyniki niniejszej pracy sugerujà, i˝ obydwa polimorfizmy:
w miejscu -174 promotora genu IL-6 oraz w miejscu –308 ge-
nu TNF-α nie wp∏ywajà na wartoÊç BMD w odcinku

l´dêwiowym kr´gos∏upa oraz na wartoÊç innych parametrów
kostnych (t-score, z-score, L2-L4 AM, L2-L4 YA) w ca∏ej
badanej grupie kobiet, jak równie˝ w poszczególnych grupach
pacjentek, wydzielonych pod wzgl´dem wskaênika t-score.
Porównanie cz´stoÊci genotypów pomi´dzy grupà kobiet
z prawid∏owym t-score a grupà kobiet z osteopenià i osteopo-
rozà wskazuje na brak wp∏ywu polimorfizmu genu IL-6 na
wystàpienie osteoporozy. Podobnie w pracach innych autorów
odnotowano, i˝ ró˝nice w wartoÊciach BMD pomi´dzy pa-
cjentkami nosicielkami ró˝nych genotypów IL-6 sà nieistotne
statystycznie, w przeciwieƒstwie do wyników, jakie otrzymano
dla markerów resorpcji koÊci. 
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Tabela I. Warunki reakcji PCR dla badanych polimorfizmów: IL-6 oraz TNF-α.

Tabela II. Zastosowane startery i d∏ugoÊci produktów reakcji PCR.

Tabela III. Warunki hydrolizy restrykcyjnej dla enzymów FaqI i LweI.



Zauwa˝ono jednak tendencj´ do wspó∏wyst´powania wy˝-
szych wartoÊci BMD u kobiet z genotypem zmutowanym CC,
w porównaniu do pacjentek o genotypie homozygotycznym
GG i heterozygotycznym GC. Ponadto zale˝noÊç pomi´dzy
wartoÊciami BMD a genotypami dla polimorfizmu 
-174G/C wzrasta∏a wraz z wiekiem pacjentek [10, 17]. Jednak
po skorygowaniu danych wzgl´dem wzrostu pacjentek i zmia-
ny masy cia∏a, ró˝nice nie by∏y statystycznie istotne [17]. Obec-
nie sugeruje si ,́ ̋ e wp∏yw polimorfizmu -174G/C genu IL-6 na
wartoÊç BMD mo˝e byç ograniczony do okreÊlonych subpo-
pulacji, np. kobiet w póênym wieku po menopauzie bàdê ko-
biet nieprzyjmujàcych suplementów wapnia i niestosujàcych
terapii hormonalnej [18]. Opinie na temat wp∏ywu genotypów
IL-6 na g´stoÊç mineralnà koÊci u m´˝czyzn nadal pozostajà
sprzeczne [10, 19].

W grupie kobiet z osteopenià zaobserwowano wyst´powa-
nie wy˝szych wartoÊci dla masy urodzeniowej u osób z geno-
typem -174GC genu IL-6 w porównaniu do osób z genotypem
-174CC (p = 0,05). Zauwa˝ono s∏abà tendencj´ do póêniejsze-
go wyst´powania ostatniej miesiàczki u kobiet z genotypem 
-308GG w porównaniu do kobiet nosicielek genotypu 
-308GA genu TNF-α (p = 0,067) w grupie z osteoporozà. Po-
za tym, nie stwierdzono innych zale˝noÊci w ˝adnej z pozosta-
∏ych grup badanych. W niniejszej pracy nie zaobserwowano
tak˝e zwiàzku pomi´dzy zmutowanymi genotypami -174CC
genu IL-6 oraz genotypem -308AA genu TNF-α a wyst´po-
waniem wy˝szych wartoÊci BMI, mimo i˝ takie zale˝noÊci
wskazywano ju˝ wczeÊniej w niektórych pracach [20]. W ni-
niejszej pracy zaobserwowano istotny statystycznie wp∏yw ge-
notypu w pozycji -308 genu TNF-α na wartoÊci t-score, w gru-
pie kobiet zdrowych (p = 0,002). Jednak˝e wyniki te sà niere-
prezentatywne ze wzgl´du na ma∏à iloÊç prób (dla genotypu -
308AA, n = 1). Nie stwierdzono znamiennych statystycznie
ró˝nic dla wartoÊci innych badanych parametrów kostnych.

Niniejsze rezultaty pozostajà w zgodzie z wynikami uzy-
skanymi przez innych badaczy [21, 22]. Mo˝na przypuszczaç,
i˝ brak potwierdzenia tych rezultatów wynika z niedostatecz-
nej iloÊci analizowanych pacjentek lub braku takiego zwiàzku
w badanej populacji.

Dyskusyjnym jest równie˝, czy sam pomiar BMD jest wy-
starczajàcy do oszacowania wp∏ywu polimorfizmów genów
IL-6 i TNF-α na procesy resorpcji koÊci w osteoporozie [17].
Uwa˝a si ,́ i˝ 5% ró˝nica w wartoÊciach BMD, spowodowana
wp∏ywem ró˝nych wariantów polimorfizmu -174G/C, mo˝e
si´ uwidoczniç dopiero po oko∏o 10 latach od momentu wy-
krycia zmian st´˝enia markerów resorpcji koÊci sugerujàcych
istnienie zmian w tkance kostnej. Jest to zgodne z hipotezà, i˝
proces resorpcji tkanki kostnej wià˝e si´ z niszczeniem sieci
elementów kostnych, które nie sà wykrywane przez pomiar
BMD [23]. W tym kontekÊcie, metodyka zastosowana w ni-
niejszej pracy mo˝e byç niewystarczajàca do jednoznacznego
wykluczenia wp∏ywu polimorfizmów: -174G/C w genie IL-6
oraz -308G/A w genie TNF-α na ryzyko zachorowalnoÊci na
osteoporoz .́

Nale˝y równie˝ podkreÊliç, i˝ badanie wp∏ywu pojedyn-
czych polimorfizmów na patogenez´ chorób jest niewystarcza-
jàce, gdy˝ mogà one pozostawaç w sprz´˝eniu z miejscami po-
limorficznymi tego samego lub innych genów [4, 5,]. Polimor-
fizmy bowiem mogà oddzia∏ywaç wspólnie, a ogólny wp∏yw
na poziom transkrypcji jest wypadkowà synergistycznych od-
dzia∏ywaƒ poszczególnych wariantów genowych [1, 4].

Wnioski
Wyniki przedstawione w niniejszej pracy sugerujà, ˝e poli-

morfizm -174G/C genu interleukiny-6 oraz polimorfizm 
-308G/A genu czynnika martwicy nowotworu a nie wp∏ywajà
na wartoÊci g´stoÊci mineralnej koÊci. Ponadto nie stwierdzo-
no statystycznie istotnego zwiàzku badanych polimorfizmów
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Wp∏yw polimorfizmu genu interleukiny-6...

Tabela IV. Porównanie cz´stoÊci wyst´powania genotypów polimorfizmu -174G/C dla genu IL-6 oraz polimorfizmu -308G/A dla genu
TNF-α w grupie kobiet z osteoporozà, osteopenià i w grupie kobiet z prawid∏owym t-score.



z zachorowalnoÊcià na osteoporoz .́ Niniejsze rezultaty
wymagajà dalszego potwierdzenia wÊród innych populacji,
celem oszacowania wp∏yw badanych wariantów genetycznych
na parametry kostne i oceny ich zwiàzeku z patogenezà osteo-
porozy.
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