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Souhrn

Cil studie: Cilem studie bylo ovéfit pfedpokladanou zavislost mezi -174 polymorfismem genu pro interleukin-6
(IL-6) a vnimanim akutni bolesti a dale ovéfit vztah mezi -308 polymorfismem genu pro tumor nekrotizujici faktor
o (TNF-a) a akutni bolesti.

Soubor pacientt: a metoda: Tonzilektomie a turniketovy test pfedstavovaly modely akutnf bolesti. Soubor pacien-
tl jsme rozdélili do skupin podle intenzity pooperacni a turniketové bolesti méfené vizualni analogovou Skalou
(VAS) a podle tolerance pooperacni bolesti v hodinach. Intenzitu a toleranci bolesti jsme méfili v 5hodinovém inter-
valu po tonzilektomii a porovnavali s -174 polymorfismem genu pro IL-6 a -308 polymorfismem genu pro TNF-c.
Pro statistické zhodnoceni zavislosti jsme pouZili Spearmann(v korelaéni koeficient a potom Mann-Whitney U test.
Vysledky: Do asocia€ni studie bylo zafazeno 284 pacientl béloSské populace — 178 Zen a 106 muz(, ktefi se pod-
robili planované tonzilektomii. Zavislost mezi primérnou intenzitou pooperaéni bolesti (p = 0,96), toleranci poope-
raéni bolesti (p = 0,17) a intenzitou bolesti naméfenou v turniketovém testu (p = 0,78) na -174 polymorfismu genu
pro IL-6 nebyla statisticky vyznamna.

Déle jsme nepotvrdili zavislost primérné intenzity pooperaéni bolesti (p = 0,54), tolerance pooperaéni bolesti
(p = 0,60) a intenzity bolesti v turniketovém testu (p = 0,59) na -308 polymorfismu genu pro TNF-o.

Z4vér. Z naSich vysledku je patrné, ze zkoumané polymorfismy gent pro IL-6 a TNF-a nehraji statisticky vyznam-
nou roli ve vnimani akutnf bolesti u jedincl ¢eské populace.
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Abstract

Influence of interleukin-6 and tumor necrosis factor o. gene polymorphisms on acute pain per-
ception

Objective: The aim of the study was to analyze the association between acute pain and -174 interleukin-6 (IL-6)
and -308 tumor necrosis factor o. (TNFa) gene polymorphisms.

Material and methods: The tonsillectomy and tourniquet tests were taken as acute pain perception models. The
study population of patients was divided into groups according to pain intensity based on visual analogue scale
(VAS) and according to pain tolerance. Both pain intensity and tolerance were measured immediately after the ton-
sillectomy and tourniquet tests, and compared with -174 IL-6 and -308 TNFa gene polymorphisms. The Spear-
mann correlation followed by the Mann-Whitney U test were used for statistical analysis.

Results: We examined 284 Czech subjects (Caucasians; 178 women and 106 men). No association of single gene
allelic variants (- 174 IL-6 and -308 TNFo. gene polymorphisms) with pain intensity and tolerance was found.
Conclusion: Our results indicate that - 174 IL-6 and -308 TNFa gene polymorphisms play no significant role in acu-
te pain perception in the Czech population.
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Uvod

Bolest je nepfijemny senzoricky a emocéni zazitek
spojeny se skute€nym nebo potencialnim poskoze-
nim tkani. Ve vnimani bolesti existuji interindividualni
rozdily i mezi zdravymi jedinci.

Tyto rozdily maji psychobiologicky zaklad. Vnimani
bolesti je komplexni d&j podminény genotypem a fe-
notypem jedince. Zkusenost, prostfedi, osobnost, po-

hlavi a genovéa vybava jedince jsou faktory, které se
navzajem dopliuji a nelze je Uplné osamostatriovat.

Je znamo jen malo pfikladd jednotlivych mono-
genné podminénych onemocnéni souvisejicich
s bolesti (napf. dédi¢na forma migrény a hereditarni
familiarni dysautonomie neboli kongenitalni necitli-
vost bolesti). Z vySe uvedeného Ize usuzovat, ze vni-
mani bolesti neni podminéno monogenné, ale véts§im
poc¢tem genu — jedna se tedy o polygenni (multifakto-
rialni) dédiénost.

V soucCasné dobé jsou znamy geny, které se pro-
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stfednictvim svych produktd podileji na nervovém
pfenosu a zpracovani bolestivych stimuld. Geneticky
podminéna je nejen funkce proteint podilejicich se
na pfenosu signalu (receptory, enzymy metabolismu
neutrotransmiterl, neuropeptidy), ale také funkce
proteind modulujicich bolest (interleukiny, neuropep-
tidy, enzymy metabolickych drah kyseliny arachido-
nové atd.) ¢i funkce proteint zasahujicich do vyvoje
CNS (neuropeptidy, interleukiny, receptory pro neu-
rotrofiny atd.).

Interleukin 6 (IL-6) a tumor nekrotizujici faktor
alfa (TNF-o)

Tésny vztah mezi nervovym systémem, endokrin-
nim systémem a imunitnim systémem je dobfe znam.
Bylo zjisténo, ze cytokiny hraji dilezitou roli v central-
nim nervovém systému nejen v imunitnich procesech
a v prostupnosti krevné-mozkové bariéry [1, 2], ale
také v regulaci endokrinniho systému a v regulaci rus-
tu a diferenciace neuron(l a astrocyt(, jako i v modu-
laci dopaminergnich, serotonergnich, noradrenergnich
a cholinergnich neurotransmisi. Pfitomnost cytokino-
vych receptord na povrchu neurond naznacuije, Ze cy-
tokiny pfimo ovliviiuji nervové funkce [3].

Interleukin 6 a tumor nekrotizujici faktor o patfi
mezi multifunkéni cytokiny [4, 5, 6, 7, 8].

TNF-o spole¢né s IL-6 a IL-1b ovliviuji vyvoj mono-
aminovych neurontl [9, 10]. Cilem nasi studie bylo zjis-
tit, zda polymorfismus -174 genu pro interleukin-6 a
-308 polymorfismus genu pro tumor nekrotizujici faktor
o ovliviuji vnimani akutni pooperacni bolesti.

Soubor pacientl a metodika

Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni
nemocnice u sv. Anny v Brné. VSichni pacienti pode-
psali informovany souhlas.

Do asociaéni studie byli zafazeni pacienti béloSské
populace Ceské republiky, ktefi se podrobili planova-
né tonzilektomii v nasi nemocnici v letech 2002 az
2004. Do studie byli zafazeni pouze pacienti s ASA |,
ve véku od 18 do 35 let. Nebyli zafazeni jedinci se
zkuSenosti s bolesti (zkreslené vnimani bolesti), paci-
enti s diagnézou diabetes mellitus, hypertonici (moz-
ny blizky geneticky podklad s vnimanim bolesti), pa-
cienti s nadorovymi onemocnénimi (mozny podobny
geneticky podklad, pravdépodobna zkuSenost s bo-
lesti). Ze studie byli vylou€eni psychiatri¢ti pacienti,
dale osoby trpici depresivnimi &i uzkostnymi porucha-
mi. Zarazeni téZ nebyli pacienti pravidelné uzivajici
nesteroidni protizanétlivé léky a kortikoidy pro moz-
nost zkresleného vnimani pooperacni bolesti.

Jako model akutni bolesti byl vybran turniketovy
test a tonzilektomie.

Jako prvni byl s pacienty proveden turniketovy test
povazovany za model ischemické bolesti [1]. Test
spociva v nafouknuti manzety tonometru 0 50 mm Hg

nad hodnotu naméfeného systolického tlaku na do-
minantni horni koncetiné. Pacienti hodnotili intenzitu
vzniklé bolesti pomoci 100milimetrové vizualni analo-
gové Skaly (VAS).

Tonzilektomie byla provadéna v celkové anestezii.
Z opioid béhem celkové anestezie byl vzdy pouzit pou-
ze sufentanil v davce 25 ug pro pacienty s télesnou
hmotnosti do 60 kg a v davce 35 ug pro pacienty nad 60
kg, podany nejpozdéji 30 minut pfed koncem operacni-
ho vykonu. Pooperaéni bolest byla u v8ech pacientt
Ié¢ena metamizolem v jednotlivé davce 1g podané
pomalou infuzi. Prvni davka analgetika byla pacientovi
podana, jakmile intenzita jeho bolesti dosahla hodnoty
VAS 30. Délka ¢asového intervalu od extubace do VAS
= 30 byla zaznamenavana a hodnocena jako tolerance
pooperacni bolesti. Intenzita bolesti byla hodnocena
pacientem prostrednictvim VAS poprvé ihned po jeho
extubaci a dale kazdou hodinu v 5hodinovém pooperac-
nim obdobi. Intenzita bolesti v turniketovém testu, inten-
zita pooperaéni bolesti a tolerance pooperacni bolesti
byly porovnavany s -174 polymorfismem genu pro IL-6
a -308 polymorfismem genu pro TNFo.

Peroperaéné byly pacientim z periferniho zilniho
katétru odebrany 2 ml nesrazlivé Ziini krve, potfebné
pro izolaci DNA z leukocyt.

Laboratorni analyza
Detekce -174 polymorfismu genu pro IL-6

Detekce tohoto polymorfismu byla provedena podle
metodiky navrzené v Laboratofi neurobiologie a mo-
lekularni psychiatrie.

Pro PCR reakci polymorfismu genu pro IL-6 byly
pouzity primery: 5°-ACT TTT CCC CCT AGT TGT
GTCTTG C-3" a-5"-AGA ATG AGC CTC AGA CAT
CTC CAG-3".

Reakéni smés o celkovém objemu 50 ul obsaho-
vala: 50 mM KCI; 10 uM Tris-HCI, pH 8,4; 5 mM
MgCl,; 1 uM kazdého z primer(; 0,5 mMdNTP; 100 ng
genomové DNA; 1 U Taqg-Purple DNA polymerazy
(Top-Bio, CR).

Amplifikaéni reakce byla provadéna v termalnim
cykleru Techne PROGENE. Po poc¢ate¢ni denaturaci,
trvajici 2,5 minuty pfi 94°C, byla DNA amplifikovana
v 3krokovych cyklech: denaturace 30 s pfi 94°C; an-
nealing 30 s pfi 60°C; extenze 30 s pfi 72°C. Po 32
cyklech byla pouzita findlni extenze 7 minut pfi 72 °C.
Celkova délka amplifikovaného fragmentu byla 204 bp.

Nasledovala restrikéni analyza: 10 ul PCR amplifi-
katu bylo smichano s 1 pl pufru Tag+ (Fermentas, Lit-
va) a dale s 8 U restrikéniho enzymu Taqgl (Fermen-
tas, Litva). Poté nasledovala inkubace na vodni lazni
pfi 65 °C po dobu 5 hodin.

Gelova elektroforéza restrikénich fragmentd byla
provedena na 2% agar6zovém gelu (EliPhore) barve-
ném ethidium bromidem pfi 100 V po dobu jedné
hodiny. Vysledny gel byl prosvicen transiluminatorem
a vyfotografovan digitalnim fotoaparatem Olympus
(CAMEDIA C-3030). Byly detekovany nasledujici
fragmenty: 204 bp, ktery znadil genotyp CC; 180 bp
(fragment o délce 24 bp na gelu nerozliitelny) cha-
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rakterizoval genotyp GG; 204 bp, 180 bp (a 24 bp)
identifikovaly genotyp GC; fragment 24 bp nebylo
mozné na gelu odlisit.

Detekce -308 polymorfismu genu pro TNF-o

Detekce tohoto polymorfismu byla provedena pod-
le metodiky navrzené v Laboratofi neurobiologie a mo-
lekularni psychiatrie.

Pro PCR reakci polymorfismu genu pro TNF-o
byly pouzity primery: 5 - AGG CAA TAG GTT TTG
AGG GGC AT-3"a-5"-CGG GGA AAG AAT CAT TCA
ACC AG-3’.

Reakéni smés o celkovém objemu 50 ul obsaho-
vala: 50 mM KCI; 10 uM Tris-HCI, pH 8,4; 5 mM
MgCly; 1 uM kazdého z primerd; 0,5 mM dNTP;
100 ng genomové DNA; 1 U Tag-Purple DNA poly-
merazy (Top-Bio, CR).

Amplifikaéni reakce byla provadéna v termalnim
cykleru Techne PROGENE. Po pocate¢ni denaturaci
trvajici 2,5 minuty pfi 94 °C byla DNA amplifikovana
v 3krokovych cyklech: denaturace 30 s pfi 94 °C;
annealing 30 s pfi 66 °C; extenze 30 s pfi 72 °C. Po 32
cyklech byla pouzita finalni extenze 7 minut pfi 72 °C.
Celkova délka amplifikovaného fragmentu byla 284 bp.

Nasledovala restrikéni analyza: 20 ul PCR amplifi-
katu bylo smichano s 2 U restrikéniho enzymu Ncol
(Fermentas, Litva). Poté nasledovala inkubace na
vodni lazni pfi 37 °C po dobu 16 hodin.

Gelova elektroforéza restrikénich fragmentd byla
provedena na 2% agarézovém gelu (EliPhore) barve-
ném ethidium bromidem pfi 100 V po dobu jedné
hodiny. Vysledny gel byl prosvicen transiluminatorem
a vyfotografovan digitalnim fotoaparatem Olympus
(CAMEDIA C-3030). Byly detekovany nasledujici
fragmenty: fragment 264 bp, ktery znacil genotyp 11;
fragmenty 264 bp a 284 bp charakterizovaly genotyp
12 a fragment 284 bp identifikoval genotyp 22.

Statisticka analyza

Vyskyt alel byl vypocten z pozorovanych (zkouma-
nych) genotypl a dan do korelace s intenzitou boles-
ti méfené pooperacné i béhem turniketového testu
a dale s toleranci pooperacni bolesti. Vypocet byl pro-
veden Spearmanovou korelaci a Mann-Whitney
U-testem, statistickym programem CSS Statistica
(Statsoft, Tulsa, USA). Za statisticky signifikantni byly
povazovany hodnoty p < 0,05.

Vysledky

Do studie bylo zafazeno 284 pacientd, 106 muz
a 178 Zen béloSské populace. Stfedni hodnota véku
pacientll byla 28 let, primérna hodnota intenzity po-
operacni bolesti byla 4 (méfeno pomoci VAS), pru-
mérna tolerance pooperacéni bolesti byla 1 hodina
a primérna hodnota intenzity bolesti v turniketovém
testu byla 2 (méfeno pomoci VAS) — tabulka 1.

Tabulkal. Charakteristika souboru

Median véku (roky) 28
Primérna intenzita pooperacéni bolesti (VAS) 4
Primérna tolerance pooperacni bolesti (hod) 1

Pramérna intenzita bolesti — turniketovy test (VAS) 2

Rozlozeni genotypl pro IL-6 a TNF-a byly v Har-

dy-Weinbergové ekvilibriu (tab. 2, 3).

Tabulka 2. Rozlozeni genotypd -174 polymorfismu genu pro IL-6

Genotyp Cetnost vyskytu Cetnost vyskytu
(%)
Homozygot CC 97 34
Heterozygot CG 146 51
Homozygot GG 44 15

Tabulka 3. RozloZeni genotypli -308 polymorfismu genu pro
TNF-o

Genotyp Cetnost vyskytu Cetnost vyskytu
(%)
Homozygot CC 197 69
Heterozygot CG 84 29
Homozygot GG 6 2

Na zakladé statistické analyzy jsme nalezli zavis-
lost tolerance pooperacni bolesti na véku — ¢im byl
pacient starsi, tim Iépe toleroval bolest (p = 0,02).
Nepotvrdili jsme zavislost primérné intenzity poope-
racni bolesti (p = 0,45), tolerance pooperacni bolesti
(p = 0,27) a intenzity bolesti v turniketovém testu (p =
0,70) na pohlavi.

Nepotvrdili jsme pfedpokladany vliv -174 polymor-
fismu genu pro IL-6 na primérnou intenzitu poope-
racni bolesti (p = 0,96), na toleranci pooperacni
bolesti (p = 0,17) a na intenzitu bolesti namérenou
v turniketovém testu (p = 0,78).

Dale jsme nepotvrdili zavislost primérné intenzity
pooperaéni bolesti (p = 0,54), tolerance pooperacni
bolesti (p = 0,60) a intenzity bolesti v turniketovém
testu (p = 0,59) na -308 polymorfismu genu pro
TNF-o (tab. 4).

Tabulka 4. Interakce genotypu se zkoumanymi faktory: INT 0-5
= intenzita bolesti v nulté az paté hodiné po operaci (Mann-Whit-
ney U test)

Anesteziologie a intenzivni medicina

-174 | -308
IL-6 | TNF-a
INT-0 0,70 | 0,59
INT-1 0,85 | 0,19
INT-2 0,89 | 0,91
INT-3 0,74 | 0,41
INT-4 0,93 | 0,85
INT-5 0,80 | 0,99
INT — pramér 0,96 | 0,54
Tolerance pooperaéni bolesti (primér) 0,17 | 0,60
Intenzita bolesti — turniketovy test (primér) 0,78 | 0,59
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Diskuse
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vliv jednoho polymorfismu na vnimani bolesti nejspi$
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Zaver

Ve studii jsme nalezli zavislost vnimani akutni
bolesti na véku. Z nasich vysledk je patrné, Zze zkou-
mané polymorfismy gent pro IL-6 a TNF-o samostat-
né nehraji statisticky vyznamnou roli ve vnimani
akutni bolesti u jedinct nasi populace.
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