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S t r e s z c z e n i e

Obok czynników środowiskowych, diety, trybu życia, itp. prawdopodobny wpływ na rozwój alkoholowego stłuszcze-
nia (AC) i alkoholowej marskości wątroby (AC) mają czynniki genetyczne. Badania kliniczne dowodzą, iż toksyny bakte-
rii Gram-ujemnych u osób przewlekle nadużywających alkoholu w większym stopniu przedostają się do krwi ze światła 
jelita. Przez interakcję z receptorami błony komórkowej CD14 i TLR4 powodują one aktywację komórek Kupffera w 
wątrobie i produkcję cytokin prozapalnych, które uszkadzają hepatocyty. Polimorfizm C-159T receptora CD14 w rejonie 
promotorowym genu powoduje zwiększenie ekspresji tego receptora na powierzchni komórek Kupffera oraz nasilenie 
reakcji immunologicznej. Również polimorfizm C-1196T jego ko-receptora TLR4 może powodować zmiany w kaskadzie 
sygnalizacyjnej. W badaniu oznaczono warianty polimorficzne genu CD14 i TLR4 w grupie chorych z alkoholowym 
stłuszczeniem (AFL) i alkoholową marskością wątroby (AC) oraz w grupie kontrolnej, wykorzystując technikę RT-PCR. 
W przypadku polimorfizmu C-159T receptora CD14 stwierdzono istotne statystycznie różnice w częstości występowania 
genotypu TT w grupie osób z AC i kontrolnej (p = 0,008), co sugeruje ochronną rolę allelu C. Natomiast w przypadku 
polimorfizmu C-1196T receptora TLR4 stwierdzono znaczne różnice w częstości występowania genotypu CC między 
grupą chorych z AFL i kontrolną (p = 0,009*10-9). Rozkład genotypów C-1196T TLR4 u chorych z AC i w kontroli był 
niemal identyczny. Uzyskane w tej grupie wyniki nie pozwalają na jednoznaczną interpretację, co sugeruje konieczność 
kontynuacji badań na większej populacji.

Słowa kluczowe: CD14, TLR4 (Toll-like receptor), LPS (lipopolisacharydy), AFL (alcoholic fatty liver), AC (alcoholic cirrhosis), 
cytokiny, endotoksyny, RT-PCR (Real-time polymerase chain reaction)

S u m m a r y

In addition to environmental factors, diet, life style etc., genetic factors influence the susceptibility for alcoholic fatty liver 
and alcoholic cirrhosis. Clinical studies show that gut permeability for endotoxines from Gram-negative bacteria in patients 
chronically abuse alcohol, is increased. LPS interact with membrane receptors CD14 and TLR4 cause Kupffer cell activa-
tion and production of proinflammatory cytokines, which are critical in the AFL and AC. A C-159T polymorphism in the 
promotor region of CD14 gene confer increased CD14 expression on Kupffer cells and enhanced inflammatory response. 
Polymorphism C-1196T of TLR4 gene can also change the intracellular signalling pathway. In the present study we identi-
fied polymorphic wariants of CD14 and TLR4 genes in patients with alcoholic fatty liver (AFL), alcoholic cirrhosis (AC) and 
control group using the Real-Time PCR technique. For C-159T polymorphism of CD14 gene we found stastistically sig-
nificant differences in the frequency of TT genotype in patients with AC and control (p = 0.008), suggesting the protective 
role of C allel. However, for C-1196T polymorphism of TLR4 gene we found significant differences in the frequency of CC 
genotype in patients with AFL and control (p = 0.009*10-9). Distribution of genotypes C-1196T of TLR4 receptor was almost 
identical in patients with AC and control group. The results obtained are not conclusive, suggesting the need continuation 
of tests repetition with the use of larger population.

Key words: CD14, TLR4 (Toll-like receptor), LPS (lipopolysaccharide), AFL (alcoholic fatty liver), AC (alcoholic cirrhosis), 
cytokines, endotoxin, RT-PCR (Real-time polymerase chain reaction)
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WPROWADZENIE
Dane kliniczne wskazują, że tylko u około 10-30% 

osób nadużywających alkoholu rozwija się alkoholowe 
stłuszczenie (AFL – alcoholic fatty liver) i alkoholowa 
marskość wątroby (AC – alcoholic cirrhosis) (1). Poza 
nadmiernym spożywaniem etanolu również inne czyn-
niki odgrywają znaczącą rolę w patogenezie tych scho-
rzeń. Prawdopodobny wpływ na ich rozwój mają geny. 
Badania nad polimorfizmem różnych genów mogą 
wyjaśnić przyczynę i mechanizm rozwoju AFL i AC. 
Do genów mających związek z rozwojem tych scho-
rzeń można zaliczyć m.in. geny kodujące receptory 
dla endotoksyn bakteryjnych (LPS – lipopolisacharyd): 
CD14 oraz jego ko-receptor TLR4.

Nadmierna konsumpcja etanolu powoduje zaburze-
nia w funkcjonowaniu i szczelności śluzówki jelit. En-
dotoksyny, np. LPS pochodzące ze ściany komórkowej 
bakterii Gram-ujemnych w większym stopniu prze-
dostają się do krwi, a z nią do wątroby (2-4). LPS po 
przejściu przez śluzówkę jelita wiąże się z osoczowym 
białkiem wiążącym (LBP – lipopolysaccharide binding 
protein). Kompleks ten dociera do wątroby. Dochodzi 
do aktywacji komórek Kuppfera (KC – Kupffer cells) 
w wyniku interakcji z receptorami błony komórkowej: 
powierzchniowym CD14 i przezbłonowym TLR4 (2, 5). 
Receptor CD14 pośredniczy w rozpoznaniu endotok-
syn przez TLR4. TLR4 aktywuje wewnątrzkomórkowe 
kaskady sygnalizacyjne, m.in. kaskadę NF-κβ (NF-κβ 
– nuclear factor-κβ), czego następstwem jest intensyw-
na synteza wolnych rodników tlenowych, chemokin 
(IL-8) i cytokin prozapalnych, głównie TNF-α i TGF-β1, 
IL-1, IL-2, IL-6 (5-10, 20, 21).

Dane eksperymentalne i badania kliniczne dowo-
dzą, iż w patogenezie AFL i AC uczestniczy nadmierna 
odpowiedź immunologiczna (4, 11-13). Również poli-
morfizm genów kodujących receptory biorące udział 
w rozpoznawaniu LPS i wywołaniu kaskady zapalnej 
może mieć wpływ na rozwój alkoholowego stłusz-
czenia i marskości wątroby. Jarvelainen i wsp. wyka-
zali związek polimorfizmu C-159T receptora CD14 ze 
zwiększonym ryzykiem rozwoju alkoholowej choroby 
wątroby. Polimorfizm ten polega na zamianie allelu cy-
tozynowego na tymidynowy w rejonie promotorowym 
genu w pozycji -159. W wyniku zamiany alleli C→T 
zwiększa się ekspresja CD14 na powierzchni komó-

rek Kupffera, co w konsekwencji nasila odpowiedź 
zapalną (1, 12, 14-16). Ponieważ błonowy CD14 nie 
posiada części przezbłonowej, wymaga obecności 
ko-receptora. TLR4 jest ważnym partnerem CD14 w 
wywołaniu odpowiedzi immunologicznej. Odkryto 
dwa istotne polimorfizmy receptora TLR4, które mają 
wpływ na przezbłonową domenę receptora. Znana 
jest rola polimorfizmu Asp299Gly w osłabieniu sygna-
lizacji TLR4 w odpowiedzi na LPS, co w konsekwencji 
prowadzi do zmniejszenia wydzielania cytokin proza-
palnych, natomiast niejasna jest rola drugiego ważne-
go polimorfizmu: C-1196T (Thr399Ile) tego receptora 
(17-19).

Biorąc pod uwagę rolę endotoksyn, CD14 i TLR4 
w wywołaniu reakcji zapalnej, w badaniu oznaczono 
warianty polimorficzne (SNiPs – single nucleotide poly-
morphisms) genów kodujących te receptory u pacjen-
tów z alkoholowym stłuszczeniem i marskością wątro-
by w populacji polskiej.

MATERIAŁ I METODY

Charakterystyka pacjentów i izolacja DNA

Badanie zostało przeprowadzone w grupie pacjen-
tów z rozpoznanym alkoholowym stłuszczeniem i alko-
holową marskością wątroby oraz w grupie kontrolnej 
(zdrowi Honorowi Dawcy Krwi). Pod kątem polimorfi-
zmu receptora CD14 przebadano 69 chorych z AFL, 
70 z AC i 82 zdrowych krwiodawców. Polimorfizm re-
ceptora TLR4 oznaczono u 70 chorych z AFL, 68 z AC 
i 68 zdrowych.

DNA wyizolowano ze 100 µl mrożonej krwi obwodo-
wej, używając standardowego zestawu firmy A&A Bio-
technology zgodnie z protokołem izolacji (22).

Oznaczenie wariantów polimorficznych CD14 
(rs2569190) i TLR4 (rs4986791)

Genotypowanie przeprowadzono za pomocą meto-
dy Real-Time PCR, używając termocyklera LightCyc-
ler® 480 firmy Roche oraz sond typu SimpleProbe firmy 
TIB MOLBIOL zgodnie z warunkami przedstawionymi 
w tabeli 1.

Do oznaczenia genotypów wykorzystano analizę 
temperatury topnienia. Pozwoliło to rozróżnić hetero-
zygoty, geny typu dzikiego i mutanty.

Tabela 1. Program RT-PCR do genotypowania CD14 (rs2569190) i TLR4 (rs4986791).

Program Denat. Cycling Melting Cooling

Parameter

Analysis Mode None Quantification Melting Curves None

Cycles 1 45 1 1

Segment 1 1 2 3 1 2 3 1

Target [°C] 95 95 60 72 95 40 75 40

Hold [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:10 00:00:10 00:00:15 00:00:30 00:02:00 00:00:00 00:00:30

Ramp rate [°C/s] 4,4 4,4 2,2 4,4 4,4 1,5 – 1,5

Acquisition mode None None Single None None None Continu. None

Acquisitions [per [°C] 3
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Analiza statystyczna
Różnice w częstości występowania poszczegól-

nych genotypów w grupach badanych oraz w gru-
pie kontrolnej wykazano testem prawdopodobień-
stwa Fishera. Wartość p < 0,05 oznacza istotność 
statystyczną różnic.

WYNIKI

Częstość genotypów CD14 u pacjentów z AFL, 
AC i w grupie kontrolnej

Celem badania było potwierdzenie przypuszczenia, 
iż u pacjentów z alkoholowym stłuszczeniem i marsko-
ścią wątroby częściej niż w grupie kontrolnej występu-
je genotyp TT (mutant) niż CC (typ dziki). W przypadku 
polimorfizmu CD14 (C-159T, rs2569190) allel C jest 
allelem ochronnym. Genotypowanie CD14 przeprowa-
dzono u 69 chorych z AFL, 70 z AC i 82 zdrowych z 
grupy kontrolnej. Wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Rozkład genotypów w grupie kontrolnej przedsta-
wia się następująco: CC: 22/82 (26,83%), CT: 47/82 
(57,32%), TT: 13/82 (15,85%). Zbliżony rozkład wystę-
puje w grupie chorych z alkoholowym stłuszczeniem 
wątroby: CC: 26/69 (37,68%), CT: 39/69 (56,52%), 
TT: 4/69 (5,80%). Różnice w częstości polimorfizmu w 
tych grupach nie są statystycznie istotne (p = 0,094). 
W grupie chorych z alkoholową marskością wątroby 
częstość genotypów wynosi: CC: 26/70 (37,14%), CT: 
23/70 (32,86%), TT: 21/70 (30,00%). Genotyp TT (ho-
mozygota typu mutant) występuje częściej w grupie 
chorych z AC niż w grupie kontrolnej (p=0,008, co 
oznacza istotność statystyczną różnic).

Częstość genotypów TLR4 u pacjentów z AFL, 
AC i w grupie kontrolnej

Celem badania polimorfizmu TLR4 (rs4986791) było 
określenie różnic w częstości występowania poszcze-
gólnych genotypów w grupie kontrolnej (n = 68), w 
grupie chorych z alkoholowym stłuszczeniem wątroby 
(n = 70) i chorych z alkoholową marskością wątroby 
(n = 68). Uzyskane wyniki przedstawia tabela 3.

Rozkład genotypów w grupie kontrolnej przedsta-
wia się następująco: CC: 57/68 (83,82%), CT: 10/68 

(14,71%), TT: 1/68 (1,47%). Rozkład genotypów w gru-
pie chorych z alkoholowym stłuszczeniem wątroby: CC: 
20/70 (28,57%), CT: 50/70 (71,43%), TT: 0/70 (0,00%). 
W grupie chorych z alkoholową marskością wątroby 
częstość genotypów wynosi: CC: 56/68 (82,35%), CT: 
11/68 (32,86%), TT: 1/70 (1,47%). Badanie wykazało 
znaczące statystycznie różnice w częstości wystę-
powania genotypu CC i CT między kontrolą a cho-
rymi ze zdiagnozowanym AFL (p = 0,009*10-9), na-
tomiast rozkład genotypów w grupie pacjentów z AC i 
kontrolnej był niemal identyczny (p = 1,000). Uzyska-
ne wyniki nie wykazują współzależności rozwoju 
AFL i AC z polimorfizmem C-1196T TLR4.

DYSKUSJA

Wiele badań udowodniło, iż alkoholowe stłuszcze-
nie i marskość wątroby może rozwijać się w wyniku 
przewlekłego nadużywania alkoholu (20, 21). Mecha-
nizm uszkodzenia hepatocytów nie jest jednak do 
końca wyjaśniony. Pojawiają się dowody na to, iż he-
patotoksyczność etanolu może być związana z pod-
wyższonym poziomem endotoksyn bakteryjnych w 
osoczu lub polimorfizmem receptorów dla tych endo-
toksyn (2-5, 11-13). LPS wywiera niekorzystny wpływ 
na komórki wątroby przez interakcje z receptorem 
CD14 i jego ko-receptorem TLR4, wywołując silną od-
powiedź immunologiczną skutkującą nadmierną pro-
dukcją cytokin prozapalnych, które są kluczowe w pa-
togenezie AFL i AC. Celem powyższego badania było 
określenie, czy polimorfizm C-159T receptora CD14 i 
C-1196T receptora TLR4 mają wpływ na większą po-
datność osób nadużywających alkoholu na rozwój 
alkoholowego stłuszczenia i alkoholowej marskości 
wątroby.

Genotypowanie C-159T CD14 wykazało, że w po-
pulacji chorych z rozpoznaną alkoholową marskością 
wątroby (AC) genotyp TT (homozygota typu mutant) 
występuje częściej niż w grupie zdrowych, natomiast 
nie ma różnic w częstości występowania tego polimor-
fizmu między grupą kontrolną a grupą z alkoholowym 
stłuszczeniem wątroby. Zarówno w populacji chorych 
z AFL, jak i w zdrowej najczęściej występuje heterozy-
gota CT.

Tabela 2. Rozkład genotypów C-159T CD14 (%) u pacjentów z AFL i AC i w grupie kontrolnej.

GENOTYP
p

CC CT TT

AFL (n = 69) 26 (37,68%) 39 (56,52%) 4 (5,80%) 0,094

AC (n = 70) 26 (37,14%) 23 (32,86%) 21 (30,00%) 0,008

KONTROLA (n = 82) 22 (26,83%) 47 (57,32%) 13 (15,85%) –

Tabela 3. Rozkład genotypów C-1196T TLR4 (%) u pacjentów z AFL i AC i w grupie kontrolnej.

GENOTYP
p

CC CT TT

AFL (n = 70) 20 (28,57%) 50 (71,43%) 0 (0,00%) 0,009*10-9

AC (n = 68) 56 (82,35%) 11 (16,18%) 1 (1,47%) 1,000

KONTROLA (n = 68) 57 (83,82%) 10 (14,71%) 1 (1,47%) –
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Genotypowanie C-1196T TLR4 dało trudne do jed-
noznacznej interpretacji wyniki. Stwierdzono, że wy-
stępują znaczące statystycznie różnice w częstości 
występowania genotypu CC i CT między zdrowymi a 
chorymi ze zdiagnozowanym alkoholowym stłuszcze-
niem wątroby, natomiast rozkład genotypów w grupie 
pacjentów z alkoholową marskością i w grupie kontrol-
nej był niemal identyczny. Uzyskane dane nie dają czy-
stego obrazu zależności polimorfizmu C-1196T TLR4. 
Niejasne jest, dlaczego stwierdzono istotne różnice 
między grupą kontrolną a grupą chorych z AFL, zaś w 
przypadku chorych z AC takich różnic nie zaobserwo-

wano. Ponadto wykazano znaczne różnice w częstości 
genotypów między chorymi ze stłuszczeniem wątroby 
i marskością, a jak powszechnie wiadomo AFL jest 
pierwszym etapem alkoholowej choroby wątroby, po 
którym może rozwinąć się AC. Zagadnienie to wyma-
ga dalszych badań na znacznie powiększonych po-
pulacjach, oznaczenia innych polimorfizmów TLR4 
oraz pozostałych genów mogących mieć wpływ na 
rozwój alkoholowego stłuszczenia i marskości wą-
troby. Być może da to odpowiedź na pytanie, dla-
czego tylko 10-30% osób nadużywających alkoholu 
zapada na te schorzenia.
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