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Ekspresja hBD-1 i hBD-2 w poptuczynach
pochwowo-szyjkowych z drog rodnych kobiet
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hBD-1 and hBD-2 are expressed in cervico-vaginal lavage in female genital
tract due to microbial infections
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Streszczenie
Cel pracy: Okreslenie wptywu drobnoustrojow na obecnosc wybranych ludzkich B-defensyn (hBD-1, hBD-2)
poprzez ocene ilosciowg w poptuczynach pochwowo-szyjkowych (CVL - cervico-vaginal lavage) kobiet z:
kandidiazg, chlamydiozg i innymi zakazeniami bakteryjnymi.
Materiat i metody: B-defensyny byty wykrywane ilosciowo za pomocg RT-PCR (7000 Tagman, Applied
Biosystems) w poptuczynach pochwowo-szyjkowych pobranych od 120 (79 — grupa badana i 41 — grupa kontrolna)
nieciezarnych kobiet w wieku 18-40 (Srednia wieku 28,5 +6,29). Pacjentki z grupy badanej byty podzielone na trzy
poagrupy na podstawie diagnozy klinicznej i mikrobiologicznej: kobiety z kandidiazg (n=13); z chlamydiozg (n=13)
i innymi zakazeniami bakteryjnymi (n=12).
Wyniki: Najwiekszg liczbe kopii/ug catkowitego RNA hBD-1 zaobserwowano w grupie z zakazeniem bakteryjnym
oraz kandidiazg (odpowiednio 335,84 i 320,10), a hBD-2 — w chlamydiozie. Roznica pomiedzy liczbg kopii hBD-1/
ug catkowitego RNA w grupach: z kandidiazg, z chlamydiozg, oraz w grupie, w ktorej wyhodowano potencjalnie
patogenne bakterie byla istotna statystycznie, dla hBD-2 znamienno$c¢ statystyczng odnotowano w chlamydiozie.
Whioski: Zakazenie Chlamydia trachomatis pobudza znaczgco wydzielanie hBD-2. Zakazenia Candlida albicans,
Chlamydia trachomatis oraz bakteryjne indukujg zmienny wzrost hBD-1.

Stowa kluczowe: beta-defensyny / poptuczyny pochwowe / hBD-1 / hBD-2 /
/ stan zapalny szyjki macicy / stan zapalny pochwy /
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Abstract

Objectives: The aim of this study was to evaluate and compare concentration of selected human B-defensins
(hBD-1, hBD-2) in cervico-vaginal lavage (CVL), obtained from women with candidiasis, chlamydiasis and other
bacterial infections.

Material and methods: (3-defensins were detected quantitatively by RT-PCR (7000 Tagman, Applied Biosystems)
in cervico-vaginal lavage collected from 120 (79 women in the study group and 41 controls) non-pregnant women,
aged 18-40 (mean age 28.5+6.29). The study group patients were divided into three subgroups on the basis of
clinical and microbiological diagnosis: women with candidiasis (n=13); with chlamydiasis (n=13), and with other
bacterial infections (n=12).

Results: The highest count of hBD-1 RNA copies was found in women with bacterial infections and candidiasis
(335.84 and 320.10 respectively), and hBD-2 — with chlamydiasis. The difference between RNA copies of hBD-
1/ug in candidiasis, chlamydiasis and bacterial pathogens was statistically significant; for hBD-2 only in case of
chlamydiasis.

Conclusions: Chlamydia trachomatis infection activates the production of hBD-2. Candida albicans, Chlamydia
trachomatis, and bacterial pathogens induced variable increases of hBD-1 concentration.

Key words: beta-defensins / vaginal lavage / hBD-1 protein / hBD-2 protein

cervicitis / vaginitis

Wstep

B-defensyny naleza do grupy peptydoéw antydrobnoustro-
jowych (AMP — antimicrobial peptide) wydzielanych w odpo-
wiedzi na zakazenie drobnoustrojami, majacych zdolno$¢ do
zabijania lub hamowania wzrostu mikroorganizmow (bakterii,
grzybow 1 wirusow ostonkowych), stanowiac tym samym istotna
cze$¢ wrodzonej odpowiedzi immunologicznej organizmu. De-
fensyny wystepuja gtéwnie w ziarnach azurofilnych neutrofilow.
Zawieraja sze$¢ cystein zwiazanych mostkami dwusiarczkowymi
w potrdjnie skreconej strukturze konformacji przestrzennej [1].

Do ludzkich B-defensyn naleza: hBD-1 (human p-defensin)
wytwarzane przez komorki nablonka min. drég rodnych kobiet,
hBD-2 i hBD-3 — produkowane przez keratynocyty (w reakcjach
zapalnych) oraz hBD5-6 — pochodzace z jelitowych komorek
Panetha [2, 3, 4].

Dzialanie antydrobnoustrojowe defensyn jest wybiorcze:
indukcja ekspresji hBD-2 i wzgledna tolerancja umozliwia nie-
ktorym bakteriom przetrwanie i modulacje ekspresji hBD-2,
za$ inne drobnoustroje jej nie pobudzaja i w ten sposob moga
unika¢ dziatania wrodzonych mechanizméw odpornosciowych,
a w konsekwencji wywotywac zakazenie [5].

Narzady ptciowe kobiet z uwagi na swoje funkcje i poloze-
nie anatomiczne sa predysponowane do zakazen i rozwoju sta-
néw zapalnych. Zmiany zapalne w obrgbie szyjki macicy i/lub
pochwy ze wzgledu na uporczywe objawy (§wiad, uptawy) sa
najczestsza przyczyna zglaszania si¢ kobiet do ginekologa. Ze
wzgledu na etiologi¢ zmiany zapalne mozna podzieli¢ na infek-
cyjne (bakteryjne i niebakteryjne) i nieinfekcyjne. Do zakazenia
dochodzi w przypadku zdominowania flory fizjologicznej drog
rodnych przez wnikajace mikroorganizmy, za§ do jego rozwoju
predysponuje zaburzenie mechanizmu samooczyszczania po-
chwy, w ktorym istotna rolg odgrywaja pateczki z rodzaju Lacto-
bacillus — gtdwny sktadnik flory fizjologicznej drog rodnych [6].

Zmiany w obrgbie komorek nablonka jak i czynniki wytwa-
rzane w miejscu zakazenia moga by¢ charakterystyczne dla po-
szczegblnych drobnoustrojow.

Czynnikami etiologicznymi stanéw zapalnych drog rodnych
kobiet sa m.in.: Candida albicans (C. albicans), Chlamydia
trachomatis (C. trachomatis), GBS (Group B Streptococci),
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Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Trichomonas vaginalis 1 mykoplazmy urogenitalne. Okoto 35%
stanow zapalnych w obrgbie drog rodnych kobiet w Polsce
powodowane jest przez grzyby drozdzopodobne, glownie C.
albicans (80-95%), a 20-40% przez C. trachomatis [7, 8, 9, 10].

Pojawienie si¢ wieloopornych szczepdw szpitalnych wywo-
tato wzrost zapotrzebowania na nowe leki, skuteczne w leczeniu
zakazen. W zwiazku z tym wiele duzych firm farmaceutycznych
prowadzi intensywne badania nad zastosowaniem AMP w terapii
roéznych schorzen, bowiem niezaleznie od bezposredniego dzia-
tania antydrobnoustrojowego, bialka te petnia wazng rolg¢ mo-
dulujaca uktad odpornosciowy, zard6wno w fazie nieswoistej jak
i swoistej oraz wykazuja zdolnos$¢ do neutralizowania czynnikow
wyzwalajacych objawy wstrzasu toksycznego, a takze regulacji
jego przebiegu.

Cel pracy

Celem pracy byto okreslenie wptywu drobnoustrojow na
obecno$¢ wybranych B-defensyn (hBD-1, hBD-2) poprzez ich
oceng ilosciowa w poptuczynach pochwowo-szyjkowych (CVL
— cervico-vaginal lavage) kobiet z: kandidiaza, chlamydioza
1 innymi zakazeniami bakteryjnymi.

Materiat i metody

Badaniami objgto materialty pobrane od 120 niecigzarnych
kobiet w wieku 18-40 lat (srednia wieku 28,5), pacjentek pozo-
stajacych pod opieka poradni K Iub hospitalizowanych (zgoda
Komisji Bioetycznej SUM nr NN-6501-113/04).

Kryteriami wlaczenia do badania byly takze faza lutealna
cyklu miesiaczkowego (15-28 dzien cyklu), rozpoznany stan
zapalny pochwy i/lub szyjki macicy przez lekarza ginekologa.

Kryteriami wylaczenia z badan byty: brak zgody pacjentki
na przeprowadzenie badan, stosowanie przez pacjentke
antybiotykow, chemioterapeutykow przeciwbakteryjnych i/
lub przeciwgrzybiczych doustnie lub dopochwowo 3 tygodnie
przed badaniem, miesiaczka, cigza, niepowstrzymanie si¢ od
stosunkow plciowych na 3 dni przed badaniem, stwierdzona
choroba nowotworowa u pacjentki, cukrzyca lub schorzenia
autoimmunologiczne.
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Przebadano rowniez grupg zdrowych kobiet — ochotniczek
bez stwierdzonego stanu zapalnego pochwy i/lub szyjki macicy
(grupa kontrolna).

Grupg badang stanowito 79 kobiet — $rednia wieku 28,7 lat,
grupg kontrolng — 41 zdrowych kobiet (Srednia wieku 28,0 lat).
Na podstawie wywiadu i badania klinicznego grupg¢ badana po-
dzielono na trzy podgrupy:

1. pacjentki z podejrzeniem zakazenia Candida spp. —
obecnos¢ biatawo-kremowych uptawow, stanu zapalnego
btony $luzowej pochwy, pH pochwy <4.5 oraz test
aminowy ujemny (n=22),

2. pacjentki z podejrzeniem zakazenia Chlamydia
trachomatis — obecno§¢ S$luzowo-ropnego zapalenia
szyjki macicy z ektopia lub bez, pH pochwy >4,5 oraz
test aminowy ujemny (n=22),

3. pacjentki z podejrzeniem AV (kryteria Dondersa — stan
zapalny $luzéwki pochwy, ropne zoltawe uptawy, pH
pochwy >4.5 oraz test aminowy ujemny) i BV (3 kryteria
Amsela — bialawo-szare uptawy, pH pochwy >4,5 oraz
test aminowy dodatni) (n=35) [11, 12].

U wszystkich kobiet pobrano wymazy z tylnego sklepienia

pochwy i szyjki macicy oraz poptuczyny pochwowo-szyjkowe.

Hodowlg bakterii i grzybow przeprowadzono zgodnie z za-
sadami obowiazujacymi w mikrobiologii. Wymaz z pochwy
wykorzystano do wykluczenia obecnosci mykoplazm urogenital-
nych z uzyciem Mycoplasma IST 2 (bioMérieux, Francja), zas
wymazy z szyjki macicy do wykonania testu Chlamydia Dire-
ct IF (bioMérieux, Francja) na obecnos¢ antygenu Chlamydia
trachomatis metoda immunofluorescencji bezposredniej zgodnie
z zaleceniami producenta.

U pacjentek wykonano réwniez badanie w kierunku wagi-
nozy bakteryjnej przeprowadzone w oparciu o kryteria Amsela
i Nugenta, a takze wykluczono obecno$¢ Trichomonas vaginalis
[12,13].

Poptuczyny pochwowo-szyjkowe otrzymywano poprzez
wprowadzenie Sml PBS jalowa strzykawka do pochwy i ponow-
nej aspiracji ptynnej zawartosci. Uzyskane poptuczyny poddano
wirowaniu przy x1000obr./min. przez 10min. w temperaturze
4°C. Z osadu uzyskanego po odwirowaniu CVL wyizolowano
RNA metoda Chomczynskiego i Sacchi [14]. Zawartos¢ wyeks-
trahowanego RNA zmierzono spektrofotometrycznie za pomoca
spektrofotometru Gene Quant IT (Amersham Biosciences Inc.,
USA), po czym wszystkie probki doprowadzono do 0,2pg/pl
RNA.

Otrzymany podczas ekstrakcji RNA stanowil matryce w re-
akcji RT-PCR, ktoéra przeprowadzono z uzyciem aparatu ABI
Prism 7000 Tagman (Applied Biosystems, USA).

We wszystkich badanych probkach wykonano réwniez re-
akcje RT-PCR dla B-aktyny (TagMan® DNA Template Reagents,
Applied Biosystems, USA), ktora pozwala na wykluczenie wyni-
kow fatszywie ujemnych.

Kazda z reakcji przeprowadzono w dwéch powtoérzeniach;
wyniki udredniono. Identyfikacj¢ produktow amplifikacji prze-
prowadzono w 6% zelu poliakrylamidowym.

Wykorzystano nastg¢pujace sondy i primery:

* dla hBD-1

primer forward 5° TGTCTGAGATGGCCTCAGGTGG 3’

primer reverse 5 TTGGCCTTCCCTCTGTAACAGGTC 3’

sonda 5 TGCGTCAGCAGTGGAGGGCAATGTC 3’
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+ dla hBD-2

primer forward 5> ATCCAGTCTTTTGCCCTAGAAGGT 3’

primer reverse 5° GGCTTTTTGCAGCATTTTGTTC 3’

sonda 5 AACAAATTGGACCTGTGGTCTCCC 3’

Do wykonania oznaczenia uzyto TagMan universal PCR
master mix (Applied Biosystems, USA). Amplifikacja genow
kodujacych B-defensyny przeprowadzona byta w nastgpujacych
warunkach termicznych:

RT —48°C przez 30 min.

PCR - 95°C w ciagu 10 min.

—95°Cprzez 15 s

—60°C przez 1 min.

— 72°C przez 10 min.

Do obliczen statystycznych uzyto programu Statistica 6.1
(Statsoft, USA).

Wyniki
Grzyby z rodzaju Candida (glownie C. albicans, poza tym 1
szczep C. sake 12 szczepy Candida spp.), wyhodowano u 13 z 22
kobiet (59,1%) z objawami klinicznymi kandidiazy, Chlamydia
trachomatis stwierdzono u 13 z 22 kobiet (59,1%) z klinicznym
rozpoznaniem chlamydiozy, u kobiet z podejrzeniem zakazenia
bakteryjnego w 7 przypadkach wyhodowano GBS (20%), w 5 —
Enterococcus faecalis (14,3%). W pozostatych przypadkach nie
wyhodowano drobnoustrojow potencjalnie patogennych.
Najwigksza $rednig liczbg kopii na pg calkowitego RNA
hBD-1 zaobserwowano w grupie kobiet z zakazeniem bakteryj-
nym oraz kobiet, u ktérych wyhodowano C. albicans (odpowied-
nio 335,84 i 320,10 kopii/ug calkowitego RNA). Najwigksza
$rednia liczbg kopii na pg catkowitego RNA hBD-2 uzyskano
w przypadku zakazenia C. trachomatis (2117,31 kopii/pg catko-
witego RNA). Szczegolowe wyniki przedstawiaja ryciny 11 II.
Srednia liczba kopii hBD-1 na pg calkowitego RNA w gru-
pach: z dodatnim wynikiem posiewu w kierunku C. albicans,
z dodatnim wynikiem badania w kierunku C. trachomatis, oraz
w grupie kobiet, u ktérych wyhodowano z wymazéw z pochwy
bakterie potencjalnie patogenne, w poréwnaniu z grupa kontrol-
ng byla istotna statystycznie (warto$¢ p wynosita odpowiednio:
<0,01, 0,03, 0,02).
W przypadku hBD-2 znamienno$¢ statystyczng odnotowano
tylko w grupie kobiet z dodatnim wynikiem badania w kierunku
C. trachomatis (p<0,01).

40 cykli

Dyskusja

Niewiele jest doniesien literaturowych na temat roli
B-defensyn w uktadzie rozrodczym kobiet z istniejacym stanem
zapalnym.

W naszych badaniach w grupie kontrolnej zaobserwowano
znacznie nizsza liczbg kopii/pg catkowitego RNA dla hBD-1
(Srednio 37,96) niz hBD-2 — $rednio 507,74 kopii. Rowniez
badania Valore i wsp. wykazaty bardzo niski poziom hBD-1
(Srednie stgzenie wynosito 0,004pg/ml), za§ poziom hBD-2 byt
wyzszy 1 wynosit $rednio 0,57ug/ml podczas badan wydzieliny
pochwy zdrowych kobiet pobranej przy pomocy tamponow [4].
Badania tego zespolu wykazaly znaczace pobudzenie syntezy
mRNA hBD-2 przez Lactobacillus jensenii, typowego sktadnika
flory fizjologicznej pochwy, w hodowli in vitro ludzkiego
nablonka pochwy, co moze by¢ przyczyna zrdéznicowania
poziomu tych defensyn w warunkach fizjologicznych.
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Rycina 1. Analiza liczby kopii hBD-1 w poptuczynach pochwowo-szyjkowych
z wykorzystaniem RT-PCR.
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Rycina 2. Analiza liczby kopii hBD-2 w poptuczynach pochwowo-szyjkowych
z wykorzystaniem RT-PCR.

W stanach zapalnych nasze badania wykazaty zroznicowanie
poziomu ekspresji obu badanych defensyn w zaleznosci od czyn-
nika etiologicznego zapalenia, co potwierdzaja rowniez spostrze-
zenia innych badaczy. W badaniach Valore i wsp. w przypadku
waginozy bakteryjnej w wydzielinie pochwy prawie wszystkie
rodzaje AMP wykazywaty dwu- do czterokrotnie nizsze warto$ci
w porownaniu z grupa kontrolng oraz z pacjentkami z kandidiaza
pochwy i sromu, za$ badania Fan i wsp. wykazaly, ze stezenia
hBD-2 u kobiet z BV byty znaczaco wyzsze (p<0,05) w porow-
naniu do grupy kontrolnej [15, 16].

BV charakteryzuje si¢ zmiang stosunkow ilosciowych i ja-
kosciowych mikroflory pochwy, jest takze zwiazana z miej-
scowym uposledzeniem funkcjonowania wrodzonego systemu
odpornosciowego stad moze wynika¢ rozbieznos¢ uzyskanych
przez ww. badaczy wynikow. Badania Valore i wsp. wykazaly
rowniez wyzsze stgzenie hBD-2 w przypadku pacjentek z kan-
didiaza w porownaniu z grupa kontrolng [15].

Réwniez nasze badania wykazaly zwigkszona ekspresje
hBD-2 w przypadku zakazen grzybiczych w poréwnaniu z zaka-
zeniami innymi bakteriami oraz grupa kontrolna, jednak nie byta
to warto$¢ znamienna statystycznie.
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Znamiennos¢ statystyczna uzyskaliSmy w przypadku hBD-2
w zakazeniach C. trachomatis, jednak brak jest doniesien litera-
turowych na ten temat.

Zaobserwowana przez nas zmienno$¢ ekspresji hBD-1
i hBD-2 w CVL wynika z faktu, iz wydzielanie defensyn jest
Scisle uwarunkowane budowa drobnoustroju (w glownej mierze
zawartoscia LPS i peptydoglikanow w §cianach komorkowych,
bowiem niska zawarto$¢ utatwia dziatanie AMP), a takze jego
wlasciwosciami patogennymi, takimi jak stopien inwazyjnosci
oraz zdolno$¢ do wydzielania toksyn powodujacych uszkodze-
nie komorki, jak rowniez obecnoscia elementéw dodatkowych:
strzgpek, otoczek, czy witek, ktore utrudniaja dziatanie komorek
zernych lub dopetniacza.

Whnioski

1. Zakazenie Chlamydia trachomatis pobudza znaczaco
wydzielanie hBD-2.

2. Zakazenia Candida albicans, Chlamydia trachomatis oraz
bakteryjne indukuja zmienny wzrost hBD-1.
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