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Streszczenie

W artykule przedstawiono nowe opinie na temat wytwarzania cytokin pro- i antyzapalnych podczas przewlektych
i nawrotowych zakazen C. trachomatis. Sekwencje aminokwaséw w biatkach szoku termicznego pozostaty bardzo
konserwatywne u wszystkich organizméw, od bakterii do ssakéw, krzyzowa reakcja odpowiedzi immunologiczne;
miedzy chlamydialnymi i ludzkimi homologami implikuje patologie zakazed chlamydialnych. Réwnowaga mie-
dzy swoistymi cytokinami (IFN-y, IL-10, IL-12, IL-18) moze wptywac niszczaco na tkanki, powodujac niedroz-
nos¢ jajowodow, TFI (tubal factor infertility), a to wiaze si¢ z niepowodzeniem IVF (in vitro fertilization) 1 nawy-
kowa autoaborcjg (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 6, 1237-1242).

Stowa kluczowe: Chlamydia trachomatis, cHSP60, IFN-y, I1L-10.

Abstract

In this article the new views on production of pro- and anti-inflammatory cytokines during the course of prolonged
and repeated C. trachomatis infection are described. The amino acid sequences of HSP60 have been highly con-
served in every organism, from bacteria to man and cross-reactive immune response between the chlamydial and
human homologues has been implicated in chlamydial infection pathology. Specific cytokines (INF-y, 1I-10, II-12
and I1-18) balance present at the site of inflammation may influence the tissue damage leading to tubal occlusion,
TFI (tubal factor infertility), and is also associated with IVF (in vitro fertilization) failure and spontaneous abor-
tion (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 6, 1237-1242).
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Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) jest
coraz czgsciej diagnozowanym patogenem wywo-
tujacym liczne schorzenia uktadu moczowo-picio-
wego. Zakazenie tymi bakteriami moze by¢ za-
rowno gléwnym powodem wielu schorzen, jak
i towarzyszy¢ ré6znym zmianom, np. wadom roz-
wojowym ukladu moczowo-plciowego u dzieci.
Dotychczas brano pod uwagg tylko kontakt picio-
wy jako droge przenoszenia, liczba pacjentéw jed-
nak, u ktérych takg mozliwos¢ wykluczono,
Swiadczy o innych sposobach zakazenia. W litera-
turze sg opisywane przypadki zakazen C. tracho-
matis w wyniku kapieli na krytych i otwartych ba-

senach, a takze uzywania wspolnych recznikéw
lub bielizny z osobami juz zakazonymi tym pato-
genem. C. trachomatis, serotypy od A do C, sg
gléwng przyczyng jaglicy, a serotypy od D do
K (szczepy okulogenitalne), w zaleznosci od pici
i od wieku moga by¢ powodem wielu réznych
schorzen. U mezczyzn C. trachomatis wywoltuje
zapalenie cewki moczowej, gruczotu krokowego,
najadrzy i odbytnicy. Moze takze prowadzi¢ do re-
aktywnego zapalenia stawéw lub niepeinego ze-
spotu Reitera, czyli jednoczesnego zapalenia spo-
jowek, cewki moczowej i reaktywnego zapalenia
stawow. U kobiet C. trachomatis wywoluje zapa-
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Ryc 1. A — Cykl rozwojowy Chlamydii, B — alternatywny cykl rozwojowy (wg Beatty et al. 1994a)
Fig 1. A — Chlamydial developmental cycle, B — altered Chlamydial development cycle (acc. Beatty et al. 1994a)
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lenie cewki moczowej, szyjki macicy, jajowodow
i narzagdéw miednicy matej (PID — pelvic inflam-
matory disease). Przewlekle lub nawracajace za-
kazenia mogg spowodowac bezptodnos¢ na skutek
niedroznosci jajowodow, a u cig¢zarnych kobiet
mogg tez doprowadzi¢ do poronien lub porodéw
przedwczesnych [1]. U dzieci chlamydie sg gtow-
ng przyczyna zakazen okotoporodowych i wywo-
tujg zapalenie spojowek, gardla, ptuc, pochwy,
wsierdzia, migsnia sercowego, ucha srodkowego
oraz zotadka i jelit.

C. trachomatis to drobnoustrdj majacy zaréw-
no cechy upodobniajgce go do bakterii Gram-
-ujemnych, jak i do wiruséw. Najwazniejsze cechy
bakteryjne to: Sciana komérkowa podobna do bak-
terii Gram-ujemnych, obecnos¢ DNA i RNA w ko-
morce 1 podobna wrazliwos¢ na niektére antybio-
tyki. Wirusowe cechy to: mniejszy rozmiar niz
u wigkszosci bakterii oraz brak mechanizméw po-
zwalajacych na wytwarzanie wtasnego ATP (ade-
nozynotrdjfosforanu).  Chlamydia trachomatis
charakteryzuje si¢ swoistym cyklem rozwojowym,
co pozwala jej korzysta¢ z ATP gospodarza. Bak-
terie te wystepujg w postaci ciatka elementarnego
(EB — elementary body), ktéry jest forma zakazna,
nieczynng metabolicznie oraz ciatka siateczkowa-
tego (retikularnego) (RB — reticulate body), ktéry
jest formg metabolicznie aktywng, lecz nieza-
kazng.

Cykl rozwojowy chlamydii przebiega dwufa-
zowo (ryc. 1). W pierwszej fazie EB przyczepia
si¢ do komorki gospodarza i wnika do wewnatrz
za pomocg endocytozy. Pozostaje tam w fagoso-
mie, otoczone btong plazmatyczng. Forma zakaz-
na EB przechodzi w form¢ metabolicznie aktywng
RB, ktéra dzieli si¢ przez podziat. Po 36 godz. cy-
klu rozwojowego RB ulegaja reorganizacji i prze-
ksztalcajg si¢ w formy nieczynne metabolicznie
(EB), ktére w czasie 48—72 godz. zostajg uwolnio-
ne na zewnatrz komoérki. Odbywa si¢ to za pomo-
cg cytolizy lub endocytozy w wyniku uszkodzenia
komorki gospodarza. Coraz czesciej jednak spoty-
ka si¢ C. trachomatis wystgpujace w formie prze-
trwatej (chronicznej), ktéra powstaje podczas cy-
klu rozwojowego pod wptywem réznych, zewng-
trznych czynnikéw. Formy replikacyjne RB,
bedace w fagosomie, po podziatach przechodzg
w formy przetrwate. Ta aberracja podczas cyklu
rozwojowego skutkuje powstaniem form nieinfek-
cyjnych, ale zdolnych do zycia [2]. Formy te mo-
g3 by¢ przyczyng przewlektych lub nawracajacych
zakazen.

Wsréd tych czynnikéw wplyw taki moze mieé
np. interferon-y (IFN-y) i prozapalne cytokiny,
ktére sg wytwarzane pod wpltywem aktywacji sy-
stemu immunologicznego gospodarza przez chla-
mydialne ciatka elementarne (EB). Komoérki fago-

cytarne gospodarza ograniczajg rozprzestrzenianie
si¢ zakazenia. Dziatanie IFN-y na EB C. tracho-
matis doprowadza do przewlektych zakazen chla-
mydialnych. IFN-y blokuje replikacj¢ cialek sia-
teczkowatych (duze, znieksztalcone formy takich
chlamydii mozna zaobserwowa¢ w komoérkach
z IFN-y w warunkach in vitro). Takie formy repli-
kacyjne RB sg jednak zdolne do zycia, a zmniej-
szenie wytwarzania IFN-y, wynikajace ze zmniej-
szajacej sie liczby drobnoustrojéw, moze przy-
wréci¢ zdolnosci podziatu tym formom ciatek
chlamydialnych. Podobne dziatanie moze mieé
takze stosowanie nieskutecznej terapii antybioty-
kowej [3].

U kobiet przewlekte zakazenie C. trachomatis
moze doprowadzi¢ do niedroznosci jajowodow
i bezptodnosci, co podkreslono w opisie cyklu roz-
wojowego. Dilugie utrzymywanie si¢ chronicz-
nych zakazen prowadzi do wytwarzania chlamy-
dialnego biatka szoku termicznego (cHSP60 — chla-
mydial heat shock protein 60 kDa), ktore
utrzymuje si¢ na wysokim poziomie i jest glow-
nym celem odpowiedzi immunologicznej [4].
W tym samym czasie sg wytwarzane przez komor-
ki gospodarza ludzkie biatka szoku termicznego
(hHSP60 — human heat shock protein 60 kDa),
ktére w okoto 50% majg homologiczng sekwencj¢
aminokwaséw z cHSP60. Sekwencje aminokwa-
séw w biatkach szoku termicznego pozostaty bar-
dzo konserwatywne i podczas ewolucji od bakterii
do ssakow niewiele si¢ zmienity. Krzyzowa reak-
cja odpowiedzi immunologicznej migdzy chlamy-
dialnymi i ludzkimi homologami implikuje patolo-
gie zakazeri chlamydialnych [5]. Skutkiem chla-
mydialnego zakazenia, migdzy innymi jajowoddw,
moze by¢ wywotanie odpowiedzi immunologicz-
nej i wytwarzanie autoprzeciwcial skierowanych
przeciwko wtasnym, ludzkim biatkom hHSP60.
Ludzkie biatka szoku termicznego 60 kDa sg jako
jedne z pierwszych wytwarzane po zaptodnieniu,
a takze pdzniej ulegajg ekspresji w komoérkach na-
btonkowych btony doczesnej. Wzmozone wytwa-
rzanie hHSP60 w pierwszych dniach cigzy moze
reaktywowac limfocyty wrazliwe na cHSP60, dla-
tego moze dochodzi¢ do immunologicznego
odrzucenia (poronienia) embrionu na etapie wcze-
snej cigzy [6]. Sugeruje si¢, ze dziata tu nastepujg-
cy mechanizm: w pierwszym etapie, podczas
utrzymujgcych sie zakazeri, oba wytwarzane
HSP60, pochodzenia chlamydialnego i ludzkiego,
uwrazliwiajg system immunologiczny gospodarza
— kobiety. hHSP60 jest fizjologicznie wytwarzane
przed i podczas implantacji zaréwno przez em-
brion, jak i blone¢ doczesng matki. Kolejnym eta-
pem jest aktywacja limfocytéw przez wzmozong
ekspresje ludzkiego HSP60, ktére poprzednio by-
ty uwrazliwione przez chlamydialne HSP60. Ak-
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tywowane limfocyty uwalniajg prozapalne cytoki-
ny, ktére indukuja inne komoérki limfoidalne do
uwalniania mediatoréw cytotoksycznych i zapal-
nych. Mechanizm ten powoduje, ze aktywowany,
humoralny i komérkowy system immunologiczny
zakléca mechanizm dzialania regulatoréw nie-
zbednych do implantacji i utrzymania zarodka.
Przeciwciata skierowane przeciwko HSP60 bloku-
ja rozw6j embrionu, ktéry niewystarczajgco chro-
niony przed dzialaniem czynnikéw srodowisko-
wych jest bardziej narazony na zwyrodnienia
i odrzucenie — autoaborcje [7].

Okoto 25% kobiet z PID zostaje bezptodnych
w wyniku niedroznosci jajowodéw [8]. Mozna
wiec powiedzie¢, ze PID jest jedng z gtéwnych
przyczyn nieptodnosci jajowodowej (TFI — tubal
factor infertility). TFI ma scisty zwigzek z nawro-
towymi i przewlektymi zakazeniami C. trachoma-
tis, ktére z kolei mogg wywotaé chroniczne zapa-
lenie jajowodow. Podczas takich zakazen odpo-
wiedZ zapalna jest kierowana i podtrzymywana
przez limfocyty mononuklearne (jednojadrzaste).
Prognozowanie zaptodnienia in vitro (IVF — in vi-
tro fertilization) w przypadku pacjentek z TFI jest
trudniejsze niz w grupie kobiet, u ktérych bez-
ptodnos¢ zostala wywotana innymi czynnikami.
Na skutecznos¢ wtasciwej chemioterapii przeciw-
bakteryjnej i pomyslnej eradykacji zakazenia C. tra-
chomatis ma wptyw mechanizm immunologiczny
posredniczacych limfocytéw T i wydzielanie IFN-y.
Istnieje korelacja migdzy podniesionym pozio-
mem przeciwciat anty-cHSP60 a chronicznymi za-
kazeniami chlamydialnymi, PID i TFL. Prolifera-
cja limfocytéw w odpowiedzi immunologicznej na
cHSP60 wystepuje duzo czesciej u pacjentek
z PID niz u kobiet zdrowych z grupy kontrolne;j.
Zwierzgce modele zakazen chlamydialnych poka-
zaly, ze CD4* limfocytéw T majaq kluczowe zna-
czenie w kierowaniu odpowiedzig immunologicz-
ng i ochronie przed tymi zakazeniami. Sg takze
implikowane w patogenezie nastgpstw choroby.
Wywotywanie patologicznych zmian w tkance ja-
jowodow jest najmniej znanym procesem, ale sg-
dzi si¢, ze przyczyng sg stany nawracajacych
i przewlektych zakazen [9]. Eksperymentalne mo-
dele zwierzece zakazen u malp zasugerowaty swo-
istg role cHSP60 w patogenezie zapalenia jajowo-
déw [8, 10]. cHSP60 wszczepione podskornie
matpom, ktére zostaty ,,uwrazliwione” na C. tra-
chomatis, wywotywalo intensywng odpowiedz za-
palng, podobng do tej, ktéra wystepuje u kobiet
z chlamydialnym zapaleniem jajowodéw. Ostatnio
wykazano, ze znaczacy odsetek komodrek T-swoi-
stych wobec C. trachomatis, obecnych w jajowo-
dach kobiet z TFI, docelowo jest ukierunkowany
na cHSP60 jako antygen. IFN-y, ktéry nalezy do
cytokin prozapalnych, moze modulowa¢ odpo-

wiedZ immunologiczng skierowang na cHSP60.
Zwigkszenie ekspresji cHSP60 przy niskim pozio-
mie IFN-y, obserwowany in vitro, oraz intensywna
odpowiedZ immunologiczna na cHSP60 podczas
przetrwalych zakazen C. trachomatis pozwalajg
przypuszczac, ze podobne reakcje zachodzg in vivo
i odgrywajg istotng rol¢. Inng sytuacje zaobserwo-
wano jednak na zwierzgcych modelach chronicz-
nych zakazefi u myszy. W tym przypadku nastgpi-
ta zmiana z dominujacej odpowiedzi IFN-y, jak
np.: u malp, na dominujgcg rolg odpowiedzi inter-
leukiny 10 (IL-10). cHSP60 moze aktywowac za-
palng odpowiedZ przez makrofagi. Wykazano, ze
cHSP60 wywotuje odpowiedZ ludzkich limfocy-
tow zaréwno Thl, jak i Th2 [11], sugerujac, ze
cHSP60 ma zdolnos¢ wplywania na odpowiedz
immunologiczng przez stymulowanie wytwarza-
nia IL-10 lub innych antyzapalnych cytokin pod-
czas przewleklych zakazen C. trachomatis. Aby
ocenic¢ role cHSP60 w odpowiedzi immunologicz-
nej w TFIL, mierzono takze poziom proliferacji
i wydzielania IFN-y, IL-10 i IL-12 (interleukina
12) mononuklearnych limfocytéw, poréwnujac
wpltyw cHSP60 i antygenu EB C. trachomatis
u dwoch grup kobiet. Pierwsza z nich to kobiety
z TFI, a druga grupa to kobiety z nieptodnoscia
wywotang innymi czynnikami [8]. Badania te
wstepnie wykazaly, ze stymulacja komorek
PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) za
pomocg cHSP60 wywoluje wytwarzanie IL-10
i odpowiedZ swoistg, a stymulacja z udziatem EB
wzmaga odpowiedZ prozapalng. Te dane sugeruja,
ze cHSP60 moze odgrywac role gtéwnego regula-
tora odpowiedzi immunologicznej podczas chro-
nicznych zakazen C. trachomatis. Réwnowaga
migdzy swoistymi cytokinami w stanie zapalnym,
a zwlaszcza prozapalnego IFN-y i antyzapalnej
IL-10, moze wptywac niszczaco na tkanki, powo-
dujgc bliznowacenie, co z kolei skutkuje TFI, a to
moze mie¢ wpltyw na niepowodzenie IVF [12].
Wraz z IL-12 duzy wplyw na wydzielanie
INF-y CD4 komérek T ma IL-18, a wydzielanie,
przez komérki Th1, INF-y jest szczegdlnie wazne
w obronie immunologicznej skierowanej przeciw-
ko wewnatrzkomdérkowym patogenom, jakimi sg
Chlamydie. Badanie wydzielania IL-18 w liniach
ludzkich komoérek nabtonkowych potwierdzito, ze
komorki ukonstytuowane do ekspresji pro-IL-18
pod wptywem zakazenia C. trachomatis wydziela
dojrzate formy IL-18. Obserwowano takie zjawi-
sko dla kilku r6znych serowaréw i biowaréw C. tra-
chomatis. Indukowane przez Chlamydie wydziela-
nie IL-18 jest regulowane jej poziomem po trans-
krypcji i zalezy od aktywacji kaspazy 1, enzymu
proteolitycznego, kontrolujacego apoptoze. Akty-
wacja kaspazy 1 i zwiekszenie wydzielania dojrza-
tych form IL-18 koreluje z synteza chlamydial-
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nych biatek, nie ma jednak zwigzku z syntezg bia-
fek gospodarza. Dla poréwnania, zjawisko chla-
mydialnej indukcji wydzielania dojrzatych form
IL-18 nie wystgpuje w fibroblastach, ktére wytwa-
rzajg pro-IL-18, pomimo aktywacji kaspazy 1
[13]. Wplyw czynnikéw chlamydialnych na akty-
wacje kaspazy 1 i wydzielanie dojrzatych form IL-18
w zakazonych komérkach nabtonkowych w pato-
genezie nawrotowych i przewlektych zakazen wy-
maga jeszcze wyjasnienia. Na temat wptywu C. tra-
chomatis na bezptodnos$¢ u mezczyzn réwniez na-
lezy jeszcze przeprowadzi¢ badania.

Poniewaz wigkszos¢ zakazen chlamydialnych
przebiega objawowo lub skapoobjawowo, dlatego
tez jedynie badania przesiewowe przeprowadzone
u kobiet w wieku rozrodczym mogg by¢é pomocne
w ujawnieniu zakazei bezobjawowych. Odpo-
wiednie leczenie pierwotnych i nawracajacych za-
kazeri moze zapobiec rozwojowi autoodpowiedzi
immunologicznej, stanéw zapalnych i niedrozno-
sci jajowodéw, co moze uchroni¢ kobiety np.
przed cigzg ektopows.

C. trachomatis ma antygeny grupowo i gatun-
kowo swoiste, ktére mogg postuzy¢ do jej identy-
fikacji. Antygen grupowo swoisty stanowi kom-
pleks lipopolisacharydowy (LPS). Antygen gatun-
kowo swoisty jest gléwnym biatkiem btony
zewnetrznej (MOMP) wykrywanym testem mi-
kroimmunofluorescencji (MIF). Testy immunoflu-
orescencji bezposredniej (DIF — direct immunoflu-
orescence) opierajg si¢ na wykrywaniu fluoryzuja-
cych ciatek elementarnych w bezposrednich
rozmazach materialéw od chorych [14]. Na preparat
naktada si¢ koniugat z przeciwciatami anty-C. tra-
chomatis znakowanymi izotiocyjanianem fluore-
sceiny (ITCF). U C. trachomatis mozna wyréznié
18 serologicznych typéw. Serowary te oznacza si¢
A,B,Ba,C,D,Da,E,F G, H, 1I1IaJ, K, LI,L2,
L2a i L3. Przeciwciala w koniugacie reaguja
z gléwnymi zewngtrznymi biatkami btonowymi,
cialek elementarnych i siateczkowatych, wykry-
wajac wszystkie 18 serowaréw. Wedlug zalecen
producentéw testu, liczb¢ = 10 cialek elementar-
nych, majacych jasnozielony kolor na tle ciemno-
czerwonych komoérek nabtonkowych, uznaje sie¢
jako wynik dodatni (ryc. 2). Druga metoda to testy
immunofluorescencji posredniej (IIF — indirect
immunofluorescence), w ktérej materialem od pa-
cjenta zakaza si¢ hodowle komérkowe, a nastep-
nie robi si¢ preparat i barwi si¢ tak, jak w wyzej
opisanej metodzie DIF. Ostatnio w badaniach
diagnostycznych wykorzystuje si¢ antygen, ktory
jest chlamydialnym biatkiem szoku termicznego
o masie 60 kDa (cHSP60).

Diagnostyczne badania w kierunku C. tracho-
matis obejmujg rozne metody, ktére zostaty opra-
cowane dla konkretnych antygenéw tego patoge-
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Ryec. 2. Test immunofluorescencji bezposredniej —
EB C. trachomatis

Fig. 2. Direct immunofluorescence test —
EB C. trachomatis

Ryc 3. Detekcja produktéw PCR, fragmentéw genu
crp DNA C. trachomatis w zelu agarozowym, produkt
PCR IN 199 kDa. M — marker, Kp — kontrola pozytyw-
na, Kn — kontrola negatywna, 1-14 — préby badane

Fig. 3. PCR analysis of the fragment of the gene crp
DNA C. trachomatis in agarose gel, product PCR IN
199 kDa. M — marker, Kp — positive sample, Kn — ne-
gative sample, 1-14 — tested samples

nu. Zestawy diagnostyczne PCR do wykrywania
DNA C. trachomatis mogg opieraé si¢ na wykry-
waniu réznych fragmentéw genéw. Amplifikacji
poddaje si¢ np. fragment genu crp (cystein rich
protein) C. trachomatis w uktadzie nested-PCR
[15]. Metoda nested-PCR opiera si¢ na dwéch ze-
stawach primeréw i reakcjach, PCR OUT i PCR
IN. W PCR OUT powstaje produkt o wielkosci
318 kDa i stanowi matryce¢ do drugiej reakcji PCR
IN, w wyniku ktérej powstaje produkt 199 kDa.
Rezultaty reakcji uwidacznia si¢ przez rozdziat
elekroforetyczny na Zelu agarozowym z bromkiem
etydyny w obecnosci markera (ryc. 3). DNA C. tra-



1242

M. FrREJ-MADRZAK, 1. CHOROSZY-KROL, D. TERYKS-WOLYNIEC

chomatis mozna uzyskiwa¢ z moczu, Swiezych
tkanek i wymazow.

Toczy si¢ obecnie dyskusja nad tym, czy le-
czy¢ antybiotykami pacjentki, ktére sg bezptodne,
a przebyly zakazenie C. trachomatis, czy tylko te,
u ktérych stwierdzi si¢ wystgpowanie form prze-
trwatych. U tej ostatniej grupy kobiet sugeruje si¢
wykonywanie badani na obecnos¢ przeciwcial kla-

moze by¢ najlepszym materialem do badar, wyka-
Zujgcym obecnosé tego patogenu w drogach picio-
wych. Jako badanie wspomagajace, potwierdzajg-
ce wystgpowanie form przetrwatych, proponuje
si¢ stwierdzenie obecnosci przeciwciatl klasy IgG
skierowanych przeciwko cHSP60 [16]. Bada si¢
réwniez immunogenetyczng korelacje migdzy za-
kazeniami C. trachomatis a TFI [17].

sy IgA w wydzielinie z uktadu rozrodczego, ktéra
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