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Uvod

Pregledni rad

stvenih problema u Zena reproduktivne dobi. Uropatogena Escherichia coli
(UPEC) odgovorna je za oko 90 % IMS. Osim mehanizama virulencije same
UPEC, za razvoj bolesti odgovorni su i obrambeni imunoloski mehanizmi o ko-
jima se jo$ uvijek zna vrlo malo. Iako nespecificne imunoreakcije obuhvacaju
brojne vazne ¢imbenike, ovdje smo dali kratki prikaz imunoreakcija na UPEC,
vezanih za receptore sli¢ne Tollu (TRL), pentraksin 3 (PTX3) i prirodno ubi-
lacke (NK) stanice, za koje su se u zadnjih nekoliko godina u literaturi pojavili
znacajni znanstveni iskoraci koji bi u relativno skoroj buduénosti mogli imati i
znacajnu prakti¢nu vrijednost u dijagnostici i lijeCenju bolesnika s infekcijama
uzrokovanim UPEC-om.

Innate immune response to uropathogenic Escherichia coli
Review paper

Urinary tract infections (UTIs) are one of the most common and most important
health problems in women of reproductive age. Uropathogenic Escherichia coli
(UPEC) is responsible for about 90 % of the UTIs. In addition to the mecha-
nisms of UPEC virulence itself, defensive immune mechanisms are responsible
for the development of the disease as well, about which very little is known.
Although innate immune reactions include a number of important factors, here
we give a brief overview of immune reactions to UPEC, related to the Toll like
receptors (TRL), pentraxin 3 (PTX3) and natural killer (NK) cells, for which, in
recent years, significant scientific breakthroughs have been described in the
literature, that in the relatively near future could have a significant practical
value in diagnostics and treatment of patients with infections caused by
UPEC.

Uropatogena Escherichia coli — faktori

Infekcije mokraénog sustava (IMS) jedan su od naj-
¢es¢ih i najvaznijih zdravstvenih problema u Zena repro-
duktivne dobi. U oko 60 % svih zena razvit ¢e se IMS jed-
nom u zivotu. U prosjeku, 25 % tih Zena ¢e imati reku-
rentne IMS [1]. Uropatogena Escherichia coli (UPEC) je
odgovorna za oko 90 % IMS i sposobna je migrirati iz cri-
jeva i izazvati unutarstani¢nu infekciju mokra¢nog epi-
tela, Sto moze biti uzrokom rekurentnih IMS [2]. Osim
mehanizama virulencije same UPEC, za razvoj bolesti
odgovorni su i obrambeni imunoloski mehanizmi o koji-
ma se jo§ uvijek zna vrlo malo. Ovaj rad ¢e se fokusirati na
neke novootkrivene mehanizme nespecifi¢nih imunore-
akcijana UPEC.
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virulencije

Za bolje razumijevanje imunoreakcija na UPEC, po-
trebno je spomenuti i ¢imbenike virulencije. Danas poz-
najemo razlic¢ite ¢imbenike virulencije za UPEC. Medu
vaznima su geni koji kodiraju siderofore — molekule koje
¢ine kompleksne spojeve s ionom Zeljeza i na taj nacin
omoguéavaju njegovo koristenje od strane mikroorgani-
zama. Tu je 1 gen za hemolizin koji ima sposobnost lize
eritrocita i limfocita. Vise je razlicitih ¢imbenika koji
omogucavaju vezanje UPEC-a za epitelne stanice i sprje-
¢avanje njihovog ispiranja iz urotrakta. Medu vaznijim
¢imbenicima su fimbrije tipa 1 koje su sposobne vezati se
za nekoliko razli¢itih receptora na stanicama kao §to su:
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uroplakin — transmembranski protein koji posreduje u
stani¢noj signalnoj transdukciji vezanoj uz aktivaciju, rast
i pokretljivost stanica; CD11/CD18 integrini vazni za ad-
heziju leukocita u sklopu obrambenih mehanizama; CD44
— stani¢ni glikoprotein uklju¢en u medusobne interakcije
stanica, adheziju i migraciju; CD48 antigen vazan za akti-
vaciju i diferencijaciju razli¢itih stanica imunoloSkog
odgovora, te neke molekule ekstracelularnog matriksa.
Fimbrije tipa 1 sudjeluju i u stvaranju biofilma. U ¢im-
benike virulencije spadaju i fimbrijski (S/F1C, Pap, M
hemaglutinin) i ne-fimbrijski adhezini [2—6]. Nakon ve-
zanja UPEC invadira povrsinski sloj uroepitela, formira-
juci vrlo brzo biofilm u obliku unutarstani¢ne bakterijske
zajednice koja je uzrokom rezistencije na antibiotike,
otpornosti na mehanizme nespecificne imunosti i pred-
stavlja rezervoar rekurentnih uroinfekcija [2, 3, 5].

Receptori sli¢ni Tollu

Receptori slicni Tollu (TLRs, od engl. To/l-like recep-
tors) su kljuéne komponente prirodene imunosti i nalaze
se na stanicama koje prezentiraju antigen, unutar stani¢ne
membrane ili endosoma. Njihova aktivacija dovodi do in-
dukcije proupalnih citokina, te je vazna karika u formira-
nju stecCenih imunoreakcija [7]. Nekoliko razli¢itih TLR-
-ova (TLR4, TLRS i TLR11) je nadeno na povrsini epitel-
nih stanica mokraénog mjehura i bubrega gdje su odgo-
vorni za posredovanje u vaznim imunoreakcijama. TLR4
je eksprimiran na epitelu mokraénog mjehura i bubrega,
dok TLRS predominantno nalazimo na epitelu mokra¢nog
mjehura, a TLR11 na bubreznom epitelu [8].

TLR4 predstavlja vazan ¢imbenik u nespecifi¢noj imu-
nosti na UPEC-u. Na epitelnim stanicama urinarnog trakta
nalazimo znacéajnu ekspresiju TLR4 i koreceptora CD14,
koji su vazni u procesu detekcije i vezanja bakterijskog
lipopolisaharida (LPS). Kompleks TLR4/CD14 nakon
vezanja s LPS-om UPEC-a pokrece signalni put koji vodi
k aktivaciji nuklearnog faktora kappa B (NF-xB) i poslje-
di¢noj produkciji citokina, ukljucujuéi interleukin (IL)-6 i
IL-8. Ova dva citokina su medu najvaznijim citokinima
koje detektiramo u urinarnom traktu nakon bakterijske in-
fekcije [8-9].

Osim ovog klasi¢nog puta, postoji i drugi paralelni sig-
nalni put u kojem poviSenje unutarstani¢nog cikli¢nog
adenozin monofosfata (cAMP) takoder dovodi do poslje-
di¢no povecane brze ekspresije IL-6 1 IL-8 u odnosu na
opisani klasi¢ni put. Ovaj signalni put koji ukljucuje
povisenje razine cAMP-a ima vaznu ulogu kako u inhibici-
ji bakterijske invazije tako i u odstranjivanju unutarsta-
ni¢nih UPEC [10]. Nakon vezanja fimbrija tip 1 s uropla-
kinom la dolazi do internalizacije UPEC-a i inkapsulacije
u fuziformne vezikule. Fuziformne vezikule pri pove¢anju
sadrzaja mokrace u mjehuru, ali i pri povecanju unutar-
stani¢nog cAMP-a putuju prema povrSini uroepitela,
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povecavajuéi povrsinu mokra¢nog mjehura. Kriti¢nu ulo-
gu u fuziji fuziformnih vezikula i apikalne povrSine uro-
epitela ima poviSenje cAMP-a, §to moze dovesti do
odstranjivanja unutarstani¢nog UPEC-a, a §to predstavlja
barem dijelom ulogu TLR4 u odstranjivanju unutarsta-
ni¢nog UPEC-a [8-11]. U prilog vaznosti TLR4 u nespeci-
fi¢noj imunosti na UPEC govori i podatak da mutacija
TLR4 ili njegova smanjena ekspresija pogoduje nastanku
perzistente asimptomatske bakteriurije i rekurentnih uro-
infekcija [8, 11]. Ovaj princip su u svom istrazivanju
pokusali iskoristiti Abraham SN i sur. za kombinirani
imunomodulatorni/antibiotski terapijski pristup u lijece-
nju infekcija UPEC-om pomocu forskolina. Forskolin je
ekstrakt indijske biljke koji ima sposobnost povisenja unu-
tarstanicnog cAMP-a, §to moze posljediéno dovesti do
odstranjivanja unutarstani¢énih UPEC-a u mokraéni mje-
hur gdje bi onda djelovanjem antibiotika bakterije bile
unisStene [10].

TLRS5 moze imati kriticnu ulogu u razvoju ranih upal-
nih imunoreakcija na infekciju UPEC-om. Ligand za
TLRS5 je flagelin, a postoje neki podaci da UPEC moze
"iskljuciti" flagelarnu ekspresiju u mokra¢nom mjehuru ili
je "ukljuciti" u ureteru i bubrezima omogucavajuci na taj
nacin ascenziju prema bubrezima i izbjegavajuc¢i meha-
nizme nespecificne imunosti posredovane s TLRS [8].

Za TLR11 je pokazano da ima ulogu u nespecifi¢noj
imunosti na uroinfekcije uzrokovane UPEC-om u miseva,
ali nema pouzdanih podataka o njegovoj ekspresiji na
uroepitelu u ljudi [8].

Osim ova tri TLR-a, pretpostavlja se da bi odredenu
ulogu u nespecificnim imunoreakcijama na UPEC mogli
imati i neki drugi TLR-i, za §to za sada nema dovoljno po-
dataka. U svakom slucaju ovo podrucje otvara znacajne
moguénosti za imunomodulatorne pristupe u lijecenju in-
fekcija uzrokovanih UPEC-om te posljedi¢no i uspjesnije
lijecenje antibioticima osobito rekurentnih uroinfekcija.

Uloga pentraksina 3 u infekcijama urotrakta

Pentraksin 3 (PTX3) je ¢lan obitelji pentraksina. Brzo
se oslobada i proizvodi iz vise razli¢itih vrsta stanica:
mononuklearni fagociti, dendriti¢ke stanice, fibroblasti,
endotelne stanice i neutrofili. Do njegove indukcije dolazi
proupalnim signalima posredovanim TLR-om, IL-1 beta
(B) 1 faktorom tumorske nekroze alfa (TNF-a). Ima svoju
vaznu ulogu u aktivaciji klasi¢nog puta komplementa, u
komplementom posredovanom "¢is¢enju" apoptoti¢énih
stanica te olakSava prepoznavanje patogena od strane
makrofaga i dendriti¢kih stanica. Ubraja se u proteine
akutne faze, u cirkulaciji ga nalazimo u koncentraciji od
oko 25 ng/mL, a njegov brzi porast biljezi se u upali i in-
fekciji: 6—8 h nakon indukcije. Dramati¢no povisenje
(200-800 ng/mL) moze se detektirati u endotoksi¢nom
Soku, sepsi i drugim upalnim stanjima i infekcijama. U
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vecini bolesti pokazuje korelaciju s tezinom klinicke slike,
a predstavlja i znacajan marker primarne lokalne inakti-
vacije nespecificne imunosti i upale [12—13].

Nedavno smo u nasim istrazivanjima [ 14] pokazali i
njegovu vaznu ulogu u rezistenciji na uroinfekcije uzroko-
vane UPEC-om na Zivotinjskom modelu i u ex vivo istra-
zivanju na ljudima. Jedna od vaznih uloga PTX3 koja je
pokazana u ovom istrazivanju je opsonizacija bakterija ko-
ja ubrzava njihovu ingestiju i sazrijevanje fagosoma unu-
tar neutrofila. Deficijencija PTX3 pokazuje nemogucnost
rane kontrole infekcije zbog defektne fagocitoze te poslje-
di¢nog razvoja perzistentne upale.

PoviSene vrijednosti PTX3 su nadene u serumu i urinu
bolesnika s uroinfekcijama uzrokovanim UPEC-om, a ko-
relirale su s tezinom klinic¢ke slike, Sto upucuje na mo-
guénost koristenja PTX3 kao vaznog biomarkera u proc-
jeni razvoja klinicke slike i ishoda bolesti. Ovome u prilog
govori i dio istrazivanja koji se odnosi na polimorfizam
gena za PTX3 gdje je pokazana korelacija s osjetljivoséu
na razvoj pijelonefritisa i cistitisa uzrokovanih UPEC-om.
Prikazano je i da su povisene vrijednosti PTX3 nadene i u
bolesnika s cistitisom, kao i bolesnika s akutnim pijelone-
fritisom, dok se npr. serumske vrijednosti PTX3 u bolesni-
ka s erizipelom nisu razlikovale od vrijednosti PTX3 u
zdravih ispitanika [14].

Vec¢ smo prije spomenuli vaznu signalnu ulogu TLR4
pri infekciji UPEC-om [9-11]. Nasa istrazivanja su poka-
zala da izmedu ostalog, PTX3 proizvode uroepitelne sta-
nice u sklopu aktivacije posredovane s TLR4 [14].

Naravno, postoji i kontinuirana potreba za uspostav-
ljanjem ravnoteze izmedu zaStitnih mehanizama posre-
dovanih nespecificnim imunoreakcijama i imunopatoge-
netskih oste¢enja nastalih kao posljedica upalnih imunore-
akcija. U miSeva deficijentnih za PTX3 pored poviSene
osjetljivosti na infekciju UPEC-om, nadene su povisene
vrijednosti kemokina te oStecenja tkiva uzrokovana infil-
tracijom neutrofilima [14]. Ova inicijalna istrazivanja su
pokazala da osim uloge u drugim vaznim klinickim entite-
tima, PTX3 ima iznimno vaznu ulogu u kontroli infekcija
uzrokovanih UPEC-om te predstavlja vazan element u ne-
specificnoj imunosti na UPEC, kao i poveznicu prema ele-
mentima specifiéne imunosti [14—15].

Prirodno ubilacke stanice i uropatogena
Escherichia coli

Prirodno ubilacke stanice (NK-stanice od engl. natural
killer cells) su vazne stanice u sklopu nespecificne imu-
nosti ¢iju funkciju vezujemo u pravilu uz imunoreakcije na
viruse i tumore, a ¢ine do 15 % stanica u okviru perifernih
mononukleara u cirkulaciji [16—17]. Njihova uloga u bak-
terijskim infekcijama nije se dugo smatrala vaznom i tek
novija istrazivanja pokazuju potencijalnu ulogu ovih sta-
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nica u obrambenim mehanizmima u sklopu nespecificne
imunosti na bakterijske infekcije. Tako se na primjer zad-
njih godina sve vise govori o ulozi NK-stanica u imunore-
akcijama na Mycobacterium tuberculosis. Prema novijim
spoznajama NK-stanice mogu direktno ubijati M. tubercu-
losis u humanim monocitima kroz produkciju interferona
gama (IFN-y). NK-stanice mogu specifi¢no djelovati na
inficirane makrofage, ali i direktno na mikobakterije preko
razliCitih receptora, ukljucujuci se tako direktno u prepo-
znavanje mikobakterija nakon ulaska u pluéno tkivo te
sudjelujuéi u generiranju imunoreakcija specifiéne imu-
nosti [18—19].

Tako je i najnovije istrazivanje grupe profesora O.
Mandelboima pokazalo vaznu ulogu NK-stanica u ne-
specificnoj imunosti na UPEC [20]. Pokazano je tako da
pojedini tipovi UPEC-a, kao §to je UPEC CFT073 ubijaju
NK-stanice. Pokazano je da su UPEC adherirale na NK-
-stanice u prvom redu putem fimbrija tipa 1 koriste¢i he-
molizin A u procesu ubijanja NK-stanica. Stovise, po-
vecana adherencija preko fimbrija tipa 1 dovodila je do
povecanog ubijanja NK-stanica. S druge strane, u odsut-
nosti hemolizina A, NK-stanice su u prisutnosti UPEC
lucile TNF-a i na taj nacin djelovale na snizenje broja bak-
terijau in vitro pokusima, ali i u mokra¢nom mjehuru u lju-
di. Vazno je istaknuti da je u lu¢enju TNF-a dijelom ulogu
imao i TLR-4, ¢ija aktivacija je pokrenuta preko fimbrija
tipa 1 i LPS-a. Jasno je pokazano da se nakon infekcije
UPEC-om, NK-stanice nakupljaju u mokra¢nom mjehuru,
a nalazimo ih uglavnom u podruc¢ju uroepitela, osobito u
mezenhimnom podrucju. Ovo istrazivanje je pokazalo
vaznu interakciju NK-stanica i UPEC-a gdje NK-stanice
imaju sposobnost ubijanja UPEC-a putem TNF-a i poslje-
di¢no kontrole uroinfekcije, a s druge strane razvoj meha-
nizama izbjegavanja spomenutih imunoreakcija lu¢enjem
hemolizina A koji ubija NK-stanice. Ova istrazivanja
svakako otvaraju nove pristupe u razumijevanju nespeci-
ficne stani¢ne imunosti u infekcijama UPEC-om [20].

Zakljucak

Iako nespecifi¢ne imunoreakcije obuhvacaju brojne
vazne ¢imbenike, ovdje smo htjeli dati kratki prikaz imu-
noreakcijana UPEC, vezanih za TRL, PTX3 i NK-stanice,
za koje su se u zadnjih nekoliko godina u literaturi pojavili
znacajni znanstveni iskoraci koji bi u relativno skoroj
buduénosti mogli imati i znacajnu prakti¢nu vrijednost.
Jedna od prakti¢nih vrijednosti je razvoj i/ili definiranje
novih biomarkera za odredivanje tezine klinicke slike, te
ishoda bolesti i uspjesnosti lijeenja u infekcijama uzroko-
vanim UPEC-om, gdje bi PTX3 mogao imati svoje zna-
¢ajno mjesto. Drugi vrlo znacajan pristup, koji se moze
oslanjati i na istrazivanja PTX3, a moguce jo$ i viSe na
mehanizme vezane uz TLR4, je i razvoj imunomodulatora
i njihov utjecaj na uspjesnost antibiotskog lijecenja u in-
fekcijama UPEC-om. U tom podruéju za o¢ekivati su nova
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znanstvena dostignuéa sa znacajnom prakticnom pri-
mjenom.
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