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ONSOZ

Konaga mikroorganizma girisinin en sik ve énemli yolu mukozal alanlardir, patojen
konaga girdiginde epitel hiicre fiziksel bariyeri, dogal savunma mekanizmalar1 ve
kazanilmis immun yanit ile karsilagmaktadir. Dogal immun sistemin en Onemli
hiicreleri epitel hiicresi ve makrofajlardir. Cok sayidaki fonksiyonel rolleri goz
oniinde tutulursa makrofajlar ve epitel hiicreleri inflamatuvar siirecin baglangicinda
ve devaminda énemli bir rol oynamaktadirlar.

Dogal immunitenin temel mekanizmasini olusturan gozcii ya da nobetci hiicreler
oldugu bilinen epitel hiicresi ve makrofajin etkilesimi disinda diger immun
hiicrelerin ve diger c¢Oziinlir faktorlerin de zaman ve doza baghh degisen
proinflamatuvar ve antiinflamatuvar yanitinin daha iyi anlasilmasi, mukozal asi
caligmalarina ve hastaliklarin patogenezlerinin arastirilmasina biiylik katkilarda
bulunacaktir.

Doktora egitimim boyunca ve tez konumun yiiriitilmesinde beni destekleyen ve
gerekli olanaklar1 saglayan Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali gretim iiyesi Sayin Prof. Dr. Hatice Ozenci’ye,
tez ¢alismami Onerileri ile destekleyen ve yonlendiren danigsmanim Sayin Prof. Dr.
Sulhiye Yildiz’a, tez calismam sirasinda her tiirli destegini gordiiglim Uzm. Bio.
Siikran Yilmaz’a, calismamin istatiksel degerlendirmesini yapan Tolga Kaskat1 ve
Derya Oztuna’ya, destek ve yardimlari icin Uzm. Dr. Nurhan Albayrak’a, ilgi ve
destekleriyle her zaman yanimda olan degerli arkadasim Uzm. Dr. Giilay Aral
Akarsu’ya, varligi ile bana gii¢ veren biricik kizim Nehir’e ve manevi desteklerini
her zaman gordiigiim sevgili aileme ¢ok tesekkiir ederim.

Ayrica ¢alismalarimizi maddi destekleri ile gergeklestirmemizi saglayan Ankara
Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Miidiirliigii yetkililerine de tesekkiir
ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

A549 Insan akciger adenokarsinoma hiicre dizisi

AIDS Acquired immunodeficiency syndrome

BPI Bakterisidal permeabilite arttirici protein

Caco-2 Insan kolon epidermal adenokarsinoma hiicre dizisi
cfu Koloni olusturan birim

CR Kompleman reseptorleri

EAgEC Enteroaggregatif E. coli

E/H Efektor hiicre/hedef hiicre

EHEC Enterohemorajik E. coli

EIEC Enteroinvaziv E. coli

ELISA Enzyme-linked immunosorbant assay
EMB Eozin metilen blue agar

EPEC Enteropatojenik E. coli

ETEC Enterotoksijenik E. coli

FcR Fc reseptor

FCS Fetal calf serum

G-CSF Grantilosit koloni stimiile edici faktor

GM-CSF Graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktor

HBD Insan beta defensin

HBEC Insan bronsial epitel hiicreleri

HelLa Insan serviks karsinom hiicreleri
Hep-2 Insan nazofaringeal karsinom hiicreleri
HIV Human immunodeficiency virus
H202 Hidrojen peroksit

ICAM-1 Interselliiler adezyon molekiilii-1
IFN-y Interferon gama

Ig A Immiinglobulin A

IL Interldkin

IMVIC Indol, Metil kirmizisi, Voges-Proskauer, Sitrat
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KB Insan agiz epitel hiicre dizisi

LPS Lipopolisakkarid

LT Istya duyarl eksotoksin

LTB Lokotrien

M-CSF Makrofaj koloni stimiile edici faktor
MCP-1 Monosit kemotaktik protein 1

MHC Major doku uygunluk molekiilii
MIP Makrofaj inflamatuvar proteini

MR Mannoz reseptdorleri

NED N-(1-naftil) etilendiamin hidroklorit
NF-kB Niikleer faktor-kappaB

NK Dogal oldiiriicii hiicre

NO Nitrik oksit

02 Stiperoksit anyonlari

PAMP Patojen ile iligkili molekiiler yapilar
PBS Fosfat Tampon Soliisyonu

PG Prostaglandin

plgR Polimerik Ig reseptorii

PMNL Polimorfoniikleer 16kositler
RANTES CCL-5 kemokin ligandi

RES Retikiilo endoteliyal sistem

RPMI 1640 Rosewell Park Memorial Institute’iin 1640 kodlu hiicre kiiltiirii vasati
TII Alveolar epitel tip II hiicreler
THP-1 Insan leukemia monosit hiicre dizisi
TLR Toll-like reseptor

TNF-a Tiimor nekrozis faktor-alfa

VCAM-1 Vaskiiler adezyon molekiilii-1

Vero Afrika yesil maymun bobrek hiicre kiiltiirii
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1. GIRiS

Mikroorganizmalar insan ve hayvanlarda viicuda degisik yollardan girerek, cesitli
mekanizmalarla hastalik olustururlar (Janeway ve ark., 2001). Patojenin enfeksiyon
olusturmasi i¢in ilk adim epitel ylizeyine tutunmadir. Patojen epitele tutunabilmek
icin, Ozgiill olmayan ylizey savunma bariyerlerinden kacabilmelidir. Enfeksiyon
ajanma kars1 konak savunmasi; giren ajanin patojenite giicli ile, mukozalara giris
yerinde konagin mikroorganizmayi temizleme yetenegi arasindaki dengeye baghdir

(Welsh ve Mason, 2001).

Patojen ile epitel hiicresi arasinda molekiiler iligkinin kurulmasi ile etkilesim
meydana gelir ve bunun sonucunda immun yanit olusur (Huttner ve Bevins,1999).
Viicudumuz bulundugu ¢evrede mikroorganizmalara siirekli maruz kalmaktadir ve
mikroorganizmalar ile temas dis veya i¢ epitelyal yiizeyler yoluyla meydana
gelmektedir. Mikroorganizma viicuda girdiginde, enfeksiyondan 6nce var olan ve
enfeksiyonun ilk dakikalar1 i¢inde etkinlesen dogal savunma mekanizmalar ile
kargilanir. Dogal konak savunmasi asilir, gecilir veya dogal savunmadan
mikroorganizma kagabilirse kazanilmis immun yanita ihtiya¢ duyulur (Janeway ve

ark., 2001).

Dogal immun sistem patojenlere karsi giliclii bir erken savunma sistemi
olusturmaktadir. Konak hiicrede bulunmayan, buna kargin farklt mikroorganizmalar
tizerinde ortak olarak bulunan lipopolisakkarit (LPS), peptidoglikan, lipoteikoik asit
ve lipopeptidleri igeren ¢ok sayidaki bakteriyel komponentler dogal immun sistemi
uyarmaktadir (Mori ve ark., 2003). Dogal immun cevapda iki onemli hiicresel
katilimci, epitel hiicreleri ve makrofajlardir (Bodet ve ark., 2005; Farberman ve ark.,
2004). Epitel hiicreleri patojenlerin en bliyiik fiziksel bariyeridir ve dokularin
bitisiginde ya da altinda bulunan immun hiicreler ve bakteriler arasinda sinyaller
ileterek ve olusturarak mikrobiyal enfeksiyonlar sirasinda algilayicilar oldugunu

bildirmislerdir (Berin ve ark., 1999; Bodet ve ark., 2005; Kagnoff ve Eckmann,



1997; Schilling ve ark., 2001). Epitel hiicreleri pasif bir bariyerden daha ziyade,
proinflamatuvar genlerin ekspresyonu, inflamatuvar sitokinlerin salinimi ve
patojenik bakterilerin ve onlarin iriinlerine cevapta inflamatuvar hiicrelerin
toplanmasin1 saglamasi yolu ile mukozal immun cevaba aktif olarak katilmaktadir

(Melmed ve ark., 2003).

Makrofajlar; genellikle dogal immun/inflamatuvar cevabi baglatan ve istila
eden patojenle ilk temasta bulunan hiicre olarak kabul edilmektedir (Blau ve ark.,
1997; Delves ve ark., 2006; Farberman ve ark., 2005; Janeway ve ark., 1999;
Kanzato ve ark., 2001; Smythies ve ark., 2005). Ne var ki epitel hiicreleri stratejik
olarak hem inhale olmus patojenlerin hem de hareket eden makrofajlarin temasta
bulundugu yerdir. Intestinal epitel hiicreleri ile immun hiicrelerin ¢oziiniir faktorler
aracilifiyla birbirlerini etkiledikleri yer intestinal epitelyumdur. Epitel hiicreleri
direkt hiicre-hiicre temasi ile ya da yayilabilen aktivasyon faktorleri veya ko-
faktorler salarak makrofajlar aktive edebilirler (Farberman ve ark., 2004; Mathew ve

ark., 2007; Mori ve ark., 2003; Satsu ve ark., 2006).

Monositler/Makrofajlar ve epitel hiicrelerinin ¢ok sayidaki fonksiyonel rolleri
g6z Oniinde tutulursa, olasilikla inflamatuvar siirecin baslangicinda ve devaminda
onemli bir rol oynamaktadirlar (Bodet ve ark., 2005). Aktive olmus makrofajlar
nitrik oksit (NO), tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) ve interlokin 6 (IL-6) gibi
bakterisidal ve inflamatuvar Onleyici faktorler olustururlar; aktive olmus
makrofajlarin sekilleri degisir, daha hareketli olurlar ve patojenleri fagosite ederler
(Blau ve ark., 1997; Janeway ve ark., 1999; Farberman ve ark., 2005). Epitel
hiicrelerle temas insan makrofajlarinin fenotipinin niteligini degistirmektedir.
Bakteriyel meydan okuma da onlarin cevabindan etkilenebilen bir olaydir (Bodet ve
ark., 2005; Striz ve ark., 2001).

Calismamizda insan kolon epidermal adenokarsinoma hiicre dizisinin (Caco-2
hiicresi) ve insan leukemia monosit hiicre dizisinin (THP-1 hiicresi) birlikte ve farkl

mikroorganizmalarla (Streptococcus pyogenes ve Escherichia coli) olan iligkisini ve



immun yanit tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in, in vitro ko-kiiltiirli yapilarak epitel
ve makrofajin tek basina, bir arada ve temasin engellendigi durumda
mikroorganizmalara verdigi yanittaki degisikliklerin arastirilmasi amaglanmistir.
Epitel hiicresi ile makrofajin etkilesiminin bu hiicrelerin bakterisidal etkilerine
katkis1 olup olmadig1 daha 6nceden arastirilmamistir. Epitel hiicresi ve makrofajin
tek basina, birlikte ve temasin engellenmesi durumunda farkli mikroorganizmalara
karsi uyariminin bakterisidal etkide, NO olusumunda, IL-6, IL-8, TNF-a ve
interferon gama (IFN-y) sitokinlerinin iiretiminde degisiklige neden olup olmadiginin

da arastirilmast amaglanmastir.

Dogal immunite enfeksiyona karsi ilk konak savunma ¢izgisidir ve konagin
patojen mikroorganizmaya maruz kalmasini izleyen ilk saatler iginde enfeksiyonu
simnirlamayr  hedefleyen konak savunmasmi temsil eder. Dogal immunite
mikroorganizmalar i¢in segicilik gdstermeksizin (non-spesifik) ve siireklilik i¢cinde
gozetici ve kontrol edici bir gérev yapar. Mikroorganizma ile karsilagmadan 6nce
vardir ve kazanilmig immunitenin gelisiminden 6nce mikroorganizma ile hizlica

aktive edilir (Kiligturgay, 2003).

Dogal immun sistemin {yeleri; epitelyal bariyerler, lokositler (notrofil,
makrofaj ve dogal oldiriiciiler (NK hiicreleri), dolasimdaki efektor proteinler
(kompleman kollektin ve pentraksin) ve sitokinlerdir (6r; TNF-a , IL-1, kemokinler,

IL-12 ve IFN-y) (Kiligturgay, 2003).



1.1. Epitel Hiicresi

Epitel; sindirim, solunum, {ireme ve idrar yollarinin ve c¢esitli bezlerin kanallarin1 ve
salg1 hiicrelerini, epidermis, goziin yiizeyleri, follow tiip ve kese ylizeylerini doseyen
benzer hiicrelerin birbiriyle baglanmasi ile olusan dokulardir. Epitelin fonksiyonlari;

bariyer, sekretuvar ya da absorbtif olarak tanimlanabilir (Ganz, 2002).

1.1.1. Epitelyal Bariyer

Mukozal patojenlere karsi ilk savunma hattt molekiillerin transepitelyal hareketini
etkili bir sekilde sinirlayan interselliiler sik1 baglantilardan (tight junctionlar) olugan
yiiksek derecede selektif epitel hiicresi tarafindan saglanir. Farkli mukozal alanlarda
degisik fizyolojik, histolojik ve immunolojik 6zelliklere sahip olan epitel hiicresi, i¢
diinya ile patojenlerden olusan dis diinya arasinda fiziksel bir bariyer olusturmaktadir

(Ganz, 2002; Quayle, 2002).

Epitel hiicresi siki baglantilart ile birlikte dis ortama karsi etkin bir engel
olusturmakta (Janeway ve ark., 2001), kontrollii ve secici gecise izin vermektedir
(Hamzaqui ve Pringavit, 1998). Epitel hiicre apikal ve bazal olarak siki baglantilari
ile bir araya getirilmistir ve genellikle biiylik makromolekiillere gecirgen degildir.
Siki baglantilar di- ve tri-peptidlerin gecisini engeller. Sadece iyonlar gegebilir.
Perinatal peryodun yani sira inflamasyon olan yerlerde de siki baglantilar, biiyiik
molekiillerin alttaki lamina propria’ya gegisine izin vererek ‘tight-siki’ 6zelligini

kaybeder (Mayer, 2003).

Yiizeyel epitel hiicresine tutunan mikroorganizmanin epitelle dokiilmesi
(desquamasyon) sirasinda atilmasi, boylece konaktan uzaklastirilmasi etkin bir konak
savunmasidir ve epitelyumun patojen ile invaze edilmesini onlemektedir (Abbas ve

Lichtman, 2003).



Acik bir sekilde goriilmektedir ki epitel hiicresi fiziksel bariyerden ¢ok daha
fazlasidir. Epitel hiicresi sinirler, sinyal iletim mekanizmalar1 ve mikroorganizmalara
kars1 etkili bir reaksiyon gosteren efektdr molekiiller ile dinamik bir konak savunma

mekanizmasi gostermektedir (Ganz, 2002).

1.1.2. Epitelyal Sinyal Yollar

Epitel hiicresinin  mikroorganizmaya cevapta kullandig1 sinyal yollar,
proinflamatuvar yanit genlerinin diizenlenmesini saglayan, hiicre ¢ekirdeginde
bulunan niikleer faktdr-kappa B (NF-xB) ile ge¢ici ve hizli diizenlenen kalsiyumun
hiicre i¢i degisimi ile iliskilidir. Bakteriyel patojenler veya proinflamatuvar
sitokinlere maruziyet sonucu eksprese olan kemokinler ve diger uyarilabilir
molekiiller hiicrenin ¢ekirdeginde mobilize olmus bir transkripsiyon faktorii olan NF

kB tarafindan diizenlenmektedir (Haller ve ark., 2004).

1.1.3. Mukus (Musin) Uretimi

Epitel bariyerinin yiizeylerini mukus tabakasi orter ve temel bilesenini miisin
glikoproteinleri olusturmaktadir. Mukus olusturan goblet hiicreleri devamli olarak
epitelyuma bitisik kalin bir bariyer Ortlisii olusturmaktadir (Mayer, 2003).
Membranla ve sekresyonla iligkili pek ¢ok miisin geni identifiye edilmistir. Mukus
tabakasinin diger koruyucu faktorleri epitel hiicresi tarafindan lamina propriadan
tasinan salgisal immunglobulin A (IgA) ve antimikrobiyal peptid ve proteinlerdir

(Mayer, 2003).

Akict 6zelligi ile mekanik olarak yabancilarla miicadele eden mukus, zengin
karbonhidrat yapis1 geregi, igerigindeki seker molekiilleri ile patojenleri baglayarak
interferens yapmakta, immunoglobiilin, sitokin gibi maddelerin bdlgeye
yigilmalarina yol agmakta ve nihayet fagositik hiicre aktivitesini attirmakta,

laktoferrin, lizozim ya da antikorlarin optimal etki gdstermeleri i¢in uygun ortami



hazirlamaktadir (Badur, 2001; Mahida, 2004; Mavris ve Sansonetti, 2004). Miisin
lavaj sivisi, lizozimin ve laktoferrinin antimikrobiyal aktivitesini etkilememektedir

(Ganz, 2004).

1.1.4. Antimikrobiyal Peptit ve Proteinler

Mikroorganizmalara karsi dogal konak cevabinin ilk hattini1 epitel hiicrelerinden
derive olmus, bakteriyi 6ldiiren veya iiremesini durduran antimikrobiyal peptit ve
proteinler saglamaktadir (Dommett ve ark., 2005; Mahida, 2004). Gézyas1 ve tlikriik
gibi viicut salgilarinda salinan lizozim, ozmotik lizis yapan ve stearik etki ile
baglanmay1 engelleyen antimikrobiyal bir enzimdir. Bakteri hiicre duvarini enzimatik
olarak eritmesine ek olarak, enzimatik olmayan bir mekanizma ile bakteriyi
oldiirebilmektedir (Ganz, 2004).

Mikrobisidal etkiye sahip olan laktoferrin, midenin asit pH’s1 ve {ist sindirim
yollarinin  sindirim enzimleri enfeksiyona kars1 o©nemli kimyasal bariyer
olusturmaktadir. Laktoferrin demire siddetli affinite gosteren bir proteindir ve demiri
tutarak mikroorganizmalarin ondan yararlanmalarini engelleyerek

mikroorganizmalarin gelisimini engellemektedir (Ganz, 2004).

Intestinal epitel hiicre monolayerlerini iceren baslica hiicre tiplerinden birini
olusturan Paneth hiicreleri a-defensin (kriptidin), lizozim ve tip II fosfolipaz A gibi
cesitli antimikrobiyal peptit ve proteinleri icermektedirler. Defensinler ii¢
intramolekiiler disiilfit baglariyla karakterize edilmis kiigiik, katyonik antimikrobiyal
peptidlerdir.  Sistein rezidiilerine gore a-defensin ve P-defensin olarak
siniflandirilmaktadir. a-defensinler 6zellesmis fagositlerin organellerinde bulunan ve
nonoksidatif =~ olarak  Oldiiriilmeye  aracilik  eden  graniillerde  yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. B-defensinler ise ¢ogu mukozal alanlardaki epitel
hiicrelerde (lirogenital organlarda, agiz, burun, trakea, ve akciger epitelyumunda)
sentezlenmektedir. Defensinler Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterileri, mantarlari,

protozoalar1 ve viruslart kapsayan genis bir mikroorganizma toplulugunu inaktive



etme ve Oldirme kapasitesine sahiptir (Cunliffe, 2003; Dommett ve ark., 2005;

Quayle, 2002).

Defensinlerin patojene karsi dogal ve erken immun yanittaki rolleri
antimikrobiyal aktivite ile sinirli degildir. Notrofil defensinlerinin serumda serbest
durumda opsonin gibi hizmet ettigi rapor edilmektedir. Ozellikle B-defensinin dogal
ve kazanilmis immunite arasinda baglant1 gérevi gordiigii, karekteristik 6zellikleri ve
bulundugu yer bakimindan mukozal yiizeylerdeki savunmada anahtar rol oynayan

peptitlere sahip oldugu bildirilmistir (Diamond ve ark., 2001).

Calismalar lizozim ve B defensin-2’ nin S. prneumoniae’ye karsi sinerjistik
olarak etki ettigini gostermistir (Lee ve ark., 2004). Yine lizozim, laktoferrin ve
sekretuvar 16kosit proteaz inhibitor (SLPI) gibi temel polipeptit bilesenleri arasinda
da sinerjistik etkilesimler rapor edilmistir (Ganz, 2004). Patojene karsi konak
mukozal ylizeylerinde, savunmanin ilk hattin1 olusturan dogal immunitenin, salinan
antimikrobiyal peptidler ve diger komponentleri birbirlerini etkilemektedir (Dommett
ve ark., 2005; Lee ve ark., 2004).

Kollektin familyasinin iiyeleri stirfaktan A ve D proteini gibi antimikrobiyal
proteinler akcigerin epitelyal yiizeyi ile hava arasinda yer alirlar ve yiizey gerilimini
azaltma disinda yabanci materyali taniyip temizlemede hemen etkili olmak suretiyle
dogal immuniteye katilmaktadirlar. Siirfaktanlar, mikroorganizma yilizeyindeki
karbonhidratlara baglanarak onlarin agregasyonunu ve takiben nétrofil ve
makrofajlarla fagositozunu saglarlar (McCormack ve Whitsett, 2002; Kiligturgay,
2003).

Barsak epiteli liimen icini bolgesel olarak sterilize eden kriptosidin adli giicli
antimikrobiyal peptidleri sentezler. Bu dogal antibiyotiklerin etki mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir (Abbas ve Lichtman, 2003). Yass1 mukozal epitel yapisal

olarak sitoplazmalarinda bulunan kalprotektin eksprese eder. Bu antimikrobiyal



molekiil, patojen mikroorganizmaya kars1 epitel hiicre direncini giiclendirmektedir

(Nisapakultorn ve ark., 2001).

Uygun bir sekilde uyarilan epitel hiicrelerin membranlarinda, c¢ok sayida
polimorfoniikleer 16kositlerce (PMNL) olusturulan antimikrobiyal olarak bilinen
bakterisidal permeabilite arttirici protein (BPI) eksprese edilmektedir. BPI, cok
sayida Gram negatif bakteride 6zgilil olan LPS’lerine baglanarak bakterisidal etki
gostermektedir. Boylece BPI, epitel hiicresinin Gram negatif bakteriyi 6ldlirmesine

katkida bulunmaktadir (Ganz, 2002).

1.1.5. Mikroorganizmay1 Tanima

Mikroorganizmalarin spesifik ortak yapilari dogal immun yanitin gliclii uyaran
durumundaki Gram-negatif bakterinin LPS’i ve peptidoglikani, Gram-pozitif
bakterinin lipoteikoik asidi, tek ve cift iplik¢ikli RNA ve DNA’y1 igeren patojen
iliskili  molekiiler paternler (PAMP) olarak tanimlanmaktadir.  Bunlar
proinflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin ekspresyonunu ve hiicresel NF-xB/ 1xkB
yolun aktivasyonuyla sonuglanan sinyal yollarin1 aktive eden transmembran

reseptorleridir (Pasare ve Medzhitov, 2004; Rastogi ve ark., 2001; Quayle, 2002).

PAMP’larin taninmas1 farkl tipteki Toll-like Reseptdrler (TLR) ile olmaktadir.
TLR’ler mikroorganizmalarin taninmasinda, adaptif immun cevabin kontrol
edilmesinde, patojenleri tehdit ederek konaktan etkin bir sekilde eliminasyonuna
neden olarak, antimikrobiyal effektdr yollarinin indiiklenmesinde anahtar rol
oynamaktadirlar. Epitel hiicrelerinde invitro ve invivo olarak belirlenmis TLR2
(peptidoglikanlar1), TLR4 (LPS), TLRS (flagellini) ve TLR9 (CpG DNA) igeren
bir¢ok fonksiyonel TLR’leri ifade etmektedir (Cario ve Podolsky, 2005; Kaisho ve
Akira, 2003; Pasare ve Medzhitov, 2004). Reseptorleri aktive etmek icin epitelin
apikal bolgesi ile mikroorganizmanin temasi yeterli degildir, bunlarin epitelyal

bariyere penetre olmasi zorunludur. Epitelyal bariyer igindeki patern taniyan



mekanizmanin yerlesimi, zararsiz veya simbiyotik mikroorganizmalarin olusturacagi

inflamatuvar yanittan kagmay1 sagliyor olabilir (Quayle, 2002).

Intestinal epitel hiicrelerinin yiizeylerindeki TLR’ler kommensal mikrofloranin
ligandlarin1 stimiile edebilmektedirler. Farelerle yapilan c¢aligmalarda inflamasyon
esnasinda boyle sinyallerin siirpriz bir rolii ortaya ¢ikmistir. Hiicrelerin yasamay1
sirdiirdiigii ve kendini onardigimi gostermislerdir. Bu da TLR’lerin intestinal
ekolojiyi olasilikla etkiledigini ve intestinal homeostasis ile kompleks bir iliski

oldugunu gostermektedir (Strober, 2004).

1.1.6. Fagositoz

Bakteriyel patojenler hayatta kalma ve ¢ogalma stratejisi olarak epitel hiicresi gibi
profesyonel olmayan fagositlere, fagositlerin indiiksiyonunu kullanarak girerler
(Sansonetti, 2001).

Epitel hiicresi gibi nonfagositik hiicrelere bazi mikrobiyal patojenlerin girmesi
i¢cin siklikla hiicre matriksinde hiicre-hiicre adherensini kapsayan Okaryotik yiizey
reseptOrlerine baglanabilen ylizey proteinleri eksprese etmektedirler. Bakteri
yilizeyindeki protein memeli yiizeyindeki adherens molekiiliine yiiksek affinite ile
baglanmaktadir. Or. E-cadherin Listeria monocytogenes’in yiizeyindeki Internalin A
proteinine baglanmaktadir. Bu asamada bakteri hiicresi tutundugu bolgenin altinda
bulunan memeli hiicresinin i¢inde hiicre iskeletinde biiyiik miktarda degisiklige
neden olmakta, bdylece bakteri kendisinin makropinositik bir vakuol igerisine
alinmasina yol agmaktadir. Bakteriyel protein ile reseptdrleri arasindaki etkilesimler,
protein fosforilasyonunu, adaptér ve effektorlerin ilerlemesini ve komponentlerin
aktivasyonunu igeren sinyalleri baslatmaktadir. Bu da bakterinin hiicre i¢ine alinmasi
ile sonuglanmaktadir. Diger patojenler bakteri ile transmembran arasinda koprii gibi
etkiyebilen proteinleri baglamak icin mekanizmalar kurmaktadir (Cossart ve

Sansonetti 2004; Sansonetti, 2002).
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Epitel hiicresinin mikroorganizma ile enfeksiyonu, adezyonu veya
transmigrasyonu indiikleyen TNF-a, IFN-y veya IL-1p ile uyarilirken ayn1 zamanda
monosit adezyonunu, transepitelyal migrasyonu ve siiperoksit olusumunu
indiiklemekte, buna karsin monosit patlamasini baglatamamaktadir (Rosseau ve ark.,
2004). Baz1 arastiricilar alveolar epitelyumda fizyolojik ve inflamasyon durumunda
TNF-a sitiimiilasyonunun, bazaldan apikal yoniine transepitelyal monosit trafigini
belirgin bir sekilde artmasi ile iliskili interselliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve
vaskiiler adezyon molekiili-1 (VCAM-1) ekspresyonunun up regiilasyonuna,
monosit kemotaktik protein 1 (MCP-1) ve CCL-5 kemokin ligandin (RANTES)
polarize olmus apikal salinimina yol agtigini, bunun da epitelyumda direkt olarak

monosit trafiginde dnemli bir rolii oldugunu bildirmislertir (Rosseau ve ark., 2000).

Epitel hiicresinin siliperoksit olusturmasi invaze olan bakteriyi oksidatif yolla
oldiirdiigiinii gostermektedir (Battistoni ve ark., 2004). Epitel hiicresinin patojenle
miicadelesinde hiicre hiicre temasinin yaninda ¢oziiniir faktdrlerin 6nemli oldugu ve
epitel hiicresinden salinan iriinlerin  fagositlerin  konak fonksiyonlarini
yonlendirmede etkin oldugu bildirilmistir (Rosseau ve ark., 2000; Rosseau ve ark.,

2004).

1.1.7. Major Doku Uygunluk Molekiilii (MHC) Ekspresyonu ve Profesyonel

Olmayan Antijen Sunumu

Farkli aragtiricilar yaptiklart caligmalarla epitel hiicrelerin yalnizca profesyonel
antijen sunan hiicrelerde bulunan MHC II molekiillerini eksprese ettigini, ¢oziiniir
faktorlerin bazolateral olarak tasindigini ve antijenin iglenmesinin sadece apikal
yiizeyden internalizasyon ile baslatilmakta oldugunu bildirmislerdir (Mayer, 2003;
Quayle, 2002).
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Mayer (2003), intestinal epitel hiicrelerinin dogal immunitede T hiicre yanit1 ile
iliskili olan yiizey molekiillerini eksprese ettigi ve profesyonel olmayan antijen sunan
hiicre olarak rol aldigini ortaya koymustur (Mayer, 2003). Profesyonel antijen sunan
hiicrelerin aksine normal epitel hiicreleri CD8+ suppresor T hiicrelerini aktive

etmektedir.

1.1.8. Sitokin ve Kemokin Salinimi

Epitel hiicresinin epitelyumda gelisiminin, diferensiyasyonunun ve fonksiyonel
statiisiiniin korunmasinda otokrin olarak etkili olan c¢esitli sitokinleri iirettigi
gosterilmistir (Okazawa ve ark., 2004). Epitel hiicreleri patojenlere karsi1 yanitta ayni
zamanda kolektif olarak davranan IL-1 B, IL-6, IL-8, TNF-a gibi sitokinlerin,
defensin gibi antimikrobiyal peptidlerin, MCP-1, graniilosit-makrofaj koloni stimiile
edici faktor (GM-CSF), RANTES gibi kemokinlerin aktivasyonunu saglayarak dogal
ve kazanilmis immunitenin baglamasina neden olmaktadir (Wilson ve ark., 1998;
Pasare ve Medzhitov, 2004). IL-8 ve MCP-1 nétrofillerin ve makrofajlarin aktivatorii
olan giiclii kemoatraktanlardir. TNF-a’ da hem nétrofillerden hem de makrofajlardan
aktive olabilir ve IL-8 ve MCP-1’in salinimini daha da artirabilmektedir (Wilson ve

ark., 1998).

Schilling ve ark.(2001), tiropatojenik E. coli (UPEC)’ye karsi dogal konak
savunmasini baglatan mekanizmanin mesane epitel hiicresi tarafindan olusturulan
sitokinler tarafindan meydana getirildigini, yine UPEC ile uyariminda adherens ve P
fimbria gibi bakteriyel virulans faktorlerin epitel hiicrelerinde IL-6 ve IL-8
olusumunu artirdigmm1  gostermislerdir. Epitel hiicresinde IL-6 ve IL-8’in
sekresyonunu ve sentezini IL-1 a ve TNF-o’nin aktive ettigi bulunmustur. Bu
sonuglar enfeksiyonun erken evresinde sitokin-aracili cevapta epitel hiicresinin

roliinii vurgulamaktadir (Hedges ve ark., 1994).

IL-4, IL-5, IL-12, IL-13, IFN-y ve TGF-B1 epitel hiicre dizilerinden IL-6
salinimini indiiklemekte ve IL-5, IL-12 ve TGF-B1 belirgin olarak IL-8 yanitini



12

arttirmaktadir. Diger immun hiicrelerle kiyaslandiginda immun diizenleyici
sitokinler, epitel hiicresinde diisiik seviyede sitokin yanitina neden olmaktadir
(Hedges ve ark., 1995).

Crane-Godreau ve Wira (2004), E. coli’ye cevapta epitel hiicrelerin apikal
yiizeylerinde immun hiicrelerin aktivasyonunu ve ilerlemesi boyunca immun
korumay1 arttirdigi bilinen sitokin ve kemokinleri ortaya ¢ikardigini gostermislerdir.
E. coli’de makrofaj inflamatuvar proteini (MIP)-3a0 ve TNF-a’nin bazolateral
salinimi artarken, L. rhamnosus’da bu etkinin olmamasi bu cevabin segici oldugunu
desteklemektedir (Crane-Godreau ve Wira, 2004). Epitel hiicresinin sitokin profili;
mikroorganizma tiirii, patojenitesi, dozu, karsilasma siiresi ve bulundugu mukozal

alana gore degismektedir (Ma ve ark., 2003).

Epitel hiicresi yiizeyinde IFN-y icin reseptorler bulunmaktadir ve IFN-y
epiteller arasi siki baglantt molekiillerinin gecirgenligini arttirarak epitel hiicresinin

bariyer fonksiyonunu etkilemektedir (Kagnoff, 1996).

Epitel hiicrelerinin salgiladigi mediatorler;

Sitokinler IL-1a, IL-1B, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-11, IL-
13, IL-15, TNF-o, TGF-a, TNF-B, Interferon (IFN)
(Boyaka ve ark, 2001; Ernst ve ark., 1999; Finkelman ve
ark., 2004; Hedges ve ark., 1994; Hedges ve ark., 1995;
Satsu ve ark., 2006), IL-18 (Okazawa, 2004), Eotaksin,
MCP-1 (Ma ve ark., 2003), RANTES, GM-CSF, Grantilosit
koloni stimiile edici faktor (G-CSF), Makrofaj koloni
stimiile edici faktor (M-CSF) (Mills ve ark., 1999; Wilson
ve ark., 1998) MIP-1a, MIP-1 (Wilson ve ark., 1998).
Kompleman Proteinleri  C3, C4, Faktor B
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Eikosanoidler Aragidonik asit, LTB4, PAF, PGE2, PGF2a (Berin ve ark.,
1999; Mills ve ark., 1999).

Kemokin ligandlar1 CXCL-8, CCL-20, CCL-2 (Rescigno ve ark., 2001)

Epitel hiicresinin mikroorganizma ile enfeksiyonu monosit adezyonunu ve
monositin epitelden migrasyonunu baslatmakta, endotelyal yiizeylerde ICAM-1 ve
VCAM-1 ekspresyonunu arttirmaktadir (Rosseau, 2004). Egusa ve ark.(2005),
gingival epitel hiicresine C. albicans’in baglanmasinda ICAM-1"in rol oynadigini ve
takiben epitel hiicresinden IL-8 geninin ekspresyonunu indiikledigini, bunun da
olasilikla dissemine olmus enfeksiyonlarin Onlenmesinin yani sira lokal olarak
notrofillerin aktivasyonuna ve gelisimine etkin bir sekilde katkida bulundugunu

bildirmislerdir.

Wilson ve ark.(1998), Salmonella typhimurium’un adhezyon molekiillerinin
intestinal  epitel hiicrelerinde IL-8 salinimint indiikledigini, takiben bu
mikroorganizmanin adhezinlerinin murine makrofajlarinda IL-1p, IL-6, GM-CSF ve

MIP-13, MIP-1 gibi kemokinlerin mRNA seviyelerini arttirdigini rapor etmislerdir.

1.1.9. Diger Medyatorlerin Salinimi

Calismalar epitel hiicrelerinden farkli siniflardan NO, endotelinler, arasidonik asit
metabolitleri, prostaglandin (PG), 16kotrien (LTB), eikozanoidler ve sitokinleri
iceren proinflamatuvar mediatorlerin sentezlendigini ve salindigini gostermistir

(Berin ve ark., 1999; Hurley ve McCormick, 2004; Mills ve ark., 1999).

NO, amino asit L-arjinin’den sentezlenmektedir. Biri indiiklenebilen ikisi
yapisal olan nitrik oksit sentazin (NOS) 3 farkli izoformundan olusur. NO bagisiklik
sisteminin bir diizenleyicisidir. Bu etki birgok azot ve oksijen ara {iriinleri ile

gergeklesir. NOS’un yapisal izoformlar1 tarafindan endogenez olarak NO’ in
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(pikomolar miktarda) sentezlenmesi fizyolojik homeostazin korunmasinda énemlidir.
NOS’un indiiklenebilir formu (iNOS) tarafinda ¢ok fazla sentezlenen (nanogram
miktarda) NO ise intraselliiler mikrobiyal patojenleri 6ldiirerek veya replikasyonunu
kontrol ederek dogal immun yanita katkida bulunmaktadir. iNOS enzimi normal
olarak viicutta sentezlenmez. LPS, sitokinler (IFN-y, IL-1, TNF-a gibi ) ile uyarildig
zaman aktif hale gecer ve uzun siireli etkisini gosterir. LPS, IFN-y, IL-1 ve TNF-a en
onemli fizyolojik indiikleyicilerdir (Bogdan ve ark., 2000; Mills ve ark., 1999;
Poljakovic ve ark., 2002).

Ayrica epitel hiicreleri GM-CSF, G-CSF ve M-CSF gibi biiyiime faktorlerini
de olusturarak hiicrelerin hayatta kalmasina ve farklilagmasina katkida
bulunmaktadir (Hurley ve McCormick, 2004; Mills ve ark., 1999). Epidermal GM-
CSF tarafindan indiiklenen NO ve iNOS ekspresyonunun NF-xB’yi aktive ettigi
yapilan caligmalarla gosterilmistir (Vital ve ark., 2003). Epitel hiicresi tarafindan
olusturulan PG ve NO’nun immun diizenleyici etkileri yaninda sekresyonun ve
bariyer fonksiyonunun diizenlenmesi gibi otokrin etkileri de bulunmaktadir

(Kiligturgay, 2003).

1.1.10. Antikor Olusumu

IgA, epitelyuma bakteri veya viral tutunmay1 engelleyen ve komplemani baglamada
basarisiz olan bir antikor olarak kabul edilmektedir. Mukus tabakasinda
mikroorganizmalara tuzak kurarak antijenleri agliitine edebilmektedir. IgA epitel
hiicrelerinden olusan glikoprotein, salinabilen komponentler tarafindan luminal
proteazlardan korunmaktadir (Mayer, 2003). Epitel hiicresinin bazolateral yiiziinde
bulunan polimerik Ig reseptorii (pIgR) transmembran proteini olarak
sentezlenmektedir. pIgR brongiyal, ince ve kalin barsak epiteli tarafindan
olusturulmaktadir. pIgR’nin ekspresyonu IFN-y, TNF-a, IL-1a, IL-1B ve TGF-f ile
arttirilabilmektedir (Boyaka ve ark, 2001).
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1.1.11. Epitel Hiicresinin Diger immun Hiicreler ile Etkilesimi

Epitel hiicrelerinin direkt hiicre-hiicre temasi ile ya da yayilabilen aktivasyon
faktorleri veya ko-faktorler araciligiyla immun hiicrelerin islevlerini diizenledigi

anlagilmistir (Farberman ve ark., 2004; Mori ve ark., 2003; Satsu ve ark., 2006).

Dendritik hiicreler (DC), go¢ eden fagositik hiicrelerdir, antijeni toplama ve
sunma kapasitesine sahiptir. DC’in occludin, claudin-1, E-cadherin ve Beta-katenin
gibi sik1 baglant1 proteinleri eksprese ettigi bildirilmistir. DC’lerin intestinal bariyer
fonksiyonundan etkilenmeksizin intestinal epitel arasindan infiltre oldugu ve bakteri
orneklerinin enfeksiyondan once intestinal sistemde var oldugu ileri siiriilmiistiir

(Rescigno ve ark., 2001).

T lenfositlerinin phorbol myristate acetate (PMA) ile muamele edildiginde
occludin eksprese ettigi rapor edilmistir. Arastiricilar lenfositlerden occludin
saliniminin, T lenfositlerinin endotel ve epitel tabakalarindan gegerek hem baglanma
hem de damar disina ¢ikmasini kolaylastirabilecegini ileri siirmiislerdir. (Alexander

ve ark., 1998).

Intestinal epitel hiicrelerinin uyarimina cevapta sitokin sekrete edebilen efektdr
hiicreler oldugu bilinmektedir. TNF-a, IFN-y IL-1 B, IL-2, IL-4 ve IL-5 intraepitelyal
lenfositlerden salgilanan sitokinlerdir. Bu sitokinlerden 6zellikle TNF-o ve IFN-y nin
direkt olarak intestinal epitel hiicrelerinin epitel permeabitesini ve elektrogenik iyon
transportu icin kapasitesini degistirmede aracilik ettigini ileri siirmiislerdir (Satsu ve

ark., 2006).

Martin ve ark.(1998), intestinal epitelial hiicre fonksiyonlarin1 diizenleyebilen
inflamatuvar hiicreler yoluyla makrofaj ve intestinal epitelial hiicreler arasinda gap-

junctional (aralikli bosluklu) baglantinin oldugunu rapor etmislerdir.
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Tip II alveolar epitelyal hiicre ve alveolar makrofajlar1 ile c¢ok sayida
partikiillerin etkilesiminin sitokin salinimina aracilik ettigini gdsteren bir ¢alismada,
makrofaj-epitel ko-kiiltlirlerinde mono-Kkiiltiirlere gore sinerjistik olarak TNF-a ve
MIP-2 bazal seviyelerinin arttig1 ve partikiillerin invitro inflamatuvar cevaplarinin
makrofaj ve epitel hiicreleri arasinda temasa bagimli oldugu sonucuna varilmistir

(Tao ve Kobzik, 2002).

1.1.12. T ve B Hiicre Uyarimm

Epitelyal bariyerde bazolateral yiizeyine yerlesmis olan intraepitelyal lenfositler
epitel hiicresinin farklilasmasini ve proliferasyonunu diizenlemektedir. CD8+ T
hiicreleri yaygin olarak bulundurmaktadir (Inagaki-Ohara ve ark., 2005).
Intraepitelyal lenfositler sitokin salgilanmasi, fagositlerin aktivasyonu ve enfekte
hiicreleri 6ldiirmesi ile konak savunmasinda rol almaktadir (Abbas ve Lichtman,

2003).

Intestinal epitel hiicresi antijen sunan hiicre olarak etki etmekte ve mukozada T
hiicre yanitin1 diizenlemektedir. Epitel hiicresinin olusturdugu sitokinler T hiicre
gelisimine ve fonksiyonuna katkida bulunmaktadir. Ayrica adezyon molekiillerinin
ekspresyonu T hiicresinin kemotaksisi ve fonksiyonuna yardimci olmaktadir
(Inagaki-Ohara ve ark., 2005). Epitel hiicresinden iiretilen IL-18 ile diger
sitokinlerden IL-7 ve IL-15’in isbirligi ile intraepitelyal lenfositlerin gelisiminde ve
yayilmasinda dnemli bir rol oynadig1 ¢alismalarla gosterilmistir (Okazawa ve ark.,

2004).

Peritonal boslukta B lenfosit alt grubunda yeralan ve yd T lenfositlerinin
analogu olan B-1 hiicreleri, 6zgiil olmayan poliklonal yanit olusturmaktadir. B-1
hiicrelerinin ¢ogu fosforilkolin ve LPS gibi lipit antijenleri ve polisakkaridi i¢in

Ozgiildiir. B-1 hiicreleri epitelyal bariyeri gegebilen penetre mikroorganizmalara karsi
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savunmada rol oynayan IgA, IgM ve IgG gibi natural antikorlar1 olusturmaktadir

(Abbas ve Lichtman, 2003).

1.1.13. Dogal ve Kazamilmis Immun Yamtin Uyarilmasi

Dogal immunitenin bakteri saldirisina erken ve artmis bdlgesel yaniti
inflamasyondur. Inflamasyon; Idkositlerin enfeksiyon alanmna gécii ve enfeksiyon
ajanlarini elimine etmek i¢in lokositlerin aktivasyonudur (Abbas ve Lichtman, 2003).
Inflamasyon siireci; potansiyel tehlike ¢dziiniir inflamatuvar medyatdrler veya
kemotaktik ajanlarin lokal salinimini uyardiginda baslar. Kemotaktik ajanlar ve
inflamatuvar medyatdrler; vaskiiler permeabiliteyi arttirmakta ve baslica nétrofiller
olmak {izere monosit ve lenfositlerden olusan inflamatuvar hiicreleri ¢ekmektedir.
Kemokinler dogal immun yanitin kazanilmis yanita doniisii i¢in lenfosit trafiginin
esas diizenleyicisi olmaktadir (Ganz, 2002; Hamzaqui ve Pringault, 1998; Neish,

2002).

Dogal immun yanitin bir pargasi olan epitel hiicresi, antijen ile birlikte antijene
0zgil T ve B lenfositlerin ¢ogalma ve farklilagmasini uyaran sinyali olusturmakta,
olusan sinyali takip ederek olasi kazanilmig immun yanit1 giiclendirmekte ve ayni
zamanda kazanilmig yanitin yapisimi belirlemektedir (Abbas ve Lichtman, 2003).
Epitel hiicreleri bariyeri asabilen invaziv patojenlere karsi akut inflamatuvar ve
kazanilmig immun yaniti baglatma yetenegine sahip iken, limende kolonize olan
mikroorganizmalara kars1 proinflamatuvar yanit vermekten kaginmakta ve tolerans

gelistirmektedir (Mayer, 2003).

1.2. Makrofajlar

Dogal ve kazanilmig immun sistemin en 6nemli hiicrelerinden birisi makrofajlardir.

Primer fonksiyonlar1 fagositoz olan mononiikleer fagositik sistem veya retikiilo
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endoteliyal sistem (RES) hiicreleri kemik iliginden ayrildiktan sonra periferal kana

giren ilk hiicre tipi, monositler olusur (Smythies ve ark., 2005).

Monositler dolagimda ve ¢esitli organlarin interstisyumunda bulunur. Myeloid
progenitdrler promonositlere degisir, dolasimda monositlere gelisir. Kandaki
l16kositlerin %5-8 kadarint monositler olusturur, marginal yatakta dolagimdakinin 2-3
kat1 kadar bulunur. Kandaki monositler 15-20 um ¢apinda, oval, at nali, veya bobrek
seklinde nukleuslu, azurofil graniillii, genis sitoplazmali, lenfositlerden daha biiyiik
hiicrelerdir. Amoboid hareketlidirler. Gelismis golgi kompleksi, intrasitoplazmik
lizozomlar1 vardir (Delves ve ark., 2006). Lizozomlar mikroorganizma o6ldiirmede
onemli olan peroksidaz ve asid hidrolazlar igerir. Kemik iliginde monosit rezervi
azdir. Inflamasyonda kemik iliginde yapim hizlanir. Periferal kanda monositlerin
omrii olduk¢a kisadir (1-3 giin) ve kan damarlarindan diyapetes ile dokulara goc

ederek doku makrofajlarini olusturur (Delves ve ark., 2006).

Doku makrofajlart monositlere gore daha uzun 6miirlii hiicrelerdir. Dokuda
olgunlasir, ¢evre Ozelliklerinden etkilenerek cesitli hiicre tiplerine farklilasirlar
(makrofaj, dendritik hiicre, osteoklast). Koruyucu, iyilestirici, immun fonksiyonlar
yapan hiicrelerdir. Doku makrofajlari, vaskiiler endotelyuma fikse olanlar (kupffer
hiicreleri, dalak ve lenf nodu makrofajlar1) ve gezici (alveol, periton, viicut

bosluklarinda dolasanlar) olarak ikiye ayrilirlar (Delves ve ark., 2006).

1.2.1. Yerlesik ve Gezici Makrofajlar

Yasam siiresi, morfolojileri, fenotipleri farkli olan yerlesik doku makrofajlar
bilinmektedir (Cizelge 1.2.1). Prolifere olmazlar fakat bir¢ok protein iiretebilirler,

noétrofillerin aksine uzun émiirlii hiicrelerdir (Gordon 2006).
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Cizelge 1.2.1. Doku makrofajlari

Organ Yer Gorev/Ozellik

Kemik iligi Stromal makrofaj Hematopoetik hiicrelerle iligki eritroid N
uzaklastirilmasi

Karaciger Kuppfer Kandan  hiicre ve  komplekslerin
temizlenmesi

Dalak Ak,al pulpa makrofajlar1 | Yash kan hiicreleri temizligi, apopitotik
B hiicre fagositozu

Lenf nodu Sinus makrofaji, | Afferent lenf

mediiller makrofaj Efferent lenf

Timus Timik makrofaj Apopitotik hiicre temizligi

Barsak Lamina propria Endositoz

Akciger Alveolar makrofaj Partikiil temizligi

Beyin Koroid pleksusd- | Noronlarla iliski

mikroglia BOS’la iligki

Deri Langerhans hiicre Antijen yakalama

Ureme Ovaryum, testis Olii hiicre temizligi

organlari

Endokrin Adrenal,tiroid, pankreas, | Metabolik homeostasis

organlari gibi

Kemik Osteoklast Kemik remodeling

Doku makrofajlar1 ve yeni gelen makrofajlar zararlanma durumunu ve immun

uyarty1 yamtlarlar. Inflamatuvar uyari, &rnegin lokal enfeksiyon bdlgesi kandan

gelen monositlerle (¢ogu kez diger myeloid hiicreler) zenginlesir. Monositler

aktiflenmis endotele yapisir. Diyapedes sonucu dokuda zenginlesen makrofajlar lokal

etkilesim sonras1 endositik reseptorleri eksprese eder, proinflamatuvar medyator

yapimi artar. Non-spesifik inflamatuvar makrofaj ile immunolojik aktif makrofaj

farklidir. Endositik veya fagositik uyarilmalar fenotipe gore farkli gelismelere neden

olur (Gordon 2006).

Hiicresel adezyon mekanizmalari, sitokinler ve biiylime faktorleri, kemokinler

ve kemokin reseptdrlerini i¢eren makrofajlarin dagilimini ve gocilinii indiikleyen ve
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olusturan molekiiler mekanizmalar ile ilgili tanimlamalar (Cizelge 1.2.2) heniiz

baslangi¢ asamasindadir (Gordon 2006).

Cizelge 1.2.2. Makrofajlara etkili mediyatorler

Uyan

Reseptor

Yanit

Biiylime faktorii

M-CSF, GM-CSF

Biiylime, farklilasma, yagsama

Sitokin IFN-y Aktivasyon
TNF-a. Aktivasyon
IL-4, IL-13 Alternatif aktivasyon
IL-10 Deaktivasyon
Kemokinler MCP-1 Gog¢
Ekstraselliiler Fibronektin (B;integrin) Adezyon, fagositoz
matriks
Pepditler Vazoaktif pepdit Fonksiyonlarda degisiklik
Eikosanoidler Prostoglandin E, Fonksiyonlarda degisiklik
Lokotrien By
Endotel, T hiicre ile | CR3 (B, integrin) Hiicre zenginlesmesi
hiicresel iligki CD80, CD86 antijen sunumu
Mikrobiyal iligki LPS (CD14) Sekresyon, aktivasyon
Proteazlar Notral proteinazlar: plasmin | Adezyon, sekresyon

Makrofajlar cogu yerde patojeni taniyan, yok eden, yashi ve olii hiicreleri

temizleyen hiicrelerdir. Primer yanitta sekresyonlariyla diger immun hiicreleri ¢eker,
uyarir. Tyl ve NK hiicre sitokinleriyle uyarildiktan sonra hiicresel bagisikligin hiicre
ici patojenler i¢in onemli kolunu olusturur. Yerel yigilmasi ile graniilomlar olusur.
Makrofajlar hiicre aktiviteleri, gen ekspresyonu, doku homeostazisindeki olumlu
veya yikici etkileri agisindan heterojen gruptur. Plazma membran reseptor
repertuvart ve ¢esitli doku hiicreleri ile iligki sonrasi1 sekresyon yanitlar1 farklidir,
hem dogal hem kazanilmis bagisiklik diizenlenmesinde rol alir. Makrofajlar bu

ozelligi ile bagisikligin merkezindedir (Gordon 2006).
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Dokulardaki makrofajlar fonksiyonlarina gore fagositoz yapanlar ve antijen
sunan hiicreler olarak ikiye ayrilabilirler. Fagositik makrofajlar, organizmada
bulunan ve temizlenmesi gereken madde, mikroorganizma ve tiimor hiicrelerini
fagositoz yaparak ortadan kaldirirlar. Eger mikroorganizmalar 6zel reseptorleri veya
antikor ve komplemanla kapli olarak makrofaja yapisirsa fagositoz ¢ok daha hizli ve
giiclii olur. Yerel makrofajlar sinirli 6ldiiriicii etkili oldugu halde yeni gelenlerin

mikroorganizma Sldiirticii etkisi daha fazladir (Gordon 2006).

Konak savunmasinda fagositler basamaklar seklinde gorev goriir; hiicrelerin
enfeksiyon alanma gocli; noétrofil ve monositler, endotelyal hiicrelerde bulunan
adezyon molekiillerine baglanarak ve enfeksiyona yanitta olusan kemoatraktanlarin
etkisi ile kandan enfeksiyon alanina go¢ ederler. Notrofil ve makrofaj mikrobiyal
tiriinleri TLR, mannoz reseptorleri (MR), G protein bagl reseptor, Fc reseptor (FcR),
kompleman reseptorleri (CR1, CR2, CR3, CR4) gibi farkl: tipte reseptorler ile tanir
ve yanit verir (Gordon 2006).

1.2.2. Makrofaj Reseptorleri

Makrofaj ylizeyinde bir¢ok reseptor vardir. Mikroorganizma ve diger hiicrelerle iligki
kurabilirler. Opsonik olan ve olmayan reseptdr ayrimi onemlidir (Gordon 2006).
Makrofajlarda  mikroorganizmanin ortak yapilarini, antikoru, komplemani,
interferonlari, TNF ve baz1 bakteriyel komponentleri, glikokonjugatlari, lipidleri
tantyan reseptorler bulunur. Bu ortak yapilari tanima 6zelligine sahip reseptorlere ise

patern taniyan reseptorler (PRR) denir.

Normal doku homeostasisi immun, inflamatuvar, patolojik olaylar sirasinda
hiicreler apopitozla veya nekrozla oliirler. Apoptozla O6len hiicreler makrofaj
tarafindan temizlenir. Apoptotik hiicre temizlenmesinde etkin reseptorler ¢opcii
(scavenger) reseptorler (SR-A-I), CDI14, vitronektin reseptoriidiir. Vitronektin

reseptor baglanmasi antiinflamatuvar triinlerin (PGE, ve TGF) yapimina neden
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olur. Apoptotik hiicrelerin etkin temizlenmemesi otoimmun hastaliga neden olur

(Gordon 2006).

Mannoz Reseptdor (MR): Makrofajlar cesitli sekerleri baglayan lektinleri
eksprese ederler. Bunlardan en ¢ok calisilmis olan1 mannoz reseptoriidiir. MR
endositoz, fagositoz yapabilir, homeostaz ve konak direncinde 6nemli rol alir.

Prokaryotik ve dkaryotik hiicre yapilarinda zengin mannoz bulunur (Gordon 2006).

CD14 Toll-like Reseptor: Bakteri LPS hiicre yanitinda rol alir. Plazma LPS
baglayan protein (LBP) LPS yanitini arttirir. TLR makrofaj LPS yanitinda esas rol
oynar. Farkli mikroorganizma iliskisinde farkli TLR rol alir (Gordon 2006).

Kompleman Reseptor (CR): Monosit/makrofaj kompleman C;(CR;, CR3, CRy)
pargalanma firiinleri reseptorleri vardir ve fagositozu kolaylastirir. Hem apopitotik

hiicre temizlenmesi hem konak direncinde énemlidir (Gordon 2006).

Fc Reseptorleri (FcR): Ig alt simiflar1, 6zellikle IgG igin reseptorler vardir.
Aktivasyon veya inhibisyon motifleri bulunur. Aktivasyon yanit1 fagositoz,
endositoz, antikor aracili sitotoksisitedir. Farkli Fc reseptorleri enflamasyon yanitini
azaltir, dogal immunite ile kazanilmig immunite arasinda gecisi hazirlar (Gordon

2006).

Opsonik olmayan fagositoz hiicre i¢i enfeksiyona neden olmaktadir.
Opsoninler olmadiginda reseptorler (CR3, SR-As, MR, CD14) aracilifiyla taninan
bakteri, parazit, virus hiicre i¢ine alinir. Mycobacteria, HIV gp 120, Pneumocystis
carini, Klebsiella, Candida albicans’da MR ligand bulunur. Bu sekilde hiicre i¢ine
giris veya invazyon patojenin hiicre i¢inde iireme icin kagis stratejisidir, fagozom
olgunlagmasi engellenir, lizozom fiizyonu, asidifikasyon engellenir (Mycobacteria).
Legionella pneumophila, Salmonella, Leishmania, Listeria farkli kagis yollar

kullanarak hiicre i¢inde yasamina devam eder. IFN-y biitin bu kagis
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mekanizmalarinin {istesinden gelebilir. Kazanilmis hiicresel bagisiklik hiicre igi

enfeksiyonun basedilmesinde 6nemlidir (Gordon 2006).

Fagositozda makrofaj ve nétrofiller iglerine aldiklari mikroorganizmalari
oldiirmeye yardim eden ¢esitli toksik iriinler olusturur. Bunlardan en onemlileri
bakteri i¢in direkt toksik olan hidrojen peroksit (H,0O,), siiperoksit anyonlar1 (O;"),
ve NO’dur. Bunlar lizozomal NADPH oksidaz ve solunum patlamasi olarak bilinen

stirecin diger enzimleri ile meydana getirilirler (Gordon 2006).

Antijen sunucu hiicreler antijen ile ilk karsilagan ve onlar1 lenfositlere sunan
hiicreler olarak bagisik yanitta ilk adimi baslatan hiicrelerdir. Sunuculuk gorevi
yapan makrofajlar tarafindan alinan antijenlerde fagositoz olayindaki gibi parcalama
ve sindirme iglemi olugsmaz. Antijenler sunucu hiicrelerde heniiz tam anlasilamamis
0zel bir hazirlik dénemi gegirirler. Daha sonra bu antijenleri, T ve B lenfositlere
sunarlar ve bagisik yanit1 baslatirlar. Antijen sunuculuk gorevi yapan makrofajlarda,
fagositoz yapan makrofajlardan farkli olan ylizeyel reseptorler bulunur. Bu sunusta
rol oynayan en O0nemli ylizey molekiili HLA-DR antijenleridir (Kanzato ve ark.,
2001). Ayrica B-lenfosit, damar endotel hiicresi, derideki Langerhangs hiicresi de
antijen sunuculuk yaparlar. Sonu¢ olarak makrofajlar, organizmada fagositoz
islevleri ile temizlenmesi gereken maddeleri ortadan kaldirarak viicudun o6zgiil
olmayan savunmasinda 6nemli bir rol alirlar, antijen sunuculuk gorevi yaparak da

bagisik yanitin baglamasini saglarlar (Gordon 2006).

Makrofajlar tipik olarak mikroorganizmaya karsi noétrofiller gibi hizli yanit
olustururlar; ancak inflamasyon alaninda daha fazla kalirlar. Bu nedenle makrofajlar
dogal immun yanitin ge¢ evresinde -enfeksiyondan sonraki 1, 2 giin i¢inde belirgin
olan efektor hiicrelerdir. Makrofaj, notrofilden daha uzun Omiirliidiir, nétrofillerin
aksine tamamen farklilagmamistir ve hiicre inflamasyon alaninda boliiniir (Gordon

2006).
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Profesyonel fagositler ¢ok sayida biiylik partikiilii i¢ine alabilirler. Yogun
fagositoz sirasinda yiizey membraninin biiyiik kismi partikiille birlikte internalize
edilebilir. Fagositin kendi ylizey alanindan daha genis yiizey alanim1 30 dakikada
internalize ettigi gosterilmistir. Fagositin i¢ine alinma, zararsiz hale getirilme igin
yeterli degildir. Boylece antikorlardan korunarak hiicreyi ara¢ olarak kullanirlar,
cesitli yerlere tasmirlar. Hiicre i¢ine alindiktan sonra hiicre i¢i 6ldiirme isleminin
baslamasi gerekir. Hiicre i¢i patojenler buna karsi direnebilir. Hiicresel immunitenin
makrofaj aktivasyon mekanizmasi ile bu tiir mikroorganizmalarin yok edilmesi

miimkiindiir (Reddy, 1998).

1.2.3. Makrofaj Fenotipini Yonlendiren Sitokinler

Bakteriyel iirlinlere yanitta makrofajdan salinan 6nemli sitokinler IL-1, IL-6, IL-8,
IL-12 ve TNF-a’ dir. TNF-a, lokal inflamatuvar yanitta indiikleyicidir ve sistemik
etkilere sahiptir. IL-8, ndtrofillerin enfeksiyon alanina ¢ekilmesine yardimei olarak
lokal inflamatuvar yanita katkida bulunur. IL-12, NK hiicreleri aktive eder ve CD4-T
hiicrelerinin Tyl hiicresine farklilasmasin1 saglar. Boylelikle adaptif immuniteye
geciste rol almis olur. Yine makrofaj kaynakli sitokin ve kemokinler; nétrofillerin

kandan enfeksiyon alanina gociinii saglarlar (Janeway ve ark., 1999).

Monosit/makrofaj farklilagmasinda Tyl ve Ty2 sitokinleri makrofaj
heterojenligini yaratir. Farkli sitokinleri ele alarak makrofajlarla yapilan ¢aligmalarda
farkli sitokinler tarafindan indiiklenen gen ekspresyonunun oldugu gosterilmistir
(Cizelge 1.2.3). IFN-y proinflamatuvar antimikrobiyal aktiviteyi arttirir (immun
aktivasyon). IL-10 tam tersini yapar (deaktivasyon). IL-4, IL-13 etkisi alternatif
aktivasyon olarak adlandirilir, proinflamatuvar iirlinlere orta derecede inhibisyon
vardir. Aktif makrofaj hiicresel immunitenin araci hiicresidir. Alternatif aktiflenmis
makrofaj (yenilenme olaylart da dahil) humoral immuniteye aracilik eder.
Makrofajlar, myeloid dendritik hiicreler, NK ve T hiicrelerden IFN-y {iretimini
arttiran IL-12, IL-18 iiretirler (Gordon, 2006).



25

Cizelge 1.2.3. Tyl ve Ty2 sitokinlerin etkisi ile gelisen makrofaj fenotipleri

Tul tipi Tu2 tipleri Etki

IFN-y 1L-4/13 IL-10

MHC sinif I1 ++ + _ Immiin hiicre iliskisi

Solunum patlamasi1 ++ ) B Hiicresel immunite

NO ++ ) _ Doku zedelenmesi (tbc.)

TNF-a ++ ) B Pro-inflamatuvar

IL-1

IL-6

Mannozil reseptor ++ 0 | Fagositoz, endositoz

Biiyliime _ + 0 Immiin lezyondaki MQ
lokal biiyiimesi

Fiizyon 0 ++ 0 Dev hiicre
Granulom (tbc.)

GF sekresyonu _ ++ + Lezyon iyilesmesi

Ayrica makrofajlar inflamasyonu sinirlayan sitokin olusturur ve enfeksiyon
alaninda doku iyilegsmesini yonlendirir. Makrofaj tarafindan olusturulan sitokinler
enfeksiyonun ilk giinlerinde meydana gelen lokal inflamasyon ve dogal immun

yanitin olusumunda 6nemli role sahiptir (Gordon 2006).

1.2.4. Makrofaj Yanitlan

Aktif makrofajlar hem proinflamatuvar hem de supressif sitokinler iiretir. Immiin ve
inflamatuvar cevabi diizenler ve siirdiiriir. Mikroorganizma antijenleriyle karsilagan
doku makrofaji genis etki yelpazesi olan {iriin iiretimine baglar, salar, etrafini etkiler
(Cizelge 1.2.4). Bunlar diisiik molekiil agirlikli metabolitler, eikosanoidler,
sitokinler, kompleman proteinleri, enzimler, 6zellikle lizozimdir. IFN-y ile aktiflenen
makrofajin, LPS gibi yiizey tetiklenmesiyle enflamasyonu yapan iirlinlerin yapimi
cok artar. Ortama diger hiicrelerin ¢ekimi, adezyonu, aktivasyonu gerceklesir.

Makrofajlar ayn1 zamanda enflamasyonu ve immun yanit1 baskilayan TGFf, PGE2,
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IL-10 gibi inhibitér molekiiller salarlar. IFN-y, IL-1, TNF-o 16kosit ve diger hiicre
aktiviteleri i¢in giicli diizenleyicilerdir. Bu sitokinler endotel hiicre adezyon
molekiillerini, selektinleri, makrofaj kaynakli kemokinleri uyarir, diger inflamatuvar
hiicrelerin ortamda toplanmasinm1 saglar. IL-6, IL-1, akut faz yaniti mediyatoriidiir.
Makrofaj cikisl sitokinlerin uzak hedefi santral sinir sistemi, kaslar, yag depolar1 ve
noroendokrin sistemdir. Sitotoksik iirlinler ve elastaz, kollajenaz, lirokinaz gibi notral
proteinazlar doku hasari, kronik enflamasyon yapabilir. Monosit kaynakli
prokoagiilan/doku faktdérii damar tikanmasi, doku zararlanmasi baslatabilir (Gordon

2006).

Fagositozu takiben farkli 6ldiirme mekanizmalar1 aktif makrofajda ¢ok daha
etkindir. Lizozom fiizyonundan sonra yiikselen pH sonra diiser. Aktif makrofajda
reaktif oksijen radikalleri liretimi mikrorganizmanin igeri alinmasindan hemen sonra
artar. Doku makrofajlar1 viruslar dahil bazi mikroorganizmalar1 ancak sayisi
artmayacak kadar sinirli dldiirebilme giictindedir. Lizozim Gram pozitif hiicre ¢eperi
pepdidoglikanina dogrudan etkilidir. Komplemanla zedelenmis Gram negatif hiicre

ceperi de lizozime duyarlidir (Gordon 2006).

Defensinler, makrofajlarin antibakteriyel aktivitelerine katilan yiiksek katyonik
proteinler ve polipeptidlerdir. Bazi makrofajlarda, noétrofillerde bulunur, lipid
tabakalarda iyon gecirgen kanallar olusturur. Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, E. coli, Cryptococcus neoformans ve zarfli viruslart oldiirebilirler. Doku
makrofaji mikroorganizmayi igine alabilir, lizozom flizyonu yapabilir, asidifikasyon
ile patojeni parcalayabilir, fakat mikroorganizma vakuolden sitosole kagabilir

(Gordon 2006).
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Cizelge 1.2.4. Makrofajlardan salinan {iriinler, gruplar1 ve 6rnekler

Diisiik molekiil Reaktif oksijen radikalleri, RNI, eikosanoidler,
agirlikli metabolitler | prostoglandinler, I6kotrienler, PAF

Sitokinler IL-18, TNF-a, IL-6

IFNo/IFN,

IL-10

IL-12, IL-18

TGFpB

MIPo/f, MCP-1, RANTES, IL-8

Adezyon molekiilleri | Fibronektin
Trombospondin

Kompleman C3, digerleri

Prokoagiilan Doku faktorii

Enzimler Lizozim

Urokinaz (plasminojen aktivator)
Kollajenaz

Elastaz

Immiin aktif makrofaj daha ¢ok lizozim, proinflamatuvar sitokinler,
kemokinler, biiylime faktorii ve proteinazlar iiretir. Dinlenen makrofaj ile aktif
makrofaj arasindaki en 6nemli fark H,O, yapimi ve solunum patlamasi ile yapilan

metabolit seviyesidir.

IFN-y ile aktiflenen makrofajda NO sentaz artar (i-NOS). NO salinimi1 komsu
hiicrelerde  mikroorganizma  Oldiirme  giictinii  arttirir.  AIDS  (Acquired
Immunodeficiency Syndrome)’de makrofajin aktive olamamasi nedeniyle HIV
(Human Immunodeficiency Virus) persistansi, firsatgir patojen enfeksiyonlari, latent
tiiberkiiloz reaktivasyonu onemlidir. Nadir goriilen IL-12 defektlerinde hiicre ici

patojenlere duyarlilik artar (Gordon, 2006).

Makrofajlarin anti-mikroorganizma becerileri farklidir. Monositler, degisimini
tamamlamis doku makrofajlarindan daha fazla reaktif oksijen metabolitleri ve
myeloperoksidaz iiretirler. Yeni gelenler, aktiflenenler konak direncini birinci
derecede etkilerler. Lizozim, TNF-a ve IL-1 gibi proteinlerin yeni iiretim yeri

graniilom makrofajlaridir. Aktiflenen makrofaj mediyatorleri hiicre disina salinir.
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Aktif makrofaj otoimmun hastalikta, kronik inflamatuvar eklemde, sinir sisteminde

doku zararlanmalarina katilir (Gordon, 2006).

Mukozal immun sistemin ilk gorevi mukozal yiizeylerde immun savumayi
saglamaktir. Bir¢ok enfeksiyon hastalifi etkeni (tim etkenlerin % 90°’1) viicuda
mukoza yiizeylerini asarak girmektedir (Ashman ve Papadimitriou 1990; Bouvet ve
Fichetti 1999). Eriskin bireyde 400 m’lik yiizey ile viicudun besin maddeleri,
toksinler, allerjenler ve mikroorganizmalar ile karsilasan en genis bdolgesinin

mukozalar oldugu bilinmektedir (Acheson ve Luccioli, 2004).

1.3. Streptococcus pyogenes (Grup A Streptokoklar)

Streptococcus cinsi igerisinde, dogada yaygin olarak bulunan Gram pozitif, tek
yonde bdliinerek zincir yapan, hareketsiz, katalaz negatif, fakiiltatif anaerob kok
seklinde bakterilerdir. Serolojik temellere dayanan Lancefield siniflamasinda A
grubu streptokok sinifina giren Streptococcus pyogenes, B hemolitik bir streptokoktur
(Ruoff ve ark., 2003). Insanda anjin, yilancik, kizil, tonsil absesi, lohusalik atesi ve
menenjit gibi akut cerahatli hastaliklar ve septisemiye neden olabildikleri gibi akut
eklem romatizmasi ve akut glomerulonefrit gibi siipiiratif 6zellikleri olmayan post

streptokoksik hastaliklarin da nedeni olurlar (Brooks ve ark., 1995).

1.3.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

0.6-1.5 pm capinda oval veya yuvarlak sekilli koklardir. Sivi besiyerlerindeki
kiiltiirlerinden yapilan preparatlarda genellikle uzun kok zincirleri halinde
gortliirken, kat1 besiyerlerindeki kolonilerinden hazirlanan preperatlarda diplokoklar
veya kisa zincirli koklar halinde goriiliirler. Sporsuz ve hareketsizdirler. Insan bag
dokusunda bulunan hyaliironik asitten yapilmis antijenik olmayan bir kapsiile

sahiptir (Berkiten, 2005a; Séyletir ve Over, 2002). Hiicre duvarinda kapsiilden disari
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c¢ikan, epitel hiicresine tutunmada rol alan pili bulunmaktadir (Kilian, 1998; Ruoff ve

ark., 2003).

1.3.2. Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikler

Streptokoklar fakiiltatif anaerob, optimal iireme 1silar1 35-37°C olan bakterilerdir.
Uremeleri i¢in basit besiyerleri yeterli olsa da kan ve serum ile zenginlestirilmis
besiyerlerinde oldukga 1yi Urerler. Kanli agarda 24-48 saatlik inkiibasyondan sonra 1-
2 mm ¢apinda yar1 saydam, etrafinda genis f hemoliz alan1 olan, gri-beyaz renkte S
(smooth) tipi, kapsiillii olanlar taze hazirlanmis besiyerlerinde M (mukoid) tipi,
kapstilsiiz olanlar daha kiigiik ve parlak koloni olustururlar (Berkiten, 2005a; Kilian,
1998; Ruoff ve ark., 2003; Soyletir ve Over, 2002). Diger streptokoklar gibi aerop
ortamda glikozu parcalarlar. Laktik asit olugmasi nedeniyle ortam pH’s1

degistiginden bakterinin iiremesi ve canli kalmasi giiclesir (Berkiten, 2005a; Kilian,

1998; Ruoff ve ark., 2003 ).

Tam hemoliz olusturmalar1 disindaki biyokimyasal 6zellikleri arasinda, eskiilin
ve arginini fermente etmeleri, basitrasine duyarlilik, genellikle maltoz, sukroz ,
laktoz pozitif olmalar1 ve iniilin, mannitol ve katalaz negatif olmalar1 sayilabilir.

Istya ve dezenfektanlara kars1 duyarhidirlar (Kilian, 1998; Ruoff ve ark., 2003).

1.3.3. Antijenik Yapi ve Patojenite

Grup A streptokoklarin hiicre ylizeyi ¢esitli antijenik yapilar icermektedir. Major
hiicre duvar1 karbonhidrat antijeni olan ve gruba adin1 veren A antijeni, L- Rhamnoz
ve N-Asetil-D-glukozamine i¢eren kompleks bir polisakkarittir. Hiicre duvarinin dis
yiizeyi ile iligkili diger fibriler protein ise Grup A streptokoklarin fimbrialarinda
bulunan ve epitel hiicresine tutunmada rol alarak viriilans ile ilgili ve tipe 6zgiil
antijenik yapilart olusturan M proteinidir. Asit ve 1siya direngli ve tripsine duyarli

olan M proteini, esas virulans antijenidir ve fagositlerin tutunmasini (adezyonunu)
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engelleyerek direng gosterir. Hiicre ylizeyi ile ilgili diger antijenler, tripsinle
muameleye direncli, virulanstaki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte Grup A
streptokoklar1 tiplendirmek i¢in kullanilan T ve R antijenleridir (Berkiten, 2005a;
Ruoff ve ark., 2003; Séyletir ve Over, 2002).

Gram pozitif bir bakteri olan Grup A streptokoklarin L-alanin-D-glutamil-L-
lizin-A-alanin yan zincirleriyle baglanmis olan, tekrarlayan N-acetyl-D-glucosamin-
N-acetyl-D-muramic asit {initelerinden yapilmis peptidoglikani (Cengiz 2004), Gram
negatif bakteri endotoksini ile ayni etkileri olusturmakta (ates, deri nekrozu, eritrosit
ve trombosit erimesi gibi), farkli pek ¢ok bakterinin peptidoglikanina benzediginden
capraz reaksiyonlarda rol almaktadir (Berkiten 2005a; Kilian, 1998; Ruoff ve ark.,
2003).

Konak hiicreye tutunmayi saglayan lipoteikoik asit, M proteini ile ilgili
oldugundan M proteinine sahip suslar, bakterinin agiz ve deride bulunan epitel
hiicrelerine tutunmasini saglayarak virulansi artirir ve bir ¢ok hiicre igin sitotoksik
ozellik gosterir (Berkiten, 2005a). Hiicre duvarinin bir diger énemli komponenti
hyaliironik asit yapisindaki antijenik olmayan kapsiil olup, bakteriyi fagositozdan
korur. Logaritmik iireme safhasinda kaybolur (Berkiten 2005a; Soyletir ve Over,

2002).

Grup A streptokoklarin viriilansinda rol alan bir ¢ok enzim ve toksinleri
bulunmaktadir. Kizil olusumunda rol alan eritrojenik toksin, kanli plaklarin
yiizeyinde streptokok kolonilerinin etrafindaki hemoliz olusumundan sorumlu olan
streptolizin S, oksijene duyarli, kuvvetli antijenik ve ge¢mis veya gegirilmekte olan
bir enfeksiyonunun saptanmasi ve takibinde kullanilan streptolizin O, kan pihtisini
eritip mikroorganizmanin enfekte dokulara hizla yayilmasindan sorumlu olan
streptokinaz, deri enfeksiyonlarini tanimlayan DNAz, yayilma faktéri olan

hyaliironidaz ve bazi proteinleri parcalayarak bakterinin yayilmasini kolaylastiran



31

proteinaz bunlardan bazilaridir (Berkiten 2005a; Cengiz, 1999; Kilian, 1998; Soyletir
ve Over, 2002; Ruoff ve ark., 2003).

1.3.4. Yaptig1 Hastaliklar

Grup A streptokoklarin olusturdugu hastaliklar siipiiratif olanlar ve olmayanlar diye
iki baghik altinda toplanabilir. Siipiiratif olanlar; anjin, tonsillit, farenjit, kizil,
erizipel, impetigo, puerperal sepsis, septisemi, akut bakteriyel endokardit, toksik sok
benzeri hastaliklar ve nadiren selliilit, lenfanjit ve pndmonidir. Siipiiratif olmayan
hastaliklar, mikroorganizmanin yaptig1 enfeksiyondan veya tamamen belirtisiz gegen
1-5 haftalik donemden sonra ortaya ¢ikan poststreptokoksik tablolardir. Bunlar; akut
romatizmal ates ve akut glomeriilonefrittir (Cengiz, 1999; Kilian, 2002 ; Soyletir ve

Over, 2002; Ruoff ve ark., 2003).

1.3.5. Streptococcus pyogenes Konak Hiicre Etkilesimi

Grup A streptokoklar epitel hiicresini oldukga etkin bir sekilde invaze edebilmekte,
takip eden transitoz mekanizmasi ile alttaki dokuya gecebilmektedir. Hiyaliironik
asitlerinin konak hiicresindeki CD4’e baglandiktan sonra epitel hiicreleri arasindaki
sitki baglantilar1 gevsetiyor olmasi, olast bir diger virlilans mekanizmasin

olusturmaktadir (Park, 2003).

Streptokokkal M proteini epitel hiicrelerindeki fiikkoz iceren glikoproteinlere ve
farinks hiicrelerindeki sialik asite baglanmakta ve epitel hiicresine penetre olmaktadir
(Park, 2003). Ayrica grup A streptokoklarda bulunan laminin baglayan protein de
epitel hiicresine tutunmada rol almakta, enfeksiyon sirasinda ekspresyonu artmakta

ve farinkse bakterinin kolonizasyonu kolaylagsmaktadir (Wahid ve ark., 2005).

Streptokoklar esas olarak ekstraselliiler mikroorganizmalar olmalarina ragmen

fagositler igerisinde yasamlarint 24 saat kadar siirdiirebilmektedir; ¢iinkii bu
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mikroorganizmalarin fagositer hiicreler ile bas edebilecek viriilans faktorleri
bulunmaktadir (Medina ve ark., 2003). Bu bakterilerin antikorlara ve komplemana
oldukca duyarli oldugu goz Oniline alindiginda, fagositlerin streptokoklarin kana
tasinmasindan sorumlu oldugu ve fagositler igerisinde yasamini devam ettirmesinin
ek bir viriilans mekanizmasi oldugu disiiniilmektedir (Daubener ve ark., 1999).
Ayrica grup A streptokoklarin siiperoksit dismutazlarinin ekstraselliiler olarak
yerlesmis olmasi, konak hiicresi tarafindan dis ortama salinan reaktif oksijen

tiriinlerinden bakteriyi korumaktadir (McMillian ve ark., 2004).

Streptokok enfeksiyonu sonucu lokal savunma mekanizmalar1 bakteri
cogalmasini kontrol etmekte ve yayiliminm1 onlemektedir. Kana gectiginde ise lokal
mekanizmalar yeterli olmamakta, sitokin tiretimi meydana gelmekte, T hiicreleri ve

muhtemelen NK hiicreleri aktive olmaktadir (Daubener ve ark., 1999).

S. pyogenes’in keratinositleri invazyonu, B-defensin liretimine neden olmakta,
olusan insan beta defensini (HBD)-2 patojenik bakteriyi Oldiirmekte, ancak S.
pyogenes’in  HBD-2 olusumunu indiiklemesi diger patojenik bakteriler ile
karsilastirildiginda daha zayif olarak goriilmektedir (Dinulos ve ark., 2003). HBD-1
epitel hiicresinden yapisal olarak salgilanirken, HBD-2 ve 3 bakteriyel uyarana yanit
olarak olusmakta; farkli alanlarin epitel hiicreleri, S. pyogenes’e kars1 farkli yanit
olusturmaktadir (Chung ve Dale, 2004). Yiiksek derecede viriilan S. pyogenes’in
olusturdugu streptokokkal inhibitdr bilesen, mukozal yanitta rol alan lizozim, salgisal
l6kosit proteinaz inhibitérli, insan o-defensin 1 ve HBD-1,-2 ve 3’i inhibe

etmektedir (Fernie-King ve ark., 2004).

S. pyogenes konak hiicrelerinde sitokin ve kemokin {iretimine neden olmakta;
olugsan iirlinler Dendritik hiicrelerin olgunlasmasmni ve Tyl yaniti olusumunu
uyarmaktadir (Veckman ve ark., 2004). M proteinlerine yanit olarak CD4+ T
hiicrelerinde ¢ogalma ve bu hiicrelerden IFN-y, IL-2, 1L-4, IL-5 ve IL-6 iiretimi
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meydana gelmekte; M proteinine karsi olusan immun yanit konagi bakterinin

kolonizasyonundan korumaktadir (Kerakawauchi ve ark., 1997).

S. pyvogenes’e karst konak humoral yaniti, M proteinine karst olusan IgM ve
IgG ile saglanmakta, bu antikorlarin mikroorganizma yiizeyine baglanmast S.
pyogenes’in notrofiller ile dldiiriilmesine aracilik etmektedir (Kerakawauchi ve ark.,

1997; Nilsson ve ark., 2005).

1.4. Escherichia coli

Escherichia coli, Enterobacteriaceae familyasinda Escherichia genusu iginde yer
alan, insan ve hayvanlarin kalin barsaginda yasayan normal flora bakterisidir. Kalin
barsak florasi i¢inde, Gram negatif ve cogu hareketli basil olan en yaygin fakiiltatif
anaerop tiirdiir. Barsaklarin normal flora iiyesi olmasina ragmen ayni1 zamanda iiriner
sistem enfeksiyonu, barsak enfeksiyonlar1 ve bakteriyemi, menenjit, pndmoni gibi
barsak dis1 enfeksiyonlarin nedenlerindendir (Baysal 2004; Bopp ve ark., 1998;
Gilchrist 1995).

1.4.1. Morfolojisi ve Boyanma Ozellikleri

E. coli, yaklasik olarak 2-6 um boyunda, 1.0-1.5 um eninde, diiz, uclar1 yuvarlak
basil seklindedir. Kiiltiirlerde kok benzeri kiigiik, kisa sekilleri veya uzun, dallanan
sekilleri bulunabilir. Peritris kirpikleri ile hareketlidir, fakat hareketleri yavastir.
Hatta hareketsiz goriinebilirler. Kapsiillii hareketsiz suslar1 da vardir (Baysal, 2004;
Erdem, 1999).

1.4.2. Kiiltiir Ozellikleri

Kan, serum, asit sivisi, glikoz gibi maddeler ilave edilmemis adi besiyerlerinde kolay

iirerler. En iyi iireme 1s1s1 37° C ve pH: 7-7.2 dir. Buyyonda, peptonlu suda bol iirer,
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homojen bulaniklik yapar. Adi agarda 2-3 mm c¢apinda, hafif kabarik, yuvarlak,
kenarlar1 diizgiin, gri-beyaz koloniler yapar. Laktoza etki etmeleri, laktoza etki
etmeyen barsak patojeni Salmonella ve Shigella cinsi bakterilerden ayirt edilmelerini
saglar. Mac Conkey agarda etrafinda presipite safra tuzlarimin olusturdugu pembe
alanlarla ¢evrili kuru, pembe-kirmiz1 (laktoz pozitif) koloniler yapar. Eozin Metilen
Blue (EMB) agarda laktoz pozitif, metalik koloniler olusur. Pigmentsizdir (Baysal,
2004; Berkiten, 2005b; Erdem, 1999).

1.4.3. Antijenik Yap1

E. coli’nin somatik (O), kirpik (H) ve kapsiil (K) antijenleri vardir. E. coli suslarinin
serotiplendirilmesi, Kauffmann tarafindan gelistirilen semaya gore yapilabilir.
Serotiplendirmede dncelikle O ve H antiserumlar1 kullanilir. E. coli suslarinin antijen
yapilarinin belirlenmesi 6zellikle epidemiyolojik caligmalarda yararlidir (Baysal,

2004; Berkiten, 2005b; Erdem, 1999).

1.4.4. Virulans ve Patojenite Ozellikleri

E. coli’nin ¢esitli konaklarda, degisik dokular1 enfekte edebilmek i¢in ¢ok sayida
virulans faktorii vardir. Bunlar yapisal faktorler veya hiicre disina salgilanan

toksinler, enzimler gibi degisik {irtinlerdir.

K1 kapsiilii: E. coli, B grubu streptokoklarla birlikte yeni dogan menenjitinin
en Onemli etkenlerindendir. Menenjitli yeni doganlardan izole edilen E. coli
suslarmin %80’i K1 kapsiilii tasimaktadir. Invitro ortamlarda insan nétrofillerinin ve
normal insan serumunun Oldiirticii etkisine karsi mikroorganizmay1 direngli kilar. K1
kapsiilii ayrica beyin omurilik sivisinda ve kanda mikroorganizmanin canli kalmasina

yardim eder (Baysal, 2004; Berkiten, 2005b; Erdem,1999)
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Tip I (MS- Mannoz sensitif) fimbria: Mannozlu reseptorlere baglanan
fimbrialardir. Bircok okaryotik hiicreye tutunmayi sagladigi halde, patojenik
fonksiyonu yoktur ve higbir hastalikla iliskili degildir. Tip I (MS) fimbria, E. coli
suslariin kolon mukozasia, agiz bosluguna ve vagina mukozasina tutunmasini

saglar (Baysal, 2004; Berkiten, 2005b; Erdem, 1999).

Tip I (MR-Mannoz resistant) fimbria: TipI’den daha karmasiktir ve degisik
yapida kolonizasyon faktorleri ve adezinler bu ad altinda toplanmistir. Bunlar S
fimbria, P fimbria, X faktor ve cesitli kolonizasyon faktorleridir. S fimbria,
bakteriyemi yapan E. coli suslarinda bulunur. P fimbria, liropatojen E. coli suslarinda
bulunur. Uriner yol enfeksiyonlar ile iliskilidir. Pyelonefrit yapan suslarin %70’i,
sistit yapan suglarin %36’s1t ve kolonda bulunan suglarin %19’unda P fimbria
bulunur. X faktor, heterolog adezinler olarak bilinen, P kan grubu antijenleri ve
mannoz igeren bolgeler disindaki alanlara tutunan ve E. coli’nin iiropatojenitesinde
onemli olan faktorlerdir. Bu faktorlere artik Dr kan grubu antijenlerine tutunmayi
sagladigindan dolayr Dr hemagliitinin denmektedir (Baysal, 2004; Berkiten, 2005b;
Erdem, 1999).

Enterotoksinler: ETEC suslari, yapimi plasmidle kodlanan, 1siya duyarli LT
(kolera toksinine benzer) ve 1stya direngli ST olmak iizere, barsaklarda aktif olan 2

ekzotoksin salgilarlar.

LT, ince barsaklarda GM1 resptorlere baglanan B pargasi bes birimden olusan
kolera toksinine benzeyen bir toksindir. Reseptorlere baglandiktan sonra ince
barsaklarda hiicre icine giren A pargasi, toksik etkilerden sorumludur. Adenilat
siklaz1 aktive eder. Hiicre i¢inde artan cAMP barsak bosluguna bol miktarda NaCI ve
stvi salgilanmasina neden olur (Baysal, 2004; Berkiten, 2005b; Erdem 1999).

ST, distilfit baglar ile birbirine baglanan, uzunluklar1 18-50 aminoasit arasinda

degisen birkac kiiciik polipeptitten olusur. Disiilfit baglari, 1s1ya direngliligi saglar.
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Etkisini guanilatsiklaz1 aktive edip, cGMP’in birikimiyle yapmaktadir. LT de
oldugu gibi barsak liimenine bol siv1 ve elektrolit salgilanmasina neden olur (Baysal,

2004; Berkiten, 2005b; Erdem, 1999).

Verotoksinler, E. coli suslar sitotoksik etki yapabilen verotoksinler salgilarlar.
057, H7 serotipi tarafindan salgilanir ve bu serotip diyare, hemorajik kolite,

hemolitik iiremik sendroma yol agar (Baysal, 2004; Berkiten, 2005b; Erdem, 1999).

1.4.5. Plazmidleri

E. coli suslarinda antibiyotiklere direng 6zelligi kazandiran R plazmidler ve virulans

faktorlerini kodlayan ¢esitli plazmidler bulunmaktadir. (Baysal, 2004; Erdem, 1999).

1.4.6. Bakteriyosinleri

E. coli suslarmin salgiladigi bakteriyosinlere, colisin denir. Epidemiyolojik
aragtirmalarda kolisin incelemesi ve bakteriyosin tiplendirmesi yapilmaktadir

(Erdem, 1999).

1.4.7. Yaptig1 Hastahiklar

E. coli, normal barsak florasini olusturan bakterilerindendir. Barsaklarda diyare
olusturan suslar1 disinda, kommensal olarak yasarlar. Ancak viicutta baska bir
organa, dokuya gectiklerinde enfeksiyonlara neden olurlar (Baysal, 2004; Berkiten,

2005b; Erdem, 1999; Toreci, 2002).

Barsaklarda hafif diyareden, kolera benzeri agir sivi kayiplariyla seyreden

diyareye ya da beraberinde hemolitik iiremik sendrom gibi hayati tehdit eden
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komplikasyonlar1 olan kanli diyareye kadar agirligi degisen, gastrointestinal

hastaliklara beg farkli E. coli grubu neden olmaktadir (Baysal, 2004; Erdem, 1999).

Enterotoksijenik E. coli (ETEC): Akut bakteriyel ishalin diinya genelinde en
stk saptanan nedenidir. ETEC suslarinin ince barsaklarin proksimal bolgesinde
yerlesmesi mikrovilluslardaki 6zel reseptorlere CFAI, CFAIl ve E8775 gibi
fimbrialarinin baglanmasi ile olur. ETEC suslarinin adezyonu ve enterotoksin
yapimini yoneten iki farkli plazmidi vardir (Baysal, 2004; Berkiten, 2005b; Erdem,
1999; Toreci, 2002).

Enteropatojenik E. coli (EPEC): Bebeklerde ve 2 yas altindaki ¢ocuklarda
sikca goriiliir, ates, kusma, mukuslu-kansiz-sulu diyare ile seyreder. EPEC, barsakta
herhangi bir toksin iiretmez; eritrositlere yapisma-bozma adi verilen 06zel bir
mekanizma ile siki bir sekilde tutunarak ishale neden olur. EPEC, genelde yiizeye
tutunmakla birlikte ETEC ve EAgEC kokenlerine kiyasla daha invazivdir ve
inflamatuvar yanita neden olabilir. Bakterinin konak hiicreye ilk basamak
tutunmadan sorumlu faktorii, enteropatojenik aderens faktorii (EAF) diir (Baysal,

2004; Berkiten, 2005b; Erdem, 1999; Toreci, 2002).

Enteroinvaziv E. coli (EIEC): Kolon mukozasina invazyon yapar, epitel
hiicreleri i¢inde c¢ogalir, epitel hiicrelerini tahrip eder ve bu 0Ozelligi plazmitte
kodlanmis suslardir. Ates, karin agrisi, kanli-mukuslu tipik dizanteri veya sulu diyare

yapar (Baysal 2004; Berkiten, 2005b; Erdem 1999; Toéreci, 2002).

Enterohemorajik E. coli (EHEC): Kanli diyareye ve hemolitik {iremik
sendroma yol acarlar. EHEC suslar1 lizojen bir bakteriyofaj tarafindan kodlanan,
Vero hiicrelerine toksik etki gosteren, protein sentezini inhibe eden verotoksin

salgilarlar (Baysal, 2004; Berkiten, 2005b; Erdem, 1999; Toéreci, 2002).
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Enteroaggregatif E. coli (EAgEC): LT veya ST iiretmeyen, invaziv olmayan, O
ve H antijenlerine gore diger verotiplerinden olmayan, Hep-2 ve HeLa hiicrelerine
tipik olarak tutunan E. coli suslarin1 tanimlamaktadir (Baysal, 2004; Berkiten, 2005b;
Erdem, 1999; Toreci, 2002).

Barsak disinda E. coli enfeksiyonlar1: Uriner sistem enfeksiyonlari, solunum
yolu enfeksiyonlari, menenjit (6zellikle yeni doganda) ve bakteriyemi’dir. E. coli
ayni zamanda septik artrit, endoftalmit, karaciger apsesi, endokardit, osteomyelit,
prostatit, siniizit, tromboflebit ve diger enfeksiyonlarda da goriilebilmektedir (Baysal,

2004; Erdem, 1999).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Sarf Malzemeleri

Doku kiiltiir sisesi, 25 cm? ve 75cm?® (Greiner, Almanya)
Doku kiiltiir plaklar1, 24 ve 96 kuyucuklu (TPP, Isvigre)
Santrifiij tiipii, 15 ve 50 ml (Greiner, Almanya)

Kryo tiip, 2 ml (Greiner, Almanya)

Serolojik pipet, 1,2, 5, 10 ve 25 ml (LP, Italya)

Enjektor filtre, 0,2 pm (Orange Scientific, Belgika)
Thincerts W. Pet-Membrane, 0,4 um (Greiner, Almanya)
Ependorf, 1,5 mI’lik (Greiner, Almanya)

Sar1 ve mavi pipet ucu (Eppendorf, Almanya)

Idrar 6zesi (LP, Italya)

2.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Penicillin/Streptomycin (PAA, Avusturya)
L-glutamine (Biochrom, Berlin)
Trypsin/EDTA (Biochrom, Berlin)
DMSO (Sigma, ingiltere)

Fotal calf serum (PAA, Avusturya)

RPMI 1640 (Biochrom, Berlin)

PBS tablet (Amresco, Amerika)

Trypan blue (Biochrom, Berlin)

Blood agar base (Merck, Almanya)

Eosin Methylen Blue Agar (Merck, Almanya)
Fosforik asit (Applichem, Almanya)
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Sodyum nitrit (Sigma, Ingiltere)

L-name HCL (Sigma, Ingiltere)

Siilfanilamid (Sigma, Ingiltere)

N-(1-naftil) etilendiamin hidroklorittNED) (Sigma, Ingiltere)
Phorbol myristic asid (PMA) (Sigma, Ingiltere)
IL-6 ELISA 6l¢iim kiti (Biosource, Amerika)
IL-8 ELISA 6l¢iim kiti (Biosource, Amerika)
TNF-a ELISA 6l¢iim kiti (Biosource, Amerika)
IFN-y ELISA 6l¢iim kiti (Biosource, Amerika)
Caco-2 hiicre dizisi, ACC 169 (DSMZ, Almanya)
THP-1 hiicre dizisi, ACC-16 (DSMZ, Almanya)

2.1.3. Aragclar

Hiicre kaziyicis1 (Orange Scientific, Belgika)
Laminair flow (Bilser, Tiirkiye)

Vortex (Stuart, Ingiltere)

Santrifiij aleti (Herolab, Almanya)

Isik mikroskobu (Nikon, Japonya)

Inverted mikroskop (Nikon, Japonya)
COy’li etiiv (Sanyo, Japonya)

Etiiv (Heraeus, Almanya)

Derin dondurucu (-80 °C) (Nuaire, Japonya)
S1v1 azot tanki (Biocane, Amerika)

Thoma lam1 (Spencer, Amerika)

Otomatik pipet (Genex, Finlandiya)

Pipetor (Greiner, Almanya)

Fotograf makinesi (Sony, Almanya)

Spektrofotometrik mikroplak okuyucusu (Molecular Devices, Amerika)
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2.1.4. Kullamlan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Fosfat Tampon Soliisyonun (PBS) Hazirlanmast:

PBS tablet (Amresco, Amerika)

pH (Bir tablet 100 ml deiyonize suda ¢oziiliir) 7,4 +/- 0,1
NaCl 137 mM
KCI 2 mM
Fosfat Buffer 10 mM

Otoklavda steril edilir.

Griess Cozeltisinin Hazirlanmasi:

Griess Cozeltisi A: 0,1 gr. N-(1-naftil) etilendiamin hidroklorit (NED)/100 ml

distile su. 0-4 °C’de 1s1ktan korunarak saklanir.

Griess Cozeltisi B: 1 gr siilfanilamid/100 ml ortofosforik asit (5%, h/h). 0-4

°C’de 1s1ktan korunarak saklanir.

Griess Ayiract: 1 kisim Griess A ¢ozeltisi+1 kisim Griess B ¢ozeltisi.

Ol¢iimden hemen 6nce hazirlanir.

10 mM nitrit standardi: Sodyum nitrit ¢ozeltisi (69 mg sodyum nitrit/100 ml
distile su). 0-4 °C’de 1siktan korunarak saklanir. 0-100 uM standart ¢ozeltileri

hazirlanir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Mikroorganizmalarin Hazirlanmasi

Streptococcus pyogenes ATCC 49619 susu (Refik Saydam Hifzissihha Kiiltiir
Koleksiyonundan saglandi) koyun kanli agara ekilerek 37°C’de bir gece inkiibe
edildi. Ertesi giin plak yiizeyinden bir 6ze dolusu mikroorganizma toplanarak PBS ile
sulandirildi. Mikrorganizma PBS icinde 3000 rpm’de 3 kez 10’ar dakika santrifiij
edilerek yikandi, bakteri pelleti %10 Fotal Calf Serum (FCS) igeren ¢ Rosewell Park
Memorial Institute’iin 1640 kodlu hiicre kiiltiirii vasati (RPMI 1640) icinde siispanse
edildi. Bakteri %0,5’lik tripan mavisi ile boyandi. Boya almayan canli hiicreler
Thoma laminda sayilarak mililitrede 1x10° bakteri olacak sekilde besiyeri ile

sulandirildi (Ozenci ve ark., 2001; Dolapg1 ve ark., 2003).

E. coli O75 susu (Refik Saydam Hifzissihha Kiiltiir Koleksiyonundan saglandi)
Eosin Methylen Blue Agara (EMB) ekildi, 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin
plak yiizeyinden bir 6ze dolusu mikroorganizma toplandi ve mikroorganizma 3 kez
PBS icinde 3000 rpm’de 10’ar dakika santrifiij edilerek yikama yapildi. Bakteri
%0,5’1ik tripan mavisi ile boyandi. Boya almayan canli hiicreler Thoma laminda

sayilarak mililitrede 1x10° bakteri olacak sekilde besiyeri ile sulandirildi.

2.2.2. Caco-2 Epitel Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan insan kolon epidermal adenokarsinoma hiicresi (Caco-2)
Avrupa Kiiltiir Kolleksiyonu Organizasyonuna bagli olan Almanya Kiiltiir
Kolleksiyonundan (DSMZ, ACC 169) saglandi. Hiicre kiiltiirii vasati ile sulandirilan
epitel hiicreleri 800 rpm’de, 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. %10 FCS iceren
antibiyotiksiz RPMI 1640 icerisinde 1x10° hiicre/ml olacak sekilde siispanse
edilerek, 25 cm? yiizeyli hiicre kiiltiirii siselerinde iiretildi. Tek tabaka halinde iireyen

hiicreler %0,25 Tripsin/EDTA besiyeri ilave edilerek kaldirildi, %0,5’lik Tripan
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mavisi ile boyanip, boyanmayan canli hiicreler Thoma laminda sayildi ve ml’de
1x10° canli hiicre olacak sekilde %10 FCS igeren RPMI 1640 ile sulandirldi. 24
kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 1000 pl hiicre silispansiyonu olacak sekilde S.
pyvogenes, E. coli ve kontrol olarak ikiserli kuyucuk olmak iizere konuldu, 3 saat

siireyle %5 CO, igeren 37°C etiivde hiicrelerin tutunmasi icin inkiibe edildi.

2.2.3. THP-1 Makrofaj Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

2.2.3.1. THP-1 Monosit Hiicre Kiiltiiri

Bu calismada kullanilan insan leukemia monosit hiicre kiiltiiri (THP-1) Avrupa
Kiiltiir Kolleksiyonu Organizasyonuna bagli olan Almanya Kiiltiir Koleksiyonundan
(DSMZ, ACC-16) saglandi. Hiicre kiltiirii vasatiyla sulandirilan monosit hiicreleri
800 rpm’de, 4°C’de 10 dakika santriftij edildi, %10 FCS iceren RPMI 1640
icerisinde 1x10° hiicre/ml olacak sekilde siispanse edilerek, 25 cm? yiizeyli hiicre
kiltlirii siselerinde iiretildi (Schwende ve ark., 1996; Tominaga ve ark., 1980;

Tsuchiya ve ark., 1980).

2.2.3.2. Hiicresel Diferensiyasyon (Farkhlasma)

THP-1 hiicrelerini phorbol myristic asid (PMA) ile karsilagtirarak en uygun zamanda
en uygun miktarda en iyi makrofaj benzeri hiicrelere farklilasmay1 optimal hale
getirmek i¢in 6n deneyler yapildi. Bu amagla siispanse olarak iireyen THP-1 monosit
hiicreleri 6 kuyucuklu plaklarda 2x10° /ml hiicre olacak sekilde, ierisinde 10 ng/ml,
20 ng/ml, 40 ng/ml, 60 ng/ml konsantrasyonlarda PMA bulunan %10 FCS igeren
RPMI 1640 ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakildi. PMA ile muameleden sonra
igerisindeki besiyerleri dokiildii, 3 kez taze besiyeri ile yikadiktan sonra iizerlerine
besiyeri eklendi ve differansiye olmus hiicreler kullanilmadan 6nce %5 CO, igeren
37°C’lik etlivde 24 saat inkiibasyona birakildi. Diferansiyasyon, hiicrelerde yapisma

ve fenotipik degisiklikler invert doku kiiltiiri mikroskobunda gozlemleyerek
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dogrulandi. Hiicre canlilig1 tripan mavisi ile boyanarak belirlendi (Schwende ve ark.,

1996; Tominaga ve ark., 1980; Tsuchiya ve ark., 1980).

2.2.3.3. THP-1 Makrofaj Hiicre Kiiltiirii

Siispanse olarak iireyen THP-1 monosit hiicrelerinin yapisan makrofaj benzeri
hiicrelere diferansiye olmasi icin mililitresinde 2x10° monosit olacak sekilde
igerisinde 20 ng/ml PMA bulunan %10 FCS igeren RPMI 1640 ile 48 saat
inkiibasyona birakildi. PMA ile muameleden sonra igerisindeki besiyeri dokiildii, 3
kez taze besiyeri ile yikadiktan sonra iizerine besiyeri eklendi. Diferensiye olmus
hiicreler kullanilmadan once %5 CO, iceren 37°C etiivde 24 saat inkiibasyona
birakild1. Icerisine besiyeri ilave edilip hiicre kaziyicis1 ile kaldirilan hiicreler
%0,5’lik Tripan mavisi ile boyanip, boyanmayan canli hiicreler thoma laminda
sayildi ve ml’de 1x10° canli hiicre olacak sekilde %10 FCS igeren RPMI 1640
igerisinde siispanse edildi, 24 kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 1000 pl hiicre
siispansiyonu olacak sekilde S. pyogenes, E. coli ve kontrol olarak ikiserli kuyucuk
olmak {iizere konuldu, 3 saat siireyle %5 CO, igeren 37°C etlivde hiicrelerin
tutunmast i¢in inkiibe edildi (Schwende ve ark., 1996; Tominaga ve ark., 1980;

Tsuchiya ve ark., 1980).

2.2.4. Caco-2 Epitel Hiicre Kiiltiirii ve THP-1 insan Makrofajinin Tek Basina

Mikroorganizma ile Uyarilmasi ve Bakterisidal Etkisinin Arastirllmasi

Efektor hiicrelerin (Caco-2 ve THP-1 hiicreleri) S. pyogenes’e ve E. coli’ye karsi
gostermis oldugu bakterisidal etkiye daha onceden tanimlandigi sekilde bakildi
(Ozenci ve ark., 2001; Dolapg1 ve ark., 2003). Caco-2 ve THP-1 hiicreleri ayr1 ayr
ikiserli kuyucuklarda 24 kuyucuklu plaklarda %10 FCS igeren RPMI 1640 igerisine
mililitresinde 1x10° olacak sekilde konuldu. 3 saat inkiibasyondan sonra hiicrelerin
{izerine mililitresinde 2x10° S. pyogenes ve E. coli ayr ayri ikiserli kuyucuklarda

%10 FCS iceren RPMI icerisinde 500 pl ilave edilerek, 5 saat siireyle %5 CO,
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iceren 37°C etiivde inkiibe edildi. Caco-2  hiicresi ile 1/1 epitel
hiicresi/mikroorganizma oranlarinda karsilastirildi. Kontrol olarak, S. pyogenes, E.
coli, Caco-2 epitel hiicreleri ve THP-1 makrofaj hiicreleri tek basina kullanildi. 24
kuyucuklu plak 5-24 saat siireyle %5 CO; igeren 37°C etiivde inkiibe edildi. S.
pyogenes i¢in 5. saatlik inkiibasyon peryodunun sonunda her bir kuyucuktan 100’er
ul siipernatan alinip uygun sulandirmalar1 yapildiktan sonra koyun kanli agara ekildi.
E. coli igin 5 saatlik inkiibasyon peryodunun sonunda her bir kuyucuktan 100’er pl
slipernatan alinip uygun sulandirmalar1 yapildiktan sonra EMB agara ekimler yapildi.
Plaklar 37°C’de bir gece inkiibe edildikten sonra meydana gelen koloni olusturan
birimler (cfu) sayildi. Bakterisidal etki (BE) yiizdesi asagidaki formiile gore
hesapland: (Ozenci ve ark., 2001; Dolapg1 ve ark., 2003).

BE (%) = [Ortalama cfu (kontrol kuyucugu) — Ortalama i (deney kuyucugu) ] <100

Ortalama cfis (kontrol kuyucugu)

2.2.5. Caco-2 Epitel Hiicre Kiiltiirii ve THP-1 Insan Makrofajinin Birlikte

Mikroorganizma ile Uyarilmasi ve Bakterisidal Etkisinin Arastirllmasi

Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaji mililitresinde 1x10° hiicre olacak sekilde
500’ser pl 24 kuyucuklu plakda ikiserli kuyucuk olmak {izere ayn1 kuyucuga konuldu
ve hiicreler %5 CO; iceren 37°C’lik etiivde 3 saat inkiibe edildi. Inkﬁbasyondan
sonra hiicrelerin {izerine mililitresinde 2x10°0lacak sekilde 500 pl mikroorganizma
ilave edildi. Hiicreler ile mikroorganizma %5 CO, igeren 37°C ‘lik etiivde 5-24 saat
karsilastirildi, bakterisidal etkinin hesaplanmasi yukarida tarif edildigi sekilde yapildi
(Ozenci ve ark., 2001; Dolapg1 ve ark., 2003).
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2.2.6. Caco-2 Epitel Hiicre Kiiltiirii ve THP-1 Insan Makrofajinin Temasinin
Engellenmesi Durumunda Mikroorganizma ile Uyarilmasi ve Bakterisidal

Etkisinin Arastirilmasi

Caco-2 epitel hiicresi mililitresinde 1x10° hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu
plaklara 1000 pl konuldu, Caco-2 hiicre siispansiyonun iizerine hiicrelerin temasini
engelleyecek ayirict (0,4 um por capl) yerlestirildi. Ayirict i¢ine THP-1 makrofaji
mililitresinde 2x10° hiicre olacak sekilde 500 pl konuldu ve hiicreler %5 CO, igeren
37°C “lik etiivde 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra Caco-2 hiicresinin
bulundugu kuyucuga ve makrofajin bulundugu ayirictya mililitresinde 1x10° olacak
sekilde 500’er pl mikroorganizma ilave edildi. Hiicreler %5 CO, igceren 37°C ‘lik
etlivde 5-24 saat inkiibe edildi. Caco-2 epitel hiicresinin ve THP-1 makrofajinin
bakterisidal etkilerinin hesaplanmasi yukarida tarif edildigi sekilde yapildi (Ozenci
ve ark., 2001; Dolapg1 ve ark., 2003).

2.2.7. NO Miktarmin Olciilmesi

Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirleri ayr1 ayri, birlikte ve
temasin engellenmesi durumunda mikroorganizma ile karsilastirildiktan sonra 5. ve
24. saatlerde kiiltiirlerden elde edilen siipernatantlarda Griess yontemi ile NO tayini
yapildi. Griess yOntemi nitritin asidik ortamda primer bir aromatik amin ile
(stilfanilamit) diazotizasyonu ve NED ile mor renkli bir azo {iriinii olusturmasi
esasina dayanir (Guevara ve ark., 1998; Ellis ve ark.,1998; Mossmann 1983). Kisaca
96 kuyucuklu plaklara 100 pl siipernatant {izerine esit voliimde Griess ayiract (1:1
oraninda %0,1 NED ve %5 fosforik asit i¢inde %1 siilfanilamit ) konuldu, karisim 15
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonra, 540 nm’de mikropleyt
okuyucuda absorbanslar1 belirlendi. Siipernatantlardaki nitrit miktar1 standart nitrit
kalibrasyon egrisinden yararlanarak hesaplandi (Guevara ve ark., 1998; Ellis ve

ark.,1998; Mossmann 1983).
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2.2.8. Sitokin Yamitinin Saptanmasi

Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirleri ayr1 ayri, birlikte ve
temasin engellenmesi durumunda mikroorganizma ile karsilastirildiktan sonra 5. ve
24. saatlerde Kkiiltlirlerden elde edilen siipernatantlar toplanmis ve kullanilincaya
kadar -80°C’de saklanmugtir. Sitokin seviyelerinin Enzyme-linked immunosorbant
assay (ELISA) ile ol¢limii i¢in ependorf tiipleri -80°C’den ¢ikarilmis ve oda 1sisina
getirilmistir. Farkli mikroorganizma ile uyarilmig ve mikroorganizmalarla
uyarilmamis kontrol hiicrelerinin IL-6, IL-8, TNF-a, ve IFN-y seviyeleri ticari
ELISA kitleri ile 6l¢iilmiis, absorbanslar1 spektofotometrik mikroplak okuyucusunda

450 nm’de degerlendirilmis ve protein seviyeleri pikogram cinsinden hesaplanmistir.

2.2.9. istatiksel Degerlendirme

Calismalarin istatistiksel degerlendirmesi SPSS (Versiyon 11.5) programinda
gerceklestirilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesi parametrik bir
test istatistigi olan “Kruskal Wallis” ile, Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaj
hiicre kiiltiirlerinin S. pyogenes ve E. coli’ e kars1 bakterisidal etkileri arasindaki fark
Conover’in Onerdigi c¢oklu karsilastirma testi ile yapilmistir. Degerlendirmelerin
sonucunda p<0,05 olan degiskenler anlamli olarak kabul edilmistir (Conover ve

Sons, 1980).
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3. BULGULAR

3.1. THP-1 Monosit Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii vasatiyla sulandirilan monosit hiicreleri %10 FCS iceren RPMI 1640
icerisinde 1x10° hiicre/ml olacak sekilde siispanse edilerek, 25 cm? yiizeyli hiicre
kiiltiiri siselerinde iretilmistir. PMA ile uyarilmamis hiicreler yuvarlak sekilli ve
kiiltiir plaklarinin plastik yiizeylerine yapismadan siispanse sekilde liremistir (Sekil

3.0).

Sekil 3.1. PMA ile uyarilmamis THP-1 hiicreleri

3.2. Hiicresel Diferensiyasyon

Monosit hiicre dizisi THP-1, PMA ile muamelesinde tim konsantrasyonlarda
diferensiye olmus ve hiicreler kiiltiir plaklarinin plastik yiizeylerine yapigmuistir.
Adhere olmus hiicreler, sekil olarak yassi ve amdboid bir hal almakta ve hiicre
yiizeyinde bulunan bir¢ok mikrovillus kaybolmaktadir. THP-1 hiicrelerinde 20 ng/ml
PMA ilavesi ve 48 saat inkiibasyonda en belirgin fenotipik degisiklikleri ve en iyi
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hiicre canliligini (92,2%) (Sekil 3.3) saglayan optimum PMA konsantrasyonunu ve
inkiibasyon siiresini elde ettik (Sekil 3.2a, 2b).

Sekil 3.2a. THP-1 hiicrelerinin 20 Sekil 3.2b. 48. saat kontrol
ng/ml PMA konsantrasyonunda 48  hiicreleri
saat inkiibasyonu

Hucre Canhlig:

100
90
80
70
60 A
50 A
40 A
30 1
20 A
10 1

B 24, saat

W48, saat

072.saat

Hiicre Canlihigi %

10 ng/ml 20 ng /ml 40 ng/mi 60 ng/ml
PMA konsantrasyonlari

Sekil 3.3. Farkli inkiibasyon periyodlarinin ve PMA konsantrasyonlarinin hiicre

canliligina etkileri
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3.3. Caco-2 Epitel Hiicresi ve THP-1 Makrofaj Hiicre Kiiltiirlerinin Tek
Basina, Birlikte ve Temasin Engellenmesi Durumunda

Mikroorganizmalara Kars1 Gostermis Oldugu Bakterisidal Etkisi

Epitel hiicresi ve makrofajin tek basina, birlikte ve temasin engellenmesi durumunda
1/1 efektor hiicre/hedef hiicre (E/H) oraninda mikroorganizmalara karsi 5. saatte
gostermis oldugu bakterisidal etkiyi hesaplamak i¢in alinan silipernatanin uygun
logaritmik sulandirimi yapildiktan sonra kanli agara ekimi yapilmis ve 37°C’de bir
gece inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin koloni olusturan birimler sayilmus,
mikroorganizma kontrolleri ile karsilagtirarak  bakterisidal etki  ylizdesi

hesaplanmustir.

Buna gore Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirlerinin ayr1
ayr1, birlikte ve temasin engellenmesi durumunda 1/1 E/H oraninda S pyogenes’e
kars1 5. saatte gostermis oldugu bakterisidal etki yiizdeleri sirasi ile %21,96, %27,73,
%24.,36, %31,83 ve %27,55; yine ayni hiicrelerin E. coli’ye kars1 5 saatte gostermis
oldugu bakterisidal etki yiizdeleri sirasi ile %36,22, %63,87, %55,68, %30,51 ve
%43,65 olarak saptanmistir (Cizelge 3.1).

3.3.1. Caco-2 Epitel Hiicre Kiiltiirii ve THP-1 insan Makrofajinin Tek Basina
Mikroorganizmalara Karsi1 Gostermis Oldugu Bakterisidal Etkisi

Caco-2 epitel hiicresinin tek basma 1/1 E/H oraninda S pyogenes’e karsi 5. saatte
gostermis oldugu bakterisidal etki yilizdesi %21,96 iken E. coli’ye karsi 5. saatte
gostermis oldugu bakterisidal etki ylizdesi %36,22 olarak saptanmistir (Cizelge 3.1).

THP-1 makrofaj hiicre kiiltiiriiniin tek basina 1/1 E/H oraninda S pyogenes’e
kars1 5. saatte gostermis oldugu bakterisidal etki ylizdesi %27,73 iken E. coli’ye kars1
5. saatte gostermis oldugu bakterisidal etki yiizdesi %63,87 olarak saptanmigtir

(Cizelge 3.1).
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3.3.2. Caco-2 Epitel Hiicre Kiiltiirii ve THP-1 Insan Makrofajinin Birlikte

Mikroorganizmalara Kars1 Gostermis Oldugu Bakterisidal Etkisi

Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirlerinin birlikte 1/1 E/H
oraninda S pyogenes’e karst 5. saatte gostermis oldugu bakterisidal etki ylizdesi
%24,36 iken E. coli’ye karsi 5. saatte gdstermis oldugu bakterisidal etki yilizdesi
%355,68 olarak saptanmistir (Cizelge 3.1).

3.3.3. Caco-2 Epitel Hiicre Kiiltiirii ve THP-1 Insan Makrofajinin Temasinin

Engellenmesi Durumunda Gostermis Oldugu Bakterisidal Etkisi

Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirleri temasin engellenmesi
durumunda (epitelin listte ve makrofajin altta oldugu) 1/1 E/H oraninda S pyogenes’e
kars1 5. saatte gostermis oldugu bakterisidal etki yiizdesi %3 1,83 iken E. coli’ye karsi
5. saatte gostermis oldugu bakterisidal etki yiizdesi %30,51 olarak saptanmigtir
(Cizelge 3.1).

THP-1 makrofaj hiicre Kkiiltlirleri ile Caco-2 epitel hiicresinin temasin
engellenmesi durumunda (makrofajin iistte ve epitelin altta oldugu) 1/1 E/H oraninda
S pyogenes’e karst 5. saatte gostermis oldugu bakterisidal etki yiizdesi %27,55 iken
E. coli’ye kars1 5. saatte gostermis oldugu bakterisidal etki ylizdesi %43,65 olarak
saptanmistir (Cizelge 3.1).

Hiicrelerin S. pyogenes’e karsi 5. saatte gostermis oldugu bakterisidal etki
yiizdeleri, mikroorganizmaya verdikleri antibakteriyel etkinlik agisindan

degerlendirildiginde;

Caco-2/THP-1+ S. pyogenes (Sp) (%31,83)’in, Caco-2+Sp (%21,96)’ye gore
anlamli olarak yliksek bakterisidal etki gosterdigi saptanirken (p<0,05) (Sekil 3.4),



52

hiicrelerin E. coli’ye kars1 5. saatte gostermis oldugu bakterisidal etki ylizdeleri,
mikroorganizmaya verdikleri antibakteriyel etkinlik acisindan degerlendirildiginde
THP-1+ E. coli (Ec) (%63,87)’nin, Caco-2+Ec (%36,22)’ye gore; Caco-2+THP-
1+Ec (%55,68)’nin, Caco-2+Ec (%36,22)’ye gore; THP-1+Ec (%63,87)’nin, Caco-
2/THP+Ec (%30,51)’ye gore; Caco-2+THP-1+Ec (%55,68)’nin, Caco-2/THP-1+Ec
(%30,51)’ye gore; THP-1/Caco-2+Ec (%43,65) nin, Caco-2/THP-1+Ec (%30,51)’ye
gore anlamli olarak yiiksek bakterisidal etki gosterdigi saptanmistir (p<0,05) (Sekil
3.4).
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Cizelge 3.1. Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaj hiicre kiiltlirlerinin ayr1 ayri,

birlikte ve temasin engellenmesi durumunda 1/1 E/H oraninda S.

pyogenes ve E. coli’e karsi 5. saatte gOstermis oldugu bakterisidal

etkinin dagilim grafigi

X £ 5.8 = Ortalama + Standart Sapma

Caco-2 THP-1 Caco-2+THP-1 Caco2/THP-1 THP-1/Caco-2
o 1/1 E/H 11 E/H 11 E/H 1/1 E/H 11 E/H
25}
—
m
o
S
= x*S8.5 xxS8.5 x* 8.9 xxS8.5 xxS.9
Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
(Median) (Median) (Median) (Median) (Median)
S.pyogenes 21,96 £ 27,713 + 24,36 + 31,83+ 27,55+
5. saat 5,26 20 8,29 29 7,51 24 7,40 34,65 0,80 27,50
E. coli 36,22 + 63,87 + 55,68 + 30,51 + 43,65 +
5. saat 19,25 41 14,96 64,5 12,39 37 2,75 3038 11,79 43
70 ~
60
50
40 W S.pyogenes
30 B E.coli
20 +
10
O |
9 N
0/ QI
0@0 N\
o’ql 00 Q:\
O
@ ® &

Sekil 3.4. Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaj hiicre kiiltlirlerinin ayr1 ayri,

birlikte ve temasin engellenmesi durumunda 1/1 E/H oraninda S.

pyogenes ve E. coli’e kars1 5. saatte gdstermis oldugu bakterisidal etki

ortalamalari
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Genel olarak bakildiginda E. coli’ye kars1 hiicrelerin 5. saatte gostermis oldugu
bakterisidal etki yiizdeleri, S. pyogenes’e karsi hiicrelerin 5. saatte gostermis oldugu
bakterisidal etki yiizdelerinden antibakteriyel etkinlik acisindan degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05) (Sekil 3.4).

3.4. NO Yamt1

Invitro kosullarda 1/1 E/H oranlarinda S. pyogenes ve E. coli ile ayr1 ayr1, birlikte ve
temasin engellenmesi durumunda karsilagtirilan epitel ve makrofaj kiiltiirlerinin
yapisal olarak mikroorganizmalara kars1 5. ve 24. saatte olusturmus oldugu NO
yanitin degerlendirilmesi i¢in alinan siipernatantlarda Griess yontemi ile NO ol¢timii
yapilmig, Ol¢limler sonucu hiicrelerin yapisal olarak ve 1/1 E/H oranlarinda

mikroorganizmalara kars1 yanitta NO olusturdugu saptanmistir (Cizelge 3.2).

5. ve 24. saat sonunda epitel ve makrofaj kiiltiir slipernatantlarinda NO
yanitinin mikroorganizmalarla uyarilmamis kontrol hiicrelerine gore istatistiksel
olarak anlamli olarak yiliksek bulunmustur (p< 0,05) (Cizelge 3.2). S. pyogenes’in
epitel hiicresi ve makrofajin ayr1 ayri, birlikte ve temasin engellenmesi durumunda
1/1 E/H oraninda uyarimina karst gostermis oldugu NO cevabi 5. saatte E. coli’ye
gore artmisken (p<0,05) (Sekil 3.5), 24. saatte E. coli nin hiicrelere kars1 gostermis
oldugu NO yanitinin S. pyogenes’e gore artmis oldugu saptanmistir (p<0,05) (Sekil
3.5).
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Hiicrelerin mikroorganizma ile uyarimi

Ca= Caco-2, Mq= THP-1, Ec= E. coli, Sp=S. pyogenes

Sekil 3.5.  Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirlerinin ayr1 ayri,
birlikte ve temasin engellenmesi durumunda 1/1 E/H oraninda S.
pyogenes ve E. coli’e karst 5. ve 24. saatte goOstermis oldugu NO

yanitlari

3.5. Sitokin Yaniti

Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaj hiicre kiiltlirleri ayr1 ayri, birlikte ve
temasin engellenmesi durumunda 1/1 E/H oranlarinda S. pyogenes ve E. coli ile
uyarilmis olarak ve ayni mikroorganizma ile muamele edilmeden yapisal olarak
olusturmus oldugu sitokin yanitinin degerlendirilmesi i¢in alinan siipernatantlarda
ticari ELISA Kkitleri ile IL-6, IL-8, TNF-a ve IFN-y 6lciimii yapilmis, &lgiimler
sonunda epitel hiicresi ve makrofajin 1/1 E/H oranlarinda ayr1 ayr1 S. pyogenes ve E.
coli’e karst yanitta IL-6, IL-8 ve TNF-a sitokinlerini olusturdugu saptanmistir

(Cizelge 3.2), (Sekil 3.9).
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Cizelge 3.2. Hiicrelerin 1/1 E/H oranlarinda S. pyogenes ve E. coli’e kars1 5. ve 24.

saatte olusturduklar1 NO ve sitokin seviyeleri ortalamalari

Sitokin Yanitlari-Ortalama Degerleri (Pikogram)

GRUP IL-6 IL-8 TNF-a NO
5th Saat | 24th Saat | 5th Saat | 24th Saat | 5th Saat | 24th Saat | 5th Saat | 24th Saat
Ca+Sp 5,34 6,51 3,81 -0,14 -15,36 |-15,59 5,28 3,05
Mq+Sp 0 3,8 17,9 0,38 10,22 |-0,08 6,88 2,72
CatMqg+Sp 60,55 |71,6 4,02 53,85 236,19 207,83 6,68 3,76
% Ca/Mq+Sp | 13,44 |12,73 -0,97 -1,01 51,47 |28,41 4,86 2,12
E] Mq/Ca+Sp [21,85 |4,53 12,8 11,93 84,35 |8,13 6,37 1,77
:8 CatEc 2,77 5,94 23,43 39,1 -17,73 |-17,96 0,48 4,46
= Mq+Ec 113,79 | 119,25 |2279,8 1829,87 | 787,14 |274,05 0,78 4,03
CatMq+Ec 90,44 |76,34 2025,5 ]2007,82 |369,68 |108,94 |0,63 4,15
Ca/Mg+Ec 160,99 |63,19 1687,25 9354 430,13 | 64,44 0,4 4,1
Mg/Ca+Ec | 220,1 132,43 |2333,88 |1945,53 |935,19 |248,29 |3,43 2,75
Cak 3,048 |0 16,408 14,827 |-16,648 |-15,59 0,069 |0
§ Mgk 0 0 850,164 |102522 |-11,358 |-1,482 0,299 |0
; Ca+Mqk 32,871 89,677 |2251,93 |2373,785]310,467]263,077 (0,078 |0
a Ca/Mgk 13,732 |58,924 |1227,052|2297,758 | 49,628 | 61,299 0,06 0,8
Mgq/Cak 35,071 |35,018 |2064,847|2289,066|108,016|56,778 |0 0,262

Ca= Caco-2, Mq= THP-1, Ec= E. coli, Sp=S. Pyogenes

5. ve 24. saatte hiicrelerin S. pyogenes’le uyarimi sonucu olusan IL-6 degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Cat+Mq+Sp’de

IL-6 olusumu Ca+Sp, Mqg+Sp, Ca/Mq+Sp ve Mqg/Ca+Sp’ye gore anlamli olarak

yiiksek bulunmustur (p<0,05). 5. ve 24. saatte hiicrelerin E. coli ile uyarimi sonucu

olusan IL-6 olusumunda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05).

CatEc’de IL-6 olusumu; Mq+Ec, Ca+tMq+Ec, Ca/Mg+Ec ve Mq/Ca+Ec’ye gore

anlamli olarak diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 3.6).
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5. saatte hiicrelerin S. pyogenes ile uyarimi sonucu olusan IL-8 degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). 5. saatte
hiicrelerin E. coli ile uyarimi sonucu olusan IL-8 olusumunda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Ca+Ec’de IL-8 olusumu; Mq+Ec,
CatMq+Ec, Mg/Ca+Ec’ye gore anlamli olarak diisiik bulunmusken, Mq+Ec’de IL-8
olusumu; Ca/Mq+Ec’ye gore anlamli olarak yiiksek ve Mq/Ca+Ec’de IL-8 olusumu

ise CatMqg+Ec ve Ca/Mg+Ec’ye gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (Sekil

3.7).

Hiicre kontrol

Sekil 3.6. Hiicrelerin IL-6 yanitlar1 ve kontrol
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24. saatte hiicrelerin S. pyogenes ile uyarimi sonucu olusan IL-8 degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamisken (p>0,05), 24. saatte
hiicrelerin E. coli ile uyarimi sonucu olusan IL-8 degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Ca+Ec ile Mq+Ec’de IL-8 olusumu,
Cat+Mq+Ec, Mg/Ca+Ec’ye gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (Sekil 3.7).



Sitokin yanitlar (Pikogram)

Sitokin yanitlari (Pikogram)
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Sekil 3.7. Hiicrelerin IL-8 yanitlar1 ve kontrol
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5. ve 24. saatte hiicrelerin S. pyogenes ile uyarimi sonucu olusan TNF-a
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=<0,05).
Cat+Sp’de TNF-a olusumu; Mq+Sp, Ca+tMq+Sp ve Mq/Ca+Sp’ye gore anlaml
olarak diisiikk, CatMq+Sp’de TNF-o olusumu; Ca+Sp, Mq+Sp, Ca/Mq+Sp ve
Mq/Ca+Sp’ye gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). 5. saatte hiicrelerin
E. coli ile uyarimi sonucu olusan TNF-o degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). TNF-a olusumunda; Ca+Ec diger tiim
hiicrelere gore anlamli olarak diisiik, Mq+Ec; Cat+tMq+Ec’ye gore anlamli olarak
yiiksek saptanirken, yine TNF-o olusumunda Cat+Mq+Ec; Mgq/Cat+Ec’ye gore
anlamli olarak diisiik bulunmustur (Sekil 3.8).

24. saatte hiicrelerin E. coli ile uyarimi sonucu olusan TNF-a degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Ca+Ec’de TNF-a olusumu

diger tiim hiicrelere gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Hiicrelerin TNF-a yanitlar1 ve kontrol
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Hucrelerin mikroorganizmalar ile uyarimi
Sekil 3.9. Hiicrelerin mikroorganizmalara karst 5 ve 24. saatte olusturduklari

NO ve sitokin seviyeleri ortalamalar1

Yine Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirleri ayr1 ayri,
birlikte ve temasin engellenmesi durumunda 1/1 E/H oranlarinda S. pyogenes ve E.
coli ile uyarildiktan sonra elde edilen siipernatantlarda ELISA kitleri ile sitokin

Ol¢timii sonucu IFN-y yanit1 saptanamamustir.



63

4. TARTISMA

Dogal immun cevap patojenler tarafindan olusturulan enfeksiyonlara karsi erken
savunma sistemi olarak ortaya c¢ikar. Bu savunma sisteminin yapitaslar1 kazanilmis
immun yanitin en etkili bicimde gelisme gostermesini saglayacak sekilde
farklilagmasinda da etkili olmaktadir. Dogal immun sistemin en 6nemli hiicreleri
epitel hiicresi ve makrofajlardir. Cok sayidaki fonksiyonel rolleri géz oniinde
tutulursa makrofajlar ve epitel hiicreleri inflamatuvar siirecin bagslangicinda ve

devaminda 6nemli bir rol oynamaktadirlar (Bodet ve ark., 2005).

Epitel hiicresi, bariyer fonksiyonu (Steele ve ark., 2000); defensin gibi dogal
antibiyotik fonksiyonuna sahip peptid iiretimi (Abbas ve Lichtman, 2003; Diamond
ve ark., 2001; Acheson ve Luccioli, 2004; Strober, 1999), kompleman sentezi, TLR
ekspresyonu ile antijeni tanima ve MHC molekiil ekspresyonu ile immun hiicrelere
antijen sunumu yapabilmesi (Acheson ve Luccioli, 2004); profesyonel olmayan
yollar ile mikroorganizmay1 fagosite etmesi, sitokin ve kemokin salinimi ile
kazanilmig bagisik yaniti baglatmasi ve yonlendirmesi (Abbas ve Lichtman, 2003;
Kagnoff, 1996; Hedges ve ark, 1995), adezyon molekiillerini eksprese ederek diger
immun hiicreleri enfeksiyon alanina ¢agirmasi ve antikor olusumuna etkisi nedeniyle
immun sisteme aktif olarak katkida bulunmaktadir (Ganz, 2002; Melmed ve ark.,

2003; Strober, 1999).

Makrofajlar; genellikle dogal immun/inflamatuvar cevabi baglatan ve istila
eden patojenle ilk temasta bulunan hiicre olarak kabul edilmektedir (Blau ve ark.,
1997; Delves ve ark., 2006; Farberman ve ark., 2005; Janeway ve ark., 1999;
Kanzato ve ark., 2001; Smythies, 2005). Ne var ki epitel hiicreleri stratejik olarak
hem inhale olmus patojenlerin hem de hareket eden makrofajlarin temasta bulundugu
yerdir. Intestinal epitel hiicreleri ile immun hiicrelerin ¢oziiniir faktorler araciligiyla
birbirlerini etkiledikleri yer intestinal epitelyumdur. Epitel hiicreleri direkt hiicre-

hiicre temas ile ya da yayilabilen aktivasyon faktorleri veya ko-faktorler salarak
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makrofajlar1 aktive edebilirler (Farberman ve ark., 2004; Mori ve ark., 2003; Satsu

ve ark., 20006).

Calismamizda Caco-2 hiicreleri ve THP-1 hiicreleri invitro kosullarda ayr1 ayri,
birlikte ve temasin engellenmesi durumunda 24 kuyucuklu plaklarda karsilastirilarak,
epitel hiicre dizisinin ve makrofaj hiicre dizisinin 1:1 E/H oranlarinda
mikroorganizmalara kars1 uyariminin bakterisidal etkide, NO ve sitokin iiretiminde
degisiklige neden olup olmadiginin arastirilmasi amacglanmistir. Bunun i¢in de Caco-
2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofajin ayr1 ayri, birlikte ve temasin engellenmesi
durumunda kiiltiirleri yapilip mikroorganizmalar ile karsilagtirilan hiicrelerden elde
edilen siipernatantlarda etkilesimden sorumlu olan dogal immun yanitin olusumuna
aracilik eden NO, IL-6, IL-8, TNF-o ve IFN-y seviyelerine ve epitel ve makrofajin
hiicresel etkilerinin birlikte ve temasin engellenmesi durumunda olusturdugu ¢oziiniir

faktorlerin yansimasi olan bakterisidal etkisine bakilmistir.

Konak savunmasinda epitel hiicresinin mukozal ylizeylerdeki dogal ve
kazanilmis immun cevabin diizenlenmesindeki 6nemi iyi bir sekilde anlasilmis ve bu

konuyla ilgili yapilan pek ¢ok ¢alisma ile de gosterilmistir.

Cesitli ¢alismalarda fare vaginal epitel hiicrelerinin Candida albicans’in
tiremesini belirgin bir sekilde azalttigi (Steele ve ark., 1999), insan oral epitel
hiicrelerinin C. albicans’in liremesini hiicre-hiicre temasi ile engelledigi (Steele ve
ark., 2001), Caco-2 intestinal epitel hiicrelerinin ¢esitli Candida tiirlerinin tiremesini

engelledigi gosterilmistir (Ozenci ve ark., 2001).

Behget hastaligi olan olgularda, ilk savunma bdolgesi olan agiz mukozasi epitel
hiicrelerinin streptokoklara karsi bakterisidal etkinliginin, saglikli kontrollere gore
anlamli derecede diisiik oldugu gosterilmis, agiz epitel hiicrelerinin bakterisidal
etkisinin saglikli bireylerde 6nemli bir konak savunmasi oldugu sonucuna varilmistir

(Dolape1 ve ark., 2003).
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Uriner ve oral epitel hiicrelerinin farkli E. coli suslarina kars1 bakterisidal giicii
arastirtlmis ve agiz epitel hiicrelerinin antibakteriyel etkinliginin {riner epitel

hiicrelerinkinden daha yiiksek oldugu bulunmustur (Albayrak ve ark., 2005).

Albayrak ve ark.(2006b) tarafindan, idrar epitel hiicresinin E. coli’ye karsi
olusturmus oldugu bakterisidal etkisinin arastirildigr bir calismada, idrar epitel
hiicresi E. coli ile 1/10, 1/107", 1/10?, 1/107, 1/10™, 1/10°, 1/10°° E/H oranlarinda 6
saat karsilastirilmis ve iiremenin engellenmesi deneyi sonucunda idrar epitel
hiicresinin 1/10, 1/ 10'1, 1/ 10'2, 1/10° E/H oranlarinda ortalama %60,7, 1/ 10'4, 1/107,
1/10° E/H oranlarinda ortalama %11,3 bakterisidal etki gosterdigi bulunmustur.

Albayrak ve ark.(2006a) calismalarinda, S. pyogenes ile uyarilan agiz mukozasi
epitel hiicresi ve KB hiicresinden IL-6, IL-8 ve IL-10’nun yapisal olarak olustugu
saptanmis, farkli S. pyogenes miktarlari ile uyarimi bu sitokinlerin tiretiminde doz ve

zamana bagl olarak degisikler oldugunu gostermislerdir.

Inhale edilen patojenlerle miicadele etmede erken uyariyr baslatabildikleri i¢in
distal hava bosluklarin1 déseyen ve ndbet¢i veya gozcii olarak etki eden akcigerdeki
alveolar epitel hiicrelerin konak savunmasinda onemli rol oynadigi bildirilmistir

(Farberman ve ark., 2004).

Bordetella tiirleri ile uyarilan epitel hiicrelerinin kullanildigi bir ¢alismada
(Lopez-Boado ve ark., 2005), sadece Bordetella bronchiseptica’nin flagellinin
sitokin, kemokin ve konak cevap gen ekspresyonunu uyaran giiclii inflamatuvar

faktor oldugu bildirilmistir.

Kagnoff ve Eckmann (1997), Salmonella’ya maruz birakilmis insan kolonik
epitel hiicrelerinde monosit kemoattraktan protein, TNF ve GM-CSF onkogenezi

regiile eden graft interlokinleri iceren kemo-attraktanlar ve c¢ok sayida
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proinflamatuvar mediatorlerin  ekspresyonu ve salinimimnin artmis oldugunu

gostermislerdir.

Schilling ve ark.(2001), iiropatojenik E. coli (UPEC)’ye karst dogal konak
savunmasini baglatan mekanizmanin mesane epitel hiicresi tarafindan olusturulan
sitokinler tarafindan olustugunu, sadece tip 1 pili’'nin epitel hiicrelerinde IL-6
olusumunu aktive etmek i¢in yeterli olmadigini, mesane i¢inde E. coli’ye kars1 konak

cevabinda artan bakteri invazyonu i¢in LPS’in gerekli oldugunu saptamiglardir.

Yine Hedges ve ark.(1992), Gram negatif bakteriler ile stimiilasyona cevapta
epitel hiicrelerinin IL-6 sekrete ettiklerinin gosterildigi bir ¢alismada, bakterilerle
uyarildig1r zaman epitel hiicrelerinin IL-6’nin esas kaynagi olabilecegini ve mesane
epitel hiicrelerinde onlarin adheziv 6zelliklerine bakmadan bakteriler ve onlarin
tirtinleri ile maruz birakildiktan sonra IL-6 aktivitesinin arttigini, aksine bobrek hiicre
dizisinde ise adhere olan bakteriler ve adhesin pozitif P fimbrialarin adhere olmayan
bakteriler ve adhezin negatif P fimbrialardan belirgin bir sekilde daha fazla IL-6

aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir.

Albayrak ve ark.(2006a)’nin yaptig1 calismada S. pyogenes ile uyarilan agiz
mukozasi epitel hiicresinin 1. saatte ortalama %38,7, 6. saatte ortalama %54,5 ve
doza bagl bakterisidal etki gosterdigi; insan agiz epitel hiicre dizisinin (KB) ise 1.
saatte ortalama %36,3 ve 6. saatte ortalama %37,7 bakterisidal etki gosterdigi tespit

edilmistir.

Caligmamizda ise Caco-2 epitel hiicresi, THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirleri ayr1
ayri, birlikte ve temasin engellenmesi durumunda 1/1 E/H oraninda S. pyogenes’e
kars1 5. saatte gostermis oldugu bakterisidal etki yiizdeleri sirasi ile %21,96, %27,73,
%24,36, %31,83 ve %27,55; yine ayni hiicrelerin E. coli’ye kars1 5 saatte gostermis
oldugu bakterisidal etki yiizdeleri sirasi ile %36,22, %63,87, %55,68, %30,51 ve
%43,65 olarak saptanmustir.
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Genel olarak bakildiginda E. coli’ye kars1 hiicrelerin 5. saatte gostermis oldugu
bakterisidal etki yiizdeleri, S. pyogenes’e karsi hiicrelerin 5. saatte gostermis oldugu
bakterisidal etki yiizdelerinden antibakteriyel etkinlik acisindan degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05) (Sekil 3.4). Ayrica
hiicrelerin E. coli’ye kars1 5. saatte gdstermis oldugu bakterisidal etki yiizdeleri,
makrofaj ve her iki hiicrenin birlikte oldugu kiiltiirlerde epitelin tek basina ve
temasin Onlendigi kiiltiirlere gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Bu
sonuglara gore makrofajin bakterisidal etki yoniinden epitel hiicresine gore daha
etkin rol oynadigini ayrica makrofajla epitelin temasi ile birbirlerini aktive ederek

temasin Onlendigi kiiltiirlere gore daha fazla bir etkiye sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

Makrofajlar ve epitel hiicreleri dogal immuniteye hiicreler arasi iletisim ve
inflamatuvar mediatorlerin salinimi yoluyla katkida bulunmaktadir. Mukozalarda
sitokin ve kemokinlerin olusumu ile saglanan sitokin agi; makrofajlar ve epitel
hiicresi arasinda ¢ift yonlii iletisimi saglamaktadir (Hedges, 1995; Sangari ve ark.,
1999). Makrofaj ve epitel hiicrelerinin dogal immun cevapta davraniglarinin

incelendigi in vitro ¢aligmalar oldukga sinirli kalmistir.

Kronik peridontitisin major etkeni olan Porphyromonas gingivalis’in konak
cevabinda major rol oynayan epitel hiicresi ve makrofajlarin etkilesiminin
arastirtldigt bir caligmada farklt suslarla muameleyi takiben P. gingivalis’in
makrofaj/epitel ko-kiiltiir modellerinde proinflamatuvar sitokinleri (IL-1p ve IL-6) ve
kemokinleri (IL-8 ve RANTES) stimiile edebildigini; ayrica bu inflamatuvar
mediatorlerin - sekresyon seviyesinin kullanilan bakteri suslarma, kullanilan
makrofaj/epitel hiicre oranina ve kullanilan E/H degerine baglh oldugunu

saptamiglardir (Bodet ve ark., 2005).

Caco-2 epitel hiicreleri ve THP-1 makrofaj hiicrelerinin ko-kiiltiirii yapilarak,
intestinal lamina propriada subepitelial bolgede lokalize olmus makrofajlarin
arastirlldigr bir calismada (Kanzato ve ark., 2001), subepitelial makrofajlarin,

yalnizca dis faktorler (patojenler ve yiyecek komponentler gibi) tarafindan degil
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ayni zamanda intestinal epitelyum yoluyla da stimiile olabildigi inflamatuvar ve
immun yanitta intestinal epitelyumdan salinan parakrin faktorlerin intestinal

makrofajlarin fagositik kapasitesini arttirdigr ileri stirilmistiir.

Tip II alveolar epitelyal hiicre ve alveolar makrofajlar1 ile c¢ok sayida
partikiillerin etkilesiminin sitokin salinimina aracilik ettigini gdsteren bir ¢alismada,
makrofaj-epitel ko-kiiltlirlerinde mono-kiiltiirlere gore sinerjistik olarak TNF-a ve
MIP-2 bazal seviyelerinin arttig1 ve partikiillerin invitro inflamatuvar cevaplarinin
makrofaj ve epitel hiicreleri arasinda temasa bagimli oldugu sonucuna varilmistir

(Tao ve Kobzik, 2002).

Hyperoxia ile indiiklenen akciger inflamasyonunda epitel hiicresi ile
makrofajlarda IL-8 saliniminin ve hiicre-hiicre temasinin etkilerinin incelendigi bir
calismada (Hjorth ve ark., 2003), Insan akciger adenokarsinoma hiicre dizisi (A549)
pulmonary epitel hiicreleri ve THP-1 monosit/makrofaj hiicreleri tek basina, ko-
kiiltiirle temasta veya temasi Onlenerek incelendiginde, tek basina kiiltiire edilen
hiicrelerin hi¢ birinde IL-8 miktar1 farkedilir bir sekilde {iretilmedigi, temasin
onlendigi ko-kiiltiirlerde azaldigi, temasin oldugu ko-kiiltiirlerde ise IL-8 seviyesinin
artmis oldugu bulunmustur. Arastirmacilar bu sonuglar ile Hyperoxia’da makrofaj

cevabi epitel hiicresi ile temasinin potansiyel olarak goriildiigiinii vurgulamiglardir.

Kronik periodontitisin {i¢ Onemli etiyolojik ajant olan Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola ve Tannerella forsythia ile tek basina veya birlikte
enfeksiyonu takiben makrofaj/epitel ko-kiiltiir modellerinde inflamatuvar cevabin
arastirildig1 bir calismada (Bodet ve ark., 2006), bu mikroorganizmalarin tek basina
ve kombine bir sekilde tiim hiicreyi veya LPS’leri ile HeLa hiicre dizisi ve U937
hiicre dizisinden olusan bir invitro ko-kiiltiir modeli ile muamele edilmis
stimiilasyonu takiben IL-1P, IL-6, IL-8, TNF-a, RANTES, PGE2 ve MM-9’un tek
basina ve birlikte olarak yapilan enfeksiyonlarda indiiklendigi gosterilmistir. Ayrica
Treponema denticola’nin tek basina veya kombine durumunda RANTES

seviyesinin belirgin bir sekilde azaldigi, Porphyromonas gingivalis ve Tannerella
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forsythia ile muamelede RANTES seviyesinin arttigini, sonug olarak da bakteriyal
veya LPS karisimlariyla yapilan testlerde kemokinlerin, sitokinlerin, PGE2 ve MMP-

9 olusumunda sinerjik etkinin olmadigin1 bildirmislerdir.

Intestinal epitel hiicrelerinde makrofajlarin etkilerinin analizini yapmak igin
ko-kiiltiirii kullanilarak bir in vitro model sisteminin kuruldugu bir ¢calismada (Satsu
ve ark.,2006), Caco-2 hiicre monolayerlerinde, THP-1 ile birlikte kiiltiirii
yapildiginda epitel hiicrelerinde laktat dehidrojenaz salimiminin arttigi  ve
monolayerlerde transepitelial elektrikal resistansin azalmasi ile zarar gordiigii, bunun

da makrofajlardan salinan ¢dziiniir faktorlerden dolay1 oldugu sonucuna varilmastir.

Yine ayni tip bir ¢alismada (Watanabe ve ark., 2004), epitel hiicresi ve
makrofajin ko-kiiltiirii yapilmis olan besiyeri icerisine anti TNF-a antikoru eklenerek
epitel hiicresindeki bu bozulma belirgin bir sekilde baskilanmis, arastiricilar Caco-2
hiicre monolayerlerinde THP-1’den salinan TNF-o’nin hasara neden oldugunu ileri

siirmiislerdir.

Farberman ve ark.(2005), UV-1sinlarina maruz kalmis E. coli ile uyarilan Tip II
epitel hiicrelerinde yayilabilir sinyallerin = salindigini, bunlarin  makrofaj
aktivasyonunu yansitan fagositozu ve hiicre ylizey kabartmalarinda bir ¢ok uzun
filopodia’nin, lamellipodia ve hiicre yassilasmasinda artisin oldugu gibi morfolojik
degisiklikleri baslattigini ve bunun da NO ve iNOS olusumu ile iligkili oldugunu

gostermislerdir.

Intestinal epitelial hiicreler ve immun hiicreler arasindaki direkt etkilesimi
analiz etmek i¢in kurulan hiicre kiltiirii sisteminde membranin alt kisminda
monolayer olarak {iretilen Caco 2 hiicresinin apikal yerine eklenen MCP-1, B-—
kemokinin insertiin iist kisminda bulunan THP-1 hiicrelerinin kemotaksisine (IL gibi
kemotaktik faktorlerle hiicrelerin enfeksiyon alanina gelmesi) neden oldugu ileri

stiriilmiistiir (Mori ve ark., 2003).
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Atmosferdeki partikiillerle maruz kalmay1 takiben Insan alveolar makrofaj ve
bronsial epitel hiicrelerinin (HBEC) ko-kiiltiirlerinde GM-CSF, M-CSF, MIP-1§,
MCP-1, IL-6 ve ICAM-1I’in mRNA’lar1 alveolar makrofaj veya HBEC mono
kiiltiirlere ya da kontrol ko-kiiltiirlere gore seviyelerinin arttigini, kontrol gruplarina
gore 24 saat maruz kalmayi takiben toplanan ko-kiiltiir siipernatanatlarinda GM-CSF,
M-CSF, MIP-1B ve IL-6 yiikseldigini, alveolar makrofaj ve HBEC arasinda GM-
CSF, MIP-1B ve IL-6 olusumunda sinerji oldugu yapilan ¢aligmalarla bulunmustur
(Ishii ve ark., 2005).

Alveolar makrofaj (AM) ve alveolar epitel tip II (TII) hiicreler arasindaki
etkilesimi farkli interaksiyon durumlar1 (ayirici ile ayirarak yada birlikte ko-kiiltiir
seklinde) ve farkli uyarilar (basal, LPS yada silica ) altinda incelendigi bir calismada
(Kanj ve ark., 2006), epitel hiicrelerinden salinan siirfaktanlarin makrofaj aktivitesi
izerine inhibitdr etki gosteriyor gibi goriindiigii; temasin onlendigi kiiltiirler AM/TII
hiicre etkilesimlerini incelemek igin birlikte olan kiiltiirlerden daha iyi oldugunu;
AM/TII hiicre etkilesimleri hiicre kiiltiirlerine (transwell yada miks ) ve maruz kalma
durumlarina bagli oldugunu; Oksidantlar, TNF-a, IL-B, prostaglandinler,
leukotrienler olasilikla AM/TII hiicre etkilesimlerinden etkilendigini ve indirekt

olarak diizenlendigi sonucuna varmiglardir.

Calisgmamizda kullandigimiz Caco-2 epitel hiicreleri ve THP-1 makrofaj
hiicrelerinin invitro kosullarda ayr1 ayri, birlikte ve temasin engellenmesi durumunda
yapisal ve indiiklenebilir olarak pikogram seviyesinde IL-6, IL-8 ve TNF-a
olusturdugu tespit edilmistir. Hiicrelerden hem yapisal hem de indiiklenebilir yanitin
olusmasi, enfeksiyona yanitta genel ve 6zgiil konak dogal savunmasinin varligini

gostermektedir

Sitokinler, mikroorganizmalara karsi salgilanan immun ve inflamatuvar
reaksiyonlar1 diizenleyen polipeptid molekiillerdir. Sitokin sekresyonu kendini
siirlayicr 6zelliktedir. Etkileri siklikla birbiriyle kesisen etkilerdir. Genellikle diger

sitokinlerin sentez ve etkilerini degistirebilirler. Etkileri lokal veya sistemik olabilir



71

(otokrin, parakrin ve endokrin). Proinflamatuvar sitokinler (IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF
gibi) inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu ve gorev alanina ¢agrilmasinda ve
efektorlerin uyarilmasinda rol almakta, antiinflamatuvar sitokinler (IL-10 ve TGF-f
gibi) konagin korunmasi ve doku hasarinin asirtya kagmasinin engellenmesi igin

olusturulmaktadir (Abbas ve Lichtman, 2003).

Calismamizda, 5. ve 24. saatte S. pyogenes ile uyarilmis Caco-2 epitel hiicreleri
ve THP-1 makrofaj hiicreleri birlikte temasin oldugu kiiltiirlerde IL-6 seviyesinin
diger hiicrelere (epitel hiicresi ve temasin 6nlendigi durumlarda) gore artmis oldugu
bulunmustur. E. coli ile uyarilmis hiicrelerde ise 5. ve 24. saatte epitel hiicresinin tek
basina kiiltiirline gore makrofajin tek basina kiiltiire edildigi, hiicrelerin temasin
onlendigi ve temasin oldugu kiiltiirlerde IL-6 seviyesinin artmis oldugu bulunmustur

(p<0,05) (Sekil 3.6).

S. pyogenes ile uyarilmis hiicrelerde 5. ve 24. saatte Caco-2 epitel hiicreleri ve
THP-1 makrofaj hiicreleri tek basina, birlikte ve temas1 6nlenerek incelendiginde hig
birinde IL-8 miktar1 farkedilir bir sekilde {iretilmedigi; E. coli ile uyarilmig
hiicrelerde 5. saatte epitel hiicresinin tek basina kiiltiire edilenlere gore; makrofajin
tek basina kiiltiire edildigi, hiicrelerin temasin Onlendigi ve temasin oldugu
kiltiirlerde IL-8 seviyesinin artmis oldugu bulunmusken makrofajin tek basina
kiiltiire edildigi kiltiirlerdeki IL-8 seviyesi, temasin dnlendigi kiiltiirlere gére anlaml
olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05) (Sekil 3.7). 24. saatte ise E. coli ile uyarilmis
hiicrelerde epitel hiicresinin tek basina kiiltiiriine gére, makrofajin tek basina kiiltiire
edildigi, hiicrelerin temasin Onlendigi ve temasin oldugu kiiltiirlerde ise IL-8

seviyesinin artmis oldugu saptanmistir (p<0,05) (Sekil 3.7).

S. pyvogenes ile uyarilmig hiicrelerde 5. saatte Caco-2 epitel hiicreleri ve THP-1
makrofaj hiicreleri tek bagina, birlikte ya da temasi1 onleyerek incelendiginde; epitel
hiicresinin tek basina kiiltiine gore; makrofajin tek basina kiiltiire edildigi, hiicrelerin
temasin Onlendigi ve temasin oldugu kiiltiirlerde TNF-a seviyesinin artmis oldugu

bulunmustur. Ayrica 5. ve 24. saatte S. pyogenes ile uyarilmis hiicrelerde epitel
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hiicresi ve makrofaj hiicreleri birlikte temasin oldugu kiiltiirlerde TNF-a seviyesinin
diger hiicrelere (epitel hiicresi ve temasin onlendigi durumlarda) gore artmis oldugu
bulunmustur. E. coli ile uyarilmis hiicrelerde 5. ve 24. saatte ise epitel hiicresinin tek
basina kiiltiiriine gére makrofajin tek basmna kiiltiire edildigi, hiicrelerin temasin
onlendigi ve temasin oldugu kiiltirlerde ise TNF-o seviyesinin artmis oldugu

bulunmustur (p<0,05) (Sekil 3.8).

Yine Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirleri ayr1 ayr,
birlikte ve temasin engellenmesi durumunda 1/1 E/H oranlarinda S. pyogenes ve E.

coli ile uyarildiktan sonra elde edilen siipernatantlarda IFN-y yanit1 saptanamamaistir.

Bu caligmada Caco-2 epitel hiicreleri ve THP-1 makrofaj hiicreleri invitro
kosullarda ayr1 ayri, birlikte ve temasin engellenmesi durumunda 24 kuyucuklu
plaklarda karsilastirilarak, epitel hiicre dizisinin ve makrofaj hiicre dizisi 1:1 E/H
oranlarinda mikroorganizmalarla uyarilmis, 5 ve 24. saat sonunda hiicrelerin birlikte,

ayr1 ayr1 ve temasin engellenmesi durumunda NO yanitlar1 da degerlendirilmistir.

Makrofaj ve epitel hiicre yanit1 sitokin {iretimi ile sinirlt olmayip nitrik oksit
(NO) fdretimini diizenleyen enzimleri de uyarir (Castranova, 2004). Hiicreler
arasindaki etkilesim sonucunda NO’ nun salinimi i¢in sitokinlerin devreye girmesine
gereksinim vardir. Ancak hiicrelerin ve sistemlerin birbiriyle etkilesimi tam olarak
aciklanamamistir. NO, viicudun savunma yanitlari i¢cinde ‘oksijene bagimli sistem’
de yer alirken, gaz olma 6zelligi nedeniyle de hiicreden-hiicreye rahatlikla gecerek

‘mesajc1’ iglevini yerine getirmektedir (Chandran ve ark., 1998).

Bakteri ve IFN-y veya yiiksek miktarda LPS ile uyarilan makrofajlar ¢ok
miktarda NO iireterek yabanci hiicrelerde (bakteri, parazit, tlimor hiicreleri) sitostatik
ve/veya sitotoksik etki yaratmaktadir. Indiiksiyon sonrast NO sentezi saatlerce hatta
giinlerce siirebilir. Monosit ve makrofajlarin solunumsal patlamasi sirasinda reaktif

oksijen ara friinlerinin varliginda IFN-y, TNF-a, GM-CSF gibi sitokinler
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artmaktadir (Bogdan ve ark., 2000; Hino ve ark., 2005; Mills ve ark., 1999;
Poljakovic ve ark., 2002).

Bizim sonuclarimiz gostermistir ki 5 ve 24. saat sonunda epitel ve makrofaj
kiiltiir stipernatantlarinda NO yaniti mikroorganizmalarla uyarilmamis kontrol
hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05)
(Sekil 3.5). S. pyogenes’in hiicrelere kars1 gostermis oldugu NO cevabi 5. saatte E.
coli’'ye gore artmisken, 24 saatte E. coli’nin hiicrelere karsi gostermis oldugu NO

yanit1 S. pyogenes’e gore artmis oldugu gozlemlenmistir.

S. pyogenes’in hiicrelere kars1i gostermis oldugu etki ile 5 ve 24. saatte
sitokinlerin (IL-6 ve TNF-a da hiicrelerin birlikte oldugu durumlar disinda) farkedilir
bir sekilde tiretilmedigi buna karsin NO’in artig1 goézlemlenmistir. S. pyogenes’in
erken donemde NO cevabi daha fazla gibi goriinmekte, E. coli’nin bagka
mekanizmalar1 indiikleyerek erken donemde bakterisidal etkide etkin oldugu
varsayilabilir. Burada NO yanit1 ile sitokin yanit1 arasinda bir korelasyonun olmadigi

goriilmektedir.

Genel olarak bakildiginda E. coli’ye karsi hiicrelerin 5. saatte gostermis oldugu
bakterisidal etki ylizdeleri ve sitokin yanitlar1 S. pyogenes e karsi hiicrelerin 5. saatte
gostermis oldugu bakterisidal etki ve sitokin yiizdelerinden antibakteriyel etkinlik
acisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli olarak yliksek bulunmustur

(p<0,05).

Calismamizda E. colinin S. pyogenes’e gore olusturdugu proinflamatuvar
yanitinlarindan c¢ok daha fazla sitokin olusumuna neden oldugu gosterilmistir.
Yapilan ¢alismalarda arastirilan ¢ogu Gram negatif bakterinin (E. coli, Neisseria
meningitidis ve Neisseria gonorrhoeae) Gram pozitif tilirlerin (Staphylococcus
aureus, S. pyogenes, Streptococcus pneumoniae ve Enterococcus faecalis)

olusturdugu proinflamatuvar yanitlarindan ¢ok daha fazla sitokin olusumuna neden
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oldugu gosterilmis; Gram pozitif bakterilerin ¢cogunlukla normal flora elemani olmasi
ve bu yiizden proinflamatuvar sitokinlerin salinimini1 daha zayif olarak indiikledigi ve
antiinflamatuvar sitokinleri uyardigi, bdylece konak ile uyum ig¢inde yasadigi

varsayillmistir (Wilson ve ark., 1998).

Ayrica farkli hiicrelerin ayni1 bakterilerin olusturdugu sinyallere farkli sitokin
yolunun olusumu ile cevap verdikleri goriilmektedir (Wilson ve ark., 1998).
Bakterilerin  Ozellikleri de bu cevaptan etkilenebilmektedir. Makrofajlarda
inflamatuvar sitokinlerin indiiksiyonu i¢in kritik ya da onemli faktorlerden birisi

LPS’dir (Schilling ve ark., 2001).

Bu sonuglara gore makrofajin bakterisidal etki ve sitokin yaniti yOniinden
epitel hiicresine gore daha etkin rol oynadigini ayrica makrofajla epitelin temasi ile
birbirlerini aktive ederek temasin 6nlendigi kiiltiirlere gore daha fazla bir etkiye sahip
oldugunu soyleyebiliriz. Bizim ¢alismamiz epitel hiicresi ile makrofajin hiicre-hiicre
temasinin etkilerinin incelendigi benzer ¢alismalarla uyumlu bulunmustur (Agace ve
ark., 1993; Bodet ve ark., 2006; Hjorth ve ark., 2003; Ishii ve ark., 2005; Pechkosky
ve ark., 2002; Tao ve Kobzik, 2002; Wottrich ve ark., 2004).

Bodet ve arkadaslarinin (2005) calismasinda P. gingivalis in makrofaj/epitel
ko-kiiltiir modellerinde IL-1PB, IL-6, IL-8 ve RANTES’i stimiile edebildigini tespit
etmiglerdir. Tao ve Kobzik (2002) epitelyal hiicre ve makrofajlar ile ¢ok sayida
partikiillerin etkilesimini gosteren bir calismada, makrofaj-epitel ko-kiiltiirlerinde
mono-Kkiiltiirlere gore sinerjistik olarak TNF-a ve MIP-2 bazal seviyelerinin arttigini
bildirmislerdir. Hjorth ve arkadaslar1 (2003) ise Hyperoxia ile indiiklenen akciger
inflamasyonunda epitel hiicresi ile makrofajlarda IL-8 saliniminin incelendigi bir
calismada tek basina kiiltiire edilen hiicrelerin hi¢ birinde IL-8 miktar1 farkedilir bir
sekilde tiretilmedigi, temasin 6nlendigi ko-kiiltlirlerde azaldigi, temasin oldugu ko-
kiiltlirlerde ise IL-8 seviyesinin artmis oldugu gostermislerdir. Hino ve arkadaglarinin
(2005), A549 epitel hiicresi ve makrofaj hiicre dizisi ile ko-kiiltiiriiniin yapildig1 bir
calismada, epitel hiicreleri yliksek sitotoksitite ve kiiltliir vasatlarinda NO yiiksek
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konsantrasyonlarda ol¢iilmiis, epitel hiicrelerindeki sitotoksititenin LPS ile aktive
edilen makrofajlarla temastan sonra meydana geldigi, bu etkilerinde makrofaj

tarafindan salinan NO’in sorumlu oldugu sonucuna varmislardir.

Diger ¢alismalarda oldugu gibi c¢alismamizda temasin oldugu ko-kiiltiirlerde
sitokin seviyesinin artmis oldugu makrofaj cevabinin epitel hiicresi ile temasinin
potansiyal olarak goriildiigii, ayrica sitokin olusumunda monosit-makrofaj hiicre
dizisinin epitel hiicre dizisinden daha biiyiikk rol oynadigi sonucuna varilmistir.
Ancak epitel hiicreleri onlarin stratejik yerinden dolay:r patojenlere karsi ilk yaniti
veren ve direkt hiicre-hiicre temasi ile veya yayilabilen aktivasyon faktorleri ya da
ko-faktorler salarak makrofajlar1 aktive edebilen ve dogal immun/inflamatuvar

cevaba katilim1 saglayan hiicre olmasi agisindan olduk¢a dnemlidir.

Bu in vitro deneylerin belli smirlamalari vardir. Invitro ¢alismalarda kanser
hiicre dizileri kullanilmaktadir. Ko-kiiltiire edilmis insan epitelyal hiicreleri ve
monositleri invitro benzer fenotipik sekilleri oldugu i¢in bu hiicreler secilmistir
(Auwerx, 1991; Kanzato ve ark., 2001; Sambuy ve ark., 2005; Tsuchiya ve
ark.,1980). Bu ko-kiiltiir modelinin invivo da ortaya cikabilen epitel-makrofaj
etkilesimini incelemek igin uygun oldugu goriilmiistir. Invivo olarak olusan
inflamatuvar cevapta yalnizca epitel-makrofaj temasi disinda ¢oziiniir faktorler ve
diger hiicre tipleri (endothelial hiicreler, fibroblastlar ve diger inflamatuvar hiicreler)
ile temasia da gerek duyulmaktadir. Bu kompleks etkilesimleri aragtirabilmek igin

cesitli hiicre tiplerinin de bu ¢aligmalara katilmas1 gerekmektedir.

Bulgularimiz sonucunda mikroorganizmalarla uyarilan epitel hiicresinin tek
basina olusturdugu sitokin yanitlari, makrofajin tek basina, hiicrelerin temasin
onlendigi ve temasin oldugu kiiltiirlerdeki sitokin yanitlarina gore diisiik oldugu;
makrofajin ise bakterisidal etki ve sitokin yanit1 yoniinden epitel hiicresine gore daha
etkin rol oynadigini bulunmustur. Ayrica bu calisma ile makrofaj-epitel ko-
kiiltiirlerinde mono-kiiltiirlere gore sitokinlerin bazal seviyelerinin yiikseldigini ve

mikroorganizmalara karsi invitro inflamatuvar cevaplarinin makrofaj ve epitel
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hiicreleri arasinda temas ile arttigi saptanmistir. Hiicrelerin bakterisidal etkisi ve
sitokin yanitlar1 kullanilan bakteri suslarina, kullanilan makrofaj/epitel hiicre oranina,
hiicre kiiltiirlerinin durumuna (insertle ayirarak temasin 6nlendigi ya da birlikte ko-
kiiltiirti yapildigi), hiicre tiplerine, kullanilan E/H degerine ve zamana bagli olarak
degismektedir. Ayrica farkli hiicrelerin ayn1 bakterilerin olusturdugu sinyallere farkli

sitokin yolunun olusumu ile cevap verdikleri goriilmektedir (Wilson ve ark., 1998).

Farkli hiicreler, farkli mikroorganizmalar ve hiicrelerin mikroorganizma ile
birlikte olmasindaki ve siiresindeki degisiklikler; hiicrelerin farkli yanit
olusturmasina, sitokin ve NO yanitlarinin nitelik ve niceliklerinin degisik olmasina
yol acacak dolayisi ile degisik immun yanit olusturan hiicrelerin flora ile iliskileri de

farkl1 olacaktir (Hino ve ark., 2005; Wilson ve ark.,1998).

Glinlimiizde dogal immunite immun sistemin en ¢ok arastirilan konusunu
olusturmaktadir. Dogal immiinitenin temel mekanizmasini olusturan epitel hiicresi ve
makrofajin etkilesimi diginda diger immiin hiicrelerin ve diger ¢oziiniir faktorlerin de
zaman ve doza bagli degisen proinflamatuvar ve antiinflamatuvar yanitinin daha iyi
anlagilmasi; mukozal as1 calismalarina, hastaliklarin patogenezlerinin arastiritlmasina
ve dogal immun tedaviye 6zellikle antitimor mekanizmalari etkili hale getirmek igin

gelisen tekniklere biiylik katkilarda bulunacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Caco-2 epitel hiicresi, THP-1 makrofaj hiicre kiiltiirleri ayr1 ayri, birlikte ve
temasin engellenmesi durumunda 1/1 E/H oraninda S. pyogenes’e kars1 5. saatte
gostermis oldugu bakterisidal etki yiizdeleri sirasi ile %21,96, %27,73, %?24,36,
%31,83 ve %27,55; yine aymi hiicrelerin E. coli’ye karsi 5 saatte gOstermis
oldugu bakterisidal etki yiizdeleri sirast ile %36,22, %63,87, %55,68, %30,51 ve
%43,65 olarak saptanmustir.

E. coli’ye kars1 hiicrelerin 5. saatte gostermis oldugu bakterisidal etki ytlizdeleri,
S. pyvogenes’e karst hiicrelerin 5. saatte goOstermis oldugu bakterisidal etki

yiizdelerinden istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

S. pyogenes’in bakterisidal etkisi; tek basina mikroorganizmalar ile kiiltiirleri
yapildiginda makrofajlarin epitel hiicresine gore; epitel ve makrofajlarin birlikte

kiltiirii tek basina epitel hiicre kiiltiiriine gore yliksek bulunmustur.

E. coli’'nin bakterisidal etkisi; makrofaj ve her iki hiicrenin birlikte oldugu
kiiltiirlerde epitelin tek basina ve temasin 6nlendigi kiiltiirlere gore anlamli olarak

yiiksek bulunmustur.

5 ve 24. saat sonunda epitel ve makrofaj kiiltiir siipernatantlarinda NO yaniti
mikroorganizmalarla uyarilmamis kontrol hiicrelerine gore istatistiksel olarak
anlamli olarak ytliksek bulunmustur. S. pyogenes ile uyarilan hiicrelerde 5. saatte
anlamli olarak NO cevabi artarken, E. coli ile uyarilan hiicrelerde 24. saatte NO

yanitinin anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmaistir.

Caco-2 epitel hiicreleri ve THP-1 makrofaj hiicrelerinin invitro kosullarda ayr1

ayri, birlikte ve temasin engellenmesi durumunda bazal ve indiiklenebilir olarak
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pikogram seviyesinde IL-6, IL-8 ve TNF-a olusturdugu tespit edilmistir.

7. 5. ve 24. saatte S. pyogenes ile uyarilmis Caco-2 epitel hiicreleri ve THP-1
makrofaj hiicreleri birlikte temasin oldugu kiiltiirlerde IL-6 ve TNF-a
seviyelerinin diger hiicrelere (epitel hiicresi ve temasin onlendigi durumlarda)
gore artmis oldugu bulunmustur. E. coli ile uyarilmis hiicrelerde ise 5. ve 24.
saatte epitel hiicresinin tek basina kiiltiiriine gore makrofajin tek basina kiiltiire
edildigi, hiicrelerin temasin 6nlendigi ve temasin oldugu kiltiirlerde 1L-6 , IL-8

ve TNF-a seviyelerinin artmis oldugu bulunmustur.

8. S. pyogenes’in hiicrelere kars1 gostermis oldugu etki ile 5 ve 24. saatte
sitokinlerin (IL-6 ve TNF-a da hiicrelerin birlikte oldugu durumlar disinda)
farkedilir bir sekilde iiretilmedigi buna karsin NO’in artigi goézlemlenmistir.
Burada NO yanit1 ile sitokin yaniti1 arasinda bir korelasyonun olmadigi tespit

edilmistir.

9. Makrofajin bakterisidal etki ve sitokin yaniti yoniinden epitel hiicresine gore
daha etkin rol oynadig1 ayrica makrofajla epitelin temasi ile birbirlerini aktive
ederek temasmn Onlendigi kiiltiirlere gore daha fazla bir etkiye sahip oldugu

saptanmistir.

Invivo olarak olusan inflamatuvar cevapta yalnizca epitel-makrofaj temasi
disinda ¢oziiniir faktorler ve diger hiicre tipleri (endothelial hiicreler, fibroblastlar ve
diger inflamatuvar hiicreler) ile temasina da gerek duyulmaktadir. Bu kompleks
etkilesimleri arastirabilmek i¢in ¢esitli hiicre tiplerinin de bu caligmalara katilmasi
gerekmektedir. Hiicrelerin bakterisidal etkisi ve sitokin yanitlar1 kullanilan bakteri
suslaria, kullanilan makrofaj/epitel hiicre oranina, hiicre kiiltiirlerinin durumuna
(insertle ayirarak temasin Onlendigi ya da birlikte ko-kiiltiirii yapildigi), hiicre

tiplerine, kullanilan E/H degerine ve zamana bagl olarak degismektedir.
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Giliniimlizde dogal immunite immun sistemin en ¢ok arastirilan konusunu
olusturmaktadir. Dogal immiinitenin temel mekanizmasini olusturan epitel hiicresi ve
makrofajin etkilesimi disinda diger immiin hiicrelerin ve diger ¢oziiniir faktdrlerin de
zaman ve doza bagli degisen proinflamatuvar ve antiinflamatuvar yanitinin daha iyi
anlasilmasi, mukozal as1 ¢aligmalarina, hastaliklarin patogenezlerinin arastirilmasina
ve dogal immun tedaviye 6zellikle antitimor mekanizmalari etkili hale getirmek igin

geligen tekniklere biiyiik katkilarda bulunacaktir.
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OZET

Caco-2 epitel hiicresi ve THP-1 makrofaj hiicrelerinin Streptococcus pyogenes ve
Escherichia coli’ye kars1 bakterisidal etki, nitrik oksit ve sitokin yanitlarinin
arastirillmasi

Epitel hiicresi ve makrofajlar dogal immun cevabin baslangicinda ve devaminda
onemli bir rol oynarlar. Bu hiicrelerin dogal immun cevaba hiicreler arasi iligkiler ve
inflamatuvar mediatorlerin salinimi yoluyla katkida bulunduklarina inanilmaktadir.
Makrofajlar, genellikle dogal immun/inflamatuvar cevabi1 baslatan ve istila eden
patojenle ilk temasta bulunan hiicre olarak kabul edilmektedir. Epitel hiicreleri
stratejik olarak hem patojenlerin hem de makrofajlarin temasta bulundugu yerdir. Bu
calismada, Caco-2 ve THP-1 hiicrelerinin ayr1 ayri, birlikte ve temasin engellenmesi
durumunda farkli mikroorganizmalarla uyarilmasi sonucu olusan bakterisidal etki,
NO ve sitokin iiretiminin karsilagtirilmasi amaglanmistir.

Hedef hiicre olarak S. pyogenes ve E. coli, efektor hiicreler olarak Caco-2
hiicreleri ve aktive olmus makrofaj benzeri THP-1 hiicreleri 1:1 E/H oranlarinda
ikiserli olarak 24 kuyucuklu plaklarda karsilastirilmistir. 5 saatlik inkiibasyonun
ardindan her bir kuyucuktaki siipernatan iiremenin engellenmesi deneyi igin
kuyucuklardan toplanmis, S. pyogenes icin kanl agara ve E. coli i¢in ise EMB agara
ekilmistir. 37°C’de bir gecelik inkiibasyondan sonra plaklarda meydana gelen koloni
olusturan birimler sayilmis ve Dbakterisidal etki yiizdesi hesaplanmistir.
Kuyucuklardan 5 ve 24 saatlik inkiibasyonlardan sonra NO ve sitokin iiretiminin
Olclimii i¢in siipernatan toplanmis ve IL-6, IL-8, TNF-a ve IFN-y seviyeleri ticari
ELISA kitleriyle degerlendirilmistir. Calismalarin istatistiksel degerlendirmesi
Kruskal-Wallis testi ve multiple comparison testi ile yapilmistir.

Caco-2 epitel hiicresi, THP-1 makrofaj hiicresi ayr1 ayri, birlikte ve temasin
engellenmesi durumunda 1/1 E/H oraninda S. pyogenes’e karst 5. saatte gdstermis
oldugu bakterisidal etki ylizdeleri siras1 ile %21,96, %27,73, %24,36, %31,83 ve
%27,55; yine ayn1 hiicrelerin E. coli’ye kars1 5 saatte gdstermis oldugu bakterisidal
etki yiizdeleri sirast ile %36,22, %63,87, %55,68, %30,51 ve %43,65 olarak
saptanmigtir.

5. ve 24. saat sonunda epitel ve makrofaj kiiltiir siipernatantlarinda NO
yanitinda kontrol hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0,05). S. pyogenes ile uyarilan hiicrelerde 5. saatte anlamli olarak
NO cevabr artarken, E. coli ile uyarilan hiicrelerde 24. saatte NO yanitinin anlamli
olarak yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05).
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Caco-2 epitel hiicreleri ve THP-1 makrofaj hiicreleri invitro kosullarda ayri
ayr1, birlikte ve temasin engellenmesi durumunda 5. ve 24. saatte S. pyogenes’e karsi
sitokinlerin seviyelerinde, IL-6 ve TNF-o da hiicrelerin birlikte oldugu durumlar
disinda farkedilir bir degisiklik olmazken (p>0,05), E. coli ile uyarilmis hiicrelerde 5.
ve 24. saatte IL-6, IL-8 ve TNF-a seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml bir artig
gozlenmistir (p<0.05). Hiicrelerin bakterisidal etkisi ve sitokin yanitlari, kullanilan
bakteri suslarina, hiicrelerin iliski durumuna gore degisiklik gostermektedir.
Makrofajin bakterisidal etki ve sitokin yanitt yoniinden epitel hiicresine gore daha
etkin rol oynadigin1 ayrica makrofajla epitelin temasi ile birbirlerini aktive ederek,
temasin Onlendigi ve tek basina yapilan kiiltlirlere gore daha fazla bir etkiye sahip
oldugu saptanmaistir.

Anahtar sozciikler: Epitel hiicresi, Makrofaj, Bakterisidal etki, Nitrik oksit, 1L-6,
IL-8, TNF-a, INF-y
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SUMMARY

Investigation of bactericidal effect, nitric oxide and cytokine responses of Caco-
2 epithelial cells and THP-1 macrophage cells against Streptococcus pyogenes
and Escherichia coli

Epithelial cells and macrophages play major roles in the initiation and maintenance
of innate immune response. These cells are believed to contribute to innate immune
response by intercellular communications and secretion of inflammatory mediators.
The macrophage is usually regarded as the first cell to interact with an invading
pathogen and initiate an innate immune/inflammatory response. Epithelial cells are
strategically located to interact with both pathogens and macrophages. In this study,
it was aimed to compare bactericidal capacity, NO and cytokine production of
macrophages and epithelial cells alone, mixed and separated, against different
bacteria.

Caco-2 cells and activated macrophage-like THP-1 cells as effector cells and S.
pyvogenes or E. coli as target cells were incubated at an effector cell/ target cell ratio
of 1/1 in dublication 24 well plates. Cells untreated with bacteria were used as
control group. After 5 h incubation, supernatants were collected from each well for
growth inhibition assay and were inoculated onto blood agar plates for S. pyogenes
and EMB for E. coli. Following overnight incubation at 37°C, bactericidal effect rate
was calculated by counting the colony forming units. The supernatants were also
collected after 5 and 24 h incubation for measurement of NO and cytokines namely,
IL-6, IL-8, TNF-a, INF-y production by using Griess reagent and commercial ELISA
tests, respectively. Kruskal-Wallis test and multiple comparison test were used for
statistical analysis.

We found the mean values for bactericidal effects of Caco-2 cells and THP-1
cells alone, mixed and seperated by a filter insert as 21,96%, 27,73%, 24,36%,
31,83%, 27,55% on S. pyogenes and as 36,22%, 63,87%, 55,68%, 30,51%, 43,65%
on E. coli, respectively. Our results showed a statistically significant increase in NO
levels in epithelial and/or macrophage cell culture supernatants collected after 5 h
exposure compared to control cells (p<0.05). Contrary to S. pyogenes which
stimulated NO production at 5 h incubation greater than 24 h incubation, NO
increase for E. coli was maximum at 24 h incubation (p<0.05).

When Caco-2 epithelial cells and THP-1 macrophages were incubated in vitro
with S. pyogenes alone, mixed and separated for 5 and 24 hours, there were no
statistically significant changes in the levels of cytokines except for IL-6 and TNF-a
when the cells were mixed (p>0,05). On the other hand, cells which were stimulated
with E. coli showed statistically higher levels of IL-6, IL-8 and TNF-a at 5 and 24
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hours (p<0.05). Bactericidal effect and cytokine response of cells depend on the
bacterial strain used and cell interaction conditions. Macrophages play a more active
role than epithelial cells in bactericidal effect and cytokine response. Besides,
epithelial cells and macrophages activate each other when mixed more than alone or
separated.

Keywords: Epithelial cell, Macrophage, Bactericidal effect, Nitric oxide, IL-6, IL-8,
TNF-o, INF-y
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