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INSAN AGIZ EPITEL HUCRESININ FARKLI ANTIJENIK MIKTARLARDAKI
STREPTOCOCCUS PYOGENES’E KARSI BAKTERISIDAL ETKISINiN VE
SITOKIN YANITININ ARASTIRILMASI*

INVESTIGATION OF BACTERICIDAL EFFECT AND CYTOKINE RESPONSE OF
THE ORAL EPITHELIAL CELLS AGAINST DIFFERENT ANTIGENIC DOSES OF
STREPTOCOCCUS PYOGENES

Nurhan ALBAYRAK**, Derya BIRIKEN**, Hatice OZENCI**

OZET: Epitel hiicreleri, dogal ve kazanilmis immiin yanitin olusmasinda
O6nemli bir role sahiptir. Bu calismada, Streptococcus pyogenes’in artan
miktarlarina karsi insan agiz epitel hicrelerinin (AEH) bakterisidal etkisi ve sitokin
Uretimlerindeki degisikliklerin arastirlmasi amacglanmistir. AEH ve S.pyogenes 1/1,
1/100, 1/1.000 ve 1/10.000 efektér/hedef (E/H) hicre oranlarinda karsilastiriimis,
bir ve alti saatlik inkibasyonlardan sonra bakterisidal etki ile interldkin (IL)
dizeyleri (IL-6, IL-8, IL-10) degerlendirilmistir. Bakterisidal etki oranlarinin birinci
ve altinci saatlerde sirasiyla ortalama %38.7 ve %54.5 oldugu saptanmistir.
AEH’nin bakterisidal etkisi, E/H hlicre oranlarina gbre degerlendirildiginde; 1.
saatte 1/1 orani ile ve 6. saatte 1/1 ve 1/100 orani ile elde edilen bakterisidal
etkilerin, daha yuksek oranlar ile elde edilen etkiye gére anlaml olarak
yuksek oldugu bulunmustur (p<0.05). AEH’nin farkl S.pyogenes miktarlari ile
uyarima vermis oldugu sitokin yanitlari sireye ve doza bagl olarak degisiklik
gOstermistir. Uyarilmis hicrelerin birinci saatte olusturdugu IL-6 yanitlari, yapisal
olarak (uyarimamis) meydana getirdiginden anlamli olarak ylUksek bulunmus
(p<0.05), IL-8 yanitinda yiiksek E/H oranlarina dogru anlamli bir azalma izlenmis
(p<0.001), IL-10 yanitinda ise farkli mikroorganizma miktarlan ile uyarimdan
sonra degisim saptanmamistir (p>0.05). Altinci saat IL-6 olusumunda, yapisal
Uretimden farkli bir yanit saptanmazken, IL-8 yaniti 1/100 ve Uzerindeki E/H
hdcre oranlarinda yapisal Uretiminden anlamli olarak dusuk (sirasiyla p<0.05,
p<0.01, p<0.01) ve IL-10 yaniti 1/100, 1/1.000 E/H hiicre oranlarinda yapisal
Uretiminden anlamli olarak yuksek bulunmustur (sirasiyla p<0.05, p<0.05).
Sonug olarak, AEH’nin farkli S.pyogenes miktarlari ile uyarima karsi bakterisidal
etki ve IL-6, IL-8 ve IL-10 Uretiminde doza bagl olarak farkli yanit olusturdugu
tespit edilmistir. Bu durum, degisen antijen miktarlarina karsi epitel hiicrelerinin
immun sistemin aktivasyon veya tolerans yonunde uyariimasindaki katkisini
vurgulamaktadir.
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ABSTRACT: Epithelial cells (EC) have an important role in the constitution
of both innate and acquired immune responses. The aim of this study was to
investigate the alterations of bactericidal effects and cytokine production patterns
of human oral epithelial cells (OEC) against different doses of Streptococcus
pyogenes. For this purpose, OEC have been stimulated with S.pyogenes with an
effector/target (E/T) cell ratio of 1/1, 1/100, 1/1.000 and 1/10.000, and bactericidal
effects and interleukin (IL)-6, IL-8 and IL-10 levels were detected in the first and
sixth hours of incubation. The mean rates of bactericidal effect detected in the
first and sixth hours were 38.7% and 54.5%, respectively. The bactericidal effects
observed at 1/1 E/T cell ratio in the first hour, and at 1/1 and 1/100 E/T cell
ratio in the the sixth hour were found significantly higher then the other cells
ratios (p<0.05). Time- and dose-depended differences were detected in the
cytokine responses of OEC for different S.pyogenes concentrations. IL-6 levels
produced by stimulated OEC were found higher, and IL-8 levels were found lower
then the levels which were produced by unstimulated OEC (p<0.05, p<0.001,
respectively) in the first hour, while there were no change in IL-10 levels after
stimulation with different bacterial concentrations (p>0.05). At the sixth hour there
were no differences in the IL-6 levels produced by stimulated and unstimulated
cells, while the levels of IL-8 produced by stimulated cells were found lower then
the levels produced by unstimulated cells in the E/T cell ratio of 1/100, 1/1000
and 1/10.000 (p<0.05, p<0.01, p<0.01, respectively). Nevertheless IL-10 levels
in the E/T cell ratio of 1/100 and 1/1.000 were statistically higher then the levels
produced by unstimulated cells (p<0.05, p<0.05). As a result OEC stimulated with
S.pyogenes showed dose dependent manner in bactericidal effect and cytokine
production. It is suggested that epithelial cells stimulation with different doses of
antigen contributed to the immune system activation or tolerance.

Key words: Bactericidal effect, epithelial cell, interleukin.
GIiRIS

Konak bulundugu cevrede dis ve ic epitelyal ylzeyler yoluyla mikroorganizmalarla
sUrekli kargi karglya kalmaktadir'2. Epitel hicreleri, patojene karsi mukus gibi
enfeksiyondan énce var olan ve antimikrobiyal peptidler gibi enfeksiyonun ilk
dakikalari icinde etkinlesen dogal savunma mekanizmalarini aktiflestirmekte; bu
savunmay! asan veya bu savunmadan kacan mikroorganizmalara karsi MHC
molekul ekspresyonu, sitokin ve kemokin Uretimi ve adezyon molekdllerinin
ekspresyonu ile kazanilmis immun yanitin uyarimini yapmakta; kazanilmis imman
yanitin yonunu ‘immdn tolerans’ veya ‘immun aktivasyon’ seklinde belirlemektedirs”.
Mukozal immun sistemde epitel hdcreleri, 6zgul olmayan immudn yanittan kazaniimig
immun yanita geciste ve immun homeostazin regulasyon veya tolerans yénunde
olusmasinda rol oynamakta, bu noktada antijene; antijenin yapisi, miktari ve sunum
sekline gore nasll bir yanit olusturulacagini belirlemektedir®°,

Calismamizda, agiz epitel htcre yanitinin mikroorganizma dozu ile iligkisini
belirlemek igin, bu hdcreler, nazofarinksin yaygin bir patojeni olan Streptococcus
pyogenes’in farkl miktarlar ile uyarimis ve gerek bakterisidal etki yonunden
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gerekse dogal immuniteye aracilik eden IL-8, kazanimis immuUniteye aracilik
eden IL-6 ve toleransa aracilik eden IL-10 sitokinlerinin Gretimindeki degisiklikler
yonunden arastirimasi amagclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calisma icin, antibiyotik almayan ve sigara kullanmayan saglkli 9 eriskin
bireyin uyarimamis tiikrik émekleri toplandi. Omekler, icinde 10 ml antibiyotikli
(%1 penisilin-streptomisin) “Hanks Balanced Salt Solution” (HBSS) bulunan steril
polipropilen santriftj tuplerine alindi ve 3 kez HBSS ile yikandi. Supernatan,
ylkama iglemlerinden sonra sirasiyla 800, 200 ve 800 rpm’de 10'ar dakika santrifij
edildi. Yikama iglemlerinin sonunda elde edilen agiz epitel hicreleri (AEH), 1s1 ile
inaktivasyondan sonra %10 fotal dana serumu (FCS) iceren RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) 1640 besiyerinde sulandirildi ve 20 pl hlcre stspansiyonu
%4’lUK tripan mavisi ile boyandi. Boya almayan canli hicreler Thoma laminda
sayllarak %95 saflikta elde edilen AEH, besiyerinde 1x10° hicre/ml olacak sekilde
sUspanse edildi™ 2,

Refik Saydam Hifzissihha Kdiltir Koleksiyonundan saglanan S.pyogenes
ATCC 19613 susu, koyun kanli agara ekilerek 37°C’de bir gece inklbe edildi.
Ertesi gun plak yuzeyindeki koloniler toplandi ve 3 kez fosfat tamponu (PBS)
ile yikandi. Bakteri pelleti %10 FCS iceren RPMI 1640 besiyerinde sulandirilarak
tripan mavisi ile boyandi ve Thoma laminda sayildi. Bu sekilde 10°, 107, 108 ve
10° cfu/ml bakteri iceren sUspansiyonlar hazirlandi®.

Efektor hucrelerin (AEH) hedef hicreye (S.pyogenes) karsi olusturacag!
bakterisidal etkiyi degerlendirmek icin, AEH ve S.pyogenes, mikroplaklarda
1/1, 1/100, 1/1.000 ve 1/10.000 efektdr/hedef hiicre olacak sekilde ve her bir
oran icin 3’er kuyucuk kullanilimak suretiyle karsilastirildi. Mikroplak 37°C ve %5
CO,'li etlvde inkibasyona birakildi. Kontrol olarak, bakteri ile uyarimamis epitel
hucreleri ve epitel hucresi ile karnstinimamis bakteri stuspansiyonu kullanildi ve
kontroller i¢in 3’er kuyucuk ayrildi. Bir ve 6 saatlik inkUbasyonlarin ardindan her
bir kuyucuk igerigi Uremenin engellenmesi deneyi igin alindi ve seri sulandirmlari
hazirlanarak uygun diliisyonlardan kanl agara ¢ift ekim yapildi. inkiibasyondan
sonra ertesi gun, besiyerlerinde koloni olusturan birimler (cfu) sayildi ve bakteri
kontrolleri ile kiyaslanarak bakterisidal etki (BE) ylUzdesi asagidaki formule gore
hesaplandi''2:

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

S. pyogenes ile uyariimis AEH ve kontrol olarak bakteri ile uyariimamis
AEH sUpernatanlan 1 ve 6. saatlerde ependorf tlplerinde toplandi, 3000 rpm’de
santrifUj edildi ve stUpernatan —70°C’de saklandi. Farkli mikroorganizma miktarlari
ile uyarimis ve mikroorganizma ile uyariimamis hucrelerin olusturdugu IL-6, 1L-8
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ve IL-10 duzeyleri, ticari ELISA (Biosource, USA) kitleriyle arastirildi. Sonuclar
spektofotometrik olarak 450 nm’de deg@erlendirildi ve protein duzeyleri pikogram
cinsinden hesaplandi'.

Istatistiksel degerlendirme, SPSS programinda non-parametrik testler ile
yapildi. AEH’nin farkli miktarlardaki S.pyogenes’e karsi bakterisidal etkisi ve sitokin
yanitlar arasindaki fark Kruskal-Wallis testi ile, farkli mikroorganizma miktarlari ile
uyarm arasindaki farkliliklarin degerlendiriimesi ¢oklu karsilastirma testi ile yapildi.
Degerlendirmelerin sonucunda p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR
Calismamizda, S.pyogenes ile karsilastinian AEH'nin birinci saatte ortalama %38.7
ve altinci saatte ortalama %54.5 bakterisidal etki gosterdigi saptanmistir (Tablo 1).
Tablo I. Agiz Epitel Hucrelerinin Farkli Efektér/Hedef (E/H)
Hucre Oranlarinda S.pyogenes’e Karsi Gosterdigi Bakterisidal Etki Oranlari

AEH AEH AEH AEH
S.pyogenes 11 EMH 1/100 E/H 1/1000 E/H 1/10000 E/H

Ortanca (Ortalama + Standart sapma)

Birinci saat 60.0 28.0 17.0 32.0
(56.0=17.2) (27.4+=15.0) (29.3+16.2) (88.7=21.7)

Altinci saat 91 70 36 36
(85.8+11.9) (60.1 +£21.2) (32.2+9.9) (40.0+=24.0)

AEHnin S.pyogenes Uzerindeki bakterisidal etki ylzdeleri, efektor/hedef
(E/H) hacre konsantrasyonlarina gore de@erlendirildiginde; 1. saatte 1/1 orani
ile ve 6. saatte 1/1 ve 1/100 orani ile elde edilen bakterisidal etkilerin, 1/1.000
ve 1/10.000 oranlari ile elde edilen etkiye gore anlamli olarak yuksek oldugu
saptanmistir (p<0.05) (Sekil 1).
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Sekil 1: AEH’nin 1/1, 1/100, 1/1.000 ve 1/10.000 E/H hiicre oranlarinda S.pyogenes’e karsi
1 ve 6. saatte gOsterdigi bakterisidal etki ortalamalari.
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Epitel hicrelerinin olusturdugu sitokin dizeyleri incelendiginde; gerek farkli
E/H oranlarinda (1/1, 1/100, 1/1000 ve 1/10000) uyariimis gerekse uyarilmamis
(yapisal) AEH'nin IL-6, IL-8 ve IL-10 olusturdugu saptanmistir (Tablo I).

Tablo Il. AEH’nin Farkli Efektér/Hedef (E/H) Hucre Oranlarinda S.pyogenes’e
Kars! Olusturdugu Sitokin Dlzeyi Ortalamalari

AEH AEH AEH AEH
IL tipi AEH 11 1/100 1/1000 1/10000
S.pyogenes (P9) Yapisal E/H hucre E/H hucre E/H hiicre E/H hicre

Ortanca (Ortalama = Standart sapma)

Birinci saat IL-6 9.7 120 120 1.0 11.0
9.7 (10.09+0.7) (136+3.9) (121+1.4) (12.3%2.3) (11.6=1.6)

IL-8 57 6.0 46 2.7 37
(5.82+0.22) (5.9=04) (45=11) (2702 (30=0.8)

IL-10 33.7 350 358 348 36.0
(32.6+6.7) (855+1.3) (87.7+3.1) (85.9%25) (36.4+1.6)

Altinci saat IL-6 11.3 1.0 1.0 11.0 11.0
(11.13=0.5) (11.7+1.9) (11.1+1.0) (10.4+0.7) (11.2+1.5)

IL-8 12.7 7.7 30 25 25
(16.9+10.6) (129=10) (56+3.9) (4.7+3.4) (5.1=3.8)

IL-10 25.7 35.5 372 37.7 355
(28.7+6.6) (85.8+1.0) (36.8+0.8) (36.9+1.6) (85.5+0.1)

AEH'nin farkli S.pyogenes miktarlari ile uyarma vermis olugu IL-6, IL-8 ve
IL-10 yanitlan 1 ve 6. saatlerde doza bagl olarak degismistir. AEH'nin 1. saatte
mikroorganizma ile uyarima karsi olusturdugu IL-6 yanitlari, yapisal olarak meydana
getirdiginden anlamli olarak yUksek bulunmus (p<0.05), IL-8 yanitinda yUksek
E/H oranlarina dogru anlamli bir azalma izlenmis (p<0.001), IL-10 yanitinda ise
farkli mikroorganizma miktarlari ile uyarimdan sonra degisim saptanmamistir
(p<0.05) (Sekil 2).
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Sekil 2: AEH’nin 1/1, 1/100, 1/1.000 ve 1/10.000 E/H hucre oranlarinda S.pyogenes’e karsi
birinci saatte olusturdugu sitokin dlzeyleri ortalamalari.
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Altinci saat IL-6 olusumunda, yapisal Uretimden farkli bir yanit saptanmazken,
IL-8 yaniti 1/100, 1/1.000, 1/10.000 E/H hicre oranlarinda yapisal Uretiminden
anlamli olarak dusuk (sirasiyla p<0.05, p<0.01, p<0.01) ve IL-10 yaniti 1/100,
1/1.000 E/H hucre oranlarinda yapisal Uretiminden anlamli olarak ylksek
bulunmustur (sirastyla p<0.05, p<0.05) (Sekil 3).

6. saat AEH sitokin yanitlar
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Sekil 3: AEH’nin 1/1, 1/100, 1/1000 ve 1/10000 E/H hucre oranlarinda S.pyogenes’e karsi
altinci saatte olusturdugu sitokin duzeyleri ortalamalari.

TARTISMA

Mukozal immun sistemde epitel hicreler, 6zgul olmayan immun yanittan
kazanilmis immun yanita gegiste ve immuan homeostazin regulasyon veya tolerans
yonunde belirlenmesinde bir kavsak noktasi olusturmakta ve antijene nasil bir
yanit olusturulacagini belirlemektedirler. Ancak epitel hicrelerinin karsilastigi
mikroorganizma dozu ve karsilasma suresi, sitokin profilinde ve olusacak olan
immadn yanitin yéndnidnde etkili olmaktadir®'®5. Olusan sitokinler, immdn yanitla
ilgili farkli hticreleri, hicre ylzeyindeki 6zgul reseptérlerine baglanarak ve dis ortami
uyaran sinyalleri olusturarak farkli sekillerde etkilemekte, bdylece lokal veya sistemik
degisik biyolojik fonksiyonlarin olusumuna aracilik etmektedir'®. Mukozalarda sitokin
ve kemokinlerin olusumu ile saglanan sitokin agi; doku makrofajlari, monositler,
T hucreleri ve epitel hicrelerinin arasinda cift yonlu iletisimi saglamaktadir'”'®.
Bu calismada, agiz epitel hicreleri (AEH)'nin S.pyogenes’in farkli miktarlari ile
uyariminin, gosterdigi bakterisidal etkide ve bazi sitokinleri (dogal immun yanitin
olusumuna aracllik eden ve duzenlenmesine katkida bulunan sitokinlerden IL-8,
hem dogal hem de kazaniimis immdnitenin dizenlenmesinde rolU olan IL-6,
immun yanitin tolerans yonunde aktivasyonuna aracilik eden IL-10) Uretmesinde
degisiklige neden olup olmadiginin arastiriimasi amaclanmistir.
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Yapilan ¢alismalarda, insan AEH'nin S.pyogenes ve Candida Uremesini'®1°,
Caco?2 intestinal epitel hiucrelerinin C.albicans ve albicans digi Candida’larin
dremesini', Uriner epitel hicrelerinin ise Eschericha coli'nin Gremesini®® engelledigi
gOsterilmigtir. Bu galismalarda mukozal epitel hiicrelerinin dusuik efektor/hedef (E/H)
hicre oranlarinda anlamli antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir'* 121920,
Calismamizda, AEH’nin bakterisidal etki oranlarinin birinci saatte ortalama %38.7,
altinci saatte ortalama %54.5 oldugu saptanmig, ancak farkl E/H hicre oranlarinda
S.pyogenes ile kargllastinlan AEH'nin, bakterinin artan miktarlarina kargl (birinci
saatte 1/100 ve Uzeri, altinci saatte 1/1.000 ve Uzeri) bakterisidal etkisinde anlamii
derecede azalma oldugu gosterilmigtir (Tablo ).

Mukozal epitel hacreleri (EH)’nin yapisal olarak pek cok sitokinin salinimini
ve ekspresyonunu gerceklestirdigi, mikroorganizma ve mikroorganizma UrUnleri
ile uyanma, farkli, birbirini etkileyen ve dengeleyen sitokin salinimi ile yanit verdigi
daha 6nce yapilan birgok calismada gosterilmistir'”22%, Ancak bu galismalarin
cogu tek bir E/H hicre oraninda yapiimistir?™?. Calismamizda, AEHnin yapisal
ve indUklenebilir olarak pikogram dizeyinde IL-6, IL-8 ve IL-10 olusturdugu tespit
edilmigtir. AEH’nin birinci saatte bakteri ile uyarima kargl olusturdugu IL-6 dizeyinin
anlamli olarak yukseldigi, ancak altinci saatte yapisal tretimden farkli olmadig
gorulmustar. Buna karsin, uyarim sonucunda gerek birinci gerekse altinci saatlerde
Ozellikle 1/100 ve Uzerindeki E/H hlcre oranlarinda IL-8 yanitinin anlamli olarak
azaldigi izlenmistir (Tablo ). IL-10 dUzeyinde ise birinci saatte énemli bir degisim
saptanmazken, altinci saatte 1/100 ve 1/1.000 E/H hlcre oranlarinda anlamii bir
artis belirlenmistir. EH’nin hem yapisal olarak hem de induklendikten sonra ayni
yaniti olusturmasi, enfeksiyona yanitta dogal ve 6zgul konak savunmasindaki
rolinu desteklemektedir.

Calismamizda insan AEH tarafindan sitokin Uretiminin, artan mikroorganizma
miktarina kars! farkli inklbasyon sUrelerinde doza bagl olarak degisen yanitlar
verdigi gosterilmistir. Bulgularimizin, diger arastiricilarin bulgulari ile paralellik
gosterdigi izlenmektedir®'#2, Ellmerich ve arkadaslarinin®® calismasinda, agiz ve
intestinal EH kdlturlerinin Streptococcus bovis'e kars! IL-8 Uretiminin doza bagl
olarak degistigi tespit edilmigtir. Ma ve arkadaslar®, insan kolon EH kulturlerinin
kolera toksini ve toksinin alt birimine karsi IL-6, IL-8 ve IL-10 yanitlarinin doza
bagl olarak degistigini bildirmislerdir. Wilson ve arkadaslan?® ise, normal flora
elemani olan Gram pozitif bakterilerin proinflamatuvar sitokinlerin salinmini daha
zayif olarak indUkledigini ve gogu Gram negatif bakterinin Gram pozitiflerden daha
yUksek dlzeyde (100-1.000 kat) sitokin olusumuna neden oldugunu gdstermislerdir.
Steele ve arkadaslarinin' yaptigi calismada, 1/10, 1/100 ve 1/1.000 E/H hicre
oranlarinda C.albicans ile uyarimis EH'nin Th1 ve Th2 tipi sitokinleri gok dusuk
dlzeylerde Urettigi ve E/H hicre oranlarinin degismesiyle sitokin yanitlarinda bir
degisiklik olmadigr bildirilmistir.

Sonug olarak calismamizda, AEHnin doza bagl antibakteriyel etkinlik ve
sitokin yaniti olusturdugu tespit edilmistir. EH bakterisidal etkisindeki degisimler,
degerlendirdigimiz sitokin yanitlari ile birebir iliskili olmasa da, degerlendirmemis
oldugumuz diger sitokin ve ¢dzunur faktdrlerin ortak yansimasi olarak karsimiza
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¢lkmis olabilir. EH’nin mikroorganizmaya karsl yanitinin daha iyi anlasiimasi icin,
hicresel ve ¢cozUnUr faktorlerin mikroorganizma Uzerinde tek bagina ve diger faktorler
ile birlikte etkilerinin daha ayrnntili olarak arastirimasina gereksinim vardir.
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