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ÖZET: Epitel hücreleri, doğal ve kazanılmış immün yanıtın oluşmasında 
önemli bir role sahiptir. Bu çalışmada, Streptococcus pyogenes’in artan 
miktarlarına karşı insan ağız epitel hücrelerinin (AEH) bakterisidal etkisi ve sitokin 
üretimlerindeki değişikliklerin araştırılması amaçlanmıştır. AEH ve S.pyogenes 1/1, 
1/100, 1/1.000 ve 1/10.000 efektör/hedef (E/H) hücre oranlarında karşılaştırılmış, 
bir ve altı saatlik inkübasyonlardan sonra bakterisidal etki ile interlökin (IL) 
düzeyleri (IL-6, IL-8, IL-10) değerlendirilmiştir. Bakterisidal etki oranlarının birinci 
ve altıncı saatlerde sırasıyla ortalama %38.7 ve %54.5 olduğu saptanmıştır. 
AEH’nin bakterisidal etkisi, E/H hücre oranlarına göre değerlendirildiğinde; 1. 
saatte 1/1 oranı ile ve 6. saatte 1/1 ve 1/100 oranı ile elde edilen bakterisidal 
etkilerin, daha yüksek oranlar ile elde edilen etkiye göre anlamlı olarak 
yüksek olduğu bulunmuştur (p<0.05). AEH’nin farklı S.pyogenes miktarları ile 
uyarıma vermiş olduğu sitokin yanıtları süreye ve doza bağlı olarak değişiklik 
göstermiştir. Uyarılmış hücrelerin birinci saatte oluşturduğu IL-6 yanıtları, yapısal 
olarak (uyarılmamış) meydana getirdiğinden anlamlı olarak yüksek bulunmuş 
(p<0.05), IL-8 yanıtında yüksek E/H oranlarına doğru anlamlı bir azalma izlenmiş 
(p<0.001), IL-10 yanıtında ise farklı mikroorganizma miktarları ile uyarımdan 
sonra değişim saptanmamıştır (p>0.05). Altıncı saat IL-6 oluşumunda, yapısal 
üretimden farklı bir yanıt saptanmazken, IL-8 yanıtı 1/100 ve üzerindeki E/H 
hücre oranlarında yapısal üretiminden anlamlı olarak düşük (sırasıyla p<0.05, 
p<0.01, p<0.01) ve IL-10 yanıtı 1/100, 1/1.000 E/H hücre oranlarında yapısal 
üretiminden anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (sırasıyla p<0.05, p<0.05). 
Sonuç olarak, AEH’nin farklı S.pyogenes miktarları ile uyarıma karşı bakterisidal 
etki ve IL-6, IL-8 ve IL-10 üretiminde doza bağlı olarak farklı yanıt oluşturduğu 
tespit edilmiştir. Bu durum, değişen antijen miktarlarına karşı epitel hücrelerinin 
immün sistemin aktivasyon veya tolerans yönünde uyarılmasındaki katkısını 
vurgulamaktadır.
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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.
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G İ R İ Ş

Konak bulunduğu çevrede dış ve iç epitelyal yüzeyler yoluyla mikroorganizmalarla 
sürekli karşı karşıya kalmaktadır1,2. Epitel hücreleri, patojene karşı mukus gibi 
enfeksiyondan önce var olan ve antimikrobiyal peptidler gibi enfeksiyonun ilk 
dakikaları içinde etkinleşen doğal savunma mekanizmalarını aktifleştirmekte; bu 
savunmayı aşan veya bu savunmadan kaçan mikroorganizmalara karşı MHC 
molekül ekspresyonu, sitokin ve kemokin üretimi ve adezyon moleküllerinin 
ekspresyonu ile kazanılmış immün yanıtın uyarımını yapmakta; kazanılmış immün 
yanıtın yönünü ‘immün tolerans’ veya ‘immün aktivasyon’ şeklinde belirlemektedir3-7. 
Mukozal immün sistemde epitel hücreleri, özgül olmayan immün yanıttan kazanılmış 
immün yanıta geçişte ve immün homeostazın regülasyon veya tolerans yönünde 
oluşmasında rol oynamakta, bu noktada antijene; antijenin yapısı, miktarı ve sunum 
şekline göre nasıl bir yanıt oluşturulacağını belirlemektedir8-10.

Çalışmamızda, ağız epitel hücre yanıtının mikroorganizma dozu ile ilişkisini 
belirlemek için, bu hücreler, nazofarinksin yaygın bir patojeni olan Streptococcus 
pyogenes’in farklı miktarları ile uyarılmış ve gerek bakterisidal etki yönünden 
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gerekse doğal immüniteye aracılık eden IL-8, kazanılmış immüniteye aracılık 
eden IL-6 ve toleransa aracılık eden IL-10 sitokinlerinin üretimindeki değişiklikler 
yönünden araştırılması amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışma için, antibiyotik almayan ve sigara kullanmayan sağlıklı 9 erişkin 
bireyin uyarılmamış tükrük örnekleri toplandı. Örnekler, içinde 10 ml antibiyotikli 
(%1 penisilin-streptomisin) “Hanks Balanced Salt Solution” (HBSS) bulunan steril 
polipropilen santrifüj tüplerine alındı ve 3 kez HBSS ile yıkandı. Süpernatan, 
yıkama işlemlerinden sonra sırasıyla 800, 200 ve 800 rpm’de 10’ar dakika santrifüj 
edildi. Yıkama işlemlerinin sonunda elde edilen ağız epitel hücreleri (AEH), ısı ile 
inaktivasyondan sonra %10 fötal dana serumu (FCS) içeren RPMI (Roswell Park 
Memorial Institute) 1640 besiyerinde sulandırıldı ve 20 µl hücre süspansiyonu 
%4’lük tripan mavisi ile boyandı. Boya almayan canlı hücreler Thoma lamında 
sayılarak %95 saflıkta elde edilen AEH, besiyerinde 1x105 hücre/ml olacak şekilde 
süspanse edildi11,12.

Refik Saydam Hıfzıssıhha Kültür Koleksiyonundan sağlanan S.pyogenes 
ATCC 19613 suşu, koyun kanlı agara ekilerek 37°C’de bir gece inkübe edildi. 
Ertesi gün plak yüzeyindeki koloniler toplandı ve 3 kez fosfat tamponu (PBS) 
ile yıkandı. Bakteri pelleti %10 FCS içeren RPMI 1640 besiyerinde sulandırılarak 
tripan mavisi ile boyandı ve Thoma lamında sayıldı. Bu şekilde 105, 107, 108 ve 
109 cfu/ml bakteri içeren süspansiyonlar hazırlandı12.

Efektör hücrelerin (AEH) hedef hücreye (S.pyogenes) karşı oluşturacağı 
bakterisidal etkiyi değerlendirmek için, AEH ve S.pyogenes, mikroplaklarda 
1/1, 1/100, 1/1.000 ve 1/10.000 efektör/hedef hücre olacak şekilde ve her bir 
oran için 3’er kuyucuk kullanılmak suretiyle karşılaştırıldı. Mikroplak 37°C ve %5 
CO2’li etüvde inkübasyona bırakıldı. Kontrol olarak, bakteri ile uyarılmamış epitel 
hücreleri ve epitel hücresi ile karıştırılmamış bakteri süspansiyonu kullanıldı ve 
kontroller için 3’er kuyucuk ayrıldı. Bir ve 6 saatlik inkübasyonların ardından her 
bir kuyucuk içeriği üremenin engellenmesi deneyi için alındı ve seri sulandırımları 
hazırlanarak uygun dilüsyonlardan kanlı agara çift ekim yapıldı. İnkübasyondan 
sonra ertesi gün, besiyerlerinde koloni oluşturan birimler (cfu) sayıldı ve bakteri 
kontrolleri ile kıyaslanarak bakterisidal etki (BE) yüzdesi aşağıdaki formüle göre 
hesaplandı11,12:

BE (%) = 
[Ortalama cfu (kontrol kuyucuğu) – Ortalama cfu (deney kuyucuğu)]

 x 100

 
Ortalama cfu (kontrol kuyucuğu)

 

S. pyogenes ile uyarılmış AEH ve kontrol olarak bakteri ile uyarılmamış 
AEH süpernatanları 1 ve 6. saatlerde ependorf tüplerinde toplandı, 3000 rpm’de 
santrifüj edildi ve süpernatan –70°C’de saklandı. Farklı mikroorganizma miktarları 
ile uyarılmış ve mikroorganizma ile uyarılmamış hücrelerin oluşturduğu IL-6, IL-8 



ve IL-10 düzeyleri, ticari ELISA (Biosource, USA) kitleriyle araştırıldı. Sonuçlar 
spektofotometrik olarak 450 nm’de değerlendirildi ve protein düzeyleri pikogram 
cinsinden hesaplandı13,14.

İstatistiksel değerlendirme, SPSS programında non-parametrik testler ile 
yapıldı. AEH’nin farklı miktarlardaki S.pyogenes’e karşı bakterisidal etkisi ve sitokin 
yanıtları arasındaki fark Kruskal-Wallis testi ile, farklı mikroorganizma miktarları ile 
uyarım arasındaki farklılıkların değerlendirilmesi çoklu karşılaştırma testi ile yapıldı. 
Değerlendirmelerin sonucunda p<0.05 anlamlı olarak kabul edildi.

B U L G U L A R

Çalışmamızda, S.pyogenes ile karşılaştırılan AEH’nin birinci saatte ortalama %38.7 
ve altıncı saatte ortalama %54.5 bakterisidal etki gösterdiği saptanmıştır (Tablo I).

Tablo I. Ağız Epitel Hücrelerinin Farklı Efektör/Hedef (E/H)
Hücre Oranlarında S.pyogenes’e Karşı Gösterdiği Bakterisidal Etki Oranları

 AEH AEH AEH AEH
S.pyogenes 1/1 E/H 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) (38.7 ± 21.7)

Altıncı saat 91 70 36 36
 (85.8 ± 11.9) (60.1 ± 21.2) (32.2 ± 9.9) (40.0 ± 24.0)

AEH’nin S.pyogenes üzerindeki bakterisidal etki yüzdeleri, efektör/hedef 
(E/H) hücre konsantrasyonlarına göre değerlendirildiğinde; 1. saatte 1/1 oranı 
ile ve 6. saatte 1/1 ve 1/100 oranı ile elde edilen bakterisidal etkilerin, 1/1.000 
ve 1/10.000 oranları ile elde edilen etkiye göre anlamlı olarak yüksek olduğu 
saptanmıştır (p<0.05) (Şekil 1).

Şekil 1: AEH’nin 1/1, 1/100, 1/1.000 ve 1/10.000 E/H hücre oranlarında S.pyogenes’e karşı
1 ve 6. saatte gösterdiği bakterisidal etki ortalamaları.
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Epitel hücrelerinin oluşturduğu sitokin düzeyleri incelendiğinde; gerek farklı 
E/H oranlarında (1/1, 1/100, 1/1000 ve 1/10000) uyarılmış gerekse uyarılmamış 
(yapısal) AEH’nin IL-6, IL-8 ve IL-10 oluşturduğu saptanmıştır (Tablo II).

Tablo II. AEH’nin Farklı Efektör/Hedef (E/H) Hücre Oranlarında S.pyogenes’e 
Karşı Oluşturduğu Sitokin Düzeyi Ortalamaları

   AEH AEH AEH AEH
 IL tipi AEH 1/1 1/100 1/1000 1/10000
S.pyogenes  (pg) Yapısal E/H hücre E/H hücre E/H hücre E/H hücre

 Ortanca (Ortalama ± Standart sapma)

Birinci saat IL-6 9.7 12.0 12.0 11.0 11.0
  9.7 (10.09 ± 0.7) (13.6 ± 3.9) (12.1 ± 1.4) (12.3 ± 2.3) (11.6 ± 1.6)

 IL-8 5.7 6.0 4.6 2.7 3.7
  (5.82 ± 0.22) (5.9 ± 0.4) (4.5 ± 1.1) (2.7 ± 0.2) (3.0 ± 0.8)

 IL-10 33.7 35.0 35.8 34.8 36.0
  (32.6 ± 6.7) (35.5 ± 1.3) (37.7 ± 3.1) (35.9 ± 2.5) (36.4 ± 1.6)

Altıncı saat IL-6 11.3 11.0 11.0 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 3.0 2.5 2.5
  (16.9 ± 10.6) (12.9 ± 10) (5.6 ± 3.9) (4.7 ± 3.4) (5.1 ± 3.8)

 IL-10 25.7 35.5 37.2 37.7 35.5
  (28.7 ± 6.6) (35.8 ± 1.0) (36.8 ± 0.8) (36.9 ± 1.6) (35.5 ± 0.1)

AEH’nin farklı S.pyogenes miktarları ile uyarıma vermiş oluğu IL-6, IL-8 ve 
IL-10 yanıtları 1 ve 6. saatlerde doza bağlı olarak değişmiştir. AEH’nin 1. saatte 
mikroorganizma ile uyarıma karşı oluşturduğu IL-6 yanıtları, yapısal olarak meydana 
getirdiğinden anlamlı olarak yüksek bulunmuş (p<0.05), IL-8 yanıtında yüksek 
E/H oranlarına doğru anlamlı bir azalma izlenmiş (p<0.001), IL-10 yanıtında ise 
farklı mikroorganizma miktarları ile uyarımdan sonra değişim saptanmamıştır 
(p<0.05) (Şekil 2).

Şekil 2: AEH’nin 1/1, 1/100, 1/1.000 ve 1/10.000 E/H hücre oranlarında S.pyogenes’e karşı 
birinci saatte oluşturduğu sitokin düzeyleri ortalamaları.
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Altıncı saat IL-6 oluşumunda, yapısal üretimden farklı bir yanıt saptanmazken, 
IL-8 yanıtı 1/100, 1/1.000, 1/10.000 E/H hücre oranlarında yapısal üretiminden 
anlamlı olarak düşük (sırasıyla p<0.05, p<0.01, p<0.01) ve IL-10 yanıtı 1/100, 
1/1.000 E/H hücre oranlarında yapısal üretiminden anlamlı olarak yüksek 
bulunmuştur (sırasıyla p<0.05, p<0.05) (Şekil 3).

Şekil 3: AEH’nin 1/1, 1/100, 1/1000 ve 1/10000 E/H hücre oranlarında S.pyogenes’e karşı 
altıncı saatte oluşturduğu sitokin düzeyleri ortalamaları.
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T A R T I Ş M A

Mukozal immün sistemde epitel hücreler, özgül olmayan immün yanıttan 
kazanılmış immün yanıta geçişte ve immün homeostazın regülasyon veya tolerans 
yönünde belirlenmesinde bir kavşak noktası oluşturmakta ve antijene nasıl bir 
yanıt oluşturulacağını belirlemektedirler. Ancak epitel hücrelerinin karşılaştığı 
mikroorganizma dozu ve karşılaşma süresi, sitokin profilinde ve oluşacak olan 
immün yanıtın yönününde etkili olmaktadır8,10,15. Oluşan sitokinler, immün yanıtla 
ilgili farklı hücreleri, hücre yüzeyindeki özgül reseptörlerine bağlanarak ve dış ortamı 
uyaran sinyalleri oluşturarak farklı şekillerde etkilemekte, böylece lokal veya sistemik 
değişik biyolojik fonksiyonların oluşumuna aracılık etmektedir16. Mukozalarda sitokin 
ve kemokinlerin oluşumu ile sağlanan sitokin ağı; doku makrofajları, monositler, 
T hücreleri ve epitel hücrelerinin arasında çift yönlü iletişimi sağlamaktadır17,18. 
Bu çalışmada, ağız epitel hücreleri (AEH)’nin S.pyogenes’in farklı miktarları ile 
uyarımının, gösterdiği bakterisidal etkide ve bazı sitokinleri (doğal immün yanıtın 
oluşumuna aracılık eden ve düzenlenmesine katkıda bulunan sitokinlerden IL-8, 
hem doğal hem de kazanılmış immünitenin düzenlenmesinde rolü olan IL-6, 
immün yanıtın tolerans yönünde aktivasyonuna aracılık eden IL-10) üretmesinde 
değişikliğe neden olup olmadığının araştırılması amaçlanmıştır.
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Yapılan çalışmalarda, insan AEH’nin S.pyogenes ve Candida üremesini12,19, 
Caco2 intestinal epitel hücrelerinin C.albicans ve albicans dışı Candida’ların 
üremesini11, üriner epitel hücrelerinin ise Eschericha coli’nin üremesini20 engellediği 
gösterilmiştir. Bu çalışmalarda mukozal epitel hücrelerinin düşük efektör/hedef (E/H) 
hücre oranlarında anlamlı antimikrobiyal etkiye sahip olduğu tespit edilmiştir11,12,19,20. 
Çalışmamızda, AEH’nin bakterisidal etki oranlarının birinci saatte ortalama %38.7, 
altıncı saatte ortalama %54.5 olduğu saptanmış, ancak farklı E/H hücre oranlarında 
S.pyogenes ile karşılaştırılan AEH’nin, bakterinin artan miktarlarına karşı (birinci 
saatte 1/100 ve üzeri, altıncı saatte 1/1.000 ve üzeri) bakterisidal etkisinde anlamlı 
derecede azalma olduğu gösterilmiştir (Tablo I).

Mukozal epitel hücreleri (EH)’nin yapısal olarak pek çok sitokinin salınımını 
ve ekspresyonunu gerçekleştirdiği, mikroorganizma ve mikroorganizma ürünleri 
ile uyarıma, farklı, birbirini etkileyen ve dengeleyen sitokin salınımı ile yanıt verdiği 
daha önce yapılan birçok çalışmada gösterilmiştir17,21-29. Ancak bu çalışmaların 
çoğu tek bir E/H hücre oranında yapılmıştır21-25. Çalışmamızda, AEH‘nin yapısal 
ve indüklenebilir olarak pikogram düzeyinde IL-6, IL-8 ve IL-10 oluşturduğu tespit 
edilmiştir. AEH’nin birinci saatte bakteri ile uyarıma karşı oluşturduğu IL-6 düzeyinin 
anlamlı olarak yükseldiği, ancak altıncı saatte yapısal üretimden farklı olmadığı 
görülmüştür. Buna karşın, uyarım sonucunda gerek birinci gerekse altıncı saatlerde 
özellikle 1/100 ve üzerindeki E/H hücre oranlarında IL-8 yanıtının anlamlı olarak 
azaldığı izlenmiştir (Tablo II). IL-10 düzeyinde ise birinci saatte önemli bir değişim 
saptanmazken, altıncı saatte 1/100 ve 1/1.000 E/H hücre oranlarında anlamlı bir 
artış belirlenmiştir. EH’nin hem yapısal olarak hem de indüklendikten sonra aynı 
yanıtı oluşturması, enfeksiyona yanıtta doğal ve özgül konak savunmasındaki 
rolünü desteklemektedir.

Çalışmamızda insan AEH tarafından sitokin üretiminin, artan mikroorganizma 
miktarına karşı farklı inkübasyon sürelerinde doza bağlı olarak değişen yanıtlar 
verdiği gösterilmiştir. Bulgularımızın, diğer araştırıcıların bulguları ile paralellik 
gösterdiği izlenmektedir8,13,26. Ellmerich ve arkadaşlarının13 çalışmasında, ağız ve 
intestinal EH kültürlerinin Streptococcus bovis’e karşı IL-8 üretiminin doza bağlı 
olarak değiştiği tespit edilmiştir. Ma ve arkadaşları8, insan kolon EH kültürlerinin 
kolera toksini ve toksinin alt birimine karşı IL-6, IL-8 ve IL-10 yanıtlarının doza 
bağlı olarak değiştiğini bildirmişlerdir. Wilson ve arkadaşları26 ise, normal flora 
elemanı olan Gram pozitif bakterilerin proinflamatuvar sitokinlerin salınımını daha 
zayıf olarak indüklediğini ve çoğu Gram negatif bakterinin Gram pozitiflerden daha 
yüksek düzeyde (100-1.000 kat) sitokin oluşumuna neden olduğunu göstermişlerdir. 
Steele ve arkadaşlarının14 yaptığı çalışmada, 1/10, 1/100 ve 1/1.000 E/H hücre 
oranlarında C.albicans ile uyarılmış EH’nin Th1 ve Th2 tipi sitokinleri çok düşük 
düzeylerde ürettiği ve E/H hücre oranlarının değişmesiyle sitokin yanıtlarında bir 
değişiklik olmadığı bildirilmiştir.

Sonuç olarak çalışmamızda, AEH’nin doza bağlı antibakteriyel etkinlik ve 
sitokin yanıtı oluşturduğu tespit edilmiştir. EH bakterisidal etkisindeki değişimler, 
değerlendirdiğimiz sitokin yanıtları ile birebir ilişkili olmasa da, değerlendirmemiş 
olduğumuz diğer sitokin ve çözünür faktörlerin ortak yansıması olarak karşımıza 



çıkmış olabilir. EH’nin mikroorganizmaya karşı yanıtının daha iyi anlaşılması için, 
hücresel ve çözünür faktörlerin mikroorganizma üzerinde tek başına ve diğer faktörler 
ile birlikte etkilerinin daha ayrıntılı olarak araştırılmasına gereksinim vardır.
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