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OZET

Mukozal yiizeyler mikroorganizmalara kars: savunmada ilk karsilasma bélgeleridir. Bakteriyel infeksiyonlar mukozal sitokin
sekresyonuna neden olur ve mukozal sitokinler kismen epitel hiicrelerinden kaynaklanir. Epitel hiicreleri ayni zamanda anti-
mikrobiyal peptidler de salgilar. Bu calismada, farkli konsantrasyonlarda E.coli ile uyarilmus iiriner sistem epitel hiicreleri-
nin bakterisidal aktivitesi ve sitokin ve kemokin yaniti in vitro olarak arastirilnugtir. Sitokin ve kemokin diizeyleri ELISA ile,
bakterisidal aktivite koloni sayma yontemi ile incelenmigtir. E.coli ile uyarilmis epitel hiicrelerinde MCP-1, IFN-Y ve IL-6
sitokin diizeyleri epitel hiicresi bulunmayan orneklere gore artis gostermigtir (p<0.05). E.coli ile stimiile edilen iiriner sistem
epitel hiicrelerinde bakterisidal aktivite de gozlenmistir. Bu bulgularin is1ginda, iiriner sistem epitel hiicrelerinin konagin im-

miin yamtinin diizenlenmesinde aktif rol oynayabilecegi diistiniilmiistiir.
Anahtar kelimeler: Epitel hiicresi, bakterisidal aktivite, sitokin

SUMMARY

Mucosal surfaces are the first line of defence against microbes. Bacteriel infection trigger mucosal cytokine secretion. The
mucosal cytokines derived, in part, from epithelial cells. Epithelial cells also produce antimicrobial peptides. In this study,
the cytokine and chemokine responses and bactericidal activity of the urinary system epithelial cells stimulated with different
concentration of E. coli were assesed in vitro. The cytokine and chemokine levels were determined by ELISA and bacterici-
dal activity was detected by colony counting assay. It was observed that in epithelial cells stimulated by E.coli the levels of
MCP-1, IFN-Y and IL-6 cytokines increased compared to the samples that were not included epithelial cell (p<0.05). Bac-
tericidal effect of the urinary epithelial cells stimulated by E.coli was also determined. In the light of these findings, it is con-
sidered that urinary system epithelial cells may play an active role in the regulation of immune response of a host.
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GIRIS hiicreler mikrobiyal invazyonu takiben konagin

mukozal inflamatuvar yanitinin baslamasinda ve

Uriner sistem infeksiyonlar1 6zellikle kadinlarda diizenlenmesinde onemli rol oynamaktadir. im-

goriilen ve en sik bakteriyel etken olarak Esche-
richia coli (E.coli)nin izole edildigi infeksiyonlar-
dir (1). Mukozal yiizeyler, konak ve bakteri ara-
sindaki ilk kargilagma bolgeleridir (2). Dis cev-
redeki mikroorganizmalar ile steril i¢ ortami bir-
birinden ayirir ve mikroorganizmalara karsi ilk
savunma sistemi olarak rol oynar (3). Epitelyal

miin yanitta epitel hiicrelerinin rolii son yillarda
daha iyi anlagilmis ve bu konuyla ilgili ¢aligma-
lar giderek artig gostermigtir. Mikroorganizmalara
kars1 miicadelede mukozal cevabin olugsmasinda
etkin rol oynayan epitel hiicrelerinin sitokin ve
kemokin gibi maddeleri olugturabilme kapasitesi-
ne sahip olduklar1 son yillarda yapilan caligma-
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larda gozlenmistir (4,5).

Fare modellerinde {iiropatojen E.coli suslarinin
mesaneye uygulanmasinin giiclii bir inflamatuvar
yamta neden oldugu belirlenmistir (6). Uropato-
jen E.coli ile uyarilan iiriner sistem epitel hiicre-
leri cesitli sitokinlerin sentezini uyararak inflama-
tuvar yamta yol acar. Uroepitelyal hiicrelerin si-
tokin yanmitinin biiyiiklii§ii bakteriyel aderans ve
fimbrial ekspresyon ile iligkilidir (5). Mukozal
yiizeylerden salinan sitokinler bir yandan akut in-
feksiyon sirasinda goriilen lokal ve sistemik et-
kilerin olusumuna neden olurken, diger yandan
lokal kemokin iretimi inflamatuvar hiicrelerin
toplanmasina ve mukozal yiizeylerden mikroorga-
nizmalarin temizlenmesine yol agar (7).

Epitelyal hiicrelerin 6nemli bir koruyucu ozelligi
de salgiladiklar1 anti-mikrobiyal peptidler aracili-
giyla patojenleri yok edebilme yetenekleridir.
Epitel hiicrelerinin salgiladig1 peptidler ayrica do-
gal ve kazanilmig immiin sistemin diizenlenme-
sinde onemli rol oynar (3).

Bu calismada, iiriner sistem epitel hiicrelerinin
immiin yanit {iizerindeki etkilerinin belirlenmesi
icin, farkli konsantrasyonlarda E.coli susu ile mu-
amele edilmig iriner sistem epitel hiicrelerinin
bakterisidal aktivitelerinin ve sitokin ve kemokin
yanit1 iizerine olan etkilerinin belirlenmesi amag-
lanmustir.

GEREC VE YONTEM

Bakteri suslarli. Calismamizda E.coli ATCC
25922 susu kullamilmistir. E.coli ATCC 25922
susu Trypticase soy agar besiyerine ekilmis ve
37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin
besiyeri yiizeyinden bir 6ze dolusu mikroorganiz-
ma toplanarak ii¢ kez PBS (Phosphate buffer sa-
line) icinde yikanmig, %10 fetal calf serum
(FCS) iceren RPMI-1640 i¢inde sulandirilmis ve
tripan mavisi ile boyanarak Thoma laminda can-
i mikroorganizmalar sayilmistir. Daha sonra 105,
106, 107,108 cfu/ml konsantrasyonlarda E.coli

iceren bakteri siispansiyonlari hazirlanmistir (8).

180

Isil Fidan , Emine Yegilyurt, Sultan Yolbakan, Berna Erdal

Uriner sistem epitel hiicre izolasyonu. Saglikli ki-
silerden sabah ilk akim idrarlar1 steril idrar ka-
bma alinarak, 50 ml'lik tiiplere aktarilmis, santri-
fiij edilmis ve olugsan idrar sedimenti ii¢ kez
PBS ile yikanmistir. Epitel hiicreleri %10 FCS
iceren RPMI-1640 icinde sulandirilmig, tripan
mavisi ile boyanarak Thoma laminda canli hiicre-
ler sayillmis ve besiyeri icinde 103 hiicre/ml kon-
santrasyonda olacak gekilde epitel hiicre siispansi-
yonu hazirlanmistir (9).

Uriner sistem epitel hiicre (Efektor hiicre=E)/
E.coli (Hedef hiicre=H) deneyinde bakterisidal
aktivitenin belirlenmesi. Yirmidort kuyucuklu
pleytlerde efektor/hedef hiicre oranlart 1/1, 1/10,
1/100, 1/1000 olacak sekilde ve her oran tiger
kuyucuk olarak calisgilmak iizere hazirlanmigtir.
Kontrol kuyucugu olarak sadece epitel hiicre-
si+besiyeri bulunan kuyucuk ve sadece bakte-
ri+besiyeri bulunan kuyucuk kullanilmistir. Pleyt-
ler 37°C’de %5 CO, iceren etiivde 24 saat inkii-
basyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda bakte-
risidal aktiviteyi belirlemek i¢in her kuyucuktan
icerikleri alinmis uygun seri sulandirimlar hazir-
landiktan sonra, kanli agar besiyerine iicli ekim-
ler yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona bi-
rakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda besiyeri
tizerinde olugan koloniler sayilarak koloni olusturan
birimler (cfu) tespit edilmis ve bakterisidal etki
(BE) yiizdeleri belirlenmistir (10).

BE (%)= (Kontrol kuyucugu ortalama cfu-deney
kuyucugu ortalama cfu/kontrol kuyucugu ortala-
ma cfu)x 100

Uriner sistem epitel hiicre (Efektor hiicre)/ E.coli
(Hedef hiicre) deneyinde sitokin ve kemokin dii-
zeylerinin belirlenmesi. Farkli konsantrasyonlarda
E.coli ile muamele edilmis epitel hiicrelerinin bu-
lundugu kuyucuklardaki stipernatanlar Eppendorf
tiipline toplanmig, santrifiij edilmis ve sitokin ve
kemokin diizeyleri inceleninceye kadar -80°C'de
saklanmistir. Sitokin ve kemokin diizeyleri, ELI-
SA yontemi ile firmanin Onerileri dogrultusunda

incelenmistir (Biosource, California, USA).
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Istatistiksel analiz. Degisik konsantrasyonlardaki
E.coli suslarina karg1t epitel hiicrelerinin bakteri-
sidal aktivitelerinin ve sitokin ve kemokin yanit-
larinin gozlenmesinde Mann-Whitney U testi uy-

gulanmigtir.

BULGULAR

Calismamizda diizeylerini inceledigimiz sitokinler-
den IFN-7 ve IL-6, E.coli ile uyarilmis {iriner
sistem epitel hiicresi iceren Orneklerde epitel hiic-
resi icermeyen Orneklere gore anlamli diizeylerde
yiiksek olarak bulunmustur. Diizeyleri incelenen
kemokinlerden monocyte chemotactic protein 1
(MCP-1) benzer sekilde iiriner sistem epitel hiic-
resinin varhiginda daha yiiksek diizeylere ulagmis-

tir (p<0.05) (Sekil 1).
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Sekil 1. E.coli ile uyarilms iiriner epitel hiicrelerinin IL-6 salgist
(A.lO8 cfu/ml E.coli; B. 107 cfu/ml E.coli; C. 106 cfu/ml E.coli;
D. 10% cfu/ml E.coli)

IL-18 diizeylerinde ise sadece 108 cfu/ml konsan-
trasyonda E.coli ile uyarilmig epitel hiicresi bu-
lunan orneklerde anlamli diizeylerde artig gozlen-
mig ancak diger konsantrasyonlarda epitel hiicre-
si icermeyen Orneklere kiyasla herhangi bir fark-
lilik tespit edilmemistir (p>0.05).

Calismamizda inceledigimiz antibakteriyel etkinlik
sonuglarina gore, E.coli ATCC 25922 susu ile
uyarilmig iiriner sistem epitel hiicrelerinde 1/1
E/H hiicre oraninda bakterisidal aktivite ortalama
% 25; 1/10 E/H hiicre oraninda ortalama %33.3;
1/100 E/H hiicre oraninda ortalama %37.5 ve
1/1000 E/H hiicre oraninda ortalama % 33.3 ola-
rak tespit edilmistir.

Degisik konsantrasyonlarda E.coli ile uyarimig
epitel hiicresinin bulundugu kuyucuklarda epitel

hiicresi bulunmayan kontrol kuyucuklarina gore
E.coli konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak be-
lirgin bir azalma oldugu goriilmiigtiir (p<0.05)
(Sekil 2). Bakterisidal aktivite 6zellikle 1/100
E/H hiicre oranlarinda daha belirgin olarak tespit
edilmisgtir.
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Sekil 2. Ecoli suglarma ile uyariimug iiriner epitel hiicrelerinin bakterisidal
etkisi (A.108 cfiml Ecoli; B. 107 cfwml Ecoli; C. 100 cfml E.coli;
D. 105 cfu/ml Ecoli)

TARTISMA

Uriner sistem epitel hiicrelerinde mikroorganizma
adezyonu ile ilgili cok sayida calisma yapilmig
olmasma ragmen, bakterisidal etki ve oOzellikle
tiriner sistem epitel hiicrelerinin sitokin ve kemo-
kin yanit1 ile ilgili sinirli sayida yayin vardir. Bu
nedenle calismamizda, E.coli araciligiyla olusan
epitel hiicre bakterisidal aktivitesi ve sitokin ve
kemokin yanit1 arastirilmustir.

Bakteriyel infeksiyonlar sirasinda olusan mukozal
sitokin tretiminde epitel hiicreleri ¢ok 6nemli rol
oynamaktadir (5). Calismamizda diizeyleri incele-
nen sitokinlerden IFN-Y ve IL-6 E.coli ile uya-
rilmig epitel hiicrelerinde kontrol orneklerine go-
re yiiksek diizeylerde bulunmustur. Uriner siste-
min E.coli ile infeksiyonunun IL-6 {retimini
uyardigr cesitli calismalarda bildirilmistir (11).
Hedges ve ark (5) bobrek ve mesane epitelyal
hiicre serilerinin E.coli ile uyarilmasimn IL-6, IL-
8 mRNA'sinda ve sekresyonunda artisa neden ol-
dugunu, IL-1a ve IL-18 mRNA'simin arttigint
ama sekrete edilen IL-1a ve IL-18 diizeyleri-
nin belirlenemedigini bildirmigler ve epitel hiic-
relerinin sitokin aracili yanitinin infeksiyonun er-
ken donemlerinde olustugunu belirtmislerdir.

Albayrak ve ark. (8) agiz epitel hiicrelerinin
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Streptococcus pyogenes ile uyariminin IL-6, IL-8
ve IL-10 sitokinlerin iiretiminde doza bagh ola-
rak farkli yanitlar olusturdugunu ve IL-6 seviye-
sinin 1. saatte bakteri ile uyarilmig epitel hiicre-
lerinde anlamli artig olustururken, IL-10 seviye-
sinde fark gozlenmedigini bildirmiglerdir.

Agace ve ark (2) iiriner sistem epitel hiicre se-
rilerinde ve insan monositlerinde E. coli ile akti-
ve edilmis bir sitokin yanitinin bulundugunu ve
tiriner epitel hiicrelerinin sirkiilasyondaki monosit-
lerden daha etkin sekilde sitokin yanitini sinirla-
digm1 ve bu sekilde epitel hiicrelerinin mukozal
yiizeylerin mikroorganizma ile temasint siirlan-
dirabilecegini ve diger doku kompartmanlarinin
biitiinliigiintin saglanmasinda rol oynayabilecegini
bildirmislerdir.

IFN-7 , IL-1, IL-6 gibi proinflamatuvar sitokin-
ler patojene kargi olusan epitelyal yamiti artirirlar
ve adezyon molekiillerinin ifadelenmesini uyara-
rak fagosit gogiinii arttirirlar (3). Calismamizda
sadece yliksek konsantrasyonda E.coli varliginda
IL-18 diizeylerinde artis goriilmiis olmasi, epitel
hiicrelerinin sitokin salgilamasi ile bakteri yiikii-
niin varlig1 arasinda bir iligki olabilecegini diisiin-
diirmiigtiir. IL-1 endotel hiicrelerine fagositik hiic-
relerin yapismasii ve insan renal tubuler hiicre-
lerde ICAM-1 ifadelenmesini arttirdig1 icin, E.co-
li ile uyarilmig triner epitel hiicrelerinde sentezi-
nin artmig olmasi idrar yolu infeksiyonlart sira-
sinda IL-1'in infeksiyon bolgesine notrofil gibi
fagositik hiicrelerin toplanmasini arttirarak bakte-
rilerin yok edilmesinde etkili olabilecegi diistintilmek-
tedir (2).

Uriner IL-6 seviyesinin idrar yolu infeksiyonu
bulunan hastalarda yiikseldigi ancak serum sevi-
yelerindeki yiikselisin ancak febril bir infeksiyon
olustugu zaman goriildiigii bildirilmigtir (2). Bu
durumda iriner sistem infeksiyonlarinda {riner
IL-6'nin lokal orijinli oldugu yani sirkiilasyondan
degil, bakterilerin aktive etmesine bagli olarak
iiriner sistemepitel hiicre kaynakli olarak seviye-
lerinin artig gosterdigi diistintilmektedir. IL-6 im-
miinoregiilatuvar ve proinflamatuvar etkili bir si-
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tokin oldugu igin, ¢alismamizda da gozlendigi gi-
bi epitel hiicrelerin E.coli ile uyarimini takiben ar-
tig gostermesi de epitel hiicrelerinin patojene kargt
immiin yanittaki etkin roliinii gostermektedir.

Mukozada lokal olarak salgilanan sitokinlerin tiirii
hangi hiicrelerin aktive edilecegini belirlemektedir.
Ayn1 zamanda epitel kaynakli sitokinlerin dolasi-
ma gecmeleri sistemik etkiler olusturmaktadir (5).
Bu nedenle epitel kaynakli bu sitokin agi konagin
immiin sisteminin regiilasyonunda Snemlidir.

E.coli infeksiyonu sirasinda epitel hiicre aktivasyo-
nunun fimbria aracilifiyla olustugu ve bununda in
vivo ve invitro sitokin sekresyonuna neden oldu-
gu, bakteriyel aderensin Onlenmesinin epitelyal si-
tokin yanitini inhibe ettigi diigliniilmektedir (7).

Kemokinler hasarli bolgelere hiicrelerin go¢ et-
mesinde etkin rol oynarlar. Mukozal infeksiyon-
lar kemokin yanitina neden olur. MCP-1 gibi ke-
mokinlerin farelerde mukozada bulundugu ve in-
feksiyon sirasinda yiikseldigi bildirilmistir (12).
Calismamizda MCP-1'in E.coli varliginda epitel
hiicrelerden sentezinde bir artis oldugu gozlen-
mistir. Godaly ve ark (13) bir kemokin olan IL-
8'in E.coli ile uyarilmig {iiriner sistem epitel hiic-
relerinde sekresyonunu arttirdigini ve IL-8'in de
E.colimin uyardig1 nétrofil transepitelyal migras-
yonunda rol oynadigint bildirmiglerdir.

Epitelyal hiicrelerin antibakteriyel etkileri mukoza-
daki mikroorganizmalara karst dogal bir konak sa-
vunmasi olusturabilir (4). Epitel hiicrelerinin sal-
giladig1 antimikrobiyal peptidler gram negatif bak-
teri, gram pozitif bakteri, fungus ve zarfli virus-
lara karsi genis bir aktiviteye sahiptir. Aym za-
manda antimikrobiyal peptidler dogal ve kazamil-
mis bagisikligin diizenlenmesinde de aktif rol oy-
narlar (3).

Calismamizda E.coli ATCC 25922 susu ile uya-
rilmig iiriner sistem epitel hiicrelerinde 105 cfu/ml
E.coli konsantrasyonunda bakterisidal aktivite or-
talama % 25; 106 cfu/ml konsantrasyonda ortala-
ma %33.3; 107 cfu/ml konsantrasyonda ortalama

%37.5 ve 108 cfu/ml konsantrasyonda ortalama
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% 33.3 olarak tespit edilmistir. Antibakteriyel et-
kinin E.coli konsantrasyonu arttiginda daha belir-
gin oldugu gozlenmigtir. Calismamizda tespit et-
mig oldugumuz iiriner sistem epitel hiicrelerinin
antibakteriyel etkinliklerinde epitel hiicreleri tara-
findan salgilanan antimikrobiyal peptidlerin etkili
oldugu diisiiniilmektedir.

Albayrak ve ark (10) idrar epitel hiicrelerinin an-
tibakteriyel etki giiciiniin 105 cfu/ml mikroorga-
nizma konsantrasyonunda E.coli K12 suguna kar-
s1 %34.7, E.coli 075 susuna karsi %?29.2 oldugu-
nu tespit etmigler ve agiz epitel hiicrelerinin an-
tibakteriyel etkisinin idrar epitel hiicresinden daha
fazla oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda ben-
zer sekilde 105 cfu/ml mikroorganizma konsan-
trasyonunda E.coli ATCC 25922 susunun bakteri-
sidal etkisini % 33.3 olarak tespit edilmisgtir.

Calismamizda in vitro kiiltiir kosullarda elde edi-
len bu sonuglarin in vivo saglam mukozal kosul-
lardaki hiicrelerin fonksiyonlarini tam olarak yan-
sitamayabileceginin farkindayiz ancak in vivo ko-
sullarda daha etkili sonuclarinda elde edilebilece-
gini diisiinmekteyiz.

Sonug¢ olarak, iiriner sistem epitel hiicrelerinin
patojenlere karg1 antibakteriyel etkisinin oldugu
ve proinflamatuvar sitokin ve kemokinler salgila-
yarak fagositik hiicreleri infeksiyon sahasina top-
ladig1 ve mukozal yiizeylerin immiin sistem re-
giilasyonundaki etkilerinde epitelyal hiicrelerinin
etkin bir rol oynayabildigini diigliniilmiistiir. Pa-
tojenle miicadele sirasinda dliriner sistem epitel
hiicrelerinin etki gosteren faktorlerinin belirlenme-
si Ozellikle tekrarlayan idrar yolu infeksiyonu go-
riillen kigilerde tedavi secenekleri agisindan yeni
yaklagim lara 11k tutacaktir.
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