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1. GIRIS

Behget hastaligi (BH) ilk olarak 1937 yilinda Turk Dermatolog Hulusi Behget
tarafindan tanimlanmis olan tekrarlayici oral aftlar, genital Ulserler, deri
lezyonlari ve Uveit ile karakterize sistemik inflamatuar bir hastaliktir (Yildirim
ve ark., 2009). Hastaligin etyolojisi bilinmemesine ragmen, immunolojik
bozukluklar Uzerinde durulmakta, gelisiminden genetik, ¢evresel, virolojik,
bakteriyel ve immunolojik faktorler sorumlu tutulmaktadir (Kaneko ve ark.,
1997; Celenk ve ark., 2009).

Mikroorganizmalar, insan ve hayvanlarda vicuda degisik yollardan girerek
bozukluklara neden olmakta ve c¢esitli mekanizmalarla hastalik
olusturmaktadir. Patolojiye neden olan enfeksiyon ajanlarn patojen
mikroorganizma olarak adlandiriimaktadir. Mukozal immun sistem egzojen
antijene karsi ilk savunma hattini olusturur (Janeway ve ark., 2001). Derinin
yaninda, respiratuar, gastrointestinal ve Urogenital sistemin mukozal yuzeyleri
icteki steril ortamla dis g¢evreyi ayirir ve boylece mikroplara karsi ilk hat

savunmasini olusturur (Steele ve ark., 2000; Basset ve ark., 2003).

Epitel hicresi mukozal patojenden korunmada oldukga segici bir bariyer rolu
ustlenmektedir ve fiziksel bir bariyer olmaktan ¢ok daha fazla etkiye sahiptir
(Albayrak ve ark., 2005). Mukozal immun sistemde epitel hucresi 6zgul
olmayan immun yanittan kazanilmis immun yanita gegiste ve immun
homeostazin regulasyon veya tolerans yonunde belirlenmesinde kavsak
noktasi olusturmaktadir. Bu huicreler, antijene, antijenin yapisina, miktarina
ve sunum sekline goére nasil bir yanit olusturulacagini belirlemektedir
(Albayrak ve ark., 2006a).

Mukozal yuzeylere tutunma, mukozal enfeksiyonun patogenezinde kritik ilk
adimdir. Konaga tutunma, mikroorganizmanin dokudaki surekliligini

kolaylastirmakta ve inflamatuar yaniti tetikleyen ve mukozal hicrelere bakteri



girisine neden olan konak ile etkilesimi baslatmaktadir (Basset ve ark., 2003;
Albayrak ve ark., 2006a).

Birinci hat savunmasini organizmanin dogal (innate) diren¢ mekanizmalari
olusturmaktadir. Bu mekanizmalar, mikroorganizmalar ig¢in segicilik
goOstermeksizin (non-spesifik) ve sureklilik icinde gozetici ve kontrol edici bir
gbrev yaparlar. Dogal immunite, konadin patojen mikroorganizmaya maruz
kalmasini izleyen ilk saatler icinde enfeksiyonu sinirlamayi hedefleyen konak
savunmasini temsil eder (Kihgturgay, 2003). Dogal immun sistem baslica
mekanik, kimyasal ve hucresel elementlerden olusur. Mekanik element,
epidermis ve mukozanin fiziksel bariyer fonksiyonu yaninda silial hareket,
motilite, desquamasyon ve mukus sekresyonudur. Kimyasal element, patojen
taniyan reseptor paternleri (PRRP), sitokinler ve kemokinler olmak tzere t¢
subkomponente ayrilir. Dogal immun sistemin hucresel elementleri, epitel
hicreleri, mast hiicreleri, dendritik hiicreler, makrofaj, grandlosit, NK hicreleri

ve yOT hucreleri gibi fagositik hlcreleri igerir (Basset ve ark., 2003).

Dogal immun sistem patojenlere karsi gugli bir erken savunma sistemi
olusturmaktadir. Konak hlcrede bulunmayan, buna karsin farkh
mikroorganizma Uzerinde ortak olarak bulunan lipopolisakkarit (LPS),
peptidoglikan, lipoteikoikasit ve lipopeptidleri iceren ¢ok sayidaki bakteriyel
komponentler dogal immun sistemi uyarmaktadir (Mori ve ark., 2003). Epitel
hicreleri pasif bir bariyerden daha ziyade, proinflamatuar genlerin
ekspresyonu, inflamatuar sitokinlerin salinimi ve patojenik bakteriler ve
onlarin drunlerine cevapta inflamatuar hucrelerin toplanmasini saglayarak

mukozal immun cevaba aktif olarak katilmaktadir (Melmed ve ark., 2003).

Epitel hlcresi, mukozal patojenin girisine kargi guglu bir bariyer gorevi
yapmaktadir. Bu hucreler, kontrolll, segici gegise izin vermekte ve epitelin
batinligu  patojen  mikroorganizmalarin  ¢evre  dokulara  gegisini
sinirlamaktadir. Epitel hucresi; defensin, katepsin, lizozim, peroksidaz,

katelidin ve musin gibi antimikrobiyal bilesenler ile prostoglandin, I6kotrien, ve



nitrik oksit gibi molekuller salgilamaktadir. Toll-like reseptorler (TLRs) birgcok
mikrobiyal yapiyr tanir, MHC molekulu eksprese eder ve antijen sunumu
yapabilir (Achesson ve Luccioili, 2004; Albayrak ve ark., 2005). Sitokin ve
kemokinler dogal ve kazanilmig immun cevabin 6énemli dizenleyicileridir.
Bunlar, epitel ve endotel hucrelerinin yanisira immun hdcreler tarafindan
uretilirler. Dogal immun cevabin bir pargasi olarak kazaniimig immun cevabin
hangi yonde (Th1 veya Th2) baskin olacadi konusunda anahtar rol oynar
(Basset ve ark., 2003).

Eriskin bireyde 400 m?%lik yiizey ile viicudun besin maddeleri, toksinler,
allerjenler ve mikroorganizmalar ile karsilasan en genis bdlgesinin
mukozalardir (Badur ve ark., 2001). Streptococcus pyogenes ve Escherichia

coli vicuda mukoza ylzeyini asarak giren en sik mikroorganizmalardandir.

S. pyogenes, dogada yaygin olarak bulunan gram pozitif, hareketsiz ve
cogunlukla zincirler olusturan koklardir. insanda anijin, yilancik, kizil, tonsil
absesi, lohusalik atesi ve menenijit gibi akut cerahatli hastaliklar ve sepsise
neden olabildikleri gibi akut eklem romatizmasi ve post streptokoksik
glomerulonefrit gibi supuratif olmayan hastaliklara neden olurlar (Brooks ve
ark., 1995).

E. coli gram negatif ve cogu hareketli basildir. Kalin barsak florasi iginde, en
yaygin fakultatif anaerop turudur. Barsaklarin normal flora Uyesi olmasina
ragmen barsak enfeksiyonlari yaninda Uriner sistem enfeksiyonu,
bakteriyemi, menenjit, pnémoni gibi barsak digi enfeksiyonlara da neden
olabilirler (Gilchrist, 1995).

Son yillarda, vicudun cesitli bdlgelerindeki epitel hicrelerinin  mukozal
yuzeylerdeki dogal ve kazanilmig immin cevabin dlizenlenmesinde oynadigi
aktif rol son yillarda anlagilmaya baglamigtir. Mikroorganizmalara yanit olarak
sekretuar drunler salgilayabilme 6zelligi vucuttaki tim epitelyal hucrelerin

genel 6zelligidir (Kagnoff, 1996).



Konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda, epitel hucrelerinin antibakteriyel etkilerini
aragtiran sinirh sayida yayin bulunmaktadir. Yukarida Ozetlenen bilgiler
iIsiginda epitel hdcrelerinin konagin dogal savunmasinda oynadiklari rol
dusundldiugunde, cgesitli hasta gruplarinda enfeksiyona yatkinlik agisindan bu
hdcre grubunun katkilarinin incelenmesinin hastaligin patogenezine katkisi
olacagini dusunmekteyiz. Bu calismada epitel hicrelerinin idrar
orneklerinden invaziv olmayan yontemlerle elde edilecek olmasi ve Behget
hastalarinin idrar epitel hlcreleri ile ilgili baska calismaya rastlaniimamig
olmasi nedeniyle uriner sistem epitel hicreleri ile galismayi sectik. Saglkli
kontrol grubu ile Behget hastalarindan olusan grup arasinda Uroepitel
hicrelerinin bakterisidal etkinligi agisindan herhangi bir fark bulunmasi
durumunda bu bulgularin hastaligin patogenezini agiklayacak yeni

calismalara 1sik tutmasi beklenmektedir.

Onceki calismalarda vajen, barsak, adiz ve Urogenital epitel hiicrelerinin
bakterisidal etkinlik gosterdigi belirlenmigtir (Steele ve ark 1999; Ozenci ve
ark., 2001; Albayrak ve ark., 2005; Fidan ve ark., 2006). Bununla birlikte,
Behget hastalarinda oral epitel hicresinin bakterisidal etkinliginin azaldigi
gosterilmigtir (Dolapgi ve ark., 2003). Bu ¢alismada Behget hastalarinda ve
saglkh bireylerde Uroepitel hicrelerinin  Streptococcus pyogenes ve
Esherichia coli'ye kargi bakterisidal etkisi ve aralarinda etki farkinin olup

olmadiginin arastiriimasi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Behget Hastaligi

Behget hastaligi (BH) tekrarlayan drogenital Ulserler, tveit, deri ve mukoza
bulgulari, eklem, norolojik, vaskuler, intestinal ve pulmoner tutulum ile
karakterize olabilen sistemik bir vaskiilittir. ilk kez bir Tiirk dermatolog olan
Prof. Dr. Hulusi Behget tarafindan tanimlanmistir (Yildirm ve ark., 2009;
Mendes ve ark., 2009).

2.1.1. Epidemiyoloji

TUim dinyada ve hemen her irkta goérllebilen BH, kuzey yarim kirede ve
baskin olarak tarihi ipek Yolu iizerinde bulunan ilkelerde oldukga sik
goriilmektedir (Onder ve Gurer, 2007).

BH genellikle ikinci ve Uguncu dekattaki geng erigkinleri etkilemektedir.
BH’nin erkeklerde daha sik oldugunu bildiren yayinlar mevcut olsa da yapilan
son caligsmalarda hastaligin kadinlarda da erkeklere benzer siklikta
gorildiugu bildiriimektedir (Onder ve Gurer, 2001).

BH prevalansinin en ylksek oldugu Ulke Turkiye'dir. Turkiye'de goérilme
sikhgina yakin olan (lkelerin basinda iran, ardindan Kore ve Japonya
gelmektedir (Pamuk ve Cakir, 2005).

2.1.2. Etyopatogenez

BH’nin etyopatogenezi henuz kesin olarak ortaya konamamigtir. Ancak,
gunumuzde genetik olarak bu hastaliga duyarl bir bireyde, uygun gevresel
faktorlerin etkisiyle immun sistemin tetiklendigi, bu surecgte endotel harabiyeti
olustugu ve BH’nin Klinik bulgularinin ortaya c¢iktigi kabul edilmektedir
(Doganavsargil ve Keser, 2005).



2.1.2.1. Genetik ve HLA Tiplemesi

BH’nin 6zel bir cografi dagilim gostermesi, sinif-l HLA antijen ile birlikteligi ve
ailesel yatkinhgin olmasi, BH’nin patogenezinde genetik faktorlerin rol

oynadidi hipotezini desteklemektedir (Yildirnm ve ark., 2009).

Major histokompatibilite kompleksi (MHC), 6. kromozomun kisa kolunda yer
alir ve T hucrelerine antijen sunumunda gorevli ¢ok sayida HLA'nin

kodlanmasindan sorumludur (Pay, 2005).

HLA-B5 lokusu HLA-B51 ve HLA-B52 alellerinden olusmaktadir ve BH ile
iligkili olan alel HLA-B51 ya da HLA-B51’in major alt tipi olan HLA-B5101
alelidir (Yildirim ve ark., 2009).

TUumor nekrozis faktor (TNF)-a gesitli inflamatuar hastaliklarin patogenezinde
roli gosterilmis olan 6nemli bir proinflamatuar sitokindir. MHC iligkili
hastaliklara TNF gen polimorfizmlerinin katkisi ayrintili olarak arastiriimis ve
ilk kez 1992'de Japon Behget hastalarinda ve daha sonra Orta Dogulu
hastalar arasinda, BH ile TNF promotor bolgesindeki aleller arasinda iligki
bildirilmigtir (Pay, 2005). Mukozal immunitede énemli olan MHC sinif-1 zincir
iligkili (MIC) gen ailesi ilk kez 1994 yilinda tanimlanmistir. Son zamanlarda
BH ile iligskisi gosterilmis immunogenetik lokus olan MHC sinif-I zincirine bagli
gen A (MICA) 6. kromozom Uzerinde bulunan HLA-B51 aleli ile TNF-a
geninin arasinda lokalize oldugu bildirilmistir (Evereklioglu, 2005). Isi sok
proteinlerinin salinmasi sirasinda MICA molekullerinin ekspresyonunda artig
saptanmigtir. MICA molekdllerinin bakteriyel peptidleri y®T hucrelerine
sunabilme 6zelligine sahip olduklari gosterilmistir (Boyvat, 2004).

BH patogenezinde, MHC bdlgesinin diginda bulunan IL-1, koagulasyon faktor
V, ICAM-1 ve endotelyal nitrik oksit sentetaz genlerinin yer aldigi 6ne
surdlmastur (Mendes ve ark., 2009). Faktor V Leiden mutasyonu 1.

kromozom Uzerinde yer alir ve idiyopatik sistemik ven6z tromboz igin risk



faktorudur (Verity ve ark., 2003). BH'de tromboz ve g6z tutulumu ile birlikte
Faktor V Leiden gen mutasyonunun birlikteligi gosterilmigtir (Cebeci ve ark.,
2009).

2.1.2.2. Enfeksiyoz Ajanlar

Tam hastaliklarda oldugu gibi, BH’nin tetiklenme ve gelismesinde de gevresel
faktor olarak infeksiyoz ajanlar sorumlu tutulmustur. BH’de etiyolojiden
sorumlu tutulan infeksiydoz ajanlar arasinda Streptococcus spp. (6rnegin S.
sangius, S. faecalis, S. pyogenes, S. salivarius), Mikobakteriler,
Helicobacter pylori, Borrelia burgdorferi, HSV, Human Herpes Virus(HHV)-
6, Parvovirus B19 ve Hepatit A, B, C ve E virUsleri bulunmaktadir
(Doganavsargil ve Keser, 2005; Direskeneli, 2006; Pay ve ark., 2007).
infeksiydz ajanlarin BH’nin patogenezinde rol oynadigi histopatolojik ve
istatistiksel olarak gosterilmesine ragmen, bu mikroorganizmalardan higbiri
BH nedeni olarak izole edilmemis ve kanitlanmamigtir (Evereklioglu, 2005;
Mendes ve ark., 2009).

Bugun igin genel goérus BH’nin dogrudan enfeksiyon sonucunda ortaya ¢ikan
bir hastalik olmadigi ancak viral veya bakteriyel antijenlerin etkisiyle olusan
immun disregulasyona bagli olabilecedi yonundedir (Evereklioglu, 2005).

2.1.2.3. Is1 Sok Proteinleri (HSP) ve dyT Lenfositleri

Stres proteinleri olarak da adlandirlan 1s1 sok proteinleri (HSP), tim
prokaryotik ve Okaryotik hicrelerde bulunan ve enfeksiyon, travma, i1si gibi
cevresel faktorler tarafindan indUklenebilen stresle iligkili immunreaktif
proteinlerdir. HSP’ler, BH'nin patogenezinde suglanan streptokok ve
mikobakteriler gibi mikroorganizmalar ile ortak antijenik epitoplara
sahiptirler (Yildirrm ve ark., 2009).

Streptokok ve mikobakteri gibi bakterilerden elde edilen HSP’ler konakgi
HSP’si ile benzerlik gosterir. Mikobakterilerden elde edilen HSP65 insan



HSPG60 ile benzerlik gosterir. HSP65'in BH'deki epidermal ekspresyonu
Ozellikle eritema nodosum ve mukokutanoz ulser gibi aktif deri lezyonlar
varliginda artar. BH'deki y&T hucrelerinin artisi mikobakterial 65 kDa’luk HSP
peptidi ile olmaktadir. Genel olarak kabul edilir ki, mikrobiyal HSP ile insan
HSP’si arasindaki c¢apraz reaksiyon, otoimmun enfeksiyonun temelini
olusturur (Evereklioglu, 2005; Direskeneli, 2006; Pay ve ark., 2007).

2.1.2.4. aB-Kristalin ve Self Antijenler

ap-kristalin omurgalilarda beyin, lens, cizgili kas ve bodbrek gibi cesgitli
dokulardan salgilanan kuguk bir stres proteinidir. Norolojik tutulumu olan
Behget hastalarinda, vaskuler hastaliktan ¢ok parankimal tutulumu gdsteren
ap-kristaline kargi serum ve serebrospinal sivida IgG antikor cevaplarinda
artis gosterilmistir (Pay ve ark., 2007).

Deneysel otoimmin Uveite neden olabilen Retinal-S antijeni immunolojik
olarak ayricalikli bir antijendir. Bu antijenin okuler inflamatuar hastalik igin bir
hedef oldugu dusunulmektedir. Bu proteine kargi immudn yanitin sadece
uveite bagli doku hasarindan sonra ortaya ¢iktigi gosterilmistir (Pay ve ark.,
2007; Yildirim ve ark., 2009).

2.1.2.5. Hiicresel immiinite

HLA-B51’in bagladigi antijeni yalnizca sitotoksik T hucrelerine sunabilmesi,
BH’de ydT hucrelerinin artmasi, Th1 sitokin sunumunun hastalik aktivitesi ile
iligkili olmasi, ayrica T hucrelerinin gesitli viral ve bakteriyel antijenlere asiri
duyarl olmasi, paterji reaksiyonunun ge¢ doneminde T hlcresinden zengin
infiltrasyon izlenmesi ve siklosporin-A gibi T lenfosit fonksiyonlarini
baskilayan ilaglarin BH Uveitinde etkili olmasi, BH’nin patogenezinde T
lenfosite bagli immun yanitin dnemli oldugunu gostermektedir (Doganavsargil
ve Keser, 2007; Borlu, 2007).



Sitokinler Uzerinde yapilan c¢alismalarda, Th1 sitokinlerin etkisinin Behget
hastalarinda on planda oldugu dusunudlmektedir (Borlu, 2007). Behget
hastalarinda proinflamatuar mediyatorler olarak adlandirilan IL-2, IL-6, IL-8,
IL-12, IL-17, IL-18, TNF-a ve IFN-y'y1 dreten Th1 lenfositlerin arttigi
bildirilmistir (Pay ve ark., 2007; Yildirnrm ve ark., 2009). Bazi ¢alismalarda,
Behget hastalarinin serumunda Th2 sitokinleri olan IL-4, IL-10, ve IL-13’Un
arttig1 gosterilmistir. Bu bulgular Th1 tip cevaba karsilik kompansatuar

mekanizma ile agiklanabilir (Pay ve ark., 2007).

Adenozin deaminaz (ADA) duzeyinin T lenfositlerin aktivasyonu ve
proliferasyonu ile karakterize inflamatuar hastaliklarda arttigi bilinmektedir
(Yidirrm ve ark., 2009). T hicre proliferasyonu, olgunlasma ve
farklilagmasinda etkili olan Adenozin deaminazin Behget hastalarinda arttigi
gosterilmigtir (Borlu, 2007).

2.1.2.6. Humoral immiinite

Behget hastalarinda genellikle poliklonal olarak immunoglobulin dizeyinde
artis saptanmaktadir. Kompleman duzeyleri ise, normal dizeyde kalmaktadir.
Behcget hastalarinin % 44 - % 60Inda I1gG, IgA ve IgM tipinde immin
kompleksler bulunmaktadir. Anti-HSV antikoru ve streptokokal antijenlere
kargi gelisen antikorlar diginda nonspesifiktirler. Behget hastalarinda
saptanan poliklonal B hulcre aktivasyonu, supresor T hucre disfonksiyonu
veya B hucre aktivasyonuna neden olan IL-6, IL-1 ve IL-10 gibi sitokinlerin
asir miktarda salgilanmasi sonucu olabilir. Poliklonal B hilcre aktivasyonu
sonucu olugan immun komplekslerin, notrofil hiperfonksiyonuna neden olarak
doku hasari olusturabilecegi ileri surtlmektedir (Evereklioglu, 2005; Borlu,
2007).

2.1.2.7. Notrofiller ve Monositler

BH’de aktif olan monositler, IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a ve Granulosit monosit



koloni stimule edici faktor (GM-CSF) gibi bazi proinflamatuar sitokinleri
uretirler. Baglica noétrofiller yoluyla doku hasarina neden olan bu sitokinler,
endotel hacreleri ile etkilesime girerek PMNL aktivasyonuna katkida
bulunurlar. Ozellikle major kemokin olan IL-8'in hastaligin patogenezinde
onemli rol oynadigi disunulmektedir ve aktif Behget hastalarinda serum IL-8
dizeyinde artis gosterilmistir (Evereklioglu, 2005).

BH'de  gosterilen  immuanolojik  bozukluklardan  biri  de  notrofil
hiperaktivasyonudur (Yildirnm ve ark., 2009). Behget hastalarinda PMNL
hicre fonksiyonlarinda, enzimatik aktivitede (metiltransferaz, fosfolipaz A-2),
kemotaksisde, fagositozda ve superoksit saliniminda normale goére artig
saptanmaktadir (Borlu, 2007). Noétrofil hiperaktivitesinden Th1 kaynakl IFN-y,
TNF-a, IL-8, IL-12, IL-17 ve IL-18 gibi sitokin ve kemokinlerin sorumlu oldugu
dugunulmektedir (Yildirm ve ark., 2009). Daha ¢ok aktif CD4(+) ve CD8(+) T
lenfositlerden  Uretilen IL-17’nin, noétrofillerin - inflamasyon  bdlgesine
toplanmasindan sorumlu oldugu bulunmustur. IL-18, Th1 hlcrelerinin immun
yanittaki rolina ve notrofil fonksiyonlarini artiriyor olabilir (Pay ve ark., 2007;
Krause ve Weinberger, 2008).

2.1.2.8. Endotel Hiicreleri, Nitrik oksit (NO) ve Yeni inflamatuar

Molekiiller

BH’deki vaskuler tutulum ve trombozun temelinde endotel hasari ve endotel
islev bozukluklari bulunur. Endotel hicre disfonksiyonu vaskuler gegirgenlik,
I6kosit migrasyonu ve trombozda o6nemli rol oynamaktadir. Prostasiklin
uretiminin bozuklugu, fibrinolitik sistem anormallikleri, endotel kaynakli von
Willebrand faktor, trombomodulin ve E-selektinin  serum  duzeylerinin
yuksekligi BH’deki endotel disfonksiyonunun baslica kanitlandir
(Evereklioglu, 2005).

NO immunite ve inflamasyonun 6nemli bir mediyatoraduar. Sitokinler, IFN-y,

LPS’ler ve endotoksin gibi immunolojik, infeksiydz ve inflamatuar stimuluslar
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ile endotel hucreleri tarafindan Uretilmektedir. Trombosit adezyonunun
inhibisyonu ve endotelial vazodilatasyon onemli fonksiyonlaridir. Yapilan
calismalarda, aktif Behcet hastalarinin serum NO metabolitlerinin
dizeylerinin inaktif hastalara gére daha ylksek oldugu ve bu artigin hastalik
aktivitesi ile iligkili oldugu belirtiimektedir (Doganavsargil ve Keser, 2005; Pay
ve ark., 2007).

Yakin zamanda c¢esitli molekullerin BH’nin seyri ile iliskisi gosterilmistir. Bu
molekullerin  ilki, BH'de yuksek duzeyde bulunan homosisteindir.
Homosistein, endotel hucrelerinden NO sentezini artirir, serbest oksijen
radikalleri ile kemoatraktantlarin ekspresyonunu indikler. IL-6, IL-8 ve TNF-a
icin gugli bir indUkleyicidir (Evereklioglu 2002). Son c¢alismalar Behget
hastalarinda hiperkoagulabilite ve trombotik komplikasyonlar agisindan
Hms’nin yeni bir risk faktoru oldugunu gostermektedir (Evereklioglu, 2005;
Krause ve Weinberger, 2008). ikincisi, endotele spesifik sitokin olan Vaskiler
endotelial buylime faktéri (VEGF)'dir. Makrofajlar, aktive insan nétrofilleri,
monositler ve vaskuler endotel hucreleri tarafindan Uretilen VEGF hem
sistemik, hem de retinal vaskuler endotel hicreleri Uzerinde lokalize olan
reseptorleri ile anjiogenez, endotele bagl vazodilatasyon ve NO Uretimini
kuvvetle stimlle eder. Serum VEGF dlzeyinin Behget hastalarinda arttigi ve
VEGF gen polimorfizmleri ile okuler hastahgin iligkili oldugu bulunmustur
(Evereklioglu 2002; 2005).

Yakin zamanlarda serum leptin dizeylerinin Behget hastalarinda yukseldigi
gOsterilmigtir. Leptin insan kan damarlarindan ve endotel hicrelerinden
eksprese edilir, inflamasyonda kritik bir rol oynar ve bozulan endotel
fonksiyonunda leptin replasmani ile dizelme gorular. TNF-a, insanda serum
leptin dUzeyini artinir ve leptin dogrudan endotel hucrelerinden NO’nun

salinmasini artirmaktadir (Evereklioglu, 2005).
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2.1.2.9. Oksidatif Stres, Antioksidatif Savunma ve Eser Elementler

BH etyopatogenezinde damar duvarindaki hasarin olusumunda serbest
oksijen radikalleri suglanmistir. Behget hastalarinda artmis oksidatif stresin
gOstergesi olarak superoksitler, ADA, hidrojen peroksit duzeylerinde artis,
antioksidatif fonksiyonlarda azalmanin gostergesi olarak da superoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz ve katalazin azaldigi bildiriimektedir.
Behget hastalarinda PMNL hicre fonksiyonlarinda, enzimatik aktivitede,
(metiltransferaz, fosfolipaz A-2) kemotaksisde, fagositozda ve superoksit
saliniminda normale go6re artis saptanmaktadir. Bununla birlikte bazi
calismalarda Behcget hastalarinda plazma SOD dizeyleri ylksek oranda
bulunmaktadir ve bu artisin doku hasari nedeni ile olustugu disuniimektedir.
Ancak, mononukleer hicrelerde, T ve B lenfositlerde, SOD duzeyi normale
gore azalmig bulunmaktadir ki bu durum oksijen radikallerinin yeteri kadar
ortadan kaldirilamadigini ve doku hasarinin gelisimine neden olabilecegini
dusundurmektedir (Borlu, 2007; Yildirim ve ark. 2009).

Superoksit saliniminda artis ile HLA-B51 pozitifligi arasinda bir iligski oldugu
ileri surtlmektedir. HLA-B51(+) saglikh bireylerde notrofillerden TNF-a Uretimi
de artmaktadir. Ancak, HLA-B51(+) kisilerin sadece 1/1000’inde Behget
hastaligi gelismektedir (Borlu 2007). Yine antioksidan sistemin kofaktoru
durumundaki selenyum, demir, manganez, c¢inko elementlerinin serum
duzeylerinin duguk oldugu gosterilirken bazi ¢alismalarda serum bakir, ginko
ve manganez duzeylerinde artis bildirilmistir. Antioksidan vitaminlerden A,C,E
ve Beta-karotenin Behget hastalarinda azalmis oldugunu ileri slren

calismalar bulunmaktadir (Erel ve ark., 2003; Noyan ve ark., 2003).

2.1.2.10. Koagiilasyon ve Fibrinolizis

BH’nin klinik Ozelliklerinden biri ven6z ve arteriyel tromboz ve artmis

kompansatuar fibrinolitik slUre¢ ile aktive olan hemostatik sistemdir.

Genellikle, bozulmus fibrinoliz ile birlikte asiri bir trombin olusumu vardir.
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Koagulasyon vyolaginin aktivasyonunu gosteren faktorlerden trombin-
antitrombin-1ll  kompleksi ve protrombin fragmant duzeylerinin yUksek
saptanmasi, Behget hastalarinda intravaskuler trombin yapiminin arttigini
gOstermektedir. Behget hastalarinda plazmin/a2-antiplazmin kompleksi gibi
fibrinolitik sistem aktivasyonunu gosteren mediyator duzeylerinin de yuksek
oldugu saptanmistir (Evereklioglu, 2005; Pay ve ark., 2007; Yildirrm ve ark.,
2009).

Sonug olarak, BH’nin patogenezinden, genetik yatkinlidi olan bireylerde,
basta enfeksiy0z ajanlar olmak Uzere gesitli antijenik uyaranlar ve cevresel
faktorlerin etkisiyle hlcresel ve himoral immunitede meydana gelen
disfonksiyonun sorumlu oldugu dastnulmektedir (Evereklioglu, 2005; Borlu,
2007; Yildirim ve ark., 2009; Mendes ve ark., 2009).

2.2. Epitel Hicresi

Epitel, sindirim, solunum, Ureme ve idrar yollarinin ve c¢esitli bezlerin
kanallarini ve salgi hucrelerini, epidermis, gozun yuzeyleri, follow tup ve kese
yuzeylerini doseyen benzer hacrelerin birbiriyle baglanmasi ile olusan
dokulardir (Ganz, 2002).

Vicuda degisik yollardan girerek bozukluklara neden olan ve cesitli
mekanizmalarla hastalik olugturan mikroorganizmalarin ¢ogunlugu (tum
hastalik etkenlerinin  %90'1), insan organizmasina mukozal yuzeyleri,
dolayisiyla EH'yi asarak girmektedir (Bouvet ve Fischetti, 1999; Janeway ve
ark., 2001).

2.2.1. Epitelyal Sinyal Yollar

Epitel hucresinin mikroorganizmaya cevapta kullandigi sinyal vyollari,

proinflamatuvar  yanit genlerinin  dlizenlenmesini  saglayan, hucre

13



cekirdeginde bulunan nukleer faktor-kappa B (NF-kB) ile ve kalsiyumun
gegici ve hizli duzenlenen hicre ici degisimi ile iligkilidir (Haller ve ark. 2004).

Patojenik bakteriye maruz kaldiktan sonra EH, sitokin ve kemokin sentezi igin
NF-kB yolu ile aktive olmaktadir (Hayday ve Viney, 2000).

Epitel hucreleri apikal ve bazolateral yuzeylerde ve hicre iginde potansiyel
saldirganlarin varligini algilama mekanizmalarini duzenlerler. Bu durum NF-
kB ve diger transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile sitokin ve kemokin
sekresyonuna yol agar. Boylece kemokin ve sitokinler, kolonize patojenlerin
varligina cevap olusturmak i¢in dogal immunitenin diger etmenlerini ve

adaptif sistemin komponentlerini uyarir (Janeway ve ark., 2002).

2.2.2. Epitel Hiicresinin Gorevleri

2.2.2.1. Bariyer Fonksiyonu

Epitelin immun sistemdeki 6nemli bir fonksiyonu bariyer fonksiyonunun
yapilanmasidir (Schleimer ve ark., 2007). Respiratuar, gastrointestinal, deri
ve urogenital mikoz membranlarin epitel hucreleri primer hicre bariyerini
olusturur (Fritz ve ark., 2008). Farkli mukozal alanlarda degigik fizyolojik,
histolojik ve immunolojik 6zelliklere sahip olan epitel hucresi, i¢ dunya ile
patojenlerin bulundugu dis diinya arasinda fiziksel bir bariyer olusturmaktadir
(Ganz, 2002; Quayle, 2002).

Epitelde, hucreler arasinda molekullerin gegisini saglamak igin siki baglanti
molekullerinin varligi bir diger énemli 6zelliktir. Bunlar ayni zamanda, LPS,
flagellin ve metillenmemis CpG iceren DNA gibi pek ¢ok kommensal ve
patojenik bakteriyel faktord taniyan PRRP’nin genig bir oranini da eksprese
ederler (Mason ve Hufnagle, 2009). EH bariyeri, apikal ve bazal olarak bir
arada tutulan siki baglanti ve adezyon molekilleri ve desmozomlari igeren

baglanti komplekslerinin farkli sekillerdeki ekspresyonlari ile dig ortama karsi
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etkin bir engel olusturmakta, dipeptid ve tripeptidler gibi bliyuk molekullerin
gegisini engellemekte, kontrolli ve segici gegise izin vermektedir (Hamzaqui
ve Pringault, 1998; Janeway ve ark., 2001; Mayer, 2003; Mavris ve
Sansonetti, 2004).

Yuzey epitel hucresine tutunan mikroorganizmanin epitel dokulmesi sirasinda
atilmasi, bdylece konaktan uzaklastiriimasi etkin bir konak savunmasidir ve

epitelin patojen ile invazyonunu énlemektedir (Abbas ve Lichtman, 2003a).

Organizmanin mukozal butunligu, ¢ogu mikroorganizmanin girisine karsi
etkin bir koruma saglamaktadir (Janeway ve ark., 2001). Mukoza altindaki
dokulara ulasmak icin patojenler hem epitele zarar verir hem de hucrelere
saldirir. Epitelin hasarlanmasi, ekstraseluler matriks ve epitel huacreleri
arasindaki baglantilari hedef alan glikanaz ve/veya proteazlarin sekresyonu
ile hicre nekrozu ve apopitozun indiklenmesiyle olusabilir (Basset ve ark.,
2003).

2.2.2.1.1. Mukus ve Miisin Uretimi

Musin glikoproteinleri, nazal bosluk ve orofarinksten rektuma kadar epitel
yuzeylerini 6rten mukus tabakanin temel bilesenini olusturmaktadir (Mayer,
2003; Acheson ve Luccioli, 2004). Bu bariyer, guglu patojenleri mukus iginde
tutmakta (Acheson ve Luccioli, 2004) ve antijenlerin alttaki epitele gegisine
engel olmaktadir (Mayer, 2003). Mukus a1-antitripsin gibi enzimleri, alblimin,
lizozim, laktoferrin ve salgisal immunglobulin A'y1 (slgA) icermekte; bu
bilesenlerle sinerjik etki iginde patojeni daha iyi yakalayabilmekte,
mikroorganizmanin EH'ye tutunmasini engellemekte ve patojeni konaktan
uzaklastirabilmektedir (Mavris ve Sansonetti, 2004). Mikroorganizmanin
yayllmasini Onleyen mukus ortl, bodylece EH'nin bariyer ve immin

fonksiyonunu kolaylastirmaktadir (Boyaka ve ark., 2001).
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Akici Ozelligi ile mekanik olarak yabancilarla mucadele eden mukus, zengin
karbonhidrat yapisi geregi, igerigindeki seker molekulleri ile patojenleri
baglayarak interferens yapmakta, immunglobdlin, sitokin gibi maddelerin
bdlgeye yigiimalarina yol agarakn fagositik hiicre aktivitesini arttirmakta ve
laktoferrin, lizozim ya da antikorlarin optimal etki gostermeleri i¢in uygun
ortami hazirlamaktadir (Badur, 2001; Mahida, 2004; Mavris ve Sansonetti,
2004).

Ek olarak, mukusun EH reseptorleri ile benzer reseptorleri bulunmakta, bu
reseptorler EH reseptorleri ile yarigmaya girmekte ve mikroorganizmanin

konak EH'ye tutunmasini engellemektedir (Janeway ve ark., 2001).

2.2.2.1.2. Antimikrobiyal Peptid Olusumu

Antimikrobiyal peptidlerin konsantrasyonu ve aktivitesi mukosa-lumen ara
yuzeyinde en fazladir. Mikrobiyal tutunma ve mukozaya invazyonu

sinirlandirmak baslica fonksiyonlaridir (Mason ve Hufnagle, 2009).

Defensinler  mikroorganizmayla dogrudan temas ile patojenlerin
inhibisyonundan baska, dogal ve kazaniimig immun cevabi tetikleyerek
konagi dolayli olarak koruma kapasitesine sahiptir (Aerts ve ark., 2008). a-
defensinler Ozellesmis fagositlerin organellerinde bulunan ve nonoksidatif
olarak oldurilmeye aracilik eden granullerde ylksek konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. B-defensinler ise, ¢odu mukozal alanlardaki epitel
hicrelerinde (lUrogenital organlarda, agiz, burun, trakea ve akciger epitelinda)
sentezlenmektedir. Defensinler Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterileri,
mantarlari, protozoalari ve virusleri kapsayan genis bir mikroorganizma
toplulugunu inaktive etme ve 6ldirme kapasitesine sahiptir (Cunliffe, 2003;
Mason ve Hufnagle, 2009).

Membran yapisini bozan bir diger antimikrobiyal peptid katelisidinlerdir. Bu

peptidler kolon, akciger ve Uriner sistem gibi mukozal ylzeylerdeki epitel
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hlcreleri ve notrofillerden eksprese edilirler. Defensinlere benzer bakterisidal
etki gOsteren katelisidinler elektrostatik etkilesim ile gram pozitif ve gram
negatif bakteriler yaninda bazi mantarlarin da membranina baglanirlar
(Mason ve Hufnagle, 2009).

Antibakteriyel bir enzim olan lizozim g6zyasi ve tukruk gibi vicut
salgilarindan sekrete edilen antimikrobiyal bir enzimdir. Bakteri hucre
duvarini enzimatik olarak eritmesi yaninda, enzimatik olmayan bir
mekanizma ile bakteriyi Oldurebilmektedir (Janeway ve ark.,2001; Ganz,
2004).

Dogrudan mikrobisidal etkiye sahip olan laktoferrin, midenin pH’si ve Ust
sindirim yollarinin sindirim enzimleri enfeksiyona karsi onlemli kimyasal
bariyer olusturmaktadir. Laktoferrin demire yuksek affinite gosteren bir
proteindir. Demiri baglayarak mikroorganizmalarin yararlanmalarini ve

¢ogalmalarini engellemektedir (Ganz, 2004; Basset ve ark., 2003).

Barsak epitelyuminden kriptosidin adi verilen bir antimikrobiyal peptid
sentezlemektedir. Bu dogal antibiyotigin etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir (Boyaka ve ark., 2001; Abbas ve Lichtman, 2003b). Yassi
mukozal epitel, yapisal olarak sitoplazmalarinda bulunan kalprotektin
eksprese eder. Bu antimikrobiyal molekul, patojen mikroorganizmaya karsi
epitel hucre direncini guglendirmektedir (Nisapakultorn ve ark., 2001).

Akciger epitel hlcrelerinden sekrete edilen surfaktan A ve D gibi
antimikrobiyal proteinler patojenin ylzeyini kaplayarak mikroorganizmanin
alveoler makrofajlar tarafindan daha kolay fagosite edilmesine katki

saglamaktadir (Janeway ve ark., 2001; Rastogi ve ark., 2001).
Bir baska genis spektrumlu antimikrobiyal protein, ribonUkleaz ailesidir.

Angiogenin-4 (Ang-4) bu ribonukleaz ailesinin bir Uyesidir ve diger RNAazlar

gibi RNA'y1 hidroliz edebilir, ancak bu enzimatik aktivite dogrudan bakterisidal
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fonksiyonuna bagli degildir. Ang-4 gram pozitif ve gram negatif bakterilere
karg! bilinmeyen bir mekanizma ile genis antibakteriyel etki gosterir (Mason
ve Hufnagle, 2009).

Epitel hicrelerinin membranlarinda, polimorfonukleer l6kositlerce (PMNL)
olusturulan ve antimikrobiyal olarak bilinen bakterisidal permeabilite arttirici
protein (BPI) eksprese edilmektedir. BPI, gram negatif bakterilerin LPS’ lerine

baglanarak bakterisidal etki gostermektedir (Ganz, 2002).

2.2.2.2. Mikroorganizmayi1 Tanima

EH, patojen taniyan reseptorler (PRR) yolu ile birgok mikrobiyal yapiyi
tanimakta, hicresel NF-KB aracili sinyal yanitlarini baslatmaktadir (Acheson
ve Luccioli, 2004). PRR’lerin baglica fonksiyonlari opsonizasyon, kompleman
ve koagulasyon kaskadinin aktivasyonu, fagositoz, proinflamatuar sinyal

yolagi ve apopitozisin indiksiyonudur (Janeway ve ark., 2002).

Konak savunmasinin en eski ve kokli sekli olan dogal immun sistem,
mikrobiyal temasa hizli ve erken yanita izin verir. Bu cevap patojen iligkili
molekuler paternler (PAMP) ile PRR arasindaki spesifik etkilesim temelinde
olmaktadir. Bu PAMP’lar bakteriyel, viral ve fungal kaynakli olabilirler ve PRR
esas olarak makrofaj, dendritik hiicre (DH) gibi APC’lerden ve enterositlerden
eksprese edilir. Dogal immun sistem antijen bagimsiz fakat PAMP bagimlidir.
Adaptif immun yanit ise, antijen bagimhidir. Adaptif immun yanit APC’ler ile T
ve B hlcreler arasindaki etkilesme temeline dayanir. Etkin olmasi birkag gin
surer ve hayat boyu kalici cevap olusturur. Ancak dogal immun cevabin
hafiza etkisi yoktur (Ruemmele, 2009).

PRR’ler, epitel hlcresi, makrofaj-monosit, granulosit, mast hicresi ve

dentritik hdcreler gibi dogal immun sistem ile iligkili pek ¢ok hucre Uzerinde
bulunurlar. PRR’lerin birgok farkli ailesi vardir. Bunlar ¢Opgu reseptorler,
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TLRs, formil peptid reseptorler, mannoz ve glikan reseptorleri, kompleman
reseptorleri ve CD14’tur (Basset ve ark., 2003).

TLR'nin mukozal alanlardaki yerlesimi farkhliklar gdstermektedir. Solunum
sistemi EH'si TLR 1-10'u, intestinal epitel hucresi (iEH) TLR 1-4, 6 ve 9Q'u,
kadin genital sistem EH'si TLR 1-3, 5 ve 6'y1 ve Uriner sistem EH'si TLR 2, 4,
5 ve 11’i eksprese etmektedir (Weichhart ve ark., 2008).

Mikroorganizma ligandlari ile TLR'nin etkilesimi HBD-2, IL-1B3, IL-6, TNF-a
olusumuna yol agmakta; bdylece, DH matirasyonu, MHC ve kostimulator
molekul ekspresyonunda artisa neden olmaktadir (Hertz ve ark., 2003;
Pasare ve Medzhitov, 2004).

2.2.2.3. Fagositoz

invaziv bakteriler, epitel hiicrelerine 'bakteri ile indiiklenen fagositoz' diye
adlandirabilecegimiz yol ile kendini hucre igine aldirma yetenegine sahiptir.
Fagositler ile fagositoz sirasinda bakteri pasif rol almaktadir. Ancak bakteri ile
induklenen fagositoz esnasinda bakteri, invaziv mikroorganizma ile konak
hicre arasindaki karmasik etkilesimin anahtar ve aktif oyuncusudur (Cossart
ve Sansonetti, 2004). Fagositoz acisindan profesyonel olmayan bu
hicrelerde fagositozu baglatmanin bir yolu, normalde hucrenin bir diger
hdcreye tutunmak igin kullandigi ekstraselluler matriks adezyon molekullerine
tutunan adezinleri eksprese etmektir. Ornek olarak, E-cadherin gibi
transmembran adezyon molekuline bakterinin baglanmasi ile bakteri EH'ye
tutunmakta ve hiicre igerisine fagositik alim ile girmektedir. ikinci yol ise;
bakteri salgisal sistemi yoluyla konak hicre sitoplazmasina efektor
molekuller injekte ettiinde baslamakta ve bu efektdér molekuller bakterinin
yakalanmasini saglayan konak hulcre ylzeyinde lokalize buyuk endositik

vezikullerin olusumuna neden olmaktadir (Navigation, 2002).
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EHnin sUperoksit olusturmasi, invaze olan bakteriyi oksidatif yolla
oldurdugunu gostermektedir (Battistoni ve ark., 2004). EHnin patojenle
mucadelesinde hicre-hicre temasinin yaninda eriyen faktorlerin énemli
oldugu ve epitel hicresinden salinan Urlnlerin  fagositlerin  konak
fonksiyonlarini yonlendirmede etkin oldugu bildirilmistir (Rosseau ve ark.,
2000; Rosseau ve ark., 2004).

2.2.2.4. MHC Molekiul Ekspresyonu

EH, diger antijen sunan hucreler (ASH) gibi antijeni internalize etmekte ve
islemektedir. Diger ASH'lerden farki, oral alinan antijenin kimyasal yapisi ve
antijenitesinin ¢ok c¢abuk degisebilmesidir (Hershberg ve Mayer, 2000).
EH'nin antijen alimi profesyonel ASH'nin antijen alimindan daha yavas olarak
gerceklesmektedir (Laiping ve ark., 2000).

Normal EH'nin MHC sinif Il ekspresyonu dusuktlr ve antijenin islenmesi
secici olarak CD8+ T hucresini uyarmaktadir (Berin ve ark.,1999). MHC
molekulleri EH'de yapisal olarak bulunabilmekte ve lumendeki peptidi alip
bazolateral ylze transfer etmektedir (Mayer, 2000). Normal, inflamasyonun
olmadigi durumda, MHC sinif-Il molekdlleri ile antijenin islenmesi sadece
apikal yluzeyden internalizasyon ile baslatilmakta ve peptidin sunumu sadece

bazolateral yuz ile sinirli kalmaktadir (Quayle, 2002).

intestinal epitel hiicrelerinin dogal imminitede T hiicre yaniti ile iligkili olan
yuzey molekillerini eksprese ettigi ve profesyonel olmayan antijen sunan
hdcre olarak rol aldigi ortaya konmustur (Mayer, 2003).

2.2.2.5. Sitokin ve Kemokin Salinimi

Sitokinler bakteriye yanitta oldukga O©nemli medyatorlerdir. Sitokinler

inflamatuar ve immun sudregte, hucreler arasi sinyal olusumunda gorev alan

salgisal proteinlerdir (Mikamo ve ark., 2004). EH, immun yanitta gérevli ¢esitli
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sitokin ve kemokinler salgilamakta ve bu 6zellikleri mikroorganizmaya karsi
konak savunmasina yardimci olmaktadir (Boyaka ve ark., 2001). EH'nin
sitokin profili; EH'nin bulundugu mukozal alana, mikroorganizma ile EH’nin
kargilasma sulresine, mikroorganizmanin patojenitesi ve dozuna goére
degismektedir (Ma ve ark., 2003).

Bakteri ile konagin etkilesimi bir veya daha fazla sitokinin salgilanmasina
neden olmakta, olusan sitokin, bakteri ve konak hlicre dogasina goére
belirlenmektedir (Wilson ve ark., 1998). Proinflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6,
IL-8 ve TNF gibi) inflamatuar hucrelerin aktivasyonu ve gorev alanina
cagriimasinda ve efektdrlerin uyarilmasi kaskadinda rol alan bilesenlerdir.
Patojene karsi olusan proinflamatuar yanit (sitokinler, PG ve NO'dan olusan),
mukozal patolojiye sebep olmakta; konagin korunmasi igin IL-10 ve TGF-3
gibi antiinflamatuar sitokinlere ihtiyag duyulmaktadir (Mikamo ve ark., 2004).

Kemokinler; noétrofil, eozinofil, monosit gibi granulositler ve T hucreleri igin
kemoatraktan etki olusturmakta ve bu hucrelerin epitele go¢ etmesine yol
agmaktadir (Kagnoff, 1996; Berin ve ark., 1999). Kemokinlerin olusumu
oldukca hizlidir ve invaziv patojene kargi immunositlerin alana getirilmesini

saglayarak konak savunmasina katkida bulunmaktadir (Berin ve ark., 1999).

EH'nin olusturdudu sitokin ve kemokinler:

IL-1a, IL-1B, IL-10, (Boyaka ve ark., 2001),

IL-3, IL-6, IL-7, IL-8, IL-15, Monosit kemoatraktan protein (MCP)-1, (Ma ve
ark., 2003),

TNF-a, TGF-a, TGF-B, interferon (IFN) (Hedges ve ark., 1995).
Granulosit-Monosit koloni stimile edici faktor (GM-CSF), Granulosit koloni
stimule edici faktér (G-CSF), Monosit koloni stimtle edici faktor (M-CSF),
Kemokin ligandlari (CXCL-8, CCL-20, CCL-2), (Rescigno ve ark., 2001),
CCL-5 (RANTES), Makrofaj inflamatuar protein (MIP)-1a, (Berin ve ark.,
1999),
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MIP-18 (Mowat ve Viney, 1997),
IL-11, (Ernst ve ark., 1999),
IL-4, IL-13, (Madden ve ark., 2002).

Uropatojenik E. coli (UPEC)'ye karsi dogal konak savunmasini bagslatan
mekanizmanin mesane epitel hicresi tarafindan salinan sitokinler tarafindan
olustugu, UPEC ile uyariminda adherens ve P fimbria gibi bakteriyel virulans
faktorlerinin epitel hicrelerinde IL-6 ve IL-8 olusumunu artirdi§i gdosterilmistir
(Schilling ve ark., 2001). Epitel hucresinde IL-6 ve IL-8'in sekresyonunu ve
sentezini IL-1a ve TNF-a' nin aktive ettigi bulunmustur. Bu sonuglar
enfeksiyonun erken evresinde sitokin aracili yanitta epitel hicresinin rolunu

vurgulamaktadir (Hedges ve ark., 1994).

Wilson ve ark. (1998), Salmonella typhimurium'un adezyon molekullerinin
intestinal epitel hucrelerinde IL-8 salinimini indukledigini, takiben bu
mikroorganizmanin adezinleri ve murine makrofajlarinda IL-1p3, IL-6, GM-CSF

ve MIP-1[3 gibi kemokinlerin mRNA seviyelerini arttirdigini saptamistir.

2.2.2.6. Adezyon Molekiillerinin Ekspresyonu

EH, endotelyal ylzeylerde PMNL icin hedef olan ICAM-1 (intrasellller
adezyon molekult) ve VCAM-1 (vaskuler adezyon molekulu-1)
ekspresyonunu duzenlemekte; boylece inflamatuar yanitin olusumunda
aktive PMNL'ye yardim etmektedir (Strober ve James, 1991; Rosseau ve
ark., 2004).

ICAM-1 bronsiyal, udriner ve kolon EH'de dugsuk miktarlarda yapisal olarak

eksprese olmakta; ekspresyon inflamasyon durumunda belirgin olarak
artmaktadir (Huang ve ark., 1996).
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2.2.2.7. Antikor Olusumu

IgA, mukozal sekresyonlarin temel immuanglobulinidir. IgA, epitel hicresinden
salinabilen glikoprotein, sekretuar komponentler tarafindan luminal

proteazlardan korunmaktadir (Mayer, 2003).

IgA, ¢ogdunlukla iki IgA molekulunin disufit kdprusu ile bagll oldugu dimerik
(dlgA) formda bulunmaktadir. Polimerik Ig reseptorli (pIgR) bronsiyal, ince ve
kalin barsak epiteli tarafindan olusturulmaktadir (Boyaka ve ark., 2001).
intestinal lamina propriada, plazma hiicreleri tarafindan sentezlendikten
sonra, dIigA epitelin bazal membraninda bulunan plgR'ye kovalan olarak
baglanmakta, endositoz ile iceri alinmakta ve transitoz ile apikal ylzeye
ulasmakta, buradan reseptorun bir kismi ile birlikte limene salgilanmaktadir
(slgA; salgisal IgA) (Brandzaeg, 1997; Mavris ve Sansonetti, 2004). plgR,
EH'den transmembran proteini olarak sentezlenmekte ve EH'nin bazolateral
yuzinde yerlesmektedir. pIgR, polimerik IgA (plgA) ve pentamerik IgM'nin
endositozu igin reseptor olarak etki etmektedir. plgR brongiyal IFN-y, TNF-q,
IL-1a, IL-1B ve TGF-B ile arttirlabilmektedir (Boyaka ve ark, 2001).

Benzer bir mekanizma IgM igin bulunmakta ve IgM, slgM olarak |imene
sekrete edilmektedir. Ancak IgM'nin plgR'ye baglanmasi, kovalen olmayan
baglarla olmakta ve lumene c¢iktiginda, plgR'ye kovalen baglanan IgA'nin
aksine proteolitik yikima daha duyarli halde bulunmaktadir (Brandzaeg,
1997; Mavris ve Sansonetti, 2004).

2.2.2.8. Diger Medyatorlerin Salinimi
Calismalar epitel hucrelerinden NO, endotelinler, arasidonik asit metabolitleri,
prostaglandin (PG), ldkotrien (LTB), eikozanoidler ve sitokinleri iceren

proinflamatuar mediyatorlerin  sentezlendigini ve salindigini gostermistir
(Berin ve ark.. 1999; Mills ve ark., 1999; Hurley ve McCormick, 2004).
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NO, L-arjinin tarafindan sentezlenmektedir. NO bagisiklik sisteminin bir
duzenleyicisidir. Bu etki birgok azot ve oksijen ara UrUnleri ile gerceklesir.
Nitrik oksit sentaz (NOS)'In induklenebilir formu (iNOS) tarafindan ¢ok fazla
sentezlenen (nanogram miktarda) NO, intraselliler mikrobiyal patojenleri
oldurerek veya replikasyonu kontrol ederek dogal immun yanita katkida
bulunmaktadir. INOS enzimi normal olarak vucutta sentezlenmez. LPS,
sitokinler (IFN-y, IL-1, TNF-a gibi) ile uyarildigi zaman aktif hale gecer ve
uzun sureli etkisini gosterir. LPS, IFN-y, IL-1 ve TNF-a en 6énemli fizyolojik
indukleyicileridir (Mills ve ark., 1999; Bogdan ve ark., 2000; Poljakovic ve
ark., 2002).

Ayrica epitel hucreleri GM-CSF, G-CSF ve M-CSF gibi buylume faktorlerini de
olusturarak hucrelerin hayatta kalmasina ve farklilagsmasina katkida
bulunmaktadir (Mills ve ark., 1999; Hurley ve McCormick, 2004). Epidermal
GM-CSF tarafindan indiklenen NO ve iNOS ekspresyonunun NF-¢B'yi aktive
ettigi yapilan g¢alismalarla gosterilmistir (Vital ve ark., 2003). Epitel hicresi
tarafindan olusturulan PG ve NO'nun immun duzenleyici etkileri yaninda
sekresyon ve bariyer fonksiyonunun duzenlenmesi gibi otokrin etkileri de
bulunmaktadir (Kiligturgay, 2003).

2.2.3. Epitel Hiicresinin Diger immiin Hiicreler ile Etkilegimi

2.2.3.1. Notrofiller ile Etkilesim

PMNL'nin epitele gogu, patojen ile EH'nin etkilesimi sonucu dizenlenmektedir.
PMNL ile EH'nin etkilesimi, PMNL'nin endotel ile olan etkilesiminden farklliklar
gOstermektedir (Parkos, 1997).

PMNL'nin epitele goéclu ve aktiflestirimesi, kemoatraktanlar ve [ICAM-1

ekspresyonunun EH'de artimi ile dizenlenmekte; PMNL'nin transepitelyal

gegisi, kismen IFN-y ve IL-4'0 igeren bir dizi sitokin olugsumu ile iligkili
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bulunmaktadir (Parkos, 1997; Frick ve ark., 2000; Zen ve ark., 2002; Shen ve
ark, 2004).

2.2.3.2. Makrofaj ile Etkilesim

EH'nin mikroorganizma ile uyarilmasi sonucu makrofajlarin aktivasyonu
gerceklesmekte, EH-makrofaj etkilesimi ile NO ve proinflamatuar sitokinlerin
salgilanmasinda artis ortaya ¢ikmaktadir (Pechkovsky ve ark., 2002). EH ve
makrofajlarin aktivasyonu ile salinan proinflamatuar sinyaller imman yanitin

guclenmesine aracilik etmektedir (Farbermann ve ark., 2005).

2.2.3.3. Dendritik Hiicre ve NK ile Etkilesim

Dendritik hucreler (DH), go¢ eden fagositik hucrelerdir. Antijeni toplama ve
sunma kapasitesine sahiptir. DH, occludin, claudin-1, E-cadherin ve Beta-
katenin gibi siki baglanti proteinlerini eksprese etmekte (Rescigno ve ark.,
2001) ve EH butunliginun surdurulmesine katkida bulunmaktadir (Rimoldi
ve Rescigno, 2005).

EH'nin bakteri veya bakteriyel Grin ile karsilasmasi, HBD-1 ve HBD-2
ekspresyonu ve sitokin ve kemokinlerin olusumu ile immatir DH'ye
kemotaktik etki gostermekte ve DH'nin gugli ASH'ye donusumune yol agan
olgunlagsmasini baglatmaktadir (Quayle, 2002; Rimoldi ve ark., 2005).

EH'nin Grettigi IL-15, NK hucrelerinin gelisimini ve yayllimini dizenlemekte;
aktive olan NK hucreleri hucre oOlumunu perforin bagimh yol ile
induklemektedir. NK hucreleri, NK inhibitor reseptorinin baglandigr klasik
MHC sinif-l molekulinl eksprese eden hicrelere baglandiginda aktive
olmamakta ve hicrelere kargi olduricu etki gostermemektedir. EH'nin
olusturmus oldugu sitokinler, NK'nin uyariimasina yol agtigindan, NK inhibitor
reseptorunun baglandigr klasik MHC sinif | molekulini eksprese etmeyen
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EH'ne kargi perforin aracili 6lum, EH'nin kendi 6liumune yol agmasi seklinde
gerceklesmektedir (Kinoshita ve ark., 2002).

2.2.3.4. T ve B Hiucresi ile Etkilesim

Gastrointestinal EH'nin  bazolateral yuzeyinde bulunan intraepitelyal
lenfositler (iEL), CD3+ ve CD8+ T hucrelerine sahiptir. iEL; sitokin
salgilanmasi, fagositozun aktivasyonu ve enfekte hucreleri dldirmesi ile
konak savunmasinda rol almaktadir (Mowat ve Viney, 1997; Boyaka ve ark.,
2001).

EH, iEL ve T hacre iligkisi, immunolojik dengenin baslatiimasi ve devam
ettiriimesinde birbirlerini etkilemektedir. Duzenleme iki yonlu olmakta; EH,
baglanti molekullerini olugturmakta, iEH'nin eksprese ettigi yizey molekulleri
T hacreleri ile iliski kurmaktadir (Mayer, 2003; Inagaki-Ohara ve ark., 2005).
iEH, ASH olarak etki etmekte ve mukozada T hucre yanitini diizenlemektedir
(Herhsberg ve Mayer, 2000). EH'nin olusturdugu sitokinler T hucre gelisimine
ve fonksiyonuna katkida bulunmaktadir (Inagaki-Ohara ve ark., 2005).

yOT hdacreleri, epitel hicreleri ve mukozal yuzeylerde bulunan dogal T
hicrelerinin - 6zel bir grubudur. y&T hacreleri, epitel hlcrelerinin
proliferasyonunu indukleyen keratinosit growth faktor-1’in  sekresyonu
araciligi ile immun homestaza etki eder. Bu hucreler ayni zamanda doku
hasarina cevapta inflamatuar hicrelerin eksigini doldurur. Bu hucreler
yaralanmadan sonra doku tamirinde hayati rol oynar (Mason ve Hufnagle,
2009).

Peritonal boslukta B lenfosit alt grubunda yer alan ve ydT lenfositlerinin
analogu olan B-I hiicreleri, 6zgul olmayan poliklonal yanit olusturmaktadir. B-I
hacrelerinin gogu fosforilkolin ve LPS gibi lipit antijenleri ve polisakkarid igin
Ozguldar. B-I hicreleri  epitelyal bariyeri  gegebilen penetre

mikroorganizmalara karsi savunmada rol oynayan IgA, IgM ve IgG gibi
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antikorlar olusturmaktadir (Boyaka ve ark., 2000; Boyaka ve ark., 2001;
Abbas ve Lichtman, 2003b).

2.2.4. Epitel Hiicresinin immiin Yanitin Diizenlenmesindeki Rolii

EH, ilk olarak mikroorganizmanin yuzey antijenlerini ve salgiladigi urinleri
tanimaktadir. Dakikalar icinde etkisi artan hicre i¢i ve hicre digi duyu
proteinlerini olustururarak 6zgul olmayan savunma yollarini ve dogal immun
yaniti uyarmakta ve mikroorganizmaya kargi bolgesel savunmayi
baslatmaktadir. Bunu antijene 0zgul olan kazanilmig immun yanitin
uyariilmasi ve yonundn belirlenmesi takip etmektedir (Hershberg ve Mayer,
2000; Janeway ve ark., 2001; Mavris ve Sansonetti, 2004). Ayrica EH,
patojenle mucadelede organizmanin fazla inflamasyondan korunmasi igin
tolerans mekanizmalarini etkinlestirebilmektedir (Shao ve ark., 2001).
Bdylece mikroorganizma saldirisi ve konak savunmasi arasindaki mucadele
biri digerinin Ustesinden gelene dek surdurtilmektedir (Mavris ve Sansonetti,
2004).

2.2.4.1. Ozgiil Olmayan Savunma Mekanizmalarinin Uyariimasi

Mukozalarda konagin gevresel faktorleri, enfeksiyon olusumu ile bas etmeye
calismaktadir. Surekli peristaltik hareketler, safra asitleri, organik asitler ve
normal floranin varligi patojene karsi koruma saglamaktadir (Mavris ve
Sansonetti, 2004). Salgisal mukozal bilesenlere mikroorganizmanin
tutunmasi, surekli olarak epitelyal yizeylerin ylkanmasina yol agmakta ve
bakterinin hicre yuzeyine kolonizasyonunu engellemektedir. Boylelikle
potansiyel patojenin EH'ye tutunmasi, konagin 0zgul olmayan savunma

mekanizmalari ile engellenmeye ¢alisiimaktadir (Abbas ve Licthman, 2003a).
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2.2.4.2. Dogal ve Kazanilmig immiin Yanitin Uyariimasi

Dogal immunitenin bakteri saldirisina erken ve artmis bdlgesel yaniti
inflamasyondur. inflamasyon; l6kositlerin enfeksiyon alanina gégi ve
enfeksiyon ajanlarini elimine etmek igin I6kositlerin aktivasyonudur (Abbas ve
Lichtman, 2003b).

Dogal immunite ¢ogu inflamatuar cevabin arkasinda yer alir. Bunlar makrofa;,
PNL ve mast hucrelerinin dogal immun reseptorleri araciligi ile ilk hat
savunmasinda tetiklenirler. Dogal immun sisteme ilaveten adaptif immunite,
protein, karbonhidrat, lipid, nikleik asit ve patojenleri spesifik olarak tanir;
fakat, antijen spesifik efektér hicreler dogal immun tanima ile meydana
gelmezler. Yani, iki sistem ayni efektor hucrelerin kullaniminda da iligkilidirler
(Janeway ve ark., 2002).

EH'nin mikroorganizma ile invazyonu, gesitli sitokinlerin olusumuna neden
olmakta; bu sitokinler T hucresine EH'nin antijen sunumunda aracilik etmekte
ve fagositer hucrelerin enfeksiyon alanina gocunde ve kazanilmis
immunitenin uyariimasinda etkili olmaktadir (Bodet ve ark., 2005). Epitelin
dogal immun sistemdeki fonksiyonu bozulursa potansiyel patojenlere karsi
adaptif immun cevap gerekli ve hayat kurtaricidir (Schleimer ve ark., 2007).
Kazanilmig immun yanit; profesyonel immun sistem hicrelerinin (makrofaj, T
ve B hucresi) araciligi ile antijene 6zgul, maksimum etki icin glnler-haftalara
ihtiyag gdsteren, immunolojik belledi olan hicresel ve humoral immun yaniti

gelistirmektedir (Huttner ve Bevins, 1999).

2.2.4.3. Toleransin Uyariimasi

Oral tolerans; agiz yolundan alinmis ve daha énceden maruz kalinmis olan
antijene kargi sistemik immun yanitin aktif olarak baskilanmasidir (Blum ve

ark., 1999; Chehade ve Mayer, 2005). Mukozal alanlarda gorulen immun

yanitin ¢ogunlugu yanitsizhiktir (Bu ve ark., 2001). Bu yanitsizlik durumu
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pasif bir olay degil, immin yanitin aktif olarak sondurilmesidir. EH, bu
immunolojik durumun anahtar duzenleyicisidir ve yluzey etkilesimleri bu
dizenlemeye rehberlik etmektedir (Mayer, 1998). Profesyonel olmayan ASH
olarak tanimlanan EH, yapisal olarak MHC sinif Il molekult ve optimal CD4 T
hicre aktivasyonu igin gerekli olan B7-1 ve B7-2 gibi kostimulator molekulleri
eksprese etmemekte ve T hucrelerini aktive edememekte; boylece antijenin
lokal olarak EH ile sunumu immdulniteden ziyade tolerans ile
sonuglanmaktadir (Kagnoff, 1996; Mayer, 1998; Ernst ve ark., 1999). EH,
saglikli durumda CD4 T hucrelerinde anerjiye neden olmakta ve CD8 T

hdcrelerini uyarip lokal yaniti inhibe etmektedir (Mowat ve Viney, 1997).

Mukozal alanlardaki kommensal bakterilerin mukozal toleransa katkisi oldugu
hipotezi ileri surtlmektedir (Quayle, 2002). Luminal antijenle tekrarlayan
karsilagsma durumunda, antijenleri taniyan 6zgul TLR (Toll-like Reseptor)'nin
ekspresyonu azalmakta, bu reseptorleri eksprese eden lenfositlerin
eliminasyonuna, inhibitdr sitokinleri olusturan antijen spesifik CD8 T hucre
uyarimina yol agmakta ve immunolojik dusuk yanit olusmaktadir (Ernst ve
ark., 1999; Strober, 2004). Ayrica, TLR'nin EH bazolateral yuzundeki
yerlesimleri, invazyon yapmayan kommensal bakteriye karsi yanit

olusmamasini agiklamaktadir (Quayle, 2002).

2.2.5. Epitel Hiicresinin Normal Flora ile iligkisi

immiin yanit, self-nonself ayirimini yapabilmektedir. Lokal immin ve
inflamatuar yanit, patojen antijenlerini [imende bulunan kommensal flora
elemanlarindan ayirt edebilmelidir (Ernst ve ark., 1999). Mukozal bariyer,
barsakta kalici olan mikroplar ile konak arasindaki simbiozisin

surdurtlmesine yardimci olmaktadir (Acheson ve Luccioli, 2004).
Patojen bakteriler ile enfeksiyondan sonra EH, NF-KB yolu ile sitokin ve

kemokin sentezi ve efektor hucreleri uyaran ve/veya enfeksiyon alanina

¢agiran diger molekullerin sentezi icin aktive olmaktayken; patojenik olmayan
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mikroorganizma direkt olarak epitele baglanmakta ve NF-kB'yi inhibe ederek
antiinflamatuar bir etkiye yol agmaktadir (Hayday ve Viney, 2000).

Patojen olmayan bakteri konagi invaze etmemekte, EH ile etkilegerek
mukozal dokuya immun duzenleyici sinyaller gondermektedir (Blum ve ark.,
1999). EH'nin tekrarlayan antijen sinyalleri sonucu TLR ve koreseptor yuzey
ekspresyonunda azalma, sitokin profili ve hlcre-hicre etkilesimindeki
degisikler, tripsin gibi liminal bilesenler normal floraya yanit olusmamasini
aciklamaktadir (Strober, 2004; Cario ve ark., 2005).

Farkhh mukozal alanlardaki EH'nin olusturdugu dogal korunma ve patojen
saldirisina kargi erken yanit farkli olmaktadir. Agiz, kolon ve vajen gibi floral
alanlarin; mesane, bobrek ve fallop tupleri gibi steril alanlara gore farkli yanit
gosterdigi ileri surulmektedir (Quayle, 2002). Steril alanlardaki EH, kan
makrofajlari gibi davranarak en klguk mikroorganizma miktarini zararli kabul
edip mikroorganizmayi hizlica yok eden konak savunmasini uyarmaktayken;
florali bolgelerdeki EH'nin kiguk miktarlardaki mikroorganizmaya karsi

yanitsiz olabilece@i savunulmaktadir (Quayle, 2002).

Normal flora bakterileri, patojen bakteriler ile besinlerin alinmasi ve epitel
hdcrelerine tutunma agisindan yarismakta; Escherichia coli tarafindan
olusturulan  kolisin gibi antimikrobiyal madde dretimi patojenlerin
kolonizasyonunu onlemekte, gegici mikrobiyal topluluklarin g¢ogalmasini
engellemekte ve gecici mikrobiyal topluluklari éldirmektedir (Blum ve ark.,
1999; Janeway ve ark., 2001; Mahida, 2004). Kommensal bakteriler, EH'nin
olusturdugu inflamatuar etkili molekullleri segici olarak baskilama
yetenegindedir ve bdylelikle toleran bir ortamin olusmasina katkida
bulunabilmektedir. Son zamanlarda yapilan galismalar; patojen olmayan flora
bakterilerine karsi konak yanitsiziginin, EH'nin inflamasyonu baslatan
transkripsiyon faktorin olusumunu baskilamasi sonucunda ortaya c¢iktigini
dusundurmektedir. Boylelikle bu bakterilerin mukozal toleransa katkida
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bulundugu (Quayle, 2002) ve konagi mukozal hasardan ve bununla iligkili
olumlerden korudugu iddia edilmektedir (Nahoum ve ark., 2004).

2.3. Streptococcus pyogenes (Grup A Streptokoklar)

Streptococcus cinsi igerisinde yer alan, dogada yaygin, zincir yapan,
hareketsiz, katalaz negatif, fakulltatif anaerob, gram pozitif koklardir.
Streptococcus  pyogenes, serolojik temellere dayanan Lancefield
siniflamasinda A grubu streptokok sinifina girmektedir. Kanl agarda hemoliz
yapma Ozelliklerine gore 3 hemolitik bir streptokoktur (Ruoff ve ark., 2003).

2.3.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

0.6-1.5 um g¢apinda oval veya yuvarlak sekilli koklardir. Sivi besiyerlerindeki
kultarlerinden yapilan preparatlarda genellikle uzun kok zincirleri halinde
gérulurken, kati besiyerlerindeki kolonilerinden hazirlanan preperatlarda
diplokoklar veya kisa zincirli koklar halinde gorulurler. Sporsuz ve
hareketsizdirler. insan bad dokusunda bulunan hyaliironik asitten yapilmis
antijenik olmayan bir kapslle sahiptir (Séyletir ve Over, 2002; Bozkaya,
2005).

2.3.2. Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikleri

Streptokoklar fakultatif anaerob, optimal UGreme silari 35-37°C olan
bakterilerdir. Uremeleri icin basit besiyerleri yeterli olsa da kan ve serum ile
zenginlegtirilmis besi yerlerinde oldukga iyi Urerler. Kanli agarda 24-48 saatlik
inkiibasyondan sonra 1-2 mm c¢apinda yari saydam, (3 hemoliz zonu ile
cevrili, gri-beyaz renkte, S (smooth) tipinde koloniler olustururlar. Kapsullu
olanlar taze hazirlanmis besiyerlerinde M (mukoid), kapsulstiz olanlar daha
kiguk ve parlak koloniler olustururlar (Bozkaya, 2005). Diger streptokoklar
gibi aerop ortamda glikozu pargalarlar. Laktik asit olusmasi nedeniyle ortam

pH'sI degistiginden bakterinin Gremesi ve canli kalmasi guglesir.
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Tam hemoliz olusturmalarn digindaki biyokimyasal oOzellikleri arasinda,
eskulin ve arginini fermente etmeleri, basitrasine duyarlilik, trimetoprim-
sulfametaksazola direnglilik, genellikle maltoz, sukroz, laktoz pozitif olmalar
ve inllin, mannitol ve Kkatalaz negatif olmalari sayilabilir. Isiya ve

dezenfektanlara karsi duyarlidirlar.

2.3.3. Antijenik Yapi ve Patojenite

Grup A streptokoklarin hicre yuzeyi gesitli antijenik yapilar icermektedir.
Major huacre duvari karbonhidrat antijeni olan ve gruba adini veren A antijeni,
L- Rhamnose ve N-Acetyl-D-glucosamine iceren kompleks bir polisakkarittir.
Hucre duvarinin dis yuzeyi ile iligkili diger fibriler proteinler ise Grup A
streptokoklarin fimbrialarinda bulunan ve epitel hicresine tutunmada rol
alarak virtlans ile ilgili ve tipe 6zgul antijenik yapilari olugturan M proteinidir.
Asit ve 1siya direngli ve tripsine duyarli olan M proteini, esas virilans antijeni
olup fagositlerin tutunmasini (adezyonunu) engeller. Hicre yuzeyi ile ilgili
diger antijenler, tripsinle muameleye direngli, virulanstaki roli tam olarak
bilinmemekle birlikte Grup A streptokoklari tiplendirmek icin kullanilan T ve R
antijenleridir (Soyletir ve Over, 2002; Ruoff ve ark., 2003; Bozkaya, 2005).

Gram pozitif bir bakteri olan Grup A streptokoklarin L-alanin-D-glutamil-L-
lysin-A alanin yan zincirleriyle baglanmig olan, tekrarlayan N-acetyl-D-
glucosamin-N-acetyl-D-muramic asit Unitelerinden yapiimis peptidoglikani
gram negatif bakteri endotoksini ile ayni etkileri olusturmakta (ates, deri
nekrozu, eritrosit ve trombosit erimesi gibi), farkli pek c¢ok bakterinin
peptidoglikanina benzediginden ¢apraz reaksiyonlarda rol almaktadir. Konak
hdcreye tutunmayi saglayan lipoteikoik asit, M proteini ile ilgili oldugundan M
proteinine sahip suslar, bakterinin adiz ve deride bulunan epitel hicrelerine
tutunmasini saglayarak virulansi artirir ve bir gok hicre igin sitotoksik 6zellik
gosterir. Hucre duvarinin bir diger onemli komponenti hiyaltronik asit
yapisindaki antijenik olmayan kapsul olup, bakteriyi fagositozdan korur
(Cengiz, 2004; Bozkaya, 2005).
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Grup A streptokoklarin virilansinda rol alan pek ¢ok enzim ve toksin
bulunmaktadir. Kizil olusumunda rol alan eritrojenik toksin, kanl plaklarin
yuzeyinde streptokok kolonilerinin etrafindaki hemoliz olusumundan sorumlu
olan streptolizin S, oksijene duyarli, kuvvetli antijenik ve geg¢mis veya
gegiriimekte olan bir enfeksiyonunun saptanmasi ve takibinde kullanilan
streptolizin O, kan pihtisini eritip mikroorganizmanin enfekte dokulara hizla
yayllmasindan sorumlu olan streptokinase, deri enfeksiyonlarini tanimlayan
DNAse, yayillma faktéri olan hyallrinidaz ve bazi proteinleri pargalayarak
bakterinin yayillmasini kolaylastiran proteinaz bunlardan bazilaridir (Bozkaya,
2005; Cengiz, 1999; Soyletir ve Over, 2002; Ruoff ve ark., 2003).

2.3.4. Yaptigi Hastaliklar

Grup A streptokoklarin olusturdugu hastaliklar supuratif olanlar ve olmayanlar
diye iki baslik altinda toplanabilir. SUpuratif olanlar; anjin, tonsillit, farenijit,
kizil, erizipel, impetigo, puerperal sepsis, septisemi, akut bakteriyel
endokardit, toksik sok benzeri hastaliklar ve nadiren sellulit, lenfanjit ve
pnomonidir. Supuratif olmayan hastaliklar, mikroorganizmanin yaptigi
enfeksiyondan veya tamamen belirtisiz gegcen 1-5 haftallk donemden sonra
ortaya ¢lkan poststreptokoksik tablolardir. Bunlar; akut romatizmal ates ve

akut glomertilonefrittir (Cengiz, 1999; Séyletir ve Over, 2002).

2.4. Escherichia coli

Escherichia coli, Enterobacteriaceae familyasinda Escherichia genusu iginde
yer alir. insan ve hayvanlarin kalin barsadinda yasayan normal flora
bakterisidir. Kalin barsak florasi iginde, gram negatif ve ¢cogu hareketli basil
olan en yaygin fakultatif anaerop turdur. Barsaklarin normal flora Uyesi
olmasina ragmen, barsak enfeksiyonlarinin yaninda driner sistem
enfeksiyonu, bakteriyemi, menenjit ve pnomoni gibi barsak disi
enfeksiyonlara da neden olurlar (Baysal, 2004).
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2.4.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

E. coli, yaklasik olarak 2-6 ym boyunda, 1.0-1.5 pm eninde, duz, ugclar
yuvarlak basil seklindedir. Kultlrlerde koka benzer klglk, kisa sekilleri veya
uzun, dallanan sekilleri bulunabilir. Peritrig kirpikleri ile hareketlidir. Kapsullu
hareketsiz suglari da vardir (Erdem, 1999; Baysal, 2004).

2.4.2. Kiiltiir Ozellikleri

Kan, serum, asit sivisi, glikoz gibi maddeler ilave edilmemis adi
besiyerlerinde kolay Urerler. En iyi Greme 1sisi 37°C ve pH: 7-7.2 dir.
Buyyonda, peptonlu suda bol Grer, homojen bulaniklik yapar. Adi agarda 2-3
mm capinda, hafif kabarik, yuvarlak, kenarlari duzgun, gri-beyaz koloniler
yapar. Laktoza etki etmeleri, laktoza etki etmeyen Salmonella ve Shigella
cinsi bakterilerden ayirt edilmelerini saglar. Mac Conkey agarda laktoz pozitif
koloniler yapar. Eozin Metilen Blue (EMB) agarda laktoz pozitif, metalik

koloniler olugturur. Pigmentsiz bir bakteridir (Erdem, 1999; Toreci, 2002).
2.4.3. Antijenik Yapi

E. coli'nin somatik (O), kirpik (H) ve kapsul (K) antijenleri vardir. E. coli
suslarinin serotiplendiriimesi, Kauffmann tarafindan geligtirilen semaya gore
yapilabilir. Serotiplendirmede 6ncelikle O ve H antiserumlari kullanilir. E. coli
suslarinin  antijen yapilarinin  belilenmesi  6zellikle  epidemiyolojik
calismalarda yararldir (Erdem, 1999; Toreci, 2002; Baysal, 2004).

2.4.4. Virulans ve Patojenite Ozellikleri

E. coli'nin gok sayida virulans faktoru vardir. Bunlar, yapisal faktorler veya

hicre disina salgilanan toksinler, enzimler gibi Grunlerdir.
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K1 kapsulu: E. coli, B grubu streptokoklarla birlikte yeni dogan menenijitinin
en onemli etkenlerindendir. Meneniitli yeni doganlardan izole edilen E. coli
suslarinin ~ %80'i K1 kapsuli tasimaktadir. Bu kapsul yapisi,
mikroorganizmayi in vitro ortamlarda insan nétrofillerinin ve normal insan
serumunun oldurtcu etkisine kargi direngli kilar. K1 kapsuli ayrica beyin
omurilik sivisinda ve kanda mikroorganizmanin canliigini surdurmesine
yardimci olur (Erdem,1999; Toreci, 2002; Baysal, 2004).

Tip | (MS- Mannoz sensitif) fimbria: Mannozlu reseptorlere baglanan
fimbrialardir. Birgok Okaryotik hucreye tutunmayi sagladigi halde, patojenik
fonksiyonu yoktur ve higbir hastalikla iligkili degildir. Tip | (MS) fimbria, E. coli
suglarinin  kolon mukozasina, agiz bosluguna ve vagen mukozasina

tutunmasini saglar (Erdem, 1999; Baysal, 2004).

Tip Il (MR-Mannoz resistant) fimbria: Tipl'den daha karmasiktir ve degisik
yapida kolonizasyon faktorleri ve adezinler bu ad altinda toplanmistir. Bunlar
S fimbria, P fimbria, X faktor ve c¢esitli kolonizasyon faktorleridir. S fimbria,
bakteriyemi yapan E. coli suslarinda bulunur. Beyin ventriklllerine, koroid
pleksus ve damar epitelinde bulunan reseptorlere tutunmayi saglar. P
fimbria, Uropatojen E.coli suglarinda bulunur ve uUriner sistem enfeksiyonlari
ile iligkilidir. Pyelonefrit yapan suslarin %70'i, sistit yapan suslarin %36's1 ve
kolonda bulunan suslarin %19'unda P fimbria bulunur. X faktér, E. coli'nin

uropatojenitesinde onemli bir faktordur (Erdem, 1999; Baysal, 2004).

Enterotoksinler: ETEC suslari, yapimi plasmidle kodlanan, 1siya duyarli LT
(kolera toksinine benzer) ve isiya direngli ST olmak Uzere, barsaklarda aktif
olan 2 ekzotoksin salgilarlar. LT, ince barsaklarda GM1 resptdrlere baglanan,
B parcasi bes birimden olusan kolera toksinine benzeyen bir toksindir.
Reseptorlere baglandiktan sonra ince barsaklarda hicre igine giren A
parcasl, toksik etkilerden sorumludur. Adenilat siklazi aktive eder. Hucre
icinde artan cAMP barsak bosluguna bol miktarda NaCl ve sivi

salgilanmasina neden olur (Erdem 1999; Baysal, 2004).
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ST, disulfit baglar ile birbirine baglanan, uzunluklart 18-50 aminoasit
arasinda degisen birka¢ kuguk polipeptitten olusur. Disulfit baglari, isiya
direncliligi saglar. Etkisini guanilatsiklazi aktive ederek, cGMP'yi artirarak
yapmaktadir. LT' de oldugu gibi barsak liumenine bol sivi ve elektrolit

salgilanmasina neden olur (Toreci, 2002; Baysal, 2004).

E. coli suslan sitotoksik etki yapabilen verotoksinler salgilar. Bu toksin 057,
H7 serotipi tarafindan salgilanir ve bu serotip diyareye, hemorajik kolite,

hemolitik Gremik sendroma yol agar (Baysal, 2004).

2.4.5. Plazmidleri

E. coli suslarinda antibiyotiklere direng 6zelligi kazandiran R plazmidleri ve
virulans faktorlerini kodlayan g¢esitli plazmidler bulunmaktadir (Erdem, 1999;
Baysal, 2004).

2.4.6. Bakteriyosinleri

E. coli suslarinin salgiladigi bakteriyosinlere kolisin denir. Epidemiyolojik
arastirmalarda kolisin incelemesi ve bakteriyosin tiplendirmesi yapiimaktadir
(Erdem, 1999).

2.4.7. Yaptigi Hastaliklar

E. coli, normal barsak florasini olusturan bakterilerindendir. Barsaklarda
diyare olusturan susglari diginda, kommensal olarak yasarlar. Ancak vicutta
bagka bir organa, dokuya gectiklerinde enfeksiyonlara neden olurlar (Baysal,
2004).

Enfeksiyona neden olan bes farkli E. coli grubu bulunmaktadir. Bunlar,

Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Enteropatojenik E. coli (EPEC),
Enteroinvaziv E. coli (EIEC), Enterohemorajik E. coli (EHEC), Enteroagregatif
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E. coli (EAgEC)dir. Barsak enfeksiyonlari digsinda, Uriner sistem
enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlari, menenijit (6zellikle yeni doganda)

ve bakteriyemiye de neden olurlar (Erdem, 1999; Téreci, Baysal, 2004).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Geregler
3.1.1. Sarf Malzemeler

Doku kiiltiir plagi, 96 kuyucuklu (TTP, isvecg)
Santrifuj tupd, 15 ve 50 ml'lik (Orange, Belgika)
Serolojik pipet, 5, 10 ve 25 nl'lik (LP, italya)
Ependorf 1,5 ml'lik- cam tip (Greiner, Almanya)
Sari ve mavi pipet ucu (Ependorf, Alimanya)

idrar 6zesi (LP, italya)
3.1.2. Kimyasal Malzemeler

L-glutamine (Sigma, A.B.D.)

Fetal calf serum (PAA, Avustralya)
RPMI 1640 (PAA, Avustralya)

HBSS (PAA, Avustralya)

Blood agar base (Lab M, ingiltere)
Eosin Metylen Blue(Merck, Almanya)
Trypan blue (Sigma, A.B.D.)

3.1.3. Araglar

Laminar flow (Bilser, Turkiye)
Vortex (Stuart, UK)

Santrifuj aleti (Herolab, Almanya)
Isik mikroskobu (Nikon, Japonya)
CO/'li etuv (Sanyo, Japonya)
Etlv (Hearus, Almanya)

Derin Dondurucu (-80 °C) (Nuare, Japonya)
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Neubauer improved bright line (Marienfeld, Germany)
Otomatik pipet (Genex, Finlandiya)

Pipetdr (Greiner, Almanya)

3.2. YOontemler

Calismamizda, idrar epitel hicrelerinin  antibakteriyel etkinliginin
degerlendirilmesi icin, Behcet hastali§i tanisi ile Ankara Universitesi Tip
Fakultesi Dermatoloji Bilim Dali tarafindan izlenmekte olan 10 inaktif Behget
hastasi ile kendisi ve ailesinde Behget hastaligi veya immunolojik hastaliklar
bulunmayan 10 saglikh birey kontrol olarak alindi. Ornekler; sigara icmeyen

ve son bir haftadir antibiyotik kullanmayan génulltilerden toplandi.

Calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali imminoloji laboratuarinda Helsinki Deklerasyonu
prensiplerine uygun olarak, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulundan

onay ve katilimcilardan “bilgilendirilmig olur” formu alinarak yuratulmustar.

3.2.1. idrar Epitel Hiicresinin (iIEH) Hazirlanmasi

Gondllilerin idrarlan steril idrar kabina alindiktan sonra 50 mllik santrif(j
tupune aktarildi, 1000 rom’de 10 dakika santrifuj edildi, supernatan atildi ve
cOkelti 10 ml antibiyotiksiz Hanks Balanced Salt Solution konarak yikandi.
Yikama islemi 3 kez 1000 rpm’de 10’ar dakika santrifij edilerek
gerceklestirildi, son santriflj isleminden sonra slUpernatan atildi ve ¢okelti 1
ml %10 fetal sigir serumu (FCS) iceren Roswell Park Memorial Institue‘in
1640 kodlu hicre kultart vasati (RPMI 1640) iginde suspanse edildi. 20 pl
hicre suspansyonu %4’luk tripan mavisi ile boyandi, boya almayan canli
hiicreler Neubauer laminda sayildi ve 1x10° hiicre/ml olacak sekilde
suspanse edildi (Albayrak ve ark., 2005; 2006a).
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3.2.2. Mikroorganizmalarin Hazirlanmasi

Streptococcus pyogenes ATCC 49619 susu (Refik Saydam Hifzissihha
Kualtdr Koleksiyonundan saglandi) koyun kanl agara ekilerek 37 °C’de bir
gece inkube edildi. Ertesi gun plak yuzeyinden koloniler toplanarak 15 ml’lik
santrifuj tupu icindeki steril fosfat tampon solusyonu(PBS) i¢cinde sulandirildi.
PBS ile 3 kez 3000 rpm’de 10’ar dakika santriflj edilerek yikandi, son
santrifj isleminden sonra stpernatan dokuldu, ¢okelti 2 ml % 10 fetal sigir
serumu (FCS) iceren RPMI igerisinde suspanse edildi. 20 pl bakteri asaltisi
%4’luk tripan mavisi ile boyandi, boya almayan canli hicreler Neubauer
laminda sayildi ve 1x10° olacak sekilde RPMI+%10 FCS ile sulandirildi
(Ozenci ve ark., 2001; Dolapg! ve ark., 2003).

E. coli 075 susu (Refik Saydam Hifzissihha Kdiltir Koleksiyonundan
saglandi) Eosin Methylen Blue Agara (EMB) ekildi, 37°C’de bir gece inkube
edildi. Ertesi gin plak ylzeyinden koloniler toplanarak PBS iginde
sulandirildi. Bakteriler PBS ile 3 kez 3000 rpm’de 10’ar dakika santrifuj
edilerek yikandi, ¢okelti 1 ml RPMI+%10 FCS igerisinde suspanse edildi. 20
ul bakteri suspansyonu %4’lUk tripan mavisi ile boyandi, boya almayan canli
hiicreler Neubauer laminda sayildi ve 1x10° olacak sekilde besiyeri ile
sulandinidi (Albayrak ve ark., 2005; 2006a).

3.2.3. Hiicrelerin Mikroorganizmalar ile Karsilastiriimasi

idrar epitel hicrelerinin (IEH) S. pyogenes ve E. coli'ye karsi gdstermis
oldugu bakterisidal etkiye, daha énceden tanimlandigi sekilde 1/1 efektor
hicre (idrar epitel hicresi) / hedef hicre (mikroorganizma) (E/H) oraninda
bakildi (Ozenci ve ark., 2001; Dolapg! ve ark., 2003, Albayrak ve ark., 2005,
Albayrak ve ark., 2006a). IEH, 96 kuyucuklu plaklara 100’er pl 3’er kuyucuga
konuldu, Uzerlerine 100er pl  1x10%ml  mikroorganizma iceren
stispansiyonlardan ilave edildi. IEH hazirlanan bir kuyucuk negatif kontrol icin

konup Uzerine sadece RPMI+%10 FCS ilave edildi. S. pyogenes ve E. coli
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kontrolleri 100’er pl 3’er kuyucuga konarak uzerlerine 100°’er yl RPMI+%10
FCS ilave edildi. 96 kuyucuklu plak 37°C’de %5 CO;'li etiivde 1 saat inklibe
edildi. 1 saatlik inkiUbasyondan sonra, S. pyogenes i¢in her bir kuyucukdan
100’er ul supernatan alinarak uygun sulandirimlari yapildi ve koyun kanl
agara ekildi. E. coli igin her bir kuyucuktan 100’er ul alindi ve uygun
sulandirmlari yapilarak adi agar besiyerine ekildi. Plaklar 37°C’de bir gece
inkiibe edildikten sonra meydana gelen koloni olusturan birimler (cfu) sayildi.

Bakterisidal etki (BE) yluzdesi asagidaki formule gore hesaplandi.

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

Ortalama cfu (kontrol kuyucugu)
3.3. istatistiksel Degerlendirme
Calismalarin istatistiksel degerlendirmesi SPSS parametrik testler ile
yapilmistir. IEH'nin S. pyogenes ve E.coliye karsi bakterisidal etkileri

arasindaki fark igin t test uygulanmig, p<0.001 anlamli olarak kabul edilmis,

veriler Dixon testi ile kontrol edilmistir (Caulcutt, 1983; Kavak, 2008).
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4. BULGULAR

4.1. idrar Epitel Hiicresi (IEH)

Epitel hucrelerinin tripan mavisi ile boyanmamig olanlari canli epitel hiucresi

olarak degerlendirildi ve ¢alismaya dahil edildi (Sekil 4.1/a ve b).

SEKIL 4.1: Canli ve 8li epitel hiicresi

a- Canli epitel hiicresi b- Ol epitel hiicresi

4.1.1. idrar Epitel Hiicresi (IEH)’nin S. pyogenes ve E. coli’ye karsi
bakterisidal etkisi

1/1 E/H oranindaki IEH’nin Behget hastalarinda 1. saatte S. pyogenes’e karsi
ortalama %31.6, E. coli’'ye karsi %23.3, saglikl kontrollerde ise S.pyogenes’e
karsi %46.8, E.coli'ye karsi %60 bakterisidal etki gosterdigi saptanmigtir.
(Tablo 4.1.1; Sekil 4.1.1)
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Tablo 4.1.1: IEH'nin 1/1 E/H oranlarinda S. pyogenes ve E. coli'ye karsi 1. saatte

gosterdikleri bakterisidal etki ortalamalari

IEH (BEHCET HASTASI)

IEH (SAGLIKLI KONTROL)

1/1 E/H 1/1 E/H
X*+ss** X+ss
Ortanca Ortanca
S.pyogenes 32.0 £ 23.7 46.9 £ 27.5
1. saat
31.6 46.8
E. coli 24.0+19.5 594 +17.7
1. saat
23.3 60.0
*; ortalama
**. standart sapma
60,00
50,00
40,00
=i O 5.pyogenes
20,00 @ E.coli

10,00

0,00 —

SAGLIKLI
KOMNTROL

\ S.pyogenes

BEHCET
HASTASI

Sekil 4.1.1: IEHnin 1/1 E/H oranlarinda S. pyogenes ve E. coliye karsli 1. saatte
gosterdikleri bakterisidal etki ortalamalari
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Behget hastalari ve saglkli kontrollerin IEHi 1/1 E/H oraninda
kargilastirildiginda 1. saatteki bakterisidal etki agisindan S. pyogenes’e karsi
hasta grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadigi (p>0.001), E. coli’ye kargi ise kontrol grubunda hasta grubundan
anlamli olarak yuksek oldugu saptandi (p<0.001) (Tablo 4.1.1; Sekil 4.1.1).

Behget hasta grubunda IEHnin 1/1 E/H oraninda karsilastirildiginda S.
pyogenes ve E. coli bakterileri arasinda bakterisidal etki agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi saptandi (p>0.001).
Saglikli kontrol grubunda da IEH'nin 1/1 E/H oraninda karsilastirildiginda S.

pyogenes ve E. coli bakterileri arasinda bakterisidal etki agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi1 saptanmigtir (p>0.001).
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5. TARTISMA

Behget hastaligi, etyolojisi bilinmeyen sistemik inflamatuar bir vaskaulittir
(Yidirrm ve ark., 2009). Hastaligin etyolojisi bilinmemesine ragmen,
immunolojik bozukluklar Uzerinde durulmakta, gelisiminden genetik, ¢evresel,
virolojik, bakteriyel ve immunolojik faktoérler sorumlu tutulmaktadir (Kaneko ve
ark., 1997; Celenk ve ark., 2009).

Konaga mikroorganizma girigi ve hastalik olusumunun en sik ve énemli yolu
mukozal alanlardir (Ganz, 2002; Albayrak ve ark., 2006a). Derinin yaninda,
respiratuar, gastrointestinal ve Urogenital sistemin mukozal yuzeyleri igteki
steril ortamla dig c¢evreyi ayirir ve boylece mikroplara karsi ilk hat
savunmasini olusturur (Steele ve ark., 2000; Basset ve ark., 2003). Mukozal
immun sistemde epitel hlcresi, 6zgll olmayan immun yanittan kazaniimig
immun yanita gegiste ve immun hemostazin regulasyon veya tolerans
yonunde belirlenmesinde kavsak noktasi olugturmakta; antijene, antijenin
yapisi, miktari ve sunum sekline gore nasil bir yanit olusturulacagini
belirlemektedir (Albayrak ve ark., 2006a).

Calismamizda Behget hastalarinda ve saglkh bireylerde Uroepitel
hlcrelerinin Streptococcus pyogenes ve Esherichia coli'ye karsi bakterisidal
etkisinin olup olmadiginin arastiriimasi amaclanmigtir. Bunun icin Behget
hastasi ve saglikl bireylerin idrar epitelleri ile S. pyogenes ve E. coli’'nin 1/1
E/H oraninda 96 kuyucuklu plaklarda karsilastirilarak EH’nin hucresel
etkisinin ve olusturdugu c¢ozunur faktorlerin yansimasi olan bakterisidal

etkisine bakilmistir.

insan oral epitel hiicrelerinin C. albicans’in tiremesini hiicre-hiicre temasi ile
engelledidi, insan oral epitel hucrelerinin ve fare vaginal epitel hucrelerinin
Candida albicans’in Uremesini belirgin sekilde azalttig1 (Steele ve ark.,1999;

Nomanhboy ve ark., 2002), insan kolon epidermal adenokarsinom htcre
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dizini (Caco-2)'nin C. albicans’in ve nonalbicans Candida’larin Uremesini

engelledigi (Ozenci ve ark., 2001) gdsterilmigtir.

Dolapgi ve ark. (2003) tarafindan Behget hastalari ile sadlikl bireylerin adiz
epitel hdcrelerinin  S. pyogenes’e karsi antibakteriyel kapasitesinin
arastinldigi  bir calismada, agiz epitel hicresinin streptokoklara karsi
bakterisidal etkinligi Behcet hastalarinda %8, saglikli bireylerde ise %34
olarak bulunmustur. Agdiz epitel hlcresinin bakterisidal etkisinin Behget
hastalarinda saglikh bireylere gore anlamli derecede dusuk oldugu
gosterilmis ve agiz epitel hucrelerinin bakterisidal etkisinin saglikli bireylerde

onemli bir konak savunmasi oldugu sonucuna varilmigtir.

Albayrak ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir calismada uriner ve oral epitel
hacrelerinin farkl E. coli suglarina karsi bakterisidal etkisi arastirilmis ve adiz
epitel hucrelerinin bakterisidal etkisi E. coli K12'ye kargsi %49.8, E. coli O75’e
karsi %45.7, idrar epitelyum hucrelerinin antibakteriyel gucu E. coli K12'ye
karsi %34.7, E.coli O75e karsi %29.2 olarak bulunmus ve agiz epitel
hlcreleri ve idrar epitel hicrelerinin E.coli K12 ve O75’e karsi bakterisidal etki

gucu arasindaki fark istatistiksel olarak sinirda anlamli bulunmustur.

IEH’nin farkli antijenik miktarlardaki E. coli'ye karsi bakterisidal etkisinin
arastinldigi bir calismada idrar epitel hicresi E. coli ile 1/10, 1/100, 1/1.000,
1/10.000, 1/100.000, 1/1.000.000, 1/10.000.000 E/H oranlarinda 6 saat
karsilastiriimistir. IEH’nin 1/100.000 ve altindaki E/H oranlarinda ortalama
%60.7, 1/1.000.000 ve Uzerindeki E/H oranlarinda ortalama %11.3
bakterisidal etki gosterdigi bulunmustur. Bakteri miktarinin artigi ile epitel
hdcresinin olusturdugu bakterisidal etkinin anlamh bir sekilde azaldigi
gozlenmig ve idrar epitel hucrelerinin E. coli'ye karsi doz bagiml
antibakteriyel etkinlik olusturdugu sonucuna variimistir (Albayrak ve ark.,
2006a).
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Fidan ve ark. (2006) tarafindan yapilan benzer bir galismada E.coli ile
uyariimis idrar epitel hicrelerinde 1/1 E/H oraninda bakterisidal etki ortalama
%25, 1/10 E/H oraninda ortalama %33.3; 1/100 E/H oraninda ortalama
%37.5 ve 1/1000 E/H oraninda ortalama %33.3 olarak bildirilmistir.

Albayrak ve ark. (2006b) tarafindan yapilan bir baska calismada farkh
miktarda S. pyogenes ile uyarilan agiz epitel hucresinin 1. saatte ortalama
%38.7, 6. saatte ortalama %54.5 bakterisidal etki gdsterdigi bulunmustur ve
6. saatte gosterdigi bakterisidal etkinin 1. saatte gosterdigi bakterisidal etkiye
gore anlamh derecede yuksek oldugu ve doza bagimh bakterisidal etki
gosterdigi; insan agiz epitel hicre dizininin (KB) ise 1. saatte ortalama %36.3
ve 6. saatte %37.7 bakterisidal etki gosterdigi ve antibakteriyel etkinlik

acisindan anlaml bir fark bulunmadigi sonucuna variimistir.

Biriken ve ark. (2009) tarafindan Caco-2 epitel hicresinin S. pyogenes ve E.
coli'ye karsi bakterisidal etkisinin arastirildigi diger bir galismada Caco
hicresinin S. pyogenes’e karsi bakterisidal etkisi %21.9, E. col’ye karsi
%36.2 oldugu bulunmus ve E. coli’'ye karsl olusan bakterisidal etkinin S.
pyogenes’e karsi olan antibakteriyel etkiden anlamli olarak daha yuksek

bulundugu bildirilmigtir.

Bizim ¢alismamizda, IEH Behget hastalarinda ve saglikl kontrollerde 1/1 E/H
oraninda S. pyogenes ve E. coli ile 1 saat karsilastirilan idrar epitel
hiicresinin (IEH) bakterisidal etki yiizdeleri S. pyogenes igin Behget
hastalarinda ortalama %31.6 ve saglkli kontrollerde %46.8 olarak
saptanmistir. Bu verilere gore antibakteriyel etkinlik acisindan Behcet
hastalari ve saglikli kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir (p>0.001). E. coli i¢in sonuglar degerlendirildiginde ise,
bakterisidal etki ylzdeleri Behget hastalarinda ortalama %23.3 ve saglkli
kontrollerde %60 olarak saptanmistir (Tablo 4.1.1, Sekil 4.1.1). Bu verilere
gére Behget hastalarinin iIEH’nin E. coli’'ye karsi bakterisidal etkisinin saglikli

kontrollere goére anlamli derecede dusik oldugu saptanmistir(p<0.001).
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Behget hastalarinin iEH’leri S. pyogenes ve E. coli bakterileri ile
kargilagtinldiginda farkli mikroorganizmalar agisindan bakterisidal etki
ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir
(p>0.001). Saglkh kontroller arasinda da yine ayni sekilde bakterisidal etki
ortalamalari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigtir
(p>0.001). Bugune kadar yapilan calismalarda farkli mukozal alanlardaki
epitel hicresinin S. pyogenes ve E. coli bakterilerinin ve C. albicans’a kargi
bakterisidal etki gosterdigi saptanmistir. Sonuglarimiz, epitel hicresinin
bakterisidal etkinliginin olup olmamasi agisindan daha Once yapilan bu
galismalarla uyumludur (Steele ve ark., 2000; Ozenci ve ark., 2001;
Nomanhboy ve ark., 2002; Dolap¢! ve ark., 2003; Albayrak ve ark., 2005;
Albayrak ve ark., 2006(a,b); Fidan ve ark., 2006; Biriken ve ark., 2009).
Biriken ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada Caco-2 epitel hlcrelerinin
5. saatte goOstermis oldugu bakterisidal etki yluzdeleri antibakteriyel etkinlik
agisindan degerlendirildiginde; E. coli'ye kargi saptanan etki S. pyogenes’e
kiyasla istatistiksel olarak anlamli dizeyde yuksek bulunmustur. Bizim
calismamizda bu farklilik istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir. Bu
durum, kullanilan EH veya EH hucre dizininin farkli mukozal alanlardan elde
edilmis olmasi ve mikroorganizma ile kargilagsma suresinin farkli olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Behget hastalarinin agiz epitel hiucreleri S. pyogenes
ile karsilastirilmis ve Behget hastalarinda saglikli kontrollere karsi anlaml
olarak daha dusuk bakterisidal etki saptanmistir (Dolapgi ve ark., 2003).
Bizim ¢alismamizda, Behget hastalarinin IEH'nin E. coli'ye karsi bakterisidal
etkisinin saglikh bireylere goére anlamh olarak daha dusuk oldugu
saptanmistir. Bu durum Behget hastalarinda, Uriner sistem enfeksiyonlarinin
en sik etkeni olan E. coli'ye karsi konak savunmalarinda koruyucu immun

mekanizmalarin eksikliginin bir sonucu olabilir.
Farkli mukozal hucreler, farkli mukozal alanlar, farkli mikroorganizmalar,

farkh sure, farkhh E/H oranlari hicrelerin mikroorganizma ile birlikte olma

suresindeki degisiklikler hucrelerin farkli yanit olugsturmasina yol acabilir;
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farkli immun yanit olusturan hucrelerin flora yerlegsimleri ve flora iligkileri de

farkh olabilir.

Epitel hlcreleri konak savunmasi, inflamasyon ve immun cevabin
dizenlenmesinde onemli rol oynar. Mikroorganizmaya karsi antibakteriyel
etkinligin daha iyi anlagilmasi igin, EH’nin yaninda konak savunmasinin diger
hicrelerinin  de ayrintili olarak arastirlmasina ihtiyagc vardir. Konak
savunmasi, inflamasyon ve immun cevabin daha iyi anlasilmasi, hastaliklarin

patogenezinin aydinlatiimasina buyuk katki saglayacakir.
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SONUGLAR

1- 1/1 E/H oraninda S. pyogenes ile karsilagtirilan IEHnin S. pyogenes’e
kargl 1. saatte Behget hastalarinda ortalama %31.6, saglkh kontrollerde
ortalama %46.8 bakterisidal etki gosterdigi saptanmigtir. Behget hastalari ve
saglkh kontroller arasinda bakterisidal etki acgisindan anlamli bir fark

bulunmamistir (p>0.001).

2- 1/1 E/H oraninda E. coli ile karsilastirilan iIEHnin E.coli'ye karsi 1.
saatte Behcget hastalarinda ortalama %23.3, saglikli kontrollerde ortalama
%60 bakterisidal etki gosterdigi saptanmigtir. Behget hastalari ve saglkli
kontroller arasinda bakterisidal etkinin Behget hastalarinda saglikli
kontrollerden anlamli derecede dusik oldugu bulunmustur (p<0.001).

3- 1/1 E/H oraninda S. pyogenes ve E. coli bakterileri ile karsilastirilan
[EH’'nin 1. saatte antibakteriyal etki agisindan Behget hastalari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir (p>0.001).

4- 1/1 E/H oraninda S. pyogenes ve E. coli bakterileri ile karsilastirilan
IEH'nin 1. saatte antibakteriyal etki agisindan saglikli kontroller arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir (p>0.001).

Farkli mukozal hicreler, farkli mukozal alanlar, farkh mikroorganizmalar,
farkh sure, farkli E/H oranlari hlcrelerin mikroorganizma ile birlikte olma
suresindeki degisiklikler hucrelerin farkli yanit olugsturmasina yol agacak;
farkh immun yanit olusturan hicrelerin flora yerlesimleri ve flora iligkileri de

farkl olacaktir.

Epitel hucreleri konak savunmasi, inflamasyon ve immun cevabin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Mikroorganizmaya karsi antibakteriyel
etkinligin daha iyi anlasilmasi i¢in, EH’nin yaninda konak savunmasinin diger

hdcrelerinin de ayrintili olarak arastirimasina ihtiya¢ bulunmakta; konak
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savunmasi, inflamasyon ve immun cevabin daha iyi anlagilmasi, hastaliklarin

patogenezinin aydinlatiimasina buyuk katki saglayacaktir.
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OZET

Behget Hastalarinda ve Saglikh Bireylerde Uroepitel
Hucrelerinin Streptococcus pyogenes ve Esherichia coli’ye
Kargi1 Bakterisidal Etkisinin Arastiriimasi

Behget hastaligi (BH) tekrarlayici oral aftlar, genital Ulserler, deri lezyonlari
ve uveyit ile birlikte vaskuller, norolojik ve gastrointestinal bulgular ile
karakterize ve sistemik inflamatuar bir hastaliktir. Hastaligin etyolojisi
bilinmemesine ragmen, immunolojik bozukluklar Uzerinde durulmakta,
gelisiminden genetik, cevresel, virolojik, bakteriyel ve immunolojik faktorler
sorumlu tutulmaktadir.

Mukozal immun sistemde epitel hicresi, 6zgll olmayan immun yanittan
kazanilmis immun yanita gegiste ve immun hemostazin regulasyon veya
tolerans yonunde belirlenmesinde kavsak noktasi olusturmakta; antijene,
antijenin yapisi, miktari ve sunum gekline gore nasil bir yanit olusturulacagini
belirlemektedir.

Calismamizda, Behcget hastalarinda ve saglikli bireylerde Uroepitelyal
hlcrelerin Streptococcus pyogenes ve Esherichia coli’'ye karsi bakterisidal
etkisinin olup olmadigi arastirilmasi amacglanmigtir. Behget hastalarinda oral
epitel hdcresinin azalmig bakterisidal etkisi goOsterilmigtir. Cesitli hasta
gruplarinda, epitel hucresinin  enfeksiyona  yatkinlhktaki  etkisinin
incelenmesiyle, hastaligin patogenezine katkisinin olacagini dusinmekteyiz.

Efektdr hiicre olarak kullanilan idrar epitel hiicresi (IEH) ve hedef hiicre
olarak kullanilan S. pyogenes ATCC 49619 ve E. coli O75 suslarn 1/1 E/H
oraninda plaklarda karsilastiriimistir. 1 saatlik inkibasyonun ardindan her bir
kuyucuk icerigi toplanmig ve S. pyogenes kanh agara, E. coli adi agar
besiyerine ekilmistir. 37°C’de 1 gecelik inkibasyondan sonra plaklarda
meydana gelen koloni olusturan birimler sayilmis ve bakterisidal etki yuzdesi
hesaplanmigtir. Calismalarin istatistiksel degerlendirmesi t test ve Dixon testi
ile yapilmistir.

Calismalar sonucunda IEH’nin 1. saatte Behcet hastalarinda S. pyogenes’e
karsi ortalama %31.6, E. coli'ye karsi %23.3, saglkli kontrollerde ise
S.pyogenes’e kargi %46.8, E.coli'ye karsi %60 bakterisidal etki gosterdigi
tesbit edilmigtir.

Behget hastalari ve sadlikli kontroller arasinda S. pyogenes’e karsi
antibakteriyel etkinlik acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir (p>0.001). Bunun yaninda, Behcget hastalarinda E. coli'ye
karg! bakterisidal etkinin, saglikli kontrollere gore anlamli derecede dusuk
oldugu saptanmistir (p<0.001). Behget hasta grubunda ve saglikli kontrol
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grubunda S. pyogenes ve E. coli arasinda bakterisidal etki agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.001).

Bizim galismamizda, Behget hastalarinin IEH'nin E. coli'ye karsi bakterisidal
etkisinin saglikh bireylere goére anlamh olarak daha dusuk oldugu
saptanmigtir. Bu durum Behget hastalarinda, Uriner sistem enfeksiyonlarinin
en sik etkeni olan E. coli'ye karsi konak savunmalarinda koruyucu immun
mekanizmalarin eksikliginin bir sonucu olabilir.

Anahtar sozciikler: Bakterisidal etki, Epitel hicresi, Behget hastaligi, S.
pyogenes, E. coli
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SUMMARY

Investigation of Bactericidal Effects of Uroepithelial Cells
Against Streptococcus pyogenes and Escherichia coli in
Behcet’s Disease and Healty Controls

Behcet’'s disease (BD) is a systemic inflamatuar disorder, characterized by
recurrent oral apthous ulcers, genital ulcers, skin lesions and uveitis with the
other manifestasions, including vasculer, gastrointestinal and neurological
involvement. Although ethiology of the disease is unknown, viral and
bacteriologic agents, genetic, environmental and immunologic factors are
responsible for ethiology.

Epithelial cells have critical role at designate immun homeostasis whether as
immun regulation or tolerance and according to antigen structure, dose and
form of the presentation way response type will be a determinant in the
mucosal immun system.

The aim of the present study is to investigate whether bactericidal effect of
the epithelial cells against S. pyogenes and E. coli in Behcet’'s disease and
healty controls. In the previous studies, bactericidal effects of vagen,
intestine, oral and urogenital epithelial cells and decreased bactericidal effect
of the oral epithelial cells in Behcet’s disease have been found. We suggest
that analyzing the effect of epithelial cells on susceptibility to infection in
several disease groups; thus the contribution to pathogenesis is expected.
The investigation with urinary epithelial cells has been chosen due to the
absence of the studies in this topic, and getting epithelial cells from urine
samples with non-invasive methods. If there is any significant bactericidal
effect of uroepithelial cells in between Behget and healty conrols, findings of
this study would probably lead further studies, which could explain the
pathogenesis of Behget’s disease.

Before the experiment, urine epithelial cells (used for effector cell) and S.
pyogenes ATCC 49619 and E. coli O75 (used for target cell) strains were
prepared, and the cells were stimulated with bacteria in plates with an
effector cell/target cell ratio of 1/1. At the end of 1 hour incubation, well
contents were collected from each wells and were inaculated to blood agar
for S. pyogenes and agar plates for E. coli. Following overnight incubation at
37°C colony forming units were enumarated and bacterisidal effect were
calculated. Final data were controlled with Dixon test, and analyzed with t
test.

According to the results, the bacterisidal effects against S. pyogenes and E.

coli in Behcet's disease patients are 31,6%, and 23,3%, respectively. These
percentages are 46.8% and 60% for healty controls.
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In terms of bactericidal effect against S. pyogenes, there was no statistically
significant difference between Behcet's disease patients and healty controls
(p>0.001). Besides, the bactericidal effects against E. coli was significantly
lower in Behcet's disease patients than that healty controls (p<0.001).
Between S. pyogenes and E. coli, there was no significantly difference in
Behcet’s disease patients and healty control groups (p>0.001).

In our study, the bactericidal effect of uroepithelial cell against E. coli is found
significantly lower in Behcet’'s disease patients than healty controls. This is
probably due to the result of lack of productive immun mechanisms in host
defence against E. coli, the most frequently agent of urinary tract infections in
Behcet’s disease patients.

KEY WORDS: Bactericidal effect, Epithelial cell, Behcet’s disease, S.
pyogenes, E. coli
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