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OZET: Leishmanial antijenler, kutanéz leishmaniasisli (KL) hastalarda, giiclii geg tip hipersensitivite reaksiyonunu uyarmak suretiyle
kuvvetli in vitro proliferasyon cevabina neden olmaktadirlar. L. tropica’nin neden oldugu antroponotik KL olgularindaki T hiicre ceva-
binin tanimlanmasi enfeksiyonun immunopatolojisinin agiklanmasi i¢in 6nem tasimaktadir. Caligmamizda, akut ve tedavi olmus KL
hastalarinin T hiicre cevabi, IFN-y, IL-5, IL-4, IL-10 &l¢timleri yapilarak tanimlanmistir. Calismamizda akut KL olgularinda Th2 hiicre
cevabi saptanirken, iyilesmis KL hastlarinda Th1 cevabi belirlenmistir. Enfeksiyonun farkli evrelerindeki T hiicre cevabinin tanimlanma-
s1, prognozun daha iyi anlasilmasi ve degerlendirilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

Anahtar Sozciikler: Leishmania, sitokin, Th

Cellular Immune Response of Patients with Antroponotic Cutaneous Leishmaniasis in Sanhurfa

SUMMARY: Patients with cutaneous leishmaniasis (CL) have strong delayed-type hypersensitivity and in vitro proliferative responses
to leishmanial antigens during active and cured diseases. To define the T cell response in patients with antroponotic CL infected with L.
tropica is important to clarify the immunopathologic nature of the disease. T cell responses of acute and of already healed CL patients
were defined using IFN-y, IL-5, IL-4, IL-10 cytokine measurement assays. In this study, while Th2 cell response was found to be domi-
nant in active CL cases, Thl cell response was more distinctive in the group of already healed CL cases. Differentiation of cellular re-
sponse in the different stages of infection might be helpful in understanding the prognosis of leishmaniasis.
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GIiRiS

Tirkiye’de (VL) ve
leishmaniasis (KL) olgular1 bildirilmektedir. insan VL olgula-
rina Akdeniz ve Ege bolgelerinde endemik veya sporadik ola-
rak rastlanmaktadir (11). Saghk Bakanligi kayitlarma gore
1991-2003 yillar1 arasinda tiim Tiirkiye’den toplam 26,727 KL
olgusu bildirilirken, bu olgularin 16,036’sinin Sanliurfa’dan
bildirildigi g6zlenmistir (20). Hiperendemisiteye 6zellikle
sehrin etrafindan gegen irmagin etrafinda rastlanmaktadir (2).
Hasta sayisinda 2000°1i yillarin baslarinda gériilen azalmanin
olasi sebepleri egitim programlari ve basarili tedavi uygulama-
lart olarak sayilabilirken, 6zellikle gegirilmis enfeksiyon son-
rasi kazanilmis immun cevabi elde eden kisilerin sayisinin
artmasi da olas1 nedenler arasinda kabul edilebilmistir. Ancak

visseral  leishmaniasis kutandz  daha sonraki yillarda uygulanan programlardaki aksakliklar

hasta sayilarinin tekrar artmasina neden olmustur.

Genel immunolojik prensipler agisindan incelendiginde CD4+
T lenfositlerinin sentezledikleri farkli sitokinlere gore alt grup-
lara ayrilmasi enfeksiyon hastaliklarinda 6ne ¢ikan bir 6zellik-
tir. Th1 (T helper) hiicreleri IFN-gama sentezi yaparak 6zellik-
le hiicresel immun cevapta rol oynarken, Th2 hiicreleri IL-4 ve
IL-5 sentezi ile sivisal immun cevapta rol oynamaktadirlar.
KL ve mukozal leishmaniasis (ML)’de rol oynayan Thl hiic-
releri, IL-12 ve IFN-gama’nin &zellikle deri lezyonlarinin
iyilesmesinde ve enfeksiyonun kontrol altina alinmasinda rol
oynadigt gosterilmistir (3). Cesitli ¢alismalarda KL immuno-
patolojisinin anlagilabilmesi i¢in L. major enfeksiyonu ve
antijenleri model olarak alinmistir (19). Deneysel L.major
enfeksiyonlarinda Thl cevabinin baskin olmasi, lezyonlarin
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iyilesmesine neden olurken, Th2 cevabinin, ilerleyen hastalik
tablolarina neden oldugu gézlenmistir (8, 16).

L.tropica’nin sebep oldugu enfeksiyonun model olarak kulla-
nildig1 ¢alisma sayist kisitli olup, Tiirkiye’deki KL hastalari-
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nin hiicresel immun cevaplart daha Once incelenmemistir.
Calismamizda enfeksiyonun farkli evrelerinde bulunan hasta-
larin bolgesel L.tropica susundan hazirlanan Leishmania eri-
yik antijenine kars1 verdikleri immun cevap, sitokin dlgiimleri
yapilarak degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Hasta gruplari: Calismamiz, KL’nin hiperendemik oldugu
Sanlrfa’daki Harrankapt Saglik Ocagi'nda Temmuz 2000-
Eyliil 2002 tarihleri arasinda gergeklestirilmistir. Arastirmada,
(1) aktif KL’si olup hi¢ tedavi olmamis olgular (AKL); (2)
intralezyoner antimon (Glucantime®) tedavisi ile lezyonu
tamamen iyilesmis eski KL olgularnn (TKL) ve (3) non-
endemik bir bolgeden gelen saglikli goniilliiler (kontrol grubu)
(K) olmak iizere ii¢ hasta grubu olusturulmustur. Aktif KL’li
118, tedavi olmug KL’li 108 ve 85 saglikli goniilliiden olmak
iizere toplam 311 6rnek toplanmustir. Ornek gruplarmin sayila-
11 al:%5, effect size index (d): %30, statistic power: %70’a
gore belirlenmistir (12).

Grup 1’e dahil edilen hastalar, Harrankap: Saglik Ocagi’na
gelen ve lezyon aspirasyon drneginden yayma preparat hazir-
lanarak giemsa ile boyama sonrasi amastigot tespit edilen
hastalardir. Grup 2’ye dahil edilen hastalar ise eski kayitlara
bakarak tamamiyle tedavi oldugu saptanan hastalar Saglik
Ocagi’na tekrar kontrol i¢in ¢agirilan ve ¢aligmaya katilmay1
kabul eden hastalardir. Kontrol grubu olarak alinan kisiler de
EUTF o6grencisi olan ve endemik bolgeye hi¢ gitmemis, sag-
likl1 erigkinlerdir.

Calismaya alinan kisilerin hepsinden 10 ml heparinli kan a-
linmustir. Harrankapr Saglik Ocagi’nda alman kanlar soguk
zincir igerisinde ayni giin tagima sirketine teslim edilmis ve
ertesi giin EUTF Parazitoloji Anabilim Dali’na ulastirilarak
burada isleme tabi tutulmasi saglanmustir.

Ornek alman tiim hastalar ve goniilliiler ¢alisma konusunda
bilgilendirilmis ve onaylar1 alinarak “Bilgilendirilmis Onam
Formu” doldurulmustur.

Antijen: Soluble Leishmania lizat antijeni (SLA); Sanliur-
fa’dan izole edilmis olup RPMI 1640 sivi besiyerinde
MON-53
promastigotlarindan dondurup ¢oézdiirme yontemi ile daha

logaritmik fazda {iremekte olan L.tropica

once tanimlandig: sekilde hazirlanmstir (15).

T hiicre proliferasyon yontemi: Heparinli perifer kandan,
Ficoll-Histopaque kullanilarak gradient santritiij yontemi ile
perifer kan mononiikleer hiicreleri (PBMC) ayrilmustir. Hiicre-
ler 2-3x10° PBMC/cukur olacak sekilde, 10 mg/ml
“Leishmania eriyik antijeni” (SLA) ile %10 HuS i¢eren RPMI
1640 besiyeri icerisinde 3 giin inkiibe edilip {ist sivilar alin-
mustir. Bu iglem sirasinda antijen igermeyen besiyeri negatif
kontrol, PHA (phytohemaglutinin) pozitif kontrol olarak kul-
lanilmigtir. Elde edilen iist sivilarda “anti-sitokin monoklonal

antikorlar1” kullanilarak “double sandwich ELISA yontemi”
ile IFN-gama, IL-5, IL-4 ve IL-10 dl¢timleri yapilmstir (17).

Gruplar arasindaki farklar “student t test” ile karsilastirilmig
ve tim degerler SPSS 80 analiz programma (SPSS 8.0.
Professionelle  Statistik unter Windows, 1998, MITP-
VERLAG, Germany) gore degerlendirilmistir.

BULGULAR

Gilineydogu Anadolu bolgesinde yasayan ve galisma i¢in drnek
alinan toplam aktif veya tedavi olmus 226 KL hastasinin temel
ozellikleri tablo 1’°de belirtilmistir.

KL hastalarmin ve saglikli goniillillerden olusan kontrol gru-
bunun SLA’e kars1 verdikleri spesifik IL-4, IL-5, IL-10 ve
IFN sentez cevaplan sekil 1°’de gosterilmistir. Aktif lezyonu
olan AKL grubundaki olgularin Leishmania eriyik antijenine
spesifik IL-4 ve IL-5 sentez miktarlar1 sirastyla 98,4 pg/ml ve
54,8 pg/ml olarak olgiiliirken, TKL grubundaki hastalarin IL-4
miktar1 azalarak 58,6 pg/ml (p<0,001), IL-5 miktar1 ise hafif
bir artigla 73,8 pg/ml olarak saptanmistir. IFN sentezleri ise
AKL grubunda 42,8 pg/ml olarak tespit edilirken, TKL gru-
bundaki IFN sentezi istatistiksel olarak anlamli artig gostere-
rek 280,6 pg/ml olarak 6l¢iilmiistiir (p<0,001). IL-10 sentezle-
rinde ise AKL ve TKL gruplar arasinda belirgin bir farklilik
tespit edilememistir (swrasiyla 44,4 pg/ml ve 42,2 pg/ml)
(Tablo 2).

Tablo 1. Hasta gruplarinin temel 6zellikleri

Ozellik AKL TKL
No 118 108
Kadin/Erkek oram 73 /45 45/63
Ortalama yas

(en geng-en yasl) 24,6 (5-70) 21,4 (8-53)
Ortalama lezyon sayisi 1,5 (1-8) 13 (1-11)

(max-min)

AKL: Akut kutandz leishmaniasis grubu ; TKL: Tedavi olmus
kutanoz leishmaniasis grubu

Tablo 2. AKL, TKL hasta gruplar ve kontrol grubunda sitokin sentez

miktarlar1 (pg/ml)

Sitokin Antijen AKL TKL K

negatif 1 1 1
1L4

SLA 98,40 58,58 1

negatif 23,99 15,19 28,12
IL5

SLA 54,83 73,82 2,33

negatif 52,85 52,99 65,27
IL-10

SLA 44,40 42,23 35,11

negatif 59,41 23,62 57,13
IFN

SLA 42,85 280,59 9,75

negatif: hiicrelerin antijen icermeyen besiyerine olan cevabi (negatif
kontrol) SLA: Leishmania eriyik antijene olan cevap
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Sekil 1: Her li¢ grupta saptanan sitokin sentezleri. AKL: Akut kutan6z
leishmaniasis grubu ; TKL: Tedavi olmus kutanoz leishmaniasis
grubu; K: kontrol grubu

TARTISMA

Leishmania cinsi protozoonlar memeli konakta hiicre icinde
yasayan parazitler olup, insanlarda i¢ organlari ve/veya deriyi
tutabilen ¢ok farkli klinik semptomlarla seyreden farkli hasta-
liklara (VL, KL) neden olabilmektedirler. Leishmaniasis, Af-
rika’dan Orta ve Giiney Amerika’ya, Dogu ve Guney Avru-
pa’dan Asya’ya kadar yayilan genis bir cografyay: etkilemek-
tedir. Diinya Saglik Teskilatinin en 6nemli alti enfeksiyon
hastaligindan birisi olarak kabul edilmektedir (10).

Hiicresel immun cevabin leishmaniasis patogenezinde énemli
rol oynadig: bilinmektedir. Koruyucu cevabi uyaran hiicrelerin
Thl kokenli olup IFN ve IL-2 sentezini gergeklestirdikleri,
buna karsilik hastalifa duyarlilig: arttiran hiicrelerin Th2 ko-
kenli olup bunlarin da en basta IL-4 ve IL-5 sentezi yaptiklart
daha 6nce bildirilmistir. Bu sitokinler arasinda denge gérevini
de IL-10 yapmaktadir (4).

Her ne kadar hiicresel immun cevap calismalarinin baglangi-
cinda, KL hastalarinin PBMC’lerinden IL-10 sentezi tespit
edilememis olsa da bizim ¢alismamizda IL-10 sentezi ve 6zel-
likle akut KL hastalarinda IL-5 sentezleri tespit edilmistir. Son
doénemlerde Reiner ve arkadaslariin yaptigi calismada da KL
hastalarinda IL-10 mRNA’nin hasta 6rneklerinde yiiksek oran-
larda gosterildigi bildirilmekte olup (14) bu durum bizim so-
nuglarimizi desteklemektedir. IL-10un Amerikan KL hastala-
rinda immun cevabin nemli bir diizenleyicisi oldugu, IL-10’a
bagli olusan TNF inhibisyonunun hastalarin tedaviye olan
cevabini belirleyen en 6nemli faktorlerden birisi oldugu goste-
rilmistir (9). Ancak bu konu ile ilgili L.tropica modellerinin
kullanildig1 galigma sayisinin yetersizligi gézoniine alindigin-
da, konu hakkindaki ¢aligmalarin devaminin gerekliligi bir kez
daha ortaya ¢ikmaktadir.

Farkli calismalarda Thl / Th2 cevaplarinin 6ne ¢ikmasi farklt
tespit edilmis olup, bir caligmada hem aktif lezyonlu hemde
iyilesmis KL olgularinda Thl benzeri cevap tespit edilirken

(1), Amerikan KL olgularinin incelendigi bir ¢aligmada ise
Thl ve Th2 cevaplarindan olusan karma bir sitokin sentezi
tablosu tespit etmislerdir (7). Bizim c¢alismamizda, aktif
lezyonlu AKL grubunda IFN sentezi IL-4 ve IL-5 sentezle-
rinden daha az tespit edilirken, gecirilmis enfeksiyonlu TKL
grubunda ise IFN sentezi IL-4 ve IL-5 sentezlerinden anlamli
olarak fazla meydana geldigi saptanmistir (p<0,001). AKL
grubundaki IFN sentezinin enfeksiyonun iyilesmesini takiben
olusturulan TKL grubunda belirgin olarak arttig1 da belirlen-
mistir (p<0,001). Aktif enfeksiyon sirasinda immun sistemi
enfeksiyona karsi hassaslagtiran Th2 cevabi One ¢ikarken,
gecirilmis enfeksiyonlu grupta immun sistemin en OSnemli
savunma giiclendiricisi sitokinlerinden olan, Th1 hiicre kdken-
li IFN’nin sentezinin daha belirgin oldugu saptanmistir
(p<0,001).

Iyilesmis hastalarda tespit edilen 280 pg/ml IFN iiretimi
multipl lezyonu olan ve 6zellikle Amerikan KL olgularinda
oldugu gibi uzun siireli lezyon hikayesi tasiyan hastalardaki
IFN sentez miktarindan diisiik oldugu gozlenmektedir. Ancak
calismaya dahil edilen tedavi edilmis grubun biiyiik bir kismi1
(%81,5) kendiliginden iyilesmis tek bir lezyon tagimakta olup,
bu lezyonlarin da %64 iiniin yiizde oldugu tespit edilmistir. Bu
hastalarda birden fazla lezyonu olan ve uzun dénem tedavi
almig hastalara gore daha diisiik oranda IFN sentezi tespit
edilmis olmasi sagirtici olmamalidir. Yine immun stimulator
olarak bilinen, IFN sentezini uyaran ve makrofajlar tarafindan
sentezlenen bir sitokin olan IL-12 6l¢limleri yapilmasi da ca-
birlikte
mononukleer hiicreleri igerisinde bulunan makrofaj sayisimnin

lismanin ~ basinda  planlanmakla perifer kan
yetersiz olmasi, IL-12 miktarinin tespit edilebilir seviyenin
altinda ¢ikmasina neden olmustur. Bu ¢alismanin devaminda
makrofaj kiltiirii yapilarak IL-12 seviyelerinin dlgiilmesi de

planlanmaktadr.

Giinlimiizde leishmaniasis tedavisinde bes degerlikli antimon
bilesikleri, liposomal amfoterisin B ve pentamidine kullanil-
maktadir. Bu ilaglarla uygulanan tedavi yaklagimlari pahali
olmasi, toksisitelerinin yiiksek olmasi ve ilaca zaman igerisin-
de direng gelisme olasiliklar1 bulunmasina ragmen su an itiba-
riyle bulunan tedavi alternatiflerini olusturmaktadirlar. 2001
yilinda antimon bilesiklerinin ithali ile ilgili yasanan problem-
leri takiben, sadece Sanlurfa ilinde kayithi olan KL hasta say1-
s1 2000 yilinda saptanan 200 sayisindan 2004 yilinda 4187’ye
ulagmugtir. Aslinda leishmaniasis, giivenli, etkili tan1 ve tedavi
ile as1 adaylarmin gelistirilmesi i¢in mitkemmel bir enfeksiyon
hastaligr Ornegidir. Ancak farkli tiirlerde goriilen genis
antijenik cesitlilik sorunlar yaratmaktadir. Ozellikle Giiney
Amerika’da goriilen tiirlere kars1 as1 denemeleri devam eder-
ken, bunlarin eski diinya tiirleri {izerindeki etkileri de ¢esitli
caligmalarda denenmektedir. Bu ¢alisma ile Tiirkiye’deki
L.tropica hastalarinin aktif enfeksiyon sirasinda immun cevabi
zayiflatan Th2 hiicre etkinligine sahipken, enfeksiyonun geci-
rilmesi sonrast Thl cevabinin ve IFN sentezinin belirgin ola-
rak arttigini gosterilmigtir. Bellek hiicrelerinin gegirilmis en-

9
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feksiyona karsi silahlar1 saklamasi risk altindaki gruplarin
agilanmas1 halinde korunmanin yiiksek oranda olabilecegi
tezini desteklemektedir. Yorede geleneksel olarak uygulanan
lezyonlu bir kisinin yarasmin kenarindan alinan siiriintiiniin
saglam kiginin goriinmeyen bir yerine inokiile edilerek
lezyonun gizli bir yerde olusturulup, iyilesme sonrasi hastanin
korunmasinin saglanmasi (leishmanizasyon) her
lezyonun tekrar aktive olmasi riskini tagimaktadir.

Zaman

Son dénemlerde leishmaniasisde as1 ¢alismalarinda, DNA veya
rekombinant kdkenli as1 modelleri 6ne ¢ikmaktadir (5, 6, 13,
18). Bu c¢alisgma kapsaminda Sanlwrfa’daki KL hastalarmim
Leishmania eriyik antijeni yaninda, L.brasiliensis, L.mexicana
ve L.major’dan elde edilen rekombinant antijenlere karsi spesi-
fik immun cevaplar arastirilip, dzellikle tedavi olmus grupta
uzun donemde koruyucu immun cevabi bellek hiicrelerinde en
cok kalan antijenlerin koruyuculugu arastirilmigtir. Ancak bu
calismada Sanlurfa’daki KL hastalarinin hiicrelerinin - s6zii
gecen parazitlerden elde edilen antijenleri tanimadig1 saptanmis-
tir. Ozellikle leishmaniasis icin genel bir as1 aday1 olarak sunu-
lan “rekombinant protein kokteyli’nin L.fropica’nin sebeb ol-
dugu KL olgulan tarafindan taninmamasi, L.tropica’da tiire
0zgii antijenler kullanilmayinca beklenen korunmanin elde edi-
lemeyecegi sonucuna varilmasma neden olmustur (N. Turgay-
yayinlanmamig sonuglar). Bu nedenle tedavinin maliyeti de
g0zoniine almarak L.tropica’a “6zgli” antijenlerin kullanildig1
asillama modellerinin Tiirkiye’deki kutandz leishmaniasis prob-
lemine alternatif bir ¢oztim olabilecegi sonucuna varilmustir.
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