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OZET

Leprada hiicresel immiin cevap Thl veya Th2 seklinde farklilagabilmekte ve
klinik seyir tiiberkiiloid veya lepramat$z lepra olarak sekillenmektedir. Kisacast
hiicresel immuiinitedeki etkilenme derecesine gére hastaligin klinigi ortaya ¢ikar.
Natural Killer T hiicreler (NKT), NK reseptorlerini sunan T hiicreler olarak
tanimlanabilirler. NKT hiicreler, gabuk uyarilmalar1 ve hizli sitokin sentezleme
yetenekleri ile hiicresel immiin cevap tizerine etki yapabilmektedirler. Bu ¢alisma
lepramatdz leprali hastalarda NKT hiicrelerin etkisi olup olmadigini aragtirmak
amaciyla planlandz.

Inaktif lepramatéz leprali, yaglan 25-80 (ortalama 60.00+14.43), tam
stireleri 4-55 (ortalama 30.66 £17.42) yil olan 11°i kadin 29’u erkek olmak tizere
toplam 40 hasta ¢aligmaya dahil edildi. Aym sekilde leprali temas1 olmamis ve
herhangi bir hastalifi olmayan yas ortalamast (55.00+8.89) olan, 25’1 erkek 15’1
kadin 40 saglikli géniillii kontrol grubu olarak incelendi.

Bu ¢alismada flow-sitometrik yontemle periferik kan NKT hiicre oranlart
arastinldi. Ayrica M. leprae ekstrakti etkisindeki primer lenfosit kiiltiirlerinde
NKT hiicre oranlar1 hesaplanarak basilin uyarisinin oranlarn nasil etkiledigi
incelendi.

Lepralilarda periferik kandaki NKT hiicre oram (%0.92+0.21)
sagliklilardan (0.54+0.18) daha yiiksek olarak saptandi (p<0.05). Lenfosit
kiiltiirtinde basil uyaris: ile de NKT hiicrelerinin yaklagik periferik kandakilerin
iki katina (1.62+0.28) kadar arttig1 gézlendi ve aralarinda anlamli fark belirlendi

(0<0.05).



Caligma sonuglarimiz, NKT hiicrelerin lepramatéz leprada hiicresel
bagisiklik cevabinin 6nemli elemanlar olarak gorev yaptigim distindiirmektedir.
Hiicre kultiirlerinde stimulus altinda iken bu hiicrelerin oranlarmin arttifinin
gosterilmesi, lepradan korunmak i¢in NKT hiicrelerinin uyarilmasini hedefleyen
immunomodiilatér tedavilerin, gelecegin tedavi yaklagimi olabilecegini

diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Lepra, NKT hiicreler, flow-sitometri, lenfosit kiiltiirii



ABSTRACT

Cellular response in leprosy make a difference as Thl and Th2 as a result
clinical appearance is composed of lepramatous or tuberculoid leprosy. Natural
killer T cells (NKT) are a subgroup of T cells, which express NK receptors and
they have an effect on immune response in leprosy because they activate and
produce cytokines quickly. In this study, it was aimed to research whether NKT
cells have a role on lepramatous leprosy patients.

A total of 40 patients (29 males, 11 females) with inactive lepramatous
leprosy who’s aged (60.00+14.43) as mean and their diagnosis years mean was
(30.66 +17.42). Forty healthy individuals (25 males, 15 females) who have no
leprosy contact whose ages were (55.00+8.89) as mean evaluated.

In this study, NKT cells ratio were investigated flow-cytometrically in
peripheral blood of patients with leprosy and primary lymphocytes culture were
stimulated with M./eprae extract, then cell ratio under stimulating effect were
counted. In conclusion, NKT cell ratio in patients (%0.92+0.21) was found higher
than controls (0.54+0.18). In addition under the effect of M.leprae extract NKT
cell ratio (1.62+0.28) were increased almost two times according to peripheral
blood cell ratio. This resuit showed that the stimulating of NKT cells can be
therapeuticall approach in the future for protecting leprosy with

immunomodulatory therapy.

Key words: Leprosy, NKT cells, flow-cytometry, lymphocyte culture



3.GIRIS

Lepra Mycobacterium leprae’nin etken oldugu kronik bir enfeksiyon
hastaligidir. Insanlik tarihi kadar eski bir gegfnise sahip olan bu hastalik 2000
yildan fazladir bilinmektedir. Ik olarak Hansen 1874’de etkeni tamimlamis ve
uzun yillar etken, Hansen basili adiyla anilmigtir(18). Daha sonra Neisser, Hansen
basili olarak bilinen M Lepraenin Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) metodu ile
asidoresistan boyandifim gostermigtirtir (23). Bu kadar eski geg¢misi olmasina
ragmen heniiz basili in vitro ortamda lretmek miimkiin degildir ve hastahk
hakkinda bilinmeyen ¢ok sey vardir. Bu nedenle, lepra hala birgok aragtirmanin
konusu olmaya devam etmektedir. Hastalifin tarihgesinde; 1941°de siilfon
tedavisinin kesfi ve 1960°da fare ayak tabaninda ve yine 1971’de armadillolarda
basilin diizenli olarak {iretilmesi leprada 6nemli kilometre taglarin olusturur (18).

Leprada bagisiklik sisteminin rolii uzun zamandir birgok arastirmaya konu
olmugtur. Basilin mikrobiyolojik 6zellikleri; hiicre duvar yapisi, hiicre i¢i yerlegim
gostermesi  Ozelligi, enfeksiyon siiresinin uzunlugu immiin sistemi farkh
yonlerden etkiler. Ayrica hiicresel cevabin etkilenme derecesine kisacasi Th
polarizasyonuna gore klinik tablo ortaya g¢ikar (23,34). Diger yandan NKT
hiicreler sentezledikleri sitokinlerle hiicresel cevabi yonlendirebilirler diye

diistiniilmektedir (17).



Bu nedenle biz de bu galismada hiicresel immiinitenin, 6zellikle de bu
cevapta anahtar rol oynayan T hiicrelerinin yeni tammlanmig bir alt grubunu
olusturan NKT hiicrelerinin leprada rolii olup olmadigm: ve lenfositleri basil
ekstrakt1 ile uyararak NKT hiicre oranlarinda geligebilecek olast artis1 arastirmay:
amagladik.

Basilin mikrobiyolejik tzellikleri: M. Leprae 0.2-0.3um eninde ve 2-3 um
boyunda EZN ile koyu kirmiz1 renkte boyanan silindir seklinde, diiz yada hafif
krvrik, hareketsiz,sporsuz basildir. Doku ve salgilardan yapilan preparatlarda tek
tek bulunmakla birlikte ¢ogu kez ¢ali demetleri gibi kiimeler halinde gortiliir.
Bunlar genellikle mononiikleer hiicreler i¢inde bulunurlar, oval sekillidirler ve bu
kiimelere globi denir (3). Globi olusumunda yag asitleri, balmumu, niikleik asit ve
lipoid karigimindan olusan metabolizma artiklari sorumiu tutulmaktadir. Bu
artiklar basilin etrafin1 ¢evirerek onlari bir araya toplar ve fiziko-gimik ajanlardan
korur (23). M.leprae asitlere direngli alkole az direnglidir. Boyay: tiiberkiiloz
basiline gére daha gabuk alir asit ve alkolle daha ¢abuk renksizlesgir. Dejenere
olmus basiller ise aside direngli boyanma 6zelligini kaybeder ve basit boyalarla ve
Gram yontemi ile de boyanabilirler. Yeni enfekte olanlarda basiller ug uca
dizilmis, aym biiyiikliikte, diiz veya hafif kivrimlt haldedir. Tedavi olanlarda ise
basilin i¢inde kromofil graniilasyon olur ve basiller arasinda boy farki vardir.
Basil uzun stire -80°C kadar diisiik 1s:da dondurularak canl kalabilir ve sicak,
nemli iklimde 9 giine kadar kuru sekresyonlarda canliligim siirdiirebilir. Buzda iki
hafta veya daha fazla yasar.

45°C’de bir saat siireyle 1sitildiginda 6ldiigii fakat 100°C’nin tizerinde dahi

antijenik 6zelligini kaybetmedigi bilinmektedir (18).



M.leprae dihidroksifenilalanin (DOPA) oksidaz etkisine sahiptir ve bu
ozellik Mycobacteriaceae ailesinin diger tiirlerinde bulunmaz ve basilin diger
mikobakterilerden ayrimim saglar (19). Katalaz ve novopiirin sentezlemez. Diisiik
diizeyde siiperoksit dismutaz etkisine sahiptir.

Kiiltiir ozellikleri: Lepra basili hiicresiz ortamda kiiltiire edilememis ve
hiicre kiiltiirtinde de siirekli olarak iiretilememistir. Basilin ¢ogalmas: igin optimal
is1 37°Cnin altindadir.Bu da neden lepra lezyonlarmin viicudun daha soguk
‘bolgelerinde gelisme egiliminde olugunu agiklar (15). Chaussinand adli arastirici
tedavi gérmemis hastalarin deri alti nodiillerini maymun ve kobaylara inokiile
ederek enfeksiyon gelistirmigtir (23). Viicut 1sis1 daha dugtik hayvanlarda
M.Leprae’nin daha iyi trediginin anlagilmas1 {izerine deneyler, fare ve
armadillolar {izerinde yogunlagmistir. 1960°da Shepard lepramatdz lepralilarin
burun salgilarin1 farelerin ayak tabanina yiizeyel bir sekilde inokiile etmis ve
bakteriyi {iretmeyi basarmistir.Yaklagik 3-12 ay sonra bakteriler burada bir
graniiloma olustururlar. Ayrica ayak tabaninda ¢ok bliylik lezyonlar gelismez.
Aymi aragtirict bakterinin ikiye bélinme sitiresinin 11-14 giin oldugunu bildirmigtir
(15,23). Bu zamandan sonra bakteri sayisinda ¢ok az degisim olmaktadir. Ayrica
dokuz bantlh Armadillo’lara (Dasipus movemcinctus) inokiile edildiginde
agtlamadan bir y1l sonra yaygin lepramatdz lepra geligir. Kirchheimer ve Storrs
adli arastirictlar  1971°de rektal 1sis1 31-35°C olan bu hayvanlarda basili bol
miktarda tiretmeyi basarmiglardir (3,23).

Armadillolara intravendz yoldan tedavi edilmemis lepramatdz leprali
hastalardan alman klinik Ornekler verilerek 18-24 ayda jeneralize lepra

olusturulabilir.



Hayvandan elde edilen siiriintii 6rneginde, karaciger, dalak, akciger ve
periferik yaymada bol basil goriiliir. Ayrica ilk kez Lumpkin adli aragtiric
tarafindan armadillo ile kontakt1 takiben gelisen bir insan lepra olgusu
bildirilmistir (28).Leprada bazen lepral1 hasta ile temas hikayesi olmayan sporadik
vakalar da bildirilmektedir ve armadillolarda da dogal olusan lepra benzeri
enfeksiyon saptanmigtir bu lepranin insan dist bir kaynag: da olabilecegini
diigiindiirmektedir (5).

Antijenik yapisi: Cok sayida nonspesifik M.leprae antijeni bulunur ancak
dzellikle monoklonal antikorlar kullanilarak elde edilen baz1 spesifik antijenler de
vardir. Bunlardan en ¢ok aragtirilmig olan1 PGL-I (fenolik glikolipit-I) dir (18,23).
PGL-I basilin spesifik terminal trisakkarit bolimiinde yer alir ve altinda
proteinler, peptidoglikan, mikolik asit ve arabinogalaktandan olugan kompleks
hiicre duvari yer alir. Bu antijen lepramatz dokulardaki makrofajlarda yogundur
ve basilin ¢evresini tamamen sarar. ELISA teknigi ile bu antijen o6l¢iilebilir ve
miktar1 basiller ylikle dogru orantili olarak bulunur ve multibasiller hastalarla
kontakt halinde olanlarda yiiksek titrelerde bulunabilir (18). Ayrica diger
mikobakterilerle ortak Ozelliklere sahip degisik molekiiler agirhiklt protein
antijenleri de vardir.

immiinolojik Ozelikleri: M.leprae konak hiicrelerine yerlesen zorunlu
hiicre i¢i parazitidir. Basilin béliinme zamani olduk¢a yavastir, yaklasik 11-13
giindtir. Leprada lezyonlar 2-5 yillik bir inkubasyon periyodunu takiben
konak¢inin immiin cevabina baglh olarak ortaya ¢ikar (40). Leprada 6nemli olan
sistem hiicresel immiin sistemdir. Makrofajlar basili fagosite eder ve daha sonra

sitokin salarlar.



Bu salinim genelde nonspesifiktir ve IL-1 uyanisiyla T hiicreler aktive olur.
T lenfositlerden salinan Thl sitokinler yani IFN-y ve IL-2 immiin cevabi, Thl
cevabina y0neltirken, Th2 grubu sitokinler yani I1.-4 cevab1 Th2 ye yonlendirir.
Hiicresel immiinite kiside hangi form lepranin ortaya ¢ikacaginin da belirtecidir
ve bazi bireyler lepraya karsi gii¢li bir dirence sahiptirler (40). Tiiberkiiloid
leprada immiin sistem Thl yoniinde polarize oldugundan gii¢lii hiicresel yamt
olusur ancak lepramat6z leprada yonelim Th2 polarizasyonunadir, hiicresel
immiinite yeterli degildir ve hastalifin seyri daha agirdir. Aktive makrofajlar
basili sindiremeyip MHC molekiilleri ile T lenfositlere sunarlar ve olusan T
lenfosit klonu sayesinde basil yok edilmeye calisilir. Gergekte T lenfosit ile
makrofaj etkilesiminde yaygin olmayan ancak M.leprae antijenine spesifik bir
defekt vardir (23,40).

Bu ¢alisma kapsaminda arastirilan Natural Killer T hiicreler (NKT), NK
reseptorlerini sunan T hiicreler olarak tanimlanabilirler ayrica ¢abuk uyarilmalart
ve hizhi sitokin sentezleme yetenekleri ile leprada immiin cevap iizerine etki
yapabilirler. Bu hiicreler glikolipit ve fosfolipit antijenleri tanirlar bu yénden de
M.leprae’nin hiicre duvarinda bolca bulunan polianyonik glikolipitler (fosfo ve
stilfolipitler) ve peptidoglikolipitler (vax-D) bu hiicrelerin aktivasyonunda rol
alabilirler. Bu hiicrelerin uyarilmalarinda non-klasik MHC 1 molekiilleri igerisinde
bulunan CD1 proteinlerinin 6nemi vardir. CD1 proteinleri B, mikroglobiilinle
birlikte olan ylizey molekiilleridir insanda dort tanesi identifiye edilmistir.

Bunlar:Grup 1: CDla, CD1b, Cdlc ve Grup2: Cdld olarak gruplamrlar.
CD1 molekiillerinin ortak fonksiyonu non-peptit antijenleri T hiicrelerine

sunmaktir. CD1d molekdilleri ise hem peptit hem lipit baglayabilirler.



NKT hiicreler ise CD1d reaktif hiicreler olarak tanimlanirlar (22). Bu
hiicrelerin ayri1 bir T hiicre Onciisiinden mi gelistii yoksa ortak T hiicre
Onciistinden gelisip CD14d ile pozitif seleksiyondan sonra m1 farklilagtigt kesinlik
kazanmamigtir (24).

Kanda 9%0.01-1, karacigerde ise %S5’den az oranda bulunduklar
bilinmektedir (17). Bu hiicreler afTCR’a sahip olmakla birlikte genelde
invariable olarak tamimlanan Va24 — Jal8 segmenti ile kisitlh TCR molekiilii
tagirlar (30). Ayrica faredeki karsiliginin NK1.1 oldugunu bildigimiz CD161
molekiiliinii tagirlar. Bu molekiil distilfit bagimli homodimerler ailesindendir ve
hem NK hem de NKT hiicrelerde bulunur. Rodentlerde NKR-P1A, B ve C olmak
lizere lig tipte bulunur. NKR-P1A ve B aktivator molekiillerdir ve NK hiicrelerinin
sitokin dretimini ve sitolitik aktivitesini artirirlar, NKR-P1C ise inhibit6r
aktivitelidir (2). CD161 molekiilii yetiskinlerde dolagimdaki T hiicrelerinin,
yaklasik %25’inde sunulur bunun ancak ¢ok kiigiik bir boliimii CD1d spesifiktir.
Bu nedenle NKT hiicrelerini TCR o zinciri ile (Va24) tanimlamak daha uygun
olmaktadir (16). NKT hiicrelerinin koresepttrleri: CD4+, CD8af+, CD8oo+ veya
CD4-CD8- (Double negatif:DN) olabilir. Son g¢alismalaria ve CD8+ NKT
hiicrelerinin de virlls enfeksiyonlar1 swrasinda ©nemli goérevier yaptiklan
gosterilmigtir (2,20). Ilging olarak bu hiicreler hem Thl hem de Th2 sitokinleri:
IFN-y, IL-4, GMCSF, IL-13 salarlar ve immiin sistemin gii¢lii regiilatdrleri olarak
gorev yaparlar (17). Sitokin profillerine gére NKT hiicreler de NKT1 ve NKT2

olarak gruplanirlar (9).
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Genelde CD4" CD8 olan NKT hiicrelerinin genelde Th2 agirlikli sitokinleri
sentezledikleri ve CD4°CD8 NKT hiicrelerinin Thl profili tagidig1 gosterilmistir
(26). CD4- T hiicreler temel olarak IFN-y ve TNF-o sentezlerken; CD4+
olanlar:IL-4, IL-13, IL-2, IL-6, IL-10, GM-CSF (Graniilosit-monosit koloni
stimiilan faktor) IFN-y ve TNF-a sentezler ayrica bazi uyarilmig CD4’ler perforin
sentezleyebilir (17). Bu goriintimle NKT hiicrelerin Th1-Th2 gelisimini direkt
olarak etkiledigi sdylenebilir. Bu hiicrelerin salgilayabildikleri genis sitokin profili
onlarin geligkili immiin fonksiyonlar yapmasina neden olur. Ornegin bir yanda
tiimor rejeksiyonu ve mikroorganizmalara kargt direnci artirirken diger yandan
Th2 sitokinlerle toleransi artirabilir ve anti-timor cevabini baskilayabilir (17, 26).

M.leprae bir hiicre i¢i bakteridir ve viicuttan eliminasyonunda fagositoz da
onemlidir. Bakteriyel viriilans ile konak savunmasi arasindaki denge basil lehine
bozulursa (antijen sunulumu veya sitokin saltmmi v.b) M.leprae fagositozdan
kagar. Canli mikroorganizma tagiyan makrofajlar epiteloid hiicrelere doniigmez ve
sonugta Virchow hiicreleri (lepra kopiik hiicreleri) meydana gelir (23,34). Farkli
formlarda hastalik ortaya ¢ikabilir. Hiicresel immiin yanittaki yetmezlik
derecesine gore farkli formlarda hastalik ortaya ¢iktigindan konagin basile
direncini ortaya koymak i¢in lepramin testinden yararlanilir.

Lepromin testi: Lepromin antijeni kullanilarak yapilir. Lepromin antijeni
ise tedavi edilmemis lepramat6z leprali hastalarin basilden zengin nodiillerinin
ard1 ardina ezilip kaynatilmasi ve siiziiliip sterilize edilmesi ile elde edilir. Antijen
on kolun 6n yiiziine 0.1cc intradermal olarak verilir ve test degerlendirilir:

Negatif reaksiyon: Enjeksiyondan sonra birka¢ giin ile birka¢ hafta i¢inde

kizariklik olugur ve kaybolur.
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Fernandez reaksiyonu (Erken tip):Test 3-4 giin igerisinde ¢esitli sekillerde
endiirasyon gosterir. Odem ve konjesyonla birlikte iltihabi olay gelisir ve 3 giin
sonra geriler.Test 2-3 giin igerisinde degerlendirilmelidir. Okunmasi tiiberkiilin
testi gibidir. Smm’nin altinda ise negatif, 5-9 mm ise slipheli, 10-14 mm pozitif,
15-20 mm kuvvetli pozitif olarak degerlendirilir(23).

Mitsuda reaksiyonu (Geg¢ tip): Daha direngli 3-4 hafta sliren papiiler
endiirasyon vardir, pembe menekge renkli bir nodiil belirir. Test 4.haftadan sonra
kiigtiliir ve yok olur. Cok giiclti pozitiflik halinde ortas: ilsere olarak iyilesmesi
gecikebilir. Degerlendirme; negatif, 3mm; stipheli, 3-5 mm:+ pozitif, 6-10
mm:++, 10mm ve tizeri:+++ pozitif geklindedir.

Lepromin testi tiiberkiiloid leprali hastalarda, endemik bdlgelerdeki
etkilenmemis bireylerde, kesin tedavi edilmis lepramat6z lepralilarda pozitif iken
tedavi edilmemis lepralilarda negatiftir. Ancak testin tamisal bir degeri yoktur.
Lepra siniflandirmasinda ve prognostik agidan deger tasir (15). Ayrica BCG agis1
yapilanlarda, tiiberkiiloz digt mikobakteri tiirlerine kargt olusmus badisikliklarda
yalanci pozitiflik olabilmektedir. Lepramatdz leprali hastalarda M.leprae 'ya karst
spesifik anerji olabilir. Cok sik olmamakla beraber lepramatdz lepralilardaki T
hiicre anerjisi etkili tedavi ile diizelebilir. Anerji hastalidin bir sonucudur sebebi
degildir (11). M.leprae 'nin ¢esitli karbonhidrat ve lipit bilesikleri, dzellikle PGL-
1 ve lipoarabinomannan basilin lenfosit ve makrofaj fonksiyonlarini bozabilirler.

Lepramatoz lepradaki selliiler defekt genelde M.leprae’ya cevap olusturan T
hiicre Onciilerinde azalma ve baskilayici T hiicrelerde artma seklindedir. Bu
hastalarin periferik kan lenfositleri klasik lenfosit transformasyon testinde basile

yanit vermez. Yani M.leprae reaktif CD4 hiicrelerinde bir defekt vardir.
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Bunun yami sira lepramatdz lepralilarda dikkat gekici olarak baskilayici
CD8’lerde artma bulunur. Bu hiicrelerin olusturdugu supreéyon PGL-1 tarafindan
stimiile edilmektedir.Sonu¢ olarak baskilayici hiicreler M.leprae reaktif CD4" T
hiicrelerinin fonksiyonlarim inhibe eder. Lepramat6z leprada makrofajlar da basili
oldiirmede yetersiz kalirlar, bunun nedeninin de PGL-1’in toksik serbest
radikallert temizlemesiyle ilgili olabildigi diigliniilmektedir ve yine
makrofajlardan IL-1 salimimi yetersizdir (15). Ayrica lepramat6z leprada IL-2 ve
IFN-y diizeyleri diisiik IL-4, IL-5 ve IL-10 diizeyleri yiiksek bulunur yani Th2
polarizasyonu dikkat gekicidir. Tiiberkiiloid lepralilarda CD4/CD8 orani 2:1 iken
lepramat6z lepralilarda bu oran 0.5:1 seklinde ortaya gikar (23).

Hastalik sekilleri:

Lepra deri,mukoza ve periferik sinirler bagta olmak lizere giz, testis, RES
gibi bircok organ ve dokuyu tutabilen kronik graniilamatéz bir hastaliktir.
Hastaligin kulucka stiresi 2-4 yildir, bazen 5 yila ¢ikabilir. Sinsi baglangichdir.
Hastalik genelde viicudun soguk alanlarinda yiiz, boyun, bacak, el, ayak, kalga,
kulak gibi alanlarinda lokalizasyon gosterebilir. Sinirlart kesin belirlenmeyen
hipopigmente ve eritemli bir makiil seklinde baglar. Bu lezyonlara indetermine
lepra denir ve kendiliginden iyilesebilir ve tedaviye cevabi iyidir.

M.leprae’nin neden oldugu birgok sekel, periferik sinirlerde olusturdugu
hasara baglidir. Kiigiik sinir fibrilleri genelde fonksiyonel olarak bozulmustur ince
his, agn, soguk ve sicak duyusu, pozisyon ve basing duyulart kaybolmustur.
Leprada hem biiyiik sinir kokleri hem de derideki mikroskobik sinirler

etkilenebilir en ¢ok etkilenen ulnar sinirdir.
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Bu sinir duyu bolgesinde dort ve besinci parmaklarda pengelesme, elin dorsal
yiiziinde metakarpofalangial kaslarin kaybi ve elde unlar bélgede his kaybi
seklinde kendini gosterir. Sinir hasari schwan hiicrelerinde ¢ogalan bakteriye yada
sinir kilifindaki graniilomat6z hasara baghdir. Ayaklarda da duyu kayb1 metetars
baglarinda tekrarlayici plantar {ilserasyonlara neden olur (15).

Lepra hastalifi klinik, bakteriyolojik, imminolojik ve histopatolojik
kriterler g6z o6niine altnarak yapilan Ridley-Jobling siniflandirmasina gére basta
iki ug ve li¢ ara forma aynlir (33):

1-Tiiberkiiloid lepra (TT)

2-Borderlayn tiiberkiiloid Iepra (BT)

3-Borderlayn lepra (BB)

4-Boderlayn lepramat6z lepra (BL)

5- Lepramatdz lepra (LL)

Tiiberkiiloid lepra: Bu formda deri dokiintiilerine leprid adi verilir.
Lepridlerde baslangigta hyperhydrosis sonra anhydrosis gériiliir. Hipopigmente
alanlar, baslangigta bazen hiperstezik genelde anastezik alanlar seklinde ortaya
¢ikar. Ik kaybolan temas hissidir bunu ac1 ve 11 hissinin kaybolmas: izler.

Lezyonlar tek olabilecegi gibi birden fazla da olabilir. Lezyon gap1 yaklagik
10 cm, swmirlar1 belirgin, kenarlar infiltre, ortas: normal goriintimdedir. lezyonda
basil yoktur ve lepromin testi pozitiftir. Saglarda kuruma ve dokiilme, tirnaklarda
kalinlagma ve kivrilma, deride ise hiperkeratdz ve pullanma dikkat ¢ekicidir.

Tip-1 lepra reaksiyonu: Tedavi altindaki tiiberkiiloid lepra hastalarn ve
borderline lepra hastalarinda tedavi Oncesi azalan reaksiyon tarzinda veya

tedavinin yeni bagladigi dénemlerde reversal reaksiyon olarak goriiliir,
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Bu reaksiyon agir1 duyarhilik reaksiyonlarindan tip-IV reaksiyon benzeridir.
Onceki deri lezyonlarinda inflamasyonla birlikte norit, yeni, kiigiik, satellit
makiilopapiiler deri lezyonlarnn veya eski lezyonlarda iilserlesmeye egilim,
erithema multiforme, el ve ayaklarda 6dem, disiik diizeyde atesle karakterize bir
tablodur. Goriinlimleri erizipele benzer, lokalizedir ve higbir zaman bilateral
degildir. Lezyonlar agrili ve hassastir. Eger norit ilk 24 saatte tedavi edilemezse
deformite ve kas disfonksiyonu ile sonuglanabilir. Bu geneide hiicresel
immiinitenin gliclendigini gosteren bir tablodur. Reaksiyon histolojik olarak
tiiberkiiloid tipe doniis gdsterir. Lezyonlarda CD4" hiicrelerde artma ve IFN-y ve
IL-2 dizeyinde artis ve y0 resept6rii tasiyan T hiicrelerde artig saptanir (32).
Tedavi almayan hastalarda lezyonlarda kotiiye gidis ve immiinitede zayiflama
olabilir. Borderline tiiberkiiloid vakalarda immiin cevabi iyi olan reversal
reaksiyon, hastaliin veya tedavinin erken safhalarinda ¢ok ciddi sinir hasarlarn ile
sonuglanabilir.

Tip-2 reaksiyon: Erithema Nodosum Leprosum (ENL) tedavinin daha geg
safhalarmda ikinci 6 ayinda ortaya gikar. Bu reaksiyon immiinolojik goriiniimde
lepramatéz tipe daha yakindir.Asin duyarlilik reaksiyonlarindan tip-III
reaksiyondur. Reaksiyonel lezyonlar, plaklar ve nodiiller, bilateral ve simetriktir.
Lezyonlar ylizde, baldirlarda ve 6n kolda goriilebilirler. Kisaca derinin sicak
bolgeleri hari¢ her yerinde goriilebilirler. Nadir olarak ayagin palmar ve plantar
yiiziinde lezyonlar goriilebilir. Bazilari riiptiire olabilir ve nekrotik hale gelebilir.

Tip-2 lezyonlar ciddi g&z problemleri 6zellikle iritisle birlikte olabilir,
testislerde sisme ve agiri hassasiyet vardir. Ozellikle tibia {izerinde, el ve ayak

kemiklerinde sisme, kas agrilan tipiktir. Bu gikayetler varsa reaksiyon siddetlidir.



15

Tip-2 reaksiyon araliki olabilecegi gibi siirekli de olabilir. Aralikl: ise iki haftalik
erithema nodosum leprosum atagim yaklasik 1-2 aylik sessiz dénem izler. Bu
vakalarda sinir bolgesinde hafif agn ve hassasiyet olur ancak fonksiyon kaybi
yoktur. Siirekli tip de ise atak birka¢ ay devam edebilir.

Borderline (dimorfik) lepramat6z vakalarda cilt lezyonlan difiiz niteliktedir
ve tamimlanmasi zordur(38). Yine bu vakalarda tip-1 ve tip-2 reaksiyonlar ayni
anda goriilebilir ve cerrahi, fiziksel veya mental stres, gebelik gibi olaylar tabloyu
alevlendirebilir. Bu tip reaksiyonlar multibasiller hastalarda daha fazladir.

Lepramatoz lepra:Hastalifin anerji gelisme sathasidir. Hastalarda simetrik
deri nodiilleri, plaklar, dermisde kalinlagma tipiktir. Bu olusumlar makiil, papiil,
nodiil seklinde olabilirler. Lezyonlar genistir, sinirlari belirsizdir 6nce
hipopigmente sonra kirmizi renkli olurlar. Deri lezyonlarina leprom denir.
Lepromlar bolca basil bulundurur ve basil diigiikk 1siy1 sevdiginden genelde
viicudun kulaklar gibi soguk bolgelerinde sik goriilirler. Erken lezyonlar
genisleyerek goz kapaklari, burun, alin, kulak kepgelerinde leprom denen plaklar
olustururlar (38). Yiizdeki lepromlar aslan yiizii gériiniimiine neden olurlar. Burun
mukozasina infiltre olabilirler ve kronik nazal konjesyon ve epistaksise yol
agabilir ayrica nekroz, septum tilseri ve perforasyon goriilebilir (15). Nekroz
kikirdaklan tutunca burunda ¢tkme, semer burun gibi sekil bozukiugu ortaya
¢ikar. Damak perforasyonu, glottis kontraksiyonu geligebilir, el ve ayaklarda
deformite ve doku kaybi olabilir. Periferal néropati geligir 6nce otonom sonra
sensitif ve motor sinir tutulumu olugur (23). Bu tutulum simetrik ve jeneralizedir.
El ve ayaklarin distalinde anestezi vardir. En ¢ok tutulan sinirler N.ulnaris ve

N.peroneustur.
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iken humoral immiinite saglamdir Th2

polarizasyonu vardir. Bu tip hastalarda RF (romatoid faktér), CRP (C-reaktif

protein), krioglobiilin ve antitroglobiilin antikor, ANA gibi otoantikorlar olugur.

Ayrica Dbasilin pargalanma {riinlerine karyi olusan antikorlar, Tip III asint

duyarhilik reaksiyonundaki mekanizmalarla yukarida ayrintili olarak s6z edilen

artrit, iridosiklit, erithema nodozum, glomeriilonefrit gibi klinik tablolara neden

olur (Tip II lepra reaksiyonu).Bu iki reaksiyon arasindaki farklar tablo 1’de

sunulmustur.

Tablo.1 Tip-1 ve tip-2 reaksiyonlarin tipik 6zellikleri

Lepra tipi
Baslangig

Sebep

Klinik

Sistemik
bulgular
Tipik
ozellikler

Tip-1 Reaksiyon
(Reversal)

BB, BT, BL ve
Tiiberkiiloid

BT, BB’de tedavinin
ilk 6 ay1

Hiicresel immiinitede
degisiklik veya ani
artma

Var olan lepra
lezyonlarida akut
inflamasyon (Erizipel)
Bazen nekroz ve
tilserasyon

Nadirdir

Bir veya birden fazia
sinirde agn ve
hassasiyetle birlikte
sisme, el, ayak veya
ylizde 6dem. Penge ¢l,
dislik ayak veya yiiz
felci gelisebilir

Tip-2 Reaksiyon (ENL)
Lepramat6z, BL
Tedavinin ge¢ safhalari

Doku, kan, lenf damarlarindaki
Ag-Ab kompleksi birikimine
bagli immiin kompleks
sendromu

Ani ortaya ¢ikan pembe renkli,
hassas yeni nodiil ve plaklar.
Vesikiiler, pistiler, biilloz ve
gangrendz olabilir.

Ates ve halsizlik

El, ayak, ytizde 6dem.
Paraliziler olabilir tip-1 kadar
huzli degildir. Irit, iridosiklit,
epistaksis, kas, eklem, sinir ve
kemik agris1, lenfadenit, orsit,
proteintiri
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Tablo.2 Reversal reaksiyon ve relapse arasindaki ayirt edici 6zellikler

Ozelllikler

Reversal reaksiyon

Relapse

Baglangig

Baglangi¢ zamani

Eski lezyonlar
Yeni lezyonlar
Ulserasyon

Sinir tutulumu

Genel durum
Steroide cevap

Ilag uygunlugu

Ani (Birkag saat iginde)

Tedavi sirasinda veya
tedavi bitiminde ilk 6 ay
Erithemat6z, parlak ve sis
Nadir

Bazen

Yaygn: Sinirler hizla
agrili ve hassas hale gelir
ve fonksiyonu bozulur
Ates ve halsizlik nadir
Cok iyi

Iyi

Yavas, tedrici (haftalar
aylar igerisinde)
Tedavi kesildikten birkag
ay sonra

Etkilenmez

Sik

Sik

Sinirler tutulabilir
fonksiyon bozulmasi
yavastir.
Etkilenmemistir
Degismez

Koti

Epidemiyoloji: Hastaligin tek bulagsma kaynagi insandir. M.leprae 6zellikle

lepromlarda fazla olmak iizere tiim lezyonlarda bulunur. Ilerlemis olgularda dalak,

karaciger, testis, i¢ organlar ve nadiren kanda bulunabilir. Daha ileri dénemlerde

periferik sinirlerde bulunabilir (3). Basil yara salgilarindan ve 6zellikle de burun

salgisindan digari atilir, dis ortamda 2-9 giin canlilifint korur, ayrica anne siitii ile

gegebildigi de bildirilmigtir. Anne siitii ile her emzirmede bebegin 2 milyon

bakteri aldig1 saptanmustir (23). Yiizyillar 6nce biiyiik salginlar yapan basil, bugiin

gliclikle bulasan ve yavag cogalan bir hastalik halini almigtir. Hastalifin

bulagsmasinda genellikle yakin temas, aile i¢i yasam gibi yakin iligki gerektigi

bilinmektedir (31). Genelde diigiik ekonomik diizeyli ve kalabalik topluluklarda

daha sik goriilmektedir. Enfeksiyona duyarlilik 3-5 yaslar arasinda yiiksektir.
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Hasta salgilari ile temas halinde bulunan ve ayni evi paylasan gocuklar enfekte
olabilir ve yillar sonra hastalik ortaya g¢ikar (31). Lepramat6z lepralilarin burun
sekresyonlarinda 10 bin-10 milyon arasinda bakteri bulunurken bu say1 dokularda
1 milyon/gr olarak saptanmistir. Ulkemizde sporadik vakalar seklinde hastalik

goriillmektedir.

1983 yilindan gliniimiize kadar iilkemizde toplam 554 yeni hasta kayda
alimmagtir. Halen 2001 yil1 sonu verilerine gére lilkemizde 2596 hasta bulunmakta
ve izleme ve kontrol altinda tutulmaktadir. Bu verilere gére hastalarin yas
ortalamast 59.41°dir. Hastalarm % 62.85’ini olugturan 1631 hasta lepranmn
sakatlik siniflamasina gore 2. derece (%60) ve daha iizerinde olmak lizere sakattir.
Yine ayni verilere gére 2001 yili sonunda lepra tedavisi siiren hasta sayis1 35°dir.

Kalan hastalarin % 92’sine kombine tedavi uygulanmustir (37).

Ancak gercekten hastalifi tasiyan ve tedavi altinda olan hasta sayisi ¢ok
azdir. Yine 2002 y1lt sonunda tedavisi siiren 30-40 kadar hasta vardir. Son yillarda
tilkemizde her yil ortalama 10-15 yeni hasta saptanmaktadir. Bunlar genellikle
eski hastalarin ¢evrelerindeki uzun kulugka siireli hastalardir. Ciinkii tilkemizde
basil tagtyan ve bunu yayan hasta ¢ok azalmigtir. Bu nedenle her yil saptanan

hasta say1s1 giderek azalmaktadir (37).

Tani: Leprada ayirici tam1 yapmak Onem tasir ¢iinkii hastaligin klinik
bulgular1 baz1 norolojik ve dermatolojik hastaliklarla karigabilir. M.leprae’nmin
kiiltirtt miimkiin olmadifindan basilin lezyonlarda direkt boyali preparatlarla

gosterilmesi tam koydurucudur.
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Basil M.tuberculosis’e gbre boyay: daha ¢abuk alir ve kolay birakir (34).
Basilin  boliinme siiresi uzundur hayvanlarda deneysel enfeksiyonun

gerceklestirilmesi i¢in aylar gegmesi gerekir.

Biitin bu zorluklar gbze alinarak leprada kesin tant Erlich-Ziehi-Neelsen
(EZN) yo6ntemi ile boyanan preparatlarda basilin gosterilmesi ile olur. Bunun i¢gin
de en ¢gok burun salgist kullamlir. Burun mukozasi silgecle sertge siiriilerek kazilir
ve EZN yontemi ile boyanir.Bu preparatlarda basiller kiimeler halinde serbest
veya hiicre i¢inde goriiniirler. Bu goriintii ¢ali demeti veya sigara dizisi seklinde
tanimlanir (4). Burun salgisi az ise birkag giin potasyum iyodiirlii surup verilerek
salgi arttirilip tekrar inceleme yapilabilir. Burun salgist diginda bakteri lenf
bezleri, sinir biyopsi drneklerinde de aranabilir. Ancak buradaki basil miktar: deri
ve mukozalardaki kadar ¢ok degildir (23). Yiiz, el ve ayak parmaklarinin dig
ylizleri, dirsek, diz gibi viicudun soguk bolgelerindeki lezyonlarda basil daha
fazladir. Deri lezyonu birden fazla ise materyal almak i¢gin en yash ve belirgin
olan lezyon tercih edilmelidir. Bakteriyolojik tanida en degerli materyal deri ve
deri alti dokusunu iceren biyopsi Ornekleridir. Bu biyopsilerin saglam deriye
yakin alinmasi gerekir. Ornek steril fizyolojik tuzlu su ile yikanir lam tizerinde
kiyilir ve bastirlarak pulpasi ¢ikarilir ve bundan lamlara yayilarak EZN yéntemi

ile boyanip incelenir.

Kazima geklinde materyal alinacaksa tiiberkiiloid leprada saglam deriyle
lezyonun birlestigi bolgeden almak uygundur. Lepramat6z leprada yiiz ve kulaklar
tercih edilmelidir. Ayrica sismis lenf nodiilleri ve lepromlardan enjektorle sivi

almarak incelenir.
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Burun kazintist veya doku salgisindaki bakterilerin M.leprac oldugunu
anlamak i¢in bu materyalin iizerine bir damla DOPA (3-4 dihidroksifenilalanin)

damlatilir ve lezyondakiler M.leprae ise siyahlagma izlenir.

Olay bakterinin fenolaz (DOPA oksidaz) enzimi ile ilgilidir (3). Bu 6zellik
diger mikobakteri tiirlerinde yoktur (18,23). DOPA oksidaz aktivitesi armadillo
veya insanda yapay ortamda iiretilen basilin M.leprae oldugunu dogrulamak i¢in
verilen yedi kriterden birisi olarak tanimlamir. Diger alt1 kriter: bakterinin ilag
duyarhilik paterni, ortak antijenik yapisi, deney hayvanlarinda benzer biiyiime
dzellikleri, lepromin testindeki benzer sonuglar,diger mikobakterilere benzerlik ve
hiicre duvar yapisinin ortak kimyasal birlesimi olarak siralanir. M.leprae tipik
olarak fare ayak tabaminda iireme 6zelligi de gosterir (18).Bir diger test; histamin
testidir.Lezyon iizerine ve saglam deriye igne ile birer ¢izgi ¢izilir ve bu gizgilere
1/1000°lik histamin eriyiginden damlatilir. Saglam deride sislik kizariklik
olugurken leprada anerji ve sempatik sinir harabiyeti nedeniyle hi¢ degisiklik

izlenmez (3).

Lepranin  smiflandiriimasi, aymrici  tamst  ve  tedavi  yanitinin
degerlendirilmesinde basil sayisi, boyanma 6zellikleri ve durug sekilleri ipucu
verir:

1-Lezyonlarda en ¢ok basil bulunduran form lepramattz lepradir, BL’de de
basil miktari ¢oktur buna karsin tiiberkiiloid tipte basile rastlanmaz.

2-Tedavi altindaki hastalarda lezyonlarda az sayida basil izlenir.

3-Basiller genelde makrofajlar icerisinde globi olusturmus halde bulunuriar.

M.leprae diger mikobakterilerden daha ince yapihidir.
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Basillerin diger mikobakteri tiirlerinden ayrilmasinda Bermann yontemi ile
hazirlanmig sudan siyahi kullamlabilir.M.leprae sudan siyahi ile boyanmaz ama

M. tuberculosis siyah ve M.lepramemurium gri renkli boyanir (4).

Tablo3. Leprada bakteriyel indeks

ARB sayisi / Mikroskop alani Bakteriyel index

> 1000/alan 6+
100-1000/alan 5+
10-100/alan 4+
1-10/alan 3+
1-10/10 alan 2+
1-10/100 alan 1+
0/100 alan 0

M.leprae’nin diger mikobakterilerle ortak ve tiire spesifik gesitli antijenleri
vardir. Bunlardan en ¢ok bilinen tiire 6zgii fenolik glikolipit-I (PGL-I) dir.Bu
antijenlere kars: gelisen antikorlar hiicresel immiin vaniti gii¢lii olan hastalarda
diisiiktiir. Yani LL da en yliksek, TT de ise en diigiik antikor titreleri saptanir. PGL-1
antikorlari RIA ve ELISA y0ntemi ile saptanabilir.

LL’da ELISA duyarlilifi %100°diir. Leprali hastalarda PGL-I antikorlarinin
titreleri basiller yitkle dogru orantiidir. Endemik bolgelerde multibasiller

hastalarla temas halindeki bireylerde diisiik titrelerde pozitiflik saptanabilir(18).
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Kisacasi lepromin testinin yaygin olarak kullamilmasina karsin, bu da leprali
hastalarin takibinde gilivenilir bir serolojik test olarak degerlendirilebilir. M.leprae
spesifik monoklonal antikorlar ile daha spesifik testlerin geligtirilmesi konusunda
¢aligmalar vardir.

Tedavi: Birkag¢ tane spesifik siilfon kullanilir, bunlardan en ¢gok kullanilan
dapsondur. Rifampin M.leprae’nin bliylimesini ve uzun siireli kullanimda lepranin
klinik goriinimiinti baskilar. Leprada siilfon direnci gelisebileceginden baglangi¢
tedavisinin stilfon + rifampin geklinde kombinasyon tedavisi olarak diizenlenmesi
gerekmektedir (19).

1982 yilinda Diinya Saghk Orgiitii bu ilaglarin birlikte uygulandi1 en ¢ok
iki y1l strede tamamlanan ¢ok ilagh tedavi (Multi Drug Treatment=MDT)
rejimlerini diinyaya duyurmugtur. Halen pek ¢ok lilkede bu standart tedavi
rejimleri neredeyse hastalarin  tiimiine yakin boliimiinde uygulanarak
tamamlanmistir. Saptanan yeni olgularin da biiyiik bolimii aym tedavi altindadar.
Diinya saghk orgiiti lepra tedavisinin basil sayisina gore yapilmasim
onermektedir. Basil sayist az olan TT, BT ve indetermine olgularda 1 yil boyunca
glinde 100 mg dapson ve 6 ay boyunca ayda bir defa 600 mg. rifampisin
kombinasyonu Onerilir. Tedavi bitiminde hastalar 2 yil siireyle izlenir eger siipheli
lezyon gelisirse tedaviye alinir.

Basil sayis1 ¢ok olan (BB, BL, LL) olgularinda ayda bir defa 600 mg.
rifampisin ve ayda bir defa 300 mg klofazimin kombinasyonu, giinde 100 mg
dapson ve 50 mg klofazimin tedavisi 2 yil siireyle verilir (6, 34). Bu tedaviye

gerekirse etionamid veya protionamid eklenir.
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Kombine tedavi en az 2 yil stirdiiriiliir.Basil pozitifligi s6z konusu ise basil
kaybolana kadar tedaviye devam edilir.

Ansamisinler ise rifampisinden elde edilen yeni bir grup molekiildiir. Lepra
tedavisinde yiiksek bakterisit etkisiyle tedavi protokollarinda ¢gok 6nemli yer tutan
bir gruptur. Bu grupta; rifapenetine, rifabutin sayilabilir. Bunlar rifampisinden
daha etkindir ve umut verici bir tedavidir.

M.leprae kinolon, Kklaritromisin, streptomisin, kanamisin, amikasin ve
ampisilin-sulbaktam gibi antibiyotiklere duyarlidir. Son yillarda yapilan
aragtirmalarla ofloxacin, sparfloxacin, clarithromycin ve minocycline gibi ilaglar
lepra tedavisi i¢in kullanilmaya baglamis ve bunlardan olusan yeni rejimler, tedavi
siiresini kisaltmak amaciyla hastalarda uygulanmaya baglanmistir (6).

Immiinoterapi:Genel immiinstimiilan olarak bilinen IL-2 ve 8 giin siireyle
IFN-y verilebilir. BCG+ 6lii armadillolardan elde edilen M./eprae’dan iiretilen
Convit asis1 tek doz uygulanabilir. Kemo-immunoterapi olarak (liclii antibiyotik
kombinasyonu ROM(rifampisin-ofloksasin-minosiklin) ve Convit asis1 birlikte
uygulanir. Ayrica levamisol, ¢inko siiifat ve rekombinant gama interferonun

birlikte uygulandi tedavi prosediirti de vardir (6).
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4.GEREC VE YONTEM

Elaz1g Deri-Ziihrevi ve Lepra Hastaliklar1 Hastanesinde yatmakta olan tiimii
inaktif lepramatdz leprali, yaslann 25-80 (ortalama 60.00 +14.43), tami stireleri
4-55 (ortalama 30.66 £17.42) yil olan 11°i kadin 29’u erkek olmak {izere toplam
40 hasta ¢alismaya dahil edildi. Aym sekilde lepfall temasi olmamig ve herhangi
bir hastalif1 olmayan yas ortalamas1 (55.00+8.89) olan, 40 (25 erkek,15 kadin)
saglikli goniillii kontrol grubu olarak incelendi. Caligmaya katilan hastalardan ve
saglikli kontrollerden, iki adet 2 ser ml steril etilendiamintetraasetikasit (EDTA)
igeren tiipe (Vacuette EDTA K3 Greiner Bio-One) ve Sml jelli tlipe (Vacutainer
SST II Becton Dickinson UK) toplam 7ml. kan alindi. Jelli tiiplere alinan kanlarin
serumlar1 ayrilarak her hastada ASO, CRP ve RF o&l¢timleri turbidimetrik

yontemle (Space Schiapparelli Biosystems Inc USA) cihazi ile yapildu.

EDTA’li kanlarda en ge¢ iki saat igerisinde flow sitometrik inceleme
yapildi. Test prosediiriine uygun olarak her tiipe 5 pul monoklonal antikor ve 100 ul
kan eklendi. Bu inceleme igin hiicreler IgG1/IgG2 (PN IM1203 Immunotech) ile
negatif kontrol i¢in, CD45/14 (PN IM 1201) ile de mononiikleer hiicre sayisim
ortaya koymak igin boyandi. Uglincii ve doérdiincti tiipdeki hiicreler total
lenfositleri belirlemek i¢in CD3 FITC(floressein isotiosiyanat)(PN IM1281
Immunotech) ve T lenfosit alt gruplan i¢cin CD4PE (phycoerythrin) (PN IM0449
Immunotech) ve CD8PE (PN IM0452 Immunotech) ile boyandi. Besinci tiip
CD3/16-56 (PN IM2076) ve altinct tiip CD3 FITC (PN IM1281 Immunotech) ve
CD161 PE (PN IM3450 Immunotech)ile boyandi. Yedinci tiip olarak Va24 FITC

(1589 Immunotech) ve CD161PE (PN IM3450 Immunotech) boyamasi yapildi.



Tiipler 1-2 dakika orta giddette vortekslendi. Bu asamadan sonra floresans
kaybi olmamasi1 i¢in tiipler igiktan korundu ve 20 dakika karanlikta bekletildi.
Tiiplerin isleme hazir olmast igin gerekli yikama ve karnstirma islemleri TQ prep
cihaz ile otomatik olarak yapildi. Cihazin gerekli voltaj ayarlan yapilarak tiipler
Coulter EPICS XL-MCL (Beckman Coultere U.S.A) cihazi kullamilarak flow
sitometrik olarak incelendi ve Expo-32 analiz programi kullamlarak ayni cihazla

analiz edildi.

Lenfosit kiiltiiri yapmak i¢in bu kanlardan mononiikleer hiicreler izole
edildi. Izolasyon i¢in 15 ml’ lik konik tabanl: steril test tiipleri (Cellstar PP test
tubes Greiner Labortechnic) kullanildi. Hiicre ayiric1 soliisyon olarak 1.077
dansitelik Biocoll Separating Solution ve dansite-gradient seperasyon teknigi
kullanild. Steril tiiplere laminar flow iginde 2 ml ay1rici soliisyon ve yine yaklasik
2-2.5ml kan eklendi. Cékmesi beklendikten sonra 1800 devirde Hettich Universal
32 santrifiij cihazi kullanilarak 30 dakika 24°C’de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda dansiteleri biocoll’den yliksek olan eritrosit ve graniilositler tlipiin
dibine ¢6kerken, dansitesi biocollden diisiik olan lenfositler soliisyonun {izerinde
bir tabaka olusturdular.Mononiikleer hiicreler steril past6r pipeti ile dikkatle
toplandi.

Hiicreleri yikamak ve kiiltiire etmek i¢in komplet medium hazirlandi. Bunun
icin L-glutaminli RPMI 1640 (Biological Industries Israel) soliisyonuna, %10
oraninda %3’liik inaktive fetal calf serumu (Sigma-Aldrich Germany) eklendi.

Hiicreler komplet medium ile yikandi bunun i¢in; 400 devirde 5 dakika
santrifiij edildi ve pelletin tizerindeki sivi kisim atilarak yikama iglemi tekrarland:

ve pellet karistirildi.



26

Hiicre sayumi ig¢in 20 pl % sulandirilmig Tripan blue kullanildi. Hiicreler
Thoma laminda sayild: ve her hiicre siispansiyonunda 107 hiicre olacak sekilde
ayarlandi. Hiicre siispansiyonu 24 kuyucuklu steril doku kiiltiir platelerine (TPP
Tissue Culture Test Plate) aktarildi. Stimiilasyon igin Mleprae ekstrakti
kullanildi. M.leprae liyofilize susu Colorado State Universitesinden Dr.Patrick
Brennan’dan temin edildi.

Bakteri sugu PBS (phosphate-buffered saline) icinde karigtirildi, 2-3 dakika
vortekslendi ve 2000X g de 10 dakika santrifiijjlendi. Siispansiyonun 1 ml sinde
10° basil bulunuyordu ve RPMI eklenerek 10 ml ye tamamlandi (1m] de 10°® basil).

Hiicreler (Ultra Turrax T 25 IKA Labortechnik) markali homojenizatérde 5
er dakika araliklarla 20 dakika slireyle homojenize edildi. Stipernatant 10 pg/ml
DNAase ve RNAase ile 1 saat +4°C de bekletildi. Daha sonra 32000X g de 40
dakika santrifije edildi. Bu asamada hiicre duvarinin sitoplazmik membrandan
ayriimasi saglandi. Bakterinin pargalandigini gdstermek icin siispansiyon Ehrlich-
Ziehl-Neelsen (EZN) metodu ile boyandi.

EZN Boyama metodu:

1-  Preparati boyamak igin Ziehl-Neelsen fenollu fuksini(Carbol-fuchsine)
kullamldi. Havada kurutulmus alevde tesbit edilmis preparat boyama kiivetine
alttan 1sitilacak gekilde yerlestirildi. Preparati kaplayacak kadar fenollu fuksin
eriyiginden dokiildli ve ucuna pamuk sarilmis tel alkolde islatilarak yakildi ve
preparat alttan isitildi. 2 dakika siireyle boyanin kaynamasina izin verilmeden

1sitma siirdiiriildii. Bu stire sonunda preparat suyla yikandi.
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2- Renksizlestirme iglemi i¢in asit-alkol eriyigi (%95 etil alkol+ HCI)
kullanildi. Preparatin tizerine bu eriyik dokiilerek renksizlestirildi. Akan eriyik
boyasiz kalincaya kadar renksizlestirme stirdiiriildii. Preparat tekrar suyla yikands.

3- Zit boyama igin Lofflerin metilen mavisi eriyigi kullanildi. Boya
preparata dokiiliip 15 sn. bekletildi ve suyla yikandi. Preparat havada kurutularak
immersiyonla incelendi. Inceleme sonrasi saglam basil kalmadig1 goriildii.

Elde edilen M.leprae ekstrakti her kuyucuga %10 konsantrasyonunda
ekienerek lenfosit uyarmmi saglandi. Bu lenfositler hiicre kiiltiirii igin
karbondioksitli etiivde (Heraeus Germany) 37°C’de, %5CO, konsantrasyonunda
24 saat bekletildi. 24 saatin sonunda tekrar flow sitometrik olarak incelendi. Bu
inceleme igin hiicreler yukarida anlatilan ySntemle ayni monoklonal antikorlar
kullanilarak boyandi. Coulter EPICS XL-MCL (Beckman Coultere U.S.A) cihaz1
kullanilarak flow sitometrik olarak incelendi ve Expo-32 analiz programi
kullanilarak ayni cihazla analiz edildi.

Hastalarin periferik kanlarindan elde edilen hiicre oranlann saglikh
kontrollerin oranlan ile karsilastinidi. Ayrica lepra basili ekstrakti ile uyarilan
lenfosit kiiltiirlerinden eide edilen hiicre oranlari ayni hastalarin periferik kan
oranlan ile kargilastinldi. Elde edilen sonuglarin analizi SPSS 11.0 program:
kullanilarak yapildi. Korelasyon analizleri “Pearson Korelasyon Analizi” ile
yapildi. Hastalarin Srnekleri arasindaki farkliligi ortaya koymak igin “Wilcoxon T
testi” ve hastalarla saglikl: kontroller arasindaki farki degerlendirmek i¢in “Mann-

Whitney U testi” kullanildu.
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BULGULAR

Calisma kapsaminda 29’u erkek 11°i kadin olmak tizere 40 inaktif
lepramat6z leprali hasta degerlendirildi. Hastalarin yas ortalamalar: 60+14.43, tani
stireleri ise 30.66+17.42 olarak belirlendi. Hastalarin yaslar ile gerek total lenfosit
oranlan gerekse lenfosit alt gruplari ve NKT hiicreleri yoniinden herhangi bir
farklihk izlenmedi. Kontrol grubunun yag ortalamasi 55.00+8.89 olarak saptandi.
Hasta ve kontrol grubunu yas ortalamalari arasinda 6nemli bir fark izlenmedi.
Hastalardan alinan periferik kanlarin flow sitometri ile incelenmesi sonucu
Hastalarin tan siirelerinin 4- 55 yil arasinda degistigi ve tam siireleri uzun olan
hastalarin gogunlukta oldugu izlendi.Yeni tan1 almis veya basil pozitif olan hi¢bir

hastaya rastlanmadi. Tans stireleri ile saptanan hiicre oranlart arasinda herhangi bir

farklilik izlenmedi.

Tablo 4. Inaktif lepramatdz leprali hastalarin ve kontrol grubunun yas ve

cinse gore dagilimi

Caligma grubu Kontrol grubu
Erkek 29 25
Kadin 11 15
Yas 60+14.43 55.00+8.89

Tam siiresi 30.66+17.42
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Grafik 1. Hasta yaslarinin ve tan siirelerinin dagilimi
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Tiim hasta ve kontrollere rutin inflamasyon kontrol testi olarak ASO ve
CRP olgtimleri yapildi ve ozellikle ASO degerlerin hastalarda belirgin olarak
yiiksek saptandi. Ayrica romatoid faktor pozitifligi arastirild: ve sadece {i¢ hastada

RF pozitif bulunurken kontrol grubunda higbir hastada pozitiflik saptanmada.

Tablo 5. Hasta ve kontrollerin ASO ve CRP degerleri

ASO (U/ml)(0-200)  CRP (mg/1)(0-6)

Calisma grubu 224.76+28.02 11.48+2.42

Kontrol grubu 61.04+8.09 4.66+0.43

P degeri P<0.001 P<0.001
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Hastalarin periferik kanlarinda incelenen lenfosit alt gruplarinin birbirleriyle

ve hasta yasi ve tani konulma siiresi arasinda korelasyon analizi Pearson

korelasyon testi kullanilarak yapildi. NKT hiicreler incelendiginde CD3/56+ NKT

hiicrelerle bunlarin alt grubunu olugturan Va24+ NKT hiicreler arasinda giiglii

pozitif korelasyon saptandi. Diger T lenfosit alt gruplar arasinda herhangi bir

korelasyona rastlanmadi.

Tablo 6. Saptanan hiicreler ve hasta yasi, tan: siiresi arasindaki korelasyon tablosu

Va24+

CD3+

CD3/56+

CD4+

CD8+

CD56+

Tani

stiresi

Yas

Va24+

1

s

335
,061
% 507
,007
-,035
851
,054
,788
359
,189
-138

,453
,010

,956

CD3+

,061
1
151
,537
-293
,003
,156
A37
440
,100
-,080

629
,069

674

CD356+

*%.597

,007
,151
,537
1
-,002
,993
-308
,199
,039
,891
-266

270
,047

,849

CD4+
-,035

851
-293
,093
-,002
,993
1
-214
283
-078
781
,067

705

,081
647

CDg+
,054

,788
,156
437
-,308
,199
-,214
,283
1
,122
,665
,062

,760
=231

247

,359

,189
440
,100
,039
891
-,078
781
122
,665
1

b4

-,491

,063
-,101

719

CD56+ Tam siire

-,138

453
-,080
,629
-,266
,270
,067
,705
,062
,760
-,491
,063
1

,171

297

Yas
,010

956
,069
674
,047
,849
-,081
647
-231
247
- 101
719
171

297
1

**0.01 6nemlilik diizeyinde korelasyon vardir.
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Grafik 2. Vo24+ /CD 16i+ NKT hiicrelerle CD3/56+ NKT hiicreler

arasindaki pozitif korelasyon grafigi
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Yapilan korelasyon analizinde sadece tani stiresi ve RF ile CRP degerleri
arasinda “Pearson” korelasyon analizine gore pozitif korelasyon izlenmis diger

veriler arasinda korelasyona rastlanmamagtir.
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Tablo7. Hastalarin yas, tam stiresi ve ASO, CRP, RF degerleri arasindaki

korelasyon tablosu

Yas | Tant sitresi | ASOU/ml | CRPmg/L. | RFU/ml

Yas 1 125 -,335 -,029 ,062
, 441 ,101 ,860 (70

Tani stiresi | ,125 1 -,069 *259 ,210
441 , 742 ,107 313

ASO | -,335 -,069 1 ,239 ,136
101 742 . ,249 518

CRP | -,029 * 258 ,239 1 *472
,860 ,107 ,249 . ,017

RF | ,062 ,210 ,136 * 472 1
770 313 ,518 ,017 .

*0.05 snemlilik diizeyinde korelasyon vardir.

Grafik 3.CRP degerlerinin tan: siiresiyle korelasyonu
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Grafik 4: Vo24+ NKT hiicrelerinin periferik kan ve lenfosit kiiltiiriinde

saptanan karstlagtirmali oranlan
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Grafik 5. Hasta periferik kaninda saptanan Va24+ NKT hiicrelerin CD3+

total T lenfositler igindeki oranlari
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Grafik 6. Lenfosit kiiltiiriinde saptanan Va24+ NKT hiicrelerin total T

lenfositler igerisindeki oram
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Sekil 1. Hastalarin lenfosit kiiltiirlerinde izole edilen Va24+ /CD161+ NKT

hiicrelerin flow-sitometrik goriintimleri
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Sekil 2-3. Hastalarin lenfosit kiiltlirlerinde izole edilen Va24+ /CD161+

hiicrelerin histogramlan
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Sekil 4. Saglikli kontrol periferik kaninda izole edilen Va24+/CD161+ NKT

hiicrelerin flow sitometrik gériiniimi
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Sekil 5-6. Saglikli kontrol periferik kaninda izole edilen CD161 + ve Vo24+

hiicrelerin histogramlari
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Sekil 7. Hastalarin periferik kanlarinda izole edilen Va24+ /CD161+ NKT

hiicrelerin flow-sitometrik goriintimleri
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Sekil 8-9. Hastalarin periferik kanlarinda izole edilen Va24+ /CD161+

hiicrelerin histogramlart
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Sekil 10. Hasta periferik kanlarinda izole edilen CD3/16+56+ hiicrelerin flow-

sitometrik goriiniimleri
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Sekil 11. Lenfosit kiiltiirlerinde izole edilen CD3/16+56+ hiicrelerin flow-

sitometrik goriintimleri
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Sekil 12. Saglikli kontrollerde saptanan CD3/16+56+ hiicrelerin flow-

sitometrik goriiniimleri
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Tablo.8: Hasta ve saglikli kontrollerde saptanan lenfosit oranlar

Hasta Saghkl P degerleri
Total lenfosit CD3+ 67,10 £ 1,67 64.76 £ 1,16 p>0,05
CD4+ T hiicre% 44,60 + 1,98 39.21+ 0,80 p<0,001
CD8+ T hiicre% 26.75 £1,00 24.05 +1.37 p>0,05
CD4/CD8 orami 1,45+ 0,06 1,84 + 0,09 p<0,001
CD56+16+ NK 13.95+1.28 17.48 £ 1.43 p>0,05
CD3+56+ NKT 8,60+1,13 2.17 £0.37 p<0.001
Va24+CD161+ 0,92 + 0,21 0.54+0.18 p<0,05
CD3+CD161+ 22.75+1.00 18,80 £ 2,17 p<0,05

Tablo 9: Hasta periferik kan ve primer lenfosit kiiltiirii lenfosit oranlari

Periferik kan Lenfosit kiiltiirii P degerleri

Ortalama+ SE Ortalama+ SE
Total CD3+ 67,10 + 1,67 69,93 + 1,86 p>0.05
CD4+ 44,60 + 1,98 47,77 £ 2,24 p>0.05
CD8+ 26,75 £1,00 35,52+ 3,17 p<0.05
CD56+16+ 13.95+1.28 16,24+ 1,73 p<0.05
CD3+56+ 8,60+ 1,13 14,8 + 1,55 p<0.05
Va24+CD161H 0,92+ 0,21 1,62 +0,28 p<0.05

42
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ASO sonuglart 40 hastanin 14’{inde normal sinirlarda saptanirken kalan 26
hastada {ist sinir olan 200U/ml’nin 1.5-3 katina kadar varan degerlerde yiikseklik
izlendi. Romatoid faktor(RF) ise sadece ii¢ hastada pozitif bulundu ve bu
hastalarin eklem agri ve sisme yakinmalarinin oldugu saptandi. CRP degerleri ise
11 hastada normal sinirlarda saptands, ancak 29 hastada yiikselme izlendi. Gerek
hasta ve sagliklilarin, gerekse hastalarin periferik kanlar: ile lenfosit kiiltiirleri
karsilagtirildiginda total lenfosit ve NK hiicre oranlari bakimindan fark olmadigi
goriildii. CD8+ sitotoksik T lenfosit yiizdelerine bakildiginda hasta ve saghklilar
arasinda fark saptanmazken, M.leprae ekstrakti etkisinde birakilan lenfositlerde
periferik kandakilere kiyasla belirgin bir CD8+ lenfosit artis1 izlendi. Bu sonug
invitro kosullarda basil uyaris1 altinda sitotoksik T lenfositlerin arttigini ve basili
oldirmeye caligtifini disiindiirmektedir. CD4+ hiicre ylizdesinin, hastalarda
sagliklilardan daha yiiksek oldugu goriildii ama hastalarin kan ve kiiltiir sonuglar
arasinda boyle bir fark goriilmedi. Benzer bir farklilik da NKT hiicreler agisindan
izlendi: Hem Va24+CD161+ iNKT hiicreler (invariant T hiicreler) hem de
CD3+CD56+ hiicre oranlarinin, hastalarda kontrol grubuna goére ve lenfosit
kiiltiirlerinde hasta periferik kan hiicrelerine gére belirgin olarak yiiksek saptandi

ve istatistiksel anlamlilik gosterildi (p<0.05).
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TARTISMA

M.leprae’ya karst hiicresel immiinite Onemlidir ve T hiicre defekti
oldugunda yada immiin cevap Th2 y6niinde polarize oldugunda hastaligin klinik
gOriinlimiintin degisti§i daha agir bir form olan lepramatdz lepranin gelistigi
bilinmektedir. CD4+ ve CD8+ T hiicrelerin bu hastaliktaki rolleri kesin olmasina
karsin, bir T hiicre alt grubu olan NK hiicresi differansiyon antijeni CD161 sunan;
CD1d smurli T hiicreler, invariant T hiicreler, Va24JaQ TCR tasiyan, aGalCer
baglayan hiicreler de denilen, NKT hiicrelerin heniiz birgok hastalikta oldugu gibi
lepradaki rolleri tam aydinlanmamistir. Buna karsin bazi otoimmiin hastaliklarda,
tiim&r immiinitesinde koruyucu rol oynadiklar gosterilmistir (6,18).

NKT hiicrelerinin ylizey yapilart iginde bulunan CD161 molekiilii ilk kez
NKR-P1A molekiilii olarak, rodentlerdeki NKR-P1 glikoproteinlerinin insandaki
homologu olarak tanimlanmig ve periferik kanda T hiicrelerinin yaklagik %25’ inin
bu molekiilii tasidig: belirlenmigtir (25). Rodentlerde ii¢ NKR-P1 molekiilii vardir:
NKR-P1 A, B ve C. Insanda ise bilinen tek NKR-P1 molekiilii NKR-P1A yani
CD161 molekiiliidiir (12). Aslinda aktive olan T hiicreler de bu molekiilii sunarlar
(39). CD161’in Vo24+ T hiicrelerin TCR aracili proliferasyonu ve sitokin
sekresyonunda spesifik kostimiilatér molekiil olarak etki ettigi gOsterilmistir.
Ciinkii tek bagina TCR uyarimi olmaksizin CD161 uyarist ile Va24+ T hiicreler
aktive olmaz. CD161 monoklonal antikorlar spesifik olarak Vo24+ T hiicre

gelisimini engelleyebilir ve CDI1d+ hedef hiicrelere cevap olarak sitokin

sentezlenmesini baskilayabilir.
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Ancak, graniiller araciligiyla ve eksositik mekanizma ile gergeklesen hedef
hiicre lizisi CD161’e bagimli degildir ve dolayistyla CD161 kostimiilasyonu
direkt olarak IFN-y salinmasint saglayamaz (12).

NKT hiicreler degisen oranlarda CD161 sunarlar. Ayrica invariant TCR
tagtyan CD161+ hiicreler de vardir. NKT hiicreler iginde CD161+ hiicrelerin orani
CD56+ olanlardan Snemli Slgtide yiiksektir ve CD161+CD56+ olanlar effektor tip
hiicrelerdir (27). Bizim c¢aligmamizda da belirtilen oranlara uygun olarak
CD3+CD161+ T hiicrelerin oram %22.75+1.00 bulunurken, CD3+ CDS56+
hiicrelerin oram %8.60 +£1.13 olarak saptandi. Sonug olarak CD161+ hiicrelerin
ylzdesi CD56+ olanlara gére anlamli 6lglide yiiksekti. Bu nedenle tek basina
CD161 bakilarak NKT hiicreleri ortaya konulamaz, bu molekiiliin invariant TCR
ile birlikte yorumlanmasi gerekmektedir. Buna karsin invariant olarak tanimlanan
Va24 tasiyan CD161+ hiicre yilizdesi %1°den kiigiik bulundu (%60.92+0.21).

CD 161 bir kostimiilatér molekiildir ve NKT hiicrelerin uyariimasinda
dnemli role sahiptir. Bu nedenle M.Jeprae ekstrakt: ile uyarilan lepralt hastalardan
elde edilen lenfositlerde NKT hiicre oranlarmin yaklagik iki kat (1.7) artis
gOsterdigi saptandi. Benzer gekilde CD3+CDS56+ hiicrelerde ve CD8+
lenfositlerde artig izlenirken CD4+ ve NK hiicre yiizdesinde fark gézlenmedi.

Vo14 tagiyan fare NKT hiicrelerin hem NK1.1 hem de TCR tasidiklan icin
NK markerlar: sunan off T hiicrelerin bir grubu olduguna inamilir. Aslinda aktive
olan T hiicreler bazen NK markerlar: sunabilirler. Fakat son veriler Val4 NKT
hiicrelerinin klasik aff T hiicreleri olmadigimi ve B hiicrelerden,T hiicrelerden ve

NK hiicrelerden farkli bagimsiz bir hiicre serisi oldugunu diistindiirmektedir(39).
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TCR (T cell receptor) repertuariar1 ve bazi ylizey molekiilleri tanimlanmig
olmasina karsin NKT hiicrelerin fonksiyonlari, immiin cevabin regiilasyonunda
oynadiklart rol ve karmagik sitokin profillerinin cevab1 ydnlendirmedeki etkisi
hakkinda farkli yorumlar yapilmaktadir. Total lenfosit ylizdesi iginde kapladiklart
hacmin kiigiikliigiine ragmen fonksiyonlarinin 6nemi sasirticidir. NKT hiicrelere
her ne kadar dogal bagisikligin gii¢lti aktorleri gozii ile bakilsa da, 6zellikle CD4+
NKT hiicrelerin immiinglobiilin tiretiminde yardimci olabildikleri sanilmaktadir.
Bu hiicrelerle B lenfositler arasinda aktivasyon ve immiinglobiilin iiretimi ile
sonug¢lanan CD1d bagimsiz bir etkilesim gosterilmistir. Yani, NKT hiicrelerinin B
lenfosit fizyolojisinde de diizenleyici rolii oldugu diistintilmektedir (13).

NKT hiicrelerinin M.leprae’a direngte rol oynayip oynamadigi kesinlik
kazanmamustir ancak rolii oldugunu diisiindiiren ¢esitli ¢alismalar vardir. CD1
molekiilleri klasik HLA’larin aksine ¢ok sirli ve hiicre tipine spesifik bir
ekspresyona sahiptir. CD1 proteinleri timositlerde gii¢lii olarak sunulur. Timus
disinda ise temel olarak antijen sunucu hiicrelerde sunulurlar (7). CDI
molekiillerinin fonksiyonlarinin anlagilmasi ilk olarak mikobakteriyel lipitlerin
CDIb ile T hiicrelere sunuldugunun gosterilmesi olmustur (16). Bu
mikobakteriyel antijenler; mikobakteri hiicre duvar yapisinda bulunan mikolik
asit, gikoz igerikli mikolik asit (glikoz monomikolat-GMM) ve
lipoarabinomannandir. Leprali hastalarin lezyonlarindan da mikobakteriyel
antijenlere spesifik CD1-smurli T hiicreler izole edilmis ve lepra lezyonlarinda
dendritik hiicrelerce grup-1 CD1 molekiilerinin sunulumu etkin bir hiicresel

immiin cevap geligmesi ile direk olarak iligkili bulunmugstur.
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Caligmamizda proteolizle proteinlerini uzaklagtirdigimiz ve homojenize
ettigimiz M.leprae ekstrakt: ile uyarilan leprali hastalardan elde edilen primer
lenfosit kiitiirlerinde artan NKT hiicre yuzdeleri bu verileri destekler
gorinmektedir.

Bir bagka c¢aligmada mikobakterilerin hiicre duvarindaki glikolipit
fraksiyonun NKT hiicrelerinin birikiminden sorumiu oldugu gosterilmigtir. Aynt
aragtirmada graniilomatdz cevabin en erken safhasinda NKT hiicrelerinin
bulundugu ve bu hiicre birikiminin, konagin nonpeptit mikobakteriyel
komponentlere erken cevabinda rol oynayabilecegi gosterilmistir (1) Val4
defektli farelerde yapilan deneyde bu farelerin BCG infeksiyonunu elimine
edebildigi ama daha fazla graniiloma formasyonu ve kazeasyon nekrozu gelisimi
gosterdikleri bildirilmistir. Bu ¢alisma Val4 NKT hiicrelerin antiinflamatuvar
hiicreler gibi ¢aligtigint  ve asirn  lenfosit birikimi ve doku hasanm
sinirlandirabildigini  gdstermigtir.  Bu  hiicrelerin  koruyucu cevap ve
immiinopatoloji  arasindaki dengenin saglanmasinda diizenleyici gorev
ustlendikleri bildirilmistir (10). Sugawara ve arkadaslarimin(36) yaptiklar
caligmada tliberkiilozla infekte edilmis NKT knockout fareler kullaniimig sonugta
gerek graniilom formasyonu agisindan gerekse sitokin {iretimi agisindan normal
farelerle arasinda ¢ok biiyiik bir fark olmadigi g6zlenmistir.

Gansert ve ark. (14) M.tuberculosis ile yaptiklar1 gahismalarinda deniz
stingerinden elde edilen bir glikolipit olan a-galaktozil seramid’in CDI1d
arciligiyla IFN-y tireten NKT hiicreleri aktive ettigini bulmuglar ve NKT

hiicrelerin bu infeksiyonda {i¢ 6nemli 6zellik tagidiindan s6z etmiglerdir.
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NKT hiicreler trettikleri IFN-y ile Thl cevabimt indiikler, NKT hiicreler
mikobakterinin s1gindig1 bir liman olan fagositik hiicreleri pargalayabilirier ve bu
hiicreeler NKT hiicreler antimikrobiyal bir peptit olan graniilisini salgilayarak
antimikrobiyal 6zellik gosterirler (14).

Yapilan bir galismada a-GalCer’in Va14 NKT hiicreleri segici olarak aktive
ettigi ve sonugta bu hiicrelerin tlim6r metastazlarinin 6nlenmesinde gérev aldigi
ortaya konulmustur. NKT hiicre aktivasyonunda IL-12 primer rolii oynamakta ve
dolayisiyla IL-12 aracthi tiimor rejeksiyonu gériilmektedir. NKT hiicrelerin timér
hiicrelerini 6ldiirmesi Va14 TCR ve CD1d bagimsizdir NK gibi direkt mekanizma
ile olmaktadir (21).

Cesitli galigmalara ragmen CD1d ile sunulan glikolipit antijenlere karst bu
hiicrelerin verdigi reaksiyonun molekiiler temeli hakkinda ¢ok az bilgi vardir ve
CD1d molekiiliine bagli antijenlerin karbonhidrat hareketliligi TCR etkilesiminde
major rolii oynar denilmistir (35). Ayrica inflamasyon belirtegleri olarak
kullanilan ASO ve CRP degerlerinin normalin {izerinde saptanmasi; inaktif
durumda olsalar dahi leprali hastalarda kronik bir inflamasyonun oldugunun
gOstergesi olarak kabul edilebilir.

Bizim caligma kapsamina aldifimiz tiim hastalari inaktif lepramatoz
lepralilar olugturdugundan ve tam stireleri ¢ok uzun oldugundan yukanida sz
edilen 6zelliklerin bu hastalarda saptanmasi ¢ok zordur. Ancak yinede bakteri ile
kars1 karstya kaldiginda in vitro kosullarda bu hastalarin NKT hiicre oranlarimin

arttig1 gézlendi.
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Periferik kanda NKT hiicre yiizdesi tiim lenfositler igerisinde 0.92 + 0.21
iken, M.leprae ekstrakti uygulanan lenfosit kiiltiirlerinde bu oranin 1.02 + 0.28’¢
yiikseldigi goézlendi (p<0.05). Elde edilen sonug direkt bakteri ile veya onun
ekstrakti ile karsilasildiginda NKT hiicrelerinde diger hiicreler gibi aktive
olabilecegini ve sayica artabilecegini isaret etmektedir. Ayrica bu sonug
tekrarlayan enfeksiyonlarda da NKT hiicrelerin artabilecegini diigiindiirebilir.
Uyarildiklarinda hizla IFN-y tiretme kapasitesinde olan bu hiicreler leprada Thl
polarizasyonunu gii¢lendirici etki yapabilirler ve hastalia karsi verilen hiicresel
immiin cevabi artirabilirler. Bu varsayim, lepranin agir klinik formu olan
lepramatdz lepramin gelismesini Onlemede ve en azindan hastalifin baginda
yakalanabilen hastalarda NKT aktivasyonunu saglayabilecek tedavi alternatifleri
(a-galaktozil seramid vb.) olusturulmasinda géz 6niine alinabilir.

NKT hiicreler T hiicre cevabinin oldugu lepra formunda bolca bulunurken
lepramat6z leprali graniilomlarinda saptanmamugtir. Tiiberkiiloid leprada NKT
hiicrelerin birikiminin gosterilmesi, bu hiicrelerin mikobakteriler ve diger hiicre
i¢i bakteriler tarafindan {iretilen bazi maddelere yonelik dogal immiin cevapta
6nemli bir role sahip oldugu hipotezini gii¢lendirmektedir (29). M.tuberculosis ile
yapilan bir calismada NKT hiicrelerinin tiiberkiiloz enfeksiyonu sirasinda aktive
olmadigi gézlenmistir. Bunun nedeninin ise mikobakteri hiicre duvar lipitlerinin
graniilom olugsumunu inditklemesi ve NKT hiicreleri inflamasyon alanina gekmesi
olabilir denmigtir. Bakteri duvar lipitleri CD1 aracilifiyla NKT hiicreleri aktive
edecek kadar yeterli olmayabilir veya infekte makrofajlarda CD1d sunulumu

azalir.
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Sonug olarak NKT hiicrelere antijen sunulumunun azalmasim etkileyebilir.
Aynm1 c¢aligmada o-galaktozil seramid(a-GalCer) verilmesini takiben NKT
aktivasyonunda dramatik bir artma goriildiigii bildirilmistir (8).

Bu sonug hem a-GalCer’in terapétik bir potansiyeli oldugunu hem de NKT
hiicrelerin modiilasyonunun ileride lepra gibi karmagik hastaliklarda dahi yeni
tedavi modelleri gelismesinde hedef hiicreler olabilecegini isaret eder.

Bizim c¢alisma sonuglarimiza gore inaktif lepramattz lepralt hastalarda
Vo24 invariant zincirini ve CD161 molekiiliinii tagiyan NKT hiicrelerin orani
%0.92+0.21 arasinda bulundu. Bu oranlar normal kan konsantrasyonu verilerine
uymaktadir. Bu hastalardan yapilan kisa siireli (24 saat) lenfosit kiiltiirleri basil
ekstrakti ile uyanldiginda NKT hiicre oranlarinin arttig: izlendi.

Sonug olarak, bu g¢aligmadaki veriler enfeksiyon ajani ile etkilesme
stirecinde mikroorganizmanin kendisi veya antijenik uyar1 yapabilen molekiilleri
ile karsilagildiginda NKT hiicrelerin de hiicresel bagisiklik cevabimn dnemli
elemanlar olarak gorev yaptigim diistindiirmektedir. Hiicre kiiitiirlerinde stimulus
altinda iken bu hiicrelerin oranlarinin arttifinin gosterilmesi lepradan korunmak
icin NKT hiicrelerinin uyarimasim hedefleyen immunmodiilatér tedavilerin

gelecegin tedavi yaklagimi olabilecegini diigiindiirmektedir.
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