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Are Regulatory T Cell Levels Different in Active and Inactive
Systemic Lupus Erythematosus Patients?
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Ozet: Sistemik lupus eritematozus (SLE) patogenezinde bozulmus T yardimet hiicre (Th) alt gruplarimin ve diizenleyici T hiicrelerinin (T-
reg'ler) dengesizligi soz konusudur. Otoantijenlere karsi olusacak immun yaniti baskilayarak otoimmun hastaliklar1 engellemektedirler.
Caligmalarin ¢ogunda periferal T-reg hiicrelerinin aktif hastalikta azaldig1 gosterilmigse de arttigi veya etkili olmadigini gosteren ¢aligmalar
da vardir. Amacimiz, aktif ve inaktif SLE hastalarinda T-reg ve Th-17 diizeyleri agisindan fark olup olmadigini saptayarak hastalik
patogenezi iizerine bu hiicrelerin etkilerini ortaya koymaktir. Caligmaya aktif, enfeksiyon bulgusu olmayan 21 SLE hastas: alindi. Organ ve
sistem tutulumlari, hemogram sonuglari, hastalik aktivasyonu agisindan eritrosit sedimentasyon hizi (ESH), C-reaktif protein (CRP),
kompleman (C)3, C4, anti-ds-DNA diizeyleri, SLE-hastalik aktivite indeksi (SLEDAI) degerleri kaydedildi. SLEDAI>6 aktif hastalik olarak
kabul edildi. Es zamanli periferik kandan Th-17 ve T-reg diizeyleri ¢alisildi. Cinsiyet ve yas uyumlu saghiklt 15 kisi kontrol grubu olarak
alind1. Hastalarin 19’u kadin, yas ortalamast 37.3+12.9, hastalik siiresi ortalama 7.9+1.29 yil idi. Hastalarin 15’inde (%71.4) hematolojik,
17’sinde (%81) renal ve 7’sinde (%42.9) eklem tutulumu vardi. CD4+CD25+ T-reg, CD4+FOXP3+T-reg, CD4+CD25+FOXP3+T-reg ve
CDA4+1L-17+ agisindan SLE ile saghkli kontrol grubu karsilastirildiginda hem T-reg hiicrelerinin hem de CD4+IL-17+ hiicre diizeyleri SLE
grubunda anlamh olarak daha yiiksek saptandi (sirasiyla p degerleri p=0.011, p=0.001, p=0.001 ve p=0.040). Hastalar SLEDAI’ye gore aktif
(n=12) ve inaktif (n=9) olarak karsilastirldiginda 2 grup arasinda Th-17 ve T-reg diizeyleri agisindan da anlaml bir fark saptanamadi. Ancak
inaktif dsnemde aktif doneme gore CD4+FOXP3+T-reg ve CD4+CD25+FOXP3+T-reg hiicrelerinin diizeyi artis egilimindeydi. Literatiirde
SLE’de T-reg galigmalarinin sayisi azdir ve sonuglar geligkilidir. Caligmalarin ¢ogunda T-reg’lerin sayisinin azaldigi ve fonksiyonunun
bozuldugu ve tedavi ile de bu hiicrelerin artig egiliminde olduklari saptanmugtir. Sonug olarak, ¢alismamizda SLE’li hastalarda biitiin hastalar
tedavi altinda oldugundan T-reg hiicreleri uyarilmis olabilir ve kontrol grubundan daha yiiksek diizeyler saptanmis olabilir. Bu durumu
aciklayabilmek icin SLE’li immunsupresif naif hasta grubunda tedavi oncesi, sonrasi ve aktivasyon ve remisyon dénemlerinde hasta
sayilarinin fazla oldugu benzer bir ¢aligma yapilmasina gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: sistemik lupus eritematozus, t-regulatuvar hiicreler, t-helper hiicreler

Abstract: In the pathogenesis of systemic lupus erythematosus (SLE), impaired T helper cell (Th) subgroups and regulatory T cells (T-reg)
are imbalanced. It suppresses the immune response to autoantigens and prevents autoimmune diseases. Although most of the studies have
shown that the majority of peripheral T-reg cells are reduced in active disease, there are also studies showing that they are either elevated or
not effective. Our aim is to determine whether there is a difference between T-reg and Th-17 levels in active and inactive SLE patients and to
demonstrate the effects of these cells on disease pathogenesis. 21 SLE patients without active infection were included. Erythrocyte
sedimentation rate (ESR), C-reactive protein (CRP), complement (C)3, C4, anti-ds-DNA levels, SLEDAI values were recorded in terms of
organ and system involvement, hemogram results, disease activation. SLEDAI>6 were considered active disease. Concurrent peripheral
blood Th-17 and T-reg levels were studied. 15 healthy control subjects were included in the study. 19 of the patients were women, the mean
age was 37.3 + 12.9 years and mean duration of disease was 7.9 + 1.29 years. Hematologic involvement was present in 15 (71.4%) of the
patients, renal involvement in 17 (81%) and joint involvement in 7 (42.9%). Both T-reg cells and CD4+IL17+ cell levels were significantly
higher in SLE group compared to SLE in terms of CD4+CD25+T-reg, CD4+FOXP3+T-reg, CD4+CD25+FOXP3+T-reg (p=0.011, p=0.001,
p=0.001 and p=0.040, respectively). When the patients were compared according to SLEDAI as active (n= 12) and inactive (n=9), there was
no significant difference between the two groups in terms of Th17 and T-reg levels. However, in the inactive period, the levels of
CD4+FOXP3+T-reg and CD4+CD25+FOXP3+Treg cells tended to increase compared to the active period. In the literature, the number of
T-reg studies in SLE is small and the results are contradictory. In the majority of studies, it was determined that the number of T-regs
decreased and that the function deteriorated and that these cells were in an increasing tendency with treatment. In conclusion, in our study, all
patients with SLE were under treatment and the T-reg cells could be stimulated and higher levels than the control group could have been
detected. In order to explain this situation, a similar study is needed in pre-treatment, post-treatment, and activation and remission periods in
patients with SLE immunosuppressive naive patients with more patient numbers.
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SLE'de T-reg Hiicreler

1. Giris

Sistemik lupus eritematozus (SLE) tiim organ
ve dokular1 etkileyebilen otoimmun bir
hastaliktir. Genetik olarak predispoze bireyler,
cevresel faktorler, baz1 viral enfeksiyonlar ve
sigara otoimmun cevabi tetikleyebilir (1). SLE
patogenezinde bozulmus T yardimci hiicre
(Th) alt gruplarinin  (Th1/Th2/Th17) ve
diizenleyici T  hiicrelerinin  (T-reg'ler)
dengesizligi s6z konusudur. Diizenleyici T
hiicreler (T-reg) CD4+ CD25+ FOXP3+
olarak timustan koken alarak gelisirler ve
dolasimda  yaklastk  %8-10  civarinda
bulunmaktadirlar. Viicutta gelisen
otoantijenlere karst olusacak immun yaniti
baskilayarak, otoimmun hastaliklar1
engellemektedirler.  SLE  patogenezinde,
spesifik Th hiicre alt gruplarinin ve ilgili
sitokinlerin katkis1 halen tartigmalidir (2).
SLE disinda diger romatolojik hastaliklardan
sistemik sklerozun ve Sjogren sendromunun
patogenezinde de otoantikorlar yanisira artmis

sitokin  diizeyleri  etkilidir.  Aktive T
lenfositler, 06zellikle CD4+ T hicreleri
sistemik sklerozlu hastalarda da tespit

edilmistir (3-5). Th-1 ve Th-2 lenfositler,
naive CD4+ T hiicreleri transkripsiyon faktorii
olan RORyt etkisi ile Th17’ye farklilasabilir
(6). Th17 hiicreleri potent proinflamatuvar
sitokinler olan IL-17A, IL-17F, ve IL-22
sekrete edebilir ve bu sitokinler de doku
hasarmma katkida bulunur (7). Effektor T
hiicrelerinin ~ kendi  kendine  reaksiyon
fonksiyonu CD4+ T lenfositlerden eksprese
edilen transkripsiyon faktorii olan FoxP3 ve
regulatuvar T hiicreleri tarafindan kontrol
edilir. (8). Treg hiicrelerinin azalmasi veya
fonksiyon eksikligi SLE’li hastalarin aktif
hastaliklart ile iligkili olabilir. Otoimmun
hastaliklarin  ve inflamatuvar durumlarin
patogenezinde Onemli etkilere sahip olan
Th17 hiicreleri ise SLE’li hastalarda artmus
olarak saptanabilir. T-reg/Th-17 dengesizligi
otoimmunite gelisiminde potansiyel bir rol
oynamakta olup T-reg/Th-17 oraninin aktif
SLE’li hastalarda azaldig1 gosterilmistir (9).

SLE patogenezinde T-reg ve Th-17 arasindaki
dengesizlikle ilgili literatiirde ¢ok fazla
calisma  yoktur. Calismalarin  ¢ogunda
periferal T-reg hiicrelerinin aktif hastalikta
azaldig1r gosterilmigse de arttigr veya etkili

calismalar da wvardir.
Amacimiz, Ozellikle aktif ve inaktif SLE
hastalarinda T-reg ve Th-17 diizeyleri
acisindan fark olup olmadigimi saptayarak
hastalik patogenezi {izerine bu hiicrelerin
etkilerini ortaya koymaktir.

olmadigimi gosteren

2. Metod
Hasta secimi

Calisgmaya 1997 Revize SLE kriterlerini
karsilayan takipli aktif enfeksiyon bulgusu
olmayan 21 SLE hastas1 alindi. Hastalarin
organ ve sistem tutulumlari, hemoglobin,
beyaz kiire, absolii nétrofil, absolii lenfosit
sayilari, hastalik aktivasyonu acisindan
eritrosit sedimentasyon hizi (ESH), C-reaktif
protein (CRP), kompleman (C)3, C4, anti-ds-
DNA diizeyleri, SLE hastalik aktivite
indeksleri (SLEDAI) kaydedildi. SLEDAI>6
aktif hastalik olarak kabul edildi.

Cinsiyet ve yas uyumlu saglikli 15 kisi
kontrol grubu olarak alindu.

Calisma lokal

almmustir.

icin etik kuruldan onay

T-reg ve Th-17 diizeylerinin ¢alisma prensibi

Es zamanli  periferik kandan  T-reg
(CD4+CD25+T-reg, CD4+FOXP3+T-reg,
CD4+CD25+FOXP3+T-reg) ve Th-17 hiicre
diizeyleri (IL17 iireten T hiicreleri) ¢aligildi.

T-reg analizi

T-reg analizi i¢cin K3EDTA’11 tiipe kan alindi.
CD4PerCp, CD2SFITC yiizey antijenleri
kondu. Uzerine 100 ul 1x10° hiicreye
ayarlanmis kan kondu. 15-20 dakika oda
is1sinda inkiibe edildi. 2 cc eritrosit lysing
solusyonu ile 10 dakika oda 1sisinda
bekletildi. 5 dakika 1800 RPM de santrifijj
edildi. Stipernatan atildi. Soguk phosphate
buffer saline (PBS) ilave edilerek yikandi.
Pellet vortekslendi ve 1ml taze hazirlanmig
fiksasyon/ permeabilizasyon solusyonu konup
vortekslendi. 4°C’de 30-60 dakika karanlikta
bekletildi. 2 ml 1X permeabilizasyon
solusyonu ile 2 defa yikandi ve siipernatan
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alindi. Dipteki pelletin iizerine 20 pl FOXP3-
PE kondu. 4°C’de en az 30 dakika karanlikta
bekletildi. 2 ml permeabilizasyon solusyonu
ile 2 defa yikanip siipernatan atildi. PBS ile
resuspanse edilerek akim sitometri cihazinda
25000-30000 hiicre saydirildi.  Analizler
yalnizca CD4+ helper T hiicreler kap1 alinarak
ve kan alinmasini takip eden 24 saat iginde
yapildi

Th-17 analizi

IL-17 icin ise heparinli enjektdre kan alindi.
0.5 cc kan ile 0.5 cc RPMI karistirildi.
Uzerine 25 ul PMA, 20 pl kalsiyum
ionomycine, 10 pl breteldin konuldu. %5 CO,
37°C’de 4-6 saat bekletildi. Falcon tiipe 100 pl
aktive kan konuldu. 2 ml pharmlyse ilave
edilip vortekslendi. 10 dakika karanlikta
bekletildi. 1800 RPM’de 5 dakika santrifiij
edilip supernatan atildi. 2 ml Dulbecco
konulup 1800 RPM’de 5 dakika yikandi.
Yiizey antijenleri (CD3,CD4) baglandi. 15
dakika karanlikta oda 1sisinda inkiibe edildi.
Tekrar Dulbecco ile 1800 RPM’de 5 dakika
yikandi. Supernatan atilip, pellete 500 pl
cytefix/cyteperm  koyulup  vortekslendi.
Karanlik oda 1sisinda 20 dakika bekletildi. 5
dakika 1800 RPM’de santrifiij edilerek
supernatan atildi. 2 ml diliie perwash
solusyonu koyulup 10 dakika bekletildi. 5
dakika 1800 RPM’de santrifiij edildi,
supernatan atildi. Intraselliiler antijenin (IL-
17) 30 dakika baglanmasi saglandi. Bir kez
daha  yikandi.  Pellete PBS  eklenip
vortekslendi ve son olarak akim sitometri
cihazinda analiz edildi.

Istatistiksel analiz

Calismaya alinan degiskenlerin
incelenmesinde stirekli veriler
ortalamatstandart sapma (SD), kategorik

veriler ise siklik ve yiizde olarak verildi. Elde
edilen bulgularin istatistiksel degerlendirmesi
icin IBM, SPSS for Windows siirim 21.0
kullanildi. Sonuglar %95°1ik giiven araliginda,
p<0.05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi. Kategorik verilerin analizinde
(capraz tablolar) Pearson Kikare, Yate’s
Kikare ve Pearson Kesin Kikare analizleri
kullanildi.  Degiskenler  aras1 iligkinin
(korelasyon)  yonii ve  biiyiikligiiniin
belirlenmesi  normal  dagilim  gosteren
degiskenler i¢in  Pearson  Korelasyon
katsayilart, normal dagilima uygunluk
gostermeyen degiskenler icin ise Spearman
korelasyon katsayilar1 hesaplandi.

3. Sonuclar

Hastalarin  19’u  kadin, yas ortalamasi
37.3£12.9, hastalik siiresi ortalama 7.9+1.29
yil  idi. Hastalarin  15’inde  (%71.4)

hematolojik, 17’sinde (%81) renal ve 7’sinde
(%42.9) eklem tutulumu vardi. Caligsma
sirasinda ortalama ESH 34.2 £16,37 mm/saat,
CRP 1.07+0.342 mg/dl, ortalama SLEDAI
5.9409 idi. Hastalarm hepsi hidroksiklorokin
alirken 16°s1 (%76.2) aktif olarak steroid, 14’
(%66.7) immunupresif ila¢ (azatioprin n=9
(%42.9), mikofenolat mofetil n=4 (%19),
siklofosfamid ~ n=1 (%4.8))  aliyordu.
CD4+CD25+ T-reg, CD4+FOXP3+T-reg,
CD4+CD25+FOXP3+T-reg ve CDA4+IL-17+
acisindan SLE ile saglikli kontrol grubu
karsilastirildiginda hem Treg hiicrelerinin hem
de CD4+IL-17+ hiicre diizeyleri SLE
grubunda anlamli olarak daha yiiksek saptandi
(srrastyla p degerleri p=0.011, p=0.001,
p=0.001 ve p=0.040) (tablol). Hastalar
SLEDAT’ye gore aktif (n=12) ve inaktif (n=9)
olarak karsilastirildiginda 2 grup arasinda
CD4+CD25+T-reg, CD4+FOXP3+T-reg,
CD4+CD25+FOXP3+T-reg ve CDA4+IL-17+
diizeyleri acisindan da anlamli bir fark
saptanamadi1 (Tablo 2). Hastalik aktivasyon
Olciitlerinden ESH, CRP ve SLEDAI ile
CD4+CD25+T-reqg, CD4+FOXP3+T-reg,
CD4+CD25+FOXP3+T-reg ve CD4+IL-17+
arasinda korelasyon saptanamadi (Tablo 3).
Ancak inaktif donemde aktif doneme gore
CD4+FOXP3+T-reg ve
CD4+CD25+FOXP3+T-reg hiicrelerinin
diizeyi artig egilimindeydi (Sekil 1).
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Tablo 1.SLE hastalarinin ve saglikli kontrol grubunun demografik 6zellikleri ve T-reg ve Th-17 (IL-17)  diizeyleri

SLE hastalar1 Saglikli kontrol p
N 21 15 -
Kadm/Erkek 19/2 13/2 >0.05
Yas+SD, yil 37.3+12.9 38.6+3.6 >0.05
Tan yasi=SD, yil 29.842.1 - -
Hastalik siiresi+SD, yil 7.9+1.29 - -
Organ tutulumlar:
Hematolojik tutulum, n, (%) 15 (71.4) -
Bobrek tutulumu, n, (%) 17 (81) -
Eklem tutulumu, n, (%) 7 (42.9) -
Serozit, n, (%) 3(14.3) -
Norolojik tutulum, n, (%) 3(14.3) - -
AFS, n, (%) 4(19) -
ESH£SD, mm/saat 342 £15.9 - -
CRP+SD, mg/dl 1.07+0.342 - -
SLEDALI ortalama+SD 5.9+£0.9 S -
SLEDAI - -
Diisiik hastalik aktivitesi 9
Orta 11
Yiiksek 1
Cok yiiksek 0
ANA porzitifligi, n, (%) 21 (100) - -
Anti-ds-DNA pozitifligi, n, (%) 20 (95.2)
Medikal tedavi
HCQ kullanimu, n, (%) 21 (100) - -
Steroid kullanimu, n, (%) 16 (76.2) - -
Immunsupresif kullanimi, n, (%) 14 (66.7) - -
AZA, n, (%) 9 (42.9) - -
MMF, n, (%) 4(19) - -
CYP, n, (%) 1(4.8) - -
CD4+CD25+ T-reg %, ortalama+SD 8.22+3.44 4.32+1.58 0.011
CD4+FOXP3+ T-reg %, ortalama+SD 9.53+5.40 2.59+1.05 0.001
CD4+CD25+FOXP3+T-reg %, 2.95+1.53 1.30+0.62 0.001
ortalama+SD
CD4+1L-17+ %, ortalama+SD 2.45+1.43 1.53+0.45 0.040

SD; standart sapma, AFS; antifosfolipid sendrom, ESH; eritrosit sedimentasyon hizi, CRP, C-reaktif protein,
SLEDALI; Sistemik lupus erimetozus hastalik aktivite indeksi ANA; anti-niikleer antikor, HCQ; hidroksilorokin, AZA;
azotiyoprin, MMF; mikofenolat mofetil, CYP; siklofosfamid, T-reg, T regiilatuvar hiicre

Tablo 2. SLE hastalarinda hastalik aktivasyonuna gére CD4+CD25+T-reg, CD4+FOXP3+T-reg,
CD4+CD25+FOXP3+T-reg ve CD4+IL-17+ diizeylerinin karsilastirilmasi

N ortalama+SD p
CD4+CD25+ T-reg hiicre %’si Aktif SLE 12 8.63+3.66 *0.006
inaktif SLE 9 7.6743.25 s
Kontrol 15 4.3241.58 :
CD4+FOXP3+ T-reg hiicre %’si Aktif SLE 12 8.34+3.95 *0.001
inaktif SLE 9 11.11:46.83 I
Kontrol 15 2.59+1.05 ‘
CD4+CD25+FOXP3+T-reg hiicre %’si Aktif SLE 12 2.88+1.50 *0.012
inaktif SLE 9 3.04+1.67 e
Kontrol 15 1.30+0.62 ‘
CDA4+IL-17+ hiicre %’si Aktif SLE 12 2.78+1.56 *0.057
inaktif SLE 9 2.01+1.16 —
Kontrol 15 1.53+0.45 ‘

Treg; T regiilatuvar hiicre , IL-17; interlokin-17, SD; standart sapma
*Aktif ile kontrol grubu, **inaktif ile kontrol grubu, *** aktif ile inaktif grup
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Tablo 3.SLE’li hasta grubunda hastalik aktivasyon gostergeleri ile T-reg ve Th-17 hiicre diizeyleri arasindaki

korelasyon analizleri

CD4+CD25+T-  CD4+FOXP3+T- CD4+CD25+FOXP3+T- CD4+IL17+
reg reg reg
SLEDAI r=0.279 r=-0.214 r=0.032 r=0.199
p=0.221 p=0.352 p=0.892 p=0.386
ESH r=-0.064 r=0.187 r=0.050 r=0.180
mm/saat p=0.784 p=0.417 p=0.830 p=0.435
CRP mg/dl r=-0.300 r=-0.037 r=-0.344 r=0.433
p=0.187 p=0.874 p=0.127 p=0.05

SLEDAI; Sistemik lupus eritematozus hastalik aktivite indeksi, ESH; eritrosit sedimentasyon hizi, CRP;

protein
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Sekil 1. SLE hastalarinda hastalik aktivasyonua gore kontrol grubu ile CD4+CD25+T-reg (1A), CD4+FOXP3+T-
reg (1B), CD4+CD25+FOXP3+T-reg (1C) ve CD4+IL-17+(1D) diizeylerinin karsilastiriimasi

4. Tartisma

Proinflamatuvar ~ Th-17  hiicreleri  ve
baskilayict T-reg hiicreleri SLE’yi de igeren
otoimmun hastaliklarin patogenezinde 6nemli
bir role sahiptir. T-h17/T-reg hiicrelerinin
aktif SLE ve organ tutulumu ile iliskisi
gosterilmistir (9,10). Literatiirde SLE’de T-
reg c¢alismalarinin sayisi azdir ve sonuglar
celiskilidir. Caligmalarin ¢ogunda T-reg’lerin
sayistnin ~ azaldigt =~ ve  fonksiyonunun
bozuldugu ve tedavi ile de bu hiicrelerin artis

egiliminde olduklar1  saptanmistir  (11).
Calismamiz Tiirk SLE hastalarinda T-reg ve
Th dizeylerini arastiran literatiirdeki ilk
calismadir.  Calismamizda  SLE  hasta
grubunda saglikli kontrol grubuna goére tiim T-
reg hiicre diizeyleri yiiksek saptanmistir. Fakat
hastalar aktif ve inaktif olarak iki gruba
ayrildiginda istatistiksel anlamlilik olmamakla
birlikte sadece CDA4+FOXP3+T-reg ve
CD4+CD25+FOXP3+T-reg hiicrelerinin
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diizeyinin  arttignt  goriildi. Bu durum,
hastalarin ~ tedavi  altinda  olmast  ve
kullandiklar ilaglarin T-reg hiicre diizeylerini
yeterli diizeyde arttiramamast ile
iliskilendirilmistir.

Calismalarda  SLE’li  hastalarda  IL-17

diizeylerinin aktif hasta grubunda daha yiiksek
oldugu ve T-reg/Th-17 oranmmin azaldigi da
gosterilmistir (11,12). Caligmamizda literatiire
benzer sekilde aktif SLE hasta grubumuzda
IL-17 diizeyleri inaktif SLE grubuna gore
yiiksek saptanmasina ragmen istatistiksel
anlamlilik yoktu.
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