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1. OZET

Tezin bashg1 : LRBA ve CTLA4 eksikligi olgularinda abatacept molekiiliiniin immiinolojik
etkileri

Ogrencinin Adi Soyadi : Mehmet Cihangir Catak

Damismanin Adi Soyada : Prof. Dr. Safa Barig

Programin Adi : Alerji-immiinoloji Yiiksek Lisans Programi

Giris ve Amag: : Lipopolysaccharide-responsive beige like anchor protein (LRBA) ve
cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) eksiklikleri immiin disregiilasyonla seyreden
Primer Immiin Yetmezlikler (P1Y) grubu hastaliklarindandir. CTLA4-Ig analogu (abatacept)
bu hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu c¢alismada LRBA ve CTLA4 eksikligi
hastalarinda abatacept molekiiliiniin etkilerinin immiinolojik yontemlerle ortaya konulmasi

hedeflendi.

Yontem: Cok merkezli ve ileriye doniik tasarrmla Marmara Universitesi Cocuk Alerji ve
Immiinoloji Bilim Dali’nda degerlendirilmek iizere LRBA (n:21) ve CTLA4 (n:14) eksikligi
olgulari ile yas uyumlu saglikli kontroller (n:40) ¢aligmaya dahil edildi. Abatacept tedavisi
oncesi ve sonrasindaki klinik ve laboratuvar bulgular degerlendirildi. Lenfosit alt gruplari, T
folikiiler hiicre (TFH) ve alt tipleri, sitokin yanitlari, regiilatuvar (Treg) T hiicre oranlari ve alt
tipleri, CD25, FOXP3, CTLA4 ve CD28 protein ifadeleri akan hiicre 6l¢erde analiz edildi.

Bulgular: CTLA4 ecksikligi olgularinin tani yaslar1 ve tanida gecikme siireleri LRBA
eksikligine gore anlamli olarak daha yiiksek idi (sirasiyla p=0,01, p= 0,02). Tedavi oncesi
semptomlar abatacept ile kontrol altina alindi. Abatacept ile timik ¢ikigl naif T hiicreleri
artarken, hafiza T hiicrelerinin anlamli olarak azaldigi goriildii. Tedavi ile cTFH ve Treg
hiicreleri azalirken, sitokin yanitlarinda diigme saptandi. Ayrica hastalarin TFH ve Treg
hiicrelerindeki artan Thl yaniti azalirken, azalan Th17 yaniti ise artig gosterdi. Tedaviyle

birlikte LRBA eksikligi olgularinin T hiicrelerindeki CD28 ifadesinde de artis saptand.

Sonug¢: Bu calismada abataceptin LRBA ve CTLA-4 eksikliklerindeki etkileri incelenmistir.
[lacin ciddi yan etkilerinin gériilmemesi bu tedavinin LRBA ve CTLA4 eksikliginde immiin
baskilamanin yani sira olumlu yonde immiin iyilesme yaptigini gostermektedir. Calisma
sonucunda elde edilen birtakim biyobelirte¢lerin hem hastaligin daha kolay taninmasini hem de

klinik yanitlarin ortaya konulmasinda 6nemli olacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: LRBA, CTLAA4, abatacept, Treg, TFH



2. SUMMARY

Title of Thesis: Immunological effects of abatacept molecule in LRBA and CTLA4
deficiency cases

Student Name, Surname: Mehmet Cihangir Catak

Supervisor Name : Prof. Dr. Safa Barig

Program Name : Allergy-Immunology MSc Program

Background and Aim: Lipopolysaccharide-responsive beige-like anchor protein (LRBA) and
cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) deficiencies are among the Primary
Immunodeficiencies with immune dysregulation. CTLA4-1g analog (abatacept) has been used
to control the symptoms of the patients. We aimed to elucidate the effect of abatacept via

immunological studies.

Method: Our prospective, multicenter study included LRBA (n:21) and CTLA-4 (n:14)
deficiency cases and healthy controls (n:40) to be evaluated in Marmara University,
Department of Pediatric Allergy and Immunology. The clinical and molecular findings of
patients with LRBA and CTLA4 deficiencies before and after targeted abatacept therapy were
investigated. Lymphocyte subgroups, T follicular cell (TFH) and its subtypes, regulatory
(Treg) T cell and its subtypes, CD25, FOXP3, CTLA4, and CD28 protein expressions were
analyzed by flow cytometer.

Results: The age of diagnosis and delay time in diagnosis were high in CTLA4 deficiency
when compared to LRBA deficiency (p=0.01, p=0,02 respectively). Abatacept controlled
clinical symptoms. Abatacept reversed T cell comportment towards naive, while memory cells
were decreased. On treatment, cCTFH, Treg cells, and cytokine responses were decreased. In
addition, Skewed TH1 and decreased TH17 responses of Treg and TFH cells were reversed by
decreased TH1 and increased TH17 responses after the abatacept treatment. Along with the

treatment, CD28 expression was increased in the T cells of patients with LRBA deficiency.

Conclusions: Our study revealed the levels and effects of immunological changes with
abatacept. The safe long-term usage of targeted therapy is proving the restorative effects of
abatacept in LRBA and CTLAA4 deficiencies. Furthermore, the described biomarkers in this

study could be helpful for early diagnosis and treatment.

Keywords: LRBA, CTLAA4, abatacept, Treg, TFH
2



3. GIRIS ve AMAC

PIY grubu hastaliklar bagisiklik elemanlarindan biri ya da birden fazlasinda gériilen hasarlarin
sonucunda meydana gelmektedir. Genetik temelli gelisen bu nadir hastaliklar on farkli grup
altina toplanmis olup literatiirde bugiine kadar 485 adet PIY tanimlanmistir (Tangye ve ark.,
2022b). Immiin disregiilasyon hastaliklari, PIY’in genis bir alt grubudur ve bagisiklik
sistemindeki denetim mekanizmasinin bozulmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Genellikle hastalar
yasamin erken doneminde sik tekrarlayan enfeksiyonlar, otoimmiinite, kronik inflamasyon
ve/veya malignite gibi klinik bulgulara klinige basvurmaktadirlar (Tangye ve ark., 2022b).
Immiin disregiilasyon ile seyreden PIY hastaliklarinda otoimmiinite siklikla gdzlenen bir
bulgudur. Otoimmiiniteden sorumlu olan baslica mekanizmalar; regilator T (Treg)
hiicrelerinde goriilen kalitatif ve kantitatif bozukluklar, apoptoz mekanizmasinda goriilen
bozukluklar, T hiicrelerinin gelisimi sirasinda immiin tolerans mekanizmalarinin yetersiz
olmasi, otoreaktif B hiicrelerinin kemik iligi veya ¢evre dokular tarafindan yok edilememesi ve
ortamda ¢ogalarak dokulara zarar vermesi olarak siniflanabilir (Cunningham-Rundles, 2011,
Saifi & Wysocki, 2015). Literatiirde bahsedilen bu bozuk mekanizmalarla iliskilendirilmis

50’nin tizerinde immiin yetmezlik tanimlanmistir (Tangye ve ark., 2022b).

Otozomal ¢ekinik kalitim gosteren Lipopolysaccharide-responsive beige-like anchor protein
(LRBA) eksikligi ile otozomal dominant kalitim gosteren Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4
(CTLA4) eksikligi sirasiyla 2012 ve 2014 yillarinda tanimlanmistir (Kuehn ve ark., 2014; Lo
ve ark., 2015; Lopez-Herrera ve ark., 2012). Fork-head box P3* (FOXP3) Treg hiicre yiizeyinde
bulunan CTLA-4 bir negatif immiin kontrol noktasidir ve T hiicre aktivasyonu ile ylizeye
¢ikmaktadir. Yiizeyde bulunan CTLA4, CD28 ile yarisarak CD80/86 reseptdrlerine baglanir T
hiicre uyarimini baskilar (Kennedy ve ark., 2022; Qureshi ve ark., 2011). LRBA sitozolik bir
proteindir ve vezikiiler trafik, sinyal iletimi ve apoptoziste etkilidir (Lopez-Herrera ve ark.,
2012). LRBA proteininin BEACH domaini ile CTLA-4’iin YVKM motifi baglanarak CTLA4
proteininin sitozolde lizozomal yikimi engellenir ve CTLA-4 proteini bu sayede tekrar hiicre
i¢i dolagima katilarak plazma zarinda ifade edilir (Lo ve ark., 2015). Sonug olarak, LRBA ve
CTLA4 genlerinde goriilen mutasyonlar CTLA-4 proteininin hiicre yiizeyinde sunulmasini

engellemektedir.



LRBA ve CTLA4 eksikliginde goriilen baslica klinik bulgular; lenfoproliferasyon, solunum
yolu enfeksiyonlari, enteropati, sitopeni, otoimmiinite ve/veya kanser olusumu olarak
siralanabilir (Kuehn ve ark., 2014; Lopez-Herrera ve ark., 2012). Klinik semptomlar agisindan
bakildiginda LRBA eksikligi genellikle CTLA4 eksikligine gore daha ciddi seyir
gostermektedir (Catak ve ark., 2022; Jamee ve ark., 2021). Bu genetik mutasyonlarin
sonucunda; Treg hiicrelerinde azalma, efektor T hiicrelerinin kontrolsiiz farklilagmasina bagh
olarak naif hiicrelerde azalma ve hafiza hiicrelerinde artis, bellek B hiicrelerinin uyariminda
gorevli T folikiiler yardime1 (Trn) hiicrelerinin artis, soluble CD25 (sCD25) diizeylerinde artig
saptanmaktadir (Catak ve ark., 2022; Charbonnier ve ark., 2015). Daha 6nce yapmis oldugumuz
Oonemli ¢aligmalarda her iki hastalikta biyobelirte¢ olarak sCD25 ve Trn hiicrelerinin hastalik
aktivitesini gdstermedeki rollerini ortaya koymustuk. Ozellikle tedaviye direngli olgularin daha
erken yakalanabilmesi a¢isindan bu biyobelirtecler 6nemli olup, bu hastalarda abatacept
ilacinin dozunun arttirilmasini ve kemik iligi nakli gibi baska tedavilerin devreye sokulmasini

giindeme getirmektedir (Alrogi ve ark., 2018; Charbonnier ve ark., 2015; Kiykim ve ark., 2019).

CTLA4 ve LRBA eksikligi olgularinda kemik iligi transplantasyonu sunulan tedavi
yontemlerinden biridir. Ancak transplantasyon sirasinda gelisebilen yan etkiler ve cogu hastada
tam hastalik kontrolii yliksek kimerizm oranlarina ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle nakil tedavisinin
primer degil, daha agir olgularda uygulanmasi yoniinde bir egilim s6z konusudur (Seidel ve
ark., 2018; Tesch ve ark., 2020). Su an i¢in benimsenen en iyi tedavi segenegi olarak bu
hastalarda immiinglobulin yerine koyma tedavisi ve gerekli olan olgularda hedeflenmis tedavi
olan abatacept’in kullanilmasidir (Lo ve ark., 2015). Tiirkiye’de yaptigimiz ¢ok merkezli bir
calismada nakil olan ve olmayan hasta gruplar1 arasinda sag kalim agisindan anlamli bir fark

bulunmamustir (Catak ve ark., 2022).

Abatacept molekiilii ilk olarak romatoid artrit tedavisinde kullanima baslanan bir CTLA-4
fiizyon molekiiliidiir (Pombo-Suarez & Gomez-Reino, 2019). Bu tedavi ile antijen sunucu hiicre
ylzeyinde ifade edilen CD80/86 molekiilii baglanarak CD28’in bu proteinlere baglanmasi
engellemekte ve T hiicre aktivasyonunu baskilamaktadir (Esensten ve ark., 2016; Korhonen &
Moilanen, 2009). CTLA-4 analogu olan bu molekiiliin in vitro g¢alismalari sonucunda
immiinolojik bulgularda ilerlemeler kaydedilmistir. ilag, LRBA ve CTLA-4 eksikligi
hastalarinda kullanildiginda klinik bulgularda oldukg¢a etkili iyilesme oranlar1 goriilmektedir.
LRBA hastalarinda 06zellikle lenfoproliferasyon ve kronik ishal bulgularinda iyilesme
gozlenmektedir (Kiykim ve ark.,, 2019). CTLA-4 ecksikligi hastalarinda ise enteropati,
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trombositopeni, lenfoproliferasyon, interstisyel akciger hastalifi ve optik noritte iyilesme

gbzlenmistir (Schwab ve ark., 2018).

Abatacept tedavisinin etki mekanizmasiyla ilgili olarak daha Onceleri romatoid artrit
olgularinda yapilan g¢alismalar ile gosterilmistir (Cutolo & Nadler, 2013). Abatacept T
hiicrelerinde CD28 sinyali modiilasyonu yaparak T hiicre aktivasyonunu azaltabilmektedir, 6te
yandan abatacept efektor fonksiyon gosteren CD28 negatif T hiicre popiilasyonlarini
azaltmakta boylece hastalik aktivitesini kontrol altima aldigim1 gdosteren calismalar
bulunmaktadir (Scarsi ve ark., 2011). Ote yandan, B hiicreler iizerinde CD80/CD86 ifadesini
azaltarak bu hiicrelerin aktivitesini ve antikor liretme kapasitelerini arttirabilmektedir (Kanbe
ve ark., 2013; Vogt ve ark., 2009). Karmasik etki mekanizmasi olan abatacept molekiiliiniin
CTLAA4 eksikligi ile giden kalitsal immiin yetmezlik hastaliklarinda yerine koyma tedavisi ile

immiin sistem iizerinde nasil etki olusturdugunu goésteren bir ¢alisma bulunmamaktadir.

LRBA ve CTLA-4 eksikliginde klinik ve immiinolojik bulgular benzerlik gosterse de molekdiler
ve genetik diizeyde her iki hastalik arasinda farkliliklar vardir. Abatacept tedavisi bu hastalarda
oldukega etkilidir. Ancak etki mekanizmasi ve hastalarin ne diizeyde yanit gosterecekleri ve
tedavi ile olusan immiinolojik degisiklikler bilinmemektedir. Bu ¢alismada abatacept tedavisi
alan hastalarda tedavi 6ncesi ve sonrast klinik ve immiinolojik degisikliklerin incelenmesi
hedeflenmistir. Boylece abatacept molekiiliiniin etki mekanizmasimnin tam olarak ortaya

konulmasi amaglanmaistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Primer immiin Yetmezlikler

PIY bagisiklik sisteminin gelisimsel ve/veya fonksiyonel bozukluklarimni tanimlayan genis bir
hastalik grubudur. Son zamanlarda dogustan gelen bagisiklik kusurlar1 (IEI) olarak da
tanimlanan bu grupta bugiine kadar 485 farkli hastalik tanimlanmistir (Tangye ve ark., 2022a).
Hastalarin klinik o6zellikleri genel olarak; otoimmiinite, enfeksiyonlara yatkinlik, oto-

inflamatuar hastaliklar, kemik iligi anomalileri, alerjiler ve kanser olarak raporlanmistir.

PIY hastaliklari genel olarak monogenik olmakla beraber poligenik olan formlar1 da
bulunmaktadir. Genlerde goriilen mutasyonlar genin ifadesini azaltarak veya fonksiyon
kazanimi (GOF) mutasyonlarinda ise artirarak hastaliga neden olmaktadir (Bousfiha ve ark.,
2020). Hastaligin seyri mutasyonlar ve kalitim paternlerine bagli olarak degisebilmektedir.
Monoalelik varyantlarda genel olarak; haplo yetmezlik, negatif dominans ve GOF goriiliir.
Bialelik varyantlarda ise; otozomal c¢ekinik, fonksiyon kaybi (LOF), GOF ve neomorfik
fonksiyonlar goriilmektedir (Tangye ve ark. 2020). IgA eksikligi disinda bulunan PIY
grubundaki hastaliklar genel olarak ¢ok nadir goriilmektedir. Genel prevalansi oldukc¢a diisiik
olmakla birlikte akraba evliliklerinin yiiksek oranda oldugu iilkelerde yiiksek prevalans

goriilmektedir.
4.2. Immiin Disregiilasyon Hastaliklar

Immiin disregiilasyon hastaliklar1; otoimmiinite, oto-inflamasyon, alerji ve lenfoproliferasyon
ile karakterize olan bir PIY alt grubudur. Literatiirde immiin disregiilasyon ile ilgili 50’den fazla

gen tanimlanmustir (Tangye ve ark., 2022a).

Otoreaktif T hiicrelerin baskilanmas1 immiin homeostazi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Santralde ve
periferdeki otoimmiinite baskilama mekanizmasindan farkli genler sorumludur. Santral
tolerans, The autoimmune regulator (AIRE) transkripsiyon faktorii tarafindan saglanmaktadir.
Bu protein olgun medullar timik epitel hiicreler tarafindan eksprese edilir ve otoreaktif T hiicre
klonlarmin ortadan kaldirilmasinda etkilidirler (Notarangelo, 2010). Bu gende goriilen
mutasyonlar protein ifadesinde bozulmalara ve sonug olarak otozomal resesif kalitim paternine

sahip otoimmiin poliendokrinopati-candidiasis-ektodermal distrofi sendromuna neden



olmaktadir. Hastalarda hipoparatiroidizm ve adrenal yetmezlik goriilmektedir (Conteduca ve
ark., 2018).

Periferdeki self-tolerans Treg hiicreleri tarafindan saglanmaktadir. Treg hiicreleri self
antijenlere kars1 bagisiklik yanitinin olusmasini baskilayarak otoimmiiniteyi engellemektedir.
Treg hiicreleri timiiste ya da periferde iiretilebilmektedir. Timiiste Treg iiretimi, FOXP3
transkripsiyon faktorii tarafindan diizenlenmektedir. FOXP3 genindeki mutasyonlar immiin
disregiilasyon, poliendokrinopati, enteropati, X'e bagli gecen (IPEX) sendromuna neden
olmaktadir (Moraes-Vasconcelos ve ark., 2008). X kromozomuna bagl resesif kalitim paterni
gosteren bu hastalarin tamami erkek bireylerden olusmaktadir. Hastalik hizli ve ciddi
ilerlemekle birlikte kemik iligi transplantasyonu (KIT) sayesinde hastalarin kliniklerinde
iyilesme gozlenmistir. Rao ve ark., 4 IPEX hastasi ile yaptiklar1 KiT sonrasinda hastalarin

klinik ve immiinolojik bulgularinda iyilesme rapor etmislerdir (Rao ve ark., 2007).

IL-2, 6zellikle T hiicre aktivasyonlar1 sonucunda salgilanarak immiin homeostazinda énemli
bir rol oynayan ve Treg hiicrelerindeki FOXP3 ekspresyonunu indiikleyen bir sitokindir. IL-2R
reseptoriiniin o zincirini kodlayan IL-2RA geninde goriilen mutasyonlar IPEX benzeri klinige

neden olmaktadir (Caudy ve ark., 2007).

Periferdeki oto reaktif lenfositlerin hiicre oliimlerinin gerceklesmesi otoimmiinitenin
onlenmesindeki 6nemli mekanizmalardan biridir. Aktive olmus lenfositlerden salgilanan Fas
ligand1 ile Fas (CD95) etkilesime girdiginde caspase proteinleri aktif hale gelerek hiicre
Oliimiine neden olmaktadir (Rieux-Laucat, 2006). Fas geninde meydana gelen mutasyonlar
otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (ALPS) hastaliinin en yaygin nedenlerinden biridir.
Ancak ALPS genetigi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Fas mutasyonlart ALPS

hastalarinda B lenfoma gibi malignitelere neden olmaktadir (Rieux-Laucat ve ark., 2003).
4.3. CD28 ve CTLA-4 Yolag

T hiicrelerin aktivasyonu T cell receptor (TCR) ve komsulugunda bulunan CD3 ve { proteinleri
tarafindan saglanmaktadir. 11k olarak sinyal TCR tarafindan taninmakta ve CD3 proteinlerinin
Y, 0 ve € zincirleri ile  proteininin sitozolik kisminda bulunan Immunoreceptor Tyrosine-Based
Activation Motif (ITAM) bolgeleri Src kinazlari tarafindan fosforile olmaktadir. Ardindan
fosforile olan bolgelere ZAP-70 proteini baglanip ardindan Linker for activation of T cells

(LAT) gibi adaptor proteinleri fosforile etmektedir. LAT fosforilasyonunun ardindan



phospholipase C gammal (PLCyl) ve Growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2)
proteinleri fosforile edilmekte ve Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
(NFKB), Nuclear factor of activated T-cells (NFAT) ve Mitogen-activated protein kinase
(MAPK) yolaklar1 uyarilmaktadir. Sitozolde inaktif halde bulunan lkappaB kinase (IKB),
Protein kinase C (PKC) araciligiyla fosforile edildikten sonra NFKB proteininden ayrilarak
aktif forma doniismesine neden olmaktadir. Boylelikle niikleusa giren aktif NFKB asagi
yondeki genlerin ekspresyonuna neden olmaktadir. Sitoplazmik NFAT fosforile halde
bulunmaktadir ve niikleusa gegisi inhibe edilmektedir. Calcineurin proteini tarafindan
defosforile edilen NFAT niikleusa gecerek genlerin ifadesini saglamaktadir. MAPK yolaginda
ise fosforile olan ELK ve JUN proteinleri niikleusa gecerek Activator protein 1 (AP1) formunu
olusturmakta ve IL-2 gibi genlerin eksprese edilmesini saglamaktadir. T hiicre aktivasyonunda
onemli olan diger bir molekiil ise Fosfoinositid-3 Kinaz (PI3K) aktivasyonudur. PI3K hiicre
zarmin sitozolik kisminda bulunan phosphatidylinositol bisphosphate (PIP2) molekiiliinii
fosforile ederek PIP3 molekiiliine doniistiirmektedir. PIP3-dependent kinase (PDK1) giderek
PIP3 moliikiiliinii tanimakta ardindan Akt veya protein kinase B (PKB) proteinini fosforile
ederek hiicrenin hayatta kalmasinda rol oynamaktadir. Boylece T hiicre aktivasyonunda etkili
yolaklar uyarilmakta ve asagi yondeki transkripsiyon faktorlerinin (NFKB, NFAT, AP1 vb.)
niikleusa girerek cesitli genlerin ekspresyonu saglanmaktadir (Ward, 1996).

T hiicre uyariminda sinyal 1 ve sinyal 2 bulunmaktadir. Sinyal 1 antijenin MHC tarafindan TCR
kompleksine sunulmas1 sonucu primer olarak gerceklesir. Sinyal 2 ise ‘tehlike sinyali’ olarak
adlandirilir ve kostimiilator molekiiller tarafindan saglanir. Bu sinyaller yanitlarin daha hizli ve

giiclii sekilde olusturulmasini saglamaktadir (Mueller ve ark., 1989).

B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86) dentritik hiicreler gibi antijen sunucu hiicrelerin yiizeyinde
bulunur ve T hiicrelerin yiizeyindeki CD28 ve CTLA-4 (CD152) reseptorlerine baglanirlar.
CD80 ve CD86 3. kromozomun q kolunda ifade edilirler. Bu iki ligand immiinolojik olarak
biiyiik oranda benzerlik gosterseler de sekans homolojileri %25 kadardir (Kennedy ve ark.,
2022). CD80 proteininin CD28/CTLA-4 proteinlerine karsi aviditesi CD86 molekiiliinden daha
kuvvetlidir. CTLA-4 proteini ligandlart ile etkilesime girdiginde trans-endositoz islemi yaparak
ligandlar1 internalize eder ve endozoma ardindan da lizozoma gondererek parcalanmalarini
saglar. CD86 molekiilii internalize olduktan sonra CTLA-4 molekiiliinden ayrilarak tekrardan
hiicre yiizeyinde sunulmasini saglar. CD80 molekiilii ise CTLA-4 molekiiliinden ayrilmaz ve
ubikitinasyona ugramasina neden olur (Kennedy ve ark., 2022).
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CD86 proteini siirekli olarak T hiicre yilizeyinde sunulur. Sinyallere karsi erken yanit
olusturulmasini saglar ve inflamasyon durumunda hiicre ylizeyindeki CD86 ifadesi artis
gostermektedir. CD80 ise daha ¢ok T hiicre yanitlarinin seklini belirlemede rol

oynamaktadir(Sansom ve ark., 2003).

CD28 molekiiliiniin hiicre yilizeyinde bulunan kismi immiinoglobulin (Ig) V domainine
benzemektedir ve Ig siiper ailesine ait bir proteindir. Molekiiler agirligi 23 kDa olan CD28
proteini 202 amino asitten olusmaktadir. T hiicreleri i¢in sagladig1 kostimiilator sinyal 41 amino
asit uzunlugunda olan sitoplazmik kismi tarafindan saglanmaktadir (June ve ark., 1994). CD28
molekiilii ile yapilan ¢alismalarda T hiicre proliferasyonunu arttirdig1 ve sitokin iiretimini
indiikledigi bulunmustur. CD28 molekiiliiniin ligandlar ile etkilesiminin monovalent Fab
fragmanlari araciligiyla bloke edilmesinin T hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bilinmektedir.
Yapilan ¢alismalarda CD28 interaksiyonunun IL2 iiretimi basta olmak tizere gesitli sitokinlerin
tiretiminde etkili oldugunu bulmustur (Thompson ve ark., 1989). Bu veriler CD28
modiilasyonunun T hiicre sitokin profilini degistirerek terapotik bir yaklasim olabilecegini

gostermektedir.

CD28 proteini, CD4+ T hiicrelerin %95’inin yiizeyinde ifade edilirken CD8+ T hiicrelerinin
ise %50’sinde ifade edilir. Yapilan ¢alismalarda CD28-CD4+ ve CD28-CD8+ T hiicrelerinin

yiizdelerinin yaglanma, inflamasyon ve enfeksiyon ile artig gosterdigi tespit edilmistir (Ford ve

ark., 2014).

CTLA-4 proteini immiinoglobiilin siiper ailesine aittir ve tlirler arasinda korunmus bir
molekiildiir. 2. kromozomda ifade edilir ve 20 kDa molekiiler agirhigindadir. Disiilfat baglar
ile baglanmis homodimerik yapida olan bu protein 4 ekzondan olugmaktadir. Ekzon 1 lider
peptiti, ekzon 2 ligand baglanmasi bolgesini, ekzon 3 transmembran bolgesini, ekzon 4 ise
sitoplazmik kismi kodlamaktadir. CTLA-4 proteini alternatif kirpilma araciligiyla 4 farkh
formda bulunmaktadir. Tam uzunluktaki form (fICTLA-4) tiim ekzonlari igerirken soluble
formda (SCTLA-4) ekzon 3 bulunmaz. 1/4 CTLA-4 formunda 1 ve 4. ekzonlar bulunur. Ligand
bagimsiz formda (1iCTLA-4) ise Ig V domainini kodlayan ekzon 2 bulunmamaktadir (Hosseini
ve ark., 2020). sCTLA-4 resting T hiicrelerde sunulmakta ve Treg hiicrelerinin immiin
regiilasyonunda rol oynamaktadir. SCTLA-4 formunda goriilen polimorfizmler otoimmiin
hastaliklar, sistemik lupus eritematozus (SLE), tip 1 diyabet ve tiroit hastaliklarinin gelisiminde

rol oynamaktadir. 1/4 CTLA-4 formunun yliksek oranda eksprese edilmesi otoimmiin



hastaliklarin gelisimine neden olmaktadir (Liu ve ark., 2012). CTLA-4 genel olarak hiicre
icinde sunulmakla birlikte aktivasyonun 2. giiniinde CD4"Foxp3® Treg hiicrelerindeki
ekspresyonu en ist seviyeye ulagmaktadir. CTLA-4 ekspresyonunda NFAT, Foxp3 gibi
transkripsiyon faktorleri rol oynamaktadir (Gibson ve ark., 2007; Zheng ve ark., 2007).

CD28 aktivator etki gosteritken CTLA-4 T hiicrelerinin baskilanmasini saglayarak regiilator
bir etki gdstermesine neden olur. Bu nedenle bu iki molekiiliin dengede sentezlenmesi immiin
sistemin homeostazi i¢in 6nemlidir. CD28 ve CTLA-4 2. kromozom lizerindeki yakin
bolgelerde ifade edilirler ve evrimsel olarak ayni orijinden geldikleri diisiiniilmektedir (Harper
ve ark., 1991). Hiicre zarinda monomerik ya da homodimerik halde bulunabilirler. CD28 ve
CTLA-4 proteinlerinin B7-1 ve B7-2 ligandlarina baglanma bdélgeleri biiyiik oranda benzerlik
gostermekte olup her iki protein de complementary determining region 3 (CDR3) bolgelerinde
Met-Tyr-Pro-Pro-Pro-Tyr motifi igermektedir (June ve ark., 1994). CTLA-4 proteini CD28
proteinine gore B7-1 ve B7-2 ligandlarina kars1 daha yiiksek avidite gostermektedir.

4.4. LRBA ve CTLA-4 Eksikligi

LRBA proteini 4. kromozomun q kolunda ifade edilen 319 kDa molekiiler agirliginda bulunan
biiylik bir proteindir. LRBA domainleri arasinda en ¢ok calisilan BEACH domain (beige and
Chediak-Higashi)’in ozellikleri heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. LRBA proteininde
ayrica; PH, WD40, ConA-like, DUF1088, VHS domainleri bulunmaktadir (Habibi ve ark.,
2019). LRBA, CTLA-4 proteininin endozom ile hiicre yiizeyi arasindaki doniisiimiinde rol
oynamaktadir. Bu nedenle LRBA eksikliginde CTLA-4 proteinin hiicre iginde ve hiicre
disindaki ifadesi onemli 6l¢iide diismektedir (Lo ve ark., 2015). Otofaji, zarar gormiis
organellerin veya mikroorganizmalarin lizozomal yikima ugramasini ifade eden bir terimdir.
Bu mekanizmadan ilk olarak otofagozom meydana gelir, ardindan erken ve ge¢ endozomlar ile
otofagozomlar birleserek amfizomlar1 olustururlar. Bu sekilde olgunlasan otofagozomlar
lizozomlar ile birlesirler ve lizozomal proteazlar ile hidrolitik enzimleri igeren
otofagolizozomlart meydana getirirler (Ryter ve ark., 2014). Yapilan calismalarda LRBA

eksikligi olgularinda otofajinin diistiigli bulunmustur.

LRBA eksikligi otozomal gekinik kalitim paterni gdsteren bir PID hastaligidir. Hastaligin
kliniginin ortaya ¢ikmasi i¢in homozigot veya birlesik heterozigot mutasyon goriilmelidir.
Hastalar CTLA-4 eksikligi benzeri klinik 6zellikler gostermektedir. Hastalarin LRBA protein
ifadesi yapilan akan hiicre dlcer sitometrisi ve western blot dl¢timlerinde saglikli kontrollere
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oranla kaybolmustur. LRBA proteini CTLA-4 doniisiimiinde onemli oldugundan hastalarda
ayrica CTLA-4 protein ifadesinde azalma meydana gelmektedir (Lo ve ark., 2015).

CTLA-4 eksikligi otozomal dominant kalitim paterni gosteren bir immiin disregiilasyon
hastaligidir ve 2014 senesinde tanimlanmistir (Schubert ve ark., 2014). Heterozigot mutasyonu
olan hastalar homozigot olanlara oranla daha hafif klinik gostermektedir. Hastalarda
hipogamaglobulinemi, tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari, otoimmiin bulgular ve
lenfoproliferasyon goriilmektedir. Mutasyon tasiyan bireylerde ayrica inflamatuar barsak
hastalig1 ve romatoid hastaliklar da klinik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin tedavisinde
genellikle T ve B hiicrelerini baskilayict mekanizmalar kullanilmaktadir (Hosseini ve ark.,
2020).

CTLA-4 Ig olarak da bilinen abatacept soluble bir fizyon proteinidir ve ilk olarak romatoid
artiritin tedavisinde kullanilmistir (Pombo-Suarez & Gomez-Reino, 2019). Abatacept CTLA-4
proteininin hiicre dig1 kismi ve IgG1 molekiiliiniin F¢ kisminda olusur. CTLA-4 1g, antijen
sunucu hiicrelerin yiizeyinde bulunan CD80/86 molekiillerine baglanarak CD28 molekiiliiniin
baglanmasini engellemektedir (Esensten ve ark., 2016). T hiicre aktivasyonunu baskilandigi bu
tedavide ayrica IL-2, timor nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve interferon gama (IFN-y)
sitokinlerinde azalma goriilmistir (Davis ve ark., 2008). Abatacept CTLA-4 ve LRBA
eksikligi hastalarinda kullanildiginda hastalarda klinik iyilesme gozlenmistir (Catak ve ark.,
2022; Kiykim ve ark., 2019; Verma ve ark., 2017).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerecler

5.1.1. Kimyasallar

Tezde kullanilan tiim kimyasallar Ek 1°de listelenmistir.
5.1.2. Cihazlar

Tezde kullanilan tiim cihazlar Ek 2’de listelenmistir.
5.1.3. Tamponlar ve Cozeltiler

Boyama Tampon Cozeltisi: %0,5 Fetal Bovine Serum (FBS) igeren 1X Phosphate Buffer Saline

(PBS)’ den olusmaktadir. Periferik Kan Mononiikleer hiicre (PKMH)’lerin immiinofloresan

boyamasi bu tamponun i¢inde gerceklestirilir.

Lysing Cozeltisi:

5.1.4 Hiicre Kiiltiir Ortamlar

Tam RPMI: %10 FBS, %1 L-Glutamine ve %1 Penisilin-streptomisin iceren RPMI 1640’tan

olugmaktadir. PKMH’ler bu besiyerinin icerisinde kiiltiir edilirler.

Dondurma Ortami: %10 Dimetil siilfoksit (DMSO) igeren FBS’den olusmaktadir. PKMH’ler

bu ortamin i¢inde dondurulurlar.

5.1.5. Antikorlar

Tezde kullanilan tiim antikorlar Ek 3°te listelenmistir.
5.1.6. Yazihmlar ve Bilgisayar Uygulamalar:

Tablo 1’ de tezde kullanilan yazilim ve bilgisayar uygulamalari siralanmastir.
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Tablo 1: Yazilim ve bilgisayar programlarinin listesi ve tezdeki kullanim amaglari.

Yazihmlar ve Bilgisayar | Sirket Uygulama Alani
Uygulamalari
Kaluza Analysis Beckman Coulter Akan hiicre 6lger verilerinin

analiz edilmesi

FlowJo BD Biosciences Akan hiicre 6lger verilerinin

analiz edilmesi

Cytobank Beckman Coulter Akan hiicre 6lger verilerinin
analiz edilmesi ve
gorsellestirilmesi

5.2. Yontemler

Calismaya Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma hastanesi Pediatrik Alerji ve
Immiinoloji poliklinigi ve Tiirkiye’nin farkli immiinoloji merkezlerinde takip edilen genetik
tanis1 bilinen ve yeni tedavi baglanacak LRBA ve CTLA4 eksikligi hastalar1 dahil edildi. Sik
tekrarlayan kronik solunum yolu enfeksiyonlarinin, otoimmiin bulgularin (sitopeniler, tiroidit,
hepatit, enteropati) ve lenfoproliferasyonun baskin oldugu immiin disregiilasyon ile seyreden
LRBA (n:21) ve CTLA4 (n:14) geninde mutasyona sahip olan hastalar ileriye yonelik olarak
ilgili merkezlerde izlenerek ayni protokol g¢ercevesinde izleme alindi. Olgularin klinik ve
laboratuvar parametreleri tedavi dncesi ve sonrasinda degerlendirildi (Sekil 1). Calismaya dahil
edilen ve biyolojik 6rnek almaya elverisli olan olgulardan bilgilendirme yapilarak yazili
onamlar1 alindi. Bu ¢alisma 09.2022.273 protokol kodu ile Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylandi ve TUBITAK 318S202’nolu projesi ve
Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi arastirma
tiniversiteleri destek programi ADT-2022-10661’nolu projesi ile desteklendi. Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinan 11.02.2022 tarih ve
09.2022.273 numarali etik kurul belgesi Ek4’te sunulmustur. Calisma sirasinda yapilan

degerlendirmelerden asagida ayrintili olarak bahsedilmistir.
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Hastalarin dahil edilme ve dislanma kriterleri asagida siralanmistir.
Dahil Olma:

1-Primer immiin yetmezlikler igerisinde yer alan LRBA ve CTLA4 eksikligi genetik olarak

kanitlanmis olan olgulardan ¢alismaya katilmaya onam vermis hastalar
2-Saglikli kontrollerden ¢alisma i¢in onam vermis olanlar

Hari¢ Tutulma:

1-Yukaridaki tanimin disinda kalan diger primer immiin yetmezlikler

2-LRBA ve CTLA4 eksikligi oldugu halde ¢alisma i¢in onam vermemis olanlar
Cikarilma:

1-Caligma siiresince kontrollerine gelmeyen hastalar

2-Calisma sirasinda onamlarini geri ¢eken hastalar

3-Caligsma siiresi igerisinde agir hastalik gecirme (kanser benzeri) durumundaki hastalar.
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1414

LRBA VE CTLA4 Eksikligi Hastalar

Abatacept (10-15 mg/kg)
—_—

Tedavi dncesi

Tedavi sonrasi

— Hiicre Alig Sitometrisi
+
T folikiler yardimel
hicrelerin (Tfh) ve
alt tiplerinin analiz
edilmesi
Hastalarin klinik olarak Hastalarinimmiin profillerinin
degerlendirilmesi ve belirlenmesi (T, B, NK hiicresi, T ve B
verilerin kayit edilmesi hiicre alt tiplendirme)
ilag etkinlik degerlendirme
T reglilatuar (Treg) LRBA ve CTLA4 eksikligi LRBA ve CTLA4 eksikligi
hicrelerin ve alt olgularinda ayrintili sitokin olgularinda CD28 ifadesinin
tiplerinin belirlenmesi analizi degerlendirilmesi

Sekil 1. LRBA ve CTLAA4 hastalarinin klinik ve laboratuvar parametrelerini iceren akis semasi
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5.2.1. Klinik bulgularin degerlendirilmesi:

Ileriye yonelik izleme alinan hastalarin tedavi 6ncesi ve sonrasindaki klinik ve fizik muayene
bilgileri degerlendirildi. Hastalarin tiimiine abatacept ila¢ etkinlik formu uygulandi. Bu formda
ilac baslama endikasyonu, doz ve gerek goriildiigi durumlarda ilag doz degisiklikleri ve
nedenleri sorgulandi. Ayrica tedavi dncesi olan semptomlarin ayrintili olarak siniflanmasi ve
tedavi ile bu semptomlarin nasil degistigi ayni formda degerlendirildi. Buna gore tedaviye yanit
tam kontrol (TK), kismi kontrol (KK) veya yetersiz kontrol (YK) olarak kategorize edilerek

siiflandirildi.
5.2.2. Ayrintih Lenfosit Alt Gruplarinin Belirlenmesi:

Lenfosit alt gruplarinin tespit edilmesi i¢in sirasiyla su monoklonal antikorlar (mAb'ler)
kullanildi: Fluorescein isothiocyanate (FITC) CD3 (UCHT1, BC, FRA), Allophycocyanin
(APC)-Alexa Fluor 700 (APC-A700) CD4 (13B8.2, BC), Krome Orange (KO) CD45 (J33,
BC), Alexa Fluor 750 (APC-A750) CD45RA (2H4DH11LDB9, BC), Phycoerythrin (PE)
CD197 (CCR7) (G043H7, BC), Pycoerythrin-Cyanin 7 (PC7) CD8 (SFCI21Thy2D3, BC),
APC-A700 CD14 (RMO52, BC), PE CD16 (3G8, BC), Pycoerythrin-Cyanin 5.5 (PC5.5) CD56
(N901, BC), APC-A750 CD19 (J3-119, BC), PB CD20 (B9E9, BC), PB CD21 (BL13, BC),
PB CD31 (5.6, BC), PC5.5 CD38 (LS198-4-3 BC), Phycoerythrin-Texas Red-x (ECD)
CD45R0 (UCHLY1, BC), ve FITC IgD (1A6-2, BC). Lenfosit alt kiime analizi igin 100 uL tam
kan, karanlikta oda sicakliginda 20 dakika boyunca yiizey belirteclerine karst mAb'ler ile
inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler akan hiicre 6l¢erde okutulmadan, kirmiz1 kan hiicreleri lizat
solisyonuyla (VersaLyse, Beckman Coulter, FR) pargalandi. Kirmizi kan hiicreleri
pargalandiktan sonra hiicreler PBS ile yikanarak Navios EX akan hiicre 6lgerde (Beckman
Coulter) okutuldu ve veriler FlowJo™ (Single Cell Analysis Software v10 — 10.6.2), Kaluza
Analysis Software (Version 2.1) ve Cytobank (Version 9.1) uygulamalariyla analiz edildi.
Periferik T hiicreleri asagidaki gibi alt popiilasyonlara boliinmiistiir: CD4" saf T hiicreleri
(CD4" CD45RA™ CCRT7"), merkezi bellek CD4+ T hiicreleri (CD4" CD45RA™ CCR7"), efektor
bellek CD4" T hiicreleri (CD4" CD45RA™ CCR7"), terminal olarak farklilastirilmis efektor
bellek CD4* T hiicreleri (TEMRA, CD4" CD45RA* CCR7"), CD8" saf T hiicreleri (CD8"
CD45RA* CCRT7"), merkezi bellek CD8+ T hiicreleri (CD8" CD45RA™ CCR7"), efektor bellek
CD8'T hiicreleri (CD8" CD45RA™ CCR7°) ve TEMRA CD8" T hiicreleri (CD8" CD45RA"
CCRT"). Periferik B hiicreleri dort farkli popiilasyonda siniflandirildi: saf olgun B hiicreleri
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(CD19* CD27- IgD*), CD21%stkCD384isik B hijcreleri, siif gegisli olmayan bellek B hiicreleri
(CD19* CD27* IgD") ve simif gegisli bellek B hiicreleri (CD19* CD27* IgD").

5.2.3. Dolasimdaki T Folikiiler Yardimci Hiicrelerin (¢TrH) Belirlenmesi:

CTrH hiicrelerinin tespit edilmesi i¢in sirastyla su mAb’ler kullanildi: CD4 FITC, CD279 (PD-
1) PE (Beckman Coulter, FR) ve CD185 (CXCRS5) APC (Biolegend, UK). 100’er ul tam kan
Ornegi ylizey belirteglerine karst mAb’ler ile 20 dakika inkiibe edildi. Daha sonra kirmizi kan
hiicreleri lizat soliisyonuyla (VersaLyse, Beckman Coulter, FR) parcalandi ve hiicreler PBS ile
yikanarak Navios EX akan hiicre 6lgerde (Beckman Coulter) okutuldu ve veriler FlowJo™
(Single Cell Analysis Software v10 — 10.6.2), Kaluza Analysis Software (Version 2.1) ve
Cytobank (Version 9.1) uygulamalariyla analiz edildi.

5.2.4 Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerinin izolasyonu ve Treg Hiicrelerinin

Belirlenmesi

Periferik kan, DPBS ile 1:1 oranda seyreltildi, Ficoll soliisyonu (Sigma-Aldrich, UK) iizerine
yayildi ve 850 g'de 25 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminin ardindan PKMH’ler- buffy
coat toplandi ve iki kez DPBS iginde yikand1. Treg hiicrelerinin belirlenmesi igin 1x10° PKMH
boyama tampon ¢ozeltisi (PBS, %0,5 FBS) iginde ¢oziildii. Ardindan PKMH’ler CD3 FITC
(BC, FR), CD4 A700 (BC, FR), CD25 PC5 (BC, FR) ve CD45R0O ECD (BC, FR) mAb’leriyle
karanlikta 20 dakika boyunca inkiibe edildi ve bu sekilde hiicre yiizeyi boyama islemi
gergeklestirildi. Fiksasyon ve permeabilizasyondan sonra (Perfix-nc kit, Beckman Coulter, FR),
hiicreler 60 dakika boyunca oda sicakliginda FOXP3 AF647 (BC, FR) ve CD152 (CTLA-4) PE
(BC, FR) mAb’leriyle inkiibe edilip hiicre i¢i boyama islemi gercgeklestirildi. Hasta numuneleri,
iki bagimsiz saglikli kontrol numunesi ile es zamanli olarak analiz edildi. Tiim boyanmis
hiicreler Navios EX akan hiicre dlgerde (Beckman Coulter, FR) okutuldu ve veriler FlowJo™
(Single Cell Analysis Software v10 — 10.6.2), Kaluza Analysis Software (Version 2.1) ve
Cytobank (Version 9.1) uygulamalariyla analiz edildi.

5.2.5. cTrH ve Treg Hiicrelerinin Alt Tiplerinin Belirlenmesi

Hem saglikli kontrollerden hem de hastalardan alinan toplam PKMH’ler, PB CD4 (RPA-T4,
Biolegend), FITC CD45RA (HI100, Biolegend), PC5.5 CD25 (B1.49.9, BC), APC-A750
CD127 (R34.34, BC) PE CD183 (CXCR3) (G025H7, Biolegend), APC CD185 (CXCR5)
(J252D4, BC), PC7 CD196 (CCR®6) (B-R35, BC) antikorlariyla karanlikta oda sicakliginda 20
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dakika inkiibe edildi. Tiim boyanmus hiicreler Navios EX akan hiicre 6lgerde (Beckman Coulter,
FR) okutuldu ve veriler FlowJo™ (Single Cell Analysis Software v10 — 10.6.2), Kaluza
Analysis Software (Version 2.1) ve Cytobank (Version 9.1) uygulamalariyla analiz edildi.

Kapilama stratejisi EKS’ te sunulmustur.
5.2.6. Hiicre I¢i Sitokin (IL-4, IL-17A, 1L-10 ve IFN-y) Seviyelerinin Tespit Edilmesi:

Hiicre ici IL-4, IL-17A, IL-10 ve IFN-y tespiti icin PKMH siispansiyonlar1 (1x10° hiicre),
protein tagima inhibitorii igeren monensin, Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) (50 ng/ml),
iyonomisin (1 pg/ml) ile 6 saat boyunca inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra hiicrelere
fiksasyon ve permeabilizyon islemi (Perfix-nc kit, Beckman Coulter, FR) gerceklestirildi. Fikse
ve permeabilize edilen hiicreler CD3 A750, CD4 APC, CD45RO ECD, IL-4 PC7, IL-17A PB,
IL-10 PE ve IFN-y FITC ile 45 dakika boyunca karanlikta oda sicakliginda inkiibe edilip hiicre
ici boyama islemi gerceklestirildi. Tiim boyanmis hiicreler Navios EX akan hiicre 6lcerde
(Beckman Coulter, FR) okutuldu ve veriler FlowJo™ (Single Cell Analysis Software v10 —

10.6.2) ve Kaluza Analysis Software (Version 2.1) uygulamalariyla analiz edildi.
5.2.7 T Hiicrelerinde CD28 ifadesinin Belirlenmesi:

Hem saglikl1 kontrollerden hem de hastalardan izole edilen PKMH’ler (5x10° hiicre) boyama
tampon ¢ozeltisi i¢inde ¢oziildii. Ardindan CD3 FITC (BC, FR), CD4 A700 (BC, FR), CD8
PC7 (BC, FR) ve CD28 ECD (BC, FR) antikorlariyla karanlikta oda sicakliginda 20 dakika
inkiibe edildi. 20 dakikanin ardindan hiicreleri boyama tampon ¢ozeltisiyle iki kere yikanip
¢oziilerek Navios EX akan hiicre dlgerde (Beckman Coulter, FR) okutuldu ve veriler FlowJo™
(Single Cell Analysis Software v10 — 10.6.2) ve Kaluza Analysis Software (Version 2.1)

uygulamalariyla analiz edildi.
5.2.8. Istatiksel Degerlendirmeler:

Veriler, belirtildigi gibi ortalama + standart sapma (SD) veya min-maks ile medyan olarak
sunuldu. Normal dagilimi belirlemek i¢in Kolmogorov-Smirnov dagilim testi yapilmistir.
Kategorik degerlerin karsilastiriimasinda Ki-kare testi kullanildi. Siirekli degerler i¢in hasta ve
kontrol gruplari arasinda karsilastirma, belirtildigi gibi 1-way ANOVA with Tukey post-test
veya Kruskal-Wallis with Dunn’s post-test ile yapildi. Grup igi karsilastirmalar igin paired t
testi kullamldi. Farkliliklar, p<0.05 degerinde anlamli kabul edildi. Istatistiksel analiz,
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software Inc, San Diego, Calif) kullanilarak yapildi.
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6. BULGULAR
6.1. LRBA ve CTLA4 Eksikligi Hastalarimin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Calismaya 21 LRBA ve 14 CTLA4 eksikligi hastas1 dahil edildi. Calismaya dahil edilen

hastalarin demografik 6zellikleri ve ana klinik bulgular1 Tablo 2 ve 3’de gosterilmistir.

LRBA eksikligi 21 hastadan 12’si (%57,0) erkek, 9’u (%43,0) kiz idi. Hastalarin ortanca yasi
13 (min-maks:2-41) yildi. Ortalama semptom baslangi¢ yasi 63,4+76,4 ay iken, tan1 yasi1 142
+108 olarak gozlendi. Tamda gecikme siiresi ise 78,5+78,9 ay olarak tespit edildi. Ug aile
disinda 18 (%86,0) ailede akrabalik vardi. LRBA eksikligi hastalar1 ilk klinik bulgularina gére
degerlendirildiginde; 11 (%52,0) hastada yaygin degisken immiin yetmezlik (CVID), 5 (%24,0)
hastada otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (ALPS), 5 (%24,0) hastada ise poliendokrinopati,
enteropati, X'e bagl benzeri (IPEX-benzeri) olarak degerlendirildi. Calismanin sonunda takip
stiresi 43,7+46 ay olup hastalarin tiimii yasamakta idi. Hastalarin 20’sine (%95,0) hedeflenmis
abatacept tedavisi verildi. Hastalarin abatacept tedavisine aylik 10-15 mg/kg idame doz ile
ortanca stire 12,5 ay (min-maks: 2-75) olarak gozlendi. Abatacept tedavisine 15 (%75,0) hasta
tam yanitliyken, 5 (%25,0) hastada kismi yanit gozlendi. Kismi yanitli hastalarin 2 (%40,0)’sine
kemik iligi transplantasyonu (KIT) yapilds.

CTLA-4 eksikligi 14 hastadan 7°si (%50,0) erkek, 7’si (%50,0) kiz idi. Hastalarin ortanca yasi
29 (min-maks:5-47) yildi. Ortalama semptom baglangic yasi 119+99,1 ay iken, tani yasi
291+167 ay olarak gozlendi ve bu deger LRBA eksikligi hastalarinkinden anlamli olarak
yiiksekti (p= 0,01). Tanida gecikme siiresi ise 175,0+128,0 ay olarak tespit edildi ve bu deger
de LRBA eksikligi olgularindaki degerden anlamli olarak yiiksekti (p=0,02). 4 ailede (%29,0)
akrabalik varken 10 (%71,0) ailede akrabalik yoktu. CTLA-4 eksikligi hastalar1 ilk klinik
bulgularina gore degerlendirildiginde; 12 (%86,0) hasta yaygin degisken immiin yetmezlik
(CVID) ve 2 (%14,0) hasta otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (ALPS) olarak degerlendirildi.
Calismanin sonunda takip siiresi 52,9+43,4 ay olup 14 (%100,0) hasta yasamini
stirdirmektedir. Hastalarin 10’una (%71,0) hedeflenmis abatacept tedavisi baslanmistir.
Hastalarin abatacept tedavisini alma ortanca stiresi 28,5 ay (min-maks: 7-37) olarak saptandi.

Abatacept tedavisine 9 (%90,0) hasta tam yanitliyken, 1 (%10,0) hastada kismi yanit gdzlendi.

Her iki hastalikta goriilen mutasyonlarin sematik gosterimi Sekil 2’de sunuldu. LRBA

eksikliginde mutasyonlar genellikle proteinin bir¢ok yerinde goriilmekte ve nonsense
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ozelliginde iken, CTLA4 eksikliginde mutasyonlarin ¢ok hiicre disi domaininde yerlestigi

goriildil.

Tablo 2. LRBA eksikligi hastalarinda demografik 6zellikler, klinik bulgular ve mutasyonlar.

Hasta Aile (}').’E?Esi_\'et Akrabahk iﬁ)Y Fenotip Klinik Tam Mutasyon Sagkahm
LM1 Al T/K Var ] SSYE. ID IPEX-like c.5172-2A>G, intron 30, homozigot Yastvor
LM2 A2 23/E Yok 66 SSYE, KD, ID,LP ALPS c.1963C>T, p.R655* homozigot Yasiyor
LM3 A3 17/K Var 24 SSYE, ID.LP ALPS ;;i i:{':f?dﬂm' IDEERA S TEL Yagiyor
LM4 A4 20/K Var 60 SSYE, KD, ID CVID c.6372del, p.F2135L{5*29. homozigot Yasiyor
LMS Ad 4/K Var 2 SSYE, KD, ID,LP IPEX-like ©.6372del, p.F2135L1s*29, homozigot Yagtyor
LM6 AS 13/E Var 100 SSYE, ID CVID Exon 3-4 delesyonu, homozigot Yastyor
LM7 A6 9/E W 72 SSYE, ID.LP CVID E:;gi;é;?fsd;;?;ﬁﬁle ik heterarigot Yastyor
LMS A7 3/E Yok 5 D [PEX-lke | c.3396-3397del p.N1132fs homozigot Yastyor
LMD A8 9/E Var 36 iD.LP ALPS ¢.5047C>T, p.R1683*, homozigot Yastyor
LM10 A9 8/K Var 36 D IPEX-like c.3185_3194del p.51062f5. homozigot Yastyor
LMI1 Al0 1W0/K Var 4 SSYE, KD, iD LP IPEX-lke c.2130dup, p.M711Y{s*6, homozigot Yasiyor
LM12 A10 4/E Var 7 SSYE, ID,LP CVID ¢.2130dup, p.M711Yf5*6, homozigot Yagiyor
LM13 All 24/K Var 204 D.LP ALPS c.675G>A. p. W225* homozigot Yasiyor
LM14 A 2/K Var 5 KD.ID CVID 8147 _8148del, pL2722Hf*16, homozizat Yasiyor
LMI15 All 24/E Var 12 SSYE, KD, ID CVID ©.4333C>T, p.R1445* homozigot Yasyor
LM16 Al3 2/K Var 96 SSYE. KD, ID CVID c.4333C>T. p.R1445*, homozigot Yastyor
LM17 Al4 20/K Var 0 SSYE, KD, iD LP CVID c.1986del (p K6638fs*3) Yasiyor
LMI18 Als /K Var 112 SSYE, ID,LP CVID Exon 18 delesyonu, homozigot Yastyor
LM19 Al6 H/E Yok 252 SSYE. KD, ID,LP CVID Eiif‘?@iﬂﬁﬁ?i}&*g: irlesik heterozigot Yastyor
LM20 A7 6/K Var 9 SSYE, ID,LP ALPS Exon 3-4 delesyonu, homozigot Yastyor
LM21 Alg 24/K Var 216 SSYE, KD, ID,LP CVID c.4321C>T, p.R1441W, homozigot Yasyor

Kisaltmalar: ALPS: Autoimmune lymphoproliferative syndrome; LM: LRBA-mutant; CVID: Common variable
immunodeficiency; E: Erkek; ID: Immiin-disregiilasyon; K, Kadin; KD: Kronik diarrhea; LP: Lenfoproliferasyon;
SBY: Semptom baglangi¢ yasi; SSYE: Sik solunum yolu enfeksiyonu.

Tablo 3. CTLA4 eksikligi hastalarinda demografik 6zellikler, klinik bulgular ve mutasyonlar.

Hasta Aile Yas (y)iCinsiyet Akrabalik sBY Fenotip Klinik Tam Mutasyon Sagkalim
(ay)
CM1 Al 43/ E Yok 144 SSYE, D, LP ALPS c.436G=A, p.G146R, heterozigot Yasiyor
CM2 A2 M"M/E Yok 8 KD, D, LP CVID c.515C>A, p.S172% heterozigot Yasiyor
CM3 A3 11/E Yok 1 SSYE, KD, ID CVID Exon 1-4 delesyonu, heterozigot Yasiyor
cm4 Ad 16/ K Var 152 SSYE, KD, D, LP ALPS c.294del, p.D99Mfs*14, heterozigot Yasiyor
CMS Ad 44/ K Var 120 SSYE, ID CVID c.294del, p.D99Mfs*14, heterozigot Yasiyor
CMé6 A5 51K Yok 2 SSYE, KD, D, LP CVID c326G=A p.G109E, heterozigot Yasiyor
CM7 A6 28/ E Yok 132 SSYE, KD, D, LP CVID c.223C>T, p.RT5W, heterozigot Yasiyor
CcM8 AT 20/ K Yok 36 SSYE, D, LP CVID c.405C=A, p.Y135*, heterozigot Yasiyor
CM9 A8 221K Yok 84 SSYE, D, LP CVID c.529dupT, p.Y177Lfs* heterozigot Yasiyor
CM10 A9 39/E Yok 84 SSYE, KD, D, LP CVID c.436G=A, p.G146R, heterozigot Yasiyor
cmi1 | Af0 30/E Yok 120 D, LP VD 5'495—49?:![“;‘2’?;&"'\’\'165" Yasiyor
CM12 Al1 ITIK Var 300 SSYE, LP CvID c.399del, p.M134Cfs*, heterozigot Yasgiyor
CM13 Al2 45/ K Var 156 SSYE, KD, ID CVID €.326G=A, p.G109E, heterozigot Yasiyor
CM14 A13 47/ E Yok 324 SSYE, KD, ID CviD c.208C>T, p.R70W, heterozigot Yasiyor
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Kisaltmalar: ALPS: Autoimmune lymphoproliferative syndrome; CM: CTLA-4-mutant; CVID: Common
variable immunodeficiency; E: Erkek; ID: immiin-disregiilasyon; K, Kadim; KD: Kronik diarrhea; LP:
Lenfoproliferasyon; SBY: Semptom baslangi¢ yasi; SSYE: Sik solunum yolu enfeksiyonu
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Sekil 2. A) LRBA proteininin yapisi ve hastalarda goriilen mutasyonlar. B) CTLA4 proteininin yapisi ve hastalarda
goriilen mutasyonlar.
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6.2. LRBA ve CTLA4 Eksikliginde immiin Fenotipleme Bulgular

Calismamizda tanmi sirasinda T, B, dogal 6ldiiriicti (NK), T hiicresi ve B hiicresi alt tiplerini
iceren kapsamli akis sitometrik analizi yapildi ve iki hastalik arasinda goriilen bulgular
karsilagtirildi (Sekil 4). 9 (%42,9) LRBA eksikligi hastasinin CD3+ T hiicrelerinde azalma
gozlenirken, 10 (%47,6) hastada normal, 2 (%9,5) hastada ise artmis bir deger vardi. CTLA4
eksikliginde ise 6 (%42,9) hastanin degerinde azalma gézlenirken, 5 (%35,7) hastanin degeri
normal, 3 (%21,4) hastada ise artmis bir deger vardi. Tan1 sirasinda T, B, dogal dldiiriicii (NK),
T hiicresi ve B hiicresi alt tiplerini iceren kapsamli akis sitometrik analizi yapildi ve iki hastalik
arasinda karsilastirildi (Sekil 3). Her iki hastalikta total B hiicrelerinde, sinif ¢evrimi yapmis
hafiza B hiicrelerinde ve NK hiicrelerinde yas uyumlu saglikli kontrole goére yapilan
degerlendirmede diistikliik bulundu. Ayrica CTLA-4 eksikligi olgularinda LRBA eksikligi
olgularina kiyasla anlamli olarak daha diisiik naif CD8" T hiicreleri (CD8*CD45RA'CCR7")
gozlemlendi (p= 0,0005).
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Sekil 3: LRBA ve CTLA4 eksikligi hastalarinin tedavi dncesi detayli immiinolojik parametrelerinin 1s1 haritasi.
Mutlak sayilar toplam CD3*, CD4*, CD8* T, B ve NK hiicreleri i¢in degerlendirilirken, digerleri yiizdeye
dayaliydi. Ist haritasi, belirtilen parametreler igin yasa gore saglikli referans degerlerine gore hastalarin hiicre
oranin yiiksek, diisiik veya normal degerler olarak gosterir. LM: LRBA eksikligi, CM: CTLA4 eksikligi.
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6.3. Abatacept, Naif T Hiicre Havuzunda Restorasyon ile Timik Ciktiy1 Artirarak

Hastalarin T Hiicre Yamitlarini Tersine Cevirir

Tedavi 6ncesinde LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinin naif CD4" hiicrelerinde diistikliik,
hafiza CD4" hiicrelerinde ise artis gézlemlendi. Abatacept tedavisi sonrasi ise naif CD4" ile
hafiza CD4" hiicrelerinin yanitlari tersine gevrildi. Timik 6ncii T hiicreler tedavi sonrasinda her
iki hastalikta da yiikseldi (LRBA eks. i¢in p=0,010, CTLA4 eks. i¢in p=0,030) (Sekil 4A).
Tedavi sonrasi naif CD4" hiicreleri de hem LRBA eksikligi hem de CTLA4 eksikligi
hastalarinda anlamli olarak artig gosterdi (LRBA eks. i¢in p=0,03, CTLA4 eks. i¢in p=0,03)
(Sekil 4A). Hafiza CD4" hiicreleri incelendiginde ise efektor hafiza hiicreleri her iki hastalik
grubunda da tedavi sonrasinda anlamli olarak diisiis gosterdi (LRBA eks. i¢cin p=0,03, CTLA4
eks. igin p=0,01) (Sekil 4A). Hiicrelerin dagilim sekilleri, fenotipik olarak benzer hiicrelerin bir
kiime olusturdugu 2 boyutlu bir gérsellestirme saglayan, yiiksek boyutlu verileri (t-distributed
stochastic neighbor embedding (t-SNE)) yonetmek i¢in gelistirilen gorsellestirme araglariyla
da degerlendirildi. Analiz, LRBA ve CTLA4 eksikliginde tedaviyle birlikte timik Onciil
hiicrelerle birlikte naif hiicrelerin artisini1 ve hafiza hiicrelerinin diisiisiinii agik¢a ortaya koydu

(Sekil 4D, E).

T efektor (CD4*CD25%$CD127¥%) ve Treg (CD4*'CD25Y*CD1279%) hiicrelerinin naif ve

hafiza dontisiimleri de tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasinda degerlendirildi.

Tedavi Oncesinde her iki hastalik grubunda da saglikli kontrollere kiyasla naif T efektor
hiicreleri daha diisiik olarak gozlemlendi (LRBA eks. i¢in p= 0,0037; CTLA4 eks. igin p <
0,0001). Ayrica CTLA4 eksikligi hastalar1 LRBA eksikligi hastalarina gére de daha az naif T
efektor hiicresine sahipti (p=0.01). Naif T efektor hiicrelerin diisiik olmasinin sonucunda hafiza
T efektor hiicreler de her iki hastalik grubunda da saglikli kontrollere kiyasla anlamli olarak
yiiksek bulundu (LRBA eks. i¢in p= 0,0035; CTLA4 eks. i¢in p < 0,0001). Ayrica CTLA4
eksikligi hastalart LRBA eksikligi hastalarina kiyasla anlamli olarak daha ytiksek hafiza T
efektor hiicresine sahipti (p=0.01) (Sekil 4B). Tedavi sonrasinda ise LRBA eksikligi
hastalarinda naif T efektor hiicreler anlamli olarak artig gdsterirken hafiza hiicreleriyse anlamli

olarak diistis gosterdi (p= 0,005, p= 0,009 sirasiyla) (Sekil 4C).

Tedavi oncesinde CTLA4 eksikligi hastalarinda saglikli kontrollere ve LRBA eksikligi
hastalarina kiyasla naif Treg hiicreleri daha diisiik olarak gozlemlendi (p= 0,0002, p= 0,01
sirasiyla). Fakat LRBA eksikligi hastalarinin naif Treg hiicrelerinde ise saglikli kontrollere
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kiyasla anlamli bir fark goézlemlenmedi (p= 0.42). Naif Treg hiicrelerin diisiik olmasinin
sonucunda hafiza T efektor hiicreler de CTLA4 eksikligi hastalarin da saglikli kontrollere ve
LRBA ceksikligi hastalarina kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu (p= 0,0002, p= 0,01
sirasiyla) (Sekil 4B). Bununla birlikte LRBA eksikligi hastalari ile saglikli kontrollerin hafiza
Treg hiicreleri arasinda anlamli bir fark gozlemlenmedi (p=0.43). Tedavi sonrasinda ise LRBA
eksikligi hastalarinda naif Treg hiicreler anlamli olarak artis gosterirken hafiza hiicreleriyse

anlamli olarak diisiis gosterdi (p=0,03, p=0,040 sirasiyla) (Sekil 4C)
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Sekil 4: A) LRBA (n: 10) ve CTLA4 (n: 8) eksikligi hastalarinin; timik 6ncii hiicreleri, CD4*CD45RA*CCR7*
naive T hiicreleri ve CD4*CD45RACCRY7" efektor T hiicrelerinin tedavi dncesi ve tedavi sonrasindaki istatiksel
kargilagtirmalar1. B) LRBA (n: 10) ve CTLA4 (n: 6) eksikligi hastalarinin hafiza Treg ve Teff hiicrelerinin sagliklt
kontrollerle istatiksel kargilagtirmast C) LRBA eksikligi (n: 8) hastalarinin tedavi 6ncesi ve sonrasindaki hafiza
Treg ve Teff hiicrelerinin istatiksel karsilastirilmasi D) Hastalarin ve saglikli kontrollerin CD4* T-hiicresi alt
kiimelerinin temsili t-dagilimli stokastik komsu yerlestirme (t-SNE) gorsellestirmesi E) Hastalarin ve saglikli
kontroliin timik dncii hiicrelerinin temsili t-dagiliml stokastik komsu yerlestirme (t-SNE) gorsellestirmesi. Naif
CD4* T hiicreleri (CD4" Tn, CD45RA*CCR7*), merkezi bellek CD4* T hiicreleri (CD4" Tcm, CD45RACCRT7),
CD4* efektor bellek T hiicreleri (CD4* Tem, CD45RACCR7-), CD4* terminal olarak farklilasmis efektor bellek
T hiicreleri (CD4* Tex, CD45RA*CCR7"). Gorsel iizerinde ilgili parametreler kapilanarak gosterilmistir.
****n<0,0001, ***p<0,001**p<0,01, *p<0,05, 1-way ANOVA with Tukey post-test ve paired 2-tailed test.

6.4. Abatacept Her iki Hastalikta Da Artan c¢Trr Hiicrelerinin Azalmasina Yol Ac¢ar

CTLAA4 proteini, cTrn hiicrelerini kontrol etmek i¢in 6nemli oldugundan(Alrogi ve ark., 2018),
her iki hastalikta da cTrn sikligint degerlendirdik. Saglikli kontrollere kiyasla LRBA ve CTLA4
eksikligi hastalarinin cTry hiicrelerinin baslangi¢ ylizdesi daha yiiksek bulundu (sirasiyla
p<0,0001; p=0,0009) (Sekil 5A). Ayrica, hastalarin cTrn hiicreleri sirasiyla, saglikli kontrollere
kiyasla artmig programlanmis hiicre 6limii-1 (PD-1) ekspresyonu ile daha fazla aktivasyon
sergilemekteydi (sirasiyla p <0,0001; p <0,0001) (Sekil 5B). Abatacept tedavisinin hastalarin
CTrn hiicreleri degerlendirildi. Her iki hastalikta da ¢Trn hiicre yilizdesinde anlamli olarak diisiis
goriildii (LRBA eks. icin p= 0,0002; CTLA4 eks. i¢in p= 0,002). cTFH hiicre yiizdesinin
azalmasiyla birlikte PD-1 ekspresyonu da her iki hastalikta anlamli olarak diisiis gdsterdi
(LRBA eks. igin p=0,005; CTLA4 eks. i¢in p=0,02) ((Sekil 5C, D). Semptomlarin azalmasiyla
birlikte Trn degerlerinin azalmasi bu hiicre popiilasyonun hastalik seyrini degerlendirmede

onemli oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 5. A) Abatacept tedavisi oncesi LRBA (n: 21) ve CTLA-4 (n: 14) eksikligi hastalariyla yas uyumlu saglikl
kontrollerin (n: 32) ¢TFH yiizdeleri. B) Abatacept 6ncesi hastalarin ¢TFH hiicrelerinde PD-1 ifadesi. C) LRBA
(n:18) ve CTLAA4 (n:10) eksikligi olan hastalarda abatacept 6ncesi ve sonrasi ¢cTFH yiizdeleri. D) Hastalarin ve
yas uyumlu saglikli kontrol ¢cTFH'sinin temsili t-dagitilmis stokastik komsu yerlestirme (t-SNE) gorsellestirmesi.
c¢TFH: Dolasimdaki T folikiiler yardimei hiicre, PD-1: Programmed cell death protein 1, SK: Saglikli Kontrol,
LRBA”: LRBA eksikligi, CTLA4*": CTLA4 eksikligi , MFI: Mean fluorescence intensity (Ortalama Floresan
Yogunlugu). Gorsel lizerinde ilgili parametreler kapilanarak gosterilmistir. ****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01,
*p<0.05. 1-way ANOVA with Tukey post-test ve paired 2-tailed test.

6.5 Abatacept Tedavisi Her Iki Hastalikta Treg Hiicrelerinin Oranlarim Baskilar

Abatacept tedavisinin dncesinde ve sonrasinda hastalarda ve saglikli kontrollerde CD3+ CD4+
T hiicrelerinde kapilanarak CD25" FOXP3* Treg hiicrelerinin yiizdesi degerlendirildi. Tedavi
oncesinde, saglikli kontrollere kiyaslandiginda LRBA ve CTLA4 eksikligi hastalarinda CD25"
FOXP3* Treg hiicreleri anlaml olarak diigiik saptand1 (LRBA eksikligi i¢in p=0,0012; CTLA4
eksikligi icin p <0,0001) ve tedaviyle birlikte CD25" FOXP3* Treg hiicrelerinin daha da
diistiigi tespit edildi (LRBA eksikligi i¢in p<0,0001; CTLA4 eksikligi i¢in p <0,0001). LRBA
ve CTLA4 eksikligi hastalarinin CD25" FOXP3" Treg hiicreleri tedavi oncesi ve sonrasi
kiyaslandiginda tedavi sonrasinda anlamli olarak diislis gozlemlendi (LRBA eksikligi i¢in
p<0,03; CTLA4 eksikligi i¢in p <0,009). Ek olarak tedavi oncesi ve sonrasinda olgularin
CD4"FOXP3" Treg hiicrelerindeki FOXP3, CD25 ve CTLA-4 ifadeleri degerlendirildi. LRBA
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eksikligi olgularinda hem tedavi 6ncesi hem de tedavi sonrasinda bu proteinlerin ifadesi saglikli
kontrollere gore diisiik saptandi (sirastyla, FOXP3: p= 0,007; p= 0,009, CD25: p= 0,002;
p<0,0001, CTLA-4: p<0,0001; p<0,0001). Protein ifadeleri tedavi Oncesi ve sonrasi
karistirildig1r zaman anlamli bir fark gozlemlenmedi. CTLA4 eksikligi olgular1 incelendiginde
de LRBA ceksikligine olgularindakine benzer olarak hem tedavi oncesinde hem de tedavi
sonrasinda saglikli kontrollerle kiyaslandiginda FOXP3, CD25 ve CTLA-4 ifadeleri anlamhi
olarak diisiik tespit edildi (sirasiyla, FOXP3: p=0,02; p= 0,006, CD25: p= p<0,0001; p<0,0001,
CTLA-4: p<0,0001; p<0,0001). Tedavi oOncesi ve sonrasindaki protein ifadeleri
degerlendirildiginde tedavi sonrasindaki CD25 ve CTLA-4 ifadeleri tedavi 6ncesine kiyasla
anlaml1 olarak diistik bulundu (sirasiyla p=0,002, p=0,002) (Sekil 6A-C).
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Sekil 6: A) Hastalarin ve saglikli kontrollerin CD4*FOXP3*CD25*CTLA4" Treg hiicrelerinin Temsili t-dagitilmis
stokastik komsu yerlestirme (t-SNE) z-kanali gorsellestirmesi. Yiiksek ekspresyon (kapilanmig alan), CD3* CD4*
T hiicreleri igindeki FOXP3, CD25 ve CTLA4 seviyelerini gosterir. B) LRBA eksikligi (n: 7) hastalarinin
abatacept tedavisi 6ncesinde ve sonrasinda ve yasa uygun saglikli kontrollerde (n: 33) CD4* CD25* FOXP3* Treg
hiicrelerinin yiizdeleri ve CD4*FOXP3* Treg hiicrelerindeki FOXP3, CD25 ve CTLA4 ifadesi C) CTLA-4
eksikligi (n: 8) hastalarinin abatacept tedavisi dncesinde ve sonrasinda ve yasa uygun saglikli kontrollerde (n: 33)
CD4* CD25" FOXP3* Treg hiicrelerinin yiizdeleri ve CD4*FOXP3* Treg hiicrelerindeki FOXP3, CD25 ve CTLA4
ifadesi. SK: Saglikli Kontrol, LRBA”: LRBA eksikligi, CTLA4*": CTLA4 eksikligi, MFI: Mean fluorescence
intensity (Ortalama Floresan Yogunlugu). Gorsel iizerinde ilgili parametreler kapilanarak gosterilmistir.
****p<0,0001, ***p<0,001 **p<0,01, *p<0,05. 1-way ANOVA with Tukey post-test ve paired 2-tailed t-test.

Ayrica tedavi 6ncesinde ve sonrasinda hastalarda ve saglikli kontrollerde CD4" T hiicrelerinde
kapilanarak CD25Y% CD127% Treg hiicrelerinin yiizdesi ve CD4*CXCR5*CD45RA
hiicrelerinden kapilanarak CD25Y% CD127%s T folikiiler regiilatuar (Ter) hiicreler
degerlendirildi. Tedavi oncesinde, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda her iki hastalikta da

CD25¥% CD1274 Treg hiicreleri anlaml1 olarak diisiik saptandi (LRBA eksikligi icin p=0.001;
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CTLA4 eksikligi icin p=0,008). Tedavi sonrasinda ise LRBA eksikligi hastalarinin CD25Y%
CD127%5 Treg hiicrelerinde anlamli bir diisiis gozlemlendi (p=0,0036) (Sekil 7A, B). Ter
hiicreler degerlendiginde de LRBA eksikligi hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla anlamli
olarak daha disiik degerlendirildi (p=0,0003). CTLA4 eksikligi hastalarindaysa saglikli
kontrollere kiyasla anlamli bir fark mevcut degildi (p=0.36). Tedavi sonrasindaysa Trr hiicreleri
LRBA eksikligi hastalarinda her ne kadar diisiis trendinde olsalarda anlamli bir fark
gozlemlenmedi (p= 0,056) (Sekil 7A-C).
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Sekil 7: A) Hastalarin ve saglikli kontrollerin Trg hiicrelerinin kontur grafigi B) LRBA (n: 10), CTLA-4 (n: 6)
eksikligi hastalarimin abatacept tedavisi 6ncesinde yasa uygun saglikli kontrollerle CD4*CD25%CD1274 Treg
ve Trr hiicrelerinin yiizdeleri. C) LRBA eksikligi (n:8) hastalarinin abatacept tedavi 6ncesi ve sonrasindaki
CD4*CD25Y*CD1274% Treg ve Ter hiicrelerinin yiizdeleri. LRBA™: LRBA eksikligi, CTLA4*": CTLA4 eksikligi,
SK: Saglikli kontrol ****p<0.0001, **p<.01, *p<.05. 1-way ANOVA with Tukey post-test ve paired 2-tailed t-
test.
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6.6. Her iki Hastalikta Da Artan Th1 ve Azalan Th17 Yamit1 Tedavi Sonrasinda Kontrol
Altina Alindx

Abatacept tedavisinin dncesinde ve sonrasinda her iki hastalik grubunda T folikiiler yardimci
diizenleyici hiicreler (cTrH, CD4+CXCR5+CD45RA-), cTry olmayan bellek T-yardimci
hiicreler (CD4+CXCRS5-CD45RA-) ve bellek Treg (CD25YCD1279%CD45RA") hiicreler dahil
olmak tizere dolasimdaki T yardimci hiicre alt tiplerinin Thl (CXCR3*CCR6°), Tn2 (CXCR3"
CCRG6Y) ve Thl7 (CXCR3'CCR6") yanitlarini arastirdik.

CTrn hiicreleri incelendiginde her iki hastalikta da tedavi 6ncesinde artan Thl, azalan TH2 ve
TrH17 yanit1 gézlemlendi. (LRBA eks. i¢in p <0,0001, p <0,0001, p=0,0039; CTLA4 eks. i¢in
p=0,0003, p <0,0001, p=0,0016 siras1yla). Tedavi sonrasinda ise LRBA eksikligi hastalarindaki
artmig TH1 yanit1 anlamli olarak azalirken, azalmis TH17 ise anlamli olarak yiikseldi (sirastyla:
p=0,0002, p=0,0003). TH2 yanitindaysa herhangi bir anlamli farklilik gézlemlenmedi (Sekil
8A-C).
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(C) LRBA Eksikligi
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Sekil 8: A) Hastalarin ve saglikli kontrollerin Try hiicrelerinin alt tiplerinin kontur grafigi B) LRBA (n: 10),
CTLA-4 (n: 6) eksikligi hastalarinin abatacept tedavisi oncesinde yasa uygun saglikli kontrollerle Trnl, Ten2 ve
Trnl7 hiicrelerinin yiizdeleri. C) LRBA eksikligi (n:8) hastalarinin abatacept oncesi ve sonrasindaki Trnl, Trn2
ve Tenl7 hiicrelerinin yiizdeleri. LRBA”: LRBA eksikligi, CTLA4*": CTLA4 eksikligi, SK: Saglikli kontrol, ns:
non-significant, ****p<0.0001, **p<.01. 1-way ANOVA with Tukey post-test ve paired 2-tailed t-test.

CTFH olmayan bellek T-yardimci hiicreleri degerlendirildiginde saglikli kontrollerle
kiyaslandig1 zaman her iki hastalik grubunda TH1 yanitlarinda artis TH17 yanitlarinda ise azalig
gozlemlendi (LRBA eks. i¢in p= 0,002, p= 0,04; CTLA4 eks. i¢in p= 0,0006, p= 0,0026
sirastyla). TH2 yanitlarinda ise saglikli kontrollerle karsilastirildigi zaman herhangi bir anlamhi
fark gozlemlenmedi. Abatacept tedavisiyle birlikte artan Twl yanitinda anlamli bir disiis
gozlemlendi fakat Tn2 ve Th17 yanitlarinda ise anlamli bir degisiklik gdzlemlenmedi (p= 0,03
sirasiyla) (Sekil 9A-C).

(A)
CXCRS5 hafiza yardimci T hiicresi kapisi
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Sekil 9: A) Hastalarin ve saglikli kontrollerin kontrollerle CXCR5" hafiza Tw hiicrelerinin alt tiplerinin kontur
grafigi B) LRBA (n: 10), CTLA-4 (n: 6) eksikligi hastalarinin abatacept tedavisi 6ncesinde yasa uygun saglikli
kontrollerle CXCR5™ hafiza Tul, Tu2 ve Twl7 hiicrelerinin yiizdeleri. C) LRBA eksikligi (n:8) hastalarinin
abatacept dncesi ve sonrasindaki CXCRS5™ hafiza Tyl, Tu2 ve Tpl7 hiicrelerinin yiizdeleri. LRBA”: LRBA
eksikligi, CTLA4*": CTLA4 eksikligi, SK: Saglikli kontrol, ns: non-significant, ***p<0.001, **p<.01, *p<.05. 1-
way ANOVA with Tukey post-test ve paired 2-tailed t-test.

Bellek Treg hiicrelerinde de cTrn hiicrelerinin yanitlarina benzer olarak her iki hastalikta da
saglikli kontrollerle karsilastirildigi zaman artan Th1 ve azalan TH17 yanit1 gozlemlendi (LRBA
eks. i¢in p=0,0004, p< 0,0001; CTLA4 eks. i¢in p=0,0009, p=0,0001). Bununla birlikte cTFH
hiicrelerin fenotiplerinden farkli olarak LRBA eksikligi hastalarinda bellek Treg hiicreleri
saglikli kontrollere ve CTLA4 eksikligi hastalarina nazaran anlamli olarak daha fazla Th2

fenotipi gosterdi (p= 0,03, p=0,04 sirasiyla). Tedavi sonrasinda ise LRBA eksikligi hastalarinda
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Th1 yanmit1 anlamli olarak diisiis gosterirken, TH17 yanitt ise anlamli olarak yiikseldi (p= 0,03,
p= 0,003 sirasiyla) (Sekil 10A-C).

(A)
Hafiza CD25"CD127" Treg hiicresi kapisi

Saghkh Kontrol Abt Oncesi (LM20) Abt Sonrasi (LM20) Abt Oncesi (CM9)

5,7 84 | 187 159 13,9

)
&
9

(=]
o
S 43 .
CXCR3 >
(B) * Kok ns
1
< 1004 *%% NS 9 80+ * *
- — I =
T go- @ R 307
@ 80 u e 604 L 5
o 2 L] L 404
2 60- . = 5
D g 40 £ 30
- 40- Lo = . o
E: g g $ [ w20
F 504 ° = 20- o2 -
g g ’ = 10,
S T . =
< 0 T \\ \I < 0 T T T g 0
NI S N S
=) e 23 %) g B
N & W7
\ cj‘ A% 0'\
LRBA Eksikligi
Cc
(€) 100- * 80- k*

[8)]
o
|

hafiza Ty1-Treg hucreler (%)
D co
e 2
hafiza Ty2-Treg hucreler (%)
Py ()]
< T
j a
hafiza Ty17-Treg hicreleri (%)
& &

401 T 20
207 % / 104
0 \ T 0 T T 0 \ |
0‘2’%\ & 0@‘9\ «’f}%\ & &
A 00 o O"\\ 'OQ O{\
0 ° 32 ‘0\0 £ & &
v © s P AR

34



Sekil 10: A) Hastalarin ve saglikli kontrollerin hafiza Treg hiicrelerinin alt tiplerinin kontur grafigi B) LRBA (n:
10), CTLA-4 (n: 6) eksikligi hastalarinin abatacept tedavisi dncesinde yasa uygun saglikli kontrollerle hafiza Tnl,
Th2 ve Tul7-Treg hiicrelerinin yiizdeleri. C) LRBA eksikligi (n:8) hastalarinin abatacept 6ncesi ve sonrasindaki
hafiza Tul, Tu2 ve Tul7-Treg hiicrelerinin yiizdeleri. LRBA™: LRBA eksikligi, CTLA4*": CTLA4 eksikligi, SK:
Saglikli kontrol, ns: non-significant, ****p<0.0001, ***p<0.001, **p<.01, *p<.05. 1-way ANOVA with Tukey
post-test ve paired 2-tailed t-test.

6.7. Abatacept Hastalarim CD4* T Hiicrelerindeki Sitokin Uretimini Azaltir

Hedeflenmis abatacept tedavisinin dncesinde ve sonrasinda hastalarda ve saglikli kontrollerde
CD3"CD4"CD45R0O" nhiicrelerindeki hiicre igi Sitokin iiretimi degerlendirildi. Tedavi
oncesinde IL-4, IL-17A, IFN-y sitokinlerinin iiretiminde her iki hastalikta saglikli kontrollere
kiyaslandiginda anlamli bir fark gézlemlenmedi fakat LRBA ve CTLA4 cksikliginin her
ikisinde de tedavi dncesindeki IL-10 orami saglikli kontrollerden yiiksek olarak gdézlemlendi
((LRBA eksikligi i¢in p<0,0001; CTLA4 eksikligi i¢in p =0,0001). Tedavi sonrasinda ise
LRBA eksikliginde IL-4 ve IFN-y iiretimi saglikli kontrollere kiyasla daha diisiik bulundu
(p=0,004; p=0,003). Tedavi sonrasinda CTLA4 eksikliginde ise IL-4 ve IL-17A firetimi saglikli
kontrollerden daha diisiik gozlemlendi (p=0,0056; p=0,0039). LRBA ve CTLA4 eksikligi
hastalarmin sitokin tiretimleri tedavi Oncesi ve sonrasinda kiyaslandiginda her iki hastalik
grubunda da IL-4 ve IL-10 iiretiminde tedavi oncesine kiyasla anlamli bir diisiis gozlemlendi
(LRBA eksikligi icin sirastyla p=0,015; p=0,021; CTLA4 eksikligi i¢in p=0,013; p=0,007).
Tedavi 6ncesine kiyasla tedavi sonrasindaki IFN-y ve IL-17A {iretimindeki anlamli diisiis ise
sadece CTLA4 eksikligi hastalarinda gézlemlendi (Sekil 11A, B). Hiicre i¢i sitokin iiretiminin
degisimini gosteren kontur grafigi Sekil 11C’de gosterilmistir.
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CTLA4 Eksikligi
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Sekil 11: A) LRBA eksikligi hastalarinin (n: 7) (abatacept tedavisi 6ncesinde ve sonrasinda) ve yas uyumlu saglikli
kontrollerin (n: 24) CD3*CD4*CD45RO"hiicrelerindeki 1L-4, 1L-10, IL-17A ve IFN-y yiizdeleri. B) CTLA-4
eksikligi hastalarinin (n:7) (abatacept tedavisi dncesinde ve sonrasinda) ve yas uyumlu saglikli kontrollerin (n:24)
CD3"CD4*CD45RO* hiicrelerindeki  1L-4, IL-10, IL-17A ve IFN-y yiizdeleri. C) Hastalarin
CD3*CD4*CD45R0O"hiicrelerindeki 1L-4, 1L-10, IL-17A ve IFN-y pozitif hiicrelerin kontor grafigi. SK: Saglikli
kontrol. ****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05, ns: Non-significant. 1-way ANOVA with Tukey post-
test ve paired 2-tailed t-test

6.8. Abatacept Tedavisi Oncesindeki T Hiicrelerindeki CD28 Diisiikliigii Agirhkl Olarak
CTLAA4 Eksikligi Hastalarinda Gézlemlendi.

Abatacept tedavisinin dncesinde ve sonrasinda CD4* ve CD8" T hiicrelerindeki CD28 ifadesi
degerlendirildi. Tedavi oncesinde CTLA4 eksikligi hastalarinda CD4"CD28 T hiicreleri
saglikli kontrollere ve LRBA eksikligi hastalarina kiyasla daha yiiksek olarak gozlemlendi
(p=0,0013, p=0,02 sirasiyla). LRBA eksikligi hastalarinda ise saglikli kontrollere kiyasla
anlaml bir fark g6zlemlenmedi (p>0,9999). CD28’in CD4" T hiicrelerindeki ortalama florasan
yogunlugu (MFI) karsilastirildigi zaman ise gruplar arasinda herhangi bir anlamli farklilik
saptanmadi. Tedavi 6ncesi ve sonrasinda ise LRBA eksikligi hastalarinda CD4°CD28 T
hiicrelerinnin yilizdesinde herhangi bir anlaml farklilik gézlemlenmemesine karsin CD28’in

CD4" T hiicrelerindeki MFI degerlerinde ise anlamlh bir artis gézlemlendi (p=0,020) (Sekil
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12A-C). CD8" T hiicreleri dikkate alindigi zaman hem LRBA hem de CTLA4 eksikligi
hastalarinda CD8*CD28" T hiicreleri saglikli kontrollere kiyasla daha yiiksek bulundu (sirasiyla,
p=0,040 ve p<0,0001). CD8" T hiicrelerindeki CD28 MFI degerlendirildiginde de her iki
hastalik grubunun CD28 MFI degerleri saglikli kontrollere kiyasla daha diisiik bulundu
(sirasiyla, p=0,02; p<0,0001). Ayrica CTLA4 eksikligi hastalarmin CD8* T hiicrelerindeki
CD28 MFI degerleri LRBA eksikligine kiyasla da daha diisiik gozlemlendi (p=0,004). Tedavi
sonrasindaysa CD8"CD28 T hiicrelerinin yiizdesi tedavi 6ncesine kiyasla diisme trendinde
olmasina karsin anlamli bir fark gézlemlenmedi (p=0,080). Fakat CD8" T hiicrelerindeki CD28
MFI degerlerinde tedavi 6ncesine gore anlamli bir artis gézlemlendi. (p=0,02) (Sekil 12A-C).
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(C) LRBA Eksikligi
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Sekil 12: A) Hastalarin ve saglikli kontrollerin CD4*CD28*, CD4*CD28 hiicreleri (iist panel) ile CD8*CD28",
CD8*CD28" hiicrelerinin (alt panel) kontur grafigi B) LRBA (n: 13), CTLA-4 (n: 8) eksikligi hastalarinin
abatacept tedavisi dncesinde yasa uygun saglikli kontrollerle CD4*CD28", CD8*CD28 hiicrelerinin yiizdeleri ve
CD4* T ve CD8" T hiicrelerindeki CD28 MFI degerleri. C) LRBA eksikligi (n:9) hastalarinin abatacept dncesi ve
sonrasindaki CD4*CD28°, CD8*CD28" hiicrelerinin yiizdeleri ve CD4* T ve CD8" T hiicrelerindeki CD28 MFI
degerleri. LRBA”: LRBA eksikligi, CTLA4*": CTLA4 eksikligi, SK: Saglikli Kontrol, LRBA™: LRBA eksikligi,
CTLA4*-: CTLA4 eksikligi, MFI: Mean fluorescence intensity (Ortalama Floresan Yogunlugu). Gérsel iizerinde
ilgili parametreler kapilanarak gosterilmistir. ns: non-significant, ****p<0.0001, ***p<0.001, **p<.01, *p<.05.
1-way ANOVA with Tukey post-test ve paired 2-tailed t-test.
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7. TARTISMA ve SONUC

Cok merkezli ileri yonelik yiiriitiilen bu calismada LRBA ve CTLA4 eksikligi olgularinin klinik
ve immiinolojik verileri degerlendirilmis, hedeflenmis tedavi olan abatacept molekiiliiniin
etkinligi ayrintili olarak arastirilmistir. Abatacept tedavisi hastalik semptomlarini kontrol
etmede oldukg¢a basarili olup, tedavinin uzun dénem takibinde ciddi yan etkisinin olmadig1
saptanmistir. Ayrica tedavi sonrasi hastalarin Trn, Treg hiicre ve sitokin yanitlarmin
baskilanmasinin yaninda TrH ve Treg hiicrelerinin alt tiplerinde anormalliklerin restorasyona
ugradigr goriilmiistiir. Bu durum tedavinin baslangicta var olan immiin aktivasyonu énemli

o6l¢iide baskilandigini gostermektedir.

Hastalarin immiinolojik degerlendirmelerinde, her iki hastalikta da hipogammaglobulinemi
yaninda 6nemli oranlarda T, B ve NK lenfopenisi oldugu goriildii. Bu bulgular daha 6nceki
caligmalar ile uyumlu idi (Alkhairy ve ark., 2016; Gamez-Diaz ve ark., 2016; Kostel Bal ve
ark., 2017; Schwab ve ark., 2018). Olgularin ¢ogunda hafiza B hiicrelerinde azalma saptandi.
Ayrica bazi olgularinda ¢ift negatif CD3 popiilasyonu bulundu. Bu bulgu 6zellikle hastalardaki
lenfoproliferasyon ile iliskili olup, ALPS fenotipi ile bagvuran hastalarda ayrici tan1 agisindan
onemli bir bulgu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Kiykim ve ark., 2019). Hastalarda goriilen
diisiik B hiicreleri, LRBA eksikligindeki antikor eksikligini destekler niteliktedir. Bu hastalarda
goriilen NK hiicre diisiikliigii ise viral enfeksiyonlara olan yatkinhigi gostermektedir.

Buldugumuz bu bulgular hastalarda goriilen semptomlarin nedenini agiklar niteliktedir.

Abatacept tedavisinin bu hastaliklardaki immiinolojik etkileri daha 6nceden ayrintili olarak
calisiimadigr i¢in tedavi Oncesi ve sonrast degerlendirmeler yapildi. Daha 6nceden romatoid
artritli olgularda abatacept tedavisinin T ve B hiicre yanitlarin1 baskiladigi saptanmistir

(Korhonen & Moilanen, 2009).

Calismamizda LRBA ve CTLA4 eksikligi olgularinda diisiik timik 6ncii hiicrelerle birlikte
azalan naif yardimci T hiicreler ve artmis efektér hafiza hiicreleri goézlemlendi. Bu
bulgularimizda daha 6nceki ¢alismalarla uyumlu idi (Charbonnier ve ark., 2015; Schubert ve
ark., 2014). Ek olarak her iki hastalik grubunun T efektor ve Treg hiicrelerinin de hafiza hiicresi
yoniine kayis gosterdiginin tespit ettik. Bu sonuglar CTLA-4 proteinin ifadesinin eksikliginden
kaynakli olarak artan CD28 sinyalinin etkisiyle immiin aktivasyonun kontrol altina
allnamamasinin bir sonucu olarak diisiiniilebilir. Abatacept tedavisi asir1 CD28 sinyalini kontrol

altina alarak her iki hastalik grubunda da timik ¢iktiy1 artirarak naif CD4" T hiicre (hem Treg
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hem de T efektor hiicreler iginde) havuzunun artmasina neden olmustur. Bulgularimiza benzer
olarak tip 1 diyabet hastalarinda abatacept tedavisi sonrasi kostimiilasyonun engellenmesi
sonucunda timik oOncl hiicreler ve naif CD4" T hiicrelerde artis efektér hafiza CD4" T
hiicrelerde ise diisiis gozlemlenmistir (Eichmann ve ark., 2020). Ayrica ataklarla seyreden
multipl skleroz (MS) hastalariyla gerceklestirilen ¢ift kor plasebo kontrollii abatacept
calismasinda hastalara abatacept tedavisi uygulanmasiyla birlikte hafiza Treg hiicrelerinin

frekansinda azalma gozlemlenmistir (Glatigny ve ark., 2019).

CTLA-4 proteini CD28’in CD80 ve CD86’ya baglanmasini kontrol ederek Trn hiicre
farklilagsmasint  kontrol eder. CTLA-4 proteinin nakavt edildigi farelerde Trn hiicre
frekanslarinda asir1 bir artis gozlemlenmistir (Wang ve ark., 2015). Bu sebepten dolay1 LRBA
ve CTLA-4 eksiligi hastalarinda tedavi oncesi ve sonrasi cTrn yilizdelerini ve bu hiicrelerin
aktivasyonunu degerlendirdik. Her iki hastalik grubunda da tedavi oncesinde cTrH hiicre
frekanslarinda artis gozlemlendi ve bu hiicreler yiiksek PD-1 ifadesi ile daha aktif
fenotipteydiler. Bu sonuc¢larimiz daha once gergeklestirdigimiz calismalar ile uyumluydu
(Alrogi ve ark., 2018; Catak ve ark., 2022). T hiicreleri timik gelisim esnasinda otoimmiin
diizenleyici gibi (AIRE) transkripsiyon faktdrlerinin araciligiyla 6z antijenlerine karsi tanitilir
fakat bu B lenfositleri kemik iliginde ¢ok sayida 6zgiinliige sahip antikor iiretebilmek igin
rastgele V(D)J rekombinasyonu gegirir ve bu olaym sonucunda pek ¢ok otoreaktif antikor
tiretimi s6z konusu olur. Bu otoreaktif antikorlarin cogun B hiicresi olgunlagsmasinda havuzdan
cikarilsa bile olgun naif B hiicrelerinin yaklasik %20’sinin diisiik seviyelerde otoreaktivite
gosterdigi bildirilmistir (Wardemann ve ark., 2003). Bu sebeple asir1 Trn hiicre frekanslar
otoantikor iiretiminde artisa sebep olarak otoimmiiniteye yol acabilmektedir (Alrogi ve ark.,
2018; Kawamoto ve ark., 2012; Kim ve ark., 2015; Linterman ve ark., 2009; Sweet ve ark.,
2011; Walker, 2022). Ayrica daha once gergeklestirdigimiz ¢alismada LRBA ve CTLA4
eksikligi hastalarindaki kiimiilatif otoimmiinite sayilariyla Trn frekanslar1 arasinda pozitif
korelasyon tespit etmistik (Catak ve ark., 2022). Abatacept tedavisiyle birlikte cTrn frekanslar
ve bu hiicrelerin aktivasyonlarinin anlamli olarak diislis gdzlemlendi. Ayrica hastalarin
otoimmiin bulgular1 ¢ogunlukla kontrol altina alindi. Bu bulgularimiz daha Once
gerceklestirdigimiz ¢aligmalarla uyumlu olarak gézlemlendi (Alroqi ve ark., 2018). Bu bilgiler
1s1gimda LRBA ve CTLA4 eksikligi hastalarinda tedavi siiresince Trn frekanslarinin
izlenmesinin tedavinin etkinliginin izlenmesi i¢in 6nemli bir biyobelirte¢ oldugu ortaya

¢ikmaktadir. Calismamizda TrH hiicrelerinin yani sira Trr hiicrelerini de inceledik. Tedavi
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oncesinde LRBA eksikligi olgularinda azalmis Trr hiicreleri gozlemlenirken, CTLA4 eksikligi
hastalarinda belirgin bir diisiikliik gézlemlenemedi. Literatiirde daha énce LRBA eksikligi
hastalartyla yapilan ¢alismada Trr hiicreler diisiik tespit edilmistir (Charbonnier ve ark., 2015).
Sonucumuz literatiirle uyum gostermektedir. Literatiirde Trr hiicre eksikliginden kaynakli TrH
hiicreleri tizerindeki eksik kontrol Ten hiicrelerinin B hiicrelerini asir1 tesvik etmesi sonucunda
otoantikor liretimiyle sonu¢landigi gosterilmistir (Chung ve ark., 2011; Kinnunen ve ark., 2013;
Linterman ve ark., 2011; Sage ve ark., 2013; Wollenberg ve ark., 2011). CTL4 eksikligi
hastalarinda normal Trr frekanst mevcut olmasina karsin bu hastalardaki bozuk CTLA-4 ifadesi
bu hiicrelerin gorevini yerine getirmesinde eksiklik yasadigi sOylenebilir. Daha 6nce fare
modeli tizerinde yapilan bir ¢alismada CTLA-4 nakavt farelerin Trr hiicrelerinin artis
gostermesine sebep olmasma ragmen Trn hiicrelerini kontrol etmekte basarisiz oldugu
gosterilmistir (Sage ve ark., 2014). Sonug olarak olgularimizdaki yetersiz Ter hiicre yaniti artan

TrH hiicre frekansi ve otoimmiinite ile iligskilendirilebilir.

LRBA ve CTLAA4 eksikligi hastaliklarina daha erken tan1 koyabilmek i¢in akan hiicre dlgerde
protein ifadesi ve Treg diizeylerinin dl¢iilmesi yardimci olabilmektedir (Charbonnier ve ark.,
2015; Kuehn ve ark., 2014). CTLA-4 proteini CD28 proteiniyle rekabet ederek CD80 ve CD86
olan ligandlarina daha yiiksek afiniteyle baglanir ve bunun sonucunda CD80 ve CD86’nin
transendositozuyla birlikte T hiicre inhibisyonu gerceklesir (Qureshi ve ark., 2011).
Calismamizda tedavi 6ncesinde her iki hastalik grubunun FOXP3*CD25* ve CD25YCD1274s
Treg hiicre yiizdeleri anlamli olarak diisiik bulundu. Treg hiicrelerinin diisiik olmasinin yan1
sira Treg hiicrelerinin kanonikal belirtegleri olan FOXP3, CD25 ve CTLA4 protein ifadeleri de
diisiik tespit edildi. Bu bulgularimiz gegmis ¢alismalarla benzer nitelik tasimaktaydi (Alrogi ve
ark., 2018; Catak ve ark., 2022; Charbonnier ve ark., 2015; Gamez-Diaz ve ark., 2016; Hou ve
ark., 2017; Kuehn ve ark., 2014; Lo ve ark., 2015; Lopez-Herrera ve ark., 2012). LRBA ve
CTLA4 eksikligi hastalar1 bu sebeple immiin tolerans igin gerekli Treg hiicrelerinin
fonksiyonun kaybindan dolay1 tregopatiler olarak siiflandiriimaktadir (Cepika ve ark., 2018).
Her iki hastalik grubundaki otoimmiin bulgularin ortaya ¢ikmasinin ana sebebi olarak immiin
regiilasyonu saglayan Treg hiicrelerinin ve CTLA-4 proteinin ifadesinin disiik olmasi neden
olarak gosterilebilir. Abatacept tedavisiyle birlikte FOXP3"CD25" ve CD25Y*CD127%% Treg
hiicrelerinin yiizdeleri her iki hastalikta da diistis gosterdi. Romatoid artirit ve ataklarla seyreden
MS hastaliklarinda abatacept tedavisinin etkilerini gosteren ¢aligmalarda bizim bulgularimiza

benzer olarak Treg hiicrelerinin yiizdelerinde azalma goézlemlenmistir (Alvarez-Quiroga ve
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ark., 2011; Glatigny ve ark., 2019). Ayrica abatacept’in T hiicreler iizerindeki etkilerinin
gosterildigi ¢alismalarda da in vitro abatacept kullanimiyla Treg hiicrelerin baskilandigi
gozlemlenmistir (Gardner ve ark., 2015). Abatacept molekiiliiniin in vitro deneylerde B
hiicreleri tizerindeki CD80 ve CD86 proteinlerinin yiizey ifadelerini azalttig1 da gosterilmistir
(Lorenzetti ve ark., 2019). Daha 6nce yapilan fare ¢alismalarinda CD28 yolaginin timiis kokenli
FOXP3 (+) regiilator T hiicrelerinin gelismesi i¢in 6nemli oldugu ve CD28 tasimayan farelerde
FOXP3 ifadesinin olmadigi gosterilmistir (Tai ve ark., 2005). Calismamizda abatacept
kullanimiyla Treg hiicre frekanslarinin azalmasi abataceptin CD80 ve CD86’ya baglanarak
CD28 sinyal yolagin1 baskilamasi sonucunda gergeklestigi diisiiniilmektedir. Treg hiicrelerinin
ylizdelerinin azalmasina karsin hastalarin immiin disregiilasyonla iliskin bulgular1 cogunlukla

kontrol altina alinmustir.

Calismamizda TrH ve Treg frekanslarinin yani sira bu hiicrelerin alt tipleri de (TH1, TH2 ve
Tr17) degerlendirildi. TH1 hiicreleri viriisler ve belirli bakteriler gibi hiicre i¢i patojenlerle
miicadelede, hiicresel bagisiklik tepkilerinin desteklenmesini saglar ve bu hiicreler
enflamasyonu destekler niteliktedirler (Saravia ve ark., 2019; Skapenko ve ark., 2005). Tn1l
aracili immiin yanit enflamasyonu destekler nitelikte oldugu i¢in hayvanlarda deneysel olarak
gosterilen instilin bagimli diabetes mellitus ve kolajen kaynakli artirit gibi bir¢ok organ spesifik
otoimmiiniteye neden olur (Azar ve ark., 1999; Germann ve ark., 1996). Calismamizda,
CXCR5™ hafiza T hiicrelerinin alt tipleri incelendiginde Tnl hiicrelerinde artis ve TnH17
hiicrelerinde ise azalma gozlemlendi. Abatacept tedavisiyle birlikte Tyl fenotipli hiicrelerde
azalma goriilmesine karsin Th17 fenotipli hiicrelerde azalma trendi olmasina ragmen anlamli
bir fark gézlemlenmedi. Hastalarda Th1 fenotipli CXCR5™ hafiza T hiicrelerinin artigi Kronik
enflamasyonla organ spesifik otoimmiiniteye yol agmasiyla iligkilendirilebilir. Abatacept
tedavisi Oncesi her iki hastalikta da Trn hiicreleri daha fazla Thl fenotipi ve daha az TH2 ve
Th17 fenotipi gosterdiler. Bulgularimiz daha 6nceki ¢alismamizla uyumlu idi (Alrogi ve ark.,
2018). Yapilan ¢alismalarda Trnl hiicrelerinin naif B hiicrelerinin 1g {iretmesini tesvik
edemedigi ve bunun yanmi sira hafiza B hiicrelerini de Ig iiretmeleri i¢in uyaramadigi
gosterilmistir. Ten1 hiicrelerinin B hiicrelerini Ig tiretmek igin tesvik edememesinin sebebi ise
B hiicrelerinin hayatta kalmasini1 saglayamamalarindan kaynaklanmaktadir (Morita ve ark.,
2011). Her iki hasta grubundaki diisiik Ig tiretim seviyeleri ve sinif doniisiimii yapmis hafiza B
hiicrelerinin diisiikliigii hastalarda artmis TrH1 hiicre frekansiyla agiklanabilir. Sonuglarimizda

abatacept tedavisiyle birlikte ise Trn1 hiicre yiizdesinin anlaml olarak diistiigli, Trn17 hiicre
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yiizdesinin ise anlamli olarak arttig1 gériildii. Hafiza Treg hiicrelerinin alt tipleri incelendiginde
ise Trn hiicreleriyle benzer olarak Thl fenotipine kayisla birlikte TH17 fenotipinde azalma
gozlemlendi. Abatacept tedavisiyle birlikte ise Thl fenotipli hafiza Treg hiicre frekanslar
azalirken, Tn17 fenotipli hafiza Treg hiicreleri frekanslarinda artis gozlemlendi. Daha 6nceki
calismalarda tip 1 inflamatuar yanitlar esnasinda Treg hiicrelerinin T-bet transkripsiyon
faktoriiniin aktiflesmesiyle CXCR3 ifadesini indiikleyerek Treg hiicrelerinin Thl aracili
inflamatuar yanit bolgelerine gogilinii sagladigi gosterilmistir (Koch ve ark., 2009). Literatiirde
Treg hiicrelerinin alt tiplerinin fonksiyonlartyla ilgili yapilan calismalarda ise Tnl, Th2, TH17
ve Th22 benzeri karakter gosteren Treg hiicrelerinin tiimiiniin basarili bir sekilde T hiicre
proliferasyonunu baskiladigi gézlemlenmistir (Duhen ve ark., 2012). Yine ayni ¢alismada Thl
hiicrelerinde daha baskin olmak kaydiyla TH1 ve Tn17 fenotipli Treg hiicrelerinin Th2 ve Tn22
fenotipli Treg hiicrelerine gore daha fazla IL-10 irettigi de gézlemlenmistir (Duhen ve ark.,
2012). Bu bilgiler hastalarimizda artan Thl yanitina cevap olarak Twl fenotipli Treg
hiicrelerinin artisin1 destekler niteliktedir. Abatacept tedavisiyle anormal seviyede artis
gosteren TH1 fenotipli hiicrelerin yiizdesinde azalmalar meydana gelmesi tedavinin sadece Trn
ve Treg hiicre frekanslarini baskilamadig ayrica bu hiicrelerde fenotipik degisikliklere de yol
acarak immiin restorasyonu sagladigini gostermis olduk. Ayrica bu fenotipik degisiklikler
CXCR5 hafiza yardimer T hiicreleriyle karsilastirildigi zaman Tr ve Treg hiicrelerinde daha

baskindi. Buradan abataceptin bu hiicreler lizerinde daha etkili oldugu ¢ikarimi yapilabilir.

Calisgmamizda LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinin abatacept tedavisi dncesi ve sonrasinda
yardimc1 T hiicrelerinin sitokin iiretimleri de degerlendirildi. Abatacept tedavisi 6ncesinde her
iki hastalikta da IL-10 iiretimi saglikli kontrollere kiyasla artis gosterdi. Yukarida bahsettigimiz
tizere TH1 benzeri Treg hiicrelerinin diger Treg alt tiplerine gore daha fazla IL-10 {irettigi
yapilan calismalarda gosterilmistir (Duhen ve ark., 2012). Bu yiizden daha olgularimizda
goziiken yiiksek IL-10 iiretimi TH1 fenotipli Treg hiicrelerinin hastalarimizda asir1 olarak ifade
edilmesinden kaynaklaniyor olabilir bunun yanmi sira hastalarimizdaki bozulmus CTLA-4
ifadesinden kaynakli olarak bu eksikligi kompanse etmek amaciyla da yiiksek IL-10 tiretimi
gerceklesmis olabilir. 1L-10 iiretimindeki bu artis daha dnce LRBA eksikligi olgularinin Treg
hiicrelerinde gosterilmistir (Charbonnier ve ark., 2015). Ayrica CTLA-4 proteinin yok edildigi
fare modeli ¢alismasinda da CTLA-4 nakavt farelerde IL-10 iretiminin arttig1 gozlemlenmistir
(Paterson ve ark., 2015). Abatacept tedavisiyle birlikte sitokin yanitlarinda baskilanma

meydana gelmistir. Daha Once gesitli hastalik gruplarinda ve hayvan modellerinde abatacept
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tedavisinin sitokin tiretimini azalttigi gézlemlenmistir (Davis ve ark., 2008; Gerbaux ve ark.,
2023; Maggi ve ark., 2016; Pieper ve ark., 2013; Rochman ve ark., 2015).

CD28 ekspresyonun T hiicre yiizeyindeki ifadesi dinamik bir siire¢ olup, T hiicre reseptor
aktivasyonu, hiicre yaslanmasi, CD80/CDS86 ile baglanma ile yiizeydeki ifadesi azalmaktadir
(Esensten ve ark., 2016). CTLA4 molekiilii CD28’in internalizasyonuna neden olarak hiicre
ylizeyinde azalmasina neden olmaktadir (Berg & Zavazava, 2008). Disardan verilen CTLA4-
Ig analogunun T hiicrelerinde anerji 6zelligi yarattigi, CD28 gen ifadesini azalttig1 ve klinik
diizelme ile iligkili olabilecegi saptanmistir (Rochman ve ark., 2015). LRBA ve CTLA4
eksikligi olgularinda CTLA4 un olmamas1 CD28 yolagin1 daha baskin hale getirme durumunu
akla getirmektedir. Nitekim bu olgularda goriilen T hiicre aktivasyonundan sorumlu
mekanizmalardan biri bu olarak artmis CD28 sinyali diisiiniilebilir. Bu sebeple LRBA ve
CTLAA4 eksikligi hastalarinda CD28 yiizey ifadesini abatacept tedavisi Oncesinde ve sonrasinda
degerlendirdik. Tedavi Oncesinde CTLA4 hastalarinin CD4" T hiicrelerinde CD28 ifadesi
azalmis olarak saptamasina ragmen LRBA eksikligi hastalarinda ise normal olarak
gozlemlendi. CD8" T hiicrelerindeyse her iki hastalik grubunda da azalmig CD28 ifadesi tespit
edildi. Literatiirde T hiicre aktivasyonundan sonra CD28 reseptoriiniin proteolitik olarak
kesilmesiyle birlikte ¢oziiniir CD28 konsantrasyonunda artig gozlemlenmistir (Hakim ve ark.,
2020). Olgularimizdaki bozuk CTLA-4 ifadesinden kaynakli siirekli T hiicre aktivasyonu
sonucunda CD28’in yiizey ifadesinin azalmasi bu sekilde agiklanabilir. Ayrica CD28 ifadesinin
yiizeyde azalmasi hiicre yaslanmasi ile iligkilendirilmistir (Boucher ve ark., 1998). Bu durum
olgularimizdaki kronik aktivasyondan dolayr T hiicrelerinin yashlik belirtileri gdsteriyor
olmastyla da agiklanabilir. Tedavi sonrasinda ise LRBA eksikligi hastalarinda CD28 yiizey
ifadesi artig trendeydi. Tedavi sonrasinda CD28 hiicrelerinin azalmasi romatoid artirit
hastalarinda klinik iyilesmeyle iligkilendirilmistir (Scarsi ve ark., 2010, 2011). Ayrica
abataceptin in vitro etkisini ortaya koyan bir ¢aligmada abatacept kullaniminin CD28 ‘in yiizey
ifadesini artirdig1 gézlemlenmistir (Gardner ve ark., 2015). Tedavi sonrasinda olgularimizdaki
artan CD28 ifadesi siirekli aktivasyonun engellenmesiyle ve bunun sonucunda klinik

iyilesmeyle aciklanabilir.

Sonug olarak, ¢alismamizda elde edilen bulgular LRBA ve CTLA4 eksikliklerinde olusan
klinik ve immiinolojik degisiklikleri 6nemli 6l¢iide aydinlatacak diizeydedir. Bu sayidaki hasta
popiilasyonunda gerceklestirilen derinlemesine caligmalar literatiirde tanimlanan en genis
serilerden birisidir. Akan hiicre dlgerde yapilacak boyamalarla bu hastaligin benzer 6zellik
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gosteren diger Treg bozukluklarindan nasil ayirt edilebilecegi sonuglarla desteklenmistir.
Calismamizda tedavi sirasinda verilen CTLA4 analogunun CD28 sinyalini baskiladigi buna
paralel olarak T hiicrelerinin aktivitesinin, sitokin iiretiminin ve Treg hiicre yiizdelerinin
azaldig1 calismamizda gosterilmistir. Olusan bu immiinolojik degisikliklerin diizeyi ve etkileri
net olarak ortaya konulabilmistir. Uzun donem abatacept kullanan hastalarda ilacin yan etkileri
bakimindan herhangi bir sorun yasanmamasi bu tedavinin LRBA ve CTLA4 eksikliginde
immiin baskilamasindan ¢ok immiinolojik olarak iyilesme yaptigi sonuglarimizla ortaya
konulmustur. Elde edilen birtakim biyobelirte¢ler hem hastaligin daha kolay taninmasini hem

de tedaviye verilen yanitlar1 degerlendirmede 6nemli olacagini diisiinmekteyiz.
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11. EKLER

Ek 1: Tezde kullanilan kimyasallar

Kimyasallar

Histopaque®-1077

Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS)
RPMI Medium 1640 (1X)

Fetal Bovine Serum (FBS)
Penicillin-Streptomycin Solution
L-Glutamine 200 Mm Solution

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Versa Lyse Lysing Solution

PerFix-nc Buffer 1 (Fixative Reagent)
PerFix-nc Buffer 2 (Permeabilizing Reagent)
PerFix-nc Buffer 3 (Final 10X Solution)
Distile su

DMSO

Flow-Count Fluorospheres

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
lonomycin
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Sirket

Sigma, Germany
HyClone, USA

Gibco, USA

HyClone, USA
HyClone, USA
HyClone, USA

Gibco, USA

Beckman Coulter, FR
Beckman Coulter, FR
Beckman Coulter, FR
Beckman Coulter, FR
Milipore, France
Polifarma, TR

Beckman Coulter, FR
Cayman Chemical, USA
Cayman Chemical, USA



Ek2: Tezde kullanilan cihazlar

Cihaz

Santrifiij

Vorteks

Su Banyosu

Isitmali manyetik karistirici
Akan hiicre olger

CO> Inkiibator

Deepfreeze

Refrigerator

Laminar Flow

Liquid Nitrogen Tank
Isik mikroskobu

Sirket

Beckman Coulter, Allegra X-22,FR
Fisherbrand, ZX3, USA

Niive, NB5, TR

Janke&Kunkelik, IKAMAG RH, Germany
Beckman Coulter, Navios Ex, FR
Binder,Germany

-80°C, Arctico, Denmark

-20°C, Vestel, TR

Vestel, TR

Thermo Fisher Scientific, USA
Cryopal, Arpege-40,FR

Olympus, BX53, Germany
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Ek3: Tezde kullanilan antikorlar

Antikor
CD3
CD4
CDh4
CD8
CD14
CD16
CD19
CD20
CD21
CD25
CD31
CD38
CD45
CD45RA
CD45RA
CD45R0O
CD56
CD127
CD127
CD183
CD196
CD197
CXCR5
CTLA4
FOXP3
IgD
PD-1
IFN-y
IL-4
IL-17A
IL-10

Parametre
FITC
APC-A700
PB
PC7
APC-A700
PE
APC-A750
PB
PB
PC5.5
PB
PB
KO
APC-A750
FITC
ECD
PC5.5
APC-A750
PE-Cyanine7
PE
PC7
PE
APC
PE
AF647
FITC
PE
FITC
PC7
PB
APC

Klon
UCHT1
13B8.2
RPA-T4

SFCI21Thy2D3
RMO52
3G8
J3-119

BOE9

BL13
B1.49.9

5.6E

LS198-4-3
J33
2H4DH11LDB9
HI100
UCHL1

NOO1
R34.34
A019D5

G025H7
B-R35
G043H7
J252D4

BNI3

259D

IA6-2

EH12.2H7
45.15
MP4-25D2
BL168
JES3-19F1

Kaynak
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Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Fare
Sigan
Fare
Sigcan

izotip
1gG1
1gG1
lgG1
1gG1
IgG2a
1gG1
1gG1
IgG2a
1gG1
lgG2a
1gG1
1gG1
1gG1
1gG1
IgG2b
IgG2a
1gG1
1gG1
IgG1
IgG1
lgG2a
IgG2a
1gG1
lgG2a
1gG1
IgG2a
1gG1
1gG1
IgG1
1gG1
lgG2a

Uretici
Beckman Coulter
Beckman Coulter

Biolegend
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter

Biolegend
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter

Biolegend

Biolegend
Beckman Coulter
Beckman Coulter

Biolegend
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter

Biolegend
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter

Biolegend



Ek4: Etik Kurul Belgesi
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EK5: Trh, hafiza Treg ve CXCRS™ yardimer T hiicrelerinin kapilama stratejisi

PKMH Lenfosit Singlet Canh
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e
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Memory Treg Treg
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D25 —
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