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1. ÖZET  

Tezin başlığı : LRBA ve CTLA4 eksikliği olgularında abatacept molekülünün immünolojik 

etkileri  

Öğrencinin Adı Soyadı : Mehmet Cihangir Çatak 

Danışmanın Adı Soyadı : Prof. Dr. Safa Barış 

Programın Adı : Alerji-İmmünoloji Yüksek Lisans Programı 

Giriş ve Amaç: : Lipopolysaccharide-responsive beige like anchor protein (LRBA) ve 

cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) eksiklikleri immün disregülasyonla seyreden 

Primer İmmün Yetmezlikler (PİY) grubu hastalıklarındandır. CTLA4-Ig analoğu (abatacept) 

bu hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır. Bu çalışmada LRBA ve CTLA4 eksikliği 

hastalarında abatacept molekülünün etkilerinin immünolojik yöntemlerle ortaya konulması 

hedeflendi. 

Yöntem: Çok merkezli ve ileriye dönük tasarımla Marmara Üniversitesi Çocuk Alerji ve 

İmmünoloji Bilim Dalı’nda değerlendirilmek üzere LRBA (n:21) ve CTLA4 (n:14) eksikliği 

olguları ile yaş uyumlu sağlıklı kontroller (n:40) çalışmaya dahil edildi. Abatacept tedavisi 

öncesi ve sonrasındaki klinik ve laboratuvar bulgular değerlendirildi. Lenfosit alt grupları, T 

foliküler hücre (TFH) ve alt tipleri, sitokin yanıtları, regülatuvar (Treg) T hücre oranları ve alt 

tipleri, CD25, FOXP3, CTLA4 ve CD28 protein ifadeleri akan hücre ölçerde analiz edildi.  

Bulgular: CTLA4 eksikliği olgularının tanı yaşları ve tanıda gecikme süreleri LRBA 

eksikliğine göre anlamlı olarak daha yüksek idi (sırasıyla p=0,01, p= 0,02). Tedavi öncesi 

semptomlar abatacept ile kontrol altına alındı. Abatacept ile timik çıkışlı naif T hücreleri 

artarken, hafıza T hücrelerinin anlamlı olarak azaldığı görüldü. Tedavi ile cTFH ve Treg 

hücreleri azalırken, sitokin yanıtlarında düşme saptandı. Ayrıca hastaların TFH ve Treg 

hücrelerindeki artan TH1 yanıtı azalırken, azalan TH17 yanıtı ise artış gösterdi. Tedaviyle 

birlikte LRBA eksikliği olgularının T hücrelerindeki CD28 ifadesinde de artış saptandı.    

Sonuç: Bu çalışmada abataceptin LRBA ve CTLA-4 eksikliklerindeki etkileri incelenmiştir. 

İlacın ciddi yan etkilerinin görülmemesi bu tedavinin LRBA ve CTLA4 eksikliğinde immün 

baskılamanın yanı sıra olumlu yönde immün iyileşme yaptığını göstermektedir. Çalışma 

sonucunda elde edilen birtakım biyobelirteçlerin hem hastalığın daha kolay tanınmasını hem de 

klinik yanıtların ortaya konulmasında önemli olacağını düşünmekteyiz.   

Anahtar Kelimeler: LRBA, CTLA4, abatacept, Treg, TFH 
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2. SUMMARY  

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

deficiency cases 

Student Name, Surname: Mehmet Cihangir Çatak 

Supervisor Name : Prof. Dr. Safa Barış 

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-Ig 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, cTFH, 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 CTLA4 deficiencies. Furthermore, the described biomarkers in this 

study could be helpful for early diagnosis and treatment. 

Keywords: LRBA, CTLA4, abatacept, Treg, TFH 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

PİY grubu hastalıklar bağışıklık elemanlarından biri ya da birden fazlasında görülen hasarların 

sonucunda meydana gelmektedir. Genetik temelli gelişen bu nadir hastalıklar on farklı grup 

altına toplanmış olup literatürde bugüne kadar 485 adet PİY tanımlanmıştır (Tangye ve ark., 

2022b). İmmün disregülasyon hastalıkları, PİY’in geniş bir alt grubudur ve bağışıklık 

sistemindeki denetim mekanizmasının bozulması ile ortaya çıkmaktadır. Genellikle hastalar 

yaşamın erken döneminde sık tekrarlayan enfeksiyonlar, otoimmünite, kronik inflamasyon 

ve/veya malignite gibi klinik bulgulara kliniğe başvurmaktadırlar (Tangye ve ark., 2022b). 

İmmün disregülasyon ile seyreden PİY hastalıklarında otoimmünite sıklıkla gözlenen bir 

bulgudur. Otoimmüniteden sorumlu olan başlıca mekanizmalar; regülatör T (Treg) 

hücrelerinde görülen kalitatif ve kantitatif bozukluklar, apoptoz mekanizmasında görülen 

bozukluklar, T hücrelerinin gelişimi sırasında immün tolerans mekanizmalarının yetersiz 

olması, otoreaktif B hücrelerinin kemik iliği veya çevre dokular tarafından yok edilememesi ve 

ortamda çoğalarak dokulara zarar vermesi olarak sınıflanabilir (Cunningham-Rundles, 2011; 

Saifi & Wysocki, 2015). Literatürde bahsedilen bu bozuk mekanizmalarla ilişkilendirilmiş 

50’nin üzerinde immün yetmezlik tanımlanmıştır (Tangye ve ark., 2022b).  

Otozomal çekinik kalıtım gösteren Lipopolysaccharide-responsive beige-like anchor protein 

(LRBA) eksikliği ile otozomal dominant kalıtım gösteren Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 

(CTLA4) eksikliği sırasıyla 2012 ve 2014 yıllarında tanımlanmıştır (Kuehn ve ark., 2014; Lo 

ve ark., 2015; Lopez-Herrera ve ark., 2012). Fork-head box P3+ (FOXP3) Treg hücre yüzeyinde 

bulunan CTLA-4 bir negatif immün kontrol noktasıdır ve T hücre aktivasyonu ile yüzeye 

çıkmaktadır. Yüzeyde bulunan CTLA4, CD28 ile yarışarak CD80/86 reseptörlerine bağlanır T 

hücre uyarımını baskılar (Kennedy ve ark., 2022; Qureshi ve ark., 2011). LRBA sitozolik bir 

proteindir ve veziküler trafik, sinyal iletimi ve apoptoziste etkilidir (Lopez-Herrera ve ark., 

2012). LRBA proteininin BEACH domaini ile CTLA-4’ün YVKM motifi bağlanarak CTLA4 

proteininin sitozolde lizozomal yıkımı engellenir ve CTLA-4 proteini bu sayede tekrar hücre 

içi dolaşıma katılarak plazma zarında ifade edilir (Lo ve ark., 2015). Sonuç olarak, LRBA ve 

CTLA4 genlerinde görülen mutasyonlar CTLA-4 proteininin hücre yüzeyinde sunulmasını 

engellemektedir.  
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LRBA ve CTLA4 eksikliğinde görülen başlıca klinik bulgular; lenfoproliferasyon, solunum 

yolu enfeksiyonları, enteropati, sitopeni, otoimmünite ve/veya kanser oluşumu olarak 

sıralanabilir (Kuehn ve ark., 2014; Lopez-Herrera ve ark., 2012). Klinik semptomlar açısından 

bakıldığında LRBA eksikliği genellikle CTLA4 eksikliğine göre daha ciddi seyir 

göstermektedir (Catak ve ark., 2022; Jamee ve ark., 2021). Bu genetik mutasyonların 

sonucunda; Treg hücrelerinde azalma, efektör T hücrelerinin kontrolsüz farklılaşmasına bağlı 

olarak naif hücrelerde azalma ve hafıza hücrelerinde artış, bellek B hücrelerinin uyarımında 

görevli T foliküler yardımcı (TFH) hücrelerinin artış, soluble CD25 (sCD25) düzeylerinde artış 

saptanmaktadır (Catak ve ark., 2022; Charbonnier ve ark., 2015). Daha önce yapmış olduğumuz 

önemli çalışmalarda her iki hastalıkta biyobelirteç olarak sCD25 ve TFH hücrelerinin hastalık 

aktivitesini göstermedeki rollerini ortaya koymuştuk. Özellikle tedaviye dirençli olguların daha 

erken yakalanabilmesi açısından bu biyobelirteçler önemli olup, bu hastalarda abatacept 

ilacının dozunun arttırılmasını ve kemik iliği nakli gibi başka tedavilerin devreye sokulmasını 

gündeme getirmektedir (Alroqi ve ark., 2018; Charbonnier ve ark., 2015; Kiykim ve ark., 2019). 

CTLA4 ve LRBA eksikliği olgularında kemik iliği transplantasyonu sunulan tedavi 

yöntemlerinden biridir. Ancak transplantasyon sırasında gelişebilen yan etkiler ve çoğu hastada 

tam hastalık kontrolü yüksek kimerizm oranlarına ihtiyaç duyulması nedeniyle nakil tedavisinin 

primer değil, daha ağır olgularda uygulanması yönünde bir eğilim söz konusudur (Seidel ve 

ark., 2018; Tesch ve ark., 2020). Şu an için benimsenen en iyi tedavi seçeneği olarak bu 

hastalarda immünglobulin yerine koyma tedavisi ve gerekli olan olgularda hedeflenmiş tedavi 

olan abatacept’in kullanılmasıdır (Lo ve ark., 2015). Türkiye’de yaptığımız çok merkezli bir 

çalışmada nakil olan ve olmayan hasta grupları arasında sağ kalım açısından anlamlı bir fark 

bulunmamıştır (Catak ve ark., 2022).  

Abatacept molekülü ilk olarak romatoid artrit tedavisinde kullanıma başlanan bir CTLA-4 

füzyon molekülüdür (Pombo-Suarez & Gomez-Reino, 2019). Bu tedavi ile antijen sunucu hücre 

yüzeyinde ifade edilen CD80/86 molekülü bağlanarak CD28’in bu proteinlere bağlanması 

engellemekte ve T hücre aktivasyonunu baskılamaktadır (Esensten ve ark., 2016; Korhonen & 

Moilanen, 2009). CTLA-4 analoğu olan bu molekülün in vitro çalışmaları sonucunda 

immünolojik bulgularda ilerlemeler kaydedilmiştir. İlaç, LRBA ve CTLA-4 eksikliği 

hastalarında kullanıldığında klinik bulgularda oldukça etkili iyileşme oranları görülmektedir. 

LRBA hastalarında özellikle lenfoproliferasyon ve kronik ishal bulgularında iyileşme 

gözlenmektedir (Kiykim ve ark., 2019). CTLA-4 eksikliği hastalarında ise enteropati, 
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trombositopeni, lenfoproliferasyon, interstisyel akciğer hastalığı ve optik nöritte iyileşme 

gözlenmiştir (Schwab ve ark., 2018).  

Abatacept tedavisinin etki mekanizmasıyla ilgili olarak daha önceleri romatoid artrit 

olgularında yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir (Cutolo & Nadler, 2013). Abatacept T 

hücrelerinde CD28 sinyali modülasyonu yaparak T hücre aktivasyonunu azaltabilmektedir, öte 

yandan abatacept efektör fonksiyon gösteren CD28 negatif T hücre popülasyonlarını 

azaltmakta böylece hastalık aktivitesini kontrol altına aldığını gösteren çalışmalar 

bulunmaktadır (Scarsi ve ark., 2011). Öte yandan, B hücreler üzerinde CD80/CD86 ifadesini 

azaltarak bu hücrelerin aktivitesini ve antikor üretme kapasitelerini arttırabilmektedir (Kanbe 

ve ark., 2013; Vogt ve ark., 2009). Karmaşık etki mekanizması olan abatacept molekülünün 

CTLA4 eksikliği ile giden kalıtsal immün yetmezlik hastalıklarında yerine koyma tedavisi ile 

immün sistem üzerinde nasıl etki oluşturduğunu gösteren bir çalışma bulunmamaktadır. 

LRBA ve CTLA-4 eksikliğinde klinik ve immünolojik bulgular benzerlik gösterse de moleküler 

ve genetik düzeyde her iki hastalık arasında farklılıklar vardır. Abatacept tedavisi bu hastalarda 

oldukça etkilidir. Ancak etki mekanizması ve hastaların ne düzeyde yanıt gösterecekleri ve 

tedavi ile oluşan immünolojik değişiklikler bilinmemektedir. Bu çalışmada abatacept tedavisi 

alan hastalarda tedavi öncesi ve sonrası klinik ve immünolojik değişikliklerin incelenmesi 

hedeflenmiştir. Böylece abatacept molekülünün etki mekanizmasının tam olarak ortaya 

konulması amaçlanmıştır.  
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1. Primer İmmün Yetmezlikler 

PİY bağışıklık sisteminin gelişimsel ve/veya fonksiyonel bozukluklarını tanımlayan geniş bir 

hastalık grubudur. Son zamanlarda doğuştan gelen bağışıklık kusurları (IEI) olarak da 

tanımlanan bu grupta bugüne kadar 485 farklı hastalık tanımlanmıştır (Tangye ve ark., 2022a). 

Hastaların klinik özellikleri genel olarak; otoimmünite, enfeksiyonlara yatkınlık, oto-

inflamatuar hastalıklar, kemik iliği anomalileri, alerjiler ve kanser olarak raporlanmıştır.  

PİY hastalıkları genel olarak monogenik olmakla beraber poligenik olan formları da 

bulunmaktadır. Genlerde görülen mutasyonlar genin ifadesini azaltarak veya fonksiyon 

kazanımı (GOF) mutasyonlarında ise artırarak hastalığa neden olmaktadır (Bousfiha ve ark., 

2020). Hastalığın seyri mutasyonlar ve kalıtım paternlerine bağlı olarak değişebilmektedir. 

Monoalelik varyantlarda genel olarak; haplo yetmezlik, negatif dominans ve GOF görülür. 

Bialelik varyantlarda ise; otozomal çekinik, fonksiyon kaybı (LOF), GOF ve neomorfik 

fonksiyonlar görülmektedir (Tangye ve ark., 2020).  IgA eksikliği dışında bulunan PİY 

grubundaki hastalıklar genel olarak çok nadir görülmektedir.  Genel prevalansı oldukça düşük 

olmakla birlikte akraba evliliklerinin yüksek oranda olduğu ülkelerde yüksek prevalans 

görülmektedir.  

4.2. İmmün Disregülasyon Hastalıkları 

İmmün disregülasyon hastalıkları; otoimmünite, oto-inflamasyon, alerji ve lenfoproliferasyon 

ile karakterize olan bir PİY alt grubudur. Literatürde immün disregülasyon ile ilgili 50’den fazla 

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

Otoreaktif T hücrelerin baskılanması immün homeostazı için oldukça önemlidir. Santralde ve 

periferdeki otoimmünite baskılama mekanizmasından farklı genler sorumludur. Santral 

tolerans, The autoimmune regulator (AIRE) transkripsiyon faktörü tarafından sağlanmaktadır. 

Bu protein olgun medullar timik epitel hücreler tarafından eksprese edilir ve otoreaktif T hücre 

klonlarının ortadan kaldırılmasında etkilidirler (Notarangelo, 2010). Bu gende görülen 

mutasyonlar protein ifadesinde bozulmalara ve sonuç olarak otozomal resesif kalıtım paternine 

sahip otoimmün poliendokrinopati-candidiasis-ektodermal distrofi sendromuna neden 
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olmaktadır. Hastalarda hipoparatiroidizm ve adrenal yetmezlik görülmektedir (Conteduca ve 

ark., 2018).  

Periferdeki self-tolerans Treg hücreleri tarafından sağlanmaktadır. Treg hücreleri self 

antijenlere karşı bağışıklık yanıtının oluşmasını baskılayarak otoimmüniteyi engellemektedir. 

Treg hücreleri timüste ya da periferde üretilebilmektedir. Timüste Treg üretimi, FOXP3 

transkripsiyon faktörü tarafından düzenlenmektedir. FOXP3 genindeki mutasyonlar immün 

disregülasyon, poliendokrinopati, enteropati, X'e bağlı geçen (IPEX) sendromuna neden 

olmaktadır (Moraes-Vasconcelos ve ark., 2008). X kromozomuna bağlı resesif kalıtım paterni 

gösteren bu hastaların tamamı erkek bireylerden oluşmaktadır. Hastalık hızlı ve ciddi 

ilerlemekle birlikte kemik iliği transplantasyonu (KİT) sayesinde hastaların kliniklerinde 

iyileşme gözlenmiştir. Rao ve ark., 4 İPEX hastası ile yaptıkları KİT sonrasında hastaların 

klinik ve immünolojik bulgularında iyileşme rapor etmişlerdir (Rao ve ark., 2007).  

IL-2, özellikle T hücre aktivasyonları sonucunda salgılanarak immün homeostazında önemli 

bir rol oynayan ve Treg hücrelerindeki FOXP3 ekspresyonunu indükleyen bir sitokindir. IL-2R 

reseptörünün α zincirini kodlayan IL-2RA geninde görülen mutasyonlar İPEX benzeri kliniğe 

neden olmaktadır (Caudy ve ark., 2007).  

Periferdeki oto reaktif lenfositlerin hücre ölümlerinin gerçekleşmesi otoimmünitenin 

önlenmesindeki önemli mekanizmalardan biridir. Aktive olmuş lenfositlerden salgılanan Fas 

ligandı ile Fas (CD95) etkileşime girdiğinde caspase proteinleri aktif hale gelerek hücre 

ölümüne neden olmaktadır (Rieux-Laucat, 2006). Fas geninde meydana gelen mutasyonlar 

otoimmün lenfoproliferatif sendrom (ALPS) hastalığının en yaygın nedenlerinden biridir. 

Ancak ALPS genetiği henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. Fas mutasyonları ALPS 

hastalarında B lenfoma gibi malignitelere neden olmaktadır (Rieux-Laucat ve ark., 2003).  

4.3. CD28 ve CTLA-4 Yolağı  

T hücrelerin aktivasyonu T cell receptor (TCR) ve komşuluğunda bulunan CD3 ve ζ proteinleri 

tarafından sağlanmaktadır. İlk olarak sinyal TCR tarafından tanınmakta ve CD3 proteinlerinin 

γ, δ ve ε zincirleri ile ζ proteininin sitozolik kısmında bulunan Immunoreceptor Tyrosine-Based 

Activation Motif (ITAM) bölgeleri Src kinazları tarafından fosforile olmaktadır. Ardından 

fosforile olan bölgelere ZAP-70 proteini bağlanıp ardından Linker for activation of T cells 

(LAT) gibi adaptör proteinleri fosforile etmektedir. LAT fosforilasyonunun ardından 
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phospholipase C gamma1 (PLCγ1) 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) yolakları uyarılmaktadır. Sitozolde inaktif halde bulunan IkappaB kinase (IKB), 

Protein kinase C (PKC) aracılığıyla fosforile edildikten sonra NFKB proteininden ayrılarak 

aktif forma dönüşmesine neden olmaktadır. Böylelikle nükleusa giren aktif NFKB aşağı 

yöndeki genlerin ekspresyonuna neden olmaktadır. Sitoplazmik NFAT fosforile halde 

bulunmaktadır ve nükleusa geçişi inhibe edilmektedir. Calcineurin proteini tarafından 

defosforile edilen NFAT nükleusa geçerek genlerin ifadesini sağlamaktadır. MAPK yolağında 

ise fosforile olan ELK ve JUN proteinleri nükleusa geçerek Activator protein 1 (AP1) formunu 

oluşturmakta ve IL-2 gibi genlerin eksprese edilmesini sağlamaktadır.  T hücre aktivasyonunda 

önemli olan diğer bir molekül ise Fosfoinositid-3 Kinaz (PI3K) aktivasyonudur. PI3K hücre 

zarının sitozolik kısmında bulunan phosphatidylinositol bisphosphate (PIP2) molekülünü 

fosforile ederek PIP3 molekülüne dönüştürmektedir. PIP3-dependent kinase (PDK1) giderek 

PIP3 molükülünü tanımakta ardından Akt veya protein kinase B (PKB) proteinini fosforile 

ederek hücrenin hayatta kalmasında rol oynamaktadır. Böylece T hücre aktivasyonunda etkili 

yolaklar uyarılmakta ve aşağı yöndeki transkripsiyon faktörlerinin (NFKB, NFAT, AP1 vb.) 

nükleusa girerek çeşitli genlerin ekspresyonu sağlanmaktadır (Ward, 1996).  

T hücre uyarımında sinyal 1 ve sinyal 2 bulunmaktadır. Sinyal 1 antijenin MHC tarafından TCR 

kompleksine sunulması sonucu primer olarak gerçekleşir. Sinyal 2 ise ‘tehlike sinyali’ olarak 

adlandırılır ve kostimülatör moleküller tarafından sağlanır. Bu sinyaller yanıtların daha hızlı ve 

güçlü şekilde oluşturulmasını sağlamaktadır (Mueller ve ark., 1989).  

B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86) dentritik hücreler gibi antijen sunucu hücrelerin yüzeyinde 

bulunur ve T hücrelerin yüzeyindeki CD28 ve CTLA-4 (CD152) reseptörlerine bağlanırlar. 

CD80 ve CD86 3. kromozomun q kolunda ifade edilirler. Bu iki ligand immünolojik olarak 

büyük oranda benzerlik gösterseler de sekans homolojileri %25 kadardır (Kennedy ve ark., 

2022). CD80 proteininin CD28/CTLA-4 proteinlerine karşı aviditesi CD86 molekülünden daha 

kuvvetlidir. CTLA-4 proteini ligandları ile etkileşime girdiğinde trans-endositoz işlemi yaparak 

ligandları internalize eder ve endozoma ardından da lizozoma göndererek parçalanmalarını 

sağlar. CD86 molekülü internalize olduktan sonra CTLA-4 molekülünden ayrılarak tekrardan 

hücre yüzeyinde sunulmasını sağlar. CD80 molekülü ise CTLA-4 molekülünden ayrılmaz ve 

ubikitinasyona uğramasına neden olur (Kennedy ve ark., 2022).  
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CD86 proteini sürekli olarak T hücre yüzeyinde sunulur. Sinyallere karşı erken yanıt 

oluşturulmasını sağlar ve inflamasyon durumunda hücre yüzeyindeki CD86 ifadesi artış 

göstermektedir. CD80 ise daha çok T hücre yanıtlarının şeklini belirlemede rol 

oynamaktadır(Sansom ve ark., 2003). 

CD28 molekülünün hücre yüzeyinde bulunan kısmı immünoglobulin (Ig) V domainine 

benzemektedir ve Ig süper ailesine ait bir proteindir. Moleküler ağırlığı 23 kDa olan CD28 

proteini 202 amino asitten oluşmaktadır. T hücreleri için sağladığı kostimülatör sinyal 41 amino 

asit uzunluğunda olan sitoplazmik kısmı tarafından sağlanmaktadır (June ve ark., 1994). CD28 

molekülü ile yapılan çalışmalarda T hücre proliferasyonunu arttırdığı ve sitokin üretimini 

indüklediği bulunmuştur. CD28 molekülünün ligandları ile etkileşiminin monovalent Fab 

fragmanları aracılığıyla bloke edilmesinin T hücre proliferasyonunu inhibe ettiği bilinmektedir. 

Yapılan çalışmalarda CD28 interaksiyonunun IL2 üretimi başta olmak üzere çeşitli sitokinlerin 

üretiminde etkili olduğunu bulmuştur (Thompson ve ark., 1989). Bu veriler CD28 

modülasyonunun T hücre sitokin profilini değiştirerek terapötik bir yaklaşım olabileceğini 

göstermektedir. 

 CD28 proteini, CD4+ T hücrelerin %95’inin yüzeyinde ifade edilirken CD8+ T hücrelerinin 

ise %50’sinde ifade edilir. Yapılan çalışmalarda CD28-CD4+ ve CD28-CD8+ T hücrelerinin 

yüzdelerinin yaşlanma, inflamasyon ve enfeksiyon ile artış gösterdiği tespit edilmiştir (Ford ve 

ark., 2014).  

CTLA-4 proteini immünoglobülin süper ailesine aittir ve türler arasında korunmuş bir 

moleküldür. 2. kromozomda ifade edilir ve 20 kDa moleküler ağırlığındadır. Disülfat bağları 

ile bağlanmış homodimerik yapıda olan bu protein 4 ekzondan oluşmaktadır. Ekzon 1 lider 

peptiti, ekzon 2 ligand bağlanması bölgesini, ekzon 3 transmembran bölgesini, ekzon 4 ise 

sitoplazmik kısmı kodlamaktadır. CTLA-4 proteini alternatif kırpılma aracılığıyla 4 farklı 

formda bulunmaktadır. Tam uzunluktaki form (flCTLA-4) tüm ekzonları içerirken soluble 

formda (sCTLA-4) ekzon 3 bulunmaz. 1/4 CTLA-4 formunda 1 ve 4. ekzonlar bulunur. Ligand 

bağımsız formda (liCTLA-4) ise Ig V domainini kodlayan ekzon 2 bulunmamaktadır (Hosseini 

ve ark., 2020). sCTLA-4 resting T hücrelerde sunulmakta ve Treg hücrelerinin immün 

regülasyonunda rol oynamaktadır. sCTLA-4 formunda görülen polimorfizmler otoimmün 

hastalıklar, sistemik lupus eritematozus (SLE), tip 1 diyabet ve tiroit hastalıklarının gelişiminde 

rol oynamaktadır. 1/4 CTLA-4 formunun yüksek oranda eksprese edilmesi otoimmün 
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hastalıkların gelişimine neden olmaktadır (Liu ve ark., 2012). CTLA-4 genel olarak hücre 

içinde sunulmakla birlikte aktivasyonun 2. gününde CD4+Foxp3+ Treg hücrelerindeki 

ekspresyonu en üst seviyeye ulaşmaktadır. CTLA-4 ekspresyonunda NFAT, Foxp3 gibi 

transkripsiyon faktörleri rol oynamaktadır (Gibson ve ark., 2007; Zheng ve ark., 2007).  

CD28 aktivatör etki gösterirken CTLA-4 T hücrelerinin baskılanmasını sağlayarak regülatör 

bir etki göstermesine neden olur. Bu nedenle bu iki molekülün dengede sentezlenmesi immün 

sistemin homeostazı için önemlidir. CD28 ve CTLA-4 2. kromozom üzerindeki yakın 

bölgelerde ifade edilirler ve evrimsel olarak aynı orijinden geldikleri düşünülmektedir (Harper 

ve ark., 1991). Hücre zarında monomerik ya da homodimerik halde bulunabilirler. CD28 ve 

CTLA-4 proteinlerinin B7-1 ve B7-2 ligandlarına bağlanma bölgeleri büyük oranda benzerlik 

göstermekte olup her iki protein de complementary determining region 3 (CDR3) bölgelerinde 

Met-Tyr-Pro-Pro-Pro-Tyr motifi içermektedir (June ve ark., 1994). CTLA-4 proteini CD28 

proteinine göre B7-1 ve B7-2 ligandlarına karşı daha yüksek avidite göstermektedir.   

4.4. LRBA ve CTLA-4 Eksikliği 

LRBA proteini 4. kromozomun q kolunda ifade edilen 319 kDa moleküler ağırlığında bulunan 

büyük bir proteindir. LRBA domainleri arasında en çok çalışılan BEACH domain (beige and 

Chediak-Higashi)’in özellikleri henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. LRBA proteininde 

ayrıca; PH, WD40, ConA-like, DUF1088, VHS domainleri bulunmaktadır (Habibi ve ark., 

2019). LRBA, CTLA-4 proteininin endozom ile hücre yüzeyi arasındaki dönüşümünde rol 

oynamaktadır. Bu nedenle LRBA eksikliğinde CTLA-4 proteinin hücre içinde ve hücre 

dışındaki ifadesi önemli ölçüde düşmektedir (Lo ve ark., 2015).  Otofaji, zarar görmüş 

organellerin veya mikroorganizmaların lizozomal yıkıma uğramasını ifade eden bir terimdir. 

Bu mekanizmadan ilk olarak otofagozom meydana gelir, ardından erken ve geç endozomlar ile 

otofagozomlar birleşerek amfizomları oluştururlar. Bu şekilde olgunlaşan otofagozomlar 

lizozomlar ile birleşirler ve lizozomal proteazlar ile hidrolitik enzimleri içeren 

otofagolizozomları meydana getirirler (Ryter ve ark., 2014). Yapılan çalışmalarda LRBA 

eksikliği olgularında otofajinin düştüğü bulunmuştur.  

LRBA eksikliği otozomal çekinik kalıtım paterni gösteren bir PİD hastalığıdır. Hastalığın 

kliniğinin ortaya çıkması için homozigot veya birleşik heterozigot mutasyon görülmelidir. 

Hastalar CTLA-4 eksikliği benzeri klinik özellikler göstermektedir. Hastaların LRBA protein 

ifadesi yapılan akan hücre ölçer sitometrisi ve western blot ölçümlerinde sağlıklı kontrollere 
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oranla kaybolmuştur. LRBA proteini CTLA-4 dönüşümünde önemli olduğundan hastalarda 

ayrıca CTLA-4 protein ifadesinde azalma meydana gelmektedir (Lo ve ark., 2015). 

CTLA-4 eksikliği otozomal dominant kalıtım paterni gösteren bir immün disregülasyon 

hastalığıdır ve 2014 senesinde tanımlanmıştır (Schubert ve ark., 2014). Heterozigot mutasyonu 

olan hastalar homozigot olanlara oranla daha hafif klinik göstermektedir. Hastalarda 

hipogamaglobulinemi, tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonları, otoimmün bulgular ve 

lenfoproliferasyon görülmektedir. Mutasyon taşıyan bireylerde ayrıca inflamatuar barsak 

hastalığı ve romatoid hastalıklar da klinik olarak ortaya çıkmaktadır. Hastalığın tedavisinde 

genellikle T ve B hücrelerini baskılayıcı mekanizmalar kullanılmaktadır (Hosseini ve ark., 

2020).  

CTLA-4 Ig olarak da bilinen abatacept soluble bir fizyon proteinidir ve ilk olarak romatoid 

artiritin tedavisinde kullanılmıştır (Pombo-Suarez & Gomez-Reino, 2019). Abatacept CTLA-4 

proteininin hücre dışı kısmı ve IgG1 molekülünün Fc kısmında oluşur. CTLA-4 Ig, antijen 

sunucu hücrelerin yüzeyinde bulunan CD80/86 moleküllerine bağlanarak CD28 molekülünün 

bağlanmasını engellemektedir (Esensten ve ark., 2016). T hücre aktivasyonunu baskılandığı bu 

tedavide ayrıca IL-2, tümör nekroz faktörü alfa (TNF-α) ve interferon gama (IFN-γ) 

sitokinlerinde azalma görülmüştür (Davis ve ark., 2008). Abatacept CTLA-4 ve LRBA 

eksikliği hastalarında kullanıldığında hastalarda klinik iyileşme gözlenmiştir (Catak ve ark., 

2022; Kiykim ve ark., 2019; Verma ve ark., 2017). 
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

5.1. Gereçler 

5.1.1. Kimyasallar  

Tezde kullanılan tüm kimyasallar Ek 1’de listelenmiştir. 

5.1.2. Cihazlar 

Tezde kullanılan tüm cihazlar Ek 2’de listelenmiştir. 

5.1.3. Tamponlar ve Çözeltiler 

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

(PBS)’ den oluşmaktadır. Periferik Kan Mononükleer hücre (PKMH)’lerin immünofloresan 

boyaması bu tamponun içinde gerçekleştirilir.  

Lysing Çözeltisi:     

5.1.4 Hücre Kültür Ortamları 

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

oluşmaktadır. PKMH’ler bu besiyerinin içerisinde kültür edilirler. 

Dondurma Ortamı: %10 Dimetil sülfoksit (DMSO) içeren FBS’den oluşmaktadır. PKMH’ler 

bu ortamın içinde dondurulurlar.   

5.1.5. Antikorlar  

Tezde kullanılan tüm antikorlar Ek 3’te listelenmiştir. 

5.1.6. Yazılımlar ve Bilgisayar Uygulamaları 

Tablo 1’ de tezde kullanılan yazılım ve bilgisayar uygulamaları sıralanmıştır. 
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Tablo 1: Yazılım ve bilgisayar programlarının listesi ve tezdeki kullanım amaçları. 

Yazılımlar ve Bilgisayar 

Uygulamaları 

Şirket Uygulama Alanı 

Kaluza Analysis Beckman Coulter Akan hücre ölçer verilerinin 

analiz edilmesi 

FlowJo BD Biosciences Akan hücre ölçer verilerinin 

analiz edilmesi 

Cytobank Beckman Coulter Akan hücre ölçer verilerinin 

analiz edilmesi ve 

görselleştirilmesi 

5.2. Yöntemler 

Çalışmaya Marmara Üniversitesi Pendik Eğitim ve Araştırma hastanesi Pediatrik Alerji ve 

İmmünoloji polikliniği ve Türkiye’nin farklı İmmünoloji merkezlerinde takip edilen genetik 

tanısı bilinen ve yeni tedavi başlanacak LRBA ve CTLA4 eksikliği hastaları dahil edildi.  Sık 

tekrarlayan kronik solunum yolu enfeksiyonlarının, otoimmün bulguların (sitopeniler, tiroidit, 

hepatit, enteropati) ve lenfoproliferasyonun baskın olduğu immün disregülasyon ile seyreden 

LRBA (n:21) ve CTLA4 (n:14) geninde mutasyona sahip olan hastalar ileriye yönelik olarak 

ilgili merkezlerde izlenerek aynı protokol çerçevesinde izleme alındı. Olguların klinik ve 

laboratuvar parametreleri tedavi öncesi ve sonrasında değerlendirildi (Şekil 1). Çalışmaya dahil 

edilen ve biyolojik örnek almaya elverişli olan olgulardan bilgilendirme yapılarak yazılı 

onamları alındı. Bu çalışma 09.2022.273 protokol kodu ile Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Klinik Araştırmalar Etik Kurulu tarafından onaylandı ve TÜBİTAK 318S202’nolu projesi ve 

Marmara Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi araştırma 

üniversiteleri destek programı ADT-2022-10661’nolu projesi ile desteklendi. Marmara 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’ndan alınan 11.02.2022 tarih ve 

09.2022.273 numaralı etik kurul belgesi Ek4’te sunulmuştur. Çalışma sırasında yapılan 

değerlendirmelerden aşağıda ayrıntılı olarak bahsedilmiştir. 

 



 

14 

 

Hastaların dahil edilme ve dışlanma kriterleri aşağıda sıralanmıştır.  

Dahil Olma:  

1-Primer immün yetmezlikler içerisinde yer alan LRBA ve CTLA4 eksikliği genetik olarak 

kanıtlanmış olan olgulardan çalışmaya katılmaya onam vermiş hastalar  

2-Sağlıklı kontrollerden çalışma için onam vermiş olanlar 

Hariç Tutulma:  

1-Yukarıdaki tanımın dışında kalan diğer primer immün yetmezlikler 

2-LRBA ve CTLA4 eksikliği olduğu halde çalışma için onam vermemiş olanlar 

Çıkarılma:  

1-Çalışma süresince kontrollerine gelmeyen hastalar 

2-Çalışma sırasında onamlarını geri çeken hastalar 

3-Çalışma süresi içerisinde ağır hastalık geçirme (kanser benzeri) durumundaki hastalar. 
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Şekil 1. LRBA ve CTLA4 hastalarının klinik ve laboratuvar parametrelerini içeren akış şeması 
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5.2.1. Klinik bulguların değerlendirilmesi: 

İleriye yönelik izleme alınan hastaların tedavi öncesi ve sonrasındaki klinik ve fizik muayene 

bilgileri değerlendirildi. Hastaların tümüne abatacept ilaç etkinlik formu uygulandı. Bu formda 

ilaç başlama endikasyonu, doz ve gerek görüldüğü durumlarda ilaç doz değişiklikleri ve 

nedenleri sorgulandı. Ayrıca tedavi öncesi olan semptomların ayrıntılı olarak sınıflanması ve 

tedavi ile bu semptomların nasıl değiştiği aynı formda değerlendirildi. Buna göre tedaviye yanıt 

tam kontrol (TK), kısmi kontrol (KK) veya yetersiz kontrol (YK) olarak kategorize edilerek 

sınıflandırıldı. 

5.2.2. Ayrıntılı Lenfosit Alt Gruplarının Belirlenmesi: 

Lenfosit alt gruplarının tespit edilmesi için sırasıyla şu monoklonal antikorlar (mAb'ler) 

kullanıldı: 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 (5.6E, BC), PC5.5 CD38 (LS198-4-3 BC), Phycoerythrin-Texas Red-x (ECD) 

CD45RO (UCHL1, BC), ve FITC IgD (IA6-2, BC). Lenfosit alt küme analizi için 100 uL tam 

kan, karanlıkta oda sıcaklığında 20 dakika boyunca yüzey belirteçlerine karşı mAb'ler ile 

inkübe edildi. Daha sonra hücreler akan hücre ölçerde okutulmadan, kırmızı kan hücreleri lizat 

solüsyonuyla (VersaLyse, Beckman Coulter, FR) parçalandı. Kırmızı kan hücreleri 

parçalandıktan sonra hücreler PBS ile yıkanarak Navios EX akan hücre ölçerde (Beckman 

Coulter) okutuldu ve veriler FlowJoTM (Single Cell Analysis Software v10 – 10.6.2), Kaluza 

Analysis Software (Version 2.1) ve Cytobank (Version 9.1) uygulamalarıyla analiz edildi. 

Periferik T hücreleri aşağıdaki gibi alt popülasyonlara bölünmüştür: CD4+ saf T hücreleri 

(CD4+ CD45RA+ CCR7+), merkezi bellek CD4+ T hücreleri (CD4+ CD45RA– CCR7+), efektör 

bellek CD4+ T hücreleri (CD4+ CD45RA– CCR7-), terminal olarak farklılaştırılmış efektör 

bellek CD4+ T hücreleri (TEMRA, CD4+ CD45RA+ CCR7-), CD8+ saf T hücreleri (CD8+ 

CD45RA+ CCR7+), merkezi bellek CD8+ T hücreleri (CD8+ CD45RA– CCR7+), efektör bellek 

CD8+T hücreleri (CD8+ CD45RA– CCR7–) ve TEMRA CD8+ T hücreleri (CD8+ CD45RA+ 

CCR7–). Periferik B hücreleri dört farklı popülasyonda sınıflandırıldı: saf olgun B hücreleri 
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(CD19+ CD27– IgD+), CD21düşükCD38düşük B hücreleri, sınıf geçişli olmayan bellek B hücreleri 

(CD19+ CD27+ IgD+) ve sınıf geçişli bellek B hücreleri (CD19+ CD27+ IgD-).  

5.2.3. Dolaşımdaki T Foliküler Yardımcı Hücrelerin (cTFH) Belirlenmesi: 

cTFH hücrelerinin tespit edilmesi için sırasıyla şu mAb’ler kullanıldı: CD4 FITC, CD279 (PD-

1) PE (Beckman Coulter, FR) ve CD185 (CXCR5) APC (Biolegend, UK). 100’er µl tam kan 

örneği yüzey belirteçlerine karşı mAb’ler ile 20 dakika inkübe edildi. Daha sonra kırmızı kan 

hücreleri lizat solüsyonuyla (VersaLyse, Beckman Coulter, FR) parçalandı ve hücreler PBS ile 

yıkanarak Navios EX akan hücre ölçerde (Beckman Coulter) okutuldu ve veriler FlowJoTM 

(Single Cell Analysis Software v10 – 10.6.2), Kaluza Analysis Software (Version 2.1) ve 

Cytobank (Version 9.1) uygulamalarıyla analiz edildi. 

5.2.4 Periferik Kan Mononükleer Hücrelerinin İzolasyonu ve Treg Hücrelerinin 

Belirlenmesi 

Periferik kan, DPBS ile 1:1 oranda seyreltildi, Ficoll solüsyonu (Sigma-Aldrich, UK) üzerine 

yayıldı ve 850 g'de 25 dakika santrifüj edildi. Santrifüj işleminin ardından PKMH’ler- buffy 

coat toplandı ve iki kez DPBS içinde yıkandı. Treg hücrelerinin belirlenmesi için 1x106 PKMH 

boyama tampon çözeltisi (PBS, %0,5 FBS) içinde çözüldü. Ardından PKMH’ler CD3 FITC 

(BC, FR), CD4 A700 (BC, FR), CD25 PC5 (BC, FR) ve CD45RO ECD (BC, FR) mAb’leriyle 

karanlıkta 20 dakika boyunca inkübe edildi ve bu şekilde hücre yüzeyi boyama işlemi 

gerçekleştirildi. Fiksasyon ve permeabilizasyondan sonra (Perfix-nc kit, Beckman Coulter, FR), 

hücreler 60 dakika boyunca oda sıcaklığında FOXP3 AF647 (BC, FR) ve CD152 (CTLA-4) PE 

(BC, FR) mAb’leriyle inkübe edilip hücre içi boyama işlemi gerçekleştirildi. Hasta numuneleri, 

iki bağımsız sağlıklı kontrol numunesi ile eş zamanlı olarak analiz edildi. Tüm boyanmış 

hücreler Navios EX akan hücre ölçerde (Beckman Coulter, FR) okutuldu ve veriler FlowJoTM 

(Single Cell Analysis Software v10 – 10.6.2), Kaluza Analysis Software (Version 2.1) ve 

Cytobank (Version 9.1) uygulamalarıyla analiz edildi. 

5.2.5. cTFH ve Treg Hücrelerinin Alt Tiplerinin Belirlenmesi 

Hem sağlıklı kontrollerden hem de hastalardan alınan 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 (CCR6) (B-R35, BC) antikorlarıyla karanlıkta oda sıcaklığında 20 
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dakika inkübe edildi. Tüm boyanmış hücreler Navios EX akan hücre ölçerde (Beckman Coulter, 

FR) okutuldu ve veriler FlowJoTM (Single Cell Analysis Software v10 – 10.6.2), Kaluza 

Analysis Software (Version 2.1) ve Cytobank (Version 9.1) uygulamalarıyla analiz edildi. 

Kapılama stratejisi EK5’ te sunulmuştur. 

5.2.6. Hücre İçi Sitokin (IL-4, IL-17A, IL-10 ve IFN-γ) Seviyelerinin Tespit Edilmesi: 

Hücre içi IL-4, IL-17A, IL-10 ve IFN-γ tespiti için PKMH süspansiyonları (1x106 hücre), 

protein taşıma inhibitörü içeren monensin, Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) (50 ng/ml), 

iyonomisin (1 µg/ml) ile 6 saat boyunca inkübe edildi. İnkübasyondan sonra hücrelere 

fiksasyon ve permeabilizyon işlemi (Perfix-nc kit, Beckman Coulter, FR) gerçekleştirildi. Fikse 

ve permeabilize edilen hücreler CD3 A750, CD4 APC, CD45RO ECD, IL-4 PC7, IL-17A PB, 

IL-10 PE ve IFN-γ FITC ile 45 dakika boyunca karanlıkta oda sıcaklığında inkübe edilip hücre 

içi boyama işlemi gerçekleştirildi. Tüm boyanmış hücreler Navios EX akan hücre ölçerde 

(Beckman Coulter, FR) okutuldu ve veriler FlowJoTM (Single Cell Analysis Software v10 – 

10.6.2) ve Kaluza Analysis Software (Version 2.1) uygulamalarıyla analiz edildi.  

 5.2.7 T Hücrelerinde CD28 İfadesinin Belirlenmesi: 

 Hem sağlıklı kontrollerden hem de hastalardan izole edilen PKMH’ler (5x105 hücre) boyama 

tampon çözeltisi içinde çözüldü. Ardından CD3 FITC (BC, FR), CD4 A700 (BC, FR), CD8 

PC7 (BC, FR) ve CD28 ECD (BC, FR) antikorlarıyla karanlıkta oda sıcaklığında 20 dakika 

inkübe edildi. 20 dakikanın ardından hücreleri boyama tampon çözeltisiyle iki kere yıkanıp 

çözülerek Navios EX akan hücre ölçerde (Beckman Coulter, FR) okutuldu ve veriler FlowJoTM 

(Single Cell Analysis Software v10 – 10.6.2) ve Kaluza Analysis Software (Version 2.1) 

uygulamalarıyla analiz edildi.      

5.2.8. İstatiksel Değerlendirmeler:   

Veriler, belirtildiği gibi ortalama ± standart sapma (SD) veya min-maks ile medyan olarak 

sunuldu. Normal dağılımı belirlemek için Kolmogorov-Smirnov dağılım testi yapılmıştır. 

Kategorik değerlerin karşılaştırılmasında ki-kare testi kullanıldı. Sürekli değerler için hasta ve 

kontrol grupları arasında karşılaştırma, belirtildiği gibi 1-way ANOVA with Tukey post-test 

veya Kruskal-Wallis with Dunn’s post-test ile yapıldı. Grup içi karşılaştırmalar için paired t 

testi kullanıldı. Farklılıklar, p<0.05 değerinde anlamlı kabul edildi. İstatistiksel analiz, 

GraphPad Prism 9 (GraphPad Software Inc, San Diego, Calif) kullanılarak yapıldı. 
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6. BULGULAR 

6.1. LRBA ve CTLA4 Eksikliği Hastalarının Demografik ve Klinik Özellikleri 

Çalışmaya 21 LRBA ve 14 CTLA4 eksikliği hastası dahil edildi. Çalışmaya dahil edilen 

hastaların demografik özellikleri ve ana klinik bulguları Tablo 2 ve 3’de gösterilmiştir. 

LRBA eksikliği 21 hastadan 12’si (%57,0) erkek, 9’u (%43,0) kız idi. Hastaların ortanca yaşı 

13 (min-maks:2-41) yıldı. Ortalama semptom başlangıç yaşı 63,4±76,4 ay iken, tanı yaşı 142 

±108 olarak gözlendi. Tanıda gecikme süresi ise 78,5±78,9 ay olarak tespit edildi. Üç aile 

dışında 18 (%86,0) ailede akrabalık vardı. LRBA eksikliği hastaları ilk klinik bulgularına göre 

değerlendirildiğinde; 11 (%52,0) hastada yaygın değişken immün yetmezlik (CVID), 5 (%24,0) 

hastada otoimmün lenfoproliferatif sendrom (ALPS), 5 (%24,0) hastada ise poliendokrinopati, 

enteropati, X'e bağlı benzeri (IPEX-benzeri) olarak değerlendirildi. Çalışmanın sonunda takip 

süresi 43,7±46 ay olup hastaların tümü yaşamakta idi. Hastaların 20’sine (%95,0) hedeflenmiş 

abatacept tedavisi verildi. Hastaların abatacept tedavisine aylık 10-15 mg/kg idame doz ile 

ortanca süre 12,5 ay (min-maks: 2-75) olarak gözlendi. Abatacept tedavisine 15 (%75,0) hasta 

tam yanıtlıyken, 5 (%25,0) hastada kısmi yanıt gözlendi. Kısmi yanıtlı hastaların 2 (%40,0)’sine 

kemik iliği transplantasyonu (KİT) yapıldı.  

CTLA-4 eksikliği 14 hastadan 7’si (%50,0) erkek, 7’si (%50,0) kız idi. Hastaların ortanca yaşı 

29 (min-maks:5-47) yıldı. Ortalama semptom başlangıç yaşı 119±99,1 ay iken, tanı yaşı 

291±167 ay olarak gözlendi ve bu değer LRBA eksikliği hastalarınkinden anlamlı olarak 

yüksekti (p= 0,01). Tanıda gecikme süresi ise 175,0±128,0 ay olarak tespit edildi ve bu değer 

de LRBA eksikliği olgularındaki değerden anlamlı olarak yüksekti (p=0,02). 4 ailede (%29,0) 

akrabalık varken 10 (%71,0) ailede akrabalık yoktu. CTLA-4 eksikliği hastaları ilk klinik 

bulgularına göre değerlendirildiğinde; 12 (%86,0) hasta yaygın değişken immün yetmezlik 

(CVID) ve 2 (%14,0) hasta otoimmün lenfoproliferatif sendrom (ALPS) olarak değerlendirildi. 

Çalışmanın sonunda takip süresi 52,9±43,4 ay olup 14 (%100,0) hasta yaşamını 

sürdürmektedir. Hastaların 10’una (%71,0) hedeflenmiş abatacept tedavisi başlanmıştır. 

Hastaların abatacept tedavisini alma ortanca süresi 28,5 ay (min-maks: 7-37) olarak saptandı. 

Abatacept tedavisine 9 (%90,0) hasta tam yanıtlıyken, 1 (%10,0) hastada kısmi yanıt gözlendi.  

Her iki hastalıkta görülen mutasyonların şematik gösterimi Şekil 2’de sunuldu. LRBA 

eksikliğinde mutasyonlar genellikle proteinin birçok yerinde görülmekte ve nonsense 
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özelliğinde iken, CTLA4 eksikliğinde mutasyonların çok hücre dışı domaininde yerleştiği 

görüldü. 

Tablo 2. LRBA eksikliği hastalarında demografik özellikler, klinik bulgular ve mutasyonlar. 

Kısaltmalar: ALPS: Autoimmune lymphoproliferative syndrome; LM: LRBA-mutant; CVID: Common variable 

immunodeficiency; E: Erkek; İD: İmmün-disregülasyon; K, Kadın; KD: Kronik diarrhea; LP: Lenfoproliferasyon; 

SBY: Semptom başlangıç yaşı; SSYE: Sık solunum yolu enfeksiyonu. 

Tablo 3. CTLA4 eksikliği hastalarında demografik özellikler, klinik bulgular ve mutasyonlar. 

 



 

21 

 

Kısaltmalar: ALPS: Autoimmune lymphoproliferative syndrome; CM: CTLA-4-mutant; CVID: Common 

variable immunodeficiency; E: Erkek; İD: İmmün-disregülasyon; K, Kadın; KD: Kronik diarrhea; LP: 

Lenfoproliferasyon; SBY: Semptom başlangıç yaşı; SSYE: Sık solunum yolu enfeksiyonu 

Şekil 2. A) LRBA proteininin yapısı ve hastalarda görülen mutasyonlar. B) CTLA4 proteininin yapısı ve hastalarda 

görülen mutasyonlar. 
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6.2. LRBA ve CTLA4 Eksikliğinde İmmün Fenotipleme Bulguları 

Çalışmamızda tanı sırasında T, B, doğal öldürücü (NK), T hücresi ve B hücresi alt tiplerini 

içeren kapsamlı akış sitometrik analizi yapıldı ve iki hastalık arasında görülen bulgular 

karşılaştırıldı (Şekil 4). 9 (%42,9) LRBA eksikliği hastasının CD3+ T hücrelerinde azalma 

gözlenirken, 10 (%47,6) hastada normal, 2 (%9,5) hastada ise artmış bir değer vardı. CTLA4 

eksikliğinde ise 6 (%42,9) hastanın değerinde azalma gözlenirken, 5 (%35,7) hastanın değeri 

normal, 3 (%21,4) hastada ise artmış bir değer vardı. Tanı sırasında T, B, doğal öldürücü (NK), 

T hücresi ve B hücresi alt tiplerini içeren kapsamlı akış sitometrik analizi yapıldı ve iki hastalık 

arasında karşılaştırıldı (Şekil 3). Her iki hastalıkta total B hücrelerinde, sınıf çevrimi yapmış 

hafıza B hücrelerinde ve NK hücrelerinde yaş uyumlu sağlıklı kontrole göre yapılan 

değerlendirmede düşüklük bulundu. Ayrıca CTLA-4 eksikliği olgularında LRBA eksikliği 

olgularına kıyasla anlamlı olarak daha düşük naif CD8+ T hücreleri (CD8+CD45RA+CCR7+) 

gözlemlendi (p= 0,0005). 
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Şekil 3: LRBA ve CTLA4 eksikliği hastalarının tedavi öncesi detaylı immünolojik parametrelerinin ısı haritası. 

Mutlak sayılar toplam CD3+, CD4+, CD8+ T, B ve NK hücreleri için değerlendirilirken, diğerleri yüzdeye 

dayalıydı. Isı haritası, belirtilen parametreler için yaşa göre sağlıklı referans değerlerine göre hastaların hücre 

oranını yüksek, düşük veya normal değerler olarak gösterir. LM: LRBA eksikliği, CM: CTLA4 eksikliği. 
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6.3. Abatacept, Naif T Hücre Havuzunda Restorasyon ile Timik Çıktıyı Artırarak 

Hastaların T Hücre Yanıtlarını Tersine Çevirir 

Tedavi öncesinde LRBA ve CTLA-4 eksikliği hastalarının naif CD4+ hücrelerinde düşüklük, 

hafıza CD4+ hücrelerinde ise artış gözlemlendi. Abatacept tedavisi sonrası ise naif CD4+ ile 

hafıza CD4+ hücrelerinin yanıtları tersine çevrildi. Timik öncü T hücreler tedavi sonrasında her 

iki hastalıkta da yükseldi (LRBA eks. için p=0,010, CTLA4 eks. için p=0,030) (Şekil 4A). 

Tedavi sonrası naif CD4+ hücreleri de hem LRBA eksikliği hem de CTLA4 eksikliği 

hastalarında anlamlı olarak artış gösterdi (LRBA eks. için p=0,03, CTLA4 eks. için p=0,03) 

(Şekil 4A). Hafıza CD4+ hücreleri incelendiğinde ise efektör hafıza hücreleri her iki hastalık 

grubunda da tedavi sonrasında anlamlı olarak düşüş gösterdi (LRBA eks. için p=0,03, CTLA4 

eks. için p=0,01) (Şekil 4A). Hücrelerin dağılım şekilleri, fenotipik olarak benzer hücrelerin bir 

küme oluşturduğu 2 boyutlu bir görselleştirme sağlayan, yüksek boyutlu verileri (t-distributed 

stochastic neighbor embedding (t-SNE)) yönetmek için geliştirilen görselleştirme araçlarıyla 

da değerlendirildi. Analiz, LRBA ve CTLA4 eksikliğinde tedaviyle birlikte timik öncül 

hücrelerle birlikte naif hücrelerin artışını ve hafıza hücrelerinin düşüşünü açıkça ortaya koydu 

(Şekil 4D, E). 

T efektör (CD4+CD25düşCD127yük) ve Treg (CD4+CD25yükCD127düş) hücrelerinin naif ve 

hafıza dönüşümleri de tedavi öncesi ve tedavi sonrasında değerlendirildi.  

Tedavi öncesinde her iki hastalık grubunda da sağlıklı kontrollere kıyasla naif T efektör 

hücreleri daha düşük olarak gözlemlendi (LRBA eks. için p= 0,0037; CTLA4 eks. için p < 

0,0001). Ayrıca CTLA4 eksikliği hastaları LRBA eksikliği hastalarına göre de daha az naif T 

efektör hücresine sahipti (p= 0.01). Naif T efektör hücrelerin düşük olmasının sonucunda hafıza 

T efektör hücreler de her iki hastalık grubunda da sağlıklı kontrollere kıyasla anlamlı olarak 

yüksek bulundu (LRBA eks. için p= 0,0035; CTLA4 eks. için p < 0,0001). Ayrıca CTLA4 

eksikliği hastaları LRBA eksikliği hastalarına kıyasla anlamlı olarak daha yüksek hafıza T 

efektör hücresine sahipti (p=0.01) (Şekil 4B). Tedavi sonrasında ise LRBA eksikliği 

hastalarında naif T efektör hücreler anlamlı olarak artış gösterirken hafıza hücreleriyse anlamlı 

olarak düşüş gösterdi (p= 0,005, p= 0,009 sırasıyla) (Şekil 4C).  

Tedavi öncesinde CTLA4 eksikliği hastalarında sağlıklı kontrollere ve LRBA eksikliği 

hastalarına kıyasla naif Treg hücreleri daha düşük olarak gözlemlendi (p= 0,0002, p= 0,01 

sırasıyla). Fakat LRBA eksikliği hastalarının naif Treg hücrelerinde ise sağlıklı kontrollere 
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kıyasla anlamlı bir fark gözlemlenmedi (p= 0.42). Naif Treg hücrelerin düşük olmasının 

sonucunda hafıza T efektör hücreler de CTLA4 eksikliği hastaların da sağlıklı kontrollere ve 

LRBA eksikliği hastalarına kıyasla anlamlı olarak yüksek bulundu (p= 0,0002, p= 0,01 

sırasıyla) (Şekil 4B). Bununla birlikte LRBA eksikliği hastaları ile sağlıklı kontrollerin hafıza 

Treg hücreleri arasında anlamlı bir fark gözlemlenmedi (p=0.43). Tedavi sonrasında ise LRBA 

eksikliği hastalarında naif Treg hücreler anlamlı olarak artış gösterirken hafıza hücreleriyse 

anlamlı olarak düşüş gösterdi (p=0,03, p=0,040 sırasıyla) (Şekil 4C) 
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Şekil 4: A) LRBA (n: 10) ve CTLA4 (n: 8) eksikliği hastalarının; timik öncü hücreleri, CD4+CD45RA+CCR7+ 

naive T hücreleri ve CD4+CD45RA-CCR7- efektör T hücrelerinin tedavi öncesi ve tedavi sonrasındaki istatiksel 

karşılaştırmaları. B) LRBA (n: 10) ve CTLA4 (n: 6) eksikliği hastalarının hafıza Treg ve Teff hücrelerinin sağlıklı 

kontrollerle istatiksel karşılaştırması C) LRBA eksikliği (n: 8) hastalarının tedavi öncesi ve sonrasındaki hafıza 

Treg ve Teff hücrelerinin istatiksel karşılaştırılması D) Hastaların ve sağlıklı kontrollerin CD4+ T-hücresi alt 

kümelerinin temsili t-dağılımlı stokastik komşu yerleştirme (t-SNE) görselleştirmesi E) Hastaların ve sağlıklı 

kontrolün timik öncü hücrelerinin temsili t-dağılımlı stokastik komşu yerleştirme (t-SNE) görselleştirmesi. Naif 

CD4+ T hücreleri (CD4+ Tn, CD45RA+CCR7+), merkezi bellek CD4+ T hücreleri (CD4+ Tcm, CD45RA–CCR7+), 

CD4+ efektör bellek T hücreleri (CD4+ Tem, CD45RA–CCR7–), CD4+ terminal olarak farklılaşmış efektör bellek 

T hücreleri (CD4+ Tex, CD45RA+CCR7–). Görsel üzerinde ilgili parametreler kapılanarak gösterilmiştir. 

****p<0,0001, ***p<0,001**p<0,01, *p<0,05, 1-way ANOVA with Tukey post-test ve paired 2-tailed test. 

6.4. Abatacept Her İki Hastalıkta Da Artan cTFH Hücrelerinin Azalmasına Yol Açar 

CTLA4 proteini, cTFH hücrelerini kontrol etmek için önemli olduğundan(Alroqi ve ark., 2018), 

her iki hastalıkta da cTFH sıklığını değerlendirdik. Sağlıklı kontrollere kıyasla LRBA ve CTLA4 

eksikliği hastalarının cTFH hücrelerinin başlangıç yüzdesi daha yüksek bulundu (sırasıyla 

p<0,0001; p=0,0009) (Şekil 5A). Ayrıca, hastaların cTFH hücreleri sırasıyla, sağlıklı kontrollere 

kıyasla artmış programlanmış hücre ölümü-1 (PD-1) ekspresyonu ile daha fazla aktivasyon 

sergilemekteydi (sırasıyla p <0,0001; p <0,0001) (Şekil 5B). Abatacept tedavisinin hastaların 

cTFH hücreleri değerlendirildi. Her iki hastalıkta da cTFH hücre yüzdesinde anlamlı olarak düşüş 

görüldü (LRBA eks. için p= 0,0002; CTLA4 eks. için p= 0,002). cTFH hücre yüzdesinin 

azalmasıyla birlikte PD-1 ekspresyonu da her iki hastalıkta anlamlı olarak düşüş gösterdi 

(LRBA eks. için p= 0,005; CTLA4 eks. için p= 0,02) ((Şekil 5C, D). Semptomların azalmasıyla 

birlikte TFH değerlerinin azalması bu hücre popülasyonun hastalık seyrini değerlendirmede 

önemli olduğunu ortaya koymaktadır.  
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Şekil 5. A) Abatacept tedavisi öncesi LRBA (n: 21) ve CTLA-4 (n: 14) eksikliği hastalarıyla yaş uyumlu sağlıklı 

kontrollerin (n: 32) cTFH yüzdeleri. B) Abatacept öncesi hastaların cTFH hücrelerinde PD-1 ifadesi. C) LRBA 

(n:18) ve CTLA4 (n:10) eksikliği olan hastalarda abatacept öncesi ve sonrası cTFH yüzdeleri. D) Hastaların ve 

yaş uyumlu sağlıklı kontrol cTFH'sinin temsili t-dağıtılmış stokastik komşu yerleştirme (t-SNE) görselleştirmesi. 

cTFH: Dolaşımdaki T foliküler yardımcı hücre, PD-1: Programmed cell death protein 1, SK: Sağlıklı Kontrol, 

LRBA-/-: LRBA eksikliği, CTLA4+/-: CTLA4 eksikliği , MFI: Mean fluorescence intensity (Ortalama Floresan 

Yoğunluğu). Görsel üzerinde ilgili parametreler kapılanarak gösterilmiştir. ****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 İki Hastalıkta Treg Hücrelerinin Oranlarını Baskılar 

Abatacept tedavisinin öncesinde ve sonrasında hastalarda ve sağlıklı kontrollerde CD3+ CD4+ 

T hücrelerinde kapılanarak CD25+ FOXP3+ Treg hücrelerinin yüzdesi değerlendirildi. Tedavi 

öncesinde, sağlıklı kontrollere kıyaslandığında LRBA ve CTLA4 eksikliği hastalarında CD25+ 

FOXP3+ Treg hücreleri anlamlı olarak düşük saptandı (LRBA eksikliği için p= 0,0012; CTLA4 

eksikliği için p <0,0001) ve tedaviyle birlikte CD25+ FOXP3+ Treg hücrelerinin daha da 

düştüğü tespit edildi (LRBA eksikliği için p<0,0001; CTLA4 eksikliği için p <0,0001). LRBA 

ve CTLA4 eksikliği hastalarının CD25+ FOXP3+ Treg hücreleri tedavi öncesi ve sonrası 

kıyaslandığında tedavi sonrasında anlamlı olarak düşüş gözlemlendi (LRBA eksikliği için 

p<0,03; CTLA4 eksikliği için p <0,009). Ek olarak tedavi öncesi ve sonrasında olguların 

CD4+FOXP3+ Treg hücrelerindeki FOXP3, CD25 ve CTLA-4 ifadeleri değerlendirildi. LRBA 
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eksikliği olgularında hem tedavi öncesi hem de tedavi sonrasında bu proteinlerin ifadesi sağlıklı 

kontrollere göre düşük saptandı (sırasıyla, 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 öncesi ve sonrası 

karıştırıldığı zaman anlamlı bir fark gözlemlenmedi. CTLA4 eksikliği olguları incelendiğinde 

de LRBA eksikliğine olgularındakine benzer olarak hem tedavi öncesinde hem de tedavi 

sonrasında sağlıklı kontrollerle kıyaslandığında FOXP3, CD25 ve CTLA-4 ifadeleri anlamlı 

olarak düşük tespit edildi (sırasıyla, FOXP3: p= 0,02; p= 0,006, CD25: p= p<0,0001; p<0,0001, 

CTLA-4: p<0,0001; p<0,0001). Tedavi öncesi ve sonrasındaki protein ifadeleri 

değerlendirildiğinde tedavi sonrasındaki CD25 ve CTLA-4 ifadeleri tedavi öncesine kıyasla 

anlamlı olarak düşük bulundu (sırasıyla p=0,002, p=0,002) (Şekil 6A-C).  
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Şekil 6: A) Hastaların ve sağlıklı kontrollerin CD4+FOXP3+CD25+CTLA4+ Treg hücrelerinin Temsili t-dağıtılmış 

stokastik komşu yerleştirme (t-SNE) z-kanalı görselleştirmesi. Yüksek ekspresyon (kapılanmış alan), CD3+ CD4+ 

T hücreleri içindeki FOXP3, CD25 ve CTLA4 seviyelerini gösterir. B) LRBA eksikliği (n: 7) hastalarının 

abatacept tedavisi öncesinde ve sonrasında ve yaşa uygun sağlıklı kontrollerde (n: 33) CD4+ CD25+ FOXP3+ Treg 

hücrelerinin yüzdeleri ve CD4+FOXP3+ Treg hücrelerindeki FOXP3, CD25 ve CTLA4 ifadesi C) CTLA-4 

eksikliği (n: 8) hastalarının abatacept tedavisi öncesinde ve sonrasında ve yaşa uygun sağlıklı kontrollerde (n: 33) 

CD4+ CD25+ FOXP3+ Treg hücrelerinin yüzdeleri ve CD4+FOXP3+ Treg hücrelerindeki FOXP3, CD25 ve CTLA4 

ifadesi. SK: Sağlıklı Kontrol, LRBA-/-: LRBA eksikliği, CTLA4+/-: CTLA4 eksikliği, MFI: Mean fluorescence 

intensity (Ortalama Floresan Yoğunluğu). Görsel üzerinde ilgili parametreler kapılanarak gösterilmiştir. 

****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. 

Ayrıca tedavi öncesinde ve sonrasında hastalarda ve sağlıklı kontrollerde CD4+ T hücrelerinde 

kapılanarak CD25yük CD127düş Treg hücrelerinin yüzdesi ve CD4+CXCR5+CD45RA- 

hücrelerinden kapılanarak CD25yük CD127düş T foliküler regülatuar (TFR) hücreler   

değerlendirildi. Tedavi öncesinde, sağlıklı kontrollerle karşılaştırıldığında her iki hastalıkta da 

CD25yük CD127düş Treg hücreleri anlamlı olarak düşük saptandı (LRBA eksikliği için p= 0.001; 
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CTLA4 eksikliği için p=0,008). Tedavi sonrasında ise LRBA eksikliği hastalarının CD25yük 

CD127düş Treg hücrelerinde anlamlı bir düşüş gözlemlendi (p=0,0036) (Şekil 7A, B). TFR 

hücreler değerlendiğinde de LRBA eksikliği hastalarında sağlıklı kontrollere kıyasla anlamlı 

olarak daha düşük değerlendirildi (p=0,0003). CTLA4 eksikliği hastalarındaysa sağlıklı 

kontrollere kıyasla anlamlı bir fark mevcut değildi (p=0.36). Tedavi sonrasındaysa TFR hücreleri 

LRBA eksikliği hastalarında her ne kadar düşüş trendinde olsalarda anlamlı bir fark 

gözlemlenmedi (p= 0,056) (Şekil 7A-C). 

 

Şekil 7: A) Hastaların ve sağlıklı kontrollerin TFR hücrelerinin kontur grafiği   B) LRBA (n: 10), CTLA-4 (n: 6) 

eksikliği hastalarının abatacept tedavisi öncesinde yaşa uygun sağlıklı kontrollerle CD4+CD25yükCD127düş Treg 

ve TFR hücrelerinin yüzdeleri. C) LRBA eksikliği (n:8) hastalarının abatacept tedavi öncesi ve sonrasındaki 

CD4+CD25yükCD127düş Treg ve TFR hücrelerinin yüzdeleri.  LRBA-/-: LRBA eksikliği, CTLA4+/-: CTLA4 eksikliği, 

SK: Sağlıklı 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 İki Hastalıkta Da Artan TH1 ve Azalan TH17 Yanıtı Tedavi Sonrasında Kontrol 

Altına Alındı 

Abatacept tedavisinin öncesinde ve sonrasında her iki hastalık grubunda T foliküler yardımcı 

düzenleyici hücreler (cTFH, CD4+CXCR5+CD45RA-), cTFH olmayan bellek T-yardımcı 

hücreler (CD4+CXCR5-CD45RA-) ve bellek Treg (CD25yükCD127düşCD45RA-) hücreler dahil 

olmak üzere dolaşımdaki T yardımcı hücre alt tiplerinin TH1 (CXCR3+CCR6-), TH2 (CXCR3-

CCR6-) ve TH17 (CXCR3-CCR6+) yanıtlarını araştırdık. 

cTFH hücreleri incelendiğinde her iki hastalıkta da tedavi öncesinde artan TH1, azalan TH2 ve 

TH17 yanıtı gözlemlendi. (LRBA eks. için p <0,0001, p <0,0001, p=0,0039; CTLA4 eks. için 

p=0,0003, p <0,0001, p=0,0016 sırasıyla). Tedavi sonrasında ise LRBA eksikliği hastalarındaki 

artmış TH1 yanıtı anlamlı olarak azalırken, azalmış TH17 ise anlamlı olarak yükseldi (sırasıyla: 

p=0,0002, p=0,0003). TH2 yanıtındaysa herhangi bir anlamlı farklılık gözlemlenmedi (Şekil 

8A-C).  
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Şekil 8: A) Hastaların ve sağlıklı kontrollerin TFH hücrelerinin alt tiplerinin kontur grafiği   B) LRBA (n: 10), 

CTLA-4 (n: 6) eksikliği hastalarının abatacept tedavisi öncesinde yaşa uygun sağlıklı kontrollerle TFH1, TFH2 ve 

TFH17 hücrelerinin yüzdeleri. C) LRBA eksikliği (n:8) hastalarının abatacept öncesi ve sonrasındaki TFH1, TFH2 

ve TFH17 hücrelerinin yüzdeleri. LRBA-/-: LRBA eksikliği, CTLA4+/-: CTLA4 eksikliği, SK: Sağlıklı 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-yardımcı hücreleri değerlendirildiğinde sağlıklı kontrollerle 

kıyaslandığı zaman her iki hastalık grubunda TH1 yanıtlarında artış TH17 yanıtlarında ise azalış 

gözlemlendi (LRBA eks. için p= 0,002, p= 0,04; CTLA4 eks. için p= 0,0006, p= 0,0026 

sırasıyla). TH2 yanıtlarında ise sağlıklı kontrollerle karşılaştırıldığı zaman herhangi bir anlamlı 

fark gözlemlenmedi. Abatacept tedavisiyle birlikte artan TH1 yanıtında anlamlı bir düşüş 

gözlemlendi fakat TH2 ve TH17 yanıtlarında ise anlamlı bir değişiklik gözlemlenmedi (p= 0,03 

sırasıyla) (Şekil 9A-C).   
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Şekil 9: A) Hastaların ve sağlıklı kontrollerin kontrollerle CXCR5- hafıza TH hücrelerinin alt tiplerinin kontur 

grafiği   B) LRBA (n: 10), CTLA-4 (n: 6) eksikliği hastalarının abatacept tedavisi öncesinde yaşa uygun sağlıklı 

kontrollerle CXCR5- hafıza TH1, TH2 ve TH17 hücrelerinin yüzdeleri. C) LRBA eksikliği (n:8) hastalarının 

abatacept öncesi ve sonrasındaki CXCR5- hafıza TH1, TH2 ve TH17 hücrelerinin yüzdeleri. LRBA-/-: LRBA 

eksikliği, CTLA4+/-: CTLA4 eksikliği, SK: Sağlıklı 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 hücrelerinde de cTFH hücrelerinin yanıtlarına benzer olarak her iki hastalıkta da 

sağlıklı kontrollerle karşılaştırıldığı zaman artan TH1 ve azalan TH17 yanıtı gözlemlendi (LRBA 

eks. için p=0,0004, p< 0,0001; CTLA4 eks. için p=0,0009, p=0,0001). Bununla birlikte cTFH 

hücrelerin fenotiplerinden farklı olarak LRBA eksikliği hastalarında bellek Treg hücreleri 

sağlıklı kontrollere ve CTLA4 eksikliği hastalarına nazaran anlamlı olarak daha fazla TH2 

fenotipi gösterdi (p= 0,03, p=0,04 sırasıyla). Tedavi sonrasında ise LRBA eksikliği hastalarında 
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TH1 yanıtı anlamlı olarak düşüş gösterirken, TH17 yanıtı ise anlamlı olarak yükseldi (p= 0,03, 

p= 0,003 sırasıyla) (Şekil 10A-C).    
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Şekil 10: A) Hastaların ve sağlıklı kontrollerin hafıza Treg hücrelerinin alt tiplerinin kontur grafiği   B) LRBA (n: 

10), CTLA-4 (n: 6) eksikliği hastalarının abatacept tedavisi öncesinde yaşa uygun sağlıklı kontrollerle hafıza TH1, 

TH2 ve TH17-Treg hücrelerinin yüzdeleri. C) LRBA eksikliği (n:8) hastalarının abatacept öncesi ve sonrasındaki 

hafıza TH1, TH2 ve TH17-Treg hücrelerinin yüzdeleri. LRBA-/-: LRBA eksikliği, CTLA4+/-: CTLA4 eksikliği, SK: 

Sağlıklı 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 Hastaların CD4+ T Hücrelerindeki Sitokin Üretimini Azaltır 

Hedeflenmiş abatacept tedavisinin öncesinde ve sonrasında hastalarda ve sağlıklı kontrollerde 

CD3+CD4+CD45RO+ hücrelerindeki hücre içi Sitokin üretimi değerlendirildi. Tedavi 

öncesinde IL-4, IL-17A, IFN-γ sitokinlerinin üretiminde her iki hastalıkta sağlıklı kontrollere 

kıyaslandığında anlamlı bir fark gözlemlenmedi fakat LRBA ve CTLA4 eksikliğinin her 

ikisinde de tedavi öncesindeki IL-10 oranı sağlıklı kontrollerden yüksek olarak gözlemlendi 

((LRBA eksikliği için p<0,0001; CTLA4 eksikliği için p =0,0001). Tedavi sonrasında ise 

LRBA eksikliğinde IL-4 ve IFN-γ üretimi sağlıklı kontrollere kıyasla daha düşük bulundu 

(p=0,004; p=0,003). Tedavi sonrasında CTLA4 eksikliğinde ise IL-4 ve IL-17A üretimi sağlıklı 

kontrollerden daha düşük gözlemlendi (p=0,0056; p=0,0039). LRBA ve CTLA4 eksikliği 

hastalarının sitokin üretimleri tedavi öncesi ve sonrasında kıyaslandığında her iki hastalık 

grubunda da IL-4 ve IL-10 üretiminde tedavi öncesine kıyasla anlamlı bir düşüş gözlemlendi 

(LRBA eksikliği için sırasıyla p=0,015; p=0,021; CTLA4 eksikliği için p=0,013; p=0,007). 

Tedavi öncesine kıyasla tedavi sonrasındaki IFN-γ ve IL-17A üretimindeki anlamlı düşüş ise 

sadece CTLA4 eksikliği hastalarında gözlemlendi (Şekil 11A, B). Hücre içi sitokin üretiminin 

değişimini gösteren kontur grafiği Şekil 11C’de gösterilmiştir.  
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Şekil 11: A) LRBA eksikliği hastalarının (n: 7) (abatacept tedavisi öncesinde ve sonrasında) ve yaş uyumlu sağlıklı 

kontrollerin (n: 24) CD3+CD4+CD45RO+hücrelerindeki IL-4, IL-10, IL-17A ve IFN-γ yüzdeleri. B) CTLA-4 

eksikliği hastalarının (n:7) (abatacept tedavisi öncesinde ve sonrasında) ve yaş uyumlu sağlıklı kontrollerin (n:24) 

CD3+CD4+CD45RO+ hücrelerindeki IL-4, IL-10, IL-17A ve IFN-γ yüzdeleri. C) Hastaların 

CD3+CD4+CD45RO+hücrelerindeki IL-4, IL-10, IL-17A ve IFN-γ pozitif hücrelerin kontör grafiği. SK: Sağlıklı 

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 Öncesindeki T Hücrelerindeki CD28 Düşüklüğü Ağırlıklı Olarak 

CTLA4 Eksikliği Hastalarında Gözlemlendi. 

Abatacept tedavisinin öncesinde ve sonrasında CD4+ ve CD8+ T hücrelerindeki CD28 ifadesi 

değerlendirildi. Tedavi öncesinde CTLA4 eksikliği hastalarında CD4+CD28- T hücreleri 

sağlıklı kontrollere ve LRBA eksikliği hastalarına kıyasla daha yüksek olarak gözlemlendi 

(p=0,0013, p=0,02 sırasıyla). LRBA eksikliği hastalarında ise sağlıklı kontrollere kıyasla 

anlamlı bir fark gözlemlenmedi (p>0,9999). CD28’in CD4+ T hücrelerindeki ortalama florasan 

yoğunluğu (MFI) karşılaştırıldığı zaman ise gruplar arasında herhangi bir anlamlı farklılık 

saptanmadı. Tedavi öncesi ve sonrasında ise LRBA eksikliği hastalarında CD4+CD28- T 

hücrelerinnin yüzdesinde herhangi bir anlamlı farklılık gözlemlenmemesine karşın CD28’in 

CD4+ T hücrelerindeki MFI değerlerinde ise anlamlı bir artış gözlemlendi (p=0,020) (Şekil 



 

37 

 

12A-C). CD8+ T hücreleri dikkate alındığı zaman hem LRBA hem de CTLA4 eksikliği 

hastalarında CD8+CD28- T hücreleri sağlıklı kontrollere kıyasla daha yüksek bulundu (sırasıyla, 

p=0,040 ve p<0,0001). CD8+ T hücrelerindeki CD28 MFI değerlendirildiğinde de her iki 

hastalık grubunun CD28 MFI değerleri sağlıklı kontrollere kıyasla daha düşük bulundu 

(sırasıyla, p=0,02; p<0,0001). Ayrıca CTLA4 eksikliği hastalarının CD8+ T hücrelerindeki 

CD28 MFI değerleri LRBA eksikliğine kıyasla da daha düşük gözlemlendi (p=0,004). Tedavi 

sonrasındaysa CD8+CD28- T hücrelerinin yüzdesi tedavi öncesine kıyasla düşme trendinde 

olmasına karşın anlamlı bir fark gözlemlenmedi (p=0,080). Fakat CD8+ T hücrelerindeki CD28 

MFI değerlerinde tedavi öncesine göre anlamlı bir artış gözlemlendi. (p= 0,02) (Şekil 12A-C).       
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Şekil 12: A) Hastaların ve sağlıklı kontrollerin CD4+CD28+, CD4+CD28- hücreleri (üst panel) ile CD8+CD28+, 

CD8+CD28- hücrelerinin (alt panel) kontur grafiği   B) LRBA (n: 13), CTLA-4 (n: 8) eksikliği hastalarının 

abatacept tedavisi öncesinde yaşa uygun sağlıklı kontrollerle CD4+CD28-, CD8+CD28- hücrelerinin yüzdeleri ve 

CD4+ T ve CD8+ T hücrelerindeki CD28 MFI değerleri. C) LRBA eksikliği (n:9) hastalarının abatacept öncesi ve 

sonrasındaki CD4+CD28-, CD8+CD28- hücrelerinin yüzdeleri ve CD4+ T ve CD8+ T hücrelerindeki CD28 MFI 

değerleri. LRBA-/-: LRBA eksikliği, CTLA4+/-: CTLA4 eksikliği, SK: Sağlıklı Kontrol, LRBA-/-: LRBA eksikliği, 

CTLA4+/-: CTLA4 eksikliği, MFI: Mean fluorescence intensity (Ortalama Floresan Yoğunluğu). Görsel üzerinde 

ilgili parametreler kapılanarak gösterilmiştir. 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. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Çok merkezli ileri yönelik yürütülen bu çalışmada LRBA ve CTLA4 eksikliği olgularının klinik 

ve immünolojik verileri değerlendirilmiş, hedeflenmiş tedavi olan abatacept molekülünün 

etkinliği ayrıntılı olarak araştırılmıştır. Abatacept tedavisi hastalık semptomlarını kontrol 

etmede oldukça başarılı olup, tedavinin uzun dönem takibinde ciddi yan etkisinin olmadığı 

saptanmıştır. Ayrıca tedavi sonrası hastaların TFH, Treg hücre ve sitokin yanıtlarının 

baskılanmasının yanında TFH ve Treg hücrelerinin alt tiplerinde anormalliklerin restorasyona 

uğradığı görülmüştür. Bu durum tedavinin başlangıçta var olan immün aktivasyonu önemli 

ölçüde baskılandığını göstermektedir.  

Hastaların immünolojik değerlendirmelerinde, her iki hastalıkta da hipogammaglobulinemi 

yanında önemli oranlarda T, B ve NK lenfopenisi olduğu görüldü. Bu bulgular daha önceki 

çalışmalar ile uyumlu idi (Alkhairy ve ark., 2016; Gamez-Diaz ve ark., 2016; Kostel Bal ve 

ark., 2017; Schwab ve ark., 2018). Olguların çoğunda hafıza B hücrelerinde azalma saptandı. 

Ayrıca bazı olgularında çift negatif CD3 popülasyonu bulundu. Bu bulgu özellikle hastalardaki 

lenfoproliferasyon ile ilişkili olup, ALPS fenotipi ile başvuran hastalarda ayrıcı tanı açısından 

önemli bir bulgu olarak karşımıza çıkmaktadır (Kiykim ve ark., 2019). Hastalarda görülen 

düşük B hücreleri, LRBA eksikliğindeki antikor eksikliğini destekler niteliktedir. Bu hastalarda 

görülen NK hücre düşüklüğü ise viral enfeksiyonlara olan yatkınlığı göstermektedir. 

Bulduğumuz bu bulgular hastalarda görülen semptomların nedenini açıklar niteliktedir. 

Abatacept tedavisinin bu hastalıklardaki immünolojik etkileri daha önceden ayrıntılı olarak 

çalışılmadığı için tedavi öncesi ve sonrası değerlendirmeler yapıldı. Daha önceden romatoid 

artritli olgularda abatacept tedavisinin T ve B hücre yanıtlarını baskıladığı saptanmıştır 

(Korhonen & Moilanen, 2009).  

Çalışmamızda LRBA ve CTLA4 eksikliği olgularında düşük timik öncü hücrelerle birlikte 

azalan naif yardımcı T hücreler ve artmış efektör hafıza hücreleri gözlemlendi. Bu 

bulgularımızda daha önceki çalışmalarla uyumlu idi (Charbonnier ve ark., 2015; Schubert ve 

ark., 2014). Ek olarak her iki hastalık grubunun T efektör ve Treg hücrelerinin de hafıza hücresi 

yönüne kayış gösterdiğinin tespit ettik. Bu sonuçlar CTLA-4 proteinin ifadesinin eksikliğinden 

kaynaklı olarak artan CD28 sinyalinin etkisiyle immün aktivasyonun kontrol altına 

alınamamasının bir sonucu olarak düşünülebilir. Abatacept tedavisi aşırı CD28 sinyalini kontrol 

altına alarak her iki hastalık grubunda da timik çıktıyı artırarak naif CD4+ T hücre (hem Treg 
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hem de T efektör hücreler içinde) havuzunun artmasına neden olmuştur. Bulgularımıza benzer 

olarak tip 1 diyabet hastalarında abatacept tedavisi sonrası kostimülasyonun engellenmesi 

sonucunda timik öncü hücreler ve naif CD4+ T hücrelerde artış efektör hafıza CD4+ T 

hücrelerde ise düşüş gözlemlenmiştir (Eichmann ve ark., 2020). Ayrıca ataklarla seyreden 

multipl skleroz (MS) hastalarıyla gerçekleştirilen çift kör plasebo kontrollü abatacept 

çalışmasında hastalara abatacept tedavisi uygulanmasıyla birlikte hafıza Treg hücrelerinin 

frekansında azalma gözlemlenmiştir (Glatigny ve ark., 2019).  

CTLA-4 proteini CD28’in CD80 ve CD86’ya bağlanmasını kontrol ederek TFH hücre 

farklılaşmasını kontrol eder. CTLA-4 proteinin nakavt edildiği farelerde TFH hücre 

frekanslarında aşırı bir artış gözlemlenmiştir (Wang ve ark., 2015). Bu sebepten dolayı LRBA 

ve CTLA-4 eksiliği hastalarında tedavi öncesi ve sonrası cTFH yüzdelerini ve bu hücrelerin 

aktivasyonunu değerlendirdik. Her iki hastalık grubunda da tedavi öncesinde cTFH hücre 

frekanslarında artış gözlemlendi ve bu hücreler yüksek PD-1 ifadesi ile daha aktif 

fenotipteydiler. Bu sonuçlarımız daha önce gerçekleştirdiğimiz çalışmalar ile uyumluydu 

(Alroqi ve ark., 2018; Catak ve ark., 2022). T hücreleri timik gelişim esnasında otoimmün 

düzenleyici gibi (AIRE) transkripsiyon faktörlerinin aracılığıyla öz antijenlerine karşı tanıtılır 

fakat bu B lenfositleri kemik iliğinde çok sayıda özgünlüğe sahip antikor üretebilmek için 

rastgele V(D)J rekombinasyonu geçirir ve bu olayın sonucunda pek çok otoreaktif antikor 

üretimi söz konusu olur. Bu otoreaktif antikorların çoğun B hücresi olgunlaşmasında havuzdan 

çıkarılsa bile olgun naif B hücrelerinin yaklaşık %20’sinin düşük seviyelerde otoreaktivite 

gösterdiği bildirilmiştir (Wardemann ve ark., 2003). Bu sebeple aşırı TFH hücre frekansları 

otoantikor üretiminde artışa sebep olarak otoimmüniteye yol açabilmektedir (Alroqi ve ark., 

2018; Kawamoto ve ark., 2012; Kim ve ark., 2015; Linterman ve ark., 2009; Sweet ve ark., 

2011; Walker, 2022). Ayrıca daha önce gerçekleştirdiğimiz çalışmada LRBA ve CTLA4 

eksikliği hastalarındaki kümülatif otoimmünite sayılarıyla TFH frekansları arasında pozitif 

korelasyon tespit etmiştik (Catak ve ark., 2022). Abatacept tedavisiyle birlikte cTFH frekansları 

ve bu hücrelerin aktivasyonlarının anlamlı olarak düşüş gözlemlendi. Ayrıca hastaların 

otoimmün bulguları çoğunlukla kontrol altına alındı. Bu bulgularımız daha önce 

gerçekleştirdiğimiz çalışmalarla uyumlu olarak gözlemlendi (Alroqi ve ark., 2018). Bu bilgiler 

ışığında LRBA ve CTLA4 eksikliği hastalarında tedavi süresince TFH frekanslarının 

izlenmesinin tedavinin etkinliğinin izlenmesi için önemli bir biyobelirteç olduğu ortaya 

çıkmaktadır. Çalışmamızda TFH hücrelerinin yanı sıra TFR hücrelerini de inceledik. Tedavi 
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öncesinde LRBA eksikliği olgularında azalmış TFR hücreleri gözlemlenirken, CTLA4 eksikliği 

hastalarında belirgin bir düşüklük gözlemlenemedi. Literatürde daha önce LRBA eksikliği 

hastalarıyla yapılan çalışmada TFR hücreler düşük tespit edilmiştir (Charbonnier ve ark., 2015). 

Sonucumuz literatürle uyum göstermektedir. Literatürde TFR hücre eksikliğinden kaynaklı TFH 

hücreleri üzerindeki eksik kontrol TFH hücrelerinin B hücrelerini aşırı teşvik etmesi sonucunda 

otoantikor üretimiyle sonuçlandığı gösterilmiştir (Chung ve ark., 2011; Kinnunen ve ark., 2013; 

Linterman ve ark., 2011; Sage ve ark., 2013; Wollenberg ve ark., 2011). CTL4 eksikliği 

hastalarında normal TFR frekansı mevcut olmasına karşın bu hastalardaki bozuk CTLA-4 ifadesi 

bu hücrelerin görevini yerine getirmesinde eksiklik yaşadığı söylenebilir. Daha önce fare 

modeli üzerinde yapılan bir çalışmada CTLA-4 nakavt farelerin TFR hücrelerinin artış 

göstermesine sebep olmasına rağmen TFH hücrelerini kontrol etmekte başarısız olduğu 

gösterilmiştir (Sage ve ark., 2014). Sonuç olarak olgularımızdaki yetersiz TFR hücre yanıtı artan 

TFH hücre frekansı ve otoimmünite ile ilişkilendirilebilir.   

LRBA ve CTLA4 eksikliği hastalıklarına daha erken tanı koyabilmek için akan hücre ölçerde 

protein ifadesi ve Treg düzeylerinin ölçülmesi yardımcı olabilmektedir (Charbonnier ve ark., 

2015; Kuehn ve ark., 2014). CTLA-4 proteini CD28 proteiniyle rekabet ederek CD80 ve CD86 

olan ligandlarına daha yüksek afiniteyle bağlanır ve bunun sonucunda CD80 ve CD86’nın 

transendositozuyla birlikte T hücre inhibisyonu gerçekleşir (Qureshi ve ark., 2011). 

Çalışmamızda tedavi öncesinde her iki hastalık grubunun FOXP3+CD25+ ve CD25yükCD127düş 

Treg hücre yüzdeleri anlamlı olarak düşük bulundu. Treg hücrelerinin düşük olmasının yanı 

sıra Treg hücrelerinin kanonikal belirteçleri olan FOXP3, CD25 ve CTLA4 protein ifadeleri de 

düşük tespit edildi. Bu bulgularımız geçmiş çalışmalarla benzer nitelik taşımaktaydı (Alroqi 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 eksikliği hastaları bu sebeple immün tolerans için gerekli Treg hücrelerinin 

fonksiyonun kaybından dolayı tregopatiler olarak sınıflandırılmaktadır (Cepika ve ark., 2018). 

Her iki hastalık grubundaki otoimmün bulguların ortaya çıkmasının ana sebebi olarak immün 

regülasyonu sağlayan Treg hücrelerinin ve CTLA-4 proteinin ifadesinin düşük olması neden 

olarak gösterilebilir. Abatacept tedavisiyle birlikte FOXP3+CD25+ ve CD25yükCD127düş Treg 

hücrelerinin yüzdeleri her iki hastalıkta da düşüş gösterdi. Romatoid artirit ve ataklarla seyreden 

MS hastalıklarında abatacept tedavisinin etkilerini gösteren çalışmalarda bizim bulgularımıza 

benzer olarak Treg hücrelerinin yüzdelerinde azalma gözlemlenmiştir (Alvarez-Quiroga ve 
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ark., 2011; Glatigny ve ark., 2019). Ayrıca abatacept’in T hücreler üzerindeki etkilerinin 

gösterildiği çalışmalarda da in vitro abatacept kullanımıyla Treg hücrelerin baskılandığı 

gözlemlenmiştir (Gardner ve ark., 2015). Abatacept molekülünün in vitro deneylerde B 

hücreleri üzerindeki CD80 ve CD86 proteinlerinin yüzey ifadelerini azalttığı da gösterilmiştir 

(Lorenzetti ve ark., 2019). Daha önce yapılan fare çalışmalarında CD28 yolağının timüs kökenli 

FOXP3 (+) regülatör T hücrelerinin gelişmesi için önemli olduğu ve CD28 taşımayan farelerde 

FOXP3 ifadesinin olmadığı gösterilmiştir (Tai ve ark., 2005). Çalışmamızda abatacept 

kullanımıyla Treg hücre frekanslarının azalması abataceptin CD80 ve CD86’ya bağlanarak 

CD28 sinyal yolağını baskılaması sonucunda gerçekleştiği düşünülmektedir. Treg hücrelerinin 

yüzdelerinin azalmasına karşın hastaların immün disregülasyonla ilişkin bulguları çoğunlukla 

kontrol altına alınmıştır.  

Çalışmamızda TFH ve Treg frekanslarının yanı sıra bu hücrelerin alt tipleri de (TH1, TH2 ve 

TH17) değerlendirildi. TH1 hücreleri virüsler ve belirli bakteriler gibi hücre içi patojenlerle 

mücadelede, hücresel bağışıklık tepkilerinin desteklenmesini sağlar ve bu hücreler 

enflamasyonu destekler niteliktedirler (Saravia ve ark., 2019; Skapenko ve ark., 2005). TH1 

aracılı immün yanıt enflamasyonu destekler nitelikte olduğu için hayvanlarda deneysel olarak 

gösterilen insülin bağımlı diabetes mellitus ve kolajen kaynaklı artirit gibi birçok organ spesifik 

otoimmüniteye neden olur (Azar ve ark., 1999; Germann ve ark., 1996). Çalışmamızda, 

CXCR5- hafıza T hücrelerinin alt tipleri incelendiğinde TH1 hücrelerinde artış ve TH17 

hücrelerinde ise azalma gözlemlendi. Abatacept tedavisiyle birlikte TH1 fenotipli hücrelerde 

azalma görülmesine karşın TH17 fenotipli hücrelerde azalma trendi olmasına rağmen anlamlı 

bir fark gözlemlenmedi. Hastalarda TH1 fenotipli CXCR5- hafıza T hücrelerinin artışı kronik 

enflamasyonla organ spesifik otoimmüniteye yol açmasıyla ilişkilendirilebilir. Abatacept 

tedavisi öncesi her iki hastalıkta da TFH hücreleri daha fazla TH1 fenotipi ve daha az TH2 ve 

TH17 fenotipi gösterdiler.  Bulgularımız daha önceki çalışmamızla uyumlu idi (Alroqi ve ark., 

2018). Yapılan çalışmalarda TFH1 hücrelerinin naif B hücrelerinin Ig üretmesini teşvik 

edemediği ve bunun yanı sıra hafıza B hücrelerini de Ig üretmeleri için uyaramadığı 

gösterilmiştir. TFH1 hücrelerinin B hücrelerini Ig üretmek için teşvik edememesinin sebebi ise 

B hücrelerinin hayatta kalmasını sağlayamamalarından kaynaklanmaktadır (Morita ve ark., 

2011). Her iki hasta grubundaki düşük Ig üretim seviyeleri ve sınıf dönüşümü yapmış hafıza B 

hücrelerinin düşüklüğü hastalarda artmış TFH1 hücre frekansıyla açıklanabilir. Sonuçlarımızda 

abatacept tedavisiyle birlikte ise TFH1 hücre yüzdesinin anlamlı olarak düştüğü, TFH17 hücre 
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yüzdesinin ise anlamlı olarak arttığı görüldü. Hafıza Treg hücrelerinin alt tipleri incelendiğinde 

ise TFH hücreleriyle benzer olarak TH1 fenotipine kayışla birlikte TH17 fenotipinde azalma 

gözlemlendi. Abatacept tedavisiyle birlikte ise TH1 fenotipli hafıza Treg hücre frekansları 

azalırken, TH17 fenotipli hafıza Treg hücreleri frekanslarında artış gözlemlendi. Daha önceki 

çalışmalarda tip 1 inflamatuar yanıtlar esnasında Treg hücrelerinin T-bet transkripsiyon 

faktörünün aktifleşmesiyle CXCR3 ifadesini indükleyerek Treg hücrelerinin TH1 aracılı 

inflamatuar yanıt bölgelerine göçünü sağladığı gösterilmiştir (Koch ve ark., 2009). Literatürde 

Treg hücrelerinin alt tiplerinin fonksiyonlarıyla ilgili yapılan çalışmalarda ise TH1, TH2, TH17 

ve TH22 benzeri karakter gösteren Treg hücrelerinin tümünün başarılı bir şekilde T hücre 

proliferasyonunu baskıladığı gözlemlenmiştir (Duhen ve ark., 2012). Yine aynı çalışmada TH1 

hücrelerinde daha baskın olmak kaydıyla TH1 ve TH17 fenotipli Treg hücrelerinin TH2 ve TH22 

fenotipli Treg hücrelerine göre daha fazla IL-10 ürettiği de gözlemlenmiştir (Duhen ve ark., 

2012). Bu bilgiler hastalarımızda artan TH1 yanıtına cevap olarak TH1 fenotipli Treg 

hücrelerinin artışını destekler niteliktedir. Abatacept tedavisiyle anormal seviyede artış 

gösteren TH1 fenotipli hücrelerin yüzdesinde azalmalar meydana gelmesi tedavinin sadece TFH 

ve Treg hücre frekanslarını baskılamadığı ayrıca bu hücrelerde fenotipik değişikliklere de yol 

açarak immün restorasyonu sağladığını göstermiş olduk. Ayrıca bu fenotipik değişiklikler 

CXCR5- hafıza yardımcı T hücreleriyle karşılaştırıldığı zaman TFH ve Treg hücrelerinde daha 

baskındı. Buradan abataceptin bu hücreler üzerinde daha etkili olduğu çıkarımı yapılabilir.  

Çalışmamızda LRBA ve CTLA-4 eksikliği hastalarının abatacept tedavisi öncesi ve sonrasında 

yardımcı T hücrelerinin sitokin üretimleri de değerlendirildi. Abatacept tedavisi öncesinde her 

iki hastalıkta da IL-10 üretimi sağlıklı kontrollere kıyasla artış gösterdi. Yukarıda bahsettiğimiz 

üzere TH1 benzeri Treg hücrelerinin diğer Treg alt tiplerine göre daha fazla IL-10 ürettiği 

yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Duhen ve ark., 2012). Bu yüzden daha olgularımızda 

gözüken yüksek IL-10 üretimi TH1 fenotipli Treg hücrelerinin hastalarımızda aşırı olarak ifade 

edilmesinden kaynaklanıyor olabilir bunun yanı sıra hastalarımızdaki bozulmuş CTLA-4 

ifadesinden kaynaklı olarak bu eksikliği kompanse etmek amacıyla da yüksek IL-10 üretimi 

gerçekleşmiş olabilir. IL-10 üretimindeki bu artış daha önce LRBA eksikliği olgularının Treg 

hücrelerinde gösterilmiştir (Charbonnier ve ark., 2015). Ayrıca CTLA-4 proteinin yok edildiği 

fare modeli çalışmasında da CTLA-4 nakavt farelerde IL-10 üretiminin arttığı gözlemlenmiştir 

(Paterson ve ark., 2015). Abatacept tedavisiyle birlikte sitokin yanıtlarında baskılanma 

meydana gelmiştir. Daha önce çeşitli hastalık gruplarında ve hayvan modellerinde abatacept 
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tedavisinin sitokin üretimini azalttığı gözlemlenmiştir (Davis ve ark., 2008; Gerbaux ve ark., 

2023; Maggi ve ark., 2016; Pieper ve ark., 2013; Rochman ve ark., 2015).     

CD28 ekspresyonun T hücre yüzeyindeki ifadesi dinamik bir süreç olup, T hücre reseptör 

aktivasyonu, hücre yaşlanması, CD80/CD86 ile bağlanma ile yüzeydeki ifadesi azalmaktadır 

(Esensten ve ark., 2016). CTLA4 molekülü CD28’in internalizasyonuna neden olarak hücre 

yüzeyinde azalmasına neden olmaktadır (Berg & Zavazava, 2008). Dışardan verilen CTLA4-

Ig analoğunun T hücrelerinde anerji özelliği yarattığı, CD28 gen ifadesini azalttığı ve klinik 

düzelme ile ilişkili olabileceği saptanmıştır (Rochman ve ark., 2015). LRBA ve CTLA4 

eksikliği olgularında CTLA4’un olmaması CD28 yolağını daha baskın hale getirme durumunu 

akla getirmektedir. Nitekim bu olgularda görülen T hücre aktivasyonundan sorumlu 

mekanizmalardan biri bu olarak artmış CD28 sinyali düşünülebilir. Bu sebeple LRBA ve 

CTLA4 eksikliği hastalarında CD28 yüzey ifadesini abatacept tedavisi öncesinde ve sonrasında 

değerlendirdik. Tedavi öncesinde CTLA4 hastalarının CD4+ T hücrelerinde CD28 ifadesi 

azalmış olarak saptamasına rağmen LRBA eksikliği hastalarında ise normal olarak 

gözlemlendi. CD8+ T hücrelerindeyse her iki hastalık grubunda da azalmış CD28 ifadesi tespit 

edildi. Literatürde T hücre aktivasyonundan sonra CD28 reseptörünün proteolitik olarak 

kesilmesiyle birlikte çözünür CD28 konsantrasyonunda artış gözlemlenmiştir (Hakim ve ark., 

2020). Olgularımızdaki bozuk CTLA-4 ifadesinden kaynaklı sürekli T hücre aktivasyonu 

sonucunda CD28’in yüzey ifadesinin azalması bu şekilde açıklanabilir. Ayrıca CD28 ifadesinin 

yüzeyde azalması hücre yaşlanması ile ilişkilendirilmiştir (Boucher ve ark., 1998). Bu durum 

olgularımızdaki kronik aktivasyondan dolayı T hücrelerinin yaşlılık belirtileri gösteriyor 

olmasıyla da açıklanabilir. Tedavi sonrasında ise LRBA eksikliği hastalarında CD28 yüzey 

ifadesi artış trendeydi. Tedavi sonrasında CD28- hücrelerinin azalması romatoid artirit 

hastalarında klinik iyileşmeyle ilişkilendirilmiştir (Scarsi ve ark., 2010, 2011). Ayrıca 

abataceptin in vitro etkisini ortaya koyan bir çalışmada abatacept kullanımının CD28 ‘in yüzey 

ifadesini artırdığı gözlemlenmiştir (Gardner ve ark., 2015). Tedavi sonrasında olgularımızdaki 

artan CD28 ifadesi sürekli aktivasyonun engellenmesiyle ve bunun sonucunda klinik 

iyileşmeyle açıklanabilir.  

Sonuç olarak, çalışmamızda elde edilen bulgular LRBA ve CTLA4 eksikliklerinde oluşan 

klinik ve immünolojik değişiklikleri önemli ölçüde aydınlatacak düzeydedir. Bu sayıdaki hasta 

popülasyonunda gerçekleştirilen derinlemesine çalışmalar literatürde tanımlanan en geniş 

serilerden birisidir. Akan hücre ölçerde yapılacak boyamalarla bu hastalığın benzer özellik 
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gösteren diğer Treg bozukluklarından nasıl ayırt edilebileceği sonuçlarla desteklenmiştir. 

Çalışmamızda tedavi sırasında verilen CTLA4 analoğunun CD28 sinyalini baskıladığı buna 

paralel olarak T hücrelerinin aktivitesinin, sitokin üretiminin ve Treg hücre yüzdelerinin 

azaldığı çalışmamızda gösterilmiştir. Oluşan bu immünolojik değişikliklerin düzeyi ve etkileri 

net olarak ortaya konulabilmiştir. Uzun dönem abatacept kullanan hastalarda ilacın yan etkileri 

bakımından herhangi bir sorun yaşanmaması bu tedavinin LRBA ve CTLA4 eksikliğinde 

immün baskılamasından çok immünolojik olarak iyileşme yaptığı sonuçlarımızla ortaya 

konulmuştur. Elde edilen birtakım biyobelirteçler hem hastalığın daha kolay tanınmasını hem 

de tedaviye verilen yanıtları değerlendirmede önemli olacağını düşünmekteyiz. 
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11.  EKLER  

Ek 1: Tezde kullanılan kimyasallar 

Kimyasallar Şirket 

  
Hıstopaque®-1077 Sigma, Germany 

Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS)  HyClone, USA 

RPMI Medium 1640 (1X) Gibco, USA 

Fetal Bovine Serum (FBS) HyClone, USA 

Penicillin-Streptomycin Solution HyClone, USA 

L-Glutamine 200 Mm Solution HyClone, USA 

Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco, USA 

Versa Lyse Lysing Solution Beckman Coulter, FR 

PerFix-nc Buffer 1 (Fixative Reagent) Beckman Coulter, FR 

PerFix-nc Buffer 2 (Permeabilizing Reagent) Beckman Coulter, FR 

PerFix-nc Buffer 3 (Final 10X Solution) Beckman Coulter, FR 

Distile su Milipore, France 

DMSO Polifarma, TR 

Flow-Count Fluorospheres Beckman Coulter, FR 

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) Cayman Chemical, USA 

Ionomycin Cayman Chemical, USA 
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Ek2: Tezde kullanılan cihazlar 

Cihaz Şirket 

  
Santrifüj Beckman Coulter, Allegra X-22,FR 

Vorteks Fisherbrand, ZX3, USA 

Su Banyosu Nüve, NB5, TR 

Isıtmalı manyetik karıştırıcı Janke&Kunkelik, IKAMAG RH, Germany 

Akan hücre ölçer Beckman Coulter, Navios Ex, FR 

CO2 İnkübatör Binder,Germany 

Deepfreeze -80oC, Arctico, Denmark 

 -20oC, Vestel, TR 

Refrigerator Vestel, TR 

Laminar Flow Thermo Fisher Scientific, USA 

Liquid Nitrogen Tank Cryopal, Arpege-40,FR 

Işık mikroskobu                               Olympus, BX53, Germany 
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Ek3: Tezde kullanılan antikorlar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antikor Parametre Klon Kaynak İzotip Üretici 

CD3 FITC UCHT1 Fare IgG1 Beckman Coulter 

CD4 APC-A700 13B8.2 Fare IgG1 Beckman Coulter 

CD4 PB RPA-T4 Fare IgG1 Biolegend 

CD8 PC7 SFCI21Thy2D3 Fare IgG1 Beckman Coulter 

CD14 APC-A700 RMO52 Fare IgG2a Beckman Coulter 

CD16 PE 3G8 Fare IgG1 Beckman Coulter 

CD19 APC-A750 J3-119 Fare IgG1 Beckman Coulter 

CD20 PB B9E9 Fare IgG2a Beckman Coulter 

CD21 PB BL13 Fare IgG1 Beckman Coulter 

CD25 PC5.5 B1.49.9 Fare IgG2a Beckman Coulter 

CD31 PB 5.6E Fare IgG1 Beckman Coulter 

CD38 PB LS198-4-3 Fare IgG1 Beckman Coulter 

CD45 KO J33 Fare IgG1 Beckman Coulter 

CD45RA APC-A750 2H4DH11LDB9 Fare IgG1 Beckman Coulter 

CD45RA FITC HI100 Fare IgG2b Biolegend 

CD45RO ECD UCHL1 Fare IgG2a Beckman Coulter 

CD56 PC5.5 N901 Fare IgG1 Beckman Coulter 

CD127 APC-A750 R34.34 Fare IgG1 Beckman Coulter 

CD127 PE-Cyanine7 A019D5 Fare IgG1 Biolegend 

CD183 PE G025H7 Fare IgG1 Biolegend 

CD196 PC7 B-R35 Fare IgG2a Beckman Coulter 

CD197 PE G043H7 Fare IgG2a Beckman Coulter 

CXCR5 APC J252D4 Fare IgG1 Biolegend 

CTLA4 PE BNI3 Fare IgG2a Beckman Coulter 

FOXP3 AF647 259D Fare IgG1 Beckman Coulter 

IgD FITC IA6-2 Fare IgG2a Beckman Coulter 

PD-1 PE EH12.2H7 Fare IgG1 Biolegend 

IFN-γ FITC 45.15 Fare IgG1 Beckman Coulter 

IL-4 PC7 MP4-25D2 Sıçan IgG1 Beckman Coulter 

IL-17A PB BL168 Fare IgG1 Beckman Coulter 

IL-10 APC JES3-19F1 Sıçan IgG2a Biolegend 
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Ek4: Etik Kurul Belgesi 

 

KVKK gereğince çıkartılmıştır. 
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Ek5: TFH, hafıza Treg ve CXCR5- yardımcı T hücrelerinin kapılama stratejisi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


