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ONSOZ

Bu tezin amaci, hemofilinin en sik gozlenen komplikasyonlarindan biri olan
hemofilik artropatide, endoglin diizeyleri ve anjiyogenetik faktorlerin iligkisinin

degerlendirilerek, adipositokinlerin bu alandaki roliiniin aydinlatilmasidir.

Bu tez c¢alismasi i¢in doktora tez damismanim Sayin Dog¢. Dr. Filiz Bakar

Ates’e ve emegi gecen tiim bilim insanlarina tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Tez siirecimde, en basta bir fikir olarak kendisine gittigimde bana inanan ve bu
stirecte polikinliklerini agarak ve calismalarima kosulsuz destek olan, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Bilim Dalindan Sayin Prof. Dr. Selin

Aytac Eyilipoglu’na sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ve her zaman en biiyiik destek¢im olan annem ve bana ilham kaynagi olan 3
yasindaki canim oglum olmak iizere, bu siliregte yanimda olan tiim aileme tesekkiir

ederim. Bu tez size ithaf edilmistir. Basarilar sizinle anlaml:.

Bu tez caligmasi ile birlikte, ilk kez ilag endiistrisi kariyerim sirasinda tanisip,
biiylik bir zevkle calistigtm hemofili alanindaki deneyimimi, akademik hayatimla

birlestirme sans1 buldum. Bu nedenle benim i¢in bu tezin yeri ¢ok 6zel ve anlamlidir.

Herseyden ote bu calisma ile, literatiire ve en 6nemlisi hasta sagligina ufak da
olsa bir dokunus yapmanin mutlulugu igerisindeyim. Bilim ger¢ege giden yollari

aydinlatan 1s1ktir. Daha nice ¢aligmaya 151k tutmasi dilegiyle...
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1. GIRIS

1.1. Hemofili

Hemofili, koagiilasyon faktorlerinin eksikliginden kaynaklanan, nadir goriilen

kalitsal bir kanama bozuklugu hastaligidir (Peyvandi ve ark., 2016).

Hemofili, spontan kanama olaylar1 (6rn. dokular,kaslar, eklemler) ve
yaralanma sonrasi abartili veya uzun sireli kanama ile kendini gosterir. Bu
kanamalarin ¢ogunlugunu ise genellikle eklem i¢i ve kas i¢i kanamalar olusturur

(Srivastava ve ark., 2013).

1.2. Hemostatik Mekanizma

Hemostaz; kan damarlarindaki olasi bir yaralanma sirasinda, gerekli miktarda
fibrin olusumunu saglayarak, kanamayi durdurup, dengeleyen siireglerin tiimii olarak

tanimlanir (Schenone ve ark., 2004).

Yaralanmaya tepki olarak, viicutta damar hasar1 olan bdlgeyi onarmak tizere
karmasik bir siire¢ olan hemostaz harekete gegirilir. Amag, hasarli kan damarinin

iyilesmesini saglayacak bir trombosit ve fibrin pihtisi olusturmaktir (Monroe ve ark.,
2006).

Damar duvarinda olusan kanamayi 6nlemek i¢in ilk olarak kan damarlarinin
daralip biiziismesi ile vazokonstriksiyon meydana gelir. Trombositlerin, von
willebrand faktoric (vVWF) araciligiyla tip-1V kollajene tutunmasi trombosit
adhezyonu olarak bilinir. Trombositlerin birleserek kiime olusturmasi ise trombosit

aggregasyonu ile tanimlanir (Nurden ve ark., 2011).



Damar duvar1 hasarindan sonra vaskiiler yanit ile birlikte trombositlerin kiime
olusturarak trombosit tikaci meydana getirmesi primer (birincil) hemostaz olarak
tanimlanir. Primer hemostazda; trombositler, von willebrand faktorii ve c¢esitli
endotel damar duvari hiicreleri gorev alir. Sekonder hemostaza gére daha zayif bir

trombosit tikact meydana gelir (Versteeg ve ark., 2013).

Primer ve sekonder hemostaz, kan damarlarinin yaralanmasi sonucu olusan kan
kaybiin onlenmesinden sorumlu olan hemostazin iki asamasini olusturmaktadir.
Daha biiyilk kanamalarda kan kaybini Onlemek i¢in protrombinin trombine
doniiserek daha saglam ve stabil bir pitht1 elde edilmesi ise sekonder hemostaz olarak

tanimlanir (Mackman, 2009).

Koagiilasyonu saglayan stabil bir pithti olusumundan sorumlu bir dizi yolak
vardir. Nitekim hemofili de koagiilasyon faktorlerinin eksikliginden kaynaklanan

kalitsal bir hastalik oldugu i¢in koagiilasyon kaskadini iyi tanimak dnemlidir.

1.2.1. Koagiilasyon Kaskadi

Geleneksel koagiilasyon kaskadinda, bir pihti olusturmak igin fibrin iiretme
nihai hedefi ile ortak bir yola sahip, intrinsik ve ekstrinsik olmak tizere iki farkli yol
vardir (Davie ve ark., 1991).

Plazma pihtilagsma faktorleri, pihtilasma siirecinde ¢ok 6zel rollere sahiptir. Bu
faktorler bir Roma rakamiyla anilir, ancak bazilarnin bir adi da vardir. Ornegin
faktor II (FII), protrombin olarak da bilinir. Kiigiik bir ‘a’ harfinin eklenmesi,
faktoriin aktive edilmis halini gosterir (Miletich ve ark., 1980). Koagiilasyon
kaskadinda, faktorler ve bilesenler bir sira ile etkilesime girerler ve bu siire¢

kademeli olarak gergeklesir.



1.2.1.1. intrinsik Yolak

“Temas Aktivasyon Yolu” olarak da bilinir. Dolasimdaki kan, yaralanma

nedeni ile hasar gérmiis kan damar1 duvarinin yiizeyiyle temas ettiginde etkinlestir

(Hoffman, 2003; Vos ve ark., 2016).

e Intrinsik yolak; faktor VIII, IX, XI, XII ile prekallikrein ve yiiksek mol
agirlikli kininojen (HMWK)’i igerir.

e Faktor IX, XI ve XII inaktif enzim prokiisorleri (proenzim), FVIII ise
glukoprotein olarak iglev gortir.

o Faktor VIII, kofaktor olarak IX araciligr ile X faktoriinii aktive etmek igin
gorev alir (Gailani ve ark., 2007).

1.2.1.2. Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik Yolak, doku faktorii ve Faktor VII’den olusan daha baskin bir pthti
olusumundan sorumlu “Doku Faktor Yolagi” olarak da bilinen yolaktir.
Kan damarinda meydana gelen doku hasari ile aktive edilmektedir (Hoffman, 2003;
Vos ve ark., 2016).

1.2.1.3. Ortak Yolak

Ortak Yolak, intrinsik ve ekstrinsik yollarin ortak yolu olusturarak bulusmasi
ve bunun neticesinde de pithti olusumunun meydana geldigi yolaktir (Mannucci ve
ark., 1991). Ortak yolak, Faktor I, II, V ve X’i igermektedir. Faktor I (fibrinojen) ve
V glikoproteinlerdir. Faktor II (protrombin) ve X ise, aktif enzim formlarina

doniistiiriilen inaktif zimojenlerdir (Hoffman, 2003).
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Sekil 1.1. Koagiilasyon kaskatinin sekilsel gosterimi (Hoffman, 2003).

Hemofili hastalarinda FVIlla/lXa kompleksi, pihtilasma kaskadi sirasinda
normalde oldugu gibi trombosit yiizeyinde olugsmaz. Sonug olarak, tenaz kompleksi,

biiyiik bir trombin patlamasi i¢in yeterli FX’i aktive etmez (Mann, 2003).

Bu trombin olmadan patlama ve ardindan fibrinojenin fibrine doéniismesi,
hemostatik tikac stabil degildir ve uzun siireli kanamaya yol acgar. Bozuklugun
komplikasyonlar1 arasinda tekrarlayan eklem ve kas kanamalari, yaralanma veya

ameliyattan sonra asir1 kanama ve ciddi vakalarda 6liim riskini igerir.

1.3. Hemofili Hastalarimin Tipleri

Hemofili A koagiilasyon faktorii VIII’in kalitsal olarak eksikligi veya hig
olmamasi nedeniyle olusurken, Hemofili B hastalarinda koagiilasyon faktorii IX
eksikligi veya yoklugu s6z konusudur. (Wight ve ark., 2003; Mannucci ve ark.,
2013). Her iki tip de kalitsal olarak X kromozomuna bagl olarak aktarildigindan
otlirii erkek hastalarda ¢ok daha sik goriilmektedir. Genellikle hemofili hastalarinin

anneleri ve kiz ¢ocuklar1 ise hemofili hastaliginin tasiyicisi olarak yer almaktadir.



Hemofili C ise faktor XI (FXI) eksikligi veya yoklugu ile tanimlanir ve,
Hemofili A ve B’den farkli olarak, otozomal resesif olarak aktarilan bir 6zellik
gosterir. Faktor XI pihtinin bliyimesinde ve devamliliginda kritik bir rol oynar. FXI
eksikligi milyonda bir olarak saptanmasina karsin, Askenazi Yahudilerinde

prevalansi yiiksektir ve bu grubun %8-9’u heterozigottur (Shpilberg ve ark.,1995).

Bu tez ¢aligmasinda Hemofili hastaligiin temel iki tipi olan Hemofili A ve

Hemofili B hastalar1 degerlendirilmistir.

1.4.Hemofili Hastalarmin Siniflandirilmasi

Hemofilide etyolojiye ve klinik duruma gore iki siniflama sistemi vardir.

1.4.1. Pihtilasma Faktorii Diizeyine Gore Simflandirma

1.4.1.1. Agir Hemofili Hastalar:

Pihtilasma faktorii aktivite seviyesi normalin %21’inden azdir (1 birim / dL’den
az) (White, 2001, Blanchette ve ark., 2014). Sik goriilen spontan kanama ataklar1 ve
kiiglik yaralanmalardan sonra kanama ile karakterizedir. Ayda iki ila bes spontan
kanama goriilebilmektedir (Furukawa ve ark., 1993) Hemofili A hastalarinin yaklasik

%60°’1 agir hemofili hastaliga sahiptir (Ragni, 2012).

Hemofili B hastalarinin yaklasik %40’min agir hemofili B hastasi oldugu
bildirilmistir (Soucie ve ark., 1998). Ayda iki ila bes spontan kanama
goriilebilmektedir (Furukawa ve ark., 1993).



1.4.1.2. Orta Hemofili Hastalar

Pihtilagma faktorii aktivite seviyesi normalin %1 ila %5°1 (1-5 iinite / dL)
arasindadir (White, 2001; Blanchette ve ark., 2014). Travma sonrasi siddetli kanama
ve kiiciik yaralanma sonras1 kanama ile karakterizedir. Hemofili A hastalarinin %15°1
orta hemofili hastasidir (Ragni, 2012). Kanama siklig1 ayda bir ile yilda bir arasinda
degismektedir (Furukawa ve ark., 1993).

1.4.1.3. Hafif Hemofili Hastalar:

Pihtilasma faktorii aktivite seviyesi normalin %5’inden fazla, %40’ indan ise
azdir (5 birim / dL’den fazla; ancak, 40 birim / dL’den az) (White, 2001; Blanchette

ve ark., 2014). Agir travma sonrasi siddetli kanama ile karakterizedir.

Kanama epizotlar1 yilda bir kez veya seyrek olarak on yilda bir meydana
gelebilir (Furukawa ve ark., 1993). Hemofili A hastalarinin %25’i hafif hemofili
hastasidir (Ragni, 2012).

Cizelge 1.1. Hemofili A ve B’nin siniflandirilmasi.

Smiflandirma
Agir Orta Hafif
Hastalarin yiizdesi 50-70 10 30-40
Faktor VIII veya faktor IX aktivitesi, % <1 1-5 6-30
Kanama olaylarinin paterni ~ Ayda 2-4 ~ Yilda 4-6 Yaygin olmayan
Kanama nedenleri Dogal Kiigiik travma Biiyiik travma

cerrahisi




1.4.2. Nedensellik Modeline Gore Siniflandirma

1.4.2.1. Konjenital Hemofili

X kromozomunda bulunan F8 geninin kalitsal varyantlarindan kaynaklanir.
Klinik olarak belirgin hastalik, esas olarak erkekleri etkilemektedir ve tipik X’e bagh

kalittm modeli ile aktarilmaktadir.

1.4.2.2. Edinsel Hemofili

Koagiilasyon sisteminde bir bozukluk olmayan ve normal olan bireylerde,
spontan olarak Faktor VIII’e kars1 gelisen otoantikorlardan dolayi olusan bir kanama
bozuklugu olarak tanimlanir. Hamilelik, otoimmiin bir bozukluk ya da altta yatan

baska bir durumla iligkili olabilir (Shetty ve ark., 2010).

1.5. Risk Faktorleri

15.1. Yas

Kalitsal hemofili olan tiim hastalarin durumu dogumdan itibaren vardir; ancak,
siddetine bagl olarak farkli zamanlarda mevcut olabilmektedir (Konkle ve ark.,
1993). Hastaligin siddetli oldugu durumlarda yagamin ilk 2 yilinda ortaya ¢ikarken,
orta derecede hemofili olanlar genellikle okul ¢agina dogru teshis edilebilmektedir.

Hafif hastalik ise, ergenlige ya da yetiskinlige kadar taninmayabilir.

Edinsel hemofili genellikle ileri yastaki yetiskinlerde goriilmektedir. (Ortalama
yas, 77 yas olarak belirtilmektedir (Collins ve ark., 2010); ancak, belirli tetikleyici
kosullara sahip (6rn. gebelik, otoimmiin hastaliklar) daha gen¢ insanlarda da

goriilebilmektedir (Paddock ve ark., 2016).



1.5.2. Cinsiyet

Kalitsal hemofili A’nin klinik belirtileri erkeklerde daha yaygindir. Disi
tastyicilarin yaklasik %30’unun pihtilasma aktivitesi %40’tan azdir ve klinik olarak

anlamli anormal kanama yasayabilmektedirler (Konkle ve ark., 1993).

1.5.3. Genetik

F8 gen mutasyonlar1 (Xq28’de pihtilasma faktorii VIII), X’e bagh resesif
kalitim yoluyla kalitsal hemofiliye neden olmaktadir (McKusick, 2007).

F8 geninin 2000°den fazla farkli mutasyonu tanimlanmistir; en yaygin olani

intron 22 inversiyonudur (Kumar ve ark., 2013).

Spesifik mutasyonlar, fenotipin ciddiyeti ile iligkili olabilir; 6rnegin; intron 22

inversiyonunun ciddi hastaliga neden oldugu bildirilmistir (Hoffman ve ark., 2013).

Kan iiriinlerine ya da rekombinant replasman faktdriine maruz kaldiktan sonra
hemofili olan bir kisinin inhibitorler (alloantikorlar) gelistirme olasiligi da belirli
mutasyon tiirleri ile iliskilidir. Ornegin; ortak intron 22 inversiyonunun, %20 ila %25
oraninda bir inhibitor gelistirme riski ile iliskili oldugu bildirilmistir (Hoffman ve
ark., 2013)

Ayrica, hastalarin yaklasik %70’inin ailesinde hemofili oykiisii bulunmaktadir
(Paddock ve ark., 2016). Ancak hemofili hastalarinin yaklasik 1/3’liik bir kisminda
hicbir aile 6ykiisii olmadan, spontan de-novo mutasyonlar ile de hastalik meydana
gelebilir (Kumar ve ark., 2013). Gen varyantlarinin bazi edinilmis hemofili
vakalarinda  faktér ~ VIII  otoantikorlarimin  gelisiminde  rol  oynadifi

diistiniilmektedir (Peyvandi ve ark., 2016).



1.5.4. Etnik Koken / Irk

Kalitsal hemofili A, herhangi bir etnik veya irksal grupla iliskilendirilmemigtir
(Croteau, 2018).

1.5.5. Diger Risk Faktorleri

Edinilmis hemofili A genellikle baska bir altta yatan durumla
iligkilidir; vakalarin yaklasik %350’si idiyopatiktir (Sborov ve ark., 2012). En sik
rastlanan risk faktorleri arasinda, maligniteler (%11,8), otoimmun hastaliklar

(%11,6) ve gebelik (%8,4) gelmektedir (Knoebl ve ark., 2012).

1.6. Epidemiyoloji ve Insidans

Agir Hemofili B hastalarinin, Agir Hemofili A hastalarina kiyasla inhibitor
gelistirme riski 10 kat daha diistiktiir (%3¢ kars1 %30) (Lee ve ark., 1998).

Inhibitér olusumu icin cok diisiik bir riskle iliskili FIX gen mutasyonlari, tekli
amino asit degisimleridir. Inhibitér gelisimi riski, cerceve kaymasi mutasyonlari,
erken durdurma kodonlari, biiyiik delesyon ve ekleme bolgesi mutasyonlari gibi daha
onemli mutasyonlar ile %20’ye yaklasmaktadir (Lee ve ark., 1998; Kar ve ark.,
2014).

Hemofili, irksal olarak farklilik gostermeyen bir hastaliktir. Hemofili A’nin
insidans1 5 000 ila 10 000 yenidogan erkekte 1’dir. Hemofili B, 100 000°de 1’lik bir
insidansla ¢ok daha nadir bir hastalik olma 6zelligini gosterir (Ehrenforth ve ark.,
1992).



1.7. Anjiyogenez

Anjiyogenez, yeni kan damart olusumu siireci olup, iyilesen bir yara ortamini
desteklemek i¢in gereklidir. Yaralanmadan sonra, aktive edilmis endotel hiicreleri,
postkapiller veniillerin bazal membranin1 bozarak hiicrelerin bu bosluktan goc
etmesine izin verir. Bu go¢ eden endotel hiicrelerinin boliinmesi, tiibiil ya da limen
olusumu ile sonuglanir. Sonunda, taban zarinin birikmesi meydana gelir ve kilcal
olgunlagma ile sonug¢lanir (Folkman, 2006; Todorova ve ark., 2017; Huang ve ark.,
2019).

Endotel, yaralanmadan sonra bir¢ok ¢oziiniir faktdre maruz kalir ve trombosit
hiicreleri ile temas eder. Bu etkilesimler, vaskiiler hiicre yiizeyi adezyon molekiilii-1
(VCAM-1) gibi hiicre yiizeyi adezyon molekiillerinin ekspresyonunun artist ile
sonuglanir. Plazmin ve metalloproteinazlar gibi matriksi bozan enzimler salinir ve
aktive olur. Bunlar endotelyal bazal membranini bozar. Yaralanmis endotel
hiicreleri, integrin gibi adezyon molekiillerini salgilar. Integrinler fibrin, fibronektin
ve fibrinojene baglanmay1 ve gegici matriks iskeleti boyunca endotel hiicre gociinii
kolaylagtiran molekiillerdir. Endotel hiicrelerinde de bulunan platelet endotel hiicre
adezyon molekiili-1 (PECAM-1), yaraya gog ettikge birbirleriyle olan etkilesimleri
diizenlenir (Abhinand ve ark., 2016; Imamaki ve ark., 2018; Wang ve ark., 2019).

Kilcal damar olusumu, endotel hiicre yiizeylerindeki adezyon molekiilleri
tarafindan modiile edilen hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerini iceren
karmagik bir siirectir. PECAM-1’1n hiicre-hiicre temasina aracilik ettigi gézlenmistir,
oysa integrin [ 1 reseptorleri bu temaslar1 stabilize etmeye ve endotel hiicreleri
arasinda ““gap junction” denen baglantilar1 olusturmaya yardimci olabilir. Yeni kilcal
damarlarin bazilar1 arteriyollere ve vendz damarlara farklilasirken, digerleri
makrofajlar tarafindan yutulmak {izere apoptoza ugrar (Imamaki ve ark., 2018;
Kiseleva ve ark., 2018).

Anjiyogenezin, agirlikli olarak makrofajlar ve trombositler tarafindan iiretilen

cesitli sitokinler tarafindan uyarildig1 ve manipiile edildigi bilinmektedir. Makrofaj,
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TNF-o tretmekte, ve enflamatuar faz sirasinda anjiyogenezi diizenlemektedir.
Kapiller endotel hiicrelerinin migrasyonunu uyarabilen heparin, bir grup anjiyojenik
faktore yiiksek afinite ile baglanir (Repsold ve ark., 2017; Wojtukiewicz ve ark.,
2017).

PDGF biiylime faktorleri ailesinin bir iiyesi olan VEGF, gii¢lii anjiyojenik
aktiviteye sahiptir. Yara iyilesmesi sirasinda keratinositler, makrofajlar, endotel
hiicreleri, trombositler ve fibroblastlar tarafindan biiyiikk miktarlarda iretilir (Gianni-
Barrera ve ark., 2018). Doku hasarinin ayirt edici 6zellikleri olan hiicre bozulmasi ve
hipoksi, VEGF ve reseptorii gibi yara bolgesinde giiclii anjiyojenik faktorlerin giiglii
baslangic indiikleyicileri olarak gorinmektedir. VEGF-A, anjiyogenezdeki erken
olaylar1 destekler ve ardindan yara iyilesmesi i¢in 6nemli role sahiptir. Tirozin kinaz
ylizey reseptorlerine baglanir. Bu durum kan damari organizasyonu, endotelyal hiicre
kemotaksisi, proliferasyon ve farklilasma i¢in 6nemlidir. Hayvan ¢alismalari, VEGF-
A uygulamasinin diyabetik iskemik uzuvlarda bulunan bozulmus anjiyogenezi
diizelttigini go6stermistir. Bununla birlikte, diger c¢alismalar eksojen VEGEF’nin
vaskiiler sizinttya ve diizensiz kan damari olusumuna neden oldugunu
gostermistir. Yara iyilesmesi sirasinda da yiikselen VEGF-C, esas olarak makrofajlar
tarafindan salinir ve yara iyilesmesinin iltthaplanma asamasinda Onemlidir. Esas
olarak makrofajlarda ve lenfatik endotelde eksprese edilen VEGF reseptorii-3
(VEGFR-3) aracilig1 ile ¢aligmasina ragmen, vaskiiler gegirgenligi artirarak VEGFR-
2’yi de aktive edebilir (Liang ve ark., 2017; Siedlecki ve ark., 2017; Bai ve ark.,
2018).

Hem asidik hem de bazik fibroblast biiytime faktorlerinden FGF-1 ve FGF-2,
bozulmus parankimal hiicrelerden salinmakta olup, anjiyojenezin erken
uyaricilaridir. FGF-2, yara onariminin ilk 3 giinii i¢inde baslangi¢ anjiyojenik uyariy1
saglar, ardindan 4 ila 7. giinlerde VEGF’nin aracilik ettigi daha sonra uzun siireli bir
uyarict saglar. VEGF ve FGF-2’nin anjiyojenez lizerinde doza bagl bir etkisi
vardir. Hem TGF-a hem de EGF, endotel hiicre proliferasyonunu uyarir. TNF-a
endotelyal hiicreler igin kemotaktiktir; kilcal damar olusumunu tesvik eder ve

hipoksi ile indiiklenebilir faktér 1 (HIF-1) indiiksiyonu yoluyla anjiyogeneze aracilik
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edebilir. Indiiklenebilir nitrik oksit (NO) sentaz ve VEGF dahil olmak iizere diger
hipoksiye duyarli genlerin ekspresyonunu diizenler. HIF-lo. mRNA, ilk 24 saat
boyunca yara enflamatuar hiicrelerinde belirgin sekilde bulunur, ve HIF-1a proteini,
in vitro yaralanmadan 1 ve 5 giin sonra yaradan izole edilen hiicrelerde
mevcuttur. Veriler ayrica, endojen NO ve VEGF arasinda, endojen NO arttirici
VEGEF sentezi ile pozitif bir etkilesim oldugunu da gostermektedir. Benzer sekilde,
VEGF’nin anjiyogenezde NO sentezini destekledigi gosterilmistir, bu da NO’nun,
endotelyal hiicre proliferasyonu ve organizasyonu i¢in gerekli VEGF sinyallemesine
aracilik ettigini distindirmektedir (Han ve ark., 2019; Rattner ve ark., 2019;
Wysoczynski ve ark., 2019; Bakar ve ark., 2020).

TGF-p, fibroblastlar i¢in bir kemoatraktandir ve fibroblasta FGF’ler iiretmesi
icin sinyal gondererek anjiyogeneze yardimci oldugu tahmin edilmektedir.
Anjiyogenezi indiikledigi gosterilen diger faktorler arasinda anjiyojenin, IL-8 ve
laktik asit yer alir. Yara bolgesinden gelen fibronektin ve hyaluronik asit gibi matriks
materyallerinin birgogu anjiyojeniktir. Fibronektin ve fibrin, makrofajlar ve hasarl
endotel hiicreleri tarafindan {iretilir. Kolajen, in vitro olarak endotel hiicrelerinin
tiibliler olusumuna neden olarak etkilesime giriyor gibi gériinmektedir. Anjiyogenez,
ekstraseliller matriks materyali ve sitokinlerin  karmasik  etkilesiminden

kaynaklanmaktadir (Khuu ve ark., 2017; Muppala ve ark., 2017).

1.8. Hemofilik Artropati

Hemofili hastalarinda, tekrarlayan hemartrozlar hemofilik artropati ile
sonuglanarak major morbiditeye neden olur. Tekrarlayan eklem kanamalarinin
baslattig1 birlesik dejeneratif ve enflamatuar siiregler dizisi olan hemofilik artropatiye
yol agmaktadir. Bilhassa, ayn1 eklemde ortaya ¢ikan ve birbirini takip eden
kanamalar geri doniissiiz eklem i¢i degisiklikleri neden olur ve bunun sonucunda da

hemofilik artropati gelisir (Gringeri A ve ark., 2014).
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Agir hemofili hastalarinda yilda 20-30 kez eklem kanamas:i ortaya
cikabilmektedir. Profilaksi alan Hemofili A hastalarinin ¢ogu haftada >3 kez veya
haftada iki kez tedavi edilmektedir. Profilaksi alan hastalar i¢in medyan yillik
kanama hizi (ABR), agir HA i¢in 1.0 ila 4.0 ve agir HB i¢in 1.0 ila 6.0 arasinda

PR

degistigi bildirilmistir (Berntorp ve ark., 2017).

Agir hemofilinin en yaygin romatolojik komplikasyonu, esas olarak dirsekleri,
dizleri ve ayak bileklerini etkileyen hemofilik artropatidir. Yapilan calismalardan
elde edilen sonuglar, yasam boyu ayni eklem igerisine 2-3 kez kanama olmasinin
dahi geri doniissiiz progresif yapisal degisiklikleri tetikledigini, fiziksel fonksiyonlar
ve yasam kalitesini olumsuz olarak etkiledigini gostermektedir. Bu nedenle
hastalarda hedeflenen klinik sonu¢ “sifir kanama™ o6zellikle de “0 eklem kanamasi1”

olmalidir (Gringeri A ve ark., 2014).

Agir hemofili hastalarinda, tim kanama olaylarinin %70 ila %80’i
kendiliginden meydana gelir (Stephensen ve ark., 2009; Fischer ve ark., 2011). Diger
doku bolgelerine kiyasla eklemdeki kanama egilimi, pihtilasma kademesindeki

dengenin bozulmasindan kaynaklanir.

Koagiilasyon kaskadinin (Bach, 1988) baslaticisi olan doku faktori
seviyesi hemofili hastalarinda nispeten diisiiktiir (Brinkmann ve ark., 1994). Bununla
birlikte eklemdeki trombin olusumu, faktor VIII ve faktor IX’un 6nemli bir rol
oynadig1 i¢ tenaz kompleksine daha fazla bagimlidir. Ayrica eklemde trombin ile
aktive edilebilen fibrinoliz inhibitoriinlin (TAFI) aktivasyonu ic¢in trombin iiretimi
gereklidir (Wyseure ve ark., 2018). Agir hemofilide yetersiz TAFI aktivasyonu,
hemofilik eklemde zaten artmis olan lokal fibrinolize ek olarak, itirokinaz tipi
plazminojen  aktivatér aracili  fibrinolize karst korumayir  bozmaktadir

(Nieuwenhuizen ve ark., 2013).

Ote yandan, 6zellikle ilk eklem kanamasindan sonra neovaskiilarizasyon islemi
tetiklendiginde, zengin sekilde vaskiilarize olmus sinoviyal dokuya zarar veren

mekanik faktorler, risk olusturabilir (Mulder ve ark., 2004).
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Hemofili kanamasindan siklikla etkilenen dokular eklemler ve kaslardir (Sekil
1.2). Hemartroz ve kas kanamasinin yani sira, ataklarin %5 ila %10’u diger major
kanamalardan (6rn. Mukoza zarlar1 ve gastrointestinal) olusur (Fischer ve ark.,

2011).

eklemler

kaslar
(70%-80%) (10% 20 /o)

omuz

biseps braki
dirsek

flexor kaslar

.7 iliopsoas

i
\L hamstring
kaslan
kuadriseps

|
f)

gastrokinemius
ayak bilegi |

Sekil 1.2. Hemofilide en ¢ok kanayan dokular (Fischer ve ark., 2011).

Tekrarlayan eklem i¢i kanamalar, uzun vadede eklemde fonksiyon kaybi ve
sakatliklara neden olabilir. Alt1 ay icerisinde 3 veya daha fazla kanayan eklemler

“hedef eklem” olarak tanimlanir (Tiirk Hematoloji Dernegi. 2011).

Tekrarlayan kanama, eklemin sismesine ve devam eden sinovit’e yol agar.
Eklem astariin (sinovyum) biiyiimesi, kanama olasilig1 daha yiiksek olan iltihapl,
vaskiiler ve kirillgan bir dokuya yol acar. Daha fazla kanama kikirdag: tahrip edebilir.
Kikirdak yikimi, uzun siireli eklem hasarina yol agar, bu da artrit ve sertlesmis

eklemlerle sonuglanir (Luck ve ark., 2004).

Daha sonraki asamalarda, kikirdak tamamen kaybi olur ve kemik deforme

olabilir, bu da eklemin seklini degistirebilir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Hemofilide eklem tutulumu (Lafeber ve ark., 2008; Luck ve ark., 2004).

Bu durum bilhassa hedef eklemlerde daha hizli gergeklesen bir siiregtir.
Bundan &tiirti de kronik artropatiye neden olur. Bu hastalarda, eger gerekli tedbirler
alinmaz ise bu durum eklem hareket agikliginin azalmasi veya tamamen yok olmasi
ile (ankiloz) sonuglanabilir ve kalici sakatliklar meydana gelebilir (Lafeber ve ark.,
2008). Tim bu nedenlerle hemofilik artropatinin 6nlenmesi hemofili hastalarinin

eklem sagliginin korunmasinda olduk¢a 6nemli bir role sahiptir.

1.9. Hemofilik Artropatide Anjiogenez Faktorleri

Hemofilide genel olarak, kanama egilimi pihtilagma faktorii seviyesi ile ters
orantilidir, bu nedenle kanama, esas olarak agir hemofili hastalarinda goriiliir
(Srivastava ve ark., 2013). Son zamanlarda, agir hemofilinin arkasindaki
mekanizmalar nispeten belirsiz  kalmistir, ancak inflamatuar siirece ve
neoanjiyogenezin varligina odaklanan yeni bulgular anjiogenez {izerine ilgiyi

artirmaktadir (Acharya, 2012).

Eklem i¢ine kanama, hemoglobinden demir salinmasma neden olur ve
histolojik olarak hemosiderin birikintileri olarak tespit edilebilir. Demir, hemofilinin
ortaya cikmasinda merkezi bir role sahiptir ve hidrolitik enzimlerin sinoviyal
hiicrelerden proliferasyonunu ve salinmasini tetikledigi gosterilmistir. Demir,
sinovyal hiicrelerde proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu diizenler ve sinovyal
proliferasyon ve aktif sinoviti indiikler. Histolojik olarak sinovit, villuslarin
hipertrofisi, enflamatuar hiicrelerin akis1 ve yiiksek derecede vaskiilarizasyon ile

karakterizedir (Roosendaal ve ark., 2006; @vlisen ve ark., 2009; Acharya, 2012).
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Hemofili hastalarinda patolojik siire¢ kanama durduktan sonra da devam
etmektedir. Ciinkii eklem bosluguna kan akisi inflamatuar silire¢ ve sinovite neden
oldugu bilinmektedir (Franchini ve ark., 2013). Bu nedenle, eklem i¢i kanamalar ve
hemofilik artropati gelisiminin uzun vadeli etkilerinin patofizyolojik nedenlerinden
biri olarak anjiyogenez olusumu gosterilebilir. Buna ek olarak, cesitli inflamatuar
faktorler erken donemde eklem kanamalarinda rol oynadigi bilinmektedir (Valentino,
2010). Anjiyogenez, iltihaplanma, malignite ve hipoksiye kars1 viicudun olusturdugu
fizyolojik bir yamittir. Bu durum biiylime faktorleri, proinflamatuar sitokinler,
kemokinler, hiicre dis1 matris molekiilleri, matrisi parcalayan proteolitik enzimler,
hiicresel adhezyon molekiilleri gibi birgok faktoriin aracilik ettigi bir slirectir
(Szekanecz ve ark., 2001). Arastirmalar anjiyogenez ile kronik sinovit gelisimi

arasinda bir iliski oldugunu goéstermistir.

1.9.1. Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (VEGF)

Anjiyogenez enflamasyon, metabolik stres ve hipoksiye bir yanit olarak ortaya
cikan veya tiimor hiicreleri tarafindan da indiiklenebilen siki kontrol altinda
diizenlenmis bir siiregtir.  “Anjiyojenik anahtar” olarak adlandirilan endotel
proliferasyonu ig¢in bir baslangi¢ noktasi, pozitif ve negatif anjiyojenik
diizenleyiciler arasindaki dengeyle kontrol edilmektedir (Nadar ve ark., 2005). Bu
stirece; biiylime faktorleri, proinflamatuar sitokinler, kemokinler, hiicre dis1 matriks
molekiilleri, matriksi pargalayan proteolitik enzimler, hiicresel adhezyon molekiilleri

ve bunlarla beraber gesitli faktorler aracilik edebilir (Szekanecz ve ark., 2001).

Faktor 1X eksikligi olan hemofilik farelerde yapilan deneysel ¢alismalarda,
yara olustuktan giinler sonra gecikmis yara iyilesmesi, deri alti hematom olusumu ve
yara bolgesinde artmis anjiyogenez saptanmis ve hemofilinin patogenezinde
anjiyogenezin onemli bir rolii oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, hemofilik
artropatide neovaskiilarizasyonun 6nemli bir 6zellik oldugu bildirilmistir (Forsyth ve

ark., 2012).

16



VEGF ve PDGEF, sitokinlere baglh kikirdak yikimini ve biiylime faktori
aktivitesi ile iligkili sentetik hiicre tepkilerini destekleyerek, potansiyel olarak
inflamatuar eklem hastaliginin gelisiminde rol oynar. Inflamatuar eklem hastalig
olan kisilerde VEGF ekspresyonu artar. Poliartritli bireyler arasinda, artan VEGF ve
Ang-1 konsantrasyonlarinin kemik yikimi ile iligkili inflamatuar belirtecler oldugu
bulunmustur. Buna dayanarak VEGF’nin, hemofilik artropatide rol oynayabilecegi
bildirilmistir (Valentino, 2010).

Yeni damarlarin olusumunu engelleyici bir sekilde calisan cesitli faktorler
vardir. Bunlar arasinda 16semi inhibitor faktor (LIF) ve interlokin ve interferonlarin
farkli  tipleri gibi ¢esitli sitokinler yer almaktadir. Bunun yani sira
neovaskiilarizasyonu negatif yonde etkileyen metalloproteinazin doku inhibitorii
(TIMPS), plazminojen aktivator inhibitorleri (PAI’ler) ve trombospondin-1 (TSP-1)
gibi proteaz inhibitorleri de bulunmaktadir (Lainer-Carr ve ark., 2007; Szekanecz ve
ark., 2007). Anjiyogenez agisindan en Onemli biiylime faktorlerinden biri
VEGF’dir. HIF-1, VEGF’de artis yoniinde diizenleme yaparak etki etmektedir
(Giatromanolaki ve ark., 2003; Taylor ve ark., 2005). Ayrica, prostaglandin ve NO,
neovaskiilarizasyonda VEGF yoluyla etki etmektedir. VEGF ve Anjiotensin-1 (Ang-
1) arasinda, yeni olusan damarlanmay1 koruma amagli stabilizasyon saglayarak etki
eden bir diizenleme vardir. Ang-2, Ang-1’in tersine neovaskiilarizasyon tizerinde

olumsuz bir etkiye sahiptir (Agapidou ve ark., 2016).

VEGF-A ya da VEGF-1 olarak da bilinen VEGF, insanlarda bes mRNA
varyantt (izoformlar 121, 145, 165, 189 ve 206) olarak bulunur (Hutchings ve ark.,
2003). VEGF, PDGF’nin A ve B zincirleri ile 6nemli benzerligi olan disiilfiir bagh
alt birimler igeren heparin baglayici bir dimerik glikoproteindir (Tischer ve ark.,
1989). VEGF 121 tamamen ¢oziiniir bir proteindir ve ekstraseliiler matrikse bagli
degildir. VEGF 165, orta diizeyde ¢oziiniir ve bir sekilde ekstraseliiler matrikse
baglanir. VEGF 189, neredeyse tamamen ekstraseliiler matrikse ve hiicre yiizeyine
baglanir (Ferrara ve ark., 1992; Houck ve ark., 1992). VEGF 165, insan DNA’sinda

agirlikli olarak sentezlenen izoformdur ve biyoyararlanim ve biyolojik giicli en
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optimal olanidir. Hem gelisimsel hem de patolojik retinal anjiyogenez igin kritik

izoformdur (Houck ve ark., 1992; Carmeliet ve ark., 1999; Stalmans ve ark., 2002).

Diger iki vaskiiler endotelyal biiytime faktéri (VEGF-B ve VEGF-C)
VEGF’nin yapisal homojenitesine sahiptir ve VEGF-D’de oldugu gibi tiimor
anjiyogenezinde ve lenfatik sistemin gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir (Salven
ve ark., 1998). VEGF-2 olarak da bilinen VEGF-C’nin, tavsanda olusturulan iskemik
bacak modelinde anjiyogenezi uyardigi gosterilmistir (Witzenbichler ve ark., 1998).
VEGF-E, birincil olarak VEGF reseptori-2 araciligi ile VEGF-A’ya benzer
anjiyogenez aktiviteye sahiptir (Meyer ve ark., 1999).

VEGF-A VEGF-C

VEGF-B
\, VElef/:-E VEGF-D
D)
:.L.:(

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
(Fit-1) (FIk-1/KDR) (Fit-4)

Sekil 1.4. VEGF’in hiicre membraninda gosterilmesi (Takahashi ve ark., 2011).

VEGEF ilk olarak tiimdr modellerinde bir vazopermeabilite faktorii ve hipoksi
ile up-regiile edilen anjiyogenezin baslaticisi olarak tanimlanmistir. En gligli
endotelyal hiicre mitojeni olusumuna ek olarak VEGF’nin, kilcal damar olusumu igin
gerekli hiicre dis1 proteolizde onemli olan, mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde
plazminojen aktivatorlerinin ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir (Pepper ve
ark., 1991). VEGF, hiicre migrasyonunda onemli olan endotel hiicre alp1 ve a2f1

integrinlerinin salinimini uyarir (Senger ve ark., 1997).

VEGF’nin monositler ve makrofajlar tarafindan salinarak neoanjiyojenez ile
yeni damarlarin  olusumunu  indiikledigi  gosterilmistir. Ayrica  yaralanma
bolgelerinde trombositlerin aktivasyonundan sonra VEGF salinarak yeni damar

olusumuna katkida bulunmaktadir (Lakka Klement ve ark., 2009).
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Pro-anjiyojenik faktorlerin (VEGF-A gibi) stimiilasyonu ile, 6nceden var olan
damarlardaki endotel hiicreleri aktive olur, ¢ogalir ve nihayetinde yeni damarlar
olusturmak i¢in birlesen damar filizlerini olusturur (Acharya ve ark., 2012). Yeni
olusan damarlar kirilgandir, sizdirir ve kolayca kanar. PDGF’nin etkisiyle perisitler,
yeni olusan damarlara go¢ eder ve sabitlestirici bir kaplama olusturur. Perisitler
mezenkimal kokenli perivaskiiler hiicrelerdir. Damar stabilizasyonu ve hemostazin
sirdiiriilmesi i¢in hayati Onem tasiyan yerel diizenleyici hiicreler olduklar
bilinmektedir. Perisitler, bazal membrana gomiiliidiir ve endotelyal hiicreler ile yakin
temas halindedir. Perisitlerin ~ varligi, damarlarin  gelisiminde  vaskiiler

olgunlagmanin bir isareti olarak diisiiniilmektedir (Barlow ve ark., 2013).

Tattersall ve ark. (2016) tarafindan makrofajlarin anjiyogenez ile, endotel
tomurcuklarin sayisini ve uzunlugunu artirdign gézlemlenmistir, bu “anjiyotrofizm”
ad1 verilen bir ozelliktir. Proinflamatuar bir sekilde polarize makrofajlar damar
tomurcuklarinin anjiyotrofik uyarimini artirabilir. Bu artisin  makrofaj Notch
sinyallemesine bagli oldugu bulunmustur. Notch sinyal yolaginin ise organ
olusumunda rol oynayarak farklilagsmay1, cogalmay1 ve bunlarla birlikte apoptozu da
etkiledigi bilinmektedir. VEGF sinyalinin modiilasyonu, Notch sinyal yolunun ana

downstream (asag1 akis) efektorii 6zelligindedir (Hellstrom ve ark., 2007).

Yapilan bagka bir calismada ise kanamaya yatkin kirillgan damarlar ile
sonuglanan, azalmis perisit ile birlikte artmis bir mikrovaskiiler yogunluk bulmay1
bekleyen hemofilili hastalarin  eklemlerinde anjiyogenezin olup olmadig:
arastirillmistir.  Arastirmada artroplasti endike oldugunda sadece hemolitik
artropatinin ge¢ evresinde sinovyal dokudan alman sinovyal hiicrelerde,
mikrovaskiiller dansite ve VEGF ekspresyonunda artig gézlemlenmistir (Zetterberg
ve ark., 2014).

Ayrica hemofilili hastalarda sinovyum dokusunda artmis VEGF-A
ekspresyonu gozlemlenmistir (Acharya ve ark., 2011). Calismalarinda, erken eklem
hastalig1 olan hastalarda (hayat boyu <20 kez hemartroz gelisen olgular), ilerlemis

eklem hastaligi (20< den fazla hemartroz gelisen olgular) olan hastalara kiyasla
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plazma VEGF-A seviyeleri onemli Ol¢iide daha diisik bulunmustur. Ayrica,
sinovyumdaki monosit ve makrofaj bagindan hiicrelerin varligi da gosterilmis olup;
VEGF’nin artis1 ile de bu hiicrelerin neoanjiyogenezde bir rol oynadigi ortaya

koyulmustur (Acharya ve ark., 2011).

1.9.2. Interlékin-4 (1L-4)

1.9.2.1. IL-4 Ozellikleri ve Sinyal Yollari

IL-4, glikolizasyon diizeyine bagl olarak 15-20 kDa molekiiler agirliga sahip
129 amino asit kalintisindan olusan, post-translasyonel yapida, ek olarak {i¢ distilfiir
baginin varligiyla stabilize edilen bir glikoproteindir (Banchereau ve ark.,
1994). Heterodimerleri olusturan IL-4’1 (IL-4R) baglayan iki tip membran reseptorii
vardir ve bunlar yapisal olarak ii¢ reseptér zincirinin ikisinin  bir

kombinasyonudur (Mueller ve ark., 2002).

Tip | sinyal kompleksi, IL-4Ro / Janus Kinaz 1 (JAK1Y) / Sinyal doniistiiriicii ve
transkripsiyon aktivatorii (STAT3) / STAT6 kademeli fosforilasyonu yoluyla hiicre
ici sinyal transferine katkida bulunur (Jiang ve ark., 2000; Bhattacharjee ve ark.,
2013). Tip 1l sinyal kompleksinin aktivasyonu, IL-4Ra / JAK2 / STAT3 kaskadinin
ve ayrica ikinci tip reseptoriin IL-13 ile baglanmasi durumunda IL-13Ral / Tirozin
Kinaz 2 (TYK2) / STATI1 / STAT6 kaskadinin tetiklenmesi ile iliskilidir (Jiang ve
ark., 2000; Bhattacharjee ve ark., 2013). IL-4’lin biyolojik aktivitesini baglayan ve
inhibe eden ¢oziilebilir bir reseptor (sIL-4R) formu da vardir (Renz, 1999).

1.9.2.2. IL-4’iin Eklem Dokusundaki Biyolojik Islevi

IL-4, esas olarak eklemin sinoviyal membranina kan damarlar1 yoluyla sizan T-
helper 2 (Th2) lenfositleri tarafindan tiretilir (Ishii ve ark., 2002). IL-4, Osteoartritin

ileri evresindeki hastalarda MMP sekresyonunu inhibe ederek eklem kikirdaginin
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proteoglikanlarinin degradasyonunu bloke eden, gii¢lii kikirdak koruyucu o6zelliklere
sahip bir sitokindir (Baek ve ark., 2018). IL-4 ayrica, kondrositler ve fibroblastlar
yoluyla Fosfolipaz A2 (PGE2), siklooksijenaz-2 (COX-2), PLA2 ve iNOS gibi
enflamatuar aracilarin sentezini de inhibe eder (Alaaeddine ve ark., 1999; Yorimitsu
ve ark., 2008; Baek ve ark., 2018).

Bunun yani sira IL-4’e maruz birakilan fibroblast ve kondrosit kiiltiirlerinde,
IL-1B, TNFa ve IL-6 gibi enflamatuar sitokinlerin ekspresyonunda bir azalma
saptanmigtir (Schuerwegh ve ark., 2003). Ayrica yapilan hayvan ¢alismalarinda da
rekombinant murin IL-4 (rmlL-4) uygulanan kolajenle indiiklenen artritli farelerde,
sinoviyal membran ve eklem kikirdaginin iltihaplanmasinda 6nemli bir azalma
bildirilmistir (Fu ve ark., 2014). Bu farelerden alinan makrofajlarin, kontrol grubuna

kiyasla IL-1B ve TNFa seviyelerinde azalma oldugu saptanmuistir.

1.9.2.3. Hemofilik Artropatinin Patogenezinde IL-4’iin Rolii

Hemofilik artropati patogenezi iizerine yapilan ¢alismalar, IL-4’tin anti-
enflamatuar ve kondroprotektif roliinii ve ayrica hastalik gelisiminde bir azalmay1
dogrulamaktadir. IL-4 ve diger anti-inflamatuar sitokinlerin kan damarlarinin
patolojik biiylimesi ve gegirgenliginin sinirlandirilmasi sayesinde hemofilik artropati
seyrinde inflamatuar ve dejeneratif siireclerin korunmasina ve azaltilmasina katkida
bulunabilecegi bildirilmistir (Wyseure ve ark., 2016). Bununla birlikte IL-4
eksikliginin, hemofilik artropati hastalarinin eklemlerinde yikict lezyonlarin

gelisimine yonelik egilimi arttirdigr gosterilmistir (Mofid ve ark., 2015).

Mezenkimal kok hiicrelerin (MSC) hemartrozlu tavsan eklemleri tizerindeki
terapotik etkisinin analiz edildigi bir baska ¢alismada ise, arastirma grubu
hayvanlariin sinoviyal membraninda, IL-4’lin artmis ekspresyonu ile birlikte
azalmis  IL-18, TNFa  seviyeleri ve azalmis dejeneratif  bulgular
raporlanmistir. Saglikli eklemlerin korunmasinin stirekli IL-4 varligin1 gerektirdigi

ve IL-4 ekspresyonundaki azalmanin artropati ile iliskili enflamatuar degisikliklerin
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artist ile iligkili olabilecegi gosterilmistir. Bu durumda MSC kullanimi, hemofilik
artrit hastalarinda umut verici bir terapotik secenek gibi goriinmektedir (Rodriguez-

Merchan, 2016).

Silveira ve ark. (2015)’nin yaptigi bir ¢alismada anti-FVIII’li hastalarin
periferik  kanindaki  IL-4-pozitif  hiicrelerin  aktivitesinde  degisiklikler
bildirilmistir. Bu hastalarin, anti-FVIII olmayan hemofilik artrit hastalarinin periferal
kanindan izole edilen analog hiicrelere kiyasla CD4 * ve CD8 * T hiicrelerinde daha
diisiik 1L-4 seviyesine sahip olduklar1 tespit edilmistir. B hiicreleri agisindan da

benzer sonuglar gozlenmistir.

Bununla birlikte, anti-FVIII varlig1 ile azalmis IL-4 ekspresyonu arasinda bir
korelasyon saptanmis ve, hemofilik artrit hastalarinda azalmis IL-4’lin kotiilesmis

prognoz i¢in bir gosterge olarak kabul edilebilecegi bildirilmistir (Silveira ve ark.,
2015).

1.9.3. interlokin-12 (I1L-12)

IL-12°nin inflamatuar siirecteki en onemli rolii, patojenlere karsi dogustan
gelen ve adaptif bagisiklik tepkileri arasinda bir koprii gorevi gormektir. 1L-12,
dentrit hiicreler, monositler ve makrofajlar, notrofiller tarafindan yapilir ve,
T hiicreleri ve NK hiicreleri tarafindan salgilanan reseptorlere baglanir. IL-12°nin
baglanmasi, makrofajlarin bakterisidal aktivitesini diizenleyen ve yardimci T-1 (Th1)
hiicrelerinin salgiladig1 sitokinlerin {iretimini daha da artiran IFN-y {iretimini ve
salimini uyarir. EK olarak IL-12, antijen kaynakli apoptoza karsi direnci artiran ve
IFN- vy iireten hiicrelerin ¢ogalmasini artiran, immatiir T hiicrelerinin Th1 hiicrelerine
farklilagsmasini saglar. IL-12’nin hiicresel bagisiklik tepkisinin artirmasindaki roli,

hiicre i¢i patojenlere karsi savunma i¢in gereklidir.

IL-12, farkli genler tarafindan kodlanan iki alt birimden (p35 ve p40) olusan
bir heterodimerdir (Vignali ve ark., 2012). P40 alt birimi IL-12 reseptoriine
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baglanmaya aracilik ederken, p35 alt birimi sinyal transdiiksiyonu igin
gereklidir. P40 alt birimi, ayn1 zamanda, IL-12 reseptoriine esit afinite ile ancak
hiicresel bir etki ortaya ¢ikarmadan baglanan homodimerler
olusturabilir. Homodimerler, IL-12’nin  etkilerini  kontrol etmeye yardimci
olabilir. P35 ve p40 alt birimlerinin sentezi bagimsiz olarak diizenlenir. Belirli bir
uyarana yanit olarak hiicreler, heterodimerden 10-100 kat daha fazla homodimer
salgilar. IL-12, bakterilere ve bakteriyel iirlinlere, hiicre i¢i patojenlere ve viriislere
yanit olarak fagositik hiicreler (0rnegin, monositler ve makrofajlar) tarafindan

tiretilir. IL-12 reseptorii, gp130 sitokin reseptorii iist ailesinin bir liyesidir.

IL-12 reseptorii iki alt birimden olusur ve her ikisinin de sinyal iletimi i¢in
etkinlestirilmesi gerekir. IL-12’nin temel hiicresel hedefleri, T hiicreleri ve NK
hiicreleridir. IL-12, interferon (IFN-y) tretimini indiikler, proliferasyonu uyarir ve
sitotoksisiteyi arttirir. IL-12 ve IFN-y anjiogenezde etkili oldugu proliferasyon

mekanizmasi iizerinden etkisini gostermektedir (Vignali ve ark., 2012).

1.9.4. interferon Alfa (IFN-a)

IFN-a, antiviral, antiproliferatif, immiinomodiilatér ve antianjiyogenik
aktiviteleri igeren bir sitokindir. Klinik ¢aligmalar, IFN-a tedavisinin kaposi sarkomu
ve hemanjiyomlar gibi anjiyoproliferatif hastaliklarda etkileyici tepkiler

olusturabilecegini gostermektedir (Gutterman ve ark.,1994).

Transplante edilebilir tiimdr modellerinde belirgin terapotik aktiviteye sahip bir
sitokin olan interferon-alfa (IFN-a), giiclii bir anjiyogenez inhibitorii olarak
tanimlanmustir (Strefano, 2009). IFN-o’nin vaskiilatiirite {izerindeki etkileri temel
olarak tiimor hiicreleri tarafindan fibroblast bliylime faktorii liretimi veya IL-8 ve
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii geninin asagi (down) regiilasyonu ile ifade

edilmektedir.
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Yapilan calismalarda, IFN-o’nin endotel hiicrelerin proliferasyonu ve hiicre
gocii tizerinde direkt olarak etkisi oldugu gosterilmistir. IFN-o’nin anti-anjiyogenik
etkilerinin, subkutan ksenograft modellerinde artan hipoksi ve iskemik nekroz ile
iliskili oldugu goriliirken, transgenik fare modellerinde IFN-a, hem kan damarlarina
hem de tiimor hiicresi proliferasyonuna ayni anda miidahale ederek tiimorlerin

nekroz olmadan gerilemesine neden oldugu gosterilmistir (Indraccolo ve ark., 2007).

IFN-a’nin, VEGF gen transkripsiyonu ve tiimoér anjiyogenezi iizerindeki
yapilan ¢alismalarda ise, néroendokrin tiimorlii hastalarda, IFN-a tedavisinden sonra
karaciger metastazi biyopsi materyalinde VEGF plazma seviyeleri daha diisiik
bulunmus ve VEGF mRNA seviyeleri ve mikrodamar yogunlugu azaldigi

gosterilmistir (Marschall ve ark., 2003).

1.9.5. interferon Gama (IFN-y)

IFN-y; TNF, ve Interlokin hiicrelere yanit olarak NK hiicreleri, tip 1 T yardimci
(Th) hiicreleri ve sitotoksik T hiicreleri (CD8") tarafindan iiretilir. IFN-y
reseptOriiniin iki alt birimi vardir; biri molekiiliin baglanmasindan, digeri sinyal
iletiminden sorumludur. IFN-y, sinif 1T histo-uyumluluk antijenlerini (Klas 2 HLA
antijenleri) indiiklemekte ve makrofajlar1 aktive etmektedir. Diger fonksiyonlarin
yani sira hiicre i¢i patojenlere karsi konak savunmasi i¢in de 6nemlidir. IFNy ayrica,
endotel aktivasyonunu artirarak anjiogenezi desteklemektedir (Cooper ve ark., 1993;
Huang ve ark., 1993).

Yapilan deneylerde IFN-y, VEGF-A ve SsVEGF-R1 ekspresyonunu

diizenleyerek insan korneasinda anti-anjiyojenik sitokin = gorevi  gordigi

gosterilmistir (Kommineni ve ark., 2008).

Adaptif bagisiklik hiicreleri arasinda, CD8" CTL'ler tarafindan IFN-y
salgilanlanmasinin, timor anjiyogenezinin baskilanmasinda kritik bir rol oynadigi
bildirilmistir . Farelerle yapilan deneylerde efektor T hiicreleri tarafindan ayni anda

tiretilen IFN-y ve TNF, birlikte tiimor kan damarlar tizerinde giiglii bir etkiye sahip
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oldugu gosterilmistir. Ayrica, tiimorlerde IFN-y tarafindan indiiklenen erken
olaylarin, gelisim, yara iyilesmesi, yumurtalik dongiisii ve gebelige bagli uterus
vaskiiler yeniden sekillenmesinde etkili oldugu gozlemlenmistir (Kammertoens ve
ark., 2017).

IFN-y’nin baglica fonksiyonlar1 6zet halinde Cizelge 1.2’de verilmistir.

Cizelge 1.2. interferon gama’nin baslica fonksiyonlar1 (Cooper ve ark., 1993; Huang ve ark., 1993).

Makrofaj mikrobisidal aktivitesini artirir.

Enflamatuar sitokinlerin salgilanmasini uyarir.

Viral olmayan hiicre i¢i patojenlere karsi konake1 hiicre direncini artirir.

Fagositler tizerindeki yiizey Fc reseptorlerini ve siif II major histo-uyumluluk kompleks antijenlerini
artirir.

Makrofaj migrasyonunu engeller.

Dev hiicrelerin olusumunu uyarir.

Miyelosupresyona neden olur.

Olgun noétrofillerin isleyisini artirir.

Sitolitik T hiicrelerinin, NK hiicrelerin ve lenfosit ile aktive olan 6ldiiriicii hiicrelerin farklilagsmasini saglar.

Endotel hiicrelerini aktive eder.

1.9.6. Insan Plazminojen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1)

PAI-1, serin proteaz inhibitori olup, (serpin) ailesinden bir tiyedir. PAI-1, hem
doku tipi, hem de iirokinaz plazminojen aktivasyonuna karsi inhibe edici etkisi ile,
downstream (asagi akis) plazmin olusumunun en 6nemli fizyolojik diizenleyicisi
olarak gorev almaktadir (Carmeliet ve ark.,1993). Ayrica, yapilan caligmalarda PAI-
1’in hiicre yapigsmasi, ayrilmasi ve gocii iizerindeki etkileri gosterilmistir (Cao ve
ark., 2006).

Plazminojen Aktivatdr Inhibitér-1 (PAI)’m  anjiyogenez sirasinda hem
proteolitik aktivite hem de hiicre go¢ii lizerinde etkisi vardir ve tiimdr olusumunda

rol oynamaktadir (Leik ve ark., 2006).
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Kandaki plazminojen aktivasyonunun birincil fizyolojik inhibitorii olan PAI-1
ve t-PA’y1 hedefler PAI-1’in konjenital eksikligi nadir olup, homozigot bireylerde
travmaya yanit olarak anormal kanama gorilir (Dieval ve ark., 1991, Minowa ve
ark., 1999).

Normal popiilasyonda, plazma PAI-1 konsantrasyonlar1 15 katlik bir aralikta
degisir (6-80 ng / mL; ortalama, 10 ng / mL [0,2 nmol / L]) (Declerck ve ark., 1988)
ve sirkadiyen varyasyonlar sergiler (Wiman ve ark., 1990). Bu degiskenligin bir
kismi PAI-1 genindeki polimorfizmlerden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte,
degiskenligin biiyiik bir kismimnin, PAI-1 gen ekspresyonunun ¢ok g¢esitli fizyolojik
etkilere, kosullara ve ayrica farmakolojik ajanlara tepkiselliginden kaynaklandigi
goriilmektedir (Colman, 2006). Daha yiiksek plazma PAI-1 seviyelerinin,
plazminojen aktivatorlerinin islevsel dmriinii kisaltarak fibrinolizi geciktirdigi ve bu
sayede anjiogenezi destekledigi bildirilmistir (Huber, 2001). Ayrica, PAI-1’in
anjiyogenez yoluyla tiimdr biiyiimesini diizenledigi yapilan in vivo deneylerde

gosterilmistir (Stefansson ve ark., 2001).

1.9.7. insan Trombospondin-1

Trombospondinler (TSP’ler), yiiksek molekiiler kiitle ile salgilanan
glikoproteinlerin  bir ailesidir Ekstraselliiler matriks (ECM) bilesenleri ve
glikozaminoglikanlar ve kalsiyuma bagimli hiicre baglanmasinin desteklenmesinde
gorev alirlar. Buna ek olarak, hiicre yayilmasinin indiiksiyonu, hiicre migrasyonu,
fokal yapisikliklarin sokiilmesi, hiicreye bagli uyarim veya inhibisyon, hiicre
¢ogalmasi veya apopitoz, noronal hiicreler tarafindan sinaptogenez ve vaskiilerde
nitrik oksit sinyallemesinin antagonizmi gibi pek ¢ok olusumda rol oynadiklari
bilinmektedir (Adams ve ark., 2011).

Ailenin iiyelerinden TSP1 ve TSP2, molekiiler olarak yiiksek miktarda
birbirine benzemekte olup 450-kDa homotrimerler olusturur. Hem TSP1, hem de

TSP2, kikirdak olusumu sirasinda mezenkimal hiicreler ve kondrositler tarafindan
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eksprese edilir. Osteoblastlar minerallestirici kikirdagin yerini aldik¢a, kondrositlerde
TSP2 ekspresyonu azalir ve kemiklesen alanlardaki matrikste artar. TSP1 ve TSP2,
giiclii antianjiyojenik faktorlerdir ve bu nedenle, kemik olusumunda kan damari
organizasyonunu kontrol etmede de rol oynamaktadir (Park ve ark., 2004; Burr ve
ark., 2012).
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Sekil 1.5. TSP1’in molekiiler yapisi (Morris ve ark., 2014).

1.9.8. Anjiopoetin-1 (Ang-1)

Anjiopoetin, embriyonik ve postnatal anjiyogenezde rol oynayan vaskiiler
bliylime faktorleri ailesinin bir pargasidir. Anjiopoetin sitokinleri, damarlari
cevreleyen diiz kas hiicrelerine sinyal gondererek mikrovaskiiler gecirgenlik,
vazodilatasyon ve vazokonstriksiyonu kontrol etmede rol oynamaktadir (Scott ve
ark., 2010).

Anjiopoietin-1 (Ang-1), vaskiiler destek hiicreleri, bobrekteki 6zel perisitler
ve karacigerdeki hepatik stellat hiicreleri tarafindan iiretilen bir bliyiime faktoriidiir.
Bu biiylime faktorii aynt zamanda bir glikoproteindir ve endotel hiicrelerinde
bulunan tirozin reseptorii i¢in bir agonist islevi goriir (Jeansson ve ark., 2011). Diger
bir deyisle, Ang-1, perivaskiiler hiicreler tarafindan eksprese edilen bir endotelyum
spesifik reseptor tirozin kinaz (Tie2) agonistidir ve Ang-1 eksikligi olan fareler, Tie2
eksikligi olan farelerde gozlenenlere cok benzeyen vaskiiler kusurlara sahiptir (Suri
ve ark., 1996). Anjiyopoietin-1 ve tirozin kinaz sinyali, kan damari gelisimini ve

olgun damarlarin stabilitesini diizenlemek i¢in gereklidir (Jeansson ve ark., 2011).
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Angl/Tie2 sinyalinin, 6rnegin endotelyal hiicrenin hayatta kalmasini tesvik
ederek ve kan damar1 gecirgenligini azaltarak, kan damar1 olgunlasmasi ve

stabilizasyonu i¢in 6nemli olduguna inanilmaktadir.

Bunun yaninda, poliartritli bireyler arasinda, VEGF ve reseptorii Ang-1
konsantrasyonlarinin, inflamatuar belirtegler ve kemik yikimi ile iligkili oldugu
bulunmustur. Anjiyogenez esas olarak kemik iliginde ve vaskiiler kok hiicrelerde
gerceklesir. VEGF, Ang-1, Ang-2 ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF) gibi
anjiyogenetik faktorler, endotel hiicre proliferasyonuna katilir (Carbajo- Lazoya ve
ark., 2012).

Serum VEGF, tirozin kinaz inhibitdrleri ve Ang-1 konsantrasyonlarinin,
inflamasyon parametreleri ve erken artritte kemik yikimi ile iliskilendirildigi
gosterilmistir. Bu sonuglar, anjiyogenezin hastalik siddetini yansittigini ve
anjiyojenez biyo-belirteglerinin hastalik aktivitesini degerlendirmek ve enflamatuar
artritli hastalar i¢in sonucu tahmin etmek i¢in yeni bir faydali ara¢ olabilecegini

gostermeye katkida bulunmaktadir (Gaélle Clavel ve ark., 2007).

Ang-1 ve Ang-2 koagiilasyon kaskadinda trombomodulin olarak rol oynar ve

endotel hiicrelerde koagiilasyon regiilatorii olarak gorev alir (Daly ve ark., 2017).

1.9.9. Anjiopoetin-2 (Ang-2)

Anjiyopoietin-2, embriyonik ve postnatal anjiyogenezde rol oynayan vaskiiler
biiyiime faktorleri ailesinin bir pargast olup, insanlarda ANGPT2 geni tarafindan
kodlanan bir proteindir. Hem ANGPT1 hem de Tie2 i¢in dogal olarak olusan
antagonist; Ang-1’e benzer sekilde sadece vaskiiler yeniden sekillenme bolgelerinde
ifade edilir (Cheung ve ark., 1998).

Ang-2, VEGF’ye bagli anjiyogenezin hizlandiricisi olarak islev goriir ve
anjiyopoietin-1/Tie2 yolunun bir antagonist sitokinidir. Anjiyopoietin ligandlar
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(Angl-Angd4) ve Tie (Tiel ve Tie2) reseptorii tirozin kinazlar, embriyonik
kardiyovaskiiler ve lenfatik gelisim icin gerekli olan bir endotelyal sinyal yolu
olusturur. Yetiskinlerde, bu sistem vaskiiler homeostazi diizenler ve damar
gecirgenligini, inflamasyonu ve anjiyojenik tepkileri kontrol eder (Scholz ve ark.,

2015).

Ang-2, endotel hiicre fizyolojisi i¢in hayati 6neme sahiptir ve endotelyal
gecirgenligi ve anjiyojenik fonksiyonlar1 diizenleyerek vaskiiler hastaliklarda

merkezi bir rol oynamaktadir (Akwii ve ark., 2019).

Ang-2, fizyolojik siire¢clerde onemli rol oynar ve birgok hastalikta diizensiz
Ang-2 ekspresyonu goriiliir. Yapilan hayvan deneylerinde, Ang-2’nin Vaskiiler
bozucu 0Ozelligi nedeni ile, Ang-2’yi asir1 eksprese eden transgenik farelerde,
olusturulmus zayif kan damarlarinin embriyonik olarak fatal o6zellik gosterdigi

bulunmustur (Maisonpierre ve ark., 1997).

Dolagimdaki artmis Ang-2 diizeyleri; melanom, renal hiicreli karsinom, meme
kanseri, ve glio blastoma da dahil olmak iizere birgok kanser tipinde rapor edilmistir
(Saharinen ve ark., 2017).

Anjiyogenez ve inflamasyon birbiriyle iliskili iki durumdur ve Ang-2’nin
kanser ile birlikte otoimmiin hastaliklar, sepsis ve akut akciger hasar1 gibi
durumlarda enflamasyonda rol oynadig1 gésterilmistir (Scholz ve ark., 2015). Ayrica,
Serum Ang-2 diizeylerinin, yiiksek duyarli C-reaktif protein ve beyaz kan hiicresi
saymmi gibi inflamatuar biyobelirteclerle pozitif korelasyon gosterdigi bilinmektedir
ve bu durum Ang-2’nin inflamatuar bir belirte¢ olarak kabul edilebilecegi fikrini
dogurmustur (Schuldt ve ark., 2018). Ang-1, damar olgunlagsmasi, gogii ve hayatta
kalmast i¢in kritik O6neme sahiptir. Ang-2 ise hiicre Oliimiinii tesvik eder ve
vaskiilarizasyonu bozar. Diger bir deyisle, Ang-1’in gelisen damarlarin
stabilizasyonunu ve sikilagsmasini destekledigi, Ang-2’nin ise Tie-2’nin Ang-1
tarafindan aktivasyonunu bloke ederek vaskiiler destabilizasyonu indiikledigi

bildirilmistir (Yoshiji ve ark., 2005).
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1.9.10. Endoglin

Endoglin (ENG), hiicre yiizeylerinde bulunan bir tip I membran
glikoproteinidir ve TGF-B (Doniistiiriicti Biiyiime Faktorii) reseptér kompleksinin bir
parcasidir. Kapsamli ¢alismalar, endoglinin TGF-f sinyal yolagin1 dengelemede ve
endotelyal hiicre cogalmasin1i ve goclinii diizenlemede Onemli rol oynadigini
gostermistir (Schoonderwoerd ve ark., 2020). Endoglin, ayrica fizyolojik ve patolojik
olarak vaskiiler degisikliklerde gorev alan énemli bir molekiildiir. Endoglin eksikligi
olan (knock-out) fareleri kullanan ¢alismalar, endoglinin anjiyogenez ve vaskiiler
yeniden modellenmesi (neovaskiilarizasyon) tizerinde etki ettigini gostermistir
(Haddow ve ark., 1999; Goumans ve ark., 2002).

Fizyolojik kosullar altinda endoglin, endotel hiicrelerinde nispeten diisiik
seviyelerde eksprese edilir; ancak vaskiiler hasara yanit olarak anjiyogenez sirasinda
endoglin ekspresyonu artar (Botella ve ark., 2002; Jonker ve ark., 2002). Ayrica
endotelyal hiicrelerde endoglin ekspresyonu, enflamasyon sirasinda da artar ve bu
artis makrofajlar gibi enflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ile iligkilidir (Torsney ve
ark., 2002).

Son zamanlarda, endoglinin VEGF-A ile stimiilasyonu {izerine erken
endozomlarda VEGFR2 ile birlikte lokalize oldugu ve azalmis endoglin
ekspresyonuna sahip endotelyal hiicrelerin, artan aktin (Akt) fosforilasyonu
sergiledigi gosterilmistir (Jin ve ark., 2017). Akt yolagimin aktivasyonunun, VEGF
stimiilasyonundan sonra adezyon molekiilii salinimini inhibe ettigi gosterilmistir
(Kim ve ark., 2001). Muhtemelen bu etkiyi aktive transkipt faktor-2 (ATF-2)’nin
fosforilasyonunu azaltarak yaptigi diistiniilmektedir (Kim ve ark., 2001). Bu nedenle,
endoglin ekspresyonunun azalmasi, Akt‘nin fosforilasyonunu artirarak VEGF-A ile
indiiklenen endotel aktivasyonunu ve ardindan 16kosit ekstravazasyonunu azaltabilir,

boylece VCAMYL’in ATF-2 ile indiiklenen transkripsiyonunu down regiile edebilir.

Endoglin, baslangigta insan endotel hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese

edilen bir glikoprotein-antijen olarak kesfedilmistir (Gougos ve ark., 1988).
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TGFB1’in endotel hiicrelerinde halihazirda TGFBR2’ye baglanmig Aktivin A
reseptor benzeri kinaz 1 (ACVRLI) ile etkilesimini kolaylastirir (Cheifetz ve ark.,
1992). Bu nedenle, endotelyal hiicrelerin proliferasyonuna ve gogiine yol agan
ACVRL1 sinyalleri ile proliferasyonu ve migrasyonu inhibe eden TGFBRL1 sinyalleri
arasindaki dengeyi belirler. Her iki reseptdor de endotelyal hiicrelerde eksprese
edildiginden, endoglin varligi, ACVRLI1 aracili proliferatif ve invazif bir yaniti
destekleyerek, TGF beta yanitin1 belirler. Yeni kan damarlarinin olusumunu
(anjiyogenez) kolaylastirir (Goumans ve ark., 2003; Lebrin ve ark., 2004). Kalitsal
fonksiyonel endoglin yoklugu, sizintili ve zayif gelismis bir vaskiiler yatakla
karakterize hemorajik telenjiektazi tip-I (HHT1) bozuklugu ile iliskilidir (McAllister
ve ark., 1994). Bunun yanisira endoglin angiogenezde bozukluk oldugu kanitlanmis
prekeklampsi gibi gebeligin hiper tansif hastaliklarinda da rol oynamaktadir
(Venkatesha ve ark., 2006).

Ayrica, yapilan caligmalarda endoglinin, VEGF ile indiiklenen ug¢ hiicre
olusumunu destekledigi bildirilmistir. Mekanik olarak endoglin, VEGF reseptorii
(VEGFR)-2 ile VEGF'ye bagimli bir sekilde etkilesime girerek, VEGFR2 'nin hiicre
yiizeyinde kalmasini saglayip ve bozulmasini onlemektedir. Fakat, VEGFR2 ile
etkilesime girme yeteneginden yoksun olan endoglin mutantlarinin, hiicre yiizeyinde
VEGFR2'yi siirdiirmede ve VEGF'nin neden oldugu ug¢ hiicre olusumunu tesvik

etmede basarisiz oldugu gézlemlenmistir (Tian ve ark., 2018).

Anjiogenezde rol oynadigi kanitlanmis olan endoglinin, hemofilik artropatide
kanamaya bagli prognostik bir role sahip olup olmadig: biiyiik 6nem arz etmektedir.
Bu tez caligmasinin amaci da, endoglin ekspresyonun ve anjiyogenetik faktorlerin
iliskisinin irdelenerek, ilerde hemofilik artopatide potansiyel biyomarker olarak
degerlendirilebilecek faktdrlerin arastirilmasdir. Boylece hemofili hastalarinda bazi
parametrelere Onceden bakilarak, eklem sagliklarinin daha iyi yoOnetilmesi

saglanabilinecektir.
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2. GEREC VE YONTEM

Calismamizda hemofili tanis1 almis hastalarda anjiyogenez ile iliskili oldugu

bilinen endoglin proteininin plazma ve gen ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir.

2.1. Calisma Grubu

Bu kapsamda, 1 Mart 2019-1 Ekim 2019 tarih araliginda Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Anabilim Dal1’nda rutin kontrolleri i¢in
poliklinige basvuran goniilliilerden toplanan kan 6rneklerinde endoglin proteini ile,
anjiyogenez ile iligkili sitokinlerden VEGF, IL-4, TSP-1, IL-12, IFN-a, PAI-1, IFN-
v, ve ANG-1, ANG-2 sitokinlerinin plazma diizeyleri tayin edilmistir. Calismada
ayrica, endoglin, HIF-lo, PGE-2, VEGFA ve VEGFR1 mRNA diizeyleri

saptanmistir.

Calisma kapsaminda toplanan kan oOrneklerinden platelet izolasyonu da

yapilarak, plateletlerin Annexin V baglanma analizi ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Caligma kapsaminda hemofili hasta grubu i¢in 30 6rnek, saglikli kontrol grubu

icin ise 29 drnek toplanmistir.

Calismaya dahil edilme kriterleri su sekildedir: 1 ile 18 yaslar1 arasinda agir
(faktor aktivitesi <%1) veya orta (faktor aktivitesi %1-5) hemofili (hemofili A ve B)

tanis1 almis ve en az 4 ayda bir rutin takip muayenelerine katilan hastalar.

1 yasindan kiiciik veya 18 yasindan biiylik hastalar, son 3 ay i¢inde kayith
radyolojik ve/veya klinik olarak kanitlanmig eklem kanamasi olan inhibitor pozitif
hastalar, hastaneye yatis gerektirecek sekilde bir kanamasi olanlar ve son 1 ay i¢inde
major ya da mindr cerrahi girisim ge¢irmis olan hastalar calismaya dahil

edilmemistir.
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Bir hastanin kan 6rneginde diisiik titre inhibitor pozitifligi gozlendiginden ve
diger bir hastada da hafif hemofili oldugu igin iki hasta daha sonra calismadan
cikarilmigtir. Calisma grubunun (n=28) basvuru sirasindaki ortanca yasi1 8’dir.

(ortalama 8,55+5,8 yil; dagilim 1-19 yil).

Caligmanin kontrol grubu ise; ¢ogu demir eksikligi ve B12 vitamini eksikligi
anemisi tedavisi sonrasi takipte olan, bilinen herhangi bir kanama diyatezi ya da
enfeksiyon Oykiisii olmayan ve goniillii olarak fazladan kan 6rnegi vermeyi kabul
eden, yas ve cinsiyet acisindan hemofili hasta grubu ile yakin segilen 29 saglikli

goniilliiden olusturulmustur.

Calisma yerel etik kuruldan onay alinarak gerceklestirilmistir ve kayit oncesi
her katilimcidan bilgilendirilmis onam alinmistir. Vendz kan 6rnekleri EDTA igeren

tiiplere alinarak kullanilmistir.

2.2. Kullanilan Cihazlar

Karistiric1 vorteks (Heidolph),

e Derin dondurucu (-80°C) (Heto Ultra Freeze),

e Santrifiij (Sigma),

e Santrifiij (Beckman Coulter, Microfuge 18 Centrifuge)
e Spektrofotometre (Multiskan Go, Thermo Scientific)

e inkiibatérlii ¢alkalayici (BioSan, ES-20)

e Buz makinesi (Scotsman)

e Su banyosu (Daihan Scientific)

e Real Time PCR Cihaz (Qiagen)

e Muse Cell Analyzer (Millipore)
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2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

¢ QlAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen, Almanya)

e Human Endoglin Elisa Kit (Fine Test, Cin),

e Human IL-4 ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human IL-12 ELISA Kit (Fine Test, Cin),

¢ Human VEGF ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human IFN- o ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human IFN- y ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human TSP-1 ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human PAI-1 ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human ANG-1 ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e Human ANG-2 ELISA Kit (Fine Test, Cin),

e RT? First Strand Kit (50)- For cDNA Synthesis Prior To Real-Time PCR
(Qiagen, Almanya)

e Sybrgreen master mix (Qiagen, Almanya)

e Primerler (BT Lab, Tiirkiye)

e Annexin V Binding Assay Kit (Luminex, Almanya)

2.4. ELISA Olgiimleri

ELISA, ozgill antijen-antikor arasindaki reaksiyona dayanan, birden cok
numuneyi ayni anda analiz etmeyi saglayan, immunodiagnostik kantitatif bir analiz
yontemidir. ELISA yonteminin prensibi, enzim ile isaretli antikor (konjugat) ve
substrat kullanilarak, saptanacak materyalde bulunan antiijen veya antikor varliginin
kantitatif olarak tespit edilmesine dayanmaktadir. (Engvall ve ark.,2010), (Sakamoto
ve ark., 2018).
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2.4.1. Plazma Endoglin Diizeyi Tayini

Bu deney, Human Endoglin Elisa Kit kullanilarak yapilmistir. Minimum
saptanabilir doz 0,1 ng/ml’dir. Testin duyarliligi, sifirdan ayirt edilebilen en diisiik
protein konsantrasyonu olarak tanimlanmis olup saptama araligi 0,16-10 ng/mL

arasindadir. Test i¢in varyasyon katsayisi (CV) %10’dan azdir.

2.4.1.1. Yontemin Prensibi

Insan Endoglin seviyelerini analiz etmek igin sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt1 kuyucuktan olusan plak
yiizeyi Endoglin spesifik antikoru ile kaplidir. Kuyucuklara elde edilen plazma
numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile isaretlenmis antikorlar eklenir. Enzim
olarak Horseradish peroksidaz (HRP) enzimi kullanilmistir. Biotin ile isaretlenmis
antikorlarin eklendigi plagin inkiibasyon ve yikanmasi sonrasinda HRP-streptavidin
(SABC) ilave edilerek kompleks olusumu saglanir. Tekrar inkiibasyon ve yikama
islemi sonrasinda TMB (tetrametilbenzidin) kromojen substrati eklenerek,
kolorimetrik mavi renk olusumu saglanir. Durdurma (stop) soliisyonu ilavesi ile
yiiksek pH’da enzim-protein aktivitesi inaktive edilerek, reaksiyon sonlandirilir.

Konsantrasyona bagli olarak olusan renk siddeti degisiklik gostermektedir.

2.4.1.2. Yontemin Uygulanisi

Standart ve test numuneleri (1/2 oraninda seyreltilmis) icin gerekli kuyucuk
sayis1 belirlendi. Standart, numune ve kontrol (kor) ¢ozeltleri kuyulara konulmadan
once plak 2 kez yikandi. Standart ve kor kuyucuklarma sirasiyla 100’er pL ¢ozeltileri
eklendi. Ornek kuyucuklarma % oraninda diliie edilmis ¢dzeltiden 100 pL eklendi.
Plagin iizeri koruyucu membran ile kapatildi ve 90 dakika 37°C inkiibe edildi.
Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 2 defa yikama

soliisyonu ile yikandi. Standart, 6rnek ve kor kuyucuklarina 100 pL Biotin isaretli
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antikor calisma ¢ozeltisinden ilave edildi. Plagin tstii koruyucu membran ile
kapatild1 ve 60 dakika 37°C inkiibe edildi. Belirtilmis siire sonunda plagin koruyucu
membrani kaldirildi, plak 3 defa yikama soliisyonu ile yikandi. Her defasinda yikama
soliisyonu kuyucuklarin igerisinde 1-2 dakika bekletildi. Her kuyucuga 100 pL HRP-
Streptavidin konjugati (SABC) calisma soliisyonu eklendi. Plagin iizeri koruyucu
membran ile kapatildi ve 30 dakika 37°C inkiibe edildi. Belirtilmis siire sonunda
plagin koruyucu membrani kaldirildi, plak 5 defa yikama soliisyonu ile yikandi. Her
defasinda yikama soliisyonu kuyucuklarda 1-2 dakika bekletildi. Her kuyucuga 90
pL TMB Substrati eklendi. Plagin iizeri koruyucu membran ile kapatildi, karanlikta
15-20 dakika 37°C inkiibe edilerek, her kuyucugun igerisine 50 uL durdurma (stop)

soliisyonu eklendi.

Kuyucuklardaki renk siddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve kalibrasyon grafigi ¢izilerek plazma endoglin diizeyi
hesaplandi (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Endoglin ELISA analizi igin kalibrasyon egrisi.

2.4.2. Plazma IL-4 Diizeyi Tayini

Bu deney, Human IL-4 ELISA Kit (Fine Test) kullanilarak yapilmistir. Plazma
Interlokin-4 (IL-4)i¢in kullanilan kitin (FineTest) analitik duyarliligi 18,75 pg/mL,
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saptama aralig1 ise 31,25-2000 pg/mL’dir. Test igi ve testler aras1 CV’ler sirasiyla
%8 ve %10°dan azdir.

Sonuglar, kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta numunelerinin ve kontrollerin

plazma numuneleri i¢in elde edilen A450 degerlerine gore ifade edilmistir.

2.4.2.1. Yontemin Prensibi

Insan IL-4 seviyelerini analiz etmek icin sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt1 kuyucuktan olusan plak
yizeyi IL-4 spesifik antikoru ile kaphidir. Kuyucuklara elde edilen plazma
numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile isaretlenmis antikorlar eklenir ve
inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek kompleks
olusumu elde edilir. inkiibasyon ile yikama islemi ardindan kromojen substrat ilave
edilerek, kolorimetrik mavi rengin olusumu saglanir. Durdurma (stop) soliisyonu
ilave edilerek reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk siddeti farklilik

gostermektedir.

Kuyucuklardaki renk siddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve standart grafigi (Sekil 2.2) cizilerek hesaplandi.
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Sekil 2.2. IL-4 ELISA analizi igin kalibrasyon egrisi.
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2.4.3. Plazma IL-12 Diizeyi Tayini

Bu deney, Human IL-12 ELISA Kit (Fine Test) kullanilarak yapilmustir.
Plazma Interldkin-12 (IL-12)i¢in kullanilan kitin (FineTest) analitik duyarlilig1 9,375
pg/mL, saptama aralig1 ise 15,625-1000 pg/mL’dir. Test i¢i ve testler aras1 CV’ler

sirasiyla %8 ve %10°dan azdir.

Sonuglar, kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta numunelerinin ve kontrollerin

plazma numuneleri i¢in elde edilen A450 degerlerine gore ifade edilmistir.

2.4.3.1. Yontemin Prensibi

Insan IL-12 seviyelerini analiz etmek igin sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt1 kuyucuktan olusan plak
yiizeyi 1L-12 spesifik antikoruyla kaplidir. Kuyucuklara plazma &rnegi eklenir.
Ardindan immiin kompleks olusturmak amaciyla biotin ile isaretlenen antikorlar
eklenir, inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek
kompleks olusumu saglanmaktadir. Inkiibasyon ve yikamanin ardindan kromojen
substrat ilave edilerek, kolorimetrik mavi rengin olusumu saglanir. Durdurma (stop)
soliisyonu ilavesiyle reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucu renk siddeti

farkhilik gostermektedir.

Kuyucuklardaki renk siddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve standart grafigi (Sekil 2.3) gizilerek hesaplandi.
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Sekil 2.3. IL-12 ELISA analizi icin kalibrasyon egrisi.

2.4.4. Plazma IFN-o Diizeyi Tayini

Bu deney, Human IFN- a Elisa Kit kullanilarak yapilmistir. Plazma interferon-
alfa (IFN-a) i¢in kullanilan kitin (FineTest) analitik duyarliligi 9,375 pg/mL, saptama
araligi ise 15,625-1000 pg/mL’dir. Test ici ve testler arast CV’ler sirasiyla %8 ve
%10’dan azdir.

Sonuglar, kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta numunelerinin ve kontrollerin

plazma numuneleri i¢in elde edilen A450 degerlerine gore ifade edilmistir.

2.4.4.1. Yontemin Prensibi

Insan IFN-a seviyelerini analiz etmek icin sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt1 kuyucuktan olusan plak
yizeyi IFN-a spesifik antikoruyla kaplidir. Kuyucuklara elde edilen plazma
numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile isaretlenen antikorlar eklenir
inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek kompleks
olusumu saglanir. inkiibasyon ve yikama isleminin ardindan kromojen substrat ilave

edilerek, kolorimetrik mavi rengin olusumu saglanir. Durdurma (stop) soliisyonunun
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ilavesi ile reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk siddeti farklilik

gostermektedir.

Kuyucuklardaki renk siddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve standart grafigi (Sekil 2.4) gizilerek hesaplandi.
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Sekil 2.4. IFN-o ELISA analizi i¢in kalibrasyon egrisi.

2.4.5. Plazma IFN-y Diizeyi Tayini

Bu deney, Human IFN-y Elisa Kit kullanilarak yapilmistir. Plazma interferon-
alfa (IFN-a) i¢in kullanilan kitin (FineTest) analitik duyarliligi 9,375 pg/mL, saptama
araligr ise 15,625-1000 pg/mL’dir. Test ici ve testler aras1 CV’ler sirasiyla %8 ve
%10’dan azdir.

Sonuglar, kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta numunelerinin ve kontrollerin

plazma numuneleri igin elde edilen A450 degerlerine gore ifade edilmistir.
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2.4.5.1. Yontemin Prensibi

Insan IFN-y seviyelerini analiz etmek i¢in sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt1 kuyucuktan olusan plak
yiizeyi IFN-y spesifik antikoruyla kaplidir. Kuyucuklara elde edilen plazma
numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile isaretlenmis antikorlar eklenir
inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek kompleks
olusumu saglanir. Inkiibasyon ve yikama isleminin ardindan kromojen substrat
eklenir ve kolorimetrik mavi renk olusumu saglanir. Durdurma (stop) soliisyonunun
ilavesiyle reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk siddeti farklilik

gostermektedir.

Kuyucuklardaki renk siddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve standart grafigi (Sekil 2.5) gizilerek hesaplandi.
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Sekil 2.5. IFN-y ELISA analizi igin kalibrasyon egrisi.

2.4.6. Plazma TSP-1 Diizeyi Tayini

Bu deney Human TSP-1 Elisa Kit kullanilarak yapilmistir. Plazma
trombospondin-1 (TSP-1)i¢in kullanilan kitin (FineTest) analitik duyarlihigi 0,938
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ng/mL, saptama araligi da 1,563-100 ng/mL’dir. Test i¢ci ve testler aras1t CV’ler

sirasiyla %8 ve %10°dan azdir.

Sonuglar, kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta numunelerinin ve kontrollerin

plazma numuneleri i¢in elde edilen A450 degerlerine gore ifade edilmistir.

2.4.6.1. Yontemin Prensibi

Insan TSP-1 seviyelerini analiz etmek igin sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt: kuyucuktan olusan plak
yizeyi TSP-1 spesifik antikoruyla kaplidir. Kuyucuklara elde edilen plazma
numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile isaretlenmis antikorlar eklenir ve
inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin  (SABC) ilave edilerek
kompleks olusumu saglanir. inkiibasyon ve yikama isleminin ardindan kromojen
substrat eklenir, kolorimetrik mavi rengin olusmasi saglanir. Durdurma (stop)
soliisyonu ilavesiyle reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk siddeti

farklilik gostermektedir.

Kuyucuklardaki renk siddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve satnart grafigi (Sekil 2.6) ¢izilerek hesaplandi.
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Sekil 2.6. TSP-1 ELISA analizi igin kalibrasyon egrisi.
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2.4.7. Plazma PAI-1 Diizeyi Tayini

Bu deney, Human PAI-1 Elisa Kit kullanilarak yapilmistir. Plazma
trombospondin-1 (TSP-1)i¢in kullanilan kitin (FineTest) analitik duyarliligi 0,938
ng/mL, saptama araligi ise 1,563-100 ng/mL’dir. Test i¢i ve testler aras1 CV’ler

sirasiyla %8 ve %10°dan azdir.

Sonuglar, kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta numunelerinin ve kontrollerin

plazma numuneleri i¢in elde edilen A450 degerlerine gore ifade edilmistir.

2.4.7.1. Yontemin Prensibi

Insan PAI-1 seviyelerini analiz etmek icin sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt1 kuyucuktan olusan plak
yizeyi PAI-1 spesifik antikoruyla kaplidir. Kuyucuklara elde edilen plazma
numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile isaretlenen antikorlar eklenir ve
inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek kompleks
olusumu saglanir. Inkiibasyon ve yikama isleminin ardindan kromojen substrat
eklenerek, kolorimetrik mavi renk olusumu saglanir. Durdurma (stop) soliisyonunun
ilave edilmesiyle reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk siddetti

farklilik gostermektedir.

Kuyucuklardaki renk siddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve standart grafigi (Sekil 2.7) gizilerek hesaplandi.
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Sekil 2.7. PAI-1 ELISA analizi igin kalibrasyon egrisi.

2.4.8. Plazma ANG-1 Diizeyi Tayini

Bu deney, ANG-1 Elisa Kit kullanilarak yapilmigtir. Plazma angiopoetin-1
(ANG-1)i¢in kullanilan kitin (FineTest) analitik duyarliligi 0,094 ng/mL, saptama
araligi da 0,156-10 ng/mL’dir. Test i¢i ve testler arast CV’ler sirasiyla %8 ve
%10°dan azdir.

Sonuglar, kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta numunelerinin ve kontrollerin

plazma numuneleri i¢in elde edilen A450 degerlerine gore ifade edilmistir.

2.4.8.1. Yontemin Prensibi

Insan ANG-1 seviyelerini analiz etmek i¢in sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt1 kuyucuktan olusan plak
yizeyi ANG-1 spesifik antikoruyla kaphdir. Kuyucuklara elde edilen plazma
numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile isaretlenmis antikorlar eklenir ve
inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek kompleks

olusumu saglanir. Inkiibasyon ve yikama islemi sonrasinda kromojen substrat
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eklenerek, kolorimetrik mavi renk olusumu saglanir. Durdurma (stop) soliisyonu
ilavesi ile reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk siddetti farklilik

gostermektedir.

Kuyucuklardaki renk sidetti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve standart grafigi (Sekil 2.8) gizilerek hesaplandi.
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Sekil 2.8. ANG-1 ELISA analizi i¢in kalibrasyon egrisi.

2.4.9. Plazma ANG-2 Diizeyi Tayini

Bu amagla, ANG-2 Elisa Kit kullanilmistir. Plazma anjiopoetin-2 (ANG-2)i¢in
kullanilan kitin (FineTest) analitik duyarliligi 28,125 pg/mL, saptama araligi ise
46,875-3000 ng/mL’dir. Test i¢i ve testler arast CV’ler sirasiyla %8 ve %10’dan

azdir.

Sonuglar, kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta numunelerinin ve kontrollerin

plazma numuneleri i¢in elde edilen A450 degerlerine gore ifade edilmistir.
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2.4.9.1. Yontemin Prensibi

Insan ANG-2 seviyelerini analiz etmek igin sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt1 kuyucuktan olusan plak
yiizeyi ANG-2 spesifik antikoru ile kaplidir. Kuyucuklara elde edilen plazma
numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile isaretlenmis antikorlar eklenir ve
inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek kompleks
olusmas! saglanmaktadir. Inkiibasyon ve yikama isleminin ardindan kromojen
substrat eklenerek, kolorimetrik mavi rengin olusmasi saglanir. Durdurma (stop)
soliisyonu ilavesi ile reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk siddetti

farklilik gostermektedir.

Kuyucuklardaki renk sidetti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve standart grafigi (Sekil 2.9) gizilerek hesaplandi.
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Sekil 2.9. ANG-2 ELISA analizi igin kalibrasyon egrisi.
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2.4.10. Plazma VEGF Diizeyi Tayini

Bu deney, VEGF Elisa Kit kullanilarak yapilmistir. Plazma VEGF igin
kullanilan kitin (FineTest) analitik duyarliligi 18,75 pg/mL, saptama aralig1 ise
31,25-2000 pg/mL’dir. Test igi ve testler arast CV’ler sirasiyla %8 ve %10’dan azdir.

Sonuglar, kalibrasyon egrisi kullanilarak hasta numunelerinin ve kontrollerin

plazma numuneleri igin elde edilen A450 degerlerine gore ifade edilmistir.

2.4.10.1. Yontemin Prensibi

Insan VEGF seviyelerini analiz etmek i¢in sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmaktadir. Doksan alt1 kuyucuktan olusan plak
yizeyi VEGF spesifik antikoruyla kaphdir. Kuyucuklara elde edilen plazma
numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile isaretlenmis antikorlar eklenir ve
inkiibasyon ve yikama sonrasinda HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek kompleks
olusumu saglanir. Inkiibasyon ve yikama islemi sonrasinda kromojen substrat
eklenerek, kolorimetrik mavi rengin olusmasi saglanmaktadir. Durdurma (stop)
soliisyonunun ilavesiyle reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk
siddetti farklilik gostermektedir. Kuyucuklardaki renk siddeti 450 nm dalga boyunda

mikroplak okuyucu spektrofotometrede okunur ve hesaplamalar yapilir.

Kuyucuklardaki renk sidetti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu
spektrofotometrede okundu ve standart grafigi (Sekil 2.10) gizilerek hesaplandi.
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Sekil 2.10. VEGF ELISA analizi i¢in kalibrasyon egrisi.

2.5. Gen Ekspresyon Analizleri

Gergek zamanli kantitatif PCR (Real time PCR) analizi ilk kez 1993 yilinda
Higuchi ve ark. tarafindan gerceklestirilmis ve geliserek giinlimiize kadar gelmistir
(Kubista ve ark., 2006). Bu yontemde, ters transkripsiyon yardimiyla mRNA'dan
cDNA elde edilmesinden sonra, degerlendirilmek istenilen gene 6zgli primerler,
DNA polimeraz enzimi ve ilgili deney bilesenleri kullanilip, genin cogaltilmasi

saglanarak gen analizi yapilabilmektedir. (Derisi ve ark.,1998).

2.5.1. Plazmadan RNA izolasyonu

Bu amagla QIAamp RNA Blood Mini Kit kullanilmistir.
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2.5.1.1. Yontemin Prensibi

RNA’nin kandan saflastirilmasi i¢in QIAamp prosediirii sirasinda, eritrositler
secici olarak pargalanir ve lokositler ilk santrifiijleme sirasinda geri kazanilir.
Lokositler daha sonra, RNazlar1 inaktive eden ve saglam RNA’nin izole edilmesine
izin veren yiiksek denatiire edici kosullar kullanilarak pargalanir. Lizatin bir
QIAshredder dondiirme kolonu boyunca kisa bir santrifiijleme ile
homojenlestirilmesinden sonra, baglama kosullarini ayarlamak i¢in etanol eklenir ve
ornek QIAamp dondiirme kolonuna aktarilir. RNA, kisa bir santrifiijleme basamagi
sirasinda silika zarina baglanir. Diger maddeler yikanarak uzaklastirilir ve toplam
RNA, herhangi bir sonraki uygulamada dogrudan kullanim ig¢in 40 pL veya daha
fazla RNaz icermeyen su i¢inde eliite edilir. Homojenlestirilmis hiicre lizatlari, birkag

ay boyunca -70°C’de saklanabilir.

Islem saglam I8kositlere dayandigindan, donmus tam kan kullanilamaz.

2.5.1.2. Yontemin Uygulanisi

e EDTA’L tiiplere alinmis olan tam kan oneklerinden 500 pL kan alinip 15
mL’lik falkon tiiplere aktarildi.

e [ voliim kan iizerine 5 voliim Buffer EL (Erythrocyte Lysis Buffer) eklendi.
(500 pL kan igin 2,5 mL Buffer EL eklendi).

e Tiipler 15 - 20 dakika buzda bekletildi. 2 dakika araliklarla vortekslendi.

e Tiipler buzdan alinarak 10 dakika 4000 rpm hizinda, 4°C’de santrifiij edildi.

e Santrifiijden sonra supernatant atildi.

e Olusan pelletin iizerine 1 mL Buffer EL kondu ve tiipler vortekslendi.

e Tiipler 10 dakika 4000 rpm hizinda, 4°C’de santrifiij edildi.

e Olusan pellet iizerine 350 uL Buffer RLT konuldu. Votekslendi.

e Olusan lizatlar1 QiaShredder spin kolonlara aktarild.

e 2 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.

e QiaShredder kolonlar atildi. Lizatlar kullanildi.
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Lizat tizerine 350 uL %70 alkol eklenerek pipetleme yapildi.

Lizat Qiaamp spin kolonlara aktarildi.

15 saniye 8000 xg hizda santrifiij edildi. Kolonlar yeni toplayic1 kolonlara
aktarildu.

700 uL Buffer RW1 eklendi.

15 saniye 8000 xg hizda santrifiij edildi. Tipler yeni toplayici kolonlara
aktarildi.

500 uL Buffer RPE eklendi.

15 sn. 8000 xg santrifiij edilir. Tiipler yeni toplayict kolonlara aktarildi.

500 pL Buffer RPE eklendi.

3 dakika 14.000 xg maksimum hizda santrifiij edildi.

Qia amp kolonlar 1,5 mL’lik eppendorf tiilere alinir ve 40 pL RNAse
icermeyen su eklendi.

1 dakika 8000 xg santrifiij edildi.

Filtreli tiipler atild1. Ependorf tiipte bulunan RNA -80°C’de sakland.

2.5.1.3. RNA Miktar Tayini

Izolasyonun ardindan RNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik ydntem ile

olgiildii. Izole edilmis RNA &rnekleri, 260 ile 280 nm dalga boylarinda absorbanslari

oOl¢iilerek konsantrasyon ve safliklari 6l¢iildi.

[zole edilen RNA orneklerinin saflik derecesi 260 nm ve 280 nm’deki

absorbans oranlarindan tespit edilir, ideal saflikta olan RNA’nmn, A260/ A280

absorbans orani 1,8-2,0 olarak bulunmas1 gereklidir.

Reaksiyon basina 2 pg RNA kullanilmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait izole

edilen RNA oOrneklerinden belirtilen miktarda alinip, spektrofotometrede 6l¢iilmek

tizere 6zel plaklara uygulanmis ardindan absorbans okunarak miktar tayini okumasi

gerceklestirilmistir. Gen ekspresyon analizleri i¢in 100 ng RNA kullanilmustir.
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2.5.2. cDNA Sentezi

MRNA molekiillerinden ters transkriptaz enzimi araciligi ile komplementer ¢ift
iplikli  DNA (cDNA) sentezi yapilarak, gen ekspresyonu analizlerinin

gergeklestirilmesini saglayan hassas bir yontemdir.

RT? birinci iplik¢ik kiti, birinci iplik¢ik cDNA sentezi i¢in verimli, hizli ve

kolay bir prosediir saglamaktadir.

2.5.2.1. Reaktiflerin Hazirlanmasi

Genomik DNA Eliminasyon Karisim

Bilesenler ve miktarlar

GE Tamponu: 2 pL

RNA: 25 ng-5 pg

Niikleaz igermeyen su: Degisken
Toplam Hacmi: 10 pL

Genomik DNA eliminasyon karisimi 42°C’de 5 dakika inkiibe edilir,

sonrasinda en az 1 dakika boyunca buzun iizerine bekletilir.

Ters Transkripsiyon Karisimi

Bilesenler ve 1 (bir) reaksiyonluk hacim

Kontrol P: 1 uLb
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5x BC3 Tmponu: 4 pL

RE3 Ters Transkripsiyon Karigimi: 2 pLb

Niikleaz igermeyen su: 3 pL

Toplam hacmi: 10 uL

2.5.2.2. Yontemin Uygulanisi

Izole ettigimiz RNA’lar1 hepsi esit olacak sekilde Niikleaz icermeyen su ile

10 pL’ye tamamlandi.

e Diliie edilmis ¢ozeltiden 8 pL eppendorf tiiplerine alindu.

e Uzerine 10 pL DNA eliminasyon karisimi eklendi.

e Genomik DNA’dan kurtulmak i¢in 42°C su banyosunda 15 dakika inkiibe
edildi.

e Inkiibasyondan sonra drnekler soguk blogun iizerine alindi ve her birinin
izerine 8 pL ters transkripsiyon karigimi eklendi.

e 20 dakika cDNA cihazinda sentez edildi.

e Son olarak her bir tiipe 91 pL RNase igermeyen su eklendi ve tiipler -20°C

kaldirildu.

2.5.3. Real-Time PCR Analizi

Qiagen RotorGene sistemi kullanilarak nicel ger¢ek zamanli PCR yapildi.
GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz), normalizasyon igin bir referans

(housekeeping) geni olarak kullanildi.

Ileri ve geri primer dizilimi: ENG i¢in 5*-TGCATTGGCCTACAATTCCA-3°
ileri,  5‘-AGCTGCCCACTCAAGGATCT-3* ters; VEGFA  igin  5°-
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AGGGCAGAATCATCACGAAGT-3 ileri, 5*-AGGGTCTCGATTGGATGGCA-3*
geri; VEGFR1 i¢in 5°-GAAAACGCATAATCTGGGACAGT-3° ileri, 5°-
GCGTGGTGTGCTTATTTGGA-3¢ geri; prostaglandin E2 (PGE-2) igin 5°-
ATGCTGACTATGGCTACAAAAGC-3¢ ileri,5“TCGGGCAATCATCAGGCAC-
3‘geri; HIF-1a icin 5‘-ATCCATGTGACCATGAGGAATG-3"ileri,5¢-
TCGGCTAGTTAGGGTACACTTC-3¢ geri.

2.6. Platelet Izolasyonu ve Anneksin V Baglanma Analizi

Hiicreler apopitoza gittiklerinde normal sartlarda stoplazmik yiizeyde yer alan
fosfatidilserin (PS) molekiillerinin hiicrenin dis yiizine transloke olduklar
bilinmektedir.. Anneksin V ise, fosfatidilserine affinitesi yiiksek olan bir bir protein
oldugu i¢in, baglanma oranlar1 floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenerek akim
sitometrisi yardimi ile Olgiilebilmektedir. (Gatti ve ark.,1998), (Koopman ve
ark.,1994).

Bu prensipten yola ¢ikarak, EDTA igeren tiiplere alinan kan 6rnekleri santrifiij
edilerek trombositler ayristirildi. Kan ornekleri 20 dakika boyunca 200 xg’de
santrifiijleme yapildi. Trombositten zengin plazma, trombositleri ¢okeltmek ic¢in 20
dakika boyunca 1000 xg’de santrifiijlendi. izole edilen trombositler Ca**/Mg*?
bulundurmayan PBS tampon cozeltisi ile ii¢ kez yikanarak, 2,5x10° hiicre/mL
konsantrasyonuna getirildi. Trombositlere baglanan annexin V (AnxV), iireticinin
talimatlarma gore AnxV-baglanma kiti (Luminex, Almanya) kullanilarak

degerlendirildi.

Kisaca, 100 pL hiicre siispansiyonuna 100 pl. AnxV reaktifi eklendi ve oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. Fosfatidilserin maruziyetine dayali ANXS
pozitif hiicre popiilasyonu, Muse Cell Analyzer (Millipore) ile belirlendi.
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2.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 6.0e (Macintosh Version by Software
MacKiev, GraphPad Software, Inc) programi kullanilarak gerceklestirildi. ELISA
sonuglari, ortalama + standart sapma (SD) kullanilarak gosterildi ve karsilagtirilmalar
Mann-Whitney U testinden yararlanilarak yapildi. Kategorik parametreler y? testi ile
hesaplandi. Ger¢ek zamanli PCR analizleri ve ANX5 baglanma analiz bulgulari,
One-Way ANOVA testi ile hesaplandi. Korelasyon analizlerinde Pearson korelasyon
testinden yararlanildi ve istatiksel anlamlilik P<0,05 degerinin saglanmasina gore

degerlendirildi.
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3. BULGULAR

Bu calismada, orta veya siddetli hemofili (hemofili A, n=22; hemofili B, n=6)
olan 28 c¢ocuk ve benzer yas ve cinsiyetteki 29 saglikli kontrol grubunun ENG
proteini ve g¢esitli adipositokinlerin plazma seviyeleri Olgiildii. Cizelge 3.1°de

hastalarin ve kontrol grubunun demografik ve klinik 6zellikleri yer almaktadir.

Cizelge 3.1. Hastalarin ve kontrol grubunun demografik ve klinik 6zellikleri.

Degiskenler Hemofili Kontrol
(n=28) (n=29)

Yas (yil), ortalama £ SD * 8,55+5,81 9,35+3,05

Erkek, n (%) * 28 (100) 29 (100)

Hemofili tipi, n (%)
Hemofili A (n=22)

Agir (faktsr VI <1%) 19 (86,4) ND
Orta (faktor VIII >1 to <5%) 3(13,6) ND
Hemofili B (n=6)
Agir (faktdr IX <1%) 5 (16,6) ND
Orta (faktor IX >1 to <5%) 1 (10) ND
Profilaksi, n (%) 25 (89,2) ND
Kanadikea tedavi, n (%) 3(10,8) ND

Son 12 aydaki eklem kanamalart orani, medyan+SD (min-maks)

Agir hemofili A&B 0,940,9 (0-3) ND

Orta hemofili A&B 1+1,7 (0-3) ND

Hedef eklemi olan hastalar, n (%) 5 (17,8) ND
Faktor seviyesi, %

<1 85,7 ND

>1 14,3 ND

*Hemofili grubu ile kontrol grubunun arasinda demografik 6zellikler bakimindan anlamli bir farklilik yoktur.
Kisaltmalar: ND, Karar verilmedi; NS, Onemsiz.
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Cizelge 3.2. Anjiogenez iligkili sitokinler ve biyobelirteclerin hemofili hastalar1 ve kontrol grubuna ait
plazma diizeyleri.

Kontrol grubu Hemofili grubu P degeri
(n=29) (n=28)

ENG (pg/mL) 90,00+20,00 210,00+130,00 <0,0001
IL-4 (pg/mL) 16,00+2,68 20,93+9,86 NS
IL-12 (pg/mL) 413,03+243,02 97,78+25,58 <0,0001
IFN-o (pg/mL) 82,12429,93 1564,77+1111,33 <0,0001
IFN-y (pg/mL) 43,94+36,65 76,38421,11 <0,0001
TSP-1(pg/mL) 233,01+71,75 295,08+34,22 0,0002
PAI-1(pg/mL) 106,67+39,40 691,13+462,21 <0,0001
ANG-1 (pg/mL) 2151,15+1023,73 1960,91£1267,26 NS
ANG-2 (pg/mL) 4293,41+151,47 4309,68+100,90 0,005
VEGF (pg/mL) 154,71+£74,29 1070,26+391,00 <0,0001

Sonuglar ortalamasi+SD olarak ifade edilmistir, P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistiri.
ENG, endoglin; IL, interlokin, INF, interferon; TSP, plazma trombospondin, PAI, plazminojen
aktivator inhibitorii; ANG, anjiopoetin; VEGF, vaskiiler endotelyal biiytime faktorii; NS, istatistiksel
olarak anlamsiz

Plazma Endoglin Diizeyleri(pg/ml)
300 s ko
250
200
150
100
50

Kontrol Hemofili

Sekil 3.1. Kontrol grubu ve hemofili hastalarinda endoglin  diizeyleri  (pg/ml)
*** P<0,0001

Plazmadaki biyobelirteg ve sitokin diizeylerinin analizi, kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda hemofili grubunda ENG diizeyleri anlaml dlgiide yiliksek bulundu
(210 £ 130 pg/mL’ye karsilik 90 + 20 ng/mL, P<0,0001) (Sekil 3.1).

56



Plazma IL-4 Diizeyleri(pg/ml)
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Sekil 3.2. Kontrol grubu ve hemofili hastalarinda IL-4 diizeyleri (pg/ml)
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Sekil 3.3. Kontrol grubu ve hemofili hastalarinda IL-12 diizeyleri (pg/ml)
***P<(,0001

Plazma IL-4, IL-12, IFN-o ve IFN-y seviyeleri de c¢alisma kapsaminda
degerlendirildi. Hemofili ile kontrol gruplarinin IL-4 seviyeleri bakimmdan anlaml
bir farklilik gostermedigi bulundu (Sekil 3.2).
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Ote yandan, hemofili hastalarinda IL-12 diizeyleri anlamli olarak daha diisiik
(sirastyla 97,78+25,58 pg/mL ve 413,034+243,02 pg/mL, P<0,0001) olarak bulundu
(Sekil 3.3).
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Sekil 3.4. Kontrol grubu ve hemofili hastalarinda IFN-o diizeyleri (pg/ml)
*** P<0,0001
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Sekil 3.5. Kontrol grubu ve hemofili hastalarinda IFN-y  diizeyleri (pg/ml)
*** P<0,001

IFN-o ve IFN-y diizeyleri ise de hemofili grubunda anlamli olarak daha yiiksek
bulundu (IFN-a hemofili grubu 1564,77+1111,33 pg/mL, kontrol grubu 82,12+29,93
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pg/mL, P<0,0001; IFN-y hemofili grubu 76,38+21,11 pg/mL, kontrol grubu
43,94+36,65 pg/mL, P<0,001) (Sekil 3.4) (Sekil 3.5).
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Sekil 3.6. Kontrol grubu ve hemofili hastalarinda PAI-1 diizeyleri (pg/ml)
*** P<0,0001
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Sekil 3.7. Kontrol grubu ve hemofili hastalarinda TSP-1 diizeyleri (pg/ml)
***p<0,0002

Benzer sekilde, plazma PAI-1 (691,13+462,21 pg/mL’ye karsilik 106,67+39,40
pg/mL, P<0,0001) (Sekil 3.6) ve TSP-1 (295,08+34,22 pg/mL’ye kars1 233,01+£71,75
pg/mL, P=0,0002) (Sekil 3.7) seviyeleri, kontrol gruplari ile kiyaslandiginda hemofili

hastalarinda anlamli olarak yiiksek oldugu gdsterildi.
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Plazma ANG-1 Diizeyleri(pg/ml)
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Sekil 3.8. Kontrol grubu ve hemofili hastalarinda ANG-1 diizeyleri (pg/ml)

Plazma ANG-2 Diizeyleri(pg/ml)
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Sekil 3.9. Kontrol grubu ve hemofili hastalarinda ANG-2 diizeyleri (pg/ml)
**% P=0,005

Hasta ve kontrol gruplarinda, Plazma ANG-1 diizeyleri bakimindan anlamli bir
degisiklik saptanmadi (Sekil 3.8); ancak plazma ANG-2 seviyeleri hemofili
grubunda anlamli olarak yiiksek bulundu (4417,73+100,90 pg/mL’ye karsilik
4309,68+151,47 pg/mL, P=0,005) (Sekil 3.9).
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Plazma VEGF diizeyleri (pg/ml)
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Sekil 3.10. Kontrol grubu ve hemofili hastalarinda VEGF diizeyleri (pg/ml)
*** P=0,0001

Ayrica, plazma VEGF diizeyleri hemofili grubunda kontrole kiyasla
(1070,26+391,00 pg/mL, 154,71+£74,29 pg/mL, P<0,0001) anlamli oranda daha
yiiksek bulundu (Sekil 3.10).

Plazma diizeyi anlamli olarak yiliksek bulunan sitokinler arasinda yapilan
korelasyon analizi bulgularina gére, ENG ve ANG-2 arasinda anlamli bir pozitif

korelasyon saptandi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Hemofili hastalarinda ENG ve ANG-2 sitokinleri arasindaki korelasyon iligkisi.
Korelasyon analizi olarak Spearman analizi kullanildi1 ve istatiksel analizde P<0,05 anlamli olarak
degerlendirildi.

Bu tez calismasinda ayrica, hastalarda ENG, HIF-1a, PGE-2, VEGFA ve
VEGFR1 genlerinin mRNA ekspresyonu analiz edildi ve kontrol grubu ile
karsilastirildi. Hemofili ve kontrol grubu PCR analizlerine ait amplifikasyon egrileri
Sekil 3.12. — Sekil 3.23. de sunulmustur.
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Sekil 3.12. Kontrol grubuna ait endoglin amplifikasyon egrisi.
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Sekil 3.13. Hemofili grubuna ait endoglin amplifikasyon egrisi.
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Sekil 3.14. Kontrol grubuna ait HIF-10 amplifikasyon egrisi.
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Sekil 3.15 Hemofili grubuna ait HIF-1a amplifikasyon egrisi.
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Sekil 3.16. Kontrol grubuna ait PGE2 amplifikasyon egrisi.
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Sekil 3.17. Hemofili grubuna ait PGE2 amplifikasyon egrisi.
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Sekil 3.18. Kontrol grubuna ait VEGFA amplifikasyon egrisi.
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Sekil 3.19. Hemofili grubuna ait VEGFA amplifikasyon egrisi.
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Sekil 3.20. Kontrol grubuna ait VEGFR1 amplifikasyon egrisi.
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Sekil 3.21. Hemofili grubuna ait VEGFR1 amplifikasyon egrisi.

Hemofili grubunda ENG, HIF-1lo, PGE-2 ve VEGFA mRNA ekspresyon
diizeylerindeki artis (fold increase) sirasiyla; 9,22+1,13 (P<0,0001), 4,66+1,05
(P<0,0001), 1,81+0,45 (P<0,01) ve 3,15+0,88 (P<0,0001) olarak hesaplandi.
(Cizelge 3.3).

Her iki grup i¢in yapilan VEGFR1 mRNA diizeylerinin istatistiksel analizinde ise
anlamli bir degisiklik bulunamadi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Anjiyogenez iligkili genlerin mMRNA ekspresyon diizeyleri.

Hemofili grup P degeri
(n=28)
ENG 9,22+1,13 <,0001*
HIF-1a 4,66+1,05 <,0001*
PGE-2 1,81+0,45 <,01*
VEGFA 3,15+0,88 <,0001*
VEGFR1 0,31+0,11 NS

Sonuglar kontrole gore artis (fold increase) olarak ortalama+SD olarak belirtildi. Istatiksel analizde P<0,05
anlamli olarak degerlendirildi.ENG, endoglin; HIF-la , hipoksi ile indiiklenebilir 1-alfa; PGE-2,
prostaglandin-2; VEGFA, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii A; VEGFR1, vaskiiler endotelyal bitylime faktorii
reseptorii 1; NS, 6nemsiz.
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Sekil 3.22. Kontrol ve hemofili grubunda c¢esitli genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri.
Sonuglar 2*-AACt yontemine gore hesaplanmistir. Kontrole kiyasla; **P<0,01: ***P<0,0001.

Bu ¢alismada ayrica, akim sitometri prensibi ile analiz yapan hiicre analizorii
ile hemofili grubu ve kontrol grubunun platelet &rneklerinde AnxV baglanmasi

incelendi.

Elde edilen bulgulara goére, kontrol grubunda AnxV baglanan hiicre
populasyonu %19,73+1,69 iken, hemofili grubunda %12,75+1,98 seklinde anlaml
Ol¢iide azaldig1 saptandi1 (P<0,05). Floresan histograminda, hemofili grubnda ANX5
baglanmasinda yaklasik 1,5 kat azalma oldugu gosterilmistir (Sekil 3.23).
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Sekil 3.23. Trombositlere annexin V (ANX5) baglanma analizi bulgulari.

Trombosit popiilasyonu secildi ve kontrol (a) ve hemofili (b) gruplarinda floresan izotiyosiyanat
isaretli ANX5’in baglanmasi analiz edildi. (¢) Kontrol ve hemofili gruplarimin ANX5 protein
baglanma diizeylerini gdsteren kutu grafikler. Kutunun igindeki yatay cizgi, medyan degeri temsil
eder. Kutunun digindaki iist ve alt gizgiler sirasiyla en yiiksek ve en diisiik degeri temsil eder.*P<0,05.
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4. TARTISMA

Hemofili, tekrarlayan kanama ataklariyla seyreden, hastanin kas-iskelet
sistemini etkileyen ve dejeneratif eklem artropatisine yol agabilen kalitsal bir kanama
bozuklugudur. Kanamanin nedeni travmatik ya da spontan olabilir. Demir,
inflamatuar sitokinler ve anjiyojenik faktorler gibi bir¢ok faktdr bu siirece katkida
bulundugundan hemofilik artropatinin patogenezinin aydinlatilmasi i¢in daha fazla

caligmaya ihtiya¢ bulunmaktadir (Agapidou ve ark., 2016).

Hayvan modelleri ve hiicre kiiltiirleri {izerinde yapilan ¢alismalar, ENG’nin
vaskiiler gelisim ve tiimor anjiyogenezindeki roliinii ortaya koymaktadir (Barnett ve

ark., 2014).

Bu tez calismasinda, hemofilik artropatinin patogenezinde yiiksek dereceli
neo-anjiyogenez ve anormal vaskiiler yeniden sekillenmenin rolii oldugu
diisiiniildiiginden, hemofili hastalarinda yeni adipositokinlerden olan ve
anjiyogenezde rol oynadigi bilinen ENG’nin mRNA ekspresyonu ve plazma
diizeylerinin arastirtlmasi1 planlanmistir. Goéniillillerden kan oOrneklerinin alinmasi
sirasinda aktif kanama olmamasina ragmen, hemofili hastalarinda hem ENG mRNA
ekspresyonu, hem de ENG plazma diizeyi kontrol grubuna kiyasla yiiksek
bulunmustur. ENG ile ilgili elde edilen bulgular, s6z konusu proteinin kronik
inflamatuar siireci ve siirekli bir neo-anjiyogenez ve eklem hasari durumunu

indiikleyebilecegini diistindiirmektedir.

Anjiyogenezin esas olarak kemik iligi ve vaskiiler kok hiicrelerde meydana
geldigi bilinmektedir. Caligmalar, VEGF, ANG-1, ANG-2 ve fibroblast biiylime
faktori gibi anjiyogenetik faktorlerin endotel hiicre proliferasyonuna katildigini
gostermistir (Agapidou ve ark., 2016). VEGF, VEGFR, ANG-1 ve Fms benzeri
tirozin kinaz-1 serum konsantrasyonlari, hemofili hastalarinda inflamatuar belirtegler

ve kemik rezorpsiyonu ile iliskilendirilmektedir (Valentino, 2010).
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ANG-1 yerlesik neovaskiilarizasyonu etkilemezken, ANG-2 endotelyal
hiicreler tarafindan iiretilmekte ve vaskiiler yeniden sekillenme bdlgelerinde belirgin
bir sekilde eksprese edilmektedir (Kim ve ark., 2016). Calismalar, ANG-2’nin, esas
olarak VEGF ile kombinasyon halinde bir anjiyogenez promotoru olarak islev
gordiigiinii ve VEGF seviyeleri diisiik oldugunda vaskiiler regresyonu indiikledigini

gostermektedir (Kienast ve ark., 2013).

Yapilan arastirmalar, ANG-1’in biiylik 6l¢iide neovaskiilarizasyonun gelisimini
inhibe etmek i¢in hareket ettigini, ANG-2’nin ise vaskiiler endotelyumu kararsiz hale
getirmek icin hareket ederek VEGF gibi faktorlere daha duyarli hale getirdigini
gostermektedir (Yoshiji ve ark., 2005).

Serum VEGF ve ANG-1 konsantrasyonlar1 ayrica erken artritte inflamasyon
parametreleri ve kemik rezorpsiyonu ile iligkilidir. Bu nedenle, anjiyogenezin,
hastaligin siddetini yansittig1 ve anjiyogenez biyobelirtecglerinin, hastalik aktivitesini
degerlendirmek ve inflamatuar artritli hastalar i¢in sonucu tahmin etmek amaci ile
yeni ve yararl bir arag¢ olabilecegi belirtilmistir (Clavel ve ark., 2007). ANG-1 ve
ANG-2’nin endotel hiicre yiizeyinde pihtilagmanin diizenleyicisi olarak rol oynadigi
gosterilmistir (Daly, 2017). Bu tez ¢alismasinda ENG ve ANG-2 diizeyleri arasinda
gozlenen pozitif korelasyon, hemofili hastalarinda ENG ve ANG-2’nin inflamasyon
ve pihtilasma kaskadi iizerindeki etkilerinin birbiri ile iligkili olabilecegini

diistindiirmektedir.

Anjiyogenezin, agirlikli olarak makrofajlar ve trombositler tarafindan iiretilen
cesitli sitokinler araciligi ile uyarildigir ve manipiile edildigi bilinmektedir (Repsold
ve ark., 2017; Woijtukiewicz ve ark., 2017). Ornegin, makrofajlar tarafindan iiretilen
TNF-0, inflamatuar siire¢ sirasinda anjiyogenezi tetikleyen pek cok sinyal yolagini
baglatmada rol oynamaktadir (Bigda ve ark., 2002). Ayrica giiclii anjiyojenik
aktiviteye sahip olan VEGF, yara iyilesmesi sirasinda makrofajlar, endotel hiicreleri,
trombositler ve fibroblastlar tarafindan biliylik miktarlarda {iretilmektedir (Gianni-

Barrera ve ark., 2018).
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Doku hasarmin ayirt edici 6zellikleri olan hiicre bozulmasi ve hipoksi, VEGF
ve reseptorii gibi yara bolgesindeki anjiyojenik faktorlerin salinabilmeleri i¢in giiglii
baslangi¢ indiikleyicileri gibi goriinmektedir. VEGFR1’in kan damar1 organizasyonu

icin gerekli oldugu gosterilmistir (Bai ve ark., 2018).

Normal popiilasyonda plazminojenin birincil fizyolojik inhibitérii olan PAI-
1’in konjenital eksikliginde, plazma PAI-1 konsantrasyonlarinin 15 kat aralifinda
degistigi bildirilmistir (Declerck ve ark., 1988). Daha yiiksek plazma PAI-1
seviyelerinin, plazminojen aktivatorlerinin fonksiyonel Omriinii kisaltarak ve
fibrinolizi geciktirerek fibrin yikimimi geciktirdigi ve bdylece anjiyogenezi
destekledigi gosterilmistir (Huber, 2001) Trombospondinler (TSP’ler), yiiksek
molekiiler kiitle ile salgilanan bir glikoprotein ailesi olup, yapilan ¢aligmalar ile TSP-
1 ve TSP-2’nin gii¢lii antianjiyogenik faktorler oldugu ve bu nedenle kemik
olusumunda kan damar1 organizasyonunun kontroliinde rol oynadigi gosterilmistir

(Park ve ark., 2004; Burr ve ark., 2012).

Bu tez c¢alismasinda elde ettigimiz kontrole gore yiiksek PAI-1 ve TSP-1
diizeylerine iligkin bulgularimiz, hemofili hastalarinda PAI-1 ve TSP-1’in
anjiyogeneze katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir; ancak, PAI-1 seviyeleri
irk/etnik koken, cinsiyet, viicut kompozisyonundaki farkliliklar ve yag dokusu
dagilimina gore degisebildigi gibi, plazma PAI-1 konsantrasyonlari, sabahin erken
saatlerinde zirveye ulasan bir sirkadiyen degiskenlik gostermektedir (Cesari ve ark.,
2010). Bu nedenle, PAI-1 ve TSP-1 diizeylerindeki yiikselmenin bir anjiyogenez
isareti oldugunu kesin olarak sdylemek miimkiin degildir. Ayrica, ¢calismaya dahil
edilen hastalarin hi¢birinin yakin zamanda herhangi bir kanama olay1 bildirmemis
olmasma ragmen, so6z konusu proteinlerin bu yiiksek diizeyleri, yakin zamanda

gelisen subklinik kanamay1 da diistindiirmektedir.

Anjiyogenez siireci, endotel hiicrelerinin gocli ve proliferasyonu ile yakindan
iligkilidir. Cesitli anjiyojenik ve inflamatuar sitokinler de endotel hiicrelerinin
gociinde rol oynamaktadir (Weinlander ve ark., 2008; Norooznezhad ve ark., 2017).
Van Meegeren ve ark. (2012) eklemdeki kanin dogal akis siiresini taklit etmek i¢in 4
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giin boyunca IL-4 ile kana maruz birakilan insan kondrosit kiiltiirlerini analiz etmis
ve kondrositlerin kan kaynakli apoptozunun IL-4 yoluyla sinirlandigini gostermistir.
Ayrica, IL-4 tedavisinin kondrositlerin proteoglikan iiretimini artirarak iyilesmeye

katkida bulundugunu gostermislerdir (Van Meegeren ve ark., 2012).

IL-4, esas olarak pro-inflamatuar fazi baskilayarak islev goren bir anti-
inflamatuar sitokindir. Ayrica IL-4’iin kikirdak ve kemik bozulmasini ve ayrica
iltihaplanmay1 engelledigi bildirilmistir (Joosten ve ark., 1999; Lubberts ve ark.,
1999; Kageyama ve ark., 2004). Calismamizda, hemofili grubunda inflamatuar
sitokin diizeyleri, kontrole gore anlamli olarak artmis iken, IL-4 diizeyinde anlamli
bir degisiklik saptanmamistir. Bu durum, eklemlerde sessiz, fakat devam eden
inflamatuar durumun IL-4’1 uyarmak ya da diizenlemek i¢in yeterli olmayabilecegini

diistindiirmiistiir.

CD4+ T hiicreleri ve yardimer T hiicrelerinin rol oynadigi konakgi hiicre
yanitinda, inflamatuar hastaliklarin patogenezinde ve immun yanitin diizenlenmsinde
onemli bir rol oynamaktadirlar. Thl hiicreleri hiicresel bagisiklik yanitini stimiile
eder, makrofaj aktivasyonunun inhibisyonuna katilir ve B hiicrelerini IgM, IgG1
tretmesi i¢in uyarir. Th2 ise, hiimoral immiin yaniti uyararak, B hiicresi
proliferasyonunu destekler ve antikor tretimini (IL-4) indiikler. Ayrica mast
hiicrelerinin ~ ve  eozinofilik  I6kositlerin  farklilasmasint  ve  ¢ogalmasini

indiikleyebilmektedir (Berger, 2000).

Normal sartlar altinda viicutta Thl/Th2 hiicrelerinin farklilagmas1 dengeli bir
durumdadir ve Thl/Th2 hiicrelerinin dengesinde olan degisiklikler hastaliklarin
ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamaktadir (Romagnani, 2003). IL-12, Thl ve Th2
hiicreleri arasindaki dengenin diizenlenmesi agisindan kritik bir sitokindir. Bu
nedenle dogal ve adaptif immiin yanitlar arasinda bir kdprii gorevi gormesi agisindan
onemli bir rol oynar (Gately ve ark., 1998). Ayrica IL-12, INF-y iiretimini ve

proinflamatuar sitokinlerin salinimini indiikler ve Th1 hiicre farklilasmasin1 baglatir.
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Bununla birlikte, 1L-12 ile indiiklenen INF-y iiretimi, IL-4 tarafindan down
regiile edilir. Ayrica IL-12’nin TNF-a’ya kiyasla osteoklast fonksiyonu ve kemik
rezorpsiyonunu inhibe edici etkileri oldugu bildirilmistir (Lee ve ark., 2006). Yapilan
calismalarda murin IL-12’nin neovaskiilarizasyonunu inhibe ettigi ve IL-12’nin bu
etkisinin IFN-y ve IP-10 tarafindan indiiklendigi gosterilmistir (Sgadari ve ark.,
1996).

IL-12 anjiogenezi inhibe etme rol oynadigi ve hemofilide anjiyogenezin
indiiklendigi diistinildiigiinde, yaptigimiz ¢alismada IL-12 diizeylerinin kontrol

grubuna diisiik bulunmast literatiir ile uyumludur.

VEGFA’nin endotelyal hiicre proliferasyonunun indiiklenmesinde, hiicre
gbclinlin  tesvik edilmesinde ve apoptozun inhibe edilmesinde rol oynadigi
bilinmektedir (Zhang ve ark., 2016). Hipoksi ise genellikle inflamasyonun bir
sonucudur ve gii¢lii bir VEGF indiikleyicisidir (Giatromanolaki ve ark., 2003). HIF-1
damar olusum kaskadinda rol oynamaktadir. HIF-1 VEGF’in ana uyaricis1 oldugu
igin, HIF-1 etkisi ile ortaya c¢ikan anjiyogenez genellikle VEGF ile
iliskilendirilmektedir (Jozsef ve ark., 2019).

Endoglin ise neovaskiilarizasyonunu gosteren belirte¢lerden birisidir ve daha
onceki ¢aligmalarda tiimor endoglin ekspresyonun mikrodamar yogunlugu ile iliskili
oldugu gosterilmistir (Kumar ve ark., 1999). Ayrica endoglin ekspresyonunun
vaskiiler yapidaki degisiklikler, yara iyilesmesi ve inflamasyon gibi durumlarda
arttigi  gézlemlenmistir (Tornsey ve ark., 2002). Bununla birlikte yapilan
caligmalarda endoglinin, VEGF-A’nin neden oldugu hiicre olusumunu ve
anjiyogenezi destekledigi gosterilmistir. Boylece, endoglin ve VEGF, tiimor

anjiyogenez siirecinde 6nemli bir rolii olan proteinlerdir (Barbara ve ark., 2005).

Enflamatuar siireclerde rol oynayan ve siklooksijenazlarin ana iiriinii olan
PGE-2’nin ise NO/cGMP yolunu aktive ederek anjiyogenezde modiilator etkisi
oldugu bildirilmistir (Namkoong ve ark., 2005).
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Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular literatiir ile uyumlu olarak hemofili
hastalarinda ENG, HIF-1a, PGE-2 ve VEGFA’nin mRNA ekspresyonunun arttigini

gostermektedir.

Annexin A5 (ANXS5), anneksinler olarak adlandirilan kalsiyum ve fosfolipid
baglayict glukoprotein ailesinin bir iyesidir ve Ca?* varliginda yiiksek afinite ile
negatif yikli fosfolipitleri baglayarak etki gosterir. ANX5’in islevi tam olarak
bilinmemekle birlikte; protrombin ile fosfatidilserin baglanma bdlgeleri igin rekabet
ederek kan pihtilagmasinin inhibisyonunda bir rol oynadigi ve ayrica fosfolipaz

Al’in aktivitesini inhibe ettigi 6ne siiriilmiistiir (Koopman ve ark., 1994).

ANnxA5 ayrica, antikoagiilen olarak da etkisinin giiglii oldugu ortaya koyulmus
bir proteindir (Ida ve ark., 2004). Tomer et al. (2002), antifosfolipid sendromlu
hastalarda akim sitometrisi teknigini kullanarak, anti-trombosit anyonik fosfolipid
antikorlarmin  (aPL) ANXS5’in trombosit anyonik fosfolipidlere baglanmasi
tizerindeki etkisini incelemistir. Yapilan bu ¢alismalar ile hastanin antikorlarinin,
ANX5’in trombosit islevine miidahale edip, trombosit prokoagiilan aktivitesini
artirdigr diisiindiirmektedir (Tomer ve ark., 2002). Arastirmacilar, ANXS5’in,
protrombin olusumunda rol oynayan faktérler ile yarigmali olarak trombosit anyonik
fosfolipidleri iizerindeki prokoagiilan aktiviteyi azalttigini bildirmistir (Tomer A,
2002; Willems ve ark., 2000).

Ayrica, yapilan arastirmalar, APS serumunun trombosit prokoagiilan
aktivitesini artirarak trombosit anyonik fosfolipidlere ANXS baglanmasini yaklagik
16 kat azalttigin1 géstermistir (Thiagarajan ve ark., 1990). Yapilan ¢alismalarda Tip 1
diabetes mellitus hastalarinda gozlenen trombotik komplikasyonlar ile ANX5
baglanmasinin azalmasi arasinda iligki oldugu bildirilmistir (Bakar ve ark., 2014).
Calisgmamizda, hemofili hastalarinda, kontrol guruplart ile kiyaslandiginda;
lenfositlere ANXS baglanmasmin anlamli oranda azalma gosterdigi belirlenmistir.
Elde edilen bulgular hemofili hastalarinda gdzlenen prokoagiilan durum ile

uyumludur.
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5. SONUC ve ONERILER

Hemofilik artropatinin patofizyolojisi eklemde iltihaplanma ve katabolik
siireclerin ~ gelismesinden  sorumlu  mekanizmalar agisindan tam  olarak
aydinlatilamamistir. Sitokinlerin, sitokin ag1 olarak bilinen karmasik bir sistemin bir
pargasit olarak hareket ettiklerinden, bu fenomeni tesvik etmede anahtar bir rol
oynadiklarina inanilmaktadir. Bir inflamasyonun gelismesinin, inflamatuar ve
antiinflamatuar ~ sitokinlerin  biyolojik  aktivitesi arasindaki  dengesizlikten
kaynaklandig1 6ne siiriilmektedir. (Hanada ve ark., 2002). Dengesizligi tetikleyen ve
olusturan ana faktor eklemde ortaya ¢ikan kan ve metabolitleridir. Tekrarlayan eklem
kanamasi ataklari, eklemlerin ve eklem c¢evresindeki dokularin kademeli olarak
dejenerasyonuna neden olan iltihaplanma siireglerini giiglendirir. Sonug olarak

hastalar 6nemli dl¢iide zarar goriir ve 6liim orani artar (Tagliaferri ve ark., 2010).

Mevcut tedavi yontemleri ise; yeni ajanlar ve profilaktik faktér replasman
tedavileri ile birlikte uzmanlasmis ortopedik prosediirler ile uygulanmasini igerir
(Berntorp ve ark., 2012). Bununla birlikte, yontemler bazi durumlarda tamamen
etkili ve tatmin edici goriilmeyebilir (Shapiro ve ark., 2014). Aym zamanda
ortopedik prosediirler 6zgilliikleri nedeniyle yiiksek bir perioperatif risk tasir ve gec
yasta yapildiginda kisa vadede bir rahatlama saglasa bile, uzun vadeli bir ¢6ziim
getirmeyebilmektedir (Shapiro ve ark., 2014). Bu nedenle, hastaligin gelisimini
onlemeye ve hemofilik artropatinin cerrahi tedavisinden kaginmaya yardimci olacak
yeni siirdiiriilebilir tedaviler arayisina devam etmek o6nemlidir (Berntorp ve ark.,
2003).

Bu tez calismasinda, hemofili hastalar1 ve saglikli goniillillerin plazma
orneklerinde yeni tanimlanmis bir adipositokin olan endoglin protein diizeyi ile
anjiyogenik ve inflamatuar sitokinler arasindaki iligki incelenmistir. Elde edilen
bulgulara gore, hemofili hastalarinda VEGF, ENG, TSP-1, ANG-2, PAI, IFN-a ve
IFN-y seviyeleri hemofili grubunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli

oranda yiiksek oldugu gosterilmis, IL-12 diizeylerinin ise diisiik oldugu saptanmustir.
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Gen ekspresyon calismalar1 sonucunda, hemofili hastalarinda ENG, HIF-1a, PGE-2
ve VEGFA’nin mRNA ekspresyonlarinda kontrole goére anlamli bir artis
gozlenmistir. Ayrica hemofili hastalarinda ENG ile ANG-2 diizeyleri arasinda pozitif

korelasyon saptanmustir.

Hemofili hastalarinda ENG diizeylerindeki artisin, ANG-2 ile anlamli pozitif
korelasyon gostermesi, s6z konusu proteinlerin hemofilide anjiyogenez gelisiminde
birlikte rol oynayabileceklerini dislindiirmiistiir. Ayrica, VEGF geninin
upregiilasyonundan sorumlu VEGFA ve HIF-la ekspresyonundaki anlamli artiga
paralel olarak, hemofili hasta grubunda giiclii anjiyogenez promotorii VEGEF’in

plazma diizeyleri ve mRNA ekspresyonunun 6nemli 6l¢iide arttigi saptanmaistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi sonucu elde edilen bulgular, ENG’nin hemofili

hastalarinda anjiyogenez gelisiminde rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Gilinlimiizde hemofili alaninda ¢ok dnemli gelismeler gosterilmeye devam etse
de, eklem kanamasi ve hemofilik artropati artisini dngorebilmek i¢in kulanilacak
biyobelirteglerin arastirilmasinin, uzun vadede hemofili hastalarinin yasam kalitesini

belirlemede 6nemli bir rol oynayacagi diisiiniilmektedir.

Sitokin ag1 icinde meydana gelen siireglerin diizenlenmesi ve modiilasyonunun
saglanmasiin, hemofili hastalarmin eklem sagliklarinin korunmasinda ¢ok umut
verici oldugu disiiniilmektedir. Hemofili hastalarinin tedavilerini daha iyi bir
noktaya tagimak i¢in, hemofilik artropatide yer alan immiinopatolojik mekanizmalar
tizerinde etkili olan inflamatuar ve antiinflamatuvar sitokinlerin roliiniin daha iyi

anlasilabilmesi i¢in yapilacak daha ¢ok calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ozellikle daha fazla sayida ve genis Olgekteki hasta popiilasyonlar,
pediatrik ve eriskin olarak farkli yas gruplarina gore ayrilmis hastalar ve aldiklar
tedavi sekline ve cesitli  Ozelliklerine gore smiflandirilmig  hastalarin

degerlendirilmesi ile yapilacak ¢alismalar adipositokinlerin hemofilik artropati ve
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eklem saglig1 iizerindeki roliinlin aydinlatilmasi i¢in daha fazla katki saglayacaktir.
Bununla birlikte, bu tez ¢aligsmasi; ileride daha ¢ok sayida ve daha farkli 6zelliklerde
cesitli adipositokinlerin bu alandaki roliiniin incelendigi ¢alismalar ile desteklenip,

genisletilebilir.

Bu tez calismasinin, hemofilide farkl: sitokin profiline bagl olarak, artropati ve
diger komplikasyonlara yol acan inflamatuar ve anjiyojenik siireclerin roliinii
aydinlatmak agisindan bir baslangi¢ niteligi tasimakta oldugu ve daha ileri

calismalara 151k tutacagi diisiiniilmektedir.
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OZET

Hemofili Hastalarinda Endoglin ve Cesitli Anjiyogenik Faktorlerin Iliskisinin
Degerlendirilmesi

Hemofilik artropati, cok sayida ve tekrarlayan eklem i¢i kanamalar nedeniyle olusan
ve bunun sonucunda da eklemlerin normal yapisimin bozulup, hareket kapasitesinin
azalmasiyla eslik eden bir durumdur. Hemofili hastalarin yasam kalitesini ciddi oranda
etkileyen en onemli morbidite nedenlerinden biridir. Literatiirde hemofili ve hemofilik
artropati gelisimi ile ilgili ¢esitli mekanizmalar ortaya konulmasina ragmen, yapilan daha
fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir. Son yillarda yapilan ¢alismalar inflamasyon ve anjiyogenezde
rol oynayan ve yeni adipositokinler arasinda yer alan endoglin proteinine dikkat
cekmektedir. Endoglin proteininin tiimor dokularinda endotelyumda yiiksek oranda eksprese
oldugu ve anti-anjiogenik tedavide etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir. Bu kapsamda, bu
calisma Hemofili A ve B hastalarindaki endoglin diizeyleri ile anjiyogenetik faktorlerin
iliskisinin irdelenmesi amaglanmustir.

Bu calismada, Hacettepe Universitesi pediatrik hematoloji kliniginde tedavi géren
Hemofili tanis1 konmus 27 hastadan toplanan plazma ornekleri kullanilmistir. Hemofili
hastalar1 ile ayn1 sayida yas ve cinsiyet bakimindan benzer kontrol grubu calismaya dahil
edilmistir. Toplanan plazma 6rneklerinde ELISA yontemi ile ENG, VEGF, ANG-1/-2, IL-4
ve IL-12 diizeyleri belirlenmistir. ELISA yontemi sonuglarina goére plazma endoglin diizeyi
kontrol grubu ile kiyaslandiginda, hemofili hasta anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur
(p<0,0001). Ayrica, ¢alisilan diger adipositokinlerden VEGF, Angiopoietin-2, IFN-a ve IFN-
y diizeyleri ile, PAI-1 ve trombospondin-1 diizeyleri kiyaslandiginda sonuglar hemofili
grubunda anlamli oranda yiiksek bulunmustur (p<0,01). Bu tez ¢alismasinda ENG ve ANG-
2 diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon gbzlenmis ve bu da inflamasyon ve pihtilagsma
kaskad: lizerinde birbiri ile iliskili olabileklerini diistindiirmiistiir.

Bu c¢alismada ayrica, hastalarda ENG, HIF-1A, PGE-2, VEGFA ve VEGFR1
genlerinin mRNA ekspresyonu analiz edilmis ve kontrol grubu ile karsilastirilmistir.
Hemofili grubunda ENG, HIF-1A, PGE-2 ve VEGFA mRNA ekspresyon diizeylerindeki
artis anlamli bulunmus, VEGFR’de anlamli bir artis gozlenmemistir. Son olarak, bu
calismada ayrica, AnxV baglanmasi incelenmis ve AnxV’in platelet baglanmasinin kontrol
grubuna kiyasla hemofili grubunda 6nemli 6l¢iide azaldig1 gézlemlenmistir.

Bu tez c¢aligmasi, ENG proteininin hemofili hastalarinda anjiyogenez olusumunda rol
oynayabilecegini ve etkilerinin bu siirecte anjiyogenetik belirteg olan anjiyopoietin-2 ile
iligkili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Hemofili hastalarinin tedavilerini daha iyi bir noktaya
tagimak i¢in, biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilecek hedef sitokinlerin roliiniin daha iyi
anlasilabilmesi gerekmektedir. Bu g¢alisma ile hemofili hastalarinda endoglinin rolii ilk kez
incelenmigtir. Ayrica gelecekte, hemofili hastalarinda anjiyogenetik ve inflamatuar
faktorlerin roliiniin altin1 ¢izmek icin daha fazla sayida hasta ve daha genis sitokin gesitliligi
igeren ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Sozciikler: Ang-2, Anjiyogenetik Faktorler, Anjiyogenez, Endoglin,
Hemofili, Hemofilik artropati
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SUMMARY

Evaluation of Endoglin and Various Angiogenic Factor Relationship in Patients
with Haemophilia

Hemophilic arthropathy is a condition that occurs due to multiple and recurrent intra-
articular hemorrhages, and the normal structure of the joints is disrupted and the range of
motion is accompanied by a decrease in range of motion. Hemophilic arthropathy is
important causes of morbidity that seriously affects the quality of life of patients. Although
various mechanisms related to the development of hemophilia and hemophilic arthropathy
have been revealed in the literature, more studies are needed. Recent studies have drawn
attention to endoglin protein, which plays a role in inflammation and angiogenesis and is
among the new adipocytokines. It is suggested that the endoglin protein is highly expressed
in the endothelium of tumor tissues and may have an effect in anti-angiogenic therapy. In
this study, the relation between endoglin levels and angiogenetic factors in patients with
Hemophilia A and B was examined.

Within the scope of the study, plasma samples collected from 27 patients diagnosed
with Hemophilia who were under the treatment of pediatric hematology clinic at Hacettepe
University were used. The same number of age and gender-similar control groups as those of
hemophilia patients were enclosed the study. ENG, VEGF, ANG-1/-2, IL-4 and IL-12 levels
were determined in the collected plasma samples by ELISA method. According to the results
of ELISA method, plasma endoglin level was found to be significantly higher in the
hemophilia patient group than in the control group (p<0.0001). In addition, VEGF,
Angiopoietin-2, IFN-a and IFN-y levels and PAI-1 and thrombospondin-1 levels were found
to be significantly higher in the patient group rather than control group (p<0.01). In this
thesis study, a positive correlation was demonstrated with ENG and ANG-2 levels,
suggesting that they may be related to each other on the inflammation and coagulation
cascade.

In this study, the mRNA expression of ENG, HIF-1A, PGE 2, VEGFA and VEGFR1
genes in patients was analyzed. The increase in ENG, HIF-1A, PGE-2 and VEGFA mRNA
expression levels were meaningfully increased in the hemophilia group, however no
significant increase was observed in VEGFR. Finally, AnxV binding was also examined and
it was demonstrated that, in comparision to control group, the platelet binding of AnxV was
meaningfully reduced in the hemophilia group.

With this thesis, it was proposed that ENG protein can play a role in the generation of
angiogenesis in patients with hemophilia and may be connected to the angiogenic factor,
angiopoietin-2. In order to improve the treatment of hemophilia patients, it is important to
further investigation of target cytokines, which can be considered as biomarkers. It was the
first time with this study that efficacy of endoglin in hemophilia patients was analyzed.
Furthermore, for the future studies, evaluation of larger number of patients and wider variety
of ctyokines are needed to underline the role of angiogenetic and inflammatory factors in
patients with hemophilia.
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