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ÖNSÖZ 

Bu tezin amacı, hemofilinin en sık gözlenen komplikasyonlarından biri olan  

hemofilik artropatide, endoglin düzeyleri ve anjiyogenetik faktörlerin iliĢkisinin 

değerlendirilerek, adipositokinlerin bu alandaki rolünün aydınlatılmasıdır. 

Bu tez çalıĢması için doktora tez danıĢmanım Sayın Doç. Dr. Filiz Bakar 

AteĢ‟e ve emeği geçen tüm bilim insanlarına teĢekkürlerimi ve saygılarımı sunarım. 

Tez sürecimde, en baĢta bir fikir olarak kendisine gittiğimde bana inanan ve bu 

süreçte polikinliklerini açarak ve çalıĢmalarıma koĢulsuz destek olan, Hacettepe 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Æocuk Hematoloji Bilim Dalından Sayın Prof. Dr. Selin 

Aytaç Eyüpoğlu‟na sonsuz teĢekkürlerimi sunarım. 

Ve her zaman en büyük destekçim olan annem ve  bana ilham kaynağı olan 3 

yaĢındaki canım oğlum olmak üzere, bu süreçte yanımda olan tüm aileme teĢekkür 

ederim. Bu tez size ithaf edilmiĢtir. BaĢarılar sizinle anlamlı. 

Bu tez çalıĢması ile birlikte, ilk kez ilaç endüstrisi kariyerim sırasında tanıĢıp, 

büyük bir zevkle çalıĢtıgım hemofili alanındaki deneyimimi, akademik hayatımla 

birleĢtirme Ģansı buldum. Bu nedenle benim için bu tezin yeri çok özel ve anlamlıdır. 

 HerĢeyden öte bu çalıĢma ile,  literatüre ve en önemlisi hasta sağlığına  ufak da 

olsa bir dokunuĢ yapmanın mutluluğu içerisindeyim. Bilim gerçeğe giden yolları 

aydınlatan ıĢıktır. Daha nice çalıĢmaya ıĢık tutması dileğiyle... 
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1. GĠRĠġ 

1.1. Hemofili 

Hemofili, koagülasyon faktörlerinin eksikliğinden kaynaklanan, nadir görülen 

kalıtsal bir kanama bozukluğu hastalığıdır (Peyvandi ve ark., 2016).  

Hemofili, spontan kanama olayları (örn. dokular,kaslar, eklemler) ve 

yaralanma sonrası abartılı veya uzun süreli kanama ile kendini gösterir. Bu 

kanamaların çoğunluğunu ise genellikle eklem içi ve kas içi kanamalar oluĢturur 

(Srivastava ve ark., 2013). 

1.2. Hemostatik Mekanizma 

Hemostaz; kan damarlarındaki olası bir yaralanma sırasında, gerekli miktarda 

fibrin oluĢumunu sağlayarak, kanamayı durdurup, dengeleyen süreçlerin tümü olarak 

tanımlanır (Schenone ve ark., 2004).  

 Yaralanmaya tepki olarak, vücutta damar hasarı olan bölgeyi onarmak üzere 

karmaĢık bir süreç olan hemostaz harekete geçirilir. Amaç, hasarlı kan damarının 

iyileĢmesini sağlayacak bir trombosit ve fibrin pıhtısı oluĢturmaktır (Monroe ve ark., 

2006). 

Damar duvarında oluĢan kanamayı önlemek için ilk olarak kan damarlarının 

daralıp büzüĢmesi ile vazokonstriksiyon meydana gelir. Trombositlerin, von 

willebrand faktörü (vWF) aracılığıyla tip-IV kollajene tutunması trombosit 

adhezyonu olarak bilinir. Trombositlerin birleĢerek küme oluĢturması ise trombosit 

aggregasyonu ile tanımlanır  (Nurden ve ark., 2011).  
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Damar duvarı hasarından sonra vasküler yanıt ile birlikte trombositlerin küme 

oluĢturarak trombosit tıkacı meydana getirmesi primer (birincil) hemostaz olarak 

tanımlanır. Primer hemostazda; trombositler, von willebrand faktörü ve çeĢitli  

endotel damar duvarı hücreleri görev alır. Sekonder hemostaza göre daha zayıf bir 

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

Primer ve sekonder hemostaz, kan damarlarının yaralanması sonucu oluĢan kan 

kaybının önlenmesinden sorumlu olan hemostazın iki aĢamasını oluĢturmaktadır. 

Daha büyük kanamalarda kan kaybını önlemek için protrombinin trombine 

dönüĢerek daha sağlam ve stabil bir pıhtı elde edilmesi ise sekonder hemostaz olarak 

tanımlanır (Mackman, 2009).  

Koagülasyonu sağlayan stabil bir pıhtı oluĢumundan sorumlu bir dizi yolak 

vardır. Nitekim hemofili de koagülasyon faktörlerinin eksikliğinden kaynaklanan 

kalıtsal bir hastalık olduğu için koagülasyon kaskadını iyi tanımak önemlidir. 

1.2.1. Koagülasyon Kaskadı 

Geleneksel koagülasyon kaskadında, bir pıhtı oluĢturmak için fibrin üretme 

nihai hedefi ile ortak bir yola sahip, intrinsik ve ekstrinsik olmak üzere iki farklı yol 

vardır (Davie ve ark., 1991).  

Plazma pıhtılaĢma faktörleri, pıhtılaĢma sürecinde çok özel rollere sahiptir. Bu 

faktörler bir Roma rakamıyla anılır, ancak bazılarının bir adı da vardır. Örneğin 

faktör II (FII), protrombin olarak da bilinir. Küçük bir „a‟ harfinin eklenmesi, 

faktörün aktive edilmiĢ halini gösterir (Miletich ve ark., 1980). Koagülasyon 

kaskadında,  faktörler ve bileĢenler bir sıra ile etkileĢime girerler ve bu süreç 

kademeli olarak gerçekleĢir. 
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1.2.1.1. Ġntrinsik Yolak 

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

nedeni ile hasar görmüĢ kan damarı duvarının yüzeyiyle temas ettiğinde etkinleĢtir 

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

 Ġntrinsik yolak; faktör VIII, IX, XI, XII  ile prekallikrein ve yüksek mol 

ağırlıklı kininojen (HMWK)‟i içerir. 

 Faktör IX, XI ve XII inaktif enzim proküsörleri (proenzim), FVIII ise 

glukoprotein olarak iĢlev görür. 

 Faktör VIII, kofaktör olarak IX aracılığı ile X faktörünü aktive etmek için 

görev alır (Gailani ve ark., 2007). 

1.2.1.2. Ekstrinsik Yolak 

Ekstrinsik Yolak, doku faktörü ve Faktör VII‟den oluĢan daha baskın bir pıhtı 

oluĢumundan sorumlu “Doku Faktör Yolağı” olarak da bilinen yolaktır.                                    

Kan damarında meydana gelen doku hasarı ile aktive edilmektedir  (Hoffman, 2003; 

Vos ve ark., 2016).  

1.2.1.3. Ortak Yolak 

Ortak Yolak, intrinsik ve ekstrinsik yolların ortak yolu oluĢturarak buluĢması 

ve bunun neticesinde de pıhtı oluĢumunun meydana geldiği yolaktır (Mannucci ve 

ark., 1991). Ortak yolak, Faktör I, II, V ve X‟i içermektedir.  Faktör I (fibrinojen) ve 

V glikoproteinlerdir. Faktör II (protrombin) ve X ise, aktif enzim formlarına 

dönüĢtürülen inaktif zimojenlerdir (Hoffman, 2003). 



4 

 

ġekil 1.1. Koagülasyon kaskatının Ģekilsel gösterimi (Hoffman, 2003). 

Hemofili hastalarında FVIIIa/IXa kompleksi, pıhtılaĢma kaskadı sırasında 

normalde olduğu gibi trombosit yüzeyinde oluĢmaz. Sonuç olarak, tenaz kompleksi, 

büyük bir trombin patlaması için yeterli FX‟i aktive etmez (Mann, 2003).  

Bu trombin olmadan patlama ve ardından fibrinojenin fibrine dönüĢmesi, 

hemostatik tıkaç stabil değildir ve uzun süreli kanamaya yol açar. Bozukluğun 

komplikasyonları arasında tekrarlayan eklem ve kas kanamaları, yaralanma veya 

ameliyattan sonra aĢırı kanama ve ciddi vakalarda ölüm riskini içerir. 

1.3. Hemofili Hastalarının Tipleri 

Hemofili A koagülasyon faktörü VIII‟in kalıtsal olarak eksikliği veya hiç 

olmaması nedeniyle oluĢurken, Hemofili B hastalarında koagülasyon faktörü IX 

eksikliği veya yokluğu söz konusudur. (Wight ve ark., 2003; Mannucci ve ark., 

2013).  Her iki tip de kalıtsal olarak X kromozomuna bağlı olarak aktarıldığından 

ötürü erkek hastalarda çok daha sık görülmektedir. Genellikle hemofili hastalarının 

anneleri ve kız çocukları ise hemofili hastalığının taĢıyıcısı olarak yer almaktadır. 
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Hemofili C ise faktör XI (FXI) eksikliği veya yokluğu ile tanımlanır ve, 

Hemofili A ve B‟den farklı olarak, otozomal resesif olarak aktarılan bir özellik 

gösterir. Faktör XI pıhtının büyümesinde ve devamlılığında kritik bir rol oynar. FXI 

eksikliği milyonda bir olarak saptanmasına karĢın, AĢkenazi Yahudilerinde 

prevalansı yüksektir ve bu grubun %8-9‟u heterozigottur (Shpilberg ve ark.,1995).  

Bu tez çalıĢmasında Hemofili hastalığının temel iki tipi olan Hemofili A ve 

Hemofili B hastaları değerlendirilmiĢtir. 

 

1.4.Hemofili Hastalarının Sınıflandırılması 

Hemofilide etyolojiye ve klinik duruma göre iki sınıflama sistemi vardır. 

1.4.1. PıhtılaĢma Faktörü Düzeyine Göre Sınıflandırma 

1.4.1.1. Ağır Hemofili Hastaları 

PıhtılaĢma faktörü aktivite seviyesi normalin %1‟inden azdır (1 birim / dL‟den 

az) (White, 2001, Blanchette ve ark., 2014). Sık görülen spontan kanama atakları ve 

küçük yaralanmalardan sonra kanama ile karakterizedir. Ayda iki ila beĢ spontan 

kanama görülebilmektedir (Furukawa ve ark., 1993) Hemofili A hastalarının yaklaĢık 

%60‟ı ağır hemofili hastalığa sahiptir (Ragni, 2012). 

Hemofili B hastalarının yaklaĢık %40‟ının ağır hemofili B hastası olduğu 

bildirilmiĢtir (Soucie ve ark., 1998). Ayda iki ila beĢ spontan kanama 

görülebilmektedir (Furukawa ve ark., 1993). 
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1.4.1.2. Orta Hemofili Hastaları 

PıhtılaĢma faktörü aktivite seviyesi normalin %1 ila %5‟i (1-5 ünite / dL) 

arasındadır (White, 2001; Blanchette ve ark., 2014). Travma sonrası Ģiddetli kanama 

ve küçük yaralanma sonrası kanama ile karakterizedir. Hemofili A hastalarının %15‟i 

orta hemofili hastasıdır (Ragni, 2012). Kanama sıklığı ayda bir ile yılda bir arasında 

değiĢmektedir (Furukawa ve ark., 1993). 

1.4.1.3. Hafif Hemofili Hastaları 

PıhtılaĢma faktörü aktivite seviyesi normalin %5‟inden fazla, %40‟ından ise 

azdır (5 birim / dL‟den fazla; ancak, 40 birim / dL‟den az) (White, 2001; Blanchette 

ve ark., 2014). Ağır travma sonrası Ģiddetli kanama ile karakterizedir. 

Kanama epizotları yılda bir kez veya seyrek olarak on yılda bir meydana 

gelebilir (Furukawa ve ark., 1993). Hemofili A hastalarının %25‟i hafif hemofili 

hastasıdır (Ragni, 2012). 

Çizelge 1.1. Hemofili A ve B‟nin sınıflandırılması. 

 Sınıflandırma 

Ağır Orta Hafif 

Hastaların yüzdesi 50-70 10 30-40 

Faktör VIII veya faktör IX aktivitesi, % <1 1-5 6-30 

Kanama olaylarının paterni ~ Ayda 2-4 ~ Yılda 4-6 Yaygın olmayan 

Kanama nedenleri Doğal Küçük travma Büyük travma 

cerrahisi 
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1.4.2. Nedensellik Modeline Göre Sınıflandırma  

1.4.2.1. Konjenital Hemofili  

X kromozomunda bulunan F8 geninin kalıtsal varyantlarından kaynaklanır. 

Klinik olarak belirgin hastalık, esas olarak erkekleri etkilemektedir ve tipik X‟e bağlı 

kalıtım modeli ile aktarılmaktadır. 

1.4.2.2. Edinsel Hemofili  

Koagülasyon sisteminde bir bozukluk olmayan ve  normal olan bireylerde, 

spontan olarak Faktör VIII‟e karĢı geliĢen otoantikorlardan dolayı oluĢan bir kanama 

bozukluğu olarak tanımlanır. Hamilelik, otoimmün bir bozukluk ya da altta yatan 

baĢka bir durumla iliĢkili olabilir (Shetty ve ark., 2010). 

1.5. Risk Faktörleri 

1.5.1. YaĢ 

Kalıtsal hemofili olan tüm hastaların durumu doğumdan itibaren vardır; ancak, 

Ģiddetine bağlı olarak farklı zamanlarda mevcut olabilmektedir (Konkle ve ark., 

1993). Hastalığın Ģiddetli olduğu durumlarda yaĢamın ilk 2 yılında ortaya çıkarken, 

orta derecede hemofili olanlar genellikle okul çağına doğru teĢhis edilebilmektedir. 

Hafif hastalık ise, ergenliğe ya da yetiĢkinliğe kadar tanınmayabilir. 

Edinsel hemofili genellikle ileri yaĢtaki yetiĢkinlerde görülmektedir. (Ortalama 

yaĢ, 77 yaĢ olarak belirtilmektedir (Collins ve ark., 2010); ancak, belirli tetikleyici 

koĢullara sahip (örn. gebelik, otoimmün hastalıklar) daha genç insanlarda da 

görülebilmektedir (Paddock ve ark., 2016). 
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1.5.2. Cinsiyet 

Kalıtsal hemofili A‟nın klinik belirtileri erkeklerde daha yaygındır. DiĢi 

taĢıyıcıların yaklaĢık %30‟unun pıhtılaĢma aktivitesi %40‟tan azdır ve klinik olarak 

anlamlı anormal kanama yaĢayabilmektedirler (Konkle ve ark., 1993).    

1.5.3. Genetik 

F8 gen mutasyonları (Xq28‟de pıhtılaĢma faktörü VIII), X‟e bağlı resesif 

kalıtım yoluyla kalıtsal hemofiliye neden olmaktadır (McKusick, 2007).  

F8 geninin 2000‟den fazla farklı mutasyonu tanımlanmıĢtır; en yaygın olanı 

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

Spesifik mutasyonlar, fenotipin ciddiyeti ile iliĢkili olabilir; örneğin; intron 22 

inversiyonunun ciddi hastalığa neden olduğu bildirilmiĢtir (Hoffman ve ark., 2013). 

Kan ürünlerine ya da rekombinant replasman faktörüne maruz kaldıktan sonra 

hemofili olan bir kiĢinin inhibitörler (alloantikorlar) geliĢtirme olasılığı da belirli 

mutasyon türleri ile iliĢkilidir. Örneğin; ortak intron 22 inversiyonunun, %20 ila %25 

oranında bir inhibitör geliĢtirme riski ile iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir (Hoffman ve 

ark., 2013) 

Ayrıca, hastaların yaklaĢık %70‟inin ailesinde hemofili öyküsü bulunmaktadır 

(Paddock ve ark., 2016).  Ancak hemofili hastalarının yaklaĢık 1/3‟lük bir kısmında 

hiçbir aile öyküsü olmadan,  spontan de-novo mutasyonlar ile de hastalık meydana 

gelebilir (Kumar ve ark., 2013). Gen varyantlarının bazı edinilmiĢ hemofili 

vakalarında faktör VIII otoantikorlarının geliĢiminde rol oynadığı 

düĢünülmektedir (Peyvandi ve ark., 2016). 
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1.5.4. Etnik Köken / Irk 

Kalıtsal hemofili A, herhangi bir etnik veya ırksal grupla iliĢkilendirilmemiĢtir 

(Croteau, 2018). 

1.5.5. Diğer Risk Faktörleri  

EdinilmiĢ hemofili A genellikle baĢka bir altta yatan durumla 

iliĢkilidir; vakaların yaklaĢık %50‟si idiyopatiktir (Sborov ve ark., 2012). En sık 

rastlanan risk faktörleri arasında, maligniteler (%11,8), otoimmun hastalıklar 

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

1.6. Epidemiyoloji ve Ġnsidans 

Ağır Hemofili B hastalarının, Ağır Hemofili A hastalarına kıyasla inhibitör 

geliĢtirme riski 10 kat daha düĢüktür (%3‟e karĢı %30) (Lee ve ark., 1998). 

Ġnhibitör oluĢumu için çok düĢük bir riskle iliĢkili FIX gen mutasyonları, tekli 

amino asit değiĢimleridir. Ġnhibitör geliĢimi riski, çerçeve kayması mutasyonları, 

erken durdurma kodonları, büyük delesyon ve ekleme bölgesi mutasyonları gibi daha 

önemli mutasyonlar ile %20‟ye yaklaĢmaktadır  (Lee ve ark., 1998; Kar ve ark., 

2014).  

Hemofili, ırksal olarak farklılık göstermeyen bir hastalıktır. Hemofili A‟nın 

insidansı 5 000 ila 10 000 yenidoğan erkekte 1‟dir. Hemofili B, 100 000‟de 1‟lik bir 

insidansla çok daha nadir bir hastalık olma özelliğini gösterir (Ehrenforth ve ark., 

1992). 
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1.7. Anjiyogenez 

Anjiyogenez, yeni kan damarı oluĢumu süreci olup, iyileĢen bir yara ortamını 

desteklemek için gereklidir. Yaralanmadan sonra, aktive edilmiĢ endotel hücreleri, 

postkapiller venüllerin bazal membranını bozarak hücrelerin bu boĢluktan göç 

etmesine izin verir. Bu göç eden endotel hücrelerinin bölünmesi, tübül ya da lümen 

oluĢumu ile sonuçlanır. Sonunda, taban zarının birikmesi meydana gelir ve kılcal 

olgunlaĢma ile sonuçlanır (Folkman, 2006; Todorova ve ark., 2017; Huang ve ark., 

2019). 

Endotel, yaralanmadan sonra birçok çözünür faktöre maruz kalır ve trombosit 

hücreleri ile temas eder. Bu etkileĢimler, vasküler hücre yüzeyi adezyon molekülü-1 

(VCAM-1) gibi hücre yüzeyi adezyon moleküllerinin ekspresyonunun artıĢı ile 

sonuçlanır. Plazmin ve metalloproteinazlar gibi matriksi bozan enzimler salınır ve 

aktive olur. Bunlar endotelyal bazal membranını bozar.  YaralanmıĢ endotel 

hücreleri, integrin gibi adezyon moleküllerini salgılar. Ġntegrinler fibrin, fibronektin 

ve fibrinojene bağlanmayı ve geçici matriks iskeleti boyunca endotel hücre göçünü 

kolaylaĢtıran moleküllerdir. Endotel hücrelerinde de bulunan platelet endotel hücre 

adezyon molekülü-1 (PECAM-1), yaraya göç ettikçe birbirleriyle olan etkileĢimleri 

düzenlenir (Abhinand ve ark., 2016; Imamaki ve ark., 2018; Wang ve ark., 2019). 

Kılcal damar oluĢumu, endotel hücre yüzeylerindeki adezyon molekülleri 

tarafından modüle edilen hücre-hücre ve hücre-matriks etkileĢimlerini içeren 

karmaĢık bir süreçtir. PECAM-1‟in hücre-hücre temasına aracılık ettiği gözlenmiĢtir, 

oysa integrin β 1 reseptörleri bu temasları stabilize etmeye ve endotel hücreleri 

arasında “gap junction” denen bağlantıları oluĢturmaya yardımcı olabilir. Yeni kılcal 

damarların bazıları arteriyollere ve venöz damarlara farklılaĢırken, diğerleri 

makrofajlar tarafından yutulmak üzere apoptoza uğrar (Imamaki ve ark., 2018; 

Kiseleva ve ark., 2018). 

Anjiyogenezin, ağırlıklı olarak makrofajlar ve trombositler tarafından üretilen 

çeĢitli sitokinler tarafından uyarıldığı ve manipüle edildiği bilinmektedir. Makrofaj, 
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TNF-α üretmekte, ve enflamatuar faz sırasında anjiyogenezi düzenlemektedir. 

Kapiller endotel hücrelerinin migrasyonunu uyarabilen heparin, bir grup anjiyojenik 

faktöre yüksek afinite ile bağlanır (Repsold ve ark., 2017; Wojtukiewicz ve ark., 

2017). 

PDGF büyüme faktörleri ailesinin bir üyesi olan VEGF, güçlü anjiyojenik 

aktiviteye sahiptir. Yara iyileĢmesi sırasında keratinositler, makrofajlar, endotel 

hücreleri, trombositler ve fibroblastlar tarafından büyük miktarlarda üretilir (Gianni-

Barrera ve ark., 2018). Doku hasarının ayırt edici özellikleri olan hücre bozulması ve 

hipoksi, VEGF ve reseptörü gibi yara bölgesinde güçlü anjiyojenik faktörlerin güçlü 

baĢlangıç indükleyicileri olarak görünmektedir. VEGF-A, anjiyogenezdeki erken 

olayları destekler ve ardından yara iyileĢmesi için önemli role sahiptir. Tirozin kinaz 

yüzey reseptörlerine bağlanır. Bu durum kan damarı organizasyonu, endotelyal hücre 

kemotaksisi, proliferasyon ve farklılaĢma için önemlidir. Hayvan çalıĢmaları, VEGF-

A uygulamasının diyabetik iskemik uzuvlarda bulunan bozulmuĢ anjiyogenezi 

düzelttiğini göstermiĢtir. Bununla birlikte, diğer çalıĢmalar eksojen VEGF‟nin 

vasküler sızıntıya ve düzensiz kan damarı oluĢumuna neden olduğunu 

göstermiĢtir. Yara iyileĢmesi sırasında da yükselen VEGF-C, esas olarak makrofajlar 

tarafından salınır ve yara iyileĢmesinin iltihaplanma aĢamasında önemlidir. Esas 

olarak makrofajlarda ve lenfatik endotelde eksprese edilen VEGF reseptörü-3 

(VEGFR-3) aracılığı ile çalıĢmasına rağmen, vasküler geçirgenliği artırarak VEGFR-

2‟yi de aktive edebilir  (Liang ve ark., 2017; Siedlecki ve ark., 2017; Bai ve ark., 

2018). 

Hem asidik hem de bazik fibroblast büyüme faktörlerinden FGF-1 ve FGF-2, 

bozulmuĢ parankimal hücrelerden salınmakta olup, anjiyojenezin erken 

uyarıcılarıdır. FGF-2, yara onarımının ilk 3 günü içinde baĢlangıç anjiyojenik uyarıyı 

sağlar, ardından 4 ila 7. günlerde VEGF‟nin aracılık ettiği daha sonra uzun süreli bir 

uyarıcı sağlar. VEGF ve FGF-2‟nin anjiyojenez üzerinde doza bağlı bir etkisi 

vardır. Hem TGF-α hem de EGF, endotel hücre proliferasyonunu uyarır. TNF-α 

endotelyal hücreler için kemotaktiktir; kılcal damar oluĢumunu teĢvik eder ve 

hipoksi ile indüklenebilir faktör 1 (HIF-1) indüksiyonu yoluyla anjiyogeneze aracılık 
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edebilir. Ġndüklenebilir nitrik oksit (NO) sentaz ve VEGF dahil olmak üzere diğer 

hipoksiye duyarlı genlerin ekspresyonunu düzenler. HIF-1α mRNA, ilk 24 saat 

boyunca yara enflamatuar hücrelerinde belirgin Ģekilde bulunur, ve HIF-1α proteini, 

in vitro yaralanmadan 1 ve 5 gün sonra yaradan izole edilen hücrelerde 

mevcuttur. Veriler ayrıca, endojen NO ve VEGF arasında, endojen NO arttırıcı 

VEGF sentezi ile pozitif bir etkileĢim olduğunu da göstermektedir. Benzer Ģekilde, 

VEGF‟nin anjiyogenezde NO sentezini desteklediği gösterilmiĢtir, bu da NO‟nun, 

endotelyal hücre proliferasyonu ve organizasyonu için gerekli VEGF sinyallemesine 

aracılık ettiğini düĢündürmektedir (Han ve ark., 2019; Rattner ve ark., 2019; 

Wysoczynski ve ark., 2019; Bakar ve ark., 2020). 

TGF-β, fibroblastlar için bir kemoatraktandır ve fibroblasta FGF‟ler üretmesi 

için sinyal göndererek anjiyogeneze yardımcı olduğu tahmin edilmektedir. 

Anjiyogenezi indüklediği gösterilen diğer faktörler arasında anjiyojenin, IL-8 ve 

laktik asit yer alır. Yara bölgesinden gelen fibronektin ve hyaluronik asit gibi matriks 

materyallerinin birçoğu anjiyojeniktir. Fibronektin ve fibrin, makrofajlar ve hasarlı 

endotel hücreleri tarafından üretilir. Kolajen, in vitro olarak endotel hücrelerinin 

tübüler oluĢumuna neden olarak etkileĢime giriyor gibi görünmektedir. Anjiyogenez, 

ekstraselüler matriks materyali ve sitokinlerin karmaĢık etkileĢiminden 

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

1.8. Hemofilik Artropati 

Hemofili hastalarında, tekrarlayan hemartrozlar hemofilik artropati ile 

sonuçlanarak majör morbiditeye neden olur. Tekrarlayan eklem kanamalarının 

baĢlattığı birleĢik dejeneratif ve enflamatuar süreçler dizisi olan hemofilik artropatiye 

yol açmaktadır. Bilhassa, aynı eklemde ortaya çıkan ve birbirini takip eden 

kanamalar geri dönüĢsüz eklem içi değiĢiklikleri neden olur ve bunun sonucunda da 

hemofilik artropati geliĢir (Gringeri A ve ark., 2014). 
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 Ağır hemofili hastalarında yılda 20-30 kez eklem kanaması ortaya 

çıkabilmektedir. Profilaksi alan Hemofili A hastalarının çoğu haftada ≥3 kez veya 

haftada iki kez tedavi edilmektedir. Profilaksi alan hastalar için medyan yıllık 

kanama hızı (ABR), ağır HA için 1.0 ila 4.0 ve ağır HB için 1.0 ila 6.0 arasında 

değiĢtiği bildirilmiĢtir (Berntorp ve ark., 2017).  

Ağır hemofilinin en yaygın romatolojik komplikasyonu, esas olarak dirsekleri, 

dizleri ve ayak bileklerini etkileyen hemofilik artropatidir. Yapılan çalıĢmalardan 

elde edilen sonuçlar, yaĢam boyu aynı eklem içerisine 2-3 kez kanama olmasının 

dahi geri dönüĢsüz progresif yapısal değiĢiklikleri tetiklediğini, fiziksel fonksiyonları 

ve yaĢam kalitesini olumsuz olarak etkilediğini göstermektedir. Bu nedenle 

hastalarda hedeflenen klinik sonuç “sıfır kanama” özellikle de “0 eklem kanaması” 

olmalıdır (Gringeri A ve ark., 2014). 

 Ağır hemofili hastalarında, tüm kanama olaylarının %70 ila %80‟i 

kendiliğinden meydana gelir (Stephensen ve ark., 2009; Fischer ve ark., 2011). Diğer 

doku bölgelerine kıyasla eklemdeki kanama eğilimi, pıhtılaĢma kademesindeki 

dengenin bozulmasından kaynaklanır.  

Koagülasyon kaskadının (Bach, 1988) baĢlatıcısı olan doku faktörü 

seviyesi hemofili hastalarında nispeten düĢüktür (Brinkmann ve ark., 1994). Bununla 

birlikte eklemdeki trombin oluĢumu, faktör VIII ve faktör IX‟un önemli bir rol 

oynadığı iç tenaz kompleksine daha fazla bağımlıdır. Ayrıca eklemde trombin ile 

aktive edilebilen fibrinoliz inhibitörünün (TAFI) aktivasyonu için trombin üretimi 

gereklidir (Wyseure ve ark., 2018). Ağır hemofilide yetersiz TAFI aktivasyonu, 

hemofilik eklemde zaten artmıĢ olan lokal fibrinolize ek olarak, ürokinaz tipi 

plazminojen aktivatör aracılı fibrinolize karĢı korumayı bozmaktadır 

(Nieuwenhuizen ve ark., 2013).  

Öte yandan, özellikle ilk eklem kanamasından sonra neovaskülarizasyon iĢlemi 

tetiklendiğinde, zengin Ģekilde vaskülarize olmuĢ sinoviyal dokuya zarar veren 

mekanik faktörler, risk oluĢturabilir (Mulder ve ark., 2004).
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Hemofili kanamasından sıklıkla etkilenen dokular eklemler ve kaslardır (ġekil 

1.2). Hemartroz ve kas kanamasının yanı sıra, atakların %5 ila %10‟u diğer majör 

kanamalardan (örn. Mukoza zarları ve gastrointestinal) oluĢur (Fischer ve ark., 

2011). 

 

ġekil 1.2. Hemofilide en çok kanayan dokular (Fischer ve ark., 2011). 

Tekrarlayan eklem içi kanamalar, uzun vadede eklemde fonksiyon kaybı ve 

sakatlıklara neden olabilir. Altı ay içerisinde 3 veya daha fazla kanayan eklemler 

“hedef eklem” olarak tanımlanır (Türk Hematoloji Derneği. 2011). 

Tekrarlayan kanama, eklemin ĢiĢmesine ve devam eden sinovit‟e yol açar. 

Eklem astarının (sinovyum) büyümesi, kanama olasılığı daha yüksek olan iltihaplı, 

vasküler ve kırılgan bir dokuya yol açar. Daha fazla kanama kıkırdağı tahrip edebilir.              

Kıkırdak yıkımı, uzun süreli eklem hasarına yol açar, bu da artrit ve sertleĢmiĢ 

eklemlerle sonuçlanır (Luck ve ark., 2004). 

Daha sonraki aĢamalarda, kıkırdak tamamen kaybı olur ve kemik deforme 

olabilir, bu da eklemin Ģeklini değiĢtirebilir (ġekil 1.3). 
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ġekil 1.3. Hemofilide eklem tutulumu (Lafeber ve ark., 2008;  Luck ve ark., 2004). 

Bu durum bilhassa hedef eklemlerde daha hızlı gerçekleĢen bir süreçtir. 

Bundan ötürü de kronik artropatiye neden olur. Bu hastalarda, eğer gerekli tedbirler 

alınmaz ise bu durum eklem hareket açıklığının azalması veya tamamen yok olması 

ile (ankiloz) sonuçlanabilir ve kalıcı sakatlıklar meydana gelebilir (Lafeber ve ark., 

2008). Tüm bu nedenlerle hemofilik artropatinin önlenmesi hemofili hastalarının 

eklem sağlığının korunmasında oldukça önemli bir role sahiptir. 

1.9. Hemofilik Artropatide Anjiogenez Faktörleri 

Hemofilide genel olarak, kanama eğilimi pıhtılaĢma faktörü seviyesi ile ters 

orantılıdır, bu nedenle kanama, esas olarak ağır hemofili hastalarında görülür 

(Srivastava ve ark., 2013). Son zamanlarda, ağır hemofilinin arkasındaki 

mekanizmalar nispeten belirsiz kalmıĢtır, ancak inflamatuar sürece ve 

neoanjiyogenezin varlığına odaklanan yeni bulgular anjiogenez üzerine ilgiyi 

artırmaktadır (Acharya, 2012).  

Eklem içine kanama, hemoglobinden demir salınmasına neden olur ve 

histolojik olarak hemosiderin birikintileri olarak tespit edilebilir. Demir, hemofilinin 

ortaya çıkmasında merkezi bir role sahiptir ve hidrolitik enzimlerin sinoviyal 

hücrelerden proliferasyonunu ve salınmasını tetiklediği gösterilmiĢtir. Demir, 

sinovyal hücrelerde proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu düzenler ve sinovyal 

proliferasyon ve aktif sinoviti indükler. Histolojik olarak sinovit, villusların 

hipertrofisi, enflamatuar hücrelerin akıĢı ve yüksek derecede vaskülarizasyon   ile 

karakterizedir (Roosendaal ve ark., 2006; Øvlisen ve ark., 2009; Acharya, 2012). 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ejh.12227#ejh12227-bib-0005
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ejh.12227#ejh12227-bib-0005
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Hemofili hastalarında patolojik süreç kanama durduktan sonra da devam 

etmektedir. Æünkü eklem boĢluğuna kan akıĢı inflamatuar süreç ve sinovite neden 

olduğu bilinmektedir (Franchini ve ark., 2013). Bu nedenle, eklem içi kanamalar ve 

hemofilik artropati geliĢiminin uzun vadeli etkilerinin patofizyolojik nedenlerinden 

biri olarak anjiyogenez oluĢumu gösterilebilir.  Buna ek olarak, çeĢitli inflamatuar 

faktörler erken dönemde eklem kanamalarında rol oynadığı bilinmektedir (Valentino, 

2010). Anjiyogenez, iltihaplanma, malignite ve hipoksiye karĢı vücudun oluĢturduğu 

fizyolojik bir yanıttır. Bu durum büyüme faktörleri, proinflamatuar sitokinler, 

kemokinler, hücre dıĢı matris molekülleri, matrisi parçalayan proteolitik enzimler, 

hücresel adhezyon molekülleri gibi birçok faktörün aracılık ettiği bir süreçtir 

(Szekanecz ve ark., 2001). AraĢtırmalar anjiyogenez ile kronik sinovit geliĢimi 

arasında bir iliĢki olduğunu göstermiĢtir. 

1.9.1. Vasküler Endotel Büyüme Faktörü (VEGF) 

Anjiyogenez enflamasyon, metabolik stres ve hipoksiye bir yanıt olarak ortaya 

çıkan veya tümör hücreleri tarafından da indüklenebilen sıkı kontrol altında 

düzenlenmiĢ bir süreçtir.  “Anjiyojenik anahtar” olarak adlandırılan endotel 

proliferasyonu için bir baĢlangıç noktası, pozitif ve negatif anjiyojenik 

düzenleyiciler arasındaki dengeyle kontrol edilmektedir (Nadar ve ark., 2005). Bu 

sürece; büyüme faktörleri, proinflamatuar sitokinler, kemokinler, hücre dıĢı matriks 

molekülleri, matriksi parçalayan proteolitik enzimler, hücresel adhezyon molekülleri 

ve bunlarla beraber çeĢitli faktörler aracılık edebilir (Szekanecz ve ark., 2001). 

 Faktör IX eksikliği olan hemofilik farelerde yapılan deneysel çalıĢmalarda, 

yara oluĢtuktan günler sonra gecikmiĢ yara iyileĢmesi, deri altı hematom oluĢumu ve 

yara bölgesinde artmıĢ anjiyogenez saptanmıĢ ve hemofilinin patogenezinde 

anjiyogenezin önemli bir rolü olduğu gösterilmiĢtir. Bununla birlikte, hemofilik 

artropatide neovaskülarizasyonun önemli bir özellik olduğu bildirilmiĢtir (Forsyth ve 

ark., 2012). 
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VEGF ve PDGF, sitokinlere bağlı kıkırdak yıkımını ve büyüme faktörü 

aktivitesi ile iliĢkili sentetik hücre tepkilerini destekleyerek, potansiyel olarak 

inflamatuar eklem hastalığının geliĢiminde rol oynar.  Ġnflamatuar eklem hastalığı 

olan kiĢilerde VEGF ekspresyonu artar. Poliartritli bireyler arasında, artan VEGF ve 

Ang-1 konsantrasyonlarının kemik yıkımı ile iliĢkili inflamatuar belirteçler olduğu 

bulunmuĢtur. Buna dayanarak VEGF‟nin, hemofilik artropatide rol oynayabileceği 

bildirilmiĢtir (Valentino, 2010). 

Yeni damarların oluĢumunu engelleyici bir Ģekilde çalıĢan çeĢitli faktörler 

vardır. Bunlar arasında lösemi inhibitör faktör (LIF) ve interlökin ve interferonların 

farklı tipleri gibi çeĢitli sitokinler yer almaktadır. Bunun yanı sıra 

neovaskülarizasyonu negatif yönde etkileyen metalloproteinazın doku inhibitörü 

(TIMPS), plazminojen aktivatör inhibitörleri (PAI‟ler) ve trombospondin-1 (TSP-1) 

gibi proteaz inhibitörleri de bulunmaktadır (Lainer-Carr  ve ark., 2007; Szekanecz  ve 

ark., 2007). Anjiyogenez açısından en önemli büyüme faktörlerinden biri 

VEGF‟dir. HIF-1, VEGF‟de artıĢ yönünde düzenleme yaparak etki etmektedir 

(Giatromanolaki ve ark., 2003; Taylor ve ark., 2005). Ayrıca, prostaglandin ve NO, 

neovaskülarizasyonda VEGF yoluyla etki etmektedir. VEGF ve Anjiotensin-1 (Ang-

1) arasında, yeni oluĢan damarlanmayı koruma amaçlı stabilizasyon sağlayarak etki 

eden bir düzenleme vardır.  Ang-2, Ang-1‟in tersine neovaskülarizasyon üzerinde 

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

VEGF-A ya da VEGF-1 olarak da bilinen VEGF, insanlarda beĢ mRNA 

varyantı (izoformlar 121, 145, 165, 189 ve 206) olarak bulunur (Hutchings ve ark., 

2003). VEGF, PDGF‟nin A ve B zincirleri ile önemli benzerliği olan disülfür bağlı 

alt birimler içeren heparin bağlayıcı bir dimerik glikoproteindir (Tischer ve ark., 

1989). VEGF 121 tamamen çözünür bir proteindir ve ekstraselüler matrikse bağlı 

değildir. VEGF 165, orta düzeyde çözünür ve bir Ģekilde ekstraselüler matrikse 

bağlanır. VEGF 189, neredeyse tamamen ekstraselüler matrikse ve hücre yüzeyine 

bağlanır (Ferrara ve ark., 1992; Houck ve ark., 1992).  VEGF 165, insan DNA‟sında 

ağırlıklı olarak sentezlenen izoformdur ve biyoyararlanım ve biyolojik gücü en 
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optimal olanıdır. Hem geliĢimsel hem de patolojik retinal anjiyogenez için kritik 

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

Diğer iki vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF-B ve VEGF-C) 

VEGF‟nin yapısal homojenitesine sahiptir ve VEGF-D‟de olduğu gibi tümör 

anjiyogenezinde ve lenfatik sistemin geliĢiminde rol oynadığı bilinmektedir (Salven 

ve ark., 1998). VEGF-2 olarak da bilinen VEGF-C‟nin, tavĢanda oluĢturulan iskemik 

bacak modelinde anjiyogenezi uyardığı gösterilmiĢtir (Witzenbichler ve ark., 1998). 

VEGF-E, birincil olarak VEGF reseptörü-2 aracılığı ile VEGF-A‟ya benzer 

anjiyogenez aktiviteye sahiptir (Meyer ve ark., 1999). 

 

ġekil 1.4. VEGF‟in hücre membranında gösterilmesi (Takahashi ve ark., 2011). 

VEGF ilk olarak tümör modellerinde bir vazopermeabilite faktörü ve hipoksi 

ile up-regüle edilen anjiyogenezin baĢlatıcısı olarak tanımlanmıĢtır. En güçlü 

endotelyal hücre mitojeni oluĢumuna ek olarak VEGF‟nin, kılcal damar oluĢumu için 

gerekli hücre dıĢı proteolizde önemli olan, mikrovasküler endotel hücrelerinde 

plazminojen aktivatörlerinin ekspresyonunu indüklediği gösterilmiĢtir (Pepper ve 

ark., 1991). VEGF, hücre migrasyonunda önemli olan endotel hücre α1β1 ve α2β1 

integrinlerinin salınımını uyarır (Senger ve ark., 1997).  

VEGF‟nin monositler ve makrofajlar tarafından salınarak neoanjiyojenez ile 

yeni damarların oluĢumunu indüklediği gösterilmiĢtir. Ayrıca yaralanma 

bölgelerinde  trombositlerin aktivasyonundan sonra VEGF salınarak yeni damar 

oluĢumuna katkıda bulunmaktadır (Lakka Klement ve ark., 2009).  
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Pro-anjiyojenik faktörlerin (VEGF-A gibi) stimülasyonu ile, önceden var olan 

damarlardaki endotel hücreleri aktive olur, çoğalır ve nihayetinde yeni damarlar 

oluĢturmak için birleĢen damar filizlerini oluĢturur (Acharya ve ark., 2012). Yeni 

oluĢan damarlar kırılgandır, sızdırır ve kolayca kanar. PDGF‟nin etkisiyle perisitler, 

yeni oluĢan damarlara göç eder ve sabitleĢtirici bir kaplama oluĢturur. Perisitler 

mezenkimal kökenli perivasküler hücrelerdir. Damar stabilizasyonu ve hemostazın 

sürdürülmesi için hayati önem taĢıyan yerel düzenleyici hücreler oldukları 

bilinmektedir. Perisitler, bazal membrana gömülüdür ve endotelyal hücreler ile yakın 

temas halindedir. Perisitlerin varlığı, damarların geliĢiminde vasküler 

olgunlaĢmanın bir iĢareti olarak düĢünülmektedir (Barlow ve ark., 2013).  

Tattersall ve ark. (2016) tarafından makrofajların anjiyogenez ile, endotel 

tomurcukların sayısını ve uzunluğunu artırdığı gözlemlenmiĢtir, bu “anjiyotrofizm” 

adı verilen bir özelliktir. Proinflamatuar bir Ģekilde polarize makrofajlar damar 

tomurcuklarının anjiyotrofik uyarımını artırabilir. Bu artıĢın makrofaj Notch 

sinyallemesine bağlı olduğu bulunmuĢtur. Notch sinyal yolağının ise organ 

oluĢumunda rol oynayarak farklılaĢmayı, çoğalmayı ve bunlarla birlikte apoptozu da 

etkilediği bilinmektedir. VEGF sinyalinin modülasyonu, Notch sinyal yolunun ana 

downstream (aĢağı akıĢ) efektörü özelliğindedir (Hellström ve ark., 2007). 

Yapılan baĢka bir çalıĢmada ise kanamaya yatkın kırılgan damarlar ile 

sonuçlanan, azalmıĢ perisit ile birlikte artmıĢ bir mikrovasküler yoğunluk bulmayı 

bekleyen hemofilili hastaların eklemlerinde anjiyogenezin olup olmadığı 

araĢtırılmıĢtır. AraĢtırmada artroplasti endike olduğunda sadece hemolitik 

artropatinin geç evresinde sinovyal dokudan alınan sinovyal hücrelerde, 

mikrovasküller dansite ve VEGF ekspresyonunda artıĢ gözlemlenmiĢtir (Zetterberg 

ve ark., 2014).  

Ayrıca hemofilili hastalarda sinovyum dokusunda artmıĢ VEGF-A 

ekspresyonu gözlemlenmiĢtir (Acharya ve ark., 2011). ÆalıĢmalarında, erken eklem 

hastalığı olan hastalarda (hayat boyu ≤20 kez hemartroz geliĢen olgular), ilerlemiĢ 

eklem hastalığı (20< den fazla hemartroz geliĢen olgular) olan hastalara kıyasla 
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plazma VEGF-A seviyeleri önemli ölçüde daha düĢük bulunmuĢtur. Ayrıca, 

sinovyumdaki monosit ve makrofaj bağından hücrelerin varlığı da gösterilmiĢ olup; 

VEGF‟nin artıĢı ile  de bu hücrelerin neoanjiyogenezde bir rol oynadığı ortaya 

koyulmuĢtur (Acharya ve ark., 2011). 

1.9.2. Ġnterlökin-4 (IL-4) 

1.9.2.1. IL-4 Özellikleri ve Sinyal Yolları 

IL-4, glikolizasyon düzeyine bağlı olarak 15-20 kDa moleküler ağırlığa sahip 

129 amino asit kalıntısından oluĢan, post-translasyonel yapıda, ek olarak üç disülfür 

bağının varlığıyla stabilize edilen bir glikoproteindir (Banchereau ve ark., 

1994). Heterodimerleri oluĢturan IL-4‟ü (IL-4R) bağlayan iki tip membran reseptörü 

vardır ve bunlar yapısal olarak üç reseptör zincirinin ikisinin bir 

kombinasyonudur (Mueller ve ark., 2002).  

Tip I sinyal kompleksi, IL-4Rα / Janus Kinaz 1 (JAK1) / Sinyal dönüĢtürücü ve 

transkripsiyon aktivatörü (STAT3) / STAT6 kademeli fosforilasyonu yoluyla hücre 

içi sinyal transferine katkıda bulunur (Jiang ve ark., 2000; Bhattacharjee ve ark., 

2013). Tip II sinyal kompleksinin aktivasyonu, IL-4Rα / JAK2 / STAT3 kaskadının 

ve ayrıca ikinci tip reseptörün IL-13 ile bağlanması durumunda IL-13Ra1 / Tirozin 

Kinaz 2 (TYK2) / STAT1 / STAT6 kaskadının tetiklenmesi ile iliĢkilidir (Jiang ve 

ark., 2000; Bhattacharjee ve ark., 2013). IL-4‟ün biyolojik aktivitesini bağlayan ve 

inhibe eden çözülebilir bir reseptör (sIL-4R) formu da vardır (Renz, 1999). 

1.9.2.2. IL-4’ün Eklem Dokusundaki Biyolojik ĠĢlevi 

IL-4, esas olarak eklemin sinoviyal membranına kan damarları yoluyla sızan T-

helper 2 (Th2) lenfositleri tarafından üretilir (Ishii ve ark., 2002).  IL-4, Osteoartritin 

ileri evresindeki hastalarda MMP sekresyonunu inhibe ederek eklem kıkırdağının 
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proteoglikanlarının degradasyonunu bloke eden, güçlü kıkırdak koruyucu özelliklere 

sahip bir sitokindir (Baek ve ark., 2018). IL-4 ayrıca, kondrositler ve fibroblastlar 

yoluyla Fosfolipaz A2 (PGE2), siklooksijenaz-2 (COX-2), PLA2 ve iNOS gibi 

enflamatuar aracıların sentezini de inhibe eder (Alaaeddine ve ark., 1999; Yorimitsu 

ve ark., 2008; Baek ve ark., 2018).  

Bunun yanı sıra IL-4‟e maruz bırakılan fibroblast ve kondrosit kültürlerinde, 

IL-1β, TNFα ve IL-6 gibi enflamatuar sitokinlerin ekspresyonunda bir azalma 

saptanmıĢtır (Schuerwegh ve ark., 2003). Ayrıca yapılan hayvan çalıĢmalarında da  

rekombinant murin IL-4 (rmIL-4) uygulanan kolajenle indüklenen artritli farelerde, 

sinoviyal membran ve eklem kıkırdağının iltihaplanmasında önemli bir azalma 

bildirilmiĢtir (Fu ve ark., 2014). Bu farelerden alınan makrofajların, kontrol grubuna 

kıyasla IL-1β ve TNFα seviyelerinde azalma olduğu saptanmıĢtır.  

1.9.2.3. Hemofilik Artropatinin Patogenezinde IL-4’ün Rolü 

Hemofilik artropati patogenezi üzerine yapılan çalıĢmalar, IL-4‟ün anti-

enflamatuar ve kondroprotektif rolünü ve ayrıca hastalık geliĢiminde bir azalmayı 

doğrulamaktadır. IL-4 ve diğer anti-inflamatuar sitokinlerin kan damarlarının 

patolojik büyümesi ve geçirgenliğinin sınırlandırılması sayesinde hemofilik artropati 

seyrinde inflamatuar ve dejeneratif süreçlerin korunmasına ve azaltılmasına katkıda 

bulunabileceği bildirilmiĢtir (Wyseure ve ark., 2016). Bununla birlikte IL-4 

eksikliğinin, hemofilik artropati hastalarının eklemlerinde yıkıcı lezyonların 

geliĢimine yönelik eğilimi arttırdığı gösterilmiĢtir (Mofid ve ark., 2015). 

 Mezenkimal kök hücrelerin (MSC) hemartrozlu tavĢan eklemleri üzerindeki 

terapötik etkisinin analiz edildiği bir baĢka çalıĢmada ise, araĢtırma grubu 

hayvanlarının sinoviyal membranında, IL-4‟ün artmıĢ ekspresyonu ile birlikte 

azalmıĢ IL-1ß, TNFα seviyeleri ve azalmıĢ dejeneratif bulgular 

raporlanmıĢtır. Sağlıklı eklemlerin korunmasının sürekli IL-4 varlığını gerektirdiği 

ve IL-4 ekspresyonundaki azalmanın artropati ile iliĢkili enflamatuar değiĢikliklerin 
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artıĢı ile iliĢkili olabileceği gösterilmiĢtir. Bu durumda MSC kullanımı, hemofilik 

artrit hastalarında umut verici bir terapötik seçenek gibi görünmektedir (Rodriguez-

Merchan, 2016).  

 Silveira ve ark. (2015)‟nın yaptığı bir çalıĢmada anti-FVIII‟li hastaların 

periferik kanındaki IL-4-pozitif hücrelerin aktivitesinde değiĢiklikler 

bildirilmiĢtir. Bu hastaların, anti-FVIII olmayan hemofilik artrit hastalarının periferal 

kanından izole edilen analog hücrelere kıyasla CD4 
+
 ve CD8 

+
 T hücrelerinde daha 

düĢük IL-4 seviyesine sahip oldukları tespit edilmiĢtir. B hücreleri açısından da 

benzer sonuçlar gözlenmiĢtir. 

 Bununla birlikte, anti-FVIII varlığı ile azalmıĢ IL-4 ekspresyonu arasında bir 

korelasyon saptanmıĢ ve, hemofilik artrit hastalarında azalmıĢ IL-4‟ün kötüleĢmiĢ 

prognoz için bir gösterge olarak kabul edilebileceği bildirilmiĢtir (Silveira ve ark., 

2015). 

1.9.3. Ġnterlökin-12 (IL-12) 

IL-12‟nin inflamatuar süreçteki en önemli rolü, patojenlere karĢı doğuĢtan 

gelen ve adaptif bağıĢıklık tepkileri arasında bir köprü görevi görmektir. IL-12, 

dentrit hücreler, monositler ve makrofajlar, nötrofiller tarafından yapılır ve,                               

T hücreleri ve NK hücreleri tarafından salgılanan reseptörlere bağlanır. IL-12‟nin 

bağlanması, makrofajların bakterisidal aktivitesini düzenleyen ve yardımcı T-1 (Th1) 

hücrelerinin salgıladığı sitokinlerin üretimini daha da artıran IFN-γ üretimini ve 

salımını uyarır. Ek olarak IL-12, antijen kaynaklı apoptoza karĢı direnci artıran ve 

IFN- γ üreten hücrelerin çoğalmasını artıran, immatür T hücrelerinin Th1 hücrelerine 

farklılaĢmasını sağlar. IL-12‟nin hücresel bağıĢıklık tepkisinin artırmasındaki rolü, 

hücre içi patojenlere karĢı savunma için gereklidir.  

IL-12, farklı genler tarafından kodlanan iki alt birimden (p35 ve p40) oluĢan 

bir heterodimerdir (Vignali ve ark., 2012). P40 alt birimi IL-12 reseptörüne 
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bağlanmaya aracılık ederken, p35 alt birimi sinyal transdüksiyonu için 

gereklidir. P40 alt birimi, aynı zamanda, IL-12 reseptörüne eĢit afinite ile ancak 

hücresel bir etki ortaya çıkarmadan bağlanan homodimerler 

oluĢturabilir. Homodimerler, IL-12‟nin etkilerini kontrol etmeye yardımcı 

olabilir. P35 ve p40 alt birimlerinin sentezi bağımsız olarak düzenlenir. Belirli bir 

uyarana yanıt olarak hücreler, heterodimerden 10-100 kat daha fazla homodimer 

salgılar. IL-12, bakterilere ve bakteriyel ürünlere, hücre içi patojenlere ve virüslere 

yanıt olarak fagositik hücreler (örneğin, monositler ve makrofajlar) tarafından 

üretilir. IL-12 reseptörü, gp130 sitokin reseptörü üst ailesinin bir üyesidir. 

 IL-12 reseptörü iki alt birimden oluĢur ve her ikisinin de sinyal iletimi için 

etkinleĢtirilmesi gerekir. IL-12‟nin temel hücresel hedefleri, T hücreleri ve NK 

hücreleridir. IL-12, interferon (IFN-γ) üretimini indükler, proliferasyonu uyarır ve 

sitotoksisiteyi arttırır. IL-12 ve IFN-γ anjiogenezde etkili olduğu proliferasyon 

mekanizması üzerinden etkisini göstermektedir (Vignali ve ark., 2012). 

1.9.4. Ġnterferon Alfa (IFN-α) 

IFN-α, antiviral, antiproliferatif, immünomodülatör ve antianjiyogenik 

aktiviteleri içeren bir sitokindir. Klinik çalıĢmalar, IFN-α tedavisinin kaposi sarkomu 

ve hemanjiyomlar gibi anjiyoproliferatif hastalıklarda etkileyici tepkiler 

oluĢturabileceğini göstermektedir (Gutterman ve ark.,1994). 

Transplante edilebilir tümör modellerinde belirgin terapötik aktiviteye sahip bir 

sitokin olan interferon-alfa (IFN-α), güçlü bir anjiyogenez inhibitörü olarak 

tanımlanmıĢtır (Strefano, 2009). IFN-α‟nın vaskülatürite üzerindeki etkileri temel 

olarak tümör hücreleri tarafından fibroblast büyüme faktörü üretimi veya IL-8 ve 

vasküler endotelyal büyüme faktörü geninin aĢağı (down) regülasyonu ile ifade 

edilmektedir.  
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Yapılan çalıĢmalarda, IFN-α‟nın endotel hücrelerin proliferasyonu ve hücre 

göçü üzerinde direkt olarak etkisi olduğu gösterilmiĢtir. IFN-α‟nın anti-anjiyogenik 

etkilerinin, subkutan ksenograft modellerinde artan hipoksi ve iskemik nekroz ile 

iliĢkili olduğu görülürken, transgenik fare modellerinde IFN-α, hem kan damarlarına 

hem de tümör hücresi proliferasyonuna aynı anda müdahale ederek tümörlerin 

nekroz olmadan gerilemesine neden olduğu gösterilmiĢtir (Indraccolo ve ark., 2007). 

IFN-α‟nın, VEGF gen transkripsiyonu ve tümör anjiyogenezi üzerindeki 

yapılan çalıĢmalarda ise, nöroendokrin tümörlü hastalarda, IFN-α tedavisinden sonra 

karaciğer metastazı biyopsi materyalinde VEGF plazma seviyeleri daha düĢük 

bulunmuĢ ve VEGF mRNA seviyeleri ve mikrodamar yoğunluğu azaldığı 

gösterilmiĢtir (Marschall ve ark., 2003). 

1.9.5. Ġnterferon Gama (IFN-γ)  

IFN-γ; TNF, ve Interlokin hücrelere yanıt olarak NK hücreleri, tip 1 T yardımcı 

(Th) hücreleri ve sitotoksik T hücreleri (CD8
+
) tarafından üretilir. IFN-γ 

reseptörünün iki alt birimi vardır; biri molekülün bağlanmasından, diğeri sinyal 

iletiminden sorumludur. IFN-γ, sınıf II histo-uyumluluk antijenlerini (Klas 2 HLA 

antijenleri) indüklemekte ve makrofajları aktive etmektedir. Diğer fonksiyonların 

yanı sıra hücre içi patojenlere karĢı konak savunması için de önemlidir.  IFNγ ayrıca, 

endotel aktivasyonunu artırarak anjiogenezi desteklemektedir (Cooper ve ark., 1993; 

Huang ve ark., 1993).  

Yapılan deneylerde IFN-γ, VEGF-A ve sVEGF-R1 ekspresyonunu 

düzenleyerek insan korneasında anti-anjiyojenik sitokin görevi gördüğü 

gösterilmiĢtir (Kommineni ve ark., 2008).  

Adaptif bağıĢıklık hücreleri arasında, CD8
+
 CTL'ler tarafından IFN-γ 

salgılanlanmasının, tümör anjiyogenezinin baskılanmasında kritik bir rol oynadığı 

bildirilmiĢtir . Farelerle yapılan deneylerde efektör T hücreleri tarafından aynı anda 

üretilen IFN-γ ve TNF, birlikte tümör kan damarları üzerinde güçlü bir etkiye sahip 
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olduğu gösterilmiĢtir. Ayrıca, tümörlerde IFN-γ tarafından indüklenen erken 

olayların, geliĢim, yara iyileĢmesi, yumurtalık döngüsü ve gebeliğe bağlı uterus 

vasküler yeniden Ģekillenmesinde etkili oldugu gözlemlenmiĢtir (Kammertoens ve 

ark., 2017). 

IFN-γ‟nın baĢlıca fonksiyonları özet halinde Æizelge 1.2‟de verilmiĢtir.  

 

Çizelge 1.2. Ġnterferon gama‟nın baĢlıca fonksiyonları (Cooper ve ark., 1993; Huang ve ark., 1993). 

­ Makrofaj mikrobisidal aktivitesini artırır. 

­ Enflamatuar sitokinlerin salgılanmasını uyarır. 

­ Viral olmayan hücre içi patojenlere karĢı konakçı hücre direncini artırır. 

­ Fagositler üzerindeki yüzey Fc reseptörlerini ve sınıf II majör histo-uyumluluk kompleks antijenlerini 

artırır. 

­ Makrofaj migrasyonunu engeller. 

­ Dev hücrelerin oluĢumunu uyarır. 

­ Miyelosupresyona neden olur. 

­ Olgun nötrofillerin iĢleyiĢini artırır. 

­ Sitolitik T hücrelerinin, NK hücrelerin ve lenfosit ile aktive olan öldürücü hücrelerin farklılaĢmasını sağlar. 

­ Endotel hücrelerini aktive eder. 

1.9.6. Ġnsan Plazminojen Aktivatör Ġnhibitör-1 (PAI-1)  

PAI-1, serin proteaz inhibitörü olup, (serpin) ailesinden bir üyedir. PAI-1, hem 

doku tipi, hem de ürokinaz plazminojen aktivasyonuna karĢı inhibe edici etkisi ile, 

downstream (aĢağı akıĢ) plazmin oluĢumunun en önemli fizyolojik düzenleyicisi 

olarak görev almaktadır (Carmeliet ve ark.,1993). Ayrıca, yapılan çalıĢmalarda PAI-

1‟in hücre yapıĢması, ayrılması ve göçü üzerindeki etkileri gösterilmiĢtir (Cao ve 

ark., 2006). 

Plazminojen Aktivatör Ġnhibitör-1 (PAI)‟ın  anjiyogenez sırasında hem 

proteolitik aktivite hem de hücre göçü üzerinde etkisi vardır ve tümör oluĢumunda 

rol oynamaktadır (Leik ve ark., 2006). 
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Kandaki plazminojen aktivasyonunun birincil fizyolojik inhibitörü olan PAI-1 

ve t-PA‟yı hedefler PAI-1‟in konjenital eksikliği nadir olup, homozigot bireylerde 

travmaya yanıt olarak anormal kanama görülür (Dieval ve ark., 1991, Minowa ve 

ark., 1999).  

Normal popülasyonda, plazma PAI-1 konsantrasyonları 15 katlık bir aralıkta 

değiĢir (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 değiĢkenliğin bir 

kısmı PAI-1 genindeki polimorfizmlerden kaynaklanmaktadır. Bununla birlikte, 

değiĢkenliğin büyük bir kısmının, PAI-1 gen ekspresyonunun çok çeĢitli fizyolojik 

etkilere, koĢullara ve ayrıca farmakolojik ajanlara tepkiselliğinden kaynaklandığı 

görülmektedir (Colman, 2006). Daha yüksek plazma PAI-1 seviyelerinin, 

plazminojen aktivatörlerinin iĢlevsel ömrünü kısaltarak fibrinolizi geciktirdiği ve bu 

sayede anjiogenezi desteklediği bildirilmiĢtir (Huber, 2001). Ayrıca, PAI-1‟in 

anjiyogenez yoluyla tümör büyümesini düzenlediği yapılan in vivo deneylerde 

gösterilmiĢtir (Stefansson ve ark., 2001). 

1.9.7. Ġnsan Trombospondin-1 

Trombospondinler (TSP‟ler), yüksek moleküler kütle ile salgılanan 

glikoproteinlerin bir ailesidir Ekstrasellüler matriks (ECM) bileĢenleri ve 

glikozaminoglikanlar ve kalsiyuma bağımlı hücre bağlanmasının desteklenmesinde 

görev alırlar. Buna ek olarak, hücre yayılmasının indüksiyonu, hücre migrasyonu, 

fokal yapıĢıklıkların sökülmesi, hücreye bağlı uyarım veya inhibisyon, hücre 

çoğalması veya apopitoz, nöronal hücreler tarafından sinaptogenez ve vaskülerde 

nitrik oksit sinyallemesinin antagonizmi gibi pek çok oluĢumda rol oynadıkları 

bilinmektedir (Adams ve ark., 2011). 

 Ailenin üyelerinden TSP1 ve TSP2, moleküler olarak yüksek miktarda 

birbirine benzemekte olup 450-kDa homotrimerler oluĢturur. Hem TSP1, hem de 

TSP2, kıkırdak oluĢumu sırasında mezenkimal hücreler ve kondrositler tarafından 



27 

eksprese edilir. Osteoblastlar mineralleĢtirici kıkırdağın yerini aldıkça, kondrositlerde 

TSP2 ekspresyonu azalır ve kemikleĢen alanlardaki matrikste artar. TSP1 ve TSP2, 

güçlü antianjiyojenik faktörlerdir ve bu nedenle, kemik oluĢumunda kan damarı 

organizasyonunu kontrol etmede de rol oynamaktadır (Park ve ark., 2004; Burr ve 

ark., 2012). 

 

ġekil 1.5. TSP1‟in moleküler yapısı (Morris ve ark., 2014). 

1.9.8. Anjiopoetin-1 (Ang-1) 

Anjiopoetin, embriyonik ve postnatal anjiyogenezde rol oynayan vasküler 

büyüme faktörleri ailesinin bir parçasıdır. Anjiopoetin sitokinleri, damarları 

çevreleyen düz kas hücrelerine sinyal göndererek mikrovasküler geçirgenlik, 

vazodilatasyon ve vazokonstriksiyonu kontrol etmede rol oynamaktadır (Scott ve 

ark., 2010). 

      Anjiopoietin-1 (Ang-1), vasküler destek hücreleri, böbrekteki özel perisitler 

ve karaciğerdeki hepatik stellat hücreleri tarafından üretilen bir büyüme faktörüdür. 

Bu büyüme faktörü aynı zamanda bir glikoproteindir ve endotel hücrelerinde 

bulunan tirozin reseptörü için bir agonist iĢlevi görür (Jeansson ve ark., 2011). Diğer 

bir deyiĢle, Ang-1, perivasküler hücreler tarafından eksprese edilen bir endotelyum 

spesifik reseptör tirozin kinaz (Tie2) agonistidir ve Ang-1 eksikliği olan fareler, Tie2 

eksikliği olan farelerde gözlenenlere çok benzeyen vasküler kusurlara sahiptir (Suri 

ve ark., 1996). Anjiyopoietin-1 ve tirozin kinaz sinyali, kan damarı geliĢimini ve 

olgun damarların stabilitesini düzenlemek için gereklidir (Jeansson ve ark., 2011). 
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Ang1/Tie2 sinyalinin, örneğin endotelyal hücrenin hayatta kalmasını teĢvik 

ederek ve kan damarı geçirgenliğini azaltarak, kan damarı olgunlaĢması ve 

stabilizasyonu için önemli olduğuna inanılmaktadır. 

Bunun yanında, poliartritli bireyler arasında, VEGF ve reseptörü Ang-1 

konsantrasyonlarının, inflamatuar belirteçler ve kemik yıkımı ile iliĢkili olduğu 

bulunmuĢtur. Anjiyogenez esas olarak kemik iliğinde ve vasküler kök hücrelerde 

gerçekleĢir. VEGF, Ang-1, Ang-2 ve fibroblast büyüme faktörü (FGF) gibi 

anjiyogenetik faktörler, endotel hücre proliferasyonuna katılır (Carbajo- Lazoya ve 

ark., 2012). 

Serum VEGF, tirozin kinaz inhibitörleri ve Ang-1 konsantrasyonlarının, 

inflamasyon parametreleri ve erken artritte kemik yıkımı ile iliĢkilendirildiği 

gösterilmiĢtir. Bu sonuçlar, anjiyogenezin hastalık Ģiddetini yansıttığını ve 

anjiyojenez biyo-belirteçlerinin hastalık aktivitesini değerlendirmek ve enflamatuar 

artritli hastalar için sonucu tahmin etmek için yeni bir faydalı araç olabileceğini 

göstermeye katkıda bulunmaktadır (Gaëlle Clavel ve ark., 2007). 

Ang-1 ve Ang-2 koagülasyon kaskadında trombomodulin olarak rol oynar ve 

endotel hücrelerde koagülasyon regülatörü olarak görev alır (Daly ve ark., 2017). 

1.9.9. Anjiopoetin-2 (Ang-2) 

Anjiyopoietin-2, embriyonik ve postnatal anjiyogenezde rol oynayan vasküler 

büyüme faktörleri ailesinin bir parçası olup, insanlarda ANGPT2 geni tarafından 

kodlanan bir proteindir. Hem ANGPT1 hem de Tie2 için doğal olarak oluĢan 

antagonist; Ang-1‟e benzer Ģekilde sadece vasküler yeniden Ģekillenme bölgelerinde 

ifade edilir (Cheung ve ark., 1998).  

Ang-2, VEGF‟ye bağlı anjiyogenezin hızlandırıcısı olarak iĢlev görür ve 

anjiyopoietin-1/Tie2 yolunun bir antagonist sitokinidir. Anjiyopoietin ligandları 
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(Ang1–Ang4) ve Tie (Tie1 ve Tie2) reseptörü tirozin kinazlar, embriyonik 

kardiyovasküler ve lenfatik geliĢim için gerekli olan bir endotelyal sinyal yolu 

oluĢturur. YetiĢkinlerde, bu sistem vasküler homeostazı düzenler ve damar 

geçirgenliğini, inflamasyonu ve anjiyojenik tepkileri kontrol eder (Scholz ve ark., 

2015).   

Ang-2, endotel hücre fizyolojisi için hayati öneme sahiptir ve endotelyal 

geçirgenliği ve anjiyojenik fonksiyonları düzenleyerek vasküler hastalıklarda 

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

Ang-2, fizyolojik süreçlerde önemli rol oynar ve birçok hastalıkta düzensiz 

Ang-2 ekspresyonu görülür. Yapılan hayvan deneylerinde, Ang-2‟nin Vasküler 

bozucu özelliği nedeni ile, Ang-2‟yi aĢırı eksprese eden transgenik farelerde, 

oluĢturulmuĢ zayıf kan damarlarının embriyonik olarak fatal özellik gösterdiği 

bulunmuĢtur (Maisonpierre ve ark., 1997).  

DolaĢımdaki artmıĢ Ang-2 düzeyleri; melanom, renal hücreli karsinom, meme 

kanseri, ve glio blastoma da dahil olmak üzere birçok kanser tipinde rapor edilmiĢtir 

(Saharinen ve ark., 2017).  

Anjiyogenez ve inflamasyon birbiriyle iliĢkili iki durumdur ve Ang-2‟nin 

kanser ile birlikte otoimmün hastalıklar, sepsis ve akut akciğer hasarı gibi 

durumlarda enflamasyonda rol oynadığı gösterilmiĢtir (Scholz ve ark., 2015). Ayrıca, 

Serum Ang-2 düzeylerinin, yüksek duyarlı C-reaktif protein ve beyaz kan hücresi 

sayımı gibi inflamatuar biyobelirteçlerle pozitif korelasyon gösterdiği bilinmektedir 

ve bu durum Ang-2‟nin inflamatuar bir belirteç olarak kabul edilebileceği fikrini 

doğurmuĢtur (Schuldt ve ark., 2018). Ang-1, damar olgunlaĢması, göçü ve hayatta 

kalması için kritik öneme sahiptir. Ang-2 ise hücre ölümünü teĢvik eder ve 

vaskülarizasyonu bozar. Diğer bir deyiĢle, Ang-1‟in geliĢen damarların 

stabilizasyonunu ve sıkılaĢmasını desteklediği, Ang-2‟nin ise Tie-2‟nin Ang-1 

tarafından aktivasyonunu bloke ederek vasküler destabilizasyonu indüklediği 

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

Endoglin (ENG), hücre yüzeylerinde bulunan bir tip I membran 

glikoproteinidir ve TGF-β (DönüĢtürücü Büyüme Faktörü) reseptör kompleksinin bir 

parçasıdır. Kapsamlı çalıĢmalar, endoglinin TGF-β sinyal yolağını dengelemede ve 

endotelyal hücre çoğalmasını ve göçünü düzenlemede önemli rol oynadığını 

göstermiĢtir (Schoonderwoerd ve ark., 2020). Endoglin, ayrıca fizyolojik ve patolojik 

olarak vasküler değiĢikliklerde görev alan önemli bir moleküldür. Endoglin eksikliği 

olan (knock-out) fareleri kullanan çalıĢmalar, endoglinin anjiyogenez ve vasküler 

yeniden modellenmesi (neovaskülarizasyon) üzerinde etki ettiğini göstermiĢtir 

(Haddow ve ark., 1999; Goumans ve ark., 2002).  

Fizyolojik koĢullar altında endoglin, endotel hücrelerinde nispeten düĢük 

seviyelerde eksprese edilir; ancak vasküler hasara yanıt olarak anjiyogenez sırasında 

endoglin ekspresyonu artar (Botella ve ark., 2002; Jonker ve ark., 2002). Ayrıca 

endotelyal hücrelerde endoglin ekspresyonu, enflamasyon sırasında da artar ve bu 

artıĢ makrofajlar gibi enflamatuar hücrelerin infiltrasyonu ile iliĢkilidir (Torsney ve 

ark., 2002). 

Son zamanlarda, endoglinin VEGF-A ile stimülasyonu üzerine erken 

endozomlarda VEGFR2 ile birlikte lokalize olduğu ve azalmıĢ endoglin 

ekspresyonuna sahip endotelyal hücrelerin, artan aktin (Akt) fosforilasyonu 

sergilediği gösterilmiĢtir (Jin ve ark., 2017).  Akt yolağının aktivasyonunun, VEGF 

stimülasyonundan sonra adezyon molekülü salınımını inhibe ettiği gösterilmiĢtir 

(Kim ve ark., 2001). Muhtemelen bu etkiyi aktive transkipt faktör-2  (ATF-2)‟nin 

fosforilasyonunu azaltarak yaptığı düĢünülmektedir (Kim ve ark., 2001). Bu nedenle, 

endoglin ekspresyonunun azalması, Akt„nin fosforilasyonunu artırarak VEGF-A ile 

indüklenen endotel aktivasyonunu ve ardından lökosit ekstravazasyonunu azaltabilir, 

böylece VCAM1‟in ATF-2 ile indüklenen transkripsiyonunu down regüle edebilir. 

Endoglin, baĢlangıçta insan endotel hücrelerinde yüksek oranda eksprese 

edilen bir glikoprotein-antijen olarak keĢfedilmiĢtir (Gougos ve ark., 1988). 
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TGFβ1‟in endotel hücrelerinde halihazırda TGFBR2‟ye bağlanmıĢ Aktivin A 

reseptör benzeri kinaz 1 (ACVRL1) ile etkileĢimini kolaylaĢtırır (Cheifetz ve ark., 

1992). Bu nedenle, endotelyal hücrelerin proliferasyonuna ve göçüne yol açan 

ACVRL1 sinyalleri ile proliferasyonu ve migrasyonu inhibe eden TGFBR1 sinyalleri 

arasındaki dengeyi belirler. Her iki reseptör de endotelyal hücrelerde eksprese 

edildiğinden, endoglin varlığı, ACVRL1 aracılı proliferatif ve invazif bir yanıtı 

destekleyerek, TGF beta yanıtını belirler. Yeni kan damarlarının oluĢumunu 

(anjiyogenez) kolaylaĢtırır (Goumans ve ark., 2003; Lebrin ve ark., 2004). Kalıtsal 

fonksiyonel endoglin yokluğu, sızıntılı ve zayıf geliĢmiĢ bir vasküler yatakla 

karakterize hemorajik telenjiektazi tip-I (HHT1) bozukluğu ile iliĢkilidir (McAllister 

ve ark., 1994). Bunun yanısıra endoglin angiogenezde bozukluk olduğu kanıtlanmıĢ 

prekeklampsi gibi gebeliğin hiper tansif hastalıklarında da rol oynamaktadır 

(Venkatesha ve ark., 2006). 

Ayrıca, yapılan çalıĢmalarda endoglinin, VEGF ile indüklenen uç hücre 

oluĢumunu desteklediği bildirilmiĢtir. Mekanik olarak endoglin, VEGF reseptörü 

(VEGFR)-2 ile VEGF'ye bağımlı bir Ģekilde etkileĢime girerek, VEGFR2 'nin hücre 

yüzeyinde kalmasını sağlayıp ve bozulmasını önlemektedir. Fakat, VEGFR2 ile 

etkileĢime girme yeteneğinden yoksun olan endoglin mutantlarının, hücre yüzeyinde 

VEGFR2'yi sürdürmede ve VEGF'nin neden olduğu uç hücre oluĢumunu teĢvik 

etmede baĢarısız olduğu gözlemlenmiĢtir (Tian ve ark., 2018). 

Anjiogenezde rol oynadığı kanıtlanmıĢ olan endoglinin, hemofilik artropatide 

kanamaya bağlı prognostik bir role sahip olup olmadığı büyük önem arz etmektedir. 

Bu tez çalıĢmasının amacı da, endoglin ekspresyonun ve anjiyogenetik faktörlerin 

iliĢkisinin irdelenerek, ilerde hemofilik artopatide potansiyel biyomarker olarak 

değerlendirilebilecek faktörlerin araĢtırılmasdır. Böylece hemofili hastalarında bazı 

parametrelere önceden bakılarak, eklem sağlıklarının daha iyi yönetilmesi 

sağlanabilinecektir. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

ÆalıĢmamızda hemofili tanısı almıĢ hastalarda anjiyogenez ile iliĢkili olduğu 

bilinen endoglin proteininin plazma ve gen ekspresyon düzeyleri değerlendirilmiĢtir.  

2.1. ÇalıĢma Grubu 

Bu kapsamda, 1 Mart 2019-1 Ekim 2019 tarih aralığında Hacettepe 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Æocuk Hematoloji Anabilim Dalı‟nda rutin kontrolleri için 

polikliniğe baĢvuran gönüllülerden toplanan kan örneklerinde endoglin proteini ile, 

anjiyogenez ile iliĢkili sitokinlerden  VEGF, IL-4, TSP-1, IL-12, IFN-α, PAI-1, IFN-

γ, ve ANG-1, ANG-2 sitokinlerinin plazma düzeyleri tayin edilmiĢtir. ÆalıĢmada 

ayrıca, endoglin, HIF-1α, PGE-2, VEGFA ve VEGFR1 mRNA düzeyleri 

saptanmıĢtır.  

ÆalıĢma kapsamında toplanan kan örneklerinden platelet izolasyonu da 

yapılarak, plateletlerin Annexin V bağlanma analizi çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir.       

ÆalıĢma kapsamında hemofili hasta grubu için 30 örnek, sağlıklı kontrol grubu 

için ise 29 örnek toplanmıĢtır. 

ÆalıĢmaya dahil edilme kriterleri Ģu Ģekildedir: 1 ile 18 yaĢları arasında ağır 

(faktör aktivitesi <%1) veya orta (faktör aktivitesi %1-5) hemofili (hemofili A ve B) 

tanısı almıĢ ve en az 4 ayda bir rutin takip muayenelerine katılan hastalar. 

1 yaĢından küçük veya 18 yaĢından büyük hastalar, son 3 ay içinde kayıtlı 

radyolojik ve/veya klinik olarak kanıtlanmıĢ eklem kanaması olan inhibitör pozitif 

hastalar, hastaneye yatıĢ gerektirecek Ģekilde bir kanaması olanlar ve son 1 ay içinde 

majör ya da minör cerrahi giriĢim geçirmiĢ olan hastalar çalıĢmaya dahil 

edilmemiĢtir. 
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Bir hastanın kan örneğinde düĢük titre inhibitör pozitifliği gözlendiğinden ve 

diğer bir hastada da hafif hemofili olduğu için iki hasta daha sonra çalıĢmadan 

çıkarılmıĢtır. ÆalıĢma grubunun (n=28) baĢvuru sırasındaki ortanca yaĢı 8‟dir. 

(ortalama 8,55±5,8 yıl; dağılım 1-19 yıl). 

ÆalıĢmanın kontrol grubu ise; çoğu demir eksikliği ve B12 vitamini eksikliği 

anemisi tedavisi sonrası takipte olan, bilinen herhangi bir kanama diyatezi ya da 

enfeksiyon öyküsü olmayan ve gönüllü olarak fazladan kan örneği vermeyi kabul 

eden, yaĢ ve cinsiyet açısından hemofili hasta grubu ile yakın seçilen 29 sağlıklı 

gönüllüden oluĢturulmuĢtur.  

ÆalıĢma yerel etik kuruldan onay alınarak gerçekleĢtirilmiĢtir ve kayıt öncesi 

her katılımcıdan bilgilendirilmiĢ onam alınmıĢtır. Venöz kan örnekleri EDTA içeren 

tüplere alınarak kullanılmıĢtır. 

2.2. Kullanılan Cihazlar 

 KarıĢtırıcı vorteks (Heidolph), 

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

 Santrifüj (Sigma), 

 Santrifüj (Beckman Coulter, Microfuge 18 Centrifuge) 

 Spektrofotometre (Multiskan Go, Thermo Scientific) 

 Ġnkübatörlü çalkalayıcı (BioSan, ES-20) 

 Buz makinesi (Scotsman) 

 Su banyosu (Daihan Scientific) 

 Real Time PCR Cihazı (Qiagen) 

 Muse Cell Analyzer (Millipore) 
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2.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler  

 QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen, Almanya) 

 Human Endoglin Elisa Kit (Fine Test, Æin),  

 Human IL-4 ELISA Kit (Fine Test, Æin), 

 Human IL-12 ELISA Kit (Fine Test, Æin), 

 Human VEGF ELISA Kit (Fine Test, Æin), 

 Human IFN- α ELISA Kit (Fine Test, Æin), 

 Human IFN- γ ELISA Kit (Fine Test, Æin), 

 Human TSP-1 ELISA Kit (Fine Test, Æin), 

 Human PAI-1 ELISA Kit (Fine Test, Æin), 

 Human ANG-1 ELISA Kit (Fine Test, Æin), 

 Human ANG-2 ELISA Kit (Fine Test, Æin), 

 RT
2
 First Strand Kit (50)- For cDNA Synthesis Prior To Real-Time PCR 

(Qiagen, Almanya) 

 Sybrgreen master mix (Qiagen, Almanya) 

 Primerler (BT Lab, Türkiye) 

 Annexin V Binding Assay Kit (Luminex, Almanya) 

2.4. ELĠSA Ölçümleri 

ELĠSA, özgül antijen-antikor arasındaki reaksiyona dayanan, birden çok 

numuneyi aynı anda analiz etmeyi sağlayan, immunodiagnostik kantitatif bir analiz 

yöntemidir. ELISA yönteminin prensibi, enzim ile iĢaretli antikor (konjugat) ve 

substrat kullanılarak, saptanacak materyalde bulunan antiijen veya antikor varlığının 

kantitatif olarak tespit edilmesine dayanmaktadır. (Engvall ve ark.,2010), (Sakamoto 

ve ark., 2018). 
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2.4.1. Plazma Endoglin Düzeyi Tayini  

Bu deney, Human Endoglin Elisa Kit kullanılarak yapılmıĢtır. Minimum 

saptanabilir doz 0,1 ng/ml‟dir. Testin duyarlılığı, sıfırdan ayırt edilebilen en düĢük 

protein konsantrasyonu olarak tanımlanmıĢ olup saptama aralığı 0,16-10 ng/mL 

arasındadır. Test için varyasyon katsayısı (CV) %10‟dan azdır. 

2.4.1.1. Yöntemin Prensibi  

Ġnsan Endoglin seviyelerini analiz etmek için sandviç ELĠSA (Enzyme Linked 

Ġmmunosorbent Assay) tekniği kullanılmaktadır. Doksan altı kuyucuktan oluĢan plak 

yüzeyi Endoglin spesifik antikoru ile kaplıdır. Kuyucuklara elde edilen plazma 

numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile iĢaretlenmiĢ antikorlar eklenir. Enzim 

olarak Horseradish peroksidaz (HRP) enzimi kullanılmıĢtır. Biotin ile iĢaretlenmiĢ 

antikorların eklendiği plağın inkübasyon ve yıkanması sonrasında HRP-streptavidin 

(SABC) ilave edilerek kompleks oluĢumu sağlanır.  Tekrar inkübasyon ve yıkama 

iĢlemi sonrasında TMB (tetrametilbenzidin) kromojen substratı eklenerek, 

kolorimetrik mavi renk oluĢumu sağlanır. Durdurma (stop) solüsyonu ilavesi ile 

yüksek pH‟da enzim-protein aktivitesi inaktive edilerek, reaksiyon sonlandırılır. 

Konsantrasyona bağlı olarak oluĢan renk Ģiddeti değiĢiklik göstermektedir.  

2.4.1.2. Yöntemin UygulanıĢı 

Standart ve test numuneleri (1/2 oranında seyreltilmiĢ) için gerekli kuyucuk 

sayısı belirlendi. Standart, numune ve kontrol (kör) çözeltleri kuyulara konulmadan 

önce plak 2 kez yıkandı. Standart ve kör kuyucuklarına sırasıyla 100‟er μL çözeltileri 

eklendi. Örnek kuyucuklarına ½ oranında dilüe edilmiĢ çözeltiden 100 μL eklendi. 

Plağın üzeri koruyucu membran ile kapatıldı ve 90 dakika 37°C inkübe edildi. 

BelirtilmiĢ süre sonunda plağın koruyucu membranı kaldırıldı, plak 2 defa yıkama 

solüsyonu ile yıkandı. Standart, örnek ve kör kuyucuklarına 100 μL Biotin iĢaretli 
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antikor çalıĢma çözeltisinden ilave edildi. Plağın üstü koruyucu membran ile 

kapatıldı ve 60 dakika 37°C inkübe edildi. BelirtilmiĢ süre sonunda plağın koruyucu 

membranı kaldırıldı, plak 3 defa yıkama solüsyonu ile yıkandı. Her defasında yıkama 

solüsyonu kuyucukların içerisinde 1-2 dakika bekletildi. Her kuyucuğa 100 μL HRP-

Streptavidin konjugatı (SABC) çalıĢma solüsyonu eklendi. Plağın üzeri koruyucu 

membran ile kapatıldı ve 30 dakika 37°C inkübe edildi. BelirtilmiĢ süre sonunda 

plağın koruyucu membranı kaldırıldı, plak 5 defa yıkama solüsyonu ile yıkandı. Her 

defasında yıkama solüsyonu kuyucuklarda 1-2 dakika bekletildi. Her kuyucuğa 90 

μL TMB Substratı eklendi. Plağın üzeri koruyucu membran ile kapatıldı, karanlıkta 

15-20 dakika 37°C inkübe edilerek, her kuyucuğun içerisine 50 μL durdurma (stop) 

solüsyonu eklendi.  

Kuyucuklardaki renk Ģiddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu 

spektrofotometrede okundu ve kalibrasyon grafiği çizilerek plazma endoglin düzeyi 

hesaplandı (ġekil 2.1). 

 

            ġekil 2.1. Endoglin ELĠSA analizi için kalibrasyon eğrisi. 
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Bu deney, Human IL-4 ELĠSA Kit (Fine Test) kullanılarak yapılmıĢtır. Plazma 
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saptama aralığı ise 31,25-2000 pg/mL‟dir. Test içi ve testler arası CV‟ler sırasıyla 

%8 ve %10‟dan azdır.                                           

 Sonuçlar, kalibrasyon eğrisi kullanılarak hasta numunelerinin ve kontrollerin 

plazma numuneleri için elde edilen A450 değerlerine göre ifade edilmiĢtir. 

2.4.2.1. Yöntemin Prensibi  

Ġnsan IL-4 seviyelerini analiz etmek için sandviç ELĠSA (Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay) tekniği kullanılmaktadır. Doksan altı kuyucuktan oluĢan plak 

yüzeyi IL-4 spesifik antikoru ile kaplıdır. Kuyucuklara elde edilen plazma 

numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile iĢaretlenmiĢ antikorlar eklenir ve 

inkübasyon ve yıkama sonrasında HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek kompleks 

oluĢumu elde edilir. Ġnkübasyon ile yıkama iĢlemi ardından kromojen substrat ilave 

edilerek, kolorimetrik mavi rengin oluĢumu sağlanır. Durdurma (stop) solüsyonu 

ilave edilerek reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk Ģiddeti farklılık 

göstermektedir.  

Kuyucuklardaki renk Ģiddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu 

spektrofotometrede okundu ve standart grafiği (ġekil 2.2) çizilerek hesaplandı. 

 

      ġekil 2.2. IL-4 ELĠSA analizi için kalibrasyon eğrisi. 
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2.4.3. Plazma IL-12 Düzeyi Tayini  

Bu deney, Human IL-12 ELĠSA Kit (Fine Test) kullanılarak yapılmıĢtır. 

Plazma Ġnterlökin-12 (IL-12)için kullanılan kitin (FineTest) analitik duyarlılığı 9,375 

pg/mL, saptama aralığı ise 15,625-1000 pg/mL‟dir. Test içi ve testler arası CV‟ler 

sırasıyla %8 ve %10‟dan azdır.                                           

Sonuçlar, kalibrasyon eğrisi kullanılarak hasta numunelerinin ve kontrollerin 

plazma numuneleri için elde edilen A450 değerlerine göre ifade edilmiĢtir. 

2.4.3.1. Yöntemin Prensibi  

Ġnsan IL-12 seviyelerini analiz etmek için sandviç ELĠSA (Enzyme Linked 

Ġmmunosorbent Assay) tekniği kullanılmaktadır. Doksan altı kuyucuktan oluĢan plak 

yüzeyi IL-12 spesifik antikoruyla kaplıdır. Kuyucuklara plazma örneği eklenir. 

Ardından immün kompleks oluĢturmak amacıyla biotin ile iĢaretlenen antikorlar 

eklenir, inkübasyon ve yıkama sonrasında HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek 

kompleks oluĢumu sağlanmaktadır. Ġnkübasyon ve yıkamanın ardından kromojen 

substrat ilave edilerek, kolorimetrik mavi rengin oluĢumu sağlanır. Durdurma (stop) 

solüsyonu ilavesiyle reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucu renk Ģiddeti 

farklılık göstermektedir.  

Kuyucuklardaki renk Ģiddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu 

spektrofotometrede okundu ve standart grafiği (ġekil 2.3) çizilerek hesaplandı. 
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          ġekil 2.3. IL-12 ELĠSA analizi için kalibrasyon eğrisi. 
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ilavesi ile reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk Ģiddeti farklılık 

göstermektedir.  

Kuyucuklardaki renk Ģiddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu 

spektrofotometrede okundu ve standart grafiği (ġekil 2.4) çizilerek hesaplandı. 

 

            ġekil 2.4. IFN-α ELĠSA analizi için kalibrasyon eğrisi. 
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Bu deney, Human IFN-γ Elisa Kit kullanılarak yapılmıĢtır. Plazma interferon-
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aralığı ise 15,625-1000 pg/mL‟dir. Test içi ve testler arası CV‟ler sırasıyla %8 ve 

%10‟dan azdır.                                           

Sonuçlar, kalibrasyon eğrisi kullanılarak hasta numunelerinin ve kontrollerin 

plazma numuneleri için elde edilen A450 değerlerine göre ifade edilmiĢtir. 
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2.4.5.1. Yöntemin Prensibi  

Ġnsan IFN-γ seviyelerini analiz etmek için sandviç ELĠSA (Enzyme Linked 

Ġmmunosorbent Assay) tekniği kullanılmaktadır. Doksan altı kuyucuktan oluĢan plak 

yüzeyi IFN-γ spesifik antikoruyla kaplıdır. Kuyucuklara elde edilen plazma 

numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile iĢaretlenmiĢ antikorlar eklenir 

inkübasyon ve yıkama sonrasında HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek kompleks 

oluĢumu sağlanır. Ġnkübasyon ve yıkama iĢleminin ardından kromojen substrat 

eklenir ve kolorimetrik mavi renk oluĢumu sağlanır. Durdurma (stop) solüsyonunun 

ilavesiyle reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk Ģiddeti farklılık 

göstermektedir.  

Kuyucuklardaki renk Ģiddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu 

spektrofotometrede okundu ve standart grafiği (ġekil 2.5) çizilerek hesaplandı. 

 

           

           ġekil 2.5. IFN-γ ELĠSA analizi için kalibrasyon eğrisi. 
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ng/mL, saptama aralığı da 1,563-100 ng/mL‟dir. Test içi ve testler arası CV‟ler 

sırasıyla %8 ve %10‟dan azdır.                                           

Sonuçlar, kalibrasyon eğrisi kullanılarak hasta numunelerinin ve kontrollerin 

plazma numuneleri için elde edilen A450 değerlerine göre ifade edilmiĢtir. 

2.4.6.1. Yöntemin Prensibi  

Ġnsan TSP-1 seviyelerini analiz etmek için sandviç ELĠSA (Enzyme Linked 

Ġmmunosorbent Assay) tekniği kullanılmaktadır. Doksan altı kuyucuktan oluĢan plak 

yüzeyi TSP-1 spesifik antikoruyla kaplıdır. Kuyucuklara elde edilen plazma 

numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile iĢaretlenmiĢ antikorlar eklenir ve 

inkübasyon ve yıkama sonrasında HRP-streptavidin  (SABC) ilave edilerek 

kompleks oluĢumu sağlanır. Ġnkübasyon ve yıkama iĢleminin ardından kromojen 

substrat eklenir, kolorimetrik mavi rengin oluĢması sağlanır. Durdurma (stop) 

solüsyonu ilavesiyle reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk Ģiddeti 

farklılık göstermektedir.  

Kuyucuklardaki renk Ģiddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu 

spektrofotometrede okundu ve satnart grafiği (ġekil 2.6) çizilerek hesaplandı. 

 

      ġekil 2.6. TSP-1 ELĠSA analizi için kalibrasyon eğrisi. 

y = 0,013x + 0,1654 

R² = 0,9552 0

0,5

1

1,5

2

0 20 40 60 80 100 120 140

A
b

so
rb

a
n

s,
 4

5
0

 n
m

 

Konsantrasyon (pg/ml) 



43 

2.4.7. Plazma PAI-1 Düzeyi Tayini 

Bu deney, Human PAI-1 Elisa Kit kullanılarak yapılmıĢtır. Plazma 

trombospondin-1 (TSP-1)için kullanılan kitin (FineTest) analitik duyarlılığı 0,938 

ng/mL, saptama aralığı ise 1,563-100 ng/mL‟dir. Test içi ve testler arası CV‟ler 

sırasıyla %8 ve %10‟dan azdır.                                           

Sonuçlar, kalibrasyon eğrisi kullanılarak hasta numunelerinin ve kontrollerin 

plazma numuneleri için elde edilen A450 değerlerine göre ifade edilmiĢtir. 

2.4.7.1. Yöntemin Prensibi  

Ġnsan PAI-1 seviyelerini analiz etmek için sandviç ELĠSA (Enzyme Linked 

Ġmmunosorbent Assay) tekniği kullanılmaktadır. Doksan altı kuyucuktan oluĢan plak 

yüzeyi PAI-1 spesifik antikoruyla kaplıdır. Kuyucuklara elde edilen plazma 

numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile iĢaretlenen antikorlar eklenir ve  

inkübasyon ve yıkama sonrasında HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek kompleks 

oluĢumu sağlanır. Ġnkübasyon ve yıkama iĢleminin ardından kromojen substrat 

eklenerek, kolorimetrik mavi renk oluĢumu sağlanır. Durdurma (stop) solüsyonunun 

ilave edilmesiyle reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk Ģiddetti 

farklılık göstermektedir.  

Kuyucuklardaki renk Ģiddeti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu 

spektrofotometrede okundu ve standart grafiği (ġekil 2.7) çizilerek hesaplandı. 
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           ġekil 2.7. PAI-1 ELĠSA analizi için kalibrasyon eğrisi. 
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yüzeyi ANG-1 spesifik antikoruyla kaplıdır. Kuyucuklara elde edilen plazma 

numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile iĢaretlenmiĢ antikorlar eklenir ve 

inkübasyon ve yıkama sonrasında HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek kompleks 
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eklenerek, kolorimetrik mavi renk oluĢumu sağlanır. Durdurma (stop) solüsyonu 

ilavesi ile reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk Ģiddetti farklılık 

göstermektedir.  

Kuyucuklardaki renk Ģidetti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu 

spektrofotometrede okundu ve standart grafiği (ġekil 2.8) çizilerek hesaplandı. 

 

 

ġekil 2.8. ANG-1 ELĠSA analizi için kalibrasyon eğrisi. 

2.4.9. Plazma ANG-2 Düzeyi Tayini 
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46,875-3000 ng/mL‟dir. Test içi ve testler arası CV‟ler sırasıyla %8 ve %10‟dan 

azdır.  

Sonuçlar, kalibrasyon eğrisi kullanılarak hasta numunelerinin ve kontrollerin 

plazma numuneleri için elde edilen A450 değerlerine göre ifade edilmiĢtir. 
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2.4.9.1. Yöntemin Prensibi  

Ġnsan ANG-2 seviyelerini analiz etmek için sandviç ELĠSA (Enzyme Linked 

Ġmmunosorbent Assay) tekniği kullanılmaktadır. Doksan altı kuyucuktan oluĢan plak 

yüzeyi ANG-2 spesifik antikoru ile kaplıdır. Kuyucuklara elde edilen plazma 

numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile iĢaretlenmiĢ antikorlar eklenir ve 

inkübasyon ve yıkama sonrasında HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek kompleks 

oluĢması sağlanmaktadır. Ġnkübasyon ve yıkama iĢleminin ardından kromojen 

substrat eklenerek, kolorimetrik mavi rengin oluĢması sağlanır.  Durdurma (stop) 

solüsyonu ilavesi ile reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk Ģiddetti 

farklılık göstermektedir.  

Kuyucuklardaki renk Ģidetti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu 

spektrofotometrede okundu ve standart grafiği (ġekil 2.9) çizilerek hesaplandı. 

 

           ġekil 2.9. ANG-2 ELĠSA analizi için kalibrasyon eğrisi. 
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2.4.10. Plazma VEGF Düzeyi Tayini 

Bu deney, VEGF Elisa Kit kullanılarak yapılmıĢtır. Plazma VEGF için 

kullanılan kitin (FineTest) analitik duyarlılığı 18,75 pg/mL, saptama aralığı ise 

31,25-2000 pg/mL‟dir. Test içi ve testler arası CV‟ler sırasıyla %8 ve %10‟dan azdır.                                           

Sonuçlar, kalibrasyon eğrisi kullanılarak hasta numunelerinin ve kontrollerin 

plazma numuneleri için elde edilen A450 değerlerine göre ifade edilmiĢtir. 

2.4.10.1. Yöntemin Prensibi  

Ġnsan VEGF seviyelerini analiz etmek için sandviç ELĠSA (Enzyme Linked 

Ġmmunosorbent Assay) tekniği kullanılmaktadır. Doksan altı kuyucuktan oluĢan plak 

yüzeyi VEGF spesifik antikoruyla kaplıdır. Kuyucuklara elde edilen plazma 

numuneleri ilave edilir. Daha sonra, biotin ile iĢaretlenmiĢ antikorlar eklenir ve 

inkübasyon ve yıkama sonrasında HRP-streptavidin (SABC) ilave edilerek kompleks 

oluĢumu sağlanır. Ġnkübasyon ve yıkama iĢlemi sonrasında kromojen substrat 

eklenerek, kolorimetrik mavi rengin oluĢması sağlanmaktadır. Durdurma (stop) 

solüsyonunun ilavesiyle reaksiyon durdurulur. Konsantrasyon sonucunda renk 

Ģiddetti farklılık göstermektedir. Kuyucuklardaki renk Ģiddeti 450 nm dalga boyunda 

mikroplak okuyucu spektrofotometrede okunur ve hesaplamalar yapılır. 

Kuyucuklardaki renk Ģidetti, 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu 

spektrofotometrede okundu ve standart grafiği (ġekil 2.10) çizilerek hesaplandı. 
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 ġekil 2.10. VEGF ELĠSA analizi için kalibrasyon eğrisi. 

2.5. Gen Ekspresyon Analizleri       

Gerçek zamanlı kantitatif PCR (Real time PCR) analizi ilk kez 1993 yılında 

Higuchi ve ark. tarafından gerçekleĢtirilmiĢ ve geliĢerek günümüze kadar gelmiĢtir 

(Kubista ve ark., 2006). Bu yöntemde, ters transkripsiyon yardımıyla mRNA'dan 

cDNA elde edilmesinden sonra, değerlendirilmek istenilen gene özgü primerler, 

DNA polimeraz enzimi ve ilgili deney bileĢenleri kullanılıp, genin çoğaltılması 

sağlanarak gen analizi yapılabilmektedir. (Derisi ve ark.,1998). 
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2.5.1.1. Yöntemin Prensibi  

RNA‟nın kandan saflaĢtırılması için QIAamp prosedürü sırasında, eritrositler 

seçici olarak parçalanır ve lökositler ilk santrifüjleme sırasında geri kazanılır. 

Lökositler daha sonra, RNazları inaktive eden ve sağlam RNA‟nın izole edilmesine 

izin veren yüksek denatüre edici koĢullar kullanılarak parçalanır. Lizatın bir 

QIAshredder döndürme kolonu boyunca kısa bir santrifüjleme ile 

homojenleĢtirilmesinden sonra, bağlama koĢullarını ayarlamak için etanol eklenir ve 

örnek QIAamp döndürme kolonuna aktarılır. RNA, kısa bir santrifüjleme basamağı 

sırasında silika zarına bağlanır. Diğer maddeler yıkanarak uzaklaĢtırılır ve toplam 

RNA, herhangi bir sonraki uygulamada doğrudan kullanım için 40 μL veya daha 

fazla RNaz içermeyen su içinde elüte edilir. HomojenleĢtirilmiĢ hücre lizatları, birkaç 

ay boyunca -70°C‟de saklanabilir.  

ĠĢlem sağlam lökositlere dayandığından, donmuĢ tam kan kullanılamaz. 

2.5.1.2. Yöntemin UygulanıĢı  

 EDTA‟lı tüplere alınmıĢ olan tam kan öneklerinden 500 μL kan alınıp 15 

mL‟lik falkon tüplere aktarıldı.  

 1 volüm kan üzerine 5 volüm Buffer EL (Erythrocyte Lysis Buffer) eklendi. 

(500 μL kan için 2,5 mL Buffer EL eklendi).  

 Tüpler 15 - 20 dakika buzda bekletildi. 2 dakika aralıklarla vortekslendi.  

 Tüpler buzdan alınarak 10 dakika 4000 rpm hızında, 4°C‟de santrifüj edildi.  

 Santrifüjden sonra supernatant atıldı.  

 OluĢan pelletin üzerine 1 mL Buffer EL kondu ve tüpler vortekslendi.  

 Tüpler 10 dakika 4000 rpm hızında, 4°C‟de santrifüj edildi.  

 OluĢan pellet üzerine 350 μL Buffer RLT konuldu. Votekslendi.  

 OluĢan lizatları QiaShredder spin kolonlara aktarıldı. 

 2 dakika maksimum hızda santrifüj edildi.  

 QiaShredder kolonlar atıldı. Lizatlar kullanıldı.  
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 Lizat üzerine 350 μL %70 alkol eklenerek pipetleme yapıldı. 

 Lizat Qiaamp spin kolonlara aktarıldı. 

 15 saniye 8000 xg hızda santrifüj edildi. Kolonlar yeni toplayıcı kolonlara 

aktarıldı.  

 700 μL Buffer RW1 eklendi.  

 15 saniye 8000 xg hızda santrifüj edildi. Tüpler yeni toplayıcı kolonlara 

aktarıldı.  

 500 μL Buffer RPE eklendi.  

 15 sn. 8000 xg santrifüj edilir. Tüpler yeni toplayıcı kolonlara aktarıldı.  

 500 μL Buffer RPE eklendi.  

 3 dakika 14.000 xg maksimum hızda santrifüj edildi.  

 Qia amp kolonlar 1,5 mL‟lik eppendorf tülere alınır ve 40 μL RNAse 

içermeyen su eklendi.  

 1 dakika 8000 xg santrifüj edildi.  

 Filtreli tüpler atıldı. Ependorf tüpte bulunan RNA -80°C‟de saklandı.  

2.5.1.3. RNA Miktar Tayini 

Ġzolasyonun ardından RNA konsantrasyonları spektrofotometrik yöntem ile 

ölçüldü. Ġzole edilmiĢ RNA örnekleri, 260 ile 280 nm dalga boylarında absorbansları 

ölçülerek konsantrasyon ve saflıkları ölçüldü. 

Ġzole edilen RNA örneklerinin saflık derecesi 260 nm ve 280 nm‟deki 

absorbans oranlarından tespit edilir, ideal saflıkta olan RNA‟nın, A260/ A280 

absorbans oranı 1,8-2,0 olarak bulunması gereklidir. 

Reaksiyon baĢına 2 μg RNA kullanılmıĢtır. Hasta ve kontrol grubuna ait izole 

edilen RNA örneklerinden belirtilen miktarda alınıp, spektrofotometrede ölçülmek 

üzere özel plaklara uygulanmıĢ ardından absorbans okunarak miktar tayini okuması 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Gen ekspresyon analizleri için 100 ng RNA kullanılmıĢtır. 
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2.5.2. cDNA Sentezi 

mRNA moleküllerinden ters transkriptaz enzimi aracılığı ile komplementer çift 

iplikli DNA (cDNA) sentezi yapılarak, gen ekspresyonu analizlerinin 

gerçekleĢtirilmesini sağlayan hassas bir yöntemdir. 

RT
2
 birinci iplikçik kiti, birinci iplikçik cDNA sentezi için verimli, hızlı ve 

kolay bir prosedür sağlamaktadır. 

2.5.2.1. Reaktiflerin Hazırlanması 

Genomik DNA Eliminasyon KarıĢımı  

BileĢenler ve miktarlar  

GE Tamponu: 2 μL  

RNA: 25 ng-5 μg  

Nükleaz içermeyen su: DeğiĢken  

Toplam Hacmi: 10 μL  

Genomik DNA eliminasyon karıĢımı 42°C‟de 5 dakika inkübe edilir, 

sonrasında en az 1 dakika boyunca buzun üzerine bekletilir. 

Ters Transkripsiyon KarıĢımı  

BileĢenler ve 1 (bir) reaksiyonluk hacim  

Kontrol P: 1 μL  
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5x BC3 Tmponu: 4 μL  

RE3 Ters Transkripsiyon KarıĢımı: 2 μL  

Nükleaz içermeyen su: 3 μL  

Toplam hacmi: 10 μL  

2.5.2.2. Yöntemin UygulanıĢı  

 Ġzole ettiğimiz RNA‟ları hepsi eĢit olacak Ģekilde Nükleaz içermeyen su ile 

10 μL‟ye tamamlandı.  

  Dilüe edilmiĢ çözeltiden 8 μL eppendorf tüplerine alındı.  

  Üzerine 10 μL DNA eliminasyon karıĢımı eklendi.  

  Genomik DNA‟dan kurtulmak için 42°C su banyosunda 15 dakika inkübe 

edildi.  

 Ġnkübasyondan sonra örnekler soğuk bloğun üzerine alındı ve her birinin 

üzerine 8 μL ters transkripsiyon karıĢımı eklendi.  

  20 dakika cDNA cihazında sentez edildi.  

 Son olarak her bir tüpe 91 μL RNase içermeyen su eklendi ve tüpler -20°C 

kaldırıldı.  

2.5.3. Real-Time PCR Analizi  

Qiagen RotorGene sistemi kullanılarak nicel gerçek zamanlı PCR yapıldı. 

GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz), normalizasyon için bir referans 

(housekeeping) geni olarak kullanıldı.  

Ġleri ve geri primer dizilimi: ENG için 5„-TGCATTGGCCTACAATTCCA-3„ 

ileri, 5„-AGCTGCCCACTCAAGGATCT-3„ ters; VEGFA için 5„-
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AGGGCAGAATCATCACGAAGT-3„ ileri, 5„-AGGGTCTCGATTGGATGGCA-3„ 

geri; VEGFR1 için 5„-GAAAACGCATAATCTGGGACAGT-3„ ileri, 5„-

GCGTGGTGTGCTTATTTGGA-3„ geri; prostaglandin E2 (PGE-2) için 5„-

ATGCTGACTATGGCTACAAAAGC-3„ ileri,5„-TCGGGCAATCATCAGGCAC-

3„geri; HIF-1α için 5„-ATCCATGTGACCATGAGGAATG-3„ileri,5„-

TCGGCTAGTTAGGGTACACTTC-3„ geri. 

2.6. Platelet Ġzolasyonu ve Anneksin V Bağlanma Analizi 

Hücreler apopitoza gittiklerinde normal Ģartlarda stoplazmik yüzeyde yer alan 

fosfatidilserin (PS) moleküllerinin hücrenin dıĢ yüzüne transloke oldukları 

bilinmektedir.. Anneksin V ise, fosfatidilserine affinitesi yüksek olan bir bir protein 

olduğu için, bağlanma oranları floresan bir madde (örn. FITC) ile iĢaretlenerek akım 

sitometrisi yardımı ile ölçülebilmektedir. (Gatti ve ark.,1998), (Koopman ve 

ark.,1994).  

Bu prensipten yola çıkarak, EDTA içeren tüplere alınan kan örnekleri santrifüj 

edilerek trombositler ayrıĢtırıldı. Kan örnekleri 20 dakika boyunca 200 xg‟de 

santrifüjleme yapıldı. Trombositten zengin plazma, trombositleri çökeltmek için 20 

dakika boyunca 1000 xg‟de santrifüjlendi. Ġzole edilen trombositler Ca
+2

/Mg
+2

 

bulundurmayan PBS tampon çözeltisi ile üç kez yıkanarak, 2,5x10
6
 hücre/mL 

konsantrasyonuna getirildi. Trombositlere bağlanan annexin V (AnxV), üreticinin 

talimatlarına göre AnxV-bağlanma kiti (Luminex, Almanya) kullanılarak 

değerlendirildi. 

Kısaca, 100 μL hücre süspansiyonuna 100 μL AnxV reaktifi eklendi ve oda 

sıcaklığında 20 dakika inkübe edildi. Fosfatidilserin maruziyetine dayalı ANX5 

pozitif hücre popülasyonu, Muse Cell Analyzer (Millipore) ile belirlendi. 
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2.7. Ġstatistiksel Analiz 

Ġstatistiksel analizler GraphPad Prism 6.0e (Macintosh Version by Software 

MacKiev, GraphPad Software, Inc) programı kullanılarak gerçekleĢtirildi. ELISA 

sonuçları, ortalama ± standart sapma (SD) kullanılarak gösterildi ve karĢılaĢtırılmalar 

Mann-Whitney U testinden yararlanılarak yapıldı. Kategorik parametreler χ² testi ile 

hesaplandı. Gerçek zamanlı PCR analizleri ve ANX5 bağlanma analiz bulguları, 

One-Way ANOVA testi ile hesaplandı. Korelasyon analizlerinde Pearson korelasyon 

testinden yararlanıldı ve istatiksel anlamlılık P<0,05 değerinin sağlanmasına göre 

değerlendirildi. 
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3. BULGULAR 

Bu çalıĢmada, orta veya Ģiddetli hemofili (hemofili A, n=22; hemofili B, n=6) 

olan 28 çocuk ve benzer yaĢ ve cinsiyetteki 29 sağlıklı kontrol grubunun ENG 

proteini ve çeĢitli adipositokinlerin plazma seviyeleri ölçüldü. Æizelge 3.1‟de 

hastaların ve kontrol grubunun demografik ve klinik özellikleri yer almaktadır. 

Çizelge 3.1. Hastaların ve kontrol grubunun demografik ve klinik özellikleri. 

DeğiĢkenler Hemofili 

(n=28) 

Kontrol 

(n=29) 

YaĢ (yıl), ortalama ± SD * 8,55±5,81 9,35±3,05 

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

Hemofili tipi, n (%)   

Hemofili A (n=22)   

Ağır (faktör VIII ≤1%) 19 (86,4) ND 

Orta (faktör VIII >1 to ≤5%)  3 (13,6) ND 

Hemofili B (n=6)    

Ağır (faktör IX ≤1%)  5 (16,6) ND 

Orta (faktör IX >1 to ≤5%)  1 (10) ND 

Profilaksi, n (%) 25 (89,2) ND 

Kanadıkça tedavi, n (%)       3 (10,8) ND 

Son 12 aydaki eklem kanamaları oranı, medyanSD (min-maks)  

Ağır hemofili A&B 0,90,9 (0-3) ND 

Orta hemofili A&B 11,7 (0-3) ND 

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

Faktör seviyesi, %   

≤1              85,7 ND 

>1 14,3 ND 

*Hemofili grubu ile kontrol grubunun arasında demografik özellikler bakımından anlamlı bir farklılık yoktur. 

Kısaltmalar: ND, Karar verilmedi; NS, Önemsiz. 
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Çizelge 3.2. Anjiogenez iliĢkili sitokinler ve biyobelirteçlerin hemofili hastaları ve kontrol grubuna ait 

plazma düzeyleri. 

 Kontrol grubu 

(n=29) 

Hemofili grubu 

(n=28) 

P değeri 

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-α (pg/mL) 82,12±29,93 1564,77±1111,33 <0,0001 

IFN-γ (pg/mL) 43,94±36,65 76,38±21,11 <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 

Sonuçlar ortalaması±SD olarak ifade edilmiĢtir, P<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiĢtiri. 

ENG, endoglin; IL, interlökin; INF, interferon; TSP, plazma trombospondin; PAI, plazminojen 

aktivatör inhibitörü; ANG, anjiopoetin; VEGF, vasküler endotelyal büyüme faktörü; NS, istatistiksel 

olarak anlamsız 
 

  

ġekil 3.1. Kontrol grubu ve hemofili hastalarında endoglin düzeyleri (pg/ml)                                                      

*** P<0,0001 

Plazmadaki biyobelirteç ve sitokin düzeylerinin analizi, kontrol grubuyla 

karĢılaĢtırıldığında hemofili grubunda ENG düzeyleri anlamlı ölçüde yüksek bulundu 

(210 ± 130 pg/mL‟ye karĢılık 90 ± 20 ng/mL, P<0,0001) (ġekil 3.1). 
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           ġekil 3.2. Kontrol grubu ve hemofili hastalarında IL-4 düzeyleri (pg/ml) 

 

           ġekil 3.3. Kontrol grubu ve hemofili hastalarında IL-12 düzeyleri (pg/ml)                                                                                                                               

***P<0,0001                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

Plazma IL-4, IL-12, IFN-α ve IFN-γ seviyeleri de çalıĢma kapsamında 

değerlendirildi. Hemofili ile kontrol gruplarının IL-4 seviyeleri bakımından anlamlı 

bir farklılık göstermediği bulundu (ġekil 3.2). 
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Öte yandan, hemofili hastalarında IL-12 düzeyleri anlamlı olarak daha düĢük 

(sırasıyla 97,78±25,58 pg/mL ve 413,03±243,02 pg/mL, P<0,0001) olarak bulundu 

(ġekil 3.3).  

 

          ġekil 3.4. Kontrol grubu ve hemofili hastalarında IFN-α düzeyleri (pg/ml)                                                                                                                                             

*** P<0,0001 

 

        ġekil 3.5. Kontrol grubu ve hemofili hastalarında IFN-γ düzeyleri (pg/ml)                                                                  

*** P<0,001 
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pg/mL, P<0,0001; IFN-γ hemofili grubu 76,38±21,11 pg/mL, kontrol grubu 

43,94±36,65 pg/mL, P<0,001) (ġekil 3.4) (ġekil 3.5). 

 

          ġekil 3.6. Kontrol grubu ve hemofili hastalarında PAI-1 düzeyleri (pg/ml)                                                        

*** P<0,0001 

 

          ġekil 3.7. Kontrol grubu ve hemofili hastalarında TSP-1 düzeyleri (pg/ml)                              

***P<0,0002 

Benzer Ģekilde, plazma PAI-1 (691,13±462,21 pg/mL‟ye karĢılık 106,67±39,40 

pg/mL, P<0,0001) (ġekil 3.6) ve TSP-1 (295,08±34,22 pg/mL‟ye karĢı 233,01±71,75 

pg/mL, P=0,0002) (ġekil 3.7) seviyeleri, kontrol grupları ile kıyaslandığında hemofili 

hastalarında anlamlı olarak yüksek olduğu gösterildi. 
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ġekil 3.8. Kontrol grubu ve hemofili hastalarında ANG-1 düzeyleri (pg/ml) 

 

 

ġekil 3.9. Kontrol grubu ve hemofili hastalarında ANG-2 düzeyleri (pg/ml)                                                      

*** P=0,005 

Hasta ve kontrol gruplarında, Plazma ANG-1 düzeyleri bakımından anlamlı bir 

değiĢiklik saptanmadı (ġekil 3.8); ancak plazma ANG-2 seviyeleri hemofili 

grubunda anlamlı olarak yüksek bulundu (4417,73±100,90 pg/mL‟ye karĢılık 

4309,68±151,47 pg/mL, P=0,005) (ġekil 3.9).  
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ġekil 3.10. Kontrol grubu ve hemofili hastalarında VEGF düzeyleri (pg/ml)                                                      

*** P=0,0001 

Ayrıca, plazma VEGF düzeyleri hemofili grubunda kontrole kıyasla 

(1070,26±391,00 pg/mL, 154,71±74,29 pg/mL, P<0,0001) anlamlı oranda daha 

yüksek bulundu (ġekil 3.10). 

Plazma düzeyi anlamlı olarak yüksek bulunan sitokinler arasında yapılan 

korelasyon analizi bulgularına göre, ENG ve ANG-2 arasında anlamlı bir pozitif 

korelasyon saptandı (ġekil 3.11). 
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ġekil 3.11. Hemofili hastalarında ENG ve ANG-2 sitokinleri arasındaki korelasyon iliĢkisi. 

Korelasyon analizi olarak Spearman analizi kullanıldı ve istatiksel analizde P<0,05 anlamlı olarak 

değerlendirildi. 

Bu tez çalıĢmasında ayrıca, hastalarda ENG, HIF-1α, PGE-2, VEGFA ve 

VEGFR1 genlerinin mRNA ekspresyonu analiz edildi ve kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldı. Hemofili ve kontrol grubu PCR analizlerine ait amplifikasyon eğrileri 

ġekil 3.12. – ġekil 3.23. de  sunulmuĢtur. 

 

    ġekil 3.12. Kontrol grubuna ait endoglin amplifikasyon eğrisi. 

 

 

 

     ġekil 3.13. Hemofili grubuna ait endoglin amplifikasyon eğrisi. 
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    ġekil 3.14. Kontrol grubuna ait HIF-1α amplifikasyon eğrisi. 

 

 

     ġekil 3.15 Hemofili grubuna ait HIF-1α amplifikasyon eğrisi. 

 

 

 

     ġekil 3.16. Kontrol grubuna ait PGE2 amplifikasyon eğrisi. 

 

 

 

    ġekil 3.17. Hemofili grubuna ait PGE2 amplifikasyon eğrisi. 
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    ġekil 3.18. Kontrol grubuna ait VEGFA amplifikasyon eğrisi. 

 

 

  ġekil 3.19. Hemofili grubuna ait VEGFA amplifikasyon eğrisi. 

 

 

 

   ġekil 3.20. Kontrol grubuna ait VEGFR1 amplifikasyon eğrisi. 
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ġekil 3.21. Hemofili grubuna ait VEGFR1 amplifikasyon eğrisi. 

Hemofili grubunda ENG, HIF-1α, PGE-2 ve VEGFA mRNA ekspresyon 

düzeylerindeki artıĢ (fold increase) sırasıyla; 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 hesaplandı. 

(Æizelge 3.3). 

Her iki grup için yapılan VEGFR1 mRNA düzeylerinin istatistiksel analizinde ise 

anlamlı bir değiĢiklik bulunamadı (Æizelge 3.3). 

Çizelge 3.3. Anjiyogenez iliĢkili genlerin mRNA ekspresyon düzeyleri. 

 Hemofili grup 

(n=28) 

P değeri 

ENG 9,22±1,13 <,0001* 

HIF-1α 4,66±1,05 <,0001* 

PGE-2 1,81±0,45 <,01* 

VEGFA 3,15±0,88 <,0001* 

VEGFR1 0,31±0,11 NS 

 

Sonuçlar kontrole göre artıĢ (fold increase) olarak ortalama±SD olarak belirtildi. Ġstatiksel analizde P<0,05 

anlamlı olarak değerlendirildi.ENG, endoglin; HIF-1α , hipoksi ile indüklenebilir 1-alfa; PGE-2, 

prostaglandin-2; VEGFA, vasküler endotelyal büyüme faktörü A; VEGFR1, vasküler endotelyal büyüme faktörü 

reseptörü 1; NS, önemsiz. 
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ġekil 3.22. Kontrol ve hemofili grubunda çeĢitli genlerin mRNA ekspresyon düzeyleri.                        

Sonuçlar 2^-ΔΔCt yöntemine göre hesaplanmıĢtır. Kontrole kıyasla; **P<0,01: ***P<0,0001. 

Bu çalıĢmada ayrıca, akım sitometri prensibi ile analiz yapan hücre analizörü 

ile hemofili grubu ve kontrol grubunun platelet örneklerinde AnxV bağlanması 

incelendi. 

Elde edilen bulgulara göre, kontrol grubunda AnxV bağlanan hücre 

populasyonu %19,73±1,69 iken, hemofili grubunda %12,75±1,98 Ģeklinde anlamlı 

ölçüde azaldığı saptandı (P<0,05). Floresan histogramında, hemofili grubnda ANX5 

bağlanmasında yaklaĢık 1,5 kat azalma olduğu gösterilmiĢtir (ġekil 3.23). 

 

ġekil 3.23. Trombositlere annexin V (ANX5) bağlanma analizi bulguları.                                                                   

Trombosit popülasyonu seçildi ve kontrol (a) ve hemofili (b) gruplarında floresan izotiyosiyanat 

iĢaretli ANX5‟in bağlanması analiz edildi. (c) Kontrol ve hemofili gruplarının ANX5 protein 

bağlanma düzeylerini gösteren kutu grafikler. Kutunun içindeki yatay çizgi, medyan değeri temsil 

eder. Kutunun dıĢındaki üst ve alt çizgiler sırasıyla en yüksek ve en düĢük değeri temsil eder.*P<0,05.  
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4. TARTIġMA  

Hemofili, tekrarlayan kanama ataklarıyla seyreden, hastanın kas-iskelet 

sistemini etkileyen ve dejeneratif eklem artropatisine yol açabilen kalıtsal bir kanama 

bozukluğudur. Kanamanın nedeni travmatik ya da spontan olabilir. Demir, 

inflamatuar sitokinler ve anjiyojenik faktörler gibi birçok faktör bu sürece katkıda 

bulunduğundan hemofilik artropatinin patogenezinin aydınlatılması için daha fazla 

çalıĢmaya ihtiyaç bulunmaktadır (Agapidou ve ark., 2016).  

Hayvan modelleri ve hücre kültürleri üzerinde yapılan çalıĢmalar, ENG‟nin 

vasküler geliĢim ve tümör anjiyogenezindeki rolünü ortaya koymaktadır (Barnett ve 

ark., 2014).  

Bu tez çalıĢmasında, hemofilik artropatinin patogenezinde yüksek dereceli 

neo-anjiyogenez ve anormal vasküler yeniden Ģekillenmenin rolü olduğu 

düĢünüldüğünden, hemofili hastalarında yeni adipositokinlerden olan ve 

anjiyogenezde rol oynadığı bilinen ENG‟nin mRNA ekspresyonu ve plazma 

düzeylerinin araĢtırılması planlanmıĢtır. Gönüllülerden kan örneklerinin alınması 

sırasında aktif kanama olmamasına rağmen, hemofili hastalarında hem ENG mRNA 

ekspresyonu, hem de ENG plazma düzeyi kontrol grubuna kıyasla yüksek 

bulunmuĢtur. ENG ile ilgili elde edilen bulgular, söz konusu proteinin kronik 

inflamatuar süreci ve sürekli bir neo-anjiyogenez ve eklem hasarı durumunu 

indükleyebileceğini düĢündürmektedir. 

Anjiyogenezin esas olarak kemik iliği ve vasküler kök hücrelerde meydana 

geldiği bilinmektedir. ÆalıĢmalar, VEGF, ANG-1, ANG-2 ve fibroblast büyüme 

faktörü gibi anjiyogenetik faktörlerin endotel hücre proliferasyonuna katıldığını 

göstermiĢtir (Agapidou ve ark., 2016). VEGF, VEGFR, ANG-1 ve Fms benzeri 

tirozin kinaz-1 serum konsantrasyonları, hemofili hastalarında inflamatuar belirteçler 

ve kemik rezorpsiyonu ile iliĢkilendirilmektedir (Valentino, 2010).  
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ANG-1 yerleĢik neovaskülarizasyonu etkilemezken, ANG-2 endotelyal 

hücreler tarafından üretilmekte ve vasküler yeniden Ģekillenme bölgelerinde belirgin 

bir Ģekilde eksprese edilmektedir (Kim ve ark., 2016). ÆalıĢmalar, ANG-2‟nin, esas 

olarak VEGF ile kombinasyon halinde bir anjiyogenez promotoru olarak iĢlev 

gördüğünü ve VEGF seviyeleri düĢük olduğunda vasküler regresyonu indüklediğini 

göstermektedir (Kienast ve ark., 2013). 

Yapılan araĢtırmalar, ANG-1‟in büyük ölçüde neovaskülarizasyonun geliĢimini 

inhibe etmek için hareket ettiğini, ANG-2‟nin ise vasküler endotelyumu kararsız hale 

getirmek için hareket ederek VEGF gibi faktörlere daha duyarlı hale getirdiğini 

göstermektedir (Yoshiji ve ark., 2005).  

Serum VEGF ve ANG-1 konsantrasyonları ayrıca erken artritte inflamasyon 

parametreleri ve kemik rezorpsiyonu ile iliĢkilidir. Bu nedenle, anjiyogenezin, 

hastalığın Ģiddetini yansıttığı ve anjiyogenez biyobelirteçlerinin, hastalık aktivitesini 

değerlendirmek ve inflamatuar artritli hastalar için sonucu tahmin etmek amacı ile 

yeni ve yararlı bir araç olabileceği belirtilmiĢtir (Clavel ve ark., 2007). ANG-1 ve 

ANG-2‟nin endotel hücre yüzeyinde pıhtılaĢmanın düzenleyicisi olarak rol oynadığı 

gösterilmiĢtir (Daly, 2017). Bu tez çalıĢmasında ENG ve ANG-2 düzeyleri arasında 

gözlenen pozitif korelasyon, hemofili hastalarında ENG ve ANG-2‟nin inflamasyon 

ve pıhtılaĢma kaskadı üzerindeki etkilerinin birbiri ile iliĢkili olabileceğini 

düĢündürmektedir. 

Anjiyogenezin, ağırlıklı olarak makrofajlar ve trombositler tarafından üretilen 

çeĢitli sitokinler aracılığı ile uyarıldığı ve manipüle edildiği bilinmektedir (Repsold 

ve ark., 2017; Wojtukiewicz ve ark., 2017). Örneğin, makrofajlar tarafından üretilen 

TNF-α, inflamatuar süreç sırasında anjiyogenezi tetikleyen pek çok sinyal yolağını 

baĢlatmada rol oynamaktadır (Bigda ve ark., 2002). Ayrıca güçlü anjiyojenik 

aktiviteye sahip olan VEGF, yara iyileĢmesi sırasında makrofajlar, endotel hücreleri, 

trombositler ve fibroblastlar tarafından büyük miktarlarda üretilmektedir (Gianni-

Barrera ve ark., 2018).  
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Doku hasarının ayırt edici özellikleri olan hücre bozulması ve hipoksi, VEGF 

ve reseptörü gibi yara bölgesindeki anjiyojenik faktörlerin salınabilmeleri için güçlü 

baĢlangıç indükleyicileri gibi görünmektedir. VEGFR1‟in kan damarı organizasyonu 

için gerekli olduğu gösterilmiĢtir (Bai ve ark., 2018). 

Normal popülasyonda plazminojenin birincil fizyolojik inhibitörü olan PAI-

1‟in konjenital eksikliğinde, plazma PAI-1 konsantrasyonlarının 15 kat aralığında 

değiĢtiği bildirilmiĢtir (Declerck ve ark., 1988). Daha yüksek plazma PAI-1 

seviyelerinin, plazminojen aktivatörlerinin fonksiyonel ömrünü kısaltarak ve 

fibrinolizi geciktirerek fibrin yıkımını geciktirdiği ve böylece anjiyogenezi 

desteklediği gösterilmiĢtir (Huber, 2001) Trombospondinler (TSP‟ler), yüksek 

moleküler kütle ile salgılanan bir glikoprotein ailesi olup, yapılan çalıĢmalar ile TSP-

1 ve TSP-2‟nin güçlü antianjiyogenik faktörler olduğu ve bu nedenle kemik 

oluĢumunda kan damarı organizasyonunun kontrolünde rol oynadığı gösterilmiĢtir 

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

Bu tez çalıĢmasında elde ettiğimiz kontrole göre yüksek PAI-1 ve TSP-1 

düzeylerine iliĢkin bulgularımız, hemofili hastalarında PAI-1 ve TSP-1‟in 

anjiyogeneze katkıda bulunabileceğini düĢündürmektedir; ancak, PAI-1 seviyeleri 

ırk/etnik köken, cinsiyet, vücut kompozisyonundaki farklılıklar ve yağ dokusu 

dağılımına göre değiĢebildiği gibi, plazma PAI-1 konsantrasyonları, sabahın erken 

saatlerinde zirveye ulaĢan bir sirkadiyen değiĢkenlik göstermektedir (Cesari ve ark., 

2010). Bu nedenle, PAI-1 ve TSP-1 düzeylerindeki yükselmenin bir anjiyogenez 

iĢareti olduğunu kesin olarak söylemek mümkün değildir. Ayrıca, çalıĢmaya dahil 

edilen hastaların hiçbirinin yakın zamanda herhangi bir kanama olayı bildirmemiĢ 

olmasına rağmen, söz konusu proteinlerin bu yüksek düzeyleri, yakın zamanda 

geliĢen subklinik kanamayı da düĢündürmektedir. 

Anjiyogenez süreci, endotel hücrelerinin göçü ve proliferasyonu ile yakından 

iliĢkilidir. ÆeĢitli anjiyojenik ve inflamatuar sitokinler de endotel hücrelerinin 

göçünde rol oynamaktadır (Weinlander ve ark., 2008; Norooznezhad ve ark., 2017). 

Van Meegeren ve ark. (2012) eklemdeki kanın doğal akıĢ süresini taklit etmek için 4 
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gün boyunca IL-4 ile kana maruz bırakılan insan kondrosit kültürlerini analiz etmiĢ 

ve kondrositlerin kan kaynaklı apoptozunun IL-4 yoluyla sınırlandığını göstermiĢtir. 

Ayrıca, IL-4 tedavisinin kondrositlerin proteoglikan üretimini artırarak iyileĢmeye 

katkıda bulunduğunu göstermiĢlerdir (Van Meegeren ve ark., 2012). 

IL-4, esas olarak pro-inflamatuar fazı baskılayarak iĢlev gören bir anti-

inflamatuar sitokindir. Ayrıca IL-4‟ün kıkırdak ve kemik bozulmasını ve ayrıca 

iltihaplanmayı engellediği bildirilmiĢtir (Joosten ve ark., 1999; Lubberts ve ark., 

1999; Kageyama ve ark., 2004). ÆalıĢmamızda, hemofili grubunda inflamatuar 

sitokin düzeyleri, kontrole göre anlamlı olarak artmıĢ iken, IL-4 düzeyinde anlamlı 

bir değiĢiklik saptanmamıĢtır. Bu durum, eklemlerde sessiz, fakat devam eden 

inflamatuar durumun IL-4‟ü uyarmak ya da düzenlemek için yeterli olmayabileceğini 

düĢündürmüĢtür. 

CD4+ T hücreleri ve yardımcı T hücrelerinin rol oynadığı konakçı hücre 

yanıtında, inflamatuar hastalıkların patogenezinde ve immun yanıtın düzenlenmsinde 

önemli bir rol oynamaktadırlar. Th1 hücreleri hücresel bağıĢıklık yanıtını stimüle 

eder, makrofaj aktivasyonunun inhibisyonuna katılır ve B hücrelerini IgM, IgG1 

üretmesi için uyarır. Th2 ise, hümoral immün yanıtı uyararak, B hücresi 

proliferasyonunu destekler ve antikor üretimini (IL-4) indükler. Ayrıca mast 

hücrelerinin ve eozinofilik lökositlerin farklılaĢmasını ve çoğalmasını 

indükleyebilmektedir (Berger, 2000).  

Normal Ģartlar altında vücutta Thl/Th2 hücrelerinin farklılaĢması dengeli bir 

durumdadır ve Thl/Th2 hücrelerinin dengesinde olan değiĢiklikler hastalıkların 

ortaya çıkmasına zemin hazırlamaktadır (Romagnani, 2003). IL-12, Th1 ve Th2 

hücreleri arasındaki dengenin düzenlenmesi açısından kritik bir sitokindir. Bu 

nedenle doğal ve adaptif immün yanıtlar arasında bir köprü görevi görmesi açısından 

önemli bir rol oynar (Gately ve ark., 1998). Ayrıca IL-12, INF-γ üretimini ve 

proinflamatuar sitokinlerin salınımını indükler ve Th1 hücre farklılaĢmasını baĢlatır.  
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Bununla birlikte, IL-12 ile indüklenen INF-γ üretimi, IL-4 tarafından down 

regüle edilir. Ayrıca IL-12‟nin TNF-α‟ya kıyasla osteoklast fonksiyonu ve kemik 

rezorpsiyonunu inhibe edici etkileri olduğu bildirilmiĢtir (Lee ve ark., 2006). Yapılan 

çalıĢmalarda murin IL-12‟nin neovaskülarizasyonunu inhibe ettiği ve IL-12‟nin bu 

etkisinin IFN-γ ve IP-10 tarafından indüklendiği gösterilmiĢtir (Sgadari ve ark., 

1996). 

IL-12 anjiogenezi inhibe etme rol oynadığı ve hemofilide anjiyogenezin 

indüklendiği düĢünüldüğünde, yaptığımız çalıĢmada IL-12 düzeylerinin kontrol 

grubuna düĢük bulunması literatür ile uyumludur.  

VEGFA‟nın endotelyal hücre proliferasyonunun indüklenmesinde, hücre 

göçünün teĢvik edilmesinde ve apoptozun inhibe edilmesinde rol oynadığı 

bilinmektedir (Zhang ve ark., 2016). Hipoksi ise genellikle inflamasyonun bir 

sonucudur ve güçlü bir VEGF indükleyicisidir (Giatromanolaki ve ark., 2003). HIF-1 

damar oluĢum kaskadında rol oynamaktadır. HIF-1 VEGF‟in ana uyarıcısı olduğu 

için,  HIF-1 etkisi ile ortaya çıkan anjiyogenez genellikle VEGF ile 

iliĢkilendirilmektedir (Jozsef ve ark., 2019). 

Endoglin ise neovaskülarizasyonunu gösteren belirteçlerden birisidir ve daha 

önceki çalıĢmalarda tümör endoglin ekspresyonun mikrodamar yoğunluğu ile iliĢkili 

olduğu gösterilmiĢtir (Kumar ve ark., 1999). Ayrıca endoglin ekspresyonunun 

vasküler yapıdaki değiĢiklikler, yara iyileĢmesi ve inflamasyon gibi durumlarda 

arttığı gözlemlenmiĢtir (Tornsey ve ark., 2002). Bununla birlikte yapılan 

çalıĢmalarda endoglinin, VEGF-A‟nın neden olduğu hücre oluĢumunu ve 

anjiyogenezi desteklediği gösterilmiĢtir. Böylece, endoglin ve VEGF, tümör 

anjiyogenez sürecinde önemli bir rolü olan proteinlerdir (Barbara ve ark., 2005). 

Enflamatuar süreçlerde rol oynayan ve siklooksijenazların ana ürünü olan 

PGE-2‟nin ise NO/cGMP yolunu aktive ederek anjiyogenezde modülatör etkisi 

olduğu bildirilmiĢtir (Namkoong ve ark., 2005). 
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Bu tez çalıĢmasında elde edilen bulgular literatür ile uyumlu olarak hemofili 

hastalarında ENG, HIF-1, PGE-2 ve VEGFA‟nın mRNA ekspresyonunun arttığını 

göstermektedir. 

Annexin A5 (ANX5), anneksinler olarak adlandırılan kalsiyum ve fosfolipid 

bağlayıcı glukoprotein ailesinin bir üyesidir ve Ca
2+

 varlığında yüksek afinite ile 

negatif yüklü fosfolipitleri bağlayarak etki gösterir. ANX5‟in iĢlevi tam olarak 

bilinmemekle birlikte; protrombin ile fosfatidilserin bağlanma bölgeleri için rekabet 

ederek kan pıhtılaĢmasının inhibisyonunda bir rol oynadığı ve ayrıca fosfolipaz 

A1‟in aktivitesini inhibe ettiği öne sürülmüĢtür (Koopman ve ark., 1994). 

AnxA5  ayrıca, antikoagülen olarak da etkisinin güçlü olduğu ortaya koyulmuĢ 

bir proteindir (Ida ve ark., 2004). Tomer et al. (2002), antifosfolipid sendromlu 

hastalarda akım sitometrisi tekniğini kullanarak, anti-trombosit anyonik fosfolipid 

antikorlarının (aPL) ANX5‟in trombosit anyonik fosfolipidlere bağlanması 

üzerindeki etkisini incelemiĢtir. Yapılan bu çalıĢmalar ile hastanın antikorlarının, 

ANX5‟in trombosit iĢlevine müdahale edip, trombosit prokoagülan aktivitesini 

artırdığı düĢündürmektedir (Tomer ve ark., 2002). AraĢtırmacılar, ANX5‟in, 

protrombin oluĢumunda rol oynayan faktörler ile yarıĢmalı olarak trombosit anyonik 

fosfolipidleri üzerindeki prokoagülan aktiviteyi azalttığını bildirmiĢtir (Tomer A, 

2002; Willems ve ark., 2000).  

Ayrıca, yapılan araĢtırmalar, APS serumunun trombosit prokoagülan 

aktivitesini artırarak trombosit anyonik fosfolipidlere ANX5 bağlanmasını yaklaĢık 

16 kat azalttığını göstermiĢtir (Thiagarajan ve ark., 1990). Yapılan çalıĢmalarda Tip 1 

diabetes mellitus hastalarında gözlenen trombotik komplikasyonlar ile ANX5 

bağlanmasının azalması arasında iliĢki olduğu bildirilmiĢtir (Bakar ve ark., 2014). 

ÆalıĢmamızda, hemofili hastalarında, kontrol gurupları ile kıyaslandığında; 

lenfositlere ANX5 bağlanmasının anlamlı oranda azalma gösterdiği belirlenmiĢtir. 

Elde edilen bulgular hemofili hastalarında gözlenen prokoagülan durum ile 

uyumludur.  
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

Hemofilik artropatinin patofizyolojisi eklemde iltihaplanma ve katabolik 

süreçlerin geliĢmesinden sorumlu mekanizmalar açısından tam olarak 

aydınlatılamamıĢtır. Sitokinlerin, sitokin ağı olarak bilinen karmaĢık bir sistemin bir 

parçası olarak hareket ettiklerinden, bu fenomeni teĢvik etmede anahtar bir rol 

oynadıklarına inanılmaktadır. Bir inflamasyonun geliĢmesinin, inflamatuar ve 

antiinflamatuar sitokinlerin biyolojik aktivitesi arasındaki dengesizlikten 

kaynaklandığı öne sürülmektedir. (Hanada ve ark., 2002). Dengesizliği tetikleyen ve 

oluĢturan ana faktör eklemde ortaya çıkan kan ve metabolitleridir. Tekrarlayan eklem 

kanaması atakları, eklemlerin ve eklem çevresindeki dokuların kademeli olarak 

dejenerasyonuna neden olan iltihaplanma süreçlerini güçlendirir. Sonuç olarak 

hastalar önemli ölçüde zarar görür ve ölüm oranı artar (Tagliaferri ve ark., 2010).  

Mevcut tedavi yöntemleri ise; yeni ajanlar ve profilaktik faktör replasman 

tedavileri ile birlikte uzmanlaĢmıĢ ortopedik prosedürler ile uygulanmasını içerir 

(Berntorp ve ark.,  2012). Bununla birlikte, yöntemler bazı durumlarda tamamen 

etkili ve tatmin edici görülmeyebilir (Shapiro ve ark., 2014).  Aynı zamanda 

ortopedik prosedürler özgüllükleri nedeniyle yüksek bir perioperatif risk taĢır ve geç 

yaĢta yapıldığında kısa vadede bir rahatlama sağlasa bile, uzun vadeli bir çözüm 

getirmeyebilmektedir (Shapiro ve ark., 2014). Bu nedenle, hastalığın geliĢimini 

önlemeye ve hemofilik artropatinin cerrahi tedavisinden kaçınmaya yardımcı olacak 

yeni sürdürülebilir tedaviler arayıĢına devam etmek önemlidir (Berntorp ve ark., 

2003).  

Bu tez çalıĢmasında, hemofili hastaları ve sağlıklı gönüllülerin plazma 

örneklerinde yeni tanımlanmıĢ bir adipositokin olan endoglin protein düzeyi ile 

anjiyogenik ve inflamatuar sitokinler arasındaki iliĢki incelenmiĢtir. Elde edilen 

bulgulara göre, hemofili hastalarında VEGF, ENG, TSP-1, ANG-2, PAI, IFN-α ve 

IFN-γ seviyeleri hemofili grubunda, kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında anlamlı 

oranda yüksek olduğu gösterilmiĢ, IL-12 düzeylerinin ise düĢük olduğu saptanmıĢtır. 
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Gen ekspresyon çalıĢmaları sonucunda, hemofili hastalarında ENG, HIF-1, PGE-2 

ve VEGFA‟nın mRNA ekspresyonlarında kontrole göre anlamlı bir artıĢ 

gözlenmiĢtir. Ayrıca hemofili hastalarında ENG ile ANG-2 düzeyleri arasında pozitif 

korelasyon saptanmıĢtır. 

Hemofili hastalarında ENG düzeylerindeki artıĢın, ANG-2 ile anlamlı pozitif 

korelasyon göstermesi, söz konusu proteinlerin hemofilide anjiyogenez geliĢiminde 

birlikte rol oynayabileceklerini düĢündürmüĢtür. Ayrıca, VEGF geninin 

upregülasyonundan sorumlu VEGFA ve HIF-1 ekspresyonundaki anlamlı artıĢa 

paralel olarak, hemofili hasta grubunda güçlü anjiyogenez promotörü VEGF‟in 

plazma düzeyleri ve mRNA ekspresyonunun önemli ölçüde arttığı saptanmıĢtır.  

Sonuç olarak, bu tez çalıĢması sonucu elde edilen bulgular, ENG‟nin hemofili 

hastalarında anjiyogenez geliĢiminde rol oynadığını düĢündürmektedir.  

Günümüzde hemofili alanında çok önemli geliĢmeler gösterilmeye devam etse 

de, eklem kanaması ve hemofilik artropati artıĢını öngörebilmek için kulanılacak 

biyobelirteçlerin araĢtırılmasının, uzun vadede hemofili hastalarının yaĢam kalitesini 

belirlemede önemli bir rol oynayacağı düĢünülmektedir. 

 Sitokin ağı içinde meydana gelen süreçlerin düzenlenmesi ve modülasyonunun 

sağlanmasının, hemofili hastalarının eklem sağlıklarının korunmasında çok umut 

verici olduğu düĢünülmektedir. Hemofili hastalarının tedavilerini daha iyi bir 

noktaya taĢımak için, hemofilik artropatide yer alan immünopatolojik mekanizmalar 

üzerinde etkili olan inflamatuar ve antiinflamatuvar sitokinlerin rolünün daha iyi 

anlaĢılabilmesi için yapılacak daha çok çalıĢmaya ihtiyaç duyulmaktadır. 

 Özellikle daha fazla sayıda ve geniĢ ölçekteki hasta popülasyonları, 

pediatrik ve eriĢkin olarak farklı yaĢ gruplarına göre ayrılmıĢ hastalar ve aldıkları 

tedavi Ģekline ve çeĢitli özelliklerine göre sınıflandırılmıĢ hastaların 

değerlendirilmesi ile yapılacak çalıĢmalar adipositokinlerin hemofilik artropati ve 
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eklem sağlığı üzerindeki rolünün aydınlatılması için daha fazla katkı sağlayacaktır. 

Bununla birlikte, bu tez çalıĢması; ileride daha çok sayıda ve daha farklı özelliklerde 

çeĢitli adipositokinlerin bu alandaki rolünün incelendiği çalıĢmalar ile desteklenip, 

geniĢletilebilir. 

Bu tez çalıĢmasının, hemofilide farklı sitokin profiline bağlı olarak, artropati ve 

diğer komplikasyonlara yol açan inflamatuar ve anjiyojenik süreçlerin rolünü 

aydınlatmak açısından bir baĢlangıç niteliği taĢımakta olduğu ve daha ileri 

çalıĢmalara ıĢık tutacağı düĢünülmektedir.  
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ÖZET 

Hemofili Hastalarında Endoglin ve ÇeĢitli Anjiyogenik Faktörlerin ĠliĢkisinin 

Değerlendirilmesi 

Hemofilik artropati, çok sayıda ve tekrarlayan eklem içi kanamalar nedeniyle oluĢan 

ve bunun sonucunda da eklemlerin normal yapısının bozulup, hareket kapasitesinin 

azalmasıyla eĢlik eden bir durumdur. Hemofili hastaların yaĢam kalitesini ciddi oranda 

etkileyen en önemli morbidite nedenlerinden biridir. Literatürde hemofili ve hemofilik 

artropati geliĢimi ile ilgili çeĢitli mekanizmalar ortaya konulmasına rağmen, yapılan daha 

fazla çalıĢmaya ihtiyaç vardır. Son yıllarda yapılan çalıĢmalar inflamasyon ve anjiyogenezde 

rol oynayan ve yeni adipositokinler arasında yer alan endoglin proteinine dikkat 

çekmektedir. Endoglin proteininin tümör dokularında endotelyumda yüksek oranda eksprese 

olduğu ve anti-anjiogenik tedavide etkisinin olabileceği düĢünülmektedir. Bu kapsamda, bu 

çalıĢma Hemofili A ve B hastalarındaki endoglin düzeyleri ile anjiyogenetik faktörlerin 

iliĢkisinin irdelenmesi amaçlanmıĢtır. 

Bu çalıĢmada, Hacettepe Üniversitesi pediatrik hematoloji kliniğinde tedavi gören 

Hemofili tanısı konmuĢ 27 hastadan toplanan plazma örnekleri kullanılmıĢtır. Hemofili 

hastaları ile aynı sayıda yaĢ ve cinsiyet bakımından benzer kontrol grubu çalıĢmaya dahil 

edilmiĢtir. Toplanan plazma örneklerinde ELISA yöntemi ile ENG, VEGF, ANG-1/-2, IL-4 

ve IL-12 düzeyleri belirlenmiĢtir. ELISA yöntemi sonuçlarına göre plazma endoglin düzeyi 

kontrol grubu ile kıyaslandığında, hemofili hasta anlamlı ölçüde yüksek bulunmuĢtur 

(p<0,0001). Ayrıca, çalıĢılan diğer adipositokinlerden VEGF, Angiopoietin-2, IFN-α ve IFN-

γ düzeyleri ile, PAI-1 ve trombospondin-1 düzeyleri kıyaslandığında sonuçlar hemofili 

grubunda anlamlı oranda  yüksek bulunmuĢtur (p<0,01). Bu tez çalıĢmasında ENG ve ANG-

2 düzeyleri arasında pozitif bir korelasyon gözlenmiĢ ve bu da inflamasyon ve pıhtılaĢma 

kaskadı üzerinde birbiri ile iliĢkili olabileklerini düĢündürmüĢtür. 

Bu çalıĢmada ayrıca, hastalarda ENG, HIF-1A, PGE-2, VEGFA ve VEGFR1 

genlerinin mRNA ekspresyonu analiz edilmiĢ ve kontrol grubu ile karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Hemofili grubunda ENG, HIF-1A, PGE-2 ve VEGFA mRNA ekspresyon düzeylerindeki 

artıĢ anlamlı bulunmuĢ, VEGFR‟de anlamlı bir artıĢ gözlenmemiĢtir. Son olarak, bu 

çalıĢmada ayrıca, AnxV bağlanması incelenmiĢ ve AnxV‟in platelet bağlanmasının kontrol 

grubuna kıyasla hemofili grubunda önemli ölçüde azaldığı gözlemlenmiĢtir.  

Bu tez çalıĢması, ENG proteininin hemofili hastalarında anjiyogenez oluĢumunda rol 

oynayabileceğini ve etkilerinin bu süreçte anjiyogenetik belirteç olan anjiyopoietin-2 ile 

iliĢkili olabileceğini düĢündürmüĢtür. Hemofili hastalarının tedavilerini daha iyi bir noktaya 

taĢımak için, biyobelirteç olarak değerlendirilebilecek hedef sitokinlerin rolünün daha iyi 

anlaĢılabilmesi gerekmektedir. Bu çalıĢma ile hemofili hastalarında endoglinin rolü ilk kez 

incelenmiĢtir. Ayrıca gelecekte, hemofili hastalarında anjiyogenetik ve inflamatuar 

faktörlerin rolünün altını çizmek için daha fazla sayıda hasta ve daha geniĢ sitokin çeĢitliliği 

içeren çalıĢmalara ihtiyaç vardır. 

Anahtar Sözcükler: Ang-2, Anjiyogenetik Faktörler, 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-α and IFN-γ 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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