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OZET

AGIR HEMOFILi A HASTALARINDA EKLEM BULGULARI iLE SERUM
ANJIOGENIK VE INFLAMATUVAR FAKTOR DUZEYLERININ ILiSKISININ
ARASTIRILMASI

Agir hemofili A hastalarinda erken yasta baslanan profilaktik Faktor VIII konsantresi
replasmanina ragmen eklem i¢i kanamalar tam olarak 6nlenememekte, kalici eklem hasarlari
olusmaya devam etmektedir. Kalict eklem hasarlarimin azaltiimast i¢in kanamanin erken
teshis ve tedavisi 6nemlidir. Gunumizde, klinik bulgular ve mevcut laboratuvar ve radyolojik
gorintileme yontemleri ile eklem ici kanamay: ilk basladiginda saptamak hentiz mimkan
degildir. Son donemde yapilan calismalarda hemofili hastalarinda tekrarlayan eklem igi
kanamalar sonrasi sinovit gelisiminde neoanjiyogenezisin dnemli rol oynadigi, hemofilik
artropatide sinovyada saptanan histolojik anormalliklerin ve neoanjiyogenezisin diger eklem
hastaliklarindakilerle benzer oldugu gosterilmistir. Bu calismada agir hemofili A hastalarinda
eklem bulgular: ile plazma anjiogenik ve inflamatuvar faktor dizeyleri arasindaki iliskinin

arastirilmas: amaglanmustir.

Calismaya hemofili takibi yapilan dort merkezden inhibitérii negatif olan, agir
hemofili A'l1 olgular alindi. Akut eklem igine kanama ile gelen ve eklem hasar1 olan 10 agir
Hemofili A hastasi, akut eklem kanamasi olmayan (mevcut eklem hasari olan veya olmayan)
25 agir hemofili A hastasi ve kontrol grubu olarak da 22 saglikli erkek ¢ocuk alindi. Hastalar
eklem hasar1 olanlar ve ileri eklem hasari olanlar olmak Uzere 2 alt gruba ayrildi. TUm
hastalardan ve kontrol grubundan periferik kandan tam kan sayimi, C-reaktif protein (CRP),

serum ferritin, laktik asit ve ELISA yontemiyle vaskiler endotelyal buyime faktort ( VEGF),

VIl



interselliler adezyon molekilt, trombomodulin (TM), makrofaj migrasyon inhibitor faktor
(MIF) ve endostatin bakildi. Hemofili hastalarinin eklem bulgular1 klinik olarak Hemofilik
eklem saglig1 skoru, radyolojik olarak Petterson radyolojik skorlamasi ve Denver manyetik

rezonans goruntileme skorlamasi ile degerlendirildi.

Hemofili hastalarinda serum ferritin, CRP ve laktik asit duzeylerinin saglikl
kontrollere gore yuksek oldugu, eklem hasar1 olan hemofili hastalarinda ise CRP'nin eklem
hasar1 olmayanlara gore daha yuksek oldugu bulundu. Sadece akut eklem kanamasi sirasinda
CRP ve MIF dizeylerinin belirgin arttigi saptandi. Serum TM ile VEGF ve MIF degerleri
atasinda pozitif korelasyon saptandi. Calismamiz sonuclarina gére serum CRP ve MIF
diizeylerinin akut kanama sirasinda yiiksek olarak bulunmasi eklem hasarinin derecesine bagli
olmadan kanama varligim desteklemektedir. Mevcut bulgular, bu anjiyogenik faktorlerin
dizeylerinin daha fazla sayida akut eklem kanamali agrr Hemofili A hastasinda
incelenmesinin erken eklem hasar1 konusunda bilgi verebilecegini disuindirmektedir.

Anahtar kelimeler: Anjiyogenezis, hemartroz, hemofili



SUMMARY
THE INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN JOINT FINDINGS AND
SERUM ANGIOGENIC AND INFLAMMATORY FACTOR LEVELSIN SEVERE

HEMOPHILIA A PATIENTS

Despite the use of early prophylactic Factor VIII replacement in severe hemophilia A
patients, bleeding into joints cannot be prevented completely and permanent joint damage
remains to occur as a result. Early diagnosis and treatment of the joint bleeedings are
important for prevention of permanent joint damage. Today, the early detection of the joint
bleeding at the beginning of the episode is not possible with clinical signs and current
labarotory and radiologic imaging methods. Recent studies have shown that neoangiogenesis
plays important role in development of synovitis after recurrent joint bleedings and the
histological abnormalities and findings of neoangiogenesis in hemophiliac arthropathy are
similar to those in other joint diseases. This study aimed to investigate the relationship
between joint findings and levels of plasma angiogenic and inflammatory factors in severe

hemophilia A patients.

Severe, inhibitor negative, hemophilia A patients from four hemophilia centers were
included into the study. The patient groups consisted of 10 severe hemophilia A patients with
acute joint bleeding and joint damage and 25 severe hemophilia A patients with no acute joint
bleeding (with joint damage or not). The control group consisted of 22 healthy male children.
Each group of patients were further subdivided into two groups with respect to degree of joint
damage as presence of joint damage and presence of severe joint damage. Complete blood
count analysis, C-reactive protein (CRP), serum ferritin, lactic acid and ELISA based

detection of vascular endhotelial growth factor (VEGF), intercellular adhesion molecule-1,



thrombomodulin (TM), macrophage inhibitory factor (MIF), and endostatin were performed
from peripheral blood of patient and the control groups. The joint findings of hemophilia A
patients were evaluated clinically by hemophilia joint health score and radiologically by

Petterson scoring and Denver magnetic resonance imaging scoring methods.

Serum ferritin, CRP and lactic acid levels were found to be increased in hemophilia A
patients compared to the control group. CRP was significantly increased in hemophilia
patients with joint damage compared to hemophiliacs with no joint damage. The increase in
levels of CRP and MIF were detected significantly higher in patients with acute joint

bleeding. There was a positive correlation between serum TM and VEGF and MIF levels.

The finding of increased levels of CRP and MIF in acute bleeding supports the
presence of bleeding regardless of the degree of the joint damage. The present findings show
that investigation of the levels of these angiogenic factors in large number of severe
hemophilia A patients with acute bleeding episodes may give further information about early
joint damage.

K ey words. Angiogenesis, hemarthrosis, hemophilia

Xl



1. GiRiS VE AMAC

Agir hemofili A hastalarimin % 90’ inda en sik diz, dirsek ve ayak bilegi eklemlerinde
olmak Uzere spontan eklem ici kanamalar1 olmaktadir (1). Tekrarlayan kanama epizodlar:
sonucunda bu eklemlerde kalici eklem hasar1 olusarak sakatliklara yol agmaktadir. Hemofilik
artropati olarak isimlendirilen bu tablo hastanin fiziksel aktivitesini kisitlayarak yasam
kalitesini dusurmektedir. Erken yasta baslanan dizenli Faktor VIII (F VIII) konsantresi
replasmanlarina ragmen eklem ic¢i kanamalar (6zellikle subklinik kanamalar) hala daha
Onlenmemistir ve kalici eklem hasarlar1 olusmaya devam etmektedir (2-4). Eklem hasarinin
erken evrede saptanmasi igin klinik izlemin yan sira radyolojik gorintileme yontemleri de
kullamlmaktadir. Konvansiyonel radyorafiler ile ancak ileri evre hemofilik artropatinin
bulgular1 saptanabilirken manyetik rezonans (MR) gorintileme yontemleri ile daha erken
evrede hemartroz bulgular1 izlenebilmektedir (5-8). Klinik, laboratuar ve radyolojik
gorintileme yontemleri ile eklem ici kanamay: ilk basladiginda saptamak hentiz mimkan

desildir.

Hemofili hastalarinda tekrarlayan eklem ici kanamalara sekonder sinovit gelisiminde
neoanjiogenezisin major rol oynadigim son calismalar gostermistir (9-12). Hemofilik
artropatide, sinovyada saptanan histolojik anormalliklerin ve neoanjiogenezisin diger eklem

hastaliklarindakilerle benzer oldugu gosterilmistir (4).

Bu calismada, agir hemofili A hastalarinda eklem bulgular1 ile plazma anjiogenik ve
inflamatuvar faktor diizeylerinin rolUnin arastirilmas: amaglanmistir. Bu arastirma sonucunda

hastalarda eklem bulgular: ile plazma inflamatuvar ve anjiogeneziste rol oynayan faktor



duzeylerinin iligkisinin belirlenerek uygun profilaktik ve tedavi yaklasiminin yapilmasina
olanak saglanmasi ve buna bagli morbitidenin azaltiimasi beklenmektedir. ilgili konuda

literatUrde ¢ok az veri bulunmakta, benzer bir calisma yer almamaktadhr.



2 GENEL BIiL GiLER

2.1 HEMOFILIi A

2.1.1 Hemofili A epidemiyolojis, insidans ve genetik gecisi

Hemofili A, F VIl eksikligi ile ortaya ¢ikan ve X kromozomuna bagli ¢ekinik kalitim
olan ciddi bir kanama bozuklugudur. F VIII geni X kromozomun uzun kolunda yerlesiktir.
X'e bagl kalitimla gectigi icin hastalarin tamamina yakint erkektir (13-15). Hemofili hastas
olan erkekler hastalik tasiyan X kromozomunu bitiin kiz gocuklarina gegirir ve kiz gocuklart
tasiyici olur. Ancak erkek cocuklar babadan X kromozomu almadiklari icin hasta veya tasiyici
olmazlar. Hemofilinin kadinlarda gérilmesi X-inaktivasyonuna veya nadiren hem anneden
hem babadan iki hastalik tasiyan X allelin kalitiimasina baglhdir. Tasiyici kadinlar yani
babadan defektif X kromozomunu alanlar hastaligi %50 olasilikla erkek gocuklarina
gecirirler. Bu sebeple genetik tamda ilk asamada tasiyiciligin belirlenmesi  6nemlidir.
Hastalarinin yaklasik 1/3' iinde aile 6ykisli olmadan spontan de novo mutasyonlar ile hemofili
olusmaktadir. Bu durumda mutasyon annenin gametlerinden birinde olusmustur. Ailede bir
tek hasta birey vardir ve anne tasiyici degildir. Ailesel gegisli hemofilide ise hastalik ailede
birden cok bireyde gorulir ve hastanin annesi tasiyici durumdadir. Erkeklerde X kromozomu
tek oldugu igin eger bu kromozom tzerindeki F V111 geninde mutasyon varsa hastalik gorulur,
mutasyon yoksa birey saglamdir (13,14,16). Insidans: 5000-10000 erkek dogumda bir olarak
bildirilen bu hastalik dinyada tim etnik gruplarda ve cografik bolgelerde hemen hemen

benzer siklikta gorilmektedir (13-17).



Hemofili A genetik

186 kilobaz biyikltgtinde olan ve 26 degisik ekzondan olusan F V111 geni X
kromozomu Uzerinde (Xg28) bulunmaktadir. Bu 186 kb'lik genomik bdlge toplam 2332
amino asiti kodlamaktadir. Genom igerisindeki lokalizasyonunun yapildigi dénemde taninan
en buydk gen F VIII genidir (18). F VIII genindeki mutasyonlarin bir kismu F VI yapimin,
salintmini veya dolasimdaki stabilitesini etkilerken bir kismi da dolasimda disfonksiyonel
proteinlerin olusmasina neden olmaktadirlar (15). Son 15 yil icinde hafif/orta hemofili A’ya
yol acan 200'den fazla mutasyon saptanmistir (15). Hastaarin %40 inda intron 22
icerisindeki inversiyona rastlanirken %30-35’inde nikleotid degisimlerinden olusan noktasal
mutasyonlara rastlanmaktadir. Hastalarin %5-10" unda kuiclik delesyonlar ve insersiyonlar
tammlanirken, %5’ inde biyik delesyonlar tanmmlanmaktadir (19). Spermiogenezis sirasinda
olusan intron 22 inversiyonu F VIII'in fonksiyon eksikligine yol agmaktadir. Insanlarda bu
inversiyon genellikle annenin babasinda spermiogenezis sirasinda olusmaktadir. Agir hemofili
A hastalarindaintron 22 inversiyon insidansinin yiiksek olmasindan dolay: tasiyici ve prenatal

tan testlerinde ilk basamak intron 22 inversiyonunun aranmasidir (13,20).

2.1.2 Hemofili A klinik bulgular:

Erken cocukluk déneminde kolay ekimoz olusumu, 6zellikle spontan eklem ici ve kas
ici kanamalarin olmasi, travma veya cerrahi girisim sonrasi beklenenden uzun siren kanama
Oykusunin olmast hemofiliyi akla getirmektedir.

Kanama bulgularimin agirhig: ile faktor VIl dizeyi arasinda yakin iliski oldugundan
serum F V111 diizeyine gore hemofili A 3 grupta siniflandirilmaktadir (13,21).

-Agir hemofili: Faktor diizeyi normalin %1’ nin altinda
-Orta hemofili: Faktor diizeyi normalin %1 -5'i arasinda

-Hafif hemofili: Faktor diizeyi normalin %5-40'1 arasinda



Tablo 1'de faktor diizeyleri ile hemofilinin klinik siddeti arasindaki iliski gosterilmektedir
(14).

Tablo 1: Hemofili A’da faktor dizeyi ile klinik bulgularin siddeti arasindaki iliski

Hemofili klinik tipi F VIII ylzdes Kanama Tipi

Agir <%1 Spontan kanamalar;

hemartroz ve hematomlar

Orta <% 1-5 Hafif travma ile kanama;
bazen hemartroz; nadiren

spontan kanamalar

Hafif >% 5 Siddetli travma veya cerrahi
ile kanamalar

Y Uksek riskli tasiyici Degisken Yaygin  jinekolojik ve

kadinlar obsteterik kanamalar

Aile 0oykisinden dolayr agir hemofili A hastalarina tam genellikle kolay
konulmaktadir. Agir hemofilili cocuklar genellikle 12-18 aylikken ilk kanama ataklarin
gegirirken hafif hemofilili cocuklarda ilk kanama atag: 2-5 yaslarindadir. Agir hemofilililerde
siklikla kolay morarma olurken, hafif ve orta hemofililerde travma, siinnet veya dis ¢ekimi
sonrasi kanamalar vardir (13,22,23). Hemofililerde kanama yerleri ve bu bolgelerde hangi

siklikta kanama goruldigi Tablo 2 de gosterilmistir (14).




Tablo 2: Hemofililerde kanama yerleri ve siklig1

Ciddi kanama- Sikhk Hayati tehdit eden kanama - Sikhik
Hemartroz % 70-80 Santral Sinir Sistemi Kanamasi < %5
Diz %45
Dirsek %30
Ayak bilegi %15
Omuz %3
El bilegi %3
Kalca %2
Diger %2
Kas/ Yumusak Doku %10-20 Sindirim sistemi
Boyun- Bogaz
Agiz-Diseti- Burun Ciddi travma
Hematri
Diger kanamalar %5-10

Hemofili hastalarinda klinikte gorilebilecek baslica kanama bolgeleri:

-Eklem i¢i kanamalar (hemartroz): Agir hemofili A hastalarinda en sik gorilen kanama
yeridir (14). Hemartrozlarin sikligr ve siddeti F VI eksikliginin derecesine baglidir.
Genellikle tekrarlayan kanamalar ‘ hedef eklem’ olarak adlandirilan tek bir eklemdedir

(13,14). Hemofilili cocuklarin yaklasik % 5 kadarinda ilk kanama atagi eklem icine
olmaktadir (24). Orta ve agir hemofili tamili ¢cocuklarda, ilk eklem i¢i kanamalar ¢ocuklarin
emekleme ve ylrimeye basladigi yaslarda olusabilmektedir (13,24). Tim eklem igi
kanamalarin % 45'i dizde, %30’ u dirsekte, %15'i ayak bileginde olmaktadir (14). Hemofili
A’da eklemlerde hemartroz gorilme sikligir Tablo 3*'de gosterilmektedir. Bilateral eklem ici
kanama olabilse de sik degildir (13,14). ilk 3 siray1 mentese tipi eklemlerin almasinin nedeni
kiresel eklemlere (kalca, omuz) oranla daha fazla sinoviyal doku icermeleri ile
aciklanmaktadir (25). Hemofilili hastalarda vicudun diger bolgelerine oranla daha fazla

eklem kanamasi gorulmesinin nedeni halen daha tam olarak agiklanabilmis degildir (26).



Tablo 3: Hemofili A’da eklemlerde hemartroz gérilme sikligi

Hemartroz olusan eklem Siklik
Diz % 45
Dirsek % 30
Ayak bilegi % 15
Omuz % 3
Kalca % 2
Diger % 2

-Yumusak doku/ kas ici hematomlari: Yumusak doku kanamalari doku boyunca
yayilabilmekte ve yasam tehdit edecek kadar siddetli kanamalara yol acabilmektedirler.
Travmaya bagli olarak gelisebilecegi gibi spontan da olusabilmektedirler. Ortave agir

hemofilik hastalarda hematomlarin her yone dogru biyumeye ve dagilmaya egilimi
oldugundan yakin takip edilmeleri gerekmektedir (13,14). En sik kas i¢i kanamanin goruldigu
bolgeler kuadriseps, gastrokinemius, bacagin anterior kompartan, iliopsoas ve 6n kolun volar
kompartman olarak siralanmaktadir. Kas icine kanamalar, kompartman sendromu ve komsu
sinirlere bast sonucu nérolojik bozukluklara yol acabileceginden yakin takip edilmelidirler

(13,14).

-Psodotiimorler: Kanama periost veya kemigi iceriyorsa psddotimorler olusabilmektedir.
Hemofilinin nadir fakat tehlikeli bir komplikasyonudur (27). Cocuklarda en sik dirsek
distalinde veya dizlerinde meydana gelmektedirler. Eger blyurlerse komsu kas, sinir ve

kemiklerde basiya neden olabilmaktedirler (13).

-Kafaici kanamalar:: Intrakranial kanamalar hemofili hastalarinda halen daha kanamaya bag|
6lumiin en sik nedenidir. Spontan olarak olusabilir ancak genellikle bir travmay: takip ederek

olusmaktadir (13).



-Dental ve cerrahi kanamalar: Hemofili hastalarinda, zayif piht1 olusumuna bagli zayif yara

iyilesmesi mevcuttur. Dis gekimi hemofili hastalarina en stk uygulanan cerrahi islemdir. Agir
hemofili hastalar1 kolay tarm aldiklar: igin cerrahi dncesi ve sonrasi kanamayi 6nlemek igin
tedavilerini almaktadirlar. Bazen hafif hemofilili hastalar tam konmadan cerrahiye

gidebilmekte ve operasyon sirasinda siddetli kanama olabilmektedir (13).

-Diger kanamalar: Hematuri, miuk6z membran ve gastrointestinal sistem kanamalari
gorulebilmektedir (13).
Agir olgularda spontan kanama (6zellikle hemartroz) gordlirken orta ve hafif

olgularda daha ¢ok travma iliskili kanama bulgular: ortaya ¢gitkmaktadir. Hemofili tiplerinin ve

klinik bulgularinin insidansi Tablo 4'de gosterilmektedir (14).

Tablo 4: Hemofili tiplerinin ve klinik bulgularinin insidans

Agir Orta Hafif
insidans
Hemofili A % 70 %15 %15
Hemofili B % 50 % 30 % 20
Kanama bulgulari
baslama yas1 <lyas 1-2 yas 2 yas- yetiskin
Neonatal kanamalar
Stinnet sonrasi Sik Sik Yok
Intrakraniyal kanama | Olabilir Nadir Nadir
Kag/eklem kanamasi | Spontan Hafif travmasonrasi | Major travma sonrasi
SSS kanamasi Y Uksek risk Ortarisk Nadir
Cerrahi sonrasi | Sik Sik Nadir
kanama
Agiz ici kanamasi Sik Sik Nadir




2.1.3 Hemofili A laboratuvar bulgular:

F VIII aktivites Unite olarak tayin edilmektedir. Bir Unite faktor, 1 ml plazma
havuzunun aktivitesine esdeger aktivite gosteren faktor miktaricir. Bu  faktorin
konsantrasyonu % olarak ifade edilmektedir. Normal F VIII dizeyi % 50-150 arasindadir
(13,14). F VIII koagilasyon kaskadinin intrensek yolunda yer aldigindan, hemofili A
hastalarinda karakteristik olarak koagllasyon tarama testlerinden aktive parsiyel
tromboplastin zamam (aPTT) uzamis olarak bulunur. Protrombin zaman (PT) ve kanama

zamam normaldir (13,14).

2.1.4 Hemofili A tedavis

Hemofili tedavisi hematolog, ortopedist, fizyoterapist, psikiyatrist ve dis hekiminin de
icinde bulundugu multidisipliner bir yaklasim gerektirmektedir. Oncelikle hasta antiagregan
ilag kullammindan ve intramuskiler enjeksiyondan kaginmalidir. Hemofili A hastalarinda

tedavi secenekleri:

-Faktor replasmani: F VIII konsantreleri ile yapilmaktadir. Son yillarda evde F VIII
uygulamast ile yapilan ev tedavisi yayginlasmistir. Hemartroz ve hematomlara ev tedavisiyle
hizli midahele edilebildiginden morbitide ve mortalitede belirgin bir dizelme saglamustir.
Dolayisiyla hemofili A hastalarimin yasam kaliteleri de artmistir (28). Verilecek F VIII dozu
“Vicut agirhgr X (istenilen faktor diizeyi- hastamn faktor dizeyi) X 0.5 seklinde

hesaplanmaktadir (13,14). Kanamann yerine gore verilecek faktor dozu ve tedavi siresi
degismektedir. Kanama yerine gore verilmesi gerekli F VIII doz ve sireleri Tablo 5'de

gogterilmektedir (14).



Tablo 5: Kanama yerine gore verilmesi gereken faktor miktari ve siiresi

Kanama yeri Hedef F VIII dizeyi Sire
Hemartroz % 40-60 1-2 gin
Iliopsoas kanamasi

Baslangic % 80-100 2-3gun
Idame %30-60 7-10 gun
Diger kasici kanamalar % 40-60 2-3 gln
SSSY kafaigi kanamalar

Baslangig %80-100 1-7 gun
Idame %50 8-21 gin

Boyun kanamalari
Baslangig %80-100 1-7 gun
Idame %50 8-14 gin

Gastrointestinal sistem

Baslangic %80-100 1-6 gln
Idame %50 7-14 giin
Uriner sistem %50 3-5giin
Derin cilt kesisi %50 5-7 glin
Major cerrahi 6ncesi

Baslangic %80-100 1-3 gln
Idame %30-80 4-14 gun

-Taze donmus plazma: Ancak acil durumlarda ve F V111 konsantresi bulunamayan durumlarda
kullanilmasi 6nerilmektedir (14).
- Profilaktik tedavi: Kanama ve kanamaya bagli komplikasyonlarin gelismesini onleyecek

sekilde 2 yasindan dnce velveya ilk eklem ici kanamasini takiben baslanan ve en az bir yil
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sirdardlen (yilda en az 45 hafta) dizenli faktdr replasman tedavisine primer profilaksi
denilmektedir. Hemartrozu Onlemede primer profilaksinin faydasi pek cok calismada
gogerilmistir (28-30). Birden fazla eklemde veya ayni eklemde birden fazla kanamasi
olanlarda veya hayat: tehdit eden kanama atag1 geciren hastalarda baslanan ve uzun sireli
uygulanan faktor replasmani tedavisine sekonder profilaksi denilmektedir (14). Farkli yas ve
klinik durumlarda kullanilabilecek faktor replasman tedavileri Sekil 1'de gosterilmektedir
(14).

-Desmopressin: 1970'li yillarda orta veya hafif hemofili vakalarinda faktér VI seviyesinde
gegici bir yukselmeye neden oldugu bulunmustur. Agir hemofili hastalarinda etkisizdir
(13,14).

-Antifibrinolitik ajanlar: Hemofili A hastalarinda fibrin stabilitesini artrmak amaciyla
Ozellikle mikoz membran kanamasinda, dental girisimlerde ve menorrajide transeksamik asit
kullarm|maktadir (13,14).

-Y archmc tedaviler: istirahat, buz, kompresyon ve buz uygulamalarin igermektedir.

-Gen tedavisi: Molekiler biyoloji alanindaki gelismeler gen tedavisini olasi kilmistir. Insan

Uzerindeki calismalar baglamis fakat kesin sonuglar hentiz alinamamistir (13).
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2.1.5 Hemofili A prognozu ve komplikasyonlari

1960’ 11 yillarda F V111 konsantrelerinin kullanmlmaya baslanmasiyla birlikte

morbitide ve mortalitede belirgin bir azalma olmustur ancak replasman tedavisinin

bir takim komplikasyonlar1 ortaya cikmustir (13,14). Hemofili hastalarinda gorulebilecek

komplikasyonlar:

-Kronik sinovit ve eklem kontraktirleri

-Pstdotimaér olusumu

-Osteoporoz gelisimi ve buna bagli kemik kiriklar

-F VIII'e kars1 antikor olusumu (inhibitor): En sik karsilasilan komplikasyondur. Agir

hemofilik hastalarda siktir ve tedaviye cevap alinamayan durumlarda akla getirilmelidir.
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-Faktor replasmanina bagli infeksiyonlar: Ozellikle Hepatit B ve C virudar: ile HIV
infeksiyonlart gegmis yillarda sik gorilmekte iken son yirmi yilda gelistirilen rekombinant

dranlerin kullanmminin artmastiyla belirgin olarak gorulme sikliklar: azal mistir.

22F VI

221F VIII'in yapis

Kompleks bir glikoprotein yapisinda olan F V111, 2351 aminoasitten olusan bir plazma
glikoproteinidir. Dolagimda inaktif prekirsor olarak von Willebrand faktor (VWF) ile birlikte
bulunur ve dolasimdaki yar1 6mri yaklasik 12 saattir. F VIII'in sentez yeri halen daha tam
olarak bilinmemekle birlikte endotelial hicrelerden sentezlendigi  dustntlmektedir.
Molekulin Al-al-A2-a2-B domainleri agir zinciri olustururken a3-A3-C1-C2 domainleri
hafif zinciri olusturmaktadir (13,15,24). F VIII'in molekil yapist Sekil 2'de gosterilmektedir
(15). F VIII molekdll trombin tarafindan aktive edildiginde VWF den ayrilmakta bdylece
aktive faktor 1X (F IXa) ve aktive faktor X (F Xa) igin baglanma bolgeleri aktiflenmektedir.
A1l domaini kalsiyum iyonlari icin, A2 ve A3 domainleri F IXa i¢in, C2 domaini VWF i¢in,
A2 ve C2 domainleri F Xa icin baglanma bolgeleridir. Trombin ise hem agir hem de hafif
zincir bolgelerine baglanmaktadir. Molekilin B domaininin fonksiyonu tam agiklanamamistir

ancak koaguilasyon icin gerekli olmadig: distntlmektedir (15,16,31).

i 373 740/1649 1690 2173 2332
al" L a2 _J
NH, Al A2 Al C1 C2 —COOH

Sekil 2: FVIII'in protein yapisi
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2.2.2 Koagulasyon kaskadinda F VI11'in rolu

Faktor VI, koagulasyon sisteminin anahtar faktérlerinden biridir. Aktif formu olan
F Vllla koagulasyon kaskadinda protrombinaz ve tenaz komplekslerinin kofaktorii olarak

gorev yapmaktadir (13,15).

Yaralanmay: takiben agiga c¢ikan doku faktord, faktor VII (F VII)'yi aktive ederek
koagulasyon kaskadin baglatmaktadir. Doku faktori-FVIla kompleksi FX ve I1X'u aktive
etmektedir. F Xa; F XaVa (protrombinaz kompleksi) olusturarak az miktarda protrombinin
trombine donUstmiint saglamaktadir. Koagilasyonun buraya kadar ki stireci baslangic fazi
olarak adlandirilmaktadir. Trombinin bu baslangic miktar: trombositleri uyararak daha fazla F
VI, FV, F Xl, F IX sainmmmna yol agmaktadir. Koagllasyonun bu fazi amplifikasyon
( guclendirme) fazi olarak bilinmektedir. Son faz olan propagasyon ( cogalma) fazinda F Xa
ile F Vllla tenaz kompleksi olusturarak blyUk miktarda protrombinaz kompleksinin
aktivasyonu ile cok miktarda trombin generasyonuna (trombin patlamasi) yol agmakta ve pihti
olusturmak Uzere fibrinojenin fibrine donistimini saglamaktadirlar. Hemofili A’da F VIII
eksikliginden dolayr tenase kompleks yeterince olusamadigi icin trombin patlamasi
olmamakta ve sonugta pihti olusumu tamamlanamadigi igin ge¢ kanamalar olmaktadir

(16,32,33).
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2.3 YARA IYILESMESI

2.3.1 Normal yara iyilesmes

Yaraiyilesmesi yara yerine trombositlerin gelip subendotele yapismasi ile baslamaktadir.
Normal yaraiyilesmesi i¢ ige gegmis 4 fazdan olusmaktadir:

1) Hemostaz fazi

2) Inflamasyon fazi

3) Proliferasyon fazi

4) Remodeling/ rezolusyon fazi

Hemostaz fazi: Yara olustugunda etrafindaki damarlar hasarlanmaktadir. Trombositler
ekstrasellller matrikse yapisarak degrantile olmakta ve koagilasyon kaskadini baslatacak
blytme faktorleri salmakta, sonugta trombin ve fibrin sistemleri aktive olmaktadir. Trombin
bir yandan fibrinojeni fibrine donustirerek pihtilasmayi saglarken, bir yandan faktor X111 (F
XIIl) ve trombinle aktive olabilen fibrinoliz inhibitord (TAF) aktive ederek pihti
stabilizasyonunu arttirmakta, bir yandan da salgiladigi biyime faktort benzeri sitokinlerin
yol actigi kemotaksis sonucunda monosit, makrofaj, keratonosit, fibroblast ve endotel

hiicrelerinin prolifere olmasina yol agmaktadir (10,32,34).

Inflamasyon fazi: Yaralanmadan sonraki dakikalar icinde notrofillerin  akin
baglamaktadir. Notrofillerin  bakteriyal invazyona karst defansta rol oynadigi, notrofil
eksikliginde yara iyilesmesinde bir defekt olmadigi bilinmektedir (10,34). Y aralanmanin
birinci ginindeki nétrofil akintm monosit akim izlemektedir. Monositler dokuya gegtikten

sonra hizla makrofajlara donismekte ve dlene kadar ya da lokal lenf noduna gidene kadar, 30-
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90 gin sireyle dokuda kalmaktadirlar (35). Makrofgjlar aktive olduklarinda sitokinler,
kompleman komponentleri, reaktif oksijen Urlnleri, proteazlar, inhibitdrler ve buylime
faktorlerini salmaktadirlar (36). Yaralanmamn 2. guninde yara yerinde baskin diizeyde
bulunan hiicre makrofajlardir. Bu hiicreler endotel hiicreleri, lenfositler ve fibroblastlara etki
etmekte, boylece sitokin Uretimine yol acarak iyilesmeyi ve immin cevabir koordine
etmektedirler (35,37,38). Yara yerine hicrelerin akint ve kalma sireleri Sekil 3'de

gogterilmektedir (10).

Proliferasyon fazi: Epitelial hicreler ve fibroblastlar prolifere olmakta, anjigenezis
baglamakta, yara yerinde granilasyon dokusu olusmaktadir. Bu doku ¢ok sayida yeni damar
ve az sayida stabilize bag dokusu icerdiginden cabuk kanamaktadir. Granilasyon dokusunun
olusumu sirasinda bitisik damarlardan kapillerler yara pihtisina dogru filiz sirmekte, ayn
zamanda, granllasyon dokusu icinde fibroblastlar prolifere olmakta, altta kollojen ve diger

bag doku komponentleri uzanmaya baslamaktadir (10,34).

Remodeling/ rezolusyon fazi: Bu faz haftalarca, aylarca sirebilmektedir. Inflamatuvar
infiltrat ¢oztlmeye baslamakta, filizlenen cogu damar regrese olmakta, kollojen yeniden
yapilanmaktadir. Bu faz sonunda yara bolgesi ya normale donmekte ya da asellller bag

dokusu ile doldurularak skar dokusu olusmaktadir (10,34).
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Sekil 3: Normal yara iyilesmesinin fazlari

2.3.2 Hemofili hastalarindaki yetersiz yaraiyilesmes

Stabil bir fibrin c¢ati1 varliginin doku yapisimn normal onarimi igin gerekli oldugu
bilinmektedir (10,34). intakt bir trombin generasyon sisteminin yara kapanmasinda siirekliligi
sagladigr ancak fibrin pihtt yapisinin doku onarmminda direkt rol oynadigi hayvan
calismalarinda gosterilmistir (39). Farelerle yapilan deneysel calismalarda hemofilik farelerde
yara bolgesine makrofaj akimmin gecikmesinin nedeninin yeterli trombin generasyonunun
olmamasindan kaynaklandig: gosterilmistir (9,40). Hemofilik fareler ile saglikli farelerin yara
yerleri incelendiginde anjiogenezis hizi agisindan benzer oldugu ancak hemofilik farelerde
yeni olusan damar sayisinin daha fazla oldugu bulunmustur (10). Hemofilik farelerde kutantz
yaraiyilesmesinde gecikme ile ilgili histolojik anormallikler sunlardir:

1) Yarayerinin yaninda subkutandz hematom formasyonu,

2) Gecikmis makrofaj akini,

3) Gecikmis reepitelizayon,

4) Yarayerinde anjiogeneziste artma (9).
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2.3.3 Yaraiyilesmesinde anjiogenezis

Anjiogenezis, vaskiler endotel hicrelerinin migrasyonu, proliferasyonu ve
diferansiasyonu sonucu tubul olusumunu icermektedir. Embriyogenezis, yara iyilesmesi ve
kadin Ureme siklusunda fizyolojik bir sire¢ olan anjiogenezis ateroskleroz, iskemik
hastaliklar, artrit ve kanserde timor blylmesi gibi pek cok hastaligin patogenezinde de rol
oynamaktadir (35,41,42). Anjiogenezisde; endote hicrelerinin apopitozu, bazal membranin
sekresyonu, aksesuar hicrelerin yeniden olusumu ve ekstraselliler matriksin birikimi ile
damar maturasyonu tamamlanmaktadir. Bunlarin hepsi birlikte yeni olusan damarlarin
morfolojik ve fenotipik stabilizasyonunu saglamaktadir. Anjiogenezisin primer fonksiyonu
doku iskemi ve hipoksisini diizeltmek igin kan akimim saglamaktir. Anjiogenezisin baslangig
asamasinda; matlr damarlarda vazodilatasyon ve plazma proteinlerinin permeabilitesinde
artis olusmakta, destek hticrelerinin ayrilmas: ve komsu ekstravaskiler matriksin kaybi ile
yeni damar filizlenmes igin zemin hazirlanmaktadir (34,43). Endotelial filizler gelisen
granilasyon dokusuna dogru goc etmekte ve fonksiyonel kapiller uclara dogru limenler
olusmaktadir. Yara yerinde mevcut damarlarin stabil olmamasi, olusan yeni damarlarin narin
olmasi ve granilasyon dokusu igindeki proteolitik enzimlerin aktivitesinden dolay1
anjiogenezis sirasinda kanama egilimi artmaktadir (44). Hayvan deneylerinde anjiogenezisin

tekrarlayan kanamalar icin predispozan faktor oldugu gosterilmistir (10).

Yara yerindeki hicrelerin hipoksiye maruz kalmasi anjiogenezisin baslamast igin
temeldir. Dokularda vaskiler perfiizyonun azalmast ile hem lokal hipoksi hem de glikoz
azalmasi oldugu, bundan dolay: hticrelerin anaerobik metabolik yola gectigi, boylece laktat
yapiminin arttigi ve ekstraselliler PH' nin azaldigi, olusan bu yeni ortamin makrofajlardan
proanjiogenik sitokin/enzim salimmmina yol actigir gosterilmistir (35,45,46). Makrofajlardan

salinan bu molekillerden vaskiler endotelyal buyime faktori (VEGF), tUmor nekrotizan
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faktor alfa (TNF-a), interlokin 8 (IL-8) ve temel fibroblast blyime faktori (bFGF)’Un
proanjiogenik 0zellikte olup yara iyilesmesi ve malign timérlerde anjiogeneziste rol

oynadiklar1 bilinmektedir (35,47,48).

2.3.4 Anjiogenik sitokinler arasndaki iliski

Immin ve hematolojik hastaliklarin patogenezinde hiicre adezyon molekullerinin
onemli rol oynadiklar: bilinmektedir. Yara olustugunda kan akimi ile gelen monositlerin
yuzeylerindeki lenfosit fonksiyon iliskili antijen-1 ( LFA-1) ve endotelyal hiicre ylizeyindeki
interselltler adezyon molekili-1 ( ICAM-1) sitokinleri araciligiyla monositler dolasimdan
dokuya gecmektedirler (35). Ayrica ICAM-1'in inflamatuvar yolda da 6nemli rol oynadig: ,
oseoartrit ve romatoid artritin erken evrelerinde de serum ICAM-1 dizeylerinin arttigi

gogterilmistir (49-51).

Makrofaj migrasyon inhibitor faktor (MIF) inflamatuvar ve immin cevabin
duzenlenmesinde rol oynayan 6énemli bir sitokindir. Vcut stres altindayken salgilanan otokrin
ve parakrin sekresyonlarla dolasima karismaktadir (52). Inflamatuvar cevaba yol acan TNF-a,
interferon gama (IFN- v), interlokin 1 beta (1L-1Db), interlokin 2 (IL-2), interlokin 6 (IL-6), IL-
8, makrofaj inflamatuvar protein-2, nitrik oksit ve COX-2'nin salintmim uyarmaktadir (53-
55). Son yillarda yapilan galigmalarda kanamal1 ates, septik sok, romatoid artrit, otoimmuin
hastaliklar, ateroskleroz gibi pek cok hastalikta MIF in rol oynadigi gosterilmistir (53,54,56).
MIFin hem ICAM-1 hem de trombomodulin salintminmi arttirdigi ¢cok yeni olarak

gogterilmistir(54).

19



Trombomodulin (TM) endoteliyal hiicre ylzeyinde yer alan ve trombin reseptori
olarak gorev yapan bir hicre membran glikoproteinidir. Insanlarda monosit ve diger
hicrelerde de tespit edilmesine ragmen esas olarak vaskiler endoteliyal hicrelerde
bulunmaktadir (57). Endotel hasar1 oldugunda, trombin ile kompleks olusturarak hemostaz
kaskadina girmekte ve protein C'nin proteolitik aktivasyonunu katalize etmektedir. Bes
domainden olusan TM molekilinin D2 domaini trombin ile etkilesmekte ve TM’'nin
antikoagulan  aktivitesini  olusturmaktadir  (58). Ekstraselliler TM  domainlerinden
kaynaklanan solubl TM formlar1 plazma ve idrarda saptanmig ve bunlarin endotel hiicre
hasarinin bir gostergesi oldugu anlasilmistir (59). TM’in in vitro olarak fosfatidil inositol 3
kinaz-act yolunun aktivasyonu ile erken endoteliyal prokirsdor hicrelerin  anjiogenik

potansiyelini arttirdig1 ¢cok yeni olarak gosterilmisir (60).

Anjiogenezis slrecinde proanjiogenik ajanlar ile antianjiogenik gjanlar arasinda bir
denge vardir. Anjiostatin, trombospondin, endostatin (ES) ve fibrinojen E fragman baslica
antianjiogenik ajanlardir (35,61). Antiangiogenik bir ajan olan ES, kollojen XVIII'tn bir
fragmamdir. Ekstraselliler matriksin  degisimi ile ESin salimm artmaktadir (61).
Anjiogenezisi inhibe ederek timor blytimesini ve metastaz gelisimini 6nledigi bilinmektedir.
ES'in hicre ylzeyindeki heparin sulfat baglayici proteine tutunmak icin bFGF ile yarismaya
girerek mitojenik blyume faktort sinyal ileti yolunu bloke ederek endotelial hiicre migrasyon
ve proliferasyonunu azalttigi distnulmektedir (62). Tumér dokularinda neoangiogenezisin

arttig1 ve aym zamanda endostatin salimminin da arttigi gosterilmistir (61-63).

Hipoksinin etkisi ile salinan proanjiogenik molekullerden biri olan VEGF anjiogenezis
icin temel sinyal molekuludir (11,47,64). Romatoid artrit ve osteoartrit gibi diger eklem

hastaliklarinda ve tumorlerde serum VEGF diizeyi ile hastalik aktivitesi arasindaki iliski
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gogerilmistir (11,65). VEGF ilk baslarda endotelyal hiicreye spesfik potent bir mitojenik ajan
olarak tammlanmustir (66). Oysa bugin VEGF hem vaskilogenezis hem de anjiogenezis
siirecinde yeni damar olusumunda temel molekll olarak kabul edilmektedir (67,68). Vaskuler
endotelyal biytme faktori reseptorleri (VEGFR 1 ve VEGFR 2) ile etkisini gostermektedir
(69). Hipoksi ve asidozda VEGF salimminin artarak endoteliyal hicrelerin apopitoza

gitmelerini 6nledigi gosterilmistir (70).

2.4HEMOFILIK ARTROPATI

2.4.1 Eklem yapisi

Iki kemik, aralarindaki eklem kapsiili, baglar ve sinovya eklemin yapisin olusturan
komponentlerdir. Sinovyal bir eklemin normal yapisi Sekil 4'de gosterilmektedir (30). Eklem
boslugunu orten ve sinovyal siviyr iceren eklem kapsulu biri dis digeri icte olmak Uzere
baslica 2 tabakadan olusur:

- Fibroz tabaka: Y ogun bag dokusundan yapilmistir. Eklem gevresindeki baglar ve kemik
icersine giren bazi tendonlar bu tabaka ile sarilmis durumdadir.

-Sinovyal membran: Hucreleri mezenkimden kaynaklamir. Sinovya, kikirdak hari¢ olmak
Uzere tim eklem yizeyini kaplayan, damardan zengin bir dokudur. Sinovyal hiicreler 2 tiptir.
A hicreleri fagositik 6zellikte olup makrofajlara benzer, B hiicreleri ise fibroblastlara
benzemektedir. Eklem kikirdagim kayganlastirmak, kikirdagin beslenmesini saglamak ve

yikim dridinlerinin temizlenmesini saglamak sinovyanin gorevleridir (71).

Eklem kikirdag1 ekstraselliler bir matriks icine gomulmis olan kondrositlerden

olusmaktadir. Bu kondrositler kikirdak metabolizmas:t icin gerekli olan kollojen,
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proteoglikanlar ve enzimleri Uretmektedirler. Ekstraselltler matriksin yapisi kollojen lifleri ve
matriks proteinlerinin  olusturdugu bir ag seklindedir. Proteoglikanlarin Uretimi ile
ekstraselluler matriksde bu proteoglikanlarin ¢ozilmesi arasindaki denge kikirdak sagliginin

temelini olusturmaktadir (71).

sinovyal eklem

yumusak doku

RRRRR -] TipA

sinovyal
membran

T Al -'-_'] TipB
I <O

eklem kapsiilt

kikirdak

sinovyal

swvinin
bulundugu
sinovyal bosluk

Sekil 4: Normal sinovyal eklemin yapist

2.4.2 Hemofilik artropati patogenezi ve klinik bulgulari

F VIl eksikliginin en 6énemli morbitidesi tekrarlayan eklem i¢i kanamalar sonucu
olusan eklemlerdeki ilerleyici hasarlanmaya bagli lokomotor sistemdeki sakatliklardir. Akut
eklem kanamasi oldugunda kisa siire icinde agri, sislik, 1s1 artis1 ve kas spazmi olur. Bunlar
kanamanin kisa donemdeki etkileridir. Uzun doénemdeki etkileri ise daha Onemlidir.

Tekrarlayan kanamalar sonucunda sinovya ve kikirdakta spesifik degisikler gelisir. Hemofilik
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sinovit sinovyamn proliferatif bir bozuklugudur, ¢ok miktarda damarsal yapi iceren bir
sinovyal membran, infiltrasyon ve prolifere olmus sinovyal fibroblastlarla karakterizedir (72).
Bu stirecin sonunda hemofilik artropati olarak adlandirilan kalici eklem hasar1 ortaya gikar ve
deformiteler olusmaktadir (26). Ileri evre hemofilik artropatide sinovyal doku villoz
Ozellikteki yapisimt kaybetmekte ve yaygin fibrozis gelismektedir. Bu evrede, sinovyal
katlantilar kaybolmaya bagladigindan sinovyal doku eklem hareketleriyle uyumlu olarak

genisleyemediginden eklemde hareket kisithligi baslamaktadir (1,72). Hemofilililerde eklem

kanamalar: klinik olarak 3 grupta degerlendirilmektedir:

-Akut hemartroz: Travma ile gelisebilecegi gibi agir hemofililerde spontan da olabilmektedir.
Kanin eklem araligina gecisinden sonraki saatler icinde eklem kapsiili gerilmesini takiben
polinomorf nlveli I6kositler ve ardindan monositlerin gelmesi ile baslamaktadir. Eklem
kapsulunin mekanik olarak gerilmesi ve eklem araliginda basing artisi kondrositlerin
apopitozuna ve proteoglikan sentezinin inhibisyonuna yol agmaktadir. Eklem icindeki kandan
aciga cikan demir sinovyal hicreler ve makrofglar tarafindan uzaklastirilmaktadr.
Kanamanin baglangici en iyi hastamn kendi tarafindan hissedilmekte ve eklem icinde bir
Urperti olarak ifade edilmektedir. Bunu eklemde agri, kizariklik ve sislik izlemektedir. Eklem

istirahat pozisyonunda tutulmakta (cogunlukla fleksiyonda) ve hareketleri kisitlanmaktadir.
Sinovyal membranin akut kanamaya ait kan yikim Urdnlerini tam olarak absorbe etmesi
yaklasik iki hafta sirmektedir. Tedavi almaktayken ve tedavi kesildikten sonraki 72 saat
icinde Kklinik gidiste kotilesme olmasi tekrarlayan kanamay: gostermektedir. iki veya tcten
fazla akut kanama epizodu varhiginda sinovyal membramn absorbsiyon kapasitesi asilmis
olmaktadir. Ayni eklemde alt1 ay icinde en az U¢ kez kanama oldugunda artik o eklem hedef

eklem olarak tanimlanmaktadhr.
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-Subakut hemartroz: Kanama olsun veya olmasin, hipertrofik sinovya olustugu zamandan
sonraki tablo subakut artropati olarak tanimlanmaktadir. Eklem hareket araliginda 10-30
derece kadar bir kayip vardir. Bu evrede sinovyal siviya aspirasyon yapildiginda %10-20

hematokrit duzeyinde bir kanama bulunmaktadir. Bu durum frajil olan hipertrofik

sinovyumdan sizma seklinde kanama olmast ile agiklanmaktadir.

-Kronik artropati: Tekrarlayan kanamalar sonucu eklemde gelisen artritik degisikliklere bagli
agr olmaktadir. Bu evrede agr1 ve eklem deformiteleri 6n plana gikmaktadir. ileri evre
hemofilik artropatide eklem kikirdag: osteoartritteki gibidir. Zamanla eklem ankiloze hale

gelir, valgus deformiteleri olur, eklem etrafindaki kaslarda atrofi gelisir (1,14,72-75).

Hemofilik artropati genellikle 15-25 yas arasinda baslamaktadir ve bu hastalarin beklenen
yasam sureleri normal bireylerle aynicir. Dolayisiyla, fizik performanstaki bu azalma saglikli
bireylerle kiyaslandiginda gunluk aktiviteleri olumsuz etkilemektedir.
Bindokuzylzaltmislarda baslayan evde faktor inflizyonu ve koruyucu faktor tedavisi
uygulamalar: ortopedik sorunlarda dramatik iyilesme yaratmissa da hastalarin okul hayatinda,

akademik gelismelerinde, is hayatlarinda hala olumsuzluklar mevcuttur (13,26).

Hemofilik artropati patogenezi hentiz tam olarak bilinmemektedir (11). Hemofilik
artropatide eklem iginde tekrarlayan kanamalar sinovya ve kikirdak degisikligi igin
predispozan faktordir (76). Kan normalde eklem araliginda bulunmamaktadir. Eklem icine
kanama oldugunda eritrositlerden aciga cikan demiri sinovyal makrofgjlar ve kondrositler
absorbe etmektedirler. Eger kanama ataklari siklasirsa sinovya yenilenmekte yetersiz
kalmakta ve demir birikmektedir. Eklem iginde biriken demir c-myc ve mdm2 genlerini

etkileyerek sinovyal hipertrofiye yol agmaktadir (76-78). Demir birikimi nedeniyle lizozomal
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enzimler ve proteoglikanlar salinarak sinoviosit ve kondrositlerin pargalanmasina ve sinovite
yol agmaktadir. Sinovyal hipertrofi gelismekte ve vaskilarizasyonda artma olmakta bdylece
sinovya kanamaya daha da duyarli hale gelmektedir. Hemofilik eklem sivisinda ve
sinovyasinda bulunan asit fosfataz, katepsin D gibi hidrolitik enzimlerin etkisi ile sadece
sinovyada degil eklem ve kemik dokuda da harabiyet gelismektedir (3,74,76,79-82). Eklem
araliginda azalma, subkondral kemik diizensizligi, erozyonlar ve subkondral kist gelisimi ile
seyreden bu sirecin sonunda kemik ve eklemin harabiyeti ile eklemde kalici fleksiyon
kontraktirti ve kas atrofisi olusmaktadir (26,72-74,79,83). Eklem icine kanamalar ile bir
yandan demir birikimi bir yandan anjiogenezis sonucu olusan eklem hasarinin sematizasyonu

Sekil 5'de gorilmektedir (82).

c-myc > sinovyal hicre proliferasyonu sinovyal

Kan =) demir hiperplazi

.
l

mdm2 ——> sinovyal apopitozisi engeller

T hicreler
IL-1a fibroblastlar inflamatuar Kikurdak/
Monosit/makrofaj = IL-6 > makrofajlar ——> mediatorler = | kemik
TNF-a ostoklastlar hasarn

|

VEGF ——>  endotelyal hiicreler

Sekil 5: Eklem igine kanama ile olusan eklem hasari

Hemofilik artropatinin klinik izleminde standartizasyonu saglamak igin ilk olarak
Dunya Hemofili Federasyonu 1985’ de fiziksel muayene skalasi olusturmustur. Diz, dirsek ve

el bileginde eklem sisligi, krepitasyonu, deformitesi ve hareketliligini degerlendiren bu skala
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daha sonra Uluslararast Profilaksi Calisma Grubu (IPSG) tarafindan gelistirilerek hemofilik
eklem saglik skoru (HIHS) olusturulmustur (84). Klinik izlemde halen en yaygin olarak

kullamlan HIHS dir.

2.4.3 Hemofilik artropati radyolojik bulgulari ve evrelemesi

Hemofilik artropatinin degerlendiriimesinde ve evrelendirilmesinde uzun yillarcir
radyolojik skorlama sistemleri kullanilmaktadir (75,85,86). Bu amagla en yaygin kullamlan
sistemler 1977’ de gelistirilen Arnold-Hilgartner skalast ve 1980'de gelistirilen Petterson
skorudur (1,21,85). Her iki sistemde de konvansiyonel radyografi temel alinmistir. Tablo 6'da
Petterson skorlamasi, Tablo 7'de Arnold-Hilgartner siniflamast gosterilmektedir. Arnold-
Hilgartner skalasi bulgularin ilerlemesine gore evreleme yaparken Petterson skoru bulgularin
eklenmesine gore evreleme yapmaktadir. En yiksek skoru tek bir eklem icin 13 olup bu deger
tam eklem harabiyetini gosterir, bir hastaicin alt1 eklem degerlendirildiginde maksimum skor
78'dir (21,75,86,87). Gunumtizde konvansiyonel radyografi ile yapilan hemofilik artropati

degerlendirmelerinde daha gok Petterson skoru kullanimaktadir (87).
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Tablo 6: Petterson radyolojik skoru

Radyolojik degisiklikler Grafide olup olmadig: puanlama
Osteoporoz Yok
Var
Epifiz blyumesi Y ok
Var
Subkondral Yok
ylzey dizensizligi Kismi var
tamamen
Eklem aralig1 daralmast Y ok

Eklem araligi > 1mm
Eklem araligi <1 mm

Subkondral kist olusumu

Y ok

1 kist
>1 Kkist
Eklem Yok
koselerinde erozyonlar Var
Ekleme  katilan kemik | Yok
ylzeylerde onemli | Hafif
uyumsuzluk Belirgin
Eklem deformitesi Yok
Hafif
Belirgin

N PO N P O P O N P OODNPF OODN PP O P, O B+ O
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Tablo 7: Hemofilik artropatide Arnold-Hilgartner siniflamasi

Evre O Normal eklem

Evrel Yumusak doku sisligi mevcuttur

Evre 2 Osteopeni ve epifizyal asir1 biylime vardr,
eklem araliginda daralma yok

Evre3 Eklem araliginda belirgin daralma yok,
subkondral kist vardir, hareket agikligi:120°

Evre4 Kikirdak tahribati ve eklem araliginda
daralma, hareket agiklig1:90°

Evre5 Eklem tahribati ve kemik degisiklikleri,
hareket agiklig::45°

Hemofilik eklem hasarimin degerlendirilmesinde ultrasonografi kullammi daha yenidir
(88). Hemofilik artropatide eklem ici efizyonu ve hemartrozunu, yumusak doku
degisikliklerini ve sinovyal kalinlasmay: gbstermesine ragmen eklem ve kemige iliskin
detayl1 bir degerlendirme yapamamas ve tek bir eklemin incelenmesi i¢in gegen stirenin diger
radyografik tetkiklere gore daha uzun siire gerektirmesinden dolay: ultrasonografinin klinikte

kullanimi kisitl kalmaktadir (1,89,90).

Konvansiyonel grafilerde osteoporoz, osteonekroz, kemik kistleri, eklem araliginda
daralma, eklem yizeyinde dizensizlikler ve kemik harabiyeti gorilmesine karsin eklem
hasarinin erken degisiklikleri saptanamamaktadir. Oysa, giinimizde tedavi yaklasimindaki
ilerlemelerin minimal eklem degisikliklerinin saptanmasina ihtiya¢g duymasi ve manyetik
rezonans (MR) ile goriuntilemede konvansiyonel radyografiye kiyasla yumusak dokuya dair
daha detayli bilgi alinmas, minimal eflizyon/ hemartrozun saptanabilmesi, sinovyal

hipertrofi ve kartilaj harabiyeti ve subkondral kemik degisikliklerinin daha erken donemde
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gorintdlenebilmesinden dolayr son yillarda hemofilik artropati icin MR skorlama sistemleri
gelistirilmeye baslanmustir (5-8,91). T2* gradient-echo (GRE) teknigi ile akut donemdeki

deoksihemoglobin ve kronik donemdeki hemosiderin goruntilenebilmektedir (92). Bildirilen
ilk MR goruntileme sklasi Nuss ve ark. tarafindan gelistirilen Denver skalasidir (85). Bu
skala Arnold-Hilgartner skalasina benzer sekilde progressiftir. Tablo 8de Denver MR
goruntileme skalast verilmektedir. En kétd puan 10 olup %50 den fazla kikirdak kaybi
oldugunu gostermektedir (5). Lundin ve ark. tarafindan European skoru olarak adlandirilan ve
Petterson skorlamasina benzer sekilde bulgularin eklenmesine gore evreleme yapan bir baska
skorlama sistemi daha gelistirilmistir (85,93,94). Denver skorlamasi daha yaygin olarak
kullanilmasina ragmen her iki skorlama sistemi de aym oranda guvenilir ve kullamsl
bulunmustur. MR goruntileme ile yapilan skorlamalarda heniiz daha standartizasyon

saglanmamistir (21).
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Tablo 8: Hemofilik artropatide Denver MR gorunttileme skalasi

Skor Bulgu

0 Normal eklem

Eftizyon/ hemartroz

1 Az

2 Orta

3 Cok

Sinovyal hiperplazi/ hemosiderin

4 Az

5 Orta

6 Cok

Kistler / erozyonlar

7 1 kist ya da kismi erozyon
8 >1kist ya datim ylzeyde erozyon
Kartila) kaybi

9 < %50 kartilaj kaybi

10 > %50 kartilagj kaybi

2.4.4 Hemofilik artropati tedavis

Hemofilik artropati hastalardaki en ©Onemli morbitide nedeni olup, eklem igi
kanamalarin dnlenmesi hemofili tedavisinin primer amacim olusturmaktadir. Akut hemartroz
gelistiginde tedavinin temel amaci mimkin olan en kisa stirede kanamay: durdurmaktir (14).
Eklem icine kanama oldugunda hemen F VIII konsantresi verilmesi ile agri hizl1 bir sekilde
azalmasina ragmen inflamasyonun dizelmes eklem iginde var olan kamn miktarina bagl
olarak daha uzun bir siire almaktadir (21,71). Soguk uygulama, analjezik kullamm ve kisa
sireli eklem istirahati uygulanmasi faktor replasmanina destek tedavilerdir (13,21,88). Akut

hemartrozdatedaviye yanit kriterleri Tablo 9'da verilmektedir (14).

30



Tablo 9: Akut hemartrozda tedaviye yanit kriterleri

Mukemmel yanit

Ik enjeksiyondan sonra 8 saat icinde agrinin kaybolmasi ve/veya
kanama bulgularimin tamamen diizelmesi ve 72 saat icinde baska

replasmana ihtiyag duyulmamasi

Tyi yant

Ilk enjeksiyondan sonra 8 saat icinde agrimin belirgin azalmasi
velveya kanama bulgularinin belirgin dizelmesi ancak tam
diizelme icin 72 saat icinde en az 1 doz daha enjeksiyona ihtiyag
duymasi

Orta yanit

Ilk enjeksiyondan sonra 8 saat icinde agrinin azalmas: ve/veya
kanama bulgularimin diizelmesi, 72 saat iginde yapilan en az 1

enjeksiyona ragmen tam diizelme olmamasi

Y anitsiz

Ik enjeksiyondan sonra 8 saat icinde minimal yanit olmasi veya

hi¢ yanmit olmamasi veya durumun daha da kotilesmesi

Yeni bir kanama epizodu oOnceki hemartroz tamamen c¢ozilmeden basladiginda

subakut/kronik sinovit gelismektedir. Hemofilik artropati olustugunda faktor profilaksisi

eklem hasarim durduramayabileceginden sinevektomi yapmak gerekebilmektedir. Ard-arda

yineleyen kanama ataklarinin déngustini kirmada fizyoterapi yardimci olmaktadir.

Fizyoterapi ile agrimin azaltilmasi, hareket agikliginin korunmasi, kaslarin giglendirilmesi ve

sonugta deformite/kontraktirin dnlenmesi amaglanmaktadir (13,21,88).
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3.HASTALAR VE YONTEM

3.1 ETiK KURUL KARARI VE AiLE ONAMI

Calisma icin Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan 01.12.2012 tarih ve 2012/03-24 sayili etik kurul onay: alind.
Olgularin calismaya dahil edilmesinden 6nce bilgilendirilmis gonulli onam formu

doldurularak ailesinden onam alind:.

3.2HASTA GRUBU SECiMi VE KONTROL GRUBU

Calismaya Dokuz Eylill Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematolojisi Bilim Dals,
Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Cocuk Hematolojisi Klinigi, izmir Dr. Behcet
Uz Cocuk Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi Hematoloji Klinigi ve Ege
Universitesi Tip Fakiiltess Cocuk Hematoloji Bilim Dal1 tarafindan tam konan ve/veya
izlenen, inhibitéri negatif olan, akut eklem icine kanama ile gelen ve eklem hasar1 olan 10
agir hemofili A hastasi, akut eklem kanamasi olmayan (mevcut eklem hasari olan veya
olmayan) 25 agir hemofili A hastasi ve kontrol grubu olarak da 22 saglikl1 erkek gocuk alindi.
Akut eklem kanamasi gegiren hastalar eklem hasarinin agirligina gore erken eklem hasari
olanlar ve ileri eklem hasar1 olanlar olmak Uzere 2 gruba ayrildi. Akut eklem kanamasi
olmayan hastalar da mevcut eklem bulgularina gore erken eklem hasar1 olanlar, ileri eklem

hasar1 olanlar ve eklem hasar1 olmayanlar olmak Uzere 3 gruba ayrildi ve ¢alisma 6 grupta

yapildr:
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1) ileri eklem hasar1 olup akut eklem ici kanamaile gelen agir hemofili A hastalar:

2) Erken eklem hasar1 olup akut eklem ici kanama ile gelen agir hemofili A hastalar
3) Ileri eklem hasar1 olup akut eklem ici kanamasi olmayan agir hemofili A hastalar:
4) Erken eklem hasar1 olup akut eklemici kanamasi olmayan agir hemofili A hastalar:
5) Eklem hasar1 gelismemis olan agir hemofili A hastalari

6) Saglikli kontrol grubu

Hemofili hastalarinda rutin tetkik igin tam kan sayimi, F VIII diizeyi, inhibitor tayini, c-
reaktif protein (CRP) dizeyi, serum ferritin dizeyi bakilmaktadir. Arastirmamizda agir
hemofili A hastalarinda akut eklem kanamasi gelismesiyle baslayan inflamasyon ve
neovaskilarizasyonun erken birer gostergesi olarak serumda laktik asit, VEGF, ICAM 1, TM,
MIF ve ES artisinin olup olmadigi bu calismada arastirilch. Hastalardan bu calisma icin
planlanan tetkikler periferik kandan ¢alisildi. Eklem kanamast ile gelen hastalarda bu tetkikler
kanamadan 1 ay sonra tekrar calisildi. Bu tetkikler de rutin alinacak tetkiklerle birlikte

alindigindan ek kan alinmasina gerek kalmad.

Hemofili hastalarinin eklem bulgular1 klinik olarak HJHS, radyolojik olarak Petterson
radyolojik skorlamasi ve Denver MR gorintileme skorlamasi ile degerlendirildi. Eklem
hasar1 olmayan, erken eklem hasar1 olan ve ileri eklem hasar1 olan hastalar bakilmasi

planlanan plazma anjiogenik ve inflamatuvar faktér diizeyleri agisindan incelendi.

Kontrol grubu, son bir ay icinde herhangi bir enfeksiyon 6ykusi, kronik hastaligi ve
buna bagl siirekli ilag kullamim hikayesi olmayan, fizik muayene bulgulari normal olan, 1-18
yas arasi, yas ve cinsiyet bakimindan hasta grubu ile eslesen basit cerrahi girisim

(tonsillektomi, skolyoz, herni vb.) nedeniyle hastaneye basvurmus ve cerrahi operasyon
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Oncesi rutin tetkikleri alinacak hastalardan segildi. Kontrol grubunda tam kan sayim, F V11|
diizeyi, CRP dizeyi, serum ferritin, laktik asit, VEGF, ICAM 1, TM, MIF ve ES dizeyleri

periferik kandan calisildh.

3.3LABORATUVAR TESTLERI

Tam kan sayimi empedans yontemi ile K2 edta’ |1 tam kandan caligildi. Lokosit sayisi,
monosit say1si, trombosit sayisi ve hemoglobin diizeyleri yasa gore normal degerler referans

alinarak degerlendirildi (95).

Serum C-reaktif protein (CRP) olcimi immunoturbidimetrik yontemle serumdan

calisildi (normal degerler: 0.1-8.2 mg/L).

Serum ferritin diizey dlgimi komiltiminesan mikropartiktl immain dlgtim yontemi ile

caligildi ve diizeyleri yasa gore normal degerler referans alinarak degerlendirildi (96).

Serum laktik asit 6lcimi enzimatik, fotometrik yontemle sodyum flordrli tUplere

alinan plazmadan calisildi ( normal degerler: 0.5-2.2 mmol/L).

3.4 ELISA TESTLERI

MIF dizeyinin saptanmasi:
Kan drnekleri 1000 x g de 15 dk santrif(jj edildikten sonra serumu ayrilarak c¢alisma guniine
kadar -80 °C’ de saklandi. MIF duizeyleri Cusabio sandvi¢c ELISA kiti (Katolog no:CSB-

E08330h) kullanilarak saptandi.Bu amagla anti-insan MIF antikorlar: ile kapli 96 yuvali



kaplar kullanildi. ELISA kitinde bulunan reaktifler, 96 kuyucuklu ELISA plag1 ve 6rnekler
calismaya baslamadan 6nce oda isisina getirildi.

Standart ve Orneklerin hazirlanmasi: Kitte hazir liyofilize halde bulunan 8000 pg/ml
konsantrasyonundaki standart viali 8000 rpm de 30 sn santifiij edildikten sonra 6rnek diltenti
ile ¢cozildi. DilGsyon sonrasi standartlar seri diltsyonlar seklinde 4000 pg/ml, 2000
pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml,250 pg/ml,125 pg/ml ve 0 pg/ml konsantrasyonuna ayarlandi.
-80 °C de serumlar ¢oziildikten sonra ELISA calismasina uygun hale getirildi.

Standartlarin ve érneklerin ELISA kuyucuklarina konulmasi: 100 pl serum 6rnekleri,

100 pl standartlar MIF antikoru ile kapli 96 kuyucuklu ELISA plagina eklendi.37 °C de
120dk inkuibe edildi. Daha sonra kuyucuklarin igerigi aspire edildi.

Biyotin konjuge anti-insan MIF antikor eklenmesi: Her bir kuyucuga 100 ul Biyotin konjuge
anti-insan MIF antikoru ilave edildi. 37 °C de 60dk inklibe edildi.

Y ikama: Inkiibasyon sonrasi ELISA yikayicisi (BioRAD 1575) kullanilarak ile 3 kez yikama
islemi yapildi.

HRP-Avidin kompleksinin eklenmesi: Her bir kuyucuga 100 pul HRP-Avidin kompleksi ilave
edildi. 37 °C de 60dk inkiibasyona birakildh.

Yikama: Inklibasyon sonrasi ELISA yikayicisi (BioRAD 1575) kullanlarak 3 kez yikama
islemi yapildi.

Substrat eklenmesi: Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga 90 pl TMB(Tetramethyl-
benzidine) substrat ilave edilerek 37°C 15-30 dk karanlikta inkibe edildi.

Reaksiyonun durdurulmasi: Tim kuyucuklara 50 pl asit iceren stop solusyonu eklenerek
reaksiyon durduruldu.

MIF dizeyinin 6lgimi: 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda (BioRad Novapath
microplate reader, Japon) Orneklerin absorbanslar: Ol¢uldi. Bilgisayarda Log-Log grafik

kullanarak X eksenine MIF standart degerleri (pg/ml),Y eksenine de karsilik gelen absorbans
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degerleri isaretlenerek bir standart egri olusturuldu. Calisma 6rnekleri icin bulunan absorbans

degerleri standart egri Uzerinde isaretlenerek karsilarina denk gelen MIF seviyeleri belirlendi.

TM dizeyinin saptanmasi:

Kan ornekleri 1000 x g de 15 dk santrif()j edildikten sonra serumu ayrilarak ¢alisma guniine
kadar -80 °C’ de saklandi. TM diizeyleri Cusabio sandvi¢c ELISA kiti(Katolog no: CSB-
E007937h) kullamilarak saptandi. Bu amagla anti-insan TM antikorlar1 ile kapli 96 yuvali
kaplar kullanildi. ELISA kitinde bulunan reaktifler, 96 kuyucuklu ELISA plag1 ve 6rnekler
calismaya baslamadan 6nce oda isisina getirildi.

Standart ve Orneklerin hazirlanmast: Kitte hazir liyofilize halde bulunan 50 ng/ml
konsantrasyonundaki standart viali 8000 rpm de 30 sn santifiij edildikten sonra 6rnek dilUenti
ile ¢ozuldi. Dillsyon sonrasi standartlar seri dillsyonlar seklinde 25 ng/ml, 12,5 ng/ml,6,25
ng/ml, 3,13 ng/ml, 1,57ng/ml, 0,78 ng/ml ve 0 pg/ml konsantrasyonuna ayarlandi. -80 °C de
serumlar ¢ozuldikten sonra ELISA calismasina uygun hale getirildi.

Standartlarin ve érneklerin ELISA kuyucuklarina konulmast: 100 pl serum 6rnekleri, 100 pl
standartlar TM antikoru ile kapli 96 kuyucuklu ELISA plagina eklendi. 37 °C de 120dk
inkuibe edildi. Daha sonra kuyucuklarin igerigi aspire edildi.

Biyotin konjuge anti-insan TM antikor eklenmesi: Her bir kuyucuga 100 pl Biyotin konjuge
anti-insan TM antikoru ilave edildi. 37 °C de 60dk inkUibe edildi.

Y ikama: inkuibasyon sonrast ELISA yikayicisi (BioRAD 1575) kullanilarak ile 3 kez yikama
islemi yapildi.

HRP-Avidin kompleksinin eklenmesi: Her bir kuyucuga 100 pl HRP-Avidin kompleksi ilave
edildi. 37 °C de 60dk inkiibasyona birakildh.

Yikama: Inklibasyon sonrasi ELISA yikayicisi (BioRAD 1575) kullamlarak 3 kez yikama

islemi yapildi.
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Substrat eklenmesi: Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga 90 pl TMB(Tetramethyl-
benzidine) substrat ilave edilerek 37°C 15-30 dk karanlikta inkibe edildi.

Reaksiyonun durdurulmasi: Tim kuyucuklara 50 pl asit iceren stop solusyonu eklenerek
reaksiyon durduruldu.

TM dlzeyinin 6lgimi: 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda (BioRad Novapath
microplate reader, Japon) Orneklerin absorbanslar: Olculdl. Bilgisayarda Log-Log grafik
kullanarak X eksenine TM standart degerleri (ng/ml),Y eksenine de karsilik gelen absorbans
degerleri isaretlenerek bir standart egri olusturuldu. Calisma ornekleri icin bulunan absorbans

degerleri standart egri Uzerinde isaretlenerek karsilarina denk gelen MIF seviyeleri belirlendi.

ES diizeyinin saptanmasi:

Kan ornekleri 1000 x g de 15 dk santrif()j edildikten sonra serumu ayrilarak ¢alisma guniine
kadar -80 °C’ de saklandi. ES diizeyleri Cusabio sandvic ELISA kiti (Katolog no:CSB-
E007973h) kullanilarak saptandi.Bu amagla anti-insan ES antikorlar: ile kapli 96 yuvali
kaplar kullanildi. ELISA kitinde bulunan reaktifler, 96 kuyucuklu ELISA plag1 ve 6rnekler
calismaya baslamadan 6nce oda isisina getirildi.

Standart ve oOrneklerin hazirlanmasi: Kitte hazir liyofilize halde bulunan 500 ng/ml
konsantrasyonundaki standart viali 8000 rpm de 30 sn santifiij edildikten sonra 6rnek diltenti
ile ¢cozuldl. Diltisyon sonrasi standartlar seri diltisyonlar seklinde 250 ng/ml, 125 ng/ml,62,5
ng/ml, 31,3 ng/ml, 15,7ng/ml, 7,8 ng/ml ve O pg/ml konsantrasyonuna ayarlandi. -80 °C de
serumlar ¢ozuldikten sonra ELISA calismasina uygun hale getirildi.

Standartlarin ve érneklerin ELISA kuyucuklarina konulmasi: 100 pl serum 6rnekleri,

100 pl standartlar ES antikoru ile kapl: 96 kuyucuklu ELISA plagina eklendi.37 °C de 120dk

inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklarin igerigi aspire edildi.
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Biyotin konjuge anti-insan ES antikor eklenmesi: Her bir kuyucuga 100 pl Biyotin konjuge
anti-insan ES antikoru ilave edildi. 37 °C de 60dk inkuibe edildi.

Y ikama: Inkiibasyon sonrasi ELISA yikayicisi (BioRAD 1575) kullanilarak ile 3 kez yikama
islemi yapildi.

HRP-Avidin kompleksinin eklenmesi: Her bir kuyucuga 100 pul HRP-Avidin kompleksi ilave
edildi. 37 °C de 60dk inktbasyona birakildi.

Yikama: Inklibasyon sonrasi ELISA yikayicisi (BioRAD 1575) kullamlarak 3 kez yikama
islemi yapildi.

Substrat eklenmesi: Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga 90 pl TMB(Tetramethyl-
benzidine) substrat ilave edilerek 37°C 15-30 dk karanlikta inkibe edildi.

Reaksiyonun durdurulmasi: Tim kuyucuklara 50 pl asit iceren stop solusyonu eklenerek
reaksiyon durduruldu.

ES duizeyinin 6lgiimi: 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda (BioRad Novapath microplate
reader, Japon) Orneklerin absorbanslar1 olclildi. Bilgisayarda Log-Log grafik kullanarak X
eksenine ES standart degerleri (ng/ml),Y eksenine de karsilik gelen absorbans degerleri
isaretlenerek bir standart egri olusturuldu. Calisma ornekleri icin bulunan absorbans degerleri

standart egri Uzerinde isaretlenerek karsilarina denk gelen ES seviyeleri belirlendi.

|CAM -1 diizeyinin saptanmasi:

Kan ornekleri 1000 x g de 15 dk santrif()j edildikten sonra serumu ayrilarak ¢alisma guniine
kadar -80 °C' de saklandi. ICAM-1 diizeyleri Boster sandvic ELISA kiti (Katolog
no:EK0370) kullamlarak saptandi. Bu amagla anti-insan ICAM-1 antikorlar: ile kapli 96
yuvalt kaplar kullanildi. ELISA kitinde bulunan reaktifler,96 kuyucuklu ELISA plag1 ve

ornekler calismaya baslamadan 6nce oda 1sisina getirildi.
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Standart ve Orneklerin hazirlanmasi: Kitte hazir liyofilize halde bulunan 10000 pg/ml
konsantrasyonundaki standart 6rnek diltenti ile ¢ozildi. Dilisyon sonrasi standartlar seri
dilusyonlar seklinde 5000 pg/ml, 2500 pg/ml,1250 pg/ml, 625 pg/ml, 313 pg/ml, 156 pg/ml ve
0 pg/ml konsantrasyonuna ayarlandi. -80 °C de saklanan serum ornekleri ¢ozuldikten sonra
ELISA calismasina uygun hale getirildi.

Standartlarin ve orneklerin ELISA kuyucuklarina konulmasi: 100 pl serum ornekleri,

100 pl standartlar ICAM-1 antikoru ile kapli 96 kuyucuklu ELISA plagina eklendi.37 °C de
90dk inkuibe edildi. Daha sonra kuyucuklarin icerigi aspire edildi.

Biyotin konjuge anti-insan ICAM-1 antikor eklenmesi: Her bir kuyucuga 100 ul Biyotin
konjuge anti-insan ICAM-1 antikoru ilave edildi. 37 °C de 60dk inkiibe edildi.

Yikama: Inkiibasyon sonrasi ELISA yikayicisi (BioRAD 1575) kullanilarak PBS (phosphate
buffered saline) ile 3 kez yikama islemi yapildh.

Avidin-Biotin-Peroksidaz kompleksinin eklenmesi: Her bir kuyucuga 100 pl Avidin-Biotin-
Peroksidaz kompleksi ilave edildi. 37 °C de 30dk inklibasyona birakildi.

Yikama: Inkiibasyon sonrasi ELISA yikayicisi (BioRAD 1575) kullanilarak PBS (phosphate
buffered saline) ile 5 kez yikama islemi yapildh.

Substrat eklenmesi: Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga 90 pl TMB(Tetramethyl-
benzidine) substrat ilave edilerek 20-25 dk 37°C karanlikta inkibe edildi.

Reaksiyonun durdurulmast: Tam kuyucuklara 100 ul asit iceren stop solusyonu eklenerek
reaksiyon durduruldu.

ICAM-1 dizeyinin 6lgiimi: 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda (BioRad Novapath
microplate reader, Japon) drneklerin absorbanslar: dl¢uldi. Bilgisayarda Lineer-Lineer grafik
kullanarak X eksenine ICAM-1 standart degerleri (pg/ml), Y eksenine de karsilik gelen

absorbans degerleri isaretlenerek bir standart egri olusturuldu. Calisma drnekleri icin bulunan

39



absorbans degerleri standart egri Uzerinde isaretlenerek karsilarina denk gelen ICAM-1

seviyeleri belirlendi.

VEGF diizeyinin saptanmas::

Kan ornekleri 1000 x g de 15 dk santrif()j edildikten sonra serumu ayrilarak calisma guniine
kadar -80 °C’ de saklandi. VEGF diizeyleri Boster sandvig ELISA kiti (Katolog no: EK0539)
kullanlarak saptandi. Bu amacla anti-insan VEGF antikorlari ile kapli 96 yuvali kaplar
kullamldi. ELISA Kkitinde bulunan reaktifler, 96 kuyucuklu ELISA plagi ve ornekler
calismaya baslamadan 6nce oda isisina getirildi.

Standart ve Orneklerin hazirlanmast: Kitte hazir liyofilize halde bulunan 10000 pg/ml
konsantrasyonundaki standart 6rnek diltenti ile ¢ozildi. Dilisyon sonrasi standartlar seri
dilusyonlar seklinde 2000 pg/ml, 1000 pg/ml,500 pg/ml, 250 pg/ml,125 pg/ml, 62,5 pg/ml,
31,2 pg/ml ve 0 pg/ml konsantrasyonuna ayarlandi.-80 °C de saklanan hiicre kiltir drnekleri
¢Ozuldiikten sonra ELISA calismasina uygun hale getirildi.

Standartlarin ve drneklerin ELISA kuyucuklarina konulmasi: 100 pl serum ornekleri,

100 pl standartlar VEGF antikoru ile kapl1 96 kuyucuklu ELISA plagina eklendi.37 °C de
90dk inkuibe edildi. Daha sonra kuyucuklarin icerigi aspire edildi.

Biyotin konjuge anti-insan VEGF antikor eklenmesi: Her bir kuyucuga 100 pl Biyotin
konjuge anti-insan VEGF antikoru ilave edildi. 37 °C de 60dk inkiibe edildi.

Yikama: Inkiibasyon sonrasi ELISA yikayicisi (BioRAD 1575) kullanilarak PBS (phosphate
buffered saline) ile 3 kez yikama islemi yapildh.

Avidin-Biotin-Peroksidaz kompleksinin eklenmesi: Her bir kuyucuga 100 pl Avidin-Biotin-
Peroksidaz kompleksi ilave edildi. 37 °C de 30dk inklibasyona birakildi.

Yikama: Inkiibasyon sonrasi ELISA yikayicisi (BioRAD 1575) kullanilarak PBS (phosphate

buffered saline) ile 5 kez yikama islemi yapildh.
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Substrat eklenmesi: Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga 90 pl TMB(Tetramethyl-
benzidine) substrat ilave edilerek 20-25 dk 37°C karanlikta inkibe edildi.

Reaksiyonun durdurulmast: Tam kuyucuklara 100 ul asit iceren stop solusyonu eklenerek
reaksiyon durduruldu.

VEGF dizeyinin olcimi: 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda (BioRad Novapath
microplate reader, Japon) Orneklerin absorbanslar: 6lglldu. Bilgisayarda Lineer-Lineer grafik
kullanarak X eksenine VEGF standart degerleri (pg/ml),Y eksenine de karsilik gelen
absorbans degerleri isaretlenerek bir standart egri olusturuldu. Calisma drnekleri icin bulunan
absorbans degerleri standart egri Uzerinde isaretlenerek karsilarina denk gelen VEGF

seviyeleri belirlendi.

3.5 EKLEM HASARININ DEGERL ENDIRIL MESI

Tdm hemofili hastalarimin eklemlerinin mevcut durumu fizik muayenede HJHS
skorlamasi (84) ile degerlendirildi. EKlemlerin konvansiyonel radyografi ile yapilan hemofilik
artropati degerlendirmelerinde Petterson skoru (86), MR goruntileme degerlendirmelerinde
Denver skorlamasi (85) kullamilarak hastalardaki eklem hasar: ileri eklem hasar1 ve erken
eklem hasar1 olarak simiflandirildi. Eklemin MR ile gorintilenmesinde sinovit bulgular: olan
ancak direkt grafi ile gorintilemesinde artropati bulgular: olmayan hastalar erken eklem hasar
olarak tanimlandi (11). Eklemin MR ve direkt grafi ile gorintilenmesinde eklem hasari
bulgularinin olmasi ileri eklem hasari olarak tanimlandi. Hemofili hastalar1 eklem bulgularina
gore 5 gruba ayrildr:

1- ileri eklem hasar1 olup akut eklem ici kanamaile gelen agir hemofili A hastalar

2- Erken eklem hasar1 olup akut eklem ici kanama ile gelen agir hemofili A hastalar:
3- Ileri eklem hasar1 olup akut eklem ici kanamasi olmayan agir hemofili A hastalar:
4- Erken eklem hasar1 olup akut eklem ici kanamasi olmayan agir hemofili A hastalari
5- Eklem hasar1 gelismemis olan agir hemofili A hastalari
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3.6 ISTATiIK SEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel  degerlendirme icin veriler SPSS 15.0 programina yiklenerek
¢cozumlemeler bu program tzerinden yapildh.

Sonuclar uygulamaya gore ortalama, standart sapma, ortanca degerler, mutlak say1
veya persentiller olarak verildi. Ortalamalarin veya ortancalarin karsilastirilmas: bagimsiz
gruplarda Mann Whitney U testi, bagimli gruplarda Wilcoxon testi ile yapildi. Olgiimsel veri

icin korelasyon analiz testi uygulandi. p< 0.05 istatiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4.BULGULAR

Calismaya 01.03.2012 ile 01.03.2013 tarihleri arasinda akut eklem ici kanamasi ile
gelen 10 agir hemofili A hastas: ile akut eklem ici kanamasi olmayan 25 agir hemofili A
hastas: dahil edildi. Saglikl1 kontrol grubu olarak 22 saglikli erkek ¢ocugu alindi. Hemofili
hastalarinin yas ortalamasi 11.75 £ 4.46 ( 3-18 yas), saglikli kontrol grubunun yas ortalamasi

12.09 + 2.82 (5-18 yas) idi (p=0.5).

Agir hemofilisi olan cocuklarla kontrol grubu hemoglobin, trombosit, I6kosit ve
monosit sayilart agisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmad: (sirasiyla p=0.07, p=0.47, p= 0.40, p=0.18). TUm hastalarin laboratuvar

degerleri Tablo 10’ da gosterilmistir.
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Tablo 10: Tum hastalarin laboratuvar degerleri

Belirtec Akut Kanamal K anama olmayan hemofili Saghikl
Hemofili

Tleri Erken Tleri Erken Hasarsiz

eklem eklem eklem eklem

hasari hasari hasari hasari

=7 (=3 | (n=6) (n=3) (n=16) | (n=22)
Lokosit (/ul) 8577 6233 8516 7500 7753 6572
Monosit ( /uL) 505 500 451 500 599 500
Hemoglobin (gr/dL) 13.4 12.1 13.9 11.9 12.7 13.1
Trombosit( /uL) 240000 266000 239000 304000 253000 267000
CRP (mg/dL) 16.9 6.2 4 4.9 4.1 1.1
Ferritin (ng/mL) 48.54 47.73 86.85 92.35 51.67 26.95
Laktik asit (mmol/L) 1.11 1.27 1.33 1.16 1.59 1.07

CRP: C-reaktif protein

Akut eklem kanamasi olan hastalardan 3’ tinde erken eklem hasari, 7'sinde ileri eklem

hasar1 mevcuttu. Akut eklem kanamasi olmayan hastalarin 3’ tinde erken eklem hasari, 6’sinda

ileri eklem hasar1 saptandi. On alt1 hastada eklem hasar1 mevcut degildi. Akut eklem kanamasi

olan 10 hemofili hastasindan 2 tanesi kanamadan sonra 1. ayda kontrole gelmedigi icin bu 2

hastanin 1. ay kontrol degerleri alinamadi. Kalan 8 hastanin akut kanama sirasindaki ve

kanamadan sonraki 1. ay laboratuvar tetkikleri karsilastirildh.

Akut eklem kanamasi olan ve olmayan tim hemofili hastalar1 saglikl: kontrol grubu ile

karsilastirildiginda (Tablo 10) CRP, serum ferritin ve laktik asit dizeyleri hemofili



hastalarinda kontrol grubuna gére anlamli olarak daha yiksek bulundu ( p< 0.05). Serum
ferritin ile laktik asit dizeyleri istatiksel olarak yiksek bulunduysa da bu degerler normal
sinirlar igindeydi. Akut kanamali hemofilik hastalarda CRP normal degerlerin Gst simrindan 2
kat daha yiuksekti. Serum VEGF, MIF, TM, ES ve ICAM-1 dizeyleri karsilastirildiginda
(Tablo 11) istatiksel olarak anlamli fark bulunmadh (sirasiyla p=0.95, p=0.28, p=0.89, p=0.83

ve p=0.83).

Tablo 11: Tum hastalarin ELISA test degerleri

Belirtec Akut Kanamali K anama olmayan hemofili Saghikl
Hemofili
Tleri Erken Tleri Erken Hasarsiz

eklem eklem eklem eklem

hasari hasari hasari hasari

(=7 (=) (n=6) (n=3) (n=16) | (n=22)
VEGF (pg/mL) 113.208  114.681 70.615 71.024 148.089 111.436
TM (ng/mL) 0.42 1.18 0.45 0.8 0.97 0.72
MIF (pg/ml) 75952 34204 40542 27104 19471 17491
ICAM-1(pg/mL) 366.125 360.228 352.061 380.809 377.01 374.289
ES (ng/mL) 27.791 26.215 29.811 24.683 25.049 27.332

VEGF: vaskiiler endotelyal blyume faktérii  TM: trombomodulin -~ MIF:makrofagj migrasyon inhibitér faktor
ICAM-1: intersellUler adezyon molekilil ~ ES: endostatin

Akut eklem kanamasi olan hemofili hastalar1 ile akut eklem kanamasi olmayan
hemofili hastalar1 karsilastirildiginda sadece CRP dizeyleri akut kanamasi olan hastalarda
istatiksel olarak anlaml1 yUksek bulundu (p<0.05). Akut kanamali hemofilik hastalarda CRP
normal degerlerin st sinirindan 2 kat daha yuksekti. Akut eklem kanamasi olan hemofili
hastalar1 ile saglikl1 kontrol grubu karsilastirildiginda ise CRP ve serum ferritin diizeyleri akut
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eklem kanamas: olan hastalarda anlamli olarak yuksek bulundu (p<0.05). Akut eklem
kanamasi olmayan hemofili hastalari ile saglikli kontroller karsilastirildiginda serum ferritin
ve laktik asit dizeyleri kanamasi olmayan hemofili hastalarinda anlamli olarak yuksek

bulundu (p<0.05). Bu degerler normal sinirlardaydi.

Akut eklem kanamasi olan 8 hastanin akut kanama sirasindaki ve kanamadan sonraki
1. ay laboratuvar tetkikleri karsilastirildiginda CRP ve MIF dizeylerinin akut kanama
sirasinda anlamli olarak daha yiksek oldugu bulundu (p<0.05). ICAM 1 dizeylerinde azalma
bulundu. Lokosit sayisi, hemoglobin diizeyleri, serum ferritin ve laktik asit diizeyleri, serum
VEGF, TM ve ES dizeyleri arasinda ise anlamli olarak fark bulunmad: (sirasiyla p=0.49,
p=0.67, p=0.69, p=0.35, p=0.48, p=0.93, p=0.88) (Tablo 12).

Tablol2: Akut eklem kanamasi sirasinda ve bir ay sonrasinda laboratuvar degerleri

Kanama sirasinda lay sonra P degeri
Ortalama Median Ortalama Median
Lokosit sayisi (/uL) 7937 6300 6850 6900 0.49
Hemoglobin (gr/dL) 13.1 12.9 13.2 13.6 0.64
CRP (mg/dL) 16.3 7.3 3.1 1.9 0.02
Ferritin (ng/mL) 50.33 39.94 39.11 38.01 0.06
Laktik asit (mmol/L) 1.13 111 1.18 1.16 0.35
VEGF (pg/mL) 115.689 111.883 144.542 139.127 0.48
TM (ng/mL) 0.91 0.68 0.57 0.46 0.09
MIF (pg/ml) 74801 36336 23692 12967 0.02
ICAM-1(pg/mL) 359.496 362.242 399.759 404.929 0.01
ES (ng/mL) 28.076 25.471 26.874 27.255 0.88

CRP: C-reaktif protein VEGF: vaskiiler endotelyal bilytime faktérii  TM: trombomodulin
MIF: makrofaj migrasyon inhibitor faktor ICAM-1: intersellUler adezyon molekdli 1 ES: endostatin
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Akut eklem kanamasi olan hastalar iginde erken eklem hasari olanlar (n=3) ile ileri
eklem hasar1 olanlar (n=7) arasinda laboratuvar sonuclari karsilastirildiginda anlamlt bir fark
bulunmad:. Akut eklem kanamasi olmayan ileri eklem hasar1 olanlar (n=6) ile erken eklem
hasar1 olanlarin (n=3) laboratuar sonuclar1 karsilastirildiginda anlamlt bir fark bulunmad.
Ancak karsilastirilan bu gruplardaki olgu sayisinin ¢ok az olmasi nedeniyle bu sonuglari

degerlendirme dis1 biraktik.

Akut eklem kanamasi olan ve olmayan tim hemofili hastalar1 icinden erken eklem
hasar1 olanlar (n=6) ile ileri eklem hasar1 olanlarin (n= 13) laboratuvar sonuclari
karsilastirildiginda hemoglobin dizeyi ileri eklem hasari olanlarda anlamli olarak daha
yuksek bulundu (p<0.05), I6kosit sayisi, serum ferritin ve laktik asit dizeyleri, serum VEGF,
MIF, TM ve ES dizeyleri arasinda ise anlamli olarak fark bulunmad: (sirasiyla p=0.32,

p=0.63, p=0.96, p=0.89, p= 0.52, p=0.10 ve p=0.57).

Tdm hemofili hastalar1 iginde eklem hasari1 olanlar (n= 19) ile eklem hasari
olmayanlarin (n= 16) laboratuvar sonuglar1 karsilastirildiginda eklem hasar1 olanlarda CRP
anlamli olarak ylUksek (p<0.05) , eklem hasar1 olmayanlarda serum laktik asit diizeyi anlamli

olarak yuksek bulundu (p<0.05).

Erken eklem hasar1 olan hastalarda serum TM dizeyi VEGF ve ICAM-1 ve laktik asit
duzeyleri arasinda pozitif bir korelasyon bulundu, ancak bu sonug istatiksel olarak anlamli
bulunmadh (sirasiyla p=0.77, p=0.77, p=0.77). Serum VEGF ile ICAM-1 ve laktik asit

duzeyleri arasinda korelasyon bulunmad: (sirastyla p=0.15, p=0.42, p=0.54).
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Ileri eklem hasar1 olan hastalarda serum TM diizeyi ile MIF arasinda pozitif bir
korelasyon, serum MIF ile ES diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon bulundu, ancak bu

sonuglar istatiksel olarak anlamli bulunmadh (sirasiyla p=0.70, p=0.33).
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5.TARTISMA

Agir hemofilik hastalarda erken yasta baslanan dizenli F VIII konsantresi
replasmanlarina ragmen subklinik ve klinik bulgu veren eklem ici kanamalar halen tam olarak
Onlenmemekte ve kalici eklem hasarlari olusmaya devam etmektedir (2-4). Bazi hastalarda
klinik bulgular, laboratuvar ve radyolojik goruntileme yontemleri ile eklem i¢i kanamayi ilk
bagladiginda saptamak heniiz mimkin degildir. Bu da hastalardaki eklem hasarinin
artmasinda 6nemli bir neden olabilmektedir. Calismamizda, agir hemofili A hastalarinda
eklem bulgular: ile plazma anjiogenik ve inflamatuvar faktor dizeyleri arasindaki iliskinin
arastirilmast ve eklem kanamas: oldugunda bu faktor duzeylerindeki degisikliklerin

incelenmesi amaglanmustir.

Lokositler sahip olduklar: antimikrobiyal, sekretuvar ve fagositik aktivitelerden dolay1
inflamasyonda 6nemli rol oynamaktadirlar (97). Biz, bu calismamizda eklem hasar1 olan ve
olmayan hemofili hastalari ile saglikli kontrol grubu arasinda I6kosit ve monosit sayilar
acisindan bir fark bulmadik. Eklem kanamasi olan hastalarda da 6nemli bir farklilik yoktu. Bu
sonug kanamali hastalarin sayisinin az olmasi veya lokal kanamanin sistemik bir yanita neden

olmamasina baglanabilir.

Yara yerindeki hicrelerin hipoksiye maruz kalmasi anjiogenezisin baslamast igin
temeldir. Dokularda vaskiler perfiizyonun azalmast ile hem lokal hipoksi hem de glikoz
azalmasi oldugu, bundan dolay: hiicrelerin anaerobik metabolik yola gectigi, boylece laktat
yapiminin arttigi ve ekstraselliler PH nin azaldigi, olusan bu yeni ortamin makrofajlardan
proanjiogenik sitokin/enzim salimmina yol agtigi gosterilmistir  (35,45,46). Hemofili
hastalarinda akut eklem kanamasi sirasinda serum laktik asit diizeylerinde anlamlt bir artis

saptamadik. Serum laktik asit duizeyindeki artisin doku hipoksisini gosterdigi bilinmektedir.
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Sepsisli hastalarda, miyokard infarkttisl gecirenlerde ve travma hastalarinda sistemik olarak
da serum laktat dizeylerinin yikseldigi ve izlemde kullanlabilecegi literatirde gosterilmistir
(98-100). Hemofili hastalarinda akut eklem kanamasi sirasinda sistemik hiperlaktatemiye yol

acip agmadigin arastirdigimizda anlamli bir artis saptamadik.

Kan normalde eklem araliginda bulunmamaktadir. Eklem igine kanama oldugunda
eritrositlerden agiga cikan demiri sinovyal makrofajlar ve kondrositler absorbe etmektedirler.
Eger kanama ataklar1 siklasirsa sinovya yenilenmekte vyetersiz kalmakta ve demir
birikmektedir (76-78). Bu calismada akut eklem kanamasi olan ve olmayan tim hemofili
hastalar1 saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum ferritin dizeylerini hemofili
hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiksek bulduk. Hem akut eklem
kanamast olan hemofili hastalar1 ile saglikli kontrol grubu karsilastirildiginda hem de
kanamasi olmayan hemofili hastalari ile saglikli kontroller karsilastirildiginda serum ferritin
diizeylerini saglikl1 kontrollere gore yiksek bulduk. Sekiz hastamin akut kanama sirasindaki
ve kanamadan sonraki 1. ay laboratuvar tetkikleri karsilastirildiginda serum ferritin diizeyleri
arasinda ise anlamli olarak fark bulmadik. Ferritinin bir akut faz reaktan: olarak romatoid
artritli hastalarda dolasimda yuikseldigi gosterilmistir (101-102). Yetersiz tedavi edilmis
hemofilik farelerde iyilesme sirasinda yeniden kanama oldugunda daha fazla makrofaj gelmis
olmasina ragmen demir boyanmasinin persiste ettigi ve daha derin dokularda da biriktigi
gbzlenmistir. Hemofilik fareler ile saglikli farelerin yara yerleri incelendiginde anjiogenezis
hiz1 agisindan benzer oldugu ancak hemofilik farelerde yeni olusan damar sayisinin daha fazla
oldugu bulunmustur. Doku demirinin proinflamatuvar ve proanjiogenik etkisinin buna yol
acabilecegi dustnulmustir (10). Serum ferritin dizeyini akut kanama sirasinda saglikli
kontrollere gore yiksek bulmamuz ferritinin bir akut faz reaktam olmasina baglanabilir.

Ancak akut kanama olmadigi donemde de hemofili hastalarinda saglikli kontrollere gore
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yuksek bulunmasi fare modellerinde gosterildigi gibi tekrarlayan kanamalar sonucunda
demirin daha derin dokularda birikimi olabilir. Ancak artmus ferritin dizeyleri normal

sinirlarda oldugu icin hemofilik hastalarda 6nemli bir belirtec olarak kabul edilemez.

Hipoksinin etkisi ile salinan proanjiogenik molekullerden biri olan VEGF anjiogenezis
icin temel sinyal molekulidir (11,47,64). Bu calismada akut eklem kanamasi olan ve
olmayan tim hemofili hastalar1 saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum VEGF
diizeyleri arasinda bir fark bulmadik. Sekiz hastanin akut kanama sirasindaki ve kanamadan
sonraki 1. ay laboratuvar tetkikleri karsilastirildiginda da serum VEGF dizeyleri arasinda
anlaml1 olarak fark bulmadik. Literatirde Acharya ve arkadaslarimin 2011 yilinda yaptigi
calismada eklem kanamasi olan hemofili hastalarinda hem sinovyada hem de serumda VEGF
diizeylerinin arttigi gosterilmistir (11). Ondort hastalik bu calismada, hemofilik artropatili
hastalarda hem sinovyada hem de periferik kanda proanjiogenik makrofaj/monositlerin
(VEGF'/CD68" ve VEGFR1'/CD11b") arttig1 gosterilmistir. Yine aym calismada hemofilik
artropatide hem sinovya hem de periferik kanda VEGF-A, Stromal deriviye faktor-1 ve
Matriks metalloproteaz-9'un 4 kat arttigi gosterilmis ve hicre kaltort calismast yapilarak
insan anti-VEGF antikor (bevacizumab) kullanilarak sinovyal hiicre proliferasyonun durdugu
goserilerek tedavide VEGF inhibisyonunun gelecekte bir alternatif olabilecegi belirtilmistir.

Az sayida hasta olmasi nedeniyle biz VEGF dizeylerinde artis1 gosterememis olabiliriz.

MIF inflamatuvar ve immun cevabin dizenlenmesinde rol oynayan onemli bir
sitokindir. Bu galismada akut eklem kanamasi olan ve olmayan tim hemofili hastalar: saglikl1
kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum MIF diizeyleri arasinda bir fark bulmadik. Ancak
akut eklem kanamasi olan hastalarda kanama sirasindaki ve kanamadan sonraki 1. ay

laboratuvar tetkikleri karsilastirildiginda da serum MIF diizeylerinin kanama sirasinda anlamli
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olarak yukseldigini bulduk. Son yillarda yapilan calismalarda kanamali ates, septik sok,
romatoid artrit, otoimmtin hastaliklar, ateroskleroz gibi pek ¢ok hastalikta MIF in rol oynadigi

gogerilmistir (53,54,56).

TM endoteliyal hiicre ylzeyinde yer alan ve trombin reseptori olarak gorev yapan bir
hiicre membran glikoproteinidir. Insanlarda esas olarak vaskiiler endoteliyal hiicrelerde
bulunmaktadir (57). Bu calismada akut eklem kanamasi olan ve olmayan tim hemofili
hastalar: saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum TM duizeyleri arasinda bir fark
bulmadik. Akut eklem kanamas: olan hastalarda kanama sirasindaki ve kanamadan sonraki 1.
ay laboratuvar tetkikleri karsilastirildiginda serum TM dizeylerinin kanama sirasinda
yukseldigini ancak istatiksel olarak anlamli olmadigimt bulduk. TM domain 2 ve domain
3'Unln angiogenik-promoting fonksiyonu oldugu yeni saptanmistir. Rekombinant TM
fragman olan TMD23' tn in vitro olarak endoteliyal migrasyonu, proliferasyonu ve tup
formasyonunu stimule ettigi gosterilmistir. TMD23'tin, matriks metallo proteinlerinin ve
plazminojen aktivatorlerinin endotelial hiicrelerden salinimim arttirarak anjiogenezisin erken

evrelerinde endotelial hiicre invazyonuna ve migrasyonuna yol agtigi gosterilmistir (103).

Yara olustugunda kan akimi ile gelen monositlerin yizeylerindeki LFA-1 ve
endotelyal hiicre yuzeyindeki ICAM-1 sitokinleri araciligiyla monositler dolasimdan dokuya
gecmektedirler (35). Bu calismada akut eklem kanamasi olan ve olmayan tim hemofili
hastalar1 saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum ICAM-1 diizeyleri arasinda bir
fark bulmadik. ICAM-1'in inflamatuvar yolda 6nemli rol oynadigi, osteoartrit ve romatoid

artritin erken evrelerinde serum ICAM-1 dlizeylerinin arttigi gosterilmistir (49-51).
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Akut eklem kanamas: sirasinda MIF ve CRP serum diizeylerinin yikseldigini bulduk.
MIF in hem ICAM-1 hem de TM salinimin: arttirdigi ¢ok yeni olarak gosterilmistir (54). CRP
bir akut faz reaktam oldugundan akut kanama sirasinda CRP yiikselmesi beklenmektedir.
Bizim de calismamizda eklem hasar1 olan hastalarda CRP nin yiksek oldugu saptanmustir.
Literatirde ICAM-1 yuksekligi ile CRP yuksekligi arasinda anlamli iliski bulundugu

bildirilmektedir (51,104).

Anjiogenezis slrecinde proanjiogenik agjanlar ile antianjiogenik gjanlar arasinda bir
denge vardir. Anjiostatin, trombospondin, ES ve fibrinojen E fragmam baslica antianjiogenik
gjanlardir (35,61). Bu calismada akut eklem kanamasi olan ve olmayan tim hemofili hastalar:
saglikl1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum ES diizeyleri arasinda bir fark bulmadik.
Sekiz hastamin akut kanama sirasindaki ve kanamadan sonraki 1. ay laboratuvar tetkikleri
karsilastirildiginda da serum ES dizeyleri arasinda anlamli olarak fark bulmadik. TUmor
dokularinda neoangiogenezisin arttigi ve aym zamanda endostatin salimmimin da arttigi

gogterilmistir (61-63).

Bu calismada erken eklem hasar1 olan hastalarda serum TM diizeyi VEGF ve ICAM-1
ve laktik asit dizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon bulduk, ancak bu sonucu istatiksel
olarak anlamli bulmadik. Bu sonuclar, bu gruptaki olgu sayisinin distk olmasindan
kaynaklanabilir. Serum VEGF ile ICAM-1 ve laktik asit dizeyleri arasinda herhangi bir
korelasyon bulmadik. ileri eklem hasar1 olan hastalarda serum TM diizeyi ile MIF arasinda
pozitif bir korelasyon, serum MIF ile ES dizeyleri arasinda negatif bir korelasyon bulduk,
ancak bu sonugclar istatiksel olarak anlamli bulmadik. Istatiksel olarak anlamli olmamasina

ragmen, TM duzeyi ile VEGF ve MIF arasindaki pozitif korelasyonun dnemli oldugunu
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disuntyoruz. Inflamasyonda proanjiogenik sinyal molekiilleri arasinda bu korelasyon farkl

hastalik gruplar1 arasinda da gosterilmistir (11,54).

MR’ 1in diz radyografiye Gsttnliklerine ragmen kolay ulasilabilir olmamasi, kiguk
cocuklarda gekim icin sedasyon gerektirmesi ve pahali olmasindan dolay: hemofilik artropati
gelisimini  erken evrede gOsterebilecek biyolojik belirteclere ihtiyag vardrr (5-11).
Calismamizda CRP nin akut kanama sirasinda belirgin yukselmesi, CRP nin iyi bir belirteg
olabilecegini distundurtmustir. Ayrica MIF dizeyleri kanama durumunda yikselmekte ve
eklem hasarinin derecesine bagli olmadan kanama varligimi desteklemektedir. Bu faktorlerin
daha fazla sayida agir hemofili A hastasinda akut kanamalarda, kanamanin erken safhasinda
duzeylerinin bilgi verebilecegini disinmekteyiz. Bu sayede, uygulanacak antianjiogenik veya
antiinflamatuvar  tedavilerin  rekirrent kanama ve izleyen artropatiyi Onleyecegini

ummaktayz.
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7. SONUCLAR

1- Agir hemofilisi olan gocuklarla kontrol grubu hemoglobin, trombosit, 16kosit ve monosit
sayilart agisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmadh.

2- Akut eklem kanamasi olan ve olmayan tim hemofili hastalar1 saglikli kontrol grubu ile
karsilastirildiginda CRP, serum ferritin ve laktik asit diizeyleri hemofili hastalarinda kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha yuksek bulundu. Serum ferritin ile laktik asit diizeyleri
istatiksel olarak yiksek bulunduysa da bu degerler normal sinirlar icindeydi. Akut kanamali
hemofilik hastalarda CRP normal degerlerin Ust simrindan 2 kat daha yiiksekti. Serum VEGF,
MIF, TM, ES ve ICAM-1 duzeyleri karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark

bulunmadh.

3- Akut eklem kanamasi olan hemofili hastalar1 ile akut eklem kanamasi olmayan hemofili
hastalar1 karsilastirildiginda sadece CRP dizeyleri akut kanamasi olan hastalarda istatiksel
olarak anlamli yiksek bulundu. Akut kanamali hemofilik hastalarda CRP normal degerlerin
Ust sinirindan 2 kat daha yuksekti. Akut eklem kanamast olan hemofili hastalari ile saglikl
kontrol grubu karsilastirildiginda ise CRP ve serum ferritin diizeyleri akut eklem kanamasi
olan hastalarda anlamli olarak yiiksek bulundu. Akut eklem kanamasi olmayan hemofili
hastalar1 ile saglikli kontroller karsilastirildiginda serum ferritin ve laktik asit dizeyleri
kanamasi olmayan hemofili hastalarinda anlamli olarak yiksek bulundu. Bu degerler normal

sinirlardaydi.

65



4- Akut eklem kanamasi olan 8 hastanin akut kanama sirasindaki ve kanamadan sonraki 1. ay
laboratuvar tetkikleri karsilastirildiginda CRP ve MIF dizeylerinin akut kanama sirasinda
anlamli olarak daha ytiksek oldugu bulundu. ICAM 1 diizeylerinde azalma bulundu. Loékosit
say1si, hemoglobin diizeyleri, serum ferritin ve laktik asit diizeyleri, serum VEGF, TM ve ES

diizeyleri arasindaise anlamli olarak fark bulunmad.

5-Akut eklem kanamasi olan hastalar iginde erken eklem hasar1 olanlar (n=3) ile ileri eklem
hasar1 olanlar (n=7) arasinda laboratuvar sonuglar1 karsilastirildiginda anlamli bir fark
bulunmadi. Akut eklem kanamasi olmayan ileri eklem hasari olanlar (n=6) ile erken eklem
hasar1 olanlarin (n=3) laboratuar sonuclar1 karsilastirildiginda anlamlt bir fark bulunmad.
Ancak karsilastirilan bu gruplardaki olgu sayisinin ¢ok az olmasi nedeniyle bu sonuclari

degerlendirme dis1 biraktik.

6-Akut eklem kanamasi olan ve olmayan tum hemofili hastalar: iginden erken eklem hasari
olanlar (n=6) ile ileri eklem hasar1 olanlarin (n= 13) laboratuvar sonuglar: karsilastirildiginda
hemoglobin diizeyi ileri eklem hasar1 olanlarda anlaml: olarak daha yuksek bulundu, I6kosit
sayisi, serum ferritin ve laktik asit duzeyleri, serum VEGF, MIF, TM ve ES dizeyleri

arasinda ise anlaml1 olarak fark bulunmadi.

7-Tum hemofili hastalar: iginde eklem hasar1 olanlar (n= 19) ile eklem hasar1 olmayanlarin

(n=16) laboratuvar sonuglar1 karsilastirildiginda eklem hasar: olanlarda CRP anlaml: olarak

yuksek, eklem hasar1 olmayanlarda serum laktik asit diizeyi anlamli olarak yuksek bulundu.
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8-Erken eklem hasar1 olan hastalarda serum TM dizeyi VEGF ve ICAM-1 ve laktik asit
diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon bulundu, ancak bu sonug istatiksel olarak anlamli

bulunmadi. Serum VEGF ile ICAM-1 ve laktik asit diizeyleri arasinda korelasyon bulunmadi.

9-Ileri eklem hasar1 olan hastalarda serum TM duizeyi ile MIF arasinda pozitif bir korelasyon,

serum MIF ile ES dizeyleri arasinda negatif bir korelasyon bulundu, ancak bu sonuclar

istatiksel olarak anlamli bulunmadh.
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EK 1:0lgu Kayit Formu

AGIR HEMOFIiLi A HASTALARINDA EKLEM BULGULARI iLE PLAZMA VE

ANJIYOGENIK FAKTOR DUZEYLERININ ILiSKiSININ ARASTIRILMAS

OLGU KAYIT FORMU

Hasta No:

Ileri eklem hasar1 gelismis: [

Eklem hasar1 gelismemis: [

Ad-Soyad:
Hastane:
Protokol no:
Telefon:

Y ast:

Dogum tarihi:

Y akinma:

IIk tar tarihi:

Kanayan eklemin direkt grafi bulgulart:.............ccoooiii i,
Kanayan eklemin MR bulgulart:..........cooooiiii i,

Kaginci eklem kanamasi atag:

Eklem kanamasinin oldugu tarih:

Eklem kanamasindan sonra gegen sire:

En son faktor aldig: tarih:

Tarih:

Erken eklem hasar1 gelismis: [

Kontrol grubu:

[
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LABORATUVAR BULGULARI

Akut kanama esnasinda

1 ay sonra

WBC

Monosit say1si

Hb

PLT

CRP

F VI dizeyi

Inhibitor tayini

Ferritin

Laktik asit duzeyi

VEGF diizeyi

ICAM 1 diizeyi

Trombomodulin

MIF diizeyi

Endostatin diizeyi
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EK 2: Etik Kurul Onay Formu

EARAR BILGILERT

Kerar No:2012/03-24
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