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TURKCE OZET

Hemsinlioglu C. (2022). Hemofili A Gen Tedavisi I¢in Transgenik Kok Hiicre
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Hemofili hastalarinin yaklagik %80’ ini etkileyen Hemofili A, Faktor VIII (FVIII)
eksikligi sonucu gelisen X’ e bagh resesif kalitimsal bir kanama bozuklugudur.
Hastalar eklem i¢i ve kas i¢i kanamalarla ile karakterize olurken, faktor eksikliginin
derecesi, kanama sikligin1 ve siddetini belirlemektedir. Kanamanin kontrolii ve
tedavisinde plazma tiirevli tedaviler ve rekombinant faktér konsantreleri
kullanilmaktadir. Arastirmamizda Hemofili A hastaligindan sorumlu olan FVIII
eksikligine yonelik gen tedavisi amag¢lanmigtir. Bu dogrultuda promotérii EF-1 alpha
olan, B domaini silinmig FVIII gen sekansi ile CD45 RO truncated yiizey belirteci
tastyan (EFla - FVILCC - CDA45RO0t) lentiviral vektor dizayn edilmistir.
Tasarladigimiz lentiviral vektoriin mezenkimal kok hiicreleri transdiikte etmesi
saglanarak immiin cevaptan korunabilen, sahip oldugu yiizey belirteci (CD45RO0t)
sayesinde in vivo uygulamalarda takip edilebilen, toksik olmayan ve fonksiyonel
FVIII sekresyonu saglayabilen bir gen tedavisi hedeflenmistir. Faktor VIII kodlayan
lentivirtisiin karakterizasyon ve kalite kontrol testlerinin ardindan mezenkimal kok
hiicreler ile transdiiksiyon verimliligi, FVIII kalicilik ve ekspresyon analizleri
gerceklestirilmigtir. Faktor VIII proteinin varligi Western Blot yontemiyle de
dogrulanmistir. Gelistirilen lentiviriisiin (LTR sekansi) polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) analizleri ile replikatif olmadigi, glivenliligi test edilmigtir. FVIII
sekresyonunun zamana bagl degisimi Elisa yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
Faktor VIII proteinin fonksiyonelitesi ise karistirma testi (mixing test) ile aktive
parsiyel tromboplastin zamani (aPTT) ve FVIII diizeyleri iizerinden gosterilmistir.
Zamana bagli gerceklestirilen FVIII sekresyon analizlerinde istatistiksel olarak
anlaml1 bir azalma olmadigi, stabil seviyelerde FVIII varligi saptanmistir (p > 0.05).
Karistirma testi (mixing test) kullanilarak gergeklestirilen analizlerde ise gen tedavisi
uygulanmis ve gen tedavisi uygulanmamig FVIII igermeyen insan plazma iriinleri
aPTT wve FVIII seviyesi agisindan karsilagtirilmigtir.  aPTT  seviyeleri
degerlendirildiginde; gen tedavisi uygulanmamis gruba ait ortalamanin 92.69 + 11.38
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sn oldugu ancak gen tedavisi uygulanan grupta ise bu ortalamanin 38.60 + 13.38 sn’
ye diistiigli goriilmiistiir (p < 0.001). Faktor VIII seviyeleri degerlendirildiginde ise
gen tedavisi uygulanmamis grubun FVIII seviye ortalamasinin 0.41 + 0.03 TU/dL
oldugu, gen tedavisi uygulanmig grubun ise FVIII seviye ortalamasinin %25.41 +
33.38 IU/dL’ ye yiikseldigi saptanmigstir (p < 0.01). Bu arastirma ile literatiirdeki
caligmalara alternatif olarak Hemofili A gen tedavisinde yeni bir yOntemin
gelistirilmesi saglanmig, in vivo hayvan modelleri ve klinik denemelere katki

saglayacak bir ¢alismanin ilk adimlar1 atilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Gen Tedavisi, Hemofili A, Lentiviriis, Mezenkimal Kok Hiicre.
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Hemophilia A affecting approximately %80 of patients with hemophilia, is an X-
linked recessive inherited bleeding disorder caused by deficiency of Factor VIII
(FVII) protein. While patients are presented with intra-articular and intramuscular
bleeding, the degree of factor deficiency determines the frequency and severity of
bleeding. Plasma- derived therapies and recombinant factor concentrates are used to
control and treat the bleeding symptoms. The objective of this study is to design a gene
therapy for FVIII deficiency, which is responsible for Hemophilia A. For this purpose,
a lentiviral vector with EF-1 alpha promoter, B domain deleted Factor VIII gene
sequence, and CD45 RO truncated surface marker (EFla - FVIIL.CC - CD45R0t) was
designed. The goal of the current study is to develop a gene therapy that can be secured
from the immune response by transducing mesenchymal stem cells, can be tracked in
vivo due to its surface marker (CD45R0t) and can provide non - toxic and functional
FVIII secretion. After the characterization and quality control tests of FVIII encoding
lentivirus, transduction efficiency with mesenchymal stem cells, FVIII persistence,
and expression analyzes were performed. The presence of the FVIII protein was also
confirmed by the Western Blot method. The lentivirus (LTR sequence) developed has
been tested to be non-replicative, safe by polymerase chain reaction (PCR) analysis.
Time-dependent alterations of FVIII secretion was evaluated using the Elisa method.
The functionality of the factor VIII protein was demonstrated using mixing test
through activated partial thromboplastin time (aPTT) and FVIII levels. There was no
statistically significant difference in FVIII secretion over time, signifying that stable
levels of FVIII were achieved (p > 0.05). In the mixing test analyses, FVIII deficient
human plasma products with and without gene therapy were compared in terms of
aPTT and FVIII levels. When aPTT levels were evaluated; it was observed that mean
aPTT levels of the group that did not receive gene therapy was 92.69 + 11.38 seconds,
while the mean aPTT levels of the group that received the gene therapy were decreased

to 38.60 £ 13.38 seconds (p < 0.001). When FVIII levels were evaluated, it was found
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that the mean FVIII level of the group that did not receive gene therapy was 0.41 +
0.03 TU/dL, while the mean FVIII levels of the group that received gene therapy
increased to 25.41 + 33.38 IU/dL (p <0.01). As an alternative to previous studies, the
current study introduces a new method in Hemophilia A gene therapy, the first steps

to contribute to in vivo animal models and clinical trials have been taken.

Keywords: Gene Therapy, Hemophilia A, Lentivirus, Mesenchymal Stem Cell.



1. GIRIS VE AMAC

Hemofili hastaligi, diinya capinda ~ 400.000 kisiyi etkileyen X’ e bagl gecis
gosteren kalitimsal bir hastaliktir (Viiala, Larsen and Rasko, 2009). Hemofili kamn
pihtilasmasinda, rol alan Faktor VIII” in (FVII) veya Faktor IX’ in (FIX) kalitsal
olarak eksikligi, yoklugu veya disfonksiyonuna baglh ortaya ¢ikmaktadir. Hemofili
hastaligi ikiye ayrilmaktadir. Hemofili A, FVIII’ in eksikligi nedeniyle
kaynaklanirken, Hemofili B ise Faktor IX’ in (FIX) eksikligi veya fonksiyon
bozuklugundan kaynaklanmaktadir. Hemofili A’ nin, hemofili hastalarinin yaklasik %
80-85’ ini, Hemofili B’nin ise popiilasyonun kalan % 15’ i etkiledigi bilinmektedir
(Chuah et al., 2013).

Hemofili A, hastalarinin ortalama %70’ i ailesel kalitim gosterirken %30’u ise
spontan de novo mutasyonlar ile karakterize olmaktadir (Tiirk Hematoloji Dernegi,
2011). Genel olarak, kanamanin ciddiyeti, FVIII seviyesi ile dogru orantilidir.
Etkilenen bireyin kaninda mevcut FVIII seviyesine bagl olarak hafif, orta veya
siddetli Hemofili A hastasi olarak siniflandirilmaktadir. Hastalarin %60’ 1 siddetli
vakalardan olugsmaktadir. Kanama belirtileri eklem ve kas kanamalarmin yani sira
ameliyat sonrasi meydana gelen kanamalar, oral ve yumusak doku kanamalarini
icermektedir. En sik goriilen morbidite nedeni, ise tekrarlayan kanamanin neden
oldugu kronik kas-iskelet sistemi hasarlaridir (THD, 2011). Kanamay1 dnlemek veya
tedavi etmek amaciyla plazma tiirevli tedaviler ve rekombinant FVIII konsantreleri
kullanilmaktadir. Rekombinant pihtilasma faktorlerinin uygulanmast agir hemofili A
hastaliginin modern tedavisinin temelini olusturmaktadir. Cocuklarda profilaksinin;
primer veya sekonder profilaksi olarak erken baslamasi, gelismis diinya iilkelerinde
altin standart tedavi olarak kabul edilmektedir. Yetigkinlerde ise, eklem fonksiyonunu
korumak i¢in profilaksinin uygun sekilde siirdiiriilmesi gerekmektedir. Mevcut
profilaktik rejimler, ¢cok etkili olsalar da, FVIII’ e karsi inhibe edici antikor varligi,
uzun vadede hastanin kanama egiliminin Oniine ge¢mekte yetersiz kalmaktadir

(Oldenburg, 2015).



Son yillarda molekiiler biyoloji ve genetik modifikasyon alanindaki geligsmeler
ile tedavi secenekleri sinirli olan Hemofili A hastaliginda, hastayr uzun ve yorucu
inflizyon yiikiinden kurtarabilecek gen terapisi yontemlerinin miimkiin olabilecegine
dair ipuglar1 bulunmaktadir. Bu noktada amag, yenilik¢i tedavi stratejileri kullanarak
hastanin plazma tiirevli tedaviler ve rekombinant FVIII ihtiyac1 olmadan yasam

kalitesini artirarak, genel sagkalim avantaj1 saglamaktir.

Klinik deneme agamasinda olan Hemofili A gen tedavilerine bakildiginda bu
gen tedavilerinde viral vektorlere siklikla da Adeno-iliskili Viriis® lere (AAV) yer
verildigi dikkat ¢ekmektedir. Ancak AAV kullanilarak gelistirilen gen tedavilerinin
birgok sorunu bulunmaktadir. Bu sorunlardan ilki, AAV ile gerceklestirilen gen
tedavilerinin immiin reaksiyonlara neden olmasidir (Ronzitti et al., 2020). Bir diger
sorun ise AAV’nin viral dogasi geregi toplumda AAV’ ye karsi antikor varligi
(Calcedo, et al., 2009) ve transdiikte oldugu hiicrede ekstrakromozomal kalmasidir
(Chuah et al., 2013). Bu sebeple AAV ile gerceklestirilen gen tedavilerinde zamanla

ekspresyon kayb1 goriilmekte veya gen aktariminin etkisiz olmasina neden olmaktadir.

Lentiviriisler  kullanilarak  gerceklestirilen gen tedavileri ise HIV
enfeksiyonunun toplumdaki diisiik prevelansi, transdiikte edildigi hiicre DNA’ sma
istikrarl bir sekilde entegre olmasi sebebiyle siirdiiriilebilir (¢ogalan hiicrelerde de gen
ifadesinin devam etmesi) bir gen ekspresyonu saglamaktadir (Vannucci et al., 2013).
Bununla birlikte vektoriin lentiviral kaynakli kullanim1 gen tedavisinin direkt viral
uygulamalarin haricinde transgenik hiicreler ile de yapilabilmesine olanak
saglamaktadir. Literatiirde yapilan son ¢aligmalar Hemofili A tedavisinde lentiviral
vektor kullanimina yonelmistir. Doering ve arkadaslariin yapmis oldugu caligmada
hematopoetik kok hiicreler transdiikte edildikten sonra monositlere diferansiye
edilerek hiicresel olarak stabil gen aktarimi denenmistir. Ancak, hematopoetik kdk
hiicrelerin transdiiksiyonu sonrasi monositer diferansasyonunundaki zorluklar bu
uygulamanin heniiz klinikte yer bulamamasina neden olmaktadir (Doering et al.,
2018). Bu sorunlar; yeni nesil, giivenli, stabil, ve diisiik antijenik 6zellik gosteren viral

gen aktariminin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir.



Bununla birlikte transdiikte edilen hiicreler ile gerceklestirilen gen tedavileri
yenilik¢i tedavi stratejileri olup hematopoetik kdk hiicreler diginda daha kolay elde

edilebilen hiicre gruplari ile de gen tedavisi yapilabilmesinin yollar1 aranmalidir.

Bu nedenle calismamiz kolay iiretilebilen, viicutta yaygin olarak bulunan ve
yiiksek boliinme kapasitesine sahip mezenkimal kok hiicreler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu sayede transgen stabilitesinin ve giivenliliginin kontrol
edilebilecegi mezenkimal kok hiicrelerde lentiviriis aracili transgenik FVIII

aktarimimn in vitro ve ex vivo arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hemofili A’nin Tarihi

Babil Talmudunun (2. yiizyil), Yevamoth 64b dafinda “Ciinkii 6gretildi: Eger
kadin, ilk ¢ocugunu siinnet ettirirse ve o Oliirse (ameliyattan kaynaklanan kanama
sonucu) ve ikincisi de (benzer sekilde) Oliirse, {iglincii ¢ocugunu siinnet ettirme
yikiimliiligiinden muaftir.” ibaresi yer almaktadir. Bu sdzler Rabi (Haham Yehuda,
Misna’nin derlenmesini saglayan kisi)’ ye aittir (Aktaran: Rosner, 1969). Bu sozlerin
yaninda, Haham Simeon ben Gamliel sunlar1 sdylemistir: “Uciincii ¢ocugu siinnet edin
ancak dordiincli ¢ocugu siinnet ettirmeyin.” (Aktaran: Rosner, 1969). Bu sozler
degerlendirildiginde, o donemlerde her ne kadar din insanlari hastaligin gegis
kaynaginin maternal oldugu konusunda ayni fikirde olsalar da tekrarlayan olaylarin
sayis1 bakimindan farkli goriisleri benimsedikleri goriilmektedir. Talmud hukukunda
tekrarlayan olaylarin spesifik bir nedene mi bagli, yoksa sans eseri mi gerceklestigi
konusunun anlagilabilmesi i¢in bir model olusturma gerekliliginden bahsedilmektedir.
Herhangi bir tan1 formunun miimkiin olmadigi zamanlarda; Haham Yehuda’nin
goriisli esas alimmakta ve iki tekrarlayan olay sonrasi iigiincii olayin gerceklesmesini

onlemek i¢in {i¢iincii cocuk siinnet ettirilmemektedir (Aktaran: Rosner, 1969).

10. ylizyilda Arap - Miisliman hekim olan Ebu'l Kasim El-Zehravi ikinci tip
ansiklopedisi Kitab al-Tasrif’ inde (936-1013) sl 4e veya kan hastaligi olarak
adlandirdigr bir rahatsizlik goze c¢arpmaktadir (Aktaran: Asaad et al., 2019).
Zamanmin c¢ok ilerisinde olan bu hastalik tanimi, Hemofili ile ¢ok uyumlu
goziikmektedir. Her ne kadar Ebu'l Kasim El-Zehravi’ nin tanimi1 Hemofili hastalig1
ile ortiistiyor olsa da kendisi de o zamanlar hastaligin neden kaynaklandigini
bilmedigini itiraf etmistir. Bununla birlikte, Ebu'l Kasim El-Zehravi bu hastaligin
belirli bir kdyden yayildigin1 ve babadan ogula gegen genetik bir dogast oldugunu
diisinmiistir (Aktaran: Ingram, 1976). Hastaligin minor travmalar sonrasi kolay
kanama semptomlar ile karakterize oldugunu gézlemlemis ve ii¢ ¢cocugun minor
travma sonrasi kanama semptomlari ile 6ldiiglinii soylemistir (Aktaran: Kaadan and

Angrini, 2010).



Hastaligin tedavisinde kanayan damarin kanama durana kadar koterize
edilmesinin gerekliligine deginmistir (Aktaran: Asaad et al., 2019). Bu yontem
giiniimiizde de Hemofili hastaliginin en ideal tedavi secenegi olarak kargimiza

cikmaktadir.

12. yiizyildaki Ibni Meymun kurallarinda da Babil Talmudu’ ndakine (12.
yiizyil) benzer kurallar benimsenmistir. Bu goriisii su sozlerle agiklamaktadir: “Bir
kadinin ilk oglu siinnet sonucunda zayif diisiip oliirse, benzer sekilde ikinci oglu da
stinnet sonucu oOliirse (kadmin ilk kocast veya ikinci kocasi olmasindan bagimsiz)
iiglincii ogul siinnet i¢in uygun goriilen zaman olan dogumunun 8. giiniinde siinnet
edilmemelidir. Siinnet operasyonu cocuk bliylyiip giici yerinde olana kadar
ertelenmelidir” (Aktaran: Eisenberg, 2016). ibni Meymun’un bu sdzlerinde gecen
“zayif diigmek” deyimi kan kaybini ifade etmektedir (Aktaran: Eisenberg, 2016).
Cocugun ancak saglikli ise siinnet edilebileceginin iizerinde dururken, Joseph Karo ise
etkilenmis aileleleri “gevsek kanli” olarak tasvir etmis ve silinnetin yasaklanmasi
iizerinde durmustur (Aktaran: Rosner, 1969). Ibni Meymun hastaligin erkekten
bagimsiz oldugunu, kadindan gegtigini saptamistir. Haham Joseph Karo tarafindan
derlenen Yahudi hukukunu igeren Sulhan Aruh’ ta, Ibni Meymun’ un goriisiine benzer
olarak, etkilenen ailedeki ilk iki ¢ocuk siinnet sonrasi vefat etmis ise 3. ¢ocuk (anne ve
babasindan bagimsiz olarak) tam saglikli olana kadar siinnet edilmemelidir ifadesi yer
almaktadir (Aktaran: Eisenberg, 2016). Ayrica etkilenen kadinin, kiz kardesinin
ogullar1 da aymi sekilde siinnet sonucunda vefat ederse; diger kiz kardesinin ogullari
da biiyiiylip tamamen saglikli olduktan sonra siinnet edilmelidir sozleri dikkat

cekmektedir (Aktaran: Eisenberg, 2016).

1803’ te Philadelphia’ I1 bir doktor olan John Conrad Otto (1803), “New York
Medical Repository” adli dergide “An account of an hemorrhagic disposition existing
in certain families” isimli bir makale yaymlamistir (Aktaran: Ingram, 1976). Bu
makalede kanama bozuklugunun kalitsal oldugunu ve etkilenmemis anneden
ogullaria gectigini ifade etmistir. Erkekleri “kanayanlar’’ olarak adlandirmigtir. Otto
(19. ylizy1l) , bu hastalig1 1720 yilinda Plymouth, New Hampshire’ de yasayan bir
kadin hastay1 takibi sirasinda tanimlamaya baglamis ve bu sayede 19. ylizyilda genis
bir literatiire sahip olacak olan bu hastalia ait bilgilerin temelini atmigtir (Aktaran:

Ingram, 1976).



Daha sonra 1828 de, Ziirih Universitesi’ nde gorev yapan Profesdr Dr.
Schonlein’ in 6grencisi Friedrich Hopff (1828) "Uber die Himophilie oder die erbliche
Anlage zu todtlichen Blutungen’” (Hemofili veya kalitsal olimciil kanamaya
yatkinlik) baglikli tezini yaymlamistir (Aktaran: Schramm, 2014). O zamanlar bu
hastaligi tanimlamak i¢in hemore, idiosyncrasia hemorajika, hematofili, kanama
hastaligi, kalitsal hemorajik diyatezi gibi birgok isim kullanilmistir. Ancak, Hopff’un
1828 tarihinde kullandig1 “hemofili, kan sevgisi” terimi bu hastalig1 tanimlamak i¢in

genis kesimlerce kabul edilmistir (Aktaran: Schramm, 2014).

Hemofili hastaliginin genetik olarak ilk agiklamalar1 1820’ de Nasse (1820)
tarafindan yapilmistir. Bu acgiklamalar tarihe ‘“Nasse Yasasi’” olarak ge¢mistir
(Aktaran: Schramm, 2014). Bu yasa ile hemofili hastaligmin etkilenmemis
kadinlardan ogullarina gectigi ortaya koyulmustur. Bu makale, daha ileri bilimsel
tartigmalara yol agmis ve Grandidier (1855), Legg (1872) ve Immermann’ 1n (1879)
yayinlar1 birbiri arkasini takip etmistir (Aktaran: Schramm, 2014). 1890 yilinda ise
Konig (1890) ilk kez Hemofili hastaliginin en karakteristik semptomunun eklem

tutulumu oldugunu ayrintili olarak anlatmistir (Aktaran: Schramm, 2014).

2.1.1. Kraliyet Ailesi’nde Hemofili A

Hemofili, 19. ve 20. yiizyilllarda Avrupa kraliyet tarihinde onemli bir yer
tutmustur. Kralice Victoria, bes kizindan ikisi (Prenses Alice ve Prenses Beatrice)
araciligiyla mutasyonun Ispanya, Almanya ve Rusya kraliyet aileleri de dahil olmak
iizere kitadaki gesitli kraliyet ailelerine ge¢mesine yol agmistir (Aktaran: Ingram,
1976). Bu nedenle, bir zamanlar hemofili “kraliyet hastalig1” olarak adlandirilmistir.
Hemofili hastaliginin Avrupa kraliyet ailelerine yayilmasi, hastalik hakkinda tibbi

bilginin gelismesinde ¢ok dnemli bir faktor olarak karsimiza ¢ikmistir.

Ingiltere Kraligesi Victoria’ nin 8. ¢ocugu Albany Diikii Leopold, hemofili
hastas1 olarak diinyaya gelmistir. Iki kizinin da tasiyic1 oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle hastalik 3 torununa gegmis ve torunlarinin ¢ocuklarinda da ayni hastalik
gdriilmiistiir. Leopold birgok kez kanama semptomlar1 gostermis olup, 1868'de Ingiliz
Tip Dergi’ si Leopold’ un 15 yasinda ciddi bir kaza sonucu asir1 derecede kanamasinin

oldugu ve hayati tehlike arz ettigini yazmistir.



29 yasinda Helen ile evlenmis ve iki y1l sonra kafa travmasi sonucu beyin
kanamasindan dolay1r vefat etmistir (Aktaran: Lannoy and Hermans, 2010).
Oliimiinden bir yil 6nce kiz1 Alice diinyaya gelmis ve onun da Rupert adinda hemofili
hastas1 bir oglu olmus ve Rupert’ de 21 yasinda beyin kanamasindan dolayr hayatini
kaybetmistir (Aktaran: Rushton, 2011).

Leopold'un tasiyict iki kiz kardesinden biri olan Alice, IV. Louis ile evlenmig
ve ogullarindan biri (Frederick) 3 yasinda kanamadan vefat etmistir, iki kizinin ise

hemofili hastas1 ogullar1 olmustur (Aktaran: Rushton, 2011).

Alice’in tasiyic1 kizlarindan biri olan Hesse Prensesi Irene, kuzeni Prusya
Prensi Henry ile evlenmis ve li¢ oglundan ikisi bu hastaliktan etkilenmistir (Aktaran:
Lannoy and Hermans, 2010). Tastyict kizlarindan Hesse Prensesi Alix ise, daha iyi
bilinen adiyla Alexandra, Rusya Car1 II. Nicholas ile evlenmistir. Hastaligi oglu
Tsarevitch Alexei’ ye gecirmis ve 13 yasinda Bolsevikler tarafindan 6ldiiriilmiistiir.
Alexei’ in hastaligi, 1917 Rus Devrimi sirasinda Rus Imparatorlugu’ nun ¢okiisiine
katkida bulunan faktorlerden biri olarak gosterilmistir (Aktaran: Lannoy and Hermans,

2010).

Leopold” un diger tasiyict kizkardesi olan Beatrice’ in hastaligi Prenses
Victoria Eugenie, Prens Leopold ve Prens Maurice’ a gegirdigi diisiiniilmektedir.
Prenses Victoria Eugenie mutasyonlu geni Infante Alfonso, Infante Gonzalo’ya
gecirmistir (Aktaran: Ingram, 1976). Ispanya’nin Infante Alfonso’ su 31 yasinda trafik
kazas1 sonras1 kanamadan vefat etmistir. Infante Gonzalo ise 19 yaginda trafik kazasi
sonrasi kanamadan vefat etmistir. Prens Leopold ise diz ameliyati sirasinda 32 yasinda
vefat etmistir. Prens Maurice 1914 yilinda 1. Diinya Savas’inda 23 yasinda
oldiirtilmiistiir (Aktaran: Ingram, 1976).

2.1.2. Son Yiigyillarda Hemofili A

19. yiizyllin basinda bazi arastirmacilar hemofili hastaliginin bir vaskiiler
problem oldugunu diistinmiigler ancak 1830’ larda Wardrop (1835) ve Lane (1840)
tarafinan bunun bir kan pihtilagma problemi oldugu goriilmiistiir (Aktaran: Ingram,

1976).



Paul Morawitz (1905) 1905 yillarinda koagiilasyon faktdrlerini koagiilasyon
semasina yerlestiren, kalsiyum (Faktor IV) ve doku tromboplastin (Faktor III)
varliginda protrombinin (Faktor II) trombine doniistigiinii gdsteren kisi olmustur
(Aktaran: Boulton, 2006). Addis (1910, 1911) protrombinin trombine doniigiimiinde
bir gecikme oldugunu diisiiniirken o senelerde Howell (1914) protrombin proteinin
kanda azaldigi tizerinde durmustur (Aktaran: Macfarlane, 1948). Arastirmacilar bu
sonuca o0 zamanlar protrombinin hazirlanmasinda standart bir metot olan plazma

fraksiyonu g¢alismasi sirasinda elde ettikleri veriler iizerinden varmiglardir.

1935 yilinda A.J. Quick (1935) kandaki protrombin Slgliimiine farkli bir bakig
acis1 getirmistir. Quick, tromboplastin oraninin fazla, kalsiyum iyonlarinin optimum
seviyede bulundugu ortamda pihtilagma zamanini lgiilebilecegini ileri siirmiistiir,
halen kullandigimiz “Protrombin Zamani” 6l¢iimiiniin temeli Quick’in bu teorisi ile
atilmistir (Quick et al., 1935). Ancak yaptig test ile protrombin zamaninin Hemofili

hastaliginda normal oldugunu bulmustur.

1941 yilinda Hemofili’ de pihtilasmanin geciktigini ve pihtilasma zamaninin
platelet sayisininin azalmasindan sonra uzadigmi gostermistir (Quick and Favre -
Gilly, 1949). 1947 yilinda Paul Owren, dort faktorli pihtilagsma kavramina meydan
okuyan protrombinin trombine doniisiimiinde rol oynayan bir kofaktor olan Faktér V’

i kesfetmistir (Aktaran: Macfarlane, 1948) .

Faktor VIII 1937 de A.J. Patek ve F.H.L. Taylor tarafindan kesfedilmis olup,
intravendz olarak plazma presipitatlarinin verilmesinin kanama zamaninini kisalttigin1
ortaya koymusglardir. 1939’ da Amerikali patolog Kenneth Brinkhous, hemofili
hastalarinin daha sonra anti-hemofilik faktor adini verdigi plazma faktoriinde bir
eksiklik oldugunu gostermistir (Langdell et al., 1953). 1952 de Loeliger, bu faktorii
VII olarak adlandirmistir (Loeliger and Koller, 1952).



Quick (1941), hemofili hastaligindaki temel kusurun hemofilik trombositlerin
sertligi, trombositlerin pargalanmasi ve tromboplastinin serbestlenmesine ait oldugunu
diistinmiistlir ancak Patek ve Stetson (1936) normal trombositlerin hemofilik kana
eklenmesi sonucu pihtilasma zamaninin kisalmadigini, hemofilik trombositlerin
normal kanda islevlerinden bir sey kaybetmedigini gostermislerdir (Aktaran: Ingram,
1976). Bu gosterim ile birlikte hemofili ve trombosit iliskisi popiilerligini

kaybetmistir.

Addis 1911 yilinda normal kanin protrombininden elde edilen kiigiik bir
preparatin uzamis olan pihtilagma zamanini belirgin sekilde diizelttigini gdstermistir.
Bundan tam yirmi yil sonra, Bel¢ika'da Govaerts ve Gratia (1931), Addis’in
gozlemlerini gelistirmis ve normal plazma fraksiyonunun protrombin ile ilgili

olamayacagim ortaya koymustur (Aktaran: Ingram, 1976).

1950’ lerin basinda, Oxford'da Merskey ve Macfarlane hemofilik kani seri
seyreltme islemine tabi tutarak kanin pihtilasma siirelerini test etmistir (Merskey and
Macfarlane, 1951). Graham ve arkadaglar1 kanin pihtilagsma siirelerine bakarken
protrombin doniisiimiinii temel almiglardir (Graham et al., 1951). Daha sonra ¢ok
sayida teknik Onerilmis ve en sonunda bilgisayarli sistemler kullanilarak pihtilagsma

zamani Gl¢iilmeye baglanmistir.

Tim bu c¢aligmalar hemofili hastaligmin antihemofilik globiilinin azalmasi
olarak yeniden tanimlanmasina olanak saglamistir. Antihemofilik globiilin 1962
yilinda Wright tarafindan Roman rakami ile VIII olarak uluslararasi antlagma ile kabul
edilmistir (Wright, 1962). Bu sayede hemofili Merskey’ in 1950 - 1951 tarihlerinde
ortaya koydugu gibi pihtilagma siirelerinin normal olabildigi ve farkli siddetteki
vakalari bulunabildigi, FVIII seviyelerine bakilarak teshis koyulabilecek, X’e bagh
gecis gosteren kalitsal bir hastalik olarak tanimlanmistir (Merskey, 1950; Merskey and
Macfarlane, 1951).

1971°de Ratnoff ve arkadaslar1 tavsandan, normal insan serum faktor VIII
proteinine kars1 bir antiserum tiretmiglerdir ve iirettikleri bu antiserum/antikorun insan
kaninda bulunan Faktor VIII aktivitesini notralize ettigini (presipitin hatti olusumu)

gostermislerdir.



Ancak Hemofili plazmasini test ettiklerinde Faktor VIII olmamasina ragmen
presipin hatti olusumunu gézlemlemislerdir. Bu verilerle birlikte Hemofili hastaligi
yeniden tanimlanmis, cinsiyete bagli, resesif bir pihtilagma bozuklugu olup, biyolojik
olarak Faktor VIII’in oldugu fakat islevsel olarak bozulmus oldugunun alt1 ¢izilmistir.
Bu ¢aligmasinin devami olarak etkilenmemis ancak tasiyici kadinlarin kanlarinda hem
islevsel olarak normal ve hem de bozuk Faktoér VIII proteinine rastlanmistir

(Zimmerman et al., 1971).

2.2. Hemofili A

Hemofili, hemostaz sisteminde yer alan pihtilagsma faktorleri olan FVIII ve
FIX’ un eksikligine bagli olarak kanamalarla seyreden kalitsal bir hastaliktir. Faktor
VIII eksikligi Hemofili A, Faktor IX eksikligi Hemofili B olarak tanimlanmaktadir.
Hemofili A hastaligt Hemofili B hastaligina gore daha sik rastlanmaktadir. Hemofili
A 5000 canli erkek dogumda bir goriiliirken, Hemofili B ise 30000 canli erkek
dogumda bir goriilmektedir (Carcao, 2012).

Her iki faktoriinde genleri X kromozomunda yer almaktadir ve hastalik X’ e
bagli resesif kalitim gostermektedir (Berntorp et al., 2021). X’ e bagli resesif kalitilan
birgok hastalikta oldugu gibi Hemofili hastaliginda da etkilenmis geni tasiyan, tek X
kromozomuna sahip erkekler hastalanirken; iki X kromozomuna sahip kadinlar
cogunlukla tagiyict olmaktadir. Bununla beraber, Turner Sendromuna sahip kadinlarda
(tek bir X kromozomuna sahip kadinlar) veya daha da nadir olmakla birlikte iki
defektif X kromozomuna sahip kadinlarda da hastalik goriilebilmektedir (Wadelius et
al., 1993; THD, 2011).

Hemofili hastalarmin en sik klinik semptomu kanamaya egilimdir. Hastaligin
siiflandirilmasi hastalarin kanlarinda bulunan faktor seviyesine gore yapilmaktadir;
faktor seviyesi <%]1 ise agir hemofili olarak siniflandirilmaktadir. Hemofili A
hastalarinin 2/3” i, Hemofili B hastalarinin ise 1/2° si agir hastalik siniflamasina

girmektedir (White et al., 2001).
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2.3. Hemofili A Tam ve Klinik Semptomlar

Hemofili A’ nin tamist genellikle erken ¢ocukluk doneminde konulmaktadir.
Hemofili A hastalarinda primer hemostaz mekanizmasi etkilenmedigi i¢in hastalarda
ufak yaralanmalar sonrasi kanama goriilmemektedir. Hemofili A hastalarinin ilk
yillarinda kolay morarma, eklem ici ve kas i¢i kanamalar1 ve girisimsel uygulamalar
sonrasi normalden uzun siiren kanama semptomlart goriilmektedir (Kulkarni et al.,
2017). Semptomlarin derecesi kandaki Faktor seviyesi ile dogru orantilidir. Faktor
seviyesi c¢ok diisiik olan hastalarda semptomlar daha agir ve erken yaslarda

goriilmektedir (White et al., 2001).

Hemofili A hastaliginin tanisin1 Hemofili A tanisi olan aile bireylerinin varligi
kolaylastirmaktadir. Hemofili A tanis1 genel olarak kanama Oykiisii olan hastalarda
koagulasyon testleri ile biiyiik dlclide konulurken, faktor seviyelerinin Slgimii ve

genetik testlerle bu tani netlestirilmektedir (Bolton et al., 2003).

Tablo 2.1 Hemofili A’nin Plazmadaki Rezidiiel FVIII Aktivitesine Gore Siiflamasi

ve Kanama Semptomlari

Faktor Seviesi Hastahk Siddeti Kanama Semptomlari
<1 IU/dL(<0.01 TU/mL) ya As Spontan eklem ve kas
r
da <%]1 aktivite s kanamalar1

Aralikl spontan kanamalar
1-5 TU/dL(0.01-0.05 IU/mL)

ya da %1-5’1 aktivite

Orta Mindr travma ve cerrahi sonrasi

uzamig kanama

Nadir spontan kanama
5-40 1U/dL(0.05-0.40

o Hafif Major travma ve cerrahileri
IU/mL) ya da %5-40 aktivite

takiben ciddi kanamalar

(White et al., 2001)
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Hafif Hemofili A tanis1 olan bireyler ¢cogunlukla nadir spontan kanama ve
major travma veya cerrahi sonrast ciddi kanama semptomlar1 ile klinige
bagvurmaktadir. Bu nedenle hafif olgular daha ge¢ yasta tan1 almaktadir (Chambost et
al., 2002).

Oysa ki orta ve / veya daha ciddi faktor eksikligi olan bireyler daha erken yasta
spontan eklem ve kas i¢i kanamalar1 ya da minér travma, cerrahi sonrasi siddetli
kanamalar ile klinige basvurmakta ve bu sebeple daha erken yasta tani almaktadir.
Hemofili A hastalarinin ortalama tani1 yaslari, orta faktor eksikligi olan olgularda 22
ayken, ciddi faktor eksikligi olan olgularda 9 aya kadar diismektedir (Chambost et al.,
2002).

Hastalarin en sik bagvuru sikayeti kas, eklem i¢i kanamalardir. Agir Hemofili
A hastalar1 yenidogan doneminde forceps ve vakum kullanimina baglh olarak sefal
hematom, gobek kordonunda kanama ve enjeksiyon alanlarinda kanama ile fark
edilebilmektedir (Kulkarni et al., 2017). Yaslar ilerledikge ve fiziksel aktiviteleri
arttikca bebeklerde eklem ve kas i¢i kanamalar1 geligebilmektedir (Van den Berg et
al., 2007). Hastalarin yaklagik %30’unda siinnet sonrasi durdurulamayan kanama ilk
basvuru semptomu olarak goriilmektedir. Daha ileri yaslarda ve eriskinlerde en sik
goriilen problem kas ve eklem i¢i kanamalaridir ve ¢ogunlukla eklem, kas hasari ile

sonuglanmaktadir (THD, 2011).

Hastalarin  klinik tablosunu kanama bulgularimin  yani sira, kanama
komplikasyonlari da belirlemektedir. Agir Hemofili hastalarinda kanama en sik eklem
ve kas i¢inde goriilmektedir. Kanamanin en sik goriildiigii eklemler; ayak bilegi, diz,
dirsek, kalca ve omuzdur (Stephensen et al., 2009). Tekrarlayan kanamalar sonrasi
gelisen tablo kronik hemofili artropatisi olarak tanimlanirken, ilerleyen donemde
eklem deformitesi, agr1, hareket kisitlilig1 ve buna bagli kas atrofisi gelismektedir. Kas
ve doku i¢i kanamalar1 ise siklikla alt extremitede, ilipsoas kast ve 6n kolda

goriilmektedir (Valentino, 2010; THD, 2011; Carcao, 2012).
Kas i¢i kanamalar sonucunda duysal ve motor sinirler ile arteryel dolasim

etkilenebilmektedir. ilerleyen donemlerde etkilenen bolgede kalict sakathik

gelisebilmektedir (THD, 2011; Bolton-Maggs and Pasi, 2003). Hastalarda daha az
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oranda agiz, dis eti ve burun kanamalar1 goriilmektedir. Spontan dis ve dis eti

kanamalarina karsin Hemofili A hastalarinda agiz hijyeni 6zellikle 6nem tagimaktadir

(Hitchings, 2011).

Tablo 2.2 Hemofili A Hastalarinda Goriilen Kanama Semptomlar1 ve Sikliklari

Kanama Yeri

Kanama Sikhg1

Hemartroz %70-80
Kas/Yumusak Doku Kanamalari %10-20
Diger Kanamalar %5-10

Santral Sinir Sistemim Kanamasi <%35

(Srivastava et al., 2013)

Hemofili A hastaliginda hayati tehdit eden kanamalar, merkezi sinir sistemi

kanamalari, bas-boyun ve gastrointestinal sistem kanamalaridir. Intrakraniyal

kanamalar mortalite ve morbidite nedeni olarak ilk sirada yer almaktadir. Hastalarda

bu tiir kanamalardan siiphelenildiginde acil olarak tedaviye baslanmasi ve eksik

faktoriin yerine konulmasi gerekmektedir (Ljung, 2008; THD, 2011).
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Tablo 2.3 Hemofili A Hastalarinda Goriilen Kronik Komplikasyonlar

Kronik Komplikasyonlar

Kronik hemofilik artopati
Kronik Sinovit

Kas Iskelet Sistemi Kalic1 sakatliklar
Psodotiimor

Kirik ve ¢atlaklar

Inhibitér Gelisimi Alloantikor

HIV
HBV

Transfiizyonla Iliskili
HCV

Enfeksiyoz Hastaliklar
Parvoviriis B19

Digerleri

(THD, 2011)

2.4. Hemofili A Laboratuvar Bulgular

Hemofili A hastaliginda aktive parsiyel tromboplastin zamani1 (aPTT) testi
tarama amaciyla kullanilmaktadir. Hemofili A hastaliginda aPTT uzamis olarak
bulunmaktadir. Bununla birlikte, faktdr seviyelerinin %15’ in iizerinde oldugu
vakalarda aPTT normal bulunmaktadir. Hastalarda protrombin zamani (PZ), trombin
zamani, kanama zamani, trombosit say1 ve fonksiyonlarinda ise herhangi bir anormalik

saptanmamaktadir (THD, 2011).

Hemofili hastaligi disinda aktive parsiyel tromboplastin zamaninin uzun
bulundugu diger durumlar, FVIII ve FIX’ a kars1 gelisen inhibitor varligi, Faktor XII
(FXII), prekallikrein ve yiiksek molekiil agirlikli kininojen eksikligidir. Bu nedenle,
hemofilinin ayirict tamisinda von Willebrand hastaligi, FVIII veya FIX’ a karsi
inhibitor varligi, herediter Faktor XI, FXII eksikligi, antifosfolipid antikor (lupus
antikoagiilan) varligi, agr molekillii kininojenlerin ve prekallikreinin herediter

eksikligi mutlaka diigiiniilmelidir (THD, 2011; Hoots and Shapiro, 2022).
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Hemofili A hastaliginin 6n tamsinda aPTT’ si uzun olan hastada inhibitor
varligini saptamak icin karigim testi uygulanmaktadir. Karigim testinde, 1:1 oraninda
Hemofili A hasta plazmas: ile saglikli oldugu bilinen kisinin plazmasi
karigtirnlmaktadir. Karigim testi sonrast aPTT testinde %50’den fazla diizelme
goriiliiyorsa faktor eksikligi, %50’ den fazla diizelme goriilmiiyorsa inhibitor varligi
diisiiniilmelidir. Inhibitdr varhig1 s6z konusu oldugunda transfiize edilen faktoriin yar1
omrii kisalmakta ve tedaviye yanitsizik gerceklesmektedir. inhibitdr varhg: 3 sekilde
kargimiza ¢ikabilmektedir. Bunlardan ilki ilaglar, ikinci FVIII® e kars1 gelismis antikor
varligl, tiglinctisii ise non-spesifik antikorlardir (Kershaw et al., 2009; THD, 2011).
Inhibitér varligmin kesin tanisi ve inhibitdriin titresi modifiye Bethesda Testi ile

saptanmaktadir (Peake et al., 1995; Verbruggen et al., 1995).

2.5. Hemostaz

Hemostaz, vaskiiler yaralanma sonrasi asirt kan kaybini 6nleyen fizyolojik bir
mekanizmadir. Bu mekanizma birbirini aktive eden birgok basamaktan olugmaktadir.
Bu basamaklar kanamanin durmasi i¢in gerekli olan fibrin tikacinin olusmasi ile son
bulmaktadir. Bu siire¢ yaralanmamn ardindan saniyeler i¢inde etkinlesecek sekilde

diizenlenmekte ve yaralanma bolgesinde lokalize kalmaktadir (Gale, 2011).

Hemostaz iki bilesenden meydana gelmektedir: primer ve sekonder hemostaz.
Primer hemostaz, ayn1 zamanda kanamaya trombosit cevab1 olarak da bilinmektedir.
Primer hemostaz; vazokonstriksiyon, trombosit adezyonu ve trombosit agregasyonunu
yani trombosit tikact olusumunu ifade etmektedir (Periayah et al., 2017; LaPelusa and
Dave, 2022). Sekonder hemostaz, proteolitik pihtilagsma kaskadi tarafindan iiretilen
¢coziinmeyen fibrin birikimini ifade etmektedir. Bu ¢oziinmeyen fibrin, trombosit
tikacin1 ve ¢evresini igine alan bir ag olusturarak kan pihtisinin giiclenmesini ve
stabilizasyonunu saglamaktadir. Bu iki siire¢ ayn1 anda gergeklesmekte ve mekanik

olarak birbirini kapsamaktadir (Gale, 2011).

Prokoagiilan sistemler ile antikoagiilan sistemler arasindaki denge, patolojik

kanama veya trombozdan ka¢inmak i¢in kritik 6neme sahiptir.
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2.5.1. Primer Hemostaz

Saglikli damar yapisina sahip bir insanda damar endotel yapisindan salgilanan
nitrik oksit ve prostasiklin, damarin vazodilatasyon halinde kalmasim ve
trombositlerin inaktive bir sekilde damar i¢inde akmasini saglamaktadir. Saglikli kan
damarlarinda vazodilatasyon hep vazokonstriksiyona iistiin gelmekte bu sayede kan,

damar i¢inde herhangi bir engel olmadan akmaktadir.

Vazokonstriksiyon

Yaralanma halinde damarda ilk olarak vazokonstriksiyon cevabi1
gerceklesmektedir (Periayah et al.,, 2017; LaPelusa and Dave, 2022). Bu, sadece
ekstravaskiiler kan kaybinin 6niine gegmekle kalmaz, ayn1 zamanda lokal kan akisinin
yavaslamasima da neden olmaktadir. Kan kaybimi Onlemek igin gergeklesen
vazokonstriksiyon olayz, iki sekilde meydana gelmektedir. Ilki yaralanma sonrasi sinir
refleksi ile damar diiz kas hiicrelerine kasilma uyaris1 gdnderilmektedir. ikinci ise
endotelin ad1 verilen molekiil damar duvarindan salgilanarak damar diiz kaslariin

kasilmasini saglamasi sayesinde gergeklesmektedir.

Trombosit Adezyonu

Yavaglayan trombositlerin damarin subendotelyal ylizeyine maruz kalmalar
sonucu damar duvarmna yapigmakta ve pihtilasma siireci aktive olmaktadir. Bu siireg,
damar hasarmni izleyen ilk saniyelerde trombositlerin IIb / IIla reseptorii ile subendotel
kolajene direk olarak da baglanmalari ile baslamaktadir (Varga-Szabo et al., 2008;
Periayah et al., 2017). Bu sayede trombositlerin yaralanan damar bdlgesine adezyonu

yani yapigmast saglanmaktadir.

Damarin subendotelyal ylizeyinde bulunan von Willebrand Faktori’ n (VWF)
yaralanma sonucu agiga ¢ikmasi ile VWF kollajene baglanmaktadir. Trombositler ise
iizerlerinde bulunan glikoprotein Ib - IX - V reseptorleriyle vVWF’ e baglanmaktadir
(Varga-Szabo et al., 2008). Bu sayede trombositler damar lumeni iginde var olan
yiiksek siirtiinme kuvvetine ragmen damar duvarina yapismig halde kalabilmektedir.

Trombositler damar duvarina adezyonu sonrasi aktive olmakta ve konformasyonel bir
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degisiklige ugramaktadir (Periayah et al., 2017). Aktive olan trombositler degraniile
olmakta, ortama a ve dens graniilleri salgilamaktadir (Ruggeri, 2007). Bu graniillerden
salgilanan ADP, trombosit agregasyonunun uyarilmasini, kalsiyum ise FXII ile
baslayan koagiilasyon sisteminin aktiflestirilmesini; diger bir deyisle sekonder
hemostazda yer alan trombosit tikacinin giiclenmesini saglamaktadir. Serotonin,
damar duvarindaki diiz kaslarin kasilmasini, Tromboksan A2 ise prostasiklinler ile

yarigarak damarin kasilmasini ve trombositlerin agregasyonunu kolaylastirmaktadir.

Trombosit Agregasyonu

Trombositler aktive olduktan sonra salgilanan agonistlerin trombosit
membramindaki ligandlarina baglanmasiyla glikoprotein IIb / Illa (Gpllb / Gpllla)
dinlenme halinden aktif hale gegmektedir. Aktive olan ve konformasyonel degisiklige
ugrayan Gpllb / Gpllla kanda ¢6ziinmiis halde bulunan fibrinojen ve vVWF’ ye
baglanmaktadir (Fullard, 2004; Periayah et al., 2017). Bu sayede, trombositler ve
fibrinojen arasinda bir kdprii olusmaktadir. Sonug olarak trombositler stabilize bir

tikag olusumuna neden olmaktadir.

2.5.2. Sekonder Hemostaz

Yaralanma bolgesinde primer hemostaz sirasinda olusan zayif trombosit tikaci,
sekonder hemostaz sirasinda fibrin ad1 verilen proteinin ag benzeri yap1 olusturmasiyla
gliclenmektedir. Fibrin iiretimi trombosit agregasyonuyla ayni anda ger¢eklesmektedir

(Falati et al., 2002; Furie, 2009).

Yaralanma halinde pihtilasmanin travmaya in vivo yaniti olarak sekonder
hemostazin baslatilmast Doku Faktorii’ niin (TF) kana maruz kalmasiyla
tetiklenmektedir. Faktor VIla (FVIIa) i¢in bir kofaktor olan TF damar endotel hiicreleri
tarafindan salgilanmaktadir (Kirchhofer and Nemerson, 1996). Bu faktor, FVIla ile
etkilesime girerek FIX ve Faktor X (FX)’ i aktive etmektedir. Bu aktivasyon
basamaklar1 sekonder hemostazin ekstrinsik yolagi olarak adlandirilmaktadir. FIXa,
kofaktor Faktor VIIIa (FVIIIa) *nin varliginda FX de aktive etmektedir. Bu aktivasyon
ile ekstrinsik yolak ve intrinsik yolagm ortak yolakta birlesmesi saglanmaktadir

(Dahlback, 2000). Ayrica sekonder hemostazin ortak yolaginda yer alan FXa, kofaktor
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Faktor Va’ min varliginda protrombini aktive ederek trombine doniismesini

saglamaktadir (Dahlback, 2000).

Yuzey Temas!

Travma

Ekstrinsik
Yolak

Tikag

Sekil 2.1 Koagiilasyon Kaskadinin Sematik Gdsterimi (BioRender.com ile
olusturulmustur.)

Yaralanma sonrasi ekstrinsik yolakta pihtilasmanin tetigini salgilanan TF,
intrinsik yolakta ise kontakt aktivasyonu g¢ekmektedir. Intrinsik yolakta, damar
yaralanmasi sonucu subendotelyal dokudaki kollajen yiiksek molekiil agirlikli
kallikerin veya prekallikerine baglanmaktadir (Dahlback, 2000). Bu baglanma ile
prekallikerin aktif olarak kallikerine doniismektedir. Bu doniisim Hageman Faktor
olarak bilinen FXII” yi aktive etmektedir (FXIIa) (Dahlback, 2000). FXIIa, Faktor XI’
i aktive etmekte ve Faktor XIa ise FX’ 1 aktive ederek ortak yolaga giris yapmaktadir
(Dahlback, 2000).

Ortak yolagin en 6nemli elemani trombindir. Aktive olan FX, Faktor Va,
fosfolipidler ve kalsiyum varhigiyla protrombin trombin doniisiimiine katkida
bulunmaktadir (Periayah et al., 2017). Trombin ise fibrinojenin fibrine aktive olmasini

saglamaktadir. Fibrinler bir araya gelerek fibrin ag yapisini olusturmaktadir. Bu
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sayede trombosit tikacinin giiclenmesi ve stabilizasyonu saglanmaktadir (Periayah et

al., 2017).

2.6. Faktor VIII Proteini ve Molekiiler Yapisi

2.6.1. Faktor VIII Proteini

Faktor VIII proteini esas olarak siniizoidal endotelyal hiicrelerden, Kupffer
hiicrelerinden ve daha az Olcide de hepatositlerden salgilanmaktadir. Bazi
aragtirmacilar bobrekteki glomeriillerden ve tiibiiler epitel hiicrelerden de

salgilandigini belirtmislerdir (Oldenburg and El-Maarri, 2006).

T Hepatasit pr—

Sinuzoidal Endotelyal
Higre

iy @( Kupffer Hiicresi
— FVIIl

7 Tubdler Hiicre

5 Glomeriler Hicre —

Sekil 2.2 Faktor VIII Proteinin Viicutta Salgilandig1 Alanlarin Sematik Gosterimi
(BioRender.com ile olusturulmustur.)

Faktor VIII proteini, FX'in FIXa tarafindan aktivasyonunda onemli rol
oynayan bir kofaktordiir. Pihtilagma yolaginda yer alan bu plazma glikoproteini
sentezlendikten sonra bir¢ok pihtilagsma faktdrii gibi plazmada vVWEF’ e bagl olarak
inaktif bir sekilde bulunmaktadir (Oldenburg and El-Maarri, 2006). vVWF’ nin gorevi,
hiicreden salinimi sonrasi FVIII’ i stabilize etmek ve FVIII’ in fosfolipidlere
baglanmasini engellemektedir. Bu sayede, FVIII’ in proteolizinin oniine gecilmekte

ve plazma yar1 dmriinii uzatmaktadir (Handin and Wagner, 1989). Faktor VIII proteini,
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trombin ya da aktive FX tarafindan proteolize ugrayarak aktif hale gegmektedir. Faktor
VII aktif hale gecerken VWEF’ den ayrilarak negatif yiikli fosfolipidlere
baglanmaktadir (Oldenburg et al., 2004).

Aktive olmug FVIII’ in yapisinda bulunan Al - al zincirleri ile A3 - C1 - C2
zincirleri metal iyonu ve hidrofobik etkilesimlerle birbirine baglanirken (Sudhakar and
Fay, 1996), A2 - a2 zinciri ise daha zayif elektrostatik etkilesimler sayesinde A1’ e

baglanmaktadir.

Adir Zincir Hafif Zincir

Agir Zincir Hafif Zincir

Sekil 2.3 Prekiirsor ve Aktif FVIII Proteininin Domain ve Subdomain Yapisinin
Sematik Gosterimi (BioRender.com ile olusturulmustur.)

Faktor VIII proteinine daha yakindan baktigimizda, 19 peptit i¢eren lider
sekans ¢ikartildiginda, matiir sekans 2332 amino asit ve A1 - A2-B - A3 -Cl1 -C2
domain yapisindan olusmaktadir (Eaton et al., 1986). Ug asidik subdomain igeren ve
Al(al) - A2(a2) - B - (a3)A3 - CI - C2 seklinde gosterilen bu yap1, FVIII’ in kendi
icinde ve diger proteinler ile olan etkilesiminde (6zellikle trombin ile olan

etkilesiminde) 6nemli bir rol oynamaktadir (Vehar et al., 1984).

Faktor VIII 80 kDa’ dan olusan hafif zincir ve 90- 210 kDa kadar uzayabilen
bir agir zincirden (HC) olusan heterodimer bir yapiya sahiptir (Eaton et al., 1986). Her
iki zincir divant metal iyonu ile non kovalent bir bag sayesinde bir arada
bulunmaktadir. Al - al - A2 - a2 - B agir zincirde yer alan domainler iken, a3 - A3 -

CI - C2 hafif zincirde yer almaktadir (Wang et al., 2003).

Faktor VIII’in A2 alan1 FIXa’ ya baglanabilmek i¢in 6zel alanlar icermektedir.

FIX, bu alanda tam tenaz kompleksini olusturmak i¢in proteaz alamyla FVIII’ e
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baglanmaktadir. FIXa ayrica Al domain’ inden A3 domainine kadar FVIII’ e
baglanmaktadir. C2 domaini ise FVIII’in fosfolipidlere baglanmasini saglamakla
birlikte FXa ve vVWEF’ e baglanmasini saglayan 6nemli bolgeleri icermektedir (Saenko
et al., 1999).

FVIII’ in B domainine bakildiginda ise, biiyiiklik ve N-glikozile olmasi
bakimindan FV’ in B domainine benzerlikler gostermektedir. B domainin gorevi tam
olarak anlagilamamis olmakla birlikte FVIII’in aktive olmasi ile FVIIIa’ nin yapisinda
bulunmadig: bilinmektedir. FV’ de yer alan B domainin ise faktériin normal islev

gorebilmesi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Pittman et al., 1994).

2.6.2. Faktor VIII Geni

Faktor VIII geni, 1982 - 1984 yilinda iki grup tarafindan klonlanmigtir
(Gitschier, Wood, Goralka, Wion and Chen, 1984; Toole, Knopf, Wozney, Sultzman
and Buecker, 1984). FVIII geni, X Kromozomunun Uzun Kolu (Xq28)’ nda
bulunmakta olup, 26 eksondan olusan 186 kb (Kilobaz)’ I1 en uzun / biiyiikk genler
arasinda yer almaktadir (Oldenburg and EI - Maarri, 2006). Eksonlarin boyutu 69 ile
3106 baz gifti (bp) arasinda iken intron bdlgelerinin boyutlar1 ise 207 bp ile 32,4 kb
arasinda degismektedir (Oldenburg and EI - Maarri, 2006). Ekson 14, en biiyiik ekson
olup B domainini kodlamaktadir. FVIII’ in Mesajc1 Riboniikleik Asit (mRNA)’ i
ortalama 9,1 kb uzunlugunda ve 2351 amino asit igeren Oncil proteinin habercisidir
(Oldenburg and El - Maarri, 2006). FVIII geninin biiyiik intronik yapis1 nedeniyle
komplike bir yapiya sahip oldugu bilinmektedir.
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Sekil 2.4 Faktor VIII Geninin Xq28’ deki Genomik Organizasyonu
(Oldenburg and El - Maarri, 2006)

Intron 22, FVIII {izerindeki en biiyiik intronik bolge olarak bilinmektedir. Bu
intronik bolge FVIIIA ve FVIIIB adi verilen 2 adet gen lokusu igermektedir. FVIITA
intron icermemekte ve FVIII geniyle zit yonde transkripte olmaktadir (Levinson et al.,
1990). Faktor VIIIB ise FVIII geniyle ayn1 yonde transkripte olmakta ve son 4
ekzonunu paylasmaktadir (Levinson et al., 1992). ki gen ortak sitozin guanin (CpG)
adaciklar1 icermektedir ve bu adaciklar ¢ift yonli promotér gorevi gdérmektedir
(Oldenburg and El - Maarri, 2006). Faktor VIIIB gen lokusunun temel islevi heniiz
anlagilamamistir. Faktor VIIIA ise; Huntingtin proteini ile etkilesime giren 40 kd
biiyiikliiglinde olan bir protein (FVIIIA ayrica Huntingtin ile iliskili protein veya
HAP40 olarak adlandirilir) (Peters and Ross, 2001) olmakla birlikte bu etkilesimin

biyolojik 6dnemi tam olarak aydinlatilamamastir.

2.7. Hemofili A Molekiiler Patolojisi

Faktor VIII protein eksikligine yol agan Hemofili A hastalig1 FVIII geninde yer
alan mutasyonlar sonucu gelismekte ve FVIII proteininin niteleyici eksikliklerinden
dolayr meydana gelmektedir. Bununla birlikte, yaralanma bdolgesinde az miktarda
FVII varligina yol agan nicel bir kusurun da, ayni klinik fenotipe yol agacagi
bilinmektedir. Ikinci nedene yol agacak kusur, FVIII” in salgilanmasinda veya dogru
katlanmasinda gorev alan tasiyici proteinlerdeki mutasyonlardan veya vWF’ deki
mutasyonlardan kaynaklanabilmektedir. Bu iki grup disinda klinikte tipik Hemofili A
semptomlar1 gosteren ancak mutasyonu belirlenememis az sayida hasta bulunmaktadir

(Goodeve and Peake, 2003).
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Hemofili A'nin degisken fenotiplerine yol agan FVIII genindeki mutasyonlar1
iceren Hemofili A Mutasyon Arama ve Kaynak Sitesi (HAMSTeRS), isimli bir veri
tabaninda yer almaktadir (http://europium.mrc.rpms.ac.uk., Erigim tarihi: 15 Ocak
2021).

Faktor VIII geninde tanimlanan mutasyonlar heterojendir ve baslica;

1.  Gen Diizenlemeleri,
2. Tek Baz Degisimleri,

3.  Insersiyon veya Delesyonlar,
olarak smiflandirilmaktadir.

Faktor VIII genindeki mutasyonlarin en sik rastlanilani intron 22’ yi igeren
inversiyonlardir ve bu inversiyonlar FVIII genindeki mutasyonlarin %50’ sini
icermektedir (Lannoy et al., 2013). Intron 22 inversiyonlar1 disinda, tekrarlayan

mutasyon varlig dikkat ¢ekmektedir.

2.7.1. Faktor VIII Geni Mutasyonlart

2.7.1.1. Gen Diizenlemeleri

Insan Faktdr VIII geni alti adet biiyiik intron bdlgesine sahiptir. Bu intron
bolgelerinden 6zellikle intron 1 ve 22 gen diizenlemeleri agisindan biiyiik dneme
sahiptir. Ciinkii bu iki bolgede meydana gelen patolojik inversiyonlar, Faktor VIII geni
disinda yer alan bolgelerle homolog yeniden diizenlemelere neden olmaktadir. Intron
22 inversiyonun mekanizmasi 1993 tarihinde tanimlanmis olup, siddetli Hemofili A
hastalarinin yaklagik %50’ sinden sorumlu oldugu diigiiniilmektedir (Lakich et al.,
1993; Naylor et al., 1993). Faktor VIIIA ve FVIIIB intron sekanst (Int22h - 1)
bolgesinde yer almakta olup, genin 3’ ucundan yaklasik 400 kb yukarisinda iki
homolog kopyaya sahiptir. intron 22’ de gerceklesen intrakromozomal homolog
diizenlemeler, 9.5 kb boyutundaki Int22h-1 ve bu sekansin extragenik homologlar1
(inth22h-2, int22h-3) arasinda gergeklesmektedir (Naylor et al, 1995). Gen

diizenlemeleri spermatogenezin mayotik boliinme agamasinda ortaya ¢ikmakta olup,
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biiyiik bir inversiyon ve translokasyon ile sonu¢lanmaktadir. Bu iki yaygin homolog
yeniden diizenlemelerden intron 22’ nin distal porsiyonunda geliseni; ¢ogunlukla
siddetli Hemofili A vakalarinda goriiliirken, proksimal porsiyonunda geliseni daha

hafif vakalarda goriilmektedir (Antonarakis et al., 1995).

Giiniimiizde 22. intronda yer alan yeniden diizenlemeler PCR yOnetimi ile
tanimlanabiliyor olsa da Southern Blot teknigi ile standart olmayan ve araya giren

sekanslar1 i¢ine alan diizenlemeler tespit edebilmektedir (Liu et al., 1998).

Factor VI o
(a) e — ™= 2% 33 26
Telomeric N /T // TH [l [ Centromeric
int22h-3 int22h-2 int1h-2 int1h-1 int22h-1
distal proximal
g 13 22 423 26 )
//_1? [ 11 [ | Centromeric
(b} Intron 22 I )’ Homelogous
inversion(s) \ |\ recombination
\ | | Telomeric
e E
Factor VIl Factor Vil
- ﬁ
22 2 1 - 23 6
Telomeric | | I N | I | Centromeric
182 22 23 26
/ T T [T 1 | Centromeric
(<) Intron 1 | \ Homologous
inversion || recombination
1 Telomeric
E =
Factor VIl Factor Wil e
= 2 22 23 2
Telomeric LI J.'Z_ ] [ [ Centromeric

Sekil 2.5 Siddetli Hemofili A Vakalarinda FVIII Geninin 1 ve 22 Intron
Dizilerini igeren Gen inversiyon Mekanizmalarmin Basitlestirilmis Gosterimi.

a-b) Intron 22 ve onun 400 kb uzagindaki telomerik homologu arasindaki
rekombinasyon, exon 1-22' nin exon 23-26' dan ayrilmasi; eski sekansin ters
cevrilmesi ve homolog sekans bolgesine yer degistirmesi ile sonuglanir. a-c).Intron 1
dizisi ve onun telomerik homologu arasindaki rekombinasyon, ekson 1'in yer
degistirmesi ve inversiyonu ile sonuglanir (Lee et al., 2010).

Intron 22 bolgesinde araya giren sekanslar tanimlanmis olmasma ragmen,
siddetli Hemofili A vakalarinin %5’ inde genetik bir neden bildirilememektedir. Bu
vakalarin ¢oguna intron 1’de (intlh-1 ile intlh-2 arasinda) gergeklesen
rekombinasyonlardan kaynaklanan bir inversiyonun neden oldugu diistiniilmektedir.

Intron1’de gergeklesen yeniden diizenleme bolgesi genin yaklasik 140 kb yukarisinda
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yer almakta ve bu diizenleme FVIII’in ekson 1°de yer alan promotorii ile geri kalan
FVIII genini ayristirmaktadir. Bu yeniden diizenleme Hemofili A vakalarinin ortalama

%S5’ ine denk gelmektedir (Bagnall et al., 2002).

2.7.1.2. Tek Baz Degisimleri

Faktor VIII eksonlarinda tek bazin yer degistirmesi, farkli amino asitlerin
kodlanmasi (missense) veya peptit zincirinin kesilmesine neden olan stop kodonlarinin
eklenmesi ile sonuglanabilmektedir. Ek olarak, mRNA kesim bolgelerinde tek baz

degisimi, splice varyantlarin olugsmasina da neden olabilmektedir.

2007 yilina kadar Hemofili A veritabaninda tek baz degisimini gosteren 1900
farkli raporda 800’ iin {izerinde unique varyant bulunmaktadir. Faktor VIII’ in
pihtilasma aktivitesi, dolagan antijen seviyesi, hastaligin siddeti, anti-FVIII inhibitor
seviyesi bu raporlarda goriilmektedir. Bu raporlara ait bazi analizler agagidaki tabloda

sunulmaktadir (Lee et al., 2010).
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Tablo 2.4 Hemofili A Veritabanindaki 2853 Bireysel Raporun Analizinden Elde

Edilen Mutasyon Verilerinin Ozeti

Ciddiyeti inhibitor Varhig
Hemofili A Mutasyonlari Ciddi (%) | Orta (%) | Hafif (%) | Degisken (%) | Positif(%) | Negatif (%)
Total Unique Mutasyonlar 1221 | 718(67) | 123(11) | 212(20) 23 (2) 171 (19) 727 (81)
Unique Tek Baz Varyantlar 809 | 369(52) | 105(15) | 206 (40) 23 (3) 78 (13) 513 (87)
Missense 583 | 204(40) | 92(18) | 187(97) 23 (5) 44 (10) 391 (90)
Stop 131 112 (97) 403) 0 (0) 0 (0) 31 (31) 69 (69)
Splice 95 53 (66) 9 (11) 19 (23) 0 (0) 30) 53 (95)
Unique Insersiyonlar 80 67 (91) 5() 2(3) 0 (0) 16 (26) 46 (74)
Kiigiik (<50 bp) 75 63 (92) 5() 1(1) 0 (0) 15 (25) 45 (75)
Biiyiik (>50 bp) 5 4 (80) 0 (0) 1 (20) 0 (0) 1 (50) 1 (50)
Unique Delesyonlar 332 | 282(95) 13 4) 4(1) 0 (0) 77 31) 168 (69)
Kiigiik (<50 bp) 197 | 157(93) 9(5) 4Q) 0 (0) 31 (22) 113 (78)
Biiyiik (>50 bp) 135 125(97) 403) 0 (0) 0 (0) 46 (46) 55 (55)

(http://europium.mrc.rpms.ac.uk., Erisim tarihi: 15 Ocak 2021)

Unique tek baz varyantlardan, 583’ i 6zel missense mutasyonlar1 (yani, bir
amino asit ikamesiyle sonuglanan), 131° i 6zel stop mutasyonlar1 ve 95’ i ise splice
varyantlardan olugmaktadir. Nokta mutasyonlarinin ise yaklasik yarisinin FVIII
geninin CpG bolgelerindeki mutasyonlardan meydana geldigi bilinmektedir

(Oldenburg and El - Maarri 2006).

Missense mutasyonlardan kaynaklanan Hemofili A hastaliginin siddeti,
evrimsel olarak kodlanan amino asidin korunmasina ve FVIII genindeki yerine bagl
oldugu bildirilmektedir. Missense mutasyonlar ve splice varyantlar Hemofili A
hastaliginin  tiim siddetleri ile iligkilendirilebilmektedir. Bunun yaninda stop
mutasyona sahip Hemofili A vakalarinin %97 si siddetli seyretmektedir (Goodeve

and Peake, 2003).
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Inhibitdr durumunun bilindigi 591 tek baz degisimine sahip vaka serisi
incelendiginde, vakalarin %13’ iinde inhibitor pozitifligi rapor edilmektedir (Lee et
al., 2010). Inhibitér pozitif olgularin yaklasitk %70 si ise siddetli hastalikla
iliskilendirilmektedir (Lee et al., 2010). Stop mutasyonlarin varlig1 en yiiksek oranda
inhibitdr varligina neden olmaktadir (Lee et al., 2010). Missense mutasyonlar, splice
varyanlar ile karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksek oranda inhibitér varlig

saptanmaktadir.
2.7.1.3. Insersiyonlar veya Delesyonlar

Hemofili A mutasyonlarin1 gosteren veritabani, FVIII’ e sekans eklenmelerini
ve daha siklikla silinmelerini listelemektedir. Faktor VIII geninde yer alan silinmeler

biiyiik (>50 bp) ve kiigiik (<50 bp) silinmeler olarak ikiye ayrilmaktadir.

Insersiyonlar

Hemofili A ile iligkili 158 sekans eklenmesi raporu mevcuttur. Bu sekans
eklenmeleri cogunlukla kisa sekans eklenmeleri olup (10 bp’ den daha az), cok daha
az sayida uzun serpistirilmis elemanlar (Kazazian et al., 1988) veya Arthrobacter
Luteus (Alu) tekrarlar1 (Sukarova et al., 2001) olarak bilinen daha biiyiik sekans

eklenmelerini igermektedir.

Raporlarin ¢ogunda, tekrarlayan adenin bolgelerine, bir dizi adenin sekansinin
daha eklenmesinden bahsedilmektedir. Birbirinden farkli 20 den fazla raporda 1458 -
1460 kodonlar1 arasinda bulunan sekiz adenin bazina eklenen ekstra adenin bazi ve
12’ den fazla raporda ise 1210 - 1213 kodonlar1 arasinda bulunan dokuz adenin bazina
ek bir adenin bazinin eklenmesinden s6z edilmektedir (Lee et al., 2010). Faktor VIII
cDNA’ deki Adenin dizileri nispeten yaygin goriilmekle birlikte bu eklemeler;
replikasyon sirasinda DNA polimeraz kaymasindan kaynaklanmaktadir (Lee et al.,
2010).

Eklemelerin biiylik cogunlugu ¢ergeve kaymalar1 ve siddetli Hemofili vakalar1

ile sonuglansa da, adenin baz eklemelerinin az bir kism1 diisiik FVIII aktivitesi ve hafif

Hemofili A vakalari ile iligkilendirilmektedir (Lee et al., 2010).

27



Delesyonlar

Kisa Delesyonlar

Veritabaninda 340 ayr1 kii¢ciik delesyon raporu bulunmaktadir. Bu kiiglik
delesyonlarin  %55” 1 (108 / 197) tek bazi igeren 197 unique kii¢iik delesyonlari
icermektedir (Lee et al., 2010). Adenine bagh tek baz eklemelerinde oldugu gibi
adenin tekrar dizisinde tek adenin delesyonu da meydana gelebilmektedir. Kiiglik
delesyonlar genellikle ¢erceve kaymalarina neden olmakta ve neredeyse tiimii siddetli
hastalikla iliskilendirilmektedir (Lee et al., 2010). Ancak, kiiciik eklemelerde oldugu
gibi kiiglik delesyonlar da az oranda orta veya hafif siddetteki hastalikla
bagdastiriimaktadir.

Uzun Delesyonlar

Veritabaninda muhtemelen 135 rapor bulunmaktadir ve bu say1 sadece birkag
yiiz bazdan biiyiik olan delesyonlari igermektedir. Biiyiik delesyonlar ciddi Hemofili
A vakalarmin %5’ ini olusturmaktadir (Lee et al., 2010). Biiyiik delesyonlarda kiiciik
delesyonlara oranda ¢ok daha sik inhibitér varligi dikkat ¢ekmektedir. Delesyonun
biiyiikliigliniin inhibitdr gelisimine katkis1 agikca goziikmektedir.

2.7.2. Etkilesen Proteinlerin Mutasyonu

Dolagimda FVIII proteini, hiicre i¢i ve hiicre disi proteinlerle etkilesim
halindedir. Bu proteinlerdeki mutasyonlar, Hemofili A benzeri fenotipe neden
olabilmektedir. Kanda dolasan FVIII proteini vWF ile etkilesime girmekte ve bu
sayesinde FVIII’ i trombinin veya C proteininin proteolitik aktitesine karsi
korumaktadir (Handin and Wagner, 1989). vWF’ {in FVIII ile etkilesim bdlgelerinde
meydana gelen bir mutasyon hemofili A benzeri fenotipe neden olabilmekte ve bu
durum von Willebrand Hastaligi (vWD) olarak adlandirilmaktadir (Nishino et al.,
1989).

Endoplazmik retikulumda bulunan LMANI ve golgi cisimciginde bulunan

MCFD2 FVIII’ in {retimi sonrasi transportunda gorevli olan proteinlerdir. Bu
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proteinler karaciger hiicrelerinde FVIII ile kompleks halinde bulunmaktir. LMAN1 ve
MCFD2’ in eksikligi FV ve FVIII’ in kombine eksikligi ile sonu¢lanmaktadir (Graw
et al., 2005).

2.7.3. Bilinmeyen Mutasyonlar

Tim Hemofili A hastalar1 incelendiginde hastalarin ortalama %2’ sinde
herhangi bir mutasyon saptanmamaktadir. Faktor VIII geninin biiyiik intronik
bdlgelerinin baz1 mutasyonlar igerebilecegi ve bu nedenle ekleme, delesyon, yeniden
diizenlemelere veya splicing mutasyonlara neden olabilecegi 6ne siiriilmektedir (EI -
Maarri et al., 2006). Faktor VIII geninde bulunan Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP)
FVIII proteinini ve protein translasyon kinetigini etkileyebilmektedir. Bu nedenle SNP

varlig1 da mutasyon saptanmayan vakalarda 6nem arz etmektedir (Komar, 2007).

2.8. Hemofili A Hastah@inda Inhibitor Varhg

Hemofili A hastaligindaki kalitimsal faktor eksikligi; plazma kaynakli veya
rekombinant FVIII replasman tedavileri ile yerine konmaktadir. Bu tedavilerdeki en

biiyiik engel FVIII” e karsi olugan antikor gelisimidir.

Agir Hemofili A hastalarinin %30’ unda tedavi sonrasi inhibitér gelisimi
goriilmekte ve FVIII aktivitesini bloke etmektedir (Wight and Paisley, 2003; Gouw et
al., 2013). Inhibitdr varhigi, hastalarin tedavilerini zorlastirmakta, semptomlarmin
artmasina ve hayat kalitelerinin diismesine sebep olmaktadir. Literatiir incelendiginde,
agir Hemofili A hastalarinda inhibitor gelisiminin genetik ve ¢evresel faktorler dahil

olmak lizere birgok risk faktorii ile iligkili oldugu goriilmektedir.

Inhibitér gelisimi “tehlike teorisi” ismi ile bilinen karmasik bir teoriye
dayandirilmaktadir. Bu teorinin altinda yatan patofizyolojik mekanizmaya gore, tedavi
ve profilaksi sonrasi1 gelisen inhibitor varligi endojen (travma, cerrahi ve siddetli
kanamalar) ve ekzojen (enfeksiyonlar ve agilar) tetik¢ileyiciler nedeniyle meydana
gelmektedir. Tim bu tetikleyicilerin mikro ¢evrede olusturdugu tehlike sinyali,
bagisiklik reaktivasyonuna neden olmaktadir (Schep et al., 2019).
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2.8.1. Hemofili A’ da Inhibitor Gelisimine Neden Olan Risk Faktorleri

Genetik olarak inhibitér gelisimine neden olan etkenler arasinda; mutasyon
tirti, HLA doku grubu, immiin-regulator genlerin (IL-10, TNF-alfa, CTLA-4)
polimorfizmi, ailede inhibitor varlig1 gosterilmektedir (Gouw and van den Berg, 2009;

Gouw et al., 2012).

Faktor VIII geninde meydana gelen null mutasyonlar (biiyiik delesyonlar,
nonsense mutasyonlar) FVIII iiretimine engel olurken ayn1 zamanda en sik inhibitor
gelisimine sebep olan mutasyon olarak bildirilmektedir (Oldenburg et al., 2002).
Faktor VIII geninde biiyiik delesyonlar saptanan hastalarin yaklagik %70’ inde
inhibitor gelisgmekle birlikte hastalik siddetli seyretmektedir (Oldenburg et al., 2002).
Inhibitér gelisen hastalarin ¢ogunda intron 22 inversiyonu saptanmaktadir (Coppola et
al., 2009; Gouw and van den Berg, 2009).

Missense mutasyonlar, kiigiik delesyonlar / insersiyonlar ise FVIII proteinin
tamamen yokluguna neden olmadig1 gibi inhibitor gelisimi bu grup hastalarda daha az
goriilmektedir. Bu tiir mutasyonlara sahip hastalar orta veya hafif fenotip ile
karakterize olmakta ve inhibitor gelisimi %10’ dan daha az oranda goriilmektedir

(Oldenburg et al., 2002; Gouw et al., 2012).

Yapilan ¢aligmalarda Hemofili A’ da FVIII’ e karsi inhibitdr gelistirme riski,
HLA kompleksi igindeki bagisiklik tepkisini etkiledigi bilinen genlere bagh
olabilmektedir. HLA smif I allelleri A3, B7 ve C7’° nin yam sira sinif II allelleri
DQAO0102, DQB0602 ve DR1015’ in tiimiiniin inhibitdr gelisimi ac¢isindan riskli
olabilecegi bildirilmektedir. Bununla birlikte HLA C2, DQA0103, DQB0603 ve DR13
alelleri koruyucu olabilecegi gosterilmektedir (Oldenburg et al., 1997; Hay et al.,
1997). Son yillarda yapilan ¢aligmalar inhibitor gelisimi izerine, immiinregulatuar gen
polimorfizmlerinin de etkilerinin olabilecegi kesfedilmistir. IL-4, IL-10, TNF-a, ve
CTLA-4 gen polimorfizmlerinin inhibitor gelisimi ile iliskili oldugunu gosteren
yayinlar mevcuttur (Astermark et al., 2006; Astermark et al., 2007; Pavlova et al.,

2009).
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Cevresel risk faktorlerinin inhibitor gelisimi iizerindeki etkisi net olmamakla
birlikte, monozigot ikizler ile yapilan ¢aligmalarda uyumsuz inhibitér varlig: tarif
edilmektedir (Astermark et al., 2001). Bununla birlikte ailede inhibitér varliginin
inhibitor gelisim riskini arttirdigin1 gésteren yayinlar da mevcuttur. Aile dykiisii olan
hastalarin inhibitor gelisme riski %48 oldugu, aile 6ykiisii olmayan hastalarda ise bu

oranin %15’ e kadar diistiigi bildirilmektedir (Astermark et al., 2001).

Kullanilan replasman tedavilerinin inhibitér gelisimini etkileyen bir risk
faktorii oldugu diisiiniilmektedir. Rekombinant FVIII konsantreleri kullaniminin daha
once tedavi almamis hastalarda inhibitdr gelisimini arttirdigr gosterilmektedir

(Aledort, 2004).

Ayn1 zamanda plazma kaynakli tirtinlerde FVIII” in vWF ile kompleks halinde
bulunmasinin, antijenisiteyi azalttigi ve inhibitdr gelisimi iizerinde olumlu rol
oynadig1 bilinmektedir (Dasgupta et al., 2007). Ancak kullanilan rekombinant veya
plazma kaynakli FVIII konsantrelerinin, inhibitdr gelisimi {izerine herhangi bir

etkisinin olmadigini gosteren yayinlar da mevcuttur (Gouw et al., 2007).

Tedavinin baslangi¢ yas1 ile FVIII’ e kars1 gelisen inhibitor varligi arasinda
korelasyon oldugu 6ne siiriilmektedir (Lorenzo et al., 2001; Van der Bom et al., 2003).
Bu caligmalarda geng¢ yasta replasman tedavilerine baslamanin inhibitér gelisimini
siklastirdigl saptanmaktadir. Bunun yaninda semptom gelisince alinan tedavinin,
profilaksi tedavisine kiyasla daha sik inhibitor gelisime neden oldugunu bildiren
yayinlar da mevcuttur (Santagostino et al., 2005; Morado et al., 2005). Annenin FVIII
preperatlarma antenatal maaruziyetinin inhibitdr gelisimi agisindan riskli oldugu

gosterilmektedir (Santagostino et al, 2005).

Etnik kokenlerin inhibitor varligmi etkilendigine dair yaymlar mevcuttur.
Yapilan meta - analiz ¢alismalarinda Afrika - Amerika kokenli giddetli Hemofili A
hastalarinda Kafkas kokenli hastalara kiyasla iki kat fazla oranda inhibitor varligi

gosterilmektedir (Leissinger et al., 2011).
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2.8.2. Hemofili A’da Inhibitor Gelisimi Tayini

Inhibitér varligi kanda Bethesda (BU) yontemi ile lgiilmektedir. Bu yontem
sayesinde FVIII inhibitér konsantrasyonunu 6lgmek miimkiin olmaktadir. Uluslararasi
Hemostaz ve Tromboz Dernegi tarafindan belirlenen sinirlara gore; inhibitor seviyesi
> 5 BU / ml olan hastalar diisiik yanit veren, ve <5 BU / ml olan hastalar ise yiiksek
yamt veren hastalar olarak belirlenmistir (Key, 2004). Ulkemizde bu dlgiim 2004
yilinda yapilmaya baglanmistir.

2.9. Giinimiizde Hemofili A’nin Tedavisi

Hemofili A hastalifinin giinimiizde kiiratif bir tedavisi yoktur ancak gen
tedavileri umut vadetmektedir. Tedavinin temel amaci spontan kanamay1 durdurmak
ve / veya kanamanin Oniine gecmek adma eksik olan faktdrii yerine koymaktir.
Hastaligin profilaksi ve tedavisi planlanirken Oncelikli olarak kanama odag ve
sikliklarin1 bilmek 6nem tagimaktadir. En sik goriilen kanamalar eklem kanamalar1
olup diger bolgelerde olabilecek kanamalar da hastaligin ciddiyeti, mortalite ve
morbidite iligkisi agisindan 6nem tagimaktadir. Hemofili A hastaliginin tedavisine
gecmeden Once hemofili hastasinin izlem ve tedavisinin multidisipliner olmasi
gerektigi bilinmelidir. Hematoloji Anabilim Dali, Ortopedi, Fizik Tedavi, Genetik,
Hepatoloji, Enfeksiyon Hastaliklari, Niikleer Tip, Immunoloji ve Dis Hekimligi gibi
diger birimler ile yakin isbirligi icinde ¢alismalidir (THD, 2011).

Her hemofili A hastas1 kendi i¢inde degerlendirilmeli ve hastaligin ciddiyeti,
kullandig1 tedavi tiriinleri, yas, kilo, ek hastalik, inhibitdr varligi gibi faktorler goz

Online alinarak tedavisi gerceklestirilmelidir.

Ciddi kanamalarin tedavisi mutlaka hastane ortaminda yapilmalidir. Hayati
tehdit eden kanamasi olan hastada klinik ve laboratuvar sonuglar1 beklenmeden hemen
tedaviye baglanmalidir. Akut kanamalar 2 saat i¢cinde tedavi edilmeli, yeterli
replasman tedavisi verilmesine ragmen kanamanin kontrol altina alimamadigi

durumlarda inhibitor varlig1 akla gelmelidir. Herhangi bir cerrahi girisim dncesi faktor
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diizeyine bakilmali, uygun degilse mutlaka replasman tedavisi diisiiniilmedir (THD,

2011).

Tablo 2.5 Hemofili A Hastaliginda Kanama Yerine Gore Replasman Tedavisinin

Dozlar1 ve Stuireleri

Hemofili A Replasman Tedavisi Doz ve Siireleri

Kanama Tipi

Istenilen Diizey

Giin Sayisi

Hemartroz %40-60 1-2 giin, yanit yeterli degilse daha uzun.
Kas i¢i kanamasi %40-60 2-3 giin, yanit yeterli degilse daha uzun.
[liopsoas Kanamas1
Baglangic %80-100 1-2 giin
Devam %30-60 7-10 giin, bazen sekonder profilaksi
olarak fizyoterapi daha uzun.
MSS / Kafa Travmasi
Baglangic %80-100 1-7 glin
Devam %50 8-21 giin.
Bogaz / Burun
Baglangic %80-100 1-7 glin
Devam %50 8-14 giin.
Sindirim Sistemi
Baglangic %80-100 1-7 glin
Devam %50 7-14 giin.
Uriner Sistem %50 3-5 giin.
Derin Laserasyon %50 5-7 glin.
Cerrahi (Major)
Islem Oncesi %80-100 1-3 giin
Islem Sonrasi %60-80 4-6 giin
%40-60 7-14 giin.

(THD, 2011)
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Hemofili A hastalarinda agr1 yonetimi olduk¢a Onem tasimaktadir. Bu
hastalarda trombosit fonksiyonlarini bozabilecek analjezikler olan Non-Steroid Anti-
Inflamatuar Ilag (NSAII), aspirin gibi ilaglardan kagmilmalidir. Analjezi igin
parasetamol giivenli bir secenektir (THD, 2011). Hastalar aktif yasamlarini
engellemeyecek ancak travmadan uzak kalacak bir yasam tarzi benimsemelidir.
Hemofili A hastalarinda tedavi segenekleri bir¢ok hastaligin tedavisinde oldugu gibi

yillar igerisinde geliserek degisiklikler gostermistir.

Hemofili tedavisi i¢in farkli kan {iriinlerinin gelistirilmesi, gelismis lilkelerde
yagayan ve giivenli iiriinlere diizenli erigimi olan hastalar i¢in prognozu 6nemli dl¢lide
degistirmistir. 1831 - 1920 yillar1 arasinda siddetli Hemofili A vakalarin ortalama
yasam beklentisi 20’ li yaslar1 bulmazken, 1961 - 1980 yillar1 arasinda ortalama yagsam
beklentisi 5 kat artmustir. {lerleyen yillarda Insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii (HIV)
ve Hepatit B Viriisii (HBV) gibi kan yoluyla bulasan hastaliklarin sikliginin artmasi
ile plazma tiirevi kan tiriinlerinin kullanilmas1 popiilerligini kaybetmistir (Schwartz et
al., 1990). 1984 yillinda FVIII geninin klonlanmas1 ve hiicre kiiltiiriinde eksprese
edildiginin gdsterilmesinin ardindan ilag sirketleri tam uzunlukta rekombinant FVIII
preparatlar1  iiretmeye baslanmistr. Bu  preparatlar 1990° L yillarda
ruhsatlandirilmistir. Son yillar da plazmanin rekombinant {iriinlere kiyasla goreceli
avantajlar1 6nemli bir tartisma konusu haline gelmektedir. Bu tartigmalar, hemofili
tedavisinde tedavi lirlinii segerken patojen bulasina izin vermeyecek giivenli iiriinlerle
yapilmas: gerekliligine odaklanmaktadir. Bunun yaninda hastalarda {irline karsi

gelisen immiin cevap da farkli bir tartigma konusu olarak kargimiza ¢ikmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii ve Diinya Hemofili Federasyonu Hemofili A hastalig
tedavisinde erken yasta profilaktik tedavi baslatilmasinin en uygun tedavi yaklagimi
oldugunu 6ne siirmektedir. Bunu saglamanin ana kosulu da eksik faktoriin kanama

semptomu olmadan yerine konulmasi seklindedir (Berntorp et al., 1995).

Primer profilaksi; fizik muayene ya da gorlintileme yOntemleri ile
gosterilebilen bir eklem hastalig1 olmaksizin, hastanin ilk biiyiik eklem kanamasindan
sonra ve / veya 2 yasindan dnce baslanan, yilda en az 45 hafta siirdiiriilen uzun siireli
faktor yerine koyma tedavisidir (Srivastava et al., 2013; Kavakli, 2014). Sekonder

profilaksi; bir ya da birden fazla gecirilmis eklem kanamasi dykiisii olan ancak fizik
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muayene ya da goriintiileme yontemleri ile gosterilebilen bir eklem hasar1 olmaksizin
baslanan ve yilda en az 45 hafta siirdiiriilen faktor yerine koyma tedavisidir (Srivastava
et al., 2013; Kavakl, 2014). Tersiyer profilaksi ise fizik muayene ya da goriintiileme
yontemleri ile tanis1 konulmus eklem hastalig1 sonras1 baglanan profilaksidir. Tersiyer
profilaksiye kisa siireli profilaksi olarak da adlandirilmaktadir (Srivastava et al., 2013;
Kavakli, 2014).

Hemofili hastalarinda profilaksi dozu, plazmada dolagan antikor yoklugunda;

asagidaki formiil ile hesaplanmaktadir (Kavakli, 2014):

(Hedef Faktor Dizeyi — Hastanin Faktor Dizeyi) x Agirlik /2 = IU

Hastaya kilogram bagina verilen her bir {inite FVIII tedavisi, plazma FVIII
seviyesini yaklasik olarak %2 oraninda yiikseltmektedir. Uygulanan FVIII
preparatinin yarilanma omrii ortalama 8 - 12 saat olup, kanda hedef faktor diizeyinin
korunabilmesi i¢in verilen dozun yarist1 her 8 - 12 saatte bir tekrarlanmasi

gerekmektedir (Morfini et al., 2013).

Faktor VIII, yetiskinlerde dakika basina 3 ml’ yi gegmeyen bir hizda bolus
olarak uygulanmaktadir. Cocuklarda ise dakikada 100 {inite gibi yavas intravendz
enjeksiyonla infiize edilmektedir. Faktor inflizyonlar1 sirasinda, inflize edilen faktor
dozundan daha Onemli olan bir nokta hastalarin kisisel farmakokinetik
farkliliklarindan kaynaklanan faktor klirens diizeyleridir. Major kanama ile gelen
hastaya farmokokinetik olarak onerilen yaklasim, FVIII seviyesini %100’ e ¢ikartacak
doz uygulandiktan sonra 0 - 30 - 60. dakikalarda ve daha sonra 3 - 6 - 9 - 24 - 32 ve
48. saatlerde ol¢iim alinarak degerlendirilmesi seklindedir (THD, 2011).

Inhibitér varligi olan hastalarda ise hedef FVIII seviyesine ulasabilmek icin
daha yiiksek doz FVIII infiizyonu gerekmektedir. Bu nedenle inhibitdre sahip
hastalarda inhibitor eradikasyonu i¢in haftada 3 giin; 50-200 IU / kg / giin yiiksek
dozda FVIII ile immiin tolerans tedavisi (ITT) uygulanmaktadir (Hay and DiMichele,
2012). Arttirilmig faktor dozlarina veya ITT’ ye yanit vermeyen hastalarda bypass
ajanlar1 (rekombinant FVIIa ve aktive edilmis protrombin kompleks konsantreleri) ve

diger uygun tedavi tiriinleri kullanilmaktadir.
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2.9.1. Taze Donmus Plazma (TDP) ve Kriyopresipitat

Tam kan, aferez yontemi ile elde edildikten sonra santrifiij kullanilarak sekilli
elemanlarindan uzaklastirilmaktadir. Toplanan plazma 6 - 8 saat sonra dondurulmakta
ve ¢ozlinebilen biitiin koagulasyon faktdrleri, globulin, albumin ve plazmayi igeren bu
bilesene Taze Donmug Plazma (TDP) ad1 verilmektedir (Srivastava et al., 2013). TDP’

nin klinikte bir¢ok kullanim endikasyonu bulunmaktadir.

Kriyopresispitat ise tek tinite TDP’ nin +4 derecede eritilmesi ile elde edilen
kriyogubulin fraksiyonu olup icerisinde fibrinojen, vWF, FVII ve FIX
bulundurmaktadir. Kriyopresipitat ¢ogunlukla hipofibrinomeni de kullanilsa da
klinikte bagka kullanim alanlar1 da vardir. Plazma {iriinii transfiizyonu ABO kan grubu
uyumu gerektirmekte olup Crossmatch ve Rhesus Faktori (Rh) uyumu

gerektirmemektedir.

Plazma {iriinii kullanim1 hastalarda tedavi sonrasi voliim yiiklemelerine neden
olabilecegi i¢in agir hemofili hastalarinda ve major cerrahi gibi ¢ok miktarlarda
plazma {irini inflizyonu gerektiren durumlarda kullanilmasi uygun degildir.
Glinimiizde faktér konsantrelerine ulagilamayan durumlarda ya da tanisi
kesinlesmemis hastalarda kullanilmasinin uygun oldugu belirtilmektedir (Kavakli,
2014).

Diinya Hemofili Fedarasyonu (WHF), kalite ve giivenliginden dolay1 (viral
inaktivasyon prosediirlerine maruz kalmamasi ve tekrarlayan inflizyonlarda viral
patojen bulas riskini artirmasi) taze donmus plazma ve kriyopresipitat kullanimini arka
plana atmis olsa da bu tedavilerin Hemofili hastalarinda tek ve en uygun tedavi

secenegi oldugu gergegini kabul etmektedir (Farrugia, 2008).

TDP, 200 - 250 ml hacmindedir ve gilinliik uygulamada 15 - 20 ml/ kg dozunda
24 saatlik inflizyonlar halinde verilmektedir (Srivastava et al., 2013). Tek bir donérden
elde edilen kriyopresipitat 80 - 100 IU FVIII icermektedir. Bir ml kriyopresipitat 5 -
10 IU FVIII icerdiginden TDP’ ye oranla daha az voliimde daha ¢ok faktor destegi
saglayabilmektedir (Srivastava et al., 2013).
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2.9.2. Faktor Konsantreleri

Diinyadaki hemofili hastalarinin yasam kalitesini Oonemli &lglide arttiran
konsantre kan pihtilagsma faktorlerinin hazirlanma metodu olan kriyopresipitasyonun
kesfi 1965 yilinda Dr. Judith Graham Pool tarafindan gergeklestirilmistir. Doktor
hemofilide meydana gelen kanama kusurunu diizeltmek i¢in kullanilan antihemofilik
faktor (AHF) ve / veya FVIII’ i kan plazmasindan ayirmak ic¢in bir yontem
gelistirmistir (Pool et al, 1964). Daha sonra, tam kan plazmasmin sogukta
¢oziinmeyen bir protein fraksiyonu olan kriyopresipitat1 halkin kullanimina
sunmustur. Bu konsantre kan iiriinii, hemofili hastalar1 tarafindan nakledilebilir,
uygulanabilir bir tedavinin onciisii olmustur. Bu sayede Hemofili hastalarinin yagsam

beklentilerinin yiikselmesini saglamistir.

Kan ve kan iirtinlerinden elde edilen FVIII konsantreleri viral tani testlerinin de
gelistirilmesiyle 1980’ lerin baginda enfeksiyon bulagina yol ac¢tigi dogrulanmistir.
HIV / AIDs ve Hepatit gibi yaygin viral enfeksiyonlar nedeniyle Hemofili A hastast
binlerce kisi 6lmiistiir (Evatt, 2007; Mannucci, 2003). Bu olumsuz gelismeler ile FVIII
tedavisinde kullanilan kan iiriinlerine daha siki tarama yontemleri uygulanmis ve daha
ileri viral inaktivasyon yontemleri kullanilmistir. Bu sayede klinikte uygulanmasi daha
giivenli hale gelmistir. Ancak ilerleyen yillarda, hemofili hastalarinda dnleyici tedavi
olan profilaksi tedavisinin daha yaygin hale gelmesiyle, faktor {irlinlerine kars1 gelisen

antikor siklig1 da artmigtir.

1992 yilinda ilk rekombinant FVIII {iriinii Birlesik Devletler Gida ve lag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir. DNA teknolojisi kullanilarak genetik olarak
tasarlanmis olan bu {iriin, plazma ve / veya albiimin icermemesi nedeniyle kan yoluyla
bulasan hastaliklarin Oniine ge¢mistir. Bu sayede daha az siklikla uygulanan, daha
uzun yari Omiire sahip, daha giivenli lriinler elde edilmistir. Bugiin piyasada
kullannmda olan rekombinant FVIII preparatlari: Bayer tarafindan gelistirilen
Kogenate-FS, Baxter tarafindan gelistirilen Advate ve Pfizer tarafindan gelistirilen
Refacto’ dur. Plazma kaynakli FVIII preparatlar1 ise Hemofil-M (Baxter), Hemate-P
(CSLBehring), Fandhi (Grifols), Beriate-P (CSL Behring) ve Octanate (Octapharma)
olarak sayilabilmektedir (Swiech et al., 2017).

37



Glinlimiizde WHF, hemofili ve diger kalitsal kanama bozukluklarinin tedavisi
icin kriyopresipitat veya taze donmus plazmadan Once viral inaktivasyona ugramis
giivenli plazma tiirevi veya rekombinant faktor konsantrelerinin kullanilmasini tavsiye

etmektedir.

2.9.3. Emicizumab

Emicizumab, Hemofili A’ min ydnetimi ve tedavisinde kullanilan bispesifik
monoklonal antikor ila¢ sinifina ait, yeni gelistirilen bir tedavi secenegi olarak

kargimiza ¢ikmaktadir (Parisi and Kumar, 2020).

Faktor IXa (FIXa) ve FX arasinda koprii kurarak Faktor VIII seviyelerinden
bagimsiz olarak aktive edilmis Faktor VIII” i taklit etmektedir. Emicizumab, eksik olan
aktif FVIII’ in islevini yiiklenen bispesifik bir monoklonal antikordur. Boylece
Hemofili A hastalarinda etkili hemostaz saglamaktadir (Barg et al., 2019).

Emicizumab, trombin olugsumunu doza bagimli bir sekilde artirmakla birlikte
diger tedavilere kiyasla uzun bir yar1 6mre sahip olmasiyla dikkat ¢ekmektedir.

Ortalama olarak viicutta 4 - 5 hafta kalmaktadir (Yoneyama et al., 2018).

Bir¢ok iilkede subkutan Emicizumab uygulamasinin Hemofili A tanili
bireylerde FVIII inhibitor durumundan bagimsiz olarak profilaktik olarak
kullanilabilecegi bildirilmektedir (Giuffrida et al., 2021). Faz III klinik ¢aligmalarda
Emicizumab profilaksisi, FVIII inhibitoriine sahip bireyler de dahil olmak iizere
Hemofili A tanili1 ergen ve yetiskinlerde yillik kanama oranlarini 6nemli Olgiide
azalttig1 gosterilmektedir. Aymi klinik taniya sahip ¢cocuklarda da kanama epizodlarini
onemli dlclide azaltig1 gosterilmektedir (Young et al., 2019; Franchini et al., 2019).

2.9.4. Desmopressin

Desmopressin, DDAVP olarak da bilinen (1 - deamino - 8 - D - arginine

vazopressin) bir vazopresin analogudur. Dezmopresinin etki mekanizmasi tam olarak
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aydinlatilamamis olsa da plazma vWF, FVIII: C ve doku plazminojen aktivatorii (t-
PA) diizeylerinde dikkate deger bir artis saglamaktadir (Mannucci, 1997).

Desmopressin i¢cinde FIX bulunmamasi sebebiyle Hemofili B hastalarinda ve
ayrica agir Hemofili A hastalarinda uygulanma endikasyonu yoktur. Desmopressin
Hemofili A tasiyicilarinda ve hafif dereceli Hemofili A hastalarinda, faktor
konsantrelerinin getirdigi masraf ve enfeksiyon bulas riski gibi dezavantajlara sahip
olmamas1 sebebiyle tercih edilebilmektedir. Desmopressin asil olarak Diyabet,
Bedwetting, vWD tedavisinde kullaniliyor olsa da hemostaz bozukluklari ile iliskili

kanama zamaninin uzamasi tedavisinde de etkilidir.

Desmopressin intravendz, intranazal ve subkutan uygulamalar1 mevcuttur. En
fazla etki subkutan ve intravendz uygulama sonrasi saptanabilmekte olup uygulama
tez doz 0.3 pg / kg seklinde yapilmaktadir (Mannucci, 1997; Castaman, 2008).
Intranazal olarak 150 pg’ lik tek bir preperat; 40 kg iistii bireylerde 2 doz, 40 kg’ den
diisiik bireylerde tek doz kullanimi 6nerilmektedir (Khair et al., 2007; Srivastava et al.,
2013).

2.9.5. Antifibrinolitik Ajanlar

Traneksamik asit ve epsilon - aminokaproik asit isimli iki adet antifibrinilitik
ajan bulunmakta ve bu ajanlar ¢cogunlukla mukozal kanamalarda kullamlmaktadir
(Mannucci, 1998; Coetzee, 2007). Traneksamik asit, plazminojende lizin baglanacak
yerlere baglanarak plazmin aktivasyonunu yarismali olarak inhibe etmektedir
(Hoylaerts et al., 1981). Plazmin pihtinin ¢6ziilmesine yardimc1 olurken, inhibe olmas1

da pihtinin parcalanmasini engellemektedir.

Traneksamik asidin tablet kullanimi, béliinmiis dozlarda, 15 - 25 mg/ kg / doz,
8 saat arayla, 5 - 10 giin siireyle 6nerilmektedir (THD, 2011). Intraven6z kullanimi ise
10 mg / kg / doz (maksimum 500 mg), 8 saat arayla yavas infilizyon olarak tercih
edilmektedir (THD, 2011). Hizli inflizyon hipotansiyona neden olmakla birlikte
bobrek fonksiyon bozukluklarinda doz ayarlamasina ihtiyag duyulmaktadir.
Traneksamik asit, postoperatif kanamayi 6nlemek i¢in dis ¢cekimlerini takip eden 7 giin

boyunca recete edilebilmektedir (Srivastava et al., 2013).
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Epsilon aminokaproik asit (EACA), Traneksamik asit ile benzer etkiye sahip
olmakla birlikte daha kisa etkilidir (Mannucci, 1998). Bu sebeple ¢ok fazla tercih
edilmemektedir. Gastrointestinal yan etkileri bulundugundan doz ayarlamasi
yapilmas: ongoriilmektedir. Myopati (kas agris1) yiiksek doz aminokaproik asitle
kombine traneksamik asit kullanan olgularda goriilebilmektedir. Ilag birakildiginda bu

semptomun geriledigi goriilmektedir.

2.9.6. Fibrin Yapistiricilar

Fibrin yapistiricilar, doku yapistiricilari olarak da bilinen thrombin, fibrinojen,
antifibrinolitik veya Faktor XIII’ den olugmaktadir. Tiirkiye’de de Beriplast - P
(Behring - Almanya) ve Tisseel - Kit (Baxter - Amerika) olmak tizere iki fibrin
yapistirici ajan bulunmaktadir. Fibrin yapistiricilar major kanamalarda kullanim igin
yetersizdir. Siirekli veya bolus faktdor konsantresi inflizyonlariyla beraber

kullanildiginda etkinligi mevcuttur.

Oral cerrahi girisim Oncesi tek doz faktdr konsantresi inflizyonu yerine cerrahi
girisim bdlgesine topikal fibrin yapistirict uygulandiktan sonra 2 hafta siireyle
traneksamik asitle agizda gargara yapip yutularak kullanilabilmektedir (Acikgoz ve
ark., 2013). Hemofili hastalarinda oral cerrahi operasyon uygulamalari diginda birgok
cerrahi operasyonda kanamayi azaltmada da basarili bir sekilde kullanilmistir (Rakocz

et al., 1993; Hermans et al., 2009; Serban et al., 2009).

2.10. Hemofili A’ da Gen Tedavisi

Gen tedavisi; bir genin ifadesini degistirmeyi, manipiile etmeyi veya terapotik
kullanim i¢in canli hiicrelerin biyolojik 6zelliklerini degistirmeyi amacglamaktadir
(https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/cellular-gene-therapy-products/what-
gene-therapy, Erigim tarihi: 25 Aralik 2021). Gen tedavisi, genetik kokenli hastaliklar1
tedavi etmeyi veya durdurmayi hedefleyen bir tedavi seklidir. Son yillarda; kanser,
genetik hastaliklar ve bulasict hastaliklar gibi birgok hastaligin tedavisinde umut vaat

etmektedir.
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Gen tedavileri birkag mekanizmayla ¢aligabilmektedir, bunlar;

* Hastaliga neden olan geni, saglikli bir gen kopyasiyla degistirmek,
+ Diizgiin ¢alismayan hastaliga neden olan bir geni etkisiz hale getirmek,
» Hastaligin tedavisine yardimei olmak i¢in viicuda yeni veya degistirilmis bir

gen yerlestirmektir.

Gen tedavileri, somatik ve germline gen tedavileri olarak ikiye ayrilmaktadir.
Somatik gen tedavilerinde amag terapotik genlerin gamet diginda, hastaliga neden olan
hedef dokuya veya hiicre grubuna aktarilmasidir. Bu tip gen tedavisinde diizeltilen
genetik materyal ileriki kusaklara aktarilamamaktadir. Tek gen hastaliklar1 somatik
gen tedavileri i¢in ideal aday hastaliklardir. Germline gen tedavilerinde ise degistirilen
genetik materyal soylar boyunca aktarilabilmektedir. Bu sayede de daha kalici
sonuglar elde edilebilmektedir.

Gamet, zigot ve hatta erken donem embriyolarda yapilan genetik degisiklikler
bu sinfta yer almaktadir. Gliniimiiz genetik tedavi segeneklerine baktigimizda etik

acidan kabul edilebilir tedavi segenegi somatik gen tedavileridir.

Gen tedavilerinde kullanilan tedavi protokolleri ex vivo gen tedavileri ve in vivo
gen tedavileri olarak ikiye ayrilmaktadir (High and Roncarolo, 2019). Hastadan
toplanan bir dizi hiicre, ilgili gen ile transdiikte edildikten sonra ¢ogaltilip yeniden
hastaya implante edilmesi islemine ex vivo, diizeltilen genetik materyalin bir organ
veya viicuda direkt verilmesine ise in vivo gen tedavi denmektedir. Bu iki genetik
tedavi metotunda da gen aktarimi vektor araciligi ile gergeklestirilmektedir (High and

Roncarolo, 2019; Anguela and High, 2019).

2.10.1. Gen Aktariminda Kullanilan Vektorler

Gen tedavilerinde istenilen genetik materyalin aktarimi amactyla kullanilan
vektorler, viral ve viral olmayan vektorler olarak ikiye ayrilmaktadir. Viral vektorlerin
viral olmayan vektorlere kiyasla daha yiliksek transdiiksiyon etkinligine sahip olmasi,
onlar1 klinik uygulamalar i¢in daha avantajli kilmaktadir. Bu avantaj, viriislerin

hiicrelere baglanma ve hiicreleri enfekte edebilme yetenekleri g6z Oniinde
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bulunduruldugunda; genetik bilginin hedeflenen hiicreye iletilmesi ve ifade
edilebilmesi i¢in iyi birer tasiyici olmalarindan kaynaklanmaktadir (Vannucci et al.,

2013).

1980’ lerin basindan beri viriislerin dogal hiicre hedefini degistirmek veya yeni
hedef olusturmak igin viral reseptdrlerin manipiilasyonu lizerine ¢aligilmaktadir. Bu
calismalar ile viriislerin replikasyon ve bulastirici virion olugturma yeteneginin oniine
gecilmesi ancak niikleik asit dizisinin etkin bir sekilde aktariminin korunmasi

amaglanmaktadir (Vannucci et al., 2013).

Gen tedavilerinde en ¢ok tercih edilen viral vektorlerin kokenleri; Adenoviriis,
AAV, Retroviriis ve Herpesvirlis’ lerdir. Son 20 yilda Hemofili A hastaligimin
tedavisini konu alan preklinik ve klinik ¢aligmalarda bir gen tedavisi vektori olarak

AAV tercih edilmektedir.

Adeno-iliskili virlisler, Parvoviridae ailesi Dependoviriis cinsine ait kiigik,
ikosahedral zarfsiz viriislerdir. Replikasyon dongiisiinii tamamlamak i¢in yardimc1 bir
viriisle es zamanli enfekte olmaya ihtiya¢ duymaktadir. AAV’ nin genomu oldukca
kiictiktiir (5 kb’ den az) ve sadece iki gen icermektedir: Rep ve cap. Rep geni replikaz
enzimi igermektedir ve viral genomun replikasyonu igin gereklidir. Cap geni ise
yapisal proteinleri kodlamaktadir. Rep ve cap genleri, ters donmiis ug tekrarlar (ITR)
ile cevrelenmektedir. Vektor pargaciklari olusturmak icin AAV’ den rep ve cap genleri
cikartilmakta ve bu genler transgen kaseti ile degistirilmektedir (Vannucci et al.,
2013).

Adeno-iligkili virlis genomu kromozoma entegre olamamakta ve ¢ogunlukla
epizomal olarak kalmaktadir. Ekstrakromozal olarak hiicre i¢inde bulunan AAV
genomlarinin insersiyona bagli onkojenite riski oldukga diisiiktiir (Chuah et al., 2013).
Ancak bu durum AAV’ nin vektor olarak kullanildigi gen tedavilerinde, AAV’ nin
transdiikte ettigi hiicre ile beraber c¢ogalamayacagi ve uzun siireli ekspresyon
saglayamayacagl anlamina da gelmektedir. Diisiik onkojenite riski, genomda hedefe
yonelik entegrasyon yetenegi ile boliinen ve boliinmeyen hiicreleri enfekte edebilme
ozellikleri AAV’ yi in vitro ve in vivo gen aktarimi i¢in cazip bir aday haline

getirmektedir (Kay et al., 2001; Giacca and Zacchigna, 2012).
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Adeno-iligkili viriis vektorlerinin birtakim dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Bunlardan ilki AAV vektorlerinin klonlama kapasitesinin sinirli olmasi ve aktarildigi
hiicrelere maksimum 5 kb’ a kadar terapotik bir transgen kaseti entegre edebiliyor
olmasidir (Wu et al., 2010). Bu nedenle AAV vektorleri biiyiik transgen kaseti igeren

tedaviler i¢in uygun bulunmamaktadir.

Adeno-iliskili virlis vektorlerinin bir bagka dezavantaji ise, gen ekspresyonu
baslamadan once tek sarmalli yapiya sahip olan genomunu ¢ift sarmalli DNA yapisina
doniistiirme gerekliligidir (Fisher et al., 1996; Ferrari et al., 1996). Bunun sonucu
olarak, in vivo uygulamalarda tek bagina AAV vektorii yetersiz kalmakta ve hibrit
vektor gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir (Glauser et al., 2006). Bu nedenle, yiiksek viral

titrelere ulasmakta zorluklar yasanmaktadir (Vannucci et al., 2013).

Bunun yaninda ¢ogu insan bebeklik doneminde dogal olarak vahsi tip AAV ile
enfekte olmaktadir. Farkli etnik grup ve cografi bolgeler incelendiginde genel
popiilasyonun %30 - 80’ inde AAV’ ye kars1 nétralize edici antikor varligindan
bahsedilmektir (Calcedo et al., 2009; Boutin et al., 2010). Benzer sekilde ndtralize
edici antikor varliginda AAV’ ye kars1 gelisen hiicresel immiin cevap AAV antijenini
ortadan kaldirmakta uzun vadede AAV ile gergeklestirilen gen aktariminin verimsiz
olmasina neden olmaktadir. Bu sebeple antikor varligi, vektoriin intravendz olarak
uygulandig1 hayvan modellerinde transdiiksiyonun inhibe olmas1 ve klinik deneylerde
sinirl1 etkinlikle iliskilendirilmektedir (Louis Jeune et al., 2013). Bununla birlikte,
AAV aracilikli terapdtik gen tedavisinin tekrarli uygulamalarini da engellemektedir
(Batty et al., 2022). Bu sebeple, AAV vektorii ile gerceklestirilen in vivo ve klinik gen
tedavilerinde hiicresel immiin cevab1 ortadan kaldirabilmek igin siklikla
immiinsupresif ilaglarin (kortikosteroid) kullanilmasi gerekmektedir (Nathwani et al.,
2018; High et al., 2018).

Hemofili A hastaliginin tedavisinde kullanilan diger bir viral vektor ise
lentivirtislerdir. HIV kaynakli lentiviral vektorler, insanlarda HIV enfeksiyonunun
diisiik prevalansi ve vektoriin daha biiyiik transgen kaseti barindirma kapasitesi
nedeniyle AAV vektorlerine istiinliik saglamaktadir. Lentiviral vektorler, AAV
vektorlerine kiyasla hedef hiicreye daha uzun; 9 kb’ a kadar transgen kaseti entegre

edebilmektedir (Vannucci et al., 2013). Bunun yaninda, lentiviral vektdrler uygun
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modifikasyonlarla hemapoetik hiicreler, makrofajlar, ndronlar gibi ¢cok ¢esitli (bdliinen
ve boliinmeyen hiicreler) hiicrelerin genomunu enfekte edebilmektedir (Naldini et al.,
1996; Naldini, 1998; Matrai et al., 2010; Dropuli¢, 2011). Lentiviral vektorler i¢in
genomik entegrasyon, transgenin konak¢i genomunda ekspresyonu igin esastir. Bu

sayede, terapdtik genin daha uzun siireli ekspresyonuna olanak saglamaktadir.

Genomik entegrasyon ayni zamanda mutageneze, ve / veya onkogenlerin
(timor baskilayici genlerin inhibisyonu) aktivasyonuna neden olabilmektedir (Fischer
et al., 2005; Howe et al., 2008). Lentiviral vektorlerin onkojeniteye neden olduguna
dair ¢ok az sayida ¢alisma olmasina ragmen yine de risk teskil ettigi yadsinamaz bir

gercektir (Themis et al., 2005).

2.10.2. Hemofili A Hastaliginmin Gen Tedavisinde Kullanilan Vektér Tasarumlar

2022 yilina gelindiginde klinige ulasan yaklagik 10 adet Hemofili A gen
tedavisi ¢aligmasi bulunmaktadir. Bu klinik ¢alismalarin bir kism1 ¢alismalarina hasta
almaya devam ederken, bir kismi durdurulmus olarak clinicaltrials.gov internet
sitesinde yer almaktadir. Hemofili A hastaliginda lisans almis bir gen tedavisi
bulunmamasina ragmen bir¢ok iilkede umut vaat eden farkli gen tasarimlari

gelistirilmektedir.

Asagida Hemofili A gen tedavisi klinik g¢aligmalari, klinik ¢alismalarin

durumlary, klinik ¢alisgmalarda kullanilan gen dizaynlar1 gosterilmistir.

Tablo 2.6 Hemofili A Gen Tedavisi i¢in Gelistirilen Klinik Calismalar ve Durumlari

NCT
Durum Gen Miidahalesi Sponsor / Ortak
Numarasi

) BAX 888, AAV8-co-BDD- | Baxalta now part
NCT03370172 | Devam ediyor.

F8 of Shire/Shire
Aktif, devam BMN 270, AAVS5-co- BioMarin
NCT02576795 ]
etmiyor. BDD-F8 Pharmaceutical
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Tablo 2.6 Hemofili A Gen Tedavisi i¢in Gelistirilen Klinik Caligmalar ve Durumlari

(Devami)
NCT
Durum Gen Miidahalesi Sponsor / Ortak
Numarasi
Valoctocogene
) BioMarin
NCT03370913 | Devam ediyor. | Roxaparvovec (BMN 270)-
Pharmaceutical
AAVS5
Valoctocogene
) BioMarin
NCT03392974 | Devam ediyor. | Roxaparvovec (BMN 270)
Pharmaceutical
—AAVS
Valoctocogene
Davet ile hasta BioMarin
NCT03520712 Roxaparvovec (BMN 270) )
kayid1 alintyor. Pharmaceutical
—AAVS
SB-525, AAV6-co-BDD- Sangamo
NCT03061201 | Devam ediyor.
F8 Therapeutics
SPK-8011, AAV3/ LKO03- Spark
NCT03003533 | Devam ediyor. ]
co-BDD-F8 Therapeutics
Heniiz Spark
SPK-8011, AAV3/ LKO03-
NCT03432520 baglamadi. Therapeutics
co-BDD-F8
University
) College, London /
NCTO03001830 | Devam ediyor. | AAV2/8-HLP-FVIII-V3
Medical Research
Council
Shenzhen Geno-
Heniiz YUVA-GT-F801-
NCT03217032 Immune Medical
baglamadi. Lentiviral vector F8 HSC

Institute

Hemofili A tedavisinde klinikte yer alan en 6nemli gen dizaynlar1 Sangamo

Therapeutics tarafindan gelistirilen SB-525 (Konkle et al., 2019), Biomarin ilag A.S.

tarafindan gelistirilen BMN270 (Rangarajan et al., 2017), Sparks Therapeutics
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tarafindan gelistirilen SPK-8011 (High et al., 2018; George et al., 2020), Shenzhen
Geno-Immune Medical Institute tarafindan gelistirilen YUVA - GT - F801 (Wang et
al., 2020) ve Expression Therapautics tarafindan gelistirilen CD68 - ET3 - LV CD34+’
dir (Doering et al., 2018). Bu tedavilere bakildigilda sadece YUVA - GT - F801 ve
CD68 - ET3 - LV CD34+’ nin lentiviral kaynakli vektor tasarimlar1 oldugu dikkat
¢cekmektedir.

Diger li¢ gen tedavisi ise vektor tasarimi olarak AAV’ nin farkli serotiplerini
icermektedir. Bununla birlikte, gelistirilen bu gen dizaynlarinda aktif FVIII’ in
yapisinda bulunmayan B domaini, silinmis olarak bulunmaktadir. Bu sayede AAV
vektoriiniin paketleme kapasitesine uygun olarak 5 kb’ dan kiigiik bir gen biiyiikliigiine
ulagilmaktadir. AAV kaynakli vektor tasarimlarinin promoter yapilar1 incelendiginde

karacigere spesifik promotorlerin tasarima dahil edildigi goriilmektedir.

Biomarin ilag A.S ve Sparks Therapeutics tarafindan gelistirilen FVIII gen
dizaynlarinda genin ekspresyonunu arttirabilmek i¢in FVIII geninde yer alan A2 ve
A3 domainleri, B domaininden kalan furin igeren 14 amino asitli (SQ) bir dizi ile
baglanmaktadir (Rangarajan et al., 2017; George et al., 2021). Sangamo Therapeutics
tarafindan gelistirilen SB - 525’ de ise SQ dizisi yer almamakta, ancak B domainin
silinmis FVIII dizisinin arkasina sentetik bir poliadenilasyon sinyali icermektedir. Bu
sayede ekspresyon verimliliginden 6diin verilmeden daha biiyiik transgen kasetinin
paketlenmesine  olanak  saglamaktadir  (https://www.pfizer.com/news/press-
release/press-release
detail/sangamo_and_pfizer announce phase 1 2 interim data for investigational

hemophilia_a gene therapy, Erisim tarihi: 20 Ocak 2022).

Expression Therapeutics tarafindan FVIII geninin biyosentezini ve
salgilanmasimi 6nemli 6l¢glide iyilestiren bir aminoasit sekansi igeren FVIII geni dizayn
edilmistir. Ortaya ¢ikan transgen iirlinii, ET3 (6nceden HP47) olarak adlandirilmis ve
gen ekspresyonunu 10 - 100 kat arttirdigr ve immiin yanit olusturmadigi preklinik
calismalar ile kanmtlanmistir (Brown et al., 2014; Brown, et al., 2018; Doering et al.,
2018). Bu tasarim CD68 monosit spesifik, kendi kendini inaktive edebilen (SIN)
lentiviral vektor (LV) ile transdiiksiyona tabi tutulan otolog CD34+ hiicrelerinden

olusmaktadir (Doering et al., 2018).
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Faz III klinik ¢alismalar1 bulunan AAV kaynakli li¢ gen tasariminin klinik
verilerini sirastyla inceledigimizde; Sangama Therapeutics tarafindan Faz 1 / 2 acik
etiketli, randomize olmayan ¢alismada Hemofili A tanisi olan 11 kisiye 4 farkli dozda
(9 x 10", 2x 10", 1 x 10", 3 x 10'® vektdr genom (vg) / kg; Her kohort i¢in n= 2,
yiiksek doz kohort i¢in n= 5) SB-525 gen tedavisi uygulanmistir. infiizyondan 6 hafta
sonra, yiiksek doz (3 x 10" vg / kg) uygulanan 2 katilmcinm FVIII seviyelerinin
normalin %94 ile %140 ulastig1 rapor edilmistir. Ancak yiiksek doz ile tedavi edilen
5 katilimemnin dordiinde, tedavi gerektirecek bir yan etki, alanine aminotransferaz

(ALT) yiikselmesine rastlanmistir (Konkle et al., 2019).

Biomarin tarafindan gelistirilen BMN 270°nin ilk klinik ¢calismasinda 3 farkli
doz grubu ( diisiik doz 6 x 10'? vg / kg n=1, orta doz 2 x 103 vg / kg n=1 ve yiiksek
doz 6 x 10"® vg / kg n= 7) denenmistir. Diisiik ve orta doz uygulanan gruplarda FVIII
seviyeleri < %3 olarak bulunmustur. Yiiksek doz BMN 270 uygulanan 7 hastadan 6’
sinin FVIII seviyesi 20. haftadan sonra stabil kalmig (medyan FVIII seviyesi 77 TU /
dL, FVIII seviyesi 19 - 164 IU/dL) ve 1 yil kadar devam etmistir. Yiiksek doz
uygulanan (6 x 10'® vg / kg n= 7) katilimeilarin, 2 - 9. haftalarda FVIII seviyesinin >
51U/ dL’ ye yiikseldigi, 6. haftada ise normal seviyelere (FVIII > 50 IU / dL) ulastig1
goriilmiistiir. Yiiksek doz uygulanan katilimcilarin ¢ogu, katilimeilarin birinde
gozlenen hafif ALT yiiksekligi nedeniyle profilaktik prednizolon tedavisi almistir.
Yiiksek doz uygulanan katilimcilardan birinde ise profilaktik prednizolon tedavisine
ragmen transaminitis gelismis ve ek doz prednizolon tedavisine ihtiya¢ duymustur

(Rangarajan et al., 2017).

Biomarin tarafindan gelistirilen BMN 270’nin ikinci klinik ¢alismasinda 4
farkl1 doz grubu denenmistir. Gruplar; 6 x 10'? vg / kg uygulanan 1 katilimei, 2 x 103
vg / kg uygulanan 1 katilmci, 6 x 10" vg / kg uygulanan 7 katilime1, 4 x 103 vg / kg
uygulanan 6 katilimcidan olugmustur. 15 katilimcmin 11’ inde ALT yliksekligi
saptanmistir. Katilimcilardaki ALT yiikseklikleri kortikosteroid kullanim ile kontrol
altina alinmustir. 3. grupta yer alan katilimeilarin 3 y1l boyunca yapilan takiplerinde, 1.
yilda medyan FVIII seviyesi 64 IU / dL, 2. yilda medyan FVIII seviyesi 36 IU / dL, 3.
yil medyan FVIII seviyesi ise 33 IU / dL olarak saptanmigtir. Ortalama FVIII
seviyelerine bakildiginda ise, bu seviyesinin 2. yilda %43 ve 3. yilda ise %10 azaldig1

gozlemlenmistir.
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Grup 4’ te yer alan alt1 katilimcinin izlemlerine iki sene siireyle devam
edilmistir. Ortalama faktor VIII aktivite seviyesi 1. yilin sonunda 21 IU / dL (medyan,
231U/ dL), 2. yilin sonunda ise 15 IU / dL. (medyan, 13 IU / dL) olarak bulunmustur.
4. grupta yer alan katilimcilarin FVIII seviyeleri 3. gruptakine benzer bir sekilde 2.

yilin sonunda %30 oraninda azalmistir (Pasi et al., 2020).

SPK-8011, faz 1 /2 Hemofili A gen tedavisi calismasinda 18 hastaya 5 x 10!
vg /kg, 1 x 102 vg/kg, 1 x 10" vg / kg ve son olarak 2 x 10'? vg / kg dozlarinda
tedavi verilmistir. 8 katilimcida tedaviyle iligkili toplam 33 advers olay meydana
gelmistir. 33 advers olaym 17’ si AAV kapsidine karsi immiin yanit ile iliskili olup, 1
advers olay ciddi olarak tanimlanmistir. Diger advers olaylar kortikosteroid kullanim1
ile alakali olarak kaydedilmistir. iki katilimc1, immiin baskilanmaya duyarli olmayan
bir anti-AAV kapsid hiicresel immiin tepkisi nedeniyle tiim faktor VIII ekspresyonunu
kaybetmigtir. 16 katilimcinin FVIII seviyeleri korunmus, 12 katilimcei ise 2 yil siireyle
takip edilmistir. Takiplerinde ortalama FVIII seviyesinin %12.9 oldugu saptanmistir
(George et al., 2021).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Tablo 3.1 Hiicre Hatlar1 ve Kullanim Alanlar1 Listesi

Hiicre Hatt1

Kat. No, Marka

Kullanim Alam

HEK293T- Insan

Embriyonik Bdbrek CRL-3216, ATCC Lentiviriis Uretimi
Hiicreleri
MKH- Insan N
' Umbilikal Kord Kaynakl ]
Mezenkimal Kok Viral Titrasyon
) MKH
Hiicresi

Tablo 3.2 Kit, Soliisyon ve Antikorlarin Listesi

Malzeme

Kat. No, Marka

RPMI 1640 Medium

01-101-1A, Biological Industries

Dulbecco’s Modified Eag
Yiiksek Glukoz

le’s Medium -

11965084, Gibco

Dulbecco’s Modified Eag
Diisiik Glukoz

le’s Medium -

01-050-1A, Gibco

MSC NutriStem® XF Medium

05-200-1A, Biological Industries

OPTIMEM

31985070, Gibco

Ringer Lactate

PPB-2001252, Polypharma

Fetal Bovine Serum

10500064, Gibco

Penicillin- Streptomisin

03-031-5b, Biological Industries

Tripsin EDTA Solution C

03-053-1B. Biological Industries
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Tablo 3.2 Kit, Soliisyon ve Antikorlarin Listesi (Devami)

Malzeme

Kat. No, Marka

Dulbecco's phosphate-buffered saline

02-023-1A, Biological Industries

Tripan Mavisi

T8154, Sigma Aldrich

Dimethyl Sulfoxide (DMSO)

C6164, Sigma Aldrich

Dekstran PPC-1802140, Polifarma
SOC Besiyeri B9020, New England Biolabs
Gliserol G5516, Sigma Aldrich

Glisin G8898, Sigma Aldrich
Methanol 34860, Sigma Aldrich

SDS L3771, Sigma Aldrich

TexMACS Medium

130-097-196, Miltenyi

TIBA Gold

NS02

Orange G

03756-25G, Sigma Aldrich

50X Tris/Asetik Asit/EDTA (TAE)

1610773, Biorad

DNA Ladder

10787018, Thermo Fisher

Scientific

Vectofusin - 1

130-111-163, Miltenyi Biotech

Protamin Sulfat

SLBS5411, Sigma

QIAfilter Plasmid Giga Kit

12291, QIAgen

Lenti-X Concentrator

PT4421-2, Takara

Fugene HD Transfection Reagent

E2312, Promega

LB Agar

110283.0500, Merck

LB Broth

110285.0500, Merck

Ampicilin 100 mg/ml

A5354, Sigma Aldrich
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Tablo 3.2 Kit, Soliisyon ve Antikorlarin Listesi (Devami)

Malzeme

Kat. No, Marka

Deiyonize Su

A0223044, Osel

Apirojenik Distile Su

Kogak Farma

Agaroz

800-015, Wisent Bio Product

Protein Iimmunoblot

SC-73597, SantaCruz

FVIII Protein Tayini CB-P005-K, Biorad
CD45R0 Antikoru 130-113-558, Miltenyi Biotech
FVIII icermeyen Insan 23-044-689, Siemens

Plasma Uriinii

Healthineers

Insan Faktor VIIT ELISA Kit

ab272771, Abcam

aPTT/ Dade Actin FS B4218-20, Siemens

HIV PCR Kit 4513363, QlAgen

FVIII Deficient Kit OTXWI17E, Siemens Healthineers
Western Blot Kit T7115A, Takara

Tablo 3.3 Cihaz Listesi

Cihaz

Kat. No, Marka

Sinif IT Biyo-giivenlik kabini

MN120, Niive

Buzdolabi (+4)

1060 TY, Argelik

Buzdolabi (-20)

1060 TY, Argelik

Buzdolabi (-80)

DW-86L628, Haier

Inkiibator

IC0150med, Memmert

Calkalayici inkiibator

H100SH, Termal
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Tablo 3.3 Cihaz Listesi (Devami)

Cihaz

Kat. No, Marka

Hiicre Sayma Cihaz1

T20, Biorad

Pipet Kontrolori

Pipetus, Hirschmann

Pipet (5,10,25,50,100 pl) Axygen

Su Banyosu NB20, Niive

Santrifiij Allegra X-30R, Beckman Coulter
Vortex Neuation iSwix VT

pH Metre WTW pH 3110 (pH3151)

Hassas Terazi Precise LS220A

Hiicre Sayici T20, Biorad

Magnetik Karistiric Heidoph MR 3001 K
Nanodrop NanoDrop one, Thermo

Isik Mikroskobu Leica

Flow Cihazi Cytoflex, Beckman Coulter
ELISA Okuyucu Omega, BMG

PCR Cihaz1 Biorad, T100 Thermal Cycler

CS-5100 Hemostasis System

The Sysmex, Siemens

Rotor Gene Q

Qiagen

Jel Goruntileme

Geldoc Ez, Biorad

Western Blot Protein Tespit Cihazi

Millipore, Merck

Vakum

Rocker 300

Bullet Blender

Next Advance
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3.2. Yontem
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3.2.1. HEK 293T Hiicre Kiiltiirii

HEK 293T hiicreleri (CRL-3216, ATCC), HEK besiyeri (500 ml DMEM (#02-
023-1A, Biological Industries), %10 ml FBS (#10500064, Gibco), %1 ml penisilin-
streptomisin (#03-031-5b,Biological Industries) kullanilarak kiiltiire edilmistir. Hiicre
kiiltiirti isleminde, hiicreler %80 konfluense ulasana kadar taze besiyeri her 2-3 giinde
bir degistirilmistir. Hiicreleri toplamak amaciyla besiyeri uzaklastirilmis ve %0.05 1X
Tripsin EDTA (#25300054, Gibco) eklenerek 37 °C’ deki inkiibatore 2 dakika siireyle
kaldirilmistir  (Hiicrelerin mikroskop altinda flask yilizeyinden ayrildigi teyit
edilmistir). Tripsin aktivitesini ndtralize etmek icin 1:1 oraminda HEK besiyeri

eklenmistir.

Falkonlara alinan hiicreler 5 dakika boyunca 1500 rpm’ de santrifiij edilmistir.
Pelet, hiicre sayimi tayini i¢cin HEK besiyeri ile yeniden siispanse edilmistir. Stispanse
edilen hiicre karisimindan 100ul alinip, 1:1 oraninda tripan mavisi (#T8154, Sigma
Aldrich) eklenerek hiicre sayim1 alimmistir. 50 ml HEK besiyeri i¢inde toplam 4 - 6 x
10° canl1 hiicre olacak sekilde T300 flasklara ekilmistir. T300 flasklara ekilen hiicreler
37 °C’ deki inkiibatore kaldirilmistir.

3.2.2. HEK 293T Hiicrelerinin Saklanmas

%8 DMSO (#C6164, Sigma Aldrich) ve %12 Dextran 40 ( #PPC-1802140,
Polifarma) karisim1 kriyoprezervasyon soliisyonu olarak hazirlanmistir. Hiicreler,
HEK besiyeri ile siispanse edilmis ve 1:4 oraninda kriyoprezervasyon soliisyonu
kullanilarak dondurulmak {izere kriyoviyallere aktarilmistir. Kriyoviyaller -80 °C’ de
48 saat saklanmis ve daha sonra uzun siireli depolama ic¢in sivi nitrojen tankina
aktarilmistir. Hiicreler kriyoprezervasyon isleminden sonra kullanilmasi gerektiginde,
kriyoprezervasyon soliisyonunun kalintilarini uzaklastirmak i¢in 1 X DPBS (#02-023-
1A, Biological Industries) ile 1500 rpm’ de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek 2 kez

yikanmuigtir.
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3.2.3. Mezenkimal Kok Hiicre (MKH) Kiiltiirii

Aragtirma ¢aligmalarinda kullanilmak iizere bagislanan kordon dokusundan
elde edilen MKH’ lar kullanilmistir. Nitrojen tankindan alinan donmus kordon
dokusundan elde edilen MKH, DPBS w/o (#02-023-1A, Biological Industries) ile 400
G’ de 10 dakika santrifiij edilerek 2 kez yikanmistir. Pelet MKH besiyeri (500 ml
MKH besiyeri (#02-023-1A, Biological Industries), %10 FBS (#10500064, Gibco),
%1 penisilin-streptomisin (#03-031-5B, Biological Industries) kullanilarak siispanse
edilmistir. Stispanse edilen MKH karigimindan 100 pl alinip 1:1 oraninda tripan mavisi

(#T8154,Sigma Aldrich) ile karistirilarak hiicre sayimi alinmigtir.

50 ml MKH besiyeri icinde toplam 4 - 6 x 10° canli hiicre T300 flasklara
ekilmistir. T300 flask icerisindeki hiicreler 37 °C’ deki inkiibatore kaldirilmastir.
Hiicreler >%80 konfluense ulastiklarinda pasaj gerceklestirilerek hiicre canliliginin
korunmasi saglanmistir. Mezenkimal kok hiicreler, bu caligmada somatik hiicrelerdeki

sitopatik etkinin goriilmesi amaciyla kullanilmistir.

3.2.4. Agar Plate Hazirlama

Bakteri kolonisi se¢imi yapilmasi amaciyla hazirlanan Luria - Bertani Agar (LB

Agar) plakalar1 agagidaki protokole uygun olarak hazirlanmistir.

12 gr LB toz agar1 ( #110283.0500, Merck) tartilmis ve 500 ml’ lik erlenmeyer
flaska aktarilmigtir. Daha sonra LB toz agarin (#110283.0500, Merck) tizerine 300 ml
deiyonize su (#A0223044, Osel) eklenmis ve karigmasi i¢in ¢alkalanmistir. Sisenin
istii aliiminyum folyo ile kapatilmis, otoklav bandi ile etiketlenmistir. Otoklav
cihazinin sivi ayarinda 20 dakika boyunca sterilize edilmistir. Agar c¢ozeltisi
otoklavdan ¢ikartildiktan sonra, sogumasi beklenmigtir. Soliisyona yavasga 300 pl
Ampisilin (#A5354, Sigma Aldrich) eklenmis ve karigmasi i¢in ¢alkalanmigtir. Son
olarak 10 cm polistiren petri kabiinin ortasina gelecek sekilde ~ 20 ml hazirlanan LB
agar karigimi dokiilmiistiir. Agar, petrinin yaklasik 2 / 3’ iinii kaplayacak sekilde

yayildiginda dokme islemi sona erdirilmistir.
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Daha sonra petriler 30 - 60 dakika sogumaya birakilmistir (katilagana kadar).
Etiketlenen petriler 4 °C’ de parafilm ile agz1 kapali olarak muhafaza edilmistir.

3.2.5. Plazmit Dizayni

Promotorii EF-1 alpha olan (NCBI: EF1A1), B domaini silinmis FVIII sekans1
(GenBank: ABV90867.1) ile CD45R0t yiizey belirteci (Uniprot: PO8575) tagiyan bir
FVII geni dizayn edilmistir. Bu gen dizisi 5805 bazdan ve 1928 amino asitten
meydana gelmektedir. Bu gen EFloa - FVIILCC - CD45R0t lentiviral vektoriin

icerisine klonlanarak GenScript tarafindan sentez edilmistir.

Sekil 3.2 EFla - FVIIL.CC - CD45R0t Plazmit Dizaynm

(BioRender.com ile olusturulmustur.)
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5805 bazlik EF1a-FVIIL.CC-CD45R0t gen dizisi asagida verilmistir.

ATGCAGATTGAAC TGTCCACCTGTTTC TTICC TG TGCC TGO TGAGATTC TG TTTTTCCGOCACTAGGAGATAC TACCTGGOAGC CGTCGAGC TGTC TTGGGATTACATGCAGTCCGATC TGGG
COAGCTGCCTGTGGATGCCCGGTTOCCCOCCOGGGTGOCCANGTCCTTCCCC TTCAATACC AGC GTGG TG TATAAGAAAACACTGTTOGTGGAGTTTACCGACCACC TG TTCAACATCGOC
AAGCCAAGACCACCTTGGATGGGCC TGE TGGGACCCACAATCCAGGCCGAGGTGTATGATACCGTGG TAATCACAC TGAAGAATATGGCCTCCCACCCAGTGTC TC TGCACGCCGTGGGT
GTGTCCTATTGGAAGGCC TC TGAGGGCGCCGAGTACGACGATC AGACATC TCAGAGGGAGAAGGAGGACGACAAGGTGTTCCCAGGCGGCTC TCACACATACG TG TGGCAGG TGC TGAA
GGAGAACGGCCCAATGGOC TCCGATCCAC TGTGCC TGACCTATTC TTACC TG TCCCACG TGGATC TGG TGAAGGATC TGAAC TCCGGCCTGATCGGCGCCCTGE TGG TG TGCAGAGAGGG
CTCCCTGGOCAAGGAGAAAACCCAGACACTGCACAAGTTTATCC TGC TG TTCGCCGTG TTCGATGAGGGUAAG TCC TGGCACTCCGAGAC AAANGAATAGCCTGATGC AGGATCGCGACGT
COOCTCTGOCAGAGOCTGGOC TAAGATGC ACACCGTGAACGGC TACG TGAATCGC TCCC TGOCAGGCCTGATCGGC TG TCACCGGAAGTCCGTG TATTGGC ACGTGATCGGCATGGGCAC
CACACCTGAGGTGCAC TCCATCTTCC TGGAGGGCCACACCTTCCTGG TGO GGAACCACCGGCAGGCCTCTC TGGAGATTTC TCCTATCACC TTCC TGACCGCCCAGACACTGCTGATGGAT
CTGGGCCAGTTTCTGC TGTTTTGTCACATCAGC TCCCACCAGCACGAC GGCATGGAGGCCTACGTGAAGGTGGATTCC TGCCCAGAGGAGCCACAGC TGO GGATGAAGANTAACGAGGA
GGOCGAGGACTACGACGATGACC TGACCGATTCCGAGATGGACGTGG TGAGATTTGACGACGACAATTC TCCTTCTTTTATCCAGATCCGCTCCGTGGOCAANGAAGC ACCCTANGACCTG
GGTGCAC TATATCGCCGCCGAGGAGGAGGATTGGGATTATGCCCCACTGGTGC TGGC CCCAGATGATCGC TCC TATAAGAGCCAGTACC TGAACAATGGCCCACAGAGGATCGGCAGGAA
GTACAAGAAGGTGCGGTTCATGGCCTACACAGATGAGACATTCAAGACACGGGAGGCCATCC AGC ACGAGAGC GGCATCCTGGGGCC TC TGC TG TATGGC GAGG TGGGCOGATACACTGCT
GATCATCTTTAAGAATCAGGCCTC TCGGOCCTACAATATC TACCCTCACGGCATC ACCGACGTGC GO CCTC TG TATTOC AGAC GO CTGCCCAAGGGCGTOAAGCACCTGAAGGACTTOCCA
ATCCTGOCTGOCGAGATATTCAAGTACAAGTGGACAG TGACCGTGOAGGACGGCCCCACAAAGTOCGATCC ACGGTGTC TGACCAGATAC TATAGC TCC TT TG TGAATATGGAGC GGG ATC
TGGCCAGCGGCCTGATCGGCCCACTGE TGATC TGTTATAAGGAG TCCG TGGATCAGC GGGGCAACCAGATCATG TC TGATAAGCGGAACGTGATCC TGTTC TCCGTG TTTGATGAGAACCG
GTCTTGGTATC TGACAGAGAATATCC AGAGATTCC TGOCAAACCCAGCCGGOGTGCAGCTGGAGGACCCTGAGT TCCAGGCC TCCAACATCATGCAC TCCATCAACGGC TACGTGTTCGAT
TCOCTGCAGCTGTCCG TG TGOCTGCACGAGG TGGCCTATTGG TACATCC TGAGCATCGGOGOCCAGACCGATTTCCTGTCCGTGTTC TTTTCCGGC TATACC TICAAGCACAAGATGG TG TA
COAGGATACACTGACCCTGTTCCC TTTTTCCGGCGAGACAGTG TTCATGAGCATGGAGAATCCCGGOC TG TGGATAC TGGGC TG TCACAATTCCGACTTTCGCAATCGGGGCATGACCGCC
CTGC TGAAGG TGAGCAGC TGTGACAAGAATACCGGCGATTAC TACGAGGAC TC TTACGAGGACATC TC TGOC TACC TGC TG TC TAAGAACAACGCCATCGAGCCAAGGTOC TTCAGCCAG
AACCCACCTGTGC TGAAGAGACACCAGCGOOAGATC ACAAGAACCACCCTGCAGTCCGATC AGGAGGAGATCGAC TATGATGATACCATC TCCGTGOAGATGAAGAAGGAGGACTTOGA
CATCTATGACGAGGATGAGAACCAGTC TCCTCGGAGC TTCCAGAAGAAAACAAGACACTACTTTATCGCCGCCGTGGAGAGAC TG TGGGAC TATGGCATGTCCAGCAGCCCACACGTGCT
GAGAAATAGGGCGCAGTC TGGC TC TG TGCCACAGTTCAAGAAGG TGG TG TTCCAGGAGTT TACCGACGGCTC TTTTACCCAGCCTC TGTATC GGGGUGAGC TGAACGAGCACCTGGGOCT
GCTGGGGCCATACATCAGAGCCGAGGTGGAGGACAATATC ATGGTGACC TTTCGGAATCAGGCCAGCAGACCCTACTCC TTTTATAGC TOCC TGATC TC TTACGAGGAGGATC AGAGACAG
GGOGOCGAGCCOCGCAAGAATTTCGTGAAGCCAAATGAGACAAAGACATAC TTC TGGAAGGTGCAGC ACCACATGGOCCCCACCAAGGACGAGTTCGAC TG TAAGGC CTGGGCC TATTT
CTCCGATGTGGACC TGGAGAAGGATGTGCAC TCCGGOCTGATCGGOCCCC TG TGG TG TGCC ACACCAATACCCTGAATCC TGO CCACGGCAGACAGGTGACAGTGC AGGAGTTCGOCCT
GITCTTTACAATC TTCGACGAGACAAAGTCC TGO TATTTCACCGAGAACATGGAGC GOAACTG TCGOGC COCTTGCAATATCCAGATGGAGGACCOCACCTTTAAGGAGAATTATAGGTTC
CACGCCATCAATGGE TACATCATGGATACAC TGCCAGGCCTGG TAATGGOCCAGGACCAGAGAATCCGGTGG TATC TGC TG TC TATGGGCAGCAATGAGAATATCCACTCCATCCACTTTTC
COGOCCACGTGTTCACCGTGAGAAAGAAGGAGGAG TACAAGATGGC CCTGTATAATC TGTACCCTGGOGTGTTTGAGAC AGTGGAGATGC TGCCATC TAAGGCCGGCATC TGGOGGGTGGA
GIGCCTGATCGGCGAGCACCTGCACGCCGGCATGTC TACAC TG TTTC TGG TG TAC TCCAATAAGTG TCAGACCCCACTGGGCATGGOC TCOGGUCACATCAGAGATTTCCAGATCACCGCC
TCOGGCCAGTATGGCCAGTGGGCGCCCAAGC TGGCCAGGC TGCAC TATTC TGGC TC TATCAATGCCTGG TC TACCAAGGAGCCATTC TCC TGGATC AAGG TGGATC TGC TGGOCCCAATGA
TCATCCACGGCATCAAGACCCAGGGOGCCCGGCAGAAGTTTTC TTCCC TG TATATC TC TCAGTTTATC ATCATG TATTC TC TGGAC GG AAGAAGTGGCAGACCTACAGGGGCAATTC TACA
GGCACACTGATGGTGTTTT TCGGCAACGTGGATTC TAGC GGCATCAAGCACAATATC TTCAACCCOCCTATCATCGOCAGGTATATC CGGC TGCACCCCACCCACTACTC TATCAGATCCAC A
CTGAGGATGGAGC TGATGGGC TG TGACC TGAACAGC TG TTC TATGCCTC TGGGCATGGAG TCCAAGGCCATC TCCGATGCCCAGATCACCGCCTCCAGC TATTTCACAANCATG TTTGCC A
CATGGAGCCCTTC TAAGGCCCGGCTGCACCTGE AGGGCAGGTC TAATGC C TGGAGACCCCAGGTGAATAACCCCANGGAGTGGC TGCAGGTGGAC TTTCAGAAAACCATGAAGGTGAC A
GGOGTGACCACCCAGGGCGTGAAGTCCCTGC TGACCTCCATG TATG TGAAGGAGTTCC TGATCAGCTC TTCCCAGGACGGCCACCAGTGGACCCTGTTCTTTCAGAACGGCAAGGTGAAG
GTGTTCCAGGGCAACCAGGACAGCTTCACCCCTGTGGTGAAC TCCCTGGACCCACCACTGCTGACCOGGTATC TGCGCATCCACCCACAGTCCTGGG TGCACCAGATCGOCCTGAGAATG
GAGGTGC TGGGC TGCGAGGCCCAGGATC TGTACGGC TCTGGCGCCACCAATTTC TOCC TGCTGAAGC AGGCCGGCGATG TGGAGGAGAACCCTGGOCC TATGACAATG TACC TG TGGC TG
AAGCTGE TGGOCTTCGGC TTCGCCTTOC TGGATACAGAGG TG TTCGTGACCGGOCAGAGOCCCACCCOCTCOCCCACAGATGOC TATC TGAATGCC TC TGAGACAACCACACTGTC TCCAT
CCGGCTCTGOOGTGATC TC TACCACCACCATCGOCACAACACCTAGC AAGCCCACCTGTGATGAGAAGTACGOC AATATCACCGTGGATTACCTG TATAAC AAGGAGACAAAGCTGTTCAC
COCCAAGCTGANCGTGAATGAGAANCGTGGAG TG TGGCAACAATACATGC AC AAMTAATGAGGTGCACAATC TGACAGAGTGC AAGAATGCC TCOGTGTC TATC TCCCACAACTCC TGO AC
AGCOCCCAGATAAGACACTGATCC TGGATG TGO CCCCTGGCGTGGAGAAGTTTCAGC TGCACGATTGTACCCAGGTGGAGAAGGCCGATACCACAATC TGTC TGAAG TGGAAGAATATCGA
GACATTCACCTGTGATACCCAGAACATC ACCTACC GG TTCCAGTG TGGCAATATGATC TTCGATAAC AAGGAGATC AAGC TGGAGAATC TGGAGCCAGAGC ACGAGTATAAGTGCGAC TCC
GAGATCC TGTATAACAACCACAAGTTCACAAACGOCTC TAAGATCATCAAGACCGATTTTGGC TCCCCAGGUGAGCCACAGATC ATC TTTTGCCGG TC TGAGGC CGCCCACCAGGGCGTG
ATCACATGGAATCCCOCTCAGCGGTC TTTTCACAAC TTTACCC TGTGC TACATCAAGGAGACAGAGAAGGACTGCC TGAATC TGGATAAGAATC TGATCAAG TACGACCTGCAGAATC TGA
AGCCCTACACCAAGTATG TGO TG TCCC TGCACGCOCTACATCATCGOCAAGG TGC AGAGGAACGGCTC TGCCGCCATG TGOCACTTTACAACCAAGAGUGCCCCACCTTC TCAGG TG TGGA
ACATGACAGTGAGCATGACATC TGATAATAGCATGCACGTGAAG TGOCGCOCACCTCGGGATC GOAATGGCCCACACGAGC GGTATCACCTGGAGG TOGGAGGCCGGEANTACCCTGGTGA
GGAANTGAGTCCCACAAGAACTGTGAC TTTCGOG TGAAGGACCTGCAGTACTCCACAGACTATACCTTTAAGGCC TAC TTCCAC AACGGCGATTATCC TGGCGAGCCTTTCATCC TGCACCA
CTCCACCTCCTACAATTCCAAGGCCCTGATCGOCTTTCTGGCCTTTC TGATCATCGTGACCTCCAT TGO TCTGC TGGTOGTCC TG TATAAAATC TATGATC TGCACAAGAAGCGGTCCTGC

Sekil 3.3 5805 bazlik EFla - FVIIL.CC - CD45R0t Gen Dizisi
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Sekil 3.4 EFla - FVIIL.CC - CD45R0t Amino Asit Dizisi

(BioRender.com ile olusturulmustur.)



GAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTC TTCCGC TTCCTCGCTCAC TGACTCGC TGO GCTC GG TCGTTOGGC TGCGGUGAGCGOTATCAGC TCAC TCAAAGGCGGTANTACGG TTATCCACAGA
ATCAGGGGATAACGCAGGAANGAACATG TGAGC AAAAGGOCAGC AAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGC CGCGTTGC TGGOGTTTT TCCATAGGC TOCCGCCCOCCTGACGAGUATCACA
AAAATCGACGC TCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC TCCCTCGTGCGC TC TCCTGTTC CGACC CTGUCGCTTACCGGATACC
TGTCCGCCTTTCTCCCTTOGGGAAGCGTGGOGCTTTC TCATAGC TCACGC TG TAGG TATC TCAGTTCGG TG TAGGTCGTTCGC TCCAAGCTGGGC TGTG TGCACGAACCCCCCGTTCAGCC
COGACCGCTGOGOCTTATCCGG TAAC TATCG TC TTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGG TAACAGGATTAGC AGAGCGAGG TATG TAGGCGGTGCT
ACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGOC TAAC TACGGCTACAC TAGAAGAACAGTATTTGG TATC TGCGCTC TGC TGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGG TAGC TCTTGATCCGGC AAAC
AMMCCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGC AGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATC TCAAGAAGATCC TTTGATC TTTTC TACGGGGTC TGACGC TCAGTGGAACGAAA
ACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATC TTCACC TAGATCC TTTTAAATTAAAAATGAAG TTT TAAATCAATC TAAAG TATATATGAG TAAACTTGGTC TGACAGTT
ACCAATGC TTAATCAGTGAGGCACCTATC TCAGCGATC TGTC TATTTCGTTCATCCATAGTTGOCTGAC TCCCCGTCGTGTAGATAAC TACGATACGGGAGGGCTTACCATC TGGCCCCAGTG
CTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATC AGC AATAAACCAGCCAGC CGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGG TCC TGCAACTTTATCCGCC TCCATCCAGTC TAT
TAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGOCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGC TACAGGCATCGTGG TG TCACGC TCGTCGTTTGGTATGGC TTCATTCAGC TOCG
GTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGC AAAAAAGC GG TTAGC TCCTTOGGTCC TCCGATCGTTG TCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTG TTATCAC TCATGGTTATG
GCAGCACTGCATAATTC TCTTAC TG TCATGCCATCCGTAAGATGC TTTTC TGTGAC TGG TGAGTAC TCAACCAAGTCATTC TGAGAATAGTG TATGCGGCGACCGAGTTGC TCTTGCCC GG
GTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGC TCATCATTGGAAAACGTTC TTCGGGGCGAAAACTC TCAAGGATC TTACCGC TG TTGAGATCCAGTTCGATG TAA
CCCACTOGTGCACCCAACTGATC TTCAGCATC TTTTACTTTCACCAGCGTTTC TGGG TGAGC AAAAACAGGAAGGCAAMATGCCGCAAMAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTG
AATACTCATACTCTTCC TTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATC AGGG TTATTG TC TCATGAGC GGATAC ATATTTGAATG TATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGG TTCCGCGCACATTTCCCC
GAAAAGTGOCACCTAAATTG TAAGCG TTAATATTT TG TTAAAATTCGCG TTAAATT TTTG TTAAATCAGC TCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGUAAAATCCC TTATAAATC AAAAGA
ATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAG TTTGGAACAAGAGTOCACTATTAAAGAACGTGGAC TOCAACGTC AAAGGGOGAAAAACCGTC TATCAGGGOGATGGOCCACTACGTGA
ACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGG TCGAGG TGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGC TTGACGGGGAAAGCOGGCGAACGTGGUGAGAAAGG
AAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGC GCTGOCAAG TG TAGC GG TCACGC TGO GCGTAANCCACCACACCCGCOGOGCTTAATGC GOCGCTACAGGGC GCGTCCCATTCGOC
ATTCAGGC TGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGG TGOGGGCC TCTTCGC TATTACGCCAGC TGO GAANGGGOGATG TGO TGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCA
GTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGOGTAATACGACTCACTATAGGGCGA ATTGGAGC TCCACCGOGGTGGC GOCCGCTCTAGAGAGC TTGGOCCATTGCATACGTTGTAT
CCATATCATAATATGTACATTTATATTGGC TCATGTCCAACATTACCGOCATG TTGACATTGAT TATTGAC TAGT TATTAATAGTAATC AAT TACGGGGTCATTAGT TCATAGC CCATATATGGAGT
TCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGC TGACCGCCCAANCGACCCCCGOCCATTGACG TCAATAATGACGTATG TTCCCATAG TAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGT
CAATGGGTGGAGTATTTACGG TAAACTGCCCACTTGGC AGTACATC AAG TG TATCATATGC CAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGAC GG TAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTA
CATGACCTTATGGGACTTTCCTAC TTGGCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGC TATTACCATGGTGATGC GG TTTTGGCAGTACATC AATGGGC G TGGATAGC GG TTTGAC TCACGGGGATT
TCCAAGTC TCCACCCCATTGACG TCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATG TCG TAACAACTCCGCCCCATTGACGC AAATGGGC GG TAGGCG TG TACGG
TGGGAGG TCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCG TCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACC TCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCOGGTCGACCGATC
CTGAGAACTTCAGGGTGAGTTTGGGGACCCTTGATTGTTC TTTCTTTT TCGC TATTG TAAAATTCATG TTATATGGAGGGGGCAAAGTTTTCAGGG TG TTGTTTAGAATGGGAAGATGTCCC
TTGTATCACCATGGACCCTCATGATAATTT TGTTTCTTTCACTTTCTACTC TG TTGACAACCAT TGTCTCCTCTTATTT TCTTTTCATTTTCTGTAACTTTTTCGT TAAACTTTAGCTTGCATTTG
TAACGAATTTTTAAATTCACTTTTGTTTATTTGTCAGATTGTAAGTACTTTC TCTAATCACTT TTTT TTCAAGGCAATCAGGGTATATTATATTG TAC TTCAGCACAGTTTTAGAGAACAATTGT
TATAATTAAATGATAAGG TAGAATATTTC TGCATATAAATTC TGGC TGGC GTGGAAATATTC TTATTGGTAGAAACAACTACACCCTGGTCATCATCC TGCC TTTC TC TTTATGG TTACAATGAT
ATACACTGTTTGAGATGAGGATAAAATAC TC TGAGTCCAAACCGGGCCCCTCTGC TAACCATG TTCATGCC TTCTTCTC TTTCC TACAGC TOC TGGGCAACGTGC TGGTTGTTGTGC TGTCT
CATCATTTTGGC AAAGAATTCC TCGACGGATCCC TCGAGGAATTC TGACAC TATGAAGTGCCTTTTG TAC TTAGCCTTTTTATTCATTGGGG TGAATTGCAAGTTCACCATAGTTTTTCCACA
CAACCAAAAAGGAAACTGGAAAAATGTTCCTTC TAATTACCATTATTGCCCGTCAAGC TCAG, A'I'I'TA.M'IT(:(.-L ATAATGACTTAATAGGCACAGCCTTACAAGTCAAAATGCCCAAGAGTC
ACAAGGCTATTCAAGCAGACGGTTGGATG TG TCATGC TTCCAAATGGGTCACTAC TTGTG SACCGAAGTATA CACATTCCATCCGATCC TTCACTCCATC TG TAG
AACAATGCAAGUGAAAGT UGAACAAACGAAACAAGUAACTTO AATCCAGUL CAAAL JGATATGUAAS UALG, LUAAGUAGTUAT CUAGL T
ACTCCTCACCATGTGC TGGTTGATGAATACACAGGAGAATGGG TTGATTCACAG TTCATCAACGGAAAATGCAGC AATTACATATGC CCCACTG TCCATAAC TC TACAACCTGGCATTC TGA
CTATAAGG TCAAAGGGC TATGTGATTC TAACCTCATTTCCATGGACATCACCTTC TTC TCAGAGGACGGAGAGC TATC ATCCC TGGOAANGGAGGGCACAGGGTTCAGAAGTAACTACTTT
GCTTATGAAAC TGGAGGC AAGGCCTGUAAAATGCAATAC TGCAAGC ATTGGGGAGTCAGACTCCCATCAGG TG TC TGG TTCGAGATGGC TGATAAGGATC TCTTTGC TGCAGCCAGATTCC
CTGAATGCCCAGAAGGG TCAAGTATC TCTGC TCCATC TCAGACCTCAGTGGATG TAAGTC TAATTCAGGACGTTGAGAGGATC TTGGATTATTCCC TC TGCCAAGAAACCTGGAGCAAAAT
CAGAGCGGGTCTTCCAATC TCTCCAGTGGATC TCAGC TATCTTGC TCCTAAAAACCCAGGAACCGGTCCTGC TTTCACCATAATCAATGG TACCCTAAAATAC TTTGAGACCAGATACATCA
GAGTCGATATTGC TGC TCCAATCCTC TCAAGAATGG TCGGAATGATCAG TGGAAC TACCACAGAAAGGGAACTG TGGGATGAC TGGGCACCATATGAAGACGTGGAAATTGGACCCAATG
GAGTTCTGAGGACCAGTTCAGGATATAAGTTTCC TTTATACATGATTGGACATGG TATG TTGGACTCCGATC TTCATC TTAGC TCAAAGGC TCAGG TG TTCGAACATCCTCACATTCAAGACG
CTGCTTCGCAACTTCC TGATGATGAGAGTTTATTTTTTGG TGATAC TGGGC TATCCAAAAATCCAATCGAGCTTG TAGAAGGTTGG TTCAGTAGTTGGAAAAGC TCTATTGCCTCTTTTTTCT
TTATCATAGGGTTAATC ATTGGACTATTC TTGG TTC TCCGAG TTGG TATCCATC TTTGCATTAAATTAAAGC ACACCAAGAAAAGACAGATTTATACAGACATAGAGATGAACCGACTTGGAA
AGTAACTCAAATCCTGCACAACAGATTCTTCATGTT TGGACCAAATCAACTTG TGATACCATGC TCAAAGAGGCC TCAATTATATTTGAG TTTT TAATTTTTATGAAAAAAAAAAAAAAAAAN
COGOGAATTCCTCGAGGGATCCGTCGAGGAATTCAC TCC TCAGG TGCAGGCTGCC TATCAGAAGGTGG TGGC TGG TG TGGCCAATGCCCTGGC TCACAANTACCACTGAGATCTTTTTCCCTC
TGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATC TGAC TTC TGGC TAATAAAGGAAATTTATTTTCATTGC AATAG TG TGTTGGAATTTTTTG TG TC TCTCAC TCGGAAGGACATA
TGOGAGGGCAAATCATTTAAAACATCAGAATGAGTATTTGG TTTAGAGTTTGGCAACATATGCCCATATGC TGGC TGCCATGAACAAAGG TTGGC TATAAAGAGG TCATCAGTATATGAAAC
AGCCCCCTGCTGTCCATTCCTTATTCCATAGAAAAGC CTTGACT TGAGG T TAGATTTT TTTTATATTTTGTT T TGTGTTATTTT TTTCTTTAACATCCCTAAAATTTTCCTTACATGTTTTACTAG
CCAGATTTTTCCTCCTC TCCTGAC TAC TCCCAGTCATAGC TGTCCC TCTTC TC TTATGGAGATCCCTCGAC GOATCGGUCGCAATTCGTAATCATG TCATAGC TG TTTCC TGTGTGAAATTGTT
ATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAG TG TAAAGCCTGGGGTGOCTAATGAG TGAGC TAAC TCACATTAATTGC GTTGC GCTCAC TGCCCGCTTTCCAGTC GGG
AAACCTGTOGTGOCAGCTGC AT TAATGAATCGGCCAACGOGOGGGGA

Sekil 3.5 VsVG Plazmiti Gen Dizisi

175 BapQl Sagl 420 J38_%E

AheE j1nan

MmmALEE (i
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TCCCCCTGGAAGC TCCCTOG TGOGE TC TOC TG TTCCGACC CTGOCGE TTACC GGATACC TG TCCGOCTTTC TOCC TTCGGGAAGC G THGOC GO TTTC TCATAGE TCACGC TOTAGG TATCTCA
GITCGOTGTAGGTCGTTCGETE J\J\G("Tfrﬁf‘l TGTGTGE At‘f‘AAth‘tTf"l‘l’l"At‘t‘t‘(G;\((‘FF‘TGD({(‘TT\T(‘FFT"D\..\CTATl'.‘GTl'.‘Tm. GTOCAACCOGOTAAGAC ACGACTTATC
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GCCOOAAGGHCCGAGCGCAGAAG TGO TCC TACAAC TTTATCCGOC TOCATCCAGTC TATTAAT TG TTGCCO0GAAGE TAGAG TAAG TAG TTCGCCAGTTAATAG TTTOCGCAACGTTGTTG
COATTGE TACAGGEATCG TG T TCACGE TG TCG TT TG TATGGE TTCATTCAGE TOCGGTTCCCAACGATC AAGGC GAGTTACATGATCCCOCATG TR TGCAAAAAAGO GG TTAGC TOC
CCGATCGTTGTCAGAAG TAAGTTHGC fY'ifJ\GI(‘TT'\'Ka\fT(a\TGGT"L\TGf‘l AGCACTGEATAATTC TCTTAC TG T ATGC CATCCG TAAGATGC TTTTC TR TGAL TGHTGAG
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: ; CAAAAAAGODAATAAGGUOGACACTUAAATG TTOAATAC TCATAC TCTICCTTTTTCAATATTATTG \u{ \'l‘lI-\ll AmTr\'lTbrLI(AJL;AuLUr
AT%CAT-‘JTTGL-\TG'I-\'[T'I-\G-\AA.-\.-\TAA.-\CM-\TAGGGGTTC‘GGCGC-\C-L'ITCCDOGMAAGTGDCACCTGGGTCBACA

Sekil 3.7 Pspax Plazmiti Gen Dizisi
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Sekil 3.8 Lentiviral Vektor Icine Klonlanmis psPAX2 Plazmiti

(SnapGene ile olusturulmustur.)
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Sekil 3.9 Lentiviral Vektor i¢gine Klonlanmis FVIII Geni (Hemofili A Gen Tasarimi)
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" CMV-VsVG

psPAX2

Sekil 3.10 Lentiviral Vektor

(BioRender.com ile olusturulmusgtur.)

3.2.6. Transformasyon

Escherichia coli (E.coli) hiicreleri -80 °C’ deki buzdolabindan alinmis ve buz
bloklar lizerinde ¢6ziinmeye birakilmigtir. Coziinme islemi gerceklestikten sonra 25 pl
kompetan E. coli hiicresi 1.5 ml’ lik ependorf tiipiin i¢ine aktarilmistir. Es zamanl
FVIII plazmitleri -20 °C’ deki buzdolabindan ¢ikartilarak oda sicakligina ulasincaya
kadar ¢oziinmesini beklenmistir. E.coli hiicresi igeren ependorf tiipiine 1 ul FVIII
plazmiti eklenmis ve karigtirilmistir. Negatif kontrol olarak 25 pl kompetan E. coli
hiicresi 1.5 ml” lik ependorf tiip igerisine aktarilmistir (FVIII plazmiti eklenmemistir).
Tiiplerden biri DNA pozitif (kompetan E.coli hiicresi + plazmit karigimi), digeri ise

DNA negatif (kompetan E.coli hiicresi / kontrol) olarak igaretlenmistir.

Tiipler 30 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edildikten sonra 20 sn 42 °C’
deki 1s1 blogunda bekletilmis ve ardindan tekrar 5 dakika buz iizerine almarak 1s1

sokuna maruz brrakilmigtir.

Kompetan E.coli hiicresi + plazmit karisimi ve sadece kompetan E.coli hiicresi

iceren kontrol tiipii, iki ayr1 15 ml’ lik falkon tiipe aktarilmis ve iizerlerine 600 pl SOC
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besiyeri (#B9020, New England Biolabs) eklenmistir. Falkonlar 60 dakika boyunca 37
°C, 200 rpm’de 45 °C’ lik ag1 ile galkalanarak inkiibe edilmistir.

3.2.7. Steril Gliserol Dondurma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Otoklavlanabilir cam siseye %100 gliserol stoktan (#G5516, Sigma Aldrich)
25 ml eklenmistir. Uzerine 25 ml steril deiyonize su (#A0223044, Osel) ilave edilerek
son gliserol konsantrasyonunun %350 olmasit saglanmistir. Cam sise otoklava
yerlestirilerek sterilizasyonu saglanmistir. Sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra
oda 1sisinda sogumaya birakilmis ve 4 °C’ deki buzdolabina kaldirilmigtir. Olusan
bakteri kiiltiirinden 500 pl kriyoviale alinmis ve iizerine 500 pl steril gliserol
dondurma soliisyonundan (%50 konsantrasyonlu) eklenmistir (boylelikle son
karigimdaki gliserol konsantrasyonunun %25 olmasi saglanmistir). Kriyovialler uygun
sekilde etiketlendikten sonra, ileride planlanan bakteri inokiilasyonu i¢in -80 °C’ deki

derin dondurucuya kaldirilmistir.

3.2.8. Transforme Bakterilerin Plakalara Ekimi

Bakteri inokiilasyonu i¢in plazmit ile transforme edilmis E.coli stogundan 300
ul alinmis ve LB agar plate tizerine damlatilmistir. Bakterilerin agar plate tizerine steril
0ze yardimi ile ekimi (¢izgi) yapilmistir. Ekimi gergeklesen bakteriler 37 °C’ de 16

saat slireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra +4 °C’ deki buzdolabina kaldirilmistir.

3.2.9. Mini ve Maksi Inokiilasyon

Giga prep mini inokiilasyon iglemi i¢in 15 ml’ lik 8 adet falkon tiip
hazirlanmigtir. Her bir falkon tiip igerisine 5 ml LB broth (#110285.0500, Merck), 5
ul ampisilin (#A5354, Sigma Aldrich) ilave edilmis ve agar plate iizerinde olusan
bakteri kolonilerinden 2 tanesi secilerek steril 6ze yardimiyla tiip icerisine eklenmistir.
Hazirlanan falkon tiipler 5 - 8 saat boyunca 200 rpm hizli ¢alkalayic1 tizerinde 37 °C’
de kiiltiire edilmistir.
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Maksi inokiilasyon islemi i¢in 4 adet 1000 mI’ lik beher hazirlanmigtir. 15 ml’
lik falkon tiipler igerisinde 5 - 8 saat inkiibe edilen s1v1 bakteri kiiltiirlerinden iki tanesi

bir erlenmayer flask icerisine ilave edilecek sekilde hazirlanmustir.

Her bir erlenmayer flask igerisine 600 ml LB broth (#110285.0500, Merck) ve
600 pl ampisilin (#A5354, Sigma Aldrich) eklenmistir. 16 - 20 saat boyunca 200 rpm
hizli ¢alkalayici iizerinde 37 °C’ de kiiltiire edilmistir.

3.2.10. Plazmit Izolasyonu

QIAfilter Plasmid Giga Kit’ inde (#12291, QIAgen) yer alan soliisyonlar

iiretici talimatlarina goére hazirlanmstir.

Maksi inokiilasyon sonrast sivi kiiltiirde cogaltilan bakteriler 400 ml’ lik
santrifiyj tiipline aktarilmis ve 4 °C, 4200 G’ de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi siipernatant uzaklastirilmistir. Peletin {izerine kalan sivi1 kiiltiirleri eklenmis ve
4 °C, 4200 G’ de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santriflij sonras1 siipernatant tekrar
uzaklastirilmisgtir.

Elde edilen peletin tizerine QIAfilter Plasmid Giga Kit’ inde (#12291, QIAgen)
yer alan buffer P1’ den 125 ml eklenmis ve ¢6ziinmesi saglanmistir. Daha sonra ayni
kit i¢erisinde yer alan buffer P2’ den 125 ml eklenmis ve 400 ml’ lik santrifiij tiipii 4 -
5 kez sertce cevrilerek karigmasi saglanmigtir. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edilmis olan karigimin mavi renge dondiigii gozlemlenmistir. Son olarak kit i¢erisinde

yer alan buffer P3, karigima eklenmis ve karistirilmistir.

Karigimin yeniden renksiz / seffaf oldugu gézlemlenmistir. 400 ml’ lik santrifiij
tiipti igerisinde yer alan bu karigim 4 °C, 4200 G’ de 15 dakika santrifiij edilmistir. Son
iirtiniin siipernatantt QIAfilter Cartridge’ a yiiklenmis ve 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. 10 dakika doldugunda tiim sivi vakum uygulanarak filtre edilmistir.

Vakum igleminden sonra QIAfilter Cartridge’ a 50 ml buffer FWB2 eklemis ve
steril hiicre yayicisi kullanarak ¢okelti hafif¢e karistirilmistir. Karigim siiziilene kadar

tekrar vakum islemi uygulanmigtir. Filtre edilen lizat daha sonra QIAGEN - tip
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kolonuna yiiklenmistir. QIAGEN - tip kolonundan gecen lizata 100 ml bufferQT
eklenmis ve plazmitin ayrigmasi saglanmistir. Daha sonra 70 ml izopropanol ile

karigtirilmig ve 50 ml’ lik falkonlara dagitilarak, agz1 parafilm ile kapatilmistir.

Falkonlar 4 °C, 13500 G’ de 30 dakika santrifiij edilmis ve silipernatant
dikkatlice uzaklagtirilmistir. Santrifiij sonrasi tabanda beyaz renkli plazmit ¢okeltisi
gozlemlenmis ve 10 ml %70 ethanol ¢ozeltisi eklenerek plazmit DNA peleti
yikanmigtir. Tekrar parafilm ile kapatilan flakonlar 4 °C, 13500 G’ de 30 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklagtirilmistir. Daha sonra plazmit
peletinin kurumasi beklenmis ve saflagtirilmig plazmitin {izerine 3 ml deiyonize su
(#A0223044, Osel) eklenerek tamamen ¢ozilinene kadar pipetaj islemi uygulanmustir.
Son tiriin plazmit DNA’ s1 15 ml’ lik falkon tiip icerisine alinarak, lentiviriis liretimi

gerceklesene kadar -20 °C’ deki buzdolabinda saklanmustir.

3.2.11. Nanodrop Analizi

Transforme edilen Hemofili plazmitine ait DNA ve proteinin saflig1 Nanodrop
cihaz1 kullanilarak dl¢tilmiistiir. Plazmit 6rneginden 1 pl alinarak Nanodrop cihazina
yiikklenmistir ve 6l¢iim alinmistir. Nanodrop dlgiimlerinde 260 nm ve 280 nm’deki
absorbans orani, DNA ve RNA safligin1 degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. DNA
icin yaklasik 1.8 orani genellikle “saf” olarak kabul edilmektedir. 260 nm ve 230
nm’deki absorbans oram niikleik asit safligmin ikincil bir Olgiisii olarak

kullanilmaktadir. Bu oranin 2.0 - 2.2 olmas1 beklenmektedir.

3.2.12. Plazmit Jel Elektroforezi

Izole edilen FVIII plazmit DNA’smmn saflik analizi icin jel elektroforez
yonteminden yararlanilmistir. 25 gr agaroz (#800-015, Wisent Bio Product) tartimig
ve 500 ml beher igerisinde 250 ml 1 x TAE (#1610773, Biorad) ile karigtirtlmistir.
Daha sonra mikrodalga firin igerisinde aralikli olarak c¢ikartilip karistirilarak
kaynamasi saglanmistir. %1’ lik agaroz jel ilimaya baslayinca kaset igerisine yavasca
dokiilmiis ve ince uglu bir tip yardimiyla jel iizerinde olusan hava kabarciklari

uzaklastirilmistir. Comb yardimiyla agaroz jel iizerinde kuyucuklar olusturulmus,
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20 - 30 dakika beklenerek jelin donmasi saglanmustir. Jel donduktan sonra Comb
dikkatlice jelden cikartilmistir. Ependorf tiip igerisinde 9 pl apirojenik su (Kogak
Farma), 1 pl FVIII plazmit 6rnegi ile karistirilmig ve plazmit 6rnegi 200 nanograma

seyreltilmistir.

Ladder i¢in; 1 pl DNA ladder (#10787018, Thermo Fisher Scientific) ile ayn1
oranlarda Orange G (#03756-25G, Sigma Aldrich), Tibo Gold (NS02) karigtirilmistir.
Ornek igin; 2 pl Orange G (#03756-25G, Sigma Aldrich), 1 pl Tibo Gold (NS02) ve
apirojenik su (Kocak Farma) ile daha once diliie edilen FVIII plazmitinden 1 pl

alinmig, parafilm tizerinde pipetaj yapilarak karistirilmastir.

Hazirlanmis olan DNA ladder ve ornek, agaroz jel iizerinde Comb ile
olusturulan kuyucuklarmn igerisine yliklenmistir. Agoroz jel elektroforez ¢emberinin
kapag1 kapatilmis ve daha sonra gii¢ {initesi baglanarak (V: 120, mA: 90, Siire: 90 dk)

agaroz jele yiiklenen seyreltilmis 6rneklerin yiirimesi beklenmistir.

3.2.13. Lentiviriis Uretimi ve Plazmit Ekimi

Faktor VIII lentiviriisiin iiretimine 21 adet bes kathi flasklarla baslanmaistir.
HEK293T hiicreleri, 100 ml’ lik HEK besiyeri (500 ml DMEM (#02-023-1A,
Biological Industries), %10 ml FBS (#10500064, Gibco), %1 ml penisilin-
streptomisin (#03-031-5b,Biological Industries) ) icerisinde, flask basi ortalama 60 x
10° hiicre icerecek sekilde bes katli flasklara ekilmistir. Hiicreler 37 °C sicaklik ve %35
CO: konsantrasyonunda 16 - 20 saat inkiibe edilmistir.

Hiicreler > %80 konfluense ulastiginda; flask icerigi uzaklagtirilmig ve %1
pensilin-streptomisin (#03-031-5B, Biological Industries) iceren 75 ml OPTIMEM
(#31985070, Gibco) eklenmistir. Hiicreler transfeksiyon iglemi dncesi 37 °C’ de en az
2 saat inkiibe edilmistir.

Her bir 5 kath flaskta yapilacak transfeksiyon islemi i¢in FVIII geni tagiyan
Hemofili A plazmiti, zarf plazmiti pCMV.VSVG ve paketleme plazmiti psPAX2
belirli oranlarda karistirilmigtir. Bu oranlar FVIII geni tasiyan Hemofili A plazmiti igin

x 2 (105 pg), zarf plazmiti pPCMV.VSVG ve paketleme plazmiti psPAX2 i¢cinx 1 (52.5
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ug) seklindedir. Her bir flask igerigi OPTIMEM (#31985070, Gibco) ile birlikte 7.5
ml olacak sekilde hesaplanmistir. Sonrasinda flask icerisine damla damla 120pl

Fugene (# E2312, Promega) eklenmistir.

Bu hesaplamaya bagli kalinarak toplam 7 adet 5 katli flask elde edilmistir.
Flasklar hafifce calkalanarak flask i¢eriginin homojen olarak dagilmasi saglanmistir.
Flasklar 10 - 14 saat boyunca 37 °C’ deki inkiibatdre kaldirilmistir. Inkiibasyon
isleminden sonra 5 katli flask icerigi pipet yardimiyla uzaklagtirilmistir. Daha sonra
flasklarin igerisine %10 FBS (#10500064, Gibco), iceren 75 ml DMEM - HG
(#11965084, Gibco) soliisyonu eklenmistir. 5 katl flasklar 37 °C’ de en az 48 en fazla
72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi flasklardan toplanan siipernatantlar 50
ml’ lik falkon tiiplere alinmistir. Falkon tiipler 21 °C, 1000 G’ de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi slipernatant pipet yardimiyla toplanarak 0.45 um 1000 ml
filtre sisteminden vakum yardimiyla gecirilmistir. Bu sayede plazmit atiklar1 ve hiicre

kalintilar1 uzaklastirtlmistir.

Faktor VIII igeren lentiviriisii konsantre etmek i¢in 1:3 oraninda Lenti - X -
Concentrator (#PT4421-2, Takara) eklenmistir. Lenti - X - Concentrator (#PT4421-2,
Takara) eklenmesinin ardindan 4 - 16 saat 4 °C’ deki buzdolabinda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 50 ml’ lik falkon tiiplere dagitilan viriisler 4 °C, 1500G’ de 45 dk
santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilmig kalan pelet baslangic
hacminin en fazla 1:100’ iine denk gelecek miktarda OPTIMEM (#31985070, Gibco)
eklenerek ¢oziinmiistiir. Coziinme iglemi sonrasi viriisler 5 ml’ lik kriyoviallere (buz
akiisli tlizerinde) dagitilmigtir. Etiketlenen kriyovialler -80 °C’ deki buzdolabina
kaldirilmistir.

Lentivirlis varliginin tayini igin etkili bir test olan Lenti-X testi ile lentiviriis
varligi dogrulanmistir. 10 pl viriis, 10 pl OPTIMEM (#31985070, Gibco) karigimi test
kitinin haznesine damlatilmig ve {izerine 3 damla Lenti - X soliisyonu eklenerek p24

bantlarinin belirginlesmesi beklenmistir.
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3.2.14. Kalite Kontrol Testleri

Acibadem Labmed Laboratuvar’ 1 tarafindan mikoplazma, endotoksin, mantar,

acrobik-anaerobik bakteri kiiltiirli kalite kontrol testleri ger¢eklestirilmistir.

3.2.15. Lentiviriis CD45R0t Ekspresyon Analizleri ve Infectious Unit (IFU)

Hesaplanmast

Infectious Unit” in belirlenmesi amaciyla mezenkimal kok hiicreler
kullanilmigtir. Duplike olarak g¢aligilan analizlerde, ilk asamada mezenkimal kok
hiicreler Sekil 3.11° de gosterildigi lizere 96 kuyucuklu plakanin belirlenen
kuyucuklarma (A7 - G7 ve A8 - G8), her bir kuyucuga 10.000 MKH gelecek sekilde
dagitilmistir. A7 ve A8 numarali kuyucuklara 10 pl viriis eklenmistir. Ikinci asamada
ise Sekil 3.11° de gosterildigi lizere plakanin sol tarafinda yer alan, ilk iki kuyucuga
(B4 ve BS kuyucuklari) 6ul viriis eklenmigtir. Bu iki kuyucuktan (B4 ve B5
kuyucuklar1) baslayarak agsagisinda yer alan 4 kuyucuga 100’ er pl MSC NutriStem®
XF Suppl. karisimi (#05-201-1U, Biological Industries) ilave edilmistir. Seri diliisyon
islemi ilk iki kuyucuktan (B4 ve B5 kuyucuklari) 50 ul ¢ekilip bir sonraki kuyucuklara
aktarilarak gerceklestirilmistir. Son olarak seri olarak diliie edilen her bir kuyucuktan
50 pl cekilerek o diliisyona karsilik gelen mezenkimal kdk hiicre kuyucuguna

aktarilmigtir.

Titre edilen hiicreler, 37 °C* de 4 giin siireyle inkiibe edilmistir. 4 giinliik
inkiibasyondan sonra, her bir kuyucuk pipetaj yardimryla karistirilmig ve 50 pl* lik
cam tiliplere aktarilmistir. Isik almayan ortamda 2.5 pl FVIII geni tasiyan plazmitin
CD45 RO yiizey reseptoriine karsilik gelen CD45R0 antikoru (#130-113-558, Miltenyi

Biotech ) eklenmistir.

Hazirlanan cam tiipler +4 °C’ de 30 dakika inkiibe edilmis ve inkiibasyondan
sonra her numuneye 1 ml DPBS (#02-023-1A, Biological Industries) eklenmistir. 1500
rpm’ de 5 dakika santrifiij edilen 6rneklerden siipernatant uzaklastirilmis ve peletlerin
150 pul DPBS’ de (#02-023-1A, Biological Industries) pipetaj yardimiyla ¢oziinmesi

saglanmistir. Tiim viral diliisyonlar akim sitometri cihazi yardimryla 6l¢iilmiistiir.
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Infectious Unit’ in Hesaplanmast;

Faktor VIII lentivirlisiin viral titrasyon analizleri sonrasi akim sitometrisi ile

olgtilen CD45R0t ifadesinin >%10’ ununa karsilik gelen en diisiik diliisyon kat sayis1

olarak hesaplanmaktadir.
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Sekil 3.11 Mezenkimal Kok Hiicreler Kullanilarak Gergeklestirilen Lentiviriis
Titrasyon Deneyinin Kurulum Plan1 (BioRender.com ile olusturulmustur.)

3.2.16. Farkl Transdiiksiyon Ajanlart Kullanilarak Yapilan Viriis Transdiiksiyon

Analizleri

Faktor VIII lentiviriisin mezenkimal kok hiicreleri transdiikte edebilme
kapasitesini belirlemek amaciyla protamin siilfat (#SLBS5411, Sigma), vektofusin
(#130-111-163, Miltenyi) ve protamin siilfat - vektofusin kullanilmigtir. Bu
Olciimlerde 4 farkli viriis diliisyonu (10, 5, 3 ve 1) ¢alisilmis olup, dlgtimler iki farkl
giinde duplike olarak gerceklestirilmistir. ik asamada mezenkimal kok hiicreler Sekil
3.12° de gosterildigi tizere 96 kuyucuklu plakanin belirlenen kuyucuklarina, her bir
kuyucuga 10.000 MKH gelecek sekilde dagitilmistir. Mezenkimal kdk hiicrelerin
plaka tabanma tutunmasi i¢in plaka, 24 saat siireyle 37 °C’ deki inkiibatore
kaldirilmistir. 24 saat sonra inkiibatorden alinan plakanin her bir kuyucuguna 4 farkl
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diliisyonda viriis eklenmistir. Son olarak protamin siilfat, vektofusin ve protamin
stilfat - vektofusin karigimi da plakanin Sekil 3.12’de gosterilen kuyucuklarina ilave

edilmigtir.

Hazirlanan plaka 37 °C’ de 4 giin siireyle inkiibe edilmistir. 4 giinlik
inkiibasyondan sonra, her bir kuyucuk pipetaj yapilarak karistirilmig ve 50 pl’ lik cam
tiiplere aktarilmigtir. Daha sonra hazirlanan cam tiiplere FVIII geni tasiyan plazmitin
CD45 RO yiizey reseptoriine karsilik gelen CD45 RO antikoru (#130-113-558, Miltenyi
Biotech ) eklenmigtir. +4 °C’ de 30 dakika inkiibe edilmis ve inkiibasyondan hemen
sonra her numuneye 1 ml DPBS (#02-023-1A, Biological Industries) eklenmistir. 1500
rpm’ de 5 dakika santriflij edilen 6rneklerden siipernatant uzaklastirilmis ve peletlerin
150 pul DPBS’ de (#02-023-1A, Biological Industries) pipetaj yardimiyla ¢oziinmesi

saglanmistir. Tim viral diliisyonlar akim sitometri cihaz1 yardimryla 6l¢iilmiistir.

a
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Sekil 3.12 Farkli Transdiiksiyon Ajanlar1 Kullanilarak Gergeklestirilen FVIII Geni
Tagtyan Lentiviriisiin Mezenkimal Kok Hiicre Transdiiksiyon Deneyinin Kurulum
Plan1 (BioRender.com ile olusturulmustur.)
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3.2.17. Lentiviriis Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Analizleri

Kantitatif PCR (qPCR) olarak da bilinen gercek zamanli PCR,
transdiiksiyondan sonra genoma kararli bir sekilde entegre olan lentiviriis kopya

sayisini 6lgmek i¢in kullanilmigtir,

96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 10.000 mezenkimal kok hiicre
gelecek sekilde dagitilmistir. Mezenkimal kdk hiicrelerin plaka tabanina tutunmasi
icin plaka 24 saat siireyle 37 °C’ deki inkiibatdre kaldiriimistir. Inkiibatdrden alman
hiicrelere 0,8 pl protamin siilfat (# SLBS5411, Sigma) eklenmistir. Son olarak 8 farkli
diliisyonda (10, 3, 1, 0.3, 0.1, 0.03, 0.01, 0) FVIII geni tasiyan lentiviriis ilave edilmis
ve mezenkimal kok hiicrelerin transdiikte edilmesi saglanmigtir. 0. Giin ve 10.
giinlerde farkli viral diliisyonlardaki mezenkimal kok hiicre siipernatantlari
toplanmigtir. Toplanan hiicre siipernatantlardan Artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit 24 CE
(#4513363, QIAGEN) kiti kullanilarak lentiviriis (LTR sekansi) PCR analizi
gerceklestirilmigtir. Tiim reaktifler, numuneler ve standartlar iiretici talimatlarina gore

hazirlanmigtir. Analizler Rotor - Gene Q cihazi kullanilarak yapilmigtir.

3.2.18. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Analizleri

TEM analizleri Acibadem Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

tarafindan gergeklestirilmistir.

3.2.19. Faktor VIII Sekresyon Analizleri

Faktor VIII’ in hassas nicel Olciimii, Insan FVIII Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) kiti (#ab272771, Abcam ) ile gerceklestirilmistir.
Faktor VIII sekresyon analizleri yapilirken mezenkimal kok hiicreler kullanilmistir.
Faktor VIII sekresyon analizleri 3. giin ve 10. giin olmak iizere 2 farkli giinde ve 4
tekrarli olarak c¢alisilmistir. Bu Olgiimler sirasinda 4 farkli viriis diliisyonu ile

transdiikte edilmis MKH’ larmm FVIII seviyeleri karsilastiriimistir.
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Daha Once viriis titrasyon analizleri alt baghginda anlatildig1 tizere 4 farkli
diliisyonda FVIII lentiviriis (10, 3, 1, ve 0.1) ile transdiikte edilmis mezenkimal kok
hiicreler kullanilmistir. Tiim reaktifler, numuneler ve standartlar liretici talimatlarina
gore hazirlanmistir (#ab272771, Abcam). Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
kitinde yer alan plakanin kuyucuklarina 100 pL. FVIII ile transdiikte edilmis MKH
stipernatant1 eklenmis ve plakanin 30 dakika boyunca 300 rpm’ de hafifce
calkalanmasi saglanmistir. Daha sonra kuyucuklara 300 pl yikama tamponu eklenmis
ve fazla yikama tamponu plakanin arkasina hafifce vurularak uzaklagtirilmistir. Her
kuyucuga 100 pL birincil antikor eklenmis ve plakanin 30 dakika boyunca 300 rpm’
de hafifce ¢alkalanmasi saglanmistir. Daha sonra kuyucuklara 300 pl yikama tamponu
eklenmis ve fazla yikama tamponu plakanin arkasina hafifce vurularak
uzaklastirilmistir. Her kuyucuga 100 ul Streptavidin - HRP eklenmistir. Plaka 30
dakika boyunca 300 rpm’ de c¢alkalanmistir. Daha sonra kuyucuklara 300 pl yikama
tamponu eklenmis ve fazla yikama tamponu plakanin arkasina hafif¢e vurularak
uzaklastirilmistir. Her kuyucuga 100 pl TMB Substrat Soliisyonu eklenmis ve plaka 2
- 10 dakika ¢alkalanmistir. Son olarak 50 ul HCI durdurma soliisyonu ile reaksiyonu
durdurulmustur. Tiim kuyucuklar 450 nm absorbans degerinde Omega, BMG ELISA
cihaz ile 6l¢lilmiistiir.

3.2.20. Koagulasyon, Tarama ve Karistirma (Mixing Test) Analizleri

Aktive Parsiyel Tromboplastin Zamani (aPTT); intrinsik ve ortak pihtilasma
yolagmin genel biitiinligiinii degerlendirmek ve heparin tedavisi goéren hastalari
izlemek i¢in kullanilan bir tarama testidir. Genellikle pihtilasma faktorlerinin
diizeylerinin belirlenmesinde rol oynayan diger testlerle birlikte degerlendirilmesi
uygundur. Bu test, intrinsik ve ortak prokoagiilan yolaktaki pihtilasma faktorlerinin
cogunun aktivitelerini yansitmaktadir, ancak faktdor VII ve doku faktoriinii igeren
ekstrinsik prokoagiilan yolak veya FXIII’ in (fibrin stabilize edici faktor) aktivitesi
hakkinda bilgi vermemektedir. Pihtilasma faktor diizeyleri normalin %15 - 30 altina

diisene kadar aPTT uzamasi1 goriilmemektedir.

Protrombin zamani ve aPTT testleri koagiilometrik (tiirbidimetrik) piht1 tespiti
teknigi kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Bu test fibrinojenin fibrine doniistiiriildiigii bir
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ortamdan gegen 1$181n fibrin seritleri tarafindan emilmesi prensibine dayanmaktadir.
Fibrin piht1 olusumu ilerledikge 151k emilimi artmaktadir. Sonug olarak, numuneden
gecen 151k gecirgenligi  siirekli olarak azalmakta ve fotodedektor tarafindan
saptanmaktadir. Bu test ile, plazma Orneginden pihtt olusumu igin gecen siire

Olciilmektedir.

1:1 Karigim Testi (Mixing Test):

Mezenkimal kok hiicreler 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 10.000
hiicre gelecek sekilde dagitilmistir. Hiicreler 37 °C’ de sicaklik ve %5 CO:
konsantrasyonunda 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. 24 saat sonra inkiibatdrden
cikartilan hiicrelere protamin siilfat (#SLBS5411, Sigma) ve 1 MOI FVIII geni tagiyan
lentiviriis ilave edilmistir. Transdiikte edilen hiicreler 7 giin siireyle 37 °C’ de inkiibe
edilmistir. Inkiibe edilen hiicrelerin siipernatanlari toplanarak 2 ml’ lik cam tiiplere
aktarilmistir. Faktor VIII igermeyen insan plazma iiriini (#5154004, Diapharma) ile

serum fizyolojik 1:1 oraminda karigtirilmigtir.

Faktor VIII icermeyen insan plazma iriinii (#23-044-689, Siemens
Healthineers) daha sonra 1:1 oraminda FVIII geni tasiyan lentiviriis ile transdiikte

edilen mezenkimal kok hiicre siipernatant1 ile karigtirilarak 6lglimler alinmigtir.

e . Fi=]
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Fizyololik Plazma MKH slipernatant ERE
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Sekil 3.13 Faktor VIII igermeyen Insan Plazma Uriinii Karisim Testi (Mixing Test)
Deneyinin Kurulum Plani (BioRender.com ile olusturulmustur.)
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3.2.21. Aktive Parsiyel Tromboplastin Zamani ve Faktor VIII Seviye Analizleri

Dade® Actin® FS Activated PTT Reagent kiti (#B4218-20, Siemens) ,
koagiilasyon FVIII yoniinden eksik plazma kiti (#OTXW17E, Siemens Healthineers)
karigim testi sonucu elde edilen Orneklerde aPTT ve FVIII seviye analizlerini
gerceklestirmek i¢in kullanilmistir. Tiim reaktifler, numuneler ve standartlar {iretici
talimatlarina goére hazirlanmistir. Bu iki analiz koagulametri yontemi kullanilarak

gergeklestirilmistir.

3.2.22. Western Blot Analizi

Daha once viriis titrasyon analizleri alt basliginda anlatildig: iizere 100.000
mezenkimal kok hiicre 24 kuyucuklu plakaya ekilmistir. Ekilen mezenkimal kok
hiicreler 24 saat sonra protamin siilfat (# SLBS5411, Sigma) kullanilarak transdiikte

edilmigtir.

Transdiiksiyon iglemi sonrasi hiicreler 1 saat 32 °C, 400G’ de santrifiij
edilmistir. Santriftij isleminden 24 saat sonra plaka dibine degdirmeden siipernatant
toplanarak uzaklastirilmig ve 1.5 ml MSC NutriStem® XF Suppl. karigimi (#05-201-
1U, Biological Industries) ilave edilmistir. Mezenkimal kok hiicreler 7 giin siireyle 37
°C’ deki inkiibatore kaldirilmistir. 7. gilin inkiibatdrden alinan hiicreler medium
kalintilarindan uzaklastirmak i¢in soguk PBS (#02-023-1A, Biological Industries) ile
yikanmistir. pH 8.8 olan bir Lysis tamponundan 50 pl, 0.2 mm paslanmaz hareketsiz
boncuk ile birlikte hiicrelerin tstiine ilave edilmistir. Hiicreler daha sonra bir boncuk
cirpict yardimiyla pargalanmistir. Hiicre icermeyen bu kisim 15000G’ de 30 dakika
santrifiij edildikten sonra toplanmis ve protein konsantrasyonu, modifiye Bradford
Assay (#CB-P005-K, Biorad) ile dlglilmiistiir. Proteinler daha sonra %12 akrilamid
jele (8 em x 10 cm) yiiklenerek Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS - PAGE) yardimiyla ayrilmistir. Proteinlerin pozitif yiikli nitroselilloz
membranlar iizerine elektroforetik transferi, 39 mM glisin (#G8898, Sigma Aldrich),
%20 (v / v) metanol (#34860, Sigma Aldrich) ve 0.0375 g/l SDS (#L3771, Sigma
Aldrich) iceren yar1 kuru bir elektroforetik transfer hiicresinde 20 dakikada ve 15 V’

de gergeklestirilmistir. Blotlar daha sonra Takara Immune Booster sistemi (#T7115A,
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Takara) ile bir FVIII antikoru (#Sc-73597, SantaCruz) ve bir HRP - konjuge anti fare
ikincil antikoru (1:1000 seyreltme orani) kullanilarak problanmistir. Sinyal iiretimi

icin bir kemiliiminesan algilama sistemi kullanilmigtir.

3.2.23. Istatistiksel Analizler

Bu ¢alismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
SPSS 20.0 (Statistical Package for the Social Sciences) programindan yararlanilmistir.
Calismanin verileri degerlendirilirken tammlayici istatistiksel metotlar yapilmistir.
Datalarin normalligi Kolmogorov Smirnov testi ile degerlendirilmistir. Normal
dagilim gostermeyen transdiiksiyon ajanlarinin  birbirleri ile olan etkinlik
kargilastirilmasi Kruskal Wallis-H testi ile gerceklestirilmistir. Her bir transdiiksiyon
ajaninin kendi i¢indeki duplike 6l¢timleri Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilmistir.
0. giin, 3. giin ve 10. giin gerceklestirilen FVIII lentiviriis kalicilik ve ekspresyon

analizleri Friedman Testi ile degerlendirilmistir.

Ugiincii (3.) giin ve 10. giin yapilan FVIII ELISA testlerinde, her bir giin igin
FVIII lentiviriis MOI” leri arasinda fark olup olmadigi1 Kruskal Wallis-H ile dl¢tilmiis
olup, ikili karsilastirmalart Mann Whitney-U ile degerlendirilmistir. Her bir MOI’de
3. ve 10. glinlerde ELISA ile gergeklestirilen FVIII protein seviyesi farki Wilcoxon
testi ile degerlendirilmistir. Karigim testi (Mixing Test) kullanilarak gerceklestirilen
aPTT ve FVIII seviye analizleri Wilcoxon testi ile degerlendirilmigtir. Tiim testler i¢in

anlamlilik diizeyi * p<0.05 olarak ayarlanmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Faktor VIII Plazmiti Nanodrop Analizi

Transformasyon sonrasi izole edilen FVIII plazmitinin miktar1 ve saflig
nanodrop cihaz1 kullanilarak oOl¢tilmiistiir. FVIII plazmitinin niikleik asit miktar1
2.016.998 ng / ul olarak saptanmistir. Yapilan nanodrop 6l¢timiinde FVIII plazmitinin
A260/ A280 degeri 1.929 ve A260 / A230 degeri ise 2.288 olarak bulunmustur.

Tablo 4.1 Faktdr VIII Plazmit Izolasyonu Sonrast Nanodrop Analiz Sonuglar

Niikleik Asit
A260/ A280 A260 / A230
Miktar1 (ng/pl)
2.016.998 1.929 2.288
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4.2. Faktor VIII Plazmiti Jel Elektroforezi

Faktor VIII plazmitinin izolasyonu sonrast DNA safliginin degerlendirilmesi

icin jel elektroforez yontemi kullanilmistir.

Kantral FYIII
plazmit

Sekil 4.1 Faktor VIII Plazmitinin Jel Elektroforez Goriintiisi
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4.3. Faktor VIII Geni Tasiyan Lentiviriis TEM Analizleri

Faktor VIII geni tagiyan lentiviriisiin genel morfolojisi, partikiil biitinligii,

boyut dagilimi, gibi 6zelliklerinin karakterizasyonu igin yapilan analizlerde, ortalama

viral boyutun 102.4 nm oldugu gézlemlenmistir.

Sekil 4.2 Faktor VIII Geni Tagtyan Lentiviriisiin TEM Goriintiisii
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4.4. Faktor VIII Geni Tastyan Lentiviriisiin Varh@min Dogrulanmasi

Lenti-X GoStix testi, lentiviriisiin erken evrede ifade ettigi viral ¢ekirdek
proteini olan p24’ {in tespit edilmesi prensibine dayanarak c¢aligmaktadir. Lenti - X
GoStix ¢cubugu iizerinde olusan ¢ift bant, viriis varliginin > 5 x 10° IFU / ml oldugunu

ifade etmistir.

Buraya
Test  Kontrol arnek
Banti  Banti ekleyin

Ll

N
Jgena
A

Sekil 4.3 Faktor VIII Geni Tasiyan Lentiviriis Varliginin Dogrulanmasi (Lenti - X
GoStix)
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4.5. Umbilikal Kord Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicre

Faktor VIII geni tasiyan lentiviriisiin giivenlilik ve etkinlik analizlerinde
kullanilan umbilikal kord kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin mikroskobik goriintiisii

asagida verilmistir.

Sekil 4.4 Umbilikal Kord Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre Morfolojisi (x40
Biiyiitmede)

4.6. Faktor VIII Geni Tastyan Lentiviriisiin Titrasyon ve Giivenlik Sonuclar

Akim sitometrisi yardimiyla gergeklestirilen viral titrasyon analizlerinde 8
farkli viral konsantrasyonda CD45R0t ekspresyon analizleri ¢calisilmistir. 10, 3,1, 0.3,
0.1, 0.03, 0.01, 0 MOI FVIII geni tasiyan Ilentiviriis varliginda CD45RO0t
ekspresyonlari sirasiyla, %61.11, %33.59, %11.54, % 9.41, %6.87, % 5.48, % 5.03 ve
%3.91 olarak ol¢lilmiistiir (Sekil 4.6).

Bu analizlerde %10’ un iizerinde CD45R0t ekspresyonuna karsilik gelen en
diisiik konsantrasyon saptanmistir (Sekil 4.5). 1 MOI FVIII geni tasiyan lentiviriis
varliginda CD45R0t akim sitometri sonucu %11.54 olarak o&l¢iilmiis ve bu

konsantrasyon temel olarak alinmigtir.
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Virtisiin [FU / ml cinsinden degeri bu konsantrasyona gore hesaplanmistir. Bu
konsantrasyona gore FVIII geni tasiyan lentiviriisiin titrasyonu sonrasi degeri 1.159 x

10° IFU / ml olarak dl¢iilmiistiir.

Hemophilia MSC 1-1 : P1

Hemaophilia MSC 1-2 : P1

= o
o - o -
284 x84
| CD45RO(%10,71) | CD45RO(%12,36)
| ' 1 f ]
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- / = / |
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] iy 0
24 54, 21
_ S |
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&
e i
e
= il o -
— - -t e aa] -t
0 10° 10% 10% 10°
CD45ROFITC-A CD45R0OFITC-A

Sekil 4.5 1 MOI FVIII Geni Tastyan Lentiviriisiin Viral Titrasyon Analizi (Akim

Sitometri)

Tablo 4.2 Faktor VIII Geni Tasiyan Lentiviriisiin Titrasyon Analizi

MOL | pycpresyon %
0.00 3.91
0.01 5.03
0.03 5.48
0.10 6.87
0.30 9.41
1.00 11.54
3.00 33.59
10.00 61.11
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FVIII Lentiviriis Titrasyon Analizleri
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Sekil 4.6 Faktor VIII Geni Tasiyan Lentiviriisiin Titrasyon Analiz Sonucu (Akim

Sitometri)

10

4.7. Farkh Transdiiksiyon Ajanlari Kullamlarak Yapilan Viriis Ekspresyon

Analizleri

Ug farkli transdiiksiyon ajani kullamilarak tekrarlanan FVIII geni tasiyan

lentiviriisiin ekspresyon analizleri akim sitometrisi yardimiyla gergeklestirilmistir.

Farkli MOI’lerde FVIII geni tasiyan lentiviriis kullanilarak yapilan analizlerde

protamin siilfat, vektofusin ve protamin siilfat - vektofusin ile transdiikte edilen

mezenkimal kok hiicrelerin CD45R0t ekspresyon seviyeleri arasinda istatistiksel

olarak anlaml1 bir fark gézlemlenmemistir (p=0.181).
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Tablo 4.3 Farkli Transdiiksiyon Ajanlar1 Kullanilarak Yapilan Viriis Ekspresyon
Analizleri (p=0.181)

Protamin Siilfat +

MO Protamin Siilfat Vektofusin Vektofusin

1. Ol¢iim | 2. Olgiim | 1. Ol¢iim | 2. Olgiim | 1. Ol¢iim | 2. Ol¢iim
1.00 66.14 65.53 47.63 39.23 62.70 53.81
3.00 71.54 75.41 61.49 55.29 65.56 68.91
5.00 55.42 55.42 61.20 69.56 74.10 55.31
10.00 76.92 64.60 70.16 55.72 77.85 69.68
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Protamin Siilfat Transdiiksiyon Analizi

100

73.48
70.76

65.84

CD45R0t Ekspresyon %
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MOI

Sekil 4.7 Farkli MO’ lerde FVIII Geni Tasiyan Lentiviriisiin Protamin Siilfat
Kullanilarak Gergeklestirilen Transdiiksiyon Analiz Sonucu (Akim Sitometri)
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Vektofusin Transdiiksiyon Analizi
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Sekil 4.8 Farkli MOI’lerde FVIII Geni Tastyan Lentiviriisiin Vektofusin Kullanilarak
Gergeklestirilen Transdiiksiyon Analiz Sonucu (Akim Sitometri)
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Protamin Siilfat ve Vektofusin Kombinasyonu
Transdiiksiyon Analizi
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Sekil 4.9 Farkli MOI’lerde FVIII Geni Tasiyan Lentiviriisiin Protamin Siilfat ve
Vektofusin Kullanilarak Gergeklestirilen Transdiiksiyon Analizi Sonucu (Akim
Sitometri)
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4.8. Faktor VIII Lentiviriis Kaliciik ve Ekspresyon Analizleri

Faktor VIII geni tasiyan lentiviriisiin mezenkimal kok hiicreler kullanilarak

gerceklestirilen kalicilik ve ekspresyon analizleri 3 farkli giinde gergeklestirilmistir. 0.

giin, 3. giin ve 10. giin yapilan FVIII geni tasiyan lentiviriis ekspresyon analizleri akim

sitometrisi ile Ol¢lilmiis ve veriler karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

fark gozlemlenmemistir (p = 0.779).

Tablo 4.4 Faktor VIII Lentiviriis Kalicilik ve Ekspresyon Analizleri (p=0.779)

0. Giin 3. Giin 10. Giin
1. Olgiim | 2. Olgiim | 1. Ol¢iim | 2. Ol¢iim | 1. Ol¢iim | 2. Ol¢iim
0.00 3.56 4.26 3.91 391 1.09 0.41
0.01 4.65 5.41 5.03 5.03 7.59 0.70
0.03 6.53 4.43 3.77 7.18 6.58 6.60
0.10 7.79 5.95 7.62 6.12 11.54 11.10
0.30 9.61 9.21 13.99 4.82 13.67 10.05
1.00 7.33 15.97 5.26 18.04 12.32 12.30
3.00 35.00 32.18 36.83 30.34 18.03 17.20
10.00 68.27 53.95 65.76 56.45 32.6 37.99
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FVIII Lentiviriis Ekspresyon Analizi -0. Giin, 3. Giin ve 10. Giin
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Sekil 4.10 8 farkli MOI’ de FVIII Geni Tasiyan Lentiviris ile Transdiikte Edilen
Mezenkimal Kok Hiicreler Kullanilarak Gergeklestirilen 0. giin, 3. giin ve 10. giin
CD45R0t Ekspresyon Analizi Sonuglar1 (Akim Sitometri)



4.9. Faktor VIII Lentiviriisiiniin Replikasyon Yetkin Lentiviris (RCL)

Analizleri

Sekiz farkli MOI’ de FVIII geni tasiyan lentiviriisiin transdiikte ettigi
mezenkimal kok hiicreler kullanilarak gergeklestirilen HIV RNA PCR testleri iki farkli
giinde (0. giin ve 10. giin) duplike olarak caligilmistir. Bu deney lentiviriisiin
giivenligini ve replikatif olmadigini kanitlamak i¢in kurulmustur. 0. Giin FVIII geni
tagiyan lentiviriisiin en yliksek oranda oldugu 10 MOI’de HIV RNA PCR sonucu
632322472 olarak bulunmustur. 10. giin FVIII geni tasiyan lentiviriisiin en yiiksek
oranda oldugu 10 MOI” de HIV RNA PCR sonucu ise 39253395 olarak bulunmustur.
Bu sayede FVIII geni tastyan lentiviriisiin 0. giinden 10. giine gelindiginde replikatif

ozellik tasimadig1 saptanmistir.

Tablo 4.5 Faktor VIII Lentiviriisiniin RCL Analizleri

MOI 0. Giin 10. Giin
0.00 0 0
0.01 1335885 0
0.03 2751709 230589
0.10 6387664 383564
0.30 20290505 650872
1.00 58977271 5855119
3.00 212517013 7026349
10.00 632322472 39253395
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FVIII Lentiviris HIV RNA PCR Analizi (0. ve 10. Giin)
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Sekil 4.11 8 farkli MOI” de FVIII Geni Tastyan Lentiviriis Kullanilarak
Gergeklestirilen 0. ve 10. Giin HIV RNA PCR Analiz Sonuglar1 (PCR Y 6ntemi)
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4.10. Faktor VIII Antijeninin Kantitatif Ol¢iim Analizleri

Dort farkli MOI” de FVIII geni tastyan lentiviriis kullanilarak gergeklestirilen
FVII antijen Olciimlerinde protamin siilfat ile transdiikte edilen MKH’ lar
kullanilmigtir. Bu 6lgtimler 2 farkli giinde 4 tekrarli olarak caligilmistir. Kullanilan
ELISA testi normal FVIII seviye araligin1 0.4 - 1.8 IU / ml olarak belirtmistir. 3. ve
10. giinlerde FVIII geni tagiyan lentiviriis konsantrasyonunun artmast ile FVIII protein
seviyesinin de istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi goézlemlenmistir
(p<0.001).

Ucgiincii (3.) ve 10. giinlerde farklt MOI’ler kullanilarak 6lgiilen FVIII protein
seviyeleri arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (p > 0.05). 3. ve 10. giin 0.1 MOI
kullanilarak yapilan 6l¢iimlerde p = 0.068, 1 MOI kullanilarak yapilan dl¢iimlerde
p = 0.414, 3 MOI kullanilarak yapilan 6l¢iimlerde p = 0.465, 10 MOI kullanilarak

yapilan dl¢timlerde ise p = 0.068 olarak hesaplanmuistir.

Tablo 4.6 Faktdr VIII Antijeninin Kantitatif Olgiim Analizleri (3. ve 10. Giin)

3. Giin 10. Giin
MoOI
1.0 2.0 3.0 4.0 o SS 1.0 2.0 3.0 4.0 o SS
0.10 0272 0.257 0.264 0.266 0.265 0.061 0.285 0.278 0.282 0.281 0.282 0.003
1.00 0314 0.284 0.304 0.294 0.299 0.013 0.314 0.286 0.302 0.298 0.300 0012
3.00 0.388 0397 0.390 0.396 0.393 0.004 0.405 0.344 0.393 0.356 0.375 0.029
10.00 0.570 0.530 0.520 0.580 0.550 0.029 0.630 0.670 0.635 0.665 0.650 0.020
O:Olqﬂln, O: Ortalama, SS: Standart Sapma
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Faktor VIII Elisa Analizi -3. Giin ve 10. Giin
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Sekil 4.12 4 farkli MOI” de FVIII Geni Tasiyan Lentiviris ile Transdiikte Edilen
Mezenkimal Kok Hiicrelerin Stipernatantlar1 Kullanilarak Gergeklestirilen FVIII

Antijeni Analiz Sonuglar1 (ELISA Yo6ntemi)
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4.11. Aktive Parsiyel Tromboplastin Zaman (aPTT) ve FVIII Seviye Analizleri
(Mixing Test)

Mezenkimal kok hiicreler protamin siilfat yardimiyla FVIII geni tasiyan
lentiviriis ile transdiikte edilmis ve 7 giin siireyle kiiltiire edilmistir. 7. giin sonunda
FVII geni tasiyan lentiviriis ile transdiikte edilmis mezenkimal kok hiicre
siipernatanlar1 1:1 oraninda FVIII igermeyen insan plazma {irlinii ile karigtirilmistir.
Gen tedavisi uygulanmamis karsilagtirma grubunda FVIII igermeyen insan plazma
iirtindi 1:1 oraninda serum fizyolojik ile karigtirilmistir. Bu iki gruba ait rneklerden

aPTT ve FVIII 6l¢timleri gergeklestirilmistir.

Gen tedavisi uygulanmamig, kontrol grubuna ait aPTT analizleri ortalamasi
92.69 + 11.38 sn olarak dl¢iilmiistiir. FVIII gen tedavisi uygulanmig gruba ait aPTT

analizleri ortalamasi 38.60 £ 13.38 sn olarak bulunmustur.

Bu analizler sonucu gen tedavisi uygulanmis ve gen tedavisi uygulanmamig
grup arasinda aPTT analizleri degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmistir (p < 0.001). Gen tedavisi uygulanmis olan grupta aPTT seviyeleri anlaml1

olarak azalmistir.

Tablo 4.7 Aktive Parsiyel Tromboplastin Zamani1 Analizleri (Mixing Test) (p<0.001)

aPTT Olgimleri | % LB ity aPTT Sevives on)
1. Olgiim 81.8 25.1
2. Olgiim 79.7 20.3
3. Olgiim 87.2 41.0
4. Olgiim 106.7 55.5
5. Olgiim 87.2 45.0
6. Olgiim 106.0 51.8
7. Olgiim 100.2 31.5
Ortalama 92.7 38.6
Standart Sapma 11.4 13.4
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Aktive Parsivel Tromboplastin Zamam Amnalizleri
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Sekil 4.13 Mixing Test Sonrasi, Gen Tedavisi Uygulanmig ve Gen Tedavisi
Uygulanmamis insan Plazma Uriinlerinin aPTT Analiz Sonuglari

Faktor VIII seviyeleri degerlendirildiginde ise, gen tedavisi uygulanmamig
grubun FVIII seviye ortalamasmin 0.41 £ 0.03 TU/ dL oldugu saptanmigtir. Gen
tedavisi uygulanmis olan grubun FVIII seviyesinin ortalamasi ise 25.41 = 33.38 U/
dL olarak Slglilmiistiir. Bu analizler sonucu gen tedavisi uygulanmis ve gen tedavisi
uygulanmamig grup arasinda FVIII seviyeleri degerlendirildiginde istatiksel olarak
anlamli bir fark saptanmistir (p < 0.01). Gen tedavisi uygulanmis olan grubun FVIII

seviyesi anlamli olarak artmigtir.
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Tablo 4.8 Faktor VIII Seviye Analizleri (Mixing Test) (p<0.01)

_Fvil Gen Tedavisi Uygulanmamis | Gen Tedavisi Uygulanmis
Olgiimleri FVIII Seviyesi FVIII Seviyesi
1. Olgiim 0.4 48.0

2. Olgiim 0.4 91.9

3. Olgiim 0.4 34

4. Ol¢iim 0.5 10.8

5. Olgiim 0.4 2.5

6. Olciim 0.4 3.8

7. Olgiim 0.4 17.5
Ortalama 0.4 254
Sstzgi‘;‘;t 0.0 33.4
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FVIII Seviye Analizleri
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Sekil 4.14 Mixing Test Sonrasi, Gen Tedavisi Uygulanmis ve Gen Tedavisi
Uygulanmamig Insan Plasma Uriinlerinin FVIII Seviye Analiz Sonuglari
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4.12. FAKTOR VIII WESTERN BLOT ANALIZI

Mezenkimal kok hiicreler protamin siilfat yardimiyla FVIII geni tasiyan

lentiviriis ile transdiikte edilmis ve 7. giin FVIII protein tayini gerceklestirilmistir. 4

farkli FVIII protein miktar1 (10 pg, 20 pg, 30 pg ve 40 pg) ile ¢alisilan analizlerde 20

sn sonrasinda tiim orneklerde FVIII protein varlig1 saptanmastir.

Protein Loaded (ug): 10, 20, 30, 40 ve 10

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
L
L
r = T — —
Factor Vil 55 kDa *
43 kDa > .
35kDa * - o o-——
L]
L
20 sec exposure 40 sec exposure

Positive Control

Sekil 4.15 Faktor VIII Geni Tagiyan Lentiviriis ile Transdiikte Edilmis Mezenkimal
Kok Hiicrelerde FVIII Protein Varligi (Western Blot Analizi)
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

5.1. Tartisma

Hemofili A, kalitsal olabilen veya spontan mutasyonlardan kaynaklanabilen
fonksiyonel plazma pihtilasma faktorii FVIII eksikliginin neden oldugu X’ e bagli,
resesif bir hastaliktir. Gilinlimiizde, Hemofili A hastaligimin ana tedavisi faktor
replasman tedavisidir. Bu tedavi ile eksik veya diisiik olan pihtilagma faktoriiniin

yerine konulmasi amaglanmaktadir.

Hemofili A hastalig1 tedavisinin yillar icerisindeki evrimine bakildiginda, son
50 yilda biiyiik ilerlemeler kat edildigi goriilmektedir. Bu gelismelerle birlikte
Hemofili A ile iligkili mortalite ve morbiditede dramatik bir azalma oldugu
goriilmektedir. Tedavideki bu ilerlemelere ragmen bazi zorluklarin halen devam ettigi

bilinmektedir.

Gelismis diinya tilkelerinde bile faktor yerine koyma tedavilerine erisimin
sinirlt olmast ve tedavilerin getirdigi yiiksek maliyetler bu hastaligin tedavisindeki
sorunlardan yanlizca bir kagidir. Bununla birlikte, sik vaskiiler girisim gereksinimi ve
tedaviye kars1 gelisen antikor varligi da tedavide karsilasilan zorluklar arasinda yer
almaktadir. Faktor VIII’ in pihtilasma fonksiyonunu ve antitrombin gibi
antikoagiilasyon proteinlerinin inhibisyonunu taklit eden antikorlar, aptamerler ve
yenilikci RNA teknolojileri ile Hemofili A hastaliginin tedavisindeki sorunlarin
iistesinden gelinmeye c¢alisilmistir (Balkaransingh and Young, 2018). Bunun yaninda,
Hemofili A hastaligi i¢in gelistirilen gen tedavileri hastaligin tamamen ortadan
kaldirilabilmesi adina umut vaat etmektedir. Bu gen tedavileri klinik uygulama igin
heniiz onay almamis olsa da Hemofili A hastaliginin tedavisinde “Game Changer”

olarak tanimlanmaktadir.

98



Hemofili A gen tedavilerinde birgok farkli gen dizayn1 ve viral vektor
kullanildig: bilinmektedir. Hemofili A gen tedavileri i¢in yapilan Faz III ¢aligmalarda;
Sangamo Therapeutics tarafindan gelistirilen SB-525 (Konkle et al., 2019), Biomarin
I[lag A.S. tarafindan gelistirilen BMN270 (Rangarajan et al., 2017) ve Sparks
Therapeutics tarafindan gelistirilen SPK-8011 (High et al., 2018; George et al., 2020)
gen tedavilerinin hepsinde AAV vektorlerinin kullanilmasi dikkat cekmektedir. AAV
vektori kullanilarak gelistirilen genetik tedavilerin viral vektor se¢imi agisindan bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu dezavantajlardan en Onemlisi, AAV’ ye karsi
onceden var olan hiicresel immiin bagisikliktir. Bebeklik doneminden itibaren
toplumun biiyiik bir kism1 AAV ile enfekte olmaktadir. AAV enfeksiyonu sonrasinda
gelisen antikor varligi, AAV’ nin vektor olarak kullanildig1 gen tedavilerinde AAV
antijenini ortadan kaldirarak uzun vadede AAV ile gerceklestirilen gen aktariminin
verimsiz olmasina neden olmaktir (Calcedo et al., 2009; Boutin et al., 2010). Bu da
klinik uygulamalarda tedavi etkinliginin sinirli olmasi ve tekrarli gen tedavi
uygulamalarinin yapilamamasit ile sonug¢lanmaktadir. Bunun yaninda klinik
uygulamalarda olugan bu hiicresel cevabin Oniine gegilebilmesi i¢cin uygulama oncesi
immiinsiipresif ila¢ kullanim gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir (Nathwani et al., 2018;
High et al., 2018). Immiinsupresif ilag kullanim1 klinikte hem enfeksiyon riskini
arttirabilmekte hem de yan etki olusmasina neden olabilmektedir. AAV’ nin vektor
olarak kullanilmasinin bir diger dezavantaji ise AAV transdiikte edildigi hiicrede
ekstrakromozal kalmaktadir. Bu sebeple de zamanla ekspreyon kaybi
goriilebilmektedir. Bunun yaninda, AAV’ nin tek sarmalli DNA yapisi1 tek basina in
vivo uygulamalarda yetersiz kalmakta ve hibrit vektor gerekliligi dogmaktadir (Fisher
et al., 1996; Ferrari et al., 1996). Bu da AAV vektorii kullanilarak yapilan viral
iiretimlerde yiiksek titrelere ulagilmasini zorlastirmaktadir. Bu nedenler, vektoriin in

vivo uygulamalarda kullanim agisindan yetersiz kaldigin1 gostermektedir.
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Literatiirdeki bilgiler dogrultusunda; lentiviriisler, AAV kaynakli vektor
kullanilarak gelistirilen gen tasarimlarinin sahip oldugu bu sorunlarin iistesinden
gelmekte ve in vivo uygulamalarda tercih edilmektedir. Gelistirdigimiz Hemofili A
gen tedavisinde vektoriin lentiviral kokenli kullanilmasinin nedenleri, HIV
enfeksiyonunun toplumdaki diisitk prevalansi sebebiyle gen aktariminin AAV
kaynakli vektorlere kiyasla daha verimli olmasina olanak saglamasi, uygun viral
modifikasyonlarla hematopoetik hiicreler, makrofajlar, ndéronlar gibi boliinen ve
boliinmeyen hiicre genomlarina istikrarli bir sekilde entegre olmasi (Naldini et al.,
1996; Naldini et al., 1998; Matrai et al., 2010; Dropuli¢ et al., 2011) dolasiyla gen
ekspreyonun uzun siireli korunmasi ve ayni zamanda yiiksek viral titrelerde tiretim

yapilabiliyor olmasidir.

Literatiirde yer alan ancak heniiz Faz I ¢alismalarina baglanmamis Shenzhen
Geno - Immune Medical Institute (YUVA - GT - F801) ve Expression Therapautics’
in (CD68 - ET3 - LV) FVIII gen tasarimlarinda da lentiviral vektdrlerden
yararlanilmaktadir (Doering et al., 2018; https://www.clincosm.com/trial/hemopbhilia-

a-shenzhen-yuva-gt-f801; Erisim tarihi: 04 Subat 2022).

Faz ¢aligsmalar1 devam eden birgok gen tasariminda oldugu gibi gelistirdigimiz
FVIII gen tasarimmmizda da FVIII geninde yer alan ancak aktif FVIII geninin
yapisinda yer almayan ve fonksiyonalitesi tam olarak anlagilamamis B domain yapis1
silinmis olarak bulunmaktadir. B domain yapisinin gen tasarimimizda yer almiyor
olmasi transgen boyutunu diisiirmekte ve hedef hiicreyi enfekte edebilme yetenegini
arttirmaktadir. Sonug olarak daha stabil bir gen ekspresyonuna olanak saglamaktadir.
In vitro sartlarda mezenkimal kok hiicreler kullanilarak 3. ve 10. giinlerde FVIII
antijenin kantitatif 6l¢imleri gerceklestirilmistir. Sekil 4.12° de de gosterildigi iizere
3. ve 10. giinlerde 6lgiilen FVIII protein seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamuistir (p > 0.05). Bu da dizayn etmis oldugumuz gen tasariminin 10

giin boyunca ekspresyonun stabil olarak devam ettiginin kanit1 niteligindedir.

Faz III klinik deneme kapsaminda, farkli serotiplerde AAV vektori
kullanilarak gerceklestirilen gen tasarimlarinda promotdr olarak sadece karaciger
spesifik promotorlerin dahil edilmesi dikkat cekmektedir. Karaciger spesifik promotor

kullanimi1 vektoriin farkli hiicre gruplarimi enfekte edebilme yeteneginin ve boylece
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yiiksek seviyelerde FVIII ekspresyonu saglanmasinin Oniine gegmektedir. Bunun
yaninda, yapilan klinik ¢aligmalarda karacigere spesifik promotdér kullaniminin
karaciger enzimlerinin ylikselmesine ve organ toksisitesine neden oldugu
gosterilmektedir (Rangarajan et al., 2017; George et al.,, 2021). Lentiviral vektor
kullanan, Expression Therapautics (CD68 - ET3 - LV FVIII) gen tasariminda promotor
olarak monosit spesifik promotdér kullanilmakta olup, Shenzhen Geno-Immune
Medical Institute (YUVA - GT - F80) tarafindan gelistirilen gen dizaynina ait
promotOr yapist hakkinda literatiir bilgisi bulunmamaktadir. Picango ve ark. tarafindan
lentiviral vektorlerde viral ve non-viral promotoér kullaniminin protein ekspresyon
seviyelerine etkisinin  karsilastirilmasi amaciyla yapilan c¢alismada, viral
sitomegaloviriis (CMV) promotorii ve non viral EF1la promotdriiniin suprafizyolojik
seviyelerde FVIII ekspresyonu sagladigi, ancak CMV promotdriiniin viral kaynakli
olmasi sebebiyle giivenlik agisindan dikkatli olunmasi gerektigine isaret edilmektedir
(Picango et al., 2007). Bu sebepler géz Oniinde bulundurularak gelistirdigimiz
Hemofili A gen dizayninda EF1a promotorii tasarimimiza dahil edilmistir. Bu sayede,
gelistirilen diger FVIII gen dizaynlarindan farkli olarak sadece karaciger hiicrelerini
degil, endotel ve hematopoetik hiicreler haricinde tiim hiicreleri transdiikte edilebilen
ve yiiksek seviyelerde FVIII ekspresyonu saglayabilen bir vektor tasarlanmistir.
Bununla birlikte in vivo ve klinik uygulamalarda karacigere spesifik promotorlerin

olusturmus oldugu organ toksisistesinin de oniine gegilecegi diisiiniilmiistiir.

Gelistirdigimiz genetik dizaynda yiizey belirteci olarak kullanilan CD45R0t
sekansi Oniine P2 A sekansi ilave edilmistir. Bu sayede FVIII sekansi eksprese olurken

ayn1 zamanda CD45R0t ylizey belirtecinin de eksprese olmasi saglanmaktadir.

Bu yiizey belirtecinin hematopoetik ve endotel hiicre gruplari diginda higbir
hiicre grubunda bulunmamasi nedeniyle CD45RO0t tasiyan lentiviriisiin in vivo
uygulamasi sonrasi hiicresel takibinde bir belirte¢ olarak kullanimima olanak
saglamaktadir. Bunun yaninda CD45RO0t yiizey belirteci sayesinde hastaya genetigi
degistirilmis aktif virlis vermek yerine genetigi degistirilmis hiicre transferi
yapilabilmesinin miimkiin olacag1 disiiniilmektedir. Dolayisiyla daha giivenli ve in
vivo uygulamalarda takip edilebilir bir gen tedavisinin ilk adimlar1 bu ¢aligma ile

atilmistir. Bir sonraki ¢alismanin ilk basamagi lentiviral transdiiksiyon ile genetigi
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degistirilmis mezenkimal kok hiicre inflizyonunun Hemofili A tedavisinde etkinliginin

ve glivenliliginin test edilmesi iizerine planlanmaktadir.

Genetik dizaynimizda tercih ettigimiz CD45RO0t yilizey belirtecinin bir bagka
0zelligi ise kesilmis yani hiicre i¢i domain kisminin gen dizaynina dahil edilmemis
olmasidir. Bu sayede, CD45R0 antikoru vektoriin ylizeyinde bulunan CD45ROt
reseptoriine  baglandiktan sonra  hiicreigi  sinyal yolaginin  aktiflesmesi
engellenmektedir. Boylelikle, daha giivenli bir gen tasarimi miimkiin olmaktadir. Bu
yiizey belirteci ayn1 zamanda transdiikte edilen hiicrelerin selekte edilmesine de olanak
saglayarak daha saf bir gen tedavi uygulamasini miimkiin kilmaktadir. Ancak
calismamizda transdiikte edilen mezenkimal hiicrelerin selekte edilmesi islemi

uygulanmamugtir.

Arastirmamizda FVIII proteinin in vitro ekspresyon analizleri viicutta yaygin
olarak bulunan mezenkimal kok hiicreler kullanilarak gergeklestirilmistir.
Mezenkimal kok hiicreler kullanilarak FVIII geni tasiyan lentiviriisiin 0. giin, 3. glin
ve 10. giinlerde kalicilik ve ekspresyon analizleri, CD45R0t takibi yardimiyla
gerceklestirilmistir. Sekil 4.10°da da gosterildigi tizere 0., 3. ve 10. giinlerde yapilan
FVIII geni tastyan lentiviriisiin ekspresyon analizlerine ait veriler karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmemistir (p = 0.779). Bu veriler 1s18inda
zamana bagl gergeklestirilen analizlerde gen dizaynimizda tercih etmis oldugumuz
EF1a promotdriiniin mezenkimal kok hiicreleri etkin ve stabil bir sekilde transdiikte

ettigi gorilmiistiir.

FVIII gen dizisini kodlayacak lentiviriisiin iiretimi i¢in bircok geleneksel metot
kullanilmakta ve bu metotlar farkli bir¢cok degisken icermektedir. Bu sebeple, vektor
iiretiminde kullanilacak olan hiicre hatlarindan baslayarak transfeksiyon metodunun
ve konsantrasyon islemlerinin optimize olmasi1 gerekmektedir. Bu amagla
calismamizda, lentiviral vektor iiretiminde siklikla kullanilan HEK293T hiicreleriyle
iiretime baslanmistir. Ikinci nesil lentiviriisiin  olusturulmas1 i¢in esansiyel
elementlerin 3 farkli plazmid araciligiyla (EFla - FVIILCC - CD45R0t, CMV VsVg,
Pspax) hiicrelere kotransfekte edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, kullanilan plazmit
oranlar1 ve transfeksiyon metodu lentiviral vektor tiretimin basarisina dogrudan etki

etmektedir.
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Gelistirilen plazmit dizayninin 6ncelikle niikleik asit miktar1 ve DNA safliginin
teyit edilmesi gerekmektedir. Literatiirde niikleik asitlerin saflik degerini A260 / A230,
A260 / A280 oranlarinin gosterdigi ve beklenen saflik degerinin DNA Slglimleri igin
~ 1.8 RNA olglimleri i¢in ~ 2.0 oldugu belirtilmistir. Bu 6l¢imlerde A260 / A280 >1.8
oldugu durumlarda RNA kontaminasyonu, A260 / A230 <1.8 durumlarda ise protein
kontaminasyonu oldugu ifade edilmistir (Desjardins and Conklin, 2010). EFla -
FVIIL.CC - CD45R0t plazmitinin niikleik asit miktar1 2.016.998 ng / ul, A260 / A280
Olciimleri 1.929, A260 / A230 6lgiimleri 2.288 bulunmustur (Tablo 4.1). Bu sonuglar,
gelistirmis oldugumuz plazmitin niikleik asit miktarinin ve safliginin plazmit tiretimi
icin yeterli oldugunu ortaya koymustur. Nanodrop dl¢timlerini dogrulamak i¢cin EF1a
- FVIIL.CC - CD45R0t plazmiti ayn1 zamanda jel elektroforezinde yiiriitilmis ve
plazmit DNA’sinin saflig1 bu test ile tekrar teyit edilmistir (Sekil 4.1).

Plazmit iiretiminin dogrulama verileri test edildikten sonra, ikinci jenerasyon
FVIII geni tasiyan lentiviriisiin 3 farkli plazmid araciligiryla HEK293T hiicrelerine
transfeksiyonu gerceklestirilmistir. Transfeksiyon metodunda ise Fugene bir
transfeksiyon ajani olarak kullanilmistir. Fugene kullanilarak gerceklestirilen
transfeksiyon islemlerinde plazmit atiklarinin uzaklastirilmasi igin filtre edilmesi ve
yogunlastirilmasindan sonra 3 farkli plazmitin bir araya gelerek olusturdugu
lentiviriistin varligi iki farkli metot ile degerlendirilmistir. FVIII geni tasiyan

lentivirtisiin varlig1 ilk olarak TEM analizleri ile saptanmustir.

TEM analizlerinde lentiviriisiin genel morfolojisi, partikiil biitiinligi ve boyut
dagilimi degerlendirilmistir. Literatiirde lentiviriisiin viral boyut araliginin 80 - 120
nm oldugu gosterilmis olup, caligmamizda Sekil 4.2° de de gosterildigi gibi FVIII
lentiviriisiin viral boyutu 102.4 olarak dl¢iilmiistiir (Sastry et al., 2005). Ikinci olarak
FVIII geni tastyan lentiviriisiin siipernatantinda bulunan P24 kapsid protein miktar1
Lenti - X GoStix testi ile ol¢lilmiistiir (Resim 4.3). Lenti - X GoStix ¢ubugu iizerinde
olusan ¢ift bant, FVIII lentiviriis varligmin > 5 x 10° IFU / ml oldugunu saptamustir.

Bu test ile iiretmis oldugumuz lentiviriisiin varligi tekrar dogrulanmstir.

Viriis pelletleri elde edildikten sonra viral etkinligin belirlenmesi i¢in ileriki
calismalarda kullanilmak iizere viriis titrasyon analizleri gerceklestirilmistir.

Literatiire bakildiginda lentivirtislerin titre Ol¢cimleri yapilirken kolay transdiikte
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edilen Jurkat benzeri hiicre line’ larinin tercih edildigi goriilmektedir. Ancak
calismamizda lentiviral titrenin hesaplanmasi i¢in transdiikte edilmesi daha zor olan
mezenkimal kok hiicreler kullanilmistir (Kalidasan et al., 2021). Oncelikle lentiviral
stok diliie edilmis (10" - 107'%) ve mezenkimal kok hiicrelerde > %10 transdiiksiyon
verimliligi gosteren diliisyon, IFU / ml hesaplanmak i¢in kullanilmistir. Sonugta
mezenkimal kok hiicreler kullanilarak lentiviral ana stogun 1.159 x 10° IFU / ml
oldugu saptanmustir. Jurkat hiicre hattt kullanilarak yapilan IFU hesaplanmalarinda
ideal lentiviral {iretimin 107 - 10° IFU / ml arasinda degistigi ancak mezenkimal kok
hiicreler gibi zor transdiikte edilen hiicreler kullanildiginda ise lentiviral {iretiminin
ortalama 10° IFU / ml oldugu gosterilmistir
(https://www.genecopoeia.com/resource/lentivirus-thats-my-moi-and-im-sticking-to-
it-lentivirus-moi-cell-lines., Erisim tarihi: 16 Aralik 2021). Ciinkii mezenkimal kok
hiicrelerin diger hiicre line’ lar1 ile karsilastirildiginda viral transdiiksiyona daha
direngli oldugu bilinmektedir. Bu veriler incelendiginde lentiviral {iiretim

metodumuzun literatiire uygun standartlarda oldugu saptanmuistir.

Infectious Unit / mI” den MOI” ye doniisiimde 1 hiicre bagina diisen 1 IFU / ml,
1 MOI olarak tanimlanmaktadir. Bu kapsamda lentiviriisiin mezenkimal kok hiicreleri
transdiikte edebilme yetenegi; 1 hiicre bagma 10, 3, 1, 0.3, 0.1, 0.03, 0.01, ve 0 MOI
diisecek sekilde analiz edilmistir. Tablo 4.2° de de gosterildigi gibi 8 farkli MOI
kullanilarak yapilan titrasyon analizlerinde 10 MOI’de %61.11, 3 MOI’de %33.59, 1
MOI’de %11.54, 0.3 MOI’de % 9.41, 0.1 MOI’de %6.87, 0.03 MOI’de % 5.48, 0.01
MOI’de % 5.03’liik transdiiksiyon verimliligi gosterilmistir. Transdiiksiyon oranlarina
bakilarak > %10’ un tlizerinde CD45R0t ekspresyonuna karsilik gelen en diisiik
konsantrasyon temel alinmistir (1 MOI). Bu nedenle, tiim deneyler %]11.54 'lik bir
transdiiksiyon verimliligi gosteren 1 MOI lentiviriis kullanilarak gergeklestirilmistir.
Caligmamizda 1 MOI lentiviris kullaniminin tercih edilme nedeni transdiiksiyon
verimliliginin %10’un {izerindeki en diisiik MOI varliginda yapilmak istenmesidir.
Ayn1 zamanda etkin olan en diisiik MOI hiicre viyabilitesi agisindan da Onem
tagimaktadir. Bu sayede, transdiiksiyon icin kullanilan daha az toksik lentiviral
konsantrasyonun, gen aktariminina bagli uzun siireli ekspresyon devamliligi saglamasi
beklenmektedir. Sonu¢ olarak literatiir ile karsilastirildiginda lentiviral vektoriin
varliginin dogrulanmas1 ve virlis titrasyon analizleri dikkate alindiginda iiretim

metodumuzun standartlara uygun bir sekilde gerceklestigi kanitlanmstir.
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Transdiiksiyon ajaninin optimize edilmesi amaciyla ti¢ farkli transdiiksiyon
ajan1 (protamin siilfat, vektofusin, protamin siilfat- vektofusin) se¢ilmis ve segilen bu
tic ajanin transdiiksiyon verimliligi karsilastirilmigtir. Transdiiksiyon verimliligi akim
sitometrisi yardimiyla CD45RO0t takibi yapilarak belirlenmistir. Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9°da
gosterildigi {izere protamin siilfat, vektofusin ve protamin siilfat - vektofusin ile
transdiikte edilen mezenkimal kok hiicrelerin CD45R0t seviyeleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark gézlemlenmemistir (p=0.181). Ancak protamin siilfatin diger
transdiiksiyon ajanlarina gore maliyet etkin olmasi sebebiyle c¢aligmamizda
transdiiksiyon ajani olarak protamin siilfat tercih edilmistir. Bu dogrultuda viral
giivenlilik ve FVIII fonksiyon analizleri i¢in yapilacak tiim transdiiksiyon islemleri
protamin siilfat varhiginda gerceklestirilmigtir. Literatiirde de protamin siilfat
kullanilarak lentiviriisiin mezenkimal kok hiicreleri verimli bir sekilde transdiikte ettigi

calismalar bulunmaktadir (Lin et al., 2012).

Faktor VIII lentiviriisiin mezenkimal kok hiicreler kullanilarak gergeklestirilen
FVIII kalicilik ve ekspresyon analizleri 0., 3. ve 10. giinlerde yapilmis olup bu ii¢
giiniin verileri karsilastirildiginda FVIII seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlamli
bir fark gozlemlenmemistir (p = 0.779). Bu verilere dayanarak zamana bagh
gerceklestirilen analizlerde FVIII ekspresyonunda kayip gozlenmedigi ve lentiviral

transdiiksiyonun etkin bir sekilde ger¢eklestigi ortaya koyulmustur.

Faktor VIII geni tasiyan lentiviriisiin kalicilik ve ekspresyon analizleri
degerlendirildikten sonra lentiviriisiin giivenlilik analizleri ger¢eklestirilmistir. Faktor
VIII geni tagiyan lentiviriisiin protamin siilfat yardimiyla mezenkimal kok hiicreleri
transdiikte etmesi saglanmis, 0. ve 10. giinlerde lentiviriis (LTR sekansi) PCR
analizleri gerceklestirilmistir. Bu sayede mezenkimal kok hiicreleri transdiikte eden
lentivirlisiin ikinci jenerasyon olmasina ragmen non-replikatif yani giivenli oldugu

saptanmistir (Sekil 4.11).

Son olarak iiretilmis olan lentiviriisiin, FVIII fonksiyonalite analizleri
gergeklestirilmistir. Bu analizlerde FVIII geni ile transdiikte edilmis mezenkimal kok
hiicre siipernatantt ve FVIII icermeyen plasma iiriinii Mixing Test sonrasi FVIII
seviyesi ve aPTT agisindan degerlendirilmistir. FVIII icermeyen plazma tirtinii (0.5

ml), ayni oranda serum fizyolojik (0.5 ml) ile karistirildiginda FVIII seviyesi 0.41 +
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0.03 TU / dL bulunmustur. FVIII geni ile transdiikte edilmis mezenkimal kok hiicre
stipernatant1 (0.5 ml), aynm1 oranda FVIII icermeyen plasma iiriinii (0.5 ml) ile
karigtinldiginda FVIII seviyelerini 25.41 + 33.38 U / dL’ ya yiikseltmeyi bagsarmigtir
(Sekil 4.14). Bu analizler sonucu gen tedavisi uygulanmig ve gen tedavisi
uygulanmamig gruplar FVIII seviyeleri agisindan karsilagtirildiginda, istatiksel olarak
anlamli bir fark saptanmistir (p < 0.01). Normal FVIII seviyelerinin 50 - 150 IU / dL
arasinda oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda, gelistirilen gen dizayni ile istenilen
FVIII seviyelerine ulasilamadig1 sorusu akla gelebilir. Ancak, Hemofili A hastaliginin
siddeti dikkate alindiginda; siddetli Hemofili A olarak siniflandirilan hastalarin, faktor
seviyelerindeki artis sebebiyle hafif Hemofili A olarak siniflandirilmasina olanak
sagladigi goriilmektedir. Bu sayede mindr travmalar sonrasi hayati tehdit eden
kanamalar ile hastaneye basvuran hastalarin yagam kalitesi artarak bu tiir travmalardan
etkilenmeyen hastalara doniismesinin Onii agilmaktadir. Bu nedenle Mixing Test
sonucglart mevcut FVIII sekresyonunun istenilen diizeyde etkin oldugunu

gostermektedir.

Gergeklestirilen Mixing Test sonrasi FVIII seviyelerinin yani sira aktive
tromboplastin zaman1 (aPTT) da analiz edilmistir. FVIII igermeyen plazma tiriinii (0.5
ml), ayni oranda serum fizyolojik (0.5 ml) ile karistirildiginda ortalama aPTT seviyesi
92.69 + 11.38 sn olarak saptanmigtir. FVIII geni ile transdiikte edilmis mezenkimal
kok hiicre stipernatanti (0.5 ml), ayn1 oranda FVIII igermeyen plasma {irtinii (0.5 ml)
ile karigtirildiginda ortalama aPTT diizeyinin 38.60 + 13.38 sn’ ye kadar geriledigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.13). Ulasilan aPTT diizeyi, saglikli bireylerde aPTT’ nin
referans araligi olan 25 - 35 sn’ ye olduk¢a yakindir. Yapilan analizler sonucu gen
tedavisi uygulanmis ve gen tedavisi uygulanmamis gruplar arasinda aPTT analizleri
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p < 0.001). Bu
veriler 15181nda gelistirmis oldugumuz FVIII geni tasiyan lentiviriisiin sadece FVIII
ekspresyonuna neden olmadig1 ayn1 zamanda fonksiyonel oldugu, FVIII seviyelerinde

onemli bir artig ve aPTT’ de ise %58 oraninda bir diizelme sagladig1 gézlemlenmistir.

Sekil 4.16’da da gosterildigi gibi FVIII proteinin bir baska fonksiyonalite
analizi olan Western Blot analizi gerceklestirilmis ve yapilan analizde FVIII protein

varlig1 dogrulanmustir.
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Literattirde, klinik arastirmalarda AAV ve / veya LV vektor kullanilarak
gelistirilen gen dizaynlarina ait in vitro verilere erigelememesi nedeniyle sonuglarimiz
klinik aragtirmalarda kullanilmakta olan gen dizaynlarina ait in vitro veriler ile

karsilastirilamamastir.

Faz III klinik ¢aligmalar incelendiginde ise Sangama Therapeutics tarafindan
Faz 1 /2 acik etiketli, randomize olmayan ¢alismada yiiksek doz SB - 252 (3 x 103 vg
/ kg) uygulanan 2 katilimecinin FVIII seviyelerinin %94 ile %140’ a ulastig1 rapor
edilmigtir (Konkle et al., 2019). Caligmamizda ise 1 MOI FVIII geni tasiyan lentiviriis
kullanilarak elde edilen FVIII seviyelerinin %2.5 ile % 91.9 arasinda oldugu

Olctilmiistiir.

Bu bilgiden hareketle mevcut vektor dizaynimiz ile yapilacak bir klinik
caligmada benzer FVIII seviyelerine ulagabilmenin miimkiin olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ciinkii ¢alismamiz > %10 CD45R0t ekspresyonuna kargilik gelen
en diisik MOI (1 MOI) lentiviriis kullanilarak tasarlanmigtir. Klinik olarak giivenli
olan <10 MOI’ ye cikildiginda gen dizaynimiza ait FVIII seviyesilerinin de Sangama
Therapeutics tarafindan gelistirilen SB - 525 kadar etkin olacagi kanist yanlis

olmayacaktir.

Biomarin tarafindan gelistirilen BMN 270’ in ilk klinik ¢caligmasinda ise ti¢
farkli doz uygulanmistir. Ancak diisik ve orta doz uygulanan gruplarda FVIII
seviyeleri < %3 bulunmustur. Yiiksek doz BMN 270 uygulanan 7 hastanin medyan
FVIII seviyesi 77 IU / dL, FVIII seviyelerinin ise 19 - 164 IU / dL arasinda oldugu ve
bu faktor seviyelerinin 1 yil kadar korundugu gozlemlenmistir (Rangarajan et al.,
2017). Caligmamizda medyan FVIII seviyesi 10.80 IU / dL olarak 6l¢iilmiistiir. Ancak
bu seviyenin > %10 transdiiksiyon etkinligine sahip en diisiik MOI’ de calisildig1
unutulmamalidir. Bu nedenle yiiksek MOI’ lerde daha yiiksek seviylerde FVIII
sekresyonunun miimkiin olacagi ve daha etkili sonuglar alinabilecegi
diisiiniilmektedir. Gen dizaynimiza ait doz ¢alismasinin ise klinik ¢aligma Oncesi

testler kapsaminda yapilmasi planlanmaktadir.

Biomarin ikinci bir klinik ¢aligma baglatmis ve bu ¢alismada dort farkli doz

grubu denemistir. Gruplar, 6 x 10'? vg / kg uygulanan 1 katilimei, 2 x 10" vg / kg
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uygulanan 1 katilimei, 6 x 10" vg / kg uygulanan 7 katilmei, 4 x 10" vg / kg
uygulanan 6 katilimcidan olusmustur. 3. grupta yer alan katilimeilarin 3 yil boyunca
yapilan takiplerinde, 1. yil medyan FVIII seviyesinin 64 IU / dL, 2. y1l medyan FVIII
seviyesinin 36 IU / dL, 3. yil medyan FVIII seviyesinin ise 33 IU / dL oldugu
saptanmistir. Ortalama FVIII seviyelerine bakildiginda ise, ortalama faktor VIII
seviyesinin 2. yilda %43 ve 3. yilda ise %10 azaldig1 gézlemlenmistir. Grup 4’ te yer
alan alt1 katilimcilarin izlemlerine iki sene stireyle devam edilmistir. Ortalama faktor
VIII seviyesi 1. yilin sonunda 21.0 IU / dL (medyan, 23 IU / dL), 2. yilin sonunda ise
15 IU / dL (medyan, 13 IU / dL) olarak bulunmustur.

4. grupta yer alan katilimcilarin FVIII seviyeleri 3. gruptakine benzer bir
sekilde 2. yilin sonunda %30 oraninda azalmistir (Pasi et al., 2020). Bu ¢alismada da
FVIII seviyelerinin ortalamasi yerine medyan degerlerin paylasiliyor olmas1 dikkat
cekmektedir. Bununla birlikte 4 x 10'* vg / kg BMN 270 uygulanan 6 katilimcidan
olusan Grup 4’ de 1. yil FVIII seviyelerinin ortalamasi, gelistirdigimiz gen dizayni
sonrasi ulagilan FVIII seviyelerinin ortalamasindan 3 IU / dL diisiik bulunmustur. Bu
acidan bakildiginda in vitro veriler ile in vivo verilerin karsilastirilmasi dogru olmasa

da bulgular gen dizaynimizin iimit verici olduguna isaret etmektedir.

Son olarak SPK - 8011, faz 1 / 2 Hemofili A gen tedavisi ¢aligmasinda 18
hastaya 5 x 10! vg / kg, 1 x 10'? vg / kg, 1 x 103 vg / kg ve son olarak 2 x 10'2 vg /
kg dozlarinda tedavi verilmistir. Bu katilimeilarin 2 yillik takiplerinde ortalama FVIII
seviyesinin %12.9 oldugu saptanmistir. Bu FVIII seviyesi gelistirdigimiz gen dizayn1
sonrasi ulagilan FVIII seviyelerinin ortalamasinin neredeyse yarisina denk gelmektedir
(George et al., 2021). Ancak unutulmamalidir ki ¢alismamizda sunmus oldugumuz
veriler in vitro veriler olup, in vivo verileri temsil etmemektedir. Bu sebeple
caligmamiza ait ¢ikarabilecegimiz tek sonu¢ gen dizaynimizin umut vaat ettigi

yoniindedir.

5.1.1. Hemofili A Hastaligimin Tedavisinde FVIII Iceren Gen Tedavisinin Ulusal,

Ticari ve Sosyal Kazanimlar:

Gen tedavilerindeki ilerlemeler sayesinde, Hemofili A hastaligmin yakin

gelecekte tedavisinin miimkiin olacagi ongoriilmektedir. Heniiz klinik olarak onayli
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bir gen tedavinin mevcut olmamasina ragmen, bu tiir bir tedavinin potansiyel maaliyeti
hakkinda onemli endise ve tartigmalar vardir. Gen tedavisinin maliyet etkinligini
uygun sekilde degerlendirmek igin, hastaligin dogal seyri, mevcut standartlar ve bakim
maliyetinin dikkate alinmasi gerekmektedir. Hemofili A hastaliginin, 2018 yilinda
yayinlanan bir makaleye gore diinya genelinde 400.000, {ilkemizde ise Tiirk Pediatrik
Hematoloji Dernegi verilerine gore yaklasik 5.000 kisiyi etkiledigi diistiniilmektedir.
Yapilan arastirmalarda hastanin fayda gorebilmesi i¢in gerekli minimum tedavi

maliyeti en yiiksek olan hastalik Hemofili A olarak saptanmistir (Machin et al., 2018).

2018 yilinda Machin ve ark. yaptigi calismada bir Hemofili A hastasinin hi¢bir
komplikasyon gelismedigi takdirde iilkeye maliyeti yillik 140.000 dolar; Faktor VIII
inhibitér olusumu gibi komplikasyonlarin gelistigi Hemofili A hastalarinin iilkeye
maliyetinin ise yillik 1 milyon dolardan fazla oldugu tespit edilmistir. Bu, diinyadaki
hemofili hastalarinin ¢ogunlugu tarafindan karsilanmasi miimkiin olmayan bir

maaliyet olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Chen’in 2016 yilinda yapmis oldugu bagka bir ¢aligmada ise Hemofili A
hastaligina bagl is giicii kaybinin yillik 4 milyon dolar oldugu saptanmistir (Chen,
2016).

Hemofili A hastaliginin tedavisinde kullanilmak tizere sadece ithal olarak temin
edilebilen Faktor VIII konsantresinin iilkemize maliyeti 600 milyon Tiirk Liras1’ ndan
fazladir. Ayrica bu tedavi yontemleri ile Hemofili A hastaligina etkin ve kalic1 fayda
saglanamamakta, hastalar sik sik hastaneye basvurmak zorunda kalmakta, {ilkemiz

sosyal ve isglicii anlaminda kayba ugramaktadir.

Gelistirdigimiz yerli ve milli Hemofili A gen tedavisi ile hayat1 tehdit eden
kanamalar1 ortadan kaldirmak, boylece komorbiditeleri, sik tibbi miidahale ihtiyacini
azaltmak, yasam kalitesini iyilestirmek, tek seferde (single - shut cure) hastaligin
tedavisini saglamak ve son olarak saglik alaninda 6nemli bir maliyet kalemini ortadan
kaldirmak amaglanmaktadir. In vitro ¢alismalarini tamamladigimiz Hemofili A gen
tedavisinin 0zgilin tasarim1 ve uygulanacak tedavi yaklagimlar1 ile patent bagvurusu
yapilmistir. Bu sayede iilkemizde yeni gen tedavilerinin gelistirilmesinde 6nemli bir

adimm oldugu diistinilmektedir.
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5.2. Sonuclar

Hemofili A hastalii monogenik bir hastalik olmasi sebebiyle gen transferi
gerceklestirilerek gelistirilen tedaviler i¢in miikemmel bir aday hastalik olarak

goriilmektedir.

Arastirmamizda da Hemofili A gen tedavisi amactyla promotorii EF - 1 alpha
olan, B domaini silinmis Faktor VIII gen sekansi ile CD45R0t yiizey belirteci tagiyan
bir Faktor VIII geni dizayn edilmistir. Bu gen dizayni1 in vitro ve ex vivo olarak test
edilmistir. Dizayn sonucunda yeterli ve stabil gen aktarimi sagladigi, in vitro ve ex

vivo etkinlik ve giivenlik testlerini bagari ile tamamladig1 gosterilmistir.

Bir sonraki basamakta ise direkt lentiviral vektor uygulamasi ve / veya
transgenik mezenkimal kok hiicre uygulamasi ile gen aktarimimnin preklinik in vivo
etkinligi ve giivenligi test edilerek Hemofili A tedavisinde virus / hiicre aracilikli gen

tedavisinin Oniiniin agilmas1 amaglanmistir.

5.3. Oneriler

Bu aragtirmanin sonuglar1 degerlendirilirken in vitro yontemlerle yapilmis bir
arastirma oldugu unutulmamalidir. In vitro ¢aligmalarin dogasit geregi bir takim
eksiklikleri bulunmaktadir. /n vitro analizleri tamamlanmis olan bu ¢alismasinin bir
sonraki amaci, farkli MOT’ lerde etkinlik ve giivenlik analizlerinin test edilmesidir. Bu
verilerden hareketle preklinik in vivo analizler ile in vivo toksikoloji ¢aligmalarinin
yapilmas: ve randomize kontrollii caligmalar ile etkinliginin degerlendirilmesi

yoniinde olmalidir.

Gelistirmis oldugumuz FVIII gen dizayninin uygulama yollarini i¢eren bir
baska calismanin daha yapilmasi uygun olabilir. Bu ¢alismada FVIII geni iceren
lentiviriislerin uygulanmasinin diginda FVIII geni iceren lentiviriislerin mezenkimal
kok hiicreleri transdiikte etmesi saglanarak, transgenik mezenkimal kok hiicrelerin

uygulanmasi 6nem tagimaktadir.
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Bu sayede, gelistirilen gen tedavisinin, lentiviral kaynakli olusabilecek
herhangi bir immiin cevaptan korunalabilecegi, immiinite olusturmamasi sayesinde
tekrarli uygulamalar yapilabilecegi ve ayrica lentiviral partikiill vermek yerine
giivenligi Onceden test edilmis mezenkimal hiicre inflizyonu yapilabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte transgenik MKH kullaniminin giivenli doz

ayarlamasi yapilabilmesine de olanak saglayacagi diisiiniilmektedir.

Diger bir Oneri ise gen tasariminda kullanilan vektér jenerasyonun
iyilestirilmesi yoniinde olmalidir. Uciincii jenerasyon vektdr tasarmmi tercih
edildiginde in vitro ve in vivo ¢aligmalarda vektor titresinde herhangi bir azalma ve
genin ifadesinde bir bozulma olmadan daha glivenli bir gen aktarimi
gerceklestirilebilecegi iddia edilmektedir (Zufferey et al., 1998). Gelecek ¢aligmalarda
kullanilacak ii¢lincii jenerasyon vektor tasarimi Hemofili A gen tedavisine de 151k

tutabilir. Bunun yaninda, iiglincii jenerasyon vektor tasariminin giivenliligi ve etkinligi

de ileride yapilacak olan in vitro ve in vivo galigmalara konu olabilecek niteliktedir.
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