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OZET

iki Farkh Sistem Ile Elde Edilmis Trombositten Zengin Fibrin Orneklerinin Blyiime

Faktorleri Salimimm Ac¢isindan Karsilastirilmasi

Trombosit konsantreleri giiniimiiz dis hekimliginde yaygin olarak uygulanan iirtinler
arasindadir. Trombositten zengin fibrin (Platelet-rich fibrin-PRF) ortaya koydugu ¢esitli
avantajlar nedeni ile en ¢ok kullanilan trombosit konsantrelerindendir. PRF hazirlanis
protokolu herkese agik olup, farkli marka santrifiij cihaz1 ve kan alma tiipleri kullanilarak
belirtilen santriflj parametreleri kullanilarak elde edilebilir. Literatlirde, bazi arastirmacilar

tarafindan ticari bir marka olarak satilan L-PRF™

sisteminin bazi yonlerden iistiin
oldugunu rapor eden ¢alismalar mevcuttur. L-PRF™ sistemi ile elde edilen PRF
orneklerini, baska marka santrifiij cihazi ve kan alma tiipleri kullanilarak hazirlanan PRF
ornekleri ile kiyaslayan ¢aligsmalar sinirlidir. Bu uzmanlik tez ¢calismamizin amact, L-
PRF™ sistemi ile elde edilen PRF &rneklerini, Hettich Mikro 22R markali santrifiij cihazi
ve BD Vacutainer marka kan alma tiipleri ile elde edilen PRF 6rnekleri ile bazi biiyiime
faktorlerinin in vitro salinimi agisindan karsilastirilmasidir. Bu amacla, sistemik olarak
saglikli 12 goniilliiden elde edilen kan 6rneklerinden hem L-PRF™ sistemi ile (test grubu)
hem de diger marka cihaz ve malzemeler (kontrol grubu) kullanilarak hazirlanan PRF
ornekleri elde edildi. Ornekler membran haline getirildikten sonra 4 ml Dulbecco’nun
Modifiye Eagle Besiyeri (DMEM) bulunan falkon tiiplere aktarilarak 1., 24. ve 72.
saatlerdeki transforme edici biyime faktorii B, trombosit kaynakli biiytime faktori

ve vaskiler endotelyal buyime faktorl salinimlari agisindan ELISA yontemi kullanilarak
karsilastirildi. Elde edilen sonuglara gore, hi¢bir zaman diliminde incelenen bilylime
faktorlerinin salinimi agisindan farkli cihaz ve malzemeler kullanilarak hazirlanan PRF
tipleri agisindan fark bulunamamustir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler 1s181nda; L-PRF™
sistemi ile elde edilen PRF 6rneklerinin, Hettich Mikro 22R marka santrifiij cihazi ve BD
Vacutainer marka kan alma tiipleri ile elde edilen PRF orneklerine gore, ¢esitli biiylime
faktorlerinin in vitro salinimi agisindan istiinligii olmadigi sonucuna vartlmstir.
Anahtar Sozcukler: Trombositten zengin fibrin, Santrifiij cihazi, Kan alma tlpd,
Transforme edici blylme faktorii B, Trombosit kaynakli biiyiime faktorti, Vaskuler

endotelyal buyume faktori



SUMMARY

The Comparison of Growth Factor Release Pattern of Two Different Platelet-Rich
Fibrin Systems

Among the biomaterials used in dental practice, platelet concentrates became popular
in recent decades. Platelet-rich fibrin (PRF) is frequently used due to its clinical
advantages. PRF preperation procedure is an open-acces protocol which can be conducted
using different centrifuge devices and blood collection tubes. In the literature, some
researchers reported the superiority of a commerically available PRF preperation system,
L-PRF™ within varios aspects. There are limited studies comparing the quality of samples
obtained by L-PRF™ system with PRF samples prepared with other equipments which are
used in laboratory routine. The aim of this thesis was to compare L-PRF™ system with
Hettich Mikro 22R centrifuge device and BD Vacutainer blood tubes in terms of in vitro
release levels of some growth factors. Accordingly, PRF samples were preperad using L-
PRF™ system (test group) and other equipment (control group) which were acquired from
systemically healthy 12 volunteers. PRF samples in membrane form were placed in falcon
tubes containing 4 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium and the relase of transforming
growth factor-B1, platelet-derived growth factor ve vascular endothelial growth factor at 1,
24 and 72 hours were then analyzed by ELISA. According to the results, there is no
statistical difference between both PRF types in each time period with respect to the
release of any investigated growth factors. Based on the the results of this study, it can be
concluded that there is no superiority of PRF samples prepared by L-PRF™ system in
terms of in vitro release of some growth factors comparing with PRF samples obtained
using Hettich Mikro 22R centrifuge device and BD Vacutainer tubes.

Key Words: Platelet-rich fibrin, centrifuge devices, blood collection tubes,
transforning growth factor-p, platelet-derived growth factor ve vascular endothelial growth

factor
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3. GIRIS ve AMAC

Trombosit konsantreleri arasinda yer alan trombositten zengin fibrin (Platelet-rich
fibrin — PRF) ortaya koydugu cesitli avantajlar nedeniyle dis hekimligi ve bazi tip
alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kolay ve hizli elde edilebilmesi, kisinin kendi
kan1 disinda yabanci herhangi bir ajanin kullanilmamasi, biyouyumlugu ve gorece
maliyetinin diisik olmast PRF’in yaygin kullanimin altinda yatan sebeplerdir. PRF’in
hazirlanis protokolii herkese agiktir. PRF klinik ortaminda herhangi bir cam ya da silika
kapli plastik tuplerin belirli devir/dakikada santrifiij edilmesi ile elde edilebilmektedir.
Ticari olarak bazi markalar altinda PRF elde etme sistemleri mevcuttur. Bu sistemlerin
icerigine bakildiginda, kan alma malzemeleri, silika kapli plastik tiipler, santrifiij cihaz1 ve
PRF 6rneklerini membran veya disk formuna doniistiirmek i¢in kullanilan aparatlar disinda
baska bir materyal igermedigi bilinmektedir.

Bu calismanin amaci, ticari bir PRF hazirlama sistemi olan L-PRF™ kullanilarak
elde edilen PRF 6rneklerinin farkli zaman dilimlerindeki in vitro biiytime faktorii salinim
diizeylerini, rutin laboratuar malzemesi olarak kullanilan Hettich Mikro 22R markali
santrifiij cihaz1 ve BD Vacutainer markali kan alma tiipleri ile elde edilen PRF 6rnekleri ile

kiyaslamaktir.
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4. GENEL BIiLGILER

4.1. Kan Kaynakh Biyomateryallerin Gelisimi

Kan dokusu, hem hiicresel, hem de plazma bilesenlerine sahip terapotik bir
kaynaktir. Hiicresel bilesenler bakimindan baskin olarak eritrositleri, trombositleri ve
I6kositleri icerir. Plazma bilesenlerinin %90'lik kismi1 sudan, geriye kalan %10'luk kism1 da
iyonlar, proteinler, atiklar ve ¢oziinmiis gazlardan olusur. Kan kaynakli iiriinlerin terapotik

amagch kullanim1 gegmisten giiniimiize kadar uzanmaktadir.

Gilinlimiizden yaklasik 50 y1l 6ncesinde, kan kaynakli biyomateryaller ilk kez “fibrin
yapistiricilar” adi altinda yara iyilesmesini uyarmak ve yara bolgesinin izolasyonunu
saglamak gibi amaglarla kullanilmaya baslanmistir. Plazma Urlnlerinin (trombin ve
fibrinojen) kombinasyonu ilk kez Cronkite ve ark. tarafindan 1944'de yanik tedavisinde
basingla beraber deri greftinin adezyonunu artirmak ic¢in kullanilmustir (1,2). Fibrin
yapistiricilar, hemostazi saglamanin yani sira 16kosit, makrofaj ve fibroblastlarin
infiltrasyonu icin fiziksel destek saglayarak yara iyilesmesini hizlandirmaktadir (3,4) .
Matras ve ark. (1972) deneysel ¢alismalarmin sonucunda ilk biyomateryal olan fibrin
yapistiricty1 periferik sinir onarimi ig¢in kullanmaya baglamistir (4). Mekanizmasi, trombin,
faktor XIII (FXIII), fibronektin ve iyonize kalsiyum varliginda fibrinojenin fibrine
doniistiigli koagiilasyon kaskadinin son basamagini taklit etmektir. Allojen ve otojen olarak
elde edilebilir. Otojen olanlar, terapotik kullanim i¢in allojenik olanlara kiyasla
kontaminasyon riski agisindan daha giivenlidirler. Ancak iiretim protokollerinin
karmagikligt ve maliyeti nedeniyle kullanimlari ¢ok sinirli kalmaktadir (5). Otojen
kaynakli fibrin yapistiricilarinin cerrahi sahada fiziksel streslere (basing, gerilme vs.) kars1
direncinin yetersiz olmasi, plazmalarindaki fibrinojen yogunluklarinin diisiikk olmasina
baglanmaktadir. Bu 06zelligi, cerrahi islemlerde biyolojik sizdirmazlik saglama amach
kullanimlarint ~ engellemistir  (6). Ayrica biyomateryalin iceriginde trombosit
bulunmamasinin biyolojik ve fiziksel dzelliklerini olumsuz etkiledigi anlagilmistir (7). Bu

dezavantajlar1 sebebiyle fibrin yapistiricilar klinik olarak sinirli kullanilmislardir.

llerleyen yillarda trombosit hiicrelerinin yara iyilesmesindeki temel etkilerinin
anlasilmast ile beraber; ‘Trombosit-Fibrinojen-Trombin Karisimi® olarak adlandirilan
iginde trombositleri de bulunduran fibrin yapistiricilart gelistirilmistir (8,9). Bdylece hem

fibrinin mekanik yapis1 dogal bir yontemle giiclendirilmis hem de trombositlerin yara
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iyilesmesindeki iyilestirici 6zelliklerinden faydalanilmistir. Trombosit konsantreleri son

donemde giindeme gelen kan kaynakli biyomalzemelerdir.

4.2. Trombosit Konsantreleri

Yillar boyunca gergeklestirilen deneysel ve klinik ¢alismalardan elde edilen olumlu
veriler 1s1ginda, trombosit konsantrelerinin ¢esitli amaglarla kullanimi giindeme gelmis ve
yayginlasmistir. Oral ve maksillofasiyal cerrahi, oftalmoloji, plastik cerrahi alanlarinda,
cilt lezyonlar1 ve spor hekimliginde cerrahi prosediirlerde yara iyilesmesini hizlandirmak,

doku rejenerasyonunu desteklemek i¢in siklikla kullanilmaktadir.

Trombosit konsantreleri iki kusak olarak ele alinmaktadir (10). Bunlar:

1-Birinci kusak trombosit konsantreleri:
-Trombositten zengin plazma (Platelet-rich plasma / PRP)
-Blyume faktorlerinden zengin plazma (Plasma rich in growth factors / PRGF)
2-Ikinci kusak trombosit konsantreleri:
-Trombositten zengin fibrin (Platelet-rich fibrin / PRF)
-Titanyum ile hazirlanan trombositten zengin fibrin (Titanium-prepared platelet-
rich fibrin / T-PRF)
-Enjekte edilebilir trombositten zengin fibrin (Injectable Platelet-rich fibrin /
I-PRF)

-Konsantre buytme faktorleri (Concentrated growth factors / CGF)

Trombositten zengin kan konsantrelerinin klinik faydalari, ¢ok sayida mitojenik
trombosit kaynakli biiyltime faktorlerini igermeleri ile iliskilendirilmektedir. Trombositlerin
iceriginde yogun miktarda bulunan bilyume faktorlerinin hicre buyimesi ve bolinmesi
uzerine etkili oldugu 1970’11 yillarda gosterilmesine ragmen, trombosit konsantreleri uzun
yillar boyunca hemostatik ve yapistirici amag ile kullanmilmislardir (11,12). Ancak, son
donemlerde trombositlerin yara iyilesmesi tizerindeki olumlu 6zelliklerinin daha ¢ok 6n
plana ¢ikmasi ile yara iyilesmesi ve dolayisiyla rejeneratif tip ve doku miihendisligi
alanlarinda hem in vitro ¢alismalarda hem de in vivo uygulamalara konu olmaktadir (13—
15).
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Trombosit konsantrelerinin lokal uygulamalarda iyilesmeyi hizlandirdigini gésteren
ilk klinik bulgu 1986 yilinda Knighton ve ark. tarafindan bildirilmistir (16). iki asamali
santrifij prosediirii kullanarak elde ettikleri biyomateryali "Trombosit kaynakli yara
iyilesme faktorii” (Platelet-Derived Wound Healing Factors) olarak tanimlamislardir.
Calismalarinda iyilesmeyen kronik kutandz Ulserlere sahip 49 hastaya uygulanan bu

biyomateryal ile iyi sonuglar elde ettiklerini bildirmislerdir (16) .

Whitman ve ark. 1997 yilinda oral ve maksilofasiyal uygulamalarda fibrin
yapistiricisina alternatif olarak elde ettikleri otolog biyomateryale “Trombosit Jeli”
(Platelet Gel) adin1 vermislerdir. Biyolojik sizdirmazligi olan bu jel igerisinde
trombositlerin aktivasyonu ile biiylime faktorlerinin ortaya ¢ikmasinin, sert ve yumusak

doku iyilesmesini destekledigini 6ne stirmislerdir (17).

Birinci nesil trombosit konsantreleri, trombositten zengin plazma (PRP) ve buyime
faktorunden zengin plazmayi1 (PRGF) kapsar. PRP, tam kanin santrifiijiiyle elde edilen ve
tam kandan daha fazla trombosit konsantrasyonuna sahip olan otojen plazmadir. Her
(initede ortalama 0,5 x 10 trombosit icerdigi rapor edilmistir (4). Hastanin kendi
kanindan elde edildigi i¢in kan yoluyla bulasan hastaliklarin bulagma riskinin ortadan
kalkmis oldugu ifade edilmektedir (18). PRP dis hekimliginde ise ilk olarak 1998 yilinda
Marx ve ark. tarafindan maksillofasiyal rekonstriikksiyon uygulamasinda kullanilmigtir
(19,20). Transfiizyon tibbinda da I6semi, medullar aplazi veya uzun cerrahi islemler
sonrasinda olusan siddetli trombositopeninin tedavisi veya engellenmesi amaciyla
kullanilmistir (18,21).

Dogal bir kan pihtis1 % 95 eritrosit, % 5 trombosit, % 1'den daha az l6kositten
olusurken, PRP % 95 trombosit, % 4 eritrosit, ve % 1 oraninda l6kosit ihtiva eder (22).
Yiiksek oranda pihtilasma faktorleri ve biiyiime faktorleri de icermektedir. Icerigindeki
yuksek trombosit konsantrasyonu ve hicresel adezyon molekilleri sayesinde biyolojik
aktivite gosterebilen bir yapi oldugunu bildirmislerdir (23). PRP uygulanan cerrahi
alanlarda trombosit sayisinda % 338 oraninda artis saptanmistir (24). PRP’ deki
trombositler trombinin eklenmesi ile aktive oldugunda yara iyilesmesini hizlandiran
bluyume faktorlerini ve sitokinleri serbestlemeye baslar. Trombosit sayisiyla orantili olarak,
ortama salinan faktorlerin miktart arttik¢ca yara bolgesinde travmaya olan fizyolojik yanit

da artmis olur. PRP tek basina osteoindiiktif 6zellik gostermemektedir. Fakat ¢ok az sayida
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bulunan kok hiicrelerin sayisini arttirarak ve mitogenezini stimiile ederek kemik
rejenerasyonuna etki ettigi ve kemik yapimini hizlandirdigi disiiniilmektedir. PRP'nin

doku rejenerasyonunu artirici etkisi ile agr1 ve enfeksiyonu azalttigr agiklanmistir (19,25).

PRP'yi hazirlamak amaci ile genellikle iki asamali santrifij prosediiri
kullanilmaktadir. Hazirlanigi sirasinda disardan yapay olarak sigir trombini ve kalsiyum
Klorid ilave edilerek ani fibrin polimerizasyonu baslatilir. Bu durum sitokinler ve fibrin
arasindaki sinerjinin kaybina yol acarak, sitokin ve biiylime faktorlerinin kisa omiirlii, hizl
salmimina neden olur (26). Sigir trombinine kars1 nadiren olusan reaksiyonlar sebebiyle
biyomateryale daha az miktarlarda trombin eklenmeye baslanmigtir. Fakat bu durum da
PRP’ nin mekanik 0zelliklerini olumsuz etkiledigi i¢in klinik olarak uygulanmasini
gliclestirmistir (27). Buylme faktorlerinin saliniminin kisa siireli 0lmasi, PRP’nin

rejeneratif 6zelliginin sinirl kalmasina neden olmustur (18).

Maliyetinin yiiksek olmasi, hazirlama siirecinin bir¢ok basamaktan olusmasi ve
disaridan yapay kimyasal maddelerin eklenerek elde edilmesi gibi dezavantajlarini ortadan
kaldirmak ve dolayisiyla biyomateryalin etkinligini artirmak i¢in, bir¢ok arastirmaci farkl
santrifiij kuvvetleri (160-3000 g) ve sireleri uygulayarak birbirlerinden farkli protokoller
gelistirmistir. PRP’yi hazirlama asamasinda kullanilan pithtilagmay1 saglayict maddelerdeki
ve miktarlarindaki degisiklikler de ¢ok sayida PRP metodunun gelistirilmesini beraberinde
getirmigstir. Literatiirde 30’dan fazla farkli protokol ve Kitlerle elde edilmis trombositten
zengin plazma triinii rapor edilmistir. Bununla beraber, elde edilen biyomateryallerin,
icerigi ve yapisal Ozellikleri gozetilmeksizin PRP olarak adlandirilmas: literattrde
terminolojik karmasikliga sebep olmustur (28). Hazirlama Kkitleri ticarilestirilen bu
tirlinlerin trombosit zenginligine, uygulama protokoline, l6kosit ve protein igerip

icermemesine gore etkinlikleri ve glvenilirlikleri farklilik gosterebilmektedir (29).

Birinci kusak trombosit konsantrelerinden bir digeri, 1999 yilinda Anitua tarafindan
“Blyume faktorlerinden zengin plazma” (PRGF) olarak tanimlanmis olan, kanin tek
asamal1 santrifiij prosediirii ile elde edilen, buyume faktorleri agisindan zengin, plazma
bazli olan bir biyomateryaldir (22,23). PRGF’de koagiilasyon kaskadini aktive etmek
amaciyla kalsiyum klorid kullanilmaktadir. Kalsiyum klorid, trombine gore daha yavas
gelisen bir polimerizasyona neden olarak ii¢ boyutlu fibrin matriks olusmasini saglar. Bu

polimerizasyon sekli, fibrin matriksten biiylime faktorii saliniminin uzun siireli olmasina
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neden olmaktadir (31). PRGF’nin igeriginden I0kositlerin eliminasyonuyla, hem uruntn
homojenitesi arttirilmis, hem de 16kositlerin igeriginde bulunan metalloproteazlar ve asit
hidrolazlar gibi inflamasyon 6nleyici ajanlarin fibrinin ag yapisina olumsuz etkilerinin en
aza indirgendigi belirtilmektedir (32). PRGF’yi diger trombosit konsantrelerinden farkli
kilan diger bir 6zellik, biyomateryalin terapotik amagla kullanilabilecek fraksiyonlarinin
cesitliligidir (Resim 1). Hastadan alinan 6rneklerden pihtilagsma ve aktivasyon seviyelerine
gore PRGF’nin dort farkli fraksiyonu elde edilebilir. Bu 6zellik biyomateryalin genis

yelpazede kullanimina olanak vermektedir (33).

Resim 1. A: PRGF siipernatanti. B: Aktif sivi PRGF. C: PRGF pihti. D: Otojen fibrin

membran. (1)

Hazirlik asamalarindaki pipetlemedeki farkliliklar sebebi ile l6kositlerin tam olarak
ortadan kaldirilmadigi ve hazirlanan biyomateryalin, PRP’nin I6kositten fakir formu olarak

tanimlanmasinin daha dogru olabilecegi goriisii (34,35).

Yukarida belirtilen trombosit konsantrelerinin gelisimi incelendikten sonra, PRP ve
PRGF’nin santrifuj parametrelerindeki ve formiilasyonlarindaki tutarsiz sonuglar ve
hazirlama agamalarindaki zorluklarindan dolayi, 2001 yilinda farkli bir trombosit
konsantresi gelistirilmistir (36). Ikinci nesil trombosit konsantresi olarak giindeme gelen

bu yeni biyomateryal, Fransiz arastirmaci Joseph Choukron ve ark. tarafindan
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“Trombositten Zengin Fibrin (PRF) ” olarak adlandirilmig (2001) ve Dohan ve ark.

tarafindan 2006 yilinda ayrintili olarak tanimlanmistir (7,26,37).

Trombosit konsantrelerinin en ¢ok kabul goren siniflandirmasi Dohan ve ark. (2009)

tarafindan bildirilmistir (34). Bu siniflandirma, materyalleri I6kosit ve fibrin igerigine gore

4 kategoriye ayirmaktadir. Bunlar:

« Saf trombositten zengin plazma (P-PRP)

* Lokosit ve trombositten zengin plazma (L-PRP)

« Saf trombositten zengin fibrin (P-PRF)

* Lokosit ve trombositten zengin fibrin (L-PRF)

Tablo 1. Trombosit konsantrelerinin 16kosit ve fibrin icerigine gore ayrilmasi (30).

Otomatik Protokoller

Plazmaferez
Vivostat PRF

Manuel Protokoller

Anitua’s PRGF
Nahita PRP

Otomatik Protokoller

PCCS PRP
SmartPReP PRP
Magellan PRP
Angel PRP
GPS PRP

Manuel Protokoller

Friadent PRP
Curasan PRP
Regen PRP
Plateltex PRP
Ace PRP

Manuel Protokoller

Fibrinet PRFM

Manuel Protokoller

Choukroun’s PRF

Trombosit konsantreleri smiflandirilirken 3 ana parametre baz

smiflandirilmistir (33). Bunlar:

alinarak

1. Kullanilan santrifiijler ve hazirlama Kitleri ile ilgili parametreler: Bu yontemlerin

hali hazirda cerrahi islamelerde kullanilmasi i¢in, santrifiijiin biiyiikliigii, hazirlama stresi,

cihazin ve kitlerin maliyeti kaydadeger unsurlardir. Bunlarin yaninda kitin kullanigliligi ve
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hazirlama siirecinin nr derecede karmasik oldugu da énem arz eder. Karmasik ve detayli
hazirlama siiregleri, biyomateryalin elde edilememesi veya yanlis kullanimlarina yol

agmasi sebebiyle farkli sonuclara yol acabildigi igin ticari Kitler gelistirilmistir (34).

2. Konsantrenin igerigi ile ilgili parametreler: Kullanilabilir hacimde trombosit
konsantresi elde edilebilmesi yeterli miktarda kanin elde edilmesine baghdir.
Trombositlerin ve 16kositlerin yeterli oranda toplanmasi ve siirecin tamaminda zarar

gérmeden korunmasi, trombosit konsantresinin terapotik 6zelliklerini etkilemektedir (34).

3. Uygulama sirasinda l6kosit ve trombosit konsantrasyonunu destekleyen fibrin
yapi ile ilgili unsurlar: Fibrin ag yogunlugu, fibrinojen konsantrasyonu ile belirlenir (39).
Bircok protokol diisiikk yogunluklu bir fibrin ag yapis1 Uretmektedir. Fakat bu ozellikteki
fibrin aglar, uygun bir cerrahi uygulamaya izin verse de gercek bir fibrin destegi
saglayamamaktadir. Buna karsilik, fibrin agmin yiiksek yogunluklu olmasi, fibrinin
potansiyel iyilestirici etkileri olabilecegi, trombosit konsantrelerinin bir biyomateryal
olarak kabul edilebilecegi anlamina gelir (40). Fibrinin polimerizasyon streci, fibrinojen
ve trombin konsantrasyonlart ve fibrin agmin son halinin biyomekanik ozelliklerini g6z
ontinde bulundurarak degerlendirilmelidir. Fibrinojenin, trombin sayesinde fibrine
doniistimii gergeklesir ve fibrin agini olusturan fibrin lifler iki ayr1 biyokimyasal mimari
sergileyebilir. Bunlar; kondanse tetramolekiler (bilateral) ve bagli trimolekiler
(equilateral) baglardir (39). Yiiksek trombin konsantrasyonlarinda, siddetli bir aktivasyon
ve polimerizasyon sonucunda, fibrilleri arasinda tetramolekiiler (bilateral) baglantilar olan
fibrin olusur. Bu fibrin yapisi sitokinlerin ve hiicrelerin gdg¢line uygun olmayan rijit bir
monofiber ag yapisindadir. Yavas, fizyolojik bir fibrin polimerizasyonu sonucunda ise
fibrilleri arasinda trimolekiiler (equilateral) baglantilar olan, sitokininlerin ve hiicrelerin
gocunu destekleyebilen, esnek, multifibriler bir fibrin olusur (39). PRF elde edilirken,
trombin kullanilmadig i¢in diger trombosit konsantrelerine gére daha fizyolojik ve yavas
bir fibrin polimerizasyonu meydana gelir. Dolayisiyla, fibrinojen konsantrasyonu, fibrin
yogunlugu ve polimerizasyon tird, trombosit konsantrelerinin biyolojik 6zelliklerini
etkilemektedir (34).
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Sekil 1.  Kondanse tetramolekiler (bilateral) bagla{ntllarm bilgisayar ortaminda
olusturulmus modellemesi (26).

N

Sekil 2. Trimolekiiler (equilateral) baglantilarin bilgisayar ortaminda olusturulmus
modellemesi (26).

Trombosit konsantrelerini elde ederken uygulanan teknik, tam kanin santrifiijleme
teknigi ile secici olarak bilesenlerine ayrilmasidir (41). Belirli santrifij kuvvetleri altinda
kanin bilesenlerine ayrilmasi Stokes yasasi olarak adlandirilan fizik kanununa
dayanmaktadir. Bu kanuna gore santrifiij islemi esnasinda tip icindeki kana etkiyen birkag
kuvvet vardir. TUpe etkiyen santrifij kuvveti ile kandaki partikuller tiipiin tabanina dogru
hareket ederler. Santriflij kuvvetine ters yonde etkiyen siirtinme ve kaldirma kuvvetleri
santriflij kuvvetini etkisiz hale getirir. Kan belirli bir sire, yiksek devirlerde santrifije
maruz birakildiginda olusan santrifiij kuvveti kaldirma ve siirtlinme kuvvetlerini asar.
Sonugta, donme merkezinden tipin tabanmna dogru etki gosteren net bir santrifij kuvveti
olusur. Parcacik yogunlugu sivi ortamin yogunluguna esit oldugunda sedimantasyon orani
stfirdir. Partikiiliin yogunlugu ile sivi ortamin yogunlugu arasindaki farkla orantili olarak
ve merkezka¢ kuvveti (g) arttikga sedimentasyon hizi artar. (42). Santriflj Kkuvveti,
partikuller Gzerinde etkisini partiktllerin boyutlar ile orantili olarak gosterir. Nispeten
daha biiytk ¢apa sahip eritrositler ve I6kositler, tiptn alt kismina yerlesirken; trombositler,
plazma ile birlikte tupln dst kismina dogru itilir. Bu fenomen, trombositlerin kandan segici

olarak ayrilmasina izin verir (Sekil 3) (18,41) .

19



.—- Eritsosit .
e L J 2
o® |— e® —_— e ¥
kosit aldirmq .
ve
Siirtiinme L - (4

SantrifG] Gncesinde Santriftj srasinda Santrifdjden sonra

Sekil 3. Tipe uygulanan santrifiij kuvveti altinda kanin bilesenlerine ayrilmasi (43).

Hazirlanmak istenen biyomateryalin karakterine bagli olarak, elde edilen kan
orneklerine bir veya iki basamakli santrifiij islemi uygulanir (41,44,45). PRF gibi disaridan
herhangi bir antikoagiilan madde eklenmeden elde edilen trombosit konsantrelerinde ise
santriflij sirasinda pihtilasma ve kan bilesenlerinin ayrilmasi es zamanli meydana gelir
(43). Santrifij sonucunda, kan pihtis1 esas olarak trombositler, l6kositler ve fibrin
tarafindan olusurken; eritrositler, kan pihtisindan etkili bir sekilde ayrilmis olur (Sekil 4 )
(23,43).

» * @
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Sekil 4. Santrifij sonrasnda kanin parcacik kiitlesi ile orantili olarak bilesenlerine

ayrilmasi, en altta eritrositler, orta kisimda lokositler ve en iist kisimda plazma iginde

tiiptin tist kismina dogru azalan yogunlukta dagilmis trombositler bulunmaktadir (46).

4.2.1. Saf Trombositten Zengin Plazma (P-PRP)

Aktivasyonlarindan sonra igeriginde l6kosit bulunmayan ve diisiik yogunluklu bir
fibrin aga sahip olan biyomateryallerdir. Bu iiriinler, siv1 soliisyon veya aktif jel formunda
elde edilebilir. Sivi formu enjekte edilerek, jel formu da cilt yaras1 veya siitur Gzerine

yerlestirilerek kullanilabilir. Elde edilmeleri igin hiicre ayiricilar1 (plazmaferez) kullanan
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bircok yontem mevcuttur, fakat bu yontemler ginlik uygulamalarda kolaylikla
kullanilamayacak kadar karigiktir. P-PRP yontemi, biiyliik 6l¢iide PRGF ticari adi ile
bilinmektedir (1). P-PRPnin diger elde edilis teknigi ise Vivostat PRF ticari ismi ile
bilinmektedir. Vivostat PRF, adinin PRF olmasi ancak elde edilen materyalin PRP

yapisinda olmasi nedeniyle literatiirde karisikliga neden olmustur (34).

4.2.2. Lokosit ve Trombositten Zengin Plazma (L-PRP)

P-PRP gibi bu ailenin tiim firiinleri sivi soliisyon veya aktive jel formunda
kullanilabilir (47). Aktivasyondan sonra igeriginde 16kosit bulunmasi ve diisiik yogunluklu
fibrin ag yapisinda olmas: ile karakterizedir. Bu kapsamda; ortopedik ve genel cerrahi ile
spor tibbinda kullanilan ¢ok sayida ticari veya deneysel sistem bulunmaktadir. Bunlarin
icinde, maksimum seviyede standardizasyona izin veren ¢ok sayida spesifik kitlerin
kullanilmasii gerektiren, 6zellikle Harvest Smart-PreP (Harvest Technologies, Plymouth,
MA, ABD) ve Biomet GPS Ill (Biomet Inc., IN, ABD) gibi bircok otomatik protokol
bulunmaktadir. Ancak, Plateltex (Prag, Cek Cumhuriyeti) ya da Regen PRP (RegenLab, Le
Mont-sur-Lozan, Isvigre) gibi daha fazla islem gerektiren diger protokoller de mevcuttur
(47,48).

4.2.3. Saf Trombositten Zengin Fibrin (P-PRF)

Lokosit icermeyen ve yiiksek yogunluklu bir fibrin ag yapisinda olan preparatlardir.
Bu Uriinler sadece gii¢lii bir sekilde aktive edilmis jel formunda bulunur ve geleneksel
fibrin yapistiricilar1  gibi enjekte edilemez. Bununla birlikte, gic¢li fibrin  matriksi
sebebiyle, diger uygulamalar i¢in gergek bir kati materyal gibi uygulanabilir. Bu ailede
ticari ad1 Fibrinet PRFM (Trombositten Zengin Fibrin Matriks, Cascade Medical, Wayne,
NJ, ABD) olan sadece bir protokol bulunmaktadir. Bu teknigin 6nemli bir dezavantajt,
I6kosit ve trombositten zengin fibrine kiyasla yiiksek maliyetli olmas1 ve goreceli olarak

daha karisik elde etme protokoliine sahip olmasidir (48).

Saf trombositten zengin fibrin elde edilme yontemi, L-PRP elde edilme ydntemi ile
benzerlik gosterir. Aralarindaki fark, L-PRP’den daha yogun bir {iriin elde etmek i¢in
pihtilastirict ajanin P-PRF eldesi sirasinda ikinci santrifiij gerceklestirilmeden once tiipilin

icine eklenmesidir (30).
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4.2.4. Lokosit ve Trombosit Zengin Fibrin (L-PRF)

Lokosit igerigi fazla ve yiiksek yogunluklu, gucli bir fibrin aga sahip olan
materyallerdir (49). Bu biyomateryaller sadece aktive edilmis jel formunda bulunurlar. L-
PRF geleneksel fibrin yapistiricilar: gibi enjekte edilemez. Bununla birlikte, gii¢lii fibrin
matrikslerinden dolayi, diger uygulamalar igin gercek bir kati materyal gibi kullanilabilir
(48).

L-PRF ile P-PRF’nin santrifij protokolleri farklidir. P-PRP, L-PRP ve P-PRF
uygulamalarinin hepsi iki asamali santrifiijle gerceklestigi ve igerigine cesitli antikoagiilan
maddeler eklendigi i¢in, icerigindeki trombosit sayis1 fizyolojik degerlerden ¢ok fazladir.
Yapilan arastirmalar, hiicre ¢ogalmasinin uyarabilmesi i¢in kandaki trombosit sayisindan
2.5 kat daha fazla trombosit igerigine sahip kan konsantrelerinin en etkin 6zellige sahip
oldugunu gostermistir (50). Daha yiiksek miktarda trombosit i¢eriginin olumsuz etkilerinin

olabilecegi belirtilmistir (30).

Sekil 5. P-PRP, P-PRF, L-PRP ve L-PRF’in matris ve hiicre mimarisi sematize edilmistir
(48).

Sekil 5’te I6kositler (mavi daireler) ve fibrin ag yapis1 (sari/agik kahverengi lifler)
gorilmektedir. Trombosit kiimelenmeleri (agik-gri sekiller), daima fibrin lifler iizerinde
olusmaktadir. Tipik P-PRP ve L-PRP preparatlarinda, fibrin ag1 olgunlagmamistir ve bu
esasen fibrinin kiigiik ¢apli (kirmizi oklar) basit fiber polimerizasyonundan

kaynaklanmaktadir. Bu fibrin agi, ameliyat sirasinda trombosit uygulamasini
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desteklemekle birlikte fibrin yapistirici gibi hizlica rezorbe olmaktadir. P-PRF ve L-PRF
preparatlarinda ise fibrin lifleri, ¢oklu lif birlesimi nedeniyle kalin (siyah oklar) ve bir

fibrin biyomateryali olarak diisiiniildiigiinde direngli bir matris olusturmaktadir.

PRF, PRP’nin aksine santrifiij sirasinda dogal ve kademeli bir polimerizasyonla
olusur. Boylece olusan piht1 daha homojen ve dogal fibrine gére daha yapiskan bir hal alir.
In vivo fibrin polimerizasyonunu taklit etmesi sebebiyle PRF, PRP’ye gore daha yogun
miktarda fibrin i¢cermektedir ve bu durum degradasyona karsi direncini arttirir (45).
Polimerizasyon sirasinda dolasan sitokinler esnek fibrin ag iginde hapsolurlar ve zamanla
serbestlesirler. PRP uygulamalarinda trombin ve kalsiyum kloridin kullanilmasi sonucu
olusan ani polimerizasyon fibrin ag igerisine sitokinlerin tutunmasini zorlagtirirken; PRP
nin tersine, PRF deki polimerizasyonun yavas olmasi, salinan sitokinlerin fibrin ag ile
biitlinlesmesini kolaylagtirir, elastik matriksiyel bir yapit olusumunu saglar. Boylelikle
PRF’nin fibrin aglarindaki ¢oziilebilir molekiillerin kontrolli ve daha uzun bir siire

boyunca salinabilecekleri iddia edilmistir (32).

4.3. Lokosit ve Trombositten Zengin Fibrinin Hazirlanisi

Ikinci kusak trombosit konsantresi olan L-PRF’yi hazirlama protokolii tibbi bir alete
veya Ozellesmis bir makineye bagli degildir, tiim klinisyenler tarafindan kolaylikla
uygulanabilir (51). Her laboratuvar ve ameliyathane sartinda kolayca hazirlanabilecek tek
basamakli bir protokol mevcuttur. Bu agik-girisim yontemi simdiye kadar gelistirilen

uygulamasi en basit ve maliyeti en diisiik yontemdir (21,26).

Otojen vendz kanin standart 10 ml’lik herhangi bir antikoagiilan olmayan steril cam
kapli plastik tiiplere ya da cam tiiplere, bekletilmeden alinmasiyla ve diisiik hizda (yaklasik
400g; 3000 rpm-10 dak veya 2700 rpm-12 dak) santrifilj edilmesiyle elde edilir.

Santrifiijiin devir sayis1 ve siiresi ile ilgili farkli kaynaklar da mevcuttur (Tablo 2).

Tablo 2. Santrifiij devir sayilar ve siireleri

Santrifiij Devir Sayilari (rpm) Sure (dakika) Referans
3.000 10 (49)
2.700 12 (7)
2.500 10 (52)
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3.000 12 (53)

Kana herhangi bir biyokimyasal ajan uygulanmadig1 (antikoagiilan, trombin veya
kalsiyum klorid kullanilmadig1) i¢in diger fibrin uygulamalarindan farkli olarak, kan tiipe
temas eder etmez dogal bir koagiilasyon siireci baslar (30,40). Trombin kullanilmamasi
elde edilen fibrin dokusunun dogal fibrin catisina sahip olmasini ve biiyiime faktorlerinin

proteolizinin 6nlenmesini saglamaktadir.

Teknigin basaris1 kanin alinma ve santrifiij edilme hizina baghdir. Kanin alinmasi
Icin gegen sirenin ve alindiktan sonra santrifiij cihazina transferine kadar gecen siirenin
miimkiin oldugunca kisa olmasi1 gerekmektedir. Bu siire uzar ise, birka¢ dakika iginde
tiipiin ortasinda fibrinojen birikir, fibrin daginik bir sekilde polimerize olmaya baglar ve
diizensiz kivamda az miktarda fibrin piht1 olustugu gozlenir. Sonucta elde edilen triin ¢ok

diisiik miktarda fibrin ag igerecektir.

Antikoagiilan yoklugunda kan Ornekleri tiiplin cam yiizeyiyle temas ettigi anda
trombosit aktivasyonu ve fibrin polimerizasyonu hemen tetiklenir. Fibrinojen, dolasimdaki
trombin onu bir fibrin agina doniistiirene kadar tiipiin iist kisminda yogunlasir. Santrifiijden
sonra 3 farkli fraksiyon olusur. Tipiin alt kisimda kirmizi kan hiicreleri tabakasi, Ust
kisminda trombositten fakir aselliiler plazma, bu tabakalar arasinda, tiipiin orta kisminda da
fibrin pihtisi olusur. Trombositlerin ve Iokositlerin teorik olarak bu fibrin ag iginde
hapsoldugu ve Dbu durumun PRF’nin degredasyona karsi direncini arttirdigi
diistiniilmektedir (18).

Santrifiij edilmis tlipte trombosit dagilimini gosteren ¢alismalarda, trombositlerin en
cok fibrin pihtisinin alt kisminda, 6zellikle kirmizi hiicrelerle fibrin pihti arasindaki
baglanti kisminda toplandigi bildirilmistir. Ayrica kirmizi kan hiicreleri tabakasi ile
baglant1 yerinde yogunlasan trombositlerin fibrinin list kismindaki trombositlerden daha

etkili oldugu goriisii one surtlmektedir (21)
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. Kirmizi trombiis

D Fibrin pihti

[] "Buffy coat" : Trombositlerin fbirin
matriks icerisinde yogun
olarak toplandigl tabaka

Sekil 6. L-PRF protokoluni takiben tupte olusan tabakalar (21).

Sekil 6°da gosterilen kirmiz1 renkli alt fraksiyon eritrositleri igerir. Orta fraksiyonda pihti
olarak adlandirilan, kandaki trombositlerin ve lokositlerin yogunlastigi {i¢ boyutlu bir
mimariye sahip giiclii bir fibrin matriks olusur. Agik sar1 renkli st fraksiyon ise asellller
plazma veya trombositten fakir plazma (Platelet-Poor Plasma - PPP) olarak nitelendirilir.
Olusan PRF ve kirmizi kan hiicreleri nazik bir sekilde presel yardimiyla tiipten ¢ikartilir.

Bir makas veya bistiiri yardimiyla kirmizi kan hiicreleri PRF’den kolaylikla ayrilir (Resim
2).

Resim 2. PRF’nin santrifiij sonucu dogal goriiniimii ve membran haline getirilmis hali

Iki gazli bez arasinda basingsiz bir sekilde fibrin pihtinin serumu alindiginda geriye
oldukga direngli otolog fibrin membran kalacaktir (Resim 2). Ancak gazli bez yerine PRF
kutusu da kullanilabilir. Pihtidan membran elde edilmesinde standardizasyonun
saglanabilmesi amaciyla Choukroun tarafindan 2007 yilinda PRF hazirlama kutusu
tretilmistir (Process Ltd., Nice, Fransa). Pihti, bu kutuda bulunan metal izgaraya
yerlestirilerek kapagi kapatilir (Resim 3). PRF kutusu membranlar1 ayni kalinlikta tiretecek

ve saklayacak sekilde tasarlanmistir. PRF kutusunun alt kisminda PRF’nin preslenmesiyle
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toplanan serum eksuda, greft materyallerini hidrate etmek, cerrahi sahay1 yikamak veya

otolog greftleri saklamak i¢in kullanilabilir (55) .

Resim 3. Choukroun tarafindan gelistirilen PRF kutusu ve PRF’lerin yerlestirilmesi

Elde edilen PRF’ler PRF kutusu kullanilarak homojen &lgiilerde membran haline
getirilebilir. PRF kutusu icinde operasyon siresince bekletilebilir. L-PRF'nin kalin kiigiik
disklerini veya “tikaglarini” elde etmek i¢in PRF piht1, PRF kutusundaki silindir ¢ukurlarin
icine yerlestirilir ve yavasca pistonun agirhgmca PRF sikistirthir (Resim 4). Elde edilen

kiiciik silindirik diskler 1 cm ¢apindadir ve bunlar ¢cekim bolgelerinde kullanilabilir (55).

Resim 4. PRF’in PRF kutusunda silindir disk haline getirilmesi

Santrifiije edilmis tlipte trombosit dagilimin1 gosteren c¢aligmalarda, trombositlerin
tiplin en iist ve en alt tabakasinda bulunmadigi, en ¢ok PRF pihtisinin alt kisminda,
ozellikle kirmiz1 hiicrelerle olan baglant1 kisminda toplandig: bildirilmistir (12,55.) (Sekil
6).

4.4. Lokosit ve Trombositten Zengin Fibrinin Icerigi

Joseph Choukroun’un PRF’si olarak bilinen L-PRF, kan kaynakli iriinlerin son

gelistirilenidir. Lokosit ile trombosit agisindan zengin, blylme faktorlerini, sitokinleri ve
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dolagimda bulunan kok hiicreleri ti¢ boyutlu bir fibrin ag icerisinde toplamis otojen kan

kaynakli bir sikatrisyel bir matrikstir.

4.4.1. Trombositler

Trombositler, kemik iligindeki polipoid dev hiicreler olan megakaryositlerden kdken
alan, 1.5-4.0 um ¢apinda, renksiz, diskoidal ve ¢ekirdeksiz hiicrelerdir. Saglikli bir bireyin
periferik kaninda 150.000-450.000/mm? bulunurlar. Kandaki sayica fazlaliklar1 nedeniyle
trombositler, vaskiiler biitlinliigiin korunmasinda 6nemli rol oynarlar. Kii¢iik boyutlar1 ve
diskoid bicimleri nedeniyle, kan damarlarinin ¢eperine dogru kan akisi tarafindan stirekli
olarak itilir ve endotel hasarini tanityacak sekilde optimum sekilde konumlandirilir. Kan
dolagimindaki Omiirleri 8-10 giindiir ve sitoplazmalar1 aktiflestiklerinde ortama salinan

grantllere sahiptir.

Trombositlerde alfa, delta (dens) ve lambda (lizozom) olmak iizere baslica 3 tip
granlil bulunmaktadir (Sekil 7). Trombositler goérevlerini hicre ici bu granullerde
sentezlenen, depolanan ve salgilanan ekstraseliiler proteinler yardimui ile gergeklestirirler.
Elektron mikroskopu incelemeleri ile birbirinden ayirt edilebilen bu graniillerden 151k

mikroskop ile goriilebilenlerin bilyiik cogunlugu alfa graniillerdir (41).

Trombositlerin baslica gérevi doku hasari olan bolgede hemostazin saglanmasidir.
Yaralanma veya cerrahi mudahale sebebiyle vaskiler endotel zarar gordikten sonra
hemostazi baslatmak ve desteklemek igin trombositlerin aktivasyonlari, subendotelyal
kollajenle temas1 sonucu gergeklesir. Hasarli bolgeye yapisip kiimelesirler. Hemostazin
yam sira tikag gorevi de alirlar. Aktiflesip sekil degistiren trombositlerin santralinde
toplanan graniillerin membran baglantili kanal sistemine veya dogrudan membrana
fuzyonu gerceklesir (40). Degraniilasyonlart sonucu ADP (Adenozin difosfat), ATP
(Adenozin trifosfat), serotonin, histamin, dopamin ve kalsiyum iceren delta granulleri ile
pihtilasma faktorlerini ve trombosit buyime faktorlerini iceren alfa grandllerini fibrin
matriks igine serbest birakir (56,57). Serbest birakilan protein yapisindaki maddeler hedef
hiicrelerinin transmembran reseptorlerine baglanir ve hiicre i¢i sinyal molekullerini
aktiflestirirler. Bu sayede yara iyilesme asamalarimi ydnlendiren gen sekanslarinin
ekspresyonu baglar (58). Yara bolgesinde trombosit konsantrasyonunun artmasiyla daha

hizli ve kaliteli bir iyilesme saglanabilmektedir. Trombositlerin bu 06zelliklerinden
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faydalanarak fibrin yapistiricilar, PRP ve son olarak ikinci kusak trombosit konsantrasyonu

olan PRF uygulamalar gelistirilmistir (59).

Alinan kanin igerisindeki trombositlerin %97'sinin, l6kositlerin ise % 50'den

fazlasinin PRF pihti igerisinde bulundugu belirtilmistir (34).
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Sekil 7. Trombosit hiicresinin sematik gosterimi ve graniillerinden salinan maddeler (62)
4.4.1.1. Alfa Granuller

Bir trombosit hiicresinde yaklasik 50-80 adet bulunan alfa graniller, hemostaz,
inflamasyon, yara iyilesmesi, anjiyogenez ve hiicre-matriks etkilesimi {izerinde 6nemli ¢ok
sayida molekiil igermektedir. Digerlerine oranla sayica fazla olan grandl formudur.
Heterojen bir igerige sahip olan bu graniiller 300-500 nm ¢apindadir. Boyutlarmin diger
granillere gore daha blylk ve sayilarinin daha fazla olmasi nedeniyle trombositlerin major
grantlleri olarak kabul edilirler ve i¢lerinde hemostaz ve yara iyilesmesinde 6nemli rolleri

olan 30’un tizerinde biyoaktif protein bulundururlar (60). Bu molekiiller sunlardir;
e Adeziv proteinler: Fibronektin, vitronektin ve trombospondin basta olmak iizere

hiicreler aras1 tutunma, hemostaz, pihtt ve matriks olusumunda gorevli

proteinlerdir.
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e Koagulasyon faktorleri ve inhibitorleri: Trombinin farklilagmasin saglayan veya
inhibisyonuna neden olan molekiillerdir. Hiicre ¢ogalmasinda rol oynarlar.
(Plazminojen, protein S, kininojenler, faktor V, VII, X1, XIIl.)

e Fibrinolitik proteinler ve inhibitorleri: Plazminojen Uretimi ve damarsal
sekillenmeyi saglar.

e Proteinazlar ve anti-proteinazlar: Yeniden damarlanma, damarsal yeniden
sekillenme, pihtilasmanin ve hiicresel trafigin regiilasyonunda gorevlidirler. C1
inhibitor, plazminojen aktivator inhibitor-1, doku faktor yolu inhibitori

e Biiyiime ve mitojenik faktorler: Hiicrelerin gociinii ve g¢ogalmasini saglayan
proteinlerdir. Trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF), transforme edici
biylme faktori (TGF-B), epidermal biyume faktorli (EGF), vaskiler endotelyal
buyime faktori (VEGF), fibroblast blylme faktori (FGF) ve insulin benzeri
bluyume faktori (IGF) basta gelenlerdir.

o Kemokinler ve sitokinler: Yeniden damarlanma, kemotaksis, damarsal yeniden
sekillenme, hiicreler arasi tutunma ve kemik olusumunda rol oynarlar.

e Anti-mikrobiyal proteinler: Trombosidin ve kinosidinler bakteriosit ve fungisit etki
gosterirler.

e Membran glikoproteinleri: Trombositlerin gocli ve tutunmasini, proteinlerin
endositoz ve salgisini, trombinin farklilasmasini, trombositlerle 16kosit ve endotel

hiicreleri arasindaki tutunmayi saglarlar (61).

4.4.1.2. Delta Granuller

Alfa graniillerden daha kiigiiktiir ve trombosit iginde daha az sayidadir. Elektron
mikroskobunda 1sinlar1 iyi absorbe etmelerinden dolay1r yogun goriiniirler ve bu nedenle
yogun cisimler olarak adlandirilirlar. Delta graniillerinde, adenin ve guanin gibi
nukleotidler, serotonin ve histamin gibi aminler, ATP, ADP, katekolaminler, kalsiyum ve

katyonlar bulunmaktadir (62).

4.4.1.3. Lambda Granuller

Lambda Granuller (lizozomlar), alfa grantllerden daha kiicliik ve genelde trombosit
basina 1-3 adet izlenir. 150-250 nm c¢apl olan, katepsin D ve E, elastaz, glikozidaz,
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proteaz gibi bakterisidal etkili lizozomal enzimler iceren granillerdir. Tamir fazinin

ardindan plazminin bolgedeki pihtiy1 eriterek ortadan kaldirmasina yardimet olur (63).

4.4.2. Trombositlerin Alfa Granullerindeki Biyume Faktorleri

Trombositler, inflamatuar siireci baslatarak yara iyilesmesini bagslatan, bolgede
hemostazi saglayan, diger hiicreleri yara bdlgesine toplamaktan sorumlu olan, hicre
cogalmasini, kollajen iiretimini artiran, vaskiiler biliylimeyi baslatan ve hiicre
farklilasmasini indiikleyen 6nemli biiyiime faktorlerini ve sitokinleri salgilarlar (61,64,65).
Biiyiime faktorleri, hiicrelerin bilylime ve fonksiyonlarini kontrol etmek amaciyla sistemik
ya da lokal etki gdsterebilirler. Kendilerini iireten hiicrelerin etkilenmesini saglayan
otokrin yolla etki edebilecekleri gibi, daha siklikla, tiretildikleri hiicre tipinden farkli bir
hlcre tipini parakrin yolla etkileyebilirler. Buyume faktorlerinin yara bolgelerine lokal
olarak uygulanmasi ile; yumusak doku ve sert dokudaki iyilesme hizlandirilabilir. Ayni
zamanda hiicrelerin fenotipik durumlarini da kontrol ederler. Bdylelikle, mezenkimal
hiicreler gibi Onciil hiicreler, osteoblast gibi tam olgunlasmis fonksiyonel hiicrelere
dontistirler (66,67). Ayrica postoperatif agri, 6dem ve kanamanin azalmasinda da
etkilidirler. Bu bilgiler 1s18inda, trombositlerin ve trombosit {iriinlerinin yara iyilesmesini
hizlandirmak ve iyilestirmek amaciyla kullanilmasi fikrinin ortaya ¢ikmustir (19,23,58).
Trombositten zengin fibrin kullanimindaki asil amag, trombositlerin alfa graniillerinin
zengin igeriklerinin ortama tedavi amacglh saliniminin saglanmasidir. Yara iyilesmesini
olumlu yonde etkilemek i¢in biiylime faktorlerinin kullanimi oldukga ilgi ¢ekici bulunmus

ve farkli teknikler kullanilarak birgok trombosit konsantresi gelistirilmistir (48).

Trombositlerin alfa graniillerinden salinan biiyiime faktorleri sunlardir:

e Trombosit kaynakli biiyiime faktorii (Platelet-derived growth factor, PDGF)

e Vaskiiler endotelyal bilyime faktori (Vascular endothelial growth factor, VEGF)
e Transforme edici buyume faktori-beta (Transforming growth factor-beta, TGF-f3)
e Insiilin benzeri biiyiime faktorii (Insulin-like growth factor, IGF)

e Trombosit faktor-4 (Platelet factor-4, PF-4)

e Epidermal buyime faktori (Epidermal growth factor, EGF)
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e Fibroblast kaynaklibiyume faktori (Fibroblast growth factor, FGF)

e Trombosit Kaynakli Endotelyal Hiicre Biiylime Faktorii (Platelet-derived
endothelial growth factor, PD-ECGF)

o Epitelyal hiicre blylme faktori (Epithelial cell growth factor, ECGF)

Trombositler tarafindan salinan bu biiylime faktorleri hiicre ¢ogalmasini uyaran
sinyaller olusturarak, bag dokusu iyilesmesi, kemik rejenerasyonu ve onarimi,
fibroblastlarin mitogenezi ve yara bolgesinin anjiogenezinde artis ile makrofajlarin

aktivasyonu tzerinde etkili olur (19).

4.4.2.1. Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii

Trombosit kaynakli biylme faktorii (platelet-derived growth factor, PDGF),
baslangigta trombositlerin  a-granillerinde tanimlanmis olsa bile, endotel hucreleri,
monositler, makrofajlar, duz kas htcreleri gibi diger hlcrelerde ve kemik matriksinde de
bulunabilmektedir (25,28). Trombositlerin a graniillerinde yogun sekilde bulundugu i¢in
yara iyilesmesi sirasinda ilk olarak ortaya cikan polipeptid hormondur. Molekiiler agirlig
30,000 dalton olan, 100°C'ye yakin sicakliklarda stabil kalabilen katyonik bir polipeptiddir
(68). A ve B isimli 2 amino asit zincirinden olusan dimerik bir yapiya sahiptir. Bu zincirler
% 60 oraninda benzerlige sahiptir; A zinciri 121 amino asitten, B zinciri 125 amino asitten
olusur (69). PDGF, trombositlerin degranulasyonu sonucu ortama salindiginda hiicrelerin
yuzeylerinde bulunan reseptorler baglanarak etkisini gosterir. Giiglii bir kemotaktik ajandir
(70). Ayrica, PDGF hiicre ¢ogalmasini, hicre farklilasmasini ve hiicre dist matriksin
sentezini etkileyerek kemik formasyonunu arttirir (71). Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1
(insulin-like growth factor-1,IGF-I) gibi diger biiytime faktorleri ile birlikte ortamda
bulunursa, sinerjistik etki ile hiicre boliinmesini ¢ok daha fazla artirir (72). PDGF'ler,
mezenkimal kok hucrelerin migrasyonu, proliferasyonunda ve devamliliginda 6nemli rol
oynarlar. Bu blyltme faktord, fibroblastlar, osteoblastlar ve adipositler gibi mezenkimal
hicreler icin mitojeniktir. Tip I kollajen olusumunu uyarir (71,73,74). Ayni zamanda,
PDGF yara alanma nétrofillerin ve makrofajlarin kemotaksisini, doku reepitelizasyonunu

ve anjiyogenezisi arttirir (19,31).

4.4.2.2. Vaskuler Endotelyal Blyume Faktoru
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Vaskiler endotelyal blylme faktérl (vascular endothelial growth factor, VEGF)
Trombositler, makrofajlar, endoltelyal hicreler, fibroblastlar, osteoblastlar, diz kas
hiicreleri ve keratinositler tarafindan sentezlenen, anjiyogenezi uyarmak ve vaskiler
gecirgenligini arttirmak i¢in gérev yapan anjiojenik bir blylme faktoradar (75). Tim
viicuda dagilmis, vaskiiler sistem boyunca dizili endotel hiicreleri i¢in bilinen en 6zgiil, en
guclt mitojendir. Bu sitokinin varligi bile anjiyogenezisi baslatmak i¢in yeterlidir (76).
IGF-I ve IL-1pB (interlokin-1 beta) gibi faktorler, VEGF ekspresyonunu arttirarak, VEGF
de nitrik oksit sentezini arttirmak ve matriks metalloproteinaz aktivitesini arttirmak
yoluyla indirekt olarak anjiyogenezi duzenler (77,78). VEGF endotel hicrelerinin

proliferasyonunu, gocund, farklilagmasini ve gogalmasini saglar (54).

4.4.2.3. Transforme Edici Blyume Faktori beta

Otuzdan fazla alt tipi bulunan bir biyiime faktortidir. ilk olarak transformasyona
ugramis dokulardan (sarkomlardan) izole edildigi i¢in ‘transforme edici’ 6n adini almistir.
2 alt birimden olusan 112 amino asidin olusturdugu dimerik bir yapiya sahiptir. Disulfur
kopriileri ile birbirine baglanmis iki adet 12.500 dalton alt birimden olusur (79).
Transforme edici buytume faktori (transforming growth factor-1, TGF-B1) en ¢ok uretilen
izoformudur (78). Tim sitokinler arasinda en kuvvetli fibrozis ajanidir. TGF 1 ve TGF 2
%72 oraninda benzerlik gosterir. Trombositlerde, makrofajlarda ve osteoblastlarda sentez
edilmektedirler. Fibroblastlarin kemotaksisini, ayn1 zamanda hucrelerden fibronektin ve
kollajen sentezini uyarirlar (78,80). Fibrogenezisi, proteaz inhibitorlerini arttirip,
proteazlart azaltarak ve kollajen yikimini baskilayarak kolaylastirirlar. TGF-beta 1 ve TGF
beta 2’nin en o6nemli fonksiyonu osteoblast onciu hicrelerinin - kemotaksisi  ve
mitogenezisini saglamasi ayrica kollajen matriks uyarilmasini, bag doku rejenerasyonunu
ve kemik olusmasini saglamasidir. TGF-beta osteoklast formasyonunu ve kemik
rezorbsiyonunu inhibe eder dolayisiyla kemik yapiminin kemik rezorbsiyonundan fazla
olmasin1 saglar (81). Fibroz iyilesmeyi tetikledigi i¢in inflamatuar duzenleyici olarak

bilinir. Lenfosit proliferasyonunu inhibe eder ve glgcli antiinflamatuar etkiye sahiptir.

4.4.2.4. Insulin Benzeri Buyume Faktori

Insiilin benzeri biiyiime faktorii (insulin like growth factor, IGF) iki izoformu

bulunan polipeptit yapida bir biiylime faktoriidiir. IGF-1 ve IGF-2 birbiri ile %62 oraninda
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benzerlik gosteren iki formdur. Fibroblast, kondrosit, keratinosit, osteoblast gibi pek ¢ok
hiicre tipini arttirarak biiylimeyi stimiile eder (82). Plasenta, kemik, duz kas ve
karacigerden sentezlenirler ve plazmada spesifik baglayici proteinlerine baglanarak
dokulara tasinirlar. Pre-osteoblast hiicrelerine mitojenik etki ederek ve osteoblastlarin
farklilasmasini saglayarak kemik olusumunu ve tip I kollajen sentezini baglatir (19). Bu
sitokinler hiicreler icin ¢ogalma mediatorleri olmalarina ragmen, hiicreleri matriksteki
bircok apoptotik uyarandan koruyan sinyaller treterek apoptozu inhibe eden sitokinlerdir

(83). Kemik yapinin devamliliginin korunmasina da yardimeci olur.

IGF’ler trombositlerden sentezlenmelerine ragmen, dolasimdaki kanda da ytksek
oranda bulunurlar. Bir c¢alismada PRF’deki IGF’nin trombosit aktivasyonundan
kaynaklanmadigi, IGF’nin en yiiksek konsantrasyonunun plazmada bulundugu

gosterilmistir (84).

4.4.2.5. Trombosit Faktor-4

Trombosit faktor-4 (platelet factor, PF-4), trombositlerin o graniillerinden salinan,
katyonik ozellikte, gucli bir anti-heparin ajandir. Notrofiller ve fibroblastlar igin bir
kemoatraktandir (85). Anjiogenezin negatif duzenleyicisi ve endotelyal hiicre
cogalmasminn kuvvetli bir inhibitoriidiir. Endotelyuma yapisarak prostasiklin
sekresyonunu Onleyebilir. PF-4, hiicreleri, yiizeylerindeki proteoglikanlara baglanarak

stimule eder ve ayrica biiylime faktorleri ve interlokin-8 (IL-8) arasindaki baglantiy1 saglar.

4.4.2.6. Epidermal Blylime Faktori

Epidermal biyume faktori (epidermal growth factor, EGF), fibroblastlar,
trombositler ve endotelyal hiicreler tarafindan sentezlenir. Deri ve miik6z membranlarin
bazal hiicreleriyle iliskili olup, bu hiicrelerin migrasyonunu, proliferasyonunu ve
uyarilmasii indiikleyerek bazal membranin olusturulmasina yardimci olurlar. EGF, epitel
hicreleri ve fibroblastlar Gizerinde mitojenik ve kemotaktik bir etkiye sahiptir (86). Hucre
farklilasmasindan sorumlu olup reepitelizasyonu ve kollajenazin aktivitesini artirir. Yara
iyilesmesi sirasinda graniilasyon dokusunda, kollajen ve glikozaminoglikan dizeyini

arttirir. Sonugta epitelizasyon hizlanir ve yara gerilim kuvveti artar.
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4.4.2.7. Fibroblast Kaynaklh Biiyiime Faktori

Fibroblast kaynakli biytme faktor (fibroblast growth factor / FGF), fibroblastlar
basta olmak lizere endotel, osteoblast, kondroblast, kondrosit ve keratinositler lizerindeki
mitozu arttirict etki gosterirler. Endotelyal hiicre gé¢ii ve anjiogeneziste rol oynarlar (87).
Anjiogenez icin gerekli olan fibroblastlardan kollajenaz Gretimini ve kapiller hticrelerin
proliferasyonunu desteklerler. Yara iyilesmesinde 6zellikle keratinositlerin migrasyonuna
ve artigina sebep olarak yara iyilesmesini hizlandirirlar (88). Granilasyon dokusu

olusumunu baslatmaya da yardimci olur (89).

4.4.2.8. Trombosit Kaynakli Endotelyal Hiicre Biiyiime Faktorii

Trombosit kaynakli endotelyal hiicre biylme faktori (platelet-derived endothelial
growth factor / PD-ECGF), fibroblastlar ve vaskiiler diiz kas hiicreleri tarafindan da
sentezlenir. PD-ECGF’nin VEGF ve FGF’ye gore endotelyal hiicreler izerindeki mitojenik
etkisi daha az olmakla birlikte, endotelyal hiicreler Uzerinde kemotaktik migrasyonu
uyarict etkisi vardir. PD-ECGF yeni olusan kapiller damarlarin perisitler tarafindan
sartlmasin1 ve perisitlerin proliferasyonunu saglar. Boylece kapiller damar duvar

biitiinligiiniin saglanmasina katkida bulunur (90).

4.4.2.9. Epitelyal Hiicre Buyume Faktori

Epitelyal hiicre biyime faktori (epithelial cell growth factor / ECGF), alfa
granullerinden salinan diger trombosit kaynakli biiylime faktorlerinden farkli olarak,
sitoplazmik bir proteindir. Fibroblastlar, keratinosit ve vaskller diiz kas hucreleri
tarafindan da sentezlenir. Epitel hiicre ve fibroblast proliferasyonu artirarak
reepitelizasyonda gorev alir. Anjiyojenik blyime faktorlerinden biridir. Vaskuler
endotelyal hiicreler ve monositler i¢in kemoatraktandir (91).

Bu biylme faktorlerinin L-PRF’de 7. giine kadar yavas salinim gerceklestirdikleri
bildirilmistir (92).

4.4.3. Lokositler

Lokositler yara bolgesine ilk gog eden hiicre grubudur. inflamatuar reaksiyonlar1 ve

iyilesmeyi diizenleyen sitokinleri salgilarlar (93). Inflamasyonda rol alan en onemli
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inflamatuar sitokinler interlokin-1p (IL-1R), interl6kin-6 (IL-6) ve tumor nekroz faktor-a
(TNF-a)’dir. 1L-18 inflamasyonda kilit role sahip olup, yardimci-T lenfosit hucrelerinin
uyarilmasmi saglar. IL-18, TNF-a ile birlikte akut faz proteinlerinin stimulasyonunu,
16kosit infiltrasyonu artisini, inflamatuar hiicrelerin fagositozunu ve kemik yikimini artirir,
kemik formasyonunu azaltir (94). TNF-a, inflamatuar hicrelerin fagositoz kapasitesini,
notrofil sitotoksisitesini arttirir. IL-1 ve 1L-6 gibi temel mediyatorlerin sentezini diizenler
(95). IL-6, T lenfositlerin aktivasyonunu gerceklestirirken, B lenfositlerin proliferasyonunu
ve farklilasmasini saglar. T lenfositler igin aktivatordur. IL-6, antikor salinimini uyarirken,
inflamasyon ve doku yikiminda etkilidir (54). IL-1, bakteriyel endotoksinler, TNF-a ve
PDGF, IL-6’nin salinimini stimiile ederler. Ayrica IL-6 da kendi salinimini arttirma veya

azaltma yetenegine sahiptir (96).

Iyilesmede rol oynayan sitokinlerinden IL-4, fibroblastlardan kollajen sentezini
arttirarak iyilesmeyi destekler ve matriks metalloproteinaz-1 (MMP-1) ve matriks
metalloproteinaz-3 (MMP-3)’lin sekresyonunu engeller. B hucrelerinin proliferasyonu ve
farklilasmasimi artirir. T-lenfosit, mast hicreleri ve hemotopoetik progenitér hicrelerin

proliferasyonunu stimdile eder. IL-18 aracili tim inflamatuar sinyal yolunu nétralize eder.

Lokositler, TGF-B1, PDGF, VEGF, EGF, IGF ve FGF de dahil olmak {izere iyilesme
icin 6nemli olan birgok bilylime faktoriiniin, serin ve matriks metalloproteinazlarin (MMP)
saliniminda etkilidir (97,98). Trombositlerin  ve lenfositlerin aktivasyonu, antimikrobiyal
aktiviteler, sitokinlerin aktivasyonu/inaktivasyonu ve fibrin-trombosit tikacinin olusumu
gibi ¢ok sayida biyolojik stirecte dnemli rolleri vardir. Yara iyilesmesinde ve anjiogenezde
onemli rol alan VEGF, 16kositlerden fazla miktarda salindig1 i¢in anjiogenezi baglatmak

icin yeterli oldugu bildirilmistir (99,100).

Yavas bir sekilde polimerize olmus esnek PRF matriks icerisinde, trombosit
sitokinleri ve biliyiime faktorlerinin yan1 sira kandaki ve trombositlerdeki heparin ve
hyaluronik asit gibi yapisal glikoproteinler ve glikanik zincirler de gdomiilmiis halde
bulunurlar (Sekil 8). Histolojik olarak bu glikanik yapilarin fibrinin fibriler yapisina
baglanmis oldugu goriilmektedir. Glikoproteinlerin dolasimdaki trombosit sitokinleri gibi
kiiclik peptitlere baglanma kabiliyetleri yiiksek oldugu i¢in hiicre gdciinii ve iyilesme

strecini destekleme kapasiteleri de oldukca yuksektir (101).
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Sekil 8. PRF 'nin polimerizasyonu sonucu olusan fibrin agmn bilgisayar ortaminda
olusturulmus 3 boyutlu modellemesi (21). 1: Fibrin ag1 icindeki sitokinler. 2: Fibrin
polimerlerinin disinda kalan soliisyondaki trombosit sitokinleri. 3: Fibrin ile iligkili
glikanik zincirler. 4: Dolasimdaki glikoproteinler (fibronektin). 5: Glikanik zincirler ve

sitokinler ile baglantili fibriller

4.4.4. Dolasimdaki Kok Hiicreler

Kemik iligi kaynakli mezenkimal hicreler, fibrin ve fibronektin tarafindan
olusturulan yara bolgesinde gecici matrikste toplanip farkli hiicre tiplerine doniiserek
birgok dokunun rejenerasyonuna katilir. Bu nedenle bu hucrelerin transplantasyonunda
fibrin, ozellikle anjiyogenezin arttigi safhada destekleyici matriks olarak gorev yapar
(102,103).

4.45. Fibrin

Fibrinojen hem kan plazmasinda hem de trombositlerin a-granillerinde bulunur.
Plazmadaki serbest halde bulunan ¢6ziinebilen fibrinojen, trombosit agregasyonuyla agiga
cikan trombin tarafindan aktiflestirilerek kalsiyum iyonlarinin varliginda fibrin iplikler
olusturur. Yani fibrin, plazmada bulunan inaktif fibrinojenin aktive edilmis formudur.
Fibrin iplikler aralarmma kanin sekilli elemanlarin1 alarak ¢oziinemeyen fibrin agi
olustururlar. Olusan fibrin, vaskiiler defekt lizerinde biyolojik yapistiric1 olan polimerize
fibrin jeli meydana getirerek ilk olusan trombosit kiimelerinin etrafinda vaskiiler defekt

boyunca koruyucu duvar olusturur. Boylece ilk skatrisyel matris olusur. Bu matriks
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icindeki hiicrelerden yara iyilesmesini uyaran biiyiime faktorleri ve sitokinler
salgilanmaktadir. Bu, normal koagiilasyon mekanizmasidir. Fibrin olusumu iyilesmenin ilk

basamagidir (21,26).

PRF mikrovaskiilarizasyon gelisimini saglayan ve epitelyal hiicre gogiinii
yonlendiren fibrin bazli dogal bir biyomateryaldir. Dogal fibrin pihtiya ¢ok yakin 6zellikler
tasir. PRF’nin yara iyilesmesine olan etkileri, fibrin jelin 3 boyutlu yapis1 ve agda hapsolan
blylme faktorleri ve sitokinlerin aktiviteleri ile agiklanabilir. PRP’ye gore daha yogun

miktarda fibrin igermektedir ve bu durum degradasyona karsi direncini arttirir (104).

4.5. Lokosit ve Trombositten Zengin Fibrinin Biyolojik Etkileri

L-PRF iyilesme ve bagisiklik igin gerekli olan kanin tiim bilesenlerini tek bir fibrin
matriks iginde toplayan terapotik potansiyele sahip bir biyomateryaldir. Lokosit ve
trombositten zengin igerigi bu biyomateryalin biyolojisinde énemli rol oynar. (26,52,54).
Fibrin matriksin yogunlugu ve igerigi herhangi bir trombosit konsantresi i¢in énemli bir
parametredir. L-PRF in biyolojik etkileri; anjiyogenezin diizenlenmesi, bagisikligin
desteklenmesi, yara ortiiciiligii ve mezenkimal kok hiicrelerinin transplantasyonu olarak 4

kategoride incelenir.

4.5.1. Anjiyogenezin Dizenlenmesi

Anjiogenezis, yara bolgesinde yeni kan damarlarmin olusumudur. Endotel
hlcrelerinin yara bolgesine go¢ etmesi, bollnerek c¢ogalmasi ve farklilagsmasi igin
ekstraselltler bir matriks gereklidir ve fibrin matriks bunun igin elverigli bir yapidir. Fibrin
matriksin anjiyogenez ozelligi, ii¢ boyutlu yapiya sahip olmasiyla ve iginde hapsolan
sitokinlerin es zamanli aktivitesi ile agiklanir. Anjiyogenezis igin gerekli biytme faktorleri
(FGF, VEGF, PDGF ve anjiyopoietin) fibrin matriks icinde bulunurlar ve fibrine yuksek
afiniteyle baglanabilirler. Fibrin matriksi, anjiyogenezin dizenlenmesinde 6nemli bir
basamak olan, endotel hiicrelerinin fibronektin ve vitronektine baglanmasini saglayan
integrinlerin sentezini uyarimini saglar. Ayrica, bu matriksin rijiditesi sayesinde FGF veya
VEGF’nin uyarilmasi ve buna bagl olarak endotel hiicreleri tarafindan neoanjiyogenez
duzenlenir. L-PRF'nin bu 6zelligi sayesinde hizlica skatrisyel doku iyilesmesi gergeklesir

ve enfeksiy0z olaylar hemen hemen hig¢ olusmaz (59).
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4.5.2. Bagisikhigin Desteklenmesi

Fibrin ve fibrinojenin yikim firiinleri, nd&trofillerin  migrasyonunu uyarir ve
membranin CD11¢/CD18 reseptor ekspresyonunu arttirir. Bu reseptorler, noétrofillerin
endotele ve fibrinojene tutunmasimi saglayarak notrofillerin migrasyouna olanak verir
(105). Ayrica bu yikim {irlinleri nétrofillerin fagositozunu ve enzimatik yikim siirecini
kontrol eder (106). Yara bolgesindeki notrofiller bakterileri, serbest oksijen radikali
olusumu ve fagositoz mekanizmalariyla ortadan kaldirir. Monositler de nétrofillerden
sonra yara bolgesine go¢ eden hiicre grubudur ve yara boélgesine geldiklerinde makrofaj
olarak kolonize olurlar. Fibrin matriks icerisine gomali bulunan kemotaktik ajanlar
vasitasiyla fibronektin tarafindan kontrol edilirler (107). Ayrica, monosit/makrofajlarla
fibrin matriksin etkilesimi, integrin reseptorii Mac-1 (CD11b/CD18; CR3) araciligiyla
fagositozu diizenler. Dolayisiyla, makrofajlar inflamasyon ile fibrin tarafindan diizenlenen

tamir asamalar1 arasindaki stirecte 6nemli bir rol tstlenmektedir (78,101).

4.5.3. Yara Ortiiciiliigii

Fibrin matriks, epitel hiicrelerinin ve fibroblastlarin metabolizmasina etki ederek yara
bolgesinin Uzerini kapatir. Yara bolgesi smirlarindaki epitel hucreleri polaritelerini
kaybederek yaraya bazal ve yanal uzantilar olusturur. Hiicreler daha sonra, fibronektin,
fibrinojen, tenaskin ve vitronektin tarafindan olusturulan gegici matrikse go¢ eder. Biiylime
faktorleri, 6zellikle PDGF ve TGF-B, matriks proteinleri fibronektin ve fibrin ile birlikte
doku fibroblastlarinin ekspresyonunu, integrinlerin de yara bdlgesine migrasyonunu uyarir
(101). Bu yapilar fibrine degisik integrinler sayesinde direkt baglanirlar. Fibrinin

parg¢alanmasindan sonra, fibroblastlar kollajen sentezine baglarlar (108).

4.5.4. Mezenkimal Kok Hucrelerin Transplantasyonu

Mezenkimal kaynakli kok hucreler, birgok dokunun rejenerasyonuna katkida
bulunur. Bu diferansiye olmamis hicreler, kandan yara bolgesine dogru go¢ ederek
farklilagir. Fibrin ve fibronektin tarafindan olusturulan gecici bir matriks igerisinde ilk
farklilagsmalar1 gerceklesir. Bu nedenle fibrin, bu hicrelerin transplantasyonu icin destek
matriksi olarak tercih edilir (103,109).
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L-PRF’nin kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin g¢ogalmasi ve farklilagmasi
Uzerine in vitro arastirma yapan Dohan ve ark., L-PRF’nin doza bagimli olarak bu

hiicrelerin gogalma ve farklilasmasini uyardigini géstermislerdir (14).

4.6. Lokosit ve Trombositten Zengin Fibrinin Avantajlar

= Harici bir madde eklenmeyip, tamamen otojen kaynakli oldugu i¢in immun ve
alerjik reaksiyona sebep olmaz.

» Enfeksiydz hastaliklarin gecis riski yoktur.

* Trombosit ve fibrin igerigi sayesinde operasyon bolgesinde vaskiiler hemostaz ile
kanamay1 azaltir.

= [cerdigi biiyiime faktorleri sayesinde vaskiilarizasyonu arttirir,

= [cerdigi 16kosit kaynakl sitokinler ile inflamasyon ve enfeksiyonu baskilar.

*  Yumusak ve sert doku iyilesmesini hizlandirir

* Biyouyumludur, kolay ve hizli hazirlanabilir ve uygulanabilir.

= Toksik degildir.

= Adeziv etkisi sayesinde greft materyalini stabil halde tutabilir.

= Operasyon sirasinda veya oncesinde kisa stlirede hazirlanir.

* Ek bir malzemeye ihtya¢ duyulmadan hazirlandig i¢in ekonomiktir.

4.7. Lokosit ve Trombositten Zengin Fibrinin Dezavantajlar

» Sinirsiz miktarda elde edilememektedir (110).

= Kan numnelerinin elde edilmesinden sonra ivedilikle santrifiij islemine tabi
tutulmalidir. Hazirlama islemlerinin prokole uygun yapilip yapilmamasi, elde
edilen PRF orneklerinin kalitesini etkiler (110).

* PRF’deki boyutsal ve yapisal degisimlere bagl olarak, uzun siireli saklamaya
uygun degildir (111).

= Allojenik bir malzeme olarak kullanilmas1 miimkiin degildir (18) .
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4.8. Yakin Zamanda Gelistirilen Trombosit Konsantreleri

Santrifiij stiresini ve hizin1 degistirerek biiyltime faktorleri ve hiicre miktar1 yoniinden
daha iyi1 bir otojen biyolojik materyal elde etmeyi amaglayan arastirmacilar T-PRF, A-

PRF, A-PRF +, I-PRF ve CGF Urinlerini gelistirmislerdir (Tablo 3).

Tablo 3. PRF tipleri ve santriftj protokolleri

PRF Tipi Santrifuj Protokolu
PRF (L-PRF) 2700 rpm 12 dk
T-PRF 2700 rpm 12 dk
A-PRF 1500 rpm 14 dk
I-PRF 700-800 rpm 3-4 dk
CGF 2400-2700 rpm 12 dk

4.8.1. Gelismis Trombositten Zengin Fibrin (Advanced Platelet-rich fibrin / A-PRF)

L-PRF, steril cam veya cam ile kapl plastik tiipler i¢cinde bulunan tam kanin 2700
rpm'de 12 dakika veya 3000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifuj islemine tabi
tutulmasiyla elde edilir (112). A-PRF ise, yine steril diiz cam tipler iginde daha yavas
santrifiij hizinda (1500 rpm) daha fazla santriflij siiresi (14 dakika) kullanilarak elde edilir.
Bu protokolin B ve T lenfositlerin sayica fazla olmasini ve trombosit dagiliminin daha
homojen olmasini sagladigi bildirilmistir (113). A-PRF’nin klinik olarak, daha uzun siire
biiyiime faktorii ve sitokin salmimi yaptig1 6ne siiriilmiistiir (112,114). Ote yandan Pinto ve
ark. 2014 yilinda A-PRF protokolu ile boyutlari daha kiigiik ve dar bir piht1 tiretilebildigini
ve A-PRF'den salinan blylme faktorlerinin L-PRF'ninkine kiyasla daha az oldugunu

bildirmislerdir.

A-PRF histolojik olarak incelendiginde gevsek fibrin yapiya sahip oldugu
gozlenmistir (113). Fibrinden zengin pihtida daha fazla hiicre ve daha fazla inter fibroz
alanlar gozlenmistir. PRF’ye kiyasla hiicreler daha esit dagilmistir. Hiicre penetrasyon

kantitatif histomorfometrik analizinde santrifiij protokoliindeki degisiklik ile A-PRF’de
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notrofilik grantilosit hiicre dagilim derinliginin arttig1 istatistiksel olarak gosterilmistir.
PRF’de bu hiicreler fibrin pihtinin iist 1/3’tinde yogunlasirken A-PRF de fibrinin 2/3’1ik
kesimine dagilmaktadir. Trombositler, T-lenfositler, B-lenfositler, kdk hicreler ve
monositler kiyaslandiginda ise dagilim derinliginde fark olmadigi saptanmistir. Her 2
grupta da trombositler diger hiicrelere kiyasla daha fazla dagilim derinligi gostermistir
(113).

4.8.2. Gelismis Trombositten Zengin Fibrin + (Advanced Platelet-Rich Fibrin / A-
PRF+)

Fujioka-Kobayashi ve ark. 2017 yilinda, A-PRF elde etmekte uygulanan santrifij
parametrelerini modifiye edip, santrifuj suresini 8 dakikaya ve santrifij hizin1 1300 rpm'e
distirdiikleri bir protokol gelistirmislerdir. Yiiksek santrifiij hizinin trombositler ve
16kositleri PRF pihtisindan uzaklastirdigini savunmuslardir. Bu protokolde santrifiij hiz1
diistiriilerek, PRF pihtis1 igerisindeki trombosit dagilimmin daha homojen ve daha yogun
bir sekilde elde edilmesi hedeflenmistir. Dolayisiyla santrifiij sonrasinda elde edilen PRF
matriksinde bulunan hiicre sayisinin ve salinan biyume faktorld miktarinin artacagi,
boylece biyouyumlulugu ve hiicresel aktivitesi daha fazla olaln bir biyomateryal

tiretilebilecegi savunulmustur (115)

4.8.3. Titanyum Tiiplerle Hazirlanmis Trombositten Zengin Fibrin (Titanium-
Prepated Platelet-Rich Fibrin /T-PRF)

PRF ile ilgili basarili Klinik sonuglar elde edilse de bazi arastirmacilar kanin
toplanmasi sirasinda kullanilan cam tuplerin ve cam kapl plastik tliplerin zararlari
konusunda siiphe duymaktadir. O’Connell, bu klasik tiiplerle hazirlanan PRF sonucu elde
edilen fibrin pihtisinin silika ile temasin kaginilmaz oldugunu belirtmistir. Silika
partikilleri kirmizi kan hiicreleri ile sedimente olmasina ragmen, silika partikullerinin
fibrinde ve trombositten fakir tabakada asili kalabilen ince bir beyaz tabaka
olusturduklarin1  belirtmistir. Bu partikiillerin hastaya tedavi esnasinda gectigini
bildirmislerdir (116). Tunali ve ark. tarafindan silika kaynakli uzun ya da kisa donem yan
etkilerden kaginmak amaciyla titanyum tuplerle hazirlanmis trombositten zengin fibrin (T-
PRF) gelistirilmistir. Hazirlanmasinda biyouyumlulugu daha fazla olan titanyum tuplerin

kullanilmasinin nedeni kisa veya uzun dénemde kuru cam veya camla kaplanmis plastik
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taplerin icindeki silikanin herhangi bir yan etkisini engellemek ve cam tiiplere kiyasla daha
etkin bir trombosit aktivasyonu saglamaktir. Yapilan calismalarda titanyum aracili
trombosit agregasyonu ile olusan pithtinin cam tlplerde elde edilene benzer histolojik
yapiya sahip olmasina ragmen, T-PRF’in fibrin matriksinin daha yogun olustugunu
belirtmislerdir. Silika partikiilleri i¢cermedigi i¢in de biyouyumlulugunun fazla oldugu

tahmin edilmektedir (43,117).

T-PRF protokolii standart PRF protokolii ile aymdir. T-PRF, geleneksel PRF
prosediiriine benzer sekilde, herhangi bir antikoagiilan icermeyen 10 ml Grade IV titanyum
tiiplere alinan vendz kanin vakit kaybetmeden 2800 rpm de 12 dakika santrifuj edilmesiyle
elde edilmektedir. Fibrin piht1 titanyum tiip icerisinde kirmizi kan hiicreleri ile hiicresiz

plazma arasinda bulunmaktadir.

Tunali ve ark. 2014 yilinda yaymladiklar1 ¢alismada, elde ettikleri fibrinin,
geleneksel PRF'ye kiyasla daha kalin, daha siki aga ve hiicre yapisina sahip oldugunu,
dokudaki rezorpsiyon siresinin daha uzun oldugunu bildirmislerdir (15,118). Yaptiklar
histomorfometrik analizlerde ise, T-PRF’ nin birim alana diisen fibrin miktarinin, cam
tiipte hazirlanan PRF’ye gore istatiksel olarak daha fazla oldugu rapor edilmistir. Titanyum
korozyona direngli, kuvvetlere dayanikli biyouyumlu bir materyaldir. Titanyum PRF’nin,

doku i¢inde 30 giine kadar rezorbe olmadan kalabildigi goriilmiistiir.

4.8.4. Enjekte Edilebilen Trombositten Zengin Fibrin (Injectable Platelet-Rich Fibrin
/ 1-PRF)

PRF’in enjekte edilebilir formulasyonunun bulunmamast kullanimini simirlayan
onemli bir dezavantajdi. Trombosit konsantrelerinin sivi formda kullanilmasinin tibbin
bircok alaninda ve dis hekimliginde etkili olacagi goriisii yaygindir. Herhangi bir
antikoagulan madde kullanilmadan I0kositlerin ve trombositlerin yogunlastirilacagi sivi

formlar Gzerinde yapilan ¢aligmalar sonucu I-PRF Uretilmistir (119).

I-PRF nin, diger prosiidiirlerle elde edilen PRF cesitlerine gore fiziksel olarak da
akiskan ve enjekte edilebilir bir formu vardir. Sadece beyaz hcreleri ve trombositleri
degil, kok hiicreleri ve endotel hiicreleri de igerdigine inanilmaktadir. Bu nedenle, sadece

bir trombosit konsantresi degil, “kan konsantresi” olarak kabul edilmektedir (119).
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I-PRF’nin elde edilebilmesi i¢in kan 6rnegi antikoagulan icermeyen bos tiiplere alinir
ve tiipler 700 rpm’de 3 dakika (60 g) oda sicakliginda bir Duo Santrifiij (Nice, Fransa) ile
santriftij edilir (119). Santrifiij isleminden sonra tiipiin tist kisminda kolaylikla segilebilen
turuncu renkte bir yap1 (I-PRF) ve tiipiin alt kisminda kanin diger elemenlarinin bulundugu
kirmizi renkte bir yap1 olusur. Materyalin homojenizasyonunu 0nlemek icin tip dikkatli bir

sekilde agilir ve en iistte yer alan I- PRF kismi1 enjektoriin yardimiyla toplanir.

I-PRF’nin diger bir avantaji, enjeksiyon sonras1 hemen pihtilagarak bir biyomateryal

olusturmasidir. Ayrica herhangi bir biyomateryal ile birlestirilebilir.

Uc dakikalik santrifiijiin ardindan olusacak ldkositten zengin I-PRF’nin yumusak
dokuya enjeksiyonu ile vaskularizasyonu artiracagi distiniilmektedir. Ayrica greft
materyalleriyle karigtirilarak da kullanilabilir. Polimerizasyonu igin 5-10 dk beklendikten
sonra olusan rijit blok greft benzeri bu yapit ‘yapiskan kemik-sticky bone’ olarak

adlandirilir ve rekonstriiksiyon islemlerinde kolayca uygulanir (120) .

4.8.5. Konsantre Buyume Faktéri (Concentrated Growth Factors / CGF)

CGF, 2006 yilinda Sacco tarafindan gelistirilmistir. Bllyume faktorlerince daha
zengin ve daha yogun olabilecek bir fibrin matriks tretmek icin tam kanin kaplanmamus,
icinde antikoagilan olmayan test tuplerinde 2400-2700 rpm'de yaklagik 12 dakika (30
saniye hizlandirma, 2700 rpm'de 4 dakika, 2400 rpm'de 4 dakika, 2700 rpm'de 4 dakika,
3000 rpm'de 3 dakika santrifiij ve 36 saniye durdurmak i¢in yavaslatma) santrifiij islemine
tabi tutulmasi ile elde edilir. Bu prosesin timi cihazda otomatik olarak ayarlanir. Olusan

stipernatant, konsantre biiytime faktorii olarak adlandirilmistir (117,121) .

4.8.6. Otojen Fibrin Yapistiric1 (Autologous Fibrin Glue / OFG)

2010 yilinda Sohn ve arkadaslari, 20-60 cc vendz kani 6zel bir santrifiij cihazinda
(Medifuge, Silfradent, Sofia, Italy) 2400-2700 rpm de 2 dakika santrifiije etmisler. Enjekte
edilebilir bir trombosit konsantresi olan ‘Otolog Fibrin Glue’ (OFG) elde etmisler ve bunu
allogreftle veya ksenogreftle karistirarak greftin defektlerde daha stabil kalmasini saglayan

sart renkli yapiskan kemik grefti ‘Sticky Bone’ kavramini gelistirmiglerdir. Santrifij
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siresinin az olmas1 sonucu, biyomateryalde daha fazla blylme faktorinin bulundugu
diisiiniilmektedir (117,121).

I-PRF ve CGF ayni konsantrenin varyasyonlar1 olarak diisiiniilebilir. Yani ikisi de
ayni prensip ile ¢alisir. Elde edilme sireleri, diger iki protokolden (L-PRF ve A-PRF) cok
daha kisadir. I-PRF ve CGF’nin hazirhginda ilk 2-4 dakika iginde sadece kan
bilesenlerinin ayrilmasi amaclanir. Plastik tlpler hidrofobik bir yiizeye sahip oldugu igin
pihtilasma mekanizmasini verimli bir sekilde etkinlestiremezler (122). Dolayisiyla, Kaliteli
bir trombosit konsantresi olusturmak igin gereken tiim kan bilesenleri, ilk 2-4 dakika i¢inde
santriftj kuvvetinin etkisinde tlpun igerisinde Ust katmanda toplanir. Bu plazma ve
trombositten olusan agik sar1 renkli katman hem aktif hem de enjekte edilebilir formdadir.
Pihtilasma tamamlanmadigindan bu kisim, greft pargaciklariyla karistirildiginda bir bitiin
halinde kullanilabilmektedir (120,121).

4.8.7. PRF Lizati (PRF-L)

PRF bazli {iriinlerin yeni bir uygulamasi olan PRF lizati, PRF hazirlandiktan sonra, %
5 CO2 / % 95 hava bulunan nemli ortamda 37°C'de inkube edildikten sonra toplanan
eksuda olarak tanmimlanir. TGF, PDGF, VEGF, EGF gibi ¢esitli biiyiime faktorlerince
zengin bir kaynak oldugu belirtilmektedir (43,123) .

4.9. Santrifij Cihazlar

Santrifuj cihazlari, donme hareketinden elde edilen merkezka¢ kuvveti kullanilarak
sekil, biiyiikliik ve yogunluklar1 farkli olan maddelerin yer ¢ekimine bagh olarak ayrimini
saglayan araclardir (124). Donmeyi saglayan bir motor ile tiiplerin konuldugu bir rotordan
olusur. Rotor, kapagi olan bir odada bulunur (Sekil 9). Dénme hareketinin hizi ile orantili
olarak havayla surtinme sonucu santrifiij i¢indeki sicaklik artisi s6z konusu olur. Bazi

santrifiijler, odadaki 1s1y1 ayarlamak i¢in sogutucu ile donatilmislardir.
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Sedimented
. sample

Counter-
balance

Vacuum

Sekil 9. Santrifiijiin temel pargalari

Santriflj cahstirildiginda tiipte bulunan partikiiller, uygulanan santrifiij alanina
(merkezkag¢ kuvvet), partikiiliin sekline, yogunluguna ve ortamin yogunluguna bagl olarak
degisen hizlarda ¢okerler. Yogunluklari ve biiytikliikleri ayn1 olan gruplar birlikte ¢okerler;
yogunluk ve biiytikliikleri biiyilik olandan kiigiik olana dogru bir ¢okme sirasi izlenir (Sekil
10) (42). Merkezkag kuvvet, maddeyi rotasyon merkezinden disa dogru iten giictiir.

RPM (Dakikadaki Donme Sayist ‘‘Revolution/ Rotation/ Rounds/ Rate Per
Minute’’);  santrifiijiin =~ dakikadaki ~ donme  sayisidir  ve  santrifiijiin @ hiz

gostergesidir.(124,125)

RCF (Goreceli Santrifiij Kuvveti ‘‘Relative Centrifugal Force/Field’”) veya Gravite
(9); santrifiije yerlestirilen ornegi bilesenlerine ayiran santriflij kuvveti, fiziksel etkidir.
RCF’yi donen parcacigr etkiyen merkezkac kuvvetin yoniindeki degisim olusturur ve
yercekimi ivmesinin katlar1 olarak (xg) ifade edilir. Santrifiijleri karsilastirabilmek igin

kullanilan bir birimdir.(124,125)

RCF

Santrifijleme Mire) ——

Sekil 10. Santrifiijleme sirasinda tiip i¢cindeki pargaciklarin ayrismasi ve ¢okmesi (42).
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Santrifiij kuvveti kiitle, hiz ve yarigap (r) olmak {izere ii¢ degiskene baglidir. RCF ve

santrifiij hiz1 arasindaki iliski asagidaki esitlikte verilmistir.
RCF =1.118 x 10° x r x (rpm)?

Esitlikteki 1.118 x 107 agisal hizdan hesaplanan bir sabit, r ise cm olarak santrifiij
ekseninden test tlpdndn yerlestigi boliimiin tiip dibiyle temas ettigi noktaya kadar 6l¢iilen
yarigaptir. RCF’nin dogru hesaplanabilmesi i¢in santrifiijiin yaricap degeri dogru bir

sekilde Ol¢tilmelidir.

RCF ve RPM genellikle birbirlerinin yerine kullanilan ve karistirilan kavramlardir.
Farkl1 santriftijlerin farkli yaricap uzunluklari olabildigi i¢in aynt RPM degerinde olsalar
da calistiklar1 RCF degerleri farkli olacaktir. RCF farkli yarigap uzunlugundaki

santrifiijlerde ayn1 ivmenin elde edilebilmesini saglamaktadir.

Calismamizda kullandigimiz 2 farkli santrifiij cihazinin RCF degerleri ayni1 olacak
sekilde ayarlanmistir. Cihazlarin yaricap uzunluklar1 farkli oldugu i¢in ornekler, farkli

RPM degerlerlerinde fakat esit siirelerde santrifiij edilmistir.

Aciklanan L-PRF protokoliunde IntraSpin™ (Intra-Lock International, Boca-Raton,
FL, USA) santrifiij cihazinin PRF elde etme asamasinda 400 G ile ¢alistig1 bilinmektedir
(112). RCF degerini iki cihazda da esit tutabilmek i¢in kontrol grubunda kullandigimiz
santrifdju [Hettich Mikro 22 R (Tuttlingen, Germany)] 400 G ye ayarladigimizda RPM
degerini 1890 rpm olarak gdosterdi.

Sekil 11°de ayn1 RPM degerinde farkli yaricap uzunluguna sahip santrifiijlerde RCF

degerindeki degisim izlenmektedir.

Kisa Orta Uzun
Yaricap Yaricap Yaricap

/ A
‘AP AP

RPM (x1000)
N

S

O ey

25 S0 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
RCF (x1000)

Sekil 11. Farkli yaricap uzunluklarinda RPM ve RCF degerlerinin degisimi.
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RCF ve RPM degerlerini formiille birbirlerine gevrilebilecegi gibi nomogramlar

kullanilarak da dontistiiriilebilir (Resim 5).

N S

L1

Jaa=

1

Yarigap RCF RPM
(Ing/ctn) ©

Resim 5. Masa Ustl santrifiijiin yarigap ve RPM degerleri kullanilarak RCF degerinin

bulunmasini saglayan nomogram.

SantrifGjin rotor tlrd donen tiplerin konumunu da belirler. Santrifiijde kullanilan
rotor cesitleri tiipiin donme ekseni ile yaptig1 acgiya bagli olarak; acilir bashkli (yatay
baslikli), sabit agili ve dik agili olarak smiflandirilabilir. Rutin laboratuvar ¢alismalarinda
en ¢ok agilir baslikli ve sabit acili rotorlar kullanilir. Merkez kag¢ kuvveti tiiplere farkli
yonlerden etkidigi i¢in ayrisan katmanlarin tiip i¢inde yerlesimleri de farkli olur. Sabit agili
rotorlarda tiipler vertikal doniis eksenine gore 25-40 derecelik sabit bir agtyla donerler. Bu

yiizden, merkezkag kuvvetin etkisiyle sediment (pellet) tiip kenarina ve dibine dogru ¢oker

(42) (Sekil 12).

Santrifiijleme .
Baslangicta P Bitiste
Sabit : : l
= 4
Acgih : =
Santrifiij =
4 o

Sekil 12. Sabit a¢il1 santrifiijlerde tup i¢indeki 6rnegin katmanlarinin yerlesimi
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Caligmamizda test grubundaki santrifiij cihazinin rotor tipi sabit agili oldugu igin
kontrol grubunda kullanilacak olan santrifiijiin de sabit agili rotora sahip masa istii

santrifiij cihazi olmasina dikkat edilmistir

Rotorlarin ¢aplart farkli ise numunenin donme eksenine olan uzakligi farkl
olmaktadir. Bu nedenle rotorlar ayni donme hizinda caligsalar bile ©rnekleri farkli
ivmelendirmektedirler. Dolayisiyla santrifiij yonteminde RPM (dakikadaki devir sayisi) ile
belirtilen donme hizi1 yerine, rolatif santriflj kuvveti (RCF) ile tanimlanan Ornege
uygulanan ivmenin biiyikliigi daha Onemli olmaktadir. Buradan yola ¢ikarak
calismamizda, standardizasyonu saglamak i¢in kontrol grubundaki cihazin RCF degeri test
grubundakiyle ayni tutularak, bu degere gore kontrol grubundaki santrifiij cihazinda uygun

dakikada donme sayis1 yani RPM degeri ayarlandi.

Santrifiijlemenin dogru ve giivenli bir sekilde yapilmas: i¢in dikkat edilmesi gereken
hususlar vardir. Kullanilan tlplerin dayanabildikleri en ylksek ivme degerleri Uretici
firmalar tarafindan belirlenmistir ve bu degerler iyice bilinmelidir. CUnki bu smnirlar
asilirsa tiiplerin kirilma olasiligi artar. Santrifiijde kullanilacak tiiplerin ortaya ¢ikacak
basinca dayaniklt malzemeden iiretildiginden emin olunmalidir. Tiip kirildig1 takdirde
santrifiij temizligine dikkat edilmelidir. Bir diger 6nemli etken santrifijleme islemi
sirasinda siirtlinmeye bagli olusan sicakliktir ve bu sebeple sicaklik kontrollii santrifiijlerin
kullanilmas: onerilmektedir. Tiipler agzi kapali c¢evrilmeli, tekrar santrifiijlemeden
kaginilmalidir. Santrifiijdeki tiipler daima dengede durmalidir. TUpler santrifuj kefelerine
karsilikli dengeli olacak sekilde yerlestirilmeli, gerekiyorsa ayni agirlikta denge tupu
kullanilmalidir. Santriflij kapagi, santrifiij tiimiiyle durmadan kapatilmamalidir. Santrifiij

asla elle durdurulmaya c¢alisitimamalidir. Diizenli araliklarla bakim hizmetleri verilmelidir.
Klinik laboratuvarlarda santrifiigasyonun kullanim amaglart:
-Partikiilleri siispanse olduklar1 soliisyondan ayirma
-Kandan hiicreleri ayirma
-Biyolojik sivilarin hiicresel elemanlarini ve diger kisimlarin1 konsantre etmek
-Ornekten presipite edilmis proteinleri uzaklastirmak
-Immiinokimyasal 6lgiimlerde serbest ligantlari ayirmak

-Farkl1 yogunluktaki iki likit faz1 ayirm
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5. GEREC ve YONTEM

Bu uzmanlik tez projesi, Kocaeli Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 26/12/2018 tarih ve KU GOKAEK 2018/371 Kkarar numaras: ile kabul edilmis
olup, Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (2019/054) tarafindan

desteklenmistir.

5.1. Caliyma Gruplarinin Olusturulmasi

Bu arastirma, Haziran 2019- Temmuz 2019 tarihleri arasinda, Kocaeli Universitesi
Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Birimi’nde gerceklestirilmistir. Goniilliiler, Kocaeli
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi ve Tip Fakiiltesinde gérev yapan personelden
goniilliiliik esasina gore se¢ilmistir. Bu baglamda gonallilere ¢alismanin amaci ve kapsami
ayritili olarak anlatilmis ve olusabilecek komplikasyonlar hakkinda bilgiler verilmis olup,
gonalli bilgilendirme ve onam formu her bir gonillii tarafindan okunduktan sonra
imzalanmistir. Arastirmaya, yas ortalamasi 29,91+3,77 olan; 6 kadin (yas ortalamas1 30,16
+ 1,72) ve 6 erkek (yas ortalamasi 29,66 + 1,72) olmak Uzere toplam 12 gonulli dahil
edilmistir. Her bir goniilliiden yaklasik 10ml olacak sekilde 2 tiip kan 6rnegi alinmistir.
Rastgele bir sira ile alinan kan 6rneklerinden biri test grubunu, digeri ise kontrol grubunu

olusturmak tlizere PRF Orneklerinin hazirlanmasi amaci ile kullanildi.

5.2. Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

1. Herhangi bir aktif enfeksiyoz hastaliginin (akut hepatit, AIDS, tiiberkiiloz), kronik
inflamatuar bir hastaliginin bulunmamasi, antibiyotik profilaksisi gerektiren bir
durumun olmamasi ve kemoterapi veya radyoterapi gérmiiyor olmast,

Sigara ve alkol kullanmiyor olmasi,

Hamilelik ve emzirme durumunun bulunmamasi,

Son bir ay i¢inde herhangi bir ila¢ kullanmamis olmasi,

18 yasindan biiyiik olmasi,

© 0ok~ w N

Arastirmaya katilmay1 goniilliilikkle kabul etmesi.
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Belirlenen kriterlere uygun hasta segimi

!

Goniilliilerden kan almmasi
Kan 6meklerinin ilgili cihazlarda santrifiij edilmesi

Elde edilen TZF 6meklerinin membran haline getirilmesi ve derhal DMEM soliisvonu

bulunan deney tiiplerine almmasi

1. saat sonunda TZF 6meklerinin veni bir DMEM soliisyonu bulunan deney tiiplerine

aktarilmasi

24 saat sonunda TZF &meklerinin veni bir DMEM soliisvonu bulunan deney tiiplerine

aktarilmasi

72. saat sonunda arta kalan TZF émeginin DMEM bulunan deney tiiplerinden
uzaklastrilmasi

!

Elde edilen, igerisinde farkls siirelerde TZF bekletilmis DMEM 6meklerindeki bazi

biiviime faktérlerinin konsantrasyonlarmm ELISA yoéntemi ile belirlenmesi

Sekil 13. Caligma akis1 semas1 yukarina verilmistir.

5.3. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Goniilliillerin demografik verileri kaydedildikten sonra hastalara takip numarasi

verildi ve PRF orneklerinin toplanacagi tiiplere takip numaralart yazildi. Caligma
kapsaminda, her bir gonallinun 6n kol bolgesinden (antekibital ven) toplam 2 tip vendz
kan ornegi elde edilmistir. Her bir gonilluden elde edilen kan drneklerden birisi ile, L-
PRF™ ticari kitine ait ekipman ve cihazlar kullanilarak PRF 6rnegi olusturuldu. Diger kan

orneginden ise, genel kullanim amagli laboratuar ekipmanlart ve santrifiij cihazi

kullanilarak PRF Ornekleri elde edildi.

Hastanin kani alinirken, kanin tlpleri doldurma zamani kronometre ile Olgllerek

kaydedildi. Goniillilerden kan alma islemi 25 saniyeyi gecmemistir. Elde edilen kan
ornekleri vakit kaybedilmeden (60 saniye icinde) es zamanli olarak santrifiij cihazlarina

yerlestirildi.
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Resim 6. Kullanilan kan alma tlpleri [Sagdaki kontrol grubunda (Becton Dickinson
Vacutainer, Plymouth PL6 7BP, Ingiltere). Soldaki test grubunda (Intraspin™ sistem kan
alma tlpd, Boca-Raton, Florida, ABD) kullanilan kan alma tiipii

Kan alma isleminde izledigimiz asamalar sunlardir:

1) Hasta yapilacak islem hakkinda bilgilendirildikten sonra, hastanin sag 0On
kolunun Uzerine turnike (Resim 7) uygulandi ve kan alinacak bdlge %70 alkolli pamukla

silindi.

Resim 7. Turnike

2) Hastanin kolunu kipirdatmadan diiz tutmasi istendi ve 0n kolda tespit edilen
antekiibital vene, steril, tek kullanimlik igne (BD Vacutainer® Flashback Blood Collection
Needle, 21 gauge, 25mm, yesil, Plymouth PL6 7BP, Ingiltere) (Resim 8) ile girildi. Ozel
ara tutucu (BD Vacutainer® One Use Holder, Plymouth PL6 7BP, Ingiltere) (Resim 9)
vasitasiyla 2 adet, icinde antikoagilan olmayan vakumlu tiiplere aktarildi (Resim 6).
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Resim 8. Igne (Becton Dickinson Vacutainer® Flashback Blood Collection Needle, 21

gauge, 25mm, yesil, Plymouth PL6 7BP, Ingiltere)

Resim 9. Ara tutucu (Becton Dickinson Vacutainer® One Use Holder Plymouth PL6 7BP,
Ingiltere)

Hastalara, kanlarinin alindig1 bolgeye birkag dakika boyunca bastirmalari istenmis ve

kanama kontrolii saglandiktan sonra klinikten ayrilmalarina izin verilmistir.

5.4. PRF Hazirlanmasi

Kontrol grubu santriftiji olarak Hettich Mikro 22 R (Tuttlingen, Germany) masa (st
santrifiijii kullanildi (Resim 10). Test grubunda ise orijinal L-PRF™ santrifiij cihaz1 olarak
piyasaya siiriilen ve bu islem icin CE belgesine sahip ve FDA onayl tek cihaz olan
IntraSpin™ (Intra-Lock International, Boca-Raton, Florida, ABD) masa ustu santrifuji
kullanild1 (Resim 11). Literatlirde gecen, IntraSpin™ cihazinda orijinal L-PRF™ elde etme
yonteminde RCF degeri 400 g kullanildigi igin (112), kontrol grubundaki masa Ustl
santrifiij cihazinda da RCF degeri 400 g olarak ayarlandi. Hettich santrifiij cihazinin
ayarlarina 400 g’lik RCF degeri girildiginde, cihaz kendi rotor capini gbéz oOniinde
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bulundurarak dakikadaki devir sayisint 1890 olarak belirledi. Dolayisiyla, her iki cihaz da
400 g ‘lik rolatif santrifiij kuvveti altinda 12 dk. boyunca PRF hazirlama islemini
gerceklestirdi.

Resim 10. Kontrol grubunda kullanilan santrifiij cihazi [Hettich Mikro 22 R (Tuttlingen,
Almanya)]

~/
R
gu 0VS
4

INTRAQSEL

Resim 11. Test grubunda kullanilan santrifiij cihaz1 [IntraSpin™ (Intra-Lock International,
Boca-Raton, Florida, ABD)]

Santrifiij sonrasinda tiipler igerisinde olusan 3 katmandan orta kisimdaki sar1 fibrin
katman steril penset ile tutulup tiipiin u¢ kismina dogru ¢ekilerek, en alttaki eritrositlerin
yogun olarak bulundugu kirmizi katmandan makas ile kesilerek ayrildi. PRF drneklerini
membran haline getirmek amaciyla kontrol grubunda 2 adet siman camu, test grubunda ise
IntraSpin™ sisteminin PRF kutusu (Xpression™ Box Kit) kullanildi. Deneyler dncesinde
siman cami se¢imi, L-PRF™ sisteminde bulunan metal levha ve kapagm agirligma yakin
agirlikta olacak sekilde temin edilmistir. Iki grupta da, standardizasyonu saglama adina
fibrinlerin membran haline gelmesi icin 30 saniye beklenildi. Bekleme boyunca ilave bir

kuvvet uygulanmadi. Elde edilen membranlar bekletilmeden, Onceden hazirlanmis,
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icerisinde 4ml DMEM (Dulbecco’nun Modifiye Eagle Besiyeri) bulunan 15 ml hacimli
sterilize falkon tiiplerine konuldu (Resim 12).

Resim 12. I¢erisinde 4 ml DMEM bulunan 15 ml hacimli tiip ve PRF membranin elde

edilisinden 24. saat sonra igerisinde 4 ml DMEM bulunan ikinci tiipe aktarilisi

Oda sicakliginda her iki grupta da icerisinde 4 ml DMEM bulunan steril tuplerin
icerisinde 1 saat bekletilen (1. tip) membran haline getirilmis PRF 6rnekleri, i¢inde 4 mi
DMEM olan ikinci farkli steril tuplere (2. tlip) konuldu. Bu tlplerde, elde edildikten 24
saat sonrasina kadar bekletildikten sonra, steril presel araciligiyla ¢ikartilarak icinde 4 ml
DMEM olan tiglincii farkls steril tiplere (3. tiip) konuldu (Resim 12 ve 13). Yeni tuplerde
membranlar, elde edildikten sonraki 72. saate kadar oda sicakliginda bekletildikten sonra,
PRF membranlart DMEM i¢inden ¢ikarilarak steril bos tiiplere konuldu. Bdylece her
gonalliden iki deney grubu igin toplamda 6 tip DMEM o6rnegi elde edilmis oldu (Sekil
14). Iginden membranin ¢ikarildigi bu DMEM 6rnekleri iceren tiipler vakit kaybetmeden -
80°C’lik sogutucuya (Sanyo, MDF-U6086S -86°C Ultra-Low Temperature Freezer,
Sanyo Electric Co., Japonya) konuldu ve analiz yapilacagi gline kadar saklandi (Resim 14).

TEST GRUBU KONTROL GRUBU

1.SAAT 1.5AAT

170P 1T0P

24.SAAT 24.SAAT

2T0P 2T0P

72.SAAT 72.SAAT

3T0P 3T0P

Sekil 14. Orneklerin toplandig: tilp sayisinin sematik gdsterimi
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Resim 13. PRF membranin steril presel araciligi ile tiipten tiipe aktarimi

Resim 14. Orneklerin saklandig1 -80 C°’lik Sogutucu (Sanyo, MDF-U6086S -86°C Ultra-
Low Temperature Freezer, Sanyo Electric Co., Japonya)

5.5. Biyokimyasal Analizler

Enzim bagli immiinosorbent tetkiki (Enzyme-linked immunosorbent assay-ELISA),
test edilen Ornekte bulunan antijen (protein, peptid, hormon vb.) veya antikor varligin
tespit etmek icin, enzim ile isaretli antikorlar1 kullanan ve enzim-baglh renk degisikligini
izleyebildigimiz kantitatif bir 6lcim yontemidir. Bu teknik, bir antijenin kendisine 6zel
antikora baglandigi basit immiinoloji konseptine dayanir (126) (Sekil 15). Antijene kars1
antikor ya da antikora kars1 antijen aramak miimkiindiir. Ayni anda ¢ok miktarda 6rnegi es

zamanl olarak islemek iizere tasarlandigindan ELISA, hizli bir test teknigidir.
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Sekil 15. Kullanilan ELISA kitlerinin ¢alisma prensibinin sematik gosterimi

Bu c¢alismada, VEGF, PDGF, TGF-3 seviyeleri, uygun kitler kullanilarak ELISA
yontemi ile analiz edildi. Tetkikler iiretici firma tarafindan gonderilen prosediire uygun
sekilde yapildi. +4'C de saklanan kitler, 6rneklerin calisilacagi giin oda sicakliginda
bekletildikten sonra, kullanimlar1 6ncesi santrifiij cihazinda (Eppendorf 5424 Centrifuge,
Hamburg, Almanya) varsa kalintilarin ¢okeltilmesi amaciyla ¢evrildi ve tiip standlarina
aktarilarak dik pozisyonda bekletildi (Resim 15). -80°C’lik sogutucudan ¢ikarilan DMEM
ornekleri de i¢i buz dolu kap igerisinde siv1 hale gelinceye kadar bekletildi. 4 ml DMEM
igerigi bulunan 15ml’lik tiipler, oda sicakligina gelene kadar bekletildikten sonra varsa
igindeki eritrosit kalintilarmin  ¢okeltilmesi igin santrifiij cihazinda [(Sigma 3-
18K centrifuge (Sigma, Almanya)] cevrildi (Resim 17). Farkli zamanlarda yapilacak olan
ELISA testlerinde kullanmak {izere defalarca icerigi ¢dzdiirmemek adina, DMEM igerigi
pipet yardimiyla tiiplin tabanina degdirilmeden, 3 farkli biiyiime faktorii ¢alisilacagi igin 3
mikrosantrifuj tiplne bolundu (Resim 16) ve tlip Uzerlerine takip numaralart ayni sekilde
yazildi. O an ELISA testinde calisiimayacak tiipler -80°C lik sogutucu dolabmna geri
konuldu. Her analizden yarim saat 6nce inkubatér 37°C ye ayarlandi. ELISA testi icin 96
kuyucuk (well) iceren, her teste Ozgii biiyiime faktorleriyle kaplanmig mikroplakalar
kullanildi.
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Resim 15. 15 mI’lik tiiplerin santrifiij edildigi cihaz [(Sigma 3-18K centrifuge (Sigma,
Almanya)]

Resim 17. ELISA kitinin igeriginin ve ¢ozdiiriilmiis DMEM 6rneklerinin santrifiij edildigi
cihaz

57



5.5.1. TGF-B ve VEGF Duzeylerinin ELISA ile Analizi

TGF-R dizeylerinin belirlenmesi icin TGF- B ELISA kiti (Human TGF-B ELISA Kit,
Elabscience Biotechnology Co. Ltd, USA) ve VEGF diizeylerinin belirlenmesi i¢cin VEGF
ELISA kiti (Human VEGF ELISA Kit, Elabscience Biotechnology Co. Ltd, USA) ile
caligild1 (Resim 18). Bu ELISA Kitlerinin igerigi ve uygulama basamaklar1 ayni oldugu igin
tek baslik altinda anlatildi.

Resim 18 : TGF-R ve VEGF ELISA kitleri

Standartlar, ilk iki kolondaki kuyucuklara sistematik olarak artan konsantrasyonlarda
(2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 0 pg/mL) 100’er ul eklendi. Ornekler ve pozitif
kontrolleri i¢in de her kuyucuga DMEM 06rneklerinden 100’er pl konuldu. Mikroplakalarin
{izeri kapatilarak 90 dakika 37 “C de karanlikta inkiibe edildi. Her kuyucuktaki siv1 pipetle
cekilip atildiktan sonra kuyucuklara 100°er ul biyotinlenmis antikor eklenerek nazikge
sallanarak karistirildi ve iizeri kapatilarak 1 saat 37 ‘C de inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra mikroplaka, diliie edilmis yikama soliisyonu kullanilarak otomatik mikroplaka
yikayict (Diagnostic Automation, Inc., Calabasas, CA, USA) yardimiyla 3 kez yikama
islemi yapildi (Resim 20). Yikamadan sonra her bir kuyucuga, 100 upl Avidin
‘Horseraddish Peroxidase’ (HRP) konjugat soliisyonu eklendi ve mikroplakanin iizeri
tekrar kapatilarak 30 dk. 37 ‘C de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 5 kez yikama
yapildi. Sonra bitun kuyucuklara los 1sikta 90 pl substrat reaktifi eklendi ve (zeri
kapatilarak 37 'C de 15 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda son basamak olarak,
her bir kuyucuga renkleri maviye donmiis sivilar iizerine 50 pl “Stop Solution” eklenerek
enzimatik reaksiyon durduruldu. Sivilarin rengi maviden sartya dondiigii gozlemlendiginde
mikroplaka optik okuyucu (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Termo Fisher
Scientific) kullanilarak 450nm’de absorbans degerleri olgiilmistiir (Resim 21). Standart

konsantrasyonlarina karsilik gelen optik dansite degerleri ile orneklerin optik dansite

58



degerleri Skanlt Software 2.4.3 (Thermo Scientific, USA) yazilimi kullanilarak kaydedildi.
Standartlarin optik dansitelerine ve konsantrasyonlarina gore standart egrisi ¢izildi. Elde

edilen standart egriye gore tiim orneklerin konsantrasyonlari hesaplandi.

5.5.2. PDGF Dizeylerinin ELISA ile Analizi

PDGF diizeyleri enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Human PDGF
ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory, China, Catalog No: E1112HU) Kiti ile
caligildi (Resim 19).

Resim 19. PDGF ELISA Kkiti igerigi, kullanilan pipetler ve uglari

Tum o6rnekler, kontroller ve standartlar PDGF antikoru ile kaplanmis, 96 kuyucuk
iceren mikroplaka Uzerine eklendi. Standartlar, ilk iki kolondaki kuyucuklara sistematik
olarak artan konsantrasyonlarda (24, 12, 6, 3, 1.5, 0.75 ng/mL) 50’ser pl eklendi. Ornekler
ve pozitif kontrolleri i¢in de her kuyucuga DMEM o6rneklerinden 40°ar pl konuldu.
Ustlerine 10 ’ar pl biyotinlenmis Insan PDGF antikoru ve 50’ser pl streptavidin
‘Horseraddish Peroxidase’ (HRP) konjugat soliisyonu eklendi ve hafifce sallamak suretiyle
karigmalar1 saglandi. Mikroplakanin iizeri kapatilarak 60 dk. 37 °C de inkibe edildi.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP yi uzaklastirmak igin diliie edilmis
yikama soliisyonu kullanilarak otomatik mikroplaka yikayic1 (Diagnostic Automation, Inc.,
Calabasas, CA, USA) yardimiyla 5 kez yikama islemi yapildi (Resim 20). Sonra batiin 50
ul substrat A reaktifi ve 50 pl substrat B reaktifi eklendi ve tekrar iizeri kapatilarak 37 °C
de 10 dakika inkibe edildi. Inkiibasyondan sonra 50 ul “Stop Solution™ eklenerek
enzimatik reaksiyon durduruldu. Kuyucuklardaki sivinin renginin sariya dondigi

gozlemlendikten sonra mikroplaka optik okuyucu (Multiskan™ FC Microplate
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Photometer, Termo Fisher Scientific) kullanilarak 450nm’de absorbans degerleri Ol¢uldu
(Resim 21). Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen optik dansite degerleri ile
orneklerin optik dansite degerleri Skanlt Software 2.4.3 (Thermo Scientific, USA) yazilimi
kullanilarak kaydedildi. Standart egrideki degerler ng/ml olarak ifade edilmistir. Elde

edilen standart egriye gore tiim orneklerin konsantrasyonlari hesaplandi.

Resim 20. ELISA mikroplate yikayici (Diagnostic Automation, Inc., Calabasas, CA, ABD)
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Resim 21. ELISA mikroplate optik okuyucu. (Multiskan™ FC Microplate Photometer,
Termo Fisher Scientific, Madrid, Ispanya)

5.6. Verilerin Analizi

Bu calismaya ait veriler “SPSS for Windows 15.0” (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
programi kullanilarak istatistiksel analize tabi tutulmustur. Verilerin normal dagilima
uygunlugu, Kolmogorov Smirnov normal dagilima uygunluk testi kullanilarak 0,05
istatiksel anlamlilik degeri g6z Oniinde bulundurularak degerlendirilmistir. Bunun
sonucunda tiim verilerin normal dagilim gostermedigi belirlenmistir. Bu baglamda, gruplar
arasinda, her bir biiyiime faktoriinlin farkli siirelerde gergeklestirdigi salinim miktarlar

Mann Whitney U testi kullanilarak karsilastiriimistir (p<0,05).
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6. BULGULAR

Calismaya 6 erkek ve 6 kadin olmak {izere toplam 12 goniillii katilmis olup, yaslari
23 ile 37 arasinda degismektedir. Goniilliilerin yas ortalmasi 29,91+ 3,77 “dir. Goniilliilere

ait demografik veriler Tablo 4’de sunulmustur.

Tablo 4. Goniilliillere ait demografik veriler sunulmaktadir. Veriler, ortalama + standard
sapma olarak ifade edilmektedir. Her veriye ait birim pg/g’dir.

Erkek Kadin
Kisi Yas Kisi Yas Genel Yas
sayis1 sayisi
PRF (n=12) 6 | 2066:172 | 6 | 3016172
LPRE™(n=12) | 6 | 20662172 | 6 | 3016z172 | ~°t=377

Her iki grup, incelenen biiylime faktdrlerinin salinimi agisindan karsilagtirildiginda,

her bir zaman diliminde anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 5. Gruplara ait farkl1 zaman dilimlerindeki biiyiime faktori salinim degerleri
sunulmaktadir. Veriler ortalama * standard sapma olarak ifade edilmektedir. Her veriye ait
konsantrasyon degerleri pg/g birimindedir.
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PRF L-PRF™
TGF-p1 1. Saat 52,73 + 35,31 48,63 + 42,98
TGF-p1 24. Saat 179,64 + 224,30 100,53 + 70,72
TGF-B1 72. Saat 304,3 + 237,62 159,47 + 88,34
PDGF 1. Saat 632,74 + 721,30 740,43 + 2168,72
PDGF 24. Saat 986,71 + 975,47 1748,98 + 3698,91
PDGF 72. Saat 1260,12 + 1095,56 2021,94 +4100,09
VEGEF 1. Saat 24,99 * 30,23 19,16 + 20,99
VEGF 24. Saat 87,44 + 63,69 70,08 + 52,03
VEGF 72. Saat 123,5 + 58,78 137,75 + 48,96

Tablo 6. Gruplara ait farkli zaman dilimlerindeki biiyiime faktorii salinim seviyelerinin
istatistiksel karsilastirmasi veriler ¢eyrek degerler genisligi olarak sunulmaktadir. Her
veriye ait konsantrasyon degerleri pg/g birimindedir.

PRF L-PRF™
Ceyrek degerler
Median | Ceyrek degerler | Median genisligi p
genisligi

degeri

1. Saat 52,22 23,5-73,58 32,25 14,32-14,32 0,478

TGF-B1 | 24. Saat 118,54 76,57-157,81 117,05 29,15-29,15 0,41
72. Saat 197,73 151,63-471,05 156,8 112,3-184,95 0,089

1. Saat 246 81,32-1188,75 24,15 0,22-338,75 0,078

PDGF | 24. Saat 617,4 199,4-199,4 76,88 0,45-883,5 0,198
72. Saat 1010,5 | 332,05-2348,27 152,5 0,53-1204,62 0,128

1. Saat 15,35 10,65-20 8,73 7-21,87 0,266

VEGF | 24. Saat 89 29-124,75 57,5 33,25-111,25 0,378
72. Saat 120 77,25-167,5 143,5 88-172,75 0,59
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Herbir grup i¢inde erkek ve kadin goniilliilerden elde edilen PRF 6rneklerindeki
bliytime faktorii salinimlar1 incelenmistir (Tablo 7). Elde edilen sonuglara gére cinsiyetin
her bir gruptaki incelenen bllylime faktorlerinin salinimina istatistiksel olarak anlamli

diizeyde etkisi olmadig: belirlenmistir (p>0,05).
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Tablo 7. Gruplara ait farkli zaman dilimlerindeki bitytime faktorii salinim seviyelerinin cinsiyet goz oniinde bulundurularak gergeklestirilen

istatistiksel karsilastirmasi sunulmaktadir. Veriler, ortalama + standard sapma olarak ifade edilmektedir. Her veriye ait konsantrasyon degerleri

pa/g birimindedir.

TGF-B1 PDGF VEGF
1. Saat | 24. Saat | 72. Saat | 1.Saat | 24. Saat | 72. Saat | 1. Saat | 24. Saat | 72. Saat
Erkek 56,45 |250,01 |366,63 |183,36 516,32 90,38 11,92 53,05 99,66
+ + + + + + + + +
PRF 19,41 307,55 |289,90 |292 740,66 1058,85 |4,94 4289 66,71
Kadin | 49,01 109,27 |24196 |1082,13 |1457,10 |1614,86 | 38,05 121,83 | 147,33
£ £ o £ + + + it +
48,30 64,88 175,64 | 758,07 1006,86 |1103,34 | 39,70 65,17 42.30
Erkek |57,62 116,35 |187,91 |18,95 56,71 154,82 12,08 54,83 140,66
+ + + + + + + + +
| -PRF™ 44 53 74,78 86,49 29,5 87,63 259 51 7,41 46,36 47,33
Kadin | 39,65 84,71 131,04 |1461,91 |3441,24 |3889,07 |26,24 85,33 134,83
* * * * + * * * +
43,44 69,36 88,03 3016,17 |4818,68 |5343,18 |28,17 57 54,89
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Tablo 8. Herbir gruptaki erkek ve kadinlar arasindaki biiyiime faktorii salinim seviyelerinin istatistiksel karsilastirmasi sunulmaktadir. Veriler,

median ve ¢eyrek degerler genisligi olarak ifade edilmektedir. Her veriye ait konsantrasyon degerleri pg/g birimindedir.

TGF-B1 PDGF VEGF

1. Saat 24. Saat 72. Saat 1. Saat 24 .Saat 72. Saat 1. Saat 24. Saat | 72. Saat

61,05 140,75 | 225,04 | 86,6500 242, 6 505 13,17 64 80,5

Erkek | (38,83- | (98,24- | (183,87- | (0,4050- | (0,62- (2,03- (8,62- | (2,58- | (55-
PRE | (n=6) 71,25) | 340,91) | 597,91) | 311,57) | 989,85) | 2070,82) | 15,78) 88) | 162,25)
27 91,34 167,60 1137,5 1280,5 1387,5 20 115 129
Kadin | (14,68- | (64,67- | (106,95- | (274,7- (512,4- | (536,8- | (10,39- | (76,75- | (116,75-
(n=6) 90,48) | 155,11) | 427,4) |1849,25) | 2444) | 2896,75) | 71,75) | 190) | 185,75)

p degeri 0,342 0,59 0,072 0,082 0,235 0,172 0,264 0,357 0,045
32,25 122,81 165,3 0,35 1,05 0,58 11,01 46 145,5

Erkek (28- (37,93- | (138,6- (,08- (,14- (,37- (5,75- | (13,75-| (107-
Emm (n=6) 113,86) | 175,55) | 231,05) | 52,17) | 1605) | 383,75) | 17,61) | 101,5) | 174,75)
23,12 83,28 1479 290,5 122 955,75 8,73 70 135

Kadin (9,69- | (20,72- | (42,22- (,23- (1,45- (,98- (7,75- | (37,75- | (79,25-
(n=6) 69,28) | 146,64) | 186,64) | 2342) | 9158,75) | 10229,75) | 60,75) |133,75)| 183,50)

p degeri 0,453 0,43 0,78 0,74 0,166 0,153 0,231 0,410 0,063
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7. TARTISMA VE SONUC

PRF ilk olarak Fransa'da Choukroun ve arkadaslar1 tarafindan spesifik olarak oral ve
maksillofasiyal cerrahide kullanilmak tizere gelistirilmis ve ikinci nesil trombosit

konsantresi olarak siniflandirilmistir (36).

Dohan ve ark. (2009), PRF’yi tamimlarken, alinan kan Orneginin igerdigi
trombositlerin ¢ogunu ve lokositlerin yarisini (¢ogunlukla lenfositleri) fibrin piht1 iginde
bulundurdugunu ve bu nedenle “Lokosit ve trombositten zengin fibrin (L-PRF)” olarak
adlandirilmasi gerektigini ifade etmislerdir (45). Diger bir deyisle, baslangigta Choukroun
tarafindan tanimlanan PRF terimi, daha sonra iirlinli daha iyi tanimladig: diisiincesi ile L-

PRF adin1 almastir.

L-PRF’nin hazirlanis protokolt agik erisimli bir bilgi olarak herkes tarafindan
bilinmektedir. Ozetle hatirlanacak olur ise, herhangi bir silika kapli cam tiip ve her hangi
bir santrifiij cihaz1 kullanilarak elde edilen Grlinin L-PRF olarak adlandirildig: ifade eden
raporlar mevcuttur (51,127). Bununla beraber, L-PRF’nin elde edilmesinde kullanilan kan
alma tiipleri ve santrifiij cihazlar1 baz1 firmalar tarafindan “L-PRF™" ticari markasi altinda
pazarlanmaktadir. Diger bir deyisle, L-PRF ilk etapta bir trombosit konsantresi tipi olarak

literatiirde ifade edilirken, daha sonra ayni ifade bir ticari marka ismi olmustur.

Bu marka kapsaminda L-PRF™ logosu tasiyan paketli kan alma tiipleri (IntraSpin™
sistem, Boca Raton, Florida, ABD) bulunmaktadir. Bu tiiplerin, baska herhangi bir kan
alma tiipline gore istiinliigiin olup olmadig: bilimsel olarak ortaya konmamaistir. Bununla
beraber, L-PRF™ ticari markas1 kapsaminda IntraSpin™ (Boca Raton, Florida, ABD)
markal1 santrifiij cihaz1 da yer almaktadir. Bir PRF tipi olarak L-PRF tanimlamasi ilk defa
Dohan tarafindan ortaya atilmistir (38). Dohan ve ark. nin (128) yayinladigi sonraki
caligmalarda L-PRF™ markas1 kapsaminda yer alan IntraSpin™ isimli santrifiij cihazinin,
incelenen diger cihazlara gore bazi avantajlarinin s6z konusu oldugu rapor edilmistir. Bu
baglamda, IntraSpin™ ile elde edilen PRF 6rneklerinin, aynmi rolatif santrifij kuvveti ve
siirelerde, farkli santrifiij cihazlari kullanilarak elde edilen 6rneklerden bazi ydnlerden

iistlin oldugu dokiimente edilmistir (128,129).
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Biz bu ¢alismamizda, ticari L-PRF™

cihazi ile elde edilen PRF 6rneklerini, bagka bir santrifiij cihazi (Hettich Mikro 22R,

markasina ait kan alma tiipleri ve santrifiij

Tuttlingen, Almanya) ve kan alma tiipleri (BD Vacutainer, Plymouth PL6 7BP, Ingiltere)
kullanilarak elde dilen PRF oOrnekleri ile biiyiime faktorii salinim profilleri agisindan
karsilastirdik. Elde edilen sonuglara gore, her iki yaklasim ile elde edilen PRF 6rnekleri in

vitro kosullarda farkl: siirelerde ayni diizeylerde biiylime faktorii salinimi1 yapmustir.

Calismamizda kullanilan deney modeli, daha 6nce yayinlanan bazi ¢alismalarda da
uygulanan, in vitro biiyiime faktorii salinimini test etmede kabul gérmiis bir yaklasimdir
(92,130,131). Bu baglamda, ¢alismamizda PRF Ornekleri elde edilip membran haline
getirildikten sonra, icerisinde DMEM bulunan deney tiplerinde 0-1 saat, 1-24 saat, 24- 72
saat araliklarindaki biliylime faktorii salinimlarini 6lgmek igin bekletilmis, deney siirelerinin

bitiminden sonra ELISA analizleri yapilana kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

Ayni deney modelini 2009 yilinda kullanmis olan Dohan ve ark. (92), PRF
membranindan salinan 3 onemli biiyiime faktoriiniin (TGFp-1, PDGF-AB, VEGF) ve
thrombospondin-1 (TSP-1) in gesitli zaman periyodlarinda salinim miktarlarina ve salinim
profillerine baktiklart in vitro ¢alismalarinda, membran haline getirdikleri PRF fibrinleri,
icerisinde 4 ml steril DMEM bulunan 10 ml’lik tiiplerde bekletmislerdir. Beklettikleri
DMEM soliisyonlarindan 4 ml’lik 6rnekler alip, bu 6rnekleri ELISA analizi yapilana kadar
-80°C’de muhafaza etmislerdir. Inceledikleri biiyiime faktdrlerinin en az 7 giin boyunca
yavag ve belirgin bir salinim profiline sahip olduklarini rapor etmislerdir. Aragtir2macilar,
TGFB-1ve VEGF’ nin deney sonunda salinan miktariin baglangigta salinan miktaria gore
daha yiiksek olmasinin, fibrin matriks igerisinde hapsolan 10kositlerin bu biiylime
faktorlerini  yliksek miktarda {iretmeye devam etmelerine bagli olabilecegini
bildirilmislerdir. Bu ¢alismada incelen TSP-1’nin ise, matriseliiler proteinlerden oldugu
icin, membranda tespit etmesinin zorlugundan bahsedilmistir. Fibrin, ne kadar fazla
parcalanir ve yeniden diizenlenirse, TSP-1’in de ortama o kadar fazla salinacag:
belirtilmistir. Bu molekilin PRF igerisinde yogun miktarda saliniyor olmasi cerrahi

bolgelerde hemostatik ajan olarak da kullanilabilecegni de gostermistir (92).

Eren ve ark. (2016), PRF membranlarindan TGFf-1, PDGF-AB, VEGF, matriks
metalloproteinaz  (MMP)-1 ve -8 salimim miktarina ve salinim profillerine baktiklar

calismalarinda, Dohan ve ark.’nin ¢alismalarinda (2009) kulandiklar1 ayni deney
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protokilunt kullanip 3 giin boyunca dlglimler yapmak {izere 6rnekler toplamiglardir (130).
Santrifiij parametrelerinden RCF ve rpm degerlerini sabit tutup (400 g, 2660 rpm), santrifuj
stirelerini degistirerek (10 dakika ve 12 dakika) ayni santrifiij cihazinda elde ettikleri
membranlari, igerigindeki biiyiime faktorleri, enzimler ve hiicre sayis1i agisindan
karsilagtirmiglardir. 12 dakikalik santrifilj islemi sonrasi elde edilen PRF’nin daha ytksek
dizeyde VEGF salinimi yaptigint ve santrifuj surelerinin degistirilmesinin, TGF-B1,
PDGF-AB, MMP-1, MMP-8 ve hiicre sayis1 tizerinde farkliliga yol a¢madigimi
gostermislerdir. Daha 6nceki calismalarda 400 g ayarinda 10 dk boyunca yapilan santrifiij
islemi sonrasinda elde edilen PRF membranlarin yiiksek miktarda trombosit ve lokosit
iceriklerine sahip olduklari belirtilmisti (49,131). Eren ve ark.’nin yaptig1 bu ¢alismada ise
santriftj stresinin 12 dakikaya ¢ikartilmasinin trombosit ve 16kosit sayisi {izerine bir
etkisinin olmadig1 belirtilmektedir. Bu calismayla PRF’in MMP-1 ve MMP-8 salinimi
yaptig1 da saptanmis ve MMP’ler araciligi ile PRF’nin ekstraseliiler matriksin yeniden
yapilanmasini hizlandirabilecegi diisiiniilmiistiir. Bizim ¢alismamizin sonuglar1 da Eren ve
ark.’ni (130) yapmis oldugu ¢alismanin sonuglariyla biiytime faktorii salinimi agisindan

benzerlik gostermektedir.

Yara iyilesmesi; hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme
asamalarindan olusmaktadir (132). Hemostaz asamasinda trombositler, yara bdlgesinde
plak halinde birikerek primer hemostaz i¢in bir tika¢ olustururlar. Bu tika¢ zamanla fibrin
ptht1 haline gelir. Fibrin pihti icerisinde kalan trombositlerden, aktivasyonlar1 sonucu
aragidonik asit metabolitlerinin, proteazlarin ve c¢esitli biiyiime faktorlerinin salinimi
gerceklesir. Boylece inflamasyon ve proliferasyon fazlarinda rol oynayan basta notrofiller
olmak (zere immunolojik hicreler yara bolgesine go¢ ederler. Bu hiicreler salinimini
yaptiklart preotolitik enzimler (proteazlar), sitokinler ve serbest radikaller ile yara
bolgesini temizleyerek yara bolgesini korurlar, enfeksiyon riskini azaltirlar. (133).
Iyilesmenin erken fazinda keratinositler, reepitelizasyonu baslatir. Proliferasyon fazinda
endotel hiicreleri ve fibroblastlar g¢ogalarak graniilasyon dokusu olusur. L&kositler,
makrofajlar ve alt gruplarindaki nétrofil ve monosit gibi hiicreler de yeni doku olusumuna
katilip, anjiyogenez ve lenfanjiyogenezi desteklerler (134). Son asama olan yeniden
sekillenme asamasinda ise, yara bolgesinde kolajen fibrilleri ve yeni olusan damarlar
organize olur. Trombositler ve lokositler arasindaki ¢apraz etkilesimin, ayrica kemik

rejenerasyonunu da destekledigi bildirilmistir (135).
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Trombositlerin alfa grandllerinde bulunan buylme faktorleri, yara iyilesmesini
baslatan hiicresel olaylardan sorumlu olup iyilesme yanitin1 diizenleyen anahtar molekuller
olarak bilinmektedir. Yukarda bahsedilen faktorler yara iyilesmesi safhalarinda diizenli bir
sekilde birlikte caligirlar. Aktive olmus trombositler; yara iyilesmesinde PDGF, TGF-f,
VEGF i¢in en 6nemli kaynaktir. Yara bolgesindeki trombositlerin ortalama 6émri 7-10
giindiir. Trombosit kaynakli biiylime faktorleri, trombositlerin degranilasyonu ve
aktivasyonundan trombositlerin yasam dongiisiiniin sonuna kadar siirekli salinirlar (136).
Buna ek olarak, yara boélgesine go¢ eden monositler, makrofajlar ve dendritik hucreler
biiylime faktorii salinimi yaparlar. Bu dongii iyilesme siiresini azaltip kalitesini daha da
arttirir. Bu faktorlerden PDGF, ilk olarak notrofillerin, daha sonra da sert ve yumusak doku
rejenerasyonunda rol oynayan makrofajlarin, fibroblastlarin, osteoblastlarin ve endotel
hicrelerinin yara bolgesine go¢ etmesini saglar. Yara iyilesmesinin son asamalarinda
PDGF bir kollajenaz aktivatori gibi islev goriir ve kollajenin yeniden yapilandirilmasini
saglayarak yaranin mukavemetini arttirir (130). Yara iyilesmesinin evrelerinde fibroblast
gocl, kollajen sentezi ve doku vaskilarizasyonu TGF-B1 tarafindan kontrol edilir (137).
EGF, hicre blyumesini, keratinosit gociinii, yaralarin re-epitelizasyonunu desteklerken
(138,139); VEGF, anjiyogenez ve yeni damar olusumundan sorumlu biiyiime faktoriidiir
(140). Biiyiime faktorlerinin uzun yillardir iyilesme siirecini hizlandirma ve doku
rejenerasyonunu arttirma potansiyeline sahip olduguna inanilmaktadir. Gruber ve ark.
(2003), PRF igindeki trombositlerin aktivasyonu sonucu ortama salinan biiyiime
faktorlerinin insan periosteal hiicrelerin de mitojenik aktivitelerini arttirdigi ifade
etmiglerdir (141). Yukarida bahsedilen ¢aligmanin sonucuna benzer bir sekilde Gassling ve
ark. (2013) da yaptiklari in vitro calismada, PRF membranlarinin biiyiime faktorleri
icerikleri sebebiyle insan osteoblast hicrelerinin metabolik aktivitasyonlarin1 ve
proliferasyonlarint stimiile etmekte kollajen membrana goére daha basarili olduklar
gosterilmistir  (142). Teknolojinin de gelismesiyle hiz kazanan doku miihendisligi
kapsaminda rekombinant trombosit kaynakli biiylime faktori (rhPDGF) gibi blylme
faktorlerinin ¢ok cesitli klinik prosediirlerde kullanilmasinin da, doku olusumunu pozitif
yonde etkiledigi calismalar vardir (143). Gassling ve ark. (2010) yaptiklart in-vitro bir
calismada doku miihendisliginde kullanilmak iizere PRF membranlarin etkinligini hayvan
kaynakl1 kollajen membranlar (BioGide®) ile karsilastirmislar ve PRF membranlarinin
kolajen membranlara gore daha iyi bir iskelet olusturdugunu belirtmislerdir. Bunun nedeni
olarak PRF membraninin daha diiz bir yilizeyinin olmasmna ve PRF’nin icindeki

trombositlerden salinan biiyiime faktorlerinin varligina baglamislardir (144).
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Trombosit konsantrelerin tip ve dis hekimligi alanlarinda kullaniminin artmasinin en
O6nemli nedeni, yukarida bahsedildigi gibi yara iyilesmesi siirecinde kilit rollere sahip olan
bliytime faktorlerini biinyesinde bulundurmasidir. Arastirmacilarin farkli protokollerle elde
ettikleri PRF’lerin yara iyilesmesinde rejenerasyon kapasitelerini degerlendirmek icin
oncelikle arastirdiklar1 parametre ‘biiytime faktorii salinimi’ olmaktadir. Bu ¢alismada da
farkl1 protokolerle elde ettigimiz PRF membranlarini yara iyilesmesi asamalarinda dnemli

rollere sahip olan 3 buyume faktori PDGF, TGF-B, VEGF nin salinimlar1 incelenmistir.

Dohan ve ark. (45) ve Everts ve ark. (145), trombosit konsantrelerini siniflandirirken
16kosit varliginin 6nemini vurgulamiglardir. Konsantrelerdeki l6kositlerin antimikrobiyal
aktivite gosterdigi ve lokositlerin biyomateryale dahil edildigi durumlarda istenmeyen bir
enflamatuar reaksiyon gozlemlenmedigi, yiiksek seviyelerde VEGF igerdigi belirtilmistir.
Bu nedenle Iokositlerin  varliklarinin ~ rejenerasyon  sirecini  gelistirebilecegini
diisinmektedirler (145,146).

Lokositler, yara iyilesmesi i¢in kritik oneme sahip olan bilylime faktorlerinin yaninda
(0zellikle VEGF) serin ve matriks metalloproteinaz (MMP) gibi ¢esitli proteinazlari
salgilamaktadir. Ayrica 10kositler megakaryositler tarafindan iiretilen trombositlerin
miktarm1  arttirmaktadir. Lokosit proteinazlari, polimorfonukleer I6kositlerin  yara
bolgesine goc¢ etmesine katkida bulunur ve enflamatuar olaylar1 kontrol eder. Bunu da,
enflamatuar hucrelerini  yara iyilesmesi sirasinda, ¢evre dokulara verdikleri zararlari
siirlandirmak i¢in inaktive ederek yaparlar (147). Proteinazlarin diger bir 6nemli rolii de
gecici fibrin matriksini pargalamak ve hiicre disi matriksi yara bolgesinde yeniden
sekillendirmektir. Matriksin proteazlarla, 6zellikle de MMP'lerle par¢alanmasi ve yeniden
sekillenmesi, 16kosit gocii, anjiyogenez, reepitelizasyon ve dokunun yeniden sekillenmesi
gibi yara iyilesmesi basamaklari i¢in dnemlidir (148). Lokositik proteinazlar TGF-p, PDGF
ve FGF gibi biylme faktorlerinin aktivitesinin kontroliinde rol almaktadir ve
proteinazlarin etkisi ile inaktif formda salinan TGF-f aktif forma doniisiir. Ek olarak, TGF-
B ve FGF, hiicre dist matrikse bagli olarak depolanir. Bu matriksin proteazlarla
parcalanmasiyla, biiylime faktorleri yara bolgesine etki edebilmeleri i¢in serbest birakilir
(147). Literatiirde, 10kositlerin trombosit konsantrelerinde bulunmalarinin iyilesme
stirecinde doku i¢in faydali olup olmadig1 halen tartisma konusudur. Bazi aragtirmacilar
biyomateryalde 16kositlerin bulunmasiin avantaj saglayacagimi vurgularken (149), bazi

aragtirmacilar ~ biyomateryalden tamamen uzaklastirilmasini  Onermektedir  (1).
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Trombositten zengin drinlere I6kosit eklenmesiyle, esansiyel 16kositik proteinazlarin yara
bolgesine direkt olarak uygulanmasina firsat vermis olunur. Bdylece proteinazlarin

bolgede fonksiyonlarini  gosterip, rejencrasyon siirecinde daha etkili  olacaklar

distiniilmektedir (149).

Lokosit iceren ve lokosit icermeyen trombosit konsantrelerinin karsilastirildigi bir
calismada (Zimmerman ve ark., 2003), l6kositlerin PRP’ye eklenmesinin biiyiime faktorii
sentezini arttirdig1 ifade edilmistir. Lokositlerin varliginda PDGF-AA (trombosit kaynakli
blylime faktori AA izomeri) , PDGF-BB (trombosit kaynakli biiylime faktorii BB
izomeri), TGF-p miktarlar1 daha yiiksek bulunmustur (150). Bazi arastirmacilar da PRP
icine l0kosit eklenmesinin, dokuya zararli etkilerinin olabilecegini bildirmistir. Yara
bolgesine ilk goc¢ eden notrofiller, reaktive oksidatif tirtinleri ve nitrik oksit salgilayarak
bolgenin debridmanini ve yabanci cisimlerin ortadan kaldirilmasini saglar (151).
Yaralanmay1 takiben ilk saatlerde inflamasyonun, dolayisiyla notrofillerin etkisinin
azaltilmasi, yapilan tedavilerin terapdtik hedefidir. Notrofillerden salinan reaktif oksidatif
urtnlerin yara gevresindeki saglikli dokularda hasara sebep oldugu belirtilmistir (152).
Ornegin, kas doku yaralanmalarinin tedavisinde, nétrofillerin salgilayacag: reaktif oksidatif
tirlinlerin olusturabilecegi olasi doku hasari sebebiyle I6kositten fakir PRP 6nerilmektedir
(153,154). Bundan dolayr Anitua ve ark. (2006), PRGF icinden lokositlerin
uzaklastirilmasi gerektigini bildirmislerdir (155).

Makrofajlar ise notrofil apoptozisini uyararak nétrofillerin potansiyel yikic
etkilerinden konak dokunun korunmasini saglamaktadir (156). Lokositten zengin PRP’de
monosit sayisinin artirilmasi ile yara bolgesinde notrofillerin aktivitesinin kontrol altina
alinabileceg1 ve boylece immiin hiicrelerin saglikli ¢evre dokudaki olasi yan etkilerini
azaltilabilecegi distiniilmektedir (149). PRF ve I6kositten zengin PRP gibi preperatlarda
l16kositlerin varlig1 enfeksiyonu azaltabilmektedir. Passaretti ve ark. (2013) PRF ve PRP’
den salian pro-inflamatuar sitokinleri ve buytime faktori miktarlarin1 karsilagtirmiglardir.
PRF’ in salgiladig1 1L-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFNy (interferon gama), MIP-1la (makrofaj
inflamatuar protein 1-alfa), MIP-1p (makrofaj inflamatuar protein 1-beta) ve TNFa (TUmor
nekroz faktor alfa) PRP’ den daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Ayrica PRF, PRP’ den 2
kat daha fazla TGF, 15 kat daha fazla VEGF sentezledigini fakat PRP’nin PRF’den 2 kat
daha fazla PDGF sentezledigini bildirmislerdir. PRF’ in daha fazla pro-inflamatuar sitokin,

VEGF ve TGF-B1 sentezlemesini 16kosit igerigine baglamiglardir (157). Lundquist ve ark.
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(2008) PRF’nin igerdigi biiylime faktorlerine bagli olarak proteolitik degredasyona karsi
direngli oldugunu ve stabilitesini korudugunu gostermislerdir. Tripsin muamelesiyle yara
bolgesinde biiylime faktdrlerinin degredasyonlarinin azaldigini gosteren bu ¢alisma, TGF-
B1 ve PDGF-AB'nin sinirli proteolizine yol agabilecegini gOstermistir. Buna istinaden
proteinaz aktivitesinin yliksek oldugu kronik yaralarin tedavisinde kullanilmasinin

avantajli olabilecegini bildirmislerdir (158).

Literatiire bakildiginda, PRF hazirlama protokoleri dahilinde kullanilan kan alma
tplerinin PRF kalitesini etkileyip eklemedigini arastirmak amaciyla bir¢ok caligsma
yapilmis oldugu ve hatta orijinal protokoliin terkedilip hazirlama asamasinda titanyum
tiplerin kullanilmasiyla, fibrin yapisi ve dayanikliligi ¢ok daha fazla olan farkli bir

biyomateralin tanimlanmis oldugu goriilmektedir (159,160).

Miron ve ark.’nin ¢aligmasinda ticari PRF hazirlama kitleri kapsaminda pazarlanan
tiiplerin, PRF kalitesi iizerine biiylik bir etkiye sahip oldugu giindeme gelmis, tiiplerin
ozelliklerinin 6nemli oldugu vurgulanmigtir (161). Santrifiij tiiplerinin farkliliginin,
pihtilarin morfolojik Ozellikleri Gzerine etkisi oldugu ortaya ¢ikmis ve ayrica 3 farkli
santrifiij cihazinda da IntraSpin™ sisteminin tiipleriyle elde edilen pihtilarin diger santrifiij
tlpleriyle elde edilen pihtilara kiyasla daha biiyiik 6lgiilerde tiretildigi sonucuna varilmistir.
Tunal1 ve ark. (2013) ise yaptiklar1 bir hayvan ¢aligmasinda antikoagiilansiz cam tiiplerle
L-PRF hazirlama protokollerine alternatif olarak Grade IV titanyum tiiplerde hazirlanan T-
PRF’yi tanimlamislardir. Titanyum tliplerin cam tiiplere kiyasla trombositlerin
aktivasyonunda daha etkili oldugu, daha polimerize fibrin elde edilebilecegini ve cam
tiiplerin i¢indeki silikanin olas1 zararl etkilerini ortadan kaldirdig: i¢in elde edilen iirlinln
biyouyumululugunun daha fazla oldugunu belirtmislerdir (15). Dohan ve ark. (2010)’ nin
daha 6nce yaptiklar1 galismada, PRF elde edilirken kullanilan tiiplerin ¢esidinin (cam veya
cam kapl plastik tiipler) ve membran haline getirmek icin yapilan sikistirma isleminin
biyomateryalin Uzerindeki etkisi arastirilmistir. Test edilen tlipin ve membran elde etmek
amaci ile gerceklestirilen sikistirma igleminin, PRF’nin yapisin1 etkilemedigini
gostermislerdir (47). Bizim ¢aligmamizda, kontrol grubundaki PRF 6rneklerini membran
haline getirmek icin siman camlar1 kullanilmistir. Bunun nedeni, amacimizin L-PRF™
sistemine ait herhangi bir malzemeye ihtiya¢c duymadan elde edilen PRF orneklerini L-
PRF™ ile elde edilenler ile kiyaslamak oldugudur. Deneyler éncesinde siman cami segimi,

L-PRF™ sisteminde bulunan membran olusturma kutusunda yer alan metal levha ve
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kapagin agirligi géz oniinde bulundurularak gergeklestirilmis olup, metal levha ve kapagin

agirligina yakin agirlikta olacak sekilde temin edilmistir.

Dohan ve ark. (2006), PRF hazirlama asamalarinda basarili olabilme sartinin,
oncelikle kanin alinma ve santrifiij cihazina yerlestirme hizina baglh oldugunu
bildirmislerdir (162). Miron ve ark. da kan alma isleminde kanin tiipii doldurma siiresinin
elde edilecek fibrin pihtinin kalitesini etkileyebilece§ini diisiinmiislerdir ve yaptiklar
caligmada, kan alma asamasinda Salvin sisteminin tiiplerini daha uzun silirede
doldurulabildikleri igin bu tlplerle elde edilen pihtinin, diger tiiplerde elde edilenlere gore
daha kiigiik olmasini bu parametrenin degiskenligine baglamislardir (161). Tlgili calismada,
kan alinmasindan santrifiij edilmesine kadar gecen ilk 60 saniye icinde PRF
membranlarinin boyutlarinda ¢ok az degisiklik gozlenmisken, 60-90 saniyelik sire
zarfinda PRF membranlarinin boyutlarinda %13’liikk azalma, 120 saniye ve sonrasinda
%23’1iikk azalma gozlenmistir. Hastadan alinan kan orneklerinin santrifiij edilmeden once
antikoagiilan bulunmayan tiip i¢inde bekletilmesinin, zamanla pihtilasmaya yol
acabilecegine ve bu orneklerden elde edilecek PRF pihtinin boyutunun kiigiilmesine neden
olabilcegine deginilmistir. Arastirmacilar, bu siirenin klinisyenler tarafindan dikkat
edilmesi gereken bir parametre olmasi gerektigini ve PRF membranlarinin makroskopik
morfolojisinde 6nemli degisikliklerden kaginmak ig¢in bu sirenin 60 ile 90 saniye

araliginda tutulmasi gerektigini belirtmiglerdir.

Calismamizin amaci 2 farkli sistemin, santrifiij cihazi, kan alma tiipii, PRF hazirlama
kutusu, makas igeren hazirlama kitlerinin, elde edilen biyomateryal iizerine etkisini
karsilastirmak oldugu i¢in goniillillerden elde edilen 10 ml’lik kan 6rnekleri, test grubunda
IntraSpin™ cihazinin tiipleri igerisinde, kontrol grubunda ise antikoagulan i¢ermeyen
tipler (BD Vacutainer®) iginde toplanip, santrifiij cihazlarina yerlestirilmistir. Kan alma
islemi sirasinda kan Orneklerinin antikoagiilansiz, vakumlu tiipleri doldurma siiresi 25

saniyeyi agmamigtir.

PRF eldesinde 6nemli olan hususlardan bir tanesi elde edilen kan 6rneginin istenilen
degerdeki rolatif santrifiij kuvvetine maruz kalmasidir. Bu santrifiij kuvvetini belirleyen
unsurlar, dakikadaki devir sayisi ile santrifiij cihazinin rotor yarigapidir (124,125).
Calismamizda kullanilan IntraSpin™ cihazi icin belirlenen dakikadaki devir sayisi

2700°diir. Test grubunda L-PRF™, firma talimatlar1 dogrultusunda 2700 rpm’de 12 dakika
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santrifiij edilerek elde edilmistir. Literatlirde L-PRF™ hazirlamak igin 3000 rpm’de 10
dakika veya 2700 rpm’de 12 dakika boyunca santrifiij uygulamalarinin her ikisi de tavsiye
edilmektedir (7,21). Bununla birlikte, kontrol grubundaki 6rneklerin yerlestirildigi Hettich
santriflij cihazinin rotor ¢ap1 farkli oldugu i¢in, aym roélatif santrifij kuvveti elde etmek
icin gerekli hesaplama yapilmis ve 1890 devir/dakikada PRF hazirlama islemleri
gerceklestirilmistir. Bu sayede hazirladigimiz PRF 6rnekleri, kullandigimiz her iki cihazda

da ayni rolatif santrifiij kuvveti altinda elde edilmistir.

Dohan ve ark (2010,2017,2018) ‘na ait birgok yayinda santrifiij cihazinin kalitesinin
elde edilen PRF 6rneklerinin kalitesine etki edebilecegini belitrmislerdir (112,129,163). Bu
baglamda, kontrol amach kullandigimiz Hettich marka santrifiij cihazi birgok Onemli
caligmada (164-166) kullanilmis, yiiksek maliyetli bir cihazdir ve ¢alismamizda bu cihaz
ile elde edilen PRF Orneklerinden salinan buytume faktorlerinin, L-PRF™"den salinanlara

kiyasla miktar agisindan bir farki bulunamamastir.

Literatiirdeki yas ve cinsiyet parametresinin biiyiime faktorii salinimi iizerindeki
etkisi olabilecegini belirten ¢alismalar mecvuttur. Bu baglamda, Yajamanya ve ark.
(2016)’nin gergeklestirdigi ¢alisgmada (167), farkli yas gruplarindaki bireylerden elde
edilen PRF pihtilarinin, fibrin ag yapilarinin morfolojisini degerlendirilmistir.. Bu amag
dogrultusunda ¢aligmaya dahil edilen 95 hastay: {i¢ farkli yas grubuna [Grup 1: (20-39 y1l);
Grup 2: (40-59 wyil); ve Grup 3: (60 yil ve {izeri)] ayirip, bu hastalardan alinan kan
orneklerinin 3000 rpm de 10 dk santrifujiyle elde ettikleri, kigik parcalar haline
getirdikleri PRF membranlarini, hiicre blogu olusturma yontemiyle histolojik incelemeye
tabi tutmuslardir. Ilerleyen yasla birlikte pihtilardaki fibrin agin yogunlugunda belirgin bir
azalma goriilmiisken; gevsek, diizensiz fibrin yapisinda artis oldugunun dolayistyla fibrin
agina sikismis olan trombosit ve 16kosit sayisinda azalma oldugunun sonucuna varmaislar.

Miron ve ark. (168), yas ve cinsiyet parametrelerinin elde edilen PRF membranlarin
morfolojik Ozellikleri tizerindeki etkilerini arastirdiklari ¢alismalarinda, kadin ve yash
hastalardan elde edilen PRF membranlarin, erkek ve gen¢ hastalardan elde edilen
membranlara gore daha biiyiik boyutlarda oldugu 6lc¢lilmiistiir. Kadin ve yash hastalarda
daha buyik boyutlarda tretilmesinin sebebi olarak, bu hastalarin periferik kanlarinda
kirmizi kan hiicresi sayilarmin diger gruplara gore daha az olmasini gdstermiglerdir.
Santrifiij protokollerini hasta yast ve cinsiyetindeki farkliliklara gére optimize etmenin

mumkin olabilecegini belirtmislerdir.
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Yukarida belirtilen, yas unsurunun PRF yapisini etkilebilecegi arglimani goz 6niinde
bulundurularak, ¢alismamiza katilan goniilliilerin yaslarinin miimkiin oldugunca birbirine
yakin olmasina dikkat edilmistir. Bu nedenle, calismamizda test ve kontrol gruplarinda yas
parametresi gdz Onlnde bulundurularak biiyiime faktorii salimimi agisindan
karsilastirilmas1 yapilmamistir. flaveten cinsiyet faktdriiniin PRF 6rneklerinden bilyiime
faktorii salinimina etkisini dogru bir sekilde degerlendirmek amaci ile katilan goniilliilerin
kadin erkek sayisinin esit olmasina dikkat edilmistir. Bununla beraber elde edilen sonuglar
g6z onilinde bulunduruldugunda, cinsiyetin her iki PRF elde etme yonteminde de biiyiime

faktoru salinimi tizerinde etkili olmadigi bulunmustur.

Dohan ve ark. (2006)’nin, yaptiklar1 bir calismada kan ornegini 3000 rpm’de
(vaklasik 400g) 10 dk santrifiij ettikten sonra, trombositten fakir plazma ve trombositten
zengin fibrinin eksudasi i¢indeki PDGF-BB, TGFp-1 ve IGF-I miktarlarina bakmislardir.
Calismada PRF elde etme siirecinde olusan yavas fibrin polimerizasyonunun sonucunda,
trombosit sitokinlerinin ve glikanik zincirlerin fibrin agin i¢ine hapsoldugu belirtilmis
olup, fibrin matrisinin yeniden sekillenmesi sirasinda, diger trombosit konsantrasyonlarinin
aksine agsamali olarak sitokin salindigi ortaya konmustur. Sitokin miktarinin zamana bagh
bu artisinin, PRF’nin klinik olarak gozlenen iyilestirme kapasitesini aciklayabilecegini
belirtmislerdir (21). Bu ¢alismayla PRF’nin kullanilabilir bir iyilesme konsantresi olarak
distintilebilecegi bildirilmistir. Bir sonraki ¢aligmalarinda (2006) ise yine ayni1 miktarda
ayni sekilde elde edilen trombositten fakir plazma ve trombositten zengin fibrinin eksudasi
icindeki IL-1B, IL-4, IL-6, TNF-a. ve VEGF miktarlar1 incelenmistir. Arastirmacilar,
VEGF haricinde bakilan tiim sitokinlerin PRF’de en yliksek miktarda bulundugunu ve
bunlarin kaynaginin sadece 16kositler olabilecegini ifade etmislerdir. Bu test edilen 16kosit
kaynakl sitokinlerin de, onceki ¢alismada bahsedilen trombosit kaynakli biiytime faktorleri
gibi fibrin ag1 i¢inde depolanarak yavas bir sekilde ortama salinim yaptiklari belirtilmistir.
Bu PRF’nin igerigi hakkindaki ilk analizler, PRF'nin, sadece bir trombosit konsantresi
degil inflamasyonu kontrol altinda tutan, savunma mekanizmalarini stimiile eden, immiin
sistemi diizenleyici bir Ozelliginin oldugunu da ortaya koymustur. Arastirmacilar bu
caligmalarin sonucunda, PRF’nin cerrahi alanda kullanildiginda operasyon sonrasinda
goriilebilecek olasi enfeksiyonlari azaltacagini 6ngérmiislerdir (54). 2009 yilinda yaptiklari

aragtirmada ise PRF membranindan salinan 3 6nemli biiylime faktoriiniin (TGFB-1, PDGF-
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AB, VEGF) en az 7 giin boyunca yavas ve belirgin bir salinim profiline sahip olduklarinm
bildirilmislerdir (92).

Bunun gibi trombosit konsantrelerinden zamana bagl biiyiime faktorii ve sitokin
salinim profilini inceleyen, salinimlarina belirli bir siire devam ettiklerini ifade eden bir¢ok
calisma bulunmaktadir (92,114,130). Leitner ve ark. (2006), inkiibe edilen PRF pihtilarin
icindeki PDGF-AB seviyelerinin en az 72 saat boyunca siirekli arttigini bildirmistir (169).
Lundquist ve arkadaslarinin (2008), PRF’deki endojen fibrojenik faktorlerin biyoaktivite
ve stabilitelerini inceledigi in vitro ¢alismada PRF’deki trombosit sitokin saliniminin 72
saat siiresince devam ettigi ve PRF’deki trombosit aktivasyonunun endojen proteinazlardan
kaynaklandig1 gosterilmistir (158). Baska bir ¢alismada PRF elde edildikten 300 dakika
sonrasina kadar biiylime faktorii saliniminin devam ettigi gosterilmistir (170). Omuz
cevresi kas zedelenmelerinin iyilesmesine, L-PRF icerigindeki biiylime faktorlerinin
saliiminin etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada, bu faktorlerin ilk 7 giinde yavag ama
stirekli salimim gosterdigini, 28 giine kadar salmimlarina devam ettikleri bildirilmigtir
(131). He ve ark. da (2009) benzer bir sekilde, TGF-1 ve PDGF-AB seviyelerinin 14. giine
kadar belirgin sekilde arttigini, 1S4. giinde en yiiksek seviyeye ulastigini ve sonrasinda

diistise gecip 28. gunde salinimlarin minimuma indigini bildirmistir (123) .

PRF elde etme yonteminin avantajlari olarak, yontemin diisiik maliyetli olmas1 ve
trombosit konsantresinin hizli ve dogal bir polimerizasyonla, yani kimyasallar
kullanilmadan Uretilmesine olanak tanimasi sayilabilir. Bu nedenle, bu yontem giinlik
Klinik kullannrma en uygun yoOntem gibi gorunmektedir (34). Bu protokolu daha da
gelistirmek i¢in yapilan ¢aligsmalardan bir kismi, santrifiij parametrelerinin elde edilecek L-
PRF pihtis1 iizerine olan etkilerini anlamak ve bu etkileri optimize etmek amaciyla

yapilmistir.

PRF’nin yaygm kullanimi nedeniyle, bir¢ok sirket oOnerdikleri protokollerde
kullanilabilen santrifiij cihazlarim ticarilestirip patentleme siirecine girmistir. Yapilan in
vitro ¢aligmalar, otolog bir biyomateryal olan PRF’nin elde edilisinde standardizasyon
olmadig1 i¢in, farkli protokollerle elde edilen PRF’lerin biyolojik ve morfolojik
ozelliklerinin farkli oldugunu goéstermistir (112). Farkli santrifiij cihazlarinda ayni devirde
santrifiij yapilsa bile kanin bulundugu tiipe uygulanan ¢ekim kuvveti farkli olacagindan

ayn1 Ozellikte PRF elde edilmeyebilir. Bu nedenle hangi cihazda PRF hazirlanacaksa,
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santrifiij siliresi ve devir sayis1 o cihazi {ireten firmanin kullanim talimatlar1 g6z oniinde

bulundurularak ayarlanmasi gerektigi belirtilmistir (10).

Giliniimiize kadar PRF iiretmek i¢in, farkli RCF degerlerinde, farkli tiip rotor arasi
mesafesi ve agisi, rotor yarigapt olan bircok santrifiij cihazi piyasaya siiriildii. Tim bu
cihaz ozellikleri, PRF’nin ‘biyolojik imzas1’ olarak adlandirilan, elde edilen son halinin

biyolojik 6zelliklerinin anlasilmasinda 6nemli rol oynar.

Dohan ve ark. (112), dort farkli santrifiij cihazinda [orijinal L-PRF santrifijl
IntraSpin™ (Intra-Lock International, Boca-Raton, FL, USA); A-PRF 12 santrifuju
(Advanced PRF, Process for PRF, Nice, France; LW - UPD8 (LW Scientific,
Lawrenceville, GA, USA) Salvin 1310 santrifiju (Salvin Dental Specialties, Charlotte,
NC, USA)] L-PRF Ureterek, cihazlarin mekanik vibrasyonunun ve santriflij 6zelliklerinin,
uretilen L-PRF piht1 ve membranlarinin hiicre ve fibrin yapisi iizerine etkisini incelemeyi
amagladiklar1 ¢alismalarinda (2018), ayn1 zamanda santrifiijiin 6zelliklerinden bagimsiz
olarak PRF’nin biyolojik ozelliklerini etkileyebilecek parametreleri arastirmislardir.
Standardizasyonu saglamak amaciyla her cihaz 400 g RCF ayarma getirildigi i¢cin, RPM
degerleri cihazlara gore degiskenlik gostermistir. PRF pihti iiretmek igin Ornekler, 12
dakika boyunca santrifiij edilmis. Bu makalede, tek CE ve FDA onayl cihaz olan Intra-
Spin cihazini, orijinal L-PRF iiretilen santrifiij cihaz1 olarak tanimlamislar ve istenmeyen
titresimlerin seviyesinin tiim hizlarda diger santrifiij cihazlarina gore 4.5 ile 6 kat daha
diisiik oldugunu dlgmiislerdir. Boylece bu cihazin bugiine kadarki en stabil santrifiij cihazi
oldugu sonucuna varmislar. A-PRF, LW ve Salvin santrifdjlerinin, orijinal L-PRF™ pihti
ve membranlarinin iiretimi i¢in uygun olmadigini, bu cihazlarin vibrasyonlar1 esik
degerden daha fazla oldugu igin, iiretilen PRF pihtilarinin da Kalitesiz, zarar gormiis hiicre
igerigine sahip oldugunu ifade etmisler ve bu cihazlarla elde edilen biyomateryallerin ‘L-
PRF benzeri materyal’ olarak tanimlanmalar1 gerektigini vurgulamislar. Protokolleri
gelistirecek, literatiire gececek caligmalarda, arastirmacilarin da bu cihazi standart kabul
etmeleri gerektigini dile getirmislerdir. Farkli cihazlarda {iretilen pihtilar membran haline
getirilip uzunluk, kalinlik ve agirlik bakimindan incelendiginde Intraspin ve Salvin
gruplariin birbirine yakin degerlere, diger gruplarla kiyaslandiginda ise daha biiyiik
degerlere sahip oldugu goriilmiis. Elektron mikroskobu gériintiilerinde, orijinal L-PRF™
membraninin iyi polimerize, yogun bir fibrin aga sahip oldugunu ve igerisinde ¢ok sayida

hiicre popillasyonunu barindirdigini; A-PRF, Salvin ve LW ile Uretilen PRF benzeri

69



membranlarinin ise, daha ince ve daha diizensiz bir fibrin aga sahip olduklarin1 ve
icerisinde kiigiilmiis ve zarar gérmiis goriinen hiicrelerin varligini gostermisler. Salinimi
test edilen t¢ biiylime faktorinin (TGFB-1, PDGF-AB ve VEGF) tum deneysel
zamanlarinda orijinal L-PRF™ membranlarindan yavas bir sekilde saliminin,

A-PRF membranlarindan salinimindan anlamli olarak daha fazla oldugunu belirtmisler. 9
ml kan ile Uretilen orijinal L-PRF™ pihtilart ve membranlari, 10 mL kan ile iiretilen A-
PRF pihtilar1 ve membranlarindan her zaman 6nemli 6lcilide daha blylk oldugunu ve A-
PRF membranlar1 3 giinden kisa bir siire sonra in vitro olarak ¢6zinmeye/erimeye
baslarken,

L-PRF™ membranlarinin en az 7 giin boyunca iyi durumda kaldigimi gézlemlemisler. Bu
sebeple A-PRF firetilirken fibrin pihtinin daha fazla polimerize hale gelmesi igin
protokoliinde santrifiij siiresinin uzatilmasi gerektigini savunmaislar (toplamda 14 dk olacak
sekilde). Bu calismayla, santrifij Ozelliklerinin, L-PRF pihtisinin yapisin1 ve hiicre
icerigini dogrudan etkiledigi sonucuna varilmistir. Calismamizda da Dohan ve ark. nin
(2018) bu ¢aligmalarinda yaptig1 gibi, iki farkli santrifuj cihazinda RCF degeri esit, sabit
(4009) tutuldu. Calismada kullanilan santrifiij cihazlarinin vibrasyon yapmadigindan emin

olunduktan sonra drneklerin santrifiijiine baglanmaistir.

Literatiirde baz1 arastirmacilarin santrifiij parametrelerini sabit tutmayarak (farkli g
kuvveti, farkl: siireler, farkl1 devir sayilarinda) farkli cihazlarda elde ettikleri PRF pihtilarin

bliytime faktor salinimlarini karsilastirdiklar ¢alismalar da mevcuttur.

Miron ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada (161), 3 farkli ticari markanin santrifiij cihazinda
[IntraSpin™ (IntraLock, Boca Raton, FL, USA), Duo Quattro (Process for PRF, Nice,
France) ve Salvin (Salvin Dental, Charlotte, NC, USA)], 3 farkl tiiple, farkli protokollerde
PRF hazirlamiglar. Cihazlarin her birinde farkli RCF ayarinda (L-PRF protokoliinde 700 g
RCF ve 400 g RCF, 12 dk.; A-PRF+ protokoliinde 200 g RCF ve 130 g RCF, 8 dk) hem L-
PRF hem de A-PRF pihtist iiretilmis. Yiiksek ve diisik g kuvvetindeki protokollerle elde
edilen bu pihtilart hiicre sayilari, biiyiime faktorii salinimi, morfolojik farkliliklar ve pihti
biiyiikleri (agirlik, uzunluk / genislik) agisindan karsilastirmislar. Esit g kuvveti ve esit
strelerde fakat diisiik santrifiij hizinda uygulanan protokollerle iiretilen pihtilarin, cihaz
farkliligindan bagimsiz olarak, igerisinde diizgiin dagilmis halde daha fazla miktarlarda
trombosit ve I0kosit bulunduran, 10 giin siireyle daha fazla biiylime faktorii salinimi

yapabilen, boyut olarak da daha kii¢iikk pihtilar oldugu goriilmiis. Duo Quattro
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santrifiijiinde Uretilen pihtilar diger cihazlarda iiretilen pihtilara gore her zaman daha biiyiik
boyutlarda ve agirlikta elde edilmis. Santrifiij hizinin fibrin ag yapisini ve biliylime faktorii
salmim tizerine etkisini incelediklerinde ise; Dohan ve ark.’nin (2018) aksine yiksek
santrifij hizinda tretilen pihtilar1 elektron mikroskobunda degerlendirdiklerinde daha
yogun fibrin agina sahip oldugu ve zaman gectikce biiyiime faktorleri salinim miktarlarinin
azaldig1 sonucuna varmiglardir. Diisiik santrifiij hizinda {iretilen pihtilarin ise biiyiime
faktorl salimimlarinin zamanla artis gosterdigini fakat bunun cihazlardan bagimsiz bir

sekilde meydana geldigini ifade etmislerdir.

Elde edilen PRF 6rneklerinin fibrin yapisinin mikroskobik olarak karsilastirilmamasi

bu caligmanin limitasyonlari arasindadir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, santrifiij hizi ve siiresinde yapilan degisiklikler
sonucu ortaya c¢ikan diisiik hizla santrifiijleme konsepti (LSCC) olarak bilinen
protokollerde, daha yiiksek konsantrasyonlarda biiylime faktorii salindigi gosterilmistir
(114,115). Bu konseptin gelistirilmesi, A-PRF ve |-PRF hazirlama protokollerinin

gelistirilmesi i¢in zemin hazirlamistir.

2014 yilinda, L-PRF™’nin o&zelliklerini gelistirmek igin standart santrifij
protokolunin (2700rpm, 12 dk.) modifiye edilmesiyle 1500 rpm ve 14 dakikada (Uretilen
fibrin pihtistna A-PRF adi verilmis ve yapilan ¢alismalar A-PRF binyesinde bulunan
trombositlerin sayilarimin arttigi gosterilmistir (113). Ghanaati ve ark. (2014), yuksek
santrifiij hizlarinin, santrifiij sirasinda tiip igerisindeki hiicreleri tiipiin tabanina dogru
itmesine neden oldugunu belirterek, yavas santrifiij hizlarinda elde edilen PRF matriksinin
icinde daha fazla konsantre hiicre igerigi ve bilylime faktorleri bulundugu sonucuna
varmiglardir. Choukroun ve ark. (2018) da, RCF degerinin diisiiriilmesinin, trombosit,
16kosit sayisinda ve VEGF, TGF-R1, EGF gibi temel blyume faktorlerinin

konsantrasyonlarinda 6énemli bir artisa yol agtigin1 gostermistir (171).

A-PRF’nin kirmizi kan hiicresi fraksiyonuna bakan distal ucunda bulunan yogun
fibrin yapisinin iginde trombosit ve lokositlerin, sayica fazla ve homojen olmayan bir
sekilde dagilmis halde bulundugunu gostermislerdir. Bu hiicrelerin sayica yiiksek
olmasmmin pihtt icerisinde ve konakta bulunan makrofajlarin farklilagmasim

etkileyebilecegi diistiniilmiistiir (113). Dohan ise diisiik devirli protokollerin
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uygulanmasinin kan komponentlerinin ayrigtirmasini ve ldkositlerin aktivasyonu ig¢in
yetersiz oldugunu vurgulamaktadir (112). Fakat Ghanaati ve ark.’nin yaptiklari ¢alismanin
sonucuna benzer sekilde, Kubesch ve ark. (172) da calismalarinda, diisiik santrifiijleme
hizlarinda elde edilen PRF bazli matrikslerin sahip oldugu fibrin yapi igerisine, hicrelerin
daha kolay nufuz etmeleri sayesinde daha hizli revaskiilarizasyon gergeklestigi
gosterilmistir.

Kobayashi ve ark., PRP, L-PRF, ve A-PRF igerigindeki 7 farkli biiyiime faktoriiniin
(PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, TGFB1, VEGF, EGF, ve IGF) 15. dk, 60. dk, 8. sa, 1.
gun, 3. gun, ve 10. gunlerde in vitro salinimlarini karsilastirdiklar1 ¢alismada (114); erken
donemde (15-60 dk sonrasina kadar) , PRP nin L-PRF ve A-PRF ye oranla daha fazla
saliim yaptigini, A-PRF’nin ise 10. giine kadar toplamda diger gruplara oranla kademeli
olarak daha yavas fakat daha fazla miktarda salinim yaptigini belirtmislerdir. Ayrica, A-
PRF'nin L-PRF'ye kiyasla daha fazla miktarda progenitor hiicre ve trombosit i¢erdigi i¢in
daha fazla buyime faktorii salinimi yaptigi ifade edilmis ve klinik uygulamalar igin daha

avantajli olabilecegi vurgulanmstir.

Kobayashi ve ark. yaptiklart bir sonraki ¢aligsmalarinda, diisiik hizla santrifiijleme
konsepti kapsaminda, A-PRF’in bir baska modifikasyonu olan 1300 rpm ve 8 dakikada
hazirladiklart A-PRF+ protokoliinii tanitarak, santrifiij hizin1 ve siiresini azalttiklar1 bu
protokolde elde ettikleri A-PRF+ ’in A-PRF ve L-PRF ’ e gore 10.giine kadar toplamda
daha fazla biiylime faktorii salinimi yaptigini gostermislerdir (115). Arastirmacilar bu
calismada farkli protokolerle elde ettikleri PRF’leri ayn1 cihazda elde ettikleri i¢in Pinto ve
ark. tarafindan, L-PRF’i orijinal santrifiij cihazinda elde etmedikleri sdylenerek
elestirilmiglerdir. Farkli bir cihazda tliretmek s6z kousu oldugunda ise istenilen rolatif g
kuvveti degerinde devir sayisint belirlerken santrifiijiin rotor ¢ap1 ve angulasyonu gibi
ozelliklerinin g6z oniinde bulundurulmas: gerektigini, aksi takdirde orjinalinden farkli bir
tirtin elde edilecegini ifade etmislerdir (128). Dohan ve ark. (2017), dis hekimliginin birgok
alaninda kullanilan bir biyomateryal olan L-PRF’in biyomedikal cihaz ve malzemelerinin
yasal lisanslara (CE ve FDA onay1) sahip olmasi gerektigini ve bu lisanslara sahip tek
sistemin su an IntraSpin™ sistemi oldugunu belirtmislerdir. Pubmed’de bulunan birgok
bilimsel makalenin aslinda yasal lisanslar1 olmayan iiriinleri arastirmis oldugunu ve bu
makalelelerin de okuyucularin dikkatini ¢ekmek icin dergilerin giivenilirligini
kullandiklarini iddia etmislerdir. Dental implantlar konusundaki gibi bu biyomateryalin de

ulusal saglik kurumlari tarafindan ciddiyetle kontrol edilmesiyle ¢ogu cihaz ve malzemenin
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pazardan cekilmesi gerektigini, drnegin yakin zamanda A-PRF sisteminin diisiik kaliteli
cihaz ve tlpleriyle herhangi bir diizenleme izni, CE belgesi, FDA onay1 olmadan
Kobayashi ve ark. tarafindan glindeme getirilmesinin klinisyenler i¢in kafa karisikligi
yarattigini ifade etmislerdir. Orijinal cihaz ve malzemelerin degistirilmesiyle elde edilen
biyomateryallerin orjinalinden farkli ozelliklere sahip olacagini, literatiirde orijinal
methoda karsilik kafa karistiran ve tekrarlanmayan klinik souncglara yol acacagini 1srarla
belirterek, Ttrettikleri IntraSpin™ sistemin standardizasyonunu bozarak elde edilen

malzemelerin bilimsel degerinin olmadigini iddia etmislerdir (129).

Kobayashi ve ark.’nin buldugu sonuglar1 destekler nitelikte ¢alisma yayinlayan El
Bagdadi ve ark. da calismalarinda , diisik hizla santrifiijleme konseptini (LSCC)
kanitlamak amaciyla , li¢ farkli protokolle hazirlanan PRF pihtilarinda ( L-PRF, A-PRF, A-
PRF+) trombositlerin dagilimmi ve biliylime faktéri (VEGF, TGF-B1, ve EGF )
salmimlarini karsilastirmiglardir (173). Arastirmacilar L-PRF’1, 2400 rpm de 12 dk, 708 g;
A-PRF’i, 1300 rpm de 14 dk, 208 g; A-PRF+’ i, 1300 rpm de 8 dk, 208 g protokoliinde,
Kobayashi ve ark gibi yine aymi santrifiij cihazinda ve ayni hazirlama kitleriyle
hazirlamigtir. Bu protokollerle elde edilen PRF pihtilariin biiyiime faktorii salinimlari,
6.sa, 24.sa, 48.sa, 72.sa, 7.gln ve 10.gilin deney periyotlarinda ELISA yontemi kullanilarak
Ol¢lilmiistiir. Pihtilardan salgilanan VEGF miktarinin 10 giin sonunda A-PRF+ grubundaki
toplam salinim miktarinin da diger gruplara gore onemli Olgiide daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Salgilanan TGF-B1 miktar incelendiginde tiim gruplarda erken dénemde (6-
72 saat) artig goriilmiisken, ge¢ donemde gruplar arasi farkliliklar gézlenmistir. 10 gin
sonunda, A-PRF ve A-PRF+, L-PRF ile karsilastirildiginda anlamli derecede daha yiiksek
(p <0,0001) ¢ikmistir ancak A-PRF ile A-PRF+ karsilastirildiginda ise gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi saptanmistir (173). Tim PRF gruplarindan
elde edilen biiyiime faktorlerinin uzun siireli, siirekli ve yavas saliniminin, hiicre gociini ve
hiicre c¢ogalmasin1 destekleyip yara iyilesme silirecinde avantajlar saglayabilecegi

belirtilmistir. (173).

Calismamizda kontrol grubundaki sonuglarimizi literatlirdeki L-PRF™ verileriyle
karsilastirabilmek igin, L-PRF™ elde ederken orijinal santrifiij cihazi ve hazirlama kiti
tercih edildi. Kontrol grubunda kullanilmak {izere, arastirmalarimiza gdre rotor ¢api ve
acist L-PRF™’nin orijinal santrifiij cihazi IntraSpin™‘e benzer Gzellikte olan santrifij

cihaz1 (Hettich Mikro 22 R, Tuttlingen, Almanya) secilmistir. Santrifiij cihazlarini
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karsilastirmak igin tiiplere etkiyen rolatif santrifiij kuvveti (RCF) degeri kullanildig1 igin
kontrol grubunda kullanilan santrifiij cihazinin RCF degeri, IntraSpin™ cihazinin kullanim

talimatlarinda yazan deger (400 g) ile ayni1 olacak sekilde ayarlandi.

PRF’in tanitilmasindan sonra 2017 yilinda Joseph Choukroun’un da aralarinda
bulundugu Miron ve ark. (174), yaptiklar1 ¢alismada PRF’nin yapisini gelistirmek ve
rejeneratif postansiyelini artirmak amaciyla gelistirdikleri enjekte edilebilir PRF (I-PRF)’i
ve elde etme yontemini tanitmislardir. Bu protokolde, standart PRF protokoliine gore
santriflj parametreleri degistirilmis, antikoagiilansiz tiipteki kan 6rnegi 700 rpm’de 3 dk
(60 g) santriflij edilerek I-PRF elde edilmistir. Bu protokolde RCF degerini, santrifij
sliresini azaltarak Iokositlerin tutunabilmesi, bliytime faktorlerinin daha kolay salinabilmesi
amaciyla daha g6zenekli bir fibrin yapisi iretilebilecegini belirtmislerdir. RCF degerinin
azaltilmasiyla, fibrin iginde sadece hiicresel dagilimin degil, ayn1 zamanda, I0kosit ve
trombositlerin sayilarinin da arttig1 ifade edilmistir. (174). Yiksek santrifiij hizlariyla elde
edilen diger PRF formiilasyonlarina gore igeriginde, biiylime faktorii salinimi yapan daha

fazla rejeneratif hiicre varligindan bahsedilmistir.

PRP ve PRF iireimi sirasinda tiiplere etkiyen yiiksek santrifiij kuvvetlerinin, hiicresel
igerigi tiiplerin icinde en iist katmandan en alt katmana dogru yonlendirdigi bilinmektedir
(175). Bu I-PRF formiilasyonunda g kuvvetinin azaltilmasiyla 16kosit sayisindaki toplam
artigin en st katmanda olacagi varsayilmistir (113). I-PRF formiilasyonu tek basina veya
farkl1 biyomateryallerle (partikiiler kemik greftleriyle) birlestirilerek kullanildigi igin

klinisyenlere kullanim kolaylig1 saglamaktadir.

Wend ve ark. (176), RCF'nin (goreceli santriflj kuvveti),’nin igerigindeki hcre
tipleri sayis1 ve buylme faktori (PDGF-BB, VEGF, EGF, TGF-1) salimi Uzerindeki
etkisini incelemek istedikleri ¢alismalarinda, farkli santrifij hizlar1 fakat aynmi santrifdj
streleri kullanarak, 60-966 g RCF araliginda I-PRF iiretmislerdir. Bu ¢alismada santrifiij
stiresi sabit tutulmus (3 dk.), optimum RCF degerleri arastirilmistir. 10’ar ml hacimli
tiplere (i-PRF, Process for PRF, Nice, France) yaslar1 20-60 arasinda degisen 3 goniilliiden
aliman Ornekler, santrifiij edilmis (Duo Centrifuge, Process for PRF, Nice, France).
Yiksek RCF grubu: 2800 rpm de 3 dk. boyunca 966 g ayarinda, orta RCF grubu: 1400 rpm
de 3 dk. boyunca 241 g ayarinda, diisiik RCF grubu ise: 700 rpm de 3 dk boyunca 60 g

ayarinda santrifiij edilmis. Santrifiijden sonra enjektorlerle toplanan I-PRF, biyiime
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faktorii ve sitokin miktarlar1 agisindan incelenmistir. VEGF, TGF-f1 ve EGF salinimi,
diisiik RCF gruplarinda diger gruplara gore daha yiiksek degerler gostermistir. Lokosit,
lenfosit ve notrofil graniilosit sayilari, diisiik RCF grubunda anlamli derecede daha yiiksek
oldugu bulunmustur. PDGF-BB salinimi, diisiik ve orta degerli RCF gruplarinda, yiiksek
RCF degerli grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek degerler gosterirken (p <0,05),
diisiik ve orta RCF gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamuistir.
Ozet olarak, elde edilen bulgular RCF'nin azaltilmasiyla elde edilen I-PRF’te, daha yiiksek
bir biiyiime faktorii salinimi ve inflamatuar hiicre sayis1 artisi oldugunu gostererek, diisiik

hizla santrifiijleme konseptinin (LSCC) etkinligini desteklemistir.

Bu baglamda, ozellikle LSCC ye gore hazirlanan I-PRF bazli matriksler, blyiume
faktorii rezervuari olarak kabul edilmis, uygulandiklar1 bolgede yonlendirilmis kemik ve

doku rejenerasyonu potansiyelini arttirdiklart gosterilmistir (113,171,173)

Miron ve ark. (2017)’nin yapmis oldugu c¢alismalarinda, PRF nin enjekte edilebilir,
likit formu olarak da adlandirabilecegimiz I-PRF’nin ve PRP’nin karsilastirmali olarak
biiyiime faktdrii salmimlart incelenmistir (119). Orneklerin salmim yaptiklar1 biiyiime
faktorlerinin konsantrasyonlari, 15. dakika, 60. dakika., 8. saat, 1. giin ve 10. giinlerde
(PDGFAA, PDGF-AB, PDGF-BB, TGF-B1, VEGF, EGF ve IGF-1) olculup
karsilastirilmistir. Calismanin sonuglarina gore, 15. dakika sonunda PRP’deki tim biylme
faktorleri 1-PRF ile karsilastirildiginda belirgin olarak yiiksek oranda salindig;
baslangictan 8. Saat sonrasina kadar [-PRF’teki biiyiime faktorlerinin saliniminin zamana
bagl artig gosterdigi; 10. glin sonuna kadar I-PRF'den salinan PDGF-AA, PDGF-AB, EGF
ve IGF-1'in, PRP'ye kiyasla daha yiiksek oranda salindigin1 fakat PDGF-BB, VEGF ve
TGF-B1'in toplam salinim degerinin PRP'de, I-PRF'ye kiyasla anlamli derecede daha
yuksek oldugu ifade edilmistir.

PRP ve PRF Uretimi sirasinda tiiplere etkiyen yiiksek santrifiij kuvvetlerinin, hiicresel
icerigi tiiplerin i¢inde en iist katmandan en alt katmana dogru yonlendirdigi bilinmektedir
(175). Bu I-PRF formiilasyonunda g kuvvetinin azaltilmasiyla 16kosit sayisindaki toplam
artigin en st katmanda olacagi varsayillmistir (113). I-PRF formiilasyonu tek basina veya
farkl1 biyomateryallerle (partikiiler kemik greftleriyle) birlestirilerek kullanildigr igin

klinisyenlere kullanim kolaylig1 saglamaktadir.
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Biiytime faktorlerinin pihtt veya membran disinda siipernatan serumda bulunup
bulunmadigi da aragtirmacilar tarafindan merak konusu olmustur. Su ve ark. (2009) nin
yaptiklar1 in vitro bir ¢alismada (84), PRF ve supernatant serum igerigindeki biiyiime
faktorleri (TGF-B1, PDGF-AB, VEGF, IGF-1 ve EGF) konsantrasyonlar1 farkli zaman
araliklarinda ol¢lilmiis. Supernatant serumda 5 giinliik ¢aligma periyodu siiresince biiyiime
faktorli saliniminin stabil oldugunu, santrifiij dncesi de IGF-1’in zaten plazmada yiiksek
oranda bulunmasi nedeniyle trombositlerin aktivasyonu ve PRF’den salinim sonucunda
miktarinin artmadigi belirtilmistir. Zaten 6nceki yillarda Dohan ve ark. (2006), IGF-1 in
santrifiij isleminin ilk asamalarinda da tiipiin iist kisminda, siipernatant serumda yiiksek
konsatrasyonlarda bulundugunu agiklamiglar ve bunun nedeni olarak 1GF-1’in dolasimda
bulunan temel bir molekiil olmasimn1 gostermislerdir (21). Su ve ark. bu ¢alismada, biiylime
faktorii saliminin ilk dakikalarda basladigini ve bu nedenle basarili klinik sonuglar i¢in,
PRF membranlarinin elde edildikten sonra miimkiin olabilecek en hizli sekilde
kullanilmast gerektigi sonucuna varmistir. Kan orneklerinin santrifiijiiyle elde edilen {ist
tabakadaki stipernatant serumun da bir PRF fraksiyonu olup biyume faktorlerince zengin
oldugunu, cerrahi islemler sirasinda kemik greftleriyle karistirilip cerrahi sahaya

uygulanabilecegini gostermislerdir.

Kobayashi ve ark. hangi protokollerle ve ticari kitlerle elde edilen PRF nin daha fazla
bliyime faktorii salgiladigi tartigmalarina farkli bir bakis agis1 getirmis. Bu konu
kapsaminda, biiylime faktorii saliniminin dokular {izerine zarar1 olmayacak optimal
miktarinin  arastirilmast  gerektigini  sOylemislerdir. Ohshima ve ark. yaptiklar
caligmalarda, TGF- ve VEGF’ nin de dahil oldugu bazi biiyiime faktorlerinin sadece doku
rejenerasyonunu destekleme kabiliyetine sahip olmadiklarini, ayn1 zamanda periodontitis
gibi patolojilerin bulundugu durumlarda doku degredasyonunda da rol alabilecegini
belirtmislerdir (177,178). Genel olarak, bu biytime faktorlerinin her ikisi de rutin olarak
doku buyumesi, maturasyonu (TGF-B) ve anjiyogenez (VEGF) ile iliskilendirilirken,
bunlarin olumsuz etkiler gosterebilecegi goz ardi edilmemesi gerektigi ifade edilmistir.
Campbell ve ark., PDGF’in yara iyilesmesinde pozitif etkilerinin yanisira, hiicrelerde
metastatik degisikliklere de sebep olabildigini gostermistir (179). Dolayisiyla PRF ve
fraksiyonalarindan salinan optimum biiyiime faktorii konsantrasyonlarini arastiran

aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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8.SONUCLAR

Ayn1 santrifiij parametreleri kullanilarak elde edilen PRF membranlarindan salinan
bluyume faktorlerinin degerlerini karsilagtirdigimiz aragtirmamizin bulgularinin 1s1ginda su
sonuca varilmistir: L-PRF™ ticari markas: kullanilarak elde edilen PRF &rneklerinin,
Hettich Mikro 22R markali santrifiij cihazt ve BD Vacutainer marka kan alma tiipleri ile
elde edilen PRF drneklerine; 1, 24 ve 72 saatteki in vitro transforme edici blylme faktori
B1, vaskiler endotelyal biyume faktorli ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii salinimi

acisindan herhangi bir Gistiinliigii olmadig1 degerlendirilmektedir.
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) Iki farkh sistem ile elde edilmis trombositten zengin fibrin érneklerinin
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GONULLO BILGILENDIRME FORMU:

1. Cahgmanin adi:
Iki farkli sistem ile elde edilmig trombositten zengin fibrin dmeklerinin biylime fakiérlen salinimi agisindan
kargilagtinlmasi

2. Aragtirmacilann adlan, kurumlan ve iletisim numaralan

Or. Or. Uyesi Emre Yaprak

Kocaeli Oniversitesi, Dig Hekimligi Fakultesi, Periodontoloji Anabilim Dah
0262 344 22 22 /5114

Arg. Gor. Dt. Gizem Komarld
Kocaeli Universitesi, Dis Hekimligi Fakiltesi

Prof. Dr. Murat Kasap
Kocaeli Universitesi, Tip FakOltesi

3. Aragtirma amacinin anlagilir ve 6zet agiklamasi:

Bir aragtirma projesine davet edilmektesiniz. Karar vermeden once aragtirmanin neden ve nasil yapilacagim
anlamaniz gok onemlidir. Lutfen biraz zaman ayinn ve agagidaki bilgileri dikkatlice okuyun, isterseniz
bagkalariyla tartigin. Agik olmayan bir bdlum varsa ya da daha ayrintili bilgiye ihtiyag duyuyorsaniz litfen
bizi arayin, Ancak aragtirmaya katilmak isteyip istemediginize karar vermek igin lUtfen biraz disinin,

Bu galiymamizda kandan elde edilen bir Grin olan "Trombositten zengin fibrin (TZF)"in farklh metodlaria
elde edebilmesi sonucu igerigindeki ban yararh unsurlanin nasil etkilendigini incelemek istiyoruz. Bu
kapsamda gonullilerden elde edilen kan &rneklerinden 2 farkh yontem ile TZF ornekleri elde edilip, bazn
bluyume faktorlerinin konsantrasyonlan kiyaslanacaktir,

4. Neden ben segildim?

Sizin bu ¢aliymaya gonullu olarak dahil edilme sebebiniz; hali hazirda sigara kullanmiyor olmansz, sistemik
bir saglk sorununuzun olmamas: ve son bir ay icerisinde herhangi bir ilag almamis olmanizdir. Calismanin
sizinle beraber toplam 50 gonulliden olugmasi planlanmaktadir.

S. Aragtirmaya katilmak / bir kez katildiktan sonra sonuna kadar devam etmek zorunda miyim?

Bu galiyma takip gerektiren bir ¢aliyma degildir. Tek seferde gerekli islemler tamamlanacaktir. Bunun
diginda ileriye donuk olarak sizden herhangi bir yey talep edilmeyecektir. Aragtirmaya katilmayr kabul etmez
iseniz herhangi bir hak kaybina maruz kalmayacaksiniz.

6. Katilmay: kabul edersem bana ne yapilacak?

Size ait olan yay, cinsiyet, meslek gibi bilgiler ve sistemik saglik durumunuz ile ilgili veriler kaydedildikten
sonra, kolunuzdan toplam 2 tip (2x10 ml) kan alacagiz. Kan orneklerinden 2 farkli yontem ile TZF orrek eri
elde edilip, bazn buyume faktorlerinin konsantrasyonlari ELISA yontemi ile tespit edilecektir, Butun bu

K0 Girigimsel Olmayan KLk Arastrmalar icin Aycinlatimss Onam Formu e e
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islemler tek bir seferde tamamlanacaktir, Butiin bu islemler yalnizca bu ¢alisma amaciyla yapilacak olup,
tedavileriniz ile herhangi bir ilgisi yoktur. Sonrasinda sizden herhangi bir talebimiz olmayacaktr.

7. Aragtirmaya katilmanin olasi dezavantajlan ve riskleri nelerdir?

Aragtirma kapsaminda kolunuzdan kan alimi yapilacaktir. Bu durum agn esigi digik bireylerde konforsuz
olabilmektedir. Baz1 durumlarda damarin yirtilmasi ile cilt altina bir miktar kan gikisi ve kolunuzun buna
bagh olarak morarmasi s6z konusu olabilir. Herhangi bir olumsuz durumda size bilgi verilecektir

8. Arastirmaya katimanin olasi yararlan nelerdir?

Aragtirmaya katlmanin size hemen donecek bir faydas: bulunmamakla beraber, aragtirma sonuglarimizin

gelecekteki hastalara, kuruma, topluma veya bilime TZF'nin hazirlamigindaki metodolojik Ustunluklerin
aydinlatiimasi noktasinda faydalarinin olacag umulmaktadir,

9. Aragtirma masraflari: Aragtirma amagli sizden veya bagli oldugunuz sosyal guvenlik kurumundan ucret
talep edilmeyecektir. Gerekli malzemeler ve laboratuar giderleri aragtirmacilar tarafindan kargilanacaktir.

10. Aragtirmada ters giden bir sey olursa?

Bu galiyma kapsaminda olugabilecek en biyik risk, kolunuzdan kan alinirken ortaya gikabilecek zararlardir,

Herhangi bir zarar durumunda size tazminat ddemeyi taahhit etmiyoruz. Caligmaya katilip katimama
noktasinda kararinizi buna gore veriniz.

11. Kimlik bilgilerim ve elde edilen verilerin gizliligi nasil saglanacak?

Gizlilik: Formda aragtirma siresince elde edilen tum bilgilerin ve kigisel detaylarin gizli kalacak olup, gizlil ik
kod numarasi kullanimi ile saglanacaktir.

Bilgilere girig: Genellikle verilere girig yalnizca yurutucu Dr. Emre YAPRAK tarafindan gergeklegtirilecektir,
Bagka hig kimse sizin kimlik bilgilerinize ulasamayacaktir.

12. Aragtirma sonunda bana bilgi verilecek mi?
Eger arzu ederseniz, aragtirma sonunda sonuglar hakkinda sizi bilgilendirebiliriz.

13. Aragtirma sonuglarina ne olacak?

Aragtirma sonuglann uluslararasi/ulusal bilimsel toplantilarda sunu ve uluslararas: bilimsel dergilerde
makale olarak yayinlamasi planlanmaktadir. Her tur yayinda ve sunuda size ait kisisel bilgilerinin

yayinlanmayacagl konusunda size garanti veriyoruz. Elde edilen bilisel veriler gerekli gorulur ise bagka
aragtirmalarda kullanilabilir.

Daha aynintili bilgi igin,

Yrd. Dog. Dr. Emre Yaprak

Kocaeli Universitesi, Dig Hekimligi Fakultesi, Periodontoloji Anabilim Dali
02623442222 /5114

| KU Ginigimsel Olmayan Klink Aragtirmalar igin Aydinlatilrng Onam Formu
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14, Tegekkir:
Aragtirmaniza katldiginiz igin tesekkir ederiz.

15. IAEK onay:

IAEK tarafindan onaylandiktan sonra bilgilendirme formlarimin  “GIRISIMSEL OLMAYAN  KLINIK

ARASTIRMALAR ETIK KURULU" tarafindan onaylandi@i belirtilmeli ve antetli kagida karar numarasi ile
basilmalidir.

16. Sikdyet igin bagvuru adresi:

Aragtirmaya katihminizla ilgili herhangi bir gikdyetiniz varsa Kurula Etik Kurul raportoru Yrd. Dog. Dr. Aslihan

Akpinar (Tel: 02623037450) vasitasiyla ulagabilirsiniz. Her tur gikayetiniz gizlilikle degerlendirilecek,
arastinlacak ve sonug hakkinda tarafiniza bilgi verilecektir,

KU Girigimsel Olmayan Kiink Aragtrmalar igin Aydinlatiimig Onam Formu
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(Arastirmaci niishasi ve Katiimei niishasi olmak uizere iki niisha halinde basilmali ve imzal) arastirmac
niishasi saklanmalidir. Gerekli oldugunda Etik Kurul tarafindan onam formlari istenebilir )

Arastirmanin Ads: iki farkh sistem ile elde edilmig trombositten zengin fibrin rneklerinin biiyiime
faktorleri salinimi agisindan karsilagtirilmas:

Evet Hayir W

Gondlla Bilgilendirme Formunu okudunuz mu?

Aragtirma projesi size s6z10 olarak da anlatildi mi?

Size arastirmayla ilgili soru sorma, tartisma firsati tanindi mi?

Sordugunuz tiim sorulara tatmin edici yanitlar alabildiniz mi?

Arastirma hakkinda yeterli bilgi aldiniz mi?

O0go0oooo
O0o0Oo0oo0oo

Herhangi bir zamanda herhangi bir nedenle ya da neden gostermeksizin arastirmadan

cekilme hakkina sahip oldugunuzu anladiniz mi?

Aragtirma sonuglarinin uygun bir yolla yayinlanacagina katiliyor musunuz? | O
Aragtirmada elde edilen biyolojik 6rneklerin madde 6'da belirtilen sartlarda gelecekte de O O
kullaniimasina onay veriyor musunuz?
Yukaridaki sorularin yanitlan size kim tarafindan agiklandi?

Gonilla Aragtirmaci

Imza: Imza:

Adi/ Soyadr: Adi/ Soyadr:

Tarih: Tarih:

. o .wuﬁx'- Kodu :77Rev Taritn / No su ‘-.:!7

KU Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar igin Aydinlatilmis Onam Formu P 1704 2016/KOGOERDY. | 4
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