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OZET

Platelet rich plasma 2 (PRP2) ya da platelet konsantre plazma (PCP); i¢inde bulunan
plateletler sebebiyle biiylime faktorii kokteyli gibi distiniilebilir. PCP/PRP2; ikinci
santrifiij isleminden sonra elde edilen platelet acisindan konsantre edilmis PRP’dir.
Icerisinde cok gesitli ve fazla sayida biiyiime faktorii ihtiva eder. En biiyiik 6zelligi oldukca
kiiciik hacimlerde ¢ok fazla sayilarda trombosit icermesidir. Bu da uygulama kolayligi
saglamakta ve tedavi basarisini arttirmaktadir. Bu sebeple klinik olarak olduk¢a yaygin
kullanilmaktadir. Bu kokteyl, yara iyilesmesini, anjiyogenezisi ve doku yenilemesini tesvik
eder ve hizlandirir. Bununla birlikte, PCP ‘nin terapotik etkileri, kismen optimize edilmis

ve standardize edilmis hazirlama protokollerinin olmamasindan dolayi tartismalidir.

Siradan protokollerle hazirlanan PCP o6rnekleri ¢ogu zaman beyaz kan hiicreleri
icerir (W-PCP). Biz ise ¢alismamizda uyguladigimiz protokollerle igerisinde WBC’ nin ve
RBC’nin en az oranda oldugu en uygun PCP elde etmeyi hedefledik. En iyi protokole
ulasabilmek i¢inde basta bir dizi deneme c¢alismasi yaptik. Yaptigimiz deneme
caligmalarinda ilk 6nce 8 mL hacimli sodyum sitrat igeren jelli tiip kullandik fakat
uyguladigimiz g kuvvetinde jelin gerektigi gibi hareket etmemesi lizerine bu tiipten
vazgecildi. Yine 3 mL hacimli sodyum sitrat igeren baska bir tiip kullandigimiz zaman da
elde edilen plazma hacminin yetersiz olmas1 sebebiyle bu tiipten de vazge¢ildi. En son 5
mL hacimli sodyum sitrat i¢eren tiip kullandik ve elde ettigimiz verilere gore; calismamiz
i¢in her yoniiyle uygun olduguna karar verdik. Birka¢ deneme caligmasi sonrasi, en uygun
protokolii elde ettigimize karar verdigimizde asil ¢aligmamiza gegtik. PCP hazirlama
protokollerini optimize etmek i¢in tam kan (WB) 6rnekleri lizerinde calistik. WB 6rnekleri
icin 5 mL hacminde sodyum sitrath tiipleri, ikinci santrifiij islemi sirasinda ise (PCP elde

etme agamasi) 3 mL hacimli kuru tiipleri kullandik.

Santrifiij protokolleri iki adimda uygulandi; birinci adimda 230xg 10 dakika (PRP
elde edilen kisim) ve ikinci adimda 2000xg 10 dakika (PCP elde edilen kisim). PCP;
2000xg'de PRP'nin santrifiij edilmesiyle plateletlerin ¢oktiiriilmesi sonrasi list plazmanin

yaklasik 9/10” luk kisminin uzaklastirilmas: sonrasi elde edildi. Daha sonra elde edilen



PCP kendi plazmasiyla karigtirilarak ¢oziinmesi saglandi; PCP'deki trombosit sayisi, WB
trombosit dlgiimlerinden yaklagik 20 kat daha fazla bulundu.

Bu sonuglar, maksimum konsantrasyonlarda platelet kaynakli biiylime faktorlerin
hazirlanmasinin optimize edilmesi, gelistirilmesi ve standardize edilmesi konusunda bize

151k tutmaktadir
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ABSTRACT

Platelet rich plasma 2 (PRP2) or platelet concenrated plasma (PCP) can be thought
of as a growth factor cocktail due to the platelets present in it. PCP/PRP2 is the PRP
concentrated platelets obtained after the second centrifugation step. It contains a wide
variety of growth factors. The greatest feature is that platelets are contained in very large
numbers in very small volumes. It provides ease of application and increases treatment
success. For this reason, it is widely used in clinical practise. This cocktail encourages and
accelerates wound healing, angiogenesis and tissue regeneration. However, the therapeutic
efficacy of PCP is controversial due to the lack of optimized and standardized preparation

protocols.

PCP samples prepared using conventional protocols often contain white blood cells
(W-PCP). In our study, we aimed to obtain the most suitable PCP in which the WBC is at
least in order with the protocols we have used. In order to follow the best protocol, we did
a series of trials. In our experiments, we first used a tube containing 8 mL of sodium citrate
and gel, but we could not get the gel move enough with respect to the gravity force, as we
expected, so this tube was abandoned. When we used another tube containing 3 mL
volume of sodium citrate, the plasma volume obtained was inadequate and this tube was
also abandoned. We used a tube containing sodium citrate in the final volume of 5 mL, and
according to our data retrieved; we decided that it was at all the right tube for us to perform
with. After a few trials, we started the original study, as soon as we got the most suitable
protocol for our pupose. We studied on whole blood (WB) specimens to optimize PCP
preparation protocols. We used 5 mL volume sodium citrate tubes for WB samples, and we
used 3 mL volume dry tubes during the second centrifugation process (PCP acquisition

phase).

Centrifugation protocols were performed in two steps; in the first step, 230xg for
10 min (PRP obtained), and in the second step, 2000xg for 10 min (PCP obtained portion).
PCP was achieved by centrifugation at 2000xg for precipitating the platelets of WB and

removal of approximately 9/10 of the supernatant in PRP. And then, the achieved PCP was

Xii



resuspended and resolved by its own plasma; platelet counts in PCP were found

approximately 20-fold higher than the counts in WB.

These results shed light on optimizing, developing and standardizing platelet-

derived growth factors at maximum concentrations.
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1. GIRIS VE AMAC

Saglikli bir insanin kaninda 150.000 /uL ile 400.000 /uL arasinda platelet
bulunmaktadir. Plateletlerin asil gorevi bilindigi {izere hemostazi yani Kanin pihtilasmasini
saglamaktir (1,2). Bunun yaninda plateletler icerisinde ihtiva ettigi ¢ok sayida doku
bliylime faktorleri sebebiyle son zamanlarda tip alaninda oldukg¢a genis bir kullanim
alanma sahiptir (3,4). Bunun sebebi ise plateletlerin igerisinde bulunan ve plateletlerin
parcalanmasiyla agiga c¢ikan biiyiime faktorlerinin  uygulanan bdolgedeki hiicre
yenilenmesini, ¢ogalmasini ve farklilasmasini kat ve kat hizlandirarak iyilesme ve doku
onarimini ayni oranda arttirmasina dayanir (3,5). Bunun yaninda daha arastirilmakta olan

ve hala bilinmeyen bir ¢ok gérevininde oldugu séylenmektedir (3,5,6,7).

Biiyiime faktorleri ve c¢alisma mekanizmasi: Biiyiime faktorleri protein
yapidadirlar ve hiicreler igin bir sinyal gorevi goriirler. Hiicre iizerindeki kendine 6zgii
reseptOrlerine baglanarak hiicrenin DNA sina etki ederler. Boylece hiicreye mitoz boliinme
yoniinde uyar1 gondererek hiicrenin yenilenmesini, boliinmesini ve kollejen sentezini
(protein sentezini) hizlandirirlar (8). Bu uyarilar ve hiicrenin ¢ogalmasi kontrollii bir
sekilde ilerler. Bazi biiyiime faktorlerinin ise bazi dokularda biiyiimeyi hizlandirdig1 bazi
dokularda ise biiylimeyi baskiladigi soylenmektedir. Bu sebeple bu faktorlerin

baskilayicimi yoksa hizlandiricimi oldugu konusunda hala tartismalar vardir (9,10,11).

Plateletler; yara iyilesmesinde, dis cerrahisinde, hasarli eklem ve tendonlarda,
cerrahi doku ameliyatlarinda vb. iyilesmenin hizlandirilmas: istenilen birgok alanda

kullanilabilmektedir (12). Ayrica kollejen dokunun ve epitel dokunun yenilenmesini



hizlandirdig1 igin estetik alanindada son zamanlarda olduk¢a yaygin kullanim alani

bulmustur. Ozeliklede yiiz kirisikliklar ve cilt yaslanmasina kars1 kullanilmaktadir (12,3,6)

Uygulama sekline gelince; Oncelikle PRP 6rnegi icerisinde platelet disindaki
hiicrelerin en aza indirilmesi gerekir. Plateletlerin tam kandan plazma igersine izole edip
kulanilacak platelet sayisini miimkiin oldugunca artirip uygulanacak olan total plazma
hacmini ise en aza indirmemiz gerekmektedir. Yani bi bakima basta eritrositler(RBC)*
lerden miimkiin oldugunca ayristirilmasi gerekmektedir. Ciinkii eritrositler, (6zellikle
yiizde olmak tiizere) uygulanan bolgede morarmalara ve reaksiyonlara sebep
olabilmektedir. Ayrica uygulanacak platelet miktar1 igin total hacmin gereksiz artmasina
sebep olmaktadirlar (13). White blood cell(WBC)’ ler ise plateletler ile ¢ok yakin 6zgiil
agirliga sahip olduklar1 icin plateletlerden ¢ok fazla ayrilamamakta ve genelde yapilan
uygulamalarda plazma igerisinde plateletlerin yaninda WBC’ler de bulunmaktadir. Fakat
uygulanacak plazma igerisinde WBC’lerin fazlaca bulunmasinin uygulanan bdlgede

immun reaksiyonlara yol acabilecegi sdylenmektedir (13).

Bu bilgiler 1s51ginda ¢alismanin amaci; klinik uygulama kolayligi saglamak ve
sonucun verimliligini en iyi hale getirmek igin plateletleri ihtiva eden plazma hacmini en

aza indirmek ve platelet sayisint miimkiin oldugunca arttirmaktir. Bagka bir deyisle en

yogun PCP (platelet consantre plasma)’yr elde etmektir. Ayn1 zamanda, bu ¢alismada
plazma igerisinde RBC’nin yanisira WBC’nin de en az oranda olmasini hedefledik. Ciinkii
oncede bahsettigimiz gibi, igerisinde WBC’nin en az oranda oldugu PCP rahatlikla
viicudun her bélgesine uygulanabilmekte ve olasi bir immun reaksiyon ihtimalini en aza

indirmektedir.

Baz1 klinik uygulamalar PRP-1 (platelet rich plasma)’yi kullanmaktadir; fakat
PRP’nin ikinci kez santrifiij sonrasi elde edilen PRP-2 (PCP olarak da tanimlanir),
uygulama hacmi PRP-1 den daha azdir. Buna karsin, PRP-2’nin igerdigi platelet sayisi
daha fazladir. Bu yiizden ¢ok kiiciik bir bolgeye oldukga fazla sayida platelet uygulamak
istersek PRP-2 daha uygun bir 6rnek olmaktadir (13).

Bu ¢alismayla, igerisinde RBC ve WBC nin en az oranda oldugu saglikli bir PRP-2
(PCP) elde etmek igin; sogutmali santrifiij kullanilmasiyla 21°C’lik sabit sicakligin


https://www.google.com.tr/search?espv=2&biw=1366&bih=638&q=platelet+consantre+plasma&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiJ5Neo0pXTAhWJDZoKHUTbCDsQBQgWKAA

saglandig1 kosullarda, farkli igerikli ve hacimli tiip, ¢esitli santrfiij RCF (Relative
Centrifugal Force, g kuvveti) kuvvetleri ve protokolleri deneyerek en uygun prosediirii

bulmay1 amagladik.



2. GENEL BiLGILER

2.1. TROMBOSITLER (PLATELETLER)

Trombositler (plateletler) 2-5 p ¢apinda 5-7 um? hacminde kemik iliginin en biiyiik
hiicreleri olan megakaryositlerden meydana gelen ve periferik kandaki en kiigiik hiicreler
oldugu i¢in kan pulcuklar1 adi ile de anilan ¢ok fonksiyonlu hiicrelerdir. Kisaca
trombositler igin “’kemik iliginin devleri, periferik kanin ciiceleri’’ diyebiliriz

(14,15,16,17,18).

Bir megakaryositten ortalama 1.500-2.000 (500-4.000) trombosit olusmaktadir.
Trombosit eskiden membran, hyalomer ve granulomer adli ii¢ boliimde incelenirken

morfolojik smiflama artik fizyolojik fonksiyonlarma gore tice ayrilarak incelenmektedir
(14,15,16,17,18).

1. Kabuk (sitoskeleton) ya da Periferik Boliim: Bu boliim plazma membrani ve

acik kanallar sisteminden (OCS, open canalicular system) olusur.

2. Sol-gel Boliimii: Daha merkezde bulunan bu kisim trombosit sitoplazmasi ve

Kontraktil protein olan aktin agindan olusur.

3. Organeller Boliimii: Cesitli trombosit graniilleri, mitokondri, lizozom ve

peroksizomlardan olusur.
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Sekil 1. Plateletlerin  seklinin, organellerinin ve reseptér sinyal araciligi ile trombinle

aktivasyonunun sematik olarak gosterimi

Trombositler i¢inde tiim aminoasidler bulunur. Trombositlerin ¢ekirdegi olmadig:
halde bu aminoasidleri kullanarak protein sentezleyebilirler(14,15,16). Protein sentezinin
mitokondrial niikleik asitler sayesinde gerceklestigi diistiniilmektedir. Trombositlerin
membranlart sialik asidden zengindir. Bu trombosit yilizeyine (-) elektrik yiik
kazandirmaktadir. Yiizeydeki sialik asid nérominidaz gibi enzimlerin etkisiyle azalinca,
negatif yiikte de azalma sonucunda agregasyon baslar (15,16). Damar endotelinde hasar
oldugunda 6nce damar diiz kaslarinda vazokontraksiyon olur ve normalde dolagimda disk
halinde bulunan trombositler biraraya gelerek trombesit tikacin olustururlar; buna primer
hemostaz denilir (14) (Sekil 2,4).
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Sekil 2. Hasar sonrasi plateletlerin tika¢ olugturma ve tamir asamasinin sematik gosterimi



Bu olay endoteldeki zedelenme sonucunda subendotelden agiga c¢ikan adezyon
proteinlerine trombositlerin baglanmasi ile gergeklesir. Trombosit yiizeyinde, adezyon
molekiilleri ailesinden integrinler alt smifina dahil olan, ¢ok sayidaki glikoproteinler
reseptor gorevi gorirler (Tablol) (14). Trombositin GP Ib/IX kompleksi ile subendotel
dokuya baglanmasi sirasinda vVWF koprii gorevi goriir. Once trombositlerde ki kontraktil
sistem aktive olur ve aktin kasilir, psédopodlarini uzatir, bu Sirada hiicre igindeki
organeller ortaya toplanir (14,15,16,17,18,). Bu sirada aktin demetlerinden olusan
psodopodlar daha da uzar. Aktin trombosit agregatlarini stabilize eder ve adezyonu

hizlandirir. Normal trombositler iginde 4 ¢esit graniil bulunur (Sekil 3).

Sitoplazmik
e faktorler

/ Faktér X1
Sitoplazma PDECGF

Dense body .
(&-graniil) o-graniil = Adezyon
proteinler
Fibrinojen
Agonistler Fibronektin
ADP VWF
ATP Trombospodin
Serotonin Vitronektin
Kalsiyum o
: Biyiime
_ Lizozom faktdrleri
* PDGF
= — | TGFB
Lizozom Trombosit
enzimleri faktor 4

Trombospondin

Koagiilasyon

faktorleri
Faktdr W
HMWE
Cl INH
Fibrinojen
Faktdr XI
Protein S
PAI-1

1. Dense (Kaba) graniil: & graniil iglerinde ADP, ATP, serotonin, kalsiyum ve pirofosfat vardir,
2. Alfa graniiller o grandl: Trombosit ve plazmada bulunan bir gok protein igerir.

3. Lizozomlar A grandl: Asit hidrolazlar bulundurur.

4. Mikroperoksizomlar: Peroksidaz aktivitesi igerirler.

Sekil 3.Plateletlerin organel ve graniil icerikleri(14)



Tablo 1. Trombosit graniilleri ve icerikleri

1. Dense Body: ATP, ADP. serotonin, kalsivum, fosfat, guanin nikleotid

2. Alia Graniiller:

a. Enzimler: ool antitripsin
o2 makroglobulin
o antiplasmin
C1-esteraz inhibitord

b. Adezyon proteinleri: Fibrinojen
Fibronektin
VWF
Trombospondin
Vitronektin
GP libllla
P-Selektin

e

Biyime faktdrleri: PDGF (Platelet Derivated Growth Factor)
TGFR (Transforming Growth Factor B)
Epidermal Growth Factor
Endotelial Growth Factor

d. Sitokin benzeri proteinler: IL 1
CD 40 Ligand
PF4 (Trombosit faktar 4)
B-Tromboglobulin (BTG)

e. Koagilasyon faktdrleri: ~ HMWK
Plazminojen
PAI-1
Faktor
Faktor X1
Fibrinojen
Pr. 5
3. Lizozomlar: p Galaktosidaz

B Glukuronidaz

o arabinosid

MN-asetil glukozamidaz

Elastaz

Kollejenaz

Katepsin

Trombositin uyarilmasi sonucunda merkezde toplanan bu graniillerin membranlari,
hiicre membrani ile baglantili acik kanal sistemi ile birlestikten sonra graniil i¢indeki
maddeler ortam disina atilir (Sekil 3). Bu sirada trombosit membranindan arasidonik asit,
hiicre i¢inden de prostaglandin salinimi da gerceklesir. Graniillerden salinim sonrasinda
ag1ga ¢ikan ADP, Ca*?, serotonin, pirofosfat, lizozom ve koagiilan protenlerin etkisi ile
¢ok sayida trombosit hasar bolgesinde toplanir ve aralarinda ¢apraz baglar

olusturur.(14,18)



Bu sirada en aktif molekiil GP Ilbllla adli integrindir. Bu kez koprii gorevini
fibrinojen dstlenir ama vWEF’de reaksiyona katilabilir. Trombositlerin olusturdugu bu
tikag giicli olmadigi i¢in plazmada inaktif sekilde bulunan pihtilasma proteinlerinin
aktiflesmesi  sonucunda olusan fibrinle saglamlasmahdir (17,18). Faktorlerin
aktiflesmesini baslatmak ig¢in gerekli olan trombin ve enzim komplekslerinin toplanmasi
ylizey aktive olmus trombositler tarafindan saglanir. Trombositin bu aktivitesi Trombosit
Faktor III olarak bilinir(14).

Normal
diskoid yapi

Aktivasyonla
sekilde
degisme
kollarinda
uzama

sekilde
degisme

irreversibl
olarak degigim,
kollarda daha
belirgin uzama

Sekil 4. Hasar sonrasi aktive olan plateletlerin baskalasim gegirerek psédopotlar olusturmasi



2.1.1. TROMBOSITLER VE BUYUME FAKTORLERI

Trombositlerde ¢ok sayida biiylime faktorleri oldugundan, PRP, hiicresel ¢ogalma,
kollajen iiretimi, hyaliironik asit {liretimi, epidermal hiicre biiyiimesi, anjiyogenez, vb.

sistemleri harekete gecirerek farkli tipte tedavilerde kullanilabilir.

1-Doniistiiriicii biiyiime faktorii-beta (Transforming Growth Factor-beta
(TGF-B)

2-Temel Fibroblast Biiyiime Faktorii (Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)

3-Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii (Platelet Derived Growth Factor
(PDGFa-b)

4-Epidermal Biiyiime Faktorii (Epidermal Growth Factor (EGF)

5-Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF)

6-Bag Dokusu Biiyiime Faktorii (Connective Tissue Growth Factor (CTGF)

1-Déniistiiriicii  bilyiime faktorii-beta (TGF-B) ;Trombositler, ekstraseliiler
kemik matriksi, kikirdak matriksi, aktive TH1 hiicreleri ve dogal katil hiicreler,
makrofajlar/ monositler ve noétrofillerde bulunurlar. Diferansiye olmayan mezangimal
hiicre ¢ogalmasint uyarir; endotelyal, fibroblastik ve osteoblastik mitogenezi diizenler;
kollagen sentezini ve kollagenaz salgisim1 diizenler; diger biiyiime faktorlerinin
mitogenetik etkilerini diizenler; endotelyal kemotaksis ve anjiyogenezi uyarir; makrofajin

ve lenfositlerin ¢ogalmasini engeller.

2- Temel Fibroblast Biiyiime Faktorii (bFGF) Trombositler, makrofajlar,
mezangimal hiicreler, kondrositler ve osteoblastlarda bulunurlar. Kondrositlerin ve
osteoblastlarin biliylimesini ve farklilasmasini destekler; mezansimal hiicreler, kondrositler

ve osteoblastlar i¢cin mitogenetiktir.

3- Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGFa-b); Trombositler,
osteoblastlar, endotelyal hiicreler, makrofajlar, monositler ve diiz kas hiicrelerinde

bulunurlar. Mezangimal hiicreler ve osteoblastlar ig¢in mitogenetik; fibroblast/glial/
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yumusak kas hiicrelerindeki kemotaksisi ve mitogenezi uyarir; kollagenaz salgilamay1 ve

kollagen sentezini diizenler; makrofaj ve notrofil kemotaksisi uyarir.

4- Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF);Trombositler, makrofajlar ve monositlerde
bulunurlar. Endotelyal kemotaksis/anjiogenezi uyarir; kollagenaz salgilamayi diizenler;

epitelyal/mezansimal mitogenezi uyarir.

5- Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF); Trombositler ve endotelyal
hiicrelerde bulunurlar. Anjiyogenez ve damar gegirgenligini artirir, endotelyal hiicrelerde

mitogenezi uyarir.

6- Bag Dokusu Biiyiime Faktorii (CTGF) Kemik iligindeki hiicre dis1 ortamdan
endositoz yoluyla olusan trombositlerde bulunurlar. Anjiyogenezi, kikirdagin yeniden

olusumunu, fibrozii ve trombosit adezyonunu destekler.
2.1.2. TROMBOSITLERIN AKTiVE EDIiLMESININ KLINiGE KATKISI

Trombositleri baslica islevi oncede belirtildigi gibi hemostazin saglanmasidir.
Damar duvarinin zedelenmesini takip eden milisaniyeler i¢inde trombositler, agiga ¢ikan
subendotenyal kollajene adhere olurlar.Adezyon ve bir¢ok fizyolojik agonist hiicreyi aktive
ederek bir seri reaksiyonu tetikler.

Trombosit agonistleri, membran iizerinde spesifik reseptorlerine baglanarak
trombositleri uyarirlar. Agonist-reseptor kompleksinin aktive ettigi C proteinler ile sinyal
membran boyunca iletilir. Fosfoditil inositlerin (IP) fosfolipaz C (PLC) enzimi ile hidrolize
ve fosfolipaz A2 <PLA2 > ile arasidonik asit serbestlesmesi, trombositlerin
aktivasyonunda rol oynayan Onemli hiicre i¢i yollardir. Ayrica, son yillarda cesitli
agonistlerin trombositlerde protein tirozin kinaz aktivitesini artirdigini gosterilmistir.
Siklik adenozin monofosfat (c-AMP) ve siklik guanidin monofosfat (cCCMP) trombosit

fonksiyonlarimi baskilamaktir.

ADP, trombin, kollajen, epinefrin, trombosit (platelet) aktive edici faktor
(PAF) gibi 6nemli fizyolojik agonistler kismen farkli yolaklar1 kullanarak trombositleri

aktivite etmektedir.
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Trombositler, aktif olmayan formda kiigiik diiz sekildedir. Fakat aktivasyon ile (6rn
trombin tarafindan), trombositler sekil degistirirler ve psddopodu gelistirirler. Boylece
trombosit agregasyonu ve agik kanalikiil sistemi yoluyla (GF, glycoprotein) graniillerin
salim1 saglanir. Bu nedenle, trombosit aktivasyonu PRP tedavisinin etkisini en iist

diizeye ¢ikarmak icin tavsiye edilir.

. ©
WIF'I Arachido
- nic Acid
exposed Ge nesis o fnfmanct
ial

on pathway)
Bio-

Activator
Adrenaline Vasopressin Calcium
Chioride

Sekil 5.Plateletleri aktive eden baz1 maddeler

Bugiline kadar trombositlerin aktivasyonu kalsiyum Kkloriir, trombin, ADP,
kolajen, peptit vb. gibi kimyasallarin kullanilmasiyla gergeklestirilmistir. Kimyasallar
kullanilarak aktivasyon saglanmasi kanin pihtilagsmasi, alerjik reaksiyon ve siddetli yan

etki risklerini de beraberinde getirmektedir.

Trombositler avantaj olarak basitce eklenen kimyasal agonistlerle aktive edilirken,

bu kimyasal agonistlerden kaynaklanan baz1 dezavantajlar da s6zkonusudur:
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-Kalsiyumun kikirdaga enjekte edildiginde notralize olmasindan dolayr etki
gosterememektedir ve ayrica subkutan yaga enjekte edildiginde deride dokiintii, kizariklik,

ve agr1 goriilebilir.

- Trombin ve kollajen trombiis olusumu i¢in direk uygulanir, bu nedenle enjeksiyon

Oncesi ayrimlari iyi saglanmazsa potansiyel risk faktorii olabilirler.
- Bazi iilkelerde klinik kullanimi yasaktir.

-Tedavinin verimliligi agisindan en ideali fiziksel uyarilmasidir.
2.2. PRP-2/PCP ve TEDAVIDEKI YERI

PRP-2 / PCP 1970’lerin basinda ¢ok bilesimli kan {irtinlerinin bir yan iriinii olarak
gelistirilmistir. Zamanla PRP elde etmekle ilgili teknolojilerdeki gelismeler sonucunda bir

cok bransta yeni bir tedavi segcenegi olarak kullanimi1 artmaktadir.

Bu konudaki yayinlari taradigimizda Otolog trombosit agisindan zengin plazma
(PRP) enjeksiyonu Ilk olarak 1987°de Ferrari ve arkadaslar1 tarafindan agik kalp
ameliyatlarin1 takiben homolog kan iiriinlerinin transfiizyonunu azaltmak amaciyla
kullanilmigtir(19). Bugiin, PRP enjeksiyonlart giivenle spor hekimligi, ortopedi, kozmetik,
fasciomaxillar ve tiiroloji gibi birgok alanda kullanilmaktadir(20). PRP= Platelet rich
plasma (Trombositten Zengin Plazma) anlamina gelir. Son zamanlarda PRP yerine PRP-
2/PCP uygulamarda kullanilmaktadir(13). PRP-2/PCP; PRP’ ninde ilave santrifiis
uygulamalariyla plazma hacmi diisiiriiliip platelet orani arttirilarak elde edilmektedir. Son
teknoloji tirtinleri olan 4. nesil kapali sistem ayirma tiipleri sayesinde hastanin kani, yan
etki riski olmadan alinarak yiiksek diizeyde konsantre edilmekte (PCP) ve biiyiime
faktorleri acisindan zengin trombositler ve WBC ( white blood cell)’ den olusan ¢’Buffy
Coat”’ bir ¢ok klinik bransta 25 den fazla endikasyonda kullanilmaktadir(19,20,12). Ancak
WBC’nin en az oranda oldugu PCP olarak kullanmak istersek buffy coat kismini almadan

tist plazmay1 kullanmamiz gerekmektedir. Bu da ¢alismamizda belirtilmistir.

Kullanim alanlarmin basinda; ortopedik cerrahi, plastik ve rekonstriiktif
cerrahi, kardiyovaskiiler cerrahi, oftalmoloji, yara bakim, dermatoloji ve dental

implant cerrabhisi, vb. alanlar gelmektedir. Giiniimiizde tipta kullanim alanlar1 daha ¢ok
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cerrahi islemlerle ilgilidir. Ortopedik girisimler, dental ve oral girisimler, travmatik cerrahi
islemler (maksillofasiyal cerrahi, spinal cerrahi, kalp by-pass ameliyatlar1 angiyogenez
gerektiren islemler, plastik cerrahideki flep kaydirma ameliyatlar1 (12), makiiler lezyon,
korneal epitelyal defektler gibi. Ozellikle ortopedik ve travmatik cerrahide kemik, Kartilaj
ve doku defektlerinde en fazla gelecek vaad eden teknik olarak goriilmektedir.

Dermatolojide, plastik cerrahi ile birlikte daha ¢ok kronik yara, iilserler (5,3,6) ve
yanitk (21) bakiminda kullanilir. Son yillarda kozmetik dermatoloji alanindada
kullanilmaya baglanmistir. Dermatolojide en sik kullanimalani kronik iilsere yaralardir.
Diger cerrahi girisimlerde oldugu gibi bu yaralarda da daha cok jel formasyonu kullanilir.
Burada plateletten zengin plazmadaki yogun biiyiime faktorlerinin tropik etkisinden,
plateletten zengin jelin (PCP) de yap1 iskelesi fonksiyonundan yararlanir .Burada yer alan
biliylime faktorlerinin hepsi tropik olmayip, bazi alanlarda sadece protektif 6zellikleriyle
basarili olur (22). Calisma sonuglar1 genelde degiskendir ve PRP ile ilgili kontrollii galisma
sayist azdir (23,24,25). Calismalardaki degisik sonuglarin nedeni; kullanilan ekipman,
platelet jeli aktive etmek i¢in kullanilan protokol, hasta ve lezyonun kendine 06zgii
karakteristikleri, kullanilan platelet orani, PCP elde etme protokollerinin farkli olmasi ve

farkli depolama zamanlar1 olabilir.

Ayrica PRP’ye cevapsiz olgularin olmasi kullantmim kisitlar. Cevapsiz olgularin
sebepleri olarak ise yara iyilesme mekanizmasinin kompleksitesi nedeniyle tam
anlagilamamasi ve platelet biyolojisi ve fonksiyonunun tam olarak bilinememesi, PRP ile
yara iyilesmesi ve osteogenez arasindaki iliskinin anlagilmamasi seklindeki
diistiniilmektedir (5).

Normal bir pihtida %93 kirmizi kan, %6 platelet ve %1 ise beyaz kan hiicresi
bulunmaktadir. PRP-PCP bu orani platelet lehine tam tersine ¢evirir. Yani platelet %93,
kirmizi kan %6, beyaz kan hiicresi ise %1°dir (26). ELISA ve immunopresipitasyonla
Olciildiigiinde igeriginde 7 kat artmis TGF-B, 30 kat artmis PDGF ve 10 kat artmigs EGF
(endotel growth factor) goriildiigii calismalar mevcuttur (27). PDGF, hem platelet hem de

makrofajda bulunur. Mezengimal hiicreler i¢in mitojen ve kemoatraktandir. Travma
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bolgesinde revaskiilarizasyona izin verir, kollagen sentezi, kok hiicre ve osteoblast

mitogenezinde rol alir.

PRP-PCP kullaniminin ¢oklu biiyiime faktorii icermesi, otolog olmasi(6zellikle
kendi plazmasiyla islem gordiigli zaman), platelet jel seklinde verildiginde yavas salinima
izin vermesi ve hemen ortamdan geri ¢ekilmemesi ile topikal olarak kullanilan rhPDGFBB
(Recombinant human platelet-derived growth factor BB)’ye istiinliigi vardir. Ayrica
PRP’nin thPDGF-BB’den yar1 émriiniin uzun olmasi, uzun siireli tedavide PRP’nin daha
uygun maliyetli olmasi,yine PRP’nin ihtiyag duyuldugunda hemen hazirlanip tatbik
edilebilmesi gibi rhPDGF-BB kullanimina kars1 tstiinliikleri vardir. Ayrica kronik
yaralarda PDGF’nin ekspresyonunun artmasiyla hiicrelerde malign transformasyon riskinin
arttig1 ve thPDGF-BB’nin 3 tiipten fazla kullaniminin malignite hikayesi olan hastalarda
artmisg mortalite riski ile ilgili olduguna dair 2008’de FDA tarafindan bildirilmis uyari

mevcuttur (28). Bu yiizden bu hastalarda kullanilmasi tavsiye edilmemektedir.

Diger bir biiylime faktorii de TGF-’dir. Platelet vemakrofajda bulunur. Fibroblast,
farklilagmamig kemik iligi hiicreleri, preosteoblastlart uyarir. Remodelizasyon sathasinda
rol alir. Bunun da proosteoblast farklilagsmasi ve osteoblast akiimiilasyonu gibi gorevleri
vardir. VEGF ve EGF; anjiyogenez,bazal membran formasyonu, endotel farklilasmasinda
rol oynar. Bu biiylime faktorleri mezensimal hiicreler {izerindeki reseptore baglanirlar.
Hiicre icine ve hiicre niikleuslarina penetre olmadiklarindan dolay: tiimér formasyonunu
indiiklemezler (29). PRP igerigindeki maddeler konsantrasyon farki nedeniyle basit
difiizyonla tatbik bolgesindeki mikrocevreye yayilir. Verildigi bolgede kalmasi
onemlidir. Jel olarak verildiginde zaten greft materyali tarafindan olusturulan simirlayict
mikrogevre ve yiiksek vizkozitesi nedeni kan dolasimina ge¢mesi ¢ok zordur. AKksi

takdirde istenmeyen yan etkileri olabilir (30).

Doku rejenerasyonu,yeni kapiller olusumu, epitelizasyonun artirilmasinin yaninda
icerdigi az miktar 16kosit ve salgiladig1 16kosit atraktan sinyal proteinleriyle immiin yanita
katkida bulunur. Daha 6nceki ¢alismalarda E. coli,S. aerus, C. albicans ve C. neoformans’a

kars1 antimikrobiyal ve antifungual Ozellikleri gosterilmistir(31,32). PRP ile ilgili
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standardizasyonun az olmasi PRP’nin tam olarak degerlendirilmesini zorlastirir ve bu da

bu yeni teknolojinin hak ettigi degerin tam olarak olusamamasina neden olmaktadir.

2009 yilinda yapilan bir derlemede plasma rich platelet, Medline taramasinda 2016
calisma bulunmus, bunlarin 1878 tanesi derleme ile iligkili bulunmamis, kalan 138
calismadan 99 tanesi derlemeye dahil etme kriterlerine uymadigi i¢in ¢aligmaya alinmamius,
kalan 42 klinik ¢aligmanin ise 20’si randomize kontrollii ¢alisma olarak derlemeye dahil
edilmistir.Bunlarin 11’1 odontoloji, 7’si deri iilserleri, 2’si ise cerrahi yaralarla ilgili

bulunmustur (33).

Bu caligsmalarda dis eti ¢ekilmesinde gelisme goriiliirken kronik periodontitte yarari
goriilmemis. Kronik deri iilserlerinde ¢ok fazla yarar1 goriilememistir (33). Fakat 6zellikle
kronik yaralarda basarili oldugunu gosteren calismalar da vardir. Bu yontemin kronik
yaralarda kullaniminin iyi sonug¢ verebilecegini diisiindiiren sebeplerden bir tanesi de
kronik yara bolgesindeki biiylime faktorleri konsantrasyonlarinin akut yara bolgesindekine
oranla cok diisiik olmasidir. Kronik yara ile akut yara bolgesindeki biiyliime faktorleri
arasindaki farkin sebeplerinden biri de bu bolgedeki bakteriyel ve iltihabi hiicre yiikiiniin
fazla olusu, bu sebeple de proteinazlarla biiyiime faktorlerinin metabolize edilmesidir
(34). Bu yontem kronik yaralardabir nevi bu biiylime hormonlarini yerine koyma tedavisi

de olacaktir.
2.2.1. TAM KAN ve PRP-2/PCP’NiN BOLUMLERI
-Plazma — Toplam Kan Hacminin %55'i (hiicresel olmayan kompenentler);

Bunun %91’i su (¢6ziicli); %7’si kan proteinleri (Fibrinojen, Albiimin, Globiilin,
vb.), ozmoz dengesi (elektrolitler: sodyum, potasyum, kalsiyum, vb.), pH tamponu,
antikoagiilan, savunma, %2’si besinler (vitaminler, aminoasitler, karbohidratlar, lipitler

vb.), hormonlar (eritropoietin, insiilin, vb.).

Elektrolitler (sodyum, potasyum, kalsiyum, vb.) Ozmoz dengesi, pH tamponu,

membran gegirgenliginin kontroliinsen sorumludur.
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-Hiicresel Bilesenler — Toplam Kan Hacminin %45';

Beyaz kan hiicreleri katmani (%1°den az); Buffy Coat: Trombositler ve
WBC¢lerden olusur. Trombositler (150.000-400.000/ul), WBC’ler (3.000 — 10.000/pl
kan).

Kirmuzi Kan Hiicreleri (%44) (4.000.000-6.000.000/1pul kan)

PRP-2/PCP nin kisimlan ise; plazma icerisindeki WBC, RBC ve plateletlerden
olusur. Bu kisimlarin sayilart ve oranlart PRP-2/PCP’nin hazirlanma protokollerine gore
degisiklik gostermektedir. Fakat genel bir siralama yapacak olursak her zaman;
platelet>WBC>RBC seklindedir.

2.2.2. PRP TEDAVISi

Trombosit genellikle kan dolagimi boyunca etkisiz sekilde akan kan ogelerinden
biridir. Ancak yara veya doku hasariyla aktif hale geldiginde asil fonksiyonlar1 olan kan
pithtilasmast ve yara iyilesmesini gergeklestirir. Trombositleri yogunlastirip farkli tedavi
alanlarinda uygulayarak bu yetenekleri maksimum diizeye ¢ikaran yonteme PRP tedavisi

denir.

Biiylime faktorleri, sitokin, kemokin ve integrin olarak bilinen salgisal molekiiller
pihtilasmadan sonraki yaklasik 10 dakikalik siirecte salinirlar. Bu salgisal maddeler
plateletlere transfer edilmeden ve fragmentasyona ugramadan dnce megakaryositte graniil
halinde paketlenmis olarak bulunur. Daha dnce sentezlenmis olan bu biiytime faktorlerinin
%095’1 histon ve karbonhidrat yan zincirlerinin takilmasi sonrasi ilk bir saatte salinir (35).
Devaminda plateletlerin 7-10 giinliik yasam siireleri boyunca bir miktar salgilanmaya

devam ederler (36).

Buradaki 6nemli nokta ise BF’ lerinin salinmadan 6nce aktiflenmesidir. Hasar
gormiis plateletler ve PRP elde etme islemi sirasindaki plateletlerin yagamlarini kaybetmesi
BF’lerinin aktive olamamasma ve dolayisiyla PRP uygulamasimin basarisizhikla
sonu¢lanmasina neden olur. Biitiinliiklerinin korunmasi igin asid sitrat dekstroz tip A
antikoagulani en iyisi olmak {izere EDTA ve sodyum sitrat kullanilabilir ve santrifiij

sirasinda diisiik yercekimi kuvvetleri gereklidir (8,37).
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En 6nemli ve anahtar igerikler a graniillerinde bulunur. Her platelet de 50-80 adet
arasinda a graniil bulunur. Iceriginde daha o6ncede belirttigimiz 30°dan fazla biyoaktif
madde bulunur ; PDGF,TGF-B1-2, IGF, EGF, VEGF, PDF, PDEGF, PDAF (platelet
kokenli anjiogenetik faktor) gibi mitojenik biiyiime faktorleri, osteokalsin, osteonektin,
fibrinojen, fibronektin, vitronektin, trombospondin, koagiilasyon faktorleri ve diger
baz1 adheziv proteinler, fibrinolitik faktorler, anti proteazlar, sitokin (IL-1p,
SCD40L, B tromboglobulin) ve kemokinler (RANTES(CCLS), PF4, MIPla),
membran glikoproteinleri, anjiyogenez diizenleyici proteinler ve bakterisit proteinler
bunlardan bazilaridir (1,2,5,38,39,40,41). Lizozomal graniiller ise proteolitik enzimler
ve asit hidrolaz enzimleri icerirler. Yogun Kkor graniillerinde ise ADP/ATP, kalsiyum,

serotonin, histamin, dopamin, katekolamin gibi platelet agonistleri igerir.

Plateletler, intravaskiiler olarak ve dalakta yiiksek konsantrasyonda bulunurlar.
Normal kanda yaklasitk mm®’te 140.000—400.000 platelet bulunur. Dolasimdaki yasam
stirelerini tamamladiktan sonra retikiiloendotelyal sistemde makrofajlarca temizlenir.
Eksikliginde trombositopeni ve sonucunda kanama bozukluklari meydana gelir (1,2).Yara
iyilesmesi, evrimsel olarak korunmus, kompleks, multiseliiler bir siirectir ve bir anlamda
bariyer restorasyonunu amaglar. Igerisinde keratinositlerin, fibroblastlarm, endotel
hiicrelerinin, makrofajlarin ve platelet gibi hiicrelerin rol alip, koordineli olarak caligtig
bir siiregtir. Bu hiicrelerin migrasyonu, infiltrasyonu, proliferasyon ve diferansiyasyonu
inflamatuar bir yanit olusturarak, devaminda yeni doku olugumunu ve yara kapanmasini
saglar. Klasik bir bilgi olarak inflamasyon, proliferasyon ve remodelling safhalarindan
olusur. Iste bu kompleks siire¢ igerisinde bahsettigimiz birgok biiyiime faktorii, sitokin ve
kemokinlerin oldugu kompleks sinyal iletisimleri ile diizenlenir ve basarilir (10). Burada
gorev alan biiylime faktorleri iizerinde ¢ok fazla arastirma yapilmaktadir. Hatta bazi

bliylime faktorlerinin klinik olarak uygulamasi 6ncede bahsedildigi gibi mevcuttur.

Bunun haricinde ve birka¢ kozmetik igerikli krem haricinde biiyiime faktorlerinin
direk kullanimi yoktur. PRP-2/PCP tedavi amagh kullanilmasi fikri de plateletlerin
iceriginde bu yiiksek miktardaki biiyiime faktorleri bulunmasi sebebiyle ortaya

cikmustir. Ciinkii plateletler yara iyilesme siirecinde temel rol oynayan biliylime faktorleri
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kompleksinin ana kaynagidir. PRP-2/PCP; referans hattinin {izerinde platelet i¢eren otolog

kandan elde edilen plazma fraksiyonudur (39).

PRP-2 veya PCP, ayn1 zamanda otolog platelet jel (autologous platelet gel), platelet
saliverici (platelet releasate), plazmadan zengin biiyiime faktorleri (PRGFs) olarak da
tanimlanabilmektedir (2,8,9,11).Sonucta igerdigi biiylime faktorleri sayesinde biiylime

faktorii agonisti gibi davranir (11).
2.2.3. PRP, PRP-2/PCP HAZIRLANISI

Su ana kadar FDA’in onayladig1 sayili miktarda PRP ekstrakte etme ve toplama
sistemi mevcuttur. SmartPreP (SmartPREP,Harvest Technologies Corp., Norwell, MA) ve
Platelet Concentrating Collection Systems (3i/Implant Innovations, Palm BeachGardens,
FL.), Sorin Angel, Arteriocyte Magellan (Medtronic,Minneapolis, MN), BioMet GPSI|,
Depuy Symphony (59). Bu farkli sistemler 2-8 kat arasi1 artmis platelet konsantrasyonu
elde etmemizi saglamaktadir. Cogu PRP sistemi ortopedik endikasyonlar i¢in gelistirilse
de, sadece CytomedixAutoloGelTM FDA tarafindan gelistirilen {irin yara iyilesmesi
uygulamalarinda onay almigtir. Tabii bunun haricinde pazarlanan birgok PRP elde etme ve
toplama cihazi mevcuttur. Dual veya tekli spin (¢evirme, santrifiijleme) sistemi

igerebilirler.

Tekli spin(gevirme) sistemi plazma konsantre etmede daha az etkilidir. Bu aletlerde
ekstrakte islemi yapilirken alinan kan asit fosfat dekstroz gibi antikoagiilanli tiipler i¢ine
alinmalidir ve isleme devam edilmelidir. Elde edilen konsantre sonugta trombin ve
kalsiyum klorid gibi platelet agonistleriyle karistirilir. Sigir trombini kullanmak
immiinolojik reaksiyonlara ve faktor (biiyiime faktorleri) eksikligine yol agabilir (33).
Islemler sonunda otolog plazma jeli elde edilmis olur. Cerrahide uygulanan sistem ise bu
karisimin cerrahiden hemen 6nce, yara bdlgesine konulmasi, hatta ayr1 kanikiiller ile yara

bolgesine figkirtilarak karistirilmasidir.

Ideal olarak PRP (PCP / PRP-2 uygulamalrinin genel ad1 olarak cogu kaynakta PRP
ismi kullanilmaktadir)(13,19,20,12,5,3) uygulamalarinda islem oOncesi kan alinir.

Antikoagulanli kan santrifiij edildiginde 3 kisma ayrilir. Alt kisim saf eritrositlerden
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olusur, orta kisim buffy coat dedigimiz kisim; platelet ve beyaz kan hiicrelerinden

olusur ve en iist kisstmda plazma bulunur.

Sekil 7’de antikoagiilanli kanin santrifiij islemi sonrasi klasik goriiniimii
goriilmektedir. Bu formlar PRP iiretmede simdiki metodolojinin temelini olusturur.
Cekilen kanin yaklasik %10 kadar1t PRP olarak elde edilir. Fakat bu oran santrifiij giiciine
gorede degisir. Onemli noktalardan bir tanesi de elde etme siirecinde santrifiijde diisiik g

giicti kullanilmasidir (37).

Standart laboratuvar santrifiijii kullanarak da PRP elde edilebilir.Fakat bu siiregte
iki defa gevirme gerekir, birgok transfer islemi gerekir ve sonugta sterilitenin korunmasi
zor olabilir. Dahasi, bu gibi teknikler i¢erigindeki platelet ve onun da igerigindeki salgisal
anahtar protein miktarlar1 acisindan giivenilir degildir. Fakat tek ¢evirmeninde dezavantaji
konsatrasyon eksikligine bagli uygulama zorlugu ve sonuglarin verimsiz olmasidir. Sonug
olarak kompakt ofis sistemleri gelistirilmistir. Bunlarla ortalama 45-60 mL kandan 6 mL
PRP elde edilebilmektedir.

Birinci basamakta hastadan kan alinarak santrifiij islemi yapilir ve bu sayede
kirmizi kan hiicreleri plazmadan ayrilir, ikinci santrifiij isleminde ise PRP, plateletten fakir
plazmadan ayrilir ve pellet (PCP) olusumu goézlenir(42) Sekil 6. Bu konsantre plazma daha
sonra trombin, kalsiyum, batroxobine (43) ile karistirilir ve jelatindz bir platelet jel elde
edilir Sekil 6. Calismalara alinan az miktardaki kanin kisinin hemoglobin, hematokrit ve
platelet sayisini etkilemedigini gostermistir (41). Normalde iyi bir PRP’de en az 1 milyon
platelet olmasi gerekir fakat konsatrasyon oram da onemlidir (8,44). Daha yiiksek
oranda plateletin elde edilmesinin diislintildiigii gibi daha 1yi sonug verecegi yapilan bazi
caligmalarla destek bulmamistir (9). Bilakis daha yiiksek konsantrasyonlarin yara
lyilesmesini negatif yonde etkiledigini gosteren apoptoza yol acgtigin1 gésteren yayinlar da
vardir (45). Bunun i¢in uygulanacak bolgeye verilmeden 6nce PCP eger ¢ok yogunsa bir

miktar sulandirilip verilmesinde fayda vardir.

Ayrica yliksek oranda TGF-B, EGF ve PDGF’nin yara iyilesmesini bozdugu ve
skatris dokusunu artirdig1 gosterilmistir (10). Antikoagiilanli durumda PRP nin 6mrii 8

saat kadardir (20). Islem sirasinda PRP aktive edildikten sonra sekresyon 10-15 dakikada
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biter. 10. dakikada salinan faktorler yiiksek konsantrasyonda bulunurlar. Islem
yaparken bu 6zellige dikkat etmek gerekir. PRP igerigindeki TGFa ve B ile neo-kollejenoz,
EGF ve VEGEF ile neo-vaskiilarizasyon, PDGF ile ekstraseliiler matriks formasyonu ile
sonugta doku rejenerasyonu ve genglestirmesi saglanir. Fibrin jel (bio-glue) gibi
davranarak cerrahi sirasinda ve Sonrasinda homeostazi saglar ve deri fleplerinde doku
yapistiricist gorevi goriir. Alerjik degildir ve muhtemel infeksiyonlar (HIV, Hepatit B ve
C, CJD vb.) agisindan giivenlidir. Otolog oldugu i¢in rejeksiyon riski yoktur. Yara iyilesme

slirecini igerigindeki salgisal bitylime faktorleri sayesinde hizlandirir.

Ayni zamanda igerigindeki az miktardaki 16kosit, antikor, proteolitik enzimler
sayesinde fizyolojik antibiyotik goérevi goriirler. Plazma igeriginde ayrica hormonlar,
biyotransforme vitaminler ve diger besinler bulunur. Dermal ve subdermal enjeksiyonlar
seklinde kullanim kolaylig1 olan bir {riindiir. Plazma toplama islemi ofis ortaminda

yapilabildigi i¢in kullanim1 son derece uygun bir yontemdir.
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inenipuncture»

=

Whole blood | Anticoagulant (EDTA or ACD)

(WB)

1st spin (10 min)

2nd spin (10 min)
+ Reduce volume to 1/3 or 1/10
+ Resuspend
+ Activate with thrombin or CaCl,
Platelet-poor ety
plasma (PPP) i

Replace with
1/10 volume of PBS

+ Resuspend
+ Activate with thrombin

Sekil 6. Cift santrifiij adimu, pellet kismi ve sulandirilma islemleri(13)
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Sekil 7. Santrifiij sonrasi tam kanin goriiniimii(13)

2.2.4. 1YI BIR PRP ELDE EDEBILMEK ICiIN GEREKLi OLANLAR

Diistik g giicii uygulayabilen (ivmelenme zamani durma zamanindan kii¢iik olan),
sabit olmayan ve déonme aninda godeleri agilabilen (horizantal baslikli; oynar baslik) bir

santrifiijje ihtiyaciniz vardir Sekil 8.

Santrifiij i¢inde bulunan materyal merkezka¢ kuvvetine maruz kaldig i¢in santrifiij,
tiip i¢indeki siviyr biiyiik bir hizla dondiiriir ve daha agir olan pargaciklar disa dogru
savrulur (tiipiin dip kismina dogru). Bu savrulma agisi ne kadar dogrusalsa (oynar bagliklr)
otolog materyaldeki farkli agirliklardaki hiicreler bir arada toplanacak ve kesme kuvvetine
daha az maruz kalacaklardir (Sekil 8). Eger savrulma acist 0 degilse (sabit baslikli) otolog
materyal kesme kuvvetine maruz kalacagi i¢in ayni agirliktaki hiicrelerin bir araya
toplanmas1 giiclesecegi gibi kesme kuvvetine (carpismaya) maruz kalacaklar1 ig¢in

parcalanacaklardir.
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Agilir Baglikli Santrifiijde Platelet Uzerine
Etki Eden Shearing Force Hasar1 Daha Azdir

1 likli
Agilir Baghklt Sabit gfﬁ
Genesis Yariagilir baglikl

Sekil 8.Sabit baslikli ve oynar baglikli santrifiijlerde g kuvvetinin ve pargaciklarn hareket yoni

Kaliteli PRP elde etmek i¢in diisiik g giicii uygulayabilen ve salinimli tipte santrifiij

kullanilmasinin 6nemi ¢ok biiytiktiir.

PRP uygulamasinda beklenen medikal basari, uygulama esnasinda kullanilacak
PRP’nin yiiksek konsantrasyonda elde edilmesiyle (PCP) birlikte, en az hasar gérmiis ve
en iist diizeyde biiyiime faktorii aciga ¢ikarabilecek trombositleri elde etmekteki basariniza
baglidir. Trombositlerin zarar gérmemesi; Kanin alim sekline, otolog materyalin kondugu
tiipiin icerigi ve sekline, tiipe uygulanan g giiciine, tiipiin santrifiijjde donme siiresine ve

donme aninda tiipiin santrifiijde durma ac¢isina baglhdir.

Santrifiij; Otolog materyalden PRP elde edebilmek igin hiicre ayirma sisteminin en
onemli  pargalarindan  biridir. ~ Santrifiij  sirasinda,  trombositlerin  membran
stabilizasyonunun korunmasi ve islem Oncesinde trombosit degraniilasyonunun
olmamasi i¢in diisiik g giicii kullanilmasi1 ¢ok onemlidir (12,29,30). Her santrifiij aym

devirde aym g kuvvetine sahip degildir; g kuvveti, santrifiijiin dakikada devir/donme
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hiz1 (revolution per minute: rpm) ve rotor yaricapina gore farklilik gosterir Sekil 9. Bu

nedenle g kuvveti ayarlanabilen santriifiijler kullanilmalidir. Aksi takdirde,

25,000
20,000 — ig‘g
Nomogram is based on formula L 450
15,000 below, where ! ——425
" | —400
RCF = telative centrifugal force (g) 375
10,000 30,000 RPM = centrifuge speed in revolutions L350
20,000 per minute ——325
Radius= distance in mm from center of —300
S000 10,000 centrifuge spindle to bottom of —275
Amicon device when in olor L 250
5,000 >
4,000 V RCF = RPM — %9
= {1118 x10°) [Radius in mm) — 200
3,000 —= 2,000
é . 1,000 A
2,000—= 500 L 150
- S, ——140
=] o S ——130
= “sea, —120
1,000 — 100 e 110
il eu, — 100
i 50 oo B
500 — 20 e
_ 10 —70
il L 60
3
200 — 50
RPM Radius of Rotation (mm)

Sekil 9. Yarigap, g kuvveti ve rpm degerlerinin birbirlerine oranlari

RCF(g) = 1,118 x 10 x r X (rpm)? formiiliine gore ;
-Hiz, yaricap veya g (RCF) hesaplamaniz,

-Protokoliiniizdeki g (RCF) icin uygun hizi hesaplamanmiz, gibi karmasik
islemleri yaparak santrifiijiiniizii dogru g kuvvetinde kullanmaniz gerekecektir. Kisacasi
her zaman g kuvvetinin kullanilmasi standardizasyon igin ¢ok onemlidir. Ciinkii rpm

degiskendir.
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Ayrica kullanilan tiiper ve igerikleride iyi bir PRP-2/PCP elde etmek i¢in oldukga

onemlidir.

Birinci nesil ilk tiipler olarak adlandirilan igerisinde sitrat ve jel bulunan in vitro
laboratuvar kullanimi igin iiretilmis olan tiipler PRP elde etmek i¢in uzun yillar ilkemizde
de kullanilmistir. Bu esnada diinyada 2.3.ve igerisinde hicbir katki maddesi olmayan 6zel
sekillere sahip 4. nesil tiipler gelistirilmis ve kullanilmaya baslanmistir. Sodyum sitrat,
EDTA, heparin, acid citrate dextrose (ACD) kullanilan antikoagulanlardir. Platelet
biitiinligiiniin korunmasi i¢i 6zellikle ACD’nin kullanilmasini 6neren ¢aligmalar mevcuttur
(13).

2.2.5. PRP/PCP KULLANIMININ AVANTAJLARI

Avantajlart arasinda o6zellikle deri rejenerasyonunda kullanildigi zaman diger
tirtinlere oranla; yiiksek diizeyde tolere edilebilmesi, deride iist diizeyde bir canlanma
saglayabilmesi, kullanilan iirin ve saglanan etkinin uzun soluklu olmasi, tedavi siireci
gorece kolay ve gilivenli olmasi, yeni ve dogal kollagen yapimini biyolojik olarak stimiile
edebilmesi, iyilesme siirecini hizlandirmasi, otolog olmasi sebebiyle higbir yan etkisinin
olmamamasi sayilabilir (3,6,7,22). PRP otolog bir kan iiriiniidiir, bu nedenle HIV, hepatit
gibi hastaliklara kars1 dogal bir bagisikliga sahiptir (20). PRP’de yogunlasmis bulunan
plateletler ¢ok sayida ancak biyolojik olarak belirlenmis orandaki biiyiime faktoriinii hedef
dokuya ulastirir, bu 6zelligi ile rekombinant biiyiime faktorlerinden farklidir (20,12). PRP-
PCP trombositlerden zengin bir soliisyondur, trombosit ve biiyiime faktorii konsantrasyonu
kandakinden 2 ila 10 bazen 20 kat daha yiiksektir (13,4).

Bu arada PRP enjeksiyonu igin kullanilan teknikler; uygulama yeri, uygulanan
katmanlar, miktarlar yoniinden hyalonurik asit ve napaj yoluyla uygulanan mezoterapi
tiriinleri ile aynit veya benzerdir. Napaj yonteminde temel hedef, orta derinizin igine
gelecek sekilde PRP’nin mikroenjeksiyonlar vasitasiyla verilmesidir. Diger bir yontem
olan dermaroller de ise cildinizde agilan kii¢liik capli kanallardan PRP’ler viicudunuza
verilir ve bu sayede viicudunuz tarafindan bu PRP’ler emilir. Uygulama sikligi ile ilgili net
protokoller olmamakla birlikte alopesilerde nokta (point by point ) teknigi ile 2-4 haftada

bir 3 veya 6 seans, cilt yenilemede napaj ve nokta teknigi kombinasyonu ile2 haftada bir 3
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seans, dermal dolgulamada lineer tiinel teknigi ile 3 haftada bir 2-3 seans seklinde
uygulanabilir (6,7,46).

PRP kontrendikasyonlar1 platelet disfonksiyon sendromu bazi problemlere yol
acabilir. Kritik trombositopeni, hipofibrinojenemi, hemodinamik dengesizlik, sepsis,
antikoagiilan tedavisi (dolgu uygulamasi i¢in), akut ve kronik infeksiyonlar, fasiyal kanseri
veya kronik karaciger patolojisi olanlarda kullanilmamalidir. PRP Sonuglarini degistiren
faktorlerAyrica hastanin yasi, cinsi, irki, deri kalitesi, eslik eden altta yatanhastaliklar (DM
gibi), baslangic yara bolgesi, yara derinligi,yara siiresi, yara lokalizasyonu, PRP

icerigindeki platelet sayis1 gibi durumlar PRP uygulama sonuglarini degistirir (46,47,21).
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3. MATERYAL METOD

Bu ¢alismadaki amacimiz icerisinde en az oranda WBC ve RBC olan PRP-2 (PCP)
elde etmektir.

PCP (Platelet concentrated plasma) : Genel anlamda igerisinde RBC lerin en az
oranda, platelerin ise oldukg¢a yiiksek oranda oldugu plazma anlamina gelmektedir. Dikkat
edilirse PCP igerisinde WBC (white blood cell) hiicrelerinin varligi hakkinda bir sinirlama
s0z konusu degildir. Bu giline kadar yapilan bir¢ok caligmaya bakildiginda ise yine elde
edilen PCP igerisinde WBC hiicrelerinin varlig1 oldukga yiiksek oranlarda goriilmektedir
(13,4).

Bizim asil amacimiz ise igerisinde RBC lerin ve ayni zamanda WBC lerinde en

diisiik oranlarda oldugu PCP elde etmek. Hedefimiz; PCP igerisinde:
-WBC lerin <1000/pL.
-RBC lerin ise <50.000/uL.
-Platelet sayisi ise yaklagik 1.000.000/pL civarinda hedeflenmistir.

Tabii ki burada platelet sayisindan ¢ok konsantrasyon orani (plazma hacmine orant)
daha fazla 6nemsenmektedir (13). Esas calismaya gegmeden 6nce en uygun PCP’ y1 elde

edebilmemiz i¢in asagidaki konular {izerine birgok deneme g¢aligmasi yapilmistir.

1. Uygun tiip hacminin, i¢eriginin ve Santrifiij isleminden sonra elde edilen plazma
miktarinin belirlenmesi,
2. Birinci santrifiij isleminde uygun g kuvveti ve santrifiij siiresinin saptanmasi

3. Buffy coat hacminin ve sinirlarinin, PRP hacminin ve sinirlarinin belirlenmesi.

28



4. ikinci Santrifiij isleminde uygun g kuvveti ve santrifiij siiresinin belirlenmesi
5. PCP ve PPP hacminin ve sinirlarinin belirlenmesi.

6. PCP icerisindeki plateletlerin en saglikli sekilde sayima.

Calisma stiresince toplanacak kan ornekleri igin; hastane poliklinigine basvuran
hematoloji hastas1 olmayan 6zellikle tam kan sayimlarinda WBC, RBC ve platelet sayilar
acgisindan patolojik bir diigiiklilk goriilmeyen 20-60 yas arasi erkek bireyler tercih

edilmistir.

1) Uygun icerikli ve hacimli tiipii belirlemek icin yapilan ¢cahsma: Ilk &nce
1.Santrifiij islemi 300xg kuvvetinde 5 dakika, 2. Santrifiij islemi ise 700xg kuvvetinde 17
dakika siire olarak belirlendi (48).Bu ikinci asama PCP elde etme asamasidir. Daha sonra 5
adet BD sodyum sitrath tiiplere (8 mL, 16x125 mm jelli tiip) tam kan 6rnekleri toplandi.
Toplanan tam kan ornekleri belirlenen g kuvveti ve siirede 1. Santrifiij islemine tabi
tutuldu. Fakat bu g kuvvetinde eritrositler ile jelin yer degistirmedigi, jelin eritrositlerle
plazmay1 ayirma islemini tam olarak gerceklestiremedigi dolayisiyla g kuvvetinin yetersiz
geldigi tespit edildi (sekil10). Bu siirecte saglikli bir plazma elde edemedigimiz i¢in 700xg
kuvvetinde, 17 dakika siireyle yapmamiz gereken (48) (PCP elde etme asamasi olan )
ikinci santrifiij islemine gecilemedi. Bu sebeple bu tiiplerle ¢alismaya devam etmeme

karar aldik.

Daha sonra 5 adet 3mL hacimli, 0,3 mL sodyum sitrat iceren mavi kapakl jelsiz
tiiplere tam kan 6rnekleri toplandi ve 6rneklere yine 300xg de 5 dakikalik santrifiij islemi
uygulandi. Fakat tiip hacminin yetersiz olusu sebebiyle elde edilen PRP hacminin ikinci
santrifiij i1slemi ve sonrasindaki islemler icin yeterli miktarda olmadig: (yaklasik 0,3mL-
0,4mL) tespit edildi (sekilll). Ciinkii yaptigimiz 5 deneme calismasinda ikinci santrifiij
islemi ve sonrasinda saglikli ve yeterli bir sekilde PCP’ nin ayrilabilmesi icin 1.Santrifiij
isleminden sonra en az 0,5mL-1mL hacminde PRP elde etmenin daha dogru olacagi

saptandi.

Daha sonra 5 adet 5mL hacminde 0,5 mL sodyum sitrat iceren mavi kapakli jelsiz
tiiplere tam kan Ornekleri toplandi ve tekrar 300xg, 5 dakika siireyle santrifiij islemi

uygulandi. Bu santrifiij islemi sonrasinda yeterli miktarda PRP’nin elde edilebildigi
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goriildii (yaklasik 0,5mL-1,5mL hacminde) (sekill2). Bunun iizerine ¢alismamiza SmL

hacmindeki 0,5 mLsodyum sitrat iceren mavi kapakh jelsiz tiiplerle devam etmeye

karar verdik.

Sekil 10. 8 mL hacimli jelli tlipiin 300xg'de
cevrildikten sonraki goriiniimii (en altta jel,
ortada RBC, iistte plazma)

Sekil 11. 3mL hacimli tiip (solda) ve SmL
hacimli  tip (sagda) ‘lerin  300xg’de
cevrildikten sonraki plazma hacimleri

Soldaki  tiipte  belilenen kirmizi  ¢izginin
ustindeki  sart  bélge  plazma  hacmini
gostermektedir; yaklasik 0.5mL. Sagdaki tiipte
sart renkli bolge yine plazma hacmini
gostermektedir (vaklagik 1.5mL).

2) Her iki santrifiij asamasindada uygun ¢ kuvvetini elde etmek icin yapilan

calisma: Daha 6nce (300xg kuvvetinde 5 dakika siireyle) ; SmL hacminde 0,5 mL sodyum

sitrat iceren tiiplerle 5 adet kan 6rneginde yapmis oldugumuz 1. deneme calismasinda

yeterli PRP (PRP-2/PCP’den 6nceki ilk santrifiij asamasinda elde edilen plateletten zengin

plazma) hacmini elde etmeyi basarmistik. Sonrasinda yeniden 5 ornekten ayni yontemle

elde edilen plazma oOrnekleri goz karariyla yukaridan asagiya 3 kisma ayrildi (sekil4-
12).1.bolge: Ust, 2.bolge: Orta, 3.bolge: En alt kissm (buffy coat oldugu diisiiniilen

kisim)
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Sekil 12. 5mL hacimli tiiptin 300xg’ de santrifiij edildikten sonra plazmanin tahmini 3’e boliinmiis

hali: 1. Kisim iist plazma, 2. Kisim orta plazma, son 3. Kisim; buffy coata dahil edilen kisim

1. ve 2. Kisim (iist ve orta bolge): PRP olarak belirlenen kisim. Bu bdlgeyi 2 kisma
ayirmamizin sebebi PRP igerisindeki plateletlerin nerede daha c¢ok yogunlastigin
saptamak. Yogunlugun nerede oldugunu ise bu kisimlardan ayr1 ayr platelet sayimlari
yaparak bulabiliyoruz. Plateletlerin nerede yogunlastigini saptamamizin bize su faydasi
oldugu diisiiniilmektedir: 1.Santrifiij igleminden sonra tiipiin igerisinden PRP i
pipetleme esnasinda buffy coat ile PRP yi birbirinden daha saglikli bir sekilde ayirabilmek

i¢in sinirlarimizi daha iyi belirlememizde bize yardimci olmasi diisiiniilmektedir.

Buffy coat kismu: Plazmanin RBC bolgesine yakin olan en alt kismi olarak ele
alinmaktadir (tam hacmini ve sinirlarini ilerki ¢calismalarimizda belirlemis bulunmaktayiz).
RBC plazma smir ¢izgiside dahil bir miktar RBC hacmide igerir. Bu yiizden igerisinde
RBC lerde mevcuttur. Ayrica yiiksek oranda WBC, graniillii hiicreler ve bir miktarda

platelet igerir.
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Ayrilan bu kisimlar mikropipet yardimiyla 3mL lik kuru tiiplere aktarildi ve
laboratuvarimizdaki ’Sysmex XN5000’’ tam kan sayim cihazinda WBC, RBC ve platelet

sayimlari yapildi.

Pipetleme manuel yapildig1 i¢in pipetleme esnasinda asirt ve hizli vakumlama
olmamasma 06zen gosterildi. Ciinkii aksi taktirde belirledigimiz kisimlar arasinda

kontaminasyon oranin artmasi s6z konusu olacaktir.

Sonug olarak Gordiik ki 300xg kuvvetinde 5 dakika siireyle yaptigimiz 1. santrifiij
isleminden elde ettigimiz PRP 6rnegi tizerinde belirlenen 1. ve 2. Kisimlardan ( plazmanin
yaklasik tist 2/3 liik kisimu; iist ve orta bolge) ayr1 ayr1 Sysmex XN5000 cihazin d aplatelet,
WBC ve RBC saymmlart yapildi. 1. Kisimda 2. Kisma oranla daha diisiik oranda platelet
sayist tespit edildi. Bu durumdan anlasildi ki plateletler bu g kuvvetinde daha ¢ok asagiya
dogru hareket etme egilimindeydi (buffy coat i¢ine dogru). Bu belirlenen kisimlarda (PRP
icerisinde) istenen sayida ve yogunlukta plateletin olmadig: tespit edildi. Plateletlerin daha
asagiya dogru hareket ederek boffycoat’ in ve eritrositlerin oldugu kisma dogru gectigi

yapilan sayimlarda saptanmis oldu.

Tiipilin en istliinden asagiya dogru gittikce plateletlerin yogunlugunun arttigi ve en
son buffy coat kisminda ¢ok yiiksek oranda plateletlerin oldugu buffy coat ve RBC
kisimlarinda ayr ayr platelet sayimlart yapilarak tespit edildi. Elde edilen platelet sayilari
yaklagik olarak 230000/1.1.-400000/pL arasinda bulundu.

Buffy coat kisminda ise yiiksek oranda WBC varligi mevcut olmasi sebebiyle bu
kismi PRP olarak kullanmamiz; 2.Santriflij asamas1 olan PCP iglemi sirasinda dogru sonug
almamamiza sebep olacaktir. Bu istenilen bir durum degil ¢iinkii 1. santrifiij isleminde
igerisinde WBC nin en az oranda oldugu; 6zellikle WBC <1000/uL olmali, plateletlerin ise
en yliksek oranda oldugu PRP yi elde etmeyi amagliyoruz. Bunun sebebi ise ikinci santrifiij
islemi sonrasi WBC nin en az oranda oldugu plateletlerin ise en yiiksek oranda ve

yogunlukta oldugu en saglikli PCP y1 elde etmek.

Sonu¢ olarak bizim amacimiz miimkiin oldugunca fazla sayida plateletleri {iist
kisimda plazmanin yaklasik 2/3 lik kisminda (PRP igerisinde) hapsetmek. WBCleri ise

buff ycoat kisminda daha asagilarda toplamak. Bu en son elde edilen plazma 6rneginde
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(PRP) heniiz bizim istedigimiz PRP yi elde etmis degiliz. Bunuda asagida bahsedilen ikinci
adimda yaptigimiz PCP isleminde de zaten acik¢a gérmiis olduk.

Ikinci adimda ise 300g de 5 dakika siireyle elde ettgimiz PRP &rnegini mikropipet
yardimiyla 3mL hacmindeki kuru tiiplere aktararak 400xg de 10 dakika siireyle konsantre
islemine tabi tuttuk. Tiipiin alt kisminda elde ettigimiz PCP 6rneginden Sysmex XN5000

cithazinda yaptigimiz sayimlarda igerisinde istemedigimiz oranlarda WBC varlig1 tespit
ettik (2.000/pL-3.000/uL) Sekil 5-4-13. Platelet degerlerinin ise bekledigimiz oranlarda
olmadigi gorildi (200.000/uL-350.000/uL).

Sekil 13. 400xg'de 10 dakika ¢evrildikten sonra plazmanin en alt yaklagik 300pL hacimli son

kismi(kirmizi ¢izginin alt kismi),PCP olarak alinan kisim, Ust plazma ise PPP kismudir.
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1. santrifiij isleminde kullandigimiz 300xg kuvvetinde 5 dakikalik santrifiij
isleminin 2. Santrifiij islemi sonrasi saglikli bir PCP elde etmek icin dogru bir islem

olmadig tespit edilmis oldu.

Bunun iizerine daha sonra yeniden her seferinde 3’ er tam kan 6rnegi olmak {izere

farkli g kuvvetleri ve ¢evirme siirelerinde 30 tam kan 6rnegi ¢alisildi.

Bunlar; 100xg 10 dk(dakika),150g 10dk, 200xg 10dk,230xg 10dk, 280xg 10 dk,
300xg 3 dk, 300xg 10 dk, 500xg 5 dk, 800xg 5dk,1000xg 5 dk olarak belirlendi. Her
cevirme isleminden sonra elde edilen plazma 6rnegi tiip lizerinde goz karariyla yukaridan
asagiya tekrar onceki gibi 3 kisma ayrildi (Sekil3-12) .Bu kisimlar yine ayri ayri
pipetlenerek 3mL hacimli kuru tiiplere aktarildi. Daha sonra bu kisimlardan Sysmex
XN5000 cihazinda WBC, RBC ve platelet sayimlar1 yapildi. Sirasiyla 1. ve 2. Kisimlarda
yapilan sayimlarda diisiik g kuvvetlerinde plateletlerin 1. Kisimda ikinci kisma oranla daha
fazla toplandigi tespit edildi fakat aralarinda ¢ok fark olmadigi i¢in 1. Ve 2. Kisim birlikte
yine PRP olarak ele alind:.

Ayrica goriildii ki g kuvveti ve siire arttikca plateletler daha asagiya buffy coat’in
igine dogru hareket etmekte oldugu, g kuvveti azaltilip gevirme siiresi kisaldikca ise
plateletler daha yukarilarda plazmanin iist kistmlarinda toplanmakta oldugu belirlendi. Bu
durumda ise WBC’ lerin plateletlerden ayirimi miimkiin olmamaktadir Ciinkii ¢ok diisiik g
kuvvetlerindke  WBC ‘lerde plateletlerle birlikte plazmanin st kisimlarinda asili
kalmaktadirlar. Zaten yapilan sayimlarda 100xg kuvveti ve alt1 10 dakika siireyle santrifiij
islemlerinde PRP igerisinde 1500/u1.-2200/pL civarinda WBC varligi saptanmis oldu.

Fakat 230xg kuvvetinde 10 dakika siiresince (1-13) yapmis oldugumuz santrifiij
islemi sonrasinda elde ettigimiz sonuglarda plazmanin iist 2/3 liikk kisminda (1. Ve 2.

Kisim) (Sekil14) PRP nin igerisinde:
-En fazla sayida platelet; 230.000/1.-534.000/pL
-En az oranda WBC; 100/uL-300/uL.

-RBC varligr ise;10.000/nL-50.000/pL arasinda saptandi.
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Buffy coat kismindan yapilan él¢iimlerde ise:
-WBC 30.000/uL— 42.000/pLarasinda
-Plateletler ise 50.000/p1.-150.000/uL arasinda 6l¢iildii.

Burada goriiliiyor ki buffy coat kismina bir miktar platelet kacagimiz olmaktadir;
fakat WBC nin en az oranda oldugu bir PCP elde etmek i¢in bu durum kaginilmaz

olacaktir. RBC lerin oldugu en alt kisimda ise:
-Plateletler ¢ok daha az oranda tespit edildi; 2.000/uL -4.800/uL arasinda.

-WBC ler ise bufyy coat’tan daha az olarak yaklasik; 2.000/uL-3.600/uL arasinda
tespit edildi.

Yapilan bu sayimlarin tiimii bize gosterdi ki 230xg kuvveti ve 10 dakikalik
santrifiij islemi; plateletlerin buffy coat ve RBC lerin oldugu kisma kagmasii biiyiik
oranda engellemisken, WBC lerin ise daha asagida bofycoat kisminda ve RBC lerin oldugu
kisimda toplanmasini bize saglamis oldu. Boylece birinci santrifiij isleminde plateletlerden
WABC ve eritrositleri biiyiik oranda ayirarak istenilen PRP yi elde etmeyi basarmis olduk.
Caligmaya birinci santrifiij islemine 230xg kuvvetinde ve 10dk siireyle devam etmeye

karar verdik.
3) Buffy coat ve PRP simirlarimmin hacminin tam olarak belirlenmesi:

Bundan onceki caligmalarimizda goriildiigii gibi heniiz buffy coat simirlarimiz
heniiz tam olarak belirlenmis durumda degil. RBC ve plazma birlesim sinirindaki ince
cizgiden itibaren ne kadar bir hacimdeki plazmay:1 buffy coat olarak tiipte birakip ne
kadarini PRP olarak pipetlememiz gerektigini tam olarak bilmeliyiz ki PRP ve buffy coat
hacimlerimiz en dogru sekilde belli olsun. Ciinkii PRP igerisinde en az WBC varligim
ancak bu sekilde saglayabiliriz. Biitiin bunlan tespit etmek ve standardize etmek igin

230x%g kuvvetinde 10 dakika siireyle olmak tizere bir dizi deneme ¢alismasi daha yaptik.

Bunun iizerine SmL hacminde sodyum sitrat iceren tiiplere 10 adet tam kan
ornegi daha toplanarak 230xg kuvvetinde 10 dakika siireyle olmak iizere 1. Santrifiij
islemine tabi tutuldu. Tlk o6nce elde edilen 6rnek tiip iizerinde yukaridan asagiya goz

karartyla 4 bolgeye ayrildi (sekil 6-14).
35



Sekil 14. 230xg 10 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra plazmanin 4 boliime ayrilmis hali.
Ustten ; 1 : Ust PRP, 2: Orta PRP, 3: Buffy coat’a dahil edilen kisim, 4 : RBC’ lerin oldugu kisim.

1.bélge: PRPnin en st kismi, 2. bélge: PRP nin orta kismi. Bu ilk iki kisim goz
karariyla egit olarak belirlendi, 3.bélge boffy coat kismi: Bu kisim ise sdyle belirlendi; her
santrifiij isleminden sonra RBC ler ile PRP arasindaki gozle goriinen ince ¢izgiden
(sinirdan) baglayarak tiipiin iist kismina dogru sirayla Imm 2mm, 3mm, 4mm 5mm’lik
mesafeler olglildii (sekil 7-15) ve bu oOlgiilen kisimlardaki hacimler buffy coat olarak ele
alindi. Bu belirlenen buffy coat kismimi pipetleme islemi yapilirken RBC ile plazmanin
birlesme sinirindaki ince ¢izgide dahil olmak tizere bir mikar RBC de pipetlenerek buffy
coat’ mn hacmine dahil edildi (Sekil8-16) . Bu belirlemis oldugumuz mesafeleri ayarlarken
amacimiz WBC”’ lerin ne kadar yukarilara kadar plazmanin igerisinde bulundugunu tespit

etmek. Ciinkii PRP’yi tiipiin icerisinden pipetlerken bu buffy coat kismim1 almamaya
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0zen gostererek PRP nin icerisinde WBC varh@im birinci santrifiij isleminden sonra

en aza indirmeyi amachyoruz.

Bu sartlar altinda her Ol¢iim i¢in iki Ornek denenerek 10 6rnek calisildi. Her
seferinde Olgiilen kisim kadar hacim (6nce Imm lik kisim igin yapildi) buffy coat olarak
tiipte birakilip kalan tist kisim (1.ve 2. Kisim) ayr1 ayr1 PRP olarak mikropipet yardimiyla
pipetlenerek 3mL lik kuru tiiplere aktarildi ($ekil9-16). Alinan bu hacimlerden Sysmex
XN5000 cihazinda WBC, RBC ve platelet sayimlar1 yapildi. Elde ettigimiz sonuglara
bakildiginda Imm lik kisim tiipte buffy coat olarak birakilip kalan iist plazma PRP olarak
pipetlendigi zaman PRP’ 6rneginin igerisinde yiliksek oranda WBC (2400/uL-4100/uL)
varlig1 tespit edildi.

Ayrica dncede yapildig: gibi 1. Ve 2. Kisimlarda (iist, orta) yine ayr1 ayri platelet
sayimlart gergeklestirildi. 230xg 10 dakika siireyle santrifiij isleminde 1. Ve 2. Kisimlar
arasinda platelet sayilar1 agisindan ¢ok fark olmamasina ragmen ¢ogunlukla 2. Kisimda

biraz daha fazla platelet sayisi tespit edildi.

Sonrasinda Sirastyla yine 2mm, 3mm, 4mm lik hacimler tiipte birakilip
pipetlenerek edilen PRP &rneklerinden yapilan sayimlarda PRP igerisinde hala bir miktar
WBC varliginin oldugu fakat gittikge azaldig: tespit edildi. En son Smm lik kisim tiipte
birakilip kalan {ist kismi1 PRP olarak aldigimiz zaman yaptigimiz olglimlerde PRP
icerisinde WBC varligimin 100/uL-360/uL araligindaki degerlere kadar diistiigli goriildii.
Bu sekilde Smm lik hacimdeki kismu buffy coat olarak tiipte birakip kalan kismi PRP
olarak pipetlemek suretiyle {ist tiste 5 O6rnek daha calisildi. Her seferinde yapilan
sayimlarda PRP igerisinde yine WBC varligimin en az oldu tespit edildi (100/pnL-320/uL)

ve kanitlanmis oldu.

Boylece bufty coat (igerisinde WBC ve diger graniillii hiicrelerin oldugu) 'in RBC
cizgisinden baslayarak tiip tizerinde yukari dogru 5mm mesafedeki plazma hacmi olarak
standardize edilmesine ve PRP pipetlemesinde bu kismin buffy coat olarak tiipte

birakilmasina karar verildi (Sekil.7-15).
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Buffy coat olarak belirlenen kisimlarda mikro pipet yardimiyla kuru tiiplere
aktarilarak her seferinde ayr1 ayr1 (Sysmex XN5000) cihazinda WBC, RBC ve platelet

sayimina tabi tutuldu. I¢erisinde beklenildigi gibi:
-Yiiksek oranda WBC; 5.500/p1.-12.000/u L araliginda
-Plateletler ise 150.000/u1.-250.000/uL oranlarinda tespit edildi.

Goriildugii gibi yine buffy coat igerisine bir miktar platelet kayb1 bulunmaktadir
ama WBC nin en az oldugu bir PCP elde edebilmek i¢in bu durum daha once belirtildigi

gibi kacinilmaz olmaktadir.

Buffy coat igerisinden ayni zamanda 2.000.000/uL-2.200.000/uL oranlarinda
eritrosit sayimi gergeklestirilmistir. Bunun sebebi ise Buffy coat kismi1 pipetlenirken RBC
ile plazma arasindaki ince ¢izgide dahil olmak iizere bir miktar RBC kismindanda

pipetleme yapilmasidir Sekil.8-16

4.bolge ise RBC lerin oldugu tiipiin en alt kism1 Sekil 6-14. Bu kisimda 3mL lik
kuru tiiplere aktarilarak laboratuvarimizdaki tam kan sayim cihazinda (Sysmex XN5000)

ayrt ayrt WBC, RBC ve platelet sayimlart yapildi. Bu bolgede yine beklenildigi gibi:
Yiiksek oranlarda RBC; 4.000.000/u1-9.000.000/uL
Bir miktar WBC; 2.000/uL,3.000/uLL
Plateletler ise; 47.000/uL -56.000/uL oranlarinda tespit edildi.

Buradaki platelet kaybi ilk bakista ¢cok goriinebilir fakat WBC lerin olmadigi PCP

elde edebimemiz i¢in bir miktar kaybin olmasi yine kaginilmaz olacaktir.

Sonug olarak Smm mesafe Olciilerek belirlenen buffy coat (WBC ve diger graniilli
hiicrelerin oldugu) tiipte birakarak pipetlenen 1. ve 2. Kismin tamami bizim PRP miz
olarak belirlenmis oldu. PRP’ nin igerisinde ¢ok diisiik oranlarda WBC, RBC ve yiiksek

oranlarda platelet mevcut.
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Sekil 15. 230xg 10 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra buffy coat sinirlarimi belirlemek
amaciyla tlip tizerinde plazmanin 1’er mm lik porsiyonlara ayrilmis hali. Sag tarafdaki sekilde

siyah ¢izgilerin her birinin aras1 Imm’ yi ifade etmektedir.

Sekil 16. Soldaki sekil buffy coat ile birlikte RBC kismindan da bir miktar hacim alindigimi

gosterir (kirmizi gizgiler arasi pipetlenmistir). Sagdaki resim ise ¢alismada kullandigimiz kuru tiipii

ve icerdigi plazmay1 gostermektedir.
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4) 2. Santrifiij isleminde g kuvvetinin belirlenmesi: ilk 6nce 5 tam kan &rnegi
230xg de 10 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra igerisinde yliksek oranda platelet
diisiik oranda WBC ve RBC igeren PRP mikropipet yardimiyla 3mL hacimli kuru tiiplere
aktarildi. Once 400xg de 10 dakika (13) siireyle 2.santrifiij islemine tabi tutuldu. Daha
sonra elde edilen PCP 6rnegi goz karariyla esit olarak 3 kisma ayrildi (iist, orta, en alt)
(Sekil10-17). Bu kisimlar ayr1 ayr1 3 adet kuru tiipe aktarilarak bu orneklerden Sysmex
XN5000 cihazinda WBC, RBC ve platelet sayimlar1 ayri ayri yapildi. Ust ve orta
kisimlarda 5 6rnekte yaptigimiz platelet 6lgiimlerinde bir birine yakin degerlerde olacak
sekilde 90.000/uL-200.000/uL arasinda platelet degerleri sayildi . Tiipiin en alt kismindan
ise (yaklasik 300 pL hacmindeki kisim (Sekil 11-17) 200.000/uL-440.000/uL arasinda
platelet sayimlar1 yapildi.

Sonug olarak tiipiin Gist kisimlarinda (list, orta kisminda) hala plateletlerin mevcut
oldugunu yani bizim istedigimiz sekilde tiipiin en alt kisminda pellet olugsmasini (konsantre

etme islemini) bu g kuvvetinde hala tam saglayamadigimizi tespit etmis olduk.

Bunun iizerine tekrar 14 tam kan 6rneginden elde edilen (230 xg de 10 dakika
stireyle) PRP ornekleri, 500xg, 800xg, 1000xg, 1500xg, 2000xg, 2500xg, 3000xg
kuvvetlerinde 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Her g kuvveti i¢in 2 6rnek calisildi. Her

bir 6rnekten iki kisim elde edildi.

1. Kisim: PPP kismi; PCP haricindeki plateletten fakir olan {ist plazmanin tamamiu.
Onceden yapildig: gibi bu kistmda kendi arasinda iki kisma ayrild, iist ve orta
olacak sekilde (Sekil4-13) ve bu kisimlardan ayrt ayri platelet sayimlart yapildi

2. Kisim: PCP kismi; yaklasik 300uL hacmindeki igerisinde pellet bulunan kisim.
Pellet olusumu gozle goriilebiliyor durumda. $ekil12-18. Bu 300uL lik hacim ise

tahmini belirlenmistir.

Bu kisimlar mikropipet yardimiyla 3mm lik kuru tiiplere ayr1 ayr1 aktarilarak

icerlerinden Sysmex XN5000 cihazinda pelatelet sayimlari yapildi.
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Sekil 17. Soldaki resim plazmanin konsantre edildikten sonraki 3 bolgeye ayrilmis halinini
gosterir, Sagdaki resim ise tiipin dip kismindaki yaklagitk 300 pL hacmindeki PCP kismni
gostermektedir (kirmizi ¢izginin altinda hacim yaklagik 300uL).

Sekil 18. Santrifiij isleminden sonra (plazmanin konsantre asamasi olusan pellet kismu goriilmekte

(kirmiz1 yuvarlagin i¢ kismu platelet pelletleri igerir)
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PPP’nin ilk iki kisminda yapilan sayimlarda sonugler sdyle alindi: Ust kisimlarinda
(1. Kisim) degisen oranlarda (1.500/uL -150.000/uL) platelet sayimlart elde edildi. Orta
kisimlarda ise (2. Kisim) bu oranda o6nemli bir degisiklik goézlenmedi. Bu kiigiik
farklarinda kanin vizkositesinden kaynaklanan ve hiicrelere gdstermis oldugu direngten
oldugu diistiniilmektedir. Buradaki platelet degerleri 400xg kuvvetinde en fazla olmak
tizere (yaklasik olarak 90.000/uL-1.700.000/uL arasindaki degerler) 500xg, 800xg,
1000xg, 1500xg,2000xg, 2500xg, 3000xg kuvvetlerinde bu degerlerin gittikge azaldigi,
1500/uL degerine kadar diistiigii ve platelet agisindan daha saf PPP elde ettigimizi tespit
ettik. Ozellikle 2000g kuvvetinde en saglikli degerleri elde ettigimizi gordiik. Sonug olarak
g kuvvetini arttirdikga tist plazma kisminda(PPP) (Sekil 4-13) platelet sayilarini ¢ok diisiik

oranlara indirmeyi basarmis olduk.

Tiipiin dip kisminda ($ekil5-14) (yaklagik 300pL lik hacimli kisim) yapilan
sayimlarda ¢ok daha yiiksek oranda plateletlerin (300.000/u1.-500.000/uL) bu alanda
toplamay1 basarmis oldugumuzu gordiik. Sonug¢ olarak g kuvveti arttikg¢a tiipiin dip
kisminda pellet olusumunun oldukga arttigi belirlendi. Ancak g kuvvetinin belirli bir
noktadan sonra (2500xg ve tstii) (4) plateletlerin parcalanmasina sebep olmaktadir. Bu
sebeple platelet sayimi miimkiin olamayacagindan ¢ok yiliksek g kuvvetlerini 2.santrifii

isleminde kullanmamaya karar verdik(2-4).

Ayrica yiiksek g Kkuvvetlerinde elde edilen pellet kismi ¢ok yogun bir hal
almaktadir. Bu sebeple 6l¢lim yapan cihazin (Sysmex XN5000) pellet icerisinden platelet
saymmini asirt kiimelesme sebebiyle dogru bir sekilde yapamadigini saptadik. Ciinki
Sysmex XN5000 cihazi tek tek hiicre boyutu ve graniil igerigini saptama prensibine gore
hiicre sayim1 yapmaktadir. Bu yiizden fazla kiimelesmis durumdaki plateletleri dogru ve
giivenilir bir sekilde tespit edip sayamamaktadir. Yapilan bu deneme ¢alismasinda 2000xg
kuvvetinde 10 dakika siireyle santrifiij edilen 6rneklerde yaptigimiz 6lctimlerde en yiiksek
oranlarda platelet iceren PCP elde ettigimizi saptadik (320.000/uL-540.000/uL) . Bunun
tizerine 2000xg kuvvetinde 5 ornek iizerinde yeni bir deneme ¢aligmasi daha yaparak
sonuglar1 karsilastirdik ve burada gordiik ki 2000xg kuvveti bize en saglikli PCP elde

etmemizi saglamaktadir.
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Boylece ikinci santrifiij isleminde kiimelesmenin c¢ok asir1 yogun olmadigi ve
platelet par¢alanmasinin en az oldugu 2000xg de 10 dakika siireyle 6rneklerimizi santrifiij

etmeye karar verdik.

PCP smrlarimin ve hacminin belirlenmesi: Simdiye kadar ki yaptigimiz
calismalarda hala Ikinci ¢evirmeden sonra tiipiin dip kisminda ne kadarlik bir hacimde
platelet pellet olustugu, ne kadarlik bir hacimdeki PCP’ y1 mikropipet yardimiyla ¢ekip
almamiz gerektigi konusunda tam bir standadizasyon s6z konusu degildi. Bu konulari

standardize etmek i¢in bir takim deneme ¢aligmalar1 daha yaptik.

Oncelikle 10 tam kan 6rneginden elde edilen PRP 2000xg’de 10 dakika siireyle
santrifiij edildi. Daha sonra sirayla 500uL, 400uL, 300uL, 200uL, 100uL hacmindeki
kisimlar tiiptin dip kisminda kalacak sekilde tist PPP kismi1 mikro pipet yardimiyla 3mL lik
kuru tiiplere aktarildi (Sekil9-18). Tiipiin dibinde kalan PCP hacimlerinden Sysmex
XN5000 cihazinda WBC, RBC ve platelet sayimlar1 yapildi. Sonuglar karsilastirildiginda
goriildii ki en son tiipilin dip kisminda bulunan 100pL hacmindeki kisimda en yogun oranda
platelet pellet olustugu tespit edildi ( gekil13-19).

-PLT’ler ; (250.000/uL-470.000/uL).
-WBC; degerleri ise (100/uL-400/pL) arasinda dlgiildii.
-RBC ler ise; 10.000/uL ile 40.000/uL civarinda 6lgiildii. Yok denecek kadar az.

Bu pellet kism1 gozle de goriilebiliyor durumda. Ayrica Her bir hacim icin iki

ornek calhisilmistir.
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Sekil 19. Santrifiij isleminden sonra (plazmanin son konsatre agamasi) tiipiin dibinde plateletlerin

en yogun oldugu 100uL hacmindeki kisim. Kirmizi ¢izginin {istii PPP kismini ifade etmektedir.

Her bir 6rnegin PPP kisimlarindanda ayrica platelet, WBC ve RBC sayimlari
yapildi. Her Ornek igin alinan platelet degerleri ise Oncedende belirtildigi gibi diisiik

degerler olarak saptandi:
-PLT ; 2.000/uL -5.000/pL.
-WBC degerleride yine ¢ok diisiik olarak bulundu; 10/uL -40/uL.
-RBC ler ise yok denecek kadar az olarak 6l¢iildii; O/uL ile 1.000/uL arasinda.

Ancak 100uL hacmindeki son kisimdan yapilan sayimlarda goriildigi gibi
beklenenin altinda platelet sonuglar1 elde edilmistir (beklenen 1.000.000/ul ve tizeri).
Bunun daha oncede belirtildigi gibi santrifiij esnasinda plateletlerin hala bir miktar
kiimelesmesi (pellet) sebebiyle cihazin yanlis diisiik sayim yapmasindan kaynaklandigina
karar verildi. Ciinkii (Sysmex XN5000) cihazi hiicre boyutu, hiicre sekli ve graniil icerigi
prensibine gore (empedans) tek tek sayim yaptigi i¢in cihazin kiimelesmis olan

plateletlerin ayrimini saglikli ve dogru bir sekilde yapamamadigi bu sebeple yanlis diisiik
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sonuglar elde edildigi kararina varildi. Ayrica cihaz manuel modda iken 150uL 6rnek
hacmiyle calistig1 icin bazen 6rnek yetersizligide yasanmaktadir. Bu yiizden olusan bu
pellet kisminin ¢oziilmesini saglayarak 6l¢iim yapilmasinin daha dogru sonuglar verecegi

distiniildi.

5) PCP igerisindeki plateletlerin en saglhikl sekilde sayimi: Daha 6ncede belirtidigi
gibi plateletlerin saglikli bir sekilde sayilabilmesi i¢in pellet kismmi ¢oziilmesi islemine
karar verildi. Bunun icin iki ¢Oziicii lizerine deneme ¢alismasi yapildi. Calisma igin
yeniden 5 tam kandan elde dilen PRP 6rnegi 2000xg de 10 dakika santrifiij edildikden
sonra ortaya cikan pellet kismi manuel olarak hazirladigimiz PBS (Phosphate Buffered

Saline) tampon soliisyonu yardimiyla 1/10 oraninda sulandirma islemine tabi tutuldu.

PBS Tampon hazirlanmast: Na; HPO4.H,O = 3.65gr, KH2PO4= 0.13gr, NaCl =
2.17gr alinarak 250ml distile su eklendi.

Daha sonra 2 dakika siireyle mikro pipet yardimiyla mekanik ¢6ziilme islemi
uygulandi. Mekanik ¢oziinme: Mikropipetin vakum etkisiyle 6rnegi ¢ekip birakma
seklinde uygulanmaktadir. Elde ettigimiz 6rneklerden Sysmex XN5000 cihazinda tekrar
platelet sayimlar1 gergeklestirildi. Cikan sonuglar 10 ile ¢arpildi ve 5.00.000/ul —
3.000.000/puL aras1 olgiimler elde edildi. Sonuglar diger ¢oziinmeden sayilan 10 6rnek ile
karsilastirildig1 zaman sulandirma isleminden sonra elde edilen platelet sayilarilarinin daha
yiiksek oranlarda elde edildigi goriildii. Boylece PCP igerisindeki olusan pellet kismina
¢ozme iglemi uygulayarak plateletleri daha biiyiik oranlarda saymay1 basarmis oldugumuzu

gordiik.

Ancak sulandirma islemini neyle ve ne oranda yapacagimizi ve mekanik karistirma
islemini ne kadar siireyle yapacagimizi standardize etmemiz gerekiyordu. Bunun igin bir
dizi deneme calismasi daha yaptik. ilk 6nce 5 tam orneginden elde edilen PRP 2000xg
kuvvetinde 10 dakika santrifiij edildikten sonra sulandirma ve ¢6zme isleminde bu sefer
ornegin kendi plazmasini (PPP’yi) kullanmaya karar verdik (13). Ciinkii elde edilen
ornegin invivo kulanimi i¢in sulandirma isleminde plazmayr kullanmanin daha dogru
olacag: diislinlildii. Plazmanin Ph’ sinin ve bilesiminin platetlerin biitiinliigii icin PBS

tampon soliisyonuna oranla daha uygun olacaginada ayrica karar verildi.
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Bu 5 ornekten elde ettigimiz 100pL’ lik PCP oOrnekleri kendi plazmalarini
kulanarak 1/5 ,1/6 ,1/7 ,1/8, 1/10 (oranlar plazmanin yeterliligine gore belirlendi)
oranlarinda sulandirma islemine tabi tutularak 2 dakika siireyle mikropipet yardimiyla
mekanik ¢dziinme islemi uygulandi. Sonrasinda elde edilen 6rneklerden Sysmex XN5000
cihazinda platelet sayimlar1 yapildi. Sonuglara bakildigi zaman yiiksek platelet sayilari elde
edildigi gortldi (560.000/uL-3.000.000/uL). Sonuglar saline soliisyonuyla sulandirma
islemiyle elde edilen sonuclarla karsilastirildiginda aralarinda ¢ok fazla farkin olmadigi
tespit edildi. Boylece sulandirma islemine daha saglikli oldugu diisiiniilen 6rnegin kendi

plazmasiyla devam etmeye karar verdik.

Ancak PCP 6rnegine uygulanacak olan; mikropipet yardimiyla mekanik ¢6ziinme
isleminin ne kadar siire yapilmasi gerektigi heniiz standardize edilmemisti. Bunun iizerine
bir deneme calismasinin daha yapilmasina karar verildi. Bunun i¢in 12 tam kan 6rneginden
elde edilen PRP ornekleri 2000xg de 10 dakika santrifiij edilerek her bir drnekten 100pL
hacminde PCP elde edildi. Daha sonra elde edilen PCP ler mikropipet yardimiyla kendi
plazmalariyla 1/10 oraninda sulandirildi. Her bir siire i¢in ikiser drnek kullanilmak tizere
orneklere sirasiyla 30 saniye ve 1, 2, 3, 4, 5 dakika siirelerle mekanik ¢oziinme islemi
uygulandi. Cozliinme sonrasinda PCP 6rneklerinden Sysmex XN5000 cihazinda platelet

sayimlar1 gerceklestirildi ve sonuglar kaydedildildi.

Sonuglar karsilagtirildiginda goriildii ki diisiik ¢6ziinme siirelerinde daha az platelet
¢oziinmesinin oldugu, yliksek mekanik ¢ézlinme siirelerinde ise plateletlerin pargalandigi
ve bunun tizerine her iki durumda da daha diisiik sayimlar elde edildigi gorildi. En yiiksek
platelet sayiminin ise daha oncede kullanmis oldugumuz 2 dakikalik mekanik ¢oziinme
islemi sonrasinda ger¢eklestirildig goriildii. Bu olumlu elde edilen sonug; sonrasinda
calisgtlan 5 oOrnekten elde edilen benzer sonuglarla teyit edilmistir. Bunun iizerine
caliyjmada mikropipet yardimiyla 2 dakikallk mekanik c¢oziinme siiresinin

Kkullanilmasina karar verildi.

Biitiin bu caliymalarin ve denemelerin 151¢Inda esas ¢alismaya gecilmesine
karar verildi. Bunun iizerine hastane poliklinigine gelen hastalar ve hastanedeki

calisanlarimizdan 25 erkek birey se¢ildi. Bireylerin hematoloji hastasi olmamasi ve
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ozellikle WBC, RBC ve PLT degerlerinde patolojik bir diisiikliik olmamasina dikkat

edilmistir.

Bireylerin yas araliklar1 20-60 yas olarak belirlendi. Belirlenen bireylerden 5mL
hacminde sodyum sitrath (0,5 mL sodium citrate iceren) tiiplere 25 adet tam kan
ornekleri toplandi. Kan alma islemi sirasinda ve sonrasinda hemoliz ve pihtt olmamasina
ayrica tiiplerin tam olarak dolmasina 6zellikle 6zen gosterildi. Tam kan 6rneklerinden hizl
bir sekilde zaman kaybetmeden hastane laboratuvarimizdaki Sysmex XN5000 cihazinda
oncelikle tam kan sayimlar1 yapildi ve 6rneklerin WBC, RBC ve PLT degerleri kaydedildi.
Iki ornekte platelet sayilar1 105.000/pL ve 110.000/uL olarak diisiik bulundugu ic¢in bu
ornekler ¢alismaya dahil edilmedi. Kalan 23 6rnekle calismaya devam edildi. Daha sonra
bu tam kan Orneklerine allegra x-15r centrifuge Beckman Coulter(sogutmaly) cihazinda
onceden belirlemis oldugumuz 230xg de 10 dakika (13) siireyle santrifiij islemi uygulandi.
Tam kan,; altta eritrositler iistte plazma (PRP) olacak sekilde iki kisma ayrilmis oldu. Daha
sonra yine bekletilmeden 6nceden belirlenmis olan tiiplin alt Smm mesafedeki hacimde
bulunan buffy coat kismi (sekil 15) tiipte birakilarak {ist plazma (PRP) mikropipet
yardimiyla 3mL lik kuru tiiplere aktarildi Sekil. Bu asamada daha éncede belirttigimiz
gibi plateletlerden WBC leri biiyiik oranda ayirmis olduk.

Buffy coat: RBC ve plazmanin birlesim ¢izgisinden baslayarak yukari yénlii Smm
mesafede ol¢iilen kisim. Igerisinde yiiksek oranda WBC, diger graniillii hiicreler ve bir

miktarda platelet mevcut (onceden belirlendi).
PRP: WBC ve RBC den fakir plateletten zengin plazma.

Aktarma islemini yaparken plazmanin tiipliniin cidarindan akmasini saglayarak ¢ok
azda olsa olas1 bir mekanik parcalanmay1 6nlemeyi amagladik. Tekrar elde edilen bu PRP
ornekleri onceden belirlenmis olan 2000xg de 10 dakika(l) siirede santrifiij edildi. Bu
ikinci santrifiij asamasi plateletlerin konsantre edilme asamasidir (PCP). Boylece

plazmanin iki kisma ayrilmasi saglanmis oldu.

Birinci kisim: En altta bulunan PCP (yaklasik 100ul lik kisim dnceden belirlendi).

Icerisin de pellet haline gelmis olan plateletler mevcut (gozle goriilebilir durumda)

(Sekil12-18).
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ikinci kisim: PCP haricindeki iistteki plateletten fakir plazma; PPP kismu.
Icerisinde ¢ok diisiik oranlarda platelet mevcut (1.000/pL— 6.000/uL)(sekill3-19). Bu
kisimlar ayr1 ayr1 mikropipet yardimiyla 3mm lik kuru tiiplere aktarildi. Daha sonra PCP
ornegi kendi plazmasiyla mikropipet yardimiyla degisen oranlarda sulandirildi. 3 6rnegin
plazmasi yeterli olmadigi i¢in bu 3 6rnek 1/5, 1/7, 1/8 oranlarinda, kalan 20 6rnek 1/10
oraninda sulandirildi. Ornekler yine 6nceden belirlenmis olan 2 dakika siireyle mikropipet
yardimiyla mekanik ¢6ziinme isleminetabi tutuldu (6rnegi vakum etkisiyle ¢ekip birakma
seklinde). Daha sonra her bir 6rnekten (Sysmex XN5000) cihazinda WBC, RBC ve platelet
sayimmlart ayr1 ayr1 yapilarak sonuglar kaydedildi Tablo3. Platelet sayimlar1 ise her bir

ornekten ¢ift sayim seklinde yapildi ve sonuglarin ortalamalar1 alinarak kaydedildi Tablo3.
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4. BULGULAR

23 ornekten yapilan tam kan sayimi sonucu elde edilen WBC, RBC, platelet
degerleri, 6rnek sayilar1 ve yas dagilimi Tablo 2’ de gosterilmistir. Orneklerin tam kan
platelet degerlerine (PLT1) bakildiginda platelet eldesi (PRP) ve platelet konsantresi (PCP)
icin uygun degerler oldugu goriilmektedir. Bu o6rneklerden o6ncelikle PRP kismi elde

edilmis, daha sonra PRP’ den ikinci santrifiij islemi sonras1 PCP elde edilmistir.

PCP igerisinden yapilan WBC, RBC ve platelet sayimlar1 Tablo 3’ te gosterilmistir.
Platelet sayimlar1 ise her ornekten iki defa yapilip ortalamalar1 alinarak kaydedilmistir,
sonuglar yine Tablo 3 * te belirtilmistir. Konsantre isleminden sonra sirasiyla ti¢ 6rnegi 1/8,
1/7, 1/5 oranlarinda, kalan 20 6rnegi ise 1/10 oraninda sulandirma islemine tabi tuttuk
Tablo 4. Sulandirma igleminin basarili oldugu ORT PLT 2 ve PLT2-1, PLT2-2 sonuglarina
bakildiginda goriilmektedir. PCP igerisindeki WBC ve RBC degerleri hedeflenen sekilde
oldukga diisiik degerlerde elde edilmistir (hedef: WBC<1.000/uL, RBC<50.000/uL) Tablo
3.

PCP igerisindeki platelet degerleri ise toplam 15 Ornekte hedeflendigi gibi
1.000.000/uL ve tizeri elde edildi. Kalan 8 6rnekte ise bu degerin altinda sonuglar elde
edildi Tablo 3. Elde edilen son platelet degerleri baslangi¢ degerleriyle karsilastirilip ¢ikan
sonug iki yolla ifade edildi. ilk olarak PCP’ dan elde edilen platelet degerinden ( ORT
PLT) tam kan platelet degeri (PLT1) ¢ikarilip aradaki farki baslangic degerine oranlayarak
yiizde konsantrasyon artisi seklinde ifade edildi. Ikinci olarak ise ¢ikan son platelet
degerini (ORT PLT) direk tam kan platelet degerine (PLT1) oranlayarak ¢ikan sonucu

yiizde konsantrasyon olarak ifade ettik Tablo 5. Sonuglara baktigimizda esas amacimiz

49



olan icerisinde WBC ve RBC nin en az oranda oldugu fakat platelet acisindan miimkiin

oldugunca konsantre edilmis olan plazmay1 elde etmeyi basardigimizi gordiik.

Tablo 2. Calismada kullanilan 6rnek sayist, kisilerin yas bilgileri ve 6rneklerin tam kan WBC
(WBC1, RBC (RBC1), platelet degerleri ise PLT1 olarak gosterilmektedir.

ORNEKNO | YAS(J) | WBCL(/uL)x10% | RBC1 (/uL) x10® | PLT1 (/uL)
1 24 5,96 451 202.000
2 42 6,97 4,79 134.000
3 55 4,38 4,21 143.000
4 24 7.1 45 212.000
5 43 6,5 4,01 211.000
6 35 6,2 5,02 141.000
7 46 7,01 4,71 302.000
8 36 7,63 411 218.000
9 28 6,84 4,18 267.000
10 50 6,08 413 162.000
11 46 4,94 4,09 160.000
12 30 6,79 4,14 210.000
14 32 7,03 4,15 173.000
15 51 6,06 4,42 196.000
16 40 8,01 47 321.000
17 23 7,69 4,02 227.000
18 51 5,73 4,44 130.000
19 36 5,43 4,33 161.000
20 28 8,01 4,47 179.000
21 26 3,75 3,71 148.000
22 22 7,55 3,97 351.000
23 33 7,.09 4,02 219.000
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Tablo 3. PCP igerisindeki WBC, RBC ve Platelet degerlerini gostermektedir

ORNEK | WBC2 (/uL) | RBC2 RT PLT2 PLT2-2
oo o (/pL)C)ilOG ° (Jul) PLT2-I0uL) | ury
1 0,25 0,02 1.464.000 1.456.000 | 1.472.000
2 0,1 0,01 661.500 651.000 672.000
3 0,15 0,01 945.000 790.000 1.100.000
4 0,06 0,01 1.415.000 1.410.000 | 1.420.000
5 0,08 0,01 1.115.000 1.110.000 | 1.120.000
6 0,6 0,02 795.000 810.000 780.000
7 0,13 0,02 2.465.000 2.480.000 | 2.450.000
8 0,18 0,02 1.820.000 1.680.000 | 1.960.000
9 0,07 0,01 955.000 960.000 950.000
10 0,15 0,02 710.000 670.000 750.000
12 0,15 0,02 1.110.000 1.110.000 | 1.110.000
13 0,17 0,03 1.540.000 1.600.000 | 1.480.000
14 0,36 0,02 760.000 770.000 750.000
15 0,12 0,03 1.570.000 1.760.000 | 1.380.000
16 0,46 0,05 2.097.500 2.355.000 | 1.840.000
17 0,04 0,03 1.605.000 1.640.000 | 1.570.000
18 0,03 0,01 910.000 890.000 930.000
19 0,02 0,.01 1.530.000 1.370.000 | 1.690.000
20 0,16 0,02 3.360.000 3.340.000 | 3.380.000
21 0,13 0,02 1.600.000 1.650.000 | 1.550.000
22 0,13 0,02 2.485.000 2.370.000 | 2.600.000
23 0,04 0,.05 2.630.000 2.810.000 | 2.450.000

PCP igerisinden olgiilen WBC: WBC2, RBC: RBC?2 seklinde, platelet degerleri ise: PLT2-
1, birinci 6l¢iim, PLT2-2; aymi ornekten ikinci él¢iim seklinde gosterildi. En son ortalama

platelet degerleri: ORT PLT; Birinci ve ikinci 6l¢iimiin ortalamast (PLT2-1 ve PLT2-2" nin

ortalamasi) seklinde gosterildi.

Tablo 4. Calismada kullanilan 6rneklerin sulandirma oranlart.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
18 17 Y10 | 110 | 110 | 110 | 110 | 110 | 10 | 110 | 1/10 1/10
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
110 | 110 | 110 1/5 Y10 | 110 | 10 | V10 | 110 | 110 | 1/10

Birden yirmi iige kadar olan rakamlar 6rnek numaralarin, kesirle ifade edilenler

sulandirma oranlarini gostermektedir.
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Tablo 5. Orneklerin ilk ve islem sonrast platelet sonuglari ve artig yiizdesi

ORNEK| PLT1 ORT PLT2 | KONSANTRASYON | KONSANTRASYON
NO (/ul) (/uL) (%) ARTISI (%)
1 202.000 1.464.000 725 625
2 134.000 651.500 494 394
3 143.000 945.000 661 551
4 212.000 1.415.000 667 567
5 211.000 1.115.000 528 428
6 141.000 795.000 564 464
7 302.000 2.465.000 816 716
8 218.000 1.820.000 835 735
9 267.000 955.000 358 258
10 162.000 710.000 438 338
11 160.000 1.110.000 694 594
12 210.000 1.540.000 733 633
14 173.000 760.000 439 339
15 19.6000 1.570.000 801 701
16 321.000 2.097.500 653 553
17 227.000 1.605.000 707 607
18 130.000 910.000 700 600
19 161.000 1.530.000 950 850
20 179.000 3.360.000 1877 1777
21 148.000 1.600.000 1081 981
22 351.000 2.485.000 708 608
23 219.000 2.630.000 1201 1101

PLT1; tam kan platelet degerlerini gostermektedir. ORT PLT; PCP icerisinde ayni

ornekten ¢ift olgiimle elde edilen platelet sonuglarimin ortalamasi: alinarak elde dilmistir.
KONSANTRASYON(%): PCP den elde edilen ORT PLT’ nin tam kan platelet degerine
(PLT1) oranlanmasiyla elde dilen sonuglarin yiizde olarak ifadesi. KONSANTRASYON
ARTISI: ORT PLT’ den tam kan platelet degeri ¢ikarilarak aradaki fark yiizde

Konsatrasyon artisi seklinde ifade edilmistir.
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Tablo 6. Tanimlayic: statistikler

B WBC1 | pge1 | pLma | WBC2 | RBC2 o
n=23 YAS (/HL) (/HL) X106 (/ML) (/HL) (/HL) (/uL)
x103 x103 x106
Ortalama | 36 | 649 430 | 203045 | 014 0,02 | 1.524.682
Standart | ., | 499 0,31 59.679 | 0,10 001 | 698.901
Sapma
Median | 36 | 682 420 | 199000 | 013 0,02 | 1.497.000
27- 157.000- 936.250-
th_7Eth _ _ _ _
250750 | 20 15,90-7,21| 407450 | oo | 0,06:0.16 | 0,01-0,02| [
Minimum | 22 | 375 371 | 130000 | 002 001 | 661500
Maksimum | 55 | 8,01 502 | 351.000 | 046 0,05 | 3.360.000
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5. TARTISMA

Santrifiyj islemi sivi-sivi, kati-sivi fazlari ayirmada en 6nemli ve verimli yoldur.
Prensibi ise rolatif santrifiij kuvvetinin (RCF, g) ayrilacak olan bilesenlerin 6zgiil
agirligindan biiylik olmasiyla bilesenlere g kuvveti (RCF) uygulamasi temeline dayanir.
Bunun iizerine ayrilacak olan bilesenler belirli bir sirayla (6zgiil agirligina gore agir olan
ilk once hareket eder) RCF kuvveti yoniinde hareket etmeye baglar. Yani RCF kuvveti
biitiin partikiillere ayni oranda etki eder fakat partikiiller belirli bir siirede ayn1 mesafeyi

katedemez. Ozgiil agirhig1 fazla olan en ¢ok yol alan partikiildiir.

Ayni zamanda partikiillerin bulundugu ortamin uyguladig: siirtiinme kuvvetide (
orn; sivi ortamda sivimin viskositesi) alinan mesafeyi etkiler. Ornegin biiyiik partikiillere
daha ¢ok diren¢ uygulanir ve bu yiizden daha ge¢ yol katederler. Sonug olarak biitiin bu
sartlar altinda partikiiller kendi aralarinda bir siralama gosterecek sekilde dizilim
gosterirler. Santrifiijlerdeki RCF(g) kuvveti rotorun merkezinden uzaklastik¢a (yar1 ¢ap
arttikca) artmaktadir. Bu sebeple g kuvveti bu sartlara gore ayarlanir ve hesaplanir Sekil 20
(49,35).

RCF kuvveti hesaplanarak elde edildigi i¢in her zaman sabittir ve santrifiij tipine
gore degisiklik gostermez. Bu sebeple santrifiijleme islemlerinde g kuvvetinin kullanilmasi
hem daha dogru sonug¢ vermekte hemde bir standardizasyon saglamaktadir. Ayn1 zamanda

caligmalar arasinda kiyaslamayada olanak getirmektedir.

RCF(g) = 1,118 x 10° x r X (rpm)?
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Sekil 20. Santrifiij ivmelenmesinin sematik gosterimi. F : Kuvvetin yoniinii, v:hizin yoniini, R:

Santriflij yarigapini, M: maddemizi,W: agisal hizi, X: rotorun merkezini ifade etmektedir.

Bizde yaptigimiz ¢aligmada, 21°C sabit sicaklikta, santrifiij islemlerinde g (RCF)
kuvvetini baz aldik; boylelikle hem giivenilir sonuglara ulastik hem de diger ¢alismalarla

karsilastirabilme imkani1 elde etmis olduk.

Ayrica santrifiij cihazlart rotorun hareketli olup olmamasma gorede farklilik

gostermektedirler.

Hareketsiz sabit a¢ili olanlar: Rotorun dénme eksenine gore 25-45, ya da 90
derece olan haznelere sahiptirler. Partikiiller tiipiin ¢eperine carparak dibe dogru hareket
eder yada ¢eperde birikme gosterir (Sekil 8).

Hareketli oynar bashkh olanlar (horizontal): Doénme esnasinda tiipler rotorun
donme eksenine paralar olacak sekilde ivmelenmektedir Sekil8. Bu durumda partikiillere
daha fazla g kuvveti uygulanmakta ve partikiiller muntazam bir sekilde siralanma ve
kiimelenme gostermektedir. Parcaciklarin hareket dogrultusu g kuvvetinin dogrultusu ile
ayni paralellikte oldugu icin siirtinme kuvvetide azalmaktadir. Parcaciklar daha kolay
hareket etmekte ve fazla bir direngle karsilagmadiklari igin pargalanma riskleride
azalmaktadir. Bu durum o6zellikle PRP ve PCP eldesi sirasinda plateletler i¢in 6nem

arzetmektedir.

Ornegin sabit agili santrifiijlerde, plateletler dnce tiipiin duvarma carptiklari igin

hem darbeye maruz kalmaktalar hemde yiizeyde kiimelendikleri iginde geri kazanimlar

55



olduk¢a zorlagmaktadir. Yapilan PRP c¢alismalarinda separasyon islemleri i¢in oynar
bashikli santrifiijlerin kullanilmasinin her zaman daha iyi sonuglar verdigi ozellikle
vurgulanmistir. Bizde bu sebeplerden dolay1 ¢alismamizda laboratuvarimizda bulunan

oynar baglikli (horizantal), sogutmali santrifiij cihazini kullanmay tercih ettik.

Tam kan (WB) igerisindeki hiicreler ve kompenentlerinde belirli bir 6zgiil
agirliklar1 vardir. Bastan siralamak gerekirse; RBC (Red Blood Cell) en agir1 1,095, daha
sonra WBC (White Blood Cell) 1,063-1,085, plateletler ise en hafiftir 1,032.Tam kanin
ozgill agirhgr erkeklerde 1,055-1,060, kadmnlarda 1,050-1,056dir. Plazmaninki 1,025-
1,029, serumunki ise 1,024-1,028 dir (1-13). Uygulanan santrifiij kuvveti (g); PRP ve PCP
hazirlanirken tiip igerisindeki tam kanin bilesenlerine esit olarak etki eder. Fakat oncede
bahsedildigi gibi 6zgiil agirlik farkindan dolay1 bilesenler belirli bir siralama goésterecek
sekilde tiipiin dibine dogru hareket ederler. Soyleki; gozle net bir sekilde goriilecek
durumda RBC en altta, plazma onun istiinde (klasik goriiniim) olacak sekilde. Plazma
icerisinde ise WBC ler ve graniillii hiicreler en altta onun stiindede plateletler mevcuttur.
Fakat 6zgiil agirliklarinin biribine ¢ok yakin olmasi sebebiyle bu bilesenlerin ayrimi higbir

zaman %100 olmamaktadir ve bilesenler arasinda kontaminasyonlar olmaktadir.

PRP ve PCP elde etmek i¢in yaptigimiz ¢calismamizda bu kontaminasyonu en aza
indirmeyi amagladik. Bunu da en uygun g kuvvetlerini, siiresini ve ¢ift santrifiij teknigini
kullanarak sagladik. Bu yolla WBC, RBC ve plateletleri birbirlerinden miimkiin oldugunca

ayirmay1 amagcladik.

Ayrica kullandigimiz santrifiij sogutmali santrifiij oldugu i¢in 6rneklerimiz santrifiij
1s1s1 21°Cye sabitlenerek 1s1 artisindan kaynaklanan olast hiicre deformasyonlari ve
par¢alanmalarinin Oniine gecilmis oldu. Bu da bizim ¢aligmamizin bir avantaji olarak
belirlendi. Bu giline kadar yapilan bircok ¢alismaya baktigimizda PRP igerisinde WBC
varhigiin fazla 6nemsenmedigini, elde edilen PRP ve PCP igerisinde yiiksek oranda WBC
varhigl oldugunu gérmekteyiz (4,50). WBC ile plateletleri birbirlerinden ayirmak oldukga
zordur, hatta %100 ayirmak imkansizdir denebilir. Ciinkii plateletlerin ve WBC’ lerin
ozgiil agirliklar birbirlerine ¢ok yakin oldugu i¢in WBC nin oldugu kisma (buffy coat) bir
miktar platelet kayb1 kaginilmazdir.
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Eger RBC’ siz ve WBC’ siz bir PCP elde etmek istersek bu sebeplerden dolayi
dogal olarak platelet kaybimiz bir miktar olmaktadir. Bunun yaninda eger plateletleri
% 100 verimle kullanmak istersek; tam kan orneginin tamamimi (WB) kullanmak
gerekecektir. Fakat tam kan igerisindeki olusan kismi koagulasyon sebebiyle fibrin aglar
olusmaktadir. Bu fibrin aglarmin igerisinede plateletlerden ortaya ¢ikan PDGF-BB
(Platelet-derived growth factor) kaybi olmaktadir. PDGF-BB’ lerin fibrin aglarinin
icerisinde hapsoldugu disiintilmektedir(13). Bu da tedavi verimliligini kotii yonde

etkileyecektir.

PRP ve PCP elde etmek icin laboratuvarimizda mevcut olan 5mL hacmindeki
sodyum sitrat igeren ve 3mL hacmindeki kuru tiipleri kullandik. Bir baska calismada ise
15mL lik EDTA igeren ve 1.5 mL lik kuru tiipler kullanilmistir (13). EDTA veya sitrat
iceren tiiplerin kullanimi PRP elde c¢alismalarinda kullanilmaktadir (13,4). Bizim
laboratuvarimizdaki mevcut olan 2mL hacimli EDTA ‘I tiiplerin hacimleri yetersiz oldugu
i¢in biz sodyum sitrat igeren SmL hacimli (0.5 mL sodyum sitrat i¢eren) tiipleri kullanmay1
tercih ettik. Ciinkii SmL hacimli tiiplerle daha yiiksek hacimli PRP elde edilebilmektedir

buda geri kazanilan platelet sayisini1 olumlu yonde etkilemektedir.

Santrifiij islemlerinde ilk Santrifiij asamasinda uygulanan g kuvveti arttik¢a daha
fazla plazma hacmi elde edilebilmektedir. Fakat RBC igerisine ve buffy coat kismina olan
platelet kaybida gittikge artmaktadir. Bu sebeple 1. Asamada olugan PRP igerigi platelet
acisindan daha fakir olmaktadir. Ikinci santrifiij isleminde ise (PCP asamas1) g kuvveti
arttikga platalet kazanci ve pellet olusumu artmaktadir fakat ¢ok fazla miktardaki g
kuvvetlerinde ise plateletler parcalanmakta ve aktive olmaktadir. Bu sebeple PCP

icerisindeki platelet sayisinda ve verimliliginde kayip s6z konusu olmaktadir (4).

Ornegin 3000xg ve iizeri ¢evirmelerde plateletler parcalanmakta, yasayabilirligi
azalmakta ve aktive olmaktadirlar(4). Bu yiizden g¢alismamizda en uygun g kuvvetleri
olarak; 1. Santrifiij isleminde 230xg (bu g kuvvetinde plateletlerin RBC ve buffycoat
igerisine kaybi en az olmaktadir), 2. Santrifiij isleminde ise 2000xg (bu g kuvvetinde
plateletlerin par¢alanmasi ve aktive olmasi en az oranda olmaktadir) santriflij kuvvetlerini

kullandik(13) .Santrifiij siiresi ise 10 dakika olarak belirlendi(13).
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Kahn ve ark. (1976) 478 mL WB' den (36) en yiiksek trombosit konsantrasyonunu
elde etmek i¢in en uygun kosulu 4 dakika siireyle 3730xg'lik bir santrifiij ivmesi olarak
belirlemislerdir. Slichter ve Harker (1976) tarafindan elde edilen en yiiksek trombosit geri
kazanim verimi i¢in 250-450 mL WB 06rnegi kullanilmis ve 1000g'de 9 dakika siireyle
santrifiije tabi tutulmustur. Sonrasinda % 80 oraninda geri kazanim elde edilmislerdir(51).
Fakat dikkat edilirse kullanilan kan hacimleri olduk¢a fazladir. Bizim ¢alismamizda ise 4.5
mL tam kan 6rnegi (WB) kullanilmistir. Ayrica ayni1 ¢alismada 3000xg de 20 dakika
santrifiij edilen 6rneklerde yine trombositlerin yasayabilirliginin azaldigi kanitlanmistir (4).
Bu yiizden biz ¢alismamizda ikinci santrifiij adiminda en optimal g kuvveti olan 2000xg

kuvvetini kullanmaya karar verdik.

Iki santrifiij islemi haricinde tek santrifiij isleminide kulanan caligmalar mevcuttur
(52). Fakat bir ¢cok kaynakta saglikli bir PCP elde etmek i¢in her zaman ¢ift santrifiijleme
onerilmektedir. Bazi ¢aligsmalarda tek santrifiijleme sonrasinda alinan PRP hacmine buffy
coat’ ta dahil edilmistir. Clinkii tek santrifiijleme yapildigindan ve konsantre etme asamasi
olmadigindan miimkiin oldugunca fazla sayida platelet iceren PRP elde etmeyi
amaclamislardir. Bagka bir deyisle tek santrifiijleme ile daha konsantre plazma elde etmeyi
amaclanmis denilebilir. Daha konsantire bir plazma elde etmek i¢in ise ilave dondiirmeler

gerektigide ayrica ayni ¢alismada vurgulanmistir (53,54).

Landesberg ve ark. WB konsantrasyonunun yaklasik 3,2 kati konsantrasyona sahip
PRP oOrnekleri elde etmeyi basardilar. Uyguladiklar1 Santrifiij prosediirii ise; dondiirme
basina 200xg kuvvetinde 10 dakika siire olarak belirlendi. Santrifiij islemi i¢in ise 5 mL
hacminde tam kan 6rnegi kullandilar (54). Bu ¢alismalarin ¢ogunda, yazarlar yalnizca geri
kazanim etkinligi yerine nihai konsantrasyon faktorii teriminide ¢okca kulanmaktadirlar.

Bizde ¢aligmamizda konsantrasyon ifadesini kullanmay tercih ettik.

Ancak bu ifadelerin hangisinin daha dogru olacaginin performansininda tam olarak

oOlgiilemeyecegi soylenmektedir(4).

Yapilan bagka bir ¢alismada 3,5 mL WB 6rnegi kullanilmistir. Bu ¢alismada birinci
santrifiij islemi icin 100xg 10 dakika siire kullanilarak baslangi¢ konsatrasyonun yaklagik

iki kat1 kadar platelet eldesi saglamiglardir. Ayrica elde edilen PRP’nin iist hacminin
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yaklagik 1/2 yada 1/3 kadari uzaklastirilarak ikinci santriflij islemi sonrasi baslangica
oranla 3 ile 5 kat daha fazla konsantrasyonda platelet iceren plazma elde edildigi
sOylenmekdir(13). Bizim calismamizda ise buffy coat kismi birakilip iist plazmanin
tamam1 almmistir. Ciinkii st plazmadaki (PRP igerisindeki) biitiin plateletleri kayip
olmadan ikinci santrifiij islemine dahil ederek platelet kaybini en aza indirmeyi amacladik.
Buna ragmen bir kisim plateleti bufycoat icerisinde biraktigimiz igin yinede bir miktar
platelet kaybimiz olmaktadir. Ikinci santrifiij islemi sonrasinda baslangica oranla (tam kan
platelet konsantrasyonu) 8 ile 20 kat daha fazla oranda platelet konsatrasyonu elde etmeyi
basardik.

Jo ve ark. kullandiklar1 yontemle daha iyi bir verim elde ettiklerini belirtmislerdir
(%92). 9mL WB 6rnegi kullanmislardir. Ilk santrifiij islemini 900 x g kuvveti 5 dakika
siire olarak uygulamislar (9-53). Elde edilen trombosit konsantrasyonu 310.7 + 78.5 x 10 3
/ mm?3 olarak &l¢iilmiistiir. ikinci adim igin 15 dakika siireyle 1500 x g kuvveti uyguland.
Ikinci santrifiij basamagi igin ise maksimum verimlilik (%84) olarak belirlenmistir.
Trombosit konsantrasyonu ise 633.2 = 91.6 x 10%/ mm? olarak 6l¢iilmiistiir. Trombositlerin
konsantrasyonu baslangigtaki konsantrasyonundan 4,2 kat daha fazladir. Fakat burada

trombositlerin biitlinliigiine ve aktive olmamasina ¢ok dikkat edilmemistir.

Bizim ¢alismamizda ise 1. Ve 2. Santrifiij islemlerinde sirayla 230g 10 dakika sire,
2000xg 10 dakika siire kullanilarak son konsatrasyonda baslangica oranla 8 ile 20 kat daha
fazla platelet sonuglari elde edildi. Ayrica plateletlerin biitiinliigii ikinci adimda kullanilan
g kuvvetiylede (2000 x g) biiyiik dlgiide korunmus oldu. Ikinci santrifiij isleminde 400xg
kuvvetini kullanarak platelet biitiinliiglinii daha iyi sagladigini belirten ¢alismalarda
vardir(4). Ancak bizim ¢aligmamizda 400xg 10 dakikalik siireyle yaptigimiz 6rneklerden
elde edilen PPP(platelet poor plazma) kisminda yaptigimiz platelet sayimlarinda PPP
igerisinde hala bir miktar platelet bulundugunu saptadik (120.000/u1.-210.000/uL). Bu
bizim i¢in fazlaca bir kayip olmaktaydi. Bizim amacimiz ise plateletleri par¢alamadan ve
aktive etmeden tamamiyla PCP kisminda toplamakti. Bunun i¢in 2000xg kuvveti ve 10
dakika siireli santrifiij islemini uyguladik. Sonuglarimiza baktigimizda 8-20 kat daha
yogun platelet konsantrasyonlar1 elde ettigimizi gordiikk. PPP kisminda ise az sayida
platelet bulundugunu saptadik (150/pL-500/uL).
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Bausset ve ark.(55) iki santrifiij adimini igeren bir prosediir ele almiglar; 15 dakika
siireyle 130xg veya 250xg kuvvetinde bir santrifiij islemi uygulamislar. Ilk santrifiij
sonras1 8,5 mL WB'den 3,47 kat daha yogun trombosit konsantrasyonu elde etmislerdir.
Ikinci santrifiij adiminda ise ilk adimdan elde edilen 2mL plazmay: (PRP) kullanmislarve
2300xg de 9 dakika siireyle santrifiij uygulamislardir. Sonrasinda arastirmacilar PCP
igerisindeki trombosit biitiinliigiinii ve yogunlugunu degerlendirmisler sonuglari ise olumlu
olarak kaydetmislerdir. Verilere baktigimizda ise ¢alismamizin verileriyle uyumlu olarak
degerlendirildi. Fakat bizim sonuglarimiza gore elde ettigimiz platelet konsantrasyonu daha

yiiksek idi.

Ik santrifiij adimmm inceleyen Araki ve ark. 10 dakika siireyle 70xg kuvvetinde
diisiik ivmeler uygulayarak elde ettikleri PRP orneginde; trombositlerde %70-80 geri
kazanim WBC’lerde ise %10-35 oraninda bir geri kazanim elde etmislerdir(56).
Antikoagulan olarak ise EDTA kullanmislardir. Bizim galismamizdada basta yaptigimiz
diisik g kuvvetindeki denemelerd ede benzer sonuglar elde edilmistir. Fakat diisiik g
kuvvetlerinde PRP icerisine WBC bulasinin fazla oranda oldugunu saptadik bu yiizden
bulasinin en aza indirilmesi i¢in ilk santrifiij adiminda en uygun g kuvveti olan 230xg
kuvvetinil0 dakika siirede uyguladik. Aymi ¢alismada yine 230-270xg'lerde de benzer
trombosit geri kazanimi elde etmislerdir(56) (calismamizla en uygun olan g Kkuvveti

araligi).

Bununla birlikte ayni1 ¢alismada WBC geri kazanimi sadece % 4-6 olarak bulundu.
Bu bulas1 bizim ¢alismamizda ¢ok daha az olarak goriildii (%1,1-%3). Sonuglara genel
olarak bakildiginda ise bizim calismamizi destekler durumda oldugu goriildii. ikinci
santrifij adimi igin ise 2300xg'lik bir hizlanma 10 dakika boyunca uygulanmustir.
Trombosit konsantrasyonu baslangica oranla 7.4 kat daha fazla bulunmustur. Bizim
calisgmamizda da yine benzer sonuglar elde edildi (2000xg, 10 dakika siireyle). Ayni
caligmada antikoagiilan olarak ACD kullanildigi zaman trombosit geri kazanimi sadece
%35 olarak olgiildii. Sodyum sitrat kullanarak yaptigimiz bizim caligmamizda ise
trombosit geri kazanimi %70-89 oraninda elde edildi. ACD’ ye oranla daha iyi sonuglar
elde ettigimiz goriilmektedir. Arastirmacilar bu farkin, numunedeki trombosit biitlinliigiinii

azaltan antikoagiilan etkisinden kaynaklandigin1 diisiinmektedirler. Bu nedenle
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caligmalarda ayr1 yeten trombosit biitiinligiiniinde degerlendirilmesi hem kullanilan

antikoagiilanlar agisindan hemde trombosit verimi agisindan 6nem arzetmektedir.

Mazzocca ve ark(57) farkli kompozisyonlara sahip PRP 6rnekleri hazirlamak igin 3

protokolii analiz etmiglerdir:

IIk calismada birinci santrifij basamaginda 5 dakikada siireyle 1500 rpm
(Revolution per minute; dakikadaki devir sayisi)’yi kullanmislardir ve diisiik trombosit
(382 x 10% / mm?®) ve diisiik WBC (0,6x10% / mm?®) sayilar1 elde etmislerdir (calismada
10mL WB kullanmisglardir).

Ikinci cahsmada ise 3200 rpm'de 15 dakika siireyle yine tek ¢evirme kullanildi ve
bu basamakta daha yiiksek trombosit (940 x 10 3 / mm®) ve WBC (17 x 10% mm®)
sonuclar1 elde etmislerdir. Calismada ise 27mL gibi oldukca yiiksek bir WB hacmi
kullanilmistir. Bizim ¢alismamizda ise ¢ok daha diisiik bir WB hacmiyle ¢aligildi (4,5 mL).
Platelet acisindan bizim ¢alismamizla benzer sonuglar olmasina ragmen WBC oran1 bizim

sonuglarimizdan daha yiiksek olarak tespit edildi.

Uciincii calismada ¢ift santrifiij islemi uygulandi. Bunun igin birinci santrifiij
adiminda 5 dakika siire ve 1500 rpm, ikinci santrifiij adiminda ise 20 dakika siire ve 6300
rpm kullanildi. Sonug olarak daha yiiksek konsatrasyonda platelet (472.000/uL) ve daha
diisiik konsantrasyonda WBC (1500/u.L) elde edildi.

Bizim calismamizda elde edilen platelet konsantrasyonlar1 ise daha yiiksek 6l¢iildii.
(600.000/nL-3.000.000/uL). WBC’yi ise daha diigiik tespit ettik(100/uL-700/uL). Bazi
bagka arastirmalarda(58,59) g kuvveti yerine dakikadaki donme sayisini (rpm)kullanmakta
olduklar1 i¢in sonuglarimin diger calismalarla karsilastirilmast ve degerlendirilmesi
zorlasmig olmaktadir. Bu yiizden bizde ¢alismamizda genel kabul gbren ve her zaman
standart ve sabit olan g kuvvetini (RCF) kullanmaya karar verdik. Ciinkii g kuvveti
hesaplanarak elde edildigi i¢in santrifiijler farkli olsa bile hesaplanan kuvvet aym
olabilmekte ve bdylece standardizasyon saglanabilmektedir. Rpm’nin ise santrifiij
yarigapina gore uyguladigr kuvvet degisiklik gostermektedir bu ylizden karsilagtirma igin

giivenilir degildir.
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Yapilan bir ¢alismada (4) denilmektedir ki; bu giine kadar yapilan bir ¢ok
caligmanin 6nemle vurgulanan yonlerini tiimiiyle degerlendirdigimiz zaman en uygun PRP
bilesimini elde etmek son zamanlarda dahada miimkiin olmaktadir. Aynm1 zamanda
sonuglar; giivenilir dlglimler ve bir ¢ok varyasyonun denenmesiylede desteklenmektedir.
Bu bilgilerin 15181inda trombosit geri kazanimina iliskin en etkin kosullar; birinci santrifiij
islemi sirasinda diistik ivme (yaklasik 100xg, 10 dakika civarinda) ve ikinci santrifiij islemi
sirasinda ise plateletleri aktive etmeye yonelik etkileri 6nlemek i¢in yaklagik 400 x g 10

dakika stireli santrifiij ivmesi olarak belirtilmektedir.

Bizim yaptigimiz bir ¢ok ¢alismada ise birinci santrifiij isleminde 100xg kuvvetini
kullanarak elde edilen PRP igerisinde WBC bulasisini engelleyemedigimiz i¢in 100xg
kuvveti yerine 230xg kuvvetini tercih ettik ve boylece WBC bulagisini en aza indirmeyi
basardik. Tkinci adimda ise 400xg kuvvetinde yaptigimiz denemelerde yine plateletleri tam
konsantre edemedigimizi; PPPigerisinde hala platelet varligt oldugunu yaptigimiz
Ol¢timlerde saptadik (90.000/uL -170.000/uL). Bunun iizerine ikinci adimda 2000xg
kuvvetini kullanarak daha iyi sonuglar elde etmeyi basardik (uL’ de 560.000 - 3.000.000
platelet). PPP igerisinde ise 100/uL-400/ul olarak daha disiik platelet sayimlari
gergeklestirdik.

PRP hazirlama prosediirlerinin gelecekteki uygulamalarinda ISRN Hematology

(International ScholarlyResearchNotices: Hematology) kriterlerinin de dikkate alinmasi

gerektigi yine ayni caligmada belirtilmektedir (4). Ciinkii trombositlerin  plazma
proteinlerine nisbi orani gittikce bozulmaktadir bu da trombositlerin toplanmasini ve

plazma igerisinde ayrismasini etkilemektedir denilmektedir.

En iyi platelet geri kazanimi i¢in en uygun g kuvveti aslina bakilirsa bireyler
arasinda bile farklilik gosterebilmektedir. Bunun temelinde ise Oncede belirtildigi gibi
bireysel olarak kanin viskozitesinin ve 6zgiil agirliginin farkli olmasi yatmaktadir. Ayni
zamanda trombosit yapisinin ve Ozgiil agirhgmin farkli olmasida ayni sonuca yol
acmaktadir. Bu sebeple uygulanacak olan bu protokollerin kisisel olarak belirlenmesinin
daha dogru olacagida sdylenmektedir(13). Bu calismamizda ise biitlin bu farklara ragmen

platelet geri kazanim1 ve PCP eldesi i¢in en uygun g kuvvetini bireyler arasinda miimkiin
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oldugunca optimize etmeye ¢alistik. Ornegin; sadece erkek bireylerle calistik. Ilk santrifiij
isleminde 230xg ve alt1; 6zelliklede 70xg kullanilirsa W-PRP-2/PCP; WBC igeren PRP
elde edilmektedir (13). Biz ise ¢alismamizda 230xg kuvvetini 10 dakika stirede kullanarak
WBC i¢ermeyen PRP elde etmeyi basardik.

Ayrica optimal platelet geri kazanimi; tiip sekli, tiip boyutu, tiip icerigi
(antikoagiilan) gibi durumlardan da etkilendigi belirtilmistir (13). Biz ise ¢alismamizda en
uygun olan 5mL hacminde konkav tabanli yuvarlak ¢eperli sodyum sitrat igeren tiipleri
kullandik. Konkav taban plateletlerin daha iyi ve saglikli toplanmasina olanak
saglamaktadir. Ciinkli keskin kenarli tiipler plateletlerin toplanmasi esnasinda tiipiin dip
kismina hareket ederken direngle karsilasmasina sebep olmakta bu da olumsuz sonuglar

dogurmaktadir.

Slichter ve Harker(51) plateletler agisindan %86 oraninda geri kazanim sagladiklari
bir ¢alisma yaptilar. Calismalarinda; WB 0Ornegini yumusak plastik tiipler igerisinde
(250mL-450mL) santrifiij ettiler. Tiipler ACD antikoagiilan iceriyordu. ilk santrifiij
islemi 1000xg kuvvetinde 9 dakika siirede yapilarak PRP &rnekleri elde edildi. ikinci
santrifiij islemi ise 3000xg kuvvetinde 20 dakika siirede yapilarak plateletler konsantre
edildi. Fakat burada g kuvvetlerinin ve siirelerinin yiiksek olmasi sebebiyle platelet kaybi
oldukca ytliksek olmaktaydi. Buna oncede bahsedildigi gibi plateletlerin parcalanmasi ve
aktive olmasi sebep olmaktadir. Biz bu durumu ayni zamanda yaptigimiz ¢alismada da

gozlemledik.

Ayrica ilk santrifiij isleminde g kuvvetinin yiiksek olmasi sebebiyle buffy coatin
igerisine ¢ok sayida platelet kacagi olmustur. Buffycoat’in da PRP igerisine dahil edilmesi
sebebiyle WBC kontaminasyonu oldukg¢a fazla olmaktaydi (W-PRP). Bu kontaminasyon
PRP igerisindeki growth faktorlerin oraninida. Ancak WBC igeren PRP ninde (W-PRP)
tedavide kullamldig1 alanlar oldugu soylenmektedir. Ornegin direncin diisiik oldugu geg

iyilesen yaralarda kullanilabilmektedir(60,61).

Lokositten zengin (W-PRP) ya da fakir (PRP) plazma, (60,61) 16kosit ve platelet
acisindan zengin plazma W-PRP2/PCP (62) bu alanda kullanilan tanimlamalardir(60,61).
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Biz ise c¢alismamizda plateletten zengin plazma(PRP), plateletten fakir plazma (PPP),
platelet konsantre plazma (PRP-2/PCP) terimlerini kullandik.

Elde edilen W-PRP nin hacmi (¢ok¢a buffycoat’t icerir) her zaman PRP den
kiiciiktiir. Ayrica 6ncede belirtildigi gibi ilk santrifiij isleminde kullanilan g kuvvetinin
yiikksek olmasi plateletlerin RBC’ lerin oldugu kisma kadar gegme oranmi arttirir. Bu
durumda ise eritrositlerin yiizeyine tutunan plateletler sebebiyle ikinci santrifiij isleminde
plateletlerin geri kazanimi daha az oranda olacaktir. Bu da PCP igerisindeki platelet
konsantrasyonunu etkilemektedir (4). Fakat baz1 ¢calismalar bunun 6niine gegebilmek igin;
ikinci santrifiij islemine aktarilan PRP Orneginin igerisine bir miktar RBC de dahil
etmislerdir (4). Sonrasinda RBC ile plateletleri birbirinden ayirmak i¢in ikinci santrifiij
islemi Oncesi yeniden Ornegi resuspanse etmek zorunda kalmislardir. Fakat biz
caligmamizda ilk santrifiij islemi sonrasi sadece platelet iceren plazmay1 (PRP) aldigimiz
icin PRP 6rnegimizde RBC ve WBC bulasi zaten ¢ok az oranda olmaktadir. Dolayisiyla

bdyle risklerinde oniine gegmis olduk.

Yapilan bir ¢alismada 7,5 mL tam kandan (WB) 2,31mL-2,95mL arasinda PRP
hacmi elde edilmistir(13).Bizim ¢alismamizda ise WB hacmi 4,5 mL (daha diisiik kan
hacmi) olarak ele alinmistir. PRP hacminide yaklasik olarak 1.,2mL-1,5mL arasinda elde
ettik. Yine ayni ¢aligmada birinci santrifiijden sonra elde edilen PRP hacmi tam kanin
yaklasik iicte biri kadardir. PRP’ nin igerisindeki platelet orani ise tam kanin yaklasik 3

kat1 kadar bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda PRP hacmi WB’ nin yaklasik {icte biri; icerisindeki platelet
konsantrasyonu ise 3 katina yakin degil daha diisiik bulunmustur; yaklasik 1,5-2,5 kati
olarak. Ciinkii biz ¢alismamizda; igerisinde WBC nin olmadig1 bir platelet pellet elde
etmeyi amagladigimiz i¢in buffycoat’s yani W-PRP yi birinci santrifiijden sonra
pipetledigimiz PRP icerisine dahil etmedik. Ancak deneme amacgli Buffy coat’t dahil
ettigimiz zaman W-PRP igerisinden yaptigimiz platelet sayimlarinda daha ytiksek degerler

elde ettik. Ciinkii neredeyse plateletlerin %90’1na yakinini geri kazanmis olduk.

PRP (W-PRP hari¢) kismini ikinci santrifiij islemine tabi tutarak platelet iceren

kismin hacmini en aza indirmeyi amagladik (konsantre etme asamasi). Bunu yaparkende
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plateletlerin pargalanip aktive olmasini onlemek icin en uygun g kuvvetini kullandik
(2000xQ)(13). Ayn1 ¢alismada elde edilen PCP hacminin PRP hacminin yaklasik 1/10°una
kadar disiiriilebilecegi sdylenmektedir. Ayni1 sekilde i¢indeki platelet konsantrasyonuda
PRP den yaklasik 7 kat yiiksek olabilmektedir. Tam kandan ise yaklasik 20 kat daha
yiiksek platelet konsantrasyonu igerirebilecegide sdylenmektedir. Bizim ¢alismamizdada

benzer sonuclar elde edilmistir.

PCP eldesindeki siiregte yasanan platelet agregasyonu ve aktivasyonu PCP
igerisindeki platelet konsantrasyonunu etkileyen en 6nemli etkendir. Bunda birinci santrifiij
haricindeki diger stiregler etkilidir; 6zellikle ikinci asamadaki yiiksek g kuvvetleri daha ¢ok
etkilidir. Calismamizda 6zellikle platelet aktivasyonu ve agregasyonun en az oldugu ve en
iyi platelet eldesinin saglandigi g kuvvetlerini tercih ettik. Sirasiyla 1. ve 2. Santrifiij
islemlerinde 230xg ve 2000xg.

Bunun yaninda tam kan igerisindeki fibrin aglarimin olusumuda elde edilen
plateletoranlarini, biiyime faktorii miktarlarini eksi yonde etkilemektedir. Bu durum PRP
ve PCP elde etme proseslerini ve siirecin standardizasyonunu herzaman olumsuz

etkilemistir(13).

Biz ¢alismamizda biitiin bunlar1 minimalize etmeye 6zen gosterdik. Ozellikle tam
kan alimindan sonra santriflij agsamasina kadar olan siireyi en aza indirerek daha fazla

fibrin aglar1 olugsmadan plateletleri ayrima ve konsantre etme asamasina gectik.

Bunun yaninda kullanilan antikoagiilan maddede bu siiregte Onemli rol
oynamaktadir(61). EDTA(ethylene di-aminetetra-aceticacid), ACD(acid citrate dextrose),
sodyum sitrat, heparin, sodyumflorid; kullanilan antikogulanlardir. EDTA ve sodyum sitrat
platelet geri kazanimi i¢in deneysel anlamda en iyi sonuglart vermektedir. EDTA her
zaman sodyum sitrata oranla platelet biitiinligiiniin korunmas: ve eldesi agisindan azda
olda daha iyi sonuglar vermektedir(63). ACD kullanildigi zaman ise elde edilen platelet
oranlart daha diisiik olmaktadir(13), Bunun yaninda ACD’ nin RBC koruyucu etkilerinin
olduguda ayrica s6ylenmektedir ve 6zellikle kan transflizyonlarinda kullanilmaktadir. Tam
kan sayimlarinda ise EDTA ACD (63)’ ye oranla daha iyi bir selator ve antikoagiilan etki

gostermektedir.
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Calismamizda laboratuvarimizda mevcut olan 5mL hacimli sodyum sitrat iceren
tipler kullanildi. Ciinkii EDTA’ 1 tiiplerimizin hacimleri 3mL oldugu i¢in elde edilen PRP
Orneginin hacmi yetersiz olacagindan kullanima uygun goriilmedi. Baz1 deneysel in vivo
caligmalarda PC'lerin platelet igerigi 1.000.000/uL civarinda oldugu zaman terapdtik
acidan daha iyi sonuglar verdigi kanitlanmistir(50). Daha az platelet oraninin ise tedavide

yetersiz kalacagi ayni calismalarda belirtilmektedir.

Saglikli bireylerin tam kandaki trombositlerin normal araligi 150.000/ul ila
350.000/ul. Trombosit konsantre etme c¢alismalari genelde; trombositlerin baslangigtaki
konsantrasyonundan 3-5 kat artis seklinde ortaya ¢ikmistir(64,65,66). Bizim ¢alismamizda
da 1.000.000/uL ve iizeri ¢ok sayida sonug¢ elde edilmistir. Yapilan baska ¢aligmalarda
yine trombosit igeren plazma hacminin en aza indirilmesi (PCP elde etmek) total
transflizyon hacmini azaltmakta oldugu i¢in uygulanan bolgedeki basinci ve agriyida
azaltmaktadir. Ayrica uygulama kolayligida saglamaktadir(67). Bizim de galismamizdaki
amacimiz mikrolitrede en yogun plateletleri elde ederek tedavi etkinligini arttirmak ve

uygulamay1 kolaylastirmakti.

Klinik uygulama teknigi ve plazma igerisindeki trombosit konsantrasyon orant,
PCP nin klinik etkililigini etkileyen iki dnemli degiskendir(68). Oncede bahsedildigi gibi
PCP elde ederken temel iki teknik vardir; bunlar tek ve gift santrifiijleme teknikleridir.
Farkli caligmalarin sinirlar1 dahilinde inceleme yaptigimizda dogru g kuvvetleri ve ¢evirme
stirelerini kullanan ¢ift santrifiij protokollerinin, tekli santrifiij protokoliinden daha yiiksek
trombosit konsantrasyonlarini  sagladigi  sonucuna varilabilir (69,70,71). Bizim
calismamizda yine cift santrifiij protokolii uygulanarak icerisinde WBC nin en az oranda
oldugu olduk¢a 1iyi trombosit konsatrasyonlari elde edilmistir(1.000.000/uL-
3.000.000/pL).

Yine son zamanlarda yapilan ¢alismalar igerisinde ¢ift santrifiij teknigini kullanan
Weihrich ve ark. tarafindan belirtilen konsantrasyon degerlerine esit veya daha yiiksek

konsantrasyonda platelet degerleri saglanabilecegini dogrulamistir(67,72,71,73,74).

Yapilan baska bir ¢alisma(50) yine dogru g-kuvvetleri ve dondiirme zamanlarinin

kullanilmasmin etkin bir platelet konsantre plazma (PCP) elde edilmesi igin gerekli ve
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dogru bir yol oldugunu dogrulamak iizere yapilmistir. Sonug olarak plateletlerde %57,31
ile %78,63 arasinda bir geri kazanim elde etmislerdir ve uyguladiklar1 prosediirler
trombosit konsantrasyonunda 4,68 ile 5,59 kat artis saglamistir. Ayrica PCP igerisinde en
iyi platelet geri kazanimmin %78,63 ve en yiiksek platelet konsatrasyonunun ise 5,59 kat
olarak elde edildigi bulunmustur. Caligmada sirasiyla birinci ve ikinci santrifiij agsamalari
icin 2100xg 2.30 dakika ve 4150xg 6 dakika siire kullanilmis. Elde edilen sonuglar
konsantrasyon oranlari 2 ile 8,5 kat arasindan daha kii¢iikk olan diger calismalarla
karsilastirildiginda goriilmiis ki kulanilan metod kabul edilebilir oranda ve sayida platelet

geri kazanimini saglamaktadir(75,76).

Bununla birlikte, spesifik PRP protokolleri kullanildigi zaman bile, elde dilen
plazmanin trombosit konsantrasyonu, yalnizca farkli teknikler arasinda degil, ayni
zamanda belirli bir teknik i¢cinde de degisiklik gosterebilmektedir. Clinkii PCP oranini
etkileyen ¢ok fazla sayida etken vardir bunlar; Yyas, cinsiyet, kanin vizkositesi,
trombositlerin yapisi, baslangig trombosit konsatrasyonu, 1s1, kullanilan preparatlar vb.
(77). Ornegin son zamanlarda yapilan bir arastirma, belirli bir teknik cercevesinde bile elde
edilen plazma igerisindeki trombosit konsantrasyonlarinin% 50 ye kadar degisebilecegini

gostermistir (77).

Yine benzer sekilde trombosit igeren plazmanin nihai trombosit konsantrasyonu,
alinan tam kanin baglangic hacminden etkilendigi gibi diger taraftan kullanilan teknigin
trombosit geri kazanim verimliligi (PRP eldesi) ve trombositleri konsantre etmek icin
kullanilan son plazma hacmindende fazla oranda etkilenmektedir. Trombosit
konsantrasyonundaki dogal degisikliklerin, 6rnegin bireyler arasi ve cinsiyetler arasi
degiskenlerin yani sira bireyler i¢inde gozlemlenen trombosit parametrelerindeki giinliik
degisimler bile nihai iriiniin tutarhli@ini  ve etkililigini olduk¢a fazla oranda
etkileyebilmektedir (78,79). Calismamizda sadece erkek bireyler tercih ederek bu farklilig
en azindan cinsiyet bazinda en aza indirmeyi amagladik. Platelet eldesi i¢in yapilacak olan
arastirmalarda kullanilacak olan tam kan orneklerinin viskozitesi, trombosit sekil ve
biiyilikliigii birbirine en yakin 6rneklerden secilmesi bahsedilen bu sorunlarin {istesinden

gelinmesine yardimci olacaktir.
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Calismamizi yaparken bir takim baska sorunlarla da karsilasildi. WB ornegini
aldiktan sonra ilk 6nce tam kan sayim cihazinda hiicre sayimi yapip daha sonra santrifiij
cihazinda ilk santrifiij islemine sokmamiz gerekiyordu. Tam kan sayim cihazi ve santrifiij
cihazimiz arasindaki mesafenin uzak olmasindan dolay1r tam kanin santrifiij islemine
girmesinde azda olsa bir gecikme yasandi. Bu da olabilecek kismi bir pihtilagsma (fibrin
ag1) ve parcalanma halinde platelet sayimizi etkileme ihtimalinii arttirmaktadir. Yapilacak
olan calismalarda kan alma isleminin ¢alisma ortaminda yapilip bekletilmeden isleme
konulmasi daha saglikli olacaktir. Ayni zamanda kan sayim cihazi ve santrifiij cihazinin
birbirlerine yakin bulunmasida bu bekleme siirelerini kisaltacaktir. Santrifiij islemlerinden
sonra elde edilen Ornegi kompenentlerine ayirmak icin manuel pipetleme islemini
kullandik. Bu islem esnasinda dikkatli olunmadigi takdirde bazen kompenentler arasinda

bulasa sebep olabilmektedir.

Calismalarda otomatik ayirmali santrifiij enjektorlerinin kullanilmasi bu bulasiy1 en
aza indirme imkani saglarken ayrilmak istenen kompenentin tamamina yakinini ayirma
konusunda daha iyi yardimci olacaktir. Olusan pellet kismini ¢6zme isleminde
kullandigimiz ¢oziiciilerin (plazma ve PBS) ne kadar oranda iyi bir ¢oziinme sagladigi ve
plateletlerde pargalanmaya yol agip agmadigi tam kontrol altina alinamamistir. Ayrica
mekanik karigtrma esnasinda platelet biitiinliigiiniin - korunmast durumuda tam
kontroliimiiz altinda degildi. Ilerde bu konularda tam kontrollii yeni ¢alismalar yapilmast;

en 1yi ¢6zme tekniginin ve ¢6zme soliisyonun gelistirilmesine yardimci olacaktir.

Sonug olarak yapilan birgok arastirmayi inceledik ve verilerini degerlendirdik.
Kendi deneme calismalarimizi yaptik ve verilerimizi diger c¢alismalarin verileriyle
karsilastirdik ve sonuglarini kaydettik. Sonrasinda biitiin bu bilgiler 1s18inda ¢alismadaki
sartlarimizin timiinii optimal diizeyde tutarak, olumsuzluklari en aza indirmeyi hedefledik.

Boylece 600.000/uL -3.000.000/uL arasi platelet konsantrasyonlari elde etmeyi basardik.

Herseye ragmen yapilan birgok c¢alismaninda belirttigi gibi PCP eldesinin

standardizasyonu oldukga zor ve tizerinde hala ¢aligilmasi gereken bir durumdur.
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