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OZET

OZGUR, M. Trombositten zengin fibrin hazirlanmasinda farkh santrifiij
parametrelerinin biiyiime faktorleri ve sitokin degerleri iizerine etKisi.
Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Programm
Uzmanhk Tezi, Ankara, 2018. Cerrahi periodontal tedavinin arzu edilen hedefi
periodontal rejenerasyonu saglamaktir. Bunun i¢in birgok materyal ve bioaktif ajan
gelistirilmistir. Trombositten Zengin Fibrin (PRF) son yillarda klinik arastiricilarin
ilgisini ¢eken, hastanin kendi kaninda elde edilen, yiiksek konsantrasyonlarda platelet
iceren biyoaktif bir materyaldir. PRF’nin eldesi ile ilgili bir¢cok calisma yapilmis
ancak g kuvveti ve santriflij sliresi konusunda bir standardizasyon saglanamamustir.
Bu tezin amaci; L-PRF cihaz1 ile siradan bir laboratuar santrifiijiiniin g kuvvet
degerlerini esitleyerek elde edilen biliylime faktorii ve sitokin miktarini
karsilastirmak, ayrica optimum g kuvvet degeri ve santrifiij siiresini, biiylime
faktorlerinin miktar1 iizerinden belirlemektir. Calismaya periodontal ve sistemik
acidan saglikli 10 birey dahil edilmistir. Her hastadan; 1 tiip kontrol grubu (L-PRF,
400xg 12 dk), 12 tiip ¢alisma grubu (200,400,600,800xg; 10, 12, 14 dk) olmak iizere
toplam 13 tip kan alinmistir. Kanlar belirlenen siire ve g kuvvetlerinde santrifiij
edilmis ve 1., 3., 7. giinlerdeki PDGF, TGF-B1, IL-1B salimlarina bakilmistir. Ug
molekiil i¢in de 1. giinde en yiiksek salim degerleri kontrol grubunda goriilmiistiir.
Ugiincii ve 7. giinlerde ise kontrol grubundan elde edilen salim degerleri azalirken
PDGF-AB ve IL-1p i¢in 800xg 14 dk ve 600xg 10 dk, TGF-B1 icin ise 400xg 12 dk
gruplarinda daha yiiksek salim degerleri goriilmiistiir. Bu sonuglar standart masatistii
santrifiijlerin L-PRF cihazina uygun alternatif olabilecegini ve daha uzun siire ile
biliyiime faktorii/sitokin salimi saglayabilecegini ortaya koymaktadir. Ancak bu

etkilerin hiicre ve doku diizeyinde incelendigi ileri arastirmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Trombositten zengin fibrin, PRF, biiyiime faktorii, sitokin,
PDGF-AB, TGF-B1, IL-1B

Destekleyen Kurumlar: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi (Proje

kodu: THD-2017-15113)
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ABSTRACT

OZGUR, M. Evaluation of the effects of different centrifuge parameters of
Platelet-Rich Fibrin on growth factors and cytokine levels. Hacettepe University
Faculty of Dentistry, Specialiation Thesis in Periodontology, Ankara, 2018. The
desired goal of surgical periodontal therapy is to provide periodontal regeneration.
Many materials and bioactive agents have been developed for this purpose. Platelet-
Rich Fibrin (PRF) is a bioactive material containing platelets in high concentrations
obtained from the patient's own blood, which has been of interest to clinical
investigators in recent years. A number of studies have been done on the production
of PRF but no standardization of g force and centrifugation time has been achieved.
The aim of this thesis is; to compare the amount of growth factors and cytokine
obtained by equalizing the g values of an ordinary laboratory centrifuge with the L-
PRF device, to determine the optimal g force value and the centrifugation time by the
amount of the growth factors. Periodontally and systemically healthy 10 subjects
were included in the study. From every patient; A total of 13 tubes of blood were
collected, including 1 tube control group (L-PRF, 400xg 12 min) and 12 tube study
groups (200, 400, 600, 800xg; 10, 12, 14 min). Blood tubes were centrifuged at
specified time and g forces and PDGF-AB, TGF-B1, IL-1p release on days 1, 3, 7
were examined. For the three molecules, the highest release values on 1st day were
seen in the control group. On the 3th and 7th days, the release values from the
control group were decreased, whereas the higher release values were seen in the
groups of PDGF-AB and IL-1p at 800xg for 14 min and 600xg for 10 min and for
TGF-B1 at 400xg 12 min. These results demonstrate that standard laboratory
centrifuges may be an appropriate alternative to L-PRF device and may provide
growth factor/cytokine release for longer periods of time. However, there is a need

for further investigations of these effects at the level of cell and tissue.
Keywords: Platelet-rich fibrin, PRF, growth factor, cytokine, PDGF-AB, TGF-p,

IL-1p

Supported by Hacettepe University Scientific Research Unit (Project Code: THD-
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1. GIRIS

Cerrahi periodontal tedavinin en Onemli amact kaybedilen periodontal
dokular1 fonksiyon gorecek sekilde yeniden elde edebilmektir. Amacglanan bu
rejenerasyonu gerceklestirebilmek i¢in bir¢ok materyal ve biyoaktif ajanlar
gelistirilmistir. Trombositten Zengin Fibrin (Platelet-rich Fibrin-PRF), son yillarda
Klinik arastiricilarin ilgisini ¢eken, hastanin kendi kanindan elde edilen ve yiiksek

konsantrasyonda platelet igeren biyoaktif bir materyaldir.

Dis hekimliginde sik¢a kullanilmaya baslanan PRF’nin elde edilmesiyle ilgili
cok sayida farkli protokoller Onerilmekte, bu durum arastiricilart ve klinisyenleri
protokolleri siiflandirma, yorumlama ve optimal protokoliin hangisi olabilecegi
konusunda tereddiitte birakmaktadir. PRF, basindan beri agik kaynak bir yontem
olarak lanse edilse de, uygulamalar yontemi Onerilen bir makineye bagl hale
getirmigtir.  Ornegin A-PRF veya L-PRF igin gelistirilen santrifiijlerin
kullanilmasmin daha iyi olacagi ifade edilmektedir. Ayrica literatiirde degisik
santrifiij cihazlar1 ve protokolleri kullanilarak yapilan ¢ok sayida ¢alisma olmasina
ragmen tam bir standardizasyondan s6z etmek zordur. PRF elde etmenin esasi, tam
kana belli bir siirede belli sayida donme hareketi uygulanarak yaratilan merkezkag
kuvveti sonucu kanin sekilli elemanlarimin ve trombositlerin belli bir bolgede
yogunlastirilmas1 manti§ina dayanmaktadir. Arastiricilar farkli merkezkag¢ kuvveti
uygulayarak maksimum seviyede biiyiime faktorleri elde edebilmek i¢in optimum
degerleri saptamaya c¢alismaktadirlar. Literatiirde kullanilan dakikada dénme sayisi
(rounding per minute, rpm) ve buna bagli olarak hesaplanan g kuvvetleri farkli
arastirmacilarda degiskenlik gostererek uygulamaya konulmustur. Ik kez
Choukroun [1] tarafindan ikinci jenerasyon platelet konsantrasyonu olarak
tanimlanan PRF, antikoagiilan eklenmeden elde edilmektedir. Hastadan alinan kanlar
onceden programlanmis santrifiije (PC-02, PROCESS for PRF, Nice, France) 2 farkli
protokolle aktarilmaktadir. ilkinde standart PRF steril 9 ml’lik cam kapli plastik
tiplerle 2700 rpm devirde 12 dakika siiresince; ikinci olarak A-PRF (Advanced
platelet-rich fibrin) protokoliinde ise steril, diiz, 10 mI’lik cam vakum tiipleriyle 1500

rpm devirde, 14 dakika siireyle santrifiij edilmektedir.



Orijinal L-PRF agik erisim protokoliine uygun olarak Dohan ve arkadaslar
[2] spesifik, steril, antikoagiilansiz 9 ml’lik cam kapli plastik tiipler kullanarak
onceden programlanmis santrifiij cihazinda (Intra-Spin, Intra-Lock, Boca-Raton, FL,
USA) 2700 rpm devirde, 12 dakikalik siireyi kullanmislardir. Dort ayri arastirict
grup, hastadan aldiklari kani1 4 farkli masaiistii santrifiijii kullanarak 3000 rpm

devirde 10 dakika siireyle (yaklasik 400xg kuvvetinde) santrifiij etmislerdir [3-6].

Gassling [7] 2700 rpm, Qi Li [8] 2100 rpm, Eren ve arkadaslar1 [9] yaklasik
400xg’de 12 dakikalik santrifiij siiresini kullanmiglardir. Rpm degerleri farkli
olmasina ragmen yaklasik g degerleri aynidir. Bu da kullanilan santrifiij yarigapinin

farkli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Tunali ve arkadaslar1 [10] alinan kani titanyum tiip igerisinde hazirladiklart
icin buna T-PRF ismini vermis ve titanyum tiipii 3500 rpm de 15 dakika santrifiij
etmislerdir. Giirbiizer ve arkadaglarinin [11] yaptig1 bir ¢alismada 10 ml vendz kan
steril, kuru nétral, antikoagiilansiz cam tiipe alinmis ve 400xg’de (2039rpm) 10
dakika santrifiij edilmistir. Su ve Burnouf [12] 2700 rpm (yaklasik 700g) 12 dakika,
Lekovic ve arkadaslari [13] ise 1000xg de 10 dakika santrifiij (Labofuge 300; Heraus
GmbH, Hanau, Germany) islemi uygulamiglardir . Gorildigi gibi literatiirde L-
PRF’nin elde edilmesiyle ilgili ¢ok degisik protokoller mevcuttur. Bu degisik
protokoller hem rpm degerini hem santrifiij siiresini dolayistyla farkli g kuvvetlerini
icermektedir. Ayn1 zamanda bu calismalarda farkli santrifiij cihazlar1 kullanilmistir.
Bu g kuvvetlerinin hangisinde optimum diizeyde biiylime faktorii elde edilebilecegi
bilinmemektedir. Bu nedenle calismamizda farkli rpm ve zaman siirelerini
karsilagtirarak  bir  standardizasyona ihtiyag olup olmadigim1  belirlemek

amagclanmustir.

PRF ile ilgili ¢aligmalarda, periodontal rejenerasyonda PRF’i degerli kilan
trombositleri yogun olarak biinyesinde ig¢ermesidir. PRF ile ilgili yapilan
caligmalarda; biyolojik 6zellikleri belirlenmis [14], 16kositlerin bu konsantrasyon
igindeki rolii tartisilmig [15], doku iyilesmesi tizerine etkileri rapor edilmistir [16].
Ayrica PRF’nin biyokimyasal analizi bu biyomateryalin Platelet Derived Growth
Factor (PDGF), Transforming Growth factor (TGF), Vasculer Endothelial Growth



Factor (VEGF) ve Insulin-like Growth Factor (IGF) icerdigini gostermistir [14].
Konu ile ilgili literatiire bakildiginda, calismalarda kullanilan protokollerin
gecerliligi  genelde  biinyesindeki  bliylime  faktorlerinin = degerleri  ile
anlamlandirilmaya g¢alisilmistir. Bu nedenle PRF ile ilgili protokol ¢alismalarinda
yontemin etkinligini agiklayabilmek i¢in biiyiime faktorlerinin mevcudiyeti ve

diizeyleri lizerinden sonuca ulasmaya calismak daha tutarli ve kolay géziikmektedir.

Bu bilgiler 1s181nda ¢alismamizin amaci;

1. L-PRF cihaz ile siradan bir laboratuar santrifiijiiniin g kuvvet degerlerini

esitleyerek, elde edilen biiyiime faktorii ve sitokin miktarlarini karsilagtirmak,

2. Farkli g kuvvet degeri ve santrifiij siiresini hesaplamak ve bunu biiyiime

faktorlerinin miktar1 tzerinden belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

Periodontitis toplumlarda yaygin olarak goriilen, dislerin destek dokularinda
yikima neden olan ve tedavi edilmezse dislerin kaybina yol acan progresif, iltihabi
bir hastaliktir. Periodontitis tedavi edilmediginde periodontal dokulardaki yikim
ilerleyerek fizyolojik, estetik ve fonksiyon sorunlarmna yol agmaktadir. Yikimin

devaminda ise dislerde sallanma ve dis kayiplar1 goriilmektedir.

2.1. Periodontal Tedavi Yaklasimlari

Periodontal tedavinin amaci bu hastaligi onlemek, tedavi etmek, ilerlemesini
durdurmak, kisilere saglikli ve fonksiyon goren bir dentisyon saglamaktir. Diger bir
deyisle periodontitisin ilerleyisinin durdurulmas:t ve periodontitisten etkilenmis
dislerin uzun siire agizda kalmasin1 saglamaktir. Gegmisten giiniimiize kadar cerrahi
olmayan ve cerrahi olan pek c¢ok tedavi yontemi gelistirilmistir. Cerrahi periodontal
tedavinin en 6nemli amaci iltihabi periodontal hastalik nedeniyle kaybedilmis sert ve

yumusak doku desteklerinin yeniden ve hastalik dncesi seviyesinde elde edilmesidir.

2.1.1. Rezektif Periodontal Tedavi

Rezektif periodontal tedavide, periodontal cep eliminasyonu yapilmakta,
kemik morfolojisi diizeltilerek kemige pozitif anatomik form verilmekte ve boylece
hastaya kolaylikla agiz hijyenini uygulayabilecegi fizyolojik  konturlar
saglanmaktadir. Gingivektomi, apikale pozisyone flep, kemik rezeksiyonu yapilan
veya yapilmayan modifiye widman flep, ge¢misten giiniimiize karsimiza c¢ikan
rezektif islemlerdir. Bu islemlerin uygulamasinda etiyolojik faktorler, patolojik
periodontal cebin derinligi ve sekli (yalanci ve gergek periodontal cep), kemik
kaybmin siddeti, sekli ve bulundugu bdlgeler géz Oniinde bulundurulmaktadir.
Gingivektomi, kemik kaybinin olmadigi ve yalanci ceplerin oldugu durumlarda
uygulanir. Kemikle ilgili rezektif uygulamalarda en basit islem olarak osteoplasti
bulunmaktadir.  Osteoplasti, alveol kemigin disi destekleyen kisimlari
kaldirilmaksizin sekillendirilmesi islemidir [17]. Ancak bazi durumlarda osteoplasti

yeterli olmayabilir. Alveol kemigi deformitelerinin sekline ve derinligine baglh



olarak osteoektomi gerekebilir. Osteoektomi, alveol kemigi deformitelerini ortadan
kaldirmak icin kemigin disi destekleyen kisimlarimin uzaklastirilmasi islemidir.
Kemik rezeksiyonu islemleri; el aletleri, diisiik veya yiiksek devirde donen aletler
kullanilarak uygulanmaktadir. Rezektif tedavinin kisa siirede sonug¢ vermesi,
giivenilir olmas1t ve agiz bakiminin kolay yapilabilecegi bir anatomik form
olusturmasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Buna karsilik atagman kaybi, kok
yilizeyinin agiga ¢ikmasina bagli olarak estetigin bozulmasi, asir1 dentin duyarlilig
olusma riski ve kok ylizeyi ciiriikleri goriilebilmesi gibi dezavantajlar1 da vardir.
Ayrica dis mobilitesi fazla oldugunda, maksiller siniisiin kemik defektine yakin
oldugu durumlarda, 3-4 mm’den fazla olan kemik i¢i defektlerde ve destek kemik
kaldirildiktan sonra kron-kok oraninin kok aleyhine bozuldugu durumlarda
uygulanmasi risklidir. Son yillarda rejeneratif yontemlerdeki umut verici gelismeler,

arastiricilari rejeneratif periodontal cerrahiye yoneltmistir.

2.1.2. Rejeneratif Periodontal Tedavi

Kaybedilmis dokularin fonksiyon goérebilecek ve saglikli bir sekilde ilk haline
getirilmesine rejenerasyon denilmektedir. Cerrahi periodontal tedavinin de arzu
edilen amaci periodontal rejenerasyonu tesis edebilmektir. Zander ve arkadaslari [18]
periodontal hastaliga sebep olabilecek lezyonlar1 periodontal tedaviyle kontrol altina
almanin Onemini, periodontal hastaligin olusumunu oOnlemenin temel amacimiz
olmasi gerekliligini ve hastaya hayati boyunca kullanabilecegi saglikli ve konforlu
bir dentisyon sunmanin periodontal tedavinin en 6nemli amaci oldugunu bildirmistir.
Karring ve ark. [19] da cerrahi periodontal tedavinin amacini, periodontal hastaligin
olusumunu ve ilerlemesini durdurmanin yaninda periodonsiyumun sert ve yumusak
dokularin hastaliktan 6nceki durumuna yani dokularin orijinal haline getirilmesini
saglamak olarak belirtmislerdir. Buradaki rejenerasyondan kasit; hastalikli kok
yiizeyinde yeni sement olusumu, bunun igine giren kollajen fibriller ve yeni alveol

kemiginin olugmasidir [20].

Periodontal rejenerasyon, periodontal hastalik sebebiyle kaybedilen sement,
periodontal ligament ve alveol kemigi gibi farkli dokulardan olusan kompleks bir

yapinin rejenerasyonunu icermektedir [21]. Rejenerasyon, iyilesen yaranin



fonksiyonel ve mimari olarak tiimiiyle restorasyonu seklinde; tamir ise iyilesen yara
dokusunun tamaminin mimarisinin restore edilmedigi, sadece bir kisminin restore
edildigi durumlar olarak tanimlanmistir [22]. Kaybedilmis periodontal destegin
yerine konmasi amaciyla yapilan islemler reatagman ve yeni atagman gibi terimleri
ortaya c¢ikarmistir. Patolojik durumlar ve travma gibi mekanik sebeplerle veya
periodontal hastaligin bir sonucu olarak kaybedilmis periodontal ligamentin kok
ylizeyinde yeni sement olusturmasi ve bu yeni sement icerisine kollajen liflerin
gomiilmesi yeni atagman olarak adlandirilmaktadir. Reatagman ise periodontal
ligamentin zarar gormedigi kok yiizeyi ile periodontal dokularin tekrar birlesimini
tarif etmektedir [23]. Hasar gérmiis dokularin rejenerasyonla mi ya da tamirle mi
iyilesecegi iki kritik etkene baglidir; birincisi gerekli olan hiicre tiplerinin
mevcudiyeti, ikincisi ise bu hiicrelerin toplanmasin1 saglayacak ve aktive edecek
gerekli baslatma sinyallerinin varhigidir. Rejenerasyondan bahsedebilmemiz igin
ortamda, periodontal ligament, sement ve alveoler kemik hiicrelerinin bulunmasi
gerektigi bildirilmistir. Ayrica uygun kosullar altinda periodontal defekt bolgesindeki
rezidiiel hiicrelerin kaybedilen dokular1 yeniden olusturma kapasitesine sahip oldugu
da gosterilmistir [24]. Rejenerasyonla ilgili yapilan ¢alismalarda, diseti epitel ve bag
dokusu hiicrelerinin yeni atagmana katkist olmadigi, defekt bolgesine periodontal
ligament ve alveol kemiginden kaynaklanan hiicrelerden once gelmesinin
rejenerasyonun istenen seviyede elde edilmesini engelleyebilecegi bildirilmistir [25].
Bu nedenle diseti epitel ve bag dokusu hiicrelerinin defekt bolgesine gelmesini
engelleyebilmek i¢in bariyer gorevi yapan membranlar devreye girmistir [24, 26].

Rejeneratif islemler asagidaki sekilde siralanabilir [27]:

1. Dis ylizeyi temizligi ve kok ylizeyi diizlestirilmesi ile birlikte yapilan
yumusak doku kiiretaj1

2. Flep kaldirma operasyonu
3. Koronale kaydirilan flep
4. Kok ylizeyi biyomodifikasyonu

5. Greft uygulamalar1



a) Otojen greftler

b) Allogreftler

c) Heterogreftler

d) Alloplastik greftler

6. Biiyiime faktorleri

7. Bariyer membranlar

a) Rezorbe olan membranlar

b) Rezorbe olmayan membranlar

8. Diger yonlendirilmis doku rejenerasyonu teknikleri

Rejenerasyonu gerceklestirmede giinimiize kadar pek c¢ok yontem
gelistirilmistir.  Birgcok ¢alisma ve arastirmalarin  sonucunda periodontal
rejenerasyonun saglanabilecegi sonucuna varilsa da periodonsiyumun karmasik
tyilesme mekanizmasindan dolayi rejeneratif periodontal tedavilerin 6ngdriilebilirligi
kisitli kalmaktadir. Her ne kadar periodontal rejenerasyon gercek rejenerasyonu ifade
etmese de miimkiin olan optimum rejenerasyonu elde edebilmek adina bariyer
membranlar (rezorbe olan ve olmayan), kemik greftleri (otojen, allograft, ksenograft,
alloplast), biyolojik olarak aktif rejeneratif materyaller (biiylime faktorleri, mine
matriks tiirevleri) gibi ¢esitli materyaller kullanilmistir [28]. Bu materyallerle ilgili
yapilan gerek in-vivo ve gerek in-vitro c¢aligmalar sonucu olusan bilgi birikimleri

periodontal arastiricilart doku miihendisligine yoneltmistir.

Bu calismalar periodontal rejenerasyonda; hiicre repopiilasyonu, boslugun
korunmast veya yara bolgesinin korunmasi, piht1 stabilizasyonu, bakteriyel
kontaminasyonun engellenmesi ve yeni damar olusumu gibi 6nemli prensiplerin
gerekliligini vurgulamistir. Bu bilgiler dogrultusunda Gottlow ve arkadaslari [29]
diseti bag dokusu ve epitel hiicrelerinin fiziksel bir bariyer yardimiyla engelleyip

periodontal ligament ve alveoler kemik hiicrelerinin repopiilasyonunu saglayan



‘yonlendirilmis doku rejenerasyonu’ fikrini ortaya atmislardir. Biyolojik olarak dncii
hiicrelerin defektli bolgeye gociinii, oraya tutunmasini ve bdlgede c¢ogalmasini

sitokinler, biiytime faktorleri gibi bazi biyolojik molekiiller saglamaktadir [30].

KoKk Yiizeyi Biyomodifikasyonu

Periodontitisten etkilenmis kok yiizeylerinin iizerindeki dis taslarinin,
bakteriyel birikintilerin ve endotoksinlerin uzaklastirilmasi saglikli bag dokusu
atagmani elde edebilmek i¢in ana hedef olarak diisiiniilmektedir [31]. Ayrica degisik
materyaller kok yiizeyi {lizerine uygulanarak ylizey demineralizasyonu ve
detoksifikasyonu saglanarak sement olusumunun kolaylastirilabilecegi bildirilmigtir
[32]. Bu uygulamalar, kok ylizeyinden sadece smear tabakasini kaldirmaz, ayni
zamanda dentin tiibiillerini genisleterek bag dokusunun iyilesirken bu tiibiiller
icerisine girmesine de olanak tanir. Sitrik asit, tetrasiklin hidroklorit, doksisiklin
hidroklorit, fosforik asit, sodyum hipoklorit, etilen diamin tetra asedik asit (EDTA) ,
fibronektin, laminin, Cohn’s faktor, stannoz florit gibi kimyasal ajanlar kok ylizeyi
uygulamalari i¢in ge¢misten giliniimiize kadar kullanilmuslardir [33]. Kok yiizeyi
biyomodifikasyonu i¢in sitrik asit ve tetrasiklin en c¢ok kullanilan materyaller
olmustur [34]. Ancak kok yiizeyinin sitrik asitle biyomodifikasyonunu takiben
rejenerasyonu gosteren histolojik bulgulara ragmen, bazi klinik ¢aligmalarda sitrik
asit uygulanmayan kok yiizeyleri ile karsilastirildiginda klinik acidan fark olmadig:
bildirilmigtir [35]. Dis kok yiizeyine fibrin agi ve fibroblastlarin atagmaninin
incelendigi in-vitro calismada tek basina kok yilizeyi temizligi ve diizlestirilmesi
(Scaling and root planning, SRP) ile SRP ve EDTA, SRP ve tetrasiklin kapsiil, SRP
ve tetrasiklin jel gruplar1 birbirleri arasinda karsilagtirilmistir. Kan pihti adezyon
skorlar1 agisindan tetrasiklinle tedavi edilen kok ylizeylerinde en yiiksek degerler
bulunmustur. SRP ile EDTA ve tetrasiklin jel uygulamasinin dentin yiizeyinde smear
tabakasinin kaldirilmasini sagladigi, fibroblastlarin atagmanini ve fibrin agi

adezyonunu gelistirdigi gorilmiistiir [36].



Kemik Greftleri

Kemik greftleri, periodontal hastaliklara bagli olarak meydana gelen kemik
defektlerinin tedavisinde uzun yillardan beri kullanilan en yaygin materyallerdir.
Kemik greftleri; osteojenik, osteoindiiktif ve osteokondiiktif ozellikleriyle
periodontal rejenerasyona katkida bulunmaktadir. Osteogenez, greft materyallerinin
icerdigi osteoblastik hiicrelerle yeni kemik olusturabilme oOzelligidir. Bu sadece
otojen kemik greftlerinde bulunan bir 06zelliktir. Cevre dokulardaki yiiksek
farklilasma potansiyeline sahip hiicrelerin osteoblastik hiicrelere farklilagmasini
saglamas1 Ozelligi ise osteoindiiksiyon 0zelligi olarak ifade edilmektedir.
Osteokondiiksiyon, greft materyalinin iskele gorevi gorerek komsu hiicrelerin greft
icerisine girerek yeni kemik olusturmasidir [37]. Greft materyalleri 1999 yilinda;
otojen greftler, allojenik greftler, ksenogreftler, sentetik kemik greftleri (alloplastik

greftler) seklinde kategorize edilmislerdir [38].

Otojen kemik greftleri, kisinin kendisinden elde edilen materyallerdir ve
osteojenik, osteoindiiktif ve osteokondiiktif ozelliklere sahiptir [39]. Intraoral
kaynakli otojen kemik greftlerinin kullanimi periodontistler tarafindan siklikla tercih
edilse de kemik aliabilecek bolgelerin sinirli olmasi, ek bir cerrahi isleme
gereksinim duyulmasi ve greft alinirken potansiyel implant sahalarinin ortadan
kaldirtlmasi ihtimali otojen kemik kullanimmi smirlamaktadir [40]. Allojenik
greftler; ayn: tiiriin genetik olarak farkli bireylerinden elde edilip osteoindiiktif ve
osteokondiiktif 6zellige sahiptir. Allogreftler taze, dondurulmus, taze dondurulmus
kemik, dondurulmus kurutulmus kemik allogrefti ve demineralize edilmis
dondurulmus kurutulmus kemik allogrefti seklinde gruplara ayrilmaktadir.
Allogreftler spongioz, kortikal ya da bunlarin kombinasyonlar1 halinde
hazirlanabilirler. Ayrica mercan veya yosundan elde edilmis kemik benzeri
materyaller de kullanima sunulmustur [41]. Klinik olarak allogreftlerin kullanildig1
kemik defektlerinde kemik dolumu agisindan olumlu sonuglar bulunmasina ragmen
hastalik bulagma riski, immiin reaksiyona neden olma ihtimali, finansal nedenlerden
dolayr kullanim1 kisith kalabilmektedir [42]. Otojen ve allojen kemik greftlerinin
dezavantajlar1 ksenogreftler ve sentetik kemik greftlerinin yaygin olarak kullaniminm

giindeme getirmistir. Bu gruba dahil olan kemik greftleri osteokondiiktif 6zellik
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gostermektedir. Ksenogreftler, hayvan kaynakli dondurulmus kemik materyalleri ve
mercan veya yosundan elde edilmis kemik benzeri materyallerden kaynak almaktadir
[43]. Sentetik kemik greftleri veya alloplastik greftler; kalsiyum fosfat, kalsiyum

stilfat, biyoaktif cam materyaller ve seramik greftler ve polimerleri igermektedir [44].

Yapilan histolojik ¢aligmalarda otojen kemik greftinin insanlarda periodontal
rejenerasyonu destekledigi goriilmiistiir [45]. Ileri kemik kaybi olan genelerde
yapilan bir ¢alismada otojen blok greftler uygulanmis ve %95’e yakin basar1 oram
elde edilmistir [46]. Pjetursson ve arkadaslar1 [47] tarafindan yapilan bir ¢alismada
maksiller siniis yiikseltme operasyonlarinda greft materyali olarak kullanilan otojen
greftin yapay kemik greftlerine gore daha basarili oldugu goriilmiistiir. Bunlarin
yaninda ikinci bir cerrahi alanin acgiliyor olmasi arastirmacilart yeni kemik

materyalleri kullanmaya yonlendirmektedir [48, 49].

Allogreftin otojen greftlere kiyasla dondr morbiditesinin olmamasi, miktar
olarak kullanim kisithiliginin olmamasi; ksenogreftlere gore de osteokondiiktif
etkisinin yanisira osteoindiiktif etkiye sahip olmasi nedeniyle arastiricilarin ilgisini
cekmistir [50, 51]. Allogreft kullanimiyla ilgili yapilan klinik ¢alismalara
baktigimizda alveoler kemik augmentasyonu ve kemik rejenerasyonunda basariyla

kullanilabilecegi goriilmektedir [52-54].

Ksenogreftler ile yapilan c¢alismalarda, bu materyallerin dogal osteotropik
ozellikleri nedeniyle doku dostu oldugu, histolojik olarak yeni olusan kemik ile greft
arasinda fibr6z dokunun yer almadigi tespit edilmistir [55]. Allogreftlerle
karsilastirildiginda ksenogreftlerin bag dokusu biiylimesini arttirdigi, gec vaskiilarize

oldugu ve diisiik rezorpsiyon oranina sahip oldugu bildirilmistir [56].

Sentetik kemik greftlerinin periodontal defektlerin tedavisinde kullanildigi
caligmalarda klinik atagman kazanci, cep derinliginde azalma ve kemik dolumu
gosterilmesine ragmen her zaman sonuglarin  Ongoriilebilir  olmayacagi
vurgulanmigtir. [57]. Bu nedenle sentetik kemik greftlerinin biiyiime faktorleriyle
birlikte kullanimi giindeme gelmis ve bu kombinasyondan basarili sonuglar alinmistir

[58]
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Yonlendirilmis Doku Rejenerasyonu

Yonlendirilmis doku rejenerasyonunda bariyer membranlarin tek basina
kullanilmasmin yani1 sira, periodontal rejenerasyon potansiyelini arttiracagi
diistiniilen kemik greftleri ve biyolojik medyatorlerin kullanimi Onerilmektedir.
Biyolojik mediatorler arasinda; mine matriks proteini, rekombinant insan trombosit
kaynakli bliylime faktor-BB ve beta trikalsiyum fosfat, sentetik peptit baglayici
protein P-15 ve anorganik sigir kemik matriksi, mezensimal kok hiicreler, kemik iligi
kaynakli mezensimal kok hiicreleri, periodontal ligament progenitorleri, pluripotent
kok hiicreleri, embriyonik kok hiicreleri, gen, RNA tedavisi bulunmaktadir.
Yonlendirilmis doku rejenerasyonu acik kok yiizeylerinin kapatilmasinda, kemik igi
defektlerin tedavisinde, furkasyon defektlerinin tamirinde, peri-implant alanlarda
kullanilmaktadir [59-62]. YDR prensibi geregince enfeksiyon Kkontrolii, pihtt
formasyonu i¢in kapali alan olusturulmasi, yara iyilesme potansiyeli, defektin
morfolojisi ve tipi, sigara kullanimi1, plak kontrolii ve genetik faktorler basarili bir

rejenerasyonda dnem tasimaktadir.

Geg¢misten gilinlimiize bariyer membranlar kan pihtisinin stabilizasyonu ve
idamesinde basariyla kullanilmistir. Bariyer membranlarin epitel hiicrelerinin gogiinii
engellemesi ve kemik greft materyalini etrafindaki diseti epiteli ve bag dokusundan
ayirmasi sayesinde periodontal rejenerasyona izin vermesi prensibine, yonlendirilmis
kemik rejenerasyonu da denilmektedir [24]. Kemik dokularinin rejenerasyonu ve
turnover’t yumusak dokulardan daha uzun siirede meydana gelmektedir [63].
Yonlendirilmis doku rejenerasyonunda kullanilan bariyer membranlar rezorbe
olmayan ve rezorbe olabilen membranlar olarak smiflandiriimaktadir. Rezorbe
olmayan membranlar igerisine expanded politetrafloretilen (e-PTFE) membran
YDR’de kullanilan birinci jenerasyon materyaldir. Daha sonra yapisina titanyum
ilavesiyle mekanik olarak daha stabil hale getirilmistir. Ancak membranin erken
donemde aciga ¢ikmasi, membranin ¢ikarilirken ikinci bir cerrahi uygulama
gerektirmesi ve bu esnada yumusak doku hasari riskinin olmasi rezorbe olmayan
membranlarin dezavantajlarini olusturmaktadir. Bu dezavantajlardan dolay1 rezorbe
olabilen membranlarin kullanim1 yaygin hale gelmistir. Rezorbe olabilen membranlar

dogal ve sentetik olmak iizere iki farkli kaynaktan yapilmaktadir. Dogal kaynaklh
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olanlar daha ¢ok sigir kaynakli kollajen membranlari i¢ermektedir. Bunun yanisira
polilaktik asit, poliglikolik asit, trimetil karbonat ve bunlarin kopolimerleri olmak
izere rezorbe olabilen sentetik membranlar iretilmistir [64-66]. Rezorbe olan ve
olmayan membranlar birbirleriyle kiyaslandiklarinda rezorbe olan membranlarin
rezorbe olmayanlara kiyasla daha diisiik klinik basartya sahip oldugunu gosteren

caligmalar mevcuttur [67, 68].

Mine Matriks Proteini

Rejenerasyon yontemlerinde son yillarda sikga kullanilan materyal mine
matriks proteini (MMP)’dir. MMP nin kullanim felsefesi, dis embriyosunun gelisimi
esnasinda hertwig epitel kok kinindaki hiicrelerin sement olusumundan 6nce kok
ylizeyi tzerine matriks proteinlerini birakmasi ve bunlarin sement olusumunu
tetikledigi goriisiine dayanir [69]. Klinik ¢alismalar MMP kullanildiginda daha fazla
klinik atagman ve kemik kazanaci oldugunu desteklemesine ragmen bu konudaki
histolojik ¢alismalar kisitlidir [70]. MMP’nin sinif 2 furkasyon defektlerinde agik
flep debridman1 (AFD) tedavisinin etkinligini arttirdigi gosterilmistir [71]. MMP
kullaniminin klinik atagman kazanci sagladigi ve cep derinligini azalttigi ancak
AFD’ye gore fark yaratmadigini gosteren aragtirmalar da mevcuttur [72]. MMP’nin
otojen ve allojen kemik greftleriyle beraber kullanimiyla ilgili Klinik parametreler
bazinda yapilan karsilastirmali calismalarda; MMP’nin otojen ve allojen kemik
greftlerinin etkisine ilave bir katki saglamadigi ancak MMP ilave edilen grupta sinif
2 furka defektlerinin klinik olarak anlamli seviyede daha fazla kapandig
gozlenmistir [73]. MMP, osteogenezisi indiikleyerek vertikal ve horizontal olarak
yeni kemik olusumunu indiikleyebilir. Otojen ve allojen kemik greftleriyle beraber
MMP uygulamasi osteogenezis agisindan sinerjik etki yaratabilir [74]. MMP ile ilgili
bilgiler 1s18inda bu materyalin tek basma kullanimindan ziyade kombine

kullaniminin daha etkili olabilecegi kanaati olusmaktadir.

Biiyiime Faktorleri

Periodontal rejenerasyon, ortamda bulunan konak hiicreleri tarafindan

salgilanan biiylime ve farklilasma faktorlerinin yonlendirmesiyle diizenlenmektedir.
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Biyolojik olarak aktif dogal hormonlar yara iyilesmesi esnasinda hiicre
proliferasyonu, migrasyonu, ekstraselliiler matriks sentezi ve remodelasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Periodontal rejenerasyonda trombosit kaynakli biiylime
faktorii (platelet-derived growth factor-PDGF), transforme edici biiyiime faktorii
(transforming growth factor-TGF), fibroblast biiyiime faktorii (fibroblast growth
factor-FGF), epidermal biiylime faktorii (epidermal growth factor-EGF), vaskiiler
endetelyal biiylime faktorii (vascular endothelial growth factor-VEGF), insiilin
benzeri biiyiime faktorii (insilin-like growth factor-IGF) ve kemik morfojenik

proteini (bone morphogenetic protein-BMP) rol oynamaktadirlar [75].

Transforme edici biiyiime faktorii (TGF): Trombositler ve Keratinositler
tarafindan sentezlenen TGF, yap1 ve fonksiyonel agidan birbirinden farkli olan TGF-
a ve TGF- B olmak {izere iki iiyesi olan bir biiyiime hormonudur. TGF-B1 insan
viicudunda trombositler, makrofaj/monositler, lenfositler, fibroblastlar, epitel
hiicreleri ve dendritik hiicrelerden sentezlenmaktedir [76]. Periodontal rejenerasyon
calismalari irdelendiginde daha ¢ok TGF-B1’nin kullanildig1 ve periodontal tamir ve

yara iyilesmesinde 6nemli rol oynadigi gériilmektedir [77].

Trombosit kaynakl biiyiime faktorii (PDGF): Bir glikopeptit yapisinda olan
PDGF, PDGF-A ve PDGF-B olmak iizere iki farkli protein zincirinden meydana
gelmektedir [78]. Biyolojik olarak aktif olabilmeleri i¢in kendilerine 6zgii hiicre zari
reseptoriine baglanmalar1 ve PDGF-AB heteromeri haline gelmeleri gerekmektedir
[79]. Yara iyilesmesi sirasinda trombositlerin igerisinde bulunan graniilleri agiga
¢ikar ve piht1 olusumunda rol oynamaktadir [80]. PDGF; osteoblastlar, uyarilmis
makrofajlar ve endotel hiicreleri tarafindan da tiretilir [78]. Giiniimiizde rekombinant
teknolojisiyle elde edilen PDGF tiirevleri dis hekimliginde yiiksek kullanim

potansiyeline sahip bir biyomateryal olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii: (VEGF): VEGF, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinden, epitelyal hiicrelerden, plateletlerden, 16kositlerden ve makrofajlardan
sentezlenmektedir [81]. VEGF, anjiyogenezisin diizenlenmesinde en Onemli
medyatorlerden biridir. Multifonksiyonel, anjiyojenik bir sitokin olan VEGF;

mikrovaskiiler permeabiliteyi artirir, endotelyal hiicre proliferasyonunu uyarir,
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proteolitik enzim ekspresyonunu indiikler, endotelyal hiicreler, monositler ve
makrofajlarin migrasyonunda rol oynarlar [82]. VEGF ailesinin bugiine kadar
tanimlanan tyeleri arasinda VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-E
bulunmaktadir [83].

Interleukin-14 (IL-1p): 1L-1 aktive olmus makrofajlardan, nétrofillerden,
endotelyal hiicrelerden, fibroblastlardan, keratinositlerden ve Langerhans
hiicrelerinden fiiretilirler. inflamasyonun kontroliindeki anahtar medyatordiir. o ve B
olarak adlandirilan iki izoforma sahiptir. IL-1 sentezi; TNF-a, Interferon (IFN) a, B,
vy ve bakteriyel endotoksinler tarafindan gergeklestirilir. Temel aktivitesi T helper

lenfositleri stimiile etmektir [84, 85].

Fibroblast Biiyiime Faktorii: (FGF): FGF yara tamiri ve anjiyogeneziste rol
oynayan bir polipeptit ailesidir [57]. Benzer aktivitelere sahip 7 alt grup icermektedir
[58]. FGF, yara iyilesmesine katilan endotel hiicreleri, fibroblastlar, keratinositler ve
kondrositlerin proliferasyonunu stimiile etmektedir [59]. Hayvan modelinde 2 duvarli
defektte kemik grefti ve kemik greftine ek olarak FGF’nin karsilastirildigi bir
calismanin sonucunda elde edilen bulgular kemik greftiyle beraber uygulanan
FGF’nin rejenerasyonun erken fazinda periodontal rejenerasyonu gelistirdigini

gostermektedir [86].

Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF): Hem sistemik hem de lokal etki
olusturabilen ayni zamanda IGF-1 ve IGF-2 olmak {izere iki farkli gen tarafindan
kodlanan bir biiylime hormonudur. Her ikisi de biyolojik etkilerini hiicre zari
reseptoriine baglanarak gosterirler. Osteoblastlar ve makrofajlar tarafindan
salgilanirlar ve karacigerde iiretilip kemikte depolanmaktadirlar [87]. Yapilan
caligmalar sonucunda IGF’nin, PDGF ile birlikte kullanildiginda sinerjistik etki
gosterdigi bulunmustur [78]. Yapilan bir hayvan g¢alismasinda IGF’nin PDGF ile
birlikte kullanildiginda periodontal rejenerasyonu gelistirdigi gosterilmistir [88].

Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF): Hem sistemik hem de lokal etkilere
sahip bir biiylime hormonu olan EGF, fibroblastlar iizerine mitojenik etki ederek

yara iyilesmesi sirasinda hiicre cogalmast ve damarlanmanin hizlanmasini
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saglamaktadir [89, 90]. Fare Kkafatasi defektlerinde EGF ile BMP-2
kombinasyonunun erken donemde kemiklesmeyi hizlandiric1 etkisinin oldugu

goriilmiistiir [91].

Kemik Morfojenik Proteinleri (BMP): Osteoblastlar, trombositler,
osteoprogenitdr hiicreler ve kondrositler tarafindan sentezlenip hiicre ¢ogalmasi,
farklilagsmasi ve kemotaksiste kritik rol oynamaktadirlar [92, 93]. BMP’nin esas
etkisi heterotopik ve ortotopik kemik olusumunu baslatmasidir [94]. Yapilan bir
caligmada periodontal defektlerin tedavisinde rekombinant insan BMP’si
kullanildiginda anlamli bir kemik ve sement kazanci goriilmiistiir [95]. Yapilan bir
hayvan calismasinda BMP-2, VEGF ile birlikte kullanildiginda dental implantlar
etrafindaki kemik defektlerinin tedavisinde olumlu etkisi oldugu ifade edilmistir

[96].

Kok Hiicre Tedavisi

Periodontal rejenerasyonda, rejeneratif islemler arasinda yonlendirilmis doku
rejenerasyonu ve kok yiizeyine mine matriks proteini uygulanmasi en basarili
yontem olarak belirlenmistir. Ancak mine-matriks proteinlerinin, periodontal
ligament hiicrelerinin ¢ogalmasini gercek anlamda arttirip arttirmadig siiphelidir.
Periodontal defektlere kemik grefti ve kemik benzeri materyallerin yerlestirilmesi
gibi bir tedavinin, periodontal dokularda nasil bir rejenerasyona yol acgtig1
aciklanamayan bir biyolojik konsepte dayanmaktadir. Rejenerasyon alaninda bu gibi
ongoriilemeyen sonuglar arastiricilari, periodontal rejeneratif tedavi protokollerinde

doku miihendisligine ve hiicre temelli tedavilere yoneltmistir.

Mezensimal kok hiicreleri, kesfedildiginden bu yana kok hiicre biyolojisinde,
rejeneratif tedavide ve doku miihendisliginde ¢ok Onemli noktalara gelinmistir.
Hiicre kiiltiir yontemleri son derece 6nemlidir ¢iinkii kok hiicrenin i¢ine kondugu
ortam onun hangi hiicreye doniisebilecegine yani tedavi edici etkisine olanak
tanimaktadir. Hiicre temelli tedaviler; hiicre indiiksiyonu, hiicre enjeksiyonu ve hiicre
ekilmis doku iskelesinden meydana gelmektedir [97]. Bu sekilde elde edilmis kok

hiicrelerinin transplantasyonu da diger 6nemli konulardan biridir.
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Erigkin hiicre topluluklari mezensimal kok hiicre benzeri olup kendilerini
yenileyebilme ve birgok hiicre tipine farklilasma potansiyellerine sahip olan
hiicrelerdir. Viicutta pek ¢ok dokudan kok hiicre elde edilebilmesine ragmen, izole
edilmeleri kolay oldugundan oral dokular daha ¢ok tercih edilmektedirler. Kok
hiicreler pulpa, periodontal ligament, dental follikiil, dis germi, apikal papilla, oral
mukoza, diseti ve periost gibi oral dokulardan izole edilebilirler [98].

International Society for Cellular Therapy (Uluslararas: Hiicre Tedavi Birligi,
ISCT), bir grup hiicreye mezensimal kok hiicre denilebilmesi i¢in, hiicre kiiltiirti
kosullarinda plastik yiizeylere yapisma, spesifik yiizey antijenlerini eksprese
edebilme, farkli hiicre tiplerine (en az 3) in vitro olarak farklilasabilme (osteojenik,
norojenik, adipojenik, kondrojenik, miyojenik) gibi baz1 6zellikler sergilemeleri
gerektigini  agiklamiglardir [99]. Dis kaynakli hiicreler postnatal hiicre
popiilasyonudur ve yukarida bahsedilen kendi kendini yenileme ve farklilagma

potansiyeline sahiptirler [100-102].

Genellikle in vitro ¢alismalar olmasina ragmen, dis kaynakli kok hiicreler,
kolay elde edilebilirliligi ve multipotansiyel kapasitelerinden dolayi, norolojik ve
karaciger rahatsizliklari, angiogenezis, diabetes mellitus, okuler rahatsizliklar, kemik
rekonstriiksiyonu gibi farkli disiplinleri de i¢eren doku onarimlarinda gelecek vaat
etmektedirler [103-105].
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Tablo 2.1. Farkli kaynaklardan alinan mezensimal kok hiicrelerinin proliferasyon ve
farklilagsma potansiyelleri [106].

Proliferasyon Farkhlasma Potansiyeli

Potansiyeli
Dentinojenik
Osteojenik
Dental pulpa mezenkimal et Norojenik
kok hiicreleri Kondrojenik
Adipojenij
Miyojenik
Dentinojenik
Osteojenik
Siit disi n}ezenkl.mal kok bbbt Adﬂlpo.jen.lk
hiicreleri Norojenik
Kondrojenik
Miyojenik
Apikal papilla Dentinojenik
mezenkimal kdk ++++ Norojenik
hiicreleri Adipojenik
Osteojenik
Periodontal ligament Sementojenik
kaynakli mezenkimal ? Fibrojenik
kok hiicreleri Adipojenik
Kondrojenik
Dental folikiil projenitor o Osteojenik
hiicreleri ' Sementojenik
Osteojenik
s : Kondrojenik
Kemlk}hglumezen‘klmal bbbt Adipoj{enik
kok hiicreleri .
Norojenik
Miyojenik
Her li¢ germ tabakasinda yer alan
Embriyonik kok hiicresi +++ hemen hemen tiim hiicrelere

farklilasabilme kapasitesi

Son yillarda kemik iligi, adipoz doku, PDL ve periost kaynakli kok hiicreler
kullanilmig ve etkileri gosterilmistir [107]. Periodontal ligament kaynakli kok
hiicrelerinin, STRO-1 ve MCAM gibi kok hiicre belirteglarini eksprese ettikleri,
klonojenik olduklari, osteoblast, adiposit, kondrosit ve sementoblast gibi degisik
hatlardaki hiicrelere doniisebildikleri in-vitro ve in-vivo olarak gosterilmigtir [108].
2015 yilindaki Amerikan Periodontoloji Akademisi (American Academy of
Periodontology) c¢alistay raporu, yeni rejeneratif tedavi modellerinde

periodonsiyumun fonksiyonel bir organ sistemi olarak ele alinmasi gerektigini
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bildirmistir [109]. Ciinkii kok hiicre ile ilgili bilgiler, yontemler ve transplantasyon
konusundaki teknik gelismeler sadece kaybedilen periodontal destegin degil tiim dis
organinin eldesinin hiicre bazli tedavilerle gelecekte miimkiin olabilecegini

diistindiirmekte ve umut vaat etmektedir.

Periodontal Rejenerasyonda Gen Tedavisi

Doku rejenerasyonunun gerceklesmesi igin uygun sinyallerin, uygun
hiicrelerin, yeterli kan desteginin ve uygun bir yap1 iskelesinin defekt bolgesinde
olmasi1 gerekmektedir. Bu 4 temel ihtiya¢ periodontal rejenerasyon i¢in de gegerlidir.
Rejenerasyonu  gercgeklestirecek materyallerin - yara bolgesinde uzun  siire
etkinliklerini gostermeleri gerekir ancak ortamdaki proteazlar nedeniyle istenilen
siire kalamadan yikima ugrayabilirler. Iste bu ¢izgide gen tedavisi giindeme
gelmistir. Gen tedavisi, hedef hiicrelere genetik bilgiyi aktararak, tedavi edilmesi
istenen doku ile ilgili proteinlerin sentezlenmesini ve bdylece hiicrelerin kaybedilen
dokuyu yeniden insa etme potansiyellerini uzun siire gergeklestirmesini hedefler
[110-114]. Gen tedavisinde tekli veya c¢oklu gen tasiyan iskelet sistemleri
olusturularak yara bolgesindeki hiicrelerin o dokuya 6zgii hiicre tipine farklilagmasi
saglanir [115]. Gen tedavisinin 6nemli avantajlarindan biri de biyolojik faktorlerin,
zamanlama ve dagilimmi kontrol etmek amaciyla dogal iyilesme siirecini taklit
edecek sekilde aymi anda veya ardigik salimlari gergeklestirebilmesidir [116]. Gen
transferinde viral ve nonviral olmak tizere iki vektor kullanilir [117-120]. Viral
vektorlere retroviriis, lentiviriis, adenoviriis ve adeno ile ilgili viriis sayilabilir. Viral
olmayan vektdrler plazmidler, DNA polimer kompleksleri, nano ve mikropartikiilleri
igerir [111]. Gen transfer edildikten sonra genetik olarak degisiklige ugrayan konak
hiicresi boliindiigiinde olusan yeni nesil hiicreler modifiye DNA’y1 igerirler [121].
Periodontal rejenerasyonda da terapdtik genin konakla tanigmasi bizzat konagin
kendi dokusunda, kafes matriksle beraber veya bu matriks olmadan direkt hiicre bazl

salinim metodu ile veya konak disinda indirekt metod kullanilarak gerceklestirilir.
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2.1.3. Trombositten Zengin Fibrin (Platelet-Rich Fibrin, PRF)

1990°’lh  yillarda biyomimetik alaninda yapilan c¢alismalar 1s18inda
vicudumuzda meydana gelen yaralanma sonucunda devreye giren tamir ve
rejenerasyon mekanizmasinda kanin oénemli bir rol tstlendigi goriilmiistiir. Sert ve
yumusak doku iyilesmesinde kritik Oneme sahip otojen bir kaynak olan kanin
biyolojik bir materyal olarak kullanilabilecegi fikri ilk kez Marx’m [122]
caligmalarinda ortaya c¢ikmistir. Son yillarda yayginlasan doku miihendisligi
uygulamalari rejeneratif ~ tedavilerde arastiricilar otolog trombosit
konsantrasyonlarina yonlendirmistir. Buna bagli olarak biyolojik ajanlarin dis
hekimligi alaninda sert ve yumusak doku rejenerasyonunda kullaniminin arttigini
gormekteyiz. Rejenerasyon ve tamir amagli otolog kan konsantrelerinin kullanimi;
fibrin doku yapistiricilar ile baslayip glinlimiizde trombositten zengin plazma (PRP)

ve en giincel olarak da trombositten zengin fibrin (PRF) olarak devam etmektedir.

Trombositler, polipeptit biiylime faktorleri iceren alfa ve delta graniillerine
sahip olduklarindan yara iyilesmesinde Onemli rol oynamaktadirlar [122].
Trombositler, kemik iligindeki megakaryositlerden farklilasan kiiciik, c¢ekirdeksiz,

disk seklindeki hiicrelerdir. Kan dolagimindaki 6miirleri ortalama 7-10 giindiir [123].

Trombositlerdeki alfa graniilleri; IGF1, PDGF, TGF-B, Trombosit Faktor-4,
fibrinojen, trombospondin, fibronektin gibi protein igeriklerine sahiplerken delta
graniilleri (yogun cisimcikler) ise adenin niikleotidleri, kalsiyum, serotonin, histamin
ve epinefrin icermektedirler. Trombositlerin agregasyonu, aktive olmasi ve biraraya
gelmesi i¢in bir stimiilasyona ihtiyaglart vardir. [124]. Bunun sonucunda
trombositlerin kan damarlarina yapigsmasiyla birlikte aktive olma siiregleri baglamis
olup bu durum her iki graniilde sekresyona yol agar. Yapilan c¢aligmalarda
trombositlerin alfa graniillerinden ¢6ziinebilir protein salgilandig1 goriilmistiir [125].
Alfa graniillerinden salgilanan proteinlerin plazma proteinlerine benzerlik gostermesi
plazma proteinlerinin yapt ve fonksiyon bakimindan tamamlayicis1 oldugunu
diisiindiirmektedir. Trombositler, pihtt olusum mekanizmasini gergeklestirmesinin
yaninda alfa graniillerinden salgilanan biiylime faktorleri ve sitokinler sayesinde

yumusak ve sert doku rejenerasyonunda rol oynamaktadirlar [126]. Kan
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damarlarinda bir hemoraji sonucu trombositler tarafindan tromboplastin aktive
edilmis olur. Bunun sonucu olarak protrombini fibrinojenden fibrine doniistiirecek
olan trombine ¢evirir. Bdylelikle fibrin ag1 meydana getirilir. Fibrin ag1 dolasimdan
gelen kok hiicreleri de biinyesine ¢ekmektedir. Boylelikle yara bolgesindeki
vaskiilarizasyon siireci baglamis olur [127]. Trombositlerin degraniilasyonuyla
birlikte fibrin ag1 icerisine biiyiime faktdrleri ve sitokinler salinmaya baslar.
Trombositlerin alfa graniillerindeki biiyiime faktorleri ve sitokinler yara

iyilesmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar [126].

Trombositler; kalsiyum klorit ve trombinle aktive olup alfa graniillerinde
bulunan biiyiime hormonlart ve sitokinleri ortama salmaktadirlar [128]. Kan
pihtisinda normalde %35 oraninda bulunan trombositler, otojen trombosit
konsantreleri kullanildiginda %95 diizeylerine ¢ikmaktadir [129]. Yapilan bir dizi
caligmada, trombosit saliminin yara iyilesmesini destekledigi, hiicre migrasyonlarini
ve proliferasyonunu arttirdigi ve bu sayede doku rejenerasyonunu uyardigl sonucuna
vartlmistir  [130-133]. Trombositlerin alfa graniillerinden salinan biiyiime
faktorlerinin yara iyilesmesinin basamaklarinda ¢esitli gorevleri vardir. PDGF; yara
bolgesine ilk ulasan biiylime faktorii olup trombositler, makrofajlar, fibroblastlar ve
kemik matriksinden kdken alir, yara iyilesmesi ve rejenerasyonda onemli rol oynar
[126]. TGF’nin o ve B olmak {izere iki alt tipi vardir. TGF-p, trombosit ve kemikten
kaynagini alir ve oncii hiicreler lizerinde kemotaktik ve mitojenik 6zellige sahiptir.
TGF-B’nin kemik olugumunu arttirarak rejenerasyonu gerceklestirdigi bildirilmistir
[134, 135]. VEGF, kemik sentezi igin gerekli damarlarin olgunlagmasi ve
biiylimesinde rol almaktadir ve bdylelikle anjiyogenezi uyardigi goriilmiistiir [136].
IGF, kollajen senetezini arttirarak onciil osteoblastlarin ¢ogalmasini ve osteoblastlara
doniismelerini uyarir. Diger yandan periodontal ligament hiicreleri i¢in kemotaktiktir
[137]. Trombositlerden yara bolgesine salinan biiyiime faktorleri direkt etkisini
besinci giline kadar gdstermektedir. Yumusak ve sert doku rejenerasyonu,
trombositlerden PDGF ve TGF-f salgilanmasiyla baglayip {igiincii giinden itibaren
kapiller damarlarm olusumuyla devam etmektedir. Ucgiincii giinden sonra
trombositlerin yerine makrofajlar gelir ve biiylime faktorlerinin birincil kaynagi

olurlar. Dordiinci hafta sonunda makrofajlarin aktivitesi sona erer ve artik
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olgunlagmamis  kemik  dokusu  olugsmustur  [122] Otojen  trombosit
konsantrasyonlarinin igeriginde biiylime faktorleri ve sitokinler disinda fibrin,
fibronektin ve vitronektin de bulunmaktadir [138, 139]. Yukarida bahsettigimiz
polipeptit biiylime faktorleri rekombinant DNA teknolojisiyle de elde
edilebilmektedir. Ancak bu islemin maliyetli ve zahmetli olusu arastiricilart biiylime

faktorlerinin eldesinde ucuz ve kolay oldugu i¢in PRP ve PRF’ye yoneltmistir.

Son yillarda trombositlerin yara iyilesmesindeki rolleri anlasilarak bazi
trombosit tirtinleri gelistirilmistir. Koagiilasyon zincirinin son tiriinii ¢ozilinebilir bir
protein olan fibrinojen, trombinin etkisiyle ¢oziinemeyen bir form olan fibrin
yapisina doniislir. Fibrin de yara bdlgesinin ilk sikatrisyel matriksini olusturur.
Biyolojik bir yapistirict gorevi olan bu yapi trombosit kiimelerinin etrafinda
koruyucu bir yapi olusturur. Fibrinin sagladigi bu o6zelliklerden dolay1, cerrahide
mekanik destek olarak kullanimi diistiniilmiistiir [16, 140].

PRP, trombosit, biiyiime faktorleri ve pihtilagsma faktorleri igeren birinci
jenerasyon otojen kan plazmasidir [141]. PRP ve PRF, kanin belirli bir protokolde
santrifiij edilip hiicre ayirma islemiyle elde edilmektedir. Bu islem sonucunda plazma
hacmindeki  konsantrasyon normal  konsantrasyonun  %300-500  oranina
getirilmektedir. Bu yontemde, laboratuar santrifiijii veya ticari sistemlerin trettigi
spesifik protokollere gore hazirlanan santrifiij cihazlar1 kullanilmaktadir. Birinci
jenerasyon olarak isimlendirilen otojen PRP elde edilmesinde, PRP igerigindeki
polipeptit biiyiime faktorlerinin aktivasyonu i¢in otojen olmayan sigir trombini,

kalsiyum klorit ve yapay yapistiricilar kullanilmaktadir.

PRP elde edilmesinde alinan kan 2 defa farkli devir ve dakikada santrifiij
edilmektedir. Yavas santrifiij olarak adlandirilan birinci santrifiijde, kan tiipliniin
icerisinde bulunan sitrik asit veya EDTA pihtilasmay1 engellemektedir. Birinci
santrifiijiin amac eritositlerin ¢dkelmesini saglamaktir. Ikinci santrifiijde pihtilasma
olusturmak amaciyla plazmanin igerisine sigir trombini, kalsiyum klorit veya yapay
yapistirict ilave edilmektedir [142]. Uygulanan ydntemin dezavantajlarindan biri
meydana gelen lrlinlin tamamen otojen olmamasidir. Yara iyilesmesinin erken

doneminde yabanci cisim reaksiyonu nedeniyle dogal enflamasyonu engelleyebilir
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[143]. PRF’te gordiigiimiiz dogal pihtilasma ile olusan fibrin matriks yavas yavas,
kontrollii bir sekilde salinmaktayken PRP’deki gibi yapay pihtilagma ile olusan fibrin

matriksteki biiyiime faktorleri ortama kisa siireli ve kontrolsiiz salinmaktadir [16].

PRP’den elde edilen iiriinlerin bu dezavantajlar1 tamamen otojen olan ikinci
jenerasyon trombosit konsantrasyonlarinin gelistirilmesine Onayak olmustur. PRF,
trombosit ve l0kositten zengin yogun bir fibrin yapisindadir. PRF matriksindeki
fibriller eskenar liggen seklinde izlenip bu yapi sitokin ve biliyiime faktorlerinin fibrin
matriks icerisine hapsolmasini saglamaktadir [15]. Yara iyilesmesinin hemostaz,
inflamasyon, proliferasyon ve remodeling agamalar1 mevcuttur. Hemostaz sathasinda
olusan fibrin piht1 i¢inde yer alan ve trombositlerden salinan biiyiime faktorleri,
inflamasyonun ilk safhalarinda gorev alan nétrofilleri damar disina ¢ikararak yara
bolgesine gelme konusunda aktive eder. Orada proinflamatuar sitokinlerin
salgilanmasiyla monositler uyarilir ve damar digina ¢ikip makrofajlara doniistirler.
Makrofajlar yara bolgesine ulasarak fagositik etkilerini biiylime faktorleri ve matriks
metalloproteinazlarla gerceklestirip yara bdlgesini temizler ve doku olusumuna
yardimer olurlar. Proliferasyon sathasinda fibroblast ve endotel hiicreleri g¢ogalip
graniilasyon dokusunu olustururlar. Remodeling asamasinda graniilasyon dokusunu
olusturan bag dokusu fibrilleri ve yeni olusan damarlar organize olarak olgun bag
dokusunu olustururlar [144]. Periodontal islem sonrasi yara iyilesmesinde bir¢ok
hiicre, sinyal proteinleri ve hiicresel aktivite triinleri ekstraseliiler matrikse
salinmaktadir [145]. Buradan yola ¢ikarak PRF’nin igerigindeki biiyiime faktorleri,
sitokinler ve enzimlerin doku rejenerasyonuna katkida bulunabilecegi
diistiniilmektedir [16, 146].

PRF’nin hazirlanmasinda herhangi bir antikoagiilan madde veya trombin
kullanilmamaktadir. Hazirlanma islemi oldukca kolay, kisa siireli ve ekonomiktir.
Biiylime faktorleri sayesinde vaskiilarizasyonun hizlandirilmasi, hastanin
kendisinden alindig1 icin alerjik reaksiyonlara sebep olmamasi, hastalik transfer
riskinin olmamasi, ic¢indeki lokosit ve l0kositler tarafindan salgilanan sitokinler
sayesinde enflamasyonun kontrol edilmesi ve enfeksiyonu baskilamasi gibi birgok
avantaji vardir [147, 148]. Cam kapli tiip ya da tamamen cam olan tiip i¢indeki silika

ile temas eden ve aktive olan trombositler sayesinde pihtilasma baslamaktadir.
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Herhangi bir antikoagiilan igermeyen 10 ml’lik bos tiiplere ven6z kan alinarak hizlica
teknik i¢in 6zel olarak gelistirilmis santrifiij cihazinda (Process, Nice, Fransa) 2700
devirde 12 dakika veya 3000 devirde 10 dakika santrifiij edilmektedir. 2001 yilinda
Choukroun tarafindan tanimlanan PRF, daha sonraki arastirmalarda 16kosit
iceriginden dolayr L-PRF adimi almigtir [147, 149]. Santrifiij sonrasi tiipte 3 tabaka
olugmaktadir; kalin, olgunlasmis fibrin lifleri ve arasinda eritrositlerin bulundugu
kisim tiipiin en alt kisminda; hiicre igermeyen, trombosit ve fibrinlerin yogun oldugu
trombositten fakir plazma en fstte ve bunlarin orta kisminda da trombosit ve
l16kositlerin  yogun oldugu trombositten zengin fibrin pihtt (buffy coat)
gozlenmektedir. Elde edilen aktive edilmis PRF siki yapidadir ve enjekte edilemez.
Iki gaz tampon arasinda sikistirilarak veya teknik icin 6zel olarak gelistirilmis kit ile
(PRF box, Process, Nice, Fransa) PRF membranlar1 elde edilmektedir. PRF
membranlar1 bliylime faktorlerini igeren trombositlerin biiylik ¢ogunlugunu ve
16kositlerin %50°den fazlasini igermektedir [150]. Pihtilasma, tiipiin i¢indeki silika
taneciklerine ortalama 400 g merkezkac kuvvetle carpan trombositler aktive olmaya
baslamaktadir. Cam tiipe alinan kanin santrifiije ge¢ konulmasi halinde; trombositten
fakir plazma, trombositten zengin fibrin ve eritrosit kisimlari birbirlerinden

ayrilmadan olusacagindan istenilen sonug alinamayabilir.

Aragtiricilar PRF uygulamalarinda cam veya cam kapl tiip igerisindeki silikanin
fibrin yapisin1 olumsuz etkisini incelediklerinde silikanin trombositleri aktive etmesi ve
trombosit birikmesinde gerekli olan bir madde olacagi sonucuna varip klinik agidan
herhangi bir dezavantajinin bulunmadigi konusunda goriis birligine varmislardir [151].
Bu tartigmalarin yarattig1 soru isaretlerini ortadan kaldirmak amaciyla PRF yonteminde
tiplerin yapisimt degistirerek titanyum kaplt tiiplerin kullanimi giindeme gelmistir.
Trombosit aktivasyonunda silika yerine titanyumun kullanimiyla daha siki ve gec
¢Oziinen bir fibrin yapisi elde edilmistir [151]. Titanyum korozyona direngli, kuvvetlere
dayanikli biyouyumlu bir materyaldir. Titanyum PRF’nin, doku i¢inde 30 giine kadar

rezorbe olmadan kalabildigi goriilmiistiir.

Buradan yola c¢ikilarak rezorpsiyon siiresinin uzun olmasi ve dogal matriks
yapisindan dolay1 viicut igindeki kemik iyilesme mekanizmalarini da harekete gecirdigi

gosterilmistir [152]. Fibrin fizyolojik bir yapistirict oldugundan, fibrin pthtimin membran
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icine sikistirilmasi siki bir matris saglamaktadir. Trombosit ve 16kositlerin PRF i¢indeki
dagilimlar1 homojen degildir. Trombosit ve 16kositlerin yiliksek konsantrasyonda oldugu
kisim, eritrositler ve fibrin pihti arasindaki makroskobik olarak buffy coat diye
adlandirilan ~ gecis bolgesidir [150]. PRF’nin fibrin yapis1 biiyiitme altinda
incelendiginde kan pihtisina ya da PRP’ye gore ¢ok daha kalin ve yogun goriiniimde
birbirine paralel lifler halinde oldugu goriilmektedir. Bu 6zellik onun rezorpsiyon siiresi
ve iyilesme Ozelliklerini gelistirmesini saglamaktadir [16]. PRP ve PRF ile yapilan
calismalarin ¢ogunda trombositler, bliylime faktorleri ve 16kositler degerlendirilmistir.
Ancak fibrinin morfolojik yapisinin da bu siiregte dnemli bir katkis1 bulunmaktadir.
Fibrin matriksin karmasik yapisi ve yogunlugu otolog trombosit konsantrasyonlarinda en
o6nemli unsurdur. Fibrin yapmin yogunluk orani ile biiylime faktorlerinin salinimi ve
hiicre migrasyonuna etkisi korelasyon gosterdigi i¢in gii¢lii ve siki bir fibrin matriks

gliclii biyolojik iyilestirme matriksi anlamina da gelebilir [150, 153].

Trombositler, piht1 olusumu i¢in gerekli olup yara iyilesmesini baglatmak ve
desteklemek i¢in biiyiime faktorlerinin salinmasindan sorumludur. Cerrahi islemlerden
sonra, trombositler bdlgede kalic1 bir kan pihtisi olustururlar. Iyilesmenin desteklenmesi,
arttirilmasi ve doku olusumu igin biiylime faktorlerinin salinimi baslar. Viicudun diger
kemiklerinde oldugu gibi maksillofasiyal bolgenin gelismesinde hormonlarin ve biiylime
faktorlerinin 6nemli etkisi vardir. Kemik ve yumusak doku metabolizmasi iizerinde
sistemik hormonlarin ve biiylime faktorlerinin etkilerini gdsteren birgok ¢alisma
bulunmaktadir. Trombositlerdeki biiyiime faktorleri etkilerini spesifik hiicre yiizey
reseptorlerine  baglanarak — gostermektedir [154]. PRF membranin igeriginde
trombositlerden salinan sitokinlerin yanisira l6kositler tarafindan salgilanip inflamasyon
kontroliinde gorev alan antiinflamatuar sitokinler de saptanmustir. Antiinflamatuar
sitokinler sayesinde polimorfoniikleer 16kosit, makrofaj gibi hiicreler aktive edilip PRF
bolgesinde daha hizli hiicresel aktivitelere sebep olmaktadir. Yapilan calismalarda
membran i¢indeki sitokinlerin yeniden yapilanma asamasinda yavas saliim yaparak
uzun dénemde etkili olduklari gdsterilmistir [15]. Iyilesme siirecinde PRF’nin sagladig
avantajlar i¢inde barindirdig1 trombositler ve 16kosit, sitokinlerden ve fibrin matriksten
kaynaklanmaktadir. PRF’nin; epitelizasyonu hizlandirma, bagisiklik sisteminin kontrol

etme, dolasimdaki kok hiicrelerini biinyesinde bulundurma ve anjiyogeneziste rol alma
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gibi birtakim biyolojik etkileri bulunmaktadir. Fibrin, anjiyogenez i¢in dogal bir
matrikstir. Fibrin matriksin direkt olarak anjiyogenezi yonlendirdigi gosterilmistir [155].

Fibrin matriksin bu 6zelligi fibrin jelin {i¢ boyutlu yapisi ve matriks iginde
hapsolan sitokinlerin aktiviteleri ile agiklanabilir. Bagisiklik sisteminin kontrolii PRF
matriksinin igerisindeki 16kositler, monositler ve lenfositler tarafindan gergeklestirilir.
Kemik iliginden kdken alan mezensimal hiicreler olan dolasimdaki kok hiicreler
(farklilasmamuis hiicreler), yaralanma durumunda ilgili bolgede toplanarak farkli hiicre
tiplerine dontisebilir [156]. Epitelizasyon olusumunda, fibrin matriks epitel hiicrelerini
ve fibroblastlari uyararak yara bolgesini kaplamalarina yardimci olur. Yara kenarlarinda
epitel hiicreleri bazal ve apikal yonde genisleyerek yara bolgesini kaplar [157]. PRF’nin

avantajlar arasinda;

1. Alic1 ve verici sahada operasyon sirasinda ve sonrasinda kanama kontrolii

saglamasi
2. Yumusak doku iyilesmesinin hizlanmasina katkida bulunmasi

3. Yonlendirilmis doku rejenerasyonunda membran olarak kullaniminda

yapistiricl etkisi sayesinde alici sahadaki greft materyalinin stabilitesini arttirmasi

4. Tyilesmekte olan dokularin vaskiilarizasyonunu biiyiime faktdrleri sayesinde

hizlandirmasi
5. Toksik olmamasi
6. Kemik materyalleri ile kombine kullaniminda rejenerasyonu artirmasi
7. Immiin ve alerjik reaksiyonlara sebep olmamasi

8. Kisa suirede hazirlanmasi

©

. Dokulara uyumlu olmasi

10. Enfeksiyoz hastaliklarin transfer riskinin olmamasi, igindeki 16kosit ve

onlardan salgilanan sitokinler sayesinde inflamasyon kontrolii saglamasi
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11. Enfeksiyonu baskilamasi

12. Ekonomik olmasi sayilabilir [15, 16].

flk gelistirilen PRF tekniginde membranlarin 16kosit igeriginin goriilmesi
tizerine Lokosit ve Trombositten Zengin Fibrin (L-PRF) olarak siniflandirilmistir. L-
PRF ile ilgili ¢alismalar gelistirilerek ileri Trombositten Zengin Fibrin (Advanced
Platelet-Rich fibrin, A-PRF) isimli bir protokol olusturulmustur. A-PRF tekniginde
L-PRF teknigine kiyasla daha diisiik hizda 1500 rpm’de 14 dakika siiresince santrifiij
yapilarak trombosit saliniminin artmas1 amaglanmistir. L-PRF ve A-PRF kiyaslamasi
yapilan bir c¢alismada biiyiime faktorlerinin salimmi ELISA yontemi ile
karsilagtirillmistir. A-PRF’nin L-PRF’ye gore daha fazla biiylime faktorii salinimi
yaptig1 gorillmistiir [158]. A-PRF’lerle ilgili yapilan bir ¢alismanin sonuglarina gore
A-PRF’de buffy coat’dan uzak distal kisimda daha cok trombosit bulundugu
goriilmustiir. A-PRF’de santrifiij zamani uzatilirken rpm degerinin diigiirtilmesi
pthtinin distal kisminda bulunan nétrofilik graniilositlerin de sayisint artirmigtir.
Standart PRF’de nétrofiller daha ¢ok buffy coat arayiiziinde bulunmaktadirlar.
Notrofilik  graniilositler monositlerin  makrofajlara  farklilasmasina katkida
bulunmaktadir. A-PRF’de monosoit, makrofaj ve onlarin biiyime faktorleri
sayesinde yumusak ve sert doku rejenerasyonuna katki saglanmaktadir [1]. Enjekte
Edilebilir Trombositten Zengin Fibrin de (injectable Platelet-Rich Fibrin, I-PRF)
Joseph Choukroun’un gelistirdigi trombositten zengin bir fibrin iiriiniidiir. Partikiiler
kemik greftleri birlestirilerek (jeloz kemik grefti, sticky bone) veya diseti ve deri gibi
dokularin igerisine enjekte edilerek kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalar
dogrultusunda PRF, L-PRF, T-PRF, A-PRF ve I|-PRF elde edebilmek i¢in
kullanilacak olan cihazlarin birtakim ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Ilk
olarak yarigap1 daha kiigiik olan cihazlar daha az g kuvveti olusturarak santrifiij
islemi sirasinda trombositlerin parcalanmasmi &nler. Islem sirasinda santrifiij
cthazinin 1sinmasi ve 40°C’nin iizerindeki cihaz i¢i sicakligl fibrinler i¢in zararh
oldugu gibi sogutuculu santrifiijlerin de diisiik sicakliklarda trombositleri olumsuz
etkiledigi goriilmiistiir. Homojen bir fibrin matriks elde edilmesi agisindan santrifiij

cthazinin vibrasyon gostermemesi gerekmektedir. Bazi santrifiij cihazlariin
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gosterilen rpm ve gergek rpm degerlerinin farkli olmasi protokollerin uygulanmasini

zorlastirabilmektedir [159].

2.1.4. PRF ile Ilgili Yapilan Klinik Arastirmalar

Elde edilmesi teknik olarak PRP’ye gore daha kolay, ekonomik ve daha
yogun fibrin yapisiyla 6ne c¢ikan PRF ilk olarak kemik greftleriyle birlikte siniis
augmentasyonlarinda  kullanilmistir ~ [160].  PRF’nin  etkinliginin  siniis
augmentasyonunda degerlendirildigi bir histolojik ¢alismada bir gruba allogreft diger
gruba PRF ile birlikte allogreft uygulanmistir. Histomorfometrik incelemeye gore
PRF’nin allogreft ile kombine kullanildigi grubun kemik rejenerasyonunu
hizlandirdig1 ve implant istii protez yiiklemesinin siiresini azalttigi gosterilmistir
[161]. Osteotom tekniginde kemik grefti eklenerek siniis kaldirma isleminin sadece
PRF kullanilarak uygulandigi, birinci yil sonunda radyografi sonuglarinin
degerlendirildigi bir c¢aligmada PRF kullaniminin siniis duvari altinda kemik
olusumunu  arttirdigi  gosterilmistir  [162].  Osteotom  teknigiyle  siniis
augmentasyonunda tek basmma PRF kullaniminin olusabilecek membran
perforasyonunu tamir edebilecegi ve sinlis membranint koruyabilecegi rapor
edilmistir. [163]. Lateral yaklasimla gerceklestirilen siniis augmentasyonunda PRF
ile birlikte yerlestirilen implantlarin 6 ay sonunda radyografik incelemesinde implant
cevresinde kemik dolumu oldugu ve bolgeden alinan biyopsi sonucunda iyi organize
olmus vital kemik tesekkiilii goriilmiistir [164]. Siniis yiikseltme operasyonunda
PRF etkinliginin kiyaslandigi bir hayvan ¢alismasinda histolojik incelemede PRF ve
trikalsiyum fosfat grubunun, sadece trikalsiyum fosfat ve trikalsiyum fosfat ile
rhBMP-2’nin  kullanildigi  gruplara goére daha hizli kemik iyilesmesi;
histomorfometrik incelemedeyse yine bu grupta daha genis kemik yapim alanlar

oldugu sonucuna varilmigtir [165].

Cekim soketlerinin PRF ile dolduruldugu bir calismada PRF’nin soket
lyilesmesini hizlandirmasimin yanisira alveolit ve agr1 gibi enfeksiyon durumlarinin
yasanmadigr da gosterilmistir [161]. Cekim soketinin PRF ile dolduruldugu ve 6
hafta sonra implant uygulandig1 baska bir ¢alismada kret morfolojisinin korundugu

ve rezorpsiyonun olmadigi gozlenmistir [166]. Gomiilii 20 yas operasyonunda bir
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¢ekim soketinin bos birakildigi diger soketin ise PRF ile dolduruldugu bir ¢aligmada
PRF uygulanan bolgede kemik dolumunun daha fazla oldugu bildirilmistir [167].

PRF, PRP ve MMP’den daha yogun bir fibrin yapisinda olmasina ragmen
osteokondiiktif etkisi smirli kalmistir. Bu yiizden genis ve az duvarli kemik
defektlerinin tedavisinde PRF’nin kemik greftleriyle beraber kullanim1 6nerilmistir
[13]. PRF’nin allogreft ve ksenogreftlerle beraber kullanildig: iki ayr1 ¢alismada
sondalama derinliginde azalma ve atagman kazanci sagladigi goriilmiistiir [168, 169].
Klasik flep operasyonu ve PRF’nin etkinliginin karsilastirildig1 bir ¢alismada PRF
kullaniminin atagman kazanci ve kemik ici defekt derinliginin azalmasini sagladigi
goriilmiistiir [168]. PRF ve PRP’nin kemik i¢i periodontal defektlerin tedavisindeki
etkinliginin degerlendirildigi bir ¢alismada sondalamada kanama, atagman kazanci
ve defekt derinligi azalmasi yoniinden iki materyal arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir [170]. Kemik i¢i periodontal defektlerin tedavisinde bir defekte
PRF, diger defekte kemik grefti ile beraber PRF uygulanan ¢alismada sadece PRF
uygulanan bolgede daha fazla atagman kazanci elde edilmistir [13]. Randomize
kontrollii bir ¢alismada kemik i¢i defektlerin tedavisinde, flep operasyonu, PRF+flep
operasyonu, PRF + %1,2 Rosuvastatin jel + flep operasyonu gruplar
karsilagtirilmistir. PRF + %1,2 Rosuvastatin + flep operasyonu uygulanan grupta
periodontal parametrelerde daha iyi sonuglar goriilmistiir [171]. Bariyer membran ve
bariyer membranla birlikte PRF’nin Kkarsilastirildigi randomize kontrollii bir
calismada bariyer membranla kombine edilen PRF’nin klinik atagman kazanci,
sondalama derinliginde azalma ve radyografik defekt derinligi dolumu acgisindan
daha basarili oldugu bildirilmistir [172]. Kronik periodontitisli hastalarin kemik igi
defekt tedavisinde bir defekte MMP diger defekte PRF ile MMP’nin birlikte
kullanildig1 ¢aligmada klinik ve radyografik bulgulara bakildiginda PRF’nin ek bir
faydasinin olmadigi sonucuna vartlmistir [173]. Yine kemik i¢i defektlerde bir tarafa
otojen kemik grefti diger tarafa PRF uygulandiginda 9 ay sonunda klinik ve
radyografik degerlendirmede otojen kemik greftinin daha iyi sonuglar verdigi

goriilmiistiir [174].

Smif 2 furkasyon defektlerinin tedavisinde kontrol grubunda sadece flep

operasyonu, test grubunda flep operasyonu ile beraber PRF uygulanmistir. Dokuz
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aylik klinik ve radyografik parametrelerde test grubunda istatistiksel olarak anlamli
kazan¢ elde edilmistir [175]. Smuf 2 furkasyon defektlerinde PRF etkinligini
degerlendiren baska bir ¢alismada flep operasyonu, PRF, PRF + %1 Alendronat jel
uygulanan gruplar olusturulmustur. Dokuz ay sonundaki degerlendirmede PRF + %1
Alendronat jel uygulanan grupta anlamli derecede daha fazla periodontal

parametrelerde artig gdzlenmistir [176].

Yapilan bir in-vitro c¢alismada PRF’nin kok hiicre ¢ogalmasi ve
farklilasmasini doza bagli olarak arttirdigi gosterilmistir [177, 178]. Baska bir in
vitro calismada PRF’nin osteoblast, fibroblast ve periodontal ligament hiicrelerinin
cogalmasini arttirirken diseti epitel hiicrelerinin cogalmasini gegici olarak baskiladigi
goriilmistiir [179]. PRF’nin biiyiime faktorii salimi ve siipernatan serumun klinik
kullanimin1 degerlendiren bir calismada PRF membranlarin kompresi sonrasi kalan
sivinin biiylime faktorii icerdigi gosterilmis ve bu sivinin greft materyali ve PRF

parcaciklart ile karistirilarak kullanilabilecegi 6nerilmistir [180].

PRF ve ipek fibroinin implant etrafi defektlerin tedavisinde kullanildigi bir
calismanin sonucunda PRF ve ipek fibroin kombinasyonunun greft materyali olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir [181]. Kopeklerde yapilan split-mouth bir ¢alismada
benzer iki defekt bolgesinin bir tarafina PRF diger bolgeye ise otojen kemik
konularak augmente edilmesi amaglanmistir. PRF alaninda daha iyi bir iyilesme
gozlenirken otojen kemik bolgesinde kemikte rezorpsiyon ve fibréz iyilesme
gozlenmistir [182]. Tavsan kafatasinda yapilan bir ¢aligmada bir gruba PRF, diger
gruplara sirasiyla kan pihtisi, sentetik kemik grefti, ksenogreft konularak augmente
edilmesi amaglanmistir. PRF’nin diger gruplara gore daha fazla yeni kemik olusumu
sagladig1 goriilmistiir [183]. Tavsan tibiasinda yapilan baska bir ¢alismada implant
yapilacak soketlerin yarisina PRF ve implant, diger yarisina sadece implant
uygulanmistir. Histomorfometrik incelemede PRF uygulanan grupta daha hizli
osseointegrasyon ve daha fazla kemik olusumu goriilmiistir [184]. Tavsan
kalvaryasinda yapilan bir ¢alismada PRF, hidroksiapatit ve hidroksiapatit + PRF
gruplart olusturulmus ve yapilan histolojik ve histomorfometrik incelemelerde
PRF’nin YDR’ye bir katkisi olmadig1 gosterilmistir [185]. Yine tavsan kalvaryasinda

yapilan bir caligmada PRF, sentetik greft, ksenogreft ve kontrol grubu olusturulmus,
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histomorfometrik incelemede PRF’nin kemik greftlerine gére yeni kemik olusumuna

bir katki saglamadigi bulunmustur [186].

Periodontal plastik cerrahide PRF kullanimi pek ¢ok arastirmaya konu
olmustur. Yapilan bir calismada PRF’nin laterale kaydirilan flep ile beraber
kullaniminda kok yilizeyi kapanmasma ilave katkist oldugunu ancak koronale
kaydirilan flep ile birlikte kullaniminda kok ylizeyi kapanmasina ek bir fayda
saglamadigr ancak doku kalinligimi arttirdigi gorilmistiir [187, 188]. Lokalize,
Miller smif 1 ve smif 2 ¢ift tarafli diseti ¢cekilmesi olan hastalara yapilan koronale
pozisyone flep (KPF) ile birlikte MMP ve PRF uygulamasinin karsilastirildigt bir
calismada 12. ay sonuglart degerlendirildiginde kok ylizeyi Ortiilme oranlar
acisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir [189]. KPF ve
PRF ile KPF ve bag dokusu grefti (BDG)’nin kombine uygulandig1 karsilastirmali
calismanin 6. aydaki sonuglarinda kok yiizeyi oOrtiillme oranlart agisindan iki grup
arasinda anlamli fark bulunmamistir [9]. KPF ve KPF ile PRF’nin kombine
kullaniminin karsilastirildigi bir ¢alismada PRF’nin dahil edildigi grubun rakamsal
olarak daha iyi fakat aralarinda istatistiksel fark olmadigini bildirmislerdir [190].
Coklu diseti ¢ekilmelerinde PRF ve BDG karsilastirilmis, BDG uygulanan grupta
istatistiksel olarak daha basarili sonuclar alinsa da PRF’nin de kullanilabilecegi ifade
edilmistir [191]. Bir diger ¢alismada ise ¢ift tarafli, ¢oklu ve 3 mm’yi gecen diseti
cekilmelerinde PRF ve BDG uygulamalarmin kok ylizeyi Ortme agisindan
birbirlerine kiyasla anlamli bir fark yaratmadiklari gosterilmistir [192]. PRF’nin
MMP ile karsilastirildigr 12 aylik takibi olan bir ¢alismada keratinize diseti genisligi
acisindan anlamli bir fark bulunmamistir [189]. BDG ve PRF’nin karsilastirildig: bir
diger ¢aligmada da 6. ay sonuglarina gore her iki grupta da keratinize doku artisinda
anlamli derecede artis olmus fakat bu artisin BDG’de daha fazla oldugu goriilmiistiir
[193]. Bilateral Miller sinif 1 ve smif 2 lokalize diseti ¢ekilmesi olan hastalarda PRF
ve BDG uygulamasimin karsilastirildign ¢alismanin sonucunda her iki grupta da
keratinize diseti genisliginde artis goriilmiisken gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir [9]. Coklu diseti ¢ekilmelerinde BDG ile PRF’nin karsilastirildigi bir
baska calismada 12 aylik takip sonuglarna goére her iki grupta keratinize diseti
genigliginin anlamli olarak arttig1 goriilmistiir [194]. BDG’nin tek basina ve PRF ile
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beraber kullanildig1 ¢calismada her iki grubun da keratinize diseti genisligini arttirdig
ancak aralarinda anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir. [195]. Diseti
cekilmelerinde PRF’nin kullanildigi c¢alismalar 6zetle PRF’nin diseti kalinligina
olumlu etkisi oldugu gosterilmis ve bu etkinin PRF’deki fibrin matriksin bosluk
saglayict ozelligi ve PRF igerigindeki biiylime faktorlerinin fibroblastlara olumlu
etkisi sayesinde olabilecegi yorumu yapilmigtir. Ancak PRF kok kapanma
sonuglarina ilave katki saglamamistir [187]. Diseti kalinligina etki agisindan PRF ve
BDG birbiri ile kiyaslandiginda her ikisinin de ortalama 1.5 mm kalinlig1 arttirdig
gosterilmigtir [196].

2.1.5. PRF’nin Elde Edilme Yontemleri ile ilgili Cahismalar

Insanlarda tedavi amaciyla kullanilan biyomateryallerde olmasi gereken bazi
Ozellikler vardir. Bunlardan en O6nemlisi biyouyumlulugudur. Digeri ise her
uygulama esnasinda ayni etkinligi ayn1 diizeyde gosterebilmesidir. Diger bir deyisle
standardizasyonudur. Standardizasyon da biyomateryalin yapisi, icerigi ve elde

edilme yontemleriyle yakindan iligkilidir.

[k kez Choukroun [149] tarafindan ikinci jenerasyon platelet konsantrasyonu
olarak tanimlanan PRF, antikoagiilan eklenmeden elde edilmektedir. Yapilan bir
calismada 1ki farkli protokol kullanmistir. L-PRF i¢in 2700 rpm, 12 dakika; A-PRF
icin 1se 1500 rpm, 14 dakikalik santrifiij protokolii uygulanmis ve spesifik hiicre
dagilimlar1 histomorfometrik olarak incelenmistir. Boylece hiz ve zamanin hiicre
dagilimina olan etkileri agiklanmaya calisilmistir. Santrifiij siiresi artip merkezkag
kuvvet azaldikca elde edilen A-PRF’in distal kisminda nétrofilik graniilositlerin daha
yogun olarak bulundugu gorilmiistir. Buna karsilik L-PRF’te hiicrelerin
eritrositlerin oldugu kisma daha yakin oldugu goriilmiistiir. Bu bulgulara dayanarak
A-PRF’in kemik ve yumusak doku rejenerasyonunda etkili olabilecegi ifade
edilmistir. Ancak bu konuda daha fazla in-vivo galismalara ihtiya¢ duyuldugu da
belirtilmistir [1].

L-PRF protokoliinii, santrifiij cihazindan bagimsiz olarak PRF’in biyolojik
yapisinda ne gibi degisiklikler yaptigini tespit edebilmek i¢in ¢aligmalar yapilmistir.
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Dohan ve arkadaslar1 onerilen santrifiij cihazini kullanarak L-PRF i¢in 2700 rpm, 12
dakika, A-PRF icin 1500 rpm, 14 dakikalik protokolii uygulamislar ve TGF-B1,
PDGF-AB, VEGF, BMP-2 diizeyleri tizerinden karsilastirmislardir. Sonugta orijinal
L-PRF protokoliiyle hem daha fazla miktarda pihti ve membran elde edilmis hem de
biiylime faktorleri diizeylerinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir [197].

Eren ve arkadaslar1 ayn1 g kuvvetini kullanarak (400 g, 2660 rpm) 10 dakika
ve 12 dakikalik siireleri karsilastirmiglardir. On iki dakikalik santrifiij siiresi sonunda
elde edilen PRF’in daha yiiksek diizeyde VEGF salgiladigini bulumuslardir. Diger
biiytime faktorleri (TGF-B1, PDGF-AB), enzimler (MMP-1 ve MMP-8) ve hiicre
sayist agisindan santrifilij siirelerinin bir etkisi olmadigini gostermislerdir. Sonug
olarak 12 dakikalik santriflij siiresinin 10 dakikaya gére VEGF salinimi agisindan
daha faydali oldugunu belirtmislerdir [198].

Santrifiij esnasinda yiiksek santrifiij kuvvetlerinin, hiicre popiilasyonlarini kan
tiipiiniin dibine ¢okelttigi gozlenmistir. Santrifiij hizinin azaltilmasi fibrin matris
icerisindeki 16kositlerin artmasin1 saglamaktadir. Choukroun’un modifiye ettigi
diisiik santrifiij hizinda PRF matris igerisinde daha fazla sayida 16kosit gdzlenmistir
[1]. Kobayashi ve arkadaslari standart L-PRF protokolii ile (2700 rpm, 12 dakika)
1300 rpm, 14 dakika (A-PRF) ve 1300 rpm, 8 dakika (A-PRF+) protokollerini hiicre
aktivitesi ve biyouyumlulugu ac¢isindan karsilastirmislardir. PDGF, TGFB-1, EGF,
IGF degerlerinin A-PRF ve A-PRF+ protokollerinde daha yiliksek oldugu, A-
PRF+’nin ise 3 grup icinde en yliksek degerlere sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica A-
PRF+ grubunda PDGF ve TGFB-1’e yonelik mRNA degerlerinin daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Sonu¢ olarak santrifij hiz ve zamaninda yapilacak
degisikliklerin PRF’den salman biliylime faktorlerinin salinim diizeylerini

etkileyebilecegini belirtmislerdir [199].

PRF protokoliinde cam ya da i¢i cam kapli plastik tiipler kullanilmaktadir.
Cam tiip igerisindeki silikanin fibrin yapisina etkileri incelendiginde, trombositleri
aktive etmesi ve trombositlerin aktivasyonu ve agregasyonunda herhangi bir olumsuz
etkisi olmadig: goriisli var ise de Tunali ve arkadaglar1 PRF eldesinde titanyum kapl

tiiplerin kullanimini giindeme getirmislerdir. Trombosit aktivasyonunda silika yerine
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titanyumun kullanimiyla daha siki ve ge¢ ¢oziinen bir fibrin yapist elde etmislerdir
[151]. PRF eldesinde kullanilan tiiplerin materyalin standardizasyonuna etkilerine

dair kisitli ¢calismalar mevcuttur.

PRF eldesini etkileyen olas1 faktorler igerisinde santrifiij cihazlarinin
etkilerinin olup olmadigini arastirmak i¢in de c¢alismalar yapilmistir ancak bu
caligmalar ¢ok sinirli kalmistir. Dohan ve arkadaslari [197] bu amagla yaptiklar
calismada Once santrifiij ozelliklerinin L-PRF piht1 ve membranin fibrin yapisina,
biiyiime faktorlerine ve hiicrelere etkisini arastirmiglardir. Burada test edilen
cihazlarm, radyal ve vertikal mekanik vibrasyonlaridir. ikinci olarak sadece
protokoliin tek bagina L-PRF membranin biyolojik yapisina etkilerini incelemislerdir.
Calismanin bu kisminda biiylime faktorlerinin diizeyleri iizerinden orijinal L-PRF
membran ile A-PRF membranin protokolleri karsilastirilmistir. Birinci kisminda
orijinal L-PRF protokolii (400 g, 12 dakika) kullanilmistir. Orjinal L-PRF santrifiiji
ile 3 laboratuar santrifiijii karsilagtirllmistir. Her bir santrifiijiin igerisine 2 tane
akselerometre yerlestirilerek vibrasyonun etkileri incelenmistir. Sonugta orijinal L-
PRF santrifiij cihazinin diger 3 santrifiij cihazina goére istenmeyen vibrasyon
seviyesinin 4.5-6 kere daha diisiik oldugu gériilmiistiir. Ikinci asamasinda orijinal L-
PRF santrifiiji kullanilarak 2700 rpm, 12 dakika (400 g), A-PRF i¢in de 1500 rpm,
14 dakikalik protokoller uygulanmistir. Biiylime faktorlerinin salinimi agisindan L-

PRF ve A-PRF karsilastirildiginda L-PRF’in daha etkin oldugu goriilmiistiir.

Ilgili literatiir incelendiginde goriilmektedir ki PRF pihti ve membran
eldesiyle ilgili halen tam bir standardizasyon saglanamamistir. Ciinkii protokolleri
etkileyebilecek cok cesitli faktorler bulunmaktadir. Kullanmilan tiiplerin yapisi,
uygulanan g kuvvetleri, santrifiij siiresi, cihaz sicakligi, kanin alindiktan ne kadar
stire sonra santrifiije yerlestirildigi gibi pek ¢ok faktér standardizasyonu
etkilemektedir. Goriildiigii gibi PRF’in  standardizasyonuna tam bir aciklik
getirilememistir. Farkli santrifiij cihazlarinin vibrasyon 6zellikleri L-PRF’in yapisina
etkinligi makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmistir. Ancak farkli santrifiij
cihazlar kullanildiginda biiylime faktorlerinin diizeylerini inceleyen calismalar ¢ok
kisithdir. Bu nedenle calismamizda; L-PRF cihazi ile siradan bir laboratuar

santrifiijiinlin g kuvvet degerlerini esitleyerek elde edilen biiylime faktorii ve sitokin
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miktarin1 karsilagtirmak, ayrica optimum g kuvvet degeri ve santrifiij siiresini de

biiylime faktorlerinin miktari izerinden belirlemek amaglanmustir.

Rolatif santrifiij kuvveti (Relative centrifugal force-RCF), santrifiij igerisine
yerlestirilen 6rnegin merkezkag¢ kuvvetinde uygulanmasi olarak tanimlanir. Santrifiij
sonucunda uygulanan kuvvet ile 6rnekteki ¢esitli elementlerin agirliklarina ve kan
separasyon tekniklerine gore laboratuar santrifiijii tarafindan separe edilmektedir.
RCF ol¢iimii, sabit yer¢ekimi Kuvveti, rotorun yarigapi ve rotorun donme hizi baz
alinarak yapilmaktadir [200]. PRF hazirlama yOnteminin temeli, tam kana bir
merkezka¢ kuvveti uygulayarak, kanmn sekilli elemanlarmin belli bir bolgede
yogunlastirtlmast mantigima dayanir. Bdyle bir ayirma isleminde santrifiijden
faydalanilir. Bagka trombosit ayristirma veya yogunlastirma yontemleri olsa da hasta
basinda hazirlanan PRF, basit bir masa santrifiijii kullanilarak elde edilebilir. Tam
kana bir merkezka¢ kuvveti uygulandiginda, kanin sekilli elemanlar1 agirliklarina
gore ¢okelirler. Demir igerikleri nedeniyle en agir olan eritrositler tiiplin en dibine
cokerken, diger sekilli kan elemanlar1 da dereceli olarak dagilirlar. PRF

hazirlanmasindaki amac¢ trombositleri eritrositlerin hemen {izerindeki bdlgede

RCF=g = 11,18 x (rpm/1000)? x r

biriktirmektir. Bu nedenle uygulanacak merkezka¢ kuvveti onemlidir. Herhangi bir

santrfiijde merkezkag kuvveti (g) asagidaki formiil kullanilarak hesaplanabilir:

g: Merkezkac kuvveti

rpm: Rounds Per Minute (Dakikadaki Tur Sayis1)

r: Santrifiijiin yarigap1 (cm)

Formiilden de anlasilacagi gibi g’nin biiyiikliigiinde, santrifiijiin yarigapinin

dogru orantil1 bir etkisi vardir.



Tablo 2.2. Literatiirde PRF elde etmek i¢in kullanilan degerler
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Literatiir rpm ?élllz; degeri Cihaz r ((:Tf]:rgne)r ! Ka&gak
Dohan 3000 | 10 400 | PC-02, Process 40 [14]
Choukroun | 2500 | 10 280 | PC-02, Process 40 [127]
Sf;‘r?;akr:c’;& 2700 | 12 ? | PC-02, Process 40 [1]
Agcgﬁgg‘;% 1500 | 14 ? | PC-02, Process 40 [1]
Su 2700 | 12 700 | PC-02, Process 85 [12]
Gassling 3000 | 10 400 40 [201]
PC-02, Process
Simonpieri ? 12 400 Ltd., Nice, ? [202]
France
Inchingolo 3000 | 10 ? [203]
Giirbiizer 2030 400 Universal 320 86 [11]
Gassling ? 12 400 ? [204]
Thorat ? 12 400 Process ? [205]
Sharma 3000 | 10 400 R-4C ? [175]
SucC.Y. 2700 | 12 700 PC 02 ? [12]
Lekovic ? 10 1000 Heraus ? [13]
Jankovic 3000 | 10 400 ? [189]
Eren ? 12 400 Niive NF200 ? [9]
Tunali 2800 | 12 ? Hettich 320 ? [10]
Kim 3000 | 10 ? GYRO416 ? [6]
Li 2100 | 12 400 Beckman ? [8]
Nacopoulos | 3000 | 12 ? ? ? [206]
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsma Dizayni ve Dahil Edilen Bireyler

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji
Anabilim Dali ve Hacettepe Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda
gerceklestirildi. Hacettepe Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu [EK1. Etik
Kurul Onay Belgesi, Karar No: 2017/02- 09 (KA-17016)] onayin1 takiben galismaya
baslandi.

Sistemik ve periodontal agidan saglikli, son 1 ayda antiinflamatuar
kullanmamus, sigara kullanmayan, 10 goniillii birey ¢alismaya dahil edildi ve onam
formlar1 imzalatildi. Aspirin ve diger herhangi bir antikoagiilan veya antihipertansif

kullanan goniilliiler ¢alisma dis1 birakildi.

Planlanan c¢alismanin amaci1 L-PRF i¢in spesifik bir santrifiij ile elde edilen
PRF icindeki biiyiime faktorleri ve sitokinlerin miktarini, spesifik olmayan bir
santrifiij ile elde edilen degerlerle kiyaslamaktir. Bu amagla, L-PRF’ye 6zgii santrifij
cihazt ve caligmaya dahil edilen diger santrifiij cihazlar kullanilarak hazirlanmisg
PRF orneklerindeki biiylime faktorlerinin miktar1 kiyaslanarak arada fark olup

olmadig istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.2. Kullanilan Santrifiij Cihazlari ve Calisma Gruplanr

Onceki calismalarda kullanilan santrifiij cihazlarmin rpm degerleri ve buna
bagli olarak hesaplanan g kuvvetleri Tablo 2.2°de gosterilmistir. Bu tabloda bazi
hiicrelerin bos olmasinin nedeni, ¢alismada kullanilmis olan degerlerin belirtilmemis
olmast ya da kullanilan santrifiij makinesinin detaylarina ulasilamadig1 icin
hesaplamalarin yapilamamis olmasidir. Test grubu santrifiijii olarak ALL Centrifuge
(Made in China) masa iistii santrifiijii kullanildi (Sekil 3.1).



Tablo 3.1. Test grubu santrifiijiiniin teknik 6zellikleri
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Sekil 3.1. ALL Centrifuge marka santrifiij cihaz1

Sn

o

Her Boyut . .
R%toir Tipler | rotordaki | (®xL | Adaptdrler '\ﬂ?ks('rm%r)n Yaér‘ﬁap Maks'Tu)m RCF
P Tiip Sayist mm) 2P (xg
Al12-10P 8.5-10 ml 12 16x107 Al10P15 4500 11 2490
_—

Kontrol grubu santrifiijii olarak ise yliksek kalite masaiistii santrifiijiiyle,

spesifik, steril, antikoagiilansiz 9 ml’lik cam kapl plastik tiipler kullanarak 6nceden

programlanmis santrifiij cihazinda (Intra-Spin, Intra-Lock, Boca-Raton, FL, USA)
700xg (=2700 rpm), 12 dk secenegi kullanildi (Sekil 3.2).

Tablo 3.2. Kontrol grubu santrifiijiiniin teknik 6zellikleri (RCF=1.118%rxn2x10-5)

Kapasite (ml) 8,5-10
Boyutlar (dXL) (mm) 16x100
Rotor sayisi 8
Donme hizi (rpm) 3300
RCF (9) 1047
Yarigap1 (mm) 86
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INTRADSEN-

Sekil 3.2. Intra-spin marka santrifiij cihazi

Literatiirde en cok kullanilan g degerleri ve santriflij siireleri olmalar
nedeniyle caligmamizda; g kuvveti olarak 200, 400, 600, 800 degerlerinin; santrifiij
stiresi olarak da 10, 12, 14 dakikalik periyot degerlerinin kullanilmas1 uygun goriildii.
Buna gore ¢alisma gruplar1 Tablo 3.3’te gosterildigi gibi olusturuldu. Kontrol grubu
olarak L-PRF santrifiij cihaziyla Intra-Spin L-PRF santrifiij cihaz1 2700 rpm’de 12
dk (700xg) protokolii uygulandi.
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Tablo 3.3. Calisma gruplarinin g kuvvetleri ve ¢alisma siireleri

Gruplar g kuvveti Siire

Kontrol 700%g (2700 rpm) 12 dk (Intra-Spin)
Grup 1 200xg 10 dk (ALL-Centrifuge)
Grup 2 200xg 12 dk (ALL-Centrifuge)
Grup 3 200xg 14 dk (ALL-Centrifuge)
Grup 4 400%g 10 dk (ALL-Centrifuge)
Grup 5 400xg 12 dk (ALL-Centrifuge)
Grup 6 400xg 14 dk (ALL-Centrifuge)
Grup 7 600xg 10 dk (ALL-Centrifuge)
Grup 8 600xg 12 dk (ALL-Centrifuge)
Grup 9 600xg 14 dk (ALL-Centrifuge)
Grup 10 800xg 10 dk (ALL-Centrifuge)
Grup 11 800xg 12 dk (ALL-Centrifuge)
Grup 12 800xg 14 dk (ALL-Centrifuge)

3.3. Bireylerden Kan Alinmasi

Calismamizda kan alimi;son 1 ayda antikoagiilan ve antiinflamatuar
kullanmamuis, sigara igmeyen, yaslar1 20 ile 40 arasinda olan 10 saglikli goniilliiden
gerceklestirildi. L-PRF karsilastirmasi i¢in bir tiip, tam kan sayimi i¢in bir tiip ve
farkli g ve zaman siireleri i¢in 12 tiip olmak {izere bir hastadan 13 tiip kan alindi. Kan
sayiminda trombosit, eritrosit ve lenfosit sayimi1 yapildi. Calismada 10 m1’lik igi cam
kaph plastik tiipler kullanildi (BD Vacutainer). Dolayisi ile bir hastadan alinacak kan
miktarin1 toplam 130 ml olarak belirlendi. Calismanin tamami antikoagiilan
icermeyen tlipte yapilacagindan ve kan almir alinmaz santrifiij edilme ihtiyaci
bulundugundan istenilen miktarda kan alinincaya kadar goniillillerde damar yolu agik
birakildi. Kan alimi her bir bireyden es zamanli gergeklestirildi ve alinan kan vakit

kaybetmeksizin santrifiije aktarildi.

3.4. PRF Hazirlanmasi

Test grubu santrifiijiinde sirasiyla 200, 400, 600 ve 800xg ile 10, 12, 14
dakikalik gruplar olusturularak toplamda 12 6rnek masa iistli santrifiij cihaziyla

(ALL Centrifuge, Guangzhou Four E's Scientific Co., Ltd, Cin Halk Cumhuriyeti)
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santrifiij edildi. Kontrol grubunda ise 6rnekler 700xg (=2700 rpm, Intra-Spin L-PRF
cihazi) ile 12 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 tiip igerisindeki ornekler siiratle H.U. Tibbi Biyokimya AD
laboratuvarina transfer edildi ve calismanin bu asamasi standart hiicre kuiltiirii
laboratuvari sartlarinda gergeklestirildi (Sekil 3.3). Bunun igin 6nce laboratuvara
ulasan tiiplerdeki serum uzaklagtirildi ve sonrasinda eritrositlerin yogun olarak
toplandig1 bilinen tabaka, sar1 jel kisimdan makasla kesilerek ayrildi. Trombositlerin
yogun oldugu her bir sar1 jel, hassas terazi ile tartildi ve degerler kaydedildi.
Devaminda PRF; laminar akis kabini (NUAIRE, NU-425-400E Model) igerisinde
%10 Fetal Bovine Serum (FBS), 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin, 2 mM
L-Glutamin eklenmis Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) igeren 24-
kuyulu hiicre kiltiiriic kuyulu plaka’lere aktarildi ve aktarilan jelin tamaminin besi

yeri igerisine gomiilmiis olmasina dikkat edildi (Sekil 3.4).

Laminar akis kabini

Mikroskop

Sekil 3.3. Calismanin yapildig1 hiicre kiiltiirii laboratuvarindaki cihazlar
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Sekil 3.4. PRF orneklerinin 24-kuyulu plaklara alindiktan sonraki goriintiisii

Kuyulu plaka’ler, %5 karbondioksit igeren 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatore
(NUAIRE, NU-5510E Model) yerlestirildi. Birinci, 3. ve 7.giin sonunda her bir
kuyudaki 2 ml DMEM besi yeri santrifiij tiiplerine alindi ve yerine 2 ml taze besi yeri
eklendi. Birinci giin sonunda 130, 3. ve 7. giin sonunda da 130’ar 6rnek olmak iizere
toplamda 390 besi yeri ornegi elde edilmis oldu. Santrifiij tiiplerine alinan 6rnekler
3100xg’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi (Eppendorf 5417R Model Centrifuge;
Hettich Zentrifugen, Mikro 22 Model) (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Besi yeri 6rneklerinin santrifiij edilmesinde kullanilan cihazlar

Stipernatanlar iki ayr1 mikrosantrifiij tiipline paylastirilarak ¢alisilincaya kadar
-80 °C’de (SANYO, MDF-U6086S Model Dondurucu) saklandi. Yedinci giin, en
son besi yeri 6rnegi de alindiktan sonra, 24-kuyulu plaklarda kalan PRF doku

ornekleri total protein miktarinin belirlenmesi ve ELISA analizleri i¢in homojenize
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edildi (OMNI, OMNI 5000 Model Homogenizer) (Sekil 3.6). Bu asamada elde
edilen ornekler de -80 °C’de saklandi.

Sekil 3.6. PRF orneklerinin homojenizasyonunda kullanilan homojenizatdr cihazi

3.6. Protein Miktarlarimin Belirlenmesi

Nicel protein tayini, BCA (Bicinchoninic Acid) yontemi temeline dayali bir
protein Olglim kiti kullanilarak yapildi (Thermo Fisher Scientific Pierce Research
Products; Product No. 23227). Bu yontemde Cu*?, alkali ortamda proteinler

*L’e indirgenmektedir. Indirgenme miktar1 ile protein miktar1 dogru

tarafindan Cu
orantilidir. BCA alkali ortamda Cu** ile mor renkli bir kompleks olusturur. Yéntemin
prensibi, Cu*-BCA kompleksinin olusturdugu mor rengin 562 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak dl¢limiine dayanmaktadir [207].

Bu calismada BCA analizleri, iiretici firmanmn mikroplakalar i¢in Onerdigi
protokole uygun olarak yapildi. Yontemde kisaca, 10 ul protein igeren ornek, reaktif
A ve B (50:1) igeren 200 pul BCA ¢alisma reaktifi i¢cine eklendi. Reaksiyon karigimu,
30 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Mikroplakalardaki orneklerin absorbansi,
mikroplaka okuyucuda (Devices, SpectraMax M2 model) 562 nm dalga boyunda
okundu (Sekil 3.7). Protein standardi olarak Bovine Serum Albumin (BSA)
kullanildi.



Sekil 3.7. Mikroplaka okuyucu (Molecular Devices, SpectraMax M2 Model)
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Uretici firmanm protokoliine uygun olarak, mikroplakalar Sekil 3.8’de

gosterildigi gibi hazirlandi. Ornekler, farkli diliisyonlarda hazirlandi ve her bir

diliisyon oranina uygun kor degerleri tespit edilerek orneklerin absorbans degerinden

cikarildi.

Sekil 3.8. BCA yontemi ile protein tayini

1 2 8 9 10 11 12
KOR KOR
Distile su Distile su
KOR KOR
Besiyeri Besiyeri Ny
(20 kez scyreltik) | (20 kez seyreltik) Py
KOR KOR /
Besiyeri Besiyeri
(100 kez seyreltik) | (100 kez seyreltik) 1
Standart 1 Standart 1
125 pg/ml 125 pg/ml y
7
Standart 2 Standart 2 )
250 pg/ml 250 pg/ml
Standart 3 Standart 3
500 pg/ml 500 pg/ml
Standart 4 Standart 4
750 pg/ml 750 pg/ml
Standart 5 Standart 5
1000 pg/ml 1000 pg/ml




44

Hazirlanan standartlarin konsantrasyonlarina karsi absorbans degerlerinden
yararlanilarak standart grafik cizildi (Sekil 3.9). Orneklerin protein konsantrasyonu,
bu standart grafik lizerinden SpektraMax M2 cihazina ait bir program olan SoftMax

Pro 4.8 ile hesaplandi.

Standard Curve

Mean OD Value

0,01 - -
100 1000

Concentration

| e STD#1 (Standards' Concentrationvs 2836 0953 1 |
Sekil 3.9. Protein tayininde kullanilan standart grafik.

Log(y) = A+ B * Log(x): A B R'2

3.7. ELISA Yontemi

Orneklerdeki IL-1B, TGF-B1 ve PDGF-AB miktarlarinin kantitatif olarak
belirlenmesinde ticari ELISA Kitleri (Boster Biological Technology, CA, ABD)
kullanildi. Her bir kit i¢in tim analiz asamalari, tiretici firmanin 6nerdigi protokol
kullanilarak yapildi (IL-1p Katalog No: EK0392, TGF-B1 Katalog No: EK0513 ve
PDGF-AB Katalog No: EK0484).

Buna gore, her bir kitin i¢inde yer alan, ilgili sitokin veya biiyiime faktoriine
0zgi antikor ile kaplanmis 96-kuyulu plaklara, protokole uygun hazirlanmis standart
ve Ornekler uygulandi. Belirtilen inkiibasyon siiresinin sonunda, her bir kuyuya

biyotinli antikor eklendi. Inkiibasyonu takiben kuyular yikama ¢ozeltisi ile yikandi
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ve Avidin-Biyotin-Peroksidaz kompleksi eklendi. Baglanmayan kompleksin
uzaklastirilmasi igin tekrar yikama islemi yapildi. Kompleksteki peroksidaz
enziminin substrat1 olan TMB eklendi ve inkiibasyon sonunda her bir kuyuya asidik

durdurma ¢ozeltisi pipetlendi (Sekil 3.10).

Avidin-Biotin-Peroxidase Complex

{ =

o

Biotinylated Detection Antibody y o

S

Capture Antibody
\ '

Sekil 3.10. Kullanilan ELISA yonteminin genel prensibinin sematik gosterimi

Tiim bu reaksiyonlarin sonunda her bir kuyuda olusan sar1 renkli iirlinlerin
absorbanslari, Molecular Devices (Sunnyvale, CA, ABD) firmasina ait SpectraMax
M2 model mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 nm dalga boyunda belirlendi.
Cihaza ait SoftMax Pro 4.8 yazilimi1 kullanilarak ¢izilen standart grafikler yardimiyla
her bir 6rnekteki hedef proteinin miktar: kantitatif olarak tespit edildi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. ELISA 6lctimlerinde kullanilan standart grafik

3.8. Verilerin Analizi

PDGF, TGF ve IL-1B degerlerinin her bir zaman periyodu ve g degerleri hem
kendi i¢inde hem de iki farkli santrifiij acisindan kiyaslandi. Gruplararas: farklilik
Kruskal-Wallis testiyle belirlendi. Degerler normal dagilmadig: i¢in non-parametrik

analiz kullanildi. P<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Arastirmaya katilan 10 adet bireyden vendz kan alimi basar1 ile
gerceklestirildi. Alinan kanlarin laboratuvara transferi ve elde edilen jellerin
trombositten zengin oldugu diisiiniilen kismi istenen sekilde ayrilip kuyulu plakalara
aktarildi. PRF ayirma isleminde sar1 jel kisminin yani sira birlesim hattindaki
eritrosit tabakanin da kullanilacak jel ile birlikte tutulmasi 6nerildigi i¢in inkiibasyon
stiresince kuyulu plaka’lerin besi yerlerinin eritrositler tarafindan aktarilan kirmizi
rengi aldig1 goriildii ve bu degisim normal kabul edildi. Orneklerin besi yerlerine
yerlestirilmesi ile ELISA analizi asamas1 arasindaki periyotta herhangi bir 6rnek
kayb1 yaganmadi. Calismada hazirlanan 6rneklerden protein tayini sonrasi ELISA
yontemi kullanilarak PDGF-AB, TGF-BETA, IL-1B’nin 1., 3. ve 7. giinlerdeki salim

miktarlar1 belirlendi.

4.1. PDGF-AB Salim Sonuclari

PDGF-AB icin ortalama salim sonuglarina bakildiginda 1.giinde kontrol
grubunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii (p<0,05). Ugiincii giinde en yiiksek
deger grup 12’de iken (p<0,05), 7. giinde grup 7’de izlendi (p<0,05). 1. giinde
gruplararasi salim sonuglart kiyaslamasina baktigimizda Grup 9 ve 10 ile Grup 1, 2,
3 arasinda salim miktarlart agisindan anlaml fark goriildii (p<0,05). Salim miktarlar
acisindan ayni diizeyde anlamli fark 7. giinde Grup 3 ile kontrol grubu arasinda da

vardr (p<0,05). Ugiincii ve 7. giinlerde ise diger gruplar arasinda anlamli bir farka
rastlanmadi (p>0,05) (Tablo 4.1).

Salim miktarlarinin giinlere gore degisimi Sekil 4.1°de gosterilmistir. Buna
gore Grup 1, 2, 3 ve 9’un 1. ve 7. giin degerleri arasinda anlamli fark bulundu
(p<0,05). Yine Grup 1, 2, 10 ve 11’in 1. ve 3. giin degerleri arasinda anlamli fark
gozlendi (p<0,05). Grup 4, 5, 6, 7, 8, 12 ve kontrol grubunda ise anlamli bir degisim
gozlenmedi (p>0,05).



Tablo 4.1. PDGF-AB salim sonuglari

222,41-616,66
240,98-633,79
199,06-405,05
213,4-1207,53
244,87-1016,84
235,77-666,81
402,39-1501,34
455,1-1494,02
518,01-732,5
305,75-581,01
205,02-683,99

P[')A%F- Salim 1. giin Salim 3. giin Salim 7. giin
Grup Ortalama+SS Median IQR Ortalama+SS Median IQR Ortalama+SS median IQR
Grl 1400,52+722,17 1483,39 877,23-1565,51 617,94+516,82 454,85 364,55-582,56 455,28+349,08 367,662
Gr2 2597,14+2332,34 1273,22 1014,65-2816,96 718,4+£546,37 550,16 337,39-707,76 557,62+438,21 419,742
Gr3 2209,03+2211,56 115151 798,19-4113,84 622,25+497,37 418,30 330,88-612,68 303,28+179,42 260,372
Grd 2033,26+2880,54 1123,95 666,18-2030,16 620,49+507,36 362,80  325,4-749,09 785,06+651,19 612,90
Gr5 701,49+601,43 471,86 332,66-563,41 632,51+500,34 404,82 310,96-688,59 774,75+528,23 756,38
Gré 850,88+990,96 536,34 423,26-742,63 599,23+342,29 562,02 435,65-737,92 473,94265,76 426,83
Gr7 602,67+502,28 394,26 176,03-921,93 572,69+268,02 549,83 405,13-635,14 9384,49+24378,13 647,62
Gr8 511,9+484,83 244,01 131,94-953,18 590,39+207,12 528,38 492,54-834,06 890,84+654,71 553,07
Gr9 696,87+1512,07* 146,32 114,93-215,31 634,49+725,31 338,43 274,61-806,91 1612,48+3029,19 684,55°
Gri0 259,47+166,3% 190,55 154,8-411,84 529,29+245,29  487,91* 316,98-731,64 496,6+433,13 358,49
Gril 562,64+752,28 318,2 225,38-506,89 741,43+257,13 664,48% 582,92-887,67 452,49+305,12 272,85
Grl2 791,05+831,61 461,48 197,6-953,34 3809,69+10145,4 602,76  458,8-715,43 607,5+423,33 509,10

315,87-953,48

IQR: Inter-Quartile Range (Ceyrek Degerler Genigligi); SS: Standart Sapma; K: kontrol; Gr: grup
x: Gr 1, Gr 2, Gr 3’den 1.giinde anlamli derecede farkli (p<0,05)
y: Kontrol grubundan 7.giinde anlamli derecede farkli (p<0,05)
a: 1.giin ile arasinda anlamli fark vardir (p<0,005)

5174
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Sekil 4.1. PDGF salim degerlerinin zamana bagli degisimi

4.2. TGF-p1 Salim Sonuglari

TGF-B1 i¢in ortalama salim sonuglarina gore 1. giinde kontrol grubunun en
yiiksek degere sahip oldugu goriildii (p<0,05). Ugiincii ve 7. giinde ise en yiiksek
degerler grup 5’te izlendi (p<0,05) (Tablo 4.2).

Salim miktarlarinin giinlere gore degisimi incelendiginde Grup 1, 2, 3 ve
11°de 1. giin ile 7. glin arasinda anlaml fark bulundu (p<0,05). Grup 2 ve 3’de 3.
giin ile 7. glin (p<0,05) arasinda fark mevcut iken Grup 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 ve
kontrol grubunda grup i¢i anlamli fark goriilmedi (p>0,05) (Sekil 4.2).



Tablo 4.2. TGF-B1 salim sonuglari

TGF- 1 Salim 1. Giin Salim 3. giin Salim 7. Giin

Grup Ortalama+SS Median IQR Ortalama+SS median IQR Ortalama+SS median IQR

Kontrol 6969,87+15567,88 6,72 2,71-18,84 19,61+22.23 8,87 2,9-36,06 9,89+10,65 7,08 3,66-7,18
Grl 126,34+216,73 23,962 12,62-90,88 46,82+87,54 12,00 9,44-46,72 6,81+7,65 3,53 1,69-10,2
Gr2 97,68+143,82 11,912 8-90,76 48,02+91,5 20,46° 10,74-27,83 5,37+3,92 4,88 2,52-5,92
Gr3 139,4+238,53 20,692 9,17-72 63,28+138,14 14,692 8,94-36,72 3,55+3,17 2,44 1,05-4,01
Gr4 57,09+£76,07 27,61 4,94-83,14 44,03+96,85 12,34 5,06-20,77 13,04+10,92 10,28 4,51-18,94
Gr5 69,13+109,31 22,63 7,81-54,06 110,31+272,57 9,40 5,02-20,9 104,61+309,44 6,63 4,6-10,82
Gr6 53,48+72,96 12,44 3,61-99,97 83,85+200,29 11,75 10,24-26,67 6,82+6,68 4,09 2,68-10,31
Gr7 122,73+193,93 37,17 5,57-110,94 43,91+87,83 16,91 2,23-26,07 73,67+191,73 6,88 3,93-9,56
Gr8 171,29+305,54 19,73 5,54-108,98 15,19+19,34 7,50 2,53-16,95 17,25+21,59 8,65 5,03-17,69
Gr9 92,14+154,74 10,91 3,19-125,14 35,02+62,69 6,54 3,02-21,89 24,16+49,26 3,61 2,25-17,53
Gr10 75,68+147,61 8,54 5,07-45,98 42,11+108,2 3,71 0,32-15,53 12,8+28,73 3,06 0,99-5,11
Grill 99,57+184,42 23,862 4,81-59,93 24,18+48,3 4,23 1,67-9,65 5+5,83 2,98 2,68-4,21
Gri2 126,39+184,75 56,16 3,54-197,74 44,63+93.,86 7,17 1,53-55,13 5,294+3,52 4,94 2,85-7,43

IQR: Inter-quartile Range (Ceyrek Degerler Genisligi) SS:Standart Sapma
a: 7.glin ile aralarinda anlaml1 fark vardir (p<0,05)
TGF-B1 salim degerleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gériilmemistir (p<0,05)

0§
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Sekil 4.2. TGF-B1 salim degerlerinin zamana bagli degisimi

4.2. IL-1p Salim Sonuglar:

IL-1B i¢in ortalama salim sonuglarna gore 1. giinde kontrol grubunun en
yiiksek degere sahip oldugu goriildii. Ugiincii giinde en yiiksek deger grup 12°de
iken, 7. giinde grup 7°de izlendi. Yedinci giinde Grup 3; Grup 7, 10, 11 ve 12°den
daha diisiik salim gosterdi (p<0,05). Ayni sekilde anlamli fark 7. giinde Grup 1 ile
Grup 11 arasinda ve Grup 2 ile Grup 10, Grup 11 arasinda salim miktarlar1 agisindan

mevcuttu (p<0,05).

Salim giinleri ilerledik¢e goriilen degisim siirecinde Grup 1, 2, 6 ve 11°de
3.giin ile 7.giin arasinda anlaml fark var iken (p<0,05), Grup 3’de hem 1. giin ile 7.
giin arasinda (p<0,05) hem de 3. giin ile 7. giin (p<0,05) arasinda anlamli fark
goriildi. Grup 4, 5, 7, 8, 9, 10, 12 ve kontrol grubunda ise zamana bagl salimda
anlamli fark goriilmedi (p>0,05) (Sekil 4.3).



Tablo 4.3- IL-1p salim sonuglari

Grup Ortalama=SS Median IQR Ortalama=SS median IQR Ortalama=SS median IQR

Kontrol 789,31+1709,8 38,39 7,25-48,46 115,75+£130,52 47,69 26,96-235,71 26,25+33,88 10,64 5,4-37,91
Grl 106,3£110 96,11 8,76-210,49 180,96:£165,212 85,76 68,97-318,55 7,66+9,05 4,12 1,46-13,23
Gr2 89,13+£133,9 444 5,78-109,33 99,56+142,662 34,98 19,98-133,4 6,27+5,05 4,53 2,19-10,85
Gr3 152,35+250,36 61,392 21,15-115,38 134,9+178,82 70,30 23,48-175,81 4,11£2,8 3,94 1,71-6,3
Grd 75,53+90,32 18,45 13,09-118,77 98,91+£103,73 89,50 16,46-138,21 74,49+123,84 7,98 3,77-135,62
Gr5 68,47+£76,75 56,31 4,79-95,98 127,95+£136,67 99,96 13,1-135,67 51,174£73,91 27,77 14,23-49,1
Gré 37,9+37,74 24,64 10,59-81,86 110,68+100,672 65,91 26,78-226,86 18,14+15,16 14,51 6,66-25,86
Gr7 118,69+124,72 52,19 34,75-182,13 375,93+636,64 152,15 133,15-279,6 507,02+1265,43 56,97* 21,76-124,54
Gr8 62,63+57,62 31,51 15,94-118,38 91,8+85 43,94 30,92-158,81 51,63+92,53 20,07 7,9-39
Gr9 147,08+343,17 27,01 4,57-48,23 157+168,86 106,02 31,3-265,47 67,94+73 50,83 17,5-59,03
Gr10 79,13£99,6 41,92 11,38-146,54 231,36+241,08 133,49 77,32-362,92 76,28+67,01 57,69v2 40,94-102,3
Grll 130,78+94,13 102,42 58,36-154,97 316,18+288,842 244,76 122,98-333,42 79,76+£82,28 41,54xy2 34,2-81,34
Gri2 172,6+167,23 105,41 65,52-249,58 650,61+1346,35 113,60 88,21-493,73 88,94+75,76 89,32 20,29-138,34

IQR: Inter-quartile Range (Ceyrek Degerler Genisligi) SS: Standart Sapma
x: 7.giinde Grup 1 ile aralarinda anlamh fark vardir (p<0,05)
y: 7.glinde Grup 2 ile aralarinda anlamli fark vardir (p<0,05)
z: 7.glinde Grup 3 ile aralarinda anlamli fark vardir (p<0,05)

a: 7.giin ile aralarinda anlaml fark vardir (p<0,05)

[4°;
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5. TARTISMA

Rejeneratif implant cerrahisi ve periodontolojideki klinik faydalarindan
dolay1 gitgide artmakta olan PRF kullanimi arastiricilar1 klinik uygulamalarinda
santrifiij protokollerini optimize etmeye yoOnlendirmistir. L-PRF teknolojisinin
gelisimiyle birlikte arastiricilar santrifiij se¢cimi ve santrifiij protokoliiniin etkisini
incelemeyi amaclamiglardir. Ikinci jenerasyon otolog trombosit
konsantrasyonlarindan PRF, hastanin kendi kanindan santrifiij ve hiicre seperasyonu
gibi yontemler kullanilarak elde edilmektedir. Santrifiij islemi sayesinde plazma
hacmindeki trombosit konsantrasyonu %300 oranlarina ulasmaktadir. PRF eldesi
amaciyla kan fraksiyonu, plazmaforez, Curasan, SmartPRep, Platelet Concentrate
Collection System gibi laboratuvar santrifiijleri kullanilmaktadir. PRF’nin igeriginde
bulunan biiylime faktorleri ve sitokinlerin agiga c¢ikabilmesi i¢in aktivasyonu ve
koagiilasyon prosesinin baslatilmasi gerekmektedir. Santrifiij sonucu elde edilen PRF
16kosit ve trombositten zengin yogun bir fibrin yapisindadir. Yapilan birgok
calismada PRF’nin rejeneratif etkisinin fibrin matrisin biliylime faktorleri ve
sitokinleri hapsetmesi ve bunlar1 300 saat boyunca damla damla defekt bolgesine
salim yapmasi ile agiklanabilecegi sonucuna varilmistir [10, 208]. Son zamanlarda L-
PRF teknolojisinin gelismesiyle birlikte arastiricilar santrifiij se¢iminin ve santrifiij
protokoliiniin, L-PRF pihtist ve membranina olan etkilerini optimize etmeyi
amaglamislardir. Ancak literatiirde en basarili PRF hazirlama protokolii oldugu iddia
edilen L-PRF yonteminin standart masaiistii santrifiijlerle hazirlanan PRF ile detayli
olarak kiyaslayan bir arastirma bulunmamaktadir. Bu noktadan hareketle
calismamizda amacimiz, birincil olarak L-PRF cihazi ile siradan bir laboratuvar
santrifiijiinden esit g kuvveti ve esit siire sartlarinda elde edilecek biiyiime faktorii ve
sitokin miktarlarin1 karsilagtirmaktir. Ardindan farkli g kuvvet degerleri ve santrifiij
siirelerini kullanarak optimum g kuvvet degeri ve santrifiij siiresini, biiylime

faktorlerinin salim miktar1 {izerinden belirlemek hedeflenmistir.

Belirlenen hedef dogrultusunda ¢alisma gruplarinin se¢imine karar verilirken
Tablo 2.2°de verilmis olan tim degerler gbz oniinde bulundurulmus ve tabloda yer
alan literatiirlerdeki arastiricilarin en ¢ok tercih ettigi degerler sec¢ilmistir. Buna gore

baslangigta 200, 400, 600, 800 ve 1000 x g’den olusan g degerleri ile 10, 12 ve 14
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dk’lik santrifiij siirelerinin olusturdugu 15 adet grup caligmanin test gruplarini, PRF
hazirlanmasinda siklikla 6nerilen L-PRF cihazi protokolii 2700 rpm, 12 dk (700xg)
ise kontrol grubunu olusturmustur. Ancak c¢alisma grubu sayisinin arastirma
yonteminin uygulamasini gereginden fazla zorlastiracak olmasi, maliyeti ¢ok
artirmasi ve bulgulara da ilave katkis1 olmayacagi diisiincesiyle ucta kalan 1000 X g
degeri ¢alisma disinda birakilmis ve arastirma 12 test ve bir adet kontrol grubu ile
sonuglandirilmistir. Arastirmaya kan vermek iizere katilan kisilere ait bireysel
faktorlerin sonuglar iizerindeki degistirici etkisinin asgaride tutulabilmesi igin her bir
grupta 10 adet 6rnekle ¢alisilmis ve bunun i¢in her bir bireyden toplam 130 ml ven6z
kan alinmistir. 10 bireyden ayn1 anda kan alinmasi, santrifiij ve deney protokollerinin
ornekleri bekletmeksizin uygulanmasi goreli zor bir siirectir. Nitekim protokol bir
kez basarisizliga ugramis ve ikinci denemede siire¢ tamamlanabilmistir. Bu agidan
ayni tip santrifiijden fazla sayida bulundurmak, fazla sayida kan alan ve santrifiij
protokolii uygulayan personelle c¢alismak ve ¢alisma grubunu olusturan bireylerin

sayisini yedekli olarak hesaplamak faydali olacaktir.

Dohan ve arkadaslarinin 4 adet santrifiij cihazlarmin vibrasyonlarini
kiyasladigi bir ¢alismada PRF membranlar kanin hizli bir sekilde tiiplere alinmasiyla
(ortalama 22 saniyede, tiip basina 25 saniyeden az) ve yine ayn sekilde tiiplerin hizli
bir sekilde santrifiij cihazina aktarilmasiyla (1 dakikadan az) elde edilmistir. PRF
membranlar orijinal L-PRF santrifiijii ile (Intra-Spin) 2700 rpm, (ortalama 400xg)
santrifiij kuvvetiyle elde edilmistir. Cihazin vibrasyonu 0.75 m.s"(-2) bulunup bu
sonug esik deger olan 1’1in altinda olarak kaydedilmistir. Diger 3 cihaz 400 g santrifijj
kuvvetiyle kullanilmis ve sirasiyla LW santrifiijii 2.2 m.s"(-2), A-PRF santrifiijii 3
m.s"(-2), Salvin santrifiijii 4.5 m.s"(-2) olarak hesaplanmigtir. Bu sonuglara gére L-
PRF cihazi A-PRF cihazina gore 6 kat daha az vibrasyon gostermektedir. Son 3
cihazda vibrasyonun esik degerden fazla olmasi nedeniyle elde edilen PRF benzeri
tirlinlerin, igerisindeki hiicre igeriklerinin ve fibrin organizasyonunun zarar
gorebilecegi sonucuna varilmistir. L-PRF’in a hiicre igerigini korudugu ve boylelikle
inflamatuar siireci diizenledigi gozlenirken, diger 3 cihazda zarar goren hiicrelerin
proinflamatuar medyatorleri ortama salgiladigr gézlenmistir. Artan vibrasyonla zara

goren hiicre icerigi ve fibrin organizasyonu sonucu L-PRF, nekrotik hiicre
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popiilasyonu igerigine sahip olabilir. Bu gozlemlerden yola ¢ikarak A-PRF, LW,
Salvin gibi PRF-benzeri firiinlerin L-PRF ailesinde smiflandirilamayacagi
vurgulanmaktadir [209]. Bu yiizden calismamizda kan alimina baslamadan 6nce
santrifiijlerin stabilizasyonundan, vibrasyon yapip yapmadigindan emin olunmus ve
belirli devir-dakika ozelliklerinde jel olusturup olusturamadigir kontrol edilmistir.
Ayrica aragtirmada icerisi cam kapli plastik tiipler kullanilmistir. Tiip se¢imi ile ilgili
literatiir incelendiginde; her ne kadar tiiplerde silika yerine titanyumun kullanmasiyla
biyouyumlulugu arttirmis ve daha siki, daha kalin fibrin yapisiyla daha geg¢ rezorbe
olmasi nedeniyle daha basarili sonuglar verecegini iddia eden ¢aligmalar var ise de
[151] cam kapli plastik tiipler ile standardizasyonun saglanabilecegi ve basarili sonug
alinabilecegi ifade edilmektedir [1]. Ayrica benzer galismalarla kiyaslanabilirligin
yapilabilmesi adina da arastirmamizda ideal tiip se¢iminin cam tiip oldugu

goriilmektedir.

Santriflij protokoliinii takiben tiipler siiratle hiicre kiltiirii laboratuvarina
ulastirilmis ve PRF’nin ayrilmasi kiiltiir kabini altinda gergeklestirilmistir. Boylece
orneklerin transfer sirasinda kurumasi 6nlenmis ve olasi faktor/sitokin salimlarinin
tip icerisinde hapsedilmesi hedeflenmistir. Kabin altinda serum ve eritrosit
tabakalarindan ayrilan PRF jelleri kuyulu plakalarda kendileri igin ayrilmig
kuyucuklara yerlestirilerek salim siireci baslatilmistir. Her bir salim siirecinin
sonunda her bir kuyucuktan alinan 2 ml besi yeri 6rnegi olas1 bir tekrar gereksinimi
durumuna yonelik olarak birer ml olacak sekilde iki ependorfa bolistiiriilmiistiir.
Nitekim dondurup ¢6zme sonrast Ornek renginde bulaniklik goriilmesi ve ELISA
analizi i¢in 0rnek hazirlanmasi sirasinda yapilan hatali pipetlemeler nedeniyle toplam
15 adet Ornegin ikinci kez ¢alisilmasi gerekmistir. Ancak dublike edilmis 6rnekle
calisgma onlemi sayesinde ELISA analizi asamasina kadar Ornek kaybi

yasanmamistir.

L-PRF herhangi bir antikoagiilan icermeyen 10 mL’lik bos tiiplere vendz kan
aliarak hizlica teknik i¢in 6zel olarak gelistirilmis santrifiij cihazinda 2700 rpm’de
12 dakika (700xg) santrifiij edilir. Bu kuvvetin kan igeriklerinin uygun
separasyonunu sagladigi, kalin fibrin fibrilleriyle giiclii polimerize fibrin matris

olusturdugu gosterilmistir [209]. PRF’in 6zelliklerini gelistirmek amaci ile bulunan,
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Choukroun’un gelistirdigi A-PRF ve I-PRF santrifiij siiresini ve hizin1 degistirerek
daha iyi bir otojen biyolojik materyal elde etmeyi amaglamiglardir. A-PRF,
antikoagiilan igermeksizin kanin 1500 rpm’de 14 dakika santrifiij edilmesiyle elde
edilmektedir. A-PRF’de ‘buffy coat’tan uzak distal kisimda daha g¢ok trombosit
bulundugu ve santrifiij zamani1 uzatilirken santriifiij devir hizinin disiiriilmesi ile
pihtinin distal kisminda bulunan nétrofilik graniilositlerin de sayist arttirilmistir.
Notrofilik  graniilositler monositlerin  makrofajlara  farklilasmasina katkida
bulunmaktadirlar. Boylelikle A-PRF, monosit/makrofajlarin ve onlarin biiyiime
faktorlerinin etkisiyle kemik ve yumusak doku rejenerasyonuna katki sunmaktadir
[1]. Yine Choukroun’un gelistirdigi enjekte edilebilme 6zelligi olan (Injectable
Platelet-Rich  Fibrin-I-PRF) I-PRF partikiiler kemik greft materyalleriyle
birlestirilerek (jeloz kemik grefti-sticky bone) veya diseti ve deri gibi dokularin
icerisine direk enjekte edilerek kullanilabilmektedir [210]. Tunali ve arkadaslarinin
gelistirdigi T-PRF trombosit aktivasyonunda silika yerine titanyumu kullanarak daha
sik1 bir fibrin ag yapisinin olusmasini saglamaktadir. Bu siki fibrin yapis1 da T-PRF
membranin doku igindeki rezorpsiyon siiresini arttirarak tek basina bir otojen greft
materyali olarak kullanilmasimi miimkiin kilmaktadir. Protokolde PRF’ye benzer
sekilde herhangi bir antikoagiilan icermeyen 10 ml titanyum tiiplere hemen alinan
vendz kanin 2800 rpm’de 12 dakika santrifiij edilmesiyle olusur. Elde edilen
membranin PRF’ye gore daha kalin, daha belirgin ve daha siki ag yapisinda olup,

dokudaki rezorpsiyon siiresinin ise daha uzun oldugu gosterilmistir [151].

Choukroun’un gelistirdigi A-PRF ve i-PRF, Dohan’in gelistirdigi L-PRF ile
Tunali ve arkadaslarinin gelistirdigi T-PRF yontemlerinin ortak &zelliklerinden birisi
yarigaplar1 kii¢iikk cihazlar ile daha az g kuvveti olusturulabilmesidir. Bu sayede
trombositlerin santrifiij islemi sirasinda parcalanmasi dnlenerek fibrin matris i¢inde
tutulmalarinin saglandigi ve dolayisiyla trombositlerden faktér salim siiresinin
uzadig iddia edilmektedir. Bu yiizden yarigaplar1 kiigiik olan cihazlar ve 400xg’yi
gegmeyen merkezkag kuvvetleri bu arastiricilar tarafindan ideal kabul edilmektedir.
Arastirmamizin sonuglar1 incelendiginde biiylime faktorii ve sitokin salimi 7. glinde
en yiiksek olan g degerleri 10 ve 12 dk’lik siire ile ¢evrilen 400 ve 600xg’dir. Bu

sonug yukarida dnerilen protokoller ile benzer veya yakin degerlerdir.
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Santrifiij islemleri sirasinda 40°C {izerindeki cihaz i¢i sicakliklar PRF’nin
fibrin yapisint olumsuz etkilemektedir. Sogutuculu santrifijjlerin de trombosit
yapisin1 bozmasi nedeni ile kullanimi 6nerilmemektedir. Ideal cihaz i¢i sicaklig1, oda
sicakligidir. Mevcut arastirmamizda da gerek santrifiij gerek hiicre kiiltiir kabini
altinda yapilan iglemler oda sicakliginda gerceklestirilmigtir. Ancak PRF jellinin besi
yerine aktarilmasini takiben trombositlerin besi yeri i¢inde yasayabilecegi optimum
sicaklik 37°C oldugu icin bu sicaklikta ¢alisan klasik inkiibator tercih edilmis ve

ELISA sonuglar1 tizerinde olumsuz bir etkisi gozlenmemistir.

L-PRF cihazinin agik erisim protokoliinde olmasiyla birlikte farkli cihazlar ve
farkli protokollerle orijinal metodun birgok varyasyonu ortaya ¢ikmistir. Ancak bu
cihaz ve protokollerin bilimsel altyapisinin yetersiz oldugu diisiiniilmekte ve L-PRF
disindaki cihazlarin CE/FDA sertifikasina sahip olmamasi elestiri konusu olmaktadir
[209].Yapilan in vitro ¢alismalarda L-PRF’nin en 6nemli 6zelliklerinden birisi siki,
giicli bir membranin 7 giin boyunca yavas yavas biiyiime faktorii salimi
gostermesidir [211]. Orijinal L-PRF cihazi siki fibrin fiberleriyle gii¢lii polimerize
fibrin matriks yapisinda ve yiizeyinde I6kositlerin izlenebildigi membran
tiretmekteyken diger cihazlarin ftrettigi PRF-benzeri membranlarda zayif fibrin
fiberleriyle gevsek polimerize fibrin yapisinda olup yiizeyindeki hiicrelerin zarar
gordiigi distiniilmektedir [209]. Oysa arastirma grubumuz temel bir kan triini
seperasyonu olarak yillardir yapilagelen bir yontem olarak gordiigii PRF hazirlama
yontemi klasik bir masaiistli santrifiij ile, dogru devir/dk secilerek uygulandiginda
benzer bir fibrin matriks, trombosit sayisi ve biiylime faktorii salimi elde
edilebilecegini savunmaktadir. Mevcut arastirmada PRF jel elde edilmesi ve
olusturulan salim deneyi sonunda 1. giinde PDGF-AB, TGF-B1 ve IL-1p saliminin
L-PRF cihazi ile oldukga yiiksek degerlere ulastigi goriilmektedir. Bu sonu¢ L-PRF
cihazimin trombositlerden erken bir burst (patlayici) salim yaptigin1 gostermektedir.
Bu etki kritik rejeneratif bir olay olan erken dénem pihti formasyonu i¢in olumlu
olarak yorumlanabilir. Ancak 3. ve 7. giin salim sonuglar1 L-PRF grubunun 6zellikle
400xg 12dk, 600xg 10 dk ve 800xg 14 dk olmak iizere diger devir ve dk gruplarinin
gerisine distiigiinii gostermektedir. Bu sonug ise L-PRF cihazinin salim siiresinin

beklendigi kadar uzun olmadigini diisiindiirmektedir.
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Choukroun isimli arastirici orijinal L-PRF protokoliiniin diisiik santrifiij hizi,
uzun santrifiij zamani ve cam tiipiin kullanildig1 bir varyasyon gelistirmis, bu yontem
ve cihaza A-PRF adin1 vermistir [199] A-PRF protokoliinde hastadan 10 ml kan cam
kapl plastik tiipe alindiktan sonra 1500 rpm’de 14 dk siireyle santrifiij edilmektedir
[199]. Yara iyilesmesi, yumusak ve sert doku biyolojisinde lokositlerin 6nemli
gorevleri oldugu bilinmektedir [211]. Santrifiij hizinin azaltilmasi ve santrifiij
siiresinin uzatilmasi ile pithtinin distal kisminda daha fazla platelet konsantrasyonu,
l6kosit ve inflamasyonda ¢ok onemli rolii olan notrofik graniilositleri barindirdig
goriilmistiir. Notrofilik graniilosit basta olmak {izere bu gibi hiicrelerin A-PRF
pihtisinda yiiksek oranda bulunmasiyla birlikte konak makrofaj farklilasmasini
saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Makrofajlar kemik dokusu remodelinginde 6nemli
bir gereksinimdir ve osteoblast farklilagmasini 23 kat arttirdiklar1 gériilmistiir [130,
212]. Bunun yanisira makrofajlar biomateryal entegrasyonunda anahtar role sahip ve
materyal entegrasyonunda hiicre tipini belirlemekten sorumludur [213]. A-PRF
ozellikle monosit/makrofaj ve biiyiime faktorlerinin varligiyla kemik ve yumusak
doku rejenerasyonunu saglayabilmektedir [1]. Choukroun, santrifiij hizlarinin yiiksek
olmasi ldkositlerin santrifiij tlipliniin dibine itecegini ve PRF maktris pihtisindan
uzaklasacagini vurgulamaktadir [199]. Dohan isimli arastirict ise disiik devir
protokollerinin uygulanmasinin kan komponentlerinin ayristirilmasini ve 16kositlerin
aktivasyonu igin yetersiz oldugunu vurgulamaktadir. Nitekim A-PRF ve L-PRF
yontemlerinin karsilastirildig: bir ¢aligmanin sonuglarina bakildiginda L-PRF’nin siki
fibrin pithtiya ve minimal interfibr6z alana sahip oldugu A-PRF’nin ise gevsek
yapida, daha fazla interfibr6z alana ve pihti icerisinde hapsolmus daha fazla hiicreye
sahip oldugu gosterilmistir [1]. Ayrica diisiik g kuvvet ve hiz 10 mlI’lik kan tiipi
kullanilmasina ragmen daha kiigiik, diisiik fibrin polimerizasyonu ve zayif biyolojik
ozelliklere sahip bir jel olustugu goriilmistiir. Dolayisiyla ideal kan separasyonunun
ve biiyiilk hacimde L-PRF eldesinin 2700 rpm 12 dk (700xg) protokolii ile
alinabilecegi  belirtilmektedir. Arastirmamizda iliskili bir veri olmamakla birlikte
hacimli jel yapisinin genelde 400 ve 600xg gruplarinda olustugu goézlenmis, 200 ve
800xg gruplarinda ise daha kiigiik jeller elde edilmistir. Bu bulgu Dohan isimli
aragtiricinin  iddiasin1  desteklemekte ve ilgili arastirmanin sonuglari ile uyum

gostermektedir.
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Temel olarak yara iyilesmesi iltihabi faz, proliferatif faz ve yeniden
sekillenme (remodeling) fazi olmak {iizere {i¢ asamadan olusmaktadir. Biiyiime
faktorleri bu li¢ asamada da 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Doku yaralanmasindan
sonra ilk olarak i¢ ve dis kokenli faktorler sayesinde piht1 formasyonunun olusumu
ile iltihabi faz baslamaktadir. Aktif trombositler; PDGF, TGF-B, VEGF i¢in en
onemli kaynaktir. Yara bolgesine komsu diger hiicrelerden PDGF, TGF, IGF gibi
faktorler yaralanmadan birka¢ saat sonra salinmaya baslamaktadir. Birkag giin sonra
baslayan proliferatif faz ile birlikte yara bolgesine ulasan makrofajlar, PDGF, TGF
gibi faktorlerin bir bagka kaynagidir [212]. Trombositlerin alfa graniillerinde bulunan
TGF, PDGF, EGF, IGF-1 ve VEGF gibi biiyiime faktorleri ve IL-1, IL-6 gibi

sitokinler iyilesme basamaklarinda 6nemli rol oynamaktadirlar [214].

Calismamizda salim miktarinin ELISA yontemi ile test edilmesine karar
verilen biliylime faktorlerinden PDGF’nin asil kaynagi trombositlerdeki alfa
graniilleridir. PDGF hiicre proliferasyonunda yeterlilik faktoridir ve IGF’ler gibi
ilerletme faktorleriyle sinerjik etki gostermektedir [213]. PDGF’nin —AB izoformu
mezenkimal hiicreler i¢in mitojenik ve kemotaktiktir. Fibroblast proliferasyonunu
artirarak ekstraseliiler matris yapimini artirdigr  gosterilmistir. PDGF, dokunun
yeniden yapilanmasi kisminda matris metalloproteinazlar1 arttirarak kollajen
yikiminda rol almaktadir [215]. Kan damarlarinin olusumu ve hiicre
proliferasyonunu baslatmada VEGF, olusan damarlarin yeniden yapilanmasi ve
olgunlagmas1 gorevini de PDGF yapmaktadir [145]. Arastirma bulgular
incelendiginde PDGF saliminin giinlere gore degisimi incelendiginde ilk giin burst
(patlayici) bir protein salimi oldugunu gosterirken bu degerler 3. ve 7.giinlere dogru

azalma egilimi gostermistir. Tiim gruplarda bu seyir benzerdir.

PDGF’nin  biyolojik  etkinligi incelendiginde, trombositlerin  yara
tyilesmesinin erken fazinda devreye giren o graniillerinden bu faktorii 6zellikle ilk
giinlerde ortama saldigi bilinmektedir [216] ve dolayisiyla bilinen bu biyolojik
gercek ile calisma sonucumuz uyumludur. Literatiirdeki PRF hazirlanmasi sonrasi
PDGF salim degerlerini inceleyen arastirmalara baktigimizda Dohan ve
arkadaslarinin PDGF-AB’nin yavas salim siirecinde fibrin matris i¢erisine gomiilmiis

biiylime faktorleri miktarinin santrifiij edildigi zaman elde edilen biiylime faktorleri



61

miktarindan daha fazla oldugu gosterilmistir. PDGF-AB tipik olarak sadece
plateletlerden salinir ve PRF membran disinda kaynagi bulunmamaktadir.
Calismamizda yer alan PDGF-AB salim sonuglarina baktigimizda ise 600xg 14 dk ve
800xg 10 dk degerlerine sahip gruplarda ilk giin elde edilen salim degerleri 6zellikle
200xg 10 dk, 200xg 12 dk, 200xg 14 dk degere sahip gruplara kiyasla olmak tizere
tim gruplardan daha yiiksek bulunmustur. Bu sonug, goreli yiiksek santrifiij devri ile
ilk giin ortama daha fazla PDGF-AB salinabilecegini gdstermektedir. Uciincii giinde
santrifiij protokolleri benzer salim davranisi ortaya koyarken 7. giinde 200xg 14
dk’nin salim degeri diger gruplardan anlamli diizeyde yiiksektir. Yukarida belirtilen
1. glin sonuglari, Dohan ve arkadaslarinin [209] yapmis oldugu ¢alismayla benzerlik
gosterirken 7. giine gelindiginde elde edilen sonuglar Choukroun ve arkadaslarinin

[199] gerceklestirmis oldugu ¢alisma ile uyumludur.

Choukroun ve arkadaglari [1] A-PRF’de ‘transizyon zonu olan ‘buffy coat’tan
uzak distal kisimda daha ¢ok trombosit bulundugu ve pihtinin distal kisminda
bulunan nétrofilik graniilositlerin de sayisinda goriilen artis gibi sebeplerden dolayi
diisiik santrifiij devirlerinin hiicresel aktivite lizerinde avantaj saglayabilecegini iddia
etmektedir. Arastirmamizdaki giinler arasi PDGF-AB salim miktarlarinin
degerlendirilmesine baktigimizda ise 200xg 10 dk, 200xg 12 dk, 200xg 14 dk’lik
gruplarda 1.giinde 7.gline gore anlamli olarak diisiik bulunmus ve benzer sekilde
600xg 14 dk grubunda ise 1.giindeki salim degeri 7. giine gére anlamli olarak diigiik
goriilmiistiir. Ik giinde 200xg 10 dk, 200xg 12 dk’lik protokollerde elde edilen salim
degeri 3. giinden anlamli derecede yliksek bulunurken yine ilk giindeki 800xg 10dk,
800xg 12 dk’lik gruptaki salim degeri 3. gilinden anlamli derecede diisiik
bulunmustur. Bu sonuglar 200xg 10 dk, 200xg 12 dk, 200xg 14 dk gibi disiik
devirlerde calisilan gruplarin ilk giinde ortama daha yiiksek sonraki giinlerde ise
diger protokollere gore daha diisiik salimi yapabilecegini ve bdéylece ortamdaki
PDGF-AB salim siirelerini yukarida iddia edildigi gibi uzatamayacagini

gostermektedir.

TGF-B1 doku tamiri, ekstraseliller matris sentezi, immiin cevabin
diizenlenmesinde rol oynamakta ve osteoblast benzeri hiicrelerin farklilagsmasina yol

acmaktadir. TGF-f1, PDGF’nin stimille ettigi osteoblast hiicrelerinin
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proliferasyonunu artirmakta ve osteoklast olusumu ile kemik rezorpsiyonunu
engellemektedir [217]. Calismamizdaki TGF-B1 sonuglarina bakildiginda baslangicta
L-PRF yontemi i¢in yiiksek goriilen degerler 3. ve 7. giinde 400xg 12 dk lehine
degismistir. Ayrica 1. giinden 7. giine dogru gidildik¢e yiiksek ve diisiik santrifiij
devirleri, yaptiklart salim miktarlarin1 azaltmistir. Buna gore ¢alismamizdaki
maksimum ve minimum degerlerdeki merkezka¢ kuvvetlerinde elde edilen protein
salimi ilk giin artis gosterirken 7. giinde bu degerin anlamli bir sekilde diisiisi
izlenmektedir. Literatiirdeki PRF hazirlanmas1 sonrast TGF-B1 salim degerlerini
inceleyen arastirmalara baktigimizda Eren ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada,
TGF-B1’in salim degerlerinde 1.giine kadar belirgin artis ve ardindan 3.giinde de
hafif bir artistan sonra 7.giin sonunda hafif bir diisiis gozlenmektedir [198]. Buna

gore ¢alismamizda elde ettigimiz veriler literatiir ile uyumlu goziikmektedir.

IL-1B, PRF’ye immiin 6zellik kazandirarak savunmada rol almaktadir [216].
IL-1pB, yaralanma ve enfeksiyon durumunda gerekli konak yanitinda 6nemli bir role
sahip olan pro-inflamatuar bir sitokindir. Calismalarin biiyiik bir gogunlugu, monosit
ve makrofaj gibi dogal immiin sistem hiicrelerinden salgilanan IL-1 iizerinde
yogunlagmistir. Lokosit kemotaksisi, monosit/makrofaj aktivasyonu, MMP’lerin ve
prostoglandinlerin tiretimi, T hiicresi aktivasyonu gibi enflamatuar ve immunolojik
olaylarin  diizenlenmesinde Onemli rol oynamaktadir [218]. IL-1p’nimn
aragtirmamizda yer alan gruplar aras1 salim degerlerini degerlendirdigimizde ilk giin
L-PRF lehine olan sonug¢ devaminda 600xg 10 dk ve 800xg 14 dk lehine
bozulmustur. Ayrica baslangicta diisiik devirler daha ¢ok salim saglarken devam
eden siiregte salim degerleri dengelenmistir. Schar ve arkadaslarmin [219] PRF
hazirlanmasi sonras1 ~ IL-1P salim degerlerini inceleyen arastirmasina baktigimizda
1. giinde ¢arpic bir artig, 3. glinde bir miktar azalma, 7. giinde ise belirgin bir azalma
goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda ise 1. ve 3. giinde artig, 7. glinde ise belirgin bir
distis gozlenmektedir. Bu sonuglara baktigimizda c¢alismamizin IL-1f salim

sonuglarinin literatiirle uyumlu oldugu disiiniilmiistiir.

Choukroun’un [210] gelistirdigi enjekte edilebilir PRF yontemi (Injectable
Platelet-Rich Fibrin, I-PRF) sonucunda elde edilen jel icerisinde beyaz kan hiicreleri

ve trombositlerin yani sira dolagimda yer alan kok hiicreleri ve endotel hiicreleri de
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bulunmaktadir. I-PRF 700 rpm’de 3 dakika (60xg) santrifiij edilerek elde edilmekte
ve partikiiler kemik greftleriyle birlestirilerek (jeloz kemik grefti-sticky bone) veya
diseti ve deri gibi dokularin igerisine direk enjekte edilerek kullanilabilmektedir. PRP
ve I-PRF’nin saldig1 biiytime faktorlerinin 15. dakika, 60. Dakika, 8. saat, 1. giin, 3.
giin ve 10. gilinlerde degerlendirildigi bir caligmanin sonuclarina gére PRP ve
I-PRF’nin  igerdigi  biliyime faktorlerinin  fibroblastlar1  uyararak  doku
rejenerasyonunu saglayabildigi ve salimi ger¢eklesen biliylime faktorlerinin ilk giin
cok yiiksek degerde izlenip sonraki giinlerde keskin bi azalisla 10. giine kadar devam
ettigi gbzlenmistir. Bu ¢alisma sonuglari bizim calisma gruplarimizdan diisik g
kuvvetleriyle ilk giinlerde elde ettigimiz yiiksek miktardaki biliylime faktor salimi
sonraki gilinlerde belirgin bir azalmayla 7. giine kadar devam eden sonuglarla

ortlismektedir.

Calismamizdaki PDGF-AB, TGF-B1 ve IL-1B’nin gruplar aras1 genel olarak
degerlendirilmesinde; 1.glinde diisiik g kuvvetlerinin salim degerlerinde belirgin
diizeyde artig, 3. giinde goreli olarak azalma ve 7. glinde azalarak devam etme
egilimi goriilmektedir. Yiiksek g kuvvetlerinin salim degerleri ilk giinlerde diisiik
seyrederken 3. giin ve Ozellikle 7. glinde belirgin artig gostermistir. Dolayisiyla bu
sonuglar yukaridaki belirtilen aragtirma sonuglari ile uyum gostermektedir. Dohan ve
ark. artan g degeri ile salinan faktor miktarin1 ve siiresini orantili bulmustur [209].
Mevcut ¢aligmamizda ilk giin olusan yiiksek degerdeki biiylime faktorii ve sitokin

salimi da bu arastiricilarin sonuglarini destekler niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

PRF hazirlanmasinda farkli santrifiij parametrelerinin biiyiime faktorleri ve
sitokin degerleri lizerindeki etkisini inceleyen arastirmamizin sonucunda elde edilen

bulgular ve mevcut literatiir bilgisi irdelendiginde asagidaki sonuglar ¢ikarilabilir:

e Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore standart masatistii santrifiijleri
L-PRF cihazina uygun alternatif olabilir ve daha uzun siire ile biiyiime

faktorii/sitokin salimi saglayabilir.

e Yiiksek g kuvvetleri total protein salimi miktar1 ve siiresi agisindan daha

1yi sonuglar vermistir.

e Maksimum biiyiime faktorii/sitokin salimini saglamak i¢in orijinal L-PRF

cihaz1 ya da standart masaiistii santrifiijiinde yiiksek g kuvvetleri kullanilabilir.

e Diisiik g kuvvetleri ile elde edilen bliylime faktorii/sitokin salimi1 miktarlar
ilk giinlerde yiiksek aktivite gosterip sonraki giinlerde belirgin azalma egilimiyle I-

PRF gibi kan konsantrelerine benzer salim profiline sahiptir.

e Elde edilen PRF membranlarin basarist kanin damardan hizli bir sekilde
almip tiiplere aktarilmasi ve tiiplerin yine ayni sekilde hizlica santrifiij cihazina

transfer edilmesi kritik 6neme sahiptir.

Gelecekte cihazin mekanik 6zelliklerinin degerlendirildigi, farkli protokol ve
santrifiijlerle hazirlanan jellerin hiicresel igeriklerinin, fiziksel dayanikliliklarinin,
biyolojik ortamda kalma siirelerinin incelendigi in vitro ve in vivo arastirmalara

ithtiyag vardir.
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8. EKLER
Ek 1. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

(Hekimin Ac¢iklamasy);

“Trombositten Zengin Fibrin hazirlanmasinda farkli santrifiij parametrelerinin
biiyiime faktorleri ve sitokin seviyeleri iizerine etkisi” isimli arastirma yapmay1 planliyoruz.
Trombositler kanda dogal olarak bulunmaktadir. Viicudumuzda bir yer kanadiginda
pihtilasmay1 saglayarak hem kanamay1 durdururlar hem de yara bolgesinin iizerini Orterek
korunmasini saglarlar. Ayrica trombositlerin i¢inde bulunan bir takim maddeler ki biz
bunlara biiytime faktorleri diyoruz yaranin iyilesmesine katkida bulunurlar. Bu maddeler ¢ok
onemlidir. Trombositten zengin fibrin bu maddeleri daha fazla miktarda icerir. Bu fibrini
herhangi bir nedenle veya ameliyat nedeniyle olusan yara bdlgesine koydugumuzda daha
cabuk ve daha iyi bir iyilesme olmaktadir. Bu fibrini elde edebilmek i¢in kan alinmasi
gerekmektedir. Bunun bir avantaji da kisinin kendi kaninin kullanilmasidir. Boylece hastalik

kapma riski olmayacaktir.

Aragtirmamin  amaci: Alman kan Orneklerinizden once tam kan sayiminiz
yapilacaktir. Alinan kanin geri kalani tiiplere konup bir cihaz igerisinde dondirilecektir. Bu
dondiirme olayina santrifiij islemi adi verilmektedir. Santrifiij isleminden sonra elde edilen
materyalin igerisinde bulunan ve yara iyilesmesinde ¢ok onemli roller oynayan bir takim
faktorlerin miktarlar1 incelenecek ve bu materyal i¢in en ideal dondiirme (santrifiij) hiz ve

kuvvetinin belirlenmesine galigilacaktir.
Arastirma esnasinda size herhangi bir tedavi uygulanmayacaktir.
Planlanan ¢aligma i¢in sizden sadece kan 6rnegi alinacaktir.

Sizin de bu arastirmaya katilmaniz1 arzu ediyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu
arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim goniilliilik esasina
dayalidir. Kararmizdan once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri

okuyup anladiktan sonra aragtirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Sizlerden elde edilen tiim bilgiler kimliginiz belirtilmeden bilimsel nitelikte
yaymlarda ve bildirilerde kullanilabilir. Bu amag¢ disinda bu kayitlar kullanilmayacak ve

baskalaria verilmeyecektir. Kayitlariniz en az 10 yil siireyle saklanacak ve siz ¢alismadan



81

cekilmeye karar verdiginizde bu kayitlar silinecektir. Calismaya katildiginiz i¢in sizden {icret

alimmayacak, size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Caligsma siirecinde sizden ii¢ hafta ara ile 6gleden 6nce olmak kosuluyla toplam 170
ml kan alinacaktir. Bir insan, kan bagisinda bulunurken tek seferde 450 ml kan
verebilmektedir. Calismamizda 170 ml kan yariya boliinerek (85 ml / 1 defada kan alimi) 2
defada aliacaktir. Bunun diginda herhangi bir girisimsel islem yapilmayacaktir. Kan verme
sirasinda kanin deri altinda birikmesi (hematom) gelisebilir; bas donmesi, mide bulantisi,
titreme, terleme, stres hali, diisme ve bayilma hissi; diisiik diizeyde agr1 hissedebilirsiniz.
Kan alma sonrasinda ise kanin deri altinda birikmesi, bag donmesi, bas agrisi, kol
uyusuklugu, hissedebilirsiniz. Elli kilonun iizerinde olan ve yaslar1 18 ile 65 arasi olan her
saglikli kisi kan verebilir. Ardindan kan veren kisiye sekerli meyve sular1 veya tath gidalar
verilip kan sekerinin diigmemesi saglanir. Kan vermek giinliik yasantinizin akisinda 6nemli
bir degisiklik yapmayacaktir. Kan vermek gilinliikk yasantinizin akisinda 6nemli bir
degisiklige yol agmayacaktir. Ancak yine de dikkat edilmesi gereken bazi konular vardir.
Kan bagisinda bulunulan giinde bol sivi alinmali, bagisi izleyen 2 saat boyunca sigara
kullanilmamalidir. Ara¢ kullanilacak ise kan bagist sonrast 30 dakika igerisinde arag
kullanilmamalidir. Kan bagisini takip eden 1 saat boyunca, kan dolagimi reaksiyonlarinin
Onlenmesi amaciyla uzun siireli ayakta durulmamalidir. Kan vermis oldugunuz kolunuza
yapistirilmis olan koruyucu bant 2 saatten dnce ¢ikarilmamalidir. Kan bagisi yapilan giinde
asirt ugrasilarda  bulunulmamalidir. Ornegin; planérciiliik, parasiit sporlari, araba ve
motosiklet yarigi, dagcilik, dalgiclik vs. Bagis giinii, viicudu asir1 yoran ve sivi kaybina yol
acan aktivitelerden (sauna, spor vb) ka¢inilmalidir. Kan verilmis olan kolla ilk birkac saat
agir esyalar tasinmamalidir. Bu durum kanamaya yol agabilir. Kan bagisindan sonra bag
donmesi, bayginlik hissi olursa yere uzanilmali veya bas iki dizinizin arasina alinacak
sekilde oturulmalidir. Alkol, ikinci yemek oOgliniinden o6nce kullanilmamalidir. Tren
makinistleri, agir yiik soforleri, otobiis soforleri, agir is makinesi operatorleri, ving
operatorleri, pilotlar, igleri geregi portatif merdiven veya santiye iskelesine tirmanmak
zorunda olan kisiler, yer altinda ¢alisan madenciler gibi uzun siire bitkinlik ve yorgunluga
neden olan mesleklere sahip olan kisiler kan bagisinda bulunduktan 24 saat sonra bu isleri
yapabilirler. Kan alma sirasinda olugsacak herhangi bir rahatsizliginiz tarafimizdan
giderilmeye c¢alisilacaktir. Herhangi bir sorununuz oldugunda Hacettepe Universitesi
Dishekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dali’nda Ars. Gor. Dt. Mehmet Ozgiir’e
0312 305 22 17-37, 0531 920 76 65 numarali telefonlardan, sorumlu arastirmact Yrd. Dog.
Dr. H. Gencay Kegeli’ye 0312 305 22 17 37 numarali telefonlardan ulasabilirsiniz. Bu

calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baglidir ve
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reddettiginiz takdirde size uygulanmasi gereken rutin tedaviler aynen uygulanacaktir. Ayrica
caligmanin herhangi bir asamasinda onayimizi ¢ekmek hakkina da sahipsiniz. Liitfen yazil
formun altindaki segeneklerden size uygun olan bir tanesini isaretleyerek bu konudaki

goriisiiniizii belirtiniz.
(Katilimcinin/Goniilliiniin Beyani);

Hacettepe Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim
Dalr’'ndan Ars. Gér. Dt. Mehmet Ozgiir’iin ve Yrd. Dog. Dr. H.Gencay Kegeli’nin
yer alacagi ¢alismanin detaylar1 bana sozlii olarak anlatildi ve okudugum formun bir
kopyasi tarafima iletildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimci”
(denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda
kalmas1 gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiylik 6zen
ve saygi ile yaklasilacagina inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel
amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda
bana yeterli giiven verildi. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep
gostermeden arastirmadan c¢ekilebilirim. Ancak arastirmacilart zor durumda
birakmamak icin arastirmadan ¢ekilecegimi dnceden bildirmemin uygun olacaginin
bilincindeyim. Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla
arastirmaci tarafindan arastirma dis1 tutulabilirim. Arastirmaya katildigim i¢in bana
da herhangi bir 6deme yapilmayacaktir. ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma
uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik
sorunumun ortaya c¢ikmasi halinde, her tiirli tibbi miidahalenin saglanacagi
konusunda gerekli gilivence verildi. Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile
karsilagtigimda, herhangi bir saatte arastirictyr hangi telefon ve adresten
arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve
katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda zorlayict bir davranisla
karsilasmis degilim. Eger katilmayir reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve
hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Bana
yapilan tiim ag¢iklamalart ayrintilartyla anlamig bulunmaktayim. Kendi basima belli
bir diisiinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimer” (denek)
olarak yer alma kararini1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve
goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. Imzali bu form kagidinin bir kopyas: bana

verilecektir.



Hasta

Ad1 Soyadi
Dogum tarihi
Adres/Tel
Imza

Hekim

Adi1 Soyadi
Dogim tarihi
Adres/Tel
Imza

Goriisme tarih ve saati:
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