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OZET

TROMBOSITTEN ZENGIN FiBRIN (PRF) VE BUYUME FAKTORLERINDEN
ZENGIN PLAZMA (PRGF)’NIN HASARLI PERIFERIK SINIR UZERINE
ETKILERININ DENEYSEL OLARAK iNCELENMESI

Amag: Bu ¢alismada trombositten zengin fibrin (PRF) ve biyime faktorlerinden zengin
plazma (PRGF) nin erken donemde hasarli periferik sinir Gzerine etkilerinin deneysel
olarak arastirilmasi amaclanmustir.

Materyal ve Metot: Bu c¢alismada Wistar Albino cinsi 30 rat kullanildi. Denekler
kontrol (K), hasar (H), PRF ve PRGF olmak Uzere 4 gruba ayrildi. H, PRF ve PRGF
gruplarinin sol siyatik sinirleri K grubu olarak belirlendi. H, PRF ve PRGF gruplarinin
sag siyatik sinirlerinde ezilme tipi hasar olusturuldu. PRF ve PRGF gruplarinda
deneklerden 2 ml kan alinarak PRF ve PRGF elde edildi ve hasarli sinir bdlgesine
uygulandi. 8 hafta sonra fonksiyonel, elektrofizyolojik ve stereolojik incelemeler
yapild.

Bulgular: Elektrofizyolojik inceleme sonuglarina gore latans degerleri agisindan H,
PRF ve PRGF gruplari arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Amplitiit degerlerine
gore H ile PRF ve PRF ile PRGF gruplar arasinda anlamli fark bulundu (p=0,000),
(p=0,030). Siyatik fonksiyon indeksi sonucuna gore H grubu ile PRF ve PRGF gruplari
arasinda anlamli fark bulundu (p=0,000). Stereolojik inceleme sonucunda miyelinli
akson sayist bakimmdan PRGF ile K gruplari arasinda anlamli fark bulunmazken
(p>0,05), H ile PRF ve PRGF gruplari arasinda anlamli fark bulundu (p=0.007),
(p<0,001). Akson alani1 bakimindan H ile PRF ve PRGF gruplari arasinda anlamli fark
saptand1 (p=0,021), (p=0,001). Miyelin kilif kalinlig1 ve alan kalinlik oran1 degerleri
acisindan H, PRF ve PRGF gruplari arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Sonug: Bu galismanin verilerine gore; PRGF’nin erken donemde sinir rejenerasyonunu
arttirdigi ve PRF’nin erken dénemde goriilen nispeten smirli etkisinin ge¢ donemde
tekrar degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biylime faktor; Periferik sinir;  Sinir rejenerasyonu;
Trombositten zengin fibrin

Damla TORUL, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi-Samsun, Subat-2018



ABSTRACT

EXPERIMENTAL INVESTIGATION OF THE EFFECT OF PLATELET RICH
FIBRIN (PRF) AND PLASMA RICH IN GROWTH FACTORS (PRGF) ON
INJURED PERIPHERAL NERVE

Aim: The aim of this study is to investigate the effects of platelet rich fibrin (PRF) and
plasma rich in growth factors (PRGF) on the injured peripheral nerve in early period.
Material and Methods: 30 Wistar Albino rats were used in this study. Rats were
divided into 4 groups as, control (C), injury (D), PRF and PRGF. The left sciatic nerves
of the D, PRF and PRGF groups were identified as group C. Crush type injury was
created in the right sciatic nerves of the D, PRF and PRGF groups. In the PRF and
PRGF groups, 2 ml blood was obtained to prepare PRF and PRGF and were applied to
the injured nerve area. After 8 weeks functional, electrophysiological and stereological
evaluations were performed.

Results: Regarding electrophysiological evaluation results, latency values were not
significantly different between D, PRF and PRGF groups (p> 0.05). There were
significant differences between D and PRF, PRGF and PRF groups in terms of the
amplitude values (p = 0.000) (p = 0.030) respectively. According to the sciatic
functional index result, there was a significant difference between group D and the PRF,
PRGF groups (p = 0.000). As a result of stereological evaluations, while no significant
difference observed between PRGF and C groups (p> 0.05), significant difference
observed between D group and PRF, PRGF groups in terms of number of myelinated
axons (p=0.007), (p<0,001). There was a significant difference between D group and
PRF, PRGF groups in terms of the axon area (p = 0.021), (p = 0.001). No significant
difference observed between D, PRF and PRGF groups in terms of myelin sheath
thickness and axon area-myelin thickness ratio (p> 0.05).

Conclusion: According to the results of this study; it has been concluded that PRGF
increases nerve regeneration in the early period of healing and the relatively limited
early action of PRF should be reevaluated in the late period.

Keywords: Growth factor; Nerve regeneration; Peripheral nerve; Platelet rich fibrin

Damla TORUL, Ph. D. Thesis
Ondokuz Mayis University-Samsun, February-2018
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ml : Mililitre
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MRNA  : Mesajc1 Riboniikleik Asit
mV : Milivolt

pl : Mikrolitre
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N - Newton
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PF4 : Trombosit Faktor 4
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PPGF  : Buyume Faktorlerinden Fakir Plazma
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PRGF : Blyime Faktorlerinden Zengin Plazma
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PRF : Trombositten Zengin Fibrin
rpm : Dakikadaki devir sayis1
SFi : Siyatik Fonksiyon Indeksi
SS : Standart Sapma

TGF- g : Transforme Edici Bliytime Faktori-beta
TGF- g1 : Transforme Edici Biiyiime Faktori-beta 1
TNF- o : Timor Nekroz Faktori-alfa

T- PRF : Titanyum-Trombositten Zengin Fibrin
VEGF : Vaskiler Endotelyal Blylime Faktor(

Y : Gama
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1. GIRIS

Periferik sinir hasarlar1 travma, iyatrojenik nedenler ve patolojik durumlar
sonucunda ortaya ¢ikabilmektedir (Bowe ve ark., 2016; Senses ve ark., 2016; Zhang ve
ark., 2016; Rosso ve ark., 2017). Bu hasarlar gecici bir iletim blogundan artan ciddiyet
derecesine gore akson, sinir lifi, fasikuller ve nihayet tiim sinir govdesinde devamlilik
kaybina neden olan hasarlar seklinde kendini gostermektedir (Sunderland, 1990).
Periferik sinirlerde meydana gelen hasarlar ¢ogunlukla hayati tehlike olusturmamakla
birlikte uzun siireli is giicii kaybina, estetik, psikolojik ve ekonomik sorunlara neden
olmaktadir (Asplund ve ark., 2009; Menorca ve ark., 2013; Senses ve ark., 2016).

Maksillofasiyal cerrahi pratiginde siklikla karsilasilan bir klinik sorun olan
sinir hasarlarmin tedavisi sinir dokusunun smirli rejeneratif kapasitesi ve kompleks
yapisi nedeniyle halen sorun olusturmaktadir (Kucuk ve ark., 2014; Senses ve ark.,
2016; Bastami ve ark., 2017). Periferik sinir hicreleri belirli duzeyde rejeneratif
potansiyele sahip olsa da sinir hasarlarinin fonksiyonel iyilesmesi ¢ogunlukla yetersiz
olmakta ve optimal dizeye ulasamamaktadir (Sanchez ve ark., 2017b). Hasarli sinir
hiicrelerinin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiiniin saglanmasi amaciyla bir¢ok farkli
yontem uygulanmistir (Moy ve ark., 1988; Atabay ve ark., 1995; Lolley ve ark., 1995;
Smith ve Robinson, 1995; Gorgulu ve ark., 1998; Haapaniemi ve ark., 1998; Voinesco
ve ark., 1998; Wang ve ark., 1998; Galloway ve ark., 2000). Ancak, uygulanan
yontemlerin ¢ogunda hasarli sinir dokusunun iyilesme sureci, zayif rejenerasyon,
anormal reinnervasyon ve hedef organ atrofisi ile sonuglanmigtir (Kang ve ark., 2011a).

Son 30 yilda hiicresel ve molekiiler alanlarda ortaya ¢ikan ilerlemeler blyiume
faktorleri, sitokinler ve kemokinler gibi birgok biyoaktif molekilin rol aldigi rejeneratif
biyolojik siireglerin daha iyi anlasilmasini saglamigtir (Arnoczky ve Sheibani-Rad,
2013). Basarili bir rejeneratif slre¢, bu biyoaktif molekillerden gelen sinyallerin
koordine edilmesi ve rejenerasyona neden olan hiicresel olaylarin gergeklesmesine
baghdir (Barrientos ve ark., 2008). Periferik sinir rejenerasyonunun basarist da buyuk
Olctde hucresel elemanlar ile rejeneratif sireci yonlendiren kimyasal mediyatorler
arasindaki etkilesime baglidir. Basarili bir periferik sinir rejenerasyonu saglayabilmek
icin hasarli sinirin mikro g¢evresinde sinir hiicresinin canliliginin ve fonksiyonlarinin

strddrilmesinde 6nemli rol oynayan lokal faktorlere ve hiicre disi matrikse ihtiyacg



vardir (Gao ve ark., 2008; Hart ve ark., 2008; Kang ve ark., 2011a; Faroni ve ark.,
2015).

Trombositler doku rejenerasyonunda anahtar rol oynayan ¢ok sayida blylime
faktori ve sitokini icerir. Trombositleri gesitli santrifiij protokolleri ile trombositten
zengin biyomateryaller haline getiren trombosit konsantreleri rejeneratif bir yaklagim
olarak populerite kazanmistir (Anitua ve ark., 2006a; Pal ve ark., 2012). Son yillarda dis
hekimliginde bir¢cok klinik problemin tedavisinde trombositten zengin drinlerin
kullanim1 giderek artmaktadir (Tunali ve ark., 2013). Trombosit konsantrelerinin
etkinligi, doku rejenerasyonunu koordine eden biytime faktorleri ve proteinleri iceren
biyomateryalin lokal olarak istenilen bdlgeye uygulanmasina ve bu biyomateryalin
icerigindeki biyoaktif molekiillerin ortama salinimina baglhidir (Piskin ve ark., 2009).
Literatlirde trombosit konsantrelerinin igerdigi biyoaktif molekiiller ve fibrin matriksin
sinir rejenerasyonu lizerindeki pozitif etkilerini bildiren arastirmalar bulunmaktadir. Bu
caligmalarda trombosit konsantrelerinin noroprotektif, norojenik ve noroinflamatuar
etkileri oldugu, duyu ve motor sinir fonksiyonlarin1 gii¢lendirici potansiyel tasidiklari
bildirilmistir. Bunun yaninda trombosit konsantrelerinin fonksiyonel sinir-kas birimi
iyilesmesinde ve noropatilerde biyolojik bir yardimci olarak da etkili oldugu
bildirilmistir (Anitua ve ark., 2013a; Anjayani ve ark., 2014; Kuffler, 2014; Anitua ve
ark., 2015a; Zheng ve ark., 2016; Sanchez ve ark., 2017a; Sanchez ve ark., 2017D).

Choukroun ve ark. (2000) tarafindan gelistirilen trombositten zengin fibrin
(PRF), yiksek rejeneratif potansiyeli olan bir trombosit konsantresi olarak
tanimlanmaktadir. PRF’nin biyolojik kapasitesi, trombositlerin aktivasyonu ile salinan
mitojenik ve kemotaktik Gzelliklere sahip biiylime faktorlerinden ve fibrin yapisindan
kaynaklanir (Kang ve ark., 2011b). Cesitli klinik ve deneysel ¢aligmalarda PRF’nin yara
ve kemik iyilesmesi tizerinde olumlu etkileri oldugu bildirilmistir (Simonpieri ve ark.,
2009b; Simonpieri ve ark., 2011; Joseph ve ark., 2014; Acar ve ark., 2015; Tanaka ve
ark., 2015; Aricioglu ve ark., 2017; Asaka ve ark., 2017; Du ve ark., 2017). Literatiirde
PRF’nin sinir rejenerasyonu lizerindeki etkileri ile ilgili siirlt sayida ¢alisma vardir
(Lichtenfels ve ark., 2013; Senses ve ark., 2016; Roth ve ark., 2017) Ancak, diger
dokular uzerinde bildirilen olumlu etkileri nedeniyle, PRF’nin sinir hasarinin iyilesmesi

uzerinde guclu bir rejeneratif etkiye sahip olabilecegi diistiniilmektedir.



Buyume faktorlerinden zengin plazma (PRGF), plazma bazli bir trombosit
konsantresidir. Bu biyomateryalin l6kositleri ihtiva etmemesi ve normal kan dlzeyine
oranla orta derecede yiikselmis bir trombosit konsantasyonu icermesi nedeniyle optimal
bir biyolojik fayda sagladigi diistiniilmektedir (Anitua ve ark., 2006a). PRGF ile ilgili
birgok alanda arastirmalar yapilmig ve biiylime faktorlerinden zengin bu preparatin
etkinligi ile ilgili olumlu sonuglar bildirilmistir (Sanchez ve ark., 2009; Anitua ve ark.,
2011; Anitua ve ark., 2014; Anitua ve ark., 2015a; Fernandez-Ferro ve ark., 2017).

Maksillofasiyal bolgede goriilen periferik sinir hasarlariin optimum diizeyde
tedavisini saglayan bir protokol heniiz bildirilmemistir. Dolayisiyla hem hasta hem de
hekim igin énemli bir klinik sorun olan sinir hasarlarinin tedavisi igin yeni yontemlerin
gelistirilmesine ihtiyag vardir. Bu ¢alismanin amaci hasarli periferik sinir rejenerasyonu
Uzerinde, literatiirde bircok doku {izerinde rejeneratif potansiyelleri oldugu kanitlanmis
olan PRF ve PRGF’nin erken donemdeki etkilerinin arastirilmasi ve rejeneratif

kapasiteleri agisindan bu iki trombosit konsantresinin karsilastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

Sinir sistemi milyarlarca sinir hiicresi ve bu hiicreler arasindaki trilyonlarca
baglantidan olusan organizmanin en karmasik yapisidir. Beyin ve omurilikten olusan
merkezi sinir sistemi ile kraniyal sinirler, omurilik sinirleri ve bunlarla iliskili
gangliyonlardan olusan periferik sinir sistemi bu karmasik yapinin iki ana pargasidir.
Sinir sisteminin tiim viicuda yayilmis kismi olan periferik sinir sistemi, merkezi sinir
sistemi ile periferik organlar arasinda ¢ift yonlii etkilesimi saglar (Myers, 1998; Shenaq
ve Kim, 2006; Levitan ve Kaczmarek, 2015).

19. yiizyilin sonlarinda ortaya atilan ndron teorisine gore bu karmasik sistemin
genetik, anatomik ve fonksiyonel olarak temel yapisal birimi sinir hiicreleridir. Sinir
hiicreleri fiziksel ve kimyasal uyarilara yanit vermek, elektrokimyasal sinyallerin iletimi
ve cesitli viicut siireclerini diizenleyen kimyasallar1 salgilamak i¢in 6zellesmis
hiicrelerdir. Karakteristik olarak sinir hiicreleri uyarilabilir ve iletken bir yapiya sahiptir

(Barr ve Kiernan, 1988; Snell, 1992; Fodstad, 2001).

2.1. Periferik Sinir Hiicresinin Yapisi

Periferik sinir sisteminde motor, duyu ve otonom olmak iizere farkli gorevleri
olan g tip sinir hucresi bulunur (Myers, 1998; Shenaq ve Kim, 2006). Bu hucreler;
hiicre govdesi, ¢esitli uzantilar ve destekleyici yapilardan meydana gelir (Sekil 1). Sinir
liflerini ¢evreleyen bag dokusu stromasi ve sahip oldugu vaskiiler destek nedeniyle
periferik sinir sistemi ayr1 bir organ olarak da kabul edilmektedir (Kerns, 2008; Kaplan
ve ark., 2009).

Farkli uyarilarin iletimini saglamak i¢in viicudun cesitli bolgelerine dagilmis
olan periferik sinirler, morfolojik olarak her biri belirli bir fonksiyona sahip dort ana
kisimdan olusur:

e Hiicre govdesi (Soma)

e Dendrit

e Akson

e Presinaptik terminal (Barr ve Kiernan, 1988).
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Sekil 1. Miyelinli bir periferik sinirin yapis1 (Thibodeau ve Patton, 2013’dan uyarlanmistir)

2.1.1. Hucre Govdesi

Soma veya perikaryon olarak da bilinen hiicre govdesi, mikroskobik agidan
yuvarlak, oval veya piramit seklinde gozlenebilir. Hiicre govdesinin en 6nemli 6zelligi,
sinyal iletiminde gorev alan bir¢ok uzantiya sahip olmasidir. Hiicre gévdesi metabolik
reaksiyonlarin gergeklestigi yerdir ve biyikliigli sinir hiicreleri arasinda farklilik
gosterebilir. Her bir hiicre govdesi, bilyiik bir ¢ekirdegin yani sira bilylime, Uretim ve
¢ogalmadan sorumlu endoplazmik retikulum, nissl cisimcikleri, lizozomlar, mitokondri,
norotiibdller, nérofilamentler ve golgi aygiti gibi organelleri de igerir. Norotiibiiller ve
norofilamentler, hiicre govdesindeki uzantilara dogru yayilan ve her birinin uzun
eksenine paralel olarak yerlesmis ipliksi lipoprotein yapilardir. Norotibdller, hicre
biiylimesi, onarimi ve iletkenliginden sorumlu kimyasallarin ve proteinlerin hiicre ici
tasinmasina yardimci olur. NOorofilamentler ise sinir hicresinin iskeletini olusturur
(deGroot ve Chusid, 1988; Carp, 2015).



2.1.2. Dendrit

Dendritler hiicre govdesine dogru sinir iletimini saglayan kisa, ipliksi
yapilardir. Dendritler ¢ok sayidadir ve yiiksek oranda dallanmis yapilar1 bilgi almak i¢in
yiizey alanini arttirir. Tipik periferik sinir hiicre gévdesinde yaklasik 300 kadar dendrit
bulunabilir. Sinir hiicrelerinde dendritlerin yapisi, dallanmasi ve voltaj kapili iyon
kanallarinin mevcudiyeti hiicrenin impuls iletimini diizenler. Voltaj kapili iyon
kanallar1, elektrik potansiyelindeki degisikliklerle aktive edilen transmembran iyon
kanallarinin bir grubudur. Bu kanallar, sinir hiicrelerinin impulslara verdigi tepkiyi
giiclii bir sekilde etkiler (deGroot ve Chusid, 1988; Carp, 2015). Bir sinir hicresinden
digerine aktarilan iletiler, iletiyi yollayan hiicrenin akson ucu ile iletiyi alan hicrenin
dendrit membran1 ya da hiicre govdesi arasindaki birlesme yeri olan sinapslar

araciligryla transfer edilir (Snell, 1992).

2.1.3. Akson

Akson, hiicreye bagli olarak uzunlugu 1 mm ile 1 m ve ¢ap1 0,1 ile 20 pm
arasinda degiskenlik gosterebilen uzantilardir. Aksonun sitoplazmasi aksoplazma,
plazma membrani ise aksolemma olarak adlandirilir. Akson plazmasinda mitokondri,
mikrotibdller, norofibriller ve granilsiz endoplazmik retikulum  bulunur.
Poliribozomlarin ve graniiler endoplazmik retikulumun aksoplazmada bulunmamasi
aksonal gereksinimlerin perikaryondan karsilandigini gosterir. Aksonlar, merkezi veya
cevresel olarak dagilirken genellikle fasikiiller olarak adlandirilan demetler halinde
gruplandirilir. Eklem hareketlerinden olumsuz etkilenmemek icin aksonlar fasikiiller
icerisinde dalgal1 bir rota izler. Fonksiyonel olarak aksonlar, hiicre govdesi ile sinir, bez,
reseptOr veya motor iinite arasindaki aksiyon potansiyelini tasir. Sinirsel ileti akson
vasitasiyla diger sinir hiicrelerinin dendritlerine veya kaslar gibi diger hedef dokulara
iletilir. Akson, hiicre govdesi iizerindeki akson tepecigi (axon hillock) olarak
adlandirilan koni sekilli kisstmdan koéken alir. Bu kisim aksonun uyarilabilirliginin en
yiiksek oldugu ve aksiyon potansiyelinin kaynaklandig1 bolgedir (deGroot ve Chusid,
1988; Snell, 1992; Carp, 2015).

Akson ve akson tepeciginin birlestigi bolge, baslangic segmenti olarak
adlandirilir. Bu bolge miyelinsiz, kisa ve dar bir bdlgedir. Burada sinir hiicresinden
gelen farkli uyaric1 veya inhibe edici iletiler degerlendirilerek bir aksiyon potansiyeli

uretilip tiretilmeyecegi belirlenir. Ana aksondan ¢ikan yan dallar, kollateral dallar olarak



adlandirilir. Akson ve kollateral dallar, telodendria denilen daha kiigiik dallardan olusur.
Telodendria'nin dallarinda, sinaptik butonlar adi verilen kiigiik kisimlar bulunur.

Sinaptik butonlarin baska bir sinir hiicresinin plazma membrani ile etkilesime girdigi

yer sinaps olarak adlandirilir (deGroot ve Chusid, 1988; Carp, 2015).

2.1.4. Miyelin Kilif

Periferik sinir sistemindeki bazi sinir hiicrelerinin aksonlari, miyelin kilif adi
verilen, yalitkan ve yiiksek lipid igerigine sahip bir kilif ile ¢evrilidir. Miyelinli sinir
hiicrelerini koruyan ve iletim hizlarimi arttiran miyelin kilif, Ranvier diigiimleri adi
verilen bolgelerde diizenli araliklarla kesintiye ugrar. Miyelinli sinirler 3 ile 120 m/sn;
miyelinsiz lifler ise 0,6 ile 2 m/sn arasindaki hizlarda iletim gerceklestirebilir. Miyelinli
sinir liflerinde miyelin boyunca Schwann hiicreleri tarafindan olusturulan egik kesintiler
gordldr. Bu egik kesintilere Schmidt-Lanterman yariklar1 adi verilir (Barr ve Kiernan,
1988; Flores ve ark., 2000; Geuna ve ark., 2009).

Periferik sinirlerde miyelin kilifi noérolemmosit veya Schwann hicresi
tarafindan olusturulur. Schwann hiicresi, aksonlar1 sararak miyelin olusturan bir cesit
glial hiicredir. Schwann hiicreleri iskemiye dayaniksizdir. Mekanik veya toksik
faktorlerle hasar gormeleri aksonlarin demiyelinizasyonuna neden olur. Bu durumda,
siddetli sinir hasar1 olusabilir ve tam iletim blokaji meydana gelebilir. Diger yandan,
Schwann hiicreleri sinir hasarin1 takiben bolgeyi temizlemek ve aksonlarin
rejenerasyonunu yonlendirmekte de gorev alir (Frostick ve ark., 1998; Hirata ve
Kawabuchi, 2002; Mirajullah ve Shen, 2002; Burnett ve Zager, 2004; Makwana ve
Raivich, 2005).

2.1.5. Sinir Hucresi Tipleri

Sinir lifleri miyelin icerigine gore miyelinli ve miyelinsiz olmak iizere ikiye
ayrilir (Sekil 2).

Miyelinli sinir lifi tek bir Schwann hiicresi tarafindan spiral seklinde sarilan
aksonlardan olusur. Miyelin kilifin Ranvier diigiimleri ile boliindiigii kisimlarda aksiyon
potansiyeli sigrayici tarzda ilerler ve boylece uyarmin hizli iletimi saglanir. Bu kilif
kalinlastik¢a iletim de hizlanir (Flores ve ark., 2000; Geuna ve ark., 2009). Baslangicta
tim lifler miyelinsizdir. Daha sonra Schwann hiicreleri sinir liflerinin etrafin1 spiral

seklinde sarar. Gelisme devam ederken spiral sayisi artmakta ve olgun miyelin



olugmaktadir. Miyelin kalinligi akson boyunca sabittir. Kiiclik c¢apli aksonlarin
miyelinleri ince, biiylik capli olanlarinki ise kalindir. Miyelin kalinligt Ranvier
diigiimleri arasindaki mesafe ile dogru orantili olarak artar (Heath ve ark., 1991; Girault
ve Peles, 2002; Ertekin, 2006). Miyelinsiz sinir lifleri genellikle ¢ap1 1 um’den kiigiik
olan sinir lifleridir. Histolojik preparatlarda fazla gézlenmemelerine ragmen miyelinli
ve daha genis liflere gore sayilart fazladir (Snell, 1992). Miyelinsiz lifler Schwann
hiicrelerinin sitoplazmalariyla ¢evrelenmistir ve Ranvier diigimii icermezler. Bu liflerde

miyelin kilif olmadigindan sigrayici tarzda iletim goriilmez (Geuna ve ark., 2009;

Kaplan ve ark., 2009).
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Sekil 2. Miyelinli ve miyelinsiz sinir lifi (1ifeld ve ark., 2016’dan uyarlanmistir)

Periferik sinir lifleri yap1 ve fonksiyonuna gore de {i¢ grup altinda toplanabilir.
A grubu lifler o, B, v, & gibi alt gruplara bolundr. A grubu lifler en kalin ve en hizl
iletim degerine sahip liflerdir. B grubu lifler daha ince ve miyelinli liflerdir. B grubu
lifler pregangliyonik otonomik efferent lifler icerir. C grubu lifler ise ince ve
miyelinsizdir. Agr1 ve 1s1 duyusunun tasinmasinda gorevli liflerin ¢ogunlugu bu grupta
yer alir (Snell, 2010; Carp, 2015).



2.1.6. Bag Dokusu
Periferik sinirler bag dokusu ile cevrilidir. Bag dokusu yapilari, icten disa
endondryum, perinéryum, epinéryum ve mezondryum olmak tizere dort farkli kiliftan

olusur. Bu yapilar sinir liflerini organize eden ve koruyan bir ¢erceve olusturur (Flores

ve ark., 2000; Kaplan ve ark., 2009).

Endonéryum

Periferik bir sinirde en igte yer alan mezenkim kaynakli bag dokusu tabakasi
endondéryumdur. Endondryum, ekstremitenin hareketleri sirasinda ve travmalarda sinir
fasikiillerini koruyan gevsek bag dokusudur (Geuna ve ark., 2009). Endonéryum’un
gevsek kollajenoz matriksi; fibroblastlari, makrofajlari, mast hiicrelerini, hiicre disi
matriks bilesenlerini (kollajen lifler), Schwann hiicrelerini ve bir kilcal damar agim
icerir (Kerns, 2008; Kaplan ve ark., 2009). Ancak, bu matrikste elastin lifler ve lenfatik
dokular bulunmaz. Endonéryumun iki ana fonksiyonu vardir. Bunlar; endonéral
bosluktaki sivi basincini korumak ve sinir lifi ¢evresinde homeostatik bir ortamin
devamliligin1 saglamaktir. Endondral sivi basinci epindral basinca nazaran biraz daha
yiiksektir. Bu basing farkinin sinir demetinin disindaki zararli maddelerin endonéryuma
ulagsmasini engellemek i¢in islev gordiigi diistiniilmektedir (Powell ve ark., 1979).

Endonéryumdaki hiicre popiilasyonunun ¢ogunlugunu Schwann ve endotel
hlcreleri olusturmaktadir. Fibroblastlar bu popiilasyonun yalnizca % 4%ini olusturur
(Geuna ve ark., 2009). Endondral tlpin icerisindeki kollajen boylamsal olarak her bir
sinir lifinin etrafina sikica yerlesir, bu da endondryumun gerilmeye kars: sinir hiicresini

korumasina yardimci olur (Tassler ve ark., 1994; Geuna ve ark., 2009).

Perindryum

Sinir liflerinin bir araya gelerek olusturdugu fasikullerden her biri, perinéryum
olarak bilinen ¢ok katli bir kilifla gevrilidir (Geuna ve ark., 2009). Perin6ryum
diizlesmis epitelyal perinoral hiicrelerden olusan hiicresel bir tiip olarak tanimlanir.
Perindryumun hiicreleri birbirleriyle siki ve gegirgen olmayan baglantilar kurar (Kerns,
2008). Bu nedenle, perindryum kan sinir bariyeri olarak da bilinir. Bu yapilanma biiyiik
veya istenmeyen molekillerin endonéryuma infiltrasyonunu engeller (Parmantier ve
ark., 1999; Kerns, 2008; Kaplan ve ark., 2009) Bu bariyer hasara ugrarsa istenmeyen

molekdllerin endondryuma ulasmasi engellenemez ve endondral Odem gelisir.



Perindryum ayrica siniri enfeksiy0z ajanlara karsi koruyan bir bariyer olarak da gorev
yapar (Flores ve ark., 2000).

Perinéryum osmotik ortami ve endondryumdaki sivi basmcini korumada da
onemli bir rol oynamaktadir (Geuna ve ark., 2009). Fasikiil icerisinde fasikiil disina
kiyasla daha az miktarda pozitif basing bulunmaktadir. Nispeten pozitif fasikiiler basing
homeostatik endonoral bir ¢evre saglamak, kan akisin1 kolaylastirmak, sinir iletimini
saglamak ve aksoplazmik yiikii korumak igin gereklidir (Carp, 2015). Perinéryumun
mekanik gucu de etkileyicidir. Perindral membranin yirtilmadan 300-750 mmHg
intrafasikiiler basinca dayanabildigi deneysel olarak gosterilmistir (Geuna ve ark.,
2009).

Ozetle perinéryum dort ana fonksiyona sahiptir:

e Endondral tiipi normal eklem hareketleri sirasinda elastin ve kollajen

liflerin gerilme ve baskiya direngli 6zelliklerinden yararlanarak korumak,

e Endondral tlipd travmalardan korumak,

e Potansiyel ndrotoksik maddeleri perindral ve endondral ortamdan uzak

tutarak molekuler diflizyon bariyeri olarak hizmet etmek,

e Endondryumun aksine dairesel ve agili bir sekilde yerlesmis olan matriks

kollajen lifleri ile fleksiyon, ekstansiyon ve rotasyonel manevralar

karsisinda sinirleri kivrilma egilimine kars1 korumak (Carp, 2015).

Epinéryum

En dista yer alan ve embriyolojik olarak mezoderm kokenli olan bag dokusu
tabakas1 epindryumdur. Perindryumun hemen disinda uzanir ve sinirdeki tiim
fasikiillerin etrafin1 sarar. Epinéryum tip 1 ve 3 kollajen liflerden, elastin liflerden,
fibroblastlardan ve degisen oranlarda yag dokusundan meydana gelir (Kerns, 2008;
Kaplan ve ark., 2009). Epinéryum intrandral vaskiiler sistemin ana besleme kanallarini
tastyan destekleyici ve koruyucu bir bag dokusudur (Geuna ve ark., 2009). Epindryum,
ic ve dis bilesenlere ayrilir. I¢ tabaka fasikiilleri bir arada tutar ve fasikiiller arasi
kaymay1 kolaylastirir. Periferik sinirin i¢ epindryumunun igerigi, sinirin seyri boyunca
degisir. Sinirin cap1 ile epindryum hacmi arasinda dogrudan bir iligki vardir. Insanda,
epindéryum sinir demetinin toplam kesit alaninin % 30-70'ini olusturur. Periferik bir
sinirde ne kadar fasikiil mevcutsa, epindryum o kadar kalin olur. Epindryumun miktari

sinirler, diizeyler ve bireyler arasinda degisiklik gosterir (Thomas ve ark., 1993; Geuna
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ve ark.,, 2009; Carp, 2015). Eklemlerin g¢evresinde epindryum genellikle diger
bolgelerden daha fazla miktarda bulunur (Lundborg, 1987). Dis epinéryum sinir
govdesini cevreler, basing ve gerilme kuvvetlerine kars1 koruma saglar (Tassler ve ark.,
1994; Carp, 2015).

Mezonoryum

Sinirin kan damarlarini ve epindryumu ¢evreleyen bir doku tabakasidir (Carp,
2015). Ancak, bir diseksiyon artefakti olabilecegi de one siiriilmistiir (Brandt ve
Mackinnon, 1997). Sinir gévdesinde anastomoz saglayan vendz ve arteriyel damarlarin
bircogunun girig portalidir (Lundborg, 1975). Mezondryumun fonksiyonu tam olarak
anlagilamamistir. Bununla birlikte, mezondryumun kaygan yiizeyinin; sinir gdévdesinin
boylamsal ve yan hareketlerinde siirtlinme kuvvetlerini sinirladigi, mezondryum ve dis
epindryum arasinda sinirin uzayabilmesini kolaylastiran 6nemli bir kayma hareketi
oldugu ve ayn1 zamanda sinir gévdesini etkileyen basing ve ¢cekme kuvvetlerine karsi da

sinirl koruma sagladigi distiniilmektedir (Carp, 2015).

2.1.7. Vaskiiler Yapi

Periferik sinirlerdeki dolagim sistemi vasa nervorum olarak bilinir. Bu sistem,;
kilcal damarlarin, dis ve i¢ arterlerin anastomozlarindan olusarak sinirin oksijenli kan
ihtiyacin1 karsilar. Dig sistem, mezondryum iginde seyreden sinirin dis yizeyindeki
damarlardan olusur. Bu damarlar, sinirlere komsu olarak seyreden damarlardan gelen
besleyici dallardir. Araliklarla, kiiciik damarlar ana arteri bolerek epinoral tabakaya
girer. I¢ sistemde ise siniri saran bag dokusu katmanlar igerisinde yer alan vaskiiler
pleksuslar bulunur. Bu iki sistem siniri olugabilecek herhangi bir vaskiiler probleme
kars1 koruyan dengeleyici bir mekanizma ile ¢alisir. Epinoral damarlar hem fasikiillere
besleyici dallar gonderir hem de perindral damarlar ile anastomoz yapar. Perinéral
damarlar ise oblik sekilde endondral tabakaya girerek endondéryumun vaskiiler yapisini
olusturur. Boylelikle endondral vaskiiler pleksus fasikiiller boyunca sabit bir kan akisi
saglar (Lundborg, 1975; Brandt ve Mackinnon, 1997; Carp, 2015).

Endondral damarlar ¢ap olarak kas liflerindeki kilcal damarlara kiyasla oldukca
genistir. Bu yap1 farklilig1 kan-sinir bariyerinin korunmasinda 6énem arz eder (Lundborg
ve Dahlin, 1991). Lokal perfiizyon basinct bdlgedeki dolagim basmcini dengeleyen

primer etkendir. Ayrica, bu vaskiiler sistem sahip oldugu siniizoidal yapi ile travmatik
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streslere de karsi koyar (Myers, 1998). Periferik sinirlerde lenfatik tasima gorevini
lenfatiklere benzer tasima gorevi yapan perindryum ve endonéryumda bulunan kanallar
iistlenmistir. Travma endondral boslukta 6deme neden olarak fasikil icerisindeki
basinc arttirir, sinirin normal fonksiyonunun devami i¢in gereken mikrogevreyi bozar.
Normalde gecirgen olmayan endondral damarlar travma sonucu gegirgenlik kazanir ve

O6demin uzaklastirilmasi da bu kanallar yoluyla gergeklesir (Hirakawa ve ark., 2003).

2.2. Periferik Sinir Hasar1

Viicudun farkli bolgelerine ileti tasiyan periferik sinirler fibroz kiliflarla gevrili
olsalar bile nispeten korunmasizdir ve gesitli dis etkenlere bagli olarak hasar
gorebilmektedir. Periferik sinir hasarlar1 gerilme, laserasyon, kompresyon veya
ezilmeye bagli olarak ortaya c¢ikabilmektedir. (Burnett ve Zager, 2004; Yegiyants ve
ark., 2010). En sik karsilagilan hasar tipi gerilmeye bagl hasarlardir. Gerilmeye bagl
sinir hasarlari, traksiyon kuvveti sinirin gerilme kapasitesinin istiine ¢iktiginda olusur
(Sunderland, 1990). Kesici cisimlere bagli olusan laserasyonlar sinir hasarlarinin % 30’
unu olusturur (Jacques ve Kline, 2000). Laserasyonlara bagli olusan hasarlarda sinir
dokusu devamliligini yitirebilecegi gibi ¢ogunlukla bir miktar doku devamliligini korur.
Kompresyon sonucunda olusan hasarlar sinirde kopma ve ayrilmanin olmadig
hasarlardir. Bu tip hasarlarda hem motor hem de duyusal fonksiyon kaybi meydana
gelebilmektedir. Bu kayiplardan sorumlu patofizyoloji tam olarak bilinmemektedir.
Kompresyon sonucu olusan hasarlarda iki patolojik mekanizmanin rol oynadigi
diistiniilmektedir. Bunlar; mekanik kompresyon ile olusan direkt ve iskemi ile olusan
indirekt hasardir. Uzun sireli kompresyon vaskiiler staz, permeabilite artist ve
endondral 6deme neden olur. Inatci 6dem intrandral mikrodolasimi bozarak sinir
iletiminde indirekt hasara, fibrozise ve ekstrandral skara neden olur. Direkt yolla ise
mekanik hasar miyelin kilif ya da aksonu etkileyerek sinirde iletim bozukluguna yol
acar (Sunderland, 1976; Goubier ve Teboul, 2015).

Kompresyona bagl ortaya ¢ikan sinir hasarlarinda hangi mekanizmanin daha
baskin oldugu net degildir. 1930'larda yapilan turnike deneylerinde kisa siireli sikigsma
sonrasinda fizyolojik iletim bloguna neden olan asil etkenin basingtan ziyade iskemi
oldugu bildirilmistir. Altta yatan mekanizma tam olarak anlasilamamis olsa da kalin
miyelinli liflerin, ince ve miyelinsiz liflere oranla iskemiye daha duyarli olmasi bu

durumun temel nedeni olarak gosterilmistir. Sekiz saatten kisa siirdiigii takdirde
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kompresyona bagli hasarlarda ¢ok az histolojik degisiklik oldugu ve iskemik etkilerin
ortadan kalktigi gézlemlenmistir (Lewis ve ark., 1931; Burnett ve Zager, 2004). Diger
yandan bazi arastirmacilar, fonksiyonlarin haftalarca kaybolabildigi ve tam diizelmenin
gerceklesmedigi daha siddetli kompresyon vakalarinin baslica mekanizmasinin mekanik
deformasyon oldugunu 6ne siirmiistiir (Zochodne, 2000; Burnett ve Zager, 2004,
Robinson, 2004). Bu tip hasarlarin patolojisini arastiran pnomatik manset deneyleri,
dejeneratif degisikliklerin iskeminin en siddetli oldugu mansetin orta kisminda
goriilmedigini ortaya koymustur (Ochoa ve ark., 1971). Sinirin ultrastrukturel
incelenmesinde aksoplazma ve miyelinin mansetin kenarlarma dogru itildigi ve
dolayistyla hasardan sorumlu mekanizmanin mekanik deformasyon oldugu
gosterilmistir (Ochoa ve ark., 1972). Diger bir hasar tipi olan ve ezilmeye bagl olusan
hasarlar tipik olarak cerrahi klemp gibi kint bir ezici nesne ile meydana gelen
hasarlardir. Bu tip hasarlar sinirin devamliligini yitirmesiyle sonuglanmayan, akut
travmatik sikisma sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Menorca ve ark., 2013). Ezilmeye
bagli olusan hasarlar, Seddon (1943) veya Sunderland (1951) tarafindan tanimlanan
hasar tiplerinden herhangi birini ya da Mackinnon (1989) tarafindan bildirilen karisik
tip sinir hasarin1 temsil edebilir. Bunlarin disinda kimyasal irritasyon, yaniklar veya
atesli silah yaralanmalar1 da sinir hasarina neden olabilen diger etkenler arasindadir
(Daneyemez, 2008; Moradzadeh ve ark., 2010; Goubier ve Teboul, 2015).

Periferik bir sinir hasar gordiikten sonra, karmasik ve ¢ok iyi organize olmus
olaylar dizisi hasar goren dokuyu kaldirarak onarim siirecini baglatmak i¢in devreye
girer. Periferik sinirin hasara karsi cevabi, viicudun diger bolgelerindeki hiicre
onarimina benzemekle birlikte, mitoz ve hiicre proliferasyonunu icermez. lyilesme
stirecinde makrofajlar, iltihap hicreleri ve Schwann hucreleri kritik rol oynar (Burnett
ve Zager, 2004). Sinir hasarlarina bagli fonksiyon kaybi tamamen hasarin siddeti, tipi
ve yeri ile ilgilidir. Bu nedenle, sinir hasarlarinda lezyon tipi ve denervasyon siiresi
onarimin basarisin1 dogrudan etkilemektedir (Muller ve Stoll, 1998; Burnett ve Zager,
2004; Roghani ve Rayegani, 2012).

2.2.1. Periferik Sinir Hasarmin Siniflandirilmasi
Periferik sinir onarimimin basaris1 hasarin  derecesine ve tedavinin
zamanlamasia baglidir. Sinir hasarindan sonra meydana gelen mikroskobik

degisiklikler ve hasta semptomlarini iliskilendiren, klinik olarak faydali siniflandirma
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sistemleri gelistirilmistir. Bunlar arasinda en ¢ok kabul gdren siniflandirma sistemleri
Seddon (1943) ve Sunderland (1951) tarafindan gelistirilenlerdir. Seddon sinir
hasarlarin1 ciddiyet derecesine gore noropraksi, aksonotmezis ve ndérotmezis olmak
tizere ti¢ kategoriye ayirmistir (Burnett ve Zager, 2004).

En hafif hasar tipi olan néroprakside, sinir devamliliginda bir kayip yoktur ve
gegici bir iglev kaybi1 ortaya ¢ikar. Motor fonksiyonda daha fazla olmak tzere lokalize
bir iletim blogu goriiliir. Bu hasarin geg¢ici olmasinin nedeninin, miyelin yapisindaki
kiiglik degisikliklerden ziyade hasar yerinde ortaya ¢ikan, lokal iyon kaynakli bir iletim
blogu oldugu disiinlilmektedir. Yaralanan bdlgenin proksimal ve distalinde iletim
normaldir. Genellikle sinirin fonksiyonlar1 6-8 haftada normale doner. NOropraksi;
gerilme tipi hasarlar, atesli silah yaralanmalarinda merminin indirekt etkisi, kiint
travmalar ve kompresyon hasarlar1 sonucunda ortaya ¢ikabilmektedir. Bu tip hasarlarda
olusan bolgesel demiyelinizasyon elektromiyografi ile tespit edilebilir (Burnett ve
Zager, 2004; Ertekin, 2006; Daneyemez, 2008; Carp, 2015).

Aksonotmezis, sinir cevresindeki mezenkimal yapilar korunurken akson ve
miyelin kilifin tam olarak biitiinligiinii kaybetmesi sonucunda olusur. Genellikle uzamig
stkisma ya da gerilime bagli olarak ortaya ¢ikar. Bolge hiperemiktir ve endonoral 6dem
gorilur. Hasar noktasinin distalinde Wallerian dejenerasyon meydana gelir ve bu da tam
denervasyona neden olur. Akson cevresindeki hasar gérmemis mezenkimal kafes yeni
filizlenen aksonlarin reinnervasyonuna rehberlik ettiginden dolayr bu tur hasarlarda
prognoz iyidir. Aksonal filizler giinde 1-2 mm kadar endondéral tlipler boyunca ilerler.
Iyilesme siireci yasa, hasarin siddetine ve siiresine gore farklilik gdsterir (Burnett ve
Zager, 2004; Ertekin, 2006; Daneyemez, 2008; Goubier ve Teboul, 2015).

Norotmezis sinirin biitiinligiinii kaybetmesidir. Total bir fonksiyonel kayip
vardir. Skar olusumu ve mezenkimal rehberin kaybinin bir sonucu olarak aksonal
rejenerasyon diizgiin bir sekilde yonlendirilemez. Cerrahi miidahale yapilmaksizin
iyilesme bu tip hasarlarda genellikle miimkiin degildir (Burnett ve Zager, 2004; Goubier
ve Teboul, 2015).

Sunderland (1951)'in siniflandirma sistemi, Seddon (1943) tarafindan bildirilen
Uc hasar tipini siddet derecesine gore bes kategoriye ayirmistir. Birinci derece hasar
Seddon'un noropraksisi ve ikinci derece hasar ise aksonotmezisi ile esdegerdir. Ugiincii

derece sinir hasari, akson yapisinin bozulmasi ve endondéryumda kismi hasar olmasi
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durumunda ortaya ¢ikar. Bu tip hasar, Seddon'un aksonotmezisi ve ndrotmezisi arasinda
ticiincli derecede yer alir. Endonéral hasarin derecesine bagli olarak, fonksiyonel
iyilesme miimkiin olabilir. Uglincii derece sinir hasari, kronik kompresyon, akut ezilme
ve gerilme sonucunda ortaya ¢ikabilir. Endonéryum ve Schwann hicrelerinin bazal
laminalarinda hasar vardir. Sunderland, Seddon'un ndrotmezisini dordiincii ve besinci
derece hasarlar olarak ikiye ayirmistir. DOrdincl derece hasar sinirin epinéryum
haricinde tim bolumlerini icerir. Genellikle nedeni gerilme ve akut ezilmelerdir.
Besinci derece hasar, sinirin devamliligini yitirmesi anlamina gelir. Cerrahi miidahale
olmadan iyilesme miimkiin degildir (Burnett ve Zager, 2004; Daneyemez, 2008).
Seddon (1943) ve Sunderland (1951) tarafindan 6nerilen sinir hasar1 siniflandirmalari,
daha sonra Mackinnon (1989) tarafindan fasikiil ve liflerde farkli derecelerde hasar

goriilen karisik tipte bir sinir hasarini temsil eden altinci kategoriyi de igerecek sekilde

genisletilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Periferik sinir hasar1 siniflandirilmasi (Gainor, 2006°dan uyarlanmustir)
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2.2.2. Hasarh Sinir Dokusunun Dejenerasyonu

Sinir hasarini takiben dejeneratif bir siire¢ baslar. Rejenerasyonun basarisi
bliyiik oranda ilk hasarin ciddiyetine ve bu dejeneratif degisikliklere baghdir. Sinir
hlcresi aksonal hasara nispeten 6ngoriilebilir bir sekilde tepki verir. Hasara ugrayan
sinir hiicresinde miyelin kilif 36-48 saat i¢inde aksondan belirgin bir sekilde ayrilmaya
baglar. Aksonda varikoz sislikler meydana gelirken norotiibiil ve norofilamentler
diizensizlesir. Bu dejeneratif degisikliklerin ardindan 48-96 saat icinde devamliligini
yitiren aksonda iletim bozulur (Burnett ve Zager, 2004; Carp, 2015).

Distal segmentte, hasar1 takiben Wallerian dejenerasyon olarak adlandirilan bir
dejeneratif siire¢ baglar. Bu siire¢te Schwann hiicreleri dejenerasyon ve onarima
yardimci olacak bir¢ok molekiil icin gen ekspresyonunu arttiran farklilagsmis hiicreleri
Olusturmak {izere hizla bolunir. Hasarin ilk 24 saati icinde Schwann hicrelerinde
niikleer genisleme, sitoplazmik genisleme ve mitoz artisi meydana gelir (Bunge, 1994;
Reichert ve ark., 1994; Torigoe ve ark., 1996; Burnett ve Zager, 2004). Aksonal hasarin
algilanmasindan sonra Schwann hiicreleri enflamasyon baglatan sitokinler ve
kemokinler salinmasi yoluyla makrofajlar1 hasar bolgesine toplar. Makrofajlarin
toplanmast miyelin enkazinin temizlenmesini hizlandirir. Sinirlerde bulunan yerlesik
makrofajlar da diger makrofajlar1 ¢gekmek igin daha fazla kemokin ve sitokin salgilar.
Makrofajlar, hasar bolgesine hemopoietik bir yolla go¢ ederek, bélgede gecirgen hale
gelen kilcal damar duvarlarindan geger. Schwann hiicreleri ve makrofajlar, bir hafta ile
birka¢ aylik suregte fagositoz ile hasar alanini temizlemek i¢in birlikte ¢aligir. Hasardan
sonraki ilk 2 hafta icinde endondral mast hiicreleri de cogalarak makrofaj gogiinii
kolaylastiran ve kapiller permeabiliteyi arttiran histamin ve seratonin salgilar (Douglas
ve ark., 1996; Hirata ve Kawabuchi, 2002; Burnett ve Zager, 2004; Carp, 2015).

Distal segmentte her ne kadar akson dejenere olup ortadan kaldirilsa da bag
dokusu bazal membran1 kalarak endonoral tilipleri olusturur. Endonoral tiipler ilk
asamalarda, travmaya yanit olarak siser. Ancak ilk iki haftadan sonra ¢aplar kiigiilmeye
baslar. Prolifere olan Schwann hiicreleri endonéral tipler boyunca bazal tabakaya
uzanan kordonlar olusturur. Schwann hiicrelerinin bu kordonlarina Biingner bantlar1 ad1
verilir (Burnett ve Zager, 2004; Campbell, 2008). Yenilenen aksonlar periferik sinir
matriksine tekrar girdiklerinde Biingner’in bantlar1 i¢inde biiyiir (Bunge, 1994; Torigoe

ve ark., 1996). Schwann hiicrelerinden olusan bu yapi, aksonal rejenerasyona rehberlik
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eder. Rejenere olan akson genellikle endondral tip ile birlesir. Yeniden filizlenen akson
ile birlesemeyen endonoral tiipler sonunda skar dokusu ile oblitere olur. Schwann
hiicreleri kalici degildir; aksonal rejenerasyon olusmazsa dejenere olarak kaybolur
(Allodi ve ark., 2012). Wallerian dejenerasyon hasar saatleri i¢inde baslar ve 6-8
haftada tamamlanir (Hall, 1989; Kang ve ark., 2003; Campbell, 2008).

Proksimal segmentte hasar bolgesine yakin noéronal hiicre cisimcikleri ve sinir
liflerindeki degisiklikler, hasarin ciddiyetine ve hasar goren segmentin hiicre gévdesine
yakinligina baglidir. Schwann hiicreleri hasar bolgesinin  yakinindaki proksimal
segment boyunca pargalanir. Akson ve miyelinin gozle goriiliir sekilde ¢ap1 azalir. Bu
proksimal bozulma minimal olabilir veya hiicre gévdesine kadar uzanabilir (Burnett ve
Zager, 2004). Hasardan 24 saat sonra proksimal ucta aksonal tomurcuklanma meydana
gelmeye baslar. Aksonun hasar géormemis Ranvier diigiimlerinden kollateral ve hasarli
aksonun proksimalinden terminal filizler koken alir. Hasar sonrasi ilk saatler iginde
tomurcuklanma baslamis olsa da bu yeni filizler genellikle dejenere olarak kaybolur.
Kalic1 olan ve her biri rejenerasyon iinitesi olarak adlandirilan akson filizleri 24-48 saat
sonra belirir. Bu filizlerin her birinin u¢ kismindaki bdliim biiyiime konisi olarak
tanimlanir (Geuna ve ark., 2009; Allodi ve ark., 2012). Bu asamada biiyiime konisinin
organizasyonu ve akson rejenerasyonu icin gerekli yapisal proteinlerin sentezi artarken,
tasimada gorev alan proteinlerin sentezi azalir (Terzis ve Smith, 1990; Campbell, 2008;
Geuna ve ark., 2009).

Buyume konisi; protriizyon, angorjman ve konsalidasyon olmak Uzere g
sekilde hareket eder (Mortimer ve ark., 2008). Buylme konisi merkezi bir alan, bir
gecis bolgesi ve bir periferik alandan olusan fonksiyonel bolgelere sahiptir (Bouquet ve
Nothias, 2007). Biiyiime konisi parmaks1 ¢ikintilar araciligiyla ilerler. Yenilenen akson
filizleri biiylime konisinin distal segmentin bazal laminasinda bulunan fibronektin ve
laminine afinitesi sayesinde proksimalden distale dogru yonlendirilir (Seckel, 1990;
Letourneau ve ark., 1994; Myers ve ark., 2011). Aksonal rejenerasyon hizi anastomoz
saglanana kadar giinde ortalama 1-2 mm kadardir (Ducker, 1972; Kingham ve
Terenghi, 2006; Grinsell ve Keating, 2014).

Siddetli hasarlarin ardindan 6zellikle uygun son organlar arasinda fonksiyonel
baglantilar tekrar saglanamazsa, proksimal segmentin c¢api azalir. Sinir iletim hiz1 da

buna bagl olarak azalir. Rejenerasyon ilerledikce aksonal cap artar; ancak asla normal
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seviyelere ulasamaz. Hiicre govdesi ile akson arasinda iyilesme agisindan kesin bir
bagimlilik vardir. Hiicre govdesi fonksiyonel periferik baglantilarini yeniden kurmadan
tam olarak dizelmez ve nihai aksonal fonksiyon biyuk oranda hiicre gévdesinin
iyilesmesine baghdir. Hiicre gdvdesinde hasardan 6 saat sonra hacim artar ve ¢ekirdek
hlcrenin periferine go¢ eder. Granulli endoplazmik retikulum ve nissl cisimcikleri
yikilir. Bu degisikliklere kromatoliz denir (Burnett ve Zager, 2004; Shenaq ve Kim,
2006; Winograd ve Mackinnon, 2006; Allodi ve ark., 2012). Hasar sonrasi 2. ve 3.
haftalarda en yiiksek degerde olan bu degisikliklerin amaci kaybolan sitoplazmik hacmi
kompanse etmektir. Kromatoliz hiicrede hasar olusturan travmanin siddetini de
yansitmaktadir. Kromatoliz ile rejeneratif bir siire¢ ve onarim mekanizmasi devreye
girse bile siddetli travmalar ve hasarin proksimal segmente yakinligi, genis hacim

kayiplar ve hiicre 6liimii ile sonuglanabilir (Seckel, 1990; Ertas, 2004).

2.2.3. Hasarh Sinir Dokusunun Rejenerasyonu

Hasarli sinir dokusunun tamirinde hasar alanmin mikro ortami oldukca
onemlidir. Periferik sinirin rejeneratif kapasitesi, 1900'lerin basinda Cajal rejenerasyon
basarisinin igsel noronal farkliliklardan ziyade periferik sinirin mikro ortamina bagl
oldugunu one siirdiigiinden bu yana arastirllmaktadir. Arastirmalar merkezi sinir
sistemindeki hiicrelerin periferik bir ¢cevrede rejenere olma kapasitesine sahip oldugunu
ve periferik sinir sistemindeki hicrelerin merkezi bir ortama yerlestirildiginde bu
yetenegini kaybettigini gostermistir (Burnett ve Zager, 2004). Periferik sinirin
rejeneratif kapasitesi bircok molekil ve reseptor araciligi ile yonetilen sinir hiicreleri ve
komsu glial hiicreler arasindaki etkilesimler ve hiicre dis1 alana salgilanan trofik
faktorden etkilenir. Bu rejeneratif suregte 6nemli fonksiyonu olan birgok faktor
bulunmasina ragmen molekiiler olaylar, 0zellikle de gen ekspresyonunun tetiklenmesi
ve bunlara karsilik gelen sinyal yolaklarinin ardigiklig1 arasindaki iligki hala tam olarak
anlasilamamustir (Allodi ve ark., 2012).

Hasardan sonraki ilk 30 dakika i¢inde, onarim ve yenilenmeyi uyaran hucre ici
siirecler coktan baslamis olur. Yenilenme ve onarim siiregleri sinir hiicresi govdesi ile
hasar bolgesi arasindaki boliim (proksimal segment), hasar yerinin kendisi, hasar
bolgesi ile hedef organ arasindaki segment (distal segment) ve hedef organ arasinda
devam eder (Seckel, 1990; Burnett ve Zager, 2004). Onarim islemleri bu alanlardan

birinde veya daha fazlasinda kesintiye ugrayabilir. Hafif hasarlarda rejenerasyon ve
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tamir hemen baglar. Noropraksi tipi hasarlarda remiyelinizasyon olduk¢a hizli bir
sekilde ortaya ¢ikabilmektedir. Daha agir hasarlarda ise ilk sok fazimin ardindan,
rejenerasyon ve onarim evreleri aylarca devam edebilir (Campbell, 2008).

Aksonal rejenerasyon, yenilenen akson filizlerinin distal segmente hareketi ve
sinyal diizenlenmesini kapsayan karmasik bir surectir (Kuffler, 1994; Zheng ve Kuffler,
2000; Gallo ve Letourneau, 2002). Proksimal segmentte rejenerasyon, her aksonal
filizin ucundaki biiylime konisinin etkinligine baglidir (Krystosek ve Seeds, 1981;
Chierzi ve ark., 2005). Biiyiime konisi olusumuna yol agan siire¢, hasardan sonraki
saatler i¢inde baslar ve her ana aksondan birgok filiz olusur. Biiyiime konileri, uzak
mesafe algilayicilar1 gibi davranan, cevreyi kesfeden, ornekleyen ve filapoid olarak
adlandirilan parmak benzeri uzantilar olusturan yapilardir (Kater ve Rehder, 1995;
Dahlin, 2006). Biiyiime konileri, dort farkli mekanizma ile yonlendirilirler. Bu
mekanizmalar, bircok farkli rehber molekiil ailesi tarafindan yonetilmektedir
(Goodman, 1996; Tessier-Lavigne ve Goodman, 1996). Aktin filamentleri, bu rehberlik
sinyalizasyonunun ortak hedefidir (Mueller, 1999).

Schwann hicreleri rejenerasyon strecinde dnemli bir role sahiptir. Hasardan
sonraki birka¢ giin i¢inde, Schwann hiicreleri boliinmeye baslar ve pluripotent yavru
hiicrelerden olusan bir havuz olusturur. Bu hiicreler yiizeyel hiicre adezyon
molekiillerinin sentezini arttirarak rejenerasyonun gelistirilmesinde, laminin ve
fibronektin  gibi ekstraseliiler matriks proteinleri igeren bazal membranin
hazirlanmasinda rol oynar (Fu ve Gordon, 1997; Dahlin, 2006). Schwann hcreleri gen
aktivasyonunu saglayan sinyalden sorumludur (Funakoshi ve ark., 1993). Schwann
hicreleri, yenilenen akson filizinin miyelinizasyonunu desteklemek icin, kendi
proteinlerinin sentezini inhibe ederek normal miyelin mRNA'larin1 eksprese etmeye
baglar (Hall, 2005).

Onarim; remiyelinizasyon, korunmus aksonlarda kollektif filizlenme ve hasar
yerinden rejenerasyonu iceren li¢ mekanizma ile gergeklesebilir (Zochodne ve Levy,
2005). Aksonlarin % 20-30'undan daha az bir kisminin hasarli oldugu lezyonlarda,
rejenerasyon c¢ogunlukla hayatta kalan aksonlardan gelen kollektif filizlenme ile

gerceklesir ve 2-6 ay kadar siirebilir. Aksonlarin % 90'indan fazlasi yaralandiginda,
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onarimin baslica mekanizmasi hasar alanindan yenilenmedir. Endondral tiipleri iceren
siddetli hasarlarda rejenere filizler ciddi engeller ile karsilasabilir. Burda kritik olan
faktor, proksimal ve distal segmentler arasindaki boslugun uzunlugudur. Distal
segmente erisemeyen aksonlar komsu dokulara ulasarak ndérinom olusumuna neden
olabilir veya proksimal ve distal segmentler arasindaki boslukta olusan skarla
kaplanabilir. Bu skar, rejenerasyona engel olur veya aksonlarin fonksiyonel olarak
iliskisiz endondral tiiplerle birlesmesi sonucu anormal rejenerasyona yol agar. Iyi bir
motor iyilesme gerceklestiginde bile, &zellikle propriosepsiyondaki bozukluklar,
fonksiyonel sonucu olumsuz yonde etkileyebilir. Akson hedefine ulastiktan sonra
islevsel iyilesme icin remiyelinizasyon, aksonal genisleme ve son organ ile baglanti

kurulmasi gibi bir dizi olgunlagma siireci gereklidir (Sekil 4) (Campbell, 2008).
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2.3. Kandan Elde Edilen Biyomateryallerin Gelisimi

Kan hiicresel bilesenler ve plazma bilesenlerinden olusan zengin bir terapotik
kaynaktir. Kanin hiicresel bilesenleri, biiyiik oranda medullar aplazi, akut 16semi veya
uzun siireli cerrahiler sirasinda ortaya ¢ikan ciddi trombositopeniyi tedavi etmek veya
onlemek amaciyla kullanilmaktadir (Dohan Ehrenfest ve ark., 2009b; Arora ve
Agnihotri, 2017). Kanin hiicresel bilesenlerinin transfiizyon disinda iyilesme siirecinin
uyarilmasi ve yara izolasyonu gibi endikasyonlarla kullanilmasi 40 yil kadar once
gindeme gelmistir (Dohan Ehrenfest ve ark., 2009b). Vicutta kanamaya karst hizli ve
kompleks bir yanit olugsmaktadir. Bu yanit hemostazin saglanmasi sirasinda ortaya ¢ikan
ve birgok biyoaktif molekiili yapisinda barindiran gucli bir fibrin  matriksin
sekillenmesine yol agmaktadir. Olusan fibrin matriks hem yara bolgesinin korunmasini
saglamakta hem de yapisinda bulundurdugu l6kositler, biiyiime faktorleri ve birgok
biyoaktif molekil ile yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonunu diizenlemektedir.
Kandan elde edilen biyomateryaller de bu dogal suirece benzer sekilde, istenilen sahada
cesitli hiicresel olaylarin yonlendirilebilecegi diisiincesiyle ortaya c¢ikmustir (Clark,
2001; van Hinsbergh ve ark., 2001; Del Corso ve ark., 2012).

Kandan elde edilen biyomateryallerin cerrahi alanlara topikal olarak
uygulanmasi ilk olarak fibrin yapistiricilar ile giindeme gelmistir. 1970'lerin sonlarinda
konsantre fibrinojenden elde edilen ilk biyomateryal olan fibrin yapistirici, Matras
(1970)’1n deneysel g¢aligmalarinin sonucunda kullanilmaya baslanmistir (Matras, 1970;
Radosevich ve ark., 1997; Saluja ve ark., 2011; Anitua ve ark., 2012a; Arora ve
Agnihotri, 2017)

Fibrin  yapistiricilar, fibrin pithti  yapisinda olan plazma tiirevi
biyomateryallerdir. Aktif proteinleri konsantre fibrinojen ve trombin olan fibrin
yapistiricilarin yapisinda ayrica fibrin polimerizasyonunu hizlandiran kalsiyum kloriir
de bulunmaktadir. Fibrin yapistiricilar kimyasal olarak fibrinojenin, trombin ve
kalsiyum ile polimerizasyonu sonucunda olusur. Fibrin yapistiricilar allojen ve otojen
olarak elde edilebilir (Gibble ve Ness, 1990; Radosevich ve ark., 1997; Arora ve
Agnihotri, 2017). Otojen fibrin yapistiricilar plazmadaki fibrinojen konsantrasyonunun
diisiik olmasi nedeniyle daha diistik stabiliteye sahiptir. Buna ek olarak otojen
preparatlarin iiretim protokolleri karmasik ve oldukg¢a maliyetlidir. Disiik stabilite,

basing ve gerilme gibi fiziksel streslere karsi biyomateryalin direncini azaltarak otojen
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fibrin yapistiricilarin  dokularda cerrahi sizdirmazlik saglama amagli kullanimlarini
engellemistir. Diger yandan allojen fibrin yapistiricilar capraz enfeksiyon riski
nedeniyle kaygilara yol agmistir. Tim bu dezavantajlarindan dolayr fibrin
yapistiricilarin klinik kullanimlart sinirli kalmistir (Soffer ve ark., 2003; Sunitha Raja ve
Munirathnam Naidu, 2008; Dohan Ehrenfest ve ark., 2009b; Kiran ve ark., 2011;
Kumar ve Shubhashini, 2013; Nanditha ve ark., 2017).

Fibrin yapistiricilarin - fiziksel 6zelliklerini  gelistirmek amaciyla yapilan
aragtirmalarda, diger dezavantajlarinin  yami sira  trombosit  yoklugunun da
biyomateryalin biyolojik ve fiziksel kapasitesini etkiledigi anlagilmigtir (Dohan ve ark.,
2006a; Bielecki ve Dohan Ehrenfest, 2012; Nanditha ve ark., 2017). ilerleyen yillarda
fibrin yapistiricilarin igeriginde trombositleri de bulunduran daha gelistirilmis bir formu
dretilmistir. Bu  biyomateryal ‘Trombosit-fibrinojen-trombin  karisimi’®  olarak
adlandirilmistir. Fibrin yapistiricilarin igeriginde yapilan bu degisiklikle, dogal yapiya
daha yakin biyomateryaller hazirlamasi ve terapotik etkili daha fazla kan elemaninin bu
biyomateryale entegre edilmesi miimkiin olmustur. Bu yeni biyomateryalde, temel
olarak  biyomateryalin  mekanik  6zelliklerini  giiglendirmek  amaglanmustir.
Trombositlerin biyolojik siirecler iizerindeki etkileri goéz ardi edilerek, bu yeni
formilasyonun sadece temel fibrin yapistiricilardan daha etkili bir doku sizdirmazhigi
saglamas1 beklenmistir (Rosenthal ve ark., 1978; Dohan Ehrenfest ve ark., 2014; Arora
ve Agnihotri, 2017).

Trombosit konsantrelerinin iyilesmeyi lokal olarak destekledigini gosteren ilk
klinik bulgu Knighton ve ark. (1986) tarafindan bildirilmistir. Arastirmacilar, iKi
asamal1 bir santriflij prosediirii kullanarak tirettikleri preparati ""Trombosit tlrevi yara
iyilesme faktorii" olarak tanimlamislardir. Sonraki yillarda Whitman ve ark. (1997) oral
ve maksillofasiyal cerrahide gradyan yogunluklu hiicre ayiricist ile yeni bir
biyomateryal elde etmis ve bu biyomateryale "Trombosit jeli" adini vermislerdir.
Yazarlar elde ettikleri Grliniin trombositlerin aktivasyonunu ve ardindan biiyiime
faktorlerinin salinimini saglayarak iyilesmeyi arttirdigini 6ne stiirmiislerdir (Whitman ve
ark., 1997). Ayni donemlerde Tayapongsak ve ark. (1994) fibrin matriksinin bir iskelet
gorevi gorerek mandibular kemik remodelingini destekledigini rapor etmislerdir.
Giiniimiizdeki anlamiyla Trombositten Zengin Plazma (PRP) terimi ilk olarak Marx ve

ark. (1998) tarafindan kullanilmistir. Marx ve ark. (1998) maksillofasiyal cerrahide
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kemik greftleri ile gergeklestirilen rekonstriikksiyon sirasinda trombosit bakimindan
zengin Urdnlerin kullaniminin rejenerasyonu destekledigini bildirmislerdir.

PRP, trombositlerin kii¢clk bir plazma hacmindeki konsantresi olarak
tamimlanmaktadir (Marx, 2004). PRP; % 4 eritrosit, % 95 trombosit ve % 1 oraninda
Iokositten olusur (Toffler ve ark., 2009). Biylme faktorleri ve sitokinlerin salinmasi
fibrin yapistiricilar ile miimkiin degilken, PRP ile trombosit Grlnlerini trombin ile aktif
hale getirmek ve buyume faktorlerini istenilen alanda kullanmak mumkindir (Marx,
2004). PRP, otojen olmasinin yaninda ¢apraz enfeksiyon ve immiinojenik reaksiyona
neden olmamasi, kolay elde edilebilir olmasi ve antibakteriyel etkiye sahip olmasi
nedeniyle fibrin yapistiricilara kiyasla bircok avantaj saglamaktadir. Bununla birlikte,
sigir trombinine nadiren verilen reaksiyonlar biyomateryalin kullanimi ile ilgili
kaygilara yol a¢mustir. Takiben PRP’nin elde edilmesi igin daha disiik
konsantrasyonlarda trombin kullanilmaya baslanmistir (Jameson, 2007; Arora ve
Agnihotri, 2017). Ancak, diisiik konsantrasyonda trombin kullanimi sonuncu ortaya
¢ikan zayif mekanik 6zellikler, PRP’nin klinik kullanimini zorlastirmistir (Lucarelli ve
ark., 2010). Buytme faktorlerinin gogunun kisa stirede salinimi da PRP’nin kisa 6murlu
olmasina ve rejeneratif potansiyelinin sinirli kalmasina neden olmustur (Saluja ve ark.,
2011).

Mevcut PRP’lerin sahip oldugu dezavantajlar1 ortadan kaldirabilmek ve
biyomateryalin etkinligini arttirmak igin sonraki yillarda, bir¢ok arastirmaci farkl
santriftj kuvvetlerini (160- 3000 G) ve siirelerini (farkli santriflij asamalari igin 3 ila 20
dakika arasinda) kullanarak c¢esitli protokoller gelistirmistir. Ancak, elde edilen
materyallerin tiimii igerigi ve yapisi goz Oniinde bulundurulmadan PRP olarak
adlandirilmistir. Bu durum literatiirde karigikliklara neden olmustur (Dohan Ehrenfest
ve ark., 2012b; Dohan Ehrenfest ve ark., 2014; Arora ve Agnihotri, 2017). PRP ile ilgili
Fransiz yasalarindaki kisitlamalar nedeniyle 2000’lerin baginda PRP'lerden farkli bir
bagka trombosit konsantresi gelistirilmistir. GUgli fibrin matriks polimerizasyonu
nedeniyle ikinci nesil trombosit konsantresi olarak ortaya ¢ikan bu yeni biyomateryal
PRF olarak adlandirilmistir (Kawase, 2015; Shah ve ark., 2017).

2.4. Trombosit Konsantreleri
Trombosit konsantreleri, bitylime faktorlerinin seviyesini lokal olarak arttirarak

iyilesme ve doku rejenerasyonu igin gerekli kosullar1 optimize eden biyomateryallerdir.
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Trombosit konsantrelerinin biyolojik kapasiteleri icerdikleri aktif molekuller ve blytime
faktorlerinin yanisira bunlarin biyomateryale dahil olma sekline de baglidir (Mihaylova
ve ark., 2015; Mihaylova ve ark., 2017).

Trombosit konsantrelerinin elde edilmesinde kullanilan temel ilke tam kandaki
bilesenlerin segici olarak ayrilmasidir (Arnoczky ve ark., 2011). Kanin santrifiij kuvveti
altinda bilesenlerine ayrilmasi1 Stoke Law tarafindan tanimlanan fizik kanununa
dayanmaktadir. Bu kanuna gore santrifiij sirasinda kan tizerinde etkili olan birkag
kuvvet vardir. Santrifiij kuvveti tiipiin tabanina dogru hareket ederken, siirtlinme ve
kaldirma kuvvetleri onu etkisiz hale getirir. Kan belirli bir siire yiksek devirlerde
santrifiije maruz birakilarak, yliksek oranda santrifiij kuvveti olusturulur. Boylece
santrifiij kuvveti, kaldirma ve siirtinme kuvvetlerini asar. Sonugta, dondiirme
merkezinden tiipiin tabanina dogru hareket eden net bir santrifiij kuvveti olusur.
Uygulanan santrifiij kuvveti dogrudan pargacik kiitlesi ile orantilidir. Bu nedenle,
santrifiij kuvvetinin altinda, nispeten daha yiiksek bir kiitleye sahip eritrositler, tiiplin
tabanina yerlesir. Oysa lokositler ve trombositler plazma ile birlikte tlpun tepesine
dogru itilir. Bu fenomen, trombositlerin segici olarak ayrilmasma izin verir (Sekil 5)
(Arnoczky ve ark., 2011; Arora ve Agnihotri, 2017). Genelde bu prosediir, tam kanin
toplanmasiyla baslar, c¢ogu trombosit konsantresinde kalsiyuma baglanan ve
protrombinin trombine doniistimiinii bloke ederek pihtilasma kaskadinin baslatilmasini
onleyen bir antikoagiilan varhiginda gerceklesir (Marx, 2001). Tam kana, elde edilecek
biyomateryalin karakterine bagli olarak bir veya iki santrifiij basamagi uygulanir (Sekil
6) (Dohan Ehrenfest ve ark., 2009b; Arnoczky ve ark., 2011; Arnoczky ve Sheibani-
Rad, 2013).

PRF gibi antikoagiilansiz elde edilen trombosit konsantrelerinde ise santrifj
sirasinda pihtilasma ve kan elemanlarinin ayrilmasi aynit anda meydana gelir (Shah ve
ark., 2017). Islem sonunda, yara iyilesmesinde dnemli katkisi1 olmayan eritrositler, kan
pihtisindan etkili bir sekilde ayrilir ve piht1 esas olarak trombositler, l6kositler ve fibrin
ile sekillenir (Marx, 2001; Shah ve ark., 2017).
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Sekil 5. Kanin santrifiij kuvveti altinda bilegenlerine ayrilmasi (Shah ve ark., 2017'dan uyarlanmistir)
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Sekil 6. Plazma bazli sistemlerde santrifiij sonunda kanin pargacik kiitlesi ile orantili olarak bilesenlerine

Plazma

(Trombositier)

Parlak kilif (Buffy coat)

(Lbkositler)

Eritrositler

Lokositler

ayrilmast: En altta eritrositler, orta kisimda 16kositler ve en iist kisimda plazma iginde tiipiin {ist
kismina dogru azalan yogunlukta dagilmis trombositler (Parrish ve Roides, 2017'den ¢evrilerek

uyarlanmigtir)
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2.4.1. Trombositlerin Yapisi

Trombositler kemik iligindeki megakaryositlerden koken alan, kanin sekilli
elemanlarindan biridir. Caplar yaklasik 2-3 pum olan disk seklinde c¢ekirdeksiz
hicrelerdir (Prakash ve Thakur, 2011; Mihaylova ve ark., 2017). Trombositlerin
ortalama Omiirleri yaklagik 8-10 giindir (Dohan ve ark., 2006b). Normalde periferik
kanda 150-400 bin civarinda trombosit bulunur. Trombositlerin dis yiizeyi 10-20 nm
kalinliginda mukopolisakkarit ve mukoproteinden olusan dizgin glikokaliks tabakasi
ile kaphidir (Wintrobe ve ark., 1981). Cift katl bir fosfolipid zar yap1 olan trombosit
membraninda birgok molekdle (kollajen, trombin, vb.) ait reseptérler bulunur (Rozman
ve Bolta, 2007).

Trombositler fizyolojik fonksiyonlarina gore bdliimlere ayrilir. Organeller
bolimii ¢esitli trombosit granilleri (yogun graniiller, a-graniller), mitokondri,
lizozozom ve peroksizomdan olusur (King ve Reed, 2002; Rozman ve Bolta, 2007;
Nurden ve ark., 2011; Martinez ve ark., 2015). Morfolojik agidan farkli olan bu
organeller, kollajen veya diger matriks bilesenleri ile temasin ardindan ya da ADP veya
trombine doza bagimli bir tepki sonucunda igeriklerinde bulunan aktif maddeleri serbest
birakirlar (Fioravanti ve ark., 2015).

Trombositler pithtilagmanin ilk asamalarinda kemotaksisi uyararak doku hasari
olan bdlgede piht1 olusumuna katilir. Vaskiler endotel zarar gordiikten sonra ortaya
cikan kollajenle temas sonucu aktiflesen trombositler sekil degistirir. Sekil degistiren
trombositler doku onarimi sirasinda ADP, ATP, serotonin, histamin, dopamin ve
kalsiyum iceren yogun graniiller ile pihtilasma faktorleri ve trombosit buylime
faktorlerini igeren a-graniillerini serbest birakir (Blair ve Flaumenhaft, 2009; Foster ve
ark., 2009). Trombositler hemostaza katilmalarmin yani sira anjiyogenez, hcre
cogalmasi, kollajen tiretiminin arttirtlmasi, hiicre farklilagsmasinin uyarilmasi ve doku
rejenerasyonu gibi iyilesme siireclerine de katkida bulunur (Kiran ve ark., 2011; Broos
ve ark., 2012).

Alfa Granuller

Bir hiicrede yaklagik 50-80 adet bulunan a-granullerin boyutlar1 yaklasik 500
nm’dir (Blair ve Flaumenhaft, 2009). a-graniller buyime faktorlerini, pihtilagsma
proteinlerini, adezyon molekullerini, sitokinleri, hiicre aktive edici maddeleri,

anjiyogenik faktorleri, trombosite 6zgu (b-tromboglobilin) veya trombosite 0zgl
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olmayan (fibronektin, trombospondin, vitonektin fibrinojen ve diger pihtilasma
faktorleri, fibrinoliz inhibitorleri, imminoglobdlinler, vb.) bir¢ok proteini igerir (Reed
ve ark., 2000; Dohan ve ark., 2006b). a-granuller trombosit aktivasyonu ile birlikte
ekzositoz yoluyla salinir. a-grandllerden salinan biiyiime faktorleri yaklasik 6-45 kDa
molekidl agirhigma sahip kiigiik polipeptidlerdir. Bu polipeptit yapidaki blyime
faktorlerinin kemotaktik ve mitojenik Ozellikleri bulunur. Bu 6zellikleri ile biylime
faktorleri hiicre ¢ogalmasini ve hiicresel islevleri duzenler. Ayrica, blyime faktorleri
hasar sonrast yumusak ve sert doku rejenerasyonunu uyarir. Hedef hicrelerin
yuzeyindeki spesifik reseptorlere baglanan biiyiime faktorleri, protein sentezini, kollajen
ve osteoid benzeri doku iretimini baglatir. Blylme faktorlerinin etkileri hicre
yuzeyindeki reseptorlerin dagilimi ve orani ile iliskilidir (Schilephake, 2002; Borzini ve
Mazzucco, 2005; Everts ve ark., 2006b; Anitua ve ark., 2007; Mihaylova ve ark., 2017).

Alfa Granullerdeki Buyume Faktorleri

Buyume faktorleri, hiicreler arasi iletisim ve hiicrenin yasamsal siireglerini
kontrol etmek i¢in islev goren polipeptidlerdir. Biiylime faktorleri hiicre gogii,
proliferasyon, farklilasma ve apoptoz gibi birgok hiicresel olaya aracilik eder (Anitua ve
ark., 2012a).

Transforme Edici Biiyiime Faktorii- f

Transforme edici faktéri-p (TGF-B), 30'dan fazla {iyenin bulundugu genis bir
stiper aile i¢inde yer alir. TGF-B1 bu ailenin en ¢ok bulunan izoformudur (Schilephake,
2002; Kumar ve Shubhashini, 2013). TGF-$ trombositlerde, makrofajlarda ve bazi diger
hicre tiplerinde bulunmaktadir (Bielecki ve Dohan Ehrenfest, 2012). a-granillerden
saliman TGF-B, kemik olusumunu indiikler (Ogino ve ark., 2006; Tang ve ark., 2009;
Igbal ve ark., 2011). Birgok hicre tipi Uzerindeki etkisi oldukga degisken olsa da TGF-f
tiim sitokinler arasinda en giiglii fibroz ajan1 olusturur. TGF-B kollajen ile fibronektin
gibi matriks molekdllerinin sentezini indiikler (Border ve Noble, 1994; Kumar ve
Shubhashini, 2013). Bu biylime faktorinin anjiyogenik oldugu ve diger biiyiime
faktorlerinin varliginda epitel hiicrelerinin ¢ogalmasini ve osteoklast olusumunu inhibe
ettigi bildirilmistir (Anitua ve ark., 2012a; Kumar ve Shubhashini, 2013). Osteogenin
gibi kemik yenilenmesini uyaran yaklagik 20 farkli kemik morfogenetik proteini
(BMP)’nin, TGF-B gen ailesinin iiyeleri arasinda oldugu bilinmektedir (Argintar ve
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ark., 2011).

Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktori

Trombosit Kaynakli Biiyime Faktori (PDGF) ilk olarak a-granillerde
tanimlansa bile, makrofajlar ve endotel hiicreleri gibi diger hiicreler tarafindan da
saliabilmektedir (Marx ve ark., 1998; Bielecki ve Dohan Ehrenfest, 2012). PDGF,
cesitli hiicre tiplerinin ylizeylerinde bulunan reseptorlere baglanir ve giicli bir
kemotaktik ajandir (Dennison ve ark., 1994). Ayrica, PDGF hiicre proliferasyonunu,
farklilasmay1 ve hiicre dis1 matriks sentezini etkileyerek kemik olusumunu arttirir (Hock
ve Canalis, 1994). PDGF'ler, mezenkimal kok hicrelerin gocu, proliferasyonu ve
hayatta kalmasi igin gerekli diizenleyicilerdir. Bu buyume faktord, fibroblastlar,
osteoblastlar ve adipositler gibi mezenkimal hticreler icin mitojeniktir ve tip | kollajen
olusumunu uyarir (Hock ve Canalis, 1994; Rosenkranz ve Kazlauskas, 1999; Lucarelli
ve ark., 2003; Chen ve ark., 2007; Kakudo ve ark., 2008). Ayni zamanda, PDGF
makrofajlar1 aktive ederek anjyiogenezi de arttirir (Marx ve ark., 1998; Anitua ve ark.,
2012a).

Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii

Instlin benzeri buyiime faktorii (IGF) trombosit degraniilasyonu sirasinda
salinmasina ragmen dolasimda da fazla miktarda bulunur. IGF timor hiicreleri dahil
bircok hiicrenin farklilagsmasi ve gogalmasi igin diizenleyici olarak gorev yapmaktadir
(Hock ve Canalis, 1994; Balc1 ve Toker, 2012). iki farkli IGF (IGF-I ve IGF-II)
tammlanmustir. ik izoform olan IGF-I yasam boyu bulunur ve yasla birlikte azalma
gosterir. Ikinci izoform olan IGF-I1 sadece fetal dénemde bulunur (Hock ve ark., 1988).
Her iki IGF'nin yapisi insan pro-insulini ile homologdur. IGF-I kondroblastlar,
fibroblastlar ve osteoblastlar tarafindan da Gretilir (Canalis, 1980). IGF-I, spesifik bir
hiicre ylizey reseptoriine baglanan ve tip [ kollajen biyosentezini, hicre
proliferasyonunu, hicre farklilasmasini indiikleyerek kemik olusumunu dogrudan
uyaran tek zincirli bir proteindir (Hock ve ark., 1988; Anitua ve ark., 2012a). IGF
noronal farklilagmayr uyarir ve vaskiler endotel hicrelerinde kemotaktik bir etkiye
neden olur. Ayrica IGF mezenkimal kok hicrelerin kondrogenez, adipogenez,
miyogenezdeki ¢ogalmasini ve farklilasmasini uyarir (Anitua ve ark., 2012a). Bu

biliylime faktorii hiicre ¢ogalma mediatorii olmasma ragmen programlanmis hiicre
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O6lumundn duzenlenmesinde de goérev alir (Butt ve ark., 1999; Bielecki ve Dohan
Ehrenfest, 2012; Kumar ve Shubhashini, 2013).

Vaskiler Endotelyal Biylme Faktora

Vaskuler Endotelyal Blyltme Faktoéri (VEGF), anjiyogenez ile ilgili surecler
icin temel duzenleyici molekuldir. IGF-1 ve IL-1p gibi faktorler, VEGF ekspresyonunu
arttirarak anjiyogenezi diizenler (Grando Mattuella ve ark., 2007; Kumar ve
Shubhashini, 2013). VEGF endotel hiicrelerinin proliferasyonu, gocl ve farklilasmasini
kontrol eder (Dohan ve ark., 2006c). VEGF endotel htcrelerinin kemotaksisini ve
cogalmasini saglar. Anjiyogenezi uyarmak ve kan damarlariin gegirgenligini arttirmak
icin gorev yapan bir blytme faktoriddr (Ferrara, 2001; Aghaloo ve ark., 2005). VEGF
mitojenik olmasmin yaninda epitel, renal, glial hiicreler ile fibroblastlarin kemotaksisini

ve farklilasmasini saglamaktadir (Anitua ve ark., 2004; Anitua ve ark., 2012a).

Bag Dokusu Biiyiime Faktorii
Kubota ve ark. (2004) tarafindan tanimlanan Bag Dokusu Biiylime Faktorii

(CTGF) anjiyogenik aktiviteyi, kikirdak rejenerasyonunu ve fibrozisi uyarir.

Epidermal Buyume Faktori

Epidermal Bulyime Faktori (EGF) hicre yiizeyinde bulunan reseptoriine
baglanarak epidermal yenilenmeyi harekete gecirir, cogalmayr uyararak yara
iyilesmesini hizlandirir ve diger biiyiime faktorlerinin iretimleri sonrasinda etkilerini
arttirir (Herbst, 2004; Einhorn, 2005). EGF, fibroblastlar ve epitel hicreleri Uzerinde
mitojenik ve kemotaktik bir etkiye sahiptir. EGF, hiicre gocu ve granilasyon dokusunun
olusumu igin uyarici etki gosterir. Fibroblastlar, pre-osteoblastlar ve pre-kondrositlerde

EGF igin ¢ok sayida reseptor bulunur (Ornitz ve ark., 1996).

Temel Fibroblastik Blylume Faktori

Temel Fibroblastik Blyume Faktorl (b-FGF) ailesi, 23 {iyeden olusur
(Gospodarowicz ve ark., 1987). a-granillerde bulunan b-FGF, biiyiime ve doku onarimi
sirasinda mezenkimal kok hicrelerin mitogenezini uyarir ve koordine eder. b-FGF
fibroblastlari, osteoblastlari, kondrositleri, diiz kas hiicrelerini ve iskelet miyoblastlarini
etkiler. b-FGF anjiyogenez, mitoz ve go¢ icin endotel hiicre stimiilasyonunu da arttirir
(Thrailkill ve ark., 1995).
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Trombosit Faktor 4

Trombosit Faktor (PF4) trombosit granillerinden salinir ve nétrofillerin yaraya
ulagsmasindan kismen sorumludur. PF4, endotel hiicresi proliferasyonunu inhibe ederek
anjiyogenezi olumsuz yonde etkiler. PF4 nétrofiller ve fibroblastlar icin kemotaktiktir
(Gendaszewska-Darmach ve Kucharska, 2011). Ayrica, PF4 heparin benzeri

molekdllerin etkilerini azaltarak pihtilagsmayi hizlandirir (Maurer ve ark., 2006).

Yogun Graniiller

Insan trombositlerinde tipik olarak 3-9 adet yogun graniil bulunur (Reddington
ve ark., 1987). Yogun graniiller; ADP, ATP, kalsiyum, magnezyum, serotonin,
histamin, dopamin ve kalsiyum gibi yiksek konsantrasyonlarda olan birgok kugik
biyoaktif molekil icerir. Bu molekiller yara iyilesmesi {izerinde temel etkilere sahiptir.
Histamin ve seratonin trombositler tarafindan salgilandiginda, kilcal damar
gecirgenligini arttirir; bu da yara bolgesine daha fazla biyoaktif molekiiliin erisimine ve
makrofajlarin aktivasyonuna neden olur (Anitua ve ark., 2012a; Arora ve Agnihotri,
2017).

Lizozomlar

Trombositler sadece birkag birincil ve ikincil lizozom igerir (Menard ve ark.,
1990). Lizozomlar megakaryositlerin erken olgunlagsmasi sirasinda, a-grandller
gelismeden once olusur (Stenberg, 1986). Trombosit lizozomlar tipik olarak 175-250
nm capindadir. Primer lizozomlar kii¢iik, elektron yogun graniillerdir (Rendu ve
Brohard-Bohn, 2001). Trombosit lizozomlar1 o veya yogun granillerden daha
heterojendir ve ¢esitli lizozomal zar proteinlerini igerir (Fukami ve Salganicoff, 1977;
Israels ve ark., 1996).

2.4.2. Fibrin Yap1

Fibrinojen plazmada yer alan bir glikoproteindir. Fibrinojen polimerize
oldugunda aktif hali olan fibrine doniistir (Mosesson ve ark., 2001; Doolittle, 2003). 45
nm'lik bir protein olan fibrinojen, her iki ugta a-sarmal pargasi ile merkezi bolgeye
baglanan 2 dis kiiresel alandan olusur ve trombin varliginda polimerize olur (Blomback
ve ark., 1978; Weisel, 2004; Anitua ve ark., 2012a). Fibrinojenin enfeksiyon,
enflamasyon, kognitif bozukluklar ve homeostazda 6nemli rolleri vardir (Burnouf ve

ark., 2013; Wolberg, 2012). Bu ¢ozundr lifli molekil plazmada trombositlerin a-
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graniillerinde bulunur ve hemostaz sirasinda trombosit agregasyonunda belirleyici bir
rol oynar. Fibrinojen ilk trombosit kiimelenmesini saglamlastirma yetenegine sahip
biyolojik bir yapistirictya doniiserek pihtilasma sirasinda vaskiiler hasar bolgeleri
boyunca koruyucu bir duvar olusturur. Coziiniir bir glikoprotein olan fibrinojen,
trombin tarafindan ¢6ziilmeyen bir fibrine dontistiiriiliirken, faktor XIII ile capraz baglar
kurarak yiiksek seviyede polimerize, yapilandirilmis bir fibrin ag olusturur. Bu yap1
bolgenin ilk sikatrisyel matriksidir (Collen ve ark., 1998; Clark, 2001; Burnouf ve ark.,
2013; Fioravanti ve ark., 2015).

Fibrin ag, dogal mikro c¢evreyi taklit ederek hiicrelerin yapigsmasi, gocii,
cogalmasi ve farklilasmasi icin elverigli mikro gozenekli bir yapi olusturur. Fibrin
trombosit yayilimina ve fibroblast ¢ogalmasina aracilik eder. Aynmi zamanda fibrin
endotel hiicresi yayilimi, proliferasyonu ve kilcal damar olusumunun uyarilmasi yoluyla
da anjiyogeneze aktif olarak katilir (Blomback ve ark., 1978; Anitua ve ark., 2012a).
Fibrinin biyolojik fonksiyonu gevresindeki dokuyla etkilesime girme kapasitesine
baglidir. Hucre-matriks etkilesimine fibrinin katilimi, heparin ve fibronektini
baglayabilmesi ile ortaya ¢ikmaktadir (Tamaki ve Aoki, 1981; Odrljin ve ark., 1996).
Protein ve biiyiime faktorlerinin fibrin ag ig¢ine dahil edilmesi biyolojik olarak aktif bir
yapinin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir (Sahni ve ark., 1998; Sahni ve Francis, 2000;
Sahni ve ark., 2004).

Fibrin agin biyolojik kapasitesi fibrinojenin polimerizasyon sekline bagl
olarak degismektedir. Fizyolojik olarak aktive edilen fibrinojen ile aktivasyonu bir
katalizor madde varhiginda olusan varyantlar1 arasinda, fibrin aginin yapisi ve
mikrobiyolojisi agisindan oldukga fark vardir (Burnouf ve ark., 2013). Fizyolojik olarak
polimerize olan gozenekli yapida fibrin ag kan damari olusumu igin daha elverisli bir
ortam saglar. Dolayisiyla fibrin agin polimerizasyon sekli anjiyogenezi de etkiler
(Kaijzel ve ark., 2006; Burnouf ve ark., 2013). Fibrin yapistiricilart ve PRP
hazirlanmasinda polimerizasyonun son safhalarim1  baslatmak i¢in ani bir
polimerizasyona neden olan sigir trombini ve kalsiyum kloriir kullanilmaktadir. Bu
reaksiyonun hizi kullamlan katalizoriin miktar1 ve cinsi ile iliskilidir. ikinci nesil
trombosit konsantresi olan PRF, santrifiij islemi sirasinda dogal yapiya benzer sekilde
yavas polimerize olma Ozelligine sahiptir. Bu materyalde otojen fibrinojene etki eden

trombin konsantrasyonlar1 siir trombini eklenmedigi i¢in fizyolojik smirlardadir
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(Dohan ve ark., 2006b).

Polimerizasyon sekli olusan fibrin agin mekanik ve biyolojik 6zelliklerini
onemli o6lclde etkilemektedir. Jellesme esnasinda fibrin fibrilleri 2 farkli mimaride
biyokimyasal baglar kurabilir. Bunlar; bagli equilateral (trimolekdiler) ve sikismis
bilateral (tetramolekiler) baglardir (Sekil 7). Bilateral baglar yiksek trombin
konsantrasyonlar1 ile olusturulur ve fibrin polimerlerinin kalinlagsmasina izin vererek
sitokinlerin fibrin matrikste tutunmalarini ve hiicresel migrasyonu olumsuz yoénde
etkileyecek bir ag olusumuna neden olur. Tersine, fizyolojik trombin konsantrasyonlari,
equilateral baglarin olusumuna neden olarak sitokinlerin fibrin matrikste tutunmalarini
ve hiicresel gocii destekleyebilen ince ve esnek bir fibrin aginin olugmasini saglar
(Blomback ve ark., 1994; Weisel, 2004; Dohan ve ark., 2006b; Anitua ve ark., 20123;
Chandran ve Sivadas, 2014).

Sekil 7. A: Bilateral baglar B: Equilateral baglar (Kumar ve Shubhashini, 2013’den)

PRP ve fibrin yapistiricilarinin  fizyolojik olmayan polimerizasyonu,
sitokinlerin fibrin matrikse siki sekilde tutunmasina yol agar. Bunun sonucu olarak
trombosit sitokinleri ekstrensek olarak yerlesir, yani jellesme esnasinda fibrin agi
kafesleri arasindaki kolloidal siispansiyona sikisir. Dolayisiyla fizyolojik yok oluslar1 da
hizl1 olur. Bu sekilde olusan fibrin matriksten biiyiime faktorlerinin cogunlugu ilk saatte
serbest birakilir. Fizyolojik bir polimerizasyon, dolasimdaki sitokinlerin fibrin matrikse
intrinsik bir sekilde katilmasini ifade eder. Bu konfigiirasyon, sitokinlerin depolanip
kademeli olarak salinimini saglar. Bdylece biiyiime faktorii salinimi uzun bir siire sabit
oranlarda muhafaza edilebilir. Sitokinler, sikatrisyel matriks yeniden bicimlenmeye
basladiginda, diger bir deyisle yarali bdlgenin rekonstriksiyonun baglatilmasi igin

harekete gecilmesi gerektiginde temin edilebilir (Sekil 8) (Dohan ve ark., 2006b; Kumar
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ve Shubhashini, 2013; Shah ve ark., 2017).
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Sekil 8. Fibrin yap1 A: Fibrin yapistirict B: PRP (1. Trombosit, 2. Ekstrinsik sitokin) C: PRF (1.
Intrinsik sitokin, 2. Fibrin polimerle iliskili ekstrinsik sitokin, 3. Fibrinle iliskili glikanik zincir,
4. Fibronektin, 5. Fibrin fibrilleri) (Dohan ve ark., 2006b’dan uyarlanmigtir)

2.4.3. Lokositler

Yarali bolgeye go¢ eden ilk Iokositler nétrofillerdir. Birincil rolleri yarayi
temizlemek ve enfeksiyonu 6nlemek igin debris ve nekrotik dokuyu fagosite etmektir.
Iyilesmenin erken enflamatuar evresi tamamlandiktan sonra, notrofiller apoptoz ile
ortadan kaldirilir. Makrofajlar yara bolgesine gelen ikinci 16kosit tiiriidiir. Makrofajlar
notrofiller ve trombositler ile birlikte yara bolgesinde enfeksiyonun ortaya ¢ikmasini
engeller (Davis ve ark., 2014). Makrofajlarin diger kritik rolleri arasinda bliylime
faktorleri ve sitokinlerin salinmasi, diger hiicre tiplerinin yara boélgesine gocl ve
anjiyogenezin uyarilmasi bulunmaktadir. Monositlerin farklilagmalar1 i¢in ekstraselliiler
matrikse yapismalart gerekir, monositlerin fibrin pihtiya tutunmast monositlerin
makrofajlara farklilasmasini saglar. Boylelikle erken donemde artan makrofaj seviyeleri
enflamatuar fazi ve yara iyilesme siirecini kisaltir (Schultz ve Wysocki, 2009).

Trombositler gibi makrofajlar ve diger lokositler de TGF-B1, PDGF, VEGEF,
IGF, EGF ve b-FGF de dahil olmak {izere iyilesme icin dnemli olan birgok buylme
faktorunin sahnmasinda etkilidir (Tsirogianni ve ark., 2006; Barrientos ve ark., 2008;
Bielecki ve ark., 2012). Buyume faktorlerine ek olarak lokositler serin ve matriks
metalloproteinazlariin (MMP) salinmasina neden olur. Proteazlar, 6zellikle MMP’ler
matriksin pargalanmasi ve remodelasyonu, I6kosit migrasyonu, anjiyogenez ve
reepitelizasyon gibi yara iyilesmesindeki bir¢ok islem igin Onemlidir. Serin

proteinazlarin trombosit ve lenfosit aktivasyonu, antimikrobiyal aktiviteler, sitokinlerin
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aktivasyonu/inaktivasyonu ve fibrin-trombosit tikacinin olusumu gibi ¢ok sayida
biyolojik sturecte ©onemli rolleri vardir. Lokosit proteinazlari, polimorfoniikleer
Iokositlerin  migrasyonuna katkida bulunur ve enflamatuar yanitlar1 dlzenler.
Proteinazlar, yara iyilesmesi sirasinda g¢evredeki dokularin hasarini smirlamak igin
enflamatuar htcreleri etkisiz hale getirerek enflamatuar cevabi kontrol eder.
Proteazlarin diger bir 6nemli rolii de biiyiime faktorlerinin aktivitesini kontrol etmektir
(Barrick ve ark., 1999; Schultz ve Wysocki, 2009; Davis ve ark., 2014).

Trombosit  konsantrelerindeki  periferik kana gore artmus  16kosit
konsantrasyonunun biyomateryalin fonksiyonel kapasitesini nasil etkiledigi halen
tartisma konusudur. Bazi1 otorler 16kositlerin bulunmasinin trombosit konsantrelerine
saglayacagi pozitif etkileri vurgularken (Davis ve ark., 2014; Everts ve ark., 2006b),
bazilar1 16kositlerin biyomateryalden tamamen uzaklastirilmasini tavsiye etmektedir
(Anitua ve ark., 2007; McCarrel ve ark., 2012; Yin ve ark., 2016). Doku iyilesme
streci ile bircok fonksiyonu olan l6kositlerin karmasik iliskisi g6z Oniinde
bulunduruldugunda, l6kositlerin veya spesifik lokosit alt tiplerinin hangi durumda
faydali ya da zararl olabilecegi net degildir (Malhotra ve ark., 2013; Mautner ve ark.,
2015).

2.4.4. Sitokinler
Enflamatuar Sitokinler

Interlokin-1p

Interlokin-1B (IL-1pB) enflamasyon kontroliiniin ana aracidir. Temel faaliyeti T
lenfositlerin uyarilmasidir. TNF-a ile birlikte IL-1p, osteoklastlar1 aktive ederken kemik
olusumunu da inhibe eder (Dohan ve ark., 2006¢; Kumar ve Shubhashini, 2013).

Interlékin 6

Interlokin 6 (IL-6), B hiicrelerinin antikor Ureten hiicrelere olgunlagmasina
neden olan bir B hiicre farklilagsma faktorii olarak tanimlanan ¢ok islevli bir sitokindir
(Kishimoto ve ark., 1995). B lenfosit popiilasyonlarinda, IL-6 antikorlarin salgilanmasi
onemli 6l¢iide artmistir (Dohan ve ark., 2006¢; Kumar ve Shubhashini, 2013).
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Tumor Nekroz Faktoru-a

Timor Nekroz Faktori-o (TNF-a), adini tiimoér nekrozu ve gerilemeyi
uyarabilme kabiliyetinden almaktadir. TNF-a, bakteriyel endotoksinlere karsi
enflamatuar tepki sirasinda salinan ilk sitokinlerden biridir. TNF-a, monositleri aktive
eder ve fibroblastlarin rejenerasyonunu stimile eder. TNF-o fagositozu ve notrofil
sitotoksisitesini arttirir. Ek olarak TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi anahtar mediatorlerin

ekspresyonunu duzenler (Dohan ve ark., 2006¢; Kumar ve Shubhashini, 2013).
Tyilestirici Sitokinler

Interlokin 4

Interlokin 4 (1L-4), yardimer T hiicrelerinin farklilasmasini saglar. Bu sitokin,
aktive edilmis B hiicrelerinin proliferasyonunu ve farklilasmasin1 da desteklemektedir.
IL-4 enflamasyonu azaltarak iyilesmeyi destekler. Dahasi, IL-4, IL-1'in biyolojik
etkilerini notralize ederek anti-enflamatuar etkilere katkida bulunan IL-1 reseptor
antagonistinin gliglii bir uyaricisidir (Tiggelman ve ark., 1995; Dohan ve ark., 2006c;
Kumar ve Shubhashini, 2013).

2.4.5. Eritrositler

Son yillardaki arastirmalar eritrositlerin trombosit konsantreleri (zerindeki
potansiyel zararli etkisini vurgulamaktadir. Eritrositlerin lokal pH'1 degistirerek ve
enflamasyonu artirarak  trombosit islevini olumsuz sekilde etkileyebilecegi
diigiiniilmektedir (Mautner ve ark., 2015). Eritrositlerin potansiyel zararli etkilerinden
biri de oksidatif stres altinda eritrositlerde bulunan ve bir metalloprotein olan
hemoglobinin parcalanmasidir. Bu parcalanma sonucunda sitotoksik olan heme
molekiilii olusur. Heme molekdlleri icinde bulunan demir, serbest radikalleri katalize
eder ve patojenlerin yok edilmesine katkida bulunur. Serbest radikaller, ayn1 zamanda,
enflamasyonu baglatan sinyalizasyona yanit olarak konakg¢i hiicrelerin apoptozunu
indikleyebilir. Bu yikict ozellikleri nedeniyle doku iyilesmesini uyarmak igin
tasarlanmis bir trombosit konsantresinden eritrositlerin elimine edilmesinin gerekli

oldugu diistintilmektedir (Boswell ve ark., 2012).
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2.4.6. Trombosit Konsantrelerinin Terminolojisi ve Siniflandirilmasi

Trombosit konsantrelerinin  siniflandirilmas1  antibiyotikler veya anti-
enflamatuar preparatlar gibi basit bir farmasotik yapiya sahip olmadiklar1 icin
literatiirde  karisikliklara neden  olmustur. Trombosit  konsantreleri  buyime
faktorlerinden olusan bir kokteylden ziyade iyilesmenin diizenlenmesinde rol oynayan
binlerce aktoriin konsantre hali olan, islenmis kan pihtilaridir (Del Corso ve ark., 2012).
Pre-klinik ve klinik arastirmalarda kullanilmaya baslanmalarindan itibaren degisik elde
edilis protokollerinin mevcudiyeti nedeniyle biyolojisi ve potansiyel kullanimlar1 farkli
olan bircok drln elde edilmistir (Dohan Ehrenfest ve ark., 2009b; Del Corso ve ark.,
2012). Kullanillan tam kan hacmi, lokositlerin varligi, trombositlerin ekzojen
aktivasyonu ve bir fibrin matriksinin olusumu gibi parametreler goz Oniinde
bulunduruldugunda farkli birgok biyomateryal elde edilmis; ancak drinlerin
karakterizasyonu yapilmaksizin hepsi "PRP" olarak adlandirilmistir (Arnoczky ve
Sheibani-Rad, 2013). Materyalleri tanimlamaya c¢alisan bir¢ok arastirmaci sadece
trombosit miktar1 ve biiyiime faktorleri tizerine yogunlasmigtir (Weibrich ve ark., 2001;
Weibrich ve Kleis, 2002; Weibrich ve ark., 2002; Del Corso ve ark., 2012). Bircok
smiflandirma sistemi gelistirilmesine ragmen bu konuda literatirde hala tam bir fikir
birligi saglanamamustir (Bielecki ve ark., 2006; Everts ve ark., 2008; Dohan Ehrenfest
ve ark., 2009b; Dohan Ehrenfest ve ark., 2010a).

Trombosit konsantrelerinin en ¢ok kabul goéren smiflandirmasi Dohan
Ehrenfest ve ark. (2009b) tarafindan bildirilmistir. Bu simiflandirma eksikliklerine
ragmen materyalin igerigindeki hiicrelerin varligimin karakterize edilmesi (16kositler
gibi) agisindan Onemli bir adim olmustur. Daha sonra bildirilen siiflandirma
sistemlerinin ikinci nesil trombosit konsantrelerini siniflandirmaya dahil etmemesi ve
bu sistemlerin daha c¢ok ortopedi gibi medikal alanlarda kullanima uygun olmasi
nedeniyle bu smiflandirmalar maksillofasiyal cerrahide fazla kabul gormemistir
(DeLong ve ark., 2012; Mishra ve ark., 2012; Magalon ve ark., 2016).

Santrifiij sirasinda veya sonrasinda hiicre igeriginin aktivasyonu, bu {irlinlerin
biyolojisi i¢in 6nemlidir. Ayrica, elde edilis teknikleri giinliik uygulamada kullanilma
potansiyelini etkilemektedir. Tum bu parametreler Dohan Ehrenfest ve ark. (2009b)’nin
siniflandirmasinda dikkate alinmaistir.

Kullanilan hazirlama setleri ve santrifiijler:
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Bu tekniklerin giinliik cerrahi uygulamalarda kullanilmasi igin, santrifujin
biiyiikliigii, prosediiriin siiresi, cihazin ve kitlerin maliyeti 6nemli faktorlerdir. Bunlarin
yaninda kitin ergonomisi ve prosediiriin karmasikligi da Onemlidir. Karmasik
prosedurler, materyal elde edilememesi veya potansiyel olarak yanlis kullanimlara
sebebiyet verebilmesi nedeniyle standart olmayan sonuclara yol agabilmektedir. Bu
sebeplerden dolayi, otomatik sistemler gelistirilmistir (Dohan Ehrenfest ve ark., 2009Db).

Konsantrenin igerigi:

Kullanilabilir hacimde biyomateyal elde edilebilmesi kan toplanmasina
baglidir. Trombositlerin ve lokositlerin zarar gormeden toplanmasi ve sirecin
tamaminda korunmasi, iriiniin temel biyolojik 6zelliklerini etkilemektedir (Dohan
Ehrenfest ve ark., 2009b).

Uygulama esnasinda trombosit ve 16kosit konsantrasyonunu destekleyen fibrin:

Fibrin ag yogunlugu, c¢ogunlukla hazirlama sirasindaki fibrinojen
konsantrasyonu ile belirlenir (Mosesson ve ark.,, 2001). Cogu protokol diisiik
yogunluklu bir fibrin jelinin elde edilmesine neden olmaktadir. Bu durum uygun bir
cerrahi uygulamaya izin verse de gercek bir fibrin destek matriksini saglayamamaktadir.
Buna karsilik, yiiksek yogunluklu bir fibrin ag1 fibrin matriksinin potansiyel iyilestirici
etkilerinin ortaya c¢ikabilmesi igin gereklidir (Clark, 2001). Fibrin polimerizasyon
islemi, fibrinojen ve trombin konsantrasyonlar1 ve son fibrin aginin biyomekanik
oOzelliklerini g6z onlinde bulundurarak degerlendirilmelidir. Fibrinojenin, fibrine
doniistimii aktivasyon sekline gore iki ayr1 biyokimyasal mimari sergileyebilir. Bunlar;
stkismig tetramolekiiler (bilateral) veya bagh trimolekiiler (equilateral) baglardir
(Mosesson ve ark., 2001; van Hinsbergh ve ark., 2001). Dolayisiyla, fibrinojen toplama
verimliligi ve polimerizasyon tiirli, konsantrenin biyolojik 6zelliklerini etkilemektedir
(Dohan Ehrenfest ve ark., 2009Db).

Dohan Ehrenfest ve ark. (2009b)’nin smiflandirmasinda trombosit
konsantreleri 16kosit ve fibrin igerigi géz 6niinde bulundurularak dort temel kategoriye

ayrilmistir (Sekil 9).

Saf Trombositten Zengin Plazma (P-PRP)
Aktivasyondan sonra lokosit icermeyen ve diisiik yogunluklu bir fibrin aga
sahip biyomateryallerdir. Bu ailenin iriinleri, sivi sollisyonlar veya aktif jel

formundadir. Enjekte edilerek, cilt yarasi veya siitiir Uzerine jellesme esnasinda
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yerlestirilerek kullanilabilir. Elde edilmeleri icin hiicre ayiricilar1 (plazmaferez)
kullanan bir¢ok yontem mevcuttur, yalniz bu yontemler giinliilk uygulamada kolaylikla
kullanilamayacak kadar karigiktir. P-PRP yontemi, buyik Olclide PRGF ticari adi
altinda bilinmektedir (Anitua ve ark., 1999; Anitua ve ark., 2007). P-PRP'nin diger elde
edilis teknigi ise Vivostat PRF ticari ismi ile bilinmektedir. Vivostat PRF, adinin PRF
olmas1 ancak elde edilen materyalin PRP yapisinda olmasi nedeniyle literatiirde
karisikliga neden olmustur (Dohan Ehrenfest ve ark., 2009b; Dohan Ehrenfest ve ark.,
2014).

Lokosit ve Trombositten Zengin Plazma (L-PRP)

Aktivasyondan sonra lokositler ve diisiik yogunluklu fibrin ag ile
karakterizedir. P-PRP gibi bu ailenin tiim diriinleri sivi soliisyonlar veya aktive jel
formunda kullanilabilir (Everts ve ark., 2006a). Bu ailede, ¢ok sayida spesifik kitlerin
kullanilmasimi gerektiren, 6zellikle Smart-PreP (Harvest Technologies, Plymouth, MA,
ABD) ve Biomet GPS IIl (Biomet Inc., IN, ABD) gibi bircok otomatik protokol
bulunmaktadir. Ancak, Plateltex (Prag, Cek Cumhuriyeti) ya da Regen PRP (RegenLab,
Le Mont-sur-Lozan, Isvicre) gibi daha fazla islem gerektiren diger protokoller de
mevcuttur (Dohan Ehrenfest ve ark., 2009b; Cieslik-Bielecka ve ark., 2012; Dohan
Ehrenfest ve ark., 2014).

Saf Trombositten Zengin Fibrin (P-PRF)

Lokosit igermeyen ve yiiksek yogunluklu bir fibrin ag igeren preparatlardir. Bu
tirtinler sadece giiglii bir sekilde aktive edilmis jel formunda bulunur ve geleneksel
fibrin yapistiricilart gibi kullanilamaz. Bununla birlikte, glglt fibrin matrikslerinden
dolayi, diger uygulamalar i¢in gercek bir katt madde gibi manipule edilebilir. Bu ailede
ticari ad1 Fibrinet PRFM (Trombositten Zengin Fibrin Matriks, Cascade Medical,
Wayne, NJ, ABD) olan sadece bir protokol bulunmaktadir. Bu teknigin temel
dezavantaji, Lokosit ve Trombositten Zengin Fibrin’e kiyasla yiksek maliyetli olmasi
ve goreceli olarak daha karmasik elde edilis protokoliine sahip olmasidir (Dohan
Ehrenfest ve ark., 2009b; Dohan Ehrenfest ve ark., 2014).

Lokosit ve Trombosit Zengin Fibrin (L-PRF)
Lokositler ve yiiksek yogunluklu bir fibrin agi igeren materyallerdir (Dohan
Ehrenfest ve ark., 2010b). Bu biyomateryaller sadece gii¢lii bir sekilde aktive edilmis jel
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formunda bulunur. L-PRF gelencksel fibrin yapistiricilart gibi enjekte edilemez.
Bununla birlikte, giiclii fibrin matrikslerinden dolay1, diger uygulamalar i¢in gercek bir
kat1 madde gibi kullanilabilir (Dohan Ehrenfest ve ark., 2009b; Cieslik-Bielecka ve ark.,
2012; Dohan Ehrenfest ve ark., 2014).

Otomatik * Plazmaferez
Protokoller * Vivostat PRF
Manuel * Nahita PRP
Protokoller * Anitua’s PRGF
* Smart Prep PRP
. * PCCS PRP
POtonl:aiﬁk * Magellan PRP
rotokoller * GPS PRP
L P * Angel PRP
a2 * Curasan PRF
Manuel * Regen PRP
* Friademt-Schuize
Protokoller * Plateltex
* Ace PRP
Manuel b
- Fibrinet PRFM
P-PRF Protokoller fonne
Manuel e ,
L— P RF Protokoller Choukroun’s PRF

Sekil 9. Trombosit konsantrelerinin siniflandirilmasi ve elde edilis protokolleri (Dohan Ehrenfest ve ark.,

2012b’dan uyarlanmigtir)

2.5. PRGF

Mevcut trombosit kaynakli biyomateryallerin biiyiik kan hacimleri kullanilarak
elde edilmesi ve sigir trombini icermesi bu biyomateryallerin  kullanimini
sinirlandirmistir. Bu dezavantajlart ortadan kaldirmak i¢in Anitua (1999) yeni bir
trombosit konsantresi olan PRGF’yi giindeme getirmistir. Bu yeni biyomateryal kanin
tek asamali santrifiij prosediirii ile muamele edildigi, biiyiime faktorleri bakimindan
zengin ve plazma bazli bir teknoloji Urlnudir (Dohan Ehrenfest ve ark., 2012b).
PRGF’nin elde edilisi sirasinda sigir trombini gibi potansiyel olarak zararli maddelerden
kaginilmigtir.  Trombosit konsantrelerinin ¢ogunda, trombosit yuzeyinde bulunan
trombin reseptorii vasitasiyla trombosit aktivasyonunu tetikleyen sigir trombini
kullanilmaktadir. Ancak, bu madde V ve XI gibi pihtilasma faktorleri ile reaksiyona

girerek yasami tehdit eden koagiilopatilere neden olabilmektedir. Bu kisitlamalardan
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dolayt PRGF’de pihtilasma kaskadimi aktive etmek ve U¢ boyutlu fibrin matriksi
olusturmak i¢in kalsiyum kullanilmistir. Kalsiyum trombine kiyasla yavas gelisen bir
polimerizasyona neden olur. Bu sekilde olusan fibrin matriksten daha uzun sureli
biiyiime faktorii salimimi saglanabilmektedir (Zehnder ve Leung, 1990; Anitua ve ark.,
2012c).

Bu endojen formulasyondaki trombositlerin dozu, tam kandaki trombosit
konsantrasyonuna kiyasla sadece 2-3 kat artmistir. Bu hafif artig optimal biyolojik fayda
ile iligskilendirilmistir. Ciinkii, daha diisiik trombosit konsantrasyonlarinin, optimalden
diisilk, daha yiiksek konsantrasyonlarin ise inhibitér bir etkiye neden oldugu
distintilmektedir (Weibrich ve ark., 2004; Anitua ve ark., 2009b; Anitua ve ark.,
2012c).

Lokositlerde bulunan proteazlarin ve asit hidrolazlarin enflamatuar etkilerinden
ve fibrin matriks tizerindeki potansiyel olumsuz etkilerinden kag¢inmak amaciyla
PRGF'de lo6kositler yoktur. Notrofiller, mikroorganizmalari ortadan kaldirmak igin
tasarlanmis molekiiller igerir; ancak ayni zamanda basta MMP-8 ve MMP-9 olmak
tizere MMP’leri Urettikleri icin rejenerasyonu olumsuz yonde etkileyebilecekleri
disiiniilmektedir. Notrofiller ayni zamanda sadece mikroorganizmalar: degil
cevresindeki hiicreleri de yok edebilen serbest radikaller, reaktif oksijen trinleri ve azot
uretir. Bu olumsuz etkileri ortadan kaldirabilmek igin, PRGF’de 16kositler elimine
edilmistir (Scott ve ark., 2004; Anitua ve ark., 2012c).

TerapOtik acidan bakildiginda, bu teknolojinin etkinligi iki 6nemli noktaya
baglidir. Birincisi, doku rejenerasyonunu aktif olarak uyaran yiizlerce proteinin ve
bliyume faktorinun salinimidir. Bu faktdr havuzu insan plazmasinda bulunan biyolojik
acidan aktif molekiillere eklenir. Ikincisi, biiyiime faktdrlerinin depolanmasini ve
ardindan kademeli olarak serbest birakilmasini destekleyen ii¢ boyutlu fibrin matriksi
ile olusan yapisal agdir. Bu fibrin matriks, terapdtik agidan aktif proteinlerin fizyolojik
biyoyararlanimin1 saglar (Anitua ve ark., 2012a). Dahasi, elde edilis teknigini ve
santriftij parametrelerini diizenleyerek bu biyomateryalde trombosit konsantrasyonunun
ve dolayistyla biiylime faktorlerinin miktarinin da kontrol edilmesi miimkiindiir (Anitua
ve ark., 2012c).

PRGF teknolojisini diger trombosit konsantrelerinden farkli kilan 6zellik, elde

edilen tirtinlin ¢esitliligidir (Sekil 10A, B, C, D). Terapotik potansiyele sahip dort farkli
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formiilasyon ayni hastadan toplanan numunelerin pihtilagsma ve aktivasyon derecelerine
bagli olarak elde edilebilir:

1. PRGEF Siipernatanti: PRGF pihtinin biiziilmesi sirasinda salinan, plazma
ve trombositlerden kaynaklanan proteinleri ve blyime faktorlerini iceren
stvidir. G6z hastaliklarinda (Doucet ve ark., 2005; Lopez-Plandolit ve ark.,
2010) ve hiicre kiiltliri ortamini desteklemek igin kullanilabilmektedir
(Johansson ve ark., 2003; Lucarelli ve ark., 2003; Anitua ve ark., 2005;
Anitua ve ark., 2009b; Anitua ve ark., 2011).

2. Aktif Sivi PRGF: Aktivatoriin PRGF’ye eklenmesinden sonra, fibrin pihti
olusmadan  once ortaya c¢ikan  formiilasyondur.  Intra-artikiiler
enjeksiyonlarda (Sanchez ve ark., 2008; Wang-Saegusa ve ark., 2011),
cerrahide (Sanchez ve ark., 2009; Seijas ve ark., 2010), cilt hastaliklarinin
tedavisinde (Anitua ve ark., 2008a; Orcajo ve ark., 2011) ve biyolojik olarak
titanyum yiizeylerindeki aktif tabakay1 olusturmak i¢in kullanilabilmektedir
(Anitua, 2006).

3. PRGF Pihti: Otojen buylime faktorlerini, plazma ve trombosit proteinlerini
igeren, fibrinojenin fibrine doniismesi sonucu ortaya ¢ikan ti¢ boyutlu bir
matrikstir. Ulserler, yara izolasyonu, ¢ekim soketlerinin rejenerasyonu ve
doku miihendisligi gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilabilir (Anitua ve ark.,
2006b; Anitua, 2015). Fibrin Orglsiiniin {i¢ boyutlu yapisi, hiicre
proliferasyonunu destekler. Buna ek olarak, otojen kemik, demineralize
dondurularak kurutulmus sigir kemigi gibi diger materyallerle birlestirilerek
de kullanilabilmektedir (Anitua ve ark., 2009a).

4. Otojen Fibrin Membran: Biyume faktorlerinden fakir plazma kisminin
aktivatorle girdigi reaksiyon sonucunda olusur. Pihtilasma siirecinin
sonunda elde edilen elastik ve yogun bir membrandir. Dis ¢ekimi sonrasi
¢ekim soketlerini kapatmak ve yumusak dokularin epitelizasyonunu

hizlandirmak i¢in mitkemmel bir aragtir (Rosano ve ark., 2013).
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Sekil 10. A. PRGF siipernatant1 B. Aktif sivi PRGF C. PRGF piht1 D. Otojen fibrin membran
(Anitua ve ark., 2007 dan)

PRGF’nin yeni kesfedilen potansiyel etkileri de artmaktadir. Son raporlarda
PRGF'nin gugcli bir anjiyogenik etkisi (Anitua ve ark., 2006b) ve ayrica Staphylococcus
aureus ve Escherichia coli'ye kars1 antibakteriyel etkisi oldugu gosterilmistir (Bielecki
ve ark., 2007). Ayrica, monositler ile lipoksin A4 iiretiminden salinan monosit
kemotaktik protein-1'i bloke ederek anti-enflamatuar etki gosterdigi (EI-Sharkawy ve
ark., 2007) ve trombositlerde bulunan bir nérotransmiter olan seratonin ile karaciger

rejenerasyonuna aracilik ettigi bildirilmistir (Lesurtel ve ark., 2006).
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2.5.1. PRGF’nin Elde Edilisi

Anitua (1999)’nin gelistirdigi PRGF plazma bazli bir teknolojidir ve
biyomateryalin elde edilmesi icin 6zel bir sistem ve kit gereklidir (BioTeknoloji
Enstitusii (BT1), Victoria, Ispanya). PRGF kitinde (KMU15 kit);

e Vakumlu kan toplama ignesi

e 4 adet, vakumlu, 9 ml, mavi kapakl tiip (0.4 ml, % 3.8 sodyum sitrat
soliisyonu igerir, kanin toplanmasi i¢in kullanilir)

e 2 adet, vakumlu, 9 ml, beyaz kapakli tiip (Fraksiyon 1 ve 2’nin toplanmasi
icin kullanilir)

e Plazma transfer cihazi (Santrifiijden sonra elde edilen farkli fraksiyonlarin
ayrilmasini saglayan, steril bir aspirasyon sistemidir

e PRGF aktivatori 1ml (CaClz) (pihtilasmanin aktivasyonu i¢in kullanilir)
bulunur (Anitua, 2015).

Kan mavi kapakl tiiplerde toplandiktan sonra, tiipler santrifiij cihazina dengeli

bir sekilde yerlestirilir. Ardindan gliniimiize kadar 6nerilen;

e Toplanan kanin 5 ile 40 ml,

e Santriftj kuvvetinin 160, 270, 280, 460 veya 580 G,

e Santrifiij siliresinin 6 ile 8 dakika arasinda degistigi farkli protokoller
dogrultusunda (Anitua, 1999; Anitua ve ark., 2004; Anitua ve ark., 2008b;
Anitua ve ark., 2009a; Anitua ve ark., 2012b; Anitua ve ark., 2013b), PRGF
santrifiij cihaz ile santriflij gergeklestirilir.

Santrifiijiin ardindan ti¢ farkli fraksiyon olusur:

v Tlpiin tabaninda goriilen eritrositler,

v" Tiipiin ortasinda toplanan lokositler -Parlak kilif (Buffy coat),

v' Tiipiin iist kisminda bulunan, trombositleri igeren plazma.

Plazma kismui 2 fraksiyona ayrilir;

e Fraksiyon 1-Buyume Faktorlerinden Fakir plazma (PPGF): Fraksiyon
2’nin lizerindeki kisimdir. Fraksiyon 2’den farkli olarak bu kismim hacmi
hastanin hematokrit degerine gore degisebilir. Fraksiyon 1 periferik kandan
biraz daha yiiksek, Fraksiyon 2’den diisiik miktarda trombosit igerir.

e Fraksiyon 2-PRGF: Parlak kilif (Buffy coat) {izerindeki kisimdir. Bu kisim
periferik kana oranla 2-3 kat daha fazla trombosit igerir (Sekil 11).
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Sekil 11. Anitua'nin PRGF protokolii 1. asama: Kan yumusak (soft) santrifije tabi tutulur ve (i¢ tabakaya
ayrilir: Eritrositler, parlak kilif-buffy coat (BC) ve plazma (PPGF ve PRGF) 2. asama: PPGF
tabakasi ve PRGF dikkatli bir gekilde pipetleme yapilarak ayri tiiplere aktarilir (Dohan Ehrenfest
ve ark., 2009b'dan uyarlanmistir).

Santrifiijden sonra igeriginin karismamasina 6zen gosterilerek mavi tiip acilir.
Plazma transfer cihazi ile Fraksiyon 1 toplanir ve beyaz kapakli tiipe aktarilir. Ardindan
16kositlerin bulundugu tabakaya g¢ok yaklasmamaya Ozen gosterilerek Fraksiyon 2
beyaz kapakli diger tiipe transfer edilir. Elde edilen PRGF fraksiyonlarinin aktivasyonu
icin 20 ul/ml aktivator kullanilir. Fraksiyon 2’nin aktivasyonu i¢in 37°C’de trombosit
konsantrasyonuna bagli olarak (yiiksek trombosit konsantrasyonu diisikk pihtilasma
zamani gerektirir) yaklasik 10 dakika beklenir ve sonucunda PRGF piht1 olusur. Fibrin
membran ise Fraksiyon 1’in aktivasyonu sonucunda olusur. Bu fraksiyon 1s1y1
37+1°C’de tutan Plasmaterm H (BioTeknoloji Enstitisti (BTI), Victoria, Ispanya)
cihazinda tutularak elde edilis siiresi diisiiriilebilir (Anitua ve ark., 2012c; Anitua,
2015).
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2.5.2. PRGF’nin Avantajlar:

PRGF, hastanin kendi kanindan kolayca ve hizli bir sekilde elde edilebilir.
Dolayisiyla PRGF teknolojisi, immiinolojik reaksiyonlarin gelisme riskini
ortadan kaldirmaktadir (Anitua, 1999).

PRGF’de sigir trombini gibi potansiyel olarak zararli maddelerin
kullanilmamasi bu maddeler ile iligkili hastalik iletim riskini de ortadan
kaldirmaktadir (Anitua, 1999).

Antikoagiilan olarak sodyum sitrat kullanilmasi trombosit membran
reseptorlerinin zarar gérmesini engellemektedir (Anitua ve ark., 2012c;
Anitua, 2015).

PRGF’nin diger PRP lere gore ¢cok daha az miktarda kan gerektirmesi ve tek
asamali santrifiij teknigi ile elde edilebilmesi protokolii basit ve hizli bir
hale getirmektedir (Lacci ve Dardik, 2010; Anitua, 2015).

PRGF teknolojisinde kalsiyumun kullanilmasi, dogal fibrin olusumunu
saglamaktadir. BOylece fizyolojik pihtilagsma siireci taklit edilerek (g
boyutlu fibrin matriksten buyume faktorlerinin daha uzun sireli salinimi
saglanabilmektedir (Tsay ve ark., 2005).

PRGF normal kana gore orta derecede yiikselmis trombosit konsantrasyonu
icermektedir. Bu konsantrasyon diizeyinde trombositlerin optimum fayda
saglayabilecegi distiniilmektedir (Anitua ve ark., 2012c).

PRGF’de lokositler elimine edilmistir, bdylece Uriniin homojenitesi
artarken, metaloproteazlar ve asit hidrolazlar gibi enflamasyon onleyici
ajanlarin olumsuz etkilerinin en aza indirgenmesi saglanabilmektedir
(Weibrich ve ark., 2005; Schnabel ve ark., 2007; Dohan Ehrenfest ve ark.,
2009D).

PRGF teknolojisinin 6nemli bir 6zelligi de biyomateryalin kullanilabilecek
fraksiyonlarimin gesitliligidir. Bu 6zellik biyomateryalin genis bir alanda
kullanimina imkan saglamaktadir (Gonshor, 2002).

2.5.3. PRGF’nin Dezavantajlar

PRGF’nin en biiylik dezavantajlarindan biri, preparatlarin bozunmaya

duyarli olmasi ve muhafaza edilmesinin zor olmasidir (Chen ve ark., 2010).
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e Bu teknigin evrimini inceledikten sonra PRGF’nin  santrifij
parametrelerinde ve elde edilis asamalarinda bazi tutarsizliklar oldugu
goriilmistiir. Pipetleme degiskenligi nedeniyle teknik olarak 16kositlerin net
olarak ayrigtirllamadigi ve elde edilen materyalin daha ¢ok L-PRP'nin
l6kositlerden zayif hali olarak tanimlanmasinin daha dogru olabilecegi one

stiriilmistiir (Dohan Ehrenfest ve ark., 2009b; Jovani-Sancho ve ark., 2016).

2.6. L-PRF

Yeni bir trombosit konsantresi olan L-PRF, kan Urlnlerinin reimplantasyonu
ile 1ilgili Fransiz yasalarindaki kisitlamalar nedeniyle spesifik olarak oral ve
maksillofasiyal cerrahide kullanmak amaciyla gelistirilmistir (Dohan ve ark., 2006a;
Saluja ve ark., 2011; Mihaylova ve ark., 2017). Choukroun’un PRF’si olarak bilinen L-
PRF, l6kosit ile trombosit agisindan zengin, otojen bir biyomateryaldir. PRP’lere
kiyasla farkli elde edilis protokolii nedeniyle ikinci nesil trombosit konsantresi olarak da
adlandirilmistir (Dohan ve ark., 2006a; Dohan ve ark., 2006b; Dohan ve ark., 2006c;
Dohan Ehrenfest ve ark., 2012a; Kumar ve Shubhashini, 2013). L-PRF sigir trombini,
kalsiyum kloriir veya diger aktive edici maddeler eklenmeksizin cam kapli plastik
tiplerde basit bir yontemle elde edilmektedir (Choukroun ve ark., 2006a; Dohan ve ark.,
2006a). Bu yontemde trombositler tiipiin duvari ile temas ettiginde aktiflesir. Dogal bir
sekilde gelisen trombosit aktivasyonu ile fibrin polimerizasyonu ve pihtilasma kaskadi
fizyolojik olarak harekete gegirilir. Bu reaksiyon nihai olarak tiipiin ortasinda, tabandaki
kirmiz1 kan hiicreleri ile tliplin {ist kismindaki aseliiler plazma arasinda, yogun bir
fibrin-trombosit piht1 olugsmasini saglar. L- PRF trombositlerin ve I6kositlerin glclu bir
fibrin matriksi i¢inde ti¢ boyutlu dagilimindan olusmaktadir. L-PRF hemen hemen tim
trombositler ile l6kositlerin % 50'sinden fazlasini igerir (Su ve ark., 2009; Dohan
Ehrenfest ve ark., 2010b; Dohan Ehrenfest ve ark., 2010c; Dohan Ehrenfest ve ark.,
2012a; Burnouf ve ark., 2013; Shah ve ark.,, 2017). Yogun fibrin ag, buyime
faktorlerini daha uzun siire yakalayip proteolizden korur (Dohan Ehrenfest ve ark.,
2012a). Diistik trombin konsantrasyonuna sahip molekiiler yapisi nedeniyle fibrin ag
endotel hiicreleri ve fibroblastlarin migrasyonu i¢in optimal bir matriks olusturur.
Ayrica, daha hizli bir anjiyogeneze ve fibrinin daha kolay bigimlenmesine izin verir
(Choukroun ve ark., 2006a; Dohan ve ark., 2006a).

L-PRF, trombositler, I6kositler, sitokinler ve kok hicrelerin bir araya
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gelmesiyle trimolekiiler (equilateral) yapida polimerize olmus bir fibrin matriksten
olusur (Dohan ve ark., 2006a; Kumar ve Shubhashini, 2013). Biyokimyasal olarak L-
PRF yavasca polimerize olan fibrin agindaki sitokinlerin, glikanik zincirlerin ve yapisal
glikoproteinlerin bir araya gelmis sekli olarak tanimlanmaktadir. Lokositlerin varligi bu
biyomateryalde enflamatuar siirecin diizenlenmesi ve savunma mekanizmasinin
uyarilmasini saglar. Fibrin matriksi, anjiyogenez ve yara iyilesmesi i¢in dogal kilavuz
gorevi yapar (Arora ve Agnihotri, 2017). L-PRF, mikro-vaskiilarizasyonun gelismesine
elverigli, ayrica epitel hiicrelerin goclinii yoOnlendiren, dogal bir fibrin esash
biyomateryal olarak disiiniilebilir. L-PRF, trombositlerin aktivasyonu ile serbest
birakilan yiiksek miktardaki biiyiime faktorleriyle birlikte 1L1-B, IL-6, IL-4 ve TNF gibi
sitokinleri de icerir (Choukroun ve ark., 2006a ; Dohan ve ark., 2006c). Polimerizasyon
sonucunda elde edilen biyomateryal yalnizca aktif fibrin matriks formundadir ve enjekte
edilebilir bir formda bulunmaz. Guglu fibrin matriksi nedeniyle L-PRF oral ve
maksillofasiyal cerrahide (Choukroun ve ark., 2006a; Choukroun ve ark., 2006b;
Charrier ve ark., 2008; Magremanne ve ark., 2009), periodontolojide (Soadoun ve
Touati, 2007; Del Corso ve ark., 2009), implant cerrahisinde (Diss ve ark., 2008;
Simonpieri ve ark., 2009b; Simonpieri ve ark.,, 2009a) ve kulak burun bogaz
cerrahisinde (Braccini ve Dohan, 2007; Choukroun ve ark., 2007; Braccini ve ark.,

2009) yaygin sekilde kullanilmaktadir.

L-PRF’nin Biyolojik Etkileri

L-PRF iyilesme ve bagisiklik i¢in elverisli olan kanin tiim bilesenlerini tek bir
fibrin yapida toplayan bir 16kosit ve trombosit konsantresidir. Bu biyokimyasal
bilesenler, iyilesme siiregleri {izerinde sinerjik etki gosterir. Lokositler bu
biyomateryalin biyolojisinde dnemli bir rol oynarken bunlar1 destekleyen fibrin matriksi
L-PRF'nin gercek terapotik potansiyelinden sorumludur (Choukroun ve ark., 2006a;
Toffler ve ark., 2009; Chandran ve Sivadas, 2014).

Anjiyogenezin Dizenlenmesi

Endotel hiicrelerinin migrasyonu, boliinmesi ve farklilagmasi i¢in bir hiicre dis1
matriks gereklidir. Fibrin matriksin anjiyogenez 6zelligi, matriksin ti¢ boyutlu yapisi ve
bu matrikse tutunan sitokinlerin es zamanl hareketi ile agiklanir (Sahni ve ark., 1998;

Feng ve ark., 1999; Singh ve ark., 2012). Fibrin, endotel hicrelerinin fibronektin ve

47



vitronektine baglanmasina aracilik eden ovp3 integrini uyarir. Bu anjiyogenezin
diizenlenmesinde 6nemli bir basamaktir (Feng ve ark., 1999; Choukroun ve ark., 2006a;
Kumar ve Shubhashini, 2013). Ayrica, matriksin rijit yapisi sayesinde b-FGF veya
VEGF’nin uyarilmas1 ve buna yanit olarak endotel hiicreleri tarafindan
neoanjiyogenezin diizenlenmesi saglanir (Nehls ve Herrmann, 1996; Feng ve ark.,
1999; Choukroun ve ark., 2006a; Khiste ve Naik Tari, 2013).

Bagisikhigin Desteklenmesi

Fibrin ve fibrinojen bozunma {iriinleri, ndtrofillerin migrasyonunu uyarir ve
membranin CD11c / CDI18 reseptdr ekspresyonunu arttirir. Bu reseptdr, nétrofilin
endotele ve fibrinojene yapigsmasina ve nétrofillerin go¢ etmesine izin verir (Loike ve
ark., 1991). Fibrin ve fibrinojen bozunma iiriinleri tarafindan nétrofillerin aktivasyonu,
notrofil proteazlarinin salinmasini uyarir. Yarali bélgedeki notrofiller bakterileri toksik
oksijen radikali olusumu ve fagositoz yoluyla yok eder (Kazura ve ark., 1989; Singh ve
ark., 2012; Kumar ve Shubhashini, 2013). Makrofajlarin yara bdlgesindeki
kolonizasyonu da fibrin matrikste sikisan kemotaktik ajanlar tarafindan kontrol edilir
(Choukroun ve ark., 2006a). Ayrica, monosit/makrofajlarla fibrin etkilesimi, integrin
reseptori Mac-1 araciligiyla fagositozu diizenler. Dolayisiyla, makrofajlar enflamasyon
ile fibrin tarafindan diizenlenen tamir arasindaki geciste onemli bir rol oynamaktadir

(Clark, 2001; Kumar ve Shubhashini, 2013).

Yara Ortiiciiliigii

Fibrin matriksi yarali dokular1 oOrter, epitel hiicrelerinin ve fibroblastlarin
metabolizmasini etkiler. Yara kenarlarinda, epitel hicreleri polaritesini kaybederek
yaraya bazal ve yanal uzantilar olusturur. Hicreler daha sonra, fibrinojen, fibronektin,
tenasin ve vitronektin tarafindan olusturulan gegici matrikse go¢ eder. Buyume
faktorleri, 6zellikle PDGF ve TGF-B, matriks proteinleri fibrin ve fibronektin ile birlikte
doku fibroblastlarinin ¢ogalmasii uyarir (Gray ve ark., 1993; Clark, 2001). Fibrinin
migrasyonundan ve parcalanmasindan sonra, fibroblastlar kollajen sentezini baglatir

(Choukroun ve ark., 2006a).

Mezenkimal Kok Hticrelerin Transplantasyonu
Mezenkimal kok hiicreler, kemik ve diger bir¢ok dokunun yenilenmesine

katkida bulunur. Bu hiicreler, kandan yaralanmis dokulara go¢ ederek farklilasir. Bu ilk
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farklilasma mutlaka fibrin ve fibronektin tarafindan olusturulan gegici bir matriks
varliginda gergeklesir. Bu nedenle fibrin, bu hiicrelerin transplantasyonu i¢in destek
matriksi olarak tercih edilir (Bonucci ve ark., 1997; Marx ve ark., 1998; Badiavas ve
ark., 2003; Bensaid ve ark., 2003; Choukroun ve ark., 2006a). L-PRF, fizyolojik bir
fibrin matriksi olarak, 6zellikle hizli bir anjiyogenez ortaya ¢iktiginda, kok hicrelere
hizmet eder (van Hinsbergh ve ark., 2001; Choukroun ve ark., 2006a).

2.6.1. L-PRF’nin Elde Edilisi

Choukroun'un PRF protokolii basittir. Ozel bir sistem ya da kit gerektirmez. Bu
teknigin basarist tamamen kanin toplanmasina ve santrifiij cihazina transfer hizina
baglidir. Kan 6rnegi, antikoagiilan olmadan tlip duvar ile temas ettikten hemen sonra
pihtilasmaya baslar. Dolayisiyla, klinik olarak kullanilabilir L-PRF elde etmek igin
islemlerin olabildigince bekletilmeden yapilmasi gerekmektedir (Dohan Ehrenfest ve
ark., 2010b; Saluja ve ark., 2011). L-PRF protokoli, antikoagulan icermeyen cam/cam
kapl plastik tiipler ile hastadan yaklasik 10 ml kan alinmasin1 gerektirir. Ardindan kan
3000 rpm’de 10 dakika veya 2700 rpm’de 12 dakika santrifiije tabi tutulur. (Choukroun
ve ark., 2000; Dohan ve ark., 2006a; Dohan Ehrenfest ve ark., 2009b; Shah ve ark.,
2017). Santrifiij sirasinda kan pihtilagmasi ve kan elemanlarmin ayrilmasi ayni anda
meydana gelir. Uygulanan santrifiij kuvveti dogrudan parcacik kiitlesi ile orantili olarak
kanin bilesenlerine ayrilmasini saglar (Shah ve ark., 2017).

Santrifiijlin ardindan ti¢ farkli fraksiyon olusur:

e Kirmizi renkli alt fraksiyon: Eritrositleri igerir.

e Fibrin pihtiy1 igeren orta fraksiyon: L-PRF pihti, kandaki trombositlerin ve
I6kositlerin ¢gogunun yogunlastigi kompleks bir ti¢ boyutlu mimariyle giicll
bir fibrin matriksi olusur.

e Acik sar1 renkli iist fraksiyon: Aselliiler plazma veya trombositten fakir
plazma (PPP)’y1 igerir (Sekil 12) (Dohan Ehrenfest ve ark., 2009b; Raaj ve
ark., 2015).
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Sekil 12. L-PRF elde edilmesi sirasinda olusan fraksiyonlar (Dohan ve ark., 2006b'dan uyarlanmigtir)

Olusan fibrin pihti steril bir penset yardimiyla tiipten ¢ikarilir ve pihtiya baglh
kirmizi kan hiicreleri kazinarak atilir. Fibrin pihtidan olusan orta tabaka ve eritrositlerin
olusturdugu tiipin en alt tabakasinin birlestigi bolgede trombosit ve lokositler
yogundur. Fibrin pihtinin yarisindan sonra trombositler iyice azalir. Eritrositler
uzaklastirildiktan sonra L-PRF steril bir kaba alinir. L-PRF, PRF kutusunda (Process
Ltd., Nice, Fransa) bulunan izgaraya yerlestirilerek homojen bir fibrin membran
uretilebilir. Ayrica, kutunun tabaninda toplanan eksiida, greft materyallerini 1slatmak ve
cerrahi alanlar1 yikamak i¢in kullanilabilmektedir. L-PRF, L-PRF kutusundaki silindirin
igine yerlestirilebilir ve pistona yavasca sikistirilarak ¢apir 1 cm olan kalin, kKiguk L-
PRF diskleri elde edilebilir. Bunlar ¢ekim bolgelerinde kullanilabilmektedir (Toffler ve
ark., 2009; Dohan Ehrenfest ve ark., 2010b; Dohan Ehrenfest ve ark., 2012a; Kumar ve
Shubhashini, 2013).

L-PRF’nin biyolojik aktivasyonu gelistirmek amaciyla degisik santrifiij hizlari
ve zamanlari ile modifiye edilen farkli PRF tipleri tiretilmistir (Rodella ve ark., 2011;
Choukroun, 2014; Ghanaati ve ark., 2014; Kawase, 2015).
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Gelismis PRF (A-PRF)

L-PRF, steril cam veya cam ile kapli plastik tlplerde 2700 rpm'de 12 dakika
veya 3000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij sonucunda elde edilir (Dohan Ehrenfest
ve ark., 2017). A-PRF ise, daha yavas santrifiij hiz1 (1500 rpm) ve daha fazla zaman (14
dakika) kullanilarak steril diiz cam tabanl tiipler kullanilarak elde edilir. Bu protokol B
ve T lenfositlerin yakalanmasini ve trombosit dagiliminin daha diizenli olmasini saglar.
A-PRF’nin Klinik olarak, daha uzun siire biiyiime faktorii ve sitokin salinimi sagladigi
one stirilmistiir (Ehrenfest ve ark., 2014; Kobayashi ve ark., 2016; Dohan Ehrenfest ve
ark., 2017). Bununla birlikte Pinto ve ark. (2014) A-PRF protokolii ile ¢ok daha kisa ve
dar bir piht1 iiretilebildigini ve A-PRF'den salinan biiylime faktorlerinin L-PRF'ninkiyle
karsilastirildiginda oldukc¢a az oldugunu iddia etmislerdir.

Gelismis PRF + (A-PRF +)

A-PRF'nin bir baska modifikasyonu, Fujioka-Kobayashi ve ark. (2017)’nin
santrifiij suresini 8 dakika ve hizin1 1300 rpm'e diisiirdiikleri A-PRF + protokolidir. Bu
protokolde yiiksek santrifiij hizinin trombositler ve lokositleri PRF pihtisindan
uzaklagtirma egiliminde oldugu ve santrifiij hizi distiriilerek, daha homojen bir
trombosit dagilimi elde edilebilecegi diistiniilmiistiir. Dolayisiyla santrifiij sonrasi PRF
matriksinde bulunan hiicrelerin sayisinin artacagt ve bilyliime faktorii salinimui,
biyouyumluluk ve hiicresel aktivite bakimindan daha etkin bir biyomateryal

uretilebilecegi savunulmustur (Fujioka-Kobayashi ve ark., 2017; Shah ve ark., 2017).

Enjektabl PRF (I-PRF)

PRF’lerin kullaniminmi sinirlayan 6nemli bir dezavantaj biyomateryalin enjekte
edilebilir formununun bulunmamasidir. PRF teknolojisindeki en son gelismelerden biri,
I-PRF’nin Uretimidir. I-PRF protokoliinde kan, kaplanmamis plastik tiiplerde yaklasik
700 rpm’de ve 3 dakika siireyle santrifiij islemine tabi tutularak biyomateryal elde edilir

(Pavan Kumar ve ark., 2015).

Konsantre Buyume Faktoria (CGF)
PRF'den farkli olarak CGF, biiylime faktorleri i¢eren daha yogun ve daha
zengin fibrin matriksi liretmek i¢in kanin kaplanmamis test tiiplerinde 2400-2700

rpm'de yaklasik 12 dakika santrifiij islemine tabi tutulmasi ile elde edilir. Olusan
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stpernatant konsantre buyiume faktorl olarak adlandirilmistir (Pavan Kumar ve ark.,
2015; Sohn ve ark., 2015).

Otojen Fibrin Tutkal (OFG)

OFG’in santrifiij protokolii kaplanmamis tliplerde 2400-2700 rpm’de 2
dakikadir. Daha az santrifiij siiresinin, bu biyomateryalde daha fazla biiyiime faktoriiniin
bulunmasina neden oldugu disiiniilmektedir. OFG'nin allogreftle veya ksenogreftle
karistirilmasi ile sar1 renkli yapiskan kemik grefti (sticky bone) de elde edilebilmektedir
(Pavan Kumar ve ark., 2015; Sohn ve ark., 2015).

I-PRF ve CGF esasen ayni prensip ile ¢alisir ve dolayisiyla ayni1 konsantrenin
varyantlar1 olarak disiiniilebilir. Siire, diger iki protokolden (L-PRF ve A-PRF) cok
daha kisadir. Bu, I-PRF ve CGF icin ilk 2-4 dakika i¢inde sadece kan bilesenlerinin
ayrilmasiin amaclanmasindan kaynaklanir. Plastik tiipler hidrofobik bir yiizeye sahiptir
ve pihtilagma siirecini verimli bir sekilde etkinlestirmezler (Bowen ve Remaley, 2014).
Dolayisiyla, iyi bir trombosit konsantresi olusturmak i¢in gereken tiim kan bilesenleri,
ilk 2-4 dakika i¢inde santrifiij kuvveti altinda tiipiin tepesinde toplanir. Ayrilan plazma
ve trombositler tiipiin tist kisminda bulunan agik sar1 renkli bir katman olusturur. Bu
kisim aktif ve enjekte edilebilir formdadir. Pihtilagma tamamlanmadigi i¢in bu kisim
greft parcaciklari ile karistirilarak kullanilabilmektedir (Mourao ve ark., 2015; Sohn ve
ark., 2015).

Titanyum —-PRF (T-PRF)

Silika pargaciklar1 olan cam kan toplama tiiplerindeki silika pargaciklarinin
potansiyel zararli etkilerinden kag¢inmak igin Uretilen bir trombosit konsantresidir
(Pavan Kumar ve ark., 2015). Bu silika pargaciklarinin yalnizca kiigiik bir kisminin
kirmizi kan hiicreleriyle tortulastigi, biiyiik ¢ogunlugunun ise tedavi i¢in kullanilan L-
PRF pihtida kaldig: diisiiniilmektedir (Tunali ve ark., 2013). T-PRF ve L-PRF benzer
sanrifij protokolu ile elde edilmeleri ve benzer histolojik yapiya sahip olmalarina
ragmen, T-PRF ile olusan fibrin ag daha yogundur. Bu fark, daha polimerize fibrin
olusumuna yol agan titanyumun biyouyumluluguna baglanmistir (Pavan Kumar ve ark.,
2015; Shah ve ark., 2017).

PREF Lizati
PRF tabanli {irtinlerin daha yeni bir uygulamasi PRF lizatidir. PRF
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hazirlandiktan sonra, nemli atmosferde % 5 CO2/% 95 hava iginde 37°C'de inkube edilir
ve bu sekilde toplanan eksiidaya, PRF lizati denir. PDGF, TGF, VEGF ve EGF gibi
cesitli biiytime faktorleri agisindan iyi bir kaynak oldugu belirtilmektedir (He ve ark.,
2009; Shah ve ark., 2017).

2.6.2. L-PRF’nin Avantajlari

e L-PRF, kana disardan herhangi bir madde eklenmeden elde edilir. Diger
trombosit konsantreleri ile L-PRF arasindaki en biyiik fark, jellesme
seklidir. PRP'lerin ve P-PRF’nin pihtilagsma ve fibrin polimerizasyonunun
son sathasimi1 baglatmak icin trombin, kalsiyum klorir gibi disardan bazi
maddelerin eklenmesi gereklidir. L-PRF'nin polimerizasyonunun erken
safhalarinda trombin kesinlikle énemli bir role sahiptir; ancak disaridan
eklenmedigi icin fizyolojik konsantrasyonlarda bulunmasi, yavas ve
fizyolojik bir sekilde fibrin matriksinin olusumunu saglar. Fibrinojenin
polimerizasyon sekli fibrin agmin ii¢ boyutlu organizasyonu ic¢in ¢ok
onemlidir (Dohan Ehrenfest ve ark., 2009b; Toffler ve ark., 2009; Saluja ve
ark., 2011; Kumar ve Shubhashini, 2013; Raaj ve ark., 2015).

e L-PRF’de kullanic1 hatasi nedeniyle protokoliin degistirilme olasiligt
minimumdur (Raaj ve ark., 2015).

e L-PRF hazirlama protokoliinde diisiik konsantrasyonda trombin, esnek bir
ag olusumu ile sonuglanir ve fibrin lokal rejenerasyon igin bir doku matriksi
olarak gorev yapar. Bu fibrin yapi, neoanjiyogenezi uyarir (Dohan ve ark.,
2006c¢; Toffler ve ark., 2009).

e L-PRF yontemiyle elde edilen fibrinin yapisi, trombositlerin substrati olarak
gorev yapar ve kok hucreler icin kemotaktiktir (Giannini ve ark., 2015).

e Bu teknigin diger bir avantaj1 diisiik maliyetli olmasidir. L-PRF yontemiyle
hizli ve tamamen otojen bir iiriin elde edilebilir. Dolayisiyla, bu yontem
pratik uygulamada yaygin kullanim i¢in ¢ok uygundur (Dohan Ehrenfest ve
ark., 2009b; Kumar ve Shubhashini, 2013; Raaj ve ark., 2015).

e Hazirlama kutusunu kullanarak ¢ok kisa siirede standart fibrin membran

elde edilebilir (Dohan Ehrenfest ve ark., 2014).
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e Choukroun'un PRF’si uygulama sonrasinda hizla ¢6ziilmez; bunun yerine,
giiclii fibrin matriksi dogal bir kan pihtisina benzer formda yeniden
sekillendirilir. Trombositler ve I6kositler bu yontemle yiksek verimlilikte
toplanabilir ve korunabilir (Clark, 2001; Dohan Ehrenfest ve ark., 2009a;
Dohan Ehrenfest ve ark., 2009b).

e L-PRF islemi sirasindaki yavas polimerizasyon, trombosit sitokinlerinin ve
organik bilesiklerin intrensek olarak aga katilmasina neden olur. Boylece,
diger trombosit konsantrelerinin aksine, L-PRF fibrin matriksin yeniden
sekillenmesi sirasinda sitokinlerin kontrollii salinimini daha uzun sire
gerceklestirebilmektedir (van Hinsbergh ve ark., 2001; Dohan Ehrenfest ve
ark., 2009a; Saluja ve ark., 2011).

2.6.3. L-PRF’nin Dezavantajlari

e Sinirli miktarda L-PRF Uretilebilmesi bu materyalin bir dezavantaji olarak
diistiniilebilir (Del Corso ve Ehrenfest, 2010).

e Kanin toplanmasindan hemen sonra hizli bir sekilde isleme tabi tutulmasi
gerekir. Teknigin basaris1 tamamen kan toplama ve santrifiije transfer hizina
baglidir. Antikoagiilan olmadan, kan ornegi tiip ile temas ettiginde hemen
pihtilasmaya baglar (Dohan Ehrenfest ve ark., 2006a; Del Corso ve
Ehrenfest, 2010).

e Buzulme ve PRF'nin yapisal biitiinliiglindeki degisim nedeniyle uzun sureli
saklama miimkiin degildir (Raaj ve ark., 2015).

e L-PRF'nin kisa raf omrii ve vericiye 6zgii biyomateryaldeki immunojenik
hiicrelerin varligi nedeniyle allojenik greft olarak kullanilmasi miimkiin

degildir (Arora ve Agnihotri, 2017).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan alinan 30/06/2017 tarih ve 68489742-604.01.03-E.64724 sayili onay ile
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nde
gerceklestirildi. Yapilan tiim islemlerde deneklerle ilgili Yerel Etik Kurul Y6nergesinde

belirtilen sartlarin saglanmasina 6zen gosterildi.
3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada alt1 haftalik, agirliklart ortalama 200-250 gr arasinda degisen,
saglikli 30 adet disi Wistar Albino cinsi rat kullanildi. Denekler Ondokuz Mayis
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi.
Deney suresince denekler standart laboratuvar kosullarinda (gece/giindiz = 12/12 saat,
sicaklik 21+2 °C, nem oran1 % 50) ve uygun buyuklikteki kafeslerde tutularak standart

yem ve su ile beslendi.

3.1.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Sag siyatik sinirlerinde ezilme tipi hasar olusturulacak 30 adet denek asagida

belirtildigi sekilde gruplara ayrildi;

1. Kontrol Grubu (K): Higbir islem uygulanmayan grup (Sag siyatik
sinirinde hasar olusturulan her bir gruptaki deneklerin sol siyatik sinirleri
kontrol grubu olarak belirlendi)

2. Hasar Grubu (H): Sag siyatik sinirde ezilme tipi hasar olusturulan grup
(n=10).

3. Trombositten Zengin Fibrin Grubu (PRF): Sag siyatik sinirde ezilme tipi
hasar olusturulan ve hasar bolgesine PRF uygulanan grup (n=10).

4. Buyuime Faktorlerinden Zengin Plazma Grubu (PRGF): Sag siyatik
sinirde ezilme tipi hasar olusturulan ve hasar bolgesine PRGF uygulanan

grup (n=10).
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3.2. Metot
3.2.1. Deney Protokoli

Cerrahi Protokol

Deneklerde genel anestezi saglamak amaciyla 50 mg/kg ketamin (Ketalar;
Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) intramiiskiiler ve 8mg/kg xylazin (Rompun; Bayer, Istanbul,
Turkiye) intraperitoneal olarak uygulandi. Anesteziyi takiben deneklerin sag uyluk
mediyal bolgeleri tiras edildi, flaster yardimiyla sag arka ekstremite ve kuyruk
sabitlenerek povidon-iyodin solisyonu (Poviiodex®, Kimpa, Tirkiye) ile bélgenin
antisepsisi saglandi. Ardindan cerrahi bolge steril Ortiiler kullanilarak izole edildi.

Cerrahi bolgeye 0,5 ml 1:200,000 epinefrin igeren artikain soliisyonu
(Ultracain-DS; Hoechst Marion Roussel, Istanbul, Tiirkiye) enjekte edilerek lokal
anestezi saglandi. Takiben uylugun arkasinda, yaklasik olarak 1,5 cm boyutlarinda
longitiidinal kutan6z bir insizyon yapildi. Sag siyatik sinir siyatik foramene yaklasik 12
mm uzaklikta agiga c¢ikarildi. Daha sonra sinir, kiint uglu bir diseksiyon makasi
yardimiyla, siyatik ¢entikten dallanma bolgesine kadar g¢evre dokulardan
serbestlestirildi. Sinir hasar1 Helvacioglu ve ark. (2016)’nin yontemi referans alinarak
gerceklestirildi. Sinire ulasildiktan sonra sag siyatik sinire, SON’luk kuvvet uygulayan
standardize bir portegi (Bahadir, Samsun, Tirkiye) ile 60 saniye stiresince kompresyon
uygulanarak hasar olusturuldu (Sekil 13A, B, C, D, E, F, G, H).

Sinir hasar1 sonrasinda H grubuna ilave bir uygulama yapilmadi. PRF ve PRGF
gruplarinda hasarli sinir bolgesine santrifujden elde edilen biyomateryaller uygulandi.
Sonrasinda cilt alti dokular 4/0 emilebilir sttir (Vicryl, Ethicon, Briiksel, Belgika), cilt
ise 3/0 ipek siitiir ile (Ipek, Dogsan, Ankara, Tiirkiye) tabakalar halinde primer olarak
kapatildu.
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Sekil 13. Operasyon alaninin hazirlanmasi (A), Cilt insizyonu (B), Siyatik sinirin agiga ¢ikarilmasi (C),
Siyatik sinirin serbestlestirilmesi (D), Hasar olusturulmasi (E), Hasarli siyatik sinir (F), Cilt alt1

dokularin kapatilmasi (G), Cildin primer kapatilmasi (H)
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PRF Hazirlama ve Uygulama Protokol

PRF grubundaki deneklerin her birinin kuyruk veninden 2 ml vendz kan
antikoagiilansiz cam kapl plastik steril bir tiip (Hema&Lab Saglik Uriinleri Imalat Paz.
San. Ve Tic. Ltd. Sti., Ankara, Tiirkiye) i¢ine alindi. Kan alinmasin takiben Senses ve
ark. (2016)’nin yontemi kullanilarak, tlpler hizli bir sekilde 3000 rpm'de (400G) 10
dakika santrifiije (EBA 20, Hettich Zentaifugen, Almanya) tabi tutuldu (Sekil 14A, B,
C). Santrifiij isleminden sonra kan, en Ustte aselller plazma, altta eritrositler ve ortada
PRF’den olusan 3 farkli fraksiyona ayrildi (Sekil 15). Ardindan orta kisimda bulunan
PRF piht1 steril bir penset kullanilarak tiipten alindi. PRF hasarli sinir bolgesine
uygulandi (Sekil 16).

T

Sekil 14. PRF nin santrifuj prosediri: Kan alinmasi (A), Kanin aktarilacagi santrifiyj tiipii (B), Santrifljj

cihaz1 ve santrifiij parametreleri (C)
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Aseliiler plazma

Eritrositler

Sekil 15. Santrifiij sonrasi olusan fraksiyonlar

Sekil 16. PRF’nin hasarli sinir bdlgesine uygulanmasini gosteren intraoperatif goriintii
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PRGF Hazirlama ve Uygulama Protokoli

Her bir ratin kuyruk veninden alinan 2 ml venéz kan PRGF kitindeki (PRGF
KMU15, BioTeknoloji Enstitiisii (BTI), Victoria, Ispanya) sodyum sitrat iceren steril
mavi kapakli tiipe aktarildi. Kan, Anitua ve ark., 2015b ve Anitua ve ark., 2015¢’nin
yonteminden referans alinarak PRGF santrifiij cihazi ile (PRGF Sistem 1V, BTI-
Biyoteknoloji Enstitiisil, Victoria, Ispanya), 1902 rpm-(580G)’de 8 dakika santrifiije
tabi tutuldu (Sekil 17, 18). Santrifiij isleminden sonra kan 3 fraksiyona ayrildi; tabanda
eritrositler, ortada parlak kilif (Buffy coat)-16kositler ve en iistte PPGF ve PRGF (Sekil
19). PPGF fraksiyonu plazma transfer cihazi ile pipetlenerek beyaz kapakli tiipe
aktarildi. Sonrasinda, PRGF kismi I6kositlerin bulundugu kisma (Buffy coat) ¢ok
yaklasmamaya Ozen gosterilerek yine plazma transfer cihazi yardimiyla diger beyaz
kapakli tlipe aktarildi. PRGF fraksiyonunun ayrildigi tiipe aktivator olarak CaCl
eklendi ve Plasmaterm H’de (BTI-Biyoteknoloji Enstitiisti, Victoria, ispanya) firinlandi
(Sekil 20A, B, C). Firinlamayi takiben olusan jel formundaki biyomateryal hasarli sinir
bolgesine uygulandi (Sekil 21).

1. % 3.8 sodyum sitrat iceren mavi kapakl santrifiij tiipii

2. Fraksiyon 1 ve 2'nin toplanmas: icin kullanilan beyaz kapakl: tiip

3. PRGF aktivatori CaCl, ve enjektor

4. Plazma transfer cihazi: Fraksiyonlarin ayrilmasini saglavan steril aspirasyon sistemi

5. Kan toplama aparat:

Sekil 17. PRGF KMU15 kitini olusturan pargalar
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Sekil 18. PRGF santriftij prosediirii: Kanin mavi kapakli tiipe aktarilmasi ve santrifiij cihazina

yerlestirilmesi

Fraksiyon 1:

Fraksiyon 2:
PRGF

Buffy Coat
(Lokositler)
»*  Eritrositler

Sekil 19. Santrifiij sonrasi olugan fraksiyonlar
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Sekil 20. Aktivator eklenen Fraksiyon 2’nin firmlanmasi: CaClo-Aktivatdr (A), Biyomateryalin

firinlandig1 Plasmaterm H cihazi (B), Firinlama sonrasi elde edilen PRGF (C)

Sekil 21. PRGF’nin hasarli sinir bolgesine uygulanmasini gosteren intraoperatif goriintii
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3.2.2. Postoperatif Bakim

Cerrahi sonras1 agr1 ve enfeksiyon kontrolii amaciyla analjezik (Tramadol,
1mg/kg; Contramal, Abdi Ibrahim, Istanbul, Tiirkiye) ve antibiyotik (Cefazolin Sodium,
500 mg/kg; Sefazol, Nevzat, istanbul, Tiirkiye) giinde iki defa olmak iizere bes giin
boyunca intramiiskiiler olarak uygulandi. Cilt pansumani bes giin boyunca Neo-caf
sprey (Intervet, Vet. ilagl. Paz. ve Tic. Ltd. Sti., Istanbul, Turkiye) ile yapildi.
Hayvanlar postoperatif 2 aylik donemde standart laboratuvar sartlarinda, uzman
veteriner hekim kontroliinde, uygun biiyiikliikteki kafeslere yerlestirilerek izlendi.
Hayvanlarin yem ve su ihtiyaglari ad libitum olarak karsilandi. Operasyonu takip eden
60. giinde deneklere siyatik sinirin fonksiyonel degerlendirmesi amaciyla Siyatik
Fonksiyon Indeksi (SFI) uygulandi. Ardindan genel anestezi uygulanarak siyatik sinir
aci8a cikarildi ve elektrofizyolojik dl¢limler gergeklestirildi. Bu islemi takiben denekler

sakrifiye edilerek stereolojik inceleme i¢in sinir dokusu ¢ikarildu.
3.2.3. Inceleme Yéntemleri

Siyatik Fonksiyon Indeksi

Siyatik sinir rejenerasyonunun fonksiyonel olarak izleminde ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada siyatik sinir hasari ve iyilesme derecesinin fonksiyonel
olarak degerlendirilmesinde kullanilan, 1980’lerin basinda ortaya ¢ikan ve non-invaziv
bir yontem olan SFI kullanildi. SFI &lgiimleri Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Bu islem igin
50cm boyunda ve 10cm genisligine tahta bir kolon kullanildi. Ayak izlerinin
kaydedilmesi igin kolonun boyunda kurutma kagitlari kesilerek kolon {izerine
yerlestirildi. Tim deneklerin her iki arka ayaklar1 ¢ini miirekkebi konulmus miirekkep
tablasina bastirilarak yeteri kadar boyandi. Ardindan, denekler yiiriime koridorunda
beyaz kagit iizerinde yiritaldld. Her bir denekte belirgin ve ti¢ adim olacak sekilde ayak
izleri kaydedildi (Sekil 22). Mirekkebin dagilmasi, ratlarin yirime sirasindaki
urinasyonu sonucu izlerin 1slanmasi veya ratin kuyruk hareketleri ile izlerin dagilmasi

durumunda islem tekrarland.
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Sekil 22. Yurime koridorunda ayak izlerinin kaydedilmesi

Rat ayak izleri incelenirken saglam ayakta 3. parmak-topuk arasi (NPL),
saglam ayakta 1-5. parmaklar arasi (NTS), saglam ayakta 2-4. parmaklar aras1 (NITS)
ve hasarli ayakta 3. parmak-topuk arasi (EPL), hasarli ayakta 1-5. parmaklar arasi

(ETS), hasarl ayakta 2-4. parmaklar arasi (EITS) mesafeler 0lculdu (Sekil 23).

oy

PRGF &

¥

Sekil 23. Deneklere ait ayak izi 6lgumleri

Elde edilen veriler bilgisayar programina aktarildi. SFI verilerinin
degerlendirilmesi i¢in asagida verilen ve Bain ve ark. (1989) tarafindan gelistirilen
multiple lineer regresyon formiilii kullanildi. Bu yontemde O civarindaki sonuglar

normal siyatik sinir fonksiyonunu gosterirken -100 civarindaki sonuclar tam kesiyi ifade

etmektedir.

ETS—NTS EIT-NIT
-8.8

SFI=-38.3 x ZELNPL 4 109.5 x +13.3 X
NPL NTS NIT
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Elektrofizyolojik incelemeler

Elektrofizyolojik incelemeler Kaplan ve ark. (2011) ve Onger ve ark.
(2017)’nin kullandig1 yontem referans alinarak gerceklestirildi. Postoperatif 60. glinde
hayvanlar sakrifiye edilmeden 6nce tum gruplarda elektrofizyolojik 6élgctimler yapildi.
Elektrofizyolojik olciimler Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Intramiiskiiler 50 mg/kg
ketamin (Ketalar; Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) ve 8mg/kg xylazin (Rompun; Bayer,
Istanbul, Tiirkiye) ile anestezi indiiksiyonu saglandiktan sonra, siyatik sinirler gorindr
hale getirildi ve ¢evre dokulardan arindirildi. Hayvanlarin viicut 1s1s1 37°C'de muhafaza
edildi. Elektromiyografi (EMG) testleri igin PowerLab 4SP (AD Instruments, Sydney,
Australia) cihaz1 ve Scope (ver. 3.7.2, AD Instruments) programi kullanildi. 0,01 mV ile
10 mV arasinda uyar1 voltaji uygulanarak birlesik kas aksiyon potansiyelleri dl¢tildii
(Sekil 24). Aksiyon potansiyeli egrilerinde uyaridan defleksiyonun bagladigi zamana
kadar gecen siire (latans) ile olusan potansiyelin tepe-tepe amplitiidia (P-P amplitiit)
Olctldi (Sekil 25). Aksiyon potansiyeli egrisi her denek igin tiger kez tekrarlanarak

ortalamasi alind1 ve bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildi.

Sekil 24. Elektrofizyolojik 6l¢timlerin gergeklestirilmesi
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Sekil 25. Bir denege ait amplitiit ve latans 6l¢limleri

Doku Takibi ve Stereolojik incelemeler

Stereolojik incelemeler Kaplan ve ark. (2011) ve Onger ve ark. (2017)’nin
kullandig1 yontem referans alinarak gergeklestirildi. Fonksiyonel ve elektrofizyolojik
Olgimleri takiben, agiktaki siyatik sinir tizerine % 5°lik gluteraldehit damlatildi ve
ardindan sinir dokular1 ¢ikarildi. Daha sonra; sinir % 5’lik gluteraldehit soliisyonu
icerisinde 1 saat bekletildi. Ardindan 4x15 dakika milloning tamponuyla yikandi.
Takiben % 1 ‘lik osmium tetraoksit icerisinde 1,5 saat karanlik ortamda bekletildi.
Sonrasinda 4x15 dakika milloning tamponuyla tekrar yikandi ve dehidratasyon islemine
gecildi. Dehidratasyon igin; % 50’lik asetonda 15 dakika, % 75’lik asetonda 15 dakika,
% 95’lik asetonda 15 dakika, % 100’lik asetonda 20 dakika bekletildi. Devaminda;
propilen oksitte 20 dakika, % 50 propilen oksit + % 50 araldit karisiminda 1 saat, % 100
aralditte 1 saat boyunca infiltrasyon islemi uygulandi.

Silikon kalipta bloklanan sinir dokular1 45°C’deki etiive yerlestirildi ve her 30
dakikada bir 5°C’lik 1s1 artig1 saglanarak 62°C’ye ulasildi. 62°C’de 48 saat bekletildikten
sonra polimerizasyonu tamamlanan plastik bloklardan elmas bigakla ultramikrotom
(Leica Ultracut UCT, Leica Microsystems GmbH, Almanya) yardimi ile 500 nm-1pum
kalinliginda kesitler alind1 (Sekil 26A, B, C). Kesitler % 1’°lik toluidin mavisi ile lam
tizerinde boyandi. Ardindan yar1 ince kesitlerde 151k mikroskobunda miyelinli akson
sayist, miyelinli akson ¢ap1 ve miyelin kilif kalinligi dl¢iimleri stereolojik metotlar
kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 27).
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Sekil 26. Ultramikrotom ile kesit alinmasi (A), Silikon bloktaki sinir dokusu (B), 500 nm-1pum’lik

kesitler bulunan lamlar (C)
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Sekil 27. Periferik sinirin 151k mikroskobik gérintiisii (Toluidin Blue Boyasi, orjinal bityiitme x100).

oklar miyelin kilifi géstermekte olup, damar (*) ile gdsterilmistir.
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Kesitlerin mikroskobik analizleri Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda bulunan bilgisayar destekli
stereoloji ¢alisma istasyonunda (Stereoinvestigator 9.0. MicroBrieldField; Colchester;
USA) gergeklestirildi. Parcalama metodu ile miyelinli akson sayimi yapildi. Akson ¢api
ve miyelin kilif kalinligi 6lgiimleri ise niikleatér metodu kullanilarak gergeklestirildi.
Toluidin mavisi ile boyanmis yari ince kesitler mikroskoba yerlestirildikten sonra
stereoinvestigator yazilimi kullanilarak 4’luk biyiatmede sinir fasikilinin etrafi
cevrelendi. Daha sonra 63’luik biyiitmede, pilot calismaya gore belirlenmis
parametrelere gore alan 6rneklemesi yapildi. Her bir 6rneklenmis alanda tarafsiz sayim
cergevesiyle miyelinli aksonlar sayildi. Bunun i¢in 60 pm X 60 um adim araligi ve 25
um X 25 pm tarafsiz sayim cercevesi olgiileri kullanildi. Bu sekilde her 3600 um?’lik
alandan 625 pum?lik bir alan &rneklenmis oldu. Parametrelerin kabul edilebilir hata
katsayist smirlarinda oldugu gozlendi. Ayrica sayim yapilan her adimda tarafsiz sayim
gergevesinin sag ust kosesine degen en biiyiik ¢apli aksonda niikleatér metoduyla akson
alan1 ve miyelin kilif kalinligi 6lgtimii yapildi. Degerler asagidaki formiilde yerine
konularak bir sinirdeki toplam miyelinli akson sayis1 hesaplandi.

. . . 3600 .
Toplam miyelinli akson sayisi =5 X Sayi orneklenen alan X AlaNrasikit X Y Taneciksaylan

3.2.4. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 21.0 for Mac (IBM Corporation)
programi kullanilarak yapildi. Gruplarin karsilastirilmasinda One Way ANOVA (Tukey
Post-Hoc Test) testi kullanildi ve 0,05 anlamlilik derecesi (p) baz alindu.
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4. BULGULAR

4.1. SFi Bulgulan

Gruplarin ortalama SFI degerleri tablo 1’de gériilmektedir. SFI degerleri
bakimindan istatistiksel olarak; H grubu ile PRF ve PRGF gruplari arasinda ileri
derecede anlamli fark gozlendi (p=0,00). PRF ve PRGF gruplari arasinda anlamli fark
bulunmadi (p>0,05) (Sekil 28).

Tablo 1. Gruplara ait SFI degerleri (Ortalama+SS)

Gruplar SFi Degerleri
H -37,0£10,3
PRF -16,3+4,4
PRGF -14,8+4,9
0
H PRF PRGF
5
10
15 'E 1
E L
20 %
a
25 %
30
35
1yl
40 I ik —
Gruplar

Sekil 28. SFi degerlerinin gruplara gére dagilimi
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amplitit degerlerine gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak; K grubu ve deneysel
gruplar (H, PRF, PRGF) arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p=0,000). H ve
PRF gruplan arasinda ileri derecede anlamli fark gozlendi (p=0,000). H ve PRGF
gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05). PRF ile PRGF gruplarn arasinda

4.2.1. Amplitut

4.2. Elektrofizyolojik Bulgular

anlamli fark bulundu (p=0,030) (Sekil 29).

Tablo 2. Gruplara ait amplitiit degerleri (Ortalama+SS)

60

50

40

30

20

10

Gruplarin ortalama amplitiit degerleri tablo 2’de goriilmektedir. Gruplar

Sekil 29. Amplitiit degerlerinin gruplara gore dagilimi
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Gruplar Amplitit (mV)
K 58,20+10,28
H 13,33£2,58
PRF 30,1615,34
PRGF 16,33+2,65
%%
‘ %%
|
>
£
‘: %
!E | B i
2
=
<
K PRF PRGF
Gruplar



4.2.2. Latans

Gruplarin ortalama latans degerleri tablo 3’te gorilmektedir. Gruplar latans
degerlerine gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak; K grubu ile H ve PRGF gruplari
arasinda anlamli, K grubu ile PRF grubu arasinda ileri derecede anlamli fark g6zlendi
(p=0.001), (p=0,016), (p=0,000). H grubu ile PRF ve PRGF gruplari1 arasinda anlaml
fark bulunmadi (p>0,05). PRF ile PRGF gruplar1 arasinda anlamli fark gozlenmedi
(p>0,05) (Sekil 30).

Tablo 3. Gruplara ait latans degerleri (Ortalama+SS)

Gruplar Latans (s)
K 1,27+0,04
H 2,80+0,77
PRF 3,081£0,58
PRGF 2,3210,29
45 =
% %
4 *
35
3
A
w
"
@ 25
=
s
=
= 15
1
05
0
K H PRF PRGF
Gruplar

Sekil 30. Latans degerlerinin gruplara gére dagilimi
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4.3. Stereolojik Bulgular

4.3.1. Miyelinli Akson Sayis1

Gruplarin ortalama miyelinli akson sayis1 degerleri tablo 4’te gortlmektedir.
Gruplar miyelinli akson sayist bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak; K
grubu ile H grubu arasinda ileri derecede anlamli, K grubu ile PRF grubu arasinda
anlaml fark bulundu (p<0.001), (p=0,008). K ve PRGF gruplar1 arasinda anlamli fark
g6zlenmedi (p>0,05). H grubu ile PRF grubu arasinda anlamli ve H grubu ile PRGF
grubu arasinda ileri derecede anlamli fark gézlendi (p=0.007), (p<0,001). PRF ve PRGF
gruplar1 arasinda anlamli fark bulundu (p=0,040) (Sekil 31).

Tablo 4. Gruplara ait miyelinli akson sayilar1 (OrtalamazSS)

Gruplar Miyelinli Akson Sayisi

K 7585,15+£892,98

H 3613,87+729,24

PRF 5629,42+580,66

PRGF 7174,71+1013,87

%
8000 *
*%
8000 L - “
1
- 7000
4 %*
:; 6000 II
w
= 5000
&
2 4000 I
.S 3000
—
=
= 2000
U
)
"E‘ 1000
0
K H PRF PRGF
Gruplar

Sekil 31. Miyelinli akson sayilarinin gruplara gore dagilim
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4.3.2. Akson Alam

Gruplarin ortalama akson alani degerleri tablo 5’te gorilmektedir. Gruplar
akson alan1 bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak; K grubu ile deneysel
gruplar (H, PRF, PRGF) arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0.001). H
grubu ile PRF ve PRGF gruplar1 arasinda anlamli fark saptandi (p=0,021), (p=0,001).
PRF ve PRGF gruplar1 arasinda anlamli fark gézlenmedi (p>0,05) (Sekil 32).

Tablo 5. Gruplara ait akson alani1 degerleri (Ortalama+SS)

Gruplar Akson Alani (um?)
K 26,5314,46

H 16,80+2,46

PRF 10,90+2,12

PRGF 7,7611,21

35

25

20

| B9

15

10

Akson Alani (pm?)

K H PRF PRGF
Gruplar

Sekil 32. Akson alan1 degerlerin gruplara gore dagilimi
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4.3.3. Miyelin Kalinhg:

Gruplarin ortalama miyelin kalinligi degerleri tablo 6’da gortlmektedir.
Gruplar miyelin kalinlig1 bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak; K grubu ile
deneysel gruplar (H, PRF, PRGF) arasinda ileri derecede anlamli fark go6zlendi
(p<0.001). H grubu ile PRF ve PRGF gruplari arasinda anlamli fark bulunmadi
(p>0,05). PRF grubu ve PRGF grubu arasinda anlamli fark gézlenmedi (p>0,05) (Sekil
33).

Tablo 6. Gruplara ait miyelin kalinlig1 degerleri (Ortalama+SS)

Gruplar Miyelin Kalinhigi (um)
K 4,2+0,6
H 1,9+0,7
PRF 1,610,1
PRGF 1,410,3
*%
6 —
*k

[¥g]

=y

[
—

Miyelin Kalinhgi (pm)

K H PRF PRGF
Gruplar

Sekil 33. Miyelin kalinlig1 degerlerin gruplara gére dagilimi
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4.3.4. Alan Kalinlik Oram

Gruplarin ortalama alan kalinlik oranlari tablo 7°de goriilmektedir. Gruplar
alan kalinlik orani bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak; K grubu ile
deneysel gruplar (H, PRF, PRGF) arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05). H grubu
ile PRF ve PRGF gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi (p>0,05). PRF ve PRGF
gruplar1 arasinda anlamli fark yoktu (p>0,05) (Sekil 34).

Tablo 7. Gruplara ait alan kalinlik oran1 degerleri (Ortalama+SS)

Gruplar Alan Kalinlik Orani
K 0,15+0,04
H 0,14+0,03
PRF 0,15+0,02
PRGF 0,15+0,01
0,25
= 02
o]
S |
X 0,15 1 [ !
—
=
=
0,1
N4
=
«®
—
< 005
0
K H PRF PRGF
Gruplar

Sekil 34. Alan kalilik oran1 degerlerin gruplara gore dagilimu
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5. TARTISMA

Oral ve maksillofasiyal bolgede periferik sinir hasarlari travma, patolojik
durumlar, kimyasal irritasyon veya iyatrojenik nedenlere bagli olarak ortaya
cikabilmektedir. Bu faktorler periferik sinirlerde farkli derecelerde yapisal bozulma ve
hiicre kaybi ile sonuglanan hasarlara yol acabilmektedir (Elgazzar ve ark., 2008;
Menorca ve ark., 2013; Senses ve ark., 2016; Liu ve ark., 2017). Akson hasarini takiben
lezyonun distalindeki sinir liflerinin dejenerasyonu veya canliligini kaybetmesi,
lezyonlu sinirlerin innerve ettigi bolgelerde denervasyon ile iliskili motor, duyu ve
otonom islevlerin kismen veya tamamen kaybina neden olmaktadir. Hasarli sinirlerin
fonksiyonel iyilesmesi ¢ogunlukla tam olarak gergeklesemezken, zayiflamig duyusal ve
motor fonksiyonlarin yani sira ndropatik agr1 gibi ikincil problemler de ortaya
¢ikabilmektedir. Bu durum bireylerin yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir
(Navarro ve ark., 2007). Sosyo-ekonomik agidan ciddi bir problem olusturan ve
nispeten yiksek bir prevalansa sahip olan bu hasarlarin tedavisi fonksiyonel,
psikososyal ve estetik kayiplarin giderilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Noble ve
ark., 1998; Rodriguez ve ark., 2004; Lichtenfels ve ark., 2013; Senses ve ark., 2016).

Periferik sinir sistemi rejenerasyon icin i¢sel bir potansiyele sahiptir. Ancak,
diger sistemlerle karsilastirildiginda hasarli sinir dokusunun iyilesmesi her zaman tam
bir rehabilitasyonla sonuglanmayan viicuttaki en yavas ve en karmasik rejeneratif
streclerden birini gostermektedir (Smith ve Robinson, 1995; Yu ve ark., 2011; Li ve
ark., 2013). Sinir hasarlarinin tamiri ve rejeneratif siirecin gelistirilmesi amaciyla
literatiirde bir¢ok farkli yontem kullanilmistir. Bunlar arasinda mikrocerrahi, greftler,
doku yapistiricilari, farmakolojik ajanlar, hiperbarik oksijen tedavisi, immunsupresifler,
steroidler, kok hticreler ve lazer sayilabilir (Moy ve ark., 1988; Atabay ve ark., 1995;
Lolley ve ark., 1995; Smith ve Robinson, 1995; Gorgulu ve ark., 1998; Haapaniemi ve
ark., 1998; Voinesco ve ark., 1998; Wang ve ark., 1998; Galloway ve ark., 2000; Lee ve
ark., 2000b; Menovsky ve Beek, 2001; Bajrovic ve ark., 2002; Ozgenel ve Filiz, 2004;
Kurtoglu ve ark., 2005; Subbanna ve ark., 2007; Serarslan ve ark., 2009; Demir ve ark.,
2014; Zhang ve ark., 2014; Feng ve Yuan, 2015; Yang ve ark., 2015; Yuce ve ark.,
2015).

Kullanilan birgok yontemin klinik olarak akson rejenerasyonunu ve periferik

sinir hasarindan sonra ndrolojik iyilesmeyi desteklemedeki basarilart simirli kalmistir
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(Kuffler, 2014). Daha hizli ve fonksiyonel bir rejeneratif stre¢ saglayabilmek igin
yapilan calismalar molekiiler yolaklarin ve bunlarin fizyolojik roliiniin anlagilmasina
neden olmus ve buyime faktorlerinin sinir sisteminin rejenerasyonunda énemli bir roli
oldugu gosterilmistir (Welch ve ark., 1997; Frostick ve ark., 1998; Grothe ve Nikkhah,
2001; Emel ve ark., 2011). Travmatize aksonun mikro ortaminin ve rejenerasyon
slirecinin, hiicresel seviyede ¢esitli biyomateryaller ile manipiilasyonunun daha hizli ve
fonksiyonel bir rejeneratif slire¢ saglayabilecegi diistintilmektedir. (Welch ve ark., 1997;
Frostick ve ark., 1998; Lundborg, 2000; Farrag ve ark., 2007; Emel ve ark., 2011; Yu ve
ark., 2011).

Trombosit konsantreleri, biyolojik olarak rezorbe olabilen fibrin matriksi
icinde bulunan biiytime faktorlerinin yarali dokuya kademeli olarak salinimini saglayan
biyomateryallerdir. Trombosit konsantreleri giiniimiizde doku rejenerasyonu amaciyla
maksillofasiyal, plastik, ortopedik ve kardiyovaskiler cerrahi gibi bircok medikal
alanda kullanilmaktadir (Eppley ve ark., 2004; Cho ve ark., 2010; Anitua ve ark.,
2015b; Hersant ve ark., 2017). Bu biyomateryallerin iceriginde bulunan trombositlerin
sahip oldugu buyime faktorlerinin aksonal rejenerasyonu hizlandirdigi birgok yazar
tarafindan bildirilmistir (Eccleston ve ark., 1993; Sakiyama-Elbert ve Hubbell, 2000;
Allamargot ve ark., 2001; Oya ve ark., 2002; Lee ve ark., 2003; Marx, 2004; Wood ve
ark., 2009; Emel ve ark., 2011).

Trombosit konsantrelerinin sinir hasarlarinin tamiri ve rejeneratif siirecler
Uzerindeki etkisini arastiran ¢alismalar son zamanlarda giderek artmistir. Farrag ve ark.
(2007) rat fasiyal sinir aksotomi modelinde PRP, PPP ve fibrin yapistiricinin etkilerini
aragtirmiglardir. Hasar sonrasindaki sekizinci haftada yapilan elektrofizyolojik ve
histomorfometrik degerlendirmelere gére, PRPnin fibrin yapistirict ve PPP’ye gore
sinir rejenerasyonunu anlamli derecede arttirdign Farrag ve ark. (2007) tarafindan
bildirilmistir.

Siyanoakrilat reanastomozu uygulanan rat siyatik siniri ngrotomi modelinde
gerceklestirdikleri deneysel ¢aligmalarinda PRP’nin sinir rejenerasyonuna etkisini
aragtiran Elgazzar ve ark. (2008), histomorfometrik degerlendirmeler sonucunda
PRP'nin rejenere olan periferik sinir liflerinin canliliginin ve fonksiyonlarinin

stirdirtilmesinde 6nemli bir rol oynadigini ileri siirmiislerdir.
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Bagka bir calismada rat siyatik sinir transeksiyon hasarindan sonra sinir
rejenerasyonunda PRP’nin etkisi Sariguney ve ark. (2008) tarafindan arastirilmistir.
Calisma sonunda yapilan SFI, elektrofizyoloji, kas olcimleri ve histomorfometrik
degerlendirmeler, tek doz PRP'nin topikal olarak uygulanmasmin periferik sinir
rejenerasyonunu belirgin olarak arttirmadigini; ancak rejenere olan aksonlarin
remiyelizasyonunu  destekledigini  gOstermistir.  Yazarlar aktivasyon sirasinda
trombositlerden salinan biiylime faktorlerinin iyilesme strecinin kalitesini etkiledigini
ve bu etkinin PRP'nin dozuna veya uygulama sikligina baglh olarak degisebilecegini 6ne
stirmdslerdir.

Ezilme tipi hasar modelinde PRP'nin etkisini aragtiran Ding ve ark. (2009)
PRP’nin hasarli sinirin rejenerasyonu ve fonksiyonel iyilesmesi Gzerinde néromodulator
etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

PRP ve mezenkimal kok hucrelerin sinir rejenerasyonuna etkisini domuz
fasiyal siniri aksotomi modelinde karsilagtiran Cho ve ark. (2010), PRP ve mezenkimal
kok hiicrelerin sinir rejenerasyonunu arttirdigini  bildirmislerdir. Bunun yaninda
mezenkimal kok hiicrelerin kullaniminin sinir rejenerasyonunda PRP  kullanimi
Uzerinde herhangi bir fayda saglamadigini; ancak PRP ve mezenkimal kok hucrelerin
birlikte kullanimlarinin, tek baslarina kullanilmalarindan ¢ok daha etkili oldugunu
bildirmislerdir.

Lokal olarak uygulanan IGF-I ve PRP'nin ezilme tipi hasar olusturulan rat
siyatik sinirinin rejenerasyonu iizerindeki etkilerinin karsilastirildigi baska bir ¢alismada
Emel ve ark. (2011) hem IGF-I hem de PRP’nin sinir rejenerasyonu arttirdigini
bildirmislerdir.

Kaplan ve ark. (2011) ratlarda 1 cm siyatik sinir defekti olusturduklar
deneysel caligmalarinda trombosit jel uygulamasi sonrast melatonin uygulamasinin
periferik sinir rejenerasyonuna etkisini arastirmislardir. Operasyondan doksan giin sonra
sinir rejenerasyonu elektrofizyolojik ve stereolojik analizler vasitasiyla degerlendirilmis
ve trombosit jelinin sinir rejenerasyonu (zerinde pozitif bir etkisinin oldugu; ancak
trombosit jeli ile birlikte uygulanan melatonin sinir onarimina ek bir katki saglamadigi

Kaplan ve ark. (2011) tarafindan rapor edilmistir.
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Wu ve ark. (2012) ratlarda kavernoz sinirde olusturulan ezilme tipi hasardan
sonra uygulanan PRP enjeksiyonunun etkisini aragtirmis ve PRP enjeksiyonunun
miyelinli akson sayisini arttirarak rejenerasyonu gelistirdigini bildirmislerdir.

Farkl1 hazirlama protokolleri ile elde edilen PRP’lerin rat kavernoz sinir ezilme
tipi hasarindaki etkisini karsilastirmali olarak arastiran Wu ve ark. (2013) yiksek
dizeyde biiyiime faktorleri ile optimize edilmis PRP'nin daha kararli oldugunu ve
korpus kavernozum icine enjeksiyonun fonksiyonel iyilesmeyi arttirdigini
bildirmislerdir.

Li ve ark. (2013) gergeklestirdikleri bir in vitro ¢alismada PRP’nin yag dokusu
kokenli kok hiicrelerin norojenik farklilasmasini arttirdigini ve hiicre ¢ogalmasini giiclii
bir sekilde uyardigini bildirilmislerdir.

1 cm defekt olusturulan siyatik hasar modelinde vendz greft ile uygulanan
PRP’nin etkisini arastiran baska bir ¢alismada, morfometrik incelemeler ve SFi
degerlendirmelerinden elde edilen verilere gore PRP'nin akson yenilenmesinin erken
déneminde neoanjiyogenezi uyardigi, PRP ile dolu vendz otogreftlerin aksonal
rejenerasyonu destekledigi Kim ve ark. (2014) tarafindan bildirilmistir.

Benzer bir defekt modelinde Sabongi ve ark. (2014) sinir grefti ve PRP’nin
etkilerini karsilastirmis ve doksan giin sonunda yapilan SFI ve morfometrik
degerlendirmeler sonucunda vendz tasiyici ile uygulanan PRP'nin, otojen bir sinir
greftine kiyasla daha iyi fonksiyonel sonuglar gosterdigini rapor etmislerdir.

Giannessi ve ark. (2014) sutire edilebilir membran formundaki PRP’nin 1 cm
defekt ile olusturulan norotmezis tipi hasar sonrasinda periferik sinir rejenerasyonu
uzerindeki etkisini arastirmislardir. Sonuglar PRP membran uygulamasinin rat siyatik
sinirinin rejenerasyon siirecini iyilestirdigini gostermistir. Bu sonugtan yola c¢ikarak
yazarlar PRP'nin membran olarak suture edilmesinin, sadece bir biyoaktif molekil
kaynag olarak degil, ayn1 zamanda aksonal rejenerasyonu arttirmak i¢in bir kilavuz
olarak da gorev yapabilecegini ileri siirmiislerdir.

Silikon konduitin yalniz bagina ve PRP ile birlikte uygulanmasinin rat siyatik
sinir transeksiyon hasarinda etkilerini arastiran Abbasipour-Dalivand ve ark. (2015)
PRP ile birlikte uygulanan silikon konduitin sinir rejenerasyonunda daha basarili

sonuclar gosterdigini ortaya koymuslardir.

79



Calismalarinda cerrahi onarim sonrasi sinir rejenerasyonunu iyilestirmek icin
PRP ile desteklenen aseliiler sinir allogreftlerinin etkisini aragtiran Zheng ve ark. (2014)
PRP ile desteklenen greftlemenin periferik sinir hasarlarinda rejeneratif potansiyeli
arttirdigini bildirmislerdir.

Jelatin siingere emdirilmis PRP’nin hasar bdlgesine uygulandigi rat siyatik
sinir kesisinde PRP’nin etkisini aragtirdiklar1 deneysel ¢aligmalarinda Kucuk ve ark.
(2014) fonksiyonel, elektromiyografik ve histomorfometrik bulgularin PRP grubunda
anlaml derecede farkli oldugunu bildirmislerdir.

Park ve Kwon (2014) tavsan median sinirinde PRP’nin etkisini arastirdiklar
calismalarinda enjeksiyondan on iki hafta sonra elektrofizyolojik ve histolojik bulgular
degerlendirmis ve PRP enjeksiyonunun, median sinir hasarinin kontroliinde etkili
olabilecegini bildirmislerdir.

Teymur ve ark. (2017) rat siyatik sinirinde 1 cm standardize defektin
rejenerasyonunda otogreft ile rekonstriksiyon ve PRP uygulamasinin etkisini
arastirdiklar1 calismalarinda, onuncu hafta sonunda yaptiklar elektromiyografik ve
histomorfolojik degerlendirmelerde PRP’nin olumlu etkilerini géstermislerdir.

Roque ve ark. (2017)’nin gergeklestirdigi bir histomorfometrik ¢alismada 1 cm
defekt olusturulan rat siyatik sinir rejenerasyonuna venodz greftin yalniz basina veya
PRP ile birlikte uygulanmasinin etkisi arastirilmigtir. Elde edilen sonuglara dayanarak,
Roque ve ark. (2017) PRP ile doldurulan greftin aksonal rejenerasyonu arttirdigi
sonucuna varmiglardir.

Diger yadan Piskin ve ark. (2009) elektrofizyoloji, stereoloji ve elektron
mikroskobu ile trombosit jelinin siyatik sinir rejenerasyonu uzerine etkilerini
arastirdiklar1 in vivo ¢alismalarinda kollajen tiipler ile sinir defektinin mikrocerrahi
rekonstriiksiyonu  sonrasinda trombosit jelinin akson rejenerasyonuna katkida
bulunmadigini bildirmislerdir.

Trombosit konsantrelerinin elde edilis sekilleri ve olusan nihai iirlindeki
cesitlilik caligmalarin trombosit konsantrelerinin etkinligi acisindan karsilastirilmasini
zorlastirmaktadir. Trombosit  konsantrelerinde nihai  driinde farkli  hiicresel
konsantrasyonlar sunan hazirlama sistemleri olduk¢a fazladir. Trombosit igerigi
degiskenligine ilaveten, sistemler arasinda l6kosit konsantrasyonu agisindan da biiyiik

farkliliklar mevcuttur (Cross ve ark., 2015). Trombosit konsantrelerin biyolojik
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etkinligini saglayan en 6nemli elemanlardan biri trombositlerdir (Marx, 2001; Kevy ve
Jacobson, 2004; Pietrzak ve Eppley, 2005). Optimum sonucu saglayacak trombosit
konsantrasyonu ile ilgili literatiirde bir fikir birligi yoktur. Pek ¢ok in vitro ¢alisma bag
doku ve wvaskiiler hiicrelerdeki kemotaktik, mitojenik ve sentetik uyarilar ile
trombositlerde bulunan biylme faktorleri arasinda bir doz-yanit iliskisi oldugunu
bildirmistir (Sharma ve Maffulli, 2008; Wang-Saegusa ve ark., 2011; Mautner ve ark.,
2015). Bazi arastirmacilar trombosit konsantrasyonu normal kana oranla hafif derecede
artmis olan konsantrelerin ideal oldugunu ve daha yliksek konsantrasyon diizeylerinin
doku iyilesmesini inhibe edici etki gosterdigini ileri stirmiiglerdir (Weibrich ve ark.,
2004; Graziani ve ark., 2006; Sampson ve ark., 2008). Haynesworth ve Bruder (2001)
normal kandakine oranla 10 kata kadar artmis trombosit konsantrasyonunun iyilesme
potansiyeli ile ilgili herhangi bir inhibisyona neden olmadigini bildirmislerdir. Ideal
platelet konsantrasyonunun hedef parametreye, tedavi edilen dokuya ve yara iyilesmesi
asamasina bagli oldugu diisiiniilmektedir. Ancak, cesitli klinik senaryolar i¢in "ideal"
platelet konsantrasyonu literatiirde hala aydinlatilmay1 bekleyen bir konudur (Mautner
ve ark., 2015).

Trombosit konsantrelerinde diger bir tartisma konusu biyomateryallerin
icerigindeki 16kositlerin miktar1 ve biyolojik siirecler iizerindeki etkileridir. Trombosit
konsantrelerinin iyilesmedeki roliinde hangi kismin l6kositler tarafindan oynandigi ve
optimum fayda saglayacak 16kosit konsantrasyon duzeyi bilinmemektedir (Dohan
Ehrenfest ve ark., 2009a; Andia ve ark., 2011; Arnoczky ve ark., 2011; Boswell ve ark.,
2014; Denapoli ve ark., 2016). Bazi arastirmacilar l6kositlerin yara iyilesmesinde
anahtar rolleri oldugunu, bu nedenle varliklarinin rejenerasyon siirecini de
gelistirebilecegini diisinmektedirler (Davis ve ark., 2014; Everts ve ark., 2006Db).
Lokositlerden salinan pro-inflamatuvar sitokinlerin doku rejenerasyonu tzerinde inhibe
edici etkileri g6z oOniine alindiginda, maksimum terapotik fayda elde etmek amaciyla
bazi arastirmacilar l6kositlerin bu biyomateryalden ayristirilmast gerektigini 6ne
stirmislerdir (Anitua ve ark., 2007; McCarrel ve ark., 2012; Yin ve ark., 2016).
Lokositlerin  sinir rejenerasyonu {izerinde olumsuz etkileri oldugunu ileri siiren
arastirmacilar, 16kositler tarafindan inflamasyonun indiiksiyonunun, sinir ve ¢evreleyen
yumusak doku arasinda yapisikliklara neden olabilecegini; bu nedenle, sinir

rejenerasyonu i¢in kullanilan trombosit konsantrelerinden l6kositlerin uzaklastirilmasi
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gerektigini bildirmislerdir (Eccleston ve ark., 1993; Farrag ve ark., 2007; Wood ve ark.,
2009; Kuffler, 2014; Anitua ve ark., 2015d). Baz1 ¢aligmalar, 16kositten zengin ve fakir
olan biyomateryallerin, benzer miktarda trombosit ve biyume faktorleri icerdiklerini;
ancak lokositlerin ve pro-inflamatuar sitokinlerin varligina bagl olarak benzer terapotik
etkiler sergilemediklerini bildirmislerdir (Sundman ve ark., 2011; Yin ve ark., 2016).
Ayrica, 106kositleri igeren konsantrelerin; fibrin iskeletinin mekanik o6zelliklerini
olumsuz etkiledigi, artmis bir enflamatuvar ortam olusturarak dogrudan hiicre
¢ogalmasini inhibe ettigi ve bu etkilerin doku onarimi veya rejenerasyonu geciktirerek
fibrozise yol acabilecegi One siriilmiistiir (Nathan, 2002; Nathan ve Ding, 2010; Anitua
ve ark., 2015d).

PRP c¢esitlerinin ¢ogunun igerdigi bazi dezvantajlar daha farkli trombosit
konsantrelerinin gelistirilmesine yol agmistir. PRGF PRP’nin alt tiplerinden biri olan ve
Anitua (1999) tarafindan gelistirilmis plazma bazli bir trombosit konsantresidir. PRGF
siniflandirmada her ne kadar PRP’nin alt tiplerinden biri olarak tanimlansa da elde
edilis bi¢imi, igerigi, matriks yapisi ve biyolojik potansiyeli bakimindan diger PRP’lere
kiyasla daha {istiin oldugu ileri siiriilen bir biyomateryaldir. Lokosit igermeyen bir
trombosit konsantresi olan PRGF tek asamali bir santrifiij islemi ile elde edilir. Bu
konsantrede trombositlerin santrifiij sirasinda hasar gérme riskini minimuma indiren
sodyum sitrat, antikoagiilan madde olarak kullanilmaktadir. PRGF normal kana kiyasla
2-3 kat kadar artmig bir trombosit konsantrasyonuna sahiptir. Bu trombosit
konsantrasyonu biyomateryalin optimum faydasi ile iligkilendirilen bir parametredir.
Ayrica, PRGF trombin igermedigi icin fizyolojik yapiya daha uygun bir fibrin
iskeletinin ~ olusmasim  saglamaktadir. PRGF teknolojisinde farkli alanlarda
kullanilabilen 4 farkli formda iiriin elde edilebilmektedir (Weibrich ve ark., 2004;
Anitua ve ark., 2007 Anitua ve ark., 2009b; Anitua ve ark., 2012a; Anitua ve ark.,
2012c). PRGF’yi diger trombosit konsantrelerinden ayiran en Onemli 6zelligi
16kositlerin bu biyomateryalde bulunmamasidir. Lokositlerden salinan pro-inflamatuvar
sitokinlerin doku rejenerasyonu Uzerine zararli etkileri géz d6niinde bulunduruldugunda,
maksimum terapotik fayda elde etmek icin l6kositlerin bu biyomateryalden
uzaklastirilmasi gerektigi ileri siiriilmiistiir (Anitua, 1999; McCarrel ve ark., 2012; Yin
ve ark., 2016). Bir¢ok medikal alanda PRGF’nin kullanimi ile ilgili pozitif sonuglar
bildirilmistir (Anitua ve ark., 2011; Anitua ve ark., 2014; Anitua ve ark., 2015g;
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Fernandez-Ferro ve ark., 2017). Ancak literatirde PRGF’nin sinir rejenerasyonu
tizerindeki etkisini aragtiran sinirli sayida ¢alisma vardir (Ikumi ve ark., 2017; Sanchez
ve ark., 2017a).

Otojen bir fibrin matriksi olan PRF 2000'lerin basinda tanimlanmistir
(Choukroun ve ark., 2000). Sik kullanilan ikinci nesil trombosit konsantresi olan PRF
Ozellikle maksillofasiyal cerrahi alaninda popiilerlik kazanmistir. PRP’ler ile
kiyaslandiginda disardan hicbir madde eklenmeden elde edilebilen tamamen otojen bir
biyomateryaldir. PRF’de fibrin yap1 tamamen fizyolojik bir sekilde polimerize olur ve
blylme faktorleri, 16kositler ve diger biyoaktif molekiiller daha optimize bir sekilde
fibrin aga dahil olur. Dolayisiyla, bliyiime faktorleri ve sitokinlerin daha uzun sureli
salinimi1 bu biyomateryalle saglanabilir. PRF anjiyogenez, kemotaksi ve kok hiicre
¢ogalmasini hizlandirmaktadir (Choukroun ve ark., 2000; Dohan ve ark., 2006a; Dohan
ve ark., 2006b; Zhang ve ark., 2012) Cesitli klinik ve deneysel ¢aligmalar PRF’nin
yumusak doku ve kemik iyilesmesi tizerinde olumlu etkilerini bildirmistir (Simonpieri
ve ark., 2009b; Simonpieri ve ark., 2011; Joseph ve ark., 2014; Acar ve ark., 2015;
Tanaka ve ark., 2015; Aricioglu ve ark., 2017; Asaka ve ark., 2017; Du ve ark., 2017).
PRF’nin PRP’lere gore biyolojik potansiyel acisindan da bir¢ok avantaji bildirilmistir
(Pripatnanont ve ark., 2013; Acar ve ark., 2015; Senses ve ark., 2016). Ancak, bu aktif
biyomateryalin hasarli sinir dokusunun iyilesmesi tizerine etkisi ile ilgili literatiirde gok
az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Lichtenfels ve ark., 2013; Senses ve ark., 2016; Roth
ve ark., 2017).

PRF ve PRGF’nin periferik sinir hasari tizerine etkilerini inceleyen ¢ok az
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Literatiirde bu iki biyomateryalin sinir hasari lizerinde
etkilerini arastiran ¢alismalarin ¢ok az olmasi ve PRF ile PRGF’nin etKilerini
karsilastiran bir ¢alismanin heniiz bulunmamasi nedeniyle bu ¢alisma planlanmistir. Bu
calismada PRF ve PRGF’nin sinir hasar lizerindeki etkileri arastirilirken ayn1 zamanda
igerik ve yapilari bakimindan ¢ok farkli olan bu iki biyomateryalin karsilastiriimas: da
amaclanmustir.

Yeni terap6tik yaklasimlarm klinik uygulamaya aktarilabilmesi i¢in klinik
Oncesi ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Geuna ve ark., 2016). Bu amagla in vitro ve
in vivo kosullarda deneysel calismalar gerceklestirilmektedir. In vitro caligmalar,

deneysel amagla kullanilan hayvan sayisin biiyiik 6l¢iide azaltan ve in vivo ¢aligmalara
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nazaran daha kolay standardize edilebilen ¢aligmalardir. Ancak, insandaki biyolojik
kosullara benzer deneysel bir ortamin saglanamamasi nedeniyle in vitro ¢aligmalar tek
basina klinikte kullanilacak bir biyomateryalin test edilebilmesi i¢in yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenlerden dolayr hayvan modelleri, klinik uygulamadan &nce
herhangi bir biyomateryalin etkinliginin degerlendirilmesi i¢in daha ideal bir deneysel
ortam saglamaktadir (Drespe ve ark., 2005; Pellegrini ve ark., 2009; Angius ve ark.,
2012). Hayvan modelleri, rejenerasyonun seyrini degerlendirmek igin objektif
yontemlerin uygulanmasina, molekiiler ve hiicresel siireglerin arastirilabilmesine olanak
saglamaktadir. Deney siiresince degiskenlerin daha iyi kontrol edilebilmesi ve terapotik
yaklagimlarin etkilerinin daha saglikli degerlendirilebilmesi hayvan modelleri ile
mudmkandur. Ayrica, klinik dncesi in vivo modellerin kullanilmasi pratiktir, daha az etik
kaygi barindirmasinin yaninda ekonomik agidan da diger caligmalara gore avantajlidir
(Stavropoulos ve ark., 2015; Navarro, 2016). Hasarli sinir dokusunun rejenerasyonuna
PRF ve PRGF’nin olasi etkilerini daha kontrollii ve hizli inceleyebilecegimiz, kolay
ulagilabilir ve ekonomik bir deneysel ortam sundugu igin c¢alismamizin hayvan
modelinde gerceklestirilmesine karar verilmistir.

Deneysel modeller hasar sonrasi periferik sinirin iyilesmesinde aksonal
rejenerasyon ve reinnervasyon ile ilgili mekanizmalarin arastirilmasinda yararh
araglardir. Bu modellerinin giivenilirligi periferik sinir arastirmalart i¢in ¢ok onemlidir
(Varejao ve ark., 2001). Klinik gereksinimleri karsilayan ideal tek bir deneysel modelin
olmamas1 deneysel modelin se¢ciminde bir¢ok faktoriin géz oniinde bulundurulmasini
gerektirmektedir. Uygun deneysel modelin se¢imi arastirilan sorununun dogasina biiyiik
Olgiide bagimlidir (Sumner ve ark., 2001). Dolayisiyla, sinir rejenerasyonunun
arastirilmasi i¢in uygun bir hayvan modelinin, insanda periferik sinir hasarindan sonra
gerceklesen spesifik siiregleri en iyi sekilde taklit edebilecek bir deneysel ortam
saglamas1 gerekmektedir. Ayrica, se¢ilecek deneklerde cerrahi tolerans, enfeksiyona
kars1t direng ve tiirler arasindaki uyum oOnemli kriterlerdir. (Angius ve ark., 2012).
Schimandle ve Boden (1994) bir tiiriin deneysel olarak kullanimi1 igin bakim kolayligi,
maliyeti, ulasilabilirligi ve toplumda kabul edilebilirligi gibi 6zelliklerinin de g6z
oniinde bulundurulmasi gereken faktorler oldugunu bildirmislerdir. Giiniimiize kadar
deneysel sinir hasar1 ¢alismalarinda rat, fare, tavsan, koyun, domuz gibi denekler

kullanilmistir (Cho ve ark., 2010; Emel ve ark., 2011; Ye ve ark., 2012; Casanas ve
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ark., 2014; Kucuk ve ark., 2014; Sanchez ve ark., 2017a). Tavsan, koyun, domuz gibi
denekler maliyet, bakim ve fonksiyonel degerlendirmenin nispeten zor olmasi nedeniye
baz1 dezavantajlara sahiptir. Ratlardaki deneysel modeller, daha buyiuk denek
kullanmaya duyulan ihtiyaci ortadan kaldirmaktadir. Ayrica, ratlar bakim maliyetlerinin
daha diisiikk olmasi, daha kisa deneysel slre¢ gerektirmeleri ve daha fazla denek ile
caligma olanagi saglamalar1 gibi bir dizi avantaja sahiptir (Bigi ve ark., 2011).

Literatiirde yaymlanan benzer g¢alismalarda zaten sik kullanilan bir denek
olmasmin yani sira (Sariguney ve ark., 2008; Emel ve ark., 2011; Giannessi ve ark.,
2014), kurumumuzda kolayca erisilebilir ve bakimi kolay olmasi, kolay anestezi
indiiksiyonu saglanabilmesi, deneysel siire¢ sonrast fonksiyonel degerlendirmelerin
daha rahat yapilabilmesi ve diisiik morbiditeye sahip olmasi nedeniyle ¢alismamizda
disi Wistar Albino cinsi rat kullanilmistir. Bir ¢alismada ratlarda ortalama kilo arttik¢a
kan hacminin azaldig1 ve 250gr iizerindeki ratlarda digerlerine oranla kan hacminin
oldukga diistiigii bildirilmistir (Lee ve Blaufox, 1985). Baska bir ¢alismada daha geng
ratlarin viicut agirliklarina oranla, yash ratlara gore daha biiyiik bir kan hacmine sahip
olduklar1 rapor edilmistir (Lippman, 1947; Garcia, 1957). Calismamizda kullanilan
ratlar cinsiyet, yas, kilo ve olusturulan sinir defekti agisindan standardize edilmistir.
Deneysel asamada kullanilacak trombosit konsantrelerinin saglikli bir sekilde elde
edilebilmesi ve cerrahiyi tolere edebilecek eriskinlige ulasmis ratlarin kullanilabilmesi
acisindan ¢alismamizda 200-250 gr agirliginda geng ratlar tercih edilmistir.

Ratlarda siyatik sinirin rejenerasyon kapasitesinin primatlarinkine esdeger
olmasi, sinir dokusunun memelilerle benzer genetik 6zelliklere sahip olmasi ve sinir
govdelerinin insandakine benzer dagilim gostermesi nedeniyle rat siyatik sinirinin
periferik sinir rejenerasyonunu arastiran ¢alismalarda tercih edilebilecek en giivenilir
deneysel model oldugu diistiniilmektedir (Mackinnon ve ark., 1984; Mackinnon ve ark.,
1985; Bain ve ark., 1989; Meek ve ark., 1999; Varejao ve ark., 2001). Ayrica periferik
sinirin biiyiikliigii ve cerrahi manipiilasyon kolayligi nedeniyle de rat siyatik siniri
periferik sinir rejenerasyonu ve muhtemel terapétik yaklasimlarin test edilebilmesi i¢in
calismalarda siklikla tercih edilmektedir (Mackinnon ve ark., 1985; Rodriguez ve ark.,
2004; Varejao ve ark., 2004b; Martins ve ark., 2006; Luis ve ark., 2007; Tos ve ark.,
2008; Ronchi ve ark., 2009; Gartner ve ark., 2012; Ozturk ve ark., 2016). Rat siyatik

sinir modelinin diger bir avantaji motor ve duyu sinir fonksiyonlarmmin es zamanl
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degerlendirilmesine olanak saglamasidir (Dellon ve ark., 1988; Shen ve Zhu, 1995;
Dijkstra ve ark., 2000; Varejao ve ark., 2001; Feng ve Yuan, 2015). Bu deneysel model
distal segmente ulagsmak ve reinnervasyon saglamak igin yarigan farkli boyut ve tiirdeki
aksonlara sahip olan karigik sinirleri iceren lezyonlar igin gercege ¢ok yakin bir
deneysel model saglamaktadir (Mackinnon ve ark., 1985; Varejao ve ark., 2001,
Martins ve ark., 2006; Gartner ve ark., 2012). Rat siyatik sinir modeli, ayn1 zamanda
nispeten daha diisiik maliyetlidir (Nichols ve ark., 2005).

Lezyon tipinin sec¢imi, sinir rejenerasyonunun arastirilmasinda onemlidir
(Fugleholm ve ark., 1994; Fugleholm ve ark., 2000; Wolthers ve ark., 2005). Sinir
hasarinin tedavisi yaralanma tiirline gore degisiklik gostermektedir. Dolayisiyla,
deneysel modelin se¢iminde 6nemli olan etkinligi arastirilacak tedavi sekline en uygun
modelin secilmesidir. Literatiirde en sik kullanilan deneysel olarak olusturulan sinir
hasar1 tipleri sinir Kesisini igeren hasarlar (Farrag ve ark., 2007; Sariguney ve ark.,
2008; Senses ve ark., 2016), belirli bir uzunlukta bosluk olusturacak sekilde sinirin bir
bolumunin rezeksiyonunu iceren hasarlar (Elgazzar ve ark., 2008; Piskin ve ark., 2009;
Kaplan ve ark., 2011) ve aksonal kesinti olusturulup sinir bitiinliigiiniin korundugu
ezilme tipi (Ding ve ark., 2009; Emel ve ark., 2011; Wu ve ark., 2012; Wu ve ark.,
2013) hasarlardir. Sinir kesisini igeren deneysel modellerin aksine ezilme tipi hasar
modeli, sinirin devamliligi hala bozulmamis oldugu icin, terapdtik biyomateryallerin
etkisinin daha kisa siirede arastirilabilecegi bir deneysel alt yapi saglamaktadir (Yu ve
ark., 2014). Literatirde siyatik sinir ezilme modeli deneysel rejenerasyon
caligmalarinda, cesitli farmakolojik tedavilerin etkisini arastirmak icin iyi tanimlanmis
bir modeldir (Algora ve ark., 1996; Al Moutaery ve ark., 1998; Lee ve ark., 2000a;
Paydarfar ve Paniello, 2001; Gudemez ve ark., 2002; Islamov ve ark., 2002; Rodriguez
ve ark., 2004; Luis ve ark., 2007). Bu tlr hasar modelinde yarali aksonlar, mikrocerrahi
onarima gerek kalmadan Wallerian dejenerasyona ugrayan sinir segmenti tarafindan
gerceklestirilen bir rejenerasyon sireci sergilemektedir. Bu nedenle, ezilme tipi hasar
modeli akson rejenerasyonu, remiyelinizasyon ve periferik yaralanmadan kaynaklanan
fonksiyonel iyilesmeyi incelemek i¢in uygun bir ortam saglamaktadir. Diger yandan, bu
deneysel yaklasim teknik agidan daha az zorlayicidir ve mikrocerrahi egitim almayan
tiim periferik sinir arastirmacilar igin biiyiik bir avantaj saglamaktadir. (Ronchi ve ark.,

2009; Sun ve ark., 2009). Ezilme tipi hasar modeli kiint travmay1 takiben ortaya ¢ikan
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klinik durumlara yakindan benzerlik gostermektedir. (Feng ve ark., 2010). Bu benzerlik
oral ve maksillofasiyal cerrahi pratiginde siklikla karsilastigimiz bir klinik durumun
tedavisi agisindan da yol gosterici olabilecektir. Siire¢ agisindan da bu deneysel model
bazi avantajlar saglamaktadir. Ezilme tipi hasarda reinnervasyon ve olgunlasma daha
kisa siirede ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla ezilme tipi hasarlarda degerlendirme siiresi
kisadir ve iyilesme degerlendirme yontemine bakilmaksizin daha az degiskendir
(Sunderland, 1978; Thomas, 1989; Wolthers ve ark., 2005). Ezilme tipi hasar periferik
sinir rejenerasyonunun hicresel ve molekiiler mekanizmalarini arastirmaya Ve
rejenerasyon siirecinde farkli faktorlerin roliinii degerlendirmeye olanak saglamaktadir
(Udina ve ark., 2003; Rodriguez ve ark., 2004; Sanchez ve ark., 2017a).

Literatiirde bildirilen avantajlart goz Oniinde bulunduruldugunda rat siyatik
siniri bu deneysel ¢alisma icin en ideal alt yapiy1 sagladigindan dolay1 calismamizda rat
siyatik sinir modeli kullanilmistir. Kandan elde edilen biyomateryallerin sinir hasari
Uzerinde erken donemdeki etkisini arastirmayr amagladigimiz igin de ezilme tipi hasar
modelinin ¢alismamizin amacina en iyi sekilde hizmet edebilecek model oldugu
diisiiniilmistiir. Caligmamizda bu nedenlerden dolay1 ezilme tipi hasar modeli PRF ve
PRGF’nin sinir rejenerasyonu uzerindeki erken donem etkilerinin arastirilmasi igin
kullanilmistir.

Ezilme tipi bir hasar, doku yiiksek dereceli kuvvet veya basing uygulandiginda,
genellikle 2 agir nesne arasinda sikistiginda ortaya ¢ikar (Emel ve ark., 2011). Sinir
ezilme modelinin dezavantaji, yapisal hasar goren sinir liflerinin sayisinin farkli sinir
sikistirma derecesine bagl olarak onemli dlclide degisebilecegi ve bdylece bu yontemi
giivenilir olmayan hale getirme olasiligidir. Bu durumda bazi sinir liflerinde, yalnizca
gecici bir fonksiyonel bozukluk olusur. Bu nedenle fonksiyonel iyilesme gergek bir sinir
rejenerasyonundan kaynaklanamaz (Sarikcioglu ve Ozkan, 2003; Luis ve ark., 2007).
Varejao ve ark. (2004b) standardize edilmis bir prosedirin kullanilmas: ile bu
kisitlamanin ortadan kaldirilabilece§ini bildirmislerdir. Literatiirde ezilme tipi hasarin
olusturulmasi i¢in birgok farkli protokol bildirilmistir. Hemostatik klemp, tirtiksiz
klemp, kuyumcu forsepsi veya Yasargil anevrizma klembi gibi araclar ile 20 sn ve 45
dk arasindaki siirelerde devamli ya da aralikli kuvvet uygulanarak olusturulan siyatik
ezilme tipi hasar modelleri bildirilmistir (Galloway ve ark., 2000; Lee ve ark., 2000b;
Kurtoglu ve ark., 2005; Subbanna ve ark., 2007; Ding ve ark., 2009; Kalender ve ark.,
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2009; Serarslan ve ark., 2009; Emel ve ark., 2011; Kaya ve ark., 2013; Avsar ve ark.,
2014; Demir ve ark., 2014; Sta ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2014; Feng ve Yuan, 2015;
Yang ve ark., 2015; Yuce ve ark., 2015; Helvacioglu ve ark., 2018)

Calismamizda ezilme tipi hasar sabit bir sikistirma kuvveti saglayan
standardize bir portegu ile gergeklestirilmistir. Bu sekilde tekrarlanabilir ve her denekte
ayni diizeyde hasar olusturulan homojen bir deneysel model ortaya koymak
amaclanmustir. Sikistirma kuvveti literatiirdeki siirelerle uyumlu olarak 1 dakika
boyunca uygulanmistir. Sikigtirma sonunda sinirde ¢iplak gozle goriilebilir Imm’lik bir
hasar alaninin olusturulmasi saglanmustir.

Aksonotmezis sonrasi siyatik sinir rejenerasyonunu arastiran caligmalarinin
cogunda, ameliyat sonrasi takip siiresi 4-8 hafta olup, bu surenin sonuna kadar
fonksiyonel iyilesmenin tamamlandigi varsayilmaktadir (Oliveira ve ark., 2001;
Gudemez ve ark., 2002; Luis ve ark., 2007). Bir¢ok ¢alismada ezilmenin ilk ayindan
sonra normal yiiriyiis sekilleri gozlenmistir (Hare ve ark., 1992; Bridge ve ark., 1994;
Walker ve ark., 1994; Oliveira ve ark., 2001; Gudemez ve ark., 2002; Varejao ve ark.,
2004a; Wolthers ve ark., 2005). Ancak, fonksiyonel iyilesme hizi sinirin ezme
yiiklerinin ~ biiylikliigline gosterdigi  patofizyolojik tepki ile orantli olarak
degisebilmektedir (Lundborg ve Dahlin, 1992; Rempel ve ark., 1999). Bu ¢alismada,
ezilme tipi hasarlardaki rejenerasyon hizin1 farkli sikistirma kuvvetlerin etkileyecegi
g6z 6ninde bulundurularak ve biyomateryallerin erken dénemde sinir rejenerasyonuna
etkisi arastirildig i¢in deneklerin hasar olusturulmasini takiben gozlem siiresi 8 hafta
olarak belirlenmistir.

Morfolojik ve fonksiyonel yontemler hasar sonrasi sinir rejenerasyonunu
degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Ancak degerlendirme yontemleri arasindaki
korelasyon, her biri rejenerasyonun farkli bir asamasi hakkinda veri sagladigi i¢in
genellikle zayiftir (Dellon ve ark., 1988; Shen ve Zhu, 1995; Kanaya ve ark., 1996;
Farrag ve ark., 2007; Sariguney ve ark., 2008; Senses ve ark., 2016; Sanchez ve ark.,
2017a). Sinirsel rejenerasyonunun degerlendirilmesinde kullanilan histomorfometri
gibi yontemler, fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilmesinde yetersiz kalir (Almquist
ve Eeg-Olofsson, 1970; de Medinaceli ve ark., 1982; Shen ve Zhu, 1995; Kanaya ve
ark., 1996; Varejao ve ark., 2001; Varejao ve ark., 2004b). Elektrofizyolojik

parametreler en hizli ve en ¢ok miyelinize olmus aksonlar hakkinda bilgi verirken,
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fonksiyonel iyilesmenin yanlis yorumlanmasina yol agabilir (Kanaya ve ark., 1996;
Varejao ve ark., 2001). Diger yandan, akson sayisi ve miyelinizasyon derecesi gibi
histomorfometrik Slgiimler ile de aksonun uygun hedef organa ulasip ulasmadiginin
belirlenmesi miimkiin degildir (Mackinnon ve ark., 1991; Kanaya ve ark., 1996;
Varejao ve ark., 2004b). de Medinaceli ve ark. (1982) tarafindan bildirilen, daha sonra
Bain ve ark. (1989) tarafindan modifiye edilen ve sinir rejenerasyonu iizerine yapilan
bircok deneysel calismada kullanilan SFi sinirde fonksiyonel iyilesmeyi
degerlendirmeye olanak saglarken morfolojik ve elektrofizyolojik degerlendirmeye
olanak saglamamaktadir (Koka ve Hadlock, 2001; Varejao ve ark., 2001; Wolthers ve
ark., 2005; Luis ve ark., 2007; Senses ve ark., 2016). Bu anlamda, periferik sinir
rejenerasyonun  morfolojik, elektrofizyolojik ve fonksiyonel &lcimler ile
degerlendirilmesi sinir rejenerasyon surecinin batiin olarak incelenmesi icin gereklidir
(Varejao ve ark., 2003; Luis ve ark., 2007; Feng ve Yuan, 2015).

Stereoloji, incelenecek biyomateryalin 3 boyutlu yapisi hakkinda 2 boyutlu
kesitler kullanilarak bilgi edinilebilmesine olanak saglayan bir morfometrik inceleme
metodudur. Histolojik yontemlerle kesit alma islemi sirasinda ortaya c¢ikabilecek
yaniltic1 faktorlerin iistesinden gelmek icin yararli bir inceleme seklidir. Bu yontemde
inceleme disektdr ve parcalama gibi c¢esitli metotlar ile gercgeklestirilebilmektedir.
Parcalama metodu stereolojik incelemede kullanilan en basit ve anlasilir metotlardan
biridir. Pargalama metodundan elde edilen veriler doku hazirlama islemleri sirasinda
karsilagilabilecek herhangi bir degisimden etkilenmeyerek daha objektif sonuclar
sunabilmektedir (Altunkaynak ve ark., 2012; Kaplan ve ark., 2012a; Kaplan ve ark.,
2012Db).

Calismamizda sinir rejenerasyonunun bitin olarak  degerlendirmesini
saglayabilmek igin sekizinci hafta sonunda oncelikle SFI 6lgtimleri ardindan da genel
anestezi altinda elektrofizyolojik Olglimler gerceklestirilmistir. Takiben denekler
sakrifiye edilmis ve sinir dokulari ¢ikarilarak stereolojik incelemeler yapilmistir.

Ikumi ve ark. (2017) 15mm defekt olusturduklar tavsan siyatik sinir hasarinda
otojen greft ve otojen greft+PRGF nin etkinligini arastirmislardir. Calismanin histolojik
inceleme sonucundaki verilerine gore miyelinli akson sayisi ge¢ donemde otojen
greft+PRGF uygulanan grupta sadece otojen greft uygulanan gruba goére ylksek ve

kontrol grubu ile yakin degerlerde bulunmustur. Bizim c¢aligmamizda stereolojik
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incelemeler sonucunda miyelinli akson sayisi bakimindan, PRF ile PRGF gruplar1 H
grubuna oranla artan yonde istatistiksel anlamli fark gostermistir. Bu sonug
calismamizda uygulanan iki biyomateryalin sinir hasar1 {izerinde rejeneratif potansiyeli
oldugunu gostermektedir. Ayrica miyelinli akson sayisi agisindan PRGF grubu ile K
grubu arasinda istatistiksel fark gézlenmemesi ve PRF grubu ile PRGF grubu arasinda
anlamli fark g6zlenmesi erken donem sinir rejenerasyonunda PRGF’nin daha etkin
oldugunu gostermektedir. Ciinkii PRGF uygulamasi erken donemde neredeyse saglam
sinir orneklerindeki kadar miyelinli akson olusumuna yardimci olmustur. Bu sonuclar
literatiirde 10kositlerin sinir rejenerasyonu lizerindeki olumsuz etkileri oldugunu ileri
stiren goriisleri  destekler niteliktedir. Calismamizda igerigindeki l6kositlerin
rejenerasyonun akut yolaklarini etkileyerek erken donemde PRF’nin miyelinli
aksonlarin rejenerasyonu tizerindeki etkinligini azaltmis olabilecegini diislinmekteyiz.
Roth ve ark. (2017) ratlarda 1ecm defekt ile olusturduklari siyatik sinir hasari
modelinde vendz tasiyici+PRF ve otojen greftin etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda
ge¢ donemde vendz tasiyic ile birlikte PRF uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla
anlamli derecede diisiik akson ¢ap1 degerleri bulduklarini bildirmislerdir. Lichtenfels ve
ark. (2013) 1cm defekt olusturduklar1 benzer bir hasar modelinde ge¢ dénemde silikon
tasiyict, silikon tasityici+PRP, silikon tasiyici+PRF ve otojen greftin etkinligini
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda akson ¢ap1 agisindan PRF uygulanan grupta otojen greft
ve PRP uygulanan gruplara yakin degerler bulmuslardir. Koyun peroneal sinirinde
ezilme tipi hasarda serum ve PRGF uygulamalarinin etkisini karsilastiran Sanchez ve
ark. (2017a) ge¢ donemde akson alani bakimindan sadece hasar olusturulan ve hasar
olusturulup serum enjekte edilen gruplarda saglam sinire kiyasla anlamli fark
bulmuslardir; PRGF grubunda ise saglam sinire kiyasla daha diisiik akson alan1 degeri
saptamalarina ragmen bu farkin anlamli olmadigin1 bildirmislerdir. Calismamizda akson
alan1 ve amplitiit degerleri ag¢isindan H, PRF ve PRGF gruplar ile K grubu arasinda
anlamli fark bulunmustur. Bu erken donemde beklenen bir sonuctur. Ancak erken
donemde PRF ve PRGF gruplarindaki akson alani degerlerinin H grubuna kiyasla
anlamli derecede az olmasi bu gruplarda ¢ok daha fazla sayida ve ¢ok daha kiiciik capl
rejenere akson filizinin oldugunu disiindiirmektedir. Caligmamizda erken donemde
akson alani acgisindan PRF ve PRGF gruplarinda benzer sonuglar saptanmistir. Bu

bulgular ge¢ dénemde akson rejenerasyonunda PRF ve PRP’nin benzer etki gosterdigini
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bildiren Lichtenfels ve ark. (2013)’nin bulgular1 ile benzerdir. Lichtenfels ve ark.
(2013)’nin galismalarinda kullandigi PRP’nin bizim ¢alismamizda kullandigimiz
PRGF’den farkli olarak 16kositleri igermesine ragmen akson alani tizerinde etkisi bizim
calismamizdaki gibi PRF’ye yakin bulunmustur. Bu sonug lI6kositlerin akson
rejenerasyonu Uzerinde ek bir olumsuz etkiye neden olmamasindan ya da farkli
degerlendirme siireleri ve hasar modellerinin farkli igerige sahip bu biyomateryaller ile
benzer sonuglar elde edilmesine neden olmasindan kaynaklanmis olabilir. Bizim
calismamizda akson alan1 bakimindan PRF grubunda elde edilen bulgular Roth ve ark.
(2017)’nin ge¢ donemde PRF’nin akson capi tizerindeki etkisini degerlendiren
calismalarinin bulgularina benzerdir. Ancak, PRGF’nin akson alanina etkisi bakimindan
elde ettigimiz bulgular Sanchez ve ark. (2017a)’nin bulgularindan farklidir. Erken
donemde PRF ve PRGF gruplarinda saptadigimiz ve ¢ok sayida yeni rejenere olan
aksonlar1 gosteren, kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiikk akson alani degerinin
Roth ve ark. (2017)’nin ge¢ dénem degerlendirmesinde kontrol grubuna gore diisiik ve
Sanchez ve ark. (2017a)’nin ge¢ donem degerlendirmesinde kontrol grubuna yakin
degerlerde  bulunmast muhtemelen deneysel modeller arasindaki farktan
kaynaklanmaktadir. Bizim ¢alismamizda Sanchez ve ark. (2017a)’nin calismalarinda
oldugu gibi daha kisa bir iyilesme stireci gerektiren ezilme tipi hasar modeli
kullanilmistir. Oysa, Roth ve ark. (2017)’nin ¢aligmalarinda 1cm defekt olusturulan
sinir hasart modeli kullanilmistir. Dolayisiyla rejenerasyon hizindaki bu fark defekt
olusturulan hasar modelinin daha uzun iyilesme siiresi gerektirmesinden kaynaklanmig
olabilir. Diger yandan bu sonuca PRF’nin PRGF’ye oranla daha disiik rejeneratif etki
goOstermesi de katkida bulunmus olabilir.

Amplitiit agisindan Sanchez ve ark. (2017a) ¢alismalarinda erken donemde
sadece PRGF grubundan yanit almis ve ge¢ donemde gruplar arasinda amplitiit
degerleri agisindan anlamli fark olmadigini bildirmislerdir. Ikumi ve ark. (2017)
tavsanda siyatik sinir hasarinda otojen greft ve otojen greft +PRGF uyguladiklar
caligmalarinda amplitiit degeri agisindan ge¢ donemde gruplar arasinda anlamli fark
olmadigimi bildirmislerdir. Bizim ¢aligmamizda erken dénemde H ve PRGF gruplarina
kiyasla amplitiit degerleri PRF grubunda anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu

sonug, benzer hasar modelinde calisan Sanchez ve ark. (2017a)’nin erken donem
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bulgularindan farklidir. Sanchez ve ark. (2017a)’nin ¢alismasinin bulgular1 erken
donemde PRGF’nin akson rejenerasyonunda etkili oldugunu gostermektedir.

Senses ve ark. (2016) transeksiyon sonrasinda hasarl sinire siitiir, stitiir+PRF,
siitir+tSmm gap+PRF uyguladiklar1 ¢alismalarinda ge¢ donem latans degerlerini PRF
uygulanan gruplarda daha yiiksek bulmuslardir. Miyelin kilif kalinlig1 agisindan da yine
PRF gruplarinda kalinligin en diisiik degerlerde seyrettigini bildirmislerdir. Roth ve ark.
(2017) venoz tasiyici+PRF ve otojen grefti karsilastirdiklar: ¢alismalarinda miyelin kilif
kalinligimi ge¢ donemde deneysel gruplarda kontrol grubundan anlamli derecede diisiik
bulmuslardir. Lichtenfels ve ark. (2013) 1cm defekt olusturduklari hasar modelinde
silikon tasiyici, silikon tasiyici+PRP, silikon tasiyici+PRF  ve otojen grefti
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda miyelin kilif kalinhigin1 ge¢ donemde tim gruplarda
benzer degerlerde bulmuslardir. Miyelin kilif kalinlig1 ve latans degerleri birlikte ele
alindiginda, sinir olgunlagsmasi acisindan fikir verdigi i¢in bizim ¢alismamizda PRF,
PRGF ve H gruplar arasinda anlamli fark gozlenmemesi ve tiim bu gruplarin miyelin
kilif kalinliklarinin K grubuna gére anlamli derece az olmasi erken donemde beklenen
bir sonugtur. Dahas1 bu sonu¢ kullanilan biyomateryallerin 6zellikle yag doku igerigi
fazla olan miyelin yapisindaki olusumlarin rejenerasyonuna erken donemde anlamli bir
katki yapamadiklarimi1 gostermektedir. Bizim c¢alismamizin erken doénem bulgulari
literatiirde Lichtenfels ve ark. (2013), Senses ve ark. (2016), Roth ve ark. (2017)’nin
caligmalarinda miyelin kilif kalinligi bakimindan bildirilen ge¢ dénem bulgular ile
benzerlik gostermektedir.

Latans degeri bakimindan koyun peroneal sinirinde ezilme tipi hasarda serum
ve PRGF uygulamasimi karsilagtiran Sanchez ve ark. (2017a) erken donemde sadece
PRGF uygulanan grupta normal sinire gore uzamis bir yanit aldiklarini ancak geg
donemde en diisiik ikinci deger PRGF grubunda olmak (zere tim gruplardan yanit
aldiklarimi bildirmislerdir. Caligmamizda kontrol grubuna en yakin latans degerleri
PRGF grubunda saptanmistir. Bu bulgu Sanchez ve ark. (2017a) latans degeri agisindan
erken donemde PRGF grubundan elde ettikleri bulgular ile benzerlik géstermektedir.

Alan-miyelin kilif kalinlik orani agisindan gruplar arasinda anlamli fark
gbzlenmemistir. Bu durum rejenere olan kiigiik ¢apli akson filizlerinin yine kendi
caplaria uygun miyelin kilif olusturabildiklerinin gostergesidir. Bu sonug uygulanan

biyomateryallerin erken donemde akson alam1 ve miyelin kilif kalinlig
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parametrelerinden herhangi birini, bu oram1 degistirecek diizeyde etkilemedigini
gOstermektedir.

Senses ve ark. (2016) transeksiyon sonrasinda hasarli sinire siitiir, stitiir+PRF,
siitiir+Smm gap+PRF uyguladiklari ¢alismalarinda ge¢ dénemde SFI sonuglarini siitiir
grubunda anlamli olmamakla birlikte diger gruplara nazaran daha iyi bulmuslardir. Roth
ve ark. (2017) vendz tastyici+PRF ve otojen grefti karsilastirdiklar ¢alismalarinda SFI
degerleri agisindan her iki grupta da kontrol grubuna gore ileri derecede anlamli fark
bulmuslardir. Lichtenfels ve ark. (2013) 1cm defekt olusturduklari hasar modelinde
silikon tastyici, silikon tasiyici+PRP, silikon tasiyici+PRF  ve otojen grefti
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda erken donemde en iyi ve benzer sonuglari PRF ve
otojen greft gruplarinda rapor etmislerdir. Ancak ge¢ dénemde PRP grubunun da PRF
ve otojen greft uygulanan gruplara yakin SFI degerleri gosterdigini belirtmislerdir.
Calismamizda miyelinli motor aksonlar1 degerlendiren SFI sonuglarma bakildiginda
PRF ve PRGF gruplarinda hasar grubuna oranla anlamli bir fark gézlenmistir. Bu sonug
PRF ve PRGF’nin 6zelikle miyelinli aksonlar1 iceren motor sinirlerin rejenerasyonunu
hizlandirdigin1 destekler niteliktedir. Ayrica PRF ve PRGF arasinda anlamli fark
olmamasina ragmen PRGF’de PRF’ye oranla daha iyi sonuglar gézlenmistir. Bu sonuca
dayanarak erken donemde PRGF’nin motor fonksiyonlarin iyilesmesi agisindan daha
etkin oldugunu; ancak ge¢ donemde bu farkin tekrar degerlendirilmesi gerektigini
diisiinmekteyiz. Bizim calismamizin sonuglari PRF’nin SFI degerleri tizerindeki etkisi
acisindan Senses ve ark. (2016)’nin sonuglarindan farklidir. Bulgular arasindaki bu fark
kullanilan sinir hasari modelleri ve degerlendirme siireleri arasindaki farktan
kaynaklanmis olabilir. SFi degerleri bakimmdan calismamizin sonuglar1 PRF’nin
etkinligi acisindan Lichtenfels ve ark. (2013) ve Roth ve ark. (2017)’nin ¢alismalarinin
sonuglariyla benzedir. Ancak, PRP’nin etkinligi agisindan Lichtenfels ve ark.
(2013)’nin sonuglarindan farklidir. Bulgular arasindaki bu farklilik Lichtenfels ve ark.
(2013)’nin  aksine  bizim calismamizda kullandigimiz  PRGF’nin  l6kositleri
icermemesinden kaynaklanmis ve Lichtenfels ve ark. (2013)’nin galismalarinda PRF
PRP’ye oranla daha etkin bulunmus olabilir.

Literatiirdeki ¢alismalar ve bizim calismamizin sonuglarindaki farkliliklar
muhtemelen  kullanilan  deneysel —modellerin, degerlendirme  yontemlerinin,

degerlendirme zamaninin ve kullanilan biyomateryallerin elde edilis sekillerinin ve
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iceriklerinin farkliligindan kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismada elde edilen verilerden yola
cikarak, PRGF’nin PRF’ye oranla erken donem sinir rejenerasyonunda daha etkin
oldugu sonucu ¢ikarilabilir. Ancak bu durumun ge¢ déonemde de devam edip etmedigini

degerlendirmek i¢in yeni ¢caligmalara ihtiya¢ oldugu diistiniilmektedir.
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. SONUC VE ONERILER

. Bu calismada ezilme tipi siyatik sinir hasar iizerinde PRF ve PRGF’nin
erken donemdeki etkinliklerinin karsilastirmas: ilk defa tarafimizdan
yapilmistir. Literatiirde bu c¢alisma ile ayni kosullarda yapilan herhangi bir
calisma hentiz bulunmamaktadir.

. Literatiirde PRF veya PRGF’nin hasarli sinir dokusu iizerine etkilerini konu
alan ¢alisma sayis1 son derece azdir. Bu calisma ile hem PRF hem de
PRGF’in etkileri arastirilarak literatiire 6nemli bir katkida bulunulmustur.

. Calismamizda SFI ve elektrofizyolojiye ek olarak dokularmn (¢ boyutlu
olarak analiz edilebilmesine imkadn saglayan stereoloji yontemi
Kullanilmistir. Literatiirde PRF ve/veya PRGF’nin sinir iyilesmesi {izerine
etkisini arastiran ve stereolojik yontemleri kullanan bir ¢alisma heniiz
mevcut degildir. Dolayisiyla ¢alismamiz gergege en yakin degerlerin elde
edilmesine olanak saglamaktadir.

. Calismamizda SFI’ye gére PRF ve PRGF’nin fonksiyonel iyilesmeyi
hizlandirdig1; ancak erken donemde PRGF’nin daha etkin oldugu
bulunmustur.

. Calismamizda erken donemde PRF ve PRGF’nin aksonal rejenerasyonu
hizlandirdig1 ve etkilerinin benzer diizeyde oldugu goriilmiistiir.

. PRF ve PRGF’nin yag doku igerigi fazla olan miyelin yapisinin
rejenerasyonuna erken donemde anlamli bir katki yapamadiklar
bulunmustur.

. Calismamizda miyelinli akson sayis1 bakimindan erken donemde PRF ve
PRGF gruplarindan elde edilen veriler iki biyomateryalin de hasarli sinir
tizerinde rejeneratif potansiyeli oldugunu gostermektedir.

. PRF’nin miyelinli akson sayisinda PRGF’den anlamli derecede az artis
saglamasi erken donemde PRGF’nin daha etkin oldugunu gostermektedir.

. PRF’nin rejeneratif kapasitesini erken donemde smirlayan etkinin
icerigindeki lokositlerden kaynaklanabilecegini ve PRF’nin rejeneratif
potansiyelinin  ge¢ donemde tekrar degerlendirilmesi  gerektigini

diistinmekteyiz.
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10. Bu tez c¢alismasinda elde edilen bulgular sadece hasarli sinir

11.

rejenerasyonunun erken donemini degerlendirmektedir. Elde ettigimiz
sonuclara gore kullandigimiz iki biyomateryalin de sinir hasar1 tizerinde
rejeneratif potansiyele sahip oldugu saptanmuistir.

Bu iki biyomateryalin optimum etkilerini gosterebilecekleri sartlarin
belirlenmesi icin uygulama ©ncesi biyomateryallerin igeriklerinin
karakterize edildigi ve sinir rejenerasyonunun farkli  evrelerinin
degerlendirildigi  baska deneysel c¢alismalara ihtiyag oldugunu

diisiinmekteyiz.
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