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Basit Bir Yontem ile Trombositten Zengin Plazma Elde Edilebilmesi
Icin Farkli Santriflij Devirlerinin Karsilastiriimasi

The Comparision of Different Centrifugation Speeds for Obtaining Platelet Rich
Plasma with a Simplified Method
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Fae Unlvarsitesi 'Dighekimiidi Fakiltes), Periodontaiofi AD. *Tip Fakiiltesi, Hematoleji AD, [ZMIR

e D e e 0 0 N e i D e e e D e e e s e e e T

Ozet

Amag: Trombositen zergn plazma (TZP) donér kanin tombositlennin: konsantre edimest e de ediin. TZP |ebnin kalp ve sinie
cerrahisnde pek cob kullamm glan vadis Son zamaniand ol ve maksiofesival cemabide kemik grefled e kombine edilerak hem
siabilizator, hem de blyame faktdnen kayradi olarak kullanm yayginik kazanmiste, Bu galigmanin amac) TZ2P haziiamak icin az miklarca
kan kullanim gerekiren basi bir teknlk gelistirmek ve banun elkinligini mevout TZP hazidama fekniklenyle karsiashrmakhr

Yontern: Calsmaya 14 sadlkh gdnili kantd), Cals lacak ydntemler icn Ber ml kanSmed: elde edlip farsd santifd) kuveeten wyoulanmis
elde edilan framizosil saydan bg fakdlles hemotoloji bilim dalinda dederdendinimistir Uygulanan santifl] kuvvelen sirasiyla binng ve iking
saniny islemolmak Gzene 1, Grup 122G we 170G, 2 Grup: 177G ve 314G, 3, Grup: 491G ve 7RG, 4. Gupr 708G ve 1593Gdir. Tum
qrupiarta santifuy seres her ikl asamagin de on dakikadr.

Bulgular: Tromuasl says m gruplerds basizngues gore antamh olgrak admiste. En fazlh rombosi, baghangg degennin yed mash arbg
saflavan, mino grupta elde editrmistr,

Sonug: Elde edilen verler sigings optmal G kuwetien tiing santnflij istemi ign 122 G king asama icin se 177 G olarak belifenmigir,

Anahtar sozciikler: Trombositien zengin plazma, santifu] kuveed

Abstract

Objectiva: Plaleint-ich plasma (PRE) gel ls derved from an autogenous greparalion of concentrated plateiefs. PRE gel has
numerows applications, parficuldarly in the cardiae and newrosurgical areas. Recenily, It has undergong & significant incraass in wse
as an adhesive and source of growth faclors with cancellous bone particlas in aral and maxilisfacial surgeny bone grafting
procedures. The purpose of s sfudy was o develop a simplifisd fechrigue of PRE preparation requiring fow volumes of Bieod
and 1o compare Reir efficacy with alresdy esiablished melthads of PRP praparafion. Fourtesn kealthy woluntears parficipated in
the sudy.

Methods: Eight mi of bload samples were callactad for each methad and processed with four different fechnigues The nurmber
abtained by ssch method was comparsd with unprocessed hinod samples i hematology desartment of the medical schoo!
Cenlnfugal torees vsed were (for the first and second step respechively] st group: 122G and 177G, 2nd group: 177G and 314G,

a

Jrd grogp: 481G and 768G, 4th group; TOBG and 15936, The centrifugation fime for all groups at both steps was len minules.

Results: The nurmber of platefers increased Significanlly for all groups when compared {0 baseling. The highest number of platolels
could e obtamed in the frst group, which provided seven-fold increase compared o baseling,

Conclusion; Based on the dala oblained, the cptimal centfugal forces were 122G for fhe frel cycle and 177 G for the second
cycle

Keywords: Platelel-rich plasma, centrifunal farce
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Giris

Melcher tarahndan periodontal rejenerasyon hipote-
Zinin ertaya konulmasindan berd, kavbolan periodon-
tl dokularda rejenerasyona yonelik teknikler fledise
tirme-amach cabsmalar oldukea ilgi cekmistiy, Yara-
lanmay takip eden tamir sureci ivi dizenlenmis pek
cok hitcre-hucre arast ya da hilcre-molekal aras) ethi-
lesimi icerir. Mormal yara iyilesmesi surecinde pek
gok buyume faktore uvam icinde cabsarak hassas bir
malekuler duzenleme yaparlar ve vara boloesindek
vet da ana komsu alanlardaki hacrelerin aktivitesing
duzenterler. Subepitelyal bag dokulanni da jceren
akul yaralanma somucunda, yara bilgesindeki damar-
sab hasar ibrin olusimuna ve hitcresel bir tkag olus-
luracak olan trombosil agregasyonuna sebep olur,
Yara kKenanodaki frombositler, trombosit kaynakh
biyiime faktorl (FDOF), transforme eden biylime
faktor, ensilin benzeri bilyiime faktoni, epidenmal
Biyame {akldeil, gibi pek cob biiviime fakioring sal-
dilartar.”

PRGE trombositler, makrotajlar ve endotet hilcrelerd
larahndan salgdanan bir glikeproteindir, Yaralamma
bolgesindeks ethinligini gosteren ik biyiirme Faktori
oldudu distnidlmektedir ve bu bilgede bulunan deg-
ranile almakta olan frombositlerden salmarak kemik
dokusunun rejenerasyonu ve tamirini de jceren bag
dokusu ivilesmesink baslatr, PDGFRin en omemll
crellikleri arasinda mitogenez, anjiyouenez ve mak-
rofa] aklivasyonu yoluyla iking bir bilyiime faktor
kaynad alusu sayilabilir *

Transtorme edich buylime laktori (TGFYer, kemik
misrfojenik proteinlerinde ait oldudu bir hilyiime fak-
tirleri stiper ailesidir, PDGF gibi bunlar da trombosit-
lerde, makrofajlarda ve diger hiicre tiplerinde dretilir
ve depolarurar, Trombositler tarafindan serbestlen-
diklerinde parakrin biyiime faktorleri gibl etkinlik
gostererel cogunlukla fibroblastlan, kemik iigi kok
hiicrelering ve preosteoblatlan etkilerler, Ayni zaman-
da bu hedefl hucrelerde kendi TGFlerini saliylayarak
hem parakrin, hem de otokrin sekilde faaliyet géste-
rebilirler, Bu nedenle TGF, kemik re-jenerasyonunda
ral alan, halla zaman iginde kemik remodelasyonunu
da etkileyebilen onembi bir molekildir**

Bilyime fakioril kaynady olarak hayvan kaynakh veya
qenetik olarak elide edilmis bitviime faktarerin kulla-

nan, yara. ivilegsresi ve kemik rejenerasyonu Uzerine
hizlandirer etkilerinl gdsteren pek cok calisma var-
e Biltiin potansivel yarariliklanna ragmen hay-
van kaynakll ya da genetik mihendislikle elde edilmis
bllyibme Taktorlen givenilirlikler ve atkinlikleri hala
tam olarak kamianamadigindan pratikle rotin kul-
lanma heniiz girememisleedir. Bu nedenle, Trom
bositten zengin plazma (TZP'nin capraz enfeksiyon
riski lagimayan otojen kaynakl olmas) givenilirliging
artirmaklaghr, TZF, otolog olarak elle edilmis bir
trembosit kensantresidir” TZE jelinin Kalp ve sinir
cerrabisi alaminda pek cok kullanmm alam vardir, Son
zamanlarda yapmsting ve olojen buyvime taktord kay
nadi olarak kemik pargaciklari ile birlikte oral cerrahi
ve pericdontal kemik grefti cerrahiterinde kullanim
artrmistir,

TZPnin geleneksel olarak elde edilmesi bir hicre
aynais) ile trombositlerin aynimas yoluyla olur” Fakal
bu islemin pek cok zoruklan di hulunmaktadie,
Gerekli donamm son derece pahalidir ve sadece kan
bankasi veya hastanelerde bulunmaktadie K bu
TZPnin dishekimliginde kullamrmim son derece zor-
lagtirmaktadir.™ ™ fynca elde edilen TZF periodontal
ve plastik cerrahi uyqulamalan igin gerekenden cok
daha lazladir ve haslays gereksiz yere ek stres getir-
mektedir,

Bu konudaki fileratir incelendiginde TZFnin elde
edilmesinde kullamlan pek cok farkh yontemin ve
bz bulurdugo beliclendi. ™' Bununla beraber,
yayirmlanmis calismalann pek codunda, elde edilen
lrombositlerin sayvis belirtiimemistic. Bu yiizden, elde
edilmis materyalterin gergekten TZF olarak  kabul
edilip edilemeyvecedi tarbsmalidir, ciinkii TZP hir
Coulter savact ile sayldidimda periferal kan sayirmin-
daki trombosit saysinin oralama 4000 kadar
trombaosil icermelidic.™ Bu konuda sadece Landsberg
ve arkadaglanmn®™ yapbidl bir calisma TZP elde edil-
mesinde farkh devirlerin etkinligini dederlendirmek-
ledir. Ancak bu galismada islemn sirasmda pihtilas-
may engellemek amaciyla kullamlan EDTA, trombio-
sitler fizerinde kan bankalanmn yllardir aivenle kul-
landig) sodyum sitrata oranla gok daha fazla potansi-
yel zarara sahiptir,™

Bu calismanm amaci gunlik dishekimligi pratiginde
rahathikla kullanilabitecek bir TZP hazidama yvontemi
gelistirebilmek ve farkh devirlerin trombosit savisim
artlirmadaki etkinliklerini degerlendirmektir,
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Gereg ve Yontem

Cahsmeada yaslan 22 -30 yag arasinda dedisen 7
kadin ve 7 erkek toplam 14 saghkh bireyden abnan
venoz kan omekler kullamid, Bireylerden $er adel
A0 ml sedyum sitrat igeren 10 ml'liK vakumiu fip-
lere we Perader 1710 sodvem sitrat iceren 2 ml'lik
tupe kan dmekled almde Biri kontrol, dider dordi
calbisma gurubu olarak toplam 5 grup olusturadla,
Her calsmia grubo o belirlenen devirlerde santrifilje
ciilereh TZF hazrfands (Besime 1), Her gruba uygu-
lanan devirler Table 1'de izlenmektedir. iki milik ér
nekler normal kan rombosil oramnd saplarmeabk icin
hig Bsir istem yaplimadan kontrol guoabienu olustur-
Ak trere sayuma -alind.

Hesim 1. 74P hadrlamak acin gerekd sanlnflj cibaz, Saldan saga
ifne, tutucy, sitralh vakumie g, ey 10 oo Lop, 31k
enjakior

Tablo L. Groaplann santrilu] devicher ve G huveeti kacsihiislar

L. Santrifuf

2. Santrifii)

Grup s

devirfdk. G deviridhk. G
BRaomtrol a o 0 0
I, Grup 1300 |22 [frtalu] 177
2. Ciruags F200) 177 TE0O0 54
A, Cirup 20013 49 2300 TEH
4 Cirup 2400 T

S0 1383
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Omekler her grupta once disuk olan devirde 10
dakika sanrifllj edilerek kamn Irombosilled de iceren
sertm kaltmanm ile diger sekilli elamanlarmin aynl-
masi sadlandt (Resim 2i. Bu islern sonrasinda tipte
ustte ‘acik sare renkli, altta ise Kzl renkli ki ayn
katman oluste, Toplerin iginden Gstteki sar renkli
serum ve seruma yakin seviyvedekl Kirmmin renkli kan
hucreleri igeren Katman bir baska bos tipe aktanldr,
Her grup belirlenen devirlerde ikingt kee 10 dakika
santrifif edildi. Bu islernden sonra topteki aynlons
olan plazmamn yirzeyinden yavasca asady inerken
trombositten zayif plazma enjeklorle gekilerek neak-
lastirddi. Gerive kalan 1| ml smv; trombositten zengin
plazmay olugturdy, Bu si kangtinlarak homojenize
edildi ve sayvim icin laboratuvara gonderildi (Resim 3),

Frombosilten fakir plazma
(TFF} Yaklasik 4 ml

Trowmbasitten zengin plasima
(TEF Yaklasik 1 ml

Bz kan hiicreleri
Yaklasik 4 ml

Resim 2. Elde edilen kamn K santralu], gleminmiden sonsikl se-
Rills elerreantorn ve placmamnin aynkms hatl

Plazma Sngdrilen Iking
devirle tekrar santriftijs edildi.

Tupun ustunden baslanarak
asaquda 1 mil serwm kalacak
sekilde traombositten fakir
plaama atld

Homojenize edildikien sonra
Srnek sayim icin hematolaji
laboratuanna gonderildi,

Resim 3.

Kamin sekilli etemaniar ve piazmamn farkh toplerg
aliewrig, 2. santif] islemenden sonra (PP abndikian
sanea katan 5P ve lomojenize
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Tablo 2. Farkh santrilin devirlerinde elie edilen mililitredeki trambosat sayikar

Cinsivet

Hasta Mo Kontrol I. Grup 2. Grup 3. Grup &, Grup
| ki A0 1560 a4 570 IB7
?. Erkh el L35 1600 Pt AT
3 [irkizk 233 L4300 2280 153 505
4 Erhathy 283 1521 198 =izl 1530
a Efuk 267 1570 LA A% EHG0
i Esheh 2124 1 7320 2250 G S
7 [iehech 302 2750 4520 1570 1650
i) Hadin 21 2330 | 3630 711 THh
a9 Baplim [P R2EOD Ralazdl] 13350 345
24 RAHIE 51 AR06 [ (a0 54 g7
Il P 289 143830 58 27 L74

12 Farchin 272 EOG0 LS5 o g 210
13 Bl 204 [5E0 22en 2110 15450
L4 Facdin 231 | 380 389 278 158

Tabla 3. Uruplann ortatama trombosit sayilan, kontrol grubuna gore artis indeksi ve standart hatalar

Artis Endchsir Artis: Endekisi Standart®

Grup ﬁum;usii Sa:ﬂsﬂmi
Eut;ul - 259,000 :
[T VTR T.8E83.000
2oGrup L 458,000

A, Crop T, 000

L ) 575000

1)

i 111

54 |20

2846 122
Hi]

21% 1.2

* Standart halular carpamsatar,

Omieklerdeki trombosil sayifan Tip Fakiltesi Hasla-
nesi hematolojl laboratuvarmda CELL-DYN 4000 kan
sayim cihazinda empedans yontemi ile belirlend?
Artig endeksleri carpimsal dederler olarak hesaplan-
didl igin gruplann arbis endeksleri karsilastinfirken
lcaritmik dederlernn arasmdaki farklar, standart ha-
talann legaritmik dederlerinden hesaplanan farkin
standart halasina bidlinerek t-testi ile deqerlendirildi
=003,

Bulgular

Tum gabsmia gruplannda normal kan degerlerine Kiyas-
la trombosit sayisi artti. Bireyse! degerler Tablo 2de:
gruplarn ortalamalar ise Tablo 3'de gérilmektedir,

Diisith G kuvvetlerinin kullanildidy aruplarda i1, ve 2.
aruplar) saglanan trombosit sayist arbislan birbirle-
fiyle istatistiksel acidan benzer bulundu (p>0.05),

Yiksek kuwvetlerin degqerlendinididi gruplar (3. ve 4.
gruplar) kendi iclerinde  dederendirildiklerinde ise
Istatistiksel olarak birbirlerine benzer orands lrom-
bosil artisi sagladilar (p=>0,05). Yilksek G kuvvetle-
rinin kullandeidn gruplardaki trombosit savisindaki
arlis digiik kuvvetlerin kullamildify gruplara oranla
daha az bulundu, Gruplar arasindaki bu farkkar ista-
tistiksel olarak anlambidir ip<0,01).

Tartisma

Biyume faktirleri doku tamirinde stratejik Gnemi
olan; hucre proliferasyonu, kemotaksi, diferansivas-
yon ve matris sentezi gibi hiicresel olaylan regiile
eden dodal biyolojik medyatarlerin bir grubudur®
Hayvan kaynakli ya da genetik olarak elde edilmis
buyiime kaynaklannin aksine TZP, uygun kosullarda
hazirlandifinda ve aseptik bir orlamda kullamildiipnda
yabanc materyallere badl kontaminasyon ve capraz
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enfeksivon olasthou lamamen orfadan kalkmakla-
dir® Enfeksiyoz hastaliklann (S BSE, HIV ve hepatit),
alerfik ya da immunolajik etkilerin otusia riskl mini-
miuma inmekiedir.

TP nin periodontal rejenerasyonda ve maksilofasiyal
cerratiide kemik areflleriyle birlikie kullanilmas: ke-
mik rejenerasyonu artirabilmesi ve teknik uygulama
kolayvhay sadlamast nedenivle vararh bir yontem ola-
ek aorilmektedic, ™ Y Bu konuda  yavinlanmig
clan hayvan, hilcre ve insan calismalan basanl so-
nuglanm artaya koyrmustur, ' * 42

TEF Birkag yonlernle elde edilebilmektedir, Hastane-
lerde: uygulanan ototransfiizyon sistemi veyva random
trombosit yonteml en cok kullamlaniardir. Bu yén-
temnlerte hitytik miktarda TZP elde edilebilir olmasina
karsin elde edilme surelernin uvaum ve pahah olimas:
vontemin onemli dezavanlajlardie, Aynica bu islemler
icin hastalarmin kan bankasina ganderilme sorunlo-
tudu TEPnin ginliak  kollanema ginmesine  enggl
almaktadir. Kiiciik cerrahi islemler igin disok hacim-
ler yeterli olabilbmekte ve bu yontem kolay ve ucuz
oldudundan kullamm alani bulabilmektedir. Bu ne-
denle basit bir sanififj ile hastadan aliman kicik
hacimde kandan TP elde edilmesi kolay ve ucuz bir
yontermndir: Aliman kamn % 10% TP olarak kullaml-
mightadir. Bu amagla birkag licar sistem ve Kt
gelistirilmistir. Bu konudaki cabsmalar incelendidinde
de cok larkh devirler ve sureler oldudu gozlenmeks
tedir. "7 Bu calismanin amac fakh devir ve stireleri
kargilastirarak optimumn devirin (@ kuwvetl) saptan-
masiyd. Bu cahismada iki asamalb santrifi] isleminin
tercih edilme nedeni ik santriftjle kamn diger selilli
elemantarnn aywarak trombositlerin daha yiksek de-
virlerde tipun tabaninda biriken daha agir hiicrelerle
Earismasin engellemehtir. Santrifi] islemi 250 0
uzerinde oldufunda trombositlerin asin sikustirarak
cokelerek bir yumak olusturmalanna ve  tekrar
aynlamamalanna sebep olacakbr > Trombositlerin
aktive olmalan ve buylime fakidrlerinl salgdayabil-
meleti igin trombin e lemas etmeler gereklidir,
Trambositler bir yumak hafine gelirse sadece dig
yuzdekiler trombin ile temas edebilecedinden icerde
katan trombositler aktive olamayacak sadece dis
kasirmdaki, aktive olabilmis az sayidaki by hilcre trom-
bosit kaynakh faktorer salmlayacakbr, Bu alumste-
lugun onlenmesi igin en yitkseh sayidaki trombositin

elde edilecedi dusik santrifiij gitcleri Kullanimalicr,
Stre artinlarak toplanan trombosit yodunlugu arttin
labilir, ' Bu cabismadan elde ettiimiz verilere gore
klinik oraminda kolay TZP elde edebilmek igin
aerekli optimal kosullar 1. grupta elde edildi. Buna
qisre, sitrath lipe-alingn kan drmeklerd once 122 Gile
santrifife edildikten sonra Gsttell serum kismi ayn-
larak tekrar 177 Q e igleme fabi tululmal, wstie
biriken trombositten fakir plazma doku yapisuncs)
oldrak aynlmal sonra elde edilen TLP kalsivuam Rlorr
ve trombin llave edilerek kullamlmaldir Bu yontemle
elde edilen TZFnin trombosit aktivasyonu ve bunun
yara iyilesmesine ve yeni kemik olusumuna katkilann)
anfamak igin veni calismalara gerek vardir,
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