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OZET

Kobalamin Ve Alfa-Tokoferol’iin Trombositten Zengin Fibrin i¢erisindeki Biiyiime
Faktorlerine Etkisi: In-Vitro Pilot Calisma

Amagc: Bu calisma, kobalamin (vitamin B12) ve alfa-tokoferol (vitamin E) katkisinin
trombositten zengin fibrin (TZF) icerigindeki biiyiime faktorleri ve proinflamatuar sitokin
diizeyleri Tlzerindeki etkilerini in vitro kosullarda degerlendirmeyi amaclamaktadir.

Gerec ve Yontem: Caligmaya sistemik hastaligi olmayan 12 saglikli goniillii (6 kadin,
6 erkek) dahil edilmistir. Katilimcilardan alinan venéz kan ornekleri ii¢ gruba ayrilmistir:
yalnizca TZF (kontrol grubu), B12 vitamini eklenmis TZF ve E vitamini eklenmis TZF. Elde
edilen TZF orneklerinden 24. ve 72. saatlerde biiyiime faktorleri [PDGF, TGF-B1, VEGF, IGF-
1, FGF-2] ve proinflamatuar sitokinler [IL-1B, TNF-a] ELISA yontemi ile 6l¢iilmiistiir. Veriler
uygun istatistiksel testler kullanilarak degerlendirilmistir.

Bulgular: Vitamin B12 ve E vitamini katkisinin, TZF’nin biiyiime faktorii salinim
profili ve sitokin diizeylerinde belirgin degisiklikler olusturabilecegi gozlenmistir. Bu
degisiklikler, rejeneratif kapasitenin artmasina isaret etmektedir.

Sonug: Vitamin B12 ve E vitamini ile zenginlestirilmis TZF, periodontal ve oral cerrahi
uygulamalarda iyilesme siirecini hizlandirma ve doku kalitesini artirma potansiyeline sahiptir.
Bulgular, bu yaklagimin klinik kullanimin1 desteklemekle birlikte, etkinligin dogrulanmasi i¢in
ileri diizey in vivo ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Trombositten zengin fibrin, B12 vitamini, E vitamini, biiylime faktorleri,
sitokinler
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ABSTRACT

The Effect of Cobalamin and Alpha-Tocopherol on the Growth Factors in Platelet-Rich
Fibrin: An In-Vitro Pilot Study

Objective: This study aimed to evaluate the effects of cobalamin (vitamin B12) and
alpha-tocopherol (vitamin E) supplementation on the levels of growth factors and
proinflammatory cytokines in platelet-rich fibrin (PRF) under in vitro conditions.

Materials and Methods: Twelve healthy volunteers (6 females, 6 males) without
systemic diseases were included in the study. Venous blood samples were divided into three
groups: PRF alone (control group), PRF with added vitamin B12, and PRF with added vitamin
E. Growth factors [PDGF, TGF-B1, VEGF, IGF-1, FGF-2] and proinflammatory cytokines [IL-
1B, TNF-a] were measured at 24 and 72 hours using the ELISA method. Data were analyzed
using appropriate statistical tests.

Results: The addition of vitamins B12 and E to PRF was found to induce notable
changes in growth factor release profiles and cytokine levels, suggesting an enhancement of
regenerative capacity.

Conclusion: Vitamin B12- and vitamin E-enriched PRF may have the potential to
accelerate healing and improve tissue quality in periodontal and oral surgical applications.
While these findings support its potential clinical use, further advanced in vivo studies are
required to confirm its efficacy.

Keywords: Platelet-rich fibrin, vitamin B12, vitamin E, growth factors, cytokines
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1. GIRIS

Geleneksel doku miihendisligi yaklasimlar1 genellikle sentetik malzemelere
dayanmaktadir; ancak gilinlimiizde biyolojik o6zelliklerinden &tiiri dogal malzemelerin
kullanim1 da artis gostermektedir. Bu yontemler arasinda otolog trombosit konsantreleri de
onemli bir yer tutmaktadir. Trombositlerin biyomolekiillerin aktivasyonu ve salinimi ile iliskili
onemli islevler tistlendigi bilinmektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle, trombositler doku onariminda
ve iyilesme siireglerinde hayati bir rol oynar. !

Otolog trombosit konsantrelerinin dis hekimliginin ¢esitli alanlarinda kullanimi 1980-
1990 yillarma dayanmaktadir. Bu donemden itibaren, trombosit konsantreleri ve biiyiime
faktorleri periodontal cerrahi islemler, pulpodentin kompleksinin rejenerasyonu, dental implant
uygulamalar1 ve oral cerrahi prosediirlerde sert ve yumusak doku rejenerasyonunu desteklemek
amactyla rutin bir sekilde kullanilmaktadr. >

Biiylime faktorleri iceren trombositler, hiicrelerin migrasyonu, proliferasyonu,
farklilagsmas1 ve anjiyogenez gibi siireglerde 6nemli rol oynar ve bu roller doku rejenerasyonu
stireciyle dogrudan iligkilidir. Otolog trombosit konsantreleri (APC'ler), vendz kanin farkh
hizlarda santrifiijlenmesi, trombin ve antikoagiilanlarin kullanimi veya kullanilmamasi yoluyla
hazirlanir. Bu islem protokolleri sonucunda, trombosit ve Iokosit iceren bir fibrin pihtis1 olusur.’

Trombosit konsantreleri, tarihsel siire¢ i¢inde fibrin yapistiricilardan baslayarak,
Trombositten Zengin Plazma (TZP), Trombositten Zengin Fibrin (TZF), ileri Trombositten
Zengin Fibrin (A-TZF), Titanyum ile hazirlanmis Trombositten Zengin Fibrin (T-TZF), Enjekte
Edilebilir Trombositten Zengin Fibrin (I-TZF) ve Konsantre Biiyiime Faktorii (CGF) gibi farkl1
formlara doniismiistiir. 4

TZF hazirhiginda antikoagiilanlar kullanilmadigindan, tamamen dogal ve biyolojik bir
sekilde doku miihendisliginin {i¢ temel kriterini karsilayan ii¢ boyutlu bir fibrin iskeleti olusur.
Zamanla, fibrinin yalnizca farkl hiicre tiplerini barindirmakla kalmayip, bliylime faktorlerini
yavas ve kademeli bir sekilde saldig1 anlagilmistir. Bu salinim profilinin anjiyogenezi, hiicre
aktivitesini ve doku yenilenmesini destekledigi gosterilmistir. 3

Trombositten zengin fibrin (TZF), ilag tasiyict sistem olarak degerlendirildiginde;
biyouyumluluk, mekanik stabilite ve morfolojik biitlinliiglin korunmasi1 gibi ¢ok sayida
fizikokimyasal 6zelligin dikkatle optimize edilmesi gerekmektedir. Bu parametrelerin etkin
bicimde saglanmasi, TZF temelli sistemlerin terapdtik basarisin1 ve biyolojik giivenligini

dogrudan etkilemektedir. Bu baglamda, TZF'nin farmasotik tasiyici platform olarak



gelistirilmesi; hedefe yonelik ilag salinimini artirmak ve sistemik toksisiteyi en aza indirmek
amaciyla disiplinler arasi bir arastirma stratejisi gerektirir.’

Vitamin B12 (kobalamin) ve E vitamini (alfa-tokoferol), hem genel hem de periodontal
sagligm korunmasinda 6nemli biyolojik roller iistlenmektedir. Vitamin B12, niikleik asit
sentezi, amino asit ve yag asidi metabolizmasinda koenzim olarak gorev yapmasinin yant sira,
eritrosit liretimi ve miyelin sentezi i¢in de elzem bir vitamindir. B12 eksikligi, oral mukozada
solukluk, stomatit, kanamali dis etleri ve alveolar kemik kaybi1 gibi ¢esitli klinik belirtilerle
kendini gosterebilir.®

Literatiirde, ciddi B12 eksikligi ile karakterize anemi durumlarinda belirgin periodontal
yikimin gozlendigi vakalar bildirilmistir.’

Ote yandan, E vitamini gii¢lii bir antioksidan olarak, hiicresel lipit peroksidasyonunu
engelleyerek serbest radikallerin olusturdugu hasari1 smirlamakta ve periodontal dokularda
oksidatif ~stresin azaltilmasinda rol oynamaktadir. Ozellikle kollajen yapisinin
stabilizasyonunda ve hemolizin énlenmesinde dnemli bir faktordiir.® Kronik periodontitis
hastalarinda yapilan ¢aligmalar, sistemik ve lokal siiperoksit dismutaz (SOD) diizeylerinin
azaldigin1 ve destekleyici E vitamini takviyesinin periodontal iyilesme ile birlikte antioksidan
savunma sistemini giiclendirdigini ortaya koymustur.®

B12 ve E vitaminlerinin potansiyel yararlar1 géz Oniine alindiginda, bu vitaminlerin
santrifiij oncesi lokal uygulama ile Trombositten Zengin Fibrin (TZF) icerisine dahil
edilmesinin; biiylime faktorleri, sitokinler ve mekanik o6zellikler iizerinde olumlu etkiler
olusturabilecegi Ongoriilmektedir. Bdyle bir yaklasimin, TZF'nin rejeneratif kapasitesini
artrrarak periodontal tedavi siireglerinde daha etkin ve basarili klinik sonuglara katki
saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Cerrahi islemlerde rutin olarak kullanilan TZF’nin igerigindeki otolog biiylime
faktorlerinin yara iyilesmesi lizerindeki olumlu etkisi bircok calismada gdosterilmistir.
Calismamizda TZF'ye eklenen vitamin B12 (kobalamin) ve vitamin E’nin (alfa-tokoferol)

biiylime faktorlerine etkisinin degerlendirilmesi amag¢lanmastur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Trombosit Konsantrelerinin Tarihi ve Tarihcesi

Trombosit konsantreleri, hastanin kendi kanindan elde edilen ve igeriklerinde doku
rejenerasyonunu destekleyen sitokinler, bliylime faktorleri ve otojen trombositlerin yani sira
anjiyogenezis, kemotaksis, hiicre dis1 matriks sentezi, hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasini
tesvik eden biyolojik bilesenler barindiran kan tiirevleridir. °

1954 yilinda Kingsley, kan pihtilagmasiyla ilgili deneyleri sirasinda, trombosit
konsantresini tanimlamak amaciyla ilk kez "trombositten zengin plazma" terimini kullanmustur.
1970 yilinda ise Matras, "fibrin yapistiriciyr" sican modellerinde deri yaralarmin iyilesmesini
inceleyen deneylerde tanitarak gelistirmistir. Fibrin yapistiricisi, fibrinojenin trombin ve
kalsiyum ile polimerizasyonu sonucu elde edilmistir. 1986 yilinda Knighton ve ekibi, trombosit
konsantrelerinin cilt tilserlerinin iyilesmesindeki etkilerini géstermis ve bu iiriinleri "trombosit
kaynakl1 yara iyilestirme faktdrleri (PDWHF)" olarak adlandirmustir. *

Whitman, trombosit konsantrelerinin ilk nesli olan trombositten zengin plazmanin
(TZP) ag1z ve gene-yiiz cerrahisindeki kullanimini ele alan ilk bilimsel makaleyi yayimlamistir.
2001 yilinda Choukroun ve ¢aligma arkadaslari, yeni nesil bir trombosit konsantresi olarak
trombositten zengin fibrini (TZF) tamtmustir. '° Bunu takip eden 20 yil boyunca TZF iizerine
yapilan ¢alismalar devam etmis ve I-TZF, A-TZF gibi farkli trombosit konsantresi tiirleri
tanimlanmstir. 4

Trombosit {riinlerinin elde edilmesinde kullanilan c¢esitli yontemler, bu iirlinlerin
iceriklerini de farklilastrmaktadir. Bu baglamda, trombosit {riinleri fibrin ve l6kosit

iceriklerine gore Ehrenfest ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan smiflandirilmistir.!!

1- Saftrombositten zengin plazma (P-TZP)

2- Lokosit ve trombositten zengin plazma (L-TZP)
3- Saftrombositten zengin fibrin (P-TZF)

4- Lokosit ve trombositten zengin fibrin (L-TZF)!!

2.1.1. Fibrin Yapistiricilar
Fibrin yapistiricilar, fibrinojen ve trombin bilesenlerini igeren, plazma kaynakli
biyolojik doku yapistiricilaridir. Fibrinojenin trombin aracilifiyla aktive edilmesi sonucu

olusan bu yapilar, kan pihtilagma siirecinin son agamalarini taklit eder. Kolay uygulanabilir ve



pratik kullanima uygun olmalari, fibrin yapistiricilarinin cerrahi ve klinik alanlarda yaygin
olarak tercih edilmesini saglamaktadir. '

Hazirlama yontemleri agisindan trombosit {iriinleri, kan merkezlerinden elde edilen
allojenik kaynaklardan ya da hastanin kendi kanindan {iretilen otolog kaynaklardan temin
edilebilir. Ayrica, bu iiriinler ticari amaglarla da iiretilebilmektedir. '

Ticari fibrin yapistiricilar, iki ana bilesenden olugmaktadir: birinci bilesen, fibrinojen,
Faktor XIII ve aprotinin igeren bir soliisyon; ikinci bilesen ise sigir trombini ve kalsiyum klortir
(CaCl) iceren bir soliisyondur. Bu iki bilesen bir araya getirildiginde, pihtilasma stireci taklit
edilerek jel benzeri bir fibrin pihtis1 olugsmaktadir. '

Olusan bu fibrin pihtisi, topikal olarak uygulanabilmekte olup; yalnizca hemostatik bir
ajan olarak degil, ayn1 zamanda doku biitiinliiglinlin bozuldugu durumlarda biyolojik bir
yapistirici olarak ya da kemik grefti partikiillerinin bir arada tutulmasmda yardimc1 bir matriks
materyali seklinde de etkili bir bicimde kullanilabilmektedir. Bununla birlikte, diisiik trombosit
icerigi ve kararsiz stabilite 6zellikleri nedeniyle fibrin yapistiricilari, trombosit konsantrelerine

kiyasla daha az tercih edilen bir segenek haline gelmistir. '°

2.1.2. Trombositten Zengin Plazma

Trombositten zengin plazma (TZP), rejeneratif 6zellikleri nedeniyle tip ve dis hekimligi
alanlarinda yaygm olarak kullanilan, hastanin kendi kanindan elde edilen dogal bir
biyomateryaldir. '¢ Yiiksek konsantrasyonda trombosit iceren ve otolog bir iiriin olan TZP,
kemik ve yumusak doku iyilesmesini hizlandiran biliyiime faktorleri bakimindan oldukcga
zengindir. Bu 06zellikleri, fibrin yapistiricilar ve trombosit igermeyen diger doku
yapistiricilarina kiyasla TZP'yi benzersiz kilmaktadir. !

TZP'nin igerdigi biiyiime faktorleri ve sitokinler, uygulama alaninda endotel ve epitel
rejenerasyonunu hizlandirir, anjiyogenezi uyarir, kollajen sentezini destekler, yumusak doku
iyilesmesini tesvik eder ve hemostatik yanit1 gii¢lendirir. '7'® Ayrica, icerdigi interlokinler (IL)
ve lokositler sayesinde immiin sistemi destekleyerek antimikrobiyal 6zellikler sergiledigi rapor
edilmistir. '* TZP'nin oral cerrahi prosediirlerde kemik greftlerinde osteoprogenitédr hiicrelerin
artigin1 sagladigi gosterilmistir. 2 TZP'nin otolog bir kan {iriinii olmas1, immiinojenik reaksiyon
ve bulasic1 hastalik riski tasima endiselerini ortadan kaldirmaktadir. 2!

Dogal bir kan pihtis1 yaklagik %94 kirmizi kan hiicresi (KKH), %5 trombosit ve %1
beyaz kan hiicresi (BKH) igerirken, TZP'nin %95'i trombositlerden olugmaktadir. Ancak,
TZP'nin baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlar arasinda, sigir trombini ve kalsiyum kloriir

kullanimina bagli alerjik reaksiyon riski, cok adimli hazirlama protokolii ve hastalar arasinda



etkinligin degiskenlik gostermesi nedeniyle farkli basar1 oranlarmm goézlemlenmesi yer
almaktadir, 20235

Biiyiime faktorlerinin salinimi, TZP hazirlandiktan sonraki ilk 10 dakika ig¢inde
baslamakta ve bu faktdrlerin yaklasik %95'i ilk bir saat i¢erisinde salinmaktadir. Bu nedenle,
TZPmin optimum sonuglar icin taze hazirlandiktan sonraki 4 saat icinde uygulanmasi
gerekmektedir. 2 Bununla birlikte, biiyiime faktdrlerinin kisa siireli salinimi, TZP'nin kemik
rejenerasyonu lzerindeki klinik basar1 potansiyelini smirlayan bir faktdr olarak

degerlendirilmektedir. *’

2.1.2.1. Trombositten Zengin Plazma Elde Etme Yontemi

Cift santrifiijleme yontemiyle trombositten zengin plazma (TZP) elde edilmesi siireci,
antikoagiilan iceren steril santrifiij tiiplerine vendz kanin alinmasiyla baslatilmaktadir. '° Tlk
asamada, 1300 RPM’de 10 dakika siireyle “yumusak doniis” olarak adlandirilan bir

santrifiijleme islemi gerceklestirilir. *® Bu islem, kanmn {i¢ farkli katmana ayrilmasimi saglar:

e En alttaki katman: Alyuvarlar (kirmiz1 kan hiicreleri, KKH), toplam hacmin
%355’1ni olusturur.

e En iistteki katman: Aseliiler plazma ve dolasimdaki plazmatik molekiillerden
(6zellikle fibrinojen) olusan trombositten fakir plazma (TFP), toplam hacmin
%40’ 1n1 olusturur.

e Orta katman: “Bufty coat” ad1 verilen, KKH ve TFP arasinda yer alan ara katman,

toplam hacmin %35’ini olusturur. '

Uygulayicy, steril bir siringa yardimiyla TFP, TZP ve bir miktar KKHyi aspire ederek
bu materyali antikoagiilansiz baska bir tiipe aktarir. '° Bu tiip, 2000 RPM’de 10 dakika siireyle

28

“sert doniis” olarak adlandirilan ikinci bir santrifiijleme islemine tabi tutulur. Bu islem

sonucunda tekrar {i¢ katman olusur:

e Alt katman: Bazi artik KKH’ler.
e Orta katman: Trombositten fakir plazma (TFP), toplam hacmin %80’ini olusturur.

o  Ust katman: Trombositten zengin plazma (TZP). 10-20-28

Bu asamada TZP’yi toplamak oldukca kolaylasir. Uygulayici, TFP’nin biiyiik bir

kismin1 siringa yardimiyla uzaklastirir ve konsantre trombositleri siispansiyon haline getirmeye



yetecek miktarda serum birakir. Tiip, kullanima hazir TZP elde etmek i¢in hafif¢e calkalanir.
Uygulama sirasinda TZP, bir karistirma siringasi kullanilarak sigir trombini ve kalsiyum kloriir
ile karistirilir. Bu karigim, trombosit konsantrelerinin jellesmesini saglayarak uygulama igin

hazir hale gelmesini saglar. '°

Upper layers are transfered
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Sekil 1. TZP hazirlama protokolii*®

2.1.3. Plazma Acisindan Zengin Biiyiime Faktorii (PRGF)

PRGF (Plasma Rich in Growth Factors), 1999 yilinda Anitua tarafindan, yara
iyilesmesini hizlandirmak ve kemik greftleme gibi intraoral cerrahi prosediirlerin ardindan daha
hizl1 ve 6ngoriilebilir bir rejeneratif yanit1 tesvik etmek amaciyla tanitilmis, otolog kan tiirevi
bir biyolojik iiriindiir.

PRGF’nin hazirlanma siireci, tek bir santrifiijleme teknigi kullanilarak gerceklestirilir
ve biiyiime faktorlerinin salinimina ek olarak fibrin matris olusumunu saglamak amaciyla taze
alnan kanm antikoagiilan igeren tiiplere toplanmasmi gerektirir. *' Hazirlik siirecinde,
antikoagiilanli tiiplere toplanan vendz kan, 460 G kuvvetinde 8 dakika boyunca santrifiijlenir.

Santrifiijleme iglemi tamamlandiginda, tiipiin dibinde toplanan PRGF tabakasi dikkatlice aspire



edilerek ayrilir ve kalsiyum kloriir eklenir. Kalsiyum kloriir ilavesi, yaklagik 10 dakika
icerisinde pihtilasmay1 tetikleyerek jelatinimsi bir PRGF olusumunu saglar. Bu ydntem,
PRGF nin etkinligini artirarak gesitli rejeneratif uygulamalarda kullanimina olanak tanir.

Kalsiyum kloriir ilavesi, fizyolojik pihtilagsma siirecini taklit ederek, doku onarimi ve
yara iyilesmesi i¢in kritik dneme sahip biliylime faktorlerinin; Doniistiiriicii Biiylime Faktorii-
B1 [Transforming Growth Factor-B1, TGF-B1], Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorii [Platelet-
Derived Growth Factor, PDGF], Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii [Vascular Endothelial
Growth Factor, VEGF] ve Insiilin Benzeri Bilyiime Faktorii [Insulin-like Growth Factor, IGF])
daha uzun siireli salmimin saglar. Ayrica bu islem, dogal trombin olusumunu tesvik ederek
immiinolojik reaksiyonlar1 ve ekzojen sigir trombini kullanimina bagl olas1 hastalik bulagsma
risklerini ortadan kaldirmaktadir. 1633

PRGF, diger trombosit konsantrelerinden farkli olarak, lokal proinflamatuar etkilerin
minimize edilmesi amaciyla 16kositlerden arimdirilmistir. Lokositler, matriks metalloproteinaz-
8 (MMP-8) ve MMP-9 gibi matriks yikicit enzimlerin ekspresyonuna ve reaktif oksijen
tiirlerinin salinimina neden olur. Bu reaktif tiirler, yarali veya saglikli tiim ¢evresel hiicrelere
zarar vererek rejenerasyon silirecini olumsuz etkileyebili. Bu nedenlerle PRGF’nin
hazirlanmasinda 16kositlerin ayristirilmasi tercih edilmistir. 343
Bununla birlikte, PRGF'nin fiziksel dayanikliliginin diisiik olmasi, saklama zorlugu,

diisiik biliylime faktorii konsantrasyonu ve hazirlanma silirecinde sodyum sitrat ile kalsiyum

kloriir ilavesini gerektirmesi, bu yontemin baslica dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir. 2

PPGF r Fraction 1

PGF J» Fraction 2

PRGF Fraction 3
= > White blood cells

Red blood

cells

Sekil 2. PRGF*



2.1.4. Trombositten Zengin Fibrin (TZF)

2000 yilinda Choukroun ve calisma arkadaslari, agiz, yliz ve c¢ene cerrahisi
prosediirlerinde kullanilmak iizere trombositten zengin plazmaya (TZP) alternatif olarak yeni
nesil bir trombosit konsantresi olan trombositten zengin fibrini (TZF) tanitmislardir. TZF,
antikoagiilan, sigir trombini veya kalsiyum kloriir (CaCl:) eklenmesini gerektirmeyen,
tamamen fizyolojik bir konsantre olarak gelistirilmistir. '%37-38

TZF, trombositler, 10kositler, monositler, kok hiicreler ve biiylime faktorlerinden olusan
iic boyutlu bir fibrin matriksine sahiptir. '%*®% Bu fibrin matriksi, mikrovaskiilarizasyonu
destekleyen ve epitel hiicre goc¢iinii yonlendiren biyolojik olarak pargalanabilir bir yap1 iskeleti
gorevi gormektedir. %37 TZP'nin biiyiime faktdrlerini biiyiik oranda ilk giin icinde serbest
birakmasina karsm, TZF, biliylime faktorleri ve sitokinlerin 7 ila 14 giin boyunca yavas ve
siirekli salinimini saglamaktadir. 4

Tam kan ile karsilastirildiginda, TZF'nin %97 oraninda trombosit ve %50°’den fazla
l1okosit icerdigi gosterilmistir. Fibrinojen, dolasimdaki trombin tarafindan fibrin agina
doniistiiriilene kadar tiipiin iist kisminda yogunlasmakta ve TZF, fizyolojik trombin seviyeleri
nedeniyle santrifiijleme sirasinda dogal ve yavas bir sekilde polimerize olmaktadir. 104041

TZF ayrica immiinolojik ve antibakteriyel 6zellikler sergilemektedir. 3”*? Fibrin
matriksinde hapsolan l6kositler, fagositoz ve serbest radikaller ile sindirim enzimleri iireterek
yara bdlgesine gelen bakteri ve patojenleri ortadan kaldirmakta, boylece antimikrobiyal etkinlik
gostermektedir. 74344

TZF, interlokin 1B (IL-1B), IL-4, tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a), PDGF-a ve 3, TGF-
B1, IGF-1 ve VEGEF gibi biiylime faktorleri ve sitokinler igermektedir. Bu faktorler arasinda en
yilksek miktarlarda transforme biiyiime faktori Bl (TGF-B1), PDGF-a ve B ile VEGF
salmmaktadir. ¢ Bu biiyiime faktorleri, kollajen iiretimini uyararak, yara direncini artirarak
ve kallus olusumunu tesvik ederek yumusak ve sert doku iyilesmesini hizlandirmaktadir. 2°

TZF’nin hazirlanmasinda sigir trombini veya antikoagiilan gibi ek faktorlerin
gerekmemesi, hazirlik siiresini ve maliyetini 6nemli dlciide azaltmaktadir. 2’ Dogal bir fibrin
cergevesi lizerinde biiyiime faktdrlerinin daha uzun siireli aktivitesini korumasi, doku
rejenerasyonunu etkili bir sekilde uyarmasima olanak tanimaktadir. 7 TZF, hem tek basmna hem
de kemik greftleri ile kombinasyon halinde kullanilabilmekte, greftlenmis kemigin iyilesme

oranmi artrrmaktadir. *®

Ayrica membran olarak kullanildiginda dondér saha cerrahi
prosediirlerine olan ihtiyact azaltmakta ve erken yara iyilesmesi doneminde hasta konforunu

artirmaktadir. *°



Bununla birlikte, TZF'nin yalnizca kati formda olmasi, enjekte edilebilir fibrin
yapistiricilar gibi kullanimini sinirlamaktadir. '' Bu sinirlamalarin iistesinden gelmek amaciyla,
kan tiiplerinin 6zellikleri, santrifiij hizi ve siiresi degistirilerek daha yeni TZF formlar1
gelistirilmistir, 280

2.1.4.1. Trombositten Zengin Fibrin (TZF) Elde Etme Yontemi

TZF, trombositler ve sitokinlerin fibrin pihtisinda yogunlastirilmasiyla elde edilir. Bu
islem, antikoagiilan veya s1gir trombini eklenmesine gerek kalmadan sadece santrifiijlenmis kan
kullanilarak gerceklestirilir. ' Cam veya cam kapl plastik tiiplere antikoagiilan icermeyen 10
ml kan almir ve ardindan 3.000 rpm hizinda 10 dakika boyunca santrifiijlenir. %313 [slem

sonucunda tiipte ii¢ katman olusur:

e En alt katman: Kirmizi1 kan hiicrelerini (KKH) i¢eren kirmizi renkli tabaka.
e Orta katman: TZF pihtisin1 olusturan fibrin pihtisi.

e Eniist katman: Trombositten fakir plazma (TFP) igeren hiicresiz tabaka. '%!7-33

Santrifiijleme sirasinda, fibrinojen list kisimda yogunlasir ve trombin ile birleserek
fibrin agma doniisiir. Bu siireg, fibrinojenin polimerlesmesini saglayarak TZF pihtisinin
olusumuna neden olur. Polimerlesme sonucu trombositlerin biiyiik bir kismi, fibrin pihtisinin
alt kisminda, genellikle alyuvarlar ile TZF pihtis1 arasindaki baglant1 bolgesinde birikir. *?

Santrifiijleme sonrasi, iistteki TFP tabakas1 alinir, orta katmandaki TZF pihtis1 dikkatlice
toplanir ve fibrin pihtis1 steril bir yiizeye yerlestirilir. Pihtiya yapismis KKH'ler nazikce
temizlenir ve TZF uygulamaya hazir hale getirilir. '

Kan cam ylizeyle temas ettigi anda pihtilasmaya basladigi i¢in TZF 'nin hazirlanmas1
hizlica yapilmalidir. Santrifiijleme, fibrinojeni pihtmm merkezinde yogunlastirmak icin
zamaninda baglatilmalidir. Eger islem gecikirse, pihtt homojen sekilde polimerize olur ve uygun

bir TZF elde edilemez. '°°*
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Sekil 3. TZF’nin komponentleri*®

2.1.4.2. Trombositten Zengin Fibrin Membranlarinin Hazirlanmasi

Mazor ve arkadaglari, TZF pihtilarint membrana doniistiirmek i¢in steril gazli bez veya
0zel bir cihaz kullanmistir. Bu amacla, TZF pihtilarin1 toplaylp membrana doniistiiren ve
saklamaya uygun hale getiren bir TZF kutusu (Proces) gelistirilmistir. Kutunun sikigtirma
mekanizmasi, bir dakikadan kisa stirede esit kalinlikta TZF membranlar1 tiretir. Kompresyon
islemi biiyiime faktorlerini korur ve fibronektin ile vitronektin agisindan zengin serum elde

edilmesini saglar. TZF membranlari, klinik uygulamalar i¢in daha kullanish hale getirilmistir.

46,56,57
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Sekil 4. TZF membran hazirlanmasi®®

2.1.5. Konsantre Bilyiime Faktorii (CGF)

2006 yilinda Sacco tarafindan tanimlanan Konsantre Biliylime Faktorleri (CGF),
Trombositten Zengin Fibrin (TZF) ile benzer 6zellikler tasimaktadir. CGF, trombositler,
lokositler ve bliylime faktorleri bakimindan zengin bir fibrin matriksi olusturmaktadir. Bu yapi,
kan 6rneklerinin 6zel bir santrifiij cihaz1 (Medifuge, Si Ifradent, Italya) kullanilarak islenmesi
sonucu elde edilmektedir. CGF'nin iiretiminde kullanilan farkli santrifiijleme hizlari, daha
biiyiik, daha yogun ve biiylime faktorleri agisindan daha zengin bir fibrin matriksi elde

edilmesine olanak saglamaktadir. 3%

2.1.5.1. Konsantre Biiyiime Faktorii Elde Etme Protokolii

CGF elde etmek amaciyla, pihtilasmay1 dnleyici madde igermeyen 10 ml'lik tiiplere
alinan kan drnekleri, 6zel bir santrifiij cihazma (Medifuge MF200, Silfradent srl, Forli, Italya)
yerlestirili. Bu cihaz, asagida belirtilen hiz ve siire parametrelerine gore Onceden

programlanmigtir:

e 30 saniyelik hizlanma,
e 2 dakika boyunca 2.700 rpm,
e 4 dakika boyunca 2.400 rpm,

11



e 4 dakika boyunca 2.700 rpm,
e 3 dakika boyunca 3.000 rpm,

e 36 saniyelik yavaslama ve durma. >%°!

Santrifiij islemi tamamlandiginda, kan 6rnegi dort farkli tabakaya ayrilmaktadir:

Ust tabaka: Trombosit fakir plazma (TFP),

ikinci tabaka: Buffy coat,

Uciincii tabaka: Biiyiime faktorlerini igeren CGF tabakast,
Alt tabaka: Kirmizi kan hiicreleri (KKH) tabakas1.>

e

CGF, TZF ile benzer bir fibrin matriksi yapis1 gostermektedir. Ancak CGF'nin biiylime
faktorlerinin daha uzun siire stabil kaldig1 ve bu faktorlerin daha yavas salinim gdsterdigi
disiiniilmektedir. Bu 0zellik, CGF’nin biyolojik siireglerde daha wuzun siireli etki

saglayabilecegini gdstermektedir. ©

Sekil 5. Konsantre biiyiime faktorii*®

2.1.6. fleri Trombositten Zengin Fibrin

2014 yilinda Ghanaati ve arkadaslarmin ¢alismass, ileri Lokosit ve Trombositten Zengin
Fibrin (A-TZF) yonteminin gelistirilmesine Onciiliik etmistir. Yiksek santrifiij hizlarinin
hiicreleri tiiplin dibine ittigi bilinmektedir. Bu nedenle, santrifiij hizmi diistirmenin hiicre

kaybin1 &nleyebilecegi ve TZF matriksinde 16kosit miktarini artirabilecegi one siiriilmiistiir.?%63

12



A-TZF'nin elde edilmesinde 14 dakikalik santrifiijleme siiresi ve 1.300 rpm’lik diisiik
hiz kullanilmaktadir. Bu yontemle, TZF'ye kiyasla trombositler, notrofiller ve lenfositler dahil
olmak iizere daha fazla hiicre elde edilmektedir.®?

A-TZF’nin, IGF, PDGF ve VEGF gibi biiyiime faktorlerini TZF'ye gore daha yiiksek
konsantrasyonlarda saldigi tespit edilmistir. Ayrica bu biiylime faktorleri, A-TZF

uygulamasindan sonra 14 giin boyunca salmim gdstermeye devam etmektedir. 46>

2.1.7. Gelistirilmis + Trombositten Zengin Fibrin (A-TZF+)

2016 yilinda Kobayashi ve ¢calisma arkadaslar1 tarafindan, A-TZF'nin modifiye edilmis
bir versiyonu olan A-TZF+ tanitilmistir. A-TZF+ elde etmek amaciyla, kan 6rnekleri 8 dakika
stireyle ve 1.300 rpm hizinda santrifiij edilmektedir. Daha kisa bir santrifiij siiresinin, kan
hiicrelerinin maruz kaldig1 kuvveti azaltarak TZF matrisinde yer alan hiicre sayismi
artirabilecedi one siiriilmiistiir.%>

A-TZF+ ile iiretilen fibrin matrisinin, TZF’ye kiyasla daha g6zenekli bir yapiya sahip
oldugu belirlenmistir. Bu gézenekli yap1, trombositler ve bagisiklik hiicreleri i¢in daha fazla yer
saglamakta, boylece biiylime faktorlerinin salmimini artirmaktadir. A-TZF+'nin bu yapisal

ozellikleri, biyolojik siireclerde daha etkili bir rol oynayabilecegini gdstermektedir. *°

2.1.8. Titanyumla Hazirlanmis Trombositten Zengin Fibrin (T-TZF)

Titanyum ile Hazirlanmis Trombositten Zengin Fibrin (T-TZF), ilk olarak 2013 yilinda
Tunali ve calisma arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. T-TZF, antikoagiilan icermeyen 10
ml'lik titanyum tiiplere aliman kanm 2800 rpm hizinda ve 12 dakika siiresince
santrifiijlenmesiyle elde edilmektedir. *’

T-TZF konsepti, geleneksel TZF nin iiretiminde kullanilan cam tiiplerden kaynaklanan
silika pargaciklarinin kontaminasyon riskine yonelik endiselerden dogmustur. ¢’

T-TZF’nin fibrin aginin, daha saglam bir yapiya ve daha uzun in vivo ¢oziiniirliik
stiresine sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, daha kalin ve siki bir fibrin matrisi olusumu
gozlemlenmis; bu durumun, fibrinin daha yiiksek diizeyde polimerize olmasina yol actigi
diistiniilmektedir. Bu o6zellikler, T-TZF'nin dokuda daha uzun siire kalmasini saglayarak

biyolojik siireglerde etkinligini artrmaktadir. ¢
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Sekil 6. TZF tiipleri®®

2.1.9. Enjekte Edilebilir Trombositten Zengin Fibrin (I-TZF)

Trombositten Zengin Fibrin (TZF), yalnizca jel formunda elde edilmesi nedeniyle,
Trombositten Zengin Plazma (TZP) ile karsilastirildiginda dnemli bir dezavantaja sahiptir. Bu
simirlamay1 ortadan kaldirmak amaciyla, Maurao ve ¢alisma arkadaglar1 2015 yilinda Enjekte
Edilebilir Lokosit ve Trombositten Zengin Fibrin (Injectable Leukocyte and Platelet Rich
Fibrin, i-TZF) kavramini tanimlamislardir. -7

[-TZF iiretimi igin, antikoagiilan icermeyen ve kaplamasiz plastik tiiplere alman kan, 3-
4 dakika boyunca 700-800 rpm hizinda santrifiijlenmektedir. Bu protokolde kullanilan plastik
tiipler, hidrofobik ylizeyleri sayesinde pihtilagma siirecini etkin bir sekilde aktive etmemekte,
boylece santrifiij isleminin ilk birka¢ dakikasinda kan bilesenlerinin ayrigsmasmi saglamaktadur.
Islemin sonunda tiipiin {ist kisminda elde edilen sar1 tabaka (plazma, pihtilagma faktérleri ve
trombositler) kolayca aspire edilerek enjekte edilebilir bir form haline getirilmektedir. 77!

[-TZF, yiiz derisine veya kafa derisine enjekte edilebilmekte ve bir pihtiya doniismeden
once yaklagik 10-15 dakika sivi formda kalmaktadir. Bu 6zellik, i-TZF’nin tek basma ya da
partikiiler kemik greftleri gibi biyomalzemelerle kombinasyon halinde kullanilmasint miimkiin
kilmaktadir. Bu kombinasyon, biyolojik siireglerde uygulama esnekligi ve etkinlik

saglamaktadir. 7>7
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2.2. Trombosit Konsantrelerinin Kullanim Alanlar

Trombosit konsantrelerinden elde edilen fibrin yapistiricilar, kardiyovaskiiler, oftalmik,
ortopedik, gastrointestinal ve beyin cerrahisi gibi bircok alanda yaygmn olarak
kullanilmaktadir.>* TZF ve TZP ise ortopedi, kozmetik, plastik, maksillofasiyal ve

kardiyovaskiiler cerrahilerde basariyla uygulanmaktadir. ™

Dis Hekimliginde Kullanimi

Trombosit konsantreleri, dis hekimliginde implant cerrahisi, ¢cekim soketi koruma, sert
doku greftleme, siniis augmentasyonu, oroantral iligkilerin tedavisi, alveolar yarik damak
onarimi, endodontik tedaviler, periodontal kemik ici defektlerin tedavisi ve mukogingival
cerrahi islemler gibi ¢esitli prosediirlerde kullanilmaktadir. Dental implant uygulamalarindaki
gelismelerle birlikte rekonstriiktif cerrahilerde TZF nin kullanimi artmstir. 7247577

TZF, cekim sonrasi kemik rezorpsiyonunu azaltmada onemli bir rol oynamaktadir.
Sitokinler ve bliylime faktorleri salarak yara iyilesmesini hizlandirabilir ve kret korunmasimni
destekler. ° TZF ile doldurulan soketlere yerlestirilen implantlar daha stabil olup daha az
rezorpsiyon gdstermektedir. ’® Ayrica, {iciincii molar ¢ekimlerinde TZF nin alveoler osteit ve
postoperatif agr1 insidansini azalttig1 gosterilmistir.

TZF, alveolar kret augmentasyonlarinda ve sinlis augmentasyonlarinda greft
partikiilleriyle (6zellikle I-TZF) birlikte kullanilabilmektedir. Sohn tarafindan tanimlanan
“sticky bone” (yapiskan kemik grefti), i-TZF ve partikiiler greft kombinasyonundan olusur ve
kemik greftinin kolayca islenmesini saglar. Bu teknik, rejeneratif potansiyeli artirmaktadir. 808!

TZF ve diger otolog kan ftiriinleri, Yonlendirilmis Kemik Rejenerasyonu (YKR) gibi
prosediirlerde biyolojik membran olarak kullanilmaktadir. Bu membranlar, epitel hiicrelerinin
greftlere invazyonunu 6nler ve greft basarismi artirir. 82

TZF, ¢ene Kkistlerinin eniikleasyonundan sonra biiylik kemik defektlerinin
rekonstriiksiyonunda kullanilabilmektedir. Dondurularak Kurutulmus Kemik Allogrefti
(DKKA) ile kullanildiginda, TZF kemik rejenerasyonunu hizlandirmakta ve greft basarisini
artirmaktadir, 4883

TZF, Schneiderian membran perforasyonlarini Onlemek ve iyilesme sirasinda
enfeksiyon riskini azaltmak i¢in ara katman olarak kullanilabilir. Ayrica lateral pencereye
uygulanarak yumusak doku revaskiilarizasyonunu destekler ve perforasyonlar: onarabilir, #+
Posterior maksiller bolgede dis ¢cekiminden sonra olusan oral-antral iligkiler, TZF nin tek basina

veya flep teknikleriyle birlikte kullanimiyla basarili sekilde tedavi edilebilmektedir. 3
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TZF’nin anjiyojenik &zellikleri, osteonekroz tedavisinde yeni damar olusumunu ve
revaskiilarizasyonu destekleyerek basarili bir tedavi arac1 olmasini saglamaktadir. 78

I-TZF, agrilh TME bozukluklarinin tedavisinde agriy1 ve islev bozuklugunu azaltmustr.
85 Ayrica eroziv liken planus tedavisinde olumlu etkiler gdstermistir. %

TZF, periodontal kemik i¢i defektlerin tedavisinde sondalama derinliginin azalmasi,
periodontal atagman seviyesinde artis ve radyografik kemik yogunlugunun artmasi gibi olumlu
sonugclar saglanugtir, 8788

TZF membranlarinin, platal dondr bolgelerde iyilesmeyi hizlandirdigi ve bu bolgelerde

postoperatif komplikasyonlar1 azalttig1 tespit edilmistir. 7

2.3. Trombositlerin Yapisi ve Icerigindeki Biiyiime Faktorleri

Trombositler, vaskiiler biitiinliigiin saglanmasinda ve hemostazin diizenlenmesinde
kritik bir rol oynayan ¢ekirdeksiz, diskoid sekilli hiicre pargalaridir. Yaklasik 2-3 pum c¢apinda
olan trombositler, kemik iliginde megakaryositlerden iiretilir. Trombositlerin iginde ¢esitli
graniiller, mitokondriler, yiizeyle iliskili kanalikiiler sistem ve yogun tiibiiler sistem
bulunmaktadir. Hiicre zarlari, kollajen ve trombin gibi molekiiller i¢in reseptorler barindiran
fosfolipid ¢ift tabakasiyla gevrilidir. 3!-°%%

Normalde kandaki trombosit konsantrasyonu 150.000 ila 300.000 mm® arasinda
degismektedir. Ortalama omrii 8 ila 10 giin olan trombositler, aktivasyon sirasinda birgok
biyolojik aktif graniil salgilar. Ozellikle o-graniiller, trombosite 6zgii (6rnegin, pB-
tromboglobulin) ve trombosite 6zgii olmayan (6rnegin, fibronektin, fibrinojen, trombospondin,
pihtilagsma faktorleri ve biliylime faktorleri) proteinleri igeren, hiicre i¢i protein depolaridir.
Ayrica, yogun graniiller kalsiyum ve serotonin gibi maddeler igerirken, lizozomal graniiller asit
hidrolazlar ve diger parcalayici enzimleri barmndirir. !1-51:901

Trombositler, trombin gibi bir uyaranla aktive oldugunda, graniil icerigini salan ve
psddopod olusumunu destekleyen bir siire¢ baslatir. Bu siirecte a-graniiller, trombosit zarina
entegre olarak biyoaktif proteinlerin salgilanmasmi saglar. Salgilanan bu proteinler, hedef
hiicrelerin transmembran reseptdrlerine baglanarak hiicre i¢i sinyal yollarini aktive eder. Bu
sinyal yollari, hiicresel proliferasyonu, kollajen sentezini ve osteoid iiretimini tetikleyen gen
ekspresyonlarm diizenler. >3
Trombositlerin a-graniilleri, bliylime faktorlerinin temel kaynagidir. Bu graniiller;

trombosit kaynakli biiyiime faktérii (PDGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1),
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), fibroblast biiyiime faktorti (FGF) ve doniistiirtiicii
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biiylime faktori-pl1 (TGF-B1) gibi faktorleri icermektedir. Bu biiylime faktorleri, trombin,

CaCl, kollajen veya adenozin 5c-difosfat gibi uyaranlarla aktive olan trombositlerden salinir. %3

2.3.1. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

FGF’ler, fibroblastlar lizerinde mitojenik etkiler gdosteren bir grup heparin baglayici
polipeptittir. °* FGF ailesi 23 iiyeden olusur; bunlar arasinda kutandz yara iyilesmesinde en
o6nemli olanlar1 FGF-2, FGF-7 ve FGF-10’dur. FGF’ler keratinositler, fibroblastlar, endotel
hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve kondrositler tarafindan lretilir. FGF, mezenkimal hiicreler,
kondrositler ve osteoblastlar i¢cin gii¢lii bir mitojendir. Ayrica bu hiicrelerin biiylimesini ve

farklilagsmasini destekler ve VEGF ile birlikte anjiyogenez siirecine katilir. °7-%8

2.3.2. Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF)

PDGF, yaralanma bdlgesinde erken ddnemde salman 6nemli bir biiyiime faktoriidiir. Iki
alt birimden (A ve B) olusan PDGF, AA, BB ve AB olmak {izere {i¢ farkli izoformda bulunur.
PDGF, trombositlerin a-graniillerinin yani siwra monositler, makrofajlar ve fibroblastlar
tarafindan tretilir. PDGF, yara iyilesmesinin her asamasinda rol oynar. Yaralanma sonrasi
notrofillerin, makrofajlarin ve fibroblastlarin bolgeye kemotaksisini ve proliferasyonunu uyarir.
Ayrica kollajen sentezini ve hiicre dig1 matrisin yeniden sekillenmesini destekler. TZF, icerdigi
yiiksek PDGF konsantrasyonu sayesinde kemik rejenerasyonu ve yara iyilesmesini

hizlandirabilir, 2°-103

2.3.3. Transforme Biiyiime Faktori (TGF-p)

TGF-B, ¢ok islevli bir sitokindir ve TGF-p siiper ailesinin bir iiyesidir. Bu aile, TGF-1,
TGF-B2 ve TGF-B3 olmak iizere ii¢ izoform igerir; bunlar arasinda TGF-B1 en yaygin olanidir.
TGF-B1, yaralanma sonrasi trombositlerden salinir. Kollajen iiretimini artirir, kollajenin
par¢alanmasini onler ve bag dokusunun rejenerasyonunu destekler. TGF-B1 ayrica inflamatuar
hiicrelerin toplanmasin1 kolaylastirir, makrofaj aracili doku debridmanini artirir ve yara alanini
graniilasyon dokusu olusumu i¢in hazirlar. TGF-B1’in osteoblast proliferasyonunu uyarma ve

osteoklast olusumunu inhibe etme 6zelligi, kemik olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir.
51,97,106-110

2.3.4. Vaskiiler Endotelyal Bityiime Faktorii (VEGF)
VEGF, doku yaralanmas1 sonrasi trombositler ve makrofajlar tarafindan salinan anahtar

bir biliylime faktoriidir. VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve plasenta biiylime
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faktoriinden olusan VEGF ailesi, anjiyogenez siirecinde temel diizenleyici rol oynar. VEGF,
endotel hiicre proliferasyonunu ve kemotaksisini destekleyerek yara iyilesmesine katkida

bulunur. Hipoksi, VEGF ekspresyonunu artirarak doku perflizyonunu ve oksijenlenmeyi saglar.
37,41,97,111

2.3.5. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF-1)

IGF-1, kan dolasiminda yogun olarak bulunan bir polipeptit hormonudur ve trombosit
aktivasyonu sirasinda salinir. IGF-1, mezenkimal hiicrelerin farklilasmasini ve mitogenezini
desteklerken, osteoblastlarin kemotaksisini ve aktivasyonunu da tesvik eder. Boylece, kemik

olusumunu artirarak iyilesme siireclerine katki saglar, 39104

2.4. inflamasyonun Temel Mediatorleri: IL-1p ve TNF-a

Interlokin-1 beta (IL-1B), baslica monosit ve makrofajlar tarafindan iiretilen, giiclii
proinflamatuvar 6zelliklere sahip bir sitokindir.!'>!!3 Enfeksiyon, doku hasari veya tehlike
sinyalleriyle tetiklenerek aktivasyonu sonucunda, inaktif 6nciil formu (pro-IL-1p) kaspaz-1
aracihigiyla kesilerek aktif hale gelir.!'* IL-1B, IL-1R1 reseptdriine baglanarak MyD88 adaptdr
proteini lizerinden NF-kB ve MAPK sinyal yolaklarin1 aktive eder; bu siire¢ adezyon
molekiilleri, kemokinler ve ek sitokinlerin ekspresyonunu artirarak inflamatuar yaniti
giiclendirir.''>!"> Biyolojik etkileri arasinda endotelyal aktivasyon, 16kosit gocii, ates, akut faz
yaniti, fibroblast proliferasyonu, anjiyogenez ve osteoklast aktivasyonu bulunur.!'>!'® Asir1
iiretimi, kronik inflamasyon ve c¢esitli inflamatuar hastaliklarla iliskilidir; bu nedenle IL-1
reseptor antagonisti ve monoklonal antikorlar gibi hedefe yonelik tedaviler
gelistirilmistir.''>!'7-!1® Trombositten zengin fibrin uygulamalarinda IL-1p, lokal mikro ¢evrede
hiicresel infiltrasyonu, damar olusumunu ve matriks yeniden yapilanmasmi diizenleyerek yara
iyilesmesinin seyri {izerinde dnemli rol oynar. 13116

Timor nekroz faktorii alfa (TNF-a), baslica aktive olmus makrofajlar tarafindan
sentezlenen, ancak T lenfositler, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve ¢esitli stromal hiicreler tarafindan
da iiretilebilen giiglii bir proinflamatuar sitokindir.!'*!?° {lk olarak transmembran bir protein
olarak sentezlenir ve ardindan TNF-o donistiiriici enzim (TACE) aracilifiyla ¢6ziiniir forma
doniistiiriiliir.'*' TNF-o, biyolojik etkilerini iki farkli reseptdr lizerinden gosterir: TNFR1 (p55)
ve TNFR2 (p75). TNFR1, hemen tiim hiicrelerde eksprese edilir ve NF-kB, MAPK ile apoptoz
sinyal yollarin1 aktive ederken; TNFR2 daha c¢ok immiin hiicrelerde bulunur ve hiicre
proliferasyonu, aktivasyonu ve hayatta kalma siireglerinde rol oynar.!'”'?* TNF-q,

inflamasyonun erken fazinda adezyon molekiillerinin ekspresyonunu artirwr, 16kosit gogiinii
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kolaylastirir, sitokin ve kemokin iiretimini uyarir, anjiyogenez ve doku yeniden sekillenmesinde
gorev alir.'?*12* Asir1 veya kontrolsiiz TNF-o iiretimi, romatoid artrit, inflamatuvar bagirsak
hastalig1 ve psoriazis gibi kronik inflamatuvar hastaliklarla iliskilidir; bu nedenle anti-TNF
tedaviler (infliksimab, adalimumab vb.) klinikte yaygmn olarak kullanilmaktadur,!*-124
Trombositten zengin fibrin uygulamalarinda TNF-o0, yara bolgesinde inflamatuvar hiicre
infiltrasyonunu, vaskiiler yanit1 ve matriks yikimi/yeniden yapilanma dengesini diizenleyerek

iyilesme siirecinin seyrini etkiler, '2%:123

2.5. Trombositten Zengin Fibrinin Histolojik Yapisi ve Biyolojik Etkileri

Kan, organizmada oksijen, besin maddeleri, hormonlar ve metabolik atiklarin
tasinmasindan sorumlu olan, hiicreler ve plazma bilesenlerinden olusan s1vi bir bag dokusudur.
Ayni zamanda homeostazin korunmasinda temel bir rol iistlenmektedir. Kanin bilesenleri,
plazma (%55), kwrmizi kan hiicreleri (eritrositler, %45), trombositler ve beyaz kan
hiicrelerinden (I6kositler, %1'den az) olusmaktadir.!*> Trombositler, kemik iliginde bulunan
megakaryositlerden tiireyen, diskoid morfolojiye sahip ve ortalama yasam siiresi 8-12 giin olan
hiicresel elemanlardir. Bu hiicreler, hemostazin saglanmasi, inflamatuar siireclerin
diizenlenmesi, konak savunma mekanizmalarinin desteklenmesi ve hiicresel rejenerasyonun
tesvik edilmesi gibi kritik islevlere sahiptir. 26

Trombositler, fizyolojik etkilerini ¢aplar1 200-500 nm arasinda degisen graniillerinden
salgilanan biyomolekiiller aracilifiyla gostermektedir. Bu graniillerin salinimi, trombositlerin
aktivasyonu sonucunda gerceklesmektedir. Aktivasyon siireci, kolajen, trombin, tromboksan
A2 ve adenozin difosfat (ADP) gibi trombosit aktivatorlerinin etkisiyle baglamaktadir. Bu
stireg, trombositlerin hasarli endotele yapismasi, graniil igeriginin salinmasi ve trombosit
agregasyonu olmak ilizere iic temel asamada meydana gelen aktivasyon mekanizmasini
tetiklemektedir. '

Kan damar yaralandiginda, trombositler kolajen gibi aktivatdr molekiiller tarafindan
uyarilmakta ve hasarli bolgeye yapisarak graniil iceriklerini salgilamaktadir. Bu graniil salinimu,
trombosit agregasyonunu indiikleyerek beyaz trombosit pihtisinin olusumuna zemin
hazirlamaktadir. Es zamanli olarak, damar hasar1 pihtilagsma siirecini tetiklemekte ve bu siire¢
fibrinojenin fibrine donilismesiyle sonuglanmaktadir. Olusan fibrin lifleri, trombozun

gerceklesmesini saglayarak hemostaz mekanizmasini tamamlamaktadr, 26128

Trombositlerin sitoplazmasinda ti¢ farkli graniil tipi bulunmaktadir:
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e Alfa graniiller: Hemostaz, koagiilasyon ve endotel hiicre onarimu siiregleri i¢in
gerekli olan fibrinojen, laminin, von Willebrand faktorii, trombosit kaynakli
biiylime faktorii (PDGF), transforme edici biiyime faktorii-a (TGF-a) ve
transforme edici bilyiime faktorii-B (TGF-B) gibi proteinleri tagimaktadir.”!!°

e Yogun graniiller: Serotonin, adenozin difosfat (ADP), eikosanoidler, tromboksan
A2 (TXA2), kalsiyum ve fosfat gibi vaskiiler tonusu diizenleyen molekiilleri
icermektedir.'?’

e Lizozomal graniiller: Asit hidrolazlar, katepsinler ve elastaz gibi ¢esitli enzimleri

barindirmaktadir,!3°

Bu graniiller arasinda en bol bulunan alfa graniiller, rejenerasyon ve yara iyilesme
stireglerinde dnemli bir rol oynamaktadir. Alfa graniiller; yapiskan proteinler, biiyiime faktorleri
ve pihtt olusumuna katkida bulunan faktorler icermektedir. Alfa graniillerin igerdigi biiytime
faktorleri arasinda vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), trombosit kaynakli biiyliime
faktorii (PDGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF), epidermal biiyltime faktorii (EGF), hepatosit

biiyiime faktdrii (HGF) ve insiilin benzeri biiyiime faktérii (IGF) yer almaktadr, 27128131

a
Canalicular system ense granule (contains ADP, Ca“*, sertonir
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= a granule (contains coagulation factors, fibrinogen,
Pla ] k fibronectin, platelet-derived growth factor, platelet factor 4,
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Sekil 7.. Aktif (a) ve inaktif (b) trombosit yapisi'3?

20



2.5.1. TZF’deki Bilyiime Faktorlerinin Biyolojik Etkileri

e PDGF (Platelet Derived Growth Factor): Osteoblastlarin goci ve
proliferasyonunu destekleyerek, kolajen sentezinin ve kemik matriks olusumunun
artisina katkida bulunmaktadir.!*3

e TGF-B (Transforming Growth Factor-B): Anjiyojenik etkisiyle osteoblastlarin
kemotaksisini artirirken, ayn1 zamanda osteoklast olusumunu inhibe etmektedir. '3*

e VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor): Anjiyogenezi baglatan bir faktor
olup, endotel hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde Onemli bir rol
oynamaktadir.'*>

e IGF (Insulin-like Growth Factor): Hiicre proliferasyonu ve farklilasmasimi tesvik
eden IGF, kemik matriksinde depo edilmekte ve kemik rezorpsiyonu sirasinda
aktive olarak kemik yapiminimn artmasini saglamaktadir.!3¢

e FGF (Fibroblast Growth Factor): Osteoblastlarin gelisimi, biiylimesi ve onarim
stireclerinde kritik bir islev {stlenmekte; ayrica hiicre proliferasyonu ve

farklilasmasimi desteklemektedir. '3’

Trombositler, yalnizca hemostazin saglanmasinda degil, ayn1 zamanda antimikrobiyal
savunma mekanizmalarinin etkinlestirilmesi ve doku onarim siire¢lerinde de 6nemli bir rol
oynamaktadir. Vaskiiler travma veya enfeksiyon gibi uyaricilara hizla yanit veren trombositler,
hasarli dokularm bulundugu bolgelere birikerek patojenlerin  kan dolasimindan
uzaklastirilmasini saglamaktadir. Ayrica, mikrobiyal patojenlere karsi antikora bagimli hiicresel
sitotoksisiteye katilarak immiin savunma sistemine katkida bulunmaktadir.”!

Doku onarimi ve rejenerasyon siire¢lerinde trombositler, yaralanma sonrasinda kolajen
ile temas ettiklerinde aktif hale gelerek tromboplastin iiretimini baslatmaktadir. Bu siirec,
fibrinojenin fibrin agina doniisiimiinii tetikleyerek ilk tikacin olusumunu saglamaktadir. Ayrica
trombositler, PDGF, TGF-, VEGF, IGF ve FGF gibi biiylime faktorlerini salgilayarak yumusak
ve sert dokularin rejenerasyonunu desteklemekte ve iyilesme siirecini hizlandirmaktadir.'®
Trombositlerin genel etkileri degerlendirildiginde, koagiilasyon, inflamasyon, antimikrobiyal
savunma, anjiyogenez ve yara iyilesmesi gibi biyolojik siireclerde kritik roller istlendikleri

goriilmektedir,!%-63:13
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2.5.2. TZF’nin Yara Iyilesme Mekanizmasi Uzerine Biyolojik Etkileri

Trombositten zengin fibrin (TZF), otolog biiylime faktorlerini yiiksek
konsantrasyonlarda dogrudan hedef dokulara iletmek amaciyla dis hekimligi, rekonstriiktif
cerrahi, plastik cerrahi ve dermatoloji gibi ¢esitli tip disiplinlerinde rejeneratif tedavilerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu biiylime faktorlerinin; monositler, fibroblastlar, endotelyal
hiicreler ve kok hiicreler gibi ¢esitli hiicre tipleri iizerinde kemotaktik etki gosterdigi, doku
mikro cevresini diizenledigi ve progenitdr hiicrelerin ¢ogalmasi ile farklilasmasini dogrudan
etkiledigi bilimsel olarak kanitlanmistir. Ayrica trombosit konsantrelerinin, doku iyilesmesini
hizlandirmak ve yaralanma sonrasi doku onarimini optimize etmek i¢in giivenli, etkili ve
ekonomik bir ydntem oldugu belirtilmektedir. !4

TZF’nin 1yilestirici kapasitesinde lokositler ve trombositlerden salinan sitokinlerin
onemli bir rol oynadigi ifade edilse de, bu elemanlarim etkilerini destekleyen fibrin matriksinin
asil terapotik etkinlikten sorumlu oldugu one siiriilmektedir. Doku rejenerasyonunun temel
mekanizmalari; bu dokularin anjiyogenetik kapasitelerinde, bagisiklik sistemi {izerindeki
diizenleyici etkilerinde, dolasimdaki kok hiicreleri ¢ekme kabiliyetlerinde ve epitel dokularin
yara kapanmasini saglama yeteneklerinde yatmaktadir.'4!

TZF’nin anjiyojenik 6zellikleri, fibrin matriksinin ii¢ boyutlu yapisiyla iligkilidir. Bu
yap1, PDGF, TGF-B1, IGF ve VEGF gibi ¢esitli biiylime faktorleri ile sitokinleri ayni1 anda
matriks i¢inde tutarak kontrollii ve uzun stireli salinimlarini saglar. Bu sitokinlerin rejeneratif
potansiyeli, doku yarast iyilesmesi ve yenilenmesi alaninda kapsamli sekilde
arastirilmustir. "4 Ayrica fibrin matriksi, hiicrelerin fibrin, fibronektin ve vitronektin ile
baglanmasini saglayan integrin avp3’ilin ekspresyonunu uyararak anjiyogenezi baslatir ve doku
iyilesmesini destekler.**

Fibrin yikim {riinlerinin nétrofillerin goclinii uyardigr ve notrofillerin vaskiiler
endotelyum transmigrasyonunu kolaylastirdig1 bilinmektedir. Nétrofil aktivasyonu, proteaz
salmimini tetikleyerek bazal membranin geg¢ilmesini ve fibrin pihtisinin parcalanmasmni
saglamaktadir. Fibrin pihtisi icinde hapsolan notrofiller, yara bolgesine giren bakteriler ve diger
patojenleri fagositoz, toksik serbest radikal {iretimi ve enzimatik sindirim mekanizmalar1 ile
ortadan kaldirarak cerrahi alan kontaminasyonunu oOnlemektedir. TZF ayrica, osteogenez
sirasinda inflamasyon ve yara iyilesmesi arasindaki ge¢isi diizenleyerek onarmm siirecine katki
saglayan makrofajlar1 igermektedir.*>*4

2008 yilinda Lundquist ve c¢alisma arkadaslar1 tarafindan yapilan in vitro bir
arastirmada, TZF nin dermal fibroblast hiicre davranislar tizerindeki etkileri incelenmistir. Bu

caligmada TZF’nin dermal fibroblastlarin proliferasyonunu, fibrin yapistiricilart  ve
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rekombinant PDGF-BB ile karsilastirildiginda daha giiglii sekilde tesvik ettigi saptanmustur.
Ayrica, TZF nin kolajen I salinimini hizlandirdig1 ve yara iyilesmesi igin kritik olan endojen
fibrinojenik faktorlerin proteolitik yikima kars1 korunmasini sagladig belirlenmistir. 144

2012 yilinda Clipet ve ¢aligma arkadaglari tarafindan yapilan bir arastirmada ise TZF ile
kosullandirilmis ortamda hiicre canlilig, proliferasyonu ve gen ekspresyonu analiz edilmistir.
Bu ¢aligmada TZF’den salinan biiyiime faktorlerinin hiicre canliligini artirdigi, proliferasyonu

tesvik ettigi ve hiicresel farklilasmayi indiikledigi gozlemlenmistir. '+

mv
~d FG

S j FGF-2 ATGF.‘S‘

*FGF-7 | @ PDGF-AB
PDGF-88

Sekil 8. Biiyiime faktorleri ve yara iyilesmesi'*®

2.5.3. Trombositten Zengin Fibrinin Tasiyic1 Sistem Olarak Kullanim

Geleneksel ilag uygulama yOntemleri, tedavi ve iyilesme siire¢lerinde c¢esitli
kisitlamalara sahip olup, bu durum alternatif yaklagimlarin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.
Ozellikle oral yolla alman farmasdtik ajanlarm gastrointestinal sistemde karsilastig
biyoyararlanim sorunlar1 ve bu ilaglarm sistemik toksisite riskleri, kontrollii ilag salim
sistemlerine olan ilgiyi artrmaktadir. Bu baglamda, trombositten zengin fibrin (TZF) gibi
biyolojik materyaller, hem lokal hem de sistemik tedavi yaklasimlarinda ilag tastyici sistem
olarak degerlendirilmektedir.'’

TZF’nin otolog yapis1 ve biyouyumlu 6zellikleri, ¢esitli farmakolojik ajanlarin etkin bir
sekilde salmmasimi saglayarak terapotik etkinligi artirabilmektedir. Bu nedenle, TZF’nin
tastyict sistem olarak kullanimi, tedavi edici ajanlarin biyoyararlanimimni ve hedef dokuya

spesifik iletimini optimize etme potansiyeline sahiptir. Ornegin, intravendz veya oral yolla
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uygulanan analjezikler, antineoplastik ajanlar, doku rejenerasyonunu destekleyen vitaminler ve
diger rejeneratif ajanlar TZF ile kombine edilerek uygulanabilmektedir. Bu tiir kombinasyonlar,
ilaglarm belirlenen hedef bdlgeye dogrudan ve kontrollii bir sekilde salinmasini saglayarak
tedavi siireglerinin daha etkin ve giivenli bir sekilde yonetilmesine katkida
bulunabilmektedir.>!

Trombositten zengin fibrin (TZF) ilag tasiyici sistem olarak kullanildiginda,
biyouyumluluk, biyobozunurluk, mekanik dayaniklilik ve sekil koruma gibi temel 6zellikler
onemli bir rol oynamaktadir. Bu parametrelerin korunmasi, TZF'nin klinik etkinligini ve
giivenligini slirdiirebilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu dogrultuda, TZF ’nin ilag tasiyici
sistem olarak optimize edilmesi, terapotik etkinligin artirilmasini ve sistemik toksisite riskinin
azaltilmasin1 hedefleyen multidisipliner bir yaklasimi gerektirmektedir.’

Literatiirde, TZF’nin c¢esitli antibakteriyel ajanlarla kombine edilerek enfeksiyon
kontroliinde ve iyilesme siirecinin hizlandirilmasinda 6nemli avantajlar sagladigi bildirilmistir.
Ozellikle metronidazol, klindamisin, penisilin, vankomisin, teikoplanin, gentamisin ve
amikasin gibi antibiyotiklerle birlikte kullaniminin, TZF'nin bakteriyel yiikii daha etkin bir
sekilde elimine etmesini sagladig1 ifade edilmektedir. Bu tiir kombinasyonlar, enfeksiyon
riskini azaltarak postoperatif komplikasyonlarin en aza indirilmesine katkida bulunma

potansiyeline sahiptir.!4%-1%

2.5.3.1. TZF ve Antibiyotik Kombinasyonu

Trombositten zengin fibrin (TZF), dogal iyilesme siirecini desteklemenin yani sira, ilag
tastyici sistem olarak da kullanilabilmektedir. Bu sayede antibiyotikler hedef bolgeye daha
etkin bir sekilde ulasabilir ve sistemik toksisite riski azaltilabilir. Literatiirde, TZF nin ¢esitli
antibiyotiklerle kombinasyon halinde kullanildigi calismalar, bu ydntemin antibakteriyel
etkinligi artirabilecegini gdstermektedir. 4915

Ornegin, bir calismada TZF, amikasin, teikoplanin ve poliheksanid ile kombine edilerek
antibakteriyel etkinligi incelenmistir. Sonuglara gore, amikasinin 120 saat, teikoplaninin 168
saat boyunca etkili oldugu, poliheksanidin ise yalnizca 24 saat siireyle antimikrobiyal aktivite

0

sagladig1 tespit edilmistir.'® Benzer sekilde, klindamisin igeren TZF’nin 4 giine kadar

antibakteriyel etki gosterdigi, ampul tipi linkomisinin ise daha yiiksek antibakteriyel aktivite
sagladig1 belirlenmistir. '>1-152

Bir diger c¢alismada, I-TZF’nin metronidazol, siprofloksasin ve minosiklin ile
kombinasyonu incelenmis ve bu ilaclarin 28 giin boyunca salinim gosterdigi, ancak en yiiksek

salinimin ilk 24 saatte gergeklestigi saptanmustir. Ancak, yliksek konsantrasyonda antibiyotik
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iceren i-TZF’nin ilk 24 saat i¢inde toksik seviyelerde ilag salinimina neden olabilecegi ve bu
durumun kontrollii ilag salimimini zorlastirabilecegi belirtilmistir. Caligma, ayrica Ti¢
antibiyotigin eszamanli saliniminin 14 giin boyunca devam ettigini ve sonrasinda yalnizca
metronidazol ve minosiklinin salmiminim siirdiigiinii ortaya koymustur.'

TZF’nin antibiyotik tasiyiciligr konusundaki bir diger arastirmada, titanyum tiipler
icinde santrifiij edilen T-TZF yapisina doksisiklin eklenmis ve uzun siireli antibakteriyel
etkinlik sagladigi gosterilmistir. Bu bulgular, TZF nin belirli ilaglarin kontrollii bir sekilde
salmmasint saglayarak daha etkili tedavi yaklagimlarmin gelistirilmesine katkida
bulunabilecegini gdstermektedir.'>* Ayrica, antibiyotiklerin TZF’ye eklenme ydntemi de
etkinligi iizerinde Snemli bir etkiye sahiptir. !>

Bir calismada, antibiyotigin TZF iretildikten sonra eklenmesiyle daha yliksek
antimikrobiyal etkinlik saglandigi, ilacin oral yolla alindig1 grupta ise etkinligin daha diisiik
oldugu bulunmustur. Yapilan pilot ¢alismada, TZF nin yapisini koruyacak en diisiik antibiyotik
dozunun belirlenmesi amag¢lanmig ve 10 ml kan i¢in 0,2 ml penisilin eklenmesinin ideal oldugu
saptanmustir. 1>

Bu bulgular, TZF nin yara iyilesmesini hizlandirma ve enfeksiyon kontroliinii saglama
acisindan onemli bir potansiyel sundugunu gostermektedir. Ancak, bu potansiyelin en iyi
sekilde degerlendirilmesi i¢cin uygun doz ve uygulama yontemlerinin optimize edilmesi

gerekmektedir. !3%156

2.5.3.2. TZF ve Hyaliironik Asit Kombinasyonu

Hyaliironik asidin yumusak dokulardaki iyilestirici 6zellikleri ile trombositten zengin
fibrinin (TZF) rejeneratif ve iskelet gorevini birlestirmeyi amaclayan bir calismada, bilesik
hyaliironik asit (CHA) ve H-TZF kombinasyonunun doku yenilenmesi {izerindeki etkileri
arastirilmistir. H-TZF elde edildikten sonra, hyaliironik asit ile 1:1 oraninda karistirilarak CHA-
TZF jeli olusturulmustur. Elde edilen kombinasyonun hiicre proliferasyonunu artirdigi, kolajen
sentezini tesvik ettigi ve hiicre gociinii hizlandirdig1 belirlenmistir. Ayrica, inflamasyonu
azalttig1 ve anjiyogenezi destekledigi goriilmiistiir.'>’

Diyabetik ayak iilseri tedavisinde de HA+TZF kombinasyonunun doku yenilenmesini
tesvik etmek amaciyla kullanildig: bildirilmistir. Bu kapsamda, TZF santrifiij islemiyle elde
edildikten sonra homojen bir sekilde hyaliironik asit ile karistirilarak HA+TZF hazirlanmistir.
Calisma bulgularma gore, bu kombinasyon inflamasyonu azalttigi, biiyiime faktdrlerinin
salinimini artirdig1 ve hiicre proliferasyonu ile migrasyonunu tesvik ederek yara iyilesmesini

hizlandirdig1 tespit edilmistir.'®
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Elde edilen veriler, TZF ve hyaliironik asit kombinasyonunun klinik uygulamalar
acisindan potansiyel tasidigini géstermektedir. Bu yaklasim, yumusak doku rejenerasyonunu
destekleyen yeni ve etkili bir tedavi yontemi sunmakta olup, periodontal ve peri-implant
yumusak doku yenilenmesi alaninda da gelecek vadeden bir segenek olarak

degerlendirilmektedir. !>7-158

2.5.3.3. TZF ve Steroid Olmayan Anti-inflamatuar Ilaclarin Kombinasyonu

Bir calismada, TZF’nin saf hali ile diklofenak eklenmis TZF yapisi, c¢esitli klinik
parametreler (postoperatif agri, 6dem, yumusak doku iyilesmesi ve enfeksiyon riski) agisindan
karsilagtirilmistir.  Elde edilen bulgular, diklofenak iceren TZF kombinasyonunun bu
parametrelerde iyilesme sagladigini ve bu yontemin yara iyilesme siirecini hizlandirarak kemik
rejenerasyonunu destekleyebilecegini gostermistir. Bu sonuglar, TZF’nin kontrollii ilag
salmiminda etkili bir biyomateryal olarak kullanilabilecegini ve klinik uygulamalarda fayda

saglayabilecegini ortaya koymaktadir. !>

2.5.3.4. TZF ve Bifosfonatlarin Kombinasyonu

Bifosfonatlar, osteoporoz ve kemik metabolizmasi bozukluklarinda kullanilan ilaglardir.
160 periodontitis ise kemik kaybima yol agabilen inflamatuar bir hastahiktir.'®! Son arastirmalar,
trombositten zengin fibrin (TZF) ile bifosfonatlarin birlikte kullaniminin kemik defektlerinin
tedavisinde etkili olabilecegini gdstermektedir. '®?

Bir caligmada, TZF alendronat ile esit oranlarda (1:1) karistirilarak TZF+%1 alendronat
jeli olusturulmustur. Bu kombinasyonun, yalnizca TZF kullanimma kiyasla kemik
yenilenmesini daha fazla destekledigi belirlenmistir. TZF nin alendronat gibi bifosfonatlarla
birlikte kullanildiginda kemik iyilesmesini hizlandrabilecegi ve periodontal tedavilerde daha
etkili sonuglar saglayabilecegi gosterilmistir.'®?

Bagka bir ¢alismada, TZF+%]1 alendronat kombinasyonunun kronik periodontitis
nedeniyle olusan kemik kaybinin tedavisinde olumlu etkiler sagladig1 gézlemlenmistir. Her iki
calisma da TZF ve bifosfonatlarmn birlikte kullanimimin giivenli ve etkili oldugunu ve kemik

onarimini destekledigini ortaya koymaktadr. '

2.5.3.5. TZF ve Mine Matriks Proteini (EMD) Kombinasyonu
Mine matriks proteini (EMD), periodontal dokularin yenilenmesini destekleyen bir
proteindir. TZF ile birlikte kullanimmin etkilerini degerlendiren bir ¢aligmada, periodontitis

kaynakli kemik kaybmin tedavisinde 6nce EMD uygulanmig, ardindan defektler TZF ile
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kapatilmistir. Sonuglar, hem yalnizca EMD kullaniminin hem de EMD+TZF kombinasyonunun
klinik iyilesme sagladigini gdstermistir. 6>

Altr aylk takip siirecinde, her iki tedavi grubunda da klinik atagsman seviyesi ve
sondalama derinligi agisindan iyilesme gézlenmistir. Ancak, klinik ve radyografik dlgciimlerde
EMD ve EMD+TZF gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamustir. Defekt dolumu her iki
grupta benzer seviyede gerceklesmis, TZF eklenmesi dis eti ¢ekilmesi veya kemik dolumu
tizerinde ek bir fayda saglamamistir. 6

Bu bulgular, TZF’nin EMD ile kombinasyonunun kemik kaybi tedavisinde ek bir
avantaj sunmadigini gostermektedir. Ancak, daha uzun takip siliresi ve daha genis hasta
gruplariyla yapilacak ¢alismalar, bu kombinasyonun etkisini daha i1yi degerlendirmek i¢in

gereklidir.'%

2.5.3.6. TZF ve Statinlerin Kombinasyonu

Statinler, kolesterol seviyelerini diisiirerek kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde
yaygin olarak kullanilan ilaglardir. Ancak, son ¢alismalar statinlerin yalnizca kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde degil, aym1 zamanda kemik i¢i defektlerin iyilestirilmesinde de etkili
olabilecegini gostermektedir. '

Bir arastrmada, atorvastatin igeren TZF ile acik flap debridmanm1i (OFD)
kombinasyonunun kemik i¢i defekt tedavisinde kullanildig1 bildirilmistir. Bu yontemde, TZF
materyali defekt bolgesine yerlestirilmis ve ardindan %1,2 oraninda atorvastatin jeli
uygulanmistir. Atorvastatin ve TZF nin ardisik veya es zamanli uygulanmasi, periodontitisli
hastalarda olumlu sonuglar saglamistir. ¢

Benzer sekilde, rosuvastatin ile TZF kombinasyonunun da periodontal saglik {izerinde
olumlu etkiler gdsterdigi belirlenmistir. '*® Bu bulgular, statinlerin sadece antihiperlipidemik
etkiye sahip olmadigini, ayni zamanda periodontal hastaliklarin tedavisinde de rol
oynayabilecegini gostermektedir. TZF'nin ise ila¢ tastyici olarak kullanimi, hem tedavi
stireclerini iyilestirme hem de ilaglarin etkinligini artirma potansiyeline sahiptir. Bu dogrultuda,
TZF'nin statinler ve diger ilaglarla birlikte kullanimi, dental ve periodontal tedavilerde yenilik¢i

ve etkili bir yaklasim sunmaktadr.’

2.6. B12 Vitamini (Kobalaminler)
Kobalaminler, smirli sayidaki enzimatik reaksiyonda kofaktor olarak gdrev yapan
kompleks organometalik bilesiklerdir. Bu molekiiller, dogal olarak olusan kobalt igeren yapilar

arasinda yer almakta olup, merkezinde tek bir kobalt atomu bulunan ve dort pirol halkasindan
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olusan bir korrin halkas1 diizenegi icerirler. Kobalt elementi, kobalaminlerin biyolojik
aktivitesinden sorumlu olan temel yap1 bilesenidir. !¢

Korrin halkasinin merkezinde yer alan kobalt atomu, hiicresel islevler sirasinda f-
aksiyel konumda yer alan ¢esitli kimyasal substratlarla etkilesime girerek biyokimyasal
reaksiyonlarin ger¢eklesmesini saglar. Vitamin B12’nin ¢esitli tiirevleri, bu B-aksiyel ligandin
dogasina gore siiflandirilir; baslica formlar1 arasinda metilkobalamin,
deoksiadenozilkobalamin, hidroksokobalamin, akuakobalamin ve siyanokobalamin yer
almaktadir. Bunlardan 0Ozellikle metilkobalamin ve deoksiadenozilkobalamin, insan
metabolizmasinda aktif olarak rol alan biyolojik formlar olarak dne ¢ikar.'®

Yaklasik 1400 Dalton (Da) molekiiler agirliga sahip olan kobalaminler, oldukca diisiik
konsantrasyonlarda dahi fizyolojik etkiler gosterebilen ve bu yoniiyle hayati 6neme sahip olan
mikronutrientler arasinda siniflandirilmaktadir. '

Vitamin B12 (kobalamin), biiylime ve gelisme acisindan 6nemli, suda ¢oziinebilen bir
vitamindir. Ancak, diger suda c¢oziinebilen vitaminlerin aksine, bitkiler tarafindan
sentezlenemez. B12 vitamini yalnizca belirli bakteri tiirleri tarafindan de novo olarak
tiretilmektedir. '

Bu nedenle, dogal B12 kaynaklari esas olarak hayvansal gidalardir. En yiiksek miktarda
sigir karacigeri ve bobreginde bulunur; bunun disinda et ve siit iirtinleri gibi diger hayvansal
kaynaklarda daha diisiik oranlarda yer alir. Hayvanlarin sindirim sistemlerinde bulunan
bakteriler, B12 vitaminini sentezleyerek bagirsaklardan emilmesini saglar. Dolayisiyla,
hayvansal gidalardaki B12'nin kaynag1 da bu mikroorganizmalardir.'”°

Vitamin B12 (kobalamin), insan saghgi i¢in gerekli olan suda ¢Oziinebilen bir
vitamindir. Viicutta en biiyiik oranda karacigerde depolanir (%90). Daha kiiciik miktarlarda ise
bobrek, kalp, dalak ve beyin dokularinda bulunur. Karacigerdeki depo yavas kullanildig i¢in
eksiklik uzun siire sonra gelisir. Depolanan miktar bireyin diyetle aldigi B12 miktarmma gore
degismekte olup genellikle 1-10 mg arasindadir.!”!

Vitamin B12 hem asidik hem nétr ortamda 1siya dayaniklidir ve yaklagik 400 giinliik
uzun bir yarilanma 0mriine sahiptir. Bu nedenle eksikligi yavas geligir. Eksiklik durumlarinda
viicut depolarmin 0,5 mg civarina indigi tahmin edilir. Giinliik B12 kayb1 yaklasik 2-5 pg,
giinliik gereksinim ise 1 pg civarindadir.'”!

Besinlerle alman B12, viicutta gesitli proteinlerle baglanarak tasinir. Emilim siireci
midede baglar. Mide asidi ve pepsin, B12’yi besinlerdeki proteinlerden ayirir. Serbest kalan
B12, tiikiiriikte bulunan ve asidik ortamda yliksek baglanma giiciine sahip haptokorrin adli

glikoproteine baglanir. Bu kompleks duodenuma ulastiginda pankreas enzimleri tarafindan

28



parcalanir ve B12 yeniden serbestlesir. Ardindan, midedeki pariyetal hiicrelerden salgilanan
intrensek faktor (IF) ile baglanir. IF, B12’ye asidik degil, ince bagirsagin alkali ortaminda daha
giiclii baglanir. IF-B12 kompleksi, ileumda bulunan cubilin reseptorii araciligryla hiicre igine
alinir. Hiicre i¢cinde IF’den ayrilan B12, kana gecer ve burada transkobalamin II (TCII) adli
tasiyict proteine baglanarak hedef hiicrelere taginir. Dolasimda ayrica haptokorrin de yer alir;
ancak biyolojik olarak aktif tagtyict TCIIdir.!7!172

Vitamin B12, 6zellikle DNA sentezi, hiicre boliinmesi ve folik asit metabolizmasinda
gorev alir. Ayrica metilasyon reaksiyonlarinda onemli bir kofaktdr olarak sinir sistemi ve kan
hiicresi iiretimi gibi yasamsal siireclerde rol oynar.!”? B12 vitaminin idiopatik oral iilserasyon
siklig1 olan hastalarda uygulanmasimi takiben tekrarlayan iilserasyon sikliginda 6nemli
derecede azalma oldugu gosterilmistir.!’*!’* B12 vitamini ayrica, protein metabolizmasi,

immun sistem fonksiyonlar1 gibi 6nemli fizyolojik ve biyokimyasal reaksiyonlarda rol

oynamaktadir.!”

2.6.1. B12 Vitamini Ve Periodontal Dokularla Iliskisi

Kronik periodontitis tanis1 almis ve periodontal cerrahi uygulanmis bireylerde, ¢esitli B
vitaminlerini (vitamin B12, folat, tiamin HCI, riboflavin, niasinamid, D-kalsiyum pantotenat,
pridoksin HCI ve D-biyotin) igeren bir multivitamin takviyesinin periodontal yara iyilesmesi
iizerindeki etkilerini incelemistir. B vitamini kompleksinin kapsiil formunda uygulanmasinin
ardindan, plasebo grubuna kiyasla anlamli diizeyde klinik atagsman kazanci saglandig1 rapor
edilmistir.!’6!77

Son donemlerde yapilan bir arastirma, kronik periodontitisli bireylerde serum B12
vitamini diizeylerinin diisiikliigii ile klinik atasman kayb1 (CAL) artig1 arasinda anlamli bir iligki
oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte, baska bir ¢alismada da kronik periodontitis
hastalarinin serum B12 diizeylerinin saglikli bireylere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
daha diisiik oldugu saptanmustir.'”

Kronik periodontitisli bireylerde sigara kullanimu ile iligkili olarak serum B12 vitamini
ve folik asit diizeylerine iliskin bulgular yeralmaktadir.. Sigara kullaniminm yan sira, Gutkha
olarak adlandirilan tiitlin ¢igneme aligkanligmin da bu parametreler iizerindeki etkisi
degerlendirilmistir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, Gutkha kullanan kronik periodontitis hastalarinda
serum B12 diizeylerinin, periodontal agidan saglikli bireylerle karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptanmistir.'”

B12 vitamini takviyesi, idiopatik oral iilserasyon Oykiisii bulunan bireylerde

uygulandiginda, tekrarlayan iilser olusumlarmin sikliginda anlamli bir azalma saglandigi
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gosterilmistir. Benzer sekilde, B12 vitamini eksikliginin oral mukozal iyilesme siirecleri
iizerinde olumsuz etkiler yaratabilecegi, dolayisiyla yeterli B12 diizeylerinin epitel
biit{inliigiiniin korunmasinda énemli bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.!7*!7*

Nihal avcu ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada gastrointestinal sistem kaynakli
enfeksiyonlarm oral mikrobiyota ile yakin iliskili olabilecegini ve vitamin BI12
metabolizmasindaki bozulmalarin periodontal saglik tizerinde dogrudan etkili olabilecegini

gosteren sonuglara rastlanmustir. '3

2.7. E Vitamini ( Alfa -Tokoferol)

Vitamin E, 1922 yilinda sicanlarda tireme fonksiyonlar1 lizerindeki olumlu etkileriyle
ilk kez tanmimlanmus, bitki kaynakli ve lipofilik 6zellikte bir biyomolekiildiir. '*! Bu vitamin
sekiz farkl bilesikten olusur: a-, B-, y- ve o-tokoferoller ile bunlara karsilik gelen a-, B-, y- ve
d-tokotrienoller. Tokoferoller, etanol ve aprotik ¢oziiciilerde ¢oziiniirken, suda ¢oziinmezler ve
oda sicakliginda viskoz bir formdadirlar. Insan organizmasinda en biyolojik olarak aktif ve en
yiiksek diizeyde bulunan form, a-tokoferoldiir.'®?

Vitamin E  yalnizca bitkiler ve fotosentetik organizmalar tarafindan
sentezlenebilmektedir. Dogal olarak yesil yaprakli sebzeler, tohumlar, meyveler, piring, palm
yagi, annatto yagi, kiimes hayvanlari, kirmizi et, balik, kuruyemisler ve tahil iiriinlerinde
bulunur. Bu yoniiyle, vitamin E, insan beslenmesinde hem antioksidan savunma sistemlerinin
desteklenmesinde hem de hiicresel biitiinliigiin korunmasinda temel rol oynayan bir
mikrobesindir, #3183

Vitamin E, insan fizyolojisi agisindan temel 6neme sahip bir mikrobesin 6gesi olup;
tibbi tedavilerden kozmetik iirlinlere, farmasétik formiilasyonlardan gida takviyelerine kadar
genis bir kullanim alanma sahiptir. Giinliik 6nerilen alim miktar1 15 mg (22,4 IU) olarak
belirlenmistir. A ve C vitaminleri gibi, E vitamini de baslica hiicre dis1 antioksidanlardan biridir.
Ozellikle serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonuna kars1 koruyucu etki gdsterir.
Bu 6zelligi sayesinde hiicre zarlarmi stabilize eder ve serbest radikal zincir reaksiyonlarini
sonlandirarak oksidatif hasar1 engellemede kilit rol oynar. '3

Vitamin E, hiicresel diizeyde cesitli biyolojik siireclerin diizenlenmesinde gorev alir.
Ozellikle enzim aktivitesinin modiilasyonu, hiicre igi sinyal iletimi, gen ekspresyonunun
diizenlenmesi ve hiicre proliferasyonunun kontrolii tizerinde etkili oldugu gosterilmistir.
Bununla birlikte, trombosit agregasyonunu baskilayarak pihtilagsma siirecini inhibe eder. Bu

ozellikleri sayesinde E vitamini; kardiyovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif bozukluklar, yasa
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bagli deri ve retina dejenerasyonlar1 ile infertilite gibi pek ¢cok patolojik durumun énlenmesinde

potansiyel koruyucu etkiye sahip bir mikronutrient olarak degerlendirilmektedir. '®’

2.7.1. E Vitamini Ve Periodontal Dokularla iliskisi

Vitamin E’nin periodontal saglik ve hastalik siire¢lerindeki potansiyel biyolojik etkileri
lizerine artan sayida ¢aligma yapilmistir. Bu antioksidan vitaminin, periodontal dokularda
oksidatif stresin dengelenmesine katki saglayarak redoks homeostazini yeniden kurabilecegi,
inflamatuar yanitlar1 hafifleterek doku yikimini sinirlayabilecegi ve yara iyilesme siireglerini
destekleyebilecegi ileri siiriilmektedir. Bu oOzellikleri, vitamin E’yi periodontal tedaviyi
destekleyici potansiyel bir ajan olarak 6n plana ¢ikarmaktadir. '8

Bazi caligsmalarda, periodontitisli bireylerde E vitamini diizeylerinin periodontal olarak
saglikli bireylere kiyasla daha diisiik oldugu gosterilmis ve bu durum E vitamininin
antiinflamatuvar etkilerine isaret etmistir. NHANES III verileri bu iliskiyi dogrulamamis olsa
da, 2011-2014 yillar1 arasinda toplanan NHANES verileri, diisiik E vitamini alimi ile artan
periodontitis siddeti arasinda anlamhi bir ters iliski gostermistir. 1999-2001 donemine ait
verilerin analizi ise, normal referans araligi icinde yer alsa dahi diisiik a-tokoferol diizeylerinin,
periodontitis siddeti ile dogrusal olmayan bir ters iliski i¢inde oldugunu ortaya koymustur.'3*-
192

Papillon-Lefévre  sendromlu  bireylerde,  sistemik  antioksidan  savunma
mekanizmalarmin zayifladigi; buna bagli olarak E vitamini ve koenzim Q10 diizeylerinde diisiis
ile birlikte, hidroperoksit birikiminin arttig1 ve total antioksidan kapasitenin belirgin sekilde
bozuldugu bildirilmistir. Bu bulgular, oksidatif stresin s6z konusu sendromda periodontal
yikimm patogenezinde rol oynayabilecegine isaret etmektedir.'*>!%4

Periodontitisli bireylerde oksidatif stres diizeylerinin artmis olmasi ve plazma ile
eritrosit zarlarinda E vitamini eksikliklerinin gdozlemlenmesi, bu vitaminin hastalik siirecinde
onemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.'”> Periodontitisli kadm hastalarda 12
haftalik E vitamini takviyesi sonrasi periodontal inflamasyonda azalma bildirilmistir.'*®

pentoksifilin ve E vitamini (tokoferol) iceren antifibrotik ilag kombinasyonunun (PVe),
radyoterapi almis hastalarda gergeklestirilen dental g¢ekimlerde osteoradyonekroz (ORN)
gelisimini 6nlemeye yonelik profilaktik bir strateji olarak etkili olabilecegini ortaya koymustur.
Bu farmakolojik yaklasimin, radyasyon kaynakl fibrotik doku yanitlarini hedef alarak ORN
insidansini anlaml 6lgiide azaltabilecegi bildirilmektedir.'®’

Periodontal rejenerasyonun saglanmasinda giiniimiizde c¢esitli biyomateryaller ve

biiyiime faktorii tasiyici sistemler kullanilmaktadir. Ancak bu materyallerin yiiksek maliyet,
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biyouyumluluk sorunlari, smirl biyolojik etkinlik ve karmasik uygulama protokolleri gibi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu nedenle daha biyouyumlu, kolay uygulanabilir ve maliyet
etkin alternatiflerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Trombositten zengin fibrin (TZF), blinyesindeki fibrin matriksi, 16kositleri ve trombosit
kaynakli biiyiime faktorlerini kontrollii sekilde salabilmesi sayesinde, rejeneratif dis hekimligi
uygulamalarinda 6nemli bir biyomateryal olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bununla birlikte TZF *nin,
biyolojik ajanlarin veya vitaminlerin tasiyicisi olarak kullanimina yonelik ¢alismalar oldukga
smirhdir. Ozellikle periodontal dokularin iyilesme siireclerinde kritik rol oynayan vitaminlerin
TZF’ye entegre edilmesinin biyolojik etkilerini degerlendiren kapsamli ¢aligmalar literatiirde
eksiktir.

B12 vitamini hiicresel proliferasyon, DNA sentezi ve metilasyon yolaklar1 tizerinde; E
vitamini ise antioksidan kapasitesi ve hiicresel membran stabilitesi iizerinde olumlu etkiler
gostermektedir. Bu nedenle, periodontal tedavilerde B12 ve E vitaminlerinin TZF ile birlikte
kullanilmasi, TZF nin biiylime faktorii salinim profilini ve mekanik 6zelliklerini gii¢lendirerek
rejeneratif kapasitesini artmrabilir. Bu yaklasim, periodontal tedavi siireglerinde daha
ongoriilebilir ve basarili klinik sonuglar elde edilmesini miimkiin kilabilir.

Bu calismanm amaci, kobalamin (B12) ve alfa-tokoferol (E vitamini) katkisinin
trombositten zengin fibrin igerigindeki bliylime faktorleri ve sitokin diizeyleri iizerine etkisini

in-vitro kosullarda degerlendirmektir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma; Cukurova Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim
Dalr’nda, 6 erkek 6 kadin goniillii katilimer ile gergeklestirildi. Tiim bireylere ¢aligma dncesinde
aragtirmanin amaci, yontemi ve uygulanacak islem hakkinda detayli bilgi verildikten sonra
katilim i¢in aydinlatilmis onam formu imzalatildi. Calismanm etik uygunlugu, Cukurova

Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulu (08.12.2023 tarih ve 139/25 say1li) tarafindan onaylandi.

3.1. Hasta Secimi
Asagida belirtilen kriterlere sahip olan bireyler calismaya dahil edildi:

1. Sistemik hastaliginin bulunmamasi,
2. Kooperasyonunun iyi olmasi.

3. 20-30 yas araligindaki geng yetiskin bireyler
Asagida belirtilen kriterlere sahip bireyler ¢calisma dis1 birakilmastir:

Sistemik hastaligi olan,
B12 ve E vitaminine kars1 alerjisi olan,
Hamilelik/emzirme

Kanama bozukluguna yol agan ila¢ kullanimu,

A

Son 6 ayda B12 ve/veya E vitamini eksikliginden dolay1 tedavisi gormiis bireyler.

3.1.1. Cahisma Gruplarmin Belirlenmesi
Saglikli 6 erkek, 6 kadin katilimcidan toplam 5 tiip (her tiip i¢in yaklasik 10 ml) kan
topland1.

1. Tiip: Tam kan sayimi seviyelerini belirlemek i¢in kullanildi.
Tiip: Kandaki B12 ile E vitamini seviyelerini belirlemek i¢in kullanilds,

Tiip: Biiylime faktdrleri ve sitokin diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan TZF,

Eall

Tiip: Alman vendz kana 1 ml B12 vitamini eklenerek olusturulan, biiylime faktorleri

ve sitokin diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan TZF,
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5. Tip: Alinan vendz kana 0,5 ml E vitamini eklenerek olusturulan, biiyiime faktorleri

ve sitokin diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan TZF,
Sonug olarak 3 ¢alisma grubu olusturuldu:

1. Grup: Trombositten zengin Fibrin (Kontrol Grubu): TZF

2. Grup: B12 vitamini (1 mL) eklenerek hazirlanmis trombositten zengin fibrin
(Calisma Grubu): (VitB-TZF)

3. Grup: E vitamini (0,5 mL) eklenerek hazirlanmig trombositten zengin fibrin

(Calisma Grubu): (VitE-TZF)

3.2 Calisma Protokolii

Saglikl1 6 erkek, 6 kadin katilimcidan 5’er tiip (her tiip i¢in yaklasik 10 ml) kan toplandi.
1.tlip tam kan sayimi i¢in kullanildi. 2. tiip hastalarin B12 ile E vitamin konsantrasyonlarini
belirlemek i¢in kullanildi. 3. tiipe herhangi bir vitamin soliisyonu eklenmeden 2700 rpm’de 12
dk santrifiij edildi. 4. tiipe santrifiij 6ncesi 1 ml/1000mcg suda ¢oziilebilen siyanokobalamin
etken maddeli B12 vitamini soliisyonu (DODEX 1000 mcg/ml I.M. Ampul, DEVA HOLDING
A.S) eklenerek elde edilen kan 2700 rpm’de 12 dk boyunca santrifiij edildi. 5. tiipe santrifiij
oncesi zeytinyagi yardimc1 maddesinde ¢oziinen 0,5 ml/150 mg di-alfa tokoferol asetat etken
maddeli E vitamini soliisyonu (Evigen 2 cc 5 Ampul, AKSU FARMA TIBBI URUNLER iLAC
SAN VE TIC. LDT. STI.) eklenerek elde edilen kan 2700 rpm’de 12 dk boyunca santrifiij edildi.
Elde edilen TZF’lerin hassas terazide Ol¢timii yapilip kaydedildi. Her gruptan elde edilen

TZF’lerin bir tanesi biiylime faktorleri ve sitokin diizeylerinin tespit edilmesi i¢in kullanildi.

Dodex
1000 meg/™! !

g VI

Mﬂl i

W, Ampul

5

Sekil 9. B12 ve E vitamini
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3.2.1. Vitamin Dozlarinin Belirlenmesi

Calisma oncesi B12 ve E vitamin dozunun belirlenmesi amaciyla bir pilot ¢alisma
yapildi. 3 goniilliden ikiser 6rnek kan alinip santrifiij oncesi ayr1 ayr1 B12 ve E vitamini
dozunun belirlenmesi i¢in sirastyla 0,25-0,5-1 ml vitamin soliisyonu eklendi. Elde edilen kan
ornekleri 2700 rpm’ de 12 dk boyunca santrifiij edildikten sonra olusan TZF’lerin makroskobik
fiziksel 6zellikleri gdzlemlendi. 1 ml E vitamini eklenen gruplarda santrifiij sonunda TZF nin
olusmadig1 gbzlendi. 0,25 ve 0,5 ml eklenen gruplarda gozle goriiliir bir fiziksel degisiklik tespit
edilmedi. B12 vitaminin de biitiin dozlarinda goézle goriilir bir fiziksel degisiklik tespit
edilmedi. Bu nedenle ¢calismamizda B12 vitamin dozu 1 ml, E vitamin dozu ise 0.5 ml olarak
belirlendi.

3.3. TZF Hazirhk Protokolii
TZF membranlari, 12 dakika boyunca 2700 RPM'lik standart protokol ile (Bagil
Santrifiij Kuvveti-RCF-ortalama 708 g). 10 mL cam tiiplerde Duo santrifiij cihaz1 (88 mm ve

maksimumda 110 mm yarigapli 40° rotor agisina sahip) (Nice, Fransa) kullanilarak tiretildi.

Sekil 10. B12 vitaminin enjektdre ¢ekilmesi Sekil 11. E vitaminin enjektore ¢ekilmesi

Sekil 12. Santrifiij sonrasi ¢alisma gruplari
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Sekil 13. B12 vitamini eklenerek elde Sekil 14. E vitamini eklenerek elde elden edilen

edilen trombositten zengin fibrin trombositten zengin fibrin

3.4. Biiyiime Faktorlerinin Belirlenmesi

20 goniillii katilimcidan elde edilen TZF’ler RBC tabakasindan steril makasla ayrilip

hassas terazide tartildi. Her TZF’ ye miktarina oranla hiicre kiiltiir besiyeri ortami (HyClone™,

RPMI-1640 MEDIUM) ilave edildi. Her bir zaman periyodu sonunda (24 ve 72 saat sonra) TZF

ornekleri ELISA testinde kullanilmak i¢in ayr1 efendorf tiiplerine aktarildi. Tiim inkiibasyon

stireci orbital shakerda yavas programda 72 saat boyunca gergeklestirildi. Tiim islem siireleri

sonunda biiylime faktorleri (IGF-1, PDGF, FGF-2, TGFB-1, VEGF) ve sitokin (IL-1p, TNF-a)

diizeylerinin belirlenmesi i¢in 6rnekler ELISA yontemi ile degerlendirildi. [FineTest, Wuhan

Fine Biotech Co., Ltd.]. Tim ELISA testleri, iireticinin ydnergelerine uygun sekilde

gergeklestirildi.

Biiylime faktorleri ve sitokin diizeylerinin belirlenmesi i¢in ELISA protokolii:

[98)

N R

Standart ve 6rnekler kuyulara 100'er mikrolitre eklenerek, 37 derecede 90 dakika
inkiibe edildi.

Ug kez wash buffer ile yikama yapildi.

100 mikrolitre biotin isaretli antikor tiim kuyulara eklendi, 60 dakika 37 derecede
inkiibe edildi.

Ug kez yikama tamponu ile yikama yapildi.

100'er mikrolitre HRP tiim kuyulara eklendi ve 30 dakika 37 derecede inkiibe edildi
Ug kez yikama tamponu ile yikama yapildi.

100 mikrolitre substrat reagent tiim kuyucuklara eklendi, 15 dakika inkiibasyon
sonrasi tiim kuyulara 50'ser mikrolitre stop soliisyonu eklendi.

Spektrofotometre ile 450 nm dalga boyunda okuma gerceklestirildi ve elde edilen
degerler pg/ml ve ng/ml cinsinden kaydedildi.
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Sekil 15. Orbital shaker ile diisiik hizda inkiibasyon

Sekil 16. Elisa analizi

3.5. Istatiksel Analiz
Sayisal veriler, tanimlayici istatistikler kapsaminda ortalama + standart sapma ve
medyan (minimum - maksimum) seklinde sunuldu. Verilerin normal dagilima uygunlugu

Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Bagimli sayisal degiskenlerin karsilastirilmasinda,
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dagilim varsayimlarinin karsilanmasi durumunda Bagimli Gruplar icin t testi, varsayimlar
karsilanmadiginda ise Wilcoxon Signed Rank testi uygulandi. Ug¢ farkli tiipten alnan kan
ornekleri ayni bireylere ait oldugundan, Ol¢iimler arasi bagimli yap1 dikkate alinarak her bir
zaman noktasinda (Kontrol, Vitamin B12, Vitamin E) gruplar arasindaki farkliliklar,
varsayimlarim saglanmasi1 durumunda Tekrarli Olgiimler Analizi, saglanmadiginda ise Friedman
testi ile analiz edildi. Gruplar arasindaki ikili karsilagtirmalarda Bonferroni diizeltmesi
uygulanarak, uygun varsayima gore Bagimli Gruplarda t testi ya da Wilcoxon Signed Rank testi
kullanildi. Zaman i¢inde (24. ve 72. saatler) meydana gelen degisimlerin gruplar agisindan
degerlendirilmesinde; zaman degiskeni rastgele (random), grup degiskeni sabit (fixed) kabul
edilerek, i¢ ice gecmis yap1 gz Oniine alinip Nested ANOVA yontemi ile analiz gergeklestirildi.
Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics Versiyon 20.0 paket programi kullanildi.
Tiim testlerde istatistiksel onem diizeyi 0.05 olarak alindi.

SPSS referansi:

IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0 Armonk,
NY: IBM Corp.
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4. BULGULAR

4.1. TZF Gruplarinin Biiyiime Faktor Ol¢iimlerinin Degerlendirilmesi

o FGF-2 diizeyinin degerlendirilmesi

Calisma gruplarinda 24. ve 72. saatlerde 6lgiilen FGF-2 degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001), degerlerin zamansal degisiminde ise istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05)

Grup i¢i karsilastirmalarda; Kontrol ve Vitamin B gruplarinda 72. saatte 6l¢iilen FGF-2
degerlerinin 24. saate gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi goriildii (swrasiyla
p=0,011 ve p<0,001). Vitamin E grubunda 24. ve 72. saatler arasinda anlamli bir degisim
saptandi. (p=0,004 artig anlaml1).

Gruplar arasi karsilastirmalarda; 24. saatte ve 72. saatteki FGF-2 degerleri agisindan

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

W 72 sast
FGF-2 [] 24 saat

I T T
Kortrol “Yitamin B “Yitamin E

Grup
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o IGF-1 diizeyinin degerlendirilmesi

Calisma gruplarinda 24. ve 72. saatlerde Olciilen IGF-1 degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,05), gruplar arasi karsilastirmalarda ise anlamli farklilik
gozlenmedi (p>0,05).

Grup i¢i karsilastirmalarda; Kontrol grubunda 72. saatteki IGF-1 degerinin 24. saate
gore anlamli derecede arttig1 tespit edildi (p=0,002). Benzer sekilde Vitamin B ve Vitamin E
gruplarinda da zamansal artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla p=0,019 ve
p=0,012).

Gruplar arasi karsilastirmalarda; hem 24. hem de 72. saatte IGF-1 diizeyleri a¢isindan

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05)

W 72 =aat

4.000 IGF-1 [ 24 saat
3.000-
2.0004
1.000 ﬂ

o~

I I I
Kontrol Yitamin B Yitamin E
Grup

o PDGEF diizeyinin degerlendirilmesi
Calisma gruplarinda 24. ve 72. saatlerde Ol¢lilen PDGF degerleri arasinda gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
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Grup i¢i karsilastirmalarda; Vitamin B grubunda 72. saatte 6lgiilen PDGF degerinin 24.

saate gore anlamli olarak arttif1 belirlendi (p=0,034). Kontrol ve Vitamin E gruplarinda

zamansal degisim agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0,05).

Gruplar arasi karsilastirmalarda; hem 24. hem 72. saatte gruplar arasinda anlamli bir

fark izlenmedi (p>0,05).
FDGF
2.5004
s
2,000 2 ¥
! ~
H i ii
i
1500 i ¥ 1
1.0007
2007
I I I
Kontral Vitamin B Witamin E
Grup

o VEGTF diizeyinin degerlendirilmesi

W 72 saat
[ 24 =aat

Calisma gruplarinda 24. ve 72. saatlerde 6lclilen VEGF degerleri arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir fark bulundu (p<0,05), degerlerin zamansal degisiminde ise anlamli artiglar

izlendi.
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Grup i¢i karsilastirmalarda; Kontrol grubunda 72. saatteki VEGF diizeyinin 24. saate

gore anlamli olarak arttig1 goriildii (p=0,010). Benzer sekilde Vitamin B (p=0,003) ve Vitamin

E (p=0,003) gruplarinda da zamansal artis istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Gruplar arasi karsilastirmalarda; 24. saatte Kontrol ve Vitamin E gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu (p=0,043). 72. saatte ise gruplar arasinda

anlaml1 bir fark saptanmadi (p>0,05).

YEGF
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I
Kontrol

o TGF- B1 diizeyinin degerlendirilmesi

I
Yitamin B

Grup

I
Yitamin E

B 72 saat
[ 24 saat

Calisma gruplarinda 24. ve 72. saatlerde 6lgiilen TGF- B1 degerleri arasinda gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlendi (p=0,018 ve p=0,039).

Grup ici karsilastirmalarda; Vitamin B grubunda 72. saatteki TGF- B1 degerinin 24.

saate gore anlamli derecede artt1g1 saptand1 (p<0,001). Benzer sekilde Vitamin E grubunda da

72. saatte Olglilen degerler anlamli olarak yiiksekti (p=0,006). Kontrol grubunda zamansal

acidan anlamli degisim gozlenmedi (p>0,05).
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Gruplar aras1 karsilastirmalarda; 24. saatte Kontrol ve Vitamin B gruplar1 arasinda

anlamli farklilik oldugu tespit edildi (p=0,046). 72. saatte de gruplar arasinda anlaml farklilik

devam etti (p<0,05).
M 72 saat
10000 TGF-B1 _ [] 24 saat
&.000

5,000~ I E 1 H

4.0007

1

I ! T
Kontrol Yitamin B Yitamin E

Grup

4.2. TZF Gruplarinin Inflamatuar Sitokin Ol¢iimlerinin Degerlendirilmesi

a. IL-1 B diizeyinin degerlendirilmesi

Calisma gruplarinda 24. ve 72. saatlerde dlgiilen IL-1P degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 bir fark bulundu (p=0,005 ve p=0,002), degerlerin zamansal degisiminde ise baz1
gruplarda anlamli artiglar izlendi.

Grup ici karsilastirmalarda; Vitamin B grubunda 72. saatteki IL-13 degerinin 24. saate
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 belirlendi (p=0,005). Kontrol ve Vitamin E
gruplarinda ise zamansal degisim agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

(p>0,05).
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Gruplar arasi karsilagtirmalarda; 24. saatte IL-1B degerlerinin Vitamin B grubunda
Kontrol grubuna gore ve Vitamin E grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu tespit
edildi (p=0,043 ve p=0,007). 72. saatte de benzer sekilde Vitamin B grubunun degerleri diger
iki gruba gore anlamli diizeyde farkli bulundu (p=0,013 ve p=0,003).

W 72 saat
IL- 1B 124 saat
300
.
200 $ H
i
100
N I E | 1
T T T
Kartrol Yitamin B itamin E
Grup

b. TNF-a diizeyinin degerlendirilmesi

Calisma gruplarinda 24. saatte dlclilen TNF-a degerleri agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p=0,006). 72. saatte ise gruplar arasinda anlamli
bir farklilik gézlenmedi (p>0,05).

Grup ic¢i karsilagtirmalarda; Vitamin B grubunda 72. saatteki TNF-a degerlerinin 24.
saate gore anlamli derecede arttigi goriildii (p=0,034). Kontrol ve Vitamin E gruplarinda
zamansal agidan anlamli bir degigim saptanmadi (p>0,05).

Gruplar arasi karsilastirmalarda; 24. saatte Vitamin B grubu degerlerinin hem Kontrol
grubuna gore hem de Vitamin E grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farkhilik gdsterdigi

tespit edildi (p=0,024 ve p=0,013).
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Cizelge 1. Grup Ici ve Gruplar Aras1 Bilyiime Faktérlerinin Olgiimlerinin Karsilastiriimasi

- Grup
Grup Ikili Karsilastirmalar (p) (Zaman)"
Degisken Zag Kontrol Vitamin B Vitamin E feontrol - RoAtrol = Vitamin B-
(n=12) (n=12) (n=12) P B E Vitamin E P
3,315 3,240.9 3,113
24. >0, >0, >0, >0,
Saat 0,55l A, 3200.85.1) 0,999 0,999 0,999 0,999 o
FGF-2 4,219 4,4+1,1 4,0£1,4 :
2, , >0, >0, ,811
72. Saat 15 s 42863) ..o 0,353 0,999 0,999 0.8
p 0,011 <0,001 0,004
146,7+128.8 43,3473,4F 150,6+126,4
24, : 04 >0, ,
Saat 143,9(1,5-329,7) 7,9(0,3-214,7) 163,2(1,4-327.,9) 0,005 0,043 0,999 0.007 0780
IL-1p 158+81,7 66,4+88,8 #¥ 186,7+111,3 :
2. 2 1 >
72. Saat 176,4(40,6-265,6) 32,6(0,1-242,2) 196,5(0,4-315,7) 0.00 0,013 0,999 0,003
p 0,593 0,005 0,139
1583,74925,5 1698,8+828.8 1580,24968, 1
24, ’ ’ ’ \ i ’ 1 4 >
Saat 1323,4(281,8-3821,4) 1458,1(931,5-3850,6) 1244,1(363,4-3943) 0,558 035 0,546 0,999 0923
IGF-1 18814940,4 1962,74974,4 1770,24970,1 :
. >
72. Saat 1589(438,9-3676,7) 1765,2(737,6-4512,7) 1630,5(323,4-3775.,2) 0,205 0,999 0.716 0,302
p 0,002 0,019 0,012
343,9+400,4 232,14347,26 277,6+379.8
. >
24. Saat 105,2(18,7-1021,8) 40,3(21,8-959,1) 61(28,1-1120.,9) 0,006 0,024 0,999 0,013 0.964
TNF-0 332,3+442,6 319,5+509,2 29774438 :
. > >
72. Saat 72(30-1184,2) 48,5(21,8-1535.,9) 59,1(34,4-1209,3) 0,203 0.297 0,999 0,999
p 0,859 0,034 0,583
340,8+382,1 261368,3" 337,2+430,1
24. Saat 219,8(17,1-1117) 84,9(25,8-1032,6) 110,2(70-1381,1) 0,050 0,662 0,043 0,662 0736
VEGF 466,5+480,4 380,8+524,9 455345213 :
. >
72. Saat 232,8(47,1-1400) 114,9(43,9-1579,8) 153,1(74,7-1624,7) 0.097 0,213 0,999 0,252
p 0,010 0,003 0,003
4521,6+1974,14¥
24. Saat 5367,1+1346,5 4566,9(1804,9- 5401,6+1973 0,018 >0,999
5043,8(3667,6-7640,3) 8452.,9) 5353,7(2511,5-9384,2) : 0,046 0,093
TGF- p1 5754,3+1584,6" 0,106
72. Saat 6171,6+1499,3 5488,6(3661,2- 6328,1+1659,8 0.039 >0,999
5893,2(3995,2-9666.8) 9467,7) 6437,6(3834,6-9859,5) ’ 0,752 0,252
p 0,680 <0,001 0,006
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1714,5+378,9 14594519,6

g4 Saat 1754,7(979,6-2377.8) 1568,2(540,6-2159,1)
PDGF - 1734,4+272,8 1651,62461,8
1786,5(1110,1-2057,8)  1733,2(890,6-2292,6)
p 0,853 0,034

1854,8(810,8-2097,7)

1923,1(1466,1-2178,3)

1755,1£376,3

1882,8+215,7

0,114

0,472

0,125

0,816

>0,999

>0,999

0,060

0,213

0,261

0,540

Veriler ortalama+standart sapma ve medyan(minimum-maksimum) olarak 6zetlendi.
*Kontrol ile arasinda p<0,05

YE vit. ile arasinda p<0,05

Nested ANOVA

FGF-2: Fibroblast Biiyiime Faktorii

IL-1pB: Interlokin 1B

IGF-1: Insiilin Biiyiime Faktérii

TNF-a: Tiimor Nekroz Faktor

VEGEF: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
TGF- B1: Transforme Biiyiime Faktorii
PDGF: Trombosit Kaynakl Bilytime Faktorii
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5. TARTISMA

Bu calismada, trombositten zengin fibrin (TZF) yapisinin biyomolekiiler igeriginin
Vitamin B12 (kobalamin) ve Vitamin E (alfa-tokoferol) katkisi ile modifiye edilmesinin,
bliylime faktorleri ve sitokin profili lizerine etkileri arastirilmistir. Son yillarda biyolojik
materyallerin modifikasyonu yoluyla gelistirilen rejeneratif iiriinler, doku miihendisligi ve
cerrahi uygulamalarda giderek daha fazla onem kazanmaktadir. Bu baglamda elde edilen
bulgular, hem mevcut literatiirle dnemli 6l¢iide uyum gostermekte hem de vitamin destekli TZF
modifikasyonunun rejeneratif tiptaki potansiyeline dair yeni katkilar sunmaktadir.

TZF, ikinci nesil otolog biyomateryal olarak fibrin agi, trombositler ve lokositler
araciligiyla doku onarmmi ve yara iyilesmesini destekleyen gii¢lii bir biyolojik platform
saglamaktadir.'%74448:31 T jteratiirde TZF’nin yalnizca tasiyict olarak degil, ek biyolojik
ajanlarla modifiye edilerek biyolojik aktivitesinin artirilabilecegi cesitli caligmalarla ortaya
konmustur. '

Kartika ve ark. (2021), A-PRF ile hyaluronik asit kombinasyonunun VEGF ve PDGF
seviyelerini artirarak graniilasyon dokusunu zenginlestirdigini bildirmistir.'”® Benzer sekilde
Bayer ve ark. (2020), TZF’nin keratinositlerde ekstraseliiler matriks diizenleyici genleri
uyardigini rapor etmistir.!” Ayrica Chatterjee ve ark. (2024), alveolar defekt onarmmi igin
piezzocerrahi ile kombine edilen PRF uygulamasinda modifiye TZF’nin alveoler defekt
onarimini hizlandirdigmi gostermistir.?’® Alkaya ve ark. (2025) ise TZF’ye hyaluronik asit
eklenmesinin bilyiime faktorleri salmimmi olumlu etkiledigini bildirmistir.?’!

Bu caligmamizda vitamin katkisinin TZF’nin biyomolekiiler 6zelliklerini modifiye
edebilecegi ve rejeneratif kapasitesini artirabilecegi gosterilmistir. Bulgularimiz, hyaluronik
asit veya antibiyotik destekli TZF ¢alismalarmna paralellik gdstermektedir.!>2%02% Ozellikle
Jaikumar Ram ve ark. (2023) tarafindan bildirilen TZF nin lokal ila¢ tasiyici olarak kontrollii
salim saglayabilmesi, bizim vitamin katkili yaklasimimizin da benzer sekilde lokalize ve uzun
siireli biyolojik yamit olusturabilecegini desteklemektedir.?%22%3

Vitamin B12, DNA sentezi, hiicresel proliferasyon ve hematopoezde kritik rol oynayan
bir vitamindir.'®"'”? Halczuk ve ark. (2023), B12’nin DNA metilasyonu, niikleotid sentezi ve
antioksidan 6zellikleriyle biyolojik siireglerde nemli islevler iistlendigini vurgulamistir,>*

Calismamizda Vitamin B12 katkilh TZF grubunda FGF-2, PDGF, VEGF ve TGF-f
seviyelerinde anlaml artiglar gézlenmistir. Bu durum, fibroblast proliferasyonu, anjiyogenez

ve doku yeniden yapilanmasi siireclerinin hizlanabilecegini gostermektedir. Kartika ve ark.
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(2021) tarafindan A-PRF+HA kombinasyonunun VEGF ve PDGEF ailesi iizerinde artirict
etkilerinin bildirilmis olmasi, bulgularimizla paralellik gostermektedir, '>%!%

Ayrica B12 eklenen grupta IL-1p ve TNF-a diizeylerinde anlamli azalma gdzlenmis, bu
bulgu vitaminin inflamatuar yanit1 baskilayici etkisini dogrulamistir. Kobzar (2020) ile Halczuk
ve ark. (2023), B12’nin sitokin profillerini modiile ederek NF-«kB yolagini baskilayabilecegini
bildirmistir.2**?% Bu sonug, klinikte postoperatif inflamasyonun kontroliinde B12 katkili
TZF’nin potansiyel roliinii ortaya koymaktadir.

Vitamin E’nin antioksidan etkilerinin yan sira, protein kinaz ve fosfataz aktivitelerini
modiile ederek hiicresel sinyal yollarina etki ettigi gosterilmistir.!3%187-296207 Calismamizda
Vitamin E katkil1 TZF grubunda 6zellikle VEGF seviyelerinde artis tespit edilmistir. Bu bulgu,
Vorakulpipat ve ark. (2023) tarafindan tokoferol katkili TZF’nin VEGF artis1 yoluyla
osteoradyonekroz tedavisinde fayda sagladigimi bildiren ¢alisma ile uyumludur.?%

Bununla birlikte, E vitamininin FGF-2 ve PDGF salinimi tlizerine ek bir iistiinliik
saglamadig1 gézlenmistir. Bu durum, Traber & Atkinson (2007)’1n lipofilik bilesiklerin plazma
bazl1 biyomateryallerde homojen dagilmakta giicliik ¢ektigine dair bulgulariyla agiklanabilir.>%®
Ayrica kullanilan doza; ve izomer tipinin etkiler {izerinde belirleyici oldugu
degerlendirilmektedir. 2"’

Calismamizda 6zellikle Vitamin B12’nin inflamatuar yanit iizerinde belirgin etkileri
gozlenmigtir. IL-1PB ve TNF-a diizeylerinin azalmasi, kontrollii inflamasyon yoluyla iyilesme
stirecinin hizlanabilecegini gostermektedir. Bu durum, Sherif ve ark. (2025)’in antioksidan
destekli PRF’nin inflamatuvar transkripsiyon faktorlerini baskilayarak TNF-o diizeyini
azalttigmi bildiren ¢alismalariyla uyumludur.?%

Vitamin E grubunda IL-1B diizeylerinde anlamli degisiklik gozlenmemistir. Bunun
nedeni, E vitamininin lipofilik yapisi nedeniyle biyoyararlanim siirhiliklari, izomer farkliliklar1
veya antioksidan etkinin ¢ift yonlii dogas1 olabilir, !36-206.210-212

Elde edilen veriler 151¢ginda Vitamin B12 ve E’nin TZF igerigine eklenmesi, B12’nin
erken inflamatuar yanit1 baskilamas1 ve FGF-2, TGF-B gibi biiyiime faktorlerini artirmasiyla
postoperatif iyilesmeyi hizlandirabilecegi, E vitamininin ise VEGF artis1 {izerinden
anjiyogenezi destekleyerek vaskiilarizasyonun kritik oldugu cerrahilerde fayda saglayabilecegi,
anlamina gelebilir. Bu 6zellikler, implantoloji, kemik greftleme ve periodontoloji gibi doku
yanitinin belirleyici oldugu klinik alanlarda vitamin katkili TZF’nin 6nemli avantajlar
sunabilecegini gdstermektedir.

Calismanin  ¢esitli smirliliklar1  bulunmaktadir. Bulgularin  in-vivo ortamlarda

dogrulanmasi1 gerekmektedir. Bu ¢aligmada farkli vitamin konsantrasyonlari ve izomerlerinin
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etkileri degerlendirilmemistir. Kiiciik Orneklem dolayisiyla biyolojik varyasyonlarin
genellenebilirligi sinirhdir. Degerlendirilen belirtegler sinirli tutulmustur. Sigara ve alkol
kullanim1 gibi dis etkenler kontrol edilmemistir. Kan alim protokoliinde tokluk durumu ve
sirkadiyen ritmin etkileri dikkate alinmamustir.

Bu calisma, vitamin katkili TZF uygulamalarinin biiyiime faktorii salmimini
artirabilecegini, inflamasyonu modiile edebilecegini ve doku iyilesmesini hizlandirabilecegini
gostermistir. Ozellikle Vitamin B12’nin immiin sistem diizenleyici etkileri ve Vitamin E’nin
anjiyogenezi destekleyici rolii, bu biyomateryallerin rejeneratif tip uygulamalarinda
kisisellestirilmis biyomateryal tasarimi i¢in degerli bir potansiyel sundugunu ortaya
koymaktadir. Gelecek calismalarda farkli dozajlar, vitamin kombinasyonlar1 ve in-vivo hayvan
modelleri lizerinden yapilacak arastirmalar, klinik gegerliligin giiclendirilmesi agisindan biiyiik

Onem tasimaktadir.
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6. SONUC

Bu c¢aligma, kobalamin (Vitamin B12) ve alfa-tokoferol (Vitamin E) katkismnin
trombositten zengin fibrin (TZF) igerigindeki biiylime faktorleri ve proinflamatuar sitokinler
iizerindeki  potansiyel etkilerini in vitro kosullarda degerlendirmek amaciyla
gerceklestirilmistir. Arastirma bulgulari, vitamin katkisinin TZF nin biyomolekiiler igeriginde
istatistiksel olarak anlamli degisikliklere yol actigimi1 gostermistir. Bu degisiklikler, 6zellikle
bliylime faktorlerinin salimim profilinde ve sitokin diizeylerinde gdzlenen modifikasyonlar
aracilifiyla, rejeneratif slireclerin hizlanmasma ve doku iyilesme kalitesinin artirilmasina
yonelik potansiyel katki sunmaktadir.

Mevcut literatiir, TZF’nin kontrollii bliyiime faktorii salinimi, biyouyumlulugu ve
rejeneratif kapasitesi sayesinde periodontal tedaviler, oral cerrahi ve implantolojide yaygin
olarak kullanilan giivenilir bir biyomateryal oldugunu ortaya koymaktadir. Bu baglamda
vitamin B12 ve Vitamin E, biyolojik rolleri ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle TZF nin
biyolojik etkinligini artirabilecek aday molekiiller olarak degerlendirilmektedir.

Ozellikle Vitamin B12 nin niikleik asit sentezi, eritropoez ve sinir dokusu biitiinliigiiniin
korunmasindaki kritik rolii, eksiklik durumunda oral mukozal lezyonlar ve periodontal doku
kayb1 ile iligskilendirilmistir. Buna paralel olarak Vitamin E, giiclii antioksidan kapasitesi
sayesinde serbest radikal kaynakli hiicresel hasar1 siirlamakta ve kolajen stabilizasyonunu
desteklemektedir. Bu Ozellikler, E vitaminini periodontal iyilesme siire¢lerinde degerli bir
destek ajanm1 haline getirmektedir. Calismamizda, s6z konusu vitaminlerin TZF’ye santrifiij
oncesi eklenmesiyle elde edilen kombinasyonun; biiyiime faktorleri (PDGF, TGF-f1, VEGEF,
IGF-1, FGF-2) ve proinflamatuar sitokinler (IL-1p, TNF-a) ilizerindeki etkilerinin sistematik
olarak degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Bu arastrrma, vitamin katkili TZF’nin biyomolekiiler 6zelliklerini inceleyen oncii
calismalar arasinda yer almakta ve literatiire 6zgiin bir katki sunmaktadir. Elde edilen bulgular,
kobalamin ve alfa-tokoferoliin TZF nin biiylime faktorii salinim profili ile sitokin diizeylerinde
anlamli degisiklikler olusturabilecegini ortaya koymustur. Bu durum, TZF 'nin yalnizca dogal
biyolojik potansiyeli ile degil, ayn1 zamanda biyolojik ajan tasiyici bir sistem olarak da
degerlendirilebilecegini desteklemektedir. Ayrica, hem rejeneratif bliylime faktorleri hem de
inflamatuvar sitokinlerin birlikte analiz edilmis olmasi, vitamin katkisinin iyilesme siirecinin

farkli fazlarindaki biyokimyasal yansimalarma 11k tutmaktadir.
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Dolayisiyla bu calisma, vitamin katkisinin TZF’nin rejeneratif kapasitesini artirma
yoniindeki potansiyeline dikkat cekmekte ve periodontal tedavi ile oral cerrahi uygulamalarinda
yeni biyolojik yaklasimlara temel olusturabilecek nitelik tasimaktadir. Bulgular, periodontal
rejenerasyon, implant entegrasyonu, yumusak doku iyilesmesi ve kemik rejenerasyonu gibi
klinik alanlarda vitamin katkili TZF’nin daha hizli ve kaliteli iyilesme saglayabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica inflamatuvar yanitin modiilasyonu yoluyla postoperatif iyilesme
stirecinde hasta konforunun artirilabilecegi dngoriilmektedir.

Bununla birlikte, elde edilen sonug¢larm klinik gegerliliginin teyidi i¢in daha genis
orneklemli, uzun dénemli ve in vivo kosullarda gerceklestirilecek ¢aligmalara ihtiyag vardir.
Calismanin in vitro tasarimli olmasi, bulgularin dogrudan klinik uygulamalara yansitilmasinda
smirlilik olusturmaktadir.

Sonug olarak, Vitamin B12 ve Vitamin E ile zenginlestirilmis TZF, rejeneratif dis
hekimligi uygulamalarinda biyolojik etkinligi artirabilecek yenilik¢i bir yaklasim olarak
degerlendirilebilir. Bu kombinasyonun, geleneksel TZF uygulamalarina kiyasla iyilesme
stiresini kisaltma, doku kalitesini artirma ve postoperatif komplikasyonlar1 azaltma potansiyeli
bulunmaktadir. Elde edilen veriler, klinik protokollere entegre edilmesi i¢in 6ncii nitelikte olup,
gelecekte yapilacak kapsamli caligmalar bu biyolojik yaklagimin klinik kullanim degerini

ortaya koyacaktir.
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