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Trombositten Zengin Fibrin’in Kemik iyilegmesi Uzerine
Etkileri”

Bu galismada, deneysel kemik defektlerinde trombositten zengin fibrin (TZF) uygulamasinin kemik
iyilesmesi Gzerine etkilerinin arastirimasi amaglanmistir.

Calismada 12 adet Yeni Zelanda irki tavsan kullanildi. Tavsanlarin her iki tibiasinin proksimal
metafizine yakin mesafede olmak lizere tibial defektler olusturuldu. Olusturulan 24 adet defektin on
iki adedi bos birakilarak kontrol grubu olarak degerlendirilirken, kalan defektler TZF ile dolduruldu.
Klinik ve radyografik muayeneler operasyondan hemen sonra, 15, 30, 45 ve 60. gunlerde
gerceklestirildi. Postoperatif 30. ve 60. glnlerde altisar tavsan sakrifiye edilerek histopatolojik
muayeneleri gerceklestirildi.

Radyolojik ve histolojik muayeneler sonucunda TZF kullanilan defektlerdeki kemik iyilesmesinin
daha iyi oldugu belirlendi.

Sonug olarak, TZF’nin erken doénem kemik iyilesmesini 6nemli miktarda artirdidi, iyi bir greft
materyali olarak rahatlikla kullanilabilecegi kanisina variimistir.

Anahtar Kelimeler: Kemik, iyilesme, trombositten zengin fibrin.

Effects of Platelet-Rich Fibrin on Bone Healing

This study aimed to investigate the effects of platelet-rich fibrin (PRF) used as bone healing
accelerator in experimental bone defects.

In the study, 12 New Zealand rabbits were used. The defects, upper proximal metaphysis of both
tibia of each rabbits were created. Twelve of twenty-four defects performed were left empty to
serve as the control group and the remaining defects were filled with PRF. Clinical and
radiographic examinations, immediately and the 15th, 30th, 45th and 60th days after the operation
were performed. Postoperative 30th and 60th days, rabbits were sacrificed and histopathological
examinations were performed.

Radiological and histological examinations showed that the bone healing in PRF defects was better
than other.

As a result, PRF was observed to considerably improve early bone healing, and it was suggested
that it can readily be used as a good graft material.

Key Words: Bone, healing, platelet-rich fibrin.

Girig
Kemik defektlerinin onarimi ve kemik iyilesmesini hizlandirmak amaciyla kemik
greftleri yaygin olarak kullaniimaktadir. Greftlerin elde edilmesi sirasinda gdzlenebilen

dondr bdélge morbiditesi, kan kaybi ve greftlerin sinirli miktarda elde edilmeleri gibi
sorunlari ¢ozebilmek igin galismalar devam etmektedir (1-3).

Hemostaz asamasinda Onemli gorevleri olan fibrin cesitli buyime faktorleri
salgilamaktadir. Trombositten zengin fibrin (TZF) iginde yogun olarak bulunan
plateletlerin a granilleri; trombosit kaynakh blyime faktori (PDGF), donustiricl
bliyime faktori beta (TGF-B), epidermal blyime faktéri (EGF), vaskuler endotelyal
biyime faktéri (VEGF), insulin benzeri buyume faktéra | (IGF-1), trombosit kaynakl
epidermal buyume faktéri (PDEGF), trombosit kaynakli anjiogenezis faktéri (PDAF) ve
trombosit faktér 4 (PF-4) gibi bircok blylime faktdéri bulundurur (4-6). TZF matriksi
icerisinde ayni zamanda I6kositler tarafindan salgilanip inflamasyon kontroliinde gérev
alan sitokinler de bulunmaktadir. Matriks icindeki sitokinlerin remodeling agsamasinda
yavas salinim yaparak uzun donemde etkili olduklari bildiriimektedir. TZF'nin osteojenik
hiicrelerin proliferasyonunu arttirarak kemik formasyonu ve rejenerasyonu (izerinde
guglu bir stimilatér olabileceg@i distnulmektedir (7-11).

TZF kanamanin azaltilmasina, yumusak ve sert doku iyilesmesinin hizlandirilmasina
yardimci olur. Blyuime faktorleri sayesinde vaskilarizasyonun hizlandiriimasi,

" Bu galisma Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (FUBAP) Yénetim Birimi tarafindan
desteklenen (Proje No: 2078) doktora tezinin bir boliminden 6zetlenmistir.
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hastanin kendisinden alindiginda allerjik reaksiyonlara
sebep olmamasi, kisa surede ve kolayca hazirlanmasi,
hastalik transfer riskinin bulunmamasi, igindeki I6kosit ve
bunlar tarafindan salgilanan sitokinler sayesinde
enflamasyonun  kontrol edilmesi ve enfeksiyonu
baskilamasi gibi birgok avantaji vardir (7-13).

Bu calismada, tavsanlarda deneysel olusturulan tibia
defektlerinde TZF uygulamasinin kemik iyilesmesi
Uzerindeki etkilerinin arastiriimasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
tarafindan onaylanan (Tarih: 09.06.2010, Karar No: 59)
bu calismada 12 adet 5-6 aylik erkek Yeni Zelanda
tavsani kullanildi. Standart tavsan yemi ile beslenen
tavsanlar 30 ve 60 gunlik postoperatif takiplerini yapmak
Uzere rastgele iki esit gruba ayrildi.

Operasyon o6ncesi tavsanlardan 8 mL kan alinip
antikoagulan icermeyen steril cam tlipte 400 g’de 10 dk
sanrifije edilerek altta kirmizi kan hicrelerini igeren
tabaka, ortada TZF ve ustte de hiicre igermeyen plazma
olmak Uzere Ug¢ tabaka olusmasi saglandi (Sekil 1A).
Trombositlerin yogun olarak bulundugu TZF tabakasi
steril bir petri kabina alindi.

Anestezi 5 mg/kg dozunda Xylazine hydrocloride
(Rompun, Bayer, 23.32mg/mL) kas i¢i enjekte edildikten
10 dakika sonra, 35 mg/kg kas igi Ketamin hydroclorur
(Ketalar, Parke-Davis, 50 mg/mL) uygulanarak saglandi.

Operasyon bolgelerinin tirasi ve %10’luk povidon
iodine ile dezenfeksiyonunun ardindan sag ve sol tibianin
proksimal medial yuzleri Gzerinde subkutan fasia deri ile
ayni hat Gzerinde ensize edilerek tibia’ya ulasildi. Periost
ensize ve ekarte edildikten sonra, 3.5 mm ¢apinda bir dril
yardimiyla olusturulan 24 adet unikortikal kemik

defektinin 12’si bos birakilirken (kontrol grubu) ($ekil
1B), diger 12’si TZF ile dolduruldu (Sekil 1C). Her bir
tavsanda hem kontrol hem de TZF grubunun bulunmasi
saglandi. Rutin cerrahi kurallara uygun olarak kapatilan
operasyon yaralari bir pansuman ile értllerek tavsanlara
glinde bir kez 400.000 IU prokain penisilin 5 gtin sure ile
uygulandi.

1 . IS Vo - b
Sekil 1. A. Trombositten zengin fibrin (TZF), B. Bos

birakilan kemik defekti (Kontrol), C. TZF uygulanmig
kemik defekti.
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Radyolojik Muayeneler: Operasyon sonrasi ve her
15 giinde bir medio-lateral olarak alinan radyografiler
modifiye Lane ve Sandhu radyolojik skorlama kriterlerine
(14) gore degerlendirildi (Tablo 1).

Tablo 1. Modifiye Lane ve Sandhu radyolojik skorlama
kriterleri (14)

Defektteki Yeni Kemik Olugumu (%) Skor
Yok 0
25 1
50 2
75 3
100 4

Histopatolojik Muayeneler: Otuz ve 60 ginlik
izleme sureleri sonunda altisar adet tavsan 6tenazi edilip
alinan tibialarin makroskobik muayeneleri gerceklestirildi.
Histopatolojik muayeneler igin greft bdlgelerini igeren
kemik 6rnekleri %10’luk formalin sollisyonuna konularak
tespit edildi. Kemik o6rnekleri dekalsifiye edilip rutin
islemlerden gegirildikten sonra Hematoksilin-eosin ile
boyanarak i1s1k mikroskobunda degerlendirildi.

istatistiksel Degerlendirme: SPSS (22.0 versiyonu)
kullanildi. Veriler + SEM degeri olarak sunuldu. P<0.05
degeri 6nemli olarak kabul edildi. Kontrol ve TZF gruplari
arasindaki karsilastirmalar non-parametrik Wilcoxon testi
ile, 30 ve 60. glindeki kontrol gruplari ve TZF gruplarinin
kendi igerisinde Kkarsilastirilmalar ise non-parametrik
Mann-Whitney-U testi ile yapildi.

Bulgular

Pihti kivaminda olan TZF’nin bu seklini korudugu,
defekt bolgesine uygulamasinin kolay oldugu, hemostazi
sagladidi ve iyi tespit oldugu goruld.

Radyolojik Bulgular: Operasyondan hemen sonra
alinan radyografilerde, defektler kontrol grubunda net
olarak, TZF grubunda ise medullar kanaldaki gibi azalan
radyolusent bir kontrastta gozlendi. On besinci ginde
belirgin degisim gérilmezken &zellikle TZF uygulanan
grupta defekt kenarlarindaki keskin goérintiinin azaldigi
ve yeni kemik olusumunun bagladigi belirlendi.

Postoperatif 30. giinde defektlerdeki yeni kemik
olusumunun kontrol grubunda %25’ten az, TZF grubunda
ise yaklasik %75 oldugu gézlendi. Kirk besinci ginde de
benzer bulgular gézlenmekle birlikte kemik iyilesmesinin
belli oranda artarak devam ettigi gézlendi.

Altmisinci  glndeki radyografilerde yeni kemik
olusumunun kontrol grubunda %25-50 arasinda oldugu
g6zlenirken, TZF grubunda bes defektte %100, bir
defektte de %75'ten fazla yeni kemik olusumu ile dolarak
radyodens bir kontrasta ulastigi belirlendi.

Olgulara ait radyografik goérlintiler Sekil 2'de,
radyolojik degerlendirmeler ise Tablo 2’'de gosterilmistir.



Cilt: 29, Sayi: 2

0. giin 15. giin 30. giin 45, giin 60. giin

Kontrol

TZF

1mr

Sekil 2. Defekt bolgelerinin radyografik gérintimileri.

Tablo 2. Modifiye Lane ve Sandhu skorlama kriterlerine
(14) gore defektlerin radyolojik degerlendirmeleri

Trombositten Zengin Fibrin’'in Kemik lyilesmesi Uzerine Etkileri

Giin n Kontrol TZF P
30. giin 6 0.33+0.21 2.67+0.21 <0.05
60. giin 6 1.50+0.22 3.83+0.17 <0.05
P P<0.05 P<0.01

Makroskobik Bulgular: Otuzuncu gunde kontrol
grubunda alti defektten dordinun kapanmadigi, birinde
hafif bir kugllme oldudu, digerinin yaridan azinin
kapandigi belirlenirken, TZF grubunda tim defektlerin
yeni kemik olusumu ile dolduruldugu gézlendi.

Altmisinci  ginde kontrol grubunda (¢ defektin
kapanmadigi, ikisinde kugllme oldugu, digerinin
yarisindan azinin kapandigi gorultrken, TZF grubundaki
tim defektlerin yeni kemik olusumu ile dolduruldugu
belirlendi.

Histopatolojik Bulgular: Otuzuncu ginde, kontrol
grubunda kapillar damardan zengin granilasyon dokusu
ve cok az kikirdak doku gelisimi gdzlenirken, TZF
grubunda defektin kollagenden zengin fibréz kallus ile
tamamen dolduruldugu belirlendi. Fibr6z dokuda kikirdak
doku olusumu ve osteoblastik aktivitenin belirgin oldugu,
spikuler sekildeki primer kemik alanlarinin birleserek
trabekuler yapilara donusmeye basladigi ve kemik iligi
olusumlarinin basladigi dikkati ¢ekti.

Altmisinci ginde, kontrol grubunda  kapillar
damarlardan zengin fibréz kallus icerisinde zayif kikirdak
ve spikller sekilde primer kemik doku olusumlari
belirlendi. TZF grubunda defektlerin kompakt kemikten
daha ince primer ve sekonder kemik olugumlari ile tam
olarak kapandigi, havers kanallarinin belirgin sekilde

yapilandiyi  gozlendi. Fibréz ve kikirdak doku
olusumlarina rastlanmazken, kemik iligi tarafinda
osteoblastik  aktivitenin  devam  ettigi = saptandi.

Histopatolojik gortntiler Sekil 3'te verilmigtir.

Haziran 2015

T

Sekil 3. Defekt bolgelerinin 30 ve 60. glnlerdeki
histopatolojik gortinimleri. F: Fibréz doku, Ok baslari:
Kikirdak doku, YK: Yeni kemik, H-E Bar=200p.

Tartisma

Hormonlar ve blyime faktérlerinin kemik gelisiminde,
ozellikle proliferasyon, diferansiyasyon, kemotaksis ve
morfogenez gibi hiicresel olaylarin diizenlenmesinde
o6nemli rolleri bulunmaktadir (15).

Yapisinda birgok blyime faktori bulunan TZF’nin
yara iyilesmesinde etkili oldugu belirtiimektedir (4-6,8).
Platelet aktivasyonundan yaklasik 10 dakika sonra, a
granullerindeki buytime faktorlerinin salgilandigi, yaklasik
1 saat icinde de, %95'inin yara bdlgesine iletilerek
iyilesme surecinin basladigi bildiriimektedir (7-11). Bu
faktorlerden PDGF’nin  yara bdlgesindeki  hiicre
proliferasyonu, vaskilarizasyon ve yeniden yapilanmayi
hizlandirdigi bildiriimektedir (16-18). Choukroun ve ark.
(4) TZF’nin yumusak ve sert dokularda hemostaz ve yara
iyilesmesinde 6nemli avantajlar oldugunu belirtmislerdir.
TZF’nin yapisindaki interldkinlerin defekt ve cevresinde
yanglyl baskilamasinin yara iyilesmesine yardimci
oldugu disunilmektedir (5, 6).

Plazma ve fibrin yapistiricilara gére daha dogal ve
etkili oldugu belirtlen TZF’'nin osteogenezi uyarma
yetenegdinin arastirilabilecegi ve kaynak olusturacagi
dusunulerek bu ¢calismanin yapilmasi planlanmistir.

TZF elde edilecek kanin 10 dk 400 g'de, disiik hizda
santrifiju ile olusan ve dogal fibrin agina ¢ok benzeyen
fibrin agi icindeki yodun olarak bulunan trombositlerin
ortama aktardigi sitokinlerin yara bdlgesinde surekli
olarak doku uyarimini sagladigi ve yara iyilesmesini
hizlandirdigi belirtilmistir (7-11).
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Bu calismada, TZF hazirlanirken alinan 8 mL kan
400 g'de 10 dk sanrifije edilerek trombositten zengin
fibrin hazirlandi. Dislk hizda gerceklestirilen santrifij
islemi ile elde edilen TZF'nin dogal fibrin agina
benzemesi amagclandi.

Histopatolojik degerlendirmelerde kemiklesmenin 1.-
2. haftalarda basladigi, 6.-8. haftalarda defektlerin
reorganize olarak doldugu bildiriimektedir (2, 3, 11).
Yapilan bu calismada TZF’nin kemik iyilesmesindeki
etkinliginin histopatolojik olarak arastiriimasi amaci ile
dénemler 30 ve 60. gunler olarak belirlenmigtir.

Kemik defektlerindeki iyilesmenin biylk oranda
defektin buyukligine bagli oldugu, greftin osteojenik
potansiyelinin tam olarak degerlendiriimesi icin defektin,
spontan iyilesmeye engel olacak kadar blyik olmasinin
Onemi belirtilmistir (19, 20). Bu 6zelliklere sahip deneysel
kemik defekti kritik boyut defekti (KBD) olarak
adlandiriimig ve osteojenik materyallerin
degerlendiriimesinde standart bir model olarak Hollinger
ve Kleinschmidt (20) tarafindan énerilmistir. KBD, tiirlere
ve ilgili bolgeye gore farkl olmak lzere hayat boyunca
spontan olarak iyilesemeyecek en kiguik intraossedz
yara olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte pek ¢ok
caligmada surenin sinirli olmasi ve deneylerin hayvanin
tum hayati boyunca sirdurilememesinden dolay! hayvan
arastirmalarinda KBD’nin deneme siresi boyunca
iyilesemeyen defektleri ifade ettigi bildirilmistir (19-21).

Tavsanlarda yapilan ¢alismalarda 0.5-8 mm gibi ¢ok
cesitli  defekt buyuklUkleri uygulandigi bildiriimekle
beraber diyafiz genisligini asan defektlerde Ozellikle 4
mm ve daha genis olanlarda kirik olustugu bildirilmistir
(20). Tavsanlardaki tibia diyafiz genigligi dikkate alinarak
3.5 mm’lik bir defektin bu ¢alisma i¢in uygun olacagi ve 2
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aylik erken dénem kemik iyilesmesi icin KBD oldugu
disunulmastar.

Bu calismada, TZF uygulanan kemik defektlerindeki
kallus olusumunun zamanla artmasi ve radyografik
muayenelerde kemik defektlerinin blylk oranda yeni
olugan kemik dokusu ile doldurulmasinin goézlenmesi
TZF'nin kemik iyilesmesini stimile edici 6zelligini
gOstermektedir.

Kemik iyilesmesinin  incelenmesinde  hicresel
dizeydeki degisimlerin izlenebilmesi icin histolojik
kontrollerin de yapilmasi gereklidir (11, 21). Bu
calismanin  histopatolojik  incelemelerinde  kontrol
grubunda 30. giinde sadece graniilasyon dokusu
izlenmesi ve 60. glinde fibroz kallus iginde ¢ok az kemik
izine rastlanmasi ve defektlerin hi¢ birinin tam olarak
kapanmamasi  Hollinger ve Kleinschmidt (20)'in
bildirdikleri ile uyumlu olup, yeni kemik olusumunu
artirmak icin kemik grefti uygulamasinin gerekliligini
gOstermistir. Otuz ve 60. ginlerde TZF grubundaki yeni
kemik olusumunun kontrol grubuna gére daha iyi olmasi
TZF'nin kemik doku olusumu uzerine olumlu etkisini
gOstermektedir.

Sonug olarak, bu galismadan elde edilen radyografik
ve histopatolojik bulgular ekstremite kemiklerindeki
defektlerde TZF’nin iyi bir greft materyali olarak
kullanilabilecegini gdstermektedir.
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