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Effects of Various Consantrations of Platelet-Rich Plasma on Three Different Cell
Types - A new in-vitro wound healing model

Fatih ARIKAN' Sema BECERIK' Sule SONMEZ' ismet DELILOGLU GURHAN?

Ege Universitesi, 1Di§hekimligi Fakaltesi, Periodontoloji AD, Miihendislik Fakiltesi, Biyomiihendislik Bélim, iZMIR

Ozet

Amag: Trombositten zengin plazmanin (TZP) periodontal rejenerasyonda blylime faktorii kaynadi olarak kullaniimasinin iyi
sonuglar verdigi bildirilmistir. Bu ¢alismanin amaci, arastirma grubunca gelistirilen in vitro yara iyilesmesi modelinde trombin ve
TZP’nin farkl konsantrasyonlarinin gingival fibroblast (GF), periodontal ligament fibroblasti (PLF) ve osteoblastlar (OB) tzerindeki
etkisini degerlendirmektir.

Gereg ve Yontem: PLF, GF ve OB hiicre kdltirlerinde 5 mm ¢apinda bir yara olusturuldu. Hiicre kuyulari bes gruba béliind.
Kontrol grubunda sadece Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) kullanilirken, test gruplarinda 1/3 veya 1/2 trombinli %0,5
TZP ve 1/3 veya 1/2 trombinli %0,1 TZP uygulandi. Calismanin 2., 5., 7., 9. ve 11. glinlerinde her gruptaki hlcreler hematoksilen
eozin ile boyandi. Her bir zaman arali§inda dijital tarama yapildi ve sonuglar yiizey alaninin ylizdesi olarak degerlendirildi.

Bulgular: Diger gruplarla karsilastirildiginda 1/3 trombinli %0,1 TZP grubunda olusturulan yara yiizeyi, hiicreler tarafindan daha
kisa surede kapatildi. GF’lerin biylime faktdriine yaniti PLF yanitindan daha iyi bulundu. OB’lerin tim konsantrasyonlarda kontrol
grubundan ve diger hiicre gruplarindan daha az artis gdsterdikleri saptandi.

Sonug: TZP periodontal hastaliklarda hasarli bélgelerde yara iyilesmesini etkili bir sekilde destekleyebilir. Gelistiriimis olan yara
modeli gelecekte periodontal yara iyilesmesi ¢alismalarinda kullanilabilir.

Anahtar sozciikler: Periodontal rejenerasyon, yara iyilesme modeli, TZP

Abstract

Aim: The use of platelet-rich plasma (PRP) as a source of growth factors is reported to be beneficial for periodontal regeneration.
The aim of this study was to evaluate the effects of different PRP and thrombin concentrations on gingival fibroblasts (GF),
periodontal ligament fibroblasts (PLF) and osteoblasts (OB) in an in vitro wound model designed by the research group.

Materials and Methods: A wound with a diameter of 5 mm has been performed on PLF, GF and OB cell cultures. The cell wells
were divided into five groups. The control group received only Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), where the test
groups received 0.5% PRP with 1/3 or 1/2 thrombin or 0.1% PRP with 1/3 or 1/2 thrombin. The cells in each group were stained
with hematoxylin-eosine on days 2, 5, 7, 9 and 11. Digital screenings were performed on each time point and the results were
interpreted by means of % surface area.

Results: PLF and GF cells covered the wound area earlier in the 0.1% PRP with 1/3 thrombin when compared with other groups
and GF respond was better than PLF. OB group showed less proliferation than the control and the other cell groups at any
concentration.

Conclusions: PRP might effectively promote wound healing at sites of injury in periodontal disease. The developed wound model
may be utilized in future investigations of periodontal wound healing.

Keywords: Periodontal regeneration; wound healing model; PRP

Giris Periodontal hastalik sonucu kaybolan dokularin

Periodontitis dis destek dokularinda yikima yol ~©nceden tahmin edilebilir sekilde rejenerasyonu
acan kronik enflamatuvar bir hastaliktir. periodontal tedavinin hedeflerinden biridir.
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Periodontal rejenerasyonu saglamak icin kulla-
nilan yontemler; KOK yuzeyinin demineralizas-
yonu,' yonlendirilmis doku rejenerasyonu mem-
branlarinin kullanilmasi®* ve inert osteokon-
diktif/osteoinduktif materyallerin uygulanmasi-
dir®> Son yillarda, otolog TZP'nin periodontal
rejenerasyon saglamasi amaciyla kullanimi
yayginlasmustir.*©

Yara iyilesmesi stireci dort ayri ancak birbiriyle
ortisen fazla karakterize olan karmasik bir
surectir: hemostaz, enflamasyon, proliferasyon
ve remodelasyon.” Proliferatif faz, endotel hiic-
releri tarafindan kan damarlarinin olusumunu ve
osteoblastlar tarafindan kemik sentezini icer-
mektedir. Tum bu olaylar hiicre-hiicre etkile-
simleri ve cesitli hicre tipleri tarafindan sal-
gilanan c¢oziinebilir buylime faktOrlerince koor-
dine edilirler.? Literatiirde trombositlerin, trom-
bosit kokenli buytiime faktorlerini (PDGF), ensii-
lin-benzeri biiyume faktoriinii (IGF) ve transfor-
me eden biiylime faktorii B'y1 (TGF-B) salgiladidi
ve rejenerasyonu hizlandirarak yara iyilesmesine
katkida bulunduguna dair kanitlar bulun-
maktadir.’ TZP'nin terapétik etkinligi tzerine
halen cesitli arastirma gruplart calismalar
yapmaktadir. insan TZP preparatlarinda PDGF
ve TGF-B yiiksek seviyelerde yer alir ve hiicre-
lerin proliferasyonunu hiicre tipine spesifik tarz-
da modiile eder.”” Kawase ve arkadaslar*
TZP'nin cekirdek olarak mineralizasyonunu, PDL
hiicre proliferasyonunu, diferansiyasyonunu ve
Kollagen uretimini stimule ederek trombosit
agregatlarinin  olusumunu sagdladiklarini  agik-
lamislardir. Bu etkilerinden faydalanilmasi ve
bunun sonucunda periodontal doku rejeneras-
yonunu arttirmasi amaciyla TZP periodontal
defektlerde kullanilmaktadir. Ekonomik ve biyo-
lojik sebeplerden dolayi, TZP hastalarin kendi
plazmalarindan elde edilmektedir ve periodon-
tal doku rejenerasyonunda buytime faktorlerinin
otolog kaynadi olarak Kkullanilmaktadir. Ancak,
halen TZP'nin PLF, GF ve OB hiicrelerinin reje-
nerasyonu uzerindeki kantitatif etkisi ile ilgili
mevcut bilgi smirhdir. TZP'nin periodontal hiic-
reler ulzerine etkilerine dair bir kanit temin
etmek icin, bu calismada yeni bir in vitro yara
iyilesmesi modeli gelistirilmistir ve TZP'nin PLF,

GF ve OB hiicrelerinin in vitro yara iyilesmesi
tizerindeki etkisinin olculmesi amaclanmustir.

Gereg ve YOntem
Huicre Kulturii

Insan PLFleri Somerman ve arkadaslarinin''
yontemine gore sistemik ve periodontal olarak
saglikli hastalarin ortodontik amacla cekilen
saglikli premolar dislerinden elde edildi. Hasta-
lar calismanin dogasi ve kapsami hakkinda tam
olarak bilgilendirildiler ve Helsinki Bildirgesine
gore hastalarin yazili onaylar1 alindi. Disler
cekildikten sonra % 0,1 NaHCO; 400 U/ml
penisilin/400 ug/ml streptomisin  ve %0,5
amfoterisin B iceren DMEM/F-12 (Biochrom,
Almanya) icine konuldular. Daha sonra steril
Kosullar altinda, periodontal ligament dokusu
bir bisturi ile dis koklerinin orta bir boli ticluk
Kisimlarindan toplandi ve 35 mm capindaki
kiiltiir kaplarina transfer edildi. Kaltur kaplarina
%20 fotal siqir serumu (FBS) (Biochrom,
Almanya), %0,1 NaHCO;, 400 U/ml penisilin/400
pg/ml streptomisin ve %0,5 amfoterisin B iceren
DMEM/F-12 vasati eklenerek %5 CO,li etiivde
37°Cde bekletildi. iki giinde bir hiicrelerin
ortami degistirildi ve hiicrelerin kultir kabini
kaplamasini takiben hiicreler pasajlandi. Calis-
mada 6. pasaj hucreleri kullanildi.

Insan GFleri ortodontik amacla gekilen ayni
sadlikli premolar dislere komsu papillalardan
elde edildi. Dislerin ¢ekilmesini takiben papilla
bir bisturi ile eksize edildi ve derhal %20 fotal
sidir serumu (FBS) (Biochrom, Almanya), %0,1
NaHCO;, 400 U/ml penisilin/400 pg/ml strepto-
misin ve %0,5 amfiterisin B iceren DMEM/F-
12'ye yerlestirildi. Steril kosullar altinda, gingival
dokular 35 mm’lik kultir kaplarina transfer
edildi, bir bisttri ile kiiciik parcalara ayrildi ve
%10 fotal siqir serumu (FBS) (Biochrom,
Almanya), %0,1 NaHCO;, 400 U/ml penisilin/400
pg/ml streptomisin ve %0,5 amfoterisin B iceren
DMEM/F-12 vasati eklenerek %5 CO,’li etlivde
37°Cde bekKletildi. iki giinde bir hiicrelerin
ortami dedistirildi ve hiicrelerin kiltiir kabini
kaplamasini takiben hiicreler pasajlandi. Calis-
mada 6. pasaj hucreleri kullanildi.
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A. Teflondan yapilan hiicre kaziyici (I) Ana govde (II) Aktif tastyic parca
C. Hiicre kaziyic1 uygulanmamus hiicre kiilttirti (X10)

Deneylerde OB hiicreleri olarak osteojenik
sarkoma hiicreleri olan Saos-2 (HTB-85, ATCC,
USA) hticre hatt1 kullanildi.

In Vitro Yara Protokolti

Standart yara modeli hazirlamak icin, mililitre-
sinde 10° PLF, GF veya OB igeren 2 ml'lik vasat
standart 24 gozli Kkiltur kaplarmm 10 gozi
icerisine konuldu ve %5 CO,'li etiivde 37° C'de
24 saat enkiibe edildi. Enkiibasyon sonrasinda
PFL, GF veya OB hicreleri kultiir kabmin yuze-
yine tutundu ve kapladi. Bu hucre tabakasinda
standart yara meydana getirilmesi amaciyla
calisma grubu tarafindan gelistirilmis olan teflon
bir ara¢ kullanildi. Yaray1 hazirlamak icin once
aracin ana kismi (Sekil 1a) 24 gozlii kultir

B. Hiicre Kaziyici apareyin uygulanmasi.
D. Hiicre kaziyicl uygulandiktan sonra yaranin gortinimii (X10)

kabmm Kkuyularindan birine yerlestirildi. Daha
sonra aracin aktif kismu (Sekil 1a) ana kisim
vasitasityla yerlestirilip hiicresel ve hicre disi
materyali daditmak ve birbirinden ayirmak igin
kabin ytizeyi supiiriilerek bir ka¢ kez saat
yoniinde dondurildil (Sekil 1b). Yara yuzeyi
olusturulan gb6z daha sonra PBS ile ¢ kez
yikanarak  ytizeyden kaldirilan hiicreler
uzaklastirildi (Sekil 1c ve 1d). 24 gozli kultiir
kabimnin 10 goziinde olusturulan 5 mm capinda
merkeze yerlesmis olan yaralar faz-kontrast
mikroskopta (Olympus CK, Japonya) incelendi.

TZP Hazirlanmasi

TZP basit bir protokol izlenerek hazirlandi.
Venoz kan Ornekleri saghkh gontlluden cekildi.
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Sekil 2. %0,1 TZP 1/3 trombosit konsantrasyonunda 2., 5., 7. ve 9. giinlerde PDL hiicrelerinin drnekleri

Otolog trombosit konsantreleri SmartPReP®2
(APC-20i) (Harvest Technologies Corporation,
MA, ABD) ile ve ilgili arac ile hazirlandi ve trom-
bin destedi icin otoloji trombin kiti kullanildi
(Hat Kit; Harvest Technologies Corporation, MA,
ABD). Bahsi gecen prosediirler imalat¢inin tali-
matlari dog@rultusunda uygulandi.'> Toplanan
TZP %0,5 ila %0,1 oraninda ortama eklendi ve
37° Cde 30 dakika stiresince enkiibe edildi.
FBS varlidi trombosit agregasyonuna ve degra-
nulasyonuna imkan tanidi. Otolog trombin Kitin-
den (Hat Kit) elde edilen trombin, kullanilan
vasata TZP'nin 1/2'si veya 1/3'i oranlarinda
eklendi. Hazirlanmis olan soliisyon test grup-
larma uygulandi. Huicre Kuyulart bes gruba bo-
ltindii. Kontrol grubuna sadece DMEM uygu-
lanirken, test gruplarina sirasiyla 1/3 trombinli

%0,5 TZP; 1/3 trombinli % 0,1 TZP, 1/2 trom-
binli %0,5 TZP ve 1/2 trombinli %0,1 TZP uygul-
andi. iki giinde bir vasati degistirilen hiicreler
%5 CO,li etivde 37° C'de bekletildi. Tim
gruplardaki hiticreler hematoksilen eozin ile 2.,
5., 7., 9. ve 11. deney gunlerinde boyandilar
(Sekil 2). Tiim deneyler 3 kez tekrarlandi.

Yara Repoplilasyonunun Degerlendirilmesi

Dijital taramalar her bir zaman aralidginda uygu-
land1 ve dijital ortamda her bir yara ¢emberi
uzerine 304 esit kareden olusan bir 1zgara
yerlestirildi. Hucreler tarafindan kaplanan her
bir kareye 1'den 4’e kadar skorlar verildi.
Karenin %?25’i hiicreler tarafindan kapliysa skor
1, %50'si kapliysa skor 2, %75’i kapliysa skor 3
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ve %100t kapliysa skor 4 degderi verildi. Yara
alani1 tamamen kaplandidinda, skor 1216 olarak
kaydedildi. Tum oOrnek resimler bir kodla temsil
edildi ve calisma gruplarinin tic bagimsiz goz-
lemcisi tarafindan kor degerlendirmeler uygu-
landi. Bulgular % ytizey alanlar olarak yorum-
landi.

Istatistiksel Analiz

Bulgular ortalama (M) * standart sapma (SD)
olarak verildi. U¢ gbzlemci arasindaki harmoniyi
analiz etmek icin Pearson korelasyon analiz
uygulandi. Sayilmis olan hiticreler log 10 donii-
sumui sonrasi analiz edildi. Cift faktorla tek-
rarlayan ANOVA olcumu ¢esitli konsantrasyon-
larin farkli zaman araliklarindaki hiicre sayilari

tizerine etkisini degderlendirmek tizere uygu-
landi.

Konsantrasyonlar ve zaman araliklart arasinda
anlamli etkilesim bulundu. Bu yiizden, tim
zaman araliklarindaki her konsantrasyon ANOVA
tek faktorlii tekrarlayan olcutleri ile degerlen-
dirildi.

Dunnet-C testi spesifik zaman araliklarinda
anlamh bir farkin bulundugu konsantrasyonlari
karsilastirmak amaciyla kullanildi. Fark p
deg@erinin 0,05'den Kkiigiik oldugunda anlaml
kabul edildi.

Bulgular

Farkli gruplardaki PLF, GF ve OB’lerin yara
bolgesini kaplama yuizdeleri ortalama (M) =+

Tablo 1. Tim konsantrasyonlarin ve tiim giinlerin ortalama ve standart sapmalari

2. gin (%) 5. gin (%) 7. giin (%) 9. giin (%) 11. giin (%)
M + SD M + SD M + SD M + SD M + SD
0y
%0.1 TZ]_D 1,10 = 2,27 17,68 + 3,63'% 45,29 + 19,70' 82,99 + 38,03'?° 85,80 + 34,79'°
1/3 trombin
%0,1 TZP
° . 6,45 = 2,55 18,51 + 25,43 22,43 + 27,34'? 49,70 + 27,94'? 78,89 + 41,02!
% trombin
PLF
Oy
%0.5 TZ],P 32,54 + 20,67 34,08 = 26,12 43,62 + 39,73 25,47 + 38,137 56,46 + 49,08
1/3 trombin
%0,5 TZP
00,5 R 11,23 = 1097 23,26 = 11,13 22,09 + 26,72 55,78 = 45,53 26,88 + 36,14
1/2 trombin
Kontrol 2,06 = 9,67 5,78 = 1,56! 23,56 *+ 33,57 14,32 + 17,05% 60,78 = 46,83
Oy
%0.1 TZ],P 35,24 + 1,45 62,56 = 3,372 71,35 + 43,05'? 100,00 = 0,00'2° 75,45 + 38,45!
1/3 trombin
%0,1 TZP
N R 7,29 + 3,86 72,56 = 29,46'> 71,33 + 45,89' 100,00 + 0,00'?> 69,66 + 44,69'
1/2 trombin
GF %0,5 TZP
00,5 R 13,67 = 9,89 61,56 + 27,66 63,78 * 29,73 64,37 = 36,14 72,04 + 38,97
1/3 trombin
%0,5 TZP
00,5 R 13,69 += 12,02 11,99 + 5,49 41,87 = 56,86 44,79 = 54,46 68,86 + 34,65
1/2 trombin
Kontrol 34,78 = 8,10 10,43 = 2,89 47,19 = 33,43 60,82 *+ 40,46 62,96 = 41,56
o)
%0.1 TZ].D 4,52 + 2,31 6,11 = 4,56 11,39 = 6,82 42,96 + 78,43 81,93 = 40,29
1/3 trombin
%0,1 TZP
N . 4,95 + 3,89 9,38 + 29,46 12,46 = 5,13 35,73 + 42,63 71,69 * 44,69
1/2 trombin
OB %0,5 TZP
R 3,62 = 9,36 60,28 + 27,97 9,69 + 7,23 53,37 + 36,14 72,04 + 38,97
1/3 trombin
Oy
%0.5 TZ],? 13,69 += 12,02 11,99 = 5,49 27,98 = 33,7 32,34 + 39,46 78,00 + 0,00
1/2 trombin
Kontrol 2,54 + 8,02 10,43 + 2,89 37,13 £12,9 54,83 + 40,46 89,00 = 17,8

! Ayni grupta konsantrasyonlarin 2. giinle arasindaki farklar gostermektedir (p<0,05).
2 Ayni konsantrasyonlarda hiicre gruplari arasi farklari gostermektedir (p<0,05).
3 Ayni hiicre grubunda konsantrasyonlar arasindaki farklari géstermektedir (p<0,05).
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standart sapma (SD) olarak gunlere gore Tablo
1'de sunuldu. Resim 2’de PLFlerin 2., 5., 7. ve
9. gunlerde %0,1-1/3 trombin Kkonsantrasyon-
larinda yara kaplamasi gosterilmektedir. PLF ve
GF grubunda gunler ve konsantrasyonlar arasin-
daki etkilesim anlamliyd: (p<0,05). Bu nedenle
her grubun gruplar arasi varyasyonu giinlere
gore analiz edildi. PLF %0,1 TZP-1 /3 trombin
grubunun 2‘inci giindeki yara kapanmasi ile
sirasiyla 5., 7., 9. ve 11. gunleri arasinda an-
lamli bir fark bulundu (p<0,05). Ayni anlaml
fark PLF %0,1 - 1/2 trombin grubunun 2’inci
guint ile sirasiyla 7., 9. ve 11. glinleri arasinda
da bulundu (p<0,05). GF grubunda, %0,1 TZP
ve 1/2 trombin konsantrasyonunda ve %0,1 TZP
ve 1/3 trombin Konsantrasyonunda, 2‘inci gun
ile 5., 7., 9. ve 11. gunler arasindaki yara
kapanmasindaki fark anlamliydr (p<0,05). Ayni
zaman araliklarinda %0,5 TZP-1/3 trombin ve
%0,5 TZP - 1/2 trombin konsantrasyonlari
arasinda yara kapanma yuzdesindeki fark hem
PLF, hem de GF'de anlamli bulunmad: (p>0,05).

Dunnet-C test sonuglarina gore, PLFlerin ikinci
gunde % O,1 TZP Konsantrasyonu %0,5 TZP
konsantrasyonu ile Kkarsilastirildiginda yara
kapatmada 9%0,1'lik TZP'nin daha etkin oldugu
bulundu (p<0,05). Bu bulgu PLFlerin besinci
gunu icin de gecerlidir. GF yara kapanmasinda
bu bulgu besinci gine kaymistir. %0,1 TZP
konsantrasyonu %0,5 TZP ile karsilastirildiginda
hiicreler uzerinde daha pozitif bir etkiye sahip-
tiler. Ancak, zaman araliklarima odaklanildigi
zaman, %0,1 TZP-1/3 trombin ile %0,1 TZP-%
trombin Kkonsantrasyonlarinin yara kapanma-
sinda hem PLF, hem de GFler uzerinde etkin
oldugu bulundu. %0,1-1/3 trombin ve %0,1-%
trombin konsantrasyonlarinda, bahsi gecen
zaman araliklarinda GF'nin PLF'ye gore daha iyi
cevap verdidi gorulmektedir. 1/3 trombin ile
%0,1 TZP grubunun yara ¢emberini anlamli bir
farkla (p<0,01) kapattidi ve GF cevabinin PLF ve
beklenildigi gibi OB hiicrelerinin cevabindan
daha iyi oldugu ortaya kondu (p<0,01).

OB grubunda guinler ve konsantrasyonlar
arasinda anlamlh korelasyon saptanmadi. Tum
konsantrasyonlar kontrol grubuna gore daha

yavas hiicre artisina sebep oldu ve kontrol
grubunda ancak 11.giinde yara kapanmasi
saptandi.

Tartisma

Periodontal yara iyilesmesi coklu hicresel ve
molekuler etkilesimler vasitasiyla diizenlenmek-
tedir. Hiicresel seviyede, PLF, GF ve OBler
arasindaki proliferasyon oranlarini karsilastirmis
olan cok az calisma mevcuttur. Lacker ve
arkadaslar’® yara iyilesmesi ile iliskili hiicresel
olaylart arastiran bir in vitro model gelistir-
mislerdir. insan PLF ve GF Kiiltiirlerini kulla-
narak, 3 mm denisliginde hiicre band: Kkaldir-
mislar ve mekanik olarak in vitro yara olustur-
muslardir. GF'nin gecerli olan yonlendirilmis doku
rejenerasyon (GTR) prensipleriyle tutarli olacak
sekilde PLF'ye gore daha hizli oranlarda yara
alanlarini  doldurdugunu goéstermislerdir. Bu
calismada Lacker ve arkadaslar’nin' yara modeli
gelistirerek Kkantitatif ytizey kaplama analizinin
tam olarak kontrol edilebildigi dairesel bir yara
alani olusturulmustur. In vitro yara gelismesini
takiben yaranin dolmasi, tiim go¢ etme ve
proliferasyon etkilerinin bir Olgtitii olarak g6z
onunde tutuldugunda GF'nin PLF'ye ve OB'ye
gore yarayt daha hizli oranlarda iyilestirdigi
onceki calismalarla paralel olarak gosteril-
mistir.'>'*

TZPnin PLF ve GFler uzerindeki etkisinin
icerdidi fibringjenin bu hiicrelerce {retilen
trombin tarafindan parcalanmasi sonucu fibrine
donilismesi yoluyla oldugu diisiiniilmektedir.
Meydana gelen fibrin pihtisi tip I Kkollagen
sentezini yalniz basina veya TZP i¢inde bulunan
PDGF, TGF-f ile birlikte fibrinojene goére daha
gugclii olarak stimtile eder. TZP'nin hucre sayisini
arttirma yetisine sahip oldugu ve es zamanl
olarak ekstraseliller matris uretimini yukselttigi
6ne shrilmiistiir.* Bu iki etkinin birlesiminin
periodontal hasar bolgesinde, yara iyilesmesine
olumlu Kkatkilarinin olabilecedi O6ngoriilmiis-
tiir.*'%'® Bir in vitro calismada, Kawase ve
ark.’lar* fibrine doniistiiriilmiis olan fibringjenin
TZP'de mevcut olan buyume faktorleri ile kom-
binasyonunun hasarli bolgede yara iyilesmesini
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modele edebilecedini belirtmislerdir. Okuda ve
arkadaslan'® hem PDGF-AB'nin, hem de TGF-
flin TZP preparatlarinda yiiksek oranda
oldugunu gdstermisler ve hiicre tipine spesifik
etkilerin periodontal rejeneratif tedavi icin
yararli olabilecedini ileri stirmiislerdir. Annunz-
iata ve ark.'lar'® TZP ile primer insan PLF'leri,
GF'ler ve keratinositler arasindaki etkiyi arastir-
miglar ve insan PLF proliferasyonunun guglii
stimtilasyon, GFlerinin buylime oranlarinda
artis ve Kkeratinosit proliferasyonunda go6ze
carpan bir azalma oldugunu vurgulamislardir.
Mevcut calismanin sonuglart bahsi gecen
arastirmalarla paraleldir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, TZP uygulanan gruplar tim
konsantrasyonlarda daha iyi bir yara kapanmasi
sergilemislerdir (p<0,05). Ayrica gelistirilen yara
modeli dort farkli TZP konsantrasyonunun yara
kapanmasi tlizerindeki kantitatif etkisini deder-
lendirme olanadi vermektedir.

Trombosit konsantreleri yara iyilestirme uygu-
lamalarinda potansiyel olarak yararhdirlar, ¢iin-
kii hem doku kabugu olarak, hem de guglii
mitojenik ve kemotaktik bliyume faktorlerinin
kaynag olarak islev goriirler.>'”'® Ancak, TZP
hazirlama yontemi trombosit iyilesmesi ve akti-
vasyonunun farkli seviyeleri uzerine anlaml
etkiye sahiptir. Trombosit konsantrelerinin hazir-
lanmasi esnasindaki trombosit aktivasyonu
erken agraniil salimi ve toplama prosesi esna-
sinda buyume faktorleri kaybi ile sonucla-
nabilecedini gdsteren calismalar vardir.>*° Bu
nedenle, TZP hazirlama yontemi trombosit
sayisl, trombosit aktivasyon oranlar ve biiyiime
faktoru profilleri yontinden farkliliklara sebep
olabilir. TZP icindeki trombosit sayisinin kemik
rejenerasyonu lizerine etkisini in vivo olarak
analiz eden Weibrich ve arkadaslari*! kullandiklar
TZP konsantrasyonunun %10’dan daha az oldu-
dunu bildirmislerdir. Fréchette ve arkadaslarr®
%10’ luk TZP kullanmislar ve TZP buylime fak-
torii icerigini ve onun yara iyilesmesindeki roliinii
arastirmiglardir. Mevcut calismada, kesin TZP
konsantrasyonunu belirlemek icin bir 6n test
uygulandi. %10 ve %5’lik konsantrasyonlarda
PLF ve GF'lerin hayatta kalamayacadi saptandi.
Bu durum kultur ortamimin besinsel kaynaklarini
PLF ve GF'ler ile paylasan trombositler nedeniyle

olabilir. Bu calismada yapilan 6n testlere gore,
en yuksek TZP konsantrasyonlar1 %0,1 ve %0,5
olarak belirlendi. SmartPReP® (Harvest Technologies
Corporation, MA, ABD) uretici firmasi tarafindan
Onerilen trombin konsantrasyonu %33'tur
(1/3)."* Bu calismada %33'liik trombinin yanisira
2’lik konsantrasyon da kullanildi, fakat 1/3
trombinin 1/2’den daha iyi etki gosterdigi bulun-
du. Ayrica, yara kapanmasinda %0,1 TZP, %0,5
TZP'den daha etkili bulundu.

Bu calismada OB hiicreleri tum trombosit kon-
santrasyonlarina kontrol grubundan daha az bir
proliferasyonla cevap verdi. In vitro ortamda
trombositlerin ortamdan besin almasi osteo-
blastlart daha cok etkiliyor olabilir. Ancak hav-
yan calismalarinda TZP'nin osteoblastlar tizerin-
de cok smirlh veya hi¢ etkisinin olmadigini
gOsterilmistir.?>*> Osteoblastik aktiviteyi artir-
mak icin farkli medyatorlerle TZP konsantras-
yonunun kombinasyonunun daha etkili sonuclar
vermesi beklenebilir.

TZP'nin periodonsiyum hucreleri uzerindeki
bildirilen in vitro etkileri trombositten salinan
buyiime faktorleri icin tarif edilenlere benzer-
likler gdstermektedir. Ozellikle, PDGF ve TGF-$
guiclu mitojenik ve anabolik faktorler olarak etki
gosterirler ve ekstraseluler matris olusumu ka-
dar PLF proliferasyonunu belirgin olarak stimtile
ederler®'. TZP piht1 olusumu esnasinda biiyiime
faktorleri, fibrin, fibrino-peptitler ve diger aktif
molekiillerden yiiksek seviyede igerir.'®'>'® Bu
sebeple TZPnin periodonsiyum hicrelerinin
davranisint PDGF ve/veya TGF-§ ile etkiledigi
dustiniilebilinir,'® '8

Sonug

Bu in vitro calismanin smirlan icinde, TZP
periodontal hiicreler uzerine hiicre tipine bagh
olarak farkli biyolojik etkiler sergilemektedir.
Osteoblastlar tizerinde olumlu etkisi saptan-
mazken, Ozellikle gingival fibroblastlarin cogal-
masini artirici etkisi periodontal rejenerasyonda
yara iyilesmesini hizlandirmasi yOnunden
onemli olabilir. Ancak yumusak doku iyilesme-
sinde etkinlidinin test edilmesi icin yeni Klinik
calismalara gerek vardir.
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