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Ozet

Amag: Sinir iyilesmesini hizlandirmak ve kalitesini artirmak i¢in ¢esitli materyallerle deneysel ¢alismalar yapilmistir.
Calismamizin amaci trombositten zengin fibrinin (TZF) siyatik sinir iyilesmesi tizerindeki histopatolojik etkilerini
deneysel rat modelinde arastirmaktir.

Yontemler: 16 Sprague Dawley rat randomize iki guruba (8 kontrol, 8 TZF) ayrildi. Tiim ratlarin siyatik sinirleri
kesilip 2mm defektli olarak tekrar onarildi. TZF gurubunda defektif bolgeye TZF sarildi. 6 haftanin sonunda ratlar
sakrifiye edilerek histolojik ve immiino-histokimyasal metotlarla TZF nin kontrol gurubuna goére sinir onarimina
katkis1 arastirildi.

Sonug: TZF gurubunun histolojik skorlari, kontrol gurubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu(P=0.001). TZF
sinirlerde aksonal devamlilik mevcuttu. Kontrol grubunda defektin tamamen iyilesmedigi yada fibréz/graniilasyon
dokuyla iyilestigi gozlendi. Bol miktarda hiicresel igerik ve bliyiime faktori ihtiva eden TZF sinir iyilesmesine olumlu
katki saglamaktadir.

Anahtar kelimeler: Trombositten zengin fibrin, sinir iyilesmesi, deneysel rat modeli, histopatoloji
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Histopathological effects of Platelet rich fibrin on peripheral nerve healing

Abstract

Objectives: Experimental studies have been carried out with various materials in order to accelerate and improve the
quality of nerve healing. Purpose of our study to investigate the histopathological effects of platelet rich fibrin (PRF)
on sciatic nerve healing in an experimental rat model.

Methods:16 Sprague Dawley rats were randomly divided into the two groups (8 controls, 8 PRF). The sciatic nerves of
all rats were transected and repaired with a 2 mm defect. In the PRF group, the defective zone was surrounded with
PRF. Both group rats were sacrified and histopathologically examined at the end of 6 weeks.

Result: PRF group histological scores were statistically significant (P = 0.001) compared to the control group. Axonal
continuity was present in the PRF group nerves. In the control group, improvement of the defect with granulation
texture was observed.

Conclusion: PRF, which contains abundant amounts of cellular content and growth factors, provides a positive
contribution to nerve healing.

Keywords: platelet rich fibrin, neural healing, experimental rat model, histopathology

GIRIiS biiyiime faktoriidir (VEGF). Ozellikle travma
Periferik sinir yaralanmasi sonrasi iyilesmenin = SOnrasi trombos"it gljaniillerinden Sallflan bu
siiresi ve Kalitesi ¢ok onemlidir. Uzun siiren buyime  faktorleri ~ hiicre  ¢ogalmass,

iyilesmeler eklem sertlikleri ve kas atrofileri farkhilagsmasi, kemotaksis, yeni damar olusumu
gibi istenmeyen durumlarla sonuclanabilir. Ve yara iyilesmesini tesvik etmektedirs.TZF
Yeterli iyilesme olmamasi ise ekstremite de trombositten zengin plazmadanfarkll olarak
fonksiyon kaybma neden olabilmektedir. herhangi bir antikoagiilan ilave edilmeden
Periferik sinir iyilesmesinin hizli ve Kkaliteli ¢abuk ve ucuz bir sekilde elde edilmektedir *.
olmasi icin ginimiizde bircok biomateryal TZF'nin ¢esitli dokularda etkileri deneysel
kullanilmaktadir. Cogunlukla yiiksek maliyetli olarak gosterilmistir>. Ancak halen literatiirde
bu materyallerin alerjik reaksiyon, enfeksiyon —smnirl bilgi mevcuttur.

gibi klomplikasyonlarl da. olmaktadir.  Calismamizda amacimiz TZF'nin periferik sinir
Trombositten zengin biyomateryaller; jyjlesmesi tizerine etkisinin deneysel rat

trombositten  zengin plazma (TZP) ve modelinde histopatolojik olarak incelemektir.
trombositten zengin fibrin (TZF) biyiime YONTEMLER

faktort, hiicresel icerik ve sitokinlerden zengin
yapisi sayesinde bir¢ok dokunun iyilesmesine Calismada Sprague Dawley cinsi 250-300 gram
olumlu etkisi gosterilmigtir. Trombositten agirhginda 20 adet erkek rat kullanilmistir.
zengin fibrin taze tam Kkanin santrifiij Calisma icin Giniversite “Deney Hayvanlari Yerel
edilmesiyle elde edilen fibrin agdir ve ilk defa Etik Kurulu” onay1 alinmistir (No: 04.01.2014-
Choukroun tarafindan tanimlanan ikinci kusak  Tarih: 09/01/2014). 4 rat TZF elde etmeKk icin
bir trombosit konsantrasyonudur 2. TZF'nin kullanildi. Geri kalan 16 rat ise randomize TZF
icerdigi  bluyime faktorlerinden bazilar;; ve kontrol guruplari olmak {izere 2 guruba
trombosit kaynakli biiyiime faktoérii (PDGF), aynldi

dontstiriici biiylime faktori- bl (TGF-b1),

epidermal blyime faktori,insilin benzeri

biiylime faktori (IGF-I ve II)ve damar endoteli
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Trombositten Zengin Fibrin’in elde edilmesi

4 adet rattan anestezi altinda (intraperitoneal
ketamin 50 mg/kg) (KETALAR 50 mg, Pfizer/
ABD) ve ksilazin hidroklorid 10 mg/kg
(Rompun 100mg, Bayer/ Almanya))
intrakardiyak kan (rat basina ortalama 3-5ml)
alindi. Elde edilen kan standart kuru cam
tiplerde 2700 dev/dk da 12 dakika satrifiij
edilerek TZF elde edildi. TZF rezidiiel kandan
ayristirlldt ve 2x5 mm'lik 8 esit parcaya
boéliindi ve dis ortamdan izole edildi ve taze
olarak kullanild1 (Resim 1).

Cerrahi yéntem

Ratlara intraperitoneal genel anestezi ve
analjezi (intraperitoneal ketamin 50 mg/kg ve
ksilazin hidroklorid 10 mg/kg) verildikten
sonra tim ratlarin sag alt ekstremiteleri tras
edildi ve khlorheksidin glukonat ile antisepsi
uygulandi. Cilt insizyonu sonrasi gluteal kaslar
aralanip siyatik sinir bulundu ve diseke
edildikten sonra ortasindan diizgiin bir bigimde
kesildi. Tim ratlarin siyatik sinirleri 2Zmm gap
birakilarak 8/0 polipropilen siitiirle tamir
edildi (Resim 2). TZF gurubunda tamir hatti
cevresine TZF sarildi ve kesi kapatildi. Ratlar
Dumlupinar Universitesi Deney Hayvanlar
Uygulama ve Arastirma Merkezinde 4’er li
guruplar halinde polikarbon kafeslerde; 12 saat
giin 15181, 12 saat karanlik siklusta ve 20-22
2Csicakliktaki odalarda, rat peleti ve su ile
beslenerek 6 hafta boyunca barindirild.
6haftanin sonunda her iki guruptaki ratlar
intraperitoneal yiiksek doz ketamin ile sakrifiye
edilerek siyatik sinirler ¢ikarildi. %10’luk
formaldehid soliisyonu icinde 24 saat fikse
edildi. Fikse edilen spesmenler normal salin
sollisyonu ile yikandiktan sonra seri etanol
banyolari ile dehidrate edildi. Ksilen banyosu
sonrasi parafin igine gémiilen spesmenlerden 4
mikrometrelik (4um) kesitler alinarak boyandi.

Immiino-histokimyasal inceleme

Siyatik sinir spesmenleri dehydrate edilip
paraffin i¢cine gomiildii. Hematoksilen &eosin,

S100 (DAKO Z0311 ABD), noéronal biliylime
faktori. (NGF DAKO, M 3507 ABD) ve
Kollajen(DAKO, M 0785 ABD) antikorlar ile
immune boyama yapildiKromojen (AEC, Vector
lab. ABD).Guruplar hakkinda bilgisi olmayan
bir patolog (M.H.M.)tarafindan tamir bolgeleri
esas alinarak 1s1k mikroskopi (Olympus BX51,
Tokyo, Japonya) incelemesi ve histolojik
skorlama yapildi (Tablo 1)é.

Tablo 1.Semikantitatif Histolojik degerlendirme tablosu

Sinirin Rejenerasyon Derecesi ve Kriterler Puanlama

Tamir bolgesinin her iki |Devamlilik zayif,

tarafindaki aksonal organize olmayan 1

devamlilik aksonal proliferasyon
Orta 2
fyilesme bélgesinde 3
tam devamlilik

Fibroblast veya o

kollajen mevz,udiyeti Yogun 1
Orta 2
Normal 3

Myelin Kilif Yok ya da zayif 1
Vakuoler ve zayif 2
Sirkiiler ve homojen 3

Enflamatuvar hiicre sayisi |[210 1
1-9 2
Yok 3

Kapiller yapi1 26 1
3-6 2
1-3 3

Toplam 15

Istatistiksel Degerlendirme

Degiskenlerin analizinde SPSS 22.0(IBM Corp.
NY ABD) programi kullanildi. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi, varyans
homojenligi Levene testi ile degerlendirildi.
Kontrol ve TZF gruplarinin nicel verilere gore
karsilastirilmasinda Independent-Samples T
testi Bootstrap sonuclariyla birlikte kullanild.
Nicel degiskenler tablolarda ortalama # std.
(standart sapma) ve Range (Maksimum-
Minimum) kategorik degiskenler ise n(%)
olarak gosterildi. Degiskenler %95 giiven
diizeyinde incelenmis olup p degeri 0,05 ten
kiigik anlamli kabul edildi.
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Tablo 2. TZF ve Kontrol gruplarinin skorlarinin degerlendiriimesi

Sinir Rejenerasyon Skoru

Guruplar P degeri
Ortalama =SD. Minimum Maximum
Kontrol 6,38+ 1,51 5 9
TZF 12,50 £ 1,60 10 15 0,001
Toplam 9,44 + 3,50 5 15
SD:standartdeviasyon
BULGULAR TARTISMA
TZF grubunun sinir rejenerasyon skorlari Tendon, sinir gibi yapilarda tamir sonrasi en
ortalamas1 (12,5%#1,6), kontrol grubunun bilyik sorunlardan birisi gap olusmasidir.

ortalamasindan (6,38+1,51) daha ytlksek olup
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(P=0,001) (Tablo 2, Resim 3,4). Kontrol grubu
kesitlerinde makrofaj, notrofil ve 16kositlerden
olusan ¢ok sayida enflamatuar hiicre
infiltrasyonu gozlendi. Aksonal dejenerasyon
ve tamir gapinin fibrozis ve graniilasyon
dokusu ile iyilestigi bazi spesmenlerde ise
defektif olarak kaldigi goriildii. Kesitlerin
¢ogunda aksonal devamlilik yoktu (Resim 5).

TZF grubunda tamir bolgesinde aksonal liflerde
diizenlilik ve devamlilik belirgindi (Resim 6).
Yabanci cisim granulomu disinda enflamatuar
hiicre gozlenmezken her iki grupta miyelin kilif
iyilesmesinde anlamli histopatolojik fark yoktu.

B —

Resim 1. Trombositten zengin fibrin

Olusan gap tendonda tekrar kopmaya sinirde
ise fibrozisle iyilesme sonrasi ileti bozukluguna
neden olmaktadir?.Sinir iletimindeki yetersizlik
ekstremitede fonksiyon kaybinin baslica
nedenlerindendir. Bu nedenle gliniimiizde
periferik sinir tamiri sonrasi iyilesmeye
yardimci materyaller sik¢a kullanilmaktadiré.
Literatiirde = TZP’nin sinir rejenerasyonu
tizerine etkilerini inceleyen ¢cok sayida calisma
vardir?10. Bu c¢alismada 2.nesil trombosit
zengin materyal olan TZF'nin siyatik sinir
iyilesme modelindeki etkilerini histolojik ve
immuno-histokimyasal = olarak  arastirdik.
Calismamiz TZF’nin periferik sinir
iyilesmesinde hizlandiric1 ve tamamlayici etkini
histopatolojik olarak gostermektedir. Senses ve
ark. TZF ile yaptiklan siyatik sinir modelinde
elektrofizyolojik, fonksiyonel ve histopatolojik
degerlendirme yapmislar ve TZF ile anlamh
sonu¢ elde edememislerdir!.TZF ile TZP nin
karsilastirildigir bir calismada 10 mm kadar
olan defektlerde her iki materyalin de sinir
iyilesmesini destekledigi gosterilmistirl2. TZP
fibrin membran ile yapilan bir rat siyatik sinir

calismasinda 6 haftanin sonunda
elektrofizyolojik olarak anlamh iyilesme
bulunurken histolojik  olarak  aksonal

rejenerasyonun arttig1 ve adeta sinir iyilesmede
yol gosterici 6zellikte oldugu
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belirtilmistir!3.Gerek calisma sliresi gerekse
elde edilen histolojik sonuglar bakimindan
calismamiz literatiirle uyumlu bulunmustur.
TZF canlida en az morbidite ve immiinolojik
yanit olusturan ve ayni zamanda diisik
maliyetle kék hiicrenin  nakledilebildigi
biyomateryaldir!415.TZF icerisinde bulunan
Insiilin benzeri biiyiime faktérii-1 (IGF-1)
reseptorleri, periferik sinir aksonlarinda, sinir
sonlanmalarinda, motor sinirlerin Schwann
hiicre govdelerinde bulunur. IGF-1 sinirin
uzamasini tetiklemekte ayrica motor, duysal ve
sempatik sinirlerde apopitozisi
onlemektedirlé1?, Yine TZF iginde bulunan
Donitistiiriici buyime faktori 2-3 (TGF-2-3)
Schwann hiicre cogalmasinda ve
farklilasmasinda kilit rol oynamaktadirl8. Sinir
ici damarsal yapilar her ne kadar iyilesme
esnasinda istenmese de fibrin matriks
icerisindeki VEGF damarlanmay1
tetiklemektedir??20. Dohan ve ark. TZF'nin
beraber kiitiire edildigi doku hiicrelerini
liretme egilimi gosterdigini bulmuslardir?l. Bu
da TZFnin fakhh dokulardaki iyilestirme
basarisini izah etmede yardimcidir.

Calismamiz TZF'nin histopatolojik etkilerini
gozlemlemek amaciyla dizayn edilmistir.
Elektrofizyolojik ve fonksiyonel calisma

(B

Resim 2. Cerrahi prosediir ve TZF uygulanmasi

olmasi TZF’nin

elestirilebilir.
etkilerini go6zlemlemek icin daha kapsamli
calismalara ihtiya¢ vardir. Sonuc¢ olarak TZF
icerigindeki hiicresel komponentler, sitokinler
ve bliytime faktorleriyle sinir doku iyilesmesine
olumlu katki saglamaktadir.

yapilmamis

15,04

i

10,0

1

1l
o
1

Sinir Rejenerasyon Skoru

0.0

Kontrol TZF
Resim 3. Her iki grubun skorlarnin karsilastirilmasi
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Sinir Rejenerasyon Skoru

Kormrol T

Resim 4. Sinir rejenerasyon skorlari

— il = b -

Resim 5. Kontrol grubu histopatolojik degerlendirme. a: Tamir bolgesi diizensiz aksonal devamlilik sar1 ok, H&E X40,
b: H&E X40, c: kismen iyilesmis tamir bolgesi ve yabanci cisim graniilomu mor oklar (siitiir materyali) H&E X100, d:
S$100 X40kismen iyilesmis tamir bolgesi ve yabanci cisim grantilomu,; e:S100 X40, f: Fibrozis/graniilasyonla iyilesmis
tamir bolgesi kirmizi noktalar NGF X100 g: X40, h: Fibrozis/graniilasyonla iyilesmis tamir bolgesi kirmizi noktalar
NGF X100, i: lyilesmemis Gap Kollajen X200
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Resim 6. Tzf grubu histopatolojik degerlendirme.a ve b: lyilesmis tamir bélgesi kismen diizenli aksonal devamlilik
H&E X40, c:S100X100, d:Kismen devamli aksonlar, fibrozis/graniilom (kirimizi nokta), yabanci cisim grantilomu (mor
oklar)S100 X40, e:5100 X200. Tamamen iyilesmis sinir tamir hatti; (sar1 oklar), f,g,h: NGF X40, I: X100 Kollajen

Cikar Catismas1 Beyani: Yazarlar
catismasi olmadigini bildirmislerdir.
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