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OZET

Utku B. Trombositten Zengin Plazmanin Tedavi Edici Etkisini Meloksikam ve
Diklofenak Degistirir mi? Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Spor Hekimligi
Uzmanhk Tezi, Ankara 2014.

Trombositten zengin plazma (TZP) uygulamasi, kas-iskelet sistemi yaralanmalarinda
sik kullanilan bir tedavi modalitesidir. Trombositler, biiylime faktorlerinden yogun
hiicrelerdir ve aktive ve agrege olarak bu faktorleri yarali dokuya
birakabilmektedirler. Non-steroid antiinflamatuar ilag (NSAIl)lar da antiinflamatuar
etkileri icin kas-iskelet sistemi yaralanmalarinda kullanilmaktadir. Baz1 NSAII’lerin
Siklooksijenaz-1 (COX-1) enzimini iizerinden Tromboksan A2 (TXA2) sentezini
inhibe ettigi ve anti agregan etki gdsterebildikleri bilinmektedir. Acaba es zamanli

NSAII ve TZP tedavisi, TZP nin iyilestirici etkisini degistirebilir mi?

Calismamizda 20 saglikli erkek goniilliden kan alip Anitua teknigi ile TZP
hazirlanmistir. Elde edilen TZP’ler 6 gruba ayirilmis ve gruplar kontrol grubu
diklofenak diisiik ve yiiksek doz, meloksikam diisiik ve yiiksek doz ve asetilsalisilik
asit grubu seklinde boliinmiistiir. 20 dakika ilaglarla temas sonrasi, her gruba pihti
olusumu i¢in %10’luk kalsiyum kloriir eklenmis ve 20 dakika beklenmistir. Daha
sonra siipernatant eldesi i¢in Ornekleri santrifiije edip elde edilen siipernatantlardan
ELISA yontemi ile plateletten derive biiylime faktorii (PDGF)-AB ve vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF) miktar tayini yapilmistir. Elde edilen degerler,
herhangi bir grup i¢in istatistiksel anlamlilik géstermemistir (p>0,05).

Sonu¢ olarak diklofenak, meloksikam ve asetilsalisilik asit eklenen orneklerden
hazirlanan TZP’nin PDGF-AB ve VEGF miktarlar1 ortalamalari, gruplar ic¢in

benzerdir.

Anahtar Kelimeler: Trombositten zengin plazma, Diklofenak, Meloksikam, PDGF-
AB, VEGF

Destekleyen Kurulus: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi, Proje

No: 1308



ABSTRACT

Utku B. Do Meloxicam and Diclofenac change the therapeutic effect of platelet
rich plasma (PRP)? Hacettepe University Sports Medicine Faculty, Thesis in
Sports Medicine Residency, Ankara 2014.

The application of PRP is a common treatment modality in musculoskeletal injuries.
Platelets are such cells containing much more growth factors and can secrete these
factors inside the tissue by being activated and aggregated. Non-steroid
antiinflammatory drugs (NSAIDs) are also being used for their antiinflammatory
effects in musculoskeletal injuries. Some NSAIDs are known to inhibit the synthesis
of Thromboxane A, (TXA2) via the enzyme cyclooxygenase-1 (COX-1) inhibition
and to have antiaggregant effects.Can synchronous treatment of PRP and NSAII
change the therapeutic effect of PRP?

In our study, blood was obtained from 20 healthy male volunteers and prepared PRP
with Anitua technique described in the literature. Then PRPs were seperated into six
groups and the groups are in order control, diclofenac minimum dose, diclofenac
maximum dose, meloxicam minimum dose ,meloxicam maximum dose and
acetylsalisilic acid groups. After exposure of drugs for 20 minutes for every group,
10% calcium chlorur was added for clotting and waited for 20 minutes. After then,
the specimens were centrifuged for obtaining supernatants and supernatants were
used for determination of platelet derived growth factor (PDGF)-AB and vascular
endothelial growth factor (VEGF) amounts by ELISA methodology. The values for

any groups has no statistical significant meaning (p>0,05).

Finally, the mean amounts of PDGF-AB and VEGF in PRP’s prepared from
diclofenac, meloxicam and acetylsalicylic added and no addiction (control) samples

are similar for each groups.

Key Words: Platelet Rich Plasma, Diclofenac, Meloxicam, PDGF-AB,
VEGFSupported by Hacettepe University Scientific Researches Unit, Project
Number: 1308
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GIRIS

Her yil, diinyada 100 milyondan fazla kas-iskelet sistemi yaralanmasi (kas-tendon-
kemik) olusur (128). Bu yaralanmalar, sporcularda spora ara vermeyi gerektirmekte
ve rekreatif spor yapan insanlarin giinliik spor aktivitelerini ve isyerlerindeki ¢calisma
kapasitelerini bile etkilemektedir ve klinik olarak yiikledigi bu mesuliyetten dolay1
da hizli iyilesme i¢in hep yeni {iriinler arayislari devam etmektedir (1, 2).
Trombositten zengin plazma (TZP), kisiden alman kanm cesitli santrifiij
islemlerinden gecirilmesi ile elde edilen otolog platelet konsantresidir (3).
Trombositlerin in vivo veya in vitro olarak etkinlesmesi sonucu, i¢erdikleri biiyiime
faktorlerinin ortama salimasi, doku iizerinde iyilestirici etki gosterir. Bu biiylime
faktorleri; trombosit kokenli biiylime faktorii (PDGF), epidermal biiylime faktorii
(EGF), insiilin benzeri bliylime faktori-1 (IGF-1), transforme edici biiyiime faktorii
(TGF-B1), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), hepatosit biiylime faktorii
(HGF) ve fibroblast biiylime faktoriidiir (bFGF) (1-3). PDGF-AB ozellikle
mezenkimal kokenli hiicreler i¢in 6nemli bir mitojendir. VEGF ise anjiogenezi
tetikleyen pro-anjiogenetik bir biiylime faktoriidiir. Bu iki biiylime faktoriiniin
hazirlanan TZP’deki miktarlari, trombosit etkinlesmesinin bir gostergesi olarak kabul
edilebildigi gibi, TZP nin uygulanacak dokuda saglayacag: etkinlik hakkinda da 151k
tutar (4-6).

Kas-iskelet dokusunda meydana gelen bir yaralanmanin tedavisinde anti-inflamatuar
ve analjezik etkilerinden dolay1, non-steroid antiinflamatuar ilaglar (NSAII) siklikla
kullanilmaktadir. Non-selektif NSAiller, siklooksijenaz-1 (COX-1) enzim sentezini
ve dolayisiyla bu yolagin bir {iriinii olan tromboksan A2 (TXA2) enzim sentezini
inhibe ederek trombositlerin aggregasyonunu inhibe etmektedirler. Selektif
NSAII’ler ise sadece siklooksijenaz-2 (COX-2) enzim sentezini inhibe ettikleri igin
TXA2 sentezi iizerine etkili degildir (7). Trombositlerin alfa graniillerinde bulunan
bliylime faktorlerini hiicre disina sekrete edebilmeleri i¢cin aktive ve dolayisiyla
agrege olmalar1 gerekmektedir. NSAII kullanimmin trombosit fonksiyonu ve
agregasyonu iizerine etkisi ile ilgili calismalar literatiirde mevcut olup farkli NSAII

etken maddeleri acisindan sonuclar farklilik géstermektedir (8,9). Bu bilgiler 151ginda



NSAIl kullanmig bir bireyden alman kandan hazirlanan TZP’nin etkinliginin
degismesi beklenmektedir.
Cahsmanin amaclari;
1- NSAII kullanan bireylerden alinan kandan hazirlanan TZP’lerde, aktivasyon
ile ortaya ¢ikacak biiyiime faktorlerinin etkilenip etkilenmedigini géstermek.
2- Non-selektif (diklofenak) ve selektif (meloksikam) NSAII kullanim1 arasinda
TZP etkinlestirilmesi ile elde edilecek biliylime faktorleri arasinda fark olup
olmadigini arastirmak.
Caliymanin hipotezleri ;
1- TZP uygulanacak kiside non-selektif NSAillerin kullanimi TXA2yi inhibe
ettigi i¢in, TZP kalitesini etkileyebilir.
2- Selektif NSAiller, TZP uygulanacak kisilerde TXA2 yolagmi daha az
etkiledigi icin ve TZP kalitesini daha az bozacagi i¢in, agr1 ve enflamasyon

kontrolii i¢in giivenle kullanilabilir.



GENEL BiLGILER

2.1. Trombositlere Genel Bakis

Trombositler, kemik iliginde megakaryositlerin sitoplazmalarindan koparak meydana
gelirler. 2-3 mikrometre (um) caplari, 6-10 femtolitre hacimleri ve diizensiz
sekilleriyle kan bilesenleri i¢inde bulunan en kii¢ilik hiicrelerdir. Kemik iliginde ve
akcigerlerde = megakaryosit  sitoplazmasinin = bdliinmesiyle  olusurlar.  Bir
megakaryositten ortalama 2000-7000 trombosit olusmaktadir. Kandaki normal
konsantrasyonlart mm3’°de 150.000 — 450.000’dir. Kanda c¢ekirdeksiz olarak yaklasik
7-10 giin boyunca yasarlar. Cekirdekleri yoktur; ama mitokondri, mikrotiibiil ve
graniiller (a, 8, ve A) icerirler. Her trombositte ortalama 50-80 graniil bulunmaktadir.
Bu graniiller, yapilarinda 30’dan fazla protein bulundururlar. Trombositlerin aktive
olmasiyla, bu icerik salinir. Bugiine kadar, trombositlerin yapisinda yaklasik 1100
farkli protein tipi bulunmustur Trombositler, kisith yasamlarinda miitevazi bir hayat
siirerler ve ¢ogu zaman da higbir faaliyet gostermeden retikiiloendotelyal sistem
tarafindan temizlenirler. Eger aktive olmalarin1 gerektirecek bir durumla
karsilagirlarsa, igeriklerindeki bir¢ok protein ve biliylime faktorlerini ortama
salgilarlar ve homeostazisde, hiicre membran adherensinde, agregasyonda, pihti
olusumunda, doku tamiri ve anjiogenezde rol oynayabilirler (1-5).

Trombositlerin en dis tabakasini yiiksek rezoliisyonlu bir elektron mikroskopu (EM)
ile degerlendirecek olursak, kivrimli ve bol girintili ¢ikintili oldugu dikkatimizi
cekecektir. Bu kiicliciik kivrimlar ve aralardaki kiigiiciik bosluklar, trombositler bir
ylizeye yapisacaklar1 zaman onlara ekstra bir ylizey saglarlar (Resim 2.1).
Aktiflesmemis durumdaki trombositler diskoid yapilar1 ile yaklasik 8 um? yiizey
alanina sahiptirler. Trombositler ADP, trombin gibi agonistlerle aktiflesmesi sonucu
sekil degisimi ile yalanci kollar1 olan ekinosferosit bir yapiya doniisiirler ve bu yolla
yiizey alanlar1 13 pym?’e kadar genisler (6).

Ayrica, yapilan ¢aligmalar ve boyamalar sonucunda, trombosit plazma membraninin
diger kan hiicrelerinden farkli olarak kalin bir glikokaliks tabaka tasidig:
gosterilmistir. Peki bu kalin glikokaliks tabaka ne ise yarar? Yiizeyinde bulunan

mindr ve major glikoprotein reseptorleri ile hasarli ylizeye trombosit adezyonunu



kolaylastirir; trombosit aktivasyonunu atesler; agregasyonu baglatir ve pihti
olusumunu diizenler.

Trombositler, i¢erdikleri az sayida mitokondri ve ¢ok sayida olan ve sitoplazmaya
dagilmis spesifik graniiller, diger yapisal bilesenler olan mikrotiibiiller, aktin
flamanlar1 ve enerji kaynagi olan glikojenler ve karisik bir zar yapisi ile kendine
0zgii ¢cekirdeksiz bir hiicredir. Karisik zar yapisini birazcik agacak olursak, sitozol ile
zar arasinda koprii gérevi goren agik kanalikiiler sistem (AKS) ve 6nemli metabolik
enzimleri tastyan dens tiibiiler sistem (DTS) karsimiza ¢ikar. Mitokondri ve DTS
metabolik siirecte dnemli rol oynarken, asil dnemli gorev trombositlerin 6nemli
proteinlerini depolayan ve aktiflesme esnasinda salgilayan graniillerine diismektedir
(a, 8, ve A) (Sekil 2-1). Graniillerin zengin igerikleri Tablo 2.1°de kisaca
Ozetlenmistir. Graniiller aslinda tipik birer salg1 vezikiilleridirler; igerikleri hiicre
disina salgilanirken, graniil membraninda bulunan belirli proteinler trombosit
ylizeyine dogru hareket eder ve ylizeye yapisarak plazma zarmnin proteini haline
gelirler; bu birlesme, graniil iceriklerinin salgilanmasmin organize ve planli bir

sekilde yiiriitiildiigiiniin onemli bir gostergesidir (7).

2.2. Trombosit Organelleri

Mitokondri : Mitokondriler, dis ve i¢ zardan olusan iki katmanl bir zar yapisina
sahiptirler. I¢ zarin i¢ yiizeyinde mitokondri matriksi mevcuttur. Trombositlerin
mitokondrileri de tipki diger mitokondriler gibi yag asitlerinin oksidatif olarak yikimi
ve oksidatif fosforilasyon aktivitelerini gerceklestirebilme kapasitesine sahiptirler ve
bu sayede trombosit agregasyonu ve aktivasyonu i¢in gerekli olacak enerjiyi

sentezleyebilirler (8).



Resim 2.1 Trombositlerin yiiksek rezoliisyonlu elektron mikroskopisi ile
goriintiilenmesi. A) Aktive olmamis trombositlerin dis ylizeyi beyin giruslarini
andirmakta. B) Aktivasyonun erken donemi; dis yiizey hala diskoid trombositin dis
yiizeyine benzer. C) Yayilmakta olan trombositin bir bagka erken donem goriintiisii.
Hiicre merkezindeki kivrimli goriintii yavas yavas yok olmakta ve psddopodlarin
arast hiicre stoplazmasi ile dolmakta. D) Yayilmis ve diizlesmis olan aktive trombosit
ile dis ylizeyi bol kivrimli olan aktive olmamis diskoid trombositin farki -White ve
ark. (3)'ndan almmustir.

Acik Kanalikiiler Sistem : AKS, trombosit yiizey membrani ile iletisime gegen ve
baglantilar saglayan, ylizey membraninin yilanimsi kivrintilari ile hiicre i¢ine girmesi
ile olusan bir zar yapidir. Kanallarin ylizey alanlar1 ¢ok genistir ve bu kanallar
trombosit salgi fazi esnasinda graniil igeriklerinin disar1 bosalmasina izin verdigi
gibi, plazmadan fibrinojenin a graniillere gecisine ya da disardan kimyasal ve/veya

parcgalar halindeki baz1 molekiillerin ya da mikroorganizmalarin hiicre i¢ine gegisine



izin verir. Ayrica trombositlerin yarali vaskiiler yiizeylerde yayilmasini ve genis bir

alan1 kaplamasini saglayan da yine AKS’nin agilan ve genisleyen kanallaridir (9).

Dens Graniil

‘Pro-agregan molekiiller’

Alfa Graniil

‘Adezyon ve yenilenme molekiilleri’

Lizozomlar

‘Temizleyen molekiiller’

Niikleotidler:
e Adenin:ATP, ADP
e  Guanin:GTP, GDP
Aminler:
e  Serotonin (5-HT)
e Histamin
Bivalan katyonlar:
e  Kalsiyum
e  Magnezyum

e  Pirofosfat

Proteoglikanlar:
e  Trombosite 6zgii: p TG, PF4
e Serglisin, HRGP
e PBP, CTAP-III,
e NAP-2
Adezif glikoproteinler:
e  Fibronektin, Vitronektin,
Thrombospondin, vVWF,
Hemostaz ile ilgili faktor ve kofaktorler:
e Fibrinojen, Faktor V, VII, X1, XIII
¢ Kininojenler,Plazminojen,ProteinS,
Hiicresel mitojenler:
e PDGF, TGFb, ECGF, EGF,
VEGF, IGF, interlokin-B
Proteaz inhibitorleri:
e o2-makroglobiilin,a2-antitripsin
vb...
Ayrica
e  Immiinglobiilinler: IgG, IgA, IgM
e Albiimin, GPIa/Multimerin

Asit proteazlar:

e Katepsin D, E

e KarboksipeptidazA, B

e Kolajenaz

e Asit fosfataz

e Arilsiilfataz
Glikohidrolazlar

e Heparinaz

e N-asetil-

glukozaminidaz
e [B-glukronidaz
e [(-galaktozidaz

e  [-glycerophosphatase

e  Glukozidaz
e Fukozidaz
e Arabinozidaz,

mannozidaz

Tablo 2.1

alimustir.

Trombosit yapisindaki graniillerin igerikleri- Rendu ve ark. (7)’ndan




Glikojen

Sekil 2.1 Farkli trombosit organellerinin sematik goriintiisii. Trombosite 6zgii 3 farklh
graniil kolaylikla ayirt ediliyor. Graniiller icinde en biiytigii sekilde de goriildigi
gibi, koyu diizensiz cekirdegi ve gri matriksi ile a-graniiller (a-G). Cekirdek
yogunlugu tiim sitoplazmay1 dolduran, orta biiyiikliikteki graniiller ise lizozomlar (A-
G). En kii¢iik hacme sahip olan graniiller ise dens graniillerdir (6-G)-Rendu ve ark.

(7)’ndan almmustur.

Dens Tiibiiler Sistem: Trombositlerin aktivasyonundaki en 6nemli role sahip olan
prostaglandinlerin sentezinde, DTS membrani1 6nemli gérevlere sahiptir. Bu hiicre ici
membran, arasidonik asidi, tromboksana parcalayan siklooksijenaz ve tromboksan
sentetaz enzimlerini yapisinda bulundurur. Bir iyonofor gibi davranan TXA2,
trombosit yiizeyindeki reseptoriine baglanmasi asamasinda, kalsiyumun da DTS
yapisindan kontraktil elemanlarin bulundugu plazmaya gecisini saglar (7, 10). DTS,
trombositlerin ~ sarkoplazmik retikulumudur ve kalsiyumun sarkoplazmik
retikulumdan kontraktil elemanlarin bulundugu plazmaya saliverilmesiyle, tipki kas
hiicresindeki gibi kontraksiyon ger¢eklesir ve ayni zamanda sitoplazmadaki kalsiyum
bagimli enzimleri aktif hale gelir (fosfolipaz A,, miyozin hafif zincir kinaz,
proteazlar). DTS yapisindaki kalsiyum, trombosit kalsiyum miktarinin yaklasik
%30’unu karsilar. DTS, depoladig1 kalsiyum ve adenilat siklaz araciligi ile trombosit
aktivasyonunu diizenler. Kalsiyumun organellerden saliverilmesi, sarkoplazmik

endoplazmik retikulumlarda bulunan kalsiyum ATPaz (SERCA) enzimleri ile



kontrol edilir. DTS zar yapisinda bulunan SERCA’lar, plazma membraninda
bulunan kalsiyum ATPazlar (PMCA) ile siki bir iliski icindedirler. Kalsiyum
ATPazlar, sitoplazmik siklik AMP (cAMP) seviyeleri ile kontrol altinda tutulur.
Sitozolik kalsiyum ve cAMP seviyeleri arasinda bir denge vardir : sitozolik cAMP
miktar artisi, kalsiyumun DTS i¢inde kalmasini saglar; bununla birlikte sitozolik
cAMP miktarindaki azalma, DTS i¢indeki kalsiyumun sitoplazmaya bosalmasini ve
trombosit aktivasyonunun olusmasini saglar. Aktivasyon ve sonrasinda graniil
iceriklerinin salgisi i¢in, kalsiyum 6nemli bir rol oynamaktadir. Antiagregan ilaglarin
temel prensibi de trombosit i¢i sitozolik cAMP miktarini yiikseltip trombositlerin
aktive olmasini engellemektir (3, 7).

Dens graniiller (6-G): Dens graniiller, yaklasik 150 nm c¢aplar1 ile, mevcut olan en
kii¢iik graniillerdir. Opak yogun bir ¢ekirdekleri ve bunu g¢evreleyen berrak bir
sitoplazmalar1 ve en dista bir membranlar1 mevcuttur (Bkz. Sekil 2.1). Erken
megakaryosit doneminde olusmaya ve matiirasyon esnasinda i¢i adenin niikleotidleri
ve serotonin ile dolmaya baglar (11).

Dens graniil igerikleri protein olmayan kiigiik molekiillerdir. Cok yiiksek oranda
adenin niikleotidleri icermektedirler. Ayrica trombosit kalsiyum miktarinin yaklasik
%701 burada depolanmaktadir fakat DTS havuzunun aksine, trombosit aktivasyonu
icin salinmaz. Yogun ¢ekirdeginin i¢inde, adenin niikleotidleri ve onlarin pirofosfat
formlari, intramolekiiler kuvvetlerin de etkisiyle, kalsiyum ve serotonin ile siki
kompleksler olusturmaktadir (12). Olusan bu agir kompleksler, dens graniillere 6zgii
iki ozellik saglamaktadir: (1) yapisinda bulundurdugu yiiksek orandaki kalsiyum,
¢Oziinlir halde degildir ve dens graniile yiiksek oranda stabilite kazandirir, (i1) dens
graniiller yapilarinda plazmaya gore neredeyse 1000 kat yiiksek konsantrasyonda
serotonin depolayabilirler. Yapilarindaki yiiksek oranda bulunan fosfor da bu
stabiliteye katkida bulunur (13).

Dens graniiller, lizolesitin ve GM3 gangliozidden zengindirler (14). Kiigiik GTP
baglayan proteinler olan ral ve rab27 de, dens graniillerin membraninda yer
almaktadir ve bu proteinler graniillerin igeriklerinin salgilanmasi i¢in gerekli
proteinlerdir (15). Ekzositoz ile graniillerini disariya salgilayan vezikiillerde oldugu

gibi, dens graniil membrani, salgilama sonrasi1 trombosit membrani ile birlesir ve



dens graniil membran proteinleri, aktive trombosit hiicre yiizeyinde eksprese
edilmeye bagslar (7).

Alfa graniiller (0-G): Alfa graniiller, trombositlerde hem sayi, hem de hacim
bakimmdan en biylik graniillerdir (Bkz. Sekil 2.1). 200-400 nm c¢apinda, tek
membranli, sferik veya ovoid sekillidirler. Intragraniiler igeriklerine gore, farkli
boyanma 6zelliklerine sahiptirler. iki ana par¢adan olusurlar: proteoglikan iceren
koyu cekirdekleri ve parlak goriiniimlii gri matriksleri (16). Matriksleri de kabaca
iice ayrilir: (1) niikleoide komsu bolge; (i1) plazmatik proteinler iceren orta bdlge; ve
(111) von Willebrand Faktor (vWf{), multimerin ve faktor V gibi biiylik proteinlerin de
bulundugu tiibiiler yapilar1 barindiran periferal bolge (17).

Alfa graniiller, hem megakaryositik donemden beri sentezlenmeye baglanan
proteinlerin paketlendigi, hem de dogal iyilesme potansiyeli olan proteinlerin
depolandig1r graniillerdir (18). Heniiz olgunlasmamis megakaryositlerde alfa
graniiller de kiiciik ve olgunlasmamig goriiniimdedirler. Daha megakaryositik
donemde iken bile, endoplazmik retikulumlarda sentezlenen proteinler, trans-golgi
iletisim ag1 ile vezikiillerde depolanmaya baslarlar.

Alfa graniiller, yapilarinda hemostaz, inflamasyon, yara iyilesmesi gibi kritik
gorevlerde rol alan proteinler icermektedirler. Yapilarinda, mitojen faktor olarak,
PDGF, TGF-B, VEGF, EGF ve IGF-1 icerirler. Ayrica yapilarinda iki tane proteaz
inhibitorleri bulunmaktadirlar : plazminojen aktivatér inhibitérii-1 , a-1 proteaz
inhibitorii , doku faktor yolak inhibitorii ve trombosite 6zgii 2 farkli protein olan
trombosite 6zgii kollajenaz inhibitorii, tromboglobulin beta (B-TG), platelet faktor 4
(PF 4) ve faktor X1 inhibitorii.

Alfa graniillerin ana membran proteini daha dnceden GMP140 olarak adlandirilan,
simdilerde CD62 antijeni ya da diger bir tabirle P-selektin olarak bilinen proteindir.
Trombosit aktivasyonu sonrasinda, CD62 antijeni, trombosit ylizeyinde eksprese
olmaya baglar. Alfa graniill membraninda, ayrica GPIIbllla, GPIV (CD36),
tetraspanin  CD9, osteonektin, glukoz transport molekiili GLUT-3, trombosit
endotelyal hiicre adezyon molekiili (PECAM), vitronektin reseptérii ve GMP33
proteinleri de bulunmaktadirlar. Ayrica, graniil membraninda, sekresyonun
diizenlenmesi i¢in gerekli olan GTP baglayan proteinler bulunur (Rap1, rab4, rab6 ve

rab8) (7).
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Lizozomlar : Lizozomlar, asidik ortamda aktive olan sindirim enzimleri
icermektedirler. Alfa ve dens graniiller ile kiyaslandiklarinda, 175-250 nm caplar1 ile
orta biiylikliiktedirler. Megakaryositlerin en erken doneminden itibaren bulunan
lizozomlar, ilk basta kiigiik boyutlardadir. Megakaryosit olgunlagmasi ile,
vezikiillerin boyut ve sayilari artar (19).

Lizozomlar, glikozidazlar, proteinazlar ve bakterisidal aktiviteye sahip katyonik
proteinler i¢ermektedirler. Membranlarinda lizozomal integral proteini olan LIMP
(CD63) tasirlar ve aktivasyon sonrasinda trombosit yiizeyinde CD63 proteini
eksprese olmaya baglar (7).

2.3. Trombosit Aktivasyonu :

Sekresyon Fazi : Trombosit agonistleri, trombosit yiizeyindeki reseptorlerine bir
kere yapistig1 zaman, sinyal transdiiksiyonu aktivasyon siirecini baslatir. Agonist-
reseptor baglanmasi ile aktive olan guanidintrifosfat (GTP) bagimli G proteinler ile
sinyal, membran boyunca iletilir. G proteinler, hiicre i¢i ikincil habercilerin
olusumunda rol oynayan bazi enzimlerin aktivasyonuna yol agar. Trombositlerin
aktivasyonunda iki hiicre i¢i yol 6nemli rol oynar:

- Trombositlerin herhangi bir uyaran sonucu fosfolipaz C aktivasyonu ve
sonucunda diagilgliserol (DAG) ve inozitol trifosfat (IP3) olusumu gerceklesir.
Ortaya cikan IP3 de dens tiibiiler sistemden kalsiyumun hiicre i¢ine mobilize
olmasini saglar. DTS, iizerinde IP3 baglanma bdlgeleri igerir. [P3'iin DTS'e
baglanmast ile reseptorle yakin baglantisi olan Ca®” kanallar1 agilir. Boylece,
once bir kalsiyum piki olusurken, devaminda bazal kalsiyum konsantrasyonuna
ulagilir. Kalsiyumun fazlasinin hiicre disina ¢ikarilip ¢ikarilmayacagi ve tekrar
intraselliiler depolanip depolanmayacagi, PMCA ve SERCA arasinda olusan
denge yolaklar1 ile diizenlenir. Her iki ATPaz da, ATP varliginda kalsiyum
transportu yaparlar (Sekil 2.1).

- Membran fosfolipitlerinden fosfolipaz A2 (PLA2) ile arasidonik asit
serbestlesmesi ve TXA2 olusumu gerceklesir. TXA2 trombosit membrani

iizerindeki reseptoriine baglanarak trombosit aktivasyonuna yol acar.
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Hiicrede yer alan diger ikincil haberciler cAMP ve siklik guanidin monofosfat
(cGMP), trombosit fonksiyonlarini baskilarlar (20-2). Hiicre ici Ca®" 'un en nemli
regiilatorii cCAMP'dir. cAMP, Ca®" -Mg®" ATPaz ile sitozolik Ca®" iyonunu DTS'e
tagir. Ayrica fosfatidil inozitol bifosfat (PIP2) hidrolizini de inhibe ettigi
bilinmektedir. cGMP artis1 da PIP2 hidrolizini inhibe ederek Ca®" artisin1 baskilar
(23-5).

Trombosit aktivasyonundaki en 6nemli faz olan trombosit graniillerinin igeriklerinin
salmimi, disaridan ortama herhangi bir kalsiyum eklenmese dahi meydana gelebilir;
clinkii sekresyon i¢in gerekli kalsiyum miktar1 DTS tarafindan karsilanabilmektedir.
Uyarilmamis trombositlerde, sitozolik kalsiyum konsantrasyonu [Ca®’] 100 Nm
degerinin altindadir. Aktivasyon sonrasi DTS i¢indeki kalsiyum hizla sitozole desar;
olur ve DTS, ince uzun seklinden, yuvarlak vezikiiler bir hale doniisiir ve
mikrotiibiiller aracilig1 ile merkezde konumlanmis olan graniiller, aktivasyon sonrasi
hareketlenerek AKS ile temasa gecerler (26).

Trombositlerin salgi reaksiyonu, tipki diizenli bir sekilde meydana gelen diger
sekretuar olaylar gibidir: (i) graniiller, mikrotiibiillerin konstriiksiyonu ve graniile
bagl halde bulunan GTP baglayan proteinler araciligiyla plazma membranina dogru
hareket ederler, (ii) kenetlenirler ve (iii) flizyona ugrarlar. Kenetlenme islemi, graniil
ve plazma membraninin kenetlenmesini icermektedir. Kenetlenme islemi sonrasi
graniil ve plazma membrani birlesir ve igeriklerini aktarrr (flizyon). Vezikiillerin
birlesmesi asamasinda, vezikiillerin ylizeyindeki spesifik belirtecler, plazma
membrant lizerindeki reseptorler tarafindan kolayca tanmirlar. Membranlarin
flizyonu, enerji gerektiren bir islemdir ve bu islem, 6zel proteinler tarafindan katalize
edilir. Bu 6zel proteinlerden birisi olan N-metilaimid duyarli flizyon proteini (NSF),
ATPaz aktivitesine sahiptir ve bu sayede membran fiizyonu i¢in gerekli olan enerji
ithtiyaciin karsilanmasini saglar. NSF ile iligkili proteinler (SNAP), ekzositozun
olusmasinda rol oynar ve bu proteinlerle iliskili spesifik membran proteinleri
SNARE olarak adlandirilirlar. Sirasiyla hedef hiicre lizerindeki ve vezikiil tizerindeki
reseptorler de, tSNARE ve VSNARE olarak adlandirilirlar. Spesifik vSNARE ve
vezikiil ile iligkili proteinler (VAMP), vezikiilleri tanimlarlar. Her bir spesifik
ekzostotik kor kompleks olusumu esnasinda, vSNARE molekiilleri, kars1 taraftaki

VAMP ya da tSNARE molekiillerine baglanirlar.
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Onemli tSNARE'lerden sintaksin 2, dens graniiller ve lizozomlarm kenetlenmesi
icin, sintaksin 4 ise, alfa graniiller ve lizozomlarin kenetlenmesi i¢in hedef
molekiillerdir (27, 28).

Sonug olarak graniil ekzositozu su sekilde gerceklesir: aktivasyon ile ortaya c¢ikan
kalsiyum mobilizasyonu ve spesifik membran GTPaz proteinleri (alfa graniiller i¢in
Rab4 veya Rab 27, dens graniiller icin ral), sitoskeletal kontraksiyonu ve graniil
hareketlerini baglatir. Boylece graniiller, plazma membrani ile yakinlasirlar. Her ii¢
graniil de sekresyon i¢cin SNAP-23 proteinini kullanirlar (27). Kenetlenme sonrasi
trombosit yapisinda ortaya ¢ikan heterotrimerik kompleks, su elemanlar1 igerir :
VAMP, SNAP-23 ve sintaksin. Protein kinaz C aktive edilir ve ¢Oziinebilir alfa ve
gamma SNAP proteinleri, kenetlenmis komplekse baglanir. SNF ATPaz
kompleksinin olugsmasiyla, flizyon ve sonrasinda kompleksin dagilmasi meydana
gelir. Biitlin bu kaynasma ve dagilma islemleri, protein kinaz C tarafindan
fosforillenen trombosit Secl proteini (PSP) tarafindan diizenlenir. Trombositlerin
salg1 reaksiyonu, intraselliiler graniillerin ortadan kalkarak, membran yiizeylerindeki
GMP 140 ve CD 63 proteinlerinin plazma membraninda eksprese olmasi ile sona
erer.

Peki bu salgi reaksiyonu nasil 6l¢iiliir? Yapilan kinetik ¢aligmalara gore, salgi
iceriklerini ilk bosaltan dens graniiller ve sonra sirasiyla alfa graniiller ve
lizozomlardir (29, 30). 1Ilk iki graniil %100’e yakm olarak tiim iceriklerini
salgilarken, lizozomlar en yogun aktivite durumlarinda bile %60 igeriklerini ancak
salgilarlar. Dens graniillerinin igeriklerini salgilayip salgilamadiklari, salgilanan
serotonin ile, alfa graniiller B- tromboglobiilin ve platelet faktor 4 ile ve lizozomlar
da glikohidrolazlar ile tespit edilirler. Ama giiniimiizde daha az trombosit ile akim
sitometri yardimi ile daha kolay anlasilabilmektedirler. Graniillerin salgi sonrasi
trombosit ylizeyine gonderdikleri spesifik reseptorler araciligi ile (dens grantiller i¢in
graniilofizin, o graniiller icin P-Selektin ve lizozomlar i¢cin CD63) tespit yapilir.
Yalniz unutulmamalidir ki; akim sitometri, sekrete edilmis graniil sayis1 veya
icerikleri ile ilgili kantitatif bir deger vermez ve graniil iceriklerinin tespiti

yonteminde oldugu gibi kinetik bir calisma yapmaya izin vermez (7).
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Sekil 2.2 Sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun diizenlenmesinde kalsiyum
ATPazlarin rolii. Fosfolipaz C aktivasyonu ile olusan IP3 molekiilii, reseptdriine
baglanir ve IP3 duyarl kalsiyum depolarindan yani endoplazmik retikulumlardan
(trombositler i¢cin dens tiibiiler sistem) kalsiyum salmimi gergeklesir. Kalsiyum piki
ve sonrasinda bazal degerlerine donmesi esnasinda, fazla kalsiyumun plazma
membranit disina atilmasini saglayan PMCA ve hiicre i¢i depolara geri gonderen
SERCA aktif rol oynar-Enouf ve ark. (31)’ndan alinmistir.

Graniil Iceriklerinin Etkileri : Yukarida bahsedilen bir dizi mekanizma sonucu,
graniiller iceriklerini dis ortama bosaltmaktadirlar. Her bir graniil igeriginin kendine
0zgii fonksiyonlar1 bulunmaktadir :

- Dens graniillerin igeriklerinin sekresyonu, diger trombositlerin agregasyonunu
kuvvetlendirmektedir. S6yle ki; dens graniillerin ortama saldigi ADP ve Ca*"
proagregan ajanlardir. Ayrica serotonin de zayif bir proagregan ajan olmasina
ragmen, olusturdugu lokal vazokonstriksiyon ile agregasyona katki saglar.
Migren tanis1 konan hastalarin trombositlerinde serotonin miktarlarinda azalma
dikkat ¢ekicidir (32).

- Alfa graniiller, iyilesme faktorleri salgilamaktadirlar. GPIIbllla, reseptorleri
fibrinojen ve vW{ ye baglanarak pihtilasmay: tetikler ve bu esnada graniiller
iceriklerini salgilar. Faktor V ve faktor Xa araciligiyla pihtilasmaya katkida
bulunur (33). SPARC ailesi iiyelerinden trombospondin ve osteonektin, gibi

diger adezif proteinlerle trombosit yiizeyinde multimolekiiler kompleksler
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olusturarak yara yerindeki iyilesmeyi sekillendirirler. Aktivasyon sonrasinda
trombosit ylizeyinde eksprese edilen P-selektin, l6kosit ve endotel hiicre
ylizeyindeki P-selektin glikoprotein ligand 1’e baglanarak bu hiicrelerle
baglant1 halinde olur. Alfa graniillerin yapisinda trombositten koken alan
kollajenaz inhibitorii de, kollajen yapim ve yikim dongiisiinii diizenlemektedir.
PF4 ve B TG proteinleri anti-heparin aktivitesine sahiptirler ve prostasiklin
aktivitesini inhibe etmek icin endotel hiicrelere baglanirlar. Yine o-graniil
yapisinda bulunan serglisin, PF4 ve kollajene baglanarak ve bir taraftan da
lenfosit adezyon molekiilii olan CD44’¢ de baglanarak inflamatuar siireci
diizenler (34-6).

- Lizozomlar, olusan trombiisi ve meydana gelen agregat materyalini

salgiladiklar1 hidrolitik enzimlerle ortadan kaldirirlar.

2.4. Biiyiime Faktorleri
Biiyiime faktorleri, hiicrelerin biiylimelerini ve/veya farklilasmalarini1 lokal veya
sistemik cesitli yollarla etkileyen polipeptid yapili proteinlerdir (37, 38). Farklilasma
faktorleri ise, tipki bliyiime faktorleri gibi islev goriirler ve ayni zamanda hiicrenin
fenotipik karakterini kontrol eden oOncii hiicrelerin olgunlagsmis hiicrelere
dontismesini saglarlar (39, 40). Genel olarak biliyiime ve farklilasma faktorleri
kismen veya tamamen inaktif Oncii molekiiller olarak ortamda bulunurlar ve
proteolitik mekanizmalarla etkin hale gelirler. Hedef hiicrelerin yiizeylerinde bulunan
reseptorlere baglandiktan sonra protein kinazlari aktive edip hiicre i¢i sinyal yolunu
baslatarak etki gosterirler. Biliylime ve farklilagsma faktorleri hiicreleri cesitli
sekillerde etkileyebilmektedir (Sekil 2.3). Bu faktorler; hiicrelerin ¢ogalmasini,
farklilagsmasmi, migrasyonlarmi, protein sentezlerini artirabilir veya azaltabilir,
morfolojik 6zelliklerini degistirebilirler (41).
Biiyiime ve farklilagma faktorleri etkiledikleri hiicrelere gore farkli gruplarda
smiflandirilmaktadir:

- Endokrin etki: Faktor kan yolu ile taginir ve uzaktaki hedef hiicre etkilenir.

- Parakrin etki: Salman hiicrenin etrafindaki farkl hiicreler etkilenmektedir.

- Otokrin etki: Hedef hiicre salim yapan hiicrenin kendisidir.

- Justakrin etki: Biiylime faktorleri salgilandiklar: hiicre zarina baglanarak
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komsu hiicreyi etkilerler.

- Intrakrin etki: Bilyiime faktorii/reseptor kompleksi hiicre igine almir (Sekil

2.3).

Sekil 2.3 Biiylime faktorlerinin hiicreler iizerine etkisi-Kutlu HB (42)’nin tez

calismasindan almmustir.

Bir¢ok yetiskin dokudaki hiicreler dinlenme fazindadir. Bu faz hiicre dongiisiiniin GO
faz1 olarak adlandirilir. Boliinen hiicreler interfaz (G1, S, G2) ve M fazlarindan
gecerler. GO durumundaki hiicrelerin G1 fazma ge¢mesi bir takim 6zel uyarilar
gerektirir (43).

Cesitli bliytime faktorleri GO/G1°de hazirlayici ve/veya devam ettirici faktor olarak
rol oynarlar ve hiicrelerin boliinmeyen durumdan bdliinme durumuna ge¢cmesini
kontrol ederler. Bir hiicrenin S fazina gegmesi i¢in her iki uyarmin da mevcut olmasi
gereklidir.

Trombositler, alfa graniillerin yapilarinda bulunan biiylime faktorlerini sekresyon
faz1 esnasinda ortama salgilarlar ve ortamda mevcut biiylime faktorleri, varsa yarali
dokuda iyilesmeyi tetikler. Bu biiyiime faktorleri, PDGF, TGF-B, VEGF, EGF ve
IGF-1"dir (Sekil 2.4) (44, 45).

Bu biiytime faktorlerinden PDGF ve VEGF asagida daha ayrintili agiklanacaktir :
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PDGF (TrombositKékenli Biiylime Faktorii)
Hicre biyliimesi, kan damarlarinin olusumu ve hasarin
onanm, kollajen iiretimi

bFGF (Fibroblast Biiyiime Fakt&rii) VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii)
Dokuonarimi, hiicre gelisimi, kollajen Gretimi,
hyaluronik asit dretimi

N
'd

EGF (Epitelyal Bliylime Faktorii)

Epitelyal hiicrelerin gelisiminin uyarimasi,

Vaskiiler endotelyal hiicrelerin yeni olusumu ve biiylimesi

7/
\

TGF-R (Transforme Edici Biiylime Faktorii)
Epitelyal hiicrelerin ve vaskiiler endotelyal hiicrelerin
bilyiime ve neogenezi, yara iyilesmesinin uyarimast

TROMBOSIT

anjiogenez, yara iyilesmesinin uyanimasi

IGF-1 (inslilin Benzeri Biiylime Faktorii)
Kikirdak bilyiimesinin gelisimi, yara iyilesmesinin
uyariimasi

Sekil 2.4 Biiyiime faktorlerinin gorevleri

PDGF: PDGFler, hiicresel diizeydeki etkilerini, iki yapisal tirozin kinaz reseptori
olan PDGF-a ve PDGF-f iizerinden saglayan, disiilfid kopriilii dimerik biiylime
faktorii ailesindendir ve bes farkli PDGF ligand1 bulunmaktadir : PDGF-AA, PDGF-
AB, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD (Sekil 2.5). Potent bir mitojen olan PDGF,
fibroblast proliferasyonunu arttirir. Platelet alfa graniilleri PDGF i¢in depo gorevi
gorse de, farkli caligmalarda farkli hiicrelerin de sentezleyebilecegi ortaya
konmustur. PDGF, fibroblastlar, vaskiiler diiz kas hiicreleri, glomeriiler mezengial
hiicreler gibi mezenkimal hiicreler i¢in potent bir mitojen ve kemotaktik ajandir.
PDGEF tarafindan diizenlenen iyilesme yolagindaki asir1 yanit, kronik enflamasyona
bagli ortaya ¢ikan fibrozis seklinde karsimiza ¢ikabilir. PDGF reseptorii tirozin kinaz
inhibitorleri (imatinib vs...) giiniimiizde fibrotik hastaliklarm, KML ve cesitli kanser
tiirlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Normal sart ve kosullar altinda, diiz kas
hiicreleri ve fibroblastlar diisiik sayida PDGF reseptorleri icermektedir. Herhangi bir
enflamasyon durumunda, yapilan immiinohistokimyasal calismalara gore, yaralanmis
dokuda PDGF reseptorlerin sayis1 artmaktadir. Bazi durumlarda, disardan PDGF
uygulanmasi, notrofil ve makrofaj kemotaksisini ve fibroblast proliferasyonunu da
uyardig1 i¢in; PDGF ile tedavi edilen yara dokusunda daha fazla fibroblast ve
glikozaminoglikandan zengin graniilasyon dokusu ve artmis neovaskiilarizasyon ve

reepitelizasyon mevcuttur. Lokal PDGF enjeksiyonlarmin dekiibitus iilserleri ve
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diyabette ortaya cikan yara iyilesmesi gecikmelerinde de etkili oldugu yapilan
calismalar ile ortaya konmustur (46, 47).

VEGF : VEGF yani vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, 6nemli bir anjiogenez
mediatoriidiir ve neovaskiilarizasyon esnasinda regiilasyonu artar. VEGF, vaskiiler
endotelyal hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve tiip olusumunu uyarir. Vaskiiler
sizintiy1 arttirr ve monosit kemotaksisini ve B hiicre proliferasyonunu indiikler.
VEGF, tirozin kinaz reseptor ailesinden 2 reseptore baglanarak etki gosterir :
VEGFR-1 ve VEGFR-2. VEGFR-2, VEGFnin baglandigi ana reseptordiir ve
VEGF’nin vaskiiler endotelyal hiicreler iizerindeki proliferatif etkisini indiikler.
VEGFR-2’ye baglanan VEGF, intraselliiler kinazlar araciligi ile reseptorlerini

otofosforiller ve bu da mitojenik ve proliferatif sinyalin olusmasin1 saglar (48).

VEGF’nin, timor hiicrelerinden salgilanan, damar gecirgenligini arttirarak asit
olusumuna katkida bulunan bir madde oldugu diisiiniilmiis ve bu nedenle 1983’te
“vascular permeability factor” olarak isimlendirilmistir. Daha sonra yapilan
calismalar dogrultusunda VEGF olarak ismi degistirilmis, en kuvvetli fizyolojik ve
patolojik anjiogenez uyaricist oldugu tespit edilmistir (110, 111). Homodimerik
yapida, 34—46 kDa agirligina, glikoprotein yapida bir faktor olup, plasental biiylime
faktorii ve PDGF ile yapisal benzerlik gosterir. Vaskiiler endotelyal biiylime
faktoriiniin su an i¢in bilinen farkh biiytlikliiklerde bes adet izoformu mevcuttur.
Benzer biyolojik etkilere sahip 121,145, 165, 189 ve 206 formlarindan baskin olarak
bulunanlar1 VEGF121 ve VEGF165 formlaridir.

Yara iyilesmesinde Onemli rol oynayan fibroblast, inflamatuar ve endotelyal
hiicrelerin proliferasyon ve gdogiiniin uyarilmasinda gorevlidir ve vaskiiler

gecirgenligi arttirir (112-114).

Ik olarak tiimor hiicreleri tarafindan sentez edildigi bulunmasma ragmen, endotel
hiicreleri, makrofaj, diiz kas, lenfosit, monosit, nétrofiller, trombositler, keratinositler
ve astrositler gibi birgok farkli hiicre tipi tarafindan da doku hipoksisine ve diistik
glukoz degerlerine cevap olarak salinir. Insanlarda, yara ve kirik iyilesmesi sirasinda

normal olarak salinmaktadir.

Yaralanma sonras1 hasar bolgesinde, VEGF ve VEGF mRNA hizla artar ve bu

artistan birincil olarak notrofil ve fibroblastlar sorumludur. Yaralanma alaninda
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vaskiiler zedelenmeye baglh oksijen miktar1 azalir; olusan hipoksi VEGF mRNA’sm1
giiclii sekilde stimiile eder (112).

iz
E

Ligands &

Intracellular

PDGFRau PDGFRup PDGFRfp
homodimer heterodimer homodimer

Sekil 2.5 PDGF izoformlarimin PDGF reseptorlerine baglanma semasi; oklar

ligandlarin reseptor affinitesini gostermekte-Alvarez ve ark. (46)’ndan alinmistir.

2.5. Trombositten Zengin Plazma (TZP)

Trombositten zengin plazma uygulamasi, son yillarda gittikge popiilarite kazanan,
ozellikle kas-iskelet sistemi hastaliklar1 ile ugrasan tip dallar1 arasinda gittikce
yayginlasan bir tedavi metodolojisidir. TZP, kisaca ‘kii¢iik hacimdeki plazma i¢ine
sikistirilmis otolog platelet konsantresi’ seklinde tanimlanabilir. TZP’nin yiiksek
miktarda biiylime faktorii ihtiva ettigi diisiiniilmektedir. TZP’nin 1990 yilindan beri
yayginlagmasini saglayan mantik, nemli biiyiime faktorlerini ve sinyal molekiillerini
biinyesinde bulundurmas1 ve aktivasyon ile ¢evre dokuya salgilamasi olmustur.(49-
52)

TZP, vyiikksek miktarda trombosit igeren bir plazmadir. Aktive edildiginde
pihtilagabilir. Normal pihtidan biraz farklidir. Normal piht1 biinyesinde %94 kirmizi
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kiire (KK) hiicreleri, %5 trombosit hiicreleri ve %1 beyaz kiire (BK) hiicreleri
bulunmaktadir. TZP tarafindan olusturulan pihtida ise, buna zit olarak %94 trombosit
hiicreleri, %5 KK hiicreleri, %1 BK hiicreleri bulunmaktadir (45).

TZP’nin hastanin kendi kanindan hazirlanmasi nedeniyle immiin yanit riski
olmamas1 ve ayn1 zamanda maliyetinin diisiik olmasi en onemli avantajlaridir (53).
TZP, sadece icerisindeki biiylime faktorleri ile degil, ayn1 zamanda fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri ile de yara iyilesmesinde etkili olmaktadir. Igerdigi yogun
fibrinojen sayesinde TZP hazirlanmasi sonrasinda trombositler aktive olarak fibrin
ag1 olusturmaktadir. Olusan 3 boyutlu fibrin ag da pihtiin stabilizasyonunu
saglamakta, beraber uygulandigi materyallerin uygulanmasini kolaylastirmaktadir.
Ayrica olusan fibrin ag, bolgeye gelen rejenerasyon kapasitesi olan hiicrelerin
tutunmasi i¢in iskele gorevi de gormektedir (54, 55).

Mevcut TZP hazirlama teknikleri, ortak 6zelliklere sahiptirler: kan antikoagiilanlt
tiiplere alinir ve santrifiij ile ¢evirilir. Hazirlama zamani teknigine gore degisse de,
hemen hemen bir saat icinde tamamlanir. Genellikle ilk santrifiij asamasi, kani
tabakalara ayirir: en altta kirmizi kiire (KK) tabakasi, hemen iistiinde trombositlerin
yogun olarak bulundugu buffy coat olarak adlandirilan tabaka ve en tepede aselliiler
ya da trombositten fakir plazma (PPP). Daha sonraki asamalar degismekle birlikte,
temel felsefe aynidir: elde edilebildigi kadar fazla trombosit eldesi. Daha sonra elde
edilen TZP, direk yarali bolgeye ya da disarida trombosit aktivatorleri ile aktive
edildikten sonra elde edilen biiyiime faktorler araciligiyla dokuya uygulanir (1, 56).
Manuel TZP hazirlama metodolojisi, temel olarak iki akima ayrilir: (i) trombositten
zengin ama lokositten fakir TZP, (i1) hem trombosit hem de 16kositten zengin TZP.
Manuel olarak trombositten zengin ama lokositten fakir TZP hazirlama metodolojisi
konusundaki en 1y1 6rnek, Anitua’nin TZP metodolojisidir. Anitiua tekniginde vendz
kan, sitrath kiiciik tiiplere alinir ve hafif devirde santrifiij edilerek, yukarda da
bahsedildigi gibi ii¢ farkli katmana ayrilir. Anitua, elde edilen aselliiler plazma
tabakasinin st kismini biliylime faktorlerinden fakir ¢ozelti (PPGF) olarak
adlandirrken,  bu kismu tiiplerden ayirmakta ve kalan plazmayr  bliyiime
faktorlerinden zengin ¢ozelti (PRGF) olarak adlandirmistir ve bu tabakay1 toplayarak
ayr1 bir tiipe aktarmustir (50-2). Biitiin tiiplerden elde ettigi PRGF’leri de %10’luk
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kalsiyum kloriir ile aktive ederek biiylime faktorlerini agiga ¢ikarmayr basarmistir
(Sekil 2.6).

Hem trombosit hem de lokositten zengin TZP hazirlama metodolojisi biraz daha
farklidir: ilk santrifiij sonrasi katmanlara ayrilan kanin buffy coat ve trombositten
fakir plazma tabakalar1 ayrilir, kirmizi kiire bulasi olmamasi dnemlidir. Bu iki tabaka
ayr1 bir tiipe transfer edildikten sonra yiiksek devirde yeni katmanlar elde edebilmek
icin tekrar santrifiij edilir. Ikinci santrifiij sonras1 plazmanin PPP olarak adlandirilan

kismin ¢ogu atilir ve geriye kalan kisim uygulama i¢in ayrilir (Sekil 2.7).

PPGF
(1 mL)

PRGF
(1 mL)

X

A

2- Pipetleme

1- Santrif(ij

Sekil 2.6 Anitua'nin PRGF teknigi olarak adlandirdigi metodoloji. Birinci asamada
sitrath tiiplere alinan kan, 460 veya 580 g kuvvette 8 dakika c¢evirilir. Daha sonra
tabakalara ayrilir. Ikinci asamada ise PPGF atilarak, biiyiime faktorlerinden zengin
PRGF ayrilir. Pihtilagtirmak i¢in, i¢ine kalsiyum kloriir eklenir-Ehrenfest ve

ark.(56)’ndan alinmistir.
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AN
M’
N
N
AN
N
PPP PPP
(discarded) (discarded)
PPP

P-PRP = some PPP
+ buffy coat fraction L-PRP = some PPP
+ buffy coat
Step 2A. Option P-PRP BC + residual RBC

Hardspin long centrifugation

Step 2B. Option L-PRP
Hardspin long centrifugation

Step 1. Softspin short centrifugation

Sekil 2.7 iki asamali santrifiij yontemi ile klasik TZP hazirlama ydntemi. ilk tur
cevirme sonrast kan kirmizi kiire, buffy coat ve aselliiler plazma seklinde ¢
tabakaya ayriliyor. Lokositten fakir TZP i¢in buffy coat tabakasmin az bir kismi ve
plazma ayrilirken, 16kositten zengin TZP i¢in bufty coat tabakasmin tamami, plazma
ve bir miktar rezidiiel kirmizi1 kiire tabakas1 ayrilir. Daha sonra yiiksek hizli santrifiij
sonrast altta kalan yogun plazma TZP olarak ayrilir- Ehrenfest ve ark.(56)’ndan

alimustir.

Biiyiime  faktorleri, aktivasyon islemi sonrasi, saglikli trombositlerden
salgilanabilmektedir. Alfa graniilleri trombosit hiicre membrani ile birlesir ve burada
histon ve karbonhidrat zincirlerinin eklenmesiyle protein bliylime faktorleri biyoaktif
hale geger. Bu yiizden, TZP yapimi sirasinda trombositler zarar goriir ve varligini
siirdiiremez hale gelirse biyoaktif biiylime faktorleri salgilayamazlar, bu da basarili
sonuclarin almmasini engeller (57). Bliylime faktorleri dokuya uygulandiktan sonra
piht1 retrakte olur ve degraniile olur. Biliylime faktorleri ekstraselliiller matrikste
depolanir. Bundan sonra matriksin kimyasal yapismin degismesi ile biiyiime
faktorleri salmnir, trombositlerin hiicre membraninda bulunan tirozin-kinaz
reseptorlerine baglanir ve bu hiicreleri aktive eder. Gergek baglanma bolgesi
hiicrenin diger yiiziindedir. Biiylime faktorlerinin reseptorlerle birlesmesi sonrasi,

tirozin kinaz reseptoriiniin eksternal pargasi ile sitoplazmadaki haberci protein aktive
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olur. Aktive olmus tirozin kinaz reseptoriiniin sitoplazmik kuyrugu artik haberci
proteinler i¢in baglanma bdlgesi olarak gorev yapar. Bu aktivasyon ile hiicre
cekirdegine girip hiicre boliinmesini saglayan hedef genlerin aktivasyon kaskadi
baslar. Takiben, haberci RNA transkripsiyonu olur ve hiicre tamiri ve rejenerasyonu
kaskadi1 baglar. Biiyiime faktorleri mutajenik degillerdir; normal gen regiilasyonu ve
normal yara iyilesmesi ‘“feed-back” kontrol mekanizmasi ile calisan dogal

proteinlerdir (58-60).

2.6. Non-Steroid Anti-inflamatuar ilaclar

NSAIl’ler etkilerini prostaglandin  sentezini azaltarak gdsterirler (61-4).
Prostaglandinler, yapilarinda bir halka tasiyan 20 karbonlu doymamis yag asiti
tirevleridir. Genellikle sentezlendikleri dokuda lokal olarak etkilidirler ve hizli bir
sekilde etkin olmayan metabolitlerine doniigiirler. Membran fosfolipidleri ve
fosfolipidlerden sentezlenen TXA2, 16kotrienler ve hidroperoksieikozatetraenoik asit
(HPETE) ve hidroksieikozatetraenoik asit (HETE) gibi prostaglandinlere benzeyen

ve benzer Oncii maddelerden sentezlenen lipidler kisaca sekil 2.8’de 6zetlenmistir.

Fosfolipazlar
Sitokrom P450

Lipoksiarasidonik
asitler

Membran fosfolipidleri

‘Aragidonik asit

Lip oksijena

Liékotrienler

HETE'ler
HPETE 'ler PGE'ler ﬂ PGI'lar
TXAs, PGD;, PGF;,

Sekil 2.8 Arasidonik asit metabolizmasi-Kaynak 65’dan alintidir.

Prostaglandinler ¢ogu etkilerini hiicre ylizeyindeki reseptorlerine baglanarak
saglarlar. Endojen olarak dokuda iiretilen prostaglandinler ve metabolitleri belirli bir
hiicre tipinin verdigi yanitlarin ince ayarmi yapan lokal sinyaller olarak davranirlar.
Fonksiyonlar1 dokudan dokuya ¢ok biiyiik farkliliklar gdsterebilir. Ornegin;

TXA2’nin trombositlerden salgilanmasi yeni trombositlerin toplanmasini
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saglamaktadir. Ancak diger dokularda TXA2’nin yiiksek konsantrasyonlar1 daha
farkli bir sinyal tasir; 6rnegin belirli bazi diiz kas hiicrelerinde TXA2 kasilmaya
neden olur. Prostaglandinler allerjik ve inflamatuvar reaksiyonlarda salgilanan
kimyasal mediyatorlerin bir grubunu olusturmaktadir (66, 67). Prostaglandinler 20
karbonlu bir yag asiti olan arasidonik asitten sentezlenirler (66). Arasidonik asit
hiicre zarlarinda fosfolipitlerin yapisinda bulunmaktadir (68, 69). Serbest arasidonik
asit doku fosfolipitlerinden PLA2 ve diger acil hidrolazlarin etkisiyle aciga ¢ikar. Bu
olay hormonlarm ve diger uyarilarin kontrolii altindadir (66).
Eikozanoitlerin arasidonik asitten sentezlenmesinde rol oynayan iki 6nemli yol vardir
(66):
Lipoksijenaz yolu:
Cesitli lipoksijenazlar arasidonik asitten 5-HPETE, 12-HPETE ve 15-HPETE
sentezlenmesini saglarlar. Bunlar arasidonik asitin dayanikli bir yapiya sahip
olmayan peroksitlenmis tiirevleridirler ve sentezlendikleri dokuya baglh olarak
hidroksillenmis tiirevleri olan HETE'lere, l6kotrienler veya lipoksinlere
dontstiiriiliirler (64, 66).
Siklooksijenaz yolu:
Prostaglandinler, tromboksanlar ve prostasiklinler gibi halka yapisi tasiyan tiim
eikozanoitler siklooksijenaz yoluyla sentezlenirler. Siklooksijenaz enziminin iki
farkli gen tarafindan ve farkli fizyopatolojik olaylarca uyarilan iki alt grubu
bulunmaktadir (63, 64, 67):

- COX-1:
COX-1 enzimi genelde homeostazisi diizenleyici Ozelliktedir ve aktivitesi genelde
sabittir (68, 69). COX-1 70 kd agirligindadir ve dokuzuncu kromozomda bulunan bir
gen tarafindan kodlanmaktadir Enzim etkinligi genel olarak dort farkli bolgede
bulunmaktadir (70).
Trombositlerde: Arasidonik asitin TXA2'ye doniismesini saglar. Trombositlerdeki
TXA2 yapimmindaki azalma sonucu trombosit toplanmasi ve vazokonstriktif etki,
dolayisi ile tromboza olan egilim azalir (70).
Mide mukozasinda: Yaygin olarak bulunur. Hiicre koruyucu prostaglandinlerin
olusumundan sorumludur. Baskilanmasi sonucu mide mukozasinda koruyucu etki

saglayan prostaglandinlerin sentezi azalir ve iilser olusumu kolaylasir (71, 72).
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Vaskiiler endotelde: Ozellikle aterosklerotik bdlgelerdeki prostasiklin  (PGI2)
iiretiminde rol oynadigi deneysel ¢alismalarda gosterilmistir (73, 74).
Bobrek ve vaskiiler yapida: Toplayict kanallarda ve Henle kulpunda yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu bdlgelerde Prostaglandin E2 (PGE2) sentezini uyararak bobrek
kan akimini arttirarak su ve tuz tutulumunu azaltir (71, 72).

- Siklooksijenaz—2:
Agirhigt COX-1 ile aym olup birinci kromozomdaki bir gen tarafindan
kodlanmaktadir. Aminoasit dizilimi yaklasik %60 oraninda COX-1 ile benzerlik
gosterir (70). COX-2 geni inflamasyon basta olmak {izere bircok durumda
uyarilabilir (75). Sitokinler ve biliylime faktorleri bu enzimin islerligini arttirirlar.
Inflamatuvar siire¢lerde COX-2 aktivitesinde belirgin artis olmaktadir (75-7).
Nonspesifik NSAil’ler hem COX-1 hem de COX-2 enzimini degisik derecelerde
disiik secicilikle baskilarlar (78).
NSAIll’lerin genel dzellikleri:
NSAII’lerin ¢ogu organik asit yapisindadir. pH azaldikca ilaglarm lipitte ¢dziinen
non-iyonize miktarlar1 artip, ilacin hiicre zarmm lipid yapisiyla birlesimi
fazlalasacagindan, NSAII’ler secici olarak mide, bobrek medullas: ile iskemik ve
inflamasyonlu bolgeler gibi asiditesi fazla olan dokularda daha fazla birikirler.
NSAil’lerin etkileri:
NSAII’ler, aspirin de dahil olmak iizere tedavide inflamasyon (antiinflamatuar) ve
agriy1 azaltirlar (analjezi), atesi diisiirmek (antipiretik) tlizere 3 temel tedavide
kullanilir. NSAII’lerin giigleri bu ii¢ etki agisindan birbirlerinden farklidir.
Antiinflamatuar etkileri:
NSAIll’ler  siklooksijenazi  engellediklerinden  prostaglandinlerin  yapimini
baskilayarak prostaglandinlerin rol oynadigi inflamatuvar reaksiyonlari kontrol altina
alr.
Analjezik etkileri: PGE2 inflamatuvar siiregte hiicrelerden bolgesel olarak
salgilanan bradikinin, histamin ve diger kimyasal mediyatorler sinir uglarmin daha
duyarl hale gelmesine neden olmaktadir (79).
Antipiretik etkileri:
On hipotalamusta yer alan termoregiilatuvar merkezin uyarilmasina bagli olarak ates

ortaya ¢ikar. Infeksiyon, asir1 duyarhilik reaksiyonlari, malignite veya inflamasyon
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nedeniyle uyarilan 16kositlerden salgilanan pirojenik (viicutta ates olusmasina neden
olan) etkili sitokinler tarafindan uyarilan PGE2 sentezi termoregiilatuvar merkezin
ayar noktasmi (set-point) yiikseltmektedir. NSAIl’ler PGE2'nin sentezini ve
salimimmi azaltarak viicut 1sisin1 diisiirmektedir. NSAII’ler 1s1 merkezinin hizla
normale donmesini saglamaktadir. Periferik vazodilatasyon ve terleme ile 1s1 kaybini

arttirarak atesli hastalarin viicut 1s1s11 diistirmektedir (67, 74).

Diger etkiler:

Menstriiel kramplar1 azaltir (78, 80). Etki mekanizmalar1 kandaki prostaglandin
diizeyini azaltmaya dayanir. Ilaca agri baslar baslamaz veya menstriiasyonun
baslamasiyla birlikte baslanir ve 48—72 saat devam edilir. Ortalama tedavi yaniti
%67-95 arasindadir. NSAIl’lerin bir gurubuna yanit vermeyen hasta baska bir
gruptaki NSAIl’lere cevap verebilir (81, 82). Patent duktus arteriosus’un
kapanmasina yardimci olur (83). Okiiler inflamasyon, sok, periodontal hastalik ve
spor travmasinin tedavisinde, kanser kemoterapisinde, cerrahi girisimlerde kullanilir.
2.7. Diklofenak Sodyum

Diklofenak sodyumun ana farmakolojik profili yaklasik otuz yil 6nceki bir¢alisma ile
kurulmus ve kesfedilmistir. Ancak, gastrointestinal sistem toleransi, periferal
analjezik aktivitesi ve kismen biyokimyasal etkilesim yerleri ile ilgili bilgiler bu
bilesikte yeni yaklasimlari harekete gecirmistir (84). Diklofenak sodyum etken
maddesini iceren ilaglar sadece recete ile kullanilabilir. 1970’lerde aspirinin
siklooksijenazi inhibe ettigi kesfedildikten sonra diklofenak sodyum gelistirilmistir
(89).

Diklofenak sodyum, analjezik antiinflamatuar ve antipiretik etkilerinden dolay1 ates,
bas agris1 ve kronik artritte genis olarak kullanilan bir NSAII’dir. Diklofenak
sodyum’un kimyasal formiili su sekildedir: C14HI11CI2NONa. Diklofenak sodyum,
zayif sarimsi-beyazdan agik beje kadar olan renklerde olabilen kristalize tozdur. Oda

sicakliginda stabildir. Dikkatli saklanmalidir ¢iinkii toksik etkilidir (86).

Diklofenak Sodyum Etki Mekanizmasi
Diklofenak sodyum potent siklooksijenaz inhibisyonunda rol oynar, arasidonik asit

salinimini azaltir ve arasidonik asit geri alimmi (reuptake) artirir. Hedef enzimleri;
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COX-1 ve COX-2’dir. Diklofenak sodyum bir aragidonik asit olan prostoglandin ve
tromboksanlarin dogrudan inhibisyonunu yoneten COX enziminin inhibitoriidiir (87-
9). Siklooksijenazin tam olarak bilinen iki formu vardir ve bunlardan COX-1 esas
form, COX-2 ise inflamasyondan sorumlu olan formdur (90, 91). COX-2
inhibisyonunun etkide ana mekanizma oldugu disiiniilmektedir. Bunun yaninda
COX-1 inhibisyonu da NSAIl’lerin gastrointestinal sistem toksisitesine neden
olmaktadir (91). Bu durum yeni NSAil’lerin gelistirilmesinin diisiiniilmesine yol
acmustir. Selektif COX-2 inhibitdrlerinin yiiksek antiinflamatuar etki sagladigy,
diistik tipik nonsteroidal antiinflamatuar ilag toksisitesi gosterdigi goriilmiistiir (92).
Klinik kullanimda ise diklofenak sodyum ciddi hepatotoksik etki gostermektedir .
Diklofenak kullanicilarinin yaklasik 100.000 de 3,6’sinda %38’lik bir 6liim orani ile
ciddi karaciger hasar1 gelismektedir. Buna ragmen diklofenak sodyum toksisitesinin
altinda yatan mekanizma tam olarak aydinlatilamamustir, toksisite doku proteinleri ve
reaktif metabolitlerin kovalent baglanmasiyla ilgili metabolik ve immiinolojik
mekanizmaya baglanmaktadir (93).

2.8. Meloksikam

Meloksikam, antienflamatuar, analjezik ve antipiretik etkilere sahip oldugu
hayvanlarda gosterilmis bulunan, enolik asit smifindan bir nonsteroid
antienflamatuar ilactir. Meloksikam, biitiin standart enflamasyon modellerinde giiclii
bir antienflamatuar etki géstermistir. Meloksikamin enflamasyon mediatorleri olarak
bilinen prostaglandinleri inhibe etmesi, anlatilan bu etkileri agiklayan ortak bir
mekanizma olabilir. Meloksikamin {ilserojen dozuyla ve antienflamatuar etki
saglayan dozuyla ilgili olarak si¢anlardaki adjuvan artritinde yapilan karsilastirmalar,
bu ilacin nonsteroid antienflamatuar grubundaki standart ilaglardan daha iistiin
terapotik smnirlara sahip oldugunu dogrulamistir. Meloksikam in-vivo olarak,
enflamasyon yerindeki prostaglandin biyosentezini, mide mukozasindaki veya
bobrekteki prostaglandin sentezinden daha giiclii bir sekilde inhibe etmistir.

Bu artmis ilag emniyeti profilinin COX-1’den daha ¢ok COX-2’nin selektif olarak
inhibe edilmesinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Meloksikamm COX-1’den
ziyade COX-2’yi selektif olarak inhibe ettigi, kobay makrofajlari, sigir aort endotel
hiicreleri (COX-1 aktivitesinin test edilmesi amaciyla), fare makrofajlar1 (COX-2

aktivitesinin test edilmesinde) ve cos-hiicrelerinde yapilan rekombinan insan
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enzimleri gibi ¢esitli hiicre sistemlerinde in-vitro gosterilmistir. Nonsteroid
antienflamatuar ilaglarda COX-2 inhibisyonunun terapétik fayda sagladigini, COX-1
inhibisyonunun ise midedeki ve bdbrekteki yan etkilerden sorumlu oldugunu
gosteren kamit sayisi, gittikce artmaktadir. Onerilen meloksikam dozlarma eslik
edebilen perforasyonlar, iilserler ve llser kanamalar1 gibi advers gastrointestinal
olaylarin insidansinin, diger nonsteroid antienflamatuar ilaglarin standart dozlarma
kiyasla ¢ok daha diisiik oldugu, klinik ¢calismalarda gosterilmistir.

Meloksikam, peroral kullanim sonrasi iyi oranda (%89) emilir. Besinlerle birlikte
alinmasi, emilimde degisiklik yapmaz. Peroral 7.5 ve 15 mg’lik dozlardan sonraki
ila¢ konsantrasyonlar1 dozla orantilidir. Kararl plazma diizeyleri, 3-5 giin igerisinde
elde edilir. Bir yildan daha uzun devam eden siirekli tedavi sonrasindaki ilag
konsantrasyonlari, kararli plazma diizeyleri elde edildikten sonrakilere benzer.
Plazmadaki meloksikamin %99’undan fazlasi plazma proteinlerine baglanir. Gilinde
tek doz seklindeki kullanimla ilacin plazma konsantasyonlarinda meydana gelen
dalgalanmalar nispeten az olup kararli plazma diizeylerine ulastiktan sonra Cmax /
Cmin (doz 6ncesi) konsantrasyonlar arasindaki farklar 7.5 miligramlik dozlarda 0.4-
1.0 meg/ml; 15 miligramlik dozlarda 0.8-2.0 mcg/ml arasinda degisir.

Meloksikam sinovyal siviya iyi gecer ve burada, plazmadakinin yaklasik yarisi kadar
konsantrasyona ulagir.

Meloksikam, biiyiik oranda metabolize olur ve giinliik dozun %5 ten daha diistik bir
boliimii, hi¢ degismeksizin digskiyla viicuttan uzaklastirilir. Meloksikam degismemis
olarak idrarda eser miktarda bulunur. Meloksikamin metabolizmasinda baslica yol,
maddenin tiyazolil boliimiindeki metil grubunun oksidasyonudur ve metabolitlerin
yaklagik yaris1 idrarla, kalam digkiyla viicuttan atilir. Meloksikamin ortalama
viicuttan eliminasyon yari-6mrii 20 saattir.

Ne karaciger yetmezligi ne de hafif-orta siddetteki bobrek yetmezligi meloksikam
farmakokinetigini 6nemli dl¢iide etkiler.

Plazma klirensi ortalama 8 ml/dakikadir ve yaslilarda daha azdir. Dagilim hacmi
diisiik olup ortalama 11 litre dolayindadir. Bu degerler hastadan hastaya %30-40
kadar degisiklik gosterebilir.

Meloksikam, Ozellikle asagidaki endikasyonlarda kullanilan bir nonsteroid

antienflamatuar ilagtir :
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Romatoid artritin semptomatik tedavisi
Agrili osteoartritin (artroz, dejeneratif eklem hastalig1) semptomatik tedavisi

Ankilozan spondilitin semptomatik tedavisi
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GEREC VE YONTEM

“Trombositten Zengin Plazmanin Tedavi Edici Etkisini Meloksikam ve
Diklofenak Degistirir mi?” isimli tez ¢alismasi, Hacettepe Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 08.01.2014 tarihli, 16969557-15 sayili GO
13/566-07 no’lu karari ile etik agidan uygun bulunmustur ve Hacettepe Universitesi
Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenmistir.

3.1. Calisma Tasarimi

Calismamiz prospektif, kontrollii bir ¢alismadir. Trombosit ve l6kosit sayilart ve
calisma gruplarimiz bagimsiz degiskenlerimiz, VEGF ve PDGF-AB biiylime faktor
miktarlar1 bagimli degiskenlerimizdir.

3.2. Cahsmaya Katilabilme Kriterleri

Calismaya 18-35 yas araliinda, sigara igmeyen, herhangi bir kanama ya da
pihtilagsma bozuklugu bulunmayan ve son 10 giin i¢inde herhangi bir ilag (6zellikle
aspirin ve non-steroidal antiinflamatuar ilaglar) ya da alkol kullanmamis saglikli,
erkek goniilliller dahil edilmistir. (95, 103). Calismaya katilmaya engel herhangi bir
durumu s6z konusu olmayan goniilliillere ¢calisma hakkinda bilgi verilmis, katilmak
isteyenlere aydinlatilmis onam formu doldurtulmus ve ¢alismaya dahil edilmislerdir.
Calismaya katilan goniilliilerin yas, trombosit ve 1okosit degerleri ile ilgili
tanimlayicu istatistik verileri Tablo 3.1°de verilmistir.

3.3. Trombositten Zengin Plazma Hazirlanmasi

Calismaya katilma kriterlerini karsilayan 20 goniilliden, en az 3 saat aglik sonrasi,
21 gauge kelebek set (Dahlhausen Scalp Vein Set CE, Koln, Almanya) ve enjektor
(Genject A.S., Tiirkiye) ile 10-15 cc vendz kan alinmistir ve 10 cc’lik 1/9 oraninda
%3.8’lik sodyum sitrat eklenmis olan polipropilen tiiplere (BD Vacutainer®, BD-
Plymouth, PL6 7BP, UK ) ayrilmistir (Resim 3.1).



Ornek No Yas | Tam Kan | Tam Kan | TZP TZP
Trombosit(pul) | Lokosit(pul) | Trombosit(pl) | Lokosit(pl)

1 22 172000 4600 244000 900

2 23 235000 6000 410000 1500
3 23 214000 6200 427000 1200
4 22 239000 8800 512000 1200
5 22 260000 7000 516000 2600
6 22 330000 8900 624000 2100
7 23 282000 7100 692000 500

8 23 231000 8200 436000 700

9 22 161000 5600 308000 1700
10 22 211000 8500 412000 2200
11 22 240000 8700 478000 2200
12 24 274000 6200 523000 2500
13 32 191000 6500 358000 1700
14 28 263000 8200 528000 3200
15 21 246000 6600 537000 1500
16 22 217000 5600 401000 800

17 26 269000 6900 484000 1300
18 22 179000 6100 318000 1500
19 28 259000 8500 485000 1100
20 31 221000 5700 429000 2000

30

Tablo 3.1 Calismamiza katilan goniilliilerin yas ve mikrolitrede tam kan trombosit,

16kosit ve TZP trombosit ve 16kosit degerleri
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Resim 3.1 A) TZP hazirlamak i¢in kelebek seti ile kan alimi. Trombositlerin tiipe

hizli ¢arpmasin1 ve aktive olmasmi engellemek igin kelebek seti kullaniliyor. B)

Alinan kan 1/9 oraninda sitrat eklenmis tiiplere aktariliyor.

Goniilliilerin, baglangic kan degerleri, Beckman Coulter LH 780 Analyzer® cihaz1
araciligr ile sayilmistir. Alinan kanlar Heraecus Labofuge 400R® model santrifiij
cihazi ve Anitua teknigi ile (580 Gforce, 8 dk) santriflij edilmistir (52). Anitua
teknigi ile 3-4 cc. TZP elde edilmistir (Resim 3.2).

Hazirlanan plazma 0,5 ml’lik 6 esit plastik tiipe homojen olarak aktarilmigtir. Bu 6
grup sirasiyla K, D1, D2, M1, M2 ve ASA seklindedir (K: Kontrol, D1: Diklofenak
minimum doz, D2: Diklofenak maksimum doz, M1: Meloksikam minimum doz, M2:
Meloksikam maksimum doz, ASA: Asetilsalisilik asit). Kontrol grubuna herhangi bir
ilag eklenmemistir. Geri kalan TZP, yine ayni tam kan sayim makinesi ile hiicre

sayimi i¢in kullanilmstir.
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Resim 3.2 TZP hazirlanisi. A) 580 g kuvveti RPM degerine ¢evirmek i¢in makinanin

donme yarigapinin hesaplanisi. G kuvvetin karsilig1 olarak denk gelen RPM degeri
referans web sitesi araciligi ile hesaplanabilir (105). B) Santrifiij cihazinda dengeli
siralanan tlipler, C) Anitua teknigine gore ¢evirme hizi ve siiresi D) TZP elde etmek

icin plazma miktarinin 6l¢iilmesi

3.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Eklenmesi

Diklofenak ve meloksikam ilag ¢Ozeltileri hazirlanirken, mevcut literatiirden
yararlanilmig ve bu iki ilacin piyasada bulunan minimum ve maksimum dozlarmnin
kullanimi sonucu olusan kan-ilag dozu saglanacak sekilde plazmalara ilag
siispansiyonlar1 eklenmistir. Diklofenak kullanim1 sonrasi kan dozlar1 yaklasik olarak
0,5-2,5 mecg/ml araliginda seyretmektedir (96-8). Calismamizda TZP’ye eklenecek
diklofenak dozunu belirlerken, minimum diklofenak dozu olarak 0,5 mcg/ml ve
maksimum doz olarak da 2,5 mcg/ml kabul edilmistir. Diclomec 75mg/3ml. im.
ampul®’den 0,1 mLyi 50 ml. %0,9luk serum fizyolojik i¢cinde ¢ozerek, 1/500liik, 1
ml.sinde 0,05 mg. iceren diklofenak ¢ozeltisi elde edilmis ve 0,5 ml. lik TZP
cozeltisine, final konsantrasyonlar1 0,5mcg/ml ve 2,5 mcg/ml olacak sekilde
diklofenak dozlar1 eklenmistir. Meloksikam i¢in de literatiir bilgileri ve ilag
prospektiisii bilgileri dogrultusunda minimum ve maksimum kan dozlar1 olarak 0,8

ve 2 mcg/ml belirlenmistir (99-101). Meloksikam ¢6zeltisi hazirlarken, Melox 15
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mg/1,5 ml ampul®’den 0,1 mlyi 25 ml. %0,9luk serum fizyolojik i¢inde ¢ozerek,
1/250lik, 1 mlsinde 0,04 mg iceren meloksikam c¢ozeltisi elde edilmistir. Yine
mevcut literatiir calismasini baz alarak, literatiire uygun, 110 ml Phosphate buffered
saline (PBS), 90 ml ASA i¢inde ¢oziilerek son ilag konsantrasyonu 454 uM olacak
sekilde ASA ¢6zeltisi hazirlanmis ve son gruba eklenmistir (102, 103) (Tablo 3.2).
Her gruba eklenen ilaglar sonrasi, oda sicakliginda yaklasik 20 dakika ilag ile
inkiibasyona birakilmistir (97, 103).

Gruplar Eklenen Eklenen Eklenen Final
TZP(ul) flac(ul) SF(ul) Konsantrasyon(ul)
K 500 %) 50 550
D1 500 5,5 44,5 550
D2 500 27,5 22,5 550
M1 500 11 39 550
M2 500 27,5 22,5 550
ASA 500 50 %) 550

Tablo 3.2. Gruplara eklenen ila¢ ve TZP miktarlar1 (K: Kontrol, D1: Diklofenak
minimum doz, D2: Diklofenak maksimum doz, M1: Meloksikam minimum doz, M2:

Meloksikam maksimum doz, ASA: Asetilsalisilik asit)

3.5. Biiyiime Faktorii Eldesi

Her bir TZP grubu i¢in 550 pl plazmaya 27,5 pl %10’luk CaCl, eklenmis ve 20
dakika inkiibasyona birakilmistir (52) (Resim 3.3). Daha sonra plazmalar,
siipernatant eldesi icin 1000 g kuvvette 10 dakika c¢evrilmistir (104). Ve toplanan

siipernatantlar analiz edilecegi tarihe kadar -20°C’de saklanmuistir.
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kloriir ile inkiibe edilmis TZP’ler. B, C) Siipernatantlar ayriliktan sonra geriye kalan
pihtilar. Siyah ok ile gdsterilen tiipe kalsiyum eklenmemistir. Bu nedenle olusan piht1
fibrinojen igermeyen ¢ok kiigiik bir pihtidir. (K: Kontrol, D1: Diklofenak minimum
doz, D2: Diklofenak maksimum doz, MI1: Meloksikam minimum doz, M2:

Meloksikam maksimum doz, ASA: Asetilsalisilik asit)
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3.6. Biiyiime Faktorii Konsantrasyonlarinin Degerlendirilmesi

Trombositlerin igcerdigi bliylime faktorlerinden daha 6nce belirlenmis olan PDGF-AB
ve VEGF miktar tayini i¢in Quantikine kolorimetrik sandwich ELISA kitleri (R&D,
Minneapolis, MN, USA) kullanilmistir. insan PDGF-AB ELISA yontemi igin, daha
once literatiirde Anitua teknigi ile elde edilmis PDGF-AB miktarlar1 ve kit standart
kalibrasyon degerleri ve kit kullanma kilavuzunda yer alan serum O&rneklerinin
dilisyonu ile ilgili aciklama da gb&z Oniine alinarak (52, 53, 54, 106), yiikleme
yapilacak her bir serum Orneginin 1/70 oraninda kalibrator diliienti ile diliie
edilmesine karar verilmis ve ¢ikan sonuglar g6z Oniine alininca, 1/70 diliisyon
oraninin, insan TZP’sinden elde edilen PDGF-AB biiylime faktoriiniin miktar tayini
icin uygun bir dilisyon yontemi olduguna karar verilmistir. Her bir 6rnek, ELISA
yontemi ile 2 defa ¢alisiimustir.

3.7. Istatistik Yontemi

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 20 yazilimi kullanilarak yapildi. Degiskenlerin
normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve analitik
yontemler (Shapiro-Wilk) kullanilarak incelendi. Tanimlayici analizler, normal
dagilmayan VEGF miktar verileri i¢in ortanca ve c¢eyreklerarasi aralik kullanilarak
verildi. Normal dagilan PDGF-AB verileri i¢inse ortalama ve standart sapmalar
kullanilarak tanimlayic1 analizler verildi. VEGF miktarmin 6lgiilebildigi 6rnek
sayisinin parametrik test varsayimlarma uymadigi belirlendiginden, bu parametreler
icin gruplar arasi1 degisimin istatistiksel anlamliligi Friedman testi kullanilarak
incelendi. Normal dagilim gosteren PDGF-AB verileri i¢in, gruplar, tek yonli
ANOVA testi kullanilarak karsilastirildi. Istatistiksel anlamlilik i¢in toplam tip-1
hata diizeyi %5 olarak kullanild1.
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1- PDGF-AB verileri ise normal dagilim 6zelligi gostermektedirler. Bu veriler i¢in

tekrarli 6lctimlii veri analizi yontemi uygulanmistir. Elde edilen kiiresellik varsayimi

sonuglarina gore, gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur

(p=0,33). Calismada kullanilan diklofenak, meloksikam ve asetilsalisilik asit,

TZP’den salgilanan PDGF-AB miktarin1 degistirmemektedir (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

2- VEGF parametreleri, normal dagilima uygun degildir. Bu nedenle VEGF verileri

icin Friedman test uygulanmis ve gruplar aras1 farklilik yoktur (p=0,31). Bu verilerin

1s18inda, calismamizda kullanilan Diklofenak, Meloksikam ve Asetilsalisilik asit,

trombositlerin sekresyonunu azaltmadigi1 sonucu ¢ikarilmaktadir.

Standard
Ortalama Deviasyon | Ortanca Persentil 25 | Persentil 75
K 15,966 7,166 16,294 10,537 21,179
D1 16,384 7,866 13,325 11,235 22,111
D2 18,091 5,792 18,505 14,050 22,396
M1 16,222 4,907 16,459 13,058 18,912
M2 13,962 5,666 14,568 10,417 17,052
ASA 15,089 6,683 15,534 10,089 19,595

Tablo 4.1 PDGF-AB miktarlarinin (ng/ml) gruplara gore tanimlayici istatistikleri (K:
Kontrol, D1: Diklofenak minimum doz, D2: Diklofenak maksimum doz, MI:

Meloksikam minimum doz, M2: Meloksikam maksimum doz, ASA: Asetilsalisilik

asit)
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n=20

Sekil 4.1 PDGF-AB miktar tayininin gruplara goére dagilimi (1: Kontrol, 2:
Diklofenak minimum, 3: Diklofenak maksimum, 4: Meloksikam minimum, 5:

Meloksikam maksimum, 6: Asetilsalisilik asit)
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Standard

Ortalama Deviasyon | Ortanca Persentil 25 | Persentil 75
K 166,4345 151,8649 127,7490 68,1060 226,1075
D1 160,3964 137,2524 131,3640 66,2810 206,8550
D2 178,3759 157,2282 137,8345 103,3015 185,8735
M1 168,8504 149,7729 125,9080 70,3485 210,8955
M2 162,1707 125,9793 136,5050 78,6830 188,3260
ASA 164,7733 145,0545 126,1455 56,0555 199,4380

Tablo 4.2 VEGF miktarlarmin (pg/ml) gruplara gore tanimlayict istatistikleri (K:

Kontrol, D1: Diklofenak minimum doz, D2: Diklofenak maksimum doz, MI:

Meloksikam minimum doz, M2: Meloksikam maksimum doz, ASA: Asetilsalisilik

asit)
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Sekil 4.2 VEGF miktar tayininin gruplara goére dagilimi (1: Kontrol, 2: Diklofenak

minimum, 3: Diklofenak maksimum, 4: Meloksikam minimum, 5: Meloksikam

maksimum, 6: Asetilsalisilik asit)
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4.2. Trombosit-Biiyiime Faktorii Korelasyonu

Kontrol grubunda elde edilen VEGF ve PDGF-AB biiylime faktorleri ile TZP’lerin
trombosit ve 16kosit sayilar1 arasindaki korelasyon analiz sonuglarma gore normal
dagilim gosteren TZP trombosit sayilar1 ile PDGF-AB biiylime faktor miktarlar
arasinda orta giicte istatistiksel anlamliliga yakin ayni1 yonlii bir korelasyon
saptanmistir (r=0,38, p=0,1) (Sekil 4.3).

TZP 16kosit sayilar1 ile PDGF-AB ve VEGF miktar verileri arasinda istatistiksel
anlaml bir korelasyon saptanmadi (sirasiyla r= 0,30 p=0,19 ve r=0,30 p=0,19). Ayn
sekilde TZP trombosit sayilar1 ile VEGF miktar verileri arasinda da istatistiksel
anlaml bir korelasyon saptanmadi. (r=0,21 p=0,37)

RZ Linear = 0,143
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Sekil 4.3 TZP trombosit sayis1 ile PDGF-AB arasindaki korelasyon grafigi
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Kontrol grubundaki PDGF-AB ve VEGF biiyiime faktorlerinin TZP’den salinan
miktarlarinin birbiri ile korele olup olmadigmi anlamak i¢in yapilan korelasyon
analizinde en az bir grup normal dagilim gostermedigi i¢in, gruplara Spearman
korelasyon analizi yapilmis ve sonug olarak ila¢ eklenmemis TZP’den elde edilen
PDGF-AB ve VEGF miktarlarinin birbiri ile pozitif yonde giiglii ve istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde korele oldugu bulunmustur (r= 0,61, p=0,004).
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Sekil 4.4 PDGF-AB ile VEGF miktar korelasyon grafigi
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TARTISMA

Calismamizin amaci, COX-1 sentezini geri doniisiimlii inhibe eden diklofenak,
COX-1 sentezi lzerine etki etmeyen meloksikam ve COX-1 sentezini geri
doniisiimsiiz inhibe eden Asetilsalisilik asit etken maddelerinin, trombosit salgi
fonksiyonuna etki edip etmedigini, iki biiylime faktorii PDGF-AB ve VEGF nin ilag
eklenmis ve eklenmemis grupta miktar tayini ile ortaya koymaya caligmakti.
Ozellikle antiaggregan oldugu bilinen asetilsalisilik asit etken maddesi eklenen grup
ile herhangi bir ila¢ eklenmemis grup arasinda Ca++ eklenmesini izleyen donemde,
biiylime faktorleri agisindan anlamli istatistiksel fark olacagini bekliyorduk. Ama her
iki bliylime faktorii agisindan da, gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli herhangi
bir fark saptanmadi. Bu sonucu da, diklofenak, meloksikam ve asetilsalisilik asit
trombositlerden PDGF-AB ve VEGF salinimmi etkilemiyor seklinde yorumladik.
Verilerimizin ortalama ve ortanca degerlerinin birbirine ¢ok yakin degerler olmasi da
bu yorumumuzu giiclii bir sekilde desteklemektedir.

Calismamizda, 16kositlerin de biiyiime faktorii icerdigi literatlir bilgisinden dolay1
(56, 106), 16kosit oran1 en az olarak TZP hazirlayabilecegimiz mevcut yontemlerden
Anitua teknigini tercih ettik. Calismamizda kontrol grubundan elde ettigimiz biiyiime
faktorii miktarlari, Anitua teknigi ile hazirlanmis diger Orneklerde elde edilen
biliylime faktorii miktarlar1 ile yakin degerler icermektedirler. Bizim ¢aligmamizda
,ilac eklenmemis ve %10’luk kalsiyum kloriir ile aktive edilmis grupta ortalama
PDGF-AB miktar1 15,96 £ 7,16 nanogram/mililitre (ng/ml) iken, literatiirde (51)
Anitua teknigi ile hazirlanan TZP’den elde edilen PDGF-AB miktar1 17,6 = 3,8
ng/ml.dir. Yine ayni sekilde bizim calismamizda ilag eklenmemis ve %10’luk
kalsiyum kloriir ile aktive edilmis grupta ortalama VEGF miktar1 166,4 + 151,8
pg/ml iken, ,literatiirde (51) Anitua teknigi ile hazirlanan TZP’den elde edilen VEGF
miktar1 142 + 17 pg/ml idi (51). Yine Anitua teknigi ile yapilan bagka caligmalarda
biiylime faktor miktar tayinleri, kisiye ve elde edilen TZP nin trombosit sayisina gére
farklilik gosterse de, bizim sonuglarimiz bu veriler ile paraleldir (50-52).

Calismamiz, non-steroid antiinflamatuar ilaglarin biiyime faktor miktarlar1 iizerine
etkisinin degerlendirilmesi agisindan bilgimiz dahilindeki ilk ¢aligmadir. Daha dnce

non-steroid antiinflamatuar 1ilaglarm antiagregan etkileri ile ilgili g¢aligmalar
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yapilmistir ama TZP icinde iyilestirici etkiyi ortaya koyan biiyiime faktorleri ve non-
steroid antiinflamatuar ilaclar arasindaki iligkiyi ortaya koyan mevcut bir ¢calisma
yoktur. Yokoyama ve ark.larmin yaptig1 bir calismada (97), TZP’ye belirli araliklarla
NSAIl’ler ve ASA eklenmis ve birbirleri ile etkilesimleri degerlendirilmistir.
Agregometre ile ilag Oncesi ve sonrasi agregasyon ylizdelerindeki degisimlerin
incelendigi bu calismada diklofenak ve meloksikamin antiagregan etkisi %30’un
altinda bulunmustur. Bu ¢alisma gdzoniinde bulunduruldugunda, bizim ¢alismamizda
kullanilan diklofenak ve meloksikam zayif antiagregan ilaclar olarak kabul edilebilir
ve bu da diklofenak ve meloksikam eklenen gruplarda biiyiime faktdr verilerinin ilag
eklenmeyen grupla benzer olmasii agiklayabilir. Ote yandan ise yine ayni
calismada, ASA tek basina %60-80 arasi1 degisen oranlarda agregasyonu inhibe
edebilmektedir. Bizim ¢aligmamizda ise ASA eklenen grupla ila¢ eklenmeyen grup
arasinda VEGF ve PDGF-AB miktarlar1 arasinda fark yoktur. Blaicher ve ark.lar1
tarafindan yapilan bir baska c¢alismada (107) ise, goniilliilere tek doz NSAII
verildikten sonra 3.cii ve 12. Saatte PFA-100® cihazi ile Ol¢limler yapilmistir.
Diklofenak i¢cin de tipki ASA gibi liglincii saatin sonunda PFA-100® cihazi ile
Olciilen in vitro kanama zamaninda istatistiksel anlamli degisiklikler bulmuslardir.
VEGF, bilinen en potent anjiogenetik faktordiir ve hatta timor progresyonu ve
metastaz ile c¢ok siki bir iliski icerisindedir ve neovaskiilarizasyon esnasinda
progresyonu artar  (115). Bircok tiimér dokusu tarafindan VEGF
salgilanabilmektedir. Anti VEGF tedavilerinin tiimér doku biiytikliigiinii azalttigi
ortaya konmus ve bu sonu¢ da tiimor kanlanmasi ile iligskilendirilmistir (116) .
Avaskiiler bir doku olan korneada, baz1 patolojik durumlara bagli olarak anjiogenez
goriilebilir ve bu da beraberinde bircok problem ortaya c¢ikarir. Korneal
neovaskiilarizasyon genellikle kimyasal yaniklar, iskemi, enfeksiyon, travma gibi
durumlarda ortaya ¢ikabilir. Ozellikle hipoksi, anjiogenezi arttrmaktadir. Yapilan
calismalar ile anti VEGF terapilerin (bevacizumab, ranibizumab, pegaptanib) korneal
neovaskiilarizasyonu azalttigi ve neovaskiiler yasa bagli makiiler dejenerasyon,
neovaskiiler glokom ve diabetik retinopati gibi rahatsizliklarda tedavi ajani olarak
olumlu sonuglar verdigi belirtilmistir (117-20).

VEGTF, vaskiiler endotelyal hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve tiip olusumunu

uyarir. Vaskiiler sizintiyr arttirir ve monosit kemotaksisini ve B hiicre
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proliferasyonunu indiikler. VEGF, tirozin kinaz reseptdr ailesinden 2 reseptore
baglanarak etki gosterir : VEGFR-1 ve VEGFR-2. VEGFR-2, VEGFnin baglandig1
ana reseptordiir ve VEGF’nin vaskiiler endotelyal hiicreler iizerindeki proliferatif
etkisini indiikler. VEGFR-2’ye baglanan VEGF, intraselliiler kinazlar aracilig ile
reseptorlerini otofosforiller ve bu da mitojenik ve proliferatif sinyalin olusmasini
saglar (48). VEGF, hipoksiden etkilenir ve miktar1 artmaya baslar. Vaskiiler damar
yatagindaki endotel hiicrelerini aktive eder. VEGF, endotel hiicre proliferasyonunu
ozellikle VEGFR2 reseptoriinii indiikleyerek ortaya ¢ikarr.

Endotelyal hiicrelerden salinan PDGF de giiclii bir mitojen ve kemoatraktan olarak
yeni damarlarn bazal membranlarmin olusmasina destek saglamaktadir ve
anjiogenezdeki rolii ¢ok Onemlidir. Awazu ve ark.lar1 tarafindan yapilan bir
calismada (121), tiimor anjiogenezinin sadece anti VEGF terapi yerine hem PDGF
hem de VEGF reseptorlerini inhibe eden bir molekiil ile daha etkili olarak inhibe
edilebildigi ortaya konmaktadir.

PDGF, fibroblastlar, vaskiiler diiz kas hiicreleri, glomeriiler mezengial hiicreler gibi
mezenkimal hiicreler i¢in potent bir mitojen ve kemotaktik ajandir. PDGF tarafindan
diizenlenen iyilesme yolagindaki asir1 yanit, kronik enflamasyona bagli ortaya ¢ikan
fibrozis seklinde karsimiza c¢ikabilir. PDGF reseptorii tirozin kinaz inhibitorleri
(imatinib vs...) giiniimiizde fibrotik hastaliklarin, KML ve cesitli kanser tiirlerinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Normal sart ve kosullar altinda, diiz kas hiicreleri ve
fibroblastlar diisiik sayida PDGF reseptorleri igermektedir. Herhangi bir enflamasyon
durumunda, yapilan immiinohistokimyasal c¢aligmalara gore, yaralanmis dokuda
PDGF reseptorlerin  sayist1 artmaktadwr. Bazi durumlarda, disardan PDGF
uygulanmasi, nétrofil ve makrofaj kemotaksisini ve fibroblast proliferasyonunu da
uyardig1 i¢in; PDGF ile tedavi edilen yara dokusunda daha fazla fibroblast ve
glikozaminoglikandan zengin graniilasyon dokusu ve artmis neovaskiilarizasyon ve
reepitelizasyon mevcuttur. Lokal PDGF enjeksiyonlarmin dekiibitus iilserleri ve
diyabette ortaya cikan yara iyilesmesi gecikmelerinde de etkili oldugu yapilan
calismalar ile ortaya konmustur (46, 47). Biz de calismamizda biiylime faktorleri
olarak PDGF-AB ve VEGF’yi mitojen ve anjiogenetik etkilerinden dolay1 yarali
dokuya saglayacag katkilar i¢in tercih ettik.
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TZP tedavileri son yillarda gittikce Onem kazanmaktadir. Kas-iskelet sistemi
yaralanmalarinda bir¢ok farkli alanda kullanilabilmektedir (1,2). Bir ¢alismada rat
tibialis anterior kasinda tekrarlayan izometrik kontraksiyonlarla strain olusturulup ve
birka¢ defa 100 pl PRP enjeksiyonu yapilmistir. Olusturulan genis ve kiigiik strainler
iizerindeki etkileri, PRP yapilmayan grupla karsilastirildigi zaman, daha genis olan
strain yapisinda 3.cli gilinde, daha kiiciik strain alaninda 7.ci ve 14.cii giinlerde
fonksiyonel iyilesme gozlenmistir (122). Yine yapilan bir baska kas calismasinda
otolog biiylime faktorleri igeren otolog serumun (ACS) iyilestirici etkisi arastirilmis
ve kas yaralanmasi olan 18 sporcu 5 ml. ACS ILE, 11 sporcu da actovegin ve
traumeel ile tedavi edilmistir. ACS grubunda sahaya doniis zamani istatistiksel olarak
anlaml1 olarak azalma saptanmistir (123). Yapilan bir olgu sunumunda klinik olarak
ve manyetik rezonans goriintiileme yontemi ile ortaya konmus semimembrandz kasta
mevcut 2.ci dereceden bir yirtigin tek doz TZP enjeksiyonu ile iyilestigi ortaya
konmustur (124). Kronik agrili tendon rahatsizliklar1 da TZP’nin uygulama
alanlarindandir. Asil tendonlarina transeksiyon yapilan ratlarda, uygulanan TZP
sonras1 kontrol grubu ile karsilastirildigr zaman tendon kallus dokusu gii¢ ve sertlik
artis1 birinci hafta sonunda %30 daha fazla olmustur (125). Yine sonuclart MRG ve
histolojik olarak ortaya konmus bir baska calismada, koyun infraspinatus kasi tamir
modelinde yapilan TZP, iyilesme bolgesinde yeni kemik ve fibrokartilaj doku
iretimini saglamis ve tendon kemik iyilesmesindeki osteoindiiktif etki ortaya
konmustur (126). Bu olumlu sonuglara ragmen TZP’nin klinik etkilerini tam olarak
ortaya koyabilmek i¢cin, Maffuli ve Del Buono’nun da belirttigi gibi giiclii 1. seviye
klinik ¢alismalar gerekmektedir (127).

Calismamizda bazi kisithliklar mevcuttu. Her grup i¢in ilaglarin verilmesinden
sonral, ilaglarin trombosit aggregasyonunu ne derece etkiledigini ortaya koyabilecek
bir test yontemi kullanma sansimiz olmadi. Dolayisiyla aktivasyon bozulmadigi
halde aggregasyonun bozuldugunu gosterme sansimiz olmadi. Ayrica Anitua
yontemi kullanip, hazirladigimiz TZP’lerde, l6kosit saymmiz 1620 + 771,577
(ortalama =+ standart sapma) / pul seklindeydi. Anitua’nin kendi ¢aligmalarinda
belirttigi ortalama TZP l16kosit sayis1 olan mikrolitrede 200’iin alt1 degerine
ulagilamadi (50-52). Elde edilen TZP’lerin trombosit sayilari, kisilerin bazal

trombosit sayilari ile orantili olarak degiskendi. Dolayistyla her 6rnekten elde edilen
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biliylime faktorii degerleri de trombosit sayilarma gore degiskenlik gosterdi. TZP’ nin
icerdigi trombosit sayilar1 fazla olan bazi gruplarda istatistiksel olarak aykir1 degerler
elde edildi. Baslangicta, trombosit sayilarini ortak bir paydada esitlemek, her grup
icin daha yakin degerlerde biiylime faktor miktarlar1 ortaya cikarabilirdi. Ve elde
edilen siipernatantlar1 hiicre kiiltiirii ortamima inkiibe etmek, bu iki biiylime

faktoriiniin etkisini ortaya koymak agisindan etkili olabilirdi.

Daha o6nce yapilan calismalarda, ozellikle aspirin olmak {iizere, diklofenak ve
meloksikamin da invitro ortamda 4-8 dakika TZP ile temas1 sonucunda kollajen ile
indiiklenmeye c¢alisilan trombosit aggregasyonunu degisik derecelerde inhibe ettigi
bilinmekteydi (103, 107). Daha 6nceden yapilan ¢alismalar gostermistir ki kalsiyum,
protrombini trombine ¢evirmekte ve giiclii bir agonist ve aggregan olan trombin de
protease activated receptor-1 (PAR-1) aracilig1 ile fosfolipaz C yolagmi aktive
ederek, ani bir intrasitozolik kalsiyum desarji ile birlikte trombosit aktivasyon ve
sekresyonunu gergeklestirmektedir (108, 109). Biz de c¢alismamizda Anitua
teknigindeki gibi, piht1 olusturmak i¢in ortama %10’luk kalsiyum kloriir ekledik.
Eklenen ilaglarin PDGF-AB ve VEGF sekresyon miktarini etkilememesini, gii¢lii bir
trombosit aktivatorii ve agonisti olan trombinin fosfolipaz C yolu aracilig: ile yaptigi
giiclii aggregan etkiye bagladik. NSAIl’ler fosfolipaz A, yolag iizerinden ilerleyen
yolak iizerinde inhibisyon yaparlarken trombin, fosfolipaz C yolagi iizerinden

kuvvetli bir agregasyon tetiklemektedir (86-8,91, 92, 107-9).
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SONUC VE ONERILER

Yapilan bu in vitro deneysel caligmanin sonucglarma gore alinan kan Orneklerine
diklofenak, meloksikam ve asetilsalisilik asit eklenmesi, trombositlerden PDGF-AB
ve VEGF salmimmi etkilememistir. Trombositlerin i¢inde graniillerde bulunan ve
aktivasyon ile sekrete edilen bir¢ok protein bulunmaktadir (Bkz. Tablo 2.1). Bunun
icin yukarda kullanilan ilaglarin trombosit sekresyonunu kesinlikle etkilemedigini
soylemek bu calismanin nihai karar1 olmayabilir. Ama bu ¢alismanin sonucuna gore,
PDGF-AB ve VEGF miktarlari, yukardaki ilaglarn TZP’ler ile temasi sonucu
etkilenmemistir. Bu sonu¢ da Anitua tekniginde ortama kalsiyum eklenmesinin,
trombini aktif hale getirmesi ve giiclii aktivatdr ve aggregan etkisinin bu ilaclar
tarafindan inhibe edilemedigi seklinde yorumlanabilir.

Claismamizin sonuglarina gore bir tedavi yontemi olan TZP uygulamas1 yapilacak
hastaya steroid olmayan analjezik-antiinflamatuar olarak diklofenak veya
meloksikam 6nerilebilir. Bu ilaglar, TZP nin i¢cindeki trombositlerin biiylime faktorii
sekresyonunu etkilemeyecektir. Yapilan bu calisma in vitro bir caligmadir. Bu
calismayi, yukardaki ilaglar1 kullanan insanlardan TZP hazirlayarak yapmak ve
trombositlerin aktive ve aggrege olup olmadigimi ortaya koymak i¢in farkli bir

yontem eklemek yapilan bu ¢alismanin gegerlik ve giivenirligini destekleyecektir.
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