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ÖZET
Karaçaylı C.,Trombositten Zengin Plazma ve Trombositten Zengin Fibrin Yapılarının Tavşan Kulak Kıkırdağı Rejenerasyonu Üzerindeki Etkilerinin Karşılaştırılması, Kırıkkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Kulak Burun Boğaz Anabilim Dalı, Uzmanlık Tezi, Kırıkkale, 2014.
Bu çalışmanın amacı trombositten zengin plazma ile trombositten zengin fibrinin kıkırdak dokusu iyileşmesi üzerindeki etkilerinin karşılaştırılması ve her iki materyalin kıkırdak doku iyileşmesini anlamlı derecede artırıp artırmadığını incelemektir.
Trombositten zengin plazma (TZP) ve trombositten zengin fibrin (TZF) yüksek miktarda büyüme faktörleri içermektedir. Bunlar son yıllarda kemik ve yumuşak doku defektlerinin iyileşmesinde kullanılmaktadır. Çalışmaya 21 tavşan alınmıştır. Bu tavşanlar her grupta 6 tavşan olacak şekilde 3 gruba ayrılmıştır. Çalışmaya tavşanların her iki kulağı da dahil edilmiştir. Her grup kendi içinde A ve B alt gruplarına ayrılmıştır.
Tüm A alt gruplarında tavşanların kulaklarından 10x10 mm2 kıkırdak eksize edilmiştir. Dışarıya çıkarılan kıkırdağın çevresinden 1mm’lik kıkırdak eksize edilmiştir. Birinci grupta kalan 8x8 mm2 kıkırdak TZP ile muamele edildikten sonra çıkarıldığı alana yerleştirilmiştir. İkinci grupta kıkırdak TZF ile muamele edildikten sonra çıkarıldığı alana yerleştirilmiştir. Üçüncü grupta ise kıkırdak herhangi bir muameleye tabi tutulmaksızın çıkarıldığı alana yerleştirilmiştir.
Tüm B alt gruplarında tavşanların kulaklarından 10x10 mm2 kıkırdak eksize edilmiştir. Eksize edilen kıkırdak yerine yerleştirilmemiştir. Birinci grupta kıkırdağın çıkarıldığı alanda birbiri ile karşılıklı gelen mukoperikondrium üzerine TZP uygulanmıştır. İkinci grupta kıkırdağın çıkarıldığı alana TZF yerleştirilmiştir. Üçüncü grupta ise kıkırdağın çıkarıldığı alana bir müdahalede bulunulmamıştır. 
Dördüncü grup sham grubu olarak planlanmıştır. Sham grubu 3 tavşan içermektedir. Bu gruptaki tavşanlara sadece insizyon ve mukoperikondrium elevasyonu yapılmıştır. Kıkırdağa bir girişimde bulunulmamıştır.
Histolojik incelemelerde gruplar arasında anlamlı farklılık bulunmamıştır. Diğer bir deyişle TZP ve TZF’nin kıkırdak iyileşmesi üzerine olumlu veya olumsuz bir etkisi gözlenmemiştir.
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ABSTRACT
Karaçaylı C., The effects of platelet-rich plasma and platelet-rich fibrin on rabbit auricular cartilage regeneration, Kırıkkale University School of Medicine Department of Otorhinolaryngology, Thesis, Kırıkkale, 2014.
Platelet-rich plasma and Platelet-rich fibrin contain high volumes of growth factors. They have been used in bone and soft tissue healing in recent years. The aim of this study is to evaluate the effects of PRP and PRF on cartilage tissue healing, and to assess if these two materials would increase the cartilage tissue healing capacity significantly. 30 rabbits were included in this study. The rabbits were divided into 3 groups and each group included 6 rabbits. The sham group contained 3 rabbits. The study groups were divided into A and B subgroups and each subgroup contained 3 rabbits.
In all A subgroups, 10x10 mm2 cartilage was removed from the ear cartilage of the rabbits. 1 mm cartilage was cut off around the removed cartilage. In the first study group, remaining 8x8 mm2 cartilage was placed back after PRP application. In the second study group, remaining cartilage was placed back after PRF application. In the third study group, remaining cartilage was placed back without any application.
In all B subgroups, 10x10 mm2was removed from the ear cartilage of the rabbits. The removed cartilage was not placed back. In the first study group, PRP was applied to mucopericondrium layers. In the second study group, PRF was placed to the area of removed cartilage. In the third study group, nothing was applied to the area of removed cartilage. 
In sham group, only insicion and elevation were made. No insicion was made in the ear cartilage. The whole ear cartilage was mapped and sampled. Each specimen was examined for mucosal inflammation, ulceration, cartilage damage and regeneration.
There was no significantly difference between any of these groups. In other words PRP and PRF do not haveany effect on cartilage healing.
1. GİRİŞ ve AMAÇ
Kıkırdak iyileşmesi otolaringolojide nazal septum cerrahisi, konjenital veya travmatik larinks ve trakea defektleri ile aurikula atrezisi onarımı gibi birçok başarılı operatif girişimin temelinde yatar. Tüm bu başarılı girişimlerde en önemli faktör kıkırdak dokunun iyileşme sürecidir. Cerrahi işlem ya da greftleme söz konusu olduğunda, kıkırdak parçalarının yeniden birleşmesi postoperatif görünümde ve uzun süreli sonuçlar için çok kritiktir. Bu prosedür otolaringolojideki en popüler girişimlerden biri olan septoplasti için de önemlidir. 
Kıkırdak greft iyileşmesi ile ilgili yayınların çoğu laringotrakeal rekonstrüksiyon ve glottik stenoz üzerinedir.Hyalin ve elastik kıkırdak bir kez travmatize edildiğindeosteoartrit, hava yolu obstrüksiyonu ya da kulak ve burun deformasyonu ile sonuçlanan düşük tamir kapasitesi gösterir. Sadece küçük defektler, fetal ya da çok genç kıkırdak iyileşme gösterir. Namba ve ark. fetal koyun modelinde tam kat olmayan eklem kıkırdak hasarlarında spontan iyileşme olduğunu göstermiştir. Bu iyileşme süreci matür hayvanlarda görülmemektedir. Kıkırdak lezyonlarının dayanıklı bir şekilde iyileşmesi için önemli bir koşul yara kenarlarının birbiriyle ya da çevre kıkırdak doku ile ilişkisidir. Bozuk integrasyon nedeniyle kıkırdak iyileşmesinin başarısızlığı konusunda araştırmalar vardır.
Büyüme faktörleri yara iyileşmesinde ve birçok dokunun onarımında önemli rol oynamaktadır. Transforming growth factor β (TGF-β), fibroblast growth factor 2 (FGF-2) ve insülin like growth factor (IGF) kas iskelet sistemi rejenerasyon ve remodellinginde rol oynar.
İn vitro kondrosit proliferasyonu ve matriks üretimi üzerine büyüme hormonlarının etkilerini anlatan birçok yayın olmakla birlikte, kıkırdak iyileşmesi üzerine büyüme hormonlarının etkisi çok az bilinmektedir.


2.GEREÇ ve YÖNTEM
Bu çalışma, Kırıkkale Üniversitesi Rektörlüğü Deney Hayvanları Etik Kurul Başkanlığı’nın 24.02.2011 tarih ve 11/193 sayılı izni ile, Kırıkkale Üniversitesi Veteriner Fakültesi’nde gerçekleştirildi. Çalışmada 21 adet 9-12 aylık (3500-4500 g) erişkin beyaz Yeni Zelanda tipi erkek tavşan kullanıldı. Tavşanlar uygun kafeslerde, 22±20C sıcaklıkta ve 12 saat karanlık, 12 saat aydınlık ortamın sağlandığı koşullarda barındırıldı. Deneklerin beslenme ihtiyaçları standart laboratuar yemi ve su verilerek düzenli olarak karşılandı.
Tavşanlar öncelikle her bir grupta 6 tavşan olacak şekilde 3 çalışma grubu ve 3 tavşan içeren bir sham grubuna ayrıldı (Tablo 3.1). Her çalışma grubu her bir alt grupta üçer tavşan olacak şekilde A ve B alt gruplarına ayrıldı. Tavşanların sağ ve sol kulakları birer spesimen olarak çalışmaya dahil edilerek 6 sayısına ulaşıldı. 
[image: C:\Users\Toshiba\Desktop\20120115_103436.jpg]
Resim 3.1:Resimde tavşanların santral aurikular arterinden kan 8 ml kan alındığı görülmektedir.

TZP, Cellular Mask Advanced (RegenACR®, İsviçre) sistemine göre hazırlandı. Tavşanların santral aurikular arterindensitratlı bir tüpe 8 ml kan alındı. Kanama mandal ve bası ile durduruldu. Alınan kan standart santrifüjde 3100 devirde [rpm:rotation per minute]’de 9 dakikasüreyle santrifüj edildi. Tüpün üst kısmında biriken sarımsı renkli trombositten zengin plazma enjektöre alındı. 
TZF hazırlanması için tavşanların santral aurikular arterinden içerisinde antikoagülan madde içermeyen 10 ml’ lik tüpe 8 ml kan alındıktan sonra 3000 rpm de 10 dakika süreyle santrifüje edildi. Santrifüj işleminin ardından tüpün orta kısmında biriken TZF elevatör yardımı ile alındı.Tavşanlara kendi kanından elde edilen materyal otolog olarak uygulandı.
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Resim 3.2: Elde edilen TZF görülmektedir.
Genel anestezi altında yapılacak ameliyat için bacak kası içine yapılan 35 mg/kg Ketamin HCL(Ketalar, Eczacıbaşı, Türkiye) ve 8 mg/kg Ksilazin HCl (Rompun, Bayer, Almanya) enjeksiyonu uygulandı. Aurikula jilet ile traş edildikten sonra Povidone-iodine (Betadine®, Kansuk Lab. İstanbul) ile dezenfeksiyon sağlandı. 
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Resim 3.3: Traş edilmiş kulak izlenmektedir.
İnfiltrasyon anestezisi1 ml 1/100000’lik adrenalin içeren artikain HCL (Ultracain DS-forte®,Sanofi, Türkiye) ile yapıldıktan sonra, aurikula dorsal yüzüne insizyon yapıldı. Posterior cilt flebi 20x20 mm kıkırdak ekspoze edilene kadar mukoperikondriyum eleve edildi. 
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Resim 3.4:Resimde 20x20 mm kıkırdak ekspoze edilene kadar mukoperikondriyumun eleve edildiği görülmektedir.

Tüm A alt gruplarında tavşanların kulaklarından 10x10 mm2 kıkırdak eksize edildi. Dışarıya çıkarılan kıkırdağın çevresinden 1 mm’lik kıkırdak eksize edildi. 
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Resim 3.5A: Resimde 10x10 mm kıkırdak eksize edildiği izlenmektedir.
3.5B: Resimde dışarı alınan 10x10 mm kartilaj görülmektedir.

Birinci grupta elde edilen 8x8 mm kıkırdak çıkarıldığı alana yerleştirildi ve sütür ile sabitlendi. Üzerine 2 ml TZP enjekte edildi. 
İkinci grupta elde edilen 8x8 mm kıkırdak TZF ile muamele edildikten sonra çıkarıldığı alana yerleştirildi ve 5-0 “polyglycolic acid” içerikli eriyebilen (Vicryl – Johnson and Johnson®, USA)sütür ile sabitlendi. 

[image: C:\Users\Toshiba\Desktop\Resim3.jpg]
Resim 3.6A: Yerine yerleştirilen kıkırdak dokusunun sütürle sabitlendiği görülmektedir.3.6B: Bu resimde 2 ml TZP’nin kıkırdak dokusu üzerine enjekte edildiği gösterilmektedir.

Üçüncü grupta ise kıkırdak herhangi bir muameleye tabi tutulmaksızın çıkarıldığı alana yerleştirildi ve sütürile sabitlendi.
Tüm B alt gruplarında tavşanların kulaklarından 10x10 mm2 kıkırdak eksize edildi. 
· Birinci grupta(TZP grubu) kıkırdağın çıkarıldığı alanda birbiri ile karşılıklı gelen mukoperikondriyum üzerine 2 ml TZP uygulandı.
· İkinci grupta(TZF grubu) kıkırdağın çıkarıldığı alana TZF yerleştirildi.
· Üçüncü grupta(Kontrol grubu) ise kıkırdağın çıkarıldığı alana bir müdahalede bulunulmadı. 
· Dördüncü grup sham grubu olarak planlandı. Sham grubunda da 3 tavşan vardı. Bu gruptaki tavşanlara sadece insizyon ve mukoperikondriyum elevasyonu yapıldı. Kıkırdağa bir girişimde bulunulmadı. 


Tablo 3.1 Çalışma gruplarının şematik planlaması
	
	A
	B

	1.Grup(TZP grubu)
	
	

	2.Grup(TZF grubu)
	
	

	3.Grup(Kontrol grubu)
	
	


Cilt insizyonları 5-0 vicryl ile sütüre edildi. Operasyon sonrasında enfeksiyonu önlemek için deneklere intramüsküler (im.) prokain penisilin (Pronapen®, Bayer, Almanya)40,000 IU uygulandı. 
Tüm tavşanlar 3 aylık izlem periyodunun sonunda letal dozda pentobarbital verilerek sakrifiye edildi.
İşlem yapılan kulak kıkırdakları çıkarıldıktan sonra %10’luk formaldehit solüsyonu ile fikse edildi. Örnekleme ve rutin doku prosedürlerinden sonra dokular parafin bloklara gömüldü. Her bloktan 4µm kalınlığında kesitler alındı. KesitlerHematoksilen &Eozin (H&E)ile boyandı. Her spesimen mukoza inflamasyonu,mukoza ülserasyonu, kıkırdak hasarı ve kıkırdakrejenerasyonuaçısından değerlendirildi. Parametreler semikantitatif olarak değerlendirildi:
0=normal intakt kıkırdak, 
1=minimum kondrosit kaybı,
2=hasarlı bölgede belirgin kondrosit kaybı, hasarlı bölgenin belli olması,
3=hasarlı bölgede kondrosit kaybına ilaveten fibröz ve osteoid doku oluşumu, 
4=hasarlı bölgede kıkırdak uçları arasında fibröz kıkırdak ve osteoid doku benzeri yapıların görülmesi, 
5=kıkırdak uçları arasında kıkırdak dokusu hariç fibröz ve osteoid dokunun yer alması.
İstatistik:
Bu çalışmada elde edilen veriler SPSS 20.0 (IBM, Chicago, Illinois,ABD) paket programı ile değerlendirildi. Verilerin frekans ve yüzdesel dağılımları verildi. Normallik testi sonucunda, gruplar arasında farklılık incelenirken ikili gruplarda normal, dağılmayan değişkenlerde ise Mann Whitney U Testi kullanıldı. İkiden fazla gruplarda ise normal dağılmayan değişkenlerde düzeltmeli Kruskal Wallis H Testi kullanıldı. 
Gruplar arası farklılık incelenirken; anlamlılık seviyesi olarak 0,05 kullanılmış olup p<0,05 olması durumunda gruplar arası anlamlı farklılığın olduğu, p>0,05 olması durumunda ise gruplar arası anlamlı farklılığın olmadığı belirtildi.


4. BULGULAR
Her grupta altışar tavşan ve sham grubunda 3 tavşan olmak üzere toplam 21 adet denek, postoperatif 3 ay takip edilerek çalışma tamamlandı. Deneklerintamamı uygulanan anestezi protokolünü tolere ettiler. Postoperatif takiplerde deneklerin hiçbirinde yara yerinde müdahale gerektirecek bir hematom veya enfeksiyon bulgusuna rastlanılmadı. 
Makroskopik Bulgular
Örneklerin alınması için eski insizyon hattından girildiğinde,bütün gruplarda ciltaltında skar formasyonu gözlendi. Cilt, mukoperikondriyum kıkırdak üzerinde bırakılacak şekilde eleve edilerek yaklaşık 20x20 mm boyutunda kıkırdak eksize edilerek spesimen olarak dışarı alındı.
Histomorfolojik Bulgular
Tüm spesimenlermukoza inflamasyonu,mukoza ülserasyonu, kıkırdak hasarı ve rejenerasyonu açısından değerlendirildi. Spesimenler 5x, 10x, 20x ve 40x büyütmelerde incelendi. Her bir spesimen gereç ve yöntemde anlatıldığı üzere 0’dan 5’e kadar skorlandı ve sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildi. 
[bookmark: _Toc354057715]Tablo 4.1: Gruplar Arasında Skor Değerleri Dağılımı
	
	Grup
	Kruskal Wallis H Testi

	
	n
	Mean
	Median
	Min
	Max
	SS
	Sıra Ort.
	H
	p

	Skor
	Grup 1
	12
	3.8
	4.0
	2.0
	5.0
	1.2
	19.54
	0.425
	0.808

	
	Grup 2
	12
	3.4
	3.5
	2.0
	5.0
	1.4
	17.00
	
	

	
	Grup 3
	12
	3.7
	4.0
	2.0
	5.0
	1.4
	18.96
	
	

	
	Toplam
	36
	3.6
	4.0
	2.0
	5.0
	1.3
	 
	
	



Gruplar arasında skor değerleri açısından istatistiksel olarak anlamlı derecede farklılık görülmedi (p>0.05). İstatistiksel olarak anlamlı derecede farklılıkgörülmemekle birlikte 2. grupta (TZF grubu) skor değerlerinin daha düşük olduğu görüldü.

[bookmark: _Toc354057716]Tablo 4.2: 1. Grupta (TZP Grubu) A/B Grupları Arasında Skor Değerleri Dağılımı
	 
	Grup 1
	Mann Whitney U Testi

	
	Alt Grup
	

	
	N
	Mean
	Median
	Min
	Max
	SS
	Sıra Ort.
	U
	p

	Skor
	A
	6
	3.83
	4.00
	2.00
	5.00
	0.98
	6.08
	15.5
	0.670

	
	B
	6
	3.83
	4.50
	2.00
	5.00
	1.47
	6.92
	
	

	
	Toplam
	12
	3.83
	4.00
	2.00
	5.00
	1.19
	 
	
	



1.grupta (TZP grubu), A/B grupları arasında skor değerleri açısından istatistiksel olarak anlamlı derecede farklılık görülmedi(p>0.05). İstatistiksel olarak anlamlıderecede farklılık görülmemekle birlikte 1.grupta skor değerlerinin A grubunda daha düşük olduğu görüldü.


[bookmark: _Toc354057717]Tablo 4.3: 2. Grupta (TZF Grubu) A/B Grupları Arasında Skor Değerleri Dağılımı
	 
	Grup 2
	Mann Whitney U Testi

	
	Alt Grup
	

	
	N
	Mean
	Median
	Min
	Max
	SS
	Sıra Ort.
	U
	p

	Skor
	A
	6
	3.17
	3.00
	2.00
	5.00
	1.33
	5.75
	13.5
	0.445

	
	B
	6
	3.67
	4.00
	2.00
	5.00
	1.51
	7.25
	
	

	
	Toplam
	12
	3.42
	3.50
	2.00
	5.00
	1.38
	 
	
	



2.grupta (TZF grubu), A/B grupları arasında skor değerleri açısından istatistiksel olarak anlamlı derecede farklılık görülmedi(p>0.05). İstatistiksel olarak anlamlı derecede farklılık görülmemekle birlikte 2.grupta skor değerlerinin A grubunda daha düşük olduğu görüldü.


[bookmark: _Toc354057718]Tablo 4.4: 3. Grupta (Kontrol) A/B Grupları Arasında Skor Değerleri Dağılımı
	 
	Grup 3
	Mann Whitney U Testi

	
	Alt Grup
	

	
	N
	Mean
	Median
	Min
	Max
	SS
	Sıra Ort.
	U
	p

	Skor
	A
	6
	3.17
	3.00
	2.00
	5.00
	1.33
	5.08
	9.5
	0.149

	
	B
	6
	4.17
	5.00
	2.00
	5.00
	1.33
	7.92
	
	

	
	Toplam
	12
	3.67
	4.00
	2.00
	5.00
	1.37
	 
	
	



3.grupta (kontrol grubu), A/B grupları arasında skor değerleri açısından istatistiksel olarak anlamlı derecede farklılık görülmedi(p>0.05). İstatistiksel olarak anlamlı derecede farklılık görülmemekle birlikte 3.grupta skor değerlerinin A grubunda daha düşük olduğu görüldü.


[bookmark: _Toc354057719]Tablo 4.5: A/B Grupları Arasında Skor Değerleri Dağılımı
	
	Alt Grup
	Mann Whitney U Testi

	
	N
	Mean
	Median
	Min
	Max
	SS
	Sıra Ort.
	U
	p

	Skor
	A
	18
	3.39
	4.00
	2.00
	5.00
	1.20
	15.97
	116.5
	0.129

	
	B
	18
	3.89
	5.00
	2.00
	5.00
	1.37
	21.03
	
	

	
	Toplam
	36
	3.64
	4.00
	2.00
	5.00
	1.29
	 
	
	



A/B grupları arasında skor değerleri açısından istatistiksel olarak anlamlı derecede farklılık görülmedi(p>0.05). İstatistiksel olarak anlamlı derecede farklılık görülmemekle birlikte A grubunda skor değerlerinin daha düşük olduğu görüldü.

Grupların Histopatolojik Değerlendirmeleri
Tüm gruplar aşağıda tek tek irdelendi. Basım sırasındaki magnifikasyonun yanıltıcı olmaması için tüm patoloji resimlerinin sağ alt köşesine bar eklendi. Her preparattaki bar değeri resmin altında belirtildi.
1A (TZP A) grubu: Bu grupta iki kıkırdak parça arasında yeni kıkırdak dokusunun oluşmadığı, bunun yerine hasarlı bölgede asidofilik osteoid doku oluştuğu gözlendi. Osteoid doku içinde oluşan boşlukların çevresini osteoblastların döşediği izlendi (Resim 4.1, Resim 4.3, Resim 4.4). Bazı preparatlarda normal fibröz dokudan farklı, fibröz kıkırdak benzeri yapı gözlendi (Resim 4.2, Resim 4.3, Resim 4.4). Bazı kıkırdak kesi bölgelerinde ise inflamasyon görülmedi, gevşek bağ dokusuizlendi (Resim 4.5).
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Resim 4. 1: Kıkırdak parçaları arasına yerleşen osteoid benzeri doku izlenmektedir. Osteoid doku arasındaki boşlukları tek sıra osteoblastlar döşemektedir (siyah ok). Osteoid benzeri miksomatöz doku yoğunluğunun kıkırdak uçlarını ayıracak kadar fazla olduğu görülmektedir (kesikli ok).Hematoksilen&Eozin (HE) boyama, bar= 140µm
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Resim 4.2: Kıkırdak parçası çıkarılmış ve tekrar yerine konulmuş örneklerde kıkırdak kesi alanlarının tam olarak iyileşmediği görülmekte ve kıkırdak hasarları (oklar) izlenmektedir. Diğer taraftan kıkırdak üzerinde asidofilik osteoid doku izlenmektedir (kesikli oklar). HE boyama, bar= 200 µm
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Resim 4.3: 10 Kıkırdak hasar bölgesini dolduran hücreden zengin fibröz kıkırdak benzeri yapı izlenmektedir (ok).İyileşmenin tam olmadığı gözlenmektedir. HE boyama, bar= 140µm.
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Resim 4.4: İki kıkırdak dokusu arasında oluşan sınırlı doku, (ok) normal fibröz dokudan farklı olarak hem fibröz kıkırdak hem de osteoid dokuyu andırmaktadır. Etrafında bağ dokusumevcuttur. HE boyama, bar= 140µm
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Resim 4.5: Bu preparatta kıkırdak birleşim yerlerinde gevşek bağ dokusu izlenmektedir. İnflamasyon görülmemektedir. HE boyama, bar= 200µm.


2A (TZF A) grubu: Bu grupta hasarlı kıkırdak bölgelerinin çevresinde osteoid doku izlendi (Resim 4.6). Kıkırdak hasarı olan bölgelerde küçülüp fonksiyonlarını yitiren kondrositler gözlendi (Resim 4.7). 
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Resim 4.6: Kıkırdak kesi hattında sınırlı kıkırdak yapışması ve tutunma bölgeleri (oklar) görülmektedir. İki dokunun birbirine tutunduğu, füzyon olduğu izlenmektedir. Kıkırdak etrafında osteoid doku görülmektedir (kesikli oklar). HE boyama, bar= 140µm.
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Resim 4.7: Bu preparatta kesi alanlarında kondrosit kaybının belirgin olduğu görülmektedir (kesikli çizgi). HE boyama, bar= 80µm.

3A (Kontrol A) grubu: Bu grupta araya konulan kıkırdak parçada doku kaybı olduğu izlendi. Kondrositlerin küçülüp fonksiyonlarını yitirdiği belirlendi ancak araya konulan kıkırdak çevresinde matriks oluşumu ve sınırlı sayıda kondrositler izlendi (Resim 4.8, Resim 4.9).
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Resim 4.8: Greft kıkırdak ile ana blok kıkırdak arasında matriks oluşumu ve sınırlı sayıda kondrositler görülmektedir (oklar). HE boyama, bar= 140µm.
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Resim 4.9: Kıkırdak hasarının oluşturulduğu bölgedeki küçük kondrositlerden oluşan hücre grupları izlenmektedir. HE boyama, bar= 140µm.

1B (TZP B) grubu: Bu grupta bazı spesimenlerdekıkırdağın çıkarıldığı bölgelerde fibröz kıkırdak benzeri yapı oluştuğu gözlendi. Bazı spesimenlerde kondrosit kaybı izlendi (Resim 4.10, Resim 4.11). Bazı spesimenlerde ise kıkırdakların arasını fibröz dokunun doldurduğu tespit edildi (Resim 4.12).
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Resim 4.10: Bazı kesi bölgelerinde elastik kıkırdak hipertrofisi, merkezinde kondrosit ve matriks kaybı (*) görülmektedir.HE boyama, bar= 140µm.


[image: C:\Users\Toshiba\Desktop\Resim1.png]
Resim 4.11: Bu preparatta kıkırdak kesi bölgelerine komşu bölgelerde kondrosit kaybı yanında genişlemiş lakun (*) görülmektedir. Kesi hattı çevresindeki perikondriyumda kalınlaşma izlenmektedir. HE boyama, bar= 80µm.
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Resim 4.12: Bazı vakalarda kesi bölgelerinde fibröz doku gözlendi. HE boyama, bar= 80µm

2B (TZF B) grubu: Bu grupta kıkırdakta hasar olan bölgede kıkırdak hücrelerinin küçülüp fonksiyonlarını kaybettiği gözlendi (Resim 4.13).
[image: F:\ceren patoloji foto\fig22b3-2-1x5.jpg]
Resim 4.13: Kıkırdak hasarlı bölgelede fonksiyonunu yitirmektede olan kondrositler (ok) izlenmektedir.Bu kesitte kondrosit kaybının belirgin olduğu gözlenmektedir.HE boyama, bar= 140µm.

3B (Kontrol B) grubu: Bu grupta çıkarılan kıkırdak bölgesini asidofilik osteoid doku ve yer yer fibröz ve fibrokıkırdak benzeri dokuların doldurduğu gözlendi. Osteoid dokuda oluşan lakunlar içinde ostesitden daha çok kondrositlere benzeyen hücreler izlendi. En şiddetli reaksiyon bu grupta görüldü. Osteoid dokunun içinde oluşan boşlukların çevresini osteoblastların döşediği gözlendi (Resim 4.14, Resim 4.15), Bazı kesitlerde kesi hatlarında kondrosit kaybı olduğu tespit edildi.
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Resim 4.14A: Çıkan kıkırdak bölgesini asidofilik osteoid doku ve yer yer fibröz ve fibrokıkırdak benzeri (fk) dokular doldurmuştur. Osteoid dokunun içinde lakunlar içinde ostesitden daha çok kondrositlere benzeyen hücreler tespit edilmiştir. En şiddetli reaksiyon bu grupta izlenmiştir.HE boyama, bar= 200µm.
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Resim 4.14B: Daha büyük magnifikasyonda kondrosit benzeri hücreler (kond) fibroz kıkırdak benzeri (fk) doku osteoid dokunun içinde yer yer görülen boşlukları döşeyen osteoblastlar daha iyi izlenmiştir.HE boyama, bar= 140µm



5. TARTIŞMA
Kıkırdak dokusu; başta burun estetik ve fonksiyonel cerrahisi ile kıkırdak greftli timpanoplasti olmak üzere mentoplasti, enoftalmus düzeltilmesi, kranioplasti, göğüs kafesi defektlerinin onarımı ve herniasyonların onarımı gibi birçok operasyonda greft materyali olarak kullanılmaktadır (49). Kıkırdağın kalın ve sağlam yapısı, büyük kulak zarı perforasyonları, retraksiyon poşları, atelektazi ve revizyon timpanoplasti gibi ileri kulak patolojilerinde greft olarak kullanılmasını sağlar (50). Otolog kıkırdak greftlerinin vasküler olmaması yaşam şansını arttırır ve kemik greftlere göre rezorpsiyonu daha azdır (51).
Kıkırdak dokusunun, konjenital, travmatik veya cerrahi kaybında, önemli kozmetik ve fonksiyonel bozukluklar ortaya çıkar.Kıkırdak defektlerinin onarımında, değişik yöntemler uygulanmaktadır. Otojen, homolog, heterolog kıkırdak kullanımı, biyomateryallerinkullanımı, perikondrial flep ve greftlerinin kullanımı, sekonder vaskülarize perikondriyum fleplerinin kullanımı,bunlardan bazılarıdır.Otojen greftlerin yabancı cisim reaksiyonu oluşturmaması,alerjik olmaması, kanserojen olmaması gibi birçok avantajı bulunmaktadır (52).Ancak otolog kıkırdak greftlerinde donör dokunun hasarı ve kıkırdak greftin zamanla rezorpsiyonu bu greftin dezavantajıdır. En çok korkulan komplikasyon ise özellikle kosta greftlerinde görülen eğilmedir. Kulak kıkırdağının özellikle yaşlı hastalarda septum kıkırdağına göre daha kırılgan olması şekil verilmesini zorlaştırır(53).
Kıkırdak greft iyileşmesi ile ilgili çalışmaların büyük kısmı hayvan modellerinde laringotrakeal rekonstrüksiyon ve subglottik stenoz üzerine yoğunlaşmıştır. Nazal septal rekonstrüksiyon için kıkırdak iyileşmesi ile ilgili yeterince yayın bulunmamaktadır. Bu nedenle bizde çalışmamızda da kıkırdak iyileşmesinde otojen greft kullanımında alternatif yöntemler konusunda çalışmayı planladık.
Diğer birçok dokudan farklı olarak kıkırdak dokusunda anaerobik metabolizma gözlenir. Bu yüzden de transplantasyon sırasındaki hipoksik duruma diğer dokulardan daha iyi dayanır (54). 
Bizim çalışmamızda da yapılan histomorfolojik değerlendirmedeyerine yeniden yerleştirilen tüm kıkırdak greftlerinin canlı olduğu gözlendi. 
Verwoerd CDA (55)tarafından yapılan bir çalışmada, perikondriyumun travmaya cevap olarak yüksek miktarlarda, orijinal septal kıkırdaktan farklı morfolojiye ve büyüme potansiyeline sahip kıkırdak geliştirdiği gösterilmiştir. Haberal ve ark. (56)tarafından yapılan bir çalışmada ise perikondriyumun travmaya cevabının sadece yeni kıkırdak oluşumu değil aynı zamanda osifikasyon da olduğu bulunmuştur. Bizim çalışmamızda da histomorfolojik değerlendirmede travmaya cevap olarak fibröz kıkırdak gelişimininyanı sıraosifikasyon da gözlenmiştir. Haberal ve ark. cerrahi girişim sırasında perikondriyumun altından çalışmanın bu kemik oluşumunu engelleyebileceğini savunmuşlardır ancak bizim çalışmamız göstermiştir ki perikondrium altında çalışılarak kıkırdak dokuya müdahale edilse bile kıkırdak hasar bölgelerinde yüksek miktarlarda kemik doku oluşumu gözlenebilir. Yine de bu sonuca varmadan önce cerrahi sırasında minimal de olsa perikondriyum hasarının oluşabileceği göz ardı edilmemelidir. 
Kulak kıkırdağında osifikasyon ilk olarak 1866 yılında Polonyalı anatomist Bochdalek tarafından histopatolojik olarak gösterilmiştir. Daha sonra 1899 yılında Wassmund bir hastada kulak kıkırdağında kemikleşmeyi düz grafide göstermiştir(57). İngilizce literatürde sadece 6 adet kulak kıkırdağında osifikasyon olan vaka gösterilmiştir. Bu vakalarda ise osifikasyonun en sık sebebi soğuğa bağlı travmadır.
Yapılan çalışmalarda, trombositlerin α-granüllerinden bol miktarda, PDGF, TGF-β, IGF, EGF gibi büyüme faktörlerinin salgılandığı bildirilmektedir. Bu büyüme faktörleri kollajen sentezini arttırmaktadır. Kollajen sentezindeki artışın yumuşak dokuda direnci arttırdığı, kemik dokuda ise kallus oluşumunu başlattığı düşünülmektedir. (45, 58-60). Büyüme faktörlerinden özellikle TGF-β, basic fibroblast growth factor (bFGF) ve bone morphogenic protein (BMP)’in kıkırdak iyileşmesinde etkin rol oynadığı kanıtlanmıştır (61). 
Birinci kuşak trombosit konsantrasyonu olarak Marks tarafından 1998 yılında tanıtılan TZP, kemik greftlerinin iyileşmesini hızlandırmak için oral ve maksillofasiyal cerrahide kullanılmaktadır (62). Büyüme faktörlerinin klinik uygulaması düşünüldüğünde, TZP otolog büyüme faktörlerinin zengin bir kaynağı olarak düşünülebilir. TZP içeriğinde PDGF, TGF-β, bFGF ve epithelial cell growth factor (ECGF) bulundurur. Otolog olarak kullanıldığı için de bulaşıcı hastalık riski taşımamaktadır. Ayrıca, TZP tam kandan cerrahi sırasında iki basamaklı santrifüj ile kolayca elde edilebilir (61).
Sun ve ark. (61) 28adet tavşanda her femoropatellar olukta 48 osteokondral defekt oluşturarak yaptıkları bir çalışmada,bir grupta oluşturulan defekt polilaktik-glikolik asit ile muamele edilmiş, diğer grupta ise polilaktik–glikolik asitin içine TZP de eklenerek elde edilen karışımla defekt onarılmıştır. Çalışma 4-12 hafta sonunda sonlandırılmış, makroskopik inceleme, mikro bilgisayarlı tomografi ve histolojik değerlendirme sonucunda, TZP’nin polilaktik–glikolik asit ile birlikte kullanıldığında geniş defektlerin onarımında etkili olduğu gösterilmiştir. 
Ehrenfest ve ark. (63)trombosit konsantrasyonlarını lökosit ve fibrin içeriklerine göre dört kategoride sınıflandırmıştır: saf TZP (hücre ayırıcı TZP, Vivostat TZF yada Anitua’nın trombositten zengin büyüme faktörleri); lökosit ve trombositten zengin plazma (Curasan, Regen, Plateltex, SmartPRep, Platelet Concentrate Collection System, Magellan yada Gravitational Platelet Seperation System); saf TZF (Fibrinet); lökosit ve trombositten zengin fibrin (Choukron’un TZF). Bu protokollerin içerisinde Chokroun’un TZF’i en son geliştirilmiş olandır. Burada kan antikoagülan içermeyen bir tüpe alınır ve hemen santrifüj edilir. Doğal koagülasyon yolağı aktive olduğu için bu yöntemde antikoagülan, trombin ya da kalsiyum klorid kullanımına ihtiyaç yoktur. Bu sistem şimdiye kadar geliştirilmiş en kolay, en ucuz lökosit ve trombositten zengin fibrin elde etme yöntemidir.
Saf TZP, ilk olarak klasik trombosit transfüzyon süspansiyonlarının topikal kullanımı olarak maksillofasiyal cerrahide kullanılmıştır. Saf TZP elde etme yöntemlerinden biri plazmaferez olarak adlandırılır ve hasta işlem sırasında hücre ayırıcı makineye bağlı kalır. Bu yöntem ileri teknoloji kullansa da işlem sırasında bir hematoloğa ihtiyaç duyulur ve kullanışsızdır. Ayrıca elde edilen plazma içinde mutlaka eser miktarda eritrosit kalır(63).
Lökosit ve trombositten zengin plazma üretiminin asıl amacı, bir transfüzyon laboratuvarına ihtiyaç duymadan trombosit konsantrasyonlarını günlük kullanım için hazırlayabilmektir. Bir hücre ayracı olmadan lökositleri hazırlanan plazmadan elimine etmek çok zordur. Bu yüzden de hazırlanan trombosit konsantrasyonlarının içinde yüksek dozda lökosit de bulunmaktadır. Birbirine benzer iki protokol olan Curasan (Kleinostheim, Almanya) ve Friadent-Schütze (Viyana, Avusturya) iki basamaklı santrijüj sistemi kullanmaktadır. Elde edilen konsantre, sığır trombini yada kalsiyum klorid ile birlikte uygulanır. Plateltex (Bratislava, Slovakya) protokolü jelleşme için kalsiyum glukonat ve liyofilize saflaştırılmış batroxobin gibi özel ajanlar kullanır. Regen (Regen Laboratuvarı, Mollens, İsviçre) metodu santrifüj tüpleri içinde trombosit ve lökositleri ayırmak için bir jel bulundurur. Bu protokollerle elde edilen konsantrelerde lökositler ve trombositler parçalanmaz ve korunur(63, 64).
Saf TZF elde etmek için tek yöntem Fibrinet (Cascade Medical, New Jersey, USA) sistemidir. Bu yöntem antikoagülan ve hücre ayırıcı jel içerdiği için Choukroun sistemi kadar doğal değildir ve etkinliği üzerine yeterince çalışma yoktur (63). 
Lökosit ve trombositten zengin fibrin elde etmenin tek yöntemi olan Choukroun prosedürü son derece basit ve ucuz bir tekniktir. Antikoagülan içermediğinden trombosit aktivasyonu ve fibrin polimerizasyonu hızla tetiklenir. İki gazlı bez arasında sıkıştırılan fibrin jel, güçlü bir membran haline gelir. TZP’nin aksine Choukroun’nun TZF’i tıpkı bir pıhtı gibi geç çözünür. Trombositler aktive olduğu için de jel içinde yüksek miktarda büyüme faktörlerini barındırır (63).
Biz de kendi çalışmamızda uygulama kolaylığı sağladığı için TZP elde etmek amacıyla Regen Kit, TZF elde etmek amacıyla da Choukroun sistemini kullandık. 
Literatürde TZP ve TZF’nin kıkırdak üzerine etkilerini inceleyen çok az sayıda yayın bulunmaktadır. Petrera ve ark. (65) tarafından yapılan bir çalışmada sığırların metakarpofalalangeal eklemlerinden izole edilen kondrositler ile doku kültürü hazırlanmıştır. Doku kültürleri fetal sığır serumu ve TZP ile desteklenmiştir. Bu elde edilen iki doku kültürünün karşılaştırılmasında, TZP ile desteklenen kültürlerinde daha fazla miktarda kıkırdak dokusu elde edildiği gözlenmiştir.
Van Bergen ve ark. (66) tarafından yapılan bir çalışmada 16 adet yetişkin keçinin taluslarına osteokondral defektler yapılmıştır. Denekler randomize olarak ikiye bölünmüş, 4 deneğin osteokondral defektine salin ile karıştırılmış otolog demineralize kemik matriksi uygulanmış, 4 deneğe ise TZP ile karıştırılmış demineralize kemik matriksi uygulanmıştır. Geriye kalan 8 denek ise kontrol grubu olarak ayrılmıştır. Yapılan analizler sonucunda gruplar arasında anlamlı fark bulunamamıştır ve TZP’nin osteokondral defektlerin iyileşmesinde katkı sağlamadığı sonucuna varılmıştır.
Yin ve ark. (67) tarafından yapılan bir çalışmada domuzdan elde edilen kondrositler agaroz jel ve TZP ile zenginleştirilmiş agaroz jele ekilmiştir. 28 günlük kültür sonucunda agaroz jel ile kıyaslandığında TZP’nin kondrosit bölünmesi ve farklılaşmasında pozitif etkileri olduğu bulunmuştur.
Serra ve ark. (68)36 adet Yeni Zellanda tavşanı üzerinde yaptıkları çalışmada tavşanları üç gruba ayırmış ve ilk iki gruptaki 24 adet tavşanınmedial femoral kondillerini dril ile delerek tam kat kıkırdak hasarı oluşturmuşlardır. Geriye kalan 12 adet tavşanda lezyon oluşturulmamış ve bu grup kontrol grubu olarak alınmıştır. İlk gruptaki 12 adet tavşanda oluşturulan tam kat kıkırdak hasarı serum fizyolojik ile muamele edilmiştir. İkinci gruptaki 12 adet tavşanda oluşturulan kıkırdak hasarı ise TZP ile muamele edilmiştir. Her üç grup da ikişer alt gruba ayrılmış ve ilk alt gruplar 16. haftada, ikinci alt gruplar ise 19. haftada sakrifiye edilmiştir. Bu çalışmada 16. haftada TZP grubunda elde edilen sonuçların serum fizyolojik uygulanan gruba göre daha iyi olduğu görülmüştür ancak 19. haftada her iki grubun da birbirlerine üstünlüğü olmadığı görülmüştür.
Bizim çalışmamızda ise TZP grubu ile kontrol grubu arasında anlamlı fark bulunamamıştır ve trombositten zengin plazmanın kıkırdak iyileşmesi üzerine pozitif etkisi olmadığı sonucuna varılmıştır. 
Literatürde TZF’nin kıkırdak üzerine etkileri ile ilgili sadece iki adet yayın bulunmaktadır. Bunlardan ilki Chien ve ark. (69) tarafından doku kültüründe yapılan çalışmadır ve TZF içeren kültürlerdeki hücre çoğalmasının daha umut verici olduğu belirtilmiştir.
Diğer yayın ise, Tzonk-Fu ve ark. (70) tarafından 12 adet Yeni Zellanda tavşanı üzerinde yapılan çalışmadır. Bu çalışmada tavşanlar iki gruba ayrılmıştır. İlk grupta hayvanların dizlerinde kıkırdak hasarı oluşturulmuş ve tedavi edilmeden bırakılmıştır. İkinci grupta ise oluşturulan kıkırdak defektine TZF ile karıştırılmış kıkırdak granülleri uygulanmıştır. Bu çalışmada kıkırdak iyileşmesinin 3 ayda tamamlandığı gözlenmiştir ve TZF uygulanan gruptaki iyileşmenin diğer gruba göre daha iyi olduğu bulunmuştur.
Bizim çalışmamızda ise yukarıdaki çalışmalardan farklı olarak ne TZP’nin ne de TZF’nin kıkırdak iyileşmesi üzerinde pozitif bir etkisi gözlenmiştir. İleride yapılacak çalışmalarda bu konuda yeni gelişmeler kaydedileceğini düşünmekteyiz. Rutin klinik uygulamalarda kullanılabilmesi için bu alanda daha çok yapılacak deneysel ve klinik çalışmalara ihtiyaç vardır.


6. SONUÇLAR ve ÖNERİLER
1. Kıkırdak iyileşmesinde, yaygın hasara uğramış bölgelerde ve -seyrek de olsa küçük
bölgelerde yeni kıkırdak dokusu yerine tıkız bağ dokusundan oluşan nedbe dokusu görülür. Bu nedenle skar dokusunu azaltabilmek için cerrahi esnasında kıkırdak dokusundan minimal rezeksiyon yapılmalıdır.
2. TZP’nin kıkırdak doku iyileşmesi üzerine bir etkisi olmadığı görüldüğünden
uygulanması fayda sağlamayacaktır.
3. TZF’nin kıkırdak doku iyileşmesi üzerine bir etkisi olmadığı görüldüğünden
uygulanması fayda sağlamayacaktır. 
4. TZP ve TZF’nin kıkırdak iyileşmesinde rutin klinik uygulamalarda kullanılabilmesi
için bu alanda yapılacak deneysel ve klinik çalışmalara ihtiyaç vardır. İleride yapılacak çalışmalarda bu konuda yeni gelişmeler kaydedilebileceğini düşünmekteyiz.
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Proje kapsamında 1 adet Regen marka santrifüj cihazı alınmıştır. Cihaz KBB A.D. kontrolünde TZP ve TZF elde etmek amacıyla ameliyathanede kullanılmaktadır.
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