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Histopathologic Evaluation of Hyaluronic Acid and
Plasma-Rich Platelet Injection into Rabbit Vocal Cords:

An Experimental Study

Tavsan Modelinde, Vokal Korda Hyaltironik Asit ve
Trombositten Zengin Plazma Enjeksiyonunun Histopatolojik
Degerlendirilmesi: Deneysel Calisma
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Objective: Various materials are used by otolaryngologists
for vocal cord injections in the management of vocal cord
paralysis. An ideal injection material should be long-term
effective, readily available, cheap, easy to prepare, have no
donor morbidity, easy to use, biocompatible, resistant to re-
sorption or migration, and easy to extract during revision.
In this study, we aimed to see the histopathological effects
of hyaluronic acid (HYA) and platelet-rich plasma (PRP)
injections into the vocal cords of New Zealand rabbits.

Methods: PRP was injected into the right vocal cords of
twelve rabbits, which was prepared from their serum (PRP
group). HYA was injected into the left vocal cords of first
six rabbits (numbered 1-6) (HYA group), and the left vocal
cords of the other six rabbits (numbered 7-12) were fol-
lowed with no intervention (control group). Two months
later, histomorphological findings in the vocal cords were
assessed by two experienced pathologists in seven parame-
ters: chronic inflammation, mucosal atrophy, necrosis, neo-
vascularization, fibrosis, foreign body reaction, and muscular
atrophy. They were scored double-blinded as negative (0),
mild (+1), moderate (+2), and severe (+3). Fishers chi-
square test was used to evaluate any statistical significance

among the three groups.

Amag: Vokal kord paralizilerinde, kulak burun bogaz dok-
torlan tarafindan sik¢a uygulanan cesitli intrakordal enjek-
siyon materyalleri mevcuttur. Ideal bir enjeksiyon materyali,
uzun siire etkili, kolay bulunabilir, hazirlanmas: kolay, donor
morbiditesi olmayan, uygun fiyath, kullamm kolay, doku
uyumlu, rezorpsiyon veya migrasyona direngli, revizyon
srrasinda kolay ¢ikarlabilir olmalidir. Bu ¢alismada, Yeni
Zelanda tavsan vokal kordlarina, hyaluronik asit (HYA) ve
trombositten zengin plazma (TZP) enjeksiyonunun histo-
patolojik etkilerinin, aragtirlmast amaglandi.

Yontemler: On iki adet Yeni Zelenda tavganin her birinin
sag vokal korduna kendi serumlarindan hazirlanan TZP
enjekte edildi. Ik alt: tavsanin sol vokal korduna HYA en-
jeksiyonu yapilirken, diger alt: sol vokal korda (7-12 numa-
ral tavsanlar) enjeksiyon yapilmad: ve kontrol grubu olarak
izlendi. Iki ay sonra, vokal kordlardaki histomorfolojik bul-
gular; kronik inflamasyon, mukozal atrofi, nekroz, neovaski-
larizasyon, fibrozis, yabanci cisim reaksiyonu, muskuler atrofi
olmak tizere yedi farkli parametre ile iki tecriibeli patolog
tarafindan degerlendirildi ve cift kor; 0 negatif (-), hafif (+1),
orta (+2), ileri (+3) olmak tizere skorland:. Ug grup arasinda
anlaml fark olup olmadig Fisher diizeltmeli ki-kare analizi
ile degerlendirildi.

Results: Chronic inflammation, mucosal atrophy, necrosis,
foreign body reaction, and muscular atrophy parameters
were scored as “0” for each preparate by both pathologists.
For neovascularization and fibrosis, a stasistically significant
difference was seen among the three groups (p<0.05). Neo-
vascularization was increased in the PRP and HYA groups
compared with the control group. No significant difference
was observed in fibrosis when the groups were compared
separately. After two months, two of the six vocal cords
injected with HYA revealed HYA; however, none of the
PRP-injected vocal cords showed PRP.

Conclusion: HYA and PRP can be safely injected into vo-
cal cords. Our findings show that HYA is a biocompatible
and safe injection material for clinical use. Only two of the
six vocal cords showed HYA at the end of two months, sug-
gesting that HYA is a short-term effective material. Simi-
larly, PRP was also shown to be a short-term effective ma-
terial and can be used in patients for testing purpose before
using a long-term effective material. The advantages of PRP
are that it is inexpensive, readily available, and completely
inert as it is prepared from the subject itself.

Keywords: Vocal cord, hyaluronic acid, platelet-rich plasma,
vocal cord paralysis

Bulgular: Kronik inflamasyon, mukozal atrofi, nekroz, ya-
banci cisim reaksiyonu, muskuler atrofi parametreleri, her iki
patolog tarafindan, her preperat icin ‘0’ olarak skorland:. Di-
ger iki parametre i¢in (neovaskilarizasyon, fibrozis) ti¢ grup
arasinda anlamb fark saptandi (p<0.05). Neovaskiilarizasyon
TZP ve HYA uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore
artmus olarak izlendi. Gruplar ayr olarak kargilagtinildizinda
fibrozis agisindan anlamli fark saptanmads. Iki ay sonunda
HYA enjekte edilmis olan alt: vokal kordun ikisinde enjek-
siyon materyali izlenirken, TZP enjekte edilmis olanlarin
hicbirinde enjeksiyon materyali izlenmedi.

Sonug: HYA ve TZP giivenle kord vokallere enjekte edile-
bilir. Bulgularimiz HYA'min klinik kullanim i¢in biyouyumlu
ve givenli bir enjeksiyon materyali oldugunu gostermistir.
Iki ayin sonunda alt: vokal kordun yalnizca ikisinde HYA
tespit edilmesi, HYA'nmn kisa etkili bir materyal olabilece-
gini gostermistir. Benzer sekilde, TZPnin kisa siireli etkin
bir materyal oldugu ve hastalarda uzun etkili materyal kul-
lammu 6neesi deneme amaglh kullamilabilecedi saptanmugtir.
TZP’nin avantajlar ucuz olmast, kolay elde edilmesi ve can-
linin kendisinden elde edildigi i¢in zararsiz olmasidur.

Anahtar kelimeler: Vokal kord, hyaluranik asit, trombositten
zengin plazma, vokal kord paralizisi
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Giris

Vokal kord paralizilerinde kulak burun bogaz doktorlar: tara-
findan sik¢a uygulanan cesitli intrakordal enjeksiyon materyal-
leri meveuttur. 11k materyal, 1911'de Briining tarafindan uygu-
lanan parafindir (1). Daha sonra 1962de, Arnold tarafindan
polytetrafloroetilen (PTFE) enjeksiyonu tanimlanmis ve glot-
tik inkompetansin tedavisi amaciyla sik¢a kullanilmigtir (2-4).
Enjeksiyon sonrast olusan kronik inflamasyon ve fibrozis kitle
etkisini olugturmakla birlikte, bu reaksiyon bazen kontrolsiiz bir
hal alarak, dev hiicre granulomalari (teflonoma) olugturabilmek-
tedir (5, 6). Teflon ile ilgili problemlerden dolay1, 1990’Ls yillarin
baglarindan bu yana bagka enjeksiyon materyalleri ile ilgili de
aragtirtlmalar yapilmaktadur.

Ideal bir enjeksiyon materyali, uzun siire etkili, kolay bulunabi-
lir, hazirlanmasi kolay, don6r morbiditesi olmayan, uygun fiyatls,
kullanim: kolay, doku uyumlu, vokal kord ile benzer biyokim-
yasal Ozelliklere sahip, rezorpsiyon veya migrasyona direngli,
revizyon sirasinda kolay ¢ikarilabilir olmalidir. Giinimiize dek,
kollajen bazli iriinler, otolog yag, karboksimetilselliiloz, kalsi-
yum hidroksilapatit ve hyaltironik asit (HYA), klinik kullanimda
yerini genis ¢apta bulmus, kisa veya uzun etkili materyallerdir.
Embriyonik kok hiicre, ¢esitli biiytime faktorleri, mikronize der-
mis, trombositten zengin plazma (TZP) ise deneysel asamada
olan materyaller arasinda yer alir. Bu ¢aligmada, tavsan vokal
kordlarina, HYA ve TZP enjeksiyonunun histopatolojik etkileri,
kontrolli karsilagtirma ile aragtirilds.

Yontemler

Caligma, etik kurul onami Ankara Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan (2015-2-23) alindiktan sonra baglatildi. Caligma-
da, agirliklari 4-6 kg arasinda degisen, 3-5 yas arasindaki 12
adet Yeni Zelanda tavsani kullanildi. Tim hayvanlar “Laboratu-
var Hayvanlarinin Bakim ve Kullanimi Kilavuzu’na (Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, www.nap.edu/cata-
log/5140.html) uygun bir muameleye tabi tutuldu.

Tavsanlara intramuskiler xylazin HCL 5 mg/kg, ketamin 45
mg/kg verilerek anestezisi saglandi. Tavsanlarin vokal kordlari-
na ekspozisyon, agizlarina spekulum yerlestirilerek ve spekulum
arasindan 0 derece endoskop (Storz endoscope 0 derece, 2.7
mm, Tuttlingen, Almanya) yardimi ile saglandi (Resim 1).

On iki tavsanin her birinin sag vokal korduna, kendi serumla-
rindan hazirlanan TZP enjekte edildi (Grup 1). 11k alt: tavsanin
sol vokal korduna HYA (Restylane, Q-Med AB, Uppsala, Isvec)
enjeksiyonu yapilirken (Grup 2), diger alti sol vokal korda (7-
12 numarali tavganlar) enjeksiyon yapilmadi ve kontrol grubu
(Grup 3) olarak izlendi.

Tavsanlar, iki ay sire ile etik kurul sartlarina uygun ve prob-
lemsiz sekilde izlendi. Tki ayin sonunda sakrifiye edilen hay-
vanlarin larenksleri enblok halinde eksize edildi. Larenks
dokulari, 72 saat %10 nétral tamponlanmig formalinde fikse
edildi ve vertikal olarak sol ve sag olmak tzere iki parcaya
bolindi. Her iki tarafta larenks koronal planda 6rneklendi ve
rutin doku takibi sonras: bes mikrometre kalinhiginda kesit-
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Resim 1. Tavsan vokal kordununun spekulum ve 0 derece endoskop
ile ekspozisyonu

ler alindi. Hemotoksilen Eosin ve Masson’s trikrom (MTK)
ile boyand:. Histomorfolojik bulgular; kronik inflamasyon,
mukozal atrofi, nekroz, neovaskiilarizasyon, fibrozis, yabanci
cisim reaksiyonu, muskuler atrofi olmak tzere yedi farkli pa-
rametre ile degerlendirildi. MTK ile fibrozis incelendi. Tim
parametreler, deneyimli iki ayr1 patolog tarafindan ¢ift kér; 0
negatif (-), hafif (+1), orta (+2), ileri (+3) olmak tizere skor-
landi. Anlaml: istatiksel sonug elde edebilmek i¢in ‘0’ ve ‘U
olarak skorlanan parametreler tekrar ‘0’ olarak, 2’ ve ‘3’ olarak
skorlanmig olan parametreler ise ‘1’ olarak kaydedilerek, ista-
tiksel kargilagtirma yapildi. Ug grup arasinda anlamli fark olup
olmadigina, Fisher diizeltmeli ki kare analizi yapilarak bakilds,
anlaml fark saptanan parametrelerde ikiserli grup karsilagtir-
malar1 i¢in yine ki kare testi uygulandi.

Trombositten zengin plazma hazirlanmasi

Genel anestezi altinda, tavsanlarin santral kulak arterinden 4 cc
kan, 6nceden 0.6 cc antikoagiilan sitrat dekstroz yiiklenmis steril
tiibe alindi. Alinan kan, 1500 rpm frekansh santrifiij ¢emberin-
de, 15 dakika, kanin tg tabakaya ayrilmas: i¢in santrifiij edil-
di; kirmizi kan hiicreleri en altta, beyaz hicreler orta tabakada,
plazma ise en iist tabakada yerlesti. Ust beyaz tabaka, bir siringa-
ya ¢ekilip, beklemeden uygulanacak vokal korda enjekte edildi.

Bulgular

Her iki gbzlemcinin her preperattaki parametreler icin 0 ve 1
olarak kaydedilen skorlar: birebir ayni idi, hi¢bir preperat icin
gozlemcilerin ‘0’, ‘1’ olarak indirgenen skorlar: arasinda fark iz-
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Tablo 1. ki patologun her vokal kord igin histopatolojik degerlendirme skorlari

Grup No Mukozal atrofi Kronik inflamasyon Nekroz Neovaskiilarizasyon = Fibrozis Yabanci cisim reaksiyonu Gland atrofisi Muskuler atrofi

1 0 0 0 1
1 0 0 0 0
1 0 0 0 1
1 0 0 0 1
1 0 0 0 1
1 0 0 0 1
1 0 0 0 1
1 0 0 0 1
1 0 0 0 1
1 0 0 0 1
1 0 0 0 0
1 0 0 0 1
2 0 0 0 1
2 0 0 0 1
2 0 0 0 0
2 0 0 0 1
2 0 0 0 1
2 0 0 0 1
3 0 0 0 0
3 0 0 0 0
3 0 0 0 0
3 0 0 0 0
3 0 0 0 0
3 0 0 0 0

0 0 1 0
0 0 1 0
1 0 1 0
1 0 1 0
1 0 1 0
1 0 1 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 1 0
1 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

Grup 1: Trombositten zengin plazma enjeksiyonu; Grup 2: Hyaluronik asit enjeksiyonu; Grup 3: Kontrol grubu

Resim 2. 10 numarali sag vokal kord (TZP), hemotoksilen eosin,
X40 buyttme

lenmedi. Tablo 1de bu skorlar verilmistir (dikotom degerler).
Kronik inflamasyon, mukozal atrofi, nekroz, yabanci cisim re-
aksiyonu, muskuler atrofi parametreleri, her iki gozlemci tara-
findan, her preperat i¢in ‘0’ olarak skorland:. Diger iki parametre
i¢in (neovaskilarizasyon, fibrosis) Ui¢ grup arasinda anlamli fark
saptand: (p<0.05). Neovaskiilarizasyon; 1. (TZP uygulanan) ve
2. (HYA uygulanan) grupta 3. gruba (kontrol grubu) gore an-
laml olarak artmug izlendi. Fibrosiste ise ikigerli grup karsilas-
tirmalarinda anlaml fark izlenmedi.

Hyaliironik asit enjekte edilmis olan alt1 vokal kordun ikisinde
enjeksiyon materyali izlenirken, TZP enjekte edilmis olan 12
vokal kordun higbirinde enjeksiyon materyali izlenmedi.

Her grup i¢in histopatolojik bulgular Resim 2-4te 6rneklendi-

rilmigtir.
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Resim 3. 4 numarali sol vokal kord (HYA), Masson’s trikrom, X100
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Resim 4. 10 numarali sol vokal kord (kontrol), hemotoksilen eosin
X40 buyttme

Tartigma

Fonasyon, etkili iletisim i¢in sarttir ve vokal kordlarin tam
fonksiyonu ile gergeklestirilebilir. Vokal kordlara travma, cer-
rahiler sirasinda rekiirren larengeal sinirlere olabilecek trav-
malar, radyoterapi gibi sebeplerle vokal kordlarda meydana
gelebilen fonksiyonel ve morfolojik degisiklikler, disfoniye se-
bep olabilir. Paralitik vokal kordun medializasyonu, hastalarin
hayat kalitesini artirir. Yapilan deneysel ¢alismalarda, klinige
uyarlamak Uzere, ideal enjeksiyon materyalleri aragtirilmak-
tadur.

Hayvan ¢aligmalari i¢in en uygun denek, insan larenks biytikli-
gline en ¢ok benzemesi nedeniyle kanin modelidir (7, 8). Ancak,
kanin modelinin pahali olmasi ve ¢aligmalarda miimkiin oldu-
gu kadar fazla sayida denek kullanilmasinin ve uzun siire takip
gerekliliginin ¢aligmanin giivenilirligini artirmasi gercegi, ¢a-
lismalarda kanin modeli kullanmay: kisitlamigtir. Yeni Zelanda
tavsanlari, simdiye kadar bir¢ok fonocerrahi ¢aligmasinda kulla-
nilmgtir (2, 9, 10).
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Hyaliironik asit, kolay bulunabilirligi, kolay uygulanabilirligi,
guvenli olusu, oda sicakliginda saklanabilmesi, biyouyumlu ol-
masi, ¢ok fazla immiin reaksiyona sebep olmamasi, karsinojenik
olmamasi, enfeksiyona sebep olmamasi nedenleriyle hem klinik-
te, hem de hayvan modelli ¢aligmalarda sik¢a yerini bulmugtur
(11-16). Bu ¢alismada, enjeksiyondan iki ay sonra incelendi-
ginde, vokal kordlarda, HYA enjeksiyon grubu da dahil olmak
tizere, higbir grupta kronik inflamasyon, mukozal atrofi, nekroz,
yabanci cisim reaksiyonu ve muskuler atrofi izlenmedi. Kont-
rol grubu ile kargilagtirildiginda ise, HYA enjekte edilen vokal
kordlarda yalnizca neovaskiilarizasyonda artig izlendi. Elde etti-
gimiz bu sonuglar HYA enjeksiyonu ile ilgili literatiirdeki diger
caligmalarin sonuglari ile uyumlu olup, HYA'nin biyouyumlu ve
guvenli bir enjeksiyon materyali olarak klinik kullanimda yer
alabilecegini gostermistir (11, 12). ki ayin sonunda alti vokal
kordun yalnizca ikisinde HYA tespit edilmesi, HYA'nin kisa et-
kili bir materyal olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Trombositten zengin plazma otolog trombositlerin konsantre
edilmis hali olup, bu trombositlerin salgiladigyt PDGF, TGFb1,
VEGEF ve EGF gibi buytime faktérlerinden zengindir (17). Bu
polipeptidlerin her birinin ayr1 ayr, yara iyilesmesini hizlandi-
rict, immiin reaksiyonlari kuvvetlendirici, anjiogenezi artiric,
kemik rejenerasyonunu hizlandirict gesitli rolleri oldugunu gés-
teren aragtirmalar meveuttur (18-20).

Klinik ¢aligmalarda TZP’nin yara iyilesmesini hizlandirdigini
gosteren c¢aligmalar bulunmaktadir (18, 21-23). Hayvan ¢alig-
malarinda ise histolojik degerlendirmeler, TZP’nin yara iyiles-
mesinde fibroblastik ve endotelyal hicre formasyonu ile neo-
vaskiilarizasyonu ve granilasyon dokusu olugturmay: artirdigini
gostermigtir (18, 24-27). TZP enjeksiyonunun vokal kord yara
iyilesmesinde de etkili oldugu yapilan bir hayvan ¢aligmasinda
histolojik olarak gosterilmistir (28). Caligmamizda, enjeksiyon-
dan iki ay sonra, TZP uygulanan hicbir vokal kordda, kronik
inflamasyon, mukozal atrofi, nekroz, yabanci cisim reaksiyonu ve
muskuler atrofi izlenmedi. Diger parametrelerde vokal kordlara
TZP uygulanan grup ile HYA uygulanan grup arasinda anlamh
fark izlemedi. Bu sonuglar, HYA gibi TZP’nin de biyouyumlu
ve givenli bir materyal oldugunu géstermistir. Neovaskilarizas-
yonun TZP grubunda kontrol grubuna gére artmig oldugu go-
rildi. Bu da TZP'nin neovaskiilarizasyonu artirdiini gdsteren
diger ¢aligmalar ile uyumludur (18, 24-27).

Trombositten zengin plazma enjekte edilmis olan 12 vokal kor-
dun higbirinde, iki ayin sonunda enjeksiyon materyali izlenmedi.
Bu bulgu, TZP’nin etkisinin kisa stireli oldugunu; hastalarda daha
uzun etkili materyal kullanmaya karar vermeden 6nce, denemek
amagli kisa stire etkili enjeksiyon uygulamalarinda, TZP’nin gii-
venli olarak tercih edilebilecegini gostermistir. TZP’nin avantaji;
maliyetinin disiik olmasi, kolay elde edilmesi ve canlinin kendi-
sinden elde edildigi i¢in immiin reaksiyona neden olmamasidir.

Sonug
Hyaluronik asit ve TZP, klinikte vokal kord enjeksiyonlarinda
uygulanabilecek, kisa etkili, givenilir, biyouyumlu materyaller-

dir. Yabanci cisim reaksiyonu, inflamasyon, nekroz gibi istenme-
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yen etkilere neden olmamanin yan: sira, kolay ulagilabilir, kolay
uygulanabilir olmalar: da tercih sebebi olabilir. Daha fazla sayida
denek kullanilarak ve bagka enjeksiyon materyalleri uygulanarak
yapilacak olan ¢aligmalar gelecekteki klinik uygulamalara daha

saglikli yon verecektir.
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