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Liyofilize kollajenin deneysel kafaciger
travmalarinda hemostaz ve yara iyilesmesine etkileri

Riza RIZALAR, Mithat GUNAYDIN, Siikrii 0. 0OZDAMAR, Levent YILDIZ, Ahmet SARAC,

Naci GURSES

 Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi ve Patoloji Anabilim Dallary, Samsun

Ozet

Hemostatik ve yara iyilesmesinde etkileri nedeniyle tip I li-
yofilize sigir kollajen'in kullaninn hizlia artmisnr. Kol-
lajen; cilt yamiklarinda, iirolojik, jinekolojik ve rekonst-
riiktif cerrahide yaygin olarak kullamilmaktadir. Ko-
baylarda, deneysel olarak olugturulan karacifer trav-
malart iizerinde, kollajenin etkileri ve olugturdugu doku
reaksiyonlart incelendi.

Travmatik doku cevresinde nekroz, fibrogenezis, ne-
ovaskiilarizasyon, safra kanalikiil proliferasyonu, retikiilin
olusumu ve immiinohistokimyasal yintemlerle fibronektin
ekspresyonu ve lizozim reaktif makrofaj popiilasyoniart
arastirtddr. Kontrol grubuna gdre deney grubunda inf-
lamasyon yogunlugu, fibrogenezis ve fibronektin re-
aksiyon degerleri daha yiiksek bulundu. Karaciger do-
kusunda da reparatif ve hemostatik etkileri gozlenen
livofilize kollajenin bu organa yénelik cerrahi girisimlerde
bir adjuvan materyal olarak kullanilabilecegini dii-
stiniiyoruz.

Anahtar kelimeler: Kollajen, karaciger yaralanmasi,
yara iyilegsmesi, hemostaz

Summary

Effects of Lyophilized Collagen on haemostazis and
wound healing in experimentally traumatized livers.

-The use of Type-1 Lyophilized Bovine Collagen became ra-

pidly widespread due to its haemostatic and wound he-
aling effects. It is used widely in the treatment of skin
burns and in fields of wurology, gynecology and re-
constructive surgery. The effects and tissue reactions of
Type-1 Lyophilized Bovine Collagen were investigated in
experimentally traumatized guinea pig livers.

Factors studies include necrozis, fibrogenezis, neovascu-
larisation, biliary channel proliferation and reticulin for-
mation as well as immunohistochemical fibronectin exp-
ression and lyzozme reactive macrophage populations
around the traumatized tissues. Compared with the cont-
rol group the inflamation rate, fibrogenezis and fibronec-
tin reactive values were found to be higher in the experi-
mental group. Since lyophilized collagen shows reperative
and haemostatic effects also on the liver tissue, we think
that it can be used as an adjuvant material in the liver sur-
gery.

Key words: Collagen, liver injury, wound healing,
haemostazis

Giris

Kiint karin travmasi sonrasi dalaktan sonra en sik
yaralanan intraperitoneal solid organ karacigerdir
(1D, Cocuklarda karaciger travmasi eriskinlere oran-
la daha yiiksek sikhikta goriilmektedir (27, Karaciger
travmalaninda %50 oraninda goériilen hemoraji,
Olime neden olan en Onemli komplikasyondur
(27.29), Bu nedenle cerrahi girisimde ilk is he-
mostazin saglanmasidir (7).

Adres: Dr. Riza Rizalar, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fa-'

kiiltesi, Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali, 55139, Kurupelit-Samsun

Yara iyilesmesindeki biyolojik rolii, doku uyum-
lulugu ve zayif immiin reaksiyon olusturmasi ne-
denleri ile heterolog kollajen kullammi yay-
ginlasmaktadir @4, Kollajen kronik bacak tilserleri
ve basi yaralarninin tedavisi, yaniklar, iirolojik ve ji-
nekolojik cerrahi, dis hekimligi, agiz cerrahisi, re-
konstriiktif cerrahi, abdominal ve vaskiiler cerrahide
kullanilmaktadir (20),

Deneysel ve klinik caligmalar, liyofilize kollajen'in
iyi bilinen hemostatik etkisi yaninda; trombosit, mo-
nosit ve fibroblastlar iizerinde kemotaktik bir faktor
olarak etki ettigini gostermistir (1.5.7-12.18.25)  Ayrica
diizenli fibroblast proliferasyonu i¢in mekanik bir

69



catt olusturmakta ve graniilasyon dokusunun olu-
sumunu hizlandirmaktadir @1, Uygulandig bolgeye
fibronektin'i ¢ektigi de gosterilmistir (20). Bu ca-
lisma, liyofilize kollajen'in travmatize karaciger do-
kusunda hemostatik ve reparatif etkilerini in vivo
arastirmak amaciyla planlanmisgtir.

Gereg ve Yontem

Liyofilize kollajen (Condress-Euroresearch Milano-
Italya), kobay karacigeri iizerinde deneysel olarak
olusturulan 1x1x0.5 cm boyutlarinda cerrahi travma
sonrast karaciger dokusuna uyguland:. Bu islem icin
12'ser kobaydan olusan iki grup olugturuldu. Her iki
grubda da deneklerin yarist erkek, yarisi disi ko-
baylardan secildi. I. grubdaki kobaylar 630-850 gr.
(ortalama 740 gr.) arasinda agirliga sahipken, II.
grupdaki kobaylarin agwrliklar 652-860 gr (or-
talama 757 gr) arasinda idi.

Kobaylar eter inhalasyon anestezisi ile uyutularak
karinlart acildi. Her iki grupta kobaylarin karaci-
Serlerinde sag lob anteriorunda klemp darbesiyle
egit biiyiikliikte parankimal zedelenme olusturuldu. I.
grup kontrol grubu olup ayrica bir isleme tabi tu-
tulmadi. II. gruptaki kobaylara ise, 10 mglcm? saf,
dogal sigir "achille” tendon liyofilize tip I kollajeni
iceren petlerden 1 cm? biiyiikliigiinde parca, defekti
dolduracak gekilde uyguland:. Her iki grubun karin
tabakalart ve cilt insizyonlar: 3/0 ipek siitiirle ka-
patild. Iki giin siireyle 100 mglkglgiin dozunda se-
faperazon/sulbaktam uygulandi. Ameliyat sonrasi
her iki grupta dirt kobay 3. giinde, dirdii 5. giinde,
diger dordii de 7. giinde intrakardiyak 10 cc hava
enjekte edilerek sakrifiye edildi ve travmatize ka-
raciger dokulart ¢ikarildi.

Kontrol ve deney grubu kobay karaciger doku o&r-
nekleri % 10 formalin sollisyonunda tesbit edildikten
sonra parafin bloklara gémiildii. Daha sonra elde
edilen seri kesitlerin bir béliimii Hematoxylene-
Eosin (H&E), Trichrom "Gomori" ve Reticulin "Go-
mori" boyalart ile boyandi. Dokularda uygulanan
kollajen pet ile karaciger dokusu demarkasyon hat-
larinda; inflamasyon vogunlugu, neovaskiilarizas-
yon, safra kanalikiil proliferasyonu, Kuppfer hiicre
hiperplazisi, makrofaj popiilasyonu, fibrogenezis ve
nekroz varhigt ile nekroz ici ve cevresinde retikiilin
kollapsi ve retikiiler lif dagihmindaki degisiklik pa-
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rametreleri degerlendirildi. Isik mikroskobunda 40x
biiyiitmede karaciger dokularinda gézlenen nekroz,
tiim karaciger dokusunda hepatosit kaybinin 1/3-3/
3% arasinda olugsuna gére ve diger tim pa-
rametreler ile birlikte zayif, orta derecede ve yiiksek
yogunlukta olmak iizere (-) ile (+++) arasinda de-
recelendirildi (%),

Diger boliim seri kesitlerde Biotin Strepavidin Pe-
roxidase teknigi kullanilarak travma uygulanmig
doku alani cevrelerinde fibronektin ve lizozim eks-
presyonu arastirildi. Teknik i¢in Str Avi Gen Super
Sensitivite Multilink Immuno Detection System ve
monoclonal mouse anti human fibronektin (clone:
2755-8) ve polyclonal rabbit anti human lizozim (Bi-
ogenex-San Ramon, CA, USA) kit ve primer an-
tikorlari, pozitif ve negatif kontrol kesitleri, chro-
mogen  olarak da DAB  (diaminobenzidine)
kullanildi. Immiin reaksiyon konvansiyonel (-) ile
(++++) kriterleri kullamiarak stk mikroskobunda
degerlendirildi (Tablo I).

Bulgular

Deney grubu (3 ve 5. giin) kobaylarin ka-
raciferlerinde travma bolgesinde gri beyaz renkte
hafif derecede fibrozis gelisimi gbzlendi, gevre do-
kulara adezyon izlenmedi. Kollajen pet uygulanan
bolge cevresi doku alanlarinda karaciger normal ren-
gini muhafaza eder gériiniimiindeydi. Yedinci giin
denek karacigerlerinde fibrozis belirgin bir hal al-
mist1 (Resim 1).

Kontrol grubu tiim parametreler icin (-) ile (+++)
aras! bir derecelenme gostermistir. Deney grubunda
liclincii giinde sakrifiye edilen denek kiimesinde li-
yofilize kollajenin uygulandig1 bélgede ve 5. giinde
sakrifiye edilen dencklerde daha belirgin olmak
tizere liyofilize kollajen lifleri icerisinde prolifere
vaskiiler yapilar ¢evresinde polimorfoniikleer 16-
kositlerin yogunlastigi dikkati ¢cekmistir. Bunun ya-
msira zellikle 7. giinde sakrifiye edilen kobaylarda
demarkasyon hatt1 ve cevresinde yogun histiosit in-
filtrasyonu gozlendi. Deney grubunda 5. ve 7. giin
sakrifiye edilen deneklerde daha belirgin gozlenen
yeni damar olusumu, 6zellikle liyofilize kollajen lif-
lerine komsu alanlarda, fibroblastik proliferasyona
eslik eden bir karakter olarak izlenmistir.
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Tablo I. Histopatolujik ve immunohistokimyasal degerlendirme parametrelerinin kontrol ve deney gruplarinda dagilimlari

KONTROL GRUBU

DENEY GRUBU

3. giin 5. giin 7. giin 3. giin 5. giin 7. giin
Inflamasyon karakteri ; -+ ++ i -+ - .
Neovaskiilarizasyon - - ++ ++ o v
Safra kanalikiil proliferasyonu + ++ +++ + e L
Kuppfer hiicre hiperplazisi + ++ +++ ++ ++ +++
Nekrozis ++ ++ ++ ++ G ++
Fibrognezis -+ +++ +++ + + Frs
Retikiilin patterni -+ + + + i i
Fibronektin ekspresyonu -t + + + + g
Makrofaj yogunlugu ve lizozim -+ -+ + e + +4+4

ekspresyonu

Resim 1. Deney grubundaki bir kobay karaciger dokusunda
7. giin makroskopik olarak belirgin fibrozis gelisimi dikkati
cekmektedir.

Biitiin gruplarda, tiim karaciger alanlarinda gzellikle
nekroz alam cevrelerinde belirgin Kuppfer hiicre
proliferasyonlar ile birlikte, degisen oranlarda safra
kanalikiil proliferasyonlart saptanmistir. Biitiin ko-
baylarda, travma uygulanmis karaciger dokularinda
koagiilasyon nekrozu izlenmistir. Retikiiler lif da-
gilim1, deney ve kontrol gruplan igin benzerlik gos-
teriyordu ve nekroz igerisinde beklenildigi iizere bir
retikiilin kollaps1 stz konusu iken, demarkasyon hat-
tinda retikiiler liflerde degisen derecelerde bir artig
gozlenmistir. Yedinci giinde sakrifiye edilen ko-
baylarda daha belirgin olmak iizere liyofilize kol-
lajenin uygulandigi bolge ve komsulugundaki alan-
larda yogun (+++) ekstraselliiler fibronektin immiin

LA™ . 0 .. _;
Resim 2. Lezyon bolgesinde liyofilize kollajen Konaker Karak-
teri: Alveoler bir matriks icinde eritrositler, trombositler ile

birlikte polimorfoniikleer lokosit infiltrasyonu izlenmektedir
(deney grubu, 7. giin), (a:x100, b:x200-HE).

reaksiyonu gozlendi. Ayni grup dency hayvanlarin-
da benzer lokalizasyonlarda izlenen makrofajlarda
(++++) lizozim ekspresyonu saptand: (Resim 2-5).

Tartisma

Siddetli karaciger yaralanmalarinda 6lime neden
olan kanamalar biiyitk cogunlukla parankimal kay-
nakhidir (10}, Oldham ve ark. yaymladiklari se-
rilerinde karaciger travmas: gecirmis 188 cocuk ol-
gunun % 92'sinde, kanamanin operasyona gerck
kalmadan durdugunu gézlemislerse de literatiirde ¢e-
sitli  kaynaklarin bildirdigi kiint karaciger trav-

‘malanindaki yiiksck mortalite oram (% 10-30) ne-
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Resim 3. Lezyon cevresi bulgulari: a) Ameliyat sonrasi 5. giinde safra kanalikiil proliferasyonu ile birlikte neovaskiilarizasyon
(X200-HE), b) Ameliyat sonrasi 5. giinde fibrogenezis ile birlikte (++) inflamasyon (X100-Trichome Gomori), ¢) Ameliyat sonras 7.

giinde fibrogenezis ve graniilasyon dokusu gelisimi (X100-Trichome Gomori).

es: 4 meilyat sonrasi 7.gu nde |L)fﬂ cvri bulgulal;
fibronektin (+++) ekspresyonu oklar ile gosterilmistir
(a:X100, b:X200-Biotin strepavidin peroksidaz).

deniyle bu doku iizerinde ideal beklentilere yonelik,
hemostatik ve reparasyonu hizlandirici madde ve
yontemlerin in situ uygulanmas: ¢alismalan biiyiik
onem tasimaktadir (8:14.22),

Tiim viicut proteinlerinin 1/4'linii olusturan kollajen,
bag dokusunun ana yapisal fibréz protein kom-
ponentidir 20 Kollajenin klinik uygulamalari gi-
derek artan sayida arastirma konusu olmaktadir. Lo-
renz ve ark.lann "collagenic fleece"i (Tachacomb)
pankreatektomi bélgesine hemostaz olusturmak

amactyla uyguladilar ve hastada koagiilasyon defekti .

bulunmasina ragmen ek bir cerrahi islem yapmadan
kanamanin kontrol altina alinabilecegini gosterdiler
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Resim 5. Lezyon cevresinde lizozim t++++) immiin re-
aksiyonu gosteren histiositler (X200-Biotin strepavidin pe-
roksidaz).

(15), Peper ve ark. "Porcine derived dermal collagen”
i (PDC) arterial, karaciger, dalak yaralanmalarinda
topikal hemostatik ajan olarak kullandilar (24,

Mancuso ve ark.lart damar yataginin yiiksek ka-
nama egilimi gosterdigi uterus myoma eniikleasyon
operasyonlarinda liyofilize kollajen kullandilar ve li-
yofilize kollajenin yer doldurucu materyel olarak ko-
laylikla uygulanabildigini, glicli hemostaz sagladi-
gini, ayrica hicbir yan etkisinin olmadigini bildir-
diler (19), Vazokonstriiksiyon, hemostaz ve trom-
bosit agregasyonu, yaralanan alanin ¢evresinde goz-
lenen ilk degisikliklerdir.
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Kollajen, faktor XII ve XI yoluyla intrensek pih-
t1lasma mekanizmasini aktive eder. Trombositlerin
adezyonu ve agregasyonu tizerinde de etkilidir ve bu
agregasyondaki rolii de muhtemelen trombosit mem-
ramindaki  fibronektin  varhigindan  kaynaklan-
maktadir (17-20), Deneysel ve klinik ¢aligmalar kol-
lajenin hemostatik etkisi yaninda trombosit, monosit
ve fibroblast gibi hiicreler icin kemotaktik bir faktor
olarak etki ettigini, diizenli fibroblast proliferasyonu
i¢in mekanik bir ¢ati olugturdugunu, graniilasyon do-
kusunu gelistirdigini ve fibronektini bélgeye cek-
tigini gostermigtir (1,5.7:12:18,21,25.26),

Liyofilize kollajen uygulandigi doku alanina fib-
roblast gociinii uyarir, graniilasyon dokusunun ve
biiyiik miktarda bagh fibronektinin metabolik ak-
tivitesini hizlandirir @9, Yine kollajen lifler arasinda
l6kosit, makrofaj ve fibroblastlarin canli olarak ka-
labildigi bildirilmistir (23). Yara iyilesmesi siirecinde
fibroblast proliferasyonu, angiogenezis ve re-
jenerasyon en énemli olaylardir (®). Reparasyon bl-
gesine polimorfoniikleer lokositlerden sonra goc
eden makrofajlar yara bolgesinde olugmug olan
diisiik oksijen basincina dayanikh hiicrelerdir ve iyi-
lesme alaminda yogun olarak gozlenirler (20),

"Platelet derived growth factor" (PDGF), "fibroblast
growth factor" (FGF) gibi biiylime faktorleri ile
"transforming growth factor-beta” (TGF-pB) gibi bii-
yiime inhibitorlerini salgilarlar (639, PDGF, ayrca
trombositlerde alfa graniillerde depolanir ve trom-
bositlerin aktive olmalari ile endotel, diiz kas hiicresi
ve gegitli tiimor hiicrelerinden de salgilanir. Bu fak-
tor fibroblast, diiz kas hiicresi ve monosit prolife-
rasyonuna ayrica monosit migrasyonuna neden olur
(6.20), FGF, ozellikle bazal membran degradasyonu,
endotel hiicreleri iizerinde mitojenik etki olusturarak
endotel proliferasyonu ile migragasyonunu uyarir ve
kapiller tiip olusumunu saglar.

Bu sayede yeni damar olusumunda aktif rol oynar
(6), Fibroblastlar iizerinde de mitojenik ve kemo-
taktik etkisi gosterilmistir %), TGF-B ise yine trom-
bosit ve endotel hiicreleri ile T lenfositlerden de sal-
gilanir, Cesitli hiicre kiiltiirlerinde biiyilime inhibi-
torii etkisi gosterilmistir, fibroblast migragasyonu,
hiicre biiyiimesi ve diferansiyasyonu iizerinde de et-
kilidir. Fibroblastlarda kollajen ile fibronektin sen-
tezini hizlandirir, kollajen degradasyonunu inhibe

eder, dolayisiyla fibrogenezisi uyarir. Yeni damar
olusumunu artirdig1 da belirlenmistir (6-29),

Fibronektinler siklikla fibroblast, monosit ve endotel
hiicreleri tarafindan iiretilir ve hiicre yiizeyleri, bazal
membran ile hiicre ¢evresi matriksde bulunur. Hiicre
ylizey reseptorleri, kollajen wve siilfath  pro-
teoglikanlar i¢in Ozel yiiksek afiniteli baglamm alan-
larina sahiptir. Bu sayede fibronektin bircok hiicreyi
matriks komponentlerine baglar. Ayrica yara iyi-
lesmesinde bolgeye gii¢ eden hiicreler icin adeta ta-
styic1 bir rol oynar ve yeni kollajen olusumu i¢in bir
iskelet gorevi goriir (3:0.9:13) Yaralanmadan sonraki
ilk iki giinde plazma kaynakh fibronektin hiicre disi
matrikste bol miktarda toplanir ). Fibronektin ve
fragmanlart makrofaj ve [ibroblastlar igin ke-
motaktik ve opsonik 6zelliklere sahiptirler (629, Bir
bolgeye goc eden ve yerlesen bir hiicrenin subs-
tratuma adezyonu da fibronektin tarafindan saglanir
(39, Aynica fakior XIII etkisi ile fibrine baglanabilir
ve bu nedenle pihti olusumunda da rol oynar 20,
Kapiller endotelyal organizasyonu regiile eder ve bu
yolla da doku onarimma katkida bulunur ©). Sonug
olarak yara bélgesine uygulanan kollajen pet bol-
geye fibronektin toplanmasint hizlandinir ve bu da
yara iyilesmesini motive eder (!9).

Cahgmamizda kontrol grubu karacifer dokularinda
travmay1 takiben geligen siiregte izlenen inflamas-
yon karakteri, deney grubunda izlenen siireg ile kar-
silastinldifinda, gercekten de kollajen pet liflerinin
iltihap hiicreleri ig¢in bir konaker olarak rol oynadi-
gini ortaya koymustur. Karaciger orneklerinde iz-
ledigimiz Kuppfer hiicre proliferasyonu ve nckrozun
gruplar arasinda belirgin bir farklilik géstermedigine
karar verilmistir. Buna kargin safra kanalikil pro-
liferasyonu reparasyon siirecinde fibrogenezis ge-
lisimine paralel bir gidis gostermektedir.

Ancak deney grubunda diger gruba oranla bu yon-
den anlamli bir fark izlenmemistir. Bu nedenle safra
kanalikiil proliferasyonunun liyofilize kollojen-
reparasyon siirecinin diginda kaldii, sadece trav-
maya sekonder geligtigi ileri siiriilebilir. De-
markasyon hatti ve ¢evresinde gozlenen fibroblastik
proliferasyon ile birlikte gelisimini izledigimiz yeni
damar olusumunun, kontrol grubuna oranla retikiiler
cati diizeyinde organizasyon ustiinliigiinii sap-
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tamamiz, liyofilize kollajenin gerek monosit-
makrofaj sistemi hiicrelerini ve fibroblast géciinii ve
gerekse de bu hiicrelerden fibronektin yapimi ve/
veya bolgede toplanmas: tzerine uyarict bir et-
kisinin oldugunu diisiindiirmektedir,

Lezyon alanlarinda ve komsgu karacier dokusunda
yogun fibronektin ekspresyonu gozlenmigtir. Bu ak-
tivite, deney grubu hayvanlarda kontrol grubuna
oranla fravma zemininde izledigimiz daha yoZun bir
fibrinoid materyel birikimi ile birlikte saptadifimiz

hizli ve optimal reperasyon siirecinin nedeni olabilir.

Calismamuz, ayrica deney grubu hayvanlarda kol-
lajen petin karacifer zedelenme bélgesinde dokuya
uyum saglayarak mekanik bir destek olusturdugunu,
doku defektini doldurdugunu ve gézle goriiniir he-
mostaz sagladigini da gostermigtir.

Sonug olarak sifir liyofilize tip I kollajen petin, pa-
rankimal kaynakli karaciger zedelenmelerinde he-
mostatik etkisinin bulundugunu, ayrica yara iyi-
lesme siirecinde fibroblastlar, makrofajlar iizerine
kemotaktik bir faktor olarak etki ettigini, an-
giogenezis ve fibrogenezisi uyardigim, ayrica fib-
ronektini bélgeye cekerek doku onarimina ve piht
olusumuna katkida bulundugunu, bu nedenle de ka-
raciger travmalarina ydnelik konvansiyonel cerrahi
girisimlerde ve endoskopik cerrahide zedelenmis ka-
racifer parankimi bolgesinde liyofilize tip I sifir
kollajen petin hemostatik ve yara iyilesmesini hiz-
landirict allerjen olmayan bir adjuvan olarak kul-
lanilabilecegi kanisindayiz.
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