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THE EFFECT OF COLLAGENASE IN WOUND HEALING
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OZET : Bu calisma; son yillarda yara bakuminda yaygmin olarak kullanilmaya baglanan enzim preparatiarindan biri
olan kollagenaz’un yara iyilesmesi siirecine olan etkisini degerlendirmek amact ile, 15°erli iki gruba ayrilan 30 adet
rat kullamdarak vapddi. Kollagenazin calstldigy grupta clostridium histolyticum kiiltiir filtratindan elde edilen
clostridiopeptidaz-A ve eslik eden proteazlar igeren pomad (Novuxol®) kullamildi. Kontrol grubunda ise sadece
serum fizyolojik kullanildi, 48. saatte ve 7. giinde yaralardan mikrobiyolojik kiiltiir ve ek olarak yara kenarlarindan
histopatolojik inceleme icin kesit alindr. Histopatolojik kesitlerin degerlendirilmesi ile elde edilen sonuglar, yara
ivilesmesi agisindan kollagenaz grubunun, kontrol grubuna gore belirgin olarak iistiin oldugunu gostermeltedir
(p<0.005). Sadece neovaskiilarizasyon ve hiicre infiltrasyonu acisindan kollagenaz grubu ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark bulunmadr. Ayrica, enfeksivonun kontrol grubunda kollagen yogunlugu ve
fibroblast aktivasyonunu anlamli olarak azalttigy (p<0.001), kollagenaz grubunda ise kollagen regiilasyonunu
belirgin olarak bozdugu belirlendi (p<0.001). Sonuc olarak, acik yara tedavisinde kollagenaz kullanuminin yara
iyilesmesint hizlandirdigy, kontrol grubuna girve belirgin olarak daha temiz ve canh bir graniilasyon dokusu
sagladigy, fibroblast ve myofibroblast aktivasyonunu arttirdigy, kollagen liflerinde diizenli ve yogun bir artisa neden
oldugu giriilmektedir.

Anahtar Kelimeler : Yara iyilesmesi, Kollagenaz.

SUMMARY : This study was planned for evaluating the effect of collugenase which is one of the popular enzyme
used in wound healing recently. Two groups of rats which consist 15 animals each were used by this aim. On
collagenase applied group Novuxol-as ointment- consist of the enzymes as protease and clostrodiopepsidase-A that is
obtained from the culture filtrates of clostridium hystoliticum. In the control group serum physiologic was used. At
second and seventh days samples were token from the wound for microbiological and histopathological
examinations. Histopathological examinations revealed that wound healing was better in the collagenase group than
the control group {(p<0.005). There were no significant difference about neovascularisation and cellular infiltration
among the groups. It was seen that infection reduced the activation of fibroblasts and density of collagen’s in control
group (p<0.001) and impaired the regulation of collagen in collagenase treated group (p<0.001). As a resull, we saw
that treatment with collagenase accelerates healing in open wounds, supports a significantly clean and viable
granulation tissue, increases activation of fibroblast and myofibroblast and results in a regular and dens increase in
collagen fibrin’s.
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Acik yara fizyopatolojisinin daha iyi anlastimasiyla be-
tedavide de
geligmektedir. Yaralarin agik brrakiimasi sonucu, yara

raber, yeni prensipler ve ydntemler

yiizeyinden olan sivi, 1s1, protein ve elektrolit kayiplarinin
ivilegmeyi olumsuz yonde etkiledigi kabul edilmistir. De-
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hidratasyon sonucu olugan doku kurulugu ve 1s1 kaybinin
canit dokularda nekroza yol actuf:, hiicre gelisimi ve
iiremesini, dolayis1 ile iyilesmeyi durdurdufu be-
firlenmistir (1). Ayrica agik varalar 16kositlerin yagam ve
fonksiyonlan igin kit bir ortam olusturur. Boylesi bir or-
tamnda lGkositler yara ytizeyinden derinlere gig eder. Bunun
sonucu bakteri ve nekrotik doku eliminasyonundan uzak
kalimr ve nekrotik gelisim dermal tabakaya ilerleyebilir
(2). Yaranin

gergeklesebilmest igin yarada bulunan nekrotik dokularin

istenen gekil ve siirede iyilegmesinin
uzaklagtirdmas: gerekir. Mon invaziv bir teknik olan en-

zimatik debridmanin yara iyilesmesinde olumlu katkilan
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oldugu bildirilmektedir (3). Caligmamuzda, son yillarda
kullamma girmis olan enzim preparatlarindan kollagenazin
yara iyilesmesi siirecine olan etkisini histopatolojik ve mik-
robiyolojik agidan degerlendirmeyi amagladik.

MATERYEL- METOD

Caligmamizda kollagenazin yara iyilesmesine olan etkisi
Spragque-Dawley cinsi, aguliklarn 275-325 gr. arasinda
degisen 30 adet rat kullanttarak aragtirildi. Denekler ara-
larmda ortalama agihk beslenme ve gevresel sartlar
agisindan fark olmayacak gekilde 15%erli 2 gruba aynidi.
Ketamin anestezisi altinda (0.1 mg./kg.); sit tragim ve an-
tisepsisini takiben steril gartlar alinda 1 cm. gapinda tim
katlar igeren cilt eksizyonu yapildL.

Kollagenazin ¢aligildigt grupta clostridium histolyticum
killtiir filtratindan elde edilen clostridiopeptidaz-A ve eglik
eden proteaziar iceren pomad (NovuxolR) kulianidi. Kont-
rol grubunda ise sadece serum fizyolojik kullamldr.

Hemostazs takiben ilk 15 ratn kesisi serum fizyolojikle
islatildi ve pansumania kapatldi. 2. grupta yara serum fiz-
yolojikle silindikten sonra yaraya kollagenaz igeren pomad

Tablo-I: Degerlendirilen histopatolojik parametreler

Kollagen yogunlugu
Fibroblast aktivasyonu
Mpyofibroblast aktivasyonu
Kollagen regiilaritesi

Neovaskiilarizasyon

SERUEE I e

Hiicre infiltrasyonu
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tatbik edildi ve yara kontrol grubunda oldugu gibi gazl
bezle ortiildi, Pansumaniar 24 saat ara ile aynt sckilde
planls olarak degistirildi. 48, saatie ve 7. giinde yaralardan
killelir ve ek olarak yara kenarlarindan histopatolojik in-
celeme igin kesit alindr. Kesitler %5’lik formalin ile tespit
edildi.

Mikrobiyolojik degerlendirme Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’nda, histopatclojik degerlendirmeler ise Histoloji Ana-
bilim Dali’'nda yapildi. Mikrobiyolojik kiiltiir kanl: agara
ekilerek yapildi. Histopatolojik degerlendirmede kollagen
lifleri daha iyi gosteren Hematoksilen-Von Gilesen boyama
teknikleri kutlaniidy,

fstatistiksel degerlendirmelerde ise gruplar tek yonli var-
yans analizi yontemi ile kargilagtirild. Yara iyilegmesi
sonuglart agisindan farklilik ¢ikan gruplarin kendi ara-
larindaki karsilastirmalan  Neuman-Keuls yontemi ile
yapildi. Yara kiiltiirlerinde  tireme olmas1 ile yara
iyilesmesi parametreleri arasindaki iligki Pearson ko-
relasyon matrixi ile degerlendirildi ve student’s “t” testi ile
test edildi. Enfeksiyon varligi kiiltirde patojen bakteri
iiremesine gore degerlendirildi. Histopatolojik degeriendir-
mede tablo-I'deki parametreler kullanildi. Sonuglar bu pa-

rametreler acisindan ayry ayn “zayil”, “orta” ve “iyl
seklinde derecelendirildi.

BULGULAR

fkinci giinde ve yedinci giinde, kentrol grubunda daha
fazla denekte bakteriyolojik treme oldugu goriildi. Kontrot
grubunda 3 (%20) ratda ikinci giin ve 3 (%20) ratda da 7.
giin yapilan yara kiiltiiriinde patojen bakteri iiremesi sap-
tand1. Kollagenaz grubunda yapilan yara kiiltiirinde, 2. giin

Tablo-II; ikinci giinde alinan yara kesitierinde histopatolojik sonuclar

Kontrol grubu Kollagenaz
n:15 n:15
Parametreler iyi  orta zayf iyl orta zayif
Kollagen yoguntugu 2 8 5 8 7 -
Fibroblast aktivasyon 2 8 5 11 4 -
Myofibroblast aktivasyon - 9 6 9 6 -
Kollagen regiilarites - 7 8 11 4 -
Neovaskiilarizasyon 3 9 3 4 10 1
Hiicre infiltrasyonu 9 6 - 4 11 -
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Tablo-1tI: Yedinci giin alinan yara kesitlerinde histopatolojik sonuglar

Kontrol grubu Kollagenaz
n:1s n:15
Parametreler tyl orta  zayif lyi orta  zayif
Kollagen yogunlugu 1 8 6 13 2 -
Fibroblast aktivasyon - T8 13 2 -
Myofibroblast aktivasyon - 11 4 12 3 -
Koliagen regiilaritesi } 7 7 13 2 -
Neovaskiilarizasyon 5 10 - 4 9 2
Hiicre infiltrasyonu 7 8 - 9 6 -

Resim-1: 48 saat sonra kontrel grubunda yara kesiti, kollagen
liflerinde hafif artig, fibroblastlarda orta derecede
aktivasyon (H+Von Gieson, orijinal biiylitmex32)

Resim-II: 48 saat siire ile kollajenin topikal olarak kullanildi
grupta yara kesiti. Kollagen yoguniugunda artma,
fibroblastlarda orta derecede aktivasyon ve
mononiikleer hiicre infiltrasyonu izlenmekiedir.

{(H+Von Giesen, orijinal bitylitmex82)

2 (%13.3); 7. giinde de (%6.7) ratda patojen bakteri iremesi
saptand1. Tim yara enfeksiyonlan géz Oniine alindifinda
iireme olan 9 olgunun 6 (%66.7)si serum fizyolojik gru-
hunda idi.

Makroskopik yara gorliniimil itibari ile kollagenaz gru-
bunda, kontrol grubuna oranla daha az eksudasyon ve daha
canlt graniilasyon dokusu geligimi oldugu gorilldi. His-
topatolojik degerlendirmede kesitlerin uygun bir sekilde
hazirlanmasimdan sonra toplam 80 kesit mikroskop altinda
degerlendirildi, Tespit ve boyama agisindan en iyi olanlan
secildi, 2. giintin sonunda alinan doku Srneklerinin Tablo-
T’deki histopatolojik parametreler yoniinden
degerlendirilimesi sonucunda, kollagenaz grubunda daha iyi
sonuglar alindr (Resim-LII). Ozellikle kollagen yoguniugu,
regiilaritesi, fibroblast aktivasyonu ve myofibroblast ak-
tivasyonu agisindan kontrol grubuna gore istatistiksel ola-
rak anlaml farkhlik oldugu (p<0.05) bulundu. Ne-
ovaskiilarizasyon ve 16kosit infiltrasyonu acisindan ise her
iki grup arasinda istatiksel olarak anlamb saptanmadi
{(Tablo-1I).

7. giin ahnan histopatolojik kesitlerin de reriendirilmesi
ile elde edilen sonuglar, yara iyilesmesi ugisindan kol-
lagenaz grubunun, kontrol grubuna gérc tulivgin olarak
iistiin oldugunu gdstermektedir (p<0.003) {{e.im-ILIV).
Sadece neovaskiilarizasyon ve  hiicre  in‘iltrasyonu
acisindan kollagenaz grubu ile kontrol grub  arasinda is-
tatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Tahi -11T).

Kontrel grubunda, ikinci gliniin sonumix © aptlan mik-
robiyolejik kiltiirde, patojen bakteri firemc:: v.iptanan de-
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Resim-1IE: 7 giin stre ile sadece serum fizyolojik kullanilan
kontrol grubunda yara kesiti. Yogun mononiikicer
hiicre artigi, fibroblastlarda orta rederece aktivasyon
ve kollagen liflerinde art1s izlenmektedir.

(H+Von Gieser, orijinal biiylitme x164)

Resim-IV: 7 giin stre ife kollagenazin topikal kullamldig:
grupta yara kesiti. Koliagen liflerin yoZun ve diizenli
bir sekilde artig, monontikleer hiicre infiltrasyonu
ve fibroblastlarda aktivasyon izlenmektedir.

(H+Von Giesen, orijinat biiyiitmex164)

neklerde, kollagen yogunlugu ve fibroblast aktivasyonunun
belirgin olarak azaldig: goriildii (p<0.005}. Kollagenaz gru-
bunda ise yara kiiltiiriinde iireme olmasi ile fibroblast ak-

tivasyonu ve kollagen regiilaritesi agtsindan anlamls iliski
saptandt (p<0.001). Kiiltiirde iireme olmasinin fibroblast
aktivasyonu ve kollagen regiilasyonunu olumsuz etkiledigi
goriildi.
Yedinci

degerlendirilmesinde, enfeksiyonun kontrol grubunda kol-

giindeki  yara  iyilesmesi  sonuglarinin

lagen yogunlugu ve fibroblast aktivasyonunu anlamli ola-
rak azaltu@ (P<0.001), kollagenaz grubunda isc kollagen

regiilasyonunu  belirgin ~ olarak  bozdugu  belirlendi
(p>0.001}. :
TARTISMA

Bugiin yara bakmmnda pansuman amach birgok

soliisyon, jel, adheziv tape, kollajen Ortiiler ve enzim pre-
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paratlart gelistirilmigtir. Biitin bu ajanlarin olumlu ve
olumsuz etkileri vardir (4). Yara iyilesmesinde son yillarda
sik kullanilan topikal ajantarin arasina enzématik ajanlar da
girmistir. Enzimler, yaradaki debridman ve degradasyonu
hizlandirarak yara temizliginde nemli rol oynarlar. Ayrica,
yara iyilesmesinde anabolik siireglerin erken baslamasin:
da saglarlar (3,5).
Polimorfoniikleer

graniilositlerin  konnektif  dokuya

yiitksek oranda infiltre olma yetenegl Yara

iyilegmesinin inflamatuar fazi siiresince ekstraselliiler met-

vardir.

riksin yikimu infiltre olan Ikositlerden salgiianan kol-
lagenaza baghidir. Kollagenazin parcalanmasi sonucu or-
taya ¢ikan kollagen parcaciklarninin  fibroblastlar  ve
makrofajlarin  kemotaksisini arttiwdigi bilinmektedir (6).
Caligmamzda da kollagenaz grubunda histolojik pa-
rametreler kollagen sentezinin daha diizenli oldugunu
gostermektedir. Ozellikle 7. giin sonuglan kollagen [if-
ierinde diizenli ve yofun bir artis saglandi@im
gistermekiedir. Ayrica histolojik parametreler 15131nda,
graniilasyon dokusunun ve yara iyilesmesinin daha saglikh
geligtigi soylenebilir.

Yara  iyilesmesinde,  enfeksiyondan  koruyacah
diisiincesiyle ¢ok yaygin olarak kullanikmakita olan topikal
(7,8).

Coguntukla antisepsi sartlarina uyarak ve dokuyu trav-

antiseptik ajanlarin  yararlann da tartigmahdic
matize etmemeye dzen gdstererek enfeksiyondan korunmalk
miimkiin iken, bunun yerine enfeksiyon endisesi ile topikal
antiseptik kullanmak agir basmaktadyr (9). Yarada en-
feksivon geligmesinin  morbiditeyi  Snemli  &lglide
arttiraca®i bir gergektir. Ancak antiseptik ajanlann si-
totoksik: etkileri de bir bagka gercektir (10). Bununla be-
raber, calismamizda, mikrobiyolojik' kiiltiirde iireme ile
yara iyilesmesi arasinda negatif bir korelasyon varhgi, bu
olgularda bakteri tiremesi durumunda antiseptiklerle topikal
miidahale yapilmas: gerektifi sonucuna gdtirmektedir.
Ciinkii en zayif yara iyilesmesi enfekte olan yaralarda sap-
tanmustir. Biitiin olgularda, enfekte olan yaralann hemen
hepsinde kollagen birikiminin ve regiilaritésinin yaninda
fibroblast ve myofib'rbblast aktivasyonunun da olumsuz et-
Topikal kul-

lamimaksizin sadece enzim tedavisi uygulanan olgularda

kilendigi- - goriilmektedir. antiseptik
enfeksiyon gergekteﬁ de ciddi bir problemdir. Hansbrough
ve arkadaslan kollagenaz pomat kullanilan olgularda, poly-
mixin-B siilfale veya bacitracin’ fozlanihin tedaviye k-
lenmesi ile’ yara  enfeksiyonunun  azaltlabilecegini bil-
dirmiglerdir (11). L
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Cahgmamizda, yara tedavisinde kollagenaz kullanilan
olgularda, mikroskopik olarak kollagenin daha yogun ve
fibroblast aktivasyonunun daha yiiksek oldufunu, mak-
roskopik olarak da graniilasyon dokusunun daha diizgiin ve
canlt oldugu belirlendi. Takahashi ve arkadagtan da clost-
ridium perfringens kaynakii enzimatik ajan kullanmiglar ve
Hemotoxilin-Fosin ile boyanmug preparatiarda dermal kol-
lagen lifferin olugumunun ve kapiller tomurcuklanmanin
artiigini, ek olarak kollagen liflerin diziliminin de oldukca
diizenli oldugunu gdstermislerdir (12}. Kollagenaz ve diger
proteazlari iceren preparatlar heniiz gok yaygin obmamakla
beraber, @zellikle sekonder yaralarda nekrotik dokularin
uzaklagtiriimas:t ve canh graniilasyon dokusuna clanak
sagiamast nedeni ile yara bakiminda gittikge daha gok ter-
cih edilmeye baslanmigtir. Bununia beraber cerrahi deb-
ridmanin goz ard1 edilmemesi ve enfekte yaralarda topikal
antiseptiklerin tedaviye eklenmesi énerilmektedir (8,9,10).

Sonug ofarak, acik yara tedavisinde kollagenaz kul-
lanimimin yara iyilegsmesini hizlandirdigl, kontrol grubuna
gijee belirgin olarak daha temiz ve canli bir graniilasyon do-
kusu sagladigi, fibroblast ve myofibroblast aktivasyonunu
arttirda§s, kollagen liflerinde diizenli ve yoZun bir artisa
neden oldugu girilmektedir.
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