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OZET

Bu guligmada, kernik defektlerine vygulanan Tip 1
kollajene  karst  ortava  gikan  enllamatuar  cevabun
degerlendirilmest  amaclanmistr, Calismads B4 eriskin
avgan kuflanilarak, dencklerin  sa@  ublalarna  agilan
kavitclerden birist kontrol amacivla bog birakilitken, digesi
kollajen matervaliyle dolduruldu &, 7, 14, 21 ve 28
giinlerde dckapite cdilen tavsanlann libinlan gikanlamk
paralin bloklura gdmiilerek histopatolojik clarak incelend..
Sonug olarak, enflamatuar cevapta. dzcllikiede lokaosit ve
makrofa) sayisuda bir ariga neden olduitu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Tip I kollajen. Enflamatuar
cevap, Kemik rejenerasyonu
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THE EFFECTS OF TYPE 1 COLLAGEN GN THE
INFLAMMATORY RESPONSE DURING BONE
DEFECTS REGENERATION :
A OISTOPATHOLOGIC EVALUATION

SUMMARY

In the preseat study, the cffects of Type | collagen
applicated on the bone defects on the inflammatory
response were investigated. Fourteen adult ale rabbits
were used for this purpose. Following the induction of
seneral  anesthesta  with  introperitonead  ketamine, the
anterior surfaces of tibiags of the rabbits were surgrcally
exposed, and two holes with 4 min in diamerer swerce
preparcd on them for the investigation, Only one hale o
cach tibia vas filled with Gelfix and the incision region was
suturcd. The other unlilled hole was used as control. Afier
the completion of these procedires. bwve animals were
killed ir the 4th day, three animals in svery 7th, 1dth, 21st
and 28th day Then Lhe histological sections of tibias of the
animuals were prepared.

At the cnd of thiv swdy  performed
histopathologically, we concluded that Type 1 collagen
causcs an increase especially in the number of leukocyle
and macrophages in inflammatory respanse
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GIRIS

Moku  yaralanmalannin ik birkag  saali
icinde makrefajlar, derhal [agosilik etkinliklere
baslayarak savunmanin ilk hattini olugtururlar.
Enflamasyon alamindan serbeslesen  10kosit-
indiikleyici faktor vada graniilosit-serbestleyici
faktdrler ¢énce kana, daha sona kemik iliine
gecerler. Bu faktorler kemik iliginden ¢ok sayida
Iskosili, ozellikle kemik iliginde daha oGnoe
yapilmis ve depolanmis olan nétrofilleri mobilize
ederler. Bu sekilde ¢ok sayida nétrofil dolagim
kanina gecmis olur. Enflamasyon ayn: zamanda
lokositlerin - yapim hizini da arainr. Bir gok
faktoriin buna neden oldugu bilinmcktedir. Bu
faktorler kemik iliginde l8kosit  vapimim
artirdiklar gibi doku kiiltiirlerinde 16kosit koloni-
lerinin proliferasyonuna neden olduklar. igin, ko-
loni stimiile edici faktor ortak adun almuglardir.

En fazla makrofajlar tarafmdan dretilitler ve
bashica ctkilerini gelismemis nétrofil hiicrelerin-
den gelisen myeloblastlarin  proliferasyonunda
sosterirler. Daku iltihaplandige zaman bir ¢ok
fark!i iiriin, ndtrofil ve makrofajlarda kemotaksisi
uyararak iltihaph afana dogm hareketlerine neden
olur. Kemotaksi, kemotaksik maddenin kensan-
trasyon gradyanma yani farkina baglidnr ve kon-
sanfrasyonun yiiksck oldugu yonc dogru olusur,
Kemotaktik sinyal, IGkositlerin blivik givli ile il-
tihap alamnda ki kapillerferden ¢abucak yayilir,!
Natrefiller icin en Gnemli kemotaklik laktorler,
kompleman sisteminin en Onemli bileseni olan
C5a, aragidonik asit metebolizmasinin bir {irtinil
olan lokotrein B4 ve bakteri iiriinleridir.’* Bu-
nunia birlikte monesit ve makrofajlart ctkilcyen
kemotaktik meddeler; Cia, IGkotrein B4, bakteni
parcalar, naotrefil pargalan, antijenlere duoyar-
lannig lenfositlerden olugan ienfokinter ve fibro-
nektin parcalaridir.

#1. Ulusal Koruyucu Dighekimligi Kongresinde eblig edilmistit, {Eraurum 1997)
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MATERYAL VE METOD

Calismamizin temel gerecini olugturan kol-
lajen materyali (GelfixR Ihsan Iltas) sigir asil ten-
donundan elde edilen Liyofilize Tip I kollajendir.
Calismamizda agirliklan 1.5-2 kg arasinda de-
gisen 14 adet erkek tavsan kullamldi. Hayvan-
larin kilogramlari basmma 20 mg Ketamine Hi-
droklorid (KetalarR Padeko) intra peritoneal ve
verilerek genel anestezi saglandi. Ameliyat ma-
sasina yatrilhp basi ve ayaklan baglanan
tavsanlarin sag arka bacaklarindaki tiiyler kesildi.
Daha sonra derileri Povidone-iodine (Batticon®
Adeka) ile dezenfekte edilerek serum fizyolojikle
yikandi. Bolge steril yesil ortiilerle izole edilerek,
korpus tibianin mezial yiiziindeki yumusak doku
iizerinde yaklasik 4 cm uzunlugunda bir insizyon
yapildi. Deri, kas ve periost bir raspatoryum
vasitasiyla kaldirilip kemik agi8a ¢ikarilarak ve 4
mm c¢apinda iki kavite agildi. Bu esnada serum
fizyolojikle devamli irrigasyon yapildi. Biitiin
islemler bitirildikten sonra, kaviteler tekrar serum
fizyolojikle iyice yikanarak, steril paketinden
¢ikarilan kollajenden, kaviteyi doldurabilecek ka-
dar kesilerek bir presel yardimiyla kavitelere
yerlestirildi. Daha sonra, periost, deri alti doku-
lar1 ve deri 3/0 katgiit ile dikilerek kapatildi. 4.
giinde iki, 7, 14, 21 ve 28. giinlerde iicer tavsan
dekapite edildi. Dekapite edilen hayvanlarin, tibi-
alan ¢ikarilarak 48 saat % 10'luk formalinde fikse
edilerek, % 5'lik formik asitde dekalsifiye edildi.
Dereceli alkollerden gegirilerck dehidrate edilip
parafine gomiildiiler. Bloklar hazirlandiktan son-
ra elde edilen 5 mikron kalinh@mdaki kesitler,
hematoksilen eosin (H&E) ve klasik histokimya-
sal boya olan Masson's Trichrome (MTB)
yontemiyle boyandilar. Preparatlar histopatolojik
inceleme amaciyla 1sik mikroskobunda de-
gerlendirildiler.

Enflamasyon dereceleri, hafif, orta ve
siddetli; sirayla +, ++, +++ miisbet olarak deger-
lendirildi, sonuglar tablo ve sekillerle sunuldu.

BULGULAR

Dérdiincii giinde kontrol kavidtelerinde, yo-
gun kan ve fibrin kitlesi ayrica belirgin bir poli-
morf niiveli 16kosit infiltrasyonu (PNL) tespit
edildi (Resim 1), deney kavitelerinde ise kollajen
materyalinin kaviteyi doldurdugu fibrinle birlikte
yogun PNL infiltrasyonu, ayrica yabanci cisim
dev hiicreleri ve dejenere nekrotik hiicreler belir-
lendi (Resim 2).

Yedinci giinde kontrol kavitelerinde, iltihabi
mikst hiicre infiltrasyonu (PNL, Lenfosit, Makro-
faj), deney kavitelerinde ise, kollajenin kismen
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rezorbe oldugu, lenfositten yogun iltihabi mikst
hiicre infiltrasyonu ayrica yabanci cisim dev
hiicreler tespit edildi. Ondordiincii giinde kontrol
kavitelerinde, iltihabi mononiikleer hiicre infil-
trasyonu belirlenirken, deney kavitelerinde, kolla-
jen materyali tespit edilemedi, hafif derecede ilti-
habi mononiikleer hiicre infiltrasyonu belirlendi.
Yirmibirinci giinde kontrol kavitelerinde, hafif
derecede lenfosit infiltrasyonu, deney kavitelerin-
de ise, gok az mononiikleer hiicre infiltrasyonu
oldugu belirlendi. Yirmisekiz giinliik hem kontrol
hemde deney kavitelerinde, ¢ok az sayida mon-
oniikleer hiicre infiltrasyonu izlendi(Tablo 1).
Caligma siiresince her iki gruptada belirgin
bir enflamatuar cevap gelistigi, 4. giinde kontrol-
lere nazaran deney grubunda daha fazla goriilen
enflamasyonun 14, giine kadar giderek azaldig
ve daha sonra ki giinlerde ise hafif bir lenfatik re-
aksiyon seklinde devam ettigi belirlendi(Sekil 1).

Resim 1. 4 giinliik kontrol kavitesinde kan ve fibrin kitlesi
ve belirgin bir PNL infiltrasyonu goriintimii. (MTB x 100 )

Resim 2. 4 giinliik deney kavitesi kaviteyi dolduran kolla-
jen materyali, fibrinle birlikte yogun bir PNL infiltrasyonu
ve yabanci dev hiicrelerin goriiniimii. ( MTB x 100)
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Tabla 1. Histopatolajik olarak clde cdilen sonuglarn dency
ve kontrol gruplannda dafilim.
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Sekil 1. Deney ve kontrol gruplarmda ortaya gikan enfla-

matuar cevabu giinlere gére degisimi,

TARTISMA

Deneysel olarak yapilan bu galigmanin
bagindan sonuna kadar enfllamatuar cevabm
deney kavitelerinde daha yiiksek oldugu ve olu-
gan enflamasyonun giderek azaldig saptand, Bir
¢ok araghrmacida, kollajen uygulamasina bagh
olarak iyilesme siiresince sivr eksuda olusumn ve
|6kosit sayisinda artma oldugunu tespit ctmigler-
dir#% Ozellikle 4. giinde kontrollere nazaran
deney gurubunda enflamasyonun oldukea yiiksek
olmas:, bu materyalin ¢ok yiiksek bir konsantras-
yon gradyan olusturdugunu ve gliglii bir kemo-
taksik etkisi oldugunu diisiindiirmekiedir. Buna
paralel olarak kemotaksinin, kemotaksik madde-
nin konsantrasyon gradyanina yani farkina bagl
oldugu ve komsantrasyonun yiiksek oldufiu yone
dogru olustugu ifade edilmektedir. Ortaya gikan
bu kemotaktik etki kemik defektlering vygu-
ladigimiz kollajenin kendi yapisina bagl olabilir,
Ciinkti Grelfix, iigli sarmal yapisi korunarak, sage
asil tendonundan cikardan farkl: bir Tip I kolla-
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jendir.7&  Kromotografik incelemeler, Codress
(Gelfix) ve standat arasinda, 1otal nitrojen ve
hidroksiprelin yogunlugu agisindan fark olma-
digmu, ayrica aynl saitlar altinda yiiriitillen elekt-
roforetik calismalar kuru dondurulmus  kollajenin
standart ve kollajen jele benzer bir polipeptidik
kompozsivana sahip oldufunu gostermistir. Di-
Zer taraftan, kuru dondurma metodlarinin mo-
lekiiliin yapisint, en azindan polipeptit kompozis-
yonlarini  dedigtirmedigi  tespit  edilmigtir.®
Muhtemelen yara bdlgesine gelen fagositik en-
flamatuar hiicreler tarafindan {ragmanlarina
ayrilan bu materyalin pargalanma iiriinleri, kople-
man kompleksiyle bir ¢ok reaksivon iirtinlerinin
ortaya ctkmasima neden olarak giicli bir kemo-
taksik etkinin olusmasina neden olabilir. Bununla
birlikte, kompleman kompleksinin dzellikle C5a
fragmani, nédtrofil ve makrofajlarda kemotaksisi
uyardigl, kollajen fragmanlanimn da skosit kem-
otaksisini uyardidl saplanmsur.!23-5%.10 Diger 1a-
raftan kollajenlerin, trombositleri etkileyerek on-
larin, adezyonuna ve agregasyonuna neden
oldugu, trombaostilerinde, kollajene haglanarak ve
salgiladiklari proteolitik enzimler vasitasivla ara
maddenin clugumu ve ézellikle kompleman CSa'
y1 uyardigi saptanmustir, '@ Heterolog koltajen-
lerin varalanan bblgenin yakinmda {ibronektin
miktarint  artrdign ve  metabolik  aktivitesini
hizlandirdi®1, bununla birlikte kollajenlerin gok
giiglii bir hemostatik etkiye sahip olduklan tespit
edilmistir.'™!5 Fibronektine dzgii olusmus lavsan
antikorlan kullamlmak suretiyle yapilan indirekt
immiinefioresans analizi sonucunda, yerlestiril-
mesinden gerek 24 saat gerckse 4 ve 8 giin sonra
otolog fibronektin ile heterclog kollajen arasinda
yogun baflar kurufdugu saptanmistir.)® Kollajen
pet uygulanmasina bagh olarak tespit ettigimiz
enflamatuar cevap, 16kosit sayisinda ki artis daha
dnce ki arastirmactlarm belirledikleri gibi, uygu-
lanan kellajenin fthronektinin mikiarm ve mela-
bolik aktivitesini artirdigin dogrular niteliktedir.
Fibraneklinin ileri derecede de yapigkan olmasi
nedenivle fibrin ag: boyunca, epitel ve ilhitap
hijcrelerinin gagiinii kolaylagtirdigi, fibroneklinin
kendisi veya parcalarimin monositler daha da
onemlisi fibreblastlar icin kemotaktik etkili oldu-
du saptanmstir.? Difer taraftan fibronektinin en-
dotel hiicrelerinin gdeiinii ve kapiller scklinde
bigimlenmesini  kolaylastrdigr ve fibroblastlar
i¢in biiyiime faktorlerinin serbetlesmesini uyar-
digr belirlenmigtir.27 Bu duremda uyguladidi-
miz kollajene karsi olusan enflamatuar cevap ve
liskosit sayisindaki artis: bu materyalin uvgulan-
mas! ile ortaya ¢tkan, ¢cok giiclii kemotaktik etki
yaninda, fibronektin miktarmin ve metabolitik
akfivitesinin arigt ve trombosit tirevi bilyiime
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faktsriintin (TTBF) sentezinin artmasina da bagh
olabilir. Trombositler, aktive makrofajlar, endotel
ve daha farkli hicreler tarafindan salgilanan
TTBF niin l&kositler icin kemotaktik ctkiye sahip
oldugu tespit edilmistir.2:18-22 Diger taraftan,
caligmamiz  siiresince hafif bir Jenfatik reaksiyon
oldugunu belirledik. Fakat bu durumun kontrol
ve deney grubunun her ikisinde de crtaya cikma-
s1, bu reaksivonun kullamlan materyale karst de-
gil de cerrahi miidabale scbebiyle orfaya cikbigini
gostermektedir.

Deneysel olarak yapilan bu galigmanm so-
nunda, vygulanan kollajen materyalinin, enlla-
matuar cevapta, ozellikle iokosit ve makrofaj
sayisinda bir artiga neden oldugu belirlendi.
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