Wptlyw antykoagulantéw
na tkanke taczna w procesie
gojenia sie rany chirurgicznej

The influence of low molecular weight heparin on wound healing in rats

Ewa Ku$

Proces gojenia rany dzieli si¢ tradycyjnie na 3 fazy: zapalenia, proliferacji oraz przebu-
dowy (remodeling) i zalezy od rewaskularyzacji tkanki. Jednym z kluczowych procesow
W gojeniu si¢ rany jest tworzenie si¢ na nowo syntetyzowanych witokien kolagenowych.
W pracy opisano wtasne doswiadczenia dotyczgce oceny procesu gojenia si¢ ran poprzez
syntezg kolagenu. Szeroko stosowane w ginekologii, szczegdlnie u kobiet starszych, leczenie
antykoagulantami moze mie¢ wpltyw na przebieg tych procesow.

Stowa kluczowe: gojenie si¢ ran, siatka prolenowa, heparyna niskoczgsteczkowa

Wstep

W ciagu ostatnich 10 lat zwiekszyla si¢ znacznie
nasza wiedza na temat mechanizméw gojenia si¢ ran
[1-4]. Proces ten dzieli si¢ tradycyjnie na 3 fazy: za-
palenia, proliferacji oraz przebudowy (remodeling)
i zalezy od rewaskularyzacji tkanki. Wiadomo juz
obecnie, ze podczas procesu gojenia si¢ rany zachodzi
interakcja pomigdzy sktadnikami morfotycznymi
krwi i elementami naczyni krwionosnych (ptytki krwi,
makrofagi, neutrofile, komoérki srédbtonka, komorki
migsni gtadkich), elementami naskérka (keratynocyty,
melanocyty, komérki Langerhansa), strukturami przy-
datkéw (komérki zewngtrznej ostonki wiosa, komérki
czesci brodawki wlosa), a takze skérg wihasciwag (fi-
broblasty i miofibroblasty), tkanka nerwowa (neuro-
ny) oraz tkanka podskdrng (adipocyty). Jednym z klu-

(Przeglgd Menopauzalny 2005; 5: 48-53)

czowych proceséw w gojeniu si¢ rany jest tworzenie
si¢ na nowo syntetyzowanych widkien kolagenowych
[5, 6]. Oceniajac efektywnos¢ syntezy kolagenu po-
Srednio mozna wigc wnioskowaé o sprawnosci proce-
su gojenia si¢ ran. Szeroko stosowane w ginekologii,
szczegllnie u kobiet starszych, leczenie antykoagu-
lantami, ze wzgledu na mechanizmy dziatania moze
mie¢ wplyw na przebieg tych proceséw.

Cel pracy

Celem pracy byto oszacowanie wptywu ditugotermi-
nowego leczenia przeciwzakrzepowego na proces goje-
nia si¢ rany — w warunkach uszkodzonych tkanek i siat-
ki prolenowej, umieszczonej w ranie — poprzez okresle-
nie zawartosci kolagenu i jego frakcji rozpuszczalne;.
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Materiat badawczy

Badania przeprowadzono w Zaktadzie Patofizjolo-
gii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w latach
2000-2001. Material badawczy stanowito 39 szczuréw.
Do badan uzyto mtode, 3-miesi¢czne szczury rasy Wi-
star, plci zeriskiej, ktérym podawano karme firmy Ba-
cutil i wod¢ ad libitum. Na wykonanie badan uzyskano
zgode komisji bioetycznej przy UM w Lodzi.

Wszystkim szczurom golono skére w czesci grze-
bietowo-bocznej i w ogdlnej narkozie (Thiopental,
Biochemie GmBH, Viena, Austria), podawanej do-
otrzewnowo w dawce 50 mg/kg masy ciata — wyko-
nywano podluzng ran¢ na skérze o diugosci 4 cm,
przez calg grubos¢ skéry. W srodku rany umieszcza-
no siatke z prolenu PMMI, firmy Ethicon, John-
son&Johnson, o powierzchni 0,25 cm®. Rane zszywa-
no nitkg niewchtanialng Ethibond 2,0. Zaktadano
4 szwy pojedyncze samoadaptacyjne.

Populacje 39 badanych szczuréw podzielono na
3 grupy.

D W grupie I — podawano podskérnie antykoagulant
enoxaparinum natrium (Clexane, Bellon, Rhone-
-Paulene Roer) w dawce 1 mg/kg masy ciata raz/do-
be przez 7 dni.

D W grupie II — Clexane byt podawany podskérnie
w tej samej dawce raz/dobg przez 14 dni.

D W grupie III — kontrolnej szczurom podawano 0,9%
NaCl podskérnie raz/dobg przez 7 lub 14 dni.

Zwierzgta zabijano poprzez podawanie dootrzew-
nowe Thiopentalu w dawce letalnej w 14., 21., 28.
i 42. dniu gojenia si¢ rany. Skére z uszkodzong po-
wierzchnig wraz z siatkg usuwano z tkanki podskérne;j
i poddawano dalszej analizie biochemicznej. Oznacza-
no procentowq zawartos¢ wody w tkance oraz stgzenie
kolagenu catkowitego i jego frakcji rozpuszczalnej
w ranie i siatce prolenowej. Zawartos¢ wody w tkance
zostata okreslona jako réznica pomig¢dzy mokrg a su-
chg masg. Wszystkie prébki byly zwazone i wysusza-
ne do stalej masy w temperaturze +90°C.

W celu oznaczenia kolagenu pobrany material do
badania biochemicznego siatk¢ z prolenu usuwano
z tkanki podskérnej, wazono, suszono do stalej masy

w 60°C. Wysuszona siatka z kolagenem byta nastgpnie
hydrolizowana w 6N HCI (3 mg/10 mg suchej masy).
Roztwér suszono. Suchg substancje rozciericzano woda
destylowana, poprzez dodanie SN NaOH, osiggano pH
7,0, wode dodawano do 10 ml objgtosci, 0,1 ml roztwo-
ru dodawano do 2 ml wody. Hydroksyprolina byta
oszacowywana wg metody Woessnera [7]. Hydroksy-
prolina byta utleniona do pyrolu przy pomocy chlora-
miny T, po czym nastgpowata reakcja do p-dimethyl
aminobenzaldehydu. Optyczna gestos¢ byla mierzona
przy dtugosci 560 mm, przy pomocy spektrofotometru
Unicam SP 800B. Stezenie kolagenu bylo obliczane
przy uzyciu wspétczynnika 8,2 (12,2% kolagenu to hy-
droksyprolina).

Stezenie kolagenu rozpuszczalnego w ranie ozna-
czano przygotowujac homogenaty Swiezej tkanki. Siat-
ka z prolenu usuwana z tkanki podskoérnej byta miesza-
na 0,45 M NaCl (pH=7,0) i umieszczana w 4°C przez
48 godz. Penicylina krystaliczna (10 000 IU/prébke)
byta podawana w celu zahamowania wzrostu bakteryj-
nego. Po 48 godz. roztwér byl odwirowywany, a super-
natant byt suszony. Nastepne procedury byta takie sa-
me jak opisane powyze;j.

Otrzymane wyniki opracowano, wykorzystujac od-
powiednie metody analizy statystycznej przy uzyciu
programu CSS Statistica (Statsoft Inc., Tulsa, OK.,
USA), numer licencji SP7025487510D51. Do analizy
statystycznej uzyto testOw nieparametrycznych Kru-
skalla-Wallisa. Poziom istotnosci statystycznej przyjeto
jako p<0,05.

Wyniki badan

Proces gojenia si¢ rany chirurgicznej w grupie kon-
trolnej szczuréw, ktérym nie podawano antykoagulan-
tu, taczyl si¢ ze wzrostem stezenia kolagenu catkowite-
g0 w gojacej si¢ ranie. Podawanie Clexane w grupie
Ii IT spowodowalo jeszcze wickszy wzrost (istotny sta-
tystycznie) stgzenia kolagenu catkowitego, zar6éwno
w ranie skory, jak i w siatce. Ponadto im dluzej poda-
wano antykoagulant — tym otrzymano wyzsze stezenie
kolagenu catkowitego w gojacej si¢ ranie. Po 6. tyg.

Tab. I. Srednie stezenie kolagenu calkowitego w skérze rany chirurgicznej, w zaleznosci od dlugosci leczenia

antykoagulantem
Tydzien Grupa kontrolna Grupa I Grupa II ﬂ Tvs € s
2. 405+26 519+20 532+30 0,002 <0,001 0,430
3. 479+38 56637 632+21 0,003 0,001 0,014
4. 55081 609+27 670+14 0,015 0,091 0,106
6. 651x109 736+43 895+113 0,025 0,152 0,026
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Tab. I Srednie stezenie kolagenu calkowitego w siatce prolenowej umieszczonej w skérze rany chirurgicznej,
w zaleznosci od dlugosci leczenia antykoagulantem

Tydzien Grupa kontrolna Grupa I Grupa IT u 1: ¢ Ty € s 1
2. 47,0+6,8 71,2+8,9 102,1+9,2 0,003 0,001 <0,001
3. 64,9+9,0 87,1+10,0 127,5+8.9 0,003 0,002 <0,001
4, 88,4+7,9 105,8+8,6 138,5+17,0 0,002 0,029 0,001
6. 110,3+7,6 136,8+7,1 272,7+66,5 0,001 0,188 <0,001
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Ryc. 1. Srednie stezenie kolagenu calkowitego w skérze rany chirurgicznej, w zaleinosci od dlugosci leczenia
antykoagulantem
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Ryc. 2. Srednie stezenie kolagenu calkowitego w siatce prolenowej umieszczonej w skérze rany chirurgicznej,
w zaleznosci od dlugosci leczenia antykoagulantem
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Tab. III. Srednie stezenie frakcji rozpuszczalnej kolagenu w skdrze rany chirurgicznej, w zaleznosci od dlugosci

leczenia antykoagulantem

Tydzien Grupa kontrolna Grupa I Grupa IT u :)s ¢ Ty € s 1
2. 54,647 49,3+2.8 37,6x1,2 <0,02 ns ns
3. 39,0+3,99 46,1+1,31 31,7+1,62 <0,05 ns ns
4. 37,2+3,18 33,2+2.22 29,6+4,2 <0,01 ns ns
6. 31,9+2,7 31,8+2,0 16,4+2.6 <0,001 ns ns
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Ryec. 3. Srednie stezenie frakcji rozpuszczalnej kolagenu w skoérze rany chirurgicznej, w zaleznosci od dlugosci leczenia

antykoagulantem

gojenia si¢ rany — srednie st¢zenie kolagenu catkowite-
go uzyskane w grupie II bylo istotnie statystycznie
wyzsze od otrzymanego w grupie I. Podobnie, jak
w skorze rany — réwniez w siatce prolenowej — wyniki
oznaczania kolagenu catkowitego (mimo nizszych
wartosci srednich niz uzyskane w ranie) — wykazywa-
ty wzrost istotny statystycznie w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Najwyzsza réznicg zanotowano w grupie 11
po 6. tyg. gojenia si¢ rany, zar6wno w poréwnaniu do
grupy I, a tym bardziej do grupy kontrolnej. Doktadne
wyniki przedstawiono w tab. I, I i zobrazowano gra-
ficznie na ryc. 1., 2.

Podawanie Clexane powodowalo obnizenie istot-
ne statystycznie stezenia frakcji rozpuszczalnej kola-
genu w ranie skory, ale wytacznie w grupie II bada-
nej, tj. szczuréw, ktérym dtuzej, bo przez 14 dni po-
dawano Clexane — w poréwnaniu do grupy kontrol-
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nej. W grupie I wartosci srednie frakcji rozpuszczal-
nej kolagenu obnizaly si¢ dopiero od 3. tyg. gojenia
si¢ rany (tab. III, ryc. 3.).

Wyniki oznaczen procentowej zawartosci wody po-
kazujg obnizanie si¢ zawartosci wody w gojacej si¢
tkance. Jest to szczeg6lnie dobrze widoczne w grupie
I badanej, gdzie wartosci Srednie sg istotnie staty-
stycznie nizsze niZ otrzymane w grupie I i grupie kon-
trolnej (tab. IV, ryc. 4.).

Dyskusja

Na proces gojenia si¢ rany sklada si¢ wiele me-
chanizméw biochemicznych, ktére prowadzg do cat-
kowitej odnowy tkanki. Mechanizmy kierujace tymi
procesami nie sg do kofica poznane. Wpltyw réznych
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Tab. IV. Zawarto$¢ wody w tkance w zaleznosci od dlugosci leczenia antykoagulantami

Tydzien Grupa kontrolna Grupa I Grupa IT IIvs Clvs C Mvs 1
2. 74,8+0,4 73,9+3,0 73,0£2,1 <0,02 ns ns
3. 73,3+0,6 71,5£2,3 70,4+2,5 <0,001 ns <0,05
4. 72,3+0,6 70,1£1,4 68,6+3,0 <0,001 ns <0,05
6. 70,1£1,0 68,9+1,3 66,2+1,4 <0,005 ns <0,05
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Ryc. 4. Zawartos¢ wody w tkance w zaleznosci od dlugosci leczenia antykoagulantami

czynnikéw na gojenie si¢ rany jest nadal w fazie ba-
dari. Jednym z szeroko rozpowszechnionych sposo-
béw oceny procesu gojenia si¢ rany jest okreslenie
zawartosci kolagenu w bliZnie [3].

Wigkszos¢ doswiadczen badajacych wptyw nisko-
czasteczkowej heparyny na gojenie si¢ rany operacyj-
nej dotyczy procesu odnowy kosci, uszkodzen czasz-
ki, blony bebenkowej, jelit, owrzodzen zoladka, zwy-
rodnienia sciggien, oparzen i innych [5, 8—14]. Zar6w-
no w chirurgii og6lnej, jak i w ginekologii i potoznic-
twie, heparyna niskoczgsteczkowa jest szeroko stoso-
wana w profilaktyce powiklan zakrzepowych u nie-
ktérych pacjentéw. Powszechnie znany jest réwniez
korzystny efekt dzialania heparyny zmniejszajacy
tworzenie si¢ zrostu [15]. Wpltyw heparyny niskocza-
steczkowej na sktonnos¢ do krwawienia w poréwna-
niu do heparyny standardowej badany przez Matzsha
i wsp. wykazal wzrost wystgpowania krwawienia
u szczurdw otrzymujacych heparyne standardowg
[16]. Ostatnio wskazano réwniez na udzial PDGF
W procesie gojenia si¢ rany. Saba i wsp. [17] wykaza-
li, ze PDGF wzmaga zamykanie si¢ rany poprzez re-
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epitelizacj¢ i zapobiega jej kurczeniu si¢. Podobny
efekt dziatania heparyny na tworzenie si¢ zwtéknien
na oparzeniach przetyku obserwowat Bingol-Kologlu
[2]. W zapobieganiu wymienionych wyzej efektow
ubocznych kluczowym jest znaczne zmniejszenie za-
wartosci kolagenu. Korzystny wpltyw podawania ni-
skoczasteczkowej heparyny na gojenie si¢ wrzodu zo-
tadka, niewptywajacego na aktywnos¢é koagulacyjng
zostato opisane przez Li i wsp. [6]. Ponadto dodanie
heparyny przyczynia si¢ do wzrostu infiltracji fibro-
blastéw do implantéw kolagenowych w zaleznosci od
podanej dawki. W poréwnaniu z kontrola, implanty te
byly bardziej unaczynione, co poprawito przebieg go-
jenia si¢ rany [8]. Ciekawe, ze orbitalna ekspozycja
opdznia zdolnos¢ ran do gojenia si¢, poprzez zmniej-
szenie zawartosci kolagenu i odpowiedzi na stymulu-
jace czynniki zewnetrzne [3].

Celem tej pracy bylo wykazanie korzystnego
wplywu podawania heparyny niskoczasteczkowej na
gojenie si¢ ran. Jakos¢ blizny skérnej, jak wspomnia-
no wczesniej, moze by¢ zwigzana z zawartoscig kola-
genu. W naszym eksperymencie zaobserwowano po-
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zytywny efekt Clexane na gojenie si¢ ran. Clexane
prawdopodobnie dziata poprzez antykoagulacyjny, an-
tytrombolityczny oraz ochronny efekt na endotelium.

Whioski

1. Podawanie Clexane spowodowalo istotny staty-
stycznie wzrost stezenia kolagenu calkowitego

Summary

oraz obnizenie st¢zenia frakcji rozpuszczalnej ko-
lagenu — zaréwno w ranie, jak i w siatce proleno-
wej w grupach badanych, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej.

2. Gojeniu si¢ rany towarzyszyt spadek zawartosci
wody, istotnie statystycznie wyzszy w grupach ba-
danych (przy stosowaniu Clexane) w poréwnaniu
do grupy kontrolne;j.

The influence of low molecular weight heparine (Clexane) on healing of abdominal wo-
unds in rats was studied. Subcutaneous injections of standard dose of clexane or physiolo-
gic saline were given to animals with skin wounds and with prolene mesh inserted into wo-
unds. The collagen concentration was determinated in wound and prolene mesh in control
group 14, 21, 28 and 42 days after skin incision and in two groups of rats: treated with cle-
xane for 7 (I group) and 14 (Il group) days after skin incision and prolene insertion in 14,
21, 28 and 42 day of wound healing. Clexane administration resulted in signifficant incre-
ase of collagen content both in wound and in prolene mesh in total dose —dependent manner.

Key words: wound healing, prolene mesh, low molecular heparin
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