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Sıçanlarda serbest oksijen radikallerinin kırık iyileşmesine etkisi 

Erol Göktürk(1) 

Çalışmada 30 adet sıçan serbest oksijen radikalleriilin kırık iyileşmesine olan etkilerini araştırmak için 
kullanıldı. Sıçanlar iki gruba ayrıldı ve sıçanlarııı sağ önkolları manuel kompresyon yöntemi ile kırıldı. Kı­
rıktan 1 saat önce 15 sıçana 5 ml/kg. ip. salin (kollfrol grubu), 15 sıçana ise polimOlfonükleer lökösitlerdeki 
NADPH oksidaz'ı uyararak serbest oksijen radikalleri oluşturmak için zymosan 100 mg/kg. ip. olarak uygu­
landı. Bu uygulama günde bir defa olmak üzere sürdürüldü ve kırık sonrası 5. gün son verildi. Kırık sonrası 
22. gün eter anestezisi altıııda tüm sıçanlar öldiirüldü. Radius ve ulna'dan alıııan histolojik kesitler incelendi. 
Zymosan verilen grupta kll'lk iyileşmesinin bozulduğu saptandı. Bu nedenle serbest oksijen radikal/erinin kı­
rık iyileşmesinde önemli rolü olabileceği sonuc/ma varıldı. 
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The effect of free oxygen radicals on fractııre healing in rats 

Thirty male rats were ıısed to study the ej/ect of free oxygen radicals on fracture healiııg. The rats were 
divided info two groups and the right forelimbs of the rats were broken by light manual compression. One 
hour before the fracture the fol/owiııg treatments were given to groups of 15 animals; saline 5 ml/kg ip. 
(control group) or zyomosan 100 mg/kg ip. to induce free oxygen radicals through stimulaıion of NADPH 
oxidase in polymorphonuclear leııeoeytes. Treatment were stopped 011 the fifth post-fracture day. All rats we­
re sacrijiced with high dose ether on day 22, aııd histologieal see tion s of the radius and ulna were examined 
without knowledge of the treatment regiment. The administratioıı of zymosan imparied the fracture healing 
aııd thereforefree oxygen radieals appear to play an important role onji'acture healing. 
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Aerobik organizmalarda sürekli oluşan oldukça 
reaktif ve kısa ömürlü moleküller olan oksijen kay­
naklı serbest radikaller, hücre içinde çeşitli metabo­
lik bozukluklam yol açarak hücre hasarı ve sonunda 
hücre ölümüne neden olurlar. Günümüzde serbest ra­
dikallerin kanser ve yaşlanma dahil pek çok patolojik 
olayın ortaya ç!kışında rolleri olduğuna ilişkin kanıt­
lar mevcuttur. Iskemi-reperfüzyon zedelenmesi, stres 
ve ilaçlam bağlı gastrik mukoza hasarındaki rolleri 
kesinleşmiştir. Bunun yanısıra yara iyileşmesi, gran­
lasyon dokusu, kollajen ve kıkırdak doku üzerine 
olan olumsuz etkileri de gösterilmiştir (5, i i, 12, 17). 

Ksenobiyotiklerin verilişi ve bakteriler epitelyal 
ya da inflamatuvar hücreleri uyararak birçok dokuda 
serbest oksijen radikallerinin oluşumuna yol açarlar 
(21, 23). Grrett ve ark'ları (14) serbest oksijen radi­
kallerinin osteoklastların formasyon ve aktivasyo­
nundaki rollerini gösterdiler. 

Serbest oksijen radikallerinin oluş mekanizması 
iyi bilinrnekk birlikte, bizim bilgilerimize göre bun­
ların kırık iyileşmesine olan etkilerinin araştırıldığı 
yayınlanmış bir çalışma yoktur. Çalışmanın amacı, 
sıçanlarda serbest oksijen radikallerinin kırık iyi leş­
mesine olan etkilerini araştırmaktır. 

Gereç ve yöntem 

Çalışmada ağırlıkları 200-300 gram olan Spra-

gue-Dawley cinsi 30 adet erkek sıçan kullanıldı. Sı­
çanlar herbirinde i 5 adet olmak üzere kontrol ve 
zymosan gruplarına randomize olarak ayrıldı. Kont­
rol ve zymosan gruplarındaki sıçanların ortalama 
ağırlıkları sırasıyla 248 gram ve 233 gram olarak 
saptandı. Herbir sıçan bağımsız kafeslerde tutuldu. 
Su ve standart diyet almalarına izin verildi. 

Eter ile anestezi sağlandıktan sonra sıçanların 
sağ önkolları Alien ve ark.'ları (i )'nın tanımladığı 
manuel kompresyon yöntemi ile kırıldı. Kırık oluştu­
rulduktan hemen sonra, sıçanlar henüz anestezi altın­
da iken çekilen radyografilerde radius ve ulnadaki 
kırığın basit transvers kırık olduğu saptandı. 

Kırıktan i saat önce ve hergün bir defa olmak 
üzere kontrol grubundaki sıçanlam 5 ml/kg i.p. salin, 
deney grubundaki sıçanlara ise zymosan 100 mg/kg. 
i.p. (Sigma Chemical Co.) olarak uygulandı. Zymo­
san polimorfonükleer lökositlerde NADPH oksi­
daz'ın uyarılarak serbest oksijen radikalleri oluştur­
mak için verildi (1 i, i 2). Bu uygulamalara kırık son­
rası 5. günde son verildi. Sıçanların izlenmesi sıra­
sında herhangi bir komplikasyon görülmedi. Sıçanla­
rın çalışma sonundaki ağırlıkları arasında farklılık 
saptanmadı. 

Kırık sonrası 7, 14 ve 21. günlerde her iki grup­
taki sıçanlara eter ile anestezi sağlanıp kırıkların rad­
yografileri çekildi. Seri radyografiler çalışmanın son­
landırma süresini saptamak için elde edildi. Kontrol 
grubundaki sıçanların kırıklarında radyografik olarak 
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Hisıolojik değerlendinne Grade 

Psödoarıroz oluşumu O 
Inkompleı kartilajinöz kaynama i 
Kompleı kartilajinöz kaynama 2 
Inkompleı kemiksel kaynama 3 
Kompleı kemiksel kaynama 4 

Tablo i: Kınk iyileşme skorları. Grading sisıem. 

mineralize köprüleşme saptanınca sıçanlar yüksek 
dozlarda eter ile öldürüldü ve kınk sonrası 22. günde 
otopsi yapıldı. Otopsi dirsek ve el bilekleri arasında 
kırık radius ve ulnayı kapsıyordu. Elde edilen doku 
% Wluk nötral buffered formalin'de fikse edildi. 

Önkol kemikleri % 15 aköz formik asid içinde 
dekalsifiye edildi. Her bir kallus dokusunun merke­
zinden 6 mm kesitler halinde parafin bloklar hazır­
landı (1). Tüm histolojik kesitler hematoksilen ve eo­
sin ile boyanarak ışık mikroskobunda incelendi. Kı­
rıklard�i iyileşme yaklaşık 50 kesit incelenerek sap­
tandı. Iyileşmenin histolojik derecelendirilmesi 5-
grade sistemine göre yapıldı (1) (Tablo I). İyileşme­
nin derecelendirilmesinde en az iyileşen kemik (radi­
us ya da ulna) kın ğı dikkate alındı. Kesitlerde teknik 
nedenlerle düzensizlik saptandığı durumlarda her iki 
kırık kallus kesitleri birlikte değerlendirilerek dere­
celendirme yapıldı (1). Gruplar arası kıyaslama Ki­
Kare ve t-testleri ile yapıldı. 

Bulgular 

Kontrol grubundaki tüm kırıklarda kırık sonrası 
elde edilen radyografilerde iyileşme saptandı. Histo­
patolojik olarak, kontrol grubundaki tüm kırıklarda 
inkomplet kemiksel kaynama (grade 3) saptandı. 
Zymosan verilen deney grubundaki kınkların ise in­
komplet kemiksel kaynama (n 9) ya da komplet kar­
tilajinöz kaynama gösterdikleri belirlendi (Grade 2, n 
6, p<O.OI). 

Tartışma 

Serbest radikal biyolojisi, son yıllarda üzerinde 
en çok durulan ve birçok yönleri ile araştırılan bir 
konudur. Bir serbest radikal I, 3, 5, gibi tek sayıda 
elektronlara sahip herhangi bir molekül olarak tanım­
lanır. Hem organik, hem de inorganik moleküller h!i­
linde bulunurlar ve oldukça reaktif özellik taşırlar. In 
vivo normal metabolizmanın ürünleri şeklinde açığa 
çıkan serbest radikaller ayrıca organizmanın iyonize 
edici radyasyona, oksitleyici özellik oluşturabilen 
ksenobiyotiklere maruz kaldıkları durumlarda da 
meydana gelebilir. Canlılığın devamının zorunlu bir 
parçası olan oksijen serbest radikalleri sayısız enzi­
matik tepkime ve biyolojik fonksiyonlar için gerekli­
dirler. Ancak her bir radikalin yapısı ve etkili oduğu 
yere göre hücresel hedefler risk altındadır. Bu ba­
kımdan serbest radikallerin hücresel kaynakları, rol 
oynadıkları tepkimeler ve hücresel savunmalarla 
adaptif mekanizmaların incelenmesi henüz açıklık 
getirilmemiş bazı klinik durumların patogenezine 
ışık tutabilir (4, 24). 

Aerobik organizmalar için serbest radikallerin 
başlıca kaynağı moleküler oksijendir. Oksijenin re­
düksiyonu ve aerobik hücrelerin enzimatik oksidas­
yonu sırasında negatif yüklü bir ara ürün olan süpe­
roksit rad!kal (02) açığa çıkar. Bu radikalin kendili­
ğinden ya da enzimatik dismutasyon reaksiyonu ile, 
0-2+0-2+ 2H+------> Hı Dı + Dı, ikinci bir ara ürün 
hidrojen peroksit (H202) oluşur. Yine süperoksit re­
dikalinin yer aldığı bir dizi reaksiyon sonucu olan ö­
zellikle mitokondri içinde bir diğer serbest radikal 
hidroksil radikal (OH.) meydana gelir (4, 24). 

Aerobik hücrelerde serbest oksijen radikal üreti­
mi çeşitli şekillerde ortaya çıkabilir. Bunlar mito­
kondriden intrasellüler üretim, katekolaminlerin oto­
oksidasyonu, ksantin dehidrogenazın ksantin oksida­
za dönüştürülmesi, aktive edilmiş nötrofillerden sa­
lınması ve araşidonik asid kaskadı şeklinde özetlene­
bilir (19). 

Serbest radikallerin kaynaklarıyla, çeşitli hücre 
ve dokulara olan zararlı etkileri iyi bilinmekle birlik­
te bizim bilgilerimize göre, kırık iyileşmesine etkisi­
nin araştırıldığı çalışma yapılmamıştır. Serbest radi­
kallerin kırık iyileşmesine etkisinin daha önce araştı­
rılmamış olması, aseptik inflamasyonda serbest radi­
kallerin ortama ÇıkıŞı, kas. ve tendon zedelenmesinde 
iskemi-reperfüzyon hasarının olduğunun bilinmesi, 
ayrıca serbest radikallerin yara iyileşmesini olumsuz 
yönde etkilediğini bildiren yayınların bulunması bizi 
bu çalışmayı yapmaya yöneltti (11,16,20,26). 

İnflamasyon evresi kırık iyileşme aşamalarından 
birisi olup kırıktan sonraki ilk 5 günü kapsar. İnfla­
masyon tüm zedelenen dokularda görülen bir olay­
dır. Kemik kırılınca endosteum, periost ve çevredeki 
yumuşak dokuların parçalanması sonucu dokular 
arasına kan, lenf ve eksüda birikir. Kırık hematomu 
olarak adlandırılan bu birikinti kırık iyileşmesi için 
gerekli temel öğeleri içerir. Bu ilk aşama sonrası böl­
gedeki yumuşak dokularda vazodilatasyon, plazma 
lökosit eksüdasyonu gibi inflamasyon değişiklikleri 
gösterirler. Derhal polimorflar, histiositler ve mast 
hücreleri belirginleşirler. Kırık iyileşmesinin erken 
dönemi oldukça önemlidir. çoğu biyolojik yetmezli­
ğin nedeni kırıktan sonraki ilk haftalarda ortaya çıkar 
(8, 13,22). 

İnflamasyon sürecinde serbest oksijen radikalle­
rinin arttığını bildiren çeşitli çalışmalar mevcuttur. 
Greenwald ve ark.'larl (17) 1979'da vücut içinde 10-
kositler tarafından üretilen serbest oksijen radikalle­
rinin kıkırdak ve çevresel eklem yapılarının yapısal 
veya fonksiyonel bütünlüğünü olumsuz yönde etkile­
diğini gösterdiler. Shandall ve ark.'ları (26) 1986'da 
dokudaki lokal hasar ya da cerrahi sonucu bölgeye 
gelen polimorfların serbest oksijen radikallerini re­
perfüzyon stimulasyonu ve inflamasyon etkisi ile art­
tığı sonucuna vardılar. 

Kırık sadece kemik dokusunun travmatik hastalı­
ğı değil, aynı zamanda çevredeki kas, tendon gibi yu­
muşak dokuların zedelenmesi ile seyreden bir olay­
dır. Bu çevresel dokulardan olan kas ve tendonların 
hasarlanmasında zedelemeyi oluşturan unsurlardan 
birisinin de iskemi-reperfüzyon olduğu bilinmektedir 



(20). İskemi sırasında hücre içinde aerobik metabo­
lizma hızla anaerobik metabolizmaya dönü§ür. ATP, 
ADP gibi yüksek enerjili fosfatlar birikir. Iskemi sı­
rasında hücre içine kalsiyum girişinin artması endo­
jen fosfolipazların aktive olmasına ve hücre memb­
ran bütünlüğünün bozulmasına neden olurlar. Ksanti­
noksidazın iskemiyle aktivasyonu, parankimal doku­
larda serbest radikal oluşumu için potansiyal meka­
nizmadır. Bazı deneysel çalışmalar sonucunda daha 
önceleri iskemik olduğu düşünülen hasarın reperfüz­
yon sırasında ortaya çıktığı sonucuna varılmıştır (4, 
19,20,25). 

Kırık iyileşmesinin başlangıç dönemi yara iyi­
leşmesine oldukça benzer. Bir yumuşak doku yarası 
ve kırıkta önce hemoraji gözlenir. Trombositlerden 
ve diğer trombotik etkenlerden salınan moleküler 
mediatörler her iki durumda da ayrudır. Ayrıca doku 
zedelenmesi sonucunda diğer bazı aktif mediatörler 
salırur. Tüm bu yapılar, kemoattraktanlar, angiogene­
tik ve büyüme faktörlerini oluştururlar, zedelenme 
bölgesine komşu dokulardan göç eden monositler ve 
makrofajlar da büyüme faktörleri oluştururlar. Trom­
bositler trombosit kaynaklı büyüme faktörü (PDGF), 
transforme edici büyüme faktörü (TGF) ve epidermal 
büyüme faktörü (EGF) gibi bir çok büyüme faktörü­
nü içerir (6, 27). Polimorf hüveli lökosit, makrofaj ve 
lenfosit gibi çeşitli kan hücreleri yara ya da kırık böl­
gesine gelirler. Her ne kadar kıyaslamalı .Çalışmalar 
yapılmamış olmakla birlikte büyük bir olasılıkla me­
zenkimal hücrelerin göçü yara iyileşmesi ve kırık 
onarımı için ayrudır (l8). 

Polimorfonükleer lökositlerin aktivasyonu ile 
oluşan serbest oksijen radikallerinin yara iyileşmesi 
ve granulasyon dokusunu bozduğu bilinmektedir. 
Foschi ve ark.'ları (ll, 12) serbest oksijen radikaleri­
nin yara iyileşmesi ve granulasyon dokusuna etkileri­
ni araştırdıkları çalışmalarında polimorfonük1eer lö­
kositlerde NADPH oksidaz'ın stimulasyonu ile ser­
best oksijen radikal oluşturmak için zymosan kullan­
dılar. Zymosan'ı 5 gün süre ile 100 mglkg olarak kul­
lanan Foschi ve ark.'ları (ll, 12) bu dozun patoloji 
durum ortaya çıkabilecek düzeyde serbest oksijen ra­
dikal oluşturduğunu gösterdiler. 

Polimorfonükleer lökositler uygun bir stimulus 
ile karşılaştıklarında "respiratory burst" adı verilen 
metabolik değişiklik gösterirler. Polimorfonükleer 
lökositlerin "respiratory burst"ü aktive edebilir (7, 
15,21,28,29). 

Zymosan, Saccharomyces cerevisiae'nın 3-5 
mm'lik hücre duvarı fragmanı olup polisakkarid, pro­
tein ve lipidden oluşur (9, 10). Polisakkarid kompo­
nenti olan glukan Zymosan'ın kuru ağırlığının 
%60'lnı oluşturur. Ikinci bir polisakkarid olan man­
nan ise Zymosan'ın %20'sini oluşturmaktadır. Poli­
morfonükleer lökositlerin aktivatasyonunda asıl 
komponent glukan olmakla birlikte mannan da bu 
hücrelerde "respiratory burst"ün transmembran akti­
vasyonunda önemli rol oynar (20). 

Yukarıdaki verilere dayanarak serbest oksijen ta­
dikallerinin kırık iyileşmesini bozması beklenmeli­
dir. Bununla birlikte bizim bilgilerimize göre bu ko­
nu üzerinde çalışılmamıştır. Kırık iyileşmesinin inf-
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lamatuvar evresine rastlayan 5 günlük dönemde kul­
landığımız, Zymosan kırık iyileşmesini bozdu. Elde 
edilen bulgular serbest oksijen radikallerinin kırık 
iyileşmesinde rolü olduğunu düşündürmektedir. 
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