Acta Orthop Traumatol Turc 31: 353-356, 1997

Sicanlarda serbest oksijen radikallerinin kirik iyilesmesine etkisi
Erol Goktiirk()

Calismada 30 adet si¢an serbest oksijen radikallerinin kirik iyilesmesine olan etkilerini aragtirmak icin
kullanmildi. Sigcanlar iki gruba ayrildi ve sicanlarin sag énkollart manuel kompresyon yontemi ile kirildi. Ki-
riktan 1 saat énce 15 sicana S mllkg. ip. salin (kontrol grubu), 15 sigana ise polimorfoniikleer l0kositlerdeki
NADPH oksidaz't uyararak serbest oksijen radikalleri olusturmak igin zymosan 100 mglkg. ip. olarak uygu-
landi. Bu uygulama giinde bir defa olmak iizere siirdiiriildii ve kirtk sonrasi 5. giin son verildi. Kiritk sonrasi
22. giin eter anestezisi altinda tiim si¢anlar oldiiriildii. Radius ve ulna’dan alinan histolojik kesitler incelendi.
Zymosan verilen grupta kirik iyilesmesinin bozuldugu saptandi. Bu nedenle serbest oksijen radikallerinin ki-
rik iyilesmesinde énemli rolii olabilecegi sonucuna varild.

Anahtar kelimeler: Kirik iyilesmesi, serbest oksijen radikali, zymosan

The effect of free oxygen radicals on fracture healing in rats

Thirty male rats were used to study the effect of free oxygen radicals on fracture healing. The rats were
divided into two groups and the right forelimbs of the rats were broken by light manual compression. One
hour before the fracture the following treatments were given to groups of 15 animals, saline 5 ml/kg i.p.
(control group) or zyomosan 100 mglkg i.p. to induce free oxygen radicals through stimulation of NADPH
oxidase in polymorphonuclear leucocytes. Treatment were stopped on the fifth post-fracture day. All rats we-
re sacrificed with high dose ether on day 22, and histological sections of the radius and ulna were examined
without knowledge of the treatment regiment. The administration of zymosan imparied the fracture healing

and therefore free oxygen radicals appear to play an important role on fracture healing.
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Aerobik organizmalarda siirekli olusan olduk¢a
reaktif ve kisa Omiirlii molekiiller olan oksijen kay-
nakli serbest radikaller, hiicre i¢inde ¢esitli metabo-
lik bozukluklara yol agarak hiicre hasar1 ve sonunda
hiicre 6liimiine neden olurlar. Giiniimiizde serbest ra-
dikallerin kanser ve yaglanma dahil pek ¢ok patolojik
olayn ortaya ¢ikisinda rolleri olduguna iliskin kanit-
lar mevcuttur. Iskemi-reperfiizyon zedelenmesi, stres
ve ilaclara bagli gastrik mukoza hasarindaki rolleri
kesinlesmistir. Bunun yanisira yara iyilesmesi, gran-
lasyon dokusu, kollajen ve kikirdak doku iizerine
olan olumsuz etkileri de gosterilmistir (5, 11, 12, 17).

Ksenobiyotiklerin verilisi ve bakteriler epitelyal
ya da inflamatuvar hiicreleri uyararak bir¢ok dokuda
serbest oksijen radikallerinin olusumuna yol agarlar
(21, 23). Grrett ve ark'lar (14) serbest oksijen radi-
kallerinin osteoklastlarin formasyon ve aktivasyo-
nundaki rollerini gosterdiler.

Serbest oksijen radikallerinin olus mekanizmasi
iyi bilinmekle birlikte, bizim bilgilerimize gore bun-
larin kirik iyilesmesine olan etkilerinin arasgtinldigi
yaymlanmig bir ¢alisma yoktur. Calismanin amaci,
sicanlarda serbest oksijen radikallerinin kink iyiles-
mesine olan etkilerini aragtirmaktir.

Gerec ve yontem
Calismada agirliklar1 200-300 gram olan Spra-

gue-Dawley cinsi 30 adet erkek sigan kullanildi. Si-
canlar herbirinde 15 adet olmak lizere kontrol ve
zymosan gruplarina randomize olarak ayrildi. Kont-
rol ve zymosan gruplarindaki si¢anlarin ortalama
agirliklan sirasiyla 248 gram ve 233 gram olarak
saptandi. Herbir sican bagimsiz kafeslerde tutuldu.
Su ve standart diyet almalarina izin verildi.

Eter ile anestezi saglandiktan sonra si¢anlarin
sag onkollar1 Allen ve ark.'lar1 (1)'nin tanimladig:
manuel kompresyon yontemi ile kirildi. Kirik olustu-
rulduktan hemen sonra, siganlar heniiz anestezi altin-
da iken ¢ekilen radyografilerde radius ve ulnadaki
kirigin basit transvers kirik oldugu saptandi.

Kiriktan 1 saat dnce ve hergiin bir defa olmak
lizere kontrol grubundaki si¢anlara 5 ml/kg i.p. salin,
deney grubundaki siganlara ise zymosan 100 mg/kg.
1.p. (Sigma Chemical Co.) olarak uygulandi. Zymo-
san polimorfoniikleer 16kositlerde NADPH oksi-
daz'in uyarilarak serbest oksijen radikalleri olustur-
mak i¢in verildi (11, 12). Bu uygulamalara kirik son-
rast 5. giinde son verildi. Sicanlarin izlenmesi sira-
sinda herhangi bir komplikasyon goriilmedi. Sicanla-
nin ¢aligma sonundaki agirliklar: arasinda farklilik
saptanmadi.

Kirik sonrasi 7, 14 ve 21. giinlerde her iki grup-
taki sicanlara eter ile anestezi saglanip kiriklarin rad-
yografileri ¢ekildi. Seri radyografiler ¢aligmanin son-
landirma siiresini saptamak icin elde edildi. Kontrol
grubundaki siganlann kirikiarinda radyografik olarak
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Histolojik degerlendirme Grade
Psodoariroz olusumu 0
Inkomplet kartilajindz kaynama 1
Komplet kartilajin6z kaynama 2
Inkomplet kemiksel kaynama 5
Komplet kemiksel kaynama 4

Tablo 1: Kink iyilesme skorlar1. Grading sistem.

mineralize kopriilesme saptaninca siganlar yiiksek
dozlarda eter ile 6ldiiriildii ve kink sonrasi 22. giinde
otopsi yapildi. Otopsi dirsek ve elbilekleri arasinda
kirik radius ve ulnay: kapsiyordu. Elde edilen doku
%10'1uk notral buffered formalin'de fikse edildi.

Onkol kemikleri %15 akoz formik asid iginde
dekalsifiye edildi. Her bir kallus dokusunun merke-
zinden 6 mm kesitler halinde parafin bloklar hazir-
land: (1). Tiim histolojik kesitler hematoksilen ve eo-
sin ile boyanarak 151k mikroskobunda incelendi. Ki-
riklardaki iyilesme yaklagik 50 kesit incelenerek sap-
tand1. lyilesmenin histolojik derecelendirilmesi 5-
grade sistemine gore yapildi (1) (Tablo 1). Iyilesme-
nin derecelendirilmesinde en az iyilesen kemik (radi-
us ya da ulna) king dikkate alindi. Kesitlerde teknik
nedenlerle diizensizlik saptandig1 durumlarda her iki
kirik kallus kesitleri birlikte degerlendirilerek dere-
celendirme yapildi (1). Gruplar arasi kiyaslama Ki-
Kare ve t-testleri ile yapildi.

Bulgular

Kontrol grubundaki tiim kiriklarda kirik sonrasi
elde edilen radyografilerde iyilesme saptandi. Histo-
patolojik olarak, kontrol grubundaki tiim kiriklarda
inkomplet kemiksel kaynama (grade 3) saptandi.
Zymosan verilen deney grubundaki kinklarin ise in-
komplet kemiksel kaynama (n 9) ya da komplet kar-
tilajinoz kaynama gosterdikleri belirlendi (Grade 2, n
6, p<0.01).

Tartisma

Serbest radikal biyolojisi, son yillarda iizerinde
en ¢ok durulan ve bir¢ok yonleri ile arastirilan bir
konudur. Bir serbest radikal 1, 3, 5, gibi tek sayida
elektronlara sahip herhangi bir molekiil olarak tanim-
lanir. Hem organik, hem de inorganik molekiiller ha-
linde bulunurlar ve oldukga reaktif 6zellik tasirlar. In
vivo normal metabolizmanin iiriinleri seklinde agiga
¢ikan serbest radikaller ayrica organizmanin iyonize
edici radyasyona, oksitleyici 6zellik olusturabilen
ksenobiyotiklere maruz kaldiklar1 durumlarda da
meydana gelebilir. Canliligin devaminin zorunlu bir
pargas! olan oksijen serbest radikalleri sayisiz enzi-
matik tepkime ve biyolojik fonksiyonlar i¢in gerekli-
dirler. Ancak her bir radikalin yapis: ve etkili odugu
yere gore hiicresel hedefler risk altindadir. Bu ba-
kimdan serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol
oynadiklar: tepkimeler ve hiicresel savunmalarla
adaptif mekanizmalarin incelenmesi heniiz agiklik
getirilmemis bazi klinik durumlarin patogenezine
151k tutabilir (4, 24).

Aerobik organizmalar i¢in serbest radikallerin
baslica kaynag1 molekiiler oksijendir. Oksijenin re-
diiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzimatik oksidas-
yonu sirasinda negatif yiiklii bir ara iiriin olan siipe-
roksit radikal (0,) ag18a ¢ikar. Bu radikalin kendili-

ginden ya da enzimatik dismutasyon reaksiyonu ile,
0-+0-y+ 2H*------> H, 0, + 0,, ikinci bir ara iiriin
hidrojen peroksit (Hp07) olusur. Yine siiperoksit re-

dikalinin yer aldi81 bir dizi reaksiyon sonucu olan 6-
zellikle mitokondri iginde bir diger serbest radikal
hidroksil radikal (OH.) meydana gelir (4, 24).

Aerobik hiicrelerde serbest oksijen radikal iireti-
mi gesitli sekillerde ortaya ¢ikabilir. Bunlar mito-
kondriden intraselliiler iiretim, katekolaminlerin oto-
oksidasyonu, ksantin dehidrogenazin ksantin oksida-
za doniistiiriilmesi, aktive edilmis notrofillerden sa-
linmasi ve aragidonik asid kaskad: seklinde 6zetlene-
bilir (19).

Serbest radikallerin kaynaklariyla, gesitli hiicre
ve dokulara olan zararh etkileri iyi bilinmekle birlik-
te bizim bilgilerimize gore, kirik iyilesmesine etkisi-
nin arastinldig: ¢alisma yapilmamistir. Serbest radi-
kallerin kirik iyilesmesine etkisinin daha once arasti-
rilmamis olmasi, aseptik inflamasyonda serbest radi-
kallerin ortama ¢ikisi, kas. ve tendon zedelenmesinde
iskemi-reperfiizyon hasarinin oldugunun bilinmesi,
ayrica serbest radikallerin yara iyilesmesini olumsuz
yonde etkiledigini bildiren yayinlarin bulunmasi bizi
bu ¢alismay: yapmaya yoneltti (11, 16, 20, 26).

Inflamasyon evresi kirk iyilesme agamalarindan
birisi olup kiriktan sonraki ilk 5 giinii kapsar. Infla-
masyon tim zedelenen dokularda goriilen bir olay-
dir. Kemik kirilinca endosteum, periost ve ¢evredeki
yumusak dokularin pargalanmasi sonucu dokular
arasina kan, lenf ve eksiida birikir. Kirik hematomu
olarak adlandirilan bu birikinti kirik iyilesmesi igin
gerekli temel 6geleri igerir. Bu ilk agama sonrasi bol-
gedeki yumusak dokularda vazodilatasyon, plazma
lokosit eksiidasyonu gibi inflamasyon degisiklikleri
gosterirler. Derhal polimorflar, histiositler ve mast
hiicreleri belirginlesirler. Kirik iyilesmesinin erken
donemi olduk¢a 6nemlidir. Cogu biyolojik yetmezli-
gin nedeni kirktan sonraki ilk haftalarda ortaya gikar
(8, 13, 22).

Inflamasyon siirecinde serbest oksijen radikalle-
rinin arttigim bildiren gesitli galismalar mevcuttur.
Greenwald ve ark.'lar1 (17) 1979'da viicut i¢inde lo-
kositler tarafindan iiretilen serbest oksijen radikalle-
rinin kikirdak ve gevresel eklem yapilarinin yapisal
veya fonksiyonel biitiinliigiinii olumsuz yonde etkile-
digini gosterdiler. Shandall ve ark.'lan (26) 1986'da
dokudaki lokal hasar ya da cerrahi sonucu bolgeye
gelen polimorflarin serbest oksijen radikallerini re-
perfiizyon stimulasyonu ve inflamasyonetkisi ile art-
t1g1 sonucuna vardilar.

Kirik sadece kemik dokusunun travmatik hastali-
g1 degil, ayn1 zamanda ¢evredeki kas, tendon gibi yu-
musak dokularin zedelenmesi ile seyreden bir olay-
dir. Bu gevresel dokulardan olan kas ve tendonlarin
hasarlanmasinda zedelemeyi olusturan unsurlardan
birisinin de iskemi-reperfiizyon oldugu bilinmektedir
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(20). Iskemi sirasinda hiicre iginde aerobik metabo-
lizma hizla anaerobik metabolizmaya doniigiir. ATP,
ADP gibi yiiksek enerjili fosfatlar birikir. Iskemi s1-
rasinda hiicre igine kalsiyum girisinin artmasi endo-
jen fosfolipazlarin aktive olmasina ve hiicre memb-
ran biitiinliigiiniin bozulmasina neden olurlar. Ksanti-
noksidazin iskemiyle aktivasyonu, parankimal doku-
larda serbest radikal olusumu i¢in potansiyal meka-
nizmadir. Baz1 deneysel ¢aligmalar sonucunda daha
onceleri iskemik oldugu diisiiniilen hasarin reperfiiz-
yon sirasinda ortaya ¢iktigl sonucuna varilmistir (4,
19, 20, 25).

Kirk iyilesmesinin baslangi¢ donemi yara iyi-
lesmesine oldukga benzer. Bir yumusak doku yarasi
ve kirikta once hemoraji gozlenir. Trombositlerden
ve diger trombotik etkenlerden salinan molekiiler
mediatorler her iki durumda da ayrudir. Ayrica doku
zedelenmesi sonucunda diger bazi aktif mediatorler
salinir. Tiim bu yapilar, kemoattraktanlar, angiogene-
tik ve biiyiime faktorlerini olustururlar, zedelenme
bolgesine komsu dokulardan go¢ eden monositler ve
makrofajlar da biiyiime faktorleri olustururlar. Trom-
bositler trombosit kaynakl biiyiime faktorii (PDGF),
transforme edici bilyiime faktorii (TGF) ve epidermal
bilyiime faktorii (EGF) gibi bir ¢ok biiyiime faktorii-
nii igerir (6, 27). Polimorf hiiveli 16kosit, makrofaj ve
lenfosit gibi ¢esitli kan hiicreleri yara ya da kirik bol-
gesine gelirler. Her ne kadar kiyaslamali ¢aligmalar
yapilmamig olmakla birlikte biiyiik bir olasilikla me-
zenkimal hiicrelerin gogii yara iyilesmesi ve kirik
onarimi i¢in aynidir (18).

Polimorfoniikleer l6kositlerin aktivasyonu ile
olusan serbest oksijen radikallerinin yara iyilesmesi
ve granulasyon dokusunu bozdugu bilinmektedir.
Foschi ve ark.'lart (11, 12) serbest oksijen radikaleri-
nin yara iyilesmesi ve granulasyon dokusuna etkileri-
ni arastirdiklar1 ¢aligmalarinda polimorfoniikleer 16-
kositlerde NADPH oksidaz'in stimulasyonu ile ser-
best oksijen radikal olusturmak i¢in zymosan kullan-
dilar. Zymosan 5 giin siire ile 100 mg/kg olarak kul-
lanan Foschi ve ark.'lan (11, 12) bu dozun patoloji
durum ortaya ¢ikabilecek diizeyde serbest oksijen ra-
dikal olusturdugunu gosterdiler.

Polimorfoniikleer 16kositler uygun bir stimulus
ile karsilastiklarinda "respiratory burst” adi verilen
metabolik degisiklik gosterirler. Polimorfoniikleer
lokositlerin "respiratory burst"ii aktive edebilir (7,
15, 21, 28, 29).

Zymosan, Saccharomyces cerevisiae'nin 3-5
mm'lik hiicre duvarn fragmani olup polisakkarid, pro-
tein ve lipidden olusur (9, 10). Polisakkarid kompo-
nenti olan glukan Zymosan'in kuru agirhginin
%60'1n1 olusturur. Ikinci bir polisakkarid olan man-
nan ise Zymosan'in %20'sini olusturmaktadir. Poli-
morfoniikleer lokositlerin aktivatasyonunda asil
komponent glukan olmakla birlikte mannan da bu
hiicrelerde "respiratory burst"iin transmembran akti-
vasyonunda 6nemli rol oynar (20).

Yukaridaki verilere dayanarak serbest oksijen ra-
dikallerinin kink iyilesmesini bozmasi beklenmeli-
dir. Bununla birlikte bizim bilgilerimize gére bu ko-
nu lizerinde ¢alisilmamistir. Kirik iyilesmesinin inf-

lamatuvar evresine rastlayan 5 giinliik donemde kul-
landigimiz, Zymosan kirik iyilesmesini bozdu. Elde
edilen bulgular serbest oksijen radikallerinin kirik
iyilesmesinde rolii oldugunu diisiindiirmektedir.
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