DENEYSEL ARASTIRMA / EXPERIMENTAL RESEARCH

Vol. 10, No.2, (207-210), 1999

TAVSANLARDA KIRIK IYILESMESI UZERINE
ALFA - TOKOFEROLUN ETKISI
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OZET

Calismamizda alfa-tokoferol'in (E vitamini) kirik
iyilesmesi tizerine olan etkileri 30 adet tavsan
lizerinde arastirildi. Tavsanlar randomize olarak
deney ve kontrol olmak tizere iki esit gruba ayrildi.
Deneklerin sol fibulalari lokal anestezi altinda kirild.
Deney grubundaki tavsanlara kiriktan 1 saat 6nce
baglanarak 5 giin siireyle 20 mg/kg/giin alfa-
tokoferol IM olarak enjekte edilirken kontrol
grubundakilere ila¢ verilmedi. Kiriktan 4 hafta sonra
intraperitoneal sodyum pentobarbital uygulanarak
tavsanlar oldirilda ve otopsi yapilarak kirik
bolgesinden doku 6rnekleri alindi. Bunlarin
histopatolojik incelenmesi sonucu deney
grubundaki tavsanlarda kirtk kaynamasinin daha iyi
oldugu tesbit edildi. Bu durum E vitaminin kirik
bolgesinde olusan serbest oksijen radikalleri tizerine
antioksidan etki gostermesine baglandi. Calismanin
sonucunda, alfa-tokoferoliin kirik olustuktan sonraki
erken dénemde profilaktik olarak uygulanmasinin
kirik iyilesmesini olumlu yoénde etkileyecegi
kanaatine varild.

Anahtar Kelimeler: Kirik lvilesmesi, Serbest
Oksijen Radikali, Alfa-Tokoferol.

SUMMARY

THE EFFECT OF ALPHA-TOCOPHEROL ON
FRACTURE HEALING IN RABBITS

Purpose: The effects of alpha-tocopherol (vitamin
E) on the fracture healing were examined on rabbits.

Materials and Method: Thirty rabbits were
divided into two groups randomly as experiment
and control groups. In the left fibulas of the guineas
were maked iatrogenic fracture under local
anaesthesia. Medicine wasn't administered to the
rabbits in control groups, whereas 20 mg-kg/day
alpha-tocopherol IM for five days was administered

to those in experiment group by starting an hour before
fracture. Four weeks after fracture, intraperitoneal
sodium pentobarbital was administered, and the
rabbits were killed and tissue samples were obtained.

Results: As a results of histopathologic examination
of tissue samples with the light microscope, it was
determined that fracture healing became better in
the rabbits in experiment group. This situation was
based on the influence of antioxidant on free oxygen
radicals occuring in fracture region of vitamin E.

Conclusion: In early period after fracture-
occurrence, it was concluded that the prophylactic
administration of alpha-tocopherol would affect
fracture healing positively.

Key Words: Fracture Healing, Free Oxygen Radlical,
Alpha-Tocopherol.

GIRIS

Aerob organizmalarda normal oksijen
metabolizmasinin bir sonucu olarak serbest radikaller
diye isimlendirilen reaktif oksijen tlrleri Uretilir.

Bunlarin en énemlileri siiperoksid, hidrojen peroksid
ve hidroksil radikalleridir!-4.

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA,
karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine
etki ederek hiicre hasari ve sonunda hiicre
6limiine yol acarlar. Diabetes mellitus, kanser,
yaglanma, sigara i¢imi ile ilgili kronik hastaliklarda
rol oynadiklari, yara iyilesmesi, grantilasyon
dokusu, kollajen ve kikirdak doku tlizerine olumsuz
etkilerinin oldugu bilinmektedir!*4. Son yillarda
bunlarin kirik iyilesmesine olan etkilerini inceleyen
vayinlara da rastlanmaktadir3-4.

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin
meydana getirdigi hasar1 6nlemek igin viicut
tarafindan antioksidan savunma sistemleri
gelistirilmistir. Alfa-tokoferol (E vitamini) dogal
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antioksidanlardandir!:>7. Calismamizda, alfa-
tokoferoliin kirik iyilesmesine olan etkileri tavsanlar
izerinde yapilan deneysel ¢alismayla arastirilmigtir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada agirliklart 1.5-2.0 kg. arasinda ve
ortalama yaglar1 8 ay olan 30 adet erkek albino tavsan
kullanildi. Tavsanlar randomize olarak her birinde 15
tane olmak tizere A ve B gruplarina ayrildi. A (kontrol)
grubuna herhangi birsey verilmezken, B (deney)
grubundaki tavsanlara 20 mg/kg/glin alfa-tokoferol
(E vitamini; Ephynal-Roche) kiriktan 1 saat énce
baglanmak lizere 5 giin stireyle IM olarak enjekte edildi.
Bitin tavsanlarin sol arka ekstremiteleri
sabitlestirildikten sonra fibula bolgesi %10 serbest alkol
iceren 10 gr. polyvinyl pyrolidon-iyod kompleksi
(Batticon-Adeka) ile dezenfekte edildi. 2.5 cc kadar
alfa-propilaminopropion-o-toluidid (Citanest-Astra) ile
lokal anestezi saglandiktan sonra 1-2 cm'lik lateral bir
insizyonla girilerek fibula orta kismina ulagildi. Fibulada
bir makas yardimi ile nondeplase veya minimal
deplase transvers kiriklar olusturuldu. Girigim sonrast
yara suture edildi ve gaz tampon ile sarildi. Islem
sonrast kontrol radyogramlari ¢ekilerek ayni tip kirik
olusup olusmadidi incelendi. Calismay1 sonlandirma
zamanint belirlemek igin haftada bir ¢ekilen rontgen
grafilerinde 4. haftada kallus geligiminin izlenmesi
lizerine %26 oraninda sodyum pentobarbital 1 mg/
kg intraperitoneal olarak uygulanip denekler éldiirtldii.
Otopsi yapilarak kirik bolgesinden doku érnekleri
alindi. Kemik spesmenleri %10'luk formalin ile tesbit
edildikten sonra %3tk formik asit icerisine atilip 5
glin stireyle bekletilerek dekalsifiye edildi.
Dekalsifikasyonun ardindan parafin bloklama iglemi
yapildi. Tam gerecten 5 mikron kalinhginda kesitler
alinarak hematoksilen-eozin boyama yéntemiyle
boyandi. Preparatlar 1sik mikroskopu ile degerlendirildi.
Her denek icin 10 ayri 100 X'tk biiyitme alani
tarandi. Degerlendirmede osteoblastik etkinlik,
fibroblastik proliferasyon, kallus ici kondroid yapi ve
osteoid yapimi bulunup bulunmamasina goére kirk
iyilesmesi 5 grade ayrildi (Tablo I)3°.

- Tablo 1
Kirik lyilesme Dereceleri

Histolojik Grade
Pstdoartroz olusumu 0
inkomplet kartilajinéz kaynama 1
Komplet kartilajindz kaynama 2
Inkomplet kemiksel kaynama 3
Komplet kemiksel kaynama 4
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SONUCLAR

Deney grubundaki hayvanlarin timiinde inkomplet
kemiksel kaynama (Grade 3) gérilirken, kontrol
grubundakilerin 3'Unde inkomplet kemiksel kaynama,
12 tanesinde ise komplet kartilajin6z kaynama
(Grade 2) oldugu tesbit edildi (Sekil 1, 2).

Sekil 1: Kontrol grubuna ait histolojik preparat (Komplet
kartilajin6z kaynama: Kikirdak geligsimi ve
fibroblastik proliferasyon (HE, 40X).

_
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Sekil 2: Deney grubuna ait histolojik preparat (inkomplet
kemiksel kaynama: Osteoid doku, osteoblastik aktivite,
kikirdak gelismi ve fibroblastik proliferasyon (HE, 100X).

Veriler istatistiksel olarak Mann-Whitney U testi ile
analiz edildi ve her iki grup arasindaki fark anlaml
bulundu (p < 0.01).

TARTISMA

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamig
elektron ihtiva eden atom veya molekiillerdir. Bu
tir molekiiller ortaklanmamis elektronlarindan
dolay1 oldukga reaktiftirler. Serbest radikaller
hiicrelerin protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
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bilesiklerine de etki etmekle birlikte asil etkilerini
membran lipidleri tizerinde (lipid peroksidasyonu)
gosterirler. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon tirtinleri olustururlar.
Poliansatiire yag asitlerinin (poly unsalturated fatty
acid-PUFA) oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak
bilinir ve oldukca zararlidir. Kendi kendini devam ettiren
zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve meydana gelen
membran hasar geri diistintimstizdiir! 1011,

Serbest radikallerin biyolojik ve intraselliller kaynaklar
vardir: Biyolojik kaynaklar; aktive olmus fagositler,
antineoplastik ajanlar, radyasyon, aliskanlik yapan
maddeler, cevresel ajanlar ve stres, intraselliiler kaynaklar
ise; kiiglik molekiillerin otooksidasyonu, enzimler ve
proteinler, mitokondrial elektron transport sistemleri,
peroksizomlar, plazma membrani ve oksidatif stres yapict
durumlardrr (Or: travma, iskemi)!2.

Reaktif oksijen tlrleri ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 6nlemek igin vicutta birgok savunma
mekanizmalar: gelismistir. Bunlar antioksidanlar
olarak bilinir. Antioksidanlar peroksidasyon zincir
reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen
turlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe
ederler. Antioksidanlar dogal (endojen kaynakl) ve
ekzojen kaynakli olmak Uzere ikiye ayrilirlar. Alfa-
tokoferol (vitamin E) dog@al antioksidanlardandir.
Hicre membran fosfolipidlerinde bulunan
polisansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden
koruyan ilk savunma hattini olusturur. E vitamini
superoksid ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni,
lipid peroksi radikallerini indirger!-3->7:10,

Doku iskemisi sirasinda meydana gelen hasarin blytik
bir boélimi, molekiiler oksijenin dokuya girdigi
reperfiizyon esnasinda olusur. Iskemi sirasinda endojen
fosfolipazlar aktive olur ve hiicre membran
fosfolipidlerinden arasidonik asidi serbestlestirerek
membran bltinliginin bozulmasina neden olurlar.
Ayrica ksantin oksidaz da iskemiyle aktive olur. Bunlar
serbest radikal olusumu icin potansiyel mekanizmalardir.
Reperflizyonun bobrek, beyin, kalp, iskelet adaleleri ve
barsaklar gibi hayati olan organlar tizerine olan olumsuz
etkileri gosterilmistirl-4.12.13,

Son yillarda serbest oksijen radikallerinin kirik
iyilesmesi lizerine olan etkilerini iceren nadir
yayinlara rastlanmaktadir3-4.

Uzun bir kemik kirildigi zaman kirik boélgesinde
arteriyal vazokonstriiksiyon gelisir. Takiben gecici bir
iskemik peryod ve arteriyal vazodilatasyon ve kirik
bolgesinde reperflizyonda bir artis olur. Kirigin
cevresindeki yumusak dokularin zedelenmesine

neden olan unsurlardan birisininde iskemi-reperfiizyon
oldugu bilinmektedir. Kirik olustuktan hemen sonra
inflamatuar, onarim ve remodelizasyon fazlalarini
iceren iyilesme peryodu basglar. Kirkk hematomu kirk
iyilesmesi igin gerekli temel Ogeleri igerir. Kirik
iyilesmesinin erken dénemi olduk¢a 6nemlidir.
Baslangi¢ fazinda (ilk 5 giin) inflamatuar hiicreler
(Iokosit, makrofaj ve mast hiicreleri) kirik bolgesine
ulasirlar. Polimorfontikleer lokositlerin aktivasyonuyla
tiretilen serbest oksijen radikallerinin yara iyilesmesi
ve grantilasyon dokusunu bozduklar bildirilmistir®*14.

Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve etki
mekanizmalar1 gz 6ntine alindiginda kirik iyilesmesi
lizerine olumsuz etkilerinin olacag muhtemel
gorinmektedir. Nitekim, Goktiirk, én kollarini
manuel kompresyon ile kirdigi sicanlarin bir kismina
polimorfoniikleer lokositlerdeki NADPH oksidazi
uyarak serbest oksijen radikalleri olugturmak igin
zymosan uygulamis ve bu grupta kirik iyilesmesinin
bozuldugunu saptamistir. Sonug olarak serbest
oksijen radikallerinin kirik iyilesmesinde 6nemli
rolleri oldugu kanaatine varmistir®.

Garett ve ark. kiltir kemikleri tizerinde yaptiklari
inceleme sonucunda serbest oksijen radikallerinin
ve Ozellikle siiperoksid'in osteoklast olusumu ve
aktivasyonunda dolayisi ile kemik rezorbsiyonunda
arabulucu rol oynadiklarini géstermislerdirl®.

Serbest oksijen radikalleri kirik iyilesmesini olumsuz
olarak etkiliyorsa bunlarin olugsmasini engelleyecek
vitamin E'ninde icinde yer aldidi antioksidan diye
isimlendirilen maddelerin de zt etkilerinin olmasi
gerekir. Engle ve ark. in vitro olarak yaptiklari
galismalarinda, vitamin E'nin serum seviyelerine
bagli olarak polimorfontikleer lokositler tarafindan
bakterileri 6ldiirmek igin tretilen 6nemli bir oksijen
radikali olan superoksid anyonunun tretimini
énemli oranda azalttigmmi bulmuslardir!®.

Durak ve ark. femurlarint kirdiklari tavsanlar
lizerinde yaptiklari calismalarinda; IM olarak serum
fizyolojik verdikleri kontrol grubunda serbest oksijen
radikallerinin etkilerinin kirtk hematom sivisinda
plazmadan daha kuvvetli oldugunu bulmuslardir.
Buna kirik bolgesinde gelisen ve serbest oksijen
radikal Uretimi ve lipid peroksidasyon artisi ile
sonuglanan iskemi ve reperfiizyonun sebep
oldugunu ileri sirmuslerdir. Alfa-tokoferol enjekte
edilen grupta ise plazma ve kirik hematom sivisinda
konjuge dien degerlerinin kontrol grubuna gére daha
distik oldugunu tesbit etmis ve alfa-tokoferoliin kirik
hematom sivisinda olusan serbest oksijen radikalleri
lizerinde antioksidan bir etkiye sahip oldugu
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sonucuna varmiglardir. Kirik iyilesmesinin baglangic
doneminde profilaktik alfa-tokoferol (vitamin E)
uygulamasinin, femur kirigi gibi hemoraiji riski olan
olgularda, serbest radikallerin btitiin viicut sistemleri
ve kirik iyilesmesi Uzerine olan olumsuz etkilerini
azaltacagini bildirmislerdir3.

Kovishnikov ve ark. bir pestisid olan Dipal verilen
tavsanlarda osteoblast ve kartilaj hicrelerinin
cogalmasinin geriledigini, ancak bir antioksidan olan
E vitaminin Dipal'in etkilerini azalthgm bulmuslardirl?.
Melhus ve ark. serbest radikal olusumunu artirarak
kemik rezorbsiyonuna sebep oldugu bildirilen sigaranin
artirdi@ kalca kirigi riskinin diyetle alinan vitaminlerle
degisip degismedigini inceledikleri calismalarinda;
diyetle yeterli miktarda E vitamini alinmasinin kalca
kgt ihtamilini azalthgini tesbit etmislerdir!8,

Kirik iyilesmesinin erken dénemi ¢cok 6nemlidir. Kirtk
olustuktan hemen sonra iskemi ve reperfiizyon
olusmasi, kirtk hematomunda lokositlerin birikmesi
serbest oksijen radikallerinin olugmasi icin uygun
ortam saglar. Calismamizda, fibulalarinda kirik
olusturulan ve IM olarak 5 giin stireyle alfa-tokoferol
enjekte edilen deney grubundaki tavsanlarda,
kontrol grubundakilere gore kalitatif olarak
kaynamanin daha iyi oldugu gorilmus ve alfa-
tokoferollin bu etkisi kirik bolgesinde olusan serbest
oksijen radikalleri {izerine olan antioksidan etkisine
baglanmistir. Sonug olarak, alfa-tokoferoliin kirik
olustuktan sonra erken dénemde profilaktik olarak
kulanilmasinin kirik kaynamasini olumlu yénde
etkileyecegi kanaatine varilmugtir.
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