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1.GIRIS VE AMAC

Immiinsiipresan bir ajan olan ve FK506 olarak da bilinen takrolimusun bir ¢ok
kullanom alam1  bulunmakla birlikte, organ transplantasyonunda allogreft
rejeksiyonundan korunmak ve psoriyazis, piyoderma gangrenozum, Behget hastaligi
gibi dermatolojik hastaliklarin tedavisi olmak tizere belli bash iki kullanim alani
vardir (1-5). Takrolimusun kc dahil bir¢ok organda iskemi-reperfiizyona bagl doku
hasarlanmasina kars1 koruyucu etkisinin oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir
(6-9).

Karaciger rejenerasyonun erken fazinda, serbest radikal hasarlanmasi oldugu
bilinmekte olup, karaciger rejenerasyonunun erken fazindaki karaciger
homojenatlarinda lipid peroksidasyon bulgular1 gosterilmistir (10). Proliferasyon
enzimi olan Timidin Kinaz (TK) ile yapilmis calismalar bulunmakla birlikte
takrolimusun kullanimi ile, kc rejenerasyonuna etkisinin TK ile arastirildigi bir
calismaya rastlamadik. Deneysel hepatektomi modelinde; TK, kc rejenerasyon hizi,
mitotik indeks degerleri, rejenere kc kiitle Ol¢limii ile rejenerasyonun
degerlendirilmesi planlandi. Ayni1 zamanda takrolimusun antioksidan sistem iizerine
etkisi plazma Orneklerinde tayin edilen, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
rediiktaz (GR), siiperoksid dismutaz (SOD), miyeloperoksidaz (MPO) ve doku lipid
peroksidasyonu gostergesi olan tiobarbitiirik asit reaktif substans (TBARS) diizeyleri

ile degerlendirilmesi ve hepatosit fonksiyonunun gostergeleri olarak total ve direkt



bilirubin, AST, ALT, ALP, LDH, GGT, total protein, iirik asit ve lipid profil
diizeylerinin arastirilmasi amaglanda.

Karaciger doku hasarinda nétrofil infiltrasyon derecesi indirekt olarak MPO
aktivitesi ile gosterilebilir. Etkilenen organlarda plazmada malondialdehit (MDA)
diizeyi Olgiilerek iskemi sonrast nétrofil infiltrasyonu ile lipid peroksidasyonu
arasindaki iliskinin varhiginin ortaya konmasi planlandi (8). Karaciger ile ilgili
eksperimental girisimlerde MDA diizeylerinin artti§1 gosterilmis olup bu artis lipid
peroksidasyonunun gostergesi olarak kabul edilmistir. Rejenerasyonunun ilk 24
saatinde mitokondriyal MDA {iretiminde pik seklinde belirgin bir artig bildirilmistir.
Mitokondri ATP sentezine paralel olarak, kc agirliginin eski halini almasi ile MDA
diizeylerinde diisme gdzlendigi de rapor edilmistir (10).

Agir ke hasari; iskemiyi takip eden reperfiizyon, rezeksiyon ve transplantasyon
gibi bir ¢ok durumda ortaya c¢ikabilmektedir. Karacigerde iskemi-reperfiizyon ile
olusturulan hasar1 azaltmaya yonelik calismalar bulunmaktadir (6-7). Doku hasari
olusumunda baslica sorumlu tutulan serbest radikallerin etkisizlestirilmesinin
inflamasyonu azaltici ve rejeneratif siireci hizlandiric1 etkiye sahip oldugu
bilinmektedir (8). Bu baglamda calismamizda takrolimus ile birlikte bir serbest
radikal yakalayicis1 olan EGb761°1 kullanmay1 planladik. Caligmamizin ana
noktalarindan birisi olan FK506 ile birlikte antioksidan bir ajan kullaniimasinin,
doku oksidatif stresini azaltma yoluyla rejenerasyon siirecine olumlu katkida
bulunup-bulunmayacagiin arastirilmasi da diger bir hedefimizdi. Literatiirde bu iki
preparatin birlikte kullanimi ile, kc hasar1 iizerindeki etkisinin arastirildigi bir
caligmaya rastlayamadik. Dolayisiyla, FK506 ve EGb761’in kombinasyonu ile, kc’de
rezeksiyon ile olusturulmus hasari ve rejeneratif siire¢ lizerine olan etkisini de

arastirmay1 amagladik.
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2. GENEL BILGILER

2.1. TAKROLIMUS

2.1.1. Takrolimusun Farmakodinamik Etkileri
FK506 olarak da bilinen takrolimus, organ transplantasyonunda allogreft
rejeksiyonundan korunmak icin kullanilan bir makrolid immunsiipresandir (2-4)
(Sekil I). Karaciger dahil bircok organda iskemi reperflizyona bagli hasarlanmaya
kars1 koruyucu etki gostermektedir (5-8).
Takrolimus kc proliferasyonunu; interlokin-2 (IL-2) olusumunu ve natiirel

killer (NK) hiicre aktivitesini baskilayarak stimiile etmektedir (11).

H H
H 00 H OCHy

Sekil I . Takrolimus molekiil yapisi
Streptomyces tsukubaensis’den izole edilen takrolimus inflamasyon sirasinda
notrofilleri regiile eden mikst lenfosit reaksiyonunun ve T lenfositler tarafindan

Interlokin-2 (IL-2), interlokin-3 (IL-3), interlokin-4 (IL-4), interlokin-5 (IL-5),



gama-interferon, Graniilocyte Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF),
Tumor Necrosis Factor-o (TNF-at) saliniminin inhibisyonuna neden olur (5-12).

Takrolimus icin, farkli iilkeler arasinda kabul goren degisik endikasyonlar
vardir. Bu endikasyonlarin baglicalart; allojenik bdbrek ve kc alicilarinda organ
rejeksiyonunun profilaksisi, immunsupresif rejimlere rezistan greft rejeksiyon,
kemik iligi transplantasyonunda Graft Versus Host Hastalifinin (GVHD) primer
onlenmesi ve bazi dermatolojik hastaliklardir. Takrolimus ve siklosporinin yapilari
farkli iken immunsiipresan etki mekanizmalar1 benzerdir (13). Bu nedenle
takrolimus siklosporine alternatif olarak kullanilmaktadir. Arastirmalarda her iki
ilac1 temel alan rejimler karsilastirilmistir (14-16).

FK506, Ca bagimmh sinyal transdiiksiyon yolunu siiprese ederek, IL-2’nin
aracilik ettigi T helper hiicrelerinin proliferasyonunu ilerleterek immiinsiipresan
ozelligini gosterir (17-21). FK506’nin PH’de hepatosit proliferasyonunu stimule
eden gii¢lii immiinosiipresan oldugu gosterilmistir (22).

Bu ilaglar etkilerini immiinofilinler olarak adlandirilan, sitokinlerin yeni bir
ailesi ile baglanarak gosterirler (23). Bu yoldaki hiz kisitlayict enzimler bir
kalsiyum-kalmodiilin bagimli protein fosfataz olan, kalsindrin (fosfataz—2B)’dir.
Takrolimus, FK506 baglayic1i protein (FKBPs) olarak adlandirilan intraselliiler
protein ailesinden 12 kD bir immiinofilin olan FKBP12’ye baglanarak kalsindrini
inhibe eder. Primer olay; takrolimus ve FK506 baglayici protein (FKBP12)’nin bir
kompleks olusturarak kalsindrine baglanmasi ve fosfataz aktivitesini inhibe
etmesidir. Ge¢ faz genlerinin transkripsyonu ise genel olarak etkilenmez (24-26)

(Sekil 1),

Sekil II. Takrolimusun kalsindrine baglanma bolgesi



Takrolimus, siklosporinin etki mekanizmasina benzer bir hiicresel
mekanizmaya sahip olmakla birlikte, siklosporinden 1x10™" gibi ufak dozlarda bile,
10 ile 100 kez daha potenttir. Schreiber ve arkadaslari FK506’nin spesifik
immunofilinler olan kalsinérin ve kalmoduline baglanip pentamerik yapida bir
kompleks olusturdugunu gostermislerdir. Bu kompleks inositol trifosfat gibi
kalsiyum kanallar1 i¢in yiiksek afiniteye sahiptir. DNA replikasyonunu takiben
endoplazmik retikulumdan kalsiyum salinimina neden olur. Ayrica takrolimus
serebral iskemi hayvan modelinde noéroprotektif etki de gostermektedir (27,28).
Kalic1 iskemi ve reperfiizyon hasarina karsi global ve fokal iskemi modellerinde
koruma saglayan birka¢ ajandan biridir (29). Takrolimus, kardiyovaskiiler ve

respiratuvar yan etkiler ortaya ¢ikarmaz (30) (Sekil III).

Takrolimus (FE506) g+
FEBP12 O I \u

7
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Takrolimusun muhiemel niroprotektif etlkisi
ve

Emmmiinefilin avacih T hiicre aktivasyonu

Sekil I1I. Takrolimusun Muhtemel Noroprotektif Etkisi




Takrolimusun anti iskemik etkisi santral sinir sistemi ile sinirlt degildir. Kalp,
ke, akciger, bagirsak, deri gibi dokulari iskemi—reperfiizyon hasarindan korudugunu
gosteren ¢aligmalar vardir (31,32).

Takrolimus; kalp, ke, deri ve invitro sistemlerde sitokinin etkisini zayiflatir.
Doku nétrofil infiltrasyonunu inhibe eder, polimorfoniikleer 16kositler ve
monositlerden serberst radikal iiretimini azaltir (33-35).

Inflamatuar sinyal olusumundaki zayiflama ve buna bagli doku hasarinda

azalma takrolimusun anti iskemik aktivitesini belirler (36-38).

2.1.2. Takrolimusun Farmakokinetik Ozellikleri

Takrolimusun farmakokinetik 6zellikleri kisiden kisiye farkliliklar géstermistir
Takrolimus dozu; kan ilag konsantrasyonlar1 ve klinik bulgulara gére ayarlanir (39).

Takrolimusun gastrointestinal sistemden emilimi degiskendir ve oral
kullanimdan sonra tam absorbsiyon olmaz. Biyoyararlanimi yaklasik % 20-25’dir.
Takrolimusun tam oral biyoyararlanimi i¢in ortalama degerler renal ve ke transplant
hastalarinda ve saglikli gonitllilerde sirayla %17, %22, %18 olup, ortalama
biyoyararlanim %25°dir. Kan pik konsantrasyonu oral kullanimdan yaklasik 2 saat
sonra olusur. Sirasiyla oral olarak 0.2 ve 0.3 mg/kg/glin dozlarda takrolimus alan
renal transplant hastalarinda Co., degerleri 19.2 ve 24.2 pg/L’dir. Immiinsiipresyon
idame periyodu takrolimusda siklosporine gore belirgin olarak kisadir (40).

Takrolimus ve siklosporin klinikte belirgin nefrotoksik etkiye sahip olduklari
icin kombine edilerek kullanilmazlar. Tipik olarak bir kortikosteroid (Prednizon),
bir anti-proliferatif ajan (Azatioprin veya Mycophenolat Mofetil) ve/veya anti-
lenfosit antibadi indiiksiyon tedavisi Muromonab CB3 (OKT3) yada anti-timosit
globulin ile kombine edilerek kullanilir (41).

Pratikte ila¢ dozlar1 transplantasyon sonrasi yiiksek olarak baglanir ve yavasca
asa81 dogru cekilir. Oral takrolimus dozlari, kan konsantrasyonu 20 pg/L’den az

olacak sekilde uygulanir (39).



Takrolimus invitro genis bir etki alanina sahiptir ancak etki mekanizmasi tam
olarak tanimlanmamustir.

Interldkin-2 ve T-helper hiicreleri tarafindan salinan diger sitokinler immiin
cevapta onemlidir ve greft rejeksiyonunda rol oynarlar. Takrolimus, T lenfosit
aktivasyonu ve IL-2’yi de iceren sitokin genlerinin yazilimini da inhibe ederken,
molekiiler etkilerin sonucu olarak da hiicresel immiin cevabi inhibe eder (42-44).
Takrolimus; T hiicre proliferasyonunun mitojen ve allojen stimiilasyonunu,
sitotoksik T hiicrelerin ¢ogalmasini ve mikst lenfosit reaksiyonunu inhibe eder.
Hiicresel cevapta anahtar rolii iistlenen T-helper 1 hiicreleri tarafindan {iretilen
sitokinler tercihen T-helper2 hiicreleri tarafindan iiretilenleri stiprese ederler. Bunlar
ise antikor tiretimi ve B hiicre sitiimiilasyonu i¢in 6nemlidirler. Boylelikle T hiicre
bagimli B hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu inhibe edilir. Takrolimus kalsiyum
bagimli B hiicre aktivasyonunu inhibe ederek etki yapar (45).

Takrolimus, IL-8 gibi lenfosit kemotaktik faktorlerin iiretimini oldugu kadar
kemotaksis iizerine de genel bir inhibitor etkiye sahiptir. Takrolimus muhtemelen
aktin polimerizasyonu ve hiicresel iskeletin reorganizasyonda protein kinaz C
iletimli yolun inhibisyonuyla lenfosit migrasyonunu onler. Takrolimus, IL-2’ye
cevapta aktive olmus T hiicrelerinin sekonder proliferasyonunu inhibe etmez, ayrica
naturel killer hiicre mononiikleer fagositlerin fonksiyonunu da degistirmez (46).

Takrolimus ve siklosporinin her ikisi de kalsindrin seviyesinde sinyal iletimini
baskilarlar. Ancak bu etki, FKBP12 ve siklofilin A gibi farkli proteinler ile
kompleks olusturma yoluyla olur (47).

Takrolimus ve siklosporin kardiak transplantasyon modelinde T-helper2 hiicre
sitokin gen ifadesinin farkli paternleri ile birliktedir. IL-10, takrolimus tarafindan
siklosporinden daha fazla oranda inhibe edilirken, siklosporin sadece IL-6’y1
suprese eder ve IL-4’ii de artirir. Hiicre yiizey belirleyicilerinin, T-helper 1 hiicre
sitokinlerinin, inflamatuar sitokinlerin ve sitotoksik faktdrlerin gen yazilimi bu iki
ilagla benzerdir. Allogerft rejeksiyonda T-helper 1 hiicre aktivasyonunun iyi kurulan

bu roliine karsilik, T-helper 2 hiicre sitokinlerinin katkis1 ters olmaktadir. Her iki



ilacin da immunosiipresif ve immunositiimiilator etkilere sahip oldugu ileri siiriiliir
(47).

Renal transplantasyonda takrolimustan siklosporin tedavisine ge¢mek CD.
helper aktivitesini yeniden diizenleyerek, T-helper 1 cevaplari, adezyon molekiil
yazilimi ve baskilayici ligandlarin siipresyonunu saglar (48). Diger taraftan Thelper
2 ve monosit cevaplari artmis oldugundan siklosporine gore takrolimus ile daha az
olarak hiimoral cevap siipresyonu olur. Takrolimusla tedavi edilen kc transplantl
hastalarda invitro T hiicre IL-10 sekresyonu belirgin olarak bozulmustur (49).
Takrolimus yada siklosporin monoterapisi alan kc transplantli hastalarda lenfosit
subtipleri dagilimdaki tek belirgin fark siklosporin alan hastalarin daha diisiik B
hiicresi (CD19) sayisina sahip olmasidir (50).

2.1.3. Takrolimus Ve Hepatik Etkileri

Takrolimus hayvanlarda PH’den sonra hepatik rejenerasyon stimiilasyonunda
organ spesifik etkiye sahiptir. Bu etki muhtemelen IL-2 ve IL-1a’nin blokaji, hiicre
bliyiime faktorlerinin diizenlenmesi ile olur. Takrolimusun organ rejenerasyonu
parsiyel nefrektomi yada intestinal rezeksiyonda gozlenmemistir. Takrolimus
hayvan modelinde hepatik iskemi ve reperfiizyon hasarmi azaltir. Bu etki kismen
sitotoksik reaktif oksijen tiirlerine (ROT) kars1 hiicrelerin rezistansinin artmasina
baglanabilir (51).

Takrolimus rat hepatositlerinde NF-kB iizerinden uyarilabilir nitrik oksit
sentaz (INOS)’m indiiksiyonunu inhibe eder. Ilag immiinsiipresif etkisine ilave
olarak nitrik oksit yolunun kontrolii ile de hepatik disfonksiyondan korur (52).

Duodenal reperfiizyon ¢aligmasi ile takrolimusun sekonder safra asitleri olan

deoksikolik asit ve litokolik asit seviyelerini diisiirebilecegi tesbit edilmistir (53).

2.1.4. Takrolimusun Renal EtKkileri

Takrolimus da siklosporine benzer olarak nefrotoksisite sebebi olabilir (42).

Iki ajanin sebep oldugu klinik ve histopatolojik degisiklikler benzerdir. Ancak



takrolimus bagimli nefrotoksisite fonksiyonel ve yapisal olabilir (53). Fonksiyonel
toksisite biyopsi orneklerinde belirgin degisiklikler yapmaksizin glomeriil filrasyon
hizinda azalma ve vazokonstriiksiyon ile birlikte renal disfonksiyon , hipertansiyon,
hipomagnezemi ve hiperkalemiyi icerir. Akut yapisal nefrotoksisite siklikla bariz
tiibiiler degisiklikler gibi belirti verir. Bunlar kesit prepoaratlarinda tiibiiler hiicre
sitoplazmasinda izometrik vakuolizasyon, dev mitokondri ve mikroklasifikasyon
olarak izlenir. Baz1 vakalarda mikrovaskiiler degisiklikler baskindir. Kronik yapisal
nefrotoksisiste siklikla tiibiilointertisyel hasar, glomeriiloskleroz, arteriolar duvarin
hiyalin ya da fibromukoid kalinlagmasini igerir. Takrolimus bagimli renal
vazokonstriiksiyon, gecici ve amino asit inflizyonunun vazodilatasyonu stimiile
etmesiyle kismen geri dontistimliidiir. Takrolimus bagimli renal vazokonstriiksiyon
hayvan deneylerinde gosterilmis olsa da veriler insanlar i¢in smirlidir. Bununla
birlikte pediatrik renal transplant alicilarinda yapilan ¢aligmada bariz renal
vazokonstriiksiyon bulgular1 goriilmemistir (54).

Immiinsiipresif ve nefrotoksik etkiler takrolimusla iliskili olarak goriiliir ve
muhtemelen kalsindrin inhibisyonu nedeniyledir. Takrolimus ile renal hasarin
muhtemel mekanizmasi siklik adenozin monofosfatin (cAMP) bagimli sinyal
modiilasyonu ve fibroblastlarda NFxB‘nin aktivasyonu ve mezengial hiicrelerdir. Bu
son etki bobreklerde IL-6’nin iiretiminde artmaya neden olur. Artmis endotelin
seviyesi ve/veya tromboksan A, lretimi takrolimus bagimli renal toksisitenin
gelismesinde iligkilidir. Bu aym1 zamanda TGF-B1’in takrolimus bagimh
hiperekspresyonunun nefrotoksik etkilerinin artmasimna yardimecr oldugunu

diistindiirtir (56).

2.1.5. Takrolimusun Metabolik Etkileri

Immiinsiipresif tedavinin diyabetojenik etkilere sahip oldugu bilinmektedir.
Post-transplant  diabetes mellitus takrolimusun en ciddi yan etkisidir ve

kortikosteroidin eszamanli kullanimi ile bu etki siddetlenir (55). Takrolimusun bazi



hastalarda siklosporinden daha diyabetojenik goriilmiistiir. Takrolimusun toksik
etkileri, pankreasin asiner dokudan daha c¢ok adacik hiicrelerinde kalsindrin ve
FKBP12’nin selektif yerlesimi ile iligkilidir. Jindal ve Spencer yaptiklar1 preklinik
bir ¢alismada, takrolimusun insiilin reseptorleri yada glukagonun iiretimini
etkilemeksizin transkripsyon seviyesinde insiilin iiretimini siiprese ettigini One
stirmiislerdir (56). Dolayistyla, insiilin sekresyonu azalmakta ve glukoz intoleransi
artmaktadir. Hayvan calismalarinda adacik hiicrelerinin morfolojik hasarit rapor
edilmistir ancak takrolimusla tedavisinde bu etki net olarak bilinmemektedir.
Takrolimus kc transplantli hastalarda 3 hiicresi sekretuar rezervini azaltir, bozulmus
B hiicre o hiicre iligkisi ile belirgin insiilin rezistansi olusumuna sebep olur. (57).
Takrolimus verilenlerde siklosporine gore daha diisiik total kolesterol, LDL
ve/ veya trigliserid seviyeleri gdzlenmistir. Takrolimus tedavisi alan renal transplant
hastalarinda, siklosporin tedavisi alan hastalara gére LDL oksidasyon egilimi daha
fazladir ve serum antioksidan seviyeleri belirgin olarak disiiktiir. Bu sonuclar
standart formiilasyonlu siklosporinde LDL’nin oksidasyon egiliminin arttigini
sOyleyen c¢alismalara karsittir. Siklosporin ile olusan bu yan etkinin muhtemel

aciklamasi antioksidan DL-a-tokoferol eksikligi seklindedir (58).

2.1.6. Takrolimusun Kardiyovaskiiler Etkileri

Transplant iligkili koroner arter hastaligi (vaskiilopati; TxCAD) endoteliyal
hiicrelerde hasarlanma seklinde baslar ve kardiyak transplant hastalarinda 6liimiin ana
sebebidir (59,60). Endoteliyal hiicrelerde hasar durumunda salgilanan antiendoteliyal
antikorlarin varligr ile TxCAD’nin gelismesi dogru orantilidir. Takrolimus alan
kardiyak transplant hastalarinda antiendoteliyal antikor (anti-vimentin) pozitif olarak
bulunmustur (59).

TxCAD’da koagiilasyon sisteminin aktivasyonu da gozlenir. Takrolimusun
invitro antitrombotik etkisi de rapor edilmistir. Bu monosit NF-kB’nin niikler
translokasyonu ile ilacin etkilesimi ve sonuc¢ta doku faktoér yaziliminin azalmasi ile

meydana gelir (61).
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Azatioprin ve prednizon alan hastalarda siklosporin tedavisi ile takrolimus
kiyaslandiginda daha az endoteliyal hiicre kdkenli nitrik oksit sentaz (eNOS) gen
ifadesi, daha fazla INOS gen ifadesi, IL-6’nin allogreft iliskili transkardiyak
saliniminda sitotoksik cevap ve uzamis inflamasyon nedeniyle fonksiyon bozukluguna
sebep oldugu one siiriiliir (62).

Kardiyak transplantasyondan sonra endotel bagimli mikro sirkiilatuar cevapta,
takrolimus alanlarda adenozinle iliskili epikardiyal c¢eper artis1 bariz olarak yiiksek
bulunmustur (59).

Randomize prospektif c¢alismalarda renal ve kc transplant hastalarinda
takrolimusun sol ventrikiil posterior duvar kalinliginda artisa neden oldugu ve
hipertrofik kardiyomyopati gelistirdigi bildirilmistir. Takrolimusun sarkoplazmik
retikuluma kalsiyum salimimini kolaylastirmasina bagli olarak olusan kardiyak
dokunun kalsifikasyonu ve arteritisi, ilaca bagli kardiyomyopatinin mekanizmasini
aciklamak tizere one siiriilmiistiir (63).

Diisiik doz takrolimus, viral IL-10 gen transferi ile kombine edildiginde miirin
kardiyak greft sag kalimmi uzatmada sinerjistik etkiye sahiptir. Buylizden
immiinsiipresif gen tedavisi arastirmanin diger bir asamasi olarak diisiiniilmektedir.

(64).

2.2. KARACIGER REJENERASYONU

Saglikli memelilerde kc agirligr ile viicut agirhigi arasinda iyi tanimlanan bir
iliski vardir (65). Cerrahi rezeksiyon, viral veya toksik ajanlar ile volimi
degistiginde, kc kendi voliimiinii olusturur (66).

Karacigerin bir kismunin cerrahi olarak ¢ikartilmasi, kiitlesini yeniden
olusturmak tizere kc hiicrelerinin 1stirahat fazindan proliferasyon fazina gecisini uyarir
(67). Bu rejeneratif siireg; biiyiime faktorleri, mitojenler ve inhibitorler ile kontrol
edilir ve organ orijinal kiitlesine ulastiginda durdurulur (68,69). Parsiyel hepatektomi,

hiicresel bilesenlerin biyosentezini karsilamak i¢in kc’in hiicresel enerji ihtiyacinin

artirmast ile sonuglanir (70).
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Karaciger rejenerasyonu diizenleyen iki mekanizma oldugu 6ne siiriilmiistiir. Ilk
teoride Michalopoulos ve arkadaslari, kc kiitlesindeki azalmani, ekstra hepatik
bolgelerden mitojenik uyar1 etkisi yapan sinyaller dogurdugunu iddia etmisler ve bu
uyartyl meydana getiren en onemli faktoriin, norepinefrin ve HGF oldugunu ileri
siirmiislerdir. Ikinci teoride ise, Fausto ve arkadaslari PH’ye bagh plazmaya iliskin
degisiklikler ile hepatositlerin kendi mitojenik uyarimini sagladigini rapor etmislerdir
(71).

Her iki teoride de, kc rejenerasyonunun kontroliinde agumentorler G1-S
gecisinde Oonemli rol oynar. Mitojenik stimulus iki tiir intraselliiler sinyal iletimi
ortaya cikarir. Vazopressin, bombesin, bradikinin gibi peptidler guanin niikleotid
proteinine baglanir ve spesifik fosfolipaz C’yi inositol trifosfat olusturarak aktive
ederler (72). Diger taraftan Epiteliyal Growth Faktor (EGF), Platelet Kokenli Growth
Faktor (PDGF) ve FGFa- internal domain olarak tirozin kinaz bulunduran reseptorlere
baglanarak direkt olarak yada onceki grubun growth faktorler tarafindan fosfolipaz
C2’yi aktifleyerek sinyal olusumuna sebep olur. Her iki durumda da inositol trifosfat,
bir haberci gibi etki yaparak endoplazmik retikulumun spesifik reseptorlerine
baglanarak, intraselliiler serbest kalsiyumun artmasi ve kalsiyumun saliverilmesini
saglar. Kalsiyumun artmas1 PH ile iliskili DNA replikasyonuna yol acan basamaklarda
onem arz eder (23).

Karaciger rejenerasyonu PH’den sonra farkl tiirlerde farkli hizlarda gergeklesir.
Rat bu alanda en c¢ok calisilan tiirdlir (73). Ratta rejenerasyon piki 24 saatte
olmaktadir (74,75). Farede 48 saatte iken (76), bu olay kopekte ve domuzda 72 saatte
gercgeklesir (77).

Karaciger dokusundaki rejenerasyonun kantitatif 6l¢iimii i¢in kabul edilmis ve
yaygin olarak kullanilan 4 parametre vardir:

a) Mitozdaki hepatositlerin sayis1

b) Hepatik DNA’ya timin baglanmasi

c) DNA sentezinin bir gostergesi olan hepatik Timidin Kinaz

d) Poliamin metabolizmasinin gostergesi olan Ornitin Dekarboksilaz aktivitesi
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Timidin Kinaz ve Ornitin Dekarboksilaz hepatektomize ratlarin kaninda
Olgiilebilen ve kc rejenerasyonu igin pratik noninvazif bir parametredir. Bu
parametrelerin plazma glukagon, insiilin (78) ve seks hormon diizeyleri ile ilgisi
gosterilmistir (79,80).

Ratlarda plazma insiilin seviyelerinde ilk 12 saatte bir diisme go6zlenirken,
insanlarda bu durum 3 giin civarinda olmaktadir (81,82). Hiperglukangonemi ise,
hayvanlarda erken donemde gozlenen bir durum olmasina karsin, bu durum insanlarda
muhtemelen altta yatan kc hastaligina baglh olarak glukagon seviyelerinin normalden
dort kat fazla olmasina baglanmaistir.

Erkeklerde hepatektomiden sonraki ilk birkag saatlik donemde seks
hormonlarinda degisiklik gozlenirken, yiiksek estradiol seviyesine sahip kadinlarda
seks hormon seviyelerinde degisiklik gézlenmemistir (83).

Hepatosit Growth Faktor, Transforming Growth Faktor-a , interlokin 6, Timor
Nekrozis Faktor-a, insiilin , norepinefrin, gastrin, prostaglandin E,, kalsiyum,
vitamin D ve FK506 gibi bir¢ok biiylime faktorii ve sitokinler kc rejenerasyonunda

onemli rol oynar (84-87) (Sekil IV).
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Sekil IV. Hiicre Siklus Donemlerine Gore Kc Rejenerasyonunun Diizenleyen
Faktorler

CyA;siklosporin , EGF; epidermal growth faktor , HGF; hepatosit growth faktér, HSS;hepatik
stimulator substans IGF; insilin-like growth faktor , IL; interlokin, RPM; rapamisin, TGF;
transforming growth faktor

Parsiyel hepatektomiden sonraki rejenerasyonun ilk 2 ile 3 .giinlerinde, matriks
hiicre oran1 azalir. Matriks yeni replike olan siniizoidlerden yoksun hepatosit
kiimeleri seklindedirler. Parsiyel hepatektomiden sonra 6. giine kadar hepatositler
arasinda sintizoidler olusur ve hiicrenin normal mimarisi ortaya ¢ikar. Ito hiicreleri
tarafindan salinan laminin zincirleri pencereli siniizoidler ile hepatosit kiimelerinin
neovaskularizasyonunda goriilebilir. Entaktin ve spesifik laminin zincirlerinin;
hepatik hasarlanmanin sonucunun tesbitinde ve normalden sirotik k¢ parankiminin
olusmasinda kritik rol oynadig: bildirilmistir. Ekstraselliiler matriksin elemetleri gibi
parakrin ve otokrin gecis yapabilen faktorler, bu faktorlerin depo yerleri gibi de is
goriirler.Iste bu mikro mimarinin aslina uygun insas1 akut ve kronik hasarlanmasini

birbirinden ayirmada anahtar rol oynar (88).
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Karaciger rejenerasyonunda immiinsupresif ajanlarin  rolii rapamycin
kullanilarak yapilan baska bir ¢alisma serisi ile dogrulanmistir. Bu ilag yapisal
olarak FK506’ya benzer ve %70 hepatektomize ratlara verildiginde hepatosit
proliferasyonuna negatif bir etki yapar. Bu sonuglar immunofilinlerin hem inhibitor

hem stimiilator olarak hepatik rejenerasyonu etkiledigini gostermistir (89).

2.2.1.Karacigerin Proliferatif Kapasitesi

Parsiyel hepatektomiden sonra matiir kc hiicrelerinin proliferasyonu ile kayip
hepatik doku yenilenir. Matiir kc hiicreleri; hepatositler, endoteliyal hiicreler, bilier
epitel hiicreleri, hepatik satellit hiicreleri ve Kupffer hiicreleridir. Progenitor hiicre
ya da kok hiicreleri rejeneratif kapasitenin ¢ogundan sorumlu tutulamaz. Geriye
kalan kc kiicreleri ilk olarak prolifere olur. Parankim rejenerasyonu ana hedeftir.
Eriskin kc genelikle minimal replikasyon giiclinde her 20.000 hepatositte yaklasik

bir mitoz gozlenen sakin durumdadir (90).

Normal karaciger

hipertrofiye ngramms sag lob

Resim I. Normal rat karacigerinin hepatektomi 2/3 parsiyel hepatektomi dncesi ve

sonrasi 48.saatte makroskopik goriinimii.

Doku kayb1 ve hasarinda hepatosit GO (sakin durumundan), G1 prereplikatif
duruma gecer. Bunu DNA sentezinin oldugu sentez (S) ve hiicre boliinmesinin
tamamlandig1 mitoz (M) faz1 takip eder. Hiicre siklusunun prereplikatif donemi de

kendi arasinda GOG1 baslatict (priming) durum ve GIS ilerleyici (progresyon)
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durumu olmak iizere ikiye ayrilir. Baslatict durum (priming); sitokinler, besinsel ve
hormonal sinyaller ile olusturulan geri doniisiimlii bir siiregtir. G1 fazina gecis
bliylime faktorlerini gerektirir. G1S noktasinda siklin D1 sinyali biiylime
faktorlerinden bagimsiz replikasyonu saglar (91). Parsiyel hepatektomiye cevapda,
hepatositler yaklasik 12 saatlik bir bekleme ve diisik seviyede DNA sentezi
durumundadir. Hepatositlerin bazilar1 S fazina girer. 6-8 saat sonra bunu DNA
sentezinin oldugu mitoz takip eder. Hepatik rejenerasyon siiresince, hepatositlerin
bliyiik bir kism1 bir veya iki kez replike olur. Hepatosit dis1 rezidii kc hiicrelerinin
replikasyonu (parankim dis1 hiicreler) 24. saate kadar uzayabilir. Ancak
hepatositlerdeki gibi bir mitoz ve DNA sentez paterni gosterir. Karaciger eski boyut
ve hacmine geldiginde hepatositler non-replikatif sakin ancak, fonksiyonel duruma
gecerler. Ratta rejenerasyon prosesi genel olarak yedi ile ondort giinde tamamlanir

(66) (Sekil V).

Biiyiime Faktiirleri
(HGF, TGF-alfa)
progresyon
—
- - S
priming
sitoldinler ;
IIL-6
—= Go G Ga
FA—
galin dinem M

Sekil V. Hiicre Siklusunun Fazlar1

Normal bir rat karacigeri 3x108 hepatositten olusur. Bu bir kc’in yaklagik 50

rat karacigeri liretebilecek kolonik potansiyele sahip oldugunun gostergesidir.

16



Normal ke’in %90’lik bir PH’den sonra bile rejenerasyon kapasitesine sahip
oldugu bilinir (92,66,73).

Insanlarda, kc’in eski hacmi almasi ii¢ hafta alirken, ratlarda ilk 24 saatteki
piki takiben 10-14 giindiir (93).

Aktive hepatik makrofajlar tarafindan tiretilen sitotoksik mediyatorler akut kc
hasarinin gelismesinde rol oynar (94).

Aktive makrofajlardan salinan TNF, IL-1, aktif oksijen (95) siniizoidal epitel
hiicreleri ve hepatositlere hasar verir. Daha onceki ¢alismalar TNF-a antibadileri ve
stiperoksid dismutazin invivo kc hasarlanmasini azalttigini ve prostoglandinlerin

sitoprotektif etkilerini agiga ¢ikarttiklarini gostermistir (96-98).

Tablo I. Karaciger Hiicre Proliferasyonunu Degerlendirmede Kullanilan

Belirte¢ ve Metodlar

DOKUDA KANDA IMMUNOHISTOKIMYA
Karaciger agirlig Kanda Timidin kinaz PCNA
Mitoz sayimi Ornitin Dekarboksilaz Ki-67
S-faz metodlari Fibronektin DNA polimeraz alfa
H3 timidin isaretleme Erken gebelik faktorii NOR proteinleri
BrdU Endojen genler
Flow sitometri RNA histon 3

2.2.2. Karaciger Rejenerasyonunun Molekiiler Mekanizmalari

Karaciger kendi kiitlesi ve biiylimesini tam olarak diizenleyebilir. Hepatik
loplarin cerrahi rezeksiyonu, kimyasal ya da viral hasart sonucu hepatosit kaybi
apopitoz ile kc kiitlesini eski haline getirmek iizere hepatosit replikasyonunu
tetikler. Hepatositlerin replikasyon kapasitesi biiyiiktiir ve ke yeniden olusumunu
gerceklestirebilir. Bununla beraber hepatosit replikasyonu bloke edilmis veya
geciktirilmis oldugu zaman kok benzeri (stem-like) hiicreler proliferasyona neden
olur (99,100).

Hepatositlerin tam bir rejenerasyon cevabi olusturabilmesi ic¢in, Hepatosit

Growth Faktor (HGF), Transforming Growth Faktor—alfa (TGFa) ve Epidermal
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Growth Faktore ihtiyaci vardir. Sitokinlerden Tiimor Nekrozis Faktor ve IL-6, diger
ajanlara kars1 sitotoksisiteden korunmasi igin gereklidir. Reaktif oksijen tiirleri ve
glutatyon, apopitotik ya da proliferatif hepatositlerin TNF’ye etki edip etmedigini
gosterebilir. Niikleer Faktor B inhibitorii (NFxB), TNF ile indiiklenebilen
Transkripsyonun Aktivator ve Transdilksyon Sinyali (STAT3), hepatosit
proliferasyomu icin sitokin sinyal iletiminde rol oynar. NFxB, TNF, AP-1 ve
C/EBPp kc rejenerasyonundaki transkripsyon faktorleridir. Parsiyel hepatektomiden
kisa slire sonra hepatik ekstraselliiler matriks yogun olarak olusmaya baslar. Hiicre
siklusunun baslama fazinin devami biiytime faktorlerini gerektirir (101).

Siklin D1, hepatosit hiicre siklus G1 faz1 i¢in en giivenilir belirtegtir, in vivo ve
in vitro olarak gosterilmistir. Siklin D1 muhtemelen bu biiylime faktorlerinden
bagimsiz otonom replikasyonun ger¢eklesmesini saglar. Growth Faktor yoklugunda
da hepatosit DNA replikasyonuna neden oldugu gosterilmistir. p53 ve p21 hiicre
siklusunu inhibe ederken, siklin D1 ve mdm2 mRNA replikasyonunu

indiiklemektedir (102,103).

2.3. KARACIGER BUYUMESINi DUZENLEYEN HORMONLAR VE
BUYUME FAKTORLERI

Hepatosit mitojenlerinden en c¢ok calisilanlart Epidermal Growth Faktor
(EGF), Transforming Growth Faktor alfa (TGFa) ve Hepatosit Growth Faktor
(HGF)’dir. Keratinosit Growth faktér (KGF), Fibroblast Growth Faktor (aFGF ya da
HBGF1) ve Heparin baglayan EGF (HB-EGF) hepatosit replikasyonunu degisik
derecelerde indiikler (104) (Tahla TT-TTTY

Tablo II. Karaciger Biiylimesini Diizenleyen Hormonlar ve Biiyiime Faktorleri
Hormonlar Biiylimeyi Uyaran Biiyiimeyi Inhibe Eden
Faktorler Faktorler
Prolaktin IGF-II TGF-B
Anjiotensin EGF IL-1
Vazopressin TGF-a IL-6
Norepinefrin HSS RPM
Estradiol HGF Aktivin
T3 Inhibin
Insiilin



Hepatik stimiilatér madde (HSS), siklosporin A, FK 506, insiilin benzeri
growth faktor II; augmentorler olarak adlandirilir. Bunlar invitro olarak aktif degil
iken invivo G0-G1 gecisini tamamlamis hepatositlerin proliferasyonunu stimiile
ederler. Hepatik stimiilator madde, molekiil agirhigi 33kD olan bir proteindir.
Proliferatif cevap vermekte olan kopek, tavsan ve ratlarin sitozolik ekstraktlarinda

bulunur (105).

Tablo III. Hepatik Rejenerasyon Sirasinda Biiytimeyi Uyaran Faktorler

Mitojenler Yardimci mitojenler
Hepatosit growth faktor Insiilin
Transforming Growth Faktor-ou Glukagon
Epidermal Growth Faktor Anjiotensin
Insiilin-like Growth Faktor Norepinefrin
Tumor Nekrozis FAktor Vazopressin
Asidik Fibroblast GrowthFaktor Parathormon

Tiroid hormonlari
Adrenal kortikal hormonlar
Kalsiyum
Vitamin-D

2.3.1. Hepatosit Growth Faktor (HGF)

Yedi yliz yirmi sekiz amino asit prekiirsoriinden biiyiik bir o ve kii¢lik bir 3

subiinitesinden olusan, distilfit bagl bir heterodimerik bir glikoproteindir. Yapisal
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olarak plazminojen ve plazmin ile homojenite gosterir. 3 subiiniti serin proteaz
yapisina benzer. Ancak katalitik bolgedeki amino asit diziliminden dolay1 proteolitik
aktivitesi yoktur (106). Karacigerde en ¢ok Ito hiicrelerinde bulunur (107).

Karaciger mitojenlerinin en potenti olup, reseptorleri yoluyla hepatik biiyiime
sirasinda anahtar biyolojik rol oynayan, reseptor tirozin kinaz grubunun bir liyesi
olan dagitici (scatter) faktor olarak bilinir. Hepatosit Growth Faktor mezenkim
hiicreleri tarafindan iiretilirken, diger epitel hiicreleri ve hepatositler tarafindan
iretilmez. Rejeneratif cevap sirasinda, dalak ve akciger gibi diger dokularin
mezenkimal hiicrelerinde de HGFmRNA da artis gozlenir. Parsiyel hepatektomiden
sonra bu dokularda HGF mRNA nin indiiksiyonunun sebebi belli degildir. HGF
parakrin ve endokrin anlamda hepatositlerin mitojenik etkisini aciga cikarir. Rat
plateletlerinden, normal ve fulminan kc yetmezlikli hastalarin karacigerinden,
plasentadan ve insan embriyonik akciger fibroblastlarindan saflastirilmistir
(108,109). Morfogenezis ve hiicre motilitesini kolaylastirmak gibi biyolojik genis
bir aktiviteye sahiptir (110).

Parsiyel hepatektomiden sonra HGF plazma konsantrasyonu ilk 3 saatte artar.

Bu yiikselme kc’den baska akciger, dalak, bobreklerde olur (111,112).

2.3.2. Epidermal Growth Faktor (EGF)

Elli i¢ amino asitten olusan bir polipeptiddir. TGFa nin benzeri olup {i¢
disiilfit kopriisiine sahiptir (113). Parsiyel hepatektomiden sonraki ilk saatterde EGF
reseptor sayilarinda artig olur (114). Parsiyel hepatektomiden sonraki ilk iki saatte
tesbit edilebilir. Hepatik dokuda rejenerasyonu baslattigi gosterilmistir (115).

Tukiiriik, gastrik sivi, safra ,siit gibi viicut sivilarinda bulunur. Farelerin
tiikiiriik bezlerinden salinan EGF, siyalenadenektomi yapilan ratlarda seviyelerinde
azalmasi sonucunda rejeneratif cevap bozulmasma neden olur. EGF kiiltiirde

hepatositler i¢in primer mitojendir (116).
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2.3.3.Transforming Growth Faktor-a

Ayni reseptore baglandigi EGF ile ayni1 pozisyondaki ii¢ disiilfit kopriisiine
sahiptir. Hepatosit proliferasyonunun bir komponenti ancak esansiyel olmayan bir
onemi vardir (117). Otokrin mekanizmalar araciligi ile hepatositlerin mitojenik
stimulusuna neden olur. Adezyon molekiillerinde oldugu, gibi membranlardan
gegmeden growth faktore baglanarak etkir. Yenidogan donemindeki hepatosit

proliferasonunun progresif azalisina paralel olarak diisme gosterir (118,119).

2.3.4. Transforming Growth Faktor-

Herbiri 112 amino asitten olusmus iki benzer zincirin birlesmesinden olusan bir
homodimerdir (120). Kiiltiir hepatositlerinde growth faktér bagimli DNA sentezini
inhibe eder (121-123). ilag olarak PH yapilan hayvanlara verildiginde rejenerasyon
sirasinda olusan DNA replikasyonunu reverzibl olarak ihhibe eder (124).

Hepatik perifer hiicrelerinden sekrete edilen fibrojenik bir sitokin olup,
hepatosit proliferasyonunu inhibe eden potent bir ajandir. Hepatik rejenerasyonu
sonlandiran esas faktor oldugu ileri siirtilmektedir. Parsiyel hepatektomi sonrasi
TGF-B, HGF'ye benzer sekilde hizla yiikselmektedir. Normalde TGF-f mRNA
karacigerde saptanmazken, parsiyel hepatektomi sonrasi 3-4. saatte artmakta ve 48-
72. saatlerde plato yapmaktadir (125).

Transforming Growth Faktor-f, potent immiinsiipresif aktivitesi ve fibrojenik
potansiyeli ile cok fonksiyonlu bir sitokindir. Takrolimus ve siklosporin in her ikisi ile
de memeli hiicrelerinde TGF-B1 hiperekspresyonu gozlenir. Bu sonuglar takrolimus ve
siklosporin tarafindan iiretilen TGFB1’in artiginin ilaglarin normal nefrotoksik ve
immiinsiipresif etkilerine katkida bulundugunu distindiiriir. Siklosporin tarafindan
TGF-B1 sentezinin artiginin, takrolimus ile olmadigina dair veriler vardir.

Hepatik rejenerasyonda mito-inhibitér rol oynayan TGF-B'ya ek olarak etkili

olabilecek diger faktorler; metabolitler, biiytime faktorleri, sitokinler ve ekstra-selliiler
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matrikstir. Bu faktorler hem mito-inhibitor aktivite ile, hem de hepatik rejenerasyonu

sonlandirmak i¢in agregatlar olusumunu uyararak etki etmektedir (137).

2.3.5. Tiimor Nekrozis Faktor (TNF)

Tiimor Nekrozis Faktor (TNF), hepatik hasarlanmada ve parsiyel
hepatektomiden sonra bir proinflamatuar sitokin ve akut faz cevab1 mediyatorii gibi
etkir (126).

Tiimor Nekrozis Faktor’iin aktivasyonu ile stres kinazlardan olan jun-N
terminal kinaz (127) ve kaspaz 8 gibi proteazlar aktiflenir (128). TNFR-1 (p55) ve
TNFR-2 (p57) reseptorleri ile hepatik hasarlanmada akut faz cevabinin mediyatorii
gibi etki yapar. Bu da NF«kB, IL-6 ve STAT-3 sinyal yolaginin aktiflenip rejeneratif
stirecin devamint ve DNA replikasyonunu stimiile eder. Rejeneratif siirecte TNF
sinyal yolagit TNF— TNFR-1 — NFkB— IL-6 -STAT3 seklindedir (129,130).

Tiimor Nekrozis Faktor kc rejenerasyonunu baslatabilir ancak apopitoza neden
olmaz. Sadece Aktinomisin-D veya siklohegzimid gibi ilaglarla beraber
kullanildiginda apopitozu indiikler, gen transkripsiyonu ve translasyonunu bloke
eder. Parsiyel hepatektomiden oOnce TNF-alfa antibadileri verildiginde DNA
sentezinde azalma olur (131).

Apopitoz; TNF sekretuar ajanlar, lipopolisakkarid galaktozamin, diger
hepatotoksik ilaclar ve toksik kimyasallar ile olusur. Tiimor Nekrozis Faktor
apopitotik ve proliferatif etkilerin her ikisinde de ¢ok miktarda ROT‘u ortaya
cikartir. Normal hepatositte artmis ROT glutatyon ve diger tiyollerin etkisi yoluyla
uzaklagtirilir. Ayrica ROT direkt olarak NFxB nin aktivasyonunu IKK enzimleri
yoluyla etkiler. NFkB inflamasyon hiicre adezyonu proliferasyon ve apopitozda gen
gen yoluyla aktivasyonda kullanilan bir transkripsyon faktoriidiir. Reaktif oksijen
tiirlerinin, TNF aracil1 aktivasyonunda kc NFxB aktivasyonu énemli bir adimdir. Bu
aktivasyon basamagini inhibe eden enzim sisteminine IKK (IxkB kinaz) kompleksi
ad1 verilir. Timor Nekrozis Faktor bagimli apopitozda artmis olan ROT, y-glutamil

sistein sentetaz sentezinde blokaj ve glutatyonun azalmasi sebebiyle noétralize
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edilemez. Bu sartlar altinda ROT mitokondri membraninda hasara neden olur,
mitokondri membran potansiyeli diiser ve sitozole sitokromC salinir. Bu son olay
kaspazin aktivasyonunu tetikler ki bu da hiicre 6limiine neden olacaktir. Timor
Nekrozis faktor bagimli hepatosit proliferasyonu ve apopitoz arasinda hassas bir
denge vardir. Bu denge asir1 ROT’a kars1 hepatosit defansinin etkinligi ile diger
yone gecer. Glutatyon ve diger tiyollerin bu defansda anahtar element olduklari
distintilmektedir (132).

Ayrica Interlokin-6 (IL-6) ise ke rejenerasyonunda TNF ye cevabi i¢in salinan

onemli bir sitokindir. Plazma seviyeleri PH den 24 saat sonra hizla artar (133).

2.4. KARACIGER REJENERASYONUN BiYOKIMYASAL
BELIRTECLERI

2.4.1.Timidin Kinaz

Timidin kinaz (EC.2.7.1.21), deoksitimidinin deoksitimidin monofosfata
dontistimiinii katalizleyen ve daha sonra da deoksitimidin trifosfat olusturarak DNA
sentezinde gorev alan bir enzimdir. Memeli hiicrelerinde iki farkli izoenzimi vardir.
Fetal izoenzimi (TK1) sitoplazmada yerlesmistir ve hiicre siklusunda molekiiler
seviyede diizenlenir. Bu form G1/S faz1 boliinmekte olan hiicrelerde bulunup hiicre
boliinmesini diizenler. Eriskin formu TK?2 ise mitokondride bulunur ve hiicre siklusu
boyunca stabil olarak kalmaktadir. Normal ve patolojik durumlarda serum TK
aktivitesinin %95 ini TK1 saglar (134).

Timidin kinaz bir proliferasyon belirtecidir. Hiicrelerdeki TK1 aktivitesi
hiicrelerin proliferatif aktivitesi ile orantilidir. Bu yiizden TK aktivitesinin 6l¢iimii
ile hiicre boliinlim hiz1 hesaplanabilir. Ekzojen timidin TK etkisi ile fosforile

edildikten sonra DNA ile birlesebilir. Timidin kinazin kc rejenerasyonu ve mitotik

indeks ile direkt olarak ilgili oldugu gésterilmistir (135-136).
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Timidin kinaz akut yada patolojik doku stresine primidin sentezinin
biitiinleyici ya da alternatif kurtarma yolunda anahtar rol oynar.

Timidin kinaz DNA sentezi i¢in hiz siirlayan bir enzimdir.

Timidin kinaz, ATP ve timidinden, timidilat olusumunu katalizler.

Timidinin fosforlanmasi ve prolifere hiicrelere baglanmasinda gereklidir (137).

Yiiksek TK seviyeleri hizli biiyiiyen dokularda gozlenir. Timidin fosforilazin
katabolik triinleri nedeniyle TK ekspesyonu neoanjiogenezis ile indirekt olarak
uyumlu olabilir ve TK substratinin desteginde anjiogenetik rol oynar (138).

Major ke rezeksiyonuna giden insanlarda TK diizeyleri cerrahiden sonraki 5.
giinde bariz olarak yiikselir (139).

a-adrenoseptor blokdrleri fenoksibenzamin ve fentolamin TK aktivitesini
inhibe ederken, Ca kanal blokorleri , verapamil, diltiazem, nifedipin ve kalmodulin
inhibitorleri trifluoperazin ise PH den 24 saat sonra TK aktivitesini artirirlar (139).

Parsiyel hepatektomi yapilan hayvanlarda kc rejenerasyon periyodu timidin
kinaz aktivitesinin regiiler yiikselmeleri ile karakterizedir.

Ratlarin kc mikrozomlarinda, maksimim timidin kinaz aktivitesi oldugu
zamanda kontrole gore karsilastirildiginda lipid peroksidasyon hizinda diisme
gbzlenmistir. Timidin kinaz yiiksek iken lipid peroksidasyon hizi diismektedir (140).

Geleneksel olarak TK aktivitesi radyoaktif timidinin hiicrelerle birlesmesi ile

Olctilmektedir.

2.4.2. Ornitin Dekarboksilaz

Karaciger rejenerasyonu i¢in esas olan putresin, spermidin ve spermin gibi
poliaminlerin sentezi icin gerekli Ornitin Dekarboksilaz (EC.4.1.1.17), DNA
sentezinin bir belirteci olarak da kullanilir. Ornitin Dekarboksilaz hepatik
rejenerasyon i¢in L-ornitinden, esansiyel kabul edilen bir diamin olan putresinin

sentezinde gorev alir ve 461 amino aistten olusan bir homodimerdir (141).
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Ornitin yapisal olmayan bir amino asittir ve iire siklusu ara metabolitidir.
Ornitinin dekarboksilasyonu ile putresin olusur ve putresin degerleri de 24. saatte
pik yapar (SekilVI).

Ornitin Dekarboksilaz pridoksal 5’-fosfat1 bir kofaktor gibi kullanir.

Karaciger homojenatlarinda C14 isaretli ornitin substratinin serbestlestirdigi
CO;’ nin kantitasyonu ile enzimin 6l¢iimii yapilir. Parsiyel hepatektomiden 6-24
saat sonra pik deylerine ulasir (142). Ornitin karboksilazin spesifik kompetitif

inhibitori o-difluorometilornitin’dir.
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Sekil VI. Ornitin Dekarboksilaz Araciligr ile Putresin Olusumu

Arjinin hidrolizi ile iire ve ornitin agiga ¢ikar. Bu yiizden {ire siklusu protein
metabolizmasinda da 6nemli bir rol oynayabilir

Poliamin sentezinin inhibisyonu sonucu DNA, RNA ve protein sentezinde
azalma olur. Poliaminlerin hiicre proliferasyonunda potansiyel diizenleyici rolii

vardir (142).

2.4.3. Mitotik Indeks ve Karaciger Agirhg

Karacigerin %70 alinmasiyla olusturulan PH, deney hayvanlarinda yaygin
olarak kullanilir. Segmenter veya lober rezeksiyon insanlarda kc vericilerinden
transplantasyon icin ve timor rezeksiyonu amactyla yapilmaktadir. Karaciger
kiitlesinden ¢ok viicut kiitlesi ile kc kiitlesi arasindaki oran kc biiylimesinin
diizenlenmesinde esastir (set point). Karaciger kiitlesinin diizenlenmesi biiyiimenin

tek bulgusu degildir. Karaciger kiitlesi viicudun fonksiyonel gereksinimini astiginda,
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kc/beden kiitle oranina geriler Bu durum ilag bagimli kc hiperplazisi ve
hipertrofisinde ilag tedavisinin sonlamasi ile olur (77).

Mitotik indeks (MI) tayini; potasyum klorid ya da alkol ile inkiibe edilen
hepatositlerin santrifiijii ile elde edilen siipernatanda veya % 10’luk formaldehit ile
fikse edilmis dokularin standart mikroskop kesit orneklerinde sayimi ile yapilir.
Karaciger dokulari parafin ile bloklanir. Hematoksilen eozin ile boyanan bu
orneklerin 151k mikroskopunda yiiksek biiyiikme ile her grubun en az yirmi alanda
saymminin ortalamasi alinarak1000 hiicre basina mitotik figiir saysina gore MI
sonucu verilir.

Karaciger hiicrelerinin PH’den sonra rejeneratif cevabinin kinetigi ilk 12 saatte
gozlenir ve normalin 11 katina c¢ikabilir (139). Hepatositler dinlenme durumdan
hiicre siklusuna gecerler ve DNA sentezine dogru gelisme gosterirler. DNA sentezi
PH den 12-16 saat sonra baslar ve 22-24 saatte pik yapar. Bunu 6-8 saat sonra bir
mitoz dalgasi takip eder (143).

Parsiyel hepatektomiden sonra hepatosit proliferasyonu sonucunda, 10- 14
hepatositten olusan hiicre kiimeleri gozlenir. Bu kiimeler siniizoidlerden ve
ekstraselliiler matriksden yoksundurlar. Hepatektomiden sonraki dort giin, ito
hiicreleri kiimelerinde hepatositler arasinda hassas hiicre olusumlarina doniisiirler.
Kiimelerin bu invazyonu birka¢ laminin zinciri i¢in kodlanan genlerin Ito
hiicrelerinde aktivasyonu ile aym zamana rastlar. Kiimelere Ito hiicrelerinin
penetrasyonu pencereli endotel hiicrelerince takip edilir ve bu yolla normal hepatosit
damar iligkisi yenilenir. Normal vaskiiler yap1 olusur olusmaz laminin genleri
kapanir (turnedoff). Siirekli kapillerler, siniizoidlere doniistiiriildiigii zaman ,olaylar
zinciri hepatogenezis sirasindakilere benzer bir hal almistir. Hepatogenez ve
rejenerasyonundaki bu benzerlik salinan laminin zincirlerin pencereli siniizoidler
tarafindan vaskiilarizasyon igin isaret olabildigini destekler. Bu olusum siiresince ne
entaktin ne de laminin alfa zincirleri salgilanir. Kiimelerin rejenerasyonundaki
vaskiilarizasyon, sirotik nodiilerdeki vaskiilarizasyon i¢in ¢eliski olusturur. Daha
sonraki olay entaktin ve belki de alfal laminin zincirleri salgilanir. Bazal membran

ve kapillerlerin devaminin olusumu ve pencereli siniizoidlerin olusumundan daha
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fazladir. Arastirmalar hepatik hasarlanma sonucunu tesbit etmede entaktin ve

spesifik laminin zincirlerinin kesin rol oynadigini desteklemektedir (144).

2.4.4. Hepatik Ekstraselliiler Matriks

Hepatik Ekstraselliler Matriks (HEM), ¢ogunlugunu endotel ve epitel
hiicrelerinin olusturdugu kompleks makromolekiiler yapisal bir ag ile ¢evrili stromal
hiicrelerdir. HEM’in hiicre tutunmasi, migrasyonu, farklilanmasi, tamiri ve
gelisiminde ¢ok 6nemli modiilatér gérevi vardir. Bunu sitokinleri salgilamak, hiicre
ylizey reseptorleri ile bir polipeptid gibi etkileserek yada bir solid faz agonisti gibi
etkileyerek diizenler.

Kollogenler, elastin, yapisal glikoproteinler ve proteoglikanlar HEM in major
gruplarini olustururlar.

HEM’e ait bazal membranin yapisi laminin, entaktin, kollojen tip VI, perlekan
olmak tizere 4 major komponentten olusmustur.

Rejenerasyonda HEM’deki tablo subletal CCls hasarlanmasindan sonrakine
benzerdir. Bununla birlikte CCls hasarlanmasi inflamasyon hiicreleri ve ve hepatosit
nekrozuyla birliktedir. CCl, hasarlanmasinda yeni hepatik lobiil olusumu yoktur ve
sadece sentrilobiiler zonlar yenilenir.

Parsiyel hepatektomiden sonraki ilk 24 saatte ekstraselliiler matriks (EM) de
dikkate deger bir degisiklik yoktur. Mitotik aktivite periportal zonlarda belirgindir.
Eszamal1 bir artis olmaksizin EM de hepatositlerin sayist artmigtir. Hiicre/EM orani
artmistir. Hepatektomiden sonraki 3. giin periportal hepatosit kiimeleri 10-14 hiicre
igerir. Bu ilk hiicreler mitoza girer ve midlobiiler hepatositler olusur (16 saat). Bunu
48. saatteki sentrilobiiler hepatositlerin olusumu izler. Hepatektomiden sonra 4. giin
mitotik aktivite azalr, kiigiik ekstraselliiler birikimler olan laminin ito hiicrelerinde
demonstratif olarak gosterilebilir.Normal lobuler vaskiiler yap1 kurulur ve 8.
giinlerde ise laminin igeren Ito hiicreleri nadirdir. Onuncu giinde normal

ekstraselliiler matriks goriinlimii olusmustur (145).
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2.4.5. Adenozin 5’-Trifosfat

Adenozin 5'-trifosfat (ATP), hiicresel metabolizmanin integrasyonu ve
regiilasyonunda kritik bir rol oynar ve ATP’nin hiicresel seviyesi hiicresel canliligin
bir gdstergesi olarak kabul edilir (146) .

Rejenerasyonunun ilk 24 saatinde mitokondriyal diizeyde ATP sentez hizinda
izlenen azalma, kc biiylimesinin lag kinetigi ile birlikte gézlenmektedir ve minimum
deger 24. saattedir (10).

Hipoksik hiicre hasarlanmasinda en erken degisiklikler mitokondride olusur. I¢
membranindaki  nonspesifik porlarin  agilmasim1  da igeren degisiklikler
disfonksiyonun geri doniisiimsiiz oldugunun gostergesidir. Por olusumu ile adenen
niikleotid azalmasi eszamanlidir.

Arastirmalar FK506’nin, hipoksik hasarlanma sirasinda bu mitokondriyal
durumun diizelmesine yardim ettigini gostermistir. Bununla birlikte hasarlanmadan
koruma mekanizmas1 agik degildir (7)

Hepatik enerji metabolizma parametrelerinin en 6nemlilierinden biri Atkinson

tarafindan tanimlanan enerji degisimi (EC) 6l¢iimiidiir (147) (Sekil VII).

po - (ATP+0.5 ADP)
ATP+ ADP + AMP

Sekil VII. Enerji Degisimi Formiilii

Buna gore EC adenilat kinaz tarafindan 0,85 civarinda idame ettirilir. Eger
deger daha diisiik ise bu ATP tiikketiminin artmas1 yada ATP sentezinin azalmasini
distindiirtir (148).

Parsiyel hepatektomiden sonra erken prereplikatif fazda, FoF;ATP sentazda
selektif bir etkilenme gozlenir. Bunun sebebi, FoF|ATP sentazin F, kismimnin biiytik
miktarda mitokondri matriksinde bulunmasi ve ROT atagindan diger membran

komplekslerinden daha fazla etkilenmesi ile agiklanabilir. Enzimatik olmayan lipid
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peroksidasyonu ile ATP sentaz fonksiyonu arasinda direkt bir iligki oldugu one
stiriilmistiir (149).

Parsiyel hepatektomiden sonra k¢ mitokondrisinden izole edilen ATP sentaz
kompleksi pro-SSG nin diizeyinden 2-3 kat daha fazla artis gdsterir. Mitokondriyal
proteazlar tarafindan enzimin proteolitik parcalanmasinda artmanmn pro-SSG

formasyonu ile sonug¢landig1 diisiiniilebilir.

2.4.6. Karaciger Rejenerasyon Orani

Sakrifikasyon anindaki kc agirligindan, hepatektomi sonrasi kalan karaciger
agirhigr ¢ikartilir ve bu degerin tiim karaciger agirligina oran1 hesaplanir. Elde edilen
deger 100 ile carpilarak karaciger rejenerasyon orani bulunur. Rat total kc agirlig
ise rat agirhiginin %3.5 olarak kabul edilir (150). Sonuglar yiizde (%) olarak verilir.

Child’s tarafindan tanimlanan formiile gore kc rejenerasyon hizi séyledir (151).

(Sakrifikasyondaki ke agirigi)-(hepatektomide hesaplanan rezidii ke agirligi) X100
cikarilan kc agirhigi

2.5. GINKGO BiLOBA EKSTRESI

Cin’de yiizyillardan beri ilag amagh kullanilan ginkho agacindan elde edilen
bir ekstredir. Yas ile ilgili fizik ve mental bozukluk, demans ,akut koklear isitme
kayb1, makuler dejenerasyon ve astma tedavisinde kullanilir (152).

Arteriel ve kapiller kan akimini artirdig1 ve serebral glukoz metabolizmasini
artirdig1  gosterilmistir (153). Membran lipid peroksidasyonunu inhibe eden
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (154,155).

Ginkgonun antioksidan etkisi iskemi ve reperflizyon yapilan hayvan

modellerinde mitokondrial hasara kars1 koruyucu kapasitesini agiklayabilir (156).
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Hipoksi sirasinda, endotelial hiicrelerden inflamatuar hiicrelerin salinimi ve
onlarin aktivasyonunun yol ac¢tigt ATP miktarindaki azalma ile giden bir olaylar
dizisi olusur. EGb761 ve onun bileseni olan bilobalide invitro endoteliyal hiicrelerde
hipoksiye bagli ATP igeriginde azalmay1 inhibe eder. Bu sartlar altinda artmig laktat
dretimi oldugu gibi glukoz transportunu artirmak yoluyla glikoliz aktive edilir.
Bilobalide hipoksik sartlar altinda degil ancak normoksik durumda glukoz
transportunu artirir. iskemi mitokondrinin bir ayrilmazi olarak bilindiginden,
EGb761’in varliginda hipoksi siiresince gozlenen glikoliz aktivasyonundaki
gecikme, EGb761 ya da bilobalidin mitokondrial respiratuar aktiviteyi korumasi ile
en iyi seklide aciklanabilir (157).

Iskemiye bagli hasarda en erken olay mitokondrideki degisikliklerdir ve
dokunun korunmasi reperflizyonunun saglanmasi ile miimkiindiir. Adenin translokaz
ve kompleks I aktivitesi iskemi ile hizla etkilenir. Ginkgo biloba ekstraktin
terpenoid boliimiiniin anti iskemik 6zellige sahip oldugu calismalarla gdsterilmistir.
Bunun mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (158).

Ug¢ dogal antioksidanin olan; bugday kepegi, alfalfa ve ginkgo biloba
ektraktin serbest radikal yakalayici etkisi ratlarda calisiimistir. Ginkgo biloba
ekstraktin serbest radikaller ve oksidatif hasar bulunan insan hastaliklarindan
korunmada en umut verici ajan oldugu gosterilmistir. Bu ekstraktin ayn1 zamanda
lipit peroksidasyonunu ve rat mikrozomlarinda lipid radikallerini yakalamada
digerlerinden daha etkili oldugu bulunmustur (159).

Gingo biloba ekstraktin standardize edilmis formiilasyonunun %24”i flavinoid

glikozidler ve % 6 s1 terpen laktonlarindan (ginkgolid, bilobalid) olusur (160)
(Sekil VIII).
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Sekil VIII. Flavinoid glikozid ve Terpen laktonunun molekiiler yapilar

Hidroksil radikalleri membran proteinlerinin siilfidril grup baglanma
yerlerinde degisikliklere sebep olur ve lipid peroksidasyonunu indiikler. Hidroksil
radikalleri farkli sinyal yollar ile apopitozu uyarir. Bcel-2, Fos ve Jun genlerinin
diizenlenmesi ile baslayan lipid peroksidasyonu ve metabolitleri hiicre yiizey
reseptorlerinden baslayan 0Ozel sinyalleri iletebilirler yada membran hasari ile
tamamen apopitoza yol agabilirler. EGb 761 bu sinyal yolu tlizerinde degisiklikleri
zayiflatmak i¢in farkl etkiler gosterir.

EGb761’in %24 lik kismii olusturan ginkgo flavanoidlerinin, EGb ile
tamamen ayni hidroksil yakalama etkisi yaptigimi gdosterilmistir. EGb‘nin terpen
kismu1 hidroksil radikalini direkt olarak yakalamaz ve bu molekiiliin kafes benzeri
yapisi ile iligkili olabilir. Flavanoidlerin ve terpenlerin bu anlamda sinerjistik etkisi

yoktur (161).

2.6. ANTIOKSIDAN ENZIiM SiSTEMi VE SERBEST RADIiKALLER
2.6.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Fizyolojik Foksiyonlar:

Intraselliiler serbest radikaller, orbitallerinde ortaklanmamis elektron
bulunduran diisiik molekiil agirhikli ROT’lardir ve bu terimler ¢ogu zaman
birbirlerinin yerlerine kullanilir (162). Reaktif Oksijen Tiirleri oksijenden iiretilmis
kimyasal reaktif molekiillerin bir kismini1 kapsar. Bu molekiillerin bir kismi

hidroksil radikali gibi oldukca reaktif, bir kismi ise siiperoksid ve hidrojen peroksid
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gibi daha az reaktiftirler. Bunlar bircok biyomolekiil ile direkt olarak reaksiyona
girerler ve serbest radikal zincir reaksiyonunu baglatirlar. Bu zincir reaksiyonunun
durdurulmasi istendiginde; yeni olusmus bir radikal baska bir serbest radikal ile
reaksiyona girerek paylasilmamis elektronu ortadan kaldirilir ya da primer bir
antioksidan veya zinciri kiran bir serbest radikal yakalayicisi ile reaksiyona girdirilir
(163).

Parsiyel hepatektomiden sonra hepatositlerce iiretilen oksijen radikallerinin,
erken rejeneratif prosesin potansiyel mediatorleri gibi etki edebilecegi One

stiriilmiistiir (164).

Intraselliiler seviyede ROT olusumu:

3 3 & L3
, .

ot 03 H2015 OH + OH 3 2H,0
e o

(Reaction 1

Stiperoksid (0.~ ) bir elektron ilavesiyle molekiiler oksijenden olusan
siiperoksid anyonu serbest radikal olarak kalma kararhiligindadir ve reaktivitesi
yiiksek degildir (Reaksiyon 1). Lipid membranlara penetrasyon kabiliyeti diistiktiir
ve iretildigi kompatimanda sinirlidir. Siiperoksid formasyonu 6zellikle respiratuar
zincirin i¢ mitokondriyal membraninda elektron zengin aerobik ortamda spontan
olarak gergeklesir.

Stiperoksid, hidrojen peroksit gibi iskemi reperfiizyonda aktive edilen ksantin
oksidaz gibi flavoenzimler tarafindan endojen olarak {retilir (165,166).
Lipooksijenaz ve siklooksijenaz siiperoksid iireten diger enzimlerdir (167).

Fagositik hiicrelerin bir membran birlesik enzim kompleksi olan NADPH
dagimli oksidaz, yiiksek derecede O,"~serbestlesmesine sebep olur (168).

Iki molekiil siiperoksid hizla hidrojen perokside ve molekiiler oksijenen

doniistiiriiliir ve SOD bu reaksiyonu katalizler. Hidrojen peroksid (H,O,) bir serbest
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radikal degildir ancak biyolojik membranlara gegis giicli olmasindan dolay1
onemlidir.

H,O, noétrofil fagozomlarinda bulunan miyeloperoksidaz etkisi ile HOCI
(hipokloroz asid) iceren daha reaktif bir ROT iiretiminde ve gecis molekiillerinin
oksidasyonu yoluyla *OH olusumunda araci1 rol oynar.

H,O,’nin diger 6nemli bir fonksiyonu intraselliiler sinyal molekiilii gibi rol
oynamasidir (169).

Hidroksil radikali (*OH) hidrojen peroksitten olusur. Fenton reaksiyonu olarak
bilinen reaksiyonu metal iyonlari katalizler ( Fe ** veya Cu®).

Stiperoksit de bu reaksiyonda metal iyonlar1 resiklusunda 6nemli rol oynar.

Reaksiyon 3 ve 4 Haber Weiss reaksiyonunun 6zetidir ve transizyon metalleri

burada hidroksil radikalleri olusumunda gorevlidir (170).

H,0, + Cu™/Fe’" —="0OH + OH + Cu*"/Fe™
( Reaction 3)
Cu'"/Fe' + 07 —=Cu' /Fe'' + O,

iReaction 41

Gegis metalleri ferritin ve O, ile reaksiyona giren farkli dehidratazlardan
salmir. Yasayan hiicreler icin spesifik olan bu mekanizma in vivo Haber-Weiss
reaksiyonu olarak adlandirilir.

Fagositler aktive edildikleri zaman bakterileri 6ldiirmek i¢in yeterli miktarda
ROT iiretirler. NADPH oksidaz kompleksi tarafindan bu sirada olusturulan O," ler,
fagozomlardaki SOD ile H,O,’ye ve daha sonra da miyeloperoksidaz tarafindan
hipokloroz asite (HOCI) doniistiirtiliir (171).

Reaksiyon Fenton reaksiyonunun analogudur. H,O, nin yerini HOCI almaistir.

HOCL + O, —  »™OH+0, +CI'
HOCI + Cu*/ Fe * »*OH + Cl + Cu*" / Fe**
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Bu yiiksek reaktif oksijen molekiili (HOCI ve *OH) direkt antimikrobiyel
etkiye sahiptir. Miyeloperoksidaz reaksiyonunda iiretilen hipoklordz asit, bakteri
DNA replikasyonunun kesilmesine neden olur (172).

Reaktif oksijen tiirleri, tiyol gruplarinin oksidasyonu ile GSH yada proteinler
gibi siilfidril iceren tiim molekiillerin aktivitesi ve/veya konformasyonunu direkt
olarak etkiliyebilir. Birgok enzim ve membran reseptorleri, tirozin kinaz, kollojenaz,
ATPaz, protein kinaz gibi karsinojenezis ve sinyal iletiminde 6nemli proteinleri
etkileyen redoks regiilasyonunu etkiler. Buna bilinen en 1yi ornek redoks sensitif
Niiklear Faktor-Bk (NF-xB) ve Aktivator Protein-1 (AP-1)’dir (173).

Reaktif oksijen tiirleri yiiksek reaktivitesi sebebeyle hasarlama egiliminde,
potansiyel toksik mutajenik ve karsinojeniktir. Ozellikle *OH; DNA yariklanmast,
DNA protein ¢apraz baglari1 ve piirinlerin oksidasyonu gibi bir¢ok reaksiyona girer.
Eger DNA tamir sistemi saglam bir DNA olusturamazsa replikasyon sirasinda
mutasyon ile sonuglanir. Bu mekanizma oksidatif strese maruziyetteki yiliksek
kanser prevelansini agiklar (174).

Poliansatiire yag asitleri multipl ¢ift bag icermesinden dolay1 serbest radikal
ataklart icin miikemmel bir hedeftir. Ayrica siilfiir yada selenyum artig1 iceren
amino asitler de ROT atagina maruz kalma egilimindedirler (175).

Reaktif oksijen tiirleri intraselliiler sinyal yolunun mediyatorleri olarak
bilinirler. ROT un asir1 iiretimi oksidatif strese, hiicre fonksyon kaybina ve sonugta
apopitoz ve nekroza yol agar. Intraselliiler oksidan ve antioksidan sistem arasindaki
denge, hiicre fonksyonu regiilasyonu ve biliylime sartlarina adaptasyonu igin
gereklidir.

Reaktif oksijen tiirleri tiim aerobik organizmalarda olusturulur ve yikilir. Asirt
iiretilmesi durumunda oksidatif stres denen durum ortaya ¢ikarlar ve sonugta DNA ,
lipidler ve proteinlerin yapisina baglanarak tehlikeli olmaktadirlar. Mitokondriyal
DNA hasarlanmasini da kapsayan yaslanma prosesinde oksidatif stresin rolii oldugu
sOylenmektedir (176). Ayn1 zamanda ROT’un hayat1 faydali fizyolojik kullanimi ,
redoks diizenlenmesi ve intraselliiler sinyal iletimi gibi farkli alanlardaki

arastirmalarla gosterilmistir. 1987°de tanimlanan nitrik oksit (NO) gen ifadesinin
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tayininde ve transkripsyon faktor aktivitesinin diizenlenmesinde goérev alir. Hidrojen
peroksit ve siiperoksitin bu anlamda benzer etkileri vardir (177).

Sitokinler, biiylime faktorleri, hormonlar ve nérotransmitterler intraselliiler
sinyal iletiminde haberci olarak ROT'u kullanirlar (178).

Fizyolojik sartlar altinda mitokondriyal elektron transport sistemi tarafindan
diistik miktarlarda ROT agiga ¢ikarilirken, mitokondriyal respirasyondaki bir
dengesizlik ROT iiretimi artigina sebeb olabilir (179).

Antioksidan protektif sistem yada radikal yakalayicilar yetersiz oldugunda
anormal ROT iiretimi ile mitokondrinin yapisinda ve fonksiyonunda degisiklikler

beklenmektedir (Sekil IX) (TablolV).

Reaktif Oksijen Tiirlerive Antioksidanlar

P Ilgﬂ + 'D:r
Flavin igeren enzimler _Cu,Zn-SOD ¢ %;mﬂ
0, —)ﬁH}z — Hzoz

T
%

DMA ve protein hasarn

Sekil IX. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Antioksidanlar
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Tablo IV. Temel ROT Molekiilleri ve Metabolizmalari

ROT Ana Kaynag Enzimatik  Defans | Uriinler
Sistemi
Siiperoksid (0,"") Elektron transport | Siiperoksid Dismutaz | HO, + O,
sisteminden  elektronlarin |(SOD) H,0,
“leakege” i Stiperoksid Rediiktaz (bazi
Aktive fagositler bakterilerde)
Ksantin oksidaz
Flavoenzimler
Hidrojen peroksid | O,"~ den SOD aracilig1 ile Glutatyon peroksidaz H,O + GSSG
(H:0,) NADPH oksidaz | Katalaz H,O + 0O,
(noétrofiller) Peroksiredoksinler(Prx) H,O
Glukoz oksidaz
Ksantin oksidaz
Hidroksil radikali| O,"~ den ve H,O, den metal
(*OH) gecisi ile
Nitrik Oksid (NO) Nitrik oksit sentaz Glutatyon Peroksinitrit

2.6.2. Siiperoksid Dismutaz

Stiperoksid Dismutaz (SOD), ROT metabolizan enzimlerin ilk kesfedilenidir
(EC.1.15.1.1). Okaryotik hiicrelerde O, * mitokondride mevcut 80-kDa tetramerik

Mn-SOD ve sitozolik 32kDa dimerik Cu/Zn-SOD ile hidrojen peroksite ayristirir.

20,7 4200 9P | 1,0,+0,

Bakterilerde Mn-SOD, Fe-SOD ve bazen Cu/Zn-SOD bulunur. Mn-SOD
eksikliginde ciddi ndrodejeneratif hastaliklar rapor edilmistir (180).

Amiyotrofik lateral skleroz (ALS) hastaliginda, sitozolik SOD igin gen
mutasyonu durumu s6z konusudur ve enzimin peroksidaz aktivitesi artmistir (181).

Anaerobik P.furious ve T.pallidum’da bulunmus olan Siiperoksid Rediiktaz
(SOR) stiperoksidin direkt rediiksiyonunu katalizler ve memelilerdeki durumu agik

degildir.

SOR
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02*7 + e + 2H 41&202

Katalaz ve SOD un kombine subkiitan kullanim1 oksidatif stresin azaltilmasi
icin kullanilacak faydali bir metod olabilir. Ne yazik ki H,O,’y1 yakalayan katalaz
siiperoksid tarafindan inaktive edilir. Ancak SOD’un plazma yar1 émriiniin sadece
birkag¢ dakika gibi ¢ok kisa olmasi ve endotoksin iiretimini hizlandirmasi ile 6liime

yol acabilmesi dezavantajidir (182).

2.6.3.Glutatyon Peroksidaz

Memelilerde en az dort farkli Glutatyon peroksidaz (GPx) vardir ve tamami
kofaktor olarak selenosistein igerir (E.C.1.11.1.9). GPx1 ve GPx4 (ya da fosfolipid
hidroperoksid GPx9) sitotoksiktir ve dokularin ¢ogunda bulunur. GPx 4 matiir
spermatozoada yapisal bir protein gibi bulunur ve spermatidlerde aktif enzimatik
gorev alir (183).

GPx2 (gastrointestinal GPx2), GPx3 (plazmada GPx3) sirasiyla
gastrointestinal yol ve bobreklerde sentezlenir (184).

Tiim glutatyon peroksidazlar glutatyonu bir siibstrat gibi kullanarak H,O, nin

rediiksiyonunu katalizleyebilir. Diger peroksidleri de alkollere indirgeyebilir (175)

ROOH + 2GSH + H,0, — 9™ | ROH + GSSG + H,0

Katalitik mekanizma; GPx tarafindan selenomatin aktif bolgesinin (Se")
selenenik aside (SeOH) oksidasyonudur. Bir GSH molekiilii ilavesi ile selenik asid,
glutatyon (Se-SQG) ile birleserek selenilsiilfite dontistirek, ikinci bir GSH ilavesi ile
glutatyon disiilfit (GSSG) ve aktif selenolat agiga ¢ikarir. Reaksiyonda iki molekiil
GSH , memeli ana GSSG rediikleyici enzimi olan GR tarafindan GSSG ye oksidize
olur. Sadece oksidatif stres durumunda 6nemli olan diger enzimlere karsin, GPx’1n
fizyolojik sartlar altinda da antioksidan Onemi oldugunu gosteren veriler vardir

(185).
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Karaciger rejenerasyonunun erken fazinda (0-24h) total mitokondriyal GSH
iceriginde bir diisme gozlenmektedir. Ayn1 donemde glutatyona bagli proteinlerden
olan mitokondriyal proSSG seviyesi de yiikselmektedir . Bu fazdan sonra 24 saatte
baslangic GSH seviyelerine ulasilir ve mitokondriyal proSSH seviyesi tedricen

azalir ve PH’den 96 saat sonra kontrol seviyelerine diiser.

2.6.4.Glutatyon Rediiktaz (GR)

Hepatik glutatyon (GSH), hiicrede olusturulan hidrojen peroksid diizeyini
disiirmesi ve serbest radikaller ile baglanan bilesikler olusturmasi nedeniyle
antioksidan etkiye sahiptir (186,187).

Karaciger rejenerasyonunun erken fazinda mitokondriyal glutatyon
diizeyindeki diisiisiin, PH’yi takiben kc mitokondrisinde reaktif oksijen tiirlerinin
anormal {iretimine bagl oldugunu diisiindiiren ¢calismalar vardir (188).

Serbest protein tiyol gruplarinin azalmasi mitokondriyal proteinlere glutatyon
baglanmasinda artis ile birliktedir.

En bol bulunan intraselliiler tiyol kdkenli antioksidan GSH’dir. Ayn1 zamanda
en Onemli hiicresel antioksidan ve serbest radikal yakalayicisidir. Glutatyon,
sitozolik ve mitokondriyal GSH olarak iki farkli havuzda bulunur. Bir siilfidril
tampon gibi fonksiyon goriir ve glutatyon-S transferaz tarafindan katalizlenen
konjugasyon reaksiyonlar1 yoluyla bilesiklerin detoksifikasyonuna da yardime1 olur.
Direkt olarak hidrojen peroksidi de katalizler (189).

Okside glutatyon (GSSG), NADPH bagimli bir flavoenzim olan glutatyon
rediiktaz tarafindan indirgenir (190).

Glutaredoksinler (Grx), tiyoredoksinler ile ayni gorevi yapar. Her ikisi
arasindaki major kalitatif fark, Grx’in GSH’y1 indirgeyebilmesi ve indirgenmis GSH
ile protien disiilfit yapilar olusturabilmesidir. Bu da total hiicresel antioksidan
defansta 6nemli bir rol oynar.

2.6.5. Miyeloperoksidaz
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Miyeloperoksidaz (MPQO), peroksidaz pozitif grandllerde
tanimlanan 150kDa agirliginda mikrobisidal bir hemoproteindir.
Fagozomlardan notrofil aktivasyonu ile ekstraselliler alana
salgilanir. Miyeloperoksidaz, H.0:ve Cl oksidasyonuna sebep olarak
potent oksidan hipoklordz asiti (HOCI) olusturur. Hipokloroz asit ise
mikroorganizmanin membran ylUzeyine atak yapan, O, ve H,0; ‘den
100-1000 kat daha toksik bir oksidan ajandir (191).

my el operoxidase

H,0, + €7 ————— = H,0 + HOCI

Sekil X. Miyeloperoksidaz Reaksiyon Denklemi

2.4.5. Katalaz

Esas olarak hem igeren enzimlerdir (EC.1.11.1.16). Memeli hiicrelerde
subselliiler olarak en c¢ok peroksizomlarda bulunurlar. Hidrojen peroksidi su ve
molekiiler oksijene cevirirler.

2 H,0 ——— 2H,0+ 0,

Katalaz fenol ve alkol gibi farkli substratlarin  detoksifikasyonunda hidrojen

peroksidin eslikli reaksiyonu yoluyla gorev alirlar.

H,O, +R"H, o0 + R’

Katalazin antioksidan fonksiyonundan biri Cu ve Fe iyonlar1 tarafindan
katalizlenen Fenton reaksiyonu yoluyla H,O,’den hidroksil radikal olusum riskini
azaltmasidir. Katalaz, NADPH’ya baglanir, etkisinin artmasi ve inaktivasyonuna

kars1 enzimi korur (192,193).
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Glukoz 6 Fosfat Dehidrojenaz eksikliginde matiir kirmizi kan hiicrelerinde
NADPH azalmistir. Bu sebeple katalazin inhibisyonu ve sonugta hemoliz meydana
gelir (192).

Diisiilk molekiil agirlikli bilesiklerin biiylik bir kisminin biyolojik 6nemli
antioksidanlar oldugu diisiiniiliir. Vitamin C, E, selenyum bilesikleri, lipoik asid,
melanin, tiyol iceren bilesikler ( glutatyon, N-asetil sistein, kaptopril, metiyonin),
seks hormonlar1 (6stradiol, Ostron, Ostriol ), a-keto asitler ( piriivat ve a- keto
glutarat) , histidin iceren dipeptidler ( karnozin, anserin) ve ubikinon (koenzim Q)

bunlardandir (194).
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SONUCLAR

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya, Niikleer Tip, Patoloji Anabilim Dali ve
Hakan Cetinsaya DEKAM gergeklestirilen, bir immiinsiipresan olan KF506 ve bir serbest
radikal yakalayicist olan EGb761’in kullanim1 ile deneysel hepatik rezeksiyon modelinde
karaciger rejenerasyonu iizerine etkisinin arastirildigi calismamizin sonuglari su sekildedir;

EGb761’in tek kullanim1 kc 1slak agirligini, FK506’nin tek kullanimi1 veya EGb761 ile
kombine kullanimina gore daha ¢ok artirmistir.

EGb761’in tek basina kullanimi, FK506’nin tek basmma veya EGb761 ile birlikte
kullanimina gore rejenerasyon hizini ¢ok daha fazla artirmaktadir.

EGb761’in tek basina kullanimindaki mitotik indeks orani artigi, rejenerasyon hizinda
oldugu gibi, FK506’nin tek basina veya EGb761 ile birlikte kullanimina gore daha fazla
olmustur.

EGb761’in rejeneratif siirece olan olumlu etkisinin, en azindan rejeneratif etkisi bilinen
FK506 kadar oldugu sonucunu ¢ikarilabilir.

FK506 ve EGb761, hepatektomide AST ve ALT seviyelerini etkilememistir.

FK506 ve EGb761’in, GGT diizeylerini etkilemedigi, diger bir ifadeyle, ilaglara bagl
olarak uyarilabilen bu enzimin, FK506 ve EGb761 tarafindan indiiklenmedigi goriilmiistiir.

FK506 ve EGb761 kullanimi ile SOD, GPx ve GR antioksidan enzimleri etkilememistir.
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FK506, MPO diizeyini azaltmistir. EGb761 tek basina kullanildigi zaman MPO’yu
disiirmiistiir. EGb761 ve FK506 birlikte kullanildiginda ise MPO’yu artirmislardir.

88



3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel ¢alisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya, Patoloji,
Niikleer Tip Anabilim Dallar1 ve Hakan Cetinsaya Deneysel Arastirma Merkezi nin
isbirligi ile 01.01.2003-30.03.2003 tarihleri arasinda gergeklestirildi.

Deneylerde spektrofotometre (Shimadzu UV 1601), otoanalizor (Konelab 601),
gama sayaci (Berthold LB 2111), derin dondurucu (BOSCH, PHILCO), sogutmali
santrifiij (Sigma 3K 30), hassas terazi (AND GR), pH metre (HANNA HI 9321), su
banyosu (Kotterman), etiiv (Dedeoglu), vorteks (Elektromag, velp scientifica 2x 3),
kronometre, otomatik (Socorex, Gilson) ve cam pipetler, sonikator (Virsonic 50),
kapakli polistren ve cam tiipler, beher, meziir ve balon jojeler kullanildi.

Biitiin deneylerde, agirligi 300-400 gr olan 12 haftalik erkek Wistar albino
ratlart kullanild1. Her deney grubundaki rat sayis1 operasyon sirasinda ve sonrasinda
olabilecek kayiplar g6z Oniine alinarak 15 olarak tesbit edildi. Sakrifikasyon anina
kadar sag kalan 51 rat verileri degerlendirmeye alindi. Hayvanlar 1s1 kontrollii
odalarda tutuldu. Cerrahiden 6nce ve sonraki donemde standart rat yemi ve yeteri
kadar su verildi. Cerrahiden 6nceki 12 saat boyunca a¢ kalmalar1 saglandi. Calisma
ile ilgili olarak Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun onay1 alindi.

Hepatektomi Prosediirii:

Biitiin cerrahi islemler sabah 08.00-12.00 saatleri arasinda ketamin (Ketalar
90mg/kg) ile saglanan anestezi altinda yapildi. Anestezi sonrasi ratlar tartilarak

kaydedildi. Laparatomi Oncesi bakteriel translokasyonu 6nlemek amaciyla 30 mg/kg
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Cefamezin intramiiskiiler, 50 IU/kg subkutan heparin uygulandi. Karin cildi tras
sonras1 batikon ile temizlendi. Ust orta hat insizyon ile yapilan laparotomi
sonrasinda ratlara %70’lik ke rezeksiyonu uygulandi. Yiizde yetmislik rezeksiyon kc
yetmezliginin gelismedigi kritik smir olmasi nedeniyle secildi (195). Ugte iki
oraninda hepatektomi, Higgins ve Anderson teknigine uygun olarak gerceklestirildi.
Karma girildikten sonra falsiform ligament kesilerek karaciger serbestlestirildi.
Tanimlanan metoda uygun olarak orta ve sol lateral loblar vena kavaya birlesim
yerinden 5/0 ipek ile baglanarak %70’lik karaciger rezeksiyonu gerceklestirildi.
Cikartilan 1slak karaciger dokusu tartilarak kaydedildi. Vena kavanin saginda kalan
segmentler karaciger kitlesinin %30’unu, solunda kalan orta lob ve sol lateral lob ise
%70 ini temsil etmektedir (196). Kirksekizinci saatin sonunda sakrifiye edilen
ratlardan alinan kc doku ve plazma ornekleri tiiplere konularak ¢alisma giiniine

kadar -80°C’de saklandu.

Deney Gruplar::

Ratlar 5 gruba ayrildi. Bu gruplar;

Sham grubu: Serum fizyolojik verilip sham cerrahi (abdominal insizyonla
karnin agilip kc asici baglarmmin serbestlestirilmesi) uygulandi. Ratlar 48 saat
yasatild1 ve siire bitiminde sakrifiye edilip kan ve doku 6rnekleri alind.

Kontrol grubu: Serum fizyolojik verilip sadece parsiyel rezeksiyon
uygulandi. Ratlar 48 saat yasatild1 ve siire bitiminde sakrifiye edilip kan ve doku
ornekleri alindi. Total ke 1slak agirhig 6lgiildii ve ¢alisma giiniine kadar -80 °C’ de
saklandi. Histolojik ¢alisma i¢in 6rnekler formaldehitde bekletildi.

FKS506 grubu: Bu gruptaki ratlara FK506, 1 mg/kg/giin dozunda i.p. olarak
rezeksiyondan dnce giinde bir defa olmak iizere iki giin siireyle verildi. Ugiincii doz
rezeksiyon tamamlanir tamamlanmaz yapildi ve ratlar sakrifiye edilecekleri 48.
saate kadar yasatildi. Kan ve doku ornekleri alindi. Rezeke edilen ve sakrifikasyon
aninda rejenerasyona ugramasi beklenen total kc dokular1 bekletilmeden tartildi ve

kaydedildi.
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EGb761 grubu: EGb761, 25 mg/kg/giin dozunda i.p. olarak rezeksiyondan
once giinde bir defa olmak iizere 2 kez verildi. Ugiincii dozlar operasyon bitiminde
yapilarak 48. saatte ratlar sakrifiye edildi. Ratlardan kan ve doku 6rnekleri alindi ve
tartilarak saklandi.

FK506 ve EGb761 grubu: Ratlar 25 mg/kg/glin EGb761 ve 1 mg/kg/giin
FK506’y1 operasyondan iki giin dnce giinde bir defa aldilar. Kirksekizinci saatin
sonunda hepatektomi yapilan ratlarin son dozlari operasyon tamamlandiginda

yapilarak ratlar sakrifiye edilerek, kan ve doku ornekleri alindi.

Resim II. Wistar Albino Erkek Rat

Sekil XI. Rat

Karaciger Anatomisi
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Sekil XII. Rat Hepatektomi Modeli

3.1. NiSBi KARACIGER AGIRLIGI HESAPLANMASI

Sakrifikasyondaki kc agirligindan parsiyel hepatektomi sonrasi kalan kc

agirhigr ¢ikartildi ve bu degerin tiim kc agirligina orani hesaplandi. Elde edilen deger

100 ile carpilarak kc rejenerasyon orani bulundu (197). Tim kc agirligr rat

agirhiginin %3,5°1 kabul edildi. Sonuglar % seklinde ifade edildi (198).

Rejenerasyon Oran1 =

Sakrifikasyondaki kc agirligr — (total ke agirligi — rezeke edilen ke agirligr)
x 100

Cikarilan ke agirligt

3.2 .MIiTOTIK INDEKS TAYINi

Yiizde 10’luk formol i¢inde saklanan karaciger ornekleri parafin bloklara

gomiilerek, 5-7 mikron kalinliginda kesitler alind1 ve Hematoksilen-Eosine (H-E)

boyasi ile boyandilar. Mitozun en fazla oldugu 30 sahadaki mitotik hepatositlerin

1.000 hiicreye orani1 olarak ifade edilen mitotik indeks elde edildi (199).
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3.3. HISTOPATOLOJIK ANALIZ

Yiizde 10’luk formol i¢inde saklanan kc oOrnekleri histopatolojik takibe
alindi. Parafin bloklara gomiilen spesmenlerden 5-7 mikron kalinliginda kesitler
almarak H-E boyasi ile boyandilar. Boyanan preparatlar 151k mikroskopisi altinda
degerlendirildi. Tiim histopatolojik degerlendirmelerde incelenen preparatin hangi
gruba ait oldugu patolog tarafindan bilinmeyecek sekilde rastgele Orneklem

yontemiyle yapildi.

3.4. TIMIDIN KINAZ AKTIiVITESI TAYINi

Timidin Kinaz aktivitesi Sangtec Medical marka Prolifigen TK-REA kit
ile dlciildii.

Kit Komponentleri:

1-TK-REA tampon (Vial A)

2-TK-REA Radyoaktif Substrat (Vial B).

total radyoaktivitesi 185 kBq (5uCi) den daha az lyot'*—iododeoksiiiridin
igeriyor.

3- TK-REA Sample Diliient, 0 standart olarak da kullanilabilir (Vial C).

4- TK-REA Standart bovin serumunda liyofilize halde bulunuyor (Vial D 40U/
L).

5- TK-REA Yikama solusyonu 30 x konsantre sekilde bulunuyor.

6- TK-REA separator tabletleri (Vial F) bir sisede 50 tablet

7- TK-REA vyiiksek ve diisiik kontrolleri.

Reaktif 4, 5 ve 7 de %0,1 den az sodyum azid koruyucu olarak bulunmaktadir.

CALISMADA KULLANILAN MATERYALLER
1-Polistren test tiipleri

2-20-500 mikrolitrelik pipet ve 1,5 ml’lik dispenser
3-Demineralize su

4-Vorteks
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5-Su banyosu 37 °C

6-Aspirasyon sistemi

7-Iyot ' igin uygun gama sayaci

Numune Toplama, Hazirlama, Saklama:

1-TK’nin kantitatif 6l¢limii i¢in serum kullanilmasi onerilir

2-Numune eger 24 saat iginde calisilacaksa 2-8 °C’de saklanir, eZer siire 24
saattten uzun ise —18 °C’de saklanir.

3- Lipemik, hemolize ve kontamine 6rnekler kullanilmaz.

4- 40 U/L den yiiksek sonuglarda tam degeri bulmak i¢in sample diluent ile
dilisyon yapilir. Diliie ornek iyice calismadan oOnce karistirilmali ve final
hesaplamada diliisyon faktorii olarak alinmalidir.

5- Donmus 6rnekler ¢ozdiiriildiikten sonra iyice karistirilmalidir.

Reaktiflerin Kullanimdan Once Hazirlanmasi

1-TK-REA Radyoaktif Substrat

27 ml demineralize su ilave edilir ve karistirilir.
b) TK-REA Radyoaktif Substrati agmadan once laboratuvar ¢alisma yiizeyine
damlatmadan 13 ml TK-REA tampondan her birine ilave edilir.

2- TK-REA Sample Diluent

4 ml demineralize su ilave edilir ve karistirilir.

3- TK-REA Standart 40 U/L veya 80 U/L

500uL demineralize su stok soliisyona 40 U/L i¢in yada 250 puL. demineralize
su 80U/L i¢in standarta ilave edilir.

Iyice kanstiriir ve 15 dakika bekletilir. Kullanimdan &nce iyice

karistirilmalidir.
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Standart Diliisyon
—46-
10 100pL Std 40 + 300 sample diluent
2,5 100uL Std 5 + 100 sample diluent
5 100uL Std 10 + 100 sample diluent

olacak seklinde standart seri hazirlandi.

4- TK-REA vikama solusyonu

Total voliim demineralize su ile 600 ml ye tamamlanur..

5-TK-REA kontrol

herbir kontrole 250uL demineralize su ilave edilir. 15 dakika bekletilir ve

kullanmadan 6nce iyice karigtirilir.

Calisma Prosediirii:

TK-REA standart dan, hasta 6rneginden ve TK-REA kotrolden 20 pL herbir

isaretli tiipe pipetlenir.

500uL TK-REA radyoaktif substratttan herbir tlipe pipetlenir.

37 °C’de 4 saat siireyle inkiibasyona birakilir.

Herbir tiipe TK-REA separator tablet kiictik bir forseps yardimi ile konur.

Multi vorteks karistirict ile 15 dakika boyunca karistirilir.

1,5 ml diliie yikama soliisyonu herbir tiipe ilave edilir ve iyice karigtirilir.

Siipernatan dikkatlice alinir.

6. ve 7. Basamaklar ii¢ kez daha tekrarlanir ( toplam 4 kez)
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Gama sayicinda sayilir.

Metodun CV degeri % 5.5 olarak bulundu.

Grafik I. Timidin Kinaz Standart egrisi

3.5. SUPEROKSID DiISMUTAZ AKTIiVITESI TAYINi

Siiperoksid dismutaz aktivitesi; Beauchamp ve Fridovich’in spektrofotometrik
yontemine dayanan Siiperoksid Dismutaz Randox-Ransod marka kiti kullanilarak
calisildi (200).

Siiperoksid dismutaz, oksidatif = hasarlanmaya sebep olan ve lipid
perokidasyonu sirasinda firetilen toksik siiperoksid radikalinin dismutasyonunu
hizlandirir. Siiperoksid radikali SOD yardimi ile molekiiler oksijen ve H,O, ye
dontistir. Bu metotda ksantin ve ksantin oksidaz siiperoksid radikali tiretmek
amaciyla kullanilir. Deney ortaminda olusan siiperoksid radikaliyle, 2-(4-
iodopheniyl)-3-(4-nitrophenol)-5- phenyltetrazolium klorid (I.N.T) reaksiyona girer.
Kirmiz1 renkli formazon boyasi olusur. Siiperoksid dismutaz enzim aktivitesi bu

reaksiyonun inhibisyonunun derecesi ile ol¢iiliir.
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Ksantin oksidaz

Ksantin »iirik asit + O~
O0*,
ILN.T. » formazon boyasi ya da;
0, .0, + 2H SOD , 0, + H,0,

Reaktifler:

1. Karisik Substrat: Ksantin 0.05 mmol/L ve I.N.T. 0.025 mmol/L. Bir sisesi
20 ml tampon ¢ozelti ile sulandirilarak hazirlandi.

2. Tampon solusyonu: 3-(Cyclohexylamin)-1-propan siilfonic acid (CAPS) 40
mmol/L EDTA 0.94 mmol/L pH:10.2

3. Ksantin Oksidaz: 80U/L. Bir sisesi 10 ml deiyonize soda c¢oziilerek
hazirlandu.

4. Fosfat tamponu: 0.01 M pH 7.0

5. Randox Ransod Standart Cat No. SD125 .

Bir sisesi 10 ml deiyonize su ile ¢oziilerek hazirlandi. Bu SOD enzim
konsantrasyonu 5.0 U/ml olan S6 standartina karsilik gelmektedir. Tabloda
gosterilmis oldugu gibi S5: 2.5 U/ml, S4: 1.25 U/ml, S3:0.625 U/ml, S2 0.312 U/
ml konsanrtasyonlar1 olan standartlar , diliisyonlar 10mmol/l pH 7.0 fosfat tamponu
ile hazirland1. S1 (kor) olarak da ayn1 fosfat tamponu kullanildi (Tablo V).

TabloV. Siiperoksid Dismutaz Aktivitesi Tayininde Standart Hazirlama Prosediirii

Standart solusyon 10 mmol/L pH 7.0
S2-S6 fosfat tamponu

S6 (%100 inhibisyon) 10 ml diliie edilmemis

standart —
S5 (%50 inhibisyon) S6 ‘nin 5 ml’si 5 ml
S4 (%25 inhibisyon) S5 in 5 ml ’si 5 ml
S3 (%]12.5 inhibisyon) S4’iin 5 ml ‘si 5 ml
S2 (%6.251nhibisyon) S3 iin 5 ml’si 5 ml

S1= 10 mmol/L pH 7.0 fosfat

tamponu

Olgiim giiniinde hazirlanan hemolizat 1:200 oraninda fosfat tamponu ile

diliie edildikten sonra uygulanan prosediir spektrofotometrik olarak ¢alisildi.
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TabloVI. Siiperoksid Dismutaz Aktivite Tayini Calisma Prosediirii

Reaktif Korii Standart Numune
Numune 0.05 ml
Standart 0.05 ml
Fosfat tamponu 0.05
Mikst siibstrat 1.7 ml 1.7 ml 1.7 ml
Pipetlenir ve iyice karistirilir.
Ksantin Oksidaz | 025ml | 025ml | 0.25 ml

Olgiimler 505 nm dalga boyunda yapildi. 30. saniyede baslangic Al
absorbans1 okundu ve siire baslatildi. 3 dakika sonra tekrar A2 absorbansi

okunarak 6l¢iim islemi sonlandirildi.

AA / dk (kor, standart veya ornek) = (A2-A1)/3

Kor standart ve numunelerin standart degisimi hesaplandi.

Koriin (S1) inhibe olmamis reaksiyon oran1 = %100’ diir.

Biitiin standart ve Ornek oranlar1 S1 in ylizdelerine donistiiriildii ve
ylizde inhibisyon vermek i¢in % 100’den ¢ikarildi.

(AA Standart X 100)
% Inhibisyon = 100 —

( AA S1/dk)

Her bir standart i¢in ayr1 ayr1 % inhibisyon hesaplandi. Herbir standart
i¢in yiizde inhibisyonlarin log 10’u alinarak, sonuglar tam sayilara doniistiirtildii.
Orneklerin yiizde inhibisyonlarma karsilik gelen konsantrasyonlar standart
egriden bulundu Bu sekilde her bir standarta karsilik gelen % inhibisyon
standart egrisi ¢izildi. Standart egriden elde edilen 6rnek konsantrasyonlari
diliisyon faktorii ile g¢arpilarak elde edilen sonuglar hemoglobine oranlandi.
Hemoglobin tayini siyanomethemoglobin rediiksyonu esasina dayanan metod ile

gereceklestirildi.
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Sonuglar; (SOD U/ml) / g Hb/ml) = SOD U/ g Hb seklinde verildi.
Metodun CV’ si % 6.2 olarak bulundu.

Grafik II.SOD Standart Egrisi

3.6. GLUTATYON PEROKSIDAZ AKTIiVITESI TAYINI

Glutatyon Peroksidaz aktivitesi; Paglia ve Valentine’in spektrofotometrik
yontemine dayanan GPx Ransel-Randox marka kiti kullanilarak c¢aligildi (201).

Glutatyon  Peroksidaz  kiimen hidroperoksidi  tarafindan ~GSH
oksidasyonunu katalizler. Glutatyon rediiktaz ve NADPH varliginda GSSG,
NADPH’in NADP"ye eszamanli oksidasyonu ile indirgenir. Bunun derecesi 340
nm dalga boyunda 6l¢iiliir.

Reaksiyon Prensibi:

Glutatyon peroksidaz
2GSH + ROOH > ROH + GSSG +H,O

GR
GSSG+ NADPH + H* NADP® + 2GSH
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Numune Hazirlama
Calismada heparinize tam kan kullanildi. Ornekler 0.05 ml tam kan ve 2 ml

diliisyon ajani olacak sekilde diliie edildi.

Reaktifler
1.Reaktif
Glutatyon 4 mmol/l
Glutatyon Rediiktaz > 0.5U/1
NADPH 0.34 mmol/l
2. Tampon
Fosfat Tamponu 0,05 mol/I; pH 7.2
EDTA 4,3 mmol/l
3.Kiimen hidroperoksid 0.18 mmol/l
4.Diliisyon Ajanm

Tablo VII. Glutatyon Peroksidaz Tayini Caligma Prosediirii

Diliie Numune Reaktif Kori
Diliie Numune 0.02 ml _—
Distile su _ 0.02ml
Reaktif 1.00 ml 1.00 ml
Kiimen 0.04 ml 0.04ml

Kiivete pipetlendi ve karistirilarak numunenin ve reaktif koriiniin ilk dakika,
birinci ve ikinci dakikalardaki absorbanslart okundu.

Hesaplama:

Glutatyon peroksidaz konsantrasyonu su formiil ile hesaplanda:

U/L Hemolizat=8412 x AA 340 nm/ dakika

Sonuglar Drabkins metodu ile ¢aligilan hemoglobin {izerinden
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(SOD U/ml) / (g Hb/ml) = SOD U/ gr Hb seklinde verildi.
Metodun CV’si % 4.5 olarak bulundu.

3.7. GLUTATYON REDUKTAZ AKTIVITESI TAYIiNi

Glutatyon  Rediiktaz  aktivitesi;  Goldenberg ve  Spooner’in
spektrofotometrik yontemine dayanan Glutatyon rediiktaz, Ransel-Randox

marka Kiti kullanilarak cahsildi (202).

Reaktifler
1.Tampon Potasyum fosfat ~ 250mmol/L pH 7.3
EDTA 0.5 mmol/L
2. Substrat GSSG 2.2 mmol/L
3. NADPH 0.17 mmol/L

Reaktiflerin Hazirlanmas1 ve Stabilitesi
Tampon +2 ile +8 °C arasinda son kullanma tarihine kadar saklanabilir.
Substrat tamponun 5 ml’si ile sulandirilir.

NADPH 3 ml distile su ile sulandirilir 2 °C°de 2 giin stabil kalir.

Prosediir:

Dalga boyu 340 nm

Kivet 1 cm lik 151k yolu

Sicaklik 37°C

Olgiim havaya kars1
Kiivete pipetlenecekler

Diliie lizat 40 pl

Stibstrat 1000 pl

Iyice karigtirild1.

NADPH 200 pl

Karistirildi ve birinci dakikadan itibaren 2., 3., 4. ve 5. dakika

okumalar1 yapildi.
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Hesaplama

a) U/L tam kan0 4983 X AA 340 nm/dk X diliisyon faktorii

b) Hemoglobin degerleri U/ g a ¢evrilir.

Deger glutatyon rediiktaz degrine boliinerek hemoglobin basina sonug

verilir.

Metodun CV’si % 5.0 olarak bulunmustur.

3.8. MiYELOPEROKSIDAZ AKTIiVITESI TAYINi

Plazma MPO aktivitesi tayininde Bradley ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen
spektrofotometrik metod kullanildi (203).

Metod, peroksidaz substrati olarak bilinen O-dianisidin, H,0, varliginda MPO
tarafindan oksitlenerek sar1 turuncu renkli bir iiriin olusturmasi ve bu oksidasyon
reaksiyonunun zamana bagl optik dansite artisinin 460 nm’de izlenmesi esasina

dayanmaktadir.

Reaktifler

1- Potasyum fosfat tamponu , 50 mM , pH 6.0

2-O-Dianisidin dihidroklorid (tampon i¢inde giinlik kullanilacak sekilde
hazirlanir).

3- %0.0005 H,0, substrati O-Dianisidin igeren tampon igerisinde taze

hazirlanir.

Tablo VIII. Miyeloperoksidaz Caligsma Prosediirii

Numune Kontrol
H,0, substrat1 29 ml 2.9 ml
Deiyonize su - 0.1 ml
Plazma 0.1 ml -
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Pipetleme isleminden hemen sonra, 460 nm dayga boyunda 25 °C de
deiyonize suya karsi, numune ve kontrol tiiplerindeki optik dansite artist 6 dakika

boyunca kaydedildi.

Hesaplama:

Numune ve kor tiipleri i¢in AOD/dk degerleri hesaplandi.
Bir iinite MPO standart deney sartlarinda dakikada 1 pmol O-dianisidinin

oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlandi.

Okside O-dianisidinin molar ekstinksiyon katsayisi tizerinden

(e=1.13x104 M ' ¢m ") lnite birimlerine gegildi.

U/L= AOD/dk  x Total hacim _ml x 10°umol

c Plazma hacmi ml mol

U/L= AOD/dk x 3.0 x 10°
1.13x 104 0.1

U/L= AOD/dk x 2564.8

Plazma 6rneklerinde MPO aktivitesi , litre plazma basina verildi (U/L).

Prosediir CV’ si % 7.4 olarak bulunmustur..

3.9. DOKU MDA TAYINi

Rat kc dokusu MDA tayininde, Okhawa ve ark.(204) tarafindan gelistirilen

metod kullanildi. Lipid peroksidasyonunun bir iiriinii olan MDA’ ’nin tiyobarbitiirik
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asit (TBA) ile reaksiyona girerek 532 nm’de absorbans veren kompleks olusturmasi

esasina dayanan metoda gore sonuglar verildi.

Reaktifler:
% 8.1 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
% 20 lik Asetik asit (pH 3,5 olacak sekilde NaOH ile ayarlandi)
% 0.8 TBA (taze hazirlanir)
a-Butanol/ pridin karisimi (15:1;v/v)
5.848 M MDA (Malondialdehid bis (dimetil asetal) stok standarti

Prosediir:

Rat kc dokusu % 10 (w/v) olacak sekilde pH 7.4 fosfat tamponu iginde
homojenize edildi. Dokular santrifiij edildi ve siipernatan MDA dl¢limiinde
kullanildi.

Siipernatanlardan 0.1 ml alinarak kapakli cam tiiplere aktarildi. Uzerlerine
sirastyla 0.1 ml SDS, 0.75 ml asetik asit , 0,75 TBA ve 0.3 ml distile su ilave
edilerek vortekslendi. Kapaklar1 sikica  tlipler kaynar su banyosunda 60 dakika
tutuldu. Siire bitiminde tiipler musluk suyu altinda sogutuldu. Soguyan tiiplere 0.5
ml distile su ve 2.5 ml n- butanol-pridin karisimi ilave edilerek iyice vortekslendi.
Tiip icerikleri PVC tiiplere aktarild1 ve 4 °C’de 4000 rpm‘de 15 dk santrifiij edildi.
Tiiplerin iist kismindaki pembe renkli organik fazin absorbansi 532 nm de, distile su
ile ayn1 sekilde calisilan kore karsit okundu. Degerlendirme standart egri {izerinden
yapildi. Standart seri hazirlamak i¢in stok MDA ¢ozeltisinden 100 nmol/ml
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi. Ara stoktan 2,5; 5; 10; 20; 40; 50 nmol/
ml konsantrasyonda olacak sekilde ¢aligma satandarti hazirlandi. Standart serinin
her birinden 0.1 ml alinarak numune gibi ¢aligildi ve standart egrisi ¢izildi (Grafik

110)
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Grafik III. Doku MDA Standart Egrisi

3.10. PLAZMA MDA TAYINi

Stocks ve Dormandy tarafindan gelistirilen metod kullanildi (205). Metoda
gore MDA olusumu in vitro lipid peroksidasyonunun bir indeksi olarak kabul edildi.

Reaktifler

1.Fosfat tamponlu salin (PBS) pH: 7.4

(8.1 g NaCl + (2.302 g Na,HPO,) distile suda ¢ozdiiriilerek 1000 ml ye
tamamlanir.)

2. 154 mM NacCl

3. % 30 luk TCA

4.0.1 M EDTA

5.% 1 lik TBA (0.05 M NaOH i¢inde hazirlanmis)

6. 5.848 M MDA bis (dimetil asetal) stok satandart ¢ozeltisi

Prosediir:

Deney tiiplerine sirasiyla

0.4 ml plazma

1.6 ml PBS

1 ml % 30 TCA

pipetlenerek vortekslendi.Tiipler iki saat siireyle buz bantyosunda inkiibe

edildi ve 2000 x rpm de 15 dakika siireyle santrifiij edildi.
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Siipernatanlardan 3 ml alinarak agzi kapakli tiiplere aktarildi ve iizerlerine
sirastyla

0.15ml1 0.1 M EDTA

0.5ml % 1 TBA

Pipetlenerek 15 dakika 100 °C’lik su banyosunda tutuldu. Tiipler soguduktan
sonra 0.4 ml distile su ile ¢aligilan kor tiipline karsi, her tiipiin absorbans degeri
spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda okundu. Degerlendirme, MDA-TBA
reaksiyonu sonucu olusturulan; 0.5, 1.25, 2.5, 5, 10, 15, 30 pmol/L
konsantrasyonlarma karsilik gelecek sekilde hazirlanmis standart egri iizerinden

yapildi.

3.11. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel degerlendirme igin veriler Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS)’in 10.0 version programina girildi. Elde ettigimiz biitiin verilerde
ortalama ve standart sapmalar hesaplandi. Gruplardaki biyokimyasal ve
histopatolojik degerlerin karsilastirllmasinda, ikiden ¢ok bagimsiz Orneklem
ortalamasiin karsilastirilmasinda kullanillan One Way ANOVA testi kullanildi.
Gruplardaki ¢oklu karsilastirmalarda ise Post-Hoc Scheffe prosediirii uygulandi.
Parametreler arasindaki iliski pearson korelasyon testi ile degerlendirildi. p<0.05

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

Deneylerde agirhigi 300-400 gr olan 12 haftalik erkek Wistar albino ratlari
kullanildi. Her deney grubundaki rat sayisi operasyon sirasinda ve sonrasinda
olabilecek kayiplar géz oniline alinarak 15 olarak tesbit edildi. Sakrifikasyon anina
kadar sag kalan 53 ratin verileri degerlendirmeye alindi. Ratlar; sham grubu, kontrol
grubu, FK506 verilip hepatektomi yapilan grup, FK506 ve EGb761 verilip
hepatektomi yapilan grup ve EGb761 verilip hepatektomi yapilan grup olarak bese
ayrildi.

Plazma orneklerinde tayin edilen; TK, GPx, GR, SOD, MPO (plazma ve
doku), TBARS (plazma ve doku), total ve direkt bilirubin, AST, ALT, ALP, LDH,
GGT, total protein, iirik asit, kolesterol, HDL, LDL, trigliserid diizeyleri ile
karaciger rejenerasyon hizi, sakrifikasyon anindaki kc agirliklari, mitotik indeks
degerleri bakimindan deney gruplari aralarinda karsilagtirildi.

Calisma grubu verilerden elde edilen grup ortalama degerleri, hazirlanan
tablolarda, aritmetik ortalama ve standart sapma (X+SD) seklinde verildi. Her bir
gruptaki rat sayisi, tablolarda “n” olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalarda

anlamlilik diizeyi p< 0.05 olarak kabul edildi.
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Grafik I'V. Sakrifikasyon Anindaki Rat Total K¢ Agirliklarinin Karsilastiriimasi
Sakrifiye edildikten sonra elde edilen rat 1slak kc agirliklan
karsilagtirildiginda; EGb761+hep, FK506+hep ve EGb761+FK506+hep gruplarinin
her tiglinde de kontrole gore yiikseklik vardi. EGb761+hep grubundaki ytikseklik ise
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001) (Grafik IV)
(Tablo IX).

Tablo IX. Rat agirliklar:

Sham Kontrol Egb-thep FK-+hep Egb+FK+hep P
Parametreler (n: 10) (n: 11) (n: 11) (n: 10) (n: 11)
X+SD X+SD X+SD X1+SD X1SD

Ratlarin
Agirhiklar (gr) | 322,7+ 36,7 | 366,8+ 37,0 | 344,2+ 34,8 342.9+38.5 337,6+£39,37 0,196

Rezeke Edilen
Kc Agirhigt yok 7,9%1,1 8,1£1,3 7,1£0,9 7,6£0,4 0,086
(gr)

Formiile Gore
Tahmini Kc yok 11,6£1,1 11,7£1,1 11,6£1,3 11,4£1,3 0,196
Agirligi (gr)

Sakrifiye 4.7+ 0,6

Edildikten Sonraki b b .
Total Ke Agirligi 6,4+1,1 7,112 5,5£0,8 5,5%0,9 0,000

(gr)

Scheffe prosediiriine gore; a. Sham grubuna gore farkli olan grubu gosterir. b: Kontrol
grubuna gore farkli olan grubu gosterir. c: EGb+hep grubuna gore farkli olan gruplar gdsterir.
d:FK+hep grubuna gore farkli olan grubu gosterir. e: EGb+Fk+hep grubna gore farkli olan grubu

gosterir.
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Rejenerasyon parametrelerimizden birisi olan TK degerlerine baktigimizda;
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli olan farklilik gorildi (p<0.001).
EGb761+hep ve FK506+hep grubu sham grubuna gore, FK506+hep grubuda,
FK506+EGb761+hep grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olan yiikseklik
bulundu (p<0.05). Kontrol grubu TK degerleri, FK506+hep, EGb761+hep ve
EGb761+hep grubuna gore diisiik bulunmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli
cikmamustir (p>0.05) (Grafik V) (Tablo XI).

11

10+

10
10

Timidin kinaz (u/L)

5
4
sham EGb+hep EGb+FK+hep
kontrol FK+hep

Grafik V. Timidin kinaz degerlerinin karsilastiriimasi

Sham kontrol grubu rejenerasyon hizi degerlendirmesine alinmadi.
Rejenerasyon hizi degerleri; EGb761+hep grubunda her ii¢ gruba gore istatistiksel
olarak  anlamli  olan  yiikseklik  bulundu  (p<0.000).  EGb761+hep,
EGb761+FK506+hep grubuna gore, EGb761+FK506+hep grubu da, kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli olan yiikseklik gosterdi (Grafi.VI) (Tablo X).

Mitotik indeks oranlari; EGb761+hep ve FK506+hep grubunda hem kontrol
hem de sham gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olan yiikseklik goriildii
(p<0.000) (Grafik VI) (Tablo X). Calisma gruplarindan elde edilen karaciger
histolojik kesit mikroskobileri Resim III, IV, V, VI’da gosterilmistir.
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Grafik VI. Mitotik indeks ve rejenerasyon oranlarinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Tablo X. Rejenerayon Parametreleri

Parametreler Sham Kontrol Egb+hep FK+hep  Egb+FK-+hep )
(n: 10) (n: 11) (n: 11) (n: 10) (n: 11)
X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD
Timidin Kinaz 4,6+ 1,0 6,213.3 9,5+4,08* 9,8+2,9% 5,443,134 0,000*
(U/L)
Rejenerasyon yok 2,940,1° 6,6 £1,3%  44+]7° 4,6 +1,6™ 0,000*
Hiz1(%)
Mitotik indeks |0,1+0,1¢ 0,440,8° 6,1+5,4® 5,244,0" 34422 0,000*
(%00)

Scheffe prosediirine gore; a. Sham grubuna gore farkli olan grubu gosterir b: Kontrol grubuna
gore farkli olan grubu gosterir. c: EGb+hep grubuna gore farkli olan gruplari gosterir.d: FK+hep grubuna
gore farkli olan grubu gosterir. e: EGb+Fk+hep grubna gore farkli olan grubu gosterir.
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Reésim V. FK35U06Fhep grubu Karaciger dokusu mikroskobik gorunumil
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Kontrol

(n: 11)
X1SD
0,5+0,1 1,3£1,9 1,7£2.5 1,8 +1,8 0,169
0,6+0,5 1,1£1,6 1,5£2.3 1,6£1,6 0,198
bede 1 417,34319,4° 484,54+
bede fl 348 8+174,7° 811,74
21,9+17,7 21,5+
292,1+138,3%%® | 929, 8+5(
14724495
155944
6,3+0,3%4 5,3(
1,9+0,3 < 1,240,2° 0,7+0,3 ® 0,9+0,2%® 0,000%*
49,0+13,25* 78,1+12,0° 66,1+15,7 70,4422.3 0,001*
71,0+21,1°
48,8+14,7* 85,0+18,5® 77,5422, 7 0,001*
bede 25,449 2" 35,0+10,9° 25,6+15,0° 30,7+20,4° 0,000%*
13,8+10,5 34,1423,6° 38,5+32,6 25,8+28.7 0,005*

Scheffe prosediiriine gore; a. Sham grubuna gore farkli olan grubu gosterir b: Kontrol grubuna gore farkli
olan grubu gosterir .c: EGb+hep grubuna gore farkli olan gruplar gosterir.d: FK+hep grubuna gore farkli olan grubu

gosterir. e: EGb+Fk+hep grubuna gore farkli olan grubu gosterir.







Rutin biyokimya parametreleri Tablo XI’de gosterildi.

Total ve direkt bilirubin degerleri arasinda ila¢ uygulanan gruplarda yiiksek
ancak bu istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p>0.05).

Aspartat  aminotransferaz  ve  alanin  aminotransferaz  degerlerini
inceledigimizde; sham grubuna gore, diger caligma gruplarmin doérdiinde de

istatistiki olarak anlamli olan yiikseklik goriildii (p<0.05) (Grafik VII).

1000
800 A
|_
-
<t 9d
\ 600 - 35
; 84
< 400 A
200 A1
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0 | 5 CJaLT
Sham EGb+hep EGb+FK+hep
Kontro’l FK+hep

Grafik VII. AST ve ALT degerlerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Gama-glutamil transferaz degerlerinde, FK506+hep ve EGb761+FK506+hep
gruplarinda diger gruplara gore diisiikliik vardi. Ancak bu istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu (p>0.05).

Alkalen fosfataz degerlerini inceledigimizde; ilag verilen gruplarda kontrol ve

sham gruplarinin her ikisine gore, kontrol grubunda da sham grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli yiikseklik bulundu (p<0.001) (Grafik VIII).
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Grafik VIII. Alkalen fosfataz degerlerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Laktik dehidrojenaz degerleri, ila¢ verilen 3 grupta da kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05), sham grubuna gore ise istatistiksel olarak
anlaml1 (p<0.001) oldugu goriildii.

Total protein degerleri karsilastirildiginda; ilag verilen gruplarda kontrol ve
sham gruplarina gore, kontrol grubunda da sham grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml1 diisiikliik goriildii (p<0.000) (Grafik IX).

TOTAL PROTEIN (g/d1)

5,4 ’ 5,4

Sham EGb+hep EGb+FK+hep
Kontro'l FK+hep

Grafik IX. Total protein degerlerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi
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Urik asit degerleri karsilastirildiginda; ilag verilen her ii¢ grupta da kontrol
grubuna gore, FK506+hep ve EGb761+FK506+hep gruplarinda da sham grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olan diisiikliik bulundu (p<0.001) (Grafik X).

Urik asit
0]

Sham EGb+hep EGb+FK+hep
Kontrol FK+hep

Grafik X. Urik asit degerlerinin gruplar arasi karsilastirmasi

Elde ettigimiz total kolesterol degerlerine baktigimizda; tiim gruplardaki total
kolesterol degerleri, sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olan diisiikliik,
EGb761+hep grubunda da kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olan
yiikseklik goriilmistiir (p<0.001) (Grafik XI).

Trigliserid degerleri EGb761+hep ve sham grubunda, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yiikseklik bulundu (p>0.05), FK506+hep ve
EGb761+FK506+hep gruplarinda da kontrol grubuna gore yliksekti ancak
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Grafik XI).

Diger bir lipid parametremiz olan HDL degerlerini inceledigimizde; ilag
verilen gruplarda ve kontrol grubunda, sham grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diistikliik bulunurken (p<0.001), LDL degerlerinde ise; EGb761+hep ve
FK506+hep gruplarinda, sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiikseklik
bulundu (p<0.001).
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Grafik XI. Kolesterol ve trigliserid diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Antioksidan enzim parametrelerimizden SOD ve GPx’da, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli olan farklilik gortiilmezken (p>0.05), GR; FK506+hep
grubunda, sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olan yiikseklik goriildii
(p<0.05).

Miyeloperoksidaz doku degerleri karsilastirildiginda; EGb761+hep
grubunda, kontrol ve EGb761+FK506+hep grubuna gore, FK506+hep grubunda da,
EGb761+FK506+hep grubuna gore istatistiksel olarak da anlaml diistikliik bulundu.
Sham grubunda da diger dort gruba gore diistikliik olmakla birlikte sadece kontrol
ve EGb761+FK506+hep gruplarindan olan diisiikliik istatistiksel olarak da anlamli
bulunmustur (p<0.001) (Grafik XII).

Miyeloperoksidaz plazma degerleri karsilastirildiginda ise; ilag verilen
gruplarda, sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olan (p<0.05), kontrol
grubuna gore ise istatistiksel olarak anlamli olmayan (p>0.05) yiikseklik goriildi

(GrafikXII).

69



—
140
N
S 120+
=]
-
v 1004
4
o
o 80 o
(<D
o 60 -+
o
—
o 40 -
>
-
= 20 1
0]

Sham

119
11d 17 | 1 2
39
Bl MPODOKU
i CImPoPLAZM
EGb+hep EGb+FK+hep
Kontro'l FK+hep
Gruplar

Grafik XII. Miyeloperoksidaz doku ve plazma degerlerinin gruplar arasi

karsilastirilmasi

TBARS doku degerleri; EGb761+hep grubunda, sham grubundan istatistiksel

olarak anlamli yiiksek, FK506+hep grubundan ise diisiik bulundu. FK506+hep

grubunda doku TBARS degerlerinin diger dort gruba gore istatistiksel olarak
anlaml yiiksek oldugu goriildii. EGb761+FK506+hep grubunda, EGb761+hep ve

FK506+hep gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diisiikliik izlendi (p<0.001).

TBARS plazma degerlerine baktigimizda; ilag verilen ii¢ grupta da plazma TBARS

degerleri, kontrol ve sham gruplarina gore yiiksekti. Bu yiikseklik sham grubunda

anlamli  iken

(p<0.05),

kontrol

grubunda

anlamsiz

bulundu

(p>0.05).

EGb761+FK506+hep grubundaki, diger dort gruba gore izlenen TBARS yiiksekligi,
istatistiksel olarak anlamli idi (p<<0.001) (Grafik XIII).
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Grafik XIII. TBARS diizeylerinin karsilastirilmasi

Parametreler

Siiperoksid Dismutaz
(U/gr Hb)

Glutatyon Rediiktaz
(pmol/L)

Glutatyon Peroksidaz
(U/L)

Miyeloperoksidaz doku
(U/L)

Miyeloperoksidaz
plazma (U/L)

MDA plazma (umol/L)

MDA doku (umol/L)

TabloXII. Antioksidan Enzim Parametreleri

Sham
(n: 10)
X+SD
3002 + 328
5,2+1,1¢

7,8+0,8

9,4+2,7%

43,57 42,1

2,3+0,5%

2,140,6°%

Kontrol
(n: 11)
X+SD
3450,1+901
8,6+4,8
9,7£2,3
40,6+13,8*
110,4 + 48,5

4,8+1,8°

5,741,44

Egb+hep
(n: 11)
X+SD

3791+1242
8,3t1,5

9,245,7

18,01+7,8"

121,7 £ 60,5

5,2+1,9%

6,3£1,5%

FK-+hep Egb+FK-+hep
(n: 10) (n: 11)
X+SD X+SD

343542068 35354788
10,3£3,7° 6,3£1,9

11,13+3,6 11,13+3,1

23,43+£14,0°  51,59+17,4*¢

1246+,2°  117,0£53,6°
8,122,4%
5,041,6%
5,741,2%
9,343,8%

0,693

0,03*

0,194

0,000%

0,004*

0,001*

0,000*

Scheffe prosediiriine gore; a. Sham grubuna gore farkli olan grubu gdsterir. b: Kontrol grubuna gore
farkli olan grubu gosterir. c: EGb+hep grubuna gore farkli olan gruplar gosterir. d: FK+hep grubuna

gore farkli olan grubu gosterir. e: EGb+Fk-+hep grubna gore farkli olan grubu gosterir

71




Calismamizdaki korelasyonlar gruplarda ayri ayr ¢alisilmistir. EGb761+hep
grubunda; GGT ile LDH arasinda pozitif (r=0.65 p<0.05), SOD ile mitotik indeks
arasinda pozitif korelasyon (r=0.68 p<0.05) bulundu. FK506+hep grubunda; TK ile
trigliserid (r=0.78 p<0.05), rejenerasyon hizi ile {irik asit (r=0.73 p<0.05) arasinda
pozitif korelasyon bulundu. EGb761+FK506+hep grubunda ise, MPO plazma ile

rejenerasyon hizi arasinda negatif korelasyon bulunmustur (r=-0.81 p<0.05).
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Grafik XIV. Mitotik indeks ve TK korelasyon Egrisi
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Grafik XV. Rejenerasyon oran1 ve MPO korelasyon Egrisi
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5.TARTISMA

Karacigerin bir kisminin rezeksiyonu, kc hiicrelerinin istirahat fazindan
proliferasyon fazina gecisini uyarir. Karaciger rejenerasyonu parsiyel
hepatektomiden sonra farkli tlirlerde farkli hizlarda gergeklesir. Bu alanda en ¢ok
caligilan tiirlerden birisi rat olmustur (74,75).

Karaciger rejenerasyonunun takibinde 1slak kc agirligr kullanilan 6nemli bir
parametredir. Deneysel calismamizda, ratlarin formiile gore islak ke agirligr ve
rezeke edilen kc agirliklarinin gruplar arasinda anlamli fark géstermemesi, ratlarda
yapilan rezeksiyonun standardizasyonu ve rejenerasyonun morfolojik takibi
acisindan uygunlugunu gostermektedir. Sakrifiye edildikten sonra her ii¢ grupta da
islak kc agirhiginin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulunmasi, EGb761 ile FK506’nin tek baslarina ve birlikte kullanimlarinin
rejenerasyona morfolojik olarak olumlu etkisini gostermektedir. FK506 igin bu
durum daha 6nce yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (206). Bizim ¢alismamizda ise
mevcut bu bilgiye ek olarak EGb761’in de tek basina ve FK506 ile parelel etki
gosterdigi, hatta tek bagina iken daha etkili oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir. Diger bir
ifadeyle EGb761’in tek kullanimi ke 1slak agirligini, FK506’nin tek kullanimi veya
EGb761 ile kombine kullanimina gore daha ¢ok artirmistir.

Karaciger proliferasyonunun en 6nemli biyokimyasal belirteglerinden birisi

olarak kabul edilen TK aktivitesi, hiicrelerin proliferatif aktivitesi ile dogru orantili
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oldugu i¢in, TK aktivitesinin 6l¢iimii ile hiicre boliiniim hiz1 hesaplanabilir. Timidin
kinazin ke rejenerasyonu ve mitotik indeks ile direkt ilgili oldugu gdsterilmistir
(78,147,148). Ayrica PH’den sonra kc dokusunda olusan rejeneratif cevabin
degerlendirilmesi i¢cin TK’1in doku diizeyi yerine noninvaziv bir 6l¢iim sekli olan
plazma seviyelerinin 6l¢iimii ile de degerlendirilebilecegi bildirilmistir (73). Yapilan
klinik ¢aligmalarda, major kc rezeksiyonu sonrasinda insanlarda TK aktivitesindeki
aris 4. ve 5. glinlerde gorilmiis ve buna dayanarak bu giinlerde kc
rejenerasyonunun biyokimyasal olarak maksimum seviyede oldugu, kc kiitlesinin 3
haftaya kadar tam olarak yenilenmedigi bildirilmistir (12,13,77). Ratlarda ise,
rejenerasyonun 24. ve 48. saatlerde maksimum diizeye ulastigi ve TK aktivitesinin
de bu donemde pik yaptig1 gosterilmistir (74,75). FK506 transplantasyonda organ
reddini 6nlemek icin kullanilmaktadir. Immiinsiipresyon etkisi olan FK506’nin
hepatosit proliferasyonunu stimiile ettigi, ¢calismalarda gosterilmistir (22,23). Serbest
radikal yakalayicisi, Platelet Activated Factor (PAF) antagonisti olup, anti-iskemik
etkisi gosterilmis olan EGb761; baz1 ndrolojik hastaliklarda kullanilan bir ilactir
(157). Antioksidan ve serbest radikal yakalayici etkileri bulunan bu ilacin tek basina
veya immiinsiipresan bir ajanla birlikte kullaniminin PH sonrasi kc rejenerasyonuna
olumlu etkisi olabilecegi diisliniilebilir. Calismamizda EGb761 ve FK506 verilen
gruplarda, TK degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli ¢ikmasa da,
Egb761 grubunda hemen hemen FK506 grubundaki kadar yiiksek bulunmus olmasi
EGb761’in rejenerasyona olumlu etkisini diislindiirebilir. Ayrica FK506 grubundaki
TK yiiksekligi ise istatistiksel olarak anlamli ¢tkmamis olsa da bekledigimiz sekilde
FK506’nin ke rejenerasyonuna olumlu etkisini gostermis oldugu soylenebilir ve bu
bulgumuz literatiir ile de uyumludur. Bundan dolay1 plazma TK aktivitesi 6zellikle
transplantasyon sonrasi hepatik rejenerasyonun takibinde kullanilabilecek 6nemli bir
belirte¢ oldugu sdylenebilir.

FK506 ve EGb761’in, Child’s formiilii kullanilarak elde edilen rejenerasyon
hiz oranii nasil etkiledigine dair bir ¢alismaya rastlamadik. Calismamizda PH
sonras1 kc rejenerasyon hizinin kontrole gore ii¢ grupta da artirdigini goérmekteyiz.

Bagka bir ifadeyle; EGb761, FK506’nin tek baslarina veya ikisinin birlikte
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kullanim1 rejenerasyon hizin1 artirmaktadir. EGb761’in tek basmna kullanimi,
FK506’nin tek basina veya EGb761 ile birlikte kullanimina gore rejenerasyon hizini
cok daha fazla artirdig1 ¢arpici bir sonug olarak ortaya ¢ikmustir.

Mitotik indeks; kc dokusundaki rejenerasyonun kantitatif Ol¢limii ig¢in
kullanilan bir metotdur (137). Normal sartlarda kc’de mitoz goriilmezken, toksik ya
da non-toksik (parsiyel hepatektomi) olaylar karsisinda mitotik aktivitede artis olur.
Laconi ve arkadaslar1 %70 hepatik rezeksiyon yaptiklari ratlarda mitotik hiicre
sayisinin hepatektomi sonrasi 24 ve 48. saatlerde yiliksek oldugunu gostermislerdir.
Selzner ve arkadaslar1 da hepatektomi sonras1 mitotik indeksin 48. saatte en yiiksek
oranda oldugunu bildirmislerdir (207,208). FK506’'nin PH sonrasi1 kc
rejenerasyonunda mitotik indeksi artirdigir gosterilmistir (209). EGb761’in ise
mitotik indeks iizerine etkisinin arastirildigi  bir ¢alismaya rastlamadik.
Calismamizda FK506’nin kc rejenerasyonunu stimule ettigi mitotik indeksi
artirmasi ile de gosterilmis olup, bu bulgu literatiir ile uyumludur. Mitotik indeks
oraninin, EGb761’in tek basmna ve FK506 ile birlikte kullanildiginda artmis
oldugunu gérmekteyiz. Yani FK506 ve EGb761 mitotik indeksi artirarak rejeneratif
cevab1 giiclendirici etki gostermistir. Hatta EGb761’in tek basma kullanimindaki
mitotik indeks orani artisi, rejenerasyon hizinda oldugu gibi, FK506 nin tek basina
veya EGb761 ile birlikte kullanimina gore daha fazla olmustur. Bu artis, EGb761’in
kc hiicre proliferasyonuna olumlu etkisinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Rejenerasyon hizi ve mitotik indeks oranlarina baktigimizda birbirlerine parelel
sonuclar goriilmektedir. Literatiirde EGb761’in kc iizerindeki bu etkilerinin birlikte
arastirilldigr bir ¢aligmaya rastlamadigimizin yani sira, bu sonuclar i¢inde carpici
olan; her iki parametrede de maksimum etkinin EGb761°de agiga ¢ikmasidir.

Biliriibin; porfirin katabolizmasi sonucu olusur. Esas kaynagi hemoglobin
yapisindaki hem olup, alblimine baglanarak kc’e taginir ve burada konjugasyona
ugrayarak safraya salgilanir. Enzim defekti durumlarinda baslica indirekt biliriibin
artarken, kolestaz durumlarinda ise direkt biliriibin artar (213). Literatiiri
taradigimizda, %70 hepatektomiye kadar, biliriibininin seviyelerinin degismedigi

bildirilmis olup (210), calismamizda da literatiirle uyumlu ¢ikmistir. FK506 nin
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calismamizda oldugu gibi, biliriibin seviyelerini etkilemedigi bildirilmistir (211).
EGb761’in, invitro hemoksijenaz enzimini uyararak, hemin biliriibine yikimini
artirdig1 bildirilmistir (212). EGb761 verilen grupta, kontrol degerlere gore istatistiki
olarak anlamli olmasa da bulgularimiz bu yondedir.

Amino transferazlar, bir o-keto aside, bir amino asidin amin grubunun
transportunu saglayan enzimler sinifidir. Amino transferazlar, akut ve kronik kc
hasarlanmasmin taninmasinda, parankim hasarimin diizeyini degerlendirmek
amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Hasarlanma durumunda; sitozolik
yerlesimli bir enzim olan ALT diizeylerindeki yiikselme erken donemde
goriilmesine karsin, mitokondriyal yerlesimli olan AST diizeylerindeki yiikseklik ise
harabiyetin daha ileri boyutta oldugununun isareti olarak kabul edilir. Alanin
aminotransferaz diizeyinde artis, gercekte hepatik bir sitoliz isaretidir. Akut viral ve
toksik hepatitlerde gerek ALT ve gerek AST, normal {ist sinirin 10-100 katina varan
artiglar gosterir (213). FK506 ve EGb761’in tek tek veya birlikte kullanilmalari ile
bu enzim diizeylerinde kontrol grubuna gore farklilik bulunmazken, sham grubuna
gore ylkseklik vardi. Literatiiri inceledigimizde, FK506’nin iskemi olusturulmus
ratlarda AST diizeylerini dustlirdiigii bildirilirken, ¢alismamiza benzer sekilde
yapilmis parsiyel hepatektomi olusturulmus ratlarla yapilan baska bir caligmada ise
FK506’'nin AST diizeylerini artirdigt bildirilmistir (214,215). Hepatektomi kc
hasarlanmasi yaptig1 i¢in, AST seviyerini artirdigi bilinmektedir. Caligmamizda
FK506’nin AST diizeylerini kontrole gore etkilemedigini ve sham grubuna gore de
yiiksek bulmamizi; ¢alismamizdaki kontrol grubunda hepatektomi uygulanmisken,
sham grubunda hepatektomi uygulanmamasina baglayabiliriz. Daha 6nce AST
iizerine etkisinin arastirildigi bir c¢aligmaya rastlamadigimiz EGb761°in, AST
diizeylerini etkilemedigini bulduk.

Bu deneysel c¢aligmada, FK506 ve EGb761’in birlikte kullaniminin, ALT
seviyelerini de etkilemedigi bulundu. Iskemi-reperfiizyon olusturulmus ratlarda
yapilmis calismalarda FK506’nin ALT diizeylerini diislirdiigi bildirilmisken (6),
calismamizdaki gibi PH uygulanmis rat modelinde FK506’nin ALT diizeylerine
etkisinin arastirildigi bir calismaya rastlamadik. Hem AST hem de ALT
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diizeylerinin etkilenmemis olmasi, FK506’nin immiinsiipresan etkisine bagli olarak
doku inflamasyon ve nekrozu iizerine, EGb761’in ise serbest radikal yakalayici
ozelliginden dolayr doku hasarlanmasint azaltict etkisine olumlu etki
gostermemeleri olarak yorumlanabilir.

Gama glutamil transpeptidaz; kc, bobrek, pankreas ve prostat dokusunda
bulunan bu enzim, glutamil radikalinin hiicre zar1 boyunca taginmasinda gorev alir.
Transfer ve hidroliz reaksiyonlarinda katalitik aktivite gosterir. Serum seviyesindeki
artis bir cok durumda gozlenirken o6zellikle kronik alkol kullaniminda ve
hepatobiliyer hastalikta artis1 tipiktir (213). Gama glutamil transpeptidazin PH
yapilan ratlarda 3-7. gilinlerde artis gosterdigi bildirilmistir (216). Gruplar arasinda
GGT diizeyleri arasinda fark goriilmemesi, GGT calisma zamanimizin PH’den
sonraki 48. saatte olmasina baglanabilir. Modelimizde oldugu sekliyle FK506 ve
EGb761’in GGT f{izerine etkisinin arastirildigi baska bir calismaya rastlayamadik.
Antikoagiilan, antiepileptikler, noroleptikler ve bazi oral kontraseptifler gibi pek ¢ok
ilacn GGT diizeylerini artirdigi ve bu artisin hiicre hasarina bagli olmadigy,
hiicredeki enzim indiiksiyonuna bagli oldugu bilinmektedir (213). Bu noktadan
hareketle, modelimizde kc hasarlanmasi s6z konusu ise de, FK506 ve EGb761’in,
GGT diizeylerini etkilemedigi ortaya ¢cikmistir. Diger bir ifadeyle, ilaglara bagh
olarak uyarilabilen bu enzimin, FK506 ve EGb761 tarafindan indiiklenmedigi de
sOylenebilir.

Alkalen fosfataz, ¢inko iceren metalloglikoprotein tipi dimer enzimdir. Fosfat
esterlerinin hidrolizinin katalizinde gorev alir. Karaciger hepatobiliyer kanal
hiicrelerinde bulunan bu enzim hepatobiliyer sekresyonla salinir. Alkalen fosfataz
aktivitesinin artig1 intra veya ekstra hepatih kolestazin bir isaretidir. Ratlarda %70
parsiyel hepatektomiden sonra, hepatik rejenerasyon siiresince kan ve kc doku ALP
seviyesi artar. Bu artig biitiin hepatik membranlarda, esas olarakda safra kanal
membraninda olmaktadir. Hepatektomiden onceki karacigerde ALP esas olarak
kanalikiillerde =~ bulunurken, hepatektomiyi takiben interselliiler hepatosit
membranindaki 6deme bagli gerilim nedeniyle serum aktivitesinde artig izlenir. Bu

enzim degisikligi serum ve doku ALP diizeylerinde de uyumlu sekilde goriliir
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(217). Calismamizda uc¢ grupta da kontrol grubuna gore ALP
degerleri bariz olarak yuksek bulunmustur. Her ne kadar kc
rejeneratif sltrecinde ALP degerlerinin yUkseldigi bilinse de
(218,219), kontrol grubuna da hepatektomi prosedurt uygulandigi
icin elde ettigimiz ALP yuksekligini (tim gruplarda ortalama
%216’lik artis) sadece hepatektomiye baglayamayiz. Nitekim sham
grubunda istatsitiki olarak anlamli olmasa da ALP duzeylerinin
dlsUkligu bu bulgumuzu desteklemektedir. Diger bir ifadeyle; ALP
seviyesindeki yuksekligin, FK506 ve EGb761’e bagli olarak ortaya
ciktigr  soylenebilir.  FK506’nin  proliferatif etki go6sterdigi
osteoblastlar Uzerinde, ALP’1 artirdigr  bildirilmistir  (229).
Calismamizda da rejeneratif bir sure¢ olmasindan dolayr ALP
yukselmesi dogal bir sonu¢ olmakla birlikte, FK506’'nin bu surece
pekistirici etki gosterdigi sdylenebilir. Deneysel modelimizde
FK506’da oldugu gibi EGb761'de de bu etkiyi gérmekteyiz. Yani
EGb761'nin ALP dulzeyini artirdigi ifade edilebilir. Akciger toksisitesi
olusturulmus bir calismada EGB761'in ALP seviyesini dustrdugu
iddia edilse de (220), bu ¢calisma bizim modelimizle uyusmayan ve
ALP'In cok disuk miktarlarda bulundugu bir organ patolojisi ile
calisiimistir. Alkalen fosfataz bulgusu; FK506 ve EGb761’in, tek tek
veya birlikte kullanimlar ile rejeneratif surecteki kc hucrelerine
olumlu proliferatif etkisinin yansimasi olarak yorumlanabilir.

Laktat dehidrogenaz kalp ve iskelet kasi, kc, bobrek ve beyin gibi bir ¢ok
organda bulunur. Pirlivatin laktata katalizlenmesini saglar. Enzimin serum
degerlerindeki yilikselme hepatoselliiler hasarin boyutlarini yansitir (213). Literatiirii
inceledigimizde PH sonras1 LDH diizeylerinin arttig1 bildirilmis olup (221,222), bu
caligmalarda bizim c¢alismamizla istatistiksel olarak anlamli olmasa da parelel
bulgular elde edilmis olup, sham grubunda en diisiik seviyeler elde edilmistir. Bizim
calismamizda FK506 ve EGb761’in enzim diizeylerine etkilerinin en dogru sekilde

degerlendirilebilmesi i¢in kontrol grubuna da hepatektomi uygulanmis ve FK506 ve
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EGb761’in LDH diizeylerini  etkilemedigi  bulunmustur. Farkli  doku
hasarlanmalarinda (kalp ve beyin doku hasarlanmasi) FK506 ve EGb761’in LDH
diizeylerini distirdiigi bildirilirken (223,224), yiiseldigini bildiren calismalarda
vardir (8). Sonugta LDH’nin, rat hepatektomi modelinde FK506 ve EGb761
tarafindan etkilenmedigi sOylenebilir.

Total plazma proteini, baslica albumin, o, o, , B ve y globulinlerden olusur.
Bunlar transportor, antikor, enzim, onkotik basing ajani, inflamasyon belirteci,
timor belirteci, koagiilasyon ajani, biiylime faktorii gibi kimlikleri ortaya koyarlar
(213). Karaciger proteinlerin sentezlendigi en 6nemli organ olup, bundan dolay1
hepatektominin total plazma protein diizeyini diisiirmesi daha onceki caligmalarda
bildirilmistir (225,226). Caligmamizda, sham grubu total protein degerlerinin, diger
gruplardaki total protein degerlerinden yiiksekligini sadece hepatektomiye
baglamamiz yeterli olmayabilir. Diger bir ifadeyle sham grubunda hepatektomi
uygulanmamasindan dolay: total protein yiiksektir diyemeyebiliriz. Bu diisiikliigiin,
FK506 ve EGb761’den de kaynaklandigi  disiiniilebilir. FK506’nin
hepatoproliferatif etkisi bilinmektedir. Bu etki ile FK506, rejenerasyon siirecinde
yapitas1 olarak plazma proteinlerini kullanmis ve seviyelerini diisiirmiis olabilir.
EGb761’ in mitekondri membran proteinlerinin sentezini inhibe ettigi bildirilmistir
(227). Bu protein inhibisyonun deneysel modelimizde de gergekleserek, EGb761’in
ilgili protein mRNA yazilimimi baskilamasi ile total plazma protein diizeylerinde
diisiikliigiine yol acabilecegi diisiiniilebilir.

Hepatik parankim hasarlanmay1 takiben, ATP ve GTP gibi piirin
niikleotidlerinin yikimi ile hipoksantin, ksantin ve son olarak da iirik asit olugur. Bu
sebeple iirik asid, organ transplantasyonunda hiicresel hasarlanmanin bir belirteci
olarak kullanilmaktadir. Ayrica olusturulan total yada parsiyel hepatik iskemi
modellerinde, iskeminin derecesine gore iirik asid diizeylerinde yiikselmeler oldugu
bildirilmistir (211). Calismamizda hepatektomi yapilmis gruplardan elde ettigimiz,
ilag wverilen gruplarda kontrole gore belirgin diisiik {irik asid seviyelerini;
hepatektomi prosediirii sonucunda, FK506’1n immiinsiipresan 6zelliginden dolay1 kc

hasarlanmasini azaltici etkisine, EGB761’in ise serbest radikal yakalayici etkisinden
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kaynaklana antioksidan 6zelligi ile doku hasarlanmasini azaltmasina baglayabiliriz.
Ilag verilen gruplarda, parankim hasarlanmasmin kontrole gére diisiik olusunu,
FK506 ve EGb761’in indirekt sitoprotektif etki agiga ¢ikarmis olmasina
baglanabilir. Diger bir ifadeyle, s6z konusu ilaglarin, kc parankim hasarlanmasini
azaltict etki gosterdigi ve bu sekilde rejeneratif slirece olumlu katkida bulundugunu
sOyleyebiliriz.

Trigliserid diizeylerinin rat hepatektomi modelinde arastirildigi ¢aligmalarda,
hepatektomiyi takiben diizeylerin progresif olarak diistiigliniin rapor edildigi
caligmalarin yanisira (228), hepatektomiyi takiben ilk alti saatten itibaren belirgin
olarak yiikseldigini ve bu yiikselmenin postoperatif 72. saatte kadar devam edip
daha sonra normal diizeylerine dondiigiiniin gosterildigi calismalar mevcuttur (229).
Yoshida ve arkadaslar1 FK506 nin ratlarda trigliserid diizeylerini etkilemedigini
bildirmislerdir (230). EGb761’in modelimizde oldugu gibi lipid profili iizerine
etkisinin arastirildigi bir ¢aligmaya rastlayamadik. EGb761’in yiiksek kolesterol
diyeti alan ratlarda serum trigliserid diizeylerindeki yilikselmeyi inhhibe ettigi
bildirilmis olup (231), EGb761’in farmakolojik 6zelliklerinden dolay1 okidatif stres
durumunda trigliserid diizeylerini hafif¢ce artirdigin1 gosteren ¢aligmalar da vardir
(232). Calismamizda FK506’nin trigliseridi, kontrol grubuna gore artrici etki
gosterirken, sham grubuna gore azaltic1 etki gosterdigini gormekteyiz. Her ne kadar
bu etkiler istatistiksel olarak anlamli olmasa da, FK506’nin trigliserdi hafifce
artirdigr sOylenebilir. EGb761 verilen grupta, kontrol grubuna goére anlaml
ylikseklik, sham grubuna gore ise anlamli olmayan disiiklik goriilmektedir.
EGb761’in hepatektomiden bagimsiz bir etki ile, trigliseridi artirabilecegi
sOylenebilir.

Rat hepatektomi modelinde, total kolesterol diizeylerinin yiikseldigini ve
diistiigiinii  bildiren calismalar vardir (58,225,226). Fields ve arkadaglarmin rat
hepatektomi modelinde kolesterol diizeylerinin sentezinde ani bir diisiis oldugunu ve
kolesterol sentezi i¢in DNA yazilimimin 32. saatten sonra basladigini bu yilizden
kolesterol diizeylerinin 48. saatten Once yiikselmedigini One slirmiislerdir (226).

FK506’'nin ve EGb761’in modelimizde oldugu gibi kolesterol diizeylerine olan
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etkisinin incelendigi baska bir c¢aligmaya rastlayamadik Caligmamizda total
kolesterol degerleri hepatektomi gruplarinda sham grubuna gore anlamli olarak
disiikliik gostermistir. Bu durumun hepatektomiye bagli olarak hepatik kolesterol
sentezindekinde azalmaya bagli oldugu soOylenebilir. Bunun yani sira EGb761
verilen grupta kolesterol diizeyleri, kontrol grubuna gore anlamli yiiksek olup,
EGb761’in hepatektomide, total kolesterol diizeylerini artirdig1 sonucu ¢ikarilabilir.

Diger bir lipid parametremiz olan HDL diizeylerini inceledigimizde
hepatektomi gruplarinda sham grubuna goére anlamli diisiiklik goérmekteyiz.
Bulgumuz literatlir ile de uyumlu olup (233), hepatektomi yapilan ratlarda
ekstrahepatik HDL-apoprotein katabolizmasinin artmasi1 yada geriye kalan kc
lobunda HDL yikilimimin hepatektomiye bagli olarak uyarilmasina baglanabilir.
[laglarin her ikisinin de HDL iizerine etkisinin olmadig1 da sdylenebilir.

Calismamizda LDL diizeyleri bakimindan hepatektomi gruplari arasinda
istatistiksel fark goriilmemis olup, sham grubuna gore hepatektomi gruplarinda
yliksek LDL degerlerinin bulunmasi, rejenerasyona baglh olarak lipid sentezinin
direkt olarak uyarildig1 ve LDL diizeylerinin buna bagh olarak yiiksek oldugununun
one siiriildiigii caligmalar ile uyumludur (234). LDL’nin hepatektomi gruplarindaki
ylksekligi, prosediirden  kaynaklanan  sentez  hizindaki  artis  olarak
yorumlanabilecegi gibi, istatistiksel olarak anlamli olmasa da, EGb761 ve
FK506’nin, LDL diizeylerini artirici etkisinden de bahsedilebilir.

Bu deneysel ¢alismada; antioksidan enzimlerden SOD, GPx, GR, doku nétrofil
infiltrasyon gostergesi olan MPO ve lipid peroksidasyon {irlinii olan TBARS’1n
rejenerasyon ile iligkisi de arastirildi. Siiperoksid dismutaz, siiperoksidin hidrojen
perokside dismutasyonunu katalizleyen ve hiicreyi serbest radikal hasarindan
koruyan bir metalloenzimdir (180,182,205). Antioksidan enzimlerden biri olan
SOD’m PH’den sonra diisiik oldugunu gosteren caligmalar bulunmakla birlikte, bu
diizeylerin etkilenmedigini bildiren ¢alismalar da vardir (235-237). FK506’nin rat
hepatektomi modeli k¢ renerasyonunda, SOD ile direkt etkilesiminin aragtirildig: bir
caligmaya rastlayamadik. Ancak FK506’nin kc ilag¢ toksisitesinde SOD degerini
artirdigt  bildirilmistir  (238). Calismamizda FK506’'nin  SOD  diizeylerini
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etkilemedigini gordiikk. EGb761 ile SOD iliskisini aragtirdigimizda, daha ¢ok ke dist
organ patolojilerinde calisildigin1 gérmekle birlikte, kc SOD diizeyini yiikselttigini
bildiren calismalar vardir (239,240). Olusturdugumuz rat hepatektomi modelinde
EGb761’in SOD diizeylerini etkilemedigini gordiik. Ayni model kullanilarak
EGb761-SOD iliskisinin arastirildigi baska bir calismaya rastlamadik. Ayrica
EGb761 ve FK506’nin birlikte kullanilmalar1 ile de SOD diizeyleri kontrollerden
farkli ¢ikmamis olup, tek baslarina kullanilmalarinda oldugu gibi SOD diizeyi
etkilenmemistir.

Diger bir antioksidan enzim olan GPx; hidrojen peroksidin ve diger serbest
hidrojen peroksidlerin yikilmalarini katalizler (175). Karaciger doku hasarlamasi ile
olusan oksidatif stresde, kc’in potent fizyolojik lipid peroksid yakalaycisi olan GPx
diizeylerinin ¢okca arastirildigini gérmekteyiz. Szymonik ve arkadaslar1 CCls’e
bagli akut ke hasarlanmasinda GPx diizeylerinin degismedigini, es zamanl olusan
beyin, bobrek ve kalp gibi organlardaki GPx degisimine gore kc’in bu GPx
diizeylerindeki degisime kars1 daha direncli oldugunu 6ne siirmiiglerdir (241). Ben-
Shaul ve arkadaglari, olusturulan kc hasarlanmasinda GPx enzim diizeylerini
incelemigler ve rat kc koruyucu antioksidan sistemlerinin diger hayvan tiirlerine
gore relatif rezistansin oldugunu iddia etmislerdir (242). Diger bir rat kc oksidatif
stres modelinde GPx aktivitesinde degisiklik izlenmedigi rapor edilmis olup, bunu
kullanilan ilacin kc toksisitesi olusturmadigma baglamislardir (243). Ayrica kc
hasarlanmasina bagli olarak GPx diizeylerinin diistiiglinii bildiren ¢aligmalarda
vardir (210,211). Sanchez-Campos ve arkadaglar1 yapmis olduklar1 kolestaza bagl
olusturulan kc hasarlanmasi1 g¢alismalarinda FK506’nin GPx diizeyini artirdigini
bildirmislerdir (244). EGb761’in GPx diizeylerine etkilerine baktigimizda ise, kc
dis1 organ hasarlanmalarinda calisildigini gérmekteyiz (245,246). Calismamizda
oldugu gibi hepatektomi olusturulmus ratlarda EGb761 ve FK506’nin GPx {izerine
etkisinin arastirildig1 bir calismaya rastlamadik. Elde ettigimiz bulgular géstermistir
ki, FK506 ve EGb761 tek baslarina veya birlikte rat PH modelinde GPx diizeylerini
etkilememektedir. FK506’nin GPx diizeyini artirdigini bildiren ¢aligmadaki model

kolestaz modeli olup, bizim ¢aligmamizda uygulanan model ise PH modelidir. Diger
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bir ifadeyle Sanchez-Campos ve arkadaslarinin iddia ettigi FK506 nin GPx’1 artirict
etkisini ¢alismamizda gormemis olmamiz olusturulan modellerin farkliligindan
kaynaklanmis olabilir. EGb761’in farkli organ hasarlanmalarinda GPx diizeylerini
artirdig1 bildirilmekle birlikte, ¢alismamizda bu diizeylerin degismemis olmasi; GPx
diizeylerinin arttigin1 iddia eden ¢aligmalarin farkli modeller olmasinin yaninda,
farkli organlarda calisilmis olmasina da baglanabilir. Ayrica bu duruma kc’in GPx
diizeylerindeki degisime kars1 daha direngli olmas1 da yol agmus olabilir (216).

Calistigimiz bir baska antioksidan enzim olan GR’da, hepatektomi uygulanan
gruplar arasinda fark goriilmemis olup, FK506 verilen grupta, sham grubuna gore
anlaml ylikseklik ¢ikmistir. Diger bir ifadeyle, FK506 ve EGb761, olusturdugumuz
modelde GR seviyelerini, hepatektomiden bagimsiz bir sekilde direkt olarak,
etkilememistir. Calismamizla direkt birebir Ortiisen bir model ile FK506 ve
EGb761’in, GR’a etkisinin arastirildig1 bir ¢alismaya rastlamamakla beraber, bagka
sekillerde olusturulmus karaciger hasarlanmasinda, GR diizeyleri i¢in farkl
bildirimler bulunmaktadir. Karaciger hasarlanmasi olusturulmus bazi ¢aligmalar GR
aktivitesinin ¢alismamizda oldugu gibi degismedigini, bazilar1 ise arttigini
bildirmislerdir (247,248). FK506’nin GR aktivitesini nefrotoksisite olusturulmus
ratlarda artirdigini bildiren ¢alisma disinda (249), 6zellikle kc modellerinde yapilmis
bir calismaya rastlamadik. FK506’'nin GR diizeylerini, kontrol grubuna gore
artirmamis olmasini; olusturdugumuz modelin, FK506’nin GR’1 artirdiginmi bildiren
aragtirmalardaki modellerden farkliligina baglayabiliriz.  Yine EGb761’in
noroprotektif etkisinin arastirildigi ¢alismalarda GR seviyesini diisiirdiigii bildirilmis
olup (250), bunun da bizim modelimizle farkli bir model olmas1 bulgularimizi farkl
kilmis olabilir.

Elde ettigimiz antioksidan enzim (SOD, GPx ve GR) bulgulari, FK506 ve
EGb761’in ad1 gecen ii¢ antioksidan enzim seviyelerini etkilemedigini géstermistir.
Baska bir deyisle, bu enzim diizeylerinin de§ismemesi, olusturdugumuz rat
hepatektomi modelinde, adi gecen ilaclarin doku oksidatif stresi ve redoks

potansiyeli lizerine etkisinin olmadigini géstermektedir.
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Doku nétrofil infiltrasyon gostergesi olan MPO calistigimiz diger bir
parametredir. FK506 nin, hepatektomide MPO diizeyini azalttig1 bildirilmistir (203).
Elde ettigimiz bulgular, literatiirde bildirildigi sekilde FK506’nin, MPO diizeyini
azalttigr yoniinde olup, FK506’nin kc rejenerasyonuna olumlu etkisi oldugunu
desteklemistir. Hepatektomide, Egb761’in ise MPO diizeylerini azaltarak
rejenerasyona etkisinin arastirildigi bir c¢alismaya rastlayamamakla birlikte, elde
ettigimiz sonug gostermektedir ki bir antioksidan ajan olan EGb761’in tek basina
kullanildigt zaman MPO’yu diisiirerek rejenerasyonu hizlandirdigi, FK506 ile
kullanildiginda ise MPO’yu artirarak rejenerasyonu olumsuz etkilemektedir.
EGb761 ile birlikte FK506 verilen grupta ise MPO doku diizeylerinin, yalnizca
FK506 verilen gruba gore yiliksek bulunmasi bu antioksidan ajanin verilmesinin
sanildiginin aksine inflamasyonu artirict etki gosterdigini diisiindiirmektedir. Ayni
calismada miyeloperoksidaz diizeylerinin FK506’ya bagl diisiik bildirilmesi de
bulgularimiz ile uyumlu olup FK506’nin doku inflamatuar cevabini azaltmasi ile
aciklanabilir.

Calismamizda lipid peroksidasyon gostergesi olarak doku ve plazma TBARS
diizeyleri incelendi. Chesseman ve arkadaslari yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda,
rejenerasyonunun erken fazindaki kc homojenatlarinda lipid peroksidasyon
bulgular1 varligim1 gostermis olup, karaciger rejenerasyonun erken fazinda serbest
radikal hasarlanmasi oldugunu bildirmislerdir (140). Lipid peroksidasyonu oksaditif
stresin 0nemli indikatoriidiir. Oksijen serbest radikallerinin hiicresel lipidlere atagi
sonucu malondialdehit gibi aldehid lipid hidroperoksid olusmaktadir. Ratlarmn kc
mikrozomlarinda, maksimum TK aktivitesinin, lipid peroksidasyon hizi ile ters
orantil1 oldugu, bagka bir ifadeyle TK aktivitesi yiiksek iken lipid peroksidasyon
hizinin distiigi bildirilmistir (139). Bir baska calisma da ise rat kc iskemi
modelinde FK506 nin kc’deki lipid peroksidasyonunun bir gdstergesi olan MDA’y1
azalttigt rapor edilmistir (251). Parsiyel hepatektomiden sonraki hepatik
rejenerasyon doneminde geriye kalan kc’in daha fazla hasarlanmasina karsi cevap
olarak lipoperoksid diizeylerinde yiikselme ve enerji metabolizmasinda diigme

oldugu one siiriilmiistiir (148). Kim ve arkadaglarinin yaptig1 benzer hepatektomi
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calismasinda TBARS, rezeksiyon grubunda kontrol grubuna gore yliksek
bulunmustur. FK506 tedavisinin PH yapilan rat kc’inde MDA {iretiminde artiga
sebep oldugunu iddia edilmistir (252). Calismamizda yalnizca FK506 verilen grupta
diger dort gruba gore doku lipid peroksidasyon iiriinlerinde istatistiksel olarak
anlaml olan yiikseklik, FK506 ile birlikte EGb761 verilen grupta, yalnizca FK506
verilen gruba gore doku lipid peroksidasyon diizeyinde ise istatistiksel olarak
anlamli olan diisiikliik izlenmistir. FK506 verilen grupta, kontrol grubuna gore lipid
peroksidasyon iiriinlerinde bulunan yiikseklik, FK506’nin tek basina doku oksidatif
stresini azaltmada yeterli olmadigini, ancak EGb761 ile verildiginde yeterli
oldugunu hipotezini desteklemektedir. Elde ettigimiz bu bulgu istatistiksel olarak
anlamli olup, FK506’nin bir antioksidan ajanla birlikte kullanilmasinin doku
oksidatif stresini azaltacagi fikrini verebilir. FK506 ile birlikte kullandigimiz
antioksidan  ajanin  degistirilmesi  ile yapilacak bir c¢aligmanin, lipid
peroksidasyonuna etkisinin izlenmesi, pre veya post transplant rejenerasyon siirecini
hizlandiracak medikasyonlar agisindan 1sik tutucu olabilir. FK506’nin tek basina
kullannrminda hepatotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (253). FK506+hep
grubunda MDA doku seviyelerinin yiiksek olmasi, FK506’nin hem hepatotoksik
hem de hepatoproliferatif etkisinin olmasina ve bu etkilerden hepatotoksik etkinin
daha baskin olmus olabilecegine baglanabilir. Diger bir ifadeyle hepatosit
stimiilasyonu etkisinin, hepatotoksik etkiden daha zayif kalmasida bu duruma yol
acmis olabilir. MDA plazma degerleri ile MDA doku degerleri bakimindan,
FK506+hep ve FK506+EGb761+hep gruplar arasinda parelellik gdzlenmemistir.
Doku ve plazma degerleri arasindaki bu parelelligin olmamasi, FK506+hep
grubunda, membran hasarlanmanin yiiksek olmasina bagh olarak plazmaya MDA
gecisini geciktirmis olmasina baglanabilir. Ayrica MDA 6l¢limii igin spesifik bir
indeks olmayan tiyobarbiitirik asit metodunun, plazmada hatali pozitif reaksiyon
verebilecek yapilarin ¢okca olabilecegi ve bundan dolay1 kullandigimiz her iki ilacin
plazmada olusturmasi muhtemel dogasi bilinmeyen bir kompleksin benzer sekilde

hatal1 pozitif sonug verdirebilecegi diisiindiirebilir.
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Calismamizdaki korelasyon bulgularina baktigimizda, en 6nemli olanlardan,
EGb761+hep grubunda; GGT ile LDH arasinda pozitif korelasyon bulundu. Gruplar
arasinda fark gostermeseler de her iki enzim kendi aralarinda iliskili ¢ikmis olup,
rejeneratif siirecte aktif olduklar1 sdylenebilir. SOD ile mitotik indeks arasinda da
pozitif korelasyon bulundu. Siiperoksit dismutaz gruplar arasinda fark gdstermemis
olsa da, mitotik indeksin artmasi ile artis gostermistir diyebiliriz (216,221,222).
FK506+hep grubunda; TK ile trigliserid arasinda pozitif korelasyon bulundu.
Trigliserid gruplarda artan bir parametremiz idi. Rejenerasyon gostergesi olan TK,
artmas1 ile trigliseridin artmasi beklenen bir korelasyon olmustur (147,148).
EGb761+FK506+hep grubunda ise, plazma MPO ile rejenerasyon hizi arasinda
negatif korelasyon bulundu. Hasarlanma ile arttigmi bildigimiz ve buna paralel
olarak buldugumuz MPO, rejenerasyon ile birlikte azalmistir sonucunu ¢ikarabiliriz
(203).

Calismamizin sonucu olarak; kc rejenerasyonu siirecinde, takrolimus ve
birlikte verilmesi diisiiniilen antioksidan ilag dozunun azaltilmas1 yaninda,
kortikosteroid gibi destekleyici ilag gereksiniminde de azalma olacagi; EGb761’in
ke rejenerasyonunda kullaniminin rejenerasyon iizerine olumlu etkileri oldugu

sonucu ¢ikarilabilir.
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OZET

Immiinsiipresan bir ajan olan Takrolimus (FK506)’un iskemi-reperfiizyona bagl
doku hasarlanmasinda koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada,
FK506’nin ve bir serbest radikal yakalayicis1 olan EGb761’in, oksidatif stresini
azaltma yoluyla karaciger (kc) rejenerasyon siirecine etkisini aragtirmay1 amagladik.

Ratlar; sham grubu, kontrol grubu ve hepatektomi yapilip FK506, EGb761 ve
bunlarm kombinasyonunun verildigi gruplar olmak {izere bese ayrildi. Olgiilen
parametreler icin spektrofotometrik, histolojik ve radioimmiinoassay metodlar
kullanildi.

Karaciger rejenerasyonu; timidin kinaz (TK), mitotik indeks ve rejenerasyon
hiz1 lizerinden degerlendirildi. Rezeksiyon sonrasi antioksidan sistemdeki degisim;
stiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve
miyeloperoksidaz (MPO) ile lipid peroksidasyonunun gdstergesi olan tiobarbiitirik
reaktif substans (TBARS) diizeylerinin dl¢iilmesi ile incelendi.

FK506 verilen grupta TK; sham ve EGb761+FK506 grubuna gore yiiksek,
rejenerasyon hizi; EGb761 grubundan diisiik, mitotik indeks oranlari; kontrol ve sham
grubundan yiiksek, doku MPO; EGb761+FK506 grubundan diisiik, plazma MPO;
sham grubundan yiiksek, plazma TBARS; sham grubundan diisiik, EGb761+FK506
grubundan ytiksek, doku TBARS; diger dort gruptan yiiksek bulundu.

EGb761 verilen grupta; 1slak kc agirligi kontrol grubundan yiiksek, TK; sham

grubuna gore yiiksek, rejenerasyon hizi; diger li¢ gruba gore yiiksek, mitotik indeks
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oranlari; sham ve kontrol grubuna gore yiiksek, doku MPO; EGb761+FK506 ve
kontrol grubundan diisiik, plazma MPO; sham grubundan yiiksek, doku TBARS;
FK506 wverilen gruptan disiik, sham grubundan yiiksek, plazma TBARS;
EGb761+FK506 verilen gruptan diisiik, sham grubundan yiiksek bulundu.

EGb761 ve FKS506 kombinasyonunda TK; FK506 grubuna gore diisiik,
rejenerasyon hizi; kontrol grubundan yiiksek iken EGb761 grubundan diisiik, doku
MPO; sham, EGb761 ve FK506 gruplarmma gore yiiksek, plazma MPO; sham
grubundan ytiksek, plazma TBARS; diger dort gruptan yiiksek, doku TBARS; sham
grubundan ytiksek iken FK506 grubundan diisiik bulundu.

Sonu¢ olarak; EGb761’in hepatektomide rejeneratif siirece olan olumlu
etkisinin, en azindan rejeneratif etkisi bilinen FK506 kadar oldugu, birlikte
kullanilmas1 durumunda antioksidan ilag dozunun azaltilmasi yaninda, kortikosteroid

gibi destekleyici ilag gereksinimini de azaltabilir.

Anahtar kelimeler: FK506, Egb761, rejenerasyon, oksidatif stres, timidin kinaz.
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EK TABLOLAR

Ek Tablo 1: Sham Grubu Verileri

No |Agirhk Rezag Totke MI TK GPx GR sop ©UA TB DB AST
1 352,0 - 8,00 0 5,12 6,20 453 3250 .90 ,30 20 85
2 367,0 - 8,96 0o 540 7,30 6,33 3100 1,00 ,30 ,20 &0
3 333,0 - 5,69 o 5,12 7,70 6,66 3220 1,10 ,50 40 65
4 384,0 - 6,65 1 5,00 8,60 6,65 3100 1,20 ,60 ,50 90
5 282.0 - 6,65 o 2,70 7,90 390 2220 2,10 ,70 ,50 92
6 306,0 - 5,97 o 425 8§50 3,17 2703 2,50 ,50 40 83
7 331,0 - 5,79 o0 4,18 6,80 594 2948 1,60 ,50 ,30 57
8 303,0 - 5,61 0 640 850 543 3356 1,70 ,30 ,10 60
9 275,0 . 6,15 0 5,00 800 450 3125 240 ,50 ,30 &0
10 ]294,0 - 5,20 o 3,50 870 520 3002 1,50 ,50 ,30 94
No | ALP ALT Koles HDL TRG LDL Tprot GGT LDH MDA, MDA, MPO, MPO,
11140 58 128 109 98 1 7,1 20 865 2,00 1,0 57,3 13,1
21180 45 158 95 125 6 74 21 825 1,25 2.5 15,3 7,6
31156 42 133 107 96 3 6,9 18 902 3,25 2.2 18,6 11,9
41125 45 113 100 &3 4 6,6 16 851 1,10 2,6 89,0 9,8
51189 42 121 104 67 1 7 14 796 220 2,5 29,7 11,3
61129 40 105 91 72 4 72 19 750 2,40 3,0 50,5 12
71148 56 126 110 56 5 6,8 21 798 2,10 2,2 39,0 7,2
81201 41 183 167 135 5 73 22 801 2,56 22 55,3 9,8
91156 40 88 75 93 2 73 16 659 296 25 52,0 5,3
101125 40 125 113 72 3 69 25 911 190 24 29,0 7.2
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No|ALP ALT Koless HDL TRG LDL Tprot GGT LDH MDA, MDA, MPO, MPO,

1187 289 111 30 97 62 58 64 2168 439 7,13 97,02 24,8
886 322 67 42 61 13 53 5 1205 9,02 3,45 163,35 13,9
1072 253 97 36 96 42 5,6 11 997 7,64 8,03 133,65 11,9
654 137 68 42 82 9 5,2 5 2178 6,12 527 171,27 18
2481 382 116 14 &7 8 57 13 1175 6,28 4,2 0,99 2338
577 192 75 48 64 14 59 7 1884 7.4 18,03 50,49 24,8
686 168 88 27 65 48 54 8 1256 5,09 7,48 106,92 22,8
745 146 91 52 75 24 573 7 1655 5,779 3,45 85,14 15,8
901 767 55 24 78 15 53 38 1397 449 2,46 15543 139
304 1733 8 35 76 32 45 25 1367 54 6 20592 2,1
729 941 83 36 79 32 5 54 1875 8,94 3,35 169,29 26,7

— e O O N U AW -

—

Child

Z
e

Agirhk  Rezag Totkc MI TK GPx GR SOD UA TB DB AST

383 9,87 13,1 88 85 12,04 6,20 8,03 5397 12 1,5 1,4 617
350 875 119 88 84 740 7,10 10,00 3932 1,0 0,6 0,5 428
320 7,49 109 73 6,8 11,12 12,23 6,26 2935 1,1 0,7 0,5 336
353 6,43 12 7,1 6,2 9,02 9,60 8,00 380 13 0,5 04 354
366 845 124 65 6 4,70 2540 996 1030 13 6,9 6,1 578
380 945 129 8,8 84 825 6,60 694 4677 14 04 03 427
3799 986 129 73 7 7,08 550 747 3895 13 0,5 04 356
321 7,75 109 7,1 6,7 840 5,10 8,46 2937 08 03 02 329
354 843 12,1 7 6 1633 690 698 4761 14 0,6 0,5 1140
274 6,07 93 49 43 450 8,60 11,01 4465 1,2 1,6 1,2 2940
307 6,57 104 5,7 5,1 16,60 8,00 83 3791 1,7 0,7 0,6 1424

Ek Tablo 3: EGb761+hep Grubu Verileri
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Ek Tablo 2: Kontrol Grubu Verileri

No |Aswhk Rezag Totke MI Chld 1 Gpx GR sop (A 1B DB AST
1 316 7,41 10,7 O 3 11,4 10,75 7,15 4957 2,0 0,6 0,5 745
2 356 726 12,1 0 2,1 43 8,60 576 3434 1,6 0,5 2,2 759
3 380 838 129 O 33 79 780 11,5 3370 1,8 0,5 04 104
4 396 7,75 13,6 2 3,3 10,2 11,70 3,26 2311 1,5 0,5 04 174
5 425 736 144 0 4,6 114 11,02 6,50 3674 14 0,7 0,5 109
6 400 837 13,6 0 3,1 58 990 7,50 4043 2,0 0,5 04 90
7 388 6,04 132 0 1.4 3.8 13,42 347 1716 22 0.5 04 184
8 330 7,68 11,2 1 33 23 &§,18 11,8 3412 23 0,4 03 125
9 287 6,01 976 2 40 43 11,30 10,3 3582 24 0,8 0,7 135
10 386 6,70 13,1 O 1,0 3,1 460 19,5 4002 19 0,6 0,5 211
11 350 6,70 119 0 20 42 10,30 5,75 3370 2,0 0,5 04 211
No|ALP ALT Koles HDL TRG LDL Tprot GGT LDH MDA, MDA, MPO, MPO,
1214 745 48 26 49 15 6,7 3 650 44 48 1832 39,6
21369 69 55 16 39 30 57 26 1301 9,0 4.5 94,1 28,7
31286 56 41 25 43 7 6.4 7 992 7,6 1,4 107 26,7
41269 61 59 31 66 15 6,0 1 1122 6,1 6,5 84,2 72,3
51162 110 79 31 76 33 6,4 27 1515 6,3 6 222.8 53,5
61221 85 41 14 37 20 6,3 53 1671 5,3 4.8 84,2 42,6
71214 99 40 29 53 1 6,3 23 1332 5,1 5,4 95 40,6
81299 98 56 36 38 13 6,5 38 1737 58 8,4 574 41,2
91222 112 33 13 4 11 6,8 21 1897 4,5 38 1059 427
101284 91 26 18 35 1 69 37 2516 5,5 3,5 82,2 38,5
111674 91 59 41 59 59 4 1462 39 4,2 98 20,8

117



EK Tablo 4: FK506 +hep Grubu Verileri

Reza
No | Agirhk g Totkc sakrkc MI childs TK GPx GR SOD UA TB DB AST
1] 347 6,82 11,8 6 4 55 11,2 59 16,6 1601 0,9 04 0,3 515
2] 320 640 1088 6,2 4 53 55 132 9,6 2042 1,0 0,3 0,2 675
3] 321 592 1091 63 2 59 114 6,2 9,9 9026 1,0 0,3 0,2 563
4| 347 6,16 11,8 6,5 12 47 63 124 73 3360 0,5 0,3 0,2 383
5| 324 6,20 11,02 6 4 34 14,1 11,9 8,6 3785 0,7 1,3 1,2 1260
6| 322 824 1095 49 12 3,7 63 6,6 13,2 3212 0,6 1,2 1 449
7| 404 8,68 13,74 6,4 0 58 12,1 11,2 13,3 2585 0,6 6,9 6 922
8] 349 6,79 1187 56 1 48 11,7 15 13,8 3250 0,9 6,3 6,1 902
91 299 6,74 10,17 57 6 52 11,5 158 6,6 2582 1,3 04 0,3 387
10) 301 8,09 1023 63 o6 51 84 132 45 2912 0,1 0,3 0,2 684
No|ALP ALT Koles HDL TRG LDL Tprot GGT LDH MDA; MDA, MPO, MPO,
1 616 223 8 36 76 33 53 8 1438 8.5 3,9 140,6 15,8
2 1489 370 59 33 58 14 54 6 1106 43 58 138,6 26,7
3 1545 309 50 30 6l 8 57 10 2434 144 52 142,6 27,7
4 1490 179 57 41 42 7 4] 8 1465 11,2 1,6 76,2 49
5 1816 1151 90 22 76 53 54 15 1845 5,3 56 54,5 17,8
6 | 637 2224 119 30 61 45 55 17 1596 88 6,2 1742 31,7
7 12525 668 88 4 87 98 58 16 3554 15,9 5,1 224,77 234
8 |1257 795 71 2 79 70 53 18 1847 11,2 53 28,7 53,5
9 1345 244 78 36 78 20 53 17 1460 59 6,5 1416 11,8
101 940 499 75 37 50 25 53 10 2062 7,6 7,7 125 20,8
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FK506’NIN DENEYSEL HEPATEKTOMI MODELINDEKARACIGER REJENERASYONU VE
ANTIOKSIDAN SISTEME ETKIiSININ INCELENMESI

Liver regeneration in the FK506 experimental hepatektomi model and its effect on

antioxidant system

Immiinsiipresan bir ajan olan Takrolimus (FK506)’un iskemi-reperfiizyona bagl doku
hasarlanmasinda koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir. Bu calismada, FK506’nin ve bir serbest
radikal yakalayicisi olan EGb761in, oksidatif stresini azaltma yoluyla karaciger (kc) rejenerasyon

siirecine etkisini aragtirmay1 amagladik.

It has been shown that Takrolimus (FK506), an immunosuppressant agent, has a protective role in
the injuries related to iskemi reperfusion. In this study, we have aimed to find out the effect of
FK506 and EGb761, a free radical yakalayic1???, on the liver regeneration process by diminishing

the oxidative stress.

Ratlar; sham grubu, kontrol grubu ve hepatektomi yapilip FK506, EGb761 ve bunlarin
kombinasyonunun verildigi gruplar olmak iizere bese ayrildi. Olgiilen parametreler icin

spektrofotometrik, histolojik ve radioimmiinoassay metodlar1 kullanilda.

The rats have been divided into five groups as sham group, control group, hepatektomi administered
FK506, EGb761, and a combination of these (bu ciimlenin tiirk¢esi bana net degil, anladigimi
yazdim). Spektrophometric, histologic and radioimmunoassay methods have been used for the

measured parameters.

Karaciger rejenerasyonu; timidin kinaz (TK), mitotik indeks ve rejenerasyon hizi lizerinden
degerlendirildi. Rezeksiyon sonrasi antioksidan sistemdeki degisim; siiperoksid dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve miyeloperoksidaz (MPO) ile lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan tiobarbiitirik reaktif substans (TBARS) diizeylerinin 6l¢iilmesi

ile incelendi.

The liver regeneration has been evaluated according to the timidin kinaz (TK), mitotic index and
regeneration speed. The change in the antioxidant system after the REZEKSIYON?? has been
studied measuring the superoxide distumaz(SOD),Glutatyon peroxidaz (GPx), Glutatyon reduktas



(GR), and tiobarbiitirik reactive substance level (TBARS), an indicator of miyeloperoksidaz (MPO)
and lipid peroksidation.

FK506 verilen grupta TK; sham ve EGb761+FK506 grubuna gore yiiksek, rejenerasyon hizi;
EGb761 grubundan diisiik, mitotik indeks oranlari; kontrol ve sham grubundan yiiksek, doku MPO;
EGb761+FK506 grubundan diisiik, plazma MPO; sham grubundan yiiksek, plazma TBARS; sham
grubundan diisiik, EGb761+FK506 grubundan yiiksek, doku TBARS; diger dort gruptan yiiksek

bulundu.

In the FK506 administered group, TK has been found higher than sham and EGb761+FK506 group,
the regeneration speed lower than EGb761 group, the mitotic index rates higher than control and
sham group, tissue MPO, lower than EGb761+FK506 group, plasma MPO higher than sham group,
plasma TBARS lower than sham group, higher than EGb761+FK506, tissue TBARS higher than

the other four groups.

EGb761 verilen grupta; 1slak kc agirligi kontrol grubundan yiiksek, TK; sham grubuna gore yiiksek,
rejenerasyon hizi; diger li¢ gruba gore yiiksek, mitotik indeks oranlari; sham ve kontrol grubuna
gore yliksek, doku MPO; EGb761+FK506 ve kontrol grubundan diisiik, plazma MPO; sham
grubundan ytiksek, doku TBARS; FK506 verilen gruptan diisiik, sham grubundan yiiksek, plazma
TBARS; EGb761+FK506 verilen gruptan diisiik, sham grubundan yiiksek, bulundu.

In the EGb761 administered group, the wet kc weight has been found higher than control group, TK
high compared to the sham group, the speed of regeneration higher compared to the other three
groups, the mitotic index rates high compared to the sham and control group, tissue MPO, lower
than EGb761+FK506 group, plasma MPO higher than sham group, tissue TBARS, lower than
FK506 administered group, higher than sham group, plasma TBARS lower than EGb761+FK506

administered group and higher than sham group.

EGb761 ve FK506 kombinasyonunda TK; FK506 grubuna gore diisiik, rejenerasyon hizi; kontrol
grubundan ytiksek iken EGb761 grubundan diisiik, doku MPO; sham, EGb761 ve FK506 gruplarina
gore yliksek, plazma MPO; sham grubundan yiiksek, plazma TBARS; diger dort gruptan yiiksek,
doku TBARS; sham grubundan ytiiksek iken FK506 grubundan diisiik bulundu.



In the combination of EGb761+FKS506, TK has been found low compared to FK506 group, the
speed of regeneration higher than the control group but lower than EGb761 group, tissue MPA,
high compared to sham, EGb761 and FK506 groups; plasma MPO, higher than sham group; plasma
TBARS higher than the other four groups, tissue TBARS, higher than sham group but lower than
FK506 group.

Sonug olarak; EGb761’in hepatektomide rejeneratif siirece olan olumlu etkisinin, en azindan
rejeneratif etkisi bilinen FK506 kadar oldugu, birlikte kullanilmas1 durumunda antioksidan ilag

dozunun azaltilmas1 yaninda, kortikosteroid gibi destekleyici ilag gereksiniminde de azaltabilir.

As a result, the fact that EGb761 has a positive effect at least as much as FK506, which is known to
have regenerative effect, on the hepatektomide regenerative process may decrease, if used together,
the need to use the additional drugs such as corticosteroid as well as decrease the antioxidant drug

dose.

Anabhtar kelimeler: Fk506, Egb761, rejenerasyon, oksidatif stres, timidin kinaz.

Key words:Fk506, Egb761, regeneration, oxidative stress, timidin kinaz

Nurullah hocam, baz1 kelimeleri tam olarak bilmiyorum, yanimda da sézliik yok idi. O kelimeleri
yenge hanim mutlaka biliyordur control ederse iyi olur. Baz1 ciimleleri ben tam olarak net
anlamadim, keske yanimizda olsaniz da sorsaydim, ben kendi anladigima gore mana vermeye
calistim. Ingaallah yanlis olmamustir.

Hayirlara vesile olmasi dilegiyle,

Lyi geceler.

Faruk balkaya,



EK Tablo 5: EGb761+ FK506 +Hep Grubu Verileri

Reza Sacrf Child DB AST
No Aglrllk g Totke MI TK GPx GR SOD UA TB
1 | 412 795 1401 69 4 614 22 17,6 7,3 3600 1,1 04 03 349
2 | 312 7,88 1061 35 0 3,11 15 147 67 2552 1 2,1 2 690
3 (379 82 128 51 4 453 13 103 65 2874 06 32 3 750
4 | 342 691 11,63 56 2 3,87 41 145 39 2420 09 2,1 2 690
s 357 793 12,14 69 0 532 32 10,7 82 3494 09 04 0,3 305
6 | 352 836 11,97 6,1 4 563 46 858 32 4558 1,1 5 44 599
7 | 364 742 1238 62 6 551 81 95 59 3458 1,3 0,6 0,5 680
8 [ 300 7,73 102 63 2 598 87 7.6 94 4610 0,7 5 44 737
9 [ 284 7,05 966 63 6 341 91 1095 54 3056 1,5 0,7 0,6 402
10] 303 7,76 103 62 6 563 83 102 52 3690 0,7 06 0,5 627
1] 309 7,0 1051 63 4 497 84 7,9 8,6 4583 0,7 04 03 723
No|ALP ALT Koles HDL TRG LDL Tprot GGT LDH MDAs; MDA, MPO, MPO,
184 216 8 51 78 20 53 6 1201 53 62 117 506
2| 751 1140 75 32 69 25 54 20 1563 3,3 62 1544 48,1
3(1283 1540 69 20 113 26 55 13 1452 7 82 1584 515
41161 1370 73 44 82 12 58 19 3245 62 82 97 822
51817 155 74 58 48 6 5 11 1460 54 65 1168 762
61588 1196 66 5 69 47 5 13 1049 74 102 39,6 28,7
71424 347 32 13 36 12 58 4 1366 59 83 100,9 516
811904 385 111 5 69 93 56 14 1288 59 12 41,6 465
91603 157 69 47 8 5 57 33 3277 3,84 123 2178 485
10] 824 311 58 34 57 12 5 4 2293 7,00 47 110,9 48,5
11]541 387 71 30 71 25 55 5 1887 610 65 1327 337
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KISALTMALAR

ALP
ALT
AP-1
AST
ATP
C-RP
CyA
EGF
eNOS
FGF
FKBPs
GGT
GPx
GR
Grx
GSH
GSSG
GVHD
HEM
HGF
HSS
IGF
IKK
IL-2
IL-3
INOS
KGF
LAK
MDA
MPO
NF-xB
NK
NO
OD
PDGF
PH
ROT
RPM
SOD
STAT3
T
TBARS
TGF

: Alkalen Fosfataz

: Alanin Transaminaz

: Aktivator Protein-1

: Aspartat Transaminaz

: Adenozin 5'-trifosfat

: C Reaktif Proteini

: Siklosporin

: Epidermal Growth Faktor

: Endoteliyal Kokenli Nitrik Oksit Sentaz
: Fibroblast Growth Faktor

: FK506 Baglayici Protein

: y-glutamil transferaz

: Glutatyon Peroksidaz

: Glutatyon Rediiktaz

: Glutaredoksinler

: Rediikte Glutatyon

: Okside Glutatyon

: Graft Versus Host Disease

: Hepatik Ekstraselliiler Matriks
: Hepatosit Growth Faktor

: Hepatik Stimulator Substans

: Insiilin—Like Growth Faktor

: IxB Kinaz Kompleksi

: Interldkin-2

: Interlokin-3

: Uyarilabilir Nitrik Oksit Sentaz
: Keratinosit Growth Faktor

: Lenfokin Activated Killer

: Malondialdehid

: Miyeloperoksidaz

: Niiklear Faktor B inhibitorii

: Naturel Killer

: Nitrik oksit

: Ornitin Dekarboksilaz

: Platelet Kokenli Growth Faktor
: Parsiyel Hepatektomi

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Rapamisin

: Siiperoksid Dismutaz

: Transkripsyonun Aktivatér Ve Transdiiksyon Sinyali
: Tri-iodo Treonin

: Tiobarbitiirik Assay Substans

: Transforming Growth Faktor



TGF-B : Transforming Growth Faktor-Beta

TNF-a : Timor Nekrozis Faktor-Alfa
TxCAD : Transplant Iliskili Koroner Arter Hastalig1
TK : Timidin Kinaz
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LIVER REGENERATION IN THE FK506
EXPERIMENTAL HEPATECTOMY MODEL AND
ITS EFFECT ON ANTIOXIDANT SYSTEM

SUMMARY

It has been shown that Takrolimus (FK506), an immunosuppressant agent,
has a protective role in the injuries related to ischemia-reperfusion. In this study,
we have aimed to find out the effect of FK506 and EGb761, a free radical
scavenger , on the liver regeneration process by diminishing the oxidative stress.

The rats have been divided into five groups as sham group, control group,
hepatectomy administered FK506, EGb761, and a combination of these.
Spektrophometric, histologic and radioimmunoassay methods have been used
for the measured parameters.

The liver regeneration has been evaluated according to the timidin kinaz
(TK), mitotic index and regeneration speed. The change in the antioxidant
system after the resection has been studied measuring the superoxide dismutase
(SOD), Glutathion peroxidase (GPx), Glutathion reductase (GR), and
tiobarbiitiric reactive substance level (TBARS), an indicator of
miyeloperxsidase (MPO) and lipid peroxidation.

In the FK506 administered group, TK has been found higher than sham
and EGb761+FK506 group, the regeneration speed lower than EGb761 group,
the mitotic index rates higher than control and sham group, tissue MPO, lower
than EGb761+FKS506 group, plasma MPO higher than sham group, plasma
TBARS lower than sham group, higher than EGb761+FK506, tissue TBARS
higher than the other four groups.

In the EGb761 administered group, the wet k¢ weight has been found
higher than control group, TK high compared to the sham group, the speed of
regeneration higher compared to the other three groups, the mitotic index rates

high compared to the sham and control group, tissue MPO, lower than
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EGb761+FK506 group, plasma MPO higher than sham group, tissue TBARS,
lower than FK506 administered group, higher than sham group, plasma TBARS
lower than EGb761+FK506 administered group and higher than sham group.

In the combination of EGb761+FK506, TK has been found low compared
to FK506 group, the speed of regeneration higher than the control group but
lower than EGb761 group, tissue MPA, high compared to sham, EGb761 and
FK506 groups; plasma MPO, higher than sham group; plasma TBARS higher
than the other four groups, tissue TBARS, higher than sham group but lower
than FK506 group.

As a result, the fact that EGb761 has a positive effect at least as much as
FK506, which is known to have regenerative effect, on the hepatektomide
regenerative process may decrease, if used together, the need to use the
additional drugs such as corticosteroid as well as decrease the antioxidant drug

dose.

Key words: FK506, EGb761, regeneration, oxidative stress, thymidine kinase
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