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1.GİRİŞ VE AMAÇ

İmmünsüpresan bir ajan olan ve FK506 olarak da bilinen takrolimusun bir çok

kullanım  alanı  bulunmakla  birlikte,  organ  transplantasyonunda  allogreft

rejeksiyonundan korunmak ve psöriyazis, piyoderma gangrenozum, Behçet hastalığı

gibi  dermatolojik  hastalıkların  tedavisi  olmak  üzere  belli  başlı  iki  kullanım alanı

vardır (1-5). Takrolimusun kc dahil birçok organda iskemi-reperfüzyona bağlı doku

hasarlanmasına karşı koruyucu etkisinin olduğunu gösteren çalışmalar bulunmaktadır

(6-9).

Karaciğer  rejenerasyonun erken fazında,  serbest radikal  hasarlanması  olduğu

bilinmekte  olup,  karaciğer  rejenerasyonunun  erken  fazındaki  karaciğer

homojenatlarında  lipid  peroksidasyon  bulguları  gösterilmiştir  (10).  Proliferasyon

enzimi  olan  Timidin  Kinaz  (TK)  ile  yapılmış  çalışmalar  bulunmakla  birlikte

takrolimusun  kullanımı  ile,  kc  rejenerasyonuna  etkisinin  TK  ile  araştırıldığı  bir

çalışmaya rastlamadık. Deneysel hepatektomi modelinde; TK, kc rejenerasyon hızı,

mitotik  indeks  değerleri,  rejenere  kc  kütle  ölçümü  ile  rejenerasyonun

değerlendirilmesi planlandı. Aynı zamanda takrolimusun antioksidan sistem üzerine

etkisi  plazma  örneklerinde  tayin  edilen,  glutatyon  peroksidaz  (GPx),  glutatyon

redüktaz (GR), süperoksid dismutaz (SOD), miyeloperoksidaz (MPO) ve doku lipid

peroksidasyonu göstergesi olan tiobarbitürik asit reaktif substans (TBARS) düzeyleri

ile değerlendirilmesi ve hepatosit fonksiyonunun göstergeleri olarak total ve direkt
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bilirubin,  AST,  ALT,  ALP,  LDH,  GGT,  total  protein,  ürik  asit  ve  lipid  profil

düzeylerinin araştırılması amaçlandı.

Karaciğer  doku hasarında  nötrofil  infiltrasyon derecesi  indirekt  olarak MPO

aktivitesi  ile  gösterilebilir.  Etkilenen  organlarda  plazmada  malondialdehit  (MDA)

düzeyi  ölçülerek  iskemi  sonrası  nötrofil  infiltrasyonu  ile  lipid  peroksidasyonu

arasındaki  ilişkinin  varlığının  ortaya  konması  planlandı (8).  Karaciğer  ile  ilgili

eksperimental girişimlerde MDA düzeylerinin arttığı gösterilmiş olup bu artış lipid

peroksidasyonunun  göstergesi  olarak  kabul  edilmiştir.  Rejenerasyonunun  ilk  24

saatinde mitokondriyal MDA üretiminde pik şeklinde belirgin bir artış bildirilmiştir.

Mitokondri ATP sentezine paralel olarak, kc ağırlığının eski halini alması ile MDA

düzeylerinde düşme gözlendiği de rapor edilmiştir (10).

Ağır kc hasarı; iskemiyi takip eden reperfüzyon, rezeksiyon ve transplantasyon

gibi  bir  çok  durumda  ortaya  çıkabilmektedir.  Karaciğerde  iskemi-reperfüzyon  ile

oluşturulan hasarı  azaltmaya yönelik çalışmalar  bulunmaktadır  (6-7).  Doku hasarı

oluşumunda  başlıca  sorumlu  tutulan  serbest  radikallerin  etkisizleştirilmesinin

inflamasyonu  azaltıcı  ve  rejeneratif  süreci  hızlandırıcı  etkiye  sahip  olduğu

bilinmektedir  (8).  Bu  bağlamda  çalışmamızda  takrolimus  ile  birlikte  bir  serbest

radikal  yakalayıcısı  olan  EGb761’i  kullanmayı  planladık.  Çalışmamızın  ana

noktalarından  birisi  olan  FK506  ile  birlikte  antioksidan  bir  ajan  kullanılmasının,

doku  oksidatif  stresini  azaltma  yoluyla  rejenerasyon  sürecine  olumlu  katkıda

bulunup-bulunmayacağının araştırılması da diğer bir hedefimizdi. Literatürde bu iki

preparatın  birlikte  kullanımı  ile,  kc  hasarı  üzerindeki  etkisinin  araştırıldığı  bir

çalışmaya rastlayamadık. Dolayısıyla, FK506 ve EGb761’in kombinasyonu ile, kc’de

rezeksiyon  ile  oluşturulmuş  hasarı  ve  rejeneratif  süreç  üzerine  olan  etkisini  de

araştırmayı amaçladık. 
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. TAKROLİMUS

2.1.1. Takrolimusun Farmakodinamik Etkileri

FK506  olarak  da  bilinen  takrolimus,  organ  transplantasyonunda  allogreft

rejeksiyonundan  korunmak  için  kullanılan  bir  makrolid  immunsüpresandır  (2-4)

(Şekil  I).  Karaciğer  dahil  birçok organda iskemi reperfüzyona bağlı  hasarlanmaya

karşı koruyucu etki göstermektedir (5-8).

Takrolimus kc proliferasyonunu; interlökin-2 (IL-2) oluşumunu ve natürel 

killer (NK) hücre aktivitesini baskılayarak stimüle etmektedir (11).

   Şekil I . Takrolimus molekül yapısı

Streptomyces tsukubaensis’den izole edilen takrolimus inflamasyon sırasında

nötrofilleri  regüle  eden  mikst  lenfosit  reaksiyonunun  ve  T  lenfositler  tarafından

İnterlökin-2  (IL-2),  interlökin-3  (IL-3),  interlökin-4  (IL-4),  interlökin-5  (IL-5),
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gama-interferon, Granülocyte Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF),

Tumor Necrosis Factor- (TNF-) salınımının inhibisyonuna neden olur (5-12).

Takrolimus  için,  farklı  ülkeler  arasında  kabul  gören  değişik  endikasyonlar

vardır.  Bu  endikasyonların  başlıcaları;  allojenik  böbrek  ve  kc  alıcılarında  organ

rejeksiyonunun  profilaksisi,  immunsupresif  rejimlere  rezistan  greft  rejeksiyon,

kemik  iliği  transplantasyonunda  Graft  Versus  Host  Hastalığının  (GVHD) primer

önlenmesi ve bazı dermatolojik hastalıklardır. Takrolimus ve siklosporinin yapıları

farklı  iken  immunsüpresan  etki  mekanizmaları  benzerdir  (13).  Bu  nedenle

takrolimus  siklosporine  alternatif  olarak  kullanılmaktadır.  Araştırmalarda  her  iki

ilacı temel alan rejimler karşılaştırılmıştır (14-16).

FK506,  Ca   bağımlı  sinyal  transdüksiyon  yolunu  süprese  ederek,  IL-2’nin

aracılık  ettiği  T  helper  hücrelerinin  proliferasyonunu  ilerleterek  immünsüpresan

özelliğini  gösterir  (17-21).  FK506’nın  PH’de  hepatosit  proliferasyonunu  stimule

eden güçlü immünosüpresan olduğu gösterilmiştir (22).

Bu ilaçlar  etkilerini  immünofilinler  olarak adlandırılan,  sitokinlerin yeni  bir

ailesi  ile  bağlanarak  gösterirler  (23).  Bu  yoldaki  hız  kısıtlayıcı  enzimler  bir

kalsiyum-kalmodülin  bağımlı  protein  fosfataz  olan,  kalsinörin  (fosfataz–2B)’dir.

Takrolimus,  FK506  bağlayıcı  protein  (FKBPs)  olarak  adlandırılan  intrasellüler

protein ailesinden 12 kD bir immünofilin olan FKBP12’ye bağlanarak kalsinörini

inhibe eder. Primer olay; takrolimus ve FK506 bağlayıcı protein (FKBP12)’nin bir

kompleks  oluşturarak  kalsinörine  bağlanması  ve  fosfataz  aktivitesini  inhibe

etmesidir.  Geç faz genlerinin  transkripsyonu ise  genel  olarak  etkilenmez (24-26)

(Şekil II).

Şekil II. Takrolimusun kalsinörine bağlanma bölgesi
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Takrolimus,  siklosporinin  etki  mekanizmasına  benzer  bir  hücresel

mekanizmaya sahip olmakla birlikte, siklosporinden 1x10-1  gibi ufak dozlarda bile,

10  ile  100  kez  daha  potenttir.  Schreiber  ve  arkadaşları  FK506’nın  spesifik

immunofilinler  olan  kalsinörin  ve  kalmoduline  bağlanıp  pentamerik  yapıda  bir

kompleks  oluşturduğunu  göstermişlerdir.  Bu  kompleks  inositol  trifosfat  gibi

kalsiyum  kanalları  için  yüksek  afiniteye  sahiptir.  DNA  replikasyonunu  takiben

endoplazmik  retikulumdan  kalsiyum  salınımına  neden  olur.  Ayrıca  takrolimus

serebral  iskemi  hayvan  modelinde  nöroprotektif  etki  de  göstermektedir  (27,28).

Kalıcı  iskemi ve reperfüzyon hasarına karşı  global  ve fokal iskemi modellerinde

koruma  sağlayan  birkaç  ajandan  biridir  (29).  Takrolimus,  kardiyovasküler  ve

respiratuvar yan etkiler ortaya çıkarmaz (30) (Şekil III).

Şekil III. Takrolimusun Muhtemel Nöroprotektif Etkisi
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Takrolimusun anti iskemik etkisi santral sinir sistemi ile sınırlı değildir. Kalp,

kc, akciğer, bağırsak, deri gibi dokuları iskemi–reperfüzyon hasarından koruduğunu

gösteren çalışmalar vardır (31,32).

Takrolimus; kalp, kc, deri ve invitro sistemlerde sitokinin etkisini zayıflatır.

Doku  nötrofil  infiltrasyonunu  inhibe  eder,  polimorfonükleer  lökositler  ve

monositlerden serberst radikal üretimini azaltır (33-35).

İnflamatuar  sinyal  oluşumundaki  zayıflama  ve  buna  bağlı  doku  hasarında

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

2.1.2. Takrolimusun Farmakokinetik Özellikleri

Takrolimusun farmakokinetik özellikleri kişiden kişiye farklılıklar göstermiştir

Takrolimus dozu; kan ilaç konsantrasyonları ve klinik bulgulara göre ayarlanır (39).

Takrolimusun  gastrointestinal  sistemden  emilimi  değişkendir  ve  oral

kullanımdan sonra tam absorbsiyon olmaz. Biyoyararlanımı yaklaşık % 20-25’dir.

Takrolimusun tam oral biyoyararlanımı için ortalama değerler renal ve kc transplant

hastalarında  ve  sağlıklı  gönüllülerde  sırayla  %17,  %22,  %18  olup,  ortalama

biyoyararlanım %25’dir. Kan pik konsantrasyonu oral kullanımdan yaklaşık 2 saat

sonra oluşur. Sırasıyla oral olarak 0.2 ve 0.3 mg/kg/gün dozlarda takrolimus alan

renal transplant hastalarında Cmax değerleri 19.2 ve 24.2 g/L’dir. İmmünsüpresyon

idame periyodu takrolimusda siklosporine göre belirgin olarak kısadır (40).

Takrolimus ve siklosporin klinikte belirgin nefrotoksik etkiye sahip oldukları

için kombine edilerek kullanılmazlar.  Tipik olarak bir  kortikosteroid (Prednizon),

bir  anti-proliferatif  ajan  (Azatioprin  veya  Mycophenolat  Mofetil)  ve/veya  anti-

lenfosit  antibadi  indüksiyon tedavisi  Muromonab CB3 (OKT3)  yada  anti-timosit

globulin ile kombine edilerek kullanılır (41).

Pratikte ilaç dozları transplantasyon sonrası yüksek olarak başlanır ve yavaşça

aşağı  doğru çekilir.  Oral  takrolimus dozları,  kan konsantrasyonu 20  g/L’den az

olacak şekilde uygulanır (39). 
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Takrolimus invitro geniş bir etki alanına sahiptir ancak etki mekanizması tam

olarak tanımlanmamıştır. 

İnterlökin-2 ve T-helper hücreleri  tarafından salınan diğer sitokinler immün

cevapta  önemlidir  ve  greft  rejeksiyonunda  rol  oynarlar.  Takrolimus,  T  lenfosit

aktivasyonu ve IL-2’yi de içeren sitokin genlerinin yazılımını  da inhibe ederken,

moleküler etkilerin sonucu olarak da hücresel immün cevabı inhibe eder (42-44).

Takrolimus;  T  hücre  proliferasyonunun  mitojen  ve  allojen  stimülasyonunu,

sitotoksik  T  hücrelerin  çoğalmasını  ve  mikst  lenfosit  reaksiyonunu  inhibe  eder.

Hücresel  cevapta  anahtar  rolü  üstlenen  T-helper  1  hücreleri  tarafından  üretilen

sitokinler tercihen T-helper2 hücreleri tarafından üretilenleri süprese ederler. Bunlar

ise antikor üretimi ve B hücre sitümülasyonu için önemlidirler. Böylelikle T hücre

bağımlı B hücre aktivasyonu ve proliferasyonu inhibe edilir. Takrolimus kalsiyum

bağımlı B hücre aktivasyonunu inhibe ederek etki yapar (45).

Takrolimus, IL-8 gibi lenfosit kemotaktik faktörlerin üretimini olduğu kadar

kemotaksis üzerine de genel bir inhibitör etkiye sahiptir.  Takrolimus muhtemelen

aktin  polimerizasyonu  ve  hücresel  iskeletin  reorganizasyonda  protein  kinaz  C

iletimli  yolun  inhibisyonuyla  lenfosit  migrasyonunu  önler.  Takrolimus,  IL-2’ye

cevapta aktive olmuş T hücrelerinin sekonder proliferasyonunu inhibe etmez, ayrıca

naturel killer hücre mononükleer fagositlerin fonksiyonunu da değiştirmez (46).

        Takrolimus ve siklosporinin her ikisi de kalsinörin seviyesinde sinyal iletimini

baskılarlar.  Ancak  bu  etki,  FKBP12  ve  siklofilin  A  gibi  farklı  proteinler  ile

kompleks oluşturma yoluyla olur (47).

Takrolimus ve siklosporin kardiak transplantasyon modelinde T-helper2 hücre

sitokin gen ifadesinin farklı  paternleri  ile birliktedir.  IL-10, takrolimus tarafından

siklosporinden  daha  fazla  oranda  inhibe  edilirken,  siklosporin  sadece  IL-6’yı

suprese eder ve IL-4’ü de artırır.  Hücre yüzey belirleyicilerinin, T-helper 1 hücre

sitokinlerinin, inflamatuar sitokinlerin ve sitotoksik faktörlerin gen yazılımı bu iki

ilaçla benzerdir. Allogerft rejeksiyonda T-helper 1 hücre aktivasyonunun iyi kurulan

bu rolüne karşılık, T-helper 2 hücre sitokinlerinin katkısı ters olmaktadır. Her iki
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ilacın da immunosüpresif ve immunositümülatör etkilere sahip olduğu ileri sürülür

(47).

Renal  transplantasyonda  takrolimustan  siklosporin  tedavisine  geçmek  CD4

helper  aktivitesini  yeniden  düzenleyerek,  T-helper  1  cevapları,  adezyon  molekül

yazılımı ve baskılayıcı ligandların süpresyonunu sağlar (48). Diğer taraftan Thelper

2 ve monosit cevapları artmış olduğundan siklosporine göre takrolimus ile daha az

olarak hümoral cevap süpresyonu olur. Takrolimusla tedavi edilen kc transplantlı

hastalarda  invitro  T  hücre  IL-10  sekresyonu  belirgin  olarak  bozulmuştur  (49).

Takrolimus  yada  siklosporin monoterapisi  alan  kc transplantlı  hastalarda  lenfosit

subtipleri  dağılımdaki  tek belirgin  fark siklosporin alan  hastaların  daha  düşük B

hücresi (CD19) sayısına sahip olmasıdır (50).

2.1.3. Takrolimus Ve Hepatik Etkileri

Takrolimus hayvanlarda PH’den sonra hepatik rejenerasyon stimülasyonunda

organ spesifik etkiye sahiptir. Bu etki muhtemelen IL-2 ve IL-1’nın blokajı, hücre

büyüme  faktörlerinin  düzenlenmesi  ile  olur.  Takrolimusun  organ  rejenerasyonu

parsiyel  nefrektomi  yada  intestinal  rezeksiyonda  gözlenmemiştir.  Takrolimus

hayvan modelinde hepatik iskemi ve reperfüzyon hasarını azaltır.  Bu etki kısmen

sitotoksik reaktif  oksijen türlerine  (ROT) karşı  hücrelerin  rezistansının  artmasına

bağlanabilir (51). 

Takrolimus  rat  hepatositlerinde  NF-B  üzerinden  uyarılabilir  nitrik  oksit

sentaz  (INOS)’ın  indüksiyonunu  inhibe  eder.  İlaç  immünsüpresif  etkisine  ilave

olarak nitrik oksit yolunun kontrolü ile de hepatik disfonksiyondan korur (52).

Duodenal reperfüzyon çalışması ile takrolimusun sekonder safra asitleri olan

deoksikolik asit ve litokolik asit seviyelerini düşürebileceği tesbit edilmiştir (53).

2.1.4. Takrolimusun Renal Etkileri

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

İki  ajanın  sebep  olduğu  klinik  ve  histopatolojik  değişiklikler  benzerdir.  Ancak
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takrolimus bağımlı nefrotoksisite fonksiyonel ve yapısal olabilir (53). Fonksiyonel

toksisite biyopsi örneklerinde belirgin değişiklikler yapmaksızın glomerül filrasyon

hızında azalma ve vazokonstrüksiyon ile birlikte renal disfonksiyon , hipertansiyon,

hipomagnezemi  ve hiperkalemiyi  içerir.  Akut yapısal  nefrotoksisite  sıklıkla  bariz

tübüler  değişiklikler  gibi belirti  verir.  Bunlar kesit  prepoaratlarında tübüler  hücre

sitoplazmasında  izometrik  vakuolizasyon,  dev  mitokondri  ve  mikroklasifikasyon

olarak izlenir. Bazı vakalarda mikrovasküler değişiklikler baskındır. Kronik yapısal

nefrotoksisiste sıklıkla tübülointertisyel hasar, glomerüloskleroz, arteriolar duvarın

hiyalin  ya  da  fibromukoid  kalınlaşmasını  içerir.  Takrolimus  bağımlı  renal

vazokonstrüksiyon,  geçici  ve  amino  asit  infüzyonunun  vazodilatasyonu  stimüle

etmesiyle kısmen geri dönüşümlüdür. Takrolimus bağımlı renal vazokonstrüksiyon

hayvan  deneylerinde  gösterilmiş  olsa  da  veriler  insanlar  için  sınırlıdır.  Bununla

birlikte  pediatrik  renal  transplant  alıcılarında  yapılan  çalışmada  bariz  renal

vazokonstrüksiyon bulguları görülmemiştir (54).

İmmünsüpresif  ve  nefrotoksik  etkiler  takrolimusla  ilişkili  olarak  görülür  ve

muhtemelen  kalsinörin  inhibisyonu  nedeniyledir.  Takrolimus  ile  renal  hasarın

muhtemel  mekanizması  siklik  adenozin  monofosfatın  (cAMP)  bağımlı  sinyal

modülasyonu ve fibroblastlarda NFB‘nin aktivasyonu ve mezengial hücrelerdir. Bu

son  etki  böbreklerde  IL-6’nın  üretiminde  artmaya  neden  olur.  Artmış  endotelin

seviyesi  ve/veya  tromboksan  A2 üretimi  takrolimus  bağımlı  renal  toksisitenin

gelişmesinde  ilişkilidir.  Bu  aynı  zamanda  TGF-1’in  takrolimus  bağımlı

hiperekspresyonunun  nefrotoksik  etkilerinin  artmasına  yardımcı  olduğunu

düşündürür (56).

2.1.5. Takrolimusun Metabolik Etkileri

İmmünsüpresif  tedavinin  diyabetojenik  etkilere  sahip  olduğu  bilinmektedir.

Post-transplant  diabetes  mellitus  takrolimusun  en  ciddi  yan  etkisidir  ve

kortikosteroidin eşzamanlı kullanımı ile bu etki şiddetlenir (55). Takrolimusun bazı
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hastalarda  siklosporinden  daha  diyabetojenik  görülmüştür.  Takrolimusun  toksik

etkileri,  pankreasın  asiner  dokudan  daha  çok  adacık  hücrelerinde  kalsinörin  ve

FKBP12’nin selektif yerleşimi ile ilişkilidir. Jindal ve Spencer yaptıkları preklinik

bir  çalışmada,  takrolimusun  insülin  reseptörleri  yada  glukagonun  üretimini

etkilemeksizin  transkripsyon  seviyesinde  insülin  üretimini  süprese  ettiğini  öne

sürmüşlerdir (56). Dolayısıyla, insülin sekresyonu azalmakta ve glukoz intoleransı

artmaktadır.  Hayvan  çalışmalarında  adacık  hücrelerinin  morfolojik  hasarı  rapor

edilmiştir  ancak  takrolimusla  tedavisinde  bu  etki  net  olarak  bilinmemektedir.

Takrolimus kc transplantlı hastalarda  hücresi sekretuar rezervini azaltır, bozulmuş

 hücre  hücre ilişkisi ile belirgin insülin rezistansı oluşumuna sebep olur. (57).

Takrolimus  verilenlerde  siklosporine göre daha düşük total  kolesterol,  LDL

ve/ veya trigliserid seviyeleri gözlenmiştir. Takrolimus tedavisi alan renal transplant

hastalarında, siklosporin tedavisi alan hastalara göre LDL oksidasyon eğilimi daha

fazladır  ve  serum  antioksidan  seviyeleri  belirgin  olarak  düşüktür.  Bu  sonuçlar

standart  formülasyonlu  siklosporinde  LDL’nin  oksidasyon  eğiliminin  arttığını

söyleyen  çalışmalara  karşıttır.  Siklosporin  ile  oluşan  bu  yan  etkinin  muhtemel

açıklaması antioksidan DL--tokoferol eksikliği şeklindedir (58).

2.1.6. Takrolimusun Kardiyovasküler Etkileri

Transplant  ilişkili  koroner  arter  hastalığı  (vaskülopati;  TxCAD)  endoteliyal

hücrelerde hasarlanma şeklinde başlar ve kardiyak transplant hastalarında ölümün ana

sebebidir (59,60). Endoteliyal hücrelerde hasar durumunda salgılanan antiendoteliyal

antikorların  varlığı  ile  TxCAD’nin  gelişmesi  doğru  orantılıdır.  Takrolimus  alan

kardiyak transplant hastalarında antiendoteliyal antikor (anti-vimentin) pozitif olarak

bulunmuştur (59).

TxCAD’da  koagülasyon  sisteminin  aktivasyonu  da  gözlenir.  Takrolimusun

invitro  antitrombotik  etkisi  de  rapor  edilmiştir.  Bu  monosit  NF-B’nin  nükler

translokasyonu ile ilacın etkileşimi ve sonuçta doku faktör yazılımının azalması ile

meydana gelir (61).
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Azatioprin  ve  prednizon  alan  hastalarda  siklosporin  tedavisi  ile  takrolimus

kıyaslandığında  daha  az  endoteliyal  hücre  kökenli  nitrik  oksit  sentaz  (eNOS)  gen

ifadesi,  daha  fazla  İNOS  gen  ifadesi,  IL-6’nın  allogreft  ilişkili  transkardiyak

salınımında sitotoksik cevap ve uzamış inflamasyon nedeniyle fonksiyon bozukluğuna

sebep olduğu öne sürülür (62). 

Kardiyak transplantasyondan sonra endotel bağımlı mikro sirkülatuar cevapta,

takrolimus alanlarda adenozinle  ilişkili  epikardiyal  çeper artışı  bariz  olarak yüksek

bulunmuştur (59).

Randomize  prospektif  çalışmalarda  renal  ve  kc  transplant  hastalarında

takrolimusun  sol  ventrikül  posterior  duvar  kalınlığında  artışa  neden  olduğu  ve

hipertrofik  kardiyomyopati  geliştirdiği  bildirilmiştir.  Takrolimusun  sarkoplazmik

retikuluma  kalsiyum  salınımını  kolaylaştırmasına  bağlı  olarak  oluşan  kardiyak

dokunun kalsifikasyonu  ve  arteritisi,  ilaca  bağlı  kardiyomyopatinin  mekanizmasını

açıklamak üzere öne sürülmüştür (63). 

Düşük doz takrolimus, viral IL-10 gen transferi ile kombine edildiğinde mürin

kardiyak  greft  sağ  kalımını  uzatmada  sinerjistik  etkiye  sahiptir.  Buyüzden

immünsüpresif  gen tedavisi  araştırmanın diğer bir aşaması olarak düşünülmektedir.

(64).

2.2. KARACİĞER REJENERASYONU

Sağlıklı  memelilerde  kc ağırlığı  ile  vücut  ağırlığı  arasında iyi  tanımlanan bir

ilişki  vardır  (65).  Cerrahi  rezeksiyon,  viral  veya  toksik  ajanlar  ile  volümü

değiştiğinde, kc kendi volümünü oluşturur (66).

Karaciğerin  bir  kısmının  cerrahi  olarak  çıkartılması,  kütlesini  yeniden

oluşturmak üzere kc hücrelerinin ıstırahat fazından proliferasyon fazına geçişini uyarır

(67).  Bu rejeneratif  süreç;  büyüme faktörleri,  mitojenler  ve inhibitörler  ile  kontrol

edilir ve organ orijinal kütlesine ulaştığında durdurulur (68,69). Parsiyel hepatektomi,

hücresel  bileşenlerin  biyosentezini  karşılamak için kc’in hücresel  enerji  ihtiyacının

artırması ile sonuçlanır (70).

11



Karaciğer rejenerasyonu düzenleyen iki mekanizma olduğu öne sürülmüştür. İlk

teoride  Michalopoulos  ve  arkadaşları,  kc  kütlesindeki  azalmanın,  ekstra  hepatik

bölgelerden mitojenik uyarı etkisi yapan sinyaller doğurduğunu iddia etmişler ve bu

uyarıyı  meydana  getiren  en  önemli  faktörün,  norepinefrin  ve  HGF olduğunu  ileri

sürmüşlerdir. İkinci teoride ise, Fausto ve arkadaşları  PH’ye bağlı plazmaya ilişkin

değişiklikler ile hepatositlerin kendi mitojenik uyarımını sağladığını rapor etmişlerdir

(71).

Her  iki  teoride  de,  kc  rejenerasyonunun  kontrolünde  agumentörler  G1-S

geçişinde  önemli  rol  oynar.  Mitojenik  stimulus  iki  tür  intrasellüler  sinyal  iletimi

ortaya  çıkarır.  Vazopressin,  bombesin,  bradikinin  gibi  peptidler  guanin  nükleotid

proteinine  bağlanır  ve  spesifik  fosfolipaz  C’yi  inositol  trifosfat  oluşturarak  aktive

ederler (72). Diğer taraftan Epiteliyal Growth Faktör (EGF), Platelet Kökenli Growth

Faktör (PDGF) ve FGF- internal domain olarak tirozin kinaz bulunduran reseptörlere

bağlanarak direkt olarak yada önceki grubun growth faktörler tarafından fosfolipaz

C2’yi aktifleyerek sinyal oluşumuna sebep olur. Her iki durumda da inositol trifosfat,

bir  haberci  gibi  etki  yaparak  endoplazmik  retikulumun  spesifik  reseptörlerine

bağlanarak,  intrasellüler  serbest  kalsiyumun  artması  ve  kalsiyumun  salıverilmesini

sağlar. Kalsiyumun artması PH ile ilişkili DNA replikasyonuna yol açan basamaklarda

önem arz eder (23).

Karaciğer rejenerasyonu PH’den sonra farklı türlerde farklı hızlarda gerçekleşir.

Rat  bu  alanda  en  çok  çalışılan  türdür  (73).  Ratta  rejenerasyon  piki  24  saatte

olmaktadır (74,75). Farede 48 saatte iken (76), bu olay köpekte ve domuzda 72 saatte

gerçekleşir (77). 

Karaciğer dokusundaki rejenerasyonun kantitatif ölçümü için kabul edilmiş ve

yaygın olarak kullanılan 4 parametre vardır:

a) Mitozdaki hepatositlerin sayısı

b) Hepatik DNA’ya timin bağlanması 

c) DNA sentezinin bir göstergesi olan hepatik Timidin Kinaz

d) Poliamin metabolizmasının göstergesi olan Ornitin Dekarboksilaz aktivitesi
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Timidin  Kinaz  ve  Ornitin  Dekarboksilaz  hepatektomize  ratların  kanında

ölçülebilen  ve  kc  rejenerasyonu  için  pratik  noninvazif  bir  parametredir.  Bu

parametrelerin  plazma  glukagon,  insülin  (78)  ve  seks  hormon  düzeyleri  ile  ilgisi

gösterilmiştir (79,80).

Ratlarda  plazma  insülin  seviyelerinde  ilk  12  saatte  bir  düşme  gözlenirken,

insanlarda  bu  durum 3  gün  civarında  olmaktadır  (81,82).  Hiperglukangonemi  ise,

hayvanlarda erken dönemde gözlenen bir durum olmasına karşın, bu durum insanlarda

muhtemelen altta yatan kc hastalığına bağlı olarak glukagon seviyelerinin normalden

dört kat fazla olmasına bağlanmıştır.

Erkeklerde  hepatektomiden  sonraki  ilk  birkaç  saatlik  dönemde  seks

hormonlarında  değişiklik  gözlenirken,  yüksek estradiol  seviyesine sahip kadınlarda

seks hormon seviyelerinde değişiklik gözlenmemiştir (83).

Hepatosit Growth Faktör, Transforming Growth Faktör- , interlökin 6, Tümör

Nekrozis  Faktör-,  insülin  ,  norepinefrin,  gastrin,  prostaglandin  E2,  kalsiyum,

vitamin D ve FK506 gibi birçok büyüme faktörü ve sitokinler kc rejenerasyonunda

önemli rol oynar (84-87) (Şekil IV).
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Şekil IV. Hücre Siklus Dönemlerine Göre Kc Rejenerasyonunun Düzenleyen

Faktörler

CyA;siklosporin , EGF; epidermal growth faktör , HGF; hepatosit growth faktör, HSS;hepatik
stimulatör  substans  IGF;  insülin–like  growth  faktör  ,  IL;  interlökin,  RPM;  rapamisin,  TGF;
transforming growth faktör

Parsiyel hepatektomiden sonraki rejenerasyonun ilk 2 ile 3 .günlerinde, matriks

hücre  oranı  azalır.  Matriks  yeni  replike  olan  sinüzoidlerden  yoksun  hepatosit

kümeleri  şeklindedirler.  Parsiyel  hepatektomiden sonra 6.  güne kadar  hepatositler

arasında sinüzoidler oluşur ve hücrenin normal mimarisi ortaya çıkar. Ito hücreleri

tarafından salınan laminin zincirleri pencereli sinüzoidler ile hepatosit kümelerinin

neovaskularizasyonunda  görülebilir.  Entaktin  ve  spesifik  laminin  zincirlerinin;

hepatik hasarlanmanın sonucunun tesbitinde ve normalden sirotik kc parankiminin

oluşmasında kritik rol oynadığı bildirilmiştir. Ekstrasellüler matriksin elemetleri gibi

parakrin ve otokrin geçiş yapabilen faktörler, bu faktörlerin depo yerleri gibi de iş

görürler.İşte bu mikro mimarinin aslına uygun inşası akut ve kronik hasarlanmasını

birbirinden ayırmada anahtar rol oynar (88). 
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Karaciğer  rejenerasyonunda  immünsupresif  ajanların  rolü  rapamycin

kullanılarak  yapılan  başka  bir  çalışma  serisi  ile  doğrulanmıştır.  Bu  ilaç  yapısal

olarak  FK506’ya  benzer  ve  %70  hepatektomize  ratlara  verildiğinde  hepatosit

proliferasyonuna negatif bir etki yapar. Bu sonuçlar immunofilinlerin hem inhibitör

hem stimülatör olarak hepatik rejenerasyonu etkilediğini göstermiştir (89).

2.2.1.Karaciğerin Proliferatif Kapasitesi

Parsiyel hepatektomiden sonra matür kc hücrelerinin proliferasyonu ile kayıp

hepatik doku yenilenir. Matür kc hücreleri; hepatositler, endoteliyal hücreler,  bilier

epitel hücreleri, hepatik satellit hücreleri ve Kupffer hücreleridir. Progenitör hücre

ya  da  kök hücreleri  rejeneratif  kapasitenin  çoğundan  sorumlu  tutulamaz.  Geriye

kalan kc kücreleri  ilk olarak prolifere  olur.  Parankim rejenerasyonu ana hedeftir.

Erişkin kc genelikle minimal replikasyon gücünde her 20.000 hepatositte yaklaşık

bir mitoz gözlenen sakin durumdadır (90).

Resim I. Normal rat karaciğerinin hepatektomi 2/3 parsiyel hepatektomi öncesi ve

sonrası 48.saatte makroskopik görünümü.

Doku kaybı ve hasarında hepatosit G0 (sakin durumundan), G1 prereplikatif

duruma  geçer.  Bunu  DNA  sentezinin  olduğu  sentez  (S)  ve  hücre  bölünmesinin

tamamlandığı mitoz (M) fazı takip eder. Hücre siklusunun prereplikatif dönemi de

kendi  arasında  G0G1  başlatıcı  (priming)  durum  ve  G1S  ilerleyici  (progresyon)
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durumu olmak üzere ikiye ayrılır. Başlatıcı durum (priming); sitokinler, besinsel ve

hormonal  sinyaller  ile  oluşturulan  geri  dönüşümlü  bir  süreçtir.  G1  fazına  geçiş

büyüme  faktörlerini  gerektirir.  G1S  noktasında  siklin  D1  sinyali  büyüme

faktörlerinden bağımsız replikasyonu sağlar (91). Parsiyel hepatektomiye cevapda,

hepatositler  yaklaşık  12  saatlik  bir  bekleme  ve  düşük  seviyede  DNA  sentezi

durumundadır.  Hepatositlerin  bazıları  S  fazına  girer.  6-8  saat  sonra  bunu  DNA

sentezinin olduğu mitoz takip eder. Hepatik rejenerasyon süresince, hepatositlerin

büyük bir kısmı bir veya iki kez replike olur. Hepatosit dışı rezidü kc hücrelerinin

replikasyonu  (parankim  dışı  hücreler)  24.  saate  kadar  uzayabilir.  Ancak

hepatositlerdeki gibi bir mitoz ve DNA sentez paterni gösterir. Karaciğer eski boyut

ve hacmine geldiğinde hepatositler non-replikatif sakin ancak, fonksiyonel duruma

geçerler. Ratta rejenerasyon prosesi genel olarak yedi ile ondört günde tamamlanır

(66) (Şekil V).

  

Şekil V. Hücre Siklusunun Fazları

Normal bir rat karaciğeri 3x108 hepatositten oluşur. Bu bir kc’in yaklaşık 50

rat karaciğeri üretebilecek kolonik potansiyele sahip olduğunun göstergesidir.
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Normal kc’in %90’lık bir PH’den sonra bile rejenerasyon kapasitesine sahip

olduğu bilinir (92,66,73).

İnsanlarda, kc’in eski hacmi alması üç hafta alırken, ratlarda ilk 24 saatteki

piki takiben 10-14 gündür (93).

Aktive hepatik makrofajlar tarafından üretilen sitotoksik mediyatörler akut kc

hasarının gelişmesinde rol oynar (94).

Aktive makrofajlardan salınan TNF, IL-1, aktif oksijen (95) sinüzoidal epitel

hücreleri ve hepatositlere hasar verir. Daha önceki çalışmalar TNF- antibadileri ve

süperoksid  dismutazın  invivo  kc  hasarlanmasını  azalttığını  ve  prostoglandinlerin

sitoprotektif etkilerini açığa çıkarttıklarını göstermiştir (96-98).

Tablo I. Karaciğer Hücre Proliferasyonunu Değerlendirmede Kullanılan
Belirteç ve Metodlar

DOKUDA
Karaciğer ağırlığı
Mitoz sayımı
S-faz metodları
H3 timidin işaretleme
BrdU
Flow sitometri

KANDA
Kanda Timidin kinaz
Ornitin Dekarboksilaz
Fibronektin
Erken gebelik faktörü

İMMÜNOHİSTOKİMYA
PCNA
Ki-67
DNA polimeraz alfa
NOR proteinleri
Endojen genler
RNA histon 3

2.2.2. Karaciğer Rejenerasyonunun Moleküler Mekanizmaları

Karaciğer  kendi  kütlesi  ve  büyümesini  tam  olarak  düzenleyebilir.  Hepatik

lopların  cerrahi  rezeksiyonu,  kimyasal  ya da  viral  hasarı  sonucu hepatosit  kaybı

apopitoz  ile  kc  kütlesini  eski  haline  getirmek  üzere  hepatosit  replikasyonunu

tetikler.  Hepatositlerin  replikasyon kapasitesi  büyüktür ve kc yeniden oluşumunu

gerçekleştirebilir.  Bununla  beraber  hepatosit  replikasyonu  bloke  edilmiş  veya

geciktirilmiş olduğu zaman  kök benzeri (stem-like) hücreler proliferasyona neden

olur (99,100).

Hepatositlerin  tam  bir  rejenerasyon  cevabı  oluşturabilmesi  için,  Hepatosit

Growth  Faktör  (HGF),  Transforming  Growth  Faktör–alfa  (TGF)  ve  Epidermal
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Growth Faktöre ihtiyacı vardır. Sitokinlerden Tümör Nekrozis Faktör ve IL-6, diğer

ajanlara karşı sitotoksisiteden korunması için gereklidir.  Reaktif oksijen türleri ve

glutatyon, apopitotik ya da proliferatif hepatositlerin TNF’ye etki edip etmediğini

gösterebilir.  Nükleer  Faktör  B  inhibitörü  (NFB),  TNF  ile  indüklenebilen

Transkripsyonun  Aktivatör  ve  Transdüksyon  Sinyali  (STAT3),  hepatosit

proliferasyomu  için  sitokin  sinyal  iletiminde  rol  oynar.  NFB,  TNF,  AP-1  ve

C/EBP kc rejenerasyonundaki transkripsyon faktörleridir. Parsiyel hepatektomiden

kısa süre sonra hepatik ekstrasellüler matriks yoğun olarak oluşmaya başlar. Hücre

siklusunun başlama fazının devamı büyüme faktörlerini gerektirir (101). 

Siklin D1, hepatosit hücre siklus G1 fazı için en güvenilir belirteçtir, in vivo ve

in  vitro  olarak  gösterilmiştir.  Siklin  D1 muhtemelen  bu  büyüme  faktörlerinden

bağımsız otonom replikasyonun gerçekleşmesini sağlar. Growth Faktör yokluğunda

da hepatosit  DNA replikasyonuna neden olduğu gösterilmiştir.  p53 ve p21 hücre

siklusunu  inhibe  ederken,  siklin  D1  ve  mdm2  mRNA  replikasyonunu

indüklemektedir (102,103).

2.3. KARACİĞER BÜYÜMESİNİ DÜZENLEYEN HORMONLAR VE

BÜYÜME FAKTÖRLERİ

Hepatosit  mitojenlerinden  en  çok  çalışılanları  Epidermal  Growth  Faktör

(EGF),  Transforming  Growth  Faktör  alfa  (TGF)  ve  Hepatosit  Growth  Faktör

(HGF)’dir. Keratinosit Growth faktör (KGF), Fibroblast Growth Faktör (aFGF ya da

HBGF1)  ve  Heparin  bağlayan  EGF (HB-EGF)  hepatosit  replikasyonunu  değişik

derecelerde indükler (104) (Tablo II-III).
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Tablo II. Karaciğer Büyümesini Düzenleyen Hormonlar ve Büyüme Faktörleri

Hormonlar Büyümeyi  Uyaran
Faktörler

Büyümeyi İnhibe Eden
Faktörler

Prolaktin IGF-II TGF-
Anjiotensin EGF IL-1
Vazopressin TGF- IL-6
Norepinefrin HSS RPM
Estradiol HGF Aktivin
T3 İnhibin
İnsülin
Prolaktin



Hepatik  stimülatör  madde  (HSS),  siklosporin  A,  FK  506,  insülin  benzeri

growth faktör II; augmentörler olarak adlandırılır. Bunlar invitro olarak aktif değil

iken  invivo  G0-G1  geçişini  tamamlamış  hepatositlerin  proliferasyonunu  stimüle

ederler.  Hepatik  stimülatör  madde,  molekül  ağırlığı  33kD  olan  bir  proteindir.

Proliferatif cevap vermekte olan köpek, tavşan ve ratların sitozolik ekstraktlarında

bulunur (105). 

Tablo III. Hepatik Rejenerasyon Sırasında Büyümeyi Uyaran Faktörler

Mitojenler Yardımcı mitojenler
Hepatosit growth faktör İnsülin

Transforming Growth Faktör- Glukagon

Epidermal Growth Faktör Anjiotensin

İnsülin-like Growth Faktör Norepinefrin

Tumör Nekrozis FAktör Vazopressin

Asidik Fibroblast GrowthFaktör Parathormon

Tiroid hormonları

Adrenal kortikal hormonlar

Kalsiyum

Vitamin-D

2.3.1. Hepatosit Growth Faktör (HGF)

Yedi yüz yirmi sekiz amino asit prekürsöründen büyük bir   ve küçük bir  

subünitesinden oluşan, disülfit bağlı bir heterodimerik bir glikoproteindir. Yapısal
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olarak  plazminojen  ve  plazmin  ile  homojenite  gösterir.   subüniti  serin  proteaz

yapısına benzer. Ancak katalitik bölgedeki amino asit diziliminden dolayı proteolitik

aktivitesi yoktur (106). Karaciğerde en çok İto hücrelerinde bulunur (107).

Karaciğer  mitojenlerinin en potenti olup, reseptörleri yoluyla hepatik büyüme

sırasında anahtar biyolojik rol oynayan, reseptör tirozin kinaz grubunun bir üyesi

olan  dağıtıcı  (scatter)  faktör  olarak  bilinir.  Hepatosit  Growth  Faktör  mezenkim

hücreleri  tarafından  üretilirken,  diğer  epitel  hücreleri  ve  hepatositler  tarafından

üretilmez.  Rejeneratif  cevap  sırasında,  dalak  ve  akciğer  gibi  diğer  dokuların

mezenkimal hücrelerinde de HGFmRNA da artış gözlenir. Parsiyel hepatektomiden

sonra bu dokularda  HGF mRNA nın indüksiyonunun sebebi  belli  değildir.  HGF

parakrin  ve endokrin  anlamda  hepatositlerin  mitojenik  etkisini  açığa  çıkarır.  Rat

plateletlerinden,  normal  ve  fulminan  kc  yetmezlikli  hastaların  karaciğerinden,

plasentadan  ve  insan  embriyonik  akciğer  fibroblastlarından  saflaştırılmıştır

(108,109). Morfogenezis ve hücre motilitesini kolaylaştırmak gibi biyolojik geniş

bir aktiviteye sahiptir (110).

Parsiyel hepatektomiden sonra HGF plazma konsantrasyonu ilk 3 saatte artar.

Bu yükselme kc’den başka akciğer, dalak, böbreklerde olur (111,112).

2.3.2. Epidermal Growth Faktör (EGF)

Elli  üç  amino  asitten  oluşan  bir  polipeptiddir.  TGF nin  benzeri  olup  üç

disülfit köprüsüne sahiptir (113). Parsiyel hepatektomiden sonraki ilk saatterde EGF

reseptör sayılarında artış olur (114). Parsiyel hepatektomiden sonraki ilk iki saatte

tesbit edilebilir. Hepatik dokuda  rejenerasyonu başlattığı gösterilmiştir (115).

 Tükürük,  gastrik  sıvı,  safra  ,süt  gibi  vücut  sıvılarında  bulunur.  Farelerin

tükürük bezlerinden salınan EGF, siyalenadenektomi yapılan ratlarda seviyelerinde

azalması  sonucunda  rejeneratif  cevap  bozulmasına  neden  olur.  EGF  kültürde

hepatositler için primer mitojendir (116).
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2.3.3.Transforming Growth Faktör-

Aynı reseptöre bağlandığı  EGF ile  aynı pozisyondaki  üç disülfit  köprüsüne

sahiptir. Hepatosit proliferasyonunun bir komponenti ancak esansiyel olmayan bir

önemi  vardır  (117).  Otokrin  mekanizmalar  aracılığı  ile  hepatositlerin  mitojenik

stimulusuna  neden  olur.  Adezyon  moleküllerinde  olduğu,  gibi  membranlardan

geçmeden   growth  faktöre  bağlanarak  etkir.  Yenidoğan  dönemindeki  hepatosit

proliferasonunun progresif azalışına paralel olarak düşme gösterir (118,119).

2.3.4. Transforming Growth Faktör-

Herbiri 112 amino asitten oluşmuş iki benzer zincirin birleşmesinden oluşan  bir

homodimerdir  (120).  Kültür  hepatositlerinde  growth  faktör  bağımlı  DNA  sentezini

inhibe  eder  (121-123).  İlaç  olarak  PH yapılan  hayvanlara  verildiğinde  rejenerasyon

sırasında oluşan DNA replikasyonunu reverzibl olarak ihhibe eder (124).

Hepatik  perifer  hücrelerinden  sekrete  edilen  fibrojenik  bir  sitokin  olup,

hepatosit  proliferasyonunu inhibe  eden potent  bir  ajandır.  Hepatik  rejenerasyonu

sonlandıran  esas  faktör  olduğu  ileri  sürülmektedir.  Parsiyel  hepatektomi  sonrası

TGF-,  HGF'ye  benzer  şekilde  hızla  yükselmektedir.  Normalde  TGF- mRNA

karaciğerde saptanmazken, parsiyel hepatektomi sonrası 3-4. saatte artmakta ve 48-

72. saatlerde plato yapmaktadır (125).

Transforming  Growth  Faktör-,  potent  immünsüpresif  aktivitesi  ve  fibrojenik

potansiyeli ile çok fonksiyonlu bir sitokindir. Takrolimus ve siklosporin in her ikisi ile

de memeli hücrelerinde TGF-1 hiperekspresyonu gözlenir. Bu sonuçlar takrolimus ve

siklosporin   tarafından  üretilen  TGF1’in  artışının  ilaçların  normal  nefrotoksik  ve

immünsüpresif  etkilerine  katkıda  bulunduğunu  düşündürür.  Siklosporin  tarafından

TGF-1 sentezinin artışının, takrolimus ile olmadığına dair veriler vardır.

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

olabilecek diğer faktörler; metabolitler, büyüme faktörleri, sitokinler ve ekstra-sellüler
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matrikstir. Bu faktörler hem mito-inhibitör aktivite ile, hem de hepatik rejenerasyonu

sonlandırmak için agregatlar oluşumunu uyararak etki etmektedir (137).

2.3.5. Tümör Nekrozis Faktör (TNF)

Tümör  Nekrozis  Faktör  (TNF),  hepatik  hasarlanmada  ve  parsiyel

hepatektomiden sonra bir proinflamatuar sitokin ve akut faz cevabı mediyatörü gibi

etkir (126).

Tümör  Nekrozis  Faktör’ün  aktivasyonu  ile  stres  kinazlardan  olan  jun-N

terminal kinaz (127) ve kaspaz 8 gibi proteazlar aktiflenir (128). TNFR-1 (p55) ve

TNFR-2 (p57) reseptörleri ile hepatik hasarlanmada akut faz cevabının mediyatörü

gibi etki yapar. Bu da NFB, IL-6 ve STAT-3 sinyal yolağının aktiflenip rejeneratif

sürecin devamını  ve DNA replikasyonunu stimüle  eder.  Rejeneratif  süreçte  TNF

sinyal yolağı TNF TNFR-1  NFB IL-6 STAT3 şeklindedir (129,130).

Tümör Nekrozis Faktör kc rejenerasyonunu başlatabilir ancak apopitoza neden

olmaz.  Sadece  Aktinomisin-D  veya  siklohegzimid  gibi  ilaçlarla  beraber

kullanıldığında  apopitozu  indükler,  gen  transkripsiyonu  ve  translasyonunu  bloke

eder.  Parsiyel  hepatektomiden  önce  TNF-alfa  antibadileri  verildiğinde  DNA

sentezinde azalma olur (131).

Apopitoz;  TNF  sekretuar  ajanlar,  lipopolisakkarid  galaktozamin,  diğer

hepatotoksik  ilaçlar  ve  toksik  kimyasallar  ile  oluşur.  Tümör  Nekrozis  Faktör

apopitotik  ve  proliferatif  etkilerin  her  ikisinde  de  çok  miktarda  ROT‘u  ortaya

çıkartır. Normal hepatositte artmış ROT glutatyon ve diğer tiyollerin etkisi yoluyla

uzaklaştırılır.  Ayrıca ROT direkt  olarak NFB nin aktivasyonunu IKK enzimleri

yoluyla etkiler. NFB inflamasyon hücre adezyonu proliferasyon ve apopitozda gen

gen yoluyla aktivasyonda kullanılan bir  transkripsyon faktörüdür.  Reaktif  oksijen

türlerinin, TNF aracılı aktivasyonunda kc NFB aktivasyonu önemli bir adımdır. Bu

aktivasyon basamağını inhibe eden enzim sisteminine IKK (IB kinaz) kompleksi

adı verilir. Tümör Nekrozis Faktör bağımlı apopitozda artmış olan ROT, -glutamil

sistein  sentetaz  sentezinde  blokaj  ve  glutatyonun  azalması  sebebiyle  nötralize
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edilemez.  Bu  şartlar  altında  ROT  mitokondri  membranında  hasara  neden  olur,

mitokondri membran potansiyeli düşer ve sitozole sitokromC salınır. Bu son olay

kaspazın  aktivasyonunu tetikler  ki  bu da hücre ölümüne neden olacaktır.  Tümör

Nekrozis  faktör  bağımlı  hepatosit  proliferasyonu ve apopitoz  arasında  hassas  bir

denge vardır.  Bu denge aşırı  ROT’a karşı  hepatosit  defansının etkinliği  ile  diğer

yöne  geçer.  Glutatyon  ve  diğer  tiyollerin  bu  defansda  anahtar  element  oldukları

düşünülmektedir (132).

Ayrıca İnterlökin-6 (IL-6) ise kc  rejenerasyonunda TNF ye cevabı için salınan

önemli bir sitokindir. Plazma seviyeleri PH den 24 saat sonra hızla artar (133).

2.4. KARACİĞER REJENERASYONUN BİYOKİMYASAL

BELİRTEÇLERİ

2.4.1.Timidin Kinaz

Timidin  kinaz  (EC.2.7.1.21),  deoksitimidinin  deoksitimidin  monofosfata

dönüşümünü katalizleyen ve daha sonra da deoksitimidin trifosfat oluşturarak DNA

sentezinde görev alan bir enzimdir. Memeli hücrelerinde iki farklı izoenzimi vardır.

Fetal  izoenzimi  (TK1)  sitoplazmada  yerleşmiştir  ve  hücre  siklusunda  moleküler

seviyede düzenlenir. Bu form G1/S fazı bölünmekte olan hücrelerde bulunup hücre

bölünmesini düzenler. Erişkin formu TK2 ise mitokondride bulunur ve hücre siklusu

boyunca  stabil  olarak  kalmaktadır.  Normal  ve  patolojik  durumlarda  serum  TK

aktivitesinin %95 ini TK1 sağlar (134).

Timidin  kinaz  bir  proliferasyon  belirtecidir.  Hücrelerdeki  TK1  aktivitesi

hücrelerin proliferatif aktivitesi ile orantılıdır. Bu yüzden TK aktivitesinin ölçümü

ile  hücre  bölünüm  hızı  hesaplanabilir.  Ekzojen  timidin  TK  etkisi  ile  fosforile

edildikten sonra DNA ile birleşebilir. Timidin kinazın kc rejenerasyonu ve mitotik

indeks ile direkt olarak ilgili olduğu gösterilmiştir (135-136).

23



Timidin  kinaz  akut  yada  patolojik  doku  stresine  primidin  sentezinin

bütünleyici ya da alternatif kurtarma yolunda anahtar rol oynar. 

Timidin kinaz DNA sentezi için hız sınırlayan bir enzimdir.

 Timidin kinaz, ATP ve timidinden, timidilat oluşumunu katalizler. 

Timidinin fosforlanması ve prolifere hücrelere bağlanmasında gereklidir (137).

Yüksek TK seviyeleri hızlı büyüyen dokularda gözlenir. Timidin fosforilazın

katabolik  ürünleri  nedeniyle  TK  ekspesyonu  neoanjiogenezis  ile  indirekt  olarak

uyumlu olabilir ve TK substratının desteğinde anjiogenetik rol oynar (138).

Majör kc rezeksiyonuna giden insanlarda TK düzeyleri cerrahiden sonraki 5.

günde bariz olarak yükselir (139).

-adrenoseptör  blokörleri  fenoksibenzamin  ve  fentolamin  TK  aktivitesini

inhibe ederken, Ca kanal blokörleri , verapamil, diltiazem, nifedipin ve kalmodulin

inhibitörleri trifluoperazin ise PH den 24 saat sonra TK aktivitesini artırırlar (139).

Parsiyel  hepatektomi  yapılan  hayvanlarda  kc  rejenerasyon periyodu timidin

kinaz aktivitesinin regüler yükselmeleri ile karakterizedir.

Ratların  kc  mikrozomlarında,  maksimim  timidin  kinaz  aktivitesi  olduğu

zamanda  kontrole  göre  karşılaştırıldığında  lipid  peroksidasyon  hızında  düşme

gözlenmiştir. Timidin kinaz yüksek iken lipid peroksidasyon hızı düşmektedir (140).

Geleneksel olarak TK aktivitesi radyoaktif timidinin hücrelerle birleşmesi ile

ölçülmektedir.

2.4.2. Ornitin Dekarboksilaz

Karaciğer  rejenerasyonu için  esas  olan  putresin,  spermidin  ve spermin gibi

poliaminlerin  sentezi  için  gerekli  Ornitin  Dekarboksilaz  (EC.4.1.1.17),  DNA

sentezinin  bir  belirteci  olarak  da  kullanılır.  Ornitin  Dekarboksilaz  hepatik

rejenerasyon için  L-ornitinden,  esansiyel  kabul  edilen  bir  diamin olan putresinin

sentezinde görev alır ve 461 amino aistten oluşan bir homodimerdir (141).
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Ornitin  yapısal  olmayan  bir  amino  asittir  ve  üre  siklusu  ara  metabolitidir.

Ornitinin dekarboksilasyonu ile putresin oluşur ve putresin değerleri de 24. saatte

pik yapar (ŞekilVI).

Ornitin Dekarboksilaz pridoksal 5´-fosfatı bir kofaktör gibi kullanır.

Karaciğer homojenatlarında C14 işaretli ornitin substratının serbestleştirdiği 

CO2’ nin kantitasyonu ile enzimin ölçümü yapılır. Parsiyel hepatektomiden 6-24 

saat sonra pik deylerine ulaşır (142). Ornitin karboksilazın spesifik kompetitif 

inhibitörü -difluorometilornitin’dir.

Şekil VI. Ornitin Dekarboksilaz Aracılığı ile Putresin Oluşumu

Arjinin hidrolizi ile üre ve ornitin açığa çıkar. Bu yüzden üre siklusu protein

metabolizmasında da önemli bir rol oynayabilir

Poliamin  sentezinin  inhibisyonu  sonucu  DNA,  RNA  ve  protein  sentezinde

azalma  olur.  Poliaminlerin  hücre  proliferasyonunda  potansiyel  düzenleyici  rolü

vardır (142).

2.4.3. Mitotik İndeks ve Karaciğer Ağırlığı

Karaciğerin  %70  alınmasıyla  oluşturulan  PH,  deney  hayvanlarında  yaygın

olarak  kullanılır.  Segmenter  veya  lober  rezeksiyon  insanlarda  kc  vericilerinden

transplantasyon  için  ve  tümör  rezeksiyonu  amacıyla  yapılmaktadır.  Karaciğer

kütlesinden  çok  vücut  kütlesi  ile  kc  kütlesi  arasındaki  oran  kc  büyümesinin

düzenlenmesinde esastır (set point). Karaciğer kütlesinin düzenlenmesi büyümenin

tek bulgusu değildir. Karaciğer kütlesi vücudun fonksiyonel gereksinimini aştığında,
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kc/beden  kütle  oranına  geriler  Bu  durum  ilaç  bağımlı  kc  hiperplazisi  ve

hipertrofisinde ilaç tedavisinin sonlaması ile olur (77).

Mitotik  indeks  (MI)  tayini;  potasyum klorid  ya  da  alkol  ile  inkübe  edilen

hepatositlerin santrifüjü ile elde edilen süpernatanda veya % 10’luk formaldehit ile

fikse  edilmiş  dokuların  standart  mikroskop kesit  örneklerinde  sayımı  ile  yapılır.

Karaciğer  dokuları  parafin  ile  bloklanır.  Hematoksilen  eozin  ile  boyanan  bu

örneklerin ışık mikroskopunda yüksek büyükme ile her grubun en az yirmi alanda

sayımının  ortalaması  alınarak1000  hücre  başına  mitotik  figür  saysına  göre  MI

sonucu verilir.

Karaciğer hücrelerinin PH’den sonra rejeneratif cevabının kinetiği ilk 12 saatte

gözlenir  ve  normalin  11  katına  çıkabilir  (139).  Hepatositler  dinlenme  durumdan

hücre siklusuna geçerler ve DNA sentezine doğru gelişme gösterirler. DNA sentezi

PH den 12-16 saat sonra başlar ve 22-24 saatte pik yapar. Bunu 6-8 saat sonra bir

mitoz dalgası takip eder (143).

Parsiyel  hepatektomiden  sonra  hepatosit  proliferasyonu  sonucunda,  10-  14

hepatositten  oluşan  hücre  kümeleri  gözlenir.  Bu  kümeler  sinüzoidlerden  ve

ekstrasellüler  matriksden  yoksundurlar.  Hepatektomiden  sonraki  dört  gün,  İto

hücreleri  kümelerinde hepatositler  arasında hassas hücre oluşumlarına dönüşürler.

Kümelerin  bu  invazyonu  birkaç  laminin  zinciri  için  kodlanan  genlerin  İto

hücrelerinde  aktivasyonu  ile  aynı  zamana  rastlar.  Kümelere  İto  hücrelerinin

penetrasyonu pencereli endotel hücrelerince takip edilir ve bu yolla normal hepatosit

damar  ilişkisi  yenilenir.  Normal  vasküler  yapı  oluşur  oluşmaz  laminin  genleri

kapanır (turnedoff). Sürekli kapillerler, sinüzoidlere dönüştürüldüğü zaman ,olaylar

zinciri  hepatogenezis  sırasındakilere   benzer  bir  hal   almıştır.  Hepatogenez  ve

rejenerasyonundaki  bu  benzerlik  salınan  laminin  zincirlerin  pencereli  sinüzoidler

tarafından vaskülarizasyon için işaret olabildiğini destekler. Bu oluşum süresince ne

entaktin  ne  de  laminin  alfa  zincirleri  salgılanır.  Kümelerin  rejenerasyonundaki

vaskülarizasyon,  sirotik  nodülerdeki  vaskülarizasyon  için  çelişki  oluşturur.  Daha

sonraki olay entaktin ve belki de alfa1 laminin zincirleri salgılanır. Bazal membran

ve kapillerlerin  devamının oluşumu ve pencereli  sinüzoidlerin oluşumundan daha
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fazladır.  Araştırmalar  hepatik  hasarlanma  sonucunu  tesbit  etmede  entaktin  ve

spesifik laminin zincirlerinin kesin rol oynadığını desteklemektedir (144).

2.4.4. Hepatik Ekstrasellüler Matriks 

Hepatik  Ekstrasellüler  Matriks  (HEM),  çoğunluğunu  endotel  ve  epitel

hücrelerinin oluşturduğu kompleks makromoleküler yapısal bir ağ ile çevrili stromal

hücrelerdir.  HEM’in  hücre  tutunması,  migrasyonu,  farklılanması,  tamiri  ve

gelişiminde çok önemli modülatör görevi vardır. Bunu sitokinleri salgılamak, hücre

yüzey reseptörleri ile bir polipeptid gibi etkileşerek yada bir solid faz agonisti gibi

etkileyerek düzenler.

Kollogenler, elastin, yapısal glikoproteinler ve proteoglikanlar HEM in majör

gruplarını oluştururlar.

HEM’e ait bazal membranın yapısı laminin, entaktin, kollojen tip VI, perlekan

olmak üzere 4 majör komponentten oluşmuştur.

Rejenerasyonda  HEM’deki  tablo subletal  CCl4 hasarlanmasından  sonrakine

benzerdir. Bununla birlikte CCl4 hasarlanması inflamasyon hücreleri ve ve hepatosit

nekrozuyla birliktedir. CCl4 hasarlanmasında yeni hepatik lobül oluşumu yoktur ve

sadece sentrilobüler zonlar yenilenir.

Parsiyel hepatektomiden sonraki ilk 24 saatte ekstrasellüler matriks (EM) de

dikkate değer bir değişiklik yoktur. Mitotik aktivite periportal zonlarda belirgindir.

Eşzamalı bir artış olmaksızın EM de hepatositlerin sayısı artmıştır. Hücre/EM oranı

artmıştır. Hepatektomiden sonraki 3. gün periportal hepatosit kümeleri 10-14 hücre

içerir. Bu ilk hücreler mitoza girer ve midlobüler hepatositler oluşur (16 saat). Bunu

48. saatteki sentrilobüler hepatositlerin oluşumu izler. Hepatektomiden sonra 4. gün

mitotik aktivite azalır, küçük ekstrasellüler birikimler olan laminin İto hücrelerinde

demonstratif  olarak  gösterilebilir.Normal  lobuler  vasküler  yapı  kurulur  ve  8.

günlerde  ise  laminin  içeren  İto  hücreleri  nadirdir.  Onuncu  günde  normal

ekstrasellüler matriks görünümü oluşmuştur (145).
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2.4.5. Adenozin 5-Trifosfat

Adenozin  5-trifosfat  (ATP),  hücresel  metabolizmanın  integrasyonu  ve

regülasyonunda kritik bir rol oynar ve ATP’nin hücresel seviyesi hücresel canlılığın

bir göstergesi olarak kabul edilir (146) .

Rejenerasyonunun ilk 24 saatinde mitokondriyal düzeyde ATP sentez hızında

izlenen azalma, kc büyümesinin lag kinetiği ile birlikte gözlenmektedir ve minimum

değer 24. saattedir (10).

Hipoksik hücre hasarlanmasında en erken değişiklikler mitokondride oluşur. İç

membranındaki  nonspesifik  porların  açılmasını  da  içeren  değişiklikler

disfonksiyonun geri dönüşümsüz olduğunun göstergesidir. Por oluşumu ile adenen

nükleotid azalması eşzamanlıdır.

Araştırmalar  FK506’nın,  hipoksik  hasarlanma  sırasında  bu  mitokondriyal

durumun düzelmesine yardım ettiğini göstermiştir. Bununla birlikte hasarlanmadan

koruma mekanizması açık değildir (7)

Hepatik enerji metabolizma parametrelerinin en önemlilierinden biri Atkinson

tarafından tanımlanan enerji değişimi (EC) ölçümüdür (147) (Şekil VII).

                       

Şekil VII. Enerji Değişimi Formülü

Buna göre EC adenilat  kinaz tarafından 0,85 civarında idame ettirilir.  Eğer

değer daha düşük ise bu ATP tüketiminin artması yada ATP sentezinin azalmasını

düşündürür (148).

Parsiyel  hepatektomiden  sonra  erken  prereplikatif  fazda,  F0F1ATP sentazda

selektif bir etkilenme gözlenir. Bunun sebebi, F0F1ATP sentazın F1  kısmının büyük

miktarda  mitokondri  matriksinde  bulunması  ve  ROT  atağından  diğer  membran

komplekslerinden daha fazla etkilenmesi ile açıklanabilir. Enzimatik olmayan lipid
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peroksidasyonu  ile  ATP sentaz  fonksiyonu arasında  direkt  bir  ilişki  olduğu  öne

sürülmüştür (149). 

Parsiyel hepatektomiden sonra kc mitokondrisinden izole edilen ATP sentaz

kompleksi pro-SSG nin düzeyinden 2-3 kat daha fazla artış gösterir. Mitokondriyal

proteazlar  tarafından  enzimin  proteolitik  parçalanmasında  artmanın  pro-SSG

formasyonu ile sonuçlandığı düşünülebilir.

2.4.6. Karaciğer Rejenerasyon Oranı

Sakrifikasyon anındaki  kc ağırlığından,  hepatektomi sonrası  kalan karaciğer

ağırlığı çıkartılır ve bu değerin tüm karaciğer ağırlığına oranı hesaplanır. Elde edilen

değer 100 ile çarpılarak karaciğer rejenerasyon oranı bulunur. Rat total kc ağırlığı

ise rat ağırlığının %3.5 olarak kabul edilir (150). Sonuçlar yüzde (%) olarak verilir.

Child’s tarafından tanımlanan formüle göre kc rejenerasyon hızı söyledir (151).

(Sakrifikasyondaki kc ağırığı)-(hepatektomide hesaplanan rezidü kc ağırlığı) X100

                     çıkarılan kc ağırlığı

2.5. GİNKGO BİLOBA EKSTRESİ

Çin’de  yüzyıllardan beri ilaç amaçlı kullanılan ginkho ağacından elde edilen

bir ekstredir. Yaş ile ilgili fizik ve mental bozukluk, demans ,akut koklear işitme

kaybı, makuler dejenerasyon  ve astma tedavisinde kullanılır (152).

Arteriel ve kapiller kan akımını artırdığı ve serebral glukoz metabolizmasını

artırdığı  gösterilmiştir  (153).  Membran  lipid  peroksidasyonunu  inhibe  eden

antioksidan aktiviteye sahip olduğu bulunmuştur (154,155).

Ginkgonun  antioksidan  etkisi  iskemi  ve  reperfüzyon  yapılan  hayvan

modellerinde mitokondrial hasara karşı koruyucu kapasitesini açıklayabilir (156).
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Hipoksi  sırasında,  endotelial  hücrelerden  inflamatuar  hücrelerin  salınımı  ve

onların aktivasyonunun yol açtığı  ATP miktarındaki  azalma ile  giden bir  olaylar

dizisi oluşur. EGb761 ve onun bileşeni olan bilobalide invitro endoteliyal hücrelerde

hipoksiye bağlı ATP içeriğinde azalmayı inhibe eder. Bu şartlar altında artmış laktat

üretimi  olduğu  gibi  glukoz  transportunu  artırmak  yoluyla  glikoliz  aktive  edilir.

Bilobalide  hipoksik  şartlar  altında  değil  ancak  normoksik  durumda  glukoz

transportunu  artırır.  İskemi  mitokondrinin  bir  ayrılmazı  olarak  bilindiğinden,

EGb761’in  varlığında  hipoksi  süresince  gözlenen  glikoliz  aktivasyonundaki

gecikme, EGb761 ya da bilobalidin mitokondrial respiratuar aktiviteyi koruması ile

en iyi şeklide açıklanabilir (157).

İskemiye  bağlı  hasarda  en  erken  olay  mitokondrideki  değişikliklerdir  ve

dokunun korunması reperfüzyonunun sağlanması ile mümkündür. Adenin translokaz

ve  kompleks  I  aktivitesi  iskemi  ile  hızla  etkilenir.  Ginkgo  biloba  ekstraktın

terpenoid bölümünün anti iskemik özelliğe sahip olduğu çalışmalarla gösterilmiştir.

Bunun mekanizması tam olarak bilinmemektedir (158).

Üç  doğal  antioksidanın  olan;  buğday  kepeği,  alfalfa  ve  ginkgo  biloba

ektraktın  serbest  radikal  yakalayıcı  etkisi  ratlarda  çalışılmıştır.  Ginkgo  biloba

ekstraktın serbest  radikaller  ve  oksidatif  hasar  bulunan  insan  hastalıklarından

korunmada en umut verici ajan olduğu gösterilmiştir. Bu ekstraktın aynı zamanda

lipit  peroksidasyonunu  ve   rat  mikrozomlarında  lipid  radikallerini  yakalamada

diğerlerinden daha etkili olduğu bulunmuştur (159).  

Gingo biloba ekstraktın standardize edilmiş formülasyonunun %24”ü flavinoid

glikozidler  ve  % 6  sı  terpen  laktonlarından  (ginkgolid,  bilobalid)  oluşur  (160)

(Şekil VIII).
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   Şekil VIII. Flavinoid glikozid ve Terpen laktonunun moleküler yapıları

                                                                  

Hidroksil  radikalleri  membran  proteinlerinin  sülfidril  grup  bağlanma

yerlerinde değişikliklere sebep olur ve lipid peroksidasyonunu indükler. Hidroksil

radikalleri  farklı  sinyal  yolları  ile  apopitozu uyarır.  Bcl-2,  Fos ve Jun genlerinin

düzenlenmesi  ile  başlayan  lipid  peroksidasyonu  ve  metabolitleri  hücre  yüzey

reseptörlerinden  başlayan  özel  sinyalleri  iletebilirler  yada  membran  hasarı  ile

tamamen apopitoza yol açabilirler. EGb 761 bu sinyal yolu üzerinde değişiklikleri

zayıflatmak için farklı etkiler gösterir.

EGb761’in  %24  lük  kısmını  oluşturan  ginkgo  flavanoidlerinin,  EGb  ile

tamamen  aynı  hidroksil  yakalama  etkisi  yaptığını  gösterilmiştir.  EGb‘nin  terpen

kısmı hidroksil radikalini direkt olarak yakalamaz ve bu molekülün kafes benzeri

yapısı ile ilişkili olabilir. Flavanoidlerin ve terpenlerin bu anlamda sinerjistik etkisi

yoktur (161).

2.6. ANTİOKSİDAN ENZİM SİSTEMİ VE SERBEST RADİKALLER

2.6.1. Reaktif Oksijen Türlerinin Fizyolojik Foksiyonları

İntrasellüler  serbest  radikaller,  orbitallerinde  ortaklanmamış  elektron

bulunduran  düşük  molekül  ağırlıklı  ROT’lardır  ve  bu  terimler  çoğu  zaman

birbirlerinin yerlerine kullanılır (162). Reaktif Oksijen Türleri oksijenden üretilmiş

kimyasal  reaktif  moleküllerin  bir  kısmını  kapsar.  Bu  moleküllerin  bir  kısmı

hidroksil radikali gibi oldukça reaktif, bir kısmı ise süperoksid ve hidrojen peroksid
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gibi daha az reaktiftirler.  Bunlar birçok biyomolekül  ile direkt olarak reaksiyona

girerler ve serbest radikal zincir reaksiyonunu başlatırlar. Bu zincir reaksiyonunun

durdurulması  istendiğinde;  yeni  oluşmuş bir  radikal  başka bir  serbest  radikal  ile

reaksiyona  girerek  paylaşılmamış  elektronu  ortadan  kaldırılır  ya  da  primer  bir

antioksidan veya zinciri kıran bir serbest radikal yakalayıcısı ile reaksiyona girdirilir

(163).

Parsiyel  hepatektomiden  sonra  hepatositlerce  üretilen  oksijen  radikallerinin,

erken  rejeneratif  prosesin  potansiyel  mediatörleri  gibi  etki  edebileceği  öne

sürülmüştür (164).

İntrasellüler seviyede ROT oluşumu:

Süperoksid  (O2
* )  bir  elektron  ilavesiyle  moleküler  oksijenden  oluşan

süperoksid  anyonu  serbest  radikal  olarak  kalma  kararlılığındadır  ve  reaktivitesi

yüksek değildir (Reaksiyon 1). Lipid membranlara penetrasyon kabiliyeti düşüktür

ve üretildiği kompatımanda sınırlıdır. Süperoksid formasyonu özellikle respiratuar

zincirin  iç  mitokondriyal  membranında  elektron  zengin  aerobik  ortamda  spontan

olarak gerçekleşir.  

Süperoksid, hidrojen peroksit gibi iskemi reperfüzyonda aktive edilen ksantin

oksidaz  gibi  flavoenzimler  tarafından  endojen  olarak  üretilir  (165,166).

Lipooksijenaz ve siklooksijenaz süperoksid üreten diğer enzimlerdir (167).   

Fagositik  hücrelerin  bir  membran  birleşik  enzim  kompleksi  olan  NADPH

dağımlı oksidaz, yüksek derecede O2
*  serbestleşmesine sebep olur (168).

İki  molekül  süperoksid  hızla  hidrojen  perokside  ve  moleküler  oksijenen

dönüştürülür ve SOD bu reaksiyonu katalizler. Hidrojen peroksid (H2O2) bir serbest
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radikal  değildir  ancak  biyolojik  membranlara  geçiş  gücü  olmasından  dolayı

önemlidir.

H2O2  nötrofil  fagozomlarında  bulunan  miyeloperoksidaz  etkisi  ile  HOCl

(hipokloröz asid) içeren daha reaktif bir ROT üretiminde ve geçiş moleküllerinin

oksidasyonu yoluyla *OH oluşumunda aracı rol oynar.         

H2O2’nin diğer  önemli  bir  fonksiyonu intrasellüler  sinyal  molekülü  gibi  rol

oynamasıdır (169).

Hidroksil radikali (*OH) hidrojen peroksitten oluşur. Fenton reaksiyonu olarak

bilinen reaksiyonu metal iyonları katalizler ( Fe 2+ veya Cu+).  

Süperoksit de bu reaksiyonda metal iyonları resiklusunda önemli rol oynar.

Reaksiyon 3 ve 4 Haber Weiss reaksiyonunun özetidir ve transizyon metalleri

burada  hidroksil radikalleri oluşumunda görevlidir (170).

Geçiş  metalleri  ferritin  ve  O2
* ile  reaksiyona  giren  farklı  dehidratazlardan

salınır.  Yaşayan  hücreler  için  spesifik  olan  bu  mekanizma  in  vivo Haber-Weiss

reaksiyonu olarak adlandırılır. 

Fagositler aktive edildikleri zaman bakterileri öldürmek için yeterli miktarda

ROT üretirler. NADPH oksidaz kompleksi tarafından bu sırada oluşturulan O2
* ler,

fagozomlardaki  SOD ile  H2O2’ye  ve  daha  sonra  da  miyeloperoksidaz  tarafından

hipokloröz asite (HOCl) dönüştürülür (171). 

Reaksiyon Fenton reaksiyonunun analoğudur. H2O2  nin yerini HOCl almıştır.

    HOCL + O2
*                                             *OH + O2     + Cl   

         HOCl + Cu+ / Fe 2+                                                *OH + Cl + Cu2+  / Fe3+
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Bu yüksek  reaktif  oksijen  molekülü  (HOCl ve  *OH) direkt  antimikrobiyel

etkiye  sahiptir.  Miyeloperoksidaz  reaksiyonunda  üretilen  hipokloröz  asit,  bakteri

DNA replikasyonunun kesilmesine neden olur (172).

Reaktif oksijen türleri, tiyol gruplarının oksidasyonu ile GSH yada proteinler

gibi  sülfidril  içeren  tüm moleküllerin  aktivitesi  ve/veya  konformasyonunu direkt

olarak etkiliyebilir. Birçok enzim ve membran reseptörleri, tirozin kinaz, kollojenaz,

ATPaz,  protein  kinaz  gibi  karsinojenezis  ve  sinyal  iletiminde  önemli  proteinleri

etkileyen redoks regülasyonunu etkiler.  Buna bilinen en iyi  örnek redoks sensitif

Nüklear Faktör-B  (NF-B) ve Aktivatör Protein-1 (AP-1)’dir (173).

Reaktif  oksijen  türleri  yüksek  reaktivitesi  sebebeyle  hasarlama  eğiliminde,

potansiyel toksik mutajenik ve karsinojeniktir. Özellikle *OH; DNA yarıklanması,

DNA protein çapraz bağları ve pürinlerin oksidasyonu gibi birçok reaksiyona girer.

Eğer  DNA  tamir  sistemi  sağlam  bir  DNA  oluşturamazsa  replikasyon  sırasında

mutasyon  ile  sonuçlanır.  Bu  mekanizma  oksidatif  strese  maruziyetteki  yüksek

kanser prevelansını açıklar (174).

Poliansatüre yağ asitleri multipl çift bağ içermesinden dolayı serbest radikal

atakları  için  mükemmel  bir  hedeftir.  Ayrıca  sülfür  yada  selenyum  artığı  içeren

amino asitler de ROT atağına maruz kalma eğilimindedirler (175).

Reaktif  oksijen  türleri  intrasellüler  sinyal  yolunun  mediyatörleri  olarak

bilinirler. ROT’un aşırı üretimi oksidatif strese, hücre fonksyon kaybına ve sonuçta

apopitoz ve nekroza yol açar. İntrasellüler oksidan ve antioksidan sistem arasındaki

denge,  hücre  fonksyonu  regülasyonu  ve  büyüme  şartlarına  adaptasyonu  için

gereklidir.

Reaktif oksijen türleri tüm aerobik organizmalarda oluşturulur ve yıkılır. Aşırı

üretilmesi durumunda oksidatif stres denen durum ortaya çıkarlar ve sonuçta DNA ,

lipidler  ve proteinlerin  yapısına bağlanarak tehlikeli  olmaktadırlar.  Mitokondriyal

DNA hasarlanmasını da kapsayan yaşlanma prosesinde oksidatif stresin rolü olduğu

söylenmektedir (176). Aynı zamanda ROT’un hayatı faydalı fizyolojik kullanımı ,

redoks  düzenlenmesi  ve  intrasellüler  sinyal  iletimi  gibi  farklı  alanlardaki

araştırmalarla  gösterilmiştir.  1987’de tanımlanan nitrik  oksit  (NO) gen ifadesinin
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tayininde ve transkripsyon faktör aktivitesinin düzenlenmesinde görev alır. Hidrojen

peroksit ve süperoksitin bu anlamda benzer etkileri vardır (177).

Sitokinler,  büyüme  faktörleri,  hormonlar  ve  nörotransmitterler  intrasellüler

sinyal iletiminde haberci olarak ROT'u kullanırlar (178).

Fizyolojik  şartlar  altında mitokondriyal  elektron transport  sistemi tarafından

düşük  miktarlarda  ROT  açığa  çıkarılırken,  mitokondriyal  respirasyondaki  bir

dengesizlik ROT üretimi artışına sebeb olabilir (179). 

Antioksidan  protektif  sistem  yada  radikal  yakalayıcılar  yetersiz  olduğunda

anormal ROT üretimi ile mitokondrinin yapısında ve fonksiyonunda değişiklikler

beklenmektedir (Şekil IX) (TabloIV).

Şekil IX. Reaktif Oksijen Türleri ve Antioksidanlar
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Tablo IV. Temel ROT Molekülleri ve Metabolizmaları

ROT Ana Kaynağı Enzimatik  Defans
Sistemi

Ürünler

Süperoksid  (O2
*  ) Elektron  transport

sisteminden  elektronların
“leakege” i
Aktive fagositler
Ksantin oksidaz
Flavoenzimler

Süperoksid  Dismutaz
(SOD)

Süperoksid Redüktaz (bazı
bakterilerde)

H2O2   + O2

H2O2

Hidrojen  peroksid
(H2O2)

O2
*   den SOD aracılığı ile

NADPH  oksidaz
(nötrofiller)
Glukoz oksidaz
Ksantin oksidaz 

Glutatyon peroksidaz
Katalaz
Peroksiredoksinler(Prx)

H2O + GSSG
H2O  + O2

H2O

Hidroksil  radikali

(*OH)

O2
*   den ve H2O2 den metal

geçişi ile
Nitrik Oksid (NO) Nitrik oksit sentaz Glutatyon  Peroksinitrit 

2.6.2. Süperoksid Dismutaz 

Süperoksid Dismutaz (SOD), ROT metabolizan enzimlerin ilk keşfedilenidir

(EC.1.15.1.1). Ökaryotik hücrelerde O2
* ,  mitokondride mevcut 80-kDa tetramerik

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

                         2O2
*  + 2H+            SOD         H2O2 +O2

Bakterilerde  Mn-SOD,  Fe-SOD  ve  bazen  Cu/Zn-SOD  bulunur.  Mn-SOD

eksikliğinde ciddi nörodejeneratif hastalıklar rapor edilmiştir (180).

Amiyotrofik  lateral  skleroz  (ALS)  hastalığında,  sitozolik  SOD  için  gen

mutasyonu durumu söz konusudur ve enzimin peroksidaz aktivitesi artmıştır (181).

Anaerobik  P.furious  ve  T.pallidum’da  bulunmuş  olan  Süperoksid  Redüktaz

(SOR) süperoksidin direkt redüksiyonunu katalizler ve memelilerdeki durumu açık

değildir. 

                                                      SOR
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                          O2
*   +   e   +    2H+                                   H2O2

Katalaz ve SOD un kombine subkütan kullanımı oksidatif stresin azaltılması

için kullanılacak faydalı bir metod olabilir. Ne yazık ki H2O2’yi yakalayan katalaz

süperoksid tarafından inaktive edilir. Ancak SOD’un plazma yarı ömrünün sadece

birkaç dakika gibi çok kısa olması ve endotoksin üretimini hızlandırması ile ölüme

yol açabilmesi dezavantajıdır (182).

2.6.3.Glutatyon Peroksidaz 

Memelilerde en az dört farklı Glutatyon peroksidaz (GPx) vardır ve tamamı

kofaktör olarak  selenosistein içerir (E.C.1.11.1.9). GPx1 ve GPx4 (ya da fosfolipid

hidroperoksid  GPx9)  sitotoksiktir  ve  dokuların  çoğunda  bulunur.  GPx  4  matür

spermatozoada yapısal bir  protein gibi bulunur ve spermatidlerde aktif  enzimatik

görev alır (183).

GPx2  (gastrointestinal  GPx2),  GPx3  (plazmada  GPx3)  sırasıyla

gastrointestinal yol ve böbreklerde sentezlenir (184). 

Tüm glutatyon peroksidazlar glutatyonu bir sübstrat gibi kullanarak H2O2 nin

redüksiyonunu katalizleyebilir. Diğer peroksidleri de alkollere indirgeyebilir (175) 

ROOH + 2GSH + H2O2        
GPx              ROH + GSSG + H2O

Katalitik  mekanizma;  GPx  tarafından  selenomatın  aktif  bölgesinin  (Se)

selenenik aside (SeOH) oksidasyonudur. Bir GSH molekülü ilavesi ile selenik asid,

glutatyon (Se-SG) ile birleşerek selenilsülfite dönüşürek, ikinci bir GSH ilavesi ile

glutatyon disülfit (GSSG) ve aktif selenolat açığa çıkarır. Reaksiyonda iki molekül

GSH , memeli ana GSSG redükleyici enzimi olan GR tarafından  GSSG ye oksidize

olur. Sadece oksidatif stres durumunda önemli olan diğer enzimlere karşın, GPx’ın

fizyolojik  şartlar  altında  da  antioksidan  önemi  olduğunu  gösteren  veriler  vardır

(185). 
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Karaciğer  rejenerasyonunun erken fazında (0-24h) total  mitokondriyal  GSH

içeriğinde bir düşme gözlenmektedir. Aynı dönemde glutatyona bağlı proteinlerden

olan mitokondriyal proSSG seviyesi de yükselmektedir . Bu fazdan sonra 24 saatte

başlangıç  GSH  seviyelerine  ulaşılır  ve  mitokondriyal  proSSH  seviyesi  tedricen

azalır ve PH’den 96 saat sonra kontrol seviyelerine düşer.

2.6.4.Glutatyon Redüktaz (GR)

Hepatik  glutatyon  (GSH),  hücrede  oluşturulan  hidrojen  peroksid  düzeyini

düşürmesi  ve  serbest  radikaller  ile  bağlanan  bileşikler  oluşturması  nedeniyle

antioksidan etkiye sahiptir (186,187).

Karaciğer  rejenerasyonunun  erken  fazında  mitokondriyal  glutatyon

düzeyindeki  düşüşün, PH’yi  takiben kc mitokondrisinde  reaktif  oksijen türlerinin

anormal üretimine bağlı olduğunu düşündüren çalışmalar vardır (188).

Serbest protein tiyol gruplarının azalması mitokondriyal proteinlere glutatyon

bağlanmasında artış ile birliktedir. 

En bol bulunan intrasellüler tiyol kökenli antioksidan GSH’dır. Aynı zamanda

en  önemli  hücresel  antioksidan  ve  serbest  radikal  yakalayıcısıdır.  Glutatyon,

sitozolik  ve  mitokondriyal  GSH  olarak  iki  farklı  havuzda  bulunur.  Bir  sülfidril

tampon  gibi  fonksiyon  görür  ve  glutatyon-S  transferaz   tarafından  katalizlenen

konjugasyon reaksiyonları yoluyla bileşiklerin detoksifikasyonuna da yardımcı olur.

Direkt olarak hidrojen peroksidi de katalizler (189).

Okside  glutatyon  (GSSG),  NADPH  bağımlı  bir  flavoenzim  olan  glutatyon

redüktaz tarafından indirgenir (190).

Glutaredoksinler  (Grx),  tiyoredoksinler  ile  aynı  görevi  yapar.  Her  ikisi

arasındaki majör kalitatif fark, Grx’in GSH’yı indirgeyebilmesi ve indirgenmiş GSH

ile  protien  disülfit  yapılar  oluşturabilmesidir.  Bu  da  total  hücresel  antioksidan

defansta önemli bir rol oynar. 

2.6.5. Miyeloperoksidaz
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Miyeloperoksidaz  (MPO),  peroksidaz  pozitif  granüllerde

tanımlanan  150kDa  ağırlığında  mikrobisidal  bir  hemoproteindir.

Fagozomlardan  nötrofil  aktivasyonu  ile  ekstrasellüler  alana

salgılanır. Miyeloperoksidaz, H2O2 ve Cl oksidasyonuna sebep olarak

potent oksidan hipokloröz asiti (HOCl) oluşturur. Hipokloröz asit ise

mikroorganizmanın membran yüzeyine atak yapan, O2
-  ve H2O2 ‘den

100-1000 kat daha toksik bir oksidan ajandır (191).

             Şekil X. Miyeloperoksidaz Reaksiyon Denklemi

2.4.5. Katalaz

Esas  olarak  hem  içeren  enzimlerdir  (EC.1.11.1.16).  Memeli  hücrelerde

subsellüler  olarak  en  çok  peroksizomlarda  bulunurlar.  Hidrojen  peroksidi  su  ve

moleküler oksijene çevirirler.

2 H2O2                         2 H2O + O2

Katalaz fenol ve alkol gibi farklı substratların   detoksifikasyonunda hidrojen

peroksidin eşlikli  reaksiyonu yoluyla görev alırlar.

H2O2  + R H2                                          H2O + R

Katalazın  antioksidan  fonksiyonundan  biri  Cu  ve  Fe  iyonları  tarafından

katalizlenen Fenton reaksiyonu yoluyla H2O2’den hidroksil radikal oluşum riskini

azaltmasıdır.  Katalaz,  NADPH’ya  bağlanır,  etkisinin  artması  ve  inaktivasyonuna

karşı enzimi korur (192,193).  
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Glukoz  6  Fosfat  Dehidrojenaz  eksikliğinde  matür  kırmızı  kan  hücrelerinde

NADPH azalmıştır. Bu sebeple katalazın inhibisyonu ve sonuçta hemoliz meydana

gelir (192).

Düşük  molekül  ağırlıklı  bileşiklerin  büyük  bir  kısmının  biyolojik  önemli

antioksidanlar  olduğu düşünülür.  Vitamin C, E,  selenyum bileşikleri,  lipoik asid,

melanin,  tiyol içeren bileşikler ( glutatyon, N-asetil sistein, kaptopril,  metiyonin),

seks  hormonları  (östradiol,  östron,  östriol  ),  -keto  asitler  (  pirüvat  ve  -  keto

glutarat) , histidin içeren dipeptidler ( karnozin, anserin)  ve ubikinon (koenzim Q)

bunlardandır (194).
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SONUÇLAR

Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyokimya, Nükleer Tıp, Patoloji Anabilim Dalı ve

Hakan Çetinsaya  DEKAM gerçekleştirilen,  bir  immünsüpresan olan KF506 ve bir  serbest

radikal  yakalayıcısı  olan  EGb761’in  kullanımı  ile  deneysel  hepatik  rezeksiyon modelinde

karaciğer rejenerasyonu üzerine etkisinin araştırıldığı çalışmamızın sonuçları şu şekildedir;

EGb761’in tek kullanımı kc ıslak ağırlığını, FK506’nın tek kullanımı veya EGb761 ile

kombine kullanımına göre daha çok artırmıştır. 

EGb761’in  tek  başına  kullanımı,  FK506’nın  tek  başına  veya  EGb761  ile  birlikte

kullanımına göre rejenerasyon hızını çok daha fazla artırmaktadır. 

EGb761’in tek başına kullanımındaki mitotik indeks oranı artışı, rejenerasyon hızında

olduğu gibi,  FK506’nın  tek  başına  veya  EGb761 ile  birlikte  kullanımına  göre  daha  fazla

olmuştur.

EGb761’in rejeneratif sürece olan olumlu etkisinin, en azından rejeneratif etkisi bilinen

FK506 kadar olduğu sonucunu çıkarılabilir.

FK506 ve EGb761, hepatektomide AST ve ALT seviyelerini etkilememiştir.

FK506 ve EGb761’in, GGT düzeylerini etkilemediği, diğer bir ifadeyle, ilaçlara bağlı

olarak uyarılabilen bu enzimin, FK506 ve EGb761 tarafından indüklenmediği görülmüştür.

FK506 ve EGb761 kullanımı ile SOD, GPx ve GR antioksidan enzimleri etkilememiştir.
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FK506,  MPO  düzeyini  azaltmıştır.  EGb761  tek  başına  kullanıldığı  zaman  MPO’yu

düşürmüştür. EGb761 ve FK506 birlikte kullanıldığında ise MPO’yu artırmışlardır.
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

Bu deneysel çalışma, Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyokimya, Patoloji,

Nükleer Tıp Anabilim Dalları ve Hakan Çetinsaya Deneysel Araştırma Merkezi’nin

işbirliği ile 01.01.2003-30.03.2003 tarihleri arasında gerçekleştirildi.

Deneylerde spektrofotometre (Shimadzu UV 1601), otoanalizör (Konelab 60i),

gama sayacı (Berthold LB 2111), derin dondurucu (BOSCH, PHILCO), soğutmalı

santrifüj (Sigma 3K 30), hassas terazi (AND GR), pH metre (HANNA HI 9321), su

banyosu (Kötterman), etüv (Dedeoğlu), vorteks (Elektromag, velp scientifica 2x³),

kronometre,  otomatik (Socorex, Gilson) ve cam pipetler,  sonikatör (Virsonic 50),

kapaklı polistren ve cam tüpler, beher, mezür ve balon jojeler kullanıldı.

Bütün deneylerde, ağırlığı  300-400 gr olan 12 haftalık  erkek Wistar albino

ratları kullanıldı. Her deney grubundaki rat sayısı operasyon sırasında ve sonrasında

olabilecek kayıplar  göz önüne alınarak 15 olarak tesbit edildi. Sakrifikasyon anına

kadar  sağ  kalan  51  rat  verileri  değerlendirmeye  alındı.  Hayvanlar  ısı  kontrollü

odalarda tutuldu. Cerrahiden önce ve sonraki dönemde standart rat yemi ve yeteri

kadar su verildi. Cerrahiden önceki 12 saat boyunca aç kalmaları sağlandı. Çalışma

ile ilgili olarak Tıp Fakültesi Etik Kurulunun onayı alındı.

Hepatektomi Prosedürü:

Bütün cerrahi işlemler sabah 08.00-12.00 saatleri  arasında ketamin (Ketalar

90mg/kg)  ile  sağlanan  anestezi  altında  yapıldı.  Anestezi  sonrası  ratlar  tartılarak

kaydedildi. Laparatomi öncesi bakteriel translokasyonu önlemek amacıyla 30 mg/kg
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Cefamezin  intramüsküler,  50  IU/kg subkutan  heparin  uygulandı.  Karın  cildi  traş

sonrası  batikon  ile  temizlendi.  Üst  orta  hat  insizyon  ile  yapılan  laparotomi

sonrasında ratlara %70’lik kc rezeksiyonu uygulandı. Yüzde yetmişlik rezeksiyon kc

yetmezliğinin  gelişmediği  kritik  sınır  olması  nedeniyle  seçildi  (195).  Üçte  iki

oranında hepatektomi, Higgins ve Anderson tekniğine uygun olarak gerçekleştirildi.

Karına  girildikten  sonra  falsiform  ligament  kesilerek  karaciğer  serbestleştirildi.

Tanımlanan metoda uygun olarak orta ve sol lateral  loblar vena kavaya birleşim

yerinden  5/0  ipek  ile  bağlanarak  %70’lik  karaciğer  rezeksiyonu  gerçekleştirildi.

Çıkartılan ıslak karaciğer dokusu tartılarak kaydedildi. Vena kavanın sağında kalan

segmentler karaciğer kitlesinin %30’unu, solunda kalan orta lob ve sol lateral lob ise

%70’  ini  temsil  etmektedir  (196).  Kırksekizinci  saatin  sonunda  sakrifiye  edilen

ratlardan alınan kc doku ve plazma örnekleri   tüplere konularak çalışma gününe

kadar -80°C’de saklandı.   

Deney Grupları:

Ratlar 5 gruba ayrıldı. Bu gruplar;

Sham grubu:  Serum fizyolojik  verilip  sham cerrahi  (abdominal  insizyonla

karnın  açılıp  kc  asıcı  bağlarının  serbestleştirilmesi)  uygulandı.  Ratlar  48  saat

yaşatıldı ve süre bitiminde sakrifiye edilip kan ve doku örnekleri alındı.

Kontrol  grubu: Serum  fizyolojik  verilip  sadece  parsiyel  rezeksiyon

uygulandı. Ratlar 48 saat yaşatıldı ve süre bitiminde sakrifiye edilip kan ve doku

örnekleri alındı. Total kc ıslak ağırlığı ölçüldü ve çalışma gününe kadar -80 0C’ de

saklandı. Histolojik çalışma için örnekler formaldehitde bekletildi.

FK506 grubu:  Bu gruptaki ratlara FK506, 1 mg/kg/gün dozunda i.p. olarak

rezeksiyondan önce günde bir defa olmak üzere iki gün süreyle verildi. Üçüncü doz

rezeksiyon  tamamlanır  tamamlanmaz  yapıldı  ve  ratlar  sakrifiye  edilecekleri  48.

saate kadar yaşatıldı. Kan ve doku örnekleri alındı. Rezeke edilen ve sakrifikasyon

anında rejenerasyona uğraması beklenen total kc dokuları bekletilmeden tartıldı ve

kaydedildi.
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EGb761 grubu:  EGb761, 25 mg/kg/gün dozunda i.p.  olarak rezeksiyondan

önce günde bir defa olmak üzere 2 kez verildi. Üçüncü dozlar operasyon bitiminde

yapılarak 48. saatte ratlar sakrifiye edildi. Ratlardan kan ve doku örnekleri alındı ve

tartılarak saklandı.

FK506 ve  EGb761 grubu:  Ratlar  25 mg/kg/gün EGb761 ve 1 mg/kg/gün

FK506’yı operasyondan iki  gün önce günde bir  defa aldılar.  Kırksekizinci  saatin

sonunda  hepatektomi  yapılan  ratların  son  dozları  operasyon  tamamlandığında

yapılarak ratlar sakrifiye edilerek, kan ve doku örnekleri alındı.

                              Resim II. Wistar Albino Erkek Rat 

Şekil XI. Rat

Karaciğer Anatomisi
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                                            Şekil XII. Rat Hepatektomi Modeli

3.1. NİSBİ KARACİĞER AĞIRLIĞI HESAPLANMASI

Sakrifikasyondaki  kc  ağırlığından  parsiyel  hepatektomi  sonrası  kalan  kc

ağırlığı çıkartıldı ve bu değerin tüm kc ağırlığına oranı hesaplandı. Elde edilen değer

100  ile  çarpılarak  kc  rejenerasyon  oranı  bulundu  (197).  Tüm  kc  ağırlığı  rat

ağırlığının %3,5’ü kabul edildi. Sonuçlar % şeklinde ifade edildi (198). 

            Sakrifikasyondaki kc ağırlığı – (total kc ağırlığı – rezeke edilen kc ağırlığı)
   Rejenerasyon   Oranı    =                                                                                                                                                       x 100

Çıkarılan  kc ağırlığı

3.2 .MİTOTİK İNDEKS TAYİNİ

Yüzde 10’luk  formol  içinde  saklanan karaciğer  örnekleri  parafin  bloklara

gömülerek,  5-7 mikron kalınlığında kesitler  alındı ve Hematoksilen-Eosine (H-E)

boyası ile boyandılar. Mitozun en fazla olduğu 30 sahadaki mitotik hepatositlerin

1.000 hücreye oranı olarak ifade edilen mitotik indeks elde edildi (199).
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3.3. HİSTOPATOLOJİK ANALİZ

Yüzde  10’luk  formol  içinde  saklanan  kc  örnekleri  histopatolojik  takibe

alındı.  Parafin  bloklara  gömülen  spesmenlerden  5-7  mikron  kalınlığında  kesitler

alınarak H-E boyası ile boyandılar. Boyanan preparatlar ışık mikroskopisi altında

değerlendirildi.  Tüm histopatolojik  değerlendirmelerde incelenen preparatın  hangi

gruba  ait  olduğu  patolog  tarafından  bilinmeyecek  şekilde   rastgele  örneklem

yöntemiyle yapıldı.

3.4. TİMİDİN KİNAZ AKTİVİTESİ TAYİNİ

Timidin Kinaz aktivitesi Sangtec Medical marka Prolifigen TK-REA kit

ile ölçüldü.

Kit Komponentleri:

1-TK-REA tampon (Vial A)

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

total  radyoaktivitesi  185  kBq  (5Ci)  den  daha  az  İyot125–iododeoksiüridin

içeriyor.

3- TK-REA Sample Dilüent, 0 standart olarak da kullanılabilir (Vial C).

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

L).

5- TK-REA Yıkama solusyonu 30 x konsantre şekilde bulunuyor.

6- TK-REA separatör tabletleri (Vial F) bir şişede 50 tablet

7- TK-REA yüksek ve düşük kontrolleri.

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

ÇALIŞMADA KULLANILAN MATERYALLER

1-Polistren test tüpleri

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

3-Demineralize su

4-Vorteks
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5-Su banyosu 37 0C

6-Aspirasyon sistemi

7-İyot 125   için uygun  gama sayacı

Numune Toplama, Hazırlama, Saklama:

1-TK’nın kantitatif ölçümü için serum kullanılması önerilir

2-Numune eğer 24 saat içinde çalışılacaksa 2-8  0C’de saklanır, eğer süre 24

saattten uzun ise  –18  0C’de saklanır.

3- Lipemik, hemolize ve kontamine örnekler kullanılmaz.

4- 40 U/L den yüksek sonuçlarda tam değeri bulmak için sample diluent ile

dilüsyon  yapılır.  Dilüe  örnek  iyice  çalışmadan  önce  karıştırılmalı  ve  final

hesaplamada dilüsyon faktörü olarak alınmalıdır.

5- Donmuş örnekler çözdürüldükten sonra iyice karıştırılmalıdır.

Reaktiflerin Kullanımdan Önce Hazırlanması

1-TK-REA Radyoaktif Substrat

27 ml demineralize su ilave edilir ve karıştırılır.

b) TK-REA Radyoaktif Substratı açmadan önce laboratuvar çalışma yüzeyine

damlatmadan 13 ml TK-REA tampondan her birine  ilave edilir.

2- TK-REA Sample Diluent

4 ml demineralize su ilave edilir ve karıştırılır.

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

500L demineralize su stok solüsyona 40 U/L için yada 250 L demineralize

su 80U/L için standarta ilave edilir.

İyice  karıştırılır  ve  15  dakika  bekletilir.  Kullanımdan  önce  iyice

karıştırılmalıdır. 
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Standart Dilüsyon
40
10 100L Std  40 + 300 sample diluent
2,5 100L Std    5 + 100 sample diluent
5 100L Std  10 + 100 sample diluent

                

olacak şeklinde standart seri hazırlandı.

4- TK-REA      yıkama solusyonu  

Total volüm demineralize su ile 600 ml ye tamamlanır..

5-TK-REA kontrol

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

kullanmadan önce iyice karıştırılır.

Çalışma Prosedürü:

TK-REA standart dan, hasta örneğinden ve TK-REA kotrolden  20 L herbir

işaretli tüpe pipetlenir.

500L TK-REA radyoaktif substratttan herbir tüpe pipetlenir.

37 0C’de  4 saat süreyle inkübasyona bırakılır.

Herbir tüpe TK-REA separatör tablet küçük bir forseps yardımı ile konur.

Multi vorteks karıştırıcı ile 15 dakika boyunca karıştırılır. 

1,5 ml dilüe yıkama solüsyonu herbir tüpe ilave edilir ve iyice karıştırılır.

Süpernatan dikkatlice alınır.

6. ve 7. Basamaklar üç kez daha tekrarlanır ( toplam 4 kez)

47



Gama sayıcında sayılır.

Metodun CV değeri % 5.5 olarak bulundu.

Grafik I. Timidin Kinaz Standart eğrisi

3.5. SÜPEROKSİD DİSMUTAZ  AKTİVİTESİ TAYİNİ

Süperoksid dismutaz aktivitesi; Beauchamp ve Fridovich’in spektrofotometrik

yöntemine dayanan Süperoksid Dismutaz Randox-Ransod marka kiti  kullanılarak

çalışıldı (200).

Süperoksid  dismutaz,  oksidatif   hasarlanmaya  sebep  olan  ve  lipid

perokidasyonu  sırasında  üretilen  toksik  süperoksid  radikalinin  dismutasyonunu

hızlandırır.  Süperoksid  radikali  SOD  yardımı  ile  moleküler  oksijen  ve  H2O2 ye

dönüşür.  Bu  metotda  ksantin  ve  ksantin  oksidaz  süperoksid  radikali  üretmek

amacıyla  kullanılır.  Deney  ortamında  oluşan  süperoksid  radikaliyle,  2-(4-

iodopheniyl)-3-(4-nitrophenol)-5- phenyltetrazolium klorid (I.N.T) reaksiyona girer.

Kırmızı  renkli  formazon boyası  oluşur.  Süperoksid dismutaz  enzim aktivitesi  bu

reaksiyonun inhibisyonunun derecesi ile ölçülür. 
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                                        Ksantin oksidaz
                    Ksantin                                     ürik asit +  O.

2

                                          O*2      

                  I.N.T.                                       formazon boyası ya da; 
                

    O*
2      + O*

2      +   2H+              
SOD

                 O2  + H2O2 

Reaktifler:

1.  Karışık Substrat: Ksantin 0.05 mmol/L ve I.N.T. 0.025 mmol/L. Bir şişesi

20 ml tampon çözelti ile sulandırılarak hazırlandı.

2. Tampon solusyonu: 3-(Cyclohexylamin)-1-propan sülfonic acid (CAPS) 40

mmol/L  EDTA 0.94 mmol/L  pH:10.2 

3. Ksantin  Oksidaz:  80U/L.  Bir  şişesi  10  ml  deiyonize  soda  çözülerek

hazırlandı.

4. Fosfat tamponu: 0.01 M pH 7.0

5. Randox Ransod Standart Cat No. SD125  .

  Bir  şişesi  10  ml  deiyonize  su  ile  çözülerek  hazırlandı.  Bu  SOD enzim

konsantrasyonu  5.0  U/ml  olan  S6  standartına  karşılık  gelmektedir.  Tabloda

gösterilmiş olduğu gibi S5: 2.5 U/ml , S4: 1.25 U/ml ,   S3: 0.625 U/ml, S2 0.312 U/

ml  konsanrtasyonları olan standartlar , dilüsyonlar 10mmol/l pH 7.0 fosfat tamponu

ile hazırlandı. S1 (kör) olarak da aynı fosfat tamponu kullanıldı (Tablo V).

TabloV. Süperoksid Dismutaz Aktivitesi Tayininde Standart Hazırlama Prosedürü

Standart solusyon
S2-S6

10 mmol/L  pH 7.0
fosfat tamponu

S6  (%100 inhibisyon)
10 ml dilüe  edilmemiş

standart
___

S5  (%50 inhibisyon) S6 ‘nın 5 ml’si 5 ml
S4  (%25 inhibisyon) S5’ in 5 ml ’si 5 ml
S3  (%12.5 inhibisyon) S4’ün 5 ml ‘si 5 ml
S2 (%6.25inhibisyon) S3 ün 5 ml’si 5 ml
S1=  10  mmol/L  pH  7.0  fosfat

tamponu

Ölçüm gününde hazırlanan hemolizat 1:200 oranında fosfat tamponu ile

dilüe edildikten sonra uygulanan prosedür spektrofotometrik olarak çalışıldı.
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TabloVI. Süperoksid Dismutaz Aktivite Tayini Çalışma Prosedürü

Reaktif Körü Standart Numune
Numune __     __ 0.05 ml
Standart __   0.05 ml __
Fosfat tamponu 0.05 __ __
Mikst sübstrat 1.7 ml  1.7 ml 1.7 ml
Pipetlenir ve iyice karıştırılır.
Ksantin Oksidaz 0.25 ml      0.25 ml    0.25 ml

Ölçümler  505 nm dalga  boyunda  yapıldı.  30.  saniyede  başlangıç  A1

absorbansı  okundu  ve  süre  başlatıldı.  3  dakika  sonra  tekrar  A2  absorbansı

okunarak ölçüm işlemi sonlandırıldı.

A / dk (kör, standart veya örnek) = (A2-A1)/3

Kör standart ve numunelerin standart değişimi hesaplandı.

Körün (S1) inhibe olmamış reaksiyon oranı = %100’dür.

Bütün  standart  ve  örnek  oranları  S1  in  yüzdelerine  dönüştürüldü  ve

yüzde inhibisyon vermek için % 100’den çıkarıldı.  

                                            (A Standart X 100)
% İnhibisyon  =   100     
                                                   ( A S1/dk)

Her bir standart için ayrı ayrı % inhibisyon hesaplandı. Herbir standart

için yüzde inhibisyonların log 10’u alınarak, sonuçlar tam sayılara dönüştürüldü.

Örneklerin  yüzde  inhibisyonlarına  karşılık  gelen  konsantrasyonlar  standart

eğriden  bulundu   Bu  şekilde  her  bir  standarta  karşılık  gelen  %  inhibisyon

standart  eğrisi  çizildi.  Standart  eğriden  elde  edilen  örnek  konsantrasyonları

dilüsyon  faktörü  ile  çarpılarak  elde  edilen  sonuçlar  hemoglobine  oranlandı.

Hemoglobin tayini siyanomethemoglobin redüksyonu esasına dayanan metod ile

gereçekleştirildi. 
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Sonuçlar;  (SOD U/ml) / g Hb/ml)  =  SOD U/ g Hb şeklinde verildi. 

Metodun CV’ si  % 6.2 olarak bulundu.

      Grafik II.SOD Standart Eğrisi

3.6. GLUTATYON PEROKSİDAZ AKTİVİTESİ TAYİNİ

Glutatyon Peroksidaz aktivitesi; Paglia ve Valentine’in spektrofotometrik

yöntemine dayanan GPx Ransel-Randox marka kiti kullanılarak çalışıldı (201).

Glutatyon  Peroksidaz  kümen  hidroperoksidi  tarafından  GSH

oksidasyonunu  katalizler.  Glutatyon  redüktaz  ve  NADPH  varlığında  GSSG,

NADPH’ın NADP+’ye eşzamanlı oksidasyonu ile indirgenir. Bunun derecesi 340

nm dalga boyunda ölçülür.

Reaksiyon Prensibi:

                                   Glutatyon peroksidaz   
     2GSH +  ROOH                                       ROH + GSSG +H2O
           
                                                     GR
    GSSG +   NADPH  +   H+                                       NADP+   +    2GSH  
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Numune Hazırlama

Çalışmada heparinize tam kan kullanıldı. Örnekler 0.05 ml tam kan ve  2 ml

dilüsyon ajanı olacak şekilde dilüe edildi.

Reaktifler

1.Reaktif

    Glutatyon  4 mmol/l

    Glutatyon Redüktaz   0.5U/l

    NADPH    0.34 mmol/l

2.Tampon

   Fosfat Tamponu  0,05 mol/l; pH 7.2

   EDTA 4,3 mmol/l

3.Kümen hidroperoksid 0.18 mmol/l

4.Dilüsyon Ajanı

Tablo VII.  Glutatyon Peroksidaz Tayini Çalışma Prosedürü

Küvete pipetlendi ve karıştırılarak numunenin ve reaktif körünün ilk dakika,

birinci ve ikinci dakikalardaki  absorbansları okundu.

Hesaplama:

Glutatyon peroksidaz konsantrasyonu şu formül ile hesaplandı:

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

Sonuçlar Drabkins metodu ile çalışılan hemoglobin üzerinden 

Dilüe Numune Reaktif Körü
Dilüe Numune 0.02 ml 
Distile su  0.02ml
Reaktif 1.00 ml 1.00 ml
Kümen 0.04 ml 0.04ml
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 (SOD U/ml) / (g Hb/ml)  =  SOD U/ gr Hb şeklinde verildi. 

Metodun CV’si % 4.5 olarak bulundu.

3.7. GLUTATYON REDÜKTAZ AKTİVİTESİ TAYİNİ

Glutatyon  Redüktaz  aktivitesi;  Goldenberg  ve  Spooner’in

spektrofotometrik  yöntemine  dayanan  Glutatyon   redüktaz,  Ransel-Randox

marka kiti kullanılarak çalışıldı (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 Hazırlanması ve Stabilitesi

Tampon +2 ile +8 0C arasında son kullanma tarihine kadar saklanabilir.

Substrat tamponun 5 ml’si ile sulandırılır.

NADPH  3 ml distile su ile sulandırılır 2 0C’de 2 gün stabil kalır.

Prosedür:

Dalga boyu             340 nm

Küvet                      1 cm lik ışık yolu

Sıcaklık                   37 0C

Ölçüm                     havaya karşı 

Küvete pipetlenecekler

Dilüe lizat                40 l

Sübstrat                   1000 l

İyice karıştırıldı.

NADPH                  200 l

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

okumaları yapıldı.
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Hesaplama

a) U/L tam kan0 4983 X A 340 nm/dk X dilüsyon faktörü

b) Hemoglobin değerleri  U/ g a çevrilir.

Değer  glutatyon redüktaz değrine  bölünerek hemoglobin  başına sonuç

verilir.

Metodun CV’si  % 5.0 olarak bulunmuştur.

3.8. MİYELOPEROKSİDAZ AKTİVİTESİ TAYİNİ

Plazma MPO aktivitesi tayininde Bradley ve arkadaşları tarafından geliştirilen

spektrofotometrik metod kullanıldı (203).

Metod, peroksidaz substratı olarak bilinen O-dianisidin, H202 varlığında MPO

tarafından oksitlenerek sarı turuncu renkli bir ürün oluşturması ve bu oksidasyon

reaksiyonunun zamana bağlı  optik  dansite  artışının  460 nm’de izlenmesi  esasına

dayanmaktadır.

Reaktifler

1- Potasyum fosfat tamponu , 50 mM , pH 6.0

2-O-Dianisidin  dihidroklorid  (tampon  içinde  günlük  kullanılacak  şekilde

hazırlanır).

3-  %0.0005  H202  substratı  O-Dianisidin  içeren  tampon  içerisinde  taze

hazırlanır.

        

Tablo VIII. Miyeloperoksidaz Çalışma Prosedürü

Numune Kontrol
H202 substratı 2.9 ml 2.9 ml
Deiyonize su - 0.1 ml
Plazma 0.1 ml -
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   Pipetleme  işleminden   hemen  sonra,  460  nm dayga  boyunda 25  0C de

deiyonize suya karşı, numune ve kontrol tüplerindeki optik dansite artışı 6 dakika

boyunca kaydedildi.

                   

 Hesaplama:

                      

Numune ve kör tüpleri için OD/dk değerleri hesaplandı.

Bir  ünite  MPO standart  deney  şartlarında  dakikada  1  mol  O-dianisidinin

oksidasyonunu katalizleyen enzim miktarı olarak tanımlandı.

Okside O-dianisidinin molar ekstinksiyon katsayısı üzerinden

 (є =1.13x10 4 M –1 cm –1)  ünite birimlerine geçildi.

     U/L=   OD/dk      x  Total hacim     ml      x  10  6       mol  

                 Є                  Plazma hacmi  ml            mol

     U/L=    OD/dk          x    3.0      x  106 

                1.13x 10 4             0.1

      U/L= OD/dk x 2564.8 

Plazma örneklerinde MPO aktivitesi , litre plazma başına verildi (Ü/L).

Prosedür CV’ si % 7.4 olarak bulunmuştur..

3.9. DOKU MDA TAYİNİ

Rat kc dokusu MDA tayininde,  Okhawa ve ark.(204) tarafından geliştirilen

metod kullanıldı. Lipid peroksidasyonunun bir ürünü olan MDA’nın tiyobarbitürik
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asit (TBA) ile reaksiyona girerek 532 nm’de absorbans veren kompleks oluşturması

esasına dayanan metoda göre sonuçlar verildi.

Reaktifler:

% 8.1 Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) 

% 20 lik Asetik asit (pH  3,5 olacak şekilde NaOH ile ayarlandı)

% 0.8 TBA (taze hazırlanır)

a-Butanol/ pridin karışımı (15:1;v/v)

5.848 M MDA (Malondialdehid bis (dimetil asetal) stok standartı

                  

Prosedür:

Rat kc  dokusu % 10 (w/v) olacak şekilde  pH 7.4 fosfat  tamponu  içinde

homojenize  edildi.  Dokular  santrifüj  edildi  ve  süpernatan  MDA  ölçümünde

kullanıldı.

Süpernatanlardan  0.1  ml  alınarak  kapaklı  cam  tüplere  aktarıldı.  Üzerlerine

sırasıyla  0.1 ml SDS, 0.75 ml asetik asit  ,  0,75 TBA ve 0.3 ml distile  su ilave

edilerek  vortekslendi.  Kapakları  sıkıca   tüpler  kaynar  su banyosunda 60 dakika

tutuldu. Süre bitiminde tüpler musluk suyu altında soğutuldu. Soğuyan tüplere 0.5

ml distile su ve 2.5 ml n- butanol-pridin karışımı ilave edilerek iyice vortekslendi.

Tüp içerikleri  PVC tüplere aktarıldı ve 4 0C’de 4000 rpm‘de 15 dk santrifüj edildi.

Tüplerin üst kısmındaki pembe renkli organik fazın absorbansı 532 nm de, distile su

ile aynı şekilde çalışılan köre karşı okundu. Değerlendirme standart eğri üzerinden

yapıldı.  Standart  seri  hazırlamak  için  stok  MDA  çözeltisinden  100  nmol/ml

konsantrasyonda olacak şekilde hazırlandı. Ara stoktan  2,5; 5; 10; 20; 40; 50 nmol/

ml konsantrasyonda olacak şekilde çalışma satandartı  hazırlandı.  Standart  serinin

her birinden 0.1 ml alınarak numune gibi çalışıldı ve standart eğrisi çizildi (Grafik

III)
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y = 0,0201x + 0,0125

R2 = 0,9986
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Grafik III. Doku MDA Standart Eğrisi

3.10. PLAZMA  MDA TAYİNİ

Stocks  ve  Dormandy tarafından  geliştirilen  metod  kullanıldı  (205).  Metoda

göre MDA oluşumu 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  Na2HPO4)  distile  suda  çözdürülerek   1000  ml  ye

tamamlanır.)

2. 154 mM NaCl

3. % 30 luk TCA 

4. 0.1 M EDTA

5. % 1 lik TBA (0.05 M NaOH içinde hazırlanmış)

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

Prosedür:

Deney tüplerine sırasıyla

0.4 ml plazma

1.6 ml PBS

1 ml % 30 TCA  

pipetlenerek  vortekslendi.Tüpler  iki  saat  süreyle  buz  bantyosunda  inkübe

edildi ve 2000 x rpm de 15 dakika süreyle santrifüj edildi.
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Süpernatanlardan  3  ml  alınarak  ağzı  kapaklı  tüplere  aktarıldı  ve  üzerlerine

sırasıyla 

0.15 ml 0.1 M EDTA

0.5 ml % 1 TBA 

Pipetlenerek 15 dakika 100 0C’lik  su banyosunda tutuldu. Tüpler soğuduktan

sonra 0.4 ml  distile su ile çalışılan kör tüpüne karşı, her tüpün absorbans değeri

spektrofotometrede  532  nm  dalga  boyunda  okundu.  Değerlendirme,  MDA-TBA

reaksiyonu  sonucu  oluşturulan;  0.5,  1.25,  2.5,  5,  10,  15,  30  mol/L

konsantrasyonlarına  karşılık  gelecek  şekilde  hazırlanmış  standart  eğri  üzerinden

yapıldı.

3.11. İSTATİSTİKSEL ANALİZ

    İstatistiksel  değerlendirme  için  veriler  Statistical  Package  for  the  Social

Sciences (SPSS)’in 10.0 version programına girildi. Elde ettiğimiz bütün verilerde

ortalama  ve  standart  sapmalar  hesaplandı.  Gruplardaki  biyokimyasal  ve

histopatolojik  değerlerin  karşılaştırılmasında,  ikiden  çok  bağımsız  örneklem

ortalamasının  karşılaştırılmasında  kullanılan   One Way ANOVA testi  kullanıldı.

Gruplardaki  çoklu  karşılaştırmalarda  ise  Post-Hoc  Scheffe  prosedürü  uygulandı.

Parametreler  arasındaki  ilişki  pearson korelasyon testi  ile  değerlendirildi.  p<0.05

değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.
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4.BULGULAR

Deneylerde  ağırlığı  300-400 gr  olan 12 haftalık  erkek Wistar  albino ratları

kullanıldı.  Her  deney  grubundaki  rat  sayısı  operasyon  sırasında  ve  sonrasında

olabilecek kayıplar göz önüne alınarak 15 olarak tesbit edildi. Sakrifikasyon anına

kadar sağ kalan 53 ratın verileri değerlendirmeye alındı. Ratlar; sham grubu, kontrol

grubu,  FK506  verilip  hepatektomi  yapılan  grup,  FK506  ve  EGb761  verilip

hepatektomi yapılan grup ve EGb761 verilip hepatektomi yapılan grup olarak beşe

ayrıldı. 

Plazma  örneklerinde  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,  ürik  asit,  kolesterol,  HDL,  LDL,  trigliserid   düzeyleri  ile

karaciğer  rejenerasyon  hızı,  sakrifikasyon  anındaki  kc  ağırlıkları,  mitotik  indeks

değerleri bakımından deney grupları aralarında karşılaştırıldı. 

Çalışma  grubu  verilerden  elde  edilen  grup  ortalama  değerleri,  hazırlanan

tablolarda, aritmetik ortalama ve standart sapma (XSD) şeklinde verildi. Her bir

gruptaki  rat  sayısı,  tablolarda “n” olarak gösterildi.  İstatistiksel  karşılaştırmalarda

anlamlılık düzeyi p< 0.05 olarak kabul edildi.
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Grafik IV. Sakrifikasyon Anındaki Rat Total Kc Ağırlıklarının Karşılaştırılması

Sakrifiye  edildikten  sonra  elde  edilen  rat  ıslak  kc  ağırlıkları

karşılaştırıldığında; EGb761+hep, FK506+hep ve EGb761+FK506+hep gruplarının

her üçünde de kontrole göre yükseklik vardı. EGb761+hep grubundaki yükseklik ise

kontrol  grubuna  göre  istatistiksel  olarak  anlamlı  bulundu  (p<0.001)  (Grafik  IV)

(Tablo IX).

Tablo IX. Rat ağırlıkları

Parametreler
Sham
(n: 10)
XSD

Kontrol
(n: 11)
XSD

Egb+hep
(n: 11)
XSD

FK+hep
(n: 10)

XSD

Egb+FK+hep
(n: 11)
XSD

      P

Ratların
Ağırlıkları (gr) 322,7 36,7 366,8 37,0 344,2 34,8 342,938,5 337,639,37     0,196
Rezeke Edilen

Kc Ağırlığı
(gr)

yok 7,91,1 8,11,3 7,10,9 7,60,4 0,086

Formüle Göre
Tahmini Kc
Ağırlığı (gr)

yok 11,61,1 11,71,1 11,61,3 11,41,3 0,196

Sakrifiye
Edildikten Sonraki
Total Kc Ağırlığı

(gr)

6,4  1,1b
4,7 0,6a,c

7,11,2b 5,50,8 5,50,9 0,000*

Scheffe prosedürüne göre; a. Sham grubuna göre farklı olan grubu gösterir. b: Kontrol
grubuna göre farklı olan grubu gösterir. c: EGb+hep grubuna göre farklı olan grupları  gösterir.
d:FK+hep grubuna göre farklı olan grubu gösterir. e: EGb+Fk+hep grubna göre farklı olan grubu
gösterir.
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Rejenerasyon  parametrelerimizden  birisi  olan  TK değerlerine  baktığımızda;

gruplar  arasında  istatistiksel  olarak  anlamlı  olan  farklılık  görüldü  (p<0.001).

EGb761+hep  ve  FK506+hep  grubu  sham  grubuna  göre,  FK506+hep  grubuda,

FK506+EGb761+hep  grubuna  göre  istatistiksel  olarak  anlamlı  olan  yükseklik

bulundu  (p<0.05).  Kontrol  grubu  TK  değerleri,  FK506+hep,  EGb761+hep  ve

EGb761+hep grubuna göre düşük bulunmakla  birlikte  istatistiksel  olarak anlamlı

çıkmamıştır (p>0.05) (Grafik V) (Tablo XI).
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        Grafik V. Timidin kinaz değerlerinin karşılaştırılması

Sham  kontrol  grubu  rejenerasyon  hızı  değerlendirmesine  alınmadı.

Rejenerasyon hızı değerleri; EGb761+hep grubunda her üç gruba göre istatistiksel

olarak  anlamlı  olan  yükseklik  bulundu  (p<0.000).  EGb761+hep,

EGb761+FK506+hep grubuna göre, EGb761+FK506+hep grubu da, kontrole göre

istatistiksel olarak anlamlı olan yükseklik gösterdi (Grafi.VI) (Tablo X).

Mitotik indeks oranları; EGb761+hep ve FK506+hep grubunda hem kontrol

hem de  sham gruplarına  göre istatistiksel  olarak anlamlı  olan  yükseklik  görüldü

(p<0.000)  (Grafik  VI)  (Tablo  X).  Çalışma  gruplarından  elde  edilen  karaciğer

histolojik kesit mikroskobileri Resim III, IV, V, VI’da gösterilmiştir.
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Grafik VI. Mitotik indeks ve rejenerasyon oranlarının gruplar arası karşılaştırılması  
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Tablo X. Rejenerayon Parametreleri

Parametreler Sham
(n: 10)
XSD

Kontrol
(n: 11)
XSD

Egb+hep
(n: 11)
XSD

FK+hep
(n: 10)
XSD

Egb+FK+hep
(n: 11)
XSD

P

Timidin Kinaz
(U/L)

4,6 1,0c,d 6,23,3 9,54,08a 9,82,9ae 5,43,13d 0,000*

Rejenerasyon
Hızı(%)

yok 2,90,1ce 6,6 1,3bde 4,4 1,7c 4,6 1,6bc 0,000*

Mitotik İndeks
(%0)

0,10,1cd 0,40,8cd 6,15,4ab 5,24,0ab 3,42,2 0,000*

Scheffe prosedürüne göre; a. Sham grubuna göre farklı olan grubu gösterir b: Kontrol grubuna
göre farklı olan grubu gösterir. c: EGb+hep grubuna göre farklı olan grupları gösterir.d: FK+hep grubuna
göre farklı olan grubu gösterir. e: EGb+Fk+hep grubna göre farklı olan grubu gösterir.



Resim III. Kontrol grubu karaciğer dokusu mikroskobik görünümü

               Resim IV. Egb+hep grubu karaciğer dokusu mikroskobik görünümü

           

       

             Resim V. FK506+hep grubu karaciğer dokusu mikroskobik görünümü
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             Resim VI. Egb+FK+hep grubu karaciğer dokusu mikroskobik görünümü

                   

          Resim VII. Sham grubu karaciğer dokusu mikroskobik görünümü
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Tablo XI. Rutin Biyokimya Parametreleri

Kontrol
(n: 11)
XSD

Egb+hep
(n: 11)
XSD

FK+hep
(n: 10)
XSD

Egb+FK+hep
(n: 11)
XSD

P

0,50,1 1,31,9 1,72,5 1,8 1,8 0,169

0,60,5 1,11,6 1,52,3 1,61,6 0,198

bcde 417,3319,4a 484,5489,5a 666,2626,6a 654,9535,8a 0,004*

bcde 348,8174,7a 811,7792,2a 612,1342,5a 775,9605,7a 0,004*

21,917,7 21,521,1 12,54,5 12,98,7 0,286

292,1138,3acde 929,8567,5ab 966627,5ab 974,5460,3ab 0,001*

1472495
1559413a

1880696a

1680655a

0,000*

6,30,3acde 5,30,3ab 5,30,3ab 5,40,3ab 0,000*

1,90,3 cde 1,20,2 b 0,70,3 ab 0,90,2ab 0,000*

49,013,25ac 78,112,0b 66,115,7 70,422,3 0,001*

48,814,7ace 85,018,5ab 77,522,7a
71,021,1a

0,001*

bcde 25,49,2a 35,010,9a 25,615,0a 30,720,4a 0,000*

13,810,5 34,123,6a 38,532,6a 25,828,7 0,005*
Scheffe prosedürüne göre; a. Sham grubuna göre farklı olan grubu gösterir b: Kontrol grubuna göre farklı

olan grubu gösterir .c: EGb+hep grubuna göre farklı olan grupları gösterir.d: FK+hep grubuna göre farklı olan grubu
gösterir. e: EGb+Fk+hep grubuna  göre farklı olan grubu gösterir.
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Rutin biyokimya parametreleri Tablo XI’de gösterildi. 

Total  ve direkt bilirubin değerleri  arasında ilaç uygulanan gruplarda yüksek

ancak bu istatistiksel olarak anlamsız bulundu (p>0.05).

Aspartat  aminotransferaz  ve  alanin  aminotransferaz  değerlerini

incelediğimizde;  sham  grubuna  göre,  diğer  çalışma  gruplarının  dördünde  de

istatistiki olarak anlamlı olan yükseklik görüldü (p<0.05) (Grafik VII). 
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Grafik VII. AST ve ALT değerlerinin gruplar arası karşılaştırılması

Gama-glutamil transferaz değerlerinde,  FK506+hep ve EGb761+FK506+hep

gruplarında  diğer  gruplara  göre  düşüklük  vardı.  Ancak  bu  istatistiksel  olarak

anlamsız bulundu (p>0.05).

Alkalen fosfataz değerlerini incelediğimizde; ilaç verilen gruplarda kontrol ve

sham  gruplarının  her  ikisine  göre,  kontrol  grubunda  da  sham  grubuna  göre

istatistiksel olarak anlamlı yükseklik bulundu (p<0.001) (Grafik  VIII).
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Grafik VIII. Alkalen fosfataz değerlerinin gruplar arası karşılaştırılması

Laktik dehidrojenaz değerleri,  ilaç verilen 3 grupta da kontrol grubuna göre

istatistiksel  olarak  anlamsız  (p>0.05),  sham grubuna  göre  ise  istatistiksel  olarak

anlamlı (p<0.001) olduğu görüldü.

Total  protein değerleri  karşılaştırıldığında;  ilaç  verilen  gruplarda  kontrol  ve

sham gruplarına göre, kontrol grubunda da sham grubuna göre istatistiksel olarak

anlamlı düşüklük görüldü (p<0.000) (Grafik IX).
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Grafik IX. Total protein değerlerinin gruplar arası karşılaştırılması
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Ürik asit  değerleri  karşılaştırıldığında;  ilaç verilen her üç grupta da kontrol

grubuna göre, FK506+hep ve EGb761+FK506+hep gruplarında da sham grubuna

göre istatistiksel olarak anlamlı olan düşüklük bulundu (p<0.001) (Grafik X).
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Grafik X. Ürik asit değerlerinin gruplar arası karşılaştırması

Elde ettiğimiz total kolesterol değerlerine baktığımızda; tüm gruplardaki total

kolesterol değerleri, sham grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olan düşüklük,

EGb761+hep grubunda da  kontrol  grubuna  göre  istatistiksel  olarak  anlamlı  olan

yükseklik görülmüştür (p<0.001) (Grafik XI).

Trigliserid  değerleri  EGb761+hep ve sham grubunda,  kontrol  grubuna göre

istatistiksel  olarak  anlamlı  yükseklik  bulundu  (p>0.05),  FK506+hep  ve

EGb761+FK506+hep  gruplarında  da  kontrol  grubuna  göre  yüksekti  ancak

istatistiksel olarak anlamlı değildi (p>0.05) (Grafik XI).

Diğer  bir  lipid  parametremiz  olan  HDL  değerlerini  incelediğimizde;  ilaç

verilen  gruplarda  ve  kontrol  grubunda,  sham  grubuna  göre  istatistiksel  olarak

anlamlı  düşüklük  bulunurken  (p<0.001),  LDL değerlerinde  ise;  EGb761+hep  ve

FK506+hep gruplarında, sham grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı yükseklik

bulundu (p<0.001).

68



EGb+FK+hep

FK+hep

EGb+hep

Kontrol

Sham

k
o
l
e
s
t
e
r
o
l
-
t
r
i
g
l
i
s
e
r
i
d
 
(
m
g
/
d
l
)

140

120

100

80

60

40

20

kolsterol

trigl

70
66

78

49

90

71
78

85

49

128

Grafik XI. Kolesterol ve trigliserid düzeylerinin gruplar arası karşılaştırılması

Antioksidan enzim parametrelerimizden SOD ve GPx’da, gruplar arasında  

istatistiksel olarak anlamlı olan farklılık görülmezken (p>0.05), GR; FK506+hep 

grubunda, sham grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olan yükseklik görüldü 

(p<0.05). 

Miyeloperoksidaz doku değerleri karşılaştırıldığında; EGb761+hep 

grubunda, kontrol ve EGb761+FK506+hep grubuna göre, FK506+hep grubunda da, 

EGb761+FK506+hep grubuna göre istatistiksel olarak da anlamlı düşüklük bulundu.

Sham grubunda da diğer dört gruba göre düşüklük olmakla birlikte sadece kontrol 

ve EGb761+FK506+hep gruplarından olan düşüklük istatistiksel olarak da anlamlı 

bulunmuştur (p<0.001) (Grafik XII).

Miyeloperoksidaz  plazma  değerleri  karşılaştırıldığında  ise;  ilaç  verilen

gruplarda,  sham grubuna  göre  istatistiksel  olarak  anlamlı  olan  (p<0.05),  kontrol

grubuna göre ise istatistiksel  olarak anlamlı  olmayan (p>0.05) yükseklik görüldü

(GrafikXII).
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Grafik  XII.  Miyeloperoksidaz  doku  ve  plazma  değerlerinin  gruplar  arası

karşılaştırılması

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

olarak  anlamlı  yüksek,  FK506+hep  grubundan  ise  düşük  bulundu.  FK506+hep

grubunda  doku  TBARS  değerlerinin  diğer  dört  gruba  göre  istatistiksel  olarak

anlamlı  yüksek olduğu görüldü. EGb761+FK506+hep grubunda, EGb761+hep ve

FK506+hep gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı düşüklük izlendi (p<0.001).

TBARS plazma değerlerine baktığımızda; İlaç verilen üç grupta da plazma TBARS

değerleri, kontrol ve sham gruplarına göre yüksekti. Bu yükseklik sham grubunda

anlamlı  iken  (p<0.05),  kontrol  grubunda  anlamsız  bulundu  (p>0.05).

EGb761+FK506+hep grubundaki, diğer dört gruba göre izlenen TBARS yüksekliği,

istatistiksel olarak anlamlı idi (p<0.001) (Grafik XIII).
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                    Grafik XIII.TBARS düzeylerinin karşılaştırılması

Scheffe prosedürüne göre; a. Sham grubuna göre farklı olan grubu gösterir. b: Kontrol grubuna göre 
farklı olan grubu gösterir. c: EGb+hep grubuna göre farklı olan grupları gösterir. d: FK+hep grubuna 
göre farklı olan grubu gösterir. e: EGb+Fk+hep grubna göre farklı olan grubu gösterir

TabloXII. Antioksidan Enzim Parametreleri

Parametreler Sham
(n: 10)
XSD

Kontrol
(n: 11)
XSD

Egb+hep
(n: 11)
XSD

FK+hep
(n: 10)
XSD

Egb+FK+hep
(n: 11)
XSD

P

Süperoksid Dismutaz 
(U/gr Hb)

3002  328 3450,1901 37911242 34352068 3535788 0,693

Glutatyon Redüktaz
 (mol/L)

5,21,1d 8,64,8 8,31,5 10,33,7a 6,31,9 0,03*

Glutatyon Peroksidaz
 (U/L)

7,8  0,8 9,72,3 9,25,7 11,133,6 11,133,1 0,194

Miyeloperoksidaz doku 
(U/L)

9,42,7be 40,613,8ac 18,017,8be 23,4314,0e 51,5917,4acd 0,000*

Miyeloperoksidaz
plazma (U/L)

43,57 2,1cde 110,4  48,5 121,7  60,5a 124,6  ,2a 117,0  53,6a 0,004*

MDA plazma (mol/L) 2,3  0,5cde
4,81,8e

5,21,9ae 5,21,6ae
8,12,4abcd

0,001*

MDA doku (mol/L) 2,10,6bcde 5,71,4ad 6,31,5ad 9,33,8abce
5,71,2ad

0,000*
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Çalışmamızdaki  korelasyonlar gruplarda ayrı ayrı  çalışılmıştır. EGb761+hep

grubunda; GGT ile LDH arasında pozitif (r=0.65 p<0.05), SOD ile mitotik indeks

arasında pozitif korelasyon (r=0.68 p<0.05) bulundu. FK506+hep grubunda; TK ile

trigliserid (r=0.78 p<0.05), rejenerasyon hızı ile ürik asit (r=0.73 p<0.05) arasında

pozitif  korelasyon bulundu.  EGb761+FK506+hep grubunda ise,  MPO plazma ile

rejenerasyon hızı arasında negatif korelasyon bulunmuştur (r=-0.81 p<0.05).
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       Grafik XIV. Mitotik indeks ve TK korelasyon Eğrisi

EGb761+FK506+hep grubu
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Grafik XV. Rejenerasyon oranı ve MPO korelasyon Eğrisi
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5.TARTIŞMA

Karaciğerin  bir  kısmının  rezeksiyonu,  kc  hücrelerinin  istirahat  fazından

proliferasyon  fazına  geçişini  uyarır.  Karaciğer  rejenerasyonu  parsiyel

hepatektomiden sonra farklı türlerde farklı hızlarda gerçekleşir.  Bu alanda en çok

çalışılan türlerden birisi rat olmuştur (74,75).

Karaciğer rejenerasyonunun takibinde ıslak kc ağırlığı  kullanılan önemli bir

parametredir.  Deneysel  çalışmamızda,  ratların  formüle  göre  ıslak  kc  ağırlığı  ve

rezeke edilen kc ağırlıklarının gruplar arasında anlamlı fark göstermemesi, ratlarda

yapılan  rezeksiyonun  standardizasyonu  ve  rejenerasyonun  morfolojik  takibi

açısından uygunluğunu göstermektedir. Sakrifiye edildikten sonra her üç grupta da

ıslak  kc  ağırlığının  kontrol  grubuna  göre  istatistiksel  olarak  anlamlı  yüksek

bulunması,  EGb761  ile  FK506’nın  tek  başlarına  ve  birlikte  kullanımlarının

rejenerasyona  morfolojik  olarak  olumlu  etkisini  göstermektedir.  FK506  için  bu

durum daha önce yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (206). Bizim çalışmamızda ise

mevcut  bu bilgiye  ek olarak EGb761’in de tek başına ve FK506 ile  parelel  etki

gösterdiği, hatta tek başına iken daha etkili olduğu sonucu ortaya çıkmıştır. Diğer bir

ifadeyle EGb761’in tek kullanımı kc ıslak ağırlığını, FK506’nın tek kullanımı veya

EGb761 ile kombine kullanımına göre daha çok artırmıştır.

Karaciğer  proliferasyonunun  en  önemli  biyokimyasal  belirteçlerinden  birisi

olarak kabul edilen TK aktivitesi, hücrelerin proliferatif aktivitesi ile doğru orantılı
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olduğu için, TK aktivitesinin ölçümü ile hücre bölünüm hızı hesaplanabilir. Timidin

kinazın kc rejenerasyonu ve mitotik  indeks ile direkt ilgili  olduğu  gösterilmiştir

(78,147,148).  Ayrıca  PH’den  sonra  kc  dokusunda  oluşan  rejeneratif  cevabın

değerlendirilmesi  için TK’ın doku düzeyi yerine noninvaziv bir ölçüm şekli  olan

plazma seviyelerinin ölçümü ile de değerlendirilebileceği bildirilmiştir (73). Yapılan

klinik çalışmalarda, majör kc rezeksiyonu sonrasında insanlarda TK aktivitesindeki

artış  4.  ve  5.  günlerde  görülmüş  ve  buna  dayanarak  bu  günlerde  kc

rejenerasyonunun biyokimyasal olarak maksimum seviyede olduğu, kc kütlesinin 3

haftaya  kadar  tam  olarak  yenilenmediği  bildirilmiştir  (12,13,77).  Ratlarda  ise,

rejenerasyonun 24. ve 48. saatlerde maksimum düzeye ulaştığı ve TK aktivitesinin

de bu dönemde pik yaptığı gösterilmiştir (74,75). FK506 transplantasyonda organ

reddini  önlemek  için  kullanılmaktadır.  İmmünsüpresyon  etkisi  olan FK506’nın

hepatosit proliferasyonunu stimüle ettiği, çalışmalarda gösterilmiştir (22,23). Serbest

radikal yakalayıcısı, Platelet Activated Factor (PAF) antagonisti olup, anti-iskemik

etkisi  gösterilmiş  olan  EGb761;  bazı  nörolojik  hastalıklarda  kullanılan  bir  ilaçtır

(157). Antioksidan ve serbest radikal yakalayıcı etkileri bulunan bu ilacın tek başına

veya immünsüpresan bir ajanla birlikte kullanımının PH sonrası kc rejenerasyonuna

olumlu etkisi  olabileceği  düşünülebilir. Çalışmamızda EGb761 ve FK506 verilen

gruplarda, TK değerleri kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı çıkmasa da,

Egb761 grubunda hemen hemen FK506 grubundaki kadar yüksek bulunmuş olması

EGb761’in rejenerasyona olumlu etkisini düşündürebilir. Ayrıca FK506 grubundaki

TK yüksekliği ise istatistiksel olarak anlamlı çıkmamış olsa da beklediğimiz şekilde

FK506’nın kc rejenerasyonuna olumlu etkisini göstermiş olduğu söylenebilir ve bu

bulgumuz literatür ile de uyumludur. Bundan dolayı plazma TK aktivitesi özellikle

transplantasyon sonrası hepatik rejenerasyonun takibinde kullanılabilecek önemli bir

belirteç olduğu söylenebilir. 

FK506 ve EGb761’in, Child’s formülü kullanılarak elde edilen rejenerasyon

hız  oranını  nasıl  etkilediğine  dair  bir  çalışmaya  rastlamadık.  Çalışmamızda  PH

sonrası kc rejenerasyon hızının kontrole göre üç grupta da artırdığını görmekteyiz.

Başka  bir  ifadeyle;  EGb761,  FK506’nın  tek  başlarına  veya  ikisinin  birlikte
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kullanımı  rejenerasyon  hızını  artırmaktadır.  EGb761’in  tek  başına  kullanımı,

FK506’nın tek başına veya EGb761 ile birlikte kullanımına göre rejenerasyon hızını

çok daha fazla artırdığı çarpıcı bir sonuç olarak ortaya çıkmıştır. 

Mitotik  indeks;  kc  dokusundaki  rejenerasyonun  kantitatif  ölçümü  için

kullanılan bir metotdur (137). Normal şartlarda kc’de mitoz görülmezken, toksik ya

da non-toksik (parsiyel hepatektomi) olaylar karşısında mitotik aktivitede artış olur.

Laconi  ve  arkadaşları  %70  hepatik  rezeksiyon  yaptıkları  ratlarda  mitotik  hücre

sayısının hepatektomi sonrası 24 ve 48. saatlerde yüksek olduğunu göstermişlerdir.

Selzner ve arkadaşları da hepatektomi sonrası mitotik indeksin 48. saatte en yüksek

oranda  olduğunu  bildirmişlerdir  (207,208).  FK506’nın  PH  sonrası  kc

rejenerasyonunda  mitotik  indeksi  artırdığı  gösterilmiştir  (209).  EGb761’in  ise

mitotik  indeks  üzerine  etkisinin  araştırıldığı  bir  çalışmaya  rastlamadık.

Çalışmamızda  FK506’nın  kc  rejenerasyonunu  stimule  ettiği  mitotik  indeksi

artırması ile de gösterilmiş olup, bu bulgu literatür ile uyumludur. Mitotik indeks

oranının,  EGb761’in  tek  başına  ve  FK506  ile  birlikte  kullanıldığında  artmış

olduğunu görmekteyiz. Yani FK506 ve EGb761 mitotik indeksi artırarak rejeneratif

cevabı  güçlendirici  etki  göstermiştir.  Hatta  EGb761’in  tek başına  kullanımındaki

mitotik indeks oranı artışı, rejenerasyon hızında olduğu gibi, FK506’nın tek başına

veya EGb761 ile birlikte kullanımına göre daha fazla olmuştur. Bu artış, EGb761’in

kc  hücre  proliferasyonuna  olumlu  etkisinin  olduğunu  ortaya  çıkarmıştır.

Rejenerasyon  hızı  ve  mitotik  indeks  oranlarına  baktığımızda  birbirlerine  parelel

sonuçlar görülmektedir. Literatürde EGb761’in kc üzerindeki bu etkilerinin birlikte

araştırıldığı  bir  çalışmaya rastlamadığımızın  yanı  sıra,  bu sonuçlar  içinde  çarpıcı

olan; her iki parametrede de maksimum etkinin EGb761’de açığa çıkmasıdır. 

Bilirübin;  porfirin  katabolizması  sonucu  oluşur.  Esas  kaynağı  hemoglobin

yapısındaki  hem olup,  albümine  bağlanarak  kc’e  taşınır  ve burada konjugasyona

uğrayarak safraya salgılanır. Enzim defekti durumlarında başlıca indirekt bilirübin

artarken,  kolestaz  durumlarında  ise  direkt  bilirübin  artar  (213).  Literatürü

taradığımızda,  %70  hepatektomiye  kadar,  bilirübininin  seviyelerinin  değişmediği

bildirilmiş  olup  (210),  çalışmamızda  da  literatürle  uyumlu  çıkmıştır.  FK506’nın
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çalışmamızda  olduğu  gibi,  bilirübin  seviyelerini  etkilemediği  bildirilmiştir  (211).

EGb761’in,  invitro  hemoksijenaz  enzimini  uyararak,  hemin  bilirübine  yıkımını

artırdığı bildirilmiştir (212). EGb761 verilen grupta, kontrol değerlere göre istatistiki

olarak anlamlı olmasa da bulgularımız bu yöndedir.  

Amino  transferazlar,  bir  -keto  aside,  bir  amino  asidin  amin  grubunun

transportunu  sağlayan  enzimler  sınıfıdır.  Amino  transferazlar,  akut  ve  kronik  kc

hasarlanmasının  tanınmasında,  parankim  hasarının  düzeyini  değerlendirmek

amacıyla  yaygın  olarak  kullanılmaktadır.  Hasarlanma  durumunda;  sitozolik

yerleşimli  bir  enzim  olan  ALT  düzeylerindeki  yükselme  erken  dönemde

görülmesine karşın, mitokondriyal yerleşimli olan AST düzeylerindeki yükseklik ise

harabiyetin  daha  ileri  boyutta  olduğununun  işareti  olarak  kabul  edilir.  Alanin

aminotransferaz düzeyinde artış, gerçekte hepatik bir sitoliz işaretidir. Akut viral ve

toksik hepatitlerde gerek ALT ve gerek AST, normal üst sınırın 10-100 katına varan

artışlar gösterir (213). FK506 ve EGb761’in tek tek veya birlikte kullanılmaları ile

bu enzim düzeylerinde kontrol grubuna göre farklılık bulunmazken, sham grubuna

göre yükseklik vardı.  Literatürü incelediğimizde,  FK506’nın iskemi oluşturulmuş

ratlarda  AST  düzeylerini  düşürdüğü  bildirilirken,  çalışmamıza  benzer  şekilde

yapılmış parsiyel hepatektomi oluşturulmuş ratlarla yapılan başka bir çalışmada ise

FK506’nın  AST  düzeylerini  artırdığı  bildirilmiştir  (214,215).  Hepatektomi  kc

hasarlanması  yaptığı  için,  AST  seviyerini  artırdığı  bilinmektedir.  Çalışmamızda

FK506’nın AST düzeylerini kontrole göre etkilemediğini ve sham grubuna göre de

yüksek bulmamızı; çalışmamızdaki kontrol grubunda hepatektomi uygulanmışken,

sham  grubunda  hepatektomi  uygulanmamasına  bağlayabiliriz.  Daha  önce  AST

üzerine  etkisinin  araştırıldığı  bir  çalışmaya  rastlamadığımız  EGb761’in,  AST

düzeylerini etkilemediğini bulduk.

Bu  deneysel  çalışmada,  FK506  ve  EGb761’in  birlikte  kullanımının,  ALT

seviyelerini  de  etkilemediği  bulundu.  İskemi-reperfüzyon  oluşturulmuş  ratlarda

yapılmış  çalışmalarda  FK506’nın  ALT düzeylerini  düşürdüğü bildirilmişken  (6),

çalışmamızdaki  gibi  PH uygulanmış  rat  modelinde  FK506’nın  ALT düzeylerine

etkisinin  araştırıldığı  bir  çalışmaya  rastlamadık.  Hem  AST  hem  de  ALT
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düzeylerinin etkilenmemiş olması, FK506’nın immünsüpresan etkisine bağlı olarak

doku  inflamasyon  ve  nekrozu  üzerine,  EGb761’in  ise  serbest  radikal  yakalayıcı

özelliğinden  dolayı  doku  hasarlanmasını  azaltıcı  etkisine  olumlu  etki

göstermemeleri olarak yorumlanabilir.

Gama  glutamil  transpeptidaz;  kc,  böbrek,  pankreas  ve  prostat  dokusunda

bulunan bu enzim, glutamil radikalinin hücre zarı boyunca taşınmasında görev alır.

Transfer ve hidroliz reaksiyonlarında katalitik aktivite gösterir. Serum seviyesindeki

artış  bir  çok  durumda  gözlenirken  özellikle  kronik  alkol  kullanımında  ve

hepatobiliyer  hastalıkta  artışı  tipiktir  (213).    Gama glutamil  transpeptidazın  PH

yapılan ratlarda 3-7. günlerde artış gösterdiği bildirilmiştir (216). Gruplar arasında

GGT  düzeyleri  arasında  fark  görülmemesi,  GGT  çalışma  zamanımızın  PH’den

sonraki  48.  saatte  olmasına bağlanabilir.  Modelimizde  olduğu şekliyle  FK506 ve

EGb761’in GGT üzerine etkisinin araştırıldığı başka bir çalışmaya rastlayamadık.

Antikoagülan, antiepileptikler, nöroleptikler ve bazı oral kontraseptifler gibi pek çok

ilacın  GGT  düzeylerini  artırdığı  ve  bu  artışın  hücre  hasarına  bağlı  olmadığı,

hücredeki  enzim  indüksiyonuna  bağlı  olduğu  bilinmektedir  (213).  Bu  noktadan

hareketle, modelimizde kc hasarlanması söz konusu ise de, FK506 ve EGb761’in,

GGT düzeylerini  etkilemediği  ortaya  çıkmıştır.  Diğer  bir  ifadeyle,  ilaçlara  bağlı

olarak uyarılabilen bu enzimin,  FK506 ve EGb761 tarafından indüklenmediği  de

söylenebilir.

Alkalen fosfataz, çinko içeren metalloglikoprotein tipi dimer enzimdir. Fosfat

esterlerinin  hidrolizinin  katalizinde  görev  alır.  Karaciğer  hepatobiliyer  kanal

hücrelerinde bulunan bu enzim hepatobiliyer sekresyonla salınır.  Alkalen fosfataz

aktivitesinin artışı intra veya ekstra hepatih kolestazın bir işaretidir. Ratlarda %70

parsiyel hepatektomiden sonra, hepatik rejenerasyon süresince kan ve kc doku ALP

seviyesi  artar.  Bu  artış  bütün  hepatik  membranlarda,  esas  olarakda  safra  kanal

membranında  olmaktadır.  Hepatektomiden  önceki  karaciğerde  ALP  esas  olarak

kanaliküllerde  bulunurken,  hepatektomiyi  takiben  intersellüler  hepatosit

membranındaki ödeme bağlı gerilim nedeniyle serum aktivitesinde artış izlenir. Bu

enzim  değişikliği  serum ve  doku  ALP  düzeylerinde  de  uyumlu  şekilde  görülür
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(217). Çalışmamızda  üç  grupta  da  kontrol  grubuna  göre  ALP

değerleri  bariz  olarak  yüksek  bulunmuştur.  Her  ne  kadar  kc

rejeneratif  sürecinde  ALP  değerlerinin  yükseldiği  bilinse  de

(218,219), kontrol grubuna da hepatektomi prosedürü uygulandığı

için  elde  ettiğimiz  ALP  yüksekliğini  (tüm  gruplarda  ortalama

%216’lık artış) sadece hepatektomiye bağlayamayız. Nitekim sham

grubunda  istatsitiki  olarak  anlamlı  olmasa  da  ALP  düzeylerinin

düşüklüğü bu bulgumuzu desteklemektedir. Diğer bir ifadeyle; ALP

seviyesindeki yüksekliğin, FK506 ve EGb761’e bağlı olarak ortaya

çıktığı  söylenebilir.  FK506’nın  proliferatif  etki  gösterdiği

osteoblastlar  üzerinde,  ALP’ı  artırdığı  bildirilmiştir  (229).

Çalışmamızda  da  rejeneratif  bir  süreç  olmasından  dolayı  ALP

yükselmesi doğal bir sonuç olmakla birlikte, FK506’nın bu sürece

pekiştirici  etki  gösterdiği  söylenebilir.  Deneysel  modelimizde

FK506’da  olduğu gibi  EGb761’de  de bu etkiyi  görmekteyiz.  Yani

EGb761’nin ALP düzeyini artırdığı ifade edilebilir. Akciğer toksisitesi

oluşturulmuş  bir  çalışmada  EGB761’in  ALP  seviyesini  düşürdüğü

iddia edilse de (220), bu çalışma bizim modelimizle uyuşmayan ve

ALP’ın  çok  düşük  miktarlarda  bulunduğu  bir  organ  patolojisi  ile

çalışılmıştır. Alkalen fosfataz bulgusu; FK506 ve EGb761’in, tek tek

veya  birlikte  kullanımları  ile  rejeneratif  süreçteki  kc  hücrelerine

olumlu proliferatif etkisinin yansıması olarak yorumlanabilir.

Laktat dehidrogenaz kalp ve iskelet kası, kc, böbrek ve beyin gibi bir çok

organda  bulunur.  Pirüvatın  laktata  katalizlenmesini  sağlar.  Enzimin  serum

değerlerindeki yükselme hepatosellüler hasarın boyutlarını yansıtır (213). Literatürü

incelediğimizde PH sonrası LDH düzeylerinin arttığı bildirilmiş olup (221,222), bu

çalışmalarda  bizim  çalışmamızla  istatistiksel  olarak  anlamlı  olmasa  da  parelel

bulgular elde edilmiş olup, sham grubunda en düşük seviyeler elde edilmiştir. Bizim

çalışmamızda FK506 ve EGb761’in enzim düzeylerine etkilerinin en doğru şekilde

değerlendirilebilmesi için kontrol grubuna da hepatektomi uygulanmış ve FK506 ve
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EGb761’in  LDH  düzeylerini  etkilemediği  bulunmuştur.  Farklı  doku

hasarlanmalarında (kalp ve beyin doku hasarlanması)  FK506 ve EGb761’in LDH

düzeylerini  düşürdüğü  bildirilirken  (223,224),  yüseldiğini  bildiren  çalışmalarda

vardır  (8).  Sonuçta  LDH’nın,  rat  hepatektomi  modelinde  FK506  ve  EGb761

tarafından etkilenmediği söylenebilir.

Total plazma proteini, başlıca albumin,  1,  2  ,   ve   globulinlerden oluşur.

Bunlar  transportör,  antikor,  enzim,  onkotik  basınç  ajanı,  inflamasyon  belirteci,

tümör belirteci, koagülasyon ajanı, büyüme faktörü gibi kimlikleri ortaya koyarlar

(213).  Karaciğer  proteinlerin  sentezlendiği  en  önemli  organ olup,  bundan dolayı

hepatektominin total plazma protein düzeyini düşürmesi daha önceki çalışmalarda

bildirilmiştir (225,226). Çalışmamızda, sham grubu total protein değerlerinin, diğer

gruplardaki  total  protein  değerlerinden  yüksekliğini  sadece  hepatektomiye

bağlamamız  yeterli  olmayabilir.  Diğer  bir  ifadeyle  sham  grubunda  hepatektomi

uygulanmamasından dolayı total protein yüksektir diyemeyebiliriz. Bu düşüklüğün,

FK506  ve  EGb761’den  de  kaynaklandığı  düşünülebilir.  FK506’nın

hepatoproliferatif  etkisi  bilinmektedir.  Bu etki  ile  FK506, rejenerasyon sürecinde

yapıtaşı  olarak  plazma  proteinlerini  kullanmış  ve  seviyelerini  düşürmüş  olabilir.

EGb761’ in mitekondri membran proteinlerinin sentezini inhibe ettiği bildirilmiştir

(227). Bu protein inhibisyonun deneysel modelimizde de gerçekleşerek, EGb761’in

ilgili  protein mRNA yazılımını  baskılaması  ile  total  plazma protein düzeylerinde

düşüklüğüne yol açabileceği düşünülebilir.

Hepatik  parankim  hasarlanmayı  takiben,  ATP  ve  GTP  gibi  pürin

nükleotidlerinin yıkımı ile hipoksantin, ksantin ve son olarak da ürik asit oluşur. Bu

sebeple ürik asid,  organ transplantasyonunda hücresel hasarlanmanın bir  belirteci

olarak  kullanılmaktadır.  Ayrıca  oluşturulan  total  yada  parsiyel  hepatik  iskemi

modellerinde, iskeminin derecesine göre ürik asid düzeylerinde yükselmeler olduğu

bildirilmiştir (211). Çalışmamızda hepatektomi yapılmış gruplardan elde ettiğimiz,

ilaç  verilen  gruplarda  kontrole  göre  belirgin  düşük  ürik  asid  seviyelerini;

hepatektomi prosedürü sonucunda, FK506’ın immünsüpresan özelliğinden dolayı kc

hasarlanmasını azaltıcı etkisine, EGB761’in ise serbest radikal yakalayıcı etkisinden
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kaynaklana antioksidan özelliği ile doku hasarlanmasını azaltmasına bağlayabiliriz.

İlaç  verilen  gruplarda,  parankim  hasarlanmasının  kontrole  göre  düşük  oluşunu,

FK506  ve  EGb761’in  indirekt  sitoprotektif  etki  açığa  çıkarmış  olmasına

bağlanabilir.  Diğer bir ifadeyle, söz konusu ilaçların, kc parankim hasarlanmasını

azaltıcı etki gösterdiği ve bu şekilde rejeneratif sürece olumlu katkıda bulunduğunu

söyleyebiliriz. 

Trigliserid düzeylerinin rat hepatektomi modelinde araştırıldığı çalışmalarda,

hepatektomiyi  takiben  düzeylerin  progresif  olarak  düştüğünün  rapor  edildiği

çalışmaların yanısıra (228), hepatektomiyi takiben ilk altı saatten itibaren belirgin

olarak  yükseldiğini  ve  bu yükselmenin  postoperatif  72.  saatte  kadar  devam edip

daha sonra normal düzeylerine döndüğünün gösterildiği çalışmalar mevcuttur (229).

Yoshida  ve  arkadaşları  FK506’nın  ratlarda  trigliserid  düzeylerini  etkilemediğini

bildirmişlerdir  (230).  EGb761’in  modelimizde  olduğu  gibi  lipid  profili  üzerine

etkisinin  araştırıldığı  bir  çalışmaya  rastlayamadık.  EGb761’in  yüksek  kolesterol

diyeti  alan  ratlarda  serum  trigliserid  düzeylerindeki  yükselmeyi  inhhibe  ettiği

bildirilmiş olup (231), EGb761’in farmakolojik özelliklerinden dolayı okidatif stres

durumunda  trigliserid düzeylerini hafifçe artırdığını gösteren çalışmalar da vardır

(232).  Çalışmamızda   FK506’nin  trigliseridi,  kontrol  grubuna  göre  artrıcı  etki

gösterirken, sham grubuna göre azaltıcı etki gösterdiğini görmekteyiz. Her ne kadar

bu  etkiler  istatistiksel  olarak  anlamlı  olmasa  da,  FK506’nın  trigliserdi  hafifçe

artırdığı  söylenebilir.  EGb761  verilen  grupta,  kontrol  grubuna  göre  anlamlı

yükseklik,  sham  grubuna  göre  ise  anlamlı  olmayan  düşüklük  görülmektedir.

EGb761’in  hepatektomiden  bağımsız  bir  etki  ile,  trigliseridi  artırabileceği

söylenebilir.

Rat  hepatektomi  modelinde,  total  kolesterol  düzeylerinin  yükseldiğini  ve

düştüğünü   bildiren  çalışmalar  vardır  (58,225,226).  Fields  ve  arkadaşlarının  rat

hepatektomi modelinde kolesterol düzeylerinin sentezinde ani bir düşüş olduğunu ve

kolesterol  sentezi  için DNA yazılımının  32.  saatten  sonra başladığını  bu yüzden

kolesterol  düzeylerinin  48.  saatten  önce  yükselmediğini  öne  sürmüşlerdir  (226).

FK506’nın  ve  EGb761’in  modelimizde  olduğu  gibi  kolesterol  düzeylerine  olan
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etkisinin  incelendiği  başka  bir  çalışmaya  rastlayamadık  Çalışmamızda  total

kolesterol  değerleri  hepatektomi  gruplarında  sham  grubuna  göre  anlamlı  olarak

düşüklük göstermiştir.  Bu durumun hepatektomiye bağlı olarak hepatik kolesterol

sentezindekinde  azalmaya  bağlı  olduğu  söylenebilir.  Bunun  yanı  sıra  EGb761

verilen  grupta  kolesterol  düzeyleri,  kontrol  grubuna  göre  anlamlı  yüksek  olup,

EGb761’in hepatektomide, total kolesterol düzeylerini artırdığı sonucu çıkarılabilir.

Diğer  bir  lipid  parametremiz  olan  HDL  düzeylerini  incelediğimizde

hepatektomi  gruplarında  sham  grubuna  göre  anlamlı  düşüklük  görmekteyiz.

Bulgumuz  literatür  ile  de  uyumlu  olup  (233),  hepatektomi  yapılan  ratlarda

ekstrahepatik  HDL-apoprotein  katabolizmasının  artması  yada  geriye  kalan  kc

lobunda  HDL  yıkılımının  hepatektomiye  bağlı  olarak  uyarılmasına  bağlanabilir.

İlaçların her ikisinin de HDL üzerine etkisinin olmadığı da söylenebilir.

Çalışmamızda  LDL  düzeyleri  bakımından  hepatektomi  grupları  arasında

istatistiksel  fark  görülmemiş  olup,  sham  grubuna  göre  hepatektomi  gruplarında

yüksek  LDL değerlerinin  bulunması,  rejenerasyona  bağlı  olarak  lipid  sentezinin

direkt olarak uyarıldığı ve LDL düzeylerinin buna bağlı olarak yüksek olduğununun

öne sürüldüğü çalışmalar ile uyumludur (234). LDL’nin hepatektomi gruplarındaki

yüksekliği,  prosedürden  kaynaklanan  sentez  hızındaki  artış  olarak

yorumlanabileceği  gibi,  istatistiksel  olarak  anlamlı  olmasa  da,  EGb761  ve

FK506’nın, LDL düzeylerini artırıcı etkisinden de bahsedilebilir. 

Bu deneysel çalışmada; antioksidan enzimlerden SOD, GPx, GR, doku nötrofil

infiltrasyon  göstergesi  olan  MPO  ve  lipid  peroksidasyon  ürünü  olan  TBARS’ın

rejenerasyon ile ilişkisi  de araştırıldı.  Süperoksid dismutaz,  süperoksidin hidrojen

perokside  dismutasyonunu  katalizleyen  ve  hücreyi  serbest  radikal  hasarından

koruyan  bir  metalloenzimdir  (180,182,205).  Antioksidan  enzimlerden  biri  olan

SOD’ın PH’den sonra düşük olduğunu gösteren çalışmalar bulunmakla birlikte, bu

düzeylerin etkilenmediğini bildiren çalışmalar da vardır (235-237). FK506’nın rat

hepatektomi modeli kc renerasyonunda, SOD ile direkt etkileşiminin araştırıldığı bir

çalışmaya  rastlayamadık.  Ancak  FK506’nın  kc  ilaç  toksisitesinde  SOD  değerini

artırdığı  bildirilmiştir  (238).  Çalışmamızda  FK506’nın  SOD  düzeylerini
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etkilemediğini gördük. EGb761 ile SOD ilişkisini araştırdığımızda, daha çok kc dışı

organ patolojilerinde çalışıldığını görmekle birlikte, kc SOD düzeyini yükselttiğini

bildiren  çalışmalar  vardır  (239,240).  Oluşturduğumuz rat  hepatektomi  modelinde

EGb761’in  SOD  düzeylerini  etkilemediğini  gördük.  Aynı  model  kullanılarak

EGb761-SOD  ilişkisinin  araştırıldığı  başka  bir  çalışmaya  rastlamadık.  Ayrıca

EGb761 ve FK506’nın birlikte kullanılmaları  ile de SOD düzeyleri  kontrollerden

farklı  çıkmamış  olup,  tek  başlarına  kullanılmalarında  olduğu  gibi  SOD  düzeyi

etkilenmemiştir. 

Diğer bir antioksidan enzim olan GPx; hidrojen peroksidin ve diğer serbest

hidrojen peroksidlerin yıkılmalarını katalizler (175). Karaciğer doku hasarlaması ile

oluşan oksidatif stresde, kc’in potent fizyolojik lipid peroksid yakalaycısı olan GPx

düzeylerinin  çokca  araştırıldığını  görmekteyiz.  Szymonik  ve  arkadaşları  CCl4’e

bağlı akut kc hasarlanmasında GPx düzeylerinin değişmediğini, eş zamanlı oluşan

beyin,  böbrek  ve  kalp   gibi  organlardaki  GPx  değişimine  göre  kc’in  bu  GPx

düzeylerindeki değişime karşı daha dirençli olduğunu öne sürmüşlerdir (241). Ben-

Shaul  ve  arkadaşları,  oluşturulan  kc  hasarlanmasında  GPx  enzim  düzeylerini

incelemişler  ve  rat  kc  koruyucu antioksidan  sistemlerinin  diğer  hayvan türlerine

göre relatif rezistansın olduğunu iddia etmişlerdir (242). Diğer bir  rat kc oksidatif

stres modelinde GPx aktivitesinde değişiklik izlenmediği rapor edilmiş olup, bunu

kullanılan  ilacın  kc  toksisitesi  oluşturmadığına  bağlamışlardır  (243).  Ayrıca  kc

hasarlanmasına  bağlı  olarak  GPx  düzeylerinin  düştüğünü  bildiren  çalışmalarda

vardır (210,211). Sanchez-Campos ve arkadaşları yapmış oldukları kolestaza bağlı

oluşturulan  kc  hasarlanması  çalışmalarında  FK506’nın  GPx  düzeyini  artırdığını

bildirmişlerdir  (244).  EGb761’in GPx düzeylerine  etkilerine  baktığımızda  ise,  kc

dışı  organ  hasarlanmalarında  çalışıldığını  görmekteyiz  (245,246).  Çalışmamızda

olduğu gibi hepatektomi oluşturulmuş ratlarda EGb761 ve FK506’nın GPx üzerine

etkisinin araştırıldığı bir çalışmaya rastlamadık. Elde ettiğimiz bulgular göstermiştir

ki, FK506 ve EGb761 tek başlarına veya birlikte rat PH modelinde GPx düzeylerini

etkilememektedir. FK506’nın GPx düzeyini artırdığını bildiren çalışmadaki model

kolestaz modeli olup, bizim çalışmamızda uygulanan model ise PH modelidir. Diğer
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bir ifadeyle Sanchez-Campos ve arkadaşlarının iddia ettiği FK506’nın GPx’i artırıcı

etkisini  çalışmamızda  görmemiş  olmamız  oluşturulan  modellerin  farklılığından

kaynaklanmış olabilir.  EGb761’in farklı organ hasarlanmalarında GPx düzeylerini

artırdığı bildirilmekle birlikte, çalışmamızda bu düzeylerin değişmemiş olması; GPx

düzeylerinin  arttığını  iddia  eden  çalışmaların  farklı  modeller  olmasının  yanında,

farklı organlarda çalışılmış olmasına da bağlanabilir. Ayrıca bu duruma kc’in GPx

düzeylerindeki değişime karşı daha dirençli olması da yol açmış olabilir (216).

Çalıştığımız bir başka antioksidan enzim olan GR’da, hepatektomi uygulanan

gruplar arasında fark görülmemiş olup, FK506 verilen grupta, sham grubuna göre

anlamlı yükseklik çıkmıştır. Diğer bir ifadeyle, FK506 ve EGb761, oluşturduğumuz

modelde  GR  seviyelerini,  hepatektomiden  bağımsız  bir  şekilde  direkt  olarak,

etkilememiştir.  Çalışmamızla  direkt  birebir  örtüşen  bir  model  ile  FK506  ve

EGb761’in, GR’a etkisinin araştırıldığı bir çalışmaya rastlamamakla beraber, başka

şekillerde  oluşturulmuş  karaciğer  hasarlanmasında,  GR  düzeyleri  için  farklı

bildirimler bulunmaktadır. Karaciğer hasarlanması oluşturulmuş bazı çalışmalar GR

aktivitesinin  çalışmamızda  olduğu  gibi  değişmediğini,  bazıları  ise  arttığını

bildirmişlerdir  (247,248).  FK506’nın  GR  aktivitesini  nefrotoksisite  oluşturulmuş

ratlarda artırdığını bildiren çalışma dışında (249), özellikle kc modellerinde yapılmış

bir  çalışmaya  rastlamadık.  FK506’nın  GR  düzeylerini,  kontrol  grubuna  göre

artırmamış olmasını; oluşturduğumuz modelin, FK506’nın GR’ı artırdığını bildiren

araştırmalardaki  modellerden  farklılığına  bağlayabiliriz.  Yine  EGb761’in

nöroprotektif etkisinin araştırıldığı çalışmalarda GR seviyesini düşürdüğü bildirilmiş

olup (250), bunun da bizim modelimizle farklı bir model olması bulgularımızı farklı

kılmış olabilir. 

Elde  ettiğimiz  antioksidan enzim (SOD,  GPx ve GR) bulguları,  FK506 ve

EGb761’in adı geçen üç antioksidan enzim seviyelerini etkilemediğini göstermiştir.

Başka  bir  deyişle,  bu  enzim  düzeylerinin  değişmemesi,  oluşturduğumuz  rat

hepatektomi  modelinde,  adı  geçen  ilaçların  doku  oksidatif  stresi  ve  redoks

potansiyeli üzerine etkisinin olmadığını göstermektedir.
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 Doku  nötrofil  infiltrasyon  göstergesi  olan  MPO  çalıştığımız  diğer  bir

parametredir. FK506’nın, hepatektomide MPO düzeyini azalttığı bildirilmiştir (203).

Elde ettiğimiz bulgular,  literatürde bildirildiği  şekilde FK506’nın,  MPO düzeyini

azalttığı  yönünde  olup,  FK506’nın  kc  rejenerasyonuna  olumlu  etkisi  olduğunu

desteklemiştir.  Hepatektomide,  Egb761’in  ise  MPO  düzeylerini  azaltarak

rejenerasyona  etkisinin  araştırıldığı  bir  çalışmaya  rastlayamamakla  birlikte,  elde

ettiğimiz sonuç göstermektedir ki bir antioksidan ajan olan EGb761’in tek başına

kullanıldığı  zaman  MPO’yu  düşürerek  rejenerasyonu  hızlandırdığı,  FK506  ile

kullanıldığında  ise  MPO’yu  artırarak  rejenerasyonu  olumsuz  etkilemektedir.

EGb761  ile  birlikte  FK506  verilen  grupta  ise  MPO doku  düzeylerinin,  yalnızca

FK506 verilen gruba göre yüksek bulunması bu antioksidan  ajanın verilmesinin

sanıldığının aksine inflamasyonu artırıcı etki gösterdiğini düşündürmektedir. Aynı

çalışmada  miyeloperoksidaz  düzeylerinin  FK506’ya  bağlı  düşük  bildirilmesi  de

bulgularımız ile  uyumlu olup FK506’nın doku inflamatuar  cevabını  azaltması  ile

açıklanabilir.

Çalışmamızda lipid peroksidasyon göstergesi olarak doku ve plazma TBARS

düzeyleri  incelendi.  Chesseman  ve  arkadaşları  yapmış  oldukları  çalışmalarında,

rejenerasyonunun  erken  fazındaki  kc  homojenatlarında  lipid  peroksidasyon

bulguları  varlığını göstermiş olup, karaciğer rejenerasyonun erken fazında serbest

radikal hasarlanması olduğunu bildirmişlerdir (140). Lipid peroksidasyonu oksaditif

stresin önemli indikatörüdür. Oksijen serbest radikallerinin hücresel lipidlere atağı

sonucu malondialdehit  gibi  aldehid  lipid  hidroperoksid oluşmaktadır.  Ratların  kc

mikrozomlarında,  maksimum  TK  aktivitesinin,  lipid  peroksidasyon  hızı  ile  ters

orantılı  olduğu, başka bir  ifadeyle TK aktivitesi  yüksek iken lipid peroksidasyon

hızının  düştüğü  bildirilmiştir  (139).  Bir  başka  çalışma  da  ise  rat  kc  iskemi

modelinde FK506’nın kc’deki lipid peroksidasyonunun bir göstergesi olan MDA’yı

azalttığı  rapor  edilmiştir  (251).  Parsiyel  hepatektomiden  sonraki  hepatik

rejenerasyon döneminde geriye kalan kc’in daha fazla hasarlanmasına karşı cevap

olarak  lipoperoksid  düzeylerinde  yükselme  ve  enerji  metabolizmasında  düşme

olduğu öne sürülmüştür (148). Kim ve arkadaşlarının yaptığı  benzer hepatektomi
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çalışmasında  TBARS,  rezeksiyon  grubunda  kontrol  grubuna  göre  yüksek

bulunmuştur.  FK506  tedavisinin  PH yapılan  rat  kc’inde  MDA üretiminde  artışa

sebep olduğunu iddia edilmiştir (252). Çalışmamızda yalnızca FK506 verilen grupta

diğer  dört  gruba  göre  doku  lipid  peroksidasyon  ürünlerinde  istatistiksel  olarak

anlamlı olan yükseklik, FK506 ile birlikte EGb761 verilen grupta, yalnızca FK506

verilen  gruba  göre  doku  lipid  peroksidasyon  düzeyinde  ise  istatistiksel  olarak

anlamlı olan düşüklük izlenmiştir. FK506 verilen grupta, kontrol grubuna göre lipid

peroksidasyon ürünlerinde bulunan yükseklik, FK506’nın tek başına doku oksidatif

stresini  azaltmada  yeterli  olmadığını,  ancak  EGb761  ile  verildiğinde  yeterli

olduğunu hipotezini  desteklemektedir.  Elde ettiğimiz bu bulgu istatistiksel  olarak

anlamlı  olup,  FK506’nın  bir  antioksidan  ajanla  birlikte  kullanılmasının  doku

oksidatif  stresini  azaltacağı  fikrini  verebilir.  FK506  ile  birlikte  kullandığımız

antioksidan  ajanın  değiştirilmesi  ile  yapılacak  bir  çalışmanın,  lipid

peroksidasyonuna etkisinin izlenmesi, pre veya post transplant rejenerasyon sürecini

hızlandıracak  medikasyonlar  açısından ışık  tutucu olabilir.  FK506’nın  tek  başına

kullanımında  hepatotoksik  etkiye  sahip  olduğu  bildirilmiştir  (253).  FK506+hep

grubunda MDA doku seviyelerinin  yüksek olması,  FK506’nın hem hepatotoksik

hem de hepatoproliferatif etkisinin olmasına ve bu etkilerden hepatotoksik etkinin

daha  baskın  olmuş  olabileceğine  bağlanabilir.  Diğer  bir  ifadeyle  hepatosit

stimülasyonu etkisinin, hepatotoksik etkiden daha zayıf kalmasıda bu duruma yol

açmış  olabilir.  MDA  plazma  değerleri  ile  MDA  doku  değerleri  bakımından,

FK506+hep  ve  FK506+EGb761+hep grupları  arasında  parelellik  gözlenmemiştir.

Doku  ve  plazma  değerleri  arasındaki  bu  parelelliğin  olmaması,  FK506+hep

grubunda, membran hasarlanmanın yüksek olmasına bağlı olarak plazmaya MDA

geçişini  geciktirmiş  olmasına bağlanabilir.  Ayrıca MDA ölçümü için spesifik  bir

indeks  olmayan  tiyobarbütirik  asit  metodunun,  plazmada  hatalı  pozitif  reaksiyon

verebilecek yapıların çokca olabileceği ve bundan dolayı kullandığımız her iki ilacın

plazmada oluşturması muhtemel doğası bilinmeyen bir kompleksin benzer şekilde

hatalı pozitif sonuç verdirebileceği düşündürebilir.
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Çalışmamızdaki  korelasyon bulgularına  baktığımızda,  en önemli  olanlardan,

EGb761+hep grubunda; GGT ile LDH arasında pozitif korelasyon bulundu. Gruplar

arasında fark göstermeseler de her iki enzim kendi aralarında ilişkili çıkmış olup,

rejeneratif süreçte aktif oldukları söylenebilir. SOD ile mitotik indeks arasında da

pozitif korelasyon bulundu. Süperoksit dismutaz gruplar arasında fark göstermemiş

olsa  da,  mitotik  indeksin  artması  ile  artış  göstermiştir  diyebiliriz  (216,221,222).

FK506+hep  grubunda;  TK  ile  trigliserid  arasında  pozitif  korelasyon  bulundu.

Trigliserid gruplarda artan bir parametremiz idi. Rejenerasyon göstergesi olan TK,

artması  ile  trigliseridin  artması  beklenen  bir  korelasyon  olmuştur  (147,148).

EGb761+FK506+hep  grubunda  ise,  plazma  MPO  ile  rejenerasyon  hızı  arasında

negatif  korelasyon  bulundu.  Hasarlanma  ile  arttığını  bildiğimiz  ve  buna  paralel

olarak bulduğumuz MPO, rejenerasyon ile birlikte azalmıştır sonucunu çıkarabiliriz

(203).

Çalışmamızın sonucu olarak; kc rejenerasyonu sürecinde, takrolimus ve 

birlikte verilmesi düşünülen antioksidan ilaç dozunun azaltılması yanında, 

kortikosteroid gibi destekleyici ilaç gereksiniminde de azalma olacağı; EGb761’in 

kc rejenerasyonunda kullanımının  rejenerasyon üzerine olumlu etkileri olduğu 

sonucu çıkarılabilir.
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ÖZET

İmmünsüpresan bir ajan olan Takrolimus (FK506)’un iskemi-reperfüzyona bağlı

doku  hasarlanmasında  koruyucu  etkisinin  olduğu  gösterilmiştir.  Bu  çalışmada,

FK506’nın  ve  bir  serbest  radikal  yakalayıcısı  olan  EGb761’in,  oksidatif  stresini

azaltma yoluyla karaciğer (kc) rejenerasyon sürecine etkisini araştırmayı amaçladık.

Ratlar; sham grubu, kontrol grubu ve hepatektomi yapılıp  FK506, EGb761 ve

bunların  kombinasyonunun  verildiği  gruplar  olmak  üzere  beşe  ayrıldı.  Ölçülen

parametreler  için  spektrofotometrik,  histolojik   ve  radioimmünoassay  metodları

kullanıldı. 

Karaciğer  rejenerasyonu;  timidin  kinaz  (TK), mitotik  indeks ve rejenerasyon

hızı üzerinden değerlendirildi.  Rezeksiyon sonrası  antioksidan sistemdeki değişim;

süperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon redüktaz (GR) ve

miyeloperoksidaz  (MPO) ile  lipid  peroksidasyonunun göstergesi  olan  tiobarbütirik

reaktif substans (TBARS) düzeylerinin ölçülmesi ile incelendi.

FK506  verilen  grupta  TK;  sham  ve  EGb761+FK506  grubuna  göre  yüksek,

rejenerasyon hızı; EGb761 grubundan düşük, mitotik indeks oranları; kontrol ve sham

grubundan  yüksek,  doku MPO; EGb761+FK506 grubundan  düşük,  plazma  MPO;

sham grubundan yüksek, plazma TBARS; sham grubundan düşük, EGb761+FK506

grubundan yüksek, doku TBARS; diğer dört gruptan yüksek bulundu. 

EGb761 verilen grupta; ıslak kc ağırlığı kontrol grubundan yüksek, TK; sham

grubuna göre yüksek, rejenerasyon hızı; diğer üç gruba göre yüksek, mitotik indeks

V



oranları;  sham ve  kontrol  grubuna  göre  yüksek,  doku  MPO;  EGb761+FK506  ve

kontrol  grubundan  düşük,  plazma  MPO;  sham grubundan  yüksek,  doku  TBARS;

FK506  verilen  gruptan  düşük,  sham  grubundan  yüksek,  plazma  TBARS;

EGb761+FK506 verilen gruptan düşük, sham grubundan yüksek bulundu. 

EGb761  ve  FK506  kombinasyonunda  TK;  FK506  grubuna  göre  düşük,

rejenerasyon hızı; kontrol grubundan yüksek iken EGb761 grubundan düşük, doku

MPO;  sham,  EGb761  ve  FK506  gruplarına  göre  yüksek,  plazma  MPO;  sham

grubundan yüksek, plazma TBARS; diğer dört gruptan yüksek, doku TBARS; sham

grubundan yüksek iken FK506 grubundan düşük bulundu. 

Sonuç  olarak;  EGb761’in  hepatektomide  rejeneratif  sürece  olan  olumlu

etkisinin,  en  azından  rejeneratif  etkisi  bilinen  FK506  kadar  olduğu,  birlikte

kullanılması durumunda antioksidan ilaç dozunun azaltılması yanında, kortikosteroid

gibi destekleyici ilaç 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 Ağırlık Rezağ Totkc MI TK GPx GR SOD ÜA TB DB AST

1 352,0 -   8,00 0 5,12  6,20   4,53 3250  ,90 ,30 ,20  85
2 367,0 -   8,96 0 5,40  7,30   6,33 3100 1,00 ,30 ,20  80
3 333,0 -   5,69 0 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 0 2,70  7,90   3,90 2220 2,10 ,70 ,50  92
6 306,0 -   5,97 0 4,25  8,50   3,17 2703 2,50 ,50 ,40  83
7 331,0 -   5,79 0 4,18  6,80   5,94 2948 1,60 ,50 ,30  57
8 303,0 -   5,61 0 6,40  8,50   5,43 3356 1,70 ,30 ,10  60
9 275,0 -   6,15 0 5,00  8,00   4,50 3125 2,40 ,50 ,30  80
10 294,0 -   5,20 0 3,50  8,70   5,20 3002 1,50 ,50 ,30  94

No ALP ALT Koles HDL TRG LDL Tprot GGT LDH MDAd MDAp MPOp MPOd

1 140 58 128 109 98 1 7,1 20 865 2,00 1,0 57,3 13,1
2 180 45 158 95 125 6 7,4 21 825 1,25 2,5 15,3 7,6
3 156 42 133 107 96 3 6,9 18 902 3,25 2,2 18,6 11,9
4 125 45 113 100 83 4 6,6 16 851 1,10 2,6 89,0 9,8
5 189 42 121 104 67 1 7 14 796 2,20 2,5 29,7 11,3
6 129 40 105 91 72 4 7,2 19 750 2,40 3,0 50,5 12
7 148 56 126 110 56 5 6,8 21 798 2,10 2,2 39,0 7,2
8 201 41 183 167 135 5 7,3 22 801 2,56 2,2 55,3 9,8
9 156 40 88 75 93 2 7,3 16 659 2,96 2,5 52,0 5,3
10 125 40 125 113 72 3 6,9 25 911 1,90 2,4 29,0 7,2
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No ALP ALT Koles HDL TRG LDL Tprot GGT LDH MDAd MDAp MPOp MPOd

1 1187 289 111 30 97 62 5,8 64 2168 4,39 7,13 97,02 24,8
2 886 322 67 42 61 13 5,3 5 1205 9,02 3,45 163,35 13,9
3 1072 253 97 36 96 42 5,6 11 997 7,64 8,03 133,65 11,9
4 654 137 68 42 82 9 5,2 5 2178 6,12 5,27 171,27 18
5 2481 382 116 14 87 85 5,7 13 1175 6,28 4,2 0,99 23,8
6 577 192 75 48 64 14 5,9 7 1884 7,4 18,03 50,49 24,8
7 686 168 88 27 65 48 5,4 8 1256 5,09 7,48 106,92 22,8
8 745 146 91 52 75 24 5,3 7 1655 5,79 3,45 85,14 15,8
9 901 767 55 24 78 15 5,3 38 1397 4,49 2,46 155,43 13,9
10 304 1733 85 35 76 32 4,5 25 1367 5,4 6 205,92 2,1
11 729 941 83 36 79 32 5 54 1875 8,94 3,35 169,29 26,7

No Ağırlık Rezağ Totkc MI Child TK GPx GR SOD ÜA TB DB AST

1 383 9,87 13,1 8,8 8,5 12,04 6,20 8,03 5397 1,2 1,5 1,4 617
2 350 8,75 11,9 8,8 8,4 7,40 7,10 10,00 3932 1,0 0,6 0,5 428
3 320 7,49 10,9 7,3 6,8 11,12 12,23 6,26 2935 1,1 0,7 0,5 336
4 353 6,43 12 7,1 6,2 9,02 9,60 8,00 3890 1,3 0,5 0,4 354
5 366 8,45 12,4 6,5 6 4,70 25,40 9,96 1030 1,3 6,9 6,1 578
6 380 9,45 12,9 8,8 8,4 8,25 6,60 6,94 4677 1,4 0,4 0,3 427
7 379 9,86 12,9 7,3 7 7,18 5,50 7,47 3895 1,3 0,5 0,4 356
8 321 7,75 10,9 7,1 6,7 8,40 5,10 8,46 2937 0,8 0,3 0,2 329
9 354 8,43 12,1 7 6 16,33 6,90 6,98 4761 1,4 0,6 0,5 1140
10 274 6,07 9,3 4,9 4,3 4,50 8,60 11,01 4465 1,2 1,6 1,2 2940
11 307 6,57 10,4 5,7 5,1 16,60 8,00 8,3 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 Ağırlık Rezağ Totkc MI Child TK GPx GR SOD ÜA TB DB AST

1 316 7,41 10,7 0 3 11,4 10,75 7,15 4957 2,0 0 ,6 0,5 745
2 356 7,26 12,1 0 2,1 4,3 8,60 5,76 3434 1,6 0 ,5 2,2 759
3 380 8,38 12,9 0 3,3 7,9 7,80 11,5 3370 1,8 0 ,5 0,4 104
4 396 7,75 13,6 2 3,3 10,2 11,70 3,26 2311 1,5 0 ,5 0,4 174
5 425 7,36 14,4 0 4,6 11,4 11,02 6,50 3674 1,4 0 ,7 0,5 109
6 400 8,37 13,6 0 3,1 5,8 9,90 7,50 4043 2,0 0 ,5 0,4 90
7 388 6,04 13,2 0 1,4 3,8 13,42 3,47 1716 2,2 0 ,5 0,4 184
8 330 7,68 11,2 1 3,3 2,3 8,18 11,8 3412 2,3 0 ,4 0,3 125
9 287 6,01 9,76 2 4,0 4,3 11,30 10,3 3582 2,4 0 ,8 0,7 135
10 386 6,70 13,1 0 1,0 3,1 4,60 19,5 4002 1,9 0 ,6 0,5 211
11 350 6,70 11,9 0 2,0 4,2 10,30 5,75 3370 2,0 0 ,5 0,4 211

No ALP ALT Koles HDL TRG LDL Tprot GGT LDH MDAd MDAp MPOp MPOd

1 214 745 48 26 49 15 6,7 3 650 4,4 4,8 183,2 39,6
2 369 69 55 16 39 30 5,7 26 1301 9,0 4,5 94,1 28,7
3 286 56 41 25 43 7 6,4 7 992 7,6 1,4 107 26,7
4 269 61 59 31 66 15 6,0 1 1122 6,1 6,5 84,2 72,3
5 162 110 79 31 76 33 6,4 27 1515 6,3 6 222,8 53,5
6 221 85 41 14 37 20 6,3 53 1671 5,3 4,8 84,2 42,6
7 214 99 40 29 53 1 6,3 23 1332 5,1 5,4 95 40,6
8 299 98 56 36 38 13 6,5 38 1737 5,8 8,4 57,4 41,2
9 222 112 33 13 44 11 6,8 21 1897 4,5 3,8 105,9 42,7
10 284 91 26 18 35 1 6,9 37 2516 5,5 3,5 82,2 38,5
11 674 91 59 41 59 6 5,9 4 1462 3,9 4,2 98 20,8
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EK Tablo 4: FK506 +hep Grubu Verileri

No Ağırlık

Reza

ğ Totkc sakrkc MI chılds TK GPx GR SOD ÜA TB DB AST

1 347 6,82 11,8 6 4 5,5 11,2 5,9 16,6 1601 0,9 0,4 0,3 515
2 320 6,40 10,88 6,2 4 5,3 5,5 13,2 9,6 2042 1,0 0,3 0,2 675
3 321 5,92 10,91 6,3 2 5,9 11,4 6,2 9,9 9026 1,0 0,3 0,2 563
4 347 6,16 11,8 6,5 12 4,7 6,3 12,4 7,3 3360 0,5 0,3 0,2 383
5 324 6,20 11,02 6 4 3,4 14,1 11,9 8,6 3785 0,7 1,3 1,2 1260
6 322 8,24 10,95 4,9 12 3,7 6,3 6,6 13,2 3212 0,6 1,2 1 449
7 404 8,68 13,74 6,4 0 5,8 12,1 11,2 13,3 2585 0,6 6,9 6 922
8 349 6,79 11,87 5,6 1 4,8 11,7 15 13,8 3250 0,9 6,3 6,1 902
9 299 6,74 10,17 5,7 6 5,2 11,5 15,8 6,6 2582 1,3 0,4 0,3 387
10 301 8,09 10,23 6,3 6 5,1 8,4 13,2 4,5 2912 0,1 0,3 0,2 684

No ALP ALT Koles HDL TRG LDL Tprot GGT LDH MDAd MDAp MPOp MPOd

1 616 223 86 36 76 33 5,3 8 1438 8,5 3,9 140,6 15,8
2 489 370 59 33 58 14 5,4 6 1106 4,3 5,8 138,6 26,7
3 545 309 50 30 61 8 5,7 10 2434 14,4 5,2 142,6 27,7
4 490 179 57 41 42 7 4,7 8 1465 11,2 1,6 76,2 4,9
5 816 1151 90 22 76 53 5,4 15 1845 5,3 5,6 54,5 17,8
6 637 2224 119 30 61 45 5,5 17 1596 8,8 6,2 174,2 31,7
7 2525 668 88 4 87 98 5,8 16 3554 15,9 5,1 224,7 23,4
8 1257 795 71 2 79 70 5,3 18 1847 11,2 5,3 28,7 53,5
9 1345 244 78 36 78 20 5,3 17 1460 5,9 6,5 141,6 11,8
10 940 499 75 37 50 25 5,3 10 2062 7,6 7,7 125 20,8
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FK506’NIN DENEYSEL HEPATEKTOMİ MODELİNDEKARACİĞER REJENERASYONU VE

ANTİOKSİDAN SİSTEME ETKİSİNİN İNCELENMESİ

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

antioxidant system

İmmünsüpresan bir ajan olan Takrolimus (FK506)’un iskemi-reperfüzyona bağlı doku 

hasarlanmasında koruyucu etkisinin olduğu gösterilmiştir. Bu çalışmada, FK506’nın ve bir serbest 

radikal yakalayıcısı olan EGb761’in, oksidatif stresini azaltma yoluyla karaciğer (kc) rejenerasyon 

sürecine etkisini araştırmayı amaçladık.

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 yakalayıcı???, on the liver regeneration process by diminishing 

the oxidative stress.

Ratlar; sham grubu, kontrol grubu ve hepatektomi yapılıp  FK506, EGb761 ve bunların 

kombinasyonunun verildiği gruplar olmak üzere beşe ayrıldı. Ölçülen parametreler için 

spektrofotometrik, histolojik  ve radioimmünoassay metodları kullanıldı. 

The rats have been divided into five groups as sham group, control group, hepatektomi administered

FK506, EGb761, and a combination of these (bu cümlenin türkçesi bana net değil, anladığımı 

yazdım). Spektrophometric, histologic and radioimmunoassay methods have been used for the 

measured parameters.

Karaciğer rejenerasyonu; timidin kinaz (TK), mitotik indeks ve rejenerasyon hızı üzerinden 

değerlendirildi. Rezeksiyon sonrası  antioksidan sistemdeki değişim; süperoksid dismutaz (SOD), 

glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon redüktaz (GR) ve miyeloperoksidaz (MPO) ile lipid 

peroksidasyonunun göstergesi olan tiobarbütirik reaktif substans (TBARS) düzeylerinin ölçülmesi 

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 REZEKSİYON?? has been 

studied measuring the superoxide distumaz(SOD),Glutatyon peroxidaz (GPx), Glutatyon reduktas 



(GR), and tiobarbütirik reactive substance level (TBARS), an indicator of miyeloperoksidaz (MPO) 

and lipid peroksidation.

FK506 verilen grupta TK; sham ve EGb761+FK506 grubuna göre yüksek, rejenerasyon hızı; 

EGb761 grubundan düşük, mitotik indeks oranları; kontrol ve sham grubundan yüksek, doku MPO; 

EGb761+FK506 grubundan düşük, plazma MPO; sham grubundan yüksek, plazma TBARS; sham 

grubundan düşük, EGb761+FK506 grubundan yüksek, doku TBARS; diğer dört gruptan yüksek 

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; ıslak kc ağırlığı kontrol grubundan yüksek, TK; sham grubuna göre yüksek,

rejenerasyon hızı; diğer üç gruba göre yüksek, mitotik indeks oranları; sham ve kontrol grubuna 

göre yüksek, doku MPO; EGb761+FK506 ve kontrol grubundan düşük, plazma MPO; sham 

grubundan yüksek, doku TBARS; FK506 verilen gruptan düşük, sham grubundan yüksek, plazma 

TBARS; EGb761+FK506 verilen gruptan düşük, sham grubundan yüksek, 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 göre düşük, rejenerasyon hızı; kontrol 

grubundan yüksek iken EGb761 grubundan düşük, doku MPO; sham, EGb761 ve FK506 gruplarına

göre yüksek, plazma MPO; sham grubundan yüksek, plazma TBARS; diğer dört gruptan yüksek, 

doku TBARS; sham grubundan yüksek iken FK506 grubundan düşük bulundu. 



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.

Sonuç olarak; EGb761’in hepatektomide rejeneratif sürece olan olumlu etkisinin, en azından 

rejeneratif etkisi bilinen FK506 kadar olduğu, birlikte kullanılması durumunda antioksidan ilaç 

dozunun azaltılması yanında, kortikosteroid gibi destekleyici ilaç 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.

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

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

Nurullah hocam, bazı kelimeleri tam olarak bilmiyorum, yanımda da sözlük yok idi. O kelimeleri 

yenge hanım mutlaka biliyordur control ederse iyi olur. Bazı cümleleri ben tam olarak net 

anlamadım, keşke yanımızda olsanız da sorsaydım, ben kendi anladığıma gore mana vermeye 

çalıştım. Inşaallah yanlış olmamıştır.

Hayırlara vesile olması dileğiyle, 

Iyi geceler.

Faruk balkaya,



EK Tablo 5: EGb761+ FK506 +Hep Grubu Verileri

No Ağırlık

Reza

ğ Totkc

Sacrf

MI

Child

TK GPx GR SOD ÜA TB

DB AST

1 412 7,95 14,01 6,9 4 6,14 2,2 17,6 7,3 3600 1,1 0,4 0,3 349
2 312 7,88 10,61 3,5 0 3,11 1,5 14,7 6,7 2552 1 2,1 2 690
3 379 8,2 12,89 5,1 4 4,53 1,3 10,3 6,5 2874 0,6 3,2 3 750
4 342 6,91 11,63 5,6 2 3,87 4,1 14,5 3,9 2420 0,9 2,1 2 690
5 357 7,93 12,14 6,9 0 5,32 3,2 10,7 8,2 3494 0,9 0,4 0,3 305
6 352 8,36 11,97 6,1 4 5,63 4,6 8,58 3,2 4558 1,1 5 4,4 599
7 364 7,42 12,38 6,2 6 5,51 8,1 9,5 5,9 3458 1,3 0,6 0,5 680
8 300 7,73 10,2 6,3 2 5,98 8,7 7,6 9,4 4610 0,7 5 4,4 737
9 284 7,05 9,66 6,3 6 3,41 9,1 10,95 5,4 3056 1,5 0,7 0,6 402
10 303 7,76 10,3 6,2 6 5,63 8,3 10,2 5,2 3690 0,7 0,6 0,5 627
11 309 7,1 10,51 6,3 4 4,97 8,4 7,9 8,6 4583 0,7 0,4 0,3 723

No ALP ALT Koles HDL TRG LDL Tprot GGT LDH MDAd MDAp MPOp MPOd

1 824 216 87 51 78 20 5,3 6 1201 5,3 6,2 117 50,6
2 751 1140 75 32 69 25 5,4 20 1563 3,3 6,2 154,4 48,1
3 1283 1540 69 20 113 26 5,5 13 1452 7 8,2 158,4 51,5
4 1161 1370 73 44 82 12 5,8 19 3245 6,2 8,2 97 82,2
5 817 155 74 58 48 6 5 11 1460 5,4 6,5 116,8 76,2
6 1588 1196 66 5 69 47 5 13 1049 7,4 10,2 39,6 28,7
7 424 347 32 13 36 12 5,8 4 1366 5,9 8,3 100,9 51,6
8 1904 385 111 5 69 93 5,6 14 1288 5,9 12 41,6 46,5
9 603 157 69 47 82 5 5,7 33 3277 3,84 12,3 217,8 48,5
10 824 311 58 34 57 12 5 4 2293 7,10 4,7 110,9 48,5
11 541 387 71 30 71 25 5,5 5 1887 6,10 6,5 132,7 33,7
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KISALTMALAR

ALP : Alkalen Fosfataz
ALT : Alanin Transaminaz
AP-1 : Aktivatör Protein-1
AST : Aspartat Transaminaz
ATP : Adenozin 5-trifosfat 
C-RP : C Reaktif Proteini
CyA : Siklosporin
EGF : Epidermal Growth Faktör
eNOS : Endoteliyal  Kökenli Nitrik Oksit Sentaz
FGF : Fibroblast Growth Faktör
FKBPs : FK506  Bağlayıcı  Protein
GGT : -glutamil transferaz
GPx : Glutatyon Peroksidaz
GR : Glutatyon Redüktaz
Grx : Glutaredoksinler
GSH : Redükte Glutatyon
GSSG : Okside Glutatyon
GVHD : Graft Versus Host Disease
HEM : Hepatik Ekstrasellüler Matriks
HGF : Hepatosit Growth Faktör
HSS : Hepatik Stimulatör Substans
IGF : İnsülin–Like Growth Faktör
IKK    : IB Kinaz Kompleksi
IL-2 : İnterlökin-2
IL-3 : İnterlökin-3
ıNOS : Uyarılabilir Nitrik Oksit Sentaz
KGF : Keratinosit Growth Faktör 
LAK : Lenfokin Activated Killer
MDA : Malondialdehid
MPO : Miyeloperoksidaz
NF-B : Nüklear Faktör B inhibitörü
NK : Naturel Killer
NO : Nitrik oksit 
OD : Ornitin Dekarboksilaz
PDGF : Platelet Kökenli Growth Faktör
PH : Parsiyel Hepatektomi
ROT : Reaktif Oksijen Türleri
RPM : Rapamisin
SOD : Süperoksid Dismutaz
STAT3  : Transkripsyonun Aktivatör Ve Transdüksyon Sinyali
T3 : Tri-iodo Treonin
TBARS : Tiobarbitürik Assay Substans
TGF : Transforming Growth Faktör
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TGF- : Transforming Growth Faktör-Beta
TNF- : Tümör Nekrozis Faktör-Alfa
TxCAD : Transplant İlişkili Koroner Arter Hastalığı
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 

tiobarbütiric 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+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.

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 
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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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