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OZET

Erkan Aksoy, Parsiyel Hepatektomili Ratlarda Fosfodiesteraz 11 Inhibitérii’niin
Karaciger Hasarma Etkisi, Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi
Anabilim Dali, Uzmanlk Tezi, Zonguldak, 2014,

Giris: Hasar veya rezeksiyon sonrasi rejenerasyon yetenegi karacigerin etkileyici bir
ozelligidir., Karaciger yaralanma, iskemi ve rezeksiyon sonrasinda rejenere olur ancak
hepatik rejenerasyon icin en kuvvetli uyaran rezeksiyondur. Fosfodiesteraz 1II
inhibitorlerinin karaciger hasarim1 kolestazda hem-oksijenaz yoluyla engelledigi ve
fibrogenez esnasinda ise stellat hiicre aktivasyonunu baskilayarak antifibrojenik etki
gosterdigi bildirilmigtir.

Amag: Selektif fosfodiesteraz 3 inhibitorii olan silostazol uygulamasimin parsiyel
hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonuna etkisinin incelenmesidir.

Gerec ve Yontem: Kirk adet erkek Wistar albino cinsi rat randomize edilerek dort gruba
ayrildi. Tiim ratlara standart %60 hepatektomi uygulandi. Deney gruplarina silostazol verildi.
Rezeksiyon sonrasi denekler 4 ve 7. giinlerde sakrifiye edildi. Gruplar biyokimyasal,
morfolojik ve histopatolojik parametreler acisindan karsilagtirilda.

Bulgular: Biyokimyasal inceleme sonucunda silostazol uygulamasinin karaciger fonksiyon
testlerinde istatistiksel olarak anlamli fark yaratmadigi goriildii. Gruplar rolatif karaciger
agirhigr agisindan karsilagtirlldiginda, silostazol uygulanan gruplarda, her iki zaman dilimi
acisindan da istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte artis tespit edildi (p>0.05).
Histopatolojik degerlendirme sonucunda ise silostazol uygulanan gruplarda mitoz indeksinin
ve cift ¢ekirdek sayisinin 7. giinde anlamli diizeyde yiiksek oldugu ve PCNA (proliferating
cell nuclear antigen) oraninda ise 4 ve 7. giinlerde anlamli diizeyde artig oldugu goriildii
(p<0.05). Silastazol uygulanan gruplarda siiper oksit dismiitaz (SOD) diizeyi anlaml1 yiiksek,
miyeloperoksidaz (MPO) ve asirt okside olmus protein iiriinleri (AOPP) seviyesi anlamli
diizeyde diisiik bulundu (p<0.05). Gruplarin glutatyon diizeyleri arasinda anlamli fark
goriilmedi.

Sonuc: Calismamizda silostazol uygulamasinin karaciger rezeksiyonu sonrasi histopatolojik
parametreleri olumlu yonde etkiledigi ancak karaciger rolatif agirlaginda anlamli fark
olusturmadig1 gozlendi.Silostazol’un histolojik parametrelere olan olumlu etkisinin,istatistiki
olarak anlamli fark yaratacak diizeyde karaciger rolatif agirligina yanstmamasi lizerine etkili

mekanizmalarin daha ileri calismalarla aydinlatilmasina ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: silostazol, hepatektomi, karaciger rejenerasyonu
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ABSTRACT

Erkan Aksoy, Phosphodiesterase 3 inhibitor in experimentally models of partial
hepatectomy effects of liver damage, Bulent Ecevit University, Faculty of Medicine,
Department of General Surgery, Thesis, Zonguldak, 2014,

Introduction: Damage or after resection of liver regeneration capability is an impressive
feature. Injury, ischemia and after resection of liver are regenerated but the most potent
stimulus for regeneration of hepatic resection is accepted. Cholestasis of liver injury
phosphodiesterase III inhibitors that prevent through the HEM-oxygenase and suppressing
the activation of stellate cells have been reported to show the anti-fibrogenic effects.
Purpose: To research the effect of selective phosphodiesterase 3 inhibitor cilostazol after
partial hepatectomy.

Materials and methods: Forty male Wistar albino rats were randomized and divided into
four groups. Whole rats were administered a standard 60% hepatectomy. Experiment groups
were given cilostazol. In the fourth and seventh days after resection, subjects were sacrificed.
Biochemical, morphological and histopathological parameters were compared with among
the groups.

Results: Cilostazol implementation did not make a statistically significant difference was
seen in liver biochemical function tests. Groups were compared in terms of relative liver
weight; in terms of both time frames, although not statistically significant increase was
detected(p>0.05). In the group treated with cilostazol histopathological examination of the
mitotic index and the number of dual-core 4 day was significantly higher, fourth and seventh
days was found to increase significantly in ratio of PCNA(proliferating cell nuclear
antigen)(p<0.05). superoxide dismutase (SOD) levels were significantly higher in the group
treated with silastazol but myeloperoxidase (MPO) and advanced oxidation protein products
(AQOPP) levels were significantly lower in this group(p<0.05).Among the groups were not
significantly different in glutathione levels.

Conclusion: In our study, implementation of cilostazol after liver resection were affect
positively histopathologic parameters however no significant difference was observed in the

liver relative weight. Therefore, further studies should be performed.

Key Words: Cilostazol, hepatectomy, liver regeneration
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SIMGELER VE KISALTMALAR

. Arter

: Protein kinaz B

. Alkalen fosfataz

: Aspartat amino transferaz

. Epitelyal biiylime faktorii
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: Graniillii endoplazmik retikulum

: Gama glutamil transferaz

: Graniilsiiz endoplazmik retikulum
: Hepatosit biiylime faktorii

: Hematoksilen & Eozin

: Insiilin benzeri biiylime faktorii

: Interlokin

: Janus tirozin kinaz

: Karaciger rolatif agirligi

: Niikleer faktor

: Prolifere olan hiicre niikleer antijeni
: Retikiiloendotelyal sistem

: Tiimor nekroze edici faktor

: Timor nekroze edici faktor reseptorii
: Ven

:Vaskiiloendotelyal biiytime faktorii
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1. GIRIS VE AMAC

Karacigerin birboliimiiniin ¢ikarilmasi karacigerin selim ve malign hastaliklarinin
tedavisinde onemli bir yontemdir. Onceleri korkulan bir cerrahi girisim olan
karaciger rezeksiyonunun mortalitesi gelisen teknoloji, karaciger anatomi ile
fizyolojisinin daha iyi anlagilmas: ve operasyonlarin bu bilgiler 1s181nda uygulanmasi

ile bugiin %5’in altina diigmiigtiir.'

Karaciger genis bir yenilenme 0zelligine sahip olmasi nedeni ile diger biitiin
organlardan farklidir. Karacigerin ¢ogalma yetenegi, eski ¢aglardaki efsanelerde dahi
vurgulanmaktadir. Ancak farkli patolojik mekanizmalar sonucu yenilenme yetenegi
kaybolmakta, uzamis toksik, enfektif ve kolestatik maruziyet, geri doniilemeyen

fibrozis ile sonu¢lanmakta ve hastalarin bircogu geng yasta kaybedilmektedir.

Parsiyel hepatektomi birgok hastalikta sik  olarak uygulanmaktadir.
Hepatektomi sonrast akut karaciger yetmezligi, multiorgan yetmezligi, bdbrek
yetmezligi, sepsis, pulmoner disfonksiyon gibi komplikasyonlarda sik olarak
goriilmektedir. Karaciger rezeksiyonlar: total veya parsiyel diginda irregiiler
rezeksiyonlar seklinde yapilabilmektedir. Karaciger rezeksiyonu sonrast hepatik
fonksiyonlarin devamu i¢in hepatektomi sirasinda ve yapilmadan uygulanan hepatik

iskeminin zamaninin ve etkisinin enaz siirede olmasi gereklidir.

Fosfodiesteraz III inhibitorlerinin karaciger hasarinda hem oksijen az yoluyla
rat karacigerini korudugu ve sag kalimi artirdig1 bildirmistir.> Ancak fosfodiesteraz
II inhibitorii silastazol’iin karaciger rejenerasyonu iizerine etkisini arastiran bir

caligmaya rastlanmamugtir.

Silostazol ve metabolitlerinden bazilari, siklik adenozin monofosfat (cCAMP)
bozulmasim1 baskilayarak trombositler ve kan damarlar dahil cesitli dokulardaki
cAMP diizeyinin artmasina neden olan fosfodiesteraz III (PDE III) inhibittrleridir.
Bu mekanizma ¢esitli uyaranlar yoluyla trombosit agregasyonunun inhibisyonuna ve
vazodilatasyona yol acgar. Silostazol'un farkli vaskiiler yataklarda homojen olmayan

bir vazodilatator etkisi vardir.’



Caligmamizda ratlar {izerinde olusturulan hepatik rezeksiyon modelinde

Silostazol’un karaciger rejenerasyonu iizerine olan etkilerini incelemeyi amagladik.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger insan viicudunda batindaki en biiyiik organdir ve sag hipokondrium ile
epigastrium bolgesinde bulunur. Karacigerin yiizleri anterior, siiperior ve posterior
yonlerde facies diafragmatika, inferior yonde ise facies visseralisdir. Facies
diafragmatica diizgiin, kubbe bi¢iminde olan karacigerin diafragmatik yiizi,
diafragmanin alt yiiziinde uzanir. Ilgili olarak recessus subphrenicus ve recessus
hepatorenalis bulunur. Recessus subphrenicus diafragmatik yiizii, diafragmadan
aywrir ve embriyoda ventral mesenterden olusan ligamentum falciforme ile sag ve sol
alanlara ayrilir. Rec. hepatorenalis, karacigerin sag yani ile sag bobrek ve surrenal

bezi arasinda yeralan periton boslugunun bir kismidir. *

Erigskinlerde karaciger agirhigr viicut aguhigmin ylizde ikisi civarindadir.
Karaciger agirligt 1.3-1.7 kg arasinda bulunmaktadir. Karaciger Glisson olarak
isimlendirilen fibroz bir yapiya sahip kapsiille c¢evrilidir. Karaciger iist yiizeyinde
diafragma, alt ylizde ise duodenum, transverskolon, sag bobrek, sagsurrenal,

ozefagus ve mide ile komsudur.’

2.1.1. Karacigerin Kanlanmasi

Beslenmesi hepatik arter ve portal ven tarafindan saglanmaktadir.
Hepatik arter

Hepatik arter karacigere gelen kanin yilizde yirmibesini, gelen oksijenin ise
yiizde ellisini saglar. Cogunlukla truncus ¢tliyakustan ¢ikar. ©’ Karacigere gelmeden
hemen Once sag ve sol dallara ayrilir. Hepatik arter degisik varyasyonlar
gosterebilmektedir. Hepatika dextra biiyiikk oranda porta hepatis seviyesinde koledok
kanalinin arkasinda seyretmektedir. A.hepatika sinistra ise ¢ogunlukla lobus hepatis
sinistray1 kanlandirir, fakat azda olsa sol median segmentin kanlanmast a. hepatika
dextranin bir dali tarafindan olabilir. Karaciger icinde a.hepatika dextra 6n ve arka
dallara, a.hepatika sinistra ise medial ve lateral dallara ayrilarak safra yollarinin

seyrini izler.®



Portal ven

Vena porta karaciger kaninin yiizde yetmisbesini, gelen oksijenin ise yiizde ellisini

taslr.6'7

Vena porta ince ve kalin bagirsaklar, dalak ve pankreastan topladigr kam
karacigere getirir. Portal venle karacigere getirilen besinler burada once depo edilir

ve sonra doniistiiriiliir.*”

Portal ven v.mezenterika siiperior ile v.liena’lisin pankreas posteriorunda
birinci ve ikinci lomber vertebra diizeyinde birlesmesi ile meydana gelir.” V. porta
porta hepatiste sag ve sol olmak lizere ikiye boliinlir. V.porta dextra 6n ve arka
olmak {izere iki dala, bu dallarin herbiride siiperior ve inferior olarak ayrica iki dala
ayrilir.V.porta sinistra ise medial ve lateral olarak iki dala, bunlarin herbiride

siiperior ve inferior olarak ayrica iki dala ayrilirlar.”
Hepatik ven

V. hepatikalar karacigerin segmentlerinin arasinda seyrederler. V.hepatika dextra
v.hepatika sinistra ve v. hepatika media olmak iizere 3 adet veni bulunur. Ayrica

mindr vena hepatika denilen elliye yakin kii¢iik vende bulunmaktadir.
2.1.2. Karacigerin Ligamentleri

Falsiform ligament karacigeri karin 6n duvarina baglar. Sag ve sol koroner
ligamentler falsiform ligamentin devamidir. Karacigeri diafragmaya baglarlar. En
altkisimda oblitere sol umblikal venin olusturdugu ligamentum teres hepatis yer alir.
Hepatoduedonal ligament iginde koledok, hepatik arter ve vena porta bulunur. Onde
safra kesesi sol yanindan, arkada inferior vena kava sol yanina uzanan ¢izgiye portal
fissiir (Cantlie cizgisi) denir. Bu fissiir karacigeri sag ve sol loblara ayirir. Sol lob

falsiform ligament ile medial ve lateral segmentlere aylrlhlr.s'10

2.1.3. Karaciger Segmental Anatomisi

Karaciger segment anatomisinin kesfi cerrahisinin gelismesinde ¢ok ©Onemli bir

etmen olmustur. 1957 yilinda Couinaud karacigerde portal ve hepatik venlerin



dagilimina dayanan bir segmental anatomi tariflemistir. Pratikte Couinaud sistemi
karaciger = segmental  anatomisinin  isimlendirilmesinde  yaygin  olarak

kullanilmaktadir,!*'?

Bu siniflamaya gore karacigerde 8 adet segment bulunur. Sag lobda segmentV,
VL VII, VIII ve sol lobda II, TII, TV mevcuttur. Kaudat lob ise ayrt bir segment olarak

segment I seklin de isimlendirilir."?

Resim 1. Coinaud segmental anatomisi'’
2.1.4. Rat Karaciger Anatomisi

Ratlarda karaciger sert kivamda koyu kirmizi renkte parankimatéz bir organdir.
Karaciger kapsiilii her lobu ayr1 ayrt sarmaktadir ve dolayisiyla loblar sadece porta
hepatis diizeyinde birlesirler. Portal ven, hepatik arter ve safra kanallar1 her lob icin
ayr1 olarak porta hepatis diizeyinde dallanirlar. Ratlarda safra kesesi yoktur. Ana
safra kanali (koledok) pankreas {izerinden duodenuma dokiiliir. Rat karacigeri dort
ana lobdan olusur. Medyan (sistik) lob, hepatik ligamana ait olan derin bir
longitudinal fissiir ile sag ve sol santral segmentlere ayrilir. Sag santral segmentin
hemen arkasinda, transfers bir fissiir ile siiperior ve inferior iki kii¢ilk segmente

ayrilan sag lateral lob yer alir. Sol lateral lob ise en biiyiik lob olup, sol santral



segmentin hemen arkasinda bulunur. En derin planda ise anterior ve posterior

segmentleri bulunan kaudat lob yer alir."

.;?.1‘ 1

Sag me dys;n lob 8

Ana safra kanal
Hepatik arter

Portal ven

Resim 2. Rat karaciger anatomisi'

Deneysel parsiyel hepatektomide Higgins ve arkadaglarinin tanimladigi metoda
uygun olarak yiizde altmig hepatektomi yapilmaktadir. Bu metodda medyan ve sol
lateral lob beraber eksize edilmektedir. Inferior vena cava’nin sag tarafinda bulunan
segmentler karaciger agirligiin ylizde otuzunu, sol tarafinda bulunan medyan ve sol

lateral lob ise ylizde altmigini tegkil etmektedir.”
2.2, Karaciger Histolojisi

Karaciger sindirim kanalindan emilen besinlerin iglendigi ve kullanilmak iizere
depolandigr bir organdir. Bu nedenle sindirim sistemi ile kan dolagimi arasinda bir
gecis bolgesi olusturur. Ince bagirsaklardan emilen maddelerin biiyiik kismi portal
ven yoluyla karacigere ulagir, sadece silomikronlar lenf yoluyla taginir. Karacigerin

dolasim sistemindeki konumu, metabolitlerin bir araya getirilmesi, doniistiiriilmesi,



biriktirilmesi, toksik maddelerin notralize ve elimine edilmesi icin son derece
uygundur. Bu eliminasyon karacigerin lipit sindirimi i¢in Onemli bir ekzokrin

sekresyonu olan safra araciligi ile gergeklesir.’

Karacigerin temel yapist olan hepatik lobiiller 1833 yilinda ilk defa Kiernan
tarafindan tanimlanmistir. Kiernan piramit seklindeki hepatik lobiiliin ortasindan
gecen hepatik veni ve etrafindaki portal alanlarda yandas olarak seyreden hepatik
arter, portal ven ve safra kanallarinin dallarin1 demonstre etmistir. Bu iki vaskiiler
sistem arasinda hepatositlerden olusan kolonlar ve aralarinda yer alan siniizoidler
mevcuttur. Elektron mikroskobik c¢aligmalarda karacigerin yapisini santral hepatik
veniilden baglayip perifere uzanan ve hepatositlerden olusan kolonlar ve bu kolonlar
arasinda mevcut olan siniizoidlerin olusturdugu gosterilmigtir. Karaciger dokusunun
iki ana damar sistemi hepatik ve portal venlerin dallarindan olugsmaktadir ve bu iki
sistem arasinda hi¢ bir yerde direkt baglanti bulunmamaktadir. Portal veniiller,
terminal dallar1 igindeki kani siniizoidlere bosaltir. Portal ven ile hepatik ven
arasindaki basing farki, akimin portal venden hepatik venlere dogru devam etmesini
saglar. Rapport adl1 aragtirmaciya gore karacigerin fonksiyonel {initesi ortada portal
triad (hepatik arter, portal ven ve safra kanallarinin dallar1) ve ¢evresindeki hepatik
venlerden olusan ve hepatik asini adi verilen iicgen sekilli bir lobdur. Asinilerin
periferleri yani hepatik venlere komsu kisimlar1 viral, toksik veya anoksik
etkenlerden daha cok etkilenmektedirler ve ozellikle nekroz oncelikli bu bolgelerde
olusmaktadir. Portal triada yakin alanlar ise daha dayaniklidir ve hepatik hasardan
sonra olusacak rejenerasyon genelde bu alanlardan baglar. Karacigerin %60’1n1
olusturan asil fonksiyonel hiicreleri olan hepatositler poligonal ve ortalama 30 nm
capindadirlar. Genelde tek ve nadiren multipl ¢ekirdekli olan bu hiicreler hayat
boyunca mitoz yapma yeteneklerini devam ettirirler. Deney hayvanlarinda hepatosit
yasam siiresi 150 gilindiir. Bazal membran1 bulunmayan hepatositlerin ii¢ 6nemli

yiizey komsulugu vardir:
1) Siniizoidler ve Disse araligi ile,
2) Safra kanalikiilleri ile,

3) Komsu hepatositler ile



Hepatositlerde sitoplazmik membrandan hem safra kanalikiillerinin icine
hemde perisiniizoidal alanlara uzanan ¢ok sayida mikrovilluslar mevcuttur. Bunun
sayesinde aktif absorbsiyon ve sekresyon varligmin oldugu diisiiniilmektedir.
Puberteden sonra ve Ozellikle 20 yasin {lizerinde hepatositlerin cekirdeklerinde
poliploidi goriilmektedir. Poliploidinin artmasi prekanserdz bir fenomen olarak kabul
edilmektedir. Cekirdegin cevresindeki sitoplazma ile baglantisi ¢ok sayidaki porlar
tarafindan saglanir. Graniilli endoplazmik retikulum (GER) o6zellikle pihtilagma
faktorleri, albiimin ve enzimler gibi spesifik proteinlerin sentez yeridir. GER ayrica
glukojenez ve lipoprotein sentez yeri olup sentezlenen maddelerin salinmasi igin
polizomlarla baglantilidir. Graniilsiiz endoplazmik retikulum (GzER) ise bilirubinin
konjugasyonu ve detoksifikasyondan sorumludur, kolesterol ve derivelerinin
sentezide burada yapilmaktadir. Lizozomlar hidrolitik enzimlerle dolu vezikiiller
olup muhtemelen hiicre ic¢i yaslanmis organellerin sindiriminden sorumludur.

Lizozomlarin icinde ferritin, lipofusin, bakir ve safra pigmentleri bulunur.'®"’

2.3. Karacigerin Gorevleri

A) Viicudun metabolik sisteminin biiylik bir kisminin koordinasyon ve

regiilasyonu (metabolik fonksiyon)
B) Safranin yapilmasi ve gastrointestinal sisteme ulastirilmasi
C) Kanin depolanmasi ve filtrasyonu
A) Karacigerin Metabolik Fonksiyonlar

Karaciger hiicreleri ¢ok yiiksek metabolizma hizina sahiptirler. Hepatositler
viicudun diger bolgelerinde kullanilacak  birgok  molekiiliin  sentezinde,
doniigtiirilmesinde ve enerji balansinin regiilasyonunda rol oynayan kritik 6neme

sahip hiicrelerdir."®

Karbonhidrat Metabolizmasi

Normal kan glukoz diizeyinin hem kisa (saatlik), hem de uzun (giin veya hafta)
periyotlarda devamliligin1 saglamak karacigerin en 6nemli gorevlerinden birisidir.

Karaciger kana ulasan fazla miktardaki glukoz ve diger sekerleri glikojen seklinde



depolar (glikogenez). Daha sonra glukoz konsantrasyonu diistiigiinde glikojeni tekrar
glukoza cevirerek dolagima verir (glikoliz). Bunun diginda gerekli durumlarda
protein ve yaglardan da glukoz sentezleyebilir (glikoneogenez). Bu ii¢ olay sayesinde
karaciger kan glukoz diizeyinin regiilasyonunu saglamakta tampon gorevi

tistlenmistir."*

Yag Metabolizmasi

Yag metabolizmas1 viicuttaki biitiin hiicreler tarafindan yiiriitillse de, bu
metabolizmanin bazi iglemleri baslica karacigerde yapilmaktadir. Karacigerin yag
metabolizmasindaki 6zgiin fonksiyonlar1 arasinda; diger viicut fonksiyonlari igin
enerji saglamak {izere yag asitlerinin oksidasyonu, biiyilk miktarda kolesterol,
fosfolipid ve lipoprotein sentezi ve karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi

yeralmaktadir.®
Protein Metabolizmasi

Karacigerin énemli fonksiyonlarindan birisi aminoasitlerin de aminasyonudur.
Deaminasyon aminoasitlerin enerji icin kullantmi veya karbonhidrat ve yaga
cevrilmesi esnasinda 6nemlidir. Gama-globulinlerin bir boliimii diginda hemen biitiin
plazma proteinleri (albiimin, haptoglobulin, transferrin, seruloplazmin, anti-trombin-
3, alfa-1 antitripsin, protrombin, fibrinojen, C-reaktif protein v.s) karaciger
hiicrelerinde yapilir. Geriye kalan gama-globulinler ise antikor gorevi yapmaktadirlar
ve kandaki plazma hiicrelerince sentezlenirler. Caligsmalar plazma proteinlerindeki
diislisin karaciger hiicrelerindeki mitozu arttirdigini gostermistir. Bu ise karaciger

bityiikliigiiniin artmasma yol acar.”

Amonyaktan lire yapimi1 da karacigerde olur boylece organizma toksik bir

madde olan amonyaktan korunmus olur.'®
Vitaminlerin Depolanmasi

Karacigerin vitaminleri depo etme 6zelligi vardir. Karacigerde en fazla depo edilen

A vitaminidir. D vitamini ve B12 vitamini de biiyiik oranlarda depo edilebilir.'®

Demir Metabolizmasi



Hemoglobinde bulunan demir hari¢ viicuttaki demirin biiyiik kismi karacigerde
ferritin olarak depolanir. Karaciger hiicrelerinde demir ile birlegebilen apoferritin adli
protein bol miktarda bulunur. Ferritin-apoferritin sistemi demir deposu islevi yaptigi

gibi kan demirinin tampon islevini de yiiriitiir.'®
B) Safra Olusumu ve Itrah

Bir¢ok madde safra dolayisiyla gayta ile atilmaktadir. Bunlar igerisinde bilirubin ¢cok
onemli bir yer tutar. Bilirubin hemoglobinin yikilmast sonucu ortaya ¢ikar ve biitiin
hiicre membranlarindan gegis yapabilen toksik bir ajandir. Dolayisiyla bilirubinin

safra ile atilmas1 karacigerin en 6nemli fonksiyonlarindan biri olarak gosterilebilir.'®

Stilfonamidler, penisilin ve ampisilin gibi bir¢ok ila¢ karacigerde detoksifiye
edilip safra ile viicuttan atilmaktadir. Aym sekilde i¢ salgi bezlerinden salgilanan
Ostrojen, kortizol, aldesteron gibi tiim steroid hormonlar ve tiroid hormolar: safra ile

atilir'®
C) Karacigerin Hematolojik Fonksiyonlari

Karaciger embriyolojik yasamda hematopoetik sistemin temel hiicreleri olan
miyelositlerin, megakaryositlerin, eritrosit ve eritroblastlarin {iretim yelridilr.18
Dogumdan sonra bu iiretim durmaktadir, fakat kemik iliginin gorevini yapamadigi
bazi ozel durumlarda karaciger bu gorevi tekrar iistlenebilir.'® Karaciger
sinlizoidlerinin i¢ yiizeyinde retikiilo endoteliyal sistemin (RES) elemanlarindan,
fagositik 6zelligi olan Kupffer hiicreleri bulunur. Kupffer hiicreleri yiiksek fagositik
kapasiteye sahip olup, portal sistemdeki bakterilerin %99’unu fagosite edebilme
yetenegine sahiptirler. Ozellikle portal sistemin zengin kolonik kan tasidig
g6zoniinde tutulursa bunun onemi acikca ortaya cikar'®. Karaciger pihtilagmada
onemli yeri olan faktor II, VII, IX ve X un iiretim yeridir. Bu faktorlerin sentezi K

vitaminine bagimhidir."®
2.4. Karaciger Rejenerasyonu

Karaciger, deri ve kemik iligi, iyilesmeleri onarimla degil regenerasyonla oldugu i¢in

ozel dokulardir. Karacigerde hasara cevap kok hiicrelerden bagimsiz olmasi
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nedeniyle farklidir.*' Karacigerin rejenerasyon potansiyeli antik caglardan buyana
bilinmektedir. Atesin sirlarint ¢almakla suglanan Prometheus’un, Zeus tarafindan
cezalandirldigindan ve Zeus’un kartali tarafindan her giin yenilen karacigerinin

ertesi giin yeniden olustugundan Yunan mitolojisinde bahsedilmektedir.”

Karaciger dokusundaki azalmanin en sik nedeni cerrahi iglemler olup, bunun
diginda kitle kayb1 olmadan viruslar ve kimyasal ajanlar fonksiyonel kayiplara neden
olabilmektedir. Segmental veya lober rezeksiyonlar insanlarda tiimor cerrahisi ya da
canli dondrden transplantasyon amactyla siklikla kullanilmaktadir. Deneysel hayvan
modellerinde ise %6011k karaciger dokusunun rezeke edildigi parsiyel hepatektomi

en stk uygulanan modeldir.>**

Karaciger rejenerasyonunu fonksiyonel, hiicresel, molekiiler ve gen diizeyinde
incelemek dogru olur. Fonksiyonel kayba en tipik ornekler kitlede degisiklik
olmaksizin hiicre ve doku nekrozuna neden olan patolojilerdir. Bunlara 6rnek olarak
akut karaciger yetmezligi, masif hepatosit nekrozu, toksik ajanlar ve virlisler gibi

yaygin hiicre dliimiine neden olan etkenler sayilabilir. >

Karacigerin kompansatuar hiperplazisi memelilerde bilinen en hizli doku
biiyiimesidir. Parsiyel rezeksiyon sonrast kalan karaciger dokusundaki tiim major

hiicresel yapilarda hipetrofi ve hiperplazi goriiliir.”’

Gergekte rejenerasyon terimi biyolojik olarak dogru degildir. Cikarilan loblar
yeniden biiyiimez; bunun yerine karaciger kitlesinin restorasyonu geride kalan
loblardaki hiicrelerin hiperplazisi ile olugsmaktadir. Bu da hepatik biiylimenin
fonksiyonelden cok anatomik faktorlerce yonetildigini duigiindiirmektedir. Bu
fonksiyonel kontroliin dogast ne olursa olsun, kesin bir hakimiyete sahip oldugu
aciktir, ¢linkii karaciger orijinal agirligina ulagtiginda biiylime durur. Ek olarak
biiyiime tekrarlayan parsiyel hepatektomiler sonrasi diizensiz veya otonom
olmamaktadir. Bu nedenle altta yatan diizenleyici mekanizmalar tam olarak
anlagilamasa da karaciger biiylimeye ne zaman baglayacagini ve ne zaman duracagini

bilmektedir.?®
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Karacigerde meydana gelen rejenerasyon lizerinde ekstraselliller faktorlerin
etkisi cesitli caligmalarla ortaya atilmigtir. Ekstraselliiler faktorlerin etkisini gosteren
an az 2 sebep vardwr. Bunlardan ilki, hiicre boliinmesi basit yara iyilesmesinde
oldugu gibi sadece yara kenart civarinda degil tiim karaciger bolgelerinde
goriilmektedir. Ikincisi ise karaciger kitlesi 6nceden mevcut olan miktaria

ulagtiginda rejenerasyon sona ermektedir?’

Karaciger rejenerasyonu hepatositlerin, matriks yapilarin ve endoteliyumun
kombine hipertrofi ve hiperplazisi sonucu ortaya c¢ikar. Hiicrelerdeki mitoz
malignitelerdeki gibi hizlidir, mitotik indeks normale gore 300 kat artig gosterir.
Normal erigkinlerde hepatositlerin replikasyonu ¢ok nadirdir, mitozun goriilme
stkligr 1/10000-20000 arasindadir. Hepatik hiicre kaybmna yol acan durumlarda
(parsiyel hepatektomi, viral hepatit, toksik reaksiyon v.s) kompansatuar hiperplazi

hizla ortaya cikar ve karaciger eski bityiikliigiine geldiginde ise durur.”’>°

Rejenerasyon olayinda goze c¢arpan iki hiicresel ozellik olan hiperplazi ve
hipertrofi dokunun biiylimesine katkida bulunurlar. Hiperplazi hiicrelerin sayisindaki

artis1, hipertrofi ise hiicrelerin boyutundaki artist gosterir’

Arastirmalarda gerekli olan rejeneratif cevap, karaciger rezeksiyonu,
irridasyonu veya toksik destriiksiyonu ile elde edilebilmesine ragmen, son iki metod
geride fazla miktarda nekrotik karaciger dokusu biraktigindan ve inflamatuar
reaksiyona yol actigindan rejeneratif cevabin degerlendirilmesini giiclestirir. Bu
nedenle karaciger rejenerasyonun incelenmesinde genellikle rezeksiyon modelleri

secilmektedir.”’

Normal erigkin rat hepatositi yilda yaklagik bir mitozluk rejenerasyon hizina

sahipken, uyarilarla bu oran ¢ok artis gostermektedir.”'

Weinbren’e gore rejenerasyonun erken fazinda tiim hepatosit, ¢ekirdek ve
cekirdek¢igi boyut olarak iki katina ¢ikar ve sitoplazmasi lipit ve diger inkliizyon

maddeleri ile dolar.”’

Ratlarda %60 hepatektomiden 24-30 saat sonra mitoz baslar. Mitoz orami

yaklagik 1/20000°den 3/100’e ¢ikar. 7-10 giinde agirligt normal agirligina ulagir.
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Insanda ise bu dénem daha uzun olup, karacigerin eski boyutlarina ulasmasi ortalama
6-8 ay siirer, buna karsin karaciger fonksiyonlarinin biiyiikk bir kism1 2-3.aylarda

diizelir,2730-31-33

Karacigerin %10’dan fazla kismunin c¢ikartilmas: geride kalan karaciger
dokusunda hiicresel proliferasyonu, hipertrofiyi ve sonugta rejenerasyonu sitiimiile
eder. Normalin {izerine ¢ikan mitotik aktivite tiim karacigerde senkron ve jeneralize
bir dagilim gosterir, fakat Ozellikle periportal alandaki hepatositlerde daha
belirgindir.”” Bu rejeneratif cevabin siddeti, ¢ikartilan karaciger dokusunun miktar:

ile orantilidir. Karaciger en fazla eski boyutuna ulastiginda biiyiime durur.**>*

Karaciger rejenerasyondan ziyade DNA sentezi ve mitozlarla iyilesmektedir.
Hepatositler sayr ve boyut olarak artar. Karacigerde iyilesme olayr hepatositler,
endotelyal hiicreler, epitelyal hiicreler, kupffer hiicreleri ve Ito hiicrelerinin
tamaminda proliferasyonla karakterizedir. Hiicresel diizeyde proliferasyon aktivitesi
ile iligkili enzimlerde upregiilasyon olur. Rezeksiyon sonrast DNA sentezi 10-

24 saatte baglar ve 36-48. saatlerde ikinci bir zirve yapar.**” .

Hiicreler GO fazindan G1,G2 ve S fazlarina dogru hareket eder. GO-G1 gecisi
ve Gl’den progresyonun sinirlanma noktalart uygun sinyal varligina bagli olup
sinyal yoklugunda hiicreler bu yolaklardan ¢ikar. Hiicrede boliinme olay1 baslayinca
G1 fazmna progresyon mitojen stimiilasyonuna baglt olup bu gerceklesince hiicre S
fazina girer ve replikasyon baslar. Normal hepatositlerin proliferatif indeksleri diisiik
olup herhangi bir zamanda normal karaciger hiicre kitlesinin temini i¢in apopitoza

giden hiicrelerin yenilenmeside oldukca yavas olur.”'

Hepatositler ilk proliferasyon belirtisi gosteren hiicreler olup 24 saat sonra
diger hiicre dizilerinde de proliferasyon goriiliir. Hepatik doku kaybimin ardindan,
hepatosit proliferasyonu 24. saatte, kolanjiositler 48. saatte, Kupffer hiicreleri 72.

36-37-38

saatte ve siniizoidal endotelyal hiicreler ise 96. saatte zirve yapar. Hiicresel

proliferasyon periportal alandan baglayip perisantral alana dogru yaylhlr.3 5

Hiicresel karaciger doku rejenerasyonunun ii¢ fazda gerceklestigi

ongoriilmektedir.
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1. Baslangig¢ fazi ile replikasyon kompetansi
2. Proliferasyon fazi; bu fazda hiicre popiilasyonlariin ekspansiyonu olusur

3. Terminasyon fazi, hiicre biiylimesi siiprese olur ve rejenarasyon bir set

noktasinda durdurulur.*

Bu fazlarin herhangi birinde meydana gelen kusur karacigerin rejenerasyon

yetenegini 6nemli Slciide hasara ugratacaktir.>

Normal hiicre sikliisiinde ki bu hepatositler icinde aynidir, G1 faz1 Gapl, S fazi
DNA sentezi, G2 faz1 Gap2 ve M fazi1 kromozom ve sitoplazmanin ayrildigr ve GO
faz1 ise hiicre sikliisiinden ¢ikilan fazdir. Hepatositler genel olarak son diferansiye
hiicreler olmayip GO fazindaki hiicreler dahi uygun stimiilan oldugunda prolifere
olabilmektedir.**Hepatosit biiyiime faktorii (HBF) G1 fazindaki hepatositleri etkiler

ve hiicre sikliisiinii S fazina atlatir ve DNA sentezlenir.*°

Karaciger rejenerasyonunun c¢ok basamakli evrelerinde en az iki kritik faz
bulunur. Bunlar sessiz hiicrelerin hiicre sikliisiine gegisi (priming) ve G1 fazindaki
kisitlayict noktadan ileriye progresyondur. Bu basamaklarin farkli kontroller altinda
oldugu diistiniilmektedir. Priming’i tiimor nekroz faktorii (TNF) ve interlokin- 6 (IL-
6) sitokinleri, hiicre siiklils progresyonunu ise biiyiime faktorleri [HGF ve

(transforming biiyiime faktorii) TGF] etkilemektedir. !

Ik fazda sessiz hepatositlerin hiicre siklusuna girip replike olmalar1 igin
kompetan hale gelmeleri gerekir. Bu hiicreler ilk basamak olan priming’den gecer ve
bu GO dan G1l’e ge¢is anlam1 tasir. Sonraki basamakta kompetan hepatositler G1
fazina girer ve hiicre siklusu dogrultusunda DNA replikasyonu gergeklesir.”® Priming
faz1 hepatektomi sonrasi ilk 4 saatte olusur ve erken genlerin ekspresyonu ile
karakterizedir.**** Gecikmis genler (Bcl x1) ise parsiyel hepatektomi sonrasi 4-8

saatte eksprese olurlar.”

Karaciger rejenerasyonunda cesitli genler, sitokinler, biiylime faktorleri ve
hiicrelerin etkili oldugu giiniimiizde kamitlanmig bir gercektir. Ancak rejenerasyon

mekanizmasi ve hiicreler ile sitokinler arasindaki iligki tam olarak anlagilamamuisgtir.
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Karaciger rejenerasyonu ile sonuclanan bir dizi evre kiimesi ile rejenere karacigerin
boyutunu kontrol eden bir kisim inhibitdrlerin oldugu goriisii hakimdir. HBF, TGF,
epidermal biiyiime faktorii (EGF), TNF-alfa, IL-1 ve IL-6 hepatik hasar ve parsiyel
hepatektomi sonrasi temel biiylime ve promotor faktorler olup bir dizi kompleks
reaksiyon sonucu niikleer faktor-kf3 (NF- kB3), sinyal transdiiksiyon ve transkripsiyon-
3 aktivatorii gibi transkripsiyon faktorlerini aktive edip karaciger rejenerasyonu
saglayan Ozel genleri etkilemektedir. TNF-a proinflamatuar bir sitokin olup parsiyel
hepatektomi sonras1 karaciger dliimiinii etkili yolaklara bagimli olarak tetikler. Iki
farkli reseptorii vardir; TNFR-1ve 2. TNFR-1 karaciger rejenerasyonu i¢in gerekli
olan reseptor olup stimiilasyon sonrast NF-kf3 ve STAT3’1i aktive eder. TNF-a ¢esitli
hiicre tiplerinde TNFR-1 ve2’ye baglanarak hiicre 6liim mediyatorii olarak da islev
gormektedir. NF-k aktivasyonunun inhibisyonu TNF-a bagimli hiicre &liimiine

yatkinligi arturir, 4

NF-kB dimerik bir transkripsiyon faktorii olup biiylime faktor stimiilasyonu
sonrast indiiklenir ve sitokinleri kodlayan gen ekspresyonunu kontrol eder. Hiicre
sikliisinii regiile eder ve karaciger rejenerasyonu sirasinda apopitoz antagonizmi
acisindan  vazgecilmezdir. Ornegin p50 subgrubunun TNF-a  ekpresyonunu
stnirlayarak hasarlanmig karacigerde kesin koruyucu etkisi gosterilmistir. Ayrica NF-
kB inhibisyonunun TNF-a ile indiiklenen apopitozu artirdigr goriilmiistiir. Karaciger
rejenerasyonu sirasinda NF-kB aktivasyonu parsiyel hepatektomi sonrast ilk birkag
dakikada belirir ve 1-2 saat i¢inde tekrar ortadan kaybolur. Rejenere olan karaciger
dokusunda NF-kB aktivasyonu karaciger hiicrelerinde meydana gelirken non

parankimal hiicreler olan endotelyal hiicreler ve Kupffer hiicrelerinde de gelisebilir.

Yakin donemdeki ¢alismalar akut veya kronik karaciger hastaliginda hepatosit
hiicre 6liimiinde sitokilerin onemli modiilatdrler olduguna dikkat ¢ekmistir. Hiicre
yiizey reseptorleri ile etkileserek ©zel hiicre ici yolaklarnt aktive edip hiicrenin daha
sonra izleyecegi yolu etkilemektedirler. Ornegin TNF-o kaspaz kaskadi yoluyla
proapopitotik sinyalleri tetiklemekle kalmayip, NF-kB gibi hiicre i¢i sagkalim
yolaklariida aktive eder.*® NF-kB bir hiicre i¢i sagkalim yolagi olup proapopitotik
kaspaz kaskadina paralel olarak aktive olur. NF- kf3, DNA baglayan proteinlerden

Rel ailesinin iiyesidir. Insan ve hayvan modelleri TNF ve Fas ligandi gibi 6liim
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reseptor ligandlarinin apopitozun indiiklenmesi ve karaciger yikiminin tetiklenmesi
gibi olaylarda 6nemli oldugunu kuvvetle desteklemektedir.*’ TNF ilk olarak fare
tiimoriinde hemorajik nekroza yol agma kapasitesiyle tanmmistir.**Ancak siddetli
yan etki potansiyeli sistemik antikanser kemoterapotigi olarak kullanimini

kisitlamagtir. 48l

Onde gelen etkilerinden biri insan hepatositine direk sitotoksik etki gostermesi
olup serum aminotansferaz ve bilirubin diizeylerinde artisa yol a¢mistir. Bunun
ardindan bir¢cok calisma TNF’niin fulminan karaciger yetmezligindeki Onemli
roliiniin altin1 ¢izmistir. TNF, i¢inde iskemi-reperfiizyon hasari, alkolik-viral hepatit
ve hepatotoksik hasar bulunan pek ¢ok hepatik patolojiye katilir. > Eksojen TNF
fulminan karaciger yetmezligini indiikleyip diger toksinlerle birlikte hepatosit
apopitozuna neden olur.”? Fulminan karaciger yetmezlikli hastalarin serum TNF
diizeyleri belirgin olarak yiiksek bulunmustur.”® Bunun da otesinde fulminan
karaciger yetmezlikli hastalarda apopitotik hepatositler anlamli diizeyde yiiksek

bulunmus ve TNF-a ekspresyonu ile kuvvetli bir korelasyon saptanrms,tnr5 5

TNF programli hiicre liimiinii kaspazlar aktive ederek kolaylastirir. Kaspaz
aktivasyonunun ardindan TNF’niin reseptoriine ligand baglanmast NF- kB
yolagimminda aktivasyonuna neden olur. NF- kfB’nin karacigerdeki antiapopitotik
fonksiyonu ile ilgili sayisiz caligma mevcuttur. NF- kB karacigerde o6liim
reseptorlerinin indiikledigi apopitoz baglaminda sagkalim sinyalleri saglar. Bu olayin
cesitli  apopitotik  supresorlerin  transkripsiyonel indiiksiyonunu  kapsadigi

55

diistinilmektedir.™ NF-kB3 yolaginin hepatositlerde apopitozu engelledigine dair

gelismis kanitlar genetik deneylerden elde edilmistir. NF- k3’nin p65 alt grubuna
sahip olmayan farelerin post coitum 15-16. giinlerde fetal hepatosit apopitozu sonucu

sldiigii gosterilmigtir.*®
Bunun nedeni TNF’ye kars1 duyarliligin artmasidir. 57
2.5. SILOSTAZOL

Klinik olarak agrisiz ylirime mesafesinin artist ile de gortildigi gibi aralikli

klodikasyo semptomlarinin tedavisinde, kronik arteryel okliizyonda iilserasyon, agri
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ve ekstremitelerde sogukluk dahil iskemik semptomlarin tedavisinde, diger
geleneksel ilaglarin yetersiz kaldigi veya kullanilamayacag tekrarlayan serebral

inmede kullanilan fosfodiesteraz III inhibitorii bir ajandir.

Silostazol ve metabolitlerinden bazilari, siklik adenozin monofosfat (cCAMP)
bozunmasini baskilayarak trombositler ve kan damarlar1 dahil c¢esitli dokulardaki
cAMP diizeyinin artmasina neden olan fosfodiesteraz III (PDE III) inhibittrleridir.
Bu mekanizma ¢esitli uyaranlar yoluyla trombosit agregasyonunun inhibisyonuna ve
vazodilatasyona yol agar. Silostazol'un farkli vaskiiler yataklarda homojen olmayan

bir vazodilatator etkisi vardir.

Silostazol oral yoldan alimi takiben gastrointestinal sistemden emilir. Yagl
yiyecekler emilimi artirir: doruk plazma konsantrasyonu (Cmaks) yaklasik %90, egri
altindaki alan (EAA) ise yaklasik %25 artar. Mutlak biyoyararlilig: bilinmemektedir.
Silostazol basta 3A4 olmak {izere karaciger sitokrom P450 enzimlerince metabolize
edilir. Metabolitler daha c¢ok idrar yoluyla viicuttan atilir. Iki metaboliti aktiftir: 3,4-
dehidro-silostazol ve 4'-trans-hidroksi-silostazol. Farmakokinetikleri dozla orantili
olarak degisir. Silostazol ve aktif metabolitlerinin eliminasyon yar1 dmiirleri 11 ile 13
saat civarindadir. Silostazol ve aktif metabolitleri kronik kullanimda 2 kata kadar
birikebilir ve birka¢ giinde kararli kan konsantrasyonuna ulasir. Silostazol ve iki
major aktif metabolitinin farmakokinetikleri, saglikli normal kisilerde ve periferik

arter hastaligina bagl intermitant klodikasyonlu hastalarda benzer bulunmustur.

Silostazol agirliklt albumin olmak iizere %95 ile %98 civarinda proteine
baglanir. 3,4 dehidro-silostazol ortalama %97.4, diger aktif metabolit 4'-trans-
hidroksi-silostazol ise ortalama %53.7 oraninda proteine baglanir. Hafif karaciger

bozuklugu proteine baglanmayi etkilememistir.

Silostazoliin oral LD50 dozu fare ve sicanlarda >5g/kg, kopeklerde ise
>2g/kg'dr.’
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3. MATERYAL VE METOD

Bu deneysel calisma Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Tip ve Hayvan Laboratuvarinda, caligma ile ilgili 25/04/2012 tarih ve
B.30.2.Z.K.U.0.20.00.00/33 sayil1 izni ile yapildi. Calismada, agirliklari 200-270
gram arasinda degisen (ortalama agirhig: 231gr), 20 haftalik, 36 adet Wistar tiirii
albino rat kullanildi. Hem preoperatif, hem de postoperatif dénemde hayvanlara

standart laboratuvar yemi ve ¢esme suyu verildi.
3.1. Gruplar

Ratlar rastgele secilen ve herbiri 10 ratdan olusan 1-2-3-4 seklinde
isimlendirilen dort gruba ayrildi. Deney esnasinda ve sonrasinda ratlarda her grupta

bir adet rat Slmiistiir.

1. Grup: %60 hepatektomi yapilan silostazol verilmeyen 4.gilinde sakrifiye edilen
ratlar
2. Grup:%60 hepatektomi yapilan silostazol verilmeyen 7.glinde sakrifiye edilen

ratlar

3. Grup: %60 hepatektomi yapilan silostazol verilen 4.giinde sakrifiye edilen
ratlar
4. Grup:%60 hepatektomi yapilan silostazol verilen 7.giinde sakrifiye edilen

ratlar
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3.2. Operatif Prosediir

Ameliyatlar gruplar halinde ve diurnal degisikliklerin sonuca yansimasini
standardize edebilmek icin sabah saat 9 ve 12 arasinda yapildi. Ratlarda anestezi,
90mg/kg ketamin (Ketalar® 50 mg Flakon, Eczacibasi, Istanbul) dozu ile saglandi ve
kilolar1 tartilarak kaydedildi. Karm cildindeki tiiyler tras edildikten sonra
povidoniyodiir (Batticon® 100 ml soliisyon, Adeka) soliisyonu ile temizlendi (Resim
3).

Medyan insizyonla batina girildi. Higgins ve Anderson’un standart %60’lik
hepatektomi teknigi ile karaciger sol ve medyan loblar1 ortaya konuldu (Resim 4).
Once sol lob pedikiili 4-0 ipek siitir (Ethicon® Silk Suture 4-0,
Johnson&JohnsonJNTL, Brussels, Belgium) ile baglanarak rezeke edildi ve
sonrasinda medyan lob pedikiilii 4-0 ipek siitiir ile baglanarak rezeke edildi (Resim
5). Cikarilan parsiyel hepatektomi spesmenleri tartilarak kaydedildi. Tiim ratlarda
geriye karaciger saglob ve kaudat lob birakildi. Karin 3-0 atravmatik prolen siitiir ile

tek kat halinde devamli dikisler ile kapatild1 ve povidon iyodiir ile temizlendi.

Resim 3. Ratlarin tras edildikten sonra povidon iyot ile temizlik sonrasinda ortiilmesi

ve batina girig insizyonu
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Resim 4. Sol lobun vaskiiler pedikiiliiniin askiya alinmasi.

Resim 5. Sol lobun vaskiiler pedikiiliiniin baglanmast.
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3. ve 4. Grubtaki(deney gruplari), ratlara preop Sgiin ve post op 4 (3.grup) ve 7
(4.grup) giin siireyle 10 mg /kg silostazol (Abdi Ibrahim ilag) NG den oral yolla
verildi. Tiim ameliyatlar steril sartlarda gerceklestirildi. 1.ve 3.Grup operasyondan
sonra 4.giinde, 2. ve 4.grup 7.giinde sakrifiye edildi. Sakrifikasyon intra kardiyak kan
alma yontemi ile gerceklestirildi. Sakrifikasyon esnasinda ratlara laparotomi ve
torakotomi iglemleri uygulandi. Karaciger dokusu tiimiiyle cikartilarak tartilds,
sonrasinda histopatolojik inceleme ve doku enzim tespiti i¢in %10’luk formaldehit

icerisine konularak iglem zamanina kadar korundu.
3.3. Parametreler
3.3.1. Biyokimyasal parametreler

Karaciger fonksiyon testleri:

Ratlardan jelli biyokimya tiipiine aliman kanlar 5 dakika boyunca 3500 rpm’de
santrifiij edildikten sonra elde edilen serumlar aspartat amino transferaz (AST), ve
alanin aminotransferaz (ALT) calisilmak iizere -80 C°de caligma giinline dek
saklandi. Olciimler BioSystems Reagents and Instruments (Spain)’a ait AST, ALT
kitleri ile Shimadzu SPD-20AV UV dedektor kullanilarak yapildi. AST ve ALT,
NADH’daki azalmanin 340 nm’de spektrofotometrik enzimatik ol¢ctimii ile U/L
olarak hesaplandi.

3.3.2.Doku enzimleri
Miyeloperoksidaz Tayini

Bu metodun prensibi H,O,’in homojenattaki MPO tarafindan oksitlenirken reaksiyon
kariggtminda bulunan o-dianisidin rediiklenmesi ve rediikte o-dianisidinin 410 nm
dalga boyundaki 15181 absorplamasi esasina dayanir. 100 mg karaciger dokusu 1 ml
soguk 20mM potasyum fosfat tamponu (KPO4) (pH: 7.4) ile yaklagtk 1 dakika
homojenize edildi. Homojenatlar 13 000 rpm’de 30 dakika +4 °C’de santrifiij edildi.
Stipernatan atilip pellet % 0.5 heksaadesil trimetilamonyum bromid (HETAP) iceren
1 ml 50 mM KPO, tamponu (pH: 6.0) ile ¢oziiliip 20 sn sonike edildi. Bu numuneler
60°C’de 2 saat inkiibe edilip, 13 000 rpm’de 30 dakika +4 °C’de santrifiij edildi.
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Stipernatanda myeloperoksidaz aktivitesi tayin edildi. Daha sonra numuneler
37°C’de 30 dakika su banyosunda bekletilildi. Sonra her bir tiipe 200ul 3 M’lik HCI

asit eklenerek 410 nm’de okundu. Sonuglar U/ gr doku olarak verilir.>®
Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini:

Karaciger dokular1 1/10 oraninda 20 mM KPO4 i¢inde (pH: 7.4) homojenize edildi.
Homojenat 13000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatant, kloroform/etanol
karigtmi (3/5) ile 1/1 (v/v) oraminda karigtirildi. 13000 rpm’de +4 °C’de bir saat
santrifuj edildi. Siipernatanda enzim aktivitesi ve protein tayini yapildi (REF). % 50
inhibisyonun 1U aktivite sagladig1 diisiiniilerek enzim aktivitesi hesaplandi. SOD
enzim aktivitesi protein miktarlarina boliinerek sonuclar U/mg protein olarak

verildi.”
AOPP Diizeylerinin Tayini:

AOPP diizeyleri Witko-Sarsat ve ark.nin ( 1996 ) tamimladigi spektrofotometrik
yontemle Ol¢iilmiistiir. Karaciger dokulart 1/10 oraninda 20 mM KPOy i¢inde (pH:
7.4) homojenize edildi. 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Dokular fosfat
tampon soliisyonu ( PBS) ile diliie edildi. Diliie numunelerin iizerine 10 pl KI ve
20ul asetik asit eklenerek vortekslendi ve 340 nm absorbansta PBS’ye karsi
spektrofotometrik 6lctim yapildi. 0 — 100 uM Kloramin T standartlart numune gibi

calisildi. Sonuglar standart egriden hesaplanarak pmol /L olarak verildi.”’
Protein Tayini:

Lowry metoduna (Ref 1) gore siipernatanda protein tayinleri yapildi. Siipernatanlar
1/5 oraninda diliie edilerek tizerlerine 2 mL reaktif karisim1 (0.5 mL % 2’lik Na,CO;
icinde 0.1 N’lik NaOH,0.5 mL %?2’lik Na-K tartarat,16.5 mL %1’lik CuSO4)
eklendi. Deney tiipleri karistirildiktan sonra, 15 dakika bekletildi. Daha sonra deney
tiiplerine 200 pl Folinciocalteu’s fenol eklenerek iyice karigtirildi ve 1 saat karanlikta
bekletildi. Kor tiipleride siipernatanlar gibi calisildi ancak numune yerine distile su
konuldu. Tiipler 750 nm’de kore karsi okundu. Sonuglar standart egri iizerinde

hesaplanarak mg/mL olarak verildi.®’
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Total Siilfidril icerigi:

Dokular PBS’de homojenize edildi ve 10000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant 1:1 oraninda %6 oranindaki SDS ile karigtirildi. 200 pl 0.25 M Tris-HCI,
25 ul siipernatan ve 10 ul DTNB eklenerek 15 dakika inkiibe edilerek, 412 nm’de
stipernatansiz kore karst spektrofotometrik okuma yapildi. 0-450 uM glutatyon
(GSH) numune gibi c¢alisildi. Total sitlfidril igerigi GSH egrisi {lizerinden

hesaplanarak pmol/mg protein.*
3.3.3. Morfolojik parametreler
Rolatif karaciger agirhg

Tiim karaciger agirligindan rezeke edilen karaciger agirlig: ¢ikartildi. Bulunan deger
sakrifikasyondaki karaciger aguligindan c¢ikartilarak, tim karaciger agirligina
boliindii ve elde edilen deger 100 ile carpilarak karaciger rejenerasyon orani bulundu.
®Tiim karaciger agrhgi rat agihigmim %3.4’i kabul edildi ve sonuglar persentil
seklinde ifade edildi.

RKA (Rolatif Karaciger Agirhg) =

Otopsideki karaciger agirhigr - (tiim karaciger agirligi - rezeke edilen karaciger

agirlhigr) x 100 Tiim karaciger agirligt
3.3.4. Histopatolojik parametreler

1. Mitoz indeksi (MI): %10’luk formaldehit icerisinde saklanan karaciger
dokusundan elde edilen parafin bloklardan hazirlanan hematoksilen eozin(H&E) ile
boyali kesitlerde incelendi. Mitozun en fazla oldugu 30 sahada ki mitotik
hepatositlerin ve total hepatositlerin sayist bulundu ve her 1000 hiicreye orami
seklinde ifade edildi. ©

2. (Cift cekirdekli hiicreler: Rejenerasyon gostermeyen normal karaciger
hiicrelerinde olduk¢a seyrek izlenen c¢ift ¢ekirdek ve hiperkromatik iri ¢ekirdege

sahip hiicre formasyonu, normal sartlar altinda rejenerasyon gosteren karaciger
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hiicrelerinde belirgin olarak gozlenir. %10’luk formaldehit icerisinde saklanan
karaciger dokusundan elde edilen parafin bloklardan hazirlanan hematoksilen eozin
(H&E) ile boyal1 kesitlerde incelendi. Cift ¢ekirdekli hiicrelerin en fazla oldugu 30
sahadaki cift cekirdekli hepatositlerin ve total hepatositlerin sayist bulundu ve her

1000 hiicreye oramt seklinde ifade edildi.

3. Prolifere olan hiicre niikleer antijeni (PCNA) ile isaretlenme orani: PCNA
evrim siirecinde rol oynayan 36 kDa agirhiginda bir molekiildiir. PCNA, DNA
polimeraz enzimi ic¢in bir kofaktdor olmasinin yani sira DNA sentez ve tamiri

sirasinda 6nemli rol oynar. 06-67

PCNA c¢ok uzun yar1 émre sahip proteinler icerir.
Ultraviyole 1smnlarmin deride PCNA yapimuini artirabilecekleri gosterilmistir.®®
PCNA’nin hiicre biiylimesi, yenilenmesi ve tamiri siirecinde rol oynadigt son
caligmalar 151ginda gosterilmistir. %10’luk formaldehit icerisinde saklanan karaciger
dokusu parafine gomiildiikten sonra spesimenlerden 5 pm kalinliginda kesitler
almarak PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) (Thermo Scientific, Fremont,
CA, USA) kiti ile immiinohistokimyasal inceleme yapildi. 30 biiyiitme sahasindaki
PCNA ile boyanmis hiicre sayist ve total hepatosit sayist bulundu ve 1000 hiicreye

oran1 seklinde ifade edildi.”’
3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme SPSS 18.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Degiskenler icin tanimlayict istatistikler ortanca (minimum-
maksimum) olarak ifade edildi. Gruplarin karsilastirilmasinda parametrik test
varsayimlart saglanmadigr icin Mann-Whitney U testi kullanild1 ve p<0.05 degeri

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Regenerasyon Parametreleri Median Degerleri

ALT, AST degerlerinin normal dagilim gosterdigi belirlenmistir. Gruplarin

karaciger fonksiyon testleri ve karaciger rolatif agirlig agisindan median (min-max)

oranlart agagida tablolar ile gosterilmistir (Tablo 1, 2).

Tablo 1.Gruplarin karaciger fonksiyon testleri Median(min-max) degerleri.

GRUP 1 2 3 4
Alt 46 33 63 59
(U/L) (30-111) (28-63) (31-93) (30-91)
Ast 174 111 167 151
(U/L) (116-291) (86-168) (103-356) (112-247)
Tablo 2. Gruplarin karaciger rolatif agirliginin Median(min-max) degerleri.
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
n=9 n=9 n=9 n=9
36,35 44,14 41,40 51,96

KRA

(11,15-55,56)

(23,92-17,78)

(20,52-51,92)

(31,41-86,12)
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Tablo 3.Gruplarin doku enzimleri’nin Median (min-max) degerleri.

GRUP 1 2 3 4
113,16 129,16 146,16 107,98
SOD(U/mg) (101,19- (119,83- (142.22 - (67.55-
134.88) 119.83) 159.22) 211,00)
. 0,20 0,22 0,24 0.13
MPO(U/ gr)
©0,17-0,33) | (0,19-0,29) | (017-030) | (0,10-0.23)
N 364,74 603,77 _ 164,03
umo (235,12- (224.23- (75.89-
948,98) 967,06) | 20982-63180) | 9340,
St 298,76 328,11 - 237,93
umol/mg) | (211,58 (118,74- (176,39-
375.37) 386.83) | (221,26-397.68) | 494 05y

Tablo 4. Gruplarn histopatolojik parametreler acisindan ortalama degerleri.

GRUP 1 2 3 4
3 12 5 19
Mitoz (%o)
(2-5) (6-16) (2-8) (11-27)
Cift 15 18 17 27
cekirdek(%o) (8-21) (12-26) (9-22) (18-32)
15 26 21 39
Pcna (%o)
(10-21) (19-32) (16-28) (28-45)
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Tablo 5. Silostazol uygulanan ve uygulanmayan gruplarin karaciger fonksiyon
testleri, KRA , doku enzimleri ve histopatolojik parametreler agisindan

kargilagtiriimal1 sonuclart

GRUP 1-3 GRUP 1-2 GRUP 3-4 GRUP 2-4
SOD 0,001 0,002%* 0,024% 0,136
MPO 0,863 0,666 0,003* 0,001

AOPP 0,040 0,666 0,011% 0,001
GSH 0,161 0,605 0,031* 0,063
MIiTOZ 0,063 <0,001* <0,001* 0,004
CES}gEK 0,297 0,094 0,001* 0,011
PCNA 0,006 <0,001* <0,001* 0,001
ALT 0,113 0,161 0,489 0,014
AST 0,796 0,019 0,863 0,120
KRA 0,297 0,161 0,113 0,436

* Anlamlilik sinir1 olarak p<0.05 alinmugtir.

Grup i¢i ve gruplar arast yapilan kargilagtirma sonucunda

4.2. Biyokimyasal Analiz
Biyokimyasal analiz sonrast yapilan hesaplamalar sonucunda:

Silostazol uygulanan ve uygulanmayan gruplarin karsilagtirnlmasinda ALT
bakimindan grup 2-4 arasinda anlaml1 fark tespit edildi. Silostazol uygulanan grubun
alt degeri daha yiiksekti (p<0.05) (Tablo 5). Grup 1-3 arasinda anlamli fark
goriilmedi (p>0,05) (Tablo 5). AST bakimindan yapilan istatistiksel karsilagtirmada
anlaml1 fark bulunmadi (p>0,05) (Tablo 5). Bu veriler silostazol uygulamasinin
karaciger fonksiyon testlerinde istatistiksel olarak anlamli fark yaratmadigim

gostermigtir.
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Grup i¢i yapilan karsilagtirmada ise AST bakimindan gruplar arasinda sadece
grup 1-2 arasinda anlamli degisiklik bulundu (p<0.05) (Tablo 5). 7.giin ast degerinin
ortalamasmin 4.gruptan anlamli yiiksek oldugu goriildii (Tablo 5). Silostazol
uygulanan gruplar arasi yapilan karsilastirmada ise istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmedi (p>0,05) (Tablo 5). ALT degerlerinin hesaplamasinda her iki grubun
karsilagtirilmasinda da istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05) (Tablo
5).

4.3. Karaciger Rolatif Agirhg

Karaciger rolatif agirligi bakimindan silostazol uygulanan ve uygulanmayan gruplar
arasi yapilan karsilagtirmada ististiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05)
(Tablo 5) (Sekil 4). Grup i¢i yapilan karsilagtirmalarda da yine anlamli fark
gosterilemedi (p>0,05) (Tablo 5).

4.4. Histopatolojik inceleme

Gruplar mitoz indeksi agisindan karsilastirildiginda 4.giin Silostazol verilen ve
verilmeyen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p>0.05)
(Tablo 5). 7.glinde ise anlamli fark tespit edildi (p=0,004) (Tablo 5) (Sekil 1) (Resim
1-2). 7.glinde Silostazol verilen grupta mitoz indexi anlamli yiiksek bulundu. Grup
ici kargilagtirmalarda ise silostazol uygulanmayan Grup 1-2 arasinda 2 lehine anlamli
fark bulundu (p<0,001.) (Tablo 5). 7.giinde mitoz indexi anlaml yiiksekti (Tablo 5).
Deney gruplarinda 4 lehine anlamli fark goriildii (p<0,001) (Tablo 5). 7.giin
Silostazol uygulanan grupta 4.giine gore mitoz indexi anlamli yiiksek tespit edildi
(Tablo 5). Bu sonuglarla Silostazol uygulamisinin mitoz indexini olumlu yodnde

etkiledigi goriildii.

Cift cekirdek ac¢isindan karsilastinldiginda 4.giin  Silostazol verilen ve
verilmeyen Grup 1-3 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p=0.297)
(Tablo 5). Grup 2-4 arasinda cift ¢ekirdek sayis1 4 lehine anlamli yiiksek bulundu
(p=0,011) (Tablo 5) (Sekil 2) (Resim 3-4). 7.giinde silostazol uygulamasmin ¢ift
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cekirdek sayisinda istatistiksel olarak anlamli fark olusturdugu gozlendi. Grup ici
karsilagtirmalarda deney grubunda 7.giin lehine anlamli fark bulundu (P=0,094)
(Tablo 5). 7.giinde cift ¢ekirdek sayis1 4.giine gore anlami vyiiksekti. Ilag
uygulanmayan gruplar arasinda istatistiksel anlaml1 fark yoktu (p=0,094) (Tablo 5).
Mevcut sonuglarla silostazol uygulamisiin ¢ift cekirdek sayisimda artirdigi

gozlendi.

PCNA oram agisindan yapilan ikili karsilastirmalarda gruplar arasinda 4.giinde
silostazol uygulan grup 3 lehine istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p=0.006)
(Tablo 5) (Sekil 3) (Resim 5-6). 4.giin silostazol uygulanan grubun PCNA orani
uygulanmayan gruptan daha yiiksekti. 7.glinde isesilostazol uygulanan grup lehine
anlamli fazla bulundu (p<0,001) (Tablo 5). Grup i¢i kargilagtirmalarda ilag
uygulanmayan gruplardaki oran grup 2 lehine istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001) (Tablo 5). 7.giin ila¢ uygulanmayan grubun Pcna oram1 4.giin ilag
uygulanmayan gruptan yiiksekti. Silostazol uygulanan gruplar arasinda ise 4 lehine
anlamht fark gortildi (<0,001) (Tablo 5). 7. giin ila¢ uygulamasinin 4 giin ilag

uygulamasindan pcna oranini daha fazla artirdigr goriildii.
4.5. Doku Enzim Diizeyi

Doku enzim diizeyleri agisindan gruplar aras1 karsilastirmada 4.giin ilag uygulanan
ve uygulanmayan gruplarin SOD yoéniinden degerlendirilmesinde grup 3 lehine
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p<0,001) (Tablo 5). 4.giin ilag

uygulanan grubun SOD diizeyi uygulanmayandan yiiksek bulundu.

MPO da grup 1 ve grup3 arasinda anlamli fark goriilmedi (p=0,863) (Tablo 5).
AOPP de grup 1 lehine istatistiksel olarak anlaml1 fark tespit edildi (p=0,040) (Tablo
5). Silostazol uygulanmayan grupta AOPP diizeyi anlamli yiiksekti. GSH da iki grup
arasinda istatistiksel anlaml1 fark goriilmedi (p=0,102) (Tablo 5).

Gruplar arasi karsilagtirmanin 7.giiniinde yapilan degerlendirmede ise SOD
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p=0,136) (Tablo 5). MPO
acisindan grup 2 lehine istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p<,001) (Tablo

5). 7.glin ilag verilmeyen grubun MPO ortalamasi ila¢ verilenden anlamli olarak
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fazla bulundu. AOPP ac¢isindan da grup 2 lehine istatistiksel olarak anlamli fark
tespit edildi (p<0,001) (Tablo 5). Ilag verilmeyen grupta yine AOPP diizeyi yiiksekti.
GSH da anlamli fark goriilmedi (p=0,063) (Tablo 5).

Gruplar ici yapilan degerlendirilmede grup 1 ile grup 2’nin karsilagtirmasinda
SOD acisindan 2 lehine istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p=0,002) (Tablo 5).
7.glin ila¢ verilmeyen grupta 4.giin ilag verilmeyene gore SOD diizeyi ortalamasi
anlamli daha fazla bulundu. MPO agisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu
(p=0,666) (Tablo 5). AOPP acisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu
(p=0,666) (Tablo 5). GSH agisindan istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi
(p=0,605) (Tablo 5).

Diger grup i¢i degerlendirilmede Grup 3 ile grup 4’iin karsilastirilmasinda
SOD yoniinden grup 3 lehine istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p=0,024)
(tablo 5). 4.giinde SOD diizeyi daha fazla bulundu. MPO da 3 lehine anlaml1 fark
goriildii (p=0,003) (Tablo 5). Yine 4.giinde MPO diizeyi anlamli biiyiik bulundu.
AOPP de 3 lehine anlamli fark goriildii (p=0,011) (Tablo 5). Grup 3’iin AOPP
diizeyi ortalamasi anlamli daha fazlaydi. GSH’de 3 lehine anlamli fark goriildii

(p=0,011) (Tablo 5). 4.giinde GSH diizeyi fazlayd.

Resim 6. Sﬂostazol uygulanmamis gruptaki gorunum(M1toz Aktivitesi) (7.giin)
(H&E 200x).
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Resim 7. Silostazol uygulanmig gruptaki goriiniim.(siyah ok:

aktivitesi)(H&E 4.giin) (200x).

artmis mitoz

Mitoz indeksi (%)
o

4. gln

7. gin

Silostazol

m Normal

Sekil 2. Mitoz indeksi ortalama degerlerinin zamana gore karsilastiriimasi
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200x).

Resim 9. Silostazol uygulanmis grupta cift cekirdek (siyah ok) goriinimii (7.giin)
(H&E 200x)
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Resim 11. Silostazol uygulanmig gruptaki PCNA ile boyanma goriiniimii (4.giin)
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Sekil 4. PCNA goriilme oran1 ortalama degerlerinin zamana gore karsilagtiriimast.
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Sekil 5.KRA ortalama degerlerinin zamana gore kargilastiriimasi.
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5.TARTISMA

Yiizde 60’lik karaciger rezeksiyonunu iceren parsiyel hepatik rezeksiyon modelinde
hepatik loblar saglam olarak c¢ikarilir ve geride kalan doku hasar gormez. Cesitli
caligmalarda rejeneratif cevabin %60°lik karaciger cikarilirken geride birakilan
karaciger dokusuyla orantili oldugu gosterilmistir. Daha fazla oranda yapilan
rezeksiyonlarda bu cevabin kademeli olarak azaldigi belirtilmistir.”® Calismamizda
Selektif fosfodiesteraz 3 inhibitorii olan silostazoliin, parsiyel hepatektomi sonrast

karaciger rejenerasyonuna etkisi arastirildi.

Calismamizda  %60°lik  hepatik  rezeksiyon = modelini,  karaciger
rejenerasyonunun en uygun incelebilecegi model olmasindan dolay: tercih ettik.
Parsiyel hepatektomi sonrasi gen ekspresyonlart ve reseptorler ile transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonunda hizli degisiklikler meydana gelir. Hepatik parankim
kayb1 sonrasi karacigerde veya dolasimda cesitli potansiyel sinyal uyaranlarn

salinir.”!

Karaciger farkli hiicre gruplarindan olusmustur. Bunlar i¢inde tiim hepatik
hiicrelerin %60’1m1 olusturan hepatositler, endotelyal hiicreler, Kupffer hiicreleri ve
oval hiicreler bulunur. Parsiyel hepatektomi (%60 rezeksiyon) sonrasi karaciger
rejenerasyonu genellikle karaciger prekiirsor (kok) hiicre aktivasyonunu icermez.”
Bunun yerine karaciger Kkiitlesi erigkin hepatositlerin (tetraploid hiicreler)

proliferasyonunca yenilenilr.73

Parsiyel hepatektomi sonrasi geride kalan karaciger dokusunda rejenerasyonun
ilk giinden itibaren basladigi gosterilmistir.*> * ¥ ™ ¥ Karacigerin 2/3 nin
kaybindan sonra iki hafta i¢inde fonksiyonel karaciger iyilesmesi tamamlanmaktadir.
Parsiyel hepatektomiden sonra 24 saat icinde aktif hiicre replikasyonu baglar ve
organin ilk agirhigina erisinceye kadar devam eder. Ilk 10 giin i¢inde dnemli 6lgiide
rejenerasyon olusur ve bu olay 4-5 haftada tamamlanir. Eksize edilen loblar aynen
eski sekillerini almazlar. Rejenerasyon daha c¢ok yeni lobuller olusmasi ve artik
lobullerin genislemesi seklinde olur. Ratlarda %60 hepatektomiden 24-30saat sonra

mitoz baglar. Mitoz oram1 yaklagik 1/20000°den 3/100’e ¢ikar. 7-10 giinde agirligi
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normal agirligma ulasir. Bu nedenlerden dolayr calismamizda rejenerasyon

kriterlerini.degerlendirebilmek i¢in rezeksiyon sonrasi 4 ve 7.giinii sectik.

Karaciger rejenerasyonunda cesitli genler, sitokinler, biiylime faktorleri ve
hiicrelerin etkili oldugu giiniimiizde kamitlanmig bir gercektir. Ancak rejenerasyon
mekanizmasi ve hiicreler ile sitokinler arasindaki iligki tam olarak anlagilamamuisgtir.
Karaciger rejenerasyonu ile sonuglanan bir dizi evre kiimesi ile rejenere karacigerin
boyutunu kontrol eden bir kistm inhibitorlerin oldugu goriisii hakimdir.”* Epitelyal
biiytime faktorii (EBF), TNF-q, IL-1 ve IL-6 hepatik hasar veya parsiyel hepatektomi
sonrast temel biiylime ve promotor faktorler olup bir dizi kompleks reaksiyon sonucu
NF- kB, sinyal transdiiksiyon ve transkripsiyon-3 aktivatorii gibi transkripsiyon

faktorlerini aktive edip karaciger rejenerasyonu saglayan 6zel genleri etkilemektedir.

Karaciger rejenerasyonunun karmagsik mekanizmalarinin agiga ¢ikarilmast son
donem karaciger yetmezligi olan hastalarin tedavisinde ¢igir acabilecektir. Ozellikle
rejenerasyonun indiiklenmesi dondr morbiditesini azaltabilecek ve karaciger
transplantasyonu yapilan alicinin hizli bir sekilde iyilesmesine olanak saglayacaktir.
Karaciger rejenerasyonunu pozitif veya negatif yonde etkileyebilecek maddeler

giiniimiiz biliminin en ilgi ¢eken konularindan biri olmustur.”

Silostazol ve metabolitlerinden bazilari, siklik adenozin monofosfat (cAMP)
bozunmasint baskilayarak trombositler ve kan damarlar1 dahil c¢esitli dokulardaki
cAMP diizeyinin artmasina neden olan fosfodiesteraz III (PDE III) inhibittrleridir.
Bu mekanizma ¢esitli uyaranlar yoluyla trombosit agregasyonunun inhibisyonuna ve
vazodilatasyona yol agar. Silostazol'un farkli vaskiiler yataklarda homojen olmayan

bir vazodilatator etkisi vardir.

Bugiine kadar yapilan deneysel caligmalarla silostazol’un, serebral enfarktiis
hacmini azalttigi”,cok damarli koroner arter hastaliginda ikili antiagregan tedaviye
ek bir katki saglamadig®, oositlerde yumurtlamayr uyardigi®' , total atriyal iletim
siiresini azalttig®, antiagregan etki®, iskemi reperfiizyon modelinde kan - beyin
bariyeri disfonksiyonu azaltig™, vaskiiler diiz kas iizerinde giiclii bir vazodilatator
oldugugs, hipokampus bagimli uzun sireli hafizayr gelistirdigi®®, karaciger

lipogenezinin negatif bir regiilatori’®, karaciger fibrozuna kars: fareleri korudugu®,
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topallamada yiirime mesafesinde ve yagsam kalitesinde iyilesmeler yaptigi®, inmede
etkin bir antiagregan etki yaptigm®, aterosklerotik retinopatide aterosklerozu
onleyici etki yaptigr’® diabetik farelerin iskemik arka bacaklarda kollateral kan
akigini artirdigr’’, sican mezenterine gelen kilcal damarlarda endotel bariyeri

giiclendirdigi®®, diyabetik hastalarda ayak iilserini nledigi®, gosterilmistir.

176

Ayrica 5-flurourasil’”®, amfiregiiliin’’ H2 reseptdr antagonistleri’® gibi ¢ok

degisik ajanin karaciger rejenerasyona etkisi ile ilgili deneysel ¢aligmalar vardir.

Fosfodiesteraz III inhibitorlerinin karaciger hasarii kolestazda hem-oksijenaz
yoluyla engelledigi ve fibrogenez esnasinda ise stellat hiicre aktivasyonunu
baskilayarak antifibrojenik etki gosterdigi bildirilmistir*. Ancak silostazolun karaciger

rejenerasyonuna etkisi hakkinda yapilmis bir ¢caligma bulunmamaktadir.

Calismamiz yiiksek doz erken eksojen silostazol uygulamasinin karaciger
rejenerasyonuna etkisini incelemistir. Karaciger rejenerasyonu bir takim testler
kullanilarak degerlendirilebilir. Bunlar icinde karaciger agirligi, sentez oranlari,
protein diizeyleri, 6zel enzim belirtecleri, mitotik indeksler, DNA sayimlari, niikleer
antijenlerin immunohistokimyasal boyanmasi ve gen ekpresyonlart bulunmaktadir.
Niikleer antijenlerin [Ki-67, proliferating cell nuclear antigen (PCNA)] immunohisto
kimyasal boyanmasi rejenerasyon monitdrizasyonu ic¢in uygulanmaktadir. PCNA
protein dl¢iimii immunoblot yontemi basit, kesin ve tekrarlanabilir bir yontemdir.*
PCNA ile boyanan hepatosit yiizdesi hesaplanabilmektedir. Calismamizda
biyokimyasal analizin yaninda rolatif karaciger agirligi, doku enzim diizeyleri ve
histopatolojik inceleme yontemleri kullanildi. Gruplar arast rejenerasyonun
karsilastirilmasinda mitoz indeksi, cift ¢cekirdek sayisi ve PCNA diizeyleri kullanildz.
Insanlarda rejeneratif cevap cerrahi sonras1 yaklasik 72. saatte baslar ve genelde 3-6
ay kadar siirer’. Karacigerin rejeneratif kapasitesinin tekrarlayan rezeksiyonlar
sonrast smirsiz oldugu goriilmiis ancak deneysel c¢aligsmalarda yasla birlikte azaldigt

gosterilmistir.”’

Bu rejeneratif dongii siirecinde karaciger’in metabolik ve sentetik
fonksiyonlarinda bozulma goriillmez. Calismamizda da karaciger fonksiyon

testlerinde gruplar arasinda anlamli fark tespit etmezken rolatif karaciger agirlig
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acisindan karsilastirildiginda, silostazol uygulanan gruplarda, her iki zaman dilimi
acisindan da istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte artig tespit edildi
(p>0.05). Histopatolojik degerlendirme sonucunda ise silostazol uygulanan gruplarda
mitoz indeksinin ve ¢ift ¢ekirdek sayisinin 7. giinde anlamli diizeyde yiiksek oldugu
ve PCNA oraninda ise 4 ve 7. gilinlerde anlamli diizeyde artig oldugu goriildii
(p<0.05). Silastazol uygulanan gruplarda siiper oksit dismiitaz (SOD) diizeyi anlaml1
yiiksek, miyeloperoksidaz (MPO) ve asirt okside olmug protein iiriinleri (AOPP)
seviyesi anlamli diizeyde diisilk bulundu (p<0.05). Gruplarin glutatyon diizeyleri

arasinda anlaml1 fark goriilmedi.

Silostazol uygulamasimin karaciger rezeksiyonu sonrast histopatolojik
parametreleri ve oksitatif stres belirteglerini olumlu yonde etkiledigi ancak bu etkinin
karaciger rolatif agirlaginda anlamli fark olusturmadigr gozlendi. Silostazol’un
histolojik parametrelere ve oksitatif stres belirteclerine olan olumlu etkisinin,
istatistiki olarak anlamli fark yaratacak diizeyde karaciger rolatif agirligina
yansimamasi lizerine etkili mekanizmalarin daha ileri ¢aligmalarla aydinlatilmasina

ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC

Karaciger, hasar veya rezeksiyon sonrasi rejenerasyon kapasitesine sahip olmasyla,
etkileyici ¢zellige sahip bir organdir. Karaciger yaralanma, iskemi ve rezeksiyon
sonrasinda rejenere olur ancak hepatik rejenerasyon icin en kuvvetli uyaran
rezeksiyondur. Fosfodiesteraz III inhibitorlerinin karaciger hasarim kolestazda hem-
oksijenaz yoluyla engelledigi ve fibrogenez esnasinda ise stellat hiicre aktivasyonunu
baskilayarak antifibrojenik etki gosterdigi bildirilmistir. Sessiz ve tam diferansiye
hepatositlerin hiicre sikliis progresyonu, proliferasyonu ve sonunda rejenerasyonun
durmasi gibi yiiksek oranda kompleks olaylara iten hiicre i¢ci ve dist faktorlerin

degerlendirilmesi arastirmacilar agisindan Gnemli bir konu olmustur.”®

Calismamizda, selektif fosfodiesteraz 3  inhibitérii olan silostazol
uygulamasmin parsiyel hepatektomi sonrast karaciger rejenerasyonuna etkisi

incelendi.

Silostazol ve metabolitlerinden bazilari, siklik adenozin monofosfat (cCAMP)
bozunmasini baskilayarak trombositler ve kan damarlar1 dahil c¢esitli dokulardaki
cAMP diizeyinin artmasina neden olan fosfodiesteraz III (PDE III) inhibittrleridir.
Bu mekanizma ¢esitli uyaranlar yoluyla trombosit agregasyonunun inhibisyonuna ve
vazodilatasyona yol acgar. Silostazol'un farkli vaskiiler yataklarda homojen olmayan

bir vazodilatator etkisi vardir.

Silostazol oral yoldan alimi takiben gastrointestinal sistemden emilir. Yagl
yiyecekler emilimi artirir: doruk plazma konsantrasyonu (Cmaks) yaklasik %90, egri
altindaki alan (EAA) ise yaklagik %25 artar. Mutlak biyoyararliligi bilinmemektedir.
Silostazol basta 3A4 olmak {izere karaciger sitokrom P450 enzimlerince metabolize
edilir. Metabolitler daha ¢ok idrar yoluyla viicuttan atilir. Iki metaboliti aktiftir
bunlar: 3,4-dehidro-silostazol ve 4'-trans-hidroksi silostazol. Farmako kinetikleri
dozla orantili olarak degisir. Silostazol ve aktif metabolitlerinin eliminasyon yar1
omiirleri 11 ile 13 saat civarindadir. Silostazol ve aktif metabolitleri kronik
kullanimda 2 kata kadar birikebilir ve birka¢ giinde kararli kan konsantrasyonuna

ulagir. Silostazol ve iki major aktif metabolitinin farmakokinetikleri, sagliklt normal
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kisilerde ve periferik arter hastaligina bagli intermitant klodikasyonlu hastalarda

benzer bulunmustur.

Deneysel calismada, kirk adet erkek Wistar albino cinsi rat randomize edilerek
dort gruba ayrldi. Tim ratlara standart %60 hepatektomi uygulandi. Deney
gruplarma silostazol verildi. Rezeksiyon sonrast denekler 4 ve 7. giinlerde sakrifiye
edildi. Gruplar biyokimyasal, morfolojik ve histopatolojik parametreler agisindan

karsilagtirildi.

Biyokimyasal inceleme sonucunda silostazol uygulamasinin karaciger
fonksiyon testlerinde istatistiksel olarak anlamli fark yaratmadigi goriildii. Gruplar
rolatif karaciger agirhigt acisindan  karsilastirldiginda, silostazol uygulanan
gruplarda, her iki zaman dilimi agisindan da istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte artig tespit edildi (p>0.05). Histopatolojik degerlendirme sonucunda ise
silostazol uygulanan gruplarda mitoz indeksinin ve cift ¢ekirdek sayisinin 7. giinde
anlamli diizeyde yiiksek oldugu ve PCNA (proliferating cell nuclear antigen)
oraninda ise 4 ve 7. giinlerde anlamli diizeyde artis oldugu goriildii (p<0.05).
Silastazol uygulanan gruplarda siiper oksit dismiitaz (SOD) diizeyi anlaml1 yiiksek,
miyeloperoksidaz (MPO) ve asir1 okside olmus protein iirtinleri (AOPP) seviyesi
anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0.05). Gruplarin glutatyon diizeyleri arasinda

anlaml fark goriilmedi.

Calismamizda silostazol uygulamasimmin karaciger rezeksiyonu sonrasi
histopatolojik parametreleri olumlu yonde etkiledigi ancak karaciger rolatif
agirhiginda anlamhi  fark olusturmadigr gozlendi. Silostazol’un  histolojik
parametrelere olan olumlu etkisinin, istatistiki olarak anlamli fark yaratacak diizeyde
karaciger rolatif agirligina yansimamast {izerine etkili mekanizmalarin daha ileri

caligmalarla aydinlatilmasina ihtiyac vardir.
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