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SERUM NITRIK OKSIT SEVIYESI DERI TRANSPLANTASYONU
SONRASINDA AKUT REJEKSIYONU GOSTEREN BIR KRITER

OLABILIR Mi?
Cem PERK* Murat SAROGLU* Elif TASKIN**
Cenan OKTAY #*#% Serdar OZTEZCAN*##%*

Can the Level of Serum Nitric Oxide be a Criterion Showing Acute Rejection
Following Experimental Skin Transplantation?

Summary: Nitric oxide (NO) is an important immunoregulation molecule taking part in cell immu-
nology and it has been reported to be involved in homograft rejection in organ transplantation. In this study,
serum levels of 39 Wistar - Albino types rats with skin transplantation were measured and nitric oxide was in-
vestigated whether to be a criterion showing acute rejection. Rats were seperated in four groups; 1.: control
group, I1.: autotransplantated group, II1.: only homotransplantation was made, IV.: homotransplantation + im-
munosuppression with cyclosporin. NO levels were measured in serum samples taken from the rat in 0.-5. and
10. days and no significant difference was observed when the groups were compared to each other. These re-
sults suggest that levels of serum NO can not be a reliable criterion for showing acute rejection in experimen-
tal skin homotransplantation.

Key Words: Serum nitric oxide, transplantation.

Ozet: Nitrik oksit (NO), hiicre immiinolojisinde rol oynayan dnemli bir immiinoregiilatér molekiildiir
ve organ transplantasyonlarninda homogreft rejeksiyonlan ile ilgisi olabilecegi belirtilmektedir. Bu caligmada
deri transplantasyonu yapilan 39 adet Wistar albino siganda, serum NO diizeyleri dlgiilerek, nitrik oksidin akut
rejeksiyonu gosteren bir kriter olup olamayacagi arastirildi. Denekler, 1. grup kontrol, 2. grup ototransplantas-
yon, 3. grup yalmzca homotransplantasyon ve 4, grup homotransplantasyonla birlikte bir immunsupressif (sik-
losporin) uygulanan geklinde dort gruba ayrildi. Tiim deneKlerden 0., 5. ve 10. giinlerde alinan serum dmekle-
rinde NO seviyeleri ol¢iildii. Gruplar birbirleri ile kargilastinldiginda istatistiki olarak anlaml bir fark buluna-
madi. Sonug olarak serum NO seviyesinin, deneysel deri homotransplantasyonunda akut rejeksiyonun saptan-
masinda giivenilir bir kriter olamayacag: kamisina varildi.

Anahtar Sozciikler: Serum nitrik oksit, transplantasyon.
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Giris

1980 yilinda endotel hiicrelerinden asetilkolin uyarist ile sentezlenen ve damar
diiz kaslarim gevseten bir maddenin varhgi ortaya konuldu. 1987°de bunun nitrik oksit
(NO) oldugu ve bir ¢ok hiicre ici biyolojik fonksiyonlarda rol aldig: saptand: (1, 2, 3).
Nitrik oksit, 2 atom igeren, dzellikle yagda ¢oziinen, son derece dayaniksiz ve renksiz
bir gazdir. Biyolojik membranlar kolayca gegebilir ve viicutta diisiik konsantrasyonlar-
da, fizyolojik bir diizenleyici olarak gérev yapar. Organizmada genis dagilimi olan nit-
rik oksit sentaz (NOS) katalizorliigtinde, L-arginin'in L-sitruline doniisiimii sirasinda NO
olusturulur (8). Sulandiriimig ¢ozeltilerde, NO’in yartlanma dmrii 10 saniyeden daha ki-
sadir ve spontan olarak nitrite ve nitrata okside olur (4, 5). NO damar tonusunun diizen-
lenmesinde, trombosit adhezyon ve agregasyonunun inhibisyonunda rol oynar. Ayrica
radikal, vazodilatator ve norotransmitter olarak gérev yapar. Aktiflenmis makrofajlardan
biiyiik miktarlarda sentezlenir (3, 5, 6, 8).

NO sentezinin akut homogreft rejeksiyonlarinda (aulimlarinda) da arttig1 belirtil-
mistir (7, 8, 9). Homogreft rejeksiyonlarinda yogun bir lenfosit ve mononiiklear hiicre
infiltrasyonu mevcuttur. Grefteki kiigiik damarlarin endoteli bozulur, trombiisler olusur,
kan dolagimi durur ve greft nekrotik hale gelerek rejeksiyon gerceklesir (10).

Tanaka ve ark. (13), 1995 yilinda yaptiklani deneysel bir ¢alismada, pankreas
transplantasyonu sonrasinda postoperatif 7. giinde yani rejeksiyon dénemi esnasinda se-
rum nitrit ve nitrat sentezinin artti@in bildirmiglerdir. Um ve ark. (14), 120 ratla yaptik-
lar1 bagka bir ¢aligmada deri flebinin periferik sirkiilasyonunda endotel kaynakli NOS’in
(nitrik oksit sentaz) rol oynadigini ve NO substrati L-arginin verilmesiyle deri flebinde
iskemik nekrozun azaldigini belirtmiglerdir.

Benvenuti ve ark. (2), kalp transplantasyonu sonrasi rejeksiyon gelisen hastalar-
da immiin cevap devam ettigi siirece ileri diizeyde bir serum nitrat artis1 tespit etmigler-
dir. Akciger transplantasyonu sonrasinda da gerek solunum havasinda gerekse serumda
yiiksek NO seviyeleri ol¢iilmiistiir (8, 9).

Nitrik oksidin muhtemel dual etkisinden dolay: karsit sonuglar da ortaya konul-
mustur. Dedeoglu ve ark. (5), bdbrek transplantasyonu sonrasinda akut rejeksiyon geli-
sen cocuk hastalarin idrarlarinda NO atilimimin anlaml derecede azaldigini ve antirejek-
siyon tedavi ile idrar NO konsantrasyonunun cevap olarak arttigim belirtmislerdir.

Materyal ve Metod

Calisma 1. U. Veteriner Fakiiltesi Cerrahi Anabilim Dali'nda gerceklestirildi. Bu
amagcla 39 adet 200-250 g agirhginda Wistar albino disi rat kullanilarak 4 grup olustu-
ruldu. Caligma grubundaki deneklerin tiimiine eter anestezisi uygulandi, sirt bolgesi de-
risinde 1.5 x 2.5 cm biiyiikliigiinde full-thickness teknigine uygun olarak, oto ve homot-
ransplantasyon gerceklestirildi.
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1- Grup: Kontrol (n=9)

2-Grup: Ototransplantasyon (n=9)

3-Grup: Homotransplantasyon (n=12)

4-Grup: Homotransplantasyon + Immiinosiipresyon (n=9)

Immunsupresor olarak 25 mg/kg/giin Siklosporin (Sandimmun, 50 mg/ml ) i.m. uygu-
landi.

0.. 5. ve 10. giinlerde siganlarin kuyruk venlerinden 2 ml kan alinarak serumda
nitrik oksitin stabil yikim iiriinleri olan nitrit ve nitratin spektrofotometrik dlgiimleri ya-
pildi. Nitrat, nitrat rediiktaz ile nitrite indirgenerek Nitrit Griess reaksiyonu ile ELISA
fotometrisinde okundu. Sonuglar umol/L olarak ifade edildi. Gruplar birbirleri ile kars:-
lagtirilarak istatistiksel analizler Student-t testi ile yapild.

Bulgular

Calismada her grup icerisinde 0-5. giin; 0-10. giin ve 5.-10. giin kuyruk ucundan
alinan kandan NO seviyelerinin kargilagtiriimalari yapildi. Olgiilen serum NO seviyele-
rinde, gruplar arasinda ortalamalar acisindan istatistiksel bir farklilik olup olmadig aras-
tirildi. Elde edilen degerler Tablo 1'de gosterilmis olup, grup igi serum NO seviyeleri
acisindan istatistiksel bir anlamlilik tespit edilemedi.

Tablo 1. Grup igi serum NO ortalamalan.
Grup i¢i serum ortalamalan arasinda fark tespit edilmedi.
Table 1. The average values of serum nitric oxide in groups.
There was no difference between the average values of serum nitric oxide in groups.

Giinler Grup I Grup I1 Grup III Grup IV
(n=9) (n=9) (n=9) (n=12)
0. giin = Xo=50+11 Xo=68+5 Xo=47+7 Xo=52£17
5. giin = X5=58425 X5=65+7 X5=63+2 X5=67+29
t=0.621 t=0610 t=1.521 t=1.140
S.d.: 16 S.d.: 16 S.d.:22 S$d.: 16
p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
O.glin = Xo=50%11 Xo=68+50 Xo=47+70 Xo=52+£17
10.giin =» X10=49+70 X10=52+21 X10=60+24 X10=81166
t=0.075 = 1.366 t=1.059 t=1.870
S.d.: 16 Sd.: 16 Sd.: 22 S.d.: 16
p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
S5.giin = X5=58+25 X5=65170 X5=63120 X5=67+29
10.glin = X10=49£70 X10=52+21 X10=60£24 X10=81+66
t =0.0543 t=1.136 t=0.190 t=0.857
S54d:16 S.d.: 16 Sdx22 S4d: 16
p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
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Gruplar aras: yapilan karsilagtirmalarda ise Tablo 2’deki degerler saptandi. Grup-
lar arasinda giinlere bagh olarak olgiilen serum NO seviyelerinin karsilastiriimasinda is-
tatistiksel anlamlilik bulunamadi. Ozellikle greft mriiniin oldukga kisa oldugu ve dogal
olarak akut rejeksiyon gézlemlenen Grup 111, diger gruplar ile kargilagtirildiginda serum
NO seviyeleri agisindan anlamlilik tespit edilemedi. Giinlere bagl olarak dlciilen grup
ici serum NO seviyeleri Grafik 1°de; gruplar arasi serum NO diizeyleri ise Grafik 2'de
belirtilmistir.

Tablo 2. Gruplar arasi ikili kargilagtirmalarda serum NO seviyeleri.
Bu kargilagirmalarda serum NO diizeyleri acisindan anlamlilik saptanmadi.

Table 2. Between the groups in dual comparisons according to the serum NO.
There was no significance between the groups in dual comparisons according to the serum

NO levels.
Giinler I-11 1-111 I-1V II-111 1I-1V II-Iv
X1=50%11 X1=50£11 X1=50£11 X2=68+50 X2=68450 X3=47+70
X2=68%50 X3=474£70 X4=52+£17 X3=47+70 X4=52£17 X4=52+17
0 1=1.874 1=0.414 1=0.308 1=2.939 t=1.215 t=0.221
S4d.; 16 S.d.: 19 Sd: 16 S.d.: 19 S.d.: 16 Sd.: 19
p>0.05 p>0.05 p>0.05 p<0.05 p>0.05 p>0.03

X1=58+25 X1=58+25 X1=58425 X2=65£70 X2=65+£70 | X3=63%£20
X2=65£70 X3=63+20 X4=67+29 X3=063+20 X4=67+29 | X4=67%29

5 1=0.561 1=0.311 1=0.641 t=0.014 1=0.139 1=0.233
S.d.: 16 S.d.: 19 Sd.: 16 S.d.: 19 Sd.: 16 Sd.: 19
p>0.05 p>0.05 p=0.05 p>0.05 p=>0.05 p>0.05

X1=49+70 X1=49+70 X1=49+70 X2=52121 X2=52+2] X3=60x24
X2=52421 X3=60+24 | X4=81+66 X3=60£24 | X4=81%66 | X4=81166

10 1=0.285 1=0.878 1=1.046 1=0.477 t=1.776 1=1.597
S.d.: 16 Sd.: 19 S.d.: 16 S.d: 19 Sd.: 16 S.d.: 19
p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

Grafik 1. Grup-i¢i serum NO ortalamalan
Fig. 1.  The mean values of serum NO within groups.
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Grafik 2. Giinlere bagh olarak kargilastirilan gruplararas: serum NO seviyeleri.
Fig. 2.  Serum NO levels between groups compared in connection with days.
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Tartisma ve Sonug

NO’in bir ¢ok biyolojik sistemlerde rolii vardir. NO vazodilatasyon, trombosit
adezyon ve agregasyon inhibisyonu, diiz kas hiicre proliferasyonu ve migrasyon inhibis-
yonu gibi etkileri olan vazoaktif bir maddedir (3). Damar endotelindeki yapisal NO sen-
tezi, damarlarin fizyolojik tonusunu siirdiiriirken, notrofil ve aktif makrofajlarda hiicre
i¢i parazitler ve tiimor hiicrelerine karsi geligen immiin cevapta sitotoksik etkiye araci-
lik eder (11). NO’in immiin sistemle yakin iliskisi, homotransplantasyon hatta ksenot-
ransplantasyon sonras1 kural geregi olusan rejeksiyonlan gésteren bir kriter olup olama-
yacag: sorusunu giindeme getirmistir (12).

Nitrik oksitin damar endotelinde iistlendigi fonksiyonlardan esinlenerek bu calig-
mada da deneklere full-thicknes otogreft ve homogreft deri transplantasyonlar yapilarak
rejeksiyon oncesi ve rejeksiyon esnasinda serum NO seviyelerinin anlamlilig1 arastinl-
mustir. Boylelikle transplantasyon cerrahisinde, serum nitrik oksit seviyesinin akut rejek-
siyonun bir gdstergesi olup olmayacaginin belirlenmesi amaclanmustir.

Transplantasyon cerrahisinde farkli dokularda calisan aragtirmacilar (2, 7, 8,
9.13), serum nitrik oksit diizeylerinde transplantasyon sonrasindaki rejeksiyon dénemin-
de artiglar saptamiglardir. Buna kargin bobrek transplantasyonu sonrasinda akut rejeksi-
yon gelisen olgularda, idrarda nitrik oksit diizeyinin anlaml derecede azaldig1 Dedeog-
lu ve ark. (5) tarafindan ortaya konulmustur. Bu ¢caligmada dort gruba ayrilan ratlarm sirt
derisinde full - thickness homotransplantasyon yapilarak dzellikle akut rejeksiyon done-
mine rastlayan giinlerde (5. ve 10. giinlerde) serum nitrit ve nitrat seviyeleri Griess ayi-
raci ile spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir. Deneysel modelimizde grup [ - II - IV (Re-
jeksiyon gelismeyen veya rejeksiyon geligimi engellenen gruplar) 6zellikle grup- I11 (do-
Zal olarak rejeksiyon gergeklesen grup) ile serum NO seviyeleri agisindan kargilasgtiril-
mus ve istatistiki anlamlilik saptanamamustir. Her ne kadar grup II ile III arasinda 0. giin-
lerde yapilan dl¢timlerde istatistiki bir farklilik tespit edilmis olsa da 0. giin olmasindan
dolay1, grup II ve IIT’iin kontrol grubu ile olan karsilagtirmalar istatistiksel olarak an-
lamsiz bulunmugtur.
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Sonug olarak yaptifimiz deneysel ¢aligmada full-thickness deri homotransplan-

tasyonu sonrasi olugan akut rejeksiyon donemi siiresince dl¢iilen serum NO seviyelerin-
de anlamli bir yiikselis veya diisiis tespit edilememistir. NO"in ¢esitli sistemlerdeki ro-
liinden ve degisken etkisinden dolay: daha kapsamli caligmalara gereksinim vardir.

12,

13.

14,
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