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OZET

Kronik diabetik rat penis dokusunda nitrik oksit sentaz icerifi ve diabetik ratlarda E vitamini uygulamasinin
nitrik oksit sentaz iizerine etkisini incelemektir.

180-250 gr. agirlikta, geng-erigkin, erkek Spraque-Dawley ratlar, diabetik (n: 10) diabetik olup E vitamini alan
grup (n: 8) ve diabetik olmayan normal kontrol grubu (n: 8) olarak ii¢ gruba aynldi. 65 mg/kg streptozotosin tek doz
halinde intraperitoneal yolla verilerek diabet olusturuldu. Diabet olusturulan ratlardan sekizine 48. saatten itibaren
90 mg/48 saat dozda E vitamini intraperitoneal olarak baglandi. Sekiz hafta sonra sakrifiye edilen ratlarin penisleri
en-blok alindi. Kriyostat ile 7 um lik kesitler alindi, NADPH-diaforaz boyasi ile boyandi ve boyanan odaklar
mikroskopta sayildi.

Diabetik grup en az boyanma gsterirken, E vitamini alan grup daha fazla ve diabetik olmayan normal kontrol
grubu en fazla boyanma gosterdi. Boyanan odak sayilan diabetik grupta ortalama 21£15, diabetik olup E vitamini
alan grupta 78432 ve diabetik olmayan kontrol grubunda ise 184446 bulundu.

Diabetik ratlarda penil dokuda nitrik oksit sentaz varligimn azaldifi, E vitamini uygulamasinin penil nitrik
oksit sentaz igeriginin kismen korunmasina katkida bulundugu kanaatindeyiz.

ABSTRACT :

To determine nitric oxide synthase content in chronic diabetic rat penis and the effect of vitamin E on nitric
oxide synthase in diabetic rats.

* Male, young-adult Spraque-Dawley rats weighing 180-250 gr were divided into three groups: diabetic (n: 10),
diabetic rats receiving vitamin E (n: 8) and non-diabetic control group (n: 8). Diabetes was established by
introduction of streptozotocin 65 mg/kg intraperitoneally in single dose. To eight of diabetic rats, 48 hours after
streptozotocin injection, vitamin E was administered 90 mg/48 hours intraperitoneally. Eight weeks later, the rats
were sacrificed and the penises were excised en-bloc., Cryostat sections were cut at 7 pm, stained with NADPH-
diaphorase stain and stained regions were counted under the microscope.

While scarse staining was present in diabetic group, better straining pattern was present in vitamin E group and
best staining was present in the non-diabetic control group. Mean number of stained regions were 21£15 in diabetic
group, 78+32 in diabetic rats receiving vitamin E and 184+46 in non-diabetic, control group.

Nitric oxide synthase content was decreased in diabetic rats and we believe that vitamin E administiration may
have some beneficial effect on preserving penile nitric oxide synthase content.
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GIRIS

Korpus kavernozum diiz kasi relaksasyonu
sinir ve endotel kaynakl biomolekdller tarafin-
dan kontrol edilmekiedir. Bu biomolekiillerin en
onemlisi nitrik oksit'tir (NO).!

Nitrik oksit, L-arginin'in nitrik oksit sentaz
(NOS) tarafindan L-sitrullin'e gevrilmesi sirasin-
da sentezlenmektedir.2 L-arginin'in L-sitrullin'e
cevrilmesi icin NOS'in yamisira genellikle nikoti-
namid dinukleotid fosfata (NADPH) gereksinim
vardir. Vincent ve arkadaslar, NADPH diaforaz
enziminin, spesifik nironal NOS (nNOS) antiko-
ru ile ayni yeri boyadiZin gdstermigler ve néro-
nal NADPH diaforaz'in bir NOS oldugunu bildir-
mi§lerdir.3 NADPH varliginda NADPH diaforaz,
nitroblue tetrazolium ile mavi renkte boyanir.
Daha once yapilmis bir calismada, kavernoz do-
kuda NOS antikoru ile NADPH diaforaz boyan-
malari kiyaslanmis ve her ikisinin aym lokalizas-
yonu boyadiklar: ispatlanmistir.

Diabet, erektil disfonksiyona yol agan
dnemli bir risk faktoriidiir. Ratlarda penil NOS
aktivitesi ve varlif ile ilgili bir ¢ok ¢alisma ya-
pilmistir. Konjenital diabetik BB ratlarda hem
penil NOS aktivitesinin, hem de nNOS iceriginin
azaldig bildirilmistir.” Yaglanma ile ratlarda
erektil cevabin ve penil NOS aktivitesinin azaldi-
&1 literatiirde belirtilmektedir.% 7 Sigara tiryakili-
§inin yaga bagli olmaksizin penil NOS aktivite
ve nNOS igeriginde azalmaya yol agtifi bilin-
mektedir.®

Bu galigmamizin amaci, kronik diabetik rat
penis dokusunda nitrik oksit sentaz icerigi ve di-
abetik ratlarda E vitamini uygulamasinin nitrik
oksit sentaz tizerine etkisini incelemektedir.

GEREC VE YONTEM

Geng-erigkin, 180-250 gr. agirhkta, erkek
Spraque-Dawley ratlar, diabetik grup (n: 10), di-
abetik olup E vitamini alan grup (n: 8) ve diabe-
tik olmayan normal kontrol grubu (n: 8) olmak
iizere ii¢ gruba ayrildi.

Diabet olusturmak icin ratlara streptozotosin
(STZ) 65 mg/kg'lk tek doz halinde intraperitone-
al yolla verildi. STZ uygulamasindan 48 saat
sonra akut diabet olugan ratlar sekiz hafta sonun-
da kronik diabetik hale gelmigtir. STZ ile diabet
olugmasmin kontrolii kan glikoz degerleri ve he-

moglobin Ajc diizeyleri dlgiilerek yapilmugtir.
Akut diabet olusturulan ratlardan 8 tanesine 48.
saatten itibaren E vitamini (90 mg/48 saat) intra-
peritoneal yoldan uygulanmigtir,

Doku hazirlanmasi ve NADPH
diaforaz boyama teknigi:

Her ii¢ gruptaki toplam 26 rat sekizinci haf-
tada eter anestezisi uygulanarak penisleri blok
halinde eksize edildi ve kalplerinden 8-10 cc kan
drenc edilerek sakrifiye edildiler. Daha oOnce
Brock ve ark. tarafindan tarif edildigi bigimde,
eksize edilen penisler hemen O.C.T. maddesi
(Tissue-Tek, Miles lab., USA) i¢ine konulup sivi
nitrojen iginde donduruldu ve -70° C'de saklan-
d.?

Boyama yapilacagi zaman cryostat ile 7
pm'lik kesitler hazirlandi. Bu kesitler pH 8 olan
9 4 formaldehit / 0.05 M fosfat tampon ile besg
dakika fikse edildi. Daha sonra kesitler B-
NADPH (1 mg/mL, Sigma), nitroblue tetrazoli-
um (0.1 mg/mL, sigma) ve pH 8.0 olan 0.1 M
fosfat tampondaki % 0.2 Triton karsimi ile 45
dakika 37° C'de inkiibe edildiler. Tampon ¢ozelti
ile yikanan kesitler mikroskopta incelendi.
NADPH ile boyanan yapilar koyu mavi boyalt
bolgeler halinde goriindiiler. Boyanma paterni
200 biiyiitmede degisik 10 alanda tiim dokularda
degerlendirildi ve boyanan odaklar sayildi.

[statistiksel analiz igin t-test uygulandi ve
anlamhlik p<0.05 olarak alind1.

BULGULAR

Diabetik, Diabetik+E vitamini grubu ve
kontrol gruplarinin érnekleri arasinda histolojik
bakimdan bariz NOS boyanma farki mevcuttu.
Diabetik grup en az boyanma gosterirken (Re-
sim 1), E vitamini alan grup (Resim 2) diabetik
gruptan daha fazla, ancak kontrol grubundan da-
ha az boyanma gosterdi. En fazla boyanma kont-
rol grubunda goriildii ve boyanan odaklar kolay-
Iikla ayirt edebiliyordu (Resim 3).

Tablo 1'de goriildiigii gibi, diabetik grupta
cok az boyanma vardi ve boyanan odak say1s1 or-
talama 21£15 idi. Diabetik olup E vitamini alan
grupta ise ortalama 78+32 boyanmug odak sayili
ve kontrol grubunda ise bu say1 ortalama 184+46
buludu.
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Resim 1. Diabetik rat korpus kavernozumunda
NADPH-diaforaz ile boyanma (X200 biiyiitme)

A

Resim 2. Diabetik olup E vitamini alan rat korpus
kavernozumunda NADPH-dialoraz boyanma.
(X200 biiyiitme)

Resim 2. Kontrol grubu rat korpus kavernozumunda
NADPH-diaforaz ile boyanma (X200 biiyiitme)

s iy

Tablo 1. Kavernoz cisimlerde degisik on alanda sayilan
NOS igeren odak sayilar

Gruplar NOS pozitif odaklar
Diabetik (D) (n: 10} 21£15
Diabetik+E vit. (D+E) (n: 8) 78432
Kontrol (K} (n: 8) 184146

D ile D+E ve K arasinda p<0.05 ve D+E ile K arasinda
p<0.005 tir.
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TARTISMA

Nitrik oksit sentazin L-argininden NO sen-
tezlemesi Ca+2/calmodulin’e bagh bir mekaniz-
ma ile olmaktadir.l» 10 NO, siklik guanozin mo-
nofosfat't (¢cGMP) aktive ederek diiz kas gevse-
mesi yaratan potent bir nérotransmitterdir. Erek-
til disfonksiyon diabetiklerde sik goriilmektedir.
Diabete bagh erektil disfonksiyon gelismesinin
penisteki NOS azalmasina, dolayli olarak olarak
da nitrik oksit azalmasina bagh olup olmadi: bi-
linmemektedir. Yapilan bazi galismalarda, konje-
nital diabetik ratlarda penil NOS aktivitesinde ve
nNOS iceriginde azalma oldufu gosterilmistir.5:
! Buna karsun, bir galismada ise diabetik ratlarda
penil NOS aktivitesinde artig oldugu bilirilmis-
tir.!2 Bizim caligmamizda ise, kronik diabetik
ratlarda, kontrol grubu ile kiyaslandiginda, penil
NOS iceriginin azaldig1 gbzlemlenmistir.

Caligmamuzda, E vitamini alan diabetik rat-
larda NOS igerigi diabetik olanlardan iyi, ancak
kontrol grubundan daha kétii bulunmustur. E vi-
tamininin 6ncelikli olarak antioksidan etkisi ne-
deni ile diabetiklerde oksidatif stresi azalttig,
ikincil olarak da oksidatif stresin azalmasina bag-
I olarak vaskiiler ve nérojenik yapilarin dejene-
ratif etkilerden korunmasiuin, NOS diizeyinin
azalmasinin yavaslattig1 diigiiniilebilir. Yapilan
bir caligmada, diabetik rat aortunda endotele bag-
L1 relaksasyon defektinin E vitamini verilerek en-
gellendigi bildirilmistir. 13 Diabetiklerde endotele
bagh relaksasyon defektinin ¢ogunlukla fazla
iretilen reaktif oksijen radikallerine bagl oldu-
gu, E vitamininin de serbest radikallerle savasa-
rak vaskiiler endoteli korudugu belirtilmistir. E
vitamini haricinde oksijen radikallerini inaktive
eden C vitamini ile superoksit dismutaz'm (SOD)
diabetiklerde, endotel kaynakl relaksasyonda ro-
lii olan NO etiisini restore ettikleri kaydediimis-
tir.14 15 Bizim calismamiz da bu g¢alismalarda
uyumn gistermektedir, Tiim bu sonuglarin destek-
ledigi gibi, diabetiklerde E vitamini uygulamasi-
nin penil dokudaki NOS igeriginin korunmasina
katkisi olabilecei diistiniilebilir.

Vincent ve arkadaglarimin gosterdigi gibi
NADPH diaforaz boyama teknigi ile NOS varlifi
gosterilebilmektedir. Bu boyama teknigi ile yapi-
lan bir ¢alismada, kaverniz sinir hasari olan has-
talarmn klinik anamnezleri ile kaverndz cisim bi-
opsisi NOS boyanma sonuglan iyi korelasyon
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gistermistir.? Aym ¢alismada dzellikle nérojenik
- kaynakli ercktil disfonksiyonda kavernoz cisim
biopsisi ve NADPH diaforaz boyama ile morfo-
lojik inceleme ve degerlendirme yapilabilecegi
belirtilmistir. Keza diabetiklerde kavernoz cisim
biopsisi yapilarak NADPH diaforaz boyama tek-
nigi ile dokuda NO icerigi ve dagilimi hakkinda
bilgi edinilebilir. Ancak, azalmig NO icerigi, tek
bagina, NO aktivitesini gdsteremez. Dolayist ile
diabete bagh crektil disfonksiyondan tek basina
sorumlu oldugu stylenemez.

Diabet nedeni ile ortamda meveut olan oksi-
jen radikalleri (02) hizla NO ile birleserek perok-
sinitrit (NO3) olugtururlar. Bu cok toksik olan
yeni radikal, hem vaskiiler sistemde ve néronlar-
da harabiyel yaratabilmekte, hem de NO aktivite-
sini azaltabilmektedir. 12 Diabetik rat penislerinde
azalmig NOS icerigi bu harabiyete bagh olabilir.

Sonug olarak, diabetik ratlarda penil dokuda
NOS varligimin azaldigy, E vitamini uygulamasi-
nin penil NOS iceri@inin kismen korunmasina
katkida bulundugu kanaatindeyiz.
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