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Streptozotosin ile diyabet olusturulmus sicanlarda
L-karnitinin nitrik oksit metabolizmasi lizerine etkisi

[The effect of L-carnitine on nitric oxide metabolism in
streptozotocin-induced diabetic rats]

Giilben Sayilan Ozgiin', OZET
Eray Ozgﬁnl Amag: Bu ¢aliymanin amaci, streptozotosin ile diyabet olusturulan siganlarda L-karnitinin plazma ve
2

. . : karacigerde nitrik oksit metabolizmasi iizerine etkisini incelemektir.
SeVgl Eskiocak', Metod: Sprague Dawley disi siganlar, kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin olmak tizere
Necdet Sut? rastgele gruplara ayrildi. Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarina sitrat tamponunda (pH 4.5) hazir-
lanmis tek doz streptozotosin (40 mg/kg) intraperitoneal olarak enjekte edildi. Diger gruplara sitrat
tamponu intraperitoneal olarak enjekte edildi. Streptozotosin enjeksiyonundan 72 saat sonra 15 giin
boyunca L-karnitin ve diyabet+L-karnitin gruplarma L-karnitin (500 mg/kg/giin) verildi. Diger grup-
lara 15 giin boyunca serum fizyolojik intraperitoneal olarak verildi. Kan glukozu (72. saatte ve deney

"Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, sonunda), karaciger dokusu nitrik oksit ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, plazma nitrik oksit ve
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Edirne nitrotirozin diizeyleri 8lgiildii.

“Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, . . . . . . .
Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dali Bulgular: Diyabetik gruplarin kan glukoz diizeyleri, diger gruplara gore anlamli derecede yiiksekti.

Edirne Diyabet+L-karnitin grubunun kan glukozu degisim yiizdesi, diger gruplara gore diigiiktii. Aynt zaman-
da diyabet+L-karnitin grubunun plazma nitrik oksit diizeyi kontrol grubuna gore yiiksekti. L-karnitin
uygulanan gruplarin plazma nitrotirozin diizeyleri, diyabet grubuna gore diisiiktii. Gruplarin karaciger
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve nitrik oksit diizeyleri arasinda fark yoktu.

Sonug¢: Sonug olarak ¢caligmamiz; deneysel diyabette 15. giin sonunda plazma ve karaciger nitrik oksit
ve karaciger indiiklenebilir nitrik oksit sentaz diizeylerinin degismedigini ancak plazma nitrotirozin
diizeyinin arttigini gosterdi. Diger yandan ¢alismamiz, L-karnitinin plazma nitrik oksit diizeylerinde
artisa, plazma nitrotirozin diizeylerinde azalmaya neden oldugunu, oysa karaciger nitrik oksit ve in-
diiklenebilir nitrik oksit sentaz diizeylerine etkisinin olmadigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Streptozotosin diyabet, L-karnitin, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, nitrik oksit,
nitrotirozin

Cikar Catismasi: Yazarlarin ¢ikar ¢atigmasi yoktur.
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Dr. Giilben Sayilan Ozgiin Objective: The aim of this study is to investigate the effect of L-carnitine on plasma and liver nitric

L . oxide metabolism in streptozotocin-induced diabetic rats.
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Tibbi Biyokimya Anabilim Dalt, Edime Methods: Sprague Dawley female rats were divided randomly into following groups: control, L-
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4.5). Other groups were injected with only citrate buffer. 72 hours after the streptozotocin injection, L-
carnitine (500 mg/kg/day) was given intraperitoneally to L-carnitine and diabetes+L-carnitine groups
for 15 days. Physiological saline was given intraperitoneally to the other groups for 15 days. Blood
sugar (at 72 hours and the end of experiment), liver nitric oxide and inducible nitric oxide synthase,
plasma nitric oxide and nitrotyrosine levels were measured.

Results: Blood glucose levels in diabetic groups were higher compared with other groups. Percentage
change of blood glucose in diabetes+L-carnitine group was lower compared with other groups. Also
diabetes+L-carnitine group’s plasma nitric oxide levels were higher than control group. Plasma nitro-
tyrosine levels of L-carnitine injected groups were lower than diabetes group. There was no significant
difference between the levels of liver inducible nitric oxide synthase and nitric oxide in groups.
Conclusion: As a result, our study showed that plasma and liver nitric oxide and liver inducible nitric
oxide synthase levels aren’t changed significantly but plasma nitrotyrosine levels are increased at the
end of 15th day of experimental diabetes. On the other hand, our results also showed that L-carnitine
causes an increase in plasma nitric oxide levels and a decrease in plasma nitrotyrosine levels whereas
it has no effect on liver nitric oxide and inducible nitric oxide synthase levels.
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Giris

Nitrik oksit (NO) L-argininden sitriilin olusumu sirasin-
da, L-argininin guanidino nitrojen grubunun 5 elektron
kaybz ile olusur. Bu reaksiyon nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimi ile katalize edilir. NOS enzimleri, yapisal NOS
ve indiiklenebilir NOS (iNOS) olmak iizere iki ana gru-
ba ayrilirlar. Yapisal enzimin eNOS ve nNOS olmak
tizere aktiviteleri diisiik, kisa siireli NO sentezleyen 2
formu vardir. [1]. iNOS enziminin aktivitesi ise yliksek-
tir; indiiklendigi zaman NO {retimi yapisal formlardaki
gibi kisa siirmez ve saatlerce, hatta giinlerce devam ede-
bilir [1,2].

NO bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, diiz kaslarin
gevsemesi, vazodilatasyon ve ndrotransmisyonu igeren
cesitli fizyolojik siireglerde gorev alan 6nemli bir sinyal
molekilidir [1,3].

NO radikali oldukga reaktiftir; yar1 dmrii bir kag saniye-
dir ve kolayca siiperoksit gibi serbest radikallerle birlesir.
Biyolojik sistemlerde hizla nitrit ve nitrata pargalanir.
NO’nun stiperoksit radikali ile in vivo reaksiyonu sonucu
olusan peroksinitrit proteinlerdeki tirozin kalintilarinin
nitrasyonuna yol acarak nitrotirozin (NT) olusturur [1].
NT, peroksinitritin oksidasyonunun kararli son tiriiniidiir.
Bu nedenle NT 6l¢timii, NO bagimli in vivo hasarin tes-
pitinde kullanigh bir belirtectir [4].

Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirlerinin etki-
siyle olusan DNA, protein ve lipidlerin kimyasal modifi-
kasyonlari, hiicredeki biyokimyasal ve molekiiler siireg-
leri olumsuz yonde etkiler [5,6]. Oksidatif ve nitrozatif
stresin diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde rol
oynadig1 gosterilmistir [6-8].

L-Karnitin, (3-hidroksi-4-N-trimetilaminobiitirat), mi-
tokondri membranindan uzun zincirli yag asitlerinin
transportunda gorev alan temel bir tastyicidir. Karaci-
ger ve bobrekte proteine bagl lizil kalintilarindan sen-
tezlenmektedir. Sentezi sirasinda metil vericisi olarak
S—adenozil metiyonin kullanilir [9]. Eksikligi, oldukca
nadir olmakla birlikte diyabet, siroz ve kronik bobrek
yetmezligi gibi kronik hastaliklarda goriiliir. Retinopati,
ndropati gibi komplikasyonlari olan diyabetik hastalarda,
L-karnitin eksikliginin daha sik goriildiigii ve L-karnitin
eksikliginin bu komplikasyonlarin gelismesinde rol oy-
nayabilecegi bildirilmektedir [10,11]. L-karnitin uygula-
masinin hem saglikli hem de tip 2 diyabetli bireylerde
dokulara glukoz alimmi arttirdigy, tip 2 diyabetlilerde
ayrica glukozun oksidasyonunu da arttirarak insiilin has-
sasiyetini diizenledigi bildirilmistir [12].

Calismamizin amaci streptozotosin (STZ) ile diyabet
olusturulan sicanlarda L-karnitin tedavisinin plazma
ve karacigerde NO metabolizmasi iizerine olan etkisini
incelemektir. Bu amagla serum ve karacigerde NO dii-
zeyleri ile birlikte karacigerde NO sentezinden sorumlu
iNOS enzim diizeyleri ve NO bagimli in vivo hasarin be-
lirteci olan serum NT diizeyi dlglilmiistiir.
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Gerec ve Yontemler

Yerel Etik Kurul onay1 alindiktan sonra (2011/68) agirlik-
lar1 202-243 g arasinda degisen, standart kosullarda yetis-
tirilen 40 adet eriskin disi Sprague Dawley siganlar Deney
Hayvanlar1 Birimi’nden temin edildi. Siganlar bazal diyet
ile beslendiler. 22+2°C oda 1s1s1, %55 nem orani, 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik ritim saglandi. Siganlar ortalama
agirliklan esit olacak sekilde kontrol (n=10), L-karnitin
(n=10), diyabet (n=10), diyabet+L-karnitin (n=10) olmak
iizere 4 gruba ayrildi.

Diyabet olusturmak i¢in, pH 4,5 sitrat tamponu ile ¢o-
ziilen tek doz STZ (40 mg/kg) diyabet ve diyabet+L-
karnitin gruplarina intraperitoneal (ip) olarak uygulandi
[13]. Kontrol ve L-karnitin gruplarina ise es zamanli ola-
rak pH 4,5 sitrat tamponu ip olarak uygulandi. STZ ya da
sitrat tamponu uygulamasindan 72 saat sonra si¢anlarin
kan glukoz diizeyleri 6l¢iildii ve 200 mg/dL’nin iizerin-
de degeri olan sicanlar diyabetik olarak kabul edildi [14].
L-karnitin ve diyabet+L-karnitin gruplarina L—karnitin
(500 mg/kg/giin) [15,16], kontrol ve diyabet gruplarina
ise %0.9’luk NaCl 15 giin boyunca ip olarak uygulandi.
Deney siiresinin bitiminde sicanlar anestezi altindayken
diyaframdan kalbe ulasildi ponksiyonla kanlari alimarak
sakrifiye edildi. Karaciger doku 6rnekleri aliarak, soguk
%0.9°1uk NaCl ile yikandi. Heparinize plazma ve karaci-
ger dokular1 analiz giiniine kadar —80°C’de saklandi. Tiim
biyokimyasal analizler en az iki kez tekrarlandi.

Plazma ve karaciger NO diizeyleri tayini i¢in Cortas ve
ark. [17] tanmimladig1 spektrofotometrik yonteme gore,
nitratin nitrite dontisiimii kadmiyum graniilleri ile sagla-
narak, Griess ayiract ile total nitrit seviyeleri dl¢iildii.

Doku protein diizeyleri ise Lowry ve ark. [18] tanimladig1
metotla Sl¢iildii.

Plazma orneklerinde NT diizeyleri tayini, ELISA kiti
(Hycult Biotechnology, Hollanda) ile 6l¢iildii. Sonuglar
nmol/L olarak ifade edildi.

Doku iNOS miktari tayini igin karaciger drnekleri, 1/10
oraninda homojenizasyon tamponu (20 mM Tris, 0.15
M NaCl, 1/100 konsantrasyonda proteaz inhibitdr kok-
teyli, pH 7,5) ile karigtirtlarak buz tizerinde diisiik devir-
de homojenize edildi [19]. Homojenize edilen &rnekler,
10000xg’de +4°C’de 30 dakika siireyle santrifiij edildi
[20]. Elektroforez jeline her bir 6rnek icin 50 pg protein
yiiklendi.

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS PAGE), Laemmli’nin yontemi esas almarak yapildi
[21]. % 8’lik ayirma jeli ve %4 liik yiikleme jeli kullani-
larak SDS-PAGE ile ayrilan proteinler 1slak western blot
sistemi (Bio-Rad) ile 0.2 um poliviniliden diflorid memb-
rana aktarildi. Membranlar, gece boyunca %5 yagsiz siit
tozu ile +4°C’de bloklandi.

Bloklamanin ardindan membranlar iNOS (1/1000-rabbit
anti-iNOS, Millipore, Almanya) ve B-aktin (1/500-rab-
bit anti-B-aktin Millipore, Almanya) primer antikorlari
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Tablo 1. Gruplarin 72. saatte ve deney sonundaki kan glukoz degerleri (Ortalama+Standart sapma).

Kontrol (n=10) L-Karnitin (n=10) Diyabet (n=10) Diyabet+L-karnitin p
72. saat kan glukozu (mg/dL) 135.50+£11.41 140.50+7.86 431.20+49.52° 493.80+42.90*° <0.001
Deney sonu kan glukozu (mg/dL) 176.30+22.16 172.80+14.18 563.90+24.50¢ 504.30+19.04¢de <0.001
p* <0.001 <0.001 <0.001

a: p<0,05 Kontrol grubuna gore karsilastirma, Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi; b: p<0,05 L-Karnitin grubuna gére karsilastirma, Kruskal Wallis testi ile
degerlendirildi; c: p<0,001 Kontrol grubu ile karsilastiriima, Tek Yonli (ANOVA) Varyans Analizi ile degerlendirildi; d: p<0,001 L-Karnitin grubu ile karsilastirma, Tek
Yonli (ANOVA) Varyans Analizi ile degerlendirildi; e: p<0,001 Diyabet grubu ile karsilastirma, Tek Yonlii (ANOVA) Varyans Analizi ile degerlendirildi; p*: Grup ici

karsilastirma, Paired t testi ile degerlendirildi.

Tablo 2. Gruplarinin plazma NO ve NT degerleri ve karaciger iNOS/B-aktin orani (Ortalama+Standart sapma).

Kontrol (n=10) L-Karnitin (n=10) Diyabet (n=10) Diyabet+L-karnitin (n=10) p
Plazma NO (umol/L) 23.89+2.47 24.38+2.68 26.65+4.64 29.33+4.53° <0.05
Plazma NT (nmol/L) 1.97+0.13 1.50+0.22 2.50+0.33° 1.69+0.58¢ <0.001
Karaciger NO (umol/g rotein) 4.43+1.06 5.71£1.60 4.10+1.30 5.69+2.31 AD
Karaciger iNOS/B-aktin 1.74+0.37 2.06+0.77 1.72+0.25 2.01+0.14 AD

NO: Nitrik oksit; NT: Nitrotirozin; iNOS: indiiklenebilir nitrik oksit sentaz.; a: p<0.05 Kontrol grubuna gére karsilastirma, Kruskal Wallis test ile degerlendirildi;
b: p<0,05 L-Karnitin grubuna gore karsilastirma, Kruskal Wallis test ile degerlendirildi; c: p<0,05 Diyabet grubuna gore karsilastirma, Kruskal Wallis test ile

degerlendirildi; AD: Anlamli degil.

ile 3 saat galkalayici iizerinde inkiibe edildi. Ardindan
alkalen fosfataz konjugati sekonder antikoru ile (1/5000-
goat anti-rabbit IgG, Millipore, Almanya) 1 saat siire ile
inkiibe edildi. Devaminda membranlar, kromojenik subs-
trat (BCIP/NBT-invitrogen) ile bantlar belirinceye kadar
calkalayici iizerinde inkiibe edildi. Olusan bantlarin In-
finity VX2 (Vilber Lourmat) cihazi ile fotografi ¢ekildi.
Adobe Photoshop CS5 programi kullanilarak her numu-
nenin iNOS ve B-aktin bant yogunlugu 6l¢iildii. Western
blot deneylerinde esit miktarda protein yiiklenildiginin
kontrolii i¢in her 6rnegin iNOS bandinin yogunlugu ayni
ornegin B-aktin bandi yogunluguna oranlandi. Sonuglar
iNOS/B-aktin olarak ifade edildi.

Gruplar arasindaki farkliliklar, her bir gruptaki dagilim
normal ve gruplar homojen varyansli ise Tek Yonlit ANO-
VA varyans analizi ile, bu kosullarin herhangi birinin sag-
lanmadig1 durumlarda ise Kruskal Wallis test ile deger-
lendirildi. Varyans analizleri ile gruplar arasinda farklilik
oldugu tespit edilen parametrelerde ¢oklu karsilastirma
testi olarak Bonferroni ya da Dunn post-hoc testleri kulla-
nildt. Her bir grubun kendi i¢inde deney siiresince kan se-
kerindeki degisimler Paired t testi ile analiz edildi. Her bir
grupta degiskenlerin birbirleriyle iliskisini ortaya koymak
icin Spearman korelasyon analizi uygulandi. Elde edilen
degerler ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi ve
p<0.05’in altindaki farkliliklar istatistiksel anlamli olarak
kabul edildi.

Bulgular

Gruplarin STZ uygulandiktan sonraki 72. saatte ve dene-
yin sonunda tespit edilen kan glukoz degerleri Tablo 1°de
goriilmektedir.
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Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarmm 72. saatte-
ki kan glukoz degerleri, hem kontrol hem de L-karnitin
gruplarma gore anlamli derecede yiiksekti (tiimii igin
p<0.05). Diyabet ile diyabet+L-karnitin gruplarmnin 72.
saatteki kan glukoz degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark yoktu.

Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplariin deney sonun-
daki kan glukoz degerleri, kontrol ve L-karnitin grupla-
rina gore anlamli olarak yiiksekti (tiimii i¢in p<0.001).
Diyabet+L-karnitin grubunun deney sonundaki ortalama
kan glukoz degeri diyabet grubundan anlamli olarak dii-
stiktii (p<0.001).

Her bir grubu kendi i¢inde kargilastirdigimizda, kontrol,
L-karnitin ve diyabet grubunun 72. saatteki kan seker di-
zeyine gore deney sonundaki kan sekeri diizeyindeki artis
anlamli iken (timii i¢in p<0.001), diyabet+L-karnitin gru-
bunda anlamli degildi.

Deney siiresince kan sekerindeki yiizde degisim bakimin-
dan gruplart karsilasgtirdigimizda, diyabet+L-karnitin gru-
bunun kan glukoz degerindeki degisim yiizdesi, kontrol,
karnitin ve diyabet grubuna goére anlamli derece diisiiktii
(swrasiyla p<0.001, p<0.01 ve p<0.001). Diger gruplar
arasinda arasinda fark yoktu.

Gruplarin plazma NO ve NT, karaciger NO ve iNOS/p-
aktin degerleri Tablo 2’de goriilmektedir.

Plazma NO degerleri bakimmdan kontrol, L-karnitin ve
diyabet gruplarinin arasinda fark bulunmadi. Diyabet+L-
karnitin grubunun plazma NO degeri kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiiksekti (p<0.05) ancak diyabet ve
L-karnitin gruplari ile arasinda anlaml fark yoktu.

L-karnitin ve diyabet+L-karnitin grubunun plazma NT
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Kontrol Diyabet Diyabet+ L-karnitin
L—kirnitin
A | |
60kDa
B-aktin
43kDa

Sekil 1. Kontrol, diyabet, diyabet+L-karnitin ve L-karnitin gruplarindaki bazi siganlarin Western
blot yontemi ile gosterilen karaciger iNOS ve B-aktin protein bantlari.

degeri, diyabet grubuna gore anlamli olarak disiiktii (her
ikisi i¢in, p<0.05). Diger gruplarin plazma NT degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

Gruplarin karaciger dokusu iNOS/B-aktin oranlari ve ka-
raciger dokusu NO degerleri arasinda anlamli fark saptan-
mad1 (p>0.05) (Tablo 2) (Sekil 1).

Tartisma

STZ ile diyabet gelistirilmis sicanlarda L—karnitin teda-
visinin antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir [15,16].
Literatiirde bildirilen deneysel diyabet c¢alismalarinda,
L-karnitin [22], asetil ve L-propionil-karnitin [23] teda-
visinin diyabetik sicanlarda kalp fonksiyonu, periferal
sinir fonksiyonu ve vaskiiler kan akimi iizerine olumlu
etkileri gosterilmistir Ancak, bu c¢alismalarda diyabette
L-karnitinin karaciger ve plazma NO metabolizmasi iize-
rine etkisi net olarak a¢iklanmamustir.

Literatiirde deneysel diyabet olusturmak igin farkli STZ
dozlar1 kullanilmigtir. Caligmamizda ilk dnce 50 mg/kg
STZ dozu denenmis olup, biiyiik oranda hayvan 6liimiine
yol agmustir. Mythili ve ark. [13] yaptiklar1 caligmada 50
mg/kg STZ dozunun hayvanlar i¢in 6liimciil oldugunu, 40
mg/kg dozunun diyabet modeli olusturmak i¢in optimal
doz oldugunu bildirmislerdir. Bu sebeple ¢alismamizda
40 mg/kg STZ dozu kullanilmistir.

Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarmin 72. saatteki
kan glukoz diizeylerinin, kontrol ve L-karnitin grubuna
gore anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii. Bu bulgu-
muz diyabet modelinin olusturuldugunu gostermektedir.

Her bir grup kendi iginde karsilastirildiginda genel olarak
deney siiresince kontrol, L-karnitin ve diyabet gruplarinin
kan glukozundaki artigin anlamli oldugu gériildii. Kontrol
ve L-karnitin gruplarindaki bu artisin sebebi deney siire-
since bu hayvanlara da diger gruplarla es zamanl olarak
enjeksiyon yapilmast ve/veya deneklerin yas almasin-
dan dolay1 olabilir. Bununla beraber sadece diyabet+L-
karnitin grubundaki glukoz artig1 anlamsizdi ayrica bu
grubun kan glukoz degerindeki degisim yiizdesinin, di-
yabet grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu go-
riildii. Daha 6nce yaptigimiz ¢alismada da, diyabetik hay-
vanlarda L-karnitin tedavisinin kan glukozundaki artisi
engelledigini bildirmistik [16]. Literatirde de diyabette
L-karnitin eksikliginin yerine konmasinin insiilin duyar-
lihgmi ve glukozun periferik dokular tarafindan kullani-
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mint arttirdigi gosterilmistir [10,12]. Literatiir bilgisi ve
calismamizin bulgularina dayanarak, diyabette L-karnitin
uygulamasinin karbonhidrat metabolizmasinin diizenlen-
mesinde etkili oldugunu séyleyebiliriz.

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, 131 kDa agirhginda,
sitoplazmik ve dimerik bir enzimdir. Uyarildiktan sonra
transkripsiyonel olarak mRNA artisiyla enzim indiiklenir
ve indiiklendigi zaman NO {iretimi, saatlerce hatta giinler-
ce nanomolar diizeylerde devam edebilir [1].

Calismamizda 131 kDa civarinda bant géremememize
ragmen tiim gruplarda 60 kDa civarinda iNOS antikoru
ile reaksiyon veren bant tespit etmemiz, ilk etapta iNOS
antikoruna kars1 ¢apraz reaksiyon veren baska bir prote-
in varhigmi akla getirmektedir. Ancak literatiirde beyin
dokusu homojenatlarmin pellet kisminda saptanan iNOS
proteininin 130 kDa civarinda, ¢6ziinen fraksiyonda ise
60 kDa civarinda bant verdigi bildirilmistir [24]. Litera-
tiirdeki bu bilgi ve bulgumuz 1s181nda, karaciger homo-
jenatlarinin ¢oziinen fraksiyonunda buldugumuz iNOS
antikoru ile reaksiyon verdigini tespit ettigimiz 60 kDa
civarindaki protein bandinin iNOS’un kalmodulin bodlge-
sinden yarilmast ile olusan bir parcasi [24] veya iNOS un
sitoplazmadaki proteozomal yikim {iriinii olabilecegini
diistinmekteyiz [25].

Diger yandan 60 kDa’da buldugumuz bantlarin tespit
edilen yogunlugu B-aktin bandimin yogunluguna oran-
landiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark yoktu. Bu bulgular, tek doz STZ ile iNOS’un indiik-
lenmemis olabilecegi gibi, STZ uygulanmasi ile iNOS
indiiklenmis olsa bile 15 giinliik deney siiresi boyunca
iNOS proteininin yikima ugrayarak normal diizeylerde
Ol¢iilmiis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Karacigerde NO, iNOS aktivitesi sonucu makrofajlarda
tiretilmektedir [1]. Calismamizda gruplar arasinda karaci-
ger dokusu NO diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak
anlaml fark yoktu. Bu bulgumuz iNOS sonuglarimizla
uyumlu olup, iNOS’un indiiklenmemesi sebebiyle NO
diizeylerinde fark olmadigimi veya iNOS’un yikimi sonu-
cunda iNOS tarafindan iiretilen NO sentezinin durdugu
ve liretilmis olan NO’nun da yar1 dmriiniin ¢ok kisa olma-
st nedeniyle de 15 giin siiren deney sonunda saptanamadi-
gin1 diigiinmekteyiz.

Literatiirde farkli dozlarda uygulanan STZ’nin karaciger-
de iNOS’u indiikledigi ve NO diizeylerinin arttig1 gos-

Sayilan Ozgiin ve ark.



terilmistir. Ancak bu literatiirlerde ¢alismamizdan farkli
olarak sicanlara 60, 65, 70 ve 75 mg/kg STZ dozu uygu-
landig1 bildirilmektedir [26-29]. Yaptigimiz 6n deneme-
lerde 50 mg/kg STZ dozunda dahi si¢anlarin kisa siire-
de 6lmesi sebebiyle caligmamizda 40 mg/kg STZ dozu
kullanildi. Bulgularimizin literatiirlerden farkli olmasinin
nedeni, STZ nin diger ¢alismalara gore daha diisiik dozda
ve/veya tek doz olarak verilmesine bagl olabilir.

Literatiirde STZ ile olusturulan diyabet modelindeki plaz-
ma NO ve NT diizeylerindeki degisimlerle ilgili ¢eligkili
sonuglar bulunmaktadir [30-33]. Caligmamizda diyabet
grubunun plazma NO ve NT diizeylerinin kontrol grubu-
na gore degismemesinin nedeninin, iNOS diizeylerinde
fark olmamasina bagli oldugunu diistinmekteyiz. Litera-
tiirde diyabet modelinde plazma NO diizeyinin, kontrol
grubuna gore azaldigin1 gésteren ¢alismalar yer almakta-
dir [30,32]. Caligmamizda diyabet grubunun plazma NO
diizeyinin kontrol grubuna goére degismemis bulunmasi,
iNOS’un yikilmasindan kaynaklanabilecegi gibi, diyabet-
te oksidatif stres nedeniyle artan siiper oksit radikali ile
birleserek peroksinitrit olusturdugu reaksiyonda, NO’nun
tiiketilmis olabilecegini diistindiirmektedir. Diger yandan
NO’ya gore daha uzun Omiirli olan NT nin, diyabetik
grupta anlamli olmasa da yiiksek olusu bu diisiinceyi des-
teklemektedir.

Diyabet+L-karnitin grubunun plazma NO diizeylerinin
diyabete gore yiiksek olusu, eNOS aktivitesine bagli ola-
bilir. Literatiirde L-karnitin tedavisinin farkli modellerde
endoteli koruyucu etkisi oldugu ve eNOS ekspresyonunu
arttirdig1 bildirilmistir [34,35]. eNOS tarafindan {iretilen
diistik miktardaki NO diyabette goriilen vaskiiler kompli-
kasyonlar azaltmada etkili olabilir.

Nitrotirozin molekiilii, NO’ya gore daha uzun omiirlii ve
daha stabil olmasina ragmen literatiirde iNOS indiiksiyo-
nundan 7 giin sonra plazma NT diizeylerinin, bobrekler
yoluyla viicuttan uzaklastirilarak, bazal diizeye geldigi
bildirilmistir [36]. Bu bilgi, ¢alismamizda STZ uygula-
mastyla iNOS enzimi indiiklenmis olsa dahi, deney sii-
resince iNOS enzimi yikima ugramis olabileceginden, 15
giin sonra diyabet grubunun NT degeri kontrole gore yiik-
sek olmasina ragmen iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulamayisimizi agiklayabilir. Tawfik ve
ark. [32] deneysel diyabet modelinde diyabet grubunun
NT diizeyinin kontrol grubuna gdre anlamli olarak yiiksek
oldugunu bildirmislerdir. Kayali ve ark. [33] ise, kronik
diyabetik si¢anlarda yaptigi ¢calismada diyabet ve kont-
rol gruplarmin NT diizeyleri arasinda fark bulunmadigini
bildirmislerdir. Bulgularimiz Kayali ve ark. bulgulari ile
uyumludur.

Diyabet grubunun NT diizeyinin L-karnitin grubundan
yiiksek olusu diyabet grubunda nitrozatif stresin arttigini
isaret etmektedir.

Tirozin aminoasidinin fenolik grubunun nitrasyonu, ami-
no asidin polaritesini arttirir. Bu kimyasal modifikasyon,
aktiviteleri i¢in tirozin-bagimli olan enzimlerin inaktivas-
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yonuna yol agar. Proteinlere bagli olan tirozinler, tirozin
kinaz enzimleri ile fosforile edilemediginden, tirozin nit-
rasyonu hiicrede sinyal iletim yollarinda bozukluklara ne-
den olabilir [1].

Diyabet+L-karnitin grubunun plazma NT diizeyinin diya-
bet grubundan diisiik olmasi L-karnitin tedavisinin diya-
bette NT olusumunu engellemede basarili olduguna isaret
etmektedir.

Sonug olarak, 40 mg/kg STZ dozu ile olusturulan diya-
bet modelinde iNOS enziminin indiiklenmemis ya da 15
giin sonunda iNOS enzimi yikima ugramis olabilir. NO
ve NT diizeylerinin de bu sebeple istatistiksel olarak fark-
s1z oldugunu diisiinmekteyiz. STZ ile olusturulan diyabet
modelinde iNOS enziminin ne kadar siire sonunda indiik-
lendigini ve yikima ugradigmi gosteren bir ¢alismanin
literatiirde bulunmamasi nedeniyle, ¢caligmamiz boyle bir
arastirmanin gerekliligini de ortaya koymaktadir. Ayrica
L-karnitin tedavisinin diyabetik hayvanlarda plazma NO
diizeyini arttirdigini ve NT olusumunu azalttigin1 da bil-
direbiliriz.
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