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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TiP 2 DiYABETIK RATLARDA KROM HIiSTIDINATIN YANGI MARKERLARI VE
BEYIN ISI SOK PROTEINLERi UZERINE ETKIiLERI

Hasan GENCOGLU

Firat Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

2009, Sayfa: X + 52

Kromun degisik organik formlar1 batili iilkelerde diyetsel takviye mikrobesinler olarak
siklikla kullanilmaktadir. Tip 2 diyabet hastalifinda organik kromun; insiilin duyarhiligini,
insiilin reseptor sayisini, hiicrelerin glukoz tutabilme kabiliyetini arttirdigi, serum lipitlerinde

iyilesmelere neden oldugu bildirilmektedir.

Bu ¢alismada, insanlarda emiliminin diger organik krom suplemanlarindan daha yiiksek
oldugu bildirilen krom histidinatin (Cr-His); yagl diyetle beslenen ve deneysel tip 2 diyabet
olusturulmus ratlarin serum insulin ve glukoz diizeyleri ile beyin dokusu tiimor nekroz faktor-
alfa (TNF-a), inter 16kin 6 (IL-6), malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH), 1s1 sok proteini 60
(Hsp-60) ve 1s1 sok proteini 70 (Hsp-70) diizeylerine olan etkileri arastirilmigtir. Bu amacla,
arastirmada 42 adet Wistar rat1 (55 giinliik) alt1 guruba ayrildi. (i) Enerjinin %12’ si yaglardan
olusan standart diyetle beslenen grup, Kontrol grubunu (K); (ii) Standart diyet ve CrHis i¢gme
suyu ile birlikte giinlik 110 mcg/kg verilen grup, K+CrHis grubunu; (iii) Enerjinin %401
yaglardan olusan diyetle (HFD) beslenen grup, HFD grubunu; (iv) HFD diyetle beslenen ve
CrHis (Giinliik 110 mcg/kg) verilen grup, HFD/CrHis grubunu; (v) HFD ile beslenen ve 2
haftadan sonra streptozotosin (STZ) (STZ, 40 mg/kg i.p.) verilen grup, HFD/STZ grubunu; (v1)
HFD ile beslenen ve 2 haftadan sonra streptozotosin (STZ) (STZ, 40 mg/kg i.p.) enjekte edilen
ve CrHis (giinliik 110 mcg/kg) verilen grup, HFD+STZ+CrHis grubunu olusturdu. Arastirma 12

haftada sonuglandirildi. Kontrol+CrHis ve HFD+CrHis gruplarinda kontrol grubuna oranla
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insiilin diizeylerinde artis gozlenirken, HFD+STZ+CrHis grubunda HFD+STZ grubuna oranla
daha yiiksek insiilin seviyeleri tespit edilmistir (P <0.001). CrHis+STZ verilen ve yaglh diyetle
beslenen grupta STZ verilen ve yagh diyetle beslenen gruba oranla belirgin bigimde kan glukoz
seviyelerinde diisme oldugu gozlenmistir (P <0.001). CrHis uygulamasi ile beyin MDA (P
<0.0001), TNF- a (P<0.0001) ve IL-6 (P < 0.0001) diizeyleri HFD ve HFD+STZ gruplarinda
belirgin bicimde azalmistir. Beyin dokusu GSH seviyeleri krom ugulamasi ile HFD ve
HFD+STZ gruplarinda; CrHis verilmeyen gruplara oranla daha yiiksek miktarda tespit
edilmistir (P<0.001). CrHis uygulamasinin HFD ve HFD+STZ gruplarinda beyin Hsp60 (P <
0.05) ve Hsp70 (P < 0.05) ekspresyonunda gerileme sagladig1 gozlenmistir.

Sonu¢ olarak bu calismada; yagli diyetle beslenen ratlarda ve deneysel diyabet
olusturulmug yagl diyetle beslenen ratlarda CrHis uygulanmasinin, serum insiilin ve kan glukoz
diizeylerini olumlu etkiledigi, beyin dokusunda yangi parametreleri ve stres yanitinda

iyilesmeler sagladigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tip 2 Diyabet, Krom Histidinat, Yiiksek Yagl Diyet, Streptozotosin,
TNF-a, IL-6, MDA, Glutatyon, HSP
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ABSTRACT

Master Thesis

EFFECTS OF CHROMIUM HISTIDINATE ON INFLAMMATORY MARKERS AND
BRAIN HEAT SHOCK PROTEINS IN A RAT MODEL OF TYPE 2 DIABETES

Hasan GENCOGLU

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology
2009, Pages: X + 52

Various chromium forms are being regularly used among the western countries as
dietary supplement micronutrients. It has been reported that, in type 2 diabetes, organic
chromium is capable of improving insulin sensitivity, insulin receptor number, plasma lipids

and glucose uptake ability of the cells.

In this study effects of chromium histidinate (CrHis), which previously reported was
more absorptive by human than the other chromium forms, on plasma glucose and insiilin levels
with brain tissue malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a), interleukine-6 (IL-6),heat shock protein 60 (Hsp—60) and heat shock protein 70 (Hsp—
70) expressions were researched on high fat fed and experimentally diabetes induced rats. The
male Wistar rats (n = 42, 55 days old) were divided into six groups. (i) the group which received
a standard diet (12% of calories as fat) was assigned as Control group (C) ; (ii) the group which
fed standard diet and concominantly received CrHis (110 mcg CrHis/kg body weight per day)
was assigned as C/CrHis group; (iii) the group that received a high-fat diet (HFD; 40% of
calories as fat) was determined as HFD group; (iv) the group which received a high-fat diet
(HFD; 40% of calories as fat) and concominantly received CrHis (110 mcg CrHis/kg body
weight per day) was determined as HFD/CrHis group, (v) the group which fed as HFD but were
injected with streptozotocin (STZ) on day 14 (STZ, 40 mg/kg i.p.) was assigned as HFD/STZ
group; (vi) the group which fed as HFD and after two weeks injected STZ concominantly

supplemented with 110 mcg CrHis/kg body weight per day, was assigned as HFD/STZ/CrHis
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group. The research finished in 12 weeks. After our analyses; when we checked the effects of
our study about insulin levels, C/CrHis and HFD/CrHis groups had higher amounts of insulin
levels than the control group and the insulin levels of HFD/STZ/CrHis group was higher than
HFD/STZ group (P <0,001). It was observed that, the blood glucose levels in HFD/STZ/CrHis
group were significantly lower in comparison to HFD/STZ group (P <0,001). Brain tissue MDA
(P <0.0001), TNF- a (P<0.0001) and IL-6 (P < 0.0001) levels were significantly decreased in
HFD and HFD/STZ groups when supplemented with CrHis. Higher brain tissue GSH levels
were established in HFD/CrHis and HFD/STZ/CrHis groups than HFD and HFD/STZ groups
respectively (P<0.001). It was seen that brain Hsp—60 P < 0.05) and Hsp-70 (P < 0.05)
expressions were decreased in HFD and HFD+STZ groups with CrHis application.

In conclusion, Cr-Histidinate supplementation positively effected serum insulin and
blood glucose levels and ameliorated inflammatory parameters and also stress responses in

brain tissues of high fat fed and STZ treated rats.

Keywords: Type 2 Diabetes, Chromium Histidinate, High Fat Diet, Streptozotocin,
TNF-a, IL-6, MDA, Gluthathione, HSP



1. GIRiS

Diabetes mellitus; mikrovaskiiler patoloji ile karakterize olan ciddi kronik yan etkiler ile
seyreden genellikle bobrek ve retina gibi organ ve dokular etkileyen bir hastalik tablosudur.
Diyabetin komplikasyonlari, insiilin homeostazisi ve enerji metabolizmasindaki degisikliklerden
kaynaklanan metabolik stresin bir sonucu olarak meydana gelmektedir [1, 2].

Diyabette diyetin kontrolii tip 1 ve tip 2 diyabet tedavisinin vazgecilmez bir unsurudur.
Diyabetik hastalar tibbi tedavinin yani sira diyetsel terapi yontemlerine de ihtiya¢ duyarlar. Bazi
tip 2 diyabetli hastalarda sadece diyeti kontrol etmekle bile kan sekeri diizeyleri
ayarlanabilmektedir [3]. Diyetin, diyabet tedavisindeki bu 6nemi her iki tip diyabetik hastalara
her zaman vurgulanmalidir. Diyet tedavisinin amact; diyabetlinin tiim hayati boyunca
uygulayabilecegi en ideal beslenme programini olusturarak kan glukoz diizeyini normale yakin
tutmak, hiperglisemi ve hipoglisemiyi onlemek, ideal viicut agirligini saglamak ve korumak,
diyabete bagli olarak uzun vadede olusabilecek cesitli komplikasyonlar1 6nlemek, cocukluk ve
ergenlik doneminde normal biiylime ve gelismeyi saglamak, gebelikte ve emzirme doneminde
yeterli ve dengeli beslenmeyi saglamak, kisaca hastanin yasam kalitesini arttirmak ve yasam
siiresini uzatmaktir [4]. Diyabet hastaligi; hastanin beslenme aliskanliklarinda degisiklik
yapmasini, bu degisikliklere yoOnelik davranis big¢iminin  siireklilik  kazanmasini,
uygulayabilecegi giinlik yiyecek degisimlerini 6grenmesini ve pratige doniistiirmesini,
hipoglisemi belirtilerine bagl olarak acil 6nlemler almasini gerekli kilmaktadir. Hastanin diyet
uygulamasinda basarili olabilmesi, bu konuda yeterli bilgiye sahip olmasina baglidir. Bireylerin
gerek fiziki, gerekse sosyal kosullar1 gbz oniine alinarak kisiye 6zgii diizenlenen diyet tedavileri
ile metabolik kontroliin saglanmasinda basariya ulagilabilir [5].

Diyabetik komplikasyonlarin olusumu iki mekanizma ile aciklanmaktadir. Ilk
mekanizmada, oOzellikle iyi kontrol edilmeyen diyabette proteinlerin non-enzimatik
glukozillenmesinin arttigi ve glukozillenen bu proteinlerin oksidasyonu sonucu serbest
radikallerin olustugu savunulmaktadir. Plazma membran proteinleri ve insiilinden bagimsiz
glukoz alan lens gibi dokularin hiicrelerindeki proteinler uzun siire yiiksek konsantrasyonda
glukoz ile kars1 karsiya kalirsa, glukoz hizla proteinlerin amino gruplarina non-enzimatik bir
yolla baglanir. Bunun tipik 6rnegi glukozillenmis hemoglobindir [2, 6]. Ikinci mekanizmada,
diabetes mellitusta artan kan glukozuna paralel olarak insiilinden bagimsiz glukoz alan
dokularin hiicrelerinde glukoz konsantrasyonunun yiikseldigi ve bu dokulardaki artmus
glukozun fosforile olmadan enzimatik olarak sorbitol iizerinden fruktoza fazla miktarda
doniistiigii ve bunlar1 metabolize etmeye yetecek kadar ilgili enzim olmadigindan hiicre i¢inde

sorbitol ve fruktozun biriktigi iddia edilmektedir. Sorbitol ve fruktozun asir1 miktarda



birikmesiyle meydana gelen osmotik degismeler bu doku ve organlarin yapisina bagh olarak
patolojik hallerin sebebi sayilmaktadir [2].

Insiiline bagimli diyabet genellikle 25 yasindan kiigiik kisilerde ve agirlikli olarak 15
yasindan Once goriiliir. Bu tiir diyabette insiilin yetersizligi vardir. Hastaligin belirtileri aniden
baslar, insiilinin salgilandig1 pankreasin Langerhans adaciklari iizerindeki beta hiicrelerinin
sayis1 azalir, hatta bu hiicre kayb1 dolasimdaki insiilinin ortadan kalkmasina kadar devam eder.
Total diyabet hastalarinin yaklagik % 10’u insiiline bagimlidir. Diyabet hastaliginin otoimmiin
bir hastalik oldugu ve beta hiicrelerinde tahribin meydana geldigi konusunda genel bir goriis
birligi vardir [7].

Tip 2 diyabet genellikle ileri yaslarda ortaya ¢ikar. Bu tip diyabette insiilin salgilayabilme
ozelligi timiiyle kaybedilmemistir. Aym1 zamanda beta hiicrelerinin sayis1 da normaldir. Bu
nedenle bu form, yaglilik diyabeti olarak isimlendirilir. Hastali§in baslangici ve varligi belirgin
degildir. Tip 2 diyabette insiilin salgilanmasinin yetersiz olusu hastaligin nedenlerinden biridir.
Yavag gelisme gosteren tip 2 diyabette insiilinin etkiledigi doku hiicre membranlarindaki insiilin
reseptorlerinin yetersiz olmasindan dolayi, glukozun hiicrelere yeterince alinmamasi ve
kullanilmamasi durumuyla karsilasiimaktadir. Bu durum tip 2 diyabetin nedenlerinden biri olup
viicutta insiiline kars1 bir direncin ortaya ¢ikmasi olarak tanimlanmaktadir [7]. Diyabet periferal
ve merkezi sinir sisteminde yapisal ve fonksiyonel hastaliklara neden olur. Ogrenme ve hafiza
bozulmasi diabetes mellituslu erginlerde gozlemlenmistir. Diyabet kronik hiperglisemi yoluyla
biligsel bozukluklara yol agar. Diyabetik hastalarin beyinlerinde elektrofizyolojikal ve yapisal
anormallikler olusur ki bunlarin bilissel bozukluklarla baglantili oldugu bilinmektedir [8—10].

Is1 sok proteinleri (Hsp) molekiiler saperonlar olarakta bilinir ve hiicresel homeostazinin
onemli diizenleyicisidirler. Bu proteinler basit prokaryotlardan, insanlar gibi kompleks
Okaryotlara kadar degisen tiirlerde yaygin olarak eksprese edilir ve yiiksek oranda muhafaza
edilirler. Yaklasik 40 yi1l 6ncesinden “is1 yanit genleri” olarak tanimlanan Hsp’lerin olugmakta
olan ve yeni olusan proteinlerin katlanmasinda ve yanlis katlanmis veya kismen denatiire olan
proteinlere de renatiire olmalar1 yolunda kilavuzluk ederek bir bakima mevcut proteinlerle
hiicresel bilancoya yardimci oldugu bildirilmistir. Is1 soku gibi stres durumlarinda, oksidatif
stres, genototoksik sok, viral enfeksiyon ve hipoksi durumlarinda adaptasyonu ve hiicresel
homeostaziyi saglamaktadirlar [11-14].

Insan ve diger yiiksek organizasyonlu canlilarin hiicrelerindeki gen transkripsiyonu yeni
bir protein sentezine gerek duyulmadan kontrol edilebilmektedir. Bu olay, latent aktivatorler adi
verilen ve hiicrede islevi herhangi bir sekilde maskelenen proteinler sayesinde
gerceklesmektedir. Bu proteinler 1s1 soku transkripsiyon faktorleri olarak da adlandirilan 1s1

soku proteinleri ve hormon reseptor proteinleridir [15]. Yiiksek Hsp diizeyi hastaliklara kars



hiicre savunma mekanizmalarinin uyarilmasi, gen tedavisi ve saperon diizenleyici reajanlar gibi
tedavi yaklasimlari icin muhtemel bir hedef olarak diistiniilmektedir [16]. Stres proteinlerinden,
ozellikle de Hsp 60 ve Hsp 70’in proteinlerin ac¢ilmasi, taginmasi, par¢alanmasi ve
katlanmasindaki rolleri, stres proteinlerinin antijen isleme ve sunmada da rolleri olabilecegini
diistindiirmektedir [17].

Stres proteinleri biiylime, farklilasma, boliinme, hatta hiicre o©limii dahil hiicre
metabolizmasinin tiim evrelerinde hayati 6nem tagir. Stres proteinleri, pek ¢ok patojenik ajanin
konakta immiin cevap olusturmasinda rol oynayan antijenlerdendir. Stres proteinlerine karsi
gelisen immiin cevaplar capraz reaksiyonlar vasitasiyla hiicrenin kendisine karsi da (anti-self)
reaksiyon olugmasina neden olabilmektedir. Saglikli bireylerin, enfeksiyon veya herhangi bir
sekilde strese maruz kalmis kendi hiicrelerinden arinmak i¢in, kendi stres proteinlerine karsi
immiin cevap verebilme yeteneklerinden yararlanabildikleri ileri siiriilmektedir. Iste bu
yeteneklerin diizenlenmesindeki bozukluklar bazi otoimmiin hastaliklara yol acabilir. Stres
proteinleri, immiin cevapta hedef olmanin yani sira, antijen sunulmasinda da 6nemli rol oynarlar
[17-19]. Stres, yetersiz ve dengesiz beslenme krom kaybina neden olan agir fiziksel aktiviteler
krom eksikliginin bilinen nedenleri arasindadir. Yapilan bir ¢alismada krom pikolinatin (Cr-Pic)
lipid peroksidasyon diizeyini diisiirerek oksidatif stresi azalttig1 bildirilmistir [20].

Viicutta kan seker seviyesinin diizenlenmesinde bir¢ok faktor rol almakla beraber basrol
oynayan hormon pankreas tarafindan salinan insiilin hormonudur. Kromun insiilinin etkisini
artirdigi ve dolayisiyla antidiyabetik etkileri oldugu deneysel olarak olusturulan tip 1 ve tip 2
diyabetlerde bildirilmektedir. Kroma en uygun insiilin aktivitesinin saglanmasi ile karbohidrat
ve yag metabolizmasi i¢in gereksinim duyulmaktadir [21]. Yine krom; glukoz tolerans faktorii
(GTF) olarak tanimlanmakta ve diisiik toksisiteli organik bir krom bilesigi olan krom pikolinatin
insiilin aktivitesini arttirdigr bilinmektedir. Ayrica Cr’* formlarimn beyine amino asit

taginmasini artirmak suretiyle monoamin fonksiyonu arttirdigi da diisiiniilmektedir [22].

1.1. Krom ve Tip 2 Diyabet

Insanoglu, kiiresel anlamda bir salgin gibi hortlayan Tip 2 diyabetle yiizlesmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yapilan son bir calismada; her iki tip diyabetinde
yayginligimin 2030 yilinda 366 milyona cikarak, 2002 yilindaki 170 milyon degerini ikiye
katlayacagi tahmin edilmektedir [23]. Keyif kagiran bir degerlendirmelerinde otoriteler; 65 yas
izerindeki populasyonun artisindan 6tiirii, obezite orani sabit kalsa bile bu diyabet salgininin
devam edecegini ongormektedirler. Bu durum, gelecege dair problemlerin kii¢iimsendigi

gostergelere benzememektedir. Tip 2 diyabet; tiim diyabetlilerin % 90' 1n1 kapsar ve en 6nemli



belirtisi de, cogunlukla obezite ve lipit bozukluklariyla seyreden insiilin direncidir. Diyabetli
insanlarin ise 6liim nedenlerinin cogunlugunu kardiyovaskiiler komplikasyonlar olusturur [24].
Oksidatif stresin  kardiyovaskiiler hastaliklarla olan iligkisi arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir [25]. Hiperglisemi; glukozun otooksidasyonu, poliol yolu (sorbitol-aldoz rediiktaz
yolu), artan glikasyon son {iriinleri (AGEs) ve NADH”1n asir1 iiretilmesi sebeplerinden dolay1,
serbest oksijen radikallerinin (ROS) seviyelerinde artisa sebebiyet verir. Kalp hastaliklarindaki
makrovaskiiler komplikasyonlarin yani sira, diyabet hastalarinin yasam kaliteleri; noropati,
nefropati ve retinopati gibi mikrovaskiiler komplikasyonlardan da olumsuz olarak etkilenir.
Mikrovaskiiler komplikasyonlar da ayrica hiperglisemiden dolay1 oksidatif stresle bagintilidir ve
TNF-a ve IL—-6 gibi proinflamatuar sitokinler diyabette artarak insiilin hassasiyetinde diisiise
neden olurlar [25].

Diyabet hastalig1 zaman zaman asidoz ve komaya yol agmakla kalmamakta, uzun siiren
diyabette diger komplikasyonlarda gelismektedir. Bu komplikasyonlar uzun siireli hiperglisemi
ile beraberdir ve kismen dokularda sorbitol birikmesi ya da ¢apraz kopriiler bulunan matriks
proteinlerinde glukozillenmis son {iriinlerin olusmasina bagli olabilir. Diyabetin nedeni daima
insiilinin doku diizeyindeki etkisinde bir eksiklik olmasi ise de bu eksiklik cesitli anomalilere
bagli olabilir. Yani diyabet hastalig1 pek ¢ok nedenleri olan bir sendromdur [1]. Diyabet; in vivo
calismalarda pankreasin cerrahi olarak c¢ikarilmasi, pankreasin beta hiicrelerinin secici yikimina
neden olacak uygun dozlarda alloksan, streptozotosin ya da diger toksinlerin verilmesi, insiilin
sekresyonunu inhibe eden ilaglarin verilmesi ve anti-insiilin antikorlarinin verilmesiyle de
deneysel olarak olusturulabilir [1,26]. Bu yontemle olusturulabilecek deneysel modellerle
diyabet tipleri i¢in ¢esitli tedavi yaklasimlar1 ve téropatik suplemanlar kullanilmaktadir.

Siiphesiz tip 2 diyabetli insanlarda metabolik kontrolii gelistirmek icin uygulanmasi
gereken baslica tibbi yaklasim; ila¢ miidahalesiyle kombine bigimde bir yasam tarzi degisimidir
[27]. Bununla birlikte; diyabetik, prediyabetik veya diyabet riski tasiyan bir¢ok birey, ila¢ dis1
besinsel terapileri de secer. Amerika Besin ve Ila¢ Idaresi (FDA) verilerine gore bu iilkede
29000 farkli besinsel supleman bulunmakta ve Amerikan halki bu iiriinler i¢in 12 milyon
dolardan fazla harcama yapmaktadir [28, 29]. Mineral suplemanlar arasinda krom (Cr) igerenler,

kalsiyum (Ca) iceren iiriinlerin ardindan satislarda ikinci siray1 almaktadir [30].
1.1.1. Tip 2 Diyabette Krom Suplemanlarinn insiilin Direncine Etkileri
Tip 2 diyabette pankreas genellikle yeterli insiilini iiretmesine ragmen tam olarak

belirlenemeyen nedenlerden 6tiirii viicut bu insiilini etkin olarak kullanamaz ve dolayisiyla kan

glukozu yeterince diismez. Hastaligin tipik olarak olusmasi 6zellikle obez bireylerde kaslarin ve



diger dokularin insiilin etkisine kars1 direng gelistirmesiyle olur. Insiilin cogu hiicreye glukozun
girisini saglayarak bu sekerin hiicrelerde enerji olarak kullanilmasina, karaciger ve kaslarda
glikojen olarak depolanmasina ve fazla miktardaysa yaga doniismesine katkida bulunur. Insiilin
direncinde kandaki glukozun seviyeleri normal degerlerin iistiine c¢ikar (hiperglisemi). Krom
eksikliginde viicudun glukozu kullanarak ihtiya¢ duydugu enerjiyi saglama kabiliyeti bozulur ve
insiilin gereksinimi artar [31]. Diyete krom takviyesinin insiiline hassas hiicrelerde bulunan
krom iceren diisiik molekiiler agirlikli oligopeptidin (LMWCr), artisina neden oldugu
belirtilmistir. Bu oligopeptid insiilin reseptoriine baglanir, insiilin tarafindan stimule edilen
tirozin kinazin aktivitesini 6nemli derecede arttirir ve insiilin reseptor substrat-1 (IRS-1) ile
glukoz tastyici proteinin (GLUT4) fosforilasyonlarini da saglar [32, 33]. Insiilin direnci, iskelet
adalesi, kas ve yag dokusunda, normal konsantrasyondaki insiilin ile uyarilan glukoz transportu
ve metabolizmasinda azalma ve hepatik glukoz {iretiminin insiilinle baskilanamamasi ile
karakterizedir. Bu olay sonunda kanda artan glukoz, insiilin salgilama mekanizmasini uyarir.
Boylece hiperglisemi ve hiperinsiilinemi birlikte olusur. Bu 6zellik insiilin direncinin en goze
carpan tablosudur. Insiilin ile uyarilan glukozun karaciger, kas ve yag hiicrelerine girisindeki
direng insiilin rezistansi ya da direnci olarak adlandirilir ve insanlarda bir¢cok onemli hastalikta
cekirdek rol oynamaktadir [34]. Oysa insiilin normal olarak metabolik acidan ¢ok 6nemli bir
hormondur ve organizmanin isleyisi icin hayati fonksiyonlar1 goriir. Bu etkileri kisaca
ozetleyecek olursak:

Karbohidrat metabolizmasi: Kanda glukozu azaltmaya calisgir. Bunun igin; (a)
glikojen sentezini artirir, (b) glikojen yikimim azaltir, (c) glikolizi artirtr, (d) glukoneogenezi
azaltir. Kas dokusunda glukoz transportunu artirir, glikojen sentetaz aktivitesini artirir, glikojen
fosforilaz seviyesini ise azaltir.

Yag metabolizmasi: Trigliserid, kolesterol sentezini artirir. Yag dokusunda lipoprotein
lipaz1 aktive eder, serbest yag asitlerinin adipoz dokuya absorbsiyonunu artirir, lipolizi inhibe
eder. Insiilin eksikliginde yag dokusu azalir.

Protein metabolizmasi: Protein sentezini ve aminoasit transportunu artirir.

Ketojenezisi azaltir. Eksikliginde keton cisimciklerinin sentezi artar [34].

1.2. Krom-Insiilin Arasindaki Molekiiler Etkilesim Mekanizmasi

Insanlarda yapilan ¢alismalar krom pikolinatin (CrPic) insiilin hassasiyetini arttirdigini,
insiilin seviyelerini diisiirdiigtinii ve tip 2 diyabetli obez populasyonlarda glukoz kullanimini
arttirdigimt One siirmektedir. CrPic, bati iilkelerinde genis Olciide kullanilan bir diyetsel

suplemandir. Cok az caligma CrPic’in kan glukozunu insiilin sekresyonunu arttirmadan



diisiirdiigiinii ve CrPic’1n bir insiilin duyarlayici1 olarak dikkate alindigim1 gostermektedir [35—
37]. Aslinda CrPic, tip 2 diyabette, viicut agirligi artisin1 yavaslatma, lipit profillerini diizeltme
ve endoteliyal fonksiyonu gelistirme gibi coklu olumlu 6zellikler igeren etkiler gostermistir [35—
38]. Krom pikolinat insiilin duyarliligin1 gelistirmekle birlikte biiyiik olasilikla diger ilgili
komplikasyonlar1 da indirgeyebilmektedir [39]. Sekil 1.’de ve Sekil 2.’de kromun insiilin

potensiyalizasyonundaki molekiiler etki bicimine ait ¢esitli yorumlar goriilmektedir.
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Cr protein tirozin fosfatazl inhibe eder

Sekil 1. Insiilin Potensiyalizasyonunda Kromun Etki Sekli [36]

Krom (Cr), hiicrelere insiilinin baglanmasim tesvik ederek insiilin reseptorii sayisin
arttirmaktadir. Cr ayrica insiilin reseptor fosforilasyonunu pozitif yonde etkileyerek insiilin
hassasiyetini arttirmaktadir. Kromun bu insiilin potansiyelizasyonu, fosfatidil inositol 3 kinaz

enzim (PI-3K) inhibitorii olan wortmannin tarafindan inhibe edilebilir [36].
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Sekil 2. Insiilin Potensiyalizasyonunda Krom ve LMWCr fliskisi [82]

Krom; glukoz tolerans faktorii (GTF) olarak adlandiilan ve sonradan bir Cr*® —
glutatyon-nikotinat kompleksi oldugu bildirilen molekiiliin primer bilesenidir. Glutamatin bir
tripeptidi olan glutatyonun, ayrica glisin ve sisteinin de insiilinin sikica baglanmasinda rol
oynadiklart bildirilmistir. Ayrica in vivo ortamda dogal olarak olusan bir oligopeptid olan diisiik
molekiiler agirliklt krom baglayici maddenin (LMWCr); kromik iyonlar tarafindan koordine
edilen bir sistein-aspartat-glutamat kompleksi oldugu kanitlanmistir [40]. Krom; transferrin
proteininden serbest birakilarak LMWCr tarafindan yakalanir. Boylece bu molekiil iizerinde
inaktif formda bulunan kromodulin (apo-chromodulin), aktif hale geger (holo-chromodulin).
Bundan sonra LMWCr’nin tirozin kinaz aktivitesini stimule ederek insiilin sinyalizasyonunun

cogaltilmasina katkida bulundugu diistiniilmektedir [37].

1.3. Krom Histidinat ve Histidin Aminoasiti

Krom histidinat (Cr-His), krom mineralinin histidin aminoasitiyle olusturulmus organik
bir kompleksidir. Bu bilesimin giivenilirligi ve kan dolasgiminda yiiksek oranda absorbe oldugu
aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir [41]. Histidin esansiyel bir aminoasit olup protein igeren

besinlerin muhteviyatinda yer alir. Bu aminoasit metabolizmada deaminasyonla ve hidroliz



olarak n-formiminoglutamati (FIGlu) olusturur. Bu bilesik formimino grubunu tetra hidrofolata
aktararak glutamat1 serbest birakir. A¢iga cikan glutamat ise transaminasyonla veya glutamat
dehidrogenaz enziminin katalizledigi oksidatif deaminasyonla o-ketoglutarata doniistiiriiliir
[42].

Folik asit, folat olarak da adlandirilan suda ¢oziinebilen B9 vitaminin diger adidir.
Eksikliginde ozellikle gebelikte kansizlik meydana gelmektedir. FIGIu ekskresyon testi folik
asit eksikliginin tanisinda kullanilan bir testtir. Folik asit eksikligi ¢eken kisilere histidinden
zengin diyet verildiginde 6zellikle idrarda FIGlu miktarinda artis kaydedilmistir, koordineli
olarak folik asit verildiginde ise dokulardaki histidin diizeylerinin yeniden eski seviyelerini
aldig belirlenmistir [42, 43].

Histidin aminoasitinin hemoglobin proteininin %10’unu olusturdugu bilinmektedir.
Normal kosullarda diyetle alinan histidin anemi olusumunu engellerken, diyetsel alinmu
azaldiginda ya da uriner kaybi cok arttiginda kansizlik meydana gelir. Boylesi durumlarda
histidin takviyesi dokulardaki histidin seviyelerini yenileyerek hemoglobin rejenerasyonunu
saglayacaktir. Histidinin dokulardaki absobansi oldukca giiclii olup glomeriillerdeki
infiltrasyonunun diger bazi aminoasitlerle karsilastirldiginda daha yiiksek diizeyde oldugu

bildirilmistir [43,44].

1.4. Organik Krom Suplemanlarimin Etkileri

Temel olarak kromun dort ticari bicimi vardir, bunlar: krom kloriir, krom mayasi, krom
nikotinat (niasinat ) ve krom pikolinattir. Hepsi de kromun +° degerlikli formlar1 olup nikotinat
ve pikolinat sentetik komplekslerdir. Yalnizca Krom Pikolinatin, 1999 yilinda ABD’ de 500
milyon dolarlik satis1 gerceklesmistir [45]. Pikolinat kalintilari, potansiyel toksisitesinden otiirii
en tartismali krom formunu olusturur. Bu ligand krom atomunun redoks potansiyelini kaydirir
ve daha sonra viicutta askorbat ve tiyoller gibi kromu + degerlikli bir prooksidana
doniistiirebilecek ajanlarin etkisiyle indirgenme olusabilir [46, 47].

Tip 2 diyabet insanlarda artan iiriner krom kaybina neden olur. Bu durum; heniiz
modern analiz metotlariyla ispatlanmasa da zamanla krom potansiyelinde bir diisiise neden
olabilmektedir [48]. Glukoz metabolizmasinda kromun rolii heniiz tam olarak anlasilmasa da bir
insiilin kofaktorii oldugu hipotezi varsayilmaktadir [49].

Krom pikolinatin (CrPic), 5’-adenozin monofosfat-aktiflestirici protein kinazi (AMPK)
harekete gegirdigi belgelendiginden; CrPic’in AMPK’y1 lipogenezi baskilamak ve yag asidi
oksidasyonunu uyarma amacl aksiyonu icin major bir sinyal olarak kullandig1 anlasilmaktadir

[35, 50]. CrPic verilmesinin iskelet kasinda glukoz alinimini arttirdigi ispat edilmistir [51].



Obez ve insiilin direnci olan ratlara krom verilmesi, hiicreler arasi iletisimi gelistirmek suretiyle
ayrica insiilin etkisini arttirabilmektedir [50, 51]. Glukoz tasiyicis1 4 ‘iin translokasyonu,
insiilinden bagimsiz fosforilasyon ve AMPK’nin aktivasyonu aracilifiyla olur [50]. Ek olarak
son yapilan caligmalarda [52], metil-B-siklodekstrinin 6n uygulama yapildigi ve Oncesinde
diisiik plazma membran kolesterolii ve artan glukoz transport 4 yer degisimine sahip hiicrelerde,
krom etkisinin eksikligi rapor edilmistir. Hiicre seviyesindeki bu bulgular; in vivo ¢alismalarda
gozlenen krom eklenmesi ve serotonerjik yol iliskisinin ardindan, artan glukoz toleransi ve
diisen kolesterol dongii seviyleriyle tutarlilik arz etmektedir [53]. Onceki bildirimlerde kromun;
insiilin baglanma, insiilin reseptor sayisi, insiilin internalizasyonu ve beta hiicre hassasiyetini
arttirdign ortaya konmustur [36]. Krom, diigiik insiilin dozlarina karsin insiilin reseptoriiniin
tirozin fosforilasyonunu arttirmakta ancak bu insiilin baglanisin1 degistirmemekte veya
reseptoril depolarize eden tirozin fosfatazi (PTP1B), inhibe edememektedir; cogu yakin zamanh
calisma kromun glukoz tutulumunu arttirdigim gostermistir [54]. CrPic’in proteinler iizerine
olan etkisinin; kolesterol homeostazisini iceren ve membrana bagli bir transkripsiyon faktorii
olan ve son olarak hiicresel kolesterol dengesinden sorumlu olan; sterol diizenleyici element-
baglayici protein (SREBP) aktivitesinin CrPic tarafindan pozitif yonde diizenlemesi suretiyle
oldugu bulunmustur [32].

Krom kompleksleri baslangicta diyetsel alinimi ¢ok diisiik (% 0.5-2, sirasiyla 10-40
pg/giin) olan biyoyararlanimlarimin arttirllmasi amaciyla sentezlenmistir [55]. Ancak daha
sonralari kromun, optimal insiilin aktivitesinde ve normal karbohidrat ve lipid
metabolizmasinda gerekliligi belirlenmistir [36]. Ortalama krom alinima ait veri ve denge
calismalar1 ¢cok az Amerikalinin krom agisindan noksanlik ¢ekebilecegine isaret etmektedir [56].
Ancak durum diyabette cok farkli olabilmektedir. Krom alinimi ve glukoz metabolizmasi
arasindaki iliski ve kromun zaruri olusu ilk olarak 1950’lerde krom mayasinin laboratuar
hayvanlarinda diyabeti Onlediginin bulunmasiyla rapor edilmistir [57]. Stiphesiz bir¢cok besin
kaynag1 (brokoli, iiziim, bugday v.s.) krom icermektedir ve insanlar bu kaynaklardan farkli
oranlarda kromu biinyelerine almaktadirlar. Ancak bu oranlarin tip 2 diyabet gibi metabolik
hastaliklarda ne 6lciide alinmasi gerektigine dair kesin bir degere heniiz varilamamistir. Insanlar
icin giinliik Onerilen giivenli ve yeterli organik krom miktarlarina ait oranlar Tablo.1.’de

belirtilmistir.



Tablo 1. Insanlar Igin Onerilen Giinliik Alinmas1 Gereken Yeterli Krom Miktar1 [58]

Yas Araligt Yenidogan ve Erkekler Kadinlar Gebeler Emzirenler
Cocuk (g/giin) (ug/giin) (ug/giin) (ug/giin) (ug/giin)
0-6 aylik 0,2 _ - - -
7-12 aylik 5,5 _ - - -
1-3 yas 11 i - - -
4-8 yas 15 _ - - -
9-13 yas . 25 ol
14-18 yas R 35 24 29 )
19-50 yas . 35 25 30 a5
50> yas j 30 20 - -

Amerika Birlesik Devletleri’nde, krom alimimi ile ilgili diyetsel yonergeler Ulusal
Bilimler Akademisinin, Besin ve Beslenme Kurulu tarafindan belirlenmistir. Buna gore 6nceden
belirlenen degerler degistirilerek, yetiskin bir insan icin 50-200 pg/giin olan oran; yetiskin bir
erkek i¢in 35 pg/giin, yetiskin bir kadin icin ise 25 pug/giin oranlarina diisiirtilmiistiir [59].

1.5. Cesitli Organik Krom Formlarmin ve Cr-Histidinatin Emilimleri

Farkli krom formlarinin ¢esitli olumlu etkileri ¢ok sayida bildirimde ortaya konmus
olmasina ragmen diyetsel krom aliminin optimum miktar1 agik degildir. Kromun plazma
tutulumununda artis meydana gelmesi durumlarinda; cogunlukla glukoz, insiilin, lipit ve
bunlarla iligkilendirilen degiskenlerde iyilesmelere sebep oldugu insanlari, deney hayvanlarini
ve ciftlik hayvanlarin1 kapsayan ¢ok sayida calismada ortaya konmustur [60]. Esasen kromun
biiyiik cogunlugu absorbe olmadan gastrointestinal sistemde kalarak gaytayla atilmakta ve bu
yolla da hesaplama yapilabilmektedir. Ancak iiriner kaybin hesaplandigi yontem tam olarak
absorbe olan kromu gosterdiginden en uygun Olciidiir. Bununla birlikte sonuglarda genellikle
ortaya cikan degisimler yalmizca secilen deneklerle iliskili olmayip diyetsel faktorler,
uygulamanin siiresi ve kullanilan krom suplemaninin formu ile de iliskilidir [41].

Saglikli ya da diyabetik deneklerde ortaya ¢ikan degisik diizeylerdeki emilim ya da
kromdan etkilenme diizeyi farkliliklari kromun bir toropatik degil, mikrobesin olmasina da bagl
olabilir. Bu nedenle daha ziyade krom eksikligi ceken kisilerde kromun beklenen yararlanimi
gosterebilecegi diistiniiliir. Ayrica kisilerin mevcut metabolik krom profilleri de, supleman
olarak verilen kroma farkli yanitlar verilmesine bir baska sebep olabilir. Bununla birlikte

tiketilen krom suplemant da ayrica kroma verilen yamiti etkiler. Normal olarak
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metabolizmadaki diger elementlere oranla krom ligantlarinin yer degisimi, ikamesi veya
degisim reaksiyonlar1 cok daha yavastir. Bu olaylar ¢ogu metalde mikrosaniyelerde
gerceklesirken krom icin onlarca saatleri bulmaktadir. Zira krom komplekslerinin ¢oziinmeleri
yavas olabilmekte, bazilar1 cok az absorbe olabilmekte, ya da c¢ok diisiik solubilitesi ve
absorpsiyonu olan bicimlere doniistiiriilebilmektedir [41].

Bazi krom bicimlerinin test edilen diger formlara oranla ¢ok daha iyi absorbe olduklar1
daha Once bildirilmistir. Yakin zamanda yapilan bir calismada piyasada mevcut olan ticari bazi
krom komplekslerinin (Cr-klorit, Cr-polinikotinat, Cr-nikotinat-glkisinat ve Cr-pikolinat)
absorpsiyonlari; yaglar1 19 ve 22 arasinda degisen 12 saglikli genc kadin iizerinde denenmis ve
en iyi absorpsiyonun Cr-pikolinat verildiginde elde edildigi gortilmistir [61]. Baska bir
calismada ise Cr-nikotinatin, Cr-pikolinattan ve radyoaktif isaretli bilesiklerle isaretlenerek
bakildiginda diger formlardan ¢ok daha iyi absorbe oldugu go6zlenmistir. Anderson ve
arkadaslarinin yaptig1 bir caligmada [41], ratlar dokuz farkli krom bicimi ile beslenmis, bu
formlarin igerisinde Cr-nikotinat-glisin-sistein-glutamat bilesimi en 1iyi absorpsiyonu
saglamistir.

Kromun absorpsiyonunun insanlar ve kemirgenler arasinda bazi durumlarda degisebilen
absorpsiyon farkinin disinda ayrica diyete bagli oldugu da bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada
obez farelerin diyetlerine % 50 oraninda glukoz, fruktoz, siikroz veya nisasta katilarak
hayvanlarin dokularindaki krom tutulumu incelenmis ve bu calismada Ozellikle nisasta-Cr
kompleksinin diger glukoz kaynaklarina oranla cogu farkli dokuda krom seviyelerinin daha
yiiksek oldugu bulunmustur [41, 62]. Bu amagla kromun absorpsiyonuna dair Anderson ve
arkadaslarinin yetiskin insanlar iizerinde yaptiklar1 bir calismada, degisik krom formlari misir
nisastasiyla karistirilarak optimum absorpsiyonlart saglanmaya calisilmistir. Bu ¢alismada insan
deneklere verilen krom kapsiilleri 200 pg Cr ve 400 mg nigasta icermistir [41]. Yine aym
calismada deneklere on farkli krom komplekslerinden (Cr-klorit, Cr-nikotinat, Cr nikotinat
ticari, Cr-nikotinat-glisinat-sisteinat-glutamat kompleks, Cr-pidolat, Cr-pikolinat, Cr-pikolinat
ticari, Cr-metiyonat, Cr-glisinat-glutamat-histidinat, Cr-histidinat) verilmis ve bunlarin
absorpsiyonlar1 idrar tahliliyle belirlenmistir. Doisy ve arkadaslarinin 1971 yilinda yaptiklar
calismaya gore absorbe olan kromun ¢ogunlukla idrar yoluyla disar1 atilmasindan dolay1 iiriner
krom kaybi, krom absorbansi i¢in bir olciidiir [41]. Buna gore Histidin iceren kompleksler test
edilen tiim Cr kompleksleri igerisinde en yiiksek absorpsiyonu saglamislardir. Calismada ayrica
farkli aminoasitlerle (lizin, serin, valin, glutamin, asparjin, 16zin) krom kompleksleri
olusturulmug ve absorpsiyonlar1 ayni ¢alismadaki Cr-klorit diizeyinde olmustur. Ayn1 ¢alismada

Cr-aminoasit komplekslerinden herhangi birine histidin katildiginda absorpsiyon oraninda her
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seferinde artis oldugu bildirilmistir. Calismada ayrica Cr-pidolat kompleksinin tip 2 diyabetli

hastalarda antioksidan degiskenlerini de olumlu etkiledigi de saptanmistir [41].

1.6. Hegzavalent ve Trivalent Krom Formlarimin Toksisiteleri

Kromun dogadaki bigimleri ¢ogunlukla; 6 degerlikli olan hegzavalent form ve 3
degerlikli olan trivalent form olmak iizere iki degerlikte bulunur. Hegzavalent Cr, ¢cogunlukla
endiistriyel krom kaplamaciliginda, kaynakgilikta, boyamada, celik endiistrisinde, alagimli
dokme demir ve suntacilikta kullanilan toksik etkisi, mutajenite ve karsinojenitesi ispatlanmig
bir formdur. Kromun alti degerlikli formunun mekanistik sitotoksisitesi tam olarak
anlagilamamakla beraber, ¢cok sayida ¢alisma hegzavalent kromiyumun; oksidatif strese, DNA
hasarina, apoptotik hiicre oOliimiine ve degismis gen ekspresyonuna neden oldugunu
gostermistir. Trivalent Cr (Cr™), ise hegzavalent kromun tersine, uygun insiilin fonksiyonunu
saglamakta gorev yaparken, normal protein, yag ve karbohidrat metabolizmasi i¢in gereklidir ve
diyetsel bir supleman olarak kabul gormiistiir [63].

Sitolojik bir sistemde ¢oziinebilen en yiiksek oranda Cr*’ konsantrasyonlarinin (250 pM
Cr-klorit ve Cr-histidinat ve 120 pM Cr-pikolinat) olusturuldugu bir ¢calismada Cr**; hidrojen
peroksitle (H,0,), olusturulan oksidatif strese karsi yalmzca oksidatif DNA hasari
olusturmamakla kalmayip ayni zamanda koruyucu antioksidan etkiler gostermistir. Bu bilgi
dogal besin takviyeleri olarak kullanilan trivalent Cr komplekslerinin diisiik toksisitelerini
desteklemektedir [64]. Ote yandan krom nikotinatin ratlar iizerinde 1 yil siiren ve 1000 pg/giin
oraninda olan insan dozuna esit ilavenin yapildigi bir calismada herhangi toksik etkileri
bulunmamustir [65]. Ayrica krom pikolinat, 15 mg/kg/glin oraninda 20 hafta boyunca ratlara

supleman olarak verildiginde de hig toksisite goriilmemistir [S7].

1.7. Tip 2 Diyabette TNF- a ve IL-6 Yang1 Markerlarinin Rolii

Interlokin 6 (IL-6) ve tiimor nekroz faktor alfa (TNF-o), obezitede ve diyabette en iyi
calisilmis olan iki sitokin olup kan serumunda, beyaz yag dokusunda siirekli olarak bulunurlar.
Obez bireylerde TNF-a ve IL-6’nin yiiksek seviyeleri; C-reaktif protein (CRP) gibi akut-faz
proteinlerindeki artigtan sorumlu gibi durmaktadir. Tip 2 diyabet tipik olarak enflamatuvar bir
hastaliktan ¢ok metabolik bir hastalik olsa da, beyaz yag dokusu tarafindan iiretilen adipokinler
ve sitokinler diistiniildiigiinde yangi markerlerinin de insiilin direncinin gelisiminde rol aldig:

acikca goriilmektedir [66].
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1.7.1. Tiimor Nekroz Faktor-Alfa (TNF-a)

Esasen makrofajlar tarafindan iiretilen bu sinyal peptidi yag dokusundan salgilanan ¢ok
fonksiyonlu bir sitokindir. Hiicre ¢ogalmasi ve degisimi, apoptozis, lipit metabolizmasi,
pthtilasma gibi genis bir biyolojik spektrumda gorev alirlar. TNFRSFIA/TNFR1 ve
TNFRSF1B/TNFRII olarak adlandirilan reseptorleri araciligiyla fonksiyon goriir. Reseptorleri
ayrica p55 ve p75 olarak da bilinir. Inflamasyon, septik sok, otoimmiin hastaliklar, obezite ve
insiilin rezistansi ile birliktelik gosterir. Bu peptidin soluble form ve membrana bagli form
olmak tizere iki formu vardir. TNF-o, iki serin kinaz1 etkileyerek insiilin reseptor fonksiyonunu
bozar (insiilin rezistansi). Ekspresyonu akut inflamasyon ve obezitede yiikselir. Plazminojen
Aktivator Inhibitorii-1"IN (PAI-1) in vivo ve in vitro salmmim indiikler. TNF-a; lipolize neden
olarak adipositlerin apopitozise ilerlemesine, insiilin rezistansina, Glukoz Tasiyic1 Protein 4
(GLUT 4) inhibisyonuna, insiilin reseptor sentezinde azalmalara neden olan bir yangi belirleyici
sitokindir [34, 66].

TNF-a insiilin hassasiyetini, insiilin reseptorlerinin fosforilasyonlarini etkilemek
suretiyle indirgeyebilir. Yangiyla ve insiilin direnci ile iliskili sinyal iletim yollari; niikleer
faktor kappa B’yi (NF-kB), c-Jun N-terminal kinazlar1 ve endoteliyal stresi de kapsamaktadir
[66, 67].

1.7.2. inter Lokin 6 (IL—6)

Adipoz dokudan salgilanan yangida ve B hiicrelerinin erginlesmesinde gorev alan
proinflamatuvar sitokinlerdendir. Akut ve kronik yangida; IL-6 reseptor alfa aracilifiyla
transkripsiyonel yangi yanitini seruma salgilar. Plazma diizeyleri viicut kitlesi ve insiilin
direnciyle korelasyon gosterir. Deney hayvanlarina serebral IL-6 uygulamasinin viicut yag
kitlesinde azalmayla sonuclandigi gosterilmistir. Bir akut faz proteini olan CRP sentezi IL—6
tarafindan uyarilir ve plazma CRP diizeyi ile insiilin direnci, obezite ve endotel disfonksiyonu
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Obez olgularda tromboembolik olay sikliginda artisla,
adipoz doku kitlesi arasindaki muhtemel iligskinin IL—6 {izerinden olabilecegi diisiiniilmektedir

[34,66].

1.8. Tip 2 Diyabette Is1 Sok Proteinlerinin ve Oksidatif Stresin Rolii

Hiicreler ani 1s1 artist, anoksi, reaktif oksijen bilesikleri ve glukoz diizey degisikliklerine

maruz kaldiklarinda saperonlar olarak da bilinen 1s1 sok proteinlerini (HSP) sentezlerler.
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Oksidasyon sonucu meydana gelen serbest oksijen radikalleri (ROS) ve toksik bilesenlerin
parcalanmasi gibi pek c¢ok stres faktorleri biitiin hiicrelerde cevap olarak 1s1 sok proteinlerinin
sentezinde artisa neden olmaktadir [17].

Hiicre cesitli stres faktorleriyle karsilagtiginda, hiicresel mekanizmalart hasardan
korumak icin hizla yeni proteinleri sentezler. Stres proteinleri biiyiime, farklilasma, boliinme,
hatta hiicre oliimii dahil hiicre metabolizmasinin tiim evrelerinde hayati 6nem tagir. Stres
proteinleri, pek ¢ok patojenik ajanin konakta immiin cevap olusturmasinda rol oynayan
antijenlerdendir. Stres proteinlerine karsi gelisen immiin cevaplar c¢apraz reaksiyonlar
vasitasiyla hiicrenin kendisine karst da reaksiyonlarin (anti-self), olusmasina neden
olabilmektedir. Saglikli bireylerin, yangi veya herhangi bir sekilde strese maruz kalmis kendi
hiicrelerinden arinmak icgin, kendi stres proteinlerine karst immiin cevap verebilme
yeteneklerinden yararlanabildikleri ileri siiriilmektedir. Iste bu yeteneklerin diizenlenmesindeki
bozukluklar bazi otoimmiin hastaliklara yol acabilir. Stres proteinleri, immiin cevapta hedef
olmanin yan sira, antijen sunulmasinda da énemli rol oynarlar [17,19].

Stres proteinlerinin hem eksojen patojenlerde, hem de endojen memeli organizmasinda
bulunmasi ve inflamasyon gibi stres hallerinde artmalari stres proteinlerinin otoimmiinitenin

tetiklenmesinde rolii olabilecegini diistindiirmektedir [17].

1.8.1. Oksidatif Stres ve Yagh Beslenmenin Tip 2 Diyabette Stres Yanitina Etkileri

Oksidatif stresde meydana gelen artisin diyabetik hastalarda; noropati ve retinopati gibi
kronik komplikasyonlarinin patogenezinde ve etiyolojisinde o©nemli rolii olduguna
inanilmaktadir [68]. Deneysel ve klinik c¢aligsmalar oksidatif stresin her iki tip diyabetin
patogenezinde Onemli rol oynadiginmi ortaya koymaktadir. Hiperglisemi; serbest radikal
olusumuna ve noral dejenerasyona sebebiyet vermektedir [69]. Yapilan arastirmalarda yaglh
beslenme sonucunda kemirgenlerin insiilin direncinde artis oldugu bilinmektedir. Insiilin direnci
ve hiperinsiilineminin ikisinin birden tip 2 diyabeti etkiledigi tahmin edilmektedir [35].

Obezite insiilin direnci ve tip 2 diyabet i¢in major bir risk faktoriidiir. Adipoz doku;
besin alimini ve dolagima katilan enerji miktarini diizenleyen molekiillerin sentez ve salinimini
saglayabilme 6zelliginden dolay1 bir endokrin doku gibi 6zellik gosterir. Bir¢ok kanit obezitenin
insiilin direncine neden olarak bozulan glukoz toleransina ve hatta diyabete neden olabilecegini
gostermektedir [70]. Serbest oksijen radikallerinin (ROS), hiperglisemik durumlardaki artisinda
hiicre mitokondrisi, ROS iiretiminin baglica merkezidir. Hiperglisemik ratlarin beyin
dokusundan mitokondriyal fazin izole edilerek serbest oksijen radikallerinin seviyelerine

bakilan bir caligmada; ROS diizeylerinde yiikselme oldugu goriilmiistiir [71]. ROS diizeylerinde
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artig diyabetin her iki tipinde de vaskiiler komplikasyonlarun ve ozellikle en 6nemli olarak

aterosklerozun gelismesi ihtimalini arttirmaktadir. Bu durumun ifadesi Sekil 3.’de

gosterilmektedir.
Diyabet
v
T 6Lukoz
4// 4
ToxLDL OTOOKSiDASYON POLIYOL YOLU AGE

\ H(;S

EHDOTELIYAL Lty
ICEE MOHNOSITLERIN VSMC

BOZUKLUKLARI AKTIVASYONU COGALMASI GOCU

\‘ Ateroskleroz

Sekil 3. Diyabette Serbest Oksijen Radikali Kaynaklarinin Ateroskleroz Olusumuyla [ligkileri: oxLDL;
okside LDL, FFA; serbest yag asitleri, AGE; ileri glikolizasyon son iiriinleri, VSMC; vaskiiler diiz kas
hiicreleri, ROS; serbest oksijen radikalleri [25]

Insiilin tarafindan uyarilan glukoz tasiminmi plazma membraninda glukoz tasiyici
proteinin (GLUT4) artisina eslik ederek gelisir [32]. Cr Pic uygulamasinin hiperinsiilinemik
transgenik ratlarda insiilin hassasiyetini tesvik ederek glukoz yikimimi sagladigi ve serum
lipitlerinde iyilesme sagladigi bildirilmektedir [53].

Aragtirmalar, kromun hiicrelerdeki insiilin reseptorlerini aktive ederek hiicrelerin insiiline
tepki vermesini yani kandaki sekeri hiicre icine alarak enerjiye doniistiirmesini saglamada etkili
oldugunu gostermektedir. Insiilin direnci olarak adlandirilan insiilin salgilanmasina ragmen
hiicrelerin kandaki glukozu yeterince kullanamamasi durumu, kan sekeri seviyelerinin
yiikselmesine neden olur [35,72].

Son yillarda yapilan ¢alismalarda kromun beyin serotonin, triptofan diizeylerini arttirdigi
belirtilmistir [73]. Ayrica kromun hafiza ve 6grenme performasini olumlu artirdifi da rapor

edilmigtir [74]. Ancak beyinde krom ve 1s1 sok proteinleri arasindaki iliski ile ilgili herhangi bir
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literatire  rastlanilmamistir.  Organik  kromun, inorganik kroma gore, viicuttaki
biyoyararlaniminin ve etkisinin daha yiiksek oldugu bilimsel arastirmalarla kanitlanmistir.
Ciinkii bircok mineral gibi kromun da inorganik bilesikleri viicut tarafindan ¢ok az emilir. Bu
yiizden mineral takviyelerinde minerallerin amino asitler ve benzeri organik maddelerle
bilesikleri tercih edilmektedir. Krom histidinat (Cr-His) krom mineralinin histidin aminoasitiyle
olusturulmus bir bilesimidir. Yapilan bir ¢alismada, diyabetin serum TNF-o, IL-6, kolesterol,
trigliserid ve lipid peroksidasyon diizeylerinde artiglara neden oldugu ve krom niasinat ve krom
pikolinatin bu diizeyleri diisiirdiigii tespit edilmistir [33].

Biitiin bu veriler 1s18inda bu tez ¢alismasinin amaci, kromun organik formu olan krom

histidinatin (CrHis), yiiksek yagli diyet ve streptozotosin (STZ) ile tip 2 diyabet olusturulan

ratlarda:
1. Serum insiilin diizeyleriyle glukoz diizeylerine olan etkilerini arastirmak;
2. Son yillarda o6zellikle antidepresan etkilerinin de oldugu belirtilen kromun diyabetik

ratlarda beyin 1s1 sok proteinleri (Hsp) iizerine olan etkilerini aragtirmak;

3. Kromun yangi markerlarindan tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) ile interlokin—-6 (IL—6)
iizerine etkilerini arastirmak;

4.  Beyin dokusu glutatyon (GSH) diizeyleri ile yine aym dokuda lipit peroksidasyonunun
son {iiriinii olan malondialdehit (MDA) degisimlerini incelemektir.

Diyabetin olusturdugu doku hasar1 ve bu hasarda serbest oksijen radikallerinin rolii ve
etkinligi son yillarin onemli arastirma konularindan birisidir. Calismada kullanilacak krom
histidinatin insanlarda denenmeden o©nce model hayvan olarak ratlarda uygulanmasi
planlanmistir. Boylece diyabetik ratlarda 1s1 sok proteinlerinin ekspresyonundaki degisimlerin
molekiiler diizeyde arastirilmasi, tibbi tedavi yontemlerine katkida bulunmak amaciyla 6nem arz

etmektedir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Hayvan Materyali

Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (FUHADEK) onay: alindiktan sonra
(Tarih: 02.07.2008, Toplanti: 7, Karar No: 39), calisma standart deneysel hayvan calismalari

etik kurallarina uygun olarak yiiriitiildii.

Deneylerde kullanilan Wistar albino cinsi ratlar, Firat Universitesi Deneysel
Aragtirmalar Merkezinden (FUDAM) temin edildi. Ratlar, 22 +2°C sicaklikta, %55 +5 nisbi
nem bulunan havalandirma sistemine sahip bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her giin
altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Ratlara verilen standart ve yagli yemlerin bilesiminde

bulunan katki maddeleri Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Deney Hayvanlarina Verilen Standart ve Yiiksek Yagli Yemlerin Bilegimi.

Diyetlerin Bilesimi (gr/kg)

icerikler Normal Diyet Yiiksek Yagh Diyet
Kazein 200.0 200.0
Nisasta 615.0 150.0
Stikroz - 150.0
Misir Yagi 80.0 -
Sigir I Yag - 400.0
Seliiloz 50.0 50.0
Vitamin-Mineral Karigimr* 50.0 50.0
DL-Metiyonin 3.0 3.0
Kolin Klorit 2.0 2.0

* Vitamin-Mineral Karistmi 1 kg Basina Sunlari Icerir: Trans retinil asetat, 1.8 mg; Vitamin D-3, 0.025
mg; Alfa-o-tokoferol asetat, 12.5 mg; Menadiyon (menadiyon sodyum bisiilfat-vitamin K3), 1.1 mg;
Riboflavin, 4.4 mg; Tiyamin (tiyamin mononitrat), 1.1 mg; Vitamin B6, 2.2 mg; Niasin, 35 mg; Kalsiyum
pantotenat, 10 mg; Vitamin B12, 0.02 mg; Folik asit, 0.55 mg; D-biyotin, 0.1 mg; Manganez (manganez
oksit), 40 mg; Demir (demir siilfat), 12.5 mg; Cinko (¢inko oksit), 25 mg; Bakir (bakir siilfat), 3.5 mg;
Potasyum (potasyum iyodiir), 0.3 mg; Selenyum (sodyum selenit), 0.15 mg; Kolin klorit, 175 mg.
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2.2. Arastirma Gruplari

Deneysel calismalara baslamadan once, cikabilecek aksakliklarin asgariye indirilmesi
amaciyla 6n caligma yapildi. Deney hayvanlarinin bulunduklari ortamin sicaklign 22-25 °C
arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat 1s1k altinda ve 12 saatte karanlikta takip edildi.
Deneysel calismalarda ortalama agirliklar: 200 gr (180-220 gr) olan, 55 giinliik yasta toplam 42
adet Wistar albino cinsi erkek rat kullanildi. Bu amacla, ratlar her grupta 7 hayvan bulunacak
sekilde alt1 guruba ayrildi. (i) Enerjinin %12’ si yaglardan olusan standart diyetle beslenen grup
Kontrol grubunu (K), (ii) Standart diyet ve CrHis i¢gme suyu ile birlikte giinliik 110 mcg/kg
verilen grup K+CrHis grubunu, (iii) Enerjinin %40’1 yaglardan olusan diyetle (HFD) beslenen
grup HFD grubunu. (iv), HFD diyetle beslenen ve CrHis (Giinlikk 110 mcg/kg) verilen grup
HFD/CrHis grubunu (v), HFD ile beslenen ve 2 haftadan sonra streptozotosin (STZ) (STZ, 40
mg/kg i.p.) verilen grup (HFD/STZ) grubunu (vi), HFD ile beslenen ve 2 haftadan sonra
streptozotosin (STZ) (STZ, 40 mg/kg i.p.) enjekte edilen ve CrHis (giinlitk 110 mcg/kg) verilen
grup HFD+STZ+CrHis grubunu olusturdu. Arastirma 12 haftada sonuglandirildi. Haftada iki
kez kan glukozuna bakildi.

Streptozotosin (STZ) (Sigma, St. Louis, MO), 50 mg/kg olacak sekilde 0.1 M fosfat-
sitrat tamponunda (pH: 4.5) cozdiiriilerek intraperitoneal enjeksiyonla tek doz olarak uygulandi.
Bir hafta sonra kuyruk veninden alinan kanin glukometre cihazindaki 6l¢iimii sonucu aclik kan
glukozu 140 mg/dl’yi gegen ratlar diyabetik olarak kabul edildiler. Deneklerin ac¢lik kan glukoz
diizeylerini saptamak i¢in kan ornekleri, 12 saatlik acglik sonrasinda sabah 9.00 — 10.00 arasinda
alindi.

Mevcut laboratuvar sartlarimizda, deneysel diyabet olusumunun kacinci giinlerde
meydana geldigi gozlemlenerek deneysel uygulama baslatildi. Calismanin baslangicinda ve her
hafta diizenli bir sekilde hayvanlarin kuyruk veninden kan sekeri diizeyleri kaydedildi. Kandaki
glukoz konsantrasyonu ACCU-Chek Active (Roche Diagnostics), glukometre cihaz1
kullanilarak 6l¢iildii. 12 haftalik calisma sonrasinda hayvanlar etik yonergelere uygun bicimde

dekapite edilerek hedef dokular elde edildi.

2.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Beyin orneklerinin hazirlanmasinda Tuzcu [1] tarafindan uygulanan homojenizasyon
yontemi kullanildi. Taze veya dondurulmus dokular 1:10 (w/v) oraninda homojenizasyon

solusyonunda {10mM Tris- HCI (pH=7.4), 0.1 mM NaCl, 0.1mM fenil metil siilfonil florid
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(PMSF), 5uM soybean (bir tripsin inhibitorii olarak)} cam bir homojenizator yardimiyla soguk
ortamda homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifiijjde +4 °C’de 60 dakika siireyle
60.000 x g’de santrifiij edildi. Ilk siipernatantlar eppendorf tiiplere almarak LPO ve GSH
analizleri yapilincaya kadar -70 °C’de saklandi. Pelletler esit hacimde ilave edilen
homojenizasyon solusyonunda [25 mM Tris-HCI (pH= 7.4), 0.1mM PMSF, % 2’lik TritonX —
100 ve % 1’lik SDS] yeniden siispanse edildi. +4 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi ve
homojenatlar sogutmali santrifiijde +4 °C’de 60 dakika siireyle 60.000 x g’de santrifiij edildi.
Elde edilen 2. siipernatantlar eppendorf tiiplere alinarak SDS-PAGE ve Western blot analizleri
icin —70 °C’de sakland.

2.4. Laboratuar Analizleri

2.4.1. insiilin Analizi

Kan serumu 6rneklerine ait insiilin diizeyleri Rat/Mouse Insiilin Kiti (Linco Research,
Missouri, USA) kullanilarak tespit edildi. Absorbanslar enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) sistemi (EIx—800; Bio-Tek Instruments Inc, Vermont) kullanilarak okundu.

Kullamilan Maddeler ve Oranlari:

. Ayirag I (R1): Rat insiilin standartlar1; deneme tamponu igerisinde rat insiilini: 0.2, 0.5,

1,2,5 ve 10 ng/ml.

U Ayirag 1T (R2): 0,5 ml rat insulin kalite kontrolleri 1 (QC1) ve 2. (QC2); tampon

icerisinde rat insiilini.

U Tampon solusyonu (S3); 20 ml 0.025 M etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) iceren
0.05 M fosfosalin, pH 7.4, %0.08 ‘lik sodyum azid ve %1’ lik bovine serum albiimin

(BSA).

. 10 ml Rat insiilin saptama antikoru; Onceden titre edilmis biyotin kapli anti-insiilin
antikoru.

U Matriks soliisyonu: Kite 6zgiin yontemle toplanmig 0,5 ml fare serumu.

. Enzim Soliisyonu: 12 ml tampon icerisinde Onceden titre edilmis streptavidin-HRP
konjugat.
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Substrat Soliisyonu: Tampon icerisinde 12 ml 1s18a duyarlhh 3, 3’- 5, 5’-
tetrametilbenzidin (TMB).

Stop Soliisyon: 12 ml 0.3 M HCI.
Yontem:
10X yogunluktaki yikama tamponu 900 ml saf su ile 1/10 oraninda dilue edildi.

Gerekli sayida strip ¢ikarilarak hazirlandi ve kuyucuklar 300 pl yikama soliisyonuyla

3’er kez yikandi. Kuyucuklar tamamen kurumadan bir sonraki adima gecildi.

Tampon sollisyonundan non-spesifik baglanma (NSB) kuyucuklarina ve her bir 6érnek

kuyucuguna 10’ar pl eklendi.
10’ar pl matriks soliisyonundan NSB, standart ve kontrol kuyucuklarina eklendi.

10’ar pl rat insiilin standartlarindan ikiserli olarak konsantrasyon artigina gore

belirlenen kuyucuklara konuldu.

10 ul QC1 ve 10 ml QC2 tamponlarindan kuyucuklara konuldu.
10’ar pl ikserli 6rneklerden sirasiyla kalan kuyucuklara konuldu.
Saptama antikorundan 80’er pl tiim kuyucuklara konuldu.

Uzeri koruyucu ile kapatilarak oda 1sisinda 400 rpm hizda calkalayici iizerinde 2 saat

inkiibasyona birakildi.

Tiim kuyucuklarin igerigi dokiilerek her seferinde ortalama 300 pul yikama soliisyonuyla

3 kez, 15-30 sn yikandi.

Her bir kuyucuga 100 ul enzim soliisyonundan eklenerek tablanin iizeri koruyucu ile

kapatildi ve oda 1sisinda 30 dk orta hizda calkalayici iizerinde inkiibe edildi.

Tiim kuyucuklarin igerigi dokiilerek her seferinde ortalama 300 pl yikama soliisyonuyla

6 kez, 15-30 sn yikandi.

100 ‘er pl substrat soliisyonundan her bir kuyucuga kondu ve iizeri koruyucu ile

kapatilarak calkalayicida yaklasik 15 dk karisimi saglandi.

Renk degisimi gozlendikten sonra koruyucu kaldirilarak 100’er ul stop soliisyondan

kondu ve iyice karisimi saglandi.

450-590 nm arahiginda Orneklerin absorbanslar1 ELISA sisteminde okutuldu.

Orneklerin okunan absorbans degerleri kitte verilen formiil kullanilarak ve diliisyon
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oranlar1 goz oniinde bulundurularak hesaplandi. Bulunan degerler arasindaki farklar

kaydedilerek degerlendirildi.

2.4.2. Malondialdehit (MDA) Analizi

Doku lipit peroksidasyonu; malondialdehit (MDA) seviyeleri, Karatepe’den [75]
degistirilerek yiiksek basingli sivi kromatografisiyle (HPLC, Shimadzu, Tokyo, Japan) analiz
edildi.

HPLC icin Doku Homojenizasyonu:

. Her deney gurubundan 150’ ser mg beyin dokusu alindi.

. Uzerine 450 pl deiyonize su ve 50 ul butilat hidroksitoluen (BHT) eklenerek cam

homojenizatorde doku parcalandi.
. 0.5 M’lik HCIO4* den 500 pl ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii.
. Karisim 4500 devir/dk hizla sogutmali santrifiijde 5 dk boyunca santrifiijlendi.
. Supernatant kisimlar alinarak dikkatlice alinarak HPLC viallerine dizildi.

U] Tiim islemlerde homojenatlar ve kimyasallar isiktan korundu ve soguk zincire riayet

edildi.

HPLC’ de MDA Analizi:
U Hareketli faz olarak 30 mM KH,PO, - metanol (% 82.5 — 17.5; pH: 4) kullanild1.
U 250 nm'de Inertsil Sy C—18 (15 cm x 4,6 mm) kolonu kullanilds.
U] Akis hizi 1 mL/dakika olarak belirlendi.

. MDA i¢in geri kazanim % 98.8 olarak bulundu.

2.4.3. Glutatyon (GSH) Analizi

Beyin dokusu homojenatlarindaki Glutatyon (GSH) seviyeleri, GSH-400 (Oxis
International, Inc., Portland, USA) ticari kiti kullanilarak tespit edildi.

Kullamlan Maddeler Ve Oranlari:

. Ayirag I (R1); 0.2 N HCI de hazirlanmus 1.2 x 10> M kromojenik ayirag solusyonu
. Ayirag IT (R2); % 30 NaOH
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U Tampon solusyonu (S3); 0.2 mM dietilen triamin penta asetik asit (DTPA) ve % 25
(w/v) lubrol iceren 20 mM potasyum fosfat (pH: 7.8) solusyonu

Yontem:
. Standart solusyonlarinin hazirlanmast:
Standart konsantrasyonu (umol/L): 0 20 40 60 80 100
(Kor)
Tampon S3 (ul): 900 860 820 780 740 700
GSH calisma solusyonu (0.5 mmol) (ul): 0 40 80 120 160 200
. Kor, standart ve 6rnekler icin polipropilen mikrosantrifiij tiipleri hazirlandi.
. Standartlar icin hazirlanmis tiiplere degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis standart

solusyonlarindan 100 pl alind1 ve 900 pl tampon solusyonu ilave edildi.

. Kor i¢in hazirlanmus tiipe 100 pl kor solusyonu alindi ve 900 pl tampon solusyonu ilave
edildi.
. Ornekler icin hazirlanmis tiiplerin herbirine 100 ul 6rnek alindi ve 900 ul tampon

solusyonu ilave edildi.
. Kor, standart ve ornek tiiplerinin herbirine 50 pul R1 ayiracindan eklendi ve vorteksle
iyice karistirildi.
e Kor, standart ve ornek tiiplerinin herbirine 50 pul R2 ayiracindan ilave edilerek karanlik
ortamda 25 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi.
¢ Ornekler kiivetlere aktarildi ve absorbanslar1 400 nm’de spektrofotometrede okundu.
e Orneklerin okunan absorbans degerleri kitte verilen formiil kullanilarak ve diliisyon

oranlar1 gbz oniinde bulundurularak hesaplandi.

2.4.4. Tiimor Nekroz Faktor- Alfa (TNF-a) Analizi

Orneklerdeki tiimor nekroz faktor alfa (TNF-o) seviyeleri, Biosource Rat TNF-a ELISA
Kit (Invitrogen Corporation 542 Flynn Road, Camarillo, CA 93012, USA) ticari kiti
kullanilarak tespit edildi. Kromojen isiktan korundu ve yikamalarda 400-500 pl yikama
soliisyonu kullanilarak her seferinde 15-30 sn beklendi. Absorbanslar ELISA (Elx—800; Bio-

Tek Instruments Inc, Vermont) cihazi kullanilarak okundu.
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Kullanilan Maddeler Ve Oranlari:

. Standart 5000 pg/ml olacak sekilde Standart Diluent Buffer (SDB) kullamilarak
sulandirildi. 10 dk hafifce karistirilarak beklendi.

. Sulandirilan bu standart 1/5 oraninda SDB ile dilue edilerek 1000 pg/ml oraninda

standart elde edilmis oldu.

. 7 adet mikrosanrifiij tiiptiniin her birinin igerisine 250 ul SDB koyulurarak dilue

edilecek olan tiipler isaretlendi. 250 ul SDB ilk tiipe konarak sirasiyla diliisyon yapildi.

. Kromojen koriine 6érnek homojenat koyulmaksizin yalnizca 1000 pg/ml oraninda dilue

edilen SDB konuldu.

. Her 8 kuyucuk icin 10 pl streptavidin-HRP, 1 ml streptavidin-HRP diluent buffer

icerisinde seyreltildi.

. Yikama soliisyonu 1/25 oraninda deiyonize su kullanilarak seyreltilip hazirlandi.
Yontem:
. Oncelikle ka¢ kuyucugun kullanilacagi belirlenerek listesi cikarildi ve tiim soliisyonlar

buna gore hazirlandi.

. Her kuyucuga 50 pl inkiibasyon buffer eklenirken, kromojen koriine 100 ul SDB

eklendi.

. Standart veya kontrollerin kuyucuklarina uygun yogunluklardan 50°ser ul dilue
bufferlar eklendi.

. Ornek kuyucuklarma 50’ser ul SDB eklenerek her homojenattan numaralandirilan

listeye gore 50’ser pl kondu ve hafifge ¢alkalanarak karisim saglandi.

. Kor olan kuyucuklar haricindeki kuyucuklara 50’ser ul biyotin konjugat ilave edilerek

hafifce karismasi saglandi.
. Uzeri kapatilarak 90 dk oda 1s1sinda bekletildi.

. Tiim kuyucuklarin igerigi dokiilerek ortalama 500 ul yikama soliisyonuyla 4 kez, 15-30

sn yikandi.

. Streptavidin-HRP calisma soliisyonundan kor hari¢ tum kuyulara 100’er pl eklenerek

oda 1s1sinda 45 dk inkiibasyon yapildi.

U] Tiim kuyucuklarin igerigi dokiilerek ortalama 500 pl yikama soliisyonuyla 4 kez, 15-30

sn yikandi.
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. Tiim kuyucuklara 100’er pl kromojen eklenerek oda sicakliginda karanlik ortamda 30

dk bekletildi.
. Tiim kuyucuklara 100’er pl stop soliisyonu eklenerek iyice karigmasi saglandi.
. 450 nm’de orneklerin absorbanslar1 ELISA sisteminde okutuldu. Orneklerin okunan

absorbans degerleri kitte verilen formiil kullanilarak ve diliisyon oranlari g6z oniinde

bulundurularak hesaplandi. Bulunan degerler kromojen koriine karsi degerlendirildi.

2.4.5. interlokin—6 (IL-6) Analizi

Orneklerdeki Interlokin—-6 (IL-6) seviyeleri, Biosource Rat IL-6 ELISA (Invitrogen
Corporation 542 Flynn Road, Camarillo, CA 93012, USA) ticari kiti kullanilarak tespit edildi.
Kromojen 1siktan korundu ve yikamalarda 400-500 pl yikama soliisyonu kullanilarak her
seferinde 15-30 sn beklendi. Absorbanslar ELISA (EIx—800; Bio-Tek Instruments Inc,

Vermont) cihazi kullanilarak okundu.
Kullanilan Maddeler Ve Oranlari:

. Standart 10000 pg/ml olacak sekilde Standart Diluent Buffer (SDB) kullanilarak
sulandirildi. 10 dk hafifce karistirilarak beklendi.

. Sulandirilan bu standart 1/5 oraninda SDB ile dilue edilerek 2000 pg/ml oraninda

standart elde edilmis oldu.

. 7 adet mikrosantrifiij tiipiniin her birinin icerisine 3000 ul SDB koyulurarak dilue
edilecek olan tiipler 1 isaretlendi. 250 ul SDB ilk tiipe konarak sirasiyla diliisyon
yapildi.

U] Kromojen koriine 6rnek homojenat koyulmaksizin yalnizca 2000 pg/ml oraninda dilue

edilen SDB konuldu.

. Her 8 kuyucuk icin 10 pl streptavidin-HRP, 1 ml streptavidin-HRP diluent buffer

icerisinde seyreltildi.

. Yikama soliisyonu 1/25 oraninda deiyonize su kullanilarak seyreltilip hazirlandi.
Yontem:
. Oncelikle ka¢ kuyucugun kullanilacagi belirlenerek listesi ¢ikarildi ve tiim soliisyonlar

buna gore hazirlandi.
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Liyofilize (vakumla katilastirilmig) halde bulunan yiiksek ve diisiik yogunluklu
kontroller iizerinde belirtilen olgiide sulandirildi. Kullamlmayan kisim -20° C’ de

dondurularak saklandi.
Kor, kromojen korii kontrol ve standart kuyucuklar: belirlendi.

Ornek kuyucuklarina 50’ser ul SDB eklenerek her érnekten numaralandirilan listeye

gore 50’ser ul kondu ve hafifge ¢alkalanarak karigim saglandi.

Kor olan kuyucuklar haricindeki kuyucuklara 50’ser ul konjugat ilave edilerek hafifce

karismasi saglandi.
Kor kuyucuga 100 ul SDB konuldu, kromojen korii bos birakildi.

Diisiik yogunluklu kontrol ve yiiksek yogunluklu kontrolden kuyucuklarina 100’er pl

kondu.
Her standarttan ilgili kuyucuga 100’er ul kondu. Sifir i¢in sadece 100 ul SDB kondu.

Tiim 6rnek kuyucuklarina 50’ser ul SDB konduktan sonra 50’ser pl 6rnek homojenat

lardan kondu. Hafifce karigsmalar1 saglandi.
37 °C’ de 2 saat inkiibe edildi.

Tiim kuyucuklarin igerigi dokiilerek ortalama 500 pl yikama soliisyonuyla 4 kez, 15-30

sn yikandi.
Kromojen korii bos birakilarak her kuyucuga 100 pl biyotin konjugat kondu.
Uzeri kapatilarak 60 dk oda 1s1sinda inkiibasyon igin bekletildi.

Tiim kuyucuklarin igerigi dokiilerek ortalama 500 pl yikama soliisyonuyla 4 kez, 15-30

sn yikandi.

Kromojen korii bos birakilarak her kuyucuga 100’er pl streptavidin-HRP calisma

soliisyonundan kondu.
Uzeri kapatilarak 30 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

Tiim kuyucuklarin igerigi dokiilerek ortalama 500 ul yikama soliisyonuyla 4 kez, 15-30

sn yikandi.
Kromojen korii de dahil olmak iizere tiim kuyucuklara 100’er pl kromojen kondu.
Uzeri kapatilarak oda 1s1sinda ve karanlikta 30 dk inkiibe edildi.

Tiim kuyucuklara 100’er ul stop soliisyonu eklenerek iyice karigmasi saglandi.
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. 450 nm’de orneklerin absorbanslar1 ELISA sisteminde okutuldu. Orneklerin okunan
absorbans degerleri kitte verilen formiil kullanilarak ve diliisyon oranlari g6z oniinde
bulundurularak hesaplandi. Ornekler icin bulunan degerler seyreltme faktoriinden otiirii

2 ile carpildi. Bulunan degerler kromojen koriine kars1 degerlendirildi.

2.4.6. SDS-Poliakrilamid Jel Elekroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE elektoforez jel sisteminde akrilamid monomerlerinden yararlanilir.
Amonyum persiilfat (APS) gibi bir serbest radikal ile TEMED gibi stabilizatorii saglayici
ortamda akrilamid monomerleri uzun zincirler olusturacak sekilde polimerlesmekte ve daha
sonra olusan bu uzun zincirler arasinda yanal baglantilar olusarak jel meydana gelmektedir.
SDS-PAGE analizinde; jelin yapisinda yer alan sodyum dodesil siilfat (SDS), deterjaninin
bulunmasi ile proteinler kendilerini olusturan monomer alt birimlerine ayrilmaktadir. Boylece
protein agregasyonu onlenmektedir. SDS molekiillerine baglanan denatiire polipeptidler negatif
yiik kazanirlar. SDS baglantili polipeptid kompleksleri, molekiil agirliklarina bagl olarak jel
icerisinde hareket ederler. Hareket eden molekiillerin agirliklari; ayn1 jel {izerinde bulunan bir
standartla karsilagtirilarak tespit edilir. Mutasyon gecirmis veya ¢esitli olumsuz cevre faktorleri
sonucunda canli organizmanin bir kisim proteinlerinden normale gore parca kopmasi veya parga
ilavesi ya da bazi proteinlerin yeterince sentezlenmemesi gibi 6zellikler bu jel sisteminde tespit

edilmeye calisilir [1].

Protein molekiillerinin hareketi giic kaynagindan gelen elektrik akimina gore negatif (-)
kutuptan pozitif (+) kutuba dogru olur. incelenecek protein molekiilleri sayet 0-43 kDa
araligina tekabiil ediyorsa akrilamidin konsantrasyonu %15, 40 kDa’dan yukar1 ise akrilamidin
konsantrasyonu %10 veya daha asag diisiiriiliir. Diger bir ifade ile molekiiliin agirlig1 arttikca
akrilamidin konsantrasyonu diisiiriiliir. Akrilamid konsantrasyonunun artisi jel icerisindeki ara
bosluklarin daha sik olmasina sebep olmaktadir. Dolayisiyla protein molekiillerinin hareket hizi

da azalmaktadir [76].
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Kullanilan ¢ozeltiler

. 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)

U 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

. % 10 Sodyum dodesilsiilfat ¢cozeltisi (SDS)

. %30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi

. %10 Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (APS)

° N, N, N’, N’, -tetrametil-ethilendiamin (TEMED)
. Gliserin

. 2-B-merkaptoethanol

° 9%0,05 Bromofenol blue ¢ozeltisi

. Boyama ¢6zeltisi (Stain solusyon/100 ml):

9%0.1 Coomassie blue R-250
%45 Metanol

%10 Glasiyal asetik asit
%45 Distile su

U Boya ¢ikarma c¢ozeltisi (Destain solusyon/100ml):
%45 Metanol

%10 Glasiyal asetik asit
%45 Distile su

. Tank solusyonu (Running buffer, pH 8.3):
Tris base 9.0 gr

Glisin 43.0 gr

Distile su 600 ml
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Tablo 3. SDS-PAGE ic¢in Jellerin Hazirlanmasi

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (% 12) Miktar
Distile su 3.35ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5 ml
% 10 SDS 100 pl
Akrilamid /Bis (%30) 4.0 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 ul
TEMED S5ul
Toplam 10.0 ml
Stacking jelin hazirlanmasi (%4) Miktar
Distile su 6.1 ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5ml
SDS (%10) 100 ul
Akrilamid-Bis (%30) 1.3 ml
Amonyum persiifat (%10) 50 ul
TEMED 10l
Toplam 10.0 ml
Ornek solusyonlarin hazirlanmasi Miktar |Son konsantrasyon
1 M Tris-HCI (pH6.8) 1.25ml |0.125M

% 10 SDS 1.6 ml %4

%0.05 bromofenol blue 0.2 ml %0.002
Gliserol 0.8 ml % 20
2-B-merkaptoethanol 0.4 ml %10

Distile su 375ml |-

Toplam 8.0 ml -
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2.4.7. SDS-PAGE Analizleri

Serbest ve serbest olmayan protein Ornekleri Laemmli [76] tarafindan belirtildigi

sekilde hazirlanan SDS-PAGE ile incelendi.

Jel olusturmak icin uygun bir pozisyonda tutturulan iki cam arasina yerlestirilmek iizere
10 ml’ lik ayirma jel solusyonu hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karistirildi ve
uygun bir otomatik pipet yardimiyla belirli kistmlardan sikigtirilarak kaset haline getirilen iki
cam levha arasina aktarildi. ki cam levha arasina jel ilave edilirken iist kistmda tarak dislerinin
yiiksekligi kadar (=lcm) bir bosluk birakildi. Hazirlanan kaset seklindeki bu iki cam levha
arasindaki jel yaklasik olarak 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek aralarindaki akrilamid
monomerlerinin polimerlesmesi saglandi. Daha sonra iki cam levhanin iist kismina 6rnek

sayisina uygun sayida dise sahip tarak yerlestirildi.

Tarak dislerinin aradolgu maddesi olarak ifade edilen yiikleme jeli 10 ml kadar
hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karistirildi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla,
jel kasetine yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar dolduruldu. Bu dolgu iki camin
en st seviyesine kadar tamamlandi. Yiikleme jeli cok cabuk polimerize oldugundan islemlerin
kisa siirede yapilmasina dikkat edildi. 25-30 dakika oda sicakliginda bekletilerek polimerlesme
saglandi. Tarak, polimerlesmesi tamamlanan jelden ¢ikarildi. Bu islem sirasinda jel de meydana
gelen ve oOrneklerin birakilacagi yuvalarin bozulmamasina dikkat edildi. Cam levhalardan
olusan kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Protein ¢o6ziicii solusyonu; 0,125 M Tris (pH 6.8),
%?2’lik SDS, %0.002 oraninda Bromofenol mavisi, %20’lik gliserol, %10’luk merkaptoethanol
seklinde hazirlandi. Yaklasik olarak 150 W1 olarak alinan her bir protein 6rnegine esit oranda
coziicii solusyondan ilave edildi ve iyice karistirildi. Tarak disinin genisligine bagh olarak,
hazirladigimiz karisimdan 10-20 W1 kadar transfer edildi. Tank igerisine yeterli miktarda tank

solusyonu ilave edildi.

Gii¢ kaynagindan once diisiikk bir voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi. 5-10
dakika sonra voltaj degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gozle izlenilebilen mavi boya bandi

jelin alt kismina gelince elektroforez cihazi kapatildi.

Elektroferez igslemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden ayrilarak
aradaki jel cikarildi. Protein bantlarmin goriiniir hale gelebilmesi i¢in bu jel % 1.25’lik
Coomassie blue boya ortamina alindi. Burada en az yarim saat en ¢ok bir gece boyunca oda

sicakliginda bekletildi.

Boya solusyonundan alinan jel boyayi giderici solusyon (destaining solution) ortamina

alindi. Arasira calkalanarak protein bantlarinin disindaki boya maddesi uzaklastirildi. Boya
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giderici solusyonda 5’er dakika bekletildi ve solusyon dokiildii. Jel tekrar boya giderici ortama
alindi ve bu islem 2-3 kez tekrarlandi. Boylece jel iizerinde bulunan protein bantlarinin

disindaki boya giderilmis olundu.

2.4.8. Western Blot Analizleri

Western blot islemi Tuzcu’ya [1] gore yapildi. Western blot prosediirii; elektroforez
islemiyle poliakrilamid jelde gog ettirilen proteinlerin, nitroseliiloz membrana transferi ve
membrandaki proteinlerin immiinolojik metotlarla gosterilmesidir. Blotlama yapilmadan 6nce
calisilan Orneklerdeki proteinler elektriksel ortamda poliakrilamid jel {izerinde gog
ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezleri SDS-PAGE’de gerceklestirilmektedir. Western blot
teknigi, elektroforez islemini takip eden 4 asamada gerceklestirilir. Bunlar; jeldeki proteinlerin
nitroseliilloz membrana aktarimi (blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek igin
nitroseliiloz membranda protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi
(bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime ve en son asamada ise proteinlerin goriintiilenme
asamalaridir. Nitroselilloz membrana transfer sirasinda jel ile nitroseliiloz membran karsi
karsiya getirilmekte ve bunlar filtre kagitlar1 arasina yerlestirilmektedir. Jelin biiytikliigi ile
orantili olarak belirli bir siire elektrik akimi1 uygulanip proteinlerin transferi saglanmaktadir.
Nitroselilloz membranin 6zgiil olmayan proteinlerle bloklanmasinda albumin tercih
edilmektedir. Spesifik antikorlar olarak monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanilabilir.
Monoklonal antikorlarin kullanimi, yalnizca tek bir epitopa 0zgiil olmalart ve cok giiclii
immiinokimyasal kopriiler olusturmalarindan dolayr avantaj saglamaktadir. Bu nedenle,
monoklonal antikorlar antijene spesifik bir baglanma gosterir. Ancak, caligilan proteinler
arasinda benzer epitop bolgeleri bulunmakta ise capraz reaksiyonlar sonucunda yalanci
pozitiflikler ortaya cikabilmektedir. Poliklonal antikorlarin kullanilmasi durumunda ayni
nedenden dolayr sekillenen yalanci pozitiflik ihtimalinin daha fazla oldugu bilinmektedir.
Western blotta monoklonal antikorlarin kullaniminin en 6nemli dezavantaji, SDS-PAGE ve
blotlama esnasinda polipeptid yapilardaki epitoplarin ortadan kaldirilmasidir. Belirlenmeye
calisilan epitopun ortadan kaldirilmasi durumunda ise monoklonal antikor-epitop baglanmasi
sekillenemez. Bu nedenden dolay1 monoklonal antikor kullanildiginda, poliklonal antikorla
caligilmasina kiyasla, yalanci negatiflik ihtimali artmaktadir. Ozgiil antikorlarda raportor madde
olarak genellikle radyoaktif izotoplar veya enzimler kullanilmaktadir. Enzim olarak alkalen
fosfataz ve peroksidaz enzimleri tercih edilmektedir. Bu enzimlerin substratlar1 ve kromojen
maddeleri birbirinden farklidir. Son yillarda enzimle isaretlemede, testin duyarliligini arttirmak

amaciyla peroksidazla isaretli avidin biyotin sisteminin kullanimi yayginlasmistir. Kullanilan
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kromojenlerin en onemli 6zelligi ¢oziinmeyen renkli iiriinler olusturmalaridir. Beyin dokusu
homojenatlarinin Western blot analizi Baydas ve Tuzcu [77] tarafindan uygulanan metoda gore

yapildi.

Jeldeki proteinlerin nitroseliilloz membrana (Schleicher and Schuell, Inc., USA),
aktarimi (blotlama): SDS-PAGE tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak {iizere
alind1. Nitroseliiloz membrana transferin gerceklestirilmesi i¢in poliakrilamid jel ile nitroseliiloz
membran yiizeyleri arasinda bosluk kalmayacak bicimde karsi karsiya getirildi ve bunlar filtre
kagitlartyla sarilmis bir sekilde blotlama diizenegine yerlestirilerek tampon solusyonuyla
doyuruldu. Sogutulmus tampon solusyonuyla doldurulmus tanka yerlestirilen diizenek i¢in 60
dakika boyunca 150 mA elektrik akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin transferi saglanmis

oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin nitroseliiloz membranda protein
baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama): Blotlama islemi bittikten
sonra petri kutularina alinan nitroseliiloz membranlar tampon solusyonla [NaH,PO,.2H,0
(0.025 M), Na,HPO,.12H,0 (0.075 M), NaCl (1.45 M)], calkalayici iizerinde 3 kez 5 dakika
olacak sekilde yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM Na,HPO,, 20
mM NaH,PO, (pH: 7.2) tamponunda % 1’lik taze sigir serum albumini (BSA) ile 37 °C’de 90
dakikalik inkiibasyonla bloklandi.

Ozgiil antikorlarla tepkime: Primer antikor olarak monoklonal mouse Hsp—60 ve
Hsp—70 (Neomarkers, Fremont, CA, USA) antikorlar1 kullanildi. Primer antikorlar % 0.05
oraninda Tween—20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanarak kullanildi. Nitroseliiloz
membranlar Hsp—60 ve Hsp-70 antikorlar: ile +4 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi.
Daha sonraki safthada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5 dakika tampon soliisyonuyla yikandi.
Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroselilloz membranlar % 0.05 oraninda Tween-20
bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan, peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit
immiinoglobulinle 37 °C’de 90 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada

nitroseliiloz membranlar 5 kez 5 dakika tampon solusyonuyla yikandi.

Bantlarin goriintiillenmesi: Bantlarin goriintiilenmesi icin 1 M Tris (pH: 7.4)
tamponunda % 0.03-0.05 oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi.
DAB’la reaksiyon sonucu nitroseliiloz membranlar iizerindeki bantlar kisa bir siire sonra
goriiniir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la renklendirilen bantlar
net olarak goriildiikten sonra nitroselilloz membranlar iyice yikandi. Nitroseliiloz membranlar

iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rolatif yogunluklar analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin
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rolatif yogunluklari Image Analyses System (Image J; National Institute of Health, Bethesda,

USA) yazilim programi kullanilarak analiz edildi.

2.5. istatistiksel Analizler

Veriler gruplar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak icin SAS [78] paket programinda
bulunan PROC GLM prosediirii kullanilarak analiz edildi. Grup i¢i farkliliklar da Fisher post
hoc testi ile analiz edildi. Istatistiksel anlamlilik P < 0. 05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Sekil 4’ de goriilecegi iizere en yiiksek kan gukoz diizeyi yiiksek yagl diyetle beslenen
ve STZ enjekte edilen grupta elde edilirken (420 mg/dl) en diisiik glukoz diizeyi ise K+CrHis
grubunda (86 mg/dl) elde edilmistir. Krom suplemani ile gruplarda glukoz diizeyi diismiistiir
(P<0.001).

Ortalama kan glukoz degerleri (mg/dl)
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Sekil 4: Calisma Gruplarina Ait Ortalama Kan Glukoz Degerleri;
(a-f) Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir.
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Yiiksek yagli diyetle beslenme sonucunda gruplarda serum insiilin diizeyleri
yiikselmistir. En yiiksek serum insiilin degeri HFD+CrHis (44 pmol/l) grubunda belirlenmistir.
HFD+STZ grubu ise en diisiik insiilin diizeyinin tespit edildigi grup olup (20 pmol/l), CrHis
uygulanmasiyla bu oranin arttig1 (25 pmol/l) gézlenmistir (P<0.001 - Sekil 5).

Ortalama insiilin dedgerleri (pmol/L)
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Sekil 5: Calisma Gruplarina Ait Ortalama Serum Insiilin Degerleri;
(a-f) Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir.
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Beyin dokusu malondialdehit (MDA) diizeylerinin belirlenmesinde; oranlar
malondialdehit miktarlarinin yiiksek basingli sivi kromatografisiyle (HPLC) ol¢iimiine gore
belirlenmigtir. Aldigimiz MDA diizeyi verilerine gore en yiiksek oran; HFD+STZ grubunda
(223 nmol/g) belirlenirken, kontrol grubunda ve kontrol+CrHis grubunda en diisik MDA
diizeyleri tespit edilmistir (sirastyla; 160 nmol/g, 162 nmol/g). CrHis uygulamasi ile MDA
seviyelerinde azalma kaydedilmistir (P< 0.0001 - Sekil 6).

Ortalama MDA degerleri (nmol/g)
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Sekil 6: Calisma Gruplarina Ait Ortalama MDA Degerleri;
(a-c) Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan onemlidir.
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Beyin dokusu homojenatlarindaki Glutatyon (GSH) seviyeleri, kolorimetrik yontemle
spektrofotometrede okunmustur. Buna gore en yiiksek GSH miktarina kontrol grubu (558.5
pmol/l) sahipken K+CrHis grubu (531.6 umol/l) buna en yakin degeri vermistir. En diigiik
GSH oranina ise HFD+STZ grubunda (356.3 umol/l) rastlanilmigtir. CrHis uygulanmasinin bu
gruptaki GSH oraninda yiikselme sagladig (420.7 umol/l) gdzlenmistir (P< 0.001 - Sekil 7).

Ortalama glutatyon degerleri (umol/L)
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Sekil 7: Calisma Gruplaria Ait Ortalama GSH Degerleri;
(a-d) Farkl harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir.
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Orneklerimizdeki tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) degerleri ELISA sisteminde okunan
absorbanslar sonucunda belirlenmistir. Buna gore en diisiik TNF-a oranina K+CrHis grubunda
(839 pg/ml) rastlandi. HFD+STZ grubunda bu yangi markeri en yiiksek degerde saptanirken
(2917 pg/ml), CrHis uygulanmasi ile bu degerlerin duistiigii (2317 pg/ml) ortaya ¢ikmistir (P<
0.0001 - Sekil 8).
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Sekil 8: Calisma Gruplarina Ait Ortalama TNF-a Degerleri;
(a-d) Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan onemlidir.
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Orneklerdeki interlokin—6 (IL-6) seviyelerine ait absorbanslar degerlendirildiginde, en
yiiksek IL—6 seviyesinin HFD+STZ grubunda (11943 pg/ml) meydana geldigi ve CrHis
uygulamasinin bu oram diigiirdigii (8771 pg/ml) kaydedilmistir. En diisiik IL-6 seviyesi ise
K+CrHis grubunda (5604 pg/ml) gozlenmistir. CrHis uygulamasi sonucunda IL-6 diizeyleri
ozellikle STZ grubunda belirgin bicimde diismiistiir (P< 0.0001 - Sekil 9).

Ortalama IL-6 degerleri
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Sekil 9: Calisma Gruplarina Ait Ortalama IL-6 Degerleri;
(a-c) Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan onemlidir.
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Bu calismada; yagli diyetle beslenen ratlarda ve streptozotosin (STZ), uygulanarak yaglh
diyetle beslenen ratlarda krom histidinat (CrHis) takviyesinin beyin 1s1 sok proteinlerinin
ekspresyonunu nasil etkiledigi arastirilmigtir. Bu amagla hazirlanan beyin 6rneklerindeki Hsp—
60 ve Hsp—70 1s1 sok proteinlerinin diizeyleri Western blot yontemiyle analiz edilmistir.
Nitrosellilloz membranlara aktarilan bantlarin rolatif yogunluklari hesaplanarak mukayeseli
barlar olusturulmustur. Ozellikle HFD+STZ grubunda yiiksek oranda eksprese edilen Hsp—60
diizeylerinin CrHis uygulanmasiyla belirgin olarak geriledigi gozlenmistir (P< 0.05). Bu analiz
sonuglarina gore olusturulan grafik ve ratlarin beyin Hsp—60 protein ekspresyon bantlariyla bu

bantlarin aktin proteinleriyle olan karsilagtirmasi Sekil 10’da gosterilmistir.
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Sekil 10: Calisma Gruplarina Ait Beyin Hsp—60 Protein Ekspresyonlari, (P<0.05);
(a-c) Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir.
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Beyin Hsp-70 diizeylerine bakildiginda yiiksek yagli diyetle beslenen grupta CrHis
uygulamasi sonucunda ekspresyon diizeylerinde gerileme oldugu, HFD+STZ grubuna kiyasla
da HFD+STZ+CrHis grubunda da Hsp—70 seviyelerinin indirgendigi goriilmiistir (P<0.05).
Calisma gruplarina ait beyin Hsp—70 protein diizeylerinin rolatif yogunliklarina ait olan grafik,
Hsp—70 protein bantlar1 ve bu bantlarin aktin proteiniyle olan karsilastirmasina ait olan veriler

de Sekil 11’de gosterilmistir.
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Sekil 11: Calisma Gruplarina Ait Beyin Hsp—70 Protein Ekspresyonlari, (P<0.05);
(a-d) Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Diabetes mellitus yaygin olarak goriilen bir metabolik hastaliktir. Diyabet; yalniz bagina
degil, daha ziyade insiilinin salgi veya etkisinde meydana gelen bozuklukluklarla meydana
gelen hiperglisemi ile karakterize olan bir¢ok iliskili hastaliklardan dolay1 bu derece 6nemli bir
hastalik tablosudur [10]. Tiim diyabet vakalarinin % 80’ini olusturan tip 2 diyabetin
toplumumuzdaki sikhiginin % 2-5 civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Ozellikle yasam tarzi
biiyiik ol¢iide degisiklige ugramis iilkemiz gibi endiistrilesmekte ve gelismekte olan iilkelerde
tip 2 diyabetin goriilme sikligi artmaktadir [79]. Yapilan ¢alismalarda yiiksek yagl diyetle
beraber STZ uygulamasinin deney hayvanlarinda tip 2 diyabete neden oldugu ortaya
konulmustur [35, 80]. Bu bilgilerin 15181 altinda, bu calismada yiiksek yaglh diyetle beslenen ve
STZ uygulanan ratlarda krom histidinatin (CrHis), serum insiilin ve glukoz diizeyleri ile beyin
malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH), tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a), inter 16kin—-6 (IL—
6) konsantrasyonlar1 ve 1s1 sok proteini—-60 (Hsp—60) ile 1s1 sok proteini—-70 (Hsp—70)
ekspresyonlari {izerine olan etkileri incelenmistir.

Kromun 3* degerlikli gesitli organik formlar tip 2 diyabetle miicadelede alternatif bir
yontem olarak genis 6l¢iide kullanilmaktadir [35-37]. In vivo yapilan bir¢ok calismada organik
kromun insiilin baglanmasini, insiilin reseptorlerinin sayisini, insiilin internalizasyonu ve beta
hiicre hassasiyetini arttirdig1 ortaya konmustur [35, 36, 41]. Genetik olarak insiilin direnci olan
bir rat modelinde CrPic uygulanan bir bagka calismada ise; insiilin reseptorii araciliiyla krom
tarafindan iletisimin arttirilarak insiilin etkisinin olumlu yonde gelistirildigi bildirilmistir [50].
Storlien ve arkadaslarinin [81] bulgularina gore yagli beslenme sonucunda ratlarin insiilin
direncinde artis oldugu bilinmektedir. Insiilin direnci ve hiperinsiilineminin ikisinin birden tip 2
diyabeti etkiledigi belirtilmistir.

Glukoz seviyelerinde artis goriilmesi, tip 2 diyabette insiilin salgisindaki azalma ya da
defekt sonucunda ortaya cikan en tipik belirtidir. Bu ¢alismada, 6zellikle CrHis+STZ verilen ve
yiiksek yagh diyetle beslenen grupta, STZ verilen ve yiiksek yaglh diyetle beslenen gruba oranla
belirgin bicimde kan glukoz seviyelerinde diisme oldugu gozlenmistir. Diisikk krom
konsantrasyonuna bagli olarak insiilin, glukoz ve lipit metabolizmasindaki azalma ile iligkili
olarak kardiyovaskiiler riskler artis gostermektedir [39, 82]. Yapilan pek ¢ok calismada kromun
glukoz diizeyini diistirdiigi belirtilmistir [35-37, 52]. Nitekim, Sahin ve arkadagslarinin [35]
yaptig1; yagh beslenen ve STZ uygulanan ratlara Cr-pic verilerek glukoz konsantrasyonlarinin
belirgin bicimde diisiiriildiigii calismanin bulgulariyla ¢alismamizin sonuglar1 paralellik arz
etmektedir. Ayrica CrPic uygulamasi yapilan bir¢ok farkli caligmada elde edilen indirgenmis

kan glukozu seviyelerine iliskin verilere de uymaktadir [33, 36].
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Bu aragtirmada, Kontrol+CrHis ve HFD+CrHis gruplarinda kontrol grubuna oranla
insiilin diizeyleri artmistir. HFD+STZ+CrHis grubunda da HFD+STZ grubuna oranla daha
yiiksek insiilin seviyeleri tespit edilmistir. Ravina ve arkadaglar1 [36], 114 Tip 2 diyabet hastasi
iizerinde 200 mcg/giin dozunda CrPic uyguladiklari c¢aligmada hastalarin serum insiilin
diizeylerinde iyilesmeler elde etmislerdir. Goto-Kakizaki diyabetik ratlar1 ve Sprague-Dawley
ratlarina 4 haftalik Cr-Pic uygulamasi sonucunda glukoz tolerans ve insiilin duyarlilik testleri
uygulanmis; diyabetik gruplarda kan glukoz seviyeleri ve insiilin diizeyleri normal ratlara
yaklagmistir [83]. Baska bir ¢calismada da oral yoldan verilen Cr-pikolinatin hiperinsiilinemik
obez ratlarda glukoz yikimina katkida bulunurken, insiilin hassasiyetini de arttirdigi ancak
kontrol gruplarinda bir degisime neden olmadigi gosterilmistir. Ayni1 ¢aligmada obez ratlarda
ayrica plazma lipit seviyelerinde de Cr-pic uygulamasinin olumlu etkileri belirlenmistir [53].
Diger bir calismada ise diyabetik bireylerde dolasimdaki insiilinin diizeyleri CrPic uygulamasi
ile diistiriilmiistiir [36].

Malondialdehit (MDA) lipit peroksidasyonunda ortaya ¢ikan bir iiriindiir ve doku ya da
plazmada meydana gelen oksidatif stresin seviyesinin belirlenmesinde kullanilir. Oksidatif stres,
diyabet ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinin patogenezinde 6énemli rol alir. Enzimatik
olmayan glikozilasyon, otooksidatif glikozilasyon, sorbitol yolu aktivitesi, antioksidan savunma
sistemindeki cesitli degisiklikler, hipoksi gibi nedenler diyabette oksidatif stresi artiran
mekanizmalardir [84]. Calismalarda elde edilen veriler; hiperglisemik durumlarda gozlenen
artmis oksidatif stres ve bunu izleyen oksidatif hasarin serbest oksijen radikallerinin (ROS)
olusumunun ana kaynaklarindan olan mitokondride meydana geldigini gostermektedir. Gelisen
glukoz oksidasyonu sonucu asirt iiretilen serbest radikaller antioksidan savunma sistemini
etkileyerek hiicre tahribatina yol agmaktadir [71]. Bu ¢alismada, yiiksek yagli diyetle beslenen
ratlarda beyin MDA diizeyi artmig, CrHis uygulamasi ile beyin dokusundaki MDA diizeyi
diismiistiir. Ayrica MDA diizeylerinin STZ uygulanarak yiiksek yagl diyetle beslenen grupta
CrHis verildiginde belirgin bicimde diistiigti gozlenmistir. Diyabet olusturulmus ratlarda beynin
farkli kisimlarinin alinarak MDA diizeylerinin ol¢iildiigii bir ¢calismada diyabetik gruba oranla
kontrol ve iyilestirici madde verilen grupta MDA diizeylerinin belirgin bi¢imde azaldig
gozlenmistir [69]. Preuss ve arkadaslari [20] hepatik tiyobarbutirik asit-reaktif madde
olusumunun ratlarda krom pikolinat ve krom nikotinat verildiginde geriledigini bildirmislerdir.
MDA seviyelerindeki diisiis, kromun insiilinotropik etkisi sayesinde epinfrinin inhibe edilmesi
ile ilgili olabilir. Sahin ve arkadaslarinin calismasinda [35], biyokimyasal degerlerde saptanan
boyle degisimlerin krom pikolinatin insiilin etkisi iizerine olan stimiile edici etkisinden dolay1
olabilecegi bildirilmistir. Benzer bigcimde ¢alismamizda elde edilen biyokimyasal degerlerin

olumlu degisimleri de CrHis suplemaninin benzer etkisinden dolay: olabilir.
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Enzim kaynakli antioksidanlara 6rnek olarak mitokondrial sitokrom oksidaz, siiperoksit
dismutaz  (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-Stransferaz,
hidroperoksidaz sayilabilir [84]. Glutatyon (GSH) metabolizmada iiretilen ve serbest radikallere
kars1 siipiiriicti etkisi olan tripeptid yapida (glisin-sistein-glutamik asit) bir antioksidan olup
savunma sisteminde hiicrelerin kullandigi en etkili elemanmidir [85]. Beyin dokusu GSH
seviyelerinin ¢alisma gruplarimizdan 6zellikle yiiksek yagh diyetle beslenen gruplarda ve STZ
uygulanarak yiiksek yagli diyetle beslenen gruplarda krom histidinat (CrHis) verildiginde;
CrHis verilmeyen gruplarina oranla daha yiiksek miktarda oldugu goriilmiistiir. Diyabet
olusturulmug ratlarda beynin farkli kistmlarinin alinarak glutatyon (GSH), diizeylerinin
ol¢iildiigli bir ¢alismada diyabetik gruba oranla kontrol ve etken madde verilen grupta GSH
diizeylerinin belirgin bicimde daha yiiksek oldugu saptanmustir [69]. Ayrica diyabetik
hipertansif ratlarla yapilan baska bir calismada kullanilan etken madde sonucunda beyin
dokusunda vaskiiler endoteliyal permeabilitenin artmasi sonucu antioksidan sistem olumlu
yonde etkilenerek GSH ve siiper oksit dismutaz (SOD) aktivitesinde artis tespit edilmistir [86].

Tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a), agirlikli olarak makrofajlarda iiretilen bir yangi
markeri olup, yag doku, iskelet kasi, endoteliyal hiicreler ve diger insiiline hassas dokularda
kinaz aktivitelerini inhibe ederek insiilin iletisim yolu boyunca hiicreler arasi insiilin
sinyalizasyonuna zarar verir [33]. Obez hayvanlarla yapilan ¢alismalarda, yag dokuda asir
miktarda olusan TNF- o’ nin insiilin direncinin olusmasinda 6nemli bir aracit molekiil oldugu
daha once bildirilmistir [70]. Yaptigimiz ¢alismada proinflamatuar sitokinlerden ve akut ya da
kronik yangida onemli bir belirleyici olan TNF-a’ ya bakildiginda; ratlarin beyin dokularinda
olusan TNF- a diizeylerinin, STZ uygulanarak yagli beslenen gruplarda CrHis verildiginde
belirgin bicimde diistiigii gozlenmigtir. Wistar irki geng ratlarin yiiksek yagh diyetle 39 giin
boyunca beslendigi bir calismada, yagli beslenme soniucunda deney hayvanlarinin gesitli
dokularinda kontrol grubu hayvanlara gore TNF-a seviyelerinde belirgin artis oldugu
bildirilmistir [87]. Obez hastalarla yapilan bir caligmada prediyabetik ve diyabetik obez
bireylerde obez olmayan kontrol grubuna goére belirgin bicimde yiiksek TNF-a seviyelerine
rastlanmistir [88]. Jain ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitiillen bir ¢calismada [33] diyabetik ratlara
Cr-Pikolinat ve Cr-Nikotinat supleman1 sonucu plazma TNF-a seviyeleri diyabet grubuna
oranla anlamli bicimde diisiis gostermistir.

Dolasimdaki inter 16kin—6 [IL-6] seviyelerinin obezite, glukoz intoleransi ve diyabetin
her iki tipi gibi insiilin direncine yol acan durumlarda arttig1 bildirilmistir [33, 89]. Ayrica IL-6
diizeylerinin dogrudan yag doku ve insiilin direnciyle de iligkili oldugu bildirilmistir [66]. Tip 2
diyabette yanginin 6nemli bir bagka belirleyicisi olan IL-6’nin ¢aligma gruplarimizdaki ratlarin

beyin dokularinda olusan diizeylerine bakildiginda; yagli beslenen gruplarda ve STZ
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uygulanarak yagli beslenen gruplarda CrHis verildiginde IL-6 diizeylerinde anlamli 6lciide
diisiis oldugu gozlemlenmistir. Bu durum diyabetik ratlara Cr-pikolinat ve Cr-nikotinatin ayr1
ayr1 uygulanarak IL-6 seviyelerinde anlamli 6l¢iide bir diistis gozlenen Jain ve arkadaglarinin
[33] yaptig1 calismada elde edilen sonuglarla ortiismektedir. Ayrica baska bir caligmada; obez
pre-diyabetiklere oranla obez diyabetlilerin serum IL—6 seviyelerinin belirgin bigimde yiiksek
oldugu bildirilmistir [88].

Oksidatif stresin tip 2 diyabette ve diyabetle ilgili komplikasyonlarin patogenezinde ana
rol oynayan unsurlardan biri oldugu bildirilmektedir. Boylesi stres durumlarinda hiicrelerde
yanit olarak antioksidan iiretimi ve protein yikimiyla birlikte, fonksiyonel saperon gereksinimi
ve dolayisiyla ekspresyonu artis gosterir [90]. Yaptifimiz ¢alismada gruplarimiza ait beyin 1s1
sok proteini 60 (Hsp—60), ekspresyonu incelendiginde 6zellikle yiiksek yagl diyetle beslenen ve
diyabetik olan grupta istatistiksel olarak anlamli diizeyde krom histidinat (CrHis) uygulamasinin
beyin Hsp—60 ekspresyonu diizeylerinde gerileme sagladigi gozlenmistir. Yapilan bir caligmada
ratlarda hiperglisemik iskemi reperfiizyon sonucunda beyinde Hsp—60 ile Hsp—70 protein
seviyelerinde normoglisemik ratlara oranla artis olustugu tespit edilmistir [91]. Kronik stres
sonucunda mikro besin gereksinimleri etkilenmektedir. Diyetsel alinim azaldigi takdirde
eksiklik belirtileri ortaya c¢ikar ki bu durum esansiyel bir mikro besin olan krom icin
orneklendirilmistir. Insanlarda krom metabolizmasini etkileyen stres durumlari olarak; glukoz
yiiklemesi, yiiksek oranda basit seker iceren diyetlerle beslenmek, akut ve kronik egzersiz ile
fiziksel travma sayilabilir [60].

Calismamizda ayrica gruplarin beyin 1s1 sok proteini 70 (Hsp—70) ekspresyon diizeyleri
incelendiginde; uygulama yapilan gruplardan yiiksek yaglh diyetle beslenen ve STZ uygulanan
grup ile yalnizca yiiksek yagh diyetle beslenen grupta da kendi aralarinda istatistiksel olarak
belirgin anlamlilikta 1s1 sok protein ekspresyonlarinda gerileme oldugu goriilmiistiir. Yamagishi
ve arkadaslarinin [92] STZ verilerek diyabet olusturulan ratlarda yaptiklar1 bir ¢alismada, stres
proteinlerinden Hsp—105, Hsp—90 ve Hsp—70 ekspresyonlari incelenmis ve bu caligma
sonucunda diyabetik ratlarin karacigerinde kontrole oranla Hsp—70 seviyelerinde normal siirecte
indirgenme olsa da beyin dokusunda boyle bir durum gézlenmemistir. Baska bir ¢calismada, tip
2 diyabette vaskiiler bir komplikasyon olan nefropatolojik durumdaki tip 2 diyabet hastalarinda
Hsp-60 ve Hsp-70 diizeylerinin; intraselliiler pro-oksidatif durumda yiikseldigi bildirilmistir
[90].

Krom formlarinin her ¢alismada umulan mutlak fayday:r gostermedigine iliskin kanitlar
mevcuttur. Calismamizda kontrol grubu ratlar ile kontrol+CrHis grubunda bir¢ok parametrede
herhangi bir degisim goriilmemistir. Cr-pikolinatin beden kitle indeksleri oldukga fazla olan

ancak diyabetli olmayan metabolik sendromlu insanlara 1000 pg/giin olarak verildigi yakin
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zamanli bir calismada, hastalarda Cr-pikolinat yalnizca insiilinin glukoza karsi olan akut
yanitinda belirgin artis gostermis, ancak viicut kitlesi, serum lipitleri, yangi parametreleri ve
glukoz metabolizmasinin oteki parametreleriyle oksidatif srese karsi herhangi bir fayda
saglamamustir [93]. Ancak organik krom formlarimin (CR*), tip 2 diyabet ile miicadelede ¢oklu
olumlu ozelliklerini gosteren calismalarin sonuglar1 agiktir ve insanlardaki absorpsiyonu goz
oniine alindiginda Cr-Histidinat basta olmak {iizere farkli organik krom formlariyla ¢ok sayida
ve ¢ok yonlii aragtirmalar yapmak gerekmektedir.

Sonug olarak, yaglh diyetle beslenen ratlarda ve deneysel diyabet olusturulmus yagh
diyetle beslenen ratlarda CrHis uygulanmasinin, serum insiilin diizeylerini arttirdigi ve kan
glukoz diizeylerinde olumlu etki sagladigi, beyin dokusunda oksidatif etkiye karsi koruyucu etki

saglayarak yangi parametrelerinde ve stres yanitinda iyilesmeler sagladig tespit edilmistir.
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