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OZET

STREPTOZOTOSIN iLE INDUKLENMIS DiYABETIiK RATLARDA
KROM HISTIDINATIN NF-kB, Nrf2 VE Akt PROTEINLERININ
EKSPRESYONU UZERINE ETKIiLERIi

Degisik organik formlar1 bulunan kromun son yillarda yapilan caligmalar
sonucunda tip 2 diyabet hastaliginda insiilin duyarliligmi, insiilin reseptor sayisini,
glukoz tutabilme yetenegini artirdigi ve oksidatif stresi azaltarak diyabet ve

komplikasyonlarmnin 6nlenmesinde katki sagladig: bildirilmektedir.

Bu calismada, insanlarda diger krom suplemanlarindan daha iyi emilime
sahip oldugu bildirilen krom histidinatin (CrHis); yiiksek yaglh diyet (HFD) ve
streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulmus ratlarda bobrek dokusundaki NF-«xB,
NrF2 ve AKT proteinlerinin ekspresyonu iizerine olan etkileri arastirilmistir. Bu
amagcla ortalama agirliklar1 200 gr (180-220 gr) olan, 8 haftalik yasta toplam 28 adet
Wistar albino cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar her grupta 7 hayvan bulunacak sekilde
4 gruba ayrildi. (i) Enerjinin % 12’si yaglardan olusan standart diyetle beslenen grup
Kontrol grubunu (K), (ii) Standart diyet ve CrHis i¢cme suyu ile birlikte giinliik 110
mcg/kg verilen grup K+CrHis grubunu, (ii1) HFD ile beslenen ve 2 haftadan sonra
streptozotosin (STZ) (STZ, 40 mg/kg 1.p.) verilen grup (HFD+STZ) grubunu (iv),
HFD ile beslenen ve 2 haftadan sonra streptozotosin (STZ) (STZ, 40 mg/kg i.p.)
enjekte edilen ve CrHis (gilinlik 110 mcg/kg) verilen grup HFD+STZ+CrHis
grubunu olusturdu. Arastirma 12 haftada sonuglandirildi. HFD+STZ uygulanan
grupta kontrol grubuna goére NF-«xB diizeyleri artis gosterdi. HFD+STZ+CrHis
grubunda ise HFD+STZ uygulanan gruba gore NF-kB diizeyleri anlamli 6lgiide
azaldi1 (p<0,05). HFD+STZ uygulanan grupta kontrol grubuna gére Nrf2 diizeyleri
azalirken, HFD+STZ+CrHis grubunda ise HFD+STZ uygulanan gruba goére Nrf2
diizeyleri anlamli 6l¢iide artt1 (p<0,05). HFD+STZ uygulanan grupta kontrol grubuna
gore Akt diizeyleri azalirken, HFD+STZ+CrHis grubunda ise HFD+STZ uygulanan
gruba gore Akt protein ekspresyon diizeyleri anlamli 6l¢iide artt1 (p<<0,05).

Sonug olarak yagli diyetle beslenen ve deneysel olarak diyabet olusturulan

ratlarda krom histidinat verilmesi; bobrek dokusunda NF-kB protein ekspresyon
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diizeylerini azaltip, Nrf2 ve Akt protein ekspresyon diizeylerini de artirarak diyabet
ve diyabetin komplikasyonlarindan olan diyabetik nefropatinin gelisiminin

onlenmesinde destek sagladigi gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: Tip 2 Diyabet, Krom histidinat, NF-kB, Nrf2, Akt



ABSTRACT
EFFECTS OF CHROMIUM HISTIDINATE ON THE EXPRESSION OF
NF-xB, Nrf2 AND Akt PROTEINS IN A RAT MODEL OF
STREPTOZOTOCIN-INDUCED DIABETES

It has been reported in recent studies that in type 2 diabetes various organic
form of chromium is capable of improving insulin sensitivity, insulin receptor
number, glucose uptake of cells and diminishing oxidative stress and by these ways
contributes to prevent diabetes and is complications.

In this study, effects of chromium histidinate (CrHis), which previously
reported as more absorbtive by human than the other chromium forms, on NF-«kB,
Nrf2 and Akt protein expression on the kidney tissue of the diabetics rats by high fat
fed (HFD) and experimentally diabetes induced by streptozotocin (STZ), were
researched. 28 male wistar albino rats used in this study mean weight was 200 gr
(180-220 gr) and age was 8 week. Rats were divided into 4 groups that contain 7
animals. (1) 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
concomitantly received CrHis 110 mcg CrHis/kg body weight per day was assigned
as C+CrHis group, (ii1) The group which fed as HFD but were injected with STZ on
day 14 (STZ, 40 mg/kg i.p.) was assigned as HFD+STZ group, (iv) The group
which fed as HFD and after two weeks injected STZ concomitantly supplemented
with 110 mcg CrHis/kg body weight per day was assigned as HFD+STZ+CrHis
group. The research finished in 12 weeks. HFD+STZ group had higher NF-«xB levels
than control group. In HFD+STZ+CrHis group, NF-xB levels had diminished
significantly in comparison to HFD+STZ group (p<0,05). Nrf2 levels had diminished
in HFD+STZ group in comparison to control group, on the other hand increased
significantly in HFD+STZ+CrHis group comparison to HFD+STZ group (p<0,05).
Akt levels had diminished in HFD+STZ group in comparison to control group; these
levels increased significantly in HFD+STZ+CrHis group comparison to HFD+STZ
group (p<0,05).

In conclusion, in the kidney tissue of the rats that were under high fat fed and

diabetic by STZ administration; CrHis suplementation diminished the NF-kB protein
vi



expression and increased Nrf2 and Akt protein expression. By this way CrHis
supports the prevention of diabetes and its complication, such as diabetic
nephropathy.

Keywords: Type 2 Diabetes, Chromium Histidinate, NF-xB, Nrf2, Akt

vil



ICINDEKILER
BASLIK
ONAY
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
TABLOLAR LISTESI
SEKILLER LIiSTESI
KISALTMALAR LISTESI
1. GIRIS
1.1. Diabetes Mellitus
I.1.1. Tanim
1.1.2. Epidemiyoloji
1.1.3. Tani
1.1.3.1. Oral Glikoz Tolerans Testi
1.1.4. Diabetes Mellitus Siniflamasi
1.1.4.1. Tip 1 Diabetes Mellitus
1.1.4.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus Patogenezi
1.1.4.2. Tip 2 Diabetes Mellitus (NIDDM)
1.1.4.2.1. Tip 2 Diabetes Mellitusun Etiyolojik Siniflandirmasi
1.1.4.2.2. Tip 2 Diabetes Mellitus Patogenezi
1.1.5. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlar1
1.1.5.1. Diabetes Mellitusun Akut Komplikasyonlar1
1.1.5.1.1. Diyabetik Ketoasidoz (DKA)
1.1.5.1.2. Hiperosmolar Hiperglisemik Sendrom (HHS)
1.1.5.1.3. Laktik Asidoz
1.1.5.1.4. Hipoglisemi
1.1.5.2. Diabetes Mellitusun Kronik Komplikasyonlar1

viil

11
iii
iv
vi

viii
xi
xii

xiii

O 0 0 9 N Bk WD =

e e e e T e
NN N == = O



1.1.5.2.1. Mikrovaskiiler Komplikasyonlar
1.1.5.2.1.1. Diyabetik Nefropati
1.1.5.2.1.2. Diyabetik Retinopati
1.1.5.2.1.3. Diyabetik Noropati
1.1.5.2.2. Kronik Makrovaskiiler Komplikasyonlar
1.2. Krom ve Diyabet
1.2.1. Kromun Tip 2 Diyabette Insiilin Direncine Etkileri
1.2.2. Krom ile Insiilin Arasindaki Molekiiler Etkilesim Mekanizmasi
1.2.3. Histidin Aminoasiti ve Krom Histidinat
1.2.4. Organik Kromun Etkileri
1.2.5. Cr-Histidinat ve Diger Organik Krom Formlarinin Emilimleri
1.2.6. Krom Toksisitesi
1.3. Niikleer Faktor Kappa B (NF-«xB)
1.3.1. Tanim, Yapist ve Aktivasyonu
1.3.2. NF-xB’nin Fonksiyonu
1.3.3. NF-xB ve Diyabet
1.3.4. NF-xB ve Bobrek
1.4. Niikleer Faktor Eritroid 2 - Related Faktor 2 (Nrf2)
1.4.1. Nrf2’nin Yapis1 ve Fonksiyonlar1
1.4.2. Nrf2 Aktivasyonunun Molekiiler Mekanizmalar1
1.4.3. Nrf2 ve Diyabet
1.4.4. Nrf2 ve Bobrek
1.5. Akt (Protein Kinaz B)
1.5.1. Akt Tanimi
1.5.2. Akt’nin Yapist
1.5.3. Akt’nin Regiilasyonu
1.5.4. Akt’nin Fonksiyonlar1
1.5.5. Akt ve Insulin

X

12
12
13
13
13
14
15

17
17
19
20
21
21
22
22
23
24
24
25
26
27
27
27
27
28
29
30



2. MATERYAL VE METOD
2.1. Hayvan Materyali
2.2. Arastirma Gruplar1
2.3. Orneklerin Hazirlanmasi
2.4. Laboratuar Analizleri
2.4.1. SDS-PAGE Analizleri
2.4.2. Western Blot Analizleri

2.5. Istatistiksel Analizler

3. BULGULAR
3.1. Bobrek Dokusundaki Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB) Proteini
Ekspresyonu

3.2. Bobrek Dokusundaki Nikleer Faktor Eritroid 2 - Related Faktor 2
(Nrf2) Ekspresyonu

3.3. Bobrek Dokusundaki Akt (Protein Kinaz B) Proteini Ekspresyonu
4. TARTISMA VE SONUC
5. 0ZGECMIS

33
33
33
34
34
34
34
35

36

36

37

40
65



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.

Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.

TABLOLAR LiSTESI

Diabetes mellitusun tani kriterleri

Tip 2 DM i¢in yliksek risk gruplari

ADA 1997, 2004 ve WHO 1999 raporlarmna gére bozulmus glikoz
metabolizma kriterleri

Diabetes Mellitusun Etiyolojik Siiflandirilmasi

Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlar1

Insanlar i¢in &nerilen giinliik alinmasi gereken yeterli krom miktari
Deney Hayvanlarina Verilen Standart ve Yiiksek Yagh Yemlerin

Bilesimi

xi

10
19

33



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.

SEKILLER LIiSTESI

Insiilin Potensiyalizasyonunda Kromun Etki Sekli

Insiilin Potensiyalizasyonunda Krom ve LMWCr Iliskisi
Protein Kinaz B/Akt yolunun aktivasyonu ve iglevleri

Calisma gruplarina ait bobrek dokusu NF-«kB diizeyleri

Calisma gruplarina ait bobrek dokusu Nrf2 diizeyleri

Calisma gruplarina ait bobrek dokusu Akt diizeyleri

Calisma gruplarina ait bobrek dokusu NF-kB, Nrf2, Akt bantlar1

xii

16
16
28
36
37
38
39



KISALTMALAR LiSTESI

ADA : Amerikan Diyabet Cemiyeti
AGE : Ileri Glikasyon Son Uriinleri

Akt : Protein Kinaz B

ARE : Antioksidan Cevap Elementi

Cr : Krom

CrHis : Krom Histidinat

CrPic : Krom Pikolinat

DAB : Diaminobenzidin

DAG : Diagilgliserol

DKA : Diyabetik Ketoasidoz

DM : Diabetes Mellitus

FIGlu : N-formiminoglutamati

GAD : Glutamik Asit Dekarboksilaz
GDM : Gestasyonel Diabetes Mellitus
GLUT-4 : Glukoz Tastyic1 Protein 4

GSK : Glikojen Sentaz Kinaz

GS : Glikojen Sentaz

GTF : Glukoz Tolerans Faktor

HbAlec : Hemoglobin Alc

HDL : Yiiksek Dansiteli Lipoprotein
HFD : Yiiksek Yag Igeren Diyet

HHS : Hiperosmolar Hiperglisemik Sendrom
1A, : Tirozin Fosfataz

ICAM-1 : Interceliiler Adhesion Molecule-1
ICA : Islet Cell Antibodies

IDDM : Insiiline Bagiml Diabetes Mellitus
IFG : Bozulmus Aclik Glisemisi

IFN : Interferon

IGT : Bozulmus Glukoz Toleransi

1kB : Inhibitér Kappa B

xiil



IKK

IL

INIf2
IRS-1

P

v
LMWCr
MAPK
MODY
NF-kB
NK

NO

Nrf2
OGTT
PH

PiP3
Pi3K
PKC
ROS
SDS
SDS-PAGE
STZ
TNF-Alfa

: Inhibitér Kappa Beta Kinaz

: Interlokin

: Inhibitdr Nrf2

: Insiilin Reseptdr Substrat-1

: Intraperitoneal

: Intravendz

: Krom Igeren Diisiik Molekiiler Agirlikli Oligopeptid
: Mitojen Activated Protein Kinaz

: Maturity Onset Diabetes of The Young

: Niikleer Faktor Kappa B

: Natural Killer

: Nitrik Oksit

: Niikleer Faktor Eritroid 2 - Related Faktor 2

: Oral Glukoz Tolerans Testi

: Pleckstrin Homology

: Lipid Phosphotidylinositol 3,4,5,-Triphosphate
: Fosfotidilinositol Kinaz

: Protein Kinaz-C

: Serbest Oksijen Radikalleri

: Sodyum Dodesil Siilfat

: Sodyum Dodesil Siilfat Poli Akrilamid Jel Elektroforezi
: Streptozosin

: Timor Nekroz Faktor Alfa

X1V



1. GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus

1.1.1. Tamim

Diabetes mellitus ortak ozelligi hiperglisemi olan heterojen bir
metabolizma bozuklugudur (1).

Insiilin ~ sekresyonu ve/veya insiilinin etkisindeki bozukluklardan
kaynaklanan, hiperglisemi 1ile karakterize karbonhidrat, lipit ve protein
metabolizmas1 bozukluklar1 ve hizlanmis aterosklerozla birlikte, mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreden kronik, metabolik bir hastaliktir (2).
Belirgin hipergliseminin semptomlar1 poliliri, polidipsi, kilo kaybi, bazen de
polifaji ve gorme bozuklugunu igerir (3). Baz1 durumlarda diyabet, gestasyonel
diabetes mellitus (GDM) veya gebelikte goriilen glikoz intoleransi seklinde
kolaylikla fark edilebilir. Bazi kisilerde diyabet gelisme olasilig1 glikoz tolerans
anomalilerinden 6nce de tanimlanabilir (4).

1.1.2. Epidemiyoloji

Diabetes mellitusun taninmasi, erken donemde tani konmasi ve tedavi
programlarinin belirlenmesi i¢in hastaligin epidemiyolojik 6zelliklerinin bilinmesi
onemlidir (2). Diyabet epidemiyolojisi, bir disiplin olarak oldukca yeni bir
konudur. 1979 “National Diabetes Data Group” ve daha sonra 1980°de, World
Health Organization (WHO) Diabetes Mellitus kriterleri ve smiflandirmasinin
standardizasyonu toplantilarinda bu konu {izerinde de durulmustur. Son 20 yilda
diyabetin arastirma, bakim ve Onlenmesi i¢in epidemiyoloji ¢alismalar1 olduk¢a
hiz kazanmistir. Glinlimiizde diabetes mellitus birgok gelismis ve endiistrilesmekte
olan iilkeler i¢in epidemik bir hastalik olarak kabul gérmektedir. Giinlimiizde
genetik, cevresel, davranissal, sosyoekonomik ve kiiltiirel faktorlerin epidemiye
eklenmesi Ozellikle tip 2 DM prevelansinda artisa neden olmustur. Diabetes
Mellitus, diinyanin farkli bélgelerinde farkli oranlarda goriiliir. Diinyada en yiiksek
diyabet prevalansi Amerika’da yasayan Pima Kizilderilileri’nde olup, % 55
civarindadir. Gronland ve Alaska Eskimolarinda ise DM prevalansinin ¢ok diisiik
oldugu goriilmiistiir (5).

Tip 2 DM, diinya capinda goriilen en sik diyabet formudur. Uluslararasi

Diyabet Federasyonu verilerine gore 2000 yilinda 150 milyon olarak hesaplanan
1



diyabetik hasta sayisinin 2010 yilinda 220 milyona, 2025 yilinda ise 300 milyona
yiikselecegi ongoriilmektedir (6, 7).

Tirkiye’de genis ¢aplh ilk diyabet taramasi 1999-2000 yillarinda Tiirk
Diyabet Epidemiyoloji Calisma Grubu (TURDEP) tarafindan 20 yas ve iizeri
24788 kisi lizerinde yapilan caligmada diyabetin prevalansinin 20- 60 yas
arasindaki bireylerde % 7,2 bozulmus glikoz toleransi prevalansi ise % 6,7 olarak
bildirilmistir. 2000 y1l1 niifus sayimina gore 4,9 milyon diyabetli hasta bulundugu
ve her ii¢ diyabetliden birinin diyabetinin farkinda olmadigi saptanmistir.
Kadinlarda erkeklere gore daha fazladir. Sehirlerde, kirsal kesime gore diyabet ve
bozulmus glikoz toleransi daha sik olarak goriilmektedir (8).

1.1.3. Tam

Diabetes mellitus tanis1 konusunda oldukg¢a sik degisiklikler olmustur.
Amerikan Diyabet Birligi (ADA) ve Diinya Saglk Orgiitii uzmanlar1 tarafindan
yapilan paneller sonucunda en son gézden gecirilen ve uzlagsma saglanan tani
kriterleri yaymlanmistir (1). ADA’nin 2004 ve WHO’nun 1999 yili raporlarina
gore diabetes mellitusun tani kriterleri Tablo 1’deki gibidir (5, 9, 10).

Tablo 1. Diabetes mellitusun tani kriterleri

1. Klasik diyabet semptomlar1 (poliiiri, polidipsi ve ac¢iklanamayan kilo
kayb1) ile birlikte giiniin herhangi bir saatinde, son 0giin zamani dikkate
alimmaksizin, plazma glukoz konsantrasyonunun > 200mg/dl (11,1 mmol/L).

2. En az 8 saatlik aglik sonrasinda plazma glukoz diizeyinin > 126 mg/dl (7,0
mmol/L).
3. 75 gram glukoz kullanilarak uygulanacak olan Oral Glukoz Tolerans Testi

(OGTT)’nin 2.saat glukoz diizeyinin > 200 mg/dl (11,1 mmol/L) olmas:.

Eger aclik kan sekeri 100-125 mg/dl araliginda ise kiside bozulmus aglik
glukozu (IFG), OGTT sonrasi 2. saat kan sekeri diizeyi 140-199 mg/dl araliginda ise
kiside bozulmus glukoz toleransi (IGT) mevcuttur (9).

3. kriter olan OGTT nin rutin olarak uygulanmasi1 Onerilmez. Diyabet i¢in
yiiksek risk tasiyan bireyler (Tablo 2), tan1 amaghi olarak OGTT ile
degerlendirilmelidir (1, 3).



Tablo 2. Tip 2 DM i¢in yiiksek risk gruplart (1).

—

. Ailede diyabet 0ykiisii olmas1 (anne-baba veya kardeste tip 2 DM)

. Obezite (Viicut Kitle indeksi > 27 kg/m’, ideal vucut agirhgmdan % 20 fazlalik)
. Yas >45

. Irk, etnisite (Hispanik Amerikalilar, Pasifik adalilar, vs.)

. Gestasyonel diyabet veya makrozomi 6ykiisi ( > 4 kg)

. Polikistik over sendromu

. Daha once IFG veya IGT tanis1 alanlar

. Hipertansiyon (Kan basinct > 140/90 mmHg)

. Yiiksek dansiteli kolesterol (HDL) kolesterol degeri 35 mg/dl’den az

O 00 N N WD B~ W

ve/veya trigliserid degeri 250 mg/dI’den fazla olanlar.

ADA, 2004 yilinda ag¢lik plazma glikoz diizeyinde bir degisiklik yaparak alt
simir1 100 mg/dl’ye indirilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. ADA 1997, 2004 ve WHO 1999 raporlarina goére bozulmus glikoz
metabolizma kriterleri (9, 10)

ADA (1997)  ADA (2004)  WHO (1999)

Aclik > 126 mg/dl > 126 mg/dl > 126 mg/dl
Diyabet
OGTT 2. saat > 200 mg/dl > 200 mg/dl > 200 mg/dl
Aclik 110-125 mg/dl ~ 100-125 mg/dl  110-125 mg/dl
IFG
OGTT 2. saat < 140 mg/dl
IGT Aclik <126 mg/dl

OGTT 2.saat  140-199 mg/dl  140-199 mg/dl  140-199 mg/dl

1.1.3.1. Oral Glikoz Tolerans Testi

OGTT, sabah vaktinde, her zamanki fiziksel aktivite ve en az 3 giinliik sik1
bir diyet (> 150 gr giinliik karbonhidrat) yaptiktan sonra yapilmalidir. Test dncesi
gece boyunca 10-16 saatlik aglik olmalidir, fakat hasta su icebilir. Test sonucunu
etkileyebilen faktorler kaydedilmelidir (6rn. medikasyon, inaktivite, enfeksiyonlar).

Aclik kan 6rnegi alindiktan sonra, hastalar 5 dakikalik siire icinde 150-300 mL su ile
3



75 gr glikoz igmelidirler. Kan 6rnekleri testten 6nce (aglik) ve testin baslangicindan
sonra ikinci saatte alinmalidir (4). OGTT sonuglar1 Tablo 3.’de verilen kriterlere
gore yorumlanmalidir.

1.1.4. Diabetes Mellitus Siniflamasi

Diyabetin spesifik etiyolojiyle tanimlanan formlarmm artmasi lizerine 1997
yilinda, ADA diyabetin klinik klasifikasyon kriterlerini diizenleyip WHO’ya
sunmustur. Bu kriterler 1999 yilinda WHO tarafindan bir rapor halinde
yaymlanmistir. Yeni klasifikasyon etyolojiye dayanan 6zelliktedir. Bu siniflama ile
insiiline bagimli ve insiiline bagimli olmayan diyabet yerine Tip 1 ve Tip 2 diyabet
terminolojisinin kullanilmasi Onerilmistir. Diyabet 4 ana klinik gruba ayrilmistir.
Bunlar; Tip 1 DM, Tip 2 DM, diger spesifik diyabet tipleri ve gestasyonel DM
(GDM)’drr (11, 12).

2004 yilinda ADA, WHO’nin DM i¢in 1999°da kabul ettigi smiflandirmasini
daha da gelistirerek etiyolojisine gore yapilmis olan son siniflamasini yayinlamstir.
ADA’nin 2004’te kabul ettigi DM’m etiyolojik smiflandirmast Tablo 4’de
gosterilmistir (9).

Tablo 4. Diabetes Mellitusun Etiyolojik Smiflandirilmasi

I- Tip 1 Diyabet
B hiicre yikimi, ¢ogunlukla mutlak instilin eksikligi
a) Immunolojik
b) Idiopatik
II- Tip 2 Diyabet
Insiilin eksikligi ve agirlikli olarak insiilin direncinin veya insiilin salgi
bozuklugunun eslik ettigi genis bir spektruma kadar degisiklik gosterir.
I1I- Diger spesifik tipler
A) B hiicre fonksiyonunda genetik hata
1. Kromozom 12, HNF-1 a (MODY 3)
2. Kromozom 7, glukokinaz (MODY 2)
3. Kromozom 20, HNF-4 a (MODY 1)
4. Kromozom 13, insiilin-promotor faktér-1 (IPF; MODY 4)



5. Koromozom 17, HNF-1 b (MODY 5)
6. Kromozom 2, NeuroD1 (MODY 6)
7. Mitokondriyal DNA
8. Digerleri
B) Insiilin etki mekanizmasindaki genetik hatalar
1. Tip A insiilin rezistansi
2. Leprechaunizm
3. Rabson-Mendenhall Sendromu
4. Lipoatrofik diyabet
5. Digerleri
C) Ekzokrin pankreas hastaliklar1
1. Pankreatit
2. Travma/pankreatektomi
3. Neoplazi
4. Kistik fibrozis
5. Hemakromatozis
6. Fibrokalkiiloz pankreatopati
7. Digerleri
D) Endokrinopatiler
1. Akromegali
. Cushing sendromu
. Glukagonoma
. Feokromasitoma
. Hipertiroidizm

. Somatostatinoma

N N AW

. Aldesteronoma
8. Digerleri
E) Ilag veya kimyasallara bagl
1. Vacor
2. Pentamidin
3. Nikotinik asit
4. Glukokortikoidler



5.

Tiroid hormonu

6. Diazoksit

7. B adrenerjik agonistler
8. Thiazidler
9. Dilantin

10. Alfa-interfereron

F) Enfeksiyonlar

1.
2.
3.

Konjenital rubella
Sitomegaloviriis

Digerleri

G) Immun diyabetin bilinmeyen formlari

1.
2.
3.

““Stiff-man’’ Sendromu
Anti-insiilin reseptor antikorlari

Digerleri

H) Bazen diyabetin eslik ettigi diger genetik sendromlar

1.

O 00 N N WD B~ W N

Down sendromu

. Klinefelter sendromu

. Turner sendromu

. Wolfram sendromu

. Friedreich ataksisi

. Huntington koreas1

. Laurence- Moon-Biedl Sendromu
. Miyotonik distrofi

. Porfiria

10. Prader-Willi sendromu

IV- Gestasyonel diyabet (GDM)

1.1.4.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 (insiiline bagimli) diyabet (Insiilin-dependent diabetes mellitus, IDDM)

otoimmiin bir hastaliktir (13). Yasamin her doneminde goriilebilir, genellikle otuz

yasin altinda ortaya cikar. 10-15 yas grubunda daha sik goriiliir. Tiim diyabetlilerin
yaklasik % 7-10 olusturur (14).



Tip 1 diyabet, B hiicre destriiksiyonuyla seyreden diyabet formudur. Hayatta
kalmak i¢in insiiline ihtiya¢ vardir. B hiicre destriiksiyonu, otoantikorlarm kesin
olarak gosterilmesiyle erkenden yakalanabilir. Hastalik acik¢a taninir karakter
kazanmadan Once metabolik olarak normaldirler. Tip 1 diyabet, [ hiicre
destriiksiyonuna sebep olan otoimmun belirteclerden; glutamik asit dekarboksilaza
kars1 gelisen antikorlar (anti GAD), anti adacik hiicresi antikorlar1 “‘Islet Cell
antibodies (ICA)’ insiilin antikorlari, tirozin fosfotaz 1A-2 ve IA-2b
otoantikorlarinin varhigiyla karakterizedir. Bu antikorlardan bir veya daha fazlasma
sahip olan hasta tip 1A, immun-aracilikli tip 1 diyabet olarak siniflandrilir (5, 11,
12). Tip 1 diyabetin, otoimmun bozukluk ya da otoimmun antikorlarin olmadig1 bir
formuda vardir. Tip 1 diyabetin bu formunda, ketozis olmamasi ve kisinin yagamini
devam ettirebilmesi i¢in insiiline gereksinim duyulan ve hiperglisemiyle seyreden
ilerleyici bir hastalik siireci vardir. Bu form, tip 1B veya idiyopatik diyabet olarak
adlandirlir (11).

Tip 1 diyabetik hastalarda, ¢ok diisiik veya tespit edilemeyen insiilin ve C-
peptid diizeyleri vardir. Tip 1A diyabetli hastalar ¢ogu zaman; graves, hashimato,
addison, vitilligo ve pernisyoz anemi gibi otoimmun hastaliklarla beraberlik
gosterirler (5, 11). Tip 1B veya idiyopatik diyabetli hastalar diisiik insiilin ve C-
peptid seviyeleriyle seyreder. Bu tiir hastalar ketoasidoza egilimlidirler. Bu hastalarin
biiylik kesimi Afrika ve Asya kokenlidirler. Bunlar epizodik ketoasidoz tablolariyla
sik karsilagirlar ve genelde insulinopeninin patogenetik zemini agiklanamamaktadir
(11, 12).

1.1.4.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus Patogenezi

Tip 1 diyabet etiyopatogenezinden sorumlu bir¢ok etiyolojik faktor
tanimlanmaistir.

a) Genetik Faktorler: Tip 1 diyabette genetik faktorlerin 6nemli olmasina
ragmen spesifik bir genetik gecis sekli tespit edilememistir. Diyabetlilerin
kardeslerinde tip 1 diyabet genel popiilasyona gore yaklasik 15 kat daha fazla
goriiliir. Baz1 HLA haplotipleri tip 1 diyabet ile iliskili bulunmustur. Tip 1 diyabetli
vakalarm % 90-95°1 DR3 ve/veya DR4 Class 11 HLA molekiilii eksprese ederler.



b) Beta Hiicre Immiintoleransinin Bozulmasmma Neden Cevresel
Faktorler: Beta hiicrelerinde immun toleransin bozulmasma neden olan etkenler
toksinler, viriisler ve bazi gida maddeleridir.

c) Beta Hiicrelerine Yonelik Hiicre Aktivasyonu: Viriisler veya toksinlerle
dogal yapis1 bozulan beta hiicreleri, sitokinlerle (IFN-a, IFN-g, TNF-a, nitrik oksit
(NO), IL-1 vb.) salarak ya da antijenik peptidlerle immiin sistemi uyarir. Bunun
sonucunda destriiktif insiilitis baslatilir.

d) insiilitis ve Beta Hiicre Oliimii: Ge¢ faz immiin aktif dénemde,
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve inflamasyon siireci insiilitis olarak nitelendirilir.
Adaciklar1 6nce makrofajlar CD8 sitotoksik T lenfositleri daha sonra CD4
lenfositlert TH1, NK (Natural Killer) hiicreleri ve B lenfositleri infiltre eder ve
destriiksiyona ugratir. Hastaligin baslangic yasi kii¢iik olanlarda, puberte doneminde,
sekonder infeksiyonlarda ya da kiz cocuklarinda destriiksiyon daha hizlidir.
Destriiksiyon hizi hastaligin ortaya ¢ikis yasi ile ters orantilidir.

e) Beta Hiicre Otoantijen ve Otoantikorlar: Tip 1 diyabetin heniiz
semptomlar1 ve klinik siireci baslamadan Beta hiicre antijenlerine karsi olusan
otoantikorlarin tespiti preklinik siirecte tani konulmasi acgisindan biiyiik 6nem
tasimaktadirlar. Gliniimiizde sensitivite ve spesifitesi yiiksek, altin standart olarak
degerlendirilen li¢ otoantikor; ICA (Adacik hiicre antijeni), anti GAD (Glutamik asit
dekarboksilaz) ve IA2 (Tirozin fosfataz) otoantikorlaridir (15-19).

1.1.4.2. Tip 2 Diabetes Mellitus (NIDDM)

Tip 2 diyabet yaygin olmasi1 ve komplikasyonlarindan dolay1 giinlimiizde en
onemli mortalite ve morbidite nedenlerinden biridir. Tip 2 diyabetliler, tiim
diyabetiklerin % 85’ine yakimimi olusturmaktadir (19). Genellikle uzun siirebilen
asemptomatik bir donem olabilir. Yakinmalar genellikle 45 yas civarinda baslar.
Kronik komplikasyonlar ilk tani konuldugunda ¢ogu zaman vardir (2).

1.1.4.2.1. Tip 2 Diabetes Mellitusun Etiyolojik Simiflandirmasi

A- Insiilinin Etkisine Gore

1- Glikoz klirensinde intraselliiler defektler
2- Insiilin reseptor fonksiyonunda bozukluklar
a) Insiilin reseptdr antikorlar

b) Insiilin reseptér mutasyonu (kromozom 19 p)
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3- Insiilin yapisinda bozukluk
a) Insiilin gen mutasyonu (kromozom 19 p)
b) Proinsiilinin insiiline doniisiimiinde bozukluk
4- lyatrojenik
a) Glikokortikoidler
b) Biiylime hormonu
¢) Nikotinik asit
d) Digerleri
B- Insiilin Sekresyonuna Gore
1- Sinyal defekti: Glikokinaz mutasyonu (kromozom 7p)
2- Beta hiicre kitlesinin yikimi
a) Otoimmun beta hiicre yikimi
b) Pankreatit
c¢) Diger sebepler
C- Bilinmeyen Patogenez
1- Malniitrisyon DM
2- Kistik fibrozis
3- Talasemi
4- Hemakromatozis
D-Smiflandirilamayanlar: Insiilin  sekresyon ve etkisinde bilinmeyen
nedenlerle azalma (2).
1.1.4.2.2. Tip 2 Diabetes Mellitus Patogenezi
Tip 2 diyabet patogenezinde beta hiicre fonksiyon bozuklugu, insiilin direnci
ve hepatik glikoz iiretimi artis1 rol oynar. Temel bozukluk olarak insiilin direnci ve
/veya insiilin eksikligi 6n plandadir (2, 4). Beta hiicre fonksiyon bozuklugu veya
inslilin  direnci olugsmasinda yas, etnik farkliliklar, obezite ve diyabetin
heterojenitesinin kismen de olsa belirleyici oldugu ileri siiriilmektedir (20). Tip 2
diyabetin patogenezinde genetik olarak kontrol edilen faktorler insiilin direnci ve
bozulmus insiilin sekresyonu olup bunlardan hangisinin primer agirlikta rol oynadigi
heniiz belli degildir. Aile Oykiisii hemen hepsinde vardir. Hastalik heniiz tek bir
genetik sebebe baglanilamamistir. Son yillarda, primer defektin hiperinsiilinemi

oldugu ve insiilin direncinin hiperinsiilinemiye bagli olarak olustugu
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diistiniilmektedir. Hiperinsiilineminin glikojen sentezini veya nonoksidatif glikoz
kullanimini bozarak insiilin direncine yol acabilecegi ileri siiriilmektedir (21).

1.1.5. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlar1

Diyabet, akut ve kronik komplikasyonlarla seyreden bir hastaliktir. Uzun
siireli diyabet kapilleri, arteriolleri yapan vaskiiler hiicreleri ve bazal membranlar1
etkileyip tim damarlarda bozukluk olusturur. Tim mikrovaskiiler yapilar
etkilenmesine karsin klinik olarak sadece retina, renal glomertil ve biiyiik sinirlerdeki
patolojiler kendini gosterir (4). Diabetes mellitusun akut ve kronik komplikasyonlar1

gruplar halinde belirlenmistir (Tablo 5) (22, 23).

Tablo 5. Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlar1

AKUT KOMPLIKASYONLAR
1. Diyabetik ketoasidoz (DKA)
2. Hiperosmolar hiperglisemik sendrom (HHS)
3. Laktik asidoz
4. Hipoglisemi
KRONIK KOMPLIKASYONLAR
Makrovaskiiler komplikasyonlar
a. Diyabetik kalp hastaligi
b. Periferik arter hastalig1
c. Serebrovaskiiler hastalik
Mikrovaskiiler komplikasyonlar
a. Diyabetik ndropati
b. Diyabetik nefropati
c. Diyabetik retinopati
Diger komplikasyonlar
a. Diyabetik ayak
b. Diyabetik gastroenteropati
c. Genitotiriner bozukluklar

d. Erektil disfonksiyon
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1.1.5.1. Diabetes Mellitusun Akut Komplikasyonlari

1.1.5.1.1. Diyabetik Ketoasidoz (DKA)

DKA, ciddi ve Oliimciil bir komplikasyon olup, dolasimdaki insiilin
seviyesinin eksikligi ile mutlak veya rolatif glukagon fazlaligindan olusur.
Hiperglisemi (> 300mg/dl), hiperketonemi, ketoniiri ve metabolik asidoz (kan pH<
7,3 veya serum bikarbonat diizeyi< 15 mg/L) ile karakterize akut metabolik
dekompansasyondur. Dolasimda 6lgiilebilir diizeyde insiilin olsa dahi mevcut insiilin,
hiperglisemi, ketoz ve asidozu onleyememektedir. Ayrica glukagon, katekolaminler,
kortizol ve biiylime hormonu seviyelerinin yilikselmesi de, insiilin eksikliginin
siddetlenmesine neden olmaktadir. Ozellikle tip 1 DM’l1 hastalarda goriilen, énemli
bir morbidite ve mortalite nedenidir. Tip 2 DM’l1 hastalarda da goriilebilir. Tip 1
DM’11 hastalarda yillik % 2-5 oraninda DKA olugsmasina ragmen; tanimin gecikmesi,
hipokalemi gibi tedavi ile ilgili komplikasyonlar veya birlikte goriilebilen ve
presipite edici sepsis gibi kosullar nedeniyle halen % 1-10 oraninda Oliimle
sonuclanabilmektedir. Yaslhlarda, hipotansiflerde ve baslangic hiperglisemisi ile
iiresi ¢ok yiiksek olan pH’s1 diisiik olan olgularda mortalitesi daha yiiksektir (22,
24, 25).

1.1.5.1.2. Hiperosmolar Hiperglisemik Sendrom (HHS)

Literatlirde hiperosmolar nonketotik koma, diyabetik hiperosmolar kosul,
hiperosmolar nonasidotik diyabet gibi degisik isimlerle tanimlanmistir. Cogu kez
koma tablosunun goriilmemesi ve ciddi hipogliseminin de komaya neden olmasi
nedeni ile Onceleri koma tanimlanmasi yapilirken 1994°den beri bu ifadeden
uzaklagilmistir. HHS, hiperosmolarite (Sosm > 320 mOsm /kg), ciddi hiperglisemi
(glikoz > 600 mg/ dl), cok derin dehitratasyon, hafif asidemi (pH > 7,3, HCO3 > 15
mEq/L) ile karakterizedir. Genellikle, ketozsuz olarak bilinirse de pek ¢ok hastada
hafif metabolik asidoz vardiwr. Ketozun derecesi aglik ketozu ile aynidir. Hafif
ketoniiri ve ketonomi goriilebilmektedir. Ancak cogu kez ketozun belirlenememis
olmasi, major keton cismi olan beta-hidroksibiitiratin, asetoastat1 belirleyen
nitropurisid reaksiyonu ile dlgiilememesi nedeniyledir. HHS, genellikle tip 2 DM’l1
hastalarda goriliir. Hastalarin ¢ogu orta yasin iizerinde olup belirgin bir yas ve cins

fark1 yoktur. Olgularin yaris1 dnceden tanisi olan ve oral antidiabetik tedavi alan
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hastalar iken yaris1 ise hastaligm ilk belirtisi seklinde ortaya c¢ikar. Cogunda
tetikleyici faktorler mevcuttur. Pnomoni, tiriner sistem infeksiyonlari, sepsis gibi
akut infeksiyonlar hastalarm % 32-62’inda hazirlayict kosuldur (22, 23, 25).

1.1.5.1.3. Laktik Asidoz

Laktik asidoz daha c¢ok hastane kosullarinda sik goriilen metabolik bir asidoz
tablosudir. Ciddi hastaligi olan bireylerde oksijen dagilimmin veya kullanimmin
yetersizligi sonunda olusur. Her ne sebeple olursa olsun; laktik asit birikimi, laktat
iretimi ile kullanimi arasindaki dengenin bozulmus oldugunu gdésterir. Kan laktat
diizeyi genellikle 5 mmol/L’yi asmaktadwr (22). Laktik asidozlu vakalarm %
50’sinden fazlas1 mortalite ile sonlanmaktadir (8).

1.1.5.1.4. Hipoglisemi

Diyabetin en sik goriilen akut komplikasyonudur. Genellikle plazma glikozu
45 mg/dl altina indiginde tan1 konulsa da hastalarin onceki kan sekerleri yiiksekse
daha yiiksek degerlerde de klinik fark edilebilir (25). Tip 1 diyabette erken donemde
goriilmeye baslarken tip 2 diyabette ise baslangicta sik goriilmez. Hastalik ilerledikce
ve hastada insiilin yetersizligi olustuk¢a siklik artar. Her yas grubunda goriilmekle
beraber insanlarin ¢ogu orta yas grubu veya daha yashilardir. Diizensiz gida alimu,
ilag etkilesimleri, ilag metabolizmasinin azalmasi ve bobrek yetersizligi ile olusan
azalmig instlin klirensi hipoglisemi i¢in risk olusturmaktadir. Diyabetiklerde
hipoglisemi hemen daima tedavinin bir yan etkisi olarak ortaya cikmaktadir.
Hipoglisemi, siklikla insiilin kullanan diyabetiklerde goriilirken siilfoniliire
kullananlarda da nadirde olsa ortaya cikmaktadir. Hipoglisemi kalict ndrolojik
sekellere sebep olabilecek ciddi bir komplikasyondur. Trombosit agregasyonunu
arttrrarak  diyabetin  vaskiiler komplikasyonlarim1 daha da agirlastirabilir.
Hipoglisemilerin  tekrar etmesi gercek glisemi kontroliiniin saglanmasini
onlemektedir. Dolayisiyla agresif tedaviye ragmen komplikasyonlar gelisebilir (26).

1.1.5.2. Diabetes Mellitusun Kronik Komplikasyonlar

1.1.5.2.1. Mikrovaskiiler Komplikasyonlar

1.1.5.2.1.1. Diyabetik Nefropati

Diyabet nefropatisi terimi, diabetes mellitus’ta bobrekte olusan bozukluklarin
tamamini ifade eder. Nefropati biiylik ve kiiclik damarlardaki patoloji sonucu olusur.

Diabetes mellitus’taki patolojik degisiklikler, intrarenal ve ekstrarenal arterlerin
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aterosklerozu ve glomertiller kapiler yumagindaki mikroanjiyopati sonucu olusur.
Ozellikle bat1 iilkelerinde, terminal bobrek yetmezliginin esas nedeni diyabetik
nefropatidir. Diyabetik nefropatinin tip 1 ve tip 2 DM’de hemen hemen ayn1 oranda
goriiliir. Tip 1 DM’lu hastalarin % 30-40’1nda diyabetik nefropati goriiliir. Cogunda
hastaligin baslangicindan sonraki 10 yil i¢inde Onemli derecede renal hasar
olusmaktadir. Diyabetik nefropatisi olanlarin % 50-60’mnda tip 2 DM vardir. Tip 2
DM’l1 hastalarda nefropati prevalansi toplumsal verilere dayanan ¢alismalara gore %
5-10 dur, bunun nedeni bu hastalarin uzun bir subklinik hiperglisemi yasamis
olmalaridir (27). Tip 2 DM de hastalik siiresinin daha kisa ve kardiyovaskiiler
mortalitenin daha yliksek olmasi nedeniyle renal hastaliktan 6liim daha azdir (23,
28).

1.1.5.2.1.2. Diyabetik Retinopati

Gelismis iilkelerde, 20-75 yaslar1 arasindaki insanlarda baslica korliik nedeni
diyabettir. Diyabetiklerde diyabetik olmayanlara gore 20 kat daha fazla korliik
goriilmektedir. Hastaligin 15. yilindan itibaren goriiliir. Tip 1 DM’ hastalarin % 10-
15’inde ve tip 2 DM’ hastalarinda bunun yaris1 kadarinda korliik vardir. Diyabetin
tipt ne olursa olsun diyabetik retinopatinin derecesi hastaligin siiresi ile orantili
olarak artar. Diyabetin siiresi 5 y1l oldugunda % 20-25, 10 y1l oldugunda % 50-70, 15
yildan sonra % 95°e ulasir (28). En onemli risk faktorii kotii glisemik kontroldiir.
Ayrica mevcut renal hastalik, mikroalbliminiiri varlig1 ve dislipidemi de ilave risk
faktorleridir (23).

1.1.5.2.1.3. Diyabetik Noropati

Tam sirasinda tip 2 diyabetik hastalarin % 7-8 oraninda diyabetik ndropati
vardir. Hastaligin 25. yilinda bu say1 % 50’ye kadar ¢ikar. Diyabetik hastalarin %
50’sinde semptomatik, ciddi olarak yasam kalitesini diisiiren noropati vardir.
Diyabetik ndropatinin monondropati, simetrik polindropati ve otonom ndropati
olmak tizere {i¢ tipi vardir. Vazo nervorumlarin hastaligt monondropatiye neden
olurken, otonom ndropati ve polindropatinin ise metabolik nedenlerle olustugu kabul
edilmektedir (28).

1.1.5.2.2. Kronik Makrovaskiiler Komplikasyonlar

Diyabet ateroskleroz igin risk faktoriidiir. Ateroskleroz riski kontrolsiiz

diyabetlilerde fazladir. Ek olarak bulunan insiilin rezistansi, obezite hipertansiyon,
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hiperkolesterolemi ve hipertrigliseridemi bu riski daha da arttrrr (23). Tip 2
diyabetiklerde makrovaskiiler komplikasyonlar 6liimlerin % 80 nedenidir ve bunlarin
da % 60’1 koroner kalp hastaligindandir (28). Tip 2 diyabetiklerde daha Onceki
hiperglisemi, diyabetik komplikasyon riski ile iliskilidir. Glikoz regiilasyonu i¢in bir
gosterge olan HbAlc’deki herhangi bir diislis, komplikasyon riskinde azalma ile
orantihidir. HbAlc’de % 1 oraninda azalmanin tiim komplikasyonlarda % 21,
diyabetle iligkili tiim Oliimlerde % 27, myokard infarktiisinde % 14 ve
mikrovaskiiler komplikasyonlarda % 37 oraninda azalma sagladigi gosterilmistir
(29).

Diyabetin ~ komplikasyonlari, insiilin ~ homeostazisi ~ ve  enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stresin bir sonucu
olarak meydana gelmektedir. Diyabetin gelisimi ve onlenmesinde diyet 6nemli bir
rol oynamaktadir. Insanlar ve kemirgenlerde yiiksek yagl diyet; hipertansiyon,
dislipidemi, insiilin direnci, metabolik bozukluklar ve obeziteye neden olabilir (30,
31). Yiksek yagh diyet sadece enerji metabolizmasinda degil ayni zamanda
karaciger, bobrek ve beyin fonksiyonlarinda da degisiklige sebep olur. Diyabette
karbonhidrat, lipit ve protein mekanizmalar1 etkilenir  (32). Bu metabolik
degisiklikler bircok dokuda hasara ve sonucunda bobrek gibi bir¢ok dokuda insulin
direncine sebep olur (33). Diyabette bobrek hasari ile ilgili bircok mekanizma 6ne
stirtilmiistiir. Yiiksek yagl diyet ayni zamanda renal lipit birikimi ve renal hasara yol
acmaktadir (34).

Cinko, selenyum ve krom gibi bir¢ok mikroelement ile kronik hastaliklar
arasinda bir etkilesim vardir. Insulin metabolizmas1 bozulmus diyabetiklerde bu
elementlerin dikkat g¢ekici bir sekilde degisim gosterdigi gozlenmistir. Diyabetli
hastalarda normal insanlara gére daha diisiik krom, selenyum ve ¢inko diizeyleri
biitlin kan ve plazma iiriinlerinde tespit edilmistir (35-38).

Kan sekerinin diizenlenmesinde basrol oynayan hormon insiilin hormonudur.
Kromunda insiilinin etkisini artirdigi ve dolayist ile antidiyabetik etkileri oldugu
deneysel olarak olusturulan tip1 ve tip 2 diyabetiklerde bildirilmektedir (39).

1.2. Krom ve Diyabet

Krom, eser element olarak ilk defa 1959 yilinda tanimlanmistir. Beyaz

kristalize yapili bir element olan kromun, biyolojik sistemler igerisinde en fazla
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bulunan formu, stabil ve (+3) degerlidir. Karbonhidrat, protein ve lipit
metabolizmalarinda 6nemli fonksiyonlar1 olan krom, memeliler i¢in temel besin
maddelerinden biridir (40). Kromun insiilinin etkisini artirdigi ve dolayist ile
antidiyabetik etkileri oldugu bildirilmektedir (39). Organizmada kromun etkisi,
insiilin ile ¢ok yakin iligki icerisindedir. Deneysel krom eksikligi, insiiline duyarli
dokularda hormona olan cevabin azalmasina neden olmustur. Krom ve insiilin
arasindaki etkilesimin insiiline duyarli dokunun hiicre membraninda olduguna
inanilmaktadir. Burada krom, muhtemelen bir ti¢lii kompleks olusturarak insiilinin
reseptorleriyle birlesmesinde baslangic tepkimesini siddetlendirmektedir. Yapilan
calismalarda normal glikoz toleransinin goriilmesi i¢cin kromun temel bir element
oldugu saptanmistir (41-43).

1.2.1. Kromun Tip 2 Diyabette Insiilin Direncine Etkileri

Tip 2 diyabette pankreasta yeterli insiilin iiretilmesine ragmen tam olarak
bilinmeyen nedenlerden dolay1 insiilin etkin olarak kullanilamaz ve hiperglisemi
olusur. Ozellikle obezlerde kas ve diger dokulardaki insiilin direnci hastaligin
olusmasini saglar. Krom eksikliginde viicut glikozu enerjiye doniistiirme yetenegi
bozulur ve insiiline duyulan ihtiya¢ artar (44). Diyetle takviye edilen kromun
insiiline duyarlh hiicrelerdeki krom igeren diisiik molekiiler agirlikli oligopeptidin
(LMWCr), artisin1 sagladigi bildirilmistir. Bu oligopetid insiilin reseptoriine
baglanarak, insiilinin aktive ettigi tirozin kinazin aktivitesini artirrr ve insiilin
reseptor substrat-1 (IRS-1) ile glikoz tasiyici proteinin (GLUT4) fosforilasyonunuda
saglar (45, 46).

1.2.2. Krom ile insiilin Arasindaki Molekiiler Etkilesim Mekanizmasi

Insanlarda yapilan calismalar krom pikolinatin (CrPic) tip 2 diyabetli obez
populasyonlarda glikoz kullaniommi ve insiilin hassasiyetini arttirdigint  6ne
sirmektedir. Az sayida c¢alisma CrPic’mn kan glikozunu insiilin sekresyonunu
arttrmadan diisiirdiigiinii ve CrPic’in daha ¢ok insiilin duyarlayic1 olarak dikkate
alindigm gostermektedir (38, 47, 48). Krom pikolinat insiilin duyarliligmi
artrmanin yaninda diyabetin komplikasyonlar1 da azaltabilmektedir (49). Sekil. 1 ve

Sekil. 2°de kromun insiilin potensiyalizasyonundaki molekiiler etkisi gériilmektedir.
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Sekil 1. Insiilin Potensiyalizasyonunda Kromun Etki Sekli (36).
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Sekil 2. Insiilin Potensiyalizasyonunda Krom ve LMWCr Iliskisi (50).

Krom (Cr), fosforilasyonunu artirip reseptorlerin insiilin - duyarliligm,

insiilinin baglanmasini ve insiilin resptorlerinin sayisinida artirir (47). Glutatyonun,

glisin ve sisteinin insiilinin sikica baglanmasinda rol oynadiklar: bildirilmistir. Krom;

sonradan bir Cr"-glutatyon-nikotinat kompleksi oldugu bildirilen ve glikoz tolerans

faktorii (GTF) olarak adlandirilan molekiilin primer bilesenidir. Ayrica bir
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oligopeptid olan diisiik molekiiler agirlikli krom baglayict maddenin (LMWCr);
kromik iyonlar tarafindan koordine edilen bir sistein-aspartat-glutamat kompleksi
oldugu kanitlanmistir (42). Transferrin proteininden serbest birakilan krom; LMWCr
tarafindan yakalanir. Boylece transferrin iizerinde inaktif halde bulunan kromodulin
(apo-chromodulin), aktif duruma geger (holo-chromodulin). Daha sonra LMWCr’nin
inslilin sinyalizasyonunun ¢ogaltilmasina katkida bulundugu ve bunuda tirozin
aktivitesini artirarak yaptigi diisiiniilmektedir (48).

1.2.3. Histidin Aminoasiti ve Krom Histidinat

Histidin esansiyel bir aminoasittir. Histidin metabolizmada deaminasyonla ve
hidrolize olarak n-formiminoglutamati (FIGlu) olusturur (51). Folik asit, suda
coziinebilen B9 vitaminin diger adidir. Eksikliginde gebelikte kansizlik meydana
gelir. FIGlu ekskresyon testi folik asit eksikliginin tanisinda kullanilan bir testtir.
Folik asit eksikligi olan kisilere histidinden zengin diyet verildiginde ozellikle
idrarda FIGlu miktarinda artis kaydedilmistir, koordineli olarak folik asit
verildiginde ise dokulardaki histidin diizeylerinin yeniden eski seviyelerini aldigi
belirlenmistir (47, 51, 52). Histidinin hemoglobinin % 10’unu olusturdugu
bilinmektedir. Histidinin diyetsel alimi1 azaldiginda ya da {iriner kayb1 ¢ok arttiginda
kansizlik meydana gelir. Normal kosullarda diyetle alinan histidin anemi olusumunu
engeller. Histidinin glomeriillerdeki infiltrasyonunun diger bazi aminoasitlerle
karsilagtirildiginda daha yiiksek diizeyde oldugu bildirilmistir. Dokulardaki
absorbansida oldukga giicliidiir (52, 53). Krom histidinat (CrHis), krom mineralinin
histidin aminoasitiyle olusturulmus organik bir kompleksidir. Bu bilesimin
glivenilirligi ve kan dolagiminda yiliksek oranda absorbe oldugu arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir (49).

1.2.4. Organik Kromun Etkileri

Kromun dort ticari bigimi vardir, bunlar: krom kloriir, krom mayasi, krom
nikotinat (niasinat ) ve krom pikolinattir. Hepsi de kromun + degerlikli formlaridur.
Nikotinat ve pikolinat sentetik komplekslerdir. Yalnizca Krom Pikolinatin, 1999
yilinda ABD’de 500 milyon dolarlik satis1 gerceklesmistir (54). Tip 2 diyabetik
insanlarda heniiz tam ispatlanmasa da zamanla krom potansiyelinde bir diisiis
olabilmektedir. Bunun nedeninin artan iiriner krom kayb1 oldugu diistiniilmektedir.

Heniiz tam olarak anlasilamasada glikoz metabolizmasinda kromun roliiniin bir
17



insiilin kofaktorii oldugu hipotezi varsayilmaktadir (55, 56). Obez ve insiilin direnci
olan ratlara krom verilmesi, insiilin etkisini arttirabilmektedir. Krom ayrica
instilinden bagimsiz fosforilasyon ve 5’-adenozin monofosfat-aktiflestirici protein
kinaznin (AMPK) aktivasyonu GLUT4’lin translokasyonunu saglar. Krom
pikolinatmn (CrPic), AMPK’y1 harekete gecirdigi belgelendiginden dolayr CrPic’in
AMPK’y1 lipogenezi baskilamak ve yag asidi oksidasyonunu uyarma amagli
aksiyonu icin major bir sinyal olarak kullandigi anlagilmaktadir. CrPic aliminin
iskelet kasinda glikoz alimimini arttirdigi ispat edilmistir (38, 57, 58).

Ayrica son yapilan bir calismada (59) Metil-B-siklodekstrinin 6n uygulama
yapildig1 ve Oncesinde diisiik plazma membran kolesterolii ve artan GLUT4 yer
degisimine sahip hiicrelerde, krom etkisinin eksikligi rapor edilmistir. Hiicre
seviyesindeki bu bulgular; in vivo ¢alismalarda gdézlenen krom eklenmesi ile artan
glikoz tolerans1 ve diisen kolesterol dongii seviyeleriyle tutarlilik arz etmektedir
(60). Onceki bildirimlerde kromun; beta hiicre hassasiyetini, insiilin baglanma,
insiilin reseptor sayist ve insiilin internalizasyonu arttirdigi ortaya konmustur (47).
Krom, insiilin baglanisin1 degistirmeden veya reseptorii depolarize eden tirozin
fosfatazi, inhibe etmeden diisiik insiilin dozlarmna karsin insiilin reseptoriiniin tirozin
fosforilasyonunu arttirmaktadir. Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda kromun glikoz
tutulumunu arttirdigini gostermistir (61).

Krom komplekslerinin optimal insiilin aktivitesinde ve normal karbonhidrat
ve lipit metabolizmasinda gerekliligi belirlenmeden 6nce (47) baslangigta diyetsel
almmmi ¢ok diisik (% 0.5-2, swasiyla 10-40 pg/gilin) olan biyoyararlanimlarinin
arttirilmasi amaciyla sentezlenmistir (62). Krom ve glikoz metabolizmasi arasindaki
iliski ve kromun gerekliligi ilk olarak 1950’lerde krom mayasmin laboratuar
hayvanlarinda diyabeti Onlediginin bulunmasiyla rapor edilmistir (63). Tip 2
diyabetik insanlarin ne kadar krom almasi gerektigi heniiz belirlenmemis olmakla
beraber insanlar i¢in gilinliik 6nerilen giivenli ve yeterli organik krom miktarlarna ait

oranlar Tablo 6’da belirtilmistir (64).
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Tablo 6. insanlar i¢in dnerilen giinliik alinmasi gereken yeterli krom miktar1 (97)

Yenidogan ve  Erkekler = Kadmlar  Gebeler = Emzirenler

Yas Aralig Cocuk (ng/gin)  (ng/giin)  (pg/gin)  (pg/glin)
(ng/giin)
0-6 aylik 0,2 - - -
7-12 ayhik 5,5 - - - -

1-3 yas 11 - - - -

4-8 yas 15 - - - -
9-13 yas - 25 21 - -
14-18 yas - 35 24 29 44
19-50 yas - 35 25 30 45
50 > yas - 30 20 - -

1.2.5. Cr-Histidinat ve Diger Organik Krom Formlarinin Emilimleri

Cok sayida bildirimde kromun olumlu etkileri ortaya konmus olmasina
ragmen diyetsel krom alimmin optimum miktar1 ac¢ik degildir. Kromun plazma
tutulumunda artis meydana gelmesi durumlarinda; insanlari, deney hayvanlarini ve
ciftlik hayvanlarini kapsayan ¢ok sayida ¢alismada ¢ogunlukla glikoz, insiilin, lipit
ve bunlarla iligskilendirilen degiskenlerde iyilesmelere sebep oldugu ortaya
konmustur (65).

Tam olarak absorbe olan kromu gosteren yontem; kromun iiriner kaybinin
hesaplandig1 yontemdir. Bununla birlikte secilen denekler, diyetsel faktorler,
uygulamanin siiresi ve kullanilan krom suplemaninin formu sonuglarda ortaya ¢ikan
degisimler ile iligskilidir (49). Kromun farkli emilim diizeyi ya da kromdan
etkilenmedeki farkliliklar; kromun bir téropatik degil, mikro besin olmasmna bagl
olabilir. Bundan dolay1 krom eksikligi oan kisilerde kromdan yararlinim daha iist
diizeyde olmaktadir. Krom komplexlerinin ¢oziinmeleri yavas oldugu i¢in diger
elementlere goére krom ligantlarinin yer degisimi, ikamesi ya da degisim
reaksiyonlar1 ¢ok daha yavastir. Bu olaylar ¢ogu elementte mikro saniyelerde olurken
krom komplekslerinde saatleri bulmaktadir. Baz1 krom bi¢imlerinin diger formlara
oranla daha 1yi oranlardaemildigi bildirilmistir. Bu amagla kromun emilimi ile ilgili

Anderson ve ark. (49) yetiskin insanlar lizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada, degisik
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krom formlar1 misir nisastasiyla karistirilarak optimum absorpsiyonlari saglanmaya
calisiimistir. Bu calismada insan deneklere 200 ug Cr ve 400 mg nisasta igceren
kapsiiller ~ verilmistir. Yine aym c¢alismada 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. 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 olusturulmus ve absorpsiyonlari aymi caligmadaki Cr-klorit
diizeyinde olmustur. Ayni ¢alismada Cr-aminoasit komplekslerinden herhangi birine
histidin katildiginda absorpsiyon oraninda her seferinde artis oldugu bildirilmistir.
Kromun absorpsiyonunun insanlar ve kemirgenler arasinda bazi durumlarda
degisebilen absorpsiyon farkinin disinda ayrica diyete bagl oldugu da bildirilmistir.
Yapilan bir ¢alismada obez farelerin diyetlerine % 50 oraninda glikoz, fruktoz,
siikroz veya nisasta katilarak hayvanlarin dokularindaki krom tutulumu incelenmis
ve bu ¢alismada 6zellikle nisasta-Cr kompleksinin diger glikoz kaynaklarina oranla
cogu farkli dokuda krom seviyelerinin daha ytliksek oldugu bulunmustur (49, 66).

1.2.6. Krom Toksisitesi

Krom dogada daha cok 6 degerlikli olan hegzavalent formda bulunur.
Hegzavalent Cr endiistriyel krom kaplamaciliginda, kaynakcilikta, boyamada, celik
endiistrisinde kullanilir. Toksik etkisi, mutajenite ve karsinojenitesi ispatlanmistir.
Cok sayida ¢alismada hegzavalent kromun; oksidatif strese, DNA hasarina, apoptotik
hiicre Olimiine ve degismis gen ekspresyonuna neden oldugu gosterilmistir. 3
degerlikli trivalent Cr ise uygun insiilin fonksiyonunu saglamakta gorev yaparken,
normal protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasi i¢in gerekli oldugu goriilmiis ve
diyetsel bir supleman olarak kabul edilmistir (67).

Tabakhanede calisan 72 iscide serum ve idrar krom diizeyi Olciilmiis,
ortalama serum, idrar krom seviyeleri ve idrar krom/idrar kreatin oranlari, kontrol
grupla karsilastirildiginda tabakhanede caligsan iscilerde belirgin yiiksek bulunmustur.

Ayrica 1slak deri isleyen ve sikma boliimiinde ¢alisan iscilerde; tabakhanenin

diger boliimiinde calisan is¢ilerle karsilastirildiginda, serum krom seviyeleri ve idrar
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krom/idrar kreatin oranlar1 daha yiiksek bulunmustur. (+) 3 degerli krom, is¢ilerin
cildinden absorbe olduktan sonra hizlica idrarla atilmaktadir. Bu bulgu, pazartesi
sabahi alinan idrarlarin ortalama idrar krom/idrar kreatinin oranlarmnin, cuma aksami
alman orneklerle kiyaslandiginda, belirgin diisiik oldugu gercegine baghdir. Yapilan
baska bir c¢alismada; tabakhane iscilerinde idrar krom konsantrasyonu, idrar
krom/kreatinin orani ve giinlik krom atilimi, aym fabrikada c¢alisan mutfak
is¢ilerininki ile karsilastirildiginda belirgin derecede daha yiiksek bulunmustur.
Insanlarda, (+) 6 degerli kromun inhalasyonuna bagl toksik semptomlar
bildirilmistir. Bu semptomlar arasinda; nazal septumun iilserasyonu ve perforasyonu,
nazal mukozanin inflamasyonu, kronik bronsit ve amfizem yer alir. (+) 6 degerli
krom bilesikleri, alerjik kontakt dermatite ve akciger kanser insidansinda artisa neden
olabilir (68-70). Krom nikotinatin ratlar lizerinde 1 yil siiren ve 1000 pg/giin
oraninda olan insan dozuna esit ilavenin yapildigi bir ¢aligmada herhangi toksik
etkisi bulunmamistir (71). Ayrica krom pikolinat, 15 mg/kg/giin oraninda 20 hafta
boyunca ratlara supleman olarak verildiginde de hi¢ toksisite goriilmemistir (63).

1.3. Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)

1.3.1. Tamimi, Yapisi ve Aktivasyonu

Transkripsiyon faktor niikleer faktor kappa B (NF-xB) apopitozis ve
inflamasyon gibi patolojik olaylarda genlerin regiilasyonu ile ilgili olan dimerik
transkripsiyon faktoriidiir (72, 73). Transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor-kappa
B (NF-xB) bircok organ sisteminde klinik olarak o6nemli olan hastaliklarin
patofizyolojisinde kilit rol oynar. NF-kB protein ailesi memelilerde c-Rel, RelA
(p65), RelB, NF-kB1 ve NF-xB2 (p100) adl1 5 tiyeden olusur. Bunlar DNA baglama
aktivitesi, protein dimerizasyonu ve niikleer translokasyondan sorumlu korunmus,
Rel-homoloji alanini paylasir. Bu alt birimler NF-kB’nin transkripsiyonel olarak
aktif veya baskilayici sekillerini olusturan homodimerler ve heterodimerler meydana
getirirler. Inaktif NF-kB sitozolde, inhibitér protein olan IkB ile kompleks halinde
bulunur. Anahtar enzim olan ve iki regiilatuar IKK gama (y) (NEMO) alt birimi ve
enzimatik olarak aktif iki alt birim olan IKKa ve IKKf’dan olusan 1kB kinaz, belirli
bir membrana veya sitozolik reseptorlere ligand baglanmasi ile aktif hale geger.
Standart IKK aktivasyonu IKKp’ y1 kapsar ve 1kB’nin fosforilasyonu, IkB’nin NF-

kB’den ayrilmasi, ubikitinasyon ve en son inhibitoriin proteozomal yikimi ile
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sonuglanir. Bu yolak en sik prototipik heterodimerp50/RelA’ nin aktivasyonuna yol
acar. Alternatif IKK sinyal yolaginda IKKa aktive olur ve p52/RelB dimerlerinin
olusumuna yol acan p100°iin fosforilasyonu ve islenmesine neden olur. Aktivasyon
sonrasi, NF-kB dimerleri selektif hedef gen promoterlerine baglandig1 ve
transkripsiyonel aktivasyona aracilik ettigi veya bazi olgularda dogal ve kazanilmis
immiin yanitlar1 ilgilendiren ¢ok sayida (> 200) genin baskilandig1 yer olan
niikleusun i¢ine tasinir (74).

1.3.2. NF-kB’nin Fonksiyonu

Transkripsiyon faktorii NF-xB, karaciger de dahil olmak {izere her yerde
eksprese edilir ve inflamasyonla iligkili genlerin transkripsiyonel regiilasyonunda ¢ok
onemli rol oynar (75). NF-xB aktivasyonu hiicredeki immiin ve inflamatuar yanitin
amplifikasyonu ve diizenlenmesinde O6nemli rol oynar. NF-kB aktivasyonundaki
artis1, inflamasyondaki sitokin ve diger kemotaktik faktorlerin salininmindaki artis
takip eder (76). Sitokinlerin biliyiik bir boliimii NF-«xB yi aktive eder. Boylelikle
ROS iiretimini artirarak bir kisir dongili olusturular. Tip 1 DM gelisiminde; ROS
araciliklt NF-kB aktivasyonu biiyiik olasilikla pankreastaki 3 hiicre 6liimiine yol acan
otoimmiin siireci baslatip yayan merkezi sinyaldir (77).

1.3.3. NF-kB ve Diyabet

Iwasaki ve ark. (78) yaptig1 ¢alismada yliksek glukoz konsantrasyonunun,
karacigerde NF-kB bagimli genlerin transkripsiyonel aktivitesini aktive edecegini,
boylece proinflamatuvar/prokoagiilan proteinlerin asir1 miktarda iiretilibilecegini
diisiindii. Yapilan ¢alismada besi yerindeki glukoz konsantrasyonu artisinin NF-xB
bagiml transkripsiyon lizerine olan etkisini doz-yanit ve zaman iligkisi agisindan
incenledi. Glukoz konsantrasyonunda 6 saat siireyle artis; NF-kB lusiferaz
aktivitesini doza bagimli bir sekilde uyarmistir. Hiicrelerin ayn1 zamanda insiilinle (1
nM) de muamele edilmesi, bu etkiyi daha belirgin hale getirmistir. Glukoz
konsantrasyonunun 3 mM’den 24 mM’e cikartilmasi ile de bu etkinin % 40 arttig1
gozlenmistir. Bu sonuglar gostermektedir ki, yiiksek glukoz konsantrasyonu tek
basina, NF-kB bagimli transkripsiyon i¢in bagimsiz bir uyaricidir ve bu etki insiilin
varliginda daha belirgin hale gelmektedir (78).

Yiiksek konsantrasyondaki glukozun tek basma NF-«xB bagimlh

transkripsiyon iizerine olan etkisi, ortamda insiilin yoksa nispeten zayiftir. Halbuki
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instilin ile birlikte bu etkide bariz bir artis goriilmiistiir. Bu durum yiiksek
konsantrasyonda glukoz (hiperglisemi) ve yiiksek konsantrasyonda insiilin
(hiperinsiilinemi) kombinasyonunun diyabetli obez hastalarda daha yiiksek riske
neden olmasina benzemektedir. Dahasi, proinflamatuvar sitokinler (IL-1, TNF-a) ile
de NF-kB bagimli transkripsiyonun aktive edilmesi, metabolik sendromda goriilen
multipl risk faktdrlerinin integrasyonunda NF-xB ’nin anahtar rol oynadigi ihtimalini
disiindiirmektedir (78).

Glukozun kendisi, en azindan kismen, oksidatif stresi artwrarak
inflamasyon/koagiilasyonla  iliskili  proteinlerin  aktivasyonundan  sorumlu
goriinmektedir (78). Yiiksek glukoz diizeyinin, NF-kB yolunu aktive etmesinin
gercek mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Kronik hiperglisemi, ileri
glikolizasyon son iiriinlerinin (AGE) ortaya ¢ikmasina, bu da reaktif oksijen
iirtinlerinin (ROS) agiga ¢ikmasima neden olur, boylece NF-kB aktivasyonu saglanir
(79). Calismalar gosteriyor ki glikolizasyon son iirlinlerinin ve oksidatif stresin NF-
kB aktivasyonunu artirdig1 gésterilmistir (80-83). Ancak Iwasaki ve ark. (78) yaptigi
calismada yliksek glukoz etkisi 6 saatte dikkati ¢ekecek kadar erken donemde ortaya
cikmistir. Bu durumda AGE’nin rolii miimkiin goriinmemektedir (78).

Onceki ¢aligmalarda, vaskiiler endotel ve diiz kas hiicrelerinde, yiiksek glukoz
ile indiiklenen NF-«kB aktivasyonunda protein kinaz C’nin (PKC) rolii gosterilmistir
(84, 85). Hiperglisemi DAG sentezinin artirarak PKC yolunun aktivasyonuna neden
olur. PKC B-Izoformu diyabetik nefropati, retinopati ve kardiovaskiiler hastaliklarla
iligkilidir  (86-88). PKC yolunun hiperstimulasyonu vaskiiler endotel biiyiime
faktorii (VEGF), plazminojen aktivatorii inhibitori-1, NF-xB ve TGF-B artisina
sebeb olur. Bu da diyabetik komplikasyonlardaki PKC aktivasyonunu destekler.
Yapilan ¢alismalarm bazisinda STZ ile diyabet yapilan ratlarda PKC yolunun inhibe
edilmesi sonucunda diyabetik noropatinin geriledigi gosterilmistir (89, 90).

1.3.4. NF-kB ve Bobrek

Insan ve deneysel bobrek hastaliklarinda NF-«xB’deki niikleer translokasyon
artis1 gosterilmistir (91, 92). NF-xB’nin kronik nefropatideki rolii iizerine birgok
calisma yapilmistir (93). Aktive olmus NF-kB inflamasyon ile ilgili bir sira genin
ekspresyonuna neden olur. Bu genler sitokin ve adezyon molekiilleri ile iliskilidir.

Tiim bu olaylar bobrek hastaliklarinin patogenezinde 6nemli bir role sahiptir (94).
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Sonugta, kronik hipergliseminin komplikasyonu olarak mikrovaskiiler hasarin
yani sira, kisa siireli yiiksek konsantrasyondaki plazma glukozun da tek basma veya
diger risk faktorleri ile birlikte NF-xB aracilikli transkripsiyonun aktivasyonuna
neden oldugu belirlemistir (78).

1.4. Niikleer Faktor Eritroid 2 - Related Faktor 2 (Nrf2)

1.4.1. Nrf2’nin Yapisi ve Fonksiyonlar

Transkripsiyon faktorii Nrf2, ARE iliskili gen ekspresyonunda ve immun
cevapta merkezi bir diizenleyicidir. Nrf2-knockout farelerde bu koordine gen
diizenleyici programda bir eksiklik ortaya c¢ikmakta, oksidatif hasara ve kimyasal
karsinogeneze hassasiyet artmaktadir (95).

Nrf2 rutin olarak detoksifikasyonun oldugu bobrek, karaciger, barsaklar ve
karacigerde bolca eksprese edilir. Yeni olarak, Nrf2 ve bunun downregiilatuar
effektorlerinin intraseliiler redoks durumunun regiilasyonu ile akciger ve karacigerin
oksidativ stres ve kimyasal hasardan hiicreleri korumada kritik olarak Onemli
regiilatorler oldugu gosterilmistir (95, 96). Nrf2 knockout yapilmig farelerin akciger
dokusunun hiperoksik hasara daha duyarli oldugu gosterilmistir (97) ve Nrf2
eksikligi siddetli oksidativ stres ile erken embriyonik letalite ile sonu¢lanmaktadir
(98). ROS seviyesinin regiilasyonundaki roliiniin yaninda, yeni yapilan degisik
calismalar Nrf2 yolunun immiin ve inflamatuar prosesleri diizenledigini
gostermislerdir (99). Nrf2 defektli disi farelerde lupus benzeri otoimmiin nefritin
gelistigini bildirmiglerdir. Ayrica, Nrf2 defektli farelerin kutandz yara iyilesmesi
sirasinda daha uzun siire inflamasyon sergiledigi ve artmis bronsial inflamasyon
gosterdikleri ve de sigara dumani ile olusan amfizeme daha duyarli olduklar1
gosterilmistir (100). Bu datalar Nrf2 eksikligin ve sonucunda bozulan antioksdan
aktivitenin otoimmiin ve inflamatuar hastaliklara duyarliligi tespit etmede Onemli
oldugunu gostermektedir.

Nrf2, DNA’y1 hasara ugratarak karsinogenezi baslatabilen ksenobiyotiklere
kars1 koruyucu mekanizmada major bir rol oynar (101). Ksenobiyotik toksikanlar
ve reaktiv oksijen tiirleri (ROS) ile yapilan oksidan yaralanmalara karsi hiicresel
savunma sistemleri ise GSH iireten sistemleri [6rnegin glutamat sistein ligaz (GCL),
glutation rediiktaz], ve faz 2 ila¢ metabolize eden enzimleri (6rnegin glutation S-

transferazlar (GSRs)] igermektedir. Bu antioksidan enzimlerin c¢ogu Nrf2’nin
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kontrolii altindadir. Nrf2 CNC-bZIP transkripsiyon faktorlerin bir liyesidir (cap’n’
collar family of basic leucine-zipper) ve stoplazmada ki Kelch-like ECH iligkili
proteine baghdir (102, 103).

Ilag direncindeki roliiniin antioksidan enzimleri uyarmasi ile iliskili oldugu
bilinmektedir (104). INrf2 (Keapl ) fonksiyonun kaybi ile hiicrede Nrf2 birikimi,
metabolize edici enzimlerin aktivasyonuna ve ila¢ direncine neden olabilmektedir.
Bununla birlikte, Nrf2’nin neden oldugu ila¢ direncinin mekanizmasi net olarak
anlagilamamistir  (105). Oksidativ stres ve elektrofilik kimyasallar gibi stimulanlar
Keapl ile Nrf2’nin sekastrasyonunu bozarlar ve Nrf2’nin niikleer translokasyonuna
neden olurlar. Kiiclik Maf proteinleri veya diger losin zipper proteinleri ile
heterodimerizasyonu sonrasi, bunun hedef genlerinin promotorlarinda niikleer Nrf2
cis-acting antioksidan cevap elementine (cis-acting ARE) baglanir. Nrf2 disrupted ve
wild-tip farelerde gen ekspresyon profilinin karsilastirilmali calismalarinda, faz 2 ilag
metabolize eden genler gibi proteasome subunit genler ve antioksidan genlerin
indiiklenebilen ekspreyonunun regiilasyonunda Nrf2’nin 6nemli rolii aldigini
gosterilmistir  (106-108). Sonug olarak, Nrf2 disrupted fareler stres ve cevresel
kimyasallardan ~ kaynaklanan toksisitelere =~ daha  duyarhdirlar ve  Nrf2
antikansarojenite, ndroproteksiyon, ve anti-inflmatuar cevap gibi degisik sito-
proteksiyon i¢in anahtar bir faktordiir (109-112).

1.4.2. Nrf2 Aktivasyonunun Molekiiler Mekanizmalan

Nrf2’nin aktivasyonundan sorumlu molekiiler mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmak
icin bircok caligma yapilmaktadir. Nrf2’nin sitozolik bir inhibitérii tanimlanmustir.
Bu inhibitér INrf2 veya Keapl olarak adlandirilir. Hiicre oksidatif strese maruz
kaldiginda Nrf2, INrf2 komplexinden ayrilir ve ¢ekirdege gecer. Burada ARE iligkili
gen ekspresyonunu aktive eder (105, 113). Normal fizyolojik durumlar altinda,
Kelch-like erythroid CNC homolg (ECH)-iliskili protein 1 (Keapl) olarak bilinen
sito-iskelet baglanma proteini Nrf2’ye baglanir ve bu da bunun translokasyonunu ve
aktivasyonunu gosterir. Antioksidan enzimlerin Nrf2 ile olusan transkripsiyonel
aktivasyonundaki molekiiler —mekanizmalar tam anlagilmamasma ragmen,
Keapl’deki kritik sistein  rezidiiniin  kovalent —modifikasyonunun veya
oksidasyonunun Keapl-Nrf2 kompleksinin diskonneksiyonunu kolaylastirabilecegi

veya Nrf2’nin stabilitesini artirabilecegi hipoteze edilmistir (114, 115). Keapl de
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bulunan sistein rezidiisiiniin elektrofiller veya ROS ile tetiklenen degistirilmis
intraseliiler redoks durumunu tanmimak icin bir molekiiler sensor olabilecegi
disiiniilmektedir  (116). Keapl’deki thiol gruplarinin direkt oksidasyon veya
kovalent modifikasyonu yaninda, Nrf2-Keapl sinyali direkt olarak Nrf2’nin
posttranskripsiyonel modifikasyonu ile modiile edilebilinir. Protein kinaz C (PKC),
fosfoinositol 3-kinaz (PI3K), mitojen-activated protein kinazlar (MAPKSs) gibi
degisik kinazlar ile bunun serin ve treonin rezidiisiiniin fosforilasyonun Nrf2’yi
aktive ettigi gosterilmistir  (117). Ornegin, kemopreventif fitokimyasal (gidalarda
bulunup viicuda etki eden molekiiller) fenetil izotiosiyanat’in niikleusa Nrf2’nin
translokasyonunu kolaylastran ERK1/2 veya JNK’nin fosforilasyonunun artmasi
sonrasinda, Nrf2’nin fosforilasyonunu artirdigi gosterilmistir (118).

Yakin zamanda yapilan calismalar Nrf2’nin insan hastaliklarinin
patogenezinde anahtar rol aldigini gostermistir (99, 119).

1.4.3. Nrf2 ve Diyabet

Nrf2’nin diyabetteki koruyucu rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Yoh
ve ark. (120) STZ ile indiiklenmis diyabet olusturulan ratlardaki ¢alismasinin
sonuclari, hipergliseminin neden oldugu bobrek fonksiyon bozuklugunu onlemede
Nrf2’nin 6nemli bir rol oynayabilecegini ileri stirmiistir.

Yiiksek glukoz maruziyetinin neden oldugu oksidatif hasarla ilgili calismalar
olmakla beraber, bu caligmalarda Nrf2’nin potansiyel koruyucu rolii yeterince
calisiimamustir. Diyabetik hastalarda major vaskiiler lezyon olmadan c¢esitli sorunlar
gelisebilmektedir. Diyabetik kardiyomiyopati bu durumun Orneklerinden biridir.
Olusan bu tiir komplikasyonarin patogenezinde hipergliseminin oksidatif hasar
yoluyla hiicreler iizerine olan direkt toksik etkisinin rol oynadig: diisiiniilmektedir
(82). Nrf2 ilisili antioksidan cevap hiicre i¢i redoks homeostazini koruyan ve oksidaif
hasar1 smirlayan 6nemli bir hiicresel defans mekanizmasidir. Bu koruyucu roliine
ragmen, antioksidan enzimler ROS’un uyardig: sinyal iletim yollarin1 kapatabilirler.
Dolayisiyla, Nrf2 iliskili antioksidan cevap olumsuz sonucglarada yol acabilir. Pi ve
ark. (121) vyaptigr calismada Nrf2’nin, Ornegin glukoz oksidasyonunu
tetikleyebilecegi normal ROS/redoks sinyal mekanizmasini engelleyerek insiilin
sekresyonunda paradoks bir rol oynayabilecegini ileri siirmiislerdir. Diger yandan
Nrf2 beta hiicrelerini oksidatif hasar ve muhtemel hiicre 6liimiinden koruyarak

oksidatif stresin bozacagi insiilin sekresyonunu en aza indirir (121).
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1.4.4. Nrf2 ve Bobrek

Renal inflamasyon esnasinda bobrekte hiicre hiicre hasarini veya olimi
engelleyen 15d-PGJ2 (15-deoksi-prostoglandin-j2)’nin  Nrf2’yi aktive ettigi
gosterilmistir  (122). Bu sonu¢ renal inflamasyonda 15d-PGJ2’nin sitoprotektif
roliinde Nrf2’nin varligmin 6nemli bir faktér oldugunu ileri siirmektedir. Yine renal
parankim tiiblillerde yapilan inlamasyon c¢aligmalarinda, egzersiz sonrasi
antiinflamatuar IL-10 geninin ekspresyonu ile birlikte Nrf2 aktivitesinin arttigi
gosterilmistir (123).

1.5. Akt (Protein Kinaz B)

1.5.1. Akt Tanim

Akt (Protein Kinaz B) ilk olarak 1991°de tanimlanmistir. PKB veya Rac
seklinde de adlandirilmistir. Akt 60 kDa agirliginda bir serin/treonin kinazdir. Hem
protein kinaz C (PKC’nin kinaz bolgesine % 73 benzer) hem de protein kinaz A
(PKA’nmm kinaz bolgesine % 68 benzer) ile benzerliginden dolayr protein kinaz B
(PKB) veya RAC-PK (A ve C kinazi ile iliskili) adi verilmistir (124, 125). Akt
kemirgenlerdeki T hiicreli lenfomada onkogen v-akt’in retrovirus AKT8 doniigiimii
srrasinda tanimlanmistir  (126). Bu kinazi tarif etmek i¢in her ii¢ isimde
kullanilmaktadir. Akt, PI3K (Fosfotidilinositol Kinaz) icin hedeftir ve ¢esitli hiicresel
fonksiyonlarda anahtar rol oynar (127).

1.5.2. Akt’nin Yapisi

Akt, bir amino terminal PH (pleckstrin homology) alan1 ve karboksi terminal
katalitik alandan olusan serin treonin kinazdir (125). PH alan1 (aminoasid 1-106)
amino terminal regiilator alanin major parcasimi olusturur ki; 1-147 agiklikli
artiklardir ve Akt-homology (AH) domain olarak adlandirilir. Kinaz domain
hatirlayict proteinlerden sorumlu karboksi-terminal kuyruk bdlgesinde 148-411
artiklarma kadar uzanir (128). Akt’nin 4 isoformu vardwr. PKBa , PKBf, PKBf2 ve
PKBy. Ayrica PKBa, Aktl yada RAC-PKa olarak adlandirilir ve PKBf da, Akt2
yada RAC-PKP olarak adlandirilir (129-131). Akt  molekiilleri dimerizedir ve
amino terminal PH domain (129) yoluyla diger proteinlerle etkilesir. Akt’'nin Homo-
oligomerizasyonu phosphatidylinositol- 3,4-diphosphate ile etkilesince indiiklenir ve
Akt aktivitesi artar (132). Amino-terminal PH domainin biitiinliigli asil PI-3 kinaz

(PI3K) ve ayrica PI3K’nin belirli bagimsiz yolaklarinca, farkli growth faktorce
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Akt’nin in vivo aktivasyonu i¢in gereklidir (132, 133). Buna karsin Akt PH domain
hiicrelerde fazlaca yapilan insiilin reseptorlerinde okadaik asid ve insiilin tarafindan
Akt aktivasyonu i¢in gerekli degildir (134). Bu sonuglar gosterdi ki Akt PH alaninin
aktivasyonu hiicre tipi ve stimulasyona bagimhdir. Ornek olarak T lenfositlerdeki
Pi3K’nin aktif bir formu veya T hiicrelerindeki antijen reseptor ile baglanarak aktive
olmaktadir (135).

1.5.3. Akt’nin Regiilasyonu

Akt’m tam aktivasyonu i¢in Thr308 ve Serd4733’ln fosforilasyonu
gerekmektedir. Akt aktivasyonu; PGDF, EGF, insiilin, trombin, NGF gibi biliyiime
faktorlerini harekete gecirip hiicre hayatiyetinin devami, hiicre biiylimesi ve
farklilagsmasi, hiicre dongiisii, transkripsiyon, translasyon ve hiicre metabolizmasi
gibi bir ¢ok gorevde etkin olarak rol almaktadir (127). Lipid kinaz Pi3K, Akt
regiilasonu ile iligkilidir (136, 137). Akt i aktivasyonu, fonksiyon ve iglevleri Sekil
3.’te gosterilmektedir (138).
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Sekil 3. Protein Kinaz B/Akt yolunun aktivasyonu ve islevleri (138).
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Pi3K’nin aktive formlarmin sentezi Akt stimulasyonu ile sonuglanir. PI3K
aktivasyonu sonrasinda membran smirli PIP3 (lipid phosphotidylinositol 3,4,5,-
triphosphate) sentez edilir. Daha sonrada PDKI1 (3-phosphoinositide-dependent
kinase) kendisi ile iliskili PH (pleckstrin homology) alanma baglanir (139, 140). PIP3
ve PIP2, Akt’m plazma membranlar1 ile PH alanmin etkilesimini kuvvetlendirir
(132). PDK1 Akt’in Thr308, PDK2 Ser473 bolgesini fosforile ederek aktive olmasini
saglarlar (139). Diger koldanda MAPK-MAPKAP kinaz2, Ser473’l invitro olarak
(141) fosforile edebilir ve bu fosforilasyon c¢esitli hiicresel stress durumlarinda Akt
aktivasyonuna katkida bulunur.

1.5.4. Akt’nin Fonksiyonlar

Akt’in fonksiyonu hiicre hayatiyetinin devami, hiicre biiylimesi ve
farklilagsmasi, hiicre dongiisii, transkripsiyon, translasyon ve hiicre metabolizmasi
gibi c¢esitli hiicresel islevlerini regiile etmektedir (127). Akt PI3K’1n apopitozis ve
protein sentezi gibi bazi hiicresel olaylara etkisine aracilik eder (137, 142). Ayrica
glikojen sentaz kinaz-3’tin (GSK-3) insiilin tarafindan fosforilasyon ve
inaktivasyonuna da aracilik ettigi diisiiniilmektedir (143). GSK-3 glikojen sentezinin
negatif bir diizenleyicisidir, GS (glukojen sentaz) aktivitesini inhibe eder (144).
Sonug olarak glikojen sentezinin aktivasyonuna neden olur.

Akt’nin bir diger hedefi de ribozomal protein S6 kinazdir (139). Bu kinaz
protein sentezinin gidisatini degistirmekten sorumludur. Ayrica, Akt’nin glikojen
uptake ve glukoz transporter-4 (GLUT-4) translokasyonunu stimiile ettigi ve adiposit
farklilasmasin1 uyardigi bulunmustur (145, 146). Akt’nin overekspresyonu survival
faktor cekilmesi veya PI3K’nin inhibisyonu ile uyarilan serebral noronlarin primer
kiiltiirlerinde apopitozisi dnler (147). Onceki ¢alismalarda (148) elde edilen veriler
cesitli cell line’larmin sagkalimmin PI3K bagimli oldugunu ve yeni ¢aligmalarda
elde edilen sonucglar da IGF-1’in Akt’yi aktive ederek serebellar noronlari
apopitozisten korudugunu gostermistir.

Ozet olarak Akt aktivasyonuna sebep olan extraselliiler uyar1 biiyiime
faktorleri, sitokinler ve antijen reseptdrlerini igermektedir. Hepsi olmasa da bu
uyaranlar hiicre sagkalimin1 ve proliferasyonunu diizenlemektedir. Hiicre
proliferasyonuna katkida bulunan Akt aktivasyonundaki mekanizmalar tam olarak
bilinmemesine ragmen, Akt hedeflerinden bazilar1 hiicre sagkalimini kapsamaktadir
(127).
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1.5.5. Akt ve Insulin

Akt, Ozellikle insiilinin etkili oldugu cesitli metabolik olaylarda 6nemlidir.
Akt glukoz transportunun glukoz sentezinin, hiicre sagkalimi ve gen ekspresyonunun
regulasyonunda PI3K bagli bir sekilde aktive olmaktadir. Akt, IGF-1 araciligiyla
apoptozise karst korunmada etkili olmaktadir  (127). Insulinin metabolik
eylemlerinde Akt aktivasyonunun 6nemi agik degildir. Fareler ve insanlarda invivo
insulin uygulamasi, seri bir sekilde iskelet kasinda Akt’yi aktiflestirir. Ayrica insulin
bagimli olmayan diabetes mellitus vakalarinda iskelet kasinda insiilin araciligiyla
uyarilmis Akt kinaz etkinligi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha diisiiktiir. Bu
diistikliik Akt’nin azaltilmis protein ekspresyonu ile agiklanamaz. Glikojen sentez
kinaz inhibisyonunda Akt’nin etkinligi, insulin aracili GS aktivasyonunda kritik
adimdir (149, 150). Akt, fosfofrukto-2-kinaz aktivasyonu yoluyla glikolizi
diizenleyebilir (151). Doku ve tiire 6zgii Akt izoformlarinda insiilinin diferansiyel
bir etkisi vardir. Ratlarda insulin uygulamasi hizli bir sekilde Akt1’1 etkiler, iskelet
kasinda Akt2 {lizerinde minimal bir etkisi olur, Akt3’de (152) ise etkisi olmaz.
Insanlar insulin kaslarda biitiin izoformlar1 etkilemesine karsm; Akt3 etkisi
minimaldir (150). Ratlarda adipositlerde invitro insulin uygulamasi, Aktl ve Akt2
aktivasyonu 1ile sonu¢lanmakta fakat Akt3 etkilenmemektedir. Oysa rat
hepatositlerinde invitro insulin Aktl’i etkilemekte, Akt2 {lizerine minimal etkisi
olmakta, Akt3 iizerine ise etkisi olmamaktadir. Cok zayif ratlarda kas, karaciger ve
yag dokularindaki insiilin tarafindan aktive edilmis Aktl ve Akt2 aktivitesi artmistir.
Obez ratlarda, insiilin tarafindan aktive edilmis Aktl aktivitesi kas ve yag dokusunda
diiser, karacierde artar. Insiilin reseptdr substrat-1 (IRS-1) veya fosfotirozin ile
iligkili PI3K aktivitesi obez ratlarin dokularinda diigmiis, IRS-1 protein diizeyleri ve
azalmis insiilin reseptor ve IRS-1 fosforilasyonu nedeniyle azalmistir. Obez ratlarin
adipoz dokularinda PI3K aktivitesi ve Akt2 aktivasyonu artmisti ve glukoz
transportu azalmisti. Bu bulgular adipositlerdeki glukoz transportu iizerine PDK-
bagimli etkinin primer olarak Akt2 tarafindan idare edilmedigini gostermektedir.
Insiilin direnci durumunda Aktl ve Akt2 PI3K’nm aktivasyonundan daha fazla
zayiflamistir. Insiilin direngli obez ratlarm dokularnda insiilinin Aktl ve Akt2
aktiviteleri iizerine etkisinin mekanizmalari, hem ekspresyonda, hem de

aktivasyonda dokuya ve izoforma 6zgii degisimleri icerir (153).
30



IRS-1 aracili Akt’nin aktivasyon mekanizmasi halen net degildir. PI3K
cogunlukla IRS-1 eksprese eden hiicrelerde Akt aktivasyonuna neden olurken, IRS-1
eksprese eden hiicreler basta olmak iizere Akt’nin aktivasyonu i¢cin PI3K’nin tam
olarak aktivasyonu gerekmemektedir. Bununla birlikte, IRS proteinlerle iliskili ¢ok
kiiciik miktardaki PI3K aktivitesi IRS/PI3K kompleksinin 06zel subseliiler
lokalizasyonundan dolayr Akt’nin tam aktivasyonu icin yeterlidir. Yine de IRS-1,
Akt’nin aktivasyonu i¢in sinyalleri PI3K bagimli yol ve Ras bagimli yol gibi PI3K
bagimsiz yollarla iletir. Ueki ve ark. (154) karacigerdeki Akt’nin sistematik glukoz
hemostazinda merkezi bir rol oynadigint ve Akt aktivasyonunun PI3K’nin tam
aktivasyonu olmadan bile insiilin direncini diistirmek i¢in yeterli olabilecegini
gostermistir.

Akt hiicrelerin insiilin gibi biiyiime stimiilasyonuna maruz kalma durumuna
cevap olarak aktive olmaktadir. Akt’nin full aktivasyonu i¢in Thr 308’in ve Ser
473’1in fosforilasyonuna ihtiya¢ vardir. Akt aktivasyonundaki anahtar bir enzim dual
fosforilasyonu tetikleyen PI3K’dir. Akt’nin aktivasyonu PI3 bagimsiz bir yolla da
yonetilir. Aktiflesmis Akt, hiicrelere onlar1 apopitozdan koruyan hayat bagislayici bir
sinyal gonderir, vazomotor tone ile ilgili anahtar regiilatdr olarak fonksiyon goriir,
PI3K’nin protein sentezi, glikojen sentezi, glukoz transportu, insiiline cevap olarak
gen ekspresyonu gibi etkilerine aracilik eder. Akt {izerine insiilin stimiilasyonu
dokuya ozgiidiir ve izoform spesifikti. Onemli bir bicimde, Akt’nin
stimiilasyonundaki bir defekt insiilin direnci ve diabet patogenezinde rol oynayabilir
(127).

Diyabetin ~ komplikasyonlari, insiilin homeostazisi ve enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stresin bir sonucu
olarak meydana gelmektedir (30, 31). Diyabetli hastalarda normal insanlara gore
daha diisik krom, selenyum ve ¢inko diizeyleri biitiin kan ve plazma iirlinlerinde
tespit edilmistir (35). Renal krom defekti ile glukoz intoleransi arasinda bir iliski
rapor edilmistir  (155). Diyabet tedavisinde krom iirlinlerini vermek fayda
gosterebilir. Diisiik plazma histidin konsantrasyonlar1 inflamasyon, oksidatif stres,
protein enerji kaybmin prevalansi, kronik bobrek yetmezligi mortalitesi ile iligkilidir
(156). Krom histidinat stabil bir bilesik oldugundan insanlarda diger krom formlarina

gore daha 1y1 bir emilime sahiptir (49).
31



Nrf2, hiicresel stres cevabinda anahtar rol oynayan transkripsiyon
faktorlerinden biridir (157, 158). Cesitli caligmalarda, Nrf2’nin inflamatuar hiicreleri
yoneterek ve bu hiicrelerdeki gen ekspresyonunu diizenleyerek anti-inflamatuar etki
gosterdigi gozlenmistir (159). NF-kB, inflamasyon ve oksidatif stress reaksiyonlarda
kilit bir role sahip olup, renal doku injiirilerinde de NF-kB aktivasyonunun merkezi
bir rol oynadig1 gosterilmistir (160). Akt enzimi bir¢cok hiicre tipinde ekspre
edilmektedir. Aktivasyonu biiylime faktorleri ve insiilin tarafindan diizenlenir.
Dolayisiyla 6zellikle diyabetik bobrek hasarinda rol oynadigi ileri siirtilmiistiir
(161).

Bu bilgilerin 15181 altinda tez ¢alismasinda, kromun organik formu olan CrHis,
yiiksek yagli diyet ve streptozotosin (STZ) ile tip 2 diyabet olusturulan ratlarda: NF-
kB, NrF2 ve Akt proteinlerinin ekspresyonu lizerine olan etkilerini aragtirmak
amaclandi. Calismada kullanilacak krom histidinatin insanlarda denenmeden 6nce
model hayvan olarak ratlarda uygulanmasi planlanmistir. Boylece diyabetik ratlarda
NF-«xB, NrF2 ve Akt -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

Frrat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (FUHADEK) onayi
alimdiktan sonra ( Tarih: 02.12.2009, Toplanti: 27, Karar No: 72 ), ¢aligma standart
deneysel hayvan caligmalari etik kurallarina uygun olarak yiriitiildii.

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 06zel olarak
hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Ratlara verilen standart

ve yagli yemlerin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. Deney Hayvanlarma Verilen Standart ve Yiiksek Yagh Yemlerin Bilesimi.

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 Karigimi® 50.0 50.0
DL-Metiyonin 3.0 3.0

Kolin Klorit 2.0 2.0

*Vitamin-Mineral Karisimi 1 kg Basina Sunlari igerir: Trans retinil asetat, 1.8 mg; Vitamin D-3, 0.025
mg; Alfa-a-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, 10mg; 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.

2.2. Arastirma Gruplan
Deneysel caligmalara baslamadan once, cikabilecek aksakliklarin asgariye
indirilmesi amaciyla 6n ¢aligma yapildi. Deney hayvanlarmin bulunduklari ortamin

sicaklig1 22-24°C arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat 1g1k altinda ve 12 saatte
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karanlikta takip edildi. Deneysel ¢alismalarda ortalama agirliklar1 200 gr (180-220
gr) olan, 8 haftalik yasta toplam 28 adet Wistar albino cinsi erkek rat kullanildi. Bu
amagcla, ratlar her grupta 7 hayvan bulunacak sekilde 4 gruba ayrildi. (i) Enerjinin %
12° si yaglardan olusan standart diyetle beslenen grup Kontrol grubunu (K), (i1)
Standart diyet ve CrHis icme suyu ile birlikte giinlik 110 mcg/kg verilen grup
K+CrHis grubunu, (iii) HFD ile beslenen ve 2 haftadan sonra streptozotosin (STZ)
(STZ, 40 mg/kg 1.p.) verilen grup (HFD+STZ) grubunu (iv), HFD ile beslenen ve 2
haftadan sonra streptozotosin (STZ) (STZ, 40 mg/kg i.p.) enjekte edilen ve CrHis
(glinliik 110 mcg/kg) verilen grup HFD+STZ+CrHis grubunu olusturdu. Arastirma
12 haftada sonuglandirilda.

Streptozotosin (STZ) (Sigma, St. Louis, MO), 40 mg/kg olacak sekilde 0.1 M
fosfatsitrat tamponunda (pH: 4.5) ¢6zdiiriilerek intraperitoneal enjeksiyonla tek doz
olarak uygulandi. Bir hafta sonra kuyruk veninden alinan kanin glukometre
cthazindaki 6l¢limii sonucu aglik kan glukozu 140 mg/dl’yi gecen ratlar diyabetik
olarak kabul edildiler. Deneklerin acglik kan glukoz diizeylerini saptamak i¢in kan
ornekleri, 12 saatlik aglik sonrasinda sabah 9.00 - 10.00 arasinda alindi. Kandaki
glukoz konsantrasyonu ACCU-Chek Active (Roche Diagnostics), glukometre cihazi
kullanilarak 0©l¢iildii. 12 haftalik ¢alisma sonrasinda hayvanlar etik yonergelere
uygun bicimde dekapite edilerek hedef dokular elde edildi.

2.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Bobrek orneklerinin hazirlanmasinda Dogukan ve ark. (162) tarafindan
uygulanan homojenizasyon yontemi kullanildi. Homojenatlar sogutmali santrifiijde
+4 °C’de 60 dakika siireyle 60.000 x g’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar
eppendorf tiiplere almmarak SDS-PAGE ve Western blot analizleri i¢in -70 °C’de
saklandi.

2.4. Laboratuar Analizleri

2.4.1. SDS-PAGE Analizleri

Serbest ve serbest olmayan protein ornekleri Laemmli (163) tarafindan
belirtildigi sekilde hazirlanan SDS-PAGE ile incelendi.

2.4.2. Western Blot Analizleri

Bobrek dokusu homojenatlarinin Western blot analizi Dogukan ve ark. (162)

tarafindan uygulanan metoda gore yapildi. Primer antikor olarak NF-kB (abcam,
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Cambridge, UK), Nrf2 (abcam, Cambridge, UK), Akt (abcam, Cambridge, UK)
antikorlar1 kullanmildi. Primer antikorlar % 0.05 oraninda Tween-20 bulanan
tamponda 1:1000 oraninda hazirlanarak kullanildi. Nitroselilloz membranlar primer
antikorlar ile +4 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonraki sathada
nitroseliilloz membranlar 5 kez 5 dakika tampon soliisyonuyla yikandi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra nitroseliiloz membranlar % 0.05 oraninda Tween-20 bulanan
tamponda 1: 1000 oraninda hazirlanan, peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-
mouse (abcam, Cambridge, UK) immiinoglobulinle 37°C’de 90 dakika siireyle
inkiibasyona birakildi. Sonraki agamada nitroseliilloz membranlar 5 kez 5 dakika
tampon solusyonuyla yikandi.

Bantlarin goriintiilenmesi i¢in 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda % 0.03-0.05
oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi. DAB’la
reaksiyon sonucu nitroselilloz membranlar lizerindeki bantlar kisa bir siire sonra
goriiniir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la
renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliilloz membranlar iyice
yikandi. Nitroselilloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rélatif
yogunluklar1 analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin 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 i¢in SAS (164) paket
programinda bulunan PROC GLM prosediirii kullanilarak analiz edildi. Grup igi
farkliliklar da Fisher post hoc testi ile analiz edildi. Istatistiksel anlamlilik P<0.05
olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Bobrek Dokusundaki Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB) Proteini

Ekspresyonu

Bu ¢alismada; HFD ile beslenen ve STZ uygulanan ratlarda krom histidinat
takviyesinin  bobrek dokusundaki NF-kB ekspresyonunu nasil etkiledigi
arastirilmistir. Bu amagla hazirlanan bobrek 6rneklerindeki NF-xB diizeyleri Western
blot yontemi ile analiz edilmistir. Nitroselliiloz membranlara aktarilan bantlarin
rolatif yogunluklar1 hesaplanarak grafikler olusturulmustur. Ozellikle HFD+STZ
uygulanan grupta NF-xB diizeyleri artig gosterirken, CrHis uygulanmasi sonucunda
NF-«kB diizeylerinde anlamli bir azalma saptanmustir (p<0,05). Bu analiz sonuglarina
gore olusturulan grafik sekil 4’te ve ratlarin bobrek dokusu NF-xB bantlar1 sekil 7°de

gosterilmistir.
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Sekil 4. Calisma gruplarina ait bobrek dokusu NF-«B diizeyleri (p<0,05); (a-c) Farkli
harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatiksel bakimdan 6nemlidir
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3.2. Bobrek Dokusundaki Niikleer Faktor Eritroid 2 - Related Faktor
2 (Nrf2) Ekspresyonu

Bu ¢alismada; HFD ile beslenen ve STZ uygulanan ratlarda krom histidinat
takviyesinin bobrek dokusundaki Nrf2 ekspresyonunu nasil etkiledigi arastirilmistir.
Bu amagla hazirlanan bobrek 6rneklerindeki Nrf2 diizeyleri Western blot yontemi ile
analiz edilmistir. Nitroselliiloz membranlara aktarilan bantlarin rélatif yogunluklari
hesaplanarak grafikler olusturulmustur. Ozellikle HFD+STZ uygulanan grupta Nrf2
diizeylerinde azalma saptanirken, CrHis uygulanmasi sonucunda Nrf2 diizeylerinde
anlaml bir artis saptanmistir (p<<0,05). Bu analiz sonuglarina gore olusturulan grafik

sekil 5’te ve ratlarm bobrek dokusu Nrf2 bantlar1 sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 5. Calisma gruplarina ait bobrek dokusu Nrf2 diizeyleri, (p<0,05); (a-c) Farkli
harf tagityan gruplar arasindaki farklilik istatiksel bakimdan 6nemlidir
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3.3. Bobrek Dokusundaki Akt (Protein Kinaz B) Proteini Ekspresyonu

Bu ¢alismada; HFD ile beslenen ve STZ uygulanan ratlarda krom histidinat
takviyesinin bobrek dokusundaki Akt ekspresyonunu nasil etkiledigi arastirilmigtir.
Bu amagla hazirlanan bobrek orneklerindeki Akt diizeyleri Western blot yontemi ile
analiz edilmistir. Nitroselliiloz membranlara aktarilan bantlarin rélatif yogunluklar1
hesaplanarak grafikler olusturulmustur. Ozellikle HFD+STZ uygulanan grupta Akt
diizeylerinde azalma saptanirken, CrHis uygulanmasi sonucunda Akt diizeylerinde
anlaml bir artis saptanmistir (p<0,05). Bu analiz sonuglarina gore olusturulan grafik

sekil 6°’da ve ratlarin bobrek Akt bantlar1 sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 6. Calisma gruplarna ait bobrek dokusu Akt diizeyleri, (p<0,05); (a-c) Farkh
harf tastyan gruplar arasindaki farklilik istatiksel bakimdan 6nemlidir

38



CrHis _ + _ +
HFD+STZ _ - i +
NRERS e G S—

pn R — ——

Sekil 7. Calisma gruplarina ait bobrek dokusu NF-«kB, Nrf2, Akt bantlar1
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4. TARTISMA VE SONUC

DM, insiilin sekresyonu ve/veya insiilinin etkisindeki bozukluklardan
kaynaklanan, hiperglisemi ile karakterize karbonhidrat, lipit ve protein
metabolizmasi bozukluklar1 ve hizlanmis aterosklerozla birlikte mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreden kronik, metabolik bir hastaliktir (2).
Amerika’de 2002 yilinda yaklasik 16 milyon civarinda DM hastast mevcut olup
bunlarin % 90’n1 Tip 2 DM °‘li hastalar olusturmaktadir (165). Uluslararas1 Diyabet
Federasyonu verilerine gére 2000 yilinda 150 milyon olarak hesaplanan diyabetik
hasta sayisinin 2010 yilinda 220 milyona, 2025 yilinda ise 300 milyona yiikselecegi
ongoriilmektedir (6, 7). Ulkemizde TURDEP tarafindan 20 yas ve iizeri 24788 kisi
iizerinde yapilan caligmada diyabetin prevalansinin 20- 60 yas arasindaki bireylerde
% 7,2, bozulmus glikoz toleransi prevalansi ise % 6,7 olarak bildirilmistir. 2000 y1l1
niifus sayimina gore 4,9 milyon diyabetli hasta bulundugu ve her 3 diyabetliden
birinin diyabetinin farkinda olmadig1 saptanmistir (8). Yapilan degisik caligmalarda
HFD+STZ verilmesinin deney hayvanlarinda tip 2 DM olusturdugu goézlenmistir
(38, 166).

Bu calismada DM ve komplikasyonlarinin, 6zelliklede diabetik nefropatinin
glin gectikge iilkemiz ve diinya genelinde 6nemli bir saglik sorunu olusturdugu
diistincesi ile mevcut bilgiler 1518inda, HFD+STZ uygulanan ratlarda CrHis bobrek
dokusundaki NF-kB, NrF2 ve Akt proteinlerinin ekspresyonu iizerine etkileri
incelenmistir.

Beyaz kristalize yapili bir element olan kromun, biyolojik sistemler icerisinde
en fazla bulunan formu, stabil ve (+3) degerlidir. Karbonhidrat, protein ve lipit
metabolizmalarinda 6nemli fonksiyonlar1 olan krom, memeliler i¢in temel besin
maddelerinden biridir (40). Kromun insiilinin etkisini artirdigi ve dolayist ile
antidiyabetik etkileri oldugu bildirilmektedir (39). Organizmada kromun etkisi,
insiilin ile ¢ok yakm iligki icerisindedir. Deneysel krom eksikligi, insiiline duyarl
dokularda hormona olan cevabin azalmasina neden olmustur. Krom ve insiilin
arasindaki etkilesimin insiiline duyarli dokunun hiicre membraninda olduguna
inanilmaktadir. Burada krom, muhtemelen bir ti¢lii kompleks olusturarak insiilinin
reseptorleriyle birlesmesinde baslangi¢c tepkimesini siddetlendirmektedir. Yapilan

calismalarda normal glikoz toleransinin goriilmesi i¢in kromun temel bir element
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oldugu saptanmistir (41-43). Organik kromun bir¢ok formu olmasina ragmen bu
calismada CrHis uygulanmistir. Anderson ve ark. (49) krom bilesenlerinin emilimini
erkek ve kadinlarda karsilastirmis. Krom histidin kompleksi 3.1 pg, Krom picolinate
1.8 png, Krom klorid 0,4 pg, Krom polinikotinat 0,2 pg emilmis (49).

Renal krom defekti ile glukoz intoleransi arasinda bir iliski rapor edilmistir
(155). Dogukan ve ark. (162) yapmis oldugu calismada HFD+STZ uygulanan
ratlarda CrHis verilmesi sonucunda renal fonksiyonu gosteren belirteclerde (iire,
kreatinin diizeyleri) iyilesmeler saptanmistir. Ayni c¢alismada ratlarmm bobrek
dokularinin histopatolojik incelemeside yapilmis ve glomeriiler hiperseliilerite,
vakuolar dejenarasyon, interstisiel inflamasyon, interstisiel fibrozis, tiibiiler atrofi
diizeylerinde 1yilesmeler saptanmistir (162).

NF-xB, inflamasyon ve oksidatif stress reaksiyonlarda kilit bir role sahip
olup, renal doku injiirilerinde de NF-xB aktivasyonunun merkezi bir rol oynadigi
gosterilmistir (160). Obezite, yliksek yaglh diyet, hiperglisemi, PKC (Protein Kinaz
C) aktivasyonu ve oksidatif stres NF-xB’ yi IkB kinaz aracilig1 ile aktive etmekte ve
insiilin etkisini azaltmaktadir (167). Diyabetik nefropatinin patogenezinde 6nemli
bir rol oynadig1 kabul edilen ICAM-1" in transkripsiyonunda NF-kB’nin major faktor
olduguna dair g¢alismalar mevcuttur (93). Yiiksek glukoz seviyeleri ratlarin
mezensimal hiicrelerinde NF-xB bagimli yolaktaki [CAM-1 ekspresyonunu arttirir
(168). Iwasaki ve ark. (78) yaptig1 ¢calismada yiliksek glukoz konsantrasyonunun NF-
kB bagimli transkripsiyon i¢in 0Ozgilligii saptandi. Yiiksek konsantrasyonda
glukozun, NF-xB ’nin DNA’ya baglanmasini artirdigi, proinflamatuvar sitokinlerin
birlikte NF-xB bagimli transkripsiyonu artirdigi saptandi. Glukozun kendisi, en
azindan kismen, oksidatif stresi artwrarak inflamasyon/koagiilasyonla iligkili
proteinlerin aktivasyonundan sorumlu goriinmektedir (78). Tip 2 diyabetli hastalarda
krom oksidatif stresin olumsuz etkilerini engeller, dolayisiyla ortaya ¢ikabilecek
olumsuz komplikasyonlarin olusmasini engellemeye yardimci olmaktadir (169).
Dogukan ve ark. (162) yapmis oldugu calismada HFD+STZ uygulanan ratlarda
CrHis verilmesi sonucunda renal dokularda oksidatif stresin belirteclerinden olan
malondialdehit diizeylerinin azaldigida saptanmistir (162).

Calismamizda HFD+STZ uygulanan grupta bobrek dokusundaki NF-kB

diizeyleri kontrol grubuna gore belirgin derecede artis gosterirken, CrHis uygulamasi
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sonrasinda NF-kB proteini ekspresyon diizeylerinde azalma saptanmistir. Elde
ettigimiz sonuglar Onceki ¢aligmalarla parelellik arz etmekle beraber, diyabetin
hiperglisemi ve oksidatif stresi artirarak NF-xB diizeylerinde artis sagladigini,
diyabetlilere  yapilan CrHis takviyesinin NF-xB  diizeylerinde azalma
saglayabilecegini ve hem diyabetin hem de diyabetin komplikasyonlarindan olan
diyabetik nefropatinin tedavisinde katki saglayabilecegini diistindiirdii.

Oksidatif strese kars1 olusan ilk etkiler bir dizi koruyucu genin ekspresyonuna
neden olur. Bu sayede kimyasallarin ve ROS’un detoksifikasyonu saglanir, serbest
radikal olusumu Onlenir. Oksidatif strese karsi olusan cevapta cesitli faktorler s6z
konusudur. Nrf2 bu faktdrlerden biridir. Nrf2 detoksifiye edici ve antioksidan etkili
enzimleri kodlayan genleri diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir (105). Nrf2
rutin olarak detoksifikasyonun oldugu bobrekte bolca eksprese edilir (95, 96). Yoh
ve ark. (120) STZ ile indiiklenmis diyabet olusturulan Nrf2-knockout ratlarda renal
fonksiyonlarmm daha cok etkilendigini gostermislerdir. Ha ve ark. (82) yaptigi
calismada invitro ortamda yiiksek miktarda glukoza maruz birakilan kardiyak
miyositlerde ROS’a karst savunmada Nrf2’nin rolii ve etki mekanizmasi
arastirilmistir. Arastiricilar bu bilgilerin 15181inda diyabetik kardiyovaskiiler myopati
gelisiminde Nrf2’nin  kritik rol oynayabilecegini diisiinerek bu c¢aligmay1
planlamiglar. Bu calismanin  sonucunda  Nrf2 fonksiyon  kaybmin
kardiyomyopatilerde yiliksek glukozun indiikledigi oksidatif stresi ve apopitozu
artirdig1 ve konraktiliteyi azalttigi goriilmiistiir. Nrf2’nin proinflamatuar sitokin ve
oksidadif strese kars1 koruyuculugu ile ilgili degisik calismalar mevcut. So ve ark.
(158) yaptig1 calismada TNF-alfa, IL-beta ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
sisplatin ile olusan koklear yaralanmada kritik rol oynadigini ve T-tip Ca'™ olarak
bilinen kalsiyum kanal blokeri flunarizinin kalsiyum bagimsiz yoldan PI3K-Akt
sinyali ile NF-E2-iligkili faktér 2 (Nrf2)/hem oksijenaz-1 (HO-1) yolunun
aktivasyonu ile HEI-OCI1 hiicrelerinde sisplatin ile olusan sitotoksisiteye karsi
sitoproteksiton  sagladigin1  gosterdiler.  Flunarizinin  sisplatin ile olusan
proinflamatuar sitokin sekresyonunu, bunlarin messenger RNA transkripsiyonunu ve
Nrf2/HO-1 in aktivasyonu ve NF-kB’nin downregiilasyonu ile sisplatin toksisitesini
oldukc¢a azalmistir. HEI-OCI hiicrelerinde, gen transferi veya farmokolojik yaklagim

ile Nrf2/HO-1’in over ekpresyonu sisplatin ile olusan sitotoksisiteyi ve pro-
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inflamatuar sitokin liretimini azaltmistir. Buna karsi, farmakolojik inhibitorler veya
spesifik kiiciik interferring RNA’lar ile Nrf2/HO-1’in asir1 ekspresyonunun
inhibisyonu flunarizinin faydali etkilerini 6nemli derecede ortadan kaldirmistir.
Flunarizin ayrica sisplatin ile olusan MAPK aktivasyonunu azaltmistir ve
MAPK’larin farmokolojik inhibisyonu 6zelliklede MEK1/ERK’in inhibisyonu HEI-
OCI1 hiicrelerinde sisplatin ile olusan NF-«B aktivasyonunu bloke etmigtir. WT-Nfi2
overekspresyonu sisplatin ekspojuru sonrasi etkili sekilde MAPK aktivasyonunu
bloke etmistir. Bu sonuglar flunarizinin invitro ve invivoda Nrf2/HO-1 aktivasyonu
ile NF-xB’nin downregiilasyonuna ve proinflamatuar sitokin liretiminin inhibisyonu
yaptigimi gostermektedir (158). Dogukan ve ark. (162) yapmis oldugu calismada
HFD+STZ uygulanan ratlarda CrHis verilmesi sonucunda renal dokularda oksidatif
stresin belirte¢lerinde azalma saptanmistir (162).

Calismamizda HFD+STZ grubunda kontrol grubuna gore Nrf2 diizeylerinde
azalma saptanirken, CrHis verilmesi sonucunda Nrf2 diizeylerinde anlamli bir artis
saptandi. Calismamizin sonucunda proinflamatuar sitokin ve oksidadif strese karsi
koruyuculugu olan Nrf2’de artis saptanmast hem diyabet hem de
komplikasyonlarmin tedavisinde verilecek olan CrHis desteginin olumlu sonuglar
dogurabilecegini gosterdi.

Akt hiicre hayatiyetinin devami, hiicre biliylimesi ve farklilasmasi, hiicre
dongiisii, transkripsiyon, translasyon ve hiicre metabolizmasi gibi ¢esitli hiicresel
islevlerini regiile etmektedir (127). Hiicrelerin biiyiime faktorii stimulasyonunu Akt
aktivasyonu takip eder. Ayn1 zamanda CAMP, hiperosmolarite ve 1s1 sok gibi diger
stimulanlarda PI3K yolu ile Akt aktivasyonunu artirirlar (129, 170). GSK-3’{in Akt
tarafindan fosforilasyonu bu enzimin inaktivasyonuna ve sonu¢ olarak glikojen
sentezinin aktivasyonuna neden olur (144). Akt’nin etkilerine ek olarak, Endotelyal
nitrik oksit sentaz (eNOS) da, serinell79°da Akt tarafindan fosforile edilmektedir ve
bu fosforilasyon onun nitrik oksit sentez yetenegini arttirir. NO 6nemli bir vazomotor
ton diizenleyicisidir. Akt invivo vazomotor tonu anahtar diizenleyici olarak diizenler
(171). Akt hiicrelerin insiilin gibi biiylime stimiilasyonuna maruz kalma durumuna
cevap olarak aktive olmaktadir. Akt’nin full aktivasyonu i¢in Thr 308’in ve Ser
473’1in fosforilasyonuna ihtiya¢ vardir. Akt aktivasyonundaki anahtar bir enzim dual

fosforilasyonu tetikleyen PI3K’dir. Akt’nin aktivasyonu PI3K bagimsiz bir yolla da
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yonetilir. Aktiflesmis Akt, hiicrelere onlar1 apopitozdan koruyan hayat bagislayici bir
sinyal gonderir, vazomotor tone ile ilgili anahtar regiilator olarak fonksiyon goriir,
PI3K’nin protein sentezi, glikojen sentezi, glukoz transportu, insiiline cevap olarak
gen ekspresyonu gibi etkilerine aracilik eder. Akt {izerine insiilin stimiilasyonu
dokuya ozgiidiir ve izoform spesifikti. Onemli bir bicimde, Akt’nin
stimiilasyonundaki bir defekt insiilin direnci ve diyabet patogenezinde rol oynayabilir
(127). Ekladous ve ark. (172) yaptig1 calismada STZ ile indiiklenerek diyabet
yapilan ratlarda Akt diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli Olciide diisiik
saptanmistir. Biitiin bu datalar gostermektedir ki Akt insiilin stimulasyonu ile aktive
olmaktadir. Akt aktivasyonu ise insiilin direncini azaltmasi, glikojen sentezini aktive
etmesi, endotelyal NO sentezini artirmasi ile diyabetik nefropatinin dnlenmesinde
katki saglamaktadir. Cr suplemanlarmin glukoz diizeylerini azalttigi1 ve insiilin
duyarliligi artirdig1 da bilinmektedir (49).

Calismamizda STZ+HFD verilen grupta Akt diizeyleri diisiik saptanirken,
CrHis uygulamasi sonucunda Akt diizeylerinde anlamhi 6lgiide artig saptanmistir. Bu
sonuglar bize CrHis uygulamasmin Akt diizeylerini artirarak diyabet siirecini ve
komplikasyonlarmin gelisimini Onlemede olumlu katkilar saglayabilecegini
gostermektedir. Nitekim Akt aktivasyonu dolayisi ile NO sentezini artirmasi da
CrHis ilavesinin diyabetik nefropatiyi Onlemede yardimci olabileceginin bir
gostergesidir.

Sonug olarak yagli diyetle beslenen ve deneysel olarak diyabet olusturulan
ratlarda krom histidinat verilmesi; oksidatif stresi azaltma, hiicre biliyiimesi ve
farklilagsmasi, hiicre dongiisii, transkripsiyon, translasyon ve hiicre metabolizmasi
gibi ¢esitli hiicresel iglevlerini regiile etmekte olan NF-kB diizeylerini azaltip, Nrf2
ve Akt diizeylerini de artirarak diyabet ve diyabetin komplikasyonlarindan olan

diyabetik nefropatinin gelisiminin dnlenmesinde destek sagladigi gdzlenmistir.
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