Cemal ORHAN *2

Mehmet TUZCU %°

Hafize TELGEKEN ¢
Nurhan SAHIN *¢

James Richard KOMOROWSKI 3¢
Kazim SAHIN *

! Firat Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi,
Hayvan Besleme ve
Beslenme Hastaliklari
Anabilim Dali,

Elazig, TURKIYE

2 Firat Universitesi,

Fen Fakiiltesi,

Biyoloji Bolim{ Molekdler
Biyoloji Anabilim Dall,
Elazig, TURKIYE

® AR-GE Boliim Bagskani
Nutrition 21, LLC, Purchae,
NY, ABD

2 ORCID: 0000-0003-4138-7689
® ORCID: 0000-0002-1329-3143
° ORCID: 0000-0003-1267-5307
4ORCID: 0000-0001-9487-1154
® ORCID: 0000-0003-2399-838X
"ORCID: 0000-0001-9542-5244

Gelis Tarihi :21.12.2018
Kabul Tarihi : 11.02.2019

Yazigma Adresi
Correspondence

Kazim SAHIN
Firat Universitesi,
Veteriner Fakliltesi,
Hayvan Besleme ve
Beslenme Hastaliklari
Anabilim Dall,
Elazig — TURKIYE

ksahin@firat.edu.tr

F.U.Sag.Bil.Vet.Derg.
2019; 33 (1): 01 - 09
http://www.fusabil.org

ARASTIRMA

Yiiksek Yagh Diyet ile Beslenen Siganlarda Krom Histidinatin
Farkl Izomerlerinin Pankreas GLUT-2, IRS-1 ve GLP-1R
Uzerine Etkileri

Krom (Cr), insllin aktivitesi icin esansiyel bir iz elementtir, insllin reseptoriine baglanir,
karbonhidrat ve lipit metabolizmasinin diizenlenmesi de dahil olmak Uzere birgok fonksiyonu ve
belki de tlim fonksiyonlarinda insdlinin etkisini guclendirir. Bu galismanin amaci, yiiksek yagh diyet
(YYD) ile beslenen siganlarda, krom histidinatin (CrHis) G¢ farkli izomerinin, pankreas glikoz
tastyici protein 2 (GLUT-2), insdilin reseptor substrat (IRS-1) ve glukagon benzeri peptid 1 reseptor
(GLP-1R) protein diizeyleri Gizerindeki etkilerini arastirmaktir. Calismada, 42 adet Sprague-Dawley
irki sican rastgele alti gruba (n=7) ayrildi. Sigcanlar 1:standart diyet ile beslenen (Kontrol); 2: YYD
ile beslenen; 3: YYD ile CrHis saflastiriimis izomer 1 (CrHis1); 4: YYD ile CrHis ile saflastirimis
izomer 2 (CrHis2); 5: CrHis ile saflastirimis izomer 3 (CrHis3); 6: YYD ile Ug¢ izomer CrHis
(CrHisM) karigimi ile beslenen seklinde gruplandinildi. CrHis izomerleri farkli kaynaklardan
saglanmasina karsin siganlara ayni miktarda Cr (10 pug elementel Cr/kg CA/gun) verildi. Siganlar,
insulin direncini indiiklemek icin yiksek yagli bir diyetle beslendi. CrHis izomerlerinin uygulanmasi,
YYD ile artan pankreas insiilin diizeylerini iyilestirdi. CrHis izomer gruplarindaki insilin seviyeleri
YYD grubuna gére anlamli derecede dusiik bulundu (P<0.001). Pankreas GLUT-2, IRS-1 ve GLP-
1R protein dizeyleri YYD grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu (P<0.001). Ayrica
CrHis1 grubunda GLUT-2 ve GLP-1R protein dizeyi CrHis3 grubundan daha ylksek bulunurken
(P<0.001), diger izomerler arasinda fark tespit edilmedi (P>0.05). Sonug olarak, YYD ile olusabilen
insulin direncine karsi, CrHis izomerleri veya bunlarin karisiminin pankreas dokusunda insdlin
direncine kars! koruyucu bir etki gosterebilecegi dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Krom histidinat, yiiksek yagh diyet, GLUT-2, IRS-1, GLP-1R

The Effects of Different Isomers of the Chromium Histidinate on Pancreas GLUT-
2, GLP-1R and IRS-1 in Rats Fed High-Fat Diet

Chromium (Cr) is an essential trace element for optimal insulin activity. It binds to the insulin
receptor and potentiates many, and perhaps all, of its functions including the regulation of
carbohydrate and lipid metabolism. The objective of this study was to investigate the effects of
novel purified isomers of chromium histidinate (CrHis on protein levels of pancreatic glucose
transporter protein 2 (GLUT-2), insulin receptor substrate (IRS-1) and glucagon-like peptide 1
receptor (GLP-1R). Forty-two Sprague—Dawley rats allocated to six groups (n=7). The rats were
fed either 1: a standard diet (Control) or 2: a high-fat diet (HFD) or 3: a HFD with CrHis purified
isomer 1 (CrHis1) or 4: a HFD with CrHis purified isomer 2 (CrHis2) or 5: a HFD with CrHis purified
isomer 3 (CrHis3) or 6: a HFD with a mixture of three isomers of CrHis (CrHisM). Rats were fed the
same amount of Cr (10 ug elemental Cr/kg BW/day), but from different sources of CrHis isomers.
Rats fed a high-fat diet to induce insulin resistance. The administration of CrHis isomers showed an
improvement in the HFD-enhanced pancreatic insulin levels. The insulin levels in the CrHis isomer
groups were measured significantly lower than the HFD group (P<0.001).Pancreatic GLUT-2, IRS-
1 and GLP-1R protein levels were markedly higher than those of the HFD group
(P<0.001).Additionally, GLUT-2 and GLP-1R protein levels were higher in the CrHis1 group than
the CrHis3 group (P<0.001), while no difference was found between the other isomers (P>0.05). As
a result, it is thought that CrHis isomers or their mixture may exhibit a protective effect against
HFD-induced insulin resistance in pancreatic tissue.

Key Words: Chromium histidinate, high-fat diet, GLUT-2, IRS-1, GLP-1R

Giris

Diinya genelinde yasam standartlari ve yasam tarzinin degismesi, yiksek kalorili
beslenme, yetersiz fiziksel aktivite; obezite, diyabet, metabolik sendrom, insulin direnci,
hipertansiyon ve hatta bazi kanser tirleri gibi bircok sorunla iligkilendiriimektedir (1-3).
Uluslararasi diyabet federasyonu (IDF) 2017 yili istatistiklerine gére; diinya genelinde
425 milyon diyabetli bulunmaktadir ve durum 2045 yilina kadar %48 oraninda bir artisla
629 milyona ulagsmasi 6n gorulmektedir (1). Hizla artan bu durum ile ilgili olan insulin
direncine karsi yeni stratejilerin arastirimasinda siklikla rodentler kullanilabilmektedir (3-
5). Rodentlerde insulin direncini indiuklemek icin yuksek yagl diyetler (YYD)
kullanilabilmektedir (5-7).
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Baglica kan glikoz duzeyinin duzenlenmesinde
gbrev alan, karbonhidrat ve lipit metabolizmasini
etkileyen insulin hormonu, pankreasin B-hicrelerinden
salgilanmaktadir (6, 8). Insiilin hormonu, etkisini ilgili
hicrelerde bulunan insilin reseptérleri (IR) araciligi ile
gerceklestirmektedir. insiilin ile reseptor iligkisi hiicresel
diizeyde yanit olusturarak birgok yolagdi uyarabilmektedir
(6, 8). Insiilin, glikoz tasiyici proteinler (GLUT) aracih!
ile hicrelere enerji kaynadi olan glikozu transfer
edebilmektedir. GLUT-2, pankreatik B-hlicrelerinde,
bagirsak ve bobrek epitel hiicreleri ve hepatositlerde
yuksek oranlarda eksprese olmaktadir (9, 10). GLUT lar,
tim fizyolojik veya diyabetle iligkili glisemik seviyelerde
hicre disi bosluk ve hiicre sitozol arasindaki glikozun
hizl dengelenmesini saglar. Kan glikoz
konsantrasyonlarindaki artis pankreatik B-hlicrelerinde
insulin sekresyonunu tetikler ve hepatositlerde glikoz,
glikolitik ve lipojenik genlerin ekspresyonunu uyarir.
GLUT-2'nin  eksikligi, pankreas B-hlcreleri ve
hepatositlerde glikoz duyarli gen ekspresyonunun
reglilasyonu yoluyla glikoz ile wuyarilan insilin
sekresyonunu onler (10).

Hicrelerin insulin  cevabinin azalmasi, insilin
direnci olarak tanimlanmaktadir (11). insiilin direnci,
serbest yagd asitlerinin (SYA) asirn diizeyleri, azalmis
insilin reseptéru veya insulin reseptori substratlari (IRS)
ekspresyonu ile bozulmus glikoz kullanimi seklinde
olugurken, hiperglisemi ve hiperinsilinemiye neden
olmaktadir (4, 6, 12). Insiilin direnci, obezite ve diyabet
gibi birgok problem ile kargimiza ¢ikabilmektedir (4, 11).
insiilin cevabinin azalmasi enerji metabolizmasini
bozmakta ve gesitli komplikasyonlara neden olmaktadir
(11).

insilin reseptoérii, intrinsik tirozin kinaz aktivitesine
sahip hucre ylzey reseptor ailesinin bir Gyesidir. IR,
birbirine disulfit kdprileriyle baglanmis iki ekstraseliler
a-arabirim ve iki transmembran  R-arabirimden
olusmaktadir. Insiilin a-arabirimine baglanarak -
arabirimindeki tirozin fosforilasyonunu indikler (8, 13).
Aktive olmus IR daha sonra insilin reseptor substrat
(IRS) proteinleri fosforile eder. Fosforile olmus proteinler
daha sonradan farkli sinyal yolaklarini aktive edecek
olan efektdr proteinlerle kenetlenir. Ekstraselller sinyal
ile dlzenlenen kinaz (ERK) yolagi esas olarak
blyimeyle iligkilidir. Buna karsin, IRS-1 vasitasiyla
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)'Iin aktivasyonu tercihen
instline bagh metabolik olaylarla iligkilidir (8, 13). IRS-1,
IR ve instilin benzeri blyime faktori | reseptort (IGF-IR)
sitozolik sinyal transdiksiyonunda goérev alir (6, 13).
insdilin, insiilin reseptérlerine baglanarak IRS araciligiyla
insulin sinyalini yaymak ve diger hicresel sinyal
yolaklarini uyarabilmektedir. IRS ile insulin direnci
arasinda ve dolayisiyla obezite ve diyabet ile bir baglanti
oldugu disunilmektedir (4, 8).

insiilin, insiilin benzeri bilylime faktorleri (IGF) ve
glukagon benzeri protein (GLP-1) gibi bircok sinyal
yolagi ile de iliskilidir (6, 14). GLP-1 besin maddelerinin
alinmasi ile bagirsaklardan salgilanir ve GLP-1
reseptorlerine (GLP-1R) baglanarak etki gostermektedir
(14). GLP-1R baglanan GLP-1 glukagon-insulin
dlizeylerini diizenleme, mide bosalmasini geciktirme ve
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pankreas hucrelerini apoptozise karsi koruma 6zellikleri
gosterebilmektedir (14). Dolagimdaki GLP-1, glukagon
salinimini bastirirken, insulin salinimini uyarmak icin
endokrin pankreastaki Langerhans adaciklarinda da bir
hormon gibi davranir. Kan glikoz kontrolinin
postprandiyal fazi sirasinda, GLP-1'in bu ani ve coklu
eylemleri daha dusuk kan sekeri seviyelerine uyumlu
olarak hareket eder (15). GLP-1, hem insllin hem de
glukagon salgisini diizenleyen endojen bir hormondur.
Postprandiyal hipergliseminin varliginda GLP-1, 8-
hdcrelerinden insdlin salinimini uyarir ve pankreatik a-
hicrelerinden glukagon salinimini bastirir (15, 16).

Krom karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasi
icin gerekli olan bir eser elementtir. Krom, insilin
hormonunun ko-faktérii olarak gérev yapmaktadir (17,
18). Ayrica Cr, glikoz tolerans faktori (GTF) yapisinda
etkin bir rol oynamaktadir. Krom, lipit peroksidasyonunu
ve kortikosteron Uretimini azaltir, bu nedenle iyi bir
antioksidan olarak kabul edilebilir. Stres ve hastalik,
kromun atihmini artinr  ve krom eksikligi ile
sonuglanabilir. Diyet ile alinan kromun, stresin olumsuz
etkilerini hafiflettigi, kortizol seviyelerini disurdigu ve
hatta bagisikhdi gelistirmede etkili oldugu bulunmustur
(17, 19, 20). Krom, tim sistemlerde, optimum insdlin
aktivitesi olusmasi i¢in insilin reseptérine baglanir ve
insilin etkinligini artinr (21). Krom, hiicresel bazda,
distk molekdl agirhkh krom bagh protein (Low-
molecular-weight chromium-binding substance LMW(Cr)
veya kromodilin (chromodulin) adi verilen bir yapi
olusturur ve insllin reseptorl ile birlesir. Bu durum
insilin reseptor iligkisini artirarak daha etkin olmasini
saglamakta ve insilin etkinligini artirmaktadir (17, 18,
21, 22). Krom, trivalent Cr (Ill) ve hexavalent Cr (VI)
turde iki kararli formda olusur. Cr (VI), genellikle kromat
(CrO42') veya dikromat (Cr2072') oksianyonlar olarak
oksijenle iliskili sekilde ortaya c¢ikar. Trivalent Cr, eneriji
Uretimini dizenleyen GTF olarak bilinen molekiler
kompleksin ayrilmaz bir pargasidir (23, 24). Cr-asetat,
Cr-fenilalanin, Cr-glisinat, Cr-metiyonin, Cr-nikotinat, ve
Cr-pikolinat, gibi ¢esitli organik krom formlari, Ug¢
degerlikli bir krom bilesikleridir ve krom emilimine
yardimci olur (25, 26). Krom histidinat (CrHis), krom ve
histidin amino asidinden olusan organik bir krom
bilesigidir (21, 22, 27). CrHis, inorganik krom formlarina
gore daha etkin, glivenli ve biyoyararlanimi daha yuksek
bir bilesiktir (27, 28). iki krom atomu etrafinda dért
histidinat molekdliinden olugan CrHis, karbon sayilan
esit fakat geometrik (3 boyutlu) yapilan farkli G¢ ayr
izomerden meydana gelmektedir (Sekil 1). Bu
calismanin amaci; YYD ile beslenen siganlarda, farkli
CrHis izomerlerinin pankreas GLUT-2, IRS-1 ve GLP-1R
protein duzeyleri Uzerine etkinliginin arastirimasi ve
insiilin metabolizmasi Gzerine bu izomerlerin etkinliginin
karsilastiriimasidir.

Gereg ve Yontem

Hayvanlar ve Deneme Diizeni: Bu ¢alismada 42
adet 10 haftalik yasta Sprague Dawley irki si¢anlar
(209.9+10.7 g) rastgele her biri yedi hayvandan (n=7)
olusan alti gruba ayrildi. (i) Kontrol; bazal diyet (kalorinin
%12’si yaglardan elde edilen diyet) ile beslenen sicanlar,
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(i) YYD; yuksek yagh diyet (YYD, kalorinin %42’si
yaglardan elde edilen yagh diyet) ile beslenen siganlar,
(i) CrHis1; YYD beslenen ve CrHis bilesiginin
saflastinimis 1. izomerinin uygulandigi sicanlar, (iv)
CrHis2; YYD beslenen ve CrHis bilesiginin saflastiriimis
2. izomerinin uygulandigi siganlar, (v) CrHis3; YYD
beslenen ve CrHis bilesiginin saflastiriimis 3. izomerinin
uygulandigi siganlar (vi) CrHisM; YYD ile beslenen ve lg¢
ayri izomerin birlikte (miks) uygulandidi siganlar.
Gruplarda tim krom bilesikleri hayvanlara, elementel
krom miktari 10pg/kg/giin dozunda olacak sekilde igme
suyu ile uygulandi. Bu miktar, metabolik canli agirlik
Uzerinden ihtiya¢ duyulan doz ayarlamalari yapildiktan
sonra 70 kg'lik bir yetigkin insan icin gerekli olan 560 ug
Cr dozu (70°"° = 19.57 kg, 560 pg Cr, ~ 0.220°7° = 0.35
kg 10.02 upg Crye ihtiyag duyar) baz alinarak
hesaplanmistir (19). Calisma diyetleri saf hammaddeler
kullanilarak kontrol diyeti igin kalorinin %12’si yaglardan,
YYD igin kalorinin %42’'si yaglardan olacak sekilde
hazirlandi (29). Hayvanlara yem ve su, sekiz haftalik
calisma siresince ad libitum olarak verildi. Calismada
kullanilan bazal ve yiksek yagli diyetlerin bilegimi Tablo
1’de sunulmustur. Hayvanlara uygulanan, CrHis
preparati (Lot#Z0805216) ve saflastinimis izomerleri
(Lot#27901CHC1, Lot#27901CHC2, Lot#27901CHC3)
(Sekil 1) ticari bir firmadan (Nutrition21 Inc., Purchase,
NY, ABD) temin edilmistir. Krom histidinat igin dnerilen
U¢ yapinin her biri, ya amino grubunun azot ¢iftinin ya da
karboksil grubunda negatif yik tasiyan oksijenin yalniz
bir ¢iftinin yani sira bir negatif yik tarafindan koordine
edilen iki krom atomuna sahiptir. Bu ligandlarin iki krom
atomu etrafindaki kompleksin merkezinde diizenlenmesi,
kompleksin yapisini belirlemektedir (Sekil 1).

Hayvanlar Uzerinde uygulanan tum prosedurler,
Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
tarafindan onaylanmig etik kurul izin belgesi (Onay
Numarasi 164/2014/17) ile ve ilgili yasalara, hayvan
refahina, halk saghgi, hayvan bakim ve kullanim
standartlarinca (2010/63/AT Direktifi) belirlenen kurallara
siki sikiya bagli olarak gerceklestirilmigtir.

Laboratuvar Analizleri: Deneme sonunda,
sicanlar dekapite edilerek pankreas doku &rnekleri
alindi. Dokular hizli bir sekilde g¢ikarilarak protein
analizleri icin buz igerisine plastik kilitli pogetlere alindi.
Pankreas ornekleri analiz edilinceye kadar derin
dondurucuda (Hettich Fereezer, Almanya) -80°C’de
muhafaza edildi.

Siganlarin pankreas dokularinda insulin, GLUT-2,
IRS-1 ve GLP-1R protein diizeyleri Western blot yontemi
ile, sigan spesifik antikorlar kullanilarak  dnceki
calismalarda belirtilen sekilde tespit edildi (30). Pankreas
dokulari, 200 mg porsiyonlar halinde 1 mL buz
soguklugunda hipotonik homojenizasyon tampon | (0.1
mM EDTA, 1 mM DTT, 10 mM HEPES (pH 7.8), 10 mM
KCI, 2 mM MgCl,, 0.1 mM PMSF) ile cam homojenizator
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kullanilarak homojenize edildi. Homojenatlara %10
Nonidet P-40 (NP-40) ¢ozeltisinden 80 pL ilave edilerek
+4°C’de 45 dk sireyle (21.000 devir/dk) santrifujlendi.
Homojenatlarin Ust fazi toplanarak, peletler bir kez 500
gl hipotonik tampon ve 40 pL %10’luk Nonidet P-40 ile
yikandi, santrifiijlendi, 200 yL homojenizasyon tampon |l
(0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, %20 gliserol,50 mM HEPES
(pH 7.8), 50 mM KCI, 300 mM NacCl, 0.1 mM PMSF) ile
stspansiyon haline getirildi ve +4°C’de 45 dk (21.000
devir/dk) santrifijlendi. Tum sUpernatantlarda, protein
yogunluklari Lowry metodu (Sigma-Aldrich, Missouri,
Amerika) ve nano spektrofotometre yardimi ile (MN-913,
MaestroGen Inc., Tayvan) belirlendi. Gruplar igin ayni
miktarda protein igeren galisma numuneleri SDS-PAGE
yontemi ile %12’lik akrilamid igeren jelde kosturuldu.
Jeldeki proteinler, 90 dakika boyunca 250 mA akimda
immuno-blotlama yoéntemi ile nitroselliloz membrana
aktarildi  (Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra Cell, CA,
Amerika). Blotlama igleminden sonra membranlar PBS
tampon c¢ozeltisi ile 5 kez yikandi. Nitrosellloz
membranlar BSA ile 37 °C sicaklikta 90 dakika boyunca
bloklama islemine tabi tutularak spesifik olmayan
proteinlerin kapatiimasi saglandi. Primer antikor (Abcam,
Cambridge, Ingiltere) olarak anti-insulin (ab18157), anti-
GLUT-2 (ab54460:), anti-IRS-1 (ab27712) veanti-GLP-
1R (ab186051) antikorlari ile sekonder (ab6721: Abcam,
Cambridge, ingiltere) antikoru %0.05 Tween-20 bulunan
tampon  c¢ozeltisi  kullanilarak  uygun  oranlarda
seyreltilerek inkibe edildi. Membranlar yine tampon
¢Ozeltisi ile yikandi ve goruntileme asamasina gegildi.
Bantlarin gérintilenmesi icin diaminobenzidin 7.4 pH'ya
sahip 1 M Tris tamponunda 9%0.03-0.05 oraninda
seyreltilerek kullanildi. Kuruyan membranlarin Gzerindeki
bantlarin rélatif yogunluklar Image J analyses system
(Image J National Institute of Health Bethesda, Amerika)
programi kullanilarak belirlendi. Hesaplanan insdilin,
GLUT-2, IRS-1 ve GLP-1Rigin bant yogunluklar
kontroliin ylizdesi olarak ifade edildi.

istatistiksel Analiz: Calismada &rneklem sayisi,
onceki calismalardan hesaplanan etki bayuklugu 0.80 ile
alfa hata 0.05 ve %95 gligte G*Power paket programi
(Versiyon 3.1.9.2) yardimi ile toplamda 42 sigan (n=7; 6
grup) olacak sekilde belirlendi (31, 32). Verilerin
degerlendiriimesinde SPPS istatistik paket programi
(IBM SPSS Versiyon 22.0) kullaniimistir (33). Veriler igin
parametrik testlerin 6n sartlarindan varyanslarin
homojenligi “Levene” testi ile kontrol edilirken, normallik
varsayimina ise “Shapiro-Wilk” testi ile bakildi. Gruplar
arasi farkhhklari belirlemek icin tek yénlt varyans analizi
(ANOVA) ve gruplarin ikili karsilastirmalarinda post-hoc
analizi olarak “Tukey” testi kullanildi. Veriler gruplar igin
ortalama ve standart hata olarak sunulmustur. Ayrica,
siganlarda pankreas dokusu insilin protein degeri ile
GLUT-2, IRS-1 ve GLP-1R protein diizeyleri arasindaki
ilgilesim “Pearson” korelasyonu ile incelendi. istatistiksel
anlamlilik P<0.05 olarak kabul edildi.
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Tablo 1. Siganlara verilen bazal (kontrol) ve yiiksek yagli diyetlerin (YYD) bilesimi ve kimyasal analizleri

Hammadde, g/kg Bazal YYD
Kazein 200.00 200.00
Misir Nisastasi 579.50 150.00
Sukroz 50.00 149.50
Soya Yagi 70.00 -
Sigir Don Yag: (i¢ yagdr) - 400.00
Seliloz 50.00 50.00
Vitamin-mineral karigim* 45.00 45.00
L-sistein 3.00 3.00
Kolin bitartarat 2.50 2.50

Kimyasal Analizler
Ham Protein, % 17.8 17.8
Metabolik Enerji, kcal/lkg** 3802 4811
Ham Yag, % 7.0 39.8
Ham Seliloz, % 4.9 4.9
Ham Kul, % 4.3 4.3

*Vitamin-mineral karigiminin kilogrami; 1.8 mg tim-trans retinil asetat (A vitamini), 0.025 mg kolekalsiferol (D Vitamini), 12.5 mg tim
rac-alfa-tokoferol asetat (E vitamini), 1.1 mg menadion sodyum bisulfit (K Vitamini), 1.1 mg tiyamin (Vitamin B;), 4.4 mg ribolavin
(Vitamin B), 35 mg niasin (Vitamin B3), 10 mg kalsiyum pantotenat (Vitamin Bs), 2.2 mg Vitamin Bg, 0.02 Vitamin Bi,, 0.55 mg folik
asit, 0.1 mg d-biyotin, 40 mg Mn (MnO), 12.5 mg Fe (FeSO.), 25 mg Zn (ZnO), 3.5 mg Cu (CuSQO,), 0.3 mg | (KI), 0.15 mg Se

(NazSeO0:s3), 175 mg kolin klorit (CsH14CINO).
** Hesaplama ile belirlenmistir.

Bulgular

Pankreas insilin degeri yuksek yagh diyet ile
beslenen tim gruplarda artis gosterirken (Sekil 2, Panel
A; P<0.001), sadece YYD uygulanan grupta bazal diyet
ile beslenen kontrol grubuna goére 2.8 kat ylkselmistir
(P<0.001). CrHis izomerleri (CrHis1, CrHis2, CrHis3) ve
izomerlerin kombinasyonu (CrHisM) pankreas instlin
dizeyini YYD grubuna gore sirasiyla %35.9, %34.2
%29.5 ve %35.6 oraninda disirmustir (Sekil 2, Panel
A; P<0.001). Bu galismada pankreas insilin degerleri,
YYD ile beslenen siganlarda CrHis uygulamalari kontrol
grubuna goére daha yiksek bulunurken, CrHis izomerleri
ve kombinasyonu arasinda bir farklilik tespit edilmemistir
(Sekil 2, Panel A; P>0.05).

Siganlarda, pankreas GLUT-2 protein dizeyleri,
gruplar arasinda farklilik gostermektedir (Sekil2, Panel
B; P<0.001). YYD grubu siganlarda pankreas GLUT-2
protein diizeyi kontrol grubuna kiyasla 2.3 kat azalirken,
bu azalma CrHis izomerleri ve bunlarin kombinasyonu
uygulanan gruplarda daha disilk olarak tespit edilmistir
(P<0.001). CrHis uygulanan gruplar (CrHisl, CrHis2,
CrHis3 ve CrHisM), YYD grubu ile kiyaslandiginda
pankreas GLUT-2 protein duzeylerinde sirasiyla %76.6,
%67.2, %52.2 ve %60.9 oranlarinda artis gostermistir
(Sekil 2, Panel B; P<0.001). Sicanlarda pankreas GLUT-
2 protein dizeyleri acisindan CrHis izomerleri ve
kombinasyonu gruplari arasinda sadece CrHis1 grubu
ile CrHis3 grubu arasinda istatistiki bir fark tespit
edilirken (P<0.05), diger CrHis gruplan arasinda fark
bulunmamaktadir (Sekil2, Panel B; P>0.05). Bu gruplar
arasinda pankreas GLUT-2 protein duzeyi Uzerine YYD
ile beslenen ve CrHis uygulanan sigcanlarda en yuksek
deger CrHis1 grubunda (%78.3) bulunurken, en disik
deger CrHis3 (%66.4) grubunda belirlenmistir.

IRS-1 protein dizeyi tim YYD uygulanan
sicanlarin pankreas dokularinda, bazal diyet ile beslenen
kontrol grubu siganlarina gére azalma gostermistir (Sekil
2, Panel B; P<0.001). Krom uygulanmayan YYD grubu
sicanlarda pankreas IRS-1 protein dizeyi kontrol
grubuna gére yaklasik 3 kat daha dusuk bulunmustur
(P<0.001). CrHis uygulanan tuim gruplar arasinda,
pankreas IRS-1 protein dizeylerinde anlamli bir fark
bulunmazken (Sekil 2, Panel B; P>0.05), sadece YYD
grubu uygulanan siganlara kiyasla CrHis1 grubunda
%89.5, CrHis2 ile CrHis3 gruplarinda yaklasik %69.2 ve

CrHisM  grubunda %89.0 oraninda bir artis
go6zlemlenmistir (Sekil 2, Panel B; P<0.001).
Pankreas GLP-1R protein  dlzeyi, kontrol

grubundaki sicanlar ile kiyaslandiginda diger gruplarda
anlamli bir azalma gostermistir (Sekil 2, Panel B;
P<0.001). Bu disis, YYD grubunda kontrol grubuna
gore yaklasik 2.1 kat olurken, CrHis1, CrHis2, CrHis3 ve
CrHis4 gruplarinda sirasiyla 1.3, 1.5, 1.6 ve 1.4 olarak
tespit edilmistir (P<0.001). Krom uygulamalari, pankreas
GLP-1R protein dizeyini YYD grubuna gdre CrHis
izomerlerinde (CrHis1, CrHis2 ve CrHis3) sirasiyla
%56.3, %43.8 ve %34.4 oranlarinda artirirken, bu artis
CrHis izomerlerinin kombinasyonu (CrHisM) grubunda
%45.9 oraninda bulunmustur (P<0.001). YYD ile
beslenen ve krom uygulamasi yapilan gruplar arasinda
CrHis1 ve CrHis3 disinda (P<0.01) pankreas GLP-1R
protein dizeyi bakimindan bir fark tespit edilmemistir
(Sekil 2, Panel B; P>0.05).

Siganlarin  pankreas dokusunda Western blot
yontemi ile tespit edilen rélatif insulin dizeyi ile GLUT-2,
IRS-1 ve GLP-1R protein diizeyleri arasinda sirasiyla -
0.872, -0,892 ve -0.893 duzeylerinde guglu bir negatif
korelasyon tespit edilmistir (Sekil 3; P<0.001).
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Sekil 1. Krom histidinatin (CrHis) ¢ izomerinin (CrHis1,
CrHis2, CrHis3) geometrik yapisi.
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Sekil 2. Yiksek yagh diyet (YYD) ile beslenen
siganlarda krom histidinatin (CrHis) U¢ farkli izomeri
(CrHis1, CrHis2, CrHis3) ve bunlarin kombinasyonunun
(CrHisM) pankreas insulin (Panel A), glikoz tasiyici
protein 2 (GLUT-2; Panel B), insilin reseptdr substrat
(IRS-1; Panel C) ve glukagon benzeri peptid 1 reseptor
(GLP-1R; Panel D) protein dlzeyleri Ulzerine etkisi.
Veriler, bantlarin dansitesine gore kontroliin yilzdesi
olarak hesaplanmistir. Western blot teknigi ile Olgllen
parametre igin blotlar en az 3 kez tekrarlandi, esit
miktarda protein ylklemesini saglamak igin B-aktin ile
analiz yapildi. Her bir kutu grafigi gruplara ait degerleri
gOstermektedir. a, b, c: Kutu grafiklerinde farkli harfi
tasiyan degerler icin fark istatistiki olarak anlamlidir
(Turkey post-hoc test, P<0.05).
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Sekil 3. Sicanlarin pankreas dokusunda, insulin ile
glikoz tasiyici protein 2 (GLUT-2; Panel A), insulin
reseptdr substrat (IRS-1; Panel B) ve glukagon benzeri
peptid 1 reseptor (GLP-1R; Panel C) dlzeyi arasindaki
korelasyon.
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Sekil 4. Yiksek yagh diyet ile indiiklenen insulin direncine karsi pankreas (-hlcresinde krom (Cr) bilesiklerinin hiicresel

diizeyde yaniti.

Tartisma

Yiksek yagh diyet insulin direncine yol acarak
obezite, metabolik sendrom ve diyabet gibi bir ¢ok
durumun patogenezinde rol oynamaktadir (2, 34).
Ancak, son yillarda Cr gibi bazi iz elementlerin obezite
ve diyabet gibi kronik problemlerin gelismesine karsi
koruyucu veya olumsuz etkilerini azaltma ile ilgili pek gok
¢alisma yapilmaktadir (28, 35-37). Bundan dolayi, bu
¢alismada YYD ile insulin direnci indiklenen siganlarda,
g farkl CrHis izomerinin ayri ayri ve birlikte kullaniminin
pankreas insilin, GLUT-2, IRS-1 ve GLP-1R protein
dizeyleri Uzerine etkileri arastirnlmis ve YYD ile
beslenen siganlarda pankreas insulin duzeyi énemli bir
bicimde ylkselmistir. Bu bulgulara benzer olarak, daha
once vyapilan pek c¢alismada da siganlarda YYD
uygulamasinin insilin  direnci, oksidatif stres ve
pankreas islet hiicrelerinde hipertrofi ile hiperplaziye
neden oldugu bildirilmektedir (6, 38). Insiilin direnci
durumunda, artan insdlin salgisi ile istenilen insulin etkisi

olusturulamadigindan organizma tarafindan insdline
intiyac duyuldugu ve insllin yapiminin uyarildidi
dusundlmektedir. Bu durum hiperglisemi ve

hiperinsilinemi durumunu olusturmaktadir (4, 6). YYD ile
beslenme sonucunda ylkselmis SYA'larin, glikoz ile
uyariimis B-hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, bu
durumun dislipidemi ve hiperglisemi kombinasyonunun
azalmis bir B-hicre replikasyon cevabina neden olacagi
dusundlmektedir (4). SYA ile insilin direnci ve obezite
arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir (6, 12).

Bu galismada, CrHis izomerleri ve kombinasyonlari
YYD ile beslenen sicanlarin pankreas GLUT-2 protein
dlzeylerini artirmistir. Artan GLUT-2 dizeyi ile hiicre
icine glikoz tasinmasinin artirilarak hicre proliferasyonu
ve insilin sekresyonunun dizenlenmesine yardimci
oldugu dusiUnulmektedir. Bu bulgulari destekler nitelikte
olan bir calismada, YYD ile beslenen siganlarda
pankreatik GLUT2 duzeyinin, stres kaynakli veya
Ostradiol seviyelerine midahale edilerek dusurildigu,
GLUT2 protein seviyesinin dusukligine bagl olarak
insulin ~ dretiminde  kismi  bir azalma  oldugdu
bildiriimektedir (39). Pankreas B-hilcrelerinde, GLUT-2
proteinleri araciligiyla glikoz hicre igine alinmakta,
glikoliz ile ATP/ADP orani artmakta ve ATP K* kanali
inhibe edilmektedir. Membran depolarizasyonu
nedeniyle voltaj bagimli Ca®* kanallari acllarak, hiucreye
Ca girisi artar ve insulin salinimi diizenlenir (40). Organik
krom formlari olan Cr glisinat ve Cr asetat uygulanan
YYD ile beslenen siganlarda, beyin dokusunda GLUT
protein dizeyleri regile edilerek ve glikoz homeostazisi
dizenlenerek insilin direncinin  olumsuz etkilerinin
azaltilabilecegi bildirilmistir (26).

Bu ¢alismada, YYD ile beslenen siganlarda benzer
sekilde insulin seviyesi artarken, pankreas IRS-1 protein
dizeyi kontrol grubuna goére dusik bulunmustur.
Uygulanan CrHis izomerleri ve kombinasyonu pankreas
insilin ve IRS-1 degerlerinde bir iyilesme gostermistir.
Bu parametrelerin regile edilmesinin insulin salinimi ve
sinyalizasyonunda artisa neden olarak, insulin direncine
karsi kismi bir koruma saglayacadi dusunulmektedir.
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Cunkl insdlin - hormonu, hedef hiicrelerde insilin
reseptoriine baglanarak, insilin reseptor tirozin kinaz
alanini aktive ederek IRS’nin fosforilasyonunu saglar (6,
13, 41). Fosforlanmis IRS proteinleri ise PI3K ve daha
sonra AKT (protein kinaz B) sinyal yolaklarini aktive
ederek hicrelerin  proliferasyon ve apoptozisinin
diizenlenmesinde, ayrica glikojen sentezinde aktif rol
oynamaktadir (6, 42). Ayrica, YYD uygulamalari,
reseptor yetmezligi olmaksizin toplam insulin reseptdr
sayisinin azalmasina, IRS-1, PI3K ve Akt fosforilasyonu
ve aktivitesini azalmasina ve hedef dokularda insulin
etkinliginin degistiriimesi ile insulin direncine neden
olarak diyabet olusumunu indikleyebilirler (4, 5, 43).
Nitekim, bu calismada elde edilen bulgulari destekler
nitelikte, YYD ile beslenen hayvanlarda hem insulin
reseptérinin hem de IRS'larinin azaldigi ortaya
konmustur (4, 41). Ayrica, Liu ve ark. (3), YYD ile insdlin
direnci indiklenen siganlarda, vaspin uygulamasi ile
IRS/PI3K/AKY/GLUT sinyal yolaklarinin aktivasyonu ve
IkBa/NF-kB  gibi inflamatuar  sinyal yolaklarinin
inhibisyonunun gerceklestigini ve bu etkinin metabolik
sendrom, diyabet, hipertansiyon ve ateroskleroz gibi
durumlarin  patogenezinde etkili insulin  direncinin
azaltiimasi anlamina geldigini bildirmislerdir (3).

instlin  sinyal iletimi, sadece pankreas -
hlcrelerindeki sinyallesmeyi etkilemekle kalmaz, ayni
zamanda insulinin, a-hlicrelerden gelen glukagon
sekresyonunu IRS-1-PI3K yolu ile negatif yodnde
dizenledigi icin insllin direnci artmig glukagon
sekresyonuna da yol acgabilir. Bu degisiklikler, hem
insulin ~ direncinin  hem de artmis  glukagon
sekresyonunun, diyabet gelisimi ile iligkili oldugunu
distndlUrmektedir (4, 43).

Sreejayan ve ark. (17) obez farelerde yaptiklari bir
g¢alismada, Cr uygulamasi ile insilin direncinin ve
hlcresel stresin azaldigi tespit edilmistir. Benzer sekilde,
obez siganlarda krom pikolinat uygulamasinin insulin
duyarhhgini artirdig, karbonhidrat ve lipit
metabolizmasini  diizenledigi  bildiriimektedir  (35).
Sicanlarda CrHis ve biyotin uygulamasinin glikoz ve
insiilin homeostazi ile lipit profili dizenledigi, IRS-1
ekspresyonunu regiile ettigi  bildirilmektedir (44).
Pankreas hicrelerinde insulin reseptérlerinin uyariimasi
ile IRS proteinlerinin insdilin ve IGF-1 sinyalizasyonunun
reglilasyonu ile islet hicrelerinin blylimesi ve insilin
sekresyonunun diizenlendigi gOsterilmistir (45). Bu
durumun insilin reseptor sayisinin azalmasi ve insulin
direnci olugmasi ile iligkili oldugu bildirilmistir (4, 5 45).

Bagirsak L hicrelerinden salgilanan GLP-1,
pankreas [ hicrelerinde bulunan GLP-1R ile
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baglanarak, pankreasta insulin saliniminin
dizenlenmesinde, apoptozun inhibe edilmesinde,

proliferasyon ve neogenezin tesvik edilmesinde goérev
almaktadir (15, 16, 46). Ayrica, GLP-1 insilin
sekresyonunu  arttirarak, glukagon sekresyonunu
azaltarak ve gastrik bogalmayi geciktirerek diyabetin
olumsuz etkilerinin azaltilmasinda etkili bir faktor olarak
da gorilmektedir. Diyabet tedavisinde, GLP-1 agonistleri
GLP-1R’ne baglanarak aktive eder ve diyabet
tedavisinde kullanilabilir (15, 16). Bu g¢alismada YYD ile
beslenen siganlarin pankreas GLP-1R duzeylerinde
kontrol grubuna gére anlamli bir azalma olmustur.
Sicanlara CrHis izomerleri ve kombinasyonlarinin
uygulanmasi pankreas hucrelerinde GLP-1R diizeyinin
artisini saglamigtir. Bu durum insulin reseptdr etkinliginin
artisi, hiperglisemi durumunun azahgi ve insulin
direncinin azaltiimasi ile iliskili olabilir. Clnkl, krom,
hiicresel dizeyde kromodulin yapisini tamamlamakta ve
optimum insilin etkisinin olusmasina yardimci olmakta,
ve ayrica glikoz tolerans faktérii olarak goérev
yapmaktadir (17, 20, 47). Ornegin, Anderson ve ark.
(27) organik krom bilesikleri ile yaptiklari bir calismada
CrHis preparatinin diger organik krom bilesiklerinden
daha iyi absorbe edildidini ve organizmada daha yuksek
konsantrasyonda bulundugunu  bildirmislerdir. Ote
yandan, GLP-1R nakavt farelerde yapilan bir ¢calismada
insulin direnci durumunda pankreas islet hicreleri
sayisinda ve blylkliginde kontrol farelere gére anlamli
bir azalma oldugu bildiriimektedir (46). Bu durum insulin
sentezi ve sekresyonu ile iligkilendirilebilmektedir.

Organik krom bilesigi olan CrHis ve izomerleri
hicresel duzeyde kromodulin yapisi ile insilin
sinyalizasyonunu iyilestirmekte ve YYD ile indiklenen
insulin direncini azaltici yénde bir etki gostermektedir.
insiilin reseptor etkinligini artiran CrHis, artan IRS-1
protein diizeyi ve artan GLP-1R etkisi ile pankreas (-
hicrelerinin proliferasyonunu stimule ederken,
apoptozisini baskilayici etki gostermesini saglayacak ve
insulin direncinin diyabet gibi kronik bir probleme
dontsiim riskini azaltabilecektir (Sekil 4). Sonug olarak,
CrHis ve izomerleri YYD ile beslenen siganlarda
pankreas GLUT-2, IRS-1 ve GLP-1R sinyalizasyonlarini
dizenleyebilmektedir. Bu durum obezite, metabolik
sendrom ve diyabet gibi durumlarda etkili insilin
direncinin kontrol altina alinmasinda umut verici olabilir.
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