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OZET

Diinya genelinde sik goriilen diyabet, insiilin yetmezligine bagli metabolik bir
hastaliktir. Bu hastalifin patogenezinde oksidatif stres en énemli mekanizmadir. Cinko
viicudumuzda eser miktardaki bulunan bir elementtir. Insiilin salgilanmasindaki gorevi
hala tam olarak aydinlatilamamis olsa da 6zellikle B-hiicrelerinde insiilin paketlenmesi
ve salgilanmasinda etkili oldugu bilinmektedir. Cinkonun instilin salgisindaki etki yolu
veya yolaklar1 gizemini korumaktadir. Calismamamizin amaci; ¢inko desteginin
antiapoptotik ve antioksidan Ozellige ile insiilin sekresyonunu arttirip arttirmadigini
aragtirmaktir. Calismamizda insan B-hiicre hatt1 kullanildi. Kontrol (K), Cinko (K+Z),
Diyabet (D) ve Diyabet + Cinko (D+Z) olmak iizere 4 grup olusturuldu. Gruplarin
protein izolasyonlar1 yapildi ve baz1 apoptotik proteinlerin analizleri, insiilin sekresyon
Olctimleri yapildi. Total oksidan (TOS) ve antioksidan (TAS) dl¢iimleri yapildi. TAS ve
TOS degerlerinden oksidatif stres indeksleri (OSI) hesaplandi. Immunofloresan
boyamayla insiilin ve aktinin dagilimlari goriintiilendi. Diyabet TOS u arttirarak OSI’
nin artmasimna neden oldu. D+Z grubunun TOS’u K ve K+Z’e gore yiiksek oldugu
gozlendi. D grubu; sitokrom-c, P53 ve kaspaz-3 protein mikarinda degisikler yaparak
apoptozise neden oldu. D+Z grubunda ise, sitokrom-c, p53, kaspaz-3 protein
miktarlarinda diizelme yaparak B-hiicre kayiplarini azaltti. D grubunun insulin salinimi
kontrole gore ¢ok az iken, D+Z grubunun insulin sekresyonu diyabet grubuna gore
yiiksek oldugu saptandi. Sonug olarak diyabet oksidatif strese neden olarak apoptozisle
B-hiicre kayiplarini arttirarak insulin sekresyonunu azaltir. Diyabetin ardindan ¢inko
destegi yapilan B-hiicrelerde ise apoptotik proteinlerin azalmasi ile B-hiicre korunumu

ile insiilin sekresyonunu arttirir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Cinko takviyesi, Apotozis, Insiilin sekresyonu



ABSTRACT

THE EFFECTS OF ZINC SUPPLEMENTATION ON ANTIAPOPTOTIC AND
INSULIN SECRETION IN B-CELL WITH TYPE-I DIABETES MELLITUS-
INDUCED BY STREPTOZOTOCIN

Diabetes mellitus a common disease in the world is an illness related to insulin
deficiency. Oxidative stress is the most important mechanism of its pathogenesis. Zinc
is one of trace element in the body. Although zinc effect on insulin secretion is still
unclear, it may have an important role to insulin packing and secretion. The aim of the
study was to investigate whether zinc is able to increase insulin secretion by its
antiapoptotic and antioxdidants properties or not. The current study was used to human
B-cell line. Total 4 groups were created as Control (C), Zinc supplementation (C+2),
Diabetes (D), Diabetes+Zinc (D+Z). Protein was isolated to measure some apoptotic
proteins and insulin secretion. Total oxidant and antioxidant status were measured then
oxidative stress index (OSI) was calculated by using TOS/TAS. Immunofluorescence
imaging was done to determine of insulin and actin distribution at beta cell. Diabetes
caused to increase OSI by increasing TOS. The TOS of D+Z group was high to versus
both of C and C+Z groups. However, D was initiated to apoptosis by alteration of
cytochrome-c, p53, caspase-3 protein levels. D+Z was decrease to loss B-cell by
restoration of cytochrome-c, p53 and caspase-3 protein levels. The insulin secretion of
D group was lower versus control. But the insulin secretion of D+Z was high compared
to diabetic groups. Consequently, diabetes lead to diminish to insulin secretion making
to lose B-cell by apoptosis. B-cell at zinc supplementation after diabetes gives rise to
elevate to insulin secretion through the protection of B-cell by decreasing apoptotic

proteins.

Keywords: Diabetes, Zinc supplementation, Apoptosis, Insulin secretion
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1. GIRIS

Seker hastalig1 olarak da bilinen diyabet 2011 yilinda diinya genelinde 346
milyondan fazla kisiyi etkileyen ve her gegen giin bu sayiya milyonlarca kisinin
eklendigi 6nemli bir saghik sorunudur. Ulkemizde de benzer durum séz konusudur.

Dolayisiyla iilke ekonomilerine bu hastaligin maliyeti de her gecen giin artmaktadir.

Insiilin kan sekerinin tamponlanmasinda onemli rol oynayan hormonlardan
biridir. Tip 1 diyabet, pankreastaki beta adaciklarinin harabiyeti sonucu insilin
salgilanmasinda 6nemli bir azalmaya neden olur. Hormon salgisindaki bu azalma kan
sekerini diisiirmede yetersiz kalir. Kan sekerinin siirekli yiiksek kalmasi, zamanla birgok
dokunun geri doniisiimsiiz harabiyetine yol agar. Dolayistyla Tip 1 diyabetli hastalarinin
tedavisinde disaridan insiilin enjeksiyonu veya beta hiicre nakilleri yapilmaktadir.
Giinliik insilin tedavisi hastalarin asir1 kilo alimina neden olmasi veya insiilin direnci
gelisimi gibi birgok yan etkilere sahiptir. Beta hiicrelerinin insiilin salgilama yetisinin
tekrardan kazandirilmasi bu hastaligin neden oldugu patolojilerin azaltilmasina aracilik
edebilir. Vericilerden alinan pankreastan elde edilen beta hiicrelerin, Tip 1 hastalara
nakil edilmesi bu hastalifin tedavisinde kullanilan diger bir yontemdir. Fakat heniiz
hiicrelerin izolasyon asamasinda veya naklinden bir kag¢ giin sonra % 60’ 1 gibi biiyiik
bir oranda fonksiyon veya hiicre kayiplarmin goriildiigii belirtilmektedir. Dolayisiyla
beta hiicre dliimlerine neden olan apoptotik yolak tam olarak aydinlatilabilirse hiicre
nakillerinin basar1 yiizdesi de arttirilabilir. Diger bir ifadeyle, toplumda bu kadar ¢ok

goriilen bu hastaligin tedavisi hala tam olarak bulunamamustir.

Cinko viicutta 6nemli fonksiyonlara aracilik eden eser elementlerden biridir.
Yapilan deneysel ve insan c¢aligmalarinda ¢inkonun insiilin salgisimi arttirdigi ve
antiapoptotik etkiye sahip olabilecegi rapor edilmistir. Cinkonun bu etkilerinin hangi
yollar araciligiyla yaptig1 hala gizemini korumaktadir. Dolayistyla planlamis oldugumuz
bu calisma bu yollar1 aydinlatmaya yoneliktir. Calismamizin amaci, deneysel diyabet
calismalarinda Tip 1 diyabet modelini olusturmak igin yaygin sekilde kullanilan STZ ile
beta hiicre harabiyetinden sonra besi yerine ¢inko destegi saglanarak hiicrelerin olasi
insiilin salgisinin artisinda hangi araci veya aracilarin rol oynadigini aydinlatmaktir.
Beta hiicrelerindeki oksidatif stres artis1 apoptozisi baglatarak hiicre kayiplarina neden

olur. Buna dayanilarak ¢inko destegi, metallotionin ve SOD’ un miktarlarinda yapacagi



degisiklik neticesinde beta hiicrelerdeki oksidatif stresin azalmasina, sonugta apoptotik
yolagin baskilanmasina neden olabilir. Bu yolun o6zellikle azalmig hiicre sayisinin
korunmasina aracilik ederek insiilin salgilanmasina katki saglayabilecegi kanisindayiz.
Bu bilgiler 1s18inda hipotezimiz ¢inko desteginin antioksidan savunmayi destekleyerek
oksidatif stresi azaltmasiyla beta hiicre sayisinin korumasi ve dolayisiyla insiilin

salgilanmasinin artmasina aracilik eder.

Bu calisma, Tip 1 diyabet hastalifina ucuz, kullanim1 kolay alternatif bir tedavi
yontemi ile hem bilime hem de {ilke ekonomisine katki potansiyeline sahip olmasi
acisindan 6nemlidir. Ozellikle diyabete bagli apoptozis ile hiicre oliimlerinin ve
cinko’nun insiilin salgilatict mekanizmalarinin aydinlatilmasi, literatiirde bu konudaki

ac181 kapatmaya yonelik bilgiler barindirmasi da ¢alismanin énemini arttirmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Diyabet

Seker hastalifi olarak bilinen diyabet, insiilin salgilamasinda veya insiilinin
aktivitesinde ya da her ikisinde birden olusan bozulmalar sonucunda, kan sekerinin
yiikkselmesi ve karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasindaki anormallikler ile

karakterize olan bir hastaliktir (1).

Amerikan Diyabet Dernegi’nin (ADA) verilerine gére 2007 yilinda diyabetin
iilke ekonomisine maliyeti 177 milyar dolar iken, 2012’de bu maliyet 245 milyar dolara
ulastigi rapor edilmektedir (2). Diyabet, kiiresel biiyiiyen bir saglik sorunu ve bir¢ok
toplumdaki en 6nemli 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir (3). Bu hastalik genellikle
retinopati, néropati, nefropati ve yara iyilesmesinde gerileme dahil olmak {izere birgok
organ hasari ile ilgili bozukluklara sebep olmaktadir (4). Bu bilgilere dayanilarak
diyabetin, yaygin ve komplikasyonlu olmasi nedeniyle toplum sagligini tehdit eden
onemli bir hastalik sorunu oldugunu sdyleyebiliriz. Diyabetik hastalarda kan sekerinin
kontroliiniin saglanmasiyla hastaliga baglh gelisen komplikasyonlarin etkili bir sekilde

azaltilabilecegi vurgulanmaktadir (5).
2.1.1. Diyabetin Tarihgesi

Diyabete benzer klinik 6zellikler antik Misirlilar tarafindan 3000 yil once tarif
edilmistir. "Diyabet"” terimi ilk olarak Aretaeus of Cappadocia (81-133 MS) tarafindan
ortaya atilmigtir. Mellitus (bal-tatli) kelimesi, hastalarin idrar ve kandaki tatliligini
kesfettikten sonra 1675 yilinda Thomas Willis tarafindan diyabet kelimesine eklendi.
Ancak idrar ve kandaki tatliligin asir1 seker varligindan kaynaklandigini ilk olarak 1776
yilinda Dobson tarafindan dogrulandi. Modern zamanda diyabetin tarihi deneysel tibbin
ortaya ¢ikmasina rastlamigtir. Diyabet tarihinde 6nemli bir doniim noktasi da 1857
yilinda Claude Bernard’in karacigerde glikojenez roliinii anlagilmas1 ve diyabetin asir1
glikoz tiretiminden kaynaklandigi goriistidiir. Diyabet patogenezinde pankreasin rolii
1889 Mering ve Minkowski tarafindan kesfedildi. Daha sonra bu kesif 1921 yilinda
Banting ve Best tarafindan insiilin izolasyonu ve klinik kullanimi igin temel
olusturmaktadir. Tolbutamid ve karbutamid yogun aragtirmalar sonucunda ilk diyabet

ilac1 olarak, 1955 yilinda eczanelerde satilmaya baslatilmistir (6).



2.1.2. Diyabetin Tanis1

Amerikan Diyabet Dernegi’nin diyabet tanisi i¢in asagidaki tablo 1’de verilmis
olan maddelere dayanarak tanisal kriterler yaymlamistir. Buna gore diyabetin tanisi,
glikozillenmis hemoglobin, a¢lik plazma glukozu veya 75 g’lik oral glukoz yiiklemesi

sonrasi 2. saat plazma glukoz degerine bakilarak degerlendirilebilir (7).

Tablo 1: Diyabetin tam olgiitleri

AIC%=>6,5

Bu testte kullanilacak laboratuvar yontemi; NGSP (National Glycohemoglobin Standardization
Program) onayli olmali ve DCCT (Diabetes Control and Complications Trial) standartini

saglamalidir.*

veya

Aclik Kan Sekeri >126 mg/ dL (7,0 mmol / L).

Test acliktan en az 8 saat sonra yapilir. *

veya

OGTT’ ne gore 2. saat plazma glukoz >200 mg/dl (11,1 mmol / L).

Testte kullamlacak glikoz yiiklii stv1 Diinya Saghk Orgiitii (DSO) tarafindan tarif edildigi gibi; su

icinde 75 g esdegerinde susuz glukoz ¢6ziilmiis olmalidir.*

veya

Hiperglisemi veya hiperglisemik krize bagl klasik semptomlu hastada (poliiiri, polidipsi vb.), rastgele
plazma glukoz >200 mg / dL (11,1 mmol / L).

*Acik hiperglisemi yoklugunda, sonuglar tekrar test ile teyit edilmesi gerekir.

“Tablo 1, 7. kaynaktan uyarlanmstir (7)”



2.1.3. Diyabetin Sitmiflandirilmasi

Diyabet i¢in dogru siniflandirma daha dogru ve yeterli tedaviye olanak saglar(8).

Diyabet, asagidaki genel kategoriler halinde siniflandirilabilir (7).

e Tip 1 diyabet (Genellikle B-hiicre yikimina bagli olarak mutlak insiilin
eksikligine yol agar)

o Tip 2 diyabet (insiilin direnci nedeniyle arka planda ilerleyici bir insiilin salg1
bozukluguna yol agar)

e Gestasyonel diyabet (GDM) (Gebeligin ikinci veya igiincii trimesterde tani

konulan diyabettir; bu agikar bir diyabeti gostermez)

e Diger nedenlere bagh spesifik diyabet tipleri; monojenik diyabet sendromlari
(yenidogan diyabet vb.), ekzokrin pankreas hastaliklar1 kaynakli (kistik fibroz
vb.), ila¢ veya kimyasal maddeye bagl diyabet (HIV / AIDS tedavisinde ya da

organ nakli sonrasi) olarak gosterilebilir.
2.1.3.1. Tip 1 Diyabet

Langerhans adaciklarinda i¢ine mononiikleer hiicrelerin infiltrasyonu ile azalmis
B-hiicresi olarak Tip 1 diyabetin histopatolojisi Opie tarafindan 1901 yilinda
tanimlanmustir (9). Tip 1 diyabet pankreasta bulunan ve insiilin hormonu salgilayan beta
adaciklariin otoimmiinite sonucunda hasarlanmasi ve/veya apoptotik yollarla beta
hiicrelerinin  sayisinin  azalmast nedeniyle insiilin sekresyonunun bozulmasiyla
iligkilidir(10). Tip 1 diyabet otoimmiin bir hastaliktir. Bu durum; glutamik asit
dekarboksilaz, tirozin fosfataz-1A-2, ¢inko (Zn*?) tastyicisi ve insiilin gibi beta hiicre
antijenlerine kars1 hiicresel (T hiicre) ve humoral (B hiicre) bagisiklik sonucu
gelismektedir(11). Tip 1 diyabette immiin hasarin belirtegleri olarak, kanda adacik
hiicre otoantikorlar1 (islet cell cytoplasmic antibody, ICA), insiilin otoantikorlar
(insiilin autoantibody, IAA), glutamik asit dekarboksilaz (GAD) antikorlar1 ve tirozin
fosfotaza kars1 otoantikorlar (islet associated-2, 1A-2) ve anti-fogrin (islet associated-2
beta, 1A-2 beta) antikorlar1 bulunabilir. Son yillarda yetiskin yaslarda saptanan tip 1
diyabet olgular1 da artmaktadir. Erigkin yasta (genellikle 25 yasindan sonra) goriilen tip
1 diyabet formu, ‘eriskinde latent otoimmun diyabet’ (latent autoimmune diabetes in
adult, LADA) olarak adlandirilmaktadir (12).



2.1.3.2. Tip 2 Diyabet

Tim diyabet olgularinin % 90’dan fazlasini olusturmaktadir ve en yaygin
gorlilen diyabet formudur. Hastaligin temelinde genetik olarak yatkin kisilerde yasam
tarzi ile tetiklenen ve giderek artan insiilin direnci ve zamanla azalan insiilin salinimi

s6z konusudur. Tiim diinyada toplumun %5-10u tip 2 diyabetlidir (12).

Tip 2 diyabet, heterojen bir hastalik 6zelligi olup insiilin salgisi ve insiilin
duyarliliginda bir bozukluk vardir. Tip 2 diyabet insiilin direnci ve bozulmus glukoz
toleransiyla (IGT) baslar ve ilerleyici bir niteligi vardir. Insiilin direnci B-hiicre
salgilanmas1 azalmadig siirece tek basia Tip 2 diyabete neden olmaz. Tip 2 diyabet
genellikle kas, yag ve karaciger seviyesinde insiilin direnci esliginde B-hiicresi islev

bozuklugu olan kisilerde gelismektedir (13).
2.1.3.3. Gestasyonel Diyabet

Gestasyonel Diyabet (GD), gebelik siireciyle baslamis glukoz intoleransinin
herhangi bir derecesi olarak tanimlanmistir. Tiim gebeliklerin yaklasik % 7’sinde
(calisilan niifus ve kullanilan tanmi testlerine bagli olarak, % 1-14 arasinda
degismektedir) GD goriilmekte, bu da yilda 200.000’den fazla olgu anlamina
gelmektedir (14).

“GD, genellikle gebeligin 24. haftasindan sonra plasenta hormonlarmin insiilinin
etkilerini bloke etmesine bagli olarak gelisir. GD tanisi alan anne adaylarinda preeklampsi ve
erken dogum riski artmustir. Yenidoganda ise makrozomi, neonatal hipoglisemi, sarilik,
hipokalsemi, polisitemi, respiratuvar distress sendromu (RDS), konjenital malformasyonlar ve
0lii doguma neden olabilir. Gebelik diyabetli bireylerin ¢ogunda dogumdan sonra glukoz
metabolizmasinda diizelme goriilmekle birlikte bu hastalarda GD’in sonraki gebeliklerde
tekrarlama riski ytiksektir (yaklasik %50); ayrica ileriki yasamlarinda tip 2 diyabet geligsme riski
de %70-80’¢ kadar varmaktadir. Bu sebeple GD tamisi almig kadinlarin dogum sonrasinda
diyabeti diizelse bile, prediyabetli olarak kabul edilip diyabetten korunma programlarina

alinmalar gereklidir (12).”



2.1.3.4. Spesifik Nedenlere Bagh Diyabet

Tip 1, tip 2 ve gestasyonel diyabetten farkli olarak ortaya ¢ikan, insiilin

sekresyonu ve glukoz toleransini bozan etmenler diyabete neden olabilir.

“Bunlar B-hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina bagl ‘genclerin erigkin baglangiclt
diyabeti (maturity onset diabetes of youngs, MODY) gibi monogenik defektler, insiilin etkisinde
bozulmaya yol agan ‘tip A insiilin direnci sendromu’, Rabson-Mendenhall sendromu veya
lipoatrofik diyabet gibi genetik defektler, ekzokrin pankreas hastaliklari (pankreatit, travma,
neoplaziler, kistik fibrosis, vb), endokrinopatiler (akromegali, Cushing sendromu, glukagonoma,
feokromositoma, hipertiroidizm, somatostatinoma, aldosteronoma), ilaca bagli diyabet
(kortikosteroidler, tiyazid grubu diiiretikler, atipik antipsikotikler, vb), infeksiyonlar (konjenital
rubella sendromu, sitomegalovirus), immun kaynakli nadir diyabet formlar: (Stiff-man sendromu,
anti-insiilin  reseptér antikorlarina bagli diyabet, vb) ve diyabetle iliskili bazi genetik

sendromlardir (Down sendromu, Turner sendromu vb.) (12).”
2.1.4. Diyabetin Komplikasyonlari

Diyabet bireylerin hayatini tehdit eden saglik problemlerin gelisiminde risk
faktoriidiir. Siirekli yiiksek kalan kan sekeri; kalp ve kan damarlarini, gézleri, bobrek ile
sinirleri etkileyerek ciddi hastaliklara neden olabilir. Yiiksek gelir diizeyine sahip
tilkelerin ¢ogunda; kardiyovaskiiler hastaliklarin, korliiglin, bobrek yetmezligi ve alt
ekstremite ampiitasyonlariin 6nde gelen nedeni diyabettir. Kan glukoz seviyeleri, kan
basincit ve Kkolesterol diizeylerinin normale yakin tutmak diyabet komplikasyonlarini
geciktirir veya Onleyebilir. Komplikasyon riskine kars1 diyabetli kisiler diizenli olarak
izlenmesi gerekir(15). Diyabet bir dizi komplikasyonlar ile iligkili olup; diyabete bagli
komplikasyonlarin gelisiminde rol alan dogrulugu kanitlanmis birgok mekanizma vardir

(16).



Sekil 1: Diyabete bagh komplikasyonlarin gelisiminde rol oynayan en é6nemli ve etkili olan etmenler

[ Hemodinamik : [ Metabolik ] [ Genetik ]
Y\ Y\

Kan Tuz/S1v1 Glisemik Kan Duyarlilik Gen
Basinci Dengesi Kontrol Yaglar Ekspresi

b

[ Hiicresel Degisim ]

v VN

Gen modiilasyonu Enerjetik Protein Ekspresiyonu
ve modifikasyon ve modifakasyonu

:

[ Immiin Sistem Rekrutmani ]

:

[ Hiicre Disfonksiyonu ve Oliimii ]

“Sekil 1, 16. Kaynaktan uyarlanmistir (16)”

Hiperglisemi olarak adlandirilan kronik yiiksek kan sekeri tanida onemli bir
biyokimyasal parametredir. Diyabetin vaskiiler komplikasyon riskini azaltmak i¢in
hastaliginin seyrinde miimkiin oldugunca erken normoglisemi hedefine ulasarak optimal
glisemik kontrolii saglamak gerekir. Viicutta glikoz anormallikler ile goreceli insiilin
eksikligi arasindaki uyum, diyabetik komplikasyonlarin olusumunda Onemli bir
belirtectir. Glikoz metabolizmasina duyarli 6nemli hedef hiicreler; endotelyal hiicreler,
podositler (Bowman kapsiiliintin epitel hiicresi), proksimal tiibiiler hiicreler, miiller
hiicreleri (retinada yer alan hiicreler), kardiyomiyositler (kalp kasi hiicreleri) ve néronlar

(sinir hiicreleri) bulunmaktadir (16).



Sekil 2: Glukoz homeostatik yollar ile diyabete bagh komplikasyonlara duyarh hedef hiicreler

arasindaki etkilesimler

Betz-Hicraleri

Glukzson

Depo Yag Hisereleri

Komplikasyona Yatkin Hicraler

*GLP-1: Glukagon-Benzeri Peptid; IGF-1: Insulin Benzeri Biiyiime Faktorii; FFA: Sserbest Yag Asitleri

“Sekil 2, 16. kaynaktan uyarlanmistir (16)”

Diyabete bagli kronik komplikasyonlar, ince damar hasarina bagli olanlar
“mikrovaskiiler”, biiyiilk damar hasarlarina bagli olanlar “makrovaskiiler”
komplikasyonlar olmak iizere iki grupta incelenir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar
retinopati, nefropati, néropati; makrovaskiiler komplikasyonlar1 ise kalp krizi gibi
kardiyovaskiiler hastaliklar, inme ve bacaklardaki yetersiz kan akimi sonucu gelisen

hasarlar olusturur (1).



2.1.4.1. Kalp-Damar Hastahig

Diyabetik hastalardaki 6liim ve sakatliklarin en yaygin nedeni kardiyovaskiiler
hastaliklardir. Diyabetle birlikte angina, miyokard infarktiisii (kalp krizi), inme,
periferik arter hastaligi ve konjestif kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklar
goriiliir. Diyabetli kisilerde goriilen yiiksek kan basinci, yiiksek kolesterol, yiiksek kan
sekeri ve diger risk faktorleri kardiyovaskiiler komplikasyonlarin riskinin artmasina

katkida bulunur (15).
2.1.4.2. Bobrek Hastalig1 (Nefropati)

Bobrek hastaligi (nefropati) diyabeti olan bireylerde ¢ok daha sik goriiliir ve
kronik bobrek yetmezliginin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Diyabet, kiigiik kan
damarlarinin hasarina; bobrek fonksiyonunu azalmasina ya da tamamen bozulmasina
neden olur. Kan sekeri ve kan basinci normale yakin seviyelerde korunmasi biiyiik

olgiide nefropati riskini azaltabilir (15).
2.1.4.3. Goz Hastah@ (Retinopati)

Diyabetik retinopati; periferik retina, makula, ya da her ikisi etkileyerek seker
hastalig1 olan kisilerde gorme engelli ve korliigiin 6nde gelen nedenidir. Retinopati
goriilme sikligr diyabetin siiresiyle dogru orantilidir (17). Diyabetli kisilerde goriilen
siirekli yiiksek kan sekeri ve kan basinci ile kan kolesterol diizeyinin yiiksek olmasi

retinopati gelismesinin temel nedenidir (15).
2.1.4.4. Sinir Hasar1 (Noropati)

Diyabete bagl asir1 yiiksek kan sekeri ve kan basinci viicuttaki sinirlerde hasara
sebep olur. Bu hasar, sindirim ve idrara ¢ikma, erektil disfonksiyon ve bir dizi baska
islevsel problemlere neden olabilir. En sik etkilenen bolgeler basta ayaklar olmak iizere
ekstremitelerdir. Bu alanlardaki sinir hasar1 periferik noropati olarak adlandirilir ve
karmcalanma, duyu kayb1 ve agriya neden olabilir. Ozellikle duyu kayb1 tehlikelidir;
clinkii ciddi enfeksiyonlar ve {ilser, diyabetik ayak hastalig1 ve biiyiik ampiitasyonlarin

gelismesine neden olur (15).
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2.1.4.5. Diyabetik Ayak

Diyabetli kisilerde, sinir ve damar hasarlar1 sonucu bir dizi ayak problemleri
gelisir. Bu problemler ampiitasyon riskini arttirir. Ciinkii diyabet bireylerde kolayca
yara ve enfeksiyon olugsmasina neden olur. Diyabetli bireyler diyabetli olmayanlara gore
25 kat daha fazla ampiitasyon riski altindadir. lyi yonetim ile amputasyon biiyiik bir
kismi1 Onlenebilir. Diyabetli kisiler ayaklarini diizenli olarak muayene ettirmesi gerekir
(15).

2.1.5. Diyabetin Epidemiyolojisi

Diinya genelinde diyabet, 2011 yilinda 346 milyondan fazla kisiyi etkiledigi ve
2005-2030 yillar1 arasinda artmaya devam edecegi tahmin ediliyor (18). Ulkemizdeki
durum ise, 1998 yilinda seker hastaliinin goriilme sikliginin %3,2 iken, 12 yil sonra

(2010) bu sikligin % 13,7’ye yiikseldigi gosterilmistir (19, 20).

2014 yil itiban ile diinyada diyabetli sayisinin 387 milyon ve bu sayinin 2035 yilinda
592 Milyona ulasacagi tahmin ediliyor. Diinyada diyabet i¢in (20-79 yas) toplam saglik
harcamalar1 2014 yilinda 612.2 milyar dolar iken 2035 i¢in 6n goriilen rakam 627.3
milyar dolardir (15).

2.1.6. Tip 1 Diyabet Tedavisi ve Onleme Denemeleri

Tip 1 diyabette insiilin takviyesi, hastaligin neden oldugu komplikasyonlarin
onlenmesi ve glukoz dengesinin saglanabilmesi i¢in gereklidir (11). Tip 1 diyabetli
hastalar giinliik eksojen insiilin enjeksiyonu, siirekli pompa tedavisi veya adacik
nakilleri ile normal hayatin1 siirdiirebilir. Bu yontemler diyabetik hastalarda kan
sekerinin kontroliinii optimize eder ve diyabetin neden olacagi komplikasyonlarin
goriilme sikligimni azaltir (21). Tip 1 diyabet pankreasta bulunan ve insiilin hormonu
salgilayan beta adaciklarinin otoimmiinite sonucunda hasarlanmasi ve/veya apoptotik
yollarla beta hiicrelerinin sayisinin azalmast nedeniyle insiilin sekresyonunun
bozulmasiyla iliskilidir. Dolayisiyla pankreatik B-hiicrelerinin apoptozisinin dnlenmesi
ve insiilin sekresyonunun arttirilmasi diyabetin tedavisine yonelik en 6nemli terapotik
yaklagimlardan biridir (10). Tip 1 diyabetin 6nlenmesine ve tedavisine yonelik yapilan
caligmalara dayanilarak, bu hastaliin Onlenebilecegi ya da geciktirilebilecegi

sOylenebilir (21).
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2.1.6.1. Pankreatik Beta Hiicre Yenilenmesi

Tip 1 diyabetin tedavi yontemlerinden biri de B-hiicrelerinin mitotik ¢oglamasina
tesvikidir. Genellikle pankreas adaciklarinin toplam sayisi yasam siiresi i¢inde sabit
kaldig1 kabul edilirken, yasla birlikte adacik boyutunda artis olur. Ayrica uzun 6miirlii
pankreatik p-hiicreler mitozla cogalma yolunu ¢ok fazla kullanmazlar. Ote yandan, bazi
deneysel c¢alismalarda ise, uygun uyaranlarin saglanmasi kosuluyla [-hiicrelerin
¢ogalma potansiyelinin artabilecegi de gosterilmistir. Fakat ¢ogalma yetenegine sahip
hiicrelerin yiizdesinin toplam beta hiicresine orani oldukca azdir. Yapilan calismalarda
mitotik ¢ogalmayr uyarmak i¢in kullanilan faktorleri ya da hormonlart iki kategoride
toplamak mimkiindiir. Birinci kategori de, siklin D1 / D2, siklin-bagimli kinaz 4
(CDK4), norojenin 3 (Ngn3), glukagon benzeri peptit-1 (GLP-1) ve pankreatik
duodenal homeobox 1 (Pdx1) bulunur. S6z konusu faktérlerden, CDK4, GLP-1 ve
Ngn3 B-hiicresi yenilenmesinde (rejenerasyonunda) etkili oldugu ortaya konulmustur.
ikinci kategoride ise; vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve hepatosit biiyiime
faktoric (HGF) bulunur. Bu faktorlerin beta hiicre yenilenmesini saglayan intrensek
(dogal) ve ekstrensek (digsal) yollarin kombinasyonunda O6nemli oldugu

diistiniilmektedir (21).
2.1.6.2. Kok Hiicre Nakli Tedavisi

Cogalma kapasitesi ve farklilasma potansiyeli olan kok hiicreler, doku
rejenerasyonu i¢in gelecek vaat eden yeni bir tedavi olarak arastirilmaktadir. Insiilin
tiretebilen kok mezankimal kaynakli kok hiicrelerdir (MSCs). Bunlar arasinda; kemik
iligi (BM-MSCs), adipoz-kaynakli (ASCs-MSCs), gobek kordon kani (UCBh- MSCs),
pankreatik ve amniyotik kok hiicreler yer alir. Yapilan bir ¢alismada, tip 1 diyabetli
hastalarda otolog hematopoetik kok hiicre nakli ile iyi bir glisemik kontroliin saglandigi
belirtilmektedir. Bagka bir ¢alismada ise, insan adipoz-kaynakli MSCs naklinden sonra,
hastalarin insiilin gereksinimlerinin % 30-50 arasinda azaldig1 gosterilmistir. Deneysel
caligmalardan elde edilen bu basarili sonucglara ragmen, pratikte hastalarin tedavisinde

kullanimi kisitlayan bazi faktorler mevcuttur (21).
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2.1.6.3. Pankreatik Beta Hiicre Nakli

B-hiicresi nakilleriyle, giinliik diizenli insiilin enjeksiyonlarina kars1 alternatif bir
tedavi yontemi olarak kullanilabilmektedir. Tip 1 diyabetli hastalarin tedavisinde
pankreatik beta hiicre transplantasyonu onemli bir tedavi yontemlerinden biridir. Bu
tedavi yonteminde vericiden alinan pankreas, enzimatik olarak parcalanir ve beta
hiicreleri elde edilir. izolasyondan kisa bir siire sonra veya transplantasyondan sonraki
ilk birka¢ giin i¢inde apoptozis iceren bir¢ok faktdrden dolay: beta hiicrelerinin % 60’1
fonksiyonunu kaybeder. Uzun vadede tedavinin basarili olabilmesi i¢in, otoimmiinitenin
azaltilmasi, immiin yanitin baskilanmasi ve apoptozisisin Onlenmesi sarttir (22).
Dolayisiyla B-hiicre kayiplarinin hangi mekanizma/mekanizmalar tizerinden gelistiginin
anlasilmasi tedavi siirecinde 6nemli bir adim olacaktir. Tip 1 diyabetik baz1 hastalarda
yapilan incelemelerde insan pankreatik beta adacik transplantasyonun uzun vadede
renal ve noral komplikasyonlari azalttigi bildirilmektedir. Bu tedavi ile disaridan
insiilin verilmesine gerek kalmadan hiperglisemi ve hipoglisemi kontroliinde kismi
basar1 elde edilmistir (21).

2.2. Cinko

Cinko’nun 6nemi ilk olarak 1869 yilinda Raulin tarafindan bir kiif mantar
Aspergillus niger’in biiylimesi i¢in gerekliligiyle ortaya konulmustur. O zamandan beri,
cinko mikroorganizmalar, bitki ve hayvan da olmak f{izere tiim yasam tiirlerinin
biiylimesi, gelisimi ve farklilasmasi ig¢in gerekli oldugu anlagilmistir. Cinkonun, bir
metaloenzim olan karbonik anhidraz II’deki onemi Keilin ve Mann tarafindan 1940
yilinda kesfedildi (23). Cinkonun insan ig¢in Onemi ise 1963 yilinda belirlenmistir.
Gegen 50 yil igerisinde hem klinik hem de temel bilimlerde yapilan birgok

arastirmalarla ¢inkonun insan viicudundaki 6nemi desteklenmistir (24).

Cinko, demirden sonra viicutta en ¢ok bulunan eser elementtir. En ¢ok karaciger,
pankreas, bobrek, kemik ve kaslarda bulunur. Cinko, hiicre i¢i birincil iyonudur. Hiicre
stvisinda bol bulunmasina ragmen neredeyse tiimii proteinlerin yapisina katilir, daha az

konsantrasyonu da serbest iyon hali ile dengelenmektedir (25).

Zn*? DNA/RNA sentezi, hiicre béliinmesi, apoptozis gibi olaylarda gorevli
300’den fazla proteinin ve 1000°den fazla transkripsiyon faktorii olarak kullanilan eser

bir elementtir. Insan bedeninde toplam 2-4 gr arasinda ve plazmada 12-16 pM Zn*?
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bulunur (11, 24). Normal kosullarda Zn** ‘nun biiyiik bir kismi (yaklasik 1-2 mg)
pankreasta bulunur (22). Insiilin graniillerinde ise yaklasik 20 mM konsantrasyonunda
Zn*? oldugu ve glukozla uyarilan insiilin sekresyonundan sonra hiicreler arasi boslukta
(ekstraselliiler sivida) Zn*? konsantrasyonun 475 uM oldugu gosterilmistir. Zn*?in

fizyolojik konsantrasyonun ise 15-30 uM oldugu belirtilmektedir (26, 27).

2.2.1. Cinko Tasinmasi ve Dengesi

Hiicre sitoplazmasinda ¢inko iyonlar1 metalotionin proteinlere bagl birikmis
oldugu bilinmektedir. Plazmadaki ¢inko iyonlari; albiimin (% 52), makroglobulin (%
40) ve aminoasitler (% 8) ile kompleks olarak tasiirlar. Memelilerde spesifik olarak iki
¢inko tasiyict ailesi tespit edilmistir: bunlardan ilki olan ZIP/SLC39 ailesi ¢inkoyu
sitoplazma igine tasirken digeri olan ZnT/CDF/SLC30 ailesi ise hiicre disina
tasimaktadir. Cinko tastyicilarinin ekspresyonu hiicre i¢i ve disi ¢inko seviyesi,
hiicrenin tipi ve fonksiyonuna gore ¢inkoya bagli transkripsiyon faktorler, ozellikle
metal diizenleme transkripsiyon faktorii 1 (MTF1) tarafindan diizenlenmektedir (28).
Hiicre i¢i Zn™? konsantrasyonu siki bir sekilde denetlenmektedir (27). Glinimiizde
ZIP’in 14 iyesi, ZnT’in ise 10 tiyesi tanimlanmigtir (22). Cinkonun kandan hiicre ve
dokulara emilimi ¢ogunlukla ZIP1 ve ZIP4 ¢inko tasiyicilart ile yapilir. Hiicre iginde
ZIP ve ZnT ailesinin her ikisiyle (ZnT2 / SLC30A2, ZnT4 / SLC30A4, ZnT5 /
SLC30A5, ZnT6 / SLC30A6, ZnT7 / SLC30A7, ZIP /SLC39A7, ZIP8 / SLC39A8)
cekirdek veya diger hiicre bdlmelerine dogru, katalitik rol oynadigi yere ya da golgi
aygit1 keseciklerine taginarak depolanir. Cinkonun hiicrelerden atilimi ¢inko disar1 atim

tastyicist ZnT1 / SLC30AL1 tarafindan yapilir (28).

Viicuttaki Zn*? konsantrasyonu metallotionin (MT) gibi Zn*? baglayici ve
transporter proteinler ile siki bir sekilde denetlenir. MT siki bir sekilde Zn*? baglama
yetegine sahipken diger yandan da Zn*? serbestlemesiyle hiicrenin redoks durumunu
ayarlamaktadir (11). Metallotionin-1A yaygin bir sekilde bulunur ve oksidatif strese
kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir. MT-1A Zn*? yakalayicist ve Zn*? donériidiir. Bu
sayede intraselliiler Zn*? homeostazisin diizenlenmesinde énemlidir. Metallotionin asir1
ifade edilmesi streptozotosin (STZ) kaynakli beta adacik harabiyetini azalttigl,
hiperglisemi olusumunu geciktirdigi ve beta hiicrelerinin sag kalimini arttirdigi

bildirilmektedir (27).
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2.2.2. Cinko ve Insiilin Sentezi

Cinkonun insiilin salgilanmasmdaki énemi B-hiicrelerinde alt1 insiilin, iki Zn*?
ve bir kalsiyum iyonu igeren bir hekzamerik graniilde depolanmasindan kaynaklidir
(29). Cinko, kalsiyum iyonlariyla birlikte, insiilin biyosentezi ve depolanmasinda
onemli rol oynar. Insiilinin biyosentezi, pankreas B-hiicreleri iginde onciisii olan
preproinsiilinden yapilir. Oncelikle preproinsiilinden sinyal dizisinin béliinmesi iizerine
olusan proinsiilin golgi’ye nakledilir. Zn*? ve Ca* zengin depolama/salgi kesecikler
icinde proinsiilinin zincirine Zn*?* ve Ca*? monte edilerek heksamerik bir yap: olan
(Zn*?),(Ca*)(Proin)s olusturulur. Salgi vezikiilinde ise tripsin ve karboksipeptidaz-
benzeri enzimler tarafindan C-peptid proinsiilin zincirinden ¢ikartilir. Bdylece
(Zn*?),(Ca*™®)(Proin)s yapist insiilin hekzameri olan (Zn*%),(Ca*?)(In)s) yapisina
dontistiiriilmiis olur. C-peptidin ¢ikarilmasi 6nemli 6l¢iide hekzamer ¢oziintirliigiinii
degistirir ve (Zn*?), (Ca*?) (In)s yapisimn kristallesmesine neden olur. Insiilin hekzameri
(Zn*?),(Ca*™®) (In)s inaktif olup biyolojik aktivitesi i¢in depolama formunun insiilin

monomerine doniistiiriilmesi gereklidir (30).

Sekil 3: Pankreasin p-hiicrelerinde insiilin biyosentezi (31)

PREPROINSULIN PROINSULIN INSOLIN
C Zinciri C Zinciri

Lo 7
s s
| 1
i
Sinyal B Zinciri C Zinciri
Peptidi
INSULIN HEKZAMER

“Sekil 3, 31. kaynaktan uyarlanmstir (31)”
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Insiilin hekzomer montaj yolu; iki dimer ile iki ¢inko iyonunun (Zn*?),(In),
tetramerini verdigi, daha sonra bu tetramerin insiilin hekzamerini olusturmak iizere
baska bir dimerik {initesi ile birlestigi one siiriiliir. Monomerik ve dimerik insiilinler iki
degerli metal iyonlar1 i¢in giiclii bir selat gosterme 0&zellikleri vardir. Insiilin
tetramerinde Zn*? ve Ca*? yerlerinde, her Zn*? yerinde iki His B10 yan zinciri ve her
Ca'*? yerinde dort Glu B13 yan zincirleri vardir (30).

Sekil 4: Insiilinin hekzomer yapisinin 3 kath simetri ekseni boyunca gériiniimii

Monomer

Dimer

' - -
/ Tekramer (3 molekill Za%)
- A

", \

+ Dimer

Hekzamer (2 molekiil Zn*2, 1 molekiil Ca™2)

“Sekil 4, 30. kaynaktan uyarlanmstir (30)”

2.2.3. Cinko ve Diyabet

Zn*? pankreasta insiilin sentez, salgi, sinyalinde ve pankreasin sindirim enzimleri

sekresyonunda onemlidir. Zn*? insiilin etkilesimi hakkinda farkli goriisler mevcuttur.

Hayvan c¢alismalari Zn*? takviyesinin aglik insiilin ve glukoz seviyelerini
diizelttigini gostermistir. Ayni sekilde in vivo ve in vitro ¢aligmalar da Zn*?un insiilin-
mimetik ve hipoglisemik etkileri oldugunu gostermistir (29). Son yillarda yaymlanmis
bir ¢calismada ise diyabetli sicanlara beta hiicre transferi yapildiktan sonra, ytliksek ¢inko

diyeti uygulanmasinin kan glukoz seviyesinde diizelme yaptig1 vurgulanmaktadir. Fakat
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¢inkonun bu olumlu etkisinin mekanizmasi hala gizemini korumaktadir (32). Baska bir
calismada Zn"*’nun etki mekanizmasinin direkt olarak insiilin reseptorli ya da glukoz
transportu veya indirekt olarak insiilin yolaklarindan mi oldugu tam olarak bilinmedigi
belirtilmektedir (22). Diyabetik sigan ve fare c¢alismalarinda oldugu gibi, insan
calismalarinda da idrarla Zn*?’nun kaybedildigi ve bu kaybin disilerde erkeklerden daha
fazla oldugu gosterilmistir. Bu kaybin nedeni B-adaciklarinin harabiyetine bagl
Zn*?nun serbestlenmesi sonucudur. STZ ile olusturulmus Tip 1 diyabetik sicanlarda
deri alt1 uygulanan Zn*?, plazma ve pankreasta MT seviyesini arttirarak kan glukoz
seviyesini dengeledigi gosterilmistir. Yine ayni ¢aligmada Zn"*'nun insiilin reseptor
kinaz aktivitesini etkilemedigi; fakat Zn*? insiilin kaynakli glukoz transportu ve insiilin

yolagi araciligi ile glukozun hiicreye transportunu arttirdig belirtilmektedir (11).

ZnT’in Tip 1 diyabette otoimmun yolakta énemli olabilecegi diisiiniilmektedir
(22). Zn**in azalmas! insiilinin diizgiin paketlenememesine ve pB-hiicre hasarmin
artmasina neden olur. Benzer etki tip 1 diyabette de goriliir ¢linkii B-hiicre kaybindan
dolay1 graniillerden Zn*? salinmasi artar. p-hiicrelerinde yiiksek miktarlarda ZnT8
bulunur. ZnT8’in insiilin iceren sekresyon vezikiillerine Zn*? tagmmasin saglar. Zn*?
takviyesiyle ZnT8’in miktarinin arttigi gosterilmistir (27). Sigan INS-1E hiicre hatti
kullamilarak yapilan bir calismada, Zn*® takviyesinin ZnT-3, -5, -8 tasiyicilariyla
intraselliiler Zn*? dengesinin saglanmasiyla insiilin salgisinin ve B-hiicre sag kaliminin
arttig1 belirtilmektedir. Ayn1 ¢alismada Zn*? konsantrasyonun hiicreler tarafindan 0,1
mM’e kadar iyi bir sekilde tolere edildigi belirtilmektedir (27). Insiilin ile birlikte
salgilanan serbest Zn*? ekstraselliiler matriks proteinlerine zayif baglandig igin etraftaki
B-hiicrelerine hemen geri génderilir. Boylelikle insiilin salgilanmasi igin yeterli Zn*?

2 toksisitesine karst

konsantrasyonunun bulunmasimi ve B-hiicrelerinin serbest Zn"
korunmasini saglar. Ayrica yapilan ¢aligmalarda sadece hiicre i¢indeki ¢inkonun degil
aym zamanda hiicre dis1 sivida bulunan Zn™ da insiilin benzeri etkilere sahip oldugu

rapor edilmektedir (29).

Zn*?, tirozin fosforilasyonu ve MAPK (mitojen aktive edici protein kinaz)’y1
aktive ederek veya fosfotriozin fosfotazi inhibe ederek insiilin etkilerini taklit eder. Bu
etkilerini 10 nM Zn™? gibi cok diisiik konsantrasyondayken bile yapabildigi
belirtilmektedir (33). Insiilin ve Zn*? beta adaciklarindan salgilandiktan sonra kan

dolasimindaki yiliksek pH’da Zn*? ve insiilin birbirinden ayirmaktadir. Zn*? pankreasta
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bulunan alfa hiicrelerindeki KATP (ATP-duyarli K® kanali) kanallarimi acarak
hiperpolarizasyona neden olmakta ve glukagon salgisini azaltmaktadir. Ayrica Tip 1
diyabetli hastalarda bazal glukagon seviyesinin yiiksek olmasi insiilin-Zn*? alfa hiicre

fonksiyonlarini diizenlemesindeki eksiklikten ileri gelmektedir (34).

Bu bilgiler ¢inkonun diyabetli hastalarda kan sekerini dengelemede beta
hiicrelerinden insiilin salgilamasin1 artis1 ve alfa hiicrelerinden glukagon salgisinin
azalmas1 ile ikili etkili olabilecek dogal torapdtik bir aday olabilecegini

desteklemektedir.
2.2.4. Cinko Gereksinimi

Saglikli yetiskin bir insanin viicudundan giinliik olarak diski ile 10 mg, idrar
yoluyla ise 0.4 mg Zn*? atilir (28). Saglikli bireylerin kantitatif olarak tahmini besin
aliminin planlamasinda ve diyet degerlendirilmesinde RDA (Recommended Dietary
Allowances) degerleri kullanilmaktadir. Bu degerler ABD’de bulunan Ulusal Bilimler
Akademisi Gida ve Beslenme Kurulu (The National Academy of Sciences Food and
Nutrition Board) tarafindan yaymlanmistir. Cinkonun 6nerilen giinliik tiiketim miktari

yas grubuna gore degismektedir (35).
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Tablo 2: Cinko icin diyetle giinliik 6nerilen istihkak degerleri

Yas Cinko’nun Giinliik Onerilen istihkak Cinko’nun Tolere Edilebilir Ust Allm

Grubu Diizeyi (mg/giin) Diizeyi (mg/giin)
Bebek Bebek
0-6 ay 2* 0-6 ay 4
7-12 ay 3 7-12 ay 5
Cocuk Cocuk
1-3 yas 3 1-3 yas 7
4-8 yas 5 4-8 yas 12
Erkek Erkek
9-13yas | 8 9-13 yas 23
14-18 yas | 11 14-18 yas 34
19-30 yas | 11 19-70 yas 40
31-50 yas | 11 70 {izeri 40
51-70 yas | 11
70 tizeri 11
Kadin Kadin
9-13yas | 8 9-13 yas 23
14-18 yas | 9 14-18 yas 34
19-30yas | 8 19-70 yas 40
31-50 yas | 8 70 tizeri 40
51-70 yas | 8
70 lizeri 8
Gebelik Gebelik
<18 yas 13 <18 yas 34
19-30 yas | 11 19-50 yas 40
31-50 yas | 11
Emzirme Emzirme
<18 yas 14 <18 yas 34
19-30 yas | 12 19-50 yas 40
31-50 yas | 12

* Yeterli Alim (AL, adeguate intake); digerleri RDA (Recommended Dietary Allowances)

“Tablo 2, 35. kaynaktan uyarlanmstir (35)”

2.2.5. Cinko Eksikligi

Cinko eksikligi, gastarointestinal, santral sinir sistemi, immiin sistem, iskelet,
tireme ve deri dahil bir¢ok organ sistemini etkilemektedir (36). Gelismekte olan
iilkelerde, biiyiime geriligi, hipogonadizm, bagisiklik bozuklugu ve bilissel bozukluk
olarak neredeyse 2 milyar insan1 etkilemektedir (37). Ciddi derecede ¢inko eksikliginin
belirtileri olarak; bullous pustular dermatit, alopesi, diyare, duygusal bozukluk, kilo
kaybi, hiicre aracili bagisiklik bozukluklarina bagli gelisen enfeksiyonlar, erkeklerde
hipogonadizm, noéro-duyusal bozukluklar ve {ilserlerin iyilesmesindeki sorunlar
gosterilmistir. Bu durumlarin tanisi konulmamis ve tedavisi yapilmamis ise sonuglari
Olimciil olabilir. Ilimli derecede ¢inko eksikliginde; biiylime geriligi, addlesan

erkeklerde hipogonadizm, kaba cilt, istahsizlik, zihinsel uyusukluk, gecikmis yara
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iyilesmesi, hiicre-aracili bagisiklik bozukluklar1 ve anormal nérosensoriyel degisiklikler

bulunur (38).
2.2.6. Cinko Toksisitesi

Zn*? zehirlenmesi, normal diyet kosullari altinda karsilastigimiz bir durum
degildir. Akut ¢inko zehirlenmesinde; mide geriminin azalmasi, bulant1 ve oryantasyon
bozuklugu goriiliir. Zn*? seviyesinin 150 mg iizerine ¢ikmastyla kusma durumu olusur.
Yiiksek Zn*? diizeyleri, Zn*® eksikligi gibi bagisiklik sistemi baskilanmasina ve gida
aliminin azalmasima neden olabilir. Kronik ¢inko zehirlenmesi; mevcut ¢inko
zehirlenmesi olusturulmus tavuklarda tiiy pigmentasyon kaybi, yem reddi ve kilo kaybi1
goriilmustiir. Cesitli tiirlerde, kemik mineralizasyonun diistiigii, kemik ve eklemlerde

oryantasyon bozuklugunun da olustugu rapor edilmistir (39).
2.2.7. Cinkonun Biyoyararlanimina Etki Eden Faktorler

Cinko emilimini bir¢ok faktor etkilemektedir. Bunun i¢in emilimi arttirict ve
azaltict durumlar1 dikkate almak gerekir. Cinkonun emilimi arttirici; pankreastan
salgilanan pikolinik asit, vitamin B6 (pikolinik asit salinimin1 arttirir), sitrat ve glisin,
histidin, lizin, sistein, metionin gibi aminoasitler saglarken; ¢inkonun emilimini azaltici
faktorler olarak ise fitik ve okzalik asit, tanenler, selenyum, demir ve kalsiyum vardir
(40). Insan viicudundaki c¢inko, ¢ogunlukla enterositlerin apikal yiizeylerine lokal
yerlesmis ZIP4/SLC39A4 olan ¢inko tastyicilariyla aktif trasport ile duodenum, ileyum
ve jejenumdan emilir. Bakir, krom, kalsiyum, manganez ve kadmiyum gibi katyonlar
cinko tasiyicilari icin ¢inko ile rekabet edebilecegi i¢in ¢inko emilimini etkileyebilir
(28).
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2.2.8. Cinkonun Besin Kaynaklari

Cinko, viicut proteinleriyle iliskili olup proteinden zengin besinler ¢inko
yoniinden zengin oldugu soylenebilir. TirKomp verilerine goére besinlerin ¢inko
igerikleri Tablo 3‘te gosterilmistir (41). Besinlerle alinan ¢inko’nun biyoyararlanimi
ayni zamanda alinmis diger gida bilesenlerine bagli olarak degisir. Tahil ve baklagiller
cinkonun nispeten zengin kaynaklar olmasina ragmen bunlarin biyoyararlanimlar
igerdikleri fitat nedeniyle siirli oldugundan hayvansal kaynaklardan alinan ¢inkonun

emilimi daha iyidir (42).

Tablo 3: Bazi besinlerin ortalama cinko degerleri

Zn Zn
Besin Ad1 Besin Ad1
(mg/100 gr) (mg/100 gr)

Maya, hamur, kuru 39,25 Dermason fasulye, kuru 2,51
Kabak ¢ekirdegi, kuru 10,35 Maydanoz, kuru 2,26
Aygigegi Tohumu, gerezlik 8,11 Ekmek, tam bugday unu 2,19
Bugday unu (tip 650) 5,93 I¢ findik, kavrulmus 2,00
Dana eti, kol 4,70 Hamsi 1,89
Kegi eti,kol 4,36 Az yagli beyaz peynir 1,87
Boriilce, kuru 4,13 Pilig eti, but 1,66
Keten tohumu, kuru 3,95 Tam yagli beyaz peynir 1,63
Kuzu eti, but 3,90 Ic antep fistigi, kavrulmus 1,40
Kasar peyniri, olgunlastiriimisg 3,84 Nane, kuru 1,39
Badem i¢i, kavrulmus 3,74 Piring unu 1,38
Kirmizi mercimek, kuru 3,60 Sofra tuzu, iyotlu 1,34
Pirasa 3,47 Pastorize tam yagl siit 1,31
Yer fistig1, kuru 3,18 Yogurt, probiyotik, sade 1,29
Koyun eti, but 3,13 Tavuk yumurtasi, tam 1,14
Ceviz, i¢, kuru 3,00 Sade makarna, kuru 0,95
Bugday, ekmeklik 2,81 Siyah zeytin, sele 0,88
Tavuk yumurtasi sarisi 2,80 Brokoli 0,63
Bezelye, kuru 2,78 Levrek, yetistirme 0,54
Yesil mercimek, kuru 2,69 Insan siitii 0,52

“Tablo 3, 41. kaynaktan uyarlanmstir (41)”

21


http://www.turkomp.gov.tr/food/427
http://www.turkomp.gov.tr/analysis_results/427/27
http://www.turkomp.gov.tr/food/202
http://www.turkomp.gov.tr/analysis_results/202/27
http://www.turkomp.gov.tr/food/167
http://www.turkomp.gov.tr/analysis_results/167/27
http://www.turkomp.gov.tr/food/128
http://www.turkomp.gov.tr/analysis_results/128/27
http://www.turkomp.gov.tr/food/165
http://www.turkomp.gov.tr/analysis_results/165/27
http://www.turkomp.gov.tr/food/161
http://www.turkomp.gov.tr/analysis_results/161/27
http://www.turkomp.gov.tr/food/400
http://www.turkomp.gov.tr/analysis_results/400/27

2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hem mitokondriyal oksidatif metabolizma
sirasinda hem de ksenobiyotikler, sitokinler ve bakteriyel istilaya karsilik hiicresel yanit
olarak iiretilir. ROS; siiperoksit anyon (O?), hidrojen peroksit (H.O,) ve radikal
hidroksil (HO¢) gibi oksijen kismi indirgenmesi ile olusan radikal ve radikal olmayan
oksijen tiirlerinden olusmaktadir. Hiicresel ROS, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon
siirecinde endojen olarak iiretilir veya ksenobiyotik bilesikler gibi digsal kaynaklardan
meydana gelir. Oksidatif stres, hiicrenin etkili bir antioksidan yanit kapasitesi
tizerindeki asirt ROS veya oksidanlar nedeniyle olusan dengesizligi ifade eder.
Oksidatif stres, direk veya dolayli olarak molekiiler (niikleik asit, protein ve yaglar)
hasara neden olur ve damar tikanikligi, diyabet, kanser, norodejenerasyon, yaslanma
gibi g¢esitli hastalik durumlariyla iliskilidir. Hiicresel olarak ROS algilama ve
metabolizmasi, redoks (indirgeme/oksidasyon) mekanizmasinda yer alan bir¢ok protein
tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. Bunula birlikte ROS, hiicresel siiregleri etkileyen
kritik sinyal molekiilleriyle etkilesim yolu {izerinden ¢esitli sinyal yollarini

diizenlemektedir (43).

Sekil 5: ROS tarafindan diizenlenen hiicresel sinyal yollari

[ DNA Hasar1 }
Antioksidan, ATM Demir
Antienflamatuar Homeostaz
Nrf 2

Yanit 4
Ref l/
)
ROS
TRX [\
\ Shc
ASK1 PTP 4

> PI3K »

Hiicre Cogalmasi, Hayatta Kalma,
Farklilagma ve Metabolizma

“Sekil 5, 43. kaynaktan uyarlanmistir (43)”
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Hiicrenin proliferasyon, metabolizma, farklilasma ve hayatta kalma siireglerini;
apoptoz sinyal ayarlt kinaz 1 (ASK1), PI3 kinaz (PI3K) protein tirozin fosfataz (PTP),
Src homoloji 2 alanin-ihtiva eden (Shc) sinyal molekiilleri lizerinden etkisini gosterir.
Bununda birlikte tioredoksin (TRX), redoks-faktor 1 (Ref-1) ve NFE2-benzer 2 (NRf-2)
ile antioksidan ve anti-enflamatuar yanitini saglar. Demir homeostazi igin demir
diizenleyici protein (IRP), DNA hasar cevabini ise ataksi-telenjiektazi mutasyonu

(ATM) gibi kritik sinyal molekiil etkilesim yoluyla diizenler.
2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, hiicrenin normal bir savunma mekanizmast olarak endojen
bulunmasi yaninda yiyeceklerle de ekzojen olarak alinabilirler. Enzimatik
antioksidanlar, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon-s-transferaz (GST),
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi 6rnekleri igerirken; enzimatik olmayan antioksidanlar,
indirgenmis glutatyon (GSH), iirik asit, karotenoitler, flavonoidler, lipoik asit, vitamin

A, Cve E’ i igerir (44).

Pankreatik langerhans adaciklar1 glikoz metabolizmasin1 ve homeostazini
diizenleyen bir ana yapiy1 temsil eder. Pankreas adaciklar1 katalaz, selenyum bagimli
glutatyon peroksidaz 1 (GPx1) ve Cu,Zn-siiperoksit dismutaz 1 (SOD1)’nin aktivitesi
diisiik seviyede igerir. Adaciklarin biiyiilk bir boliimiinii temsil eden beta hiicreleri
insulin sentezi ve salgisini yapar. Karaciger ile karsilastirildiginda ise adaciklarin; % 1
katalaz, % 2 GPx1 ve % 29 oraninda SODI faaliyetlerini igerir. B-hiicreleri yiiksek
diizeyde SOD1 enzimini icermesi, ¢inko metabolizmasinin diyabet gibi oksidatif stresin
arttigl durumlarda 6nemini vurgulamaktadir. Dolayisiyla diisiik seviyede antioksidan

savunmasi bulunan B-hiicreleri oksidatif stres hasarlarina karsi hassastir (45).
2.5. Apoptozis (Programlanmis Hiicre Oliimii)

Programlanmis hiicre oliimii ya da apoptozis, genel olarak farkli morfolojik
Ozellikleri ve enerji bagimli biyokimyasal mekanizmalar ile karakterize bir siirectir.
Apoptozis, normal hiicre dongiisii, bagisiklik sisteminin uygun gelisimi ve isleyisi,
hormon-bagimli atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal kaynakli hiicre 6liimleri dahil
gesitli silireglerin 6nemli bir bileseni olarak kabul edilir. Apoptoz mekanizmalari
molekiiler olaylarin enerji bagimli kaskadini igerir ve son derece karmasiktir. Bugiine

kadar ki aragtirmalar “digsal” ya da 6liim reseptor yolu ve “igsel” veya mitokondrial yol
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olarak iki ana apoptotik yol oldugu ortaya konmustur. Bunlarla birlikte T hiicre aracili
sitotoksik ve perforin-granzim-bagimli hiicre 6liimiinii igeren ek bir yol daha

gosterilmistir (46).

Sekil 6: Apoptotik olaylarin sematik gésterimi

icsel Yol )
Radyasyon, Toksinler, Hipoksi vb. Perforin/ Granzyme
Digsal Yol Yol
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Q/ Kaspaz 10

Kaspaz 3 Aktivasyonu / Aktivasyonu \1/
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Endoniikleaz aktivasyonu > kromozomal DNA
proteaz aktivasyonunun bozulmas1 > Cekirdek ve hiicre iskeleti proteinlerinin par¢alanma > hiicre iskeleti reorganizasyonu

\4

Sitomorfolojik degisiklikler:

Kromatin ve sitoplazmik yogunlasma, ¢ekirdek pargalanmasi vb.

Apoptotik cisimlerin olusumu

“Sekil 6, 46. kaynaktan uyarlanmstir (46)”

Dissal sinyal yolu kaynakli apoptozis, hiicre zari iizerindeki reseptor aracili
etkilesimler baglatilir. Bu 6liim reseptorleri, tiimor nekroz faktor (TNF) reseptor geni
siiper ailesinin lyelerini igerir. Hiicre zarinda reseptorlerin oldugu alan “6liim alanmi”
olarak adlandirilir. Bu 6liim alani, hiicre ylizeyinden &liim sinyalini hiicre i¢i sinyal
yollarina iletiminde kritik bir rol oynar. Bugiline kadar, en iyi karakterize edilmis
ligandlar ve karsilik gelen 6liim reseptorleri FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3,
Apo2L/DR4 ve Apo2L/DRS5 igerir (46).

Icsel sinyal yolu kaynakli apoptozis ise kaspaz aktivasyonunu tetikleyen Bcl
ailesinin proapoptotik iiyelerinin dis mitokondriyal membran gecirgenligi tizerindeki

etkilerine baghdir. Cok sayida sitotoksik uyaranlar ve pro apoptotik molekiiller dis
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mitokondriyal membran gecirgenligini degistirerek mitokondri lizerinden apoptozisi
baglatir. Bu gegirgenlik, Bcl-2 ailesi proteinleri, mitokondriyal lipid ve proteinler
tarafindan diizenlenir. Dis mitokondriyal membranin bozulmas iizerine, normal olarak,
i¢ ve dis mitokondriyal membranlar arasi alan iginde bulunan; sitokrom c, Smac /
DIABLO, Omi / HtrA2, AIF ve endoniikleaz G protein grubu serbest birakilir. Sitozole
giren bu apoptojenik proteinler kaspaz aktivasyonunu tesvik ederek ya da kaspaz-

bagimsiz 6liim yolaklari ile hiicre 6limiini tetikler (47).
2.6. Apoptozis iliskili Proteinler
2.6.1. Beta-Aktin

Aktin, hiicresel motilite i¢in ana protein olup; hiicrenin gelisimi, idamesi ve
patogenezi agisindan dnemlidir. Memelilerde 6 farkli aktin izoformu tanimlanmistir. Bu
izoformlar, a, B, y ve tiirevleri halinde gruplandirilmistir (48). Aktinler, kas kasilmasi,
hiicre hareketi, yapigsma ve hiicre seklinin korunmasi dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli hiicre
fonksiyonlarinda yer alan Okaryotik proteinlerdir. Sitoplazmik aktin izoformlar1  ve y
olup her yerde ifade edilir ve hiicre isleyisi igin gereklidirler (49). B-aktin hiicrede
sitoplazmik hiicre iskeleti proteinidir. Hiicre i¢i haraketi ve bununla iliskili olarak hiicre
seklinin degisikliklerinde itici gii¢, sitokinez, endositoz ve hiicre yapigmasi gibi
faaliyetlerde rol alir (50). B-aktin, hiicre i¢in elzem olmasindan dolay1 yaygin olarak
hiicre kiiltiirleri ve doku ekstrelerinin protein analizlerinde (Western Blot) kontrol

proteini olarak kullanilmaktadir (51).
2.6.2. Tiimér Proton 53

Timor proton 53 (P53) tiimor baskilayici, protein aktivasyonu hiicre
dongiisiiniin durmasina veya apoptozisine yol agabilir (52). Tiimor baskilayict protein
P53 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre dongiisii diizenlenmesinde ve hiicre
cogalmasmin kontrolinde merkezi bir rol oynar. P53’lin inaktivasyonu insan

karsinogenezinde kilit rol oynadigi kabul edilmektedir (53).
2.6.3. P38 MAPK

Memelilerdeki p38, mitojen ile aktive olan protein kinazlar (MAPK) c¢esitli
hiicre streslerine ve inflamatuar sitokinlere cevap olarak aktive edilir. P38 MAPK

ailesinin alfa, beta, gamma ve delta olarak dort iiyesi vardir. Bu ailelerin aminoasit
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dizilimi % 60 oraninda birbirine benzer olmasma karsin; ifade kaliplari, substrat
ozgiilliikleri ve kimyasal inhibitorlerine hassasiyetleri farklidir. Viicuttaki p38 MAPK
aktivitesi normal bagisiklik ve inflamatuvar yamt igin kritik Oneme sahiptir(54).
Oksidatif stres ve in vitro ortamda sitokinlere cevap olarak P38'in aktivasyonu

pankreatik B-hiicre fonksiyon bozuklugunu ve apoptozisini tetiklemektedir(55).
2.6.4. Bcl-2

Apoptosiz ¢esitli biyolojik olaylarda hiicrelerin segici olarak ortadan kaldirilmasi
icin O6nemli bir fizyolojik siirectir. Bcl-2 ailesi, apoptotik hiicre Oliimiiniin
diizenlenmesinde rol oynayan antiapoptotik ve proapoptotik iiyelerden olusan en iyi
tanimlanmis protein ailesidir. Bu ailenin Bcl-2 ve Bcl-XL gibi antiapoptotik tiyeleri; ya
sitokrom-c veya apoptozis tesvik edici faktor (AIF) gibi mitokondriyal apoptojenik
faktorlerin salinimini engelleyerek ya da kaspazlarin (CASPASE=Cysteine Aspartate
Specific Prote ASES) 6n bi¢imini ayirma yoluyla apoptozisi onler. Sitokrom-c ve AlF
sitoplazmaya salindiktan sonra, direkt olarak apoptotik degisiklere neden olacak bir dizi
hiicresel proteinleri pargalayacak olan kaspazlari aktive eder. Bu ailenin proapoptotik
iiyelerinden olan Bax ve Bak, mitokondriyal gecirgen porlarin {izerinden mitokondriyal
apoptojenik faktorlerin sitoplazmaya salinimini neticesinde kaspazlarin aktivasyonu ile

apotozisi baslatir (56).
2.6.5. Sitokrom-c

Mitokondri, sitokrom-c ve diger proapoptotik proteinlerin sitoplazmaya ve
niikleusa gegcmesini saglayarak apoptozisin gili¢lendirilmesinde 6nemli bir aracidir.
Sitokrom-c, Apafl ve prokaspaz 9 ile birlikte sitoplazmada apopitozom olustururarak
kaspaz aktivitesini harekete gecirir. Bu da hiicreyi apoptozise tesvik eder. Toplam
sitokrom-c’nin yaklasik % 85’1 mitokondriyal kristalarda bulunur. Sitokrom-c’nin
komple serbestlenmesini kolaylastirmak icin iki adim vardir. Ilk adim olarak
apoptozisin erken déoneminde mitokondriyal kristanin yeniden yapilanmasi igin zarlar
aras1 bosluk igine mitokondriyal kristadan sitokrom-c salinir. Ikinci adimda ise
mitokondrial dis zarinda Bax/Bak tarafindan olusturulan gézenekler vasitasiyla sitozole

sitokrom-c salinir (57).
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2.6.6. Adenozin 5'-Monofosfat ile Aktive Edilmis Protein Kinaz

Adenozin 5-monofosfat ile aktive edilmis protein kinaz (AMPK) aktivasyonu,
hepatiklerde yag asidi oksidasyonu, ketogenezi uyardigi, kolesterol sentezi, lipojenez ve
trigliserit sentezini inhibite ettigi; bununla birlikte adiposit lipoliz ve lipogenezi inhibe
ettigi; iskelet kasinda ise yag asidi oksidasyonu, glukoz alimimi ve pankreatik f-

hiicreleri tarafindan insiilin salgilanmasinin modiilasyonunu uyardigi saptanmistir (58).

Okaryot canlilarda hiicre ve organizma metabolizmasi  merkezi
diizenleyicilerinden biri olan AMPK, hiicre i¢ci ATP seviyesi diistiiglinde etkinlestirilir.
AMPK, daha fazla ATP iiretmek i¢in katabolik yollar1 desteklerken anabolik yollar
engeller (59). Memelilerde AMPK, katalitik o alt birimi ve diizenleyici  ve y alt
birimlerinden olusan serin/treonin protein kinazdir. Katalitik ve diizenleyici alt
birimlerinin her ikisi i¢in memeli dokularinda farkli eksprese edilen bazi izoformlar1 bir
arada bulunmaktadir. Artmis AMP/ADP konsantrasyonu allosterik regiilasyon yoluyla
AMPK’y1 aktive eder. Cesitli Gist kinazlar, 6rnegin; serin/treonin kinaz 11 (LKB1),
Ca®*/kalmodulin bagimli protein kinaz kinaz B (CaMKKJ) ve transforme edici biiyiime
faktorii-B-etkinlesen kinaz 1 (TAKI1); Thr172 katalitik o alt birimini fosforilleyerek
AMPK’y1 etkinlestirebilir. Buna karsilik aktive edilmis fosforlu AMPK, protein
fosfatazlar (PP) (6rnegin PP2A, PP2Cao ve PpmlE) tarafindan inaktive edilebilir.
Egzersiz ve cesitli hastaliklar gibi pek ¢ok fizyolojik ve patolojik durumlar AMPK
sinyal yolunu stimiile ettigi goriilmektedir. Ayrica, adiponektin, ghrelin ve leptin gibi
bazi hormonlar dokuya 6zel bir sekilde AMPK sinyallemesini ya aktiflestirir ya da
inhibe edebilir (60).
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Sekil 7: AMPK sinyallemesini aktiflestiren ve inhibe edebilen bazi sinyal molekiilleri
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“Sekil 7, 60. kaynaktan uyarlanmstir (60)”

2.6.7. Kaspaz-3

Kaspazlar, apoptozu diizenlemede kritik rolleri olan sistein proteazlardir. Kaspaz
aktivasyonu ile kinaz, fosfataz ve diger sinyal molekiilleri aktivasyonu ya da
inaktivasyonuna bagli olarak hiicre i¢i sinyal iletimini modiile eder (61). Kaspazlar,
embriyonik gelisim ve bir¢ok hastaligin patolojisi ig¢in gerekli olan programlanmig
hiicre 6liimii mekanizmalarinda gorev alir. Apoptotik kaspazlar apopitotik kaskad girdi
noktasina bagl olarak baslatic1 ve infazcilar olarak ikiye ayrilirlar. Baglatic1 kaspazlar
belirli bir 6liim yolunu aktive eder ve daha sonrasinda ise infazci kaspazlar (kaspaz-3,-
7) etkinlestirir (62). Kaspaz-3 aktif 6liim proteazi olup birgok Onemli hiicresel
proteinlerin spesifik boliinmesini katalize eder. Kaspaz-3 hiicrenin par¢alanmasi ve

apoptotik cisimlerin olusumu ile iligkili baz1 siirecler i¢in esas teskil etmektedir (63).
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2.7. Cinko-ROS-Apoptozis Iliskisi

Reaktif oksijen irlinleri (ROS) inflamasyon hastaliklarina katilan 6nemli bir
aracidir ve diyabetik hayvan c¢alismalarinda [-hiicre hasarina aracilik ettigi
bildirilmektedir. Pankreatik B-hiicrelerinin antioksidan savunmasinin az olmasindan
dolay1 bu hiicreler oksidatif stres hasarma kars1 savunmasizdir. In vitro bir ¢alismada B-
hiicrelerine Zn*? ilavesinin STZ’nin neden oldugu harabiyete karsi koruyucu oldugu
belirtilmektedir (64). Oksidatif stres diyabetin patogenezinde ve komplikasyonlarinda
onemli rol oynar. Cinkonun ayni zamanda oksidatif stresi de azalttig1 belirtilmektedir
(11). Zn*? siiperoksit dismutaz (SOD) gibi énemli antioksidan enzimlerin yapisal
parcasidir. Diyabete bagl gelisen Zn*? eksikligi, antioksidan sentezini azaltip, oksidatif
stres olusumunu arttirir (65). Zn*? desteginin oksidatif stresi ve apoptozisi azaltarak
diyabeti azaltti§1 rapor edilmistir. Zn*? superoksit dismutaz (SOD)’mn yapisal
biitiinliiglinlin  korunmasinda baskin rol oynar. Aym1 zamanda ksantin oksidaz
aktivitesini inhibe ederek lipit oksidasyonunu da azaltir. Zn*?-metallotionin araciligiyla
coklu diisiik doz STZ kaynakli immiin reaksiyona kars1 beta adaciklarini korudugu da
bildirilmektedir (22). Zn*?’nun antioksidan ve antiapoptik 6zelligi oldugu gdsterilmistir.
Donérlerin  plazmadaki Zn*? seviyesi 6,48 mmol/L oldugu (0,5-14,4 mmol/L)
belirtilmektedir. Plazma Zn*? seviyesindeki bu genis degiskenligin izolasyon sonras1 f-
hiicre fonksiyonunu etkileyebilecegini diisindiirmektedir (22). Znnun pankreas
dokusu tizerindeki antiapoptotik mekanizmasi hakkinda ¢ok fazla bilgiye sahip degiliz.
Literatiirde sadece bir c¢alismada yiiksek ve diisik glukoza bagli pankreas
adaciklarindaki apoptozis yolaginda ¢inkonun etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada da
cinko takviyesinin MT’nin miktarinda artis yapabilecegi ve MT’lerin antioksidan
ozelliklerinin glutatyona gore elli kat daha fazla oldugu iddia edilmektedir. Cinkonun
antiapoptotik etkisinin Kas-3, -6 ve -9’ u inhibe etmesinden kaynaklandigi rapor
edilmistir (32). Yakin bir zamanda yapilan baska bir calismada, Zn*? eksikliginin
karaciger dokusunda Nrf2’nin ifadesini (ekspresyonunun) azaltarak, Akt ve GSK3f’nin
inhibisyonu tizerinden hiicre 6liimiine neden oldugu belirtilmistir (66). Hipergliseminin
(yiiksek kan sekeri) bobrek tiibiil epitelinde oksidatif strese ve infilamasyona neden
olarak apoptozisi tetikledigi bildirilmistir. Apoptozisin sitokrom-c’nin mitokondriden
salinmasi ile Kas-3 Kas-9 aktivasyonu ile yaptigini rapor edilmistir. Zn*? takviyesi
yapilan bdobrek tiibiil epitel hiicrelerin de Nrf2’ 1 arttirarak Akt/Erk yolaginin

inhibisyonu {izerinden antiapoptotik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (67).
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Zn*? eksikligi gelismekte olan iilkelerde yaygmdir. Buna bagl olarak diyabetin
goriilme sikliginin bu tilkelerde ¢ok artacagi tahmin ediliyor. Bu baglamda iilkemiz bu
riski tagiyan iilkeler arasinda yer almaktadir. Zn*? eksikliginin hem halkimiz hem de
iilkemizde yetisen bitkiler i¢in 6nemli beslenme problemlerinden biri oldugu rapor
edilmistir (65). Bu bilgiler acik bir sekilde Zn**nin diyabetin tedavisinde alternatif bir

ajan olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
2.8. Insiilin Salgilanmasinin Diizenlenmesi

Insiilin, normal kan sekerinin korunmasinda &nemli bir hormondur. B-hiicreleri
plazma glukoz konsantrasyonunda meydana gelen degisiklikleri algilar ve bu
degisikliklere karsilik gelen miktarda insulin salgilar. B-hiicreleri beslenme durumunu
algilamak {izere birbirine stratejik damarlarla bagli olarak adaciklar halinde
kiimelenmistir. Adaciklar1 gevreleyen ekzokrin bolgelerindeki hiicrelere gore 10 kat
daha fazla kanlanmasini saglayacak kadar yogun kiiciikk kan damarlariyla ag seklinde
donatilmistir. Glikoz, evrimsel olarak bazi hayvan tiirlerinde insiilin salinimi igin
birincil uyarandir. Kemirgen ve insanlarda, glukoz tarafindan uyarilan insiilin salgisi
protein ve yag tarafindan uyarilana kiyasla cok daha biiyiiktiir. Insanlarda 75 g oral
glikoz alim1 30 dakika i¢inde plazma insulin seviyesini bazal seviyeden (20-30 pmol/L)
250-300 pmol/L yiikselmesine neden olurken; ayni miktarda yag veya yag ile birlikte
protein diyeti ise ayni siire sonunda plazma insiilin diizeylerini sirasiyla 50 ve 60

pmol/L artirmaktadir (68).

Pankreatik B-hiicrelerinin glikoza bagimli insiilin Salgilama mekanizmasinda ilk
asama glikozun girisi ve metabolizmasini kapsarken, ikinci asamada ise ATP {iretimine
bagli olarak gelisen dinlenim zar potansiyelinin artmasi (depolarizasyon) ve nihayetinde

insiilin salgilanmasini kapsamaktadir (69).
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Sekil 8: Pankreatik B-hiicrelerinden glukoza bagh insiliin salgilama olaylar
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“Sekil 8, 69. kaynaktan uyarlanmstir (69)”

—

Uyarilmamis (dinlenim) durumdaki B-hiicrelerinin dinlenim zar potansiyeli

yaklasik -65 mV civarinda olup bu degerde ATP' ye duyarli potasyum kanallar1 agiktir.

B-hiicrelerine glukoz girisi GLUT-2 tarafindan gergeklestirilmektedir. Hiicre icine

glukoz girisi ve metabolizmasi sonrasinda hiicre i¢i ATP: ADP orani artarak ATP' ye

duyarli potasyum kanallarinin kapanmasina neden olur. Bu durum hiicre disina ¢ikan

potasyum iyon miktarin1 azaltir bu da hiicre zar potansiyeli artmasina yol acar ve

hiicrenin depolarize olmasina yol agar. Bu etki B-hiicre zarinda bulunan voltaja duyarl

Ca*? kanallarinin (L-tipi) agilmasiyla sonucglanir. Bu kanallarin acgilmasi hiicre igine

dogru yogun sekilde Ca*? akisina sebebiyet verir. Beta hiicrelerinde sitozolik kalsiyum

konsantrasyonunun artmast insiilin salgilanmasini uyarir (70).
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Sekil 9: Pankreatik B-hiicrelerinde glukoza bagimh insiilin salgilanmasi
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“Sekil 9, 70. kaynaktan uyarlanmstir (70)”
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirma Tipi

Deneysel olan ¢alisma, hiicre kiiltiirii {izerinde T.C. Istanbul Bilim Universitesi

hiicre kiiltiiri laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.2. Arastirmada Uygulanan Islem Basamaklari

3.2.1. Hiicre Kiiltiri

Calismada insan pankreatik [ hiicre hatt1 (General Cell Collection: 1.1B4,
10012801), aseptik hiicre kiiltiirinde, %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 antibiyotik
(100 TU/ml penisilin, 0.1 mg/ml streptomisin) iceren RPMI 1640 besi yerinde (Life
Technologies, 21875-034), inkiibasyon kosullar1 37°C ve %S5 karbondioksit olacak

sekilde biiyiitiildii. Hiicreler % 80 oraninda biiyiidiiklerinde ¢aligmaya baslandi.

3.2.2. Deney Gruplarmnin Olusturulmasi

Cinkonun olast etkileri ilgili hipotezimizi test etmek amaciyla Tablo 4’te

gosterildigi gibi 4 deney grubu olusturuldu. Elde edilecek verilerin giivenirliligini ve

tekrarlanabilirligini test etmek amaciyla; her bir deney grubunun uygulamasi ve

Olgtimleri 2 tekrarli olarak yapildi.

Tablo 4: Calismada olusturulan deney gruplari

Gruplar Alt Gruplar Gruplarm
Simgesi
Kontrol Grup K
Kontrol Gruplar - —
Cinko Destegi Yapilan Grup K+Z
Diyabetli Gruplar Kontrol Grup b
y P Cinko Destegi Yapilan Grup D+z
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3.2.3. Beta Hiicre Kiiltiiriinde Tip 1 Diyabet Modeli

Calismada, tip 1 diyabet olusturmak i¢in deneylerde en yaygin olarak kullanilan
streptozotosin (STZ) modeli kullanildi.

Streptozotosin,  2-deoksi-2-  (3-  (metil-3-nitrosoureido)-D-glukopiranoz
yapisindadir. STZ, pankreatik B-hiicrelerini hasarlayarak tip 1 diyabet olusturur. Hiicre
kiiltiirii tizerindeki deneysel ¢alismalarda 0-30 mM dozlar1 arasinda STZ uygulanmustir.
STZ’nin  B-hiicrelerindeki sitotoksik etkisi ise iki saat igerisinde meydana geldigi
bildirilmektedir (71, 72).

Calismadaki diyabetli gruplar1 olusturmak i¢in; 4 saat siireyle 20 mM dozda STZ
kullanild1. STZ uygulamasi esnasinda sonuglar1 etkileyebilecek diger faktorleri ortadan
kaldirmak amaciyla biitiin gruplara ayn1 iglem (besi yeri degisimi ve yikama) yapildi.
STZ uygulamasi i¢in oncelikle gruplarin eski besi yeri bosaltilip, HBSS (Hanks’
Balanced Salt Solution (HBSS) (1X), liquid) (Life Technologies, 14175-053) ile 3’er
defa yikandi. Daha sonra diyabet olusturulmak istenen gruplarin besi yeri 20 mM STZ
(Sigma-Aldrich, S0130) igerecek sekilde hazirlanmis olan besi yeri ile yenilenirken;
diger gruplarinki ise normal besi yeri kullanilarak yenilendi. Hiicreler 4 saat siiresince

37°C ve %S5 karbondioksit kosullarinda inkiibe edilir.
3.2.4. Hiicrelerin Cinko Ile Muamele Edilmesi

Beta hiicrelerinin 0,1 mM Zn*? konsantrasyonun iyi bir sekilde tolere ettigini
belirtilmektedir. Deneysel ¢alismalarda hiicrelerin ¢inko ile muamelesi 0,1 mM (100

uM) diizeyinde ve 24 saat siireyle ZnCl; inkiibasyon yapilmaktadir (27).

Calismamizda ZnCl, (Fisher, 389451000) takviyesi besi yerine ilave edilerek
uygulandi. STZ uygulamasmin hemen ardindan biitiin gruplar HBSS ile 3’er defa
yikandi. Kontrol ve diyabetli gruplarin her birinin alt gruplarindan birisine 0,1 mM
ZnCl; igeren besi yeri ile yenilenirken; diger kalanlarma normal besi yeri ile yenilendi.
Bu islem sonrasinda hiicreler 24 saat siiresince 37°C ve %5 karbondioksit kosullarinda

inkiibe edildi.
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3.2.5. Hiicrelerin Toplanmasi

Cinko takviyesinin 24 saat ardindan deney gruplarin yer aldigi flasklar buz
tizerine alindi ve HBSS ile 3’er defa yikandi. Hiicrelerin protein izolasyonu igin; RIPA
tamponuyla (Radio immunoprecipitation Assay; Santa Cruz Biotechnology, sc-24948)
muamele edildi. Daha sonra hiicre spatulasi kullanilarak iizerinde ¢ogaldiklar yiizeyden
mekanik olarak kazimnip, mikro pipet ile ependorf tiiplerine alindi. Ornekler 13000
rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant mikro pipet
yardimiyla tiiplere esit miktarda paylastirildi ve Ol¢tim yapilana kadar -20 °C’de

saklandi.
3.2.6. Hiicrelerin Protein Tayini
3.2.6.1. Orneklerin Protein Miktarmin Ol¢iimii

Western Blot Yontemindeki dikey jel sistemine esit miktarda protein
yiiklemesini yapabilmek i¢in Grneklerin protein konsantrasyonu Qubit fluorometer
(Invitrogen, Q32857) ile dl¢iildii. Bunun igin 6ncelikle kite ait standartlar kullanilarak
fluorometre kalibre edildi. Daha sonra her bir gruptan 1 ul numune alinip, standartlarla

kiyaslanarak gruplardaki protein konsantrasyonlar1 saptandi.

Tablo 5: Caliymada kullanilan 6rneklerin protein konsantrasyon degerleri

Grup Protein Miktar1 (Lg/pLL)
Kontrol Grup 13,16
Cinko Destegi Yapilan Grup 13,76
Diyabetik Kontrol Grup 12,48
Diyabetik Cinko Destegi Yapilan Grup 9,08

3.2.6.2. Western Blot Yontemiyle Proteinlerin ifade Diizeylerinin Tayini

50 pg’lik protein numeleri jeldeki (%10’luk akrimilad jel) kuyucuklarina
yiiklendi. Jelin birinci ve altinct kuyucuguna 5’er pl markir (Bio-Rad, 161-0374)
yiklemesi yapildi. Yiikleme yapildiktan sonra proteinler jel elektroforezi’nde
(Invitrogen) 130 volt altinda bir saat boyunca yiiriitiildii. Jel elektroforezi’nde yiiriitiilen
proteinler iBlot cihaz1 (Invitrogen, IB1001EU) yardimiyla PVDF membrana transfer
edildi. Membran, %5’ lik yagsiz siit tozlu PBS-T (PBS-Tween 20) soliisyona alind1 ve
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membranla antikorlar arasindaki nonspesifik baglanmalart en aza indirmek i¢in orbital
karistirict yardimiyla oda sicakliginda 1 saat bloklandi. Proteinlerin tanimlanmasi igin
her bir birincil antikor protokoliine gére %5’ lik yagsiz siit tozlu PBS-T soliisyonunda
seyreltildi. Membranlar bu soliisyonla +4 °C’de bir gece orbital ¢alkayici yardimiyla
inkiibe edildi. Daha sonra membranlara ikincil antikorlarin uygulanmasi igin PBS-T ile
10’ar dakika ii¢ kez yikandi. ikincil antikorlar (anti-rabbit ve anti-mouse) protokoliine
gore %5’ lik yagsiz siit tozlu PBS-T soliisyonunda seyreltildi. Membranlar bu
soliisyonla da oda sicakliginda 1 saat orbital ¢alkayici yardimiyla inkiibe edildi.
Membranlar 10’ar dakika olmak {izere ii¢ kez buffer ile yikandi. Alkalen fosfotaz
(BCIP/NBT; Invitrogen, WP20001) ile goriintiileme yapildi.

Tablo 6: Calismada tayini yapilan proteinlerin molekiil agirhklar ve birincil ile ikincil antikorlarin

protokoliine gore seyreltme orani

Birincil ikincil
Antikorlar Antikorlar
Molekiil Seyrelt
Proteinler Agirhiklar: Seyreltme Oram | Tiiri me

(KkDA) Oram

Sit ¢ (abcam, ab76237 ) 15 1000 Rabit | 6000
p38 MAPK (CST, 9212S) 43 1000 Rabit | 6000
P53 (Thermo Scientific, MA5-12557) 55 100" Mouse | 2000
B-aktin (CST, 3700) 45 1000™" Mouse | 2000
AMPK o (abcam, ab32047) 65 2500 Rabit | 6000
Pro-Kaspaz-3 (milipore, 04-440) 35 1000-1 Rabit 6000-1
GLUT 2 (abcam, ab95256) 57 1000 Rabit | 6000

* CST: Cell Signaling Technology

3.2.7. Insiilin Salgisindaki Degisimin Tayini

3.2.7.1. Pankreatik B-hiicrelerinin glukoz ile insiilin salimiminn

indiiklenmesi

Cinko ve STZ ile muamele edilen hiicrelerde insiilin salinimini belirlemek i¢in
hiicreler glukoz tolerans testine tabii tutulmustur. Bunun i¢in hiicrelerin bulundugu besi
yeri 24 saat sonunda % 0,5 fetal serum albumini / 1,1 mM glukoz iceren Krebs-
Ringer/bikarbonat-HEPES tamponu ile 40 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan medyum
uzaklastirilarak % 0,5 fetal serum albumini / 1,1 mM; 8,4 mM; 16,7 mM glukoz igeren
Krebs-Ringer/bikarbonat-HEPES tamponu eklenerek 60 dakika daha inkiibe edilmistir.
Ardindan supernatant toplanarak insiilin hormon analizine (insiilin sekresyonu) kadar -

40 °C’de saklanmustir.
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Hiicresel insiilin hormon igerigi ise asit alkol ekstraktlari ile belirlenmistir. Buna
gore glukoz ile insiilin salinim1 sonrasinda hiicreler asit-alkol ile pipetlenerek patlatilmisg
ve elde edilen lizat 3000 rpm’de 5 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatan

toplanarak insiilin hormon analizine (insiilin igerigi) kadar -40 °C’ de sakland.
3.2.7.2. Insiilin Hormon Analizi

Deney sonunda biitiin gruplarin insiilin hormon degerleri sandvi¢ ELISA
yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Sandvi¢ ELISA i¢in Nunc yiiksek afineteli 96-
well plak kullanildi. 2,5 pg/ml anti-Insulin + Proinsulin antikor [D6C4] (Abcam,
ab8304) iceren karbonat/bikarbonat kaplama tamponu ile plaklar gece boyunca 4 °C’de
kaplandi. Ardindan PBS-T ile yikanan kuyular %1 BSA (Bovine Serum Albiimin)
iceren PBS ile doyuruldu. PBS-T ile tekrar yikanan kuyulara kor, standart ve 6rnekler
eklenerek gece boyunca 4 °C’de inkiibasyona birakildi. PBS-T ile yikanan kuyular
1:1000 oraninda % 1 BSA igeren PBS ile sulandirilmis mouse monoclonal [D3E7]
Insulin + Proinsulin (HRP) (Abcam, ab28063) ile 2 saat inkiibe edildi. PBS-T ile
yikama sonrasinda HRP substratt olan TMB ELISA Substrate (Highest Sensitivity;
ab171522) ile 30 dakika renk gelistirilmistir. Reaksiyon 1 N H3SO4 soliisyonu ile
durduruldu. Ornekler Mikroquant Mikroplate Spektrofotometre ile 450 nm dalga
boyunda okundu. Elde edilen standart egriye gore 6rnek degerleri belirlendi (73, 74).

3.2.8. Oksidatif Stresin Saptanmasi

Biitiin  gruplardaki deney sonunda elde edilen Orneklerde total
oksidan/antioksidan seviyesi spektrofotometrik (ELISA) yontemi kullanilarak olgiildii.
ELISA igin 96 oyuklu plaka kullanildi. Total oksidan seviyesi (TOS; Rel Assay
Diagnostic, RL0024), total antioksidan seviyesi (TAS; Rel Assay Diagnostic, RL0017)

Ol¢timii igin her gruptan toplam sekiz adet numune alindi.
3.2.8.1. Total Oksidan Seviyenin Olgiilmesi

Bu Kkitin total oksidan seviyesini Olgme prensibi; Orneklerde bulunan
oksidanlarin demir iyon selasyon kompleksini ferrik (Fe*®) iyona oksitlemesine baghdur.
Bu reaksiyonu, reaksiyon ortami i¢inde bol miktarda bulunan arttirici molekiiller
tarafindan siirdiirtiliir. Sonug olarak demir iyonu asidik ortam i¢inde kromojen renkli bir

kompleks yapar ve bu renk yogunlugu, 6rnek i¢indeki mevcut oksitleyici molekiillerinin
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toplam miktarina baglidir. Sonuglar litre basina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri
cinsinden ifade edilir (umol H,O, Equiv./L). Calismada kor, standart ve 6rneklerden
17,5 pL alind1 ve tizerine 250 pL “reagent” 1 eklendi. 530 nm dalga boyuna ayarlanmis
ELISA cihazinda (BioTek pQuant Microplate Spectrophotometer) baslangi¢ absorbansi
(A1) okundu. Daha sonra 12,5 puL “reagent” 2 ilave edildi. Oda sicakliginda 10 dakika
bekledikten sonra 530 nm’de son absorbans (A2) okundu. Sonuclar asagidaki denkleme
gore hesaplandi ve pmol H,O, Equiv. /L olarak ifade edildi.

Sonug: (Abs Ornek / Abs Standart 2) X 20 (Standart 2 Degeri)
Abs Ornek: (Ornek Absorbansi A2 - Ornek Absorbansi Al)
Abs Standart 2: (Standart 2 Absorbansi1 A2 - Standart 2 Absorbanst A1)

Standart 2 Degeri: 20 umol H,0O, Equiv. /L

3.2.8.2. Total Antioksidan Seviyenin Olciilmesi

Total antioksidan durumunu Olgme prensibi ise; Orneklerde bulunan
antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini renksiz ABTS formuna
indirgemesine dayanir. 660 nm'de absorbans degisikligi 6rnegin toplam antioksidan
seviyesi ile iligkilidir. Sonuglar litre bagina mikromolar Trolox esdegeri cinsinden ifade
edilir (umol Trolox Eg/L). Calismada kor, standart ve orneklerden 15 pL alindi ve
tizerine 250 pL “reagent” 1 eklendi. 660 nm dalga boyuna ayarlanmig ELISA cihazinda
(BioTek pQuant Microplate Spectrophotometer) baslangic absorbanst (Al) okundu.
Daha sonra 37,5 puL “reagent” 2 ilave edildi. Oda sicakliginda 10 dakika bekledikten
sonra 660 nm’de son absorbans (A2) okundu. Sonuclar asagidaki denkleme gore
hesapland1 ve mmol Trolox Equiv. /L olarak ifade edildi.

Sonug: (Abs Standart 1 — ( Abs Ornek)
(Abs Standart 1) — ( Abs Standart 2)

Abs Standart 1: (Standart 1 Absorbans1 A2 - Standart 1 Absorbansi Al)
*Standart ligin deiyonize su kullanildi.
Abs Standart 2: (Standart 2 Absorbans1 A2 - Standart 2 Absorbansi Al)

Abs Ornek: (Ornek Absorbansi A2 - Ornek Absorbans1 Al)
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3.2.8.3. Oksidatif Stres Indeksinin Hesaplanmasi

Elde edilen TOS un TAS’a oran1 oksidatif stres indeksi (OSI) olarak asagidaki

formiile gore hesaplanmistir.

OSI (arbitrary unit) : TOS (umol H,0, Eq/L)
TAS (pmol Trolox Eq/L)

3.2.9. immiinofloresan Cift isaretleme Yontemiyle Protein Iliskilerinin

Belirlenmesi

Ozel antikorlar kullanilarak yapilan immiinolojik ydntemler (immiinofloresan,
immiinositokimya, immiinohistokimya) proteinlerin hiicre ve organel icindeki
dagilmlarinin belirlenmesinde yaygin kullanilan metodlardan biridir. Ozellikle farkl
dalga boyundaki antikorlar kullanilarak yapilan c¢ift isaretleme yontemleri iliskili
olan/oldugu diisiiniilen proteinlerin hiicre i¢inde dagilimi ve birlikteki lokalizasyonunun
belirlenmesi acgisindan onemli bilgiler vermektedir. Insiilin vezikiilleri panreatik B-
hiicrelerden ekzositoz ile salimir. Ekzositozda kargo teslimatinda hiicre iskeleti
elemanlarindan F-aktin 6nemlidir. Hiicrelerdeki hedef proteinlerde (F-aktin, insiilin)
immiinofloresan olarak ¢ift isaretleme yapildi. Cift boyama teknigi ile Zn"?’nun insulin
salgilanmasindaki dnerdigimiz mekanizmalarda gérev yapan proteinlerin (insiilin, aktin)

hiicredeki dagilimlari (lokalizasyonlari) belirlendi.

Oncelikle cover sliplerde iizerinde deney gruplari olusturuldu. Ardindan PBS
tamponu ile 3 kez yikandi, ilag ve ¢inko kalintilar1 uzaklastirildi. % 2 paraformaldehid
iginde 10 dakika fikse edildi. PBS tamponu ile 3 kez yikandi. % 0.1 Triton-X100/ %20
BSA igeren PBS i¢inde oda sicakliginda 1 saat hiicreler bloklandi. Birincil antikorlar
olan F-aktin 1/500 oraninda, Insiilin 1/500 oraninda % 0.1 Triton-X100/ %2 BSA
iceren PBS igerisinde seyreltilip hazirlandi. Daha sonra hiicreler bu soliisyonla gece
boyunca 4 °C’de inkiibe edildi. Birinci antikor kalintilarin1 uzaklastirilmas: amaciyla
PBS ile 3 kez yikama islemi yapildi. Anti rabbit olan ikincil antikor 1/2000 oraninda %
0.1 Triton-X100/ % 2 BSA igeren PBS igerisinde seyreltilip hazirlandi. Sonra hiicreler
bu soliisyonla da 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Yine PBS tamponu ile 3 kez
yikanilarak ikinci antikor kalintilar1 uzaklastirildi. Cekirdek boyamasi igin 0.1 mg/ml
konsantrasyondaki DAPI ile oda sicakliginda 10 dakika boyama islemi yapildi. Son kez
PBS tamponu ile 3 kez yikandi. Cover sliplerin hiicrenin oldugu yiizey alta bakacak
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sekilde katma medyumu igeren lam iizerine ters bir sekilde kapatildi. Kuruduktan sonra
cover sliplerin etraflar1 cila (oje) ile ¢evrilerek hiicrelerin kurumasi Onlenerek
incelenene kadar korunmasi saglandi. Mikroskopta farkli buyiikliikteki objektiflerden
her birinde 10 adet olacak sekilde fotograf ¢ekimi yapildi.

Sekil 10: immiinofloresan cift isaretlemede yonteminde kullanilan floresan mikroskobu sistemi

3.3. Veri Analizi

Western blot yontemiyle elde edilen membran goriintiilerinin bant profilleri
Image] programi ile analiz edildi. Istatistiksel hesaplamalar, Excell ve SPSS 21
programlar1 kullanilarak yapildi. Verilerin dagilimi Kolmogorov-Smirnov ve Levene
testleriyle saptandi. Ikiden fazla grubun ortalamalari arasindaki farkin anlamlilik
degerlendirilmesinde; normal dagilim kosullarinda, tek yonliit ANOVA ve ardindan post
hoc test olarak, Tukey testi kullanildi. Normal dagilima uygunlugun saptanmadigi
kosullarda ise Kruskal Wallis ANOVA ve ardindan da Mann-Whitney U testi kullanild1.
[statistik olarak anlamlilik diizeyi p < 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. B-Hiicrelerin Morfolojileri

Calismada, diyabette ¢inko desteginin insiilin salgilanmasina ve antiapoptotik
etki mekanizmalarini aragtirmak iizere insan B-hiicre hatt1 kullanilmistir. Sekil 11-A’ da
normal B-hiicrelerin mikroskobik goriintiisii bulunmaktadir. Sekilden de anlasilacagi
gibi hiicre siirlar1 diizenli, diizgiin yerlesime sahiptir. Sekil 11-B’ de STZ ile diyabet
olusturulmus B-hiicreler goriilmektedir. Diyabetli B-hiicrelerin hatlar1 keskinligini
kaybetmis, oval goriiniimlii ve kabarik hiicre formuna sahiptir. Bu goriintiiniin elde
edilmesi amaclanan diyabetik hiicrelerin olusturuldugunun kanitidir. Bu asamadan
sonra, diyabet ve/veya normal, saglikli hiicrelere ¢inko takviyesi 24 saat olacak sekilde

deney gruplari olusturuldu.

Sekil 11: Beta hiicrelerinin mikroskop altinda goriintiisii
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4.2. Aynistirilan ve Tayini Yapilan Proteinler
4.2.1. Beta Aktin

Hiicrelerde hastalik kosullarinda dahi seviyesi degismeyecegi kabul edilen,
hiicrelerde elzem isler yapan bazi proteinler bulunur. Bunlar, Western blot yonteminde
jellerle yiiklenen protein miktarlarini orantilama igin kullanilan kontrol proteinleridir.
Bu proteinlerden biri de B-aktindir ve bu ¢alismada kullanilmistir. Yapilmis olan biitiin
western blot 6l¢iimlerinde AMPK, P38 gibi hedef proteinler oncelikle her grubun J3-
aktini ile orantilanmistir. Bu orantilamanin mantigi, jellere yiiklenen her bir protein
miktari, B-aktin miktart ile orantilidir. Her bir kuyucuga 50 uL protein yiiklenmesine
ragmen, pipetleme hatalarindan kaynaklanan bu degisimler noétralize edilmis olur. Bu

sayede gruplar arasinda homojen bir l¢iim saglanmais olur.

Sekil 12: Beta Aktin’in protein 6l¢iimii
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Sekil 13: Beta Aktin’in protein analizi
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4.2.2. AMPK-a

AMPK-a hiicre enerji dengesinin korunmasinda en dnemli proteinlerden biridir.
Dolayisiyla, hiicrelerin hem sag kalimi hem de 6liim yolaklar ile yakindan iliskili bir
proteindir. Apoptozis olayinda enerji gereksinim duyan aktif bir kaskad oldugu ig¢in
AMPK-a protein seviyesindeki degisimlere bakildi. Calismada, sadece ¢inko verilen
grupta (K) kontrol grubuna gore yaklasik %330’luk bir artis saptandi. Sadece diyabet
yapilan grupta (D) ise kontrol grubuna gore %37’lik bir azalma saptandi. Diyabet
olusturulduktan sonra 24 saat ¢inko destegi yapilan B-hiicrelerde (D+Z) ise diyabet
grubuna gore %273; kontrol grubuna gore %135°1ik bir artis saptandi.

Sekil 14: AMPK-a’nin protein dl¢iimii
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Sekil 15: AMPK-a’nin protein analizi
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4.2.3. Sitokrom-c

Sitokrom-c, apoptotik yolagin baslatilmasinda en oOnemli diizenleyici
proteinlerinden biridir. Dolayisiyla, sitokrom-c’nin protein seviyesi Ol¢iimleri yapildi.
Calismada, sadece ¢inko verilen grupta (K) kontrol grubuna gore yaklasik %53’1ik bir
artis saptandi. Sadece diyabet yapilan grupta (D) ise kontrol grubuna gore %108’lik bir
artis saptandi. Diyabet olusturulduktan sonra 24 saat ¢inko destegi yapilan B-hiicrelerde
(D+2) ise sadece diyabet yapilan gruba gore 42’lik bir azalma; kontrol grubuna goére
%21’lik artis saptanda.

Sekil 16: Sitokrom-¢’nin protein 6l¢iimii
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Sekil 17: Sitokrom-¢’nin protein analizi
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4.2.4. P38 MAPK

Apoptotik yolakta Onemli rol oynayan proteinlerden biri de P38’dir. Bu
gerekgeyle P38’in protein seviyesi 6l¢iimii de yapildi. Calismada, sadece ¢inko verilen
grupta (K) kontrol grubuna gore yaklasik %31°lik bir azalma saptandi. Sadece diyabet
yapilan grupta (D) ise kontrol grubuna gore %48’lik bir azalma saptandi. Diyabet
olusturulduktan sonra 24 saat ¢inko destegi yapilan B-hiicrelerde (D+Z) ise sadece
diyabet yapilan gruba gore 56’liik bir azalma; kontrol grubuna gore %77°lik azalma

saptandi.

Sekil 18: P38 MAPK’1n protein 6l¢iimii
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Sekil 19: P38 AMPK’1n protein analizi
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4.2.5. Pro-Kaspaz-3

Hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptotik yolaklarin bulugsma noktasi
prokaspaz-3’ iin aktiflestirilmesidir. Dolayisiyla ¢aligmada aktif kaspaz-3 {in Onciisii
olan Pro-Kaspaz-3’ iin protein ifadesi de 6l¢iilmiistiir. Calismada, sadece ¢inko verilen
grupta (K) kontrol grubuna gore yaklasik %74’liik bir azalma saptandi. Sadece diyabet
yapilan grupta (D) ise kontrol grubuna gore %81’lik bir azalma saptandi. Diyabet
olusturulduktan sonra 24 saat ¢inko destegi yapilan B-hiicrelerde (D+Z) ise sadece
diyabet yapilan gruba gore 42’lik bir azalma; kontrol grubuna gore %89’luk azalma

saptandi.

Sekil 20: Pro-Kaspaz-3’iin protein 6l¢iimii
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Sekil 21: Pro-Kaspaz-3’iin protein analizi
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4.2.6. GLUT-2

Pankreatik B-hiicrelere glukoz girisi insiilinden bagimsiz taginim olan GLUT-2
araciligiyla olmaktadir. Dolayisiyla bu caligmada GLUT-2 proteinin ifadesi de
Olciilmistiir. Caligmada, sadece c¢inko verilen grupta (K) kontrol grubuna gore
yaklasik %3’likk bir artis saptandi. Sadece diyabet yapilan grupta (D) ise kontrol
grubuna gore %16°lik bir azalma saptandi. Diyabet olusturulduktan sonra 24 saat ¢inko
destegi yapilan B-hiicrelerde (D+Z) ise diyabet grubuna gore %33; kontrol grubuna
gore %12°1ik bir artis saptandi.

Sekil 22: GLUT-2’in protein dl¢iimii
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Sekil 23: GLUT-2’in protein analizi

GLUT 2

o]
o

I
o

Kontrole gore % degisim
(2]
o

N
o

o

K+Z D D+Z

47



4.2.7. P53

P53 proteini yine hiicrenin sagkaliminda énemli olan proteinlerden bir tanesidir.
Calismada, sadece ¢inko verilen grupta (K) kontrol grubuna gore yaklasik %59°1uk bir
azalma saptandi. Sadece diyabet yapilan grupta (D) ise kontrol grubuna gore %85’lik
bir azalma saptandi. Diyabet olusturulduktan sonra 24 saat ¢inko destegi yapilan (-
hiicrelerde (D+Z) ise sadece diyabet yapilan gruba gore 73’liik bir artig; kontrol grubuna

gore %74’liik azalma saptandi.
Sekil 24: P53’iin protein 6l¢iimii
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Sekil 25: P53’iin protein analizi
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4.3. Total Antioksidan Seviye

Cinkonun SOD gibi antioksidan enzim yapisina katilmasindan dolay1 ¢calismada
antioksidan tiiriine bakilmaksizin total antioksidan Ol¢limii yapildi. Genel anlamda
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Fakat D+Z grubunda anlamli olmamakla

birlikte TAS degerinde artis egilimi gozlendi.

Sekil 26: Gruplarin total antioksidan seviyeleri
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TAS: Total antioksidan seviye, K: Kontrol grubu; K+Z: Sadece 24 saat ¢inko destegi

pmol Trolox Eq/L

yapilan grup; D: STZ ile diyabet olusturulan grup; D+Z: Diyabet olusturulduktan sonra

24 saat ¢inko destegi yapilan grup. Tiim veriler ort + SD olarak gosterilmistir.
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4.4. Total Oksidan Seviye

Gruplarin total oksidan durumlar1 da oOlgiildi. Sadece ¢inko destegi yapilan
grubun (K+Z) kontrol gruba gére TOS degeri istatistiksel anlamda azaldi (p<0,05).
Diyabet grubunun TOS degeri hem kontrol hem de ¢inko destegi yapilan gruplara gore
istatistiksel anlamda yiiksektir (p<0,05). Diyabet olusturulduktan sonra 24 saat ¢inko
destegi yapilan grubun TOS degeri de yine kontrol ve sadece ¢inko gruplarina gore

istatistiksel anlamda yiiksekti (p<0,05).

Sekil 27: Gruplarin total oksidan seviyeleri
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TOS: Total oksidan seviye, K: Kontrol grubu; K+Z: Sadece 24 saat ¢inko destegi
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yapilan grup; D: STZ ile diyabet olusturulan grup; D+Z: Diyabet olusturulduktan sonra
24 saat ¢inko destegi yapilan grup. a: K’ e gore p<0,05; b: K+Z’ e gore p<0,05. Tim

veriler ort+ SD olarak gosterilmistir.
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4.5. Oksidatif Stres indeksi

TOS’ un TAS’ a oran1 OSI olarak kullanilmaktadir. K+Z grubunun OSI degeri K
grubuna gore azalma egiliminde olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli degildir. D
grubunun OSI degeri TOS degerinin artisina baglh olarak K grubuna gore istatistiksel
anlamda ytiksekti (p<0,05). D+Z grubunun OSI degeri TOS degerinin artmasi ile hem K
hem de K+Z grubuna gore istatistiksel olarak yliksekti. Bu sonuglara gore, 100 pM
konsantrasyonda ki 24 saatlik cinko destegi diyabetin neden oldugu oksidatif stresi

azaltmada yetersiz oldugu sonucuna varilmaktadir.

Sekil 28: Gruplarin oksidatif stres indeksleri
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OSI: oksidatif stres indeksi, K: Kontrol grubu; K+Z: Sadece 24 saat ¢inko destegi
yapilan grup; D: STZ ile diyabet olusturulan grup; D+Z: Diyabet olusturulduktan sonra
24 saat ¢inko destegi yapilan grup. a: K’ e gore p<0,05; b: K+2* e gore p<0,05. Tiim

veriler ort+ SD olarak gosterilmistir.
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4.6. Pankreatik B-hiicrelerdeki insiilin Salgis1 ve I¢erigi

Insiilin salinimi aglik, normal ve hiperglisemi kosullarinda dl¢iilmiistiir. Olgiim
cift tekrarli yapildi. A¢lik kan sekeri kosullunda (1,1 mM glukoz) K grubunda 8,31; D
grubunda 0,46; K+Z grubunda 5,22 ve D+Z ise 5,4 plU/ml degerindedir. Normal kan
sekeri kosulunda (8,4 mM glukoz) ise K 1,09; D grubu 0,74; K+Z grubu 12,64 ve D+Z
grubunda ise 2,84 ulU/ml degerindedir. Son olarak hiperglisemik kosulda (16,4 mM
glukoz) ise K grubu 2,9; D grubu 1,09; K+Z grubu 5,3 ve D+Z ise 5,08 ulU/ml

degerindedir.

Sekil 29: Deney gruplarimin insiilin sekresyonu analizi
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Ayrica ¢alismada pankreatik B-hiicrelerdeki insiilin igerikleri de Olgiilmiistiir.
Yine aclik, normal ve hiperglisemi kosullarinda 6l¢iim yapilmistir. 1,1 mM yani aglik
kan sekeri kosulunda K grubunda 34,6; D grubunda 26,12; K+Z grubunda 18,33 ve
D+Z grubunda 16,75 plU/ml degerindedir. Normal kan sekeri kosulu olan 8,4 mM’da K
grubu 34,17; D grubu 24,76; K+Z grubu 21,79 ve D+Z grubunda 14,99 nlU/ml
degerindedir. Hiperglisemi kosulu olan 16,4 mM’da K grubunda 38,8; D grubunda
21,52; K+Z grubunda 40,03; D+Z grubunda 10,74 ulU/ml degerinde insiilin igerige
sahiptir.

Sekil 30: Deney gruplarimin insiilin iceriginin analizi
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4.4, Insiilin ve F-aktinin Immunofloresan Isaretleme Yontemiyle Hiicrede

Dagilimlarimin Analizi

Sekil 31 A ve B’de kontrol grubundan elde edilen isaretlemelerde, F-aktin ve
insiilin vezikiillerinin yakin komsuluklar1 dikkat cekicidir. F-aktinler 6zellikle hiicre
sonlarinda, hiicrenin seklini korumaya yonelik yerlesime sahip iken, insiilin ¢ekirdegin

etrafinda daha yogun yerlesime sahip oldugu anlasilmaktadir.

Sekil 32 A ve B’de sadece ¢inko destegi yapilan hiicrelerdeki isaretlemede,
kontrol grubu verilerine yakin bir sonu¢ oldugu ve insiilinin isaretlemesinin arttigi

anlasilmaktadir.

Sekil 33 A ve B’de diyabet grubunda ise hiicre sekillinin degistigi, aktin
iskeletinin bozuldugu ve bariz bir sekilde insiilin isaretlenmesinin azaldigi

goriilmektedir.

Sekil 34 A ve B’de diyabet olusturulduktan sonra yirmi dort saat ¢inko destegi
yapilan hiicrelerde ise, hiicre morfolojilerinin diizeldigi, F-aktin yerlesimlerinin ve

insiilinin saliniminin diyabete gore daha iyi diizeyde oldugu gézlenmektedir.
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Sekil 31: Kontrol gruplarmin (K) immiinofloresan isaretlenmis goriintiisii

-

10 um

Magnification: 100x

Magnification: 100x

Kontrol grubuna ait pankreatik insan B hiicrelerinde insiilin salinimi ve F-Aktin
iskeletinin immiinofloresan isaretlenmeleri (x100). Kirmizi renk: 595 nm dalga boyunda
boyanan F-aktin, Yesil renk: 495 nm boyunda insiilin salinimini, Mavi renk: Cekirdegi
gostermektedir. A: F-aktin ve insiilin salinimin birlikte oldugu bdlgeler (turuncu renk),

B: Sadece insiilin salinim1 gostermektedir.
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Sekil 32: Kontrol gruplarindan ¢inko takviyesi yapilmis hiicrelerin (K+Z) immiinofloresan
isaretlenmis goriintiisii

Magnification: 100x

Magnification: 100x

Cinko grubuna ait pankreatik insan B hiicrelerinde insiilin salinimi ve F-Aktin
iskeletinin immiinofloresan isaretlenmeleri (x100). Kirmizi renk: 595 nm dalga boyunda
boyanan F-aktin, Yesil renk: 495 nm boyunda insiilin salinimini, Mavi renk: Cekirdegi
gostermektedir. A: F-aktin ve insiilin salinimin birlikte oldugu bdlgeler (turuncu renk),

B: Sadece insiilin salinimi1 gostermektedir.
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Sekil 33: Diyabetli gruplarimin (D) immiinofloresan isaretlenmis goriintiisii

Magnification: 100x

Magnification: 100x

Diyabet grubuna ait pankreatik insan B hiicrelerinde insiilin salinimi ve F-Aktin
iskeletinin immiinofloresan isaretlenmeleri (x100). Kirmizi renk: 595 nm dalga boyunda
boyanan F-aktin, Yesil renk: 495 nm boyunda insiilin salinimini, Mavi renk: Cekirdegi
gostermektedir. A: F-aktin ve insiilin salinimin birlikte oldugu bdlgeler (turuncu renk),

B: Sadece insiilin salinimi gostermektedir.
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Sekil 34: Diyabet gruplarindan ¢inko takviyesi yapilmis hiicrelerin (D+Z) immiinofloresan

isaretlenmis goriintiisii

Magnification: 100x

Magnification: 100x

Diyabet ile ¢inko grubuna ait pankreatik insan B hiicrelerinde insiilin salinimi (A) ve F-
Aktin iskeletinin (B) immiinofloresan isaretlenmeleri (x100). Kirmizi renk: 595 nm
dalga boyunda boyanan F-aktin, Yesil renk: 495 nm boyunda insiilin salinimini, Mavi
renk: Cekirdegi gostermektedir. A: F-aktin ve insiilin salinimin birlikte oldugu bolgeler

(turuncu renk), B: Sadece insiilin salinim1 gostermektedir.
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5. TARTISMA

Calismamizda elde ettigimiz verilere gore diyabet, B-hiicrelerinde mitokondrial
gecirgenligi arttirarak sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya ge¢mesine neden
olmakta ve kaspaz-3’ iin aktive edilerek apoptozisi uyarmaktadir; diyabet sonrasi ¢inko
destegi ise mitokondri gegirgenligini azaltarak sitokrom-c’ nin sitoplazmaya ge¢mesini
engellemektedir, bu da apoptozis uyaric1 faktoriin azalmasini saglayarak apoptozisi

onlemektedir.

B-hiicrelerinin yikiminda 6nemli olan bazi faktdrler vardir. Ilk olarak aktive
sitotoksik T lenfositleri pankreas adaciklarina goc eder ve insiilin {ireten hiicrelere
saldirir. Bu yanit sirasinda IFN-g, TNF-a ve IL-1 gibi ¢esitli sitokinler lokal olarak
salinirlar. Inflamatuar hiicrelerden salgilanan bu sitokinler insulin sekresyonunu inhibe
eden reaktif oksijen tiirevleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirevleri (RNS) gibi zararh
faktorlerin olusumuna yol acarlar ki ROS ve RNS tip 1 diyabetin patogenezinde 6nemli
rol oynamaktadir. Serbest oksijen ve nitrojen radikalleri mitokondrial ve sitozolik
proteinleri inaktive edip oksidatif fosforilasyonu azaltarak glikolizi azaltir ve
nihayetinde B-hiicrelerde ATP diizeyi azalarak insiilin salgis1 engellenmis olur. Aym
zamanda ortaya ¢ikan mitokondriyal hasar beta hiicrelerinin 6liimiine yol agarak insulin
bagimli tip 1 diyabete neden olur (75). ROS, diisiik seviyelerde ikinci haberci olarak
hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonu i¢in gereklidir. Asir1 miktarda ROS sadece f3-
hiicrelerine zarar vermekle kalmaz ayni1 zamanda inflamasyon siireci ve inflamasyonun
artisinda da aktif olarak katilir. Artmis ROS, mitokondride Ca*? kanallarin agilmasina
izin vererek sitozolik Ca™® konsantrasyonunda artis meydana gelir. Bu durum ise
antioksidan sistemi deprese eder (76). Diyabette artmis serbest radikaller; lipidler,
proteinler ve niikleik asitlerle etkileserek membran biitiinliigliniin kaybina, proteinlerde
yapisal veya fonksiyonel degisikliklere yol agmaktadir. Organizmada bu zararh
radikallerin etkisiyle basa cikabilmek i¢in; mitokondrial siiperoksit dismutaz (SOD),
sitoplazmik ~ Cu/ZnSOD,  katalaz ~ (CAT), glutatyon peroksidaz  (GPx),
tiyoredoksin/tiyoredoksin reduktaz (Trx/TrxR) sistemi gibi ¢esitli enzimatik antioksidan
sistemlerine sahiptir (77). B-hiicreleri %1 katalaz, %2 GPx1, %29 SOD aktivitesi
icermektedir. Bu nedenle B-hiicreleri daha diisiik antioksidan diizeye sahip olup
oksidatif strese daha yatkindir (78). Zn*2, NADPH oksidazin inhibitorii ve Cu,Zn-SOD’

un integral metalidir (79).

59



Diyabette serbest radikal olusumu artmakta ve radikal baglayict sistemlerde
azalma meydana gelmektedir, bu da diyabetiklerin antioksidanlara daha ¢ok ihtiyag
gostermektedir. Ozellikle pankreatik B-hiicrelerin antioksidan savunmasinin az oldugu
hatirlandiginda ¢inko destegi gibi antioksidan savunmaya katki saglayabilecek
molekiillerin ~ 6nemi  diyabetik  komplikasyonlarin  azaltilmasindaki ~ Gnemini
arttirmaktadir. Calismamizda da total oksidan ve antioksidan durum tayini yapilmis, bu
iki veri kullanilarak oksidatif stres hesaplanmistir. Daha onceki ¢alismalarin bulgularina
benzer olarak diyabet PB-hiicrelerinde oksidatif stresi arttirmistir. Bu artis oksidan
maddelerdeki artigtan kaynaklanmaktadir. Cinko destegi antioksidan savunmada artig
yaptig1 fakat istatistiksel anlamda degildi. Bu farkliligin nedeninin ¢alismamizda total
antioksidan miktarin tayiniyle iliskili olabilecegini diistinmekteyiz. Clinkii Zn*?, Cu,Zn-
SOD’un yapisinda katildig: icin SOD’un miktarinda yaptigi/yapabilecegi katki total
antioksidan savunmada Ol¢limiinde goreceli olarak yetersiz kalmis olabilir. Bu
gerekceyle Cu,Zn-SOD miktarmin  6l¢iimiinii  yapilmasi daha uygun olacagi
kanisindayiz. Ayrica ROS’un, proteinler, DNA ve diger hayati molekiillerle hiicre i¢in
zararli reaksiyona girebilecegi ve bu da hiicrenin sag kalimimi tehtid edebilecegi
unutulmamalidir. Sonug¢ olarak hiicre i¢i ROS kaspaz aktivasyonu ve niikleer
parcalanma gibi apoptotik olaylarin daha fazla ortaya ¢ikmasi i¢in ¢ok Snemli sinyal
molekiilleridir (80). Bu bilgiler diyabette oksidatif stresin Onlenmesinin Onemini
vurgulamaktadir. Karaciger ve pankreas yag ve karbonhidrat metabolizmasinda 6nemli
olan iki organdir ve MT bu organlarda okisdatif strese bagli olarak arttig
belirtilmektedir. Pankreasta ¢inko ve MT konsatrasyonlarinin olduk¢a yiiksek oldugu
bilinmektedir. Cinko iyonlar1 varliginda, insiilin ile hekzomerik yap1 olusturur. MT nin
STZ ile diyabet olusturulmus hayvanlarda ve hiicrelerde oksidatif strese kars1 koruyucu
oldugu rapor edilmistir. Dahasi, MT nin 6zellikle pankreasta oksidatif stresi onleyerek
DNA hasarim azalttigi belirtilmektedir (81). Zn"*nun pankreas dokusu iizerindeki
antiapoptotik mekanizmasi hakkinda ¢ok fazla bilgiye sahip degiliz. Bir ¢alismada
cinko takviyesinin MT’nin miktarinda artis yapabilecegi ve MT’lerin antioksidan
ozelliklerinin glutatyona gore elli kat daha fazla oldugu iddia edilmektedir. Cinkonun
antiapoptotik etkisinin Kas-3, -6 ve -9’ u inhibe etmesinden kaynaklandigi rapor
edilmistir (32).
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Bcl-2 ailesi, dis mitokondriyal membran permeablitesini ve sitokrom-c’nin
salinmasini kontrol ederek apoptozisi diizenler. Anti apoptotik Bcl-2 proteinleri ortak
hiicre 6liim yollar1 i¢inde apoptozisin kritik diizenleyicisidir. Insan premonosit hiicre
kiltiiriinde yapilan bir calismada, hidrojen peroksit ile baslatilan apoptosis’in 1 mM
Zn*? takviyesinin Bcl-2/Bax orammi arttirdigi ve sonugta aktif kaspaz-3’iin
inhibisyonuna ve apoptotik hiicre sayisinin azalmasina yol actig1 bildirilmektedir (82).
Kaspaz-3 apoptozisde énemli bir enzimdir. Insan promiyelositik 16semi hiicre hatt1 olan
HL-60 ile yapilan bir calismada, 100 uM ve iizerindeki Zn*? takviyesinin kaspaz-3
olusumunu inhibe ettigini bildirilmektedir (83). Zn*?kaspaz-3 ve -8’ i giiclii bir sekilde
aktive ederken, kaspaz-9’u zayif bir sekilde aktive eder (82). Hiperglisemik kosullar
altinda pankreatik B-hiicrelerde metabolik strese, glikoz-bagimli insiilin sekresyonunun
bozulmasina ve hiicre kaybina maruz kaldigina dair deliller giderek artmaktadir.
Pankreatik B-hiicre kayiplarinda endoplazmik retikulum (ER) ve oksidatif stresin 6nemli
rol oynadig: diisiiniilmektedir. Bu iki stres birlikte proapoptotik kaspaslardan 2, 3, 6° in
aktivasyonu, sitokrom-c¢’ nin salinmasi ve mitokondriyal membran potensiyelinin
azalmasina neden olan mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu tetikler. Fakat
hiperglisemik kosullarda kaspaz aktivasyonu ve bu kaspazlarla iligkili degredasyon
substrat proteinleri hakkinda bilgilerimiz hala sinirli diizeydedir (84). Insan ve sigan B-
hiicre hatlart kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, hiperglisemik kosul altinda
endoplazmik retikulum (ER) stresinin kaspaz-3 aktivasyonuna neden oldugu rapor
edilmistir (85).

Calismamizda elde ettigimiz verilere gore diyabet, B-hiicrelerindeki GLUT-2
protein seviyesini azaltarak insiilin salinimin azalmasina neden olmaktadir; ¢inko
destegi diyabetin neden oldugu GLUT-2 protein ifadesini onararak insiilin salinimini da
diizeltmektedir. Diyabet ayni zamanda B-hiicrelerde hiicrenin sag kalim yolaklar: ile
yakindan iligkili olan P53 ve AMPK protein ifadelerini azaltir; diyabetin ardindan ¢inko
destegi ise P53 ve AMPK proteinlerinin ifadelerini artirir. Bu bulgulara dayanilarak;
diyabetin P-hiicrelerinin apoptozis ile Oliimlerini artirirken, insiilin sekresyonunu
azaltmakta, fakat c¢inko desteginin hiicrenin sag kalimin1 saglayacak sekilde

apoptozisini azaltmakta ve insiilin sekresyonunu arttirmaktadir.
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Hiicre ici AMP/ATP seviyesi yiikseldiginde, AMPK yolagi ATP olusumunu
arttirarak tekrardan hiicre homeostazisinin restore edilmesini saglar. AMPK iki
kompleks tarafindan aktive edilir. Karaciger kinaz Bl (LKBI1) normal dinlenim
kosullarinda, CaMKKB egzersiz ve stres kosullarinda AMPK’ nin aktivasyonundan
sorumludur. Kalsiyum kalmodulin kinaz-1I, AMPK’ i hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonundaki degisikliklere yanit olarak aktive eder (86). AMPK, proapoptotik
(p53 proteini, BAX, p38 MAPK) ya da anti apoptotik yolaklar ile iliskilidir (87). Cinko;
hiicre sag kaliminda 6nemli bir faktdrdiir. Ornegin Cu-Zn-SOD gibi serbest radikal
yakalayicilarmin yapisinda Zn*? bulunur. Zn*? ayrica protein kinaz-C, kalsiyum
kalmodulin kinaz-1l, TrkB, Ras ve MAP kinaz, NF-kB gibi bir¢ok protein kinaz ile
iligkili oldugu vurgulanmaktadir. Zn*? proapoptotik rol oynayan NFkB’ nin
aktivasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir (88). Hipergliseminin endotel hiicrelerde
hasar yaptig1 ve apoptozisi baslattig1 da bildirilmistir. Yapilan bir¢ok ¢alismada, endotel
hiicrelerinde yiiksek glikozun NF-kB sinyal yolagi apoptozisi uyardigi ve oksidatif
strese neden oldugu sonucuna varilmistir. Cinko parmak proteini olan A20’nin endotel
hiicrelerinde koruyucu oldugu belirtilmektedir. A20’nin koruyucu bu etkilerinin NF-KB
sinyal yolagint bloke etmesi araciligiyla oldugu savunulmaktadir. NF-KB yolaginin
hiperglisemik kousullarda endotel hiicrelerindeki hasarda ve apoptozisis de 6nemli rol
oynadig1 belirtilmektedir. Sonugta, A20°nin apoptotik hiicre sayisini azaltigr da
belirtilmektedir (89). Yakin bir zamanda yapilan bir ¢alismada ise, Zn'?> ‘nun
hiperglisemide apoptozisi inhibe ettigi ve bu inhibisyonda indirekt antioksidan etki ve

kaspaz-3 ve -8’in inhibisyonu ile iligkili oldugu belirtilmektedir (90).

Tiimdr baskilayict gen veya p53, biiyliyen tiimorleri yok ederek ve bir¢ok hiicre
faliyetlerini diizenleyerek hiicrede 6nemli koruyucu islevleri vardir. Ne zaman ki p53
geni degisime ugrarsa, hiicreler kontrolsiiz biiylir ve kanserlesmeye dogru ilerler.
Normal fizyolojik kosullar altinda diisiik miktardaki p53 ROS olusumunu baskilarken;
yiiksek miktardaki p53, hiicresel strese bagli olarak ROS olusumunu arttirir. ROS
apoptozis baslaticisidir ve p53’ in muhtemelen apoptozisi ROS araciligiyla baslattigi ve
bu siirecte PUMA ve Bax proteinlerinin ifadelerini arttirdigi diistiniilmektedir (91).
Kaspaz-3’ iin aktivasyonu, insanlarda kalp yetmezliginde meydana gelen apopitozda da
gosterilmistir (92). Ayrica bu apoptozis’in p53 ile iliskili olabilecegi de belirtilmektedir
(93) (94). Zn*?, tirozin fosforilasyonu ve MAPK (mitojen aktive edici protein kinaz)’y1

aktive ederek veya fosfotriozin fosfotazi inhibe ederek insiilin etkilerini taklit eder (33).
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Bir ¢caligmada artmis oksidatif stresin p38 MAPK ve p53 proteinlerinin diyabetik testiste
arttigi ve bu artisgm Zn*? eksikligi durumunda daha da kétiilestigi belirtilmektedir.
Ayrica ER stresinde hiicre 6liimlerinde artis yaptigi, fakat ¢inko eksikliginin bu artiglara
etkisiz kaldigi da rapor edilmektedir. Sonu¢ olarak diyabetin veya kronik c¢inko
eksikliginin mitokondri ile iliskili apoptotik hiicre Oliimlerini p38 MAPK ve p53
sinyalleri ile uyardig1 vurgulanmaktadir (95). Zn*2, p53 proteinin yapisini degistirir ve
bu proteinin DNA’ a baglanmasini azaltir. Dolayisiyla intraseliiler Zn*? p53’iin aktivite
ve stabilitesini diizenler. Tiimor supresyon proteini olan p53, hiicresel stres yanitinda,
ozellikle apoptotik yolun (Bcl-2 ve Bax) kontroliinde merkezi rol oynar (82). P53 ve
Bcl-2 protein ailesi i¢sel yolda 6nemli rol oynarken, kaspazlar (KAS) her iki apoptotik
sinyal yolakta rol alir (96).

Insiilin, glukoz homeostazinin siirdiiriilmesi, dokularin gelisimi ve bilyiime igin
gerekli olan tiire 6zgili hormondur. Insiilin pankreasin langerhans adaciklarindaki (-
hiicreleri tarafindan sentezlenir. Kan glukozu ya da aminoasit konsantrasyonu arttiginda
salgilanir (77). Yapilan bir ¢alismada yiiksek doz glikoza maruz birakilan (HG; 20 mM)
B-hiicrelere diisiik doza maruz (LG; 2,5 mM) birakilan B-hiicrelere gore insiilin salgisi
anlaml diizeyde artmistir. Bu hiicreleri 24 saat yiliksek doz glikoza maruz birakilmasi
durumunda LG insiilin salgis1 artma gosterirken, HG grupta instilin salgisinin azaldigi
bildirilmistir (84). Bir ¢alismada diyabetli siganlara beta hiicre transferi yapildiktan
sonra, yiiksek ¢inko diyeti uygulanmasinin kan glukoz seviyesinde diizelme yaptigi
vurgulanmaktadir. Fakat c¢inkonun bu olumlu etkisinin mekanizmas: hala gizemini
korumaktadir (32). Cinko tasiyicilart ile yapilmig ¢aligmalarda insiilin sekresyonunda
cinkonun Onemini gostermektedir. Bunlardan biri olan ZnT3 geni susturulmus sigan
pankreatik B-hiicre hatt1 ile yapilan bir ¢alismada, insulin sekresyonunun azaldig1 rapor
edilmistir. ZnT8 geninin susturulmast (knock-down edilmesi), yiiksek glikoz kosullu
altinda apoptosisi uyardigi bildirilmistir. Ayni ¢alismada, ZnT8 geninin susturulmasiyla
birlikte artmis insulin sekresyonu (yiiksek glikoz etkisi) B hiicre metabolizmasin
bozabildigi ve sonugta hiicre Sliimlerinin arttig1 da gosterilmistir (97). Cinko tasiyicisi
olan ZnT-8’in de pankreatik [-hiicrelerinde ¢inko homoestazisi 6nemli oldugu
belirtilmektedir (98). Diger ¢inko tasict proteinlerinden biri de MT-1A’dir ve bu protein
cinko ve redoks metabolizmasi arasinda baglantida 6nemlidir. Cinko iyonlari insiilin
sinyalini ve redoks olaylarini diizenler. Dolayisiyla ¢inko ve MT birlikte diyabet ve kalp

hastalig1 gibi diyabetik komplikasyonlarin gelisimine neden olan oksidatif strese karsi
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hiicrelerin korunmasini saglar (98). Farelerde yapilan bir ¢alismada, ¢inko desteginin
kalpte antioksidan etkiye sahip olan MT’in aktivasyonu ile diyabetik kardiyomiyopati

olusumunu 6nledigi rapor edilmistir (99).

Insiilin ve ¢inko iyonlarnm, glikoz alim1 ve lipogenezise giiclii uyarici etkileri
vardir. Cinko eksikligi olan hayvanlarin insiiline daha az duyarli olduklan
bildirilmektedir. Serum olmayan besi yerinde kiiltiire edilmis memeli hiicrelerde,
cinkonun insiilinin etkilerini taklit edebildigi rapor edilmistir. Cinkonun etkileri
intraseliilerdir ¢iinkii ¢inko insiilin reseptoriiniin fosforilasyon durumunu arttirir. Dahasi,
insiilin sinyal yolagindaki proteinlerin fosforilasyonunu da arttirir. Cinkonun bu etkisini
protein trozin fosfotaz-1B’nin inhibisyonu araciligiyla yaptigi 6ne siiriillmektedir. Trozin
fosfotaz-1B insiilin reseptoriiniin fosforilasyon durmunu kontrol eden ana fosfotazdir.
Bu da ¢inkonun insiilinomimetik etkilerinden sorumlu yolagidir. Hem diyabetik
hayvanlarda hem de insanlarda yapilan birgok c¢alismada, ¢inko desteginin
antidiyabetojenik 6zellikleri rapor edilmistir (98). Bu bilgiler diyabette ¢inko desteginin

daha az insiilin ihtiyaci ile kan sekerini dengeleyebileceklerinin sinyalini vermektedir.

Bu bulgular c¢alismamizdaki hem insiilinin hiicrelerdeki immiinofloresan
boyamalar1 ile hem de insiilin sekresyon ve igerigi Olclimleri ile uyumludur.
Immiinofloresan sonuglarimiz insiilinin ve aktinin diyabetin etkisi ile azaldigini
gostermektedir. Ozellikle aktin iskeletinin insiilin ekzositozunda énemli bir bilesendir.
Cinko destegi hem insiilin hem de aktin iskeletini destekleyerek insiilin salgisinin arttirir.
Bu bulgular netice diyabette ¢inko eksikliginin Onlenmesinin hastaligin etkilerini

onlenmesi agisindan 6nemini gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER
Calismamizda elde ettigimiz sonucglart maddeler halinde 6zetleyecek olursak;

Oksidatif stres diyabettin olugsmasinda 6nemlidir.

. Yirmi dort saatlik 100 uM c¢inko destegi oksidatif stresin azaltilmasinda yetersiz
kalmistir. Cinkonun yiliksek konsantrasyonda toksik olabilecegi diisiiniildiiglinde
en azindan bu konsatrasyonda diyabetin etkilerine kars1 kismi olarak yararli bir
etki meydana getirdi.

Diyabetle birlikte sitokrom-c ve kaspaz-3 gibi protein ifadelerinin artmasi; p53,
AMPK ve p38 MAPK’ larin protein ifadelerinin azalmasi ile apoptozise bagl
beta hiicre kayiplarina sebep olmaktadir.

Cinko destegi sitokrom-c, kaspaz-3, AMPK, p38 MAPK, p53’ {in protein
miktarlarinin  kontrole dogru yaklagsmasin1 saglayarak apoptotik yolaklarin
baskilanmasimna ve sag kalan beta hiicre sayilarinin korunmasma neden
olmaktadir.

Diyabet sonu¢ olarak; insiilin sekresyonun azalmasina ve bu da diyabetik
komplikasyonlarin artmasina neden olmaktadir.

Cinko destegi basta apoptotik yolaklarin baskilanmasi ile var olan hiicre
sayisinin korunmasina neden olarak insiilin salgilanmasina katki sagladigi gibi
ozellikle insiilin paketlenmesi ve salgilanmasindaki rolii araciligiyla insiilin

sekresyonunu arttirmistir.

Elde ettigimiz bulgular 6zellikle c¢inkonun diyabetli hastalarda kan sekerini

dengelemede beta hiicrelerinden insiilin salgilamasini artist ve alfa hiicrelerinden

glukagon salgisinin azalmasi ile ikili etkili olabilecek dogal torapetik bir aday

olabilecegini desteklemektedir. Bu calisma, Tip-1 diyabet hastaligina ucuz, kullanimi

kolay alternatif bir tedavi yontemi ile hem bilime hem de iilke ekonomisine katki

potansiyeline sahip olmas1 agisindan &nemlidir. Ozellikle diyabete bagli apoptozis ile

hiicre oliimlerinin ve ¢inko’nun insulin salgilatici mekanizmalarinin aydinlatilmasi,

literatiirde bu konudaki a¢ig1 kapatmaya yonelik bilgiler barindirmasi da c¢alismanin

Oonemini arttirmaktadir. Diyabetik deney hayvan ve insanlarda ¢inko desteginin insiilin

salgilanmasina etkilerini arastiran calismalarin yapilmasi bu konunun aydinlatilmasi

i¢in Onerilmektedir.
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