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OZET

Amag: Stevia rebaudiana (SR), giiniimiizde diisiik kalorili bir tatlandirict olmasi ve
kandaki glukoz diizeyini diisiirmesi nedeniyle diyabet ve obezite tedavilerinde
alternatif olarak kullanilan bir bitkidir. Diyabet ayni zamanda otoimmiin
diizensizlikleri de igeren ve hastada asir1 immiin cevaba takiben birgok lezyona sebep
olan bir hastaliktir. Bu caligma stevianin diyabet ile ilgili immiinmodiilator

ozelliklerini arastirmay1 amaglamaktadir.

Yontem: 150-250gr agirhigindaki wistar sicanlara streptozotosin (STZ) enjeksiyonu
ile diyabet modeli olusturuldu. Diyabet olan ve olmayan stevia gruplarini olusturan
sicanlara 28 giin boyunca her giin 2 ve 25 mg/kg stevia gavaj yoluyla verildi. 28. giiniin
sonunda ELISA yontemi ile serumdaki IL-1p ve TNF-a miktart belirlendi. Ayrica T
lenfosit, yardime1 T lenfosit ve sitotoksik T lenfosit hiicrelerinin sayilar1 da akim

sitometri yontemi ile tespit edildi.

Bulgular: Si¢anlarin agirliklarindaki artis diyabet grubu ile kiyaslandiginda diyabet +
25 mg/kg stevia grubunda istatistiksel olarak anlamli idi. Kan glukoz degeri, diyabet +
25 mg/kg stevia grubunda diyabet grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
azald1 (p<0,05). IL-1p ve TNF-a sitokin seviyeleri diyabet +25 mg/kg stevia grubunda
diyabet grubuna gore anlamli olarak azaldi (p<0,01). CD8+ sitotoksik T hiicre sayilari,
diyabet + 25 mg/kg stevia grubunda, diyabet grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde azald1 (p<0,05).

Sonug: T Hiicrele sayilarinda ve proinflamatuar sitokin seviyesinde meydana gelen
degisimler diyabetin bir otoimmiin hastalik oldugunun gostergesidir. Stevianin, CD3+
, CD4+, CD8&+ T hiicreleri ve IL-1PB, TNF-a sitokinleri iizerindeki etkisi, stevianin

immiinomodulator etkiye sahip oldugunu gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Stevia, Diyabet, Sitokin, Lenfosit



ABSTRACT

Objective: SR which is a plant that is used in the treatment of diabetes and obesity
because of it is a low-calorie sweetener and it decreases the blood glucose level.

Diabetes is also a disease that includes autoimmune disorders and can cause many
lesions following excessive immune response in the patient. This study aims to

investigate the immunomodulatory properties of stevia during diabetes.

Method: A diabetes model was created by injection of STZ to rats weighing 150-200g.
Stevia was given by gavage daily for 28 days to rats with and without diabetes. Atthe
end of 28 days, the amount of IL-1p and TNF-a in the blood was determined by ELISA
method. The amounts of CD3, CD4 and CD8 proteins were determined by flow

cytometry method.

Results: Rat weights increased significantly in the diabetes + 25 mg/kg stevia group
compared to the diabetes group. Blood glucose level decreased significantly in the
diabetes + 25 mg/kg stevia group compared to the diabetes group. IL-1p cytokine level
decreased significantly in the diabetes +25 mg / kg stevia group compared to the
diabetes group. TNF-a cytokine level decreased significantly in the diabetes + 25 mg
/ kg stevia group compared to the diabetes group. The amount of CD8 + T cells
decreased significantly in the diabetes + 25 mg/kg stevia group compared to the

diabetes group.

Conclusion: Changes in T Cells and proinflammatory cytokine levels are indicators
that diabetes is an autoimmune disease. The effect of stevia on these cells and

cytokines shows the immunomodulatory effects of stevia.

Key words: Stevia, Diabetes, Cytokine, Lymphocyte
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GIRIS

1.1.Hipotezin Temeli ve Amacg

Besinlerde tatlandirict olarak kullandigimiz sekerin hastaliklara neden olmasi sonucunda
sekere alternatif olabilecek tatlandiricilar aragtirilmaya baslanmistir. Bunlardan bir tanesi
de son yillarda oldukga kullanimi1 yayginlasan dogal tatlandirict olan Stevia bitkisidir.
Stevia rebaudiana Bertoni, Paraguay'in kuzeydogusunda yetisen Asteraceae ailesine ait
bir bitkidir. Stevia, sakkaroz’dan yiizlerce kat daha tatli olmasina karsilik, sakkaroz’un
kalori degeri 386 kkal/g iken, Stevia rebaudiana Bertoni (SR)’nin kalori degeri sadece 2,7
kkal/g’dir. Bu nedendenle, SR tatlandirici olarak her gecen giin artan miktarda
tiketilmektedir. Ayrica, saglikli yasam i¢in bagka bilesikler de icermektedir.
Yapraklarinda bulunan Stevioside ve Rebaudioside A, basta diyabet ve obezite dahil
olmak tizere bircok metabolik hastaliklarda tedavi amaci ile kullanilmaktadir (Brandle ve
Telmer, 2007). Diabetes mellitus (DM); pankreas’in yeterli miktarda insiilin hormonu
tiretememesi ya da iirettigi instilin hormonunun etkili bir sekilde kullanilamamasiabagli
olarak kanda bulunan glukozun hiicrelere alinamamasi sonucunda gelisen, ciddi
komplikasyonlara neden olan bir hastaliktir. Kronik hiperglisemi ile seyreden diyabetik
hastalarda, c¢esitli organlarda, ozellikle gozlerde, bobreklerde, sinirler, kalp ve kan

damarlarinda uzun vadede komplikasyonlar goriilebilir (Savita ve ark., 2010).

Literatiirdeki calismalara gore, SR’nin, alloksan veya streptozotosin (STZ) ile
olusturulmus diyabetik farelerde ve SR diyeti uygulanan farelerde kan glukoz seviyelerini
azalttigi gosterilmistir (Lemus-Mondaca ve ark., 2012). Tip 1 diyabette (T1D) ;
otoimmiinite sonucu apoptoz mekanizmasi araciligl ile pankreas P-hiicrelerinde 6liim
gerceklesir (Goyal ve ark., 2010). In vitro ¢alismalar, farkli pro-inflamatuar sitokinlerin
kombinasyonunun, 3-hiicresi apoptozunu indiikledigini gostermistir(Barba ve ark., 2014).
Tip 1 diyabetli (T1D) hastalarin serumlarinda yiiksek miktarlarda interlokin-1 Beta (IL-
1B), IL-6 ve C-Reaktif protein (CRP) tespit edilmistir (Atkinson ve ark., 2011). Son
caligmalarda, SR’nin glukoz metabolizmasindaki etkisinin yani sira immiinomodiilator
Ozellikleri de arastirilmaya baslanmistir. Literatiirdeki calismalarda; SR’nin, pro-
inflamatuar sitokin ( IL-1pB, IL-6, Interferon y (IFN-y)) salintmini azalttig1 gosterilmistir
(Ramos-Tovar ve ark., 2018).



Bu projede, diyabetik ve diyabetik olmayan saglikli siganlara stevia ekstrakti farkli
dozlarda 28 giin siireyle gavaj yoluyla verilerek, bu sicanlarin periferal dolagimindaki
CD3*, CD4* ve CD8" T hiicrelerinin sayilar1 ve bu deneklerin serumlarindaki IL-1B ve

TNF-a sitokin miktarlar1 tespit edilerek, stevianin immiinmodiilator rolii arastirilmastir.

Calismamizin 6nemini olusturan unsurlar su sekilde siralayabiliriz:

1- Diyabet Hastalig1 giiniimiiziin en 6nemli hastaliklarindan birisidir.

2-Tedavisi i¢in gliniimiizde bir¢ok tedavi yontemi yaygin olarak kullanilmasina ragmen
kesin tedavisi olmayip, uygulanan tedavi yontemleri de oldukga pahali ve zahmetlidir.

3- Diyabet hastalig1 otoimmiin bir hastalik oldugu i¢in stevia aracili immiin regiilasyon
mekanizmasinin agiklanmasi ile diyabet hastaliginin tedavisine yeni yaklagimlar
kazandirilabilinir.

4- Stevia kullanimmin her gegen giin artmasina ragmen hiperglisemik kosullarda

immiinmodulator etkileri bilinmemektedir.

Diyabet ayn1 zamanda otoimmiin diizensizlikleri de iceren ve hastada asir1 immiin cevabi
takiben bir¢ok lezyona neden olan bir hastaliktir. Bu ¢aligmadaki amacimiz SR’nin,
normal ve STZ araciligi ile diyabet olusturulmus hayvanlarin periferal kaninda T
lenfositlerinin sayilarina ve inflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-1 sitokin salinimina

etkilerini belirlemektir.

Bu ¢alismamizin hipotezi “SR, diyabet esnasinda T hiicrelerinin sayilarina ve TNF-a, IL-
1B sitokinlerinin salinimlarina olan etkileri araciligiyla immiin modiilasyonda rol alir.”
seklindedir. Bu hipotezi aragtirmak i¢in SR diyeti uygulanan diyabetik siganlarin, periferal
kanlarinda total T lenfosit, yardimc1 T lenfosit ve sitotoksik T lenfosit hiicre sayilarinda
ve serumda TNF-a ve IL-1f sitokin miktarlarinda degisiklik olup olmadigini belirlemeye

calistik.

Bu ¢alisgmanin amaci; “SR’nin, diyabet esnasinda T hiicreleri ve inflamatuar sitokinler
olan TNF-a ve IL-1 sitokinleri araciligiyla immiin modiilasyonda rol alip almadigini

belirlemektir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Immiinite (Bagisikhik)

Immiinite, enfeksiyon kaynakli hastaliklara karsi gelistirilen direng olarak tanimlanir.
Immiin sistem ise bu direnci olusturan molekiiller, hiicreler, dokular ve organlardan
olusur. Immiin sistem dogal (nonspesifik) ve edinsel (adaptif) olmak iizere iki cesittir

(Paul, 2003).

2.1.1. Dogal Immiinite

Immiin direncin ilk asamasidir. Ug genel direng bariyerinden olusur. Birincisi anatomik
bariyer olup deri ve dokulardaki mukoza katmanindan Ozellikle de deri’deki epitel
dokudan olusur. Ikinci bariyer fizyolojik bariyer olup viicut 1s1s1, pH, mide asiditesi, cesitli
salgl maddelerinden olusmaktadir. Ugiincii bariyer ise Fagositik Bariyer olup nétrofiller,
eozinofiller, NK hiicreleri ve makrofajlar gibi fagositik hiicrelerden olusur (Agerberth ve
Gudmundsson, 2006).

2.1.2. Edinsel immiinite

Dogal bagisiklik, patojenlerin ortadan kaldirilmasin1 hedeflese de, taniyabilecegi
patojenik molekiil sayist sinirhidir. Spesifik bir antijen veya yabanci ajan ile ilk temas,
bagisiklik sisteminin efektor hiicrelerini igeren bir reaksiyonlar zincirini baglatir ve bir
immiin hafiza durumu ortaya c¢ikar (Cooper ve Alder, 2006). Uyarlanabilir bagisiklik
tepkileri sirasinda, istilaci organizmalari yok etmek i¢in spesifik B ve T lenfositleri aktive
olur. Iki tiir spesifik savunma tanimlanmstir: Bunlardan ilki B lenfositlerin plazma
hiicrelerine doniisiimii sonucu gergeklesen hiimoral immiinitedir. Hiimoral yanit, istilact
patojenleri diger bagisiklik hiicreleri tarafindan yok edilmek iizere isaretleyen antikor adi
verilen proteinlerin dretilmesiyle gerceklesir. Hiicresel immiiniteyi ise baglica T
lenfositleri olusturur. T lenfosit alt tiplerinden &zellikle sitotoksik T lenfosit araciligiyla
virlis bulagmis hiicrelere, hiicresel yanit gergeklesir. Viriisle enfekte olan hiicreler,

hiicresel yanit araciligiyla 6ldiiriliir (Jenkinson ve ark., 2006; LeBien ve Tedder, 2008).



2.1.3. Lenfositler

Kandaki veya lenfteki ¢cogu lenfosit immiinokompetan hiicrelerdir (%70). Bu hiicreler
dolasim1 terk ederek dokulara goc¢ ederler. Dokularin immiinolojik korumasindan
sorumludurlar. Daha sonra sistemik dolasima geri donerler. Esas lenfositler yabanci

antijenleri tanima ve yanit verme kapasitesi olan uzun dmiirlii hiicrelerdir

Geri kalan lenfositler (%30) sistemik dongiiye katilmaz. Bu hiicreler belirli bir dokuya
yonelik kisa dmirli aktif hiicrelerdir. Fonksiyonel olarak viicutta {i¢ ana lenfosit tiirii
bulunur. T lenfositler, B lenfositler ve dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK) (Bachmann ve Kopf,
2002).

2.1.4. T Lenfositler

Dolasimdaki lenfositlerin %60-70’ini olustururlar. CD 3 ve T Hiicre Reseptorlerini (THR)
eksprese ederler. Cok sayida alt tipleri mevcut olup CD4 ve CD8 yiizey belirteglerinin

varligina gore iki ana grupta siniflandirilirlar (Takahama, 2006).

Sekil 2.1.T ve B hiicre farklilagmasi (Songu ve Katilmis, 2012)

Yardime1 CD4+ T lenfositler, CD4 yardimci reseptore sahip olan T hiicreleridir. CD4+ T
hiicrelerininde Th1, Th2, Treg, T17 olmak iizere degisik alt guruplart mevcuttur. Thl
hiicreleri hiicresel yanitlarda, sitotoksik CD8 T lenfositleri (CTL'ler), NK hiicreleri ve

makrofajlarla etkilesime girerek hiicre aracili immiiniteyi gergeklestirir. Th2 hiicreleri ise
4



B lenfositler ile etkilesime girerek plazma hiicrelerine doniismesini saglayip salgiladiklari

antikorlar araciligiyla immiiniteyi gerceklestiren hiicrelerdir (Kaminuma ve ark., 2009).

Sitotoksik CD8+ T Lenfositler, CD8 yardimci reseptorii ihtiva eden T hiicreleridir.
Antijenleri veya enfekte olan hiicreleri MHC-I araciligiyla taniyarak hedef hiicreye

saldiran lenfositlerdir (Takahama, 2006).

Yardimer CD4+ T Lenfositler, CD4 yardimci reseptorii ihtiva eden T hiicreleri olup
Antijen sunan hiicreler tarafindan kendilerine MHC-I11 ile sunulan antijenleri taniyarak
sitokin salinimini gergeklestirip, sitokinler araciligiyla B hiicrelerini ve T hiicrelerini aktif

hale getiren hiicrelerdir.

Diizenleyici T lenfositler (Treg), diger bagisiklik hiicrelerinin aktivitesini etkileyerek
immiin yanit1 baskilayabilen hiicrelerdir. T ve B hiicrelerinin aktivasyonunu baskilayarak

islev gosterirler.

2.1.5. B Lenfositler

Degisken yasam siirelerine sahiptirler ve hiimoral immiinite ile baglantili immiin
proteinler olan immiinoglobulinler (Ig) olarak da adlandirilan dolasimdaki ¢esitli
antikorlarin tretiminde ve salgilanmasinda rol oynarlar. B hiicreleri ayrica hiicre
yiizeyinde major histo-uyumluluk kompleksi 11 (MHC I1) molekiillerini ifade eder. CD4+
T hiicreleri tarafindan aktive edilirler. Aktive olan B hiicreleri plazma hiicrelerine veya
hafiza hiicrelerine doniisiir (Songu ve Katilmig, 2012). Plazma hiicreleri antikor
salinimindan sorumluyken hafiza hiicreleri bir sonraki antijene kars1 dokularda yerlesir

(Barbero ve Ponte, 1977).
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Sekil 2.2.B hiicre faklilagsmasi (Songu ve Katilmig, 2012)

NK hiicreleri, sitotoksik CD8 T lenfositlerine benzer bir sekilde hedef hiicreleri oldiiriir.
Virtisle enfekte bir hiicrenin taninmasindan sonra, hiicrenin plazma zarinda kanallar
olusturan maddeler olan perforinler ve granzimler (fragmentinler) salgilarlar ve boylece

hedef hiicrede apoptozu baglatarak, hedef hiicrenin kendi kendisini yok etmesine neden

olur (Cooper ve Alder, 2006).

2.1.6. Antijen Sunan Hiicreler (APC)

APC'ler arasinda makrofajlar, karacigerin perisiniizoidal makrofajlar1 (Kupffer hiicreleri),
epidermisteki Langerhans hiicreleri ve dalak ve lenf diiglimlerindeki folikiiler dendritik

hiicreler bulunur.

Bir yardimcei T hiicresine bir antijen sunmak icin, APC 6nce antijeni hiicre i¢inde isler ve
sonra antijen peptitlerini yiizeyinde goriintiiler (Songu ve Katilmig, 2012). Antijen isleme,
APC antijeni endositoz yaptiginda ve onu 8 ila 10 amino asit peptitlerine ayirdiginda
baglar. APC'nin endozomal bdlmesinde peptitler, MHC II molekiillerine baglanir.
Antijen-MHC 11 kompleksi daha sonra APC'nin plazma membranina yer degistirir ve

hiicre yiizeyinde goriintiilenir (Guermonprez ve ark., 2002).
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Sekil 2.3.APC’lerin T Hiicrelerine antijen sunmasi (Songu ve Katilmis, 2012)
2.1.7. Sitokinler

Sitokinler, esas olarak immiin hiicreler tarafindan salinan kii¢lik proteinlerdir ve immiin
hiicreler arasindaki etkilesimi, iletisimi ve regiilasyonu saglarlar. Ayrica sitokinler endotel
ve fibroblast hiicrelerinden de salinir. Sitokin genel bir isimdir; salgilanan hiicre veya
fonksiyonlaria gore farkli isimlendirilirler. Lenfokin (lenfositler tarafindan salgilanan
sitokinler), monokin (monositler tarafindan iiretilen sitokinler), kemokin (kemotaktik
aktivitelere sahip sitokinler) ve interlokin (bir 16kosit tarafindan tretilip ve diger 16kositler
tizerinde etkili olan sitokinler). Sitokinler hedef hiicrelerine bagli olarak onlar salgilayan
hiicrelere (otokrin etki), yakindaki hiicrelere (parakrin etki) veya baz1 durumlarda uzak
hiicreler iizerinde (endokrin etki) etki gosterirler. Inflamatuar siirecte iki ana grupta
incelenirler. Proinflamatuar sitokinler ve antiinflamatuar sitokinler (J. M. Zhang ve An,
2007).

2.1.8. Proinflamatuar Sitokinler
2.1.9. TNF

TNF, birincil olarak mononiikleer fagositlerden (monositler ve makrofajlar) (TNF-a) ve
lenfositlerden (TNF-p) salgilanir (Beutler ve Cerami, 1989). Mononiikleer fagositlere ek
olarak, TNF- a, nétrofiller, aktif lenfositler, dogal oldiiriicii (NK) hiicreler, endotelyal
hiicreler ve mast hiicreleri tarafindan iiretilebilir. Monositler tarafindan TNF'nin en giiglii

indiikleyicisi, toll benzeri reseptér 2 (TLR2) ve TLR4reseptorlerine baglanan
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lipopolisakkarittir (LPS). TNF-a ve TNF-B, benzer afinitelerle iki farkli hiicre yiizey
reseptoriine TNFR I (p55) ve TNFR II (p75) baglanir ve benzer etkiler gosterir.

TNF ayrica T hiicreleri tarafindan transmembran veya ¢oOziiniir formda tretilir. T
hiicrelerinin aktivitesini konrtol eden 6nemli bir molekiildiir. Ek olarak, bagisiklik
tepkilerinin baslatilmasi sirasinda T hiicresi hayatta kalmasina katkida bulunabilir. (Amit
K. 2019) Baz1 c¢alismalar, TNFR2 araciligiyla TNF sinyallemesinin, T hiicre
aktivasyonunun erken fazinda Bcl-2, Bcl-XL ve survivin gibi anti-apoptotik molekiillerin
ekspresyonunu artirabilecegini ortaya koymustur (Pamukcu ve ark., 1976; E. Y. Kim ve
ark., 2006).

TNF, hiicre i¢i adezyon molekiilii ICAM) —1, vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM)
—1 ve E-selektin olarak bilinen adezyon molekiillerini indiiklemek i¢in endotel hiicreleriyle
etkilesime girer ve boylece graniilositlerin inflamatuar bolgelere gegisine izin verir. TNF,
yapigsmaya, kemotaksise Ve degraniilasyona aracilik eden nétrofillerin giiglii bir

aktivatoridiir. Ayrica TNF, toksik sok ve sepsisin birincil endojen aracisidir (Tracey ve

ark., 1987).

2.110. IL-1

Temel kaynagi aktif makrofajlardir. Dolasima katilan IL-1, endokrin etkiye benzer bir
ozellik gosterir (Terabe ve ark., 2005; Calle ve Fernandez, 2012). Iki temel polipeptitten
olusur. Bunlar IL-1a ve IL-1B’dir. Farkli genler tarafindan kodlansa da biyolojik
fonksiyonlart benzerdir ve ayni reseptore baglanirlar. Dolagimda IL-1p aktivitesi daha
fazladir. Otokrin etki ile makrofajlardan IL-1 salinimini arttirir. Ayrica IL-6
salgilanmasini tetikler (Loh ve ark., 2014). Endotel hiicrelerini etkileyerek pihtilasmay1
arttirtr. Mononiikleer hiicrelere etki ederek inflamasyonu baglatan kemokinlerin sentezini
saglar (Markle ve ark., 2013). IL-1 Oncii protein olarak sentezlenir. Salgilanabilmesi i¢in
IL-1 Doniistiirticti Enzim (ICE) ve kaspaz 1 tarafindan kesilmesi gerekir. IL-1, ICAM-1,
VCAM-1 ve E-selektinin up regiilasyonu yoluyla lokositlerin endotelyal hiicre
yapismasini uyarir (Cerretti ve ark., 1992). IL-1, TNF ile birlikte atese neden olur. 1L-1 ve
TNF’ nin etkileri benzerlik gosterse de bu iki sitokin arasinda 6nemli farkliliklar vardir.
Ana ayrim, TNF'nin lenfosit proliferasyonu iizerinde dogrudan bir etkisinin olmamasidir

(Dinarello ve Wolff, 1993).



IL-1, IL-2 ile kombinasyon halinde CD4+ ve CD8+ T lenfositlerin proliferasyonunu uyarir
(Ben Aribia ve ark., 1987). IL-1p sitotoksik T lenfositlerin proliferasyonunu uyarirken,
CD4+ T lenfositlerinin Th1’e doniistimiinii indiikler (Ben-Sasson ve ark., 2013). Yapilan
bagka bir ¢alisma da IlI-1f°’nin CD4+ T lenfositlerin Th17> ye farklilagmalarin
destekledigini gostermistir (Mailer ve ark., 2015).

2.111. IFN-y

Hiicre aracili bagisikliktan sorumlu en dnemli sitokin IFN-y'dir. Ozellikle T yardimci
lenfositler tarafindan iretilir, ancak ayni zamanda sitotoksik T hiicreleri ve NK
hiicrelerinden de iretilir. IFN-y, monositler tarafindan antijen sunumunu ve Ssitokin
tretimini uyarir Ve ayrica yapisma, fagositoz, sekresyon ve nitrik oksit tiretimi dahil olmak
tizere monosit efektor fonksiyonlarini uyarir. IFN-y, mononiikleer fagositler tizerindeki
etkilerine ek olarak, NK hiicreleri ve nétrofiller tarafindan oldiiriilmeyi uyarir. IL-1 ve
TNF gibi ICAM-1'in indiiksiyonu yoluyla graniilositlerin endotel hiicrelerine yapismasini

uyarir (Farrar ve Schreiber, 1993).

2.1.12. Anti inflamatuar Sitokinler
2.1.13. IL-1RA

IL-1RA, IL-1B'nin etkilerini, IL-1 reseptor I'e (IL-1RI) rekabetci baglanarak inhibe eder
(Dinarello, 2011). Viicudun her yerinde genis bir hiicre ve doku yelpazesi IL-1RI'yi eksprese
eder, boylece IL-1RA'nin fazla olmasi IL-1B"nin giiclii proinflamatuar aktivitesinin zararl
etkilerini baskilamak igin gereklidir (Aksentijevich ve ark., 2009). IL- 1RA ekspresyonu ve
salimi, IL-1p tarafindan indiiklenir, boylece IL-1p genellikle dogal olarak olusan antagonisti

tarafindan kontrol altinda tutulur (Dinarello, 2011).

2.1.14. TGF-p

TGF-B1, hematopoietik hiicreler lizerinde ¢oklu etkileri olan ¢ok énemli bir immiinolojik
diizenleyicidir. Bagisiklik sistemindeki TGF-f1'in ana roldi, bagisiklik toleransini indiiklemek,
boylece otoimmiin reaksiyonlari nlemenin yani sira enfeksiyonlara veya doku hasarina karsi
gerekli immiin yaniti tehlikeye atmadan inflamasyonu kontrol altina almaktir (Li ve ark., 2006).

T lenfositlerin proliferasyonu, farklilagsmasi ve hayatta kalmasi iizerindeki ¢esitli etkileri vardir.
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Ayrica, makrofajlarin aktivasyonunu baskilar (Li ve ark., 2006). B lenfositleri tarafindan
immiinoglobulin salgilanmasini1 ve mononiikleer fagositlerin ve NK hiicrelerinin sitotoksisitesini

inhibe eder. Genel olarak birgok farkli hiicre tipinin proliferasyonunu engeller (Chen ve ark.,

2001).

2.1.15. IL-10

IL-10, on yillardir anti-inflamatuar sitokin olarak bilinmektedir (K. W. Moore ve ark.,
2001). Baslangicta Thl reaktivitesini inhibe eden Th2 hiicrelerinin iiriini olarak
tanimlanmistir, ancak su anda ¢ogu hematopoietik hiicre tipine etki eden ¢esitli T hiicre
alt gruplar1, B hiicreleri, monositler ve makrofajlar tarafindan salindig: bilinmektedir (L1
ve Flavell, 2008). TGF-B1 ile birlikte IL-10, immiinolojik tolerans olusturmada,
inflamatuar yanitlart sinirlandirmada ve sona erdirmede ve T-lenfosit aracili

immiinopatolojiden korunmada 6nemlidir (K. W. Moore ve ark., 2001).

2.2. Diabates Mellitus

Diabetes mellitus (DM) tiim diinyada en sik rastlanan endokrin hastaliklardan biridir.
Insiilin hormon sekresyonunun ve/veya insiilin etkisinin goreceli azligi nedeniyle
karbonhidrat, protein ve lipid metabolizmalarinda bozukluklarin olustugu kronik
hiperglisemik bir sistemik metabolizma hastaligidir. Akut metabolik komplikasyonlarin
yan1 sira, uzun donemde vaskiiler, renal, retinal ya da ndropatik bozukluklara yol agan,
morbidite ve erken mortalite riski yiiksek olan bir hastaliktir (Savita ve ark., 2010). DM
komplikasyonlar1 akut ve kronik komplikasyonlara ayrilabilir (Yoon ve Jun, 2005). Bu
komplikasyonlar tipik olarak, genellikle mikrovaskiiler ve makrovaskiiler hastaliklar
halinde gruplanan damar hasarlar1 ile karakterizedir (WHO, 2014). Mikrovaskiiler
hastaliklar retinopati, nefropati ve noropati’dir. Makrovaskiiler komplikasyonlar ise
koroner arter hastalii, serebrovaskiiler hastalik ve periferik arter hastaligi gibi
kardiyovaskiiler hastaliklar (CVD) ile ilgilidir (WHO, 2014). 2014 yilinda, kiirese]l DM
prevalansinin % 9 oldugu tahmin edilmistir (GHE, 2015) ve DM 2015 yilinda diinya
genelinde yaklagik 1,6 milyon 6liime sebep olmustur. DM, polidipsi, poliiiiri, polifaji,
glukoziiri, agiklanamayan Kilo kaybi ve bunlara eslik eden plazma glukoz diizeyinin 200
mg/ dl iizerinde olmasi veaglik plazma glukoz diizeyinin 126 mg/dl iizerinde olmasi ile

karakterizedir.
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Diyabete, pankreatik B hiicrelerinin dereceli olarak kaybi sonucunda yeterli insiilin
tiretilememesi ya da viicuttaki hiicrelerin tiretilen insiiline kars1 diizgiin yanitverememesi
sebep olmaktadir. B hiicrelerinin kaybina sebep olan bircok mekanizma oldugu igin,
hastalik olduk¢a kompleks bir yapidadir. Diyabetin bilinen 3 alt tipi bulunmaktadir;
otoimmiin bir hastalik olarak kabul edilen T1D, obezite ve insiilin direnciyle baglantili

T2D ve gebelik sirasinda gelisen Gestasyonel Diyabet (GD).

2.2.1. Tip 1 Diyabet

T1D, pankreasta bulunan [ hiicrelerinin kaybi sonucu yeterli miktarda insiilin
tiretilememesiyle olusur (Clark ve ark., 2017). Genel olarak kronik T-hiicre bagimli
otoimmiin bir hastalik olarak incelense de (T1Da); T-hiicre bagimsiz bir T1D alt tipi de
bulunmaktadir (T1Db) ve bu tip diyabet, dogal bagisikligin efektdr hiicreleri tarafindan
diizenlenir (In't Veld, 2011). T1Da’da [ hiicrelerine karsi olan spesifik tolerans kaybolur
ve pankreasta gelisen Langerhans adacik inflamasyonu kompleks bir hal alir. Bu
inflamasyon ise hem genetik hem de ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir (Katsarou ve
ark., 2017).

2.2.2. Tip 1 Diyabetin Immiinolojisi

Pankreasta bulunan Antijen sunan hiicreler (ASH)’lar, pankreatik lenf nodlarinda (pLN),
timustan gelen naif T hiicreler ile karsilagirlar. ASH’larin T hiicreleri ile etkilesimleri
sonucunda, efektor T hiicre (Teff) aktivasyonu gergeklesir. Efektor T hiicreleri pankreasa
giderek adacik inflamasyonunu baglatirlar. Adacik inflamasyonu sonucunda ASH’lar ve
Teff’lerden salgilanan proinflamatuar sitokinler (IL-1p ve IFN-y), B hiicrelerinden farkli
peptit salinimina neden olarak, otoantijen iliretimine neden olurlar (Atkinson ve ark.,

2011).
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Sekil 2.4. Diizensiz timus aktivitesi sonucu olusan adacik inflamasyonu (Atkinson ve ark., 2011).

B Hiicrelerinden salgilanan peptitlerin farkli kesim modifikasyonlari nedeniyle, bu
peptitler antijen sunan hiicreler (ASH) tarafindan antijen olarak taninir. ASH’lar bu
antijenlert MHC reseptorleri araciligiyla T hiicrelerine sunarlar ve bdylece T hiicre
aktivasyonu gergeklesir. Aktiflesen T hiicreleri, proinflamatuar sitokinler salgilayarak
inflamasyonu genisletirler. Artan inflamasyonla birlikte sitotoksik T hiicreleri Peta

hiicrelerine saldirir ve B hiicresi apoptozu gergeklesir.
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Sekil 2.5. Tip 1 diyabetin immiin patogenezinin basitlestirilmig modeli (Atkinson ve ark., 2011).

Timor nekroz faktorii-o (TNF-a), IL-1p ve interferon-y (IFN-y), pankreas B-hiicrelerinin
inflamasyonunda rol alan en 6nemli sitokinlerdir. NF-xB; TNF-o, IL-1B, gelismis
glikasyon son iiriinleri i¢in reseptor (RAGE) ve Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) dahil
olmak tizere gesitli uyaranlarla aktive edilebilir. Niikleer Faktor-xB (NF-xB) aktivasyonu
sonucunda [} hiicresi hasar1 olusur. IL-1, immiin aracili § hiicre yikiminda énemli bir rol
oynayan inflamatuar bir sitokindir. Elde edilen kanitlar, sitokinlerin, NO iiretimine yol
acan indiiklenebilir NO sentaz (iNOS) ekspresyonunu etkiledigini gostermektedir. IL-13
ve IFN-y'nin NO sentezi ile sarko (endo) plazmik retikulum Ca2 + ATPase 2b (SERCAZ2b)
protein ekspresyonunu belirgin sekilde azalttig1 ve Ca2 + depolarinin tilkkenmesine ve f3-
hiicre 6liimiine potansiyel bir katkida bulunan mekanizma olan ER stres yolunu aktive
ettigi bildirilmistir. Ayrica, insulinoma (INS-1) hiicrelerinin sitokin kaynakli (IL-1B +
IFN-y) apoptozu, NO dioksijenaz bloklayicist NG-metil-L-arginin kullanimiyla
gosterildigi gibi NO firetimine bagh goriinmektedir. NO ayrica, Jun NH2-terminal kinaz

(JNK) aktivitesinin giiclendirilmesi ve Akt / protein kinaz B'nin baskilanmas1 yoluyla
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sitokin kaynakli apoptoza katkida bulunur. Oksidatif stresin T1D patogenezinde anahtar
rol oynayip oynamadigi tartigmali olsa da T1D hastalarinda saglikli kontrol grubuna
kiyasla azalmis antioksidan kapasite gosterilmistir. Sitokin sinyalizasyonunu 6zetleyecek
olursak: TNF-o, TNF reseptorii tip 1 ile iligskili 6lim domain proteini (TRADD) ile
etkilesime giren trimerize p60 reseptorleri yoluyla sinyalizasyonu saglar. Fas-iliskili 61im
domain proteini (FADD) daha sonra TRADD tarafindan uyarilir, bdylece reseptor-
etkilesimli protein (RIP) ve TNF reseptorii ile iliskili faktor 2'nin (TRAF2) reseptor
kompleksine baglanmasina izin verir. TRAF2, NF-kB’yi; NF-kB -indiikleyici kinaz
(NIK)-xB kinaz inhibitorii (IKK) ile aktive eder ve JNK / p38 yollarin1 aktive eder. TNF-
a, tip 1 diyabet de dahil olmak tizere bir¢ok otoimmiin hastalik ile iliskili gibi goriinen
inflamatuar bir sitokindir. TNF-a, pankreas adaciklari igerisinde yerlesik makrofajlari
aktive edebilir ve boylece, iNOS ekspresyonu iireten Ve B hiicrelerinde NO'nun asiri
tiretimine neden olan IL-1p'nin salinmasini saglayabilir. CD4* CD25" T hiicrelerinin say1
ve fonksiyonundaki degisiklikler, TNF-a'nin obez olmayan fare modellerinde tip 1
diyabete neden olabilir. NF-kB 'nin aracilik etti§i RAGE'in rolii tam olarak
aciklanamamistir, ancak RAGE, monositlerden TNF-a gibi inflamatuar mediyatdrlerin
tiretilmesinde 6nemli bir araci olabilir. Hiperglisemiye cevap olarak artan RAGE
ekspresyonunun dogal ve hatta adaptif immiin yanitlarin aktivasyonuna yol agmasi ve [3-
hiicre hasarim1 arttirmast miimkiindiir. IL-1B'nin IL-1PR1'e baglanmasindan sonra,
Miyeloid farklilagma birincil yanit 88 (MyD88) reseptor kompleksine geri alinir. MyD88,
interlokin-1 reseptor iligkili kinaz (IRAK) ile etkilesime girerek IRAK’1in TNF reseptor
iligkili kinaz (TRAF)’a baglanmasina izin verir. TRAF6, mitojenle aktive olan protein
kinaz / stresle aktive olan protein kinazin aktivasyonuna ve NF-kB yolagmin TGFp ile
aktive edilmis kinaz 1’in (TAK1) aracili aktivasyonuna sebep olur. IL-1B ayrica,
muhtemelen fosfolipaz C’nin diagilgliserol iiretimi yoluyla protein kinaz C-d'nin (PKC-
d) aktivasyonunu da uyarir (Newgard ve McGarry, 1995; Deeney ve ark., 2000; Atkinson
ve ark., 2011).
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Sekil 2.6. Tip 1 diyabette pankreas B-hiicrelerinde inflamatuar mediatorlerin aktivasyonu. (Atkinson et al., 2011)

T1D’nin patogenezinde CD4" yardimci ve CD8" sitotoksik T hiicrelerinin fonksiyonel
sinerjisi mevcuttur. Ayrica bu hiicreler sitokin iretimi, potansiyel patojenik yanit ve
hastalik gelisimi i¢in esansiyel bir konumdadir (Pugliese, 2017). Pankreas adacik CD8" T
hiicreleri perforin, granzim B ve Fas-FasL aracili 6ldiirme mekanizmalar ile  hiicre
yikimina aracilik ederler (Roep, 2003; Pang ve ark., 2009). Diger taraftan pankreas adacik
CD4" T hiicreleri proinflamatuar sitokin salinimi ile f hiicre dliimiine yol agmaktadirlar.
Diyabetik hastalarda CD8" T hiicrelerinin baskin oldugu tespit edilmistir (Roep, 2003;
Coppieters ve ark., 2012). Yine CD4* ve CD8* T hiicrelerinden salgilanan interferon-y
(IFN-y), diger T, B ve dogal bagisiklik hiicrelerinin kemotaksisini indiiklemekte ve
pankreas adaciklarinda bulunan antijen sunan ve stromal hiicrelerden proinflamatuar
sitokin salinimini uyarmaktadir (Pang ve ark., 2009). IFN-y, tiimor nekroz faktor-o (TNF-
a) ve interlokin 1 (IL-1p) ile B hiicre apoptozunu da indiiklemektedir (Cnop ve ark., 2005;
Yoon ve Jun, 2005).

T1DM hastalarinda otoimmiin siire¢ dort fazda ger¢eklesmektedir;
1- ¢evresel faktorlere maruziyet,
2-T hiicrelerinin uyarilmasi,

15



3- T hiicrelerinin farklilasmasi,
4- B hiicrelerinin haraplanmasi (Alemzadeh ve ark., 2004).
2.2.3. Tip 2 Diyabet

T2D; yiiksek kan sekeri, insiilin direnci ve insiilin yetmezligi ile karakterize olan bir
diyabet formudur. Hastaligin insidansi yasla, obeziteyle, fiziksel aktivite yetersizligiyle
ve sagliksiz diyetlerle beraber artmaktadir. Hastaligin en 6nemli tetikleyicisi obezite ve
obeziteye bagl olarak yag dokusunun (adipoz doku) asir1 derecede artmasidir. Obezite
disinda sagliksiz diyetler de insiilin direnci ve T2D’nin temel nedenlerini olusturmaktadir
(Engelgau ve ark., 2004; Leahy, 2005). Karbonhidrat ve lipid mekanizmalarinda goriilen
bozulmalar obezite, ateroskleroz ve T2D ile baglantilidir (Festa ve ark., 2000; Festa ve
ark., 2002; Freeman ve ark., 2002; Duncan ve ark., 2003; Pradhan ve ark., 2003).

2.2.4. Tip 2 Diyabetin Immiinolojisi

Cesitli cevresel faktorlerin yami sira, son 20 yil i¢inde inflamatuar siireg Ve
mekanizmalariin T2D baglangicindan yillar 6nce basladigr ve diisiik seviyede seyreden
bu inflamasyonlarin T2D patojenezinde rol aldigina dair ¢alismalar yapilmistir. (Han ve
ark., 2002; Pradhan ve Ridker, 2002; Biondi-Zoccai ve ark., 2003; Bloomgarden, 2003;
Fernandez-Real ve Ricart, 2003; Dandona ve ark., 2004; Pittas ve ark., 2004; Dandona ve
ark., 2005). Akut-faz inflamatuar yanit ve dogal immiin sistem aktivasyonunun insiilin
direnci, dislipidemi, hipertansiyon, ateroskleroz ve obeziteyle olan baglantilar: (Pickup ve
Crook, 1998) diisiiniildiigiinde, inflamatuar sistemin T2D ile kuvvetli bir iliskisi oldugunu
sOylemek miimkiindiir. TNF-0, insulin reseptdriiniin tirozin kinaz aktivitesini bozarak
insulin direncine neden olur (Pickup ve Crook, 1998). Yine inflamasyon ve insiilinsinyal
yolagi arasindaki benzer molekiiler mekanizmalar T2D gelisimi ve ilerlemesinde
inflamasyonun roliinii géz ardi edilemez hale getirmektedir (Rotter ve ark., 2003).
Pankreastaki Langerhans adaciklarinda bulunan, viicudumuzun insiilin iiretiminden
sorumlu B hiicrelerinin kayb1 da T2D gelisimine katkida bulunmaktadir(Beutler, 2004).
Inflamatuar sistem molekiilleri, T2D’deki metabolik bozulmalara yol agmakla beraber
(Pickup, 2004; Kolb ve Mandrup-Poulsen, 2005), B hiicrelerinin fonksiyonlarinin
bozulmasina ve sonug olarak B hiicre kaybina neden olmaktadir (Donath ve ark., 2003;
Beutler, 2004).
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Sekil 2.7. T2D patogenezini etkileyen faktorlerin sematik gosterimi (Banerjee ve Saxena, 2014).

T2D’nin en biiylik nedenlerinden biri olan obezitede adipoz doku miktar1 asir1 bir artis
gosterir. Adipoz doku endokrin, otokrin ve parakrin 6zellik gosteren bir dokudur ve
proinflamatuar mediyatorleri salgiladigi daha once gosterilmistir (Hotamisligil ve ark.,
1993; Y. Zhang ve ark., 1994; Fried ve ark., 1998; Meier ve ark., 2002). Salgilanan bu
proinflamatuar mediyatorlerin (adipokin) obezitede artis gosterdigi ve insiilin direnciyle
baglantili oldugu bilinmekle beraber; bu molekiillerin T2D’de goriilen B hiicre yikimina
aracilik ettigi diistiniilmektedir. Adipoz dokudan salgilanan adipokinler arasinda timor
nekroz faktér-o (TNF-a), interlokin-6 (IL-6), C reaktif protein (CRP) ve adiponektin
bulunmaktadir (Pickup ve Crook, 1998). Bu adipokinler beyin ve periferal organlarla
beraber enerji homeostazisini ve metabolizmay1 diizenlemekle gorevlidirler. Bu
sitokinlerden TNF-a, IL-6 ve CRP; karacigerde tiretilen akut-faz proteinlerinin artisina ve
B hiicrelerinin sekretuar fonksiyonunun bozulmasina yol agmaktadir (Dandona ve ark.,
2004). Adipoz dokuda bulunan makrofajlarin da obez hastalarda arttig1 ve inflamasyon
stirecine katkida bulundugu gosterilmistir (Weisberg ve ark., 2003; Xu ve ark., 2003). Bu
makrofajlar proinflamatuar faktorlerin asil kaynagidir ve adipositlerden salgilanan
adipokinleri diizenledigi diistiniilmektedir (Xu ve ark., 2003). Matiir adipositleri olusturan
preadipositlerin makrofajlara transdiferansiye olabilmesi (Wellen ve Hotamisligil, 2005)
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ve genel olarak makrofajlar ve endotel hiicrelerinden salgilanan monosit kemoatraktan
protein-1 (MCP-1) faktoriiniin adipositlerce de salgilandigi (Gerhardt ve ark., 2001,
Christiansen ve ark., 2005) goz oniine alindiginda, inflamasyon ile T2D arasindaki bag

daha da giiglenmektedir (Banerjee ve Saxena, 2014).

TNF-o ve IL-6 major adipokinler olarak varsayilmaktadir ve iki molekiil de insiilin sinyal
yolaginda bozulmaya yol acarak insiilin direncine sebep olmaktadir (Peraldi ve
Spiegelman, 1998; Fernandez-Real ve Ricart, 2003; Ruan ve Lodish, 2003; Senn ve ark.,
2003; Dandona ve ark., 2005). TNF-a ekspresyonu obezitede oldukga fazladir. IL-6 ise
immiin sistem hiicreleri, endotel hiicreleri, adipositler, diiz kas hiicreler gibi pek cok tip
hiicreden salgilanmaktadir. Edinilmis ve dogal bagisiklik sisteminde IL-6 hem
inflamasyon amplifikasyonu hem de inflamasyondan korunma goérevlerine sahiptir (Jones
ve ark., 2001; Kamimura ve ark., 2003). IL-6’nin hipertrigliseridemide ekspresyonunu
arttirdig1 ve lipolizi arttirdig1; ayn1 zamanda glukoz-bagimli insiilin sekresyonunu inhibe
ettigi hayvan modellerinde gosterilmistir (Sandler ve ark., 1990; Southern ve ark., 1990;
Wadt ve ark., 1998; Choi ve ark., 2004). Ancak yine de IL-6’nin insiilin direncindeki rolii
tartisgmalidir (Carey ve Febbraio, 2004). Adiposit hiicrelerinde yapilan in vitro
caligmalarda IL-6’nin insiilin direncine sebep oldugu gosterilmistir (Stouthard ve ark.,
1996; Lagathu ve ark., 2003; Rotter ve ark., 2003). Genel olarak IL-6 seviyelerinin
artmasinin, GLUT-4 inhibisyonu araciligiyla insiilin duyarliliginin diigmesine sebebiyet

verdigi gézlenmistir (Strassmann ve ark., 1993).
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Sekil 2.8. IL-6, ve T2D olusumu sematik gosterimi.

Inflamasyon artisiyla baglantili olarak, kanda dolasan inflamatuar faktrlerin bir diger
kaynagi, kanda bulunan monontikleer hiicrelerdir. Obezlerde periferal kan mononiikleer
hiicrelerinin (PKMH) inflamasyona yatkin bulundugu, proinflamatuar sitokin
ekspresyonunda artis gozlendigi, niikleer faktor B (NF-xB) ile diizenlenen
proinflamatuar gen transkripsiyonunun arttigi (Ghanim ve ark., 2004) ve major bir NF-xB
elemani olan p65 (Rel A) proteinin intraniikleer ekspresyonunun arttigi gézlenmistir. Yine
bu hiicrelerde NF-kB inhibitorii olan inhibitér kB (IkB) B ekspresyonunun oldukga
azaldig1 bildirilmistir (Dandona ve ark., 2005).

Baz1 T2D vakalarinda B hiicre yikiminin sebebinin otoantikorlar ile baglantili olarak IL-
1B, TNF-a ve IFN-y aracili oldugu disiiniilmektedir (Donath ve ark., 2003). Bu 3 faktoriin
sinerjik olarak calistigi ve B hiicre apoptozuna neden oldugu T1D’de gosterilmistir
(Atkinson ve ark., 2011). T2D’de de nadir goriilmekle beraber bu sistemin bulunmasi,
T1D ile T2D arasindaki olasi bir baglantiya isaret etmektedir.

Genom c¢apinda yapilan calismalarda T2D ile alakali olabilecek 19 adet gen tespit
edilmistir (McCarthy ve Zeggini, 2009). Bu genlerin frekanslarinin hasta bireylerde
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normalden fazla oldugu, ancak tek basmma T2D riskini arttirmaya olan katkilarinin

ortalama derece oldugu goriilmiistiir.

Proinflamatuar sitokinlerin, insiilin ve glukoz homeostazinin diizenlenmesindeki rolii
yapilan calismalarla tespit edilmistir (Pickup ve ark., 1997). IL-6, CRP ve fibrinojen
diizeyleri, saglikli ancak sonradan diyabet olan hastalarda; saglikli kontrollere gore
olduk¢a artmistir (Pradhan ve ark., 2001; Festa ve ark., 2002; Thorand ve ark., 2003;
Meigs ve ark., 2004; Thorand ve ark., 2007). Dahasi, hayvan modellerinde disaridan TNF-
a Ve IL-6 verilmesi insiilin direncine sebep olmus (Hotamisligil, 2006; Krogh-Madsenve
ark., 2006), anti-TNF-o ajanlartyla muamele ise insiillin duyarliligini ve glukoz
homeostazini arttirmistir (Kiortsis ve ark., 2005). Ancak T2D ile inflamatuar faktor
salinimi arasindaki mekanizmalara hala tam anlamda i1k tutulamamistir. Makrofajlarda,
adipositlerde, antijen sunan B hiicrelerinde ve dendritik hiicrelerde bulunan patern-tanima
reseptorleri (PRR), Toll-benzeri reseptorler (TLR) gibi reseptorler, mikrobiyal
komponentlerin (bakteriyel lipopolisakkarit) (Pickup, 2004) ya da besin faktorlerinin
(serbest yag asitleri) (Beutler, 2004; Shi ve ark., 2006; Song ve ark., 2006; Bilan ve ark.,
2009) baglanmasi1 sonucu aktive olmaktadir. PRR’lere baglanma sonucu NF-«kB ve
aktivator protein-1 (AP-1) aktivasyonunu gergeklestiren transkripsiyonel olaylar
sonucunda inflamatuar yamit olugsmaktadir (Takeda ve Akira, 2004). Aktivasyon sonucu
bu intrasitoplazmik molekiiler kaskadlar, proinflamatuar sitokin transkripsiyonunu
(Medzhitov ve Janeway, 2000) ve akut-faz inflamatuar mediyatorlerin (Baumann ve
Gauldie, 1994; Steel ve Whitehead, 1994; Gabay ve Kushner, 1999) sentezini ve c-Jun N-
terminal kinaz (JNK) ve NF-xB kinaz-f inhibitoriinin (IKK) aktivasyonunu
saglamaktadir. Karaciger ve adipoz dokuda, bu iki molekiil, insiilin reseptoriiniin (INSR)
ilk hedefi olan IRS-1’1 inaktive etmekte Ve insiilin sinyalinin kaybina yol agmaktadirlar
(Aguirre ve ark., 2000; Montecucco ve ark., 2008). Bu molekiiler baglantilarin insiilin

homeostazinin disregiilasyonuna sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Pankreas adaciklarinda inflamasyon siirecinin bagladigina dair en erken kanit,
hipergliseminin B hiicre apoptozunu indiikledigidir (Donath ve ark., 1999). Bu mekanizma
incelendiginde, yiiksek glukoz konsantrasyonlarinin proapoptotik bir reseptor olan FAS

(CD95) ekspresyonunun B hiicrelerinde indiiklendigi (Maedler ve ark., 2001) ve bu olayin
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B hiicrelerinin glukoz tarafindan indiiklenerek IL-1P iiretmesiyle upregiile oldugu
gosterilmigtir . Boylece IL-1p ve FAS, hem B hiicrelerinin glukoz-indiiklii sekretuar
fonksiyonunun bozulmasia hem de apoptozuna katkida bulunmaktadir (Maedler veark.,
2001). Glukoz-indiiklii IL-1f {iiretiminin ise NOD-, LRR- ve pirin domain-igeren 3
(NLRP3 ya da NALP3) inflamazom mekanizmasi iizerinden gergeklestigi
diistiniilmektedir. Yiiksek konsantrasyondaki glukoz ve reaktif oksijen tiirleri (ROS),
tiyoredoksin ile etkilesen proteinin (TXNIP) tiyoredoksinden ayrilmasimi ve TXNIP’in
NLRP3 inflamazomuna baglanmasini saglamakta ve bu kaspaz 1 aktivasyonuna sebep
olmaktadir. Sonug olarak aktive olan kaspaz 1 pro-IL-1B’yi IL-1B’ya keserek/isleyerek
alakali bu

mekanizmalar, otoinflamasyon dongiisii ile amplifiye olabilir. Ozellikle, izole edilen insan

matiir IL-1B tretimi saglanmaktadir (Zhou ve ark., 2010). IL-1p ile

B hiicrelerinin IL-1P otostimiilasyonuna olduk¢a duyarli oldugu bilinmektedir (Boni-

Schnetzler ve ark., 2008).
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Sekil 2.9. Yiiksek glukoz konsantrasyonlari, tiyoredoksin-etkilesimli proteinin (TXNIP), inhibitorii olan
tiyoredoksininden (TXR) ayrigmasi yoluyla § - hiicrelerinden interlokin - 1B (IL - 1B) tiretimini tegvik eder,
NOD-, LRR- ve pirin domain 3 inflamazomunun (NLRP3) aktiflestirilmesine neden olur, kaspaz 1
aktivasyonu vepro- IL - 1B'in kesilerek IL-1f tiretimi saglanir. IL - 13, CC faktor kemokin ligand 2 (CCL2),
CCL3ve CXC - kemokin ligand 8 (CXCLS8) gibi ¢ok cesitli sitokin ve kemokinlerin tiretimini niikleer faktor
- kB (NF-xB) aktivasyonu ile indiikler. Bu, serbest yag asidi-indiiklii (FFA) Toll benzeri reseptor 2 (TLR2)
veya TLR4'in aktivasyonunu arttirir ve makrofajlarin ortama ¢agrilmasina yol agar. FFA'lar ayrica NLRP3
inflamazomunu dogrudan aktive edebilir. Adacik - tiirevli amiloid, NLRP3 inflamazomu yoluyla ortama
cagirilan makrofajlar1 aktive ederek IL - 1P tiretimini ve IL - 1 reseptor tip 1 (IL - 1R1) yoluyla IL-1p oto-
stimiilasyonunu artirabilir (Donath ve Shoelson, 2011).
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Pankreas adaciklarindaki IL-1B ekspresyonunu diizenleyen bagka molekiiller ve
mekanizmalar da bulunmaktadir. Ornegin serbest yag asitlerinin (oleat, palmitat ve stearat
vb.) in vitro ortamda insan ve sigan pankreas adacik hiicrelerinde IL-1f ve IL-1B-bagimli
proinflamatuar molekiillerin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (Boni-Schnetzler ve
ark., 2009; Ehses ve ark., 2010). Glukoz, serbest yag asidi gibi besin-kaynakli IL-13
aktivasyonu oldukca komplekstir. Serbest yag asitleri direkt olarak TLR2 ve TLR4
aktivasyonu ile ya da indirekt olarak seramid gibimetabolitler ile proinflamatuar molekiil
tiretilmesini uyarabilmektedir (Lee ve ark., 2001; Lee ve ark., 2004; Haversen ve ark.,
2009; Ehses ve ark., 2010) (Figiir X3). inflamasyon sinyallerine ek olarak serbest yag
asitlerinin de insiilin direncini uyardig1 hakkinda giiglii kanitlar bulunmaktadir. Iskelet
kas1 arterine serbest yag asidi enjeksiyonu sonrasi protein kinaz C (PKC)-0 ve JNK
aktivasyonu indiiklenmistir (Hotamisligil, 2006; Montecucco ve ark., 2008; Bilan ve ark.,
2009). PKC-6, JNK gibi IRS-1 ve insiilin sinyalini inaktif hale getirebilir (Montecucco ve
ark., 2008). Bunu IRS-1’in sinyal-tagiyan tirozin fosforilasyonunu azaltan serin
fosforilasyonu sayesinde gergeklestirir. Dahasi, JNK ve IKK’nin sitokin-aracili
transkripsiyonel upregiilasyonu AP-1 ve NF-kB ekspresyonunu arttirmaktadir ve TNF-a.
aktivasyonuna sebep olup lokal ve sistemik inflamatuar yanitin daha da artmasini
saglamaktadir (Hu ve ark., 2006).
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Sekil 2.10. TLR4 sinyal yolaklarinin sematik gosterimi. MyD88 / TIRAP ve TRAM / TRIF yollarinin
aktiflestirilmesi yoluyla TLR4'iin sinyal iletimi, dogal bagisiklik tepkilerini kuvvetlendirir ve IRS'nin serin
fosforilasyonu yoluyla insiilinin sinyal iletimini engeller. (J. J. Kim ve Sears, 2010).
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Sekil 2.11. Tip 2 diyabette adacik iltihab1. Pankreas adacik hiicrelerinin yiiksek konsantrasyonlarda glukoz
ve serbest yag asitlerine uzun siire maruz kalmasi adacik hiicresi metabolik aktivitesini artirarak reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) artmasina neden olur. Bu NLRP3 (NOD-, LRR- ve pirin domaini iceren 3)
inflamazomunun ve kaspaz 1'in aktivasyonunu arttirir, bdylece olgun interlokin-p (IL - 1B) iiretilmesini
saglar. Bakteriyel hiicre duvarindan salgilanan lipopolisakaritler (endotoksinler) veya Fetuin - A'ya
baglanan serbest yag asitleri, Toll benzeri reseptor 2 (TLR2) ve TLR4'ii aktive eder; Endokannabinoidler
ayrica inflamazomu kannabinoid 1 reseptorii (CB1) ile aktive edebilirler. IL - 1B otostimiilasyonu
inflamasyonu arttirir. IL - 1P, immiin hiicrelerin ortama go¢ etmesine yol acan gesitli sitokinlerin ve
kemokinlerin ekspresyonunu indiikler. Makrofajlar daha sonra insan adacik amiloid polipeptidi, yiiksek
seviyelerde glukoz, serbest yag asitleri, endotoksinler ve endokannabinoidler tarafindan aktive edilebilir, bu
da zararl1 IL-1p konsantrasyonu olusmasina yol agar (Donath, 2014).
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Ilging olarak, pankreas adaciklarinda goriilen amiloid birikimi T2D’nin bir belirtecidir ve amiloid
polipeptidinin NLRP3 inflamazom araciligiyla IL-1f iiretimine katkida bulunmasi olasidir
(Donath, 2014). Ancak amiloid polipeptidinin sadece makrofajlarda IL-1f salinimin1 indiikledigi,
amiloid birikimi i¢in oldukg¢a uzun siireli (yaklasik 1 yil) yiiksek yag icerikli beslenmeye gerek
oldugu ve adacik inflamasyonu daha kisa siirede (yaklasik 8 hafta) (Ehses ve ark., 2010) kendini
gosterdigi i¢in amiloid polipeptit-aracilt IL-1B salinimimin adacik inflamasyonunun gec
evrelerinde oldugu diisiiniilmektedir. Inflamazomun metabolik tehlike sensérii olarak davrandig
diisiiniiliirse, inflamazom aktivasyonu sonucunda bir¢ok inflamatuar molekiiliin sentezinin

uyarilmasi olasi bir sonugtur.

SITOKIN TIPI METOT SONUC REFERANS

IL-1B Pankreas adacik hiicre kiiltiiriine farkli | Glukoz konsantrasyonu | (Maedler  ve
konsantrasyonlarda D-Glukoz verildi. | arttik¢a IL-1p sitokin seviyesi | ark., 2002)
ELISA yapildi artt1 (ELISA)

IL-1P 10 T2D, 9 kontrol kadavra donorlerden | T2D hastalarindan izole edilen | (Boni-
izole edilen P hiicreleri hiicre | B hiicrelerinin kosullu | Schnetzler ve
kiiltiiriinde incelendi. Kosullu | medyumunda IL-1f3 sitokin | ark., 2008)
medyumlarma ELISA yapild: seviyesi yiiksekti (ELISA)

IL-1P insan kadavra pankreas dokusundan | Glukoz konsantrasyonu | (lgoillo-Esteve
izole edilen pankreas adacik hiicre | arttikga IL-1p mMRNA seviyesi | ve ark., 2010)
kiiltiirline farkli konsantrasyonlarda artt1 (QPCR)

D-Glukoz verildi. qPCR ile mRNA
seviyesi incelendi

TNF-a 18 T2D, 21 kontrol | T2D hastalarindan izole edilen | (Butcher  ve
kadavradonérlerden pankreas adacik | 8 hiicrelerinin kosullu | ark., 2014)
hiicreleri izole edildi Kiiltiir ortaminda | medyumunda TNF-o sitokin
yaklasik 3 giin kiiltiire edildi. Kosullu | seviyesi yiiksekti (ELISA)
medyumlarma ELISA yapildi

TNF-o 10 diyabetik 10 kontrol farenin Diyabet farelerde kontrol | (Heba ve ark,
serumu incelendi. ELISA yapildi farelere gore TNF-a sitokin 2012)

seviyesl artti

TNF-a 25 T2D ve 10 kontrol donériin serumu | T2D  hastalarinda  kontrole | (Qasim ve ark,
incelendi. ELISA yapild1 kiyasla TNF-a sitokin seviyesi | 2018)

artt1

Tablo 2.1. Diyabetin TNF-a ve IL-1 sitokinlerine etkileri ile ilgili yapilan ¢alismalar ve sonuglar

2.3. Stevia Reabudiana

Stevia rebaudiana Bertoni (SR), Paraguay’in kuzeydogusunda bulunan Asteraceae
ailesine ait bir bitkidir. Son bilgiler, bu tiiriin Kanada, Amerika Birlesik Devletleri, Cin,
Japonya ve Avrupa’nin bazi bolgeleri gibi diger iilkelere de yayildigini1 gosteriyor.
Ulkemizde de basta Antalya olmak iizere birgok bolgede yetistirilmeye baslanmustir.
Stevia cinsinde yaklasik 230 tiir bitki olmasina ragmen, sadece S. rebaudiana ve S.

phlebophylla tiirleri, steviol glukozitleri (SG’ler) igerdiginden dolay: tatlidir (Brandle ve
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Telmer, 2007).

Stevia’nin kurutulmus yapraklari, normal sakkaroz’dan yaklasik 300 kat daha tath
olmasina kars1 kalori degeri sadece 2,7 kcal / g’dir (Brandle ve Telmer, 2007) . Artan
sakkaroz tiikketimi saglik sorunlarina yol ag¢maktadir, bu nedenle diisiik kalorili
tatlandiricilarin tiiketimi giderek daha fazla tesvik edilmektedir (Brandle ve Telmer,
2007). Diger tatlandiricilar (sakkaroz ve yapay tatlandiricilar) ile karsilastirildiginda,
Stevia’nin besin degeri yiiksek ve saglik tizerinde faydali bir etkisi vardir. Ek olarak,
Stevia yapraklar1 diger tatlandiricilara kiyasla miikemmel islevsel 6zelliklere sahiptir.
Stevia’nin diger yapay tatlandiricilar gibi norolojik veya bobrek yan etkileri yoktur.
Stevia, diger ¢ok yonlii kullanimlarma ek olarak, mantar Onleyici ve bakteri onleyici
ozelliklere sahiptir. Diyabetik hastalar i¢in, ayrica gargaralar ve dis macunlari gibi giinliik

kullanim tiriinlerinde giivenle kullanilmaktadir (Atteh ve ark., 2008).

2.3.1. Stevia Rebaudiana’min Biyokimyasal Bilesenleri

Giiniimiizde birgok iilkede SR tatlandirici olarak ticari amagla yetistirilmektedir. Bununla
birlikte, sagliga yararl 6zellikler saglayan baska bilesikler (fitokimyasallar dahil) icerir
(Atteh ve ark., 2008). Bu bitkinin tatliligindan sorumlu olan bilesikler 1931'de Fransiz
kimyagerler M. Bridel ve R. Lavieille'in steviol glukozitleri izole ettigi zaman rapor
edilmistir. Bu bilesiklere stevioside ve rebaudioside adi verildi ve gida endiistrisi
tarafindan tatlandiricilar olarak kullanildi (Lemus-Mondaca ve ark., 2012). Stevioside ve
rebaudioside A (en tath bilesik) yapraklarin %5-10'unu ve %2-4"tinii (kuru bazda) temsil
eder. Rebaudiosides B, rebaudiosides C, rebaudiosides D, rebaudiosides E, rebaudiosides
F, dulcoside A, rubusoside ve steviolbioside gibi diger azinlik glukozitleri de vardir.
Rebaudioside A, gida endiistrisi tarafindan sakkaroz’un yerine kullanilir, oysa steviosid,
diyabet, obezite, ¢iiriik nleme Ve atardamar basincinin azalmasinin tedavisi igin terapotik

uygulamalara sahiptir (Barriocanal ve ark., 2008).

25



2.3.2. Stevia rebaudiana Bertoni’nin Diabetes Mellitus ile iliskisi

Bugiine kadar, bilinen 150 Stevia tiirinden, Stevia rebaudiana Bertoni, kendine has
tadiyla tiiriiniin tek Ornegidir (Savage ve ark., 2007). Ayrica, bu bitki tedavi edici
nitelikleri nedeniyle diyabeti tedavi etmek i¢in Paraguay ve Brezilya’nin Guarani
Kizilderililer tarafindan kullanilmigtir (Debnath ve ark, 2008). Bitkinin yapraklari belirgin
bir sekilde tat vermesine ragmen, kalori igermezler (Cekic ve ark., 2011), B-karoten,
tiamin, austroinulin, riboflavin, cesitli terpenler ve flavonoidler gibi metabolitleri
bakimindan zengindirler (Wang ve ark., 2012). Bu sifir kalorili 6zellik, kan sekeri
seviyesini yiikseltmeyeceginden obezite ve diyabet hastasi olan hastalar i¢in de faydali
olabilir (Konoshima ve ark, 2002). Genel olarak, diinya ¢apindaki aragtirmacilar SR’nin
antidiyabetik etkileri konusunda hemfikirdir; ancak etkilerin bu metabolik hastalikla
miicadeleye nasil katkida bulunduklari konusunda farkli fikirler sunarlar. Stevia
rebaudiana Bertoni bitkisinden ekstrakte edilebilen steviol glukozitlerden en yaygin
olanlari stevioside ve rebaudioside A’ dir (Debnath ve ark, 2008). Yapraklardan ¢ikarilan
bu bilesenlerin bitki tarafindan uygulanan antihiperglisemik aktivitelere katkida bulunan
baslica maddeler oldugu ileri siiriilmektedir (Hossain ve ark, 2011). STZ veya Alloksan
ile olusturulan diyabetik si¢anlarda yapilan bazi g¢aligmalarda, farklt metotlar ile
uygulanan SR ekstraktlarinin, kan glukoz seviyesini azalttigi ve anti-hiperglisemik
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Agizdan verilen SR ekstrakti, zamana bagl olarak
diyabetik si¢anlarda kan glukoz seviyelerinde bir diisiise (Misra ve ark., 2011), anti-
hiperglisemik etkiye ve diyabet kaynakli farelerin hepatik glukoneogenezinde bir
azalmaya neden olmustur (Hossain ve ark, 2011). Yapilan bir calismada agizdan verilen
SR ekstraktinin, zamana bagl olarak diyabetik si¢anlarda kan glukoz seviyelerinde bir
diistise neden oldugu gosterilmistir (Sharma ve ark, 2012). Yine farkli bir ¢alismada, Tip
2 diyabet olan 12 kisiye stevioside (20 mg / kg viicut agirligi) diyeti uygulandiginda
piruvat karboksilaz ve fosfoenolpiruvat karboksilazin (PEPCK) aktivitesini azaltarak kan
glukoz konsantrasyonunda bir diisiise yol agtig1 ve aym1 zamanda kandaki postprandial

glukoz seviyelerini yaklasik %18 azalttig1 tespit edilmistir. (Gregersen ve ark., 2004).
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DENEY MODELI METOT SONUC REFERANS
Obez olmayan | Arter i¢i glukoz  toleransinin | Tedavi antihiperglisemik | (Jeppesen ve
diyabetik Goto- | testedilmesinde 6 hafta siireyle sudaki | etkiye sahipti ve insiilinde | ark., 2003)
Kakizaki (GK) | steviosidle (25 mg / kg) oral diyet. artisa neden oldu.
si¢anlari
Saglikli erkek | 15 giin boyunca SR yapraklarindan Stevia Ozii, glisemiyi ve | (Ferreira  ve
Wistar siganlar (20 mg / kg / giin) ve steviosit (5.5mg | hepatik glukoneogenezi | ark., 2006)

/ kg / giin) ekstrakt1 oral diyet. azaltmigtir.
Obez olmayan | Soyabazli bir diyet ile 3 hafta boyunca | Bir anti-hiperglisemik etki, | (Jeppesen ve
diyabetik Goto- | steviosid (30 mg/kg) igeren su ile oral | glukagonda bir azalma ve | ark., 2006)
Kakizaki (GK) | diyet. Arter i¢i glukoz insiilinde bir artig vardi.
siganlari toleranst test edildi.

Streptozotosin
kaynakli (55 mg /

Toz SR ekstrakti igeren su ile oral
diyet, 3hafta boyunca 150, 200 ve 250

Sulu ekstraktin hipoglisemik
bir etkisi vardi. Ayrica, 250 mg

(Sumon ve ark,
2008)

tizerinde olumlu bir etki vardi.

kg) diyabetik | mg / kg dozlarinda verildi. / kg'lik doz, farelerin viicut
siganlar agirliginda bir disiis sagladi.
Alloksan kaynakli | 28 giin boyunca SR’nin sulu, | SR diyeti kan glukozunu (Kujur ve ark.,
diyabetik ~ Wistar | metanolik ve eter 6zleri ile oral tedavi. | distirdi. 2010)
siganlari
Alloksan kaynakli | SR'den alan bes alkaloid ekstrakt ile | Hipergliseminin (Hossain  ve
diyabetik Long- | oral diyet, viicut agirligmna sahip | yogunlugundaki azalma ve ark, 2011)
Evans fareleri hiperglisemik farelerin kgt bagina 150 | ayrica glukoz tolerans

mg'lik dozda verildi. aktivitesinde  bir  gelisme

Alloksan  kaynakli
(180 mg / kg) albino
diyabetik Wistar

SR'den elde edilen 6ziitle oral tedavi
10 giin boyunca 200 ve 400 mg / kg
dozlarinda verildi.

Diyet, hipoglisemi i¢in kosul
olusturmadan kan  glukoz
seviyelerini 6nemli 6l¢iide

(Misra ve ark.,
2011)

(150 mg [/ ko)
diyabetik siganlar

28 giin boyunca 250 mg / kg'lik dozda
verildi.

ve hiperglisemik seviyelerde
bir azalma vardi.

si¢anlari azaltt1

Streptozotosin Bir ay boyunca, siganlar Stevia | Kan glukozunda azalma ve (Shivanna ve
kaynakli (60 mg / yapraklari, polifenoller ve liflerden | insiilinde artig vardi. ark., 2013)

kg) diyabetik Wistar | (her ikisi de SR'den alinmis) olusan bir

siganlari siit diyeti uygulandi.

Alloksan  kaynakli | SR'den alinan ekstrakt ile oral diyet, Onemli bir antioksidan etkisi (Sharma ve

ark, 2012)

tizerinde yararli bir etki
oldugunu gosterir.

Alloksan kaynakli | SR yapraklarindan elde edilen | Diyet, kan glukoz seviyesini | (Singh ve ark,
(150 mg / Kkg) | metanolik ekstrakt 21 giin boyunca | ve ayrica yiiksek hepatik | 2013)
diyabetik fareler 300 mg/ kg dozda diyet olarak verildi. | glikojen icerigini 6nemli
Olgiide azaltt1.
Tip 2  diyabet | 1 g steviosid iceren standart bir diyet | Diyet, postprandiyal kan | (Gregersen ve
hastalar1 uygulandi. Kan sekeri seviyesi 240 | glukozunu azaltmigtir. Bu, | ark., 2004)
dakika sonra olgiildii. glukoz metabolizmasi

Tablo 2.2. SR ile yapilan ¢aligmalar ve sonuglari.

Bessler H. ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢calismada, Sweet’N Low , Splenda ve
stevia olmak {izere ii¢ farkli tatlandiricinin, Periferal Kan Mononiikleer Hiicre
(PKMH)’lerde sitokin ekspresyonuna etkisi incelenmistir. PKMH’ler LPS ve Kolon
Kanseri Hiicre hatt1 ile stimiile edilmistir. Kanser hiicre hattt ve PKMH ortak kiiltiir
medyumuna (RPMI-1640) 1mg/ml konsantrasyonda tatlandiricilar eklenmistir. Bu
medium ile 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda 1mg/ml stevia eklenen hiicre

kiiltiirlintin kosullu medyumunda, IL-1p ve TNF-a seviyelerinin, tatlandiric1 eklenmeyen
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ve diger tatlandiric1 gruplarina gore diisiik oldugu tespit edilmistir. (Bessler ve Djaldetti,
2019).

Farkli tatlandiricilarin (Sukroz, Suklaroz ve Stevia) payer plaklarindan izole edilen CD4+
yardime1r T hiicrelerinden salgilanan sitokinler iizerindeki etkisini arastiran baska bir

caligmada, stevianin [FN-y salinimin1 azalttig1 tespit edilmistir (Rosales-Gomez ve ark.,
2018).

Sicanlarda Thioacetamide (TAA) ile olusturulan siroz modelinde 10 hafta boyunca 100
ml/kg stevianin, anti-inflamatuar etkileri belirlenmistir. Bu caligmada, stevia diyeti
uygulan siroz modeli sicanlarda, IL-6, TNF-a, IL-f seviyelerinin diistiigii tespit edilmistir
(Ramos-Tovar ve ark., 2018). Ayrica Lipopolisakkarit enjeksiyonu ile karaciger hasari
olusturulan siganlar, stevia ile tedavi edildiginde, karaciger fonksiyonlarinin iyilestigi ve

proinflamatuar sitokin seviyelerinin diistiigii tespit edilmistir (Elzinga ve ark., 2017).
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GEREC ve YONTEM

3.1. Denekler

Bu arastirmada kullanilan 150-250 gr agirliklar1 arasindaki 36 adet wistar sican Akdeniz
Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden elde edildi. Tiim denekler deney sonlanincaya
kadar Deney Hayvanlar1 Unitesi'nde 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 28+4°C’da

sicakliginda barindirildi. Denekler i¢in normal diyet ve su kullanildi.

3.2. Deney Plani

Stevia gruplarindaki hayvanlara viicut agirligi oraninda 2 mg/kg ve 25mg/kg miktarinda
28 giin boyunca her giin gavaj yoluyla stevia ekstrakti verildi. Diyabet yapilacak olan
siganlara, 50 mg/kg STZ ile intraperitoneal olarak tez doz enjeksiyon yapildi (Deeds ve
ark., 2011). STZ enjeksiyonundan 2 giin sonra, kan ornekleri sicanlarin kuyruk
venlerinden alind1 ve glukoz seviyesi 6lgiildi. Kan glukoz degeri > 200 mg/dL’den yiiksek
olan hayvanlar diyabet olarak kabul edildi. Gavaj uygulamasina baslamadan once her

hayvanin agirlig1 ve kan glukoz degerleri dlgiildii.

28 giin sonunda hayvanlardan, ELISA ve flow sitometri metodlari i¢in periferal kan alindi.
Devaminda ELISA yontemi ile IL-1B ve TNF-a sitokin seviyelerine bakildi, flow
sitometri metodu ile Total T lenfosit sayis1 (CD3), Yardimei T lenfosit sayis1 (CD4) ve
Sitotoksik T lenfosit sayisi (CD8") yiizey belirteglerine bakildi.

Deney gruplar1 asagidaki gibi belirlendi.
1. Grup: kontrol (n=6)

2. Grup: 2mg/kg stevia (n=6)

3. Grup: 25mg/kg stevia (n=6)

4. Grup: diyabet (n=6)

5. Grup: diyabet+ 2mg/kg stevia (n=6)

6. Grup: diyabet + 25mg/kg stevia (n=6)
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3.3. Kan érneklerinin toplanmasi

28 giin stevia diyeti gavaj araciligiyla uygulandiktan sonra siganlarin abdominal veninden
periferal kan alindi. Fow sitometri yontemi igin 1ml kan mor kapakli edta’li antikuagulant
kan alma tiiplerine (BD Vacutainer K2ZEDTA) alindi. ELISA y6ntemi i¢in Sml kan sar1

kapakli serum tiiplerine (BD Vacutainer jelli sar1 tiip) alindi.

3.4. Flow Sitometri

3.4.1. Kullanilan soliisyonlar

BD FACS Lysing Solution #349202

PBS (Phosphate Buffered Saline-Fosfat tamponlu tuz)
e 16 gr Sodyum Kloriir
e 0,8 gr Potasyum Dihidrojen Fosfat
e 2,85 gr Disodium Hidrojen Fosfat
e 2 ltdistile su

e Ph:7,2-7,4 arasi olmalidir. Ayarlama yapilmaz.
PBS-NaN3

v" 1g Sodyum Azid
v 1L PBS

3.4.2. Flow Sitometri Protokoli

e Her bir 6rnek igin 100ul kan 1,5ml’lik steril ependorflara alindu.

e Tiplere 1’er ul CD3 (BIOLEGEND-201403) FITC konjuge, CD4 (BIOLEGEND-
201507) PE konjuge, CD8 (BIOLEGEND-201712) PerCP antikorlar1 kan 6rneklerine
eklendi. Oda sicakliginda karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

e Ependorflara 900ul FACS Lysing solusyonu eklendi. Vorteks ile karistirilip buz
igcinde 15 dakika inkiibe edildi.

e 400g’de 5 dakika santrifiij yapildi.

e Siipernatant uzaklastirildi.

e 1ml PBS-NaN3 eklendi ve 400g’de 5 dakika santrifiij yapildi.

e Siipernatant uzaklastirildi.

e 1ml PBS-NaN3 eklendi ve 400g’de 5 dakika santrifiij yapildi.

e Siipernatant uzaklastirildi.
e Pellet 400ul PBS-NaN3 ile ¢6ziildii ve Flow Sitometri cihazinda CytExpert yazilimi

30



ile 6lgtim ve analizler yapildi.

3.5. ELISA

Sicanlardan alman kan &rnekleri 5000rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Ustte kalan

serum ependorf tiiplere alindi.

Rat IL-1 Beta PicoKine ELISA KIT EK0393 ve Rat TNF alpha PicoKine ELISA Kit
EK0526 ELISA Kitlerinin protokollerine gére yapilmustir.

1-

>
6-

Standartlar dilue edildi.

64ng/L  Standard No.5 120ul Original Standard + 120ul Standard diluents
32ng/L  Standard No.4  120ul Standard No.5 + 120ul Standard diluents
16ng/L  Standard No.3 120ul Standard No.4 + 120ul Standard diluent
8ng/L  Standard No.2 120ul Standard No.3 + 120ul Standard diluent

4ng/L  Standard No.1  120ul Standard No.2 + 120ul Standard diluent

Blank kuyucugu bos birakildi. Standart kuyucuklarina 50ul standart soliisyonlari
eklendi. Ornek kuyucuklarma 40 pl drnekler yiiklendi.

Ornek kuyucuklarina; 10ul IL-1 Beta kiti i¢in Anti-IL-1B, TNF-alfa kitiigin
Anti-TNF-a biotin konjige antikor solusyonu eklendi. Oda sicakliginda 60
dakika inkiibe edildi.

50ul Streptaavidin-HRP solusyonu eklendi. Hafifce calkalanip 60 dakika
inkiibasyon yapildi.

5 kez yikama solusyonu ile 1-2 dakika yikandi.

Her kuyuya 50ul kromojen A ve ardindan 50pl kromojen B solusyonu eklendi.

7- 37 °C de 10 dakika karanlikta inkiibe edildi.

8- Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya 50pul stop solusyonu eklendi.

9- 450 nm de spektrometre cihazinda Slgiildii.

10- KC Junior yazilimi1 kullanilarak analiz edildi.
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3.6. istatistiksel Analiz

Gruplar karsilastirilarak istatistiksel olarak anlamli fark olup olmadigi, Student t-test
ve One Way ANOVA testleri uygulanarak belirlendi. P< 0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. Sican Agirhiklar:

Tiim gruplarin 0. giin ve 28. giin agirliklar 6l¢iildii. Agirliklart dlgtimleri sonucunda,
28.glin agirhi@ en yiiksek artis gosteren grup 25mg/kg stevia grubu olarak goézlendi.
Diyabet ve diyabet+ 2mg/kg stevia gruplarinda sigan agirliklarinin 0. giine gore, 28. giinde
anlamli olarak azaldig1 tespit edildi. Gruplar aras1 agirliklar karsilastirildiginda, Diyabet
ve diyabet+ 2mg/kg stevia gruplarinda sigan agirliklarinin, diger gruplara gore anlamli

olarak azaldig: tespit edildi

0. Giin Ortalama 28. Giin Ortalama Agirhiklar (gr)
Agirhiklarn (gr) + + standart sapma
standart sapma
kontrol grubu 166.56 +7.12 168.53 £ 8.3
2mg/kg stevia grubu 167.016 + 6.53 17098 +7.1
25mg/kg stevia grubu 168.183 +£5.4 174.48 £5.8
diyabet grubu 163.1+6.7 132.58 + 6.9*
diyabet+ 2mg/kgstevia grubu 169.16 + 6.2 149.98 + 7.2*
diyabet+ 25mg/kgstevia grubu 163.46 +5.7 157.66t6.1

Tablo 4.1. 0. ve 28. giin ortalama si¢an agirliklari (* p<0,05)
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Sekil 4.1. 0. ve 28. giinde Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg Stevia, Diyabet, Diyabet + 2 mg/kg Stevia
ve Diyabet + 25 mg/kg Stevia gruplarina ait sican agirliklarinin karsilastirilmasi. (* p<0,05)

kontrol 2mg/kg 25mg/kg diyabet diyabet+ diyabet+
grubu stevia grubu | stevia grubu | grubu 2mg/kgstevia | 25mg/kgstevia
grubu grubu
kontrol grubu ad. ad. ad. (* p<0,05) | (* p<0,05) ad.
2mg/kg stevia | a.d. ad. ad. (* p<0,05) | (* p<0,05) ad.
grubu
25mg/kg stevia | a.d. ad. ad. (* p<0,05) | (* p<0,05) ad.
grubu
diyabet grubu (* p<0,05) | (* p<0,05) | (*p<0,05) | ad. a.d. (* p<0,05)
diyabet+ 2mg/kg | (* p<0,05) | (* p<0,05) | (* p<0,05) | ad. a.d. (* p<0,05)
stevia grubu
diyabet+ 25mg/kg | a.d. a.d. a.d. (* p<0,05) (* p<0,05) a.d.
stevia grubu

Tablo 4.2. 28. giin sigan agirliklariin gruplar arasinda karsilastirilmasi (a.d.=anlaml degil) (* p<0,05, a.d.>0,05)
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4.2. Kan Glukoz Olgiimleri

Tim Gruplara ait 0. giin ve 28. giin kan glukoz degerleri degerlendirildi. Diyabet
gruplarina STZ enjeksiyonu yapilip kan sekeri 200 mg yiiksek tespit edildikten 3 giin
sonra 0. giin olarak kabul edildi. STZ ile diyabet olusturulan gruplarda kan glukoz degeri
istatistiksel olarak anlamli artig gosterdi. 28 giin sonunda en yiiksek kan glukoz degeri
diyabet grubunda tespit edildi. Diyabet+ 25mg/kg stevia grubunda 28 giin sonunda 0. giine
gore anlamli bir azalma tespit edildi. Diyabet olmayan gruplardaki azalmalar anlamh

degildi.

0. Giin Ortalama Glukoz 28. Giin Ortalama
(mg/dl) + standart sapma Glukoz (mg/dl) +
standart sapma

kontrol grubu 132.5+6.12 129 £5.25
2mg/kg stevia grubu 135+ 7.58 128 £ 8.26
25mg/kg stevia grubu 136.66 + 6.43 127.5+7.13
diyabet grubu 297.33+10.13 279.33 +11.75

diyabet+ 2mg/kgstevia grubu
285.5+9.85 275.66 + 10.58

diyabet+ 25mg/kgstevia grub
yabetr comgiikgstevia grubu 278.83 +11.36 185.16 + 12.41%*

Tablo 4.3. 0. ve 28. giin ortalama kan glukoz degerleri (** p<0,01)
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Sekil 4.2. 0. ve 28. giinde Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg Stevia, Diyabet, Diyabet + 2 mg/kg Stevia
ve Diyabet + 25 mg/kg Stevia gruplarina ait kan glukoz degerlerinin karsilastirilmasi (** p<0,01)

kontrol grubu | 2mg/kg stevia | 25mg/kg diyabet grubu | diyabet+ diyabet+
grubu stevia 2mg/kgstevi | 25mg/kgs
grubu agrubu tevia
grubu
kontrol grubu a.d. a.d. a.d. (*** p<0,001) | (*** p<0,001)| (* p<0,05)
2mg/kg ad. ad. ad. (** p<0,001)| (*** p<0,001)| (* p<0,05)
stevi
agrubu
25mg/kg a.d. a.d. a.d. (*** p<0,001)| (*** p<0,001)| (* p<0,05)
stevi
agrubu
diyabet grubu (*** p<0,001)| (*** p<0,001)| (*** p<0,001)| a.d. ad. (** p<0,01)
diyabet+ (*** p<0,001)| (*** p<0,001)| (*** p<0,001)| a.d. ad. (** p<0,01)
2mg/kgstevi
a grubu
diyabet+ (* p<0,05) (* p<0,05) (* p<0,05) (** p<0,01) | (** p<0,01) | ad.
25mg/kgstevi
a grubu

Tablo 4.4. 28. giin Glukoz degerlerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi (a.d.=anlamli degil) (* p<0,05,
a.d.>0,05)
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4.3. ELISA Bulgular
4.3.1. IL-1p sonuclar

Kan serum IL-1p sonuglarimiza gore, 28. giinde en yiiksek IL-1f miktar1 gruplar arasinda
diyabet grubunda gozlendi. Diyabet ve diyabet + 2 mg/kg stevia gruplarinda IL-1f
seviyesi, kontrol, 2 mg/kg stevia, 25 mg/kg stevia ve diyabet + 25 mg/kg stevia gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti. Diyabet + 25 mg/kg stevia grubunun,
diyabet ve diyabet + 2 mg/kg stevia gruplarina gére anlamli derecede diisiik protein

miktarina sahip oldugu tespit edildi (sekil 4.3.).

% K
35 Xk * %

X %k

30 =
25

2

1

1

kontrol 2mg/kg stevia 25mg/kg stevia diyabet diyabet+ diyabet+
2mg/kg stevia 25mg/kg stevia

(O] o wv o

IL-1B protein konsantrasyonu (ng/ml)

o

Sekil 4.3. 28. giinde Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg Stevia, Diyabet, Diyabet + 2 mg/kg Stevia ve Diyabet + 25
mg/kg Stevia gruplarina ait IL-1f protein miktarlarinin karsilagtirilmasi (** p<0,01)
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kontr 2mg/kg 25mg/kg diyab diyabet+ diyabet+
ol stevia grubu | stevia et 2mg/kgstevi | 25mg/kgstevi
grubu grubu grubu agrubu agrubu
kontrol grubu a.d. a.d. a.d. (**p<0,01) | (**p<0,01) | a.d.
2mg/kg a.d. ad. ad. (**p<0,01) | (**p<0,01) | ad.
stevi
agrubu
25mg/kg a.d. a.d. a.d. (**p<0,01) | (**p<0,01) | a.d.
stevi
agrubu
diyabet grubu (**p<0,01) | (**p<0,01) | (**p<0,01) | a.d. a.d. (** p<0,01)
diyabet+ (** p<0,01) | (**p=<0,01) | (**p=<0,01) | ad. ad. (** p=<0,01)
2mg/kgstevi
agrubu
diyabet+ a.d. a.d. a.d. (**p<0,01) | (**p<0,01) | ad.
25mg/kgstevi
agrubu

Tablo 4.5. 28. giin IL-1p seviyelerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi (a.d.=anlamli degil) (** p<0,01,

a.d.>0,05)

4.3.2. TNF-a Sonuclar:

Yapmis oldugumuz serum TNF-a sonuglarina gore, en yiiksek miktarda TNF-a seviyesi

stevia diyeti uygulanmayan diyabet grubunda gozlendi. Diyabet ve diyabet + 2 mg/kg

stevia gruplarinda TNF-a seviyesi, kontrol, 2 mg/kg stevia, 25 mg/kg stevia ve diyabet +

25 mg/kg stevia gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti. Diyabet +

25 mg/kg stevia grubunun, diyabet ve diyabet + 2 mg/kg stevia gruplarina gore anlaml

derecede diisiik protein miktarina sahip oldugu tespit edildi (sekil 4.4.).
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TNF-a Protein Konsantrasyonu (ng/ml)
=
[9,]

X % Xk

T
10
5
0
Kontrol

2 mg stevia

kkk

EXE XS * Xk
I *

25 mg stevia

Diyabet

stevia

Diyabet + 2 mg Diyabet + 25

mg stevia

Sekil 4.4. 28. Giinde Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg Stevia, Diyabet, Diyabet + 2 mg/kg Stevia ve
Diyabet + 25 mg/kg Stevia gruplarima ait TNF-a protein konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi (* p<0,05,
3 p<0,01, **%p=0,001)

kontr 2mg/kg 25mg/kg diyab diyabet+ diyabet+
ol stevia grubu | stevia et 2mg/kgstev | 25mg/kgstev
grub grubu grub ia grubu ia grubu
u u
kontrol grubu | a.d. ad. ad. (*F** (**p<0,01) | (* p<0,05)
p<0,001)
2mg/kg ad. ad. ad. ok (**p<0,01) | (* p<0,05)
p<0,001)
stev
iagrubu
25mg/kg ad. ad. ad. (x> (**p<0,01) | (* p<0,05)
p<0,001)
stev
iagrubu
diyabet grubu | (*** (*F** (*** a.d. (* p<0,05) (**p=<0,01)
p<0,001) p<0,001) p<0,001)
diyabet+ (** p<0,01) | (**p<0,01) | (**p<0,01) | (* p<0,05) a.d. (* p=0,05)
2mg/kgstev
ia grubu
diyabet+ (* p=<0,05) (* p<0,05) (* p<0,05) (** p<0,01) | (* p<0,05) ad.
25mg/kgstev
ia grubu

Tablo 4.6. 28. giin TNF-a seviyelerinin gruplar arasinda karsilagtirilmasi (a.d.=anlamli degil) (* p<0,05,
** p<0,01, ***p<0,001, a.d.>0,05)
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4.4. Flow Sitometri Bulgular:

Tiim gruplardaki total T lenfosit sayisi, flow sitometri metodu ile belirlendi. Gruplara ait
kan 6rnekleri alinip, total T lenfosit hiicre sayilari karsilastirildiginda, diyabet grubundaki

T hiicre sayisinin diger gruplara gore yiiksek oldugu ancak bu artisin anlamli olmadigi
belirlendi.(sekil4.6.)
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Sekil 4.5. 28. giinde Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg Stevia, Diyabet, Diyabet + 2 mg/kg Stevia ve
Diyabet + 25 mg/kg Stevia gruplarina ait total T lenfosit hiicre sayilarmin miktar1
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kontrol 2mg/kg 25mg/kg diyabet diyabet+ diyabet+
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Sekil 4.6. 28. giinde Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg Stevia, Diyabet, Diyabet + 2 mg/kg Stevia ve
Diyabet + 25 mg/kg Stevia gruplarina ait total T lenfosit hiicre sayisininmiktarlarinin karsilagtirilmasi.

Yardimci T lenfositlere (CD4+) ait hiicre sayilari; Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg
Stevia, Diyabet, Diyabet + 2 mg/kg Stevia ve Diyabet + 25 mg/kg Stevia gruplar1 arasinda
degerlendirildi.CD4+ hiicre sayis1 Diyabet grubunda en yiiksek seviyede olsa da bu artig
anlamli degildi. (sekil 4.8.)
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Sekil 4.7. 28. giinde Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg Stevia, Diyabet, Diyabet + 2 mg/kg Stevia ve
Diyabet + 25 mg/kg Stevia gruplarina ait Yardimci T lenfosit hiicre (CD4+) sayilari



(%)

CD4 Pr%ein Miktari
o

15
10
5
0

kontrol 2mg/kg stevia  25mg/kg diyabet diyabet+ diyabet+

stevia 2mg/kg stevia  25mg/kg

stevia

Sekil 4.8. 28. giinde Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg Stevia, Diyabet, Diyabet + 2 mg/kg Stevia ve
Diyabet + 25 mg/kg Stevia gruplarina ait Yardimci T lenfosit hiicre (CD4+) saymmiktarlarinin
karsilagtirilmasi

Tim gruplara ait sitotoksik T lenfosit (CD8") hiicre sayisi belirlendi. Gruplar
karsilagtirildiginda en yiiksek sitotoksik T lenfosit (CD8") hiicre sayis1 Diyabet grubunda
tespit edildi.

Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg Stevia gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark tespit edilemedi. Ayn1 sekilde Diyabet + 2 mg/kg Stevia ve Diyabet + 25 mg/kg

gruplari arasinda da istatistiksel anlamlilik belirlenmedi.

Diyabet + 2 mg/kg Stevia ve Diyabet + 25 mg/kg gruplarinin CD8 protein seviyesi
Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, Diyabet grubunun CD8 miktarmin anlamli olarak
yiiksek oldugu belirlendi (sekil 4.10.).
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Sekil 4.9. 28. giinde Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg Stevia, Diyabet, Diyabet + 2 mg/kg Stevia ve

Diyabet + 25 mg/kg Stevia gruplarina ait CD8 hiicre miktarlari
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Sekil 4.10. 28. giinde Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg Stevia, Diyabet, Diyabet + 2 mg/kg Stevia ve
Diyabet + 25 mg/kg Stevia gruplarina ait CD8 hiicre miktarlarinin karsilastirilmas: (* p<0,05, ** p<0,01,

**n<0,001)

CD3

CD4

CD8

Kontrol grubu

% 53.33 £1.59

% 37.5 +1.70

% 15.16 +£1.63

2mg/kg stevia grubu

% 50.16 £3.71

% 38.16+ 1.67

% 14.5+1.29

25mg/kg stevia grubu

% 49.83 £2.38

% 36.16 £1.91

% 12.5+1.25

Diyabet grubu

% 64.16 £3.91

% 43.5+1.70

% 22.33* £1.63

Diyabet+ 2mg/kgstevia grubu

% 61.83 £3.13

9% 42.83 £1.29

00 17.83£1.57

Diyabet+ 25mg/kgstevia grubu

9% 56.83 £3.89

9% 37.16 £ 1.31

% 17.5+1.62

Tablo 4.7. 28. giinde Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg Stevia, Diyabet, Diyabet + 2 mg/kg Stevia ve
Diyabet + 25 mg/kg Stevia gruplarina ait CD3, CD4 ve CD8 hiicre sayilarinin yilizdesi ve standart

sapmalari.
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TARTISMA

Diyabet viicudun farkli bolgelerinde birgok komplikasyona sebep olan metabolik bir
hastaliktir. Akut metabolik komplikasyonlarin yani sira, uzun dénemde vaskiiler, renal,
retinal ya da noropatik bozukluklara yol agan, morbidite ve erken mortalite riski yliksek
bir hastaliktir (Alemzadeh ve ark., 2004). Bu hastaligin tedavisindeki amag¢ uzun vadede

komplikasyonlar1 6nlemektir.

Diyabet hastaligina, pankreasta bulunan [ hiicrelerinin kaybi1 veya [ hiicrelerinde
salgilanan insulinin hiicreler tarafindan yeterince kullanilamamasi sebep olur. Beta
hiicrelerine pankreasta bulunan T hiicrelerinin saldirmasi sonucunda pankreastaki § hiicre
sayis1 azalir ve yeterli insulin iiretilemez. Bu durum Tip 1 diyabetin (T1D) olusmasina

neden olur.

Timusta gerceklesen T hiicrelerinin negatif se¢iminde meydana gelen herhangi bir
bozukluk, T hiicrelerinin yabanci olmayan viicut hiicrelerine saldirmasina yol agar.
Negatif secimden kagan T lenfositler pankreasa go¢ edip ASH’lar ile etkilesime girerler.
Etkilesim sonucunda efektor T hiicre aktivasyonu gerceklesir. Efektdr T hiicreleri
pankreas adaciklarinda inflamasyonunu baslatir ve B hiicrelerinin kaybina yol agarlar.
Sonug olarak pankreastaki B hiicre sayis1 azalir ve yeterli insulin iiretilemez. Hayvan
deneylerinden elde edilen kanitlar yardimci CD4+ ve sitotoksik CD8+ T lenfositlerin
T1D’in gelismesinde rol oynadigi gosterilmistir (EI-Sheikh ve ark., 1999; Phillips ve ark.,
2009; Richardson ve ark., 2014).

T1D'de pankreas beta hiicrelerinin kaybinda {i¢ sitokinin, IFN-y, TNF-a ve IL-1Bbirlesik
etkisi rol oynar (Feuerer ve ark., 2009). Bu inflamatuar molekiillerin birlesik etkisi,
indiiklenebilir nitrik oksit sentazin (iINOS) artmas1 ve ardindan nitrik oksit (NO) tiretimi

ile sonuglanir. Ayrica bu sitokinler, f Hiicresi apoptozunda da goérev alirlar (F. Moore ve
ark., 2009).

Stevia rebaudiana bitkisi ¢cok uzun zamandir tatlandirici olarak kullanilmaktadir. Normal
sekere gore diisiikk kalorili olmasindan dolayr diyabet hastalar1 tarafindan siklikla
kullanilmaktadir. Ayrica Stevia rebaudiana bitkisiyle ilgili bir ¢ok bilimsel ¢alisma

mevcuttur. Son yillarda yapilan calismalarda, SR’nin glukoz metabolizmasindaki
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etkisinin yani sira immiinomodiilator 6zellikleri de arastirilmaya baslanmustir. Literatiirde;

SR’nin, pro-inflamatuar sitokin salimiminmi distirdiigic gosterilmistir (Eizirik ve ark.,

2009).

Otoimmiin bir hastalik olan diyabette, immiin fonksiyonlarin arastirilmasi, hastaligin
anlasilmasi ve tedavisi i¢in olduk¢a 6nemli ¢alismalardir. Stevia’nin immiinomodiilator

etkileri anlasildiginda diyabetin tedavisinde etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Caligmamizda elde ettigimiz sonuclara gore, diyabet grubunda sigan agirliklari, kontrol
gubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir. Eleazu CO ve
arkadaglarmin yaptigi bir ¢alismada Wistar si¢anlarmin agirliklart degerlendirilmistir.
Yaptiklar1 calismada, diyabet sicanlarin viicut agirliklarinin, kontrol siganlara oranla
anlaml olarak diisiik oldugunu belirlemislerdir (Eleazu ve ark., 2014). Pournaghi P ve
arkadaslarmin yaptigi bir bagka ¢alismada ise yine diyabetik Sprague-Dawley si¢anlarin
agirliklarinin kontrol grubuna goére anlamli olarak azaldig1 tespit edilmistir (Pournaghive

ark., 2012).

Yaptigimiz calismada, 28 giin boyunca 25mg stevia diyeti uygulanan diyabetik
hayvanlarin agirliklarinin, sadece diyabet olan hayvanlara gore anlamli olarak yiiksek
oldugu tespit edildi. Jeppesen PB ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, stevioside diyeti
uygulanan diyabetik si¢anlarin, diyet uygulanmayan diyabetik sicanlara gore
agirliklarinin anlamli olarak arttigi gosterilmistir (Jeppesen ve ark., 2003). Bizim
yaptigimiz ¢aligma Ve literatiirdeki diger ¢alismalar (Jeppesen ve ark., 2003; Pournaghi ve
ark., 2012; Eleazu ve ark., 2014) goz 6niine alindiginda, sigan agirhgindaki istatistiksel
olarak anlamli azalmalar, diyabetin viicut agirligini azalttigini géstermektedir. Diyabet +
25 mg/kg stevia grubunda ise stevianin, diyabetin viicut agirligi tizerindeki olumsuz
etkisini azalttig1 sdylenebilir. Stevia diyeti, diyabet ile kaybedilen agirlik kaybini tolere
edebilir.

Calismamizda 0. ve 28. giin kan glukoz 6l¢iimleri gergeklestirildi. Diyabet gurubunda,
kontrol ve stevia gruplarma gore anlamli bir artis oldugu belirlendi. Ewenighi ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada saglikli sicanlarla diyabetik siganlarin kan glukoz
Olctimleri karsilagtirilmistir. Diyabetik sicanlarda kan glukoz seviyesinin istatistiksel

olarak anlamli sekilde arttig1 gosterilmistir (Ewenighi ve ark., 2013). Eleazu CO ve
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arkadaslarrinin yaptig1 calismada STZ ile diyabet olusturulmus olup Wistar Ratlarin kan
glukoz ol¢timleri yapildiginda, diyabet siganlarin kontrol sicanlara oranla kan glukoz

seviyesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir (Eleazu ve ark., 2014).

Yapilan kan glukoz 6l¢iimleri sonucunda, diyabet siganlara 28 giin boyunca 25 mg/kg
stevia verilen grupta, kan glukoz seviyesinin diyabet siganlara gore istatistiksel olarak
anlaml sekilde azaldigi belirlendi. Sumon MH ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada, STZ
ile diyabet olusturulan albino ratlarin kan glukoz Ol¢limleri karsilastirildiginda, stevia
diyeti yapilan grupta, glukoz degerlerinin, diyet uygulanmayan diyabet grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli azaldigi tespit edilmistir (Sumon ve ark, 2008). Yaptigimiz
calisma stevianin, diyabetin olusturdugu kan glukoz seviyesindeki artisi, azalttiginm

gostermektedir.

Yapmis oldugumuz serumdaki IL-1p ELISA sonuglaria gore, IL-1B miktart en yiiksek
olarak diyabet grubunda tespit edildi. Ehses JA ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
calismada, diyabetik sicanlarin IL-1B seviyesi saglikli siganlara gore yiiksek seviyede
oldugu gosterilmistir (Ehses ve ark., 2010). Akash ve arkadaglarinin yaptig1 baska bir
calismada da IL-1P seviyesinin Tip 2 Diyabetli siganlarda yiikseldigi gosterilmistir.
Ayrica IL-1p antagonisti diizenleyicilerinin diyabetin tedavisi i¢in kullanilabilecegini ileri
stirmiiglerdir (Akash ve ark, 2012).

Yaptigimiz serum IL-1f ELISA Ol¢iimlerinde Diyabet + 25 mg/kg Stevia grubunda,
diyabet grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi. Bessler H ve
arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada, monontikleer hiicreler ile ko-kiiltiirli yapilan
HuCC kolon kanseri hiicre hattina verilen stevianin, PKMH’lerden salgilanan IL-1f3
seviyesini azalttig1 gosterilmistir (Bessler ve Djaldetti, 2019). Tovar ER ve arkadaslarinin
yaptig1 bir baska ¢alismada siroz modeli olusturulan siganlarda, stevianin karacigerde IL-

1B salinimini azalttig: bildirilmistir (Ramos-Tovar ve ark., 2018).

TNF-a ELISA sonuglarimiza gore, serumdaki TNF-o miktar1 en yiiksek olarak diyabet
grubunda belirlendi. Francisco CO ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada Tip 2
Diyabetli hastalarin kaninda TNF-a diizeyinin kontrol gurubuna ait kan 6rneklerine gore
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Francisco ve ark., 2016).

Serumdaki TNF-a ELISA 6l¢iimlerimizde, Diyabet + 25 mg/kg Steviagrubunda, diyabet
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grubuna goére anlamli bir azalma tespit edildi. Bessler H ve arkadaslar1 yaptiklar
caligmada stevianin hiicre kiiltiirinde PKMH’den salgilanan TNF-oa miktarim

diizenledigini gostermislerdir (Bessler ve Djaldetti, 2019).

Yaptigimiz ¢alisma ve literatiirdeki diger calismalar (Francisco ve ark., 2016; Ramos-
Tovar ve ark., 2018; Bessler ve Djaldetti, 2019) stevianin, diyabetik siganlarda sitokin
salinimini1 diizenledigini gostermektedir. Bulgularimiz stevianin diyabetik sicanlarda 3
hiicre kaybma yol acan proinflamatuar sitokinlerin periferal dolasimdaki diizeyini

azalttigini gostermektedir.

Flow sitometri deney sonuglarimiza gore, CD3+ T hiicre miktar1 ve CD4+ T hiicre miktari

diyabet grubunda en yiiksek seviyedeydi ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi.

Flow sitometri deney sonuglarimiza gore, CD8 miktar1 diyabet grubunda istatistiksel
olarak en yiiksek seviyede tespit edildi. Walker LSK ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
caligmada CD8+ T hiicrelerinin diyabet hastalarinda sagliklilara gére daha yiiksek seviyede
oldugu bildirilmistir (Walker ve von Herrath, 2016).

Arastirmamiz literatiirdeki diger ¢aligsmalar ile birlikte degerlendirildiginde, stevianin sitotoksik T
hiicreleri sayilari tizerinde negatif etkisi oldugunu gostermektedir. Bulgularimiz stevianin
diyabetik si¢anlarda f hiicre kaybina yol acan CD8+ T hiicrelerinin periferal dolagimdaki

sayisint azalttigini gostermektedir.
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SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada Kontrol, 2 mg/kg Stevia, 25 mg/kg Stevia, STZ ile olusturulmus Diyabet,
Diyabet + 2 mg/kg Stevia ve Diyabet + 25 mg/kg Stevia gruplari ile galisildi.
Calismamizda stevianin diyabetik siganlardaki immiinomodiilator etkileri degerlendirildi.

Ayrica stevianin kan glukoz seviyesine ve hayvan agirligina etkileri belirlendi.

Elde edilen sonuglar maddeler halinde asagida belirtilmistir.

1 Sigan agirliklarinin diyabet + 25 mg/kg stevia grubunda, diyabet grubuna gore
arttigi,

2 Kan glukoz degerinin diyabet + 25 mg/kg stevia grubunda, diyabet grubuna gore
azaldigi,

3 Serumda IL-1p sitokin diizeyinin diyabet +25 mg/kg stevia grubunda, diyabet
grubuna gore azaldigi,

4. Serumda TNF-a sitokin diizeyinin diyabet + 25 mg/kg stevia grubunda, diyabet
grubuna gore azaldigi,

5 Periferal dolagimda sitotoksik CD8+ T hiicre sayisinin diyabet + 25 mg/kg stevia

grubunda, diyabet grubuna gore azaldigi sonuglarina varildu.

IL-1B’ nin ve TNF-a’ nin T hiicre aktivasyonuna ve proliferasyonuna etkileri (Mehta ve
ark., 2018; Ben- Sasson ve ark., 2013) goz 6niine alindiginda, stevianin total T hiicre,
yardimc1 T hiicre ve sitotoksik T hiicreler iizerindeki etkileri ile TNF-a ve IL-1f sitokinleri

tizerine etkileri koralasyon gostermektedir.

Sonug olarak stevia diyeti, hiperglisemik kosullarda periferal dolasimdaki sitotoksik T
hiicreler ile proinflamatuar sitokinlerden TNF-alfa ve IL-1 Beta’nin azalmasina neden
olmaktadir. Boylece diyabette gergeklesen inflamasyon siirecini  azaltarak

diizenlemektedir.
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