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ÖZET 

 

STEVİOSİDİN BÖBREK HÜCRE ENFLAMASYONUNDA KEMOKİN 

SALINIMINA ETKİSİNİN İN VİTRO DEĞERLENDİRİLMESİ 

Seçil MÜDERRİSOĞLU 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi 
Lisansüstü Eğitim Enstitüsü 

Veterinerlik Biyokimyası Ana Bilim Dalı  

Doktora, Ağustos/2022 

Danışman: Prof. Dr. Gül Fatma YARIM 

 

Amaç: Böbrek dokusunda gelişen enflamasyonda monosit kemoatraktan 

protein-1 (MCP-1) ve aktivasyon üzerine düzenlenen, normal T hücrelerince eksprese 

edilen ve salınan (RANTES) kemokinleri rol oynamaktadır. Enflamasyonla seyreden 

hastalıkların tedavisinde anti-enflamatuar glikozitlerin kullanımı başarı sağlamaktadır. 

Önerilen tez çalışmasının amacı, steviosidin lipopolisakkarit (LPS) ile indüklenen 

böbrek hücre enflamasyonunda kemokin yanıtına etkisinin in vitro araştırılmasıdır. 

Materyal ve metot: Çalışma, Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) hücre 

hattında gerçekleştirildi. Hücre çalışmalarında; negatif kontrol, 5 μg/mL LPS, 200 μM 

steviosid ve 5 μg/mL LPS + 200 μM steviosid olmak üzere dört farklı grup oluşturuldu. 

Steviosidin sitoprotektif ve LPS’nin sitotoksik dozları kolorimetrik hücre sayım kiti 

ile değerlendirildi. MDBK hücre mediumlarındaki MCP-1 ve RANTES 

konsantrasyonları enzim bağlı immünosorbent analiz kiti belirlendi.  

Bulgular: Negatif kontrol, 5 μg/mL LPS, 200 μM steviosid ve 5 μg/ml LPS + 

200 μM steviosid gruplarının kültür supernatantlarındaki MCP-1 konsantrasyonları 

sırasıyla 5,8 ± 1,0 ng/ml, 127,8 ± 5,9 ng/mL, 7,5 ± 1,3 ng/mL ve 73,8 ± 3,3 ng/mL 

ölçüldü. LPS’ye maruz bırakılan MDBK hücrelerdeki MCP-1 konsantrasyonunun 

negatif kontrol hücrelerindekine göre 22,03 kat yüksek olduğu belirlendi (p < 0,05). 

Sekiz saat boyunca 5 μg/mL LPS + 200 μM steviosid uygulanan MDBK 

hücrelerindeki MCP-1 konsantrasyonunun negatif kontrol hücrelerininkine oranla 

12,72 kat fazla olduğu saptandı (p < 0,05). MDBK hücrelerinde LPS maruziyeti ile 

artmış olan MCP-1 konsantrasyonunun steviosid uygulaması ile 1,73 kat azaldığı 

belirlendi (p < 0,05). Negatif kontrol, 5 μg/ml LPS, 200 μM steviosid ve 5 μg/mL LPS 

+ 200 μM steviosid gruplarının kültür supernatantlarındaki RANTES 

konsantrasyonlarının sırasıyla 14,3 ± 1,7 ng/ml, 275,3 ± 4,1 ng/mL, 17,3 ± 2,2 ng/mL. 

84,0 ± 3,7 ng/ml olduğu belirlendi. LPS’ye maruz bırakılan MDBK hücrelerindeki 

RANTES konsantrasyonunun negatif kontrol hücrelerindeki düzeye göre 19,25 kat 

yüksek olduğu belirlendi (p < 0,05). Sekiz saat boyunca 5 μg/mL LPS + 200 μM 

steviosid uygulanan MDBK hücre supernatantında RANTES  konsantrasyonunun 

negatif kontrol hücrelerininkine oranla 5,87 kat daha fazla olduğu saptandı (p < 0,05). 

MDBK hücre kültüründe LPS maruziyeti ile artmış olan RANTES  

konsantrasyonunun steviosid uygulaması ile 3,28 kat azaldığı belirlendi (p < 0,05). 

Sonuç: Sunulan tez çalışmasının bulguları, steviosidin, MDBK hücrelerinde LPS 

maruziyetinin neden olduğu artmış MCP-1 ve RANTES konsantrasyonlarını 

baskılamak suretiyle  anti-enflamatuar etki gösterdiği belirlendi. Steviosidin in vitro 

bu etkisinin in vivo çalışmalarla teyit edilmesine gereksinim bulunmaktadır. 

Anahtar Sözcükler: Steviosid, Böbrek hücre hasarı, in vitro, Lipopolisakkarit  
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ABSTRACT 

 

IN VITRO EVALUATION OF THE EFFECT OF STEVIOSIDE ON CHEMOKINE 

RELEASE IN RENAL CELL INFLAMMATION  

Seçil MÜDERRİSOĞLU 

Ondokuz Mayıs University 
Institute of Graduate Studies 

Departmant of Veterinary Biochemistry 

Master, August/2022  

Supervisor: Prof. Dr. Gül Fatma YARIM 

 

Objective: Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) and chemokines 

regulated upon activation, expressed and released by normal T cells (RANTES) play 

a role in inflammation developing in kidney tissue. The use of anti-inflammatory 

glycosides in the treatment of inflammatory diseases provides success. The aim of the 

proposed thesis study is to investigate the effect of stevioside on chemokine response 

in lipopolysaccharide (LPS)-induced renal cell inflammation in vitro. 

Material and method: The study was carried out in the Madin Darby Bovine 

Kidney (MDBK) cell line. In cell studies; Four different groups were formed as 

negative control, 5 µg/mL LPS, 200 µM stevioside and 5 µg/mL LPS + 200 µM 

stevioside. Cytoprotective doses of stevioside and cytotoxic doses of LPS were 

evaluated with a colorimetric cell counting kit. MCP-1 and RANTES concentrations 

in MDBK cell mediums were determined by enzyme-linked immunosorbent analysis 

kit. 

Results: The concentrations of MCP-1 in the culture supernatants of the negative 

control, 5 µg/mL LPS, 200 µM stevioside and 5 µg/mL LPS + 200 µM stevioside 

groups were 5.8 ± 1.0 ng/mL, 127.8 ± 5.9 ng/mL, 7.5 ± 1.3 ng/mL and 73.8 ± 3.3 

ng/mL were measured respectively. It was determined that MCP-1 concentration in 

MDBK cells exposed to LPS was 22.03 times higher than that in negative control cells 

(p < 0.05). MCP-1 concentration in MDBK cells treated with 5 μg/mL LPS + 200 μM 

stevioside for eight hours was 12.72 times higher than that of negative control cells (p 

< 0.05). It was determined that MCP-1 concentration increased with LPS exposure in 

MDBK cells and decreased 1.73 times with stevioside administration (p < 0.05). The 

RANTES concentrations in the culture supernatants of the negative control, 5 μg/ml 

LPS, 200 μM stevioside and 5 μg/mL LPS + 200 μM stevioside groups were 

determined to be 14.3 ± 1.7 ng/mL, 275.3 ± 4.1 ng/mL, 17.3 ± 2.2 ng/mL and 84.0±3.7 

ng/mL respectively. The concentration of RANTES in MDBK cells exposed to LPS 

was 19.25 times higher than the level in negative control cells (p < 0.05). The 

concentration of RANTES in the MDBK cell supernatant treated with 5 μg/mL LPS + 

200 μM stevioside for eight hours was 5.87 times higher than that of the negative 

control cells (p < 0.05). It was determined that RANTES concentration, which 

increased with LPS exposure in MDBK cell culture, decreased 3.28 times with 

stevioside administration (p < 0.05). 

Conclusion: The findings of the presented thesis study revealed that stevioside 

exerted an anti-inflammatory effect by suppressing the increased MCP-1 and 

RANTES concentrations caused by LPS exposure in MDBK cells. This effect of 

stevioside in vitro needs to be confirmed by in vivo studies. 

 Keywords: Stevioside, Kidney cell damage, in vitro, Lipopolysaccharide 
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1. GİRİŞ 

Ülkemizde şeker bitkisi, şeker otu olarak bilinen Stevya’nın kullanılan 

tatlandırıcılar arasında son zamanlarda popülerliği oldukça artmıştır. Daha çok 

ülkemizin sıcak bölgesinde, Akdeniz Bölgesinde yetişmesinin uygun olacağı 

çalışmalar doğrultusunda rapor edilmiştir. Toksikolojik alanda araştırmaların 

yapılması ile birlikte güvenirlilik sınırlarının artışına olanak sağlayacağı kanaatine 

varılmıştır. Böylece yapay tatlandırıcılar içerisinde daha çok tercih edileceği 

düşünülmektedir. Stevya’nın diyabetes mellitus (DM) hastalığına sahip olan 

bireylerde kan şekeri regülasyonu ve dengesini sağlayabileceği çalışmalar 

doğrultusunda bildirilmiştir. Ayrıca, hastalığın prognozunda daha kaliteli bir yaşam 

sürüleceği vurgulanmıştır. Obezitede ve zayıflamak isteyen kişilerde tatlı isteğinin 

stevya ile karşılanması, düşük kalorili olması nedeniyle güvenli bir kullanıma 

sunulmaktadır. Böylece yapay tatlandırıcı kullanımında yeni ve önemli bir dönemin 

başlayacağı düşünülmektedir.  

Pek çok akut ve kronik enflamatuar hastalıkta kemokinlerin salgılandıkları tespit 

edilmiştir. Böylece hastalıklarda kemokinler dokuda lökositlerin aktivasyonunu ve 

aynı zamanda lökositlerin toplanmasını sağlamaktadırlar. Monosit kemoatraktan 

protein-1 (MCP-1), iltihaplanma sürecinde hücre göçünde rol alan bir kemokindir. 

Monositlerin iltihaplanma bölgesine göçü için sitokinler ile aktive olan endotelyal 

hücrelerden ve vasküler düz kas hücrelerinden salgılanır. MCP-1 pek çok patolojik 

süreçte etki göstermektedir. MCP-1, artrit, ateroskleroz, bakteriyel infeksiyon, 

gecikmiş tip aşırı duyarlılık reaksiyonları, multiple skleroz, travmatik beyin 

yaralanmaları, felç, diyabet, kronik obstrüktif akciğer hastalığı ve böbrek hastalıkları 

gibi monositlerin görev aldığı pek çok enflamatuar hastalıkta anahtar rol 

oynamaktadır. In vivo ve in vitro çalışmalar, pek çok hastalıkta MCP-1 gen 

ekspresyonunun ve protein düzeyinin değiştiğini ve bu hastalıkların patogenezinde 

etkili olduğunu göstermektedir.   

Normal T hücrelerince eksprese edilen ve salınan (RANTES)’in, böbrek tubuler 

hücreleri tarafından da üretildiği ve akut böbrek hasarına aracılık eden anahtar bir 

kemokin olduğu rapor edilmiştir (Yu et al., 2016). Böbreğin tubuler epitel 

hücrelerinden salgılanan RANTES, interstisyum ve glomerulus içine bağışıklık 

hücrelerinin çekilmesini sağlayarak böbrek enflamasyonunun patogenezinde önemli 

rol oynamaktadır (Holdsworth et al., 2000). Böbrek dokusunda gelişen enflamasyonda 
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MCP-1 ve RANTES kemokinlerinin rol oynadığı bilinmektedir. Böbrek tubuler epitel 

hücrelerinden salgılanan MCP-1 ve RANTES gibi C-C kemokinler interstisyum ve 

glomerulus içine bağışıklık hücrelerinin çekilmesini indükleyerek böbrek 

enflamasyonunun patogenezinde önemli rol almaktadır (Rovin et al., 1999; 

Holdsworth et al., 2000; Segerer  et al., 2000). Böbreğin enflamatuar hasarına katkıda 

bulunmaları nedeniyle MCP-1 ve RANTES düzeylerinin baskılanmasının enflamatuar 

böbrek hasarının hafifletilmesinde ve tedavisinde terapötik potansiyele sahip 

olabileceği düşünülmektedir. (Potočnjak et al 2017; Yuajit  et al., 2017; Noitem et al., 

2018). Son yıllarda, enflamasyonla seyreden hastalıkların tedavisinde pek çok klinik 

ve deneysel çalışma yapılmakta ve anti-enflamatuar glikozitlerin kullanımı başarı 

sağlamaktadır. Çalışmamızın amacı, steviosidin LPS ile indüklenen böbrek hücre 

enflamasyonunda kemokin yanıtına etkisinin in vitro araştırılmasıdır. Tez 

çalışmamızdan elde edilmesi beklenen sonuçların, enflamatuar böbrek hastalıklarının 

tedavisinde steviosid ya da benzeri antienflamatuar glikozitlerin kullanılabilme 

potansiyelini ortaya koyacağı öngörülmektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

Stevia Rebaudiana Bertoni yapraklarında bulunan steviol glikozitleri steviosid, 

rebaudiosit A, rebaudiosit C, dulkosit A ve steviolbiosit olup başlıca tatlandırıcı 

bileşenleri steviosid ve rebaudiosit A'dır (Carakostas et al., 2008; Chatsudthipong ve 

Muanprasati 2009; Yadav et al., 2011; Zahn et al., 2013; Yang et al., 2014).  Oldukça 

düşük kalorili olan steviol glikozitler, sakkaroza oranla 200-300 kat tatlı oluğundan 

doğal tatlandırıcı olarak kullanılmaktadırlar (Barba  et al., 2016; Parpinello et al., 

2001). Stevyanın tatlandırıcı olarak kullanılmasının karsinojenik etkisinin olmadığı, 

teratojenik bakımdan gebelikte kullanımının güvenli olduğu ve doğurganlığı 

etkilemediği bildirilmiştir (Geuns, 2003). Tatlandırıcı özelliğine ek olarak, stevia 

bitkisi, anti-enflamatuar (Potočnjak et al., 2017; Wang et al., 2014), anti-diyabetik 

(Gregersen et al., 2004; Jeppesen et al., 2000), anti-karsinojenik etki (Takasaki et al., 

2009), anti-mikrobiyal (Jayaraman et al., 2008), anti-hipertansif (Hsieh  et al., 2003; 

Lee  et al., 2001) ve antioksidan etkilere sahiptir (Ghanta et al., 2007; Gupta et al., 

2013; Shivanna et al., 2013; Barba et al., 2016). Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin 

aktif glikozitleri, enflamasyon, obezite, diyabet, hipertensiyon, kanser, kistik fibroz  

gibi hastalıklara karşı terapötik potansiyele sahiptir (Momtazi-Borojeni et al., 2017). 

Steviosid glikozidi enflamasyonun baskılanmasında başarıyla kullanılmaktadır 

(Noosud  et al., 2017; Potočnjak et al., 2017). Stevya bitkisinin günde kilogram başına 

alınan miktarının toksik olma ihtimalinin araştırmalar doğrultusunda tespit edilmesi 

ve hasarın sonuçlarının belirlenmesi önem teşkil etmektedir (Geuns, 2003). Bununla 

birlikte enflamasyon, böbrekte glomerulonefrite sebep olarak akut böbrek 

yetmezliğinden kronik böbrek yetmezliğine kadar ilerleyen böbrek hasarına önemli 

katkıda bulunmaktadır (Kumar et al., 2013). Böbrek yetmezliği ile birlikte IL-1, IL-6, 

TNF-α, IL-8, MCP-1, RANTES gibi mediyatörler hasarı gösteren enflamasyon 

belirteçleri olarak kullanılmaktadır (Lloyd et al., 1997; Wada et al., 2001; Silverstein, 

2009; Kumar et al., 2013;Fleit, 2014; Franceschi ve Campisi, 2014). LPS-indüklü 

böbrek hücre enflamasyonunda steviosidin kemokin düzeylerini module ederek olası 

terapötik etkisinin değerlendirilmesine dair bilimsel bir rapor bulunmamaktadır. Bu 

nedenle, steviosidin böbrek hücre enflamasyonunda terapötik olasılığının kemokin 

yanıtına olan etkisiyle değerlendirilmesi amaçlanmıştır.  
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2.1. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisi 

Şeker yerine kullanılabilen pek çok tatlandırıcı vardır (Nabor, 2002). 

Tatlandırıcılar kendi aralarında sınıflandırılmaktadır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Şekil 2.1. Tatlandırıcıların sınıflandırılması (ISO 2012; Şeker kurumu 2015’den).  

Yapay tatlandırıcıların pek çoğunun ağızda acımsı ve metalimsi bir tat bırakması 

sebebiyle tercih edilmeleri zamanla azalmıştır (Pol et al., 2007). Tatlandırıcıların 

sınıflandırılmasından görüldüğü üzere; Stevya (Stevia Rebaudiana) şeker otu olarak 

bilinen yüksek etkili ve lifli bir bitkidir. Diğer tatlandırıcılar ile karşılaştırıldığında 

ağızda metalimsi ve acımsı bir tat bırakmamaktadır (İnanç ve Çınar, 2009; Gantait et 

al., 2015). Bununla birlikte stevyanın tatlandırıcı özelliğinin nedeni glikozitlerin 

yüksek tatlılık göstermesidir. 

 

 

 



5 

 

Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisi yaş iken yapraklarında bulunan bileşiklerden 

kaynaklı olarak sakkarozdan yaklaşık 15 kat, kurutulmuş halde ise sakkarozdan 300-

350 kat daha fazla tatlandırıcı olmasından dolayı gıda sanayinde bisküvi, çikolata, içki, 

meşrubat, tatlı gibi gıdalarda kullanımı tercih edilmektedir. (Ghanta et al., 2007; 

Jarma, 2008; İnanç ve Çınar, 2009; Serio, 2010; Misra et al.,2011; Boileau et al., 2012; 

Yang et al., 2014; Tansı et al., 2017). Stevya’nın tercih edilmesinin en önemli 

nedenleri arasında düşük kalorili olması ve doğal bir tatlandırıcı olması gelmektedir 

(Duran et al., 2012; Serfaty et al., 2013; Mejia-Espejel et al., 2019;).  

2.2. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin orijini ve tarihçesi 

Botanik anlamda Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisi 1899 yılında Moises 

Santiago Bertoni tarafından sınıflandırılmıştır. Bununla birlikte ilk kez 1909 yılında 

Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin özü izole edilmiştir. Bridel ve Lavieille adında 

iki Fransız kimyacı 1931 yılında steviosid üretmek amacıyla saflaştırma yapmışlardır 

(Barriocanal et al., 2008; Souksu et al., 2016). 

Anavatanı Güney Amerika olan Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin Kuzey 

Amerika’da 80’den fazla türü vardır. Güney Amerik ‘da 200’den fazla türü olduğu 

düşünülmektedir (Nunes et al., 2007). Stevia Rebaudiana Bertoni, Asteraceae 

ailesinden, yabani, küçük bir çalı türü olup, Paraguay ve Brezilya’da yetişmektedir 

(Sojerto, 2002; Goyal et al., 2010; Uçar et al., 2011; Cho et al., 2013; Ramos-Tovar et 

al., 2019). Aynı zamanda Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin özellikle bazı türleri 

2300-2900 m yüksekliklerde yetişebilen, 60-90 cm arasında uzunluğa sahip, sıcaklık 

olarak ortalama 25 oC’ de yetişmesi elverişli olan ve nemli ortamları seven bitki olarak 

bilinmektedir (Cortes et al., 2007). 

2.3. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin üretimi 

Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin çiçeklenmesi, bitkinin steviol 

glikozitlerinin miktarını etkileyen en önemli etkendir. Steviol glikozitlerinin en yüksek 

noktaya ulaştığı zaman çiçeklenme başlangıcıdır. Yani en yüksek steviol glikozitleri 

çiçek tomurcuk oluşumundan itibaren % 10’ dan daha az çiçeklenmenin olduğu 

döneme kadar elde edilmektedir. Çiçekler açtıkça yapraklardaki steviol oranlarıda 

düşmektedir (Ceunen et al., 2013). Stevia Rebaudiana Bertoni genellikle yüksek ve 

sıcak iklimleri seven bir bitkidir. Akdeniz ikliminin bu bitkinin üretimi için çok uygun 

olduğundan tarımının bu bölgelerde yapılması önerilmektedir (Angelini and Tavarini, 
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2014; Turgut et al., 2015). Kırmızı toprak özelliğine sahip Akdeniz bölgesinde üretim 

denemeleri yapılmış, yaklaşık üç yıl süren denemeler sonucunda, ortalama bitki boyu 

114 cm, bitki başına ana dal sayısı 17 ve yapraklardaki toplam steviol glikozit oranı 

ise % 16.52 olduğu bildirilmiştir. Dolayısıyla Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin 

Akdeniz ikliminde yetiştirilmesinin oldukça uygun olduğu düşünülmektedir (Turgut 

et al., 2015). Ayrıca Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin Tokat ili ekolojik 

koşullarında yetiştirilebileceği belirlenmiş olup, bitki boyunun 62,7-76,3 cm, bitki 

başına dal sayısının 15,4-19,3 adet olduğu ve biyolojik verimin uygun olduğu 

bildirilmiştir (Yıldırım, 2017). Güney Amerika’da denize kıyısı olan Paraguay'a özgü 

çok yıllık bir bitki olan Stevia Rebaudiana Bertoni kalori değeri olmayan yüksek etkili 

bir tatlandırıcı kaynağı olarak dünya çapında yetiştirilmeye başlanmıştır (Victoria et 

al., 2021). Türkiye’de üretiminin artırılması ve gerekli adaptasyon testlerinin 

yapılması için çalışmalar başlatılmıştır (Turgut et al., 2015; Yücesan et al., 2016a; 

Yücesan et al., 2016b; Yıldırım, 2017).  Ayrıca ülkemiz için Stevia Rebaudiana 

Bertoni bitkisinin üretiminin ekonomik değeri yüksek bir faaliyet olduğu bildirilmiştir 

( Temel et al., 2014).  

Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinden sıvı ve toz formların üretimi üç şekilde 

gerçekleşmektedir. İlk olarak üretimi toz halinde elde edilen stevyadır. Öncelikle 

direkt stevya yaprakları kurutulur, öğütülür ve paketlenerek elde edilir. Bununla 

birlikte ikinci üretim formu konsantre stevya ekstraktı, üçüncü üretim formu ise toz 

stevya ekstraktıdır. Stevya ekstrakt üretmek için piyasada birçok patentli metotlar 

bulunmaktadır. Üretim için temel olarak akış diyagramları birbirlerine oldukça 

yakındır. Stevyanın üretimi, ekstraksiyon aşamaları; yapraklarının ön-kurutma işlemi, 

öğütme, ekstraksiyon, filtrasyon veya saflaştırma işlemleri ile birlikte renk 

maddelerinin elimine edilmesi, toz ya da sıvı halde konsantre etme veya kurutma 

işlemlerinden geçmektedir. 50-85 oC’ler arasında ön kurutma işlemi yapılmaktadır. 

Kurutulmuş, yaklaşık 2 mm çapında stevya yapraklarını küçültebilmek için öğütme 

işlemi gerçekleştirilmektedir. Kazan ve kolon tipi aletler ekstraksiyon işlemi için 

kullanılmakta olup, her iki metot için alkol veya su çözücü madde kullanılmaktadır. 

Kazan içerisinde Stevya Rebaudiana Bertoni bitkisi ile birlikte çözücü madde aralıksız 

karıştırılır ve işlem 24 saat içerisinde tamamlanmaktadır. Yapılan ekstraksiyonda 

ortam sıcaklığı 0-25 oC arasında tutulur ve kolon tipi aletler kullanılmaktadır. Ayrıca 

stevya yaprak ve çözücü madde oranı 0,02-0,1 (g/g) olmasına dikkat edilir, sistemin 
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akış hızının ise 20-35 mL/min aralığında olmasına özen gösterilir. Ayrıca su çözücü 

madde olarak kullanılıyor ise fosforik asit (H3PO4) ile pH 2-4 arasında ayarlanması 

gerekmektedir. Filtrasyon sırasında, basınç değerinin 200-1300 kpa aralığında, 

sıcaklığın ise 30-85 oC arasında olması önem taşır. Böylece yüksek molekül ağırlığına 

sahip olan protein gibi makromoleküller ham stevya ekstratından uzaklaştırılmış olur. 

Saflaştırma veya filtrasyon aşamalarında renk maddeleri belirli düzeyde 

uzaklaştırılabilmektedir. Yapılan aşamaların sonucunda tercihe göre ve ürünün şekline 

göre konsantre edilerek ya konsantre stevya üretimine geçilmekte ya da kurutularak 

toz stevya elde edilmektedir. Kurutma işlemi yapılırken püskürtme esasına dayalı 

kurutucular kullanılır (Geuns, 2003; Megeji et al., 2005; Ghanta et al., 2007; Macchia 

et al., 2007; Yadav et al., 2011; Ceunen ve Geuns, 2013; Serfaty et al., 2013; Gedik ve 

Tansı, 2017). Stevya Rebundiana’dan sıvı ve toz formların üretim şeması Şekil 2.2’ de 

sunuldu. 
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Şekil 2.2. Stevia Rebundiana Bertoni bitkisinin sıvı ve toz formların üretim şeması (Sezgin ve 

Koç, 2016’dan) 
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2.4. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinde bulunan glikozidlerin kimyasal 

yapıları 

Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinde bulunan glikozidlerin kimyasal yapıları 

Şekil 2.3’te sunuldu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Şekil 2.3. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinde bulunan glikozidlerin kimyasal yapıları (Brandle 

and Telmer, 2007’den) 

Stevia Rebundiana Bertoni bitkisinin 150 alt türü bulunmaktadır (Nunes et al., 

2007). Stevianın yapraklarında birden fazla steviol glikozit bileşiği (% 10-5)  

bulunmaktadır. Rebaudiosit A (% 4-2), Rebaudiosit B (< %1), Rebaudioside C (% 1-

2), Rebaudiosit D (< %1), Rebaudiosit E (<%1), Rebaudiosit F (<%1), Dulkosit A (% 

0.5–1) oranlarında olduğu bilinmektedir. Steviol glikozitler arasında en değerli olan 

Rebaudiosit A (Reb A), normal şeker ile karşılaştırıldığında 400-500 kat daha tatlı olan 

bir bileşiktir. Stevya’nın yaprakları, % 3.8 rebaudiosit A, % 0.3, dulkosit A, % 0.6 

rebaudiosit C ve % 9,1 steviosid içerir (Lemus-Mondaca et al., 2012). Bununla birlikte 

Stevia Rebundiana Bertoni bitkisinin yaprakları yüksek fenolik bileşikler 

içermektedir. Ayrıca karotenoid, C vitamini,  klorofil ihtiva eder. Antimikrobiyal ve 

antioksidan özelliklere sahiptir (Cushnie ve Lamb; 2005; Abou-Arab et al., 2010; 

Lemus-Mondaca et al., 2012; Belda-Galbis et al., 2014). 

Stevia Rebundiana Bertoni bitkisinde mevcut olan tatlı bileşikler diterpen 

glikozitlerdir (Smith ve Vanstadin, 1992). Stevya Rebundiana Bertoni bitkisinin 

yapraklarından elde edilen steviol glikozitler, insülin dengeleyici ve yüksek tatlılığa 

sahip doğal bileşiklerdir. Bununla birlikte steviol glikozitler, rebaudiosit A, B, C, D, 

E, dulkosit A ve steviosid adında doğal bileşikleri içermektedir (Morales ve Machado, 

2001; Meireles et al., 2006; Ramesh et al., 2006; Carakostas et al., 2008; Zahn et al., 
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2013; Martins et al., 2016; Salazar et al., 2018). Bu steviol glikozitler arasında, en 

değerlisi normal şekere göre 400-500 kat daha tatlı olan Rebaudiosit A (Reb A) 

bileşiğidir (Lemus-Mondaca et al., 2012). Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin steviol 

glikozitlerinin kimyasal yapıları Tablo 2.1’de sunuldu. 

Tablo 2.1. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin steviol glikozitlerinin kimyasal yapıları (Geuns, 2003’         

den) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bileşik adı R1                       R2 

Steviol H H 

Steviolbiosit H β -Glo- β - Glo  (2→1) 

Steviosid β –Glo β -Glo- β - Glo (2→1) 

 

Rebaudiosit A 

 

 

 

β –Glo 

 

 

 

β -Glo- β - (Glo 2→1) 

l 

β - Glo (3→1) 

 

Rebaudiosit B  

 

 

 

H 

 

 

 

β -Glo- β - Glo (2→1) 

l 

β -Glo (3→1) 

Rebaudiosit C 

(Dulkosit B) 

 

β –Glo 

 

 

β -Glo- α-Rash(2→1) 

l 

β -Glo- (3→1) 

 

Rebaudiosit D 

 

 

 

β–Glo β-Glo(2→1)c 

 

 

β -Glo- β - Glo (2→1) 

l 

β - Glo (3→1) 

 

Rebaudiosit E 

 

β –Glo β-Glo(2→1) 

 

β -Glo- β -Glo- β-(2→1) 

 

Rebaudiosit F 

 

 

 

β –Glo 

 

 

β -Glo- β –Xyı(2→1) 

l 

β -Glo 

Dulkosit β –Glo 

 

β -Glo- α-Rash(2→1) 
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2.5. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin besin değeri 

Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisi, ABD’de 1987 yılında bir gıda katkısı olarak 

yasaklanmış fakat 1995’ de bir diyabet ürünü olarak kullanılmasına izin verilmiştir. 

Daha sonra 2008 yılından itibaren tatlandırıcı olarak tüketimine izin verilmiştir. 

Bununla birlikte Avrupa Birliği (AB) tarafından, 2011 yılının Aralık ayından itibaren 

Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin steviol gilikozitlerinin (E 960) gıda katkı 

maddesi ve tatlandırıcı olarak tüketimine izin verilmiştir. (Lemus-Mondaca et al., 

2012; Yücesan; 2015). Türkiye’de yayınlanan (28693 sayılı), Resmi Gazete’ de, 

30.06.2013 tarihinde, Türk Gıda Kodeksi Gıda Katkı Maddeleri Yönetmeliği 

doğrultusunda Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin steviol glikozitlerinin, (E 960) 

kodu ile tatlandırıcı olarak tüketimine izin verilmiştir (Yücesan, 2015). 

Stevia Rebundiana Bertoni bitkisinin yaprakları akolidleri, klorojenik asitleri, 

suda çözünür formdaki klorofilleri, ksantofilleri, nötr suda çözünebilen formdaki 

oligosakkaritleri, bazı serbest şekerleri, amino asitleri, uçucu yağ asitlerini 

içermektedir. Bununla birlikte hidoksinnamik asitler olarak bilinen kafeik, riboflavin, 

tiamin, askorbik asit, β-karoten, oksalik asit içerir. Ayrıca β-sitosterol, stigmasterol, 

kampesterol ve pek çok flavonoitleri içeriğinde bulundurmaktadır (Komissarenko et 

al., 1994; Savita, 2004; Gürleyik, 2010; Chaturvedula, 2011). Stevia Rebundiana 

Bertoni bitkisinin yaprakları mineral, elzem amino asitlerce ve lifçe zengindir (Karaca, 

2010). Stevya yapraklarında alanin, aspartik asit, glutamik asit, lisin, serin, prolin, 

tirosin, izolösin metiyonin gibi 9 esansiyel amino asit tespit edilmiştir (Mohammad et 

al., 2007). Daha sonra 8 amino asit tespit edilmiştir (Abou-Arap 2010; Marcinek ve 

Krejpcio, 2015). Bununla birlikte syevya lipit olarak linoleik asit, linolenik asit, oleoik 

asit, palmitik asit ve stearik asitleri içermektedir (Marcinek ve Krejpcio, 2015). Ayrıca 

yapısında çinko, demir, fosfor, krom, kobalt, magzenyum ve potasyum gibi mineraller 

de bulunmaktadır (Gürleyik, 2010; Chaturvedula, 2011; Gupta et al., 2013; Yavaş, 

2015). Stevia Rebaudiana Berrtoni bitkisinin (kuru madde esasına göre) besin içeriği 

Tablo 2.2’ de sunuldu. 
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Tablo 2.2. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin (kuru madde esasına göre) besin içeriği (Karaca, 2010’ 

dan) 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin stevya glikozitleri için günlük alım 

miktarının vücut ağırlığının kilogram başına 4 mg kadar olması önerilmektedir. 

Bununla birlikte çeşitli gıda sektörlerinde kullanımına izin verilmiş ve uygun 

bulunmuştur. Özellikle kilo kontrolü için, özel ve tıbbi amaçlı gıda takviyesi olarak 

kullanımına izin verilmiştir. Bununla birlikte diyet gıdalarda, aromalı fermente süt 

ürünlerinde, dondurmada, çikolata ürünlerde, ince fırıncılık ürünlerinde (kek, pasta, 

kurabiye), marmelatlarda, meyve nektarı gibi içeceklerde, aromalı içeceklerde, deniz 

ürünlerinde, suşide, soya sosunda ve tatlı yoğurt yapımında kullanılmaktadır 

Enerji (kcal) 

Karbonhidrat (g) 

Protein (g)          

Yağ (g)  

Ham lif (g) 

Nem (g) 

Kül (g)  

Mineraller 

Kalsiyum (mg)  

Fosfor (mg)  

Demir (mg)  

Sodyum (mg)  

Potasyum (mg)  

Anti Besinsel Faktörler 

Okzalik asit (mg)  

Taninler (mg)  

270 

52 

9,8 

2,5 

18,5 

7 

10,5 

 

464,4 

11,4 

55,3 

190 

1800 

 

2295 

0,01 
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(Kinghorn  et al., 2001; Morlock et al., 2014; Kovacevic et al., 2018). Stevyanın diğer 

bir özelliği de yapısındaki şekerin yüksek ısıda dahi karemelizasyona uğramaması ve 

kahverengileşmemesidir (JECFA, 2007). Sakkaroz miktarlarının stevya miktarlarına 

karşılığı Şekil 2.4’ te sunuldu. 

1 çay kaşığı sakkaroz = 1/2 paket veya 1/8 çay kaşığı toz stevia = 5 damla sıvı stevia 

1 çorba kaşığı sakkaroz = 1.5 paket veya 1/3 çay kaşığı toz stevia = 15 damla sıvı stevia 

1 su bardağı sakkaroz = 24 paket veya 2 çorba kaşığı toz stevia = 2 çay kaşığı sıvı stevia 

 

Şekil 2.4. Sakkaroz miktarlarının stevya miktarlarına karşılığı  

2.6. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin sağlık açısından önemi  

Stevia Rebundiana Bertoni bitkisinin ekstraktlarının insan sağlığı üzerine olumlu 

etkileri olduğu savunulmaktadır (Tadhani et al., 2007). Stevyanın, antihiperglisemik, 

antihipertansif, antihuman rotavirüs, antimikrobiyal ve antifungal özelliği olduğu 

bilinmektedir (Lee et al., 2001; Okawa et al., 2001; Ghosh et al., 2008; Karagöz ve 

Demirdöven, 2018). Diyabetes mellitus, obezite ve kalp hastalıklarında da 

kullanımının pozitif etki edeceği düşünülmektedir. Ayrıca steviol glikozitlerinin 

zayıflamak ve için de tatlandırıcı olarak kullanılmasının olumlu etkiler gösterdiği 

savunulmaktadır. Bununla birlikte diş çürümesi gibi rahatsızlıklarda da kullanılması 

önerilmektedir (Ghanta et al., 2007; Manisha et al., 2012). Stevya, diyabet hastalığında 

insülin metabolizmasını etkilemeden kan şekeri düzeyini düşüren özelliğe sahip 

olması nedeniyle hastalara tavsiye edilmektedir.  Özellikle vücut tarafından tamamen 

metabolize edilmesi hasta bireyler ve zayıflamak isteyenler için oldukça uygun olduğu 

bilinmektedir (Lisak  et al., 2011). Özellikle diyabetli kişilerde, tat algılama duyusunun 

azalması ile birlikte genel itibariyle tatlı yiyeceklerin daha çok sevildiği ve buna bağlı 

olarak tatlı yeme isteğinin arttığı bilinmektedir. Bu durumdan dolayı sağlık açısından 

herhangi bir zararı olmayan, şeker yerine kullanılabilen, şeker ile aynı tadı verebilen, 

kalori içermeyen veya düşük kalorili bir takım yapay tatlandırıcıların üretimi son 

yıllarda gündeme taşınmıştır (Alphan, 2005).  

2.7. Böbrek hasarı ve enflamasyon  

İmmün sistemde humoral-sıvısal ve hücresel olmak üzere iki ana yol mevcuttur. 

İnflamatuar mekanizmalar, özellikle immün sistemin humoral-sıvısal bileşik 

maddelerin katıldığı kompleks bir süreçtir. Vücutta; antijenler, patojenik 

mikroorganizmalar, yabancı maddeler veya böbrekte doku hasarı olduğunda koruyucu 
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bir cevap olarak enflamatuar (yangı) yanıt oluşturulmaktadır (Silverstein, 2009; 

Sreedhar et al., 2017). Akut enflamatuar yanıt böbrekte hücre ve dokuları hasardan 

korumak ve iyileşmeyi başlatmak için gereklidir. Bununla birlikte oluşan pro-

enflamatuar yanıt anti-enflamatuar yanıt ile düzenlenir. Bu nedenle, vücudun 

enflamatuar yanıtının dış ve iç uyaranlara karşı dengede olması oldukça büyük ölçüde 

önem taşır (Neff ve Le Roux, 2014; Sreedhar et al., 2017). Akut İnflamasyonu başlatan 

ve sürdüren kimyasal aracılar; eikosanoidler, histamin, kinin, kompleman sistem, 

sitokinlerdir.  İnflamasyonda ise akut enflamatuar yanıt, sürecin baskılanması 

gerçekleşmediği veya geciktiği için dokuda pro-enflamatuar medyatörlerin birikimine 

ve doku hasarına neden olmaktadır. Ayrıca doku hasarı meydana gelse bile 

enflamatuar süreç devam etmektedir (Silverstein, 2009; Fleit, 2014; Franceschi ve 

Campisi, 2014).  

İskemi; bir organa gelen kan akımının bazı etkenlerle, organ transplantasyonu 

ve vasküler cerrahi gibi işlemler esnasında yetersiz hale gelmesine veya durmasına 

denir (Ertorun, 2015). Reperfüzyon; iskemiye maruz kalan doku veya organların 

yeniden kanlanmasına bağlı olarak oksijenlenmesi durumudur. Reperfüzyon hasarı 

ise, iskemiden sonraki yeniden kanlanma döneminde meydana gelen doku veya 

organlardaki hasar olarak tanımlanır (Akkoç, 2008; Ertorun, 2015). Bununla birlikte 

hasarın primer yerinden bağımsız olarak glomerüler, tübüler, interstisyel, damar 

sklerozu ve son evre böbrek yetmezliği ile sonuçlanır (Kumar et al., 2013).  

Böbrek hastalıkları hem insanlarda hem de hayvanlarda yaşam kalitesini 

olumsuz yönde etkileyen önemli bir sağlık sorunu olmaya devam etmektedir. Böbrek 

hastalıklarının erken tanısı ve tedavisi ilerleyici böbrek fonksiyon kaybının 

engellenmesinde ve morbiditenin azaltılmasında büyük önem taşımaktadır (Locatelli 

et al., 2002). İnflamasyonun ve bağışıklık sistemindeki değişikliklerin hem akut 

böbrek yetmezliği hem de kronik böbrek yetmezliğinde rol oynadığı bilinmektedir 

(Akcay et al., 2009; Awad et al., 2009; Bolisetty ve Agarwal, 2009; Silverstein, 2009; 

Sato  and Yanagita, 2018). Böbrek hastalıklarını tetikleyen nedenler farklı olmakla 

birlikte,  akut böbrek yetmezliği kronik böbrek yetmezliğine dönüşebilmekte ve 

kontrol altına alınmadığında son dönem böbrek hastalığına kadar varan ağır bir tablo 

şekillenebilmektedir (Imig ve Ryan, 2013). İnflamasyon, böbrekte glomerulonefritise 

neden olarak akut böbrek yetmezliğinden kronik böbrek yetmezliğine kadar ilerleyen 

böbrek hasarına önemli katkıda bulunmaktadır. İnflamatuar yolları uyaran etmenler 
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İnflamatuar mediyatörlerin üretimini aktive eden hücre içi sinyal yollarını aktive 

etmektedir. Sitokinler dahil enflamasyon uyarıcıları, toll benzeri reseptörler (TLR) ve 

sitokin reseptörleri ile etkileşime girerek enflamasyona aracılık etmektedir. Reseptör 

aktivasyonu, transkripsiyon (STAT) yollarının aktivatörü, mitojenle aktive olan 

protein kinaz (MAPK), nükleer faktör kappa-B (NF-κB) ve Janus kinaz (JAK)-sinyal 

dönüştürücü de dahil olmak üzere önemli hücre içi sinyal yollarını tetiklemektedir 

(Hendrayani et al., 2016). Son dönem böbrek yetmezliği olan hastalarda interlökin-1 

beta (IL-1β), IL-6 ve tümör nekroz faktör alfa (TNF-α) gibi proenflamatuar 

sitokinlerin aterosklerotik komplikasyonlar için risk faktörü olduğu, kardiyovasküler 

bozukluklara yol açtığı ve bu hastalarda morbiditede ve mortalitede rol oynadığı 

bildirilmiştir (Zoccali et al., 2000; Stenvinkel et al., 2002a; Stenvinkel et al., 2002b). 

Bununla birlikte endotoksine maruz kalan makrofajlar, enflamatuar hastalıklarda 

önemli roller oynayan pro-enflamatuar sitokinler üretirler (Choi ve Hwang, 2005). 

TNF-α, bir enflamatuar reaksiyon sürecinin en erken ve birincil endojen aracısıdır 

(Connolly et al., 2009; Maskrey et al. 2011). 

IL-1β, hem lokal hem de sistemik seviyelerde enflamatuar yanıta aracılık eden 

önemli bir pro-enflamatuar sitokindir (Christman et al., 2000; McCoy et al., 2011). Bu 

pro-enflamatuar sitokinler, ciddi doku hasarına ve septik şoka yol açarlar. Bu sebeple, 

pro-enflamatuar sitokinleri baskılamayı amaçlayan tedaviler, enflamatuar hastalıklar 

için potansiyel terapötik stratejiye sahiptirler (Ha et al., 2010; Lee et al., 2011). NF-

κB, hücre dışı uyarana karşı enflamatuar ve immun yanıtları düzenlemede kritik bir 

rol oynar. NF-κB normalde sitoplazmada NF-KB (IκB'ler) inhibitörleri olarak bilinen 

bir inhibitör protein ailesi tarafından sekestre edilir. Bununla birlikte aktive 

edildiğinde, NF-κB birimi p65, inhibitör proteininden ayrılır. IκB-α ve sitoplazmadan 

çekirdeğe doğru yer değiştirir ve burada TNF-α, IL-1β ve IL-6 gibi sitokinlerin spesifik 

hedef genlerinin transkripsiyonunu tetikler (Rao 2001; Jiang et al., 2002). 

İnflamasyon, böbrekte glomerulonefrite sebep olarak akut böbrek 

yetmezliğinden kronik böbrek yetmezliğine kadar ilerleyen böbrek hasarına önemli 

katkıda bulunmaktadır. Böbrek dokusunda gelişen enflamasyonda MCP-1 ve 

RANTES kemokinlerinin rol oynadığı bilinmektedir (Lloyd  et al., 1997; Wada et al., 

2001). Hasar oluşumu ile birlikte RANTES ve MCP-1 gibi medyatörler hasar 

oluşumunu gösteren biyokimyasal belirteçler olarak kullanılmaktadır. Renal tübüler 

epitel hücrelerinin MCP-1 ve RANTES gibi C-C kemokinlerinin önemli bir kaynağı 
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olduğu belirlenmiştir (Holdsworth et al., 2000). Bakteriyel bileşenlere doğrudan maruz 

kalınma ile birlikte böbrek hücrelerinde C-C kemokin üretimini Toll-like (köprü 

benzeri) reseptörler (TLRs) artırmaktadır. Bu nedenle, renal tübüler epitel hücresi ile 

C-C kemokin üretiminde TLRs reseptörler önem taşımaktadır (Takeuchi et al., 2002). 

TLRs reseptör ailesi bakteri bileşenlerinin tanınmasında önemli rol oynar. (Zhang ve 

Ghosh, 2001). 

Böbrek tübüler epitel hücrelerinden salgılanan MCP-1 ve RANTES gibi C-C 

kemokinler interstisyum ve glomerulus içine bağışıklık hücrelerinin çekilmesini 

indükleyerek böbrek enflamasyonunun patogenezinde önemli rol almaktadır 

(Holdsworth et al., 2000). Böbrekte gelişen enflamasyonun hafifletilmesinde veya 

tedavi edilmesinde kemokinlerin modüle edilmesi başarı sağlamaktadır (Rovin, 1999; 

Holdsworth et al., 2000; Segerer et al., 2000). Böbreğin enflamatuar hasarına katkıda 

bulunmaları nedeniyle MCP-1 ve RANTES düzeylerinin baskılanmasının enflamatuar 

böbrek hasarının hafifletilmesinde ve tedavisinde terapötik potansiyele sahip 

olabileceği düşünülmektedir. enflamatuar süreçlerin sebep olduğu böbrek hasarının 

profilaksisi ve tedavisi amacıyla steviosid gibi glikozitlerin de yer aldığı yeni terapötik 

yaklaşımlar denenmekte ve başarılı sonuçlar elde edilmektedir (Potočnjak et al., 2017; 

Yuajit  et al., 2017; Noitem et al., 2018).  

2.8. Lipopolisakkarit  

Lipopolisakkarit (LPS) gram-negatif bakterilerin çoğunun dış zarlarında 

bulunan yapısal olarak ilişkili glikolipit ailesidir (Megrian, 2020). Lipopolisakkaritler 

ve gram-pozitif bakterilerden peptidoglikanlar gibi bakteriyel ürünler için dedektör 

görevi görürler ve konakçı bağışıklık hücrelerinin alımını aktive etmek için sinyaller 

üreterek yanıt verirler (Hagar et al., 2013; Kayagaki et al., 2013; Shi et al., 2014). LPS 

yapısında O antijenleri, polisakkarit çekirdekler, disakkarit yapı, yağ asitleri ile Lipit 

A’dan oluşmaktadır. O antijeni gram negatif bakterilerin patolojik açıdan 

sınıflandırılmasının temelini oluşturur. O antijeni bağışıklık hücreleri tarafından tek 

tanınandır ve immünolojik yanıttan sorumludur. O antijenini Lipit A’ya polisakkarit 

çekirdekler bağlar (Whitfield et al., 2020). Tüm LPS molekülleri, arketipik yapısı 4-7 

asıl zinciri taşıyan bir bisfosforile disakkarit omurgasından oluşan bir lipit bileşeni 

(lipit A) içerir (Whitfield and Trent, 2014). LPS’nin yapısı Şekil 2.5’te sunuldu.  

Renal tübüler epitel hücrelerinin doğrudan bakteriyel bileşene maruz kaldığı 
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pyelonefrit, böbrek yetmezliğinin başlıca nedenlerinden biridir. Gram-negatif 

bakterilerin temel bir bileşeni olan LPS, akut böbrek yetmezliğinin gelişmesinde ve 

kronik nefritin hızlanmasında önemli bir faktördür ve sıklıkla böbrek yetmezliğine yol 

açar (Svanborg et al., 1991; Karkar ve Rees; 1997).  Hayvan modellerinde LPS, 

deneysel glomerülonefrit veya IgA nefropati, lupus nefrit, antiglomerüler bazal 

membran hastalığı ve akut tübüler nekroz gibi bozuklukları indükler (Endo et al., 1993; 

Granholm ve Cavallo, 1994; Kang et al., 1995; Karkar ve Rees; 1997). Bakteriyel 

istiladan iki ile üç saat sonra, enterik epitel hücreleri kemokinler ve sitokinler dahil 

aracıları serbest bırakarak doğuştan gelen ve edinilmiş bağışıklık tepkilerini kolayca 

uyarır. Akut bir mukozal enflamatuar yanıtı aktive etmek ve aynı zamanda erken bir 

enflamatuar bağışıklık tepkisinin başlangıcı ile birlikte çalışmak için erken sinyaller 

olarak işlev görür (Chen et al., 2006). 
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Şekil 2.5. LPS’nin yapısı. man: D-mannoz, rha: L-rannoz, gal: D-galaktoz gin: Glutamin    

(Galdiero ve et al., 2012’ den) 

2.9. Kemokinler 

Kemokinler, kemotaktik sitokinler, molekül ağırlığı 8-14 kDa olan protein 

yapısındaki küçük sitokinlerdir (Oppenheim et al., 1991; Calapoğlu ve Calapoğlu, 

2009; Coşkuner, 2013). Kemokinler, primer yapılarında yer alan iki sisteinin C 

konfigürasyonuna göre; alfa (α)-kemokinler, beta (β)-kemokinler, C kemokin 
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(lenfotaktin) ve C-X3-C kemokinler [fraktalkin (insanlarda) ve nörotaktin (farelerde)] 

olmak üzere dört gruba ayrılmaktadırlar (Baggiolini ve Loetscher, 2000; Moser ve 

Loetscher, 2001). 

Beta-kemokinlerde [sistein-sistein (C-C)], N terminalde iki sistein birbirine 

bağlı bulunmaktadır. Aminoasit konfigürasyonları, sekonder ve tersiyer yapıları 

birbirine benzemekle birlikte kemokinler farklı etkilere sahiptirler (Zlotnik ve Yoshie, 

2000; Horuk, 2007). Beta-kemokinler, başlıca monositler ve T-lenfositler olmak üzere 

eozinofiller, bazofiller ve NK (natural-killer, doğal-öldürücü) hücreler üzerinde de 

kuvvetli kemotaktik etki ederek kronik enflamasyonda, alerjik reaksiyonlarda ve 

paraziter enfeksiyonlarda rol oynamaktadırlar (Zlotnik ve Yoshie, 2000; Çağlar ve 

Kansu, 2004). 

 

 
 

Şekil 2.6. Kemokinlerin üç boyutlu yapısının şematik gösterimi. α ve β tabakasının yanı sıra   sistein 

kalıntıları ve 30s ve 40s halkaların gösterildiği bir kemokinin üç boyutlu gösterimi. Tüm 

kemokinlerin, konserve sistein kalıntıları arasındaki disülfit bağlarıyla stabilize edilmiş tipik bir 

anahtar yapısını taşımaktadır (Deshmane et al. 2009’ dan) 

 

Kemokinler üstlendikleri görevlere göre enflamatuar kemokinler ve homeostatik 

kemokinler olmak üzere iki gruba ayrılmaktadırlar. İnflamatuar kemokinler, immun 

uyarılar sonucunda enflamasyon ya da hasarının bulunduğu bölgeye lökositlerin 

göçünü kontrol etmektedirler. Homeostatik kemokinler ise lökositlerin, lenfoid 

organlara yönlendirilmesini sağlamaktadırlar (Baggiolini ve Loetscher, 2000; Wong 

ve Fish, 2003; Moser et al., 2004). Aktive olmuş monosit-makrofaj, lökosit, lenfosit, 

Disülfit bağı sülfür-sülfür bağı (sistein-sistein) 

30s halka 

α -heliks 

Parelel olmayan 

β tabakası 

N-halka  

40s halka 



20 

ve endotel hücrelerinden salgılanan kemokinler reseptörler aracılığıyla hücreye 

bağlanarak ve bu hücreleri infeksiyon ve enflamasyon bölgesine çekerek farklı hücre 

tiplerinde kemotaktik aktivite göstermektedirler.  

Kemokinler, lökositleri, lenfositleri, monosit/makrofaj kökenli birçok hücreyi ve 

dendritik hücreleri yönlendirerek ve aktive ederek immun sistemin antijenik yanıt 

oluşturmasında ve otoimmun reaksiyonlar da dahil enflamatuar süreçte görev 

almaktadırlar (Baggiolini 2001; Calapoğlu ve Calapoğlu, 2009; Deshmane et al., 2009; 

Yadav et al., 2010). Kemokinler, hücre zarındaki özel reseptörlerine bağlanıp onları 

aktive ettikten sonra Ca+2 metabolik yolunu kullanarak hücre içinde bir dizi enzimatik 

reaksiyona ve endoplazmik retikulumdan sinyal moleküllerinin salınmasına neden 

olarak hedef proteinin fonksiyonel hale gelmesini sağlamaktadırlar (David ve Mortari, 

2000; Horuk, 2007; Commins et al., 2010; Blanchet et al., 2012). 

2.10. Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) 

Monosit kemoatraktan protein (MCP) ailesinin MCP-1 (CCL2), MCP-2 (CCL8), 

MCP-3 (CCL7), MCP-4 (CCL13) ve MCP-5 (CCL12) olmak üzere beş üyesi 

bulunmaktadır (Proost et al., 1996; Yadav et al., 2010). CC kemokinleri, MCP-1 gibi, 

ara yüzeyi esas olarak N terminal alan (CC kemokin) veya iki α-“heliks” sarmalı (CXC 

kemokin) yakınında sistein kalıntıları ile birlikte antiparalel β-tabakasından 

oluşmaktadır (Baggiolini ve Loetscher, 2000). MCP ailesi, monositler, T hücreleri, 

fibroblastlar, endotel hücreleri, vasküler düz kas hücreleri ve enflamasyonda görev 

alan hücrelerden salgılanmaktadır (Taylor et al., 2000; Conti ve DiGioacchino, 2001; 

Shin et al., 2002; Charo ve Taubman, 2004; O'Hayre et al., 2008; Melgarejo et al., 

2009). 

Βeta-kemokin ailesinin bir üyesi olan MCP-1 monositler, bazofiller ve T 

lenfositler için kemotaktik aktiviteye sahip olup moleküler ağırlığı 9 kDa veya 13 

kDa’dur. Molekül ağırlığı 13 kDa olan MCP-1’de N-asetil-D-galaktozamin yer 

alırken, 9 kDa moleküler ağırlığa sahip izoformunda yoktur. Bununla birlikte 

glikolizasyondaki bu farklılık, MCP-1’in monosit göç kapasitesini etkilememektedir 

(Melgarejo et al., 2009). Monosit kemoatraktan protein-1, hücre yüzeyindeki CC 

kemokin reseptör 2 (CCR2)’ye bağlanarak monositlerin enflamasyon ya da hasar 

bölgesine göçünü ve kemotaksisi tetiklemekte ve bu şekilde enflamasyonun 

başlamasında anahtar rol oynamaktadır (O'Hayre et al., 2008; Deshmane et al., 2009). 
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MCP-1, hedef hücre yüzeyindeki CCR2 kemokin reseptörüne bağlanmaktadır 

(O'Hayre et al., 2008). CCR2 monositlerden eksprese olur, bunun T hücrelerinden 

ekspresyonu sadece onların aktivasyonundan sonra tespit edilir (Jung ve Miller, 2008). 

MCP-1’ in CCR2 ile etkileşimi sonucunda fosfatidilinositol sinyal yolağının 

aktivasyonu Şekil 2.7’de sunuldu. 

 

Şekil 2.7. MCP-1’ in CCR2 ile etkileşimi sonucunda fosfatidilinositol sinyal yolağının aktivasyonu 

PLC: Fosfolipaz C; PIP2: Fosfotidilinositol-bifosfat; IP3: İnositol trifosfat; 

DAG:Diasilgliserol; PKC: Protein kinaz C; NF-kB: Nüklear faktör-kappa B (Melgarejo et al., 

2009’dan) 

MCP-1’ in sadece insan periferal kan mononükleer hücrelerinde değil endotelyal 

hücrelerde de MCP-1’in uyardığı protein “MCP-1-induced protein” i (MCPIP) 

arttırdığı ve bu transkripsiyon faktörünün MCP-1 tarafından başlatılan anjiyogeneze 

aracılık ettiği saptanmıştır (O'Hayre et al.,  2008). Yapılan in vitro ve in vivo 

çalışmalarda infeksiyon durumlarında MCP-1’ in mRNA ekspresyonunun arttığı ve 

pek çok hastalığın patogenezinde rol oynayabileceği bildirilmiştir (Cagnard et al., 

2005; Lutgens et al., 2005; Vaziri et al., 2005; Adarichev et al., 2006; Tucci et al., 

2006, Wara et al., 2008; Levinger et al., 2011; Munshi et al., 2011; Jia et al., 2012; 

Razmkhah et al., 2012; Renga et al., 2012; Santos et al., 2012; Zheng et al., 2012; Liu 

et al., 2013; Tourniaire et al., 2013). 

MCP-1, pro-enflamatuar sitokinlere yanıt olarak salgılanan ve enflamatuar hücre 

trafiğini düzenleyen, monositlerin, nötrofillerin ve lenfositlerin seçici olarak 

çekilmesinde önemli rol almakta, özellikle monositler için güçlü bir kemotaktik faktör 
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olan MCP-1 pek çok patofizyolojik durumda önemli bir rol oynamaktadır (Holdsworth 

et al., 2000; Moser ve Loetscher, 2001; Deshmane et al., 2009). Böbrek dokusundan 

salınan MCP-1 monosit/makrofaj infiltrasyonunun düzenlenmesinde önemli bir rol 

oynamakta ve böbrek dokusundaki enflamasyona önemli katkıda bulunmaktadır 

(Haberstroh et al., 2002; Anders et al., 2003; Eardley et al., 2006). Glomeruler 

hipertansiyon ile ilişkili kronik böbrek yetmezliğinde MCP-1'in tubulointerstisyel 

hasarda rol oynadığı belirlenmiştir (Ota et al., 2002). Aynı zamanda idrarda yüksek 

MCP-1 seviyesinin ilerleyici böbrek hasarı ile ilişkili olduğu ifade edilmiştir 

(Yokoyama et al., 1998; Wada et al., 1999). 

2.11. Aktivasyon üzerine düzenlenen, normal T hücrelerince eksprese 

edilen ve salınan (RANTES)  

Aktivasyon üzerine düzenlenen RANTES,  bazı T hücrelerinin alt kümelerinde 

kemoatraksiyona karışan ve salgılanan 8-10 kD boyutunda bir kemokindir. Beta-

kemokin ailesinin bir üyesi olan RANTES, epitel hücreler, makrofajlar, lenfositler ve 

eozinofiller tarafından üretilen, dolaşımdaki lökositlerin enflamasyon bölgesine 

alınmasında aktif rol oynayan, özellikle eozinofiller ve monositler için kemoatraktan 

etkiye sahip olan bir kemokindir (Baggiolini, 1998). Bununla birlikte, RANTES olarak 

da bilinen CCL5, iltihaplanmanın sonraki aşamasında özellikle aktifleştirilmiş efektör 

T hücrelerini ve yeni üretilen T hücrelerini toplamak için birkaç güne ihtiyaç duyar 

(Schall et al., 1990; Ortiz et al., 1996). RANTES CCR5'e bağlanır ve ayrıca CCR1 

kemokin reseptörlerini tanır (Anders et al., 2002; Charo ve Ransohof, 2006; Wells et 

al., 2006; Griffith et al., 2014).  

Aktivasyon sırasında indüklenen bu ekspresyona ek olarak, CCL5 ayrıca T 

hücreleri ve lokal doğal öldürücü (NK) hücreler tarafından enflamasyonsuz koşullarda 

da eksprese edilir (Swanson et al., 2002; Walzer et al., 2003; Kumar et al., 2009). 

Nötrleştirici anti-CCL5 antikorları, insanda dokuda yerleşik T hücrelerinin 

korunmasında düzenleyici bir rol oynadığı bilinmekte, homeostatik CCL5 

ekspresyonu olarak anılacak olan iltihaplanmayan koşullarda yapıcı CCL5 

ekspresyonunun, dokuda yerleşik lenfositlerin homeostazı için önemli olabileceği ileri 

sürülmektedir (Iijima et al., 2014; Collins et al., 2016). Ayrıca RANTES olarak bilinen 

CCL5' in hematopoietik kök hücrelerin farklılaşmasını doğrudan etkilemek için 

pleiotropik faktör olarak işlev görebildiği bilinmektedir (Ergen et al., 2012). Böbrek 

tubuler hücreleri tarafından üretilen RANTES'in, akut böbrek hasarına aracılık eden 
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anahtar bir kemokin olduğu rapor edilmiştir (Yu et al., 2016). Böbreğin tubuler epitel 

hücrelerinden salgılanan RANTES, interstisyum ve glomerulus içine bağışıklık 

hücrelerinin çekilmesini sağlayarak böbrek enflamasyonunun patogenezinde önemli 

rol oynamaktadır (Holdsworth et al., 2000). 
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3. MATERYAL VE METOT

Sunulan tez çalışması, Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) devamlı hücre 

kültüründe yürütülmüş olup hücreler % 10 fötal dana serumu ve % 1 

penisilin/streptomisin içeren Dulbecco’s minimum essential medium (DMEM) vasatı 

içerisinde üretildi. Hücreler bu besi ortamını içeren 25 cm2’ lik ve 75 cm2’lik 

flasklarda, iç ortamı % 5 CO2, % 95 hava karışımı kapsayan 37º C’lik inkubatörde 

tutularak ve rutin pasajları yapılarak üretildi. Hücrelerin sağkalımı ve morfolojik 

yapıları invert mikroskopta takip edildi. 

MDBK hücreleri Ondokuz Mayıs Üniversitesi Veteriner Fakültesi Viroloji 

Anabilim Dalı hücre koleksiyonundan temin edildi. Hücreler %10 fötal dana serumu, 

2 mM L-Glutamine (Gibco Cat no:A2916801), % 1 antibiyotik (Penisilin, 

Streptomisin) (Sigma-Aldrich, ABD) içeren 5 ml Dulbecco’s Minimum Essential 

Medium (Gibco) hücre üreme vasatı ile 25 cm2 yüzey alanına sahip flasklara 

çözüldükten sonra 370 C’lik CO2 ‘li (Nuve-EC 160) etüve kaldırıldı.  

Hücrelerin günlük olarak takibi yapıldı ve hücreler, flaskların taban yüzeyinin 

tamamını kapladıktan sonra 1 flasktan 2 flask olacak şekilde subkültüre edildi. Hücre 

canlılığı ölçümü pasajlama sırasında yapıldı. Bu amaçla hücre tripsin ile muamele 

edildikten sonra  hücre süspansiyonundan 10µl alınıp, 10µl tripan blue ile karıştrıldı. 

Hücre sayım kasetlerine koyularak Biorad PC20 Automated cell counter cihazı ile 

hücre canlılık ölçümleri yapıldı. 

 1. grup (negatif kontrol grubu): Herhangi bir uygulama yapılmayan DMEM 

vasat ortamındaki MDBK hücreleri 

 2. grup: LPS’ye maruz bırakılan DMEM vasat ortamındaki MDBK hücreleri 

 3. grup: Steviosid eklenen DMEM vasat ortamındaki MDBK hücreleri 

 4. grup: LPS+steviosid uygulanan DMEM vasat ortamındaki MDBK hücreleri 

3.1. MDBK hücre kültüründe enflamasyonun oluşturulması 

Enflamasyonun indüklenmesi amacıyla; MDBK hücreleri 8 saat boyunca, steril 

dimetil sülfoksit içerisinde hazırlanan 5 μg/ml LPS (E. coli O111: B4, L4391, Sigma-

Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)’ye maruz bırakıldı (Hu et al., 2012; Tapan, 2019). 

Daha sonra hücreler, 24 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda (10 μM, 20 μM, 50 

μM, 100 μM ve 200 μM) steviosid (CDS020802, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, 

USA) ile kültüre edildi (Yuajit  et al., 2017; Noitem et al., 2018; Alavala et al., 2019). 
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• MDBK hücrelerinde, lipopolisakkaritin sitotoksik ve steviosidin 

sitoprotektif etkisi kolorimetrik hücre sayım kiti ((96992, Sigma-Aldrich 

Corp., St. Louis, MO, USA) ile değerlendirildi. 

• Tüm uygulamalar dört tekrarlı gerçekleştirildi. 

• Uygulamalardan sonra hücre kültürü mediumları 2.500 rpm'de 10 dakika 

santrifüj edildi ve üstteki supernatantlarda ELISA analizleri gerçekleştirildi.  

• Hücre kültürü mediumlarında MCP-1 ve RANTES düzeyleri ELISA test 

kitleri kullanılarak ELISA yöntemi ile ölçüldü (Li et al., 2017). 

3.2. Sitotoksisite analizleri  

MDBK hücrelerinin canlılığı, kolorimetrik hücre sayım kiti kullanılarak 

belirlendi. Testin uygulanmasında üretici firmanın bildirdiği basamaklar takip edildi. 

Deneme guplarına ait MDBK hücreleri, 96 oyuklu bir mikropleytte 1 ml’sinde 1×105 

hücre olacak şekilde ekilerek 37°C’ lik inkübatörde 24 saat bekletildi. Hücreler pleyt 

yüzeyini kapladığında kuyucuklardaki hücre üretme vasatı uzaklaştırıldıktan sonra 

hücre üretme vasatında hazırlanan LPS (5 μg/ml)  ve/veya steviosid (10 μM, 20 μM, 

50 μM, 100 μM ve 200 μM) ikişer kuyucuğa olmak üzere 10 μl eklendi ve 37°C’ lik 

inkübatörde 12 saat süre ile inkube edildi.      

 Negatif kontrol hücrelerin kuyucuklarına steviosid yerine 10 μl hücre üretme 

vasatı pipetlendi. Daha sonra, her bir kuyucuğun kültür ortamına 10 µl (Cell Counting 

Kit-8)  CCK-8 çözeltisi ilave edildi ve mikropleyt 2 saat boyunca 37° C' lik 

inkübatörde tutuldu. Süre sonunda her bir kuyucuğun 450 nm'deki absorbansı, 

mikropleyt okuyucuda (Infinite F50, Tecan, Grödig, Austria) kaydedildi.  

3.3. ELISA analizleri  

Gruplardan elde edilen hücre kültürü mediumlarında IL-1β (MBS2609338, 

MyBioSource, Inc. San Diego, CA, USA), TNF-α (MBS2609886, MyBioSource, Inc. 

San Diego, CA, USA), MCP-1 (DZE201041011, Sunred Biological Technology Co., 

Shanghai, China) ve RANTES (E2197Bo, Bioassay Technology Laboratory, 

Shanghai, China) konsantrasyonları sığıra spesifik sitokin ticari ELISA test kitleri 

kullanılarak gerçekleştirildi. ELISA anaizlerinde üretici firmanın belirttiği prosedür 

takip edilerek tüm parametreler paralel çalışıldı.  
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kullanıldığı analizlerde Mikropleytte oluşan rengin absorbansı mikropleyt 

okuyucuda (Infinite F50, Tecan, Grödig, Austria ) değerlendirilerek sonuçlar standart 

eğriden hesaplandı. Sitokinlerin her biri çift örnekleme çalışıldı. 

3.4. İstatistiksel analizler 

Deneme gruplarından elde edilen sonuçların istatistiksel analizlerinde SPSS 22.0 

paket programından yararlanıldı. Tüm sonuçlara önemlilik testi öncesinde parametrik 

test varsayımlarından normallik yönünden Shapiro Wilk, varyansların homojenliği 

yönünden Levene testi uygulandı. Gruplar arası farklılığın anlamlı bulunduğu 

durumlarda ileri aşama (post-hoc) testi olarak parametrik test varsayımlarını sağlayan 

değişkenler için Duncan testi gerçekleştirildi. Tekrarlı deneylerin sonuçları, ortalama 

± standart sapma (SD) olarak ifade edildi. Tüm istatistiksel değerlendirmeler için p 

<0,05 anlamlı fark olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR

4.1. MDBK hücrelerinin invert mikroskoptaki görünümü 

MDBK hücrelerinin invert mikroskoptaki görünümü Şekil 4.1’de sunuldu. 

Şekil 4.1. A: MDBK hücre kontrol (40x) (48. saat); B: 200µM steviosid uygulanan MDBK hücre 

kültürü (40x) (48. Saat) 

4.2. MDBK hücrelerinin sağkalım oranları 

Deneysel uygulamaların gerçekleştirildiği MDBK hücrelerinin sağkalım 

oranları Şekil 4.2’ de sunuldu. Kontrol grubundaki hücrelerin sağkalım oranı % 100 

iken, 10 µM, 20 µM, 50 µM, 100 µM ve 200 µM steviosid uygulanan hücre 

gruplarında sırasıyla % 99,99, % 99,98 % 99,97, % 99,96 % ve % 99,95 olarak 

belirlendi. 
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Şekil 4.2. Farklı konsantrasyonlarda steviosid uygulamalarından sonra hücrelerde ölçülen 

sağkalım oranları. 

4.3. IL-1β konsantrasyonu 

Negatif kontrol, LPS, 10 μM steviosid, 20 μM steviosid, 50 μM steviosid, 100 

μM steviosid ve 200 μM steviosid hücre gruplarına ait IL-1β konsantrasyonları Şekil 

4.3’ de sunuldu. 

 

Şekil 4.3. MDBK hücre hattında IL-1β konsantrasyonları (n=4) 

Bulgular doğrultusunda, 8 saat süreyle 200 μM steviosid uygulanan hücre 

kültürü mediumlarında IL-1β konsantrasyonunun negatif kontrol hücrelerindeki 

değere oldukça yakın olduğu belirlendi. Bununla birlikte MDBK hücrelerine 8 saat 
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süreyle 200 μM steviosid uygulamasının enflamasyon göstergesi olan IL-1β salınımını 

bastırdığını göstermektedir. 

4.4. TNF-α konsantrasyonu 

Negatif kontrol, LPS,  10 μM steviosid, 20 μM steviosid, 50 μM steviosid, 100 

μM steviosid ve 200 μM steviosid gruplarına ait TNF-α konsantrasyonları Şekil 4.4’ 

de sunuldu.  

Şekil 4.4. MDBK hücre hattında TNF-α konsantrasyonları (n=4) 

8 saat süreyle 200 μM steviosid uygulanan hücre kültürü mediumlarında TNF-α 

konsantrasyonunun negatif kontrol hücrelerindeki değere en yakın olduğu belirlendi. 

Araştırma bulguları, MDBK hücrelerine 8 saat süreyle 200 μM steviosidin 

enflamasyon göstergesi olan TNF-α salınımını bastırdığını doğrulamaktadır. 

4.5. MCP-1 konsantrasyonu 

Negatif kontrol, 5 μg/ml LPS, 200 μM steviosid ve 5 μg/ml LPS + 200 μM 

steviosid gruplarının kültür supernatantlarındaki MCP-1 konsantrasyonları Şekil 4.5’ 

te sunuldu. 
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Şekil 4.5. MDBK hücre hattında MCP-1 konsantrasyonları (n=4). a,b,c: p < 0,05, (Duncan test) 

 

Negatif kontrol grubunun hücre supernatantında MCP-1 konsantrasyonu 5,8 ± 

1,0 ng/ml olarak ölçüldü. Sekiz saat boyunca 5 μg/ml LPS’ye maruz bırakılan MDBK 

hücre supernatantında MCP-1 konsantrasyonunun 127,8 ± 5,9 ng/ml olduğu belirlendi. 

Sekiz saat boyunca 200 μM steviosid uygulanan hücre supernatantında MCP-1 

konsantrasyonu 7,5 ± 1,3 ng/ml olarak belirlendi. Sekiz saat boyunca 5 μg/ml LPS + 

200 μM steviosid uygulanan MDBK hücre supernatantındaki MCP-1 konsantrasyonu 

73,8 ± 3,3 ng/ml olarak ölçüldü. Sekiz saat boyunca 5 μg/ml LPS’ye maruz kalan 

MDBK hücre supernatantındaki MCP-1 konsantrasyonunun negatif kontrol 

hücrelerindeki düzeye göre 22,03 kat yüksek olduğu belirlendi (p < 0,05). Sekiz saat 

boyunca 5 μg/ml LPS + 200 μM steviosid uygulanan MDBK hücre supernatantında 

MCP-1 konsantrasyonunun negatif kontrol hücrelerininkine oranla 12,72 kat daha 

fazla olduğu saptandı (p < 0,05). MDBK hücre kültüründe LPS maruziyeti ile artmış 

olan MCP-1 konsantrasyonunun steviosid uygulaması ile 1,73 kat azaldığı belirlendi 

(p < 0,05). 

4.6. RANTES konsantrasyonu 

Negatif kontrol, 5 μg/ml LPS, 200 μM steviosid ve 5 μg/ml LPS + 200 μM 

steviosid gruplarının kültür supernatantlarındaki RANTES konsantrasyonları Şekil 

4.6’ da sunuldu. 
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Şekil 4.6. MDBK hücre hattında RANTES konsantrasyonları (n=4). a,b,c: p < 0,05, (Duncan test) 

 

Negatif kontrol grubunun hücre supernatantında RANTES konsantrasyonunun 

14,3 ± 1,7 ng/ml olduğu belirlendi. Sekiz saat boyunca 5 μg/ml LPS’ye maruz 

bırakılan MDBK hücre supernatantında RANTES konsantrasyonunun 275,3 ± 4,1 

ng/ml olduğu saptandı. Sekiz saat boyunca 200 μM steviosid uygulanan hücre 

supernatantında RANTES  konsantrasyonu 17,3 ± 2,2 ng/ml olarak ölçüldü. Sekiz saat 

boyunca 5 μg/ml LPS + 200 μM steviosid uygulanan MDBK hücre supernatantındaki 

MCP-1 konsantrasyonu 84,0 ± 3,7 ng/ml olarak ölçüldü. Sekiz saat boyunca 5 μg/ml 

LPS’ye maruz kalan MDBK hücre supernatantındaki RANTES konsantrasyonunun 

negatif kontrol hücrelerindeki düzeye göre 19,25 kat yüksek olduğu belirlendi (p < 

0,05). Sekiz saat boyunca 5 μg/ml LPS + 200 μM steviosid uygulanan MDBK hücre 

supernatantında RANTES konsantrasyonunun negatif kontrol hücrelerininkine oranla 

5,87 kat daha fazla olduğu saptandı (p < 0,05). MDBK hücre kültüründe LPS 

maruziyeti ile artmış olan RANTES konsantrasyonunun steviosid uygulaması ile 3,28 

kat azaldığı belirlendi (p < 0,05). 
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5. TARTIŞMA

Böbrek hastalıkları, gerek insanlarda gerekse de hayvanlarda hayatı tehdit eden 

önemli bir sağlık problemidir. Böbrek hastalıklarının erken teşhis edilerek kontrol 

altına alınması ilerleyici böbrek hasarının engellenmesinde ve morbiditenin 

azaltılmasında oldukça önemlidir (Locatelli et al., 2002). Akut ve kronik böbrek 

hasarının etiyopatogenezinde enflamasyonun önemli bir rol oynamaktadır (Akcay et 

al., 2009; Awad et al., 2009; Bolisetty ve Agarwal, 2009; Silverstein, 2009; Sato  and 

Yanagita, 2018). Böbrekteki akut hasar, kronik böbrek hasarına dönüşebilmekte ve 

dönem böbrek hastalığına kadar varan ölümcül bir duruma neden olabilmektedir (Imig 

ve Ryan, 2013). Sitokinler ve kemokinler gibi enflamasyon modülatörleri, toll benzeri 

reseptörler (TLR) ve sitokin reseptörleri ile etkileşime girerek enflamasyonda rol 

almaktadırlar (Hendrayani et al., 2016). Böbrek yetmezliğinde IL-1β, IL-6 ve TNF-α 

gibi proenflamatuar sitokinler aterosklerotik komplikasyonlar bakımından önemli bir 

risk faktörü olmakta ve kardiyovasküler bozukluklara neden olarak mortaliteye yol 

açmaktadır (Zoccali et al., 2000; Stenvinkel et al., 2002a; Stenvinkel et al., 2002b).  

Lipopolisakkarit maruziyeti, TNF-α ve IL-1β gibi pro-enflamatuar sitokinlerin 

salgılanmasını tetikleyerek bağışıklık yanıtında görev alan hücreleri aktive etmektedir 

(Reyes et al., 2012). Sunulan tez çalışmasında, LPS’ ye maruz bırakılan MDBK hücre 

hattından elde edilen mediumdaki IL-1β konsantrasyonunun, negatif kontrol 

hücrelerdekine göre önemli düzeyde yükseldiği gözlendi (p < 0,05). Bu bulguyla 

uyumlu olarak, LPS uygulanan MDBK hücre hattından elde edilen mediumdaki TNF-

α konsantrasyonunun da negatif kontrol hücrelerdekine göre önemli oranda arttığı 

belirlendi (p < 0,05). Proenflamatuar sitokinlerin salgılanmasındaki artışın doku 

hasarına, sistemik enflamatuar cevap sendromuna ve septik şoka varan ağır bir tabloyla 

sonuçlandığı rapor edilmiştir (Huang et al., 2005). İnterlökinlerin ve TNF-α’ nın 

glomeruler filtrasyon hızını ve sodyum atılımını bozarak, böbrek dokusundaki kan 

akışını etkileyerek böbrek dokusunun hemodinamiğini negatif yönde etkilediği rapor 

edilmiştir (Imig and Ryan, 2013). Pro-enflamatuar sitokinlerin, böbrek dokusuna 

bağışıklık hücrelerin göçüne neden olarak ve kemokinlerin yanıtlarını modüle ederek 

böbrek dokusundaki yangısal reaksiyonları başlattıkları ileri sürülmüştür (Burne et al., 

2001; Ramesh and Reeves, 2002). 
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Steviosidin anti-enflamatuar etkiler sergilediği pek çok bilimsel çalışma ile 

kanıtlanmıştır. Fare, hamster ve ratlara steviosit verilmiş ve çok düşük düzeyde oral 

toksisiteye neden olduğu rapor edilmiştir (Asaki et al., 1975). 

Steviosid takviyesi gerçekleştirilen bir çalışmada, farelerin ciğerlerinde doz-

cevap ilişkili histopatolojik değişimler olduğunu tespit etmişlerdir (Aze et al., 1991). 

Stevia Rebundiana bitkisinden elde edilen steviosid üzerine yapılan toksikolojik 

çalışmalar doğrultusunda kanserojenik herhangi bir sonuç ile karşılaşılmadığı ve 

mutajenik olmadığı bildirilmiştir (Klongpanichpak et al., 1997; Hajihashemi and 

Ehsanpour, 2014). Bununla birlikte, steviosidin toksik dozunun memeli canlı 

hücrelerindeki kromozonal DNA’ larında hasar oluşturabileceği rapor edilmiştir 

(Nunes et al., 2007). Steviosid verilen hamster, fare ve ratlarda çok düşük düzeyde oral 

toksisite olduğu gözlemlenmiştir (Toskulkao et al., 1997). Stevia Rebundiana verilen 

hamsterlerde günde kilogram başına 250 mg dozda tüketimin kandaki maksimum 

steviol konsantrasyonunun toksik olma ihtimalinin olmadığı belirtilmiştir (Geuns, 

2003). Stevyanın sulu ekstraktlarının dişi sıçanların üremesini engellemediği tespit 

edilmiştir. Bu sebeple gebelikte tüketiminin herhangi bir olumsuz etkisinin 

olmayacağı ifade edilmiştir (Saenphet and ark., 2006). Stevia Rebundiana 

yapraklarınından elde edilen ekstraktların antioksidan etkili olduğu belirlenmiştir 

(Tadhani et al., 2007). Stevia Rebundiana yapraklarınında içeriğinde bulunan 

glikozitlerin antihiperglisemik, antihipertansif, anti-enflamatuar, antitümör ve idrar 

söktürücü etkilerinin bulunduğu bildirilmiştir (Chatsudthipong and Muanprasat, 

2009). 

Farklı konsantrasyonlarda (50 μg/ml, 100 μg/ml ve 200 μg/ml) steviosid 

takviyesinin RAW 264.7 hücrelerinde LPS uygulamasının neden olduğu NF-κB 

aktivasyonunu, IκBα degradasyonunu, ERK, JNK ve P38 fosforilasyonunu 

baskılayarak enflamatuar sitokin ekspresyonunu inhibe ettiği rapor edilmiştir. Ayrıca 

LPS'nin yokluğu veya varlığında; hücre canlılıklarının steviosidden etkilenmediği 

belirtilmiştir. Bu çalışma, steviosidin LPS ile uyarılan makrofajlarda TNF-α, IL-6 ve 

IL-1β ekspresyonunu inhibe ettiğini de göstermiştir (Fengyang et al., 2012). Caco-2 

hücrelerine uygulanan 0,001 mmol/l - 1 mmol/l steviosid ve 0,1 µmol/l - 100 µmol/l 

steviol konsantrasyonlarının toksisite göstermediği belirlenmiştir. Her iki doğal 

maddenin tüm dozlarında hücre sağkalımlarının, tedavi edilmeyen kontrol 

numuneleriyle karşılaştırıldığında yaklaşık olarak % 100 olduğu tespit edilmiştir. Bu 



34 

iki bileşiğin anti-enflamatuar aktiviteleri, potansiyel olarak bastırılmış LPS-aracılı 

TNF-α, IL-1β ve IL-6 salınımının bastırılmasıyla teyit edilmiştir. Sunulan tez 

çalışmasında da benzer şekilde LPS'ye maruz bırakılan MDBK hücre hattında artmış 

olan MCP-1 konsantrasyonunun steviosid uygulamasıyla önemli düzeyde baskılandığı 

belirlendi (p < 0,05). Benzer olarak, MDBK hücre hattında LPS maruziyetinin neden 

olduğu artmış RANTES konsantrasyonunun steviosid takviyesi ile düştüğü gözlendi 

(p < 0,05).   

Steviosidin, kolon epitel hücre hattında LPS ile uyarılmış TNF-α ve IL-1β 

salınımını, IκBα/NF-κB sinyalleme yoluyla azalttığı ve antienflamatuar etkiler 

sergilediği bildirilmiştir (Boonkaewwan and Burodom 2013). Steviosidin, akciğerde 

LPS ile indüklenen proenflamatuar sitokinlerin üretimini ve LPS tarafından uyarılan 

COX-2 ve iNOS ekspresyonunu inhibe ettiği ve akut akciğer hasarının tedavisi için 

umut verici olabileceği ifade edilmiştir (Yingkun et al., 2013). Madin-Darby köpek 

böbrek (MDCK) hücrelerinde bir kist modeli kullanılarak steviol ve türevlerinin kist 

büyümesi üzerindeki inhibitör etkisinin araştırıldığı bir çalışmada 200 μM'ye kadar 

olan dozlardaki steviolün, MDCK hücre canlılığında, proliferasyonunda ve 

apoptozunda herhangi bir etkiye sahip olmadığı ve steviolün MDCK hücrelerinde kist 

ilerlemesini geciktirdiği saptanmıştır ( Yuajit et al., 2013). Steviosidin, Staphylococcus 

aureus ile enfekte edilen farelerin meme bezinde MAPK, TLR2 ve NF-κB yoluyla IL-

6, TNF-α ve IL-1 ekspresyonunu azaltarak enflamasyonu baskıladığı ortaya 

konulmuştur (Wang et al., 2014).  

Yapılan bir araştırmada erkek Wistar farelere 6 hafta boyunca steviosid (0 

mg/kg/gün, 500 mg/kg/gün ve 1000 mg/kg/gün) uygulamasının plazmadaki TNF-α ve 

IL-1β seviyelerini ve periferik kan mononükleer hücrelerinden TNF-α ve IL-1β 

salınımını inhibe ettiğini rapor etmişlerdir (Noosud et al., 2017). Sisplatin-indüklü 

böbrek hasarı oluşturulmuş farelere 2 gün boyunca, oral, 50 mg/kg steviosid 

uygulamasının böbrek dokusunda TNF-α ekspresyonunu azaltarak enflamasyonu 

baskıladığı ortaya konulmuştur (Potočnjak et al., 2017). 

İnsan kolon karsinoma hücresi, (HCT 116-hedeflenen hücre) ve insan kolonu 

kaynaklı CCD18Co miyofibroblast hücre hatları (hedef olmayan hücre) üzerinde 

steviosidin etkilerinin değerlendirildiği bir çalışmada hem HCT 116 hem de CCD18Co 

hücre hatlarında steviosidin hücre ölümünü indüklediğini, yalnızca 200 μM dozunda 

CCD18Co ve HCT 116 hücre hatlarında sırasıyla % 20 ve % 30' dan fazla olmayan 
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hücre ölümüne neden olduğu ancak DNA hasarına neden olmadığı tespit edilmiştir. 

Steviosidin HCT 116 ve CCD18Co hücre hatları üzerinde sitotoksik ve genotoksik etki 

göstermediği, bu nedenle kalorisiz bir tatlandırıcı olarak kullanımının güvenli olduğu 

ileri sürülmüştür (Sharif et al., 2017). 

  Steviolün böbrek epitel hücrelerinde, polisistin 1 protein ekspresyonunu 

güçlendirerek ve stabilize ederek ve ayrıca kistik fibroz transmembran iletkenlik 

düzenleyici ve β-katenin lizozomal degradasyonunu teşvik ederek,   kist ilerlemesini 

yavaşlattığı ve bu sonuca istinaden, steviolün polikistik böbrek hastalığının tedavisi 

için umut verici olabileceği öne sürülmüştür (Yuajit et al., 2017). Steviolün kısmen 

aquaporin 2 transkripsiyonunu azaltarak, proteazomu teşvik ederek ve lizozom aracılı 

aquaporin 2 bozunmasını sağlayarak böbrekte polikistik ilerlemeyi yavaşlattığı rapor 

edilmiştir (Noitem et al., 2018). LPS ile enflamatuar ortamın indüklendiği, TNF-α ve 

IL-6 sitokin salınımının önemli ölçüde arttığı RAW264.7 hücrelerinin 20 µM ve 40 

µM olarak iki ayrı konsantrasyonda stevioside maruz bırakılması sonucunda, bu 

sitokinlerin salınımının baskılandığı ve hücre hatında reaktif oksijen türlerinin ve 

nitritlerin üretiminin de önemli ölçüde azaldığı belirlenmiştir (Alavala et al., 2019). 

Tavuk yavrularında maternal stevioside takviyesinin, LPS-maruziyetinin neden 

olduğu bozulmuş bağırsak mikrobiyotasını ve bağırsak mukozal hasarını iyileştirdiği 

ve kuluçka ağırlığını arttırdığı rapor edilmiştir (Jiang et al., 2021). 

Stevia yapraklarının ratlarda tioasetamid  kaynaklı sirozu önleme potansiyelinin 

değerlendirildiği bir araştırmanın sonuçları stevianın NF-κB' yi baskılayarak, Nrf2' yi 

indükleyerek, profibrojenik yolları bloke ederek, hepatik stellat hücrelerin 

aktivasyonunu inhibe ederek, fibroz ve dopamin dönüşümünü önleyerek antioksidan, 

anti-enflamatuar ve antifibrotik etkiler sergilediğini göstermiştir (Ramos-Tovar et al., 

2019). Steviosidin farelerde makrofajlardan IL-6, TNF-α, IL-1β gibi proenflamatuar 

sitokinlerin LPS-kaynaklı ekspresyonunu aşağı regüle ettiği ve COX2 ve HMGB1, 

anti-enflamatuar sitokinler olan IL-10’ u ve TGF-β1' i yukarı regüle ettiği saptanmıştır. 

Steviosidin anılan bu etkileriyle fareleri LPS' nin neden olduğu ölümcül şoktan 

koruduğu farelerin hayatta kalma oranını artırdığı ve enflamatuar hastalıklara karşı 

terapötik bir ajan olarak geliştirilebileceği öne sürülmüştür (Wei et al., 2021).  
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6. SONUÇ 

Böbrek dokusunda gelişen enflamasyonda MCP-1 ve RANTES gibi 

kemokinlerin rol oynadığı bilinmektedir. MCP-1, pro-enflamatuar sitokinlere yanıt 

olarak salgılanan ve enflamatuar hücre trafiğini düzenleyen, monositlerin, nötrofillerin 

ve lenfositlerin seçici olarak çekilmesinde etki göstermektedir. Böbrek dokusundan 

salgılanan MCP-1 monosit/makrofaj infiltrasyonununda rol alarak böbrek 

dokusundaki enflamasyona katkıda bulunmaktadır. Böbrek tubuler hücreleri 

tarafından salgılanan RANTES de interstisyum ve glomerulus içine bağışıklık 

hücrelerinin çekilmesine aracılık ederek böbrek enflamasyonuna aracılık etmektedir. 

Anti-enflamatuar, antioksidan ve antimikrobiyal etkileri sayesinde pek çok 

biyoyararlılığa sahip olan stevyanın anılan etkilerinden faydalanmak üzere 

gerçekleştirilen araştırmaların sayısı günbegün artmaktadır.  Stevyanın karsinojenik ve 

mutajenik etkilerinin olmadığının kanıtlanmış olması gıda sektöründe güvenli bir 

tatlandırıcı olarak kullanılmasını sağlamaktadır. Steviosidin enflamasyonla giden 

böbrek hastalıklarının profilaksisinde ve tedavisine yönelik in vivo çalışmalar ve klinik 

araştırmalar oldukça sınırlıdır. Sunulan tez çalışması ile steviosidin MDBK 

hücrelerinde LPS maruziyeti ile indüklenen MCP-1 ve RANTES salgılanmasının 

baskılanması yoluyla anti-enflamatuar etki gösterdiği belirlendi. Bu bulgular, 

steviosidin enflamatuar böbrek hastalıklarının tedavisinde kullanılma potansiyeli 

olabileceğine işaret etmektedir. Steviosidin in vitro bu etkisinin in vivo çalışmalarla 

teyit edilmesine gereksinim bulunmaktadır. 
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