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OZET

STEVIOSIDIN BOBREK HUCRE ENFLAMASYONUNDA KEMOKIN
SALINIMINA ETKISININ /N VITRO DEGERLENDIRILMESI

Secil MUDERRISOGLU
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Veterinerlik Biyokimyas1 Ana Bilim Dali
Doktora, Agustos/2022
Danigsman: Prof. Dr. Giil Fatma YARIM

Amacg: Bobrek dokusunda gelisen enflamasyonda monosit kemoatraktan
protein-1 (MCP-1) ve aktivasyon {izerine diizenlenen, normal T hiicrelerince eksprese
edilen ve saliman (RANTES) kemokinleri rol oynamaktadir. Enflamasyonla seyreden
hastaliklarin tedavisinde anti-enflamatuar glikozitlerin kullanimi basar1 saglamaktadir.
Onerilen tez galismasinin amaci, steviosidin lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen
bobrek hiicre enflamasyonunda kemokin yanitina etkisinin in vitro aragtiritlmasidir.

Materyal ve metot: Calisma, Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre
hattinda gergeklestirildi. Hiicre ¢calismalarinda; negatif kontrol, 5 ug/mL LPS, 200 uM
steviosid ve 5 ug/mL LPS + 200 uM steviosid olmak {izere dort farkli grup olusturuldu.
Steviosidin sitoprotektif ve LPS’nin sitotoksik dozlart kolorimetrik hiicre sayim kiti
ile degerlendirildi. MDBK hiicre mediumlarindaki MCP-1 ve RANTES
konsantrasyonlari enzim bagli immiinosorbent analiz Kiti belirlendi.

Bulgular: Negatif kontrol, 5 ug/mL LPS, 200 uM steviosid ve 5 ug/ml LPS +
200 uM steviosid gruplarmin kiiltiir supernatantlarindaki MCP-1 konsantrasyonlari
sirastyla 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
Olglildii. LPS’ye maruz birakilan MDBK hiicrelerdeki MCP-1 konsantrasyonunun
negatif kontrol hiicrelerindekine gore 22,03 kat yiiksek oldugu belirlendi (p < 0,05).
Sekiz saat boyunca 5 pg/mL LPS + 200 uM steviosid uygulanan MDBK
hiicrelerindeki MCP-1 konsantrasyonunun negatif kontrol hiicrelerininkine oranla
12,72 kat fazla oldugu saptand: (p < 0,05). MDBK hiicrelerinde LPS maruziyeti ile
artmis olan MCP-1 konsantrasyonunun steviosid uygulamas: ile 1,73 kat azaldig
belirlendi (p < 0,05). Negatif kontrol, 5 pg/ml LPS, 200 uM steviosid ve 5 pg/mL LPS
+ 200 pM steviosid gruplarinin  kiiltiir  supernatantlarindaki RANTES
konsantrasyonlarinin sirastyla 14,3 + 1,7 ng/ml, 275,3 £ 4,1 ng/mL, 17,3 £ 2,2 ng/mL.
84,0 + 3,7 ng/ml oldugu belirlendi. LPS’ye maruz birakilan MDBK hiicrelerindeki
RANTES konsantrasyonunun negatif kontrol hiicrelerindeki diizeye gore 19,25 kat
yiksek oldugu belirlendi (p < 0,05). Sekiz saat boyunca 5 pg/mL LPS + 200 uM
steviosid uygulanan MDBK hiicre supernatantinda RANTES konsantrasyonunun
negatif kontrol hiicrelerininkine oranla 5,87 kat daha fazla oldugu saptandi (p < 0,05).
MDBK hiicre kiiltiirlinde LPS maruziyeti ile artmig olan RANTES
konsantrasyonunun steviosid uygulamasi ile 3,28 kat azaldigi belirlendi (p < 0,05).
Sonu¢: Sunulan tez galismasinin bulgulari, steviosidin, MDBK hiicrelerinde LPS
maruziyetinin neden oldugu artmig MCP-1 ve RANTES konsantrasyonlarini
baskilamak suretiyle anti-enflamatuar etki gosterdigi belirlendi. Steviosidin in vitro
bu etkisinin in vivo ¢alismalarla teyit edilmesine gereksinim bulunmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Steviosid, Bobrek hiicre hasari, in vitro, Lipopolisakkarit



ABSTRACT

IN VITRO EVALUATION OF THE EFFECT OF STEVIOSIDE ON CHEMOKINE
RELEASE IN RENAL CELL INFLAMMATION

Secil MUDERRISOGLU
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies

Departmant of Veterinary Biochemistry
Master, August/2022
Supervisor: Prof. Dr. Giil 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 pg/mL LPS, 200 uM stevioside and 5 pg/mL LPS + 200 uM
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 pg/mL LPS, 200 uM stevioside and 5 pg/mL LPS + 200 uM 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 ug/mL LPS + 200 uM
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 pg/ml
LPS, 200 uM stevioside and 5 ug/mL LPS + 200 uM 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 ug/mL LPS +
200 uM 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. GIRIS

Ulkemizde seker bitkisi, seker otu olarak bilinen Stevya’nin kullanilan
tatlandiricilar arasinda son zamanlarda popiilerligi olduk¢a artmistir. Daha ¢ok
tilkemizin sicak bolgesinde, Akdeniz Bolgesinde yetismesinin uygun olacagi
calismalar dogrultusunda rapor edilmistir. Toksikolojik alanda arastirmalarin
yapilmasi ile birlikte glivenirlilik sinirlariin artisina olanak saglayacagi kanaatine
varilmistir. BOylece yapay tatlandiricilar igerisinde daha cok tercih edilecegi
diistinilmektedir. Stevya’nin diyabetes mellitus (DM) hastaligina sahip olan
bireylerde kan sekeri regiilasyonu ve dengesini saglayabilecegi c¢aligmalar
dogrultusunda bildirilmistir. Ayrica, hastalifin prognozunda daha kaliteli bir yasam
stirilecegi vurgulanmigtir. Obezitede ve zayiflamak isteyen kisilerde tatli isteginin
stevya ile karsilanmasi, diisiik kalorili olmasi nedeniyle giivenli bir kullanima
sunulmaktadir. Boylece yapay tatlandirict kullaniminda yeni ve 6nemli bir donemin

baslayacag diisiiniilmektedir.

Pek ¢ok akut ve kronik enflamatuar hastalikta kemokinlerin salgilandiklari tespit
edilmistir. Boylece hastaliklarda kemokinler dokuda lokositlerin aktivasyonunu ve
ayni zamanda lokositlerin toplanmasini saglamaktadirlar. Monosit kemoatraktan
protein-1 (MCP-1), iltihaplanma siirecinde hiicre gogilinde rol alan bir kemokindir.
Monositlerin iltihaplanma boélgesine gogii igin sitokinler ile aktive olan endotelyal
hiicrelerden ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinden salgilanir. MCP-1 pek c¢ok patolojik
stirecte etki gostermektedir. MCP-1, artrit, ateroskleroz, bakteriyel infeksiyon,
gecikmis tip asirt duyarlilik reaksiyonlari, multiple skleroz, travmatik beyin
yaralanmalari, felg, diyabet, kronik obstriiktif akciger hastaligi ve bobrek hastaliklar
gibi monositlerin goérev aldigi pek c¢ok enflamatuar hastalikta anahtar rol
oynamaktadir. In vivo ve in vitro c¢alismalar, pek ¢ok hastalikta MCP-1 gen
ekspresyonunun ve protein diizeyinin degistigini ve bu hastaliklarin patogenezinde

etkili oldugunu gostermektedir.

Normal T hiicrelerince eksprese edilen ve salinan (RANTES)’in, bobrek tubuler
hiicreleri tarafindan da tretildigi ve akut bobrek hasarina aracilik eden anahtar bir
kemokin oldugu rapor edilmistir (Yu et al., 2016). Bobregin tubuler epitel
hiicrelerinden salgilanan RANTES, interstisyum ve glomerulus icine bagisiklik
hiicrelerinin ¢ekilmesini saglayarak bobrek enflamasyonunun patogenezinde 6nemli

rol oynamaktadir (Holdsworth et al., 2000). Bobrek dokusunda gelisen enflamasyonda



MCP-1 ve RANTES kemokinlerinin rol oynadigi bilinmektedir. Bobrek tubuler epitel
hiicrelerinden salgilanan MCP-1 ve RANTES gibi C-C kemokinler interstisyum ve
glomerulus igine bagisiklik hiicrelerinin  ¢ekilmesini indiikleyerek bobrek
enflamasyonunun patogenezinde o6nemli rol almaktadir (Rovin et al., 1999;
Holdsworth et al., 2000; Segerer et al., 2000). Bobregin enflamatuar hasarina katkida
bulunmalar1 nedeniyle MCP-1 ve RANTES diizeylerinin baskilanmasinin enflamatuar
bobrek hasarinin hafifletilmesinde ve tedavisinde terapotik potansiyele sahip
olabilecegi diisiiniilmektedir. (Poto¢njak et al 2017; Yuajit et al., 2017; Noitem et al.,
2018). Son yillarda, enflamasyonla seyreden hastaliklarin tedavisinde pek ¢ok klinik
ve deneysel ¢alisma yapilmakta ve anti-enflamatuar glikozitlerin kullanimi1 basari
saglamaktadir. Calismamizin amaci, steviosidin LPS ile indiiklenen bobrek hiicre
enflamasyonunda kemokin yanitina etkisinin in vitro arastirilmasidir. Tez
calismamizdan elde edilmesi beklenen sonuglarin, enflamatuar bobrek hastaliklarinin
tedavisinde steviosid ya da benzeri antienflamatuar glikozitlerin kullanilabilme

potansiyelini ortaya koyacagi dngoriilmektedir.



2. GENEL BILGILER

Stevia Rebaudiana Bertoni yapraklarinda bulunan steviol glikozitleri steviosid,
rebaudiosit A, rebaudiosit C, dulkosit A ve steviolbiosit olup baslica tatlandiric
bilesenleri steviosid ve rebaudiosit A'dir (Carakostas et al., 2008; Chatsudthipong ve
Muanprasati 2009; Yadav et al., 2011; Zahn et al., 2013; Yang et al., 2014). Oldukga
diistik kalorili olan steviol glikozitler, sakkaroza oranla 200-300 kat tatli olugundan
dogal tatlandiric1 olarak kullanilmaktadirlar (Barba et al., 2016; Parpinello et al.,
2001). Stevyanin tatlandirict olarak kullanilmasinin karsinojenik etkisinin olmadigi,
teratojenik bakimdan gebelikte kullaniminin giivenli oldugu ve dogurganligi
etkilemedigi bildirilmistir (Geuns, 2003). Tatlandiric1 6zelligine ek olarak, stevia
bitkisi, anti-enflamatuar (Poto¢njak 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 hastaliklara karsi terapotik potansiyele sahiptir (Momtazi-Borojeni et al., 2017).
Steviosid glikozidi enflamasyonun baskilanmasinda basariyla kullanilmaktadir
(Noosud etal., 2017; Potoénjak et al., 2017). Stevya bitkisinin giinde kilogram basina
alinan miktariin toksik olma ihtimalinin arastirmalar dogrultusunda tespit edilmesi
ve hasarin sonuglariin belirlenmesi 6nem teskil etmektedir (Geuns, 2003). Bununla
birlikte enflamasyon, bobrekte glomerulonefrite sebep olarak akut bobrek
yetmezliginden kronik bobrek yetmezligine kadar ilerleyen bobrek hasarma 6nemli
katkida bulunmaktadir (Kumar et al., 2013). Bobrek yetmezligi ile birlikte IL-1, IL-6,
TNF-a, IL-8, MCP-1, RANTES gibi mediyatorler hasari gosteren enflamasyon
belirtecleri olarak kullanilmaktadir (LlIoyd et al., 1997; Wada et al., 2001; Silverstein,
2009; Kumar et al., 2013;Fleit, 2014; Franceschi ve Campisi, 2014). LPS-indiikli
bobrek hiicre enflamasyonunda steviosidin kemokin diizeylerini module ederek olasi
terapotik etkisinin degerlendirilmesine dair bilimsel bir rapor bulunmamaktadir. Bu
nedenle, steviosidin bobrek hiicre enflamasyonunda terapotik olasiliginin kemokin

yanitina olan etkisiyle degerlendirilmesi amaglanmistir.



2.1. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisi

Seker yerine kullanilabilen pek ¢ok tatlandirici vardir (Nabor, 2002).

Tatlandiricilar kendi aralarinda siniflandirilmaktadir.

[ Tatlandiricilar J
. y (/’ "“HR‘

Kalorili (Karbonhidrat Bazh) Kalorili olmayan (Alternatif Tatlandiricilar)

= |

1

Dogal Sentetik
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/ K ‘ ‘
X
| 1-Diisiik Eali | - 1- Aspartam
2-Yiiksek Ftkili
2-Asesiilfam-K
Stevya
3-Aspartam-
Lua Ham Gua Asesiilfam-K tuzlar
Seker Alkolleri Monatin 4-Alitam
Thaumatin 5-Sakkarin ve tuzlarn
Allulosa
6-Siklamatlar
7-Sukraloz
8 Neohesperidin
9-Neotam

Sekil 2.1. Tatlandiricilarin siniflandirilmasi (ISO 2012; Seker kurumu 2015°den).

Yapay tatlandiricilarin pek cogunun agizda acimsi ve metalimsi bir tat birakmasi
sebebiyle tercih edilmeleri zamanla azalmistir (Pol et al., 2007). Tatlandiricilarin
smiflandirilmasindan goriildiigli {izere; Stevya (Stevia Rebaudiana) seker otu olarak
bilinen yiiksek etkili ve lifli bir bitkidir. Diger tatlandiricilar ile karsilastirildiginda
ag1zda metalimsi ve acims1 bir tat birakmamaktadir (Inang ve Cinar, 2009; Gantait et
al., 2015). Bununla birlikte stevyanin tatlandirici 6zelliginin nedeni glikozitlerin

yiiksek tatlilik gostermesidir.



Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisi yas iken yapraklarinda bulunan bilesiklerden
kaynakl1 olarak sakkarozdan yaklasik 15 kat, kurutulmus halde ise sakkarozdan 300-
350 kat daha fazla tatlandirici olmasindan dolay1 gida sanayinde biskiivi, ¢ikolata, i¢ki,
mesrubat, tath gibi gidalarda kullanimi tercih edilmektedir. (Ghanta et al., 2007,
Jarma, 2008; Inang ve Cinar, 2009; Serio, 2010; Misra et al.,2011; Boileau et al., 2012;
Yang et al., 2014; Tanst et al., 2017). Stevya’nin tercih edilmesinin en 6nemli
nedenleri arasinda diisiik kalorili olmas1 ve dogal bir tatlandirici olmasi gelmektedir
(Duran et al., 2012; Serfaty et al., 2013; Mejia-Espejel et al., 2019;).

2.2. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin orijini ve tarihcesi

Botanik anlamda Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisi 1899 yilinda Moises
Santiago Bertoni tarafindan siniflandirilmistir. Bununla birlikte ilk kez 1909 yilinda
Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin 0zii izole edilmistir. Bridel ve Lavieille adinda

iki Fransiz kimyac1 1931 yilinda steviosid iiretmek amaciyla saflastirma yapmislardir

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

Anavatan1 Giiney Amerika olan Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin Kuzey
Amerika’da 80°den fazla tiirii vardir. Giiney Amerik ‘da 200’den fazla tiirii oldugu
distiniilmektedir (Nunes et al.,, 2007). Stevia Rebaudiana Bertoni, Asteraceae
ailesinden, yabani, kiigiik bir ¢ali tiiri olup, Paraguay ve Brezilya’da yetismektedir
(Sojerto, 2002; Goyal et al., 2010; Ugar et al., 2011; Cho et al., 2013; Ramos-Tovar et
al., 2019). Ayn1 zamanda Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin 6zellikle bazi tiirleri
2300-2900 m yiiksekliklerde yetisebilen, 60-90 cm arasinda uzunluga sahip, sicaklik
olarak ortalama 25 °C’ de yetismesi elverisli olan ve nemli ortamlar1 seven bitki olarak
bilinmektedir (Cortes et al., 2007).

2.3. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin iiretimi

Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin  ¢igceklenmesi, bitkinin  steviol
glikozitlerinin miktarini etkileyen en 6nemli etkendir. Steviol glikozitlerinin en yiliksek
noktaya ulastigi zaman ¢iceklenme baslangicidir. Yani en yiiksek steviol glikozitleri
¢icek tomurcuk olusumundan itibaren % 10’ dan daha az gigeklenmenin oldugu
doneme kadar elde edilmektedir. Cigekler actik¢a yapraklardaki steviol oranlarida
diismektedir (Ceunen et al., 2013). Stevia Rebaudiana Bertoni genellikle yiiksek ve
sicak iklimleri seven bir bitkidir. Akdeniz ikliminin bu bitkinin iiretimi i¢in ¢ok uygun

oldugundan tariminin bu bolgelerde yapilmasi 6nerilmektedir (Angelini and Tavarini,



2014; Turgut et al., 2015). Kirmiz1 toprak 6zelligine sahip Akdeniz bolgesinde tiretim
denemeleri yapilmis, yaklasik ii¢ yil siiren denemeler sonucunda, ortalama bitki boyu
114 cm, bitki basina ana dal sayis1 17 ve yapraklardaki toplam steviol glikozit orani
ise % 16.52 oldugu bildirilmistir. Dolayisiyla Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin
Akdeniz ikliminde yetistirilmesinin olduk¢a uygun oldugu diisiiniilmektedir (Turgut
et al., 2015). Ayrica Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin Tokat ili ekolojik
kosullarinda yetistirilebilecegi belirlenmis olup, bitki boyunun 62,7-76,3 cm, bitki
basina dal sayisinin 15,4-19,3 adet oldugu ve biyolojik verimin uygun oldugu
bildirilmistir (Y1ldirim, 2017). Giiney Amerika’da denize Kiyist olan Paraguay'a 6zgii
cok yillik bir bitki olan Stevia Rebaudiana Bertoni kalori degeri olmayan yiiksek etkili
bir tatlandirict kaynagi olarak diinya ¢apinda yetistirilmeye baslanmistir (Victoria et
al., 2021). Tirkiye’de iretiminin artirilmasi ve gerekli adaptasyon testlerinin
yapilmasi i¢in ¢aligsmalar baglatilmistir (Turgut et al., 2015; Yiicesan et al., 20164a;
Yiicesan et al., 2016b; Yildirim, 2017). Ayrica iilkemiz igin Stevia Rebaudiana
Bertoni bitkisinin tiretiminin ekonomik degeri yiiksek bir faaliyet oldugu bildirilmistir
( Temel et al., 2014).

Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinden sivi ve toz formlarin tiretimi ii¢ sekilde
gerceklesmektedir. Ilk olarak iiretimi toz halinde elde edilen stevyadir. Oncelikle
direkt stevya yapraklart kurutulur, 6giitiiliir ve paketlenerek elde edilir. Bununla
birlikte ikinci tiretim formu konsantre stevya ekstrakti, i¢lincii tiretim formu ise toz
stevya ekstraktidir. Stevya ekstrakt liretmek igin piyasada birgok patentli metotlar
bulunmaktadir. Uretim i¢in temel olarak akis diyagramlari birbirlerine oldukga
yakindir. Stevyanin {iretimi, ekstraksiyon asamalari; yapraklarinin 6n-kurutma iglemi,
ogiitme, ekstraksiyon, filtrasyon veya saflastirma islemleri ile birlikte renk
maddelerinin elimine edilmesi, toz ya da sivi halde konsantre etme veya kurutma
islemlerinden gegmektedir. 50-85 °C’ler arasinda 6n kurutma islemi yapilmaktadir.
Kurutulmus, yaklasik 2 mm ¢apinda stevya yapraklarim kiicliltebilmek i¢in 6giitme
islemi gergeklestirilmektedir. Kazan ve kolon tipi aletler ekstraksiyon islemi i¢in
kullanilmakta olup, her iki metot icin alkol veya su ¢oziicii madde kullanilmaktadir.
Kazan igerisinde Stevya Rebaudiana Bertoni bitkisi ile birlikte ¢oziicii madde araliksiz
karistirtlir ve igslem 24 saat igerisinde tamamlanmaktadir. Yapilan ekstraksiyonda
ortam sicakligi 0-25 °C arasinda tutulur ve kolon tipi aletler kullanilmaktadir. Ayrica

stevya yaprak ve ¢oziicii madde oran1 0,02-0,1 (g/g) olmasina dikkat edilir, sistemin



akis hizinin ise 20-35 mL/min araliginda olmasina 6zen gdsterilir. Ayrica su ¢oziicli
madde olarak kullaniliyor ise fosforik asit (HsPOgs) ile pH 2-4 arasinda ayarlanmasi
gerekmektedir. Filtrasyon sirasinda, basing degerinin 200-1300 kpa araliginda,
sicakligin ise 30-85 °C arasinda olmasi 6nem tasir. Boylece yiiksek molekiil agirligina
sahip olan protein gibi makromolekiiller ham stevya ekstratindan uzaklastirilmis olur.
Saflagtirma veya filtrasyon asamalarinda renk maddeleri belirli diizeyde
uzaklastirilabilmektedir. Yapilan asamalarin sonucunda tercihe gore ve iirliniin sekline
gore konsantre edilerek ya konsantre stevya iiretimine gec¢ilmekte ya da kurutularak
toz stevya elde edilmektedir. Kurutma islemi yapilirken piiskiirtme esasina dayali
kurutucular kullanilir (Geuns, 2003; Megeji et al., 2005; Ghanta et al., 2007; Macchia
etal., 2007; Yadav et al., 2011; Ceunen ve Geuns, 2013; Serfaty et al., 2013; Gedik ve
Tansi, 2017). Stevya Rebundiana’dan s1v1 ve toz formlarin tiretim semasi Sekil 2.2’ de

sunuldu.
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Sekil 2.2. Stevia Rebundiana Bertoni bitkisinin sivi ve toz formlarin tiretim semasi (Sezgin ve
Kog, 2016°dan)



2.4. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinde bulunan glikozidlerin kimyasal
yapilari

Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinde bulunan glikozidlerin kimyasal yapilari

Sekil 2.3’te sunuldu.
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Sekil 2.3. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinde bulunan glikozidlerin kimyasal yapilari1 (Brandle
and Telmer, 2007°den)

Stevia Rebundiana Bertoni bitkisinin 150 alt tiirii bulunmaktadir (Nunes et al.,
2007). Stevianin yapraklarinda birden fazla steviol glikozit bilesigi (% 10-5)
bulunmaktadir. 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) oranlarinda oldugu bilinmektedir. Steviol glikozitler arasinda en degerli olan
Rebaudiosit A (Reb A), normal seker ile karsilastirildiginda 400-500 kat daha tatli olan
bir bilesiktir. Stevya’nin yapraklari, % 3.8 rebaudiosit A, % 0.3, dulkosit A, % 0.6
rebaudiosit C ve % 9,1 steviosid igerir (Lemus-Mondaca et al., 2012). Bununla birlikte
Stevia Rebundiana Bertoni bitkisinin yapraklari yiiksek fenolik bilesikler
icermektedir. Ayrica karotenoid, C vitamini, klorofil ihtiva eder. Antimikrobiyal ve
antioksidan ozelliklere 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 tath bilesikler diterpen
glikozitlerdir (Smith ve Vanstadin, 1992). Stevya Rebundiana Bertoni bitkisinin
yapraklarindan elde edilen steviol glikozitler, insiilin dengeleyici ve yiiksek tatliliga
sahip dogal bilesiklerdir. Bununla birlikte steviol glikozitler, rebaudiosit A, B, C, D,
E, dulkosit A ve steviosid adinda dogal bilesikleri icermektedir (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 arasinda, en
degerlisi normal sekere gore 400-500 kat daha tatli olan Rebaudiosit A (Reb A)
bilesigidir (Lemus-Mondaca et al., 2012). Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin steviol

glikozitlerinin kimyasal yapilar1 Tablo 2.1’de sunuldu.

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

den)
Bilesik ad1 R1 R2
Steviol H H
Steviolbiosit H B -Glo- g - Glo (2—1)
Steviosid B—Glo B -Glo- B - Glo 2—1)
Rebaudiosit A B—Glo B -Glo- B - (Glo 2—1)
I
B - Glo 3—1)
Rebaudiosit B H B -Glo- B - Glo 2—1)
I
B -Glo (3—1)
Rebaudiosit C B -Glo B -Glo- a-Rash(2—1)
(Dulkosit B) I
B -Glo- (3—1)
B -Glo- B - Glo 2—1)
Rebaudiosit D B-Glo B-Glo(2—1)c I
B - Glo 3—1)
Rebaudiosit E B —Glo B-Glo(2—1) B -Glo- p -Glo- B-(2—1)
B -Glo- p —Xy1(2—1)
Rebaudiosit F B -Glo I
B -Glo
Dulkosit B —Glo B -Glo- a-Rash(2—1)
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2.5. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin besin degeri

Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisi, ABD’de 1987 yilinda bir gida katkis1 olarak
yasaklanmis fakat 1995 de bir diyabet {iriinii olarak kullanilmasina izin verilmistir.
Daha sonra 2008 yilindan itibaren tatlandirici olarak tiiketimine izin verilmistir.
Bununla birlikte Avrupa Birligi (AB) tarafindan, 2011 yilinin Aralik ayindan itibaren
Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin steviol gilikozitlerinin (E 960) gida katki
maddesi ve tatlandiric1 olarak tiiketimine izin verilmistir. (Lemus-Mondaca et al.,
2012; Yicesan; 2015). Tiirkiye’de yayinlanan (28693 sayili), Resmi Gazete’ de,
30.06.2013 tarihinde, Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi
dogrultusunda Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin steviol glikozitlerinin, (E 960)

kodu ile tatlandirici olarak tiikketimine izin verilmistir (Yiicesan, 2015).

Stevia Rebundiana Bertoni bitkisinin yapraklar1 akolidleri, klorojenik asitleri,
suda c¢oziiniir formdaki klorofilleri, ksantofilleri, notr suda ¢oziinebilen formdaki
oligosakkaritleri, bazi serbest sekerleri, amino asitleri, ugucu yag asitlerini
icermektedir. Bununla birlikte hidoksinnamik asitler olarak bilinen kafeik, riboflavin,
tiamin, askorbik asit, p-karoten, oksalik asit icerir. Ayrica B-sitosterol, stigmasterol,
kampesterol ve pek ¢ok flavonoitleri igeriginde bulundurmaktadir (Komissarenko et
al., 1994; Savita, 2004; Giirleyik, 2010; Chaturvedula, 2011). Stevia Rebundiana
Bertoni bitkisinin yapraklar1 mineral, elzem amino asitlerce ve lif¢e zengindir (Karaca,
2010). Stevya yapraklarinda alanin, aspartik asit, glutamik asit, lisin, serin, prolin,
tirosin, izol6sin metiyonin gibi 9 esansiyel amino asit tespit edilmistir (Mohammad et
al., 2007). Daha sonra 8 amino asit tespit edilmistir (Abou-Arap 2010; Marcinek ve
Krejpcio, 2015). Bununla birlikte syevya lipit olarak linoleik asit, linolenik asit, oleoik
asit, palmitik asit ve stearik asitleri icermektedir (Marcinek ve Krejpcio, 2015). Ayrica
yapisinda ¢inko, demir, fosfor, krom, kobalt, magzenyum ve potasyum gibi mineraller
de bulunmaktadir (Giirleyik, 2010; Chaturvedula, 2011; Gupta et al., 2013; Yavas,
2015). Stevia Rebaudiana Berrtoni bitkisinin (kuru madde esasina gore) besin igerigi
Tablo 2.2” de sunuldu.
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Tablo 2.2. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin (kuru madde esasina gore) besin igerigi (Karaca, 2010’

dan)
Enerji (kcal) 270
Karbonhidrat (g) 52
Protein (g) 9,8
Yag (g) 2,5
Ham lif (g) 18,5
Nem (g) 7
Kiil (g) 10,5
Mineraller
Kalsiyum (mg) 464,4
Fosfor (mg) 11,4
Demir (mg) 55,3
Sodyum (mg) 190
Potasyum (mg) 1800
Anti Besinsel Faktorler
Okzalik asit (mg) 2295
Taninler (mg) 0,01

Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin stevya glikozitleri i¢in giinliik alim
miktarinin viicut agirhigimin kilogram basina 4 mg kadar olmasi Onerilmektedir.
Bununla birlikte ¢esitli gida sektorlerinde kullanimina izin verilmis ve uygun
bulunmustur. Ozellikle kilo kontrolii i¢in, dzel ve tibbi amacli gida takviyesi olarak
kullanimina izin verilmistir. Bununla birlikte diyet gidalarda, aromali fermente siit
tiriinlerinde, dondurmada, ¢ikolata iiriinlerde, ince firincilik triinlerinde (kek, pasta,
kurabiye), marmelatlarda, meyve nektar1 gibi igeceklerde, aromali igeceklerde, deniz

tirtinlerinde, suside, soya sosunda ve tatli yogurt yapiminda kullanilmaktadir
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(Kinghorn et al., 2001; Morlock et al., 2014; Kovacevic et al., 2018). Stevyanin diger
bir 6zelligi de yapisindaki sekerin yiiksek 1sida dahi karemelizasyona ugramamasi ve
kahverengilesmemesidir (JECFA, 2007). Sakkaroz miktarlarinin stevya miktarlarina

karsilig1 Sekil 2.4° te sunuldu.

1 cay kasig1 sakkaroz = 1/2 paket veya 1/8 ¢ay kasigi toz stevia = 5 damla siv1 stevia
1 gorba kasig1 sakkaroz = 1.5 paket veya 1/3 cay kasig1 toz stevia = 15 damla sivi1 stevia

1 su bardagi sakkaroz = 24 paket veya 2 ¢orba kasigi toz stevia = 2 ¢ay kasigi sivi stevia

Sekil 2.4. Sakkaroz miktarlarinin stevya miktarlarina karsiligi

2.6. Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinin saghk acisindan onemi

Stevia Rebundiana Bertoni bitkisinin ekstraktlarinin insan sagligi tizerine olumlu
etkileri oldugu savunulmaktadir (Tadhani et al., 2007). Stevyanin, antihiperglisemik,
antihipertansif, antihuman rotaviriis, antimikrobiyal ve antifungal 6zelligi oldugu
bilinmektedir (Lee et al., 2001; Okawa et al., 2001; Ghosh et al., 2008; Karagoz ve
Demirdoven, 2018). Diyabetes mellitus, obezite ve kalp hastaliklarinda da
kullanimimin pozitif etki edecegi diisiiniilmektedir. Ayrica steviol glikozitlerinin
zayiflamak ve i¢in de tatlandirict olarak kullanilmasinin olumlu etkiler gosterdigi
savunulmaktadir. Bununla birlikte dis ¢iiriimesi gibi rahatsizliklarda da kullanilmasi
onerilmektedir (Ghanta et al., 2007; Manisha et al., 2012). Stevya, diyabet hastaliginda
insiilin metabolizmasini etkilemeden kan sekeri diizeyini diisiiren ozellige sahip
olmas1 nedeniyle hastalara tavsiye edilmektedir. Ozellikle viicut tarafindan tamamen
metabolize edilmesi hasta bireyler ve zayiflamak isteyenler i¢in olduk¢a uygun oldugu
bilinmektedir (Lisak etal., 2011). Ozellikle diyabetli kisilerde, tat algilama duyusunun
azalmasi ile birlikte genel itibariyle tatli yiyeceklerin daha ¢ok sevildigi ve buna bagh
olarak tatli yeme isteginin arttig1 bilinmektedir. Bu durumdan dolay1 saglik agisindan
herhangi bir zarar1 olmayan, seker yerine kullanilabilen, seker ile ayni tad1 verebilen,
kalori igermeyen veya diisiik kalorili bir takim yapay tatlandiricilarin tiretimi son

yillarda giindeme tasinmistir (Alphan, 2005).

2.7. Bobrek hasari ve enflamasyon

Immiin sistemde humoral-sivisal ve hiicresel olmak iizere iki ana yol mevcuttur.
Inflamatuar mekanizmalar, o6zellikle immiin sistemin humoral-sivisal bilesik
maddelerin  katildigit kompleks bir siirectir. Viicutta; antijenler, patojenik

mikroorganizmalar, yabanci maddeler veya bobrekte doku hasar1 oldugunda koruyucu
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bir cevap olarak enflamatuar (yangi) yanit olusturulmaktadir (Silverstein, 2009;
Sreedhar et al., 2017). Akut enflamatuar yanit bobrekte hiicre ve dokulart hasardan
korumak ve iyilesmeyi baslatmak igin gereklidir. Bununla birlikte olusan pro-
enflamatuar yanit anti-enflamatuar yanit ile diizenlenir. Bu nedenle, viicudun
enflamatuar yanitinin dis ve i¢ uyaranlara kars1 dengede olmasi oldukga biiyiik 6lgiide
onem tagir (Neff ve Le Roux, 2014; Sreedhar et al., 2017). Akut inflamasyonu baslatan
ve siirdiiren kimyasal aracilar; eikosanoidler, histamin, kinin, kompleman sistem,
sitokinlerdir.  inflamasyonda ise akut enflamatuar yanit, siirecin baskilanmasi
gerceklesmedigi veya geciktigi i¢in dokuda pro-enflamatuar medyatdrlerin birikimine
ve doku hasarina neden olmaktadir. Ayrica doku hasari meydana gelse bile
enflamatuar siire¢ devam etmektedir (Silverstein, 2009; Fleit, 2014; Franceschi ve
Campisi, 2014).

Iskemi; bir organa gelen kan akimmin baz1 etkenlerle, organ transplantasyonu
ve vaskiiler cerrahi gibi islemler esnasinda yetersiz hale gelmesine veya durmasina
denir (Ertorun, 2015). Reperflizyon; iskemiye maruz kalan doku veya organlarin
yeniden kanlanmasina bagli olarak oksijenlenmesi durumudur. Reperfiizyon hasari
ise, iskemiden sonraki yeniden kanlanma doneminde meydana gelen doku veya
organlardaki hasar olarak tanimlanir (Akkog, 2008; Ertorun, 2015). Bununla birlikte
hasarin primer yerinden bagimsiz olarak glomeriiler, tiibiiler, interstisyel, damar

sklerozu ve son evre bobrek yetmezligi ile sonuglanir (Kumar et al., 2013).

Bobrek hastaliklart hem insanlarda hem de hayvanlarda yasam kalitesini
olumsuz yonde etkileyen dnemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Bobrek
hastaliklarinin erken tanis1 ve tedavisi ilerleyici bobrek fonksiyon kaybinin
engellenmesinde ve morbiditenin azaltilmasinda biiyiik 6nem tasimaktadir (Locatelli
et al., 2002). inflamasyonun ve bagisiklik sistemindeki degisikliklerin hem akut
bobrek yetmezligi hem de kronik bobrek yetmezliginde rol oynadigi bilinmektedir
(Akcay et al., 2009; Awad et al., 2009; Bolisetty ve Agarwal, 2009; Silverstein, 2009;
Sato and Yanagita, 2018). Bobrek hastaliklarini tetikleyen nedenler farkli olmakla
birlikte, akut bobrek yetmezligi kronik bobrek yetmezligine doniisebilmekte ve
kontrol altina alinmadiginda son donem bobrek hastaligina kadar varan agir bir tablo
sekillenebilmektedir (Imig ve Ryan, 2013). Inflamasyon, bobrekte glomerulonefritise
neden olarak akut bobrek yetmezliginden kronik bobrek yetmezligine kadar ilerleyen

bobrek hasarina énemli katkida bulunmaktadir. Inflamatuar yollar1 uyaran etmenler
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Inflamatuar mediyatorlerin {iretimini aktive eden hiicre igi sinyal yollarmi aktive
etmektedir. Sitokinler dahil enflamasyon uyaricilari, toll benzeri reseptorler (TLR) ve
sitokin reseptorleri ile etkilesime girerek enflamasyona aracilik etmektedir. Reseptor
aktivasyonu, transkripsiyon (STAT) yollarinin aktivatorii, mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK), niikleer faktor kappa-B (NF-kB) ve Janus kinaz (JAK)-sinyal
dontistiiriicii de dahil olmak {izere 6nemli hiicre i¢i sinyal yollarini tetiklemektedir
(Hendrayani et al., 2016). Son déonem bobrek yetmezligi olan hastalarda interlokin-1
beta (IL-1B), IL-6 ve tiimér nekroz faktér alfa (TNF-a) gibi proenflamatuar
sitokinlerin aterosklerotik komplikasyonlar i¢in risk faktorii oldugu, kardiyovaskiiler
bozukluklara yol actig1 ve bu hastalarda morbiditede ve mortalitede rol oynadigi
bildirilmistir (Zoccali et al., 2000; Stenvinkel et al., 2002a; Stenvinkel et al., 2002b).
Bununla birlikte endotoksine maruz kalan makrofajlar, enflamatuar hastaliklarda
onemli roller oynayan pro-enflamatuar sitokinler iretirler (Choi ve Hwang, 2005).
TNF-a, bir enflamatuar reaksiyon siirecinin en erken ve birincil endojen aracisidir
(Connolly et al., 2009; Maskrey et al. 2011).

IL-1B, hem lokal hem de sistemik seviyelerde enflamatuar yanita aracilik eden
onemli bir pro-enflamatuar sitokindir (Christman et al., 2000; McCoy et al., 2011). Bu
pro-enflamatuar sitokinler, ciddi doku hasarina ve septik soka yol agarlar. Bu sebeple,
pro-enflamatuar sitokinleri baskilamay1 amaglayan tedaviler, enflamatuar hastaliklar
icin potansiyel terapétik stratejiye sahiptirler (Ha et al., 2010; Lee et al., 2011). NF-
kB, hiicre dis1 uyarana kars1 enflamatuar ve immun yanitlar1 diizenlemede kritik bir
rol oynar. NF-kB normalde sitoplazmada NF-KB (IkB'ler) inhibitorleri olarak bilinen
bir inhibitdr protein ailesi tarafindan sekestre edilir. Bununla birlikte aktive
edildiginde, NF-kB birimi p65, inhibitdr proteininden ayrilir. [kB-a ve sitoplazmadan
¢ekirdege dogru yer degistirir ve burada TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi sitokinlerin spesifik
hedef genlerinin transkripsiyonunu tetikler (Rao 2001; Jiang et al., 2002).

Inflamasyon, bobrekte glomerulonefrite sebep olarak akut bdbrek
yetmezliginden kronik bobrek yetmezligine kadar ilerleyen bobrek hasarma 6nemli
katkida bulunmaktadir. Bobrek dokusunda gelisen enflamasyonda MCP-1 ve
RANTES kemokinlerinin rol oynadig: bilinmektedir (Lloyd et al., 1997; Wada et al.,
2001). Hasar olusumu ile birlikte RANTES ve MCP-1 gibi medyatorler hasar
olusumunu gosteren biyokimyasal belirtecler olarak kullanilmaktadir. Renal tiibiiler

epitel hiicrelerinin MCP-1 ve RANTES gibi C-C kemokinlerinin énemli bir kaynagi
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oldugu belirlenmistir (Holdsworth et al., 2000). Bakteriyel bilesenlere dogrudan maruz
kalinma ile birlikte bobrek hiicrelerinde C-C kemokin tretimini Toll-like (koprii
benzeri) reseptorler (TLRS) artirmaktadir. Bu nedenle, renal tiibiiler epitel hiicresi ile
C-C kemokin tiretiminde TLRs reseptorler 6nem tasimaktadir (Takeuchi et al., 2002).
TLRs reseptor ailesi bakteri bilesenlerinin taninmasinda 6énemli rol oynar. (Zhang ve
Ghosh, 2001).

Bobrek tiibtiler epitel hiicrelerinden salgilanan MCP-1 ve RANTES gibi C-C
kemokinler interstisyum ve glomerulus igine bagisiklik hiicrelerinin ¢ekilmesini
indiikleyerek bobrek enflamasyonunun patogenezinde Onemli rol almaktadir
(Holdsworth et al., 2000). Bobrekte gelisen enflamasyonun hafifletilmesinde veya
tedavi edilmesinde kemokinlerin modiile edilmesi basar1 saglamaktadir (Rovin, 1999;
Holdsworth et al., 2000; Segerer et al., 2000). Bobregin enflamatuar hasarina katkida
bulunmalar1 nedeniyle MCP-1 ve RANTES diizeylerinin baskilanmasinin enflamatuar
bobrek hasarinin hafifletilmesinde ve tedavisinde terapdtik potansiyele sahip
olabilecegi diistiniilmektedir. enflamatuar siire¢lerin sebep oldugu bobrek hasarinin
profilaksisi ve tedavisi amaciyla steviosid gibi glikozitlerin de yer aldig1 yeni terapdtik
yaklasimlar denenmekte ve basarili sonuglar elde edilmektedir (Poto¢njak et al., 2017,
Yuajit etal., 2017; Noitem et al., 2018).

2.8. Lipopolisakkarit

Lipopolisakkarit (LPS) gram-negatif bakterilerin ¢ogunun dis zarlarinda
bulunan yapisal olarak iligkili glikolipit ailesidir (Megrian, 2020). Lipopolisakkaritler
ve gram-pozitif bakterilerden peptidoglikanlar gibi bakteriyel iiriinler igin dedektor
gorevi goriirler ve konakg1 bagisiklik hiicrelerinin alimini aktive etmek igin sinyaller
tireterek yanit verirler (Hagar et al., 2013; Kayagaki et al., 2013; Shi et al., 2014). LPS
yapisinda O antijenleri, polisakkarit ¢cekirdekler, disakkarit yapi, yag asitleri ile Lipit
A’dan olusmaktadir. O antijeni gram negatif bakterilerin patolojik acidan
siniflandirilmasinin temelini olusturur. O antijeni bagisiklik hiicreleri tarafindan tek
taninandir ve immiinolojik yanittan sorumludur. O antijenini Lipit A’ya polisakkarit
cekirdekler baglar (Whitfield et al., 2020). Ttiim LPS molekiilleri, arketipik yapis1 4-7
asil zinciri tasiyan bir bisfosforile disakkarit omurgasindan olusan bir lipit bileseni

(lipit A) igerir (Whitfield and Trent, 2014). LPS’nin yapis1 Sekil 2.5’te sunuldu.

Renal tiibiiler epitel hiicrelerinin dogrudan bakteriyel bilesene maruz kaldigi
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pyelonefrit, bobrek yetmezliginin baslica nedenlerinden biridir. Gram-negatif
bakterilerin temel bir bileseni olan LPS, akut bobrek yetmezliginin gelismesinde ve
kronik nefritin hizlanmasinda 6nemli bir faktordiir ve siklikla bobrek yetmezligine yol
acar (Svanborg et al., 1991; Karkar ve Rees; 1997). Hayvan modellerinde LPS,
deneysel glomeriilonefrit veya IgA nefropati, lupus nefrit, antiglomeriiler bazal
membran hastalig1 ve akut tiibiiler nekroz gibi bozukluklar1 indiikler (Endo et al., 1993,;
Granholm ve Cavallo, 1994; Kang et al., 1995; Karkar ve Rees; 1997). Bakteriyel
istiladan iki ile li¢ saat sonra, enterik epitel hiicreleri kemokinler ve sitokinler dahil
aracilar1 serbest birakarak dogustan gelen ve edinilmis bagisiklik tepkilerini kolayca
uyarir. Akut bir mukozal enflamatuar yanit1 aktive etmek ve ayni zamanda erken bir
enflamatuar bagisiklik tepkisinin baslangici ile birlikte ¢alismak igin erken sinyaller

olarak iglev goriir (Chen et al., 2006).

17



1
! 0
@ @ Antijeni
L
7
: -
Polisakkarit
Cekirdekler
[l -
f‘ . -
Q.@ gm -Q Disakkarit
Y

OHh( QH -

)
/
< § Yag Asidi
{EE
)

k‘) /

Lipid A

Sekil 2.5. LPS’nin yapisi. man: D-mannoz, rha: L-rannoz, gal: D-galaktoz gin: Glutamin
(Galdiero ve et al., 2012’ den)

2.9. Kemokinler

Kemokinler, kemotaktik sitokinler, molekiil agirligi 8-14 kDa olan protein
yapisindaki kii¢iik sitokinlerdir (Oppenheim et al., 1991; Calapoglu ve Calapoglu,
2009; Coskuner, 2013). Kemokinler, primer yapilarinda yer alan iki sisteinin C

konfigiirasyonuna gore; alfa (a)-kemokinler, beta (B)-kemokinler, C kemokin
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(Ienfotaktin) ve C-X3-C kemokinler [fraktalkin (insanlarda) ve norotaktin (farelerde)]
olmak iizere dort gruba ayrilmaktadirlar (Baggiolini ve Loetscher, 2000; Moser ve
Loetscher, 2001).

Beta-kemokinlerde [sistein-sistein (C-C)], N terminalde iki sistein birbirine
bagli bulunmaktadir. Aminoasit konfigiirasyonlari, sekonder ve tersiyer yapilari
birbirine benzemekle birlikte kemokinler farkli etkilere sahiptirler (Zlotnik ve Yoshie,
2000; Horuk, 2007). Beta-kemokinler, baslica monositler ve T-lenfositler olmak {izere
eozinofiller, bazofiller ve NK (natural-killer, dogal-6ldiiriicti) hiicreler iizerinde de
kuvvetli kemotaktik etki ederek kronik enflamasyonda, alerjik reaksiyonlarda ve
paraziter enfeksiyonlarda rol oynamaktadirlar (Zlotnik ve Yoshie, 2000; Caglar ve
Kansu, 2004).

Disiilfit bagi siilfiir-siilfiir bag (sistein-Sistein)

30s halka

Parelel olmayan
j tabakasi

o -heliks

N-halka

\

40s halka

Sekil 2.6. Kemokinlerin ii¢ boyutlu yapisinin sematik gosterimi. o ve B tabakasinin yani sira ~ Sistein
kalintilar1 ve 30s ve 40s halkalarin gosterildigi bir kemokinin ii¢ boyutlu gosterimi. Tiim
kemokinlerin, konserve sistein kalintilar1 arasindaki distilfit baglariyla stabilize edilmis tipik bir
anahtar yapisini tagimaktadir (Deshmane et al. 2009’ dan)

Kemokinler iistlendikleri gorevlere gore enflamatuar kemokinler ve homeostatik
kemokinler olmak iizere iki gruba ayrilmaktadirlar. inflamatuar kemokinler, immun
uyarilar sonucunda enflamasyon ya da hasarmin bulundugu bolgeye l6kositlerin
gbclinii kontrol etmektedirler. Homeostatik kemokinler ise 16kositlerin, lenfoid
organlara yonlendirilmesini saglamaktadirlar (Baggiolini ve Loetscher, 2000; Wong
ve Fish, 2003; Moser et al., 2004). Aktive olmus monosit-makrofaj, 16kosit, lenfosit,
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ve endotel hiicrelerinden salgilanan kemokinler reseptorler araciligiyla hiicreye
baglanarak ve bu hiicreleri infeksiyon ve enflamasyon bélgesine gekerek farkli hiicre

tiplerinde kemotaktik aktivite gdstermektedirler.

Kemokinler, 16kositleri, lenfositleri, monosit/makrofaj kokenli birgok hiicreyi ve
dendritik hiicreleri yonlendirerek ve aktive ederek immun sistemin antijenik yanit
olusturmasinda ve otoimmun reaksiyonlar da dahil enflamatuar siirecte gorev
almaktadirlar (Baggiolini 2001; Calapoglu ve Calapoglu, 2009; Deshmane et al., 2009;
Yadav et al., 2010). Kemokinler, hiicre zarindaki 6zel reseptorlerine baglanip onlari
aktive ettikten sonra Ca*? metabolik yolunu kullanarak hiicre i¢inde bir dizi enzimatik
reaksiyona ve endoplazmik retikulumdan sinyal molekiillerinin salinmasina neden
olarak hedef proteinin fonksiyonel hale gelmesini saglamaktadirlar (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 (CCLS8),
MCP-3 (CCL7), MCP-4 (CCL13) ve MCP-5 (CCL12) olmak {izere bes iiyesi
bulunmaktadir (Proost et al., 1996; Yadav et al., 2010). CC kemokinleri, MCP-1 gibi,
ara ylizeyi esas olarak N terminal alan (CC kemokin) veya iki a-“heliks” sarmal1 (CXC
kemokin) yakininda sistein kalintilar1 ile birlikte antiparalel p-tabakasindan
olugsmaktadir (Baggiolini ve Loetscher, 2000). MCP ailesi, monositler, T hiicreleri,
fibroblastlar, endotel hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve enflamasyonda gorev
alan hiicrelerden salgilanmaktadir (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).

Beta-kemokin ailesinin bir iiyesi olan MCP-1 monositler, bazofiller ve T
lenfositler i¢in kemotaktik aktiviteye sahip olup molekiiler agirligi 9 kDa veya 13
kDa’dur. Molekiil agirhigr 13 kDa olan MCP-1’de N-asetil-D-galaktozamin yer
alirken, 9 kDa molekiiler agirliga sahip izoformunda yoktur. Bununla birlikte
glikolizasyondaki bu farklilik, MCP-1’in monosit gé¢ kapasitesini etkilememektedir
(Melgarejo et al., 2009). Monosit kemoatraktan protein-1, hiicre yiizeyindeki CC
kemokin reseptor 2 (CCR2)’ye baglanarak monositlerin enflamasyon ya da hasar
bolgesine goclinii ve kemotaksisi tetiklemekte ve bu sekilde enflamasyonun
baslamasinda anahtar rol oynamaktadir (O'Hayre et al., 2008; Deshmane et al., 2009).
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MCP-1, hedef hiicre yiizeyindeki CCR2 kemokin reseptdriine baglanmaktadir
(O'Hayre et al., 2008). CCR2 monositlerden eksprese olur, bunun T hiicrelerinden
ekspresyonu sadece onlarin aktivasyonundan sonra tespit edilir (Jung ve Miller, 2008).
MCP-1" in CCR2 ile etkilesimi sonucunda fosfatidilinositol sinyal yolaginin
aktivasyonu Sekil 2.7’de sunuldu.

Hiicre yiizey
membram
CxXx l\lll XK

Ty
A,Ll LI

(0900000908 8000
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Sekil 2.7. MCP-1" in CCR2 ile etkilesimi sonucunda fosfatidilinositol sinyal yolagmmin aktivasyonu
PLC: Fosfolipaz C; PIP2: Fosfotidilinositol-bifosfat; IP3: Inositol trifosfat;
DAG:Diasilgliserol; PKC: Protein kinaz C; NF-kB: Niiklear faktor-kappa B (Melgarejo et al.,
2009’dan)

MCP-1" in sadece insan periferal kan mononiikleer hiicrelerinde degil endotelyal
hiicrelerde de MCP-1’in uyardig1 protein “MCP-1-induced protein” i (MCPIP)
arttirdig1 ve bu transkripsiyon faktoriiniin MCP-1 tarafindan baslatilan anjiyogeneze
aracilik ettigi saptanmistir (O'Hayre et al., 2008). Yapilan in vitro ve in vivo
caligmalarda infeksiyon durumlarinda MCP-1" in mRNA ekspresyonunun arttigi ve
pek cok hastaligin patogenezinde rol oynayabilecegi bildirilmistir (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 yanit olarak salgilanan ve enflamatuar hiicre
trafigini diizenleyen, monositlerin, noétrofillerin ve lenfositlerin secici olarak

cekilmesinde 6nemli rol almakta, 6zellikle monositler i¢in giiglii bir kemotaktik faktor
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olan MCP-1 pek ¢ok patofizyolojik durumda nemli bir rol oynamaktadir (Holdsworth
et al., 2000; Moser ve Loetscher, 2001; Deshmane et al., 2009). Bobrek dokusundan
salinan MCP-1 monosit/makrofaj infiltrasyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamakta ve bobrek dokusundaki enflamasyona 6nemli katkida bulunmaktadir
(Haberstroh et al., 2002; Anders et al., 2003; Eardley et al., 2006). Glomeruler
hipertansiyon ile iliskili kronik bobrek yetmezliginde MCP-1'in tubulointerstisyel
hasarda rol oynadig1 belirlenmistir (Ota et al., 2002). Ayn1 zamanda idrarda yiiksek
MCP-1 seviyesinin ilerleyici bobrek hasari ile iliskili oldugu ifade edilmistir
(Yokoyama et al., 1998; Wada et al., 1999).

2.11. Aktivasyon iizerine diizenlenen, normal T hiicrelerince eksprese

edilen ve salinan (RANTES)

Aktivasyon iizerine diizenlenen RANTES, bazi T hiicrelerinin alt kiimelerinde
kemoatraksiyona karisan ve salgilanan 8-10 kD boyutunda bir kemokindir. Beta-
kemokin ailesinin bir liyesi olan RANTES, epitel hiicreler, makrofajlar, lenfositler ve
eozinofiller tarafindan iiretilen, dolasimdaki l6kositlerin enflamasyon bdlgesine
alinmasinda aktif rol oynayan, 6zellikle eozinofiller ve monositler i¢cin kemoatraktan
etkiye sahip olan bir kemokindir (Baggiolini, 1998). Bununla birlikte, RANTES olarak
da bilinen CCLS5, iltihaplanmanin sonraki asamasinda 6zellikle aktiflestirilmis efektor
T hiicrelerini ve yeni iiretilen T hiicrelerini toplamak i¢in birkag¢ giine ihtiya¢ duyar
(Schall et al., 1990; Ortiz et al., 1996). RANTES CCR5'e baglanir ve ayrica CCR1
kemokin reseptorlerini tanir (Anders et al., 2002; Charo ve Ransohof, 2006; Wells et
al., 2006; Griffith et al., 2014).

Aktivasyon sirasinda indiiklenen bu ekspresyona ek olarak, CCLS ayrica T
hiicreleri ve lokal dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler tarafindan enflamasyonsuz kosullarda
da eksprese edilir (Swanson et al., 2002; Walzer et al., 2003; Kumar et al., 2009).
Notrlestirici anti-CCL5 antikorlari, insanda dokuda yerlesik T hiicrelerinin
korunmasinda diizenleyici bir rol oynadigi bilinmekte, homeostatik CCLS5
ekspresyonu olarak anilacak olan iltihaplanmayan kosullarda yapict CCLS
ekspresyonunun, dokuda yerlesik lenfositlerin homeostazi i¢in 6nemli olabilecegi ileri
stiriilmektedir (lijima et al., 2014; Collins et al., 2016). Ayrica RANTES olarak bilinen
CCL5' in hematopoietik kok hiicrelerin farklilagmasini dogrudan etkilemek ig¢in
pleiotropik faktor olarak islev gorebildigi bilinmektedir (Ergen et al., 2012). Bobrek

tubuler hiicreleri tarafindan tiretilen RANTES'in, akut bobrek hasarina aracilik eden
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anahtar bir kemokin oldugu rapor edilmistir (Yu et al., 2016). Bobregin tubuler epitel
hiicrelerinden salgilanan RANTES, interstisyum ve glomerulus igine bagisiklik
hiicrelerinin ¢ekilmesini saglayarak bobrek enflamasyonunun patogenezinde 6nemli

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

Sunulan tez ¢alismasi, Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) devamli hiicre
kiiltiirlinde yiiriitiilmiis olup hiicreler % 10 fotal dana serumu ve % 1
penisilin/streptomisin iceren Dulbecco’s minimum essential medium (DMEM) vasati
icerisinde iretildi. Hiicreler bu besi ortamini iceren 25 cm?’ lik ve 75 cm?lik
flasklarda, i¢ ortam1 % 5 CO2, % 95 hava karisimi kapsayan 37° C’lik inkubatorde
tutularak ve rutin pasajlar1 yapilarak tretildi. Hiicrelerin sagkalimi ve morfolojik

yapilar1 invert mikroskopta takip edildi.

MDBK hiicreleri Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dal1 hiicre koleksiyonundan temin edildi. Hiicreler %10 fotal dana serumu,
2 mM L-Glutamine (Gibco Cat no0:A2916801), % 1 antibiyotik (Penisilin,
Streptomisin) (Sigma-Aldrich, ABD) igeren 5 ml Dulbecco’s Minimum Essential
Medium (Gibco) hiicre iireme vasati ile 25 cm? yiizey alanina sahip flasklara
¢oziildiikten sonra 37° C’lik CO; ‘li (Nuve-EC 160) etiive kaldirildi.

Hiicrelerin giinliik olarak takibi yapildi ve hiicreler, flasklarin taban ylizeyinin
tamamin1 kapladiktan sonra 1 flasktan 2 flask olacak sekilde subkiiltiire edildi. Hiicre
canlilig1 6l¢iimii pasajlama sirasinda yapildi. Bu amagla hiicre tripsin ile muamele
edildikten sonra hiicre siispansiyonundan 10ul alinip, 10pul tripan blue ile karistrildi.
Hiicre sayim kasetlerine koyularak Biorad PC20 Automated cell counter cihazi ile

hiicre canlilik 6l¢timleri yapildi.

» 1. grup (negatif kontrol grubu): Herhangi bir uygulama yapilmayan DMEM
vasat ortamindaki MDBK hiicreleri

» 2. grup: LPS’ye maruz birakilan DMEM vasat ortamindaki MDBK hiicreleri

» 3. grup: Steviosid eklenen DMEM vasat ortamindaki MDBK hiicreleri

» 4. grup: LPS+steviosid uygulanan DMEM vasat ortamindaki MDBK hiicreleri

3.1. MDBK nhiicre kiiltiiriinde enflamasyonun olusturulmasi

Enflamasyonun indiiklenmesi amaciyla; MDBK hiicreleri 8 saat boyunca, steril
dimetil siilfoksit i¢erisinde hazirlanan 5 pg/ml LPS (E. coli O111: B4, L4391, Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)’ye maruz birakildi (Hu et al., 2012; Tapan, 2019).
Daha sonra hiicreler, 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (10 uM, 20 uM, 50
uM, 100 uM ve 200 uM) steviosid (CDS020802, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
USA) ile kiiltiire edildi (Yuajit et al., 2017; Noitem et al., 2018; Alavala et al., 2019).
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+ MDBK hiicrelerinde, lipopolisakkaritin sitotoksik ve steviosidin
sitoprotektif etkisi kolorimetrik hiicre sayim kiti ((96992, Sigma-Aldrich
Corp., St. Louis, MO, USA) ile degerlendirildi.

* Tim uygulamalar dort tekrarli gergeklestirildi.

» Uygulamalardan sonra hiicre kiiltiirii mediumlar1 2.500 rpm'de 10 dakika

santrifiij edildi ve iistteki supernatantlarda ELISA analizleri gerceklestirildi.

* Hiicre kiiltiirii mediumlarinda MCP-1 ve RANTES diizeyleri ELISA test
kitleri kullanilarak ELISA yontemi ile 6l¢tildi (Li et al., 2017).

3.2. Sitotoksisite analizleri

MDBK hiicrelerinin canlilifi, kolorimetrik hiicre sayim kiti kullanilarak
belirlendi. Testin uygulanmasinda iiretici firmanin bildirdigi basamaklar takip edildi.
Deneme guplarma ait MDBK hiicreleri, 96 oyuklu bir mikropleytte 1 ml’sinde 1x10°
hiicre olacak sekilde ekilerek 37°C’ lik inkiibatorde 24 saat bekletildi. Hiicreler pleyt
yilizeyini kapladiginda kuyucuklardaki hiicre iiretme vasati uzaklastirildiktan sonra
hiicre iiretme vasatinda hazirlanan LPS (5 pg/ml) ve/veya steviosid (10 uM, 20 puM,
50 uM, 100 uM ve 200 uM) ikiser kuyucuga olmak iizere 10 pl eklendi ve 37°C’ lik

inkubatorde 12 saat stire ile inkube edildi.

Negatif kontrol hiicrelerin kuyucuklarina steviosid yerine 10 pl hiicre iiretme
vasat1 pipetlendi. Daha sonra, her bir kuyucugun kiiltiir ortamina 10 pl (Cell Counting
Kit-8) CCK-8 c¢ozeltisi ilave edildi ve mikropleyt 2 saat boyunca 37° C' lik
inkiibatorde tutuldu. Siire sonunda her bir kuyucugun 450 nm'deki absorbansi,

mikropleyt okuyucuda (Infinite F50, Tecan, Grodig, Austria) kaydedildi.
3.3. ELISA analizleri

Gruplardan elde edilen hiicre kiiltiiri mediumlarinda IL-18 (MBS2609338,
MyBioSource, Inc. San Diego, CA, USA), TNF-a (MBS2609886, MyBioSource, Inc.
San Diego, CA, USA), MCP-1 (DZE201041011, Sunred Biological Technology Co.,
Shanghai, China) ve RANTES (E2197Bo, Bioassay Technology Laboratory,
Shanghai, China) konsantrasyonlar1 Sigira spesifik sitokin ticari ELISA test Kitleri
kullanilarak gerceklestirildi. ELISA anaizlerinde iiretici firmanin belirttigi prosediir

takip edilerek tiim parametreler paralel ¢alisildi.
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kullanildig:1 analizlerde Mikropleytte olusan rengin absorbansi mikropleyt
okuyucuda (Infinite F50, Tecan, Grodig, Austria ) degerlendirilerek sonuglar standart

egriden hesaplandi. Sitokinlerin her biri ¢ift 6rnekleme ¢alisildi.
3.4. Istatistiksel analizler

Deneme gruplarindan elde edilen sonuglarin istatistiksel analizlerinde SPSS 22.0
paket programindan yararlanildi. Tiim sonuglara 6nemlilik testi 6ncesinde parametrik
test varsayimlarindan normallik yoniinden Shapiro Wilk, varyanslarin homojenligi
yoniinden Levene testi uygulandi. Gruplar arasi farkliligin anlamli bulundugu
durumlarda ileri asama (post-hoc) testi olarak parametrik test varsayimlarini saglayan
degiskenler i¢in Duncan testi gerceklestirildi. Tekrarli deneylerin sonuglari, ortalama
+ standart sapma (SD) olarak ifade edildi. Tiim istatistiksel degerlendirmeler i¢in p
<0,05 anlaml fark olarak kabul edildi.

26



4. BULGULAR

4.1. MDBK hiicrelerinin invert mikroskoptaki goriiniimii

MDBK hiicrelerinin invert mikroskoptaki goriiniimii Sekil 4.1°de sunuldu.

Sekil 4.1. A: MDBK hiicre kontrol (40x) (48. saat); B: 200uM steviosid uygulanan MDBK hiicre
kiltiiri (40x) (48. Saat)

4.2. MDBK hiicrelerinin sagkalim oranlari

Deneysel uygulamalarin  gergeklestirildigi MDBK hiicrelerinin  sagkalim
oranlar1 Sekil 4.2 de sunuldu. Kontrol grubundaki hiicrelerin sagkalim oran1 % 100
iken, 10 pM, 20 puM, 50 puM, 100 uM ve 200 puM steviosid uygulanan hiicre
gruplarinda sirasiyla % 99,99, % 99,98 % 99,97, % 99,96 % ve % 99,95 olarak
belirlendi.
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda steviosid uygulamalarindan sonra hiicrelerde oSl¢iilen
sagkalim oranlari.

4.3. IL-1p konsantrasyonu

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

uM steviosid ve 200 uM steviosid hiicre gruplarina ait IL-1f konsantrasyonlar1 Sekil
4.3’ de sunuldu.

IL-1B konsantrasyonu (pg/ml)
400 361,5
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Sekil 4.3. MDBK hiicre hattinda IL-1B konsantrasyonlar1 (n=4)

Bulgular dogrultusunda, 8 saat siireyle 200 uM steviosid uygulanan hiicre
kiltiiriic mediumlarinda IL-1B konsantrasyonunun negatif kontrol hiicrelerindeki

degere oldukca yakin oldugu belirlendi. Bununla birlikte MDBK hiicrelerine 8 saat
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stireyle 200 uM steviosid Uygulamasinin enflamasyon gostergesi olan IL-1f salinimini

bastirdigini gostermektedir.
4.4. TNF-a konsantrasyonu

Negatif kontrol, LPS, 10 uM steviosid, 20 uM steviosid, 50 uM steviosid, 100
uM steviosid ve 200 uM steviosid gruplarina ait TNF-a konsantrasyonlart Sekil 4.4’

de sunuldu.
TNF-a konsantrasyonu (pg/ml)
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Sekil 4.4. MDBK hiicre hattinda TNF-a konsantrasyonlari (n=4)

8 saat siireyle 200 pM steviosid uygulanan hiicre kiiltlirii mediumlarinda TNF-a
konsantrasyonunun negatif kontrol hiicrelerindeki degere en yakin oldugu belirlendi.
Arastirma bulgulari, MDBK hiicrelerine 8 saat siireyle 200 uM steviosidin

enflamasyon gostergesi olan TNF-a salinimini bastirdigini dogrulamaktadir.
4.5. MCP-1 konsantrasyonu

Negatif kontrol, 5 pg/ml LPS, 200 uM steviosid ve 5 pg/ml LPS + 200 uM
steviosid gruplarinin kiiltiir supernatantlarindaki MCP-1 konsantrasyonlar1 Sekil 4.5’

te sunuldu.
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Sekil 4.5. MDBK hiicre hattinda MCP-1 konsantrasyonlar1 (n=4). **¢ p < 0,05, (Duncan test)

Negatif kontrol grubunun hiicre supernatantinda MCP-1 konsantrasyonu 5,8 +
1,0 ng/ml olarak 6l¢iildii. Sekiz saat boyunca 5 pg/ml LPS’ye maruz birakilan MDBK
hiicre supernatantinda MCP-1 konsantrasyonunun 127,8 = 5,9 ng/ml oldugu belirlendi.
Sekiz saat boyunca 200 uM steviosid uygulanan hiicre supernatantinda MCP-1
konsantrasyonu 7,5 + 1,3 ng/ml olarak belirlendi. Sekiz saat boyunca 5 pg/ml LPS +
200 puM steviosid uygulanan MDBK hiicre supernatantindaki MCP-1 konsantrasyonu
73,8 £ 3,3 ng/ml olarak olgiildii. Sekiz saat boyunca 5 pg/ml LPS’ye maruz kalan
MDBK hiicre supernatantindaki MCP-1 konsantrasyonunun negatif kontrol
hiicrelerindeki diizeye gore 22,03 kat yiiksek oldugu belirlendi (p < 0,05). Sekiz saat
boyunca 5 pg/ml LPS + 200 uM steviosid uygulanan MDBK hiicre supernatantinda
MCP-1 konsantrasyonunun negatif kontrol hiicrelerininkine oranla 12,72 kat daha
fazla oldugu saptandi (p < 0,05). MDBK hiicre kiiltiiriinde LPS maruziyeti ile artmis
olan MCP-1 konsantrasyonunun steviosid uygulamasi ile 1,73 kat azaldig1 belirlendi
(p <0,05).

4.6. RANTES konsantrasyonu

Negatif kontrol, 5 pg/ml LPS, 200 uM steviosid ve 5 pg/ml LPS + 200 uM
steviosid gruplarinin kiiltiir supernatantlarindaki RANTES konsantrasyonlar1 Sekil
4.6° da sunuldu.
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Sekil 4.6. MDBK hiicre hattinda RANTES konsantrasyonlar1 (n=4). > p < 0,05, (Duncan test)

Negatif kontrol grubunun hiicre supernatantinda RANTES konsantrasyonunun
14,3 £ 1,7 ng/ml oldugu belirlendi. Sekiz saat boyunca 5 pg/ml LPS’ye maruz
birakilan MDBK hiicre supernatantinda RANTES konsantrasyonunun 275,3 + 4,1
ng/ml oldugu saptandi. Sekiz saat boyunca 200 uM steviosid uygulanan hiicre
supernatantinda RANTES konsantrasyonu 17,3 + 2,2 ng/ml olarak 6l¢iildii. Sekiz saat
boyunca 5 pg/ml LPS + 200 uM steviosid uygulanan MDBK hiicre supernatantindaki
MCP-1 konsantrasyonu 84,0 + 3,7 ng/ml olarak 6lgiildii. Sekiz saat boyunca 5 pg/ml
LPS’ye maruz kalan MDBK hiicre supernatantindaki RANTES konsantrasyonunun
negatif kontrol hiicrelerindeki diizeye gore 19,25 kat yiiksek oldugu belirlendi (p <
0,05). Sekiz saat boyunca 5 pg/ml LPS + 200 uM steviosid uygulanan MDBK hiicre
supernatantinda RANTES konsantrasyonunun negatif kontrol hiicrelerininkine oranla
5,87 kat daha fazla oldugu saptandi (p < 0,05). MDBK hiicre kiiltiiriinde LPS
maruziyeti ile artmig olan RANTES konsantrasyonunun steviosid uygulamasi ile 3,28
kat azaldig belirlendi (p < 0,05).
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5. TARTISMA

Bobrek hastaliklari, gerek insanlarda gerekse de hayvanlarda hayati tehdit eden
onemli bir saglik problemidir. Bobrek hastaliklarinin erken teshis edilerek kontrol
altina almmasi ilerleyici bobrek hasarinin engellenmesinde ve morbiditenin
azaltilmasinda oldukc¢a onemlidir (Locatelli et al., 2002). Akut ve kronik bobrek
hasarmin etiyopatogenezinde enflamasyonun énemli bir rol oynamaktadir (Akcay et
al., 2009; Awad et al., 2009; Bolisetty ve Agarwal, 2009; Silverstein, 2009; Sato and
Yanagita, 2018). Bobrekteki akut hasar, kronik bobrek hasarina doniisebilmekte ve
donem bobrek hastaligina kadar varan 6liimetil bir duruma neden olabilmektedir (Imig
ve Ryan, 2013). Sitokinler ve kemokinler gibi enflamasyon modiilatorleri, toll benzeri
reseptorler (TLR) ve sitokin reseptorleri ile etkilesime girerek enflamasyonda rol
almaktadirlar (Hendrayani et al., 2016). Bobrek yetmezliginde IL-1p, IL-6 ve TNF-a
gibi proenflamatuar sitokinler aterosklerotik komplikasyonlar bakimindan 6nemli bir
risk faktorii olmakta ve kardiyovaskiiler bozukluklara neden olarak mortaliteye yol
a¢cmaktadir (Zoccali et al., 2000; Stenvinkel et al., 2002a; Stenvinkel et al., 2002b).

Lipopolisakkarit maruziyeti, TNF-a ve IL-1 gibi pro-enflamatuar sitokinlerin
salgilanmasini tetikleyerek bagisiklik yanitinda gorev alan hiicreleri aktive etmektedir
(Reyes et al., 2012). Sunulan tez ¢alismasinda, LPS’ ye maruz birakilan MDBK hiicre
hattindan elde edilen mediumdaki IL-1p konsantrasyonunun, negatif kontrol
hiicrelerdekine gore onemli diizeyde yiikseldigi gozlendi (p < 0,05). Bu bulguyla
uyumlu olarak, LPS uygulanan MDBK hiicre hattindan elde edilen mediumdaki TNF-
a konsantrasyonunun da negatif kontrol hiicrelerdekine gore 6nemli oranda arttigi
belirlendi (p < 0,05). Proenflamatuar sitokinlerin salgilanmasindaki artisin doku
hasarina, sistemik enflamatuar cevap sendromuna ve septik soka varan agir bir tabloyla
sonuglandig1 rapor edilmistir (Huang et al., 2005). Interldkinlerin ve TNF-a’ nin
glomeruler filtrasyon hizin1 ve sodyum atilimini bozarak, bobrek dokusundaki kan
akisini etkileyerek bobrek dokusunun hemodinamigini negatif yonde etkiledigi rapor
edilmistir (Imig and Ryan, 2013). Pro-enflamatuar sitokinlerin, bobrek dokusuna
bagisiklik hiicrelerin gogiine neden olarak ve kemokinlerin yanitlarint modiile ederek
bobrek dokusundaki yangisal reaksiyonlari baslattiklari ileri siiriilmiistiir (Burne et al.,
2001; Ramesh and Reeves, 2002).
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Steviosidin anti-enflamatuar etkiler sergiledigi pek ¢ok bilimsel ¢alisma ile
kanitlanmistir. Fare, hamster ve ratlara steviosit verilmis ve ¢ok diisiik diizeyde oral

toksisiteye neden oldugu rapor edilmistir (Asaki et al., 1975).

Steviosid takviyesi gergeklestirilen bir ¢alismada, farelerin cigerlerinde doz-
cevap iliskili histopatolojik degisimler oldugunu tespit etmislerdir (Aze et al., 1991).
Stevia Rebundiana bitkisinden elde edilen steviosid iizerine yapilan toksikolojik
calismalar dogrultusunda kanserojenik herhangi bir sonug ile karsilasilmadigi ve
mutajenik olmadig: bildirilmistir (Klongpanichpak et al., 1997; Hajihashemi and
Ehsanpour, 2014). Bununla birlikte, steviosidin toksik dozunun memeli canli
hiicrelerindeki kromozonal DNA’ larinda hasar olusturabilecegi rapor edilmistir
(Nunes et al., 2007). Steviosid verilen hamster, fare ve ratlarda ¢ok diisiik diizeyde oral
toksisite oldugu gézlemlenmistir (Toskulkao et al., 1997). Stevia Rebundiana verilen
hamsterlerde giinde kilogram basina 250 mg dozda tiiketimin kandaki maksimum
steviol konsantrasyonunun toksik olma ihtimalinin olmadigi belirtilmistir (Geuns,
2003). Stevyanin sulu ekstraktlarinin disi siganlarin tiremesini engellemedigi tespit
edilmigtir. Bu sebeple gebelikte tiiketiminin herhangi bir olumsuz etkisinin
olmayacagi ifade edilmistir (Saenphet and ark.,, 2006). Stevia Rebundiana
yapraklarinindan elde edilen ekstraktlarin antioksidan etkili oldugu belirlenmistir
(Tadhani et al.,, 2007). Stevia Rebundiana yapraklariminda igeriginde bulunan
glikozitlerin antihiperglisemik, antihipertansif, anti-enflamatuar, antitiimor ve idrar
soktiiricti etkilerinin bulundugu bildirilmistir (Chatsudthipong and Muanprasat,
2009).

Farkli konsantrasyonlarda (50 pg/ml, 100 pg/ml ve 200 pg/ml) steviosid
takviyesinin RAW 264.7 hiicrelerinde LPS uygulamasinin neden oldugu NF-«B
aktivasyonunu, IkBoa degradasyonunu, ERK, JNK ve P38 fosforilasyonunu
baskilayarak enflamatuar sitokin ekspresyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir. Ayrica
LPS'nin yoklugu veya varliginda; hiicre canliliklarinin steviosidden etkilenmedigi
belirtilmistir. Bu ¢alisma, steviosidin LPS ile uyarilan makrofajlarda TNF-a, IL-6 ve
IL-1P ekspresyonunu inhibe ettigini de gostermistir (Fengyang et al., 2012). Caco-2
hiicrelerine uygulanan 0,001 mmol/l - 1 mmol/l steviosid ve 0,1 umol/l - 100 pmol/l
steviol konsantrasyonlarnin toksisite gostermedigi belirlenmistir. Her iki dogal
maddenin tiim dozlarinda hiicre sagkalimlarinin, tedavi edilmeyen kontrol

numuneleriyle karsilastirildiginda yaklasik olarak % 100 oldugu tespit edilmistir. Bu
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iki bilesigin anti-enflamatuar aktiviteleri, potansiyel olarak bastirilmigs LPS-aracili
TNF-a, IL-1f ve IL-6 salimminin bastirilmasiyla teyit edilmistir. Sunulan tez
calismasinda da benzer sekilde LPS'ye maruz birakilan MDBK hiicre hattinda artmis
olan MCP-1 konsantrasyonunun steviosid uygulamasiyla 6nemli diizeyde baskilandigi
belirlendi (p < 0,05). Benzer olarak, MDBK hiicre hattinda LPS maruziyetinin neden
oldugu artmis RANTES konsantrasyonunun steviosid takviyesi ile distiigii gozlendi

(p <0,05).

Steviosidin, kolon epitel hiicre hattinda LPS ile uyarilmis TNF-a ve IL-1P
salinimini, IkBo/NF-kB sinyalleme yoluyla azalttigi ve antienflamatuar etkiler
sergiledigi bildirilmistir (Boonkaewwan and Burodom 2013). Steviosidin, akcigerde
LPS ile indiiklenen proenflamatuar sitokinlerin iiretimini ve LPS tarafindan uyarilan
COX-2 ve iNOS ekspresyonunu inhibe ettigi ve akut akciger hasarinin tedavisi i¢in
umut verici olabilecegi ifade edilmistir (Yingkun et al., 2013). Madin-Darby kopek
bobrek (MDCK) hiicrelerinde bir kist modeli kullanilarak steviol ve tiirevlerinin kist
biiylimesi iizerindeki inhibitdr etkisinin arastirildigr bir ¢calismada 200 uM'ye kadar
olan dozlardaki steviolin, MDCK hiicre canliliginda, proliferasyonunda ve
apoptozunda herhangi bir etkiye sahip olmadigi ve stevioliin MDCK hiicrelerinde Kist
ilerlemesini geciktirdigi saptanmistir ( Yuajit et al., 2013). Steviosidin, Staphylococcus
aureus ile enfekte edilen farelerin meme bezinde MAPK, TLR2 ve NF-kB yoluyla IL-
6, TNF-o ve IL-1 ekspresyonunu azaltarak enflamasyonu baskiladigi ortaya

konulmustur (Wang et al., 2014).

Yapilan bir aragtirmada erkek Wistar farelere 6 hafta boyunca steviosid (0
mg/kg/giin, 500 mg/kg/giin ve 1000 mg/kg/giin) uygulamasinin plazmadaki TNF-a ve
IL-1B seviyelerini ve periferik kan mononiikleer hiicrelerinden TNF-o ve IL-1B
salintmini inhibe ettigini rapor etmislerdir (Noosud et al., 2017). Sisplatin-indiikli
bobrek hasart olusturulmus farelere 2 giin boyunca, oral, 50 mg/kg steviosid
uygulamasinin bobrek dokusunda TNF-o ekspresyonunu azaltarak enflamasyonu

baskiladig1 ortaya konulmustur (Potoénjak et al., 2017).

Insan kolon karsinoma hiicresi, (HCT 116-hedeflenen hiicre) ve insan kolonu
kaynaklt CCD18Co miyofibroblast hiicre hatlar1 (hedef olmayan hiicre) {izerinde
steviosidin etkilerinin degerlendirildigi bir calismada hem HCT 116 hem de CCD18Co
hiicre hatlarinda steviosidin hiicre 6liimiinii indiikledigini, yalnizca 200 uM dozunda
CCD18Co ve HCT 116 hiicre hatlarinda sirasiyla % 20 ve % 30' dan fazla olmayan
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hiicre 6limiine neden oldugu ancak DNA hasarina neden olmadigi tespit edilmistir.
Steviosidin HCT 116 ve CCD18Co hiicre hatlar1 lizerinde sitotoksik ve genotoksik etki
gostermedigi, bu nedenle kalorisiz bir tatlandirici olarak kullaniminin giivenli oldugu

ileri siiriilmistiir (Sharif et al., 2017).

Stevioliin bdbrek epitel hiicrelerinde, polisistin 1 protein ekspresyonunu
giiclendirerek ve stabilize ederek ve ayrica kistik fibroz transmembran iletkenlik
diizenleyici ve B-katenin lizozomal degradasyonunu tesvik ederek, Kkist ilerlemesini
yavaslattig1 ve bu sonuca istinaden, stevioliin polikistik bébrek hastaliginin tedavisi
icin umut verici olabilecegi One siiriilmistiir (Yuajit et al., 2017). Stevioliin kismen
aquaporin 2 transkripsiyonunu azaltarak, proteazomu tesvik ederek ve lizozom aracili
aquaporin 2 bozunmasini saglayarak bobrekte polikistik ilerlemeyi yavaslattigi rapor
edilmistir (Noitem et al., 2018). LPS ile enflamatuar ortamin indiiklendigi, TNF-ao ve
IL-6 sitokin saliniminin 6nemli dlgiide arttig i RAW264.7 hiicrelerinin 20 uM ve 40
uM olarak iki ayri konsantrasyonda stevioside maruz birakilmasi sonucunda, bu
sitokinlerin saliniminin baskilandigi ve hiicre hatinda reaktif oksijen tiirlerinin ve
nitritlerin tiretiminin de 6nemli 6lglide azaldig belirlenmistir (Alavala et al., 2019).
Tavuk yavrularinda maternal stevioside takviyesinin, LPS-maruziyetinin neden
oldugu bozulmus bagirsak mikrobiyotasini ve bagirsak mukozal hasarin1 iyilestirdigi

ve kulucka agirligini arttirdig: rapor edilmistir (Jiang et al., 2021).

Stevia yapraklarinin ratlarda tioasetamid kaynakli sirozu dnleme potansiyelinin
degerlendirildigi bir arastirmanin sonuglari stevianin NF-kB' yi baskilayarak, Nrf2' yi
indiikleyerek, profibrojenik yollar1 bloke ederek, hepatik stellat hiicrelerin
aktivasyonunu inhibe ederek, fibroz ve dopamin doniisiimiinii 6nleyerek antioksidan,
anti-enflamatuar ve antifibrotik etkiler sergiledigini gostermistir (Ramos-Tovar et al.,
2019). Steviosidin farelerde makrofajlardan IL-6, TNF-a, IL-1B gibi proenflamatuar
sitokinlerin LPS-kaynakli ekspresyonunu asagi regiile ettigi ve COX2 ve HMGBI,
anti-enflamatuar sitokinler olan IL-10" u ve TGF-B1'i yukar1 regiile ettigi saptanmuistir.
Steviosidin anilan bu etkileriyle fareleri LPS' nin neden oldugu o6limciil soktan
korudugu farelerin hayatta kalma oranini artirdigi ve enflamatuar hastaliklara karsi

terapotik bir ajan olarak gelistirilebilecegi one siirtilmiistiir (Wei et al., 2021).
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6. SONUC

Bobrek dokusunda gelisen enflamasyonda MCP-1 ve RANTES gibi
kemokinlerin rol oynadigi bilinmektedir. MCP-1, pro-enflamatuar sitokinlere yanit
olarak salgilanan ve enflamatuar hiicre trafigini diizenleyen, monositlerin, ndtrofillerin
ve lenfositlerin segici olarak g¢ekilmesinde etki gostermektedir. Bobrek dokusundan
salgilanan MCP-1 monosit/makrofaj infiltrasyonununda rol alarak bobrek
dokusundaki enflamasyona katkida bulunmaktadir. Bobrek tubuler hiicreleri
tarafindan salgilanan RANTES de interstisyum ve glomerulus i¢ine bagigiklik
hiicrelerinin ¢ekilmesine aracilik ederek bobrek enflamasyonuna aracilik etmektedir.
Anti-enflamatuar, antioksidan ve antimikrobiyal etkileri sayesinde pek ¢ok
biyoyararlilia sahip olan stevyanin anilan etkilerinden faydalanmak {izere
gerceklestirilen aragtirmalarin sayisi giinbegiin artmaktadir. Stevyanin karsinojenik ve
mutajenik etkilerinin olmadigmin kanitlanmis olmasi gida sektoriinde giivenli bir
tatlandiric1 olarak kullanilmasini saglamaktadir. Steviosidin enflamasyonla giden
bobrek hastaliklarinin profilaksisinde ve tedavisine yonelik in vivo ¢alismalar ve klinik
arastirmalar oldukc¢a sinirlidir. Sunulan tez calismasi ile steviosidin MDBK
hiicrelerinde LPS maruziyeti ile indiiklenen MCP-1 ve RANTES salgilanmasinin
baskilanmasi yoluyla anti-enflamatuar etki gosterdigi belirlendi. Bu bulgular,
steviosidin enflamatuar bobrek hastaliklariin tedavisinde kullanilma potansiyeli
olabilecegine isaret etmektedir. Steviosidin in vitro bu etkisinin in vivo ¢alismalarla

teyit edilmesine gereksinim bulunmaktadir.
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0Z GECMIS

SECIL MUDERRISOGLU 1994-1997 yillarinda Bafra Lisesi’ni bitirdikten sonra
Baskent Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi, Beslenme ve Diyetetik béliimiinden
05.07.2005 tarihinde mezun oldu. Anadolu Universitesi (Ikinci {iniversite-6nlisans)
Saglik Kurumlari Isletmeciligi béliimiinden 2012 yilinda mezun oldu. 2014 yilinda
OMU LEE Veterinerlik Biyokimyas1 Ana Bilim Dal1 Yiiksek Lisans programina girdi.
2017 yiinda OMU LEE Veterinerlik Biyokimyasi Ana Bilim Dali Doktora
programina basladi. Mezuniyetinden bu yana Ozel Medibafra Hastanesi (Kurum,
klinik ve poliklinik diyetisyeni-Samsun), Istanbul Pediatri Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Klinigi (Klinik diyetisyeni ve poliklinik diyetisyeni-Istanbul), Ozel
Medicalpark Hastanesi (Klinik ve poliklinik diyetisyeni-istanbul), JFK Hospital
(Klinik diyetisyeni ve poliklinik diyetisyeni-istanbul), Sofra Yemek A.S (Bayindir
hastanesi proje miidiirii, kurum diyetisyeni-Ankara) olarak gérev yapan SECIL
MUDERRISOGLU orta derecede Ingilizce bilmektedir (YOK DIiL: 55). Temel ilgi
alanlar1, Biyokimya ve Beslenme Biyokimyasidir. 7. Ulusal Veteriner Biyokimya ve
Klinik Biyokimya Kongresi Egitime katilim Sertifikasi (Samsun-2015), Kalite
Yonetim Sistem Dokiimantasyonu Sertifikasi (ALKA Miih.Dns.Tic.Ltd.Sti, Samsun-
2010), istatistiksel Proses Kontrol Teknikler Sertifikas1 (ALKA Miih. Dns. Tic. Ltd.
Sti, Samsun-2010), Kurulus I¢i Kalite Yénetim Sistem Denetgisi Sertifikas1 (ALKA
Miih. Dns. Tic. Ltd. Sti, Samsun-2010), Kurulus I¢i Kalite Yonetim Sistem Denetgisi
Sertifikasi (ALKA Miih. Dns. Tic. Ltd. Sti, Samsun-2010), Hasta iliskileri ve Hasta
Memnuniyeti Sertifikasi (Tiirkiye Psikolojik Danigma ve Rehberlik Dernegi, Samsun-
2010), Is giivenligi sertifikas1 (T.C. Calisma ve Sosyal Giivenlik Bakanlig1, Tiirkiye Is
kurumu Genel Miidiirliigii, Isletmelerde Egitim Semineri, Samsun-2010),
Yetiskinlerde agirlik yonetimi sertifika programi (Bolu-2007), Compass Kogluk
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